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Die PlasmaeiweiSkérper im Blickfeld des Chemikers”

Von Dr. HERM. E. SCHULTZE, Behringwerke Marburg, Chemische Abteilung

Seit Anfang des Jahrhunderts haben die Biologen das Protein-Gebiet eingehend bearbeitet. Emil Fischer, dem wir
den Nachweis von Peptid-Ketten in den Proteinen verdanken, hat 19061) die Prophezeiung ausgesprochen, daf sich
die organische Chemie eines Tages wieder den EiweiBkdrpern zuwenden wird. Diesen Zeitpunkt hielt GraBmann
19372) fiir noch nicht gekommen. Nach weiteren 12 Jahren erscheint es nun reizvoll, die Frage fiir das z. Z. beson-
ders aktuelle Gebiet der PlasmaeiweiBkdrper erneut aufzuwerfen. Es wird daher eine Ubersicht vorgelegt, welche
den heutigen Stand der PlasmaeiweiB-Forschung vermittelt und dem Chemiker Anregungen geben soll.

Die Hauptiraktionen normaler Plasmaproteine
Spezielle und atypische PlasmaeiweiBkdrper

Biologische und kolloidechemische Bedeutung der Plasmaproteine

Spezifische Bindungsreaktionen mit Plasmaeiweikiorpern
Makromolekularer Aufbau

Die Hauptfraktionen normaler Plasmaproteine

Das menschliche und tierische Plasma enthilt sehr zahlreiche
EiweiBkorper. Unter ihnen nimmt das nur in Durchschnitts-
mengen von 0,2—0,3%, vorkommende Fibrinogen insofern eine
Sonderstellung ein, als es das einzige im Plasma vorkommende
Linearprotein?) ist. Esbildet bei Anwesenheit von Spuren von
Thrombin ein dichtes Fasernetz von Fibrin, das nach erfolgter
Synirese die in Losung verbliebenen Serumproteine zuriicklast.
Diese sind Sphédroproteine und werden in zwei Hauptgruppen
eingeteilt, die Globuline und dieAlbumine, deren biologische,
physikalische und chemische Eigenschaften erheblich voneinander
abweichen. Die in einer groBen Zahl von Varianten vorkommen-
den Globuline sind die Trager spezifischer biclogischer Aktivi-
titen. Sie unterscheiden sich untereinander durch ihre ver-
schiedene elektrophoretische Beweglichkeit, ihre Molekelgrife
und -form, und sind chemisch betrachtet Glukoproteide oder
Glukolipidproteide. Dagegen haben sich die Albumine des Sidu-
gerplasmas, nachdem sie durch Krystallisation in einem befrie-
digenden Reinheitsgrad gewonnen werden Konnten, als eine in
einem weiten py-Bereich einheitliche Kérperklasse vom Mole-
kulargewicht (M = 69000) und einer definierten Wanderungs-
geschwindigkeit im elektrischen Felde erwiesen. Im Gegensatz
zu den Globulinen fehlen ihnen die Merkmale irgendeiner spezifi-
schen Wirksamkeit und ebenso markante prosthetische Gruppen.
Abgesehen von minimalen Mengen Kohlenhydrat und freier
Fettsdure setzen sich die Tierserumalbumine nur aus Amino-
sduren zusammen, unter denen das Tryptophan in auffallend ge-
ringer Menge vertreten ist. Man kann also mit einfachen Reak-
tionen ein Albumin von einem Globulin unterscheiden.

Man hat versucht, die komplexe Globulin-Gruppe durch
fraktionierte Fidllung aufzuteilen. Die einschligigen sehr
zahireichen Arbeiten wurden bisher unter vorwiegend biologi-
scher Zielsetzung durchgefiihrt. Sie kénnen den Chemiker nicht
befriedigen, weil Definitionen von Unterfraktionen ohne aus-
reichende Kontrollen der -Einheitlichkeit vorgenommen wurden,
So hat man z. B. die Begriffsbestimmung des Euglobulins fir

*) Vorgetragen am 13. 12. 1949 vor der Marburger Chem, Gesellschaft,
Erweiterte Fassung.

1) Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 530 [1906].

2) Diese Ztschr, 50, 65 [1937].

2a) Die mit Hilfe indirekter phys. chem. Verfahren abgeleitete Faserstruk-
tur des Fibrinogens steht in Widerspruch zu den Ergebnissen neuester
elektronenopt, Messungen von C. E. Hale, J. Amer. Chem. Soc. 71,1138
[1949]); K. R. Porter u. Cl. von Zandt Hawn, J. exp. Medicine 90 [1949] u.
von H. Braunsteiner u, H. Febvre, Acta Haematol. 3, 174 [1950], nach
denen das Fibrinogen des Menschen und Rindes einen scheibenférmigen

Habitus mit einem Langsdurchmesser von nur 160-230A. aufweist. Da sich
das Fibrinogensomit hinsichtlichseiner Langsstruktur nicht mehrwesent-
lich von der der dbrigen Plasmaproteine zu unterscheiden scheint, wird
man kiiaftig auf eine Aufteilung der Plasmaeiweilikdrper in Linear- und
Spharoproteine verzichten kénnen.
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EinfluB der peripheren Aminosiuren auf die Loslichkeit
und Ladung der Plasmaeiweilkorper

Albumin-Reinigung

Antikérperreinigung

Alkohol-Fraktionierungsverfahren von Cohn

eine- Globulin-Fraktion eingefiihrt, die im isoelektrischen Punkt
bei niederer lonenstdrke unldslich ist und spiter dieselbe Defi-
nition auf die bei Drittelsdttigung mit Ammonsulfat oder die
bei einem bestimmten py und nicht genau bestimmten Elektro-
lytgehalt fallbaren Serumproteine iibertragen. Viel spdtér hat
man erkennen miissen, daB durch die angefithrten Verfahren
qualitativ und quantitativ verschiedene Globuline abgeschieden
werden®). Ebenso uneinheitlich sind die jeweiligen in L&sung
verbleibenden Globulin-Anteile, fiir die man die Bezeichnung
Pseudoglobulin vorgeschlagen hat. Selbst die lange als cha-
rakteristisch fiir Albumine betrachtete Loslichkeit in gesdttigter
Magnesiumsulfat-Losung, halbgesittigter Ammonsulfat-Losung
oder in 22,5proz. Natriumsulfat-Losung stellt nach neueren Un-
tersuchungen kein Kriterium fir Einheitlichkeit dar4). Betrachtet
man schlieBlich die Fraktionierungsergebnisse, die unlingst mit
Kaliumphosphat®), Natriumcitrat®) und mit Alkohol?) erzielt wer-
den konnten, so muf} gesagt werden, daB es bisher noch nicht ge-
lungen ist, einen chemisch definierten EiweiBkorper durch eine ein-
zige Fallung aus dem Plasma zu isolieren. Die besten Resultate wer-
den durch geeignete Kombinierung verschiedener Verfahren erzielt,
von denen jedes, um reproduziert werden zu kénnen, hinsichtlich
der Reaktionsbedingungen sehr genau durchgearbeitet sein muB.

Spezielle und atypische Plasmaeiwei3kdrper

Dennoch ergaben sich einige recht interessante und auch fiir
den Chemiker wichtige Ergebnisse. So konnte nachgewiesen
werden, daB die EiweiBzusammensetzung im Plasma ausge-
wachsener Sauger auffallend konstant, von Art zu Art aber ver-
schieden ist. In extremen Fillen ist es daher mdglich, aus den
durch Salz- oder Alkohol-Fraktionierung erhaltenen Fillungs-
kurven auf-eine bestimmte Tierart zu schlieBen.

3) A. Tiselius, Biochemic, J. 31, 1464 [1937]; E. J. Cohn, T. L. McMeekin,
J. L.Oncley, J. M. Newell u. W, L. Hughes jr., J. Amer. Chem. Soc. 62,
3386 [1940]; H. Svensson, J. biol. Chemistry 139, 805 [1941}; J. T.
Edsall, Adv. Protein Chem. 3, 429 [1947]. :

P. E. Howe, J. biol. Chemistry 49, 93 [1921]; Physiolic. Rev. §, 439
[1925]; E. J. Cohn, Chem. Rev. 28, 395 [1941]; K. O. Pedersen, Ultra-
centrifugal Studies on Serum and Serum Fractions, Uppsala [1945].
%) A. M. Butler u. H. Montgomery, J. biol. Chemistry 99, 173 [1932];
A, M. Buatler, H. Blatt u. H. Southgate, ebenda 109, 755 [1935];
F. Wuhrmann u. C. Wunderly, Benno Schwabe u. Co. Verlag, Basel
1947, 64,

E, Jameson u. C. Alvarez-Tostado, J. Amer. Chem. Soc. 65, 459 [1943].
E. J. Cohn, j. A, Luetscher jr., J. L. Oncley, J. Amer. Chem. Soc. 62,
3396 [1940]; E. J. Cohn, U. S, P. 2390074 [1945]; L. Pillemer u. C,
Hutchinson, J. biol. Chemistry 158,299 [1945]); E. J. Cohn, L. E. Strong,
W. L. Hughes jr., D. jJ. Mulford, J. Ashworth, M. Melin u. H. L. Taylor,
J. Amer. Chem. Soc. 68, 459 [1946]; H. F. Deutsch, R. A. Alberty u.
L. J. Gosting, J. biol. Chemistry 165, 21 [1946]; dieselben u. J. W,
Williams, ebenda 164, 109 [1946]; E. L. Smith u. T. D, Gerlough, ebenda
167, 679 {1947]; E. C. Gfessing u. A. Chanutin, ebenda 169, 657 [1947];
dieselben u. S. Ludewig, ebenda 170, 551, [1947); J. C. Nicholu. H. F,
Deutsch, J. Amer. Chem. Soc. 72, 80 [1948|]; E. L. Hess u, H. F. Deutsch,
ebenda 70, 84 [1948]; J. [. Quigley, J. bfol. Chemistry 172, 713 [1948];
H. F. Deutsch u. J. C, Nichol, ebenda 176, 797 [1948].

