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169. aber die Wechselwirkungen von Polystyrolsulfonaten 
mit Eiweissen 
von H. C. Isliker. 

(11. 111. 57.) 

Synthetische Polyelektrolyte sind neuerdings zur Fraktionierung 
von Eiweissgemischen horangezogen worden. Morawetx cf3 Hughes1) 
haben die Wechselwirkungen von Rindersernmalbumin rnit Poly- 
methacrylsiiure, Maleinsaureanhydrid-Styrol-Copolymeren und Poly- 
vinylamin untersucht. Es zeigte sich, dass innerhalb bestimmter Kon- 
zentrationen und pH-Grenzen Albumin vollstiindig ausgefiillt wird 
und aus seinem Komplex mit dem Polyelektrolyten unverandert wie- 
der abgetrennt werden kann. Berdick & Illorawetx2) sowie Wieland 
und Mitarb. 3, haben Polyacrylate rnit Erfolg zur Fraktionierung von 
Eiweissgemischen verwendet. Isliker d? Xtrauss4) 5, gelang die Frei- 
setzung eines Antikijrpers aus seinem Komplex rnit Antigen (PR8- 
Influenza-Virus) durch Polymethacrylat bei pH 5,5. 

I m  folgenden wollen wir zeigen, dass Polystyrolsulfonate (PSS) 
zur Fraktionierung von Eiweissgemischen herangezogen werden kon- 
nen, wobei wir gleichzeitig die Abhangigkeit der erwahnten Wechsel- 
wirkungen vom Molekulargewicht und von der Ladungsdiehte des 
I’olyelektrolyten verfolgen werden. 

E x p cr i m cn t e 1 ler T eil .  

Gut charakterisierte Polystyrolsulfate wurden uns in verdankenswerter Weise voii 
den Herren Signer & Miiller6) zur Verfugung gestellt. Die physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften dieser Praparate wurdeii an anderer Stelle bes~hrieben’)~)~). Die Sulfonsauren 
wurden durch Sulfonieren eines technischeii Polystyrols (Trolitul: Molekulargewicht 
100000 & 20000) niit variierendeu Mengen der Anlagerungsverbindungen von Schwefel- 
trioxyd an Dioxan hergestellt8)S). Die Sulfonsauren wurden mit Hilfe einer Anionenaus- 
tauscherkolonnc von Schwefelsaure befrcit und durch Titration rnit 0,l -n. Natronlauge in 
die Sulfonate iibergefiihrt. Aus der verwerideteii Mengc Lauge konnten Riickschlusse auf 

-~ .- 

l) H .  Morawetz d, W. L. Hughes, J. physic. Chemistry 56, 64 (1952). 
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8) G. Miiller, Herstellung und Eigenschaften loslichcr Polystyrolsulfonsauren, Diss. 
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den Sulfonierungsgrad (a) gemacht werden. Bei Angabe molarer VerhUtnisse wurden den 
Berechnungen folgende Molekulargewichte zugrunde gelegt : 

a = 0,07: Molekulargewicht 109600 
u = 0,54: Molekulargewicht 147200 

a = 0,79: Molekulargewicht 167200 
u = 0,98: Molekulargewicht 18’2000 

Die Sulfonate mit o f 0,54 wurden in destilliertem Wasser zur gewiinschten Konzentra- 
tion aufgelost. Das niedersulfonierte Praparat (a = 0,07) musste zunachst in einer Mi- 
schung gleicher Teile l, 2-Dichlorathan, Methanol, Dioxan, n-Propanol und Wasser auf- 
gelost warden. Die organischen Anteile wurden im Vakuum abdestilliert und gleichzeitig 
durch Zusatz von destilliertem Wasser ersetzt. Auf diese Weise konnten leicht rein wasse- 
rige 1-proz. Losungen hergestellt werden8). 

Die EiFm sind fur  alle Sulfonierungsgrade gleich und betragen bei 280mp 1,8, 
im alkalischen Gebiet 2,O. Bei 262 mp liegt ein scharfes Absorptionsmaximum vor (E;:m 
= 16,4, im alkalischen Gebiet 16,6), was die gleichzeitige Bestimmung von Eiweiss und 
Polyelektrolyt in Gemischen ermoglicht. Wo nicht,s aiideres vermerkt, wurde ein Poly- 
styrolsulfonat mit dem Sulfonierungsgrad u = 0,54 verwendet. Dies bedeutet, dass ini 
Mittel etwas mehr als jeder zweite Phenylrest des Polystyrols sulfoniert ist. 

