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Summary. Oxygen dissociation curves of diluted haemoglobin solutions are
plotted with. the aid of a test procedure, outlined by TaEWS (1960), for the examina-
tion of O, diffusion in biological media. The applicability of this process for the direct
and exact determination of oxygen dissociation curves is verified both theoretically
and in practice. Tests on greatly diluted human haemoglobin solutions, of concen-
tration 16.4 X 10-% g/100 ml and 16.4 X 10—*g/100 ml, give the following results:

At temperatures of 20, 30, and 37°C, with a pH value of 8.0, the oxygen dissocia-
tion curves of the haemoglobin solutions tested, display typical slopes. The oxygen
affinity of the test-solutions increases with diminishing concentration.

Zusammenfassung. Mit Hilfe einer von TeEWS (1960) fiir Untersuchungen der
0,-Diffusion in biologischen Medien angegebenen Versuchsanordnung werden Sauer-
stoffverbindungskurven von verdiinmten Hiamoglobinlosungen aufgenommen. Die
Anwendbarkeit des Verfahrens fur die direkte und genaue Bestimmung von Sauer-
stoffbindungskurven wird theoretisch und praktisch iiberpriift. Untersuchungen an
hochverdiinnten Losungen menschlichen Hémoglobins einer Konzentration von
16,4 - 102 g/100 ml und 16,4 - 10~* g/100 ml fithren zu folgenden Ergebnissen:

Bei den Temperaturen 20, 30 und 37°C und dem pH-Wert 8,0 haben die Sauer-
stoffbindungskurven der untersuchten Hdmoglobinlosungen typisch S-formige Ver-
laufsformen. Die Sauerstoffaffinitit der Untersuchungslésungen steigt mit abneh-
mender Konzentration.

Da der genaue Ablauf der Anlagerungsreaktion des Sauerstoffes an
das Himoglobin bisher unbekannt ist, wurden zahlreiche Theorien ent-
wickelt, die eine Deutung fiir das Zustandekommen der typischen S-
Form der Sauerstoffbindungskurve des Hdmoglobins in Lésungen und
im Blut zu geben versuchten. Von ihnen werden heute die Zwischenbin-
dungshypothese von Aparr (1925), die Umlagerungshypothese von
NimseL (1961), eine Hypothese von RaADFORD, die den statistischen
Charakter des Reaktionsablaufes in den Vordergrund stellt (1962), und
die Hypothese von ScHEIJTER, ADLER u. GLAUSER (1963), GLAUSER u.
ForsTER (1967), die voraussetzt, dall das Hamoglobin in dimerer wie
tetramerer Form im Blut und in Hamoglobinlosungen vorliegt und in
beiden Zustandsformen Sauerstoff zu binden vermag, diskutiert. Fiir die
Erklirung der Form der Sauerstoffbindungskurve des Neunaugenhédmo-
globins (WALD u. Rices, 1951 ; BrigHL, 1963) wurde aullerdem in jiingster
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Zeit eine von Harpaxe entwickelte Theorie (Dotaras, HALDANE u.
Havpaxs, 1912) erneut herangezogen (RoveHTON, 1965).

Den genannten Deutungsversuchen des Verlaufes der Sauerstoffbin-
dungskurve des Himoglobins ist gemeinsam, daf sie auf Annahmen
basieren, fiir die in wichtigen Teilen bisher keine experimentellen Beweise
vorliegen. Die von Apatr geforderten Zwischenreaktionen bei der O,-
Bindung durch das Hiémoglobin konnten noch nicht nachgewiesen wer-
den, wenngleich RouveaToN, GisoN wu. Mitarb. (1951—1965) durch
Untersuchungen der Reaktionskinetik Gleichgewichtskonstanten fiir die
moglichen Stufen der Anlagerung des Sauerstoffes bestimmten. Fir die
von NimsEL geforderten zwei Zustandsformen des Hamoglobins liegen
lediglich Hinweise vor. Gleichfalls steht der Beweis fiir die Richtigkeit
der Vorstellung von SCHEITER, ADLER u. GLAUSER, dafl das Himoglobin
in dimerer und tetramerer Form wéhrend der O,-Anlagerung vorliegt,
bisher aus.

