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187. Priparative zonenelektrophoretische Trennung von
Tuberkuloproteinen mit Hilfe einer Zonentransfertechnik

von E. Sorkin, J. M. Rhodes und S. V. Boyden.
(2. VIL 56.)

In einer Reihe von Beitriigen zum Studium der Antigene der
Tuberkelbazillen berichteten wir kiirzlich iiber die serologische Diffe-
renzierung '~%) und die papierelektrophoretische Trennung4) von anti-
genen Protein- und Polysaccharid-Gemischen. In der vorhergehenden
Mitteilung®) gaben wir eine detaillierte Schilderung unserer Papier-
elektrophoreseversuche. Da eine Reihe von Fraktionierungsverfahren
nur zu einer partiellen Auftrennung der komplexen Proteingemische
fiihrte')®), sahen wir uns veranlasst, die Moglichkeit einer Trennung
der Tuberkuloproteine mit Hilfe der pridparativen Zonenelektropho-
rese®) zu untersuchen.

Diese Methode hat seit kurzem Anwendung fiir Proteintrennungen gefunden. So
wurde Stiirke als Triigersubstanz fiir das Studium von Serumkomponenten?), Oxytocin
und Vasopressin®), Phosphatase?), Silicagel fiic Insulinabbauprodukte!®) und Agargel
fiir Serum!?) beniitzt. Glaspulver wurde von Allfrey und Mitarb.'2?) zur Analyse von
Miuseleber angewendet.

In der vorliegenden Untersuchung kamen Stirke (Kartoffel),
zwel Typen von Zellulosepulver (Whatman und Solka-Floe), Glaspul-
ver verschiedener Qualitit (Pyrex, Jena, Topz ballotini), Jonenaus-
tauscher Dowex 1-X8 und Mischbettaustauscher JR 4B-JRC 50 (1:1)
fiir die Trennung von Tuberkuloproteine zur Anwendung. Es zeigte
sich bald, dass Stéirke die besten Trennergebnisse aufwies. Nachteile
waren jedoch die grossen Proteinverluste und weiterhin die Elution
von relativ grossen Mengen Stérke zusammen mit den Proteinen. Auf
der andern Seite ergaben Versuche in Glas (Topz ballotini) die beste
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Riickgewinnung der Antigene. Es wurde deshalb eine Transferierung
der in Stirke getrennten und durch Papierabdruck lokalisierten Pro-
teinzonen in einem Glasblock mit anschliessender zweiter Elektro-
phorese beniitzt. Die Proteinzonen in Glas wurden wiederum durch
Papierabdruck lokalisiert, eluiert, dialysiert und lyophilisiert. Bessere
Ausbeuten und stirkefreie Proteine konnten auf diese Weise erhalten
werden.

Die Homogenitit der Priparate wurde papierelektrophoretisch
und serologisch iiberpriift. Es zeigte sich, dass sich aus einem komplexen
Proteingemisch zumindest 3 Antigene mit vollstindig verschiedenen
Spezifititen auftrennen liessen. Andere Priiparate wurden ebenfalls
erfolgreich mit dem gleichen Verfahren in ihre Proteinkomponenten
zerlegt.

Die Totalausbeute an isolierten Komponenten ist noch unbefrie-
digend, was vermutlich durch irreversible Adsorption und Denaturie-
rung in der Stirke wihrend der Elektrophorese bedingt ist.

Materialien und Methodik.

Pufferlésung: Natriumveronal-Veronalpuffer, pH = 8,6, u = 0,1.

Triagersubstanzen: Kartoffelstirke'®) wird auf einem Buchner-Trichter mit
grossen Quantititen destilliertem Wasser solange gewaschen, bis das Filtrat proteinfrei
abliuft. Die Stirke wird dann mit obigem Veronalpuffer gewaschen, in Veronalpuffer
suspendiert, von grobkérnigen Teilchen und Verunreinigungen befreit, filtriert, mit dest.
Wasser gewaschen und bei 50° getrocknet.

