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Himoglobine und andere Hiimoproteine*.
Von
ManrrED Kimse.

Mit 6 Textabbildungen.

Hémoproteine sind zusammengesetzte Proteine. An ihrer Protein-
molekel befindet sich ein Hamin als charakteristische Wirkungsgruppe.
Eine besondere Gruppe der Héimoproteine sind die Hémoglobine. Sie
sind rote Farbstoffe, welche Sauerstoff reversibel binden kénnen. Alle
bisher bekannten natiirlichen Hémoglobine enthalten das gleiche Hdm,
Protohim. Dies ist der Ferrokomplex der 1,3,5,8-Tetramethyl-2,4-divi-
nylporphin-6,7-dipropionséure, in dem 4 der Koordinationsbindungen
des Kisens mit den Stickstoffatomen der Pyrrole besetzt sind. Die
Protohdm-Molekel ist eine flache Scheibe, welche im Hiamoglobin dem
Protein flach aufliegt.

Durch zahireiche physikalische Untersuchungen sind GroBe und
Gestalt des Hamoglobins der Saugetiere recht genau erkannt worden.
Die Rontgenanalysen von Pmrurz!? erlauben auch Schlilsse auf die
Struktur. Das Globin ist aus 4 Scheiben zusammengesetzt; jede Scheibe
besteht aus 4 gewundenen Polypeptidketten. Die Himoglobinmolekel
des Blutes der Siuger enthilt 4 Hime, welche alle parallel an das Globin
angelagert sind. Die Bindung der Hame erfolgt durch Komplexbildung
des Hisens mit basischen Gruppen des Globins, wahrscheinlich mit
Imidazolgruppen. Die 6. Koordinationsvalenz des Eisens ist nach auBlen
gerichtet und vermag Sauerstoff, Kohlenoxyd, Stlckoxyd oder Wasser
in den Komplex zu koordinieren.

Die Gruppen des Globins, welche vom Eisen des Hiams komplex
gebunden werden, sind insofern spezifisch, als sie dem Himeisen die
Fihigkeit vermitteln, Sauerstoff reversibel zu binden. Thre Spezifitit
ist an die Intaktheit der Globinmolekel gebunden. Wird die 6. Koordi-
nationsbindung des Eisens durch Sauerstoff, Kohlenoxyd oder Stick-
oxyd besetat, so entstehen Verbindungen mit dem bekannten Spektrum,
das durch 2 etwa gleich starke Banden im griinen Spektralgebiet aus-
gezeichnet ist.

AuBer dem nativen Globin kann das Eisen des Hims auch andere
Verbindungen mit basischen Gruppen koordinieren: Denaturierte Pro-
teine, Pyridin, Nicotin, Hydrazin, Ammoniak u. a. Die so gebildeten
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Verbindungen werden als Hdmochrome bezeichnet. Abgesehen von
der Art der Partner unterscheiden sie sich vom Hamoglobin dadurch,
daB das Eisen des Hams jeweils 2 Partner bindet 3, und keinen Sauerstoff
mehr zu binden vermag. Die Spektren der Himochrome sind dem des
Oxyhémoglobins &hnlich, sie haben ebenfalls auch 2 Banden im griinen
Gebiet. Jedoch liegen die Banden bei kiirzeren Wellenldngen, und die
o-Bande ist wesentlich stérker als die §-Bande.

Man weill schon lange, daf die Hamoglobine der verschiedenen
Séugetiere zwar sehr dhnlich sind aber chemisch nicht identisch. Unter-
schiede in der Kristallbildung machten schon vor vielen Jahren auf
Verschiedenheiten im Bau der Globine aufmerksam. Mit neuen zuver-
lagsigen Analysenmethoden konnten die Unterschiede im Aminosdure-
gehalt einwandfrei erfafit werden.

Die verschiedene chemische Zusammensetzung des Globins wirkt sich auf das
chemische Verhalten der einzelnen Hamoglobine aus. Die Affinitit der Hamoglobine
verschiedener Tierarten zu Sauerstoff und Kohlenoxyd ist verschieden?. Wahrend
die Spektren der Oxyhémoglobine nicht wesentlich voneinander abweichen, liegen
die Absorptionsmaxima der Kohlenoxydverbindungen, besonders die a-Banden
bei verschiedenen Wellenlingen. BarRcrorT und Mitarbeiter® haben schon 1925
entdeckt, dafl zwischen dem Verhiltnis der Kohlenoxyd- und Sauerstoffaffinitat
der verschiedenen Hamoglobine und dem Abstand der a-Bande der Kohlenoxyd-
von der der Sauerstoffverbindung, dem CO-span, eine einfache Beziehung besteht:
Der Logarithmus des Verhdltnisses von Kohlenoxydaffinitit zu Sauerstoffaffi.
nitdt ist dem CO-span proportional.

Als TrrorrLL® das Muskelhdmoglobin isolierte und dessen optische Eigen-
schaften sowie Sauerstoff- und Kohlenoxydbindung untersuchte, fiigten sich auch
dessen vom Hamoglobin stark abweichende Werte in diese Beziehung ein. Hier
schien der EinfluB der besonderen Struktur des Proteins aunf die Reaktionsfahig-
keit des Eisens im Spektrum quantitativ Ausdruck zu finden. Die entsprechenden
Daten des von KuBo? sowie KEmIN und WaxNg aus den Wurzelknollen von Legu-
minosen isolierten Leghédmoglobins und des von KerLin und Wake? ? untersuchten
Hamoglobins der Gastrophiluslarven fiigen sich jedoch nicht in dies Schema ein.
Es gestattet also nicht so weitgehende Schliisse.

Hauvrowrrz!® sowie BARCROFT und Mitarbeiter'® entdeckten 1935,
daB die Sauerstoffaffinitit von fetalem Blut stirker ist als die des miitter-
lichen Blutes und kamen zu dem Schluf, daB das fetale Hdamoglobin
von dem des Erwachsenen verschieden sein miisse.

Inzwischen ist der Unterschied auch in anderen Eigenschaften ge-
nauer charakterisiert worden: in der Kristallstruktur!?, der Loslich-
keit, der elektrophoretischen Beweglichkeit, der Geschwindigkeit der
Denaturierung durch Alkali, dem Gehalt an einzelnen Aminosduren
und dem serologischen Verhalten (JoPE und O’Brien!?). Die Mole-
kulargewichte der beiden Himoglobinarten sind nicht verschieden.
Fetales und erwachsenes Hamoglobin sind jedes fiir sich nicht einheit-
lich: im erwachsenen Himoglobin konnten durch Oberflichendenatu-
rierung!® und verschiedene Alkaliempfindlichkeitl4 mindestens 2 Kom-
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ponenten unterschieden werden und im fetalen Himoglobin sind bisher
3 verschieden l6sliche Komponenten nachgewiesen worden?s.

Die grioBiere Denaturierungsgeschwindigkeit des Hamoglobins von
erwachsenen Menschen wird in einer einfachen optischen Bestimmung
von fetalem und erwachsenem Hdmoglobin ausgenutzt. Bei der Denatu-
rierung entsteht aus Oxyhémoglobin Proteinhdmichrom. Dessen Bil-
dung wird an der Zuhahme der Extinktion der alkalischen Losung
(pg 12,7) im roten Spektralbereich (650 my) gemessen'®.

Ein von den physiologischen Arten abweichendes Globin wird bei
der Sichelzellenanimie gebildet. Es unterscheidet sich im isoelektrischen
Punkt8 (6,9 gegeniiber 6,68), in der Léslichkeit und Kristallstruktur?®
sowie im Gehalt an SH-Gruppen? (3 je Mol gegeniiber 2 je Mol in nor-
malem Himoglobin).

Das Sichelphinomen tritt bei den roten Zellen der betreffenden Patienten auf,
wenn der Sauerstoff aus den Zellen entfernt wird. Dann scheint sich das Hamo-
globin an einer oder mehreren Stellen zu sammeln; die Zellmembran kollabiert.
Die Zellen werden doppelbrechend?'; die Himoglobinmolekeln sind orientiert.
Durch Zutritt von Sauerstoff wird die Sichelbildung wieder riickgéingig gemacht.
PAvriNg'® nimmt an, daB die Molekeln des Sichelzellenhamoglobins an Bezirken
nahe den an der Molekeloberfliche gelegenen Hamen miteinander reagieren.
Durch die Sauerstoffbindung an die Hime wird die Struktur dieser Bezirke ver-
dndert und ihre Reaktionsfahigkeit beseitigt.

" Die Bildung des Sichelzellenhdmoglobins ist fiir die allgemeine Pathologie
von besonderem Interesse, weil das Sichelphdnomen auf eine abweichend gebildete
Proteinmolekel, also auf eine molekulare Erkrankung, zuriickgefiihrt werden
konnte. Auch fiir die biochemische Genetik ist die Bildung dieses Hamoglobins
von groflem Interesse, da sie wahrscheinlich unmittelbar genbedingt ist. Bei der
Sichelzellenanamie ist das Gen in homozygotem Zustand, bei der Sichelamie in
heterozygotem 22.

Kaprax und Mitarbeiter2® haben ein weiteres abnormes Hiamoglobin
entdeckt und als Hdamoglobin II1 bezeichnet. Diese Abnormitéit ist
ebenfalls erblich. Das Himoglobin ITIT kommt sowohl allein als auch
zusammen mit normalem oder Sichelzellenhdmoglobin in den Erythro-
cyten vor und kann durch seine besondere elektrophoretische Beweg-
lichkeit erkannt werden 24,

Eine bisher einzigartige pathologische Globinbildung haben HOrLEIN und
WEBER® beschrieben. Im Blute von Patienten mit familitrer Hamiglobinimie
fanden sie ein Hamiglobin, dessen Spektrum von dem des Hamiglobins aus nor-
malem Hémoglobin abweicht (langwellige Bande bei 600 mu gegeniiber 630 my
bei normalem Hamiglobin).

Wahrscheinlich miissen wir auch unter normalen Bedingungen noch mit einer
gewissen Variabilitit des Hamoglobins rechnen. Morsk und Mitarbeiter? fanden
tiir das Himoglobin von Kindern eine geringere Sauerstoffaffinitiat als fiir das
Erwachsener. Bei angeborener Herzerkrankung mit Cyanose war die Sauerstoff-
affinitit des Hamoglobins noch geringer als bei gesunden Kindern.

Die Bindungsreaktion des Sauerstoffs an das Hisen des Himoglobins
ist bisher immer so formuliert worden, da das komplexgebundene

36%*
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Eisen im Hamoglobin unbesetzt ist und der Sauerstoff in Oxyhimo-
globin durch kovalente Bindung gehalten wird. HaurowITz?? hat nach-
gewiesen, daB diese Formulierung nicht richtig ist. Im Hiamoglobin
ist die Bindung, die im Oxyhé&moglobin den Sauerstoff bindet, von einer
Wassermolekel besetzt. Trockenes Oxyhimoglobin hilt den Sauer-
stoff auBerordentlich fest. Bei Erniedrigung des Sauerstoffdruckes auf
0,1 Torr bleibt Oxyh&moglobin noch vollstindig gesiittigt. Wenn man
sauerstofffreies Hamoglobin trocknet, tritt eine Verdnderung des Spek-
trums ein: Die breite Bande des Himoglobins im griinen Spektral-
bereich wird durch 2 Banden ersetzt. Diese entsprechen nicht den Oxy-
himoglobinbanden, sondern sind identisch mit Himochrombanden.
Wird das getrocknete Hamoglobin wieder aufgelést und die Losung mit
Sauerstoff gesittigt, so bildet sich wieder normales Oxyhimoglobin.
Havrowrrzs Beobachtungen bedeuten also, daf nach Wasserentzug
die freie Valenz des Eisens von einer basischen Gruppe der eigenen oder
einer anderen Globinmolekel besetzt wird. In trockenem Oxyhimo-
globin wird der Sauerstoff so sehr festgehalten, weil er nicht gegen Wasser
ausgetauscht werden kann. Havrowlrzs Deutung seiner Beobach-
tungen ist in Ubereinstimmung mit Untersuchungen von Crark und
Mitarbeitern®. Diese haben gezeigt, daB das Him 2 Wassermolekeln
ans Eisen bindet und daf Himochrome 2 Basen ans Eisen binden.

Die Untersuchungen iiber die Kinetik der Sauerstoffbindung und die S-formige
Sauerstof foindungskurve kénnen in Kiirze nicht verstandlich gemacht werden.
Thre Erorterung muf hier unterbleiben, obgleich sie wegen ihrer Bedeutung fiir
die Kohlenoxydwirkung von groflem Interesse ist. Es sei lediglich daran erinnert,
daB die S-férmige Sauerstoff- und Kohlenoxydbindungskurve durch den HALDANE-
Effekt28,2? die besonders hochgradige Anoxie der Gewebe unter Kohlenoxyd-
wirkung verstandlich macht.