Um die Giiltigkeit der einzelnen Hypothesen iiberpriifen zu kénnen,
ist man auf die Gegenitberstellung von direkt bestimmten Sauerstoffbin-
dungskurven mit Kurven, die fiir gleiche Versuchsbedingungen nach den
verschiedenen Theorien zu erwarten sind, angewiesen. Als besonders
geeignet fiir die Untersuchung dieser Frage erwiesen sich Hamoglobin-
losungen, in denen leichter als im Blut konstante und reproduzierbare
Bedingungen eingestellt werden kénnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Sauerstoffbindungskurven
hochverdiinnter Lésungen menschlichen Hamoglobins und ihre Tempera-
turabhingigkeit zu bestimmen. Gleichzeitig sollte itberpriift werden, ob
die nach den Untersuchungsergebnissen von GrLBERT (unverdffentlicht,
zitiert nach RovarToN, 1965) und der Zwischenbindungshypothese von
Aparr zu fordernde Forménderung der Sauerstoffbindungskurve in stark
verdiinnten Losungen menschlichen Hamoglobins nachzuweisen ist.

Methodik
Prinzip der Mefanordnung

In eine mit desoxygenierter Hamoglobinlosung gefiillte Reaktionskammer dif-
fundiert Sauerstoff mit konstanter Geschwindigkeit. Die beim Ubergang des Hamo-
globins vom desoxygenierten in den oxygenierten Zustand auftretende Farbéinde-
rung wird photometrisch registriert und fortlaufend aufgezeichnet.

Durch Eichung des Systems mit Losungen, die mit Gasgemischen bekannter
Zusammensetzung dquilibriert wurden, ist es mdglich, den zeitlichen Verlauf der
bestimmten Extinktionsinderung in eine vom Sauerstoffdruck abhingige O,-Sétti-
gungsiinderung des Hamoglobins umzurechnen.

Aufbau der Mepanordnung und Versuchsdurchfihrung
Fur die direkte und kurzzeitige Aufnahme der Sauerstoffbindungskurve von
Himoglobinlésungen wurde eine Versuchsanordnung benutzt, die von THEWS (1960)
fiir Untersuchungen der Sauerstoffdiffusion in biologischen Medien beschrieben und
spater von THEWS u. ROSKENBLEOK (unverdffentlicht) weiterentwickelt wurde.
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In Abb.1 ist die MeBanordnung schematisch dargestellt. Abweichend von der
urspringlichen Anordnung wurden in der verwendeten MeBapparatur der Gasraum
und die mit Himoglobin gefiillte Reaktionskammer lediglich durch eine diinne
Kunststoffmembran (Teflon, 12 p) getrennt.
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Versuchsanordnung zur direkten Aufnahme
von Sauerstoffbindungskurven in stark verdiinnten Himoglobinlésungen
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Vor Versuchsbeginn ist die MeBkammer O, frei. Die zu untersuchende Hémo-
globinlésungen werden nach vollsténdiger Desoxygenierung direkt aus einem Aqui-
libriergefdB in die Reaktionskammer iiberfithrt. Die Zu- und AbfluBwege der Reak-
tionskammer werden verschlossen, durch das Gasrohr wird N, geleitet. Zum definier-
ten Zeitpunkt ¢, wird der Ny-Strom unterbrochen, und der Weg fiir den Durchflul
von Sauerstoff oder ein Sauerstoff-Stickstoffgemisch freigegeben. Sauerstoff dif-
fundiert dann durch die Trennmembran in die Reaktionskammer, das Himoglobin
wird oxygeniert. Die dabei auftretende Extinktionssinderung der Himoglobinlésung
wird von einem Photometer (Photometer Eppendorf) fortlaufend bestimmt und
auf einem angeschlossenen Registriergeriit (Kompensations-Linien-Schreiber Ser-
vogor, Metrawatt) direkt aufgezeichnet.

Fiir eine gleichméBige und vollstéindige Durchmischung des eindiffundierenden
Sauerstoffes mit der Himoglobinlgsung in weniger als 0,5 sec sorgt ein magnetisches
Riihrsystem,

Zur Eichung der Versuchsapparatur wird die untersuchte Hémoglobinlésung
aus der Reaktionskammer erneut in ein angeschlossenes Tonometer iiberfithrt und
mit Gasen bekannter Zusammensetzung dquilibriert. Die Eichgaszusammensetzung
wird im Mikro-Gasanalysegerét nach SCHOLANDER (1947) bestimmt. Nach vollstén-
diger Aquilibrierung der Lésung mit dem Eichgas wird eine mehrmalige Messung der
Extinktion in der Reaktionskammer bei gleichzeitiger Durchstrémung des Gasrohres
mit dem Eichgas durchgefiihrt.

