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e x p e r i m e n t  No. 2 a n d  3.) 
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F r o m  t h e s e  resu l t s ,  i t  a p p e a r s  t h a t  c o n c e n t r a t i o n s  of  
1 .10  -a  a n d  1 . 1 0 - *  p r o d u c e  a s t r o n g  i n h i b i t i o n  a n d  t h a t  
c o n c e n t r a t i o n s  of 1 . 1 0  -~ a re  s l i g h t l y  i n h i b i t o r y  in  t h e  
c o n d i t i o n s  of ou r  e x p e r i m e n t s .  

A l t h o u g h  i t  is n o t  o u r  i n t e n t i o n  to  e x p l a i n  t h e  a n t i -  
b io t i c  a c t i v i t y  of  peiaici l l in b y  t h e  sole f ac t  t h a t  i t  
i n h i b i t s  r i bonuc l ea se ,  i t  is t o  be  reca l led  he re  t h a t  
KRAMPITZ a n d  WERKMAN 1 f o u n d  t h a t  pen ic i l l in  in t e r -  
feres  w i t h  t h e  d i s s i m i l a t i o n  of ce l lu la r  r i bonuc l e i c  ac id  
a n d  of  s o d i u m  r i b o n u c l e a t e  as  a s u b s t r a t e  for  S t a p h y l o -  
coccus a u r e u s  a n d  o t h e r  b a c t e r i a .  

I t  is h o w e v e r  w o r t h y  of  n o t e  t h a t  t w o  of t h e  m o s t  
a c t i v e  a n t i b i o t i c s  (pen ic i l l in  a n d  s t r e p t o m y c i n )  i n h i b i t  
t h e  s a m e  e n z y m e .  T h e  m e c h a n i s m  of t h e  i n h i b i t i o n  is 
h o w e v e r  n o t  t h e  s a m e :  s t r e p t o m y c i n  ac t s  on  t h e  sub -  
s t r a t e ,  pen ic i l l in  on  t h e  e n z y m e  itself .  C o n c e r n i n g  t h i s  
l a s t  f a c t  we h a v e  p r o v e d  b y  m e t h o d s  p r e v i o u s l y  des-  
c r ibed* t h a t  pen ic i l l in  a n d  ac r id ine s  ( a n d  of  course  
s t r e p t o m y c i n )  do  n o t  c o m p e t e  for  r i b o n u c l e o p r o t e i d s .  
T h e  d i f fe rence  in  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  offers  a n  ea sy  ex- 
p l a n a t i o n  of t h e  resu l t s .  
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Neuere B e i t r i i g e  z u r  Technik 
d e r  F r a k t i o n i e r u n g  d e r  SerumeiweiBk6rper 

Die neue ren ,  so e r f o l g r e i c h e n  V e r f a h r e n  de r  F r a k t i o -  
n i e r u n g . d e r  E i w e i B k 6 r p e r  des  B l u t s e r u m s  m i t  Hi l fe  de r  
E l e k t r o p h o r e s e  t, bzw.  de r  a b g e s t u i t e n  A u s f ~ l l u n g  d u r c h  

1 A. TISELIUS, Bioehem. J. 31, 1464 (1937). 

v e r d i i n n t e n  A l k o h o P ,  h a b e n  die ~iltere l~Iethode de r  
E l e k t r o d i a l y s e  2 e t w a s  in  d e n  H i n t e r g r u n d  g e d d i n g t .  
E i n e  P r o t e i n f r a k t i o n i e r u n g  k a n n  in  l e t z t e r e m  Fa l l e  z u m  
m i n d e s t e n  bis  zu e i n e m  gewissen  G r a d e  d u r c h  e ine  fo r t -  
l a u f e n d e  E n t s a l z u n g  des S e r u m s  i m  Z u s a m m e n h a n g  
m i t  e ine r  v o r s i c h t i g e n  V e r r i n g e r u n g  des  PH, d u r c h g e -  
f i i h r t  w c r d e n .  E i n  d e r a r f i g e r  E i n g r i f f  k a n n  n u r  d a n n  a ls  
s c h o n e n d  a n g e s e h e n  w e r d e n ,  w e n n  de r  P r o z e 0  d e r  Re in i -  
g u n g  w e n i g  Ze i t  i n  A n s p r u c h  n i m m t ,  u n p h y s i o l o g i s c h e  
T e m p e r a t u r s t e i g e r u n g e n  a u s g e s c h t o s s e n  b le iben ,  e ine  
h i n r e i c h e n d e  S t e r i l i t ~ t  g e s i c h e r t  i s t  u n d  e r h e b l i c h e  Ver -  
s c h i e b u n g e n  des  pH a v e r m i e d e n  w e r d e n  kOnnen.  G e r a d e  
d e r  V e r w i r k l i c h u n g  d e r  l e t z t e n  F u n d a m e n t a l b e d i n g u n g  
s t e l l t e n  s ich  b i s h c r  n a h e z u  u n i i b e r w i n d l i c h e  S c h w i e r i g -  
k e i t e n  e n t g e g e n .  

