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sicht der Vorginge und Verdnderungen eines Kali-
lagers, wobei die geologischen Verhiltnisse im gstlichen
Siidharzrevier zugrunde gelegt wurden und wobei fiir
die primire Ausbildung des Kalilagers einheitlich ein
kieseritischer Halit-Carnallit angenommen worden ist.
Es wird sich empfehlen, in sorgfiltiger Kleinarbeit
diesen Beziehungen weiter nachzuspiiren.

Summary

The so-called “‘Pegmatitanhydrite’’ of the Germanic
Permian formation owes its name to a peculiar graphic
intergrowth of anhydrite with halite. As early as 1907
ZIMMERMANN recognized that this arrangement is the
result of an extended pseudomorphic replacement.
However ZIMMERMANN does not name a primitive
mineral.

Later on similar pseudomorphs were found also in
other anhydrite beds of the huge series of marine evap-
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orites. The authors examined a numerous collection,
representing all important beds. The results of gonio-
metric measurements and morphological comparisons
showed them in all cases to be pseudomorphs of por-
phyroblasts of gypsum.

The common distribution of shape relics of this kind
is remarkable, especially considering the many different
possibilities for their genesis and conservation. We are
thus forced to suppose that calcium sulfate was precipi-
tated as gypsum, even from saturated solutions of
sodium chloride. The conversion of gypsum to anhydrite
occured only when the sediment was buried deeply by
later rocks. The water set free by the different, and toa
certain extent very thick, beds of anhydrite may have
caused important changes upon the covering salt rocks.
Especially rather sudden changes of chemical and min-
eralogical composition of the potassium salt bed (Kali-
Jager), may thus be easily explained. As is known, such
changes can lead to a complete lack of potassium (Ver-
taubungen).

Fortschritte in der Isolierung und Untersuchung der Blutproteine

Von R. STRASSLE, Basel?

Einleitung

Die von ConN und seiner Schule wihrend der ver-
gangenen Kriegsjahre ausgearbeiteten Verfahren zur
Isolierung einer grossen Zahl von Blutproteinen? bil-
deten das Ergebnis jahrelanger Untersuchungen an
einfacheren Systemen, ndmlich an einzelnen Amino-
sauren und Peptiden sowie an Gemischen dieser Stoffe3.
Eine zusammenfassende Arbeit von CoHN iiber Ent-
deckung, Eigenschaften sowie klinische Verwendbar-
keit einzelner Blutproteine erschien im Jahre 1947 in
dieser Zeitschrift?, und zwar befasste sich der Autor
im wesentlichen mit den Plasmaproteinen, weniger mit
den Blutkorperchen. Die intensive Entwicklung seit
dieser Zeit hat auf dem gesamten Gebiet bedeutende
Fortschritte gebracht, und die Cohnsche Schule ist
auch weiterhin darin fithrend geblieben. Zwar erstrek-
ken sich diese Fortschritte weniger auf die Isolierung
neuer, noch unbekannter Bluproteine als vielmehr auf
die Verbesserung der Methoden, so dass viele der da-
mals nur schwierig oder unzuginglichen Komponen-
ten heute in nativer Form fiir Forschung und klinische

1 Wissenschaftliche Laboratorien der Hoffmann La Roche & Co.,
AG., Basel.

2 E. J. Conn, L. E. StrRONG, W. L. HuGHES, Jr., D. J. MULFORD,
J. N. AsuworTH, M. MELIN und H. L. TavLOR, J. Amer. Chem. Soc.
68, 459 (1946},

3 E. J. Coux und J. T. EbsaLy, Proteins, Amino Acids and
Peptides, Amer. Chem. Soc. Monograph Series, Nr, 90 (Reinhold

Publ. Corp., New York 1943).
4 E. J. Conun, Exper. 3, 125 (1947).

Erprobung bereitstehen. Es ist vielleicht etwas ver-
friiht, die klinischen Ergebnisse, welche mit Hilfe der
nach neueren Methoden isolierten Blutproteine erhal-
ten wurden, bereits heute richtig abschitzen zu wollen.
In der vorliegenden Arbeit sollen daher im wesentlichen
die methodischen Neuerungen, die von der Cohnschen
Arbeitsgruppe auf dem Gebiete der Blutfraktionierung
entwickelt wurden, erwihnt werden. Diesen Ausfiih-
rungen sind einige grundlegende, theoretische Erliu-
terungen vorangestellt.

Zur Theorie der Cohnschen Fraktionierung

Um aus einem Proteingemisch einzelne Proteine in
reiner Form isolieren zu kénnen, ist zunichst eine
Auftrennung in Hauptfraktionen nétig, deren Unter-
fraktionierung in vielen Fillen reine Komponenten
liefert. Die priparative Auftrennung in Hauptfrak-
tionen geschieht heute meist nach zwei Verfahren:

a) Fraktionierte Aussalzung bei hoher Neutralsalz-
konzentration.

b) Fraktionierte Fillung bzw. Extraktion bei sehr
niedrigen Salzkonzentrationen unter Zusatz was-
sermischbarer, organischer Losungsmittel und un-
ter genauer Kontrolle von pH, lonenstirke, Tem-
peratur und Konzentration der Zusitze.

Die Aussalzmethode wurde auf empirischer Grund-
lage bereits im 18. und 19. Jahrhundert entwickelt,
doch ist ihre Anwendbarkeit nicht auf Proteine be-
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schriankt. Auch ungeladene Molekiile lassen sich aus-
salzen, und der Effekt hingt in erster Linie von der
Molekiilgrésse, dann aber von Natur und Konzentra-
tion der zur Ausfillung verwendeten Neutralsalze ab.
Bereits HOFMEISTER! erkannte gewisse Regelmissig-
keiten zwischen Ionenart und léslichkeitsvermindern-
der Wirkung, doch bleibt es das Verdienst von Conn?,
durch Aufstellung seiner Aussalzgleichung die Methode
auf eine sichere theoretische Grundlage gestellt zu
haben. Das Verfahren besitzt jedoch den Nachteil, dass
meist nur eine Variable, nimlich die Neutralsalzkon-
zentration, verindert wird, wodurch die Zahl der
Trennméglichkeiten bedeutend eingeschriankt wird.
Zudem ist die Methode zur Trennung sehr dhnlicher
Proteine wenig geeignet, da sie auf geringfiigige struk-
turelle Unterschiede nicht in besonders empfindlicher
Weise anspricht.

Im Gegensatz dazu ist der Arbeitsbereich in den be-
sonders von ConN und seiner Schule entwickelten Me-
thoden in das Gebiet sehr niedriger Neutralsalzkonzen-
trationen verlegt. Hier kommt der individuelle La-
dungscharakter in einer fiir jedes Protein spezifischen
Weise zur Geltung und wird nicht durch eine hohe
Salzkonzentration maskiert, wie dies in der Aussalz-
methode der Fall ist. Die Abhiingigkeit der Loslichkeit
vom Ladungszustand der Proteine wurde erst durch
die Entwicklung der theoretischen Grundlagen ver-
stindlich, MELLANBY® sowie LEwis und Ranbparr?
filhrten den Begriff der Ionenstérke ein:

Ionenstirke I'/2 = 1/2 X ¢; 5%

¢; = Konzentration der verschiedenen Ionenarten in
Gramm-Ion/1000 g Losungsmittel;
z; = Valenz der entsprechenden Ionen.

Diese ist verschieden von der Molaritiat, wie aus
Tabelle I hervorgeht:

Tabelle 1
Vergleich von Molaritit und Ionenstirke verschiedener Salze

Salz Molaritat lonenstirke
NaCl . 0,1 0,1
Na,s8CQ, . . . . 0,1 3x0,1
MgSO,. . . . . 0,1 4 % 0,1
Na,PO, . . 0,1 6 x 01
Fet3-Zitrat . . 0,1 9 x 0,1
Mg,(BOy), . . . 0,1 15 % 0,1

Die Ionenstirke reprisentiert somit die Gesamtladung
aller in Losung anwesenden Anionen und Kationen,
und ihre Beriicksichtigung erlaubt die Erfassung des
gesamten ionalen Ladungseffektes auf die Dissoziation