Als Testobjekte dienten humanes y-Globulin (HGG) und kristallisiertes bovines 
Serumalbumin (BSA). Ersteres wurde vor allem ini Hinblick auf eine mogliche Auftren- 
nung der Antikorper eingehend gepriift. 

H u m a n e s  y -  Globulin:  Eine 16-proz. Losung von HGG (hergestellt nach Cohn’s 
Methoden 6 und 9) wurde kurz vor Gebrauch mit 0,05-m. NaCl auf 1% verdiinnt. Die 
Konzentration wurde im Heckman-Spektrophotometer bei einer Wellenlange von 280 m,u 
best,immt (E;Fm = 16,O). Bei pH-Werten iiber 10 liegt die E;?* bei 15,O. 

Bovines  Serumalbumin:  Kristallisiertes Rinderalbumin (Armour) wurde mit 
destilliertem Wasser zu eirier 1-proz. Losung angesetzt. Bei 280 mp und p H  7,l betragt, 
die El’. 5,6; bei pH-Wertnn iiber 10 liegt der entsprechende Wert bei 6,4. 

Losl ic  h ke i  t s b  es  t i m m u n g e n  der Eiweiss-Polyelektrolytkomplexe wurden spek- 
trophotometrisch oder durch Stickstoffanalyse durchgefiihrt. Die berechneten Mengen 
Puffer und Polyelektrolyt wurden im Kaltebad auf 1 0  vorgekiihlt und mit konstanten 
Mengen Eiweiss versetzt. 1 Std. nach dem Mischcn wurden die entstandenen hTieder- 
schlage in eirler MSE-Zentrifuge bei O0 abgeschleudert und die iiberstehenden Losungen 
dekantiert. In  einem aliquoten Teil wurde das pH kontrolliert und die Eiweiss- und Poly- 
elektrolyt,korizentration aus den Extiiiktionswerten (E) bei 262 und 280 mp bestimmt. 
Zur Bestimmung des Albumins z. B. wurde die Formel: 

7L BSA = f(E280mp,.a-E262mp) (a-b) 
nbgeleitet, worin f ein Faktor ist, der den Verdiinnungen Rechnung tragt; a ist das Ver- 
haltnis der Extinktionen von PSS bei 262 und 280 mp, b das entsprechcnde Verhaltnis 
fiir Rinderserumalbumin. Zur Kontrolle wurden die Piiederschlage sorgfaltig dekantiert 
und in 0,1-n. Natronlauge gelost ; in diesen Losungen wurden Eiweiss- und Polyelektrolyt- 
konzentration nech der gleichen Methode mit den enbprechenden Formeln bestimmt. 
Stickstoffanalyse (nach Kjeldahl) der iiberstehenden Losungen und der Riickstande be- 
statigten die spektrophotometrisch ermittelten Albuminwerte. Die Loslichkeit des y-Glo- 
bulins wurde analog derjenigen des Albumins bestimmt. 

Wo ein Gemisch von y-Globulin und Albumin vorlag, wurden Papierelektrophoresen 
nach Durrz~m’O) vorgenommen und das Mengenverhaltnis der Eiweisse densitometrisch 
bestimmt. Die Gegenwart von Polyelektrolyt’ hatt,e in den von uns verwendeten Mengen 
keinen Einfluss aiif die Auswertung. 

1 C l l l  

1. System: Humanes  y -  Globul in /Polys tyro lsu l fona t .  
Einfluss der Ionenstarke und der Pol ye1ektrolytko.nxentration. Die Los- 
lichkeit der Polyelektrolyt-Eiweisskomplexe ist stark von der Salz- 
_ _ _ _ _ _  

lo) E. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 72, 2943 (1950). 
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konzentration abhangig. Bei Ionenstarke 0,275 und pH 6,5 gelingt 
selbst bei hoher Polystyrolsulfonatkonzcntration nur eine teilwcise 
Ausfallung von y- Globulin. Rei Ionenstarke 0,037 betragt die ziir AL~s- 
fallung des Eiweisses bcnotigte Polystyrolsulfonatmonge 0,3 Mol pro 
3101 y-Globulin. Das Molekulargewicht des verwendeten PSS liegt bei 
1-50 000 und ist von derselben Griissenordnung wie das Molekular- 
gewicht dcs y-Globulins. Die Liislichkeit des y -  Globulins als Bunktion 

