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Fig.  1. Die S c h w a n k u n g e n  des Gehal tes  an  K u h m i l c h a n t i k S r p e r n  in d e r  Milch d e r  s t i l lenden Mut te r  (Haemagglu t ina t ions tes t ) .  
Fall  1 H E . - -  F a l l 2  BR.  - - ~ - -  F a l l 3  SC . . . . . . . .  

nehmen,  dass die Ergebnisse  der  in der  Tabel le  zusammen-  
geste l l ten Milchproben je  nach der  Zei t  der  E n t n a h m e  
anders  ausgefaUen w~ren. 

Es  war  wahrscheinl ich,  dass die in der  Milch der  stil-  
lenden Mii t te r  v o r k o m m e n d e n  Ant ik6rper  auch  im Blut -  
se rum nachweisbar  sind. Dass dies de r  Fa l l  ist, zeigt  
F igu r  2 a m  Beispiel  yon drei  Mitittem, bei denen  sowohl  
]glut wie auch  Milch auf  Vorhandense in  yon  Kuhmi lch-  
an t ikSrpern  gepri i f t  wurden .  

W i t  haben  also begr i inde ten  Anlass zu der  Annahme ,  
dass ein grosser Tell  der  Ant ik6rper  aus dem Blu t  s t ammt .  
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Fig. 9. An t ik6 rpe r  gegen K u h m i l c h  im B lu t se rum und  in de r  se- 
ze rn i e r t en  Milch s t i l lender  F r a u e n  

Es bes teht  aber  auch  die MSgIiehkeit,  dass in der  Brust-  
driise lokal Ant ik6rper  gebi ldet  werden,  eine Annahme,  die 
wir  a b e t  bis j e t z t  n icht  zu beweisen ve rmoch ten .  

Die Befunde  fiber das Auf t r e t en  yon  freien Ant ik6rpern  
gegen Kuhmi l ch  in der  Milch s t i l lender  Mti t ter  haben  mSg- 
l icherweise eine prakt i sche  13edeutung fiir die Pathogenese  
der  Ablacta t ionsdyspepsie ,  deren Ursache  bisher unbe- 
kann t  ist. Auf  Grund  unserer  Versuche ist  anzunehmen,  
dass bei  der  Zufuhr  yon  Brus tmi lch  m i t  Ant ik6rpern  
gegen Kuhmi lch  bei S~tuglingen klinische S tSrungen  auf- 
t re ten  k6nnen,  wenn  m a n  yon der  Ern~ihrung mi t  reiner 
Brus tmi lch  auI  Kuhmi l ch  i ibergeht .  U n t e r  diesen Um-  
stXnden k6nnte  es zu einer  Kuhmi lch-Ant igen-Ant ikSrper -  
reak t ion  im Magen-Darm-Trac tus  kommen ,  die sich kli- 
nisch als Ablae ta t ionsdyspeps ie  manifes t ier t .  

Summary. In  a high percentage  of l ac ta t ing  mothers  the 
presence of ant ibodies  agains t  cow's  mi lk  could be shown 
in breas t  milk  by  means  of the  hemagg lu t ina t ion  test .  This 
passage does no t  appear  to be-cont inuous .  Possible im- 
pl icat ions  of these  findings wi th  respect  to  t he  pa tho-  
genesis of 'Ab lac ta t ion -Dyspeps ia '  are discussed. 

E .  B E R G E R  u n d  A N N E M A R I E  B/&RGIN-\VOLFF s 

Virologisches Laboratorium des BasIer Ifinderspitals, Basel 
(Schweiz), 2& Juli  7962. 

s Ftir die technische Hilfc bei den Un te r suchungcn  sind wi t  Frfiulein 
A. SAVER schr  zu D a n k  vcrpf l ichte t .  

P R O  E X P E R I M E N T I S  

Neue Anwendungen der 
Diinnschichtchromatographie 

t .  Chromatographic an Dextrangel 

Sephadex  ~, ein Gel aus q u e r v e r n e t z t e m  Dex t ran ,  h a t  
sich in den ve rgangenen  drei  J a h r e n  Ms S~ulenfi i l lung zur  
Anf te i lung  yon  Stoffgemischen nach  d e m  Molekular-  
gewicht  sehr  bewAhrt.  Grosse Molektile ver lassen - bei  ge- 
e igne tem Verne tzungsgrad  - die S~ute eher  als die kleinen,  
da  s i e -  im Gegensa tz  zu le tz te ren  - die Gelk6rner  n ich t  
durchdr ingen  k6nnen  und dahe r  nu r  e inen Tei l  des 
S~ulenvolumens  zu durch laufen  brauchen.  Aminos~uren,  

Ol igopept ide  und Pro te ine  lassen sich z. B. auf  diese ~vVeise 
vone inande r  t rennen.  

Da  die E lu t i onsvo lumina  sehr  gu t  reproduz ie rbar  sind, 
l iegt  es nahe,  die ,Gelfi l trat iom> u m g e k e h r t  zur  Ab- 
sch/ i tzung des Molekulargewichts  u n b e k a n n t e r  Substan-  
zen heranzuziehen.  I n  einer  p o l y m e r h o m o l o g e n  Reihe 
werden  Uns icherhe i ten  durch  unerwi inschte  Nebeneffek-  
te  ~,~ wei tgehend  ausgeschal te t .  Bei  Verwendung  von  
Sephadex  als Df innschicht  lassen sich Unte rsch iede  der 
Wanderungsgeschwind igke i t en  im Gel und d a m i t  Unter-  

1 j .  PORATIf ut~d P.  FLODIN, N a t u r e  183, 1657 (1959). 
2 j .  PORATn, Biochim. b iophys .  A c t a  39, 193 (1960). 

B. GELOTTE, J .  C h r o m a t o g r a p h y  3, 330 {1960). 
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Fig. 1. Wiedergabc eines Diinnschichtchromatogramms an Sephadex 

G~5 (Erl~iuterungen im Text). 
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Fig. 2. Zusammenhang zwischen Molekulargewicht (Protein = 4000) 
und Wanderungsstreckc (Protein = 1) bei den nach Figur 1 getrenn- 

ten Substanzen. 

schiede im Molgewicht  besonders schnell  und einfach 
erkennen.  

Material und Methoden. 7 g Sephadex  G25, fine (200 bis 
400 mesh) (Deutsche P h a r m a c i a  G m b H ,  F r a n k f u r t  a.M.) 
werden in 300 ml  ~Vasser suspendiert und zweimal  durch  
Dekant ie ren  m i t  der  gleichen Wassermenge  gewaschen.  
In  F o r m  eines eben gut  giessbaren Breis wird das Gel in 
das Dfinnschichts t re ichger / i t  4 (C. Desaga,  Heidelberg)  ein- 
gefiillt  und auf  fiinf sorgf~tltig en t f e t t e t en  Glaspla t ten  
(20 × 20 cm) 0,2 m m  dick vers t r ichen.  An der Luf t  ver-  
l ieren die P l a t t en  nach einiger Zeit  ihren feuchten  Glanz. 
Sie werden  nur  soweit  get rocknet ,  bis die Gelk6rner  gerade 
s ich tbar  sind. (Bei st / i rkerer  T rocknung  wander t  die L6- 
sungsmi t te l f ron t  nur  noch langsam und unregelm/issig. 
Du tch  Besprfihen m i t  Wasser  und Abt rocknen  mi t  dem 
F6hn  lassen sich t rockene  P la t t en  jederze i t  wieder  ver-  
wendungsfAhig machen.)  Genau wie bei der  Dt innschicht-  
ch romatograph ie  an Kieselgelschichten 4 wird ein Tropfen  
einer 0,01 molaren  L6sung am Sta r t  aufgebrach t  und die 
P la t te  in das Fl iessmi t te l  (Wasser  oder  Puffer) eingestell t .  
Je  nach  Trocknungsgrad  erre icht  die F r o n t  das obere 
P la t t enende  in 30 bis 90 min.  

Ergebnisse. Die F igur  1 zeigt  das Schema eines Diinn-  
s ch ich tch romatogramms  auf  Sephadex  G 25 yon Tyros in  
(1) ,Tyrosy l - leucyl -g lycy l -g lu tamyl -phenyla lan in  (2), des- 
sen Kondensa t ionsp roduk t  <,Plasteim> 5 (3) und von  Rin-  
de r se rumalbumin  (4). Die Schicht  war  in Wasser  ge- 
quollen, als F l iessmi t te l  wurde  0,05 molares  A m m o n i a k  
verwendet .  Die En twick lung  erfolgte nach  dem Trocknen  
dutch  Bespr i ihen mi t  Paulys  Reagenz.  (Die Ninhydr in -  
reakt ion  gel ingt  ebenfalls,  wenn die P la t t e  be im Erh i t zen  

feuchtgeha l ten  wird.) In  der  F igur  2 sind die aus zehn 
Versuchen e rmi t t e l t en  re la t iven  Wanderungss t r ecken  der  
genann ten  Stoffe (Prote in-Makromoleki i l  = 1) gegen das 
Molgewicht  aufgetragen.  Wegen  der  Ausschlussgrenze des 
ve rwende ten  Dext range ls  kann  fiir das R inde r se rum-  
a lbumin  als <<reduziertes Moleku la rgewich t ,  e twa  4000 an-  
genommen  werden. Der  sich aus der  graphischen Dar-  
s te l lung ergebende Molgewichtsbereich ffir das P las te in  
s t i m m t  mi t  dem Ergebnis  an Sephadex-S~ulen  und mi t  
der chemischen Endgruppenana lyse  gu t  tiberein. 

Summary. On glass plates,  covered wi th  th in  layers of 
Sephadex  G 25, amino  acids, pept ides  and proteins  can  be 
separa ted  wi th  wa te r  or  di luted a m m o n i a  as deve lop ing  
solvent .  

H.  DETERMANN 

I I .  Gradientenchromatographie an DEAE-Sephadex 

N a c h d e m  gezeigt  werden konnte ,  dass das Dex t range l  
Sephadex  ohne B indemi t t e l  auf  Glasp la t ten  haf te t  und 
dass da ran  ch roma tog raph ie r t  werden kann,  lag es nahe,  
die gegenfiber den Cel lulose-Austauschern 6 wesent l ich  
h6here Austauschkapazi tAt  und die bessere H a f t u n g  yon  
D E A E - S e p h a d e x  ffir die Df innsch ich tchromatograph ie  
auszunutzen.  Vcrbunden  mi t  einer Grad ien te lu t ion  ist  das 
hier  geschi lder te  Verfahren neben der  ana ly t i schen  An- 
wendung  bestens geeignet,  m i t  ~usserst  ger ingem Sub- 
s t anzverb rauch  die r icht igen Bed ingungen  fiir eine 
S/ iu lent rennung ausf indig zu machen.  

Material und Methoden. 7 g D E A E - S e p h a d e x  A 25, fine 
(200-400 mesh) werden mi t  O,5n HC1, "Wasser, 0 ,5n N a O H  
und wieder  mi t  Wasser,  am  besten auf  der Zentr i fuge,  
behande l t  und dann  mi t  der  S~iure des sp/iter zu verwen-  
denden  Puffers  an der  Glaselektrode auf den gewfinschten 
p H - W e r t  eingestel l t .  Der  Aus tauscher  wird nun sorgf/iltig 
mi t  Wasser  ausgewaschen und, wie vo rans tehend  be- 
schrieben, auf  15 Glaspla t ten  5 × 20 cm aufgebracht .  

Von e inem Glaszyl inder  yon  6 cm Durchmesser  und 
30 cm H6he  ist durch eine he rausnehmbare  F i l t e rp la t t e  (1) 
un ten  eine ca. 1 cm hohe K a m m e r  abgctei l t ,  in der  sich ein 
R i ih rmagne t  (2) bef indet  und in deren Aussenwand eine 
kapi l lare  Zulei tung (3) e ingeschmolzen ist  (siehe F igur  3). 
E in  ~ b e r l a u f  (4) ist  1 cm fiber der  S iebp la t t enoberkan te  
angcbracht .  D i e  Df innschich tp la t te  (5 X 20 cm) wird auf  
die Siebpla t te  gestell t  und t a u c h t  dann e twa 1 cm in die 
Puffer lSsung ein. D a m i t  be im Ri ihren  die Schicht  n ich t  
mechanisch  abgel6st  wird, befest igt  man  mi t  Hilfe eines 
Gummir inges  (6) einen 1,5 × 5 cm Fi l t r ie rpapiers t re i fen  (7) 
am e in tauchenden  Ende.  2,5 cm v o m  unte ren  R a n d  ent-  
fernt  kann  man  bequem 3 Proben  nebene inander  auf- 
t ragen.  

Der  Gradien t  fiir die Chromatograph ie  wird erzcugt ,  in- 
d e m  aus einer Bi i re t te  oder  aus einer  Dos ie rpumpe  die 
zweite  Salzl6sung in die Mischkammer  fliesst und d o l l  
durch  den Magnetr f ihrer  mi t  der  ersten gemischt  wird. 
Dureh  den l~berlauf wird das Vo lumen  kons t an t  gehal ten.  
NaturgemAss  muss  die Zugabegeschwindigkei t  yon der  
W a n d e r u n g  der  Puffer f ront  abh~ingig gemach t  werden.  
H~tlt m a n  die Dich te  und Feuch t igke i t  der  Schicht  immer  
kons t an t  wie hier  beschrieben,  so kann  m a n  mi t  40 bis 
60 min  fiir die Dauer  des E x p e r i m e n t s  rechnen.  

Ergebnisse. Die beiden Milchsiiuredehydrogenasen aus 
Rinderherz  waren  als Gemisch kris tal l is ier t  7 und dann 

4 Zusammenfassung E. STAHL, Angew. Chem. 73, 646 (1961). 
5 n .  DETERMANN, O. ZIPP und TH. WIELAND, Liebigs Ann. Chem. 

651, 172 (1962), und varangehende Arbeiten. 
s t~. RANDERATH, Angew. Chem. 73, 674 (1961); 74, 484 (1962). 

Wir danken Herrn P. DU~SBERO flit die freundliche 0berlassung. 
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d u r c h  C h r o m a t o g r a p h i e  a n  D E A E - S e p h a d e x  8 p r ~ p a r a t i v  
g e t r e n n t  worden .  Die  b e i d e n  e inhe i t l i chen  I s ozym e  w u r d e n  
jede  ffir s ich  u n d  i m  n a t i v e n  G em i s eh  a n  D E A E - S e p h a -  
dex  in  de r  P h o s p h a t f o r m  (pH 7,2) u n t e r  Vor lage  y o n  60 
ml  m/50  P h o s p h a t p u f f e r  p H  7,2 u n d  a l lm~h l i che r  Z u g a b e  
y o n  50 ml  des  g le ichen Puffers ,  1 n o r m a l  a n  Kochsa lz ,  
c h r o m a t o g r a p h i e r t .  Die  F i g u r  4 a  zeigt  das  E r g e b n i s  n a c h  
d e m  Spr f ih te s t  m i t  D P N H / B r e n z t r a u b e n s / ~ u r e .  I n n e r h a l b  
e iner  S t u n d e  ge l ing t  a u f  diese Weise  die Re inhe i t sp r i i -  
I ung  u n d  A n a l y s e  y o n  E n z y m e n  u n d  ih r en  Gemischen .  

V o n  Nuc l eo t i den  is t  es se i t  l a n g e m  b e k a n n t ,  dass  m a n  
sie a n  DEAE-Ce l lu lose  t r e n n e n  k a n n .  Ff i r  die r a sche  A n a -  
lyse e ines  Gemisches  de r  Adenin-Nucleotide e m p f i e h l t  s ich 
unse r  V e r f a h r e n  a n  D E A E - S e p h a d e x  in  de r  F o r m i a t -  
F o r m .  Als Vor lage  d i e n e n  60 m l  1 n o r m a l e  Ameisens~iure,  
de r  G r a d i e n t  b e s t e h t  aus  50 m l  10 n o r m a l e r  Ameisens / iure ,  
2 m o l a r  a n  A m m o n i u m f o r m i a t .  Die  F i g u r  4 b  ze ig t  das  
Ergebn is ,  das  n a c h  d e m  Spr f ihen  m i t  e iner  F luoresce in -  
16sung in  M e t h a n o l  d u t c h  die F luo re szenz l6 schung  de r  
u n t e r s u c h t e n  V e r b i n d u n g e n  s i c h t b a r  g e m a c h t  w u r d e  9. 

0 0  7 ~]6 O0 

\ P .  a b 

:Fig. 3 Fig. 4 

Fig. 3. Sehnitt durch den unte~:en Tell des Giaszylinders zur Erzeu- 
gung des Gradienten ffir die Dfinnschiehtchromatographie. 

Fig. 4. Wiedergabe zweier Gradientenehromatogramme an DEAE- 
Sephadex yon (a) Milchs/iuredehydrogenasen und {b) Adenin- 

Nucleotiden. 
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Fig. 5. Wiedergabe eines Dfinnschichtchromatogramms an acety- 
lierter Cellulose (1 = Anthracen, :2 = Phenanthren, 3 ~ Fluoran- 
then, 4 = Pyren, 5 = 1,2-Benzanthren, 6 = Chrysen, 7 = Perylen 

und 8 = 3,4-Benzpyren). 

Summary. T h i n  layers  of D E A E - S e p h a d e x  on  glass 
p la t e s  c an  be  used  in a s imple  g r a d i e n t - c h a m b e r  for 
c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  of L D H - i s o z y m e s  b y  in- 
c reas ing  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of NaC1, or  of AMP,  A D P ,  and  
A T P  b y  inc reas ing  t he  c o n c e n t r a t i o n  of formic  acid and  
a m m o n i u m  fo rmate .  

TH. WIELAND u n d  H.  DETERMANN 

I l I .  Chromatographic polycyclischer A romaten 
an acetylierter Cellulose 

Acety l i e r t es  F i l t r i e rpap i e r  10 h a t  s ich f r i iher  fi ir  die chro- 
m a t o g r a p h i s c h e  T r e n n u n g  k o n d e n s i e r t e r  Benzo lkoh len-  
wassers tof fe  als  gee igne t  e rwiesen  n-13. \ ¥ i r  h a b e n  j e t z t  
ge funden ,  dass  P u t v e r  v o n  Acety lce l lu lose  au f  Dfinn-  
s c h i c h t p l a t t e n  s ich be sonde r s  g u t  z u m  se lben  Zweck 
e ignen .  

Acetylierung yon Cellulosepulver 14. 30 g Cel lulosepulver  
(Edero l  Nr .  221, q u a n t i t a t i v )  w e r d e n  15 bis  30 ra in  im 
T r o e k e n s c h r a n k  bei  110% d a n n  einige S t u n d e n  i m  Ex-  
s icca to r  f iber  konz.  Schwefels / iure ge t rockne t .  D a n n  wird 
da s  P u l v e r  bei  70 ° m i t  e i n e m  Gemisch  v o n  225 cm s 
A c e t a n h y d r i d ,  675 c m  a Benzo l  u n d  0,9 cm 3 konz .  Schwefel-  
s~ure  gut gerf ihr t ,  wobe i  n a c h  3 h 10, n a c h  6 h 20 u n d  n a c h  
9 h 26 G e w i c h t s p r o z e n t  A c e t y l  e i n g e t r e t e n  s ind.  A m  
b e s t e n  h a t  s ich das  a m  s t ~ r k s t e n  ace ty l i e r t e  P u l v e r  be- 
w ~ h r t .  E s  wi rd  d a h e r  n a c h  9 h abgesaug t ,  m i t  M e t h a n o l  
gewaschen ,  e inige S t u n d e n  u n t e r  M e t h a n o l  a u f b e w a h r t ,  
a b g e s a u g t  u n d  m i t  ~_ther gewaschen.  T rockensaugen ,  im 
T r o c k e n s c h r a n k  bei  90 ° vo l t ends  t r o e k n e n  u n d  im Ex-  
s i cca to r  a u f b e w a h r e n .  

Chromatographie. Z u r  A n f e r t i g u n g  de r  c h r o m a t o g r a p h i -  
schen  P t a t t e n  r f ih r t  m a n  das  ]?ulver  m i t  Alkohol  zn e inem 
s t r e i c h b a r e n  Bre i  an,  de r  in  i ib l icher  Weise  au f  G l a s p l a t t e n  
als df inne  Seh i ch t  a u f g e b r a c h t  wird,  die m a n  a n  de r  Lu f t  
t r o c k n e n  l~isst. Das  zu c h r o m a t o g r a p h i e r e n d e  S u b s t a n z -  
gemisch  wi rd  in  v e r d i i n n t e r  m e t h a n o l i s c h e r  L/~sung als 
winz iger  T rop fen  a u f g e b r a c h t .  Als F l i e s smi t t e l  h a t  sich 
die M i s c h u n g  y o n  M e t h a n o l - ) k t h e r - W a s s e r  (4 : 4 : 1  Vol.) 
a m  b e s t e n  bewi ih r t .  E s  s t e ig t  u n t e r - u n s e r e n  B e d i n g u n g e n  
in  40 ra in  ca. 10 cm hoch .  M a n  t r o c k n e t  die P l a t t e  n a c h  
d e m  e r s t e n  D u r c h g a n g  a n  de r  L u f t  u n d  1/isst das  LOsungs- 
m i t t e l  n o c h  zweimal  in  de r se lben  Weise  aufs te igen .  Die  in: 
U V - L i c h t  f luoresz ie renden  oder  n a c h  Besp r f ihen  m i t  ver-  
d f i n n t e r  F luoresce in l6sung  im U V - L i c h t  d u n k e l  erschei-  
n e n d e n  V e r b i n d u n g e n  de r  Legende  zu F i g u r  5 h a b e n  sicll 
d a n n ,  wie n e b e n s t e h e n d  aufgeze ichne t ,  v o n e i n a n d e r  ge- 
t r e n n t .  

Summary. H i g h l y  a c e t y l a t e d  cellulose p o w d e r  can  be 
s p r e a d  on  glass p la tes  f rom a suspens ion  in  alcohol ,  Such 
layers  are  v e r y  su i t ab l e  for c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  of 
polycyel ic  a r o m a t i c  h y d r o c a r b o n s .  
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