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InhaItsubersicht 
Die Isolierung des &metallbindenden Globulins mit Rivanol bei gleichzeitiger pH- 

Verschiebung sowie dessen chemische und chemisch-physikalische Daten werden be- 
schrieben. 

BOETTCHER, KISTLER und NITSCHMANN~) berichteten 1958 uber die 
Darstellung des PI-metallbindenden Globulins (Transferrin 2 ) ,  Sidero- 
philin3)) aus menschlichem Plasma mittels Rivanol (P-Athoxy-6,9-Di- 
aminoacridinlactat). In Anlehnung an HoKEJS~ und SMETANA 4, fallten 
sie durch Zusatz von 0,ilproz. Rivanollosung (1 Teil Plasma + 3,5 Teile 
Rivanollosung) 0,-metallbindendes Globulin und y-Globulin aus. Durch 
Tieftemperaturfraktionierung mit Bthanol bei - 6 "C wurde daraus das 
y-Globulin entfernt und durch anschlieflende nochmalige Fraktionierung 
mit Rivanol das p,-metallbindende Globulin weitgehend gereinigt. Wei- 
tere Darstellungsmethoden finden sich unter 5 ,  und ". 

Bei unseren Versuchen zur Isolierung des I5,-metallbiiidenden Globulins 
aus Retroplacentarserum gingen wir nicht von Plasma oder Vollseruni. 
sondern einer Nebenfraktion (NIIU) aus, die bei der hier entwickelten 
Methanol-Mitteltemperaturfraktionierung ') zur Gewinnung von Human- 
y-Globulin anfallt. Dabei fanden wir eine weitgehende Abhangigkeit der 
Rivanolfraktionierung vom pH-Wert. Die Fraktion NIIU, die neben 
,&Globulinen noch Albumin und y-Globulin enthalt (Abb. l), wurde zu 
diesem Zweck mit Pufferlosungen verschiedener pH-Werte versetzt und 
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daiiii in ublicher Weise mit Rivanol gefiillt. Die Niederschlage wurden 
verworfen, die Filtrate init Aktivliohle entfarbt und elektroplioretisch 
anf ihre Zusamnieiisetzuiig untersucht. Wahrend bei pH-Werten unter 
7,O iiur Albumiii gefallt wurde, fielen bei clnriiber liegenden pH-Werten 
bereits ,8-Globuline aus, uiid bei pH-Werten uber 9,3 enthielt die Losung 
nur noch y-Globulin (Abb. 2-5). 

Xuf Grund dieser Vorversuche wurde zur praparativen Darstellung 
des PI-metallbindenden Globulins die Fraktioii NJIC darch Fallung mit 

Abb. 1. Auspangsfraktion 
(SITU), Aufnahme n. 60 Min., 

2000 17, 20 mil;  4 %,4O 

-1bb. 2. Filtrat n. Rivanol- -1bb. 3. Filtrat ii. Rivanol- 
fraktionierung bei pH 7,O; fraktionierung bei pH 8,8; 
Aufnahme n. 95 Min., 180 V. .'lnfnahnie n. 60 X n . ,  200 V, 

:'OrnA; 3: 28,s' 20 in-\, 4: %,lo 

Abb. 1. Filtrat n. Rivanolfrak- Abb. 3. Filtrat n. Rivanolfrak- 
tionierung bei pH 9,2; Auf- tionierung bei pH 9,4; Auf- 
iiahrne 11. 90 Min.,180T, 2OmA; nahme n. 60 Min.. l90F7, 20mA; 

r 29,O0 d: ",lo 
-1bb. 1-5. Tiselius-Elektrophoresen in Michaehs-Puffer pH S.G, IonenstLrke 0.1 ; 

Proteinkonzentratioii 1.5 0; 
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Rivanol in BRITTOK-RoBINso~-~uffer bei pH 7,2 von Albumin befreit . 
anschlieBend wurde der pH-Wert durch Zusatz von 0,2 n NaOH auf pH 
9,O eingestellt. Der ausgefallene Niederschlag wurde in Azetatpuffer pH 
6,0 aufgenonimen, die Losung mit Aktivkohle von Rivanol befreit. di- 
alysiert und lyophil getrocknet. Eventuell noch vorhandene geringe 
Mengen y-Globulin konnen durch Adsorption der Losung an Aluminiurn- 
hydroxyd-Gel entfernt werden. 

Die Einheitlichkeit des isolierten PI-metallbiiidenden Globulins koiinte 
elektrophoretisch (Xbb. G )  und niit Hilfe der Ultrazentrifuge (Abb. 7) 
bestatigt werden. Immunelektrophoretischs) lieBen sich bei Verwendunp 

PI-metnllbindendes Globulin 

Sbb. 6. Tiuel ius-~lektroIJho~e~~ Abb. i .  Sledinlentation in der Ultra- 
in Michaelts-Puffer pH 8,G. zentrifuge. Proteinkonzentration 
Ionenstarke 0,l; Proteinkonz. 1,5 XKIOO r/&Iin.  Su5=k:i 
?,00/,, Aufnahme n. 200 &fin., 

?OO V, "I mA, < OO,3' 

Abb. 8. Immunelektrophorese. Anti-Hu- 
man-p, 7-Globulin-Serum v. Kaninchen ge- 

gen P,-metallb. Globulin 

eines vom Kaninclieii gewonnenen Biiti-Huiiiaii-~,y-Clobulirisc.rums und 
hoher Konzentration des Antigens (8proz.) iioch Pa- und ?!-Globulin i 
Spuren als Verunreinigungen nachweisen (dbb .  8). Die ermittelteii clic - 
mischen uiid cheniisch-physikalischeii Dateii stelien in p t e r  uberein- 
stimmung zu anderen Literatnrwerten. 
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, 

I 

i\Iolekulargewicht 1 

*) Extrahiert niit, heisem Methanol, eingedxmpft und in Petrolather aufgenommen. 
**) Unter Vcrwendimg eines speeifischen Volumens von 0,725 ". 
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