Konstante Temperaturbedingungen wihrend der Messung sind durch die

Thermostatisierung der gesamten Versuchsapparatur gewihrleistet, die Genauigkeit
der Temperatureinstellung betrégt 4+ 0,1°C.
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Auswertung der registrierten Kurven

Die gemessenen zeitlichen Extinktionsinderungen wihrend der Oxygenierung
des Himoglobins lassen sich direkt in HbO,-Sattigungsprozente umrechnen, da die
Untersuchungen an homogenen Medien durchgefithrt wurden, und weil eine lineare
Beziehung zwischen der Sauerstoffsiittigung des Himoglobins und seiner Extinktion
nachgewiesen werden konnte (ENox1 u. Tyunia, 1964). Unter diesen Voraussetzun-
gen entspricht die 0,-Sittigung dem Verhéltnis der Extinktionsdifferenz zwischen
dem Ausgangspunkt 0 und dem MeBpunkt zur Extinktionsdifferenz zwischen 0
und 100°/, HbO,-Séttigung.

Aus der bestimmten zeitlichen Séttigungséinderung des Hamoglobins wahrend
eines Versuches kann die Sauerstoffbindungskurve nach Eichung des Systems direkt
ermittelt werden, wenn die Bedingung erfullt ist, daB der Sauerstoffdruck in der
Reaktionskammer im Verlaufe des MeBvorganges linear ansteigt.

Diese Voraussetzung ist wihrend einer kurzen Zeitspanne bei Versuchsbeginn
und nach Uberschreiten von 119/, des Ausgleichsdruckes in der Himoglobinlésung
(NimseEL u. TEws, 1961) nicht erfillt.

Benutzt man fiir die Oxygenierung der Hamoglobinljsungen Gasgemische mit
sehr hohem O,-Gehalt oder reinen Sauerstoff, so ist bereits am Ende des linearen
Druckanstieges in der Reaktionskammer eine vollstindige Sauerstoffsittigung des
Himoglobing eingetreten und der Mefivorgang beendet. Es bleibt zu priifen, wie
groB unter diesen Bedingungen der Zeitraum nichtstationdrer O,-Diffusion am Ver-
suchsbeginn ist und in welchem Verh#ltnis er zur Gesamtzeit, die fiir die Aufnahme
der Bindungskurve benttigt wird, steht.

Die Zeitdauer nichtlinearen O,-Druckanstieges in der Reaktionskammer nach
Beginn des Versuches kann nach der folgenden von TrEws (1960) angegebenen
Gleichung bestimmt werden.

dp
dz

n?*n2 Dt

:_%[1+2n2=71(-1)"e— T (1)

p == Oy-Partialdruck als Funktion von Ort und Zeit, p, = konstanter O,-Partial-
druck an der Grenze zur Reaktionskammer, x = Diffusionsweg, d = Dicke der
Grenzmembran, ¢ = Zeit, D = Diffusionskoeffizient, n = laufender Summenindex.

Aus Gl. (1) ergibt sich fiir den nichtlinearen O,-Druckanstieg in der Reaktions-
kammer nach Versuchsbeginn eine Zeitspanne von 0,6 sec. Bei der Berechnung
wurde beriicksichtigt, daB der O,-Diffusionswiderstand des Teflons ca. neunmal
kleiner ist als der des Wassers. Dieser Wert konnte aus den Ergebnissen fritherer
Diffusionsuntersuchungen (GroTE, 1967) abgeschitzt werden.

Da die Gesamtdauer fiir die Aufnahme einer Sauerstoffbindungskurve ca. 2 min
betrigt, hat der kurze Zeitraum nichtstationdrer Sauerstoffdiffusion praktisch keinen
entscheidenden Einflul auf das Versuchsergebnis und kann vernachldssigt werden.
Die Voraussetzungen fir die direkte Umrechnung der bestimmten zeitlichen O,-
Stttigungsinderungen der Himoglobinldsung in eine Sauerstoffbindungskurve sind
damit gegeben.

