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SUMMARY 

The heterogeneity of ceruloplasmin : 
isolation and characterization of two cupro proteins from human serum 

Ceruloplasmin isolated from human serum could be separated in two components 
(C-C and C-D) which showed marked differences concerning their physico-chemical 
properties. From sedimentation studies a molecular weight of 148000 was calculated 
for C-C and of 125000 for C-D. Fraction C-C contained 8 and C-D 6 moles Cu/mole 
enzyme. Different amounts of carbohydrates were found in both forms (C-C, 7 % ;  
C - D ,  3 . 2 % ) .  The different behaviour in the electrophoretic mobility on starch gel 
as well as in the immuno-electrophoresis gave further evidence that  two distinct forms 
of ceruloplasmin exist. The possibility that  fraction C-D may  serve as a precursor of 
C-C has been discussed. 

EINLEITUNG 

HOLMBERG UND LAURELL 1 beschrieben 1948 em blaues, kupferhattiges Plasma- 
Protein, das sie sp~ter mit der seit fiber 20 Jahren bekannten Serum-Oxydase identifi- 
zierten 2. Wiederholte Versuche reine Caeruloplasmin-PrAparate herzustellen miss- 
langen. Dies war offenbar darauf zurfickzuffihren, dass das Enzym in mehrerer~ 
molekularen Spezies vorkommt.  Durch SAulen-Chromatographie auf Hydroxyl-  
apat i t  gelang es BROMAN 3 zwei Serum-Fraktionen mit Oxydase-Aktivit~t zu trennen. 
~¢[ORELL UND SCHEINBERG 4 best~tigten die Heterogenit~t des Caeruloplasmins und 
wiesen nach, dass die Hauptfraktion C-C* homogen, die Nebenfraktion C-D jedoch 
mikro-heterogen ist. Beide Enzyme wiesen, bezogen auf das Eiweiss, denselben 
Kupfergehalt und dieselbe enzymatische Aktivit~t auf. 

Die Ursache dieser Heterogenit~t ist nicht klar. CURZON UND VALLET 5 deuten 
sie als Artefakt. MORELL UND SCHEINBERG 4 ffihren sie, wie dies ftir die Haptoglobine 
und Siderophiline feststeht, auf genetische Unterschiede zurfick. Diese Hypothese 
konnten wir dutch die Analyse einer gr6sseren Zahl von Seren auf ihre C C und C-D- 

* MORELL UND SCHEINBERG 4 bezeichnen die homogene Haupt f rak t ion  als C, die mikro- 
heterogenen Nebenfrakt ionen als D {D 0, D t, D2). Zur besseren Unterscheidung von den Transfei-  
rinen ziehen wir die Abkiirzungen C-C (Caeruloplasmin C) und C-D (Caeruloplasmin D) vor6, v. 
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Konzentration ausschliessen e. Einzig bei tier hepato-lentikul~iren Degeneration 
(Wilson'sche Krankheit) liegt m6glicherweise eine genetisch determinierte Gesetz- 
m/issigkeit vor. Bei allen anderen Individuen fanden wir eine direkte Beziehung 
zwischen der C-C und C-D-Konzentration. Bei stark gesteigerter Caeruloplasmin- 
Synthese (Herz-Infarkt, Gravidit/it, Krebs) schien jedoch die Konzentration yon C-D 
starker anzusteigen als diejenige yon C-C. Beim Neugeborenen fiberwiegt quantitativ 
C-D, wRhrend beim Erwachsenen etwa 75 % des Caeruloplasmins auf C-C zuriick- 
zufiihren ist 7. Unsere Beobachtungen schliessen somit sowohl eine Artefakt-Bildung 
wie auch eine genetisch determinierte Individualit~t aus. Zur besseren Kl~rung dieser 
Verh/iltnisse schien es angezeigt, eine einfache Methode zur Isolierung der beiden Iso- 
Enzyme auszuarbeiten und die molekularen Unterschiede zu analysieren. 

METHODEN 

Die N-Bestimmung erfolgte durch feuchte Veraschung im Mikro-Kjeldahl und 
kolorimetrische Messung des freigesetzten Ammoniaks mit dem Nessler-Reagenz. 
Die Umrechnung auf den Eiweiss-Gehalt erfolgte mit Hilfe der Formel: Eiweiss ---- 
N × 6.25. Die direkte Bestimmung des Eiweiss-Gehalteswurde nach der Methode von 
Folin-Ciocalteu in der Ultramikro-Modifikation yon LOWR~ vorgenommen, wobei 
9o% reines Human-Albumin als Standard diente. Bei der Auswertung S~iulen- 
chromatographischer Fraktionen wurde die Eiweiss-Konzentration durch Bestim- 
mung der Extinktion bei 280 mt~ in einem Beckman DU oder Zeiss PMQ II Spektral- 
photometer ermittelt, wobei der Berechnung folgende Formel zu Grunde gelegt wurde" 
E28omv ----- 1.65. 