1 T, HoFMEISTER, Arch. Exper. Path. Pharm. 24, 247 (1887/88).

2 B, J. Coun, Physiol. Rev. 5, 349 (1935).

3 J. MeLLANBY, J. Physiol. 33, 338 (1905).

4 G. N. Lewis und M. Ranpart, J. Amer. Chem. Soc. 43, 1112
(1921).
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der sauren und basischen Gruppen im Proteinmolekiil.
DEeBYEhat in seiner Gleichung der interionischen Krif-
te dem Begriff der Ionenstirke vertiefte theoretische
Bedeutung gegeben, und schliesslich haben SCATCHARD
und Kirgwoopn? die Gleichung von DEBYE-HUCKEL
auf dipolare Ionen erweitert und so die Wechselwir-
kungen zwischen Neutralsalzen, Aminosduren, Pep-
tiden und Proteinen theoretisch fundiert. Damit waren
grundlegende neue Erkenntnisse gewonnen: Die Los-
lichkeit der Proteine hingt ausserordentlich stark von
ihrem Ladungszustand ab, und zwar ist, genauer aus-
gedriickt, der Logarithmus der Loslichkeit vom Qua-
drat des Dipolmomentes bzw. von elektrischen Mo-
menten hoherer Ordnung abhidngig. Das Moment wird
aber in empfindlicher Weise durch kleinste pH-Ande-
rungen in der Losung verdndert, woraus folgt, dass die
Loslichkeit eines Proteins auf minimale pH-Schwan-
kungen in stark vergrossertem MaBstabe anspricht.
Daneben wird sie von der Art und Konzentration aller
in Losung anwesenden Ionen, dipolaren Ionen und
Proteine sowie von der herrschenden Dielektrizitits-
konstante beeinflusst. Esist leicht, einzusehen, dass ein
System mit fiinf oder mehr Variablen eine viel gréssere
Zahl von Trennungsmdglichkeiten bietet als die Aus-
salzmethade, wobei allerdings die zweckmdssige Wahl
und genaue Kontrolle der verschiedenen Variablen von
entscheidender Bedeutung fiir den Erfolg einer Irak-
tionierung sind. Das Grundprinzip solcher Fraktio-
nierungen besteht in der Ausfillung eines Proteins in
der Nihe seines isoelektrischen Punktes, wo es mini-
male Léslichkeit aufweist, die durch Alkcholzusatz in
der Kilte (zwecks Vermeidung von Denaturation)
weiter herabgesetzt wird. Da die isoelektrischen Punkte
der Begleitproteine in der Regel nicht mit demjenigen
des auszufillenden Proteins zusammenfallen, die Los-
lichkeit in Abhingigkeit des pH beiderseits des iso-
elektrischen Punktes aber in exponentieller Weise an-
steigt, ist eine Trennung leicht zu erzielen.

Neben diesen allgemeinen, elektrochemischen Prin-
zipien wird besonders in den neueren Verfahren von
CouN von mehr spezifischen Wechselwirkungen zwi-
schen Proteinen und Blutkérperchen einerseits, Metall-
ionen, Zuckern und Polysacchariden andrerseits Ge-
brauch gemacht. Hierbei bilden sich entweder Metall-
komplexe3 oder schwerldsliche Metallsalze der Proteine,
die in einem pH-Bereich ausfallen, in welchem die
Natriumsalze der Proteine infolge starker Dissoziation
erhéhte Loslichkeit aufweisen.

1 p, DesvE und E: HUcKEL, Physik. Z. 24, 185, 334 (1923); 26,
22, 93 (1925).

2 G. ScarcHarp und J. G. Kirkwoon, Physik. Z. 33, 297 (1932).

3 C. Tanrorb und M. L. WAGNER, J. Amer. Chem. Soc. 75, 434
(1953). - E. J. Conx, D. M. SurceNoOR, K. Scumip, W. H. BaTcHE-
LoR und E. H. ALAMERY, Abstracts, 2¢ Congr. internat, Biochim.,
Paris 1952, 175. — F. R. N. Gurp, J. T. EpsaLL ef al., Federation
Proc. 11, 224 (1952). ~ Blood Cells and Plasma Proteins, Memoirs
of the University Laboratory of Physical Chemistry, Related to
Medicine and Public Health, Harvard University. No. 2. Ed.: J. L.
TurLis (Academic Press, Inc., New York).
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Tabelle 11
Methode 6 nach Conn
Fraktion pH I o, EtOH t°C Hauptkomponenten
I 7,2 0,14 8 -3 Fibrinogen
IT4 111 6,8 0,09 25 -5 2-Globulin, g-Lipoprotein, Prothrombin, Isoagglutinine, Pro-
fibrinolysin
Iv-1 5,2 0,09 18 -5 a-Lipoprotein, Caeruloplasmin
1vV-4 5,8 0,09 40 -5 Serumesterase, eisenbindendes Globulin, «- und g-Globuline
v 4,8 0,11 40 -5 Albumin, 4%, «- und 1%, 8-Globuline
VI 4,8 0,11 40 -5 Restlosung: Peptide u.a., saures Glykoprotein

Nachteile der frithern Cohnschen Fraktioniermethoden

Wihrend der Kriegsjahre wurden von der Cohnschen
Arbeitsgruppe insgesamt sechs Methoden zur Fraktio-
nierung von Plasma und in der Folgezeit zahlreiche
Methoden zur Unterfraktionjerung bestimmter Haupt-
fraktionen entwickelt, Die weitaus bekannteste ist die
sogenannte Methode 61, mit Hilfe welcher in einem
sechsstufigen Arbeitsgang die in Tabelle IT aufgefiihr-
ten Fraktionen erhalten wurden.

Die Dauer der Gesamtoperation ist erheblich und he-
trdgt selbst bei schichtweisem Arbeiten mehrere Tage,
wihrend welcher Zeit die Mehrzahl der Proteine in
Losung verbleibt und so dem enzymatischen Einfluss
in ganz besonderem Masse ausgesetzt ist, Zudem bildet
die verwendete Alkoholkonzentration, die bis zu 40
Vol.-%, betrigt, selbst bei —5°C eine nicht unerhebliche
Gefahr fiir viele der labilen Komponenten. Der fiir die
Fraktionierung verwendete pH-Bereich von 4,8 bis
etwa 7,5 iiberschreitet zudem nach heutigen Ansichten
die Stabilititszone einer Anzahl von Proteinen. Doch
glaubte man nach der damaligen Ansicht, salzartige
Verbindungen zwischen positiv und negativ geladenen
Proteinen nur dann ausschliessen zu kénnen, wenn alle
Proteine des Systems eine Uberschussladung gleichen
Vorzeichens aufweisen wiirden. Zu diesem Zwecke war
es aber nétig, das pH wihrend der Fraktionierung ge-
legentlich nach der sauren oder alkalischen Seite aller
isoelektrischen Punkte der in der Lésung anwesenden
Proteine zu verschieben.

Die neuen Cohnschen Verfahren

Die Notwendigkeit einer Verbesserung der bisheri-
gen Fraktionierverfahren dringte sich auf, und zwar
in erster Linie aus der Erkenntnis, dass etliche Kom-
ponenten mit Hilfe der bisherigen Methoden nicht in
nativem Zustand erhalten wurden. Dies galt besonders
von den Blutkdrperchen, den Enzymen, aber auch

1 E. J. Cony, L. E. STrRONG, W. L. Hucnes, Jr., D. J. MuLFoRD,
J. N. AsaworTd, M. MELIN und H. L. TavLoRr, J. Amer. Chem. Soc.
68, 459 (1946),

bereits von 9-Globulin. So gelang es Kirkwoob?,
menschliches Plasma mit Hilfe seiner Methode der
Elektrophoresekonvektion aufzutrennen, wobei er
nicht mehrere, sondern nur eine einheitliche y-Globu-
linfraktion erhielt, woraus er schloss, dass die verschie-
denen von ConN und Mitarbeitern isolierten y-Globu-
linfraktionen zum Teil Artefakte der Fraktionierung
sein kénnten. Der Zustand der Enzyme war durch Be-
stimmung ihrer Aktivitit, jener der Blutkérperchen
durch ihre mikroskopische Struktur sowie durch ihre
Stabilitit und Funktionstiichtigkeit einwandfrei kon-
trollierbar, Auch hier waren die Ergebnisse zum Teil
unbefriedigend und liessen ein Bediirfnis nach schonen-
deren und zugleich selektiveren Verfahren aufkommen,
Grossere Selektivitit wurde durch Verwendung zwei-
wertiger Metall- und Erdalkalimetallionen in vorziig-
licher Weise erreicht. Zudem gelang es, die Verfahren
dadurch schonender zu gestalten, dass eine Athanol-
konzentration von 19 Vol.-%, nicht iiberschritten und
die Wirkung der Blutenzyme auf ein Minimum einge-
schrinkt wurde, letzteres durch vorherige sorgfiltige
Abtrennung der Blutkérperchen sowie durch sofortiges
Ausfillen simtlicher Proteine des verbleibenden Plas-
mas. Der fiir die Fraktionierung erforderliche pH-
Bereich konnte ebenfalls wesentlich eingeengt werden,
weil im Gegensatz zu frithern Bestrebungen Wechsel-
wirkungen zwischen verschiedenen Proteinen nicht
vermieden, sondern vielmehr begiinstigt und zur
Trennung ausgeniitzt wurden. Solche salzartigen Bin-
dungen zwischen Proteinen lassen sich nimlich durch
Erhohung der Dielektrizititskonstante der Lésung
{Glycinzusatz) leicht wieder aufspalten, da ja die
Stidrke der elektrostatischen Anziehung umgekehrt
proportional zur Dielektrizititskonstante ist. Um je-
doch Erythrocyten, Leukocyten und Thrombocyten
schonend abtrennen zu kénnen, dass ihr Zustand nach
der Isolierung demjenigen i# viwvo nahekam, mussten
die bestehenden Methoden verbessert werden. Die neue-
ren Methoden griinden sich in erster Linie auf selektive

1 J. R. Canw, R. A. BrowN, S. J. SINGER, J. B. SHUMAKER, Jr.,
und J. G. Kirkwoop, Science 114, 30 (1951).
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Adsorption oder auf Differentialzentrifugation wnter
Ausniitzung der verschiedenen Dichte der Blutkirperchen.