Die Ahnlichkeit des Spektrums von Kohlenoxydhimoglobin und Ozy-
himoglobin lieB schon vermuten, daf die Kohlenoxydbindung an das
Himoglobin gleicher Art ist wie die Sauerstoffbindung. Magnetische
Messungen haben diese Annahme bestétigt. Hémoglobin ist para-
magnetisch: Oxyhsmoglobin und Kohlenoxydhédmoglobin sind dia-
magnetisch. Das Eisen im Hiamoglobin ist in polarer (Ionen-)Bindung
und im Oxyhdmoglobin sowie Kohlenoxydhidmoglobin in unpolarer
(kovalenter) Bindung¥. Es ist jedoch erwihnenswert, daB die Ahn-
lichkeit der Spektren von Kohlenoxyd- und Oxyhdmoglobin nicht durch-
gingig so groB ist wie im sichtbaren Bereich des Spektrums. Im nahen
Ultrarot (zwischen 700 und 1000 my) weichen die Absorptionen stark
voneinander ab: Oxyhimoglobin hat ein Absorptionsmaximum bei
etwa 920 myu, die Absorption von Kohlenoxydhéimoglobin aber nimmt
mit steigender Wellenlinge zwischen 700 und 1000 my immer mehr ab.

Kohlenoxydhimoglobin wurde bis vor wenigen Jahren als ein un-
physiologisches Himoglobinderivat betrachtet. SyosTRAND3® hat die
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Methode der Kohlenoxydbestimmung in der Luft durch Messung der
Verbrennungswiirme verfeinert und hat 1948 nachgewiesen, dall kleine
Mengen Kohlenoxyd, 0,5—1 ml je Stunde, im menschlichen Organismus
gebildet werden. Auch wenn Kohlenoxyd in der Einatmungsluft sicher
nicht vorhanden war, fand er in der Alveolarluft Konzentrationen von
etwa 0,002%. Dieser Konzentration in der Alveolarluft entspricht ein
Kohlenoxydhimoglobingehalt von etwa 0,5% des Hamoglobins. Mit
optischen Verfahren ist der Nachweis dieser geringen Kohlenoxyd-
hémoglobinkonzentration im Blute bisher nicht erbracht.

Himiglobin.

Zu den physiologischen Derivaten des Hamoglobins gehért auch das
braune Hamiglobin (Methamoglobin). Es entsteht aus dem Hamoglobin
durch Oxydation, und es kann heute als erwiesen gelten, daf das Eisen
im Himoglobin zweiwertig und im Hiamiglobin dreiwertig ist. Die
Ergebnisse der Oxydationsreduktionsmessungen!46-148 und der magneti-
schen Untersuchungen % sind durch einen chemischen Beweis von
TrEIBS* erginzt worden. Ob die Oxydation des Eisens beider Hémiglobin-
bildung die einzige Verénderung des Hémoglobins ist, bedarf noch der
Untersuchung. GEORGE und STRATMANN3? fanden bei der Oxydation
von Muskelhdmoglobin zu Muskelhsmiglobin durch Sauerstoff nicht
den erwarteten Verbrauch von nur !/, Mol Sauerstoff je Mol Muskel-
himoglobin sondern von 2,5 Mol Sauerstoff. Es miissen also -—— wenig-
stens beim Muskelhédmoglobin — noch andere Oxydationen an der Molekel
stattfinden.

Das Hamiglobin besitzt andere optische Eigenschaften als das Hamo-
globin, und sein Spektrum ist von der Wasserstoffionenkonzentration
abhéngig. Das dreiwertige Eisen des Hémiglobins ist in saurer Losung
positiv geladen und wird in alkalischer Losung unter Bindung eines
Hydroxylions entladen. Die Ionisierungskonstante betrigt pK =
8,123, In saurer Losung hat das Hamiglobin eine starke Bande bei
630 my. Inalkalischer Losung fehlt diese, das Spektrum ist durch 2 Ban-
den im griinen Gebiet charakterisiert. '

Das Hamiglobin bindet Sauerstoff nicht, bildet aber mit mehreren
anderen Stoffen Verbindungen, welche unter anderem fir die Bestim-
mung von Hamiglobin neben Hédmoglobin von praktischem Interesse
sind. Solche Stoffe sind Cyanid, Sulfid, Azid, Rhodanid, Cyanat,
Nitrit und Fluorid. Thre Verbindungen mjt Hémiglobin sind durch
besondere Spektren charakterisiert. Erwdhnt sei hier das Héimiglobin-
sulfid3t. Wahrend Hémiglobin braun ist, ist Himiglobinsulfid rot.
Sein Spektrum ist mehr dem des Oxyh#moglobins dhnlich als dem des
Héamiglobins, ein Absorptionsmaximum im roten Gebiet ist nur an-
gedeutet. Die Bildung von Hamiglobinsulfid kann fiir den Nachweis von
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Hémiglobin in der Leiche von Bedeutung sein. Durch Schwefelwasser-
stoffentwicklung kann Hémiglobin dem Nachweis entgehen, wenn man
die Bande des Himiglobins im roten Gebiet zum Nachweis benutzt.

Zur quantitativen Bestimmung von Himiglobin im Blute neben Hamo-
globin diente friiher das Hir~NErsche Verfahren der Extinktionsmessung
bei verschiedenen Wellenlsingen. Dies Verfahren wird kompliziert und
ungenau, wenn aufler Hamiglobin und Oxyhimoglobin noch griine Farb-
stoffderivate im Blute vorhanden sind. Einfacher und sicherer sind
optische Methoden, welche die Extinktionsinderung der Losung messen,
die bei Uberfiihrung des Hamiglobins in eine seiner Verbindungen ein-
tritt. EvELYN und MA1LoY3® sowie HAVEMANN, JUNG und ISSEKUTZ 36
beniitzten die Extinktionsabnahme im roten Gebiet bei Umwandlung
von Hémiglobin in Hémiglobincyanid. HoreEckErR und BrRACKETT
haben die Empfindlichkeit der Methode dadurch vergroflert, daB sie
die Extinktionsunterschiede im nahen Ultrarot bei 800 mu malen.
Wesentlich empfindlicher ist auch die Messung der Extinktionszunahme
im griinen Gebiet bei Uberfilhrung von Hamiglobin in Kohlenoxyd-
himoglobin 8.

Mit diesen empfindlichen Methoden gelang die Bestimmung der
geringen Hamiglobinkonzentration im normalen Blut. Sie betrigt
0,5—1% des Gesamtblutfarbstoffes3?, 40,

Das physiologische Hamiglobin im Blute entsteht dadurch, daB
Hamoglobin mit Sauerstoff nicht nur unter Bildung von Oxyhimoglobin
reagiert, sondern auch unter Bildung von Hémiglobin4!. Diese Reak-
tion verlduft allerdings viel langsamer als die Bildung von Oxyhidmo-
globin %2, 43,

Trotz der fortlaufenden Hamiglobinbildung ist die Hamiglobin-
konzentration im normalen Blut sehr niedrig, weil in den roten Zellen
Fermentsysteme vorhanden sind, welche Hamiglobin zu Himoglobin
reduzieren. Diese Vorgidnge sind weitgehend aufgeklirtt. Im wesent-
lichen sind 3 Fermentsysteme bei der Hémiglobinreduktion wirksam.
-Diese sind in Tabelle 1 mit ihren Substraten und Reaktionsprodukten
angefithrt.