I n  all  d e n j e n i g e n  F~l len ,  wo m a n  n a t i v e s ,  d . h .  u n v e r -  
d i i n n t e s  S e r u m  f r a k t i o n i e r e n  muI3 u n d  d e r  Z u s a t z  N u t -  
f r e m d e r  S u b s t a n z e n  u n e r w t i n s c h t  ist,  i s t  d ie  E l e k t r o -  
d ia lyse  d a h e r  a l l e in  da s  gegebene  V e r f a h r e n .  M a n  z~Sgertc 
a b e r  m i t  i h r e r  A n w e n d u n g  w e g e n  des  o b e n g e n a n n t e n  
Mange ls .  

S c h o n  f r l ihe r  h a t t e  m a n  e r k a n n t ,  d a b  die R e a k t i o n  
des  S e r u m s  in de r  Mi t t e Ize l l e  e ine r  E l e k t r o d i a l y s e a p p a -  
r a t u r  w e i t g e h e n d  y o n  d e n  p h y s i k a l i s c h - c h e m i s c h e n  Ei-  
g e n s c h a f t e n  de r  a n o d i s c h e n  M e m b r a n  a b h i t n g t  4. E i n i g e  
V o r s t u d i e n  b a t t e n  gezeigt ,  d a b  d u r c h  s t a r k  p o s i t i v  auf-  
g e l a d e n e  D i a p h r a g m e n  ge f~hr l i che  I o n e n s t a u u n g e n  bzw.  
zu t i d  g e h e n d e  R e a k t i o n s v e r s c h i e b u n g e n  5 v e r m i e d e n  
w e r d e n  k o n n t e n .  I n  d i e s e m  Z u s a m m e n h a n g  b e d i e n t e  
m a n  s i ch  u . a .  a u c h  m i t  P r o t e i n k 6 r p c r n  i m p r ~ g n i e r t c r  
K o l l o d i u m m e m b r a n e # .  

Aus  v e r s c h i e d e n e n ,  v o r n e h m l i c h  v e r s u c h s t e c h n i s c h e n  
G r i i n d e n  k a n n  m a n  die b i s h e r  a u f  d i e sem G e b i e t e  vor -  
l i e g e n d e n  spXr l i chen  U n t e r s u c h u n g e n  be s t en fa l l s  als  vo r -  
l~ufige b e z e i c h n e n .  

Die  b i s h e r  e m p f o h l e n e n  zwei V e r f a h r e n  zu r  M e m b r a n -  
h e r s t e l l u n g  7 w u r d e n  e i n g e h e n d  gepr i i f t  u n d  n e u e  ~Vege 
zu i h r e r  V e r v o l l k o m m n u n g  e ingesch l agen .  Be t  d iesen  
V e r f a h r e n  w i rd  e n t w e d e r  f l i issiges K o t l o d i u m  m i t  pu l -  
v e r f 6 r m i g e n  T r o c k e n p r ~ p a r a t e n  aus  v e r s c h i e d e n e n  Se- 
r u m e i w e i l 3 k 6 r p e r n  g e s c h i i t t e l t  u n d  aus  d e r a r t i g e n  Su- 
s p e n s i o n e n  d u r c h  Ausg ieBen  M e m b r a n e n  he rges te l l t .  I m  
a n d e r e n  Fa l l e  wi rd  das  Eiweil3 d i r e k t  au f  die Oberfl~iche 
des  D i a p h r a g m a s  g e b r a c h t .  

A u f  b e k a n n t e  Weise  s t e l l t e n  wir  aus  R i n d e r s e r u m , v o r -  
e r s t  d u r c h  re ine  E l e k t r o d i a l y s e  bzw.  d u r c h  eine K o m -  
b i n a t i o n  m i t  A u s s a l z v e r f a h r e n  d u r c h  A m m o n i u m s u l -  
fa t ,  die d re i  E iwe i t3 f r ak t ionen  her ,  die m a n  m i t  P s e u d o -  
g lobu l in ,  E u g l o b u l i n  b z w .  m i t  A l b u m i n ,  zu b e z e i c h n e n  
pf legt .  Aus  d e n  L 6 s u n g e n ,  bzw.  d e n  sa lz f re i en  Niede r -  
schl~igen, w u r d e n  d u r c h  V a k u u m b e h a n d l u n g  be t  n i ed -  
r ige r  T e m p e r a t u r  u n d  A u s s i e b e n  T r o c k e n p u l v e r  he rge -  
s te l l t .  G e a r b e i t e t  w u r d e  m i t  e the r  schw~tcheren  2 %igen  
bzw.  m i t  e t h e r  5 % i g e n  K o l l o d i u m s u s p e n s i o n ,  be t  v a r i -  
i e r t e r  D i c k e  d e r  D i a p h r a g m e n .  D a f i i b e r  h i n a u s  w u r d e n  
a u c h  P u l v e r p r / ~ p a r a t e  au s  u n v e r ~ i n d e r t e m ,  g e n u i n e m  
B l u t s e r u m  v e r w a n d t .  Mi t  d e r a r t i g e n  M e m b r a n e n  e lek-  

1 E. J. COttN und Mitarbciter, J. Am. chem. Soc. 6s, .i59 (1946). 
W. O. PAULI, Heir. chim. Acta Z5, 137 (194°). - J. Dlif~R£, 

ebenda 27, 1079 (1944). 
K. O. PEnERSE•, Ultra-centrifugal Studies on Serum and Se- 

rum Fractions, Upsala 1945, p, 140. 
4 H. FgEO~I)LICH und F. LOEB, Bioehem. Z. 150, 522 (1924). 
s W. BECK, Biochem. Z. 156, 471 (1925) ; derselbe, erscheint dem- 

nlichst in: Ned. Tijdschr. v. Geneeskunde. - -  G. ETVlSCH und 
W. BECK, Bioehem, Z. 171, 443; 172, 1 (1926); dieselhen, in: Dtsch. 
reed. Wschr. Nr. 47 (1925). Patente der Elektro-Osmose AG., Berlin. 

