CHEMICKE ZVESTI XVI, 4-5 — Bratislava 1962 403.

OSZILLOPOLAROGRAPHISCHES VERHALTEN EINIGER EIWEISSSTOFFE

OTAKAR MACH

Institut fur Hématologie und Bluttransfusion in Praha

Albumin, y-globulin, fibrinogen a hemoglobin skytaji na oscilopolaro-
grafické kiivee shodné zdrezy. Vlivem tepelné denaturace se vSak tyto zdrezy
posunuji k pozitivnéjsim potencidlim. Je sledovdn vliv formaldehydu
a peroxydu vodiku na kiivky bilkovin. Rovnéz byly zkoumdny nékteré
interakece bilkovin s antigeny.

Diese Arbeit befasst sich mit dem oszillopolarographischen Verhalten einiger
Eiweissstoffe wie Albumin, y-Globulin, Fibrinogen und Hédmoglobin, bei denen
die Moglichkiet der qualitativen und quantitativen Bestimmung verfolgt
wurde.

Die Versuche wurden in Phosphat Puffer vomn pH 7,1, x4 0,15, 0,15 M-NaCl, 1 m-NaCl
und 0,3 M Natriumazetat ausgefithrt. Diese Losungen dienten auch als Losungsmittel
fur die Eiweissstoffe bei diesen Untersuchungen. Die Bestimmung der nativen isolierten
Eiweissstoffe sind im Konzentrationsbereich von 10—70 ug/ml, d. h. in 0,01—0,07 9%
Losungen moglich.

Alle untersuchte Eiweissstoffe bieten Kapauzititseinschnitte vom é#dhnlichen @-Wert
(0,42), ahnlich wie schon von anderen Autoren gefunden wurde [1, 2] (Abb. 1). Eine
qualitative Unterscheidung der Mischungen ist leider nur in einigen Féllen, z. B. bei
der Mischung Hémoglobin-Cyanhidmoglobin méglich.

Das Ferritin bietet in 1 M-NaCl (Abb. 2) zwei kathodische Einschnitte vom @ 0,36
und, @ 0,83;in anderen Grundlésungen hat die Kurve gleiche Form wie bei anderen Eiweiss-
stoffen.

Charakteristische Einschnitte bieten einige Derivate der Eiweissstoffe. Es wurde des-
wegen die Abhingigkeit des Q-Wertes vom Substituent oder modifizierender Gruppe
untersucht.

Abb. 1. dE/dt = f,(E)-Kurve des y-Globulins von der Konzentration 0,07 9, in Phosphat

Puffer pH 7,1. — Abb. 2. dE/dt = f,(E)-Kurve des Ferritins von der Konzentration

0,04 9% in 1 M-NaCl. — Abb. 3. dE/d¢ = f,(E)-Kurve des Azetylalbumins von der Konzen-
tration 0,05 9 in Phosphat Puffer pH 7,1.

Azetylhimoglobin bietet in Phosphat Puffer zwei Einschnitte (@ 0,48 und @ 0,85),
menschliches Azetyl—Serumalbumin mit 50 Azetylgruppen (Abb. 3) zwei Einschnitte-
(@ 0,45 und @ 0,77). Der fir die Azetylgruppen charakteristische zweite Einschnitt ver-
kleinert sich mit der Erhéhung der Konzentration.
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Das Cyanhidmoglobin bietet zwei Einschnitte (@ 0,28 und @ 0,40); der erste von ihnen
(@ 0,28) ist charakteristisch fiir die Cyangruppe und seine Tiefe ist von der Konzentration
abhiingig.

In allen diesen Fillen sind die fiir die Eiweissstoffe charakteristischen Einschnitte an
die Seite, wo der Einschnitt der modifizierenden Gruppe liegt, verschoben.

Es wurde auch das oszillopolarographische Verhalten der nativen Rinden-Heteroplasma
studiert. In Phosphat Puffer pH 7,1 entsteht ein Einschnitt vom selben Q-Wert, wie bei
anderen Eiweissstoffen (Abb. 4a). Durch Erhitzen mit Formol oder Formol und Wasser-

Abb. 4. Einfluss der Denaturation auf die Kurve der nativen Heteroplasma. Phosphat
Puffer pH 7,1.
a) native Heteroplasma; b) durch Erhitzen denaturiert; c¢) Mischung der nativen Hetero-
plasma und denaturierten (3 : 1).

stoffperoxyd entsteht die gleiche Kurve. Doch durch das Erhitzen ohne Formol- oder
H,0,-Zugabe verschiebt sich der kathodische Einschnitt zu positiven Potentialen (@ 0,22)
und der anodische Einschnitt verschwindet (Abb. 4b). Auch bei Zugabe von. sehr kleiner
Menge, durch Wirme denaturierter Heteroplasma zur nativen Heteroplasma wird derselbe
Effekt beobachtet (Abb. 4c).

Bei allen diesen Verbindungen wurden keine grosse Differenzen in den physikalisch-
chemischen Eigenschaften (optische Drehung, innere Viskositét) gefunden. Diese Effekte
sind von dem Gehalt der freien —S—S— und —SH-Gruppen abhingig und werden durch
Maskierung mit Formol oder Oxydation
durch H,0, gehemmt. Das gleiche oszillo-
polarographische Verhalten wie bei der
durch Wérme denaturierten Plasma wurde
auch bei anderen Eiweissstoffen schon nach
milder Denaturation gefunden.

Es wurde auch oszillopolarographisch die
Interaktion zwischen einigen Eiweissstoffen
und, Antigen—Antikérpern studiert. Die
Abbildung 5a zeigt die Kurve eines spezifi-
schen Antigen und zwar des Serum Anii-

: : globulinum humanum. Dieses bietet drei

einer Interaktion. . . . . -

a) Serum Antiglobulinum humanum; b) wie Einschnitte, einen bei @ 0,45 (charakteris-

aber nach Zugabe von y-Globulin; tisch fiir Eiweissstoffe) und zwei Einschnit-

0,15 m-NaCl. te bei @ 0,33 und @ 0,82. Bei Zugeben klei-

ner Mengen (oder Titrieren) von y-Globulin

vermindern sich diese zwel Einschnitte (Abb. 5b), was mit der Bildung des Eiweisskom-
plexes verbunden ist.

Aus diesen Experimenten zeigt sich auch eine Méglichkeit der Anwendung bei Studium

Abb. 5. Oszillopolarographisches Verfolgen
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der Interaktionen zwischen Makromolekiilen oder zwischen einem Makromolekiil und
Molekiil oder Ion.

Die bisherigen Ergebnisse erlauben aber noch nicht die Erkldrung der beobachteten
Effekte; es wird auf diesem Gebiet weiter gearbeitet.

Zusammenfassung

Albumin, y-Globulin, Fibrinogen und Himoglobin bieten an der oszillo-
polarographischen Kurve identische Einschnitte, die sich nach der Denatura-
tion zu positiveren Potentialen verschieben. Es wurde auch die Interaktion
zwischen einigen Eiweissstoffen und Antigen—Antikérpern studiert.

OCLHMJIJIOIIOJISIPOTPAONYECKOE IIOBEJEHUE
HEROTOPBIX BEJIKOB
OTAHAP MAX
ITacTHTyT reMaToOrNM M NepenuBaHus KpoBu B IIpare
Anp6ymMuH, y-r106yuH, (UOPMHOTEH M IeMOTJIO0MH JIAI0T HA OCIIIIONONIApoTpadryecKkoi
KpuBOH opuHakoBele 3yOusr. Iloj BiIMsHMEM TepMHUYECKOIl AeHATYpaLMM 3T 3YOLEI CHABH-
ralTca B HampapieHmu 6ojiee IOJIOMMTEN BHEIX NoTeHIMasoB. Mccsexyerca Bamsanue ¢op-

MaJpJeruaa 1 nmepexkucu BoAopoja Ha K puBLIe 6eJIKOB. I’IBy‘Iﬂ.TIHCL TaKM¥e HEKOTOPEIe clIydan
B3aUMOJEHCTBH 0e/IKOB C AHTHICHAMM.
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