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SUMMARY

By labelling with 180 it was shown that the reaction of the ester 38-benzoyloxy-
cholestene-(1) (I*) in an unpolar solvent on alumina to give the alcohol 3u-hydroxy-
cholestene-(1) (II) occurs with alkyl-O-fission. The alcohol 38-hydroxy-cholestene-(1)
(IV*) corresponding to I* remained practically unchanged under these conditions.

The cster I* recovered from alumina had lost 8O (probably from the carbonyl
group), apparcntly without concurrent hydrolysis by acyl-O-fission.

The mechanisms of these changes arc discussed.

Organisch-chemische Anstalt der Universitit Bascl und
Pharmazcutisch-chemisches Laboratorium Sanpoz, Basel

236. Uber den Einfluss der Polyphosphate
auf die Loslichkeit einiger Plasmaproteine und die Moglichkeit der
Plasma-Fraktionierung mit Polyphosphat?)

von Hs. Nitschmann, E. Rickli und P. Kistler ?)
(27. V111 59)

Einleitung

Eine Reihe polyvalenter Sduren, darunter vor allem die Polyphosphorsiure
(frither Metaphosphorsidure genannt), sind seit langem fiir ihre starke eiwcissfillende
Wirkung bekannt. Diese Wirknng ist meist nur unspezifisch zur vollstindigen De-
proteinisicrung biologischer Fliissigkeiten herangezogen worden, im Falle der Poly-
phosphorsiure auch zu ihrer analytischen Unterscheidung von den niedermolekularen
Gliedern der Reihe (Ortho- und Pyrophosphorsidure). Untersuchungen iiber die
Moglichkeiten einer fraktionierten Fillung von Proteingemischen mit Hilfe solcher
mehrwertiger Anionen gibt c¢s aber nur wenige.

MorawkTz & Huchks?) haben dic fillende Wirkung von Methacrylsiure-I’olymerisaten und
Malcinsdureanhydrid-Copolymerisaten aul Rinder-Serumalbumin untersucht. Aus den Nieder-
schlagen isoliertes Serumalbumin liess keine Anzeichen ciner Denaturierung erkennen. Ungefihr
gleichzeitig haben WIELAND ef al.%) tiber Versuche zur Fraktionierung von Serum mit Polyacryl-
siuren berichtet. ISLIKER & STrAaUss) gelang die Tsolierung eines Antikérpers aus dem Komplex
mit seinem Antigen (PR 8-Influenza-Virus) mit Hille von Polymethacrylat.

Auch mit Polystyrolsulfonsdure lassen sich Proteine im sauren pH-Gebiet ausfillen. Das
verschiedenartige Verhalten von Scrumalbumin und y-Globulin bel Gegenwart dieses Fallungs-

1) Diese Arbeit wurde durch Mittel aus einem dem Schweizerischen Roten Kreuz von der
Iirma HorFMANN-LA RocHE, Basel, gewiihrten Forschungskredit unterstiitzt. — Ein Teil der hier
mitgcteilten Resultate wurde am IV. Internationalen Kongress fiir Biochemie, Wien 1958, vor-
getragen.

%) Einige orientierende Versuche zur I'rage der Plasmafraktionierung mit Polyphosphat
wurden vom erstgenannten Autor schon 1956 mit E. W. B6TTcHER durchgefiihrt.

3) H. Morawntz & W. L. HUGHES jr., J. physic. Chemistry 56, 64 (1952).

4) TH. WIELAND, H. GoLpmanN, W. KerN, H. E. Scuurtze & H. D. MatueEk A, Makromol.
Chem. 10, 136 (1953).

5 a) H. C. IsLixkr & P. H. Strauss, Federation Proc. 13, 236 (1954) ; b) iidem, Vox Sanguinis
4, 196 (1959).
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mittels ermoglichte IsL1kEr®) die Trennung dieser beiden Proteine, auch im Falle, wo sie einen
Antigen-Antikérper-Komplex bildeten.

Verschiedene Autoren?) haben die LKigenschaft der f,-Lipoglobuline, besonders schwerlos-
liche Komplexe mit gewissen Polysaccharid-Schwefclsiureestern zu bilden, zu deren Abscheidung
aus Serum herangezogen.

AsTRUP ef al.8) haben mit verschiedenen Anionen, unter anderem auch Polyphosphat, orien-
tierende Versuche zur fraktionierten Fillung von Seren ausgefiihrt. Eingehender haben sich
RANE & NrwHOUSER®) mit der Méglichkeit der Plasmafraktionierung befasst. IThre Publikation
beschriankt sich aber, ebenso wie ihr Patent, auf die Verwendung eines einzigen Phosphatcs,
ndmlich des cyclischen Tetrametaphosphates.

Die Wirkung der handelstiblichen linearen Polyphosphate auf die Lislichkeit von
Proteinen schien deshalb einer niheren Untersuchung wert. Die Plasmaproteine
wurden fiir die Versuche gewihlt, weil die Fraktionierung des humanen Blutplasmas
auch ein Problem von grosser praktischer Bedeutung ist, werden doch humane
Plasmafraktionen in der Medizin in stetig wachsendem Masse eingesetzt. Wir be-
richten im folgenden iiber Loslichkeitsstudien an einigen wichtigen Plasmaproteinen,
welche zeigen, dass diese Proteine bei missig sauren pH durch Polyphosphat ohne
Denaturierung gefillt werden und dass bei Wahl geeigneter Bedingungen auch weit-
gehende Trenneffekte errcicht werden koénnenl?). Uber die praktische Ausfithrung
eines Polyphosphat-Fraktionierverfahrens, das den Méglichkeiten Human-Blut ver-
arbeitender Laboratorien angepasst ist und den Forderungen, die an klinische Pri-
parate gestellt werden, entspricht, wird an anderer Stelle berichtet werden?).

I. Methodisches

Die vevwendeten Polyphosphate. Die meisten Versuche wurden mit ciner Polyphosphorsiure
ausgefiihrt, die von der Firma S1eGrrIED AG., Zofingen, Sehweciz, unter der Bezeichnung Acidum
metaphosphoricum purum glaciale'?) in den Handcl gebracht wird. Mit Hilfe der Endgruppen-
titration nach SamuELsoN1%) wurde fiir diescs Priparat cin mittlerer Polymerisationsgrad (DP)
von 15 bestimmt. Die papierchromatographische Untersuchung nach EBeL14) mit quantitativer
Phosphatbestimmung der ausgeschnittenen Flecke ergab, dass ca. 70%, des Materials aus héheren
Polymeren (DP > 10) besteht. Der Rest besteht aus Orthophosphat, Triphosphat und anderen
linearen Oligophosphaten. Sehr dhnlich zusammengesetzte Polyphosphorsiuren werden auch von
anderen Firmen in den Handel gebracht.

Zur Untersuchung des Einflusses des Polymerisationsgrades auf die Fallwirkung stellten wir
uns sclber ein hochmolekulares Na-Polyphosphat her, indem wir NaH,PO,, H,0 2 Std. auf ca.

%) H. C. IsLIKER, Helv. 40, 1628 (1957).

?) a) P. BERNFELD, V. M. Donanue & M. E. BErkowItz, J. biol. Chemistry 226, 51 (1957);
b) M. BursTEIN & J. SaMaILLE, J. Physiol. 49, 83 (1957); c) J. L. OncLEY, K. W. WaLTON &
D. G. CornwELL, J. Amer. chem. Soc. 79, 4666 (1957).

8) T. AsTrUP, A. BIRCH-ANDERSON & K. ScHILLING, Acta chem. scand. 8, 901 (1954).

%) a) L. RaNE & L. R. NEWHOUSER, US Armed Forces Med. J. 5, 368 (1954); b) iidem, US
Patent 2726235 (Dec. 6, 1955).

19) Die hier mitgeteilten Ergebnisse stellen einen Teil der Dissertation (Bern 1959) von
E. RickL1 dar: Uber die Fraktionierung von humanen Plasmaproteinen mit Polyphosphat.

1) Hs. NitscHMANN, E. RickrL1 & P. KISTLER, Vox Sanguinis (in Vorbereitung).

12) Was die Nomenklatur der kondensierten Phosphate anbelangt, so halten wir uns an die
Vorschlige von E. THiLo (siehe « Kondensierte Phosphate in Lebensmitteln», Symposion, Mainz
1957, Springer Verlag, p. 5). Danach wird die alte Bezeichnung Metaphosphat nur noch fiir die
cyclischen Phosphate verwendet, wihrend die linearen Kondensate Polyphosphate genannt
werden.

13) O. SAMUELSON, Svensk kemisk Tidskrift 56, 343 (1944).

1) J. P. EBEr, Bull. Soc. chim. France 10, 991 (1953).
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800° erhitzten und dann 15 Std. bei ca. 600° temperten. Dieses Priparat zeigte einen mitt-
leren Polymerisationsgrad von 100. Durch saure Hydrolyse in der Wirme wurden dann vier
Priparate mit folgenden mittleren DP erhalten: 100, 66, 47, 34. Die Prozentanteile der Molekiile
mit DP > 10 betrugen: 65, 65, 62, 58.

Praparate von Na-Triphosphat und Na-Trimetaphosphat wurden uns freundlicherweise
durch Dr. H. MATTENHEIMER, Physiologisch-Chemisches Institut der Freien Universitit Berlin,
zur Verfiigung gestellt. Das ersterc crwies sich papierchromatographisch als rein, wihrend das
letztere durch etwas Polyphosphat verunreinigt war. Die Reinigung gelang durch Ausfillen des
Polyphosphates mit Ba-- und Austausch dcs iiberschiissigen Ba'* gegen Na- mit Amberlite JR-120.
Ein Priparat von reinem Na-Tetrametaphosphat stellten wir uns nach BeLr!®) aus Phosphor-
pentoxyd her.

Verwendele Proleine. Alle Proteine waren humanen Ursprungs; Serumalbumin und y-Globulin
waren nach NITsCHMANN, KistLER & LERGIER'®) im Zentrallaboratorium des Blutspende-
dienstes des Schweiz. Roten Kreuzes hergestellt worden. Das Albumin war papierelektrophore-
tisch praktisch rein, wihrend das y-Globulin nur ctwa 94-proz. war. Die Beglcitproteine wurden
nach Horejst & SMETANA'?) mit Rivanol (2-Athoxy-6,9-diaminoacridinlactat) gefillt. Aus dem
mit Aktivkohle von Rivanol befreiten Filtrat wurde das y-Globulin mit 25%, Alkohol gefillt.
Das Priparat ergab nun in der Papierelektrophorese nur noch eine Bande.

Fibrinogen wurde nach BLomBAck & BLoMBACK!8) gewonnen. Das Priparat war zu 979, mit
Thrombin gerinnbar.

Das f,-Globulin (metallbindendes Globulin, Siderophilin) war ein reines, nach INMAN1%) her-
gestelltes, Fe-[reies Praparat, das uns freundlicherweise von Dr. R. B. PENNELL, Protein Founda-
tion Laboratory, Jamaica Plain, Mass., USA, iiberlassen wurde.

Das verwendete Plasma war wie iiblich mit Citrat und Glucose stabilisiert. Es wurde vom
Zcntrallaboratorium des Blutspendedienstes des Schweizerischen Roten Krcuzes zur Verfiijgung
gestellt, Mit Komplexon stabilisiertes Plasma verhielt sich gleich.

Ausfithrung dev ILoslichkeitsbestimmungen. Die Loslichkeit der Proteine in Gegenwart von
Polyphosphat wurde in Reihenversuchen bestimmt, wobei in den Ansitzen einer Reihe nur eine
bestimmte Bedingung, z. B. das pH, systematisch variiert wurde. Die Mischungen wurden in
Zentrifugenglasern hergestellt durch rasches Vermischen der abgemcssenen Proteinlésung und
ciner Mischung, enthaltend das erforderliche Volumen eincr 10-proz. Losung von Polyphosphor-
sdurc undfoder Na-Polyphosphat, eine berechnete Mcnge NaCl-Losung zum Einstellen der ge-
wiinschten Tonenstidrke und das ndtige Volumen H,O zum Auffiillen auf ein konstantes End-
volumen (gewdhnlich 6,2 ml). Die verschlossenen Zentrifugengldser wurden schrig auf einer Roll-
maschine montiert und zur Gleichgewichtscinstellung iiber Nacht in einem thermokonstanten
Raum langsam gerollt. Die Glaser wurden dann bei der gleichen Temperatur zentrifugiert, bis
das Uberstehende klar abgegossen werden konnte. In der Lésung wurde nun das pH gemessen
und der N-Gehalt nach KJELDAHL bestimmt. Gesamt-Phosphor-Bestimmungen in den Frak-
tionen wurden nach BERENBLUM & CHAIN??) ausgefiihrt.

II. Ergebnisse

1. Beeinflussung der Loslichkeit des Albumins durch Polyphosphat. — a) Einfluss
von pH wund Ionenstirke. Aus den drei Kurven der Fig. 1 ldsst sich ersehen, dass
die Loslichkeit des Albumins in Gegenwart von iiberschiissigem Polyphosphat mitt-
leren Polymerisationsgrades eine sehr ausgeprigte pH-Abhingigkeit zeigt. Beim
Senken des pH sinkt unterhalb pH 5,5 plotzlich in einem engen pH-Intervall von

15

) R. N. BELL, Ind. Eng. Chemistry 44, 568 (1952).
16y Hs. NitscHMANN, P. KisTLER & W. LERGIER, Helv. 37, 866 (1954).
17) J. Horejsi & R. SMETANA, Acta med. scand. 155, 65 (1956).
} B. BLomBAck & M. BLoMBACK, Arkiv fér Kemi 10, 415 (1957).
1%y J. K. Inman, 10th Conf. on Plasma Proteins and Cellular Elements of the Blood, 1956
(Protein Foundation, Cambridge, Mass.).
20) 7. BERENBLUM & E. CHaIN, Biochem. J. 32, 286, 295 (1938).

18
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ca. 0,7 Einheiten die Loslichkeit auf praktisch Null. Steigende Ionenstiirke verschiebt
das Fallungs-pH-Intervall nach etwas tieferen Werten, d. h. im kritischen Gebiet wird
die Loslichkeit des Albumin-Polyphosphat-Komplexes durch Salz erhoht. Ein Wie-
der-in-Losung-Gehen des Albumins bei weiterem Senken des pH (bis 2) wird bei
dieser Menge Polyphosphat nicht beobachtet.
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Fig. 1. Loslichkeit des Serusmalbumins in Gegenwart von Polyphosphat (DP = 15) in Abhdngigkeil
vom pH fiir drei Tonenstdrken (O : 0,033; x :0,100; A: 0,200)
Proteinkonzentration: 18 mg/ml; (HPQO,),-Konzentration: 7,2 mg/ml; Temperatur: 20°
Ordinate (auch in allen folgenden Figuren): mg Protein gelést pro ml

b) Einfluss der Temperatur. Die pH-Abhidngigkeitskurve der Loslichkeit des
Albumins bei Ionenstirke 0,2 wurde genau unter den Bedingungen der vorher-
gehenden Versuchsreihe (Fig. 1) nochmals aufgenommen, und zwar einmal bei 20°
und einmal bei 0°. Signifikante Unterschiede wurden nicht gefunden, so dass der
Temperatureinfluss in diesem Intervall praktisch vernachlissigt werden kann.

c) Einfluss der Menge des Fillungsmittels. Der Abfall aller 4 Kurven der Fig.2 be-
ginnt ungefihr bei pH 4,6. Die Steilheit des Abfalles mit dem pH ist um so grosser, je
grosser die Polyphosphatkonzentration. Unterschreitet die Polyphosphatkonzentration
2 mg/ml (bei einer Albuminkonzentration von 18 mg), so wird das Albumin nicht
mehr vollstindig ausgefillt und die Loslichkeit steigt bei weiterer pH-Senkung sogar
wieder an. Das Loslichkeitsminimum zeigt um so héhere Werte und liegt bei um so
hoherem pH, je geringer die Polyphosphatkonzentration ist. Die pH der Minima
diirften den isoelektrischen Punkten der Albumin-Polyphosphat-Komplexe entspre-
chen, deren Existenz aus noch zu beschreibenden Versuchen evident geworden ist.

d) Einfluss des Polymerisationsgrades des Polyphosphates auf sein Fdallungs-
vermigen. In Fig. 3 sind die Loslichkeits-Kurven des Albumins mit 5 verschieden
hochpolymeren Polyphosphaten bei sonst identischen Bedingungen wiedergegeben.
Es wurde absichtlich eine zur vollstindigen Fallungungeniigende Menge Polyphosphat
zugesetzt in der Meinung, dass dabei allfillige Unterschiede im Fillungsvermogen
deutlicher hervortreten wiirden. Die Kurven und insbesondere die Loslichkeitsminima
liegen so nahe beieinander, dass von einem signifikanten Unterschied nicht gesprochen
werden kann, besonders wenn man bedenkt, dass die Zusitze so dosiert worden sind,
dass iiberall gleichviel Polyphosphat von einem DP tiber 10 vorhanden war. Die nicht
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mitgerechneten niedermolekularen Anteile diirften bei der Fallung aber doch auch
noch etwas mitgewirkt haben. Der Durchschnittspolymerisationsgrad des Poly-
phosphates ist also zwischen 15 und 100 praktisch ohne Einfluss auf das Fallungs-
vermogen. Diese hicr fiir das Serumalbumin gemachte Feststellung diirfte allge-
meinere Giiltigkeit haben, hat doch IsLIKER®) fiir das System y-Globulin/Polystyrol-

2 -4

15 NI

“‘ :
RIS
A \’E 1

1o

LM

1 2 5 4 5 6
Fig. 2. Léslichkeit des Sevumalbumins in Abhdngigkeit vom pH bei vevschiedenen Konzentrationen
(angegeben in mg (HPO,),/ml) an Polyphosphat (DP = 15)

0:6,5; x:3,2; A:1,6;[:1,1; +:0,08
Proteinkonzentration: 18 mg/ml. Tonenstirke: 0,2, Temp. 20°

pH

sulfonat genau dieselben Verhiltnisse gefunden. Die Fallwirkung hidngt also nicht
von der Grosse der Polyphosphat-Anionen, sondern nur von der Anzahl der total
zugesetzten Siure-Aquivalente ab. Erst wenn man zu den niederen Oligophosphaten
iibergeht, treten strukturell bedingte Unterschicde zutage.
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I°ig. 3. Loslichkeit des Sevumalbumins in Abhdngigkeit vom pH in Gegenwart von Polyphosphat

verschiedenen Polymevisationsgrvades
Protein: 18 mg/ml. Polyphosphat (Anteil mit DP > 10): 0,75 mg/ml. Ionenstarke: 0,2, Temp. 20°.
DP des Polyphosphates: (O: 100; x : 66; +:46; A:33; [J:15
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¢) Einfluss der Konstitution auf das Fallungsvermdgen bei niederen Oligophosphaten.
In Fig. 4 sind die Albumin-Loslichkeitskurven fiir drei reine Oligophosphate ein-
gezeichnet, zusammen mit der schon in Fig. 2 gegebenen Kurve fiir Polyphosphat
vom DP = 15. Die iibrigen Bedingungen sind gleich oder mindestens vergleichbar.
Die Phosphatmenge ist so dosiert, dass sie beim Polyphosphat fiir eine quantitative
Ausfillung des Albumins ausreicht. Gleichviel des cyclischen Tetrametaphosphates
crmoglicht ebenfalls noch eine vollstindige Ausfdllung, doch erfolgt der Loslichkeits-
abfall bei einem etwas ticferen pH und ist auch weniger steil als bei Polyphosphat.
Bei den beiden Triphosphaten ist eine weitere Differenzierung in der Wirkung zu
finden. Der Loslichkeitsabfall setzt bei beiden bei einem noch etwas tieferen pH
(~4,0) ein. Mit Triphosphat geht die Loslichkeitskurve durch ein Minimum, das bei
pH ca. 3 liegt, wihrend mit dem cyclischen Trimetaphosphat die Albuminlgslichkeit
zwar nicht wie mit Polyphosphat auf Null abfillt, aber mit sinkendem pH auch nicht
wicder ansteigt. Hier handelt es sich sicher um einen strukturbedingten Unterschied,
denn im Versuch mit Trimetaphosphat sind sogar weniger Sduredquivalente zugefiigt
worden als in dem mit Triphosphat (nur 5,2 mg/ml statt 6,5). Ausserdem ist die
cyclische Molekel 3-basisch, die offene aber 5-basisch.
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I'ig. 4. Loslichkeit des Serumalbumins in Abhdngigkeit des pH in Gegenwar! verschiedener
kondensierlier Phosphale
(O : Triphosphat, A: Trimetaphosphat, X : Tetrametaphosphat, + : Polyphosphat (DP = 15).
Proteinkonzentration: 18 mg/ml. Phosphatkonzentration: 6,5 mg/ml (nur bei Trimetaphosphat:
5,2 mg/ml). Ionenstirke 0,2. Temp. 20°

pH

2. Beeinflussung der Loslichkeit des y-Globulins durch Polyphosphat. — a) Einfluss
von pH und Ionenstdrke. Fig. 5 zeigt, dass sich das y-Globulin in Gegenwart von
iiberschiissigem Fillungsmittel sehr dhnlich wie das Albumin verhilt. Bei pH-
Senkung wird auch hier plétzlich ein rapider Loslichkeitsabfall beobachtet. In einem
Intervall von 0,6-0,7 pH-Einheiten fillt die Loslichkeit auf praktisch Null ab. Der
I6slichkeitserhhende Einfluss der Ionenstirke ist in gleicher Weise vorhanden, ist
aber im Fillungsintervall bedeutend stirker als beim Albumin. Das wirkt sich so aus,
dass bei Ionenstirke 0,04 das y-Globulin bei einem hoheren pH ausfillt als das Albu-
min, wihrend es bei Ionenstirke 0,2 umgekehrt ist.
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b) Einfluss der Temperatur. Senkung der Temperatur von 20° auf 0° hat auch
beim y-Globulin nur sehr geringen Einfluss auf den Kurvenverlauf; die Form bleibt
gleich, der Kurvenabfall liegt bei einem nur ca. 0,1 Einheiten hoheren pH.
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Fig. 5. Ldslichkeit von y-Globulin in Gegenwart von Polyphosphat (DP = 15) in Abhdngigheit vom
pH fiir drei Tonenstirken (O:0,04; X : 0,1; A:0,2)
Proteinkonzentration: 7,5 mg/ml. Polyphosphatkonzentration: 6,5 mg/ml. Temp.: 20°

pH

c) Einfluss der Menge des Fillungsmittels. Die Kurvenschar der Fig. 6 gibt ein
wesentlich anderes Bild als die entsprechende fiir Albumin in Fig. 2. Auch bei
Polyphosphatunterschuss zeigen die Loslichkeitskurven kein Minimum. Der Abfall
der Kurve wird mit sinkender Polyphosphatmenge nur weniger steil und verschiebt
sich nach tieferen pH. Die Verhiltnisse sind auch anders als bei der Verwendung von
Polystyrolsulfonat als Fillungsmittel, fiir welches IsLIkER®) gefunden hat, dass sein
Komplex mit y-Globulin bei pH unter 3 wicder sehr leicht 16slich ist.
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Fig. 6. Loslichkeit des y-Globulins in Abhdngigkeit vom pH bei verschiedenenm Konzentralionen
(angegeben in mg (HPOy), /ml) an Polyphosphat (DP = 15)
0:6,5; A:3,2;[1:0,5; x:0,4; +:0.3
Proteinkonzentration: 7,5 mg/ml. Ionenstiarke: 0,2. Temp. 20°

pH
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3. Beeinflussung der Lislichkeit des Fibrinogens durch Polyphosphat. Uber die Ver-
hiltnisse beim Fibrinogen gibt Fig. 7 Aufschluss. Fibrinogen lisst sich auch durch
blosses Ansduern praktisch quantitativ ausfillen, wenn bei Ionenstirke 0,2 das pH
auf 4,75 oder darunter gesenkt wird. Bei Gegenwart von Polyphosphat erfolgt die
Fillung je nach zugesetzter Menge schon bei pH zwischen 5,5 und 5,0. Dass die Ver-
hiltnisse nicht einfach sind, zeigt die Tatsache, dass sich die Kurven fiir 0,1 mg
(HPOg),, und fiir 6,5 mg schneiden. Die Niederschldge gehen bei weiterer pH-Senkung
nicht wieder in Losung.
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Fig. 7. Loslichkeit des Fibrinogens in Abhingigkeit vom pH bei verschiedenen Konzentrationen
(angegeben in mg (HPO,), [ml) von Polyphosphat (DP = 15):
0:6,5; x:04; A:02; +:0,1;[]:0
Proteinkonzentration: 7,5 mg/ml. Ionenstiarke: 0,2. Temp. 20°

pH

4. Fraktionierungsversuche an Albumin-y-Globulin-Mischungen. Bei Betrachtung
der Fig. 8 zeigt sich, dass die Steilstufen des Lgslichkeitsabfalles von Albumin,
y-Globulin und Fibrinogen auf der pH-Skala weit genug gegeneinander verschoben
sind, um durch richtige pH-Wahl die Auftrennung einer Mischung dieser Proteine
zu ermoglichen. Das f§;-Globulin vom Albumin zu trennen, scheint dagegen un-
moglich. Um abzukliren, ob die Trennung der besonders wichtigen Plasmakompo-
nenten Albumin und y-Globulin nicht durch gegenseitige Wechselwirkungen behin-
dert wird, haben wir zunidchst bei 4 pH zwischen 4,46 und 4,13 Fraktionicrungs-
versuche an einer Mischung der beiden reinen Proteine vorgenommen, deren Kon-
zentrationsverhiltnis ungefihr demjenigen im Plasma entsprach (Alb.: y-Globulin
=4:1) (s. Tab. 1).

Je 5 ml der 5-proz. Proteinmischung wurden bei 20° mit 0,4 ml 10-proz. Polyphosphorsiurc
(DP = 15) versetzt. Sofortige Einstellung des gewiinschten pH. Ionenstirke: 0,2. Nach Aquili-
brierung iiber Nacht wurde zentrifugiert und im Ubcrstehenden der N-Gehalt bestimmt. Zur
papierelektrophoretischen Analyse wurden die Niederschlige nicht ausgewaschen. Auswertung
der Elektropherogramme mit der Elutionsmethode.

Die beiden Proteine beeinflussen sich in ihrer Fillbarkeit nicht merklich. Bei
PH > 4,27 findet sich nur Albumin im Niederschlag; der geringe y-Globulingehalt
der Niederschldge ist, wie wir uns iiberzeugt haben, auf die nicht entfernte Mutter-
lauge zuriickzufithren. Bei pH 4,13 wird bereits etwas y-Globulin mitgefillt, aber
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dafiir findet sich das Albumin quantitativ im Niederschlag. Das pH fiir einen opti-
malen Trenncffekt liegt also, wie zu erwarten war, um 4,2 herum. Es muss sehr genau
eingestellt werden, denn schon einige Hundertstel Einheiten beeinflussen das Er-
gebnis merklich.
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Fig. 8. Loslichkeit von Albumin (1), y-Globulin (2), metallbindendem B,-Globulin (3) und
Fibrinogen (4) in Abhdngigkeit vom pH bei Gegenwart von 0,5 mg|mi. Polyphosphat (DP = 13)
Ionenstirke: 0,2. Temperatur: 20°

Tabelle 1. Fraktionierung eines Albumin-y-Globulin-Gemisches
mit Polyphosphat bei verschiedenen pH

; Uberstehendes
4 : Protein Niederschlag enthilt «
Falll:;l;gh_ total gefallt enthélt mg (%)
A
7 mg Alb. | mgy-Glob. | mgAlb. | mg y-Glob.
4,46 25 62 4 144 (78) 41 ( 22)
4,38 54 129 5 71 (61) 45 ( 39)
4,27 73 179 9 25 (38) 42 ( 62)
4,13 86 199 17 0 (0) 34 (100)

5. Fraktionierungsversuche an Plasma. Aus den bisher mitgeteilten Resultaten
geht hervor, dass durch schrittweises Senken des pH in einem geniigend Polyphos-
phat-Ionen enthaltenden Plasma cine Zerlegung in Fraktionen von sehr unter-
schiedlicher Zusammensetzung moglich ist. Die Reihenfolge, in der die Proteine aus-
fallen, ist — wic fiir Albumin und y-Globulin gezeigt wurde — abhédngig von der Ionen-
stirke. Im wie liblich gewonnenen Citratplasma betrigt letztere ca. 0,15 bis 0,2,
so dass — falls nicht stark verdiinnt wird — das Albumin vor dem ¢-Globulin ausfallen
muss.

Folgendes einfaches Fraktionierschema zeigt, wie das Plasma in drei Fraktionen
zcrlegt werden kann, von dencn jede eines der drei klinisch besonders wichtigen
Proteine: Fibrinogen, Albumin, y-Globulin, in optimaler Ausbeute enthilt. Die
iibrigen Globuline verteilen sich auf die drei Fraktionen. Die weitere Aufteilung
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zwecks Reinigung der Hauptkomponenten haben wir in diesem Schema nur fiir die
y-Globulinfraktion einbezogen. Grundsitzlich koénnen fiir die Unterfraktionierung
beliebige Methoden herangezogen werden. Fiir das y-Globulin bevorzugen wir die
Fillung durch Zusatz von 259, Athanol bei pH 7 und — 7°, ein Schritt, der dem
bekannten Conn’schen Plasmafraktionierungsverfahren (Methoden 6 und 9) ent-
nommen ist. Das y-Globulin lisst sich auch durch einen nochmaligen Zusatz von
0,49, Polyphosphorsiure und Senkung des pH auf 3,2 ausfillen, doch ist das so ge-
wonnene Priparat weniger rein als das mit Alkohol gefillte.

Plasmafraktionievung mit Polyphosphat
Citrat-Plasma

0,49, Polyphosphorsiaure
pH > 5,3. Temp. 0-20°

Niederschlg.g : Uberstehendes
Fibrinogenfraktion Polyphosphorsidure > 0,89,
pH—> 4,25
N iedgrschlag : Uberstehendes:
Albuminfraktion y-Globulinfraktion.

Austausch der Polyphosphationen
gegen C1- bei pH 7; 259, Athanol;
—7°.

1 |
y-Globulin Uberstehendes:
Globuline (bes. ;)

Die mit Polyphosphat ausgefillten Fraktionen enthalten betrichtliche Mengen
dieses Anions. Auch das Uberstehende von der Albuminfillung enthilt noch viel
Polyphosphat, von dem ein Teil in den mit Alkoliol erzeugten y-Globulin-Nieder-
schlag eingehen wiirde. Will man die Fraktionen vom Fillungsmittel Polyphosphat
befreien — fiir Priparate zur klinischen Verwendung ist das absolut notwendig — so
bedient man sich am besten gecigneter Ionenaustauscher. Wegen der Grisse der
auszutauschenden Anionen miissen die Austauscher geniigend weitmaschig sein, um
das Eindiffundieren der grossen Ionen in die Korner zu erméglichen. Nach unsern
Erfahrungen eignet sich Duolite A-1022!) besonders gut ??). Der Austausch des Poly-
phosphates z. B. gegen Chlorid gelingt mit diesem Harz unter Ausniitzung seiner
vollen Bindungskapazitit und ohne wesentlichen Proteinverlust.

Uber die Zusammensetzung der drei nach dem erwihnten Schema erhaltenen
Fraktionen gibt Tabelle 2 Auskunft. Die Zahlen basieren auf Tiserius-Elektro-
phorese-Diagrammen und betreffen einen Versuch mit 200 g Plasmaprotein.

Zusitzliche Daten itber die Zusammensetzung der Fraktionen haben Mikro-
Immunoelektrophoresen nach SCHEIDEGGER?) ergeben?). Im Rohalbumin lassen

2) Produkt der CHEMICAL Process CompaNY, Redwood City, Cal., USA.

2%) Auf die technischen Details der Polysphosphateliminierung mit Hilfe von Ionenaustau-
schern wird in der in Vorbereitung befindlichen Publikation!) eingegangen.

23) J. J. SCHEIDEGGER, Intern. Arch. Allergy appl. Immunol. 7, 103 (1955).

%) Die Ausfilbrung der Immunoelektrophoresen verdanken wir Herrn Dr. R. BUTLER,
Zentrallaboratorium des Blutspendedienstes des Schweizerischen Roten Kreuzes in Bern.
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sich noch a,-, «,-, metallbindendes #,-Globulin und y-Globulin erkennen; im alkohol-
gefillten y-Globulin, die Globuline a,, oy, f2a und Byy; im Roh-y-Globulin noch
metallbindendes 8,-Globulin.

Tabelle 2. Zusammensetzung dev Fraktionen aus 200 g Plasmaprotein

Relative
Fraktion Proteinart Abwh_lte Menge Verteilung Al,mbeUte
ing in o in %
/0
Plasma Albumin 110 55
o,-Glob. 12 6
oy-Glob. 18 9
. 200
f-Glob. 30 15
y-Glob. 22 11
Fibrinogen 10 5
Fibrinogen Albumin 22
(roh) Globuline
(oty, g, B) 34
Fibrinogen 44 ca. 100
Albumin Albumin 113 70 ca. 100
roh -Glob. 26 l 1
(roh) a-Glob 162 6
B-Glob. 15 ‘ 9
y-Glob. 6 4
»-Globulin a,-Glob. 1,4 1 176 8
(mit Alkohol | y-Glob. 162 "7 92 74
gefillt)

6. Untersuchungen an den Fraktionen. Bei der Anwendung eines neuen Fallungs-
mittels fiir Proteine stellt sich stets die Frage, ob es die native Struktur und die
spezifischen Eigenschaften der Proteine unverdndert ldsst.

a) Die Fibrinogenfraktion, bereitet aus frischem Plasma, ist ohne besondere
Schwierigkeiten und restlos loslich, wenn das Lésen in Citratpuffer bei pH 7 sofort
nach der Fillung vorgenommen wird. Vom gesamten Protein dieser Fraktion (nicht
ausgewaschen) sind 40-509, mit Thrombin gerinnbar?3). Das ist der Prozentsatz,
der auch fiir die Fraktion I der ConN’schen Methode gefunden wird. Lingeres Liegen-
lassen des TFibrinogen-Polyphosphat-Niederschlages bei pH 5,3 beeintrichtigt die
Ausbeute an 16slichem und gerinnbarem Fibrinogen. Dabei handelt es sich aber nicht
um eine schiidigende Wirkung des Polyphosphates, denn die Fibrinogenverluste beim
Lagern von Niederschlagen erzeugt bei pH 5,3, aber ohne Polyphosphat, sind so-
gar noch grosscr.

Fibrinogen, gewonnen aus Trockenplasmakonserven, ist nur unvollsténdig 16slich
und stark durch denaturicrte Lipoproteine verunreinigt, doch liegt das nicht an der
Fraktioniermethode, sondern am Ausgangsmaterial.

25y Die GGerinnungszeiten von Fibrinogenlésungen mit Thrombin werden durch die Anwesen-
heit von Polyphosphat wesentlich verlingert. Der Effekt wird durch Zusatz von Calcium, das
mit dem Polyphosphat losliche Komplexe bildet, aufgehoben.
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b) Da bekannt ist, dass das Serumalbumin gegen starker saure pH empfindlich
ist %), haben wir seiner Priifung besondere Aufmerksamkeit geschenkt.

Die mit Polyphosphat gefillte Albuminfraktion wurde bei pH 7 in Lésung gebracht und mit
Duolite A-102 (Cl-beladen) vom Polyphosphat befreit. Im Sedimentationsdiagramm dieses Pripa-
rates erschien dic Albuminspitze mit ihrer normalen Sedimentationskonstante (S,, = 4,15-10713).
Das elektrophoretische und immunoelektrophoretische Verhalten lisst cbenfalls nichts abnormes
crkennen. i

Empfindliche Teste fiir Denaturierung sind die Messung der spezifischen Drehung des polari-
sierten Lichtes und der Abbaugeschwindigkeit durch proteolytische Fermente.

Eine 2-proz. Losung von reinem, mit der Alkohol-Fraktionierungsmethode gewonnenen
Albumin wurde bei pH 7 mit 0,49, Polyphosphat versetzt. Dicsc Losung ergab ein [a]& von
—56,0°. Das pH wurde dann fiir 2 Std. auf 4,25 gesenkt. Nach Riickncutralisation auf pH 7
wurde [a]}) zu — 55,3° bestimmt. Derselbe Versuch, aber mit pH-Senkung auf 3,5 crgab cbenfalls
—55,3°. Die kleinen Differenzen von ca. 19/ liegen innerhalb der Fchlergrenze. Sogar bei pH 3,5
erleidet also Serumalbumin in Gegenwart von Polyphosphat innerhalb 2 Std. keine Verdndcrung,
die durch die optische Drehung erfassbar wire.

Die proteolytische Abbaugeschwindigkeit durch Chymotrypsin bei pH 8 und 37° wurde durch
titrimetrische Erfassung der freigesetzten Protonen nach WaLey & WatsoN?) und nach LaBey-
RIE®) gemessen. Es wurden zwei Albumin-Priparate verglichen, die aus dem gleichen Plasma
stammten. Beide waren nach NiTscEMANN, KI1sTLER & LERGIER!®) hergestellt worden, das cine
direkt aus dem Plasma, das andere aus dem mit Polyphosphat gefillten und dann dem Ioncn-
austausch unterworfenen Rohalbumin. Dic Abbaugeschwindigkeit war bei beiden Priparaten
innerhalb der Fehlergrenze gleich29).

Nach diesen Ergebnissen darf angenommen werden, dass das Polyphosphat-
verfahren ein vollstindig natives Albumin liefert.

¢) Das nach dem Schema der Fig. 9 mit Alkohol gefillte y-Globulin verhielt
sich in der Ultrazentrifuge normal, indem 96%; mit S, ca. 7-107'% und 4%, mit
Sy ca. 17-10-13 sedimcentierten. Umfassende Bestimmungen von Antikérpertitern,
auf die es beim y-Globulin natiirlich besonders ankommt, stehen noch aus. Es ist
aber bekannt, dass die Antikérper auch gegen recht saure pH (bis 3) resistent sind 39).
Isoagglutinin-Titerbestimmungen an einem Polyphosphat-y-Globulin haben denn
auch Werte ergeben, die durchaus im gewohnten Rahmen liegen. Man darf also an-
nehmen, dass auch das p-Globulin in unserem Verfahren im nativen Zustand anfillt.

III. Diskussion

Wihrend Polyphosphat-Anionen die Lgslichkeit von Proteinen bei pH, die in der
Nihe des isoelektrischen Punktes dieser Proteine oder dariiber licgen, nicht wesent-
lich beeintrichtigen, bewirken sie eine sehr starke Verminderung der Loslichkeit im
sauren Gebiet. Bei Uberschuss von Polyphosphat finden sich dic Plasmaproteine

“unterhalb pH 3 praktisch vollstindig im Niederschlag, ausgenommen viclleicht
gewisse saure Glykoproteine. Das pH-Ubergangsgebict (Fillungsintervall) umfasst
meist weniger als cine pH-Einheit. Die pH, die zur vollstindigen Ausfdllung erforder-
lich sind, sind fiir die Plasmaproteine mehr oder weniger voneinander verschicden.
Die Reihenfolge, in der die Proteine beim Senken des pH ausfallen, entspricht nicht

2%8) K. Aok1 & J. P. FosTER. J. Amer. chem. Soc. 78, 3538 (1956).

%) S. G. WALEY & ]. Wartson, Biochem. J. 55, 328 (1953).

%) F. LABEYRIE, Bull. Soc. Chim. biol. 38, 1271 (1956).

) Fiir Einzelheiten wird auf die Dissertation von E. RickL1!?) verwiesen.

30y Ihre Funktionen {Antikorper-Titer) konnen sie sogar nach partiellem proteolytischem
Abbau beibehalten.
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einfach ihren isoelektrischen Punkten; sie ist noch von anderen Faktoren, besonders
von der Ionenstirke abhingig. Man wiirde erwarten, dass aus einer Polyphosphat-
haltigen Mischung von Albumin und y-Globulin bei sinkendem pH zuerst das ba-
sischere der beiden Proteine, nimlich das y-Globulin, ausfillt, da es vor dem Albumin
in den kationischen Zustand iibergeht. Diese Erwartung wird aber nur bei sehr
kleiner Ionenstirke erfiillt. Liegt die Ionenstirke in der Nihe derjenigen des Plasmas,
so kehrt sich die Reihenfolge um: Albumin fillt vor dem y-Globulin aus. Eine be-
grindete Erklirung kann fiir diese Erscheinungen vorerst nicht gegeben werden.

Die Protcine unterscheiden sich voneinander auch noch dadurch, dass ihre Los-
lichkeit in Gegenwart von wenig Polyphosphat bei noch weiterem Senken des pH
wieder ansteigt (Albumin) oder auch nicht (y-Globulin).

Die Tatsache, dass die fillende Wirkung des Polyphosphates nur im sauren Gebiet
in Erscheinung tritt, lisst schliessen, dass es sich dabei um Wechselwirkungen zwi-
schen den durch Protonenaufnahme positiv geladenen basischen Gruppen des Proteins
und den negativen Polyphosphat-Ionen handelt. Die Grésse und damit dic Zahl der
Ladungen der fillenden Anionen haben auf diec Wirkung an sich keinen Einfluss, es
kommt nur auf die Zahl der zugesetzten Aquivalente an. Das gilt allerdings nur,
solange der Polymerisationsgrad der Polyphosphat-Ionen nicht zu klein ist. Zwischen
den niederen offenkettigen und cyclischen Oligophosphaten bestehen spezifische
Unterschiede in der Léslichkeitsbeeinflussung der Proteine. Sie sind weniger wirksam
als die Polyphosphate. Orthophosphat wirkt nicht fillend.

Ob schon in Losung, d. h. iiber dem Fillungs-pH, Komplexe zwischen den Pro-
teinmolekeln und den Polyphosphat-Anionen existiercn, haben wir nicht untersucht.
In den Proteinfidllungen aber finden sich stets betrichtliche Mengen Polyphosphat
gebunden. Die gebundene Menge ldsst sich ermitteln aus dem gesamten Phosphat-
gehalt des feuchten Niederschlages, scinem Gcehalt an Mutterlauge und dem Phos-
phatgehalt der Mutterlauge. Eine solchc Analyse hat fiir den Roh-Albumin-Nieder-
schlag (erhalten unter den im Schema angegebenen Bedingungen) folgendes ergeben:
1 g Albumin (roh, trocken) bindet 0,067 g (HPO,), vom DP = 15, das heisst 1 Mol
Albumin (MG — 65000) mit seinen 93 basischen Gruppen bindet 65 Polyphosphor-
sdureiquivalente. Unter Vernachldssigung der Tatsache, dass das Albumin nicht
rein war, stellt man also fest, dass im Niederschlag ca. %/, der kationischen Gruppen
des Proteins durch Polyphosphat abgesittigt sind.

Trotzdem die eiweissfillende Wirkung eine allgemeine Eigenschaft polyvalenter
Siuren zu sein scheint, findet man doch grosse Unterschiede zwischen ihnen, wenn
man den Einfluss auf die Loslichkeit der Proteine genauer untersucht. Polystyrol-
sulfonat beispielsweise fillt y-Globulin auch bei physiologischer Ionenstirke bei
einem héheren pH als es Albumin fillt, womit es im Gegensatz zu Polyphosphat steht.

Die mit Polyphosphat erzeugten Niederschlige sind bei hoherem pH (6 bis 8)
wieder 16slich und dic Protcine erwicsen sich in diesen Losungen - soweit bisher
untersucht — als nativ. Auch lingeres Liegenlassen der Niederschlige beeintrichtigt
die Loslichkeit nicht3!). Hierin scheint die Polyphosphorsiure organischen poly-
valenten Siurcn iiberlegen zu sein. Jedenfalls hat IsLIKERS) festgestellt, dass mit

31) Kine Ausnahme macht der Fibrinogenniederschlag. Es ist aber bekannt, dass alle direkt
aus Plasma gewonnenen Fibrinogenniederschlige beim Lagern eine Einbusse an ldslichem
I'ibrinogen erleiden.
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Polymethacryl- oder Polystyrolsulfonsiure gewonnene Albumin-Niederschlige rasch
altern, so dass nicht mehr alles Protein in Lésung gebracht werden kann. Beim
Polyphosphat wirkt sich wahrscheinlich das voéllige Fehlen organischer Reste, die
mit den an der Oberfliche der Protcinmolekel liecgenden Kohlenwasserstoffresten
der Aminosiduren in Wechselwirkung treten konnen, giinstig aus. Die Krifte, die
zwischen den Polyphosphatanionen und den positiv geladenen Proteinmolekeln
wirken, sind somit wohl rein elektrostatischer Natur, wihrend bei den organischen
Polysduren noch VaN DER WaaLs-Krifte zwischen den hydrophoben Gruppen der
beiden Komponenten dazukommen. Eine denaturierende Wirkung der Polyphosphat-
Ionen ist schon deshalb nicht zu befiirchten.

In den polyphosphathaltigen Proteinlosungen scheint ein sich rasch einstellendes,
pH-abhingiges Dissoziationsgleichgewicht vorhanden zu sein, das es ohne weiteres
erméglicht, die Polyphosphat-Ionen mit geeigneten Ionenaustauschern durch andere
Anionen, z. B. Cl, zu ersetzen.

Alle diese Umstédnde lassen die Polyphosphorsdure als ein Reagens erscheinen,
das sich in vielen Fillen zur fraktionierten Fillung von Proteingemischen mit Vorteil
wird einsetzen lassen.

SUMMARY

The influence of polyphosphate on the solubility of the more important human
plasma proteins, namely albumin, yp-globulin, fibrinogen and metal binding f;-
globulin, is studied. Besides the polyphosphate concentration the two main factors
which determine the solubilities are the ionic strength and the pH, especially the
latter. The influence of the temperature is relatively small between 0 and 20° C.
On lowering of the pH the solubility of the proteins drops within a narrow pH-range
(0,5-1 unit) to practically zero. The precipitating activity of the linear polyphosphates
is independent of the polymerisation degree if equivalent amounts are added. With
the lowest oligophosphates however remarkable differences in their action were
found. The pH necessary for the precipitation of the proteins in the presence of
polyphosphate differs sufficiently from one protein to the other to render a fractiona-
tion of their mixture possible. Plasma may thus be divided into several fractions by
lowering stepwise the pH after addition of a sufficient amount of polyphosphate.

A simple method is described by which three fractions are obtained containing
mainly: (1) fibrinogen, (2} albumin and (3) y-globulin, each of them in very good
yield. The polyphosphate precipitates are readily soluble at neutral pH. It is shown
that the above-mentioned proteins are recoverable in the native state. The elimi-
nation of the polyphosphate ions from the fractions is best achieved by low cross-
linked anion exchangers.

Institut fiir organische Chemie und Theodor-Kocher-Institut
der Universitdt Bern