[

~

~—

395



A S - = T
» oy + o, "+, N\,
%t \. Diphterieserum 2000 AE/em3 % \x % \_\?(are
. -, Y l 6 6 T
I | Hammel ! \\\‘\ Kaninchea
S PN s e N
’§4 \ . 34 BPARN TN 34 SN B
E I‘_’fef' d/ Maultier 3G Schwef” \1\\ ‘\ o] |\>\\t \
A N o Meerschweinchen S\,
N 2 ~in=_Rind — ? %
2 < N \\
\\\\ 0 \\f 0 1
0 : 20 30 40 50 60 o, 70 -~ 20 30 40 50 60 °1, 70
20 30 40 50 60°, 70 4 Yo " ot _ St °
- tmmonsulfa Sittigung mmonsulfat - Sattigung A 260(1c| Ammonsulfaf - Sattigung

Bild la-c

Ammonsuifat-Fallungskurven verschiedener Tierseren

Wie die bereits vor 20 Jahren®) aufgenommenen Kurven (Bild 1 a-c)
zeigen, ist die Fillbarkeit der SerumeiweiBkorper durch gesittigte neu-
trale Ammonsulfat-Lésung nur bei verwandten Tierarten (Pferd, Maul-
tier, Esel) ahnlich. Bei anderen Tieren weist sie charakteristische Unter-
schiede auf. Auffallenderweise ist eine Konstanz im EjweiBaufbau immer
erst nach Ablauf einer Entwicklungsperiode zu beobachten®). Besonders
typisch ist der Einfluf derembryonalen Entwicklung auf die Plasma-
zusammensetzung bei Huftieren, bei denen im sog. Fetuinl?) ein un-
gewohnlich saurer EiweilBkérper vom Mol.-Gewicht 50000 gefunden
wurde, der nach der Geburt im Verlaufe eires Jahres allmihlich durch
das normale Plasmaglobulin ersetzt wird. Das neugeborene Huftier ent-
hilt weder Globuline noch Antikérper. Die letzteren werden ihm erst-
malig durch das Colostrum zugefithrtl!). Dagegen sind bei Menschen
und Nagetieren offenbar infolge einer giinstigeren Placentapermeabilitit
die normalen Globuline und auch manche Antikéiper im Plasma Neu-
geborener bereits vorhanden!?).

Unter pathologischen Einflissen wvollzient sich eine
oft sehr betrdchtliche Verschiebung im EiweiBspektrum im Sinne
einer Globulin-Vermehrung und einer Albumin-Vermin-
derung'®). Da die Albumine ausschlieBlich in der Leber, die
Globuline dagegen auch extrahepatogen gebildet werden'®), 146t
sich das Albumin-Defizit vielleicht dadurch erkldren, daB je
nach den Krankheitsbildern entweder eine Stérung der Leber-
funktion die Albumin-Synthese unterbindet oder eine Gef4B-
bzw. Permeabilititsstérung eine Abschwemmung der verhdlt-
nismiBig niedermolekularen Albumine in das Gewebe oder den
Harn verursacht. Bei bestimmten Krankheiten (Nephrose, Ne-
phritis, Leberatrophie, Arthritis, Myelomatose) wird auch die
Bildung sog. atypischer EiweiBkdorper!s) beobachtet. Cha-
rakteristisch fir das menschliche Plasma ist die Anwesenheit des
Protein X'), eines sehr hochmolekularen (M = ca. 1,3 Millionen),
lipoid-reichen EiweiBkorpers, der beim Verdtnnen dissoziiert
und im Tierreich noch nicht oder nur in sehr kleinen Mengen auf-
gefunden werden konnte. Wdhrend es sich bei den atypischen
Proteinen wie z. B. dem Bence- Jones-EiweiB (M = 35000)'7) oder

Fallungsschema: H. Schultze u. H. GroB, Biochem, Z. 215, 115 [1929].

M. L. Orcutt u. P. E. Howe, J. exp. Medicine 36, 291 [1921]; P. E.

Howe, J. biol. Chemistry 53, 479 [1922];" W. Knoll, Schweiz. med.

Wschr, 78, 979 [1948].

10y K. O. Pedersen, Svedberg-Festschrift 1944, 490;
mistry 51, 164 [1947].

1y p, E, Howe, J. exp. Medicine 39, 303 [1924]; Schneider u. Szatmary,
Z. Immunitatsf. 95, 16, 177, 189 [1931]; E. Lemétayer, L. Nicol, L.
Jakob, O. Girard u. R. Corvazin, Ann. Inst. Pasteur 73, 297 [1947];
P. A. Charlwood u. A. Thomson, Nature [London], 167, 69 [1948]; E.
L. Smith u. A. Holin, J. biol. Chemistry 175, 349 [1948].

12y R. F. W. Brambell, W. A. Hemmings u. W. T. Rowlands, Lancet 1947,
759; W. Knoll, Schweiz., med. Wschr. 78, 979 [1948]; derselbe u. C.
Sievers, Arztl. Forschg. 2, 396 [1948]; Weitbrecht, Dtsch. med.
Wschr. 74, 1146 [1949]; R. Thurau, Monatsztschr. f. Kinderhlk, 97,
59 [1949].

12) Die Literatur ist so umfangreich, daB hier nur auf die neuesten Zusam-
menfassungen von F. Wuhrmann u. Ch. Wunderly, 1. c. und von A. B,
Gutman, Adv. Protein Chem, ¢, 155 [1948] und einige Arbeiten aus dem
deutschen Schrifttum des vergangenen Jahres hingewiesen werden kann:
F. Wuhrmann, Ch. Wunderly u. F. Hugentobler, Dtsch. med. Wschr.
74, 482, 1263 [1949]; W. Seitz u. H. G. Betzler, Med. Klinik 44, 1569
[1949]; H, Gohr, K. H. Falkenbach u. H. Langenberg, Z. ges. inn. Med. 4,
69 [1949]; F. Hartmann, Klin. Wschr. 27, 210 [1949]; A. Linke, Med.
Klinik 44, 569 [1949]; N. Zéllner, K. P. Eymer u. L. Scheid, Dtsch.
med. Wschr. 74, 486 [1949]; H. Esser u. F. E. Schmengler, ebenda 74,
1323 [1949].

W) H, Tarver u. Mitarb., J. biol. Chemistry 167, 395 [1947]; 173, 53 [1948].
Umfassende Literatur siehe in F. Wuhrmann u. Ch. Wunderly, 1. c.
Kap. V, 313 [1947].

18) E, Goettsch u. F. E. Kendall, ]J. biol. Chemistry 109, 221 [1935]; E.
Goettsch u, Mitarb., J. clin, Invest. 15, 173 [1936]; 19, 9 [1940]; B. v.
Bonsdorff, H. Groth u. T. Packalén, Folia haemat. 59, 184 [1938]; T.
Packalén, Acta med. Scand, 100, 1 [1939]); J. A. Luetscher Jr., J. clin.
invest. 19, 313 [1940]; C. G. Holmberg u. A. Grénwall, Hoppe-Seylers
Z. physiol. Chem, 273, 199 [1942]; J. Waldenstrém, Acta med. Scand.
117, 216 [1944].

18y A, S. Mc. Farlane, Biochemic. J. 29, 407, 660 [1935]; K. O, Pedersen,
J. physic. coll. Chemistry 51, 156 [1947].

17y A. G. Polson, Kolloid-Z. 87, 149 [1939]; Th. Svedberg u. K. O. Pedersen:

Die Ultrazentrifuge, Verl. Th. Steinkopf, Dresden, 1940.
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dem'Pneumokokken-Ponsaccharid-Antikiirper der Huftiere (M
= 990000)'%) um chemisch charakterisierbare Protein-Individuen
handelt, liegt im normalen menschlichen Protein X eine Kom-
plexverbindung vor, die an die von Bungenberg de jong bei Le-
cithin-Eiweisystemen beschriebenen Komplexkoazervate er-
innert’®), (In Bild aist eine bei der Hyperimmunisierung mit
Diphtherietoxin sich einstellende Verschiebung des , Eiweil-
spektrums* im Beispiel des Pferdeserums dargestelit).

Biologische und kolloidchemische Bedeutung
der Plasmaproteine

Um die biologischen Funktionen der PlasmaeiweiBkdrper verstehen
zu konnen, muf man sich vergegenwirtigen, dal das Plasma als Be-
triebsstoff des Kreislaufes auf seinemmn Weg vom Herzen durch die Gewebe
und zuriick innerhalb einer einzigen Minute ein System von etwa 100
Milliarden Kapillaren mit einer Oberfliche von etwa 800 m® zu durch-
laufen hat. Bedenkt man ferner, da8 die Oberfliche der menschlichen
PlasmaejweiBkorper etwa 140000 m? betrigt??), so wird klar, daB sich
auf so enorm grolen Flachen eine Fille von Austauschreaktionen zwi-
¢chen Plasma- und GewebsejweiBkdrpern abspielen kdnnen. Diese sind
nach Whipple?!) von groBer Bedeutung fir den Erndhrungsstoff-
wechse] der Kdrperzellen, Bekanntlich konnte Schdinheimer??) durch
seine Versuche mit 15N nachweisen, dal der Stoftwechsel iiber die EiweiB-
abbauprodukte verlauft und dal z. B. zwischen den Aminosduren der
Plasmaproteine und denen der Gewebe ein dynamischer Austausch statt-
findet. Da die mittlere Lebensdauer der Plasmaproteine nur 24 h, im
Héchstfalle 2 Wochen betrigt??), darf man die ernshrungsphysiologische
Funktion der PlasmaeiweiBkdrper wohl in erster Linie auf ihre relative
Kurzlebigkeit zurfickfiihren, '

In unversehrtem Zustand spielen die EiweiBmolekeln des
Plasmas eine wichtige kolloidchemische Rolle, indem sie
die Konstanthaltung des Blutvolumens und des osmotischen
Druckes in den GefdBen und Kapillaren gewihrleisten®). Hier-
bei sind die Albumine?é?) etwa 2,4 mal wirksamer als die Globu-
line, so daB bei pathologischer Albumin-Verminderung (Leber-
cirrhose, Nephrose) Wasser in die Gewebe austreten kann und
sich Odeme bilden?®). Méoglicherweise ist die bei derartigen
Krankheiten beobachtete starke Globulin-Vermehrung die Folge
eines Regulationsvorganges, durch die dem Abfall des kolloid-
osmotischen Druckes entgegengewirkt werden soll. Als thera-
peutische MaBnahme zur Regulierung des gestérten Wasser-
haushalts kommt die intravendse Verabreichung geeigneter

18) E. A. Kabat, J. exp. Medicine 69, 103 [1939].

19) H. G. Bungenberg de jJong u. R. F. Westerkamp, Biochem. Z. 234, 367
[1931].

20y J T. Edsall, Adv. Protein Chem. 3, 387 [1947]; F. Wuhrmann u. Ch.
Wunderly, Benno Schwabe u. Co., Basel 1947, 15,

21y S. C. Madden u. G. H, Whipple, Physiolic. Rev. 20, 194 [1940]; Amer.
J. med. Sci. 211, 149 [1946].

22) R, Schénheimer: The dynamic state of body constituents, Harvard
Univ, Press, Cambridge [1942].

) H. Keilhack, Arch. exp. Path. 180, 1 [1935); M. Heidelberger, H. P.
Treffers, R. Schénheimer, S. Ratner u. D. Rittenberg, J. biol. Chemistry
144,535 [1942); R. Schénheimer, S. Ratner, D. Ritienberg u. M. Heidel-
berger, ebenda 144, 541, 545 [1942]; 1. J. Zeidis, E. I. Alling u. Mitarb.,
J. exp. Medicine 81, 515 [1945].

%) E. H. Starling, J. Physiology 19, 312 [1896];
Wunderly, 1. c. 47.