6 D. G. HITEtlEOCK, J. gen. Physiol. 8, 61 (1928). 
G. ETTISCH und W. EWIG, Biochem. Z. °,.716, 401 (1929). 
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t rodialysier ten wit steriles, natives und durchaus h/imo- 
lysefreies Rinderserum und verfolgten die Verfinderung 
des Wasserstoffexponenten in AbhAngigkeit yon der 
Zeit elektrometrisch. Es gelingt in der Regel, in der Zeit 
yon 3--3  ~ Stunden 100 cm ~ Serum so weitgehend zu 
entsalzen, Ms dem Lei tvermSgen yon destil l iertem Was- 
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Abb. 1. 

wie wir durch andere Versuche nachweisen konnten, 
nicht zu erwarten. 

Wirksamer  als eine Impr~tgnation mit  Pulverpr~para-  
ten erschien eine unmit te lbare  Akt iv ierung der Kol- 
lodiumoberfl~tche mit  EiweiB. Neben andercn Verfahren 
kann man sich hier mit  Vorteil  der Adsorption bedie- 
nen z. Die Wirksamkei t  einer derartigen Oberfl~chen- 
behandlung hAngt in komplizier ter  Weise von einer  gro- 
Isen Reihe von Faktoren  ab, wie der Konzentra t ion  des 
Adsorbens, dem PH, dem Elektr 'olytgehalt ,  der Tempera-  
tur, der Porosit/it  der Membran, und schlieBlich auch 
davon,  ob man in Ruhe bzw. in bewegtem Zustand ar- 
beitet .  Zu brauehbaren Diaphragmen kann man  nur ge- 
langen, wenn man alle diese Faktoren  unter  Kontrol le  
bekommt.  

f0.- 

5.. 

o 

Abb. ~. 

ser entspricht.  Hierbei  wurde ein p tcBere ich  durchschrit-  
ten, der sich yon maximal  8,5 bis minimal  5,2 erstreckte. 
Die Dicke der Membran bzw. der Gehalt  an EiweiBk6r- 
pern in den oben angegebenen Konzentrat ionsgrenzen 
ha t te  keinen ersichtlichen EinfluB auf das Ergebnis. 
Abb. 1 zeigt einige Ergebnisse im Diagramm. Der Neu- 
t ra lpunkt  7,0 ist dutch eine ausgezogene, der isoelek- 
trische Punk t  des Euglobulins 6,0 dutch eine gestrichelte 
Linie gekennzeichnet.  Die Schaulinie I V bezieht  sich auf 
einen Versuch mi t  einer anodischen Pe rgamentmembran  
bzw. mit  einer Kol lodiummembran,  die mit  Cholesterin 
pr~ipariert wurde. Die Schaulinie I entspricht  einer Kol- 
lodiummembran,  die Euglobul inpulver  enthielt ,  das am- 
moniumsulfa thal t ig  war. Die Unste t igkei t  in der Kurve  
wird anscheinend dadurch hervorgerufen, dab im Laufe 
der Elektrolyse NH4Ionen aus der Membran dutch den 
Mit te l raum hindurchwandern,  wodurch die Reakt ion  
wieder alkalischer wird. Die Schaulinien I I  bzw. I I I  
nehmen Bezug auf eine E lek t rod ia lyse /Eug lobu l in -  
Membran mit  einem Gehalt  von 2 bzw. 5 % Eiweil3. Der 
Versuch V bezieht sich schliel31ich auf ein Diaphragma 
aus humaner  AmnionhautZ). 

Das Diagramm lehrt, dab das Serum im Laufe der 
Elektrodialyse w~hrend betriichtlich langer Zeit eine 
Reakt ion  aufweist, die nicht nuf  unter  dem Neutral-  
punkt  liegt, sondern auch den isoelektrischen Punk t  des 
Euglobulins ganz betr~chtl ich unterschreitet .  Eine spe- 
zifische Wirksamkei t  der Proteine ist nicht zu beobach- 
ten und auch infolge der aufgetretenen Denaturierung,  

