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Isoelektrische Fokusierung - 
Stand nnd Perspektiven einer neuen Methode 
Von B. J. Radolaf*I 
Die isoelektrische Fokussierung ist ein neues Trenn- 
verfahren, bei dem in einem stabilen pH-Gradienten 
amphotere Substanzen, insbesondere Proteine, aufgrund 
von Unterschieden der isoelektrischen Punkte getrennt 
werden konnen. Die Methode ist hervorragend wirksam 
und gestattet die Trennung von Proteinen, deren iso- 
elektrische Punkte sich urn nur 0.02 pH-Einheiten unter- 
scheiden. Dariiber hinaus ermoglicht die Methode eine 
Charakterisierung der aufgetrennten Komponenten mit 
einer physikalisch-chemischen Konstante - dem iso- 
elektrischen Punkt. Erst vor kurzem schaffte die Ent- 
wicklung entsprechender ,,Tr%gerampholyte" Vorausset- 
zungen fur die praktische Anwendung der Methode. 
Nach der Art der Stabilisierung des pH-Gradienten gegen 
Konvektion unterscheidet man mehrere Techniken der 
isoelektrischen Fokussierung : 1. Fokussierung im Dichte- 
gradienten (zB. Saccharose), 2. Fokussierung im Poly- 
acrylamid-Gel (entweder in Flachgelen oder in einer der 
Disk-Elektrophorese entsprechenden Anordnung), 3. Fo- 
kussierung in granulierten Gelen (z.B. Sephadex oder 
Bio-Gel). 
Die isoelektrische Fokussierung in Schichten granulierter 
Gele kann als Dunnschichtmethode fur analytische Tren- 
nungen auf Platten unterschiedlicher Unge und Breite 
eingesetzt werden. Bei Erhohung der Schichtdicke kann in 
Trogen praparativ gearbeitet werden. Die Auftrennungen 
erfolgen in einer fiir die isoelektrische Fokussierung ent- 
wickelten Doppelkammer (Desaga, Heidelberg). Nach der 
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Fokussierung werden die aufgetrennten Komponenten 
entweder direkt in der Gelschicht densitometrisch nach- 
gewiesen oder in einem Papierabklatsch durch Anfarbung 
lokalisiert. Enzyme werden mit einem gepufferten, substrat- 
impragnierten Papier sichtbar gemacht. Mit der iso- 
elektrischen Fokussierung in gel-stabilisierten Schichten 
konnen Mikrogramm- bis Gramm-Mengen amphoterer 
Substanzen aufgetrennt werden. Bei einer Reihe von 
Proteinen und Enzymen lieD sich mit der dunnschicht- 
isoelektrischen Fokussierung eine Heterogenitat nach- 
weisen, wie sie bisher mit keiner anderen Methode ge- 
funden wurde. Die praparative isoelektrische Fokussie- 
rung in gel-stabilisierten Schichten eroffnet f~ die Rei- 
nigung von Proteinen vollig neue Perspektiven sowohl 
im Hinblick auf die hervorragende Trennscharfe als auch 
auf die Kapazitat der Methode, die um ein Vielfaches die 
Kapazitiit praparativer elektrophoretischer Methoden 
ubertrifft. 
Die isoelektrische Fokussierung ztihlt derzeit zu den 
IeistungsGhigsten Trennverfahren der Proteinchemie. Ne- 
ben der analytischen und praparativen Auftrennung von 
Proteinen wird in Zukunft der Einsatz dieser Methode bei 
der Bestimmung der isoelektrischen Punkte sowie in 
Untersuchungen uber die Konformation und die Modi- 
f ~ e r u n g  von Proteinen mit gruppen-spezifischen Reagen- 
tien zunehmend an Bedeutung gewinnen. 
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Spirodien-Umhgenmgen faBt D. H .  Hey in einer ubersicht 
zusammen. Ein Beispiel f~ die Bildung eines Spirodiens 
und seine Umlagerung in ein Phenanthridon-Derivat 
ist die Reaktionsfolge (I) + (2) + (3). Die Reaktion 
(2) + (3) geht nur in 100-proz Phosphorsiiure bei 170°C 
vonstatten. - Der Autor befaBt sich eingehend auch mit 
photochemischen Undagerungen der Spirodiene und mit 
anderen Reaktionen der Verbindungen vom Typ (I) 

in Abhangigkeit von Substituenten und Reaktionsbedin- 
gungen, u.a. mit der Bildung von Dimeren. [Spirodiene 
Rearrangements. Quart. Rev. Chem. Soc. 25, 483-499 
(1971); 18 Zitate] 
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Mit den Ciculardichroismw (CD) voo Kobalt(ra)-cbelateo 
beschaftigt sich eine Arbeit von L. I. Katzin und I. Eliezer. 
Die CD-Spektren von etwa 150 Chelaten im Spektral- 
bereich der ersten beiden Ligandenfeldubergange des 
low-spin-d6-Systems sind nach Voneichen und GroOen- 
ordnung qualitativ tabelliert und werden ausfuhrlich 
diskutiert, insbesondere im Hinblick auf die Ermittlung 
,,absoluter Konfigurationen" aus CD-Spektren. Die Auto- 
ren warnen vor Analogieschliissen auch zwischen nahe 
verwandten Verbindungen, solange diese Spektren nicht 
genauer gedeutet sind und bis mehr Vergleichsdaten 
aus Rontgen-Strukturuntersuchungen vorliegen. [Bonding 
Effects in Circularly Dichroic CO(III) Complexes. Coord. 
Chem. Rev. 7,331-343 (1972); 65 Zitate] 
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