Untersuchungsmaterial

Die untersuchten Hémoglobinlosungen wurden aus frischem defibriniertem
menschlichem Blut hergestellt. Himoglobinbestimmung im Blut photometrisch nach
der Cyanhimoglobinmethode unter Beachtung der Standardisierung der Hamo-
globinbestimmung mit Korrektur des Extinktionsfaktors fiir Cyanh&moglobin
(BorovicENy, 1964). Hamolyse des Blutes durch Zugabe von Aqua dest., Verdiin-
nung im Verhéltnis 1:1000 mit H,0 und 5 ml (1/;; mol) Phosphatpuffer nach S6rEN-
sEN. Die Hémoglobinkonzentration betrug unter diesen Bedingungen 16,4 - 103
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£/100 ml. Herstellung von Himoglobinlésungen einer Konzentration von 16,4 - 10-*

2/100 ml durch weitere Zugabe von Aqua dest. Der pH-Wert in beiden Lésungen
war konstant 8,0, Kontrolle mit der Mikro-pH-Elektrode nach AsTtrur.
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Abb.2. Mittelwert-Sauerstoffbindungskurven einer Himoglobinlésung der Kon-

zentration 16,4 - 1072 g/100 m] bei den Temperaturen 20, 30 und 37°C, pH 8,0

und p00, = 0 Torr. Ordinate: Prozentuale O,-Sittigung der Hamoglobinlésung.
Abszisse: O,-Partialdruck

Yersnchsergebnisse

Nach dem beschriebenen Verfahren wurden die Sauerstoffbindungs-
kurven von Hamoglobinlosungen einer Konzentration von 16,4 - 10-3 g/
100 ml und 16,4 - 10~ g/100 m! bei einem pH-Wert von 8,0, einem CO,-
Partialdruck von 0 Torr und den Temperaturen 20, 30 und 37°C direkt
bestimmt.

Die Abb.2 und 3 geben die ermittelten Mittelwert-O,-Bindungskurven
von insgesamt 126 Versuchen wieder. In der Tabelle sind die bestimmten
Sauerstoffdrucke p;, bei Halbséttigung des Himoglobins und ihre Stan-
dardabweichungen zusammengestellt.

Die Ergebnisse zeigen eine starke Zunahme der Sauerstoffaffinitdt des
Héimoglobins in Losungen geringer Hb-Konzentration gegeniiber den
Bedingungen im Blut. Der Abfall des O,-Halbsittigungsdruckes von
13,5 Torr bei 37°C und pH 8,0 im Blut auf 3,4 Torr unter gleichen Tempe-
ratur- und pH-Bedingungen in einer 1:1000 verdiinnten Hédmoglobin-
l6sung entspricht einer O,-Affinitdtszunahme um ca. 400°/,. Bei weiterer
Verdiinnung der untersuchten Losung um das Zehnfache auf eine Hb-
Konzentration von 16,4 - 10 g/100 ml sinkt der O,-Halbséttigungs-



Sauerstoffbindungskurve von hochverdiinnten Himoglobinlésungen 207

druck um ca. 20°/, von 3,4 auf 2,8 Torr ab. Vergleichbare Resultate
ergaben die Untersuchungen bei 20 und 30°C.

Eine Abweichung des Verlaufes der O,-Bindungskurven von der
typischen 8-Form trat trotz der starken Verdiinnung der untersuchten
Hiamoglobinlésungen nicht auf.
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Abb.3. Mittelwert-Sauerstoffbindungskurven einer Hémoglobinlésung der Kon-

zentration 16,4 - 10~%g/100 ml bei den Temperaturen 20, 30 und 37°C, pH 8,0

und pCO, = 0 Torr. Ordinate: Prozentuale O,-Sittigung der Hamoglobinlésung.
Abszisse: O,-Partialdruck

Diskussion
1. Diskussion der Methode

a) Die Genauigkeit des Verfahrens. Die Genauigkeit des Verfahrens
zur Aufnahme der O,-Bindungskurver von Hamoglobinlésungen wird in
erster Linie von den Fehlergrenzen der benutzten Mel- und Registrier-
gerite sowie durch die Fehlerbreite der Analyse der verwendeten Eichgase
bestimmt. Der relative Fehler fiir die Messung der Extinktionswerte und
deren Registrierung betrdgt in beiden Fallen + 0,5 bis 1,0%),. Da der
0,-Gehalt der Eichgase sehr gering ist, bleibt die Gasanalyse mit Hilfe des
Mikroverfahrens nach SCHOLANDER mit einem Fehler von ca. -+ 3 bis 4%/,
behaftet. Beriicksichtigt man weitere Fehlerquellen, wie die unvollstan-
dige Durchmischung des Sauerstoffes und der Hamoglobinlosung wah-
rend der Messung, auftretende Veranderungen des untersuchten Chromo-
proteids (Ricaes, 1965) oder Ungenauigkeiten bei der Eichung, so wird
insgesamt der relative Fehler der Methode zur Aufnahme von O,-Bin-
dungskurven in der GréBenordnung von ca. -+ 5%/, liegen. Da die Regi-
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strierung einer Sauerstoffbindungskurve in wenigen Minuten abgeschlos-
sen ist, und irreversible Verdnderungen der Untersuchungslésung wéh-
rend des MeBvorganges bestimmt werden koénnen, bleibt der Fehler, der
durch mogliche Strukturdnderungen der Eiweikomponente des Hamo-
globins oder durch Methdmoglobinbildung (Rices, 1965) auftritt, klein
und kann auBerdem genau erfalt werden.

b) Anwendungsmiglichkeiten des Verfahrens. Die angegebene Unter-
suchungsmethode erlaubt es, die Sauerstoffbindungskurven von Hamo-
globinlosungen unterschiedlicher Zusammensetzung bis zu einer Hamo-
globinkonzentration von ca. 10—2 g/100 ml unter konstanten Temperatur-
bedingungen in wenigen Minuten zu bestimmen. Die Anwendung der
Methode fiir die Untersuchung weiterer Chromoproteide ist méglich.

¢) Die Reproduzierbarkeit der ermittellen O,-Bindungskurven. Die
Priifung der Reproduzierbarkeit der ermittelten Sauerstoffbindungs-
kurven ist an Hand der Standardabweichungen der fiir unterschiedliche
0,-Sattigungsgrade einer Himoglobinlgsung bestimmten mittleren
Sauerstoffdruckwerte moglich.

Der mittlere relative Fehler der einzelnen O,-Druckwerte betrug bei
Aufnahme der O,-Bindungskurven von Hamoglobinlésungen einer Kon-
zentration von 16,4 - 10-3 2/100 ml und 16,4 - 10— g/100 ml im Mittel
weniger als -}~ 5°/,. Einen genauen Uberblick iiber die Reproduzierbar-
keit der bestimmten Sauerstoffbindungskurven gibt die Tabelle.

Tabelle. O,-Halbsdttigungsdrucke py, von Himoglobinlosungen der Konzenirationen

16,4 - 1073 /100 ml und 16,4 - 10~* g{100 ml bei dem pH-Wert 8,0 und den Tempera-

turen 20, 30 und 37°C und ihre Standardabweichung., n = Anzahl der untersuchlen
O,-Bindungskurven

Hb-Konzentration 3 Dso Sz 8 .
[g/100 mI] n [°C] [Torr] [Torr] Ty 1000%]
16,4 - 102 26 20 1,3 10,05 13,80

16,4 - 10-3 29 30 1,9 10,13 1 6,80

16,4 - 103 32 37 3.4 10,12 + 3,50

16,4 - 10~ 16 20 1,1 10,08 1 7,00

16,4 - 104 14 30 1,7 0,07 T 4,00

16,4 - 10— 12 37 2,8 + 0,01 10,35

2. Diskussion der Ergebnisse

Ein direkter Vergleich der erzielten Ergebnisse mit MeBwerten ande-
rer Autoren ist nicht moglich. Die in der Literatur beschriebenen Sauer-
stoffbindungskurven von Hamoglobinlésungen wurden in der Mehrzahl
der Fille unter abweichenden Temperaturbedingungen, bei anderen pH-
Werten und nur in Lésungen mit relativ hoher Himoglobinkonzentration
(Verdiinnung des Blutes bis !/,y,) und unterschiedlicher Ionenzusammen-
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setzung gemessenen (BARCROFT u. RoBERTS, 1909/1910; ApaArr, 1925;
Hirr u. WoLvegamp, 1936; ALLEN et al., 1950 und 1953 ; NECHTMAN u.
Hursmax, 1964 ; zusammenfassende Darstellungen siehe ANToNINI, 1965
und Rreas, 1965). Lediglich TrEWS (1960) gab eine bei 20°C bestimmte
Sauerstoffbindungskurve einer Himoglobinlésung sehr geringer Konzen-
tration an.