Hier sei nur noch erw~Lhnt, daiS wir eine Spezifit~t 
der Wirksamkei t  der verschiedenen EiweiiSfraktionen in 
den Diaphragmen nicht beobachten konnten.  Anders- 
artige Feststel lungen fiihren wir in erster 1Reihe auf eine 
unzul~ngliche Beriicksichtigung der verschiedenen eben 
aufgez~ihlten Faktoren  zurfick. Abb. 2 zeigt das Ergeb- 
nis einiger Versuche anschaulich. Die Schaulinie I ent- 
spricht  zum Beispiel e iner .Membran,  die vorerst ,  rein 
qua t i ta t iv  gesprochen, relat iv reich an Protein war. Die 
Folge davon ist eine l~berakt ivierung der sehr s tark 
posit iven Membran, es kommt  f iberhaupt  nicht zn einer 
S/iuerung, sondern im Gegenteil  zu einer Alkalisierung 
w~hrend der gesamten Daner  der Elektrodialyse.  Die 
Schaulinie I [  hat  auf ein Diaphragma Bezug, dessen 
Oberfl~che sehon geringere Mengen an Protein enth~ilt 
als t ,  daher  f~llt die Reakt ion etwas st~Lrker, ohne dab 
wir hingegen den isoelektrischen Pnnk t  des Euglobulins 
(6,0) bereits erreichen. Die anderen Knrven  I I I - - V  zei- 
gen, dal3 die Steuerwirkung gegen eine Reakt ionsver-  
schiebung nach der sauren Rieh tung  hin desto geringer 
wird, je weniger EiweiiS yon der Membran aufgenommen 
wurde. Die Eigenschaften einer auf derart ige Weise abge- 
s t immten  Membran lassen es zu, dab wir unverdi inntes  
Serum in sehr kurzer Zeit bei jeder gewfinschten Reak- 
tion entsalzen und bis zu einem gewissen Grade frak- 
t ionieren k6nnen. Abb. 3 zeigt gegeniibergestellt  die 
"Wirksalnkeit einer Pulverrnembran I I  aus unver~nder-  
tern VoUblutserum bzw. einer Kol lod iummembran  I,  
deren Oberfl/~che das Gesamtprotein aus Nat ivserum 

* H. RUNGE und H. SCHMIDT, ebenda 203, 394 (1928). i D. G. HITCHGOCK, J. gen. Physiol. 8, 61 (1928). 
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en th i i l t ,  A u f  de r  Absz i s se  l i n d e n  w i t  die spez i f i sche  
S t r o m d i c h t e  in  m A / c m  2, die au f  de r  Membranober f l / i . che  
in  de r  e l e k t r o d i a l y t i s c h e n  Zelle l a s t e t .  Be i  de r  g le i chen  
S t r o m d i c h t e  b e t i n d e t  s ich  das  zu e l e k t r o d i a l y s i e r e n d e  
S e r u m  be i  e ine r  s eh r  v ie l  s t a r k e r  s a u r e n  R e a k t i o n  bei  
de r  P u l v e r m e m b r a n  als  be i  d e r  a n d e r e n .  Bei  de r  A d s o r p -  
t i o n s m e m b r a n  I w i rd  d e r  PH-Abta l l  in  s e h r  w i r k s a m e r  
Wei se  g e h e m m t  u n d  v e r l a n g s a m t ,  w f t h r e n d  diese  S t eue r -  
w i r k u n g  be i  d e r  P u l v e r m e m b r a n  t i  s e h r  v ie l  ger ing-  
f i igiger is t .  

Mi t  Hi t fe  d e r  o b e n  b e s c h r i e b e n e n  h o c h w i r k s a m e n  
D i a p h r a g m e n  i s t  es g e l u n g e n ,  S e r u m  a u f  v o r s i e h t i g e  
Wei se  v611ig zu e n t s a l z e n ,  o h n e  d a b  h i e r be i  a u c h  n u r  
e ine  S p u r  Eiweil3 ausf / i t l t .  D a m i t  i s t  d ie  D a r s t e l l u n g  von  

g,O, 

7,o 

6,o. 

5,0- 

i i ! i ! 

O,S 13 Z.S 10,0 1~.0 m.l/cm? 
Abb. 3. 

v611ig e l e k t r o l y t f r e i e m  V o l l s e r u m  m 6g l i ch  geworden .  E i n  
d e r a r t i g  h e r g e s t e l l t e s  P r / i p a r a t ,  ~iuBerlich d u r c h  n i c h t s  
v o n  u n v e r / i n d e r t e m  S e r u m  zu u n t e r s c h e i d e n ,  b l e i b t  a u e h  
bei  w o c h e n l a n g e m  A u f b e w a h r e n  i m  E i s s c h r a n k  u n t e r  
s t e r i l en  B e d i n g u n g e n  v o l l k o m m e n  u n v e r ~ n d e r t .  Diese 
E r s c h e i n u n g  s t e l l t  w e i t e r h i n  e i n e n  s innf i i l l igen  Beweis  
da f i i r  dar ,  d a b  die  e l e k t r o d i a l y t i s e h e  M e t h o d e  e inen  
a u B e r o r d e n t l i e h  m i l d e n  E i n g r i f f  d a r s t e l l t .  

W i r  wol t en  a n  d iese r  S te l le  n u r  e in  k le ines  A n w e n -  
d u n g s b e i s p i e l  y o n  d e n  v i e l en  w e i t e r e n  U n t e r s u c h u n g s -  
m 6 g l i c h k e i t e n  a n  d e r a r t i g e n  sa l z f r e i en  V o l l s e r e n  geben .  
E s  ge l ing t ,  d u t c h  V e r s e t z e n  y o n  a b g e m e s s e n e n  P r o b e n  
e ines  e l e k t r o l y t f r e i e n  S e r u m s  dieses  m i t  0 ,1n HC1 ge- 
wissermat3en  a u f  d e n  i s o e l e k t r i s c h e n  P u n k t  des  E l e k t r o -  
d i a l y s e / E u g l o b u l i n s  zu t i t r i e r e n .  

