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Preliminary Note 

e-~ z241 
Zur Wirkung yon Neutralsalzen auf die Uchtabsorption und 

maxjnetische Suszeptlbilit~t yon Metmyoglobin und Methgmogloblnen 

Der Einfluss yon Neutraisalzen auf H~moproteide ist unter verschiedenen Gesichts- 
punkten bearbcitet worden. Viele Eigenschaften z.B. des H~moglobins sind durch 
Neutralsalze zu beeinflussen, ~.ie die L6siichkeit ~, die Molektiigr6sse z-n, die 02- 
Bindung 6, kernmagnetische Relaxation 7, um nur einige zu nennen. Auch Ver~inde- 
rungen der Licbtabsorption durch Salze sind bekannt. Abgesehen yon den bekannten 
komplexbildenden Salze,a (F!uoride, Azide, Cyanide usw.) sind auch die Anionen ",-on 
Ne,~tralsalzen ~ie NaCI, KCI z.B. am sauren Ferricytochrom c (Cyt-zH +) spektral 
aktiv, wobei eine an der Soretbande gut erkennbare Bildung einer Dichloridverbin- 
dung des Cvt-2H ÷ .  eintritt ~,~)" . . . . .  ~ , ,  . -2C1-) 8. Auch Br- bzw. SO4t- erwiesen sich 
~ihnlich wirksam. Bei unseren Untersuchungen fiber die Wasserbindung yon Ferri- 
h~moproteiden bcobachteten wir in Gegenwart hoher Elektrolytkonzentrationen eine 
spektrale Ver~inderung von Methamoglobin (MetHb) bzw. Metmyoglobin (MetMb), 
die sich jedoch in ihrer Natur yon dem Salzeffek* am Cy t - zH + abgrenzen lasst: 

Werden einer Menschen-MetHb- bzw. Pferde-MetMb-L6sung steigende Mengen 
von Salzen, wie NaCI, KCI, MgCi v (NH4)~c, O4 u. dgl. zug~,_-~zt, ~ind..-rt s=,rh ihre 
L6slichkeit ~. Teilwei~ steigt sie, meist aber wird sie reduziert, was zur Ausfallung 
bzw. zur Kristallisatinn des Proteids fiihrt. Die Lichtabsorption dieser Proteide ist 
in der Regel auch bei molaren Salzkonzentrationen kaum modiliziert. Hingegen tritt  
bei weiterer Erh6hung der Elektrolytkonzentration eine a u ~ g e  spektrale ?mderung 
ein, die z.B. bei den sauren Formen des MetMb bzw. MetI-Ib als Braun-Rot-Farb- 
wechsel imponiert. In NaCI oder KCI erfolgt der Umschlag der Lichtabsorpdon nur 
pa_rtie!l, in g ~ t t i g t e r  MgC12-L6sung hingegen ,~a~t vollst~dig. Das resuitierende 
Spektrum besitzt Parah~i_matincharakter, Na~S204-Zugabe bewirkt eine Reduktion 
des Parah~matins z~ einem H~imochromogen (vgl. Fig. I). Dio eingotr~_i:ene Ver~inde- 
rung des MetMb bzw. MetHb ist nicht auf eine Denaturierung des Proteins zurfick- 
zuffihren. Bei Ern;~l~g~ng der Elektrolytkonzentration (zo-fache Verdiinnung mit 
Wasser) trit t  das urspriingliche MetHb bzw. MetMb-Spektrum bzw. in Gegenwart 
yon NazS,O 4 das des reduzierten Hb bzw. Mb wieder auf. Der Salzeffekt ist somit 
re,,ersibel. HbCO bzw. neutra!~ C)~ochrom c sind spektral unempfindlich gegen hohe 
Elektrolyt konzentrationen. 

Parallel zu der, spektralen V~g~ngen ~L~dert sich die Suszeptibilitit der Hamo- 
proteide. Die magnetischen Momente de~ MetMb bzw. MetHb sind im starken 
Ekktrolytmilieu verminder~.. So sinkt bei H~hsit t igung einer MetHb-Probe mit 
MgCI t das magnetische Moment deutlich ab. ob~.~l unter diesen Bedingungen n u t  

eine partielle Umwandlung in die Parahamatimtruk:~r erfolgt ist ( ~ L  TabeUe 1). 
Zm" Dian~gnetismaskorrektm dientc eL-,e vOUig analog b e ~  HbCO-Lasug.  
so d ~  V ~  d e s ~  P~rtiah-olumem de~ ~ i m  
~ r ~ c ~ e g t  ~ .  
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Die  Ergebnksse  s p r e c h e n  daf i i r ,  d a s s  die  d u r c h  h o h e  E ! e k t r o h - t k e n z e n t r a t i o n e n  

b e w i r k t e n  D e h y d . - a t i s i e r u n g ~  u n d  Ei l tqLid lmlgsvorg~inge  a m  P r o t e i n  e ine  A n l a g e r u n g  

y o n  b a s i s c h e n  P r o t e i n g r u p p i e r u n g e n  ( Imidazo l )  a n  d a s  F e  d e r  p r~ the t i sche , :~  G r u p p e  

z u r  Fo lge  h a b e n .  Die  p t ~ t ~ h e t i s c h e  G r u p p e  se lbs t  ~ i r d  d a b e i  d e a q u o t i s i e r t .  D a m i t  

g l e i chen  d iese  V o r g ~ n g e  d e n  a n a l o g e n  s ; ~ k t r a l c n  u n d  m~_gnet ischen Ver~inderunger , ,  

wie  s ie  d u r e h  e ine  u n m i t t e l b a t e  ; V a s s e r e n t f e r n u n g ,  z.B. d u r c h  G e f r i e r t r o c k v u n g  des  

M e t H b  bzw.  M e t M b  he t a ,o rge ru fen  w e r d e n  t - " .  
D a  h o h e  E l e k t r o ! v t k o n z e n t r a t i o n e n  a u c h  b e n u t z t  ~ e t d e n ,  u m  H S m o p r o t e i d e  l.ur 

K r i s t a l l i s a t i o n  zu  b r i n g e n ,  l ieg t  d ie  F r a g e  nahc ,  i nwtewe i t  in  so herge~teil te~l K r i s t a i l e n  
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Fig. i. Lichtabsorption yon Pferde-Mh und -MctMb in ges~ittictcr M~Cl.-l.~5>ung ~ . . . . .  1 sox~ie 
nach lo-facher 3,'erdtinnung mit '~Vas.~,r - i. ")!'~ := z 02.  zo ~ .M : t --= _'o ; Kuvt, t te o.5 cm 
bzw. 0.05 cm (:¢~oretbande',. Kurve I : .XletMb, pl l  5 z,": Kurve 2: ~ie :, it,-fat it '. t-rctiint~t ]~|| 4-Q5, 
Kurve 3: lieduzierter Mb, aus 1 mittt l~ .%al~lt) l ht.rgcstttllt, p t l  5 ~g: Kurd,, 4: wie 3, to-iach 

ve,-,hlnnt, pt-i = 4.7 ° 

TABELLF 1 

Vff.R&NDERUNG DFS MAt;NF. TI~('HEN MOMENTES EINI-.R .X'~_NSCHEN-.~|t-'tHI't-LOSk'NG 
BE! HAI_BSATTIGUNG MIT . ~ | g C ~  

t = 22~;  7Mctttb7 = 3..o ~ mM {bezogen aut i:e~ 

A ~ * ~  p H  

Methamoglobm ohne Zusat~e ~. ~ 5 2, 

dstt ,~  tmJch ' 4  h ' , '~  5 4  
M ~ t z ~ o t l k ~ l l n  + g t - ~ t t i f f t e  M I ~ I  m (1 " t~ 5 q 3 s 
Meth&m{~k~tNm - Pyruhn (I : I ,  7 {' : J 
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eine partielle Dehydratisierung des Proteins und Deaq,mtisierung des H~ l in s  ein- 
getreten .~dn kann. Ftir da_, MetMb ~ci~eint das nicht zuzutreffen, da at~f Grund yon 
Etekmmen-Re~manz-Spektrum-Messungen am Kristall ~ der Spin,u-stand des Fe a~" 
5 2 ist, was den Befunden am geKisten Molekiil entspricht. Nun ,.ind nach unseren 
Eriahrungen beim MetMb die Salzkonzentrationen, dio eine Pnrah~i.ma*inbildung 
erzwingen, ~ h r  hoch, sic liegen beim Men~hen-MetHb und einigen anderen MetHb- 
Arten aber wemntlich niodriger. Es soil deshalb auf die M~glichkeit aufmerksam 
gemacht werden, da~ss in diesen F/illen dutch den beschriebenen Salzeff~kt gewis~ 
Unterschiede in den Eigenschaftcn des kristallisierten und des gel6sten H~imoproteid- 
molekiils eintreten k6nnen. 

Institut fiir Pharmakologie, Universitdt Greifs~,ald, 
Grei fswaM (Deutschland) 

W. SCHELEa 
H . J .  THmLE 
I. SCHELER 

t E. J. ColiN, .Vaturwissen,chaflen, 2o (t93z) 063. 
z K. (). PEDERSEN l_'NO K. J. !..•NDERSSON, zit. bei T. SVEDBERG UND I-. O. PEOERSEN, Die 

Ultracentrifuge, Steinkopfl, Dresden, 94o. S. 373. 
3 N. BENHAMOU L'ND G. WEILL, Biochim. Biophys..4cta, 24 (I9571 548. 
4 N. BENHAMOU, .~I. DAUNE, .~|. JACOB, A. LUZAT'rI UND (;. ~,VEILL, Biochim. Biophys..4eta, 

37 (I960) 1. 
s A. ROSSI-FAXELLX, E. . \ .~Toy:xt  C:¢D A. Cxv~'-ro, J. Biol. Chem., 23(, (|,~',,;, 391. 
6 A. ROSsI-FAN,.LL|, E. ANTONINi UND A. CAPUTO, J. Biol. Chem., 236 (I9~31) 397. 
"~ R_ LL'MRY, If. MATSL'MIYA, F. A. BOVEY UND A. KO'd,'ALSKY, J. Physic. Chem., 65 (196I) 837. 
8 E. BOER/, A. EHRENBERG, K. G. PAUL UND H. THEORELL, Biochim. Biophys..4eta, 12 {x953) 273. 
9 D. KEILIN UND E. V. HARTREE, Nature, 17o (t952) i6t .  

10 W. SCHELER, G. SCHOFFA L'XD F. JUNG, Biochem. Z.. 33.) (19.~73 83- 
11 G. SCHOFFA, W. SCHELER, O. ~ISTA~" UND F. JUNG, Acta Biol. Med. Germ., 3 (I959) 65. 
12 j .  E. BENNETT, j F GIBSON UND D. J. E. I~GRAM, Prc,¢. Roy. Soc. London, Set..4, 24o (x957) 67, 

Ei,,gegangen am 30. November, 1962 
Revision qnz:.gangen am aS. Januar, 1963 

Biochim. Biophys. :lc:~, 66 {1963) 282-284 