Tabelle 1. Enzymische Reduktion von Hdamiglobin.

(PPN, Co-Enzymfaktor I)
Dehydrase, DPN = +HbUI — HbII 4 Pyruvat

3. Triosephosphat
(Co-Enzymfaktor I)

Substrat ‘ Ferment Reaktionsprodukt
1. Hexosemono- l ,»Zwischenferment®, TPN
phosphat | Hamiglobinreduktase -+ HbII - HLIL - CO,
2. Lactat i Milchsiduredehydrase + HbII > HbIl 4 Pyruvat
|
|
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Hémoglobin, das in vivo oder in vitro aus den roten Zellen ausge-
treten ist, kann durch die Fermente der roten Zellen nicht mehr beein-
fluBt werden und bleibt nach der Oxydation Hamiglobin. Auch intra-
celluldr steigt die Hamiglobinkonzentration an, wenn in roten Zellen
— z. B. in der Leiche — die Substrate fiir die reduzierenden Fermente
erschopft sind und Sauerstoff mit dem Hamoglobin reagieren kann.

Es gibt eine erbliche Erkrankung, die familiGre Hdimiglobindmie, bei der im
Blute ohne Einwirkung hémiglobinbildender Gifte hohe Héamiglobinkonzentra-
tionen (30—40% des Blutfarbstoffs) vorhanden sind. GiBson% hat die Himi-
globinreduktion in den roten Zellen solcher Patienten untersucht und gefunden,
daf ihre hamiglobinreduzierenden Fermente weniger wirksam sind.

Die hamiglobinreduzierenden Fermente bewirken die Reduktion des
Hémiglobins ebenfalls nach der Einwirkung hémiglobinbildender Gifte.
Sie sind aber auch an der Hdmiglobinbildung durch aromatische Amine
und Nitroverbindungen beteiligt. Diese werden durch Oxydation bzw,
enzymische Reduktion zunéchst in Phenylhydroxylamin tibergefiihrt.
v. Isserurz% entdeckte durch quantitative Himiglobinbestimmun-
gen, dafl jede Molekel Phenylhydroxylamin im Tier eine Mehrzahl von
Aquivalenten Hamoglobin zu Himiglobin oxydieren kann, wihrend
Phenylhydroxylamin in Losungen von Oxyhidmoglobin héchstens ein
Aquivalent Hamiglobin bildet4%. 4. Wir haben durch eingehende Unter-
suchung der Reaktionen des Phenylhydroxylamins mit Himoglobin in
Losungen und in roten Zellen den Mechanismus der Bildung einer Viel-
zahl von Aquivalenten Hamiglobin durch Phenylhydroxylamin auf-
kldren kénnen -5, Phenylhydroxylamin reagiert mit Hémoglobin und
Sauerstoff unter Bildung von Hamiglobin und Nitrosobenzol. Das Nitroso-
benzol wird in den roten Zellen wieder zu Phenylhydroxylamin redu-
ziert. Diese Reduktion wird von dem Fermentsystem, zu dem die
Himiglobinreduktase gehort, durchgefithrt, also von Fermenten, welche
unter physiologischen Bedingungen die Reduktion des Hamiglobins
durchfiihren.

HNOH NO

HbIT 4 H/\l + g 0— HbII + H/\l

\/v\/

Hydrierte Hamiglobinreduktase.

Da Hiamiglobinreduktase eine grofiere Affinitit zu Nitrosobenzol
hat als zu Hamiglobin, reduziert sie jenes statt des Hamiglobins und
produziert immer wieder neues Gift.

Das Nitrosobenzol, das bei der Hamiglobinbildung durch aromatische Amino-
und Nitroverbindungen in den roten Zellen auftritt, bildet mit Héimoglobin eine
Verbindung, Nitrosobenzol-Hamoglobin, die von Juna3? entdeckt wurde. Diese
Verbindung ist wahrscheinlich dhnlicher Art wie die Sauerstoff-, Kohlenoxyd- oder
Stickoxydverbindung des Hamoglobins. Jedenfalls hat sie ein Spektrum mit einer
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Doppelbande im griinen Bereich. Die Bindung des Nitrosobenzols an das Hamo-
globin ist fester als die Bindung von Sauerstoff und entspricht etwa der Kohlen-
oxydbindung.

Von anderen hidmiglobinbildenden Reaktionen sei lediglich die Reak-
tion des Hdmoglobins mit Nitrit erwihnt, weil sie zu mehreren optisch
erkennbaren Hamoglobinderivaten fithrt. Wihrend der Ablauf der
Reaktion noch weiterer Aufklirung bedarf, sind die Reaktionsprodukte,
welche bei der Reaktion von Hémoglobin mit Nitrit auftreten, durch
neuere Untersuchungen5% 5 auch quantitativ bekannt.

Bei Ausschlufl von Sauerstoff reagiert Nitrit mit Himoglobin unter
Bildung von 1 Aquivalent Hamiglobin und 1 Aquivalent Stickoxyd-
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Abb. 1. Hémiglobinnitrit in 0,1 molarer Phosphatlésung, py 6,8. Abszisse: Wellenlinge

“7in Millimikron. Ordinate: Bxtinktion. Himiglobin, — — — Hamiglobinnitrit
(JuNG und REMMER).

himoglobin . In Gegenwart von Sauerstoff wird das Stickoxyd oxy-
diert. Ein Mol Nitrit kann dann 2 Aquivalente Hamiglobin bilden 3, 55,
Wirkt Nitrit im Uberschuf auf Hdmoglobin ein, so reagiert das noch
unverinderte Nitrit mit dem gebildeten Hamiglobin unter Bildung
einer Verbindung: Hamiglobinnitrit 56 57,

NO, + 2 HbII — HpITI 1 HbII NO

NO, -+ 2 HbIIO, — 2 HbIII - NO; 4 O,

NO; + HbIII = HbIIL NO,

Das Hémiglobinnitrit ist an einem besonderen Spektrum erkennbar.
Seine Absorptionsmaxima im sichtbaren Bereich des Spektrums liegen
bei 625 und 538 my. Dieses Spektrum ist bei fliichtiger Betrachtung
ghnlich dem eines Gemisches von Hamiglobin und Stickoxydhimoglobin
(Abb. 1).