244y Nach J. T. Heyl, J. G. Gipson u. C. A. Janeway, ]J. clin. Invest. 22,
763 [1943] bewirkt 1 g Serumalbumin nach 1 h eine Zunahme des Plasma-
volumens um 17,4 cm?, :

23y G, C. Linder, C, Lundsgaard u. D. D. van Slyke, J. exp. Medicine 39,
887 [1924]; D. H. Moore u. D. D. Van Slyke, J. clin, Invest. §, 337
[1930];. I. A. Luetscher jr., ebenda 20, 99 [1941}; J. Postu. A. J. Patek
jr., Arch. Internat. Med. 69, 67, 83 [1942]. Uber Odembildung ohne
Albumin-Verminderung vgl. A. Henschel, O. Mickelsen, H. L. Taylor
u. A, Keep, Amer. J. Physiol. 150, 170 [1947].

F. Wuhrmann u. Ch.
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Kolloidldsungen, vor allem die von Humanalbumin in Frage?).
Auch der nach starkeren Blutverlusten auftretende Kreislauf-
schock ist auf eine Kolloidverarmung zuriickzufiihren und kann
daher nur durch Transfusion von Blut, Albumin oder-Kollidon
behoben werden, nicht aber durch physiol. Kochsalz- oder Trau-
benzuckerldsung??).

Eine recht wichtige biologische Aufgabe erfiillen die Plasma-
proteine auch auf Grund ihrer Fihigkeit, Antikorperzu trans-
portieren und zu mobilisieren. SchlieBlich sind sie durch ihren
Gehalt an Gerinnungsfaktoren dazu befdhigt, den Organismus
vor Blutverlusten zu schiitzen. Manche gerinnungsaktiven
Eiweikdrper wie das Prothrombin®) und das Accelerator-
globulin?) kommen nur in sehr kleinen Mengen vor. Dasselbe
gilt fur die Plasmafermente, von denen eine saure und eine
alkalische Phosphatase, verschiedene Esterasen und Peptidasen,
die Amylase, Zymohexase, Isomerase und Hydrogenase nach-
gewiesen wurden. Das proteolytische Plasmaferment, das Plas-
min (Fibrinolysin) kommt in einer inaktiven Vorstufe, dem
Plasminogen (Profibrinolysin) vor und wird durch ein Anti-
plasmin (Antifibrinolysin) gedrosselt®®). Es ist anzunehmen,
daB noch andere Enzyme im Plasma vorkommen, die sich aber
bisher infolge zu geringer Konzentration dem Nachweis entzogen
haben. Analog diirften die Verhiltnisse bei den Dritsenhormonen
liegen. In kleinen Mengen sind ferner das Hypertensinogen®),
das eisenbindende Globulin3®?) und ein Kupferprotein®)
im Plasma zugegen. Es ergibt sich also eine sehr groBe Zahl ver-
schiedener PlasmaeiweiBkorper. Sie ist sicher gréBer als 100,
wenn man die Vielzahl natiirlicher Antikdrper und Isoagglutinine
des Plasmas in Rechnung setzt. Ein mit der Plasmafraktionie-
rung sich befassender Chemiker kann aus der Kenntnis der ein-
schldgigen biologischen Nachweisverfahren, die fast regelmaBig
viel empfindlicher sind als die chemischen, groBen Nutzen ziehen.
Es gibt aber eine Reihe biologisch nicht markierter Globuline,
bei denen man, wie wir sehen werden, physikalisch¢ Methoden
zur Charakterisierung heranziehen muf}.

Spezifische Bindungsreaktionen
mit PlasmaeiweiBkorpern

Nach Bennhold*) vermitteln die intakten Plasmaproteine
den Transport von Vitaminen, Hormonen und Medikamenten zu
den in Frage kommenden Zellen und den Abtransport von Kor-
perschlacken zu den Ausscheidungsorganen. Diese Vehikel-
funktion 1aBt sich -durch Elektrophorese nachweisen. Man
kann mit ihrer Hilfe zeigen, daB das Bilirubin®), Hamin3®), die

28y |, A, Luetscher jr., J. clin. Invest, 23, 365 [1944]; C. A. janeway, S. T.
Gibson, L. M. Woodruff, 1. T. Heyl, O. T. Bailey u. L. R. Newhouse,
ebenda 23, 465 [1944]; C. A. Janeway, S. T. Gibson u. L. M. Woodruff,
ebenda 24, 465 [1945); G. W. Thorn, S. H. Armstrong jr., V. D. Daven-
port, L. M. Woodruff u. F. H. Tyler, ebenda 24, 802 [1945]; G. W.
Thorn, S. H. Armstrong jr., D. V. Davenport, ebenda 25, 304 [1946];
C. A. Janeway, Ann. internat. Medicine 26, 368 [1947]; Columbia com-
bined Staff Clinics, Amer, J. Medicine 2, 386 [1947}; S. H. Armstrong
jr., ebenda ¢, 390 [1948); A. J. Patek jr., H. Mankin, H. Colcher, A.
Lowell u. D. P, Earle jr., J. clin. Invest. 27, 135 [1948]; C. A. Janeway,
J. Amer. med. Assoc. [3&, 859 [1948].

27y J. Rehn, Vortrag 66. Tagung der Dtsch. Ges. f. Chirurgie, Frankfurt-
Main, 8. 6. 1949, Bruns, Beitr. z. klin. Chir., i. Druck 1950. .

)y W, H. Seegers, E. C. Loomis u. I. M. Vandenbeit, Proc. Soc. exp. Biol.
Med. 56, 70 [1944]; diesclben, Arch. Biochemistry 6, 85 [1945]; A. G.
Ware u. W, H. Seegers, ]. biol, Chemistry 174,565 [1948]; H. E. Schultze,
Naunyn Schmiedebergs Archiv 207, 173 [1949). .

0) P, A.'Owren: The coagulation of blood, investigations on a new clotting

factor, J. Chr. Gunderson, Oslo [1947); A. G. Ware u. W, H. Seegers,

Amer, J. Physiol. 152, 567 [1948); dieselben, J. biol. Chemistry 172,

699 [1948); H. E. Schultze V. ¢.; K. Felix, I. Pendl, P. Pin u. L. Roka,
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Arch. Biochemistry 12, 1 [1947]; 7. Astrup u. M. Permin, Nature

(London] 159, 681 (1947]; M. M. Guest, B. M. Daly, A. G. Ware u. W.

H. Seegers, J. clin. Invest. 27, 785, 793 (1948]; M. Schierge, Arztl.
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aly p. Holtz, Klin. Wschr. 27, 338 [1949].
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A. L. Schade u. L. Caroline, Science [New York| 104, 340 [1946].
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wasserlgslichen Vitamine®?), freie Fettsiuren3®), die Sulfonami-
de¥), das Atebrin®) und das Penicillint®) und eine groBe Zahl
von Farbstoffen®) ausschlieBlich von den Albuminen gebunden
werden. Bei manchen Farbstoffen beteiligen sich nach Absit-
tigung der Bindungskapazitit der Albumine auch die Globuline
an der Bindung. Auch von Bitirubin ist bekannt geworden, da
UberschuBmengen von x-Globulin gebunden werdens!). Meist
ist aber die Albumin-Bindung so spezifisch, daB nach ihrer Er-
schopfung die Komponenten frei geldst bleibent12), Z. Z. sind
Luck®®) und Klotz**) mit Mitarbeitern mit systematischen Un-
tersuchungen iiber die Bindung organischer Anionen mit Carb-
oxyl- und Sulfo-Gruppen an reines Rinderserumalbumin be-
schaftigt. Dabei hat sich gezeigt, daf die Bindungsreaktion dem
Massenwirkungsgesetz folgt und dafi bei aliphatischen Verbin-
dungen eine bestimmte Kettenlinge von CH ,-Gruppen, bei aro-
matischen Sduren der apolare Benzol-Rest die Bindung begiin-
stigt. Die Art der Abhéngigkeit der Bindungskapazitit vom py
weist auf eine Beteiligung freier e-Amino-Gruppen von Lysin-
Resten der Albumin-Molekel hin. Eine Abhingigkeit von der
Temperatur wurde bisher nur bei sauren mono- und divalenten
Azofarbstoffen beobachtet. Auch die Adenylsiure gehirt zu der
hier angefithrten Substanzgruppe, die vom Serumalbumin und
nicht vom Globulin gebunden wird44).

Die Globuline vermoégen mit Phosphatiden, Cholesterin,
Cholesterinestern und Neutralfetten Bindungen einzugehen. Auch
die fettloslichen Vitamine und fettldslichen Farbstoffe wandern
im elektrischen Feld mit bestimmten Globulin-Fraktionens®), so
dal sich eine ausgesprochene Lipotropie der Globuline und eine
Anionotropie der Albumine einander gegeniiberstehen. Es ist
cinleuchtend, daB diese Unterschiede konstitutionell bedingt
sind, und der organische Chemiker steht z. Z. vor der Aufgabe,
die fiir die verschiedene Reaktionsweise verantwortlichen Atom-
gruppen auf der Oberfliche der Proteinmolekeln ausfindig zu
machen. Es liegt nahe, fiir diesen Zweck die altbewdhrten Me-
thoden der Konstitutionsaufkldrung zu Hilfe zu nehmen. Leider
war dieses Vorgehen bisher wenig fruchtbar, da die hochmole-
kulare Struktur der EiweiBkérper den Ablauf der chemischen
Reaktionen in unerwiinschter und uniibersichtlicher Weise ab-
zulenken pflegt. Es ist daher notwendig, sich auch iiber die

Strukturchemie der Proteine gewisse Vorstellungen machen zu
konnen.

Makromolekularer Aufbau

Wenn es auch bisher noch in keirem Falle gelang, die Feinstruktur
eines Eiweilkorpers aufzukliren, so konnten doeh eine Reihe aussichts-
rcicher physikalischer und physikalisch-chemischer Methoden in den
Dienst der EiweiB-Konstitutionsermittlung gestelit weiden. In erster
Linije scheint das réntgenoptische Verfahren dazu berufen, Lage, Ab-
stinde und Valenzwinkel der Atome einer Eiweilmoleke]l ausfindig zu
machen, Z. Z. bestehen allerdings noch erhebliche Schwierigkeiten in
der Auswertung und theoretischen Interpretation der MeBergebnisse.

Zwar haben die grundlegenden Untersuchungen Astburyss®)
iiber die Faserproteine vom Keratin-Myosin-Kollagentyp den
heute allgem. anerkannten Nachweis erbracht, daB die Peptid-
ketten in Richtung der Faserachse mehr oder weniger gestreckt
sind, wir wissen aber noch nichts Niaheres iber die Art ihrer
Faltung, die neben der Aminosdure-Zusammensetzung das we-
sentlichste Merkma! der Spezifitit der EiweiBkérper zu sein

37y H. Bennhold, Dtsch. med. Wschr. 29/3¢, 401 [1947].