Loslichkell 
In% 

L _ I L - A - .  Li 
(7 93 ( 5  PSSIHGG 

Fig. 1. 
Loslichkeit voii humanem ./-Globulin (HGG) als Funktion der Polystyrolsulfonat-Konzen- 
trntion (PSS: u -= 034). pH = 6,O. Ordinate: Wslichkeit; loo:/, entspricht 0,5% HGG. 

Abszisse: PSS,/HGG; 0,5 entspricht 0,25y6 PSS. 
Wirkung der lonenstarke: 0,275 .-. 

0,175 o------+ 

0,075 m--- 

0,0375 A--.-A 

der Ionenstiirke und der Polyelektrolytkonzentration ist in Fig. 1. suf - 
getragen. Der Niedersehlag liist' sich im Uberschixss des Polyelektro- 
lyten auf. 

Einf luss der ii'eilchengriisse cles Pol yst yrolsulf onates. Duroh multi- 
plikative fraktionierte Pallung mit Propanol und Wasser8)ll) wiirden 
atis einem polydispersen Praparat ( CT = 0,54) eine niedermolekulare 
Frakt,ion niit eirier Grenzviskositiitszahl voii 0,03 und eine hoch- 
molekulare Fraktion mit einer Grenzviskositiitszahl yon 0,26 herge- 

11) K .  S i p e r ,  Kunststoffe-Plastics 3, Heft 2, 47 (19%). 



Volumcn XL. Fasciculus VI (1937) - No. 169. 1631 

atellt, die niit dem polydispcrsen Ansgangsmaterial verglichen wur- 
den. Fig. 2 zeigt, dass das Nolekulargewicht des Polystyrolsulfonates 
keinen merklichen Einfluss suf die Fallbarlieit des 7 -  Globulins ausiibt. 

25 \ 
\ 

L 1 

4 05 0, I PSSIHGG 
Fig. 2. 

Liislichkeit des HGG als Funktion der PSS-Konzentra,tion (wie Fig. 1). Wirkung der 
Teilchengrcsse des PSS (u = 0,54). pH = 6,O; Ionenstarke = 0,l. .-. polydisperse PSS-Fraktion 
,- _ _  _ _  -, niedermolekulare PSS-Frakt.ion (Grcnzviskositatszalil = 0,03) 
<---a hochmolekulare PSS-Fraktion (Grenzviskositatszahl = 0,25) 

Der h'influss des Xulfonierurzgsgrades wurde mit Praparaten V O K ~  

4 Sulfonierungsgraden untersucht (6: O,O7,  0,54, 0,79 und 0,98), die 
bei pH 6,0 und Ionenstarke 0,05 in steigenden Mengen einer kon- 
stantcn Menge y-Globulin zugesetzt wurden (Fig. 3 ) .  Die Anteile y -  
Globulin (HGG), die bei einem PSS/HGG-Gewichtsverhaltnis von 
0 , l  (0,3 mg PSS, 3 mg HGG) ausgefallt werden, ergeben sich aus der 
folgenden Tab. I. 

Das Fii,llungsvermogen des Polyelektrolyten geht somit seiner 
Ladungsdichte ungefahr proportional. I n  der letzten Spalte von Tab. 1. 
wurde die Zahl der Sulfonatgruppen berechnet, die benotigt werden, 
urn eine Molekcl y-Globulin zi i  fallen. Bei den hoheren Sulfonierungs- 
graden ergaben sich Werte um 95, was annahernd mit der Summe der 
kationischen St'ickst'offatome im y-Globulin (99) ubereinstimmt. Rei 
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einem Sulfonierungsgrad von 0,07 geniigten 80 SO,--Gruppen zur 
A4usfallung einer lllolekel 7- Globulin. Es ist anzunehmen, dass der 
liydrophobe niedersulfonierte Polyelektrolyt das y-  Globulin schon vor 
der vollstandigen Absattigung der kationischen Gruppen mitreisst. 

2,74.10-3 0,192 
2,04.10-3 1 , l O  
1,79.1OP3 1,415 
1,64.1OP3 1,6 

ioslirhked 
in % 

0,24.1 0-2 
1,14. 
1,5 .lo-? 
1,7 

q05 47 PSSIHGG 
Fig. 3. 

Loslichkeit von HGG &Funktion der PSS-Konzentration bei pH6,O undIonenstarke O,O5. 
Wirkung des Sulfonierungsgrades: CT = 0,O'i A A 

g =  0,54 [I-.-: 
0 == 0,79 .------. 
CT = 0,98 c-> 

Tabelle I. 
Der Einfluss des Sulfonierullgsgrades von Polystyrol auf die Liisliclikeit 

von humanem y-Globulin. 

PSS 

0,54 
0,79 

SO:>-/HCG 
(in Molen) 

YO 
96,s 
94,s 
96,5 

Dicser Effekt 1&sst sieh in eindrucksvoller Weise bei hoherer Salz- 
konzentrationen demonstricren : bei Ionenstarken uber 0,3 fiillt das 
niedersulfonicrte PSS (a : 0,O'i) bedeutend mchr y-Globulin aus als 
die hochsulfonierten Praparate. Es findet also geradezu eine Umkehr 
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des bei tiefen Ionenstarken beobachteten Effektes statt. Die nieder- 
sulfonierten Polystyrolsulfonate werden leicht ausgesalzt und adsor- 
bieren erhebliche Mengen Eiweiss an ihrer Oberflache. 

Die obigen Versuche bestatigen, dass das michtigste Moment bei 
der gegenseitigen Ausfallung von Kolloiden die Ladungsdichte ist. 
Die Loslichkeit der einzelnen Reaktionspartner spielt eine wesentliche, 
aber derjenigen der Ladungsdichte untergeordnete Rolle. Das Mole- 
kulargewicht hat innerhalb der von uns untersuchten Grenzen keinen 
Einfluss auf die Loslichkeit der Kolloidkomplexe. 

Einfluss der Wasserstoffionenko.nxelztration. Zunachst wurde bei 
konstanter PSS-Konzentration (PSS/HGG-Verhaltnis = 0,OFi) das 
pH zwischen 4 und 8 variert. Bei einem Sulfonierungsgrad 0,07 des 
PSS ergab sich so ein Loslichkeitsminimum um pH 6,2. Wird nun die 

L 0s 

I06 
1 

56 

.hkeit 
% 

- , / ,  I 1 

4 6 8 Pfl 
Fig. 4. 

Loslichkeit von HGG in Gegenwart von PSS als Funktion des pH. 
I I 

u = 0,54 PSS = 0,0257; o-------J 

5)  Wirkung des Sulfonierungsgrades: u = 0,07 

u = 0,98 I 0- -0 

b) Wirkung der PSS-Konzentration: cs = 0,07 PSS = 0,26"/, - 
PSS-Menge auf das lOfache gesteigert, so verschiebt sich das Loslich- 
keitsminimum gegen pH 4,8. Die Loslichkeit des 7 -  Globulins wird da- 
bei von 88% auf 21 % vermindert (Fig. 4). Wird das PSS/HGG-Ver- 
haltnis konstant gehalten ( O , O 5 )  und statt dessen der Sulfoniernngs- 
grad des PSS erhoht, so verschiebt sich das Losliehkeitsminimum in 
der gleichen Richtung wie bei einer Steigerung der PSS-Konzentra- 

103 
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tion. Alle Loslichkeitsiinima liegen dabei auf einer Geraden in Funk- 
tion des pH. Die Untersuchung der uberstehenden Losungen beim 
Loslichkeitsminimum ergab, dnss PSS quantitativ an den Nieder- 
schlag gebunden ist. Mit Zunahme der Zahl der eingefiigten Sulfo- 
gruppen nimmt deshalb die negative Ladung des HGG-PSS-Kom- 
plexes zu, was die Verschiebung des Loslichkeitsminimums nach 
niedrigeren pH- Werten erklart. I n  Abwesenheit von PSS liegt der 
isoelektrische Punkt des y-Globulins bei pH 7. 

Bus Pig. 4 geht hervor, dass die Loslichkeit des y-Globulins bei 
allen pH-Werten mit zunehinender Ladungsdichte des Polyelektro- 
lyten abnimmt. 