Wenn man Blut mit intakten roten Zellen mit einem Uberschufl
von Nitrit versetzt, so wird zunichst das gesamte Hamoglobin zu
Himiglobin oxydiert und dieses bildet mit dem tiberschiissigen Nitrit
Hamiglobinnitrit. Lif#t man das Blut dann bei 37° C 12—24 Std stehen,
so wird durch reduzierende Fermente in den roten Zellen Hamiglobin
zu Himoglobin reduziert. Das Hidmoglobin reagiert dann mit dem noch
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vorhandenen Nitrit unter Bildung von Hémiglobin und Stickoxyd-
hémoglobin. Durch diese Reaktionen kann je nach den Verhiltnissen
eine erhebliche Menge Stickoxydbidmoglobin gebildet werden®. Die
Reaktionen konnen auch im Blut der Leiche ablaufen, zumal aus diesem
nach Stillstand des Kreislaufs der Sauerstoff durch die iiberlebenden
Gewebe entfernt wird, LAVES® hat im Leichenblut von Meerschwein-
chen schon 3—6 Std nach todlicher Nitritvergiftung Stickoxydhidmo-
globin nachgewiesen. Im Menschenblut geht die Bildung von Stickoxyd-

hamoglobin langsamer, da rote - -

Zellen vom Menschen Hémiglo-

bin langsamer reduzieren als P A A
Meerschweinchenzellen®. Da das / 7 d
Spektrum des Stickoxydhdmo- § & Vd

globins dem des Kohlenoxyd- ,ff / /

himoglobins sehr #hnlich ist, ~|&w}—F .

verdienen die  beschriebenen / | /

Reaktionen auch fiir die Praxis oSS A

der Beurteilung von Vergiftungen
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Bei der Erwahnung des Nitrits sei Abb. 2. Einflad _—_— @
s . . 2. EinfluB partieller Hamiglobinbildung
bemerks, daB in den letzten Jahren auf die Sauerstoffbindung von Himoglobin.

zahlreiche Fille von Hémiglobinbil-  gyrve A: Himiglobin 2% des Gesamtblut.
dung durch Nitrit bei Kindern, deren  farbstoffes; Kurve B: Héamiglobin 54 % des

Nahrung mit nitrathaltigemWasser Zu- Gesamtblutfarbstoffes; Kurve C: Hamiglobin
bereitet war, beschrieben wurden 80-72 79 % des Gesamtblutfarbstoties. Gesamtblut-
y .

farbstoffkonzentration 25 g/100 ml, pmg 7,4.
Hamiglobin kann Sauerstoff Temperatur 37°C (Krese und

nicht reversibel binden wie Himo- FNGUTLLER). ,
globin. Uber den Ausfall an Sauerstoffkapazitit des Blutes hinaus hat das
Himiglobin noch einen weiteren Einfluf auf die Atmungsfunktion des
Blutfarbstoffs. Wenn Himoglobin durch ein Gift teilweise zu Himi-
globin oxydiert wird, verdndert sich die Sauerstoffaffinitit des noch
unverénderten Hamoglobins, die Sauerstoffbindungskurve wird in den
Bereich niederer Sauerstoffdrucke verlagert, der Sauerstoff wird fester
gebunden?. ™ (Abb. 2). Diese Wirkung bedeutet, daB bei Hamiglobin-
bildung im Blute die Sauerstoffversorgung der Gewebe ebenso wie
bei der Kohlenoxydvergiftung stirker beeintriichtigt ist als dem Austfall
an Sauerstoffkapazitdt des Blutes entspricht.

Der Mechanismus der Hémiglobinwirkung auf die Sauerstoffbindung des
Hémoglobins ist aus der Sauerstoffbindungskurve verstandlich. Bei partieller
Hémiglobinbildung werden die einzelnen Hamoglobinmolekeln teilweise oxydiert,
je nach dem AusmaB der Hiamiglobinbildung 1, 2 oder 3 der 4 Hame einer Himo-
globinmolekel. Oxydation eines Héms an der Hiémoglobinmolekel hat einen &hn-
Lichen EinfluBl auf die Sauerstoffaffinitit der anderen wie die Bindung von Sauer-

stoff. Die gleiche Art der Wirkung von Oxydation und Sauerstoffbindung am
Hém auf das Globin ist an dem EinfluB auf jene ionisierten Gruppen des Globins
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erkennbar, welche vom Ham gebunden (heme-linked) sind. Thre Dissoziations-
konstanten werden durch Oxydation und Sauerstoffbindung in gleicher Weise
verdndert™; ¢ (Tabelle 2).

Methimalbumin.

Bei verschiedenen Erkrankungen (hdmolytischen Andmijen, Schwarz-
wasserfieber) ist Himatin im Plasma vorhanden. Es ist dann nicht
frei in Losung, sondern bildet mit Plasmaalbumin eine Verbindung,
welche sich durch ihr Spektrum sowohl vom Himoglobin als auch von
freiem Hamatin unterscheidet. Die Verbindung wurde von HEIL-
MEYER? 7 entdeckt, von FamrEy? als Methimalbumin und von
J. Kuman® sls Hamatinalbumin bezeichnet. Die Ferriverbindung hat

eine Bande bei 623 myu

Tabelle 2. Dissoziationskonstanten (pK ) der him-  (Hamiglobin 630 mu). Sie

gebundenen (heme-linked) ionisierenden Gruppen  bildet im Gegensatz zum

des Globins. Pferdehimoglobin, 30°C. p = 0,16. ;.. globin keine Ver-

e bindungen mit Sulfid, Azid

und Fluorid™ 8. Wahr-

g’:;g 2,2(7) 2:2(7) scheinlich ist die Bindung

— | — 7,85 des Himatins an das Al-

bumin anderer Art als die

Bindung an das Globin im Hamiglobin8, Ein Mol Plasmaalbumin
kann 1 oder 2 Mole Hamatin bindenS!.

Methamalbumin bildet sich auch, wenn Hdmoglobin in Plasma ge-
16st wird. Das Him des Oxyhidmoglobins dissoziiert vom Globin ab
und wird an Albumin gebunden. Ebenso kann Gelatine das Him vom
Himoglobin iibernehmen 52 83,

Griine Blutfarbsioffderivate.

Durch verschiedene Einwirkungen in vitro und in vivo kann das
Hamoglobin in griine Derivate umgewandelt werden. Es gibt mehrere
griine Blutfarbstoffe. Wir haben fir diese den Namen Verdoglobine
vorgeschlagens® weil sie griin sind und wasserltsliches Globin enthalten.