Zur Kupfer-Bestimmung wurde zun~ichst mit einem Gemisch von konzentrierter 
Schwefels~iure und Wasserstoff-Peroxyd feucht verascht und anschliessend das Kupfer 
kolorimetrisch mit Oxalyldihydrazid nach der Methode von STARK uND DAWSON 9 
bestimmt. Zur Kontrolle wurde ein Tell der Proben auch nach trockener Veraschung 
polarographisch oder kolorimetrisch mit Natriumdi~ithyl-dithiocarbamat gemessen 1°. 

Die Bestimmung der Gesamt-Kohlehydrate erfolgte mit der Anthron-Methode 
unter Verwendung von Glucose als Standard n. 

Eine direkte Messung der Caeruloplasmin-Konzentration ist bei angereicherten 
Proben auf Grund der intensiven Blauf~irbung dieses Cupro-Proteines m6glich. Die 
Messung erfolgt im Beckman DU oder Zeiss PMQ II Spektralphotometer bei 605 m~ 
vor und nach Zusatz von IO mg Ascorbins~ure. Als Grundlage fiir die Berechnung 

605 rr~u diente die Formel E ~%,, cm ---- 0.56. 
Die Bestimmung der Oxydase-Aktivit~t erfolgte durch Messung der Extinktions- 

zunahme bei 546 m/~ (Eppendorf-Photometer) w~hrend der Inkubation mit p- 
Phenylendiamin als Substrat. Der Test'Ansatz (3 ml) hatte folgende Zusammen- 
setzung: Acetat-Puffer pH 6.o, 6o mM, p-Phenylendiamin 8i mM, EDTA o.04 mM. 
Als Leerwert diente ein Ansatz mit xI ram Natriumazid. Die Inkubation erfolgte 
bei 25 ° in einem thermostatisierten Kuvetten-Halter w~.hrend 3 ° sec bis IO min bei 
hoher Enzym Konzentration und bei 37 ° i m  Wasserbad, w~ihrend 15-3o min bei 
niedriger Enzym Konzentration (Serum). Eine, Einheit wurde zun~ichst als die Zu- 
nahme der Extinktions-Differenz zwischen Analyse und Leerwert pro Minut um o.oi 
(37 °) definiert. Spiitere Vefgleichsuntersuchungen ergaben, dass IOO dieser Einheit 
o.3i mg reinem Caeruloplasmin entsprechen. Die Umrechnung der Einheiten von 25 ° 
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auf 37 ° erfolgte mit Hilfe eines experimentell ermittelten Q10-Wertes yon 3.3 (Fig. I). 
Die Sedimentationsmessungen erfolgten mit der Phywe Ultrazentrifuge bei Zim- 

mertemperatur (20 °) und einer Rotor-Umdrehungs-Geschwindigkeit yon 45 ooo/min. 
Von beiden Fraktionen, C-C und C-D, (in o.I M Kaliumphosphat-Puffer pH 6.8) 
wurden je 3-4 Bestimmungen bei verschiedenen Eiweiss-Konzentrationen durch- 
geffihrt. Die Auffragung yon s gegen die Protein-Konzentration (Fig. 2) ergab eine 
Gerade, aus der durch Extrapolation so ermittelt wurde. Die tibrigen Korrekturen 
erfolgten nach den Angaben von SVEDBERG OND PETERSON 12. 

Zur Aufnahme der Elektronen-Spin-Resonanz-Spektren wurde ein Varian- 
Spektrometer yon Typ V 4500 benfitzt. Die Feldmodulation betrug IOO kc. Als 
Kuvette  diente ein Quarzr6hrchen. Zur Untersuchung wurden 0.2 ml ersch6pfend 
dialysiertes Caeruloplasmin verwendet. 

S 20 w x 10 ~ 
7.0 

log Vo 6.5 

2.0 • 

6.O 
1.5 

C-D 

1.0 t 
5.5 

0.5 

5,0 ! I / J 
320 330 340 350 360 ~ 2 3 4 

I/T 10-5 Prote.id Konzentr~tion (mg/mi) 

Fig.  I. Temperatur-Abh~.ngigkeit der p-Phe- Fig. 2. Abhiingigkeit yon szo,w" lO 13 von der 
nylendiamin-Oxydation durch Caeruloplasmin. Eiweiss-Konzentration (in 0.125 M Kalium- 

phosphat-Puffer, pH 6.8). 

Die vertikale St~kegel-Elektrophorese wurde nach der Methode von SMITHIES 13 
durchgefiihrt. Als Triigermedium diente kommerzielle hydrolysierte St~irke*. Bei 
pH 8.7 wurde ein 0.3 M Borat-Puffer la, bei pH 5.7 ein o.oi M Acetat-Puffe# ver- 
wendet, Die Caeruloplasmin-Banden wurden dutch Inkubation der halbierten Streifen 
wiihrend 4 h bei 37 ° im oben erw~ihnten Inkubationsgemisch kolorimetrisch dar- 
gestellt. Die Eiweiss-Fiirbung erfolgte mit Amidoschwarz. 