Die vorliegenden Befunde stehen in Einklang mit den Aussagen der
Untersuchungsergebnisse von Hirr, u. WorvegamMp (1936), ALLEN et al.
(1953) und NeEcHTMAN u. Huismaw (1964). Wahrend in Hamoglobin-
losungen einer Konzentration von ca. 16 g/100 ml der O,-Halbs#ttigungs-
druck etwa dem des Blutes unter gleichen pH- und Temperaturbedin-
gungen entspricht (Bock et al., 1924; ApaIr, 1925), registrierten HiLL
u. WoLveEkamp nach Hémolyse von Menschenblut und Verdiinnung mit
Aqua dest. im Verhéltnis 1:5 bei pH 7.4 eine Zunahme der O,-Affinitét
des Hamoglobins um 2009/,. Bei weiterer Herabsetzung der Hb-Konzen-
tration dnderte sich die Sauerstoffaffinitét nur unwesentlich. In Losungen
von Schafshimoglobin stellten die Autoren eine direkte Beziehung
zwischen dem Verdiinnungsgrad der Losungen und ihrer O,-Affinitét fest.
Die vorliegenden Befunde nehmen eine Zwischenstellung ein. Bei Herab-
setzung der Himoglobinkonzentration von ca. 40 g/100 ml, wie sie im
Erythrocyten angenommen werden darf, auf 16,4 - 10-2 g/100 ml &nderte
sich die O,-Affinitit um ca. 4009/,, bei Konzentrationsabnahme bis
16,4 - 101 2/100 ml um weitere 20°/,.

Die Temperaturabhingigkeit der registrierten O,-Bindungskurven
entspricht der erwarteten Sauerstoffaffinitdtszunahme des Himoglobins
bei sinkenden Temperaturen (zusammenfassende Darstellung siehe
SEVERINGHATS, 1966).

Die in den untersuchten Himoglobinlésungen nachgewiesene deut-
liche S-Form der 0,-Bindungskurven, die im Hinblick auf den relativen
Verlauf der Sauerstoffbindungskurve des Blutes bei pH 8,0 entspricht,
steht im Gegensatz zu den Erwartungen, die sich an Krgebnisse experi-
menteller Untersuchungen von GILBERT (unverdffentlicht, zitiert nach
RovucHTON, 1965) und die Aussagen der Zwischenbindungshypothese von
Apatr (1925) bzw. die Hypothese von ScHEIJTER, ADLER u. GLAUSER
(1963) knipfen.

Folgt man den Ergebnissen von GILBERT, der in Lésungen von
menschlichem Hamoglobin bei pH 7,1 mit zunehmender Verdimnung
eine Verminderung der Zahl von Hamoglobinmolekiilen tetramerer Form
nachweisen konnte, so wire zu erwarten, daf in den untersuchten Hamo-
globinlésungen ein erheblicher Teil der Hamoglobinmolekiile dissoziiert
ist. Dieses bedeutete gleichzeitig, dall die Voraussetzungen fiir das Zu-
standekommen einer S-formigen O,-Bindungskurve entsprechend der
Zwischenbindungshypothese von Apamr wie nach der Hypothese von
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SCHEJTER, ADLER u. GLAUSER mit zunehmender Verdiinnung der Losung
weniger erfiillt wiren, und dall das Hamoglobin nach RougaTOoN (1965)
vom Adair-Typ (S-formige O,-Bindungskurve) in den Haldane-Typ, fir
den eine hyperbolische Sauerstoffbindungskurve charakteristisch ist,
iiberginge.

Trotz sehr hoher Verdiinnungsgrade der untersuchten Hamoglobin-
losungen zeigten die von uns bestimmten O,-Bindungskurven keine
Abweichung von der S-Form. Es muf} vorliufig offenbleiben, welche der
Annahmen unzutreffend sind, die Ubertragung der Versuchsergebnisse
von GrmBERT auf die vorliegenden Versuchsbedingungen oder die Giiltig-
keit der Zwischenbindungshypothese nach Apame bzw. der Hypothese
von SCHEJTER, ADLER u. GLAUSER fiir die untersuchten Himoglobin-
16sungen.

Friulein Aino Hurt danke ich vielmals fiir die technische Assistenz.
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