Strukturidnderungen fithren. Wir haben vor allen Dingen
keine Zeit mehr zu verlieren, wenn wir das Rennen gegen
die Probleme unserer Welt von morgen gewinnen wollen.

Ich hoffe, der Wille und nicht erst die Not kann einiges,
ich wiinsche, die Einsicht in die Notwendigkeit kann vieles,
ich glaube, Intelligenz und weise Beschrankung konnen alles
bewirken.

Dr. F. Kluge und Dr. W. Scheibitz danke ich fiir ihre Mitar-
beit bei der inhaltlichen und graphischen Gestaltung der Abbil-
dungen.

Eingegangen am 13. November 1979 [A 308]
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Chemie und Funktion der Human-Plasmaproteine

Von Hans-Gerhard Schwick und Heinz Haupt!"

Professor Rolf Sammet zum 60. Geburtstag gewidmet

Das Blutplasma des Menschen enthilt eine Fiille von Proteinen. Neue analytische und pripa-
rative Techniken haben es erméglicht, bis jetzt mehr als hundert dieser Proteine zu isolieren;
etwa neun Zehntel davon wurden erst in den letzten 30 Jahren charakterisiert. Zu den Plas-
maproteinen gehéren Komponenten des Gerinnungs- und des Komplementsystems sowie Pro-
teinase-Inhibitoren, Immunglobuline, Lipoproteine und Transportproteine. Bei einigen Plas-
maproteinen ist die biologische Funktion noch nicht bekannt. Der Mangel an einem oder meh-
reren Plasmaproteinen ruft meist schwere Gesundheitsstorungen hervor; bekanntestes Beispiel
ist die Himophilie. Aus Blutplasma werden mehrere biologisch aktive Proteine gewonnen, die
- wie die Blutgerinnungsfaktoren — grof3e prophylaktische und therapeutische Bedeutung ha-
ben und eine bessere Nutzung des kostbaren Plasmas ermoglichen als dessen Transfusion.

1. Einleitung

Vor 30 Jahren berichtete H. E. Schuitze!'! iiber ,,Die Plas-
maeiweifBkorper im Blickfeld des Chemikers®. Damals wa-
ren etwa zehn Proteine aus menschlichem Blutplasma rein
isoliert und chemisch-physikalisch gut charakterisiert wor-
den. Heute betrigt die Zahl der aus Blutplasma des Men-
schen isolierten Proteine mehr als 100. Ihr Nachweis und
ihre Reindarstellung wurden vor allem in den letzten 15 Jah-
ren durch die Entwicklung neuer analytischer und préparati-
ver Techniken ermdglicht: Insbesondere durch immunologi-
sche Nachweistechniken wurde die groBle Vielfalt der Plas-
maproteine erkannt, und vor allem durch priparative chro-

[*] Prof. Dr. H. G. Schwick, H. Haupt
Behringwerke AG, D-3550 Marburg/Lahn
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matographische Methoden gelang es dann schnell, zahlrei-
che Human-Plasmaproteine rein darzustellen (siehe Tabelle
1).

Fiir die Fraktionierung und Reindarstellung von Plasma-
proteinen gibt es drei Hauptgriinde:

1. die Gewinnung von prophylaktisch und therapeutisch
wirksamen Proteinpriparaten aus menschlichem Blut-
plasma,

2. die Verwendung von Reinproteinen fiir die Gewinnung
von Plasmaprotein-Antisera, die heute unentbehrliche
Reagentien fiir die klinische Diagnostik sind und

3. die Verwendung von Reinproteinen fiir Strukturanalysen,
z. B. die Bestimmung der Aminosiuresequenzen sowie
Rontgen-Strukturanalysen, um die Funktion dieser Pro-
teine auf molekularer Ebene aufkliren zu konnen.
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Tabelle t. Hundert Jahre Plasmaprotein-Fraktionierung. Analytische und prapa-
rative Techniken, die die Darstellung hochgereinigter Plasmaproteine wesentlich
beeinfluflt haben.

Jahr Methode ungefahre
Anzahl} hoch-
gereinigter
Plasmaproteine

{880 Mineralsalz-Fillung 1

1890 2

Euglobulin-Fillung
1900 2
1910 Elektrodialyse 2
Alkohol-Fiilung
1920 3
Ultrazentrifuge
1930 3
Freie Elektrophorese
1940 Perchlorsdure-Fillung 5
Aminosduren-Analyse
Papier-Elektrophorese
Immun-Elektrophorese
Affinitdtschromatographie
1950 Hydroxylapatit-Chromatographie 10
Stirkegel-Elektrophorese
Rivanol®-Fillung
DEAE-, CM-Cellulose
Radio-Immuntest
Gelfiltration
1960 Polyacrylamidgel-Elektrophorese 30
Elektrofokussierung
1970 Isotachophorese 55
1980 100

Wihrend zum Zeitpunkt der Publikation von Schultze
noch keine vollstindigen Aminosiuresequenz-Analysen von
Human-Plasmaproteinen bekannt waren, liegen heute von
einigen die vollstindigen Sequenzen und von vielen anderen
Teilsequenzen vor (Tabelle 2).

Tabelle 2. Aminosiuresequenz-Analysen von menschlichen Plasmaproteinen.

{. Plasmaproteine, von denen komplet-
te oder nahezu komplette Sequen-
zen bestimmit wurden.

2. Plasmaproteine, von denen ausfiihr-
liche Teilsequenzen, aminoterminale
Sequenzen und Sequenzen des akti-

Praalbumin ven Zentrums bestimmt wurden:
Albumin Transferrin
a,-saures Glycoprotein Coeruloplasmin

Haptoglobin; af-. af-, a.-, B-Ket- Komplement-Komponente Ciq
te Komplement-Komponente Cir
Apolipoproteine A-1, A-1l, C-1, C- Komplement-Komponente Cts
1L, C-111 Retinol-bindendes Protein
Fibrinogen; a-, -, v-Kette B2-Glycoprotein 1
B2-Mikroglobulin 9.58-a-Glycoprotein
C3a-Anaphylatoxin Prothrombin
C5a-Anaphylatoxin a;-Antitrypsin

C-reaktives Protein a,-Antichymotrypsin

1gG; v-Kette Plasminogen und Plasmin
IgA; o-Kette Himopexin

IgM; pn-Kette Faktor XIII

IgE; e-Kette Sekretorische Komponente
k-Kette

A-Kette

J-Kette

Bei der Vielzahl der Befunde iiber Chemie und Funktion
der Plasmaproteine kann dieser Ubersichtsaufsatz nicht voll-
stindig sein. Wir versuchen vor allem neuere Ergebnisse mit-
zuteilen und verweisen im iibrigen auf Zusammenfassun-
gen.
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2. Einteilung der Plasmaproteine
2.1. Definition der Plasmaproteine

Kiirzlich hat Putnam™® Kriterien zusammengestellt, die
echte Plasmaproteine charakterisieren (Tabelle 3).

Tabelle 3. Kriterien zur Klassifizierung echter Plasmaproteine {2b].

1. Anwesenheit im Plasma (nach der neonatalen Periode)

2. Bevorzugte Synthese in der Leber und im RES-System und nicht in speziali-
sierten Geweben

3. Bevorzugte Ausiibung der Hauptfunktion (einschlieBlich Transportfunktion)
im vaskularen System und nicht in einem Zielorgan

4. Eintritt in das Blut durch aktive Sekretion und nicht durch Einschwemmen
aus schadhaftem Gewebe

5. Hochste Konzentration des Proteins im Blut und nicht in anderen Kérperflis-
sigkeiten

6. Feststellbare Halbwertszeit und nicht nur eine kurze Durchgangszeit im Plas-
ma

7. Das Protein kann genetischen Polymorphismus oder variante Formen zeigen;
der Polymorphismus sollte jedoch nicht geweblicher Herkunft wie bei einigen
Isoenzymen sein

8. Das Protein soll nicht durch katabolisch-proteolytische Spaltungen im Plasma
entstanden sein (wie Fab oder Fc). Es kann aber ein proteolytisches Spaltpro-
dukt von physiologischen Systemen wie dem Komplement- oder Blutgerin-
nungssystem sein.

Diese Kriterien werden z. B. von Proteinen erfiillt, die
Komponenten von Multienzymsystemen wie dem Gerin-
nungs- oder dem Komplementsystem sind, von der Gruppe
der Immunglobuline, Lipoproteine und Proteinase-Inhibito-
ren sowie den Transportproteinen. Dariiber hinaus findet
sich im Humanplasma eine gro3e Anzahl von Proteinen, die
keinem dieser Systeme und keiner Gruppe zugeordnet wer-
den kénnen und deren Funktion noch nicht bekannt ist.

Durch diese Definition der Plasmaproteine werden ausge-
schlossen: Hormone, aus dem Gewebe stammende Enzyme,
Erythrocytenproteine sowie zahlreiche Proteine, die im Blut-
plasma unter physiologischen oder pathophysiologischen Be-
dingungen nur voriibergehend zirkulieren, ohne eine Funk-
tion auszuiiben.

2.2. Konzentration der Plasmaproteine

Bei der mittleren Normalkonzentration der Plasmaprote-
ine bestehen enorme Unterschiede. Dies geht besonders ein-
drucksvoll aus einem Diagramm von Putnam'®! hervor, das
wir etwas modifiziert und durch Proteine, die erst kiirzlich
beschrieben wurden, vervollstindigt haben (Abb. 1).

