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6. Slle Ergebnisse sprechen eindeutig fur die Annahme, dass in 
den Elapidae-Giften der e-Typ (,,echte", ,,spezifische" ChE) vor- 
liegt. Die Ubereinstimmung mit dem e-Typ des Gehirns und der 
Erythrozyten ist keine vollkommene. Der e-Typ stellt damit, wie es 
fruher fur den s-Typ gezeigt wurde, eine Gruppenbezeichnung dar. 

Herrn Prof. Dr. A. Werthemann danke ich bestens fur die Erlaubnis zur Durch- 
fuhruiig der Versuche in seinem Institut, und Frl. I .  JIuhr fur die wcrtvolle Mitarbpit. 

Pathologisch-anatomische Anstalt der Universitat Basel. 

17. Untersuchungen iiber das Wal-myoglobin l) 
von Karl Schmid2). 

(7. XII. 48.) 

Die rote Farbe des Muskels wurde erstmals von KoZZiker3) im 
-Jahre 1850 einem dem Muskel eigenen Farbstoff - tlem Myoglobin - 
zugeschrieben. Diese Annahme fand spater ihre Bestatigung durch 
die von X6rner4)  gemachte Beobachtung, dass das spektroskopische 
Verhalten des Nyoglobins von dem des Hamoglobins verschieden ist. 
Auf Grund des versehiedenen Gehaltes der Xuskulatur an Illyoglobin 
unterscheidet man in der Xuskelphysiologie zwischen rotem uncl 
weissem Muskel. Die dabei - in chemischer und physiologischer Hin- 
sicht - zu beobachtenden Unterschiede wurden eingehend von 
S e e d h n m 5 )  studiert. Erst 1932 gelang es TheoreZZ6), das Myoglobin 
aus dem Muskel des Pferdeherzens in krystallisierter Form darzu- 
stellen. Damit war die Miiglichkeit gegeben, die Verschiedenheit 
dieser beiden Chromoproteide endgiiltig zu beweisen. I n  der Folge 
wurden auch die Eigenschaften des MyoglobinsT)8) weiter erforscht 
und von IXiZZikang) und Wymannl0) zusammenfassend beschrieben. I n  
den letzten Jahren wurden Muskelhiimoglobine yon verschiedenen 
Tierarten in krystallisiertem Zustand hereitet und von den vielen 

1)  Vorlaufigc Mitteilung: Joan Keilin und K.  Schmid, Nature 162, 496 (1948). 
l )  Gegenwartige Adresse : Department of Physical Chemistry, Harvard Medical 

+) Kolliker, Mikroskop, Anatoniie, 11, Bd. 1, S. 248 (1850). 
4, R. A. 13. Morner, Nord. Med. Arkiv, Festbitnd (1897). 
j) M. D. Xeedhum, Physiol. Rev. 6, 1 (1926). 
6, H. Theorell, Biochem. Z. 252, 1 (1932). 
;) H. Theorell, Biochem. Z. 268, 46, 55, 64, 73 (1934). 
8, T'. E. Morgan, J. Biol. Chem. I 12, 557 (1935). 
") G. A.  Millikun, Physiol. Rev. 19, 503 (1939). 

I") J. Wyman, Adv. Protein Chem. 4, 407 (1948). 
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Eigenschaften dieser Proteide auch ihre Zusammensetzung er- 
mittelt1-4). 

I n  der vorliegenden Arbeit soll uber die Darstellung und einige 
Eigenschaften des Wal-myoglobins berichtet werden. Uberblickt 
man die von den verschiedenen Autoren beschriebenen Methoden zur 
Darstellung des Myoglobins, so erkennt man, dass sieh die meisten 
Vorschriften an das von TheoreZE5) ausgearbeitete Verfahren an- 
lehnen. Dieses besteht im Prinzip darin, dass das fein zerhackte 
Fleisch mit Wasser extrahiert wird. Der grosste Teil der ebenfalls 
in Losung gegangenen Begleitstoffe wird mit basischem Bleiacetat 
ausgefallt. Das miteluierte Hiimoglobin wird daraufhin durch frak- 
tionierte FBllung mit (NH,),S04 abgetrennt und dab Mj-oglobin 
aus konzentrierter (NH,),SO,-Losung krystallisiert. Auch in den hier 
beschriebenen Versuchen wurde diese Methode angewandt. Jedoch 
wurde die mit (NH,),SO, fraktionierte Losung anschliessend gegen 
Wasser dialysiert6) und das Myoglobin zur Reindarstellung dreinial 
fraktioniert gefallt, entsprechend dem grossen Loslichkeitsunter- 
schied zwischen Hiimoglobin und Myoglobin der gleichen Tierart in 
konzentriertem Ph~sphatpuffer~)').  Die Krystallisation des so er- 
haltenen, spektroskopisch einheitlichen Proteids lisst sich dann leicht 
in schwach saurem Phosphatpuffer erreichen. 