Eins der Verdoglobine entdeckte HoPPE-SEYLER® 1863 bei der Ein-
leitung von Schwefelwasserstoff in eine Losung von Oxyhdmoglobin
und bezeichnete dieses Derivat als Sulfhdmoglobin. Es wurde auch nach
Schwefelwasserstoffeinatmung im Blute in vivo gefunden®. Hismaxs
vaN DEN BEromS fand diesen griinen Farbstoff spiter auch im Blut
von Menschen, welche nicht toxischen Schwefelwasserstoffkonzentra-
tionen ausgesetzt waren.

Die Bildung von Sulthimoglobin im Blute ist seither als eine ziem-
lich unregelmiBige Wirkung verschiedener Gifte, vor allem aromatischer
Amine und Nitroverbindungen, bekannt. Die Bedingungen seiner Bil-
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dung in vivo durch die genannten Gifte sind noch nicht aufgeklart.
Sulfhé#moglobin wurde besonders dann beobachtet, wenn ein aromati-
sches Amin, etwa Acetanilid, Phenacetin oder ein Sulfanilamidderivat
gleichzeitig mit Schwefel oder Sulfaten lingere Zeit eingenommen
wurden®. Im Tierexperiment kann durch die gleichen Mittel eine
Sulfhémoglobinbildung bewirkt werden®. ®2. Ob Sulfhimoglobin phy-
siologisch in kleinen Mengen im Blut vorhanden ist, kann nach den bis-
herigen Untersuchungen noch nicht entschieden werden. Sulthdmo-
globin konnte aber beim Abbau des Hamoglobins in der Leber und in

/
[
\

7
qR

Q

™

N\

oy &
T~

Extinklinktionskansiante K10~

AN | L
7 o

g
680 640 F00  SE0 L20 480 #4090 400 360 320mp
Wellen/inge
Abb. 3. Extinktion des Verdoglobins (Sulfhimoglobin)., Abszisse: Wellenldnge in Milli-
mikron. Ordinate: Extinktionskonstante K =In I,/ - ¢! - d7'; ¢ Konzentration
in Grammatom Fe/ml; d Schichte in Zentimeter (KIESE).

vy

der Milz in vivo® und beim enzymischen Abbau durch Leberextrakte
in vitro®® nachgewiesen werden.

Im Leichenblut kann schon 2—3 Tage nach dem Tode Verdoglobin
gefunden werden %,

Das Sulfhamoglobin ist wahrscheinlich keine einheitliche Verbin-
dung®, %6, Seine Hauptkomponente ist charakterisiert durch ein Ab-
sorptionsmaximum im roten Spektralbereich bei 620 mu, das nach
Reduktion mit Dithionit auch in Gegenwart von Hémoglobin leicht zu
erkennen ist (Abb. 3). Es bildet eine Kohlenoxydverbindung, deren Ab-
sorptionsmaximum bei 616 my liegt und eine stirkere Lichtabsorption
besitzt als das Absorptionsmaximum des Verdoglobins bei 620 my.

Ebenso wie Himoglobin und andere Hémoproteine haben Sulf-
hiamoglobin und andere Verdoglobine eine starke y-Bande (Soret-
Bande) im violetten Gebiet.

Die durch andere Reaktionen des Himoglobins gebildeten Verdo-
globine sind in Tabelle 3 zusammengestellt. Die einzelnen Verdoglobine
lassen sich durch ibre eigenen Spektren bzw. die ihrer Kohlenoxyd-
verbindungen oder die Spektren der aus ihnen gebildeten Verdochrome
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charakterisieren und unterscheiden. Nur 3 der bisher bekannten Verdo-
globine sind in vivo gefunden worden.

Die Konstitution der Verdoglobine ist erst wenig aufgeklirt. In
vitro konnen Verdoglobine nur durch Oxydationsreaktionen gebildet
werden, welche zu Veréinderungen des Porphyrins fihren. Die Art
dieser Veriinderungen ist nur zum Teil bekannt. Unter den griinen
Blutfarbstoffderivaten nimmt WaARBURGs®? | grines Hdmin' eine be-
sondere Stellung ein. Es wird durch Einwirkung von Hydrazinhydrat
und Sauerstoff auf Pyridinhdmochrom gewonnen, wird also nicht als
griimes Protein erhalten. Aus WarBURGs® grinem Hémin hat Lkm-
BERG® ohne weitere Oxydation lediglich durch Einwirkung von Ris-
essig Biliverdin erhalten. Im grinen Hémin mufl also die o-Methin-
briicke des Porphinrings herausgespalten und durch eine labile Gruppe
ersetzt sein, welche durch einfache Hydrolyse unter Entfernung des
EKisens die Aufspaltung in Biliverdin erlaubt. LEmBERG hat dement-
sprechend das grine Hémin als ein cyclisches Biliverdinanhydrid for-
muliert.

Neben dem Zerfall des griinen Hémins in Biliverdin kénnen folgende Eigen-
schaften des griimen Hamins die LEMBERGsche Strukturformel stiitzen: Durch
Einwirkung von Ammoniak wird aus dem griinen Hémin ein Monoazahdmin
gebildet®; griines Ham kann durch Reduktion nicht in ein rotes Ham (Protohim
oder ein nahe verwandtes) verwandelt werden®0.

WarBURGs griines Hamin wird nicht aus einem Verdoglobin ge-
wonnen, also einem Protein, sondern durch Oxydation von Pyridin-
hdamochrom. ¥Es entsteht in kleiner Menge wahrscheinlich bei der
Choleglobinbildung, denn aus Choleglobin kénnen durch Essigséure
etwa 10% des urspriinglichen Hamins als Gallenfarbstoff abgespalten
werden!ot.

Das griine Hamin ist von groflem Interesse als ein Zwischenprodukt

~ der Gallenfarbstoftbildung. Man darf vermuten, dafl es auch in vivo

beim Blutfarbstoffabbau auftritt. Doch konnte es bisher im tierischen
Organismus noch nicht nachgewiesen werden.

Die prosthetischen Gruppen der Verdoglobine, also der aus Himo-
globin gebildeten griinen Proteine, sind von WARBURGs griinem Himin
verschieden, wie schon ihre optischen Eigenschaften zeigen. Sie zer-
fallen in Essigsdure nicht in Gallenfarbstotf. Mit starken Reduktions-
mitteln kénnen sie in alkalischer Losung in rote Hdmochrome zuriick-
verwandelt werdenl00-193; der Porphinring mul} bei ihnen also intakt
sein. Welche Verdnderungen am Porphyrin bei den einzelnen Verdo-
globinen vorliegen, ist noch unklar. Ebenso ist noch nicht bekannt,
ob die Mannigfaltigkeit der optisch unterscheidbaren Verdoglobine aus-
schlieBlich durch jedesmal andere Verinderungen des Porphyrins oder
auch zum Teil durch verschiedenartige Bindung der prosthetischen
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Gruppen an das Globin bedingt wird. Lediglich bei einem Verdoglobin
konnte bisher eine chemische Verdnderung des Porphyrins aufgeklirt
werden, welche die Vergrinung des Blutfarbstoffs verstéindlich macht:
Im Porphyrin des Verdoglobins NO, ist eine der Gruppen am Porphin
zu einer Formylgruppe oxydiert1%%. Dieses Porphyrin ist also dem Spiro-
graphisporphyrinl05 106 Ghnlich, mit thm aber nicht identisch.

