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Einige neue Trennungsmethoden 
und ihre Anwendung auf biochemische und organisch-chemische Probleme* 

V o n  ARNE TISELIUS ** 

Trennmethoden von ausgepr~igter Spezifit~it sind 
yon grundlegender Bedeutung fiir die organische und 
biologische Chemie - ja fiir die Chemie tiberhaupt. 
Schon die Definition des Begriffes <,chemische Verbin- 
dung~> zum Unterschied von mechanischer Mischung 
fusst, prinzipiell gesprochenl auf Trennungsvorg/ingen. 
Selbstverst~indlich denkt man in erster Linie an pfiipa- 
rative Arbeiten, wenn man die Bedeutung und die Be- 
wertung verschiedener Trennungsoperationen disku- 
tiert. Bei biochemischen Problemstellungen riicken 
einige besonders far biologisches Material wiehtige Ge- 
sichtspunkte in den Vordergrund. Erstens sind der- 
arfige Systeme meistens sehr kompliziert zusammen- 
gesetzt und enthalten eine Menge hochmolekularer 
Substanzen, die sich oft nur sehr schwer trennen lassen 
und die auch meist besonders schwierig zu cbarakteri- 
sieren sind, wenigstens wenn sie nicht durch sehr spezi- 
fische biochemische Reaktionen gekennzeichnet werden 
k6nnen. Dazu kommt ein andeies Problem. Manche 
biochemische Substanzen sind unter den Bedingungen 
gebrAuchlicher chemischer Operationen instabil, und 
dies gilt noch mehr fiir viele der spezifischen Komplexe, 
die in der lebenden Zelle ausserordentlich wichtige 
Funktionen ausiiben. Deshalb muss man in der Bio- 
chemie besonders auf m6glichst schonende - abet doch 
spezifisch ausw~ihlende - Methoden Wert legen. Es 
kommen hier vor ahem eine Reihe von Methoden in 
Frage, die sich im Prinzip auf einfache physikalische 
Erscheinungen griinden; ihre neuartige Ausfiihrung 
und Anwendung m6chte ieh in dieser Vorlesung durch 
einige Beispiele, vor allem aus meinem eigenen Labo- 
ratorium, beleuchten. Es handelt sich dabei nicht nur 
um pr~iparative Probleme, sondern manchmal auch um 
vofl~.ufige Charakterisierungen, wie sie bisher nur 
schwer m6glich waren, die jedoch - in Erwartung einer 
endgtiltigen chemischen Charakterisierung - oft wert- 
voll sind. Dariiber hinaus tri t t  die Anwendung neu- 
artiger Trennungsmethoden als Hilfsmittel der Struk- 
turbestimmung, besonders von komplizierten hoch- 
molekularen Verbindungen, mehr und mehr in den 

Vordergrund. Es geniigt wohl, hier auf die genaue Be- 
stimmung der Aminos~ure-Sequenz in Eiweissmole- 
kiilen durch SANGER und seine Nachfolger und auf die 
ausschlaggebende Rolle, die neue .chromatographische 
und elektrophoretische Trennungsmethoden in diesen 
Arbeiten spielen, hinzuweisen. Die Strukturbestim- 
mung beruht hiebei bekanntlich auf einer Auftrennung 
und Charakterisierung einer grossen Anzahl yon ver-  
schiedenen Bruchstiicken der Proteinmotektile, wie sie 
in partiellen Hydrolysaten vorkommen - e i n  Problem, 
dessen L6sung noch vor 15 Jahren fast hoffnungslos 
erschien. 

Es ist dies gleiehzeitig eine sehr sch6ne Illustration, 
wie biochemische Problemstellungen - auch rein me-  
thodisch -: allmEhlich infolge ihrer vertieften Betrach- 
tungsweise in die reine organische Strukturchemie ge- 
langen. Weitere Beispiele findet man jetzt  fast t~iglich 
in den chemischen und bioehemischen Zeitschriften. 

Das Prinzip der Ableitung einer komplizierten 
Struktur durch Analyse von Mischungen ihrer Struk- 
turfragmente ist aber nicht .nur fiir die Chemie der 
hochmolekularen K6rp'er, wie sie in der Natur  vor- 
kommen, von Bedeutung, sondern auch fiir biologische 
und biochemische Strukturprob, leme im allgemeinen, 
wo sich jetzt sehr verl0ckende Perspektiven 6ffnen. Ieh 
denke dabei an Strukturen, die oft teilweise durch 
direkte Beobachtung im Mikroskop oder Elektronen- 
mikroskop bestimmt werden k6nnen. Als Beispiel zeigt 
Figur 1 eine elektronenmikroskopische Aufnahme der 
einzelnen Molekiile des H~imocyanins yon Helix pomatia 
(Molekulargewicht ca. 8 Millionen). Man erkennt hier 
eine gewisse Struktur der Molektile, die ja aus Sub- 
molektilen bestehen. Die chemischen und funktionellen 
Einzelheiten derartiger Strukturen sind noch ungenii- 
gend bekannt. Zu ihrer Kenntnis geniigt meistens die 
direkte Beobaehtung nicht, vielmehr sollte man m6g- 
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lichst auch mit den StrukturelemerLten gewisse Mani- 
pulationen ausffihren k6nnen, besonders in funktio- 
neller Hinsicht. Ausserdem liegen hier prinzipiell ~hn- 
liche M6glichkeiten einer Strukturbestimmung vor wie 
bei der Sequenzbestimmung der Aminos~urereste in 
den Polypeptidketten der Proteine. Eine Analyse yon 
Strukturfragmenten sollte n~mlich auch hier grund- 
s~ttzlich wichtige Schlussfolgerungen erlauben, gerade 
auch tiber die Organisation der lebenden Zelle oder bio- 
logische Strukturen fiberhaupt. Dabei sollte eine voll- 
st~indigere Information fiber die chemischen Affini- 
t~iten und Strukturbedingungen, die hier eine Rolle 
spielen, m6glich sein, als man sie durch mikroskopische 
Studien allein erlangen kann. Wir bewegen uns da in 
einem Gebiet, das in chemischer Hinsicht gr6sstenteits 
eine Terra incognita ist, in dem Chemie und Biologie 
in auffallender VCeise ineinandergreifen und dessen 
Bearbeitung auch ftir den Chemiker vielversprechend 
erscheint. Fortschritte auf diesem Gebiet mfissen sehr 
eng mit der Entwicklung von Methoden zur Trennung 
von submikroskopischen und mikroskopischen Teit- 
chen zusammenh/tngen. 

Die Methoden, die ich hier n~iher diskutieren m6chte, 
sind: Elektrophorese, Chromatographie, Verteilungs- 
methoden und teilweise auch Ultrazentrifugierung. 
Von diesen Methoden sind Elektrophorese und Ultra- 
zentrifugierung bekanntlich ganz besonders schonend, 
da die Trennung einfach dutch Wanderung der ver- 
schiedenen Komponenten einer Mischung in einem 
konstanten Medium zustande kommt. Diese beiden 
Verfahren wurden ja ursprfinglich ffir kolloidale und 
hochmolekulare K6rper benutzt,  aber besonders die 
Elektrophorese kann jetzt unter gewissen technischen 
Voraussetzungen auch ffir niedrigmolekulare Sub- 
stanzen angewandt werden. Die chromatographischen 
und Verteilungsmethoden sind off weniger schonend, 
da sie besondere Affinit~ten oder L6slichkeitsverh~ilt- 
nisse voraussetzen, was die Verwendung von etwas 
aggressiveren L6sungsmitteln notwendig machen kann. 
In tier ifingsten Entwicklung auf diesen Gebieten ist 
deshalb im Hinblick auf die Trennung yon instabilen 
hochmolekularen Substanzen die Verwendung yon 
m6glichst schonenden S~ulenmaterialien, L6sungs- und 
Elutionsmitteln von ausschlaggebender Bedeutung. 

Fig. 1. Elektronenmikroskopische Aufnahme yon H~imozyanin-Molekiilen (Helix pomatia). Siemens Elektronenmikroskop. (LEVIt,', Biochem. 
Institut, Uppsala. Siehe auch E. F. J. vA~ BRt~GCEN, E. H. WIEBENGA und M. GRUBER, Biochim. biophys. Acta 42, 171 (t960)). 
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Man hat hier jetzt  ziemlich grosse Fortschritte ge- 
macht, und es ist sehr befriedigend, feststellen zu 
k6nnen, dass die ausgepr~tgte Spezifit~it der chromato- 
graphischen und Verteilungsmethoden auch far hoch- 
molekulare Substanzen charakteristisch zu sein scheint. 

Elektrophorese. Die ursprfingliche Methodik der 
Elektrophorese, bei der die Wanderung der Grenz- 
fl~ichen in einem U-Rohr optisch verfolgt wird, bew~ihrt 
sich noch gut fiir exakte quantitative Messungen, wo- 
bei die Komponenten eines Gemisches durch Bestim- 
mung der Beweglichkeit charakterisiert werden. Far  
reine Trennungszwecke, bei denen quantitative Ge- 
sichtspunkte weniger wichtig sind, und auch im Mikro- 
Magstab ist diese Ausfiihrungsform weniger anwendbar, 
bier sind die sogenannten zonenelektrophoretischen 
Methoden welt tiberlegen. Die Grenzfl/ichen in einem 
U-Rohr stabilisieren sich selbst, die Zonen dagegen 
mtissen dutch besondere Tr~igermittel wie Zellulose- 
pulver, St~irke, verschiedene gelartige Substanzen und 
dergleichen stabilisiert werden, oder aber man fiihrt die 
Versuche in Filtrierpapierstreifen aus (Papierelektro- 
phorese). 

Der Vorteil dieser Verfahren besteht nicht nur darin, 
class man vollst~indige Trennungen auch kleinster Sub- 
stanzmengen erreichen kann; die stabilisierende Wir- 
kung des Tr~igermittels erm6glicht auch die Verwen- 
dung sehr geringer Konzentrationen, und nur unter 
diesen Voraussetzungen ist das Studium von niedrig- 
molekularen Substanzen m6glich. Bei der Grenz- 
fl/ichenmethode kann man derartig verdtinnte L6- 
sungen kaum verwenden; entspreehende Versuche 
hatten wenig Erfolg. Eine Voraussetzung ungest6rter 
elektrophoretischer Wanderung ist n/imlich, dass die zu 
unterscheidenden Substanzen selbst sehr wenig zur 
Leitf/ihigkeit des Mediums (Pufferl6sung) beitragen, 
wie es ia bei hochmolekularen Substanzen der Fall ist. 
Andernfalls und besonders mit niedrigmolekularen 
Elektrolyten, entstehen leicht sogenannte <,Grenz- 
fl/ichenanomalien~>, die sich unter anderem durch eine 
ausgepr/igte Asymmetrie der Wanderung (Unter- 
schiede zwischen den beiden Schenkeln des U-Rohrs) 
bemerkbar maehen. Dabei kann die Trennung ganz 
verwischt werden. Die Vorteile der ~Tr/igerelektro- 
phorese,> erkauft man indessen zu einem gewissen 
Preis, da die Wechselwirkung zwischen den wandern- 
den Substanzen und dem Tr~tger, besonders bei hoch- 
molekularen Stoffen, oft St6rungen verursacht 
(<~Schw~inzung,~ dureh Adsorption). Solche Effekte 
beobachtet man zum Beispiel bei der Papierelektro- 
phorese, die sich im iibrigen ausserordentlieh bequem 
und einfach durchfiihren liisst. Deshalb ist es, beson- 
ders fiir quantitative Zwecke und auch ftir pr/iparative 
Arbeiten mit gr6sseren Substanzmengen besser, Ko- 
lonnen oder Tr6ge zu verwenden, die bei der Auswahl 
eines geeigneten Fiillmaterials gr6ssere Freiheit ge- 
statten. Diese Feststeltung erscheint eigentlich reeht 
trivial, aber der Erfolg dieser Verfahren h/ingt tatsiich- 

lich zum gr6ssten Teil yon der Wahl des Tr/igers ab. 
Zellulosepulver, das durch passende V0rbehandlung 
inaktiviert wurde (Athanolyse, Formaldehydbehand- 
lung), wird in meinen Laboratorien viel verwendet 
(FLODIN und KUPKE 1, L E V I N 2 ) .  Auch (, Pevikon )> (ein 
Polyvinylacetat-Polyvinylchlorid-Copolymerisat) zeigt 
wenig Adsorption, besitzt aber eine wesentlich geringere 
Fltissigkeitskapazit~tt als Zellulose. Auch gewisse Gele 
k6nnen mit Vorteil benutzt werden-  ich komme noch 
darauf zurtick. 

Als Beispiel einer einfachen Apparatur ftir Zonen- 
elektrophorese in S~tulen gilt die Ausffihrung yon 
PORATH, LINDNER und JERSTEI)T a (Figur 2). Figur 3 
stellt das Versuchsergebnis mit einem Hypophysen- 
extrakt  dar - die Zonen wurden w/ihrend des Versuches 
kontinuierlich eluiert. Diese Methode 1/isst sich auch 
im Mikromal3stab entwickeln; wegen ihrer schnellen 
Durchftihrbarkeit kann sic als analytische Mikro- 
methode mit einer Kapazit/it, die ungef/ihr der]enigen 
der Papierelektrophorese entspricht, angewendet wer- 
den. l~berhaupt scheint die Entwicklung der elektro- 
phoretischen Methoden jetzt  so weit fortgeschritten zu 
sein, dass sic eine allgemeinere Verwendung auch in der 
analytischen Chemic verdienen. Und zwar kommen 
nicht nur elektrisch geladene Substanzen in Frage, 
vielmehr k6nnen auch ungeladene Stoffe durch Kom- 
plexbildung elektrophoretisch (,mobilisiert,~ werden, 
zum Beispiel Zucker und Oligosaccharide in Borat- 
pufferl6sungen. 

Auch verschiedenartige Gele haben eine allgemeine 
Verbreitung als Tr~igersubstanzen bei verschiedenen 
Typen der Zonenelektrophorese gefunden. Stfirkegele 
hoher Konzentration erm6glichen in gewissen F/illen 
eine sehr gute Aufl6sung ( S M I T H I E S 4 ) ,  wodurch der 
Nachweis neuer, von genetischen Gesichtspunkten her 
besonders interessanter Globuline im Blutserum m6g- 
lich gemacht wurde. Allerdings sind die Wanderungs- 
bedingungen in derartigen Gelen ziemlich kompliziert. 
Wahrscheinlich handelt es sich um eine Kombination 
von elektrophoretischer Wanderung und Ultrafiltrie- 
rung durch die engen Poren der Gelstruktur. Ahnliche 
Effekte herrschen wohl auch bei Gelen aus Polyacryl- 
amid vor, die in mancher Hinsicht als besonders viel- 
versprechendes Medium fiir Elektrophoreseversuche 
erscheinen (RAYMOND und W E I N T R A U B  5, HJERTI~Ne). 
Die sogenannte (dmmunelektrophorese,> von GRABAR 
und WILLIAMS, die eine Kombination der Gelelektro- 
phorese mit dem bekannten serologischen Pr~izipita- 

I p.  FLODIN und D. W. KUPKE, Biochim.  b iophys .  Ac ta  2 l ,  368 
(1956). 

2 0 .  LEV~,  unverSffent l icht .  Siehe auch F. F.  J .  VAN BRUGGE~, 
E. H. W~EBENOA und M. ( ;RU~R,  Biochim.  b iophys .  Ac ta  42, 171 
(1960). 

s j. PORATH, E. B. LINDNER ttlld S. JERSTEDT, Na tu re  182, 744 
( t 958). 

4 0 .  SMITmES, Biochem. J .  61, 629 (1955). 
a S. RAY,MOND und  L. ~VEINTRAUB, Science 130, 71I  (1959). 
6 S. HJERTI~N, Ark iv  f. Kemi  13, 151 (1958). 
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Fig. 2. Apparate zur Zonenelektrophorese in S~ulen (nach PORATH et 
aI.3). Die S~ule rechts kann w~khrend des Vers~lches kontinuierlich 

eluiert werden. 
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tionsverfahren von OUDIN und OUCHTERLONY dar- 
stellt, hat grosse Bedeutung ftir die Identifizierung ver- 
schiedener Proteine in kompliziert zusammengesetzten 
Gemischen erlangt. Diese Versuche werden meistens in 
Agar-Gelen durchgeffihrt. Nach HJERTI~N 7 ist es vor- 
teilhafter, aus dem Agar zuerst das Agaropektin zu ent- 
fernen und nur die reine Agarose zu benutzen, die 
weniger stark adsorbiert und sehr geringe Elektro- 
osmoseeffekte aufweist (siehe auch BRISHAMMAR, 
HJERTI~N und v. HOFSTEN8). Es w~ire nattirlich sehr 
wertvoll, wenn man die Vorteile der freien Grenz- 
fl~ichenelektrophorese (ungest6rte Wanderung, quanti- 
tative Beweglichkeitsmessungen) mit denen der Zonen- 
elektrophorese (vollst~indige Trennung, geringerer Ma- 
terialverbrauch) irgendwie vereinigen k6nnte. HJER- 
T~N hat einige Versuche in dieser Richtung gemacht. 
Figur 4 zeigt seinen Apparat ftir <~freie Zonenelektro- 
phorese~). Das horizontale Elektrophoreserohr ist be- 
weglich mit den Elektrodengefiissen (links und rechts 
in der Figur) verbunden, so dass es langsam um seine 
L~ingsachse rotieren kann. Die Konvektion der Zonen 
im Elektrophoreserohr, die im ruhenden Rohr schnel! 
einsetzt, wird durch die Rotation verhindert - es be- 
steht ia offenbar keine bevorzugte Richtung fiir die 
konvektive Bewegung der schwereren Zonen. Wesent- 
lich ftir den Erfolg beim Arbeiten mit diesem Apparat 
ist eine Vorbehandlung des Rohres mit einer L6sung 
von Methylzellulose. Dadurch eliminiert man die 
elektroosmotische Fliissigkeitsbewegung im Rohr, die 
sonst Anlass zu unfibersehbaren St6rungen gibt. Die 
Bewegung der Zonen kann man entweder optisch (ira 
sichtbaren oder ultravioletten Bereich) beobachten 
oder registrieren, oder man kann die Fltissigkeitss~iule 
nach erfolgter Trennung fraktionsweise sammeln und 
analysieren. Tats~chlich lassen sich mit diesem Apparat 
ebenso genaue Beweglichkeitsmessungen ausfiihren wie 
bei der freien Grenzfl~ichenelektrophorese, aber mit 
viel kleineren Substanzmengen. In einem anderen Ver- 
fahren der freien Zonenelektrophorese benutzt man zur 
Stabilisierung der Zonen ein Dichtegradient von zum 
Beispiel konzentrierter Zuckerl6sung (siehe SVENSSON 
u n d  VALIVIETg, SVENSSON 10). 

Methoden zur Trennung von mikroskopisch oder 
submikroskopisch kleinen Teilchen habe ich schon 
weiter oben als besonders wichtig bezeichnet. Von den 
bisher beschriebenen elektrophoretischen Verfahren 
eignet sich die freie Zonenelektrophorese nach HJER- 
T~N 6 besonders gut ftir solche Zwecke. Tats~ichlich 
kann man in diesem Apparat Zellen, Bakterien und 
Zellfragmente elektrophoretisch sehr bequeln trennen. 

Bei den iiblichen zonenelektrophoretischen Ver- 
fahren taucht oft die Schwierigkeit auf, dass die Wan- 
derung gr6sserer Teilchen dutch das Tr/igermedium 
(Pulver, Gel) mechanisch behindert wird. Wie HJER- 
TI~N 6 gezeigt hat, kann man indessen in diesem Fall 
S~iulen aus locker gepackten Gelsuspensionen, zum 
Beispiel Agar-Gel, verwenden, die hinreichend stabfli- 

sierend wirken, aber auch fiir gr6ssere Partikel durch- 
1/issig sind. Diese S~tulen zeigen beim Herauspressen 
der Suspension aus dem Elektrophoreserohr die inter- 
essante Eigenschaft des ((plug flow~L das heisst, das 
ganze Zonensystem bewegt sich ohne irgendwelche 
Verzerrung aus dem Rohr heraus, fast wie ein Fest- 
k6rper. Dieser Umstand macht die Isolierung der ge- 
trennten Komponenten besonders bequem. Man kann 
derartige S~iulen mit Vorteil allgemein bei elektro- 
phoretischen Trennungen benutzen. 

Es wiirde zu weit fiihren, in dieser haupts~ichlich 
methodologischen ~bersicht auf die mannigfaltigen 
Anwendungsm6glichkeiten elektrophoretischer Metho- 
den einzugehen. Ich m6chte nut  kurz auf die 
iiberaus bedeutsamen Resultate hinweisen, die man 
neuerdings dutch gut auflSsende elektrophoretische 
Analyse besonders interessanter Systeme aus gene- 
tischer Sicht erhalten hat. Ich denke dabei vor allem 
an die zahlreichen Formen menschlicher H~imoglobine, 
die seit der Entdeckung des Sichelzellenh~imoglobins 
durch PAULING, ITANO, SINGER u n d  WELLS 11 a u f -  

gefunden wurden, und an die sehr interessanten M6g- 
lichkeiten, aus verwandten H~imoglobinen dutch Dis- 
soziation und Rekombination der Bruchstiicke neue 
H~imoglobine herzustellen (siehe zum Beispiel ITANO 
u n d  ROBINSON 12). 

Auch bei anderen Eiweissk6rpern hat man neuer- 
dings <,Familien,~ verwandter Proteine beobachtet, die 
in einigen F~illen genetisch bedingt zu sein scheinen, in 
anderen offenbar Pr~iparationsartefakte sind. Die 
sch6nen Elektrophoresediagramme aus Mikrosomen- 
material, die neulich WALLER und HARRIS 13 aus dem 
Laboratorium von TISSIIkRES ver6ffentlichten, geben 

Fig. 4. Apparat zur frcien Zonenelektrophorese nach HJERT~N. 

v S. HJERTI;:N, erscheint demnitchst. - S. HJERT~N, erscheint dem- 
n~ichst (Biochiln. Biophys. Acta). - S. HJERT(':N, erscheint dem- 
nlichst. 

8 S. BRISHAMMAR, S, HJERTI~N u n d  B. v. HOFSTEN, e r sehe in t  dem-  
n~ichst (Biochim. biophys. Acta). 

9 H. SVENSSOK und E. VALMET, Science Tools 2, 11 (1955) (LKB 
Produkter F.d., Stockholm). 

lo H. SVENSSON, in A Laboratory Manual o/ Analytical Methods in 
Protein Chemistry, Including Polypeptides (Ed. 1 t. ALEXANDER and 
R. J. BLOCK, Pergamon Press, London 1960), vol. 1, p. 193. 

11 L. PAULING, H.  A. ITANO, S. J. SINGER IlIld I. C. WELLS, Sc ience  
rio, 543 (1949). 

12 H. A. ITANO ul~d E. ROBINSON, Nature 183, 1799 (t9591. 
la j. P,WALLER lind J .  I. HARRIS, Proc.  Na t .  Acad .  Sci.  (Wash ing ton )  

47, 18 (19611. 
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wichtige Auskfinfte fiber die Zust~nde am Oft der 
Eiweissbiosynthese (Figur 5). Ftir die n/ichste Zeit er- 
scheint die pr~iparative Gestaltung dieser stark auf- 
16senden elektrophoretischen Verfahren als eine beson- 
ders wesentliche Aufgabe mit dem Ziel, greifbare 
Mengen dieser Komponenten flit ihre genauere che- 
mische Untersuchung zu gewinnen. 

Ich habe bier schon mehrmals auf die Wichtigkeit 
mSglichst spezifischer und schonender Methoden zur 
Trennung biologischer Partikel hingewiesen und 
m6chte ietzt auf einige Neuerungen in dieser Hinsicht 
n~ther eingehen. 

Ultrazentri[ugierung. Die Ultrazentrifugierung ist die 
eigentlich klassische Methode der Partikelfraktionie- 
rung; aueh hier sind, ~de bei der Elektrophorese, im 
Laufe der Zeit Zonenmethoden eingeffihrt worden, und 
zwar mit grossem Erfolg. Zur Stabilisierung benutzt 
man Gradienten, zum Beispiel Zuckerl6sungen. Eine 
andere M6glichkeit wurde ktirzlich von LEVIN 14 in 
meinem Laboratorium studiert. Es handelt sich dabei 
um die schon lange bekannten Schichtungserschei- 
nungen, die man am Boden yon Zentrifugenrohren 
manchmal beobachten kann (siehe auch CHAUVEAU 
et al. 15). Diese Schichtung (Stratifikation) scheint nach 
LEVlN hauptsttchlich auf einer gegenseitigen VerdrAn- 
gung yon Teilchenmaterial verschiedener Dichte zu 
beruhen. Unter dem Einfluss starker Schwerefelder 
werden die Dichteunterschiede vervielfacht, so dass die 
~archimedischen~ Kr~ifte gentigen, um auch in ziemlich 
ztihen Materialien eine <~Rangierung~ entsprechend der  
Dichte herbeizuffihren. Man erhttlt dadurch oft recht 
reine Zonen, und da die Methode auch bei betrttcht- 
lichen Materialmengen benutzt werden kann, dtirfte 
sie ftir die preliminare Aufarbeitung partikult~rer bio- 
logischer Materialien, zum BeispieI Zeltkomponenten, 
besonders ntitzlich sein. Figur 6 zeigt das Prinzip f~r 
eine solche Trennung. 

Verteilungsmethoden. Die Verteilung von Substanzen 
zwischen zwei Phasen ist wohl die im Prinzip und in der 
Praxis einfachste Trennungsmethode der Chemie. Ihre 
Vervollkommnung als vielstufige Gegenstrommethode 
nach CRAIG hat tier Chemie ein besonders wertvolles 
und empfindliches Verfahren gegeben, das eine viel- 
seitige Anwendung in der Biochemie und organischen 
Chemie gefunden hat. Sonst sehr schwierige Analysen 
von Peptid- und Polypeptidgemischen lassen sich be- 
kanntlich nach dem Craigschen Verfahren oft erfolg- 
reich durchfiihren. Bei der Anwendung yon Vertei- 
lungsmethoden auf hochmolekulare Substanzen - und 
noch mehr auf biologische Teilchen - st6sst man in- 
dessen auI gewisse prinzipielle Schwierigkeiten. Selbst- 
verstttndlich wfirde bei Eiweissk6rpern zum Beispiel 
ein System Benzol/Wasser eine ganz einseitige Ver- 
teilung zugunsten der Wasserphase ergeben. Ausser- 
dem wtirde wahrscheinlich an der Phasengrenze ein Tell 
des Eiweisses denaturiert werden. Offenbar setzt die 
erfolgreiche Anwendung der Verteilungsmethode in 

solchen F~llen einander /ihnliche Phasen voraus: es 
I/isst sich theoretisch ableiten (siehe zum Beispiel 
BR6NSTEDlS), dass mit der Gr6sse der Molektile oder 
Teilchen die Tendenz einer einseitigen Verteilung zu- 
nimmt und fflr eine wirksame Trennung die beiden 
Phasen beztiglich ihrer Zusammensetzung und Eigen- 
schaften ~ihnlicher werden mfissen. 

Derartige Phasensysteme kann man zum Beispiel 
durch Aussalzen von Glycol-Wassermischungen her- 
stellen, wobei sich eventuell die Verschiedenheiten 
zwischen den beiden Phasen durch andere Zusiitze 
noch weiter ausgleichen lassen. Solche Systeme sind 
zur Trennung yon Eiweissmischungen dttrch Gegen- 
stromverteitung (s. TAVEL 17) oder dutch Verteilungs- 
chromatographie, zum Beispiel von MARTIN und POR- 
TERI8, CRAIG und KING,  YPHANTIS u n d  CRAIG 19 benutzt  
worden, bieten aber doch gewisse Schwierigkeiten, die 
einer allgemeineren Verwendung im Wege stehen. Die 
Salzkonzentrationen sind hoch und die Systeme sehr 
temperaturempfindlich; die notwendigen Zus~itze (zum 
Beispiel Trichloressigs~ure) greifen unter UmstAnden 
empfindliche Substanzen an. Fi~r biologische Partikel 
tassen sich diese Systeme nicht benutzen. 

i 
® 

i 0 2 4 6 8cm 
i . 

Fig. 5. Stfirke-Get-Elektrophorese yon Eiweiss aus E.-coIi-Mikro- 
somen in Gegenwart yon 6M Harnstoff. (a) ist Essigs~ure-15sliches 
Eiweiss, (b) Ribosomenteilchen in 6M Harnstoff gelSst. (Nach 

WALLER und HARRISI3.) 

F 

B 
E Fig. 6. Teilchentrennung durch Stra- 
D tifikation in einein Ultrazentrifuge- 
C sediment (LEvtN ~). 

14 ~. LEVIN, erscheint demnfichst. 
x5 j .  CHAUVEAU) Y. MOULf~ und CH. ROUILLER, Exp. Cell Res. 11, 

317 (1956); Bull. Soc. Chim. biol. 39, 1521 (1957). 
16 j .  N. BRONSTED, Z. physiol. Chemie, Bodenstein-Festband, p. 257 

(1931). 
17 p. TAVEL, Helv. chim. Acta 38, 520 (1955). 
18 A. J. P. MARTIN Und R. R. PORTER, Biochem. J. 49, 2t5 (t951). 
19 T. P. KING, D. A. YPHANTIS und L. C. CRAIG, J. Amer. chem. Soc. 

8Z, 3350, 3355 (1960), und frfihcre Arbeiten. 
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Es ist das Verdienst P. A. ALBERTSSONS in Uppsala 
(Schweden), Phasensysteme mit hochmolekularen Sub- 
stanzen als phasenerzeugende Komponenten als wert- 
volle Hilfsmittel bei der Trennung von Teilchen ver- 
schiedener Art und Gr6sse sowie von Makromolekiilen, 
besonders Eiweissk6rpern, eingefiihrt zu haben. Er hat 
die optimalen Versuchsbedingungen ftir verschiedene 
derartige Phasensysteme und Substanzen festgestetlt, 
unter anderem durch eingehendes Studium von Pha- 
sendiagrammen. In diesen Systemen stehen versehie- 
dene Parameter  zur Verfiigung, durch deren Vedinde- 
rung man die Trennungsbedingungen systematisch 
variieren kann, zum Beispiel die Art und Konzentra- 
tion der vorhandenen Elektrolyte und das Molekular- 
gewicht der phasenbildenden Substanzen. Die Salz- 
konzentration kann man gut im physiologischen Be- 
reich halten; die Temperaturempfindlichkeit ist nieht 
gross, und - vor allem - greifen phasenerzeugende 
Komponenten wie Dextran, Methylzellulose, Poly- 
~thylenglycol oder Polyvinylalkohol die meisten bio- 
logischen Systeme kaum an. Es gibt auf diesem Gebiet 
ausserordentlich vielseitige Anwendungsm6glichkeiten, 
die bisher das Haupt thema der Untersuchungen von 
ALBERTSSON et al. ~o bildeten. Auch lassen sich wohl in 
nicht-w/isserigen L6sungen, ftir die/ihnliche hochpoly- 
mere phasenbildende Substanzen bekannt sind, ver- 
schiedene hochmolekulare Stoffe gut verteilen. 

Ich m6chte nun an Hand einiger Beispiele die An- 
wendungsm6glichkeiten dieses Verfahrens beleuchten. 

In dem bereits erw/ihnten Dextran-Methylzellulose- 
Wassersystem verteilen sich niedrigmotekulare Sub- 
stanzen, wie zum Beispiel gew6hnliche Salze, mit 
einem Verteilungskoeffizienten yon 1,0. Das gleiche 
Verhalten zeigen ann/iherungsweise kleinere Eiweiss- 
molekiile. Gr68sere Eiweissmolektile, Nucleins/iuren, 
Virusk6rper und Zellpartikel sammeln sich meist in der 
schwereren Phase (Dextran) an, wobei im allgemeinen 
gilt: Je gr6sser das Teilchengewicht, desto kleiner der 
Verteilungskoeffizient - wie aus der Tabelle hervor- 
geht. 

Ahnliche Ergebnisse wurden mit dem System Dex- 
tran-Poly~ithylenglycol-Wasser erhaRen; dabei findet 
in manchen F~illen aber auch eine gut reproduzierbare 
un(t wohldefinierte Anreicherung an der Phasengrenz- 
flS, che statt, die ebenfalls fiir Trennungszwecke aus- 
genutzt werden kann. Sehr charakteristisch ist ausser- 
dem bei diesen Systemen der starke Einfluss von Etek- 
trolyten auf die Verteilung. Eine Substanz kann oft 
dutch einfache Anderung der Salzkonzentration voll- 
st/indig aus der einen Phase in die andere fiberfiihrt 
werden, was fiir vide Trennungsoperationen von aus- 
schlaggebender Bedeutung ist. 

Jthnliche Erscheinungen beobachtet man in Dextran- 
sulfat-Poly/ithylenglycol-Wassersystemen, die beson- 
ders bei der Reinigung von Virusk6rpern benutzt 
wurden. Bei niedriger Konzentration an NaC1 zum Bei- 
spiel sammeln sich die meisten Viren in der Boden- 

phase an, bei h6herer in der oberen Phase. Tats~iehlich 
kann man durch derartige Operationen auch aus sehr 
grossen Volumina eines Kulturmediums ohne Hilfe yon 
Ultrazentrifugen verschiedene Viren konzentrieren und 
reinigen. Hierbei w~ihlt man die Zusammensetzung des 
Phasensystems so, dass das Volumen der Phase dort, 
wo sich das Virus ansammelt, m6glichst klein wird 
(etwa 1% des Gesamtvolumens). 

Die Verwendung vielstufiger Operationen mit Hilfe 
der Craig-Technik liegt nahe, wenn man das Auf- 
16sungsverm6gen steigern will, und ist tats~ichlich auch 
bei biologischen Partikeln m6glieh. Allerdings ben6tigt 
man fiir eine vollst~indige Phasentrennung bei der 
Gegenstromverteilung bedeutend mehr Zeit als mit ge- 
w6hnlichen Systemen; man muss deshalb die Zahl der 
l~berffihrungen einschdinken, wenn nieht unbegrenzt 
Zeit zur Verfiigung steht. Als Beispiel neuerer Unter- 
suchungen auf diesem Gebiet siehe Figur 7 und 8 aus 
einer noeh nicht ver6ffentlichten Arbeit yon ALBERTS- 
SON, BAIRD und YON HOFSTEN 21 fiber die Trennung 
von Bakterien durch Gegenstromextraktion in einem 
Zweiphasensystem aus 5% Dextran und 4% Poly- 
~tthylenglycol in Wasser. 

Figur 7 zeigt die Verteilung (in % der Gesamt- 
bakterienmenge) als Funktion der NaCl-Konzentration 
(in Mol) in einem einstufigen Versueh. Man erkennt 
zum Beispiel, dass die Verteilung von E. coli ML 3081 
fast unabh~ingig von der Salzkonzentration ist, w~ih- 
rend der verwandte Coli-Stamm K 12 C (Hfr) ~* sich 
ganz anders verh~ilt, ~ihnlich wie K 12 58/161 (Hfr). 
Die gr6sste Empfindlichkeit gegeniiber .Amderungen 
der Salzkonzentration liegt offenbar bei 0-0,02 M NaC1. 
Es sei aber hervorgehoben, dass sich in manchen F~illen 
ganz versehiedene Bakterien verteilungsm~issig gleieh- 

Ver te ihmgskoef f i z i en t  K u n d  Tei lchenoberf l i iche  e in iger  Pro te ine  u n d  
V i r u s k 6 r p e r  im S y s t e m  Dex t r an -Methy lee lh , l o se  D 6 8 - M C 4 0 0 0 .  

P a r t i k e l  ( )ber f iaehe  K (M-Phase)  
(roD) z × 10 - a  (1) -Phase)  

P h y k o e r y t h r i n  0,3 0,95 
H e m o c y a n i n ,  1 [8 Molekiile 0,86 0,65 
H e m o c y a n i n ,  1/1 Molekfile 3,5 0,25 
E C H O  Virus  2,3 0,2 
Polio- Virus  1,3 0,3 
~, S o u t h e r n  b e a n  ~ mosa i c  Virus  0,41 
P h a g e  O K  174 0,34 
Phage  T3  8,7 '2,l × 10 -2  
T a b a k m o s a i k - V i r u s  14,4 (1-2) x I0  - z  
P h a g e  T 2  25,5 (6-10)  × 10 -4  
P h a g e  T 4  25,5 (3-5) × 10 -4  
Vacc in -Vi rus  220 (4-1'2) x 10 -5  

20 p. A. ALBERTSSON u n d  E. NVNS, N a t u r e  184, 1465 ( 1 9 5 9 ) . -  P . A .  
ALBERTSSON, Partition o] Cell Particles and Macromolecules, Diss. 
( J o h n  Wi ley  a n d  Soils,  New Y o r k  1960). 

21 p.  A. ALBERTSSON, G. D. BAIRD l ind ]3. v.  HOFSTEN, e r s che in t  
demni i chs t  (Na tu re ) .  

~ Hf r :  mi innl iehe T y p e n  m i t  h o h e r  Rekombina t ions f / i h igke i t .  
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artig verhalten. So ergeben zum Beispiel E. coE K 12- 
St~imme, 58/161 (Hfr), C 600 (F-) 2~ und auch Bacillus 
megatherium in diesem System Verteilungen, die sich 
nur wenig yon E. coil K 12 C (Hfr) unterscheiden. 
Jedenfalls sind die Unterschiede Oft gentigend gross, 
um eine mehrstufige Gegenstromtrennung in der Craig- 
Apparatur durchfiihren zu k6nnen. Allerdings ist zu 
beachten, dass eigentlich drei Phasen vorliegen, da die 
Phasengrenzfl~tche als solche aktiv ist (Figur 7). Man 
muss deshalb dicht fiber oder unter dieser Grenzfl/~che 
<mbschneiden~b was ia teicht realisierbar ist. Ein beson- 
ders interessantes Beispiel einer solchen Verteilung gibt 
Figur 8, die die Trennung van (+)-Lactose- und (--)- 
Lactose-Kolonien van E. call K 12 den St/immen 
W 1177 (F-) und 58/161 (Hfr) nach 45 I~berftihrungen 
in einer Craig-Apparatur zeigt. In diesem FaUe lassen 
sich also weibliche yon m/innlichen Typen trennen, was 
bisher kaum m6glich war. 

Jedenfalls beweisen diese Versuche ebenso wie die 
erfolgreiche Anwendung der Verteilungsmethode auf 
Viren, dass wit hier ein sehr gut ausw~hlendes Ver- 
fahren besitzen, um biologische Teilchen verschiedener 
Art trennen zu k6nnen. Dass die Methode ausserdem 
auch schonend ist, geht aus mehreren Versuehen her- 
vat, in denen gezeigt wurde, dass nach der Behandlung 
Bakterien, Viren und auch zum Beispiel ZeUen van 
Chlorella offenbar unbeseh/idigt fortleben und sich 
reproduzieren k6nnen. 

Die Methode ist auch auf Eiweissk6rper anwendbar. 
Bei mittleren und niedrigen Molekulargewichten sind 
die Unterschiede in den Verteilungskoeffizienten 
manchmal nicht sehr gross; sie genfigen jedoch, um 
bei einer mehrstufigen Verteilung in der Craig-Appa- 
ratur gute Trennungen zu erreichen. Als Beispiel zeige 
ich Ihnen eine Trennung der beiden Algenproteine 
Phykoerytrin und Phykozyan (aus Ceramium rubrum, 
Figur 9). Bei ~hnlichen Versuchen mit Enzymen blieb 
deren Aktivit/tt erhalten. Diese Systeme verursachen 
also im allgemeinen keine Denaturierung. Es ist jedoch 
zweckm/issig, alle Operationen im Kfihlraum auszu- 
fiihren. 

Chromatographie. Die Chromatographie ist ebenfalls 
eine Methode, d ie  ursprfinglich vat allem ftlr Sub- 
stanzen niedrigen oder mittleren Molekulargewichts 
entwiekelt wurde. Auch war frtiher die Anwendung 
hauptsAchlich auf nicht-w~tssrige L6sungen be- 
schr~nkt. Die heute so erfolgreiche Verwendung w/tss- 
riger L6sungen bei Verteilungschromatographie (be- 
sanders auf Papier) und Ionenaustausch gelangte erst 
in der Zeit zwischen 1940 und 1950 zur vollen Entwick- 
lung. Die Trennung auch hochmolekularer Substanzen 
mit Hilfe dieser einfachen und sehr spezifischen Me- 
thode erschien nattirlich sehr verlockend, begegnete 
aber gewissen Schwierigkeiten, die erst in den letzten 
zehn Jahren teilweise fiberwunden wurden, zum Bei- 
spiel irreversible Adsorption am S/iulenmaterial, lang- 
same Gleichgewichtseinstellung und die Notwendig- 
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Fig. 7. Verteilungskurven ffir verschiedene Bakterientypen in einem 
Dextran-Polyetylenglykol-Wassersystem als Funktion der NaC1- 
Konzentraiton(M). e - -  • Untere Phase. o - - o  Mittlere Phase (Phasen- 
grenze). El--El Obere Phase. (ALBERTSSON, BAIRD und V, HOFST~N 21.) 
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Fig. 8. Gegenstromverteilung nach 45 Oberffihrungen van einer 
Mischung van E. col{ K 12 St~mme W 1177 (F--) und 581161 (Hfr) in 
einem Dextran-Polyetylenglykol-Wassersystem (ohne Salz). Das 
obere Diagramm zeigt die individuelIe Verteilung, das untere die 
Verteiiung der Gesamtmenge !Lichtabsorption). {ALBERTSSON, 

BAIRD undv.  HOFSTt~Nm.) 

28 F - :  weibliche Standardtypen. 
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keit, sehr milde Elutionsmittel zu benutzen. Es stehen 
jetzt aber einige gentigend schonende und selektive 
Adsorptionsmittel zur Verftigung, zum Beispiel die yon 
SOBER und PETERSON 24 eingeffihrten Ionenaustauscher 
aus substituierter Zellulose (DEAE-Zellulose, ECTEO- 
LA usw.) und die besonders yon uns in Uppsala stu- 
dierten Calciumphosphate 1 (Hydroxylapatite) (TISE- 
LIUS, HJERTI~N und'LEVlN25), die wegen ihrer ganz 
andersartigen Affinit~itsverh~ltnisse die Zelluloseaus- 
tauscher ergAnzen. Die Eluierung wird bei allen diesen 
Stulen allgemein durch sukzessive Steigerung der 
Pufferkonzentration ausgefiihrt. 

Da die meisten EiweisskSrper - wie die hochmole- 
kularen Substanzen tiberhaupt - ziemlich kleine Elu- 
tionsintervalle besitzen, kann man sie nicht in einem 
konstant zusammengesetzten Medium eluieren, viel- 
mehr muss man die Pufferkonzentration schrittweise 
oder kontinuierlich (in einem Gradienten) steigern. Dies 
hat den Nachteil, dass weniger tibersichtliche Verh~tlt- 
nisse geschaffen werden; man kann zum Beispiel nicht 
die sogenannten Rf-Werte feststellen, vielmehr erfolgt 
die chromatographische Charakterisierung der ein- 
zelnen Komponenten durch die jeweilige Puffer- 
konzentration im Eluat. Es besteht die Gefahr, beson- 
ders bei der schrittweisen Eluierung, dass man 
~falsche Zonem> erh/ilt, da ja eine Steigerung der Kon- 
zentration des Elutionsmittels eine Restelution teil- 
weise zurfickgehaltener Komponenten herbeiffihren 
kann. 

Wie tiberall in der Chromatographie kann man auch 
hier die Wahl optimaler Versuchsbedingungen fiir ver- 
schiedene Substanzen kaum rationell begrtinden. Bei 
den Zelluloseaustauschern herrscht wohl die etektro- 
chemische Affinit~it vor, beim Calciumphosphat viel- 
leicht auch die Affinit~it zum Calcium, in allen F/illen 
jedoeh spielen sicher noeh andere, bisher ungentigend 
bekannte Affinit/itseffekte eine Rolle. 

Durch die enge Zusammenarbeit zwischen FLOI)IN 
(Pharmaeia, Uppsala) und PORATH 26 (in meinem Labo- 
ratorium) wurde in den tetzten Jahren ein neues 
S~iulenftillmaterial ftir chromatographische Verfahren 
entwickelt (Sephadex), das fiir Trennungen von Sub- 
stanzen mittleren Molekulargewichts (zum Beispiel 
Peptide und Polypeptide) wie auch yon Eiweissk6rpern 
nieht zu grossen Molekulargewichts besonders geeignet 
ist. Die vorher genannten Schwierigkeiten scheinen 
hiebei gr6sstenteils beseitigt zu sein. Der Trennungs- 
vorgang beruht haupts/iehlich auf der verschiedenen 
Gr6sse der Molektile. Das zugrundeliegende Ph/inomen, 
zuerst von LATHE u n d  RUTHVEN 27 f l i t  Trennungen be- 
nutzt, ist offenbar nicht eine Affinit~t zum Fiill- 
material, sondern eher eine Art Ultrafiltrationseffekt, 
daher kann man die Methode als <~Molekiilsiebung~ 
bezeichnen. Sie wird in der Literatur allgemein als Gel- 
Filtrierung beschrieben. 

Sephadex ist ein .feink6rniges Material, das durch 
dreidimensionale Vernetzung von Dextranmolekiilen 

hergestellt wird. Die K6rnchen zeigen in Wasser starkes, 
aber r~tumlich begrenztes Quellungsverm6gen; das 
Material ist also unl6slich, ausserdem sehr stabil gegen- 
fiber ziemlieh stark alkalisehen und sauren L6sungen. 
Der Trennungsvorgang in einer Sephadex-S~ule ist in 
Figur 10 schematiseh dargestetlt. Beim Passieren der 
S~ule werden die kleineren Molekfile tiefer in die Gel- 
k6rnchen hineindiffundieren als die gr6sseren; daher 
werden sie in ihrer Bewegung durch die S~ule hindurch 
verz6gert. Infolge der kleinen Abmessungen der K6rn- 
chen geschieht ein solcher Austausch sehr schneU, und 
im Eluat erh~ilt man nach der Molektilgrfsse getrennte 
Zonen. Die Filtriergeschwindigkeit ist im allgemeinen 
sehr viel grSsser als bei der gew6hnlichen Chromato- 
graphic, und die Ausbeuten sind fast quantitativ. Da 
die Affinit~tten meist geringfiigig sind, kann man die 
Siiule dutch einfaches Waschen mit Wasser regene- 
rieren. Die Methode eignet sich deshalb auch gut far 
Arbeiten in grossem MaBstab, eventuell mit mehreren 
unmittelbar aufeinander folgenden Einzelans~itzen. 
Besonders wesentlich ist im Hinblick auf das vorher 
Gesagte, dass hiebei die Eluierung in konstant zu- 
sammengesetztem Medium erfolgt, was die Fest- 
stellung der Rf-Werte und besonders effektive Tren- 
nungen erlaubt. 

Sephadex ist jetzt in drei verschiedenen Permeabili- 
t/itsklassen zug/inglich (G 25, G 50, G 75), die sich fiir 
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Fig. 9. Gegenstromverteilung yon Phykoerythrin und Phykozyan in 
einem System Dextran-Polyetylenglykot-%Vasser nach 53 Ober- 
ffihrungen. Elektrolytgehalt 0,005M. KHzPO4, 0,005M + KcHPO 4 
+ 0,75M KC1. Ordinate: Extinktion in der oberen Phase. Abszisse: 
Rohr-Nummer. Das Diagratnm ganz oben zeigt die direkt bestimmten 
Verteilungskoeffizienten K ffir das Material in den einzelnen Rohren. 

(Naeh ALBERTSSON und NvNsS°.) 

2, H. A. SOBER und E. A. PETERSON, J.  Amer. chem. Soc. 76, 1711 
0954). 

25 A. TISELIUS~ S. HJERTL"N ulld 0. LEVIN, Arch. Biochem. Biophys. 
65, 131 (1956). 

2s j .  PORATE und P. FLODIN, Nature 183, 1657 (1959). 
2T G. H. LATiIE und C. R. J. RUTHVEN, Biochem. J. 62, 695 (1956). 
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Fig. l 1. Trennung eines 10%-Azetolysats von Cellulose dureh Gel- 
filtrierung auf einer S~iule yon Sephadex (4,5 × 126 era). Die Gipfel 
entsprechen (yon links nach rechts) Cellohexaose, -pentaose, -tetraose, 

-triose, -biose und -glukose (nach FLOmN, unver5ffentlieht}. 
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Fig. 12. Trennung durch Gelfiltrierung auf 
einer S~iule aus vernetztem Polyacrylamid. 
Die Zonen sind Phykoerytrin (pe), Phykozyan 
(pc), H~moglobin (h), Cytochrom C (c), DNP- 
ASparagins~ture {a) und Naphtolgriin (n). Die 
Rf-Werte sind approximativ 0,90, 0,78, 0,64, 
0,40, 0,24 und 0,10 (nach HJERT~N und Mos- 

BACt129). 

Molekulargewichte von 0-2000, 1000-10000 oder 
10000-40000 eignen. Die Methode hat schneUe Ver- 
breitung gefunden, und die diesbeztigliche Literatur 
ist bereits recht umfangreich 2~, Als Beispiel diene eine 
Trennung von verschiedenen Oligosacchariden, die 
durch Abbau von Zellulose erhalten wurden (Figur 11). 
Bei der Fraktionierung von Polypeptiden (zum Beispiel 
Hypophysenhormonen), fiberhaupt als erster Schritt 
bei der Aufarbeitung biologischer Extrakte, hat sich 
die Methode als besonders wertvoll erwiesen. Von 
grosser Bedeutung ist die - vielleicht etwas trivial an- 
mutende - Anwendung bei der Entsalzung von Poly- 
peptidl6sungen und dergleichen in F~illen, bei denen 
keine Dialyse in Frage kommt, die Sephadex-S~tule 
aber in einem einfachen Filtriervorgang eine voll- 
st~tndige Trennung gestattet. Die Methode wird j etzt in 
verschiedener Hinsicht weiterentwickelt. Man stellt 
nun zum Beispiel auch Ionenaustauscher auf Sephadex- 
Basis her, die besonders schnelle Trennungen mit 
grosser Kapazit~tt und guter Ausbeute erm6glichen. 

Die Frage, ob auch gr6ssere Molekiile durch Gel- 
filtration getrennt werden k6nnen, wird augenblicklich 
n~her untersucht. Kiirzlich haben H J E R T ~ N  und MOS- 
BACH z9 in meinem Institut Versuche in dieser Richtung 
mit Gelen aus Polyacrylamid erfolgversprechend 
durchgefiihrt. Diese Gele k6nnen mit verschiedenen 
Vemetzungsgraden hergestellt werden und eignen sich 
offensichtlich gut sowohl ffir niedrig- als auch ffir hoch- 
molekulare Stoffe. Auch hier eluiert man bei konstanter 
Konzentration. Figur 12 zeigt eine derartige S/iute aus 
Polyacrylamid-Gel; in diesem Versuch wurde in einem 
Schritt (Eluierung mit Natriumphosphat-Puffer 0,05 M, 
pH 7,3) eine Trennung yon Naphtholgriin (n) .(MG 253), 
DNP-Asparagins~iure (a) (MG 285), Cytochrom c (c) 
(MG'13 000), H~moglobin (h) (MG 68000), R-Phyko- 
cyan (pc) (MG 135000 bei pH 7,5) und Phykoerythrin 
(pe) (MG 290000) ausgefiihrt. Die S~tule hatte die Ab- 
messungen 1,5 × 32 cm; die Eluierung nahm 10 h in 
Anspruch. 

In dieser l~bersicht habe ich mich haupts~chlich mit 
methodotogischen Problemstellungen aus meinen eige- 
nen Laboratorien besch~ftigt. Ich hoffe jedoch, dass 
nicht der Eindruck gewonnen wird, dass wit uns in 
Uppsala nur fiir Fragen der Methodik interessieren. 
Im Gegenteil - ich glaube, es ist ein Hauptanliegen 
unseres Forschungsprogramms, die fruchtbare Ver- 
kntipfung yon methodologischer und eigentlicher Pro- 
blemforschung, bei der die Methoden zur Anwendung 
gelangen und zur Erzielung yon Fortschritten unent- 
behrlich sind, zu vertiefen. Die L6sung vieler aktueller 
biochemischer Probleme h~tngt vom methodischen 
Fortschritt ab, der zwar manchmal mit sehr einfachen 
Mitteln, aber immer nur mit viel Probieren und Experi- 
mentieren erreicht werden kann. 

2s Ein vollst~indiges Literaturverzeichnis ist bei PHARMACIA LTD., 
Uppsala (Schwedetl) erhaltlich. 

=9 S. HJERT~N und R. MOSBAC~t, erseheint demn~ichst. 
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S u m . m a r y .  A survey is given of some recent  progress, 
par t icu lar ly  in the au thor ' s  own laboratory,  of methods  
for the separat ion of macromolecules and  part icles of 
biological origin, as viruses, bacteriophage, micro- 
somes, cell f ragments ,  bacter ia  and  whole cells. Special 
a t t en t ion  is given to recent  developments  in zone 
electrophoresis, prote in  chromatography,  gel f i l t ra t ion 
and  the  new par t i t ion  methods  for separat ion of 
particles and  macromolecules (ALBERTSSON). A n u m b e r  

of examples are given to i l lustrate  the various appli- 
cations. Special emphasis  is laid upon  the new possi- 
bilities for biochemical-genetic studies by  appl icat ion 
of high-resolution separat ion methods,  and  the signifi- 
cance of part icle separat ion methods  as applied to 
f ragments  of biological s t ructures  in provid ing  a tool 
for s t ructure  invest igat ions  on a macromolecular  
level - -a  field which also should be of considerable 
interest  from a chemical point  of view. 
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t3ber die Basizitiit der Knochenmineral ien 

Ausgehend yon Untersuchungen fiber die L6slichkeit 
der Calciumphosphate sind wir zur Feststellung gelangt, 
dass Knochenmineralien stark basischen Charakter haben. 
Dies ist bisher wohl nicht zuletzt deswegen iibersehen wor- 
den, weil bei experimentellen Untersuchungen die Cal- 
ciumphosphate des Knochens meistens wie andere schwer- 
16sliche, jedoch nicht  oder kaum basische Calciumsalze 
(zum Beispiel Calciumoxalat, Calciumphytat,  Calcium- 
tluorid) in verdfinnten Minerals~iuren gel6st werden. Durch 
das saure Milieu wird der basische Charakter der Knochen- 
satze dann sozusagen iiberdeckt. 

Man kann nun  schwerl~Ssliche Calciumsalze s tat t  durch 
S~uren (Verkleinerung der Anionenkonzentrat ion im 
Ionenprodukt) auch durch Chelatbildner in I35sung brin- 
gen (Verkleinerung der Kationenkonzentrat ion im Ionen- 
produkt). ~Vird hierbei ein voltstiindig dissoziierter Chetat- 
bildner verwendet, bewirkt der mehr oder weniger stark 
basische Charakter des in LSsung gehenden Calcium- 
salzes, der durch das Anion determiniert wird, dass das 
pH der L6sung sich mehr oder weniger stark nach alka- 
lisch verschiebt. 

Oeeignet fiir derartige Versuche ist Zitrat. So gehen die 
Calciumsalze yon pulvefisierter, nat iver  Knochenkom- 
pakta  in 0,01-0,05 2d wfisserigem Natr iumzitrat  praktisch 
vollst~Lndig in L6sung. Die gel6sten Basenaequivalente 
kOnnen dann nach SYegzentrifugierung der in Suspension 
bleibenden Partikel yon kollagenem Material ohne wei- 
teres mit  verdiinnter Minerats~ure ti triert  werden. Dabei 
ist zu beriicksichtigen, dass bei mehrstufig dissoziierten 
Basen wie Phosphat und Carbonat das Resultat  davou 
abhAngt, bis zu welchem willkiirlich festgelegten pH 
ti tr iert  wird. Es erscheint zweckmgtssig, zur L6sung der 
Knochensalze von einer auf pH 7, 4 eingestellten Zitrat- 
16sung auszugehen und bei der Basentitration eingestellte 
SXure bis zur Erreichung dieses Ausgangs-pH zuzugeben. 
Dadurch werden - wie bei einer Osteolyse i n  v ivo  - die 
physiologisch unmit te lbar  verwerteten Basenaequivalente 
bestimmt. Unter  Verwendung von terti~irem Calcium- 
phosphat Ms Beispiel eines chemisch definierten schwer- 
16slichen Calciu msalzes kann  das experimentelle Vorgehen 
wie folgt formuliert werden, wobei lediglich die Tatsache, 
dass bei Wahl des Endpunkts  bei pH 7, 4 ein kleiner Tell 
von HPO4--  bis zur Stufe des H~PO 4- neutralisiert wird, 
unberticksichtigt bleibt:  

Ca3(PO4) 2 + 3 Z i t - - -  -~ 3 CaZit- + 2 P O , - - -  

2 P O , - - -  + 2 H + -~ 2 HPO4--  

In  der Tabelle I sind die Ergebnisse yon Versuchen mit  
nat ivem Knochengewebe des Menschen und des Rindes 
wiedergegeben. Als Bezugsgr6sse der Basenaequivalente 
wird die Totalkonzentration des gel6sten Calciums ver- 
wendet (Base-Calcium-Quotient = B/Ca). Da Kontroll- 
versuche ergeben, dass unter  den gew/~hlten Versuchs- 
bedingu ngen 95-100 % des Knochenkalks in L6sung gehen, 
kann der ermittelte B/Ca-~Vert als repr~sentativ ffir die 
Knochenmineralien i n  toto gelten. Die Versuchsergebnisse 
zeigen also, dass bei der Mobilisation von 1 m M Knochen- 
calcium gleichzeitig 0,8 m Aeq Base frei werden. 

Aus zahlreichen iilteren und neueren Arbeiten fiber den 
Mineralstoffwechsel ist ersichttich, dass bei jeder meta- 
bolischen Azidose Knochenmineralien mobilisiert werden 
(RAAFLAUB1). Eine adaequate Interpretat ion dieser ex- 
perimentetl regelmiissig reproduzierbaren Tatsache ist je- 
doch bisher nicht  gegeben worden. Erst  die zahtenmAssige 
Erfassung des eminent basischen Charakters der Knochen- 
mineralien ffihrt nun  zwanglos zu den physiologischen Zu- 
sammenhXngen. Die Mobilisierbarkeit yon Knochenbase 
steltt offensichtlich ein wesentliches Glied eines physiolo- 
gischen Regulationsmechanismus zur ~Vahrung der pH- 
Konstanz des ,milieu int6rieur,L bzw. zur Regenerierung 
der Alkalireserve des Blutes dar. Eine eingehende Er6rte- 

Tab. I. Bestimmung des Base-Calcium-Quotienten yon nativem 
Knochenmineral, bezogen auf pH 7,40 (Interpretation siehe Text) 

Knochen- Gel~Sste Get~Sstes Base-Calcium- 
pulver Base Calcium Quotient 
pro Ansatz (mAeq/1} (mM/l) B/Ca 

Rippe 4 mg 0,84 1,05 0,80 
Mensch 
Femur 4 mg 0,94 1,15 0,82 
Rind 

1 j .  RAAFLAVB, Schweiz. Med. Wschr., im Druck. 