In diesem Diagramm ist die mittlere Normalkonzentration
von 63 Plasmaproteinen im logarithmischen MaBstab als
Funktion ihrer elektrophoretischen Beweglichkeit () aufge-
tragen.

Proteine, die zum gleichen System oder zur gleichen
Gruppe gehoren, sind mit der gleichen Farbe markiert. Man
beachie die groBen Konzentrationsunterschiede der Proteine
innerhalb eines Systems oder einer Gruppe. Der Bereich
geht von 4 g pro 100 ml Plasma fiir Albumin bis 5 ng pro 100
ml Plasma fiir IgE (Immunglobulin E). Die Konzentration
der meisten Plasmaproteine betragt weniger als 100 mg/100
ml. Dies bedeutet, da3 die wenigen, in Mengen von mehr als
100 mg/100 ml vorkommenden Plasmaproteine bereits ca.
90% des Proteingehalts des Humanplasmas ausmachen und

Angew. Chem. 92, 83-95 (1980)
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Abb. 1. Verteilungsdiagramm von Human-Plasmaproteinen (ohne Lipoproteine)
(modifiziert nach [2b]). Rot: Blutgerinnungssystem; Fib.=Fibrinogen,
CIG =kilteunlosliches Globulin (Fibronectin), PK = Prikallikrein, Pmg = Plas-
minogen, F=Faktor in FII, FVII, FVIIL, FIX, F X1, F XII, FXIIl. Rosa: Trans-
portproteine; Alb.= Albumin, Tf.=Transferrin, Hp=Haptoglobin, Hpx = Hi-
mopexin, GC=Gc-Globulin, Cp=Coeruloplasmin, TBPA =Prialbumin,
TC=Transcortin, RBP = Retinol-bindendes Protein, TBG = Thyroxin-binden-
des Globulin. Gelb: Komplementsystem; Proteine Ctq, Cts, C2, C3, C4, C5, C6,
C7, C8, C9, B,H; Al = Anaphylatoxin-Inaktivator, D = C3-Proaktivator-Conver-
tase, C3b ina =C3b-Inaktivator, P=Properdin, 8,11 = C3-Aktivator. Griin: Im-
munogiobuline IgA, IgD, IgE, IgG, 1gM. Blau: Proteinase-Inhibitoren;
aAT=a,-Antitrypsin, o;M =«;-Makroglobulin, lal=Inter-a-Trypsin-Inhibi-
tor, o, X =a;-Antichymotrypsin, AT III = Antithrombin III, C1-ina = C1-Inakti-
vator, a;AP = a,-Antiplasmin. WeiB8: Sonstige Plasmaproteine; a,s=a;-saures
Glycoprotein, a;HS = a;HS-Glycoprotein, a;B=a,B-Glycoprotein, B.1=8,-
Glycoprotein 1, B,III=B,-Glycoprotein 1II, HRG = Histidin-reiches 3.8S-a,-
Glycoprotein, a, T =a,T-Glycoprotein, Zna, = Zn-a,-Glycoprotein, o;M =9.58-
a,-Glycoprotein (a,-Makroglobulin), 8Sa; = 8S-as-Glycoprotein, CE = Cholin-
esterase, 4Saaf =4S-02B-Glycoprotein, o F = a,-Fetoprotein, CRP = C-reakti-
ves Protein. - u= Elektrophoretische Beweglichkeit, pH=8.6. c in mg/100 ml.

Tabelle 4. Blutgerinnungsfaktoren: Nomenklatur und Eigenschaften.

Entwicklung qualitativer und quantitativer immunologischer
Techniken stark beeinflufit. So wurde bereits sehr friih nach
Einfithrung der Elektrophorese und der immunologischen
Plasmaprotein-Bestimmung gefunden, daB die Konzentra-
tion einer groflen Anzahl von Proteinen im Plasma altersab-
hingig ist™ 4, Bei Neugeborenen und in der frithen Kindheit
ist die Konzentration einer Reihe von Plasmaproteinen, dar-
unter Komponenten des Komplement- und Gerinnungssy-
stems und der Immunglobuline, niedriger als bei Erwachse-
nen. Aulerdem kann es beim dlteren Menschen unter nor-
malen physiologischen Bedingungen zur Vermehrung oder
Verminderung bestimmter Plasmaproteine kommen!>-7),
Schliefllich ist die Konzentration einiger Proteine im Hu-
manplasma geschlechtsabhiingig: Bei Frauen lassen sich ho-
here Durchschnittswerte an Immunglobulin M (IgM), a,-
Makroglobulin und Apolipoprotein A nachweisen™.

3. Plasmaproteinsysteme und -gruppen
3.1. Das Gerinnungssystem

Das Blutgerinnungssystem ist wie das Komplementsystem
ein sehr komplexes Multienzymsystem. Die Aktivierung von
Vorldufern sowie Kaskadenreaktionen sind typisch fiir beide
Systeme.

Abgesehen von den Inhibitoren sind 14 Proteinkompo-
nenten an der Blutgerinnung beteiligt. Die meisten von ih-
nen wurden in den letzten Jahren hochgereinigt und physi-
kalisch-chemisch gut charakterisiert (siche Tabelle 4)°-'2,
Sie differieren stark im Molekulargewicht, in der elektropho-

Faktor Herkdmmlicher Name Molekulargewicht U [a) ¢ [mg/100 ml] [b]

Faktor I Fibrinogen 340000 B 200-450

Faktor I1 Prothrombin 72000 ay 5-10

Faktor III Gewebefaktor

Faktor IV Calcium-lonen

Faktor V Proaccelerin 250000-300000 B

Faktor VII Proconvertin 56000 a ca. 0.1

Faktor VIII Antihimophiles Globulin ca. 2x 10° B ca. 0.1-1

Faktor IX Christmas-Faktor 57000-70000 aq 0.1-0.7

Faktor X Stuart-Faktor 60000 a;

Faktor XI Plasma-Thromboplastin-Antecedent (PTA) 160000-210000 v ca. 0.6

Faktor XI11 Hageman-Faktor 80000 B 1.5-4.7

Faktor XII§ Fibrin-stabilisierender Faktor 340000 B 1.0-4.0
Prikallikrein 80000127000 v 4-5
HMW Kininogen (hochmolekulares Kininogen) 120000 @ 6
Plasminogen 87000 B 10-15
Fibronectin 440000 B 25-40

{a] Relative elektrophoretische Beweglichkeit, pH = 8.6; siche dazu Abb. 1. [b] Normalkonzentration im Plasma.

im Rest von ca. 10% mehr als 100 Plasmaproteine enthalten
sind. So sind die groflen Schwierigkeiten zu verstehen, die
bei der Reinigung von Spurenproteinen (1 bis 10 mg/100 ml)
aus Humanplasma auftreten; sicherlich sind auch heute noch
viele Spuren- und Ultra-Spurenproteine (bis 1 mg/100 ml)
unbekannt, die wichtige physiologische Funktionen haben.
Das zu den Immunglobulinen zihlende Ultra-Spurenprotein
IgE konnte beispielsweise nur entdeckt werden, weil es im
Serum einiger weniger Patienten mit multiplem Myelom
50000fach erhéht vorkommt.

Der heutige Stand unserer Kenntnisse iiber die Vielfalt
und die Konzentration der Plasmaproteine wurde durch die

Angew. Chem. 92, 83-95 (1980)

retischen Beweglichkeit und in der Konzentration im Plas-
ma. Aufler Fibrinogen, Plasminogen und Fibronectin sind
alle Gerinnungsproteine Spuren- oder Ultra-Spurenprote-
ine.

Funktionell kann man die Blutgerinnungsfaktoren eintei-
len in Enzyme (Faktor II, IX, X, XI, XII, Prikallikrein und
Plasminogen), accessorische Faktoren (Faktor III, V und
V111, hochmolekulares Kininogen und Fibronectin), Kataly-
satoren (Phospholipid, Ca®*-Ionen), Substrate (Fibrinogen)
und Proteinase-Inhibitoren.

Es ist hier nicht moglich, auf die gesamte Gerinnungsphy-
siologie einzugehen, doch soll am Beispiel der Prothrombin-
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Aktivierung gezeigt werden, wie weit sich Reaktionen im
Blutgerinnungssystem heute schon proteinchemisch verste-
hen lassen. Abbildung 2!'" zeigt oben schematisch die Fixie-
rung des Prothrombins an ein Phospholipidvesikel, die iiber
die Bindungsstellen fiir Ca’* im aminoterminalen Teil des
Prothrombinmolekiils zustandekommt. Es ist erwiesen, daf
nach diesem Reaktionsprinzip auch die Gerinnungsfaktoren
im Wundbereich angereichert und aktiviert werden.

Phospholipid

caZ*

}CDDH

Les

[_ss_J

a

Thrombin | A i I 8
ss

Abb. 2. Aktivierung von Prothrombin durch Faktor Xa, katalysiert durch Ca?'
und Phospholipid (modifiziert nach [13]). Einzelheiten siche Text.

Aus Abbildung 2 ist weiter ersichtlich, da Thrombin aus
Prothrombin durch zwei aufeinanderfolgende Peptidspaltun-
gen, katalysiert durch Faktor Xa, freigesetzt wird. In Abwe-
senheit von Faktor V findet diese Aktivierung nur sehr lang-
sam statt, in Anwesenheit von Faktor V wird die Reaktion
um das Tausendfache beschleunigt, d. h. Faktor V hat acces-
sorische Funktion. Faktor V verbindet sich offenbar sowohl
mit dem Prothrombinmolekiil als auch mit dem Phos-
pholipid und bringt dabei beide Molekiile rdumlich so dicht
zusammen, daB ein Ladungstransfer zur Spaltung der Pep-
tidbindung durch Faktor Xa moéglich wird. Der Prothrom-
bin-Aktivator-Komplex bildet sich demnach nur, um die
Aktivierung von Prothrombin zu fordern. Bereits nach der
ersten Spaltung des Prothrombins durch Faktor Xa wird das
restliche Molekiil vom Aktivierungskomplex getrennt. Das
erhaltene Spaltprodukt ist frei von y-Carboxyglutaminsiure-
resten und unterscheidet sich somit in dieser Beziehung nicht
mehr von anderen Serinesterasen.

Im Zusammenhang mit den am Gerinnungssystem betei-
ligten Proteinen soll hier lediglich noch auf ein Protein hin-
gewiesen werden, das bereits vor mehr als 30 Jahren isoliert
worden ist!'”), dessen Funktion aber erst in jiingerer Zeit er-
kannt wurde: das kilteunlosliche Globulin, jetzt Fibronectin
genannt!"’. Es ist ein Glycoprotein (Molekulargewicht
440000), das aus zwei Untereinheiten besteht, die iiber Di-
sulfidbriicken verbunden sind!"®. Fibronectin hat Affinitit
zu Collagen, Fibrin, Heparin und Zelloberflichen!'*'".
Wihrend der letzten Phase der Blutgerinnung wird es von
Faktor XIII mit sich selbst und mit Fibrin vernetzt. Die Ver-
netzung mit Fibrin begiinstigt das Anheften von Fibrobla-
sten an die Fibrinmatrix, eine wichtige Voraussetzung fiir
das Ansiedeln dieser Zellen im Wundgebiet, ihr Uberleben
und die Collagen-Synthese!'®),
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3.2. Das Komplementsystem

Die Bedeutung des Komplementsystems im Plasma be-
steht in der ,,Erginzung* - daher der Name — der humoralen
und zelluliren Immunitit. Zu diesem System zidhlen bis
jetzt, abgesehen von den Inhibitoren oder Inaktivatoren, 17
Proteine!'*-*4. Obwohl die meisten Komplement-Kompo-
nenten zu den Spurenproteinen gehoren, konnten alle iso-
liert und physikalisch-chemisch charakterisiert werden (siche
Tabelle 5). Sie differieren, dhnlich wie die Proteine des Blut-
gerinnungssystems, im Molekulargewicht und in der elektro-
phoretischen Beweglichkeit. Die Zusammensetzung aus Un-
tereinheiten ist sehr gut untersucht. Soweit bekannt, sind alle
Komplement-Komponenten Glycoproteine.

Chemisch gesehen ist das Protein C1q eines der unge-
wohnlichsten Proteine des Komplementsystems und des ge-
samten menschlichen Blutplasmas, denn es dhnelt dem Col-
lagen. C1q (Molekulargewicht ca. 400000) besteht aus 18 Po-
lypeptidketten (6A, 6B und 6C), von denen jede etwa 200
Aminosduren enthilt. Aminosiuresequenz-Analysen haben
gezeigt, daB die drei Arten von Ketten einander dhnlich sind
und daB jede nahe dem N-Terminus einen Bereich von etwa
80 Aminosduren mit typischen Collagen-ahnlichen Sequen-
zen aufweist/®. Das sich in diesem Bereich wiederholende
Triplett Gly-X-Y ist in der Position Y hdufig mit Hydroxy-
prolin oder Hydroxylysin besetzt. An die Hydroxygruppe
dieses Hydroxylysins sind dhnlich wie bei Collagen und der
Basalmembran Glucosylgalaktosyl-Gruppen gebunden, die
etwa % des Gesamt-Kohlenhydratgehaltes (9.8%) des C1g-
Molekiils ausmachen.

Funktionell stehen dem Komplementsystem zwei Wege
offen!'®?%, Der erste oder klassische Weg wird durch Kom-
plexe vom IgG- oder IgM-Typ aktiviert. Die hierher geho-
renden Proteine konnen in mehrere funktionelle Einheiten
oder Komplexe eingeteilt werden: die Einheit mit Erken-
nungseigenschaften (C1q, Ctr, Cls), die Aktivierungseinheit
(C2, C3, C4) und den Komplex, der letztlich die Lysis der
Membran bewirkt (C5, C6, C7, C8 und C9). Der alternative
Weg oder Properdin-Weg wird durch aggregiertes IgA sowie
durch natiirlich vorkommende Polysaccharide und Lipopo-
lysaccharide aktiviert. An diesem Weg sind sechs Proteine
beteiligt, von denen C3 auch beim klassischen Weg mitwirkt.
Die Einheit mit den Erkennungseigenschaften bilden hier
die Komponenten C3, B und D zusammen mit dem initi-
ierenden Faktor, wihrend der Komplex aus C3b, B, D und P
(=Properdin) Aktivierungseigenschaften besitzt und analog
auf C5-C9 wirkt wie der C5-Convertase-Komplex des klassi-
schen Weges (Abb. 3).

2] 2.4 Q)
N 4 3 £5,6,7.8.8
~
Clab ° \
klassisch
C5a

Erkennung C3-Convertase C5-Convertase

&

s

o
o
™
~
-
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Abb. 3. Schematische Darstetlung der Komplement-Aktivierung [20]. Die K reise
symbolisieren verschiedene Proteinmolekiile. Einzelheiten siehe Text.
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Tabelle 5. Eigenschaften von Proteinen des Komplementsystems.

Protein

Molekular- Ketten [b] c U [d]
gewicht {a] [mg/100 ml] [c]
1. Friih wirkende Proteine des klassischen Weges
Ctq 410000 6A 24000 15 va
18 6B 23000
6C 22000
Cir 166000 2 [e] 83000 5 B
Cis 83000 1 5 [
Cc2 110000 1 1.5 B
C3 180000 [ 105000 120 B2
L 75000
C4 206000 a 93000 40 B
3B 78000
£ 3300
C4 bp (C4-bindendes Protein) 540000-590000 mehrere 70000 ? B2
2. Proteine des alternativen Weges
C3 180000 o 105000 120 B:
L 75000
B(C3-Proaktivator) 93000 1 20 By
D(C3-Proaktivator-Convertase) 24000 1 0.25 «
P(Properdin) 184000 4 [e} 46 000 2 Y
C3b INA 93000 5 @ 55000 34 B
(C3b-Inaktivator) B 42000
BH 150000 | 50 B
3. Proteine des terminalen Weges
Cs 180000 a 105000 8 By
LI 75000
C6 128000 1 7.5 B2
C7 - 121000 1 5.5 B2
c8 174000 « 77000 8 -
3B 63000
¥ 13700
C9 79000 — 23 [

[a] Intaktes Molekiil. [b] Nach Reduktion und Alkylierung der Disulfidbindungen. [c] Mittlere Normalkonzentration im Serum. [d] Relative elektrophoretische Beweglich-
keit, pH=8.6. [¢] Die Untereinheiten werden durch nicht-kovalente Bindungen zusammengehalten.

Die biologischen Konsequenzen der Aktivierung des
Komplementsystems sind: 1. Irreversible, strukturelle und
funktionelle Anderungen an biologischen Membranen und
anschlieBender Zelltod?4-2®! sowie 2. Aktivierung von spe-
ziellen Zellfunktionen, ausgelost durch Reaktionsprodukte
von Komplement-Komponenten!'®l.

So bewirken z. B. zwei solcher Aktivierungs-Peptide, C3a
und C5a, die Freisetzung von Histamin aus Mastzellen, che-
motaktische Anziehung von polymorphkernigen Leukocyten
und Kontraktion der glatten Muskulatur.

3.3. Die Proteinase-Inhibitoren

Wihrend in den beiden vorigen Abschnitten Proteinsyste-
me vorgestellt wurden, deren Bestandteile miteinander rea-
gieren, handelt es sich bei den Proteinase-Inhibitoren um

Tabelle 6. Eigenschaften der Proteinase-Inhibitoren des menschlichen Plasmas.

eine Gruppe von Human-Plasmaproteinen mit dhnlicher
Funktion. Die Proteinase-Inhibitoren sind mit den Systemen
der Blutgerinnung und des Komplements eng verbunden.
Die Inhibitoren wirken in den kaskadenformigen Aktivie-
rungsschritten und sind verantwortlich fiir die Regulierung
oder Inaktivierung der aktivierten Enzyme. Die spezielle Be-
deutung der Proteinase-Inhibitoren liegt darin, daf3 sie die
Gleichgewichte in mehreren Multienzymsystemen aufrecht-
erhalten. Das bedeutet, daf3 eine Prioritiat der Wirkung vor-
gegeben sein mufl.

