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freliminary Note

PN 1241
Zur Wirkung von Neutralsalzen auf die Lichtabsorption und
magnetische Suszeptibilitit von Metmyoglobin und Methimoglobinen

Der Einfluss von Neutralsalzen auf Himoproteide ist unter verschiedenen Gesichts-
punkten bearbeitet worden. Viele Eigenschaften z.B. des Hamoglobins sind durch
Neutralsalze zu beeinflussen, wie die Loslichkeit!, die Molekiilgrosse?-s, die O,-
Bindung®, kernmagnetische Relaxation’, um nur einige zu nennen. Auch \erande-
rungen der Lichtabsorption durch Salze sind bekannt. Abgesehen von den bekannten
komplexbildenden Salzea (Fluoride, Azide, Cyanide usw.) sind auch die Anioner. von
Nentralsalzen wie NaCl, KCl z.B. am sauren Ferricytochrom ¢ {Cyt-2H+) spektral
aktiv, wobei eine an der Soretbande gut erkennbare Bildung einer Dichloridverbin-~
dung des Cyt—zH~+ eintritt (T3t zI' ~2C17)8 Auch Br- bzw. SO.2- erwiesen sich
dhnlich wirksam. Bei unseren Untersuchungen iiber die Wasserbindung von Ferri-
hamoproteiden beobachteten wir in Gegenwart hoher Elektrolytkonzentrationen eine
spektrale Verinderung von Methimoglobin (MetHb} bzw. Metmyoglobin (MetMb),
die sich jedoch in ihrer Natur von dem Salzeffekt am Cyt-2H+ abgrenzen ldsst:

Werden einer Menschen-MetHb- bzw. Pferde-MetMb-Losung steigende Mengen
von Salzen, wie NaCl, KCi, MgCl,, (NH,).SO, u. dgl. zuges-::it, dndert sich ihre
Loslichkeit!. Teilweise steigt sie, meist aber wird sie reduziert, was zur Ausfillung
bzw. zur Kristallisation des Proteids fiikrt. Die Lichtabsorption dieser Proteide ist
in der Regel auch bei molaren Salzkonzentrationen kaum modifiziert. Hingegen tritt
bei weiterer Erhéhung der Elektrolytkonzentration eine anffillige spektrale Anderung
ein, die z.B. bei den sauren Formen des MetMb bzw. MetHb als Braun—Rot-Farb-
wechsel imponiert. In NaCl oder KCl erfolgt der Umschlag der Lichiabsorpdon nur
partiell, in gesattigter MgCl,-Losung hingegen fausi vollstindig. Das resuitierende
Spektrum besitzt Parahimatincharakter, Na,5;0,Zugabe bewirkt eine Reduktion
des Parahimatins zu einem Himochromogen (vgl. Fig. 1). Die eingetrciene Verdnde-
rung des MetMb bzw. MetHb ist nicht auf eine Denaturierung des Proteins zuriick-
zufithren. Bei Erni~drignng der Elektrolytkonzentration (10-fache Verdiinnung mit
Wasser) tritt das urspriingliche MetHb bzw. MetMb-Spektrum bzw. in Gegenwart
von Na,S,0, das des reduzierten Hb bzw. Mb wieder auf. Der Salzeffekt ist somit
reversibel. HbCO bzw. neutrales Cytochrom ¢ sind spektral unempfindlich gegen hohe
Elektrolytkonzentrationen.

Parallel zu der. spektralen Vergingen dndert sich die Suszeptibilitit der Hamo-
proteide. Die magnetischen Momente dc> MetMb bzw. MetHb sind im starken
Elcktrolytmilieu vermindeii. So sinkt bei Halhsittigung einer MetHb-Probe mit
MgCl, das magnetische Moment deutlich ab, obw.*l unter diesen Bedingungen nur
eine partielle Umwandlung in die Parahimatinstruk:ur erfolgt ist (vgl. Tabelle I).
Zur Diamagnetismaskorrektur dientc cine vollig analog behandelte HbCO-Lasung,
so dass Verinderungen des spezifischen Partialvolumens des Proteids im Salemilien
berticksichtigt sind.
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Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass die durch hohe Elektrolyvtkenzentrationen
hewirkten Dehydratisierungs- und Entquellungsvorginge am Protein cine Anlagerung
von basischen Proteingruppierungen {Imidazolj an das Fe der prosthetischen Gruppe
zur Folge haben. Die prosihetische Gruppe selbst wird dabei deaquotisiert. Damit
gleichen diese Vorginge den analogen spekiralon und magnetischen Veranderunger,
wie sie durch eine unmittelbare Wasserentfernung, z.B. durch Gefriertrockrung des
MetHb bzw. MetMb hervorgerufen werden®!!.

Da hohe Elektrolytkonzentrationen auch benutzi werden, um Himoproteide 2ur
Kristallisation zu bringen, liegt die Frage nahc, inwieweit in s0 hergesteiiien Kristailen

10 ‘ - T

P

1
\
N\
Y
Ky
\
\
N
\S

’
g
T
]
‘
;

1
%
|
|
i
{
o A \
d .
c ,,/' i
§
go/w ~ }
-~ i ]
;
u L :
b/ H
//\vdi~// A
H . v ;\‘
. 5 :"’ i ‘~\ s N A
0.5 / : /l I pind I\‘.\}
/ 7 : / :
/ 2! ; T
o4 i | /:‘! ;
i i -
) § ‘ _/‘:,. 110
ottt - I i A
6C0 500 40C
Welienicnge{mp)
Fig. 1. Lichtabsorption von Pferde-Mb und -MetMb in gesattigter MgUl,-Losung om——1 sowie
nach 10-fucher Verdiinnung mit Wasser ~ 5. TMYH = 102-10 Mt = 20 Ruvette 0.5 ¢m

bzw. 0.05 cm (Soretbande!. Kurve 1: Metdh, pH 518 Kurve 20 wie 1 ae-fach verdimnt pH 495,
Kurve 3: Reduzierter Mb, aus 1 mittels NayS,O hergestellt, pH 5 ox; Kurve 40 wie 3, 1o-fach
vecdunnt, pH = 450

TABELLE 1

VERANDERUNG DES MAGNE [ISCHEN MOMENTES EINER VENSCHEN-MetHb-rosuvse
HEI HALBSATTIGUNG 1T Mg(l,

¢ = 22°; MctHb] = 3.00 mM (bezogen auf Fe:

ety

Aniats ™ IR Vagacton
Methamoglotin ohne Zusatze (D 53
ditts nach 24 b [ 5.4
Methimoglobin + gesattigte Mg, (- 12 59 38
Methimoglotin -~ Pyndio {171 Tt 23
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emne partielle Dehydratisierung des Proteins und Deaquotisierung des Hamins ein-
getreten sein kann. Fiir das MetMb scheint das nichit zuzutreffen, da aef Gruad von
Elektronen-Resonanz-Spektrum-Messungen am Kristall®2 der Spinrustand des Fe3+
5 2 ist, was den Befuniden am gel6sten Molekiil entspricht. Nup sind nach unseren
Ertahrungen beim MetMb die Salzkonzentrationen, die eine Parahidmatinbildung
erzwingen. sehr hoch, sie liegen beim Menschen-MetHb und einigen anderen MetHb-
Arten aber wesentlich niedriger. Es soll deshalb auf die Moglichkeit aufmerksam
gemacht werden, dass in diesen Fillen durch den beschriebenen Salzeffekt gewisse
Unterschicede in den Eigenschaften des kristallisierten und des geiésten Himoproteid-
molekiils eintreten kénnen.
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