3%y G. A. Ballou, P. D. Boyer, I. M. Luck u. F. G. Lum, J. biol. Chemistry
153, 589 |1944};, G. A. Ballou, P. D. Boyer u. I. M, Luck, ebenda 159,
111 {1945]); 162, 199 [1946]; 167, 407 [1947); R. I. Dubos, J. exp.
Medicine 83, 9 [1947).

39y G. Schonholzer, Klin. Wschr, 19, 790 [1940); B. O. Davis, J. clin. Invest,
22, 7153 [1943); I. M. Klotz u. F. M. Walker, ]J. Amer. Chem. Soc. 70,
943 [1948].

40y . F. Chow u. C. M. McKee, Science [New York] 101, 67 [1945].

41y N. H. Martin, }. c.

413y Nach R. Levi (Schweiz. med. Wschr, 74, 912 [1944] lduft die Abnahme
des menschlichen Serumalbumins der verminderten Bindungsfahigkeit
des Serums gegeniiber Naphtholgelb, Azorubin und Azoblau parallel.

42y J. phys. coll. Chemistry 51, 229 [1947]; E. L. Ouggan u. I. M. Luck,
J. biol. Chemistry 172, 205 [1948]; D. Teresi u. M. Luck, J. biol. Che-
mistry 174, 653 [1948].

3y J. Amer. chem. Soc. 68, 1486 [1947); I. M. Klotz, ebenda 68, 2299
(1947]; 1. M. Kiotz u, F. M. Walker, ebenda 69, 1612 [1947); I. M.
Klotz, ebenda 71, 847 (1949]. Vgl. auch F. W. Putnam u. H. Neurath,
ebenda 66, 1992 [1944}; J. biol. Chemistry 159, 195 [1945].

44y 1. M. Klotz u. 1. M. Urquhart, ). biol. Chemistry /73, 21 (1948].

45y Vgl. H. Bennhold 1. c.

49) W. T. Astbury, Trans. Faraday Soc. 29, 193 [1933]; 36, 871 [1940];
J. chem. Soc. [London] 1942, 337; vgl. Bamann-Myrback: Die Metho-
den der Fermentforschung, G. Thieme, Leipzig 1941, 498; W. T. Ast-
bury u. F. O, Bell, Nature [London] 147, 696 {1941].
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scheint??). Jedenfalls 148t sich die von Astbury aus den Ront-
gendiagrammen kiinstlich gedehnter Faserproteine (B-Ke-
ratintyp) abgeleitete Einordnung der Peptidketten in leicht tiber-
sehbare Gitterebenen (mit einem Abstand von 4,5 A in der durch
die Bindungskrifte zwischen den Carbonyl- und Imino-Gruppen
benachbarter Ketten verkniipften ,,Backbone’-Ebene und von
10 A in der senkrecht zu ihr stehenden, durch Disulfid-Briicken,
Kovalenzbindungen oder Salzbindungen zwischen den Seiten-
gruppen zusammengehaltenen Ebene) nicht auf native Linear-
und Sphiroproteine itbertragen, bei denen die Raumgitter sehr
dicht verpackt sein miissen8). Man hat daher eine Reihe von
Theorien aufgestellt, die sich mit einer moglichst raumsparenden
Unterbringung der Peptidketten befassen, wobei man zeitweise
eine cyclisches®) und neuerdings eine geknauelte!?) Anordnung
der Ketten in Erwidgung zog. Heute nimmt man an, daB die Fal-
tung der Polypeptidketten in der Eiweilmolekel durch H-
Briicken2??) zwischen den Imino- und Carbonyl-Gruppen (bzw.
ihren tautomeren Umlagerungsformen) benachbarter Amino-
siure-Reste bewerkstelligt wird, die in senkrechter Richtung zur
Achse der Peptidkette ein in sich ausgerichtetes System bilden
konnen, Nach Wirtz5%) und Schmitt®) soll das H-Briickensystem
zur Energieleitung befihigt sein. Bei der Denaturierung werden
die H-Bindungen zerstort, wodurch eine Streckung der Peptid-
ketten erméglicht und zuvor sterisch behinderten Gruppen Ge-
legenheit geboten wird, sich in neuen, mehr oder weniger festen
Bindungen zu vereinen®%).

Fiir die Ermittlung des duBeren Habitus von EiweiB-
molekeln war das Rontgenverfahren erfolgreicher. Es liegen be-
reits einige auf Rontgenuntersuchungen basierende Angaben iiber
die Molekelgrofe und -form des krystallisierten B-Lactoglobu-
lins®®) und des Insulins®*) vor. Besonders iiberzeugend sind von
Perutz55) mit Hilfe von Patterson-Projektionen und Fourier-
Analysen erhaltene Auswertungsergebnisse von in verschiedenen
Richtungen aufgenommenen Rontgendiagrammen des krystalli-
sierten Methidmoglobins vom Pferd. Danach besteht die Hdmo-
globinmolekel aus einem kreisférmigen Zylinder von 57 A Durch-
messer und 34 A Hohe. Der Zylinder besteht aus 4 parallelen
Schichten einer Dicke von 8,5 A, die durch H,0-Einlagerungen
getrennt sind und in m#Big konzentrierten Salzlésungen paar-
weise dissoziieren kdnnen®s).

Fiir die Plasmaproteine wurden entspr. Untersuchungen noch
nicht durchgefithrt. Wir kennen aber die Molekulargewichte
einiger in ausreichender Reinheit aus dem Plasma isolierter
EiweiBkérper. Thre Bestimmung erfolgte durch Messung des
osmotischen Druckes’?), hauptsdchlich aber mit Hilfe des von
Svedberg!™ %) und Mitarbeitern ausgearbeiteten Sedimenta-
tions- und Diffusionsverfahrens, das in den USA von
Oncley®®) fiir die nach.Cohn® % 7) gewonnenen Plasmaproteine
und in Deutschland von Bergold®®) unter Benutzung der von
Schramm®®) entwickelten luftgetriebenen Ultrazentrifuge fiir
reine Serumalbumine angewandt wurde. Die Kenntnis der Se-
dimentations- und Diffusionskonstanten sowie die des partiellen
spezifischen Volumens in nicht hydratisiertem Zustand fiihrten
zur Berechnung des Reibungsverhiltnisses f/fo, aus dem sich
erstmatig erkennen lieB, daB die Gestalt der bisher als Sphiro-
proteine bezeichneten Serumproteine zum Teil recht betrdchtlich

47) 1. Pauling, J. Amer. Chem. Soc. 62, 2643 [1940].

) vgl, M. L. Huggins, Chem. Rev. 32, 195 [1943]; J. Fankuchen, Adv.
Protein Chem. 2, 387 [1945]; R. B. Corey, ebenda 4, 385 [1948].

19y N, Troensegaard, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 112, 86 [1921]. Uber
die Struktur des Proteinmolekiils, Einar Munksgaard, Kopenhagen
1492; D. M. Wrinch, Proc. Roy. Soc. [London] 160 A, 59[1937]; Trans.
Faraday Soc. 33, 1368 [1937]; D. Dervichian, C. r. hebd. Séances Acad.
Sci. 211, 792 [1940]. ]

93y M. L. Huggins, J. chem, Physics 8, 598 [1940].

50y K. Wirtz, Z. Naturfoll;scglfg [fg’zt%“ {19471.

51y W. Schmitt, ebenda 20, . .

52; A. E. Mirsky u. L. Pauling, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 22, 439 [1936].

53) D. Crowfoot, Chem. Rev.3238,82[11554[£1;]94,1]; F. R, Senti u. R. C. Warner,

. Amer. Chem. Soc. 70, 331 N

54) ]J) Crowfoot, Proc. Roy. Soc. [London] A 164, 580 [1938]; D. Crowfoot
u. D. Riley, Nature [London] 144, 1011 [1939).

) M. F. Perutz, Nature [London] 149, 491; 150, 324 [1942]; J. Boyes-
Watson u. M. F. Perutz, ebendi'i 14591, 714 [1943]; M. F. Perutz, Proc.

oy. Soc. [London] A 195, 474 [1949]. . .

58) }’:Iz‘hy Svedbe[rg u. K? O. Pedersen: Dic]: Ultrazentrifuge, Verl. Th, Stein-
kopff, Dresden, 1940, 320, 373.

57y G. Scatchard, ]. Anz‘l:;e2r0 ﬁhgilngj Soc. 68, 2315 [1946]; derselbe u, A.
Brown, ebenda 68, . .

38y J. L. Oncley, Ann. New York Acad. Sci. 41, 121 [1941]; derselbe, G.
Scatchard u. A. Brown, J. physic. coll, Chemistry 51, 184 [1947].

%) G. Bergold, Z. Naturforsch. I, 100 [1946].

€0) G, Schramm, Kolloid-Z. 97, 106 [1941].
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von der Kugelform abweicht!?). Neuerdings haben Edsal[®') und
Oncley®?) Messungen der Stromungsdoppelbrechung und der di-
elektrischen Dispersion vorgenommen, die zu einer noch exak-
teren Definition der Molekeldimensionen der Plasmaproteine
gefithrt haben. Wie aus einer Zusammenfassung von Edsall®?)
ersichtlich, weist nur das B,-Lipoprotein des menschlichen Plas-
mas Kugelform auf, wihrend die iibrigen menschlichen und tie-
rischen Plasmaproteine mehr oder weniger stark abgeplattete
Rotationsellipsoide sind. (S. Tabelle 8). Es darf erwartet wer-
den, daB die Ergebnisse Edsalls und Oncleys einst durch direkte
elektronenoptische Messungen, die sich bisher nur fiir das Poly-
merisationsprodukt des Fibrinogens, das Fibrin, als anwendbar
erwiesen haben®?), bewiesen werden.

Vergleichen wir die Molekelform des Serumalbumins, fiir das
von Edsall eine Linge von 150 A und 36 A Dicke angegeben
wird, mit den von Perutz gefundenen Dimensionen des Himo-
globins von 57 A und 34 A, so ergibt sich weitgehende Uberein-
stimmung der kiirzeren Molekelachse. Da beide EiweiBkorper
auch nahezu dasselbe Molekulargewicht (69000 und 68000) be-
sitzen, 140t sich die verschiedene Linge kaum anders als durch
eine unterschiedliche Faltung der Peptidketten erkldren. Da-
mit stoBen wir wiederum auf dieses noch recht undurchsichtige
Bauprinzip der Eiweiistruktur, dessen Aufkldrung in das Gebiet
der organischen Strukturchemie fillt. Es wird eine der nichsten
Aufgaben des Chemikers sein, durch schonenden Abbau griéBere
EiweiBbruchstiicke darzustellen, wobei .sich die Anwendung
fermentchemischer Methoden, unter Umstdnden auch die Ver-
wendung der bisher noch selten angewandten Proteasen mikro-
bieller Herkunft, lohnen diirfte. Auch umgekehrt durch Synthese
erscheint eine Erweiterung der bisherigen Methodik durch enzy-
matische Verfahren®a) erfolgversprechend. Die chemischen Ar-
beiten auf dem EiweiBgebiet werden durch den in letzter Zeit
vollzogenen Ausbau exakter chromatographischer und biologi-
scher Bestimmungsverfahren fiir Aminosduren wesentlich er-
leichtert®s).