Tabelle I 
Titration von salzfreiem Serum Pit = 8,5 mit 0,1n HCL 

P~I 

7,01 
6,20 
5,93 
5,40 
4,50 

% Protein 
in LSsung 

7,51 
7,24 
7,14 
7,13 
7,2 

% ausgefallenes Opales- 
Protein zenz 

1 + 

3,58 t + 
5,50 + + +  
5,20 + + +  
4,0 q- -F- 

Tabelle I g ib t  e ine  e n t s p r e c h e n d e  I ) b e r s i c h t .  Wie  in 
a l len  FAllen, w u r d e  a u c h  h ie r  da s  PH e l e k t r o m e t r i s c h  m i t  
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de r  G l a s e l e k t r o d e  n a c h  d e m  A b z e n t r i f u g i e r e n  des N iede r -  
sch lages  g e m c s s e n  u n d  de r  E iwei l3geha l t  d e r  L 6 s u n g  
g r a v i m e t r i s c h  b e s t i m m t .  M a n  f inde r  a u f  diese Weisc ,  
daft de r  i soe l ek t r i s che  P u n k t  des  E u g l o b u l i n s  (um d a s  
A u s f l o c k e n  dieses  Eiwei l3k6rpers  w i rd  es s ich  h i e r  v o r  
a l l em h a n d e l n )  in  de r  G e g e n d  yon  PH 6,0 l i egen  mul3, 
was  m i t  den  E r g e b n i s s e n  e l e k t r o p h o r e t i s c h e r  B e s t i m -  
m u n g e n  a m  y - G l o b u l i n  in  g u t e r  l ~ b e r e i n s t i m m u n g  s t e h t .  
E s  d i i r f t e  s ich  e r i ib r igen ,  w e l t e r  a u s z u f i i h r e n ,  d a b  da s  
V e r s e t z e n  e ines  u n v e r X n d e r t e n  B l u t s e r u m s  m i t  S~iure 
n i e m a l s  d e r a r t i g e  E r g e b n i s s e  l i e fe rn  k a n n L  

B e s o n d e r e  M 6 g l i c h k e i t e n  b i e t e t  e in  a p p a r a t i v  u n d  m e -  
t h o d i s c h  a b g e w a n d e l t e s  E l e k t r o d i a l y s e v e r f a h r e n  Itir  e ine  
w e i t e r g e h e n d e  U n t e r f r a k t i o n i e r u n g  d e r  S e r u m p r o t e i n e .  

I n  d i e s e m  Z u s a m m e n h a n g  sei a u c h  d a r a u f  h ingewie -  
sen, d a b  m a n  kf i rz l ich  m i t  b e s o n d e r e m  E r f o t g  die  E l e k -  
t r o d i a t y s e  z u r  R e i n i g u n g  p r o t e o l y s i e r t e r  a n t i t o x i s c h e r  
He i t s e ra  h e r a n g e z o g e n  h a t  e. 

Tabelle I I  
FAektrop horese yon nativem Rinderserum, Phosphatpuffer in physio- 

logischer KochsalzliSsung PH ~ 7,7 
Tern ,eratur = + .3. ° C 

Versuchs- Wanderungs- 
zeit geschwindigkeit 

Stunden era/rain 

20 12 • 10 - 4  

20 6 , 3 '  10 -~ 
25 12 . 10 -~ 
48 12 • 10 -~ 

PH Serum 
Versuehs- 
absehluB 

8,0 
7,6 
7,7 
7,8 

PHSerum PH Un- 
Versuchs- tersehied mA 

beginn % 

8,3 . 3,6 4,1) 
8,1 6,3 8,0 
8,1 5,0 4,0 
8,3 6,0 4,0 

Wie  s c h w e r  es ist ,  das  PH k o n s t a n t  zu h a l t e n ,  sei 
schl ief l l ich  n o c h  d u r c h  e in  Be isp ie l  aus  de r  E l e k t r o p h o -  
rese  des  B l u t s e r u m s  d e u t l i c h  g e m a c h t .  T a b .  I I  g i b t  Ver -  
suche  in e i n e m  M i k r o k a t a p h o r e s e a p p a r a t  wieder .  Aus  
d i e sem k o n n t e n  P r o b e n  des  u n v e r d t i n n t e n  S e r u m s  aus  
d e m  A n o d e n -  bzw.  K a t h o d e n r a u m  m i t  Hi l fe  y o n  l a n g e n  
K a p i l l a r p i p e t t e n  e n t n o m m e n  werden .  Die  e l ek t r i s che  
A n o r d n u n g  e n t s p r i c h t  i m  P r i n z i p  d e r j e n i g e n  y o n  TISE- 
LIUS 3. M a n  s ieh t ,  d a b  s c h o n  bei  so w i n z i g e n  S t r o m s t ~ r -  
ken  wie 4 m A  e ine  d e u t l i c h e  R e a k t i o n s v e r s c h i e b u n g  n a c h  
s a u r e r  R i c h t u n g  h in  u m  e t w a  e ine  h a l b e  Z e h n e r p o t e n z  
im L a u f e  de r  Ze i t  a u f t r i t t .  H i e r b e i  i s t  es u n w e s e n t l i c h ,  
o b  die P r o b e  a u s  d e m  A n o d e n -  bzw.  d e m  K a t h o d e n -  
s c h e n k e l  e n t n o m m e n  w u r d e .  V¢. B~CK 

