Elutionsbereich

0,005—-0,008 m Na,HPO,
0,030--0,040 m Na,HPO,
0,005--0,007 m Na,HPO,
0,010—-0,012 m Na,HPO,
0,050-0,070 m Na,HPO,
0,040-0,050 m Na,HPO,
0,040—0,050 m Phosphat-Puffer
Pa = 6,7 4+ 0,2 m NaCl
0,008—0,010 m Phosphat-Puftfer
Py = 6,7
0,100-0,120 m Phosphat-Puffer
I pu =6,7
Tabelle 2

Protein

R-Phycoerythrin .......... !
R-Phycocyanin ........... l
Ei-Albumin: Komponente [
Ei-Albumin: Komponente 11 l
Menschliches Serum-Albumin
Rinder-CO-Hamoglobin .... !
Schnecken-Hamocyanin ... |

Schnecken-Hamocyanin ...

Tabak-Mosaik-Virus .......

Sicher gibt es viele andere passende Adsorbentien, die
sich zur Chromatographie von Eiweif und 4hnlichen Sub-
stanzen eignen. So haben z. B. Sober und Pefersend!) die
Verwendung von Ionenaustauschern aus modifizierter
Celiulose fiir soiche Zwecke beschrieben und damit u. a.
Serum und Enzyme chromatographiert,

Auf unseren Sauien a8t sich auch Tabakmosalk-
Virus reinigen. Allerdings werden die Zonen durch Vis-
cositdtsstorungen stark verzerrt.

Ausblick

Manche EiweiBkdrper und auch Virusarten zeigen bei
hoheren Salzkonzentrationen, z. B. von Ammoniumsulfat,
eine sehr viel stirkere Adsorption als aus salzfreiem Me-
dium. Diese sog. ,,Aussalzungsadsorption* ( Tiselius194822))
ist von verschiedenen Autoren ausgenutzt®worden, um be-

¥) H, A. Sober u. E. A, Peterson, J. Amer. chem. Soc. 76, 1711 5954].
3%) A. Tiselius, Arkiv Kemi, Mineral. Qeol. 26 B, No. 1 [1948).

sonders hochmolekulare Proteine, Viren und teilchenartige
Formelemente aus Zellen zu isolieren (z. B. Riley3s 3)),
Diese Beispiele seien genannt, um zu zeigen, da8 die ,,obere
Grenze“ der TeilchengroBe noch nicht erreicht ist. Es liegt
hier ein auBerordentlich wichtiges Gebiet vor uns. Es han-
delt sich ja nicht nur um die Entwickiung von spezifischen
Methoden zur Isolierung von Viren und dhnlichen sehr gro-
Ben Molekeln, die ja noch manchmal als chemische Indi-
viduen anzusehen sind. Die Isolierung von partikelartigen
Eilementen aus biologischem Material hat wahrend der
letzten jahre immer groBere 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
er6ffnen. Die systematische Isolierung und Analyse von
Zellfragmenten kann uns sehr wichtige Auskiinfte iiber
strukturelie GesetzmiBigkeiten liefern. Selbstverstandlich
miissen dabei viele verschiedene Methoden benutzt wer-
den; bisher haben wohl Zentrifugiermethoden dle groBte
Rolle gespielt. Es scheint mir aber, da8 sowoh! Elektro-
phorese wie Chromatographie, die ja auf anderen Gebieten
der Chemie eine so ausgeprdgte Spezifizitdt gezeigt haben,
auch hier vieles leisten kdnnten, wenn die Verfahren den
besonderen Probiemen angepaBt werden. Man braucht nur
an die Verwendung von Flotationsverfahren in der Tech-
nik zu denken, um einzusehen, daB neue, wichtige bioche-
mische Anwendungen der Adsorption und ahnlicher Er-
scheinungen, auf denen die Chromatographle beruht, zu

erwarten sind.

Eingeg. am 31. Januar 1955 [A 641)]

3%) V. T. Riley, Sclence [Washington] 707, 573 [1948].
34) V. T. Riley, Science [Washington] 709, 361 [1949].

Stofftrennungen durch Hochspannungs-Papierelektrophorese

Von Dr. G. WERNER und Prof. Dr. 0. WESTPHAL
Dr. A. Wander-Forschungsinstitut, Sdckingen/Baden

Es wird ein Verfahren beschrieben, mit welchem Papierelektrophoresen bei Spannungen bis zu 10000

Volt und Wanderungswegen bis zu 1T m méglich sind. Eine besondere Art des Aufbringens der Sub-

stanzlésung auf den Papierstreifen wird beschrieben, sowie iiber eine Einrichtung berichtet, mit wel-

cher es moglich ist, besonders lange Papierstreifen gleichmiBig und reproduzierbar anzufeuchten. Die

Leistungsfihigkeit der Apparatur wird an Trennungen von Aminosiuren, Peptiden, Zuckern und anor-
ganischen lonen demonstriert.

Eine besondere Domine der papierelektrophoretischen
Analyse bei niederen Spannungen ist die weit verbreitete
und eingehend ausgearbeitete Trennung der Serumpro-
teinel). Bei der Trennung von Substanzen mit kleinem
bis mittlerem Molekulargewicht durch Niedervolt-
Elektrophorese werden die Banden aber wahrend ldngerer
Laufzeiten durch Diffusion und andere Effekte so stark
verbreitert, da8 die erwiinschte Trennscharfe nicht erzielt
werden kann. Bei hoheren Spannungen ist dagegen die
Wanderungsgeschwindigkeit erheblich grdBer, die Laufzeit
und damit auch die Diffusionseffekte sind vergleichsweise
wesentiich kieiner. Andererseits muf die mit steigender
Spannung quadratisch anwachsende Stromwarme abge-
leitet werden, um ein Austrocknen des mit Elektrolyt an-
gefeuchteten Papierstreifens zu verhindern.
1y W. Grassmann u, K. Hannig, Hogge-Seylers Z. physiol. Chem.

290, 1 {1951]; Klin. Wschr. 32, 8 1954); siehe z. B. auch J.

Pleper u. H. Molinski, Klin. Wschr. 32, 985 {1954]; Ch. Wunderly:

Die_Papierelektrophorese, Veriag H. F'( Sauerlander & Co. Aarau
u. Frankfurt/Main, 1954,
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Michi?) hat eine Anordnung zur Hochspannungs-Elek-
trophorese beschrieben, bei welcher der elektrolyt-getrankte
Papierstreifen, in Anlehnung an ein von Cremer und Tise-
litis) beschriebenes Verfahren, in Toluol eingehingt wird,
welches die Stromwirme aufnimmt und gleichzeitig als
Isolator wirkt. Das gleiche Verfahren benutzten Kick-
hifen und Westphalt), sowie Turba®) und Lange®). Mark-
ham und Smith?) verwendeten zum gleichen Zweck Tetra-
chlorkohienstoff, Heilmeyer und Mitarbeiter®) Hexan, und
Kickhéfer®) neuerdings das billigere Heptan. — Ein an-
deres Prinzip der Wéirmeableitung vom Elektrophorese-

2) H. Michl, Mh. Chem. 82, 489 [1951].

3) H. D. Cremer u. A. Tiselius, Blochem. Z. 320, 373 [1950].

%) B. Kickhdfen u. O, Westphal, Z. Naturforsch. 7 b, 655 [1952].

5) F. Turba, H. Pelzer u. H. Schuster, Hoppe-Seylers Z. physiol.
Chem, 296, 97 [1934].

%) G. Lange, Biochem. Z. 326, 172 [1955). "

7y R. Markham u. J. D. Smith, Nature [London} 768, 406 [1951].

8) L. Heilmeyer, R. Clotten, J. Sano, A. Sturm u, A. Lipp, Klin.
Wschr, 32, 831 [1054).

*) B. Kickhdfen, perstnl. Mitteilung.
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streifen haben Kraus und Smith?), sowie Michi1!), Fo-
ster'?) und Gross'®) empfohlen. Der zwischen diinnen Glas-
oder Kunststoffplatten liegende Papierstreifen wird durch
beidseitig aufliegende MetallgefiBe, die mit Leitungswasser
durchstrémt werden, gekiihlt, Uber weitere Moglichkeiten
zur Abfiithrung der Widerstandswirme und Verhinderung
der Pufferverdampfung berichteten zusammenfassend
McDonald und Mitarbeiter'4) sowie Valmet und Svensson'®).

In einigen Fillen haben sich diese Verfahren sehr gut bew#hrt.
Sie weisen indessen hinsichtlich Betriebssicherheit und An-
wendungsbreite einige Nachteile auf. Die genannten Kithlmittel
sind zum groBen Teil brennbar und fordern deshalb besondere
VorsichtsmaBnahmen. Bei der Wahl des Elektrolyten ist dessen
Unldslichkeit im Kithimittel eine Vorbedingung. Nach-mehrfachem
Gebrauch muf das Kihlmittel aber doch gereinigt werden, da sich
letztlich geringe Mengen des Elekirolyten darin 16gen und die
Leitfahigkeit nach und nach etwas erhShen. Wahrend der Elektro-
phorese-Versuche kann es am Streifen zu Funkenbildung kommen,
deren Ursache u. a. die teilweise Verdringung von Elektrolyt-
flissigkeit aus dem Papierstreifen durch das Kiihlmittel ist. Im
Kithlmittel lssliche Stoffe werden. aus dem Papierstreifen extra-
hiert und damit dem spateren Nachweis entzogen. Bei Naturstoff-
gemischen unbekannter Zusammensetzung kénnen so Komponen-
ten der Analyse entgehen. Bei den Metallplattenkiithlern ist die
Durchschlagsfestigkeit bei der herrschenden Feuchtigkeit nur bei
relativ niederen Spannungen absolut gesichert.

Wir haben uns in den letzten Jahren bemiiht, eine An-
ordnung auszuarbeiten, welche die geschilderten Nachteile
umgeht. Nach verschiedenen Vorversuchen gelangten wir
zu folgendem Prinzip: Der Elektrophorese-Streifen liegt
in einer allseits geschlossenen ,feuchten Kammer* auf
einer Kunststoffplatte. Diese kann von unten her durch
strdmende Soleldsung standig auf konstant tiefen Tempera-
turen gehalten werden, so, daf der aufliegende Papier-
streifen bei StromfluB eine Temperatur um 0 °C annimmt.
Die Anordnung gestattet es, bei Gleichspannungen bis zu
etwa 10000 Volt und wiahrend praktisch unbegrenzter
Versuchsdauer ohne besondere SicherungsmaBnahmen und
standige Aufsicht zu arbeiten, wobei weder ein Ansteigen
des von vornherein festgelegten Feuchtigkeitsgrades, noch
ein Austrocknen des Papierstreifens stattfindet. Bei Elek-
trophoresen in dieser Apparatur indert sich - im Gegen-
satz zu Anordnungen mit direktem Kontakt zwischen
Elektrophoresestreifen und Kiihifliissigkeit — die elek-
trische Stromstarke wihrend vieler Stunden praktisch
nicht; Versuche sind daher gut reproduzierbar.

Die Apparatur

Notwendig sind auBer dem eigentlichen Elektro-
phorese-Apparat ein Solekiihler mit Umlaufpumpe
und ein Gleichrichter®) zur Erzeugung des hochge-
spannten Gleichstroms (Ubersicht siehe Bild 1).

Der Elektrophorese~-Apparat besteht aus einer
Kiihlkammer, in die der Papierstreifen eingelegt wird,
und den Elektroden-GefafBen, Das Geriat wurde in
eigener Werkstatt in drei verschiedenen GroBen fiir Wan-
derungswege von 30, 60 (Bild 2) und 100 cm hergestelit.
Als Baumaterial verwendeten wir den rot gefirbten Kunst-
stoff ,,Vinidur oder das nahezu farblose und durchsich-
tige ,, Trovidur*??), Beide sind sehr resistent gegen chemi-

1°g K. A. Kraus u. G. W, Smith, J. Amer. chem. Soc. 72, 4329 [1950].

11y H, Michl, Mh, Chem. 83, 737 [1952].

1) A, B, Foster, Chem. and Ind. 7952, 1050; J. Chem. Soc. [Lon-
don) 7953, 982,

“g D. Gross, Nature [London] 772, 908 [1953]; 773, 487 [1954].

) H. J. McDonald u. Mitarb., Clin. Chemist 5, 17, 35, 51 [1953].

13) E. Valmet u. H. Svensson, Science Tools 7, 3 [1954].

18) Wir benutzten zwei Quecksilberdampt-Dioden (866 A); Glat-
tung durch 4 Kondensatoren zu je 2 uF.

17) Trotz besserer Wirmeleltﬂhlgkelt wurde auf die Verwendung
von QOlas wegen seiner schlechteren Verarbeltungsmoglichkeiten,
seiner Bruch-Empflndlichkelt gegeniber Schlag und Tempera-
turunterschieden verzichtet.
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Bild 1

Elektrophorese-Apparatur mit Gleichrichter und Voltmeter, Kiihl-
aggregat, Solebehilter und Umwilzpumpe

sche Angriffe und nicht brennbar!8), Die elektrische Durch-
schlagsfestigkeit (VDE 0303) betragt 40—50 KV/mm18),
3 und 5 mm dicke Platten werden durch Kunststoff-
SchweiBung verbunden, wobei die SchweiBndhte sorgfil-
tig ausgefiihrt werden miissen, da erfahrungsgemaf auch

Bild 2

Elektrophorese-Apparatur fiir Wanderungswege von 60 cm
(Enke Zuleitungszunge und Heber sind entfernt)

winzige Poren bei den hohen Spannungen und der herr-
schenden Feuchtigkeit zu drtlichen Kurzschliissen und zu-
nehmenden Undichtigkeiten fiihren. Die Bilder 3 und 4
zeigen die Apparatur schematisch.

TS < Y

L J
o e Kiihikammer

T
Elekirodengeriiie
Elektrophorese-Apparatur (Langsschnitt)

6 20 8
Bild 3

13) Bestdndigkeitsliste und Eigenschaftswerte der Kunststotf G.m.
b. H. Troisdorf.
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Die Ktithlkammer. Der 15 om breite Filtrierpapierstreifen (1)
liegt auf einer 17,6 om breiten Kunststoffplatte von 3 mm Dicke,
die durch darunter strdmende Kihlfliissigkeit auf einer bestimm-
ten Temperatur gehalten werden kann, Mit Hilfe einer Umwiilz-
pumpe (Leistung ca. 10 1/min) wird die Kiihlkammer (3} mit der
Kihiflissigkeit — einem Glycerin/Wasser-Gemisch — durch-
strdmt. Zwischen Pumpe und Kammer ist in der Zuleitung ein

77

|
””I I 7

T 1 0
L 9
Bild 4

Elektrophorese-Kammer (Querschnitt)

[ABL.L ]

Drosselventil eingeschaltet, welches die Durchstrdmungsge-
schwindigkeit reguliert. Die Temperatur der Kithlflissigkeit wird
durch einen Regler konstant gehalten. Die Soleldsung wird zu-
und abgeleitet durch beiderseits offene, 25 em lange Vinidurrohre,
in welche lings einer waagerechten Geraden Ldcher in 2 em Ab-
stand eingelassen sind. Diese Lidcher im Zuleitungsrohr (4) der
Solekammer haben eine geringere lichte Weite (2 mm @) als die
des AusfluBrohres am anderen Ende der Kammer (3 mm &),
damit beim Durchpumpen der Kiihlfliissigkeit die Kithifliche sich
infolge von Fliissigkeitsstauungen nicht ibermaBig auifwdlben
kann. Der Soleflul darf deshalb nicht versehentlich falsch gepolt
werden. Um bevorzugt gekithite Stromungsstrafien in der Kihl-
kammer zu vermeiden, erwies es sich als zweckmagig, die Zu- und
Ableitung der Sole durch beide Seiten der Rohre vorzunehmen,
wodurch eine gleichmiBige Stromungsiront entsteht.

Vor Beginn jeder Elektrophorese muB man sich davon iiber-
zeugen, daB keine Luftblasen in der sole-getitllten Kammer vor-
handen sind?). Sonst kann an solchen Stellen ungeniigender Kiih-
lung Elektrolytfliissigkeitr verdampfen, und infolge der Austrock-
nung entstehen in einzelnen Bezirken des Papierstreifens Poten-
tialunterschiede, die ein Uberspringen von Funken verursachen.
An solchen Stellen kann der Papierstreifen und die Oberfliche der
Kuhlplatte verkohlen. Entsteht einmal eine derartige drtliche
Erwarmung des Streifens, so bildet sich alsbald an der dariiber-
liegenden Glasplatte (5; s. unten) Kondenswasser, worauf man
den Versuch abbrechen und zunéchst die Luftblasen aus der Kihl-
sole entfernen mus.

Die Kithlflache wird nach Auflegen des Papierstreifens mit einer
gleichgroBen Glasplatte (5) von 8—10 mm Dicke bedeckt. Diese
ist an den Langsseiten mit einem Schaumgummistreifen (6) von
halbkreisformigem Querschnitt (Radius ¢a. 0.6 mm) beklebt. Die
beiden Schmalseiten sind mit einem 1 om breiten und ¢a. 0,5 cm
dicken Schaumgummiband (7) versehen, das mit einem Celluloid-
band iberklebt ist. Durch eine PreSvorrichtung wird die Glas-
platte mit ihren Schaumgummib&ndern auf die Kiihlfliche auf-
gedriickt, wodurch zwischen der eigentlichen Kiihlfliche mit dem
aufliegenden elektrolyt-getrinkten Papierstreifen und der in we-
nigen Millimeter Abstand dariiber befindlichen Glasplatte eine gut
isolierte, geschlossene ,feuchte Kammer* entsteht. Auf diese
Weise ist fiir guten Kontakt des Papierstreitens mit den Zuleitungs-
zungen (8) und die Abdichtung an den Lingsseiten des Streifens
gesorgt. Die PreBvorrichtung besteht aus einer dicken Kunst-
stoifplatte (9), an deren Liingsseiten in Abstinden von 16 om
Scharniere (10) mit Schrauben und Fliigelmuttern (11) ange-
bracht sind, welche Biigel (12} aus Holz oder Vinidur auf die
Glasplatte driicken.

Die Elektroden-GefiBe zu beiden Seiten der Kiihlkammer
sind durch eine Querwand in je zwei puffergefiillte Facher aufge-
teilt. In das &uBere erste Fach (13) miindet die Stromzufithrung
(14); eine Platinelckirode (15) ist in einer Anordnung aus Glas
derart eingeschmolzen, da die entstehenden gasfdrmigen Elektro-
lysenprodukte aus der Pufferfliissigkeit rasch entweichen kdnnen.
Als weitere Sicherung gegen Verunreinigungen des Streifens durch
Elektrolysenprodukte dient das zweite Fach (16), in welches die
Zuleitungszunge (8) eintaucht. Die Ficher sind durch einen Glas-
heber (17) verbunden.

1%} Bel Vinidur durchleuchten wir die schrig gestellte Kammer mit
einer Lampe.
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Ein drittes Fach (18) nimmt die Spannvorrichtung (19) fiir
den Papierstreifen (1) auf. Zwischen zwei durch Federn zusam-
mengepreSten drehbaren Gummiwalzen wird der Papierstreifen
festgehalten, durch Drehen der Walzen vorsichtig gespannt und
dann arretiert. Die Spannvorrichtung verbiirgt die gleichmaBige
Auflage des Papierstreifens auf der Kathlfliche.

Die Zuleitungszungen. Da der Elektrophoresestreifen mit
Elektrolyt nicht tropffeucht angewendet wird (Feuchtigkeitsge-
halt ca. 1109 des trockenen Streifens) wiirde an den in Puffer-
flissigkeit eintauchenden Enden des Papierstreifens der sogenannte
»Dochtelfekt''2°) wirksam werden. Auf Vorschlag von Weber’1)
und Michl®?) kann man diesen nahezu verhindern, indem man eine
Cellophanmembran zwischen Elektrolytfliissigkeit und Papier-
streifen einschaltet. Durch die Anordnung kann tiberdies der end-
osmotische Effekt nahezu ganz unterdriickt werden, ohne daB
die elektrische Leitfahigkeit wesentlich vermindert wird. Ein un-
gefdhr 10 cm langer Streiten aus Filtrierpapier oder Leinwand (20)
von der Breite des Elektrophoresestreifens wird etwa zur Hillte
in einen 10 cm langen und 17 ¢m breiten Dialysierschlauch (21}
geschoben, einige Zeit in Elektrolytldsung gelegt, und diese dann
in der Walzenpresse eder auf Filtrierpapier abgepreSt. Nun wird
der feuchte Dialysierschiauch am Ende des darin befindlichen
Papier- bzw. Leinwandstreifens gefaltet und die elektrische Ver-
bindung zwischen dem Elektrolyten des zweiten Faches (16) und
dem EleMtrophoresestreifen (1) in der aus Bild 3 ersichtlichen
Weise hergestellt.

Um ein homogenes elektrisches Feld zu erreichen, muf aut gu-
ten Kontakt des Papierstreifens (1) mit den Stromzuleitungszun-
gen (8) gesehen werden, was durch Anpressen mittels des an der
Glasplatte (5) angeklebten Schaumgummistreifens (7) gelingt.

Um den bis zu mehr als 1 m langen Papierstreifen gleichm-
Big und reproduzierbar mit Putferflissigkeit anzufeuchten
wird eine Walzenpresse benutzt (Bild 6). Zwei gegenliufig
drehbare Gummiwalzen (22) werden durch einen variabel einstell-

z,k:

Bild 5
Walzenpresse (Querschnitt)

[AGLALY ]

baren und meBbaren Druck aufeinander gepreSt. Am zentrischen
Mectallkern der unteren Walze (23) ist eine Kurbel angebracht.
Der Papierstreifen liegt zur Durchfeuchtung in einem elektrolyt-
gefilllten Trog aus Vinidur (24), dessen eine Seitenwand (25), um
mehr als das Doppelte verlingert und nahezu rechtwinklig abge-
bogen, bis unter die beiden Walzen reicht. Aus dem Trog heraus
wird der tropfnasse Papierstreifen (1) zwischen die Walzen ge-
schoben, die ihn weitertransportieren und je nach Druck eine be-
stimmte Menge Fliissigkeit abpressen, die zuriickflieSt.

Die gleichmé&8ige Durchtrinkung des Streifens mit Pufferflis-
sigkeit ist nicht zuletzt wesentlich im Hinblick auf die Wan-
derungsgeschwindigkeit der einzelnen Stoffe, welche fiber die
ganze Streilenbreite die gleiche sein muB, um Identifi-
zierungsversuche und priparative Aufarbeitungen zu gestatten.

Arbeitsweise ¥)

Vor Beginn des Eiektrophorese-Versuchs wird die Kiihl-
fliche der- Kammer gereinigt, trocken gerieben, zunichst
mit einem Bogen Filtrierpapier iiberdeckt und die Gias-
piatte (5) dariiber gelegt, wodurch Kondenswasser- oder
Eisbildung auf der Kiihifliche vermieden werden soll.

8¢y .Durch Kapillarkrdfte bewirkte Strémungen des Elektrolyten
m Filtrierpaplerstreifen' (R. Weber“{)‘

“g R. Weber, Helv. Chim. Acta 34, 2031 [1951].

%) H. Michl, Mh, Chem, 83, 210 [1952].

13) Uber die detaililerte Arbeitsvorschrift hat G. Werner kiirzlich be-

richtet: 1. Europ. Kongr. f. klin, Chemie, Sept. 1954 in Amster-

dam; Rec. Tray. chim, Pays-Bas, Sonderheft [1955], im Druck.
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Nachdem sich der 15 cm breite Streifen im Trog (24)
maximal mit Elektrolyt vollgesogen hat, wird er vorsich-
tig durch die Walzenpresse gedreht. Wir stellten den
Druck der beiden Walzen gegeneinander im allgemeinen
s0 ein, daB der Papierstreifen jeweils 1109, Elektrolyt ent-
hielt. Der homogen puffergetrankte Streifen wird
entweder direkt auf die Kithlfliche der Kammer oder, falls
das Auftragen der Substanz(en) ldnger als einige Minuten
in Anspruch nimmt, zunachst auf eine Glasplatte aufgelegt.

Auftragen der Substanzldsungen: ZweckméaBig
wird ein 1 c¢m breites und ca. 15 cm langes Klétzchen aus
fester Kohlensiure (gesigt aus der von der Eyacher-Koh-
lensdure-1ndustrie gelieferten Plattenware) unter die Glas-
platte mit dem elektrolyt-getrankten Papierstreifen so ge-
legt, daB die Flussigkeit an der beabsichtigten Auftragstelle
gefriert. Nun kann man wiaBrige Losungen mit Hilfe einer
Platinbse punktformig oder mittels einer Kapillarpipette,
deren Spitze etwas abgeflacht wurde, strichférmig auf-
tragen. Bei den von uns verwendeten 15 cm breiten Streifen
waren derartige Striche etwa 10—12 cm lang (siehe z.B. die
Bilder 7—8). Die aufgetragene Losung erstarrt sogleich und
schmilzt erst, wenn der Streifen sich im elektrischen Feld
der Elektrophorese-Kammer erwdrmt. Man hat also einer-
seits Zeit fiir die weiteren Vorbereitungen und kann an-
dererseits auf die gleiche Stelle mehrfach die gleiche Sub-
stanz oder verschiedene Substanzen auftragen, sodaB sich
z. B. vorheriges Mischen eriibrigt, was bei wertvollen Sub-
stanzproben vorteilhaft ist. Man erhalt einen nur ca. 1 mm
breiten Strich der Testlosung und kann auch quantita-
tiv bestimmte Substanzmengen in diinner Zone
auftragen.

Gelegentlich bewéhrte sich das Auflegen eincs etwa 1 mm brei-
ten, mit der Testldsung getrinkten Papierstreifens, der dann
auf dem Elektrophorese-Streifen auffriert und aus welechem nach
dem Abschmelzen im elektrischen Feld die Stoffe auswandern.
Dabei wird die Auftragstelle niocht feuchter als der iibrige Papier-
streifen und eine Verbreiterung der Zonen infolge hydromeoham-
scher Effekte vermieden.

Der praparierte Papierstreifen wird nun auf die Kiihl-
flache der Kammer (2) sorgfaltig aufgelegt, mit beiden En-
den in die zunéchst gespreizten Walzen der Spannvorrich-
tung (19) eingeschoben, eventuell noch mit einer Schaum-
gummiwalze glatt gestrichen, médBig gespannt und mittels
Fliigelschrauben arretiert. Auf die Langsseiten des Elektro-
phoresestreifens werden 3--4 mm breite Randstreifen (26)
aus Filtrierpapier, die ebenso befeuchtet sind wie der Ver-
suchsstreifen, so aufgelegt, daB sie zur Halfte direkt auf die
Kiihlfliche zu liegen kommen. Nach Auflegen der Zulei-
tungszungen (8) wird die Glasplatte (5) mit den ange-
klebten Gummidichtungen (6, 7) aufgesetzt und mit Hilfe
der beschriebenen PreBvorrichtung (11) auf die Kiihl-
flache (2) angedriickt.

Die Randstreifen (26) erwiesen sich gegen folgenden Storeffekt
als notwendig: Es ist praktisch kaum zu erreichen, dag die Lings-
seiten des Elektrophorese-Streifens genau mit der sejtlichen Be-
grenzung der Kithlfliche abschlieBen. Daher kondensieren auf
der nicht bedeckten Kiihlfliche Wasser und eventuell flichtiger
Elektrolyt (Amecisensiiure, Essigsiure, Pyridin usw.), die aus dem
um einige Grade warmeren Papierstreifen stammen. Diese Kon-
densfliesigkeit wird nun dauernd von den Randzonen des Papier-
streifens kapillar eingesaugt, wahrend sich auf der unbedeckten
Kiihlplatte stindig erneut Fliisgigkeit aus dem Streilen nioder-
schlagt. Dieser KreisprozeS iindert die Zusammensetzung. des

Elektrolyten in den langsseitigen Randzonen des Streifens kon-
tinuierlich. Es kommt zu verschiedenen Wanderungsgeschwindig-

keiten des gleichen Stoffes in den Randzonen gegenitber der Strei--

fenmitte. Bei einem strichférmig iiber die Streifenbreite aufgetra-
genen Aminosduren-Gemisch in Ameisensiurc/Essigsiure 2. B.,
bildeten die Komponenten nach mehrstiindiger Wanderung in-
folge Absinkens des pg-Wertes an den Streifenrindern und entspr.
Anderung des Dissoziationsgrades, einen stumpfen Wlnkel mit der
Spitze in Wanderungsrichtung.
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Die Temperatur der Kiihlsole wird jeweils so gehalten,
daB der Papierstreifen bei Stromdurchgang kein Konden-
sat an die dariiber gedeckte Glasplatte abgibt. Der Strei-
fen soll stets trotz Stromdurchgang der kilteste Teil im
System der ,,feuchten Kammer** sein.

Neuerdings haben wir gefunden, da8 es zweckmaBig ist, die den
Streifen iberdeckende Glasplatte, die sich wihrend des Versuches
stark abk@hit, auf einer Temperatur von 20—30° C zu halten.
Dies kann man erreichen durch Anstrahlung mit elektrischen Gliih-
lampen oder Heizleitern sowie durch elektrische Heizung der Glas-
platte mittels aufliegender Nickelindréhte. Es wird dadurch mog-
lich, da8 eine um mehr als 50 % hohere Spannung angewendet
werden kann, ohne daB infolge der erhdhten Stromwirme eine
Kondensation von Elektrolytflilssigkeit an der Glasplatte eintritt.

Andererseits darf natiirlich der elektrolytfeuchte Streifen
nach Auflegen auf die Kiihlplatte nicht infolge zu starker
Kiihlung gefrieren. Den Erstarrungspunkt der Elektrolyt-
losung kann man durch Zusatz gefrierpunktserniedrigender
Stoffe herabsetzen, die mdglichst leicht verdampfbar sein
und die Leitf4higkeit nicht wesentlich erhghen sollten (z. B.
Methanol). Wir haben den Papierstreifen wihrend des
Versuches im allgemeinen auf einer Temperatur um 0 °C
gehalten.

Nach Einschalten der Hochspannung kann der Versuch
durch Kontrolle der Spannung und Stromstirke iiberwacht
werden. Die Wanderung gefarbter oder fluoreszierender
Stoffe 146t sich durch die Glasplatte hindurch beobachten.

Soll der Versuch beendet werden, so wird zunichst die
Stromzufuhr unterbrochen, die PreBvorrichtung gelockert
und die Glasplatte abgehoben; dann werden die Zulei-
tungszungen und die Randstreifen entfernt, die Gummi-~
walzen gelockert und die Enden des Papierstreifens heraus-
gerollt und mit 2 Klammern gefaBt. Trocknung und Ent-
wicklung des Pherogramms geschehen in bekannter Weise.

Ergebnisse

Besonders geeignet erscheint die Hochspannungselek-
trophorese auf Papier zur Trennung und Identifizierung
elektrisch geladener Substanzen von kleinem bis mittierem
Molekulargewicht. So bewdhrte sich die Methode bereits
bei der Trennung von Aminosduren und Peptiden? 4 %),
bei Nucleotiden®) und anderen organischen Phosphorsaure-
Derivaten, bei Borsdure-Komplexen der Zucker11-13, 25-27)
bei Aminen?!), Carbonsauren?), Purinen?®) usw. Die ge-
nannten Substanzen sind vielfach die Substrate biochemi-
scher Systeme, so daB diese Art der Elektrophorese zahl-
reiche Anwendungen gerade auf biochemischem Ge-
biet verspricht (vgl. z. B.?)). Man darf erwarten, daB prin-
zlpiell alle im elektrischen Feld wandernden Stoffe mit
Hilfe der beschriebenen Apparatur untersucht werden
kénnen. Ob eine Anwendung bei hochmolekularen
Stoffen, wie z. B. Proteinen, Polysacchariden und Nuclein-
sduren (mit ihrer an sich sehr geringen Diffusionsgeschwin-
digkeit) moglich ist und einen praktischen Vorteil gegen-
iiber der bewdhrten Niedervolt-Elektrophorese bieten
wiirde, erscheint vorerst fraglich.

Im folgenden geben wir einige Beispiele fiir Trennungen,
die mit Hilfe der beschriebenen Apparatur ausgefiihrt wur-
den. Alle Abbildungen zeigen Elektrophorese-Streifen von
15 cm Breite. Der Fliissigkeitsgehalt betrug jeweils 1109,
des trocknen Streifens (Papiersorte 2043a MGl, Schileicher
& Schiill).
4y P, Turba u. E. Esser, dlese Ztschr, 65, 256 [1953].

) R. Consden u. W. M. Stanier, Nature [London] 769, 783 [1952].

2¢) L, Jaenicke, Naturwiss. 39, 86[ 52].
) Y, l-éashlmolo, I. Mori u. M. Kimura, Nature [London] 770, 975

[1952)
28) H. Michl u. F. Haberler, Mh. Chem. 85, 779 [1954).

%) G. Werner in O, Westphal u. O. Ldderitz, diese Ztschr. 66, 407
[1954], S . 415.

Angew. Chem. [ 67. Jahrg. 1955 [ Nr. 9/10



Die Bilder 6 und 7a, b zeigen Trennungen von Amino-
sauren und Peptiden. Als Elektrolyt diente 2n Essig-
sdure/0,6n Ameisensdure (py ~2). Von den einzelnen

-
L

Bild 6

Elektrophoretische Trennung eines Aminosiuren-Gemisches. py ~2;
60 Voltfcm, 1,1 mAmp/cm Streifenbreite; Soletemp, —7 9C;
Laufzeit 200 min

Aminosduren oder Peptiden wurden je 50 y aufgetragen
und hernach mit Ninhydrin in Butanol angefarbt. Die Lauf-
strecken der einzelnen Komponenten zeigt die cm-Skala.

Die Wanderungsgeschwindigkeit von Glycin unter den
in Bild 6 angegebenen Bedingungen betrigt 3 mm/min.
Die Trennung der 9 Komponenten im Versuch Bild 7 ist
bereits nach 3/, h praktisch vollstindig (7a); nach 31/, h
sind alle Komponenten weit auseinander gezogen (7b).
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Bild 7

Trennung eines Peptid-Gemisches. a) pg ~2; 60 Volt/cm, 1,1
mAmp[cm Streifenbreite; Soletemp. —11 °C; Lautzeit 45 min.
b) wie a); fedoch Laufzeit 210 min '

Die folgenden Testmischungen von Aminosduren und
Peptiden wurden ebenfalls in 2n Essigs3ure/0,6n Ameisen-
saure (pg ~2) innerhalb von 2—3 h vollstindig aufgetrennt.
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Reihenfolge der Wanderungsgeschwindigkeiten:

1 I1
Glycyl-leucin Glycyl-tyrosin
Leucyl-glycin Leucyl-tyrosin
Diglycyl-leucyl-glycin Glycyl-leucyl-alanin

Leucyl-diglycin Glycyl-valyl-alanin
Leucyl-triglycin Glutaminylglycin
Glutathion B-Alanyl-glycyi-glycin
111
y~Aminobuttersaure
B-Aminobuttersdure

o-Aminobuttersdure

Das Elektropherogramm in Bild 8 zeigt die Auftrennung
eines Phenol-Extraktes aus menschlichem Urin. An-
gefdrbt wurde, wie in Bild 9a, b, mit einem Ninhydrin-
dhnlichen Reagens, einem Triketo-piperidein-Derivat, wel-
ches Dr. W. Heffe an unserem Institut entwickelt hat?39),
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Bild 8 Bild 9

Elektropherogramm ei-
nes Urinkonzentrates,
pg ~2; 60 Voltfem:
1,1 mAmp {cm Streifen-
breite; Soletemp. -7°C;
Laufzeit 210 min

Elektropherogramme von Hédrol saten
bakterieller Proteine. I. von E, coli, 111.
S. paratyphi B (Glattform), IV. S, para-
typhi B (Rauhform), II. Gemisch authen-
tischer Aminoséduren wie in Bild 6, ohne
Taurin. gn ~2;70 Voltfcm, 1,2 mAmp/cm
Streifenbrelte; Soletemp, —18 *C; Lauf-
zeit a) 60 min, b) 240 min

Mit der alkoholischen Losung des Reagenses geben a-
Aminosduren und Peptide himmelblaue, weitgehend sta-
bile Farbungen. Eine anodisch wandernde und 14 ka-
thodisch wandernde Banden werden so erkennbar. Unter
der UV-Lampe sind weitere 4 kathodisch und 5 anodisch
wandernde Komponenten feststellbar. Basische Amino-
siuren und Amine sind bereits aus dem 6C cm langen Strei-
fen ausgewandert.

.“') W. Heffe, in Vorbereitung.
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In den Bildern 9a und 9b sind Elektropherogramme von
Hydrolysaten bakterieller Proteine (I, 111, 1V) dar-
gestellt. Zum Vergleich lieBen wir das Aminosduren-Ge-
misch wie in Bild 6 mitlaufen. Bei den Proteinen handelt
es sich um Extrakte aus E. coli (I) und Salmonella para-
typhi B, Stamm Kréager (O-Glatt-(II11) und o-Rauhform
(1V)), deren Zusammensetzung verglichen und identisch
befunden wurde. In Bild 9a ist die Trennung der neutralen
und basischen Aminosduren nach 60 min Laufzeit noch un-
vollstindig; bei der schnellwandernden Komponente (bei
cm 48) handelt es sich um Ammonium-lon. In Bild 9b ist
die Auftrennung weiter fortgeschritten: Glycin und Alanin
sind jetzt ca. 8 cm auseinander gezogen, das Ammonium-
lon ist nach 240 min aus dem Streifen herausgewandert
(Wanderungsweg 190 cm). Uber die Identifizierung der
einzelnen Komponenten soll in einer gesonderten Arbeit
berichtet werden.

Bild 10
Trennung von Zuckergemischen in Borax

Glucose

Mannose

Rhamnose

50 Volt/em,1,7 mAmp/
cm Streifenbrente,
Soletemp. — 8 °C;
Laufzeit 225 min

Glucose

Gulose

Ribose

Digitoxose

30 Volt/em, 0,8
mAmp/cm Streifen-
breite; Soletemp.

— 3 °C; Laufzel

420 min

Dioxyaceton
Mannose
Digitoxose

35 Volt/ecm, 1,0
mAmp jcm "Streifen-
breite, Soletemp.

— 4 °C; Laufzeit
400 min

Wie seit langem bekannt, bilden Zucker und andere Po-
lyhydroxyl-Verbindungen mit Boersdure Komplexe3t), die
im elektrischen Feld anodisch wandern!-13, 15-27)  [n den
Bildern 10a, b und ¢ werden Trennungen verschiedener
Zuckermischungen gezeigt. Von jedem Zucker wurden ca.
100 y aufgetragen. Als Elektrolyt verwendeten wir 0,08

) J. Boesecken: Adv. Carbohydrat Chem. 4, 189 [1949].

molare Borax-Losung; angefirbt wurde mit Anilin/Phthal-
sdure in Butanol.

Wir unternahmen u. a. auch einige orientierende Versuche mit
anorganischen Ionen. Die entsprechenden Salze wurden mit
einer Platindse (ca. 0,5 mm?, entsprechend 10 y Salz) punkt{srmig
aufgetragen. Wir verwendeten die Acetate von Cull, CdIl Pbll
und Coll sowie die Sulfate von Fell und Felll in 2n Essig-
siure/0,6n Ameisensiure (pg ~2). Bild 11 zeigt das Ergebnis

Bild 11

Pa) gierelektrophorese anorganischer lonen, ~2; 65 Volt/cm,
mAmp/cm Streifenbreite; Soletemp, —15 "E Laufzelt 220 min;
Anfarbung mit Schwefelwasserstoff/Ammonsulﬂd

eines solchen Versuchs. Es ist unter den genannten Versuchsbe-
dingungen nicht méglich, aus den bekannten Werten fiir die
Ionenbeweglichkeit3?) aul die Wanderungsgeschwindigkeit bei
der Elektrophorese zu schlieBen. Bemerkenswert ist die Ausbil-
dung eines ca. 10 cm langen, in Wanderungsrichtung weisenden
Striches bei Felll,

Dem Werkstaitleiter unseres Institutes, J. Schduble, sind
wir zu groPem Dank fiir geschickte und unermiidliche Hilfe
bei der Herstellung der Apparaturen verpflichtet. — Dr. B.
Kickhdfen am gleichen Institut danken wir fiir wiederholten
Rat bei der Ausfiihrung der Versuche.

Prof. Dr. Th. Wieland stellte uns in liebenswiirdiger Weise
viele der genannten synthetischen Peplide fiir Trennversuche
zur Verfiigung, wofiir wir ihm bestens danken.

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft hat die Untersuchun-
gen in dankenswerter Weise wesentlich durch Gewdhrung

eines Stipendiums (an Dr. G. Werner) gefordert.
Eingeg. am 28, Februar 1955 [A 644]

“) 2] D'Ans u. E. Lax: Taschenbuch f. Chemiker u. PhJ'slker
Auﬂ S. 1237, Springer-Verlag, Berlin-Qdttingen-Heidelberg
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