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Medicinska Nobelinstitutet, Biokemiska Awvdelningen Stockholm (Schweden)

und E. R. Johnson Foundation for Medical Physies, University of Pennsylvania
Philadelphia, Pa. (U3A)

Mikrotitration von Proteinen
Yon A. C. Maehlyl)

A. Einleitung

Proteine sind im Prinzip aus Aminosdureresten aufgebaut, obwohl
aullerdem Gruppen von abweichendem chemischem Bau in vielen Ei-
weillstoffen enthalten sind (Glykoproteide, Nucleoproteide, viele En-
zyme usw.). Quantitative Analysen des Aminosiuregehaltes von Pro-
teinen sind neuerdings vervollkommnet und technisch erleichtert wor-
den, wozu besonders mikrobiologische Methoden und die Benutzung
von Ionenaustauschern nach Stein und Moore (1, 2) beigetragen haben.
Oft aber sind wir mehr an den chemisch leicht zugiinglichen Gruppen
der Proteinmolekiile interessiert als an der Zusammensetzung ihres
«Inneren». Die Bestimmung mancher «Endgruppen» mit chemischen
Methoden ist auf sehr elegante Weise ausgearbeitet worden, besonders
durch die Pionierarbeit von Sanger und seinen Mitarbeitern (3, 4).

Untersuchungen des intakten nativen Proteinmolekiils miissen mit
Mitteln unternommen werden, die keine irreversible Denaturierung oder
chemische Verinderung mit sich bringen. Zur quantitativen Bestimmung
reaktiver Gruppen kann man sich unter anderm der Elektrophorese,
Chromatographie, Spektrophotometrie oder Titration bedienen. Titra-
tionen konnen sich auf bestimmte Gruppen beschriinken (amperometri-
sche Bestimmung von SH-Gruppen, Messung der Potentiale von Redox-
systemen, spektrophotometrische Titration von Metallionen mit Cyanid
usw.), oder es kann versucht werden, die Mehrzahl der «chemisch freien»
(also nicht an Peptidbindungen beteiligten) Gruppen eines Eiweil3-
molekiils zu erfassen. Zu diesem Zweck hat wohl die Sidure-Basen-
Titration (von nun an abgekiirzt mit SBT) den groflten Anwendungs-
bereich gefunden.

Proteine sind — in ihrer Eigenschaft als Polyaminosiuren — Ampho-
lIyte, d. h. sie tragen eine Anzahl positiver wie auch negativer Ladungen,

1) Jetzige Adresse: The E. R. Johnson Foundation, University of Pennsylvania,
Philadelphia 4, Pa.
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die sich nur bei einem gewissen Aciditéitsgrad genau die Waage halten?).
Im iibrigen pg-Bereich dagegen iiberwiegt die eine oder andere dieser
Ladungstypen. Durch Zugabe positiv geladener H-Ionen kinnen diese
Ladungen sukzessive neutralisiert werden.

In Tab. 1 und Abb. 1 sind diejenigen Gruppen angefiihrt, die in Pro-
teinen vorkommen, sei es als Endgruppen von Peptidketten (oder ihrer
Verzweigungen), sei es als normale Bestandteile von Aminosiduren
(Imidazolkerne, aromatische Ringe, Sulfhydrylgruppen). Die Dissozia-
tionskonstanten sind ebenfalls angegeben, soweit sie mit Sicherheit be-

kannt sind.
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pu-Regionen, in denen keine Gruppen titriert werden

pu-Regionen, in denen keine hiiufigen Gruppen vorkommen

Das leere Rechteck gibt die Region an, in der die Aminogruppe
von Cystin titriert wird,

Abb. 1. Eine graphische Darstellung der Daten von Tab. 1. Die py-Regionen, in denen
die Gruppen titriert werden, sind durch Rechtecke angegeben.

) Zur Definition dieses Zustandes als isoelektrischen Punkt oder isoionischen Punkt
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Tabelle 1
Gruppen, die in Peptiden bekannter Struktur vorkommen und der SBT zugiinglich
sind!). Dissoziationskonstanten {als pK) bei 25°

Gruppe Vorkommen pK?)
a-Carboxyl Alle Aminosiiuren auller 3.0- 3.2
den Prolinen
f-Carboxyl Asparaginsiure 3.0- 4.7

y-Carboxyl Glutaminsaure ~4.4
Imidazol Histidin 53.6- 7,0
Dijodophenyl Jodgorgosdure ~6,3
t-Amino a) Cvstin 6,5~ 8,5
b) Alle Aminosiuren 7.6— 8.4

auller §-Alanin und
den Prolinen '

Sulfhydryl Cystein 9,1-11,0
Phenyl Tyrosin 9,6-10,4
£-Amino Lysin 9,4-10.6
f-Amino f-Alanin 10,2%) &)
Imino Prolin, Oxyprolin 9,7-10,6%)
d-Amino Ornithint) 10,8
{ruanidino Arginin 11,0-12,6

1) Nach Cohn und Edsall (ref. 7, 5. 445), wo nicht anders vermerkt.

%) In Proteinen oder Polypeptiden. Die freien Aminosiuren haben etwas andere
pK-Werte.

) M, May und W. A. Felsing: J. Amer. Chem. Soc. 73, 406 (1951).

1) Diese Aminosiiure wurde in Bacitracin A gefunden (L. C. Craig, W. Hausmann,
J. R, Weisiger, J. biol. Chem. 199, 865 [1952]).

B Fiir die freien Aminosiuren,

Tabelle 2
Die titrierbaren Gruppen von menschlichem Serumalbumin nach C. Tanford (6)*
G ‘l pK Jf'm za'hl Anzahl
ﬁ (Titration) | (Analyse)
Carboxyl . . .00 108 =100
Imidazol . . . . . i 6,10 16 16
a-Amino . . . . . | 5.00 1 1
e-Amino . . . . . : 0,40 59 a8
Phenyl . . . . . . | 0.60 : 18 18
Sy 2 oo o o o3 11 - 0,7
Guanido . . . . . 11 24 24
Basischer N (Imida-
zol -+ NH, +
Guanidin). . . . - 100 99

* Korrigiert nach Alberty (5).



Wennin einem gegebenen Protein alle oder die meisten dieser Gruppen
zugleich vorkommen, wird eine Analyse der SBT-Kurve praktisch un-
moglich sein. Glicklicherweise ist dieser Fall dulerst selten. AuBerdem
kénnen durch chemische Veridnderungen (Veresterung, Methylierung,
Jodierung, Salzbildung mit Schwermetallen, Reaktion mit Dinitro-
fluorbenzol usw.) gewisse Gruppen maskiert werden. Immerhin wird
es nicht mdaglich sein, z. B, - und y-Carboxyl-Gruppen oder d- und
¢-Amino-Gruppen voneinander zu differenzieren. Ein gutes Beispiel einer
Protein-SBT ist die Analyse von menschlichem Serumalbumin durch
Tanford (6), die die erreichbare Genauigkeit moderner Methodik zeigt
(Tab. 2).

B. Anwendung des Massenwirkungsgesetzes auf Polvelekirolyte

Fiir ein Verstandnis der Probleme, die mit der Analyse von Dissozia-
tionskurven verkniipft sind, ist eine klare Definition der gemessenen
Groflen und der aus solchen Messungen berechneten Grioflen dullerst
wichtig.

Im Falle der Dissoziation einer einzelnen Gruppe fallen viele dieser
GroBen zusammen und fithren zu einem sehr vereinfachten Sonderfall.
Betrachten wir in Kiirze diesen Sonderfall am Beispiel einer einbasischen
Siure. Hier gelten fiir die Reaktion

H+ 4+ An~ == HAn {1)
folgende Beziehungen:

o 1 _ _[H7] [An7]
Dissoziationskonstante =—= K = [TTAn] (2)
Dissoziationsgrad = a = [L\n_[fil[_]Tnj (1)
Dissoziationsrest = p = EKHEEA[II]'{AH] (4)

wo [H'] Wasserstoffionenkonzentration
[An~] Anionenkonzentration
[HAn] Konzentration der undissoziierten Siure.
Durch Kombination von Gleichung 2 und 3
g S S i = 40 (5)
T LAl T K
7 [An] K

- 1 1 __[H]

8= -_[t':’.kllnl o = L K - K b [II..'I (63)
[HAn] } b [HA]

1 . K

7 T 1oh)

=
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und weiter
= 1—p : (7)

Graphisch wird gewihnlich der negative Logarithmus der [H*] gegen
a aufgetragen. Die reziproke Kurve wird durch Ersatz von a durch ¢
erhalten.

Oft werden statt a oder p lineare Funktionen dieser Griéllen auf der
Ordinate aufgetragen, wie optische Dichte, magnetische Susceptibilitét,
Viskositit usw. In einfachen Fillen kann die Dissoziationskonstante auf
diese Weise graphisch bestimmt werden, wie aus der Henderson-Hassel-
bach-Gleichung®) hervorgeht:

pK = py. wenn [An™] = [HAn] (8)
oder ¢ = p = 1
Im Fall der Protein-SBT finden wir nun aber erheblich komplexere Ver-
hiltnisse vor, denn wir haben hier:

1. mehrere chemisch gleichwertige Gruppen mit sehr dhnlichem pK;

2. Gruppen mit verschiedenem chemischem Bau, deren pK-Werte aber
oft nahe beicinander liegen;

3. die Mbglichkeit intramolekularer Beeinflussung der einzelnen Grup-
pen aufeinander;

4. erhebliche Abweichungen von den idealen Voraussetzungen des
Massenwirkungsgesetzes: Die Aktivitdt der ionisierten Gruppen kann
sehr weit von den tatsichlichen Konzentrationen entfernt sein, und die
Dissoziationskonstanten fndern sich als Funktion der Ionenstirke?).

Die beiden ersten Punkte sind theoretischer Analyse zugiinglich, wih-
rend die zweil letzteren nur noch empirisch erfallbar sind.

1. Mehrere gleichwertige Gruppen

Das einfachste Modell eines Polyelektrolyten mag wohl eine zwei-
basische Siure mit zwei chemisch gleichen geladenen Gruppen darstellen.
Hier herrschen die folgenden Gleichgewichte:

_ [H*] [HAn] ‘ [H*] [AnT]
B [,An] (92) g [HAn] Ph)

[HY]® [AnT]

KK, = [H,An] (9¢)

Das Vorhandensein von zwei Dissoziationsstufen zwingt uns nun zu
einer Erweiterung der Definition der GroBlen K, o und o, und zur Ein-
filhrung neuer Gréflen. Wir haben daher:

[AD_]
[HAn] )

) Mit andern Worten: Das Proteinmolekiil ist nicht ein «Liésungsmittels fiir die
geladenen Gruppen, noch sind die letzteren ein cideales Gaso»,

3) Namlich pK = —lgg K = PH -+ log
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K,, K, «wahre» Dissoziationskonstanten.

K" Mittlere Dissoziationskonstante, d.h. diejenige Konstante,
die dann gefunden wiirde, wenn jede der zwei Gruppen an ein
separates Molekiill gebunden wiire.

ay, 4y Dissoziationsgrade der 1. und 2. Dissoziationsstufe (vgl. Glei-
chungen 3 und 5).

Dissoziationsrest: Das Verhiltnis der Konzentration des un-

G‘

w2
dissoziierten Wasserstoffs zur Gesamtkonzentration des Poly-
elektrolyten (Proteins) in Molen per Liter.

[ Normalitiitsrest: gleich dem Dissoziationsrest, dividiert durch

die Wertigkeit des Polyelektrolyten.

Fiir 2 Dissoziationsstufen gelten somit die Beziechungen:

- [HAn™] B
“ "~ [H,An] + [HAn ] + [An7] (10)
[An7]
“ ~ TH,An] + [HAn] + [An7] (1)
4, 5 [HAn™] — 2[H,An] i

[HoAn] -+ [HAn] + [An7]
[HAnT] + 2[HyAn| B (13)

0y 2] [HgAn] + []—I[ﬁn_']-—_ﬁ_[.;i_r-l:_—-].} T

2. Mehrere Gruppen mit verschiedenen Dissoziationskonstanten
am gleichen Molekiil
Wenn n-Gruppen verschiedenartigen Charakters am gleichen Molekiil
titriert werden, fillt der Begriff einer gemeinsamen mittleren Dissozia-
tionskonstanten fort. Wenn wir annehmen, dal} die Gruppen einander
nicht beeinflussen, diirfen wir Gleichung 12 ausdehnen und erhalten?):

_ _[H.*’u:] 4 Z[I:szin] L o +(m—1) [Hn_,!_;}n] J_—J_:[H,‘.-"in}

_ s o3 B B, oo I oo uiti ol Sl L in: B 14
On [An] + [HAn] + [H;An] + ... + [H,_;An] = [H,An] ()
Fine Erweiterung von Gleichung 9 fiir n Gruppen gibt
_ 0 1A
KJK2 e Km_l - [[—[”Anl (gd}
KK;..K, = _[HI"[An] (9e)
i [H, An]

und kann zur Eliminierung aller Konzentrationen von teilweise dissoziier-
ten Molekiilen dienen, so daB wir durch « Riickwiirtslesen» von Gleichung
14 und Substitution den Ausdruck erhalten:

®) Im folgenden werden die Ladungszeichen zur Vereinfachung weggelassen.
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K K. K KK;..K
_1y—L. —9 ) it 0 O SR i n-1
0, = =Dyt 02 Tp Lt (15)
Yn Tl Kl + KIKE R KlKg vis Ku—l K K .M..,.E,
o EE T y”

Erweiterung dieser Gleichung mit [H]" gibt
_ nfH) 4+ (n— DK H + (n—2) KK [H]" 2 + o+ K Kon. K [H]

HI* + K, M 4+ KK HE 4 o+ KK KB+ K K K
Der Nenner dieses Ausdrucks hat die Form eines Polynoms gemil} der
allgemeinen Formel

Pux) = 2" +epa a4+ + c1x -+ € (17)

Wenn x, x,, ... x, die Nullstellen dieses Polynoms sind, kénnen wir
schreiben:

(16)

P x) = (x—x) (x—2) . (x—2,) = ll (x—x,) (18)
=1
oder, differenziert?),
dPn(x} Fi— n— \
e = n ot + (n—1)en-1 2 2—|—... + ley ++ Ogg =
P, P P Z 1

- Bocpats  sgses = o i OF 19
a—x, T xX—X, 4 } Xy n;.=1 Ay (%)

Zur Anwendung auf Gleichung 16 setzen wir nun:

[H] = =«
KK,..K, =g l
KoK Kooy = J (20)
K, = fn-}
so dal}
s n=1 4 1- - .
0, = nx {: I 1) crr—l:i] ": FH1 '!:lx -0 Ca {21)
X T Ch1 % -I— T Gl T S
oder, gemil Gleichung 19,
dP (
*dx Z Z
_ — )7
Qn P|.-‘I H- = xr— Ii_. ” = r— xi = x_.xv ( } )

Durch tellwelse Riicksubstitution nach Glemhung 20 erhalten wir
endlich

8) Anwendung der «Produktregel» fiir die Differenzierung.

™) Diese Beziehungen wurden auf etwas kompliziertere Weise und fiir einige Sonder-
tille zuerst von Simms (11) und ven Weber (10) abgeleitet. A.von Muralt {12) hat dann
1930 gezeigt, dal die Ableitung verallzemeinert und vereinfacht werden kann. von Mu-
ralts Methode liegt im wesentlichen den obigen Ausfithrungen zugrunde.

31  Bull, schweiz. Akad med, Wiss, 1955 439



oder ausgeschrieben
o= { s g (23b)

“n i

[H]_Rl [H]_;“"S S [H]"'Zn'

Die neuen GroBen » sind die Nullstellen des Polynoms. Wenn n = [,
- —K, und Gleichung 23b wird identisch mit Gleichung 6a.

wird » —
Wir werden im folgenden zeigen, dall die Nullstellen %, #,, ... #, mit den

(negativen Werten) der mittleren Dissoziationskonstanten K.:, K;

K,

identisch sind, und zwar am Beispiel einer Sdure mit 2 Dissozia-
tionsstufen’),

Der Zihler der Gleichung 16 ist die erste Ableitung des Nenners.
Letzterer erhiilt fur n = 2 die Form:

Po([H]) — [H]F + K,[H] + KK, (24)

An den Nullstellen hat die Wasserstoffionenkonzentration somit die

beiden Wurzeln (»; und ,):

2 s K..j.wf |_.-I?’;,l,_slf KK, — % 4 la I:‘::I —KiE (25)
Durch Addition bzw. Multiplikation der Wurzeln erhalten wir:

Abb. 2 zeigt den Gang der Werte fiir K, und K, als Funktion des Ver-
hiiltnisses von i, zu #; in logarithmischer Form.

Wenn die Logarithmen von —x; und —=x, weit voneinander differieren,
strebt K, nach —, und K, nach —x,, d. h. —, wird zur wahren Disso-
ziationskonstanten K, und —x, zu K, bei unendlichem Abstand.

Ein Spezialfall liegt vor, wenn »,=s,. Hier ist die Abweichung der
Werte log K, und log K, ein Maximum, némlich 0,602, so dal}

;l iy By = o Bes — % (28)

Anderseits hat Adams (13) schon 1916 die Dissoziation zweibasischer
Sduren untersucht unter Benutzung der Gleichgewichte®):

.  [H] [H—An—]
K* — T (29a)
S5 .. J\H] Proati—H]
B = [HyAn] (22b)
ferner
[H An—] + [ -An—H] = [HAn] (30)

"y Wir kehren also hier zu dem Problem amehrerer gleichwertiger Gruppens zu-
riick (vgl. 3. 437),

%) K* ist wieder die mittlere Dissoziationskonstante, proportional der Affinitiat der
H* zum dissoziierten Rest.
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Mol x liter

log Konstante

Abb. 2. Der Gang der pK-Werte bei Annahme zweier ungleicher Gruppen am gleichen

Molekiil. — Der Wert der Funktion s, ist als konstant angenommen (»;, = 1, log », = 0),

wiihrend log 2, von —1 bis 1 ansteigt. Die X-Achse wird so der geometrische Ort

aller log »,-Werte, die Diagonale der Ort aller log x,-Werte, Die Werte von pK, und

pK, liegen auf den Kurven, die bei grolen Abstinden zwischen log », und log », den
Werten dieser GriBlen zustreben.

und da K. [H] und [H,An] in Gleichung 29a und b identisch sind:
[H-An | — [—An H] (31)

In Gleichung 9a eingesetzt, erhalten wir

. [_U_L(‘[--An—Hl + [H—An—]) o 2[H] [~An-H]

R [HsAn] [HzAn]| = RIS )
In dhnlicher Weise aus Gleichung 9b:
 [M] [An] [H] [—An—] _ K* _
K, [HAn]  [H—-An ]+[—An—H] 2 (33)
Und endlich:
K,  K* 1 .
K, 2x2K* 4 (34)

Die Gleichungen 32-34 geben also dasselbe Resultat wie Gleichung 28,
so dall auch hier die Grollen —x und K* identisch werden.

Klotz (9) gibt fiir n-Gruppen mit demselben K* (chemisch gleich-
wertige Gruppen) die folgende allgemeine Formel zur Berechnung jeder
wahren Dissoziationskonstante:
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| (35)

wo t=12,3..n

Abb. 3 zeigt die Verteilung der Konstanten mit zunechmenden Werten

VO .
0 -
2 ] L]
® °
4 ® o | @ &
® ® 2 ®
n 6 » e eo|® @ ®
s ©® @ ® e 8
8. a 2 o als ® @ ®
e o " e o o @
[Dd L [ ] 2 & 8o & & @ [ ]
12 zunehmendes |
F4l L T L T Ld Ld T T
-1.0 +1.0
K™ »
pK™=pK

Abb. 3. Eine graphische Darstellung der pK-Werte fiir n-Gruppen mit der mittleren
Dissoziationskonstante K* gemill Gleichung 35. Die Werte fiir n = 1, 2, 3, ... 10 sind
einbezogen. Abszisse — pK* —pK, Ordinate n.

Wir sind nun in der Lage, uns dariiber klar zu werden, welche Groflen
in der SBT von Proteinen eigentlich gemessen werden.

Bekannt ist fiir jeden Versuch die Eiweilmenge, in der Regel in Molen
pro Liter. Gemessen wird das Volumen diskreter Zusiitze von Saure
(Base) bekannter Normalitit sowie das py. Die MeBergebnisse werden
gewohnlich so aufgetragen, daB die zugegebenen H+-Aquivalente auf
der Ordinate, das p auf der Abszisse erscheinen:

pu = f{[Hl)

Die totale Konzentration an zugesetzten H-Tonen verteilt sich nun aber
auf das Losungsmittel (Wasser) und, in gebundener Form, auf das Ge-
léste (Protein). Der Anteil des Losungsmittels kann entweder berechnet
werden (unter Berticksichtigung der Aktivitdtskoeffizienten), wie dies
z. B. Tanford (6) getan hat, oder er kann experimentell bestimmt wer-
den. Die letztere Methode hat verschiedene Vorteile, besonders weil sie
alle mbglichen vernachlissigten Fehlerquellen kompensiert und, aus rein
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praktischen Griinden, weil sie erlaubt, titrierbare Verunreinigungen (be-
sonders geldstes CO,) zu erkennen.

Die Differenz zwischen Meflkurve und Blindkurve ergibt somit ein
MaB der H-Ionen-Konzentration als Funktion der Aquivalente gebun-
denen Wasserstofs.

or — f(’&‘) o Ltk

, [Protein]ior [Protein]tot

Wir erhalten also eine Kurve fiir die o-Funktion gemill Gleichung 14
und daher auch Gleichung 23. Dies bedeutet einfach, dal} die Summe
der Funktionen jeder einzelnen mittleren Dissoziationskonstante erhal-
ten wird, oder n

V' [H]

= H+ K

Praktisch tragt man g, gegen py auf.

(36)

g =

Man erhilt also gar nicht die wahren Dissoziationskonstanten, sondern
die mittleren Konstanten. Die «wahren» Werte fiir K;, K, ... K, miissen
aus Gleichung 16 berechnet werden. Sind mehrere Gruppen mit identi-
schem K* vorhanden, ist die Berechnung der zugehorigen wahren Kon-
stanten einfacher, da Gleichung 35 gilt. Die g-Kurve fiir m-Konstante
mit identischem K* ist eine Addition von m-Kurven fiir eine einzige
Konstante K = K* und entspricht einer Anderung des MaBstabes der
Ordinate. Die graphische Bestimmung des pK*-Wertes geschieht daher
auch einfach nach Gleichung 8, d. h. pK* = p,; am Wendepunkt der

o-Kurve.

& pK* 4.0

¥

2 3 4 5 6 7 8 9 10 I 12 13 14
pH

Abb. 4. Hypothetische SBT-Kurve fiir ein Protein mit den in Tab. 3 und 4 angegebenen
Gruppen. Die Kurve ist die Summe von 3 individuellen SBT-Kurven (je eine fir jedes
pK*). Abszisse: pg, Ordinate: g, definiert in Gleichung 6a.
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Ein einfaches Beispiel mag die Berechnung der K*-Werte und daraus
der Werte fir K,, K, usw. zeigen. Nehmen wir an, wir hiitten ein Protein
mit Siure titriert und die ausgezogene Kurve in Abb. 4 erhalten.

Aus den p-Werten konnen wir sofort die Anzahl der titrierten Gruppen
ablesen, niamlich 4 saure und 2mal 2 basische. Vergleich mit Tab..1
zeigt, dall nur eine begrenzte Anzahl Gruppen in die gemessenen pK-
Gebicte passen. Tab. 3 gibt eine Liste der so erhaltenen Gruppen.

Tabelle 3
pK* | Anzahl Art der Gruppe
1.0 4 f- und p-Carboxvl
9.4 2 Sulfhvdrylt)
&-Amino
12,0 2 Guanidino

'} Vorhandensein und eventuell Anzahl von HS-Gruppen kénnen relativ leicht
chemisch oder amperometrisch bestimmt werden, I[n diesern Fall nehmen wir ihr Fehlen
arl.

Die wahren Werte der 8 Dissoziationskonstanten kénnen nun durch
Anwendung von Gleichung 35 berechnet werden. Die Resultate er-
scheinen in Tab. 4.

Tabelle 4
Wahre Mssoziationskonstante = I
n—i—:Fl\(K* !pK.-'—logK
[3
1 —1+1 . ;
K, 174_ w100 = 4w 1079 pK, = 3.40
4 —2 L1
K= ——-i:— s« 101 = 1,5 % 107 | pK, - 3,82
£ BE :
Ky = ———— < 107i=067x 107 | pK; — 418
. d—4 -1 = ;
Rl = _j' et lu—-] == {]-25‘ .t 10_4 phi 5 ‘.Lbu
= 2141
K: = : <1079t -p8<1073 | pK; — 9.10
- 221 i -
¥e: = = 210794 - 0.2 <107 | pKy - 9,70
2—-1-+1 . -
K, = : <12 =2x 10712 | pK; = 11,70
2—24+1 :
Ky ="— v 1072=0,5 x 1072 | pKy = 12.30
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Normalerweise sind diese wahren Konstanten allerdings von geringer
Bedeutung fiir die Proteinchemie, da nicht die einzelnen wahren Werte
durch die SBT bestimmt werden sollen, sondern der Charakter der
chemischen Gruppierung, die zu diesen Werten fithrt. In unserem Bei-
spiel wiirde die SBT das Vorhandensein von 4 (Asparagin 4 Glutamin)
Sauregruppen. 2 Lysingruppen und 2 Arginingruppen angeben.

C. Fehlerquellen und Abweichungen von der einfachen Theorie

Folgende Faktoren kinnen die Analvse von Protein-SBT-Kurven er-
schweren:

a) Die p,-Stabilitit des Proteins erlaubt oft nur Titrierungen in
einem begrenzten Bereich. Besonders das extrem alkalische Gebiet ist
wegen Denaturierung und Hydrolyse schwer zu erfassen.

b) Spuren von CO, konnen die Erfassung des neutralen Gebietes
(Histidin!) komplizieren.

¢) Unléshichkeit vieler Proteine beim isoelektrischen Punkt kann die
Messung weiter p-Bereiche verunmoglichen.

d) Die pK*-Werte liegen oft sehr nahe beieinander (im Gegensatz zum
beinahe «idealen» FFall von Abb. 4), so dal} eine geometrische Analyse
der experimentellen Kurve nétig ist.

e) Punkte 3 und 4 auf Seite 437 beeinflussen die Ergebnisse.

Ein Verfahren zur Losung von Punkt d) soll an Hand eines weiteren
Beispiels erldutert werden. Die p-Kurve eines hypothetischen Proteins
ist in Abb. 5 dargestellt (Kurve A). Aus dieser Kurve konnen pK*-Werte
offensichtlich nicht direkt abgelesen werden.

Yon dem asymptotischen Teil (py; 2-5) der Kurve ausgehend, kann
ein pK* von etwa 4,4 abgeschitzt werden mit 2 Aquivalenten. Die
theoretische Kurve fir diese Werte (Kurve 1) wird nun von A subtra-
hiert und gibt Kurve B, die bei pj; ~ 7 in A {ibergeht. In dhnlicher Weise
wird Kurve 2 (2mal pK; 8,0) von B abgezogen. Das Resultat ist Kurve
C: nichts anderes als die g-Kurve fiir 1pK; 6.4. Die Analyse zeigt also
unter Zuhilfenahme von Tab. 1:

2 Carboxylgruppen mit pK* 4.4
I Imidazolgruppe mit pK 6,4
2 ¢-Amino-Gruppen mit pK* 8,0

Die Begrenzungen dieses analytischen Verfahrens hingen in erster
Linie von den Mellgenauigkeiten der experimentellen Kurve ab, die im
zweiten Teil dieser Arbeit besprochen werden sollen. Ein typischer Fall
fiir die Anwendung der Methode stellt die Analyse von SBT-Kurven fiir
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Cytochrom ¢ dar (14). Die Messungen wurden von S. Paléus ausgefiihrt,
und die Analyse der Kurven geht vor allem auf den Verfasser zuriick.
Die Unsicherheit der erhaltenen pK*-Werte betrug in diesem Fall nicht
mehr als -10.1 py-Einheiten, und die Resultate erlaubten eindeutige
Schlulifolgerungen auf Art und Anzahl der titrierten Gruppen.

Auf eine Diskussion der intramolekularen Beeinflussung von disse-
zilerbaren Gruppen aufeinander (vgl. Punkt 3, Seite 437) kann hier nicht
niher eingegangen werden, Relativ einfache Fille (z. B. Dicarbonsiuren)
kénnen noch rechnerisch erfalit werden. Auch ist versucht worden, den
Einflul} von Wasserstoff briicken auf benachbarte Gruppen zu berechnen,
wie das z. B. McDaniel und Brown (15) getan haben. Bei den Proteinen
wird dagegen das Problem in der Regel zu komplex, so dall von Fall zu
Fall untersucht werden muf3, ob, um wieviel und warum Dissoziations-
konstanten aus ihrem normalen Bereich verschoben werden.

In den allermeisten Fillen wirken sich intramolekulare Krifte so aus,
dal} die Dissoziation der ersten Gruppe die Dissoziation der folgenden

> 3 &4 B 6
pH

-
w
o

Abb. 5. SBT-Kurve fiir ein hypothetisches Protein (siehe Text). A = experimentell

erhaltene Kurve: B = Kurve A, nach Subtraktion von Kurve 1; C = Kurve B, nach

Subtraktion von Kurve 2 und identisch mit der theoretischen Kurve fur pK 6,4;

1 = theoretische Kurve fiir 2 Aquivalente mit pK* 4,4; 2 = theoretische Kurve fiir
2 Aquivalente mit pK* 8,0. Koordinaten wie in Abb. 4.
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Gruppe erschwert, mit andern Worten dal3 K,/K,>49). Eine der weni-
gen Ausnahmen ist bekanntlich die Sauerstoftbindung von Hiimoglobin.
Die Dissoziationskonstanten K, K,, K, K, sind nicht alle bekannt, doch
haben vor allem Roughton u. Mitarb. hier grofe Fortschritte gemacht,
(vgl. z. B. 16).

Von den unter Punkt 4 (Seite 437) erwéhnten Komplikationen ist die
Ionenaktivitiit von untergeordneter praktischer Bedeutung. Die An-
nahme, dall die Zugabe des Proteins die Aktivitit der H* und OH™
nicht meflbar éndert, ist offenbar gerechtfertigt (siche z. B. Cannan
u. Mitarb. [17]). Dagegen ist der Einflufl der Tonenstirke auf dic MeB-
ergebnisse bedeutend ernster zu nehmen.

Unser theoretisches Wissen iiber den Einflull der Ionenstirke auf die
Messung der H*-Konzentration ist noch sehr beschrinkt, doch haben
Seorensen, Lindstrom-Lang und Lund (18) schon 1926 eine empirische
Formel aufgestellt, die sehr gut mit ihren experimentellen Resultaten
an Ovalbumin und Lactoglobulin iibereinstimmt.

Sie fanden, dal} die Verschiebung der p;-Werte eine lineare Funktion
der Ladung Z des Proteinmolekiils ist:

pa = aZ+¢ (38)17)
Die Steigung der Kurve, g, ist wiederum von der Ionenstiirke, p, ab-
hingig!). Die Konstante ¢ ist gewdhnlich klein (<0,1 py-Einheiten
bei y,—uy = 0,6). Eine graphische Darstellung der py-Verschiebung der
SBT-Kurve fiir 2 Proteine ist in Abb. 6 wiedergegeben, und zwar fiir
eine f&nderung der Ionenstérke von 0,01 nach 0,20 (dem héchsten prak-
tisch vorkommenden Wert). Man sieht, dafl die Verschiebung am iso-
ionischen Punkt fast Null'®) ist, dann aber fiir beide Proteine 1,0 pH-
Einheiten per 40 Z-Einheiten betriigt.

Der Effekt dieser Verschiebung ist eine «Drehung» der p/py-Kurve
um den isoionischen Punkt im Sinne einer Versteilung der Kurve. Die
Abweichungen der gemessenen pK*-Werte von den Werten bei Z = 0
nehmen mit der lonenstiirke ab und mit der Ladung des Molekiils zu.

Die Anwendung der Debye-Hiickel-Theorie auf dieses Problem gibt
Gleichungen, die in erster Anniherung mit den gemessenen Werten iiber-
einstimmen. Freilich beruht diese theoretische Behandlung auf zwei Ver-
einfachungen, die in Wirklichkeit nicht gefunden werden. Eis wird nim-

9 Werte von K/K, = 900 000 sind bekannt, vgl. (15).
10y Z ist den p-Werten idiquivalent, wenn der p-Wert beim isoionischen Punkt gleich
Null gesetzt wird,
11y Die Grofle pu = 172 ist definiert als p = 1 Xein? wo ¢ Konzentration des
Ions i, n; Ladung des Tons {, 0,2 m Ammoniumsulfat hat, z. B.:
Jo=1(04%x1)3+ (0,2%4) = 0,6
12y Die Abweichung von Null entspricht der Konstanten ¢ in Gleichung 38.
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lich angenommen, dal} die Proteinmolekiile kugelformig sind und dal
ferner die Ladungen auf der Oberfliche der Kugel gleichmiBig verteilt
sind. Unter diesen Voraussetzungen berechnet sich z. B. die Verschie-
bung von «sauren» pK-Werten (Carboxvlgruppen) nach folgenden Glei-
chungen:

: 27w
PK = pKo — 5305 (39)
wo pK, = pK-Wert bei isoionischem Zustand,
Z = n—h (kationische Gruppen minus entfernte Protonen),
w = eine Grobe, die durch Gleichung 40 definiert ist:
Ne? 1 ¥
W= TDRT \b — Tiwa) (10)

wo N = Avogadros Zahl
¢ = Elementarladung
I = Dielektrizitiitskonstante
R = Gaskonstante
T = absolute Temperatur
b = Radius des kugelférmigen Molekiils
a = b plus die Schichtdicke von adsorbierten Ionen (etwa b--2A)

% — Aquivalent der reziproken Schichtdicke der Ionenatmosphiire
und definiert durch Gleichung 41.

30 "

20

0,5 1,0
ApHi{p 02 L 0,01

1.0

Abb. 6. Die Beeinflussung von pH-Messungen durch die Ladung des Proteinmolekiils.
Bei einer Zunahme der Ionenstirke von 0,01 auf 0,20 werden bei zunehmender positiver
Ladung (£) zu hohe pp-Werte gefunden. Bei zunehmendem negativem Z werden die
experimentellen py-Werte zu klein. Ordinate: Ladung Z. Abszisse: Abgelesenes py
minus dem bei Z = 0 gemessenen als Folzge einer Zunahme von g von 0,01 anf 0,2,
e — f[i-Globulin; ¢ = Owalbumin, (Nach Cannan, Kibrick und Palmer [17, 17al.)

448



i A

wo p = lonenstiirke

Der Radius des Proteins in cm berechnet sich aus dem spezifischen Teil-
volumen V), und dem Molekulargewicht M nach

4

g i/* 2 b b B et sv 3,96 X 1075 x Vox M (42)

Die berechneten w-Werte stimmen in vielen Fillen recht genau mit
den experimentell erhaltenen iiberein (vgl. 17). Hohere Werte als w=10,2
werden bei Proteinen im allgemeinen nicht vorkommen.

Der EinfluB der hier besprochenen Fehlerquellen auf die MeBergeb-
nisse und einige experimentelle Anordnungen zur Verminderung dieser
Fehler werden im experimentellen Teil dieser Arbeit noch einmal be-
rithrt werden.

Zwei wichtige spezielle Methoden der SBT konnen in dieser Arbeit
aus Raummangel nicht besprochen werden, nimlich Differenztitration
und Bestimmung der Dissoziationswirme. In der ersteren Methode wird
die Differenz der SBT-Kurven von 2 Derivaten des gleichen Proteins
gemessen (Hiamoglobin — Oxyhémoglobin, Peroxydase — Apoperoxy-
dase!?) usw.). Die letztere Methode erlaubt die Zuordnung der Dissozia-
tionswiirme zu spezifischen titrierten Gruppen. Beide Methoden haben
in den Hinden von Wyman (18a) und Theorell (19) zu wertvollen Erkennt-
nissen gefiihrt.

D. Versuchsanordnung fiir Mikrotitration von Proteinen

Die meisten der bisher titrierten Proteine lagen in gentigenden Mengen
vor, um die Titrationen mit konventionellen Apparaten auszufiithren.
Tab. 5 fithrt die wichtigsten bisher durchgefiithrten SBT an Proteinen an.
Aufler Meerrettichperoxydase und bis zu einem gewissen Malle Myosin
sind alle Eiweil3korper in Tab. 5 leicht in gr6Beren Mengen und in hoher
Reinheit zu erhalten.

Titrationen von vielen Proteinen sind wegen Materialknappheit auf-
gegeben worden. Es sollte daher versucht werden, eine Anordnung zu
konstruieren, die es erlaubt, kleine Mengen von Protein mit hinreichen-
der Genauigkeit zu titrieren. Da Theorells Methodik (19) zu den genaue-
sten und zuverldssigsten ziihlt und ferner die SBT des gleichen Proteins
betrifft, das in dieser Arbeit besprochen werden soll (Meerrettichperoxy-
dase), soll sie mit der neuen Mikromethode verglichen werden (Tab. 6).

13y Der Proteinteil des Enzyms nach Abspaltung der Wirkgruppe (Himin).
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Tabelle 5
Liste einiger Titrationen von gereinigten (meist kristallinen) Proteinen!)

Protein Verfasser Bemerkungen
Sernmalbumin Tanford (1) vegl. Tab. 2
(Mensch)
Serumalbumin D’Agostino, Quagliariello (2) | Erste pK-Bestimmung
(Pferd) Cohn u. Mitarb. (3)
Ovalbumin Bugarsky, Liebermann (4), Erste Protein-SBT
' Cannan u. Mitarb. (5)
Myvosin Dubuisson (6), Mihalyi (7) 2
Lactoglobulin Cannan u. Mitarb. (8) —
Insulin Harington, Neuberger (9), —
Cohn u. Mitarb. (10)
Hiamoglobin Cohn u. Mitarb, (11), CO-Verbindung
Steinhardt, Zaiser (12) Schnelllumethode
Cytochrom ¢ Theorell, Akeson (13), Differenztitration
Paléus (14) 3 Tierarten
Peroxydase Theorell (15), Maehly (16) Differenztitration
{Meerrettich)
Gelatin Birch, Harris (17), Lichten- Nicht kristallin
stein (18)
Zein Cohn u. Mitarb. (19) In 809%,igem Alkohol
Keratin (Wolle) Steinhardt (20) Protein unlgslich

1) Die iiltere Literatur ist 1933 von Pauli und Valko (21) besprochen worden,

Literatur zu Tabelle 5

1. Tanford, C.: J. Amer. Chem. Soc. 72, 441 (1950). - 2. D’ Agostino, E., und Quaglia-
riello, G.: Nernst Festschrift 27, Halle 1912. - 3. Cohn, E. .J., Strong, L. E., und Blan-
chard, M, H.: in: Proteins, Amino Acids and Peptides, Herausgegeben von E. J. Cohn
und J. T, Edsall. Reinhold Pub. Comp., New York 1943, 5. 503. — 4. Bugarsky, S.,
und Liebermann, [.: Pfliigers Arch. ges. Physiol. 72, 51 (1898). — 5. Cannan, R. K.,
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Tabelle 6

Vergleich von Makro- und Mikromethode der SBT am Beispiel von Meerrettich-
peroxydase (HRP))

CriBe Makromethode Mi?:rumethu:dc zugf;:;f dii
(Theorell [19]) | (diese Arbeit) Mikromethode

VYolomen: « o ¢ v 5 5 = vy 3 ml 50-200 pul 15-60
[HRP]. . . 0,3-1,3 mm?*)| 0,3-2,1 mm?) 1
HRP-Menge . . 1-4 Mol 0,05-0,2 Mol 20
[H+] oder [OH™] 0,5n 0,4 n 1
Volumen von Siiure fiir py 29) 60 2l 3 pl 20
Freies CO,%) . . . . 7 7 15-60
1l Lauge per Aquwalcnt & 6 0,3 -
Kleinster Zusatz " 0,2 ul 0,2 ul 1
MeBgenanigkeit (ic[uwnlcntc) | 0,02 0,3 M
Konstanz der Ionenstirke . ! + —
Volomiinderungen. . . . . . i - e

') Vom Englischen «Horseradish peroxidases.

%) Volumen von Siiure (oder Base) zur Anderung des py um 5 Einheiten vom Neutral-
punkt (Blindwert in Wasser).

4) CO, mubB vor der Titration durch Siurezusatz und Mischen entfernt werden.
1) mm steht fiir millimolar.

Es zeigt sich zuniichst, dall die Ersparnis an Material mit einer stark
verminderten Meligenauigkeit erkauft wird. Die viel flachere Blindkurve
der Mikromethode bewirkt aber, daB die Fehlerbreite im Vergleich zur

Beguivalente HRP
log Aequivalente

0.1

002+

-21
Abb. 7. Fehlerbreite der Makro- und Mikromethode der SBT (vgl. Tab. 6). Im «neu-
tralen» Gebiet (py 4-10) ist die Fehlerbreite durch die Genauigkeit des Zusatzes des
Titriermittels bedingt. Im sauren und alkalischen Gebiet ist vor allem die Grifle der
Blindwerte fiir die MeBgenaunigkeit maBgebend. — Abszisse: py. Ordinate: MeBgenauig-
keit in Aquivalenten ausgedriickt (logarithmischer MaBstab)., Ausgezogene Kurve =
Makromethode, gestrichelte Kurve = Mikromethode,
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Makromethode auch bei extremen p,-Werken nicht zunimmt. Diese
Verhiltnisse sind in Abb. T wiedergegeben. Die einzigen schwerwiegen-
den Nachteile der Mikromethode sind daher die Volumiinderungen wiih-
rend der Messung und die Unsicherheit in der Bestimmung der Tonen-
stiirke.

et
Abb, 8 A, Schematisches Bild der Apparatur zur Mikrotitration, Die 1-Tropfen-Glas-
elektrode (Beekmann) (a) kann mit einem Schraubengewinde gehoben und gesenkt
werden, Beide Elektroden sind mittels Schrauben justierbar. Die Kalomelelektrode
(b) triigt eine Mischkapillare, die durch einen feinen Schlauch (f) im Inneren des Appa-
rates endet, Die Titrierfliissizgkeit wird durch eine diinne Kapillare (g) zugegeben. Der
Apparat wird vor der Messung von unten her mit N,0 gefiillt und der Innenranm mit
wiillriger KO feucht und villig CO,-frei gehalten, Der Apparat ist im Text naher
beschrieben.

Kalomel -
Elekfrode

Von der
< Mikropipette

kapillare

Gluse[ek’rrode
Abb. & B, Vergrillerte Ansicht des Titrierraumes (vgl. Abb. 8 A und Text).



Der wesentliche Teil der verwendeten Apparatur ist in Abb. 8 abge-
bildet. Die Messung der Spannungen zwischen der 1-Tropfen-Glas-
elektrode (@) und der Kalomelelekirode (b) geschah mit einem Milli-
voltmeter der Firma Radiometer (Kopenhagen), das Ablesungen von
0,1 mV erlaubt. Das Titriergehduse (Abb. 8A) ist von einem Faraday-
Kifig umgeben, der auf einer geerdeten Metallplatte befestigt ist.
Distickstoffmonoxyd (Bombe) wird 2mal mit NaOH und 1mal mit H,0
gewaschen und fillt den Gesamtraum mit CO,-freier, aber H,0-gesiittig-
ter Atmosphiire. Zur Vervollkommnung dieses Zustandes wird ein Docht
am Deckel des Gehéuses befestigt, der in verdiinnte Lauge (¢) hinein-
reicht.

Das Beschicken und Waschen des Elektrodennapfes wird durch eine
Schiebetiire in der Stirnwand des Gehéuses erleichtert. Die Glaselektrode
wird dabei durch den Knopf (d) gesenkt. Das Mischen wird durch das
Kapillarrohr (¢) besorgt, das in der N,0-Atmosphire endigt: durch
Pressen des Schlauches (f) wird die Fliissigkeit aus dem Napf aufgesaugt
und wieder ausgepreBt. Die Titrierkapillare (g) ist fein ausgezogen (ca.
0,1 mm innerer Durchmesser) und mit einer Mikropipette verbunden.
Diese wird mit einer Zahnstange gehoben und gesenkt.

Die Kalibrierung der MefBanordnung geschah vor und nach der Durch-
fithrung einer SBT mit 3 Pufferlésungen:

0,05 m KH-Phthalat Py 4,00 (20°)

0,07 m Phosphat Py 0,85 (207)

0,10 m Beckmann-Standard py 9,22 (20°)
Als alkalische Titrierlosung wurde 0,368 n KOH verwendet. Natrium-
ionen wurden vermieden, um den MeBfehler der Glaselektrode im alkali-
schen Gebiet zu verkleinern. Als Sdure diente 0,382 n H,S50, statt der
iiblichen HCl, da Chlorionen die Spaltung der HRP in Himin und Apo-
protein im sauren Gebiet erheblich beschleunigen (20, 21). Als Mikro-
pipette wurde die ausgezeichnete Agla-Spritze (Borroughs-Wellcome)
gewiihlt, die Zusiitze von 0.2 ul erlaubt.

Die fiir HRP erhaltene, fiir die Wasserblindwerte korrigierten SBT-
Kurven sind in Abb. 9 zusammen mit der von Theorell (19) veriffent-
lichten Kurve wiedergegeben. Man sieht, da} die Werte fiir die Mikro-
und Makromethode recht stark voneinander abweichen. Dies geht wenig-
stens zum Teil darauf zuriick, dafl in den vorliegenden Experimenten
die Proteinlésung vor der Titration starker angesiduert wurde, was offen-
bar zu einer Auflockerung des Molekiils fiihrt, die die Erfassung zusiitz-
licher Gruppen moglich macht. Vor der Messung von Kurve 1 wurde
die Losung auf py 2,7 gebracht, vor Messung von Kurve 2 auf py; 3,5.

Kurve 1, die die titrierbaren Gruppen vollstindiger erfalit, wurde
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Abb. 9. Titrierkurven von Meerrettichperoxydase, Makro- und Mikromethode. Abszisse:
piu. Ordinate: o, Aquivalente von an HRP gebundenen H+ und OH’-Ionen, 1
Mikromethode nach Ansiinern auf pg 2,7. — 2 ————— Mikromethode nach Ansiivern
auf pg 3,5. — 3 ...... sy Makromethode (vgl. Theorell und Akeson [19]) unter milden

Bedingungen). Der isoelektrische Punkt von HRP liegt bei pg 7.2 (27).

nach den oben beschriebenen Methoden analysiert. Die Resultate sind
in Abb. 10 wiedergegeben.

Im sauren Gebiet wurden 19 Gruppen mit pK 3,88 gefunden, die
Carboxylgruppen entsprechen diirften. Im leicht alkalischen Gebiet
wurden 12 Gruppen mit pK 9,33 titriert, wahrscheinlich Lysin-e-amino-
gruppen. Nach Subtraktion der theoretischen Kurven fir diese Werte
bleiben 3 Aquivalente im neutralen Gebiet iibrig — wahrscheinlich Hi-
stidin — und ein schlecht definierter Rest im stark alkalischen Bereich.
Bevor diese Ergebnisse niher diskutiert werden, soll der Einflul der
Ionenstirke auf die Kurve besprochen werden.

Die Gleichungen 39-41 erlauben, diesen Einflul} der Ionenstirke fiir
den Fall einer kugelformigen Molekel mit gleichmiflig verteilten Ladun-
gen zu berechnen. Leider kennen wir die wahre Form der HRP-Molekel
nicht, hingegen sind Molekulargewicht, Dichte und Reibungsverhiiltnis
f/f, bekannt, Dieletztere Grofle gibt an, wieviel langsamer geloste Molekeln
in das Losungsmittel hineindiffundieren, als man unter Annahme einer
Kugelgestalt berechnet). Als Griinde fiir ein f/f;>>1 werden vor allem
zZwel angenommen: -

14) Fiir eine genaue Definition siehe T. Svedberg und K. 0. Pedersen: «The Ultra-
centrifuger. Clarendon Press, Oxford 1940, S. 40.
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Abb. 10. Die durch die Mikromethode erhaltene SBT-Kurve (vgl, Tab. 7). — Abszisse:
gemessenes py. Ordinate: Aquivalente gebundenes H+ bzw. OH’. o Gemessene Punkte;
I = Feblerbreite der gemessenen Werte in Gebieten groBerer Unsicherheit (vgl. Abb. 7);
theoretische Titrierkurven fiir 19 Aquivalente mit pK* 3,89 und 12 Aquivalente
mit pK* 9,33. — Zusatzfigur B (vergrillerter Maflstab): o und 1 = MeBwerte nach Ab-
zug der 2 theoretischen Kurven fiir pK* 3,89 und 9,33; theoretische Titriex-
kurve fiir 3 Aquivalente mit pK* 6,15. — Zusatzfigur A: o und I = MeBwerte nach
Abzug der Kurve fiir 12 ﬁquivnlente mit pK* 9,33; theoretische Titrierkurve
fiir 12 Aquivalente mit pK* 12,105 —————— theoretische Titrierkurve fiir 18 Aqui-
valente mit pK* 12,35.

Tabelle 7
Korrektur der gemessenen pK-Werte fiir Ladung Z = 0
pK
Anzahl | .
Aquivalente nach nach Chentische. Gruppe
gemessen | Korrektur A!) | Korrektur B?)
19 3,89 3,34 3.62 a-, f- und p-Carboxyl
3?) 6,15 6,10 6,10 Imidazol (Histidin)
12 0,33 9,51 0,47 e-Amino (Lysin)
129) 12,10 12,57 12,37 Guanidino (Arginin)
18%) 12,35 12,67 12,63

1) Korrektur A: py-Verschiebung ohne Beriicksichtigung des Einflusses von Protein
auf die Ionenstiirke (Abb. 13, Kurve A).

2) Korrektur B: py-Verschiebung unter Beriicksichtigung der Anderung der Ionen-
stiirke durch die Gegenwart geladener HRP-Molekiile (Abb. 13, Kurve B).

) Diese Zahl ist etwas unsicher, da Stérungen durch €O, nicht ansgeschlossen wer-
den kinnen.

1) Die Zahl der Arginingruppen kann aus der SBT-Kurve nicht eindeutig abgelesen
werden (vgl. Text).
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1. Das Molekiil ist abgeflacht (einfachste Modelle : «linsenférmige» oder
«zigarrenformige» Ellipsoide).

2. Das Molekiil trigt eine Schicht von Lisungsmittel (Wasser) an
seiner Oberflache (Modell: hydratisierte Kugel).

Im Fall von HRP fand man:

M, Molekulargewicht 40 000 (Theorell und Ehrenberg [22], Cecil und
Ogston [23]),

V,. Spezifisches Yolumen 0,690 (Theorell [24]).

f/f,, Reibungsverhiiltnis 1,36 (Theorell [24]).

Hieraus berechnet sich das Volumen eines HRP-Molekiils zu 4,6 < 10720
em?. Fiir eine Kugel ergibt dies einen Radius von 22 A (Gleichung 42),
und dieser Wert soll unten zur Berechnung von w (Gleichung 40) benutzt
werden. Kugelgestalt setzt nun aber einen Hydratationsgrad von 1,47
voraus (1,47 g Wasser per g Protein: der Radius nimmt von 22 auf
32,5 A zu). Véllig wasserfreiec Rotationsellipsoide hiitten bei f/f, — 1,36
ein Achsenverhiltnis von etwa 1: 7. Abb. 11 zeigt Modelle dieser 3 Ex-
tremfille im gleichen relativen Mafistab. Die wahre Form liegt also

zwischen diesen Extremen.

Abb. 11. Photographie von Modellen des HRP-Molekiils. Die im Text besprochenen
3 extremen Formen des HRP-Molekiils sind hier als Modelle dargestellt. Von links
nach rechts: Zigarrenformiges Ellipsoid: linsenformiges Ellipsoid; Kugel. Das Hydra-
tationswasser ist nicht sichtbar, Alle drei Kérper haben dasselbe Volumen. Die Richtung
der Schlagschatten steht im rechten Winkel zur Blickrichtung. 3,1 » 10%mal vergriBert.
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Fiir Wasser (D = 81) und 25° C (T = 298° K) berechnet sich die
GroBle » mnach Gleichung 41 zu 2,28><107><[.-"§;. Bei Annahme von
a=b=r=22A\ wird Gleichung 40:

w = 3,33 X100 (435 x 100 — )
| . ‘M)

Die Werte fiir w als Funktion von |z bei Z = 12,5 (also bei pK,)
sind in Abb, 12 dargestellt: w steigt mit Sinken der Ionenstirke erst
sachte, dann sehr steil an. Abb. 13 zeigt den Einflul} der Ionenstiirke auf
die pH-ﬁnderung, und zwar unter zweli verschiedenen Annahmen:

1. Das Protein trigt nicht selbst zur Gréfle von g bei. In diesem Fall
bewirkt die Ladungszunahme bei der niedrigsten experimentell vor-
kommenden Ionenstirke (2 = 0,09) eine rapide Zunahme der py-Ver-
schiebung. Dies ist im Prinzip ein spezieller Fall von Abb. 6 und Glei-
chung 38. Eine p-Verschiebung von 4 py = 0,9 wird so miglich.

2. Das Protein trigt zur Grofle von g bei. Trotz geringer HRP-Kon-
zentration (2 mmolar) wird dieser Beitrag recht grofl; bei Z = 22 wird

Ap = L Xein? = 1% 0,002 % 228 — 0,483 (43)

Die Ionenstiirke wird also gerade im Gebiete der gréBBten Ladung am
stérksten erhoht und reduziert auf diese Weise die py-Verschiebung.
Die A py-Werte bewegen sich im Laufe der Titration entlang der Kur-
ven A oder B (Abb. 13). Die grofite py-Abweichung von py; = 0 erreicht
somit 0.36 Einheiten. Gestiitzt auf diese Resultate liegt pK; bei sehr
hohem g um 0.27 Einheiten niedriger als gemessen, wenn der Einflul}
von HRP auf p bertucksichtigt wird oder 0,46 Einheiten niedriger als
gemessen ohne Beriicksichtigung des Einflusses von HRP auf p. Das
pK von Histidin liegt so nahe dem isoionischen Punkt, dal} praktisch
keine Verschichung des pK erwartet werden kann. Dagegen wird die
Verschiebung im alkalischen Gebiet wieder spiirbar. Die Resultate sind
in Tab. 7 zusammengestellt. Drei der pK-Werte konnen mit grofler
Wahrscheinlichkeit bestimmten Gruppen zugeordnet werden (vgl. Tab.1).
Die Werte fiir Lysin liegen dagegen etwas niedriger als der Durchschnitts-
wert. Die Zahl der Arginingruppen kann durch SBT allein nicht bestimmt
werden, doch liegen zwei Miglichkeiten zu ihrer Berechnung vor,

1. Einerseits weill man, dal} der isoelektrische Punkt von HRP bei
py 7.2 liegt (27). Dies bedingt, dal} die Zahl der Gruppen ober- und unter-
halb dieses Punktes einander gleich sein miissen,

2. Anderseits haben Theorell und Akeson (27) eine chemische Analyse
von HRP unternommen und 18 Arginingruppen gefunden. Tab. 8 gibt
einen Vergleich zwischen ihren analytischen Resultaten und den hier
erhaltenen Titrierdaten.
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Abb. 12. Die Anderung der Grille w als Funktion der Quadratwurzel der Ionenstiirke,
berechnet Fir das kugelformige HRP-Molekiil. Zur Berechnung wurde angenommen,
daBl a = b = r = 22 A (Gleichung 40),
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Abb. 13. Die Verschiebung der gemessenen pg-Werte unter dem EinfluB von Ande-
rungen der Ladung des Proteins und der Tonenstiirke. — Abszisse: |/u. Ordinate: Ab-
weichung des gemessenen py vom bei Z = (0 erwarteten Wert. /l py ist positiv auf
der sauren Seite und negativ auf der alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes.
Kurve A: Abweichung des py withrend der Titration ohne Beriicksichtigung des Lin-
flusses des Proteins auf die lonenstiirke. Die pK*-Werte fiir die Gruppen in Tab. 7
sind eingetragen. — Kurve B: Wie Kurve A, aber unter Beriicksichtigung der Erhéhung
der Ionenstiirke durch die Gegenwart der geladenen Proteinmolekiile.

458



Tabelle 8
Zusammensetzung des HRP-Molekiils

. Chisiitsekia Berechnet fiir Berechnet von Titrierkurve
oder Ana}}'se M, M, .M, M,
Gruppe?) % , =
% | A0 ] % [ Ay My Ay | M, A
s 0,43%) 0,43 | 6 | 040 | 5 = =
0,48 6
—SH 03) 03) (159 0 0
Fe 1,16%) 1,26 1 1.39 1 — —
1,38%)

Histidin 0,71%) 0,71 2 0,78 2 3.3 3,0
Arginin 6,91%) T.11 18 6,98 16 ? ?
Lysin 4,06%) 3,08 12 4,03 11 13,2 12,0
Glutamin- u. - 13%) 128) 21%) 19%)
Asparagin-
sAure

FuBnoten zu Tabelle 8

1) Theorell und Akeson (27) fanden ferner 47,0%, C, 7,25%, H, 32,0%, O und 13,29, N
durch chemische Elementaranalyse.

2) Nach Theorell und Akeson (27).

¥} Potentiometrisch konnten keine freien SH-Gruppen gefunden werden (29).

1) Berechnet aus dem Himingehalt nach Werten von Paul u. Mitarb. (26).

*) Aus dem Himingehalt nach Keilin und Hariree (30), die jedoch zur Berechnung
einen ilteren Wert des Extinktionskoeffizienten fiir das Pyridinhdimochromogen ver-
wendeten (vgl. 26).

) M, = 44 100, nimlich das von Theorell urspriinglich angegebene Molekulargewicht
(24). M, = 40 000, ndmlich das Mittel zwischen den Werten von Cecil und Ogston (23)
~ 39 800 — und von Theorell und Ehrenberg (22) — 40 200.

"y A = Gruppen pro Mol HRP.

%) Aus dem Stickstoffgehalt der anodischen Elektrudlﬂysefraktiun nach Theorell und
Akeson (27).

%) Wahrscheinlich wurden einige a-Carboxylgruppen miterfaBt.

Wird Punkt 1 allein beriicksichtigt, kommen wir zum Schlul}, daf} nur
12 Argininreste vorliegen: 19 Aminosdure-carboxyle - 2 Himincarbo-
xyle 4+ 3 Imidazole — 12 Aminogruppen = 12 Gruppen.

Bei alleiniger Beriicksichtigung von Punkt 2 miissen wir 18 Arginin-
gruppen annehmen und fiir den Uberschul von 6 basischen Gruppen
eine Erklirung finden'®). Theorell und Akeson (27) haben dieses Problem
schon im Lichte ihrer Analysenresultate besprochen. Da es wahrschein-
lich ist, dal3 HRP etwa 189, Kohlenhydrat enthilt (vgl. 27), postulieren
Theorell und _Akeson, daf3 dieses saure Gruppen enthilt, die im nativen

15y Das Eisen im Héminmolekiil bindet ein OH -Ion mit pK 11(28) (aus der SBT-
Kurve nicht ersichtlich), so dafl die Zahl der Arginingruppen auf 17 bzw. 11 sinkt.
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Molekiil Argininreste neutralisieren, aber bei der Hydrolyse mit HCI
(notwendig zur Aminosdureanalyse) zerstiért werden.

Die hier beschriebene Methode der Mikrotitration soll zur weiteren
Konstitutionsaufkldrung von Himoproteiden verwendet werden, und
es wird erwartet, dal} sie auch fiir andere Probleme der Eiweillforschung
von Nutzen sein kann.

Der Verfasser mochte nicht verfehlen, der Schweizerischen Akademie
der Medizinischen Wissenschaften!®) fur einen Reisebeitrag, der diese und
weitere Arbeiten ermiglichte, seinen besten Dank auszusprechen,

Aullerdem dankt der Verfasser dem schwedischen « Statens Medicinska
Forskningsridet» fiir ein Stipendium. Es ist ihm ferner ein Vergniigen,
Herrn Prof. Hugo Theorell fiir sein Interesse und seine Gastfreundschaft
in seinem Laboratorium seinen warmen Dank auszusprechen, sowie Ing.
L. Salomonson fiir seine Hilfe beim Bau des Mikrotitrationsapparates
zu danken.

Zusammenfassung:

Der Anwendungsbereich der Séure-Basen-Titration (SBT) auf Pro-
teine wird diskutiert und die Abweichungen von der strengen Giiltigkeit
des Massenwirkungsgesetzes besprochen. Es folgt ein Abschnitt iiber die
Vermeidung bzw. Berechnung von Fehlerquellen und {iber die Deutung
und Auswertung von experimentell erhaltenen Kurven von SBT.

Eine neue Mikromethode zur Proteintitration wird erldutert und ihre
Anwendung auf die Titration von Meerrettichperoxydase beschrieben.
Die Resultate werden mit fritheren Versuchen verglichen, die Theorell
am gleichen Protein mit konventionellen Methoden durchgefiihrt hat.
Von 2 mg Protein ausgehend, kénnen so quantitative Messungen von
ionisierbaren Gruppen des Proteins durchgefithrt werden.

Résumé

L’application du titrage avec acides ou bases (TAB) aux protéines
et la validité de la loi de I'action des masses pour les polyélectrolytes
sont discutées. Ce chapitre est suivi d’une discussion des sources d’erreurs
et des modes de les éviter ou, au moins, de les calculer. Un procédé est
présenté qui se base sur ces discussions et qui permet de computer les
constantes de dissociation depuis les courbes TAB expérimentales.

Le principe d’une méthode microtitrimétrique nouvelle et 1'applica-
tion de cette méthode sur le titrage de la peroxydase du raifort sont
décrites. Les résultats ressemblent a ceux obtenus par Theorell avec la
macrométhode classique.

16) Forschungskommission der Akademie fiir den Schweiz. Nationalfonds.
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La possibilité de mesurer le genre et le nombre de la plupart des
groupes chargés d’une protéine utilisant moins que 2 mg de protéine,
est démontrée.

Riassunto

Si discute il campo di applicazione della titrazione con acidi e basi
(TAB) delle proteine e si menziona che la legge dell’azione della massa
non ha sempre una validita assoluta. Segue un capitolo sulla maniera
di evitare, rispettivamente correggere, eventuali errori, come pure sul-
Iinterpretazione di curve di TAB ottenute sperimentalmente.

Si spiega un nuovo micrometodo di titrazione delle proteine e si
descrive la sua applicazione alla titrazione della perossidasi del ramo-
laceio. I risultati ottenuti vengono confrontati con esperimenti anteriori,
fatti da Theorell sulla medesima proteina ma con metodi convenzionali.
Partendo da 2 mg di proteina si possono eseguire misure quantitative di
gruppi ionizzabili della proteina.

Summar ¥

The applicability of acid-base titration methods (ABT) to proteins is
discussed. The validity of the law of mass action for this type of titra-
tion is investigated with a brief analysis of some of the theoretical and
experimental pitfalls. This is followed by a chapter on the analysis of
experimental ABT curves including the calculation of the most im-
portant sources of error and their avoidance.

A new micromethod for protein titrations is described. The method
was used for titrating horseradish peroxydase and the results compared
with those obtained by Theorell who used a conventional method.
Quantitative estimates of ionizable groups are shown to be possible,
using as little as 2 mg of protein.
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