Die Immun-Elektrophoresen wurden uns freundlicherweise yon Dr. D. L. A. 
ROULET im Zentrallaboratorium des Blutspendedienstes des Schweizerischen Roten 
Kreuzes in Bern (Direktor P.D. Dr. A. HASSlG) nach einer Modifikation 14 der Mikro- 
methode v o n  S C H E I D E G G E R  16 vorgcnommen. 

Die S~iulen-Chromatographie auf DEAE-Cellulose erfolgte nach den Angaben 

* Bezugsquelle: Connaught Laboratories, University of Toronto, Toronto (Canada). 
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yon SOBER et al. le. Eluiert wurde stufenweise mit o.125 und 0.3 M Kaliumphosphat- 
Puffer pH 6.8. Zur Trennung von C-C und C-D dutch Hydroxylapatit-S~ulen-Chro- 
matographie folgten wir genau den Vorschriften von BROMAN s. Der Hydroxylapatit 
wurde nach TISELIOS et a l Y  hergestellt. Die Eluiemng erfolgte mit Hilfe eines linearen 
Kaliumphosphat-Gradienten (pH 6.8, o.125-o.4o M). 

Zur Konzentrierung der Fraktionen wurden diese dialysiert, auf Hydroxylapatit 
adsorbiert und mit 0.4 ° M Puffer frontal eluiert. Zur Entsalzung wurde zun~chst 
dialysiert, doch erwies sich sp~ter die Gel-Filtration auf Sephadex G-25" als rascheres 
und schonenderes Verfahren is. 

Fraktionierungs-Schema 

Rest-Fraktion B (a- und fl-Globuline) (2o00 × g)~ Mit 2ooo ml 
o ~6 M NaC1-L6sung homogenisieren (Turmix). pH auf 6.8 ein- 
stellen. I Woche bei 4 ° stehen lassen. Abzentrifugieren. 

I 

0bers tand:  Fmktion I.: Bei Zimmertemperatur 2 mal im Scheide- 
trichter mit  Alkohol-Ather (I : I) denaturieren. 

[ 

PrAzipitat in gleicher Menge Wa~ser 16sen: Fraktion II. In der 
K~lte zentrifugieren. [ 

13berstand: Fraktion III.  Bei 4 ° 36% Ammoniumsulfat. 
I 

l~berstand: Fraktion IV. Bei 4 ° 6o % Ammoniumsulfat. 
[ 

PrAzipitat im gleichen Volumen dest. Wasser 16sen. 24 h gegen 
flies~endes Brunnenwasser dialysieren und anschliessend zentrifu- 
gieren. Dieser Schritt wird mit Vorteil dutch eine Gel-Filtration 
auf Se,hadex G-2 5 ersetzt. [ 

7dberstand: Fraktion V. 24 h gegen o.125 M Kaliumphosphat- 
Puffer pH 6.8 dialysieren. Von DEAE-Cellulose-S£ule stufenweise 
mit o.125 und o.25o M Kaliumphosphat-Puffer pH 6.8 eluieren. 

I 

Blau gef/irbte Fraktionen poolen: Fraktion VI. 24 h bei 4 ° gegen 
o. iz 5 M Kaliumphosphat-Puffer pH 6.8 dialysieren. Von Hydroxyl- 
apatit-S~ule linear mit  o .I25-o.35oM Kaliumphosphat-Puffer 
pH 6.8 eluieren. [ 

Blau gefi~rbte Fraktionen: Fraktion VII. 

I 
I. Peak, o.15 M Puffer. 2. Peak, o.175 M Puffer. 
Rechromatographie auf Rechromatographie auf 
Hydroxylapati t :  Fraktion C-C Hydroxylapatit :  Fraktion C-D 

Fig. 3. FraMtionierungs-Schema flit die Isolierung yon C~C und C-D. 

* Bezugsquelle: Pharmacia, Uppsala (Schweden). 

Sediment (verworien) 

Extrakt  (verworfen) 

Sediment (verworfen) 

Pr~zipitat (verworfen) 

t3bemtand (verworfen) 

Sediment (verworfen) 

Ungef~ixbte Fraktionen 
(verworfen) 

UngefRrbte Fraktionen 
(verworfen) 
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RESULTATE 