Bis heute sind acht Proteinase-Inhibitoren bekannt; sicben
davon sind hochgereinigt und physikalisch-chemisch gut
charakterisiert (Tabelle 6)27-241,

Im Vergleich zu den Proteinen der bisher besprochenen
Systeme ist die Konzentration der Proteinase-Inhibitoren im
Humanplasma relativ hoch. Sie unterscheiden sich stark in
ihren Molekulargewichten, und nach ihrer elektrophoreti-

Inhibitoren Molekular- c Urer Kohlen-
gewicht [mg/100 ml] [b} hydrate
[a] [Gew.-%]
o AT a;-Antitrypsin 54000 290.0 o 122
a X a;-Antichymotrypsin 69000 48.7 o 24.6
lal Inter-«-Trypsin-Inhibitor 160000 50.0 o -0 8.4
ATIII Antithrombin 111 65000 235 -y 134
Cl-ina C1-Inaktivator 104000 235 <% 347
oM a,-Makroglobulin 725000 260.0 a 7.7
AP ay-Antiplasmin 70000 7.0 as 14.0
Inhibitoren der Plasminogen-Aktivierung
[a] Miulere Normalkonzentration im Serum. [b] Relative elektrophoretische Beweglichkeit, pH =8.6.
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Tabelle 7. Wirkungsspektrum der Proteinase-Inhibitoren (siehe Tabelle 6) des menschlichen Plasmas. + =starke, moglicherweise stochiometrische Inhibition, ? = nicht be-

stimmt.
Proteinase Inhibitoren
Name Funktion o AT o X lal ATIII Cl-ina. oM ;AP
Faktor 1la - - - + - + +
Faktor Xa . - - - + - - -
Faktor Xla Gerinnung - - - schwach + - +
Faktor Xlla - - schwach + - +
Plasmin Fibrinolyse + - - schwach + + +
- _ 9 — — —
Cir } Komplement . +
Cts - - ? - + -
Prikallikrein-Aktivator Kallikrein- ? ? - - + - ?
P{asma-Kallikrein Aktivierung + — - schwach + + +
PF/Dil Permeabilitit - - ? - + ? ?
Acrosin Fertilisation + - + + - + ?
Trypsin + - + + schwach + +
Chymotrypsin } Pankreat. Hydrolyse + + schwach ~ schwach + -
Elastase + - - - - + ?
Collagenase + - — - - + ?
Cathepsin D Phagocytose - - ? ? + ?
Cathepsin G ? + ? ? ? 7 ?
Papain - - ? ? ? + 7
Bromelin } Stoffwechsel - - ? ? ? + ?
Ficin - - ? ? ? + ?

schen Beweglichkeit gehoren sie alle zu den a-Globulinen.
a,-Antitrypsin, «,-Antichymotrypsin, Antithrombin III, C1-
Inaktivator und a,-Antiplasmin bestehen aus jeweils nur ei-
ner Polypeptidkette. a;-Makroglobulin hat tetramere Struk-
tur?*3%: die Untereinheiten (Molekulargewicht 185000) sind
dhnlich, wenn nicht gar gleich. Zwei Disulfiddimere sind
iiber nicht-kovalente Bindungen zusammengelagert und bil-
den das native a,-Makroglobulin. Ein Molekiil a,-Makro-
globulin bindet zwei Atome ZinkP'. Die Untereinheiten-
Struktur des Inter-a-Trypsin-Inhibitors ist noch unbekannt.

Alle Proteinase-Inhibitoren sind Glycoproteine. Uber ih-
ren chemischen Aufbau ist noch sehr wenig bekannt. Nach
Aminosiduresequenz-Analysen am N-Terminus von o;-An-
titrypsin und o,-Antichymotrypsin besteht bei den ersten
Aminosiureresten keine Sequenzhomologie. Eine starke
Korrelation in der Struktur zwischen beiden Proteinen be-
steht jedoch zwischen den Resten 33-45 des o;-Antitrypsins
und den Resten 16-27 des «;-Antichymotrypsins®?33, Zum
N-terminalen Teil des Antithrombins III besteht keine Ho-
mologie. Bemerkenswert ist noch, da das selten endstindige
Arginin sowohl im «,-Antichymotrypsin als auch im Inter-a-
Trypsin-Inhibitor als aminoterminale Aminosaure gefunden
wurde.

Alle Proteinase-Inhibitoren aufler a,-Antichymotrypsin
besitzen ein breites Wirkungsspektrum, d. h. sie kdénnen

mehrere proteolytische Enzyme neutralisieren (Tabelle
T8,

Dies ist offenbar ein generelles Prinzip der Inhibitorwir-
kung wie auch der Spezifitit von Proteinasen. Die meisten
sind Serinproteasen. Darum inhibiert a,-Antitrypsin z. B.
eine groBe Anzahl von Enzymen, unabhingig von ihrer Her-
kunft. Eine weitere Konsequenz davon ist, daB mehr als ein
Inhibitor fiir jede Protease im Plasma vorhanden ist. Jedoch
kann man vom Spektrum eines Inhibitors keine Informatio-
nen iiber seine wirkliche physiologische Funktion ableiten;
dies ist nur durch Ermittlung der molaren Konzentration der
Inhibitoren und ihrer relativen Affinititen zu den in Frage
kommenden proteolytischen Enzymen méglich.

Die Proteinase-Inhibitoren konnen klassifiziert werden in
Inhibitoren der Proenzymaktivierung, Blutgerinnung, Fibri-
nolyse und Kinin-Freisetzung sowie der endogenen und an-
deren Proteasen (vgl. Tabelle 8). Fiir die klinische Diagnose
lassen sich die Inhibitoren sowohl funktionell als auch mit
immunologischen Methoden bestimmen.

3.4. Die Immunglobuline

Die Immunglobuline sind eine Gruppe von fiinf Prote-
inen, die neben funktioneller Ahnlichkeit und Strukturho-
mologie auch den Syntheseort gemeinsam haben. Von allen

Tabelle 8. Physiologische Funktionen einiger Proteinase-Inhibitoren des menschlichen Plasmas.

Inhibitor Funktion

Pathologie

C1-Inaktivator

Antithrombin 111 } Lokale Begrenzung der Gerinnung

as-Makroglobulin

C1-Inaktivator
ay-Antitrypsin

a,-Makroglobulin
straten

a,-Antitrypsin

ay-Makroglobulin
Inter-a-Trypsin-Inhibitor }

reaktionen im Gerinnungssystem

a,-Antiplasmin Kontrolle der Fibrinolyse

Aktivierung und Kontrolle von: Blutgerinnung, Fi-
brinolyse, Kallikrein und Komplement

Begrenzung der Fibrinolyse zu pathologischen Sub-

Kontrolle von Infektionen und Entziindungen; Ver-
hittung von Selbstverdauungsprozessen und Neben-

Hereditires angioneurotisches Odem: Permeabilititsstorungen als
Folge eines Mangels oder funktioneller Inaktivitit des Inhibitors

Hereditirer Antithrombin-1I1-Mangel: Thromboembolische St6-
rungen
Verbrauch von Antithrombin 11I: Hyperkoagulabilitit

Verbrauch von «p-Makroglobulin wihrend der fibrinolytischen
Therapie

Hereditirer a,-Antitrypsin-Mange!: Lungenemphysem

Lokaler Verbrauch der Inhibitoren bei: akuten Entziindungen, In-
fektionen der Nasenschleimhaut, rheumatischer Arthritis in der
Synovialfliissigkeit, bei Verbrennungen, Leukimie, Endotoxin-
schock

Hereditirer a»-Antiplasmin-Mangel: starke Blutungstendenzen,
Hamarthrosen
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Tabelle 9. Eigenschaften von Human-Immunglobulinen [38). J bedeutet J-Kette, SC bedeutet sekretorische Komponente,

Ig Ketten- Molekulargewicht c T2 C-Fix. Monocyt.-
Struktur [mg/100 ml] [b] (Clq) Adhision
[a} [c]
1gG1 —r— 146000 900 215 + +
12G2 —Zr— 146000 300 2042 + -
1gG3 gn: [ 165000 100 721 + +
18G4 e — 146000 50 2125 En s -
1M <§_:::> ) 970000 150 5 + -
5

AT gn:n fe] 160000 300 6 T -

Asm(1) — O
IgA2

A;m(2) glﬂ:' fe] 160000 50 6 ap -
slgA <§E‘E>;SC fe]  380000-390000 0-5 -
1gD s 172000-200000 3 3 -
IgE %;:: le]  188000-196000 0.03 234 P

[a] Mittlere Konzentration im Serum. [b] Halbwertszeit (Tage). [c] Komplementbindung; a.p. bedeutet: Aktivierung des Komplements iiber den alternativen Weg durch
aggregierte Molekiile ist moglich. [d] Bis zu 15 Disulfidbriicken. [e] Anzahl interchenarer Disulfidbriicken ungewis3.

Plasmaproteinen sind die Immunglobuline sowohl chemisch-
physikalisch als auch funktionell am eingehendsten unter-
sucht worden. Es gibt gute Zusammenfassungen™*->7), so da3
wir hier nur einige chemisch-physikalische Eigenschaften
der Immunglobuline anfiihren (Tabelle 9)P%,

3.5. Die Lipoproteine

Als letztes Beispiel fiir Proteingruppen sollen die Lipopro-
teine kurz beschrieben werden. Die intensiven Untersuchun-
gen der Plasma-Lipoproteine haben erheblich zum Ver-
stindnis des Lipidstoffwechsels und der damit verbundenen
Krankheiten beigetragen®*'l. Die Lipoproteine sind kom-
plexe Makromolekiile, deren Lipidanteil iiber nicht-kovalen-
te Bindungen mit dem Proteinanteil verkniipft ist. Dariiber
hinaus enthalten die Lipoproteine kleine Anteile an Kohlen-
hydrat. Aufgrund ihrer physikalischen Charakteristiken und
ihrer chemischen Zusammensetzung werden sie in vier
Gruppen eingeteilt. Jede dieser Gruppen 148t sich durch Ul-
trazentrifugation oder Gelfiltration in Subklassen untertei-
len, die aber hinsichtlich Zusammensetzung und Grof3e im-
mer noch heterogen sind (siehe Tabelle 10).