Vom Sulfhdmoglobin konnte ein von Protoporphyrin verschiedenes
Porphyrin abgetrennt werden?7, 18; die Art der Veréinderung ist aber
noch nicht sicher bestimmt worden.

Verdoglobine kénnen innerhalb der roten Zellen nicht wieder in
Himoglobin zuriickgefithrt werden. Thre Elimination erfolgt durch Ab-
bau der roten Zellen®.

Der Nachweis von Verdoglobinen im Blute kann qualitativ durch den
spektroskopischen Nachweis einer Bande im roten Spektralbereich,
welche durch Reduktion nicht beseitigt wird, gefithrt werden. Als Re-
duktionsmittel werden im allgemeinen Dithionit oder Ammoniumsulfid
verwandt. Es ist zu beachten, daB beide Reduktionsmittel mit Oxy-
himoglobin Verdoglobin bilden koénnen. Zur quantitativen photo-
metrischen Bestimmung von Verdoglobinen im Blut werden am besten
Verdoglobin und Hémoglobin in die Kohlenoxydverbindungen {iber-
gefithrt und die Absorption des Kohlenoxydverdoglobins im Rot
gemesseni0®,

Im Zusammenhang mit den griinen Blutfarbstoffderivaten fand das leichs
abspoltbare Bluteisen von BAREANTC viel Beachtung. Das leicht abspaltbare
Bluteisen gehort jedoch keiner besonderen Verbindung an, sondern stammt im
wesentlichen aus dem Hamoglobin!~14, Auch fiir die Erkennung einer iiberstan-
denen Kohlenoxydvergiftung hat es keine Bedeutung!®.

Ein grines Hamoprotein, das im tierischen Organismus in gréflerer
Menge angetroffen werden kann, ist die Verdoperoxydmsell®-118 oder
Myeloperoxydase, nach ihrer Herkunft aus den Myelocyten. Sie ist im
wesentlichen der griine Farbstoff des Eiters und der chloroleukédmischen
Infiltrate. In Leukocyten kommt das Ferment zu 1—2% vor; es be-
wirkt hier unter anderem die Nadi-Reaktion.

Im reduzierten Zustand hat das Ferment eine starke Absorptions-
bande im roten Gebiet bei 637 mu. Die Struktur seines Hémins ist
noch nicht aufgeklirt. Durch Erhitzen in alkalischer Lésung mit
Dithionit kann es in Protohimochrom verwandelt werden.

Muskelhimoglobin (M yohimoglobin ).

Der rote Muskelfarbstoff ist ein Himoglobin, ein sauerstoffbindendes
Himoprotein. Sein Hamin ist identisch mit dem des Blutfarbstoffes,
das Protein ist verschieden''®. Das Molekulargewicht betrigt nur /,
des Hamoglobingewichtes: 17000. Jede Molekel enthilt nur ein Ham.
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Die optischen Eigenschaften des
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Muskelhdamoglobins sind denen des

Himoglobins dhnlich, doch weicht die Lage der Banden der Sauerstofi-
und Kohlenoxydverbindung ein wenig von der der Himoglobinver-

bindungen ab.

DE Duve!?® hat die Abweichung des Spektrums der Kohlenoxyd-
verbindung des Hdmoglobins und Muskelhdmoglobins zur Bestimmung

von  Muskelhiimoglobin neben
Hdmoglobin  benutzt. Durch
Messung der Extinktion bei
576 my (isobestischer Punkt)
wird die Gesamtkonzentration
bestimmt und aus der Diffe-
renz der Extinktionen bei 568
und 584 mu die Konzentration
an Hamoglobin (Abb. 4).

Das Muskelhdmoglobin hat
eine groBere Sauerstoffaffinitit
und eine geringere Kohlenoxyd-
affinitdt als das Himoglobin.
Seine Sauerstoffbindungskurve
ist mnicht S.-férmig sondern
hyperbolisch?.  Die Unter-
schiede der Affinitdten werden
aus MiriRans'®  kinetischen
Messungen verstandlich. Mus-
kelhamoglobin reagiert viel
schneller mit Sauerstoff als
Hiamoglobin. Der Zerfall der
beiden Sauerstoffverbindungen
erfolgt etwa gleich schnell. Mit
Kohlenoxyd reagiert Muskel-
héamoglobin etwa 3mal so
schnell wie Hiamoglobin, aber
Kohlenoxyd-Muskelhimoglobin

oxydhédmoglobin.
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zerfallt 10mal so schnell wie Kohlen-

Die Oxydation des Muskelhdmoglobins zu Himiglobin durch Sauer-
stoff verlduft viel schneller als die des Himoglobins. Daher liegt der
Muskelfarbstoff in Muskelextrakten, wenn sie kurze Zeit aufbewahrt
sind, im Plasma und im Harn bei Erkrankungen mit Ubergang des
Muskelfarbstoffes ins Blut immer als Muskelhamiglobin vor.

Durch die Wirkung himiglobinbildender Gifte wird vom Muskel-
hémoglobin in vivo nur ein viel kleinerer Teil zu Muskelhdmiglobin
oxydiert als vom Hémoglobin des Blutes zu Himiglobin®. Auch von
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der Verdoglobinbildung in vivo wird das Muskelhdmoglobin viel weniger
betroffen als das Himoglobin®; in vitro kann es ebenso wie Hamoglobin
in Verdoglobine tibergefithrt werden. In der Leiche geht das Muskel-
himoglobin in Muskelhdmiglobin tber, wenn nach Erschoépfung der
Garungsvorginge Sauerstoff an den Muskel gelangen kann!23,

Wenn die groBlen Muskeln stark gequetscht werden, tritt Muskel-
hamoglobin aus dem Muskel ins Blut iiber und wird durch die Niere
ausgeschieden?t. Die Ausscheidung erfolgt schneller als die des Hamo-
globins. In der Niere werden jedoch durch Muskelhimoglobin die glei-
chen Verdnderungen bewirkt wie bei plotzlicher Himolyse (crush syn-
drome!25). Bei der Haff-Krankheit und der Kreuzlihme der Pferde wird
ebenfalls Muskelhdmoglobin im Harn ausgeschieden'?s.

