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184. Die Fraktionierung von Serumproteinen mit fliissigen
Phasenpaaren
2. Mitteilung1)
von P.v, Tavel

(5. V1. 62)

1. Die Fraktionierung von Proteinen in zweiphasigen Systemen

Die multiplikative Gegenstromverteilung in fliissigen Phasenpaaren nach CRAIG?)
ermdglicht nicht nur die Zerlegung von Proteingemischen, sondern auch die Priifung
unbekannter Proteine auf Einheitlichkeit. Sie trennt Verbindungen nach ihrem Ver-
teilungskoeffizienten, dem Verhiltnis ihrer Aktivitdten in den beiden Phasen. Sie er-
fordert zweiphasige Systeme, welche Proteine in beiden Phasen l6sen, ohne sie zu
denaturieren. Die unpolaren organischen Lésungsmittel, die sich nur beschrinkt mit
Wasser mischen und sich zur Bildung von Phasenpaaren eignen, fillen aber meistens
Proteine aus oder denaturieren sie stark (Butylalkohol bzw. Phenol, Formamid).

Einige Proteine liessen sich auf Phasenpaare aus niedern Alkoholen, Salzen und
viel Wasser verteilen. Kleine Zusitze von sogenannten Losungsvermittlern (z. B. Fett-
sauren) koénnen gelegentlich die Verteilung von Proteinen zugunsten der Phase mit
dem héhern Gehalt an Lsungsmittel erheblich verschieben3). Die schwer denaturier-
baren Caseine sind in phenolhaltigen Phasenpaaren getrennt worden?). ALBERTSON
hat zweiphasige Systeme fiir die Verteilung von Zellfragmenten und Proteinen
empiohlen, die zwei nicht mischbare, wasserlosliche makromolekulare Verbindungen
wie Dextran und Methylcellulose enthalten ).

Zur Verteilung von Serumproteinen haben sich nahezu kritische Phasenpaare aus
Didthylcarbitol (Didthylenglykoldidthyldather, DAC) und Salzldsungen als geeignet er-
wiesent?). Sie sind erstmals von PoORTER fiir die Verteilungschromatographie von
Gammaglobulin verwendet worden%). Im nahezu kritischen Zustand zeichnen sie sich
durch einen hohen Wassergehalt von 70-80%, aus. Sie 16sen Albumin und Gammaglo-
bulin in beiden Phasen. Nach BRONSTED?) ist die Verteilung chemisch gleichartiger
Verbindungen in koexistenten Phasen um so einseitiger, je grésser ihr Molekularge-
wicht ist. Deshalb 16sen sich Proteine in kritischen Phasenpaaren, in denen sich nieder-
molekulare Verbindungen gleichméssig verteilen wiirden, vorwiegend in einer der bei-
den Phasen. Der Verteilungskoeffizient gel¢ster Verbindungen hingt weitgehend
davon ab, wie nahe das System an den kritischen Punkt herankommt. Er strebt nach
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1, wenn sich die Phasen der kritischen Zusammensetzung nihern. Ein praktisches
Mass dafiir, wie nahe ein Phasenpaar an den kritischen Punkt herankommt, liefert
der Dichteunterschied der Phasen?). Er ist in diesem Punkte Null und nimmt zu, je
mehr sich die Phasen entmischen. Dies gilt auch, wenn im System weitere Stoffe ge-
16st sind.

Tabelle I. Zusammensetzung nahezu kvitischey Phasenpaarve mit Didthylcarbitol und ihy Verteilungs-
vermogen fiiy Human-Sevumalbumin und -Gammaglobulin
Temperatur +1°. Phasendichteunterschied 0,1 g/ml. Phasenvolumen je 509, 4 5%. Die Streu-
ungen der Dichteunterschiede und der Phasenvolumverhiltnisse kénnen den Gehalt einzelner
Komponenten um ca. 0,5% verschieben. pH der proteinfreien Systeme nach Verdiinnen 1:5.
Proteinkonzentration 19,.

Verteilungs-
Nr. %DAC % Phospl.late % H,0 pH koeffizient Bemerkungen
wasserfrei Alb.  Glob.
System A K,HPO, KH,PO,
1 9,8 14,2 - 76 9,1 34 29
2 10,0 134 1 75,5 8,0 2,5 21
3 9,6 12,6 2,0 75,8 7.6 2,3 25
4 9,7 107 4,7 74,8 7,15 2,7 17
5 9,4 8,9 8,0 73,8 6,8 3,2  unlésl.
System B (NH,),HPO,(NH, H, PO,
1 9,1 16,1 — 75 8,1 80 >100
2 93 144 2 74,1 7.5 60
3 9,8 12,3 4,1 73,8 7,15 35 bis
4 10,9 10,1 6,0 73 6,8 20
5 11,4 81 8,0 72,5 6,6 12 100
System C Na-Monoglycerophosphat
Na, GiPh NaHGIPh
1 11,8 15,2 - 72,9 9,4 1,0 111
2 11,6 151 0,15 731 8,2 0,73 69
3 11,7 14,7 0,8 72,8 7.4 0,46 42
4 12,5 12,5 3,6 71,4 6,7 0,18 17
5 12,7 9,8 8.3 69,1 6,3 0,07 — weniger als 1%,
6 15,0 5,1 16,0 64,0 5,7 0,01 — Gammaglobulin gelost
System D MgSO, Na,GIPh
1 12,5 9,2 0,2 78 7,8 0,5
2 13,1 8,9 0,9 77,1 78 0,7
3 12,8 8,9 1,9 76,4 7,8 1,6
4 11,8 8,8 2,9 76,5 7.8 34
System E Dichteunterschied
Na,GIPh  Sorbit 0,5% Protein | Alb. Globulin
1 140 114 114 63,2 033 21 0,04 0,055
2 15,6 9,0 18,0 57.4 8,7 0,25 1,1 0,04 0,075
3 17.4 7.2 21,5 53,9 — 0,4 — 0,055
4 19,5 58 232 51,5 0,15 0,07 0,05 0,075
5 70,8 — 2,9 26,3 —

Seit der 1. Mitteilung sind weitere Didthylcarbitol-Systeme unteisucht und ihre
Eignung zur Verteilung von Serumproteinen gepriift worden.
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2. Zweiphasige Systeme mit Didthylcarbitol

Im PorTER'schen System, Diithylcarbitol-MgSO,~Wasser, das frither!) benutzt
wurde, eignen sich TRIS-Puffer (TRIS = Trishydroxymethylaminomethan) oder
Glycerophosphate als Puffer fiir pH-Werte iiber 6 (Tab. ID). Mischungen von Mono-
und Dinatriumglycerophosphat sind als Puffer fiir das pH-Gebiet zwischen 4,5-8,5
(pK 6,3) wegen ihrer guten Léslichkeit auch in hoher Konzentration verwendbar. Um
Gemische von Didthylcarbitol und Wasser, die bei Zimmertemperatur und darunter
in jedem Verhiltnis mischbar sind, in 2 Phasen zu scheiden, kénnen statt des Magne-
siumsulfats Orthophosphate beniitzt werden. Thre beschrinkte Loslichkeit begrenzt
aber die pH-Gebiete, fiir welche sie sich verwenden lassen. In Tabelle I sind nahezu
kritische Systeme mit K- und NH,-Phosphaten sowie Monoglycerophosphate zu-
sammengestellt. Fiir Proteinverteilungen erwiesen sich die letzten als zweckmaissig.
Sie umfassen das pH-Gebiet von 9,4 bis unter 5,7 (Tabelle IC). Bei allen diesen nahezu
kritischen Gemischen nehmen mit sinkendem pH der Di4thylcarbitol- und der Salz-
gehalt zu und der Wassergehalt ab, wodurch die Proteinl6slichkeit eingeschrinkt
wird. Auch Polyalkohole und Kohlehydrate kénnen homogene wisszrige Lésungen von
Didthylcarbitol in Phasenpaare scheiden. Diese sind aber bei der kritischen Zusam-
mensetzung so wasserarm, dass sie Proteine nicht 16sen. Dagegen kann in den Di4thyl-

* carbitol-Phosphat-Systemen das Phosphat zum Teil durch Sorbit ersetzt werden,
um die Tonenstirke herabzusetzen (Tab. IE).

Alle zwciphasigen Gemische mit Didthylcarbitol sind sehr temperaturempfindlich, so dass
sie bei konstanter Temperatur (4 0,1°) gehandhabt werden miissen. Beim Abkithlen verringert
sich in der Regel der Phasendichteunterschied. Im Hinblick auf die spitere Verwendung der

Phasenpaare zur Verteilung von Proteinen wurde bei +1° gearbeitet, wo die Denaturierung
durch das organische Losungsmittel geringer ist als bei Zimmertempceratur.

Tabelle I1. Phasenzusammensetzung in Gew.-%, nahesu kvitischer Phasenpaare
von Didthylcarbitol-Nay Glycevophosphat-Wasser

bei +1° und Dichteunterschieden zwischen 0 und 0,1 g/ml

Dichteunterschied Diidthylcarbitol | Glycerophosphat Wasser
g/ml oben  unten oben  unten oben  unten
0,033 149 10,3 12,9 17,0 72,2 72,7
0,043 15,7 9,6 12,2 17,5 72,1 72,7
0,061 17,0 8.4 11,0 18,9 72,0 72,5
0,082 18,9 6,9 9.4 19,9 71,6 73,2

extrapolicrt gegen Dichte-
unterschied O = 12,3 15,0 72,7

Zusammensetzung :
im kritischen Punkt

Um ecine Vorstellung iiber die Entmischung der Phasen mit zunchmendem Dichteunterschied
zu erhalten, wurden einige Systeme analysiert (vgl. Tabelle II). Wie zu erwarten, steigt die Kon-
zentration an Didthylcarbitol in der obern organischen Phase und sinkt in der untern wisserigen,
wahrend diejenige des Glycerophosphates umgekehrt unten zu und oben abnimmt. Bis zum
Dichtenunterschied von 0,1 g/ml erfolgen diese Konzentrationsverschiebungen linear je bis zu
6% des Gesamtsystems. Der Wassergehalt fallt dabei nur um etwa 19%,.
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3. Das Verhalten von Albumin und Gammaglobulin in Didthylcarbitol-Systemen

Um die Eignung der Didthylcarbitol Systeme der Tabelle I fiir die Verteilung von
Serumproteinen zu priifen, wurde die Verteilung von Serumalbumin und Gamma-
globulin untersucht. Die Verteilungskoeffizienten K, das Verhiltnis der Konzentration
in der oberen organischen zu derjenigen in der untern wisserigen Phase sind bei einem
Dichteunterschied um 0,1 g/ml und einer Proteinkonzentration um 19, bestimmt. Die
Resultate sind auch in Tabelle T enthalten. Wenn bei einem System weniger als 1%,
des Proteins in Losung ging, ist dies vermerkt. Aus den Messungen lassen sich folgende
Schliisse ziehen:

a) Dichteunterschied und Lisungsvermogen. Mit wachsendem Dichteunterschied und
abnehmendem Wassergehalt fillt das Losungsvermdégen fiir Proteine rasch ab.

Das wird im Versuch deutlich, der in Tabelle 111 dargestellt ist. Im gewihlten Phasenpaar
aus Didthylcarbitol, Glycerophosphat und Wasser bei pH 8,7 sinkt nach einer Verminderung des
Wassergehaltes um 5%, des Gesamtsystems die Loslichkeit beider Proteine unter 0,5%,.

Tabelle II1. Verteilungskoeffizienten und Loslichkeit von Albumin und Gammaglobulin
bei verschiedenem Dichteunterschied im Phasenpaar aus DAC-Na,-Glycerophosphat-Sorbit (1:1)-
Wasser (System Tab. I E 1) bei +1°, pH 8,7. Die Loslichkeit ist in 9%, der in Versuch 1 gel6sten
Menge angegeben. Proteineinwaage pro Phasenpaar 0,59,

Versuch Nr. 1 2 3 4 5

Relative Verminderung
des Wassergehaltes . . . . % 0 1,5 3,0 6,0 8,5
1009, = ganzes System

Albumin
Dichteunterschied g/ml . . . . 0,048 0,084 0,106 0,142 0,157
Verteilungskoeffizient . . . . 0,31 0,12 0,07 0,05 —
geldstes Protein . . . . . 9% | 100 101,5 100,5 92,5 82
y-Globulin
Dichteunterschied g/ml . . . . 0,051 0,081 0,105 0137 0,154
Verteilungskoeffizient. . ., . . 3,0 4,4 5,7 (6,0) —
gelostes Protein . . . . . 9% 100,0 97,5 99 70 32,5

Die Proteinlgslichkeit nimmt mit dem pH oberhalb 7 zu, einerseits weil die Sy-
steme wasserhaltiger werden, anderseits weil mit der Entfernung vom isoelektrischen
Punkt die Loslichkeit der Serumproteine wichst.

Im System Diithylcarbitol-Glycerophosphat-Wasser bei pH 8,6 und +1° wurden
Lsslichkeiten bei Albumin von iiber 5%, bei Gammaglobulin von iiber 3%, beobachtet.

b) Dichteunterschied und Verteilungskoeffizient. Im kritischen Punkt muss der Ver-
teilungskoeffizient aller geldsten Kompontenten 1 betragen. Mit zunehmender Ent-
mischung der Phasen wird K > 1, wenn sich das Protein in der oberen Phase an-
reichert, und K < 1, wenn es sich besser in der untern Iost.

Ein Beispiel gibt ebenfalls Tabelle III, wo sich Albumin in der untern, Gammaglobulin in der
obern Phase anreichert. Im Hinblick auf die spitern Anwendungen ist darauf hinzuweisen, dass

es nicht méglich ist, durch Anderung des Dichteunterschiedes allein zu bewirken, dass eine Ver-
bindung in der obern statt in der untern Phase angereichert wird oder uingekehrt, d. h. K < 1,
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nicht in K > 1 umgewandelt werden kann. Hiezu muss das lésende System aus andern Kompo-
nenten zusammengesetzt werden oder es sind sogenannte Ldsungsvermittler zuzufiigen.

In der Nihe des kritischen Punktes dndert sich log K des Proteins proportional zum Dichte-
unterschied, wie iibrigens auch derjenige der Hauptbestandteile, die das System aufbauen. Dies
entspricht der BRONSTED'schen Beziehung

, o M
d(lnK) = — BT dx.

wo o und % Konstanten, M das Molekulargewicht, T die Temperatur bedeuten und dx eine
Anderung der Zusammensetzung ist, die proportional zum Dichteunterschied gesetzt werden
kann?).

c) Einfluss der Systemkomponenten. Im System von Didthylcarbitol und Magne-
siumsulfat reichert sich das Gammaglobulin in der wisserigen (untern) Phase an?), in
den Gemischen mit Phosphat dagegen in der organischen (oberen). Albumin 16st sich,
ausser im System mit Ammoniumphosphat, besser in der wisserigen Phase. Die For-
derung der Lislichkeit des Gammaglobulins in der organischen Phase ist mit Glycero-
phosphat am ausgeprigtesten. Schon 19, Glycerophosphat geniigt, damit sich im
Phasenpaar mit Magnesiumsulfat Gammaglobulin statt in der untern in der obern
Phase anreichert. Es ist deshalb anzunehmen, dass Glycerophosphat als Lésungsver-
mittler wirkt. Uberraschend ist die starke Anreicherung von Albumin in der obern
Phase mit Ammoniumphosphat, wihrend sonst dieses Protein in den andern Phasen-
paaren in die untere Schicht geht. Dies ldsst vermuten, dass nicht nur die Anionen der
Systemkomponenten, sondern auch ihre Kationen die Verteilung der Proteine beein-
flussen. Die nicht ionogenen Systemkomponenten wie Polyalkohole begiinstigen eine
Anreicherung in den wisserigen Phasen, doch bewirken sie auch eine Verminderung des
Wassergehaltes und der Loslichkeit des Proteins. Dieser Effekt kann wohl ihrer ge-
ringen Polaritdt und der Senkung der Ionenstirke in der wisserigen Phase zugeschrie-
ben werden.

d) Die Verterlungskoeffizienten sind unter 5%, konzentrationsunabhingig.

e) Erhohung des pH iiber 7 verschiebt das Verteilungsverhdlinis zugunsten der
organischen Phase und erhéht das Losungsvermégen fiir Proteine. Das Verhiltnis der
Verteilungskoeffizienten von Albumin und Gammaglobulin betrigt ca. 100 und ist pH
unabhingig.

Die Vielfalt dieser Phasenpaare ist noch nicht erschépfend untersucht. Sie ermég-
licht aber fiir multiplikative Anwendungen Phasenpaare mit vorteilhaften Ver-
teilungskoeffizienten auszuwihlen.

4. Die Zerlegung von Serumproteingemischen durch multiplikative Verteilungen
in Didthylcarbitol - Phasénpaaren

Alle multiplikativen Verteilungen wurden nach dem Graic’schen Verfahren?)
durchgefiihrt (vgl. experimenteller Teil). Am Ende eines solchen Prozesses befindet
sich jede im System geléste Komponente in einer beschrinkten Gruppe von Verteil-
elementen. Die in den Phasenpaaren enthaltenen Mengen liegen auf einer symmetri-
schen Gauss’schen Verteilungskurve mit einem Konzentrationsmaximum in der
Mitte der Gruppe. Dieses wird im Laufe der Verteilung um so weiter durch die Reihe
der Gliser verschoben, je grésser der Verteilungskoeffizient der Komponente ist. Bei
gleichen Volumen der Schichten kommt das Maximum fiir den Verteilungskoeffizien-
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ten K = 1in die Mitte der Batterie zu stehen. Die Fliche unter der Verteilungskurve
entspricht der Gesamtmenge der Komponente.

a) Die Zerlegung eines Gemisches von Albumin und Gammaglobulin. Die Verteilungs-
koeffizienten von Human-Serumalbumin und -Gammaglobulin in Phasenpaaren aus
Didthylcarbitol und Natriumglycerophosphat liegen bei pH 7-8 fiir eine Trennung
sehr giinstig. Albumin 16st sich vorwiegend in der untern, Gammaglobulin fast aus-
schliesslich in der obern Schicht. Das Verhiltnis der Verteilungskoeffizienten betragt
nahezu 100. Um die Denaturierung durch das organische Lésungsmittel méglichst zu
unterdriicken, wurde bei —5° gearbeitet. Die Verteilungskoeffizienten betrugen im
Phasenpaar dieser Temperatur 0,7 fiir Albumin und iiber 60 fiir Gammaglobulin, das
damit ganz am &dussersten Ende der Batter.e angereichert wiirde. Um dem entgegen-
zuwirken, wurde ein Phasenvolumverhiltnis von 1:2, obere zu unterer Phase,
gewihlt. Das Albumin enthielt eine geringe Menge eines andern Serumproteins,
nach der Papierelektrophorese zu schliessen ein Alphaglobulin.

Nach 12 Verteilungsschritten wurde jeder Phase 1 ml entnommen und dessen
Extinktion bei 280 mu gemessen. Der Rest der Phasenpaare wurde einzeln ausdialy-
siert, gefriergetrocknet und papierelektrophoretisch untersucht.

w
V314 / Vo /f E
0 - 29
&'m”maywl///r[ ,
/
o0 7 l 15
N I/
-3 / T
0 # 19
IM/):V / /

\

J 495
-

v / \ % :

7 J’ \ a5

i \ —r !

\.
\ A "
7 7 5 7 g V4 77
Gefass A,
Fig. 1. Verteilung von Albumin vind Gammaglobulin
— e —  Verteilungskurve: Extinktion x Fraktionsvolumen.

————— Verhiltnis der Extinktionen Kr obere zu unterer Phase, log. MaBstab.
—.—.~—. Theoretische Verteilung einer idealen Komponente, deren Verteilungsmaximum mit dem-
jenigen des Albumins zusammenfillt.

Fig. 1 gibt das Ergebnis des Versuches wieder. Die Verteilungskurve weist die
Maxima der beiden Proteine in den Fraktionen auf, in welchen sie auf Grund der Vor-
versuche zu erwarten war, fiir Albumin bei 3, fiir Gammaglobulin im letzten Phasen-
paar. Die Papierelektrophoresen zeigen Albumin bis in die Fraktion 10, Gammaglobu-
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lin von 8 an aufwirts. Die Mischfraktionen 8-10 enthalten jedoch nur einen kleinen
Bruchteil der gesamten Proteinmenge. Die Verunreinigung des Albumins erscheint in
den Fraktionen 1-7 und diirfte noch stirker in den Unterphasen angereichert sein als
das Albumin.

Das Verhiltnis der Extinktionen in der obern und untern Schicht steigt durch die
Fraktionenreihe stetig an. Wo benachbarte Phasenpaare ein reines Protein enthalten,
sollten sie ein gleiches Extinktionsverhiltnis aufweisen, das dem Verteilungskoeffi-
zienten der isolierten Komponenten entspricht. Das ist bei keinem der beiden Pro-
teinen der Fall. Die Albuminfraktionen sind noch durch das Alphaglobulin verun- -
reinigt, wie aus den Papierelektrophoresen hervorgeht.

b) Die Verteslung von Human-Serum. Als nichstes wurde ein Standardpriparat
von Human-Serum des Schweiz. Roten Kreuzes in einem Phasenpaar aus Didthyl-
carbitol, Glycerophosphat und Wasser bei —7,5° verteilt. Darin 16sen sich die Serum-
proteine nicht vollstindig. Ein Niederschlag sammelt sich beim Scheiden der Phasen
an der Grenzfliche. Die elektrophoretische Priifung zeigt aber, dass die meisten Serum-
proteine in den kiaren Phasen enthalten sind, wenn auch z.T. in geringerer Konzen-
tration als im Normalserum. Die Lipoproteine diirften ausgefillt sein. Zur multiplika-
tiven Verteilung iiber 24 Schritte wurden klare Phasen in den beiden ersten Gefissen
eingesetzt. Einzelheiten siehe experimenteller Teil.
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Fig. 2. Verteilung von Noymal-Sevum des Schweiz. Roten Kreuzes
unten: Schematische Darstellung der Papierelektrophoresen. NS = Normalserum.
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Die Phasenpaare blieben wihrend der Verteilung, die ungefihr 1 Woche dauerte,
klar, abgesehen von geringen Niederschligen in den Phasengrenzflichen. Anfangs
konnten bis in die Mitte der Batterie gelbe Komponenten verfolgt werden. Am Ende
der Verteilung lagen 25 Fraktionen vor, deren Protein durch Ausdialysieren und Ge-
friertrocknen isoliert, gewogen und mittels Papierelektrophorese analysiert wurde.
An Hand der Farbintensititen der Elektrophoresezonen des Albumins, Alpha,-,
Alpha,-, Beta- und Gamma-Globulins konnten die relativen Mengen dieser Komponen-
ten in jeder Fraktion abgeschitzt werden. Einzelne Fraktionen wurden zudem im-
munoelektrophoretisch untersucht.

Fig. 2 gibt das Bild der Elektrophoresen und die Mengenverteilung schematisch
wieder. Die Komponenten treten in der Fraktionsfolge nach der Grosse ihrer Ver-
teilungskoeffizienten geordnet auf. Als erste findet sich in den Phasenpaaren 1-5 ein
Alphaglobulin mit dem Maximum in den ersten beiden Glisern. Es muss einen K-Wert
unter 0,1 besitzen. Dann folgt Albumin, wegen der grossen Menge in breiter Verteilung
von 1-20. Alpha,-Globuline sind in geringer Konzentration von Fraktion 7 bis gegen
19 erkennbar. Die Betaglobuline erstrecken sich von Fraktion 2 bis gegen 19 mit
einem Schwerpunkt von 10-20. Die Fraktionen 17-20 haben nur wenig Protein und
zeigen verwaschene elektrophoretische Zonen aller Serumproteine. Die Fraktionen
itber 20 enthalten Gammaglobulin mit dem Maximum bei 24. Alle Fraktionen setzen
sich aus mehreren Eiweisskomponenten zusammen ausser der ersten und letzten, in
denen fast reines Alphaglobulin bzw. Gammaglobulin isoliert ist.

Die immunoelektrophoretische Untersuchung zeigte bei 25 Gammaglobulin neben
einer Spur eines nicht identifizierten Proteins. Fraktion 1 erwies sich als immuno-
chemisch reines Haptoglobin, indem nur eine Prizipitationslinie auftrat. Der Identi-
titsbeweis konnte immunoelektrophoretisch in folgender Weise erbracht werden:
1. Die Immunreaktion mit Antiserum, das mit Haptoglobin 1:50 abgesittigt war,
blieb aus. 2. Nach Zusatz von Hamoglobin verringerte sich die elektrophoretische Ver-
schiebung auf den Wert, der dem Haptoglobin-Himoglobinkomplex entspricht.
3. Der Vergleich der Immunelektrophorese mit reinem Haptoglobin zeigte keinen
Unterschied. Der kleine Verteilungskoeffizient des Haptoglobins diirfte mit dem
hohen Kohlehydratgehalt des Proteins zusammenhingen. Da Kohlehydrate Didthyl-.
carbitol aus wisseriger Losung in eine selbstdndige Phase zu verdrangen mogen, ist an-
zunehmen, dass Glykoproteine in der wisserigen Phase angereichert werden.

Die Verteilung der Serumproteine zeigt eine andere Reihenfolge als die Elektro-
phorese, worin das andersgeartete Auswahlprinzip der Fraktionierungsmethode zum
Ausdruck kommt.

5. Die Reinheitspriifung von Serumproteinen durch multiplikative Verteilung
in Didthylcarbitol- Systemen

Der Vergleich experimenteller Verteilungen mit Verteilungskurven, die fiir ideale
Komponenten mit gleichem Verteilungskoeffizienten berechnet sind, liefert eine
strenge Priifung der Reinheit unbekannter Verbindungen.

' Die relative Menge einer Komponente T}, in irgendeinem Phasenpaar, von 0 bis n gezahlt,

kann nach Graic?) fiir jeden Verteilungskoeffizienten aus der Zahl n der Verteihingsschritte
berechnet werden. Wenn p und g die Mengen in der oberen bzw. in der unteren Schicht des Aus-
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gangssystems bezeichnen und ihre Summe p+4¢ = 1 gleich der Totalmenge der Komponente

gesetzt wird, ist nl
T _ !

n, T

g (1)

n! (n—7v)
Die Bezichung von p und ¢ zum Verteilungskoeffizienten K ist mit

plvy
qlv,

(2

gegeben, wo v, und v, die Volumen der obern bzw. untern Schicht bedeuten. Aus der Lage des

Verteilungsmaximums 7, kann der Verteilungskoeffizient der Komponente nach

"max Uy

(n - 7'maa:) Yo

K= 3)
ermittelt werden.

Die Reinheitspriifung durch multiplikative Verteilung setzt voraus, dass in allen Verteilungs-
schritten das Gleichgewicht in jedem Phasenpaar hergestellt und die Substanz wihrend der Ver-
teilungsoperation nicht verindert wird, und dass die Phasen quantitativ iibergefiihrt werden.
Der Verteilungskoeffizient braucht nicht im voraus bekannt zu sein. Er kann aus der Lage des
Maximums der Verteilung ermittelt werden. Wihlt man zur Berechnung der Konzentration der
Phasenpaare den Verteilungskoeffizienten und die Stoffmenge so, dass bei einer Fraktion, z. B.
derjenigen des Maximums, die experimentellen und theoretischen Werte gleich werden, so miissen
diese auch bei allen andern Phasenpaaren iibereinstimmen, wenn eine reinie Komponente vorliegt.

Ein weiteres Reinheitskriterium bildet die Ubereinstimmung der Verteilungs-
koeffizienten, die nach 3 Methoden ermittelt worden sind: a) Im Phasenpaar, in

b
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Fig. 3. Verteilung von kvist. Human-Serumalbumin

Proteinmenge nach KjELDAHL-Bestimmungen.
Fiir ideale Komponente zu erwartende Verteilung.
Verteilungskoeffizienten.
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welchem reine Substanz geldst wurde. b) Aus der Lage des Verteilungsmaximums
nach einer multiplikativen Verteilung mittels Formel (3) und (2). ¢) In Phasenpaaren
der multiplikativen Verteilung. Alle Phasenpaare, welche dieselbe Komponente rein
enthalten, miissen gleiche Verteilungskoeffizienten aufweisen.

a) Die Reinheitspriifung von Serumalbumin. Um die Eignung der Didthylcarbitol-
Systeme zur Reinheitspriiffung von Serumproteinen zu erproben, wurde ein reines
kristallisiertes Serumalbumin des Schweiz. Roten Kreuzes verteilt. Die Methode ist
am genauesten, wenn das Verteilungsmaximum der untersuchten Komponente in die
Mitte der Batterie zu stehen kommt, d.h. p/g = 1 ist. Zur Anwendung gelangte das
Phasenpaar Tabelle I, C3, aus Didthylcarbitol und Glycerophosphat mit einem
Dichteunterschied von 0,110 und je 11,5 ml oberer und 8,5 ml unterer Schicht. Nach
19 Verteilungsschritten befand sich das Albumin in den ersten 14 Fraktionen. mit
einem ausgepragten Maximum in Fraktion 7 (vgl. Fig. 3}. Die Proteinmenge in jedem
Phasenpaar wurde sowohl mittels der Extinktion bei 280 mgy als auch durch KjEL-
DaHL-Analysen ermittelt. Die Werte stimmten innerhalb der Fehlergrenzen iiberein.

Die berechneten Proteinmengen sind iiberraschenderweise bei den Fraktionen 6,
8, 9 grosser als die experimentellen, wihrend sie bei reinen Stoffen hdchstens gleich
werden sollten. Diese Anomalie der Verengung der Glockenkurve haben auch Haus-
MANN & GRAIG bei Albumin in andern Systemen beobachtet®).

Die Schwankungen der Verteilungskoeffizienten diirften den Messfehlern zuzu-
schreiben sein. Der Vergleich der auf verschiedene Weise ermittelten Verteilungs-
koeffizienten zeigt eine befriedigende Ubereinstimmung: Im Phasenpaar des Maxi-
mums 0,48, aus der Lage des Maximums 0,45. Verteilung des Ausgangsmaterial im
zweiphasigen System 0,38.

Versuche mit einem Priaparat Rinderalbumin zeigten deutlich Begleitkomponenten
mit grésserem und kleinerem Verteilungskoeffizienten (vgl. Fig. 4). Als die Fraktionen
um das Maximum nochmals verteilt wurden, waren die Verunreinigungen noch fest-
zustellen, jedoch schwicher.

Diese Versuche erweisen die prinzipielle Eignung der nahezu kritischen Didthyl-
carbitol-Phasenpaare zur Reinheitspriifung von Proteinen. Freilich muss von Fall zu
Fall festgestellt werden, ob die untersuchten Proteine nicht durch das zweiphasige
System verindert werden. Albumin scheint bei den angewandten Bedingungen nicht
denaturiert worden zu sein, sonst wire die Ubereinstimmung kaum so gut.

b) Untersuchung von Gammaglobulin auf Einheitlichkeit. In gleicher Weise wie das
Albumin wurde auch Gammaglobulin multiplikativ in fast kritischen Phasenpaaren
verteilt. Das Schweiz. Rote Kreuz stellte ein elektrophoretisch reines Gammaglobulin
zur Verfiigung, das nach der Rivanolmethode?) hergestellt worden war. Es ist aber
bekannt, dass auch elektrophoretisch reines Gammaglobulin keineswegs einheitlich ist
und Komponenten von verschiedenem Kohlehydratgehalt und differenzierter im-
munochemischer Wirkung enthilt.

Als zweiphasiges Verteilungssystem wurde Diithylcarbitol-Sorbit-Glycerophos-
phat verwendet, in dem sich Gammaglobulin mit ungefihr gleicher Konzentration in
beiden Phasen l6st. Das System ist im experimentellen Teil beschrieben. Mehrere

8) W. HausmManN & L. C. GRaIG, J. Amer. chem. Soc. 80, 2703 (1958).
%) J. HorEjJst & R. SMETANA, Acta Medica Scand. 755, 65 (1956).
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Verteilungen und auch solche im Di#thylcarbitol-MgSO,-System ergaben iiberein-
stimmende Resultate.

Das Gammaglobulin verteilt sich iiber alle Phasenpaare mit einem flachen Maxi-
mum in den hoheren Fraktionen. Der Verteilungskoeffizient steigt stetig von einem
Wert um 0,1 bis gegen 100 an, wobei der Mittelwert demjenigen des Ausgangsge-
misches entspricht.

/8 o
mg \Rackstand
70t
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6ot q97
a6
Jot
q5
40
g4
70 Y
20 g2
70
,./'/ \
2 4 6 8 1 72 ¥ %
Gefd'ss A7,
Fig. 4. Vertetlung von Rindey-Serumalbumin
— e — Proteinmenge, Riickstand nach Dialyse.
—+—-~+ Fiir ideale Komponente zu erwartende Verteilung.
—-eo-— Verteilungskoeffizienten.

Das tiberraschende Resultat lasst 2 Interpretationen zu: Entweder es hat eine
Zerlegung des beziiglich der Verteilungseigenschaften sehr heterogenen Proteins in
verschiedene Komponenten stattgefunden, oder das Protein ist durch das Ldsungs-
mittelsystem erheblich verdndert worden. Mit einigen zusdtzlichen Untersuchungen
wurde versucht zu entscheiden, welche Deutung die wahrscheinlichere ist.

1) Die isolierten Proteinfraktionen wurden in 4 Gruppen zusammengefasst und
papier- und immunoelektrophoretisch untersucht. Alle Papierelektrophoresen zeigen
nur die Gammaglobulinzone. Mit zunehmender Fraktionsnummer wird diese Zone
enger und es tritt eine wachsende Menge von ungeldstem Protein an der Startlinie auf.
Die Immunoelektrophoresen weisen im Protein der ersten Phasenpaare noch mehrere
Komponenten wie im Ausgangsprodukt auf. In den héhern Fraktionen dagegen be-
findet sich immunochemisch einheitliches Gammaglobulin.
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Das Protein des Ausgangsmaterials und dasjenige aus den drei ersten Fraktions-
gruppen unterschieden sich nicht in threr Sedimentationsgeschwindigkeit in der Ultra-
zentrifuge.

2) Das Gammaglobulin der Fraktionen 14-20 einer Verteilung wurde isoliert und
nochmals in gleicher Weise verteilt. Thr Schwergewicht kam in die Endfraktionen zu
liegen, vgl. Fig. 5. Nur ein Bruchteil verblieb in den niedern Fraktionen. Diese Ver-
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Fig. 5. Verteilung von Gammaglobulin
o 1. Verteilung. G 2. Verteilung
Extinktion x Fraktionsvolumen —-—-—-— theoretische Verteilungskurven
1. Verteilung p = 0,7 ¢ = 0,3 2. Verteilung p = 0,8 ¢ = 0,2

Ein Teil der Fraktion 14-20 \\\| diente als Ausgangsmaterial fiir die 2. Verteilung. Die Maf3-
stibe der Verteilungskurven sind umgekehrt proportional zu den eingesetzten Proteinmengen.

teilung ist fiir das Komponentengemisch der 1. Fraktionen 14-20 zu erwarten. Die
theoretische Verteilung einer Komponente mit dem Maximum bei 14 zeigt, dass die
2. Verteilung Verbindungen enthalten muss, die z.T. auch in den Fraktionen unter 14
erscheinen miissen. Der Vergleich mit einer theoretischen Verteilungskurve p = 0,8,
g = 0,2 ergibt, dass das Material im Maximum 17 noch keineswegs einheitlich ist,
obschon es wesentlich homogener ist als nach de1 1. Verteilung. Die 2. Verteilung ldsst
aber eine Denaturierung des Proteins nicht ausschliessen.
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3) Die Denaturierung eines Proteins dussert sich empfindlich in seiner spezifischen
Drehung. Bei einer Denaturierung, die mit der Offnung der a-Helixstruktur verbun-
den ist, wichst die spezifische Drehung nach negativen Werten?). Die spez. Dreh-
werte der Fraktionengruppen und des Ausgangsmaterials betrugen:

im urspriinglichen Praparat — 52° Fraktion 0- 4 - 59°,
Protein aus dem 1. Phasenpaar Fraktion 5-11 —62°,
vor der multiplikativen Verteilung —52° Fraktion 12-16 —39°.

Da wenig Material zur Verfiigung stand und die Losungen z.T. etwas getriibt
" waren, sind diese Messungen an den Fraktionen nicht sehr genau. Sie zeigen aber keinen
starken Anstieg nach negativen Drehwerten. Genauere Messungen an Albumin und
Gammaglobulin, die 2 Tage bei +1° in einem Phasenpaar gelést waren, ergaben
folgende Drehungen:

Albumin: Ausgangsmaterial — 59,4°, aus Phasenpaar —65°,

Gammaglobulin: Ausgangsmaterial —52,2°, aus Phasenpaar — 54,8°.

Die Werte stimmen mit solchen aus der Literatur tiberein, die fiir Albumin — 58 bis
—63°, fir Gammaglobulin — 51 bis — 52° angibt1!).

4) Da cich die Denaturierung von Proteinen deutlich in ihren Loslichkeitseigen-
schaften dussert, ist zu erwarten, dass sie in den Verteilungskoeffizienten zum Aus-
druck kommen. Die Verteilungskoeffizienten und die geléste Menge von Albumin und
Gammaglobulin in einem zweiphasigen System wurden wihrend 5 Wochen mittels
der Extinktion klarer Proben bei 280 my verfolgt. Beim Albumin blieben der Ver-
teilungskoeffizient und die gel6ste Proteinmenge innerhalb der Fehlergrenzen kon-
stant. Beim Gammaglobulin &nderte sich der Verteilungskoeffizient nicht, aber die
geloste Menge sank auf 75%,. Das lisst darauf schliessen, dass das Gammaglobulin
tiber lange Zeit allm#hlich denaturiert wird und ausfillt, wobei das native Protein
aber mit unverdndertem Verteilungskoeffizienten in Losung bleibt.

In der multiplikativen Verteilung des Gammaglobulins scheint eine beginnende
Trennung eingetreten zu sein, wobei aber ein Teil des Proteins denaturiert worden ist.
Eine eingehendere Charakterisierung liess sich bisher wegen der geringen Mengen an
getrenntem Protein nicht durchfiihren.

6. Bemerkungen zur multiplikativen Verteilung mit nahezu
kritischen Phasenpaaren

Die Versuche wurden ohne grossen apparativen Aufwand ausgefiihrt, da es vor-
erst darum ging, die prinzipielle Eignung der Didthylcarbitolsysteme fiir Serum-
proteinverteilungen zu priifen. Mit der mithsamen Arbeitsweise im Kaltraum war es
nicht moglich, mehr als 25 Verteilungsschritte auszufiihren und gréssere Substanz-
mengen zu zerlegen. Die gebrduchlichen Gegenstromverteilungsapparate sind fiir
diese nahezu kritischen Phasenpaare ungeeignet, da sich die in der Kilte relativ
viskosen Schichten nicht schnell genug scheiden. Die weitere Abklirung des Wertes
des Verfahrens erfordert seine Automatisierung. Der Bau einer geeigneten Verteilungs-
zentrifuge ist geplant, mit welcher multiplikative Verteilungen rationeller und in

19) 8. J. LeacH, Review of Pure and Applicd Chemistry 9, 33 (1959).
) B. JIRGENSONs & S. StroTzkY, J. Amer. chem. Soc. 76, 1367 (1955).
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kurzer Zeit durchgefithrt werden kénnen. Die Isolierung der Proteine nach der multi-
plikativen Verteilung mittels Dialyse ist ebenfalls unbefriedigend, sie wird aber z.T.
durch Fillungsmethoden ersetzt werden kénnen.

Experimenteller Teil

1) Dic Proteinpriparvate wurden vom Zentrallaboratorium des Blutspendedienstes des
Schweiz. Roten Kreuzes in gefriergetrockneter Form bezogen, Standard Serum SRK gelost in
Ampullen mit einem Proteingehalt von 7,19%,.

Didthylcarbitol. Priparat von FLUKA pract. Zur Reinigung und Entfernung von Peroxiden
wurde mit 20-proz. Natriumhydroxid ausgeschiittelt und unter Stickstoff im Vakuum destilliert;
Sdp. 74°/13 Torr. Um die letzten Spuren von Peroxid zu entfernen, destillierte man tiber Natrium.
Peroxidnachweis mit Ammoniumferrosulfat und Kaliumrhodamid. Dinalriummonoglycevophos-
phat, krist. (51, H,0) MERCK Nr. 6444, ist cin Gemisch der a- und f-Verbindung, Glycerophos-
phorséure und Natrinmnhydrogenmonoglycerophosphat wurden aus dem Dinatriumsalz mit Ka-
tionaustauscher Amberlite IR 120 hergestellt. Der Gehalt der Mischungen wurde durch poten-
tiometrische Titration ermittelt. Die’ Aquivalenzpunkte liegen bei pH 9,2 und pH 4, so dass auch
mit Phenolphtalein und Methylorange als Indikator titriert werden kann.

2) Losen von Protein in zweiphasigen Systemen. Gefriergetrocknete Proteine kdnnen nicht
direkt in den nahezu kritischen Phasenpaaren geldst werden. Um das trockene Protein scheidet
sich eine an organischem Ltisungsmittel reiche Phase aus, die einen Teil des Proteins sofort dena-
turiert und unléslich macht. Proteine sind vorzuldsen und Phasenpaaren zuzusetzen, deren
Wasser evtl. Salzgehalt um denjenigen der Proteinlésung vermindert ist.

Die Phasenpaare wurden durch Zugabe von Didthylcarbitol oder Wasser auf einen bestimm-
ten Dichteunterschied eingestellt. Dieser wurde mit einem Tauchkérper, der an einer Nylonsaite
von einer Federwaage in die Phasen hing, gemessen. Durch Verindern der Saitenlinge mittels
einer Schleife konnte der Tauchkérper in die eine oder andere Schicht getaucht werden. Diese
Messungen wurden bei konstanter Temperatur (4 0,1°) ausgefiihrt.

Die Proteinkonzentrationen wurden an der Extinktion bei 280 mu gemessen, nachdem die
Losungen so verdiinnt worden waren, dass sie bei Zimmertemperatur homogen blieben. Blind-
werte entsprechender profeinfreior Losungen wurden in Abzug gebracht.

3) Zur Analyse dey Phasen. Wasser und Diidthylcarbitol wurden vom Glycerophosphat abdestil-
liert; im Destillat wurde der Carbitolgehalt nittels der Refraktion bestimmt. Um cine Zersetzung
des Glycerophosphats zu vermeiden, wurde nach Art der Gefriertrocknung in einer geschlossenen
Apparatur im Vakuum (< 0,1 Torr) destilliert. Der Na,-Glycerophosphat-Riickstand wurde gewo-
gen und titriert, um evtl, noch gebundenes Wasser zu erfassen. Der Brechungskoeffizient des Di-
athylcarbitols #f) betrug 1,421, das Brechungsinkrement pro 1% in Wasser 0,00056. Mit einem
ABBE-ZE1ss-Eintauehrefraktometer konnte der Carbitolgehalt auf -+ 0,3% bestimmt werden.

4) Die multiplikativen Verieilungen wurden nach dem GRralG’schen Verfahren?) in einer halb-
antomatischen Batterie nach HECKER!?) oder in zylindrischen Glisern durchgefiihrt, wobei die
flissigen Schichten mit einer Rekordspritze transferiert und durch Zentrifugieren bei konstanter
Temperatur geschieden wurden.

Das Phasenpaar mit dem Proteingemisch befindet sich zu Beginn des Versuchs in einem
Glas Nr. 1. Im 1. Verteilungsschritt wird die Oberschicht in ein Glas Nr, 2 zu einem Volumen
frischer Unterschicht gebracht und ein Volumen Oberphase in das Glas Nr. 1 gegeben, Nach dem
Mischen der Phasen zur Einstellung des Verteilungsgleichgewichtes und Scheiden der Phasen ist
der 1. Verteilungsschritt abgeschlossen. Mit jedem Schritt wird der Gliserreihe ein weiteres Gefass
mit einem Volumen Unterphase zugefiigt, alle Oberphasen in das Glas nichst hoherer Nummer
iberfithrt und im Gefdss Nr. 1 ein Volumen Oberphase zugegeben. Die Anzahl der Gliser ist
stets gleich der Zahl der Verteilungsschritte + 1.

Bei dem geringen Dichteunterschied der Diithylcarbitol-Phasen und ihrer relativ hohen
Viskositat bei den tiefen Temperaturen beansprucht die Scheidung der Phasen 4-6 Std., beim
Zentrifugieren bei 50-150 g ungefihr 1/4 Std., wobei die Temperatur konstant zu halten ist. Dies
konnte mit einer Zentrifuge im Kaltraum erreicht werden, deren Gliser nicht durch cinen Be-
hilter geschiitzt waren, so dass stets frische Raumluft sie nmspiilte. Das Mischen der Phasen

12) E, HeckEr, Chemic Ing. Techn. 25, 505 (1953).
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crfolgte auf einer senkrechten Scheibe, auf welcher die Geféasse radial befestigt wurden und die
mit 6 Umdrehungen pro Minute drehte.

Die Versuchszeit in der Batterie und im «Handbetrieb» mit Spritze und Zentrifuge war fiir
25 Verteilungsschritte etwa gleich lang und betrug 1 Woche. Das letztere Verfahren war préziser
und erméglichte gelegentliche Phasenvolumenverschiebungen zu beriicksichtigen.

5) Zevlegung des Gemisches von Albumin umd Gammaglobulin. Temperatur —35° £ 0,5°;
pH 7,3 + 0,15 nach Verdiinnen 1:5.

Proteinfreies Phasenpaar: Gesamtzusammensetzung Gew. 9%, wasserfreie Komponenten:
11,25 Diathylcarbitol 0,8 NaH-Glycerophosphat, 14,6 Na,-Glycerophosphat, 73,3 Wasser. Pha-
sendichteunterschied 0,108 g/ml.

Proteinhaltiges Ausgangssystem: 1%, Albumin, 1%, Gammaglobulin, im fibrigen wie protein-
freies Gemisch weniger 29, Wasser. Phasendichteunterschied 0,116 g/ml.

Multiplikative Verteilung: Erstes proteinhaltiges Phasenpaar 6,8 ml obere, 13,2 ml untere
Phase mit einem Gehalt von ca. 250 mg Albumin und 170 mg Gammaglobulin. Phasenvolumen
je 6,5 ml obere 13,2 ml untere Phase. 12 Verteilungsschritte. Phasentransport von Hand. Mischen
je 20 Min. Zentrifugieren je 15 Min. bei 50-150 g. Fraktionen 1-13.

Untersuchung der Phasen nach der Verteilung: Von jeder Unter- und Oberschicht wurde je
1 ml abpipettiert, auf 3,0 ml verdiinnt und ihre Extinktion bei 280 myu gemessen. Der Blindwert
wurde am proteinfreien Gemisch in gleicher Weise ermittelt und abgezogen. Der Rest der Phasen-
paare wurde mit 1 ml Wasser homogenisiert, in Visking-Dialysierschliuchen ausdialysiert, wobei
sich die Losungen stark verdiinnten, und gefriergetrocknet. Von jeder Fraktion und vom Aus-
gangsgemisch wurde eine Papierelektrophorese in Didthylbarbiturat-Puffer pH 8,6, 0,15M im
LKB-Apparat (LKB-PRODUKTER AB, Stockholm) ausgefiihrt und mit Amidoschwarz angeférbt.

6) Die Verteilung von Human-Sevum. Temperatur —7,5 + 0,5°.

Proteinfreies Gemisch, Gew. 9, wasserfreie Komponenten: 11,6 Didthylcarbitol, 15,8 Na,-
Glycerophosphat, 72,6 Wasser, ferner 5 mg Ascorbinsdure pro 100 g System zur Reduktion von
Peroxid. Dichteunterschied 0,102 g/ml.

Im proteinhaltigen Gemisch von 50 g wurden 10 g Wasser durch Normalserum zu 79, Protein
crsetzt. Nach dem Scheiden der Phasen befand sich ein Teil der Serumproteine ungeldst in der
Phasengrenzfliche. Die Riickstandsbestimmung in den klaren Schichten ergab nach dem Aus-
dialysieren einen Proteinriickstand von 600 mg pro 40 ml Phasenpaar, dem Volumen das zur
multiplikativen Verteilung in den 2 ersten Gefidssen eingesetzt wurde.

Die multiplikative Verteilung wurde iiber 24 Verteilungsschritte mit je 10 ml Ober- und
Unterphase wie bei der Trennung von Albumin und Gammaglobulin gefithrt. Da die Zentrifuge
nur 16 Gliser auf einmal fassen konnte, wurde vom 15. Verteilungsschritt an mit jedem Vertei-
lungsschritt ein Glas im Wechsel am Anfang und am Ende der Reihe beiseitegestellt. Diese Ge-
fisse enthielten je eine Unter- bzw. Oberschicht, die als Fraktionen 1-4 bzw. 25-21 unveridndert
aufbewahrt wurden. Am Ende der Verteilung lagen vor: Fraktionen 1-4 mit Unterphasen, 5-24
mit Phasenpaaren, 21-25 mit Oberphasen. Sie mussten Komponenten enthalten, deren Vertei-
lungskoeffizienten mit der Fraktionsnummer zunahm.,

Untersuchung der Fraktionen. Die Zugabe der Ascorbinsiure als Antioxidans verhinderte
wegen ihrer hohen Extinktion bei 280 myu die Bestimmung des Proteins durch Absorptionsmes-
sung. An ihrer Stelle wurden die Riickstinde nach dem Dialysieren bis zur Salzfreiheit und
Gefriertrocknen gewogen (Werte s. Fig. 2}. Jede Fraktion wurde papier-clektrophoretisch unter-
sucht. Um das relative Mengenverhiltnis der elektrophoretisch unterscheidbaren Proteine zu
schidtzen, wurden die mit Amidoschwarz gefirbten Zonen ausgeschnitten, mit Na,CO,-Losung
eluiert und bei 625 my kolorimetriert. Die Grundfirbung des Papiers wurde in jedem Streifen
durch Abzug des ermittelten Blindwertes beriicksichtigt. Aus den Riickstandsgewichten und dem
Verhiltnis der Proteinkomponenten liess sich die Menge der Proteine in jeder Phase abschitzen.
Sie sind in Fig. 2 angegeben. Die Immunoelektrophoresen der Fraktionen 1, 4, 8, 12, 15, 19 und
25 wurden im Zentrallaboratorium des Blutspendedienstes nach der Methode von GRABAR &
SCHEIDEGGER18) ausgefiihrt.

13y P. GRABAR & C. A. WiLL1aAMs, Biochim. biophys. Acta 77, 67 (1955); J. URIEL, ]J. J. SCHEI-

DEGGER, Bull. Soc. chim. biol. 37, 165 (1955); J. J. SCHEIDEGGER, Int. Arch. of Allergy and
Applied Immunology 7, 103 (1955).
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7) Reinheitspriifung von Gammaglobulin. Um das Gammaglobulinverteilungsmaximum unge-
fahr in die Mitte der Fraktionenreihe zu bringen, wurde das System Di#thylcarbitol-Na,-Glycero-
phosphat-Sorbit-Wasser, Tabelle I E1, Dichteunterschied 0,1 g/ml, pH 8,7 nach Verdiinnen 1:5
mit 16,5 und 33,5 ml oberer bzw. unterer Schicht gewihlt. Die Proteinkonzentration betrug 1%.
20 Verteilungsschritte wurden nach der Arbeitsweise ausgefiihrt, wie sie beim Normalserum an-
gewendet worden war. Die dialysierten und gefriergetrockneten Fraktionen 14-20 wurden ver-
einigt und in derselben Weise ein zweites Mal in Phasenvolumen von 6 und 12 ml oberer bzw.
unterer Phase verteilt. Ein Teil des Proteins ging freilich nicht mehr in Lésung.

In einem zweiten gleichen Versuch wurden die Fraktionen 04, 5-11, 12-16, 17-20 vereinigt
und das Protein isoliert. Sie dienten der elektrophoretischen und immunochemischen Unter-
suchung. Ferner wurden die optische Drehung der drei ersten Gruppen, des Ausgangsmaterials
und des unverteilten Proteins aus dem 1. Phasenpaar im Phosphat-Puffer pH 7,5, 0,1 M, im 1-dm-
Rohr gemessen. Zur Verfiigung stand ein Zeiss-Polarimeter mit subjektiver Ablesung mit Na-
triumlampe.

Die Sedimentationsgeschwindigkeiten in 1-proz. Lésung in demselben Puffer wurden in einer
Pavywe-Ultrazentrifuge bei 45000 T/min bei 20° 4 1° bestimmt. Die auf Temperatur und
Viskositit korrigierten Sedimentationskonstanten aller Frakrionen lagen wie diejenige des Aus-
gangsmaterials zwischen 5,9 und 6,0 SVEDBERG-Einheiten.

ZUSAMMENFASSUNG

Nahezu kritische wasserreiche Phasenpaare aus Didthylenglykoldidthylather,
Ortho- oder Glycerophosphaten, Magnesiumsulfat oder Polyalkoholeq, wie Sorbit,
l6sen im pH-Bereich von 5-9 die Hauptmenge der Serumproteine. Diese verteilen
sich mit unterschiedlichen Verteilungskoeffizienten in den Phasenpaaren und werden
bei Temperaturen unter + 1° nur z. T. denaturiert. Sie behalten ihre immunochemische
Aktivitat. Die Verteilungskoeffizienten und die optische Drehung von Albumin und
Gammaglobulin dndern sich nur sehr wenig, wenn diese Proteine iiber lingere Zeit in
diesen Phasenpaaren geldst bleiben. Gammaglobulin verliert aber z.T. allmahlich
seine Laslichkeit.

Die Phasenpaare sind zu mehrstufigen GrRA1G'schen Gegenstromverteilungen be-
niitzt worden. Ein Gemisch von Albumin und Gammaglobulin konnte schon in 12
Verteilungsschritten zerlegt werden. Die getrennten Proteine wurden durch Dialyse
und Gefriertrocknung isoliert. In einer 24-stufigen Verteilung von Normalserum
reicherten sich die Serumkomponenten in verschiedenen Fraktionen an. Nur Hapto-
globin und Gammaglobulin konnten in immunoelektrophoretisch reiner Form in den-
ersten bzw. in der letzten Fraktion isoliert werden.

Die Verteilung von Albumin- und Gammaglobulin-Priaparaten wurde mit be-
rechneten Verteilungen idealer Komponenten verglichen, um ihre Einheitlichkeit zu
priifen. Bei kristallisiertem Humanalbumin deckten sich die experimentellen und be-
rechneten Verteilungen innerhalb enger Fehlergrenzen, was fiir ein reines Praparat
spricht. Bei Gammaglobulin dagegen war das Protein iiber alle Phasenpaare verteilt.
Eine Trennung verschiedener Gammaglobuline ist wahrscheinlicher, als dass dieser
Befund durch Denaturierung des Proteins im zweiphasigen Gemisch vorgetduscht
worden ist.

Diese Untersuchungen wurden zeitweise vom SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS unterstiitzt,
wofiir ich seinen Organen bestens danke. Dem Zentrallaboratorium des Blutspendedienstes danke
ich fiir die Uberlassung von Proteinpriparaten und Herrn Dr. R. BUTLER fiir die Ausfiihrung der
Immunoelektrophoresen. Ferner danke ich den Herren F. RupiN, F. BEck und B. KtNz1 und
Fraulein S. KipFER fir ihre ausdauernde Mitarbeit bei den Versuchen.
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