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wir bei den isol ier ten Ispenzymen wiederholt eine He-
terogenität fest. Die Refokussierung zeigte eine Um
wandlung in Komponenten mit n iedr igeren und höhe
ren isoelektr ischen Punkten. Diese Umwandlung nahm 
bei Aufbewahrung der i sol ier ten Isoenzyme unter v e r 
schiedenen Bedingungen mit de r Zeit zu. Die Umwand
lung wurde auch dann beobachtet, wenn die analyt i 
sche Refokussierung unmit telbar nach der p r e p a r a 
ti ven Trennung ohne Einschaltung zusätzlicher Ar 
bei tsschr i t te wie Dialyse, Ultrafi l tration oder Aus

fällen mit Ammoniumsulfat durchgeführt wurde. So
wohl die bei d e r präparativen Fokussierung i so l i e r 
ten Isoenzyme als auch die durch Umwandlung ge 
bildeten Isoenzyme zeigten identische Absorpt ions
spektren im Bereich von 240 - 700 nm und gleiche 
Molekülgrößen bei de r Dünnschi cht-Gelfi l tration. 
Bei de r Behandlung der Isoenzyme mit 8 M Harnstoff 
oder 7 , 5 M Guanidinhydro chlor id wurden keine Ver 
änderungen d e r isoelektr ischen Muster festgestellt , 
was gegen die Annahme von Konformeren spr icht . 

12. I s o l i e r u n g s v e r f a h r e n m i t wasserunlöslichen P r o t e i n h a r z e n . 
I o n e n s e l e k t i v e E l e k t r o d e n 

12. 1 H. Fr i tz , E. Fink, E. Jaumann, B. Förg-Brey 
und G. Wunderer (Inst. f. Klin. Chem. u. Klin. 
Biochem., Univ. München) 

Zur Isolierung von Proteaseinhibi toren und Kal l ik re -
inen durch Affinitäts-Chromatographie (Isolation of 
Protease Inhibitors and Kall ikreins by Affinity Chro
matography) 
Durch die Verwendung wasserunlöslicher Tryps in-
harze (Trypsin polymer gebunden an Cellulosefasern) 
wurde die Isolierung der folgenden Protease inhib i to
ren. wesentlich er le ich ter t und beschleunigt: Tryps in-
spezifisehe Inhibitoren (Mol. Gew. bei 6 600) und T r y p 
s in- Plasmin-Inhibi toren (Mol. Gew. bei 6 700) aus 
Samenblasen von Meerschweinchen, T r y p s i n - P i a s -
miri-Inhibitoren (Mol. Gew. bei 11600) aus E b e r 
sperma, Trypsin-Inhibi tor (Mol. Gew. bei 5 400) und 
Trypsin-Chymotrypsin-Inhibi tor (Mol. Gew. bei 12 700) 
aus Humansperma, Tryps in-Plasmin-Inhib i toren aus 
Blutegeln (Mol. Gew. bei 4 800 bzw. 6 300) und Tryp
s in-Plasmin-Chymotrypsin-Kal l ikre in-Inhibi toren . 
(Mol. Gew. bei 6 500) aus Seeanemonen. Bei genügend 
langer Einwirkungsdauer wurden auch bei ger inger In
hibitorkonzentration die Hemmstoffe aus den Gewebs
extrakten nahezu quantitativ vom Tryps inharz -Kom
plex gebunden; die Ablösung der Inhibitoren gelang 
mit schwach sauren Salz-Pufferlösungen in Ausbeu
ten von 80 - 100%. Anfallende Inhibitorgemische l i e 
ßen sich danach durch Ionenaustausch-Chromatogra
phie in die Isoinhibitoren auftrennen, deren Reinheit 
durch die Aminosäureanalysenwerte, einheitliche 
Endgruppen und durch das elektrophoret ische Verhal 
ten weitgehend belegt i s t . 
Zur Isolierung'von Organ- und Serum-Kal l ikre inen 
(von Schwein und Mensch) wurden wasserunlösliche 
Derivate des Trypsin-Kal l ikre in-Inhibi tors aus Rin-
derorganen verwendet. Die Ablösung der Kall ikreine 
aus den wasserunlöslichen Inhibitoradsorbaten ge
lang in 70 - 90%iger Ausbeute mit 0, 5 - 2, 0 M Guani-
din- und Harnstofflösungen vom pH 5 - 8 . Die spez i 
fische enzymatische Aktivität der nach der Entsalzung 
erhaltenen Kallikreinpräparate entspricht de r r e in 
s t e r Vergleichspräparate, die mit üblichen chromato
graphischen Verfahren i so l ie r t wurden. 

12.2 C .Fuchs , K. Paschen, H. W. Heiß, D.Knol lund 
C. v. Westberg (Physiol. Ins t . , Lehrstuhl I, 
Univ. Göttingen,und Med. Univ. -Klinik Tübin
gen) 

Neue Methode zur Messung des ionis ier ten Calciums 
im Serum mit e iner ionenselektiven Elektrode (New 
Method for the Determination of Ionized Calcium in 
Serum with an Ion Selective Electrode) 
Das Gesamt-Calc ium im Serum liegt in e iner diffusib-
len und e iner nichtdiffusiblen Frakt ion v o r . Beim dif-
fusiblen Anteil unterscheidet man das im engeren Sin
ne biologisch aktive ionis ier te Calcium vom komplex 
gebundenen. Das ionisier te Calcium wurde b isher 
meis t komplexometrisch, colori me t r i sch oder mi t 
te ls eines Bioassays in Serum oder Serumultraf i l t rat 
bes t immt . Diese Methoden sind z. T. jedoch ungenau« 
zeitraubend, schwer durchführbar und er fordern 
größere Probenvolumina. 
Seit einiger Zeit steht eine ionenselektive Durchfluß-
elektrode zur Verfügung, mit d e r unter anaeroben 
Bedingungen Calciumionenbestimmungen potentiome-
triscĥ durchgeführt werden können. Die Serumgewin
nung, - lagerung und -aufarbeitung erfolgt in volleva
kuierten Vacutainern®, wodurch störende C O 2 - V e r 
luste und pH-Änderungen verhindert werden. 
Die absolute und relat ive Meßgenauigkeit der Elek
trode wurde von E. W. Moore(J. Clin. Invest. 49, 318 
(1970)) eingehend untersucht und diskut ier t . Die 
Eichung der Elektrode erfolgt mit selbst he rges t e l l 
ten Na + - und Mg^+-halt igen Câ +-Standardlösungen. 
Die Serumkonzentrationen wurden, nach der folgenden 
Formel exakt und einfach berechnet: 
[Ca 2 + L = [ c a 2 + L t . . x l 0 A E / S L J Serum u Standard 

A E = Potentialdifferenz Serum-Standard; S = Nernst 
Faktor . - Bei 15 aufeinanderfolgenden Messungen in 
einem Poolserum lag der Variationskoeffizient bei 
0, 5%. Nach Eichung der Elektrode können bis zu 20 
Seren in e iner Stunde analysier t werden. Für Doppel
bestimmungen sind Proben volumina von 0, 5 ml Se
rum meist ausreichend. 
Normalwertbest immungen wurden bei 81 Studenten 
durchgeführt. Die Ergebnisse von 2,43 t 0, 094 mVal/1 
( X t Sx ) entsprachen einer Nor mal Verteilung. Der 
Anteil des ionis ier ten Calciums am Gesamt-Calcium 
betrug 49, 7 + 2, 18%. 


