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SUMMARY 

Preparation of pwe myoglobin by meavzs of gel c/aromatogra~hy 

A widely applicable method for the preparation of pure myoglobin is described. 
The total myoglobin present in an aqueous extract from muscle tissue can be isolated. 
The procedure of preparation includes fractionation of the extracted proteins by heat 
treatment and Sephadex chromatography for a complete separation of myoglobin 
from hemoglobin. After desalting and concentration of the myoglobin solution by a 
membrane filtration procedure, pure metmyoglobin can be obtained by lyophilisation. 

EINLEITUNG 

Die Isolierung von Myoglobin (Mb) aus dem Muskelgewebe verschiedener In- 
dividuen bringt wegen der unters chiedlichen Eigenschaften der verschiedenen Mb 
Schwierigkeiten mit sich. 

So haben S$iugetier-Mb in dei Regel Molmassen zwischen 17000 und zoooo, 
manche Mollusken-Mb jedoch Molma 4sen von 31 ooo bis 340001-3. Mb sind -soweit 
uns bekannt ist --zwar stets aus den gieichen 16-18 verschiedenen Aminosauren auf- 
gebautk-7, aber nur die Halfte der durch tryptischen und chymotryptischen Abbau 
erhaltenen Peptide zeigt UbereinstimmungB. Trotz der Gleichartigkeit der Mb aus 
verschiedenen anatomischen Bereichen ein\*s Tierkorper.9 gilt es heute als sicher, dass 
-wie beim H%moglobin (Hb) -neben den Adult-Mb foetale MblO-12 und weitere Ab- 
wandlungen existieren, die sich durch versciliedene Loslichkeit, Molmasse und op- 
tische Eigenschaften unterscheiden konnen. ,Auch isoelektrischer Punkti3, Haman- 
teill4, Kristalltyp16 und ThermostabilitW”-ls kl innen voneinander abweichen. 

Eine allgemein anwendbare Methodik zur lsolierung von Mb sollte so beschaffen 
sein, dass sie von diesen Unterschieden sowie .von den durch Alter und Krankheit 
bedingten VerZnderungen im Gehalt an Mb-Varianten’+22 miiglichst wenig beeinflusst 
wird. Hier ergeben sich jedoch, wie die vielen Publikationen tiber die Praparation von 
Mb bestatigen, Schwierigkeiten. Keines der uns bekannten Isolierungsverfahren 
verzichtet auf die mtihevolle Vorreinigung der Extraktionsliisungen durch Fraktio- 
nierung mit Ammoniumsulfat oder Phosphat23-31. Auch deren Kombination mit 
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einer Bleiacetat-Fallung32-a* und/oder ionenaustausch-chromatogrsphischen Metho- 
den3G-43 zeigt, dass die Methodik der Isolierungsschritte von Tierart zu Tierart neu 
entwickelt werden mu&e. 

Da es fur exakte Mb-Gehaltsbestimmungen in Muskelgeweben, die in der Regel 
photometrisch durchgeftihrt werden, notwendig ist, bei der Ermittlung eines Extink- 
tionskoeffizienten die oben angedeuteten artspezifischen Unterschiede zu beriicksich- 
tigen, suchten wir nach einer allgemein anwendbaren Praparationstechnik. Seit 1963 
wurden einige Arbeiten tiber die chromatographische Trennung von Hb und Mb an 
Saulen mit Sephadex- und Epidex-Gelen verijffentlicht44-49. Sie erschienen uns erst 
nach Verbesserung der Hb-Mb-Trennung dazu geeignet, fur eine breiter anwendbare 
Praparationsmethode verwendet zu werden. 

MATERIALUND METHODEN 

Material 
Als Ausgangsmaterial der Mb-Gewinnung diente frische oder tiefgefrorene Herz- 

oder Skeletmu.skulatur (von Rind und Schwein), die von Fett, Sehnen und Faszien 
weitgehend befreit war. 

L iisamgen 
0.1 M Hexacyanoferrat (III)-Losung. 
Tris-HCl-Puffer, pH 7.95 + 0.05 (20~) : 0.05 M Tris-(hydroxymethyl)-amino- 

methan, 0.05 M Natriumchlorid und 0.001 M Athylendiamintetraessigsaure:dina- 
trium-Salz. 