K o l l o i d c h e m i s c h e s  L a b o r a t o r i u m  d e r  G e m e i n d e u n i -  
ve r s i t i i t  A m s t e r d a m ,  d e n  10. J u l i  1947. 

Ich m6chte nicht verfehlen, auch an dieser Stelle dem Direktor 
des obengenannten Instituts, Prof. Dr. E. H. BUCHNER, fiir die FSr- 
derung dieser Untersuchungen verbindlichst zu danken. Besonders 
danke ich auch Prof. Dr. CHARLOTTE RUvS vom Gesundheitsamt der 
Stadt Amsterdam ftir das lebhafte Interesse, das sio diesen Arbeiton 
stets entgegengebraeht hat. 

S u m m a r y  

The  e l e c t r o d i a l y t i c  p u r i f i c a t i o n  of b lood  s e r u m  was  
a t t e m p t e d  w i t h  t h e  a id  of spec i a l l y  p r e p a r e d  p r o t e i n  
m e m b r a n e s .  W e  succeeded  in  c o m p l e t e l y  r e m o v i n g  t h e  
e l e c t ro ly t e s  f r o m  t h e  s e r u m  a t  a n y  des i red  PH. T h e  

1 W. BECK, Biochem. Z. 156, 471 (1925) ; derselbe, erscheint dem- 
n~ichst in'. Ned. Tijdschr. v. Geneeskunde. - -  G. ETTISCH und 
W. BECK, Biochem. Z. 171, 443, 172, 1 (1926); diesclben, in: Dtsch. 
recd. Wschr. Nr. 47 (1925). Patente der Elektro-Osmosc AG., Berlin. 

2 W. MODERN und RUFF, Biochem. Z. ,311, 18~4, 196 (1942). 
'~ A. TtSELIUS, Biochem. J. 31, 1464 (1937). 
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b lood  s e r u m  was  r e n d e r e d  q u a n t i t a t i v e l y  sa l t f ree  a n d  
a n y  c o a g u l a t i o n  of p r o t e i n s  was  a v o i d e d .  

U n d e r  c o n d i t i o n s  of s t e r i l i t y  t he se  h i g h l y  c o n c e n t r a t -  
ed  sa l t f ree  p r o t e i n  so lu t i ons  show a r e m a r k a b l e  s t ab -  
i l i ty .  

T h e  co l lo id -chemica l  a n d  phys io log ica l  s ign i f i cance  
of t he se  r e su l t s  is d i scussed .  

N o u v e l l e  m 6 t h o d e  d e  s 6 p a r a t i o n  

d e s  m y o s i n e s  ~ e t  fl 

L ' g l e c t r o p h o r 6 s e  de  s o l u t i o n s  de  m y o s i n e  p r 6 p a r 6 e  
se lon GREENSTEIN e t  EDSALL (myos ine  de  \VEBE~-ED- 
SALL) a rdvf l~  t ' e x i s t e n c e  de t ro i s  c o m p o s a n t e s ,  les myo-  
s ines  ~, fl e t  ~ de DrlnUISSONL El le  a m o n t r 6  q u e  1 a m y o -  
s ine  ~ es t  t u r b i d e  et  que  son  p o u r c e n t a g e  d 6 p e n d  fo r te -  
m e n t  de l ' d t a t  de r epos  ou de  f a t i gue  des  musc les  u t i -  
l is6sL 

U n e  m 6 t h o d e  de p r 6 p a r a t i o n  des  c o m p o s a n t e s  ~ e t  fl, 
p a r  f r a c t i o n n e m e n t  au  s u l f a t e  a m m o n i q u e ,  a d6jh  6t6 
raise au  p o i n t  p a r  I)UBUISSON 2 e t  a 6t6 d g a l e m e n t  em-  
p loyde  p a r  SZENT-GYDRGYI a. Les  c o n d i t i o n s  de force  
i on ique  e t  de PH uti l isdes p o u r  le I r a c t i o n n e m e n t  v a r i e n t  
t o u t e f o i s  d ' u n  a u t e u r  k l ' a u t r e .  

