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Die Bestimmung der Molekulargewichte von Makromolektilen mittels Gel- 
chromatographie ist wegen ihrer Einfachheit eine weit verbreitete Methode 
[ 1,2]. Andere Methoden, wie die Ultrazentrifugation, sind aufwendiger und 
vermogen such nur weniger eindeutige Ergebnisse zu liefern. Eine wesentliche 
Voraussetzung ftir die Anwendung dieses Verfahrens jedoch sind Eichsubstan- 
zen, deren Form und Dichte den zu analysierenden Molekiilen mijglichst iihn- 
lich sind. Fur den herkijmmlichen Molekulargewichtsbereich sind Eichpro- 
teine kommerziell erhliltlich. Anders liegen die Verhlltnisse fiir den Fall 
hochmolekularer Proteine, das heisst Proteinen mit einem Molekulargewicht 
grosser als lo6 g/mol. Hier besteht ein Bedarf an geeigneten Eichsubstanzen. 
Diese sollten mijglichst einheitlich sein, eine definierte Molekiilgr&se besitzen 
und such moglichst einfach zu erhalten sein. 

Wir beschaftigen uns seit einiger Zeit mit der Synthese hyperpolymerer 
Hlimoglobine, urn eine ktinstliche, den Sauerstoff-Transport des Menschen 
unterstiitzende Losung zu entwickeln, deren kolloidosmotischer Druck miig- 
lichst klein sein ~011. Durch eine Vernetzung des Hiimoglobins mit bifunkti- 
onellen Reagenzien in hochkonzentrierter Lijsung (35 g/dl) ist es gelungen, 
losliche hyperpolymere HLimoglobine zu erhalten [ 3-61. Es galt nun nachzu- 
weisen, dass im Reaktionsgemisch tatslichlich geniigend grosse Molektile ver- 
lagen, und es galt deren Molekulargewicht sowie die Verteilung zu bestimmen. 
Urn den Nachweis mittels Gelchromatographie sicher fiihren zu kiinnen, miis- 
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sen jedoch geeignete Eichsubstanzen zur Verfi_igung stehen, und darum wurde 
das Erythrocruorin des Regenwurms (Lumbricus terrestris) als Eichsubstanz 
eingesetzt. Der Vorteil dieser Substanz ist, dass sie ein definiertes, wohl be- 
kanntes Molekulargewicht besitzt, viillig einheitlich ist und dass Regen- 
wiirmer relativ einfach zu erhalten sind. Weiterhin absorbiert das Erythro- 
cruorin des Regenwurms im sichtbaren Bereich, so dass sich die Detektion des 
Molekiils optisch sehr einfach gestaltet. 

EXPERIMENTELLES 

Zur Gewinnung des Regenwurm-Erythrocruorins schneidet man einen Re- 
genwurm hinter dem siebenten Segment durch und nimmt die vom Korper- 
stuck austretende Erythrocruorin-Lijsung mit einer Kapillare auf. Hierbei 
gewinnt man in der Regel 30-50 ,~l, einer Losung, deren Konzentration an 
Erythrocruorin etwa 6 g/d1 betragt (bestimmt mit der Cyan-Hamiglobin- 
Methode). Diese L&sung kann nach Verdtinnung auf etwa 0,5 g/d1 auf eine 
Gelchromatographie-Saule (80 cm x 1 cm I.D. ) gegeben werden. Die Stiule war 
mit Sephacryl S400 HR (Deutsche Pharmacia, Freiburg, B.R.D.) gefiillt, das 
fur die Analyse hoher Molekulargewichtsbereichte besonders geeignet ist. Das 
Elutionsmittel war eine wiissrige Liisung der folgenden Zusammensetzung: 
NaCl, 125 mmol/l; KC1 4,5 mmol/l; NaHCO,, 20 mmol/l. Zur Entkeimung 
enthielt das Elutionsmittel 0,02 g/d1 Natriumazid, der pH-Wert war 8,6. Als 
Detektor diente ein Photometer mit einer Durchflusskiivette (Schichtdicke 1 
cm); es wurde die Absorption der Wellenlange 425 nm gemessen. Der Fluss 
war 5,3 ml/h, die Temperatur betrug 22 o C. Das Ausschlussvolumen der Saule 
( V,) wurde mit Hilfe von Dextran-Blau (Deutsche Pharmacia) bestimmt, das 
gesamte Volumen ( V,) mit Glutathion (Merck, Darmstadt, B.R.D. ) . Neben 
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Fig. 1. Chromatogramm des Regenwurm-Erythrocruorins. Fiir Bedingungen, siehe Text. VF = 
( V, - V,,) / ( V,- V,,), wobei V,, = Ausschlussvolumen, V, = Gesamtvolumen und V, = Elutions- 
volumen. Probevolumen, 70 ~1; Konzentration, 0,5 g/dl. E = Extinktion. 
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Erythrocruorin wurden noch Thyroglohulin, Rinder-Albumin und Ribonu- 
klease A (alle von Deutsche Pharmacia) als weitere Eichsubstanzen auf die 
Siiule gegeben; sie lassen sich bei der Wellenlange 275 nm detektieren. In Fig. 
1 ist ein Original-Chromatogramm des Regenwurm-Erythrocruorins gezeigt. 

Das Hauptmaximum fiir Erythrocruorin ist klar erkennbar, ferner findet 
sich stets ein Nebenmaximum in Bereich kleinerer Molekulargewichte. Fur 
die Eichung fand nur das Hauptmaximum Verwendung. 

