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Das Gift der Honigbiene enthilt neben einigen Enzymen (Hyaluroni-
dase, Phospholipase A) als Hauptkomponente ein basisches Polypeptid,
das Melittin!. Melittin ist eine pharmakologisch sehr aktive Substanz,
unter anderem ist es auch in grofler Verdiinnung (1:10%) imstande,
gewaschene Erythrocyten direkt zu h#molysieren. Bisher gelang die
Gewinnung des Melittins durch Kombination von Fillungen mit Pikrin-
sdiure und Chromatographie an Cellulose? beziehungsweise Sephadex?!.

Fischer et al.?3 vertffentlichten eine quantitative Aminosiure-
analyse des Melittins (,,Bienengiftfraktion I*‘), aus der sie im Zusammen-
hang mit der gleichfalls bestimmten Diffusionskonstante schlossen, daf
es sich bei dieser Substanz um ein Protein mit einem Molgewicht von
ca. 25 000 handeln diirfte.

Zur Fraktionierung von Bienengift und zur Reindarstellung von Melittin
wurde nun folgende Methode entwickelt:

Lyophilisiertes Bienengift wurde an einer S#ule (1,4 X 15 cm) mit
CM-Sephadex C50 mit logarithmischen pH-Salzgradienten aufgetrennt.
Folgende Natriumphosphat-Puffer dienten als Elutionsmittel: I. Tonenstirke
0,05, pH 6,2; IL. Ionenstdrke 0,1, pH 8,2; III. Tonenstirke 2,0, pH 8,4.
Schlieflich wurde noch mit 3n-NaCl (pH 8,4 mit NaOH) eluiert; 5 ml-
Fraktionen wurden gesammelt und bei 280 my ausgemessen.

Als erstes wird eine nicht niher untersuchte Proteinfraktion eluiert; bet
PpH 7,2 kommt die Phospholipase A (nachgewiesen durch Dotterkoagulations-
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test4) als scharfe Bande aus der Séule und bei einem pH von 8,2 das
Melittin (nachgewiesen durch seine direkt hdmolysierende Wirkung4). Ganz
zuletzt werden noch einige kleine Fraktionen eluiert, bei demen es sich
vermutlich um die von Habermann et al. beschriebenen basischen Peptide
(Apamin, FOa, FOp) handelt.

Zur Entsalzung wird das Melittin mit Pikrinsdure gefillt, das Pikrat
mit Aceton gewaschen und mit aceton. HCl gespalten?®.

Das so erhaltene Produkt ist salzfrei, es wandert bei der Niedervolt-
elektrophorese als einheitliche Bande (bei Hochvoltelektrophorese tritt
Verschmierung einl!) und bei Papier-Chromatographie in Propanol—
Pyridinacetatpuffer pH 4,7 (2:1) als einheitlicher, mit Ninhydrin nur
schwach, mit Bromphenolblau gut anfarbbarer Fleck.

Endgruppenbestimmung mit Fluordinitrobenzol® 7 und mit 1-Di-
methylaminonaphthyl-5-sulfonylchlorid (DNS-Cl)® ergibt als einzige
N-terminale Gruppe Glyecin. Obwohl mit letzterer Methode bis zu 10-5 uM
von Aminosduren mit freier Aminogruppe nachgewiesen werden koénnen,
wurde neben Glycin keine andere DNS-Aminosiure gefunden.

Einen weiteren Beweis fiir die Reinheit des Melittins erbringt die
quantitative Aminosidureanalyse. Berechnet 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; Glu 4,51; Try 0,8 (nicht quanti-
tativ); Pro 2,43 Mol. Aus dieser Analyse liBt sich folgende Minimal-
bruttoformel fiir das Melittin berechnen:

Gly,, Ala,, Val,, Leu,, Ile,, Ser;, Thry, Lys,, Arg,, Glu,, Try,, Pro,.

In Ubereinstimmung mit der von Fischer et al.2l; 3 angegebenen
quantitativen Zusammensetzung fehlen einige proteinogene Amino-
sduren vollstdndige (Asparaginsiure, Histidin, Phenylalanin, Tyrosin,
Methionin und Cystein).

Wie vorldufige Versuche gezeigt haben, wird Melittin von Trypsin in
sicben Bruchstiicke gespalten, von denen zwei mehr als eine basische
Aminosiure enthalten. Nach obiger Summenformel und der bekannten
Spezifitit von Trypsin wire — gquantitative Spaltung jeder Bindung
vorausgesetzt — ein Minimum von sechs Peptiden zu erwarten.

Dieser Befund spricht eindeutig dafiir, daf die oben angegebene
Minimalzusammensetzung mit der tatsichlichen Bruttoformel des Melit-
tins identisch ist (entsprechend einem Molgewicht von 2850). Bei einem
Molgewicht von 25000, was etwa dem Zehnfachen der angegebenen
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Zusammensetzung entsprechen wiirde, miifite selbstverstdndlich eine viel
groflere Anzahl von tryptischen Abbauprodukten entstehen. Auch das
Fehlen so ubiquitdrer Aminosduren wie Asparaginsdure, Histidin, Phenyl-
alanin, Tyrosin usw. in einem so hochmolekularen Protein erscheint nach
allen bisherigen Beobachtungen sehr unwahrscheinlich.

Fiir die Peptidnatur des Melittins spricht neben seinem chromato-
graphischen Verhalten auch seine Hitzebestindigkeit. Zwanzig Minuten
langes Erhitzen im siedenden Wasserbad verindert weder seine hdmo-
Iytische Wirksamkeit noch sein chromatographisches oder elektrophoreti-
sches Verhalten. Melittin diffundiert auflerdem rasch durch Dialysier-
membranen, welche fiir Cytochrom-c¢ (Molgewicht 12 400) undurchlissig
sind.

Nach den erwdhnten Befunden ist Melittin ein aus 26 Aminosiure-
resten aufgebautes Peptid mit N-terminalem Glycin. Die beschriebene
Reinigungsmethode erlaubt auf Grund der hohen Kapazitdt von CM-
Sephadex C 50 (eine 5 ml-Séule kann mindestens 1 g Protein adsor-
bieren) die Gewinnung grofler Mengen dieses Peptids in wenigen Arbeits-
schritten. Die Ermittlung der Aminosduresequenz wurde in Angriff
genommen.

Meinen Dank mochte ich aussprechen Herrn Dr. M. Weiser {Mediz.-
chem. Institut der Tierdrztlichen Hochschule Wien) fir die Durch-
filhrung der quantitativen Aminosiureanalyse und Herrn Prof. Dr. H.
Michl fiir die Forderung dieses Projektes mit den ihm vom Osterreichi-
schen Forschungsrat zur Verfiigung gestellten Mitteln.