Abtrennung der Blutkirperchen

Auf Grund der Erkenntnis, dass Erythrocyten,
Leukocyten und Thrombocyten eine wichtige Quelle
von Enzymen darstellen, die bei geringster Schidigung
der Blutkorperchen frei werden und ihre Wirkung an
den BluteiweiBstoffen als Substraten entfalten, war
eine schonende Abtrennung vorgingig jeder weiteren
Plasmafraktionierung unumginglich. In ungerinnbar
gemachtem Blut beobachtet man eine verschieden
schnelle, jedoch spontan verlaufende Sedimentation
der Erythrocyten (Blutsenkung). Durch Zusatz ge-
wisser hochmolekularer Stoffe, besonders solcher mit
fadenformiger Struktur oder zumindest stark asym-
metrischer Molekiilgestalt, wie zum Beispiel Fibrino-
gen, Dextran usw., lisst sich die Senkungsgeschwin-
digkeit der Erythrocyten wesentlich erhéhen, wihrend
diejenige der Leukocyten kaum oder gar nicht beein-
flusst wird. Dies hat seinen Grund in der von FiH-
RAEUS! beobachteten und von verschiedenen Forschern,
so zum Beispiel von MiNOR und BURNETT? sowie von
BuckiLEY, POWELL und Gi1Bson?, praktisch verwerteten
Rouleauxbildung der Erythrocyten, das heisst einer
Bildung von Aggregaten, wodurch der Unterschied in
der Sedimentationsgeschwindigkeit beider Klassen von
Blutkdrperchen vergréssert wird. Die sedimentierten
Erythrocyten lassen sich sodann von beigemengten
Leukocyten und Thrombocyten durch Waschen mit
zellfreiem Plasma befreien, was mit Vorteil in der spe-
ziell zu diesem Zwecke konstruierten «long traverse
path centrifuge»* geschieht. Hierbei wird ein mit etwa
100facher Erdschwere (100 X g, anstatt der iiblichen
2000-3000 x g in Normalzentrifugen) rotierendes Ge-
fiss von einem axialen Zufluss her mit Blut oder einer
Erythrocytensuspension, von der Peripherie her mit
Waschfliissigkeit gespiesen. Die Erythrocyten werden
nun durch die herrschende Zentrifugalbeschleunigung
an die Peripherie gedringt und durch die leicht turbu-
lente Stromung gewaschen, wihrend die Waschfliissig-
keit mit geringerer Dichte durch einen axialen Ausfluss
kontinuierlich abgezogen werden kann. Eine sehr ein-
fache Apparatur dieser Art wurde kiirzlich von
CHAPLIN und VEALL® beschrieben.

In einer andern Methode zur Trennung von roten
und weissen Blutkdrperchen wird die verschiedene
Dichte von Plasma® (D= 1,026), Erythrocyten
(D = 1,090) und Leukocyten (D = 1,065) ausgeniitzt.

! R. FAurARUs, Acta med. Scand. 55, 1 (1921).

2 A. H. Minor und L. Bur~eTT, Blood 3, 799 (1948).

3 E. S. BuckLey, Jr.,, M. T, PowtLL und J. G. Gison, Federation
Proc. 8, 18 (1949).

4 E. 8. Buckeey, Jr., J. G. Gisson, M. D.D’Hoxr und R. J.
TiNcn, Proc. 20 Conf. Separ. Formed Elem. 1950, Boston (USA.)

5 H. CuapLix und N. VEarL, Lancet 264, H, 1, 218 (1953).

¢ B. L. VaLLEE, W. L. Hucugs, Jr., und J. G. Ginson, Blood,
Special Issue 1, 82 (1947).
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Durch Uberschichten einer Serumalbuminlésung der
Dichte 1,079 mit Blut und anschliessendem Zentri-
fugieren erreicht man, dass die Erythrocyten die
Albuminschicht passieren und sedimentieren, wihrend
sich die Leukocyten an der Grenzschicht zwischen
Plasma und Serumalbuminlésung ansammeln, wobei
sie leider gerne zusammenklumpen und sich dann nur
schwierig erneut dispergieren lassen.

Da die Thrombocyten mit der Dichte 1,030 noch
weniger leicht sedimentieren als die Leukocyten, hat es
nicht an Versuchen gefehit, nach Entfernung der
Erythrocyten die beiden Zellsorten durch verschieden
intensives Zentrifugieren zu trennen!. MINOR und
BurNETT? verwendeten Dextran zur Rouleauxbildung,
dazu ein Netzmittel, um spiter eine bessere Dispergier-
barkeit der Plittchen zu gewihrleisten. Nach Abhebern
des Plasmas wurden daraus zunichst Leukocyten und
Thrombocyten zusammen wihrend 30 min bei 2000
U./min abzentrifugiert, worauf nach erneutem Suspen-
dieren des Sediments erst die Leukocyten und ver-
bleibenden Erythrocyten wihrend 7minbei 800 U. /min,
schliesslich aus der {iberstehenden Lésung die Throm-
bocyten bei 2000 U./min wihrend 30 min abzentri-
fugiert wurden. Da die Angabe der Tourenzahl einer
Zentrifuge keine Auskunft iiber die herrschende Zen-
trifugalbeschleunigung gibt, ist es unerldsslich, die ver-
wendeten Zentrifugalbeschleunigungen als Multiple
der Erdbeschleunigung auszudriicken. DILLARD, BRE-
cHER und CRONKITE® beniitzten Athylendiamin-Tetra-
acetat (Sequestrene) als Antikoagulans und zentrifu-
gierten bei 30facher Erdbeschleunigung (30 x g) wih-
rend 50 min erst die Erythrocyten und die Hauptmenge
der Leukocyten, dann bei 300 x g wihrend 50 min die
Thrombozyten ab. In einem der Cohnschen vollauto-
matischen Verfahren, in welchem die sogenannte
«falling-film centrifuge»* verwendet wird, gelangen
die Leukcoyten bei 100 x g, die Thrombocyten bei
400 x g zur Abscheidung. Hierbei wird das von oben
in die Zentrifuge einfliessende Plasma an der Wand
einer mit 100 x g rotierenden Trommel fein verspriiht,
wihrend das nachfolgende Plasma in.diinner Schicht
tiber diesen Plasmafilm gleitet, wobei infolge der ge-
ringen Schichtdicke die Leukocyten fortlaufend ab-
zentrifugiert werden. Das verbleibende, plittchen-
reiche Plasma fliesst in die darunterliegende, unab-
hingig von der obern mit 400 x grotierende Trommel,
in deren Oberteil die Thrombocyten auszentrifugiert
werden, wihrend dank einer eingebauten Trennwand
das im untern Teil sich ansammelnde, zellfreie Plasma
diskontinuierlich abgezogen werden kann.

1 7T. R. Wavcu und D. W. Ruppick, Canad. Med. Assoc. J. 54,
11 (1944).

2 A. H. Mivor und L. BurNETT, Blood 7, 693 (1952).

3 G, H. L. DiLLARD, G. BrREcHER und E. P. CrRONKITE, Proc. Soc.
exp. Biol. Med. 78, 796 (1951).

4 C. L. EMERsON, Jr., Proc. 204 Conf. Separ. Formed Elem. 1950,
Boston, Mass, (USA.).
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Neuesten Datums ist die ebenfalls von der Cohn-
schen Arbeitsgruppe entwickelte und in der Abbildung
gezeigte, gekithlte Spezialzentrifuge?, in welcher ver-
schiedene der bisher besprochenen Prinzipien kom-
biniert worden sind, Das Blut wird direkt aus der Vene
des Spenders durch eine Kolonne eines Kationenaus-
tauschers (Dowex-50, zu 0,003%, seiner Kapazitit mit
Calciumionen beladen) geschickt, wobei die Calcium-
ionen des Blutes sowie 90%, der Thrombocyten adsor-
biert werden. Letztere lassen sich am Ende der Opera-
tion mit Natriumchloridlésung unter Zusatz von Na-
triumacetat, Athylendiamin-Tetraacetat oder Natrium-
citrat wieder teilweise eluieren. Nun wird das Restblut
als feiner Film in der aus unbenetzbarem Material be-
stehenden Zentrifuge verspritht und wandert alsdann
itber eine im obern Teil des Rotors befindliche Schicht
einer Laktoselosung solcher Dichte, dass bei der herr-
schenden Zentrifugalbeschleunigung von 200 X g nur
die Erythrocyten diese Schicht zu durchdringen ver-
mobgen und im obern Teil des Rotors in turbulenter
Strémung festgehalten werden. Hier haben wir somit
das Prinzip der «Jong traverse path centrifuge» ver-
wirklicht. Das Plasma gleitet in laminarer Strémung
iiber die wie eine Schneide wirkende Laktoseschicht,
wobei das Prinzip der «falling-film centrifuge» ver-
wirklicht ist, und {fliesst in den untern Teil des Rotors
iiber, wo die Leukocyten nun nach dem «falling-film»-
Prinzip abgetrennt werden. Das zellfreie Plasma sowie
die verschiedenen Zellsorten kénnen am Ende der Blut-
entnahme, die auch mit dem Ende der Operation zu-
sammenfillt, am untern Ende der Zentrifuge getrennt
aufgefangen werden. Die weitere Verarbeitung des
Plasmas wird im nachfolgenden beschrieben.

Die Fraktionierung des Plasmas

Als neuere Methoden sollen hier die sogenannte Me-
thode 102 sowie jenes vollautomatische Verfahren be-
schrieben werden, welches sich nach Abtrennung der
Blutkérperchen mit Hilfe der in nebenstehender Ab-
bildung gezeigten Zentrifuge anschliesst.

a) Methode 70. In dieser Methode wird also von der
selektiven Ldéslichkeitsbeeinflussung einzelner Plasma-
proteine durch zweiwertige Metall- und Erdalkali-
metallionen Gebrauch gemacht. Die experimentellen
Einzelheiten gehen aus dem in Tabelle III wiederge-
gebenen Fraktionierschema hervor, das so angeordnet
ist, dass auf der linken Seite Fillungen, anschliessend
deren Extraktion, auf der rechten Seite Lsungen und
anschliessend die Ausfillung einzelner Komponenten
derselben vermerkt sind. Mit Ausnahme des Alkohols

1 E. J. Conn, 2¢ Congr. internat. Biochimie, Paris 1952. — J. L.
TuLrs, Blood 7, 891 (1952).

2 E. J. Coun, F. R, N. Gurp, D, M, SUrGENOR, B. A. BarNes,
R. K. Browy, G. DEroOUAUX, J. M. GiLreseig, F. W, Kaunt, W. F.
Lever, C. H. Lws, D. Mirrecuan, R. F. Mouron, K. Scumip und
E. Uroma, J. Amer. Chem. Soc. 72, 465 (1950).
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sind alle Konzentrationsangaben in Mol/Liter ausge-
driickt. Der Wert Ba' - = 0,01 bedeutet somit 0,01 Mol
Ba- +/Liter, was gleichzusetzen ist mit 0,01 Gramm-

Atom Ba' ' oder 0,02 Gramm-Aquivalent Ba- -/Liter.
Zunehmende
&nlnﬂga//«raﬂ
FPlasma
/’/asme 5 p ;
0 Ldsung hoher Dichte mit
[ faliing fi /m A Rovieaux bildendem Agens
Aote Bluthdrperchen .
“ong traverse”) Rote Blutkdrpercher
Ldcher von

15 mm Durchmesser

Weisse Bluthkérperchen

Dichtung ki 7

Shickstoff fir Plasmatrennung —>= o o Fl2sma wihrend Zentrifugation
Saverstoff aur Xansernemng L Weisse Bluthdrperchen nech
Rote Blubkirperchen und

der roten Blutkerperchen l Zentrifugation
Losung hoher Dichte 1bsung hober Dichte nach
Blut Zentrifugstion

Spezialzentrifuge zur Trennung von Erythrocyten, Lenkocyten
und Plasmal,

Bei diesem Fraktionierverfahren, das bei —5°C, in
einem pH-Bereich von 5,5 bis 7,2 und bei maximal 19
Vol.-%, Athanol durchgefiihrt wird, werden somit eine
Reihe von Proteinen bei pH 5,8 ausgefillt (Fraktion
I+ IT + III), insbesondere Fibrinogen, y-Globulin,
f-Lipoprotein, Prothrombin sowie die Isoagglutinine.
Eine weitere Gruppe von Proteinen (Fraktion IV 4V
+ VI), darunter Albumin, Serumesterase, metallbin-
dendes Globulin und ¢;-Lipoprotein, bleibt in Losung.
Aus dieser Lisung ldsst sich das Albumin sodann durch
Zusatz von Zinkionen, entsprechend einer Konzentra-
tion von 0,02 Mol/Liter, ausfillen und aus dieser Fil-
lung mit einem Puffer von pH 5,5, 15%, Athanol, ent-
haltend 0,01 Mol Bariumionen je Liter, in reiner Form
extrahieren, Was die linke Hilfte des Fraktionier-
schemas anbetrifft, ist bemerkenswert, dass y-Globu-
lin hier als salzartige Komplexverbindung mit g-Lipo-
protein abgeschieden wird, da bei pH 5,8 y-Globulin
eine positive, 8-Lipoprotein eine negative Uberschuss-
ladung aufweist. Dies ist entgegen dem frither befolg-
ten Prinzip der Vermeidung solcher Protein-Protein-
Verbindungen, hat sich aber bei der Fraktionierung
bewihrt, besonders weil in der nachfolgenden Stufe
das y-Globulin durch Erhohung der Dielektrizitatskon-
stante der Losung (Glycinzusatz) leicht wieder aus der
Verbindung abgetrennt werden kann. Die zugesetzten
Metall- und Erdalkalimetallionen miissen vor der

1 7. L. TuLiis, Blood 7, 891 (1952).
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Tabelle 111
Methode 10 (Coun)

Plasma (Mensch)
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EtOH = 199,
pH =358
Na- = 0,04
I+ 114111 IV4+V4+VI
EtOH = 159, EtOH = 199,
pH =55 pH = 5.8
Na: = 0,005 P — .02
Glycin = 0,6 -
I4 111 1I IV+V VI
. o Peptide
EtOH = 15% y-Globulm EtOH = ].SA, +leicht-
pH = 6,8 PH = 5,5 1sliche
Na ' = 0,005 g: ==%’,%21 Proteine
Zn'=Spuren
I+1I11-1,2,3 111-0 v v
EtOH = 159, ﬁ-Lipoprote%n EtOH = 15%, S i
pH = 17,2 B,-Euglobulin pH = 6,2 Al%rl?nlein
Na' = 0,3 Caeruloplasmin Na* = 0,05
Na-Citrat = 0,1 Zn* = 0,0005
I+1III-3 III-1, 2 IV-1,2,3,4,5 IV-6,7
Fibrinogen Isoagglutinine o,-Lipoprotein Metallbindendes Globulin
Plasminogen Prothrombin u.a. Serumesterase
og-Mukoprotein

Cold insoluble globulin

ay-Glykoprotein

* E. J.Conn, F. R. N. Gurp, D. M. SURGENOR, B. A. BarNEs, R. K. BrRowN, G. DErovAUX, J. M. GiLLEsPIE, F. W. Kannt, W. F. LEVER,
C. H. Liu, D. MrrreLmaN, R. F. Mouton, K. Scumip und E. Uroma, J. Amer. Chem. Soc. 72, 465 (1950).

Trocknung der isolierten Fraktionen durch Austausch-
harze oder durch Dialyse (zum Beispiel gegen Athylen-
diamin-Tetraacetatlosung) entfernt werden. Ferner ist
die Entfernung der betrichtlichen Glyzinmengen
durch Dialyse oder Umfillung angezeigt. Die Methode
wurde von LEVER und Mitarbeitern? fiir die Fraktio-
nierung von 5 cm®Plasma unter Anwendung von Filtra-
tion in der Kilte modifiziert und ist somit auch zur
Untersuchung individueller Plasmaproben bei klini-
schen Studien verwendbar.

b) Vollautomatisches Verfahren. Neueren Datums
sind Bestrebungen, auf den Gebrauch von Alkohol als
Fallungsmittel und damit auf Temperaturen unter null
Grad zu verzichten, um dafiir spezifische Reaktionen
zwischen den Plasmaproteinen einerseits, Metallionen

1 W. F. Lever, F. R. N. Gurp, E. UroMa, R. K. Brown, B. A.
BarnEs, K. Scamip und E. L. Scuurrz, J. Clin. Invest. 30, 99 (1951).

und Zuckern andrerseits auszuniitzen®. Das Verfahren
schliesst sich direkt an die im Vorgehenden erwihnte
Methode der Adsorption von Thrombocyten an Aus-
tauschharze mit anschliessender Trennung der Erythro-
cyten und Leukocyten in der in der Abbildung schema-
tisch dargestellten Zentrifuge an. Das zellfreie Plasma
mit einer Temperatur von 0°C wird anschliessend in
einem geschlossenen, sterilen System gemdss der in
Tabelle IV wiedergegebenen Weise in eine y-Globulin
enthaltende Fillung und in die sogenannte «stable
plasma protein solution» aufgetrennt, die entweder
direkt oder nach weiterer Unterfraktionierung verwen-
det werden kénnen.

1 E. J. Conn, J. L. TuLLis, D, M. SurceENor und M. D. D’Honr,
Science 114, 479 (1951). — Blood Cells and Plasma Pyoteins, Memoirs
of the University Laboratory of Physical Chemistry Related to
Medicine and Public Health, Harvard University, No. 2. Ed.: J. L.
TurLis (Academic Press, Inc., New York.
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Tabelle IV
Vollautomatisches Verfahren (Coun*)
Spender
Blut
Kationenaustauscher 1 959, der Thrombocyten sowie
(Dowex-50+40,0039%, Ca} | { Ca*, Mg und K- entfernt
Spezialzentrifuge, Erythrocyten und Leukocyten,
vergleiche Abbildung } ? { abgetrennt und fraktioniert
Plasma
Prothrombin, SPCA (==Faktor VII}-
Bariumsulfat ————»!— 3 | Vorstufe, instabiles Lipoprotein
abgetrennt

Fibrinogen

Cold insoluble globulin

Ac-Globulin (== Faktor V{VI)
Fallung bei 0°C mit Antihdmophiles Globulin
10 mMol Zn*/Liter | |, Isoogglutinine L
Plas entrifueiert J Plasminogen (= Profibrinolysin)

asma, zentrifugier »-Globulin

f-Lipoprotein

f,-Globuline

Caeruloplasmin
Kationenaustauscher ————————» > Zinkionen entfernt

Serumalbumin
o;-Lipoprotein

10 Stunden/60°C
erhitzt: Zerstérung
des Serumbhepatitis-Virus

Stabile Plasma-
protein-Losung:
559, der Proteine
in natiirlichen
Blutelektrolyten

o,-Bilirnbinglobulin
ay-Glykoprotein
f-Metallbindendes Globulin
Saures Glykoprotein, Jodproteine
Mukoproteine

Alkalische Phosphatase

o

Plasmaesterase, Amylase

* E. J. Conn, J. L. TurLnis, D. M. SurcENOR und M, D. D'Honr, Science 114, 479 {(1951).

Stabilitit verschiedener Bluteiweisskirper

Die Blutkérperchen missen hinsichtlich ihrer Sta-
bilitdt in einer andern Gruppe eingereiht werden als
die Plasmaproteine, da sie als Blutzellen Gebilde dar-
stellen, welche noch einen eigenen Stoffwechsel haben.
Jede Isolierung und Konservierung der Blutkdrper-
chen setzt somit voraus, dass man diesem Umstand
Rechnung trage, da die Zellen ja sehr bald funktions-
untiichtig werden und zugrunde gehen, weil einzelne
ihrer gekoppelten Enzymsysteme infolge Mangels an
Substrat, Coenzym oder aus andern Griinden inakti-
viert werden. So schreitet die Glykolyse als wichtigste
Stoffwechselreaktion der Erythrocyten auch im Zu-
stand der Konservierung unter Bildung von Milchsiure
fort, weshalb man dem Blut Glukose zusetzt, um diese
Reaktion zu unterhalten. Der Gedanke war nahelie-
gend, durch Lagerung bei tieferer Temperatur und

damit Verlangsamung des Stoffwechsels die Haltbar-
keit der Erythrocyten zu verbessern, was sich tatsich-
lich im Bereiche von 4 bis 10°C bewihrte, Bei Tempera-
turen unter null Grad tritt Himolyse ein, falls nicht
durch sehr schnelle Tiefkithlung die Bildung von Eis-
kristallen vermieden und die Erstarrung des Wassers
in amorpher Form begiinstigt wird. Tiefkithlung in
glycerinhaltigen L&sungen ist heute eine vielverwen-
dete Methode der Konservierung von Erythrocyten?,
obwohl zur Vermeidung von Hamolyse beim Auftauen
besondere Vorsichtsmassregeln beobachtet werden
miissen?,

Leukocyten sind wesentlich instabiler; ihre Lebens-
dauer beschrinkt sich auf Stunden und nicht auf Tage

1 A. U. Smitn, Lancet 249, H. 2, 910 (1950). ~ H. A. SLOVIIER,
Lancet 260, H. 1, 823, 1350 (1951).

2 J. E. LoveLock, Lancet 262, H. 1, 1238 (1952). — H. CrapLix
und N. VeaLyr, Lancet 264, H. 1, 218 (1953).
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oder Monate, Citrat hat gegeniiber Leukocyten beson-
ders hinsichtlich der Phagocytosefihigkeit einen un-
giinstigen Einfluss, und in citrathaltigen Blutkonser-
ven sind diese Zellen denn auch bereits nach zwei Ta-
gen morphologisch und funktionell stark geschidigt.
Dagegen erhthen Plasmaproteine die Stabilitiit der
Leukocyten. Leukocytenkonzentrate aus Citratblut
haben in Fillen von Agranulocytose jhren giinstigen
Einfluss auf die Leukopenie erwiesen®,

Die Thrombocyten spielen bei der Blutgerinnung be-
kanntlich eine grosse Rolle. Sie bilden die am wenig-
sten stabile Gruppe von Blutkérperchen, da sie bereits
im Kontakt mit benetzbaren Oberflichen zusammen-
klumpen und zerfallen, was auf Grund der Ansicht ver-
schiedener Autoren die nachfolgende Blutgerinnung
ausldst, indem mehrere Substanzen in Freiheit gesetzt
werden, welche die Prothrombinumwandlung be-
schleunigen?. Durch Arbeiten in Gefissen mit nicht-
benetzbaren Oberflichen (Paraffin, Silikon, Kunst-
stoffe) kann diesem Ubelstande begegnet werden. Da
die gebrdauchlichen Verfahren der Blutgewinnung und
Konservierung die Thrombocyten nicht intakt lassen,
ist eine Verbesserung der Methoden angezeigt, wobei
folgende Punkte an erster Stelle berticksichtigt werden
miissen: Peinliche Technik der Blutentnahme, Ver-
wendung decalcifizierender Antikoagulantien, Arbei-
ten bei niedrigen Temperaturen und Ausschluss benetz-
barer Oberflichen. Hinsichtlich der optimalen Konser-
vierungsbedingungen ist noch sehr wenig bekannt.
Intakte, funktionstiichtige Thrombocyten kommen in
erster Linie fiir die Therapie der thrombocytopeni-
schen Purpura in Frage.

Die Stabilitit der Plasmaproteine ist sehr unter-
schiedlich, weshalb kaum ein Reagens oder eine Me-
thode zu finden sein wird, die zum Beispiel zur Sterili-
sation simtlicher Plasmaeiweisskérper geeignet sind3.
Unter den Plasmaproteinen ist wohl das Albumin eines
der stabilsten Proteine, wihrend Fibrinogen in Lésung
eine bedeutend geringere Stabilitit aufweist. Albumin-
losungen lassen sich nach Zusatz von Stabilisatoren
durch zehnstiindiges Erhitzen auf 60°C sterilisieren,
was fiir die Zerstérung des allfiilig anwesenden Serum-
hepatitis-Virus von grosser Bedeutung ist. Andere Pro-
teine sind weniger hitzestabil. Prothrombin und Leuko-
cyten lassen sich durch ultraviolette Bestrahlung steri-
lisieren, wiahrend die gleiche Behandlung einen nach-

1 M. M. STRUMIA, Amer. J. Med. Sci. 187, 527 (1934).

2 A. G.Warg, J. L. Fauey und W, H. SEEGERs, Amer. J. Physiol.
154, 140 (1948), — A. G. WarEe und W. H. SErGers, J. Biol. Chem.
172, 699 (1948). — R. I. Mc CLaucHRY und W. H. SEEGERS, Blood 4,
303 (1950). — S. A. Jounson, Amer. J. Physiol. 170, 631 (1952). —
A. J. Quick, Amer. J. Physiol. 115, 317 (1936). — R. FE1ssLy und
M. Enowicz, Schweiz. med. Wschr. 76, 274 (1944). — R. FEssLy,
Helv. med. Acta 12, 215 (1945). — C. L. CoNLEY, R. C. HARTMANN
und W. I. Morsg, J. Clin. Invest. 28, 340 (1949), — A. Fon1o, Com-
mun. 3'd Internat. Congr. Haematol. -~ P. SouLIEr und LE BoLrocs,
Sem. Hop. 26, 3702 (1950). - S. van CREVELD und M. M. PAULSSEN,
Lancet 261, H. 2, 242 (1951); 262, H. 1, 23 (1952).

3 E. J.Coun, Proc. 20d Conf. Separ. Formed Elem. 1950, Boston,
Mass. (USA.).
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teiligen Einfluss auf die Stabilitit von Albumin und
Fibrinogen hat. Zur Sterilisation des Fibrinogens soll
Stickstofflost {nitrogen mustard) geeignet sein.

In geeigneter Form und im trockenen Zustand sind
jedoch sédmtliche Plasmaproteine hinlinglich stabil,
besonders bei Lagerung in der Kilte und in verschlos-
senen Gefissen.

Fortschritte in der Charakierisierung bereits bekannter
Plasmaproteine

Da seit der Zeit von 1947 die Entwicklungen sich
nicht allein auf die Ausarbeitung neuer Methoden zur
Blutfraktionierung, sondern ebenfalls auf die Unter-
suchung bekannter, aber noch ungeniigend charakteri-
sierter Plasmaproteine erstreckte, sollen hier in Kiirze
die wichtigsten Ergebnisse zusammengefasst werden.
Die dabei zur Sprache kommenden Proteine umfassen
B-Lipoprotein, Serumesterase, metallbindendes Globu-
lin, ein saures Glykoprotein sowie die Komponenten
der Blutgerinnung. Untersuchungen an weitern Plas-
maproteinen sind hier nur noch angedeutet, da sie
weniger zur Charakterisierung und bereits im Zusam-
menhang mit andern Problemen ausgefiihrt wurden.

a) fp-Lipoproternl. Als Ausgangsmaterial diente
Fraktion III-0, gewonnen nach Methode 62 oder 93,
oder eine entsprechende Fraktion nach Methode 104,
aus welcher nach einer Vorreinigung reines §-Lipopro-
tein dadurch gewonnen wurde, dass die Losung durch
praparative Ultrazentrifugation wihrend 6 h bei
45000 U./min (120000 x g) in einem Medium hoher
Dichte in fiinf verschiedene Phasen aufgetrennt wurde,
wobei sich das f-Lipoprotein durch Flotation in der
zweitobersten Phase anreicherte.

Das 59, der Plasmaproteine umfassende g-Lipopro-
tein besteht zu 759, aus Lipoiden und zu 259%, aus
Protein, weist ein Loslichkeitsminimum bei pH 5,4
und ein Molekulargewicht von 1300000 auf. Da es beim
Gefrieren oder Gefriertrocknen in irreversibler Weise
zerstort wird, weil offenbar die letzten Anteile von
Wasser als Hydratationswasser eine wichtige Funktion
in der Bindung der Lipoid- und Polypeptidreste haben,
muss f-Lipoprotein in wisseriger Losung nahe beim
Gefrierpunkt aufbewahrt werden. Der Nachweis von
Spuren von Oestriol, §-Carotin, Vitamin A und E in
hochgereinigtem f-Lipoprotein machen dessen Funk-
tion der Aufrechterhaltung eines gewissen Plasma-

1 J. L. OncLey, F. R, N. Gurp und M. MeLIN, J. Amer. Chem.
Soc. 72, 458 (1950). — J. L. OncLEY, F, R. N. Gurp, D. GiTLIN, F.
W. J. TearLeE und A. V. GossarD, Abstracts, 2¢ Congr. internat.
Biochim., Paris 1942, 401.

2 E. J.Coun, L. E. STrONG, W. L. HucHEs, Jr., D. J. MULFORD,
J. N. AsuworTtH, M. MELIN und H. L. TavLOR, J. Amer. Chem. Soc.

68, 459 (19486).

3 J. L. OncLEY, M. MELIN, D. A. RicuerrT, J. W. CAMERON und
P. M. Gross, ]Jr., J. Amer. Chem. Soc. 71, 541 (1949},

4 E. J. Coun, F. R. N. Gurp, D. M. SURGENOR, B. A. BARNES,
R. K. BrowN, G. DErROUAUX, J. M. GILLESPIE, F. W. KAuNT, W. F.
Lever, C. H. Liu, D. MirTeLmaN, R. F. Mouton, K. ScHMID und
E. UromMa, J. Amer. Chem. Soc. 72, 465 (1950).
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spiegels dieser und dhnlicher Substanzen wahrschein-
lich. Durch Extraktion mit Alkohol-Ather-Mischungen
lassen sich die Lipoide zu 999, entfernen, das zuriick-
bleibende Protein verliert seinen Euglobulincharakter
und wird wasserlgslich. Im Zusammenhang eines o-
und eines f-Lipoproteins bestimmter Zusammenset-
zung sind vielleicht die Untersuchungen von GorMaN
und seiner Arbeitsgruppe von Bedeutung!. Hier wird
ebenfalls durch Ultrazentrifugieren in Medien héherer
Dichte das Vorhandensein von Plasmakomponenten
bewiesen, die mit verschiedener Geschwindigkeit nach
der Oberfliche wandern, das heisst flottieren, und die
einzelnen Komponenten werden durch ihre Sr-Werte
(Svedberg-Einheiten der Flotation) charakterisiert.
Es steht damit fest, dass der prozentuale Anteil ver-
schiedener S;-Klassen von Lipoproteinen nach Mahl-
zeit, Alter, Gesundheitszustand und anderen Faktoren
stark variiert, wobei interessanterweise eine besondere
Korrelation zwischen erhdhten Plasmakonzentrationen
an 5;-12-20-Kompornenten und Arteriosklerose fest-
gestellt wurde. Von grosser praktischer Bedeutung ist
zudem die Eigenschaft des Heparins, solche gefahrli-
chen S;-Klassen von Lipoproteinen # vivo in ungefahr-
liche Klassen von niedrigem Si-Wert iiberzufithren,
wobei Heparin offenbar mit einer andern Plasma-
komponente unter Bildung des sogenannten «clearing
factor» reagiert?, jenes Faktors, der lipimisches Plasma
klart. Dieser Faktor wurde in der Cohnschen Fraktion
111-1, 2, 3 und zum Teil in den Fraktionen 11I-0 und I,
seine Vorstufe in Fraktion IV-1 und ein fiir das System
wichtiger Cofaktor in Fraktion III-0 nachgewiesen.

b} Serumesterase®. Die unspezifische Cholinesterase
oder Serumesterase wurde aus der nach Methode 64 ge-
wonnenen Fraktion IV-4 isoliert, indem aus dieser
durch Dialyse oder starkes Verdiinnen eine lipoidreiche
Fillung abgetrennt wurde und dabei eine Losung mit
hohem Gehalt an Serumesterase und metallbindendem
Globulin zuriickblieb. Aus dieser Losung liess sich die
Esterase als Fraktion IV-6 mit einem Minimum an
Verunreinigungen bei —5°C, pH 4,7, Tonenstirke 0,02
und 189, Athanol ausfillen. Sie weist ein Ldslichkeits-
minimum bei pH 4,9 auf. Bei diesem pH-Wert beob-
achtet man eine tausendfache Zunahme der Ldslich-
keit beim Erhoéhen der Ionenstirke von 0,02 auf 0,10.

1 J.W. GormaNn, F. T. LinpGrREN und H. ErrtorT, J. Biol. Chem.
179, 978 (1949). — J. W. Gormax, F. T. LinpereN, H. EirioTT,
W. Mantz, J. HEwirt, B, STrRIsowER und V. HERRING, Science 111,
166, 186 (1950). - J. W. Gorman, H. B. Joxes, F. T. LINDGREN,
T. P. Lvoxn, H. A. ErLiort und B, STr1sowEeRr, Circulation 2, 161
(1950). — J. W. Gorman, F. T. LinpereN, H. B. Jongs, T. P. Lyox
und B. Strisower, J. Gerontol. 6, 105 (1951). — F. T. LINDGREN,
H. A. ErviorT und J. W. Gormax, J. Phys. Coll. Chem. 45, 80 (1951).

2 C. B. Anrinson, E. BoyLe und R. K. BRown, Science 115, 583
(1952).

3 D. M. SURGENOR, L. E. STRONG, H. L. TAYLOR, R. S. GORDON,
Jr., und D. M. GiBson,J. Amer. Chem. Soc. 71, 1223 (1949). - V. P.
WHITTAKER, Physiol. Rev. 31, 812 (1951), - R. G. O. KEkwICK,
M. E. Mackay und N. H. MartIN, Biochem. J. 53, XXXVI (1953).

4 E. J. Conx, L. E. StrRONG, W. L. HUGHES, Jr., D. J. MuLFORD,
J. N. AsuworTH, M. MeLiN und H. L. TAYLOR, J. Amer. Chem. Soc.
68, 459 (1946).
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Es sei hier kurz daran erinnert, dass die Erythrocyten!
und Thrombocyten? spezifische Acetylcholinesterase
enthalten, deren priparative Gewinnung praktisch
ebenso wichtig ist wie diejenige der unspezifischen
Serumesterase. Neuerdings wird Serumesterase als
Antagonist und somit zur Steuerung des Succinyl-
cholins verwendet, das seinerseits zur Muskelerschlaf-
fung wihrend der Anisthesie Anwendung findet3,

c) Metallbindendes Globulin. Die meisten Versuche
wurden mit der nach Methode 6% aus Fraktion IV-4
isolierten Fraktion IV-7%, welche zu 769%, aus metall-
bindendem Globulin besteht, aber auch mit entspre-
chenden, nach neueren Methoden hergestellten Frak-
tionen ausgefiihrt. Nach Abtrennung des Lipoproteins
(Fraktion IV-5) und der Serumesterase (I'raktion 1V-6)
aus der Ausgangsfraktion IV-4 lisst sich eine Roh-
fraktion des metallbindenden Globulins (Fraktion IV-7)
bei —5°C, pH 5,9, Ionenstirke 0,09 und 40%, Athanol
ausfillen. Die weitere Reinigung® besteht in der Aus-
fillung von Verunreinigungen bei —5°C, pH 4,345,
Ionenstirke 0,10 und 259%, Athanol, woraul metall-
bindendes Globulin als Fraktion IV-7,2 mit einer
Reinheit von 90 bis 959, und in einer Ausbeute von
0,42 g/1 Plasma (709, des metallbindenden Globulins in
Fraktion IV-7) bei —5°C, pH 6,2, Ionenstirke 0,24
und 409, Athanol ausgefillt werden kann. Das Protein
zeigt in Form des Fe' * --Komplexes zehnmal grossere
Loslichkeit als im eisenfreien Zustand, wihrend Kup-
ferionen die Loslichkeit nicht erhéhen. Zur Bestim-
mung dient die charakteristische Absorption des
Fe - ~-Komplexes bei 435mu oder diejenige des Cu’ -
Komplexes bei 460 myu. Das metallbindende Globulin,
welches auch im kristallisierten Zustande erhalten
wurde®, gehort elektrophoretisch zur Gruppe der Br
Globuline, hat ein Molekulargewicht von 90000 und
einen iscelektrischen Punkt nahe bei 5,9. Auf Grund
seiner Fihigkeit, je Molekiil zwei Eisen- oder Kupfer-
ionen zu binden, wird es fiir den Transport dieser
Metallionen im Plasma verantwortlich gemacht?.

d) Saures Glykoprotein und andere sehr leicht losliche
Komponenten. Nach Abtrennung des Albumins als
fiinfte Fraktion nach Methode 6 verbleibt eine Ldsung,
die nur sehr leicht 1ésliche Proteine, Peptide und andere
Molekiile, wie Aminosduren, Hormone usw., enthilt.

1 J, A. Conen und M. G. P. J. WARRINGA, Biochim. Biophys.
Acta 10, 195 (1953). ~ C, A. ZrrriE, E. 8. DELLA MoNICA und J. H.
CusTER, Federation Proc. 11, 816 (1952).

2 J, ZajiCex und N. DATTA, Acta Haematol. 7, 39 (1952).

3 F. F, Forpes, T. S, Macuaj, R. D. Huxt, P. G. McNatt und
P. C. CARBERRY, J. Amer. Med. Assoc. 150, 1559 (1952). ~ R. ].
Hamer HobpGes, Lancet 264, H. 1, 143 (1953},

4 Giehe Note 4, linke Spalte.

3 D. M. SURGENOR, L. E. StroNG, H. L. TavLOR, R. S. GORDON,
Jr..und D. M. GissoN, J. Amer. Chem. Soc. 71, 1223 (1949).

8 B, A, KoecHLIN, J. Amer. Chem. Soc. 74, 2649 (1952).

7 D. M. SURGENOR, B. A. KoecurLin und L. E. StrONgG, ]. Clin.
Invest. 7, 73 (1949). — A. L. ScHADE, R. W. REINHART und H. LEvy,
Arch. Biochem. 20, 170 (1949). - C. G. HoLMBERG und C. B. LAURELL,
Acta chem. Scand. 1, 944 (1947).
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Die Fraktionierung dieser Restlésung wurde kiirzlich
beschriebenl. Hierbei wurden simtliche sich noch in
Losung befindenden Proteine, darunter auch das saure
Glykoprotein (Fraktion VI), durch Zusatz von Zink-
hydroxyd ausgefillt. Aus der iiberstehenden Lésung
liessen sich Polysaccharide mit spezifischer Blutgrup-
penaktivitit mittels CalciumhydroxydsalsFraktion VII
gewinnen, wihrend hierauf Aminosiduren und Peptide
mit Hilfe von Ionenaustauschern als Fraktion VIII ab-
getrennt wurden. Die Restlésung liess sich noch in eine
lipophile Fraktion IX und eine hydrophile Fraktion X
auftrennen.

Bei der Unterfraktionierung von Fraktion VI wurde
zuerst eine Vorfraktion VI-3 bei —5°C, pH 5,8, 199,
Athanol und 0,5 M Zinkacetat, hierauf eine zweite Vor-
fraktion VI-2 bei pH 6,1, 0,02 M Bariumacetat unter
sonst gleichen Bedingungen ausgefillt, Zur Abschei-
dung des sehr leicht 1éslichen Glykoproteins (Fraktion
VI-1) war es nétig, die Temperatur auf —18°C zu er-
niedrigen und die Athanolkonzentration auf 35%, zu
erhshen. Dieses Protein, welches in 93%iger Reinheit
erhalten wurde, hat einen isoelektrischen Punkt von
2,7 und besteht nur zu 669, aus Polypeptidmaterial.
Von den restlichen 349, entfallen 17,29, auf Hexose,
11,5%, auf Hexosamin und 1,29, auf Phosphorsiure.
Im normalen Plasma betrigt seine Konzentration
0,5 g/l. Das Glykoprotein wurde als Bleisalz kristalli-
siert. Durch seine Zusammensetzung und seine physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften unterscheidet sich
dieses eigenartige Protein somit deutlich von den ibri-
gen Plasmaproteinen.

e) Komponenten der Bluigerinnung?®. Es konnen hier
nur die wichtigsten und mit der Entwicklung der be-
sprochenen Methoden in Zusammenhang stehenden
Punkte dieses sehr ausgedehnten Gebietes beriick-
sichtigt werden.

Um die Gerinnungskomponenten in unverindertem
Zustand isolieren zu koénnen, waren besonders zwei
Neuerungen der Cohnschen Verfahren ausserordentlich
wichtig: Die Vermeidung der Lyse von Thrombocyten
durch strikte Verwendung von Kaniilen, Schliuchen
und Gefdssen mit unbenetzbarer Oberfliche sowie die
Entfernung von Calciumionen und Thrombocyten
durch Austauschharze. Besonders hier hatte die Ab-
kiirzung der Verfahren von etwa 72 h auf wenige Minu-
ten seine giinstigen Auswirkungen. In der nach Me-
thode 10% unter Ausschluss von Citrat und mit allen
Vorsichtsmassregeln durchgefithrten Fraktionierung
von Plasma wurden folgende fiir die Blutgerinnung
wichtigen Komponenten in einzelnen Fraktionen lo-
kalisiert und zum Teil isoliert (Tab. V).

1 K. Scamip,J. Amer. Chem. Soc. 72, 2816 (1950); 75, 60 (1953).

2 D. M. SURGENOR, B, ALEXANDER, R. GoLpsTEIN und K.
Scumip, J. Phys. Coll. Chem. 55, 94 (1951).

3 E. J. Conn, F. R. N. Gurp, D. M. SURGENOR, B. A. BARNES,
R. K. Brown, G. DeErOvVAUX, J. M. GiLLESPIE, F. W, Kaunt, W. 7,
Lever, C. H. Liv, D. MirTteLMaN, R, F. Mourton, K. ScaMip und
E. UroMa, J. Amer. Chem. Soc. 72, 465 {1950).
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Tabelle V
Blutgerinnungskomponenten, isoliert nach Methode 101

Menged. Frak-
Komponente angereichert in| tion in ¢, der
Plasmaproteine
Prothrombin BaSO,-
SPCA-(= Faktor VII-}Vorstufe| Adsorbat 1,0
Fibrinogen
Antihimophiles Globulin :
Plasminogen (Profibrinolysin) Fraktlon I 3.8
Plasmininhibitor .
(Antifibrinolysin) Fraktion 11 (7.0)
Ac-Globulin (Faktor V/VI) Fraktion III (19,0)
Heparinkomplement :
(in a-Lipoproteinfraktion) Fraktion IV (13,0)

f) Weitere Untersuchungen. Die Isolierung und Rei-
nigung von Fibrinogen aus menschlichem Plasma
wurde bereits 1948 beschrieben2 Neueren Datums ist
die Beschreibung eines modifizierten Verfahrens zur
Gewinnung von Rinderfibrinogen3. Vergleichende Un-
tersuchungen iiber so gewonnene Fibrinogenpriparate
aus Menschen- und Rinderplasma wurden kiirzlich
publiziert4. Detailstudien an Antikérpern, Isoaggluti-
ninen und weitern Plasmaproteinen wurden durch die
Forschungen im Zusammenhang mit der Entwicklung
neuerer Fraktionierverfahren etwas in den Hintergrund
gedriangt. Dagegen sind in der Zwischenzeit Unter-
suchungen iiber die Modifikation von Serumalbumin
ausgefithrt worden. Es gelang, die Lysyl-e-Amino-
gruppen von Albumin mit O-Methylisoharnstoff in
Guanidiniumgruppen tiberzufithren?, die Tyrosyl- und
Histidylgruppen in abgestufter Weise zu jodieren und
die jodierten Serumalbumine zu kristallisieren®, die
freien Carboxylgruppen durch Diazoacetamid oder
Methyldiazoacetat unter Bildung von Glykolsiure-
derivaten in selektiver Weise zu blockieren? und die
Sulfhydrylgruppen zweier Albuminmolekiile mittels
Quecksilberionen® oder einer bifunktionellen Queck-
silberverbindung® unter Bildung von Albumindimeren
in reversibler Weise zu verkniipfen. Schliesslich wurde

1 E. J. Conn, F. R. N. Gurp, D. M. SURGENOR, B. A. BARNES,
R. K. Brown, G. DErovAUX, J. M. GILLRSPIE, F. W. KaBNT, W. F.
LeveEr, C, H. Liu, D. MirteLman, R, F, MouTton, K. Scumip und
E. Uroma, J. Amer. Chem. Soc. 72, 465 (1950).

2 P. R. Morrison, J. T. EpsaLL und S. G. MILLER, J. Amer.
Chem. Soc. 70, 3103 (1948).

3 P. R. Morr1soN, S. SuvLmaN und W. F. BraTT, Proc. Soc. exp.
Biol. Med. 78, 653 (1951).

4 J.T. Epsart, 120. Kongress Amer. Chem. Soc.und 12. Internat,
Kongress reine angew. Chem., New York 1951. — Ref.: Angew. Chem.
64, 338 (1952).

3 W. L. HugHES, Jr., H. A. SAroFF und A. L. CARNEY, J. Amer.
Chem. Soe. 71, 2476 (1949).

8 W. L. HucHes, Jr., und R. StrAssLE, J. Amer. Chem. Soc. 72,
452 (1950).

7 P. E. WiLcox, 120. Kongr. Amer. Chem. Soc. und 12. Internat.
Kongr. reine angew. Chem., New York 1951. — Ref.: Angew. Chem. 64,
338 (1952).

8 W, L. HucHEs, Jr., J. Amer. Chem. Soc. 69, 1836 (1947).

? R. STrRAssLE, J. Amer. Chem. Soc. 73, 504 (1951).—J. L. ONCLEY,
W. L. HucHEks, Jr.,, F. R. N. Gurp und H. M. DinTz1s, Abstracts,
2¢ Congr. internat. Biochim., Paris 1952, 185.
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die Darstellung einer grossen Anzahl sehr schén und
verschiedenartig kristallisierter Metallkomplexsalze
von Serumalbumin beschrieben® und iiber rénigeno-
graphische Untersuchungen an diesen kristallisierten
Albuminderivaten berichtet? Es wiirde jedoch zu weit
fithren, auf Einzelheiten dieser Untersuchungen einzu-
gehen, und es muss daher auf die vermerkten Litera-
turstellen verwiesen werden.

1 J. Lewin, J. Amer. Chem. Soc. 73, 8906 {1951).
? B.W.Lowund E.J.Wzicusy,J. Amer.Chem. Soc. 73,3911 (1951},
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[ExpeErIENTIA VOL. IX[7]
Summary

Recent advances in the development of procedures for
the fractionation of human blood have been reviewed,
with a short introduction stressing the underlying theo-
retical basis of such procedures. Due consideration has
been given to the isolation of the formed elements,
obtained for the first time in a state resembling that of
nature. Furthermore, some detailed investigations upon
plasma proteins obtained by the older and by newer
methods have been reviewed.
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Les cas d’exception au théoréeme de LAPLACE
sur les perturbations séculaires des éléments
vectoriels des orbites planétaires

Les équations héliocentriques de chacune des planétes

perturbées dans le probléme des # corps s’écrivent grice
aux vecteurs

~twol = [r G|, KEi=CilpI=D

9=@q-$n

R

p=f(me+m)),

sous la formel

ac pui-D2 .
[2 %] - & © G + Dremeg R0,
iD) Do .
[3} ——dt]— Yoil 3D—-d + D grad$R=0, n

pi-Dt
L ..zf—_dt

Ces équations seront singuliéres pour

o

et pour € = 0. Mais ces deux singularités permettent
d’obtenir immédiatement les résultats classiques sui-
vants:

OR ot
o W —— =
1 5 on dt= oo

La fonction perturbatrice développée en une série de
Fourier

R=XKcosD=XF(a,a,ee, ii)
% cos{(nt-l— g+ WY+ N +Ehka+a + sQ+ s’Q'}

donne aprés l’intégration

o
’ﬂ?—i-%y /stnDTdt

1 J. O. FLrcKENSTEIN, Exper. 8, 136 (1952).

Cette intégrale devient méme pour les éléments ré-
guliers singuliére dans le cas de n 7+ #»’j’ = 0; ce qui
veut dire que le quotient des fréquences de révolution de
la planéte perturbante et de la planéte perturbée est
rationnel (théoréme de LaPLACE, 1773).

2° €= 0, ce qui veut dire que toutes les vitesses des
aires sont égales & zéro. Ladeuxiéme équation du systéme
{1) donne 2 cause de

p=—E£
T

la relation
# pe.. 87 _ EIVPLLEN
" D2y = 0 ou I,r(t) a =0
Cette relation est remplie pour
1
a) -r—r(t) = 0, ¢’est-a-dire dans le cas ol toutes les n—1

planétes se choquent simultanément dans le soleil
(lemme de SoKOLO¥F, 1926, ou de WEIERSTRASS-SUND-
MaN, 1910, pour le cas spécial du probléme des trois
COTpS).
b) dr/dt = 0, c’est-3-dire pour 7 = const. Les temps des
passages des périhélies sont constants pour un mouve-
ment rectiligne des »—1 corps, dont on sait que deux des
droites déterminent dans le cas des trois corps un plan
fixe ou coincident en une méme droite (lemme de
DzioBex, 1888). Pour la régularisation des équations
différentielles dans les cas des chocs binaires des trois
corps il suffit d’abord de supposer comme SUNDMAN
€ + 0; le cas € = 0 représente le choc ternaire ou la
complanarité des trois corps.

J. O. FLECKENSTEIN

Institut d’Astronowmie et de Meétéorologie, Bdle-Bin-
ningen, le 18 mars 1953.

Zusammenfassung

Die vektorielle Darstellung der Differentialgleichun-
gen des n-Korper-Problems nach MILANKOWITCH erlaubt,
auch die Ausnahmefille des Laplaceschen Theorems
und die Singularititen beim zn-fachen Zusammenstoss
sofort zu libersehen.