EinfluB der peripheren Aminosiuren auf die Léslichkeit
und Ladung der PlasmaeiweiBkérper

Hier interessiert vor allem der EinfluB der 20 bisher in Plasma-
proteinen nachgewiesenen Aminosduren auf deren dufiere Eigen-
schaften, z. B. auf die Loslichkeit und die elektrische Ladung®é).
Eine Hdufung von peripheren Aminosduren mit lipophilen Koh-
lenwasserstoffresten (Aminobuttersdure, Valin, Leucin, Phenyl-
alanin) bedingt eine erhghte L§slichkeit in Alkohol, wéihrend
Aminoséuren mit freien OH-, COOH- oder NH ,-Gruppen (Serin,
Tyrosin, Threonin, Oxyprolin, Asparaginsdure, Glutaminséure,
Lysin und Arginin) die Wasserlgslichkeit erhthen. Bei den Plas-
maproteinen iiberwiegen die polaren Gruppen. Sie bestimmen die
Pufferkapazitdt und die elektrische Ladung. Als Trager
negativer Ladungen kommen die nicht bei der Peptidbindung
beteiligten Carboxyl-Gruppen der Asparaginsdure und Glutamin-
saure, wie auch die freien «-Carboxyl-Endgruppen in Frage. Bei
starker alkalischer Reaktion sind auch die OH-Gruppen des
Tyrosins und die SH-Gruppen des Cysteins negativ geladen.
Eine positive Ladung bewirken die e-Amino-Gruppe des Lysins,
der Guanidin-Rest des Arginins, die NH-Gruppe des Histidins
und die freien «~-Amino-Endgruppen. Beim Verbringen in ein
polares Losungsmittel wie Wasser itben alle geladenen Gruppen eine
elektrostatische Anziehung auf die sie umgebenden Wasserdipole
81y J, T. Edsall in E. J. Cohn u. J. T. Edsall: Proteins, Amino Acids and

Peptids, New York, Reinhold Publishing Corporation 1943, 506; J.

T, Edsall, J. F. Foster u, H. Scheinberg, J. Amer. Chem. Soc. 69, 2731

[1947]; J.'T. Edsail u. J. F. Foster, ebenda 70, 1860 [1948].
83y J. L. Oncley, Chem. Rev. 30, 433 [1942].

63) Fortschr, chem. Forsch. 1, 119 [1949].

%) H. Ruska u, C. H. Wolpers, Klin, Wschr. 1939, 1077, 1940, 645; C. H.
Wolpers, ebenda 1947, 424; Cl. van Zandt Hawn u. K. R. Porter, J.
exp. Medicine 86, 285 [1947].

%4ay S, J, Bressler, Ber. Akad. Wiss. UdSSR 55, 145 [1947]; Ph. P. Cohen
u. R. W, Gilvery, J. biol. Chemistry 166, 261 [1946]; dieselben, Chem.
Zbl. 118 B, 1770 [1947]; E. Waldschmidt-Leitz, diese Ztschr. 61, 437
1949].

85) G[. Sch]ramm u. Primoshig, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 373 [1943); 77,
417 [1944]; Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 282, 271 [1947]; 283, 34
[1948]; E. E. Snell, Adv. Protein Chem. 2, 85 (1945]; E. F. Gale, Bio-
chemic. J. 39, 46 [1945]; A. Tiselius, Adv. Protein Chem. 3, 67 [1947];
F. Turba, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 2, 49 [1948/49];
Th. Wieland, Fortschr. chem. Forsch. 1, 211 [1949]. .

%) Vgl. zu diesem Abschnitt die grundlegenden Arbeiten des Arbeits-

kreises der Harvard Universitit, Boston: E. J. Cohn u. J. T. Edsali®');
J. T. Edsall®),
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aus und erhdhen so die Lgslichkeit. Dieselben Gruppen ver-
mindern die Lgslichkeit in einem Medium mit niedriger Di-
elektrizitdtskonstante. In gleicher Richtung aber mit ge-
ringerer Intensitdt wirken die ungeladenen aber polaren CO- und
NH-Gruppen der Peptidketten und die OH-Gruppen von Serin
und Threonin. Besonders deutlich wird der Einfluf des Dipol-
moments der Aminosiuren auf die Loslichkeit, wenn man die
e-Amino-capronsidure mit einem Dipolmoment w = 29 und einer
tausendfach gréBeren Loslichkeit in Wasser als in Alkohol mit
der a-Aminocapronsiure, u = 15,5 vergleicht, bei der die Loslich-
keit in Wasser nur 25 mal so groB ist als in Alkohol. Die Er-
héhung des Dipolmoments ist z. B. auch der Grund, daf eine
am Ende eines Kohlenwasserstoff-Restes oder einer Phenyl-
Gruppe befindliche polare Gruppe dem Einfluf des nicht polaren
Restes auf die Loslichkeit entgegenwirkt. Enthilt das zur Auf-
16sung eines Proteins bestimmte Wasser Elektrolyte, so bewirkt
die Attraktion ihrer interionischen Krifte eine Erhéhung der
Loslichkeit. Dieser Einsalzungseffekt nimmt, wie aus einem
Beispiel mit Himoglobin hervorgeht (vgl. Bild 2), in der Reihen-
folge Na,SO,, (NH,),S0,, KCl, NaCl in Abhingigkeit von der
lonenstarke zu. Nach Uberschreiten einer bestimmten Ionen-
stdrke nimmt die Loslichkeit wieder ab und bei manchen Salzen
kommt es zur Aussalzung. Die Abhingigkeit der Loslichkeit
von der Salzkonzentration ist bei den einzelnen EiweiBkorpern
sehr verschieden. Fiir die Aussalzung des Fibrinogens aus Plasma
ist NaCl geeignet, das auf die {ibrigen Plasmabestandteile nicht
fillend wirkt, wihrend die Globuline sich auf Grund ihrer ver-
schiedenen Loslichkeit durch geeignete Ammonsulfat-Konzen-
tration voneinander trennen lassen. Der Aussalzungseffekt ist
in einem weiten Bereich durch die lineare Beziehung: log § =
B—K; - T'/2 charakterisiert, bei der 8 die exrapolierte hypothe-
tische Loslichkeit bei der lonenstiarke O bedeutet. Die Konstante
Ks hiangt von der Natur des Proteins und des fillenden Salzes
ab, aber nicht vom py. Am stirksten ist die Abhingigkeit der
Loslichkeit von der lonenstdrke (I'/2). Da B vom pg abhingig
ist und im isoelektrischen Punkt des Proteins ein Minimum auf-
weist, besteht die Moglichkeit, zwei Proteine mit verschiedener
Abhingigkeit ihres B-Wertes vom py; durch Aussalzung bei einem
verschiedenen py voneinander zu trennen. Hierbei ist allerdings
zu beachten, daB mit zunehmender lonenstirke das Loslichkeits-
minimum schnell ansteigt.
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Laslichkeit verschiedener Proteine in Abhéangigkeit von der Salzkonzen-
tration, Ordinate: log der Loslichkeit, Abszisse: lonenstirke. (Nach
E, J. Cohn, Naturwiss. 20, 663 [1932].
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Cohn und Mitarbeiter®) haben im Kriege ein Fraktionie-
rungsverfahren fir die EiweiBkirper des Pferde- und Rinder-
serums beschrieben, bei dem sie das jeweilige Fallungsmilieu hin-
sichtlich der Salz- und Proteinkonzentration, des py und der
Temperatur genau definierten und die Zugabe des benutzten
Ammonsulfats zur Vermeidung lokaler Konzentrationsstérungen
sehr viel langsamer erfolgt als es frither iiblich war. Trotz dieser
VorsichtsmaBnahmen ist der mit Ammonsulfat erzielbare Frak-
tionierungseffekt nicht befriedigend, was besonders aus der elek-
trophoretischen Unhomogenitit der gewonnenen Fraktionen
hervorgeht. Die Charakterisierung der Serumglobuline mit Hilfe
der Elektrophorese hat die friiher iibliche Bezeichnungsweise ’
fiir Globulin-Unterfraktionen weitgehend verdringt. Wir un-
terscheiden heute die Globuline in der Regel nach ihrer Wan-
derungsgeschwindigkeit im elektrischen Felde bei py 8—8,6 und
bezeichnen die am langsamsten wandernden Globuline als v-
Globuline, die schneller wandernden als 8-Globuline und die be-
weglichsten als a-Globuline.

Ammonsulfat- % % gefallt,
Konzentrai}on Att des gefallten d. Ge- Proteins
i - | wasser-
r-nol Sutti- Proteins Sam? w"as§er eyl
jel gung protein.| 16slich | jjcp
1,39 34 Hauptsdchlich vy-Globulin 20 1 29
1,64 40 v-, B-, a-Globulin . 15 67 33
2,05 50 B-, a-Globulin, Mukoglobulin 14 94 6
2,57 62 Hauptséchlich kryst. Albumine 32 98 2
2,80 68 kryst. Albumine, Hamocuprein 4 99 1
Cholinesterase, Glykoprotein
Phosphatase
Tabelle 1. Fraktionierung der Serumproteine des Pferdes mit Hilfe von

Ammonsulfat nach Cohn, McMeekin, Oncley, Newell u. Hughes, J. Amer.
Chem. Soc. 62, 3386 [1940]. .

Albumin-Reinigung
Wir haben uns in letzter Zeit eingehend mit der Reinigung
der Serumalbumine befaBt. Dabei haben wir angekniipft an
die ausgezeichneten, aber leider erfolglosen Arbeiten Sarensenss?)
vom Jahre 1930 und die wertvollen Erfahrungen, die spiter von
den Englindern Adair®®), Hewitt%®) und Keckwick™) und in jiing-
ster Zeit von den Amerikanern McMeekin™), Kendall’?) und

Cohn™) gesammelt werden konnten. Wir haben bald erkannt,

daB der wesentlichste Faktor fiir die Gewinnung reiner Albumine

die restlose Entfernung einer Glykoproteid-Fraktion ist,
die mit den Albuminen Mischkrystallisate mit iiber 29, Galakto-

Mannosid bildet. Da die kohlenhydrat-haltigen Anteile etwas

l6slicher sind als die freien Albumine, lassen sie sich durch hiu-

figes Umkrystallisieren entfernen und in den Mutterlaugen an-
reichern. Kabat und Mayer™) halten fiinfmaliges Umkrystalli-
sieren fiir ausreichend zur Gewinnung eines immunchemisch ein-
heitlichen Serumalbumins mit einem Kohlenhydratgehalt von
etwa 0,19%. Bei dem uns zur Verfiigung stehenden Ausgangs-
material, das aus dem antikérperfreien und relativ albumin-
armen Filtrat der Globulin-Féllung (50proz. Séattigung mit

Ammonsulfat) antitoxischer Seren bestand, muBten wir freilich

erfahren, daB wir erst nach neunmaliger Krystallisation zu dem ge-

wiinschten Reinheitsgrad gelangten. An Stelle dieser sehr verlust-

reichen Arbeitsweise haben wir dann ein rentableres und auch im

GroBen durchfiihrbares Verfahren entwickelt, das die Abscheidung

der Albumine mit einem Reinheitsgrad von etwa 97—999,7%2) (ent-

sprechend dem der Cofinschen Fraktion V 7) ermoglicht.

87y §. P, L. Sgrensen, Kolloid-Z. 53, 102, 170, 306 [19301.

%) G. S. Adair u. M. E. Robinson, Biochemic. J. 24, 993 [1930]; M. E.
Adair u. G. L. Taylor, Nature [London] 135, 307 [1935].

) 1. F. Hewitt, Biochemic. J. 28, 2080 [1934]; 30, 2229 [1936]; 31, 360,
1047, 1537 [1937]; 32, 1554 [1938]; 33, 1496 [1939]; vgl. auch C. Ri-
mington u. M. Van den Ende, Biochemic. J. 34, 941 [1940]. 1945 haben
sich auch O. Westphal u. Kickhdfen mit der Reinigung des Pferdeserum-
albumins nach Hewiit beschaftigt und uns dankenswerterweise iiber ihre
Ergebnisse informiert.

70y R. A. Keckwick, Biochemic. J. 32, 552 [1938]; vgl. auch H. Neurath,
G. R. Cooper u. ]. O. Erickson, ebenda 142, 249 [1942]; D. G. Sharp,
G. R. Cooper, J. O. Erickson u. H.
139 [1942].

Wy 7, L. McMeekin, J. Amer. Chem. Soc. 61, 2884 [1939]; 62, 3393 [1940].

72y F, E. Kendall, J. biol. Chemistry 138, 97 [1941]. .

") E. ]. Cohn, W. L. Hughes jr. u. 1. H. Weare, J. Amer. Chem. Soc. 69,
1753 [1947]; s. auch W. L. Hughes jr., ebenda 69, 1836 [1947].

782y Wir sind Herrn Prof. U. Westphal zu groBem Dank verpflichtet, dab

er die Bestimmungen des Reinheitsgrades der Albumine aus Menschen-,
Pferde-, Rinder- und Hammelserum mit der Elektrophoreseapparatur

von Tiselius (Skalenmethode) 1948 in der Mediz. Klinik Tiibingen
durchgefiihrt hat.

Neurath, ]J. biol. Chemistry 144,
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Es beruht darauf, daf die von Immunglobulinen befreiten Filtrate
durch Elektrodialyse von Salzen und wasserunléslichen. Bestandteilen
befreit und anschliefend unter jeweils gleichmaBigen Bedingungen mit
Ather versetzt werden. Dabej scheiden sich die Glykoproteide als ein
zihflissiges Koazervat ab, nach dessen Entfernung praktisch kohlen-
hydrat-ireie Albumine durch Ammonsulfat- granulidr oder krystallisiert
abgeschieden werden, die nach Befreien von Salzresten in gefrorenem
Zustand getrocknet werden.

Die Glykoproteid-Fraktion besteht, wie aus dem in Bild 3
abgebildeten Sedimentationsdiagramm hervorgeht, aus 4 ver-
schieden schweren Komponenten. Dagegen verhélt sich das nach
der Abscheidung der Glykoproteid-Fraktion aus menschlichem
Serum gewonnene Albumin in der Ultrazentrifuge wie ein ein-
heitlich zusammengesetzter ~ weiBkorper (Bild 4)7sb),

100
mm

075

050

0.25

A260.3 ¥

Bild 3

Hurmnanalbumin (8 R), Ather-gefillte, Glykoproteidfraktion,
Phosphatpuffer pyy 6,9, 50000 U/min. Skalenabst. 5 cm.

Die gefundenen Analysenwerte fiir den Tyrosin-, Trypto-
phan-, Arginin- und Cystin-Gehalt stimmen bei den einzelnen
von uns iselierten Tierserumalbuminen weitgehend iiberein. Nach

. R

1.00

mm

075

050

0.25

Bild 4

Humanalbumin (8), 3;, = 4,5, Phosphatpuffer

6,9, 50000 U/min,
Skalenabst, 5 cm. P ™ /

by Herr Dr. G. Bergold (Sault Ste. Marie, Canada) hatte die Liebens-

wiirdigkeit, uns 1944/47 im KWI fir Biochemie in Tibingen seine

reichen Erfahrungen auf dem Gebiet der Ultrazentrifugiertechnik

groBziigigst zur Verfiigung zu stellen, wofiir wir ihm auch an dieser
Stelle unseren aufrichtigsten Dank aussprechen,

My E. A. Kabat u. M. M. Mayer, Experimental Immunochemistry Charles
C. Thomas, Springfield, Illinois U.S.A. 1948, 451,
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Untersuchungen von Brand™) bestehen [edoch gewisse Unter-
schiede im Gehalt an Leucin. Sehr erheblich sind dagegen die
Abweichungen im Aminosdure-Aufbau und Kohlenhydrat-Ge-
halt zwischen den Albuminen und den von uns aus der rohen Al-
bumin-Fraktion isolierten Glykoproteiden (Tabelle 2).

Koh- . Tyro- | TTYP- | Argi- | Cystin
drtty | N | sim ey O miney |
% % | o | % | %
Glykoproteid-Fraktion |
v Mensch 2,0 14,8 4,5 0,6 4,0 4,4
Pierd 2,2 15,0 | 4,2 0,6 4,0 4,2
Rind 2,1 153 | 4,7 0,6 5,0 5,0
" Hammel | 2,0 15,3 | 4,8 0,6 4,6 5,0
Gereinigt. Albumin
,, Mensch | 0,07 | 16,1 5,2 0,2 6,2 5,7
,, Pferd 0,09 16,4 5,1 0,3 538 5,9
,, Rind 0,10 | 164 | 5,4 0,4 5,8 6,0
,, Hammel| 0,09 16,3 5,5 0.4 6,1 6,2

C. Haugaard, Biochem. Z. 260, 247

} LToLiiL adell I\Jrluulll-

€) Bestimmt nach O. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 73, 627 [1927].

d) ngtéinmt nach M. J. Horn u. D. B. jones, J. biol. Chemistry 157, 153
1 .

€) Bestimmt nach E. Jorpes u. Cleghorn, Biochemic. J. 26, 1504 [1932].

f) Bestimmt durch die Gruppenreaktion von O. Folin u. A. D. Marenzi,
J. biol. Chemistry &3, 103 [1929] u. Schéber! u. Conney, Ber. dtsch.
chem. Ges. 71, 2361 [1938].

Tabelle 2
Chemische Charakterisierung der Glykoproteid-Fraktionen und der Rein-

albumine verschiedener Saugerseren,

Eine besonders empfindliche Testreaktion fiir die Reinheit
von Albuminpraparaten konnten wir aus ihrem Verhalten gegen-
itber proteolytischen Fermenten entwickeln. Es ist uns aufge-
fallen, dafl einzelne Chargen eine deutliche Resistenz gegeniiber
reinem Trypsin aufwiesen. Da dieselben Aufbereitungen aif die
Spaltung des von Trypsin duBerst leicht angreifbaren Caseins
hemmend wirkten, lag es nahe, die beobachteten Abweichungen
vom normalen Verlauf der Trypsin-Verdauung auf Verunrei-
nigungen durch Antitrypsin®) zuriickzufiihren, das von
Schmitz"?) bereits frither in der Albumin-Fraktion nachgewiesen
worden war. Auch diese Substanz 148t sich mit Hilfe des Ather-
Verfahrens entfernen und wird in der Glykoproteid-Fraktion
stark angereichert. Das Hammelalbumin konnten wir jedoch auf
diese Weise nicht antitrypsin-frei gewinnen (Tabelle 3).

% Spaltung von 40 mg
Serumprotein in 10 cm3
Veronalpuffer p;; 8,1,

9 Hemmung der Spal-
tung von 100 mg Casein
in 10¢m?® Veronalpuffer

o1,

Glykoproteid-Fraktion
'y Mensch 0 7 72
. Pferd 0 3 84
Rind 0 0 67
v Hammel 0 0 90
Gereinigt. Albumin
,» Mensch 16 24 ! a2 0
,, Pferd 21 46 54 0
,» Rind 19 38 48 5
,, Hammel 4 20 36 40

*¥) Die zu pritfende Serumfraktion wurde 15 min mit dem Trypsin auf 37°
erwdarmt, bevor das Casein zugzesetzt wurde. Der Verlauf der Proteolyse
fwurde durch photoelektrische Messung der Sulfosalicylsiure-Triibwerte
unter Verwendung besonderer Eichkurven fiir die verschiedenen Sub-
strate nach einem friher beschriebenen Verfahren!?') bestimmt.

Tabelle 3

Verhalten der Glykoproteid-Fraktionen und Reinalbumine des mensch-
lichen und tierischen Serums gegeniiber Trypsin,

Erwahnt sei noch, daB die photoelektrische Bestimmung der
Ammoniumsulfat-Tribungszone nach Schmitz-Wulkow?)
bei Einhaltung konstanter Arbeitsbedingungen uns bei der Rei-
nigung der Albumine wertvclle Dienste leistete. Mit ihrer Hilfe

%)y E. Brand, B. Kassel u. L, J. Saidel, J. Clin. lnvest. 23, 437 [1944];
E. Brand, Ann, N. Y. Acad. Sci. 47, 187 [ 1946].

%)y Von Dungern, Miinch. med. Wschr, 45, 1039 [1898]; L. Utkin-Ljubow-
zow, Biochem, Z. 188, 134 [1927]; D. Grob, J. gen. Physiol. 24, 405
[1942]; J. H. Ferguson, Science [New York] 97, 319 [1943]; H. J. Tag-
non u. J. P. Soulier, Proc. Soc. exp. Med. Biol. 61, 440 [1946]; R. G.
McFarlane u. J. Pilling, Lancet 1964 I, 888; R. G. McFarlane, ]J.
Physiol, (Brit.) 106, 104[1947]; E. W. Todd, J. exp. Medicine 89, 295, 301
[1949]; G. H. L. Dillard u. A. Chanutin, Cancer Research 9, 665 [1949].

7y A. Scflmitz, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 244, 89 [1936]; 250, 37
[1937]; 255, 234 [1938].

8) Biochem. Z. 245, 408 [1932]; vgi, H. Herken u. H. Remmer, Dtsch.
Gesundheitswes, I, 683 [1946]; Arztl. Wschr. 1, 289 [1946]; Klin.
Wschr, 24/25, 217, 469 [1947].
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konnten wir uns einen schnellen Uberblick verschaffen, ob leich-
ter féllbare Verunreinigungen vorlagen oder Denaturierungen
eingetreten waren. Die gereinigten Albumine ergeben in stark
verdiinnter Losung bei Zusatz steigender Mengen gesidttigter
Ammonsulfat-Losung einen gut erkennbaren Fillungspunkt bei
T7—78proz. Sdttigung. Er ist durch ein scharfes Maximum der
Tritbungsintensitdt charakterisiert, das bei geringfiigigem Uber-
schreiten der kritischen Salzkonzentration infolge verstidrkter
Teilchenaggregation steil abféllt. Verunreinigung durch Glo-
buline, die bekanntlich bei niederer Ammonsulfat-Konzentration
gefillt werden, machen sich durch eine Verbreiterung der Trii-
bungszone nach dem Bereich geringerer Salzkonzentration be-
merkbar.

Auch bei unsachgeméiBer Aufarbeitung auftretende Denaturierungen
lassen sich an einer Linksverschiebung der Albumin-Triibungszone leicht
erkennen und durch chemische Analyse von der durch andere Serum-
eiweiBkorper verursachten Verzerrung der Nephelogramme nativer Rein-
albumine unterscheiden. Da nach unseren derzeitigen Kenntnissen
samtliche Globuline kohlenhydrat-haltig sind, geniigt eine Kohlenhydrat-
Bestimmung zu ihrer Differenzierung gegeniiber den praktisch kohlen-
hydrat-freien Serumalbuminen, falls diese infolge Denaturierung sich
nicht mit Hilfe von Ammounsulfat von den Globulinen unterscheiden
lassen. Die besonders kohlenhydrat-reichen Proteid-Fraktionen roher
Albumin-Filtrate verhalten sich nach ihrer Abscheidung durch Ather,
(der vor allen Untersuchungen durch Dialyse entfernt wurde), insofern
vollig abweichend beim Versetzen mit Ammonsulfat, als ihre Triibungs-
zonen viel breiter sind und bereits bei geringeren Salzkonzentrationen
erscheinen als die der Albumine. Auch die maximaler Triibwerte sind
bei beiden Proteinen verschieden,

Recht charakteristisch ist ebenso das unterschiedliche Ver-
halten” der Glykoproteide und Albumine gegeniiber Sulfosali-
cylsdure, die bei dem erstgenannten EiweiBkorper nur eine
schwache Triibung, aber keine Fallung hervorruft. Diese Beobach-
tung ist von allgemeinerem Interesse, denn sie zeigt, daB die so
haufig benutzte Sulfcsalicylsdure als EiweiBfdlungsmittel ver-
sagen kann, wenn besonders kohlenhydrat-reiche Proteine vor-
liegen (Tabelle 4).

Ammonsul- Maximaler Triibwert
iz:)tr;:'rzxobgggo;- Ammoasulfat| Sulfosalicyl-
Protein, p,, | (0,00% Pro-|sdure2,7proz.
* ~H i tein, py, 7,0, ((0,0069%, Pro-
17,0, 20°). H in. 200
0, Qa4 20°). mV tein, 20°).
% Sattigung: . mvVv
Glykoproteid-Fraktion Mensch 43-53 250 95
Pferd 45-55 240 110
Rind 53-173 260 120
Hammel 53-62 210 110
Gereinigt. Albumin Mensch 67-18 360 460
Pferd 69-77 340 470
Rind 68-178 350 450
Hammel 67-178 360 450

Charakterisierung der Glykoproteid-Fraktionen und Reinalbumine aus
Siugerserum durch photoelektrische Tribungsmessungen.

Die genannten Verfahren zeichnen sich durch Einfachheit
aus. Sie erleichtern pridparative Arbeiten, vermogen aber die
Pritfungen in der Ultrazentrifuge und der Elektrophoreseappara-
tur nicht zu ersetzen. Als eines der schirfsten Kriterien fiir Ein-
heitlichkeit gilt auch die Bestimmung der Léslichkeit, wie sie
von McMeekin®) bei kryst. Pferdeserumalbumin nach einer Me-
thcde von Cohn und McMeekin®) durchgefiihrt wurde. Danach
und nach den Ergebnissen, die Armstrong®t) und Mitarb. bei der
Bestimmurg der elektrophoretischen Beweglichkeit sc-
wie Oncley®®) und Mitarb. bei Ermittlung der Sedimentations-
und Diffusionskonstanten der mehrfach umkrystallisierten
Serumalbumir.e des Menschen und Rindes erhielt (— w-10% =
6,0 bei py; 8,6 u. I/2=—0,1; S,,, o= 4,5-4,6; Dy, w=16,1), ist
man berechtigt, die genannten Albumine als eine physikalisch-
chemisch einheitliche Substanzgruppe vom Mclekulargewicht
69000 zu betrachten. Fiir die Einheitlichkeit des Humanalbu-
mins spricht auch, daB es Hughes™) geglickt ist, eine krystalli-
sicrende Hg-Verbindung desselben darzustellen, die je Albumin-
molekel genau !/, Atom Hg enthilt und sich bei der Sedimenta-
tion wie eine dimere Albumin-Verbindung verhilt.

) J. Amer. chem. Soc. 61, 2884 [1939].
40y Ebenda 56, 2270 [1934]. .
81y S. H. Armstrong jr., M. J. E. Budka u. K. C. Morrison, j. chem. Soc.

69, 416 [1947]; S. H. Armstrong jr., M. E. Budka, K. C. Morrison u.
M. Hasson, ebenda 69, 1747 [1947].

Es liegen einige Beobachtungen iiber Dissoziationser-
scheinungen reiner Serumalbumine bei py 4 vor, die aber nicht
unbedingt deren Einheitlichkeit in Frage stellen, weil sie unter
Versuchsbedingungen gemacht wurden, die an der Stabilitdts-
grenze der Serumalbumine liegens?). Als erster hat McMaeekin™)
beobachtet, da Pferdeserumalbumin, das sich bei der Elektro-
phorese bei py 7,4 als homogen erweist, bei py 4 in 2 Komponen-
ten zerfillt. Die Befunde wurden spdter von Neurath®®) und
Mitarb. bestiatigt. Bei menschlichem Albumin hat Luetscher®*)
ebenfalls das Auftreten von 2 Komponenten bei py 4 elektro-
phoretisch ermittelt und nachgewiesen, daB bei Nephrosen die
Tendenz zur Bildung der schwerer beweglichen Komponente er-
hoht ist. Neuerdings hat Alberty*®) die Untersuchung auch auf
das krystallisierte Rinderalbumin ausgedehnt und im pg-Bereich
5—7 eine einheitliche Wanderung, bei py 4,15 in 0,15 m NaCl-
Ldsung jedoch eine Dissoziation in 3 Teilkomponenten festgestellt,
die 579, 33% und 109, der Gesamtmenge ausmachen. Unter
denselben Versuchsbedingungen treten nach Alberty bei krystal-
lisiertem menschlichem Albumin nur 2 Komponenten auf, deren
Beweglichkeiten den Komponenten 1 und 3 des Rinderalbumins
entsprechen. Diese Untersuchungen, die unter Umstidnden die
Grundlage fiir die Prdaparation definierter Albumin-Bruchstiicke
bilden kdnnten, zeigen dem Chemiker vor allem den fiberragenden
EinfluB der H+*-Konzentration bei Untersuchungen auf dem
EiweiBgebiet.

Ein chemisch interessantes Problem stellt auch die groBe
Affinitdat der Albumine zu den héheren Fettsduren dar. Das
aus wiBrigem Milieu krystallisierte Humanalbumin Kendalls??)
enthilt 29 Lipoid, die durch Ather nicht entfernt werden kén-
nen, aber auch das nach Cohn und Mitarb.”) mehrfach aus ver-
diinntem Alkohol umkrystallisierte Humanalbumin enthilt noch
ein Mol Stearinsdure, die nur durch Extraktion mit unverdiinn-
tem Methylalkohol entfernt werden kann. Durch diese Behand-
lung, selbst wenn sie bei sehr niederer Temperatur durchgeftihrt
wird, biBt das Albumin seine Krystallisationsfahigkeit ein und
bildet ein in der Ultrazentrifuge schneller wanderndes Polymeri-
sationsprodukt. Diese Verdnderungen kdnnen durch nachtrég-
lichen Zusatz von 1 Mol Na-oleat oder -stearat wieder weitgehend
riickgéngig gemacht werden. Wie Cohn™) weiter zeigen konnte,
wirken auch Zusidtze hoherer Fettalkohole, besonders Decylalko-
hol, krystallisationsférdernd auf Humanalbumin. Die Frage, ob
die Stabilitat der Nativstruktur des Albumins an die Anwesen-
heit einer langkettigen Kohlenwasserstoffverbindung gebunden
ist, bedarf allerdings noch n&herer Klédrung.

Dubos®®) hat den genialen Einfall gehabt, die groBe Bindungs-
fihigkeit der Serumalbumine gegeniiber Fettsduren fir die
Zichtung von Tuberkelbazillen nutzbar zu machen, deren
Wachstum durch die in fliissigen Nihrboden vorhandenen oder
entstehenden ungesdttigten Fettsauren gehemmt wird. Durch
Zugabe von Rinderalbumin, das je Molekel maximal 9 Molekeln
Oleat zu binden vermag®’), hat Dubos die Wachstumsbedingun-
gen verbessern konnen und schlieBlich einen netzmittelhaltigen
Albumin-Ndhrboden geschaffen, der das fiir chemotherapeutische
Studien erforderliche submerse Wachstum der Tuberkelbazillen
unter Vermeidung von Verklumpungen ermdéglicht.

Uber das immunchemische Verhalten der Serumal-
bumine liegen sich widersprechende Beobachtungen aus dlterer
Zeit vor®®). Nach neueren, mit Priparaten definierten Reinheits-
grades durchgefithrten Untersuchungen®) besitzen die Serum-
albumine eine deutlich ausgeprdgte Antigennatur, nur Hewitf®°®)
berichtet, daB sie bei dem von ihm gereinigten Pferdealbumin
82) Nach Th. Svedberg u. B. Sjogren, J. Amer. Chem. Soc. 52, 2855 [1930]

ist krystallisiertes Pferdeserumalbumin nur im py,-Gebiet 4—9, Pferde-
serumglobulin nur im pH-Bereich 48 stabil.

83) 0. G. Sharp, G. R. Cooper, J.O. Erickson u. H. Neurath, J. biol. Chemistry
144, 139 [1942],

84) J. A. Luetscher, J. Amer. Chem. Soc. 61, 2888 [1939]; J. clin. Invest.
79, 313 [1940].

85) R. A. Alberty, ). physic. coll. Chemistry 53, 114 [1949].

88) R. J. Dubos u. B. D. Davis, J. exp. Medicine §3, 409 {1946].

87) B. D. Davis u. R. J. Dubos, Arch. Biochem. 11, 201 [1946].

88) Nolf, Ann. Inst. Pasteur, I4, 297 [1900]; Landsteiner u. Calos, Zbl.

Bakteriol. 31, 781 [1902]; Michaelis, Dtsch. med. Wschr. 28, 733 [1902];

Ruppel, Ornstein, Carl u. Lasch, Z. Hygiene 97, 188 [1925 s Hektoen

u. Walker, ). inf. Diseases 35, 295 [1924].

Kabat u. Heidelberger, J. exp. Medicine 66, 229 {1937]; Gell u. Yuill,

Biochemic. J. 32, 560 [1938]; J. O. Erickson u. H. Neurath, J. exp.

Medicine 78, 1 {1943].
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sehr schwach in Erscheinung trat. Die von uns hergestellten
Serumpridparate verhalten sich wie die von Janeway und Bee-
son®') untersuchten Albumine aus dem Cohnschen Laboratorium
wie arteigene Vollantigene. Was den Grad der serologischen
Spezifitat betrifft, so haben unsere Kaninchenversuche ge-
zeigt, daB sie nicht regelmdBig und meist nur im Anfangsstadium
der Immunisierung, also nach wenigen Antigeninjektionen, in
Erscheinung tritt. Nach mehr als 9 Antigenverabreichungen
treten fast regelmdBig Kreuzreaktionen, bes. zwischen Rinder-
und Hammelalbumin, auf. Aber auch die zunichst stirker aus-
geprigte spezifische Reaktionsfahigkeit des Pferdeserumalbumins
greift nach 14 Injektionen auf die Anti-Rinder- und Hammel-
albuminseren tiber. Wir mdchten aus unseren Befunden schlie-
Ben, daB die Strukturmerkmale der Tierspezifitit in den
Serumalbuminmolekeln schwécher ausgebildet sind als die der
Gruppenspezifitdt. Schonend eingefiihrtes Jod®®) bewirkt spon-
tan ein Verschwinden der Artspezifitdt der von uns untersuchten
Pferde-, Rinder- und Hammelalbumine, wihrend der Antigen-
charakter erhalten bleibt. Zu dhnlichen Ergebnissen gelangten
Rothen und Landsteiner®d), die fanden, daB die serologische bei
Kaninchen nachweisbare Antigennatur vom Pferde- und Men-
schenalbumin nach der Spreitung noch erhalten, aber hinsichtlich

der Artspezifitit stark verwischt war. Da unter den bei der.

Spreitung angewandten Versuchsbedingungen die Globular-
struktur der Proteine aufgehoben wird und sich nach totaler
Entfaltung Filmdicken von nur 6—8 A ergaben, die der mittleren
Dicke ausgezogener Peptidketten entsprechen, nimmt Land-
steiner®) an, daB die serologische Reaktionsfahigkeit (Antigen-
natur) der EiweiBkorper an die Unversehrtheit der Polypeptid-
ketten gebunden ist, d. h., daf) sie durch Hauptvalenzen verankert
ist und von der Natur und Reihenfolge der Aminosdure-Reste
in den Polypeptidketten abhdngt.

Bei Versuchen, eine Desantigenisierung der Serum-
albumine herbeizufiihren, haben wir in Ubereinstimmung mit
Mayer und Heidelberger®®) feststellen kénnen, daB die Antigen-
struktur durch lingeres Erhitzen verdiinnter Albumin-Ldsun-
gen im py-Bereich 6,8-8,7 nicht zerstért wird. Auch nach Be-
handlung mit Harnstoff, die, wie bereits Neurath®) bei
Pferdeserumalbumin fand, auch bei Rinder- und Hammel-
albumin zur Bildung von 2 Komponenten verschiedener Sedi-
mentationskonstante fiihrte (von denen die eine ein héher mole-
kulares Denaturierungsprodukt, die andere ein ,regeneriertes*
Albumin darstellt), blieb die Antigennatur bestehen. Auch die
mehrtigige Einwirkung von Harnstoff bei hdherer Temperatur
und neutraler Reaktion fithrte nicht zum Ziel. Erst Erhdhung
des py bis nahe an die Stabilitdtsgrenze der Albumine und durch
4-t4giges Erhitzen auf 57° gelang es uns, vollige Desantigeni-
sierung herbeizufiihren (Tabelle 5). Di€ ihres Antigenvermdgens
beraubten Serumalbumine gaben nach Wiederentfernung des
Harnstoffs keine Prizipitin-Reaktionen mit homologen und
heterologen Antiseren, die mit den unbehandeiten Albuminen
bereitet worden waren. Sie waren auch nicht mehr imstande,
die Kaninchenhaut zu sensibilisieren oder beim Meerschweinchen
anaphylaktische Reaktionen zu provozieren, bzw. bei durch
Nativalbumine sensibilisierten Meerschweinchen anaphylakti-
sche Erscheinungen auszuldsen.

Die Aufhebung der Antigennatur der Serumalbumine wird
nach unseren Versuchsergebnissen von drastischen irreversib-
len Verdnderungen der EiweiBstruktur begleitet. Wie Ta-
belle 5 zeigt, wird die Fillungszone stark in das Gebiet niederer
Ammonsulfat-Konzentrationen verschoben. Dabei steigt der
maximale Triibwert auf den doppelten, wihrend der Sulfosalicyl-
sdure-Triibwert auf den halben Ausgangswert abféllt. Diese Ver-
dnderungen vollziehen sich kontinuierlich und laufen mit einer
"1y Zit. nach Cohn, Chem. Rev, 28, 395 [1941].

*2) vgl. Bahmann u. Shahrock, ). biol. Chemistry -151, 659 [1943].

93) J. exp. Medicine 66, 229 [1837].

) Vgl.: Die Spezifitat serologischer Reaktionen, Springfield, Hlinois 7938.
#8) J. exp. Medicine 7§, 1 [1943].

%) H. Neurath, G. R. Cooper u. J. O. Erickson, ]. biol. Chemistry 142, 249

[1942); J. Bernheim, H. Neurath u. J. O. Erickson, ebenda 144, 259
[1943].
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Reaktionsbedingungen: ASTE‘::' AMr:r’:xlt;Trll 1\::3_ sdp::éﬁl NH~N SeAn:lltci'-g.
1 proz. Albumin-Lésung Tritbun Sulfosa-{ 0,1 mg gentest
gs| sulfat (oo irypsinl V87 |5y
% . zone, vgl.| wvgl. yl ypl Slyke) i
Harn.| Zeit|Temp.) Tab. 4. | Tab. 4 | Tab. 4.| Tag." o Kanin-
o H . ab.4.|Tab.3| 9% |[chense
stoff |Stdn.| °C 9, Sattig.| mV mv o rum*)
Hammelalbumin ‘
— ] = — \ 7,0 | 68-77 | 360 | 420 6 1,13 Ix x x
— 196 371 1,0 63-77 320 350 84 1,03 |x x x
5 196 37] 1,2 6277 320 360 a0 X X X
20 196 37 | 1,2 37-53 300 385 60 X X
40 40 45 | 17,1 3047 480 340 X X X
40 96 45 | 71,3 3242 500 310 69 0,58 X X
40 170 45 7,3 3242 500 245 X X
—_ 96 57 | 1,0 35-50 335 380 1,03 |x x x
5 96 57 7,2 23-37 720 270 X X
20 96 57 | 8,5 17-32 750 230 48 0,34 0
40 96 57 | 8,7 17-28 750 155 52 0
Rinderalbumin
20 | 96| 57| 85 | 19-30 | 710 240 60 0,28 0
Pferdealbumin
20 | 96| 57 | 85 | 22-33 | 700 | 250 | 66 0,55 g
Kaninchenalbumin
20 | 96| 57| 85 | 23-35 | 690 | 260 | 62 0,42 | —
Humanalbumin
20 | 96| 57|85 | 20-35 | 725 | 240 | 68 | 034 | 0

Siamtliche Reaktionen wurden nach Wiederentfernung des Harnstoffs
durch Dialyse ausgefiihrt.

*) Zur Herstellung der Antiseren wurde das unbehandeltz homologe Al-
bumin benutzt (14 Injektionen, Antigendosen von 10—200 mg anstei-
gend, im Abstand von 3—4 Tagen i. v. injiziert.)

Tabelle 5

Versuche iiber die Desantigenisierung von Serumalbumin verschiedener
Herkunft durch Harnstoff).

Erhéhung der Viscositdt und einer zunehmenden Fillbarkeit
durch verd. Essigsdure parallel. Auch die betrdchtliche Ab-
nahme des nach van Slyke bestimmten Amino-stickstoffs, die
auf Kondensations- oder Polymerisationsvorgdnge hinweist,
scheint einem die Desantigenisierung schrittweise begleitenden
Vorgange zu entspringen. Dagegen zeigt das Verhalten der
Serumalbumine gegeniiber Trypsin, das im Anfangsstadium der
Harnstoff-Denaturierung bessere Angriffsmoglichkeiten findet als
im Endstadium, daB im Verlaufe der Desantigenisierung auch
diskontinuierliche Reaktionen auftreten. Diskontinuierliche Ver-
dnderungen lassen sich auch in der Ultrazentrifuge beobachten.
Nach kurzfristiger Harnstoff-Einwirkung ist neben unverdnder-
tem Albumin eine hochmolekulare Komponente von der Sedi-
mentationskonstante s, = 16 erkennbar, die spidter wieder ver-
schwindet und durch eine mengenméBig fiberwiegende Kom-
ponente mit s,, = 6,3 abgelost wird. Die sich stdndig vermin-
dernde Albumin-Komponente geht schlieBlich im Endstadium
im Umwandlungsprodukt auf und sedimentiert mit diesem ge-
meinsam mit einer Konstanten s,, (0,8%) = 5,9. Alle diese
Beobachtungen weisen darauf hin, daB bei der Aufhebung der
Antigennatur nicht nur periphere Gruppen, sondern die ge-
samte Innenstruktur der Albuminmolekeln verdndert wird.
Hierfur spricht auch die erhghte Jod-Aufnahme nach vollzogener
Desantigenisierung. Wir mdachten sogar bezweifeln, daB die
Hauptvalenzketten unter den Reaktionsbedingungen des hier
beschriebenen Desantigenisierungsverfahrens vollig unversehrt
bleiben und sehen daher keinen Widerspruch zwischen unseren
Befunden und der zuvor erwidhnten Landsteinerschen®s, 94)
Theorie. Da auch bei der zur Desantigenisierung von Rinder-
serum oder Kailberplasma vorgeschlagenen Behandlung mit
1proz. Natronlauge®”) oder mit Formaldehyd und Ammoniak®)
bei 100° eine partielle Hydrolyse bzw. Polymerisation der Po-
lypeptidketten nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann,
muB z. Z. noch offen bleiben, ob eine villige Desantigenisierung
eines EiweiBkdrpers unter Reaktionsbedingungen, die keine Be-
eintrdchtigung der Polypeptid-Struktur verursachen konnen,
iiberhaupt maglich ist. :
(Fortsetzung und SchluB im nichsten Heft).

87y L. A. Kazal, R. ]. De Falco u. L, E. Arnow, J. Immunol. 54, 245[[1946].
%) J. M. Massons, Lancet 253, 341 [1947); Ref. Med. Klin. 43, 32 [1948];
J. Melka, V. Rapaut u. B. Zapietal, Lancet 253, 382 [1947].
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