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Chromatographische und elektrophoretische Methoden werden heute nicht nur  zur Trennung, Cha- 
rakterisierung und pr5parativen Darstellung organischer und anorganischer Substanzen benutzt,, son- 
dern sind speziell aus d e r  Biochemie und Medizin nicht mehr wegzudenken. Es wird eine ubersicht 
iiber einige in den letzten Jahren entwickelte Arbeitsweisen gegeben unter besonderer Berucksich- 
tigung von Ergebnissen aus dem Arbeitskreis des Autors. Man darf erwarten, da6 die obere Grenze 
d e r  Teilchengr6Oe d e r  trennbaren Substanzen in den nachsten Jahren noch weiter zu makromolekula- 

reren Stoffen hinausgeschoben werden kann. 

Das Thema dieser Abhandlung ist so umfassend, da6 nur 
einige Beispiele der neueren Entwicklung und ihre Bedeu- 
tung fur  besonders aktuelle Probleme der Biochemie be- 
trachtet werden kilnnen. Dabei sollen vor allem einige Ar- 
beiten aus dem eigenen Laboratorium geschildert werden, 
um die Darstellung auf pers6nliche Erfahrungen stiitzen 
zu kbnnen. 

In der Elektrophorese schickt man einen elektrischen 
Strom durch eine Llisung mit den zu trennenden Substan- 
Zen. Die erzielte Trennung beruht auf Unterschieden in 
der elektrophoretischen Beweglichkeit. In  der Chromato- 
graphie lB6t man die Lbsung durch eine Saule aus fein ge- 
pulvertem Material flie6en. Die Unterschiede in der Reten- 
tion, verursacht durch verschiedene Affinitat zum Saulen- 
material auf Grund von Adsorption, Ionenaustausch oder 
Verteilung, bewirken die Auftrennung. 

Beide Methoden, besonders wohl die Chromatographie, 
haben eine au6erordentlich weite Anwendung in der Che- 
mie gefunden. In der Biochemie aber sind dieverwendungs- 
moglichkeiten besonders mannigfaltig. Die verschiedenen 
Methoden haben wesentliche Bedeutung erlangt, weil sie 
es - besonders wenn sie kornbiniert werden - erlauben, 
eine Reihe von Problemen anzugreifen, bei denen andere 
Verfahren, wie es scheint, unzureichend sind. 

Es handelt sich dabei einmal um die Isolierung und Rei- 
nigung von kompliziert gebauten N a t u r p r o d u k t e n  aus 
biologischem Material - ein Problem das gerade in der Bio- 
chemie ein Schliisselproblem ist. Das Ausgangsmaterial 
enthidlt j a  eine ungeheure Anzahl von Substanzen, einige 
von den interessantesten aber oft nur in winzigen Mengen. 
Manche'der wichtigsten Bestandteile der lebenden Sub- 
stanz sind auch sehr instabil und werden durch gewilhn- 
Hche chemische Reagentien angegriffen. Man ist deshalb 
gezwungen, mtjglichst schonende Methoden zu benutzen. 
Physikalische Methoden, wie Elektrophorese und Ultra- 
zentrifugierung, bei denen die Trennung durch Transport 
in einem gleichml6igen Medium gelingt, sind in dieser Hin- 
sicht besonders vorteilhaft und haben sich besonders in der 
Protein-Chemie sehr gut bewahrt. Wahrscheinlich aus 
technischen Griinden sind solche Verfahren aber bisher 
mehr analytisch als praparativ benutzt worden. 

Elektrophorese 

Ein Beispiel einer e l  e k t ro p h o r e t i s  c h e n  1 d e n t  i f  i - 
z i e r u n g ,  die eine gewisse Aktualitat hat, zeigt Bild 1. 
Diese Diagramme wurden durch sog. ,,freie Elektrophorese" 
in einem U-Rohr erhalten, wie die meisten Diagramme ahn- 

Zsorgetragen anltlDl1ch der Verlelhung der August-Wilhelm-von- 
Hofmann-DenkmUnze der GDCh in Heidelberg am 31. Januar 
1955. 
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licher Art, die man jetzt in der biochemischen Literatur 
findet. Eine moderne Ausfiihrung eines solchen U-Rohrs 

a C 

b d 
Biid 1 

Identiflzierung von ,,Sickle Cell"- Hiimoglobln (Slchelzellen-Htlmo- 
iobln) durch elektrophoretische Analyse (nach L. Pauling, Sclenee f Washington] 110, 545 119491). a = normal, b = Sichelzellenanamle, 

c = Slchelzellen vorhanden, d - Mlschung a + b zu gleichen Tellen 

zeigen die Bilder 2 und 3. Die Substanz ist i. a. eine L b  
sung eines EiweiSgemisches, in diesem Falle ein B l u t -  
s e r u m ,  das gegen eine Pufferlosung dialysiert wird. Die 

Blld 2 
Apparat zur elektrophoretischen Analyse 

Lbsung wird im U-Rohr unter eine Pufferlilsung der glei- 
chen Zusammensetzung geschichtet, so da6 in jedem 
Schenkel eine Grenzflache entsteht. Die Grenzflachen wan- 
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Bild 3 .  
Elektrophorese-Laboratorlum Im Biochemlschen Institut, Uppsala 

dern im elektrischen Felde und werden in mehrere Grenz- 
flichen aufgeteilt, eine Folge der verschiedenen Wan- 
derungsgeschwindigkeiten der Losungskomponenten. Die 
Grenzflachen konnen durch besondere optische Methoden 
beobachtet werden, womit Wanderungsgeschwindigkeit 
und auch relative Mengen einer Komponente bestimmbar 
sind (Bild 4). Es handelt sich also nicht nur um eine Tren- 
nung. Historisch ist die Methode vielmehr als ein Verfah- 
fen zur Messung von B e w e g l i c h k e i t e n  der EiweiBkor- 
per entstanden. Wenn also auch der Hauptzweck der Un- 
tersuchung eine Trennung ist, so ergibt doch dariiber 
hinaus die Ermittlung der Wanderungsgeschwindigkeit eine 
Mbglichkeit zur genauen Charakterisierung der Kompo- 
nenten, wie es z. B. aus der elektrophoretischen Analyse 
von Blutsera bekannt ist. 

AQ$W ry&A Aq$yr ryP8azA 

21 
Wepatifir- 
Plasm0 

4 
lymphatisches 
!eukdmieplasmo 

6) 

die Charakterisierung von .SubstanZen handelt. Der Ver- 
fasser hat  vorgeschlagen, daB man zwischen Grenzfliichen- 
und Zonen-Methoden bei denjenigen Methoden unterschei- 
den sollte, bei denen der Trennung Transportphanomene 
zu Grunde liegen. Dieser Unterschied wird durch Bild 5 
verstandlich. Man sieht, daB sowohl die soeben beschrie- 
bene Elektrophoresemethode als auch die gewohnliche 
Ultrazentrifugierung Grenzflachenmethoden sind, wiihrend 
die gewohnliche Chromatographie eine typische Zonen- 
methode ist. Die sog. chromatographische Frontanalyse 

Gmnzfi'a#?en Zonen 
mzm 

Blld 5 
Zur Definition der Grenzfliichen - resp. Zonenmethoden 

ist aber eine Grenzfliichenmethode, und sowohl Elektro- 
phorese als auch Ultrazentrifugierung lassen sich als Zo- 
nenmethoden entwickeln. Es ist ohne weiteres verstand- 
iich, da6 die Zonen-Methoden prinzipiell uberlegen sein 
sollten, weil sie eine v o l l s t a n d i g e  Trennung herbei- 
fiihren. Leider kann man aber die Zonenmethoden nicht 
in freier Lbsung verwenden, denn frei schwebende Schich- 
ten sind wegen des Dichteunterschieds nicht stabil. Der- 
artige Versuche kbnnen also nur bei Anwesenheit eines 
stabilisierenden Mediums ausgefiihrt werden, entweder 
durch Herstellung eines Dichtegradienten in der Lbsungs- 
saule, oder (gewdhnlich) durch ein geeignetes Fiillmaterial. 
Unter diesen Methoden hat  wohl die F i l t r i e r p a p i e r -  
e l e k t r o p h o r e s e  die groBte Verbreitung gefunden, be- 
sonders in der Protein- und Peptid-Chemie, bei Trennung 
von Zuckern (als geladene Borat-Komplexe) und bei Ab- 
bauprodukten der Nucleinsauren (Bild 6). Es ist erstaun- 
lich, wieviel man mit dieser einfachen Methode erreichen 
kann. Seit den ersten Versuchen, Filtrierpapier als Me- 

8) 
~perfraphisisches 
Prartoto-plosmo 

Bild 4 
Elektrophoretische Analyse von Biutplasma 

Die freie Grenzfliichenelektrophorese wird standig wei- 
ter verbessert. Besonders wichtig sind wohl bessere opti- 
sche Methoden, die Entwicklung von Mikromethoden und 
theoretische und praktische Arbeiten iiber die Grenzfla- 
chenanomalien. Allmahlich werden auch Apparate fur 
klinische Zwecke (Serumanalysen) industriell hergestellt, 
die besonders einfach zu handhaben sind und rasches Ar- 
beit en gesta t ten. 

Zonen-Elektrophorese 
Anscheinend ist zur Zeit die interessanteste Entwicklung 

auf diesem Gebiet die , , Z o n e n - E l e k t r o p h o r e s e "  in 
ihren verschiedenen Formen, besonders, wenn es sich urn 
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Bild 6 
Paplerelektrophorese von Serumproben 

1 .  Normalserum - 2. Paratyphus + Abrasio - 3. Nephros - 4. Dia- 
betes + nephros (nierenkrank)- 5. Nephrite (Nierenste1n)- 6. Mvelom 
7.  Myelom + Decubitus - 8. Cirrhosis - . 9 .  Cirrhosig .I Hefiatitis 

10. Pankreas-Krebs 
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dium fur Elektrophorese zu verwendenl-7) ist eine um- 
fangreiche Literatur dariiber entstanden. Unter den frti- 
heren Arbeiten uber Elektrophorese in anderen stabili- 
sierenden Medien sollen hier nur die Untersuchungen von 
Coolidge 1939 (Serumeiwei6 in Glaswolle)B) von Consden, 
Gordon und Martin 1946 (AminosBuren und Peptide in 
Yieselgel)B) und von Gordon, Keil und Sebesta 1949 (Pro- 
teine in Gelen)'o) erwahnt werden. 

Die gro6en Vorteile der verschiedenen Arten von Zonen- 
elektrophorese werden aber - wenigstens in den bisherigen 
Ausfiihrungen - nur durch Aufgabe gewisser quantitativer 
Anforderungen gewonnen. Man mu6 bedenken, da6 die 
stabilisierende Substanz in einem enormen uberschu6 zu- 
gegen sein mu6, und daD jede Art von Wechselwirkung 
durch Adsorption oder Bhnliche Einfliisse die Wanderung 
beeinflussen miissen und manchmal die Trennung oder we- 
nigstens die quantitative Ausbeute beeintrachtigen. I d  
dieser Hinsicht sollte man erwarten, da6 die Gele vorteil- 
hatter sein sollten, da manche Gele schon bei niedrigen 
Yonzentrationen geniigend stabil sind. Andererseits scheint 
eben bei Gelen eine quantitative Extraktion und Trennung 
der Substanzen (z. B. von EiweiSkorpern) von der Gel- 
substanz schwierig zu sein. Eine ideale Fiillsubsfanz ftir 
die Zonenelektrophorese ist wohl noch nicht gefunden. 

Zonenelektrophorere-Apparatur in Uppsala 
Unsere A p p a r a t u r  fiir zonenelektrophoretische Ver- 

suche, die auch schon in manchen anderen Laboratorien 
verwendet wird, eignet sich besonders gut fur vergleichende 
Untersuchungen mit, verschiedenen Ftillmaterialien (Bild 

f n 

a 

.S 

b 

Bild 7 
Apparat fiir Zonenelektrophorese In Sliulen. Die getrennten Zonen 
werden belm Auslauf vom SLulenrohr b (rechts) In einem automati- 
schen Fraktionssammler aufgefangen. (Nach J .  Porath, Acta Chem. 

Scand. 8. 1813 119541\ 

C.@m 

A, B Glaszyllnder C Elektrophorese-~Pule-'D Scheibe aus Kunst- 
stoff %E, Elektrdden, F, 0 Deckel, 0, H, i ,  M Verblndungsr6hren 
K, d H hne, L N HBhne zum Auslassen von Luft, P Platte zud 
Auslassen von h f t ,  Q Adapter fiir die Elution der Fraktlonen 
aus der SBule. S Marlotte-Flasche. zur Reaulleruna der Elutlons- 

geschwlndlgkelt - - 

D. u. Klobusitzky u. P.  Kanig, Arch. exptl. Pathol. Pharmakoi. 
192 271 [1939]. 
Th.' Wicland u. E.  Flschcr, Naturwiss. 35, 29 [1948]. 
0. Bisertc Blochlm. Blophys. Acta 4 416 [I950 
E. L. Du;rum J. Amer. chem. SOC. i Z ,  2943 [l!kO]. 
W .  Grassman;, K .  Hannig u. M .  Knedcl, Dtsch. Med. Wechr. 

H. D. Crcmer u. A .  Tisclius, Blochem. 2. 320 273 ISSO 
H.  0. Kunkel u. A.  Tisclius, J. Oen. Physloi. 35 b9 [1i51]. 
T .  B. Coolidge J .  bid. Chemistr 127 551 [l939i. 
R. Consdcn, A.'H. Gordon u. A. P. kart in,  Blochemlc. J. 40, 

i? %%?;don, B. Keil u. K .  Scbcsta, Nature [London] 164,498, 

76, 333 [1951]. 

"491. 

7)11-1a). Das vertikale Elektrophoreserohr mit Ftillma- 
terial wird zwischen zwei ElektrodengefaSen eingeschaltet. 
Die Substanzmischung wird oben in die SPule eingefiihrt. 
Bei Stromdurchgang wandern die verschiedenen Substan- 
zen abwarts und man bekommt eine Reihe von Zonen auf 
der SBule. Nach beendeter Trennung verdrangt man die 
Zonen mit Pufferlosung und die Fraktionen werden von 
einem automatischen Fraktionssammler aufgenommen. 
Dieses Verfahren hat den Vorteil daD dieselbe Saule wie- 
derholt.benutzt werden kann.; dies ist in praxi wichtig, da 
die Herstellung einer gut gepackten SBule ziemlich miih- 
sam ist. Die Bilder 8-10 zeigen einige Ergebnisse, die mit 
diesem (oder einem ilhnlichen) Apparat gewonnen sind. 

03[ dnode c - Kathode 

a30 & 

Blld 8 
Trennung einer Mischung von Thiamin-Mono- ( I )  DI- (11) und 
Trlphosphat (111)  (Insgesamt 27mg) und Thlarnln ( I + )  (8 mg) durch 
Zonenelektrophorese In elner Cellulosesliule. Acetatpuffer p = 5,44, 
p - 0,05, 30 mA In 15 Stunden. (N. Siliprandi u. D. iliprandi, 

Blochlm. Blophys. Acta 14, 52 119541) 

Als SBulenmaterial wurde Starke oder Cellulose aus Baum- 
wolle verwendet. Dieses Material scheint besser als Glas- 
pulver oder pulverisiertes Filtrierpapier zu sein, das friiher 
gebraucht wurde, eignet sich aber nicht fur  basische Pro- 
teine, die stark adsorbiert werden (z. B. Lysozym). 

Blld 9 
Trennung von Vitamin B -Modlfikatlonen (je 2 6 mg) durch Zonen- 
elektrophorese In elner St&kesBule. Acetat uff& pH = 5,1, p = 0 05 
18 mA In 14 Stunden. (N. Silt randi g. Siliprandi u. H .  ,!.is: 

Blochim. Biophys. gcta 12, 212 [19541) 

....- ___ 
H. Haglund u. A .  Tisclius Acta Chem. Scand. 4, 957 1950 
P. Flodin u. + Porath, Biochlm. BIoph s. Acta 13, l\5 [lbj4]. 
J .  Porath. Ac a Chem. Scand. 8, 1813 [18541. 
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Wie in allen zonenelektrophoretischen Versuchen hat  
man auf Grund von Elektroosmose einen Fliissigkeitstrans- 
port durch die Saule. Die Flussigkeitsbewegung kann mit 
einer ungeladenen Bezugssubstanz, z. B. Dextran, ver- 
folgt werden. Dadurch bekommt man einen Nullpunkt fur  

1.) Plasma ............... ' 5,82 I 4,59 
2.) Serum 

I - E I. Kothode - 

3,lO 

10 

a 75 
a5 
025 

a751 10 

a5 

1 Kolhade- c 

ZO 
a 75 
a5 
025 

7MI 2@7 300 80 760 240 320 
rnl Was&fluss@heit ml Waschtlussigkeit 

-.-.-.- 
UV wvn 252 mp 

UV Yon 290mp 
- 0  - 0-0 - 

m 
Bild 10 

Trennung von fiinf verschiedenen, chromatographlsch lsolierten 
Fraktlonen von Bacltracin durch Zonenelektrophorese in einer 
Cellulose-SBule. Acetatpuffer p = 43,  (r - 0,05, 25 mA in 55 Stun- 

den. ( J .  Porafh, Acta fhem. Scand. 8, 1813 [1954]) 

die Berechnung von a b so I u t e n Wanderungsgeschwindig- 
keiten aus den Diagrammen bei denen die Konzentrations- 
verteilung als Funktion des Verdrangungsvolumens (wie 
z. B. in den Bildern 8-10) aufgetragen ist. Tatsachlich 
erhalt man dabei Beweglichkeiten, die mit den Messungen 
der freien Elektrophorese recht gut iibereinstimmen (vgl. 
Tabellel : aus einerArbeit von Flodin und Porath (195?)18)). 

Tabelle 1 

Relative Bewegllchkeit einiger Blutserum-Proteinfraktionen. Ver- 
gleich der Ergebnisse zwischen einer StBrke-SBule, Papier- und 
Grenzfliichen-Elektrophorese. Beweglichkeit bei 6,43 und I,I 1 cm* 
sec-l volt-l (bei GrenzfIBchen-Elektrophorese), irn Palle des Al- 

bumins und y-Globulins. 

Olobulin 
a. I a. I D Versuch 

Die Berechnung setzt eigentlich voraus, daB man das 
stromdurchflossene Flussigkeitsvolumen in der Saule genau 
kennt. Diese Forderung wurde hier umgangen, indem man 
die aus der freien Elektrophorese bekannten Beweglich- 
keiten von Albumin und y-Globulin als Bezugswerte be- 
nutzte. 

Als Puffersubstanzen wurden in spateren Versuchen 
Pyridiniumsalze verwendet, die leicht durch Verdampfen 
zu entfernen sind. Bei Anwendung der Ultraviolettphoto- 
metrie sind sowohl bei der Elektrophorese als auch bei 
chromatographischen Versuchen die neuen von Porath vor- 
geschlagenen Puffersysteme ausTriBthylammoniumformiat, 
Acetat, Bicarbonat oder Carbonat vorteilhaft 14). Zusam- 
menfassend ergibt sich fur  Zonenelektrophoreseversuche: 
Glaspulver und pulverisiertes Filtrierpapier zeigen zu starke 
Adsorption und starke Elektroosmose (was stbrende Po- 
larisationseffekte a n  den Saulenenden verursacht). Kar- 
toffelstarke ist besser, besonders fur EiweiSkbrper, weniger 
gut fur  niedrigmolekulare Stoffe, die zu stark adsorbiert 
werden. Auch Starke hat ja  eine betrachtliche Ladung 
durch den Gehdt  a n  Amylopektin. Wesentlich inerter ist 
ein Cellulose-Pulver, das durch eine spezielle Alkoholyse 
aus mit Natronlauge gewaschener Baumwolle hergestellt 
werden kannls). Bei der Alkoholyse werden auch die 
Carboxyl-Gruppen teilweise verestert. Tatsachlich zeigt 
dieses Material sehr niedrige Elektroosmose und sehr kleine 
Adsorption sowohl aus Protein-LBsungen als von niedrig- 
molekularen Stoffen. Diese Cellulose ist zweifellos das 
Beste, was wir bisher gefunden haben. Sie ist jedoch noch 
nicht ideal; vermutlich kann man in der Lbsung dieses 
,,Schliisselproblems der Zonenelektrophorese" noch we- 
sentlich weiter kommen. 

Auch fur  die Praparation von groleren Mengen ist der 
beschriebene Apparat sehr niitzlich. Man kann, wie Flodin 
und Porath 1954 gezeigt habenla), auch sehr konzentrierte 
Eiwei6-Msungen trennen, z. B. 10proz. Serumalbumin. 
Eingehende physikalisch-chemische Studien in Uppsala von 
Pedersen und Kupke haben gezeigt, daB die durch Zonen- 
elektrophorese erhaltenen Serumalbumine einheitlicher 
waren als die besten durch andere Methoden hergestellten 
Praparate. 

Mit niedrigmolekularen Substanzen mu6 man aber bei 
vie1 niedrigeren Konzentrationen arbeiten, zumindest, 
wenn sie eine betrachtliche Eigenleitfahigkeit besitzen. 
Wir kennen eine analoge Schwierigkeit bei der Grenzfla- 
chenelektrophorese, wo derartige Substanzen oft sehr un- 
symmetrisch wandern und so die Versuche ganz vetfal- 
schen kijnnen. Diese sog. , ,Grenzf  1 a c  h e n  a n  o m  a l ien"  
machen sich in der Zonenelektrophorese solcher Stoffe 
durch die Tendenz zur Ausbreitung der Zonen bemerkbar, 
der man nur durch die Wahl sehr niedriger Anfangskon- 
zentrationen entgegenwirken kann. Eine andere, wenig 
beachtete, aber bei langer Versuchsdauer sehr wichtige 
Komplikation ist die ,,Po 1 a r  i s a t i o n" a n  den Saulengrenz- 

. flachen, die starke Stijrungen des Potentialgefalles in der 
Saule verursacht und die wieder nur durch die Wahl eines 
geeigneten Fiillmittels rnit niedriger Eigenladung herab- 
gesetzt werden kann. Solche Stbrungen sind ohne Zweifel 
auch in der Papierelektrophorese vorhanden und miissen 
bei jedem Versuch, die Ergebnisse fur  quantitative Beweg- 
lichkeitsbestimmungen auszuwerten, beriicksichtigt wer- 
den. 

Kontinuierliche Elektrophorese 
Die k o  n t i  n u ierl i c h e  e l  e k t f o p  h o  r e  t i s c  he  T re  n-  

n u n  g von grb6eren Substanzmengen nach der Methode von 
Haugaard und Kroner I d ) ,  Svensson und Brattsten 9 ,  Grass- 
mann und Hannigls) beruht auf einer Kombination von 
vertikaler Fltissigkeitsstrijmung und horizontalem elektri- 

~ ~~ 

1. Porath. Nature. lm Druck .......... - ...... 
lSj P. Plodin'u. D. W'. Kupke im Druck. 
la) G. Haugaard u. T. D.  Kronbr J. Amer. chem. SOC. 70 2135 [19481. 
17) H .  Svensson u. I .  Brattsten, hrkiv Kemi 1, 401 [I94d. 
I*) W .  Grassmann u. K. Hannig, diese Ztschr. 62, 170 [1950]. 
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schem Transport, wie es Bild 11 andeutet. Die Methode 
kann grundsltzlich grtl6ere Substanzmengen auftren- 
nen, erfordert aber zur vollen Ausnutzung sehr konstante 
Versuchsbedingungen, die eine ziemlich komplizierte Ap- 
paratur voraussetzen. Brafistenls) hat wahrend der letz- 
ten Jahre einen Apparat gebaut, bei dem die Fliissigkeits- 
strBmung durch ein peristaltisches Pumpsystem geregelt 

fliebende 
€iweiR -1sg. 

fliebende Puffer -1sg. , . , fltebende f'uffirdsg. 

lzmmfi 
Bild 11 

KontinuIerliche Zonenelektrophorese 

wird, dessen Pumpgeschwindigkeit mit der elektrischen 
Stromstarke durch das Eiektrophoresegefa6 synchronisiert 
ist. AuSerdem werden Elektrodenfltissigkeiten und Puffer- 
losungen derart -gewahlt, da6 die Grenzflachen zwischen 
ihnen sich sehr wenig oder gar nicht bewegen. Durch diese 
Methode kann man betrachtiiche Mengen von elektrophore- 
tisch reinen Serumkomponenten isolieren, auch von denen, 
die nut in relativ kleinen Mengen vorkommen, wie z. B. 
die schneller als Albumin wandernde sog. ,,Vorfraktion"~o). 
Far prgparative Zwecke ist auch die Elektrophorese-Kon- 
vektionsmethode von Cann,Brown und Kirkwoo@) manch- 
ma1 sehr ntitzlich. 

Die gro6e SpezifitBt der eiektrophoretischen Methoden 
ist auffallend und beruht wohl zum Teil darauf, da6 zwei 
Substanzen nut seiten tiber das gesamte pH-Oebiet die- 
selbe Beweglichkeit haben, und da6 man mit modernen 
Methoden auch kleine Beweglichkeitsunterschiede zur 
Trennung ausnutzen kann. Die ausgepragten elektrochemi- 
schen Unterschiede zwischen biologisch wichtigen Substan- 
Zen, wie Eozymen und anderen EiweiSkBrpern, Nuclein- 
saure-Komplexen usw. hat vielleicht auch phydoiogische 
Bedeutung. Anderseits soilte man sich selbstverstandlich 
auf diesem Gebiet nie auf eine einzige Methode verlassen. 

Chromatographis 
Die c h r o m a t o g r a p h i s c h e  Methode  ist durch ihre 

hohe Spezifizitat ausgezeichnet, die auf ganz anderen 
Eigenschaften beruht, als denjenigen, die fur die elektro- 
chemischen Unterschiede ma6gebend sind. Hier spielen 
Oberflachenaffinitaten und LBslichkeitseigenschaften von 
oft au6erardentlich fein ausgepragter Spezifitat eine gro6e 
Rolie. Die Kombination derartiger Methoden mit der 
Elektrophorese ist wohl eben deshalb so fruchtbar. 

lV) I .  Brattsfen Arkiv Kemi im Druck. 
la) F. W. Aly,'Blochem. 2. h25, 505 19541. 

'I) !i, 1603, l h  [1949]. 
R. Cann R. A. Brown u. J .  C. kirkwood, J. Amer. chem. SOC. 

Es seien einige neue oder verbesserte Verfahren auf dem 
chromatographischen Gebiet aus unserem Laboratorium 
kurz erwa.hnt. Sodann seien besonders zwei Probleme 
behandelt : Die Chromatographie von hochmolekularen 
Stoffen, besonders von EiweiSkGrpern, und die prapara- 
tive Ausgestaltung der Chromatographie in der Protein- 
und Polypeptid-Chemie. 

Die naheiiegende Erweiterung der chromatographischen 
Methoden auf hochmolekulare KBrper hin ist von vielen 
Forschern versucht worden, aber nur teilweise rnit Erfolg. 
lonenaustauscher, wie I RC-50, konnen fur die Chromato- 
graphie niedrigmolekularer EiweiSkGrper, wie Cytochrom 
C, Ribonuclease, Lysozym sehr gut benutzt werden - eine 
Grenze wird hier wahrscheinlich nur durch die Porenweite 
des Austauschermaterials gesetzt aa* z8). Auch Hlmoglobin 
la6t sich auf Ionenaustauschern chromatographieren. Die 
Verteiiungschromatographie war auch bei verschiedenen 
niedrigmolekularen EiweiBkOrpern erfolgreich, z. B. bei 
Ribonuclease und Insulin~4-27). Eine hochmolekuiare Sub- 
stanz wird sich bei der Verteilung zwischen zwei Phasen 
entweder ganz in der einen oder ganz in der anderen Phase 
ansammein, wenn die beiden Phasen nicht sehr lhnlich 
sind. Losungsmittelpaare rnit geniigend Bhnlicher Zusam- 
mensetzung haben die genannten Autoren durch Zusatz 
von Neutralsalzen zu Glykol-Wassermischungen herge- 
stellt. Dadurch erhllt man zwei Phasen von fast gleicher 

. Zusammensetzung, so da6 eine wirkliche Verteilung auch 
mit hochmolekularen Stoffen auftreten kann. 

Chromatographie auf Adsorptionsslulen bereitet mit 
Proteinen viele Schwierigkeiten, die wahrscheinlich wohl 
mit der Langsamkeit der Desorption und vielieicht auch 
mit Denaturierung zusammenhangen. Anderseits werden 
Adsorptionsmittel oft in der priiparativen Protein- und 
Enzym-Chemie benutzt und sind oft durch hohe Spezifizi- 
tiit ausgezeichnet. 

Wir haben in den letzten Jahren eine ganze Reihe von 
A d s o r p t i o n s m i t t e l n  auf ihre Anwendbarkeit ftir die 
Proteinchromatographie durchgeprtift. Danach sind be- 
stimmte Modifikationen von gefglltem Cal ci u m p hosp  h a  t 
auch fur hochmolekulare Proteine verwendbar*** 88). Die 
von uns benutzten PrBparate haben Brucit- oder Hydro- 
xylapatit-Struktur und sind im allgemeinen Mischungen 
von beiden, wie man sie aus Losungen von Caiciumchlorid 
und sek. Natriumphosphat unter verschiedenen Bedingun- 
gen ausfallen kann. 

Diese Phosphate lassen sich sehr leicht ais Slulen packen, 
durch die die Losungen gut durchflieben. Sie geben kein 
ultraviolett-absorbierendes Material in die Losung ab, was 
fiir die nachtrlglichen photometrischen Bestimmungen 
wichtig ist. Vor allem erlauben sie eine Elution von Pro- 
teinen in oft ziemlich scharfe Zonen, wobei die zur Elu- 
tion erforderliche Pufferkonzentration oder der notwendige 
pH-Wert fur verschiedene Proteine ausgeprlgt verschieden 
sind. Die Stabilitat der Saulen gegen verschiedene Puffer- 
lasungen ist noch nicht ganz geklart ; wahrscheinlich gibt 
es in diesen Systemen Umwandlungen zwischen den ver- 
schiedenen Modifikationen von Calciumphosphaten. 

Ftir die ersten Versuche war es sehr bequem, farbige 
EiweiSstoffe zu benutzen, und wir haben zu diesem Zweck 
hauptsachlich die beiden Algenproteine Phycoerythrin und 

*I) S.  Pafeus u. J .  B. Neifands Acta Chem. Scand. 4 1204 [19501. 
=) C. H .  W .  Hfrs, S.  Moore u. 'W. H .  Sfefn,  J. biol. Chemistry 200, 

*') D. A erbert u. J .  Pfnsent, Biochemic. J. 43, 193 [ I 9 4 8  
ls) A. J .  P.  Martin u. R. Porter, Biochemic. J. 49, 2lSi1951]. 
=) R. Porter Biochemic. J. 53 320 (19531. 

l o )  S .  M .  Sdfngfe u. A. Tisellus' Biockemlc. . 48, I71 19511. 
I*) A. Tfseflus, Arklv Kemi 7, h43 [I954]; dort auch lrllhere Li- 

.~ 

493 1951. 

4. Porter' Brit. Med. Bull. rb 237 19541. 

teratur. 

249 Angew. C k .  I 67. Jdry. 1955 I Nr. 9/10 



a b C d e 

Bild 12 
Chromatographie von einer Mischung aus zwel EiweiDkorpern 
Phvcoervthrin und Phvcocvan. in elnem Extrakt aus Cerarniu; 
rukum. ~ SPuie aus Calcium-phosphat. Elution von Phycoerythrin 
rnlt 0.005 M Na,HPO, ( a - d )  und von Phycocyan mlt 0.003 M 

N%HPO, (e). (Tiselius, Arkiv Keml 7, 443 [1954]) 

Phycocyan aus Ceramium rubrum benutzt. Bild 12 zeigt 
ihre Trennung. Bei einer Phosphatpuffer-Yonzentration 
von ca. 0,005 M bzw. 0,03 M wurden sie eluiert. Das Elu- 
iionsintervall, d. h. die Anderung der Pufferkonzentration, 
die zur Elution einer festliegenden Zone erforderlich ist, ist 
meistens verhaltnisma6ig eng. Dies erleichtert in hohem 
MaDe die Trennung. Das scheint flir Proteine und vielleicht 
auch fiir andere hochmolekulare Substanzen charakteri- 
stisch zu sein und ist wohl eine Folge davon, da6 viele 
Gruppen an jeder Molekel an der Adsorption beteiligt sind. 
Zur quantitativen Elution eines EiweiSkgrpers mu8 die 
Adsorption stark herabgesetzt werden, sonst werden die 
Zonen zu breit. Wahrscheinlich verlluft die Gleichge- 
wichtseinstellung in der Saule nur bei schwacher Adsorp- 
tion geniigend schnell, und die Trennung ist hauptshchlich 
auf ein ,,alles oder nichts"-Prinzip gegrlindet, wenn die 
Yonzentration oder der p,-Wert der eluierenden Puffer- 
losung schrittweise oder kontinuierlich verandert werden. 
Im Gegensatz dazu macht man in der gewohnlichen Chro- 
matographie meistens von der verschiedenen Wanderungs- 
geschwindigkeit (Rf-Werte) in einem konstanten Medium 
Gebrauch. 

Farblose Substanzen 

Farblose EiweiBkOrper lassen sich entsprechend chro- 
matographieren, wenn man das Eluat in einem Fraktions- 
sammler auffangt und dann auf Protein analysiert. Dabei 
ist es bequem, sich der ,,Gradientelution" zu bedienen, das 
heif3t einer automatischen Anordnung, die eine Elutions- 
losung kontinuierlich wachsender Konzentration liefert. 
lndessen ist es manchmal noch bequemer, die Wanderung der 
Zonen in der Saule direkt beobachten zu konnen und die 
Vorlagen entsprechend zu wechseln. Da die meisten 
EiweiRkorper im kurzwelligen U l t r a v i o l e t t  bei unge- 
fahr 270-280 mp absorbieren, verwenden wir zum Sicht- 
barmachen diese UV-Absorption, wie es friiher bereits in 
Uppsala zur Beobachtung von Sedimentation und Elek- 
trophorese geschah. Die Saule wird hierzu in ein Quarz- 
glasrohr gepackt und  durch Quarz-Quecksilberlampen be- 
leuchtet. Man photographiert mit einer Quarzlinse auf 
blauempfindlichen Platten unter Einschaltung zweier 
Quarzkiivetten rnit Chlor- bzw. Brom-Fiillung als Filter. 
Noch besser ist eine Kombination zweier Quarzktivetten, 
von denen eine mit einer Yobalt-Nickel-sulfat-Msung und 
die andere rnit einer waOrigen Losung von ,,Cation X" (2,7- 
Dimethyl - diaza - (3,6) - cycloheptadien - 1,6 - jodid) gefiillt 
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istso), Bild 13 zeigt solche Aufnahmen. Das Bild kann aber 
auch direkt auf einem Fluoreszenzschirm beobachtet werden. 
Wir haben kiirzlich zum Verfolgen der Proteinchromato- 
&raphie auch eine Fernsehkamera rnit einem ultraviolett- 
empfindlichen Vidiconrohr eingefiihrt, das uns durch die 
Radio Corporalion of America zur Verfiigung gestellt wurde. 

Bild 13 
Chromatographie von Serumalbumin auf einer SPuie von Calclum- 

phosphat. (Tiselius, Arklv Keml 7, 443 [1954]) 

Diese Kamera, an einen gewohnlichen Fernsehapparat an- 
geschlossen, IaBt sich (mit den oben genannten Filtern) 
sehr gut verwenden und gibt vie1 lichtstarkere Bilder als 
die Fluoreszenzschirme (Bild 14). AuSerdem .llBt sich der 
Yontrast mit dieser Anordnung leicht regulieren. 

Bild 14 
Apparataufstellung zur Beobachtung der chromatographischen 

Anaiyse von Protein-Mischungen durch Ultraviolett-Fernsehen 

Tabelle 2 gibt einige Ergebnisse der Protein-Chromato- 
graphie auf Calciumphosphat-S%ulen. Man sieht die auf- 
fallend groBen Unterschiede in der Elutionskonzentration. 
Es ist interessant, da6 auch eine Substanz rnit dem Mole- 
kulargewicht von 6 Millionen, wie das Hamocyanin, sich 
auf diesen Slulen chromatographieren 1l6t. 

Die Protein-Chromatographie auf Calciumphosphat ist 
eine sehr bequeme Methode, die auch p r a p a r a t i v  ver- 
wendbar ist. Es ist interessant, daO Substanzen, die in 
kleinen Konzentrationen zugegen sind, leicht auf der 
Saule konzentriert werden ktinnen, wenn man mit einem 
krlftigen Gradienten eluiert. 

8 0 )  M. Kasha, J. Opt. SOC. Amer. 38, 929 (19481. 
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Protein Elutionsbereich 

R-Phycoerythrin . . . . . . . . . . 0,005-0,008 m Na,HPO, 
R-Phycocyanln . . . . . . . . . . . 0,030-0,040 m Na,HPO, 
El-Albumin: Komponente I 0,005-0,007 m Na,HPO, 
El-Albumln: Komponente I 1  0,010-0,012 m Na,HPO, 
Menschllches Serum-Albumin 0,050-0,070 m Na,HPO, 
Rlnder-CO-Hiimoglobln . . . . I 0,040-0,050 m Na,HPO, 
Schnecken-Hiimocyanln . . . I 0,040-0,050 m Phosphat-Puffer 

pR = 6,7 + 0,2 m NaCl 
Schnecken-Hatnocyanin . . . I 0,008-0,010 m Phosphat-Puffer 

Tabak-Mosaik-Virus . . . . . . . 1 0,100-0,120 m Phosphat-Puffer 

' 

PH = 6,7 

I PH =6,7 
TabeUe 2 

Sicher gibt es viele andere passende Adsorbentien, die 
sich zur Chromatographie von Eiwei6 und Bhnlichen Sub- 
stanzen eignen. So haben z. B. Sober und Petersens') die 
Verwendung von ionenaustauschern aus modifizierter 
Cellulose fur solche Zwecke beschrieben und damit u. a. 
Serum und Enzyme chromatographiert. . 

Auf unseren SBulen lB6t sich auch T a b a k m o s a i k -  
V i r u s  reinigen. Allerdings werden die Zonen durch Vis- 
cosititsstorungen .stark verzerrt. 

Ausblick 
Manche EiweiSkBrper und auch Virusarten zeigen bei 

hiiheren Salzkonzentrationen, z. B. von Ammoniumsulfat, 
eine sehr vie1 stBrkere Adsorption als aus salzfreiem Me- 
dium. Diese sog. ,,Aussalzungsadsorption" ( Tiselius1948a*)) 
ist von verschiedenen Autoren ausgenutzt'worden, urn be- 

*') H. A. Sober u. E. A. Peterson J. Arner. chern. SOC. 76 171 I 19541. 
lS) A. Tiselius, Arklv Keml, Mineral. Oeol. 26B, No.'l [19b]. 

sonders hochmolekulare Proteine, Viren und teilchenartige 
Formelemente aus Zellen zu isolieren (z. B. Riley=? =)). 
Diese Beispiele seien genannt, um zu zeigen, dal3 die ,,obere 
Grenze" der TeilchengrBBe noch nicht erreicht ist. Es liegt 
hier ein auserordentlich wichtiges Gebiet vor uns. Es han- 
delt sich ja nicht nur urn die Entwicklung von spezifischen 
Methoden zur Isolierung von Viren und Bhnlichen sehr gro- 
Ben Molekeln, die ja noch manchmal als chemische lndi- 
viduen anzusehen sind. Die Isolierung von partikelartigen 
Elementen aus biologischem Material hat wiihrend der 
letzten Jahre immer grB6ere Bedeutung gewonnen. Stu- 
dien iiber Mitochondrien, Mikrosomen und verschiedene 
Arten von Granula scheinen ganz neue Wege zum Verstand- 
nis biochemischer Reaktionen in der lebenden Zelle zu 
eroffnen. Die systematische Isolierung und Analyse von 
Zellfragmenten kann uns sehr wichtige Auskiinfte iiber 
strukturelle GesetzmgSigkeiten llefern. Selbstverstandlich 
miissen dabei viele verschiedene Methoden benutzt wer- 
den; bisher haben wohl Zentrifugiermethoden die grol3te 
Rolle gespieft. Es scheint mir aber, da6 sowohl Elektro- 
phorese wie Chromatographie, die ja  auf anderen Gebieten 
der Chemie eine so ausgepragte SpezifizitBt gezeigt haben, 
auch hier vieles leisten kiinnten, wenn die Verfahren den 
besonderen Problemen angepa6t werden. Man braucht nur  
an die Verwendung von Flotationsverfahren in der Tech- 
nik zu denken, urn einzusehen, da6 neue, wichtige bioche- 
mische Anwendungen der Adsorption und Bhnlicher Er- 
scheinungen, auf denen die Chromatographie beruht, zu 
erwarten sind. 

[A 6411 Eingeg. am 31. Januar 1955 

' 8 )  V. T. Riley Science [Washington] 707, 573 [I948 . 
a') V .  T .  Rile;, Science [Washington1 109, 361 [194d]. 

Stofftrennungen durch Hochspannungs-Papierelektrophorese 
Von Dr. 0. W E R N E R  und Prof. Dr. 0. W E S T P H A L  

Dr. A .  Wander-Forschungsinstitut, SdckingenlBaden 

Es wird ein Verfahren beschrieben. mit welchem Papierelektrophoresen bei Spannungen bis zu I O O O O  
Volt und Wanderungswegen bis zu 1 m mogfich sind. Eine besondere Art  des Aufbringens der  Sub- 
stanzliisung auf den Papierstreifen wird beschrieben, sowie uber eine Einrichtung berichtet. mit wel- 
cher es maglich ist, besonders lange Papierstreifen gleichmafiig und reproduzierbar anzufeuchten. Die 
Leistungsfahigkeit d e r  Apparatur wird an Trennungen von Aminosauren, Peptiden, Zuckern und anor- 

ganischen lonen 

Eirie besondere Domane der papierelektrophoretischen 
Analyse bei n i e  d e  r e n  Spannungen ist die weit verbreitete 
und eingehend ausgearbeitete Trennung der Serumpro- 
teinel). Bei der Trennung von Substanzen mit k 1 e i n e m 
bis m i t t  1 e r e  m Molekulargewicht durch N i e d e r v o l  t - 
Elektrophorese werden die Banden aber wBhrend IBngerer 
Laufzeiten durch Diffusion und andere Effekte so stark 
verbreitert, da6 die erwiinschte Trennscharfe nicht erzielt 
werden kann. Bei h o h e r e n  Spannungen ist dagegen die 
Wanderungsgeschwindigkeit erheblich grODer, die Laufzeit 
und damit auch die Diff usionseffekte sind vergleichsweise 
wesentlich kleiner. Andererseits mu6 die mit steigender 
Spannung quadratisch anwachsende StromwBrme abge- 
leitet werden, um ein Austrocknen des mit Elektrolyt an- 
gefeuchteten Papierstreifens zu verhindern. 
I) W. Grassmann u. K .  Hannig Ho e-Seylers 2. physiol. Chem. 

290, I (19511; Klin..Wschr. 52, &! 19541; slehe z. B. auch J .  
Piepcr u. H. Mofinskr Kiln. Wschr. d 985 (19541- Ch. Wunderly: 
Die Paplerelektropho;ese, Verlag H. 4. Sauerlander B Co. Aarau 
u. Frankfurt/Maln, 1954. 
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demonstriert. 

Michla) hat eine Anordnung zur Hochspannungs-Elek- 
trophorese beschrieben, bei welcher der elektrolyt-getrBnkte 
Papierstreifen, in Anlehnung an ein von Cremer und Tise- 
lius3) beschriebenes Verfahren, in Toluol eingehangt wird, 
welches die Stromwlrme aufnimmt und gleichzeitig als 
Isolator wirkt. Das gleiche Verfahren benutzten Kick- 
hiifen und Westphal'), sowie Turba6) und LangeE). Mark- 
ham und Smith') verwendeten zum gleichen Zweck Tetra- 
chlorkohlenstoff, Heifmeyer und Mitarbeitere) Hexan, und 
Kickhiifen8) neuerdings das billigere Heptan. - Ein an- 
deres Prinzip der Warmeableitung vom Elektrophorese- 

?) H .  Michl, Mh. Chem. 82, 489 (19511. 
H. D. Cremer u. A. Tiselius, Blochem. 2. 320, 373 [1950]. 

9 E.  Kickh6fen u. 0. Westphaf, 2. Naturforsch. 7 b, 655 [I952l. 
5 ,  P .  Turba, H .  Pelzer u. H .  Schuster, Hoppe-Seylers 2. physiol. 

Chem. 296, 97 [1954]. 
*) 0. Lange, Biochem. 2. 326, 172 f19551.' 
') R. Morkham u. J .  D.  Smith, Nature [London{ 168,406 (19511. 
a) L. Heifmeyer R. Clotfen, J ,  Snno, A. Sturm U. A. Lipp, Kiln. 

*) E. Kickhdfen, persad. Mltteilung. 
Wschr. 32, 831 [1954]. 
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