N o u s  a v o n s  p e r s o n n e l l e m e n t  obse rvd  qu ' i l  es t  n6ces-  
saire  d ' a b a i s s e r  le PH d ' u n e  so lu t i on  de m y o s i n e  s a t u r 6 e  
5. 27% en  su l f a t e  a m m o n i q u e  ~ 5 , 4 - - 5 , 5  p o u r  o b t e n i r  
une  p r d c i p i t a t i o n  c o m p l g t e  de  e*. Ces PH 6 t a n t  g6n6rale-  
m e n t  p r6 jud i c i ab l e s  tk l ' i n t dg r i t 6  des  p ro t6 ines ,  n o u s  
a v o n s  c h e r c h 6  d ' a u t r e s  m d t h o d e s  de s 6 p a r a t i o n  basdes  
su r  les d i f fdrences  de so lub i l i t6  en  f o n c t i o n  du  PH e t  de 
la  force i on ique  de  ces p ro t6 ines .  N o u s  a v o n s  su iv i  t ' in -  
so lub i l i s a t i on  de  la  m y o s i n e  ~ p a r  o b s e r v a t i o n  d i r ec t e  de  
la  t u r b i d i t d  de  nos  so lu t i ons  ap r6s  c e n t r i f u g a t i o n .  

Si l ' o n  r e c h e r c h e  les P n  de  p r f c i p i t a t i o n  de  ces p ro -  
t6 ines  d i s sou t e s  d a n s  KC1 0,5 m,  o n  t r o u v e  que ,  d a n s  la  
zone  de  P n  5 , 5 5 - -  5,65, ~ p r6c ip i t e  c o m p l 6 t e m e n t ,  l a i s s a n t  
u n e  s o l u t i o n  s u r n a g e a n t e  l impide ,  r i che  en  p r o t 6 i n e s ;  au  
des sus  de  5,70, o n  n ' o b s e r v e  p a s  de  s 6 p a r a t i o n  e t  en  
dessous  de 5,50, la d6 .can ta t ion  de ~ es t  p a r t i e l l e L  On  
p e u t  d o n c  6 g a l e m e n t  s c inde r  ces m f l a n g e s  ~ de fa ib les  
forces ion iques .  Tou te fo i s ,  la zone de  p r 6 c i p i t a t i o n  es t  
t r o p  6 t ro i t e  p o u r  que  ce proc6d6 so i t  a p p l i c a b l e  au  p o i n t  
de v u e  p r6pa ra t i f .  I1 p r d s e n t e  de  plus,  en c o m m u n  avec  
la  m 6 t h o d e  au  s u l f a t e  a m m o n i q u e ,  l ' i n c o n v 6 n i e n t  de  
r6al iser  la s 6 p a r a t i o n / ~  des  Pit  r e l a t i v e m e n t  acides .  Ce t t e  
d i f f icul t6  a p u  6t re  t o u r n 6 e  d a n s  la  nouve l l e  m 6 t h o d e  
que  n o u s  p r o p o s o n s  c i -aprbs ,  g race  & l ' i n so lub i l i t 6  de la  
m y o s i n e  ~ darts  N a A c  ou b2Ac 0,5 nl a u x  PH neu t r e s .  
Le m o d e  o p 6 r a t o i r e  es t  le s u i v a n t :  

L a  so lu t i on  di lu6e de  m y o s i n e  d a n s  l ' a c 6 t a t e  mo la i r e  
un  PH d ' e n v i r o n  7, 2 ~, es t  a m e n 6 e  au  PH 7,10 ( lorsqu 'il s ' a g i t  

1 M. Du~uissoN, Exper. 2, ~58 (I946). 
2 M. DuBulssoN, Exper. 2, 412 (1946). 
3 A. SZENT-GYORGYI, Muscular contraction. Aead. Press, N.Y., 

1947. 
Saul indication contraire, il s'agit de myosines prdpar6~s selon 

GREENSTEIN et  ]~DSALL 7 reals avec un temps d'extraetion de vingt 
minutes seulement. 

s L'insolubitisation bien comme de la myosine d'EDSALL dis~oute 
dans KCt 0,5 m, en dessous du PH 6 (EDSALL s) OU 5,8 (DuBuISSONg), 
correspond done surtout ~k la prdcipitation de la eomposante ~.. 

6 La myosine ~ fraetionner peut aussi ~tre dissoute darts une solu- 
tion 0,85 m e n  ac6tate et 0,05 m e n  phosphate, de ta~on "~ 6viter les 
modifications de it H par dilution. 

J. P. GR~ENSTE~S et J. T. EDSALL, J. biol. Chem. 123, 897 (1940). 
8 j .  T. EDSALL, J. biol. Chem. 8.9, 289 (1930). 
9 M. DOBmSSON, Arch. intern. Physiol. al ,  13a (1941). 

de  so lu t i ons  p a u v r e s  en  m y o s i n e  c¢, te l les  que  les solu- 
t i ons  de m y o s i n e  de  WEBER-EDSALL) OU 7,00 ( so lu t ions  
r i ches  en  m y o s i n e  ~: m y o s i n e  B de  SZENT-GYOI~GrI). 
On  a j o u t e  l e n t e m e n t ,  au  m o y e n  d ' u n e  b u r e t t e ,  u n  m 6 m e  
v o l u m e  d ' e a u  glac6e e n  a g i t a n t  m 6 c a n i q u e m e n t  la  solu- 
t ion .  L a  b i r 6 f r i n g e n c e  d i s p a r a i t  c o m p l ~ t e m e n t  e n t r e  0.6 
e t  0,5 m.  L a  so lu t io l l  a ins i  o b t e n u e  de  PH 7 ,50 - -7 ,60  
(myos ine  de  WEBER-EDSALL) o n  7 . 1 5 - - 7 , 3 0  (myos ine  B) 
d o n n e ,  ap r6s  c e n t r i f u g a t i o n ,  u n e  s o l u t i o n  s u r n a g e a n t e ,  
l impide ,  f i che  e n  fl l o r s q u ' o n  p a r t  de  m y o s i n e  de  \VE~ER- 
EDSALL. A des  PH m o i n d r e s ,  c¢ se s6pa re  p lus  a i s d m e n t  
e n  e n t r a i n a n t  n n e  p lu s  f o r t e  p r o p o r t i o n  de  fl: la  so lu t i on  
l i m p i d e  de  fl c o n t i e n t  60 ~ 70 % d u  mdlange ,  l o r sque  le 
PrI f i na l  de  p r 6 c i p i t a t i o n  es t  de  7 ,50 - -7 ,60 ,  40 ~o e n v i r o n  
l o r squ ' i l  es t  de  7,00---6,50. 

U n  f r a c t i o n n e m e n t  me i l l eu r  encore  p e u t  6 t re  o b t e n n  
p a r  d ia lyse  de s o l u t i o n s  de  m y o s i n e  0,85 m en  a c d t a t e  
e t  0,05 m e n  p h o s p h a t e  de  PH 7,6 c o n t r e  des  so lu t i ons  
de  m S m e  c o m p o s i t i o n  et  Pvi e t  de force i on ique  m o i n d r e .  
D a n s  ce cas, c¢ ne  se s6pare  c o m p l ~ t e m e n t  p a r  cen t r i -  
f u g a t i o n  que  lo r sque  la  force  i on ique  de la  so lu t i on  de 
d ia lyse  es t  in f6 r i eu re  h 0,43 (0,3 m e n  a c 6 t a t e  et  0,046 m 
en  p h o s p h a t e ) .  N o u s  a v o n s  a m e n 6  la  force i on ique  de 
nos  so lu t i ons  5~ 0,40 e t  d 6 t e r m i n 6  les c o n c e n t r a t i o n s  en  
p r o t 6 i n e s  de la  s o l u t i o n  c o n t e n a n t  en  s u s p e n s i o n  la  myo-  
s ine  ~ e t  de la  s o l u t i o n  s u r n a g e a n t e  l i m p i d e  o b t e n u e  
apr&s e e n t r i f u g a t i o n ,  Que lques  r d s u l t a t s  o n t  6t6 con-  
s ign6s d a n s  le t a b l e a u  c i -dessous :  

Nature de la myosine 

M y o s i n e  de  WE~ER-ED-  
SALL, t e m p s  d ' e x t r a c t i o n  : 
1 h 30 m i n  . . . .  no  1 

Myos ine  de \VEBE~-ED- 
SALE, t e m p s  d ' e x t r a c t i o n  : 
1 h 30 ra in  . . . .  no  2 

Myos ine  de ~VEnt~;R-ED- 
SALL, t e m p s  d ' e x t r a c t i o n  : 
20 m i n  . . . . . . .  

Teneur en prot6ines 
o /  
/ o  

avant aprbs 
centrifn- eentrifu- 
gation gation 

1,56 1,30 
1,65 1,45 

1,13 0,99 

1,34 1,2 

Teneur 
e n  

en % 

17 
12 

12,3 

10.4 

Ces chi f f res  ne  p e u v e n t  6 t re  c o m p a r d s  a v e c l a  v a l e u r  
de  25 % t r o u v 6 e  p a r  (~.lectrophor6se (DuBuISSON1), 6 t a n t  
d o n n 6  q u e  les musc l e s  ut i l i s6s  au  cours  de nos  e x p f -  
r i ences  a v a i e n t  dt6 p r d a l a b l e m e n t  p long6s  d a n s  l ' e au  
glac6e, e t  que  DUBUISSON a m o n t r 6  r d c e m m e n t  ~ que  
d a n s  ce cas  o n  a a f fa i r e  ~k des  musc l e s  s t imu l6s  et ,  p a r  
c o n s 6 q n e n t ,  t i v r a n t  peu  de  m y o s i n e  c~. Les  t e n e u r s  peu  
61ev6es o b t e n u e s  m o n t r e n t  n 6 a n m o i n s  que  la  coprdci-  
p i t a t i o n  es t  t r6s  fa ib le  d a n s  ces c o n d i t i o n s  ma lg r6  tes 
fo r tes  c o n c e n t r a t i o n s  en  p r o t 6 i n e s  a u x q n e l l e s  le f rae-  
t i o n n e m e n t  a l ieu. L a  m 6 t h o d e  s e m b l e  donc  s u s c e p t i b l e  
d ' 4 t r e  6 g a l e m e n t  ut i l i s6e p o u r  le dosage  de  la m y o s i n e  
d a n s  d i f fd ren t s  e x t r a i t s  muscu la i r e s .  G. HAMOIR 

L a b o r a t o i r e  de  biologie  g6ndrale ,  Facult(~ des  sciences,  
U n i v e r s i t 6  de  Li&ge, le 3 s e p t e m b r e  1947. 

1 M. DUBUISSON, Exper. 2, 258 (19461. 
2 M. DURUISSON, Exper. 3, 372 (1947). 