Es war nun von besonderem Interesse, das Verhalteii dieses krg- 
stallisierten Proteids im Elektrophorese-Versuch nach Tiseliibs zu 
beobachten. Innerhalb eines p,-Bereiches von 5,9-9,3 liess sich 
dieses mit einer Ausnahme, die gleich unten erwiihnt werden soll, in 
2 resp. 3 Komponenten aufspalten. Kohlenoxymyoglobin, das bei 
einem pH = 7 ,62  untersucht wurde, zeigte 3 (Fig. 1). Met-myoglobin 
bei einem pH : 8,15 jedoch nur 2 Komponenten (Fig. 2). Auch naeh 
drei weiteren fraktionierten Phosphatfallungen wurde dasselbe Resul- 
ta t  erhalten. Ein anderes Praparat, das auf diesclbe Art dargestellt 
worden war, wurde als Met-verbindung bei den folgenden pH-Werten 
elektrophoretisch gepruft: 9,3; 8,2;  7 , l ;  7,0 untl 5,9. In den ersten 
bciden Fallen wurden 3 (Fig. 3 ) ,  im letzten (Fig. 4) jedoch niir 2 ver- 
schiedene Anteile beobachtet. Wurde nun das Net-myoglobin in 
einem Puffer untersucht, dessen pH nur wenig von seinem isoelek- 
trischen Punkt entfernt ist, so erschien dieses als homogenes Protein 
(Fig. 5) .  TheoreZZ6) erhielt ein iihnliches Resultat, bei seinen Unter- 

l) A. Rossi und Mitarbeiter, Science 108, 15 (1948); Boll. Soc. Ital. Biol. Sper. 23, 
119 (1947); ibid. 17, 206 (1942). 

z, J .  Roche umd Y .  Dwrien, Soc. biol. 136, 41 (1942); J .  Roche, I-. Derrien nnd 
H .  Viei l ,  Trav. membres Soc. chini. biol. 24, 1016 (1942). 

3, H. Theorell und Ch. de Duwe, Arch. Biochem. 12, 113 (1947). 
4, 1). L. Drabkin, Am. J. med. Sci. 209, 268 (1945). 
5 ,  H. Theorell, Biochem. Z. 252, 1 (1932). 
fi) H. Theorell und Ch. de Duve, Arch. Biochem. 12, 113 (1947). 
7, V.  E. Morgan, J. Biol. Chem. 112, 557 (1935). 
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suchungen uber das menschliche Myoglobin. Anderte man aber das 
pH des Puffers um nur 0,09 Einheiten, so ging die scheinbare Ein- 
heitlichkeit des Praparates verloren. Ob sich die drei Komponenten 
wahrend der Darstellung des Proteids oder beim Aufbewahren ge- 
bildet haben und ob sie in einem Gleichgewicht zu einander stehen, 
kann an Hand dieser Ergebnisse nicht entschieden werden. Hamo- 
cyanin z. B. erfahrt - wenn dessen Losung statt bei - l o o  bei + 2O 
gehalten wird - in bezug auf die elektrophoretische Beweglichkeit 
nachweisbare Veranderungenl). Reines, kry st allisiert ex Insulin ver- 
liert seine Homogenitiit, wenn es bei pH = 1 in Losung gebracht wird2). 
Auch das nach der ursprunglichen Methode von Northrop krystalli- 
sierte Pepsin erwies sich im Elektrophorese-Versuch als nicht ein- 
heitlich3). Endlich zeigte ,8-Lactoglobulin4) das dreimal krystallisiert 
worden war, ein ahnliches Verhalten wie das beschriebene Wal- 
myoglobin, indem es in Puffern von pH = 5,3-5,6 elektrophoretisch 
homogen erschien, sich jedoch in mehr sauren oder alkalischen Lo- 
sungen in 3 Komponenten aufspalten liess. 

Das Wal-myoglobin wurde anschliessend nach der Methode von 
A n s o n  und Mirsky5)  in das Globinchlorid ubergefuhrt, wobei nur 
zwei von den sechs ausgefuhrten Ansatzen ein natives Produkt er- 
gaben. Diexes erwies sich als sehr instabil und veranderte seine Eigen- 
schaften in bezug auf die Loslichkeit in kurzer Zeit selbst bei tiefer 
Temperatur. Auch verdunnte Losungen in neutralem Puffer waren 
nur begrenzt haltbar. Drabkin6),  der Untersuchungen uber das 
Pferde-myoglobin anstellte, gelang ex auf demselben Weg ebenfalls 
natives Globinchlorid zu gewinnen. Das teilweise denaturierte Globin- 
chlorid des Wal-myoglobins hingegen war nur in Puffern vollstandig 
lijslich, deren pH entweder geringer als 4,8 oder hoher als 1 0  waren, 
Interessanterweise konnte ex aber auch in Eiswasser langere Zeit in 
Losung gehalten werden, wenn beim Auflosen desselben die Alkalitat 
nur innerhalb eines p,-Rereiches von 8-10 variierte, doch bildete 
sich nach anschliessender Dialyse gegen schwach alkalischen Puffer 
(pH = 8,7) in 8 Stunden xchon eine geringe Fallung. Der denaturierte 
Anteil des Globins konnte durch Neutralisieren der stark sauren 
wasserigen Losung mit NaHCQ, auf pH = 7,5 gefallt werden. Das ver- 
hliebene, native Globin war sehr stabil, und nachdem seine Losung 
bei O 0  gegen einen fast neutralen Puffer (pH = 7,7) dialysiert worden 
war, fie1 erst nach 1 0  Tagen ein geringer Niederschlag aus. Auch das 

l) A .  Tiselius und F.  Horsfall, Ark. Kem. 13A, Nr. 18 (1939). 
2, J. Lens, Biochem. Biophysica Acta 2, 76 (1948). 
3, A. Tiselius, G. H .  Henschen und H .  Svensson, Biochem. J. 32, 1814 (1938). 
4, C. H. Li, Am. SOC. 68, 2746 (1946); T.  L. McMeelcin, B. D. Polis, E. S.  Delln- 

5 ,  M .  L. Anson und A .  E. Mirsky, J. gen. Physiol. 14, 605 (1930) 
6, D. L. Drabkin, J. Biol. Cheni. 158, 721 (1945). 

Monica und J .  H .  Custer, Am. Soc. 70, 881 (1948). 
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Globin des Hamoglobins verhalt sich, wit. Anson und AlliY.Sk!J (1. c.), 
Dmbkinl), Kzchn2) und IWzcnro3) gezeigt lraben, ill clicser Hinsicht 
sehr ahnlich. 

Ein Protein knnn bekanntlich auf seine Einheitlic*hlieil in bezug 
auf verschicdene Eigenschaften (Molek 11 1 ;I rgewicht , clirmi sche Zn- 
sammensetzung und physikalische Eigriischaften) gcprnfi werclcn. 
,Jedoch erst an Hand der Ergebnisse von I iriterauvhrinp~ri hinsichtlich 
mehrerer Eigenschaften kann die Exist eiiz c ines  I'iSoteiiis wahr- 
seheinlich gemacht werden. So geben E lektrophorc.sc- Rcsaltate nur 
Auskunft daruber, ob ein Eiweisskorper i l l  1)ezug aix t srinv l:rweglich- 
keit im elektrischen Feld unter den gewaii11 en 13etlinguugen liomogrn 
ist. Mit Hilfe der Methode von Sa.ngerJ)5), nacli tler dic mit eirier 
freien a-Aminogruppe gekennzeichnetrii Aminobwiiren in einwi 
Protein bestimmt werden, kann nur ,\uhkunft nber die Einheit- 
lichkeit eines Proteins beeuglich dirscLr ausgcwichnt 
sauren erhalten werden. Auf Grund der irr dicsw Arlwit t1rhaltenen 
Resultate sol1 schliesslich untersucht M cm3en. 0 1 )  c l j v  irii Elektro- 
phorese-Versuch beobachtete Inhomogeni ti1 t dcs \Vi~l-nlyogIobins h- 
deutet, dass durch die angewaridten Beinigungsopc.r:rt ioncn ein Tt4l 
des Wal-hamoglobins nicht abgetrennt M erden konntv. 

E x y er i m  e n  t e l l  e r  T e i 1. 
1. D a r s t e l l u n g  d e s  Wal-riij oglo1)ins. 

10 kg tiefgefrorenes Walfischfleisch (Balaenoptc I a niuscwlus otler p l i ~ i p ~ l u s )  XT urdcn 
bei -2O aufgetaut, mit Hilfe einer Hachmaschine friir zcrklrinert iind r r i i t  1 0  Liter Wawer 
bei 2O wahrend 24 Stunden extrahiert. Nachdem d i r y  Mtqchuirg mntrifir,nlcrt $5 ordeil v at'. 
wurde die erhaltene Losung, die ein pH=5,4 aufli ies und dtwn Samc.gr.d sich 1inc.h 
Zusatz von I-n. NaOH nur unwesentlich veranderte. mir Abwhc.idung 7 on lk~glcitstoffen 
mit ciner gesattigten Losung von basischem Bleiacet < t t  versctzt. l h t  iiaclh Xugahe cmcb 
kleinen Uberschnsscs dieses Reagenses erreichte dns 1) ,I den \Ye1 t x on 3.4 S<ic h Abzentri- 
fiigieren des Niederschlages u urde die Myoglobinlos1iilg ubcr N,icht in1 E:MC tirank auf h ~ -  
wahrt, um moglichst vie1 Fett abscheiden zu lassen. K',ie*h Filtr~tioii der Lowrig \+ urt 
Blciubersehuss durch Zufugen von gesattigter Na,P,( )--I ,osuny cmttc rnt rriid ,insch 
deren aktuelle Reaktion mit 1-n. NaOH von pH-6,fi auf p l i -  6,Y grl)i,tuht. Die 
menge der uberstehenden Losung konnte gut dekatitit~t u crdrn : d c r  Rwt wurde nil-  
zentrifugiert. Die nochmals filtrierten, vereinigten L(witgen wiirdcBn tlui < 11 Ikifugrn von 
festem (NH,),SO, zii 62O4, gesattigt und der resulticm nde Sict lc  hlag T.CI\ \  orfm. Die 
Fallung, die nun volle (Pi€I,),SO,-Sattigung bei pH- 7.1 beun ktc, wurde i n  2 Liter R'mser 
gelost und nach dem Filtrieren bei 20 mm Hg wahreiid 3 TtLpen gcycrr &.st. \\Tasser dial\ - 
siert. Dabei wurde beobachtet, dass entsprechend sc in( r kleincir \lolrhr lgrolk das &I> o- 
globin in geringen Mengen durch die Mcmbran tritt . Xach Entfer ncn des dcnaturierten 
Proteins wurde die Losung unter mechantschem Kii lm n allinahlit h n r i l  emer Mischung 
von 374 g XaH,PO,, 2H,O und 416 g K,HPO, (pH 6.6) bis zii  eltier Konmntration von 
3-in. versetzt, der Niederschlag wiederum bei 20 n i m  Hg rrhgrniitscht uncl das Filtrat 

l) D. L. Drabkin, J. Biol. Chem. 158, 721 (1945). 
2, R. Kuhn, L. Birkhofer und F. W .  Quakenbudi, 13. 72. 405 (1939). J, M .  P. Munro und F.  L. Munro, J. Biol. Chrslii. 150, 42i (1943). 
,) F.  Sanger, Biochem. J. 39, 507 (1945). 
5 ,  R. R. Porter und F.  Sanger, Biochem. J. 42, %hi (1948). 
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anschliessend rnit der gleichen Salzmischung vollstandig gesattigt. Diese fraktionierende 
Fiillung wurde noch dreimal wiederholt, wobei jedesmal der zweite Niederschlag einer 
Operation in einem stets kleineren Volumen Wasser geliist und fur die nachste Stufe ver- 
wendet wnrde. Xach der zweiten fraktionierten Fallung blieb die Lage des cr-Bandes des 
Kohlenoxyd-Myoglobins (Reduktion des Met-myoglobins mit Na,S,O, und Durchperlen 
von CO) bei A = 5793 A (Messung mit Hartridge Reversion Spektroskop) konstant. Das 
rndgiiltig erhaltene Gut konnte nun auf die unten beschriebene Weisc krystallisiert werden. 

2.  K r y s t a l l i s a t i o n  d r s  Myoglobins. 

Vorversuche ergaben, dass Kohlenoxyd-Myoglobin in liurzer Zeit in die Met-form 
ubergeht,, und dass das Met-myoglobin leicht in schwach saurem Puffer krystzllisiert. 

Eine 5- bis 10-proz. Myoglobinlosung (bei zu hohem Proteingehalt kanri das Gut als 
gummiartigc Masse ausfallen) wurde unter mechanischem Ruhren niit kleinen Portionen 
einer Phospliatsalzmischung (95 g K,HPO, und 170 g NaH,PO,, 2H,O) bis zum Auf- 
treten einer geringcn FBllung versetzt. Der gehildete Niedersehlag wurde dann bei eiuem 
Unterdruck von 15 mm Hg abgenutscht. Aus dem Filt,rat krystalliaierte das Mycglobin in 
dunkelbraunen Krystallen gewohnlich bis zum nachsten Morgen aus. Die Krystallisation 
kann jedoch schon 1--3 Stunden nach dem Abfiltrieren des erwahnten Kiedersrhlages ein- 
setzen. In  einem besonders giinstigen Fall krystallisierte das gesamte Gut schon wahrend 
des Abnutschens der ursprunqlich amorphen Fallung. Das pH der Mutterlaugen variierte 
ron 5,68-6,OO. Wie zu erw-arten ist, hangt die Griisse der Krysta,lle von der Gcschwindig- 
keit der Krystallisation ab. Aus einer Losung, deren pH-5,68 und deren Phosphat- 
konzentration 3,36-m. betrug, wwrden iiber Nacht 1-2 cm lange Krystalle gebildetl). 
Meistens weisen sie eine sechseckige (orthorhombische)2) Form auf; sie sind sehr diinn 
und ihre Lange ist 1,5mal grosser als ihre Breite. Ausnahmsweise wurden auch Formen 
beobachtet, deren Breite-Langen-Verhaltnis 1 : 5 war. 

3. E l e k t r o p h o r e t i s c h e  Untersuchungen.  

In  allen Versuchen wurden die Myoglobinlosungen gegen einen Phosphatpuffer 
(Jonenstarke = p) von bestimmtem pH his zum Gleichgewicht dialysiert. Es wurden keine 
Massnahmen getroffen, um die E~tragradienten~)  (d- und &-,,boundaries") zii eliminieren, 
die besonders in Fig. 9 deutlich zu erkennen sind. In allen Figuren sind die ,,ascending 
boundwies" links. Die Zeit vom Beginn der Elektrophorese bis zum Zeitpnnkt der Auf- 
nahnie wird in Minuten (t) angegeben (halbe Zellenlange = 46 mm; Stromstarke = 15 mA; 
Beigungswinkel = w). Der Proteingehalt der Losungen wurde nach der von Chibnall und 
Mitarbeitern4) niodifizierten Kjeldahl-Methode bestimmt. Der Gesarntstickstoff des Wal- 
myoglobins betragt 16,98y0. 

1. Versuch. Das krystallisierte Myoglobin wurde in Wasser gelost, mit Na,S,O, 
reduziert, mit CO in die Kohlenoxydverbindung iibergefiihrt und gegen einen mit CO 
gesattigten Puffer dialysiert. Fig. 1 zeigt, dass das Protein in 3 Komponenten aufgespalten 
wurde, die alle Hamoprotein enthielten. 

2.  Versuc h. Wie TheorelZ5) nachwies, lasst sich das Met-myoglobin nicht vollstandig 
in seine CO-Verbindung umwandeln. Die in der Folge untersuchte Metform zeigte 2 Kom- 
ponenten (Fig. 2). Wie in Fig. 2 zu crkennen ist, absorbiert das Met-myoglobin in1 sicht- 
baren Spektrum sehr stark; doch gelang es stets, mit Photoplatte ,,Kodali P300" (special 
rapid, tropically hardened) gute Aufnahmen zu erhalten. Das in Versuch 1 und 2 ver- 
wendete Protein wurde in der oben beschriebenen Weise noeh 3 ma1 fraktioniert gefdlt, 
ohne dass aber eine weitere Reinigung erzielt werden konnte. Das Met-myoglobin zeigte 

l) Vorlaufige Mitteilung: Joan Keilin und K.  Schmid, Nature 162. 496 (1948). 
2, J. C. Kendrew, Privat-Mitteilung, aus Untersuchungen mit Rontgenstrahlen. 
3) A.  Tiselius, Biochem. J. 31, 1464 (1937); E. Wiedemann, Helv. 30, 168 (1946). 
4, A .  C. Chibnall, W .  M .  Ress und E. F .  Williams, Biochem. J. 37, 354 (1943). 
5) H .  Theorell und Ch. de Duwe, Arch. Biochem. 12, 113 (1947). 
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nieder 2, das CO-illyoglobin 3 Komponenten, wobei sich das Verhaltnis cler ,,boundaries" 
gegeniiber Versuch 1 und 2 augenscheinlich nicht veritndert hatte. 

Von einem andern Praparat, das ebenfalls nach 3 fraktionicrtcn I~allungcn krystalli- 
siert worden war, wurde eine bestimmte Menge gegen \V;tsser dialysiert . Dcr Proteingehalt 
dieser Ausgangslosung betrug 6%. Fur die nachfolpeudt n Versuchc. (Fig. 3, 1, 5,  8 und 9;  
slle Metform) wurde ein aliquoter Teil davon verwentivt, und vor dcr Dialyse rnit deni ent- 
sprechenden Puffer verdiinnt. 

3. Versuch. Wie Fig. 3 zeigt, spaltete sich die )letform diwes Priiparatrs in 3 Kom- 
ponenten auf. Diese stehen entsprechend der Flacheir ' ) ihrer .,boruidarics" mcngenmassig 
in einem Verhaltnis von ca. 63 : 2 5 :  12 xueinander. In einein weitseren Vtmrrch, dessrn 
Puffer nur schwach alkalisch (p,=8,02) war, wurden ebimfalls 3 ,,boundaries" hcobachtrt,. 

4. Versuch. In  schwach saurem Medium (pa= 5$0) spaltetr sich das Jlpoglobin in 
iiur 2 Komponenten anf, wovon die grossere, entgcyp drm Vrrhalten in allralischrn 
Puffern, der kleineren voran geht. 

5. Versuch. Unter den in diesem Versuch (Fig. 5) gemihlten Bedingungen verhielt 
sich das Myoglobin als scheinbar homogenes Protein. Die isoc,lektrischtw Pnnlrte der 3 in 
alkalischen Losungen bcobachteten Komponenten uiiissen daher schr nahr beieinander 
liegen, oder die erwahnten 3 Komponenten konncn sich miteinaridrr vcrbunden haben, 
so dass bei diesern Sauregrad des Puffers keiiie Trerinuiig mchr eintritt. Infolge der sehr 
langen Versuchsdauer (23 Stunden), ist das zusatzlicho ,.boundary" drs abstcigenden Teils 
hochst wahrscheinlich mechanisch zu begriinden. 

4. Dars te l lung  d e s  Globinc%hlorids. 

Eine moglichst konzentrierte Losung von Myoglobin n-urde iiber Sacht bei + 2 O  C 
gegen Wasser dialysiert. Kurz vor der Spaltung wurdc, sie scharf abzentrifugiert und dann 
in  0,75 Liter frisch destilliertes, auf -5O C vorgekiihltes Xcrton getropft, dem zuvor 
I ,69 em3 konz. HC1 zugegeben worden war. Wahrend dieser Operation wurde das Aceton 
mechanisch geriilirt und auf O0 gehalten. Das Globiriclilorid ficl flockig am. 3 Minuten 
nach deni Zutropfen wurde das rotbraun gefarbte Aceton abdekantiert, drr Siederschlag 
dreimal in eisgekiihltem Aceton aufgewirbelt, dekantiert, ahgcriutscht und so lange mit 
gekiihlteni Aceton nachgewaschen, bis die Waschfliissigkeit farblos rrschien. Ilas crhaltcne 
Produkt war fast weiss. Es war in neutralem, 3-m. Pliosphatpuffer vollstiindig loslich. Der 
Grund, weshalb einmal ein natives, einmal ein teilwvisr denaturiertes Protein resultierte, 
wurde nicht erkannt. 

Die untersuchten Eigenschaften des nativen und des tienaturic4cn Globinchlorids 
wurden teilweise schon in der Einleitung beschrieben. l>a die Ulobiiilosurigcri sich als sclir 
unbestandig erwiesen, und deshalb ein Teil des Proteins a m  Puffern iiusficl, deren pII 
zwischen 5,9 und 10 lag, war es nur ausserhalb dieses pH-Ucreiches moglich, Elckt8ro- 
phoreseversuche anzustellen, wenn der denaturiertv Anteil auch erfhsst, n-ctrden sollte. 
IVie Fig. 6 und 7 aber zeigen, ist unter diesen Bedirigiingen drr relative Untrrschied der 
elektrostatischen 1,adungen zwischen den cinzelnen I'rot,einkom poncntcw so ltlein und die 
Beweglichkeit des Proteins wahrend der Elektrophorrse so gross, dass k h e  Trennung 
eintrat. Zum Vergleich wurde das Met-myoglobin, tlas sich in Versncli 3 ;?Is inhoniogen 
rrwies, unter denselben Bedingungen nochmals unterruc,ht uiid cmc.hicii a u s  dem gleichen 
Grund ebenfalls einheitlich (Fig. 8 und 9). Fig. 6 mist da.s fur. dcriat,nr.ic.rte Protcinc 
t>ypische, sehr scharfe ,,rising boundary". 

In alkalischem Milieu geht die braune Farbc d r s  Met-iii;roglobins in ltot iiber mid 
naoh den Anschauungen von Haurowifz2) erfolgt dn be i  einc. Um~varidlirng in der Ham- 
koinponente des Proteins. Die damit verbundene Veriint lerung ckr AU)aorptiori ist in Fig. 9 
lcicht zu erkennen. Spektroskopische Untersuchungen rrqabeii. d i c s h  hri riner Alkalitat 
von pR-11,7 aber nocli kcine dem Hamochromogcir c~iitsprc~chcd~ \'ci~hiiidimg gehildet 
hatte. 

l) E. Wiedemann, Helv. 30, 892 (1947). 
2, F.  Haurotuifz, Z. physiol. Ch. 232, 151 (1936). 
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Fig. 1. 
pH = 7,62 ,LL == 0,1 c = 0,56% 

t = 260 Min. w == 35". 

Fig. 3. 

t = 60 Min. w = 380. 
PH = 9,26 p == 0,l c 0,75% 

Fig. 5. 
PH = 7,04 ,U = 0,l c = 0,75?/, 

t = 1380 Min. w = 400. 

Fig. 7. 
pH = 11,50 ,LL = 0,l t = 30 Min. 

w = 640. 

6 

Fig, 2. 
pH = 8,15 /A = 0,1 c = 0,8194 

t = 50 Min. w = 43". 

Fig. 4. 
pH = 5,90 p = 0,l c = 0,987; 

t = 310 Min. w = 30". 

Fig. 6. 
pH = 4,50 p = 0,l t = 30 Min. 

w = 60'. 

Fig. 8. 
pII = 4,63 p = 0,1 c = 0,75% 

t = 80 Min. w = 47O. 

& 

Fig. 9. 
pH = 11,69 p = 0,l c = 0,75% 

t = 43 Min. w = 58O. 
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5. H i t z e k o a g u l a t i o n  d e s  Globins .  
Alles Globinchlorid wurde in Wasser gelost und zur vollstandigen Entfernung des 

Hamjns nach der oben beschriebenen Weise nochmals in salzsaurem Accton gefallt. Das 
so geminigte Protein (22 g) wurde in 200 em3 Wasser gelost, die gelbliche Lijsung filtriert, 
mit NaOH neutralisiert (pH=7,7) und nach Zusatz von ca. 300 mg ;"ra,SO, wahrend 
30 Minuten im siedenden Wasserbad gehalten. Die abgekuhlte Suspension wurde danach 
abgenutscht und rnit Wasser, Alkohol und Ather gut gewaschen; das fein verriebene Gut 
wurde dann wahrend 3 Stunden bei 105O und ziim Feuchtigkeitsausgleich danach 1 y2 Tage 
bei Zimmertemperatur offen stehen gelasscn. Ausbeute 10 g (nicht alle Myoglobinlosungen 
wmen anfgearbeitet worden). 

6. Best immung der  mi t  e iner  f re ien  a -Aminogruppe  gekennze ichneten  
Am i n  o s a u r el). 

500 mg hitzekoaguliertes Globin wurden in 5 em3 10 Gew.-proz. SaHC0,-L&ung 
suspendicrt, mit 10 em3 5 Vo1.-proz. alkoholischer Losung von DinitrofluorbenzolB) ver- 
setzt und bei Zimmertemperatur wahrend 2 1/2 Stunden geschuttelt. Danach wurde der 
Kiederschlag abgenutscht, sorgfdtig mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen, fein 
gemahlen, wahrend 3 Stunden bei 105O und anschliessend wahrend 2 Tagen bei Zimmer- 
ternperatur gehalten. Ausbeute 655 mg. 

96,2 mg ,,Dinitrophenyl (weiterhin als DNP bezeichnet)-globin" wurde innerhalb 
ciner Stunde in 5 cm3 konz. HC1 bei ca. 50O gelost und nach Zugabe von 4 cm3 heiIjem 
Wasser wahrend 24 Stunden am Ruckfluss erhitzt. Das braun gefarbte Hydrolysat, das 
schwarzen, ungelosten Huminstoff enthielt, wurde mit Wasser verdunnt. und init Ather 
extrahiert. 

Vorn wasserigen Anteil, der auf 100 em3 erganzt worden war, wurden 5 em3 im 
Vakuum zur Trockne eingeengt, in wenig Methyl-Lthylketon-&her-Gemisch auf eine 
lange, enge ,,Methyl-iithylketon-Ather-Kolonne" (Losungsgernische, sowie Darstellung der 
Kolonnen siehe Xunger, 1. c.) gegeben. Es trat keine Trennung des Bandes auf, das ent- 
sprechend seiner Wanderungsgrosse als E-DNP-Lysin identifiziert wurde (Oxylysin wurde 
nicht beobachtet). Dieselbe Menge wurde in einem weiteren Ansatz auf eine kurze, weite 
dolonne gebracht, schlicsslich in 100 em3 1 -proz. NaHCO,-Losung aufgenommen und die 
Intensitat der Gelbfarbung mit Hilfe eines Beckman-Photometers bei 350 mp bestimmt 
(0,044 mg cr-Amino-Lysin-N). Daraus ergibt sich, dass 19 Mol Lysin (Zerfallsfaktor des 
DXP-Lysins = 0,15; angenommenes Molekulargewicht = 17000) im Wral-myoglobin ent- 
halten sind. 

Der atherische Auszug des Rydrolysates wurde im Valruiim zur Trockene eingeengt 
nnd auf eine ,,CHCl,-Xolonne" gegeben. Das erste Band, das ein Zerfallsprodukt darstellt 
und sich schnell bewegt, wurde verworfen. Das zweite Band (WanderungsgroBe R = 0,8) 
konnte danach gut abgetrennt werden. Das dritte und letzte blieb am obern Ende der 
Kolonne haften. Die zweite Fraktion wurde, \vie oben beschrieben, photometrisch be- 
stimmt (0,040 mg Amino-N) und die Halfte davon auf eine ,,Alkohol-Ligroin-Kolonne" 
gehracht. Nach dem R-Wert enthielt sie entweder DNP-Phenylalanin, -Leucin oder 
-Valin. Die zu identifizierende Substanz wurde daher mit den fraglichen Aminosaure- 
derivaten vermischt und auf gleiehe Kolonnen gebracht. I m  Falle des DXP-Phenyl- 
alanins und -Leucinrt trat eine Spaltung der Bander ein. Dadurch wurde die Anwescnheit 
des Valins als endstandige Aminosaure erwiesen. Um die Abwesenheit des Prolins zu 
zeigen, dessen DNP-Verbindung wahrend 24-stundiger Hydrolyse mit konstant siedender 
HC1 grosstenteils zerstort wird, wurde eine bestimmte Menge DXP-Globin wahrend 40 
Stunden bei 105O rnit konz. HCl im zugeschmolzenen Rohr hydrolysiert. Die R-Werte der 
daraus resultierenden Bander an einer ,,CHCl,-Kolonne" wurden mit denjenigen des reinen 
DNP-Prolins verglichen (Fehlergrenze max. 5%). 
~~ ~- 

l) Herrn Dr. R. R. Porter bin ich fur die Freundlichkeit, mich in diese Methode 

2, H. G. Cook und B. C. Saunders, Biochem. J. 41, 558 (1947). 
einzufuhren, zu bestem Dank verpflichtet. 
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Aus dem Amid-N-Gehaltl) des DNP-Globins (0,393 mg Amid-N in 100 g Substanz) 
und des Globins selbst (0,572 mg Amid-N in 100 g Substanz) ergibt sich ein I'roteingehalt 
der DNP-Verbindung von 68,8'3,. Als Endgruppe enthalt demnach das Wal-myoglobin 
in einem Molekiil 1,15 Mol Valin (Pferdemyoglobin2), MG = 17000: I Mol Glycin; 20 Mol 
Lysin. Pferdehamoglobin, MG = 660000: 6 Mol Valin; 41 Mol Lysin). 

Besp reehung  d e r  Ergebnisse .  
Die Versehiebung der Absorptionsbander des Myoglobin-spek- 

trums wahrend der Reinigung dieses Proteids bis zum konstanten 
Wert bedeutet, dass das Hamoglobin entsprechend dem grossen Los- 
lichkeitsunterschied in konzentriertem Ph~spha tpuf fe r~ )~)  entweder 
vollstiindig oder aber nur bis zu einer bestimmten Menge entsprechend 
einer Verbindung zwischen diesen beiden Chromoproteiden getrennt 
werden kann. In  letzterem Fall musste diese Verbindung zwischen 
Hamoglobin und Myoglobin weiterhin auch als solche krystallisieren 
(der krystAlisierte Zustand eines Proteins bietet durchwegs keine 
Gewahr fur seine Einheitlichkeit und dazu noch so beschaffen sein, 
dass das darin enthaltene Hamoglobin entsprechend dem wahr- 
scheinlich verschiedenen Gehalt an polaren Gruppen eine der drei 
gefarbten elektrophoretisch unterscheidbaren Komponenten dar- 
stellen wurde. Ausserdem mussten noch die Forderungen erfullt 
werden, dass die isoelektrischen Punkte dieser drei Komponenten 
entweder gleieh sind oder doch sehr nahe beieinander liegen, und dass 
die Verunreinigung entspreehend der FlSichen der ,,boundaries" zu 
etwa 25 % resp. 12 yo im untersuchten Protein enthalten ist. Endlich 
mussten nach dem Ergebnis der Endgruppenbestimmung beide 
Hamoproteide Valin als endstandige Aminosaure besitzen. Wie 
Porter und Sanger2) gezeigt haben, sind die Hamoglobin-molekeln 
verschiedener Tierarten aus 4, 5 oder 6 Peptidketten aufgebaut. 
Deshalb ist nicht anzunehmen, dass die Peptidketten im Hamo- 
globin des Walfisehes sehr hohe Molekulargewichte oder cyklischen 
Bau besitzen, um sich dadurch den Beobaehtungen bei der End- 
gruppenbestimmung entziehen xu konnen. Die Erfullung aller dieser 
Bedingungen (1. Nur teilweise Abtrennung des Ramoglobins, trotz 
des grossen Loslichkeitsunterschiedes zwischen den beiden Chromo- 
prohiden. 2. Rildung einer Verbindung zwischen dem verhliebenen 
Hamoglobin und dem Myoglobin. 3.  Krystallisation dieser Verbin- 
dung. 4. Elektrophoretisch unteracheidbar. 5. Gleicha isoelektrischer 
Punkt. 6. Hamoglobingehalt des untersuchten Eiweisskiirpers 25 
resp. 12 yo. 7. Valin als gemeinsame endstandige Aminosaure), die 

1) Bestimmt nach J .  W.  H .  Lugg, Biochem. J. 32, 2123 (1938). 
2)  R. R. Porter und 3'. Sanger, Biochem. J. 42 287 (1948). 
3,  8. E. Morgan, J. Biol. Chem. 112, 557 (1935). 
4) Uas Loslichkeitsverhaltnis in 3-m. Phosphatpuffer betragt : Hanioglobin: Myo- ~- - 

globin = 1 :lo6. 
5 ,  H .  T. Clark, Ann. New York Acad. Sciences 47, 238 (1946). 

8 
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die Anwesenheit des Wal-hamoglobins jm untersucliteii Eiweiss- 
korper verlangen wiirde, scheint mir sehr unwahrscheinlich. Das Wal- 
myoglobin, das einerseits spektroskopisch einheitlic*h ist, zeigt 
andererseits im Elektrophorese-Versuch 3 Konrpontmten, ivovon eine 
mengenmassig dominiert. Diese Diskrepnz 1;isst sich nun auf fol- 
gende Art erklaren : Die eine Komponerite stellt unuei.;i ndcrtes Myo- 
globin dar und die beiden andern sind :ius diesrrri Proteitl wiihrend 
der Darstellung entstanden. Doch sind die Yerand 
gering, dass infolge der noch vorhanderien gi-ossen 
drei Komponenten diese nur im El(~k1 rophorcse-Yc.rsuch unter- 
schieden werden konnen. Deshalb ist witerliin ;~nzuiiehrnen, dass 
sie auch in ihrer chemischen Zusammtanhetzung (z. 13.  Endgruppe) 
miteinandrr ubereinstimmen. 

Z u s a m m e n f a \ s  ling. 

1. Es wird ein Verfahren zur Nil talliGcrung ties Wal-myo- 
globins beschrieben. 

2. Diescs krystallisierte Proteid crx eist sicli irn IClckt rophorese- 
Versuch als nicht homogen; es lasseri h i ( * h  j e  nsch \-crsuchsbedin- 
gungen 2-3 Komponenten unterseheideir , wobei jeweilthii eine mengen- 
miissig dominiert. 

3 .  Das daraus dargestellte Globin lint erlic~gt, einrr rawhen Dena- 
turierung. 

4. Bei einem angenommenen Moleliu largcwicht r o ~ i  1 7 000 ent- 
halt das Wal-myoglobin 19 &lo1 Lysin iii tler Prptitlkrtte iind 1 3101 
Valin als endstandige, mit einer freieii v-iiniiiiogruppe iiusgezeich- 
neten Aminosaure. 

Die Ausfuhrung dieser Arbeit wurde mir did ruh die Erteiltnig twei  grosszugigen 
Stipendiums der schweizerischen ,,Stiftung fur Slip ndien a i i f  tlerrc Gtlizrte dPr Chemie" er- 
moglicht. Dem Stiftungsrat, sowie Herrn Prof. A.  I. Chibnall, P.R.S., dci tlic Anregung 
zu dieser Arbeit gab und in dessen Institut sie auspcbCuhrt wurtle, sei auch a11 dizser Stelle 
fur ihre Unterstutzung bestens gedankt. Herrn Jl. IV. R(es rnochtr ich such hier fur 
seine wertvolle Hilfe meinen Dank aussprechen. 

School of Biochemistry, Universitj of V;srnlmitige, Ii3ngland. 


