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collagenous sequence appears on the C-cnd of these
Peptides (see Table)®.

Zusammenfassung. Einige proteolytische Fermente (wie
Prf)nase, Pepsin und Trypsin) beweisen eine beschrinkte
Wirkung auf das Kollagenmolekiil. Die Wirkung dieser
Fermente wurde durch die Aminosiduresequenz, die fiir
den Hauptteil des Kollagenmolekiils typisch ist (das

This research was supported by Grant No, NB 00024 from the
National Institute of Neurological Diseases and Blindness,
Department of Health, Education and Welfare, U.S. Public
Health Service and by a grant from The Medical Foundation of
Boston.

Autoradiographischer Nachweis von
Huminsiuren mit **Fe

Fiir Nachweis und Charakterisicrung von Huminsduren
(HS) werden u.a. herangezogen: Alkaliléslichkeit, Ab-
Sorptionsspektren, Bindung von Schwermetallen!-3; Re-
doxverhalten®4; Wanderung im elektrischen Felds-¢;
Gehalt an stabilen freien Radikalen®10; Molekularge-
Wichtsverteilung!1-1* und die nach hydrolytischem,
reduktivem oder oxydativem Abbau erhaltenen pheno-
lischen Spaltproduktel4-18, Mit keiner dieser Methoden
allein ist ein spezifischer HS-Nachweis miglich.

Es ist bekannt (Ubersicht iiber die #lteren Arbeiten
beil), dass HS mit einer grossen Anzahl von Metallen
Teagieren. Fiir einige der Metall-HS-Verbindungen wurde
das Vorliegen von Chelatstrukturen wahrscheinlich ge-
macht17-21,

Bei der Papierelektrophorese wandern chelatgebundene
Metallionen mit den HS zur Anode, was durch Zugabe

Elpherogramm

Autoradiogramm

Fig. 1. Nachweis der Binduny von %Fe¢ an HS durch Kombination
von Papierelektrophorese und Autoradiographie. Auf die Startlinie
(1)} wurden 100 g Moorwasser-HS + 0,02 uCi 5*Fe aufgetragen.

T,

1hy kS
10pg S

Xy

i

100pg S

T

Fig, 2, Autoradiogramme **Fe-markierter HS bei unterschiedlicher
HS-Kpnzentration. Schwirzungsbanden: Position der HS; ge-
strichelte Linien: Menge des am Start zuriickgeblicbenen Fe,
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heisst Gly.Pro.X), beschriankt. Dieser Typ der Sequenz
wurde als C-Endsequenz im Restkollagen nach der Pro-
nasewirkung bestimmt.

S. Bump, Z. DEYL? and J. Rosmus®
Depariment of Biology, Massachusetts Institute of

Technology, Cambridge (Massachusetts, USA),
16th February 1967.
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Prague-Kré&

7 Present address; Laboratory of Gerontology,
Institute, Czechoslovak Academy of Sciences,
(Czechoslovakia),

8 Present address: Central Research Institute of Food Industry,
Prague-Smichov (Czechoslovakia),

von 8Fe zur HS-Losung gezeigt werden kann (Figur 1),
Bei 100 pg HS/ml ldsst sich 1 ug HS durch Markierung
mit $Fe autoradiographisch noch nachweisen (Figur 2).
In der Autoradiographie verfiigt man iiber einen empfind-
lichen HS-Nachweis, der in Kombination mit der Papier-
elektrophorese spezifisch fiir HS gestaltet werden kann.
Stérende chelatbildende Nichthuminstofie geben sich im
Autoradiogramm durch zusidtzliche Schwirzungsbanden
zu erkennen. In diesem Fall miissen die Chelatoren vor
der Elektrophorese abgetrennt (z.B. durch Gelfiltration
an Sephadex) oder mit inaktivem Metall abgesittigt
werden.

Methodik. (1) HS-Priparate: Die HS werden aus dem
Wasser eines HS-reichen Kiistenhochmoores mit Blei
(II)-nitrat gefallt. Das HS-gebundene Pb*+ wird mit
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Dithizon umgesetzt und das gebildete Bleidithizonat
durch TFiltrieren und Chloroform-Extraktion entfernt?2,
Die HS werden mit Eisessig/Didthyldather als Ammonium-
humate gefiilit. Glithriickstand (850°C) << 1%,

(2) Papierelektvophovese erfolgt auf Papierstrecifen
(4-30 cm) Filtrak FN 13 (VEB Spezialpapierfabrik
Niederschlag/Erzgebirge) in einem handelsiiblichen Gerit
(VEB Carl Zeiss Jena). Puffer: Veronal-Azetat nach
GrassMaNn und Hannic2 (pH 8,6); Ionenstérke 0,1;
Laufzeit 3 h, Klemmspannung 200 V, Stromstirke 0,5
mA jem Streifenbreite.

(3} Autoradiographie: 1 ml der HS-Probelosung wird
mit 2 uCi %FeCl, (Zentralinstitut fiir Kernforschung
Rossendorf tiber Dresden) versctzt. 0,01 ml der radio-
aktiven HS-Losung wird strichférmig auf der Startlinie

l Aumrauiq?ramm
Probesireiren

I Vergieichssireifen

T

Fig. 3. Autoradiographischer Nachweis von HS, Vergleichsstreifen:
100 ug Moorwasser-HS + 0,02 uCi ¥Fe, Probestreifen; 0,01 ml einer
100: 1 konzentrierten Trinkwasserprobe.

Isolation of a 0.58 y;-Globulin from Normal
Human Plasma

Low molecular weight proteins with mobilities of the
y-globulins were detected in plasma several years ago?
and were found to be concentrated in Conw fraction VIZ2
Recently, we isolated and characterized 2 members of
this class of proteins, the 35 y;- and 2S y,-globulins®4,
In the present communication we wish to report on the
detection of a 0.55 protein whose electrophoretic mobility
corresponds to that of the y,-globulins.

Pooled normal human plasma was fractionated accord-
ing to Coun method 6% The proteins present in the final
supernatant solution, designated as Comn fraction VI,
were concentrated by precipitation and then resolved on
a DEAE-cellulose column at pH 5.5 vyielding 2 gross
fractions. One of these fractions contained the mentioned
3S y,- and 2S5 y,-globulins and certain basic constituents®4,
The other fraction contained the remaining proteins
which were eluted subsequently and, after concentration,
were further fractionated by chromatography ona DEAE-
cellulose column at pH 5.4.

The protein subfraction present in the resulting effluent
appeared homogeneous on paper electrophoresis at pH

Starch gel electrophoresis of the 0.55 y,-globulin in pH 8.6 borate
buffer. The protein migrated toward the cathode (—). The slot of
application is indicated by (A).
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des Elektrophoresestreifens aufgetragen. Nach beendeter
Trennung wird der Streifen luftgetrocknet und anschlies-
send in Kontakt mit ORWO-Réntgenfilm (VEB Film-
fabrik ORWO Wolfen) gebracht, Expositionszeit 10 Tage.
Als Vergleich dient ein gleich behandelter Elektropho-
resestreifen, auf den 0,01 ml einer Lésung von 10 mg HS
und 2 uCi %*Fe/ml aufgetragen werden. Der HS-Nach-
weis ist positiv, wenn das Autoradiogramm des Probc-
streifens eine Schwirzungsbande in’ gleicher Position
zeigt wie der Vergleichsstreifen (Figur 3). Zu jedem Nach-
wecis sollten wenigstens 2 Probe- und 2 Vergleichsstreifen
ausgewertet werden.

Summary. In paper-electrophoresis metallic ions
migrate to the anode together with the humic acids. In
combination with autoradiography (using "Fe) 1 ug of
humic acids may be detected.

R. Kré6cking, H, KLeist und D. Micke
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8.6 and migrated with a mobility corresponding to that
of the y,-globulins. The sedimentation constant of this
preparation was 0.55. Further purification was achieved
by filtration through a Sephadex G-75 column affording
1 major and 2 minor peaks. On starch gel electrophoresis
at pH 8.6 (Figure) the major fraction revealed a single
band®

Zusammenfassung. Eine homogene Fraktion wurde aus
normalem Humanplasma isoliert., Die Sedimentations-
konstante dieser Globulinfraktion erwies sich als 0.5S
und ihre elektrophoretische Beweglichkeit entsprach der-
jenigen der yy-Globuline,
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