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collagenous sequence  appear s  on the  C-end of these  
pept ides  (see Table)~. 

heiss t  Gly .Pro .X) ,  beschrAnkt.  Dieser  T y p  der  Sequenz  
wurde  als C -Endsequenz  im Res tko l lagen  nach  der  Pro-  
nasewi rkung  b e s t i m m t .  

Zusammen[assung. Einige p ro teo ly t i sche  F e r m e n t e  (wie 
Pronase,  Peps in  und  Trypsin)  beweisen eine beschr/~nkte 
Wirkung  auf  das Kollagenmolekt i l .  Die W i r k u n g  dieser  
F e r m e n t e  wurde  du rch  die Aminos/ iuresequenz,  die ftir 
den H a u p t t e i l  des  Kol lagenmolekt i l s  t yp i s ch  ist  (das 
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A u t o r a d t o g r a p h i s c h e r  N a c h w e l s  v o n  
H u m i n s f i u r e n  m i t  SgFe 

Ftir  Nachweis  und  Charak te r i s ie rung  yon Humins / iu ren  
(I-IS) werden  u.a. he rangezogen :  Alkali l6slichkeit ,  Ab- 
so rp t ionsspek t ren ,  B indung  yon  Schwermetal lenX-3;  Re-  
doxverhal ten3,4;  \ V a n d e r u n g  im e lekfr i schen Feld6-S; 
Gehal t  an s t ab i l en  freien RadikalenD,~°; Molekularge-  
wich tsver te i lung  n - l a  und  die nach  hyd ro ly t i s chem,  
r e d u k t i v e m  oder  o x y d a t i v e m  A b b a u  e rha l t enen  pheno-  
l ischen Spa l tprodukte t l -x~ .  Mit  keiner  dieser  Me thod e n  
allein ist ein spezif ischer  H S - N a c h w e i s  mOglich. 

Es  ist  b e k a n n t  ( t3bersieht  t iber die / i l teren Arbe i t en  
beix), dass  H S  mi t  e iner  grossen Anzah l  yon Metal len 
reagieren.  Ffir einige der  M e t a l l - H S - V e r b i n d u n g e n  wurde  
das Vorl iegen yon C he l a t s t r uk tu r en  wahrsche in l ich  ge- 
m a e h t  17 -21 

Bei der  Pap ie re lek t rophorese  w a n d e r n  che l a tgebundene  
Metal l ionen mi t  den  H S  zur  Anode,  was du rch  Zugabe 
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Fig. 1. Nachweis der Bindung yon SOFe an HS durch Kombination 
yon Papierelektrophorese und Autoradiographie. Auf die Startlinie 

(~) wurden 100/,g Moorwasser-HS + 0,02/~Ci 59Fe aufgetragen. 
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o9 Fig. 2. Autoradiogramme " Fe-markierter HS bei untersehiedlicher 
HS-Konzentration. Sehw/irzungsbandcn: Position tier HS; ge- 

striehelte Linien: Menge des am Start zurfickgebliebenen 5~Fe, 

von  SSFe zur H S - L 6 s u n g  gezeigt  w e r d e n  k a n n  (Figur  1). 
Bei 100 /,g H S / m l  1/isst sich 1 Fg H S  du rch  Mark ie rung  
mi t  S~Fe au to rad iograph i sch  noch  nachwei sen  (FigHt 2). 
In  der  Au to rad iograph ie  verf t igt  m a n  t iber e inen e mp f i n d -  
l ichen HS-Nachwei s ,  der  in K o m b i n a t i o n  mi t  der  Papier -  
e lek t rophorese  spezifisch ffir H S  ges ta l t e t  w e r d e n  kann.  
S t6 rende  che la tb i ldende  N i c h t h u mi n s t o f f e  geben  sich im 
A u t o r a d i o g r a m m  durch  zusiitzliche Se h w ~r z u n g s b a n d en  
zu erkennen.  In  d iesem Fall  mtissen die Che la toren  vor  
der  E lek t rophorese  a b g e t r e n n t  (z.B. du rch  Gelf i l t ra t ion 
an Sephadex)  oder  mi t  i nak t i vem Metal l  abgesAtt ig t  
werden.  

Methodik. (1) HS-Pr~iparate: Die H S  w e r d e n  aus d e m  
Wasse r  eines HS- re i chen  Kf i s t enhochmoores  mi t  Blei 
( I I ) -n i t r a t  gefitllt. Das H S - g e b u n d e n e  Pb  ~+ wird mi t  
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Dithizon umgesetzt und das gebildete Bleidithizonat 
dutch Filtrieren und Chloroform-Extraktion entfernt ss. 
Die HS werden mit  Eisessig/DiRthyl~ther als Ammonium- 
humate  gefRllt, Gltihrfickstand (850°C) < 1%. 

(2) Papierelektrophorese erfolgt auf Papierstrcifen 
(4 -30  cm) Fil t rak FN 13 (VEB Spezialpapierfabrik 
Niederschlag/Erzgebirge) in einem handelsiiblichen Gergt 
(VEB Carl Zeiss Jena). Puffer: Veronal-Azetat nach 
GRASSMAN~ und HANNm ~8 (pH 8,6); Ionenst/lrke 0,1; 
Laufzeit 3 h, Klemmspannung 200 V, Stromst/lrke 0,5 
mA/cm Streifenbreite. 

(3) Autoradiographie: 1 ml der HS-Probel6sung wird 
mit  2 #Ci 6gFeCt8 (Zentralinstitut ffir Kernforschung 
Rossendorf fiber Dresden) versetzt. 0,01 ml der radio- 
aktiven HS-L6sung wird strichf6rmig auf der Startlinie 

Auroradiogramrn 
Probssrreifen 

Vergleichsslreifen 

Fig. 3. Autoradiographischer Nachweis yon HS. Vergleichsstreffen: 
100/~g Moorwasser-HS + 0,02/~Ci ~°Fe. Probestreifen: 0,01 ml einer 

100 : 1 konzentrierten Trinkwasserprobe. 

des Elektrophoresestreifens aufgetragen. Nach beendeter 
Trennung wird der Streifen luftgetrocknet und anschlies- 
send in Kontakt  mit  ORWO-R6ntgenfi lm (VEB Film- 
fabrik ORWO Wolfen) gebracht, Exp0sitionszeit 10 Tage. 
Als Vergleich dient ein gleich behandelter Elektropho- 
resestreifen, auf den 0,01 ml einer L6sung yon 10 mg HS 
und 2 #Ci ~Fe /ml  aufgetragen werden. Der HS-Nach- 
weis ist positiv, wenn das Autoradiogramm des Probe- 
streifens eine Schw/irzungsbande i n  gleicher Position 
zeigt wie der Vergleichsstreifen (Figur 3). Zu jedem Nach- 
wcis sollten wenigstens 2 Probe- und 2 Vergleichsstreifcn 
ausgewertet werden. 

Summary. In paper-electrophoresis metallic ions 
migrate to the anode together with the humic acids. In 
combination with autoradiography (using ~gFe) 1 #g of 
humic acids may be detected. 
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Isolation of a 0.SS~t2-Globulin f r o m  N o r m a l  
Human Plasma 

Low molecular weight proteins with mobilities of the 
~,-globulins were detected in plasma several years ago x 
and were found to be concentrated in COHN fraction VI 2. 
Recently, we isolated and characterized 2 members of 
this class of proteins, the 3S Yx- and 2S ys-globulins 3,4. 
In the present communication we wish to report on the 
detection of a 0.5S protein whose electrophoretic mobility 
corresponds to tha t  of the ys-globulins. 

Pooled normal human plasma was fractionated accord- 
ing to COliN method 66. The proteins present in the final 
supernatant solution, designated as Colin fraction VI, 
were concentrated by precipitation and then resolved on 
a DEAE-cellulose column at  pH 5.5 yielding 2 gross 
fractions. One of these fractions contained the mentioned 
3S ~x- and 2S ~,s-globulins and certain basic constituents sA. 
The other fraction contained the remaining proteins 
which were eluted subsequently and, after concentration, 
were further fractionated by chromatography on a 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 0.5S ~2-globulin in pH 8.6 borate 
buffer. The protein migrated toward the cathode (--), The slot of 

application is indicated by (A). 

8.6 and migrated with a mobility corresponding to tha t  
of the ~2-globu]ins. The sedimentation constant of this 
preparation was 0.5S. 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 e 

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- 
j enigen der 7~-Globuline. 
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