Isolierung yon C~7 und C-D 

Das entwickelte Isolierungs-Schema ist in Fig. 3 dargestellt. Das Ausgangs- 
material (Rest-Fraktion B der v o n  NITSCHMANN, KISTLER UND LERGIER 19, modifi- 
zierten Plasma-Fraktionierungs-Methode IO nach COHN et al. 2°) wird mit Natrium- 
chlorid extrahiert und der Extrakt  mit Alkohol-Ather denaturiert. Bei der an- 
schliessenden Ammoniumsulfat-Fraktionierung fiillt die Caeruloplasmm-haltige 
Fraktion bei 36-60% S~tttigung aus. Ein Teil der Verunreinigungen pr~zipitieren 
w~thrend der anschliessenden Dialyse gegen fliessendes Brunnenwasser und werden 
abzentrifugiert. Dieser Schritt wird mit Vorteil dutch eine Gel-Filtration auf Sephadex 
G-25 ersetzt. Die L6sung wird dann gegen o.125 M Puffer ~quilibriert und auf eine 
DEAE-Cellulose-S~ule gegeben. Nach Eluierung mit o.125 und 0.300 M Puffer werden 
die blauen Fraktionen zusammengeschfittet und auf Hydroxylapati t  nach der Vor- 
schrift von BROMAN 3 in die Komponenten C-C und C D getrennt. Die Eluierung kann 
sowohl stufenweise wie auch mit Hilfe eines Gradienten erfolgen. Eine typische stufen- 
weise Eluierung ist in Fig. 4 dargestellt. Fraktion C-C erscheint homogen, Fraktion 
C-D umfasst h~tufig mehrere Komponenten, von denen C D o und C-D 1 in Fig. 4 zu 
erkennen sind. Die beiden Cupro-Enzyme werden zum Schluss getrennt nochmals auf 
Hydroxylapati t  rechromatographiert. Die im folgenden angeffihrten analytischen 
Daten beziehen sieh auf die rechromatographierten Rein-Fraktionen. Wie aus Tabelle I 
hervorgeht, betr~gt die Ausbeute um 20 °/o, die Reinheit yon C-C und C-D fiber 95 %- 

Physikaiische und chemische Eigenschfften von C ~  und C-D 

Die Charakteristiken der Iso-Enzyme C-C und C D sind in Tabelle II zusammen- 
gestellt. Bei allen Bestimmungen handelt es sieh um Mittelwerte von mindestens 
3 Doppel-Analysen an zu verschiedenen Zeiten hergestellten Reinfraktionen. Da die 
reinen Caeruloplasmine sehr labil sind, wurde Wert darauf gelegt, die Bestimmungen 
m6glichst rasch nach der Isolierung durchzufiihren. Als Basis ffir die Eiweiss-Werte 
galten die Resultate mit der Kjeldahl-Methode. Vergleichs-Bestimmungen mit der 
Lowry-Modifikation ergaben eine konstante Ubereinstimmung, doch zeigte sich, dass 

Saulen-chromatographische Trennung yon G-C und C-D auf Hydroxylapstit 

A 280 mp 
Kalium-Phosphal-Puffer pH 68 

7"C "1 0.125 M ' 1  0.150 M ' I 0,250M 
6.C 

4.C 

3.C 

2.(1 

1.0 

A 605 mp 

' Io2o 

0.25 

0.20 

0.15 

030 

0.05 

6 ,b ~'o s'o ;o {o 6'o % ~ 9'o ,~o ,to ,~o ,;o Jo ~;o ,6o 
Frakt;on NR 

Fig. 4- S~u len -Chromatograph ie  yon  F rak f ion  V auf  DEAE-Cel lulose .  E lu ie rung  mi t  Ka l ium-  
P h o s p h a t - P u f f e r  p H  6.8. B e s t i m m u n g  yon  Eiweiss  und  Caeru loplasmin .  
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die Farb-Intensit~t des Caeruloplasmins um einen Faktor von 1.4 h6her liegt als 
die]enige des Serum-Albumin-Standardes. Die Extinktions-Koeffizienten lagen fiir 
C-C um 17.6, fiir C-D um 15.7; also etwas h6her als die in der Literatur angefiihrten 
WerteS, ~1. Die Kupier-Konzentration--bezogen auf Eiweiss--war fiir C-C und C-D 
gleich und betrug um o.33% (siehe Ref. I, 5). Die Extinktions-Koeffizienten bei 
605 m/~ lagen bei unseren PrAparaten konstant tiefer als diejenigen yon LAURELL 
UND HOLMBERG 1 und DEUTSCH ~1 und zwar um 0.55 im Gegensatz zu 0.64 (siehe Ref. I) 
und 0.68 (siehe Ref. 21). Die h6heren Extinktionen bei 280 m/z und die tieferen Werte 
bei 6o5 m/z haben zur Folge, dass der bei der Isolierung des Caeruloplasmins h~ufig 
zur Messung der spezifischen Konzentration verwendete Wert E6o5 mu/E28o m~, eben- 
falls tiefer liegt und zwar um 0.033 statt o.044 (siehe Ref. 5) oder 0.o47 (siehe Ref. 21). 

T A B E L L E  I 

AUSBEUTE BEI DER ISOLIERUNG VON C - C  UND C - D  

FraMion Eiweiss Caer~doplasmin ReinheiL Ausbeule 

Nr. ml mg/ral rag total mg/ml rag total (%) (%) 

Serum 8o 0.39 0.0049 

I 4000 143 572 ooo o.oo81 465 ° o.81 IOO 
II  19o O.OLO6 I.O6 

I I I  148o 89 13 20o o.o23 295 ° 2.25 63 
IV 24 0.068 6.8 
V 302 21. 7 6 55 ° o.2I  139o 21.3 3o 

VI  250 6..21 I 560 0.68 lO5O 67. 5 23 
VI I  C-C 220 3.1 682 0.97 705 97 I 

20 
C - D  60 4.o 240 0.95 252 95 

T A B E L L E  II  

CHEMISCHE, PHYSIKALISCHE- UND BIOLOGISCHE DATEN 

Gemisch ( LiJer~ur-Angaben ) C- C C-D 

Cu/N, % 
Cu/Pro te in ,  % 
E28O m# 

1%, z cm 
E6o5 m~ 

1%, i cm 
Hexose /P ro t e in  (%) 
Kmv_pD (Protein) 
Kmp_PD (Kupfer) 

$020,W 
Dso, w (cm 2 see -1} 
Mol. gew. 
Cu-Atome/Mol  

Chemische Charakterist iken 

1.97 (s. Ref. i ) ;  2.oo Is. Ref. 5); 1.8o (s. Ref.  21) 2.1o 1.8o 
o.32 (s. Ref.  i ) ;  o.31 (s. Ref. 5) o.34 o.32 

14.6 (s. Ref.  21) 17.6 15. 7 

o.64 (s. Ref.  i) ; o,68 (s. Ref.  21) o.56 o.54 

2 -  3 (s. Ref.  37-4 I) 7.0 3.z 
2.5" IO - s  (s. Ref.  1) 5.9" lO--4 4.2 '  lO-4 

5.9" lO-4 5.9" IO-4 

Physikadische Daten 

7.2 (s. Ref.  I); 7.I ( s .Re f .2 i} ;  7.6 (s. Ref.  22) 6.82 5.77 
4.4" lO-7 (s. Ref.  22) 

151 ooo (s. Ref.  i ) ;  15o ooo (s. Ref .  2I) 148 ooo 125 ooo 
7.5 (s. Ref.  i ) ;  8.o (8 Ref.  21) 7.95 6.30 

Biologische Variabilit4tt ,  7 

rag/zoo ml Pla.m~ ( Memsc~) , er.zymati~k be~tiva~ 

E r w a c h s e n e  35 ~z I1  31 ~ 6 8 -~ 2 
Gravide  84 :k 32 74 22 
Neugeborene  io  ~: 7 5 Io 
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Zur Abkl~irung der enzymatischen Spezifit~tt der Iso-Enzyme wurde der Kra 
gegenfiber p-Phenylendiamin, Dimethyl-p-Phenylendiamin und Tetramethyl-p- 
Phenylendiamin bestimmt. Eine typische Analyst ist in Fig. 5 dargestellt. Das Di- 
methyl- und Tetramethyl-Derivat geben etwas niedrigere Km Werte. Die Bestimmung 
dieser Konstanten ergab die ersten Anhaltspunkte ffir eine Heterogenit~Lt von C-C 
und C-D. Wurde der Eiweiss-Gehalt als Bezugs-Basis verwendet, so war der Kra ffir 
C-C und C-D identisch. Bezogen auf den Kupfer-Gehalt ergab sich jedoch ein leicht 
niedrigerer Weft ffir C-D als ffir C-C. 

I//V H,, N ~ H 
H,,N - -  Q - -  1 .00  "" H 

0.75 

, ,N - -  f "% ~ N ~ .  

J " - f ,  "9 
0 I 2 3 " 10 4 

'A 
Fig. 5. Bestimmung des Km gegeniiber p-Phenylendiamin, Dimethyl-p-Phenylendiamin und Tetr~- 

methyl-p-Phenylendiamin (C-C). 

Die Bestimmung der Sedimentationskonstante (Fig. 6) ergab Werte um 6.8 ffir 
C-C und 5.8 fiir C-D. Der Wert fiir C-D liegt etwas tiefer als die entsprechenden 
Angaben anderer Autoren 1,~L2*. Unter der Annahme desselben Diffusions-Koeffi- 
zienten D20,w von 4.5" IO-7 cm=/sec z2 ffir beide Iso-Enzyme errechnet sich ffir C-C 
ein Molekulargewicht von z48ooo und fiir C-D ein solches von I25OOO. C-C enth~ilt 
somit en~prechend den frfihen Angaben von LAURELL UND HOLMBERG 1 8 Atome 

Fig. 6. Sedimentation von C-C (a) und C-D (b) in der Phywe-Ultrazentrifuge. 
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Kupfer pro Molekii'lS, ~r, C-D jedoch nur 6 Atome Kupfer pro Molektil. Der Unter- 
schied zwischen C-C und C-D bezieht sich jedoch nicht nur auf den Kupfer-Gehalt. 
Bestimmungen der Gesamt-Kohlehydrate ergaben 7 % Hexosen in C-C bei nur 3.2 % 
Hexosen in C-D. C-D ist ein deutlich Kohlehydrat-lirmeres Glykoprotein als C-C. 

Bei der St~irkegel-Elektrophorese kSnnen wir die Angaben von SCH~ISBER6 UND 
MORELL 4 nur best~tigen. Bei pH 8. 7 wandern beide Caeruloplasmine gleich, bei pH 5-5 
wandert C-D deutlich weniger stark anodisch als C-C. Die immun-elektrophoretischen 
Analysen sind in Fig. 7 zusammengestellt. Sowohl bei C~C als auch C-D sind 2 Prlizipi- 
tatlinien nachweisbar. Die Verunreinigung in C-C entspricht Spuren von Albumin, 

Fig. 7. Immun-elektrophoretische Analyse von C-C (a) und C-D (b). 

die trotz wiederholter Chromatographie nicht ganz zu entfemen waren. C-D wandert 
rascher anodisch als C-C. Die beiden Iso-Enzyme sind somit immun-elektrophoretisch 
different. Die Venmreinigung yon C-D konnte nicht identifiziert werden, entspricht 
aber wahrscheinlich der Fraktion C-D 1 von MORELL UND SCHEINBERG 4. 

Da die Wertigkeit des Kupfers beim Caeruloplasmin noch immer zur Diskussion 
steht wurde rnit der Durchfiihrung yon Elektronen-Spin-Resonanz-Untersuchungen 
begonnen. Zweiwertiges Kupfer ist paramagnetisch und kann daher mit dieser 
Methode eindeutig nachgewiesen werden. Fig. 8 zeigt das typische Cu s+ Signal eines 
tiefgefrorenen Caeruloplasmin-Pr~parates. Nach ultravioletter Bestrahlung, die zu 
einer Inaktivierung der Oxydase-Aktivit~it ftihrt ~3, 24 erscheint neben dem Cu 2+ Signal 
noch ein weiteres, das auf die Entstehung eines freien Radikales hinweist. Dieses 
zweite Signal verschwindet nach .der Auftauung, w~hrend das Cu s+ Signal erhalten 
bleibt. 

Schliesslich ist noch Zu erw~hnen, dass die Stabilit~.t der Reinenzyme schlecht 
ist. Lyophilisierte oder eingefrorene Pr~parate zeigen nach 2 Wochen einen ca. 
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Io%igen Aktivit~its-Verlust. C-D ist noch schlechter haltbar als C-C, doch fehlen 
bisher systematische Untersuchungen. Eine Inaktivierung durch Gefrieren ist auch 
von anderen Cupro-Proteinen wie dem Httmocyanin 25 und der Ascorbat-O~ydase *e 
bekannt. 

c a .  370 Gau~s 
a b 

Fig. 8. E]ektronen-Spin-Resonanz-Spektrum yon gefrorenem C-C. Temperatur 20 °. (a) vor und 
(b) nach ultraviolctte Bestrahlung w~hrend 9 rain. 

DISKUSSION 

W~hrend der letzten Jahre wurde bei mehreren Enzymen das Vorkommen ver- 
schiedener molekularer Spezies beobachtet. Mit Ausnahme der Phosphorylase 27, bei 
d~r es sich wahrscheinlich um Polymere handelt, ist die Ursache dieser Heterogenitiit 
nicht klar. Indirekte Hinweise lassen bei der Lactat-Dehydrogenase vermuten, dass 
die einzelnen Iso-Enzyme sich in ihrer Prim~r-Struktur unterscheiden ~s, 2~. Die ersten 
Hinweise auf das Vorkommen mehrerer Caeruloplasmine verdanken wir BROMAN 3, 
der auf Hydroxylapatit-SAulen zwei Komponenten trennen konnte. SCHEINBERG END 
MORELL 4 fanden sparer auch ein elektrophoretisch differentes Verhalten der Iso- 
Enzyme C-C und C-D und beobachteten weiterhin, dass C-D nicht homogen ist. 
Diese neueren Beobachtungen machen mehrere ~iltere Befurlde verst~ndlich. Bereits 
SVEDBERG 2 land bei einem reinen Caeruloplasmin mehrere Komponenten in der 
Tiselius-Elektrophorese. MORELL OND SCHEINBERG 3° gelang es, ein isoliertes Apo- 
enzym mit Kupfer zu restituieren, doch unterschied sich das restituierte Enzym 
besonders im Kupfer-Gehalt und der Enzym-Aktivit~it wesentlich vom nativen 
Caerfiloplasmin (Tabelle II). DEUTSCH 21 beobachtete in der Elektrophorese mehrere 
Komponenten. Obschon prttparative Artefakte bei der Reinigung des Caeruloplasmins 
leicht auftreten,'schienen eigene Beobachtungen ~, 7 tiber die physiologische Variabilit~t 
von C-C und C-D darauf hinzuweisen, dass es sich bei C-C und C-D um chemische 
Individuen mit biologischer Bedeutung hande|t. Es schien daher angezeigt, zun~chst 
eine Reinigung der beiden Iso-Enzyme zu versuchen. Als Ausgangsmaterial wurden 
bisher verwendet: Plasma 4, altes Blutbank-Serum 21, Schwangeren-Seruml-3, 21, die 
F r a k t i o n  IV  n a c h  COHN 19,20 u n d  die F r a k t i o n  G2 n a c h  KECKWICK UND MACKAY 5,33. 

Wir isolierten unsere Enzyme aus der Rest-Fraktion Bde r  v o n  NITSCHMANN, KISTLER 
UND LERGIER 19 entwickelten Modifikation der Cohn-Methode IO (siehe Ref. 2o), die 
vorwiegend a- und fl-Globuline enthAlt. Wie die meisten anderen Autoren ftihrten 
auch wir eine Ammoniumsulfat-F~llung durch 1,2,21,32,84. Chromatographie auf 
DEAE-CelluloseS,21, 22,31,85 ist ffir die Vorreinigung geeignet, erlaubt jedoch selten 
eine scharfe Trennung von C-C und C-D. Isolierungsverfahren, wie etwa diejenigen 
yon DEUTSCH 21 und SANDERS $2, die mit der Chromatographie auf DEAE-Ce]lulose 
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abschliessen, erhalten Gemische tier beiden Iso-Enzyme. Eine gute Trennung von 
C-C und C-D gelingt nach unserer Erfahrung nur durch Chromatographie auf 
Hydroxylapatit. 

Unsere anatytischen Daten in bezug auf C-C stimmen weitgehend mit denjenigen 
frtiherer Autoren, die mit einem Gemisch der beiden Iso-Enzyme arbeiteten, iiberein. 
Dies ist zu etwarten, da C-C um 75 % des gesamten Caeruloplasmins ausmacht und 
stabiler als C-D ist. ~3berraschend hoch war der Hexosen-Gehalt yon C-C, der um 
7% lag und somit das Caemloplasmin in die Reihe der Glykoproteine einreiht. 
HUMOLLER a al. 8e fanden einen Sialins/iure-Gehalt yon 60/0 . Nach den Angaben yon 
SCHULTZE a7-4~ soll das Caeruloplasmin nur 2-3 % Hexosen enthalten. C-D besitzt ein 
Molekulargewicht, das etwa 230o0 geringer ist als dasjenige von C-C. Es handelt 
sich also sicher um eine andere molekulare Spezies. Weitere Unterschiede zwischen 
den Iso-Enzymen liessen sich mit Hilfe der Stitrkegel-Elektrophorese und der 
Immun-Elektrophorese nachweisen. Es scheint uns wahrscheinlich, dass nicht Unter- 
schiede in der Zahl der freien Histidingruppen 4 ftir diese Differenzen verantwortlich 
sin(t, sondern der unterschiedliche Gehalt an Kohlehydraten (Sialinsiiure). C-D ent- 
hlilt nttmlich nur etwa 3.2 % Hexosen, eine Zahl, die SCrlULTZE 37-41 ffir .sein Caerulo- 
plasmin-Gemisch fand. Die Verwendung von C-D als Antigen wtirde erkl~iren, weshalb 
SCHULTZE im Gegensatz zu allen anderen Beobachtern 7, 41 beim Neugeborenen, der 
iiberwiegend C-D besitzt e, 7, h6here Caeruloplasmin-Werte land als beim Erwachsenen, 
bei dem C-C tiberwi'egte, 7 (Tabelle II). 

Unsere Daten zeigen, dass C-C und C-D keine Polymere sind, wie dies vonder 
Phosphorylase und den Makroglobulinen her bekannt ist, sondern differente mole- 
kulare Spezies, eventuell mit gemeinsamem Anteil (C-D). Die unterscheidene Kom- 
ponente E(C-C) - -  (C-D)] entspricht einem Glykoprotein mit einem Moiekulargewicht 
um 23ooo, zwei Kupferatomen und einem hohen Kohlehydratanteil (28%)). Diese 
Komponente weist Ahnlichkeiten mit dem von CARTWRIGH'f ca, 44 isolierten Erythro- 
cuprein auf, das ein Molekulargewicht yon 330o0 besitzt, 2 Ktlpferatome enth~lt und 
nahezu farblos ist. 

Die Caeruloplasmine sind sehr labile Glykoproteine und es treten daher bei der 
Pr/tparation leicht Artefakte auf, die sich vor allem in einem differenten Kupfergehalt 
und einer unterschiedlichen enzymatischen Aktivit/it unterscheiden. Einige solche 
Pr~parate wurden in Tabelle II1 zusammengestellt. Das aus Coenzym und Apoenzym 
restituierte Holoenzym yon MORELL UND SCHEINBERG a° dtirfte unter der Annahme 
eines Motekulargewichtes von 1250o0 noch 4 Kupferatome enthalten, ebenso das yon 

T A B E L L E  I I I  

KUPFER-GI~HALT UND OXYDASE-AKTIVIT~.T VERSCHIEDENER CUPRO-PROTI~INE 

Litera~ur 

c ~ o p ~ , ~ , ,  a+mcc,~y ~OrA- (C-C)-(C-D) ~,yth,o- 
C-C C-D behandelt cuWdn 

3o 36 4~j 44 

C u / E i w e i s s ,  % 0 .34  0 .32 o .18  o . 2 o  
O x y d a s e - A k t i v i t / i t ,  % IOO i o o  86 50  
Cu ,  % v o n  C - C  IOO 94  60  6 0  
M o l e k u l a r g e w i c h t  148 o o o  125 o o o  ? ? 
C u - A t o m e / M o l e k t i l  8 6 4 * 4 * 

23 o o o  33 o o o  
2 2 

* U n t e r  A n n a h m e  e ines  M o l e k u l a r g e w i c h t e s  v o n  I 2 5 0 a o .  
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HUMOLLER et al. 36 durch Behandlung mit EDTA und Dialyse gegen kupferfreies 
Wasser erhaltene Produkt. Keines dieser beiden Pr~parate ist jedoch mit C-D iden- 
tisch. Es scheint vor allem wichtig, die Kohlehydrat-Komponenten der einzelnen 
Molekfile n~iher abzuklfiren. 

Die physiologische Bedeutung des Caeruloplasmins ist unklar. Eine intrazellul~ire 
katalytische Funktion ist in Anbetr~cht der ~iusserst geringen Konzentration in der 
Leber unwahrscheinlich. Da die Leber radioaktives Kupfer rasch in Caernloplasmin 
einbaut, wird meist, eine Transportfunktion dieses Eiweisses angenommen. Da das 
Kupfer dutch die Galle ausgeschieden wird und die Galle Caeruloplasmin enth~ilt, 
scheint uns wahrscheinlich, dass das Caeruloplasmin als Tr~iger ftir die Galle-Elimi- 
niernng des Kupfers eine Rolle spielt. Der hohe Kohlehydratanteil mit seiner stabili- 
sierenden und vor allem L6slichkeits-verbessernden Wirkung wiire in diesem Falle 
besser verst~indlich. Bei der hepato-lentikul~iren Degeneration wfirde es sich nach 
dieser Hypothese um eine St6rung der Kupfer-Ausscheidung durch die Galle als Folge 
eines Defektes in der Triigermolekfil-Synthese handeln. 

Llber die Beziehung zwischen C-C und C-D kann zur Zeit noch wenig ausgesagt 
werden. Physiologische Beobachtungen, besonders das parallele Verhalten der beiden 
Iso-Enzyme 6,7 sprechen daffir, dass C-D einer Vorstufe oder einem Degradations- 
produkt von C-C entspricht, wie wir das bereits frfiher vermuteten e,7. Die Beobach- 
tung, dass beim Neugeborenen C-D fiberwiegt, unterstfitzt eher die Auffassung eines 
Precursor-Molekfiles. 

Diese Arbeit wurde mit der Untersttitzung des "Schweizerischen Nationalfond 
zur F6rderung der wissenschaftlichen Forschung" (Nr. 1968 ) durchgeffihrt. Wir 
danken Herrn Dr. H. WEAVER (Varian Research Laboratories, Ztirich) ftir seine Hilfe 
bei der Aufnahme der Elektronen-Spin-Resonanz-Spektren und Herrn Dr. D. L. A. 
ROULET vom Zentrallaboratorium des Blutspendedienstes des Schweizerischen Roten 
Kreuzes in Bern (Direktor P.D. Dr. A. HASSlG) ffir die immun-elektrophoretischen 
Analysen, und Herrn H. Joss UN9 Frl. E. M. WERREN ftir die technische Assistenz. 

ZUSAMMENFASSUNG 

1. Caeruloplasmin kommt in Human-Plasma in mehreren molekularen Spezies 
vor, von denen quantitativ C-C (ca. 70%) und C-D (ca. 25%) fiberwiegen. Physio- 
logische Untersuchungen wiesen darauf hin, dass die Heterogenit~it biologisch ist und 
nicht auf pr~iparativen Artefakten beruht. Zur weiteren Abkl~rung der funktionellen 
Bedeutung dieser Cupro-Proteine wurden C~C und C-D aus Human-Serum isoliert. 

2. Als Ausgangsmaterial diente die a- und fl-Globulinhaltige Restfraktion B der 
Plasma-Fraktionierung nach NITSGHMANN, t~ISTLER UND LERGIER. Das Gemisch der 
beiden Iso-Enzyme wurde durch Extraktion, Alkohol-~.ther Denaturierung, Am- 
moniumsulfat-FMlung und Siiulen-Chromatographie auf DEAE-Cellulose isoliert. Die 
Trennung von C-C und C-D erfolgte durch S~iulen-Chromatographie auf Hydroxyl- 
apatit. 

3- Die Ausbeute betrug 20 %, die Reinheit yon C-C und C-D zwischen 95 und 
xoo %. Die Konzentrierung erfolgte ausgehend vom Human-Plasma auf das 24ofache. 

4- Die beiden Iso-Enzyme unterscheiden sich im Molekulargewicht (C-C: 148 ooo; 
C-D: I25OOO ), im Kupfergehalt/Molekfil (C-C: 8; C-D: 6) und im Hexosen-Gehalt 
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(C-C 7 %; C-D 3.2%). Sie verhalten sich verschieden bei St~rkegel-Elektrophorese 
(pH 5.7) und bei der Immun-Elektrophorese. 

5- C-D unterscheidet sich von C-C dutch das Fehlen einer Kohlehydrat-reichen 
(28 %), kupferhaltigen (2 Atome/Molekiil) Komponente, die ein Molekulargewicht yon 
ca. 23 ooo besitzt. Es ist wahrscheinlich, dass C-D entweder einen Precursor oder ein 
Degradationsprodukt von C-C darstellt. 
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