
1554 H E L V E T I C 4  CHIMICk 4CTA. 

Bu s a mme nf a s sung. 
Es wird eine Methode zur Ermittlung der Bildungskonstanten 

sehr stabiler Chelatkomplexe beschrieben. Sie fuhrt nber die aus einer 
Neutralisationskurve erhdtliche Gleichgewichtskonstante einer Reak- 
tion, bei der das Metal1 vom zu untersuchenden Chelatkomplex MX 
auf einen Hilfskomplexpartner tren ubertritt oder umgekehrt : 

H,trent3 + MX s-+ Mtren+2 + H,X 4 (3 - n)H+ 

H,tren+ + MX + M' + + Mtren + X'X + 3 H+ 
oder: 

wobei M' ein Metallion ist, das nur mit dem Komplexon, nicht aber 
mit tren einen Komplex zu bilden TTermag. 

Als Hilfskomplexpartner eignet sich insbesondere das Triamino- 
triiithylamin tren. Die drei Aciditatskonstanten von H,tren+3 sowie 
die Bildungskonstanten dor Komplexe Zn(tren)f2, Ni(tren)+2, Fe 
( tren)+2 und Cu( tren)f2 werden angegeben. Nit Hilfe dieser Methode 
sind die Bildungskonstanten von Zn( Cimcc)-, Zn( (?imp)-, Zn( Simp)- 
und Zn(Pim/3-z bestimmt worden, wobei Cirnc3, Cimp-3, Simp-, 
und Pimp-4 die Anionen von Nitrilo-triessigsaure, p-Alanin-diessig- 
siiure, Taurin-diessigsaure und 8-hminoathyl-phosphonsaure-N,N-di- 
essigsaure bcdeuten. Weiter sind die Komplexbildungskonstanten von 
ZnYp2, und CUY-~  bestimmt worden, wobei Y-* das Anion 
dcr Athylendiamin-tetraessigsaure bedeutet. 

Zurich, Chemisches Institut der TJniversitat. 

205. Spektralphotometrische Analyse 
der Antigen /Antikorper Reaktion. 

1. Mitteilung 

von Ch. Wunderly und A. Hiissig. 
(17. VI. 49.) 

Schon 1909 hat Uhe're") gezeigt, dass Proteine im Gebiete von 
2500-3000 A eine selektive Absorption zeigen, die sich in erster Link 
auf die aromatischen Aminosiiurebausteine Tryptophan und Tyrosin, 
und in geringem Umfang auf Phenylalanin, zuruckfiihren lasst. Seit- 
herige Untersuchungen2) haben dargetan, dass die molekularen Ex- 
tinktionskoeffizienten von Tryptophan und Tyrosin nur unwesent- 

C. DhCrd, Diss. Fribourg (Schweiz) 1909. 
2, F .  U'. Ward, Biochcm. J. 17, 903 (1923); K.Ir'eraud, H .  Dunn und J .  Kaplan, 

J .  Biol. Chem. 112, 323 (19%); G. Anslow und 8. TVaassar, J. Optical SOC. Am. 31, 118 
(1940); E. Holiday, Biochem. J. 30, 1795 (1936); E. Holiday uad A .  Ogston, Biochem. J. 
32, 1168 (1938). 
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lich vcrandert werden, wenn diese Aminosauren in Peptidbintlung 
vorliegen. Nach Bnrkaoll und R o s s ] )  haben gehaltgleiche Losungen 
von Tyrosin, Tyrosyltyrosin und Tyrosyltyrosyltyrosin annahernd 
tfieselbe Absorption. Ferner wurden die genaucn Grhalte von reineni 
Albumin (human und bovin), y-Globulin sowie Fibrinogen an Trypto- 
phan und Tyrosin durch die Analysen von Brand et aL2) sowie Stein 
und X O O Y P ~ )  ermittelt. Nach Lernm et al.4) entsprcchen die daraus 
herechneten Rbsorptionsmaxima den spektralphotometrisch ermittel- 
ten Maxima der Absorption von Albumin, y-Globulin und Fibrinogen. 

Bus den obenerwahnten Resultaten ergeben sich neue Moglich- 
keiten tier Spektralanalyse von Proteingemisehen. Voraussetzung da- 
fur ist ein hinreichend verschiedener Gehalt der Proteinkomponenten 
an Tryptophan oder Tyrosin. Ein Unterschied im Tryptophangehalt 
gibt sieh gleich durch ein verschieden hohes Maximum bei 2750 A 
zu erkennen, wahrend cfer Tyrosingehalt durch die Verschiebung der 
Absorption bei alkalischer Reaktion von pK > 1 2  charakterisiert wer- 
(fen kmn.  Diese Verschiebung zum langeren Wellenbereich ist mit- 
bedingt durch die Ionisation der parastandigen Phenolgr~ppe~).  Be- 
deutsa,merweise wird die Absorption ron  Tryptophan hiervon nicht 
betroffen6) j der Imino-Stickstoff besitzt nur ausserst schwache saure 
und basische Eigenschaften. Die beiden genannten Merkmale des 
Tyrosin- und Tryptophangehaltes erfiillen die folgenden notwendigen 
Voraussetzungen : 

1. Die  R b s o r p t i o n s k u r v e n  d e r  be iden  Aminosi iuren 
werden d u r c h  d ie  B i n d u n g  a n  e in  P r o t e i n  n i e h t  v e r a n -  
d e r t ;  2. i m  Spek t ra lbe re i ch  ) 2 8 0 0  A zeigen v o n  a l l en  Ami -  
nosaiurebausteinen riur d ie  genann te i i  be iden  a r o m a -  
t i s chen  Aminosauren  e ine  Absorp t ion .  

Folgende Gesichtspunkte waren fur unsere Zie l se tzung mass- 
gebend. Wenn die Proteingenese im Organismus, insbesondere im 
Knochenmark, krankheitshalber gcstort wird, dann kommt es im 
Blutserum der Patienten zu extremen Gehalten an einzelnen Glo- 
bulinuntergruppen. Es findet gleichsam eine einseitige Bahnung der 
Proteinsynthese im Organismus statt. Uber die quantitative Zusam- 
mensetzuiig solcher Sera gibt uns die Elektrophorese genau Bescheid 

I )  A .  Barkdoll und W. Ross, Am. Soc. 66, 951 (1944). 
I )  E .  Brand, B. Kassell und L. Saidel, J. Clin. Invest. 23, 437 (1944); E. B r a d ,  

3, If'. Stein und S. Moore, J. Biol. Chem. 178, 79 (1949). 
4, A. Lerner und C. Ramurn, Arch. Hiochern. 10, 417 (1916). 
5 ,  W. Stenstrom und M .  Reinhard, J .  Biol. Chem. 66, 819 (1925); G. Groh, Kolloicl-Z. 

6 ,  Arnold und RistiakowsXy, Am. SOC. 54,1713 (1932); Gulland, Holaday und Macme, 

h n .  S e w  York Acad. Scie. 47, 187 (1946). 

94, 1 (1941); G.Florence iind 8. BessrBres, Bull. Soc. Chirn. Biol. 27, 293 (1945). 

Soc. 1934, 1639; 5". 1.I'. Gooduin nnd K .  A .  X o r f o n ,  Biochem. J. 40, 628 (1946). 
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(vgl. Wuhrmann und Wunder ly l ) )  und wurde keine weitere Tinter- 
auchungsmethode mit herangezogen, dann musste der Eindruck ent- 
st'ehen, es wiiren extrem vie1 Globuline entstanden, welche als solche 
auch unter physiologischen Bedingungen gebildet werden. Dem ist 
jedoch nicht so. In  gewissen FBllen hat die Krankheit die Bildung von 
eigentlichen P a r a p r o  t 'e inen zur Folge. Da deren Beweglichkeit im 
elektrisehen Felt1 dieselbe ist wie jene der physiologischen Proteine, 
bilden die Paraproteine zumeist keine eigenen Gipfel im Electro- 
phorese-Diagramm. Dagegen weichen sie in ihrer antigenen Reiz- 
wirkung ab, was uns gestattet'e, sie immunserologisch nachzuweisen 
( Wuhrmarm, Wtdnderly, Hassig und Hugentobler2)). F u n  konnen als 
determinante Gruppen entweder stark polare Atomgruppen oder auch 
arornatische Gruppen wie im Tyrosin oder Tryptophan (vgl. B o y d ,  
1947)3) wirksam werden. Das Letzt'ere wurde die Nogliehkeit ergeben, 
Paraprotseine auf Grund ihrer Ult'raviolett-Absorption zu charakteri- 
sieren. Um die Grundlagen der Met'hode auszuarbeiten, haberi wir 
fur den Tierversuch als Antigen kryst. Albumin, bovin, benutzt. Im  
Priizipitationstest fBllt ein Albumin/Globulin-Symplex aus, dessen 
Komponenten einen prozent'ualen Tyrosingehalt von 4,66 resp. 6,75 
und einen Trypt'ophangehalt von 0,19 resp. %,86 yo besitzen. Diese 
Kenntnis schafft eine genaue Ausgangslage und sol1 spater die Ana- 
lyse des Globulin/Globulin- Symplexes aus der Prazipitation von Para- 
pro teinen erleicht,ern. 

Experimentel ler  Teil .  
Das kryst. Albumin (bovin) war von Armour & Co. (Chicago) geliefert; der Feuch- 

tigkeitsgehalt war an eincr Probe ermittelt worden, die Ihgere Zcit auf 110O erhitzt worden 
mar. Die Aminosauren4) wurden zweimal aus Wasser umkrystallisiert. 

Bei der Herstellung der Anti-albuminseren hielten wir uns an eines dergebrauchlichen 
Imrriunisierungsschernata. Als Antigen verwerideten wir eine 1-proz. Rinderalbumin- 
Losung. Diese wurde Seitzfiltriert und bei 4O aufbewahrt. Wir immunisierten damit 3 Ka- 
ninchen; die Tiere erhielten jeweils an den ersten 4 Wochentagen je 1 cm3, nach der 
8. Injektion je 2 cn13 Antigen in die Ohrvene. 2 Tiere hatten nach 4 Serien reichlich Anti- 
karper gebildet, welche noch bei starkerer Verdiinnung des Antigens rasch und kraftig 
flockten. Diese beiden Tiere, Xr. 1645 und 1644, wurden aus der Carotis entblutet, die 
Seren Seitzfiltriert und ohne weiteren Zusatz zu den Versuchen verwendet. 

Fur die Aufnahme der Ultraviolett-Absorptionskurven diente das Beckmn-Spektro- 
photometer Model1 DU. Die Trennscharfe bei den zumeist gebrauchten Wellenlangen von 
280 mp und 305 m p  betragt 12,2 A und 14,7 8. Nach Coumou5) ist die erreichbare Genauig- 
keit O,l./. Die Extinktionskoeffizienten werden angegeben als E::n, wobei c in 9% und 
die Schichtdicke in em ausgedruckt werden. 

l) Wuhrmann und Wunderly ,  ,,Die Bluteiweisskorper des Menschen", Basel 1947, 

z ,  Wuhrmann, CVunderly, Hassiy und Hugeiatobler, Helv. med. acta (1949) (im 

3, W .  C. Boyd, Fundamentals of Immunology, Sew York (1947). 
4, Waren uns in verdankenswerter Weise von der Firma F.  Hofjmann-La Roche & Co. 

") D. J .  Coumou, Anal. chiin. acta 2, 693 (1948). 

Seite 237. 

Druck). 

Basel, zur Verfugung gestellt worden. 
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1. UV.-Absorp t ion  v o n  Tyros in ,  T r y p t o p h a n  u n d  A l b u m i n  
i m  pH-Bereich Ton 2-11. 

Dazu wurden wasserige Losungen mit einem Gehalt an Tyrosin von 28 mg%, an 
Tryptophan von 8 mg% und an kryst. Albumin (bovin) von 140 mgO/;, hergestellt. Diesel- 
ben wurden im Verhaltnis 1:1 mit Pufferlosungen gemischt, die nach H .  T. Britton und 
R. A. Robinson aus Mischungen von 0,04-m. Phosphorsaure, Essigsaure, BorsLure und 
0,2-n. NaOH bestanden. Die pH -1Vertewurden mit hochohmiger Glaselektrode kontrolliert. 

Tabelle 1. 

PH 

290 
3,3 
5,o 
7,2 
971 

11,o 

L-Tyrosin 
28Omp 1 305mp 

65,5 O,24 
65,7 0,28 
65,7 O,36 
68,O 2,29 
75,l 17,3 
87,2 59,O 

290,l 
291,O 
292,2 
292,4 

6 3  
6,4 
6 3  
6,5 

Die spez. Absorption \?on Tryptophan ist bei neutraler Reaktion 
ca. 4mal so gross wie jene von Tyrosin. Sie unterscheidet sich ferner 
dadurch, dass sie im beobachteten p,-Rereich prsktisch unverandert 
bleibt. Albumin zeigt im alkalischen Gebiet etwelche Zunahme der 
Absorption, die aber kleiner bleibt wie diejenige von Tyrosin. 

2.  UV. -A b s o r  p t i  o n yon  Tyro  s in  / T r y  p t o p  h a n  - G e m i  s c h e n 
in1 PH-BereiCh v o n  7,4-11,O. 

Um den Verhaltnissen im Albumin moglichst nahe zu kommen, wurden die Kon- 
zentrationen an Tyrosin und Tryptophan so gewahlt, dass bei Mischung gleicher Volumina 

Tabelle 2. 

5,9 
6,0 
61 
6 J  

PH 

0,24 
O,24 
0,26 
O,3O 

Im Ansatz 
sind mg4; 
Tyrosin . . 
Tryptophan 

73,4 

73,9 
74,4 
75,2 
78,I 

73,6 

Eii,-Werte von Aminosaureniischungen (TyrosiniTryptophan) 
im Verhiiltnis. 

4 : l  I 3:2 

1,l 

2,2 
3,4 
3,9 
9,4 

1,5 

2,5:2,5 I 2:3 I 1:4 

83,9 
84,4 
84,9 
85,6 

1,6 
1,9 
2,6 
3,3 

92,7 
93,0 
94,3 
94,9 

13,7 
3 92 

1,5 103,6 
2,2 104,l 
2,9 104,s 
3,6 105,4 

95,6 4,6 
96,6 I 8,6 

106,l 
106,7 

j 11,45 
1,45 

2,0 
2,5 

. 3,l 
3,8 
4,9 
8,2 

141,O 3,2 
141,3 3,8 
142,O 4,3 
142,6 5,0 
143,l 5,s 
144,s 7,7 
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Losnngen entstanden, in denen das Verhaltnis der Aminosauren daeselbe war wie ini Al- 
bumin, namlich 8:l .  Dazu wurden Losungen von 32 mg% Tyrosin und von 4 nigo,, 
Tryptophan hergestellt. Als Puffersystem dicnte dasjenige von Atkins und Pantinl) aus 
Mischungen von 0,l -m. Soda und 0,l-m. Borsaure. Von den Aminosaurelosungen wurden 
Mischungen im Volurnenverhaltnis 4: 1, 3:2, 2,5:2,5, 2:3 und 1 :4 hergestellt, wobei das 
Gesamtvolumen jew-eils 2,5 em3 betrug. Jeder Mischung wurde noch 1 rm3 Pufferlosung 
hinzugefugt . 

Der Vergleich der OV.-Absorpt,ion der Aminosaiuremischungen 
zeigt, mie die p,-Abhangigkeit mit dem Anstcigen des Tryptophan- 
gehalt'es abnimmt und gleichzeitig die spez. Absorption zunimmt. Die 
Alkaljempfindliclikeit des Gemisches 2,5 : 2,s ist griisser als diejenige 
von Slbumin (vgl. Tab. I), obwohl Tyrosin unil Trypt'ophan in dem- 
selben Verhaltnis vorhanderi sinil. 

3 .  Die  P r i i fung  d e r  Reproduk t ionsgenau igke i t  de r  
P r B z i p i t' a t' i o n. 

Piir die Bestinirnung dcr Fehlerbreite, niit welcher die Prazipitatiori behaftet ist. 
bietet die Messung der Absorption auf d m  Wellenlangen 280 nip und 305 nip eine zuver- 
Iiissige Mcthode. Dazu wird, ausgehend voin 1-proz. iZlbumin als Antigen, mit NaCl phys. 
einc Verdiinnungsreihe in1 Verhaltnis liZ, 1/4, his 1/512 hergestellt. Diese Antigenver- 
dunnungen haben je ein Volumen von l,5 em3. Nun wird in jedes Rohrchen 1,5 c1n3 Ka- 
ninchenantiserum Kr. 1644 fliessen gelassen und durch Umschwenken genau homogeni- 
siert. Darauf wird die Rolirchenreihe erst fur 2 Stunden bei 37O gehalten und dann fur  
96 Stunden in einen auf 3 O  eingestellten Eisschrank gestellt. Nach dieser Zeit wird seharf 
abzentrifugiert, vorsichtig abgegossen, abtropfen gelassen, je 3 (:m3 XaCl hinzugegeben, 
darin aufgeriihrt, 30 Minuten stehen gelassen und wieder scharf abzentrifugiert. Dieses 
Waschen wird noch zweiinal wiederholt (vgl. Heidelberger und Kendall)2). Bereits beiiii 
Herausnelnnen aus dcm Brutschrank Iasst sich nach 2 Stunden ein erstes Urteil gewinnen, 
welches das optirnale Verhaltnis von Antigen zu Antikiirper ist. In unserem Falle liegt 
dasselbe eindeutig im Rohrchen Kr. 8 rnit der Antigenverdiinnung 1/128. Mit dieser als 
optimal erkannten Antigenverdiinnung werden nun 8 Parallelversuche angesetzt. Zu je 
1 em3 Albuniinverdunnung lilZs wird 1 cn13 Kaninchen-Antiserum gegeben und wie oben 
verfahren. Die gewasehenen Prazipit'ate werden in 3 em3 0,l-n. 6aOH gelost und ihre 
Absorption auf den Wellenlangen 280 und 305 nip gemessen. Aus der Mikro-Kjeldahl- 
Bestimniung3) ergibt sich ein Proteingehalt von 18 mg"/" iin Ansatz zur Absorptions- 
niessung ; dicser Gehalt ist hinlanglich klein, uni eine messbare Streulichtwirkung auszu- 
schliessen. Einc Opaleszenz der Losung ist weder von Auge noch im Stufenphotometer von 
Zeiss- Pulfrich festzustellen. Kach Holiday (loc. cit.) muss fur das gestreute Licht eine 
Korrektur dann vorgesehen wcrden, wenn der Proteingehalt in der Quarzkiivette 100 mg",, 

mp 

ubersteigt. 

8 Prazipitate aus Albumin und Kaninchenanti-Albu- 
minserum zeigen bei pH > 12 folgende Werte fur E:,, 

Tabcllc 8. 
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Im Durchschnitt von 8 Best'immungen bet'ragt @kIl bei 280 mp 
14,68 und bei 305 mp 5,66; die Priizi'pitat-Reakt'ion lasst, sich mit 
einer Fehlerbreite von 3 yo reproduzieren. 

4. P r i i fung  de r  Giil t igkeit ,  des  Beer-Lambert'schen Gesetzes .  
Wenn man sich die Frage vorlegt, ob bei der Absorptionsmessung 

hochverdiinnter, farbloser Proteinlosungen die Voraussetzungen fur 
die Gult'igkeit des Beer'schen Gesetzes erfullt sind, so kann man dies 
griisstent'eils bejahen. Wird e,twa Albumin im Konzentrationsgebiet 
von 0,10 . bis 0,03 gemessen, so halt sich die knderung des 
Brechungsindexes in sehr engen Grenzen, und Gleichgewichtsverschie- 
bungen sind nicht' zu erwarten; ebenso darf man loei Beniitzung des 
Beclcmun-Apparat'es die Monochromasie des Lichtes als genugend vor- 
aussetzen. Eine Wechselwirkung der Rlbaminteilchen unt'ereinander 
tliirfto, falls sie eintritt, kaum erheblich sein, weil die Ladungsvertei- 
lung an der Oberflac,he der nahezu kugeligen Teilchen sehr gleich- 
massig ist. Das Dipolmoment, von Albumin betragt 380 Deb ye-Einhei- 
ten, gegen 1100 fiir y-Globulin. Deshalb auch die Anderung der Rsso- 
ziation, wenn weitere Plasmaprot'eine, etwa y -  Globulin oder Fibrino- 
gen hinzukommen (vgl. Harkness) l). Von Fremdzusatzen sind Puffer- 
systeme zu vermeiden, welche Phtalsiiure-, Veronal- oder Citrat'ionen 
enthalt'en, da deren bedeutende Affinitiit zu Albumin von Klotx et a1.2) 
na,chgewiesen wurde. Der Absorpt'iorisrriessung von Serum oder Plasma 
hat' Dialyse vora,uszugehen, da Harnsiiure, freie Phenole und Tyrosin 
den Messwert beeinflussen konnen, wenn ihr Gehalt krankheitshalbrr 
erhoht ist (vgl. L e r ~ ~ e r ) ~ ) .  

Wahrentl die genannteri Faktoren entweder eliminiert oder in 
ihrer Wirkung verna,chlassigt werden konnen, vermag die Tstsache, 
dass Proteine nicht molekulardispers, sondern kolloiddispers gelost, 
sind, das Messergebnis stark zu beeinflussen. Die besonders grosse Emp- 
findlichkeit des kurzwelligen Lichtes fur Tyndall-Streuung geht aus 
der Formcl von Ra?/Zeigh hervor, in der die Wellenlange ii des einge- 
strahlten Lichtes in ihrer vierten Potenz im Nenner steht. Die Beein- 
trachtigung des Nessergebnisses durch Lichtstreuung ist somit bei 
280 mp grosse,r als bei 305 mp. Die scheinbare, wie die wahre Ab- 
weichung vom Beer'schen Gesetz, die sich daraus ableiten, wurden 
von HeZZer et al.4) auf Grund yon I'yndaZZ-Spektren gemessen. Die 
Formel zeigt ferner, dass die von dem streuenden Sol ausgesandte 
Lichtintensitat dem Quadrat des Eigenvolumens des Proteinteilchens 
proportional ist. Wenn wir das Mo1.-Gew. des Albumins zu 70 000 und 

l )  J .  Harkness, Biocbim. biophys. acta 3, 34 (1949). 
2, 1. M .  Klotz und J .  M .  Urquharf, J. Phys. Coll. Chem. 53, 100 (1949); I. M .  Klotz, 

3, A .  Lernsr iind C. Barwum, Arch. Biochem. I I ,  505 (1946). 
4, W .  Heller und E. I'assy, J. Chem. Physics 14, 565 (1946). 

Chem. Reviews 41, 373 (1947). 
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seine minimale Valenz nach Hooker et al.1) zu 6 annehmen, so besitzt 
unser Antigen/Antikorper- Symplex ein ungefahres Teilehengewicht 
von minimal 1 084 000. Nach HeideZberger2) wurde dieses Verhaltnis 
nur bei starkem A n t  i k  orp e r  - ob er  s c h u  s s zustande kommen ; seinen 
Xessungen zufolge betragt die Antigenvalenz von Albumin im op- 
timalen Bereich nur 3-4; demnach hatte der Symplex nur ein un- 
gefiihres Teilchengewicht von 577 000 bis 746 000. Unter der Annahme, 
dass die Volumina der Proteinteilchen sich naherungsweise gleich ver- 
halt en wie die Teilchengewichte, ist ihr Verhaltnis von Antigen zu 
Symplex wie 1 zu 7,2-10,'7. Ihr Einfluss auf die TyrzdaZZ-Streuung 
steht somit im Verhaltnis von 1 zu 52-114. Um dieser Gefahr der 
Beeinflussung der Absorptionsmessung durch Streulicht moglichst 
auszuweichen, haben wir die Anfangskonzentration der Verdunnungs- 
reihen mijglichst niedrig gehalten. Sie betragt bei Albumin 75 "8% 
und beim Symplex 28,3 mg%. 

Tabelle 4. 

-1 Protein-Konzentrationen und EFm-Werte bei 285 nip 
und pH > 12.- 

Antigen/Antikorper- 
Symplex Albumin (Antigen) 

I 

0,075 
0,050 
0,0375 
0,030 
0,025 

I 
I 0,0214 

E% 
C l l l  

7,21 
7,25 
7,38 
7,44 
7,47 
7,49 

Nittelwert 7,37 
Fehlcrbreite + 2,2% I i 

C 

0,0283 
0,0189 
0,0126 
0,0084 
0,0056 
0,0037 

25,5 
24,5 
24,4 
24,5 
2R,O 
24,8 

Serumrest i 
C 

0,021 
0,014 
0,0093 
0,0062 
0,0041 
0,0028 

T-nter Serumrest verstehen wir denjenigen Bestandteil des Ka- 
ninchen Anti-Albumin-Serums, der iibrig bleibt, nachdem das Anti- 
korperprotein im optimaleri Verhaltnis durch homologes Albumin- 
Antigen ausgefallt worden ist. I n  diesem Serumrest der ,,equivalence 
zone" (naeh Boyd, loc. cit.) ist der Gehalt an Antigen wie an Anti- 
korper ein Minimum. Vergleicht man die mittleren Extinktions- 
koeffizienten, so ergibt sich eine Zunahme im Sinne von Albumin 
(Bntigen) ( Rest- Serum ( Antigen/Antikorper-Symplex. Die Extink- 
tion von Albumin ist niedrig wegen des relativ geringen Tryptophan- 
gehaltes ; diejenige des Serumrestes entspricht derjenigen von nor- 
malem Serum (E2n 10,l-11,8 bei pH 10, vgl. Loffler, Wunder ly  und 

l) S. Hooker und W .  Boyd,  J. Immunol. 45, 127 (1942). 
*) W .  Heidelberger, Bact. Rev. 3, 49 (1939); Chem. Rev. 24, 323 (1939). 
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Wtchrrnam1)) ; auf die Extinktion des Symplexes wird im folgenden 
Abschnitt eingegangen. 

I n  der Folge wurden aus den obigen Daten die molaren Extink- 
tionskoeffizienten von Albumin und dem Antigen/Antikorper- Sym- 
plex berechnet. Fiir Albumin wurde ein Teilchengewicht von 70 000 
zugrunde gelegt, wie Svcdberg und Pedersen2) es aus der Kombination 
von Sedimentationsgeschwindigkrit und Diffusion ermittelt haben; 
fur den Symples wurde ein Teilchengewicht von 746 000 angenommen, 
was stochiometrisch dem Verhaltnis von 1 Albumin- zu 4 Globulin- 
teilehen entspricht. 

Tabelle 5. 

Molare Extinktionskoeffizienten 
bei 285 mp und pH > 12 von r Albumin I Symplex 

50 540 
51 060 
51 250 
51 910 
51 870 
51 710 

18990 x 103 
18 300 
18190 
18370 
18670 
18350 

Wir finden somit fur kryst. Albumin, bovin, einen mittleren 
molaren Extinktionskoeffizienten von 51 390 und fur den Antigen/ 
Bntikorper-Symplex 18 480 x lo3.  

5. Die Bes t immbarke i t sg renze  des  spez. P r a z i p i t a t e s .  
Um zu erfahren, welche minimalen Gehalt'c an spez. Prazipitat 

(mit der angefuhrten Pehlerbreit'e) noch bestimmt werden konnen, 
haben wir die R,eihe der Symplex-Verdiinnungen (siehe Tab. 4)  bis 
zu c = 0,00167 weitergefuhrt. I n  jedem Messansatz sind in der 3 em3- 
Losung, m-ekhe die Quarzzelle aufnimmt,, noch 50 y Protein enthalten. 
Diese lassen sich somit' bestminimen mit einer Fehlerbreite von 2,6%. 
Fur eigentliche ,,feinspektral-photometrisehe" Konzentrationsbestim- 
mungen durfte die Ablesegenauigkeit noch gesteigert werden konnen 
durch Beschraiikung der Fehlermoglichkeiten aus Schichtdicke, Mess- 
blende, Teilkreis und Galvanomet'erskala. Wesentlich ist ferner eine 
weitere Steigerung der E mpfindlichkeit der Photozelle fur minimale 
Intensit'atsunterschiede. Immerhin ist zu bedenken, dass schon die 
Fehlerbreite des hier verwendeten Messverfahrens unter derjenigen 
der Prazipitat-Reaktion ( & 3%, s. Abschnitt 3 )  liegt,. Es ist somit in 
erster Linie dieser Teilvorgang nach Dauer, Temperatur, Salzeinfluss 
und pH genau festzulegen. 

l) W .  Loffler, Ch. U'underly undF.  Wuhrmann, Schweiz. Med. Wschr. 79,595 (1949). 
2, T. Svedberg und R. Pedersen, The Ultracentrifuge, Oxford 1940, p. 406. 
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Zum Vergleich sei angefuhrt, dass Heidelberger und Mac Phersonl) mit dem Phenol- 
Reagens yon Folin-Ciocalteau spez. Prazipitate mit cincm Proteingehalt von 62,5 y be- 
stimmen, jedoch mit einer Messgenauigkeit von * 12 y (vgl. N-abat)2). 

6. Berechnung  d e r  Geha l t e  a n  Tyros in  u n d  T r y p t o p h a n  
von  Aminosi iuregemischen u n d  Albumin  a u s  ih ren  E&- 

W e r t e n  be i  pH ) 1 2 .  
Aus den molekularen Extinktionskoeffizienten von Tyrosin und Tryptophan in 

0,I-n. NaOH, hat Holiduy (loc. cit.) Beziehungen abgeleitet, welchc die Gehalte von 
Mischuiigcn obiger Aminosauren zu berechnen gestatten. Um diese wertvolle analytische 
Moglichkeit nachzuprufen, habeii wir Gemische der obenerw-ahnten aromatischrn Rruino- 
sauren durchgemesscn, wobei das Verhaltnis derselben gleich wie im Albumin war, n h i -  
lich 8,6 T. Tyrosin zu 1 T. Tryptophan. Parallel dazu wurde Albumin geniessrn, dessen 
Konzentration so bemessen wnrde, dass Tyrosin- und Tryptophan-Gehalt, gleich wie in den 
obigen Gemischen waren. In  den letzteren war die Konzentration anTyrosin0,21. 10-3mol/I. 
und die an Tryptophan 0,0215.10-3; das Albumin-Sol hatte einen Gehalt von 70 1ng9~ .  

Tabelle 6. r- Nr. 

I 
2 
3 
4 

5 
6 
7 
8 

-- 
Nr . 
~- 

9 
10 
11 
12  

13 
14 I 15 

Tyrosin- 
Trypto- 
phan- 

gemisch 
em3 

albumin- 
Sol 
cm 

NaOH 
0,l-n. 

em3 

HCl 
0,01-n. 

em3 

XaCl 

NaCl 

' 
I -1 

122,7 G5,7 
121,2 G3,5 
121,2 64,s 
119.2 63.9 
121,1 I 6 4 3  

539 
106,2 1 5,7 
105,5 5,6 1 

6,7 

Ez,-Werte 

280mp 1 305mp 
I 

') M .  Heidelberger und C. Hac €'herson, Science 97, 405 (1943); 98, 63 (1943). 
2, E.  A. Kabat, J. Immunol. 47, 513 (1943). 
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huf Wellenlange 280 mp betragt die Zunahme ron  E& des 
Aminosauregemisches h i  einer p,-Versehiebung von 2 bis ) 12 14,9 
Einheiten, grgen nur 0,4 beim Albumin; auf Wellenlange 303 mp sind 
die betreffenden Zahlen 58,8 und 3,5.  Somit lirgt die Versehiebung 
der Proteinextinktion auf der letzteren Wcllenlange messtechnisch 
gunstiger. Werden die Resultate, so wie sie bei pH > 1 2  erhalten 
wurden, nach Holidcr y berechnct. so erhalt man die folgenden Jl'rrte. 

Rfessart : Ansatz Nr. 
(vgl. Tab. 6) 

1 

9 

2 

10 

3 

11 

Gehalte an 
Tyrosin Tryptophan 
X 1 X lop3 

Amitios~iuregemisch, gef. . . .  
Bniinosauregernisch, her. . . .  
Albumin, gef. . . . . . . . .  
Ainiriossuregernisch, gef. . . .  
Aruinosburegemisch, her. . . .  
Albumin, gef. . . . . . . . .  
Aminosiiuregemisch, gef. . . .  
Aminosauregerniscli, her. . . .  
Albutnin, gef. . . . . . . . .  

0,0856 0,0089 
0,0840 0,0086 
0,0853 0,0089 

0,1310 0,0130 
0,1266 0,0129 
0,1320 0,0120 

0,1758 0,0173 
0,1680 0,0172 
0,1731 0,0175 - 

Die fiir Tryptophm gefundenen Gehalte stimmen mit den be- 
rechneten Gehalten besser uberein als die Tyrosingehalte, welche 
durchschnittlich etwas zu hoch liegen. Diese Feststellung gilt sowohl 
fiir die Rlessungen am Aminosauregemisch wie auch am Albumin. 

In einer niichsten Mitteilung werden wir prufen, ob auch in Ge- 
mischen von Proteinen bekannter Zusammensetzung die Additivitat 
von Tyrosin- und Tryptophsngehalten zu Recht besteht ; nach -4b- 
klarung dieser Frage kann man eine Aussage uber die Zusammen- 
set'zung des spezifiseheri Prazipitat'es gewinnen. 

Die vorliegende Arbeit wurde in dankenswerter Wcise durch die Sandoz-Stiftung zur 
Fiirderung der medizinisch-biologischen Wissenschaften in Basel, sowie durch die Stiftung 
zur Forderung der wissenschaftlichen Arbeit der Universiliit Zurich unterstiitzt. 

Z u s a n~ m e n f a s s u n g . 
Die Prot,einkoniponenten einer serologischen Prazipitations-Reak- 

t,ion werden auf spelctrophot'ometrischem Wege charakterisiert. Mass- 
geblieh fur let'zteren sind die Gehalte an Tyrosin und Tryptophan. Es 
werden ferner die Bcstimmbarkeitsgrenze sowie die Reprodukt,ionsge- 
nauigkeit des spez. Prazipitatesgepruft ; es lassen sichin 3 cm3FlUssigkeit 
50 y des Prazipit'ates mit einer Fehlerbreite von -+ 2,6 yo bestimmen. 

Medizinische Universitiitsklinik, Zurich und 
Hygiene-Institut der TTniversit8at. 