I "/ ige AgNO ,-Losung, 

Herslellting cles Macskelextraktes fiir die Gel-Chtromatogra$hie 
Das Muskelgewebe wurde mit einem Fleischwolf (4 mm-Scheibe) grob vorzer- 

kleinert und dann mit der gleichen Gewichtsmenge feinzerstossenem Eis (aus ent- 
mineralisiertem Wasser) homogenisiert (Ultra-Turrax oder Btihler-Homogenisator) . 
Der resultierende Fleischbrei wurde in einer Kiihlzentrifuge (3”) 15 min bei ca. 
35000 x g zentrifugiert. Der klare rote uberstand wurde dekantiert und durch ein 
Faltenfilter (Macherey u. Nagel, Dtiren, Typ No. 615, 1/4) filtriert. Der Riickstand 
wurde erneut mit der seinem Gewicht entsprechenden Eismenge homogenisiert und - 
wie oben angegeben -zentrifugiert. Dieser zweite Extrakt wurde mit dem ersten 
vereinigt. Eine dritte Extraktion erhiihte die Ausbeute nur unwesentlich. Der wgssrige 
Extrakt wurde unter Rtihren IO min auf 50” erwarmt und dann auf Raumtemperatur 
abgektihlt. Zur Vervollstandigung der Oxydation wurde nun ein grosser ‘Oberschuss 
an Hexacyanoferrat( III)-LiJsung zugegeben : Je nach Pigmentgehalt des Fleisches 
0.050,20 ml pro IOO g Gewebe. Die durch die Erw&.rmung entstandene, fast farblose 
Proteinf&llung wurde 15 min bei ca. 35000 x g (+ 3”) abzentrifugiert und verworfen. 
Nach Filtrieren wurde der klare braune uberstand durch Membranfiltration in Mb- 
dichten Kollodium-Htilsen (Sartorius-Membranfiltergesellschaft Gijttingen; SM 132 00, 
Mb-dicht) bis zu fast gesgttigten Lijsungen konzentriert. Falls eine Trtibung in der 
eingeengten Ex$raktionslijsung auftrat, wurde sie durch 15 min Zentrifugieren bei 
ca, 5000 r.p.m. (Raumtemperatur) entfernt. 
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Isolierztlag des Metmyoglobim durch Se~hadex-Chrorrzatograplzie 
Die Gel-Chromatographie wu_rde in einer praparativen Chrornatographie-S$iule 

(K go/roe) an Sephadex G-75 Superfine (Pa. Pharmacia, Schweden) durchgeftihrt. Das 
Sephadex wurde irn Tris-Puffer gequollen; in Abstgnden von ca. 4 Std. wurde der 
Uberstand tiber den sedimentierten Gelpartikeln durch frischen Puffer ersetzt. 
Nach 24 Std. Quellungsdauer bei Raumtemperatur wurde das Gel nach Vorschrift 
(Firmen-Broschtire “Sephadex@ -Gelfiltration in Theorie und Praxis”) in die S%ule 
eingeftillt. 

Der Tris-Puffer diente such als Elutionsmittel. Nach Aquilibrierung des Gel- 
bettes, welches zur Fixierung der Gelpartikel am Gelbettanfang mit einem Monodur- 
Sieb (Maschenweite 375 ,u) bedeckt war, wurden 25 ml Extrakt (= 1.8 Y. des Gelbett- 
volumes) auf die Sgiule gebracht. Mit Hilfe einer Mariotte’schen Flasche konnte eine 
hinreichend gleichm%ssige Volumenstrijn~ungsgescl~wincligkeit in cler Saule erreicht 
werden. In dem breiten Interval1 von 0.2 bis 4.0 ml/min x cn12 wurde vollstandige 
Auftrennung von Hb und Mb erzielt ; Fig. I zeigt diese Auftrennung am Beispiel eines 
Schweineherz-Extraktes*. 