Tab. I1 zeigt, dass bei pH 7 eine Zunahme des Sulfonierungs- 
grades um das l4fache einer Vermehrung des gefallten y-Globulins 
auf den 7,3fachen Wert entspricht. Einer Konzentrationszunahme des 
PSS auf das lOfache entspricht bei gleiehbleibendem Sulfonierungs- 
grad einer Vermehrung des gefallten y-Globulins auf das 5,5fache. Auch 
aus diesen Messungen geht hervor, dass die Ausfdlung des Eiweisses 
im wesentlichen von der absoluten Anzahl der Sulfogruppen abhangt. 

Tabellc 11. 
Versuche bei pH 7. 

2. S y s t e m :  Bov ines  Scrumalbumin/Polys tyro lsu l fona t .  
Bovines Serumalbumin (BSA) wird oberhalb pH 6 auch durch hohc 
PSS-Konzentrationen nicht gefallt. Bei pH 5,s (PSS/BSh-Verhaltnis 
= 0,5) sinkt die Loslichkeit sprunghaft auf unter 107; des Anfang- 
wertes. Der gebildete Niederschlag lost sich bei pH 6 wieder auf. I n  
Saure geht der Niederschlag erst bei extrem tiefen pH-Werten in 
Losung. Die pH-Abhangigkeit der Loslichkeit von BSA ist in Fig. 5 
Tiedergegeben. 

ilfodifixiertes 8eruwiaZbunzin. Bovines Serumalbumin enthalt 14t> 
kationiselie Rtickstoffatome, die z. T. bcfiihigt sind, Anionen zu bin- 
denI2). Es wurde gepruft, ob durch Rlockierung der Aminogruppen 
eine pH-Versehiebung der Ausfallung des modifizierten B SA durch 
Y S S  eintritt. B S h  wurde teils mit Essigsiiureanhydrid acetyliert13), 
teils mit 10-proz. Formalin behandelt. Beide modifizierten BSA wur- 

12) I .  ill. Klotz R. J .  $1. Urquhart, J. Amer. chem. SOC. 71, 1597 (1949). 
13) H .  Praenlcel-Conrut in Grwnberg, Amino Acids and Proteins, C. C. Thomas 

Springfield, Tllinois 1951, S. 547. 
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den gegen Puffer dialysiert, dann wurden ihre Losliehkeiten in Gegen- 
wart von PSS als Funktion des pH bestimmt : das acetylierte BSA fie1 
erst unterhalb pH 4,s BUS, das mit Formalin behandelte BSA bei pH 5. 
huf Grand dieses Befundes erscheint es gcreehtfertigt, in erster Linie 
die Aminogruppen fur die Komplexbildung mit PSS verantwortlieh 
zu niachen. I n  Gegenwart von 0,05-m. KCNS wurde die Fiillung von 
BSA in gleicher Weise verschoben wie im Fall der Pormalinbehand- 
lung. Beatchard und Mitarb.14) haberi gezeigt, dass Thiocyanationen 

Loshrhkeit 
lo % 

Loslichkeit 

c-3 

3 u 5 6 7 8pH 

von bovinem Serumalbumin (BSA) in Gegenwart von PSS (0,25%) 
Fig. 5. 

als Funktion des pH. 
natives BSA 
acetyliertes BSA 
Mit Formalin behandeltes BSA (verhalt sich gleicli wie in Gegenwart 
0,05-m. KCNS gefalltes natives BSA). 

von 

signifikant von den Aminogruppen des Serumalbumins gebunden 
werden. 

Variationen des Sulf onierungsgrades des Polyelektrolyten fiihrten 
bei der Fdlung des Serumalbumins zu den gleiehen Effekten wie beim 
y- Globulin. 

Die Versuche zcigen, dass die Aasfallung der untersuchten 
Serumproteine in verschiedenen, klar umgrenzten pH-Bereichen 
stattfindet. Es wurde deshalb versucht, ein Gemisch von bovinem 

14) G .  Scatchard, I. H.Scheinberg&S. H .  Armstrong, J.Xmer. chem. SOC. 72,540 (1950). 
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Serumalbumin und humanem y -  Globulin mit dem Polyelektmrolyten 
zu zerlegen. 