Glaskorner: Topz ballotini, Durchmesser 0,1 mm!4).

Jenaer neutral Glaskornerts).

Pyrex-Glaspulverl®).

Zellulosepulver: Whatman fir Chromatographiel?).

Zellulosepulver: Solka-Floc BW 2001#).

Anionenaustauscher Dowex 1-XA x 8 feinpulvrig!?).

Mischbett-Ionenaustauscher aus Amberlite JR 4B und JRC 50 (1:1)29).

Antigene: 3 Tuberkulofraktionen wurden im Verlaufe dieser Arbeit beniitzt. Sie
entsprechen den in der vorhergehenden Arbeit beschriebenen Fraktionen AL 702, AL 76
und Sup. 768).

Papierelektrophoretische Methodik: in der vorhergehenden Arbeit beschrie-
ben?).

Apparatur: Es wurde eine rechteckige Form aus Perspex ahnlich der von T'iselius
& Flodin®) beschriebenen beniitzt. Die Dimensionen waren zumeist wie folgt: Querschnitt
11 mm X 33 mm, Linge 250 mm. Wahrend des Versuches wird die Form mit einem
Perspex-Deckel versehen. Die zwei schmalen Seiten der Form haben kleine Offnungen,
durch die ein Stiick Filtrierpapier durchgezogen wird. Dieses wird innerhalb der Form
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aufgerollt, um guten Kontakt mit der Trigersubstanz zu sichern; ausserhalb dagegen
hangt das Papier frei in die Pufferlésung der Elektrodengefisse vom Typus, den Kunkel
& Tiselius?l} beschrieben haben.

Vorbereitung von Triager und Protein zur Elektrophorese. Die Triger-
substanzen werden mit dem Veronalpuffer in den in Tabelle 1 angegebenen Mischungs-
verhiltnissen angeteigt. Die Paste wird in die Perspexform gegossen. Uberschiissige
Feuchtigkeit wird mit Filtrierpapier abgepresst, bis der Block fest, aber noch feucht ist.
Die gefiillte Form wird auf die Kanten der Elektrodengefiisse aufgelegt und zur Einstellung
des Gleichgewichts mit den Pufferlésungen 2—3 Std. bei + 4° sich selbst iiberlassen.

Die Proteingemische werden im gleichen Puffer gelost (5—10-proz. Losungen), mit
wenig Triger gemischt und dann, da sie negativ geladen sind, 1-—2 ¢m vom Kathodenende
des Blockes an Stelle eines ausgeschnittenen Trigersegmentes (1 cm X 2,56 cm X 0,8 cm)
eingebettet. Ein Stiick Filtrierpapier wird unter dem Perspexdeckel zur Verhinderung des
Abtropfens von Kondenswasser angebracht, dann wird der Deckel verschraubt und die
Form auf die Elektrodenzellen gesetzt.

Elektrophorese-Bedingungen: Die meisten Versuche wurden bei 300—400 Volt,
17 mAmp und +4° ausgefithrt. Die Dauer schwankte zwischen 20 und 45 Std. Léngere
Laufzeiten gaben keine verbesserten Resultate.

Lokalisierung und Elution der Zonen und Bewertung der Trennung.
Zur Lokalisierung der Proteinzonen nach der Elektrophorese wird fiir einige Sek. ein
schmaler Filtrierpapierstreifen entlang dem Zentrum des Blockes aufgelegt (Consdon und
Mitarb.22)), dieser mit' Bromphenolblau angefarbt und mit 0,05-n. Essigsiure gewaschen.
Der Streifen wird dann in Segmente von 0,5 cm oder 1 em zerschnitten, diese werden mit
0,01-n. Natriumhydroxyd eluiert, und die Farbintensitdt wird photometrisch bei 595 mu
im Beckman-Spektrophotometer Model DU gemessen. Die Ablesungen (9, Transmission)
werden gegen den Abstand vom Startpunkt aufgetragen.

Zur direkten Lokalisation der Zonen im Block wurde dieser in 1-cm-Segmente
geteilt und diese mit je 5 m10,01-n. NaOH im Reagensglas eluiert. 2 ml der tiberstehenden
Losung wurden mit dem Folin-Ciocalteu-Reagens quantitativ bei 660 mu gemessen. Fiir
priaparative Zwecke wurden die Segmente mit 0,9-proz. NaCl-Losung extrahiert, die
Eluate gegen dest. Wasser dialysiert und lyophilisiert.

Resultate.

Zur Bewertung der Trenneffekte in verschiedenen Trigern wurden
zunichst in einer Reihe von Versuchen (s. Tabelle 1 und Fig. 1-5) je
10 mg eines Proteingemisches (,,Sup. 76¢), welches in der Papierelek-
trophorese zwei klar definierte Zonen zeigte®), in verschiedenen Triger-
substanzen getrennt.

Aus Tabelle 1 und Fig. 1-5 geht hervor, dass die besten Auftren-
nungen mit Stirke erhalten werden. Andere Trigersubstanzen, wie
ctwa Zellulosepulver und Glaspulver (Topz ballotini) gaben eine ge-
wisse Trennung, die aber ungeniigend war, um ihre weitere Anwendung
zu rechtfertigen. Einige Triger, wie etwa Jena-Glaspulver gaben keine
oder nur unvollstindige Trennungen, und von anderen Trigern konnte
weder ein Papierabdruck gemacht noch eine Elution der Proteine ver-
wirklicht werden. Die guten Trenneffekte mit Stirke dagegen waren
stets reproduzierbar.

2y H. Q. Kunkel & A. Tiselius, J. Gen. Physiol. 35, 89 (1951).
22y R. Consdon, A. H. Gordon & A. J. P. Martin, Biochem. J. 40, 33 (1946).
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Tabelle 1.
Grad der zonenelektrophoretischen Trennung von Tuberkuloproteingemisch (Sup. 76) in
verschiedenen Trigersubstanzen.
360 V, 17—20 mA, +4°, Veronalpuffer, pH = 8,6, 4 = 0,1.

Gramm V. hsd Grad
Tragersubstanz Tragersubstanz (?rs‘é(é S dauer der
in ml Puffer n Stunden Auftrennung

Zellulosepulver Solka-Floc . 20 g/70 ml 30 gering
Zellulosepulver Whatman . . 20 g/40 ml 30 maéssig
Mischbett-Tonenaustauscher
JR4B-JRC50 (1:1) . . . . 30 g/15 ml 30 nicht eluierbar

mit 2-n. NaOH
Anionenaustauscher Dowex

1-X8. .. . ... 50 g/27 ml 20 nicht eluierbar

mit 2-n. NaOH
Starke . . . . ... ... 70 g/60 ml 30 gut
Pyrex-Glaspulver . . . . . 110 g/50 ml 20 nicht eluierbar

mit 2-n. NaOH
Jena neutral Glaspulver . . 44 g/20 ml 20 keine Trennung
Glaspulver Topz ballotini . . 160 g/55 ml 30 teilweise Trennung
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Fig. 1. .2, Fig. 3.
Solka-Floc-Zellulosepulver. Whatman-Zellulosepulver. Glaspulver (Topz ballotini).
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Fig. 4. Fig. 5.
Glaspulver (Jena). Kartoffelstarke.

Fig. 1—5.
Ergebnis der zonenelektrophoretischen Trennungsversuche von Tuberkuloprotein
(,,Sup. 76*) in verschiedenen Trigern. Bedingungen: siche Tabelle 1 und Text.
Jeder Block wurde in 1-cm-Segmente geteilt, mit 0,01-n. NaOH eluiert und das
Protein mit dem Folin-Ciocalteu-Reagens bei 660 mu bestimmyt.
------ Abdruck mit Filtrierpapierstreifen, Anfirben des Streifens mit Bromphenolblau
und Elution mit 0,01-n. NaOH. Messung bei 595 mu.
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Fiir die weiteren Studien war es erwiinscht, festzustellen, ob nach
der Elektrophorese der Papierabdruck die wahre Lage der Protein-
zonen anzeigt, ob die Proteine vom Adsorbens eluierbar waren und
ferner ob ihre serologische Aktivitit erhalten war.

Vergleich der Zonenlokalisation durch Papierab-
druck- und durch Elutionstechnik. Fiir die Isolierung der
getrennten Proteinantigene war es notwendig, Sicherheit iiber die
Lokalisation der Zonen zu gewinnen. Es wurden daher die Abhéingig-
keit des Papierabdruckes von der Proteinmenge im Triger und die
direkte Segmentelution miteinander verglichen.

20 mg Antigengemisch (Sup. 76) wurden in Stérke bei 200 V, 17 mAmp bei +4°
45 Std. der Elektrophorese unterworfen. Ein Papierabdruck wurde wie oben erwahnt
genommen, mit Bromphenolblau angefarbt und eluiert. Der Starkeblock wurde segmen-
tiert, mit 0,01-n. NaOH eluiert und in den Segmenten die Proteine nach Folin-Ciocalteu
bestimmt. Die Resultate wurden mit den durch Papierelektrophorese gewonnenen ver-
glichen. Fig. 6 gibt die Ergebnisse dieser Versuche wieder.
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Fig. 6.
Vergleich der Elutionskurven von Tuberkuloprotein (Sup. 76) nach Zonenelektrophorese
in Stiarke und in Filtrierpapier.
Elution des mit Bromphenolblau angefirbten Papierabdruckes vom Stérkeblock.
------ Folin-Ciocalteu-Bestimmung der Stirke-Eluate.
e Elution der Bromphenolblaufirbung nach Papierelektrophorese.

Die drei Verfahren zeigen ziemlich gute Ubereinstimmung, wenn-
gleich auch keine volle Deckung der Spitzen vorliegt.

Ein anderes Proteingemisch (AL 76) wurde ebenfalls in Stirke
aufgetrennt und das Ergebnis mit dem der Papierelektrophorese ver-
glichen. Der Papierabdruck von der Stirke wies drei Zonen auf, wie
sie dhnlich anch in der Papierelektrophorese erhalten wurden (Fig. 7a
und 7b).

Loslichkeit von Stirke oder verwandten Stoffen im
Losungsmittel. Wie oben beschrieben wurde, kam in unseren Ver-
suchen gereinigte Stirke zur Anwendung. Zur Bestimmung der Los-
lichkeit der Trigersubstanz im Eluierungsmittel (0,9-proz. NaCl-
Losung) und damit zur Bestimmung eventueller Verunreinigungen
in den isolierten Proteinen wurden folgende Versuche ausgefiihrt.
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Ein Starkesegment von 3 cm Lénge, enthaltend 8,5 g Stirke, wurde wiederholt mit
je 10 ml 0,9-proz. NaCl eluiert, dialysiert und lyophilisiert. 2,0-—2,5 mg Stirke wurden
mit je 10 m]l Kochsalzlésung isoliert. Diese und &hnliche Versuche zeigten klar, dass
Stérke als Verunreinigung in den zonenelektrophoretisch getrennten Proteinen nicht ver-
mieden werden kann., Wege zur Verbesserung werden weiter unten beschrieben (Zonen-
transfertechnik).
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Fig. 7a.
Filtrierpapierelektrophorese von Tuber-
kuloproteingemisch (AL 76) in Veronal-
puffer, pH=8,6, u=0,1, 200V, 15 mAmp,
19 Std., +49; 20 ul einer 10-proz. Losung;

Elutionskurve der Bromphenolblau-
farbung.

Fig. 7b.
Zonenelektrophoretische Trennung von
AL76 in Starke; Veronalpuffer, pH = 8,6;
200 V, 15 mAmp, 42 Std., +4° Papier-
abzug vom Stirkeblock mit Bromphenol-
blau angefirbt; 0,5-cm-Segmente mit je
5 ml 0,01-n. NaOH eluiert und bei 595 mu

gemessen.

Rickgewinnung der serologischen Aktivitdt nach
Elektrophorese. Da es das Ziel unserer Versuche war, serologisch
aktive Proteinantigene in moglichst homogener Form zu isolieren,
musste festgestellt werden, ob die serologische Aktivitit in den ge-
trennten Proteinen wieder zu finden war. Eine Reihe von Versuchen
wurden daher mit Stirke und Glaspulver (Topz ballotini, 0,1 mm) als
Trigern durchgefiihrt. Als Proteingemisch diente die mit 709, Alkohol
ausgefillte heterogene Tuberkuloproteinfraktion (A1 702), da sie hobhe
serologische Aktivitdt im Tannin-Hamagglutinationstest aufwies
(Boyden & Sorkin)").

Elution der Proteine aus Stirke und Glas, ohne Elektrophorese.
a) 10 mg AL 702 wurden in 0,1 ml Veronalpuffer gelost. Als Kontrolle wurden 10 gl ent-
nommen und mit 0,9-proz. NaCl-Lésung auf 1 ml verdiinnt (1 mg/ml). Der Rest der
Antigenlosung wurde mit einem 3-cm-Segment von Stérke bzw. Glas vermischt und
sofort mit 9ml Kochsalzlgsung eluiert. Die Eluate und die Kontrollen wurden im Tannin-
Hamagglutinationstest (Hemmungstechnik) auf Antigen titriert.

Mit diesem Test wurde ein Verlust an serologischer Aktivitit weder bei den Stirke-
noch bei den Glas-Eluaten festgestellt.

b) 10 mg AL 702 wurden in 0,1 ml Veronalpuffer geldst. Zur Kontrolle wurden
wieder 10 ] entnommen und auf 1 ml verdiinnt (1 mg/ml). Die Hauptmenge wurde mit
Stirke bzw. Glas (3-cm-Segment) vermischt und iiber Nacht bei +4° stehengelassen.
Die Mischungen wurden mit je 9 ml NaCl-Losung eluiert und wie unter a) gepriift. Es
wurde kein Verlust an serologischer Aktivitat festgestelit.

Elution der Proteine aus Stdrke und Glas, nach Elektrophorese.
¢) 10 mg AL 702 wurden in 0,1 ml Veronalpuffer gelost. Als Kontrolle dienten 10 ul, die mit
NaCl-Losung auf 1 mg Antigen/ml verdiinnt wurden. Die restliche Losung wurde mit
Stirke bzw. Glas vermischt und in Starke bzw. in einen Glasblock eingebracht. Ein Strom
von 17 mAmp und 250 V kam 21 Std. fir Starke und 35 Std. fir Glas bei +4° zur An-
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wendung. Vermittels Papierabdruck wurden die Proteinzonen lokalisiert, dann wurden
die Blocke in 4-cm-Segmente unterteilt. Jedes Segment wurde mit 10 ml 0,9-proz. NaCl-
Losung eluiert. Die Eluate wurden wie unter a) serologisch gepriift. 509, der urspriing-
lichen serologischen Aktivitit konnten aus Glas zuriickgewonnen werden, hingegen nur
5%, aus Starke.

Die Zoneniibertragungstechnik. Die Ergebnisse dieser und
zahlreicher anderer dhnlicher Versuche wiesen darauf hin, dass die
serologische Aktivitit quantitativ von Glas und Stirke regeneriert
werden kann, wenn ohne Elektrophorese gearbeitet wird. Unter den
Bedingungen der Auftrennung in der Elektrophorese wurden jedoch
grosse Verluste in Glas und ein fast totaler Aktivitdtsabfall in Starke
festgestellt. Da Elektrophorese in Glas allein nur ungeniigende Tren-
nungen fiir unsere Proteine aufwies, konnte dieses Verfahren nicht fiir
sich allein angewendet werden. Es schien daher erwiinscht, zu unter-
suchen, ob sich die Trennschérfe in Stirke mit der Eluierbarkeit aus
Glas mit Hilfe einer Zoneniibertragungstechnik kombinieren liess. Die
zuerst durch Stirkeelektrophorese getrennten und lokalisierten Pro-
teinzonen wurden daher herausgeschnitten und jede Zone individuell
in Glas iibertragen. Die Proteine wandern dann unter den erneuten
elektrophoretischen Bedingungen aus dem Stirkesegment in Glas
hinein, aus welchem sie eluiert werden.

Die folgenden Beispiele erliutern die schliesslich angewendete
Technik.

Beispiel I. 150 mg AL 702 wurden in 0,4 ml Veronalpuffer gelost, mit 1 g Stirke
zu einem Brei vermischt und in den Stirkeblock (26 cm X 4 cm X 1 cm) eingetragen.
Ein Strom von17 mAmp bei260V wurde fiir 24 Std. bei -+ 4° angewendet. Nach Lokalisation
der Proteinzonen durch Auflegen und Anfiarben eines Papierstreifens wurden die entspre-
chenden Stirkesegmente ausgeschnitten; in jedem Segment fiir sich wurde das Protein
in einen Glasblock iibertragen. Nach der Elektrophorese unter den gleichen Bedingungen
wie im Starkeversuch wurde jeweils der ganze Glasblock vom Ende des Stirkesegmentes
her in einen Trichter eingebracht und mit total 40 ml NaCl-Losung in kleinen Portionen
gewaschen. Die vereinigten Eluate wurden gegen destilliertes Wasser dialysiert und
lyophilisiert. Es wurden so folgende Fraktionen isoliert: AL 702 A 15,3 mg; AL 702 B
40,5 mg; AL 702 C 10,0 mg.

Starke konnte in keiner der Fraktionen festgestellt werden.

Papierelektrophorese der getrennien Proteinfraktionen. Die nach der oben geschilderten
Weise getrennten Fraktionen wurden papierelektrophoretisch auf ihre Zusammensetzung
gepriift. Die Technik wurde in der vorhergehenden Arbeit geschildert®). Die angefirbten
Papierstreifen wurden in Segmente geschnitten, mit 0,01-n. NaOH eluiert und die Farb-
stoffkonzentration gemessen (s. Fig. 8).

Wie Fig. 8 zeigt, wurde eine betrichtliche Reinigung erzielt. AL 702 A und AL 702 C
scheinen kaum durch andere Komponenten verunreinigt zu sein, wohingegen AL 702 B
nicht als homogen angesehen werden kann,

Serologische Teste mit den aufgetrennten Proteinfraktionen. Die serologische Aktivitit
der aufgetrennten Fraktionen wurde mit Kaninchen-anti-tb-Serum im Tannin-Hamag-
glutinationstest ( Boyden 1951)3%) unter Anwendung der Kreuzhemmungstechnik (Boyden
& Sorkin)Y) gepriift. Uber die detaillierten Resultate werden wir an anderer Stelle berichten.

23) 8. V. Boyden, J. exp. Med. 93, 107 (1951).
98
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Alle 3 Fraktionen AL 702 A, B und C sind serologisch vollstindig verschieden von-
einander. Im Kreuzhemmungsversuch zeigten sie untereinander sehr geringe Kreuzreak-
tionen.

Bei Wiederholung dieses Versuches unter den gleichen Bedingungen wurden sehr
ahnliche Ausbeuten und identische serologische Ergebnisse erhalten.

0 5 10 75¢m Anode

Fig. 8.
Papierelektrophoretische Analyse der Komponenten eines in Stirke und Glas durch
Zonentransfer getrennten Tuberkuloproteingemisches (AL 702). Spektrophotometrische
Messung der mit Bromphenolblau angefirbten Proteinkomponenten nach Elution des
Farbstoffs mit 0,01-n. NaOH.
—— = ALT702 = eeeeees = AL 702 B
———————— = AL 702 A ———— = AL 702 C

Beispiel II. 100 mg eