Silber und Platin, die zur Chlor- bzw. Kalium-Bestimmung be-
notigt werden. Die Siiberchromat-Niederschidge und das Chiorid
von der Mohrschen Titration kénnen direkt durch eine Wasser-
stoff-Austauschersdule®?) geschickt werden, wobei sich der Nie-
derschlag auflést und das Silber vom Austauscher aufgenommen
wird. Die Kalium-chloro-platinat-Niederschldge und iiberschiis-
sige Chloro-platinsdure werden am besten an der Chlorid-Form
eines Anionen-Austauschers adsorbiert.

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten von
komplexen Salzen, z. B. der Citrat-Komplexe der seltenen
Erdens®?), kann das Austauscher-Verfahren herangezogen werden.
Bekanntlich tauschen nur die Ionen aus, welche in freier Form
vorliegen, und nicht die komplexgebundenen. Mit Hilfe des Mas-
senwirkungsgesetzes 146t sich aus den MeBresultaten die Disso-
ziationskonstante ermitteln.

Etwas komplizierter liegen die Verhiltnisse bei den Chrom-
salz-Komplexen, wie sie in der Gerbereitechnik verwandt wer-
den. Hier kommt das Chrom als Kation, in ungeladenem Zu-
stand und als Anion vor, und fiir den Gerber ist es wichtig, die
Verhidltnisse genauer zu kennen. K. A. Gustavson®') schickte die
Losung zunéchst durch ein Kationenharz und anschlieBend durch
ein Anionenharz, wobei nacheinander die kationischen und die
anionischen Chrom-Ionen gebunden werden, wdhrend die un-
geladenen die Siule unveridndert passieren. Diese Methode ist
nicht ganz exakt, da sich immer ein Gleichgewichtszustand ein-
zustellen trachtet, durch den das entfernte lon nachgebildet
wird. Bei raschem Arbeiten erzielt man fir das praktische Ar-
beiten hinreichend genaue Resultate.

,Destilliertes Wasser wird durch aufeinanderfolgende
Anwendung von Kationen- und Anionen-Austauscher hergestellt,
wobei eine Leitfdhigkeit von 10-¢ Ohm erreicht werden kann.

In der organischen Chemie stellt der mit Wasserstoff be-
ladene Austauscher einen fiir viele Reaktionen sehr wirksamen
Katalysator dars?), der im Prinzip dieselbe Wirkung besitzt
wie die freien Wasserstoff-lonen. Er kann angewandt werden
zu Veresterungen, Umesterungen und Esterverseifungen, zur
Acetal-Synthese, Zucker-Inversion u. dgl. Der Katalysator kann
durch einfache Filtration nach Beendigung der Reaktion wieder
entfernt werden.
der Austauscher ein einfaches Abdestillieren der Reaktionspro-
dukte. Ein besonderer Vorteil liegt in der Anwendung auf sdure-
empfindliche Substanzen, die bei Einwirkung freier Sdure ver-
harzen wiirden. So kann z. B. der Furfurylalkohol direkt mit
Essigsdure verestert werden; wenn die Ausbeute auch nur 10
bis 209, betrigt, so ist doch keinerlei Harzbildung zu beobachten.

In der Alkaloid-Chemie benutzt man zur Erhéhung der
Loslichkeit der freien Basen wisserig-alkoholische Ldosungen

58y O, Samuelson, Ph. D. Dissert., Horsal, Schweden 1944.

¢y E. R. Tompkms u. S. W. Mayer J. Amer. Chem. Soc. 69, 2859[1947)
61) Svensk Kem. Tid. 58, 274 {1946]; Chem. Abstr. 41, 7799[ 47].

%2y S. Sussman, Ind. Engng Chem., Ind. Edit. 38, 1228 [1946].

Daneben erlaubt die gute Hitzebestindigkeit

(schon E. Ungerer®®) hatte auf die Stdérungen hingewiesen, die
ausgefaliene Alkaloide bei seinen Versuchen mit anorganischem
Austauschmaterial bewirkten). Bis zu 809, der Alkaloide Mor-
phin, Atropin, Scopolamin gewannen N. Applezweig und S. Ron-
20ne®) aus dem ausgesiuerten Extrakt der Rohdroge durch
Ionenaustausch mit Zeokarb der Permutitkompanie.

Nach Herzog®) wird Nicotin aus Tabakrauch durch leicht an-
oxydierte, also endstdndige Carboxyl-Gruppen enthaltende Cel-
lulose gebunden.

Die organischen Ionenaustauscher haben bei der Vitamin-
gewinnung und -Anreicherung hdufig eine héhere Kapazi-
tdt und bessere spezifische Wirkung als die anorganischer Aus-
tauscher. Aus Molke kann zundchst Laktoflavin durch Wofa-
tit KS6) gebunden und anschlieBend das Vitamin B, durch
basisches Harz festgehalten werden. Das amerikanische Produkt
Amberlite I. R. 100 H. war ebenfalls sehr geeignet zur Trennung
der Vitamine B, und B,. Harzaustauscher haben auBerdem ge-
geniiber Zeolith den Vorteil, daB das Vitamin mit fltichtiger Salz-
sdure wieder gewonnen werden kann, die sich erheblich leichter
entfernen 4Bt als die sonst erforderlichen Mengen Natrium-
chlorid-Losung®?).

Zur Gewinnung von Ascorbinsdure werden basische Harze
verwendet, nachdem der rohe CitruspreBsaft zuvor mit einem
Kationenaustauscher entbast wurde. Die Oxydation einer emp-
findlichen Sdure kann vermieden werden, wenn man den Anionen-
Austauscher mit SO, oder H,S vorbehandelt und ihm so eine
Reduktionswirkung verleiht. '

Vor allem in der Lebensmittelindustrie verwendet man
Austauscher zur Entfernung stérender lonen. In seiner
Monographie gibt R. Griessbach®) einen Uberblick iiber die Ver-
wendung von ,,Austauschabsorbentien in der Lebensmittelin-
dustrie’’, in der er auch die Rolle der organischen Austauschharze
eingehend schildert und in zahlreichen Literaturangaben und
Patenthinweisen auch die auslidndische Literatur weitgehend be-
riicksichtigt. Weiterhin findet man Beispieie fiir die Gewinnung
brauchbarer Lebensmittel durch eine Austausch-Entsalzung
sonst wertloser Fruchtsifte, die sich danach zu schmackhaften
Sirupen einengen lassen.

Eine Monographie iiber das gesamte Gebiet der Ionen-Aus-
tauscher wurde von F. C. Nachod®) herausgegeben. Die ein-
zelnen Kapitel, die von verschiedenen Autoren abgefaBt wurden,
vermitteln ein umfassendes Bild vom heutigen Stand der Ionen-
Austauscher in Theorie und Praxis. Die Schrift zeigt deutlich,
wie stiirmisch die lonen-Austauscher sich wéhrend der letzten Jahre
entwickelten und welche Bedeutung sie gegenwartig erlangt haben.

Eingeg. am 9. Mai 1951 [A 358]

9) Kolloid-Z. 36, 228 [1925].

%) Ind. Engng. Chem., Ind. Edit. 38, 576 {1946].

®) Schwed. Pat. 250/360 v. 3. 5. 1944,

) 1. G. Wolfen u. Tropp, DRP 78593 v. 20. 11. 1944.
¢7) D. S. Herr, Ind. Engng. Chem,, Ind. Edit. 37, 631 [1945].
) Ion Exchange Acad. Press New York 1949,

Autoradiochromatographie

Von Dr. phil. H. WEIL, London, und TREVOR [. WILLIAMS, Oxford, B. A., B. Sc. Ph. D.

Papierchromatogramme, welche radioaktive Isotope enthalten, lassen sich durch ihre Wirkung auf Photoschichten

sichtbar machen.

Die Versuchstechnik und einige bisher erzielte Erfolge der Autoradiochromatographie

werden geschildert.

Grundlagen der Autoradiochromatographie
Die Radiochromatographie ist eine Verbindung von Chro-
matographie und Radiometrie. Sie scheint von R. Lindner!:?)
erstmals beschrieben worden zu sein (vgl. auch™® #)). Als Radio-
metrie wird nachstehend die qualitative und quantitative Be-
stimmung von Substanzen durch ihre radioaktive Strahlung be-
zeichnet, wihrend Chromatographie im weitesten Sinne des

Wortes gebraucht wird®).

‘IY'R. Lindner, Z. Physik. Chem. 194, 51 [1944].

2y R, Lmdner diese Ztschr. 62, 387 [1950]

3) H. Weil, Canad. Chem. Process Ind. 33, 1036 [1949].

4 H. We«l Atomics {Lgndon] 1, 230, 345 [1950]

3y L. Zechmeister: Progass in chromatography 1938 —1947. London, 1950.
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Bei radiochromatographischen Trennungen handelt es sich in
der Regel um Trennungen von Substanzen, denen relativ kleine
Mengen radioaktiver Indikatoren, hdufig aktive Isotope, zuge-
setzt wurden. Dadurch wird die Bestimmung der in ,,Zonen*
chromatographisch angesammelten Substanzen wesentlich er-
leichtert. Mit ihrer Hilfe gelingt es auch unsichtbare Zonen farb-
loser Substanzen zu erkennen. Ob solche Bestimmungen auf
Zonenfeststellungen und qualitative ldentifizierung beschrdnkt
sind oder auch auf quantitative Ermittlungen ausgedehnt wer-
den konnen, ist fir die Zukunft der Autoradiochromatographie
ausschlaggebend.
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Die Radioaktivierung der zu untersuchenden Substanzen ist, wie
F. P. W. Winteringham, A. Harrison und R.G. Bridges®3) betonen, vor,
aber auch nach der Herstellung des Chromatogrammes mdglich.
Im ersten Falle, dem meist iiblichen Verfahren, geschieht die Radioakti-
vierung durch vorherigen Zusatz radioaktiver Substanzen, etwa durch
Isotope oder durch Verwendung von mit Isotopen markierten Verbin-
dungen. Man kann aber selbstverstindlich auch noch nachtriglich lokal
wirksame radioaktive Substanzen aufbringen oder eine Radioaktivitit
des Chromatogrammes erzeugen, indem man es etwa im Atommeiler
starken radioaktiven Strahlungen aussetzt und so erst sekundir radio-
aktive Isotope schafft.

Man unterscheidet zwei Hauptgruppen der Radio-
chromatographie: Einmal kénnen die von Zonen des Chro-
matogrammes ausgehenden Strahlen selbst registriert werden.
Hierzu gehdren Messungen der Radioaktivitdt mit entspr. kon-
struierten Geiger-Miiller-Zghlrohren, Absorptionsfiltern, Nebel-
kammern usw,

Die zweite Gruppe beschridnkt sich auf das radiochromato-
graphische Verfahren, das wir ,,Autoradiochromatographie’‘ zu
nennen vorschlagen. Hier wird die vom Chromatogramm aus-
gehende radioaktive Strahlung mit photographischen Hilfs-
mitteln festgehalten.

Man kann drei Arten der Autoradiographie unterscheiden, je
nachdem wie Objekt und photographische Emulsion aufeinander wirken.
Die erste Methode besteht darin, eine photographische Platte oder einen
photographischen Film mit dem Objekt in Kontakt zu bringen und dann
das latente Bild getrennt von dem Objekt zu entwickeln.

Die zweite Art besteht in Aufbringen dér Emulsion, etwa durch
Aufpingeln derselben in fliissigem Zustand, direkt auf das Objekt und in
Entwickeln und Fixieren ohme vorherige Tremnung. Neuerdings wird
oft eine dritte Methode bevorzugt, die man als ,,Abziehtechnik‘‘ bezeich-
nen kann. Das Objekt wird aut die photographische Platte aufgebracht,
aber in der Regel durch eine Zwischenschicht getrennt, die eine Beschi-
digung des Objektes beim Entwickeln und Fixieren und chemische Reak-
tionen zwischen Objekt und photographischer Emulsion unmoglich ma-
¢hen soll,

Die Autoradiochromatographie ist bisher auf die Papier-
chromatographie beschrinkt geblieben, obwoh! eine sinnge-
miBe Anwendung auch in der sonst tiblichen Chromatographie
denkbar ist.

Die analytische Brauchbarkeit eines radioautographisch her-
gestellten Bildes hingt wesentlich von Trennschirfe und Trenn-
weite der papierchromatographischen Methode ab.

Nach Dentt) diirfte die zweidimensionale Chromatogra-"

phie in der Regel vorteilhafter sein, wenn eine aus einer groSeren
Zahl teilweise unbekannter Substanzen bestehende Mischung in
ihre Bestandteile zerlegt werden soll. Die eindimensionale Pa-
pierchromatographie kann andererseits vorziglich zur Auflésung
eines Gemisches von wenigen, bekannten Bestandteilen beniitzt
werden. Die Radioaktivitit in. den Konzentrationszonen kann
hierbei {iberdies durch verschiedene Kunstgriffe (z. B. Sperrab-
schnitte aus Paraffin) wesentlich erhoht werden, was ein spezifi-
scher Vorteil der eindimensionalen chromatographischen Methode
ist?). Auch die quantitative Auswertung wird einfacher moglich
sein. Zur Trennung biologischer Materialien und dergl. wird aber
die zweidimensionale Papierchromatographie hiufig vorzuziehen
sein. .

Die Verwendung radioaktiver Indikatoren als Nachweis-
methode braucht hier nicht diskutiert werden, da das bereits
Fleischmann®), Weygand®), Schacht'®) und andere in dieser Zeit-
schrift getan haben. Einige wenige, bei der Verwendung radio-
aktiver Substanzen besonders wesentliche Punkte werden aber
noch erwihnt werden.

Anwendungen der Autoradiochromatographie
Die Hauptaufgabe der Autoradiographie ist gegenwdirtig die
Lage von Zonen eines Papierchromatogrammes festzu-
stellen, wihrend quantitative und qualitative Untersuchungen
in der Regel mit nicht photographischen und kiassischen chemi-
schen Methoden ausgefilhrt werden. Vereinzelt ist aber bereits
versucht worden, chromatographisch getrennte Bestandteile einer

s8)F, P, W. Winteringham: Radiochemical techniques in analysis, Nature
[London], 168, 153 [1951]. .

8) C. E. Dent, ,,A study of the behaviour of some sixty amino acids and
other ninhydrin reacting substances on phenolcollidine filter paper'.
Biochemic. J. 43, 169 [1948].

) H. Weil, Canad, Chem. Process Ind. 33, 956 [1949]; Chimie et Ind. 64,
432 [1950]; C. G. Lynam u. H. Weil, Manufact. Chemist 21, 195, 288
[1950]; Canad. Chem. Process Eng. 35, 47 [1951].

8) Diese Ztschr. 61, 253 [1949].

%) Eben a 61, 285 [1949]. 19) Ebenda 61, 465 [1949].
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Mischung photographisch zu bestimmen, was erst eine volle Aus-
niitzung der Moglichkeiten der autoradiochromatographischen
Methode bedeutet. Zur Bestimmung der Lage der Zonen eines
Chromatogrammes, etwa solcher, die nicht ohne weiteres sicht-
bare Bestandteile enthalten, benttigt man photographische Emul-
sionen, an die keine besonders hohen Anspriiche gestellt werden
miissen. Auch die anzuwendende photographische Technik ist
relativ einfach. Soll aber die Zusammensetzung einer Zone
photographisch ermittelt werden, so bendtigt man, um befrie-
digende Ergebnisse erzielen zu koénnen, Spezialemulsionen und
eine komplizierte Technik. Von einigen Ausnahmen abgesehen,
sind bisher in der Autoradiochromatographie nur einzelne radioak-
tive Isotope als Indikatoren verwendet worden. Es wurden aber
vereinzelt auch Mischungen untersucht, in der alle Bestandteile
radioaktiv waren, oder Verbindungen gepriift, in denen eine
radioaktive Substanz mit einer oder mehreren Substanzen che-
misch gebunden waren. «- oder B-Strahler wie z. B. 13! ], 14C,
35§, 32P und 4*Ca wurden benutzt. Die ersten autoradiochromato-
graphischen Experimente wurden mit 131 ] unternommen. Es
ergab. sich sowohl bei ein- wie bei zweidimensionalen Papierver-
teilungschromatogrammen von 3! ) enthaltenden Schilddra-
seninhalten, daB eine photographisch registrierbare Verteilung
des radioaktiven Jodes zwischen den Zonen des Chromatogram-
mes eintrat.

C. E. Dent% ') entwickelte 19461948 eine besondere papier-
chromatographische Technik, zunédchst zur Feststellung von
Aminosduren und Peptiden in menschlichen Ausscheidungen, die
auch eine ungefdhre quantitative Schiatzung der Bestandteile zu-
lieB. Er hat in der Folge seine papierchromatographische Me-
thode mit der Autoradiographie zur Priifung von Urin usw. kom-
biniert.

1947 hat Dent'?) chromatographische Trennungen auf Papier
erstmals mit photographischen Nachweismethoden verbunden.
Rabei wurden Hydrolysate von Rattenschilddrisen untersucht.
Dent und Mitarbb. verwendeten 23 J (Halbwertszeit etwa 8 Tage),
das relativ weiche $8-Strahlen (0,6 MeV) aussendet. Diese Indi-
katoren-Methode kann als Isotopen-Verdiinnungs-Methode auf-
gefaBt werden.

Das Radiochromatogramm wurde mit einem gewdhnlichen Réntgen-
film, der nachtriglich wie iiblich entwickelt wurde, in Kontakt gebracht,
wobei ein Cellophan-Blatt als Zwischenschicht eingeschoben wurde. Die
Exponierungszeit betrug bis zu sieben Tagen. Die in verschiedenen Zonen
ein- und zweidimensionaler Papierradiochromatogramme angesammelten
Aminosiuren und Jodverbindungen wurden mit geeigneten chemischen
Reagentien sichtbar gemacht. Die Zonen des Autoradiochromatogram-
mes konnten durch Aufeinanderlegen des chemisch behandelten Chro-
matogrammes und des entwickelten Filmes identifiziert werden, wodurch
die Zuverldssigkeit der Methode kontrolliert werden konnte.

Taurogg und Chaikoff'®) hatten bereits 1947 bei der Frage,
ob Dijodtyrosin der Vorldufer von Thyroxin im Umsatzproze3
der Schilddriise ist, unter Beniitzung von radioaktivem Jod den
experimentellen Beweis hierfir erbracht und bei spiteren Ex-
perimenten!t) autoradiochromatographische Methoden verwen-
det. Auch gelang es ihnen nachzuweisen, daf Monojodtyrosin
einen erheblichen Teil der gesamten Jod-Menge im Hydrolysat
bildet. Autoradiochromatogramme wurden auch hier beniitzt, um
die Verteilung radioaktiver Substanzen in verschiedenen Zonen
des Chromatogrammes zu bestimmen. Eine Thyroxin-Zone konnte
allerdings bei diesen Versuchen nicht gefunden werden. Tiskoff
und Mitarbb.1®) verwendeten zur Untersuchung des Schilddriisen-
umsatzes Na'¥ ] und stellten Autoradiochromatogramme her, die

11) C. E. Dent, Lancet, CCI 11, 367}1946]' Biochemical J. 46, XI, 1V [1946],

. 41, 240 [[§47]; C.'E: Dent u. J. A. Schillin , ebenda 42, XXIX [1948].

12) R. M. Fink, C. E. Dent u. K. Fink, ,,Application of filter paper par-
tition chromatography to radioactive tracer studies‘, Nature [London]
160, 801 [1947). Vgl. hierzu auch: W. Mann, C. P. Leblond, u. S. L.
Warren, ,,lodine metabolism of the thyroid gland*. J. biol. éhemistry
142, 905 [1942]; D. Rittenberg u. G, S. Foster, ,,A new procedure for
quantitative analysis by isotope dilution, with application to the deter-
‘mination of amino acids and fatty acids. J. biol. Chemistry 133, 737
[1940)}; K. Fink u. R. M. Fink, ,,Formation of monoiodotyrosine in
the thyroid of rat and man*. Science [New York] 108, 358 [1948]; F. J.
Hird u, V. M. Trikojus, ,,Paper partition chromatography with thyroxine
and analogues*. Australian J. Sci. 10, 185 [1948]; R. M. Fink u. K.
Fink, ,,Radiocarbon and filterpaper chromatography'. Science [New
York] 107, 185 [1948].

18) A. Taurog u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 169, 49 [1947].

14) A. Taurog, I. L. Chaikoff u, W. Tong, J. biol. Chemistry 178, 997 [1949];
A. Taurog, W. Tong u. 1. L. Chaikoff, Nature [London] 164, 181 [1949].

18y G, N, Tiskoff, R. Benett, V. Benneft u. L. L. Miller, ,,Radlolodine and
parerchromatography. Techniques in the study of thyroid metabolism*.
Science [New York] 110, 452 [1949].
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48 h nach der Injektion in das Versuchstier beendet waren.
Na®3 | wurde gewidhit, um unerwiinschte Nebenreaktionen zwi-
schen dem radioaktiven Jod und dem verwendeten Losungs-
mittel zu vermeiden, wodurch eindeutigere Resultate erwartet
wurden.

Auch von Lemmon und Mitarb.'®) wurde 3! J als radioaktiver
Indikator bei dhnlichen Arbeiten verwendet. Es wurde die Ver-
teilung von Aminosduren im Verteilungschromatogramm wie
autoradiographisch fiblich vermittelt. Nach Herstellung eines
zweidimensionalen Chromatogrammes von Mono- und Diiodotyro-
sin mit geeigneten Losungsmittelpaaren wurde ein Autoradio-
chromatogramm in der Weise bereitet, daB ein Roéntgenfilm
(Eastman Kodak Co. ,,No Screen‘, 14x17 Zoll) direkt, und
zwar nur fir 1 min mit dem Autoradiochromatogramm in
Kontakt in einer Dunkelkammer gebracht und dann wie iiblich
entwickelt wurde, .

R. Tomarelli und K. Florey'?) setzten Dents Versuche fort
und entwickelten eine halbautomatische, standardisierte Me-
thode und .eine mit einem Geiger-Miiller-ZZhlrohr kombinierte
Zdhleinrichtung zur fortlaufenden Feststellung der Radioaktivitat
in verschiedenen Zonen des Chromatogrammes. Ihre Apparatur
bedeutet einen gewissen Fortschritt gegeniiber den von Bours-
nell*®) und Hummel und Lindberg'®) und anderen fiir Geiger-
Mtller-Z4hlrohre bei Verwendung in der Papierchromatographie
vorgeschlagenen Apparaturen.

R. M. Fink und K. Fink dehnten ihre Versuche auf 14C aus,
ein Isotop, das eine weichere Strahlung als 131 ] gibt. Um die
Bildung verschiedener Produkte bei der Photosynthese verfolgen
zu konnen, wurde einer Alge (Chlorella) **CO, angeboten. Von
den Extrakten wurden zweidimensionale Papier-Autoradiochro-
matogramme angefertigt, indem die Chromatogramme (an-
scheinend ungeschiitzt gegen evtl. chemische Nebenreaktionen)
unmittelbar gegen elnen Eastman Kodak ,,No screen‘’ Rontgen-
film fir drei Tage gepreBt wurden. Fink und Fink glauben, daB
bei ihren Versuchen kein wesentlicher Prozentsatz der radioakti-
ven Strahlung durch Absorption im Filterpapier verloren
ging. Sie kamen zu dem Schlusse, daB radiometrische Bestim-
mungsverfahren eine vielfach schirfere Empfindlichkeit besitzen
als etwa kolorimetrische Methoden und daB nach Lokalisierung
geringfagiger Konzentrationen im Chromatogramm auch die Iden-
tifizierung kleinster Mengen sich mit ablichen Methoden aus-
fihren 148t. Es mag hierfir auch auf eine von Tordai®®) ver-
offentlichte Arbeit, die dieses Problem auf breiterer Basis be-
handelt, hingewiesen werden.

Es sei hier auch auf eine Ubersicht von Cramer®') tiber Pa-
pierchromatographie der Zucker hingewiesen, in der nicht nur
allgemein auf die Bedeutung der Indizierung mit radioaktiven
Isotopen bei papierchromatographischen Trennungen von Zuckern
verwiesen wurde, sondern auch einige Experimente mit 14C er-
wihnt sind, bei denen die Autoradiochromatographie verwendet
wurde.

Von den Kohlenstoff-1sotopen eignet sich besonders gut 14C,
das langsame Elektronen abgibt und eine Halbwertszeit von
5000 Jahren hat, zur Indizierung von Kohlenstoffverbindungen,
die autoradiochromatographisch untersucht werden sollen. Die
von Calvin und Mitarb.22) angewandte Methode ist prinzipiell
gleich der von Dent, Fink und Fink (entwickelten Methode.
Es wurden in bestimmten Zeitabstdnden Autoradiochromato-
gramme von aus photosynthetisierenden Pflanzen hergesteliten
Extrakten angefertigt. Man kann so die Bildung neuer Substanzen
in der Pflanze zeitlich feststellen und die Verteilung des radioakti-

1¢) R. M. Lemmon, W. Tarpey u. K. G. Scott, ,,Paper chromatography in
synthetic organic chemistry. Microgram scale synthesis of labeled
monoiodotyrosine, diiodotyrosine, and thyroxine“. J. Amer. Chem.
Soc. 72, 758 [1950].

17y R. M. Tomarelli u. K. Florey, ,,Use of papergrams in the study of the
urinary execration of radioactive S compounds*. Science [New York]
107, 630 [1948]. .

18y J. C. Boursnell, ,,A radioactivity ,,scanning* device for paperchromato-
grams using *phosphorus*‘. Nature [London] 165, 399 {1950). .

1) J. P. Hummel u. O. Lindberg, ,,Studies of the mechanism of aerobic
phosphorylation*. J. biol. Chemistry 180, 1 [1949); O. Lindberg u. J. P.
Hummel, ,,The measurement of radioactivity from paper chromato-
grams'. Arkiv for Kemi 1, 17 [1949]. .

20y | Tordai, ,,Radiochemical methods in inorganic analysis*,
[London] 1, 104 [1949].

21y F. Cramer, diese Ztschr. 62, 73 [1950].

22) M. Calvin, C. Heidelberger, J. C. Reid, B. M. Talbert u. P. C. Yankwich:
,,Isotopic carbon**, New York und London, 1949.
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ven Kohlenstoffes verfolgen. Auf diese Weise 148t sich ein Bild der
Entwicklung der verschiedenen Umwandlungsprodukte gewinnen.

Eine gleichfalls 1949 im Auftrage der amerikanischen ,,Atomic
Energy Commission* vorgenommene Untersuchung??) behandelt
die Identifizierung und die zeitliche Folge der bei der Rohrzucker-
Synthese entstehenden Zwischenprodukte. Einzelheiten der ver-
wendeten Technik finden sich in einer 1950 von Benson, Bassham,
Calvin und Mitarbb.24) verdffentlichten Arbeit.

Folgende autoradiographische Technik wurde angewandt:
Das getrocknete Radiochromatogramm wird fiir die Exponierung so ge-
faltet, daB es den iiblichen Eastman Kodak Rontgenfilm deckt, und
ywar mit dem Ausgangspunkt der getrennten Mischung in einer Ecke des
Chromatogrammes. Ein oder zwei Filme werden, wie nachstebend be-
schrieben, danach in einem lichtsicheren ,,Eastman Kodak Rontgenfilm
Exponierungshalter der Einwirkung des Radiochromatogrammes aus-
gesetzt, wobei sie mit einem mit Sand geffillten Karton gleichmiBig gegon
dieses gepreSt werden konnen. Falls das Radiochromatogramm gleich-
zeitig 14C und 32P enthilt, wird entweder e¢in Film verwendet, der auf
beiden Seiten mit einer Emulsion versehen ist, oder es werden zwei ge-
wohnliche Filme hintereinander gepackt, und zwar mit der reaktions-
fihigen Seite gegen die Strahlenquelle gerichtet und an das Chromato-
gramm angepreBt. 1$C bewirkt bei dieser Packung nur ein latentes Bild
in der unmittelbar benachbarten photographischen Emulsion, wahrend
3P ein entwicklungsfihiges Bild in beiden Emulsionen erzeugt. Man er-
halt also auf diese Weise in der entfernteren Emulsion ein latentes Bild,
das nur auf die Entwicklung von 32P zuriickzufiithren ist.

Bei diesen Versuchen betrug die vom Whatman No. 1 Filtrierpapier
ausgehende Radioaktivitit 309 derjenigen, die registriert wird, wenn
man die Radioaktivitit der Probe in einem diinnen Film auf einer Glas-
oder Metallunterlage getrocknet direkt miBt. Die fiir das Exponieren
des Rontgenfilmes erforderliche Zeit ist eine Funktion der vom Papier
ausgebenden Strablung. 15000 Zerfille je Minute pro c¢m? geben nach
Calvin ein befriedigendes latentes Bild in drei bis sechs Tagen.

Die exakte photographische Reproduktion von Autoradiochromato-
grammen ist bisher mit Schwierigkeiten verbunden. Bilder sehr schwa-

.cher Konzentrationsstellen lassen sich evtl. mit von weiSem Hintergrund

reflektiertem Licht studieren. Um ein Autoradiochromatogramm nach
der Entwicklung und ein chemisch behandeltes Radiochromatogramm
vergleichen zu kdnnen, wird die Markierung zweier einander gegeniiber-
liegender Ecken des letzteren mit radioaktiver Druckfarbe empfohlen.
Hierfilr kann beispielsweise gewdohnliche Stempelkissenfarbe, die eine
nicht flichtige mit 4C indizierte Substanz enthilt, verwendet werden.

Aus den Experimenten Calvins und Mitarbb. ging hervor, daB
die Autoradiochromatographie ein brauchbares Hilfsmittel bei
der chemischen Synthese ist.

In zwei Arbeiten von Udenfriend und Mitarb. wurden auto-
radiochromatographische Methoden benutzt. So wurde2®) die
Gewinnung von mit 4C gleichmaBig indizierter Fruktose durch
Photosynthese und Papierchramatographie beschrieben. Par-
tridge u. a. gliickte es, Fruktose papierchromatographisch zu iso-
lieren. Udenfriend trennte ein Gemisch von Glucose und Fruk-
tose papierchromatographisch. 75 Radiochromatogramme wur-
den auf Whatman No. 1 Filtrierpapier in Streifen von 14x 1.5 Zoll
angefertigt. Sie enthielten 0.1-0.3 mg Zucker je Einheit. Nach
dem ablichen Entwickeln mit Phenol wurden die Streifen luft-
getrocknet und auf ,,Eastman-Réntgenpiatten K‘ gelegt. Da
sich die Konzentrationszonen der Chromatogramme nicht immer
genau an der gleichen Stelle befanden, muBte ein Autoradiogramm
von jedem einzelnen Streifen angefertigt werden. Die Bilder tra-
ten berelts nach ungefdhr zwei Stunden geniigend deutlich her-
vor, um die Umrisse der Konzentrationszonen erkennbar zu ma-
chen. Die Zonen, die Fruktose enthielten, wurden ausgeschnitten.
Das Gesamtgewicht der so angesammelten Segmente mit Fruk-
tose betrug ungefdhr 2 g, woraus etwa 10 mg stark aktive Fruk-
tose von hoher Reinheit gewonnen werden konnten.

A. S. Keston, S. Udenfriend und M. Levy?*) haben ferner
durch Kombination von 3! J und 338 Aminos4uren bestimmt. Die
Aminosduren, z. B. in EiweiBhydrolysaten wurden in 13'j ent-
haltende p- Jodbenzolsulfonyl-Derivate ibergefiihrt. Darauf wur-

) M. Calvin u. A. A. Benson, ,,The path of carbon in photosynthesis.
11, The identity and sequence of the intermediates in sucrose synthesis*'.
Science [New Yorlﬂ 109, 140 [1949].
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304 [1948].

8. Udenfriend u. M, Gibbs, ,,Preparation of C 14 uniformly labeled fruc-
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den 3%8-haltige p- Jodbenznlsulfonyl-Derivate bekannter Amino-
sduren zugesetzt. Nach papierchromatographischer Trennung
wurden unter Verwendung von 35S-Strahlung-absorbierenden
Filtern zwei Radioautogramme aufgenommen und die Intensitat
und das Isotopenverhdltnis der lokalisierten Chromatogramm-
banden bestimmt.

1950 diskutierten Udenfriend und Mitarbb.28) die Prinzipien
ihres Isotopenverfahrens. Insbes. verglichen sie es mit der Iso-
topen-Verdiinnungsmethode und beschrieben die qualitative
und quantitative Bestimmung einzelner Aminosduren und die
hierbei verwendete Indikatorentechnik. Die Autoradiochromato-
graphie wurde im wesentlichen zur Zonenbestimmung benutzt.
Die Papierchromatographie wurde zur Trennung der mit 3 J
indizierten Derivate von Proteinhydrolysaten beniitzt. Die
Radioautographie wurde aber auch benutzt, um zu kontrollieren,
ob das Verteilungsverhdltnis von 13! J und %S in den auf-
einander folgenden Zonen eines Chromatogrammes konstant ist,
was fiir die Reinheitsermittelung wesentlich ist.

Fiir derartige Feststellungen der Isotopenverteilung wurde ein ,,Sand-
wich* zusammengestellt. Er besteht aus zwei empfindlichen Filmen,
einem geeigneten Strahlenfilter und dem Radiochromatogramm. Das
Filter wurde auf einer Seite des Chromatogrammes angelegt, um vom
35S ausgehende Strahlen zu absorbieren, wahrend es von 13'J ausgehende
Strahlen im wesentlichen durchlieS. Zeigt nun, um ein Beispiel zu geben,
eine Zone des unmittelbar an das Radiochromatogramm gelegten Filmes
keine Einwirkung von !3J, so kann man annehmen, daB 131J in dieser
Zone gar nicht vorhanden ist. Es wurde der autoradiographische Effekt
der einzelnen Strahlenarten auf durch Filter geschiitzte und "auf unge-
schiitzte Emulsionen gezeigt und erklart, wie solche autoradiographischen
Reaktionen zur qualitativen Bestimmung einzelner Aminosiuren benutzt
werden konnen. Soweit photographische Emulsionen in Frage kommen,
mag noch bemerkt werden, dafl entweder Eastman Kodak ,,Industrial
X-Ray Film K verwendet wurde, mit dem sich je nach dem Alter der
131J. und 3%S-Produkte brauchbare Bilder mit einer Exponierung von
1 bis 4 h erzielen lieBen, oder es wurde Eastman Kodak ,,Blue Brand
X-Ray Film* gewahlt, falls keine so kurze Exponierungszeit notwendig
war

Da Udenfriend und Mitarbb. die Autoradiographie aber im
wesentlichen zur Zonenfeststellung und nur bei Benfitzung von
Strahlenfiltern zu qualitativen Bestimmungen beniitzten, spielen
die Eigenschaften der Emulsionen keine sehr wesentliche Rolle,
und die Exponierungszeiten schwanken stark.

Th. Wieland?") hat ein Verfahren zur quantitativen Bestim-
mung von «-Aminosiduren in Papierchromatogrammen und
Tonopherogrammen entwickelt, die radioaktives Kupfer ent-
halten. Die verhdltnismi8ig kurze Halbzeit von nur 12,8 Stun-
den des im Cyclotron hergestellten radioaktiven Kupfers scheint
die Herstellung scharfer Autoradiogramme mit den iiblichen
Rontgenfilmen zu erschweren, und ein besser geeignetes Material
wire hierfiir wohl erwitinscht.

Radiometrische Messungen eines Penicillin-Chromato-
grammes beschrieben E. Lester Smith und D. Allisen?7?).
Ein Gemisch aus verschiedenen Penicillinen wurde papierchroma-
tographisch nach der Methode von Goodall und Levi zerlegt,
und die Lage der mit 33§ indizierten Penicillin-Konzentrate im
Chromatogramm in tiblicher Weise autoradiochromatographisch
auf Rontgenfilmen festgestellt. Die Ergebnisse stimmten gut mit
biologischen Feststellungen (iberein.

Autoradiochromatographie sehr weicher Strahlung

Ein Hauptproblem der Autoradiographie sind sehr weiche
Strahlen, die die Herstellung eines engen Kontaktes zwischen
Strahlenquelle und photographischer Emulsion erfordern. Schon
ein geringfiigiger Luftzwischenraum vermag in solchen Fillen
einen erheblichen Verlust an Strahlen zu verursachen, so da8
selbst die Ermittlung von Konzentrationszonen im Chromato-
gramm unméglich werden kann. Andererseits muB eine mecha-
nische Schddigung eines latenten Bildes durch unsachgemdiBes
Zusammenpressen vermieden werden. Ferner sind unerwiinschte
chemische Reaktionen zwischen Objekt und Emulsion zu ver-
hindern. Chemische Reaktionen lassen sich evtl. durch Auflegen
eines photographischen Schutzlackes, etwa wie im britischen Pa-
tent No. 5483912%) beschrieben, aber ohne Zusatz von Zink-
27)7'-—“/1'010714, K. Schmeisser, E. Fischer u, H. Maier-Leibnitz, Naturwiss,

36, 280 {1949]. .
272y F. P, W, Winteringham: Radiochemical techniques in analysis, Nature

{London] 168, 153 [1951].
28y R. Miiller u. H. Weil, ,,Verbesserte Lacke''. Brit. P. 548391,
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stearat, verhindern. Man kann auch eine geeignete Zwischen-
schicht einlegen, die aber nicht die Strahlen merklich schwichen
darf. Kontaktprozesse ermdglichen ein photographisches Ent-
wickeln des latenten Bildes ohne vorherige Trennung des abzu-
bildenden Gegenstandes und der photographischen Emulsion. Es
werden aber auch Verfahren ausgearbeitet, die eine nachtrégliche
Wiedertrennung gestatten, etwa um chemische Teste zu Ver-
gleichszwecken durchfiihren zu kénnen. Keines dieser Verfahren
scheint aber bisher in der autoradiochromatographischen Praxis
Anwendung gefunden zu haben. Dies ist u. a. wohl darauf zurtick-
zufithren, da8 Autoradiochromatographie, wie oben gezeigt, im
wesentlichen nur zur Feststellung der Lage von Zonen des Chro-
matogrammes angewendet wurde, wozu einfache photographi-
sche Hilfsmittel ausreichen.

Abgesehen von Fortschritten, in der Verbesserung des Kon-
taktes ist die Einfithrung von Kernemulsionen und ihre Aus-
wertung als quantitative Zihlmethode zu erwihnen.

Nach dem Entwickeln einer exponierten Emulsionsschicht
liegt ein Bild wechselnder Schwirzung vor, das mehr oder we-
niger zutreffende quantitative Schitzungen der radioaktiven
Substanzen zuldBt. Die Silberkorner lassen sich unter dem Mi-
kroskop zdhlen?®), aber die gewdhnlich eintretende Verschleierung
des Hintergrundes erschwert die quantitative Auswertung. So-
weit Versuche zu mengenmiBigen Bestimmungen in der Auto-
radiochromatographie bisher unternommen wurden, beschrink-
ten sie sich auf photometrische Intensitidtsbestimmungen, die
nur eine verhéltnismdBig willkirliche Schitzung des Grades der
Konzentration radioaktiver Substanzen in den betreffenden Zo-
nen des Chromatogrammes zuliefien.

Einen aussichtsreicheren Weg scheint die Kernspurbahn-
Bestimmungsmethode zu bieten. Die dabei benutzten Emul-
sionen sind besonders feinkérnig und werden in einer dickeren
Schicht als bei Rontgenfilmen und -Platten aufgetragen. Ihre
Empfindlichkeit ist sehr groB. Hinsichtlich der Einzelheiten sol-
cher Kernemulsionen und ihrer Anwendung mufB auf Arbeiten
von Aitchison®®), Herz®'), Schopper®?) und P. Meyer®) hingewie-
sen werden, Abgesehen von der Méglichkeit der Bahnspurzdhlung
ermoglicht die Verwendung einer geeigneten Kernemulsion, wie
sie heute standardisiert erhiltlich sind, die Exponierungszeit
denkbar kurz zu halten. Einzelheiten iiber die Verwendung zur
Autoradiographie s.34). Der Haupteinwand gegen eine Verwen-
dung der Bahnspurmethode in der Autoradiochromatographie
besteht darin, daB nur eine relativ niedrige Zah! von Bahnspuren
je Emulsionseinheit, die ihrerseits wieder stark von den Einzel-
heiten des im einzelnen Falle verwendeten Verfahrens abhingt,
mit Sicherheit identifiziert und gezdhlt werden kann. Wenn
auch die Radioaktivitdt innerhalb der Zonen des Radiochromato-
grammes niedrig gehaiten werden kann, wire doch eine nicht zu
niedrige Radioaktivitdt im Interesse der Exaktheit der quantita-
tiven Zihlung zu begriiBen. Eine prinzipielle Anderung der pho-
tographischen Technik, die zur Zeit erwogen und iiber die an
anderer Stelle berichtet werden wird, mag eine gewisse Erhéhung
der Zahl der je Emulsionseinheit erfaBbaren Bahnspuren ermog-
lichen. Jedenfalls erscheint die quantitative Ermittlung mit-
tels Spurbahnzédhlungen in der Autoradiochromatographie aus-
sichtsreich.
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