3 .  Sys tem:  Bov ines  S e r u m a l b u m i n / h u m a n e s  y-Globu-  
l i n /Po lys ty ro l su l fona t .  Gemische, enthaltend je 3 %  BSA und 
HGG, wurden bei verschiedenen pH-Werten mit PSS (6 = 0,54) ver- 
setzt (Verhaltnis PSS zu Eiweiss : O J ) .  Nach Abzent.rifugieren wur- 
den die uberstehenden Losungen dureh Stickstoffbestimmung sowie 
spektroskopische und papierelektrophoretische Analyse untersucht 
(Fig. 6) .  Bis zu pH 3,25 wurde BSA quantitativ und rein, ohne Nit- 
reissen von HGG, gefallt. Zwisehen pH 3,3 und 5,l wurden Gemische 
von BSA und HGG in wechseliiden Mengen gefallt. Oberhalb pH 5,2 
war der gebildete Niederschlag albuminfrei. Beim Auflosen in Veronal- 
puffer p H  8,9 liess sich elektrophoret'isch reines y-Globulin niit einer 
Ausbeute von 65 yo nachweisen. Die Aufarbeitung des y -  Globulins 
crfolgte durch Ausfallen des PSS mit Bariumacetat. Das unlosliche 
Bariumpolystyrolsulfonat enthielt noch eingeschlossenes Eiweiss, das 
durch Umfallen in Losung gebr:icht werden konnte. 

L oshchkeif 

-3 BSA 

_, ,... HGG ._.' ,..." 
..... 

I I I 

2 4 6 8Pd 
Fig. 6. 

Loslichkeit von BSA (Anfangskonzentration 3:/,) und HGG (Anfangskonzentration 3%), 
die als Gemisch vorliegen, in Gegenwart yon 0,3% PSS (a = 0,54). Wirkung des pH. 

Bur Abtrennung des Globulins hat es sich bewiihrt, zunachst die 
Ausfillung des Albumins im sauren Gebiet vorzunehmen. Es muss 
indessen Sorge getragen werden, dass das pH nur wenige Minuten auf 
3,2 helassen wird, indem die uberstehende y-Globulinliisung unmittel- 
ba,r nach dem Zentrifugieren mit verdunnter Lauge zurucktitriert 
wird. Die Methode hat den Nachteil, dass das Polystyrolsulfonat mit 
dem Eiweiss Komplexe bildet, die rasch ,,altern" und bei pH 8 nicht 
mehr in Liisung gehracht wcrden lionnen. Das Gleichgewicht ist in- 
desscn nach der Fallung prakt'isc'h momentan erreicht, so dass die 
Niederschlage sof or t  zcntrifugiert und wieder aufgclost werden konnen. 

Die Heindarstellung 'wn Antikiirpern. Die beschriebene. Technik 
hat fur die spezifische Reinignng von Antikorpern4)5) praktische Be- 
deutnng erlangt : ein im Kaninchen gegeii BSh erzeugt,er Antikorper 
kann aus dem Immunseriim durch Zusatz von BSA am Aquivalenz- 
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punkt gefgllt werden. Der sorgfaltig gewaschene Niederschlag lost sich 
in 0,OC3-n. Essigsiiure auf. Zusatz von PSS f&llt das Albumin quanti- 
tativ aus. Aus der uberstehenden Losung kann naeh dem im vorher- 
gehenden Abschnitt beschriebencn Verfahren elektrophoretisch reines 
y-Globulin in guter Ausbeute (75 yo) isoliert werden. 

Im  Bestreben, extrem tiefe pH-Werte zu vermeiden, wurde der 
Antigen-Antikorper-Komplex bei schwach alkalischem pH in Gegen- 
wart von PSS gelost. Zutropfen von Essigsiiure fuhrte bei pH 6 zu einer 
husfallung, die sich nach Auflosen bei pH 8,6 elektrophoretisch als 
y-Globulin verhielt. Nach diesem Verfahren konnte nur 20 -25 yo der 
im Rusgangsmaterial vorliegenden Antikorper-Aktivitat wieder ge- 
wonnen werden. 

Diskuss ion .  
Polystyrolsulfonate sind zur Fraktionierung von Eiweissgemi- 

when geeignet. Innerhalb scharf definierter pH- Grenzen konnen ge- 
wisse Eiweissgruppen von andern durch Fiillung abgetrennt werden. 
Maximale Niederschlagsbildung tritt im allgemeinen dann ein, wenn 
die positive Uberschussladung des Eiweisses (kationische Stickstoff- 
gruppen) der negativen Ladung des Polyelektrolyten entspricht. Beim 
y-Globulin werden diese Bedingungen um p H  6 erfullt, beim Albu- 
min um pH 1,8. Eine bestimmte Zunahme der negativen SO3-Gruppen 
kann sowohl durch Steigerung der Polyelektrolytkonzentration wie 
durch Verwendung der gleiehen Menge eines hohersulfonierten Poly- 
styrols erreicht werden. Die Loslichkeitsabnahme des Eiweisses ist 
hei gleicher Zunahme der Konzentration der SO,-Gruppen in den bei- 
den Fiillen von derselben Grossenordnung. 

An Hand von Lichtstreuungsversuchen konnte festgestellt wer- 
den, dass Komplexbildung zwischen Rinderserumalbumin und Poly- 
styrolsulfonat sehon zwischen p H  6 und 7 eintrittl5). Bei diesem pH 
kann von blossem Auge nicht die Spur einer Triibung festgestellt 
werden. 

Da gleiche Gewichtsmengen hoch- und niedermolekularer Poly- 
styrolsulfonate im Mittel gleichviel SO3- Gruppen enthalten, spielt das 
Molekulargewicht bei der Fallung von Eiweissen keine entscheidende 
Rolle. Es ist jedoch zu erwarten, dass sehr niedermolekulare Poly- 
styrolsulfonate (die uns nicht zur Verfagung standen) keine oder nur 
schwache eiweissfallende Eigenschaften aufweisen. 

Fur praparative Arbeiten ist die Reversibilitat der Komplex- 
bildung zwischen Eiweiss und Polyelektrolyt von Wichtigkeit. Es er- 
gab sich, dass ein bei pH 5 erzeugter PSS-Albuminniederschlag ohne 
weiteres bei pH 7,s  wieder in Losung geht und mit Bariumacetat zer- 
legt werden kann. Wird der PSS-Albuminniederschlag aber - selbst 
~- ____ 

15) R. WeZwr, unveroffentlicht. 
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bei + 1 0  - liinger als 1 Std. stehengelassen und erst dann mit Puffer 
auf pR 7,5 gebracht, so lost er sich nur noch unvollstiindig auf. Das 
Rltern erfolgt schneller bei Temperaturen uber lo und ist bei nicderen 
Sulfonierungsgraden des Polystyrols besonders ausgepragt. Aus die- 
sem Grund wurden alle Loslichkeitsbestimmungen bei + lo vorge- 
nommen. Beim praparativen Arbeiten wurden die Niederschlage un- 
mittelbar nach ihrer Bildung aufgelost. Die Niederschlagsmenge wird 
durch langeres Stehen nicht vermehrt. Komplexe von Eiweissen mit 
Polymethacrylat altern ahnlich, doch in geringerem Masse als die 
Polystyrolsulfonatkomplexe5). Ein Rltern von Niederschlagen findet 
sich auch bei Antigen-AntikOrper-K~mplexen~~) 17) .  Die letzteren kon- 
nen nach langerem Lsgern nur schwer in die Einzelkomponenten zer- 
legt werden. 

Antigen-Antikorper-Komplexe verhalten sich auch in anderer 
Hinsicht ahnlich wie Eiweiss-Polyelektrolyt-Komplexe. In  den beiden 
Systemen ist der Komplex im Uberschuss der einzelnen Reaktions- 
partner loslich. Es lag deshalb nahe, Antikorper aus spezifischen Pra- 
zipitaten mit Polyelektrolyten zu  verdrkngen : zu diesem Zweck wird 
der bei pH 9 geloste Antigen-Antikorper-Komplex rnit verdunnter 
SBurc auf einen pH-Wert eingcstellt, der zwischen den isoelektrischen 
Punkten dcs Antikorpers (y-Globulin: T , O )  und des Antigens liegt. 
Bei pH 6,O z. B. haben die moisten Antigene noch eine negative Uber- 
schussladung und beiben in Gegenwart von PSS in Losung. Das po- 
sitiv geladene y-  Globulin hingegen wird durch den Polyelektrolyten 
gefallt. Dies ist die einzige Methode, die es erlaubt, Antikorper zu Pro- 
teinantigenen im interisoelektrischen Bereich von einem spezifischen 
Prazipitst abzutrenncn. Proteinantigen-Antikorper-Komplexe lassen 
sich sonst nur durch starke Saure oder Lsuge dissoziieren. Die relatir 
niedrigen Rusbeuten an aktivem Antikiirper deuten auf eine Inakti- 
vierung durch die Einwirkung des Polystyrolsulfonates. I n  dieser Hin- 
sicht erscheint die Anwendung loslicher Polymethacrylate schonen- 
der 4). 

Um die Selektivitat der Komplexbildung zu priifen, wurde ver- 
sueht, Antikorper ohne Zuhilfenahme eines Antigens direkt mit PSS 
anzureichern. Die Benutzung von Polyelektrolyten bietet aber gegen- 
uber den bisher vermendeten Verfahren, wie Ammoniumsulfat- und 
Z i n k s a l ~ f ~ l l u n g ~ ~ ) ,  keine wesentlichen Vorteile. Einzelheiten uber die 
Anwendung von Polystyrolsulfonat in der Immunologie und auf Pro- 
Heme des Properdinsystems werden in einer spiiteren Arbeit be- 
schrieben. 

Diese Arbeit wurde ermoglicht durch eine Zuweridung des Schtueiz. Nationalfonds im 
Rahmen eines Proteinforschungsprojektes an der Universitat Bern. 

1 6 )  D. Campbell & E. Liischer, persiinliche Mitteilung. 
17) H .  C. Isliker, Ann. N. Y. Acnd. Sci. 57, 225 (1953). 
18) H. C. Isl ikw & H .  N .  Antoniades, J. Amer. chem. SOC. 77, 5863 (1955). 
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Herrn Prof. Dr. R. Signer mochte ich fur die zahlreichenwertvollen Ratschlage mei- 
lien besten Dank aussprechen. Herrn Dr. C. Huller sei fur die Uberlassung der Polystyrol- 
sulfonate, Fraulein G .  Lehmann und Friiulein E. Kaufmann fur die Durchfuhrung der 
Analysen gedankt. 

SUMMARY. 

Polystyrene sulfonates can be used for the fractionation of pro- 
tein mixtures. Under optimal conditions 1 mole of polyelectrolyte will 
precipitate 10 moles of human y-globulin. With bovine serum albumin 
no precipitation occurs under the same conditions. This provides a 
basis for the separation of y-globulin from serum albumin. 

The solubility of the polystyrene sulfonate-protein complexes was 
studied as a function of ionic strength, gH and the ratio of poly- 
electrolyte to protein. The characteristics of the solubility curves are 
similar to those of curves obtained with two proteins of very different 
isoelectric points. The complexes are soluble in the excess of either 
component, thus resembling the specific yrecipitates formed in cer- 
tain antigen-antibody systems. 

By testing polystyrenes with different degrees of sulfonation it 
was shown that the ratio of the sulfonate groups on the polyelectrolyte 
to the cat,ionic groups on the protein is the essential factor determi- 
ning the solubility of a complex. The molecular weight and the solu- 
bility of the single component are of secoudary importance. 

The application of polyelectrolytes to protein fractionation in 
general and to antibody purification in special is discussed. 

Medizinisch-chemisches Institut und 
Theodor-Kocher-Institut der Universitat Bern. 

170. De l’action d’ald6hydes sur le chlorure 
de benzylmagn6sium et quelques homologues 

par A. Jacot-Guillarmod. 
(27 IV 57.)  

Plusieurs travaux ont montr6 les particularit& rBactionnelles du 
chlorure de benzylmagnBsium avec diffBrents compos6s organiquesl) 
et en particulier avec les ald6hydes. Parmi ces derniers, le formal- 
dBhyde conduit a la formation d’alcool o-toluique au lieu de benzyl- 
carbino12). 

H.  Gilman & J .  E. Kirby, J. Amer. chem. SOC. 54, 352 (1932); P. R. Austin & 

2, V .  Grignard, Bull. Soc. chim. France 121 29, 953 (1903). 
J .  R. Johnson, ibid. 54, 655 (1932). 