Katalasen und Peroxydasen.

Von den Himoproteinen sind die Katalasen und Peroxydasen, welche
Protohamin als prosthetische Gruppen enthalten, durch spektroskopische
Untersuchungen der Gewebe oder einfacher Gewebsextrakte bei Zimmer-
temperatur nicht erkennbar, da sie keine scharfen Banden besitzen
und in den Geweben nur in sehr geringer Konzentration vorhanden
sind. Durch Abkiihlung auf die Temperatur der flissigen Luft werden
die Banden verschirft und verstiirkt (s. unten), so daB in Leberschnitten
die Banden der Katalase und Peroxydase sichtbar werden!?’.

Cytochrome.

Spektroskopisch nachweisbar in den Zellen ist eine Gruppe von Hamo-
proteinen, welche MacMuxN'28 entdeckt und als Histohdmatine be-
zeichnet hat. KEmwin'® hat diese eingehend untersucht und als Cyto-
chrome bezeichnet. Sichtbar sind im Gewebe nur die Ferroformen der
Oytochrome. Am .leichtesten erkennbar sind ihre «-Banden bei 605,
564 und 550 myu, welche dem Cytochrom a, b und ¢ angehdren.

In den meisten Zellen ist Cytochrom ¢ reichlicher enthalten als die
anderen Cytochrome. Im Brustmuskel der Taube sind 50—70 mg-%,
im Herzmuskel 20—30 mg- %, in anderen Organen weniger Cytochrom c
vorhanden13, 132, Hin Teil des Cytochrom ¢ ist loslich und geht bei
wialBriger Extraktion zerriebener Gewebe in Losung. Xs ist ein gegen
Saure, Alkali und Wiarme sehr wenig empfindliches Protein vom Mole-
kulargewicht 13000 mit einem Eisengehalt von 0,43% ; es enthalt ein
Himin in jeder Molekel!®, Cytochrom c¢ bildet in der Ferroform mit
Kohlenoxyd keine Verbindung; die Ferriform reagiert mit Cyanid!32,

Die Lichtabsorption des reduzierten Cytochrom c ist d&hnlich der der
Himochrome, die a-Bande bei 550 my ist wesentlich starker als die
B-Bande bei 522 mu.
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Das Hamin des Cytochrom c ist insofern vom Protohémin verschieden
als dessen Vinylgruppen 2 Cysteinreste angelagert sind%¢-136 {iber die
es mit dem Protein fest verbunden ist.

Die Cytochrome b und a, ein Teil des Cytochrom ¢, sowie das sauer-
stoffiibertragende Ferment!®. 1% (Cytochromoxydase!®, Cytochrom a;4%)
sind in den Strukturen der Mito- 47,
chondrien verankert und kénnen
nur durch Autolyse und Ein- 2
wirkung von Gallenséuren'#! aus
diesen Bindungen herausgelost -
werden.

Cytockrom b konnte kiirzlich  » i
von den anderen Cytochromen ‘
abgetrennt werden in einer %
Form, die noch die gleichen Ab- /
sorptionsbanden bei 432, 530 #
und 564 mu aufweist wie das T
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Abb. 5. Extinktionskonstanten des Cytochrom b aus Herzmuskulatur. § =In I,/I - ¢-1-d—';
¢ Konzentration in Grammatom Fe/ml, d Schichte in Zentimeter. Abszisse: Wellenlinge
in Millimikron (HUBscHER und KIESE).

Abb. 6. Extinktionskonstanten eines Préparates von sauerstoffiibertragendem Ferment
und Cytochrom a, geldst in 2 %igem Cholat und 0,1 mol Phosphat, pg 7,4. B=In I o/ X
¢ - d* (¢ = Grammatom Eisen x ml™l, d = Schichte in Zentimeter.) Unter
Stickstoff mit Dithionit reduziert; — — — unter Kohlenoxyd mit Dithionit reduziert.

Cytochrom b in der Zelle*? (Abb. 5). Cytochrom b bildet weder mit

Kohlenoxyd noch mit Cyanid Verbindungen. Sein Himin ist identisch

mit Protohémin und 148t sich vom Protein leicht abtrennen.
Cytochrom a und sguerstoffiibertragendes Ferment konnten zusammen

aus der Bindung in der Zelle herausgelsst und von den anderen Cyto-

chromen abgetrennt werden®3. Das sauerstoffiibertragende Ferment ist

in der reduzierten Form neben dem Cytochrom ¢ mit seinen Banden
Zeitschr. f. gerichtl. Medizin. Bd. 42. 37
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bei 605 und 443 my nicht erkennbar. Es 148t sich aber durch seine
Kohlenoxydverbindung mit Banden bei 590 und 432 mu nachweisen,
da Cytochrom ¢ mit Kohlenoxyd nicht reagiert (Abb. 6).

Sauerstoffiibertragendes Ferment und Cytochrom a enthalten ein
Himin, dessen Struktur von der des Protohimins abweicht. Das Himin
bildet ein Pyridinhdmochrom mit einer Bande bei 587 mu. Sein Por-
phyrin ist durch ein Spektrum vom Rhodotyp mit stark nach Rot ver-
lagerten Banden charakterisiert (bei 648, 586, 560 und 518 mu in Ather).
Es ist mit keinem bisher bekannten Porphyrin identisch. Uber seine
Struktur ist bisher bekannt, dal es bis auf zwei der am Porphin sub-
stituierten Gruppen mit dem Protoporphyrin identisch oder diesem
isomer ist. BEine dieser beiden Gruppen ist eine Formylgruppe 143, 144,

Die Empfindlichkeit des spektroskopischen Nachweises von Cyto-
chromen wird erhéht durch starke Abkiihlung des zu untersuchenden
Materials. KeiniNn und HArRTREE!?? haben gefunden, daB bei der Tem-
peratur der fliissigen Luft die Absorptionsbanden der Hamoproteine
verschmilert und um das 5—10fache verstirkt sind. Durch die starke
Abkithlung werden sie gleichzeitig um 5—10 my ins kurzwellige Gebiet
verlagert. Es ist schon erwiihnt, dafl durch Abkiihlung auf die Tempera-
tur der flissigen Luft die Banden der Katalase und Peroxydase in der
Leber sichtbar gemacht werden kénnen. KEILIN und HARTREE haben
bei ihren spektroskopischen Untersuchungen tiefgekiihlter Zellen eine
neue Bande entdeckt, die sie als e-Bande bezeichnen. Sie ist bei 552 my
gelegen und bei Zimmertemperatur nicht nachweisbar. Vermutlich ge-
hért sie einem neu entdeckten Cytochrom e an.
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