Man kennt eine Reihe von Proteinen (Apolipoproteine),
die in unterschiedlicher Konzentration am Aufbau der Li-
poprotein-Klassen beteiligt sind (Tabelle 11)P%. Wihrend

Tabelle 11. Verteilung der Polypeptidketten (Apolipoproteine) in den Lipopro-

tein-Kiassen. + =In Spuren nachgewiesen, — = nicht nachgewiesen.

Apo- Chylomikronen VLDL LDL HDL
lipoprotein [% des Apolipoproteinanteils]

A-l + + - 65-70
A-11 + + - 25-50
B 5-207 40 [a) >95 -
C-1 15 10 [a] + 1-3
c-1 15 10 [a] + 1-3
C-1l 45 30 [a] + 5-10
D [b] - + — +

E + [c] - +

F - - + [d}

[a] Variiert innerhalb der VLDL-Subspezies, dichtere VLDL enthalten mehr B
im Verhiltnis zu C. [b] Wird auch als ,,thin line protein* und Apo A-11I bezeich-
net. [c} Integrierter Bestandteil des Apolipoproteinanteils der VLDL. [d] Inte-
grierter Bestandteil des Apolipoproteinanteils der HDL.

die Polypeptide A-I und A-II hauptsachlich in den HDL (Li-
poproteinen hoher Dichte) enthalten sind, findet man in den
LDL und VLDL (Lipoproteinen niedriger bzw. sehr niedri-
ger Dichte) vorzugsweise das Protein B*'2,

Tabelle 10. Eigenschaften der Lipoproteine des menschlichen Plasmas. VLDL, LDL bzw. HDL bezeichnet Lipoproteine mit sehr niedriger, niedriger b’yw. hoher Dich-

te.

Chylomikronen VLDL LDL HDL
Dichte 0.95 0.95-1.006 1.006-1.063 1.063-1.210
Molekulargewicht 8 x 10°-35 x 10° 2% 10°-4 x 10° 175 000-360000
Durchmesser [A] 750-10000 300-800 215-220
Triglyceride [%]) 80-95 60 10 5
Cholesterin [%] 5 12 50 20
Phospholipid {%] 3 18 15 25
Protein [%] 1-2 10 25 50

Angew. Chem. 92, 83-95 (1980)

89



Die Polypeptide vom Typ A und B sollen nach neuesten
Untersuchungen®!! den Charakter von ,,core*-Proteinen ha-
ben und bei der Erzeugung aller Lipoproteine auflier den
Chylomikronen als Kern wirken. Ob die Polypeptide vom
Typ C eine entsprechende Funktion ausiiben, ist nicht genau
bekannt.

Da die C-Proteine leicht zwischen den HDL und VLDL
transferiert werden, ist nicht anzunehmen, daf3 sie eng mit
den Kern-Proteinen A oder B verbunden sind. Au3erdem ist
das stochiometrische Verhiltnis C-1: C-II: C-III in den HDL
und den VLDL nicht dasselbe. Dies 148t ebenfalls darauf
schlieflen, daB letztlich wenigstens eines der C-Peptide zwi-
schen diesen beiden Lipoprotein-Klassen ausgetauscht wird.
Das Peptid C-II hat auBBer dem Lipidtransport eine separate
physiologische Funktion: Es ist ein potenter Aktivator des
Enzyms Lipoprotein-Lipase.

4. Proteine mit bekannter Funktion
(Transportproteine)

In diesem Abschnitt sollen Proteine besprochen werden,
die keinem Proteinsystem zuzuordnen sind, deren Funktion
aber bekannt ist. Meistens handelt es sich um den Transport
von Substanzen im Blutserum. Die Proteine kénnen diese
Substanzen an den Ort ihrer Wirkung bringen oder den Kor-
per vor dem Verlust wichtiger Stoffwechselprodukte und an-
derer Verbindungen bewahren, kénnen aber auch Stoff-
wechselprodukte abtransportieren und somit eine Entgif-
tungsfunktion erfiillen. Diese Aufgaben erledigen sie nicht
im systemischen Prozef3, wie dic Gerinnungs- oder Komple-
mentproteine, sondern einzeln. In manchen Fillen, z. B. bei
angeborenem Mangel eines dieser Transportproteine, kann
ein anderes Protein die Funktion des fehlenden iiberneh-
men.

In Tabelle 12 sind einige Proteine mit Transportfunktion
zusammengestellt.

Tabelle 12. Eigenschaften von Transportproteinen des menschlichen Plasmas.

An dieser Stelle sei daran erinnert, daB es die Technik der
Elektrophorese war, die hauptsichlich dazu beigetragen hat,
Transportproteine zu entdecken und die Vorrangstellung des
Albumins als Vehikel-Protein zu erkennen. Eng verbunden
mit diesen frithen Arbeiten ist der Name von Hans Benn-
hold™™,

Im folgenden soll auf die wichtigsten Transportproteine
kurz eingegangen werden.

Albumin: Grofle Fortschritte wurden bei der Aufklirung
der Biosynthese des Albumins sowie seiner Struktur und der
Bindungsstellen erzielt!*>*4. Bilirubin z. B. wird an den Ly-
sinrest in Position 240 mit hoher Affinitit gebunden*!,

Préalbumin® ist ein Plasmaprotein von betrichtlicher
biologischer Bedeutung: Es transportiert sowohl ein Hormon
als auch ein Vitamin. Wéhrend Thyroxin direkt an das Pri-
albumin-Molekiil gebunden wird, ist Retinol (Vitamin-A-al-
kohol) indirekt iiber sein spezifisches Trigerprotein, das Re-
tinol-bindende Protein, mit Prdalbumin verbunden!*”. Die
Bildung dieses sehr lockeren Protein-Protein-Komplexes
verhindert, dafl das relativ niedermolekulare Retinol-bin-
dende Protein rasch durch die Nieren ausgeschieden wird.

Wissenschaftler des Laboratoire de Cristallographie
(CNRS) in Paris und des Laboratory of Molecular Biophy-
sics in Oxford haben in Zusammenarbeit mit unserer Grup-
pe Strukturuntersuchungen am Prialbumin bei 2.5 A Aufls-
sung durchgefiihrt. Danach besteht Prialbumin aus vier glei-
chen Untereinheiten, die durch nicht-kovalente Bindungen
zusammengehalten werden. Die Untereinheiten bilden in
der Mitte einen Kanal, der die beiden Bindungsstellen fiir
Thyroxin enthilt®® ). Der komplette Komplex aus Prialbu-
min und Retinol-bindendem Protein kann ein Thyroxin-
und ein Retinol-Molekiil binden.

Thyroxin-bindendes Globulin®®: Auch von diesem im Se-
rum nur in Spuren vorkommenden Globulin ist heute die
Struktur gut bekannt. Sekundir- und Tertidrstruktur wurden
durch Circulardichroismus und Fluoreszenzspektren unter-
sucht. Die Relaxationszeit zeigt, dafl das Thyroxin-bindende

Protein Biologische Funktion Molekular- ¢

gewicht {mg/100 mi] [a}
Praalbumin Bindung von Thyroxin und Retinol-bindendem Protein 54980 25
Albumin Transport von Ionen, Pigmenten, etc., osmotische Funktion 66000 3500-5500
Transcortin Bindung und Transport von Cortisol 55700 4
Thyroxin-bindendes Globulin Bindung von Thyroxin 54000 1-2
Retinol-bindendes Protein Bindung von Retinol 21000 4.5
Ge-Globulin Bindung von Vitamin D, 50800 40
Transcobalamin I Bindung,von Vitamin B, 60000 ?
Transcobalamin 1! Bindung und Transport von Vitamin B, 53900 Spuren
Coeruloplasmin Bindung von Kupfer; Oxidase 132000 35
Transferrin Bindung und Transport von Eisen 76500 295
Himopexin Bindung von Hamin 57000 80
Haptoglobin Bindung von Hamoglobin 100000 170-235

(Typ 1-1)

[a] Normalkonzentration im Serum.

Die Transportproteine werden an verschiedenen Orten
synthetisiert, unterscheiden sich in ihren Molekulargewich-
ten, und ihre Konzentration im Humanserum reicht von 1
bis tiber 1000 mg/ml (Albumin). Albumin ist es auch, das die
vielfaltigsten Bindungseigenschaften der Plasmaproteine be-
sitzt. Es ist unmoglich, alle endogenen oder exogenen Sub-
stanzen zu erwéihnen, die von Albumin transportiert werden.
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Globulin cin kompaktes, symmetrisches Molekiil ist, in dem
die Hilfte der Aminosdurereste a-Helices und die andere
Hilfte B-Faltblatt-Strukturen aufbaut. Das Molekiil enthilt
nur eine Polypeptidkette und ist ein Glycoprotein. Im alkali-
schen Bereich bis pH=10.5 ist es sehr stabil, unterhalb von
pH=35.0 verliert es sehr leicht und irreversibel seine Bin-
dungseigenschaften gegeniiber dem Hormon®®'-%2,

Angew. Chem. 92, 83-95 (1980)



Ge-Globulin®: Die von Hirschfeld™ entdeckte gruppen-
spezifische Komponente — heute Ge-Globulin genannt — er-
wies sich kiirzlich als identisch mit Transcalciferrin, einem
Transportprotein des Plasmas, das Vehikelfunktion fiir Vit-
amin D besitzt. Ge-Globulin hat eine Bindungsstelle fiir Vit-
amin D; und dessen 25-Hydroxy-Derivat und transportiert
méglicherweise auch andere Vitamin-D-Metaboliten®*-3¢1.

Transcobalamin I und I1¥7-5%; Unser Wissen iiber Struktur
und Zusammensetzung der Vitamin-B,-bindenden Proteine
ist nicht besonders grof3. Dies steht sicherlich in engem Zu-
sammenhang mit ithrem sehr geringen Vorkommen im Hu-
manserum. Chromatographisch kann man sie in zwei Frak-
tionen trennen: in Transcobalamin I und II. Transcobalamin
I ist ein Glycoprotein mit einem Kohlenhydratanteil von
33%, Transcobalamin II ein reines Polypeptid. Immunolo-
gisch unterscheiden sich beide Proteine voneinander. Trans-
cobalamin II hat offenbar grofiere physiologische Bedeutung
als Transcobalamin I; seine Aufgabe ist der Transfer von
Vitamin B,, zu den Gewebezellen.

Héimopexin®®®'l ist ein Him-bindendes Serumprotein,
und zwar ein einkettiges Glycoprotein mit einem Kohlenhy-
dratgehalt von etwa 22%. Es bindet dquimolare Mengen Por-
phyrine und Metalloporphyrine und schiitzt den Kérper vor
Eisenverlusten.

Haptoglobin'®?, das Himoglobin-bindende Protein des Se-
rums, weist genetischen Polymorphismus auf. Haptoglobin
von homozygoten Hp-1-1-Individuen ergibt bei der Moleku-
larsieb-Elektrophorese nur eine Bande; Haptoglobin des ho-
mozygoten Typs Hp 2-2 und des heterozygoten Typs Hp 2-1
hingegen ist aus einer Serie von polymorphen Proteinen mit
steigendem Molekulargewicht zusammengesetzt'®**‘, Hap-
toglobin besteht aus leichten (o) und schweren (8) Ketten.
Allen gemeinsam ist die schwere 3-Kette (Molekulargewicht
40000), die auch den Kohlenhydratanteil enthilt. Von den
leichteren a-Ketten gibt es drei Formen: o F-, «;S- und «5-
Ketten (Molekulargewichte 8900, 8900 bzw. 16000). Die a5-
Kette soll durch Genduplikation aus der «,-Kette hervorge-
gangen sein. Komplette Aminosduresequenz-Analysen fiir
alle a-Ketten liegen vor. Eine evolutionire Ahnlichkeit be-
steht zwischen der «,-Kette von Haptoglobin und den L-
Ketten der Immunglobuline!®®!. Auch im sauren «,-Glyko-
protein wurde ein o-Ketten-dhnliches Segment gefun-
den!®®),

Transferrin'®*® hat als Metall-bindendes Protein eine
echte Transportfunktion. In seiner N-terminalen Aminosiu-
resequenz zeigt es Strukturhomologie zu Lactoferrin und
Ovotransferrin!®l. Transferrin besitzt zwei Bindungsstellen
fir Eisen, die entgegen fritherer Annahme kleine, aber signi-
fikante Unterschiede aufweisen und durch isoelektrische Fo-
kussierung nachgewiesen werden konnen”%7'). Auch der
Mechanismus der Eisenabgabe an Reticulocyten ist gut un-
tersucht!"> 73,

Coeruloplasmin'™ ist kein echtes Transportprotein, son-
dern hat Ferroxidase-Aktivitit. Es enthalt eine Peptidkette
und sechs Kupferatome, die unterschiedlich gebunden
sind">7¢, Ein 20000-Dalton-Fragment des Coeruloplasmins
hat eine dhnliche Teilstruktur wie die Plastocyanine der
Pflanzen und die Azurine der Bakterien!”"l.

5. Human-Plasmaproteine mit unbekannter Funktion

Mehrere a- und B-Glycoproteine aus menschlichem Plas-
ma wurden rein dargestellt und physikalisch-chemisch gut

Angew. Chem. 92, 83-95 (1980)

charakterisiert, ohne dafl man zum Zeitpunkt ihrer Pripara-
tion etwas iiber ihre Funktion gewuf3t hat (Tabelle 13).

Tabelle 13. Eigenschafien menschlicher Plasmaproteine mit unbekannter Funk-
tion,

Protein Molekular- Kohlen- LP. ¢
gewicht hydrate  [a] [mg/100ml]
[Gew.-%] [b)
a,-saures Glycoprotein 41000 379 2.7 90
a, T-Glycoprotein 60000 137 8
a;B-Glycoprotein 50000 133 4446 22
9.58-a,-Glycoprotein 308000 12.8 5.0 5.5
ay-Mikroglobulin 26700 20 54
Zn-a,-Glycoprotein 41000 18.2 38 5
a>HS-Glycoprotein 49000 134 4.1 60
Histidin-reiches
3,8S-a;-Glycoprotein 58500 143 5.6-6.5 9
Leucin-reiches
3,1S-a,-Glycoprotein 49600 23 3.8-4.1 21
8S-a;3-Glycoprotein 220000 314 42-46 4
4S-a,B,-Glycoprotein 60000 21.7 4.0 0.02
B2-Mikroglobulin 11800 0 5.56 0.15
B2-Glycoprotein [ 40000 18.8 54-625 20
B2-Glycoprotein III 35000 10 51-5.8 10

C-reaktives Protein 110000-140000 O <0.1

[a] Isoelektrischer Punkt. [b] Mittlere Normalkonzentration im Plasma.

Im folgenden werden einige neuere Ergebnisse iiber diese
Proteine mitgeteilt, deren Mehrzahl von unserer Arbeits-
gruppe erstmals rein dargestellt und beschrieben wurde.

Die Struktur des a,-sauren Glycoproteins"®, das im Hu-
manserum in relativ hoher Konzentration vorkommt, ist
dank der hervorragenden Arbeit von K. Schmid et al.l’>-%!)
gut untersucht. Es besteht aus einer einzigen Polypeptidket-
te, deren Asparaginreste in den Positionen 15, 38, 54, 75 und
85 N-glycosidisch mit Polysaccharid-Einheiten verbunden
sind. Der Kohlenhydratanteil betrdgt fast 40%. In seiner
Aminosduresequenz weist «;-saures Glycoprotein eine ge-
wisse Ahnlichkeit mit den Immunglobulinen auf. Es wird
angenommen, daf a,-saures Glycoprotein aus dem Stamm-
baum der Immunglobuline vor der Bildung der primitiven
L-Kette hervorgegangen ist®°!. In diesem Zusammenhang
interessiert, dafl das «,-saure Glycoprotein nicht nur in der
Leber, sondern auch in Lymphocyten, Granulocyten und
Monocyten gebildet wird®?, «,-saures Glycoprotein bindet
einige Steroide und basische Arzneimittel wie Aprenolol und
Imipramin®® und zeigt auffallende Hemmungseigenschaften
bei der Plittchenaggregation!®],

Wihrend iiber oy T-*°! und e B-Glycoprotein®® keine neu-
eren Daten vorliegen, wurde beim 9.5S-a,-Glycoprotein'®-#8
erkannt, daf3 es identisch mit der P-Komponente des Hu-
manplasmas ist und der ,,pentagonalen Struktur zugeordnet
werden muf3, die elektronenmikroskopisch in Organen mit
Amyloid-Ablagerungen gefunden wurde®!, Das 9.5S-a;-
Glycoprotein ist ebenfalls identisch mit dem von Painter als
C1t bezeichneten Protein, das irrtiimlich als vierte Subkom-
ponente des Ct-Komplexes im Komplementsystem angese-
hen wurde®®. Gegeniiber Galactanen besitzt das 9.5S8-a;-
Glycoprotein einen Lectin-dhnlichen Charakter®!. Nach der
Sequenzanalyse der ersten 30 Aminosiduren besteht zwischen
dem 9.5S-o,-Glycoprotein und dem C-reaktiven Protein
weitgehende Homologie!®>?),

Neuere Ergebnisse iiber die physiologische Funktion von
Zn-a,-P4, 88-05-°%), 4S-0,6,-1°% und Leucin-reichem 3.1S-
a,-Glycoprotein®”! liegen nicht vor. Das erst vor drei Jahren
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von uns entdeckte 3.1S-a,-Glycoprotein zeichnet sich da-
durch aus, daBl etwa jede fiinfte Aminosidure Leucin ist.

as-HS-Glycoprotein®® soll nach neueren Untersuchungen
Bestandteil der Matrix von Knochen sein, es soll opsonieren-
de Eigenschaften besitzen (d. h. verstirkte Phagocytose be-
wirken) und nach groBeren chirurgischen Eingriffen im Se-
rum der Patienten erniedrigt sein®®® ',

Das Histidin-reiche 3.85-a,-Glycoprotein!'®'! besitzt nach
Morgan Bindungseigenschaften gegeniiber Himin und ande-
ren organischen Verbindungen sowie einigen zweiwertigen
Metall-Tonen!'°2'®1_ Es ist aber noch offen, ob diesen Eigen-
schaften eine physiologische Bedeutung zukommt.

a;-Mikroglobulin!'® %] ein Glycoprotein, wurde erstmals
von einer schwedischen Arbeitsgruppe aus dem Urin von Pa-
tienten mit tubuldrer Proteinurie isoliert. Auch im Serum
und Urin von Gesunden ist es enthalten. Takagi et al.""" ha-
ben kiirzlich seine Verteilung im Gewebe untersucht. Es ist
auf der Oberfliche von B- und T-Lymphocyten lokalisiert
und wird offenbar dort auch synthetisiert. Ob das von Seon
und Pressman''®" aus dem Urin von Krebs-Patienten isolier-
te a;-Mikroglycoprotein mit o,-Mikroglobulin identisch ist,
muf’ noch geklirt werden.

Seit der Entdeckung des B,-Mikroglobulins vor mehr als
zehn Jahren durch Berggdrd und Bearn!'®! wurde in zahlrei-
chen Arbeiten iiber dieses Protein berichtet. Deshalb sei hier
nur noch einmal an seine strukturelle und evolutiondre Ver-
wandtschaft mit den Immunglobulinen erinnert, an seine
Identifizierung als Membranprotein und daran, daf3 es Be-
standteil der Histocompatibilitdts-Antigene ist!'*\.

Bereits seit 1961 ist das 8,-Glycoprotein I bekannt!''®!. Es
ist ein kohlenhydratreiches polymorphes Glycoprotein, wel-
ches sich leicht kristallisieren 148t!"'"). Wir konnten spater
eine Familie mit erblichem Mangel an B,-Glycoprotein I fin-
den, der jedoch keine erkennbaren Erkrankungen hervor-
rief'*2], Das Protein wird bei der Geldiffusion nach Quchter-
lony von Dextransulfat und Heparin direkt prizipitiert und
transportiert Heparin in der Agargel-Elektrophorese!'!’.
Burstein und Legmann!''*l haben kiirzlich gefunden, daB die
Prizipitation Triglycerid-reicher Lipoproteine mit anioni-
schen Detergentien nur in Gegenwart von B,-Glycoprotein I
gelingt. In diesem Zusammenhang sei auf eine neuere Arbeit
von Polz et al.''' hingewiesen, nach der ,-Glycoprotein 1
integrierter Bestandteil der ,,Very Low Density“-Lipoprote-
ine (VLDL) sein soll. Moglicherweise spielt es eine Rolle im
Triglycerid-Stoffwechsel.

Auch das B,-Glycoprotein III wurde von unserer Arbeits-
gruppe!''®! vor einigen Jahren erstmals beschrieben; wesent-
lich mehr {iber seine physiologische Bedeutung ist bis heute
nicht bekannt. Durch Immunfluoreszenz konnten Chase und
Prochaska''™ zeigen, daB es bei mehreren Erkrankungen in
der Niere offenbar assoziiert mit Immunkomplexen abgela-
gert wird.

Das C-reaktive Protein ist der Prototyp der ,,akuten Pha-
sen-Reaktanden®, deren Serumspiegel in der akuten Phase
insbesondere entziindlicher Erkrankungen sehr rasch steigt.
Das C-reaktive Protein enthilt kein Kohlenhydrat; seine
Aminosduresequenz ist bekannt. Es besteht aus fuinf gleichen
Untereinheiten (Molekulargewicht 21500), die aus jeweils
187 Aminosduren aufgebaut sind"'®. Nach elektronenmi-
kroskopischen Untersuchungen sind diese Untereinheiten
ringférmig zusammengelagert, so daB eine pentagonale
Struktur®, dhnlich wie beim 9.5S-«,-Glycoprotein, sichtbar
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wird. Trotz dieser genauen strukturellen und chemischen
Kenntnisse und obwohl in der Vergangenheit eine Reihe von
biologischen Aktivititen gefunden wurden, wie Forderung
von Immunprizipitation! ") und -agglutination!'2%, Komple-
ment-Aktivierung!'?'-'?? und Steigerung der Phagocyto-
sel'2124 sowie Inhibierung der Thrombocyten-Aggrega-
tion!'?®), ist die eigentliche physiologische Funktion des C-
reaktiven Proteins immer noch unbekannt.

6. Genetische Verinderungen bei
Human-Plasmaproteinen

Alle Plasmaproteine werden genetisch kontrolliert. Die
Gene, welche die Synthese dieser Proteine bewirken, haben
sich im Verlauf der Evolution durch Mutation so verandert,
daB man heute Proteine mit erheblich abweichender Struk-
tur und Aktivitiat kennt!2%!2", Bei Human-Plasmaproteinen
sind genetische Defekte und Polymorphismen zu unterschei-
den. Im ersten Falle haben die Proteine eine verdnderte
Struktur ohne die urspriingliche biologische Aktivitit, oder
aber sie fehlen ganz, d. h. sie werden nicht synthetisiert.
Beim Verlust der Aktivitit konnen diese Proteine mit immu-
nologischen Techniken noch nachgewiesen werden.

Im Falle des Polymorphismus fiihrt eine Verinderung der
Primirstruktur zu separaten Phinotypen, wobei die biologi-
sche Aktivitdt unverindert erhalten bleibt.

Bei mehr als 30 Human-Plasmaproteinen ist ein erblicher
Mangel bekannt. Meistens steht das Fehlen oder die mangel-
hafte Synthese dieser Proteine in engem Zusammenhang mit
einer mehr oder minder schweren Krankheit (Tabelle 14).

Tabelle 14. Genetischer Mangel an Human-Plasmaproteinen.

Protein Klinischer Zustand

a;-Antitrypsin
a-Lipoprotein

Lungenemphysem; neonatale Hepatitis
Tangier-Krankheit; vergroBerte gelbe Tonsil-
ten; Hepatosplenomegalie; Lymphadenopathie
angioneurotisches Odem

Wilsonsche Krankheit; akute hamolytische An-
dmie

Hypochrome Animie

neonatale megaloblastische Andmie, Wachs-
tumsfehler, wiederholte Infektionen
B-Lipoprotein Steatorrhoe, neuromuskuldre Erkrankungen
Clq Hypogammaglobulinimie?

Cir Nieren- und Hautkrankheiten

C3, C5 C3b INA geschwiichte bakterizide Aktivitit

1gG, IgA, IgM Antikorpermangel-Krankheiten

Fibrinogen 3
Prothrombin

Proaccelerin

Proconvertin

Antihimophiles Globulin
Christmas-Faktor
Stuart-Faktor
Hageman-Faktor
Fibrin-stabilisierender Faktor
Priikallikrein

az-Antiplasmin J

Ct-Inaktivator
Coeruloplasmin

Transferrin
Transcobalamin 11

»>abnormale Blutungstendenzen

Albumin

Thyroxin-bindendes Globulin
Haptoglobin gesund
B2-Glycoprotein I

C2, C6, C7

Die Plasmaproteine mit genetischem Polymorphismus
sind in Tabelle 15 zusammengestellt. Die Phinotypen kén-
nen mit elektrophoretischen oder immunologischen Techni-
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ken oder, wie im Falle der Cholinesterase, auch enzymatisch
bestimmt werden. Bei einigen Polymorphismen ist bekannt,
daf3 sie auf den Austausch einzelner Aminosiuren oder gan-
zer Polypeptidketten zuriickzufiihren sind.

Tabelle 15. Human-Proteine mit genetischen Varianten oder genetischem Poly-
morphismus.

Protein Varianten

Albumin bisher 20 Varianten

a;-Antitrypsin Pi-System, bisher 25 erkannte Allele
«,-saures Glycoprotein Typen FF, FS, SS
«a-Makroglobulin Xm-System

Ge-Globulin Get-t, Ge2-1, Ge2-2 und seltene
Coeruloplasmin CpA, CpB, CpC, CpNH, CpBpt, CpTh
Haptoglobin Hpi1-1, Hp2-1, Hp2-2 und seltene
Cholinesterase bisher 10 Phinotypen

bisher 20 Varianten

Ag-System, Lp(a)- und Ld-System
Bf FF, Bf FS, Bf SS und andere
Typen C2' und C2*"'

bisher 16 Varianten

bisher 8 Phinotypen

Typen A, B, AB und seltene

Transferrin
B-Lipoprotein
C3-Proaktivator
C2-Komponente
C3-Komponente
C4-Komponente
Cé6-Komponente

Fibrinogen Fibrinogen Baltimore, Fibrinogen Detroit
1gG Gm-Allotypen von y-Ketten
IgA Am-Allotypen von «-Ketten
IgM Mm-Allotypen von j-Ketten

Wenn man zu den genetischen Polymorphismen der Plas-
maproteine die zahlreichen Polymorphismen der Enzyme
und andere genetische Merkmale des Menschen hinzuzihlt,
ist es einleuchtend, daf jedes Individuum in seiner Protein-
und Enzymzusammensetzung einmalig ist, d. h. durch sein
Muster im Polymorphismus wie durch den Fingerabdruck
charakterisiert wird!'¥,

7. Funktion der Kohlenhydrate in
Human-Plasmaproteinen

Die meisten der menschlichen Plasmaproteine sind Gly-
coproteine; nur wenige, wie das Albumin, das Retinol-bin-
dende Protein oder das C-reaktive Protein sind kohlenhy-
dratfrei.

Unter Glycoproteinen im weitesten Sinne versteht man
Proteine, die als prosthetische Gruppe Kohlenhydrate ent-
halten. Die Kohlenhydratbausteine, die man bisher in
menschlichen Glycoproteinen gefunden hat, sind: N-Acetyl-
D-glucosamin, N-Acetyl-D-galaktosamin, D-Galaktose, D-
Mannose, D-Glucose, L-Fucose, N-Acetylnecuraminsidure
und D-Xylose.

Die Chemie der Kohlenhydrate in den Serum-Glycopro-
teinen folgt Regeln: Nur Asparagin, Threonin und Serin - in
seltenen Fillen auch Hydroxylysin ~ sind mit den Oligosac-
charid-Einheiten verkniipft. Strukturell lassen sich die Oli-
gosaccharid-Ketten in alkali-stabile, N-glycosidisch an As-
paragin gebundene und alkali-labile, O-glycosidisch an Se-
rin oder Threonin gebundene Ketten einteilen. Bei den N-
glycosidischen Bindungen ist ausnahmslos N-Acetyl-D-glu-
cosamin und bei den O-glycosidischen Bindungen nur N-
Acetyl-D-galaktosamin beteiligt. In duflerst seltenen Fillen,
wie bei C1g-Protein, ist ein Glucosylgalaktosyl-Disaccharid
O-glycosidisch mit Hydroxylysin verkniipft.

Von den Funktionen!'?® 3" der Kohlenhydrate in den
Glycoproteinen ist die der Erkennung am bedeutendsten.
Die positive Erkennung sei am Beispiel von Coeruloplasmin
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erklirt. Solange die endstindige Neuraminsiure noch am
Coeruloplasmin gebunden ist, wird es von den Parenchym-
zellen der Leber nicht erkannt. Nach ijhrer Abspaltung je-
doch (Asialoglycoprotein) werden die freigelegten Galakto-
sereste sofort von einem Lectin-dhnlichen Protein der Leber-
zellmembranen erkannt, und das Protein wird sehr schnell
aus der Zirkulation eliminiert!"*?, Ein Beispiel fiir negative
Erkennung ist das Maskieren oder Uberdecken von Antigen-
determinanten oder auch groBeren Bereichen auf der Ober-
flaiche von Membranen!'**],

Fiir die Charakterisierung und Bestimmung von Glyco-
proteinen sind Lectine von grofier Bedeutung. Lectine!'*¥
sind Proteine oder Glycoproteine, die analog den Antikor-
pern spezifisch mit Kohlenhydraten reagieren, jedoch keine
Antikorperstruktur haben. Sie kommen in Pflanzen, Inver-
tebraten und Vertebraten vor, und ihre Eigenschaft der Er-
kennung spezifischer Kohlenhydratstrukturen ist ein wert-
volles Hilfsmittel beim Studium und bei der Isolierung der
Glycoproteine. Zusammen mit Uhlenbruck konnten wir
kiirzlich Lectin-dhnliche Eigenschaften auch bei einigen Se-
rum-Glycoproteinen feststellen®",

8. Klinische Bedeutung von Plasmaproteinen
8.1. Diagnostik

Zahlreiche Erkrankungen sind von Verinderungen der
Zusammensetzung des Plasmaproteinspiegels begleitet. Der
quantitative Nachweis eines oder mehrerer Plasmaproteine
ist deshalb fiir Diagnose und Verlaufskontrolle dieser Er-
krankungen von Bedeutung. Wihrend zu Beginn dieser Ent-
wicklung die Technik der Elektrophorese!'**~'3*"! im Vorder-
grund stand, werden die Plasmaproteine heute hauptsichlich
mit  immunologischen  Techniken  quantitativ  be-
stimmt!*%- 3%, Die dazu erforderlichen prizipitierenden An-
tisera werden iiberwiegend durch Immunisierung von Tieren
mit hochgereinigten Human-Plasmaproteinen gewonnen.
Bisher lassen sich mehr als 80 Proteine im menschlichen
Blutplasma mit diesen Techniken bestimmen.

8.2. Prophylaxe und Therapie

Seit Beginn der Gewinnung von prophylaktisch und the-
rapeutisch wirksamen Proteinen aus menschlichem Blutplas-
ma wurden mehr als 20 Proteinpréparate entwickelt (Tabelle
16).

Tabelle 16. Prophylaktisch und therapeutisch wirksame Arzneimittel aus
menschlichem Blutplasma.

Jahr  Plasmaprotein Indikation

1942  Gammaglobulin
(Immunglobulin)

1942 Albumin

1947  Fibrinogen

1947  Antihdmophiles
Globulin (AHG)

1948  Stabilisierte Serumkonserve

1960  Cryoprazipitat (Fibrinogen

Antikorpermangel

Volumenersatz, Plasmaexpander
Fibrinogenmangel
Himophilie A

Volumenersatz, Plasmaexpander
Fibrinogenmangel und Himophilie A

und AHG)

1962  Intravends applizierbares Antikorpermangel
Gammaglobulin

1965  Spezifische Immunglobuline Antikorpermangel

1966  Anti-Rhesus-(D)-Immunglo- Verhinderung von Rhesus-Erythro-
bulin blastosen

(Fortsetzung siehe S. 94)
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Tabelle 16. (Fortsetzung)

Jahr  Plasmaprotein Indikation

Prothrombin- und Faktor-VII-Man-
gel, Himophilie B
Himophitie B

1968  Prothrombin-Konzentrat

1969  Faktor-1X-Konzentrat

1969 IgA-Konzentrat Antikorpermangel

1969 IgM-Konzentrat Antikorpermangel

1969  Serum-Cholinesterase In der Anisthesie bei atypischen Cho-
linesterasen

1970  Transferrin Angeborener Mangel

1972  Fibrinstabilisierender Faktor Mangelzustinde, Wundheilungssto-
(F XIII) rungen

1973  Cl-Inaktivator Angioneurotisches Odem

1976  Plasminogen Fibrinolysetherapie (in klinischer Prii-

fung)

Mangelzustinde (Thrombosegefihr-

dung) (in klinischer Priifung)

1979  Thyroxin-bindendes Globulin ~ Hyperthyreose (in klinischer Prii-

fung)

1977  Antithrombin III

Am Anfang dieser Entwicklung standen die Immunglobu-
linfraktion und das Albumin. Aber schon bald wurden Blut-
gerinnungsfaktoren und einige weitere biologisch aktive Pro-
teine der Klinik als Prophylaktika oder Therapeutika zur
Verfugung gestellt. Verbesserte Fraktionierungstechniken
und neue Erkenntnisse iiber Blutplasmaproteine werden es
sicher erméglichen, noch weitere Proteine aus menschlichem
Blut als Arzneimittel zu entwickeln. Das stets nur in begrenz-
ten Mengen zur Verfiigung stehende Blutplasma wird auf
diese Weise besser und sinnvoller genutzt, als durch die
Transfusion von Blutplasma.
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Neue Technologien zur filmlosen Herstellung von Druckformen!™!

Von Hansjorg W. Vollmann!"

Professor Rolf Sammet zum 60. Geburtstag gewidmet

Durch Gutenbergs Erfindung der beweglichen Lettern wurde die wirtschaftliche Vervielfilti-
gung optisch wahrnehmbarer Information im Abendland zum erstenmal méglich. Beim dama-
ligen Druckverfahren spielte der mechanische Ubertragungsproze die Hauptrolle, wihrend
chemische Prinzipien noch untergeordnete Bedeutung hatten. Als Alois Senefelder Ende des
18. Jahrhunderts den Flachdruck erfand, nannte er das neue Verfahren ,,chemische Drucke-
rey*. Die Chemie hat seither bei der Produktion von Druckformen gro3e Bedeutung erlangt:
So erfordert die Herstellung von Flachdruckformen mit Licht materielle Zwischenspeicher
und Bilderzeugungsverfahren, die auf chemischen Reaktionen beruhen. Durch die elek-
tronische Verarbeitung optischer Informationen werden mehrere Zwischenspeichermedien eli-
miniert; neuere, empfindlichere Bilderzeugungsverfahren bedienen sich in zunehmendem
MafRe weniger chemischer Prinzipien als elektrischer Eigenschaften der Materie.

1. Einleitung

Das Drucken, urspriinglich eine Kunst, dann ein Hand-
werk, hat heute als industrielles Verfahren groBe Bedeutung.
Einige seiner wissenschaftlichen Aspekte sollen in diesem
Beitrag zur Sprache kommen.

[*] Dr. H. W. Vollmann

Kalle Niederlassung der Hoechst AG

Postfach 3540, D-6200 Wiesbaden 1
{**] Nach einem Beitrag im Rahmen desr GDCh-Vortragsreihe zur Achema
1979 am 20. Juni 1979 in Frankfurt/Main.

Angew. Chem. 92, 95-106 (1980)
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1.1. Druckverfahren

Es gibt vier Hauptverfahren des Druckens'~*: Hochdruck,
Tiefdruck, Flachdruck und Durchdruck. Die Verfahren un-
terscheiden sich voneinander im wesentlichen durch die Ei-
genart der Druckform. Die Prinzipien sind in Abbildung 1
erldutert.

Wihrend beim Hochdruck die Farbe von den erhabenen
Stellen der Druckform abgenommen wird, ist es beim Tief-
druck umgekehrt: Die relativ diinnfliissige Tiefdruckfarbe
wird aus den Nipfchen der Druckform auf das zu bedruk-
kende Material, z. B. Papier, libertragen.
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