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a n g e w a n d t e n  aku ten  Versuchen  bis um eine Zehne rpo tenz  
weniger  toxisch als die ben i i t z te  S t a n d a r d e :  Cocain und  
Procain.  

A. ]~OROVANSK#', A. SEVZERA* und  ~. VRBA 

Institut [¢'~r pharmazeutische Chemie der Masaryk-  
Universitiit und Pharmakologisches Insl i tut  der Fakultiit 
/iir Veteriniirmedizin, Brno ( Tschechoslowakei), 9. Februar 
1959. 

Summary  

Local anaes the t ics  of low tox ic i ty  were deve loped  
f rom the  group of a roxy-  and  a r a l k o x y s u b s t i t u t e d  d ie thyl -  
aminoacetani l ides .  The subs tances  were t e s t ed  for local 
anaes the t i c  ac t iv i ty  in surface and  inf i l t ra t ion  anaes the -  
sia and  for toxic i ty .  

D I  S P U T A N D U M  

E r w i d e r u n g  zum Bei t rag  von  F. B. KLYNSTRA, 
E x p e r i e n t i a  l,f, 437 (1958). 

A Contribution to the P r o b l e m  
of the H a e m - P r o t e i n - L i n k a g e  in H a e m o g l o b i n  

In  einer  kurzen  Mit te i lung be r i ch te t e  KLYNSTRA fiber 
s ta rke  Ver~tnderungen der  O~-Dissoziat ionskurve des 
menschl ichen  H/ imoglobins  bei Zusatz  yon His t id in  und  
zog hieraus erhebl iche Riickschli lsse auf  die Gleichgewichte  
des Hb,  bzw. en twicke l te  sogar  theore t i sche  Vors te l lungen  
fiber die A n o r d n u n g  der  H ~ m g r u p p e n  im Molekiil. \ ¥ i r  
haben  nun  vo r  einiger Zeit  U n t e r s u c h u n g e n  fiber die 
O~-Dissoziat ionskurve des H b  h ins ich t l ich  e iner  Beein- 
f lussung d u t c h  K o m p l e x b i l d n e r  des Fe(2) angestel l t ,  u n t e r  
ande rem u n t e r s u c h t e n  wir  zum Beispiel  auch  HCN bzw. 
Imidazol .  ~Vir k o n n t e n  in Gegenwar t  h o h e r  I (onzen-  
t r a t i onen  dieser  be iden  Molekfile keine Ver~nde rung  de r  
O2-Bindungskurve des  H b  - weder  h ins ich t l ich  der  F o r m  
noch  Lage  der  K u r v e  - b e o b a c h t e n  (unveriSffentlicht).  

Umso  e r s t aun t e r  waren  wir fiber die s t a rke  Ver~tnderung 
der  HbO2-Dissozia t ionskurve ,  die KLY~STRA in Gegen-  
war t  yon  His t id in  erhiel t .  \Vir  pr f i f ten  desha lb  seine Er -  
gebnisse - al lerdings m i t  R i n d e r - H b  - n a c h .  Die E rgeb -  
nisse s ind tabe l la r i sch  zusammenges te l l t .  Wie aus der  
Tabelle he rvorgeh t ,  is t  His t id in  im  u n t e r s u c h t e n  Non-  

zen t ra t ionsbere ich  nicht in der  Lage,  die O~-Dissoziations- 
kurve  des H b  s igni f ikant  zu ver~tndern. Unse r  prim~ir ge- 
heg te r  Verdach t ,  dass  KLYNSTRA den a t t b e k a n n t e n  Bohr -  
E f f ek t  auf  d e m  U m w e g  t iber  das His t id in (d i )hydroch lor id  
neu e n t d e c k t  ha t ,  df i rf te  d a m i t  best~Ltigt sein. Vermut l i ch  
h a t  KLYNSTRA fibersehen,  dass  die Puf fe rkapaz i t~ t  eines 
1/15 25f P h o s p h a t p u f f e r s  (pH 7,38) bzw. einer  2,5 • 10 -5 M 
(?) H b - L 6 s u n g  nicl i t  ausre icht ,  u m  10 -2 bzw.  10 -1 3 /  
K o n z e n t r a t i o n  von  His t id ind ihydroch lo r id  abzupuf fe rn .  
Messungen  des  p H - W e r t e s  der  E n d a n s ~ t z e  w u r d e n  y o n  
ihm n ich t  ausgef i ihr t .  

U m  noch  den E i n w a n d  auszuschal ten ,  dass  wir  n i ch t  
m i t  Menschen- ,  sondern  mi t  R i n d e r - H b  gearbe i t e t  h a t t e n  
und  m6glicherweise Speziesdi f ferenzen b e s t eh en  k6nnten ,  
wurde  ein D i f f e r enzspek t rum zwischen mensch l i chem 
H b O  2 bei Abwesenhe i t  und  Anwesenhe i t  yon  His t id in  auf- 
genommen .  Es  zeigten sich auch  hierbei  keine U n t e r -  
schiede in der  L ich tabsorp t ion ,  obwohl  nach  KLYNSTRA 
eine Verdr~Lngung des O 2 du rch  His t id in  h~itte erfolgen 
mfissen (Versuchsbed ingungen :  [Hb(2)] -- 2,5 • 10 -5 val ;  
[Hist idinl  = 5 , 10 -2 M; p H  = 7,6; t = 20°C; Bereich = 
450-680 m~). 

Die theore t i schen  Schlussfolgerungen yon  KLYNSTRA, 
zum Beispiel,  dass  1 Molekiil His t id in  2 Molekiile O 2 ver-  
dr~ngt ,  oder  dass die H/ime mi t  einer  e inzelnen Imidazol -  
g ruppe  des P ro te ins  verknf ipf t  sind,  e rsche inen  auf  Grund  
unserer  nega t iven  Befunde  ira r ech ten  Licht .  

~V. SCHELER und  \V. SCH~,VARTZKOPFF-JuNG 

Deutsche Ahademie tier Wissenschaflen, Inst i tut  [iir 
Mediz in  und Biologie, Berlin-Buch, Arbeitsbereich Pharma- 
kologie, 9. Mdrz  7959. 

Zur E r w i d e r u n g  der  Kr i t ik  von  SCHELER und SCHWARTZ- 
KOPF-JvrcG diene das  Folgende  : 

Das  Nich t -Ausf f ih ren  yon  p H - M e s s u n g e n  der  E n d -  
ans~itze war  eine Unter lassungss i inde ,  wof/ir  ich reich Ms 
V o r s t a n d  de r  Abte i lung,  an  der  KLYNSTRA arbei te te ,  
pers6nl ich  m i t v e r a n t w o r t l i c h  fiihle. 

Dabe i  is t  noch  ein Zweites  h e r v o r z u h e b e n :  das  s i ch tba re  
A b s o r p t i o n s s p e k t r u m  des H / i m o g l o b i n s / i n d e r t  s ich n i ch t  
oder  k a u m  n a c h  Hinzuff igung des His t id ins .  13ei e iner  
K o m p l e x b i n d u n g  des His t id ins  am Eisen  wiirde m a n  eine 
de ra r t ige  A n d e r u n g  e rwar ten .  

Andere rse i t s  ist  es meines  E r a c h t e n s  doch  zweifelhMt,  
ob  der  Einf luss  des His t id ins  auf das  Hb /O, -Gle ichgewich t  

13eeinllussung der 02-Dissoziationskurvc des RinderMimog[obins dutch Histidin 
Phosphatpuffer I]15 M (pH 7,4), Temperatur = 20,5°C. Die Analyse der O2-Bindung an Hb erfolgte spektxalphotometrisch gemiiss 

y = t00 x (E x -- EHb}/(EHbO~ -- Etlb), die Gasanalyse mittels Ilaldanescher Apparatur. 
E x = Extinktion der unbekannten L~Ssung, EHb ~ Extinktion des reduzierten Hb, EHbO~ = Extinktion des OxyhSmogtobins. 

[Histidin] = 0 M; [Histidin)] ~ 10 -'2 M; [Histidin] = ~ 10 -~ M; 
[Hb(2)] = 3,32 - 10 -3 val; [ttb(2)] = 3,24 - 10 -a val; [Hb(2)] = 3,28- 10 -a val; 

pH ~ 7,52; n ~ 2,80; pH = 7,67; ~z ~ 2,85; pH ~ 7,57; n = 2,50; 
log p02 50% = 0,83 log p02 50% = 0,81 log pO. 50% = 0,82 

log p02 log pO 2 log pOz 
[mm Hg] % Hb02 (y) [mm Hg] % HbO~ (y) [mm Hg] % HbO2 (y) 

0,44 
0,72 
0,79 
0,96 
1,12 
1,23 

11,8 
27,8 
42,4 
66,7 
88,2 
95,8 

0,59 
0,77 
0,81 
1,03 
1,14 
1,26 

18,6 
48,3 
52,3 
78,5 
87,3 
94,2 

0,50 
0,65 
0,77 
0,98 
1,12 
1,28 

15,3 
28,8 
46,3 
70,7 
83,1 
93,2 
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ohne  wei teres  au f  den  B o h r - E f f e k t  zur i i ckzuf i ih ren  sei. 
E r s t e n s  t r i t t  eine auff~illige F o r m / i n d e r u n g  de r  K u r v e  auf,  
die b e i m  e in fachen  B o h r - E f f e k t  (auch in s t a r k  v e r d i i n n t e n  
L6sungen)  fehl t .  Zwci t ens  is t  de r  H i s t i d in -Ef fek t ,  wie aus  
de r  A b b i l d u n g  h e r v o r g e h t ,  a m  st~irksten bei  den  n ied r igen  
K o n z e n t r a t i o n e n ,  wo die p H - V e r s c h i e b u n g  r e l a t i v  ger ing 
sein muss .  D a  die B e z i e h u n g  zwischen p H  n n d  to~ (50%) 
zwischen  p H  7,50 u n d  6,50 bei  m e n s c h l i c h e m  H/ imog lob in  
l inea r  i s t  ( auch  ftir  v e r d f i n n t e  H b - L 6 s u n g e n  !), wfirde m a n  
fiir den  Einf luss  des  H i s t i d i n s  au f  die Lage  de r  Dissozia-  
t i o n s k u r v e  eine a n d e r e  B e z i e h u n g  e rwar t en ,  als in  I{LYN- 
STRAS K u r v e  in E r s c h e i n u n g  t r i l l .  Se lbs tve r s t ' and l i ch  
werden  neue  E x p e r i m e n t e  m i t  m e n s c h l i c h e m  H/~moglobin 
h i e r  e n t s c h e i d e n  mtissen.  KLYNSTRAS bisher ige  Ve r suche  
lassen we i tgehende  t h e o r e t i s c h e  Sch luss fo lge rungen  n i e h t  
Z l l .  

H .  P. W'OLVEKAMP 

Zoologisches Ins t i lu t ,  Leiden,  3. A p r i l  1959. 

Da der HauptanIass zum vorausgehenden Disputandum die de- 
taillierten theoretisehen Uberleg,mgen yon F. t~LYN~TRtK waren nnd 
diese in ihren weitgehenden Sehlussfolgerungen auch yon Herrn Prof. 
WOLVgKAMP zurfiekgenommen wurden, kSnnen wit jetzt Schluss der 
Diskussion erklfiren. 3I 

A M e t h o d  f o r  

P u r i f y i n g  R a t  M y o g l o b i n  f o r  K i n e t i c  S t u d i e s '  

R e c e n t  i nves t i ga t i ons  dea l ing  w i t h  t he  f u n c t i o n a l  role 
of m y o g l o b i n  (Mb) d u r i n g  a l t i t u d e  a c c l i m a t i z a t i o n  of 
r a t s  nece s s i t a t ed  t he  p r e p a r a t i o n  of f resh ly  pur i f ied  Mb 
for use in  k ine t i c  s tud ies  2. Whi l e  t he  c h e m i s t r y  of M b  
o b t a i n e d  f rom o t h e r  m a m m a l i a n  species has  been  ade-  
q u a t e l y  i n v e s t i g a t e d  3,4, v e r y  l i t t le  i n f o r m a t i o n  is ava i l -  
ab le  on  t he  pu r i f i ca t i on  of r a t  Mb~. 

The  p r e sen t  r e p o r t  descr ibes  a r e l a t ive ly  s imple  m e t h o d  
for o b t a i n i n g  pu re  r a t  Mb w h i c h  can  be  used  for k ine t i c  
m e a s u r e m e n t s .  I t  is b a s e d  on  a p rocedu re  or ig ina l ly  
descr ibed  b y  THEORELL 6 for  pu r i fy ing  horse  Mb. 

The  s teps  in t h e  pu r i f i ca t i on  are  as follows: 
(1) Muscle o b t a i n e d  f rom r a t s  is c ru shed  whi le  f rozen 

in d r y  ice a n d  t he  Mb is e x t r a c t e d  w i t h  a n  equa l  v o l u m e  
of dis t i l led  w a t e r L  The  e x t r a c t  is a d j u s t e d  to  p i t  7.0 
w i t h  0.1 M N a O H .  

(2) E x t r a n e o u s  p ro t e in s  are  t h e n  p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  
dropwise  a d d i t i o n  of s a t u r a t e d  bas ic  lead a c e t a t e  (~/4 
v o l u m e  of so lu t ion  to 1 v o l u m e  of ex t rac t ) .  Af t e r  d i scard-  
ing the  p r ec ip i t a t e  the  excess lead ions are  p r e c i p i t a t e d  
f rom the  e x t r a c t  b y  t he  a d d i t i o n  of a s l igh t  excess of 
Na~HPO~ a n d  N a H ~ P O  4. D u r i n g  p r ec ip i t a t i on ,  t he  p H  

1 This research was aided by the U.S. Air Force School of Avia- 
tion Medicine, Randolf AFB, under contract AI r 18(600)-940 and 
the National Institutes of Health under grant RG-5112(Rt). This is 
paper No. ~342 in the Pennsylvania Agricultural Experiment Station. 

G. K. STROTHER, E. ACKERMAN, A. ANTIIONY, and E. H, STRICK- 
LAND, Amer. J. Physiol. 196, 517 (1959). 

a H. T~EORELL, Biochem. Z. °68, 73 (1931). 
4 A. ROSS:-FANELL: and E. A~TOmNL Exper. 18, 477 (1957). 
s A. Rosst and C. ARAGONA, Boll. Soc. ital. Biol. sper. 17, 206 

(19.12). 
s A. H. T. THEORELL, Bioehem. Z. ~52, 1 (193~). 

Mb must be kept around 0-I0°C throughout the purification. 
On several occasions when 2lib solutions warmed to ~25°C for several 
hours, changes were detected in the 530585 mp~ region of tile COMb 
spectrum. 

is ca re fu l ly  m a i n t a i n e d  b e t w e e n  7 a n d  8. Af te r  cen t r i -  
fnga t ion ,  t h e  p rec ip i t a t e  is d i s ca rded ;  t h e  s u p e r n a t a n t  is 
r e a d j u s t e d  to p H  7-0 an d  b u b b l e d  w i t h  c a r b o n  monox ide .  

ca - - - r a t  COMb; 80% [Nf~}2SO ~ \ 

~l co~; \ 
\ 

; ' ; 8  ' ' 
530 5 0 550 0 570 580 

Wavelength in ml~ . . . . . .  

Comparison of the absorptioa spectra of rat COMb extracts (after 
dialysis against different saturations of ammonium sulfate solutions) 
with that of rat COHb. All solutions were in M]15 phosphate buffer, 

pH 7"8. 

(3) H a v i n g  c o n v e r t e d  t h e  M b  to c a r b o n y t m y o g l o b i n  
(COMb) s, t h e  e x t r a c t  is d i a lyzed  a g a i n s t  6 0 %  s a t u r a t e d  
(Nt-t4)2SO ~, p H  7.0, for 18 h.  N e x t  t h e  r e su l t i ng  p r ec i p i t a t e  
is c en t r i fuged  d o w n ;  t h e  s u p e r n a t a n t  is r e c o n v e r t e d  to  
COMb a n d  d ia lyzed  a g a i n s t  8 0 %  s a t u r a t e d  (NH4)2SO4, 
p H  7,0, for 12 h 9. T h e  l igh t  red  p r ec i p i t a t e  c o n t a i n s  all  
spec t roscop ica l ly  d e t e c t a b l e  hemoglob in ,  some Mb, a n d  
o t h e r  p ro te ins .  T h e  p r ec i p i t a t e  is r e m o v e d  b y  cen t r i -  
fuga t ion  a t  14000 g. 

(4) T h e  s u p e r n a t a n t  is c o n v e r t e d  to COMb a n d  d ia lyzed  
a g a i n s t  M / 1 5  K 2 H P O  ~. Af te r  12 h of d ia lys is  t h e  pur i f ied  
e x t r a c t  con t a in s  O.~Mb wi th  a m i n i m a l  a m o u n t  of m e t -  
myog lob in .  

On a n u m b e r  of occas ions  a t t e m p t s  were  m a d e  to  fo rm 
O2Mb b y  o x y g e n a t i o n  of e i t he r  r educed  M b  or COMb. 
T h e  o x y g e n a t i o n  of r ed u ced  M b  was u n s a t i s f a c t o r y  since 
i t  c o n s i s t e n t l y  r e su l t ed  in t h e  f o r m a t i o n  of m u c h  m e t m y o -  
globin.  In  con t r a s t ,  t he  o x y g e n a t i o n  of COMb s o m e t i m e s  
y ie lded  pu re  O2Mb, t h o u g h  genera l ly  some m e t m y o g l o b i n  
was also p resen t .  T h e  l a t t e r  m e t h o d  was n o t  used since 
i t  was  more  t i m e  c o n s u m i n g  t h a n  t h e  dia lys is  m e t h o d  a n d  
usua l ly  gave  on ly  s l igh t ly  less m e t m y o g l o b i n  c o n t a m i -  
na t ion ,  

T h e  u n s t a b l e  n a t u r e  of Mb necess i t a tes  t h a t  i t  be  pur i -  
fied as q u i ck l y  as possible  a n d  t h a t  the  pur i f ied  so lu t ions  
be used for k ine t i c  m e a s u r e m e n t s  w i t h i n  a few hour s  a f t e r  
p r e p a r a t i o n .  Af te r  s to r ing  Mb a t  5°C for a few days ,  
m e t m y o g l o b i n  could n o t  be  c o n v e r t e d  to O~Mb. 

T h e  pu r i f i ca t i on  of M b  for k ine t i c  e x p e r i m e n t s  necessi-  
t a t e s  t h e  r e m o v a l  of a n y  p r o t e i n  i m p u r i t y  w h i c h  m i g h t  
in f luence  "the m e a s u r e m e n t  of t h e  r e a c t i o n  ra tes .  H e m o -  
g lobin  a n d  c y t o c h r o m e  c are  p r o b a b l y  t h e  on ly  p r o t e i n  
i m p u r i t i e s  t h a t  would  in te r fe re  w i t h  m e a s u r e m e n t s  of 
O~Mb kinet ics .  T h e  absence  of a b a n d  a t  550 m a  (Figure)  
shows t h a t  c y t o c h r o m e  c was  n o t  p r e s e n t  in  t h e  pur i f i ed  
so lu t ions .  

During purification Mb should be kept as COMb, which seems 
to be less susceptible to denaturation than O~Mb. In order to form 
COMb, a pinch of NaoS204 is added to the solution after it has been 
saturated with CO. 

"rile 80% saturated (NHa)2SO l should have a specific gravity 
of at least 1.o05 at ~5°C to assure removal of hemoglobin. 

Exper. 18 