ERGEBNISSE 

Es ist aus der Methodik der Gelchromatographie allgemein bekannt dass der 
Volumenfaktor (VF) mit dem Logarithmus des Molekulargewichts linear ab- 
nimmt. Es ist VF = ( V, - V,) / ( V, - V,,), wobei V, = Elutionsvolumen. 

Gem&s der beschriebenen Bedingungen wurde nun dementsprechend die 
Eichkurve des Molekulargewichts erstellt, wobei den drei verwendeten kauf- 
lichen Eichsubstanzen folgende Molekulargewichte zukommen: Ribonuklease 
A, 13 700 g/mol; Rinderalbumin, 67 000 g/mol; Thyroglobulin, 669 000 g/mol. 

Das Molekulargewicht des Regenwurm-Erythrocruorins ist von verschie- 
denen Untersuchern mit Lichtstreuung und der Ultrazentrifuge bestimmt 
worden (zusammenfassende Darstellung siehe Lit. 7). Folgende Werte sind 
genannt (in lo6 g/mol): 3,14 und 2,95 [8]; 3,lO [9]; 3,45 [lo]; 3,86 [ll]. In 
einer neueren Arbeit [ 121 finden sich folgende weitere Werte (in lo6 g/mol): 
273 [ 131; 2,5 [14]; 3,23 [ 151; 2,92 [16]; 3,68 [17]; 3,95 [18]; 4,l [ 191; 3,8 
[ 12 I. Bildet man aus allen genannten Werten den Mittelwert, so erhalt man 
3,34~ lo6 2 0.51. lo6 g/mol. Dieser Wert ist in Fig. 2 eingetragen, ihn schlagen 

Fig. 2. Molekulargewichts-Eichkurve der mit Sephacryl 400 HR gefiillten Siiule. Die Zahlen in 
Klammern geben die Zahl der Messpunkte an. 
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wir als Eichwert vor. Fig. 2 zeigt die Eichkurve des Molekulargewichts. Die 
gemessenen Mittelwerte der Volumenfaktoren nebst Stichprobenabweichun- 
gen sind in das Diagram gezeichnet. Innerhalb des Messfehlers (Stichproben- 
abweichung) weist das Diagramm einen linearen Zusammenhang auf. Hiermit 
ist die Brauchbarkeit des Regenwurm-Erythrocruorins als Eichsubstanz der 
Gelchromatographie fur Proteine aufgezeigt. Die chromatographische Repro- 
duzierbarkeit ist mit derjenigen anderer Eichsubstanzen vergleichbar. 

DISKUSSION 

Das Molekulargewicht des Regenwurm-Erythrocruorins kann nicht nur als 
durch die oben genannten anderen Verfahren gegeben angesehen werden, es 
llsst sich vielmehr such mit Hilfe der in Ergebnisse aufgefiihrten drei Eich- 
proteine unter Annahme einer linearen Molekulargewichtseichkurve und mit 
Hilfe der gemessenen Volumenfaktoren des Erythrocruorins und seiner Stich- 
probenabweichung bestimmen. Der Wert betriigt 2,9* lo6 g/mol und der Streu- 
bereich ist 2,4*106-3,4*106 g/mol. Wiechelman und Parkhust [ 141 haben mit 
Hilfe der Gelchromatographie einen Wert von 25. lo6 g/mol gemessen (siehe 
such oben) . Beide mit der Gelchromatographie bestimmten Werte sind kleiner 
als der oben angegebene Mittelwert von allen Methoden (3,34. lo6 g/mol). Die 
Ursache ist vermutlich darin zu sehen, dass das gelchromatographische Ver- 
fahren im Prinzip nach der Molektilgrosse trennt und dass das partielle Volu- 
men des Regenwurm-Erythrocruorins besonders klein ist, dass es sich also urn 
ein dicht gepacktes Molekiil handelt. 

Von Interesse ist such das Molekulargewicht des Nebenmaximums. Wie Fig. 
1 zeigt, betriigt sein Volumenfaktor 0,563 und mit Hilfe der Eichkurve in Fig. 
2 ermittelt man ein Molekulargewicht von 275 000 g/mol. Das Verhiiltnis zum 
Molekulargewicht des Hauptmaximums ergibt sich zu 3,34*106/275 000 = 
12,15, das heisst, es hat innerhalb der Streubreite den Wert 12. 

Die Zahl weist darauf hin, dass das Erythrocruorin des Regenwurms in dem 
verwendeten Elutionsmilieu zu einem kleinen Teil in zwijlf Untereinheiten 
zerfdlt. Das Ergebnis best&& die frtiheren Molekulargewichtsbestimmungen 
mit Hilfe der Ultrazentrifuge von Chiancone et al. [ 201. Die Autoren zeigen 
einen zunehmenden Zerfall des Molektils in zwijlf Untereinheiten mit steigen- 
dem pH-Wert auf, welcher bei pH 8,0 beginnt. 

Das Vorhandensein des Neben-Maximums mit dem definierten Molekular- 
gewicht 275 000 g/mol bietet fir die Gelchromatographie den Vorteil, mit dem 
Regenwurm-Erythrocruorin neben dem Molekulargewicht 3,34- lo6 g/mol 
gleichzeitig eine weitere Eichmarke im unteren Molekulargewichtsbereich fur 
Proteine zu haben. 

Vorteil des Regenwurm-Erythrocruorins ist seine leichte Zugiinglichkeit: 
Regenwiirmer lassen sich im Garten fangen oder im Anglergeschti kaufen. 
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Die Verwendung des Regenwurm-Hlmoglobins schliesst eine Liicke fir Eich- 
substanzen der Gelchromatographie. 
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