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Das Gift der Honigbiene enth/~lt neben einigen Enzymen (Hyaluroni- 
dase, Phospholipase A) als Hauptkomloonente ein basisches Polypeptid, 
das Melittin 1. Melittin ist eine pharmakologisch sehr aktive Substanz, 
unter anderem ist es aueh in grol~er Verdiinnung (1:10 6) imstande, 
gewasehene Erythroeyten direkt zu h//molysieren. Bisher gelang die 
Gewinnung des Melittins dureh Kombination yon F/fllungen mit Pikrin- 
s/~ure und Chromatographie an Cellulose 2 bezieh~ngsweise Sephadex t. 

Fischer et al. ~,3 verGffentliehten eine quantitative Aminos~ure- 
analyse des Melittins (,,Bienengiftfraktion I"),  aus der sie im Zusammen- 
hang mit der gleichfalls bestimmten Diffusionskenstante schlossen, dab 
es sich bei dieser Substanz um ein Protein mit einem Molgewicht yon 
ca. 25 000 handeln dfirfte. 

Zur Fraktionierung yon Bienengift und zur Reindarstellung von Melittin 
wurde nun folgende Me,bode entwickelt: 

Lyophilisiertes Bienengift wurde an einer S~iule (1,4 X 15 cm) mi% 
CM-Sephadex C50 mit logarithrnischen pH-Salzgradienten aufgetrennt. 
Folgende Natriumphosphat-Puffer dienten als Elutionsmittel: I. Ionenst~irke 
0,05, ptI  6,2; II. Ionenst~irke 0,1, pH 8,2; III .  Ionenst/~rke 2,0, p i t  8,4. 
SchlieBlich wurde noch mit 3n-NaC1 (pH 8,4 mit NaOt-I) eluier~; 5 ml- 
Fraktionen wurden gesammelt und bei 280 miz ausgemessen. 

Als erstes wird eine nicht n~.her untersuehte Proteinfraktion eluiert; bei 
pH 7,2 komrnt die Phospholipase A (nachgewiesen durch Dotterkoagulations- 
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test A ) als seharfe Bande aus der S~ule und bei einem pI-I von 8,2 das 
Melittin (naehgewiesen dureh seine direkt hi~molysierende Wirkung4). Ganz 
zuletzt werden noeh einige kleine Fraktionen eluiert, bei denen es sieh 
vermutlieh um die yon Habermann et al. besehriebenen basisehen Peptide 
(Apamin, FOa, FOp) handeltL 

Zur Entsalzung wird das Melittin mit Pikrinsiiure gef~llt, das Pikrat 
mit Aeeton gewasehen und mit aeeton. I-IC1 gespalten s. 

Das so erhaltene Produkt  ist salzfrei, es wandert  bei der Niedervolt- 
elektrophorese als einheitliehe Bande (bei Hoehvoltelektrophorese trit t  
Versehmierung ein 1) und bei Papier-Chromatographie in Propanol - -  
Pyridinaeetatpuffer p H  4,7 (2:1) als einheitlieher, mit  Ninhydrin nut  
sehwaeh, mit  Bromphenolblau gut anfarbbarer Fleck. 

Endgruppenbest immnng mit  Fluordinitrobenzol 6, 7 und mit  1-Di- 
methylaminonaphthyl-5-sulfonylehlorid (DNS-C1) s ergibt als einzige 
N-terminale Gruppe Glyein. Obwohl mit  letzterer Methode bis zu 10 -5 [xM 
yon Aminosauren mit  freier Aminogruppe naehgewiesen werden kSnnen, 
wurde neben Glyein keine andere DNS-Aminosaure gefunden. 

Einen weiteren Beweis ftir die Reinheit des Melittins erbringt die 
quanti tat ive Aminosaureanalyse. Bereehnet auf 10000g  Hydrolysat  
wurden gefunden: Gly 6,56; Ala 4,56; Val 3,53; Leu 8,98; Ile 6,35; 
Ser 1,67; Thr 4,08; Lys 5,96; Arg 4,52; GIn 4,51; Try  0,8 (nieht quanti- 
tat iv);  Pro 2,43 Moll Aus dieser Analyst  lgl3t sieh folgende Minimal- 
bruttoformel fiir das Melittin bereehnen: 

Glya, Alae, Vale, Leua, Ile a, Ser 1, Thr e, Lys a, Arg e, Glu e, Try  1, Pro t 

In  Ubereinstimmung mit der yon Fischer et al. 21, a angegebenen 
quanti tat iven Zusammensetzung fehlen einige proteinogene Amino- 
sauren vollstandige (Asparaginsaure, Histidin, Phenylalanin, Tyrosin, 
Methionin und Cystein). 

Wie vorlaufige Versuehe gezeigt haben, wird Melittin yon Trypsin in 
sieben Bruehstiicke gespMten, yon denen zwei mehr als eine basische 
Aminosaure enthalten. Nach obiger Summenformel und der bekannten 
Spezifitat yon Trypsin ware - -  quanti tat ive Spaltung jeder Bindung 
vorausgesetzt - -  ein Minimum yon sechs Peptiden zu erwarten. 

Dieser Befund sprieht eindeutig dafiir, dag die oben angegebene 
Minimalzusammensetzung mit  der tatsgchlichen Bruttoformel des Melit- 
tins identisch ist (entspreehend einem Molgewicht yon 2850). Bei einem 
Molgewicht yon 25 00O, was etwa dem Zehnfachen der angegebenen 
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Zusammensetzung entspreehen wiirde, miil~te setbstverstgndlieh eine viel 
grSgere Anzahl yon tryptisehen Abbauprodukten entstehen. Aueh das 
Fehlen so ubiquit//rer Aminos/mren wie Asparaginsgure, Histidin, Phenyl- 
alanin, Tyrosin usw. in einem so hoehmolekularen Protein erseheint naeh 
allen bisherigen Beobaehtungen sehr unwahrseheinlieh. 

Fiir die Peptidnatur des Melittins sprieht neben seinem ehromato- 
graphisehen Verhalten aueh seine Hitzebest~ndigkeit. Zwa,nzig ~Iinnten 
langes Erhitzen im siedenden Wasserbad ver~ndert weder seine h/~mo- 
lytisehe Wirksamkeit noeh sein ehromatographisehes oder elektrophoreti- 
sehes Verhalten. Melittin diffundiert auBerdem raseh dureh Dialysier- 
membranen, welehe fiir Cytoehrom-e (Molgewieht 12 400) undurehlS;ssig 
sind. 

Naeh den erwghnten Befunden ist Melittin ein aus 26 Aminos/~ure- 
resten aufgebautes Peptid mit N-terminalem Glyein. Die besehriebene 
Reinigungsmethode erlaubt auf Grund der bohen Kapazit/~t yon CM- 
Sephadex C 50 (eine 5 ml-Sgule kann mindestens 1 g Protein adsor- 
bieren) die Gewinnung grol3er Mengen dieses Peptids in wenigen Arbeits- 
sehritten. Die Ermittlung der Aminos/~uresequenz wurde in Angriff 
genommen. 

Meinen Dank mSehte ieh ausspreehen Herrn Dr. M. Weiser (Mediz.- 
chem. Institut der Tier/~rztliehen Hoehsehule Wien) ftir die Dnreh- 
ftihrung der quantitativen Aminos/~ureanalyse und Herrn Prof. Dr. H. 
Michl ftir die FSrderung dieses Projektes mit den ihm vom 0sterreiehi- 
schen Forsehungsrat zur Verffigung gestellten Mitte]n. 
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