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134. Chromatographie von Polyelektrolyten V.
Aminoédthyl-Cellulose und Guanidinodthyl-Cellulose?)
von G. Semenza
(20. TV 60)

Noch vor wenigen Jahren hielt man es fiir fast unmdéglich, Proteine zu chromato-
graphieren. Da diese Polyelektrolyte leicht denaturiert werden, kénnen die meisten
der gebrauchlichen Adsorbentien und organischen Losungsmittel nicht zur Anwendung
gelangen. Auch extreme pH-Werte und nur leicht erhohte Temperaturen missen ver-
mieden werden. Nachdem jedoch einige Versuche zur chromatagraphischen Reinigung
von einfachen Proteinen gelungen waren — entweder durch Verteilungs-?) oder durch
Ionenaustauscher-Chromatographie®) —hat die Proteinchromatographie in den letzten
Jahren rasch die Stufe einer allgemein verwendeten Technik erreicht, hauptsichlich
durch die Arbeiten von TISELIUS ef al.%), BoMaN et al.5), SOBER & PETERSON ), sowie
Porata?). Der grosste Teil der einschldgigen Literatur kann neueren Versffentlichun-
gen entnommen werden 8).

1y Zu dieser Serie gehoren jetzt die folgenden Mitteilungen: a) G. SEMENzZA, Biochim. bio-
phys. Acta 24, 401 (1957); b) id., Arkiv Kemi 77, 89 (1957); c¢) id., Acta Vitaminologica, 72,
245 (1958); d) G. SEMENzA, L. S. PRESTIDGE, D. MENARD-JECKER & M. BETTEX-GaLLaND, Helv.
42, 669 (1959). Eine vorliufige Mitteilung iiber einen Teil der Resultate, die hier beschrieben
werden, ist in Helv. physiol. pharmacol. Acta 77, C 39 (1959) crschienen.

Verwendete Abkiirzungen: AE-Cellulosc: Aminodthyl-cellulose; DEAE-Cellulosc: Di-
dthylaminoéthyl-cellulose; ECTEOI A-Cellulose: Cellulose-Derivat, das nach der Vorschrift von
PETERSON & SOBER®3) durch Reaktion von Epichlorhydrin und Tridthanolamin mit Alkali-
Cellulose erhalten wurde; TEAE-Ccllulose: Tridthylaminoathyl-ccltulose; TRIS: Tris (hvdroxy-
methyl)-aminomethan.

2y A. J. P. MarTIN & R. R. PORTER, Biochem. J. 49, 215 (1951); R. R. PORTER, 7bid. 37,
320 (1953); 59, 405 (1955).

3) S. ParLeus & J. B. NriLanps, Acta chem. scand. 4, 1024 (1650); C. H. W. Hirs, S.
Moore & W. H. STEIN, ]J. biol. Chemistry 200, 493 (1953); F. M. TarLan & W. H. STEIN,
ibid., 200; 507 (1953); C. H. W. Hirs, ibid. 205, 93 (1953); H. I1. TsLLax, Biochim. biophvs.
Acta 27, 407 (1558).

4 A TrsELivs, Arkiv Kemi 7, 443 (1954); A. Tiserius, S. Hiertex & O. LEvIN, Arch.
Biochemistry Biophysics 65, 132 (1956).

5) a) H. G. Boman, Biochim. biophys. Acta 76, 245 (1955); b) ¢d., Nature, /73, 447 (1954}
¢) H.G. BomaN & L. E. WesTLUND, Arch. Biochemistry Biophysics 64, 217 (1956); d) id., ibid. 70,
572 (1957); ¢) H.G. Boman & U. KaLETTA, Biochim. biophys. Acta 24, 619 (1957); f) H. G. Bomax,
in Symposium on Protein Structure (NEUBERGER, cd.), S. 100, Methuen & Co., London 1958.

8 a) E. A. PETErRson & H. A. SoBER, J. Amer. chem. Soc. 78, 751 (1956); b) H. A. SOBER,
F. J. GuTtTER, M. M. WyckorF & E. A. PETERsSON, ibid. 78, 756 (1956).

7} J. PoraTH, Arkiv Kemi 7/, 97 (1657).

8) a) S. Moore & W. H. Stein, Adv. Protein Chemistry 77, 191 (1956); bi H. A. SoBER &
E. A. PETERSON, in lon Exchangers in Organic and Biochcmistry (C. CaLvon & T. R. E. KrEss-
MAN, ed.), S. 318, Interscience Publ. Inc., New York 1957; c¢) F. TurBa, Chromatographische
Methoden in der Proteinchemie, Springer-Verlag, Berlin 1954; d) H. G. Bomax, lon Exchange
Chromatography of Proteins and Some Applications to the Study of Different Phosphoesterases,
Algvist & Wiksell, Stockholm-Uppsala 1958; e) U. GMUNDER-KALETTA, Enzymchromatographie
an DEAE-Cellulose, Dissert. an der Universitit Zirich, 1958; f) R. .. HiLL, J. R. KiMMEL &
E. L. SmitH, Ann. Rev. Biochemistry, 28, 97 (1959).
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Obwohl es moglich ist, Proteine an den gebrduchlichen, synthetischen Austau-
scherharzen zu chromatographieren®) ), sind die meist verwendeten Adsorptions-
mittel das Calciumphosphat nach TIsEL1Us?) und gewisse Cellulosederivate. Die Tat-
sache, dass von den zur Anwendung gelangten Ionenaustauschern die Cellulosederivate
den gewoshnlichen Harzen vorgezogen werden, ist auf die h6heren Ausbeuten und die
grossere Kapazitdt fiir Polyelektrolyte zuriickzufithren. Die hohe Ausbeute wird
gewdhnlich dem stark hydrophilen Charakter der Cellulosederivate zugeschrieben.
Die grosse Kapazitit ist eine Folge der Tatsache, dass die aktiven Gruppen an den
Faseroberflachen fixiert sind, weshalb die Tonendiffusion durch eine pordse Struktur
keinen limitierenden Faktor darstellt, wie das bei den gewo6hnlichen Harzen der
Fall sein kann?).

Die auf diesem Gebiet verwendeten Cellulosederivate — ausgenommen die Oxy-
cellulose — sind entweder Ester oder Ather. Sie sind weniger stabil als die Harze.
Trotzdem kénnen vor allem die Ather auch nach der Behandlung mit den zur Pro-
teinchromatographie gebrauchten Methoden leicht regeneriert werden, weshalb die
Resultate innerhalb einer betrdchtlichen Zeitspanne reproduzierbar sind.

Fiir die Chromatographie von Polyelektrolyten sind einige gute Kationenaus-
tauscher aus Cellulose hergestellt worden, die sich hauptsichlich fiir die Trennung von
basischen Peptiden und Proteinen gut bewihrt haben: Oxycellulose, Carboxymethyl-
cellulose, phosphorylierte Cellulosef), Sulfomethyl- und Sulfoithyl-Cellulose?). Bis
jetzt sind aber nur wenige Anionenaustauscher beschrieben worden: nimlich DEAE-
Cellulose®), TEAE-Cellulose?) und ECTEOLA-Cellulose®). Anscheinend gelangen nur
die TEAE-Cellulose und die DEAE-Cellulose (die sich neuerdings auch fiir die Chroma-
tographie von Polysacchariden bewéhrt hat!?)) fiir dic Proteinchromatographie zur An-
wendung, wihrend die ECTEOLA-Cellulose ausschliesslich fiir die Nucleinsiure-Chro-
matographie herangezogen wird!!). Alle drei Cellulosederivate sindschwach basisch,
da das pK’ der kationischen Gruppen {in 0,5~ NaCl) zwischen 7,5 und 9,5 liegt.

Im Hinblick auf die Mannigfaltigkeit natiirlich vorkommender Proteingemiscte,
haben wir einige neue Cellulosederivate hergestellt, die weitere Méglichkeiten eréffnen
koénnten. Bis jetzt haben wir zwei davon auf ihre Eignung fiir die Proteinchromato-
graphie gepriift und ihre Eigenschaften untersucht. Es handelt sich um das Amino-
dthyl- und das Guanidinodthyl-Derivat der Cellulose. Das erste wurde nach der
Methode von GUTHRIE!?), die wir weitgehend modifizierten, hergestellt und scheint
einige Vorteile gegeniiber anderen schwachen Anionenaustauschern aufzuweisen, Das
zweite Produkt ist, soweit wir wissen, der stirkste auf Cellulosebasis hergestellte
Anionenaustauscher. Vieles weist darauf hin, dass die neuen Austauscher mit Vorteil
zur Chromatographie von Polyelektrolyten herangezogen werden kénnen.

9) Unterschiede in der Diffusionsgeschwindigkeit durch das Netzwerk von Harzen wurden
verwendet, um Polymere von niedermolekularen Stoffen zu trennen. Siehe z. B. H. DEUEL,
J. Sorwms, L. ANvyas-WErsz & G. HUBER, Helv. 34, 1849 (1951).

10y H. Neukom, H. DEueL, W. J. HErl & W. KinDIG, Helv. 43, 64 (1959).

1) a) Desoxynucleinsiure auf ECTEOLA-Cellulose: A. BenpicH, J.R. Fresco, H.S.
RosENKRANZ & S. M. BEISER, J. Amer. chem. Soc. 77, 3671 (1955); A. BenpicH, H. B. Pa#nL,
G. C. KorNGoLD, H. S. RosENkraNz & J. R. FrEsco, ibid., §0, 3949 (1958); b) Ribonuclein-
sdure auf ECTEOLA-Cellulose: D. F. BRADLEY & A. RicH, ibid. 78, 5898 (1956).

12y a) J. D. GutHrig, Textile Research J. 77, 625 (1947); W. A. Reeves & J. D. GUTHRIE,
1bid. 23, 522 (1953); W. A. REEVES, O. J. McMiLLaN & J. D. GuTHRIE, ibid. 23, 527 (1953).
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Experimenteller Teil

A. Substanzen und Methoden. — In den meisten Versuchen wurde Holzcellulose wegen
ihrer hohen Reaktionsfihigkeit®?) verwendet. Sie wurde von der Firma BrownN & Co., New
York, bezogen (Solka-Floc SW-40-A).

2-Aminodthylschwefelsdure (pract. FLukA) wurde nach Behandlung der wisserigen Lésung
mit Aktivkohle aus Athylalkohol umkristallisiert!3),

Athylbromid (purissimum) wurde von der Firma FLuka bezogen. O-Methyl-isoharnstoffsulfat
wurde nach BeLLo) synthetisiert.

Analytische Methoden. Die Vevaschung wurde nach ScHONIGER1%) durchgefithrt und der
Schwefel nach der Methode von WaAGNER1Y) bestimmt. Diec Sakacoucui-Reaktion wurde nach
der Vorschrift von CErR10TTI?) mit 8-Hydroxychinolin ausgefiihrt. Fiir die iibrigen Bestimmungen
wihlten wir die klassischen Methoden.

Alle analytischen Angaben iiber die Cellulosederivate beziehen sich auf luftgetrocknete
Proben. )

Titvationskurven: Zu 0,4 g Cellulosederivat werden 30 ml einer 0,5m NaCl-Losung zugegeben
und das pH wird mit wenigen Tropfen HCI auf ca. 2,5 gebracht. Nachdem die Suspension wenige
Min. gekocht und wieder auf Zimmertemperatur abgekiihlt worden ist, wird mit 0,18 NaOH
am MEeTrROHM-pH-Meter (Prazisions-Potentiometer E 187, Elektrode U) titriert.

Bestimmung der Chlovionen-Kapazitit. Eine Kolonne, die eine bekannte Menge Cellulose-
derivat enthilt, wird in die Chloridform (siehe unten) iibergefiihrt; nach Waschen der Kolonne
mit Wasser werden die Chloride mit 1M Nay,SO,-Ldsung eluiert und dann titriert. Die auf diese
Weise ermittelten Kapazititen entsprachen immer denjenigen Werten, die auf Grund der
Titrationskurve oder des Stickstofigehaltes berechnet worden waren.

Bestimmung dev Kapazitdt fiiv Proteine. Zu 50 mg Cellulosederivat in Sulfat- oder Chlorid-
form werden 10 ml einer Ovalbuminlésung (MERcK; ca 3 mg/ml), welche gegen einen 0,02m
TRIS/HCI-Puffer pH 7,9 dialysiert worden ist, zugegeben. Nach zweistiindigem Rithren bei
Zimmertemperatur wird die Abnahme der optischen Dichte bei 280 mp.18) im Uberstehenden
bestimmt. Lingeres Rithren bewirkte keine weitere signifikante Abnahme der optischen Dichte.

Saulenchvomatographie. Die Kolonne wird nach bekanntem Verfahren hergestellt!?) und
nachher in die fiir die Chromatographie gewiinschte Form gebracht. Wird die Acetatform ge-
braucht, ist das Waschen mit 2~ Essigsiure oder mit Acetatpuffer pH 4,3 zweckdienlich. Ist

T T T 1
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Fig. 1. Uberfiihrung dev A E-Cellulose von der OH- in die Chlovidform bei neutvalem pH
in Abhdngighkeit dev Zeit
Eine Kolonne von AE-Cellulose (0,44 mAq/g; totale Kapazitit der Kolonne: 0,8 mAq) in der
OH-Form wurde wihrend unterschiedlich langer Zeit mit neutraler 25-proz. NaCl-Losung bei
Zimmertemperatur gewaschen. Nach einer weiteren Waschung mit Wasser wurde das fixierte
Chlorid mit 1M Na,SO,-Losung eluiert. Dieselbe Prozedur wurde fiir jeden Punkt der Kurve
wiederholt.

. S. MarveL, C. F. BEiLEy & M. S. SPARBERG, J. Amer. chem. Soc. 49, 1833 (1927).
. BeLro, Biochim. biophys. Acta 78, 448 (1955).
W. SCHONIGER, Mikrochim. Acta 7956, 869.
H. WAGNER, Mikrochim. Acta 7957, 19.
. CerrorTI & L. SPaNDRIO, Biochem. J. 66, 603 (1957).

— O

G
J. Gr6u & M. HaNAK, Z. physiol. Chem. 790, 169 (1930).

J. PoraTh, Biochim. biophys. Acta 22, 151 (1956); B. DRAKE, Analyt. chim. Acta 3,
452 (1949); siehe auch 7c).
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der Austauscher in der Acetat- oder Sulfatform, eignet sich zur Riickfithrung in die Chloridform
eine 25-proz. NaCl-Losung.

Die Uberfithrung der AE-Cellulose aus der freien Base {oder «OH-Formy) in die Chloridform
durch Waschen mit NaCl bei neutralem pH nimmt lange Zeit in Anspruch (Fig. 1). Dieser Nach-
teil kann durch Waschen mit 0,1~ HCI, die 239, NaCl enthilt, vermieden werden. Diese Methode
ist harmlos, wenn man sie nicht unnétig in die Linge zieht oder zu oft wiederholt. Am besten
cignet sich jedoch ein 0,1n Piperazin-HCl-Puffer pH 4,5 mit 25% NaCl20). Das Waschen wih-
rend der Dauer ciner Nacht geniigt meist. Die Uberfiihrung der OH- in die Chloridform ist an
GE-Cellulose nicht untersucht worden, da das Derivat in Form der freien Base instabil ist.

Nachdem dic Kolonne in die fiir die Chromatographie geplante Ionenform iibergefithrt wor-
den ist, wird sic iiber Nacht mit dem Ausgangspuffer bei der entsprechenden Temperatur ge-
waschen. Am Schluss muss kontrolliert werden, ob das pH des Eluates mit dem des Ausgangs-
puffers iibereinstimmt. Die zu chromatographicrende Mischung wird gegen denselben Puffer und
bei derselben Temperatur iiber Nacht dialysiert und anschlicssend wahrend ca. 20 Min. bei
22000 g zentrifugiert.

Bei Versuchen mit stufenweiser Elution entsprach die Menge der chromatographierten Pro-
teine anndhernd 1/,,-/,, der Sdulenkapazitit fiir Proteine, d.h. ungefihr 20 mg Protein pro maq.
der Siulenkapazitit fiir Chlorionen?!).

Der Proteingchalt der chromatographischen Fraktionen wurde anhand der optischen Dichte
bei 280 my. berechnet und, wenn noétig, durch Abzug des Nucleinsidurcgehaltes korrigiert??).
Der Flavingehalt der Ifraktionen wurde aus der Differenz von E ;. (oder E g} und E; ) berechnet
(e £ 1073 = 11,5) %),

B. Herstellung der Cellulosederivate. — 7. Vernetzle Cellulose. Eine Losung von 20 g
NaOH in 85 ml Wasser wird langsam und portionenweise zu 30 g Celluloscpulver gefiigt. Es
muss stdndig gerithrt werden, um cine gleichmissige Verteilung zu erzielen®?). Die brocklige
Masse wird im Eisbad 30 Min. stchengelassen, dann werden 50 ml frisch dest. Athylenbromid
unter starkem Riihren langsam zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 1 Std. auf 100° erhitzt,
dann in 1 1 95-proz. Athanol gegossen und mit Essigsidurc neutralisiert. Nach Dekantieren wird
dic Cellulose mit Hilfe cines Mixers in 1 1 Wasser suspendiert, auf cinem BUcaNER-Trichter mit
grossen Mengen Wasser, Athanot und Ather gewaschen und schliesslich luftgetrocknet. Der cr-
reichte Vernetzungsgrad wurde qualitativ durch Vergleich der Loslichkeit im SCHWEIZER-
Reagens ermittelt. Cellutose ist darin 16slich, Athylenbromid-Cellulose aber praktisch nicht.

2. Awminodthyl-Cellulose (A L-Cellulose). Eine Mischung von 18 g kristallisierter 2-Amino-
athyilschwefelsaure und 30 g NaOH wird in 26,5 ml Wasser gelost. Dic frisch zubereitete, noch
heisse Losung wird portionenweise unter stindigem starkem Rithren??) zu 10 g Celluloscpulver
(oder vernetzter Cellulose) gegeben und unverziiglich in cinen vorerhitzten Autoklaven gebracht,
der dann 1 Std. auf 120° gehalten wird.

Nach Abkiihlen wird die AE-Cellulose durch Dekanticren mit grossen Volumina von 20-proz.
Essigsiurc in Athanol®), 95-proz. Athanol, 3m NaCl und Wasser gewaschen (wdhrend des
Waschens kénnen die feinsten und die grobsten Partikel verworfen werden). Die AE-Cellulose wird

2y Wir werden bald @iber die Verwendung dieses Puffers in der Proteinchromatographie
berichten.

21y Diese Zahl bezieht sich auf Chromatographien, die mit stufenweiser Elution und Lei
ncutralen oder schwach alkalischen pH-Werten durchgefithrt wurden, und ist nur ein Leitwert.
Unter Bedingungen, bei denen nur die wenigsten der Proteine der Mischung adsorbiert werden,
muss dieses Verhiltnis fir jeden lFall bestimmt werden (wie z. B. beim Versuch in [Fig. 6 an-
gegeben).

2 O, WARBURG & W. CHRISTIAN, Biochem. Z. 370, 384 (1941).

R, W, EstaBrook, J. biol. Chemistry 227, 1093 (1957).

21} Die Volumina der Reagentien wurden so klein wie moglich gehalten. Es wurde nicht
speziell darauf geachtet, Oxydation der alkalischen Cellulose zu vermeiden, Wird cin von Car-
boxylgruppen freies Produkt gewiinscht, miissen spezielle Vorsichtsmassnahmen getroffen
werden.

25) Wird die Reaktionsmischung in ncutrales Athanol gegossen, kann das bei der Einwir-
kung von Alkali auf Taurin gebildete Produkt ausfallen.
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in eine Kolonne eingefiillt und mit 1-proz. NaOH, 0,1~ H(1, Wasser, Athanol und Aceton gewaschen
und schliesslich luftgetrocknet.

3. Guanidinodthyl-Cellulose (GE-Cellulose). 3 g AE-Cellulose werden in minimalen Volumen
cines 0,5M Hydrogencarbonat/Carbonat-Puffers pH 10 (gewohnlich 2040 ml) suspendiert.
Unter stetem Rithren werden ca. 0,5 g fester O-Methylisoharnstoff pro ml Puffer zugegeben, und
das pH wird, wenn notig, zu 10 korrigiert. Die Mischung wird 4 Tage im Kihlraum bei +4°
gerithrt und nachher mit viel Wasser gewaschen. Die GE-Ccllulose wird in die Kolonne einge-
fiillt, mit Wasser, Athanol und Aceton gewaschen und schliesslich luftgetrocknet.

Das Produkt sollte Ninhydrin-negativ scin. Bei hoch substituierten AE-Cellulosen tritt dies
manchmal jedoch erst nach einer zweiten Behandlung mit O-Methylisoharnstoff cin.

Ergebnisse und Diskussion

1. Aminodthyl-Cellulose. Durch Behandlung von Tosylcellulose mit Ammoniak hat
KARRER?) als erster primire Aminogruppen an Cellulose fixiert. Diese Aminocellu-
lose liess sich besser einfiarben, wurde aber wegen zu niedriger Substitution nicht als
Anionenaustauscher verwendet.

Baumwolle wurde mit Athyleniminddmpfen umgesetzt??); die Wirksamkeit
dieser Methode ist jedoch vor nicht langer Zeit in Irage gestellt worden'??), Es er-
scheint als wahrscheinlich, dass der grosste Teil des «fixierten» Athylenimins an oder
in den Fasern polymerisiert war, so dass es weitgehend durch Kochen mit verdiinnter
Lauge oder Sdure weggewaschen werden konnte. Neuerdings hat man durch Einwir-
kung von Athylenimin auf Cellulose in Benzol bei einer Temperatur von 140-145°
gute Substituierungsquoten erzielt®®). Einige in der Patentliteratur beschriebene
Methoden basieren auf der Umsetzung der Cellulose mit Monoaminoalkylhaliden??};
sie liefern jedoch sehr heterogene Produkte, da auch in hohem Masse substituierte
Amine auftreten.

GUTHRIE hat die Fixierung von Aminogruppen an Cellulose durch Reaktion von
2-Aminodthylschwefelsdure mit alkalischer Cellulose in Gegenwart eines Netzmittels
erreicht1?), Das Produkt ist, soweit wir wissen, nie als Anionenaustauscher fiir Saulen-
chromatographie verwendet worden, obwohl es sich bei der Entsalzung von Protein-
16sungen®) und bei der Papierchromatographie von Aminosduren3!) bewihrt hat.

Fiir die Herstellung unserer AE-Cellulose haben wir die Methode von GUTHRIE
modifiziert. Die leicht eintretende Denaturierung der Proteine veranlasste uns, vom
Gebrauch eines oberflichenaktiven Stoffes abzusehen. Ausserdem haben wir die
Kondensationsbedingungen (Konzentration der Reagenzien, Reaktionszeit etc.)
variiert, bis wir eine gute und konstante Substituierungsquote errcichten.

Ein wichtiger Vorteil unserer Methode besteht darin, dass sie eine reproduzierbare
Substituierungsquote erméglicht. Aus einer grossen Anzahl von Experimenten geht
hervor, dass die Substituierung nach einer Behandlung der Cellulose mit alkalischer
2-Aminoithylschwefelsdure ziemlich konstant 0,19-0,21 mAq/g betrigt. Nach einer
zweiten Behandlung unter denselben Bedingungen bestimmten wir Kapazitdten von
0,40-0,44 mAq/g und nach einer dritten Behandlung 0,70-0,75 mAq/g. Nach vier

) P. KarRrer & W. WEHRLI, Helv. 9, 591 (1926).
) H. Finx, W. K. BITTERFELD & R. Stanx, US. Patent 2.097.120 (1937).
28) L. M. Sorra & E. CARPENTER, Textile Research J. 24, 847 (1954).
) Vgl z, B. M. HartMannN, US. Patent 1.777.970 (1930).
) C. L. Horrrauir & J. D. GuTHRIE, ]. biol. Chemistry /78, 207 (1949).
)

C
C. S. KnigHT, Nature 783, 165 (1959).
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Behandlungen erreicht man eine Kapazitidt von ca. 1,1 mAq/g; dieses Produkt wird
aber in Wasser gelartig und ist deshalb fiir die Chromatographie ungeeignet.

Niedrigere Substituierungsquoten fanden wir nach Umsetzung der Cellulose mit
weniger konzentrierten oder einigen Stunden alten Lsungen von alkalischer Amino-
ithylschwefelsdure.

Als Ausgangsmaterial cignet sich auch mercerisierte Cellulose, die nach einer
Behandlung eine durchschnittliche Kapazitit von 0,25 mAq/g aufweist. Wenn ver-
netzte Cellulose mehreren Behandlungen unterworfen wird, erhilt man erst bei einer
Kapazitit von 2 mAg/g ein gelartiges Produkt.

Die Moglichkeit, den Substitutionsgrad kontrollieren zu kénnen, bedeutet einen
wichtigen Vorteil gegeniiber anderen Substitutionsmethoden. Nicht nur hidngt das
physikalische Verhalten vom Substitutionsgrad ab, sondern man darf auch annehmen,
dass der Misserfolg beim Reproduzieren von chromatographischen Resultaten mit
verschiedenen Ansitzen von Ionenaustauschern deren unterschiedlichen Kapazititen
zugeschrieben werden muss32).

Eine Erklirung fiir die relativ niedrige, aber kontrollierbare Substituierungsquote
liefert die Beobachtung, dass es sich bei der Bildung der AE-Cellulose um eine Neben-
reaktion handelt: Wenn die alkalische Lgsung von 2-Aminodthylschwefelsiure
eine Stunde auf 120° erhitzt oder mehrere Stunden bei Zimmertemperatur
stehengelassen wird, verliert sie die Fahigkeit, die Cellulose signifikant umzusetzen.
Es ist ein Produkt entstanden, das ninhydrinpositiv ist, elektrophoretisch gegen die
Kathode bei pH 7,0 wandert und einen Rf-Wert von < 0,05 in Phenol-Wasser hat
{Rf von 2-Aminoidthylschwefelsdure: 0,39). Dieses Produkt ist nicht genauer unter-
sucht worden. Seine Entstehung erkldrt auch, warum eine verlingerte Reaktionszeit
nur eine geringe Erhéhung der Substituierungsquote bewirkt, obwohl ein grosser
Uberschuss an 2-Aminoithylschwefelsiure verwendet wird (siehe Fig. 2).

mA?/é
037

Q24 /

a7 5

g -

¢ I 2 3 4 5 s

Fig. 2. Substituierungsquote dev AE-Cellulose in Abhdngigkeit der Reaktionszeit
bei 120° (siehe unter «Methodeny»)

Die AE-Cellulosepridparate enthalten nur Spuren von Schwefel und sind nin-
hydrinpositiv (der Farbstoff wird an die Cellulose adsorbiert). Die Nitroprussid-
Reaktion fiir primdre Amine’¥) ergibt positive Resultate. Nach Einwirkung von
salpetriger Sdure tritt Gasentwicklung auf. Auf Grund der Stickstoffwerte, wie auch
aus der Anderung der Titrationskurve nach Behandlung mit salpetriger Siure,
konnten wir schliessen, dass mindestens 3/, der kationischen Gruppen als primére

32) Vgl z. B. G. M. TeEnER, H. G. KHoraNa, R. MarkHam & E.H. Por, J. Amer. chem. Soc.
80, 6223 (1958).
33) F. FriGL, Spot tests, Vol. 11, 4th ed., Elsevier, Houston-New York 1954.
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Amine vorliegen. Das gleiche Resultat ergab auch die Guanidierungsquote (siehe
unten). Es moge hier darauf hingewiesen werden, dass die meisten gebriuchlichen
Anionenaustauscherharze mehrere Typen funktioneller Gruppen enthalten.

Die Titrationskurve der AE-Cellulose in 0,5M NaCl (Fig. 3) zeigt ein pK’ von
9,3034). Die Neigung der Kurve zeigt, dass alle kationischen Gruppen gleiche oder
sehr dhnliche pK-Werte haben. Die Bestimmung der Chlorionen-Kapazitit, des
N-Gehalts und der Titrationskurve ergab immer iibereinstimmende Resultate.
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Fig. 3. Titrationskurven von AE-Cellulose (Kapazitat 1,1 mAq/g) (punktiert) und von
einem «Leevwerty von Solka-Floc SW-40-A (ausgezogene Linie)

Wiederholtes Waschen mit neutralen, alkalischen oder verdiinnten sauren Lésun-
gen reduziert weder den Stickstoffgehalt noch die Kapazitdt, und es besteht eine
Korrelation zwischen der Substituierungsquote und dem Zeitpunkt des Ubergangs
in den gelartigen Zustand des Cellulosederivates. Die Aminogruppen sind also an der
Cellulose chemisch fixiert und nicht einfach mechanisch zuriickgehalten.

Aus der Titrationskurve geht ausserdem hervor, dass widhrend der Reaktion
keine oder nur wenige Carboxylgruppen gebildet werden.

Alle zur Verfiljgung stehenden Daten stimmen also mit der Annahme iiberein,
dass es sich bei der AE-Cellulose nicht um einen Ester handelt und dass deren
kationische Gruppen hauptsidchlich primire Aminogruppen sind.

Stabilitat. Wiederholtes Waschen oder langes Stehenlassen in 1n HCI miissen bei
der AE-Cellulose vermieden werden (ebenso wie bei anderen Cellulosederivaten), da
dadurch die Kapazitit reduziert wird. Wiederholtes Waschen mit neutralen oder
basischen Losungen (19, NaOH) bei Zimmertemperatur oder in der Kilte bewirkte
jedoch keine Verinderung der Kapazitit. Ein Beispiel dazu gibt Fig. 4: eine Sdule
von AE-Cellulose wurde wihrend drei Monaten bei Zimmertemperatur gehalten und
fiir ca. 10 Chromatographien verwendet, wobei wir sie abwechselnd in der Chlorid-

34) Es darf hier in Erinnerung gerufen werden, dass das pIX’ der Atanolamin-Aminogruppe
9,44 ist: N. F. Harr & M. R. SPRINKLE, |. Amer. chem. Soc. 54, 3469 (1932).
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form (Piperazin/HCI-Puffer pH 4,5 +4- NaCl), in der OH-form (1%, NaOH) und in der
Acetatform (2N Essigsiure) benutzten. Es ist offensichtlich, dass sich das chromato-
graphische Verhalten des Riboflavo-Proteins von Hiihner-Eiweiss wihrend dieser
Zeit nicht verandert hat. Die Kapazitit der Kolonne fiir Chlorid blieb ebenfalls
konstant. Die Stabilitdt der AE-Cellulose steht also derjenigen anderer substituierten
Cellulosen nicht nach.
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Fig. 4. Chromatographie von Hithner-Eiweiss
A Gegen einen 3,02M Na-Acetat-Puffer pH 4,3 dialysiertes Hithner-Eiweiss (15 ml) wurde an
vinc Kolonne (1> & cm) von AE-Cellulose (Kap.: 0,44 mAq/g) in der Acetatform adsorbiert. Die
Elution wurde mit gleichen Puffern steigender Konzentration durchgefithrt. Molaritit der
Puffer und Zeitpunkt der Zugabe sind durch die Zahlen und Pfeile am oberen Rand der Figur
angegeben. Die optische Dichte bei 280 mp. (ausgezogene Linie) und der Flavingehalt (unter-
brochene linie} sind aufgezeichnet. B: Dasselbe Experiment, nach drei Monaten wiederholt.
Die Reproduzierbarkeit der chromatographischen Resultate von Flavinprotein ist daraus klar
ersichtlich (siehe unter « Stabilitaty»).

Chromatographische Eigenschaften. Die IKapazititen einiger AE-Cellulosen fiir
Ovalbumin sind in Tab. 1 dargestellt. Sie kénnen nicht direkt mit den fiir DEAE-
Cellulose angegebenen Kapazititen fiir Serumalbumin®?) verglichen werden, da die
verwendeten Bestimmungsmethoden nicht tibereinstimmen. Aber man kann fest-
stellen, dass ber ciner gegebenen Substituiernngsquote nur geringe Unterschiede
bestehen. Im untersuchten Bereich wurde eine gute Proportionalitit zwischen der
Substituierungsquote und der Kapazitit fiir Ovalbumin festgestellt.
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In der einschlagigen Literatur ist oft betont worden), dass bei chromatographi-
schen Experimenten bessere Trenneffekte erzielt werden, wenn die Kolonne vorher
in volistindiges Gleichgewicht gebracht wird. Es ist also sehr wichtig, dass die ganze
Kolonne zuerst in diejenige Form versetzt wird, in der die Chromatographie statt-
finden soll. Da die meisten Proteinchromatographien mit Anionenaustauschern in der
Chloridform (TRIS/HCI%) oder Piperazin/HC!-Puffer??)) durchgefiihrt und die Cellu-
losederivate anschliessend gewohnlich mit NaOH gewaschen werden, muss die Uber-
fiihrung aus der Hydroxyl- in die Chloridform sehr oft vorgenommen werden. Aus
Fig. 1 lasst sich entnehmen, dass die Uberfithrung bei der AE-Cellulose von der

Tabelle 1. Kapaczititen einigev AE- und GE-Cellulosen fiiv Ovalbumin
Die Werte sind als mg fixiertes Ovalbumin pro g Austauscher ausgedriickt.

Substituierungs-
quotemAgjg..| 0,11 0,20 0,25 0,36 040 044 052 0,73
Kapazitit fir
Ovalbum. mg/g | 18

AE-Cellulose

88
~J

45,5 76,5 81 96 113 178

Substituierungs-|
quote mAqjg..| 0,38 0,44 0,73
Kapazitat fur
Ovalbum. mg/g | 71 97 136

GE-Cellulose

«OH-Form» (oder besser, von der NH,-Form) in die Chloridform bei neutralem pH
lange Zeit in Anspruch nimmt. Der Ubergang bei saurem pH wird erwartungsgemass
viel rascher erreicht. Um das Waschen mit HCI (siche oben) zu vermeiden, wurde ein
Piperazin/HCl-Puffer verwendet (siche «Methoden»). Das Waschen wihrend der
Dauer einer Nacht erwies sich meist als geniigend. Es ist jedoch ratsam, die Regene-
rationszeit fiir jede Kolonne speziell zu bestimmen.

Auch das in Fig. 5 wiedergegebene Experiment weist daraufhin, dass die Uber-
fithrung in die Cl—-Form mit der angegebenen Cellulose vollstindig oder fast voll-
standig gewesen ist. Es ist ndmlich bekannt, dass bei DEAE-Cellulose-Siulen, die
ohne Waschen mit Siure regeneriert wurden, eine einzige Anderung der Ci—-Ionen-
Konzentration des eluicrenden Puffers zu zwei Stufen in der Cl--Konzentration des
Eluats fithrt, wobei in der Ubergangszone das pH voriibergehend alkalischer wird®d).
Dies muss der Bildung einer Hydrogencarbonatzone zugeschricben werden, wobei
das Carbonat bei der alkalischen Waschung aufgenommen wurde®?). Es findet aber
auch sehr wahrscheinlich dic Bildung einer OH-Zone statt, da die Umwandlung in
die CI=-Form von der OH~-Form bei neutralem pH unvollstindig war (siehe Fig. 1)
und deshalb eine erhéhte Cl-Konzentration des eluierenden Puffers zusitzliche
OH-Ionen von der Siule verdriangen konnte. Auf jeden Fall fiihrte, bei AE-Cellulose-
Sdulen, die nach der alkalischen Behandlung mit Piperazin/HCl + NaCl gewaschen
wurden, eine Anderung der Chloridionen-Konzentration des eluierenden Puffers nur
zu einem einzigen Anstieg der Cl~-Konzentration im Fluat, und die pH-Verschiebung
ins Alkalische war schwach und nur schnell voritbergehend (Fig. 5). Diese Regene-
rierung von Anionenaustauschern fiithrt also nicht zu Artefakten wie ctwa der Auf-
splitterung einer einheitlichen Komponente durch diesen Mechanismus?).

) W. Bj6rk & H. . Bowan, Biochim. biophys. Acta 34, 503 (1959); W. Bj6rk, J. Chro-
matography 2, 536 (1959).
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Da dieser langsame Ubergang von der OH- in die Chlorid-Form bei neutralem pH
auch eine Eigenschaft der DEAE-Cellulose zu sein scheint, kénnte dies moglicher-
weise die Erklirung der in der Literatur hin und wieder erwihnten Tatsache liefern,
dass die chromatographischen Resultate erst beim zweiten Experiment reproduzier-
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Fig. 5. Vevindevung dev Chlovidkonzentration und des pH des Eluates von einer
AE-Cellulose-Kolonne (Kap.: 0,52 mAq/g) ohne Zugabe irgendeiner Substanz
Die Kolonne (0,83% 18 cm) wurde mit Piperazin/HCl+ NaCl, pH 4,5, von der OH~-Form in die
Cl--Form tberfithrt und dann mit einem 0,02M TRIS/HCI-Puffer 7,8 ins Gleichgewicht gebracht
und mit cinem 0,5M TRIS-HCl-Puffer pH 7,8 gewaschen. Volumen der Fraktionen: ca. 1,4 m!
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Fig. 6. Chromatographie von Hithner-Eiweiss auf AE-Cellulose
5 m! wurden auf einer Sdule (0,95x 1,6 cm) von AE-Cellulose (Kap.: 0,52 mAq/g) aufgetragen.
Andere Bedingungen, wie unter Fig. 4 angegeben. Das auf diese Weise erhaltenc Riboflavo-
protein (Fr. 26 und 27) erwies sich in der Ultrazentrifuge als einheitlich.

bar sind. (Beim ersten Experiment wird die DEAE-Cellulose mit HCl gewaschen und
befindet sich also vollstdndig in der Chloridform, wihrend bei spdtern Experimenten

die Cellulose nur noch unvollstindig, wenn auch reproduzierbar gleich stark, regene-
riert wird.)
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Natiirlich sind bis jetzt, im Vergleich zu anderen Cellulosederivaten, an AE-Cellu-
lose erst relativ wenig Eiweisskérper gereinigt worden. Sie hat aber in Bezug auf alle
untersuchten Systeme ein bemerkenswertes Trennvermégen gezeigt; wir hoffen, dass
wir auf einige Beispiele, die in Tab. 2 zusammengestellt sind, in einer spiteren Ver-
6ffentlichung niher eingehen kénnen.

Tabelle 2. Reinigung einiger Proteine auf AE-Cellulose und auf GE-Cellulose

Sige— Noch nicht
. Puffer- Elutions- a0TC 1 Aus- veroffent-
Protein Austauscher Reini-| .
system typ beute | lichte Ver-
gung
suche von
x
Flavoprotein AE-Cellulose Na-Acetat | stufenweisc |40-50 G. SEMENzA
(Hihnereiweiss) (0,44 mAq/g) pH 4,3 (Fig. 4)
(0,52 mAq/g) (Fig. 6)
Amino-oxydase AE-Cellulose TRIS/HC] | stufenweise | 4,4 |709, | G. SEMENza
(Ochsenserum) (0,44 mAq/g) pH 7,5
Biotin-fixierende AE-Cellulose TRIS/HCl | stufenweise 6 F. LeUT-
Eiweissfraktion (0,52 mAq/g) pH 7,5 HARDT &
aus Huhnerleber A. GILGEN
Transamidinase AE-Cellulose TRIS/HCI | «One step»®) | 3,7 | 959 | G. SEMENzA
(Schweinsnicre) (0,52 mAq/g) pH 7,74 et al.
id. GE-Cellulose TRIS/HC! |«One step»®)| 2,7 | 60%, | G. SEMENzA
(0,38 mAq/g) pH 7,5 et al.
id. GE-Cellulose TRIS/HCL | stufenweise 5 809% | G. SEMENzA
(0,39 mAq/g) pH 7,5 et al.

2. Guanidinodthyl-Cellulose. Soweit wir wissen, ist bis jetzt noch kein starker
Anionenaustauscher auf Cellulosegrundlage hergestellt worden.

Fiir die Guanidierung der AE-Cellulose zu GE-Cellulose haben wir eine bekannte
Reaktion gewihlt, die von anderen Autoren fiir die Guanidierung von zahlreichen
Verbindungen verwendet worden ist. Die Guanidierung der primiren Aminogruppen
des Cellulosederivats scheint vollstdndig zu sein. Das Produkt ist Ninhydrin-negativ,
nach Einwirkung von salpetriger Sdure tritt keine Gasentwicklung auf, und die
SakacoucHI-Reaktion ist positiv. Die Kapazitit in Bezug auf Chlorid stimmt mit
derjenigen der entsprechenden AE-Cellulose iiberein, wilirend der Stickstoffgehalt
etwa dreimal hoher ist. Natiirlich werden die wenigen nicht-primédren Aminogruppen,
die in der urspriinglichen AE-Cellulose vorkommen, nicht guanidiert und kénnen in
der GE-Cellulose zwischen pH ca. 8,5 und 10 titriert werden.

Die Kapazitit einiger GE-Cellulosepriparate flir Ovalbumin ist aus Tab. 1 er-
sichtlich: sie ist derjenigen von AE-Cellulose bei vergleichbarer Substituierungsquote
dhnlich.

Abgesehen von Verschiedenheiten der chromatographischen Eigenschaften, die
starke Austauscher gegeniiber schwachen aufweisen, erweitert die GE-Cellulose die
bisherige pH-Grenze in der Proteinchromatographie um mindestens 1,5 pH-Einheiten
gegen den alkahschen Bereich. Versuchsweise wurde Cytochrom C an diesem Anionen-
austauscher bei pH 10 chromatographiert. Beispiele bei anderen pH-Werten sind in
Tab. IT dargestellt. Das Trennvermégen der GE-Cellulose ist gut.
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Der hauptsichlichste Nachteil der GE-Cellulose besteht in ihrer geringen Stabili-
tit, was bei der Regenerierung beriicksichtigt werden muss. Zur Instabilitit gegen
Sduren, die auch anderen Cellulosederivaten eigen ist, kommt hier diejenige der
Guanidinogruppen gegen Basen hinzu. Auch das Stehen wihrend einiger Monate bei
Zimmertemperatur in neutraler Losung verursacht starke Verdnderungen. Die
Kolonne kann jedoch fiir eine begrenzte Anzahl von Versuchen durch Behandlung
mit konzentrierten NaCl-Loésungen so regeneriert werden, dass eine zufriedenstellende
Reproduzierbarkeit der chromatographischen Resultate erreicht wird. Diese «regene-
rierte» GE-Cellulose sollte jedoch mit Vorsicht verwendet werden, und bei einer
Wiederholung der Chromatographie diirfte der Gebrauch frischer GE-Cellulose der-
selben Préparation grossere Sicherheit bieten.

Herrn Prof. F. LEuTBARDT mochte ich {iir scin stindiges Interesse an dieser Arbeit und fiir
viele wertvolle Diskussionen danken, ebenso den Herren Prof. A. Tistrius, Dozent H. G. Boman
und Dozent J. PoraTH fiur die kritische Durchsicht des Manuskriptes und niitzliche Ratschlige.

Frau D. MENARD und Herr Dr. E. JENNY waren bel cinem Teil der Arbeit behilflich, wofiir
ihnen hier gedankt sei.

SUMMARY
Two new anion-exchangers for protein chromatography have been prepared from
cellulose: an aminoethyl- and a guanidoethyl-cellulose. Their preparation, properties,
and some examples of their application are reported. A cross-linked cellulose has
also been obtained.
Biochemisches Institut der Universitit Ziirich

135. Methode zur Bestimmung von Diffusionskoeffizienten
in hochmolekularen, membranbildenden Diffusionsmedien 1I

von B. Marzetta und F. Griin

{20, IV, 60)

1. Fragestellung. — Bei der im ersten Teil!) dieser Arbeit ausfiihrlich beschrie-
benen Methode zur Bestimmung von Diffusionskoeffizienten wird das Diffundieren
der radioaktiv markierten Substanz mit Hilfe eines Zahlrohrs verfolgt. Die Anzahl
N(#) der dabei registrierten Impulse ist asymptotisch eine lineare Funktion der Zeit ¢
f1, Fig. 2]. Decr Zeitachsenabschnitt 7 der Asymptoten, die Indukiionszeit, wird
experimentell bestimmt und der gesuchte Diffusionskoeffizient DD daraus nach einer
Formel von der Art D=L (1)
berechnet [(15)-(16) in I, sowie (29) im vorliegenden zweiten Teil]. Die Giite dieser
in I verwendeten Beziehung zu diskutieren, ist das Ziel dieses zweiten Teils.

Zu diesem Zweck leiten wir erncut den Zusammenhang zwischen L und D
her, diesmal unter weniger idealisierenden Voraussetzungen als in I. Wir beschrei-

1y P. HAEFELFINGER & F. GrRUN, Helv, 43, 529 (1960). Im folgenden I genannt.



