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SlrhIM ARE’ 

By labelling with lSO i t  was shown that the reaction of the ester 3p-bcnxoylosy- 
cholestene-(1) (I*) in an unpolar solvent on alumina to  give the alcohol 3a-hydroxy- 
cholestene-(1) (11) occurs with alkyl-0-fission. The alcohol 3/?-hydroxy-~holestene-( 1) 
(IV*) corresponding to I* remained practically unchanged under these conditions. 

The ester I* recovered from alumina had lost lSO (probably from thc carbonyl 
group), apparcntly without concurrent hydrolysis by acyl-0-fission. 

The mechanisms of these changes arc discussed. 

Organisch-chemischc Rnstalt der Universitat Base1 und 
Pharmazcutisch-chemisches Laboratorium SANDOZ. Rase1 

236. uber den Einfluss der Polyphosphate 
auf die Loslichkeit einiger Plasmaproteine und die Moglichkeit der 

Plasma-Fraktionierung mit Polyphosphatl) 
von Hs. Nitschmann, E. Rickli und P. Kistler2) 

(27. \ ’ I l l .  59) 

Einleitung 
Eine Keihe polyvalcnter Siiuren, darunter vor allem die Polyphosphorsaure 

(fruher Metaphosphorsaure genannt), sind seit langem fur ilire starke eiweissfallende 
Wirkung bekannt. Diese Wirkung ist meist nur unspezifisch zur vollstandigen De- 
proteinisicrung biologischer Flussigkeiten herangezogen worden, im Fallc der Poly- 
phosphorsaure auch zu ihrer analytischen Untcrscheidung von den niedermolekularcn 
Gliedern dcr licihe (Ortho- und Pyrophosphorsaure). Untersuchungen iibcr die 
Moglichkeiten einer fraktionierten Fallung von Proteingemischen mit Hilfe solcher 
mehrwertiger Anionen gibt cs aber nur wenige. 

R ~ O R A W E T Z  & HUGHKS 3, liaben dic fiillcntle \Virkung yon Methacrylsaure-l’olymcrisatcn und 
hIaleins5ureanhydricl-Copolynicrisaten aul Rixider-Scrumalbumin untersucht. Aus den Sicder- 
schlagen isoliertes Serumalbumin liess keine Anzeichen cincr Denaturierung erkennen. Ungefahr 
g-leichzeitig haben \VIELAND et a1.3) uber Vcrsuche zur Fraktionierung von Serum mit Polyacryl- 
sgurcn bcrichtct. ISLIKER & S T R ~ U S S ~ )  gelang die Tsolierung eincs Antikijrpers aus dcm Komplcx 
niit seinem Antigcn (PR 8-Influenza-Virus) mit HilIe von Polymethacrylat. 

Auch rnit l-’olystyrolsullnrisaurc lassen sich Protein? im saurcn pH-Gebiet ausfallen. T)as 
\-orschicdcnartige Verhalten von Scrumalbuinin und y-Globulin bei Gegenwart dieses Fiillungs- 

l )  Diese hr1)cit wurde durch Mittcl a u s  eincm dem Scliweizcrischen Roten Kreuz von der 
I h n a  E~OFFMANN-LA ROCHE, Bascl, gewalirten Forscliungskredit unterstutzt. - Ein Teil tler hicr 
mitgeteilten Kesultate wnrde am IV. lntcrnationalen Iiongress fur Biochemie, \%?en 1958, vor- 
getragcn. 

z, Einige orientierende Versuche zur l‘rage der Plasmafraktionierung mit Polyphosphat 
wurdcn vom erstgenannten ;hitor schon 1956 mit E. W. BOTTCHER durchgefuhrt. 

3, H. MORAWKTZ & IT. L. HUGHES jr. ,  J.  physic. Chemistry 56, 64 (1952). 
4, TH. WIEIAND, H. GOLDMANN, W. KERN, H. E. SCHULTZE & H. D. MATHEKA, Makrornol. 

s, a) H. C. I S L I K E R  L% P. H. STRAUSS, Federation Proc. 13,236 (1954) ; b) i zdem.  Vox Sanguinis 
Chem. 10, 13G (19.53). 

4, 196 (1959). 
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mittels ermoglichte ISLIKER~) die Trennung diescr beidcn Protcine, auch im Falle, wo sie einen 
Antigen-Antikorpcr-Komplcx bildeten. 

Verschiedene Antoren') liaben die Eigenscha.ft dcr &-Lipoglobuline, besonders schwerlos- 
liche Komplexe mit gewisscn Polysaccharid-Schwcfclsaureestern zu bilden, zu dercn hbscheidung 
aus Serum herangezogen. 

ASTRUP et aL8) haben mit verschiedenen Anioncn, untcr anderem auch Polyphosphat, orien- 
tierentle Versuche zur fraktionicrten Fallung von Seren ausgefuhrt. Eingehender haben sich 
RANE & NEWHOUSER') mit der Moglichkeit der Plasmafraktionierung befasst. Ihre Publikation 
beschrankt sich aber, ebenso wie ihr Patent, auf die Verwendung eincs einzigen Phosphates, 
namlich des cyclischen Tetramctaphosphates. 

Die Wirkung der handelsublichen linearen Polyphosphate auf die Loslichkeit von 
Proteinen schien deshalb einer naheren Untersuchung wert. Die Plasmaproteine 
wurden fur die Versuche gewahlt, weil die Fraktionjerung 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 massig sauren pH durch Polyphosphat ohne 
Denaturierung gefallt werden und dass bei Wahl geeigneter Bedingungen auch weit- 
gehende Trenneffekte erreicht werden konnenlO). uber die praktische Ausfuhrung 
eines Polyphosphat-Fraktionierverfahrens, das den Moglichkeiten Human-Rlut ver- 
arbeitender Laboratorien angepasst ist und den Forderungen, die an klinische Pra- 
parate gestellt werden, entspricht, wird an anderer Stelle berichtet werden ll). 

I .  Methodisches 
Die vevwendeten Polyphosphate. Die meisten S'ersuche wurdcn mit einer Polyphosphorsiure 

ausgefiihrt, die von der Firma SIEGFRIED AG., Zofingen, Schwciz, unter der Bezeichnung Acidum 
metaphosphoricum puvum glaciale12) in dcn Handcl gcbracht wird. Mit Hilfe der Endgruppen- 
titration nach SAMUELSON wurde fur dieses Praparat cin mittlerer Polymerisationsgrad (UP) 
von 15 bestimmt. Die papierchromatographischc Untcrsuchung nach EBEL'~) mit quantitativer 
Phosphatbestimmung der ausgeschnittenen Flecke ergab, dass ca. 700(, des Materials aus hoheren 
Polymcrcn (DP > 10) bcstcht. Dcr Rest besteht aus Orthophosphat, Triphosphat und andcrcn 
linearen Oligophosphatcn. Sehr ahnlich zusammengesetzte Polyphosphorsauren werden auch von 
anderen Firmen in den Handel gebracht. 

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

6) H. C. ISLIKER, Helv. 40, 1628 (1957). 
') a) P. BERNFELD, V. M. DONAHUE & M. E. BERKOWITZ, J .  biol. Chemistry 226, 51 (1957) ; 

b) M. BURSTEIN & J. SAMAILLE, J. Physiol. 49, 83 (1957): c) J. L. ONCLEY. I<. W. WALTON & 
U. G. CORNWELL, J.  Amer. chem. SOC. 79, 4666 (1957). 

*) T. ASTRUP, A. BIRCH-ANDERSON & K. SCHILLIXG, Acta chem. scand. 8, 901 (1954). 
') a) L. RANE & L. R. NEWHOUSER, US Armed Forces Med. J. 5, 368 (1954) ; b) iidewz, US 

lo) Die hier mitgeteilten Ergebnisse stellen einen Teil der Dissertation (Bern 1959) von 

11) Hs. NITSCHMANN, E. RICKLI & P. KISTLER, Vox Sanguinis (in Vorbereitung). 
la) Was die Nomenklatur der kondensierten Phosphate anbelangt, so halten wir uns an die 

VorschlLge von E. THILO (siehe u Kondensierte Phosphate in Lebensmittelnr, Symposion, Mainz 
1957, Springer Verlag, p. 5). Danach wird die alte Bezeichnung Metaphosphat nur noch fur die 
cyclischen Phosphate verwendet, wahrend die linearen Kondensate Polyphosphate genannt 
werden. 

Patent 2726235 (Dec. 6, 1955). 

E. RICKLI dar : Uber die Fraktionierung von humanen Plasmaproteinen mit Polyphosphat. 

la) 0. SAMUELSON, Svensk kemisk Tidskrift 56, 343 (1944). 
14) J. P. EBEL. Bull. SOC. chim. France 10, 991 (1953). 
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800" erhitzten und dann 15 Std. bei ca. 600" temperten. Dieses Praparat zeigte einen mitt- 
leren Polymerisationsgrad von 100. Durch saure Hydrolyse in der \Tarme wurden dann vier 
Praparate rnit folgendcn mittlcrcn D P  erhalten: 100, 66, 47, 34. Die Prozentanteile der Molekiile 
mit 1lP > 10 betrugen: 65, 65, 62, 58. 

Praparate von Ka-Triphosphat uncl Na-Trimetaphosphat wurden uns freundlicherweise 
durch Dr. H. MATTENHEIMER, Physiologisch-Chemischcs Institut der Freien Univcrsitat Berlin, 
zur Verfiigung gestellt. Das erstcrc crwics sich papierchromatographisch als rein, wahrencl das 
letztere durch etwas Polyphosphat vcrunreinigt war. Die Reinigung gclang durch Ausfallen des 
Polyphosphates mit Ba.. und Austausch des iiberschiissigen Ba.. gegcn Na. mit AmberIite JR-120. 
Ein Praparat von reinem Na-Tetrametaphosphat stellten wir uns nach RELL'~) aus Phosphor- 
pentoxyd her. 

Vevwendete Pvoteine. Alle Proteine waren humanen Ursprungs; Serumalbumin und y-Globulin 
waren nach NITSCHMANN, KISTLER & LERGIER~~)  im Zentrallaboratorium des Blutspende- 
dienstes des Schweiz. Koten Kreuzes hergestellt worden. Das Albumin war papierelektrophore- 
tisch praktisch rein, wahrend das y-Globulin nur ctwa 94-proz. war. Die Begleitproteine wurden 
nach HOREJSI & SMETANA") mit Rivanol (Z-Athoxy-6,9-diaminoacridinlactat) gefallt. Aus dem 
mit Aktivkohlc von Rivanol hefreiten Filtrat wurde das y-Globulin rnit 25% Alkohol gefallt. 
1)as Praparat ergab nun in der Papierelektrophorese nur noch cine Bande. 

Fibrinogen wurde nach BLOMBACK & RLOMBACK~~) gcwonnen. Das Praparat war zu 970/; rnit 
Thrombin gcrinnbar. 

Uas &-Globulin (metallbindendes Globulin, Siderophilin) war ein reincs, nach IN MAN^^) her- 
gestelltes, Fe-lreies Praparat, das uns freundlichcrwcise von Dr. R. B. PENNELL, Protein Founda- 
tion Laboratory, Jamaica Plain, Mass., USA, iiberlassen wurde. 

Das verwenclete Plasma war wic iiblich mit Citrat und Glucose stabilisicrt. Es wurde vom 
Zentrallaboratorium des Blutspendedienstcs dcs Schweizerischen Roten Kreuzes zur Verfiigung 
gestellt. Mit Koniplexon stabilisiertes Plasma vcrhielt sich glcich. 

Ausfiihrung der Loslichkeitsbestimmungen. Die Loslichkeit der Proteine in Gegenwart von 
Polyphosphat wurde in Reihenvcrsuchen bestimmt, wobei in den Ansatzen einer Rcihe nur eine 
hestimmte Bedingung, z. R. das pH, systematisch variiert wurde. Die Mischungen wurden in 
Zcntrifugenglasern hergestellt durch rasches Vermischen der abgemcssenen Protcinlosung und 
einer Mischung, enthaltend das erlorderlichc Volumen eincr 10-proz. Lasung von Polyphosphor- 
saurc iindlodcr Na-Polyphosphat, eine berechnete h1cng.c NaC1-Usung zum Einstcllcn der ge- 
wiinschtcn Ioncnstarkc und das uotige Volumen H,O zum Auffiillen auf ein konstantes End- 
volumcn (gcwohnlich 6,2 ml). Die verschlossenen Zentrifugenglaser wurden schraig auf einer Koll- 
maschine montiert und zur Glcichg.ewichtscinstellung iiber Nacht in eincm thermokonstanten 
Raum langsam gerollt. Die Gliiser wurden dann bei der gleichen Temperatur zentrifugiert, bis 
das oberstehcnclc klar abgegossen werden konnte. In  der Losung wurde nun das pH gemessen 
und der N-Gehalt nach KJELDAHL bcstimmt. Gesamt-Phosphor-Bcstimmungen in den Frak- 
tioncn wurdcn nach BERENBLUM & CHAIN 20) ausgefiihrt. 

11. Ergebnisse 
1. Reeinflussatng der L6slichkeit des Albumins durch Polyphosphat.  - a) Einflaiss 

von p H  und Ionenstarke. Aus den drei Kurven der Fig. 1 laisst sich ersehen, dass 
die Loslichkeit des Albumins in Gegenwart von iiberschiissigcm Polyphosphat mitt- 
leren Polymerisationsgradcs eine sehr ausgepragte pH-Abhangigkeit zeigt. Reim 
Senken des pH sinkt unterhalb pH 5,5 plotzlich in einem engen pH-Interval1 von 

16) R. N. BELL, Ind. Eng. Chemistry 44, 568 (1952). 
16) Hs. NITSCHMANN, P. KISTLER & W. LERGIER, Helv. 37, 866 (1954). 
17) J. HOREJSI & R. SMETANA, Acta nied. scand. 155, 65 (1956). 
18) B. BLOMBKCK & M. BLOMBACK, Arkiv for Kemi 10,415 (1957). 
19) J. K. TNMAN, 10th Conf. on Plasma Proteins and Cellular Elements of the Blood, 1956 

20)  J. BERENBLUM & E. CHAIN, Biochem. J .  32, 286, 295 (1938). 
(Protein Foundation, Cambridge, Mass.). 
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ca. 0,7 Einheiten die Loslichkeit auf praktisch Null. Steigende Ionenstarke verschiebt 
das Fallungs-pH-Interval1 nach etwas tieferen Werten, d. h. in1 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. 

---3 

Fig. 1. Loslichkeit des Serumalbumins in Gegenmart von Polyphosphat ( D P  = 75) in Abhangigkeit 
uom p H  fur  drei Ionenstarken (0 : 0,033; x : 0,100; A : 0,200) 

Proteinkonzentration: 18 mg/ml; (HPO,),-Konzentration: 7,2 mg/ml; Temperatur : 20" 
Ordinate (auch in allen folgenden Figuren): mg Protein gelost pro ml 

b) Einfluss der Tem$eratur. Die pH-Abhangigkeitskurve der Loslichkeit des 
Albumins bei Ionenstarke 0,2 wurde genau unter den Redingungen 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 vernachlassigt wcrden kann. 

c) Einfluss der Menge des Fallungsmittels. Der Abfall aller 4 Kurven der Fig. 2 be- 
ginnt ungefahr 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 vollstandig ausgefallt und die Loslichkeit steigt bei weiterer pH-Senkung sogar 
wieder an. Das Loslichkeitsminimum zeigt um so hohere Werte und liegt bei uni so 
hoherem pH, je geringer die Polyphosphatkonzentration ist. Die pH der Minima 
durften den isoelektrischen Punkten der Albumin-Polyphosphat-Komplexe entspre- 
chen, deren Existenz aus noch zu beschreibenden Versuchen evident geworden ist . 

d) Einfluss des Polymerisationsgrades des Poly$hos$hafes auf sein Fallungs- 
vermb'gen. In Fig. 3 sind die Loslichkeits-Kurven des Albumins mit 5 verschieden 
hochpolymeren Polyphosphaten bei sonst identischen Bedingungen wiedergegeben. 
Es wurde absichtlich eine zur vollstandigen Fallung ungeniigende Menge Polyphosphat 
zugesetzt in der Meinung, dass dabei allfallige Unterschiede im Fallungsvermogen 
deutlicher hervortreten wurden. Die Kurven und insbesondere b e  Loslichkeitsminima 
liegen so nahe beieinander, dass von einem signifikanten Unterschied nicht gesprochen 
werden kann, besonders wenn man bedenkt, dass die Zusatze so dosiert worden sind, 
dass iiberall gleichviel Polyphosphat von einem DP uber 10 vorhanden war. Die nicht 
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mitgerechneten niedermolekularen Anteile diirften bei der Falung aber doch auch 
noch etwas mitgewirkt habcn. Der Durchschnittspolymerisationsgrad des Poly- 
phosphates ist also zwischen 15 und 100 praktisch ohne Einfluss auf das Fallungs- 
vermogen. Diese hicr fur das Serumalbumin gemachte Fcststellung durfte allge- 
meinere Gultigkeit haben, hat doch ISLIKER") fur das System y-GlobulinlPolystyrol- 

P" 

1;ig. 2. LBsht hkeit des Serumalbumins i n  Abhungigkeit vom pH bei verschiedenen Konzentrationex 
(angegehen zn mg (HPO, ) , /ml )  a n  Polyphosphat ( D P  = 15) 

0: 6,5;  x : 3,2; a: 1,6; 0: 1 , l ;  + :  0,08 
Proteinkonzentration : 18 mg/ml. Ionenstarke : 0,2, Temp. 20" 

sulfonat genau dieselben Verhaltnisse gefunden. Die Fallwirkung hangt also nicht 
von der Grosse der Polyphosphat-Anionen, sondern nur von der Anzahl der total 
zugesetzten Saure-Aquivalente ab. Erst wenn man zu den niederen Oligophosphaten 
iibergcht, treten strukturell bedingte Unterschicde zutage. 

P" 

1Gg. 3.  Loslichkeit des Seru.malbaimins in  4 hhiingigkeit vom p H  i n  Gegenwart von Polyphosphat 
verschiedenen Polymerisationsgrades 

Protcin: 18 rngirnl. I'olyphosphat (.-2nteil mit DP > 10) : 0,75 mg/ml. Ionenstarke: 0,2. Temp. 20". 
DP des Polyphosphates: 0: 100; x : 6 6 ;  + : 46; A :  33; 0: 15 
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c)  Einf luss  der Konsti tution auf das Fallungsvermogen bei niederen Oligophosphaten. 
In Fig. 4 sind die Albumin-Loslichkeitskurven fur drei reinc Oligophosphate ein- 
gezeichnet, zusarnmen rnit der schon in Fig. 2 gegebenen Kurve fur Polyphosphat 
vom DP = 15. Dic ubrigen Bcdingungen sind gleich oder mindestens vergleichbar. 
Die Phosphatnienge ist so dosiert, dass sie beim Polyphosphat fiir eine quantitative 
Ausfallung des Albumins ausreicht . Glcichviel des cyclischen Tetrametaphosphates 
crmoglicht ebenfalls noch eine vollstandige Ausfallung, doch erfolgt der Loslichkcits- 
abfall bei einem etwas ticferen pH und ist auch weniger steil als bei Polyphosphat. 
Bei den beiden Tripliosphaten ist eine weitere Difierenzierung in der Wirkung zu 
finden. Dcr Loslichkeitsabfall setzt bei beiden bei einem noch etwas tieferen pH 
(- 4,O) ein. Mit Triphosphat geht die Loslichkeitskurve durch ein Minimum, das hci 
pH ca. 3 Liegt, wiihrend mit dem cyclischen Trimetaphosphat die Albuminloslichkeit 
zwar nicht wie mit Polyphosphat auf Null abfallt, aber rnit sinkendcrn pH mch nicht 
wicder ansteigt. Hier handelt es sich sicher urn einen strukturbedingtcn Unterschied, 
denn im Versuch rnit Trimetaphosphat sind sogar weniger Saureaquivalentc zugefugt 
worden als in dem rnit Triphosphat (nur 5,2 mg/ml statt 6,5). Ausscrdem ist die 
cyclische Molekel 3-basisch, die offene aber 5-basisch. 

P" 

Fig. 4. Liislichkeit des Serumalbumins  in Abhangigkei t  des PH in Gegcnwart verschiedener 
kondensierter Phosphate  

0 : Triphosphat, : Trimetaphosphat, x : Tetrametaphosphat. + : Polyphosphat (DP = 15). 
I'roteinkonzentration : 18 mg/ml. Phosphatkonzentration : 6,s mg/ml ( n u  bei Trimetaphosphat : 

5,2 mglml). IonenstLrke 0,Z. Temp. 20" 

2. Beeinflussung der Loslichkeit des y-Globulins durch Polyphosehat. - a) E i n f h s s  
pion pH und Ionenstarke. Fig. 5 zeigt, dass sich das y-Globulin in Gegenwart von 
iiberschiissigem Fallungsmittel sehr an l ich  wie das Albumin verhalt . Bei pH- 
Senkung wird auch hier plotzlich ein rapider Loslichkeitsabfall beobachtet. In  einem 
Interval1 von 0,6-0,7 pH-Einheiten fallt die Loslichkeit auf praktisch Null ab. Der 
1oslichkeitserhohende Einfluss der Ionenstarke ist in gleicher Weise vorhanden, ist 
aber im Fallungsintervall bedeutend starker als beirn Albumin. Das wirkt sich so aus, 
dass bei Ionenstarke 0,04 das y-Globulin bei einem hoheren pH ausfallt als das Albu- 
min, wahrend es bei Ionenstarke 0,2 umgekehrt ist. 



2204 HELVETICA CHIMICA ACTA 

b) Einfluss der Temfieratur. Senkung der Tcmperatur 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,l Einheiten hoheren pH. 

I 1 - PH 

Fig. 5. Liislichkeit von y-Globulin in Gegenmart von Polyphosphat ( D P  = 75) in Abhangigkeit vom 
p H  fiir drei Ionenstarken (0: 0,04; x : 0,l; A :  02) 

Proteinkonzentration: 7.5 mg/ml. Polyphosphatkonzentration: 6,5 mg/ml. Temp. : 20" 

c) Einfluss der Menge des Fallungsmittels. Die Kurvenschar der Fig. 6 gibt ein 
wesentlich anderes Bild als die entsprechende fur Albumin in Fig. 2. Auch bei 
Polyphosphatunterschuss zeigen die Loslichkeitskurvcn kein Minimum. Der Abf all 
dcr Kurve wird mit sinkeiider Polyphosphatmenge nur weniger steil und verschiebt 
sich nach tieferen pH. Die Verhdtnisse sind auch anders als bei der Vcrwendung von 
Polystyrolsulfonat als Fallungsmittel, fur welches ISLIKER~) gefunden hat, dass sein 
Komplex mit y-Globulin bei pH unter 3 wicdcr sehr leicht loslich ist. 

P" 

Fig. G. Loslichkeit des 7-Globulins i n  Abhangigkeit vom p H  bei verschiedenen Konzentrationr+i 
(angegeben in mg (HPO,) , /ml)  an Polyphosphat ( D P  = 15) 

t'roteinkonzentration: 7,5 mg/ml. Ionenstarke: 0,2. Temp. 20" 
0: 6,5; A :  3,2;  0: 0,5; x : 0,4; + : 0.3 
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3. Beeinf lussung der Loslichkeit des Fibrinogens durch Polyphosphat. Uber die Ver- 
hdtnisse beim Fibrinogen gibt Fig. 7 Aufschluss. Fibrinogen l a s t  sich auch durch 
blosses Ansauern praktisch quantitativ ausfallen, wenn bei Ionenstarke 0,2 das pH 
auf '4,75 oder darunter gesenkt wird. Bei Gegenwart von Polyphosphat erfolgt die 
Fallung je nach zugesetzter Menge schon bei pH zwischen 5,5 und 5,O. Dass die Ver- 
haltnisse nicht einfach sind, zeigt die Tatsache, dass sich die Kurven fur 0,l mg 
(HPO,), und fur 6,5 mg schneiden. Die Niederschlage gehen bei weiterer pH-Senkung 
nicht wieder in L6sung. 

PH 

Fig. 7 .  Loslichkeit  des Fibrinogens in Abhangigkei t  uom fiH bei uerschiedenen Konsentratzonen 
(angegehen in mg (HPO,), /ml) uon  Polyfihosphat ( D P  = 15) : 

0: 6,5; x : 0,4; A: 0,2; + :  0.1; 0: 0 
Proteinkonzentration: 7,5 mg/ml. Ionenstarke: 0.2. Temp. 20" 

4. Fraktionierungsversuche an Albuminy-Globulin-Mischungen. Bei Retrachtung 
der Fig. 8 zeigt sich, dass die Steilstufen des Loslichkeitsabfalles von Albumin, 
y-Globulin und Fibrinogen auf der pH-Skala weit genug gegeneinander vcrschoben 
sind, um durch richtige pH-Wahl die Auftrennung einer Mischung dieser Proteine 
zu ermoglichen. Das &Globulin vom Albumin zu trennen, scheint dagegen un- 
moglich. Urn abzuklaren, oh die Trennung der besonders wichtigen Plasmakompo- 
nenten Albumin und y-Globulin nicht durch gegenseitige Wechselwirkungen behin- 
dert wird, haben wir zunachst bei 4 pH zwischen 4,46 und 4,13 Fraktionierungs- 
versuche an einer Mischung der beiden reinen Proteine vorgenommen, deren Kon- 
zentrationsverhaltnis ungefahr demjenigen im Plasma entsprach (Alb. : y-Globulin 
= 4 : l )  (s. Tab. 1). 

Je  5 ml der 5-prOz. Proteinmischung wurden bei 20" mit 0,4 ml 10-proz. Polyphosphorsiiurc 
(DP = 15) vcrsetzt. Sofortige Einstellung des gewunschten pH. Ionenstarke: 0,Z. Nach dquili- 
brierung iiber Nacht wurde zentnfugiert und im flbcrstehenden der N-Gehalt bestimmt. Zur 
papierelektrophoretischen Analyse wurden die Niederschlage nicht ausgewaschen. Auswertung 
der Elektropherogramme mit der Elutionsmethode. 

Die beiden Proteine beeinflussen sich in ihrer Fallbarkeit nicht merklich. Bei 
pH > 4,27 findet sich nur Albumin im Niederschlag; der geringe y-Globulingehalt 
der Niederschlage ist, wie wir uns uberzeugt haben, auf die nicht entfernte Mutter- 
lauge zuruckzufuhren. Bei pH 4,13 wird bereits etwas y-Globulin mitgefallt, aber 
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dafur findet sich das Albumin quantitativ im Niederschlag. Das pH fur 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. 

Fallungs- 
PH 

4,lh 
4,38 
4,27 
4.13 

Fig. 8 .  Liislichkeit von Albumin (1), y-Globulzn (2), metallbindendem ,9,-Globulzn ( 3 )  und 
Fibrinogen (4) in  Abhangigkeit vom pH bei Gegenwart von 0,5 mglml. Polyphosphat ( D P  = 75) 

Ionenstarke: 0,2. Temperatur: 20" 

uberstehendes 
enthalt mg (yo) Protein Niederschlag enthalt 

total gefallt 
in "/b mg .L\lb. I mg y-Glob. mg Alb. I mg y-Glob. 

25 62 4 144 (78) 41 ( 22) 

73 179 9 25 (38) 42 ( 62) 
54 129 3 71 (61) 45 ( 39) 

8 0 199 17 0 (0) 34 (100) 

5 .  Pralztionier.~tngsversuc~e 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- 
scliiedlicher Zusammensetzung moglich ist. Die Reihenfolge, in der die Proteine aus- 
fallen, ist ~ wic fur Albumin und y-Globulin gezeigt wurde - abhangig von der Ionen- 
5tarke. Im wic ublich gewonnenen Citratplasma betragt letztere ca. 0,15 bis 0,2, 
so dass - falls nicht stark verdunnt wird - das Albumin vor dem y-Globulin ausfallen 
muss. 

Folgendes einfaches Fraktionierschema zeigt, wic das Plasma in drei Fraktionen 
xcrlcgt werden kann, von dencn jede eines der drei klinisch besonders wichtigen 
Proteine : Fibrinogen, Albumin, y-Globulin, in optimaler Ausbeute enthalt. Die 
ubrigen Globuline vcrtcilen sich auf die drei Fraktionen. Die weitere Aufteilung 
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zwecks Reinigung der Hauptkomponenten haben wir in diesem Schema nur fur die 
y-Globulinfraktion einbezogen. Grundsatzlich konnen fur die Unterfraktionierung 
beliebige Methoden herangezogen werden. Fur das y-Globulin bevorzugen wir die 
Fallung durch Zusatz von 25% Athanol bei pH 7 und - 7", ein Schritt, der dem 
bekannten COHN'schen Plasmafraktionierungsverfahren (Methoden 6 und 9) ent- 
nommen ist. Das y-Globulin lasst sich auch durch einen nochmaligen Zusatz von 
0,4% Polyphosphorsaure und Senkung des pH auf 3,2 ausfallen, doch ist das so ge- 
wonnene Praparat weniger rein als das mit Alkohol gefallte. 

Plasmafraktionierung rnit Polyphosphat 
Citrat-Plasma 

0,4 yo Polyphosphorsaure 

Niederschlag : 
Fibrinogenfraktion 

Uberstehendes : 
Polyphosphorsaure + 0.8% 
p H  -+ 4 2 5  

I I  
Niederschlag : 
Albuminfraktion 

uberstehendes : 
y-Globulinfraktion. 
Austausch der Polyphosphationen 
gegen C1- bei pH 7 ;  25% Athanol; 
- 7". 

I 

I I  I 
y-Globulin Uberstehendes . 

Globuline (bes. /I1) 

Die rnit Polyphosphat ausgefallten Fraktionen enthalten betrachtliche Mengen 
dieses Anions. Auch das uberstehende von der Albuminfallung enthalt noch vie1 
Polyphosphat , von dem ein Teil in den rnit Alkohol erzeugten y-Globulin-Nieder- 
schlag eingehen wurde. Will man die Fraktionen vom Fallungsmittel Polyphosphat 
befreien - fur Praparate zur klinischen Verwendung ist das absolut notwendig - so 
bedient man sich am besten gecigneter Ionenaustauscher. Wegen der Grosse der 
auszutauschenden Anioncn miissen die Austauscher geniigend weitmaschig sein, urn 
das Eindiffundieren der grossen Ionen in die Korner zu ermoglichen. Nach unsern 
Erpdhrungen eignet sich Duolite A-10ZZ1) besonders gut zz). Der Austausch des Poly- 
phosphates z. B. gegen Chlorid gelingt mit diesem Harz untcr Ausniitzung seiner 
vollen Bindungskapazitat und ohne wesentlichen Proteinvcrlust. 

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

Zusatzliche Daten iiber die Zusammensetzung der Fraktionen habcn Mikro- 
Immunoelektrophorescn nach SCHEIDEGGERz3) ergeben 24). Im Rohalbumin l awn  

21) Produkt der CHEMICAL PROCESS COMPANY, Redwood City, Cal., TJSA. 
22) Aui die technischen Details der Polysphosphateliminierung mit Hilfe von Ionenanstau- 

23) J.  J .  SCHEIDEGGER, Intcrn. Arch. Allergy appl. Immunol. 7, 103 (1955). 
24) Die Ausfiihrung der Immunoelektrophoresen verdanken wir Herrn Dr. R. BUTLER, 

schern wird in der in Vorbereitung befindlichen Publikationll) eingegangen. 

Zentrallaboratorium des Blutspendedienstes des Schweizerischen Roten I<renzes in Bern. 
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sich noch xl-, x2-, metallbindendes &-Globulin und y-Globulin erkennen ; im alkohol- 
gefallten y-Globulin, die Globuline us, cczJI, fi2A und BzM; im Roh-y-Globulin noch 
metallbindendes /?,-Globulin. 

Tabclle 2. Zirsummensrt-.itng der Fraktionen uus 200 g Plasmaprotein 

Fraktion 

Plasma Albumin 
a,-Glob. 
a,-Glob. 
,!?-Glob. 
y-Glob. 
Fibrinogen 

110 
12 
18 
30 
22 
10 

200 

Fibrinogen 
(roh) 

Albumin 
Globulinc 

Fibrinogen 
b,, %) 8, 

~ 

Albumin 
(roh) 

Albumin 
a-Glob. 
P-Glob. 
y-Glob. 

113 
26 
15 
6 

162 

Relative 
Verteilnng 

i n  :L 
Ausbeute 

in % 

55 
6 
9 

15 
11 
5 

22 

34 
44 ca. 100 

ca. 100 

92 74 

6. [Jnterszdzungen an d e n  Fraktionen. Bei der Anwendung eines neuen Fallungs- 
mittcls fur Proteine stellt sich stets die Frage, ob es die native Struktur und die 
spezifischen Eigenschaften der Proteine unverandert lasst. 

a) Die Fibrinogenfraktion, bcreitet aus frischem Plasma, ist ohne besondere 
Schwierigkciten und restlos loslich, wcnn das Losen in Citratpuffer bei pH 7 sofort 
nach der Fallung vorgenommen wird. Vom gcsamten Protein dieser Fraktion (nicht 
ausgewaschen) sind 40-50% mit Thrombin gerinnbarzs). Das ist der Prozentsatz, 
der auch fur die Fraktion I der COHX’SChen Methode gefunden wird. Langeres Liegen- 
lasscn des Fibrinogen-Polyphosphat-Niederschlages bei pH 5,3 beeintrachtigt die 
Ausbcute an liislichem und gcrinnbarem Fibrinogen. Dabei handelt es sich aber nicht 
urn eine sch$digendc Wirkung des Polyphosphates, denn die Fibrinogenverluste beim 
Lagern von Niedcrschlagen erzeugt bei pH 5,3, abcr ohne Polyphosphat, sind so- 
gar noch g-osscr. 

Fibrinogen, gcwonncn aus Trocltenplasmakonserven, ist nur unvollstandig loslich 
und stark durcli clenaturicrte Lipoproteinc verunreinigt, doch liegt das nicht an der 
Fraktioniermethodc, sondcrn am Ausgangsmaterial. 
.. - 

25) Die (;erinnungszeiten von ~ibriuogenlosIingei1 mit Thrombin werden durch die Ahwesen- 
ticit v o ~ i  Polypliosphat wescntlich wxlangert. 1)er Effekt wird ciurch Zusatz von Calcium, das 
mit dcm I’olyphosphat 1Bsliche Koinplexe bildet, aufgchoben. 
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b) Da bekannt ist, dass das Serumalbumin gegen starker saure pH empfindlich 
ist z 6 ) ,  haben wir seiner Priifung besondere Aufmerksamkeit geschenkt. 

Die mit Polyphosphat gefallte Albuminfraktion wurde bei p H  7 in Losung gebracht und mit 
Duolite A-102 (C.1-beladen) vom Polyphosphat befreit. Im  Sedimentationsdiagramm dieses Prapa- 
rates erschien die Albuminspitze Init ihrer normalen Sedimentationskonstante (Szo = 4,15. 
Das elektrophoretische und immunoclektrophoretische Verhalten lasst cbenfalls nichts abnormes 
erlrennen. 

Empfindliche Teste fiir 1)enaturierung 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 0.474 I'olyphosphat versetzt. Dicsc &sung ergab ein [a]g von 
-56,O". Das pH wurdc dann fur 2 Std. auf 4,25 gesenkt. Xach Ruckneutralisation auf pH 7 
wurde [a]g' zu - 55,3" bestinimt. Derselbe Versuch, aber mit pH-Senkung auf 3,5 crgab ehenfalls 
- 55,3". Die kleinen Diffcrenzen von ca. 1:G liegen innerhdlb dcr Fchlergrenze. Sogar bei pH 3.5 
crleidet also Serumalbumin in Gegenwart von Polyphosphat inncrhalb 2 Std .  keine Vcranderung. 
die durch die optische Drehung erfassbar ware. 

Die proteolytische Abbaugeschwindigkeit durch Chymotrypsin bei pH X und 37" wurde durch 
titrimetrische Erfassung dcr freigesetzten Protonen nach WALEY & \VATSON 27) und nach LABEY- 
R I E ~ ~ )  gemessen. Es wurderi zwei Albumin-Praparate verglichen, die aus dcm glcichen Plasma 
stammten. Beide waren nach NITSCHMANN, KISTLER & LERGIER'~) hergestellt wordcn, das eine 
direkt aus dem Plasma, das andcre aus dem mit Polyphosphat gefallten und dann dern Ionen- 
austausch unterworfenen Kohalbumin. Dic Abbaugeschwindigkeit war bci beiden Praparaten 
innerhalb der Fehlcrgrcnze gleichZ9). 

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

c) Das nach dern Schema der Fig. 9 mit Alkohol gefallte y-Globulin vcrhielt 
sich in der Ultrazentrifuge normal, indem 96% mit S,, ca. 7 .  und 4% mit 
S,, ca. 17 10-13 sedirncntierten. Umfassende Rcstirnmungen von Antikorpertitern, 
auf die es beim y-Globulin natiirlich besonders ankommt, stchcn noch aus. Es ist 
aber bekannt, dass die Antikorper auch gcgen recht saure pH (his 3) resistcnt sind30). 
Isoagglutinin-Titcrbestimniungen an einem Polyphosphat-y-Globulin haben denn 
auch Werte ergebcn, die durchaus im gewohnten Rahmcn liegen. Man dari also an- 
nehnien, dass auch das y-Globulin in unserem Verfahren im nativen Zustand anfdlt. 

111. Diskussion 
Wahrcnd Polyphosphat-Anionen die Loslichkeit von Proteinen bei pH, die in der 

Nahe des isoclektrischen Punktes diescr Proteine oder dariibcr liegcn, nicht wcsent- 
lich beeintrachtigen, bewirken sie eine sehr starke Verminderung der Loslichkcit irn 
sauren Gebiet. Bei Uberschuss von Polyphosphat finden sich die Plasmaproteine 
unterhalb pH 3 praktisch vollstandig irn Niederschlag, ausgenommen viclleicht 
gewisse saure Glykoproteine. Das pH-Obergangsgebict (Fallungsintervall) umfasst 
meist weniger als cine pH-Einheit. Die pH, die zur vollstandigen Ausfallung erforder- 
lich sind, sind fur die Plasrnaproteine mehr oder wenigcr voneinander vcrschicdcn. 
Die Reihenfolge, in der die Proteine beim Senken des pH ausfallen, entspricht nicht 

z6) K .  AOKI & J. P. FOSTER. J. Amer. chem. SOC. 78, 3538 (105G). 
27) S. G. WALEY & J.  WATSON, Biochem. J.  55, 328 (1953). 
2n) F. L.4BEYRIE. Bull. SOC. C.him. biol. 38, 1271 (1956). 
20) Fur Einzelheiten wird auf die Dissertation von E. RICKLIIO) verwiesen. 
30) Ihre Funktionen ( Antikorper-Titer) konnen sie sogar nach partiellem proteolytischem 

Abbau beibehalten. 

139 
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einfach ihren isoelektrischen Punkten ; sie ist noch von anderen Faktoren, besonders 
von dcr Ionenstarkc ahhiingig. Man wiirde erwarten, dass aus einer Polyphosphat- 
haltigen Mischung von Albumin und y-Globulin bei sinkendem pH zuerst das ba- 
sischere der heiden Proteine, namlich das y-Globulin, ausfallt, da es vor dcm Albumin 
in den kationischen Zustand iibergeht. Diese Erwartung wird abcr nur bei sehr 
kleiner Ionenstarke erfiillt. Liegt die Ionenstarke in der Nahe derjenigen des Plasmas, 
so kehrt sich die Keihenfolge um: Albumin fd l t  vor dem y-Globulin aus. Eine be- 
griindete Erklarung kann fur diese Erscheinungen vorerst nicht gegeben werden. 

Die Protcinc unterscheiden sich voneinander auch noch dadurch, dass ihre Los- 
lichkcit in Gegenwart von wenig Polyphosphat bei noch weiterem Senken dcs pH 
wiedcr ansteigt (Albumin) oder auch nicht (y-Globulin). 

Die Tatsache, dass die fallcndc Wirkung dcs Polyphosphates nur im sauren Gebiet 
in Erscheinung tritt,  lasst schliessen, dass es sich dabei um Wechselwirkungen zwi- 
schen den durch Protonenaufnahme positiv geladenen basischen Gruppen des Proteins 
und den negativen Polyphosphat-Ionen handclt. Die Griisse und damit die Zahl der 
Ladungen der fallenden Anionen habcn auf die Wirkung an sich keinen Einfluss, es 
kommt nur auf die Zahl der zugesetzten Aquivalente an. Das gilt allerdings nur, 
solange der Polymerisationsgrad dcr Polyphosphat-Ioncn nicht zu klcin ist. Zwischen 
den niederen offcnkcttigcn und cyclischcn Oligophosphaten bestehen spezifische 
Unterschiede in der Loslichkeitsbceinflussung rler Proteine. Sie sincl weniger wirksam 
als die Polyphosphate. Orthophosphat wirkt nicht fallcnd. 

Oh schon in Losung, d. h. iiber dem Fallungs-pH, Komplexe zwischen den Pro- 
teinmolekeln und den Polyphosphat-Anioncn existicrcn, haben wir nicht untcrsucht. 
In  den Protcinfallungen aber finden sich stet5 betrachtliche Mengen Polyphosphat 
gcbunden. Die gebundene Menge l a s t  sich ermitteln aus dem gesamten Phosphat- 
gehalt des feuchten Niederschlagcs, scinem Gchalt an Mutterlauge und Clem Phos- 
phatgehalt der Mutterlauge. Eine solchc Analysc hat fiir den Roh-Albumin-Nieder- 
schlag (erhalten unter den im Schema angegebenen Redingungen) 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- 
saurcaquivalente. Unter Vernachlassigung der Tatsache, dass das Albumin nicht 
rein war, stellt man also fest, dass ini Niederschlag ca. z/3 der kationischen Gruppen 
des Proteins durch Polyphosphat abgesattigt sind. 

Trotzdem die eiweissfallende Wirkung eine allgemeine Eigenschaft polyvalenter 
Sauren zu sein scheint, findet man doch grosse Untcrschiede zwischen ihnen, wenn 
man den Einfluss auf die Loslichkeit der Proteine genauer untersucht. Polystyrol- 
sulfonat bcispielsweise fallt y-Globulin auch bei physiologischer Ionenstarke bei 
einem hoheren pH als es Albumin fallt, woniit es im Gegensatz zu Polyphosphat steht. 

Die mit Polyphosphat erzeugten Niederschlage sind bei hoherem pH (6 his 8) 
wieder loslich und die Protcinc crwicscn sich in dicscn Losungcn - soweit bisher 
untersucht - als nativ. Auch langcres Liegenlassen der Niederschlage beeintrachtigt 
die Loslichkeit nicht ,l). Hierin scheint die Polyphosphorsaure organischen poly- 
valenten Saurcn iiberlegen zu sein. Jedenfalls hat ISLIKEK 6, festgestellt, dass mit 

31) Eine ;\usnahme macht dcr Fibrinogcnniederschlag. Es ist aber bekannt, dass alle direkt 
aus Plasma gewonnenen Fibrinogcnniedcrschlage beim Lagcrn eine Einbusse an Ioslichem 
1;ibrinogen erleidrn. 
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Polymethacryl- oder Polystyrolsulfonsaure gewonnene Albumin-Niederschlage rasch 
altern, so dass nicht mehr alles Protein in Losung gebracht werden kann. Reim 
Polyphosphat wirkt sich wahrscheinlich das volligc Fehlen organischer Rcste, die 
mit den an dcr Oberflache der Protcinmolekel licgenden Kohlcnwasserstoffresten 
der Aminosauren in Wechselwirkung treten konnen, giinstig aus. Die Krafte, die 
zwischen den Polyphosphatanionen und den positiv geladenen Proteinmolekeln 
wirken, sind somit wohl rein elektrostatischer Natur, wahrend bei den organischen 
Polysauren noch VAN DER WAALS-Krafte zwischen den hydrophoben Gruppen der 
bciden Komponenten dazukommen. Eine denaturierende Wirkung der Polyphosphat- 
Ionen ist schon deshalb nicht zu befurchten. 

In den polyphosphathaltigen Proteinlosungen scheint ein sich rasch einstellendes, 
pH-abhangiges Dissoziationsgleichgewicht vorhanden zu sein, das es ohne weiteres 
ermoglicht, die Polyphosphat-Ionen mit geeigneten Ionenaustauschern durch andere 
Anionen, z. B. C1, zu ersetzen. 

Alle diese Umstande lassen die Polyphosphorsaure als ein Keagens erscheinen, 
das sich in vielen Fallen zur fraktionierten Fallung von Proteingemischen mit Vorteil 
wird einsetzen lassen. 

SUMMARY 

The influence of polyphosphatc on the solubility of the more important human 
plasma proteins, namcly albumin, y-globulin, fibrinogen and metal binding PI- 
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. 

-4 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. I t  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. 
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