E 
2o” 
410 nm 

t 
1 .ooo 

i 

Fig, I. Chromatogramm eines Schwcineherzmuskel-EExtraktes, 

Es geniigte, die Aquilibrierung des Gelbettes und die Gelchromatographie des 
Extraktes bei Raumtemperatur durchzuftihren, da eine Temperatursenkung auf 4” 
keine Vorteile brachte. Eine photometrische Registrierung der Proteinzonen entfiel, 
da die getrennten braunen Zonen von Met-Hb und Met-Mb gut sichtbar sind. Ein 
Fraktionssarnmler nahm das %iuleneluat mit den Komponenten auf. Met-Mb verl&st 
die Sgule nach dem Met-Hb. Sehr vie1 spater treten such Hexacyanoferrat (III) und 
Hexacyanoferrat (II) in einer gelben Zone aus der Saule aus. Die Met-Mb-Fraktionen 
wurden vereinigt und mit Hilfe van Kollodium-Hiilsen (so.) eingeengt. Wir benutzten 
zur Konzentrierung der Mb-Losung eine einfache Vbrrichtung (Membranfilter-Gesell- 
schaft Gottingen), die es miiglich machte, gleichzeitig mit der Einengung alle nieder- 
molekularen Bestandteile -n&mlich die Salze des Puffers-aus der L&sung zu ent- 
fernen: Mit Hilfe eines diinnen Polyathylenschlauches (Innendurchmesser ca. I mm) 

l SpPtcrc Untersuchungcn crgaben, class bei der wtissrigen Extraktion such Cytochrom c 
extrahiert wird, welches jedoch untcr den hier angegebenen chromatographisahen Bcdingungen 
fast vollsttindig von Mb abgetrennt wird (Publikation in Vorbereitung). 
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wurde die Mb-L&tug kontinuierlich wahrend der Membranfrltration in die Kollo- 
dium-Htilsen hiniibergesogen. War die Htilse dann bis etwa zur Halfte mit stark 
konzentrierter Mb-Ltisung gefiillt, wurde das Filtrationssystem mit Wasser aufgeftillt 
und durchgemischt ; an Stelle der Mb-Losung wurde dann Wasser iiber den Schlauch 
in die Htilsen gesogen. Bei diesem “Auswaschprozess” fand in den Htilsen eine An- 
reicherung des Mb bis zur SZttigung statt, ohne dass der Fltissigkeitsspiegel sich in 
dem Filtrationssystem unter eine einstellbare Hijhe senkte. Waren im Filtrat keine 
Chlorid-Ionen mehr nachweisbar, so wurde die tiber der gesgttigten Mb-Liisung be- 
findliche farblose Fltissigkeit mit einer Schlauchpipette entfernt; die wassrige Mb- 
Liisung wurde herausgesogen, filtriert und bei -22O eingefroren. Nach Gefriertrock- 
nung resultierte ein kristallin erscheinendes braunes Produkt, das sich in Wasser 
wieder klar liiste und das sich iiber Monate unverandert lagern liess, wenn es in Kunst- 
stoff-Folien vakuumverpackt (ca. gg o/0 Vakuum) und vor Lichteinwirkung geschtitzt 
bei 4” aufbewahrt wurde. Eine Kristallisation des Met-Mb aus den wassrigen Ltjsungen 
kann nach den beltannten Verfahren6”. erfolgen. 

REINHEITSUNTERSUCHUNGEN 

E isen bestimmung 
Bei der Anwendung der Sulfosalicylsaure-Methode in der von FRIES”” beschrie- 

benen Weise mussten wir feststellen, dass bei Veraschung des Mb mit Perchlorsaure 
und Salpeters5ure Nitroktirper entstehen, die mit Sulfosalicyls%ure unter den Be- 
dingungen der Farbbildung ebenfalls eine gelbe Lijsung liefern. Die Stijrung konnte 
durch Veraschung mit PerchlorsZure/Perhydrol vermieden werden. FRIES ftihrte die 
photometrischen Messungen gegen Wasser aus; wir zogen es vor, gegen eine Blind- 
wertliisung zu messen. Es zeigte sich, dass im pH-Bereich 9.6-11.0 die Farbintensitgt 
der Eisen-Sulfosalicylat-Lijsungen sich praktisch nicht andert. Wir bestimmten den 
Extinktionskoeffizienten zu k$ ,,“, = 95.87 & 1.25 ml/mg x cm (& = 5.522 l 103 

l/M01 l cm). Da wir die Lijsungen der Verdtinnungsreihe auf pH 10.2 eingestellt hatten, 
wurde such die Eisenbestimmung in den Veraschungslosungen bei diesem pH-Wert 
durchgeftihrt. 

Metlzodiiz. I0 mg (= a) Met-Mb wurden in einem 25 ml-Weithals-Erlenmeyer- 
kolben mit 0.5 ml Perchlorsaure, cu. 65 %ig, und 0.5 ml Perhydrol tiber der Spar- 
flamme eines Bunsenbrenners erhitzt. War die LBsung auf ca. 0.5 ml eingedampft, 
so wurden noch einmalo.3 ml Perhydrol indie heisse L&sung gegeben und wieder auf 
ca. 0.5 ml eingedampft. Nach Abktihlung auf Raumtemperatur resultierte eine farb- 
lose Lijsung, die mit Wasser auf IO ml (=vo) verdtinnt wurde (IO ml-Messkolben). 
1.0 ml (=V,l) dieser verdtinnten Veraschungslijsung wurden mit 1.0 ml IO %iger 
Sulfosalicyls&ure-LBsung (IO g in Wasser zu IOO ml gel&t) und 1.0 ml Ammoniak, 
cn. 25 %ig, p.a,, gemischt und in einem Messkijlbchen mitt Wasser auf IO ml (= VE) 
verdtinnt. Die resultierende gelbe L&sung wurde innerhalb von 3 Std. bei 420 nm in 
Ktivetten von 5 cm Schichtdicke (=s) gegen eine BlindlBsung (Reagenzliisungen) 
bei 20~ photometriert (= E). 

Die Berechnung des Eisengehaltes (= o/oFe) erfolgte nach folgender Gleichung: 
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Der H~mingehalt wurde nach der Methode von HORNSEY~~ bestimmt. Aus ilrm. 
wurde unter der Annshme, dass in einem Molektil Mb ein Atom H%m-Fe enthalten ist, 
der Eisengehalt berechnet. Der Bestimmung wurde der von HORNSEY ermittelte 
molare Extinktionskoefflzient des Hgmins, sz$ nm = 4.80 l 10~ l/Mola cm, zugrunde 
gelegt. 

Methodi?<. 5 mg (= a) Met-Mb wurden in einem spitzen Zentrifugenglas mit 
ca. I ml einer Mischung von Aceton-Wasser-konz. HCl(40 : g : I) tibergossen, mit einem 
Glasstab gemischt und dabei mijglichst fein zerrieben. Nach Zentrifugation bei Raum- 
temperatur bei cu. 2500 r.p.m. (IO min) wurde der klare braune ‘Oberstand in ein 
IO ml-Messkijlbchen dekantiert. Diese Extraktion wurde so oft wiederholt (in der 
Regel gentigte eine zweimalige Wiederholung) bis der uberstand farblos war; das 
ausgefgllte Eiweiss war dann ebenfalls farblos. Die vereinigten Extrakte wurden mit 
der Aceton-Salzs&ure-Mischung auf IO ml (= VC) aufgefiillt, Die L&ung ist mindes- 
tens 5 Std. stabil, wenn sie vor Licht geschtitzt wird. Es empfiehlt sich, die Aceton- 
Salzsaure-Mischung tgglich neu anzusetzen. Die Hgminextraktlijsung wurde in I cm 
(= s)-Ktivetten bei 640 nm und zoo gegen Aceton-Salzs%_rre photometriert (= E). 

Aus dem Hamingehalt wurde der Eisengehalt (= % Fe) nach folgender Glei- 
chung berechnet (Mp, = Atomgewicht des Eisens = 55.85) : 

o/o Fc = 
E*V'c*100 ‘Ml+ 

.~~*s- a 
= 2.329'E 

Elelztro$horese 
Die Mb-Prgparate wurden auf Celluloseacetatfolien in Veronalpuffer (pH 8.6, 

lu = 0.025) 1.5 Std. bei 200 V der Elektrophorese unterworfen. Die Hamin-haltigen 
Zonen wurden mit einer Mischung aus 4 %iger o-Tolidin-Ldsung (in Ethanol), Eisessig, 
Wasser und Perhydrol (4: 2 : 3 : I) angefgrbt. Samtliche Protein-Zonen wurden mit 
Amidoschwarz IO B sichtbar gemacht’. 

Die Extinktion bei 280 nm ist ein Mass sowohl fur die Konzentration des Pro- 
teinteils des Mb als such fiir die Konzentration der eventuell in der L&sung vorhan- 
denen Fremdproteine. Die HZmgruppe im Mb hat bei 522 nm (im Tris-Puffer) einen 
isobestischen Punkt ; die Extinktion bei dieser Wellenlange ist ein Mass ftir die Kon- 
zentration an Hgrn in der Mb-Lijsung. Das Extinktionsverh%ltnis E28,,/Eb22 ist fur 
nicht reine Mb-praparate stets grosser als ftir reine. In Tabelle I sind die Werte fur 
einige isolierte reine Mb-Praparate angegeben. 

ERGEBNISSE UND DJSKUSSXON 

Tabelle I zeigt die Ergebnisse der Reinheitsuntersuchungen an Mb-Praparaten. 
Die Molmassen wurden aus den Mittelwerten der beiden auf verschiedene Weise 

ermittelten Eisengehaltwerte berechnet. 
In der Literatur werden fiir den Eisengehalt von Myoglobinen bemerkenswert 

* Firmen-Broschtke der Sartorius Membranfilter GmbH, GMtingen. 
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TABELLE I 

ERGEBNISSL DER REINWEITSUNTERSUCHUNGEN AN MYOGLOBINEX VON SIEBEN VERSCHIEDENEN 
TIEREN 

Tievavt Art des IS,,, 
Mzuskel- - 
gewebes EGzs 

“/o Fe % Fe Elektro- Zahl der Molmasse 
(Sulfosali- (Hdmin- pherogvamm : Myoglobin- (aacs dem 
CJdS&WC Methode) Begleit- varianten. EisengehaZb 
Metkode) pvoteine bevechnet) 

Rind HC!rl, 4.6 0.287 0.289 lteinc 4 19 400 
Rincl s1ce1ett 4. I 0.302 0.298 lteinc 3 18 600 
Rind HerZ 
Rind Werz ;:: 

0.308 0.288 ltcinc 3 IS 700 
0.265 0.262 lceine 3 21 100 

Rind Hers -II 0.324 0.324 -a -n 17 200 
Schwein Sltclett -a 0.302 0.298 -R -a 18600 

Schwein Herz 3.81 0.29,[ 0.274 -a -a I9 650 

a Nicht ormittolt. 

unterschiedliche Werte angegeben, die - je nach Bestimmungsmethode und Tierart - 
zwischen 0.28 und 0.35 O/O liegen. Trots der Streuung der Werte scheint sich eine H&u- 
fung urn 0.30 abzuzeichnen ~~7~13~14~24~2~~38~~~~4, Bei den von uns untersuchten Mb- 
Praparaten ist die ubereinstimmung zwischen den nach der Sulfosalicyl&ure-Methode 
und den tiber die Hgmin-Bestimmung ermittelten Eisengehalten befriedigend. An- 
dererseits besteht such Obereinstimmung mit vergleichbaren Ergebnissen anderer 
Autoren24J2. Dass in den Pherogrammen nur Myoglobin-Varianten gefunden wurden, 
spricht ebenfalls ftir die Reinheit der Praparate. 

Im Gegensatz zu den Aussalz-Methoden kann mit der hier beschriebenen Me- 
thode such die Praparation kleinster Mb-Mengen (z.B. Milligramm-Mengen) durch- 
gefiihrt werden, da praktisch das gesamte in einem Extrakt enthaltene Mb gewonnen 
werden kann. 

a 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird eine allgemein anwendbare Methode zur Prtiparation von reinem Myo- 
globin beschrieben. Aus den wassrigen Extrakten von Muskelgeweben kann,das ge- 
samte Myoglobin isoliert werden. Dies gelingt mit einer thermischen Fraktionierung 
der extrahierten Proteine und einer anschliessenden Sephadex-Chromatographie, 
durch welche Myoglobin quantitativ von HZmoglobin getrennt wird. Die so erhaltene 
Myoglobinltisung wird durch Membranfiltration entsalzt und konzentriert. Aus der 
entsalzten L6sung wird durch Lyophilisation reines Metmyoglobin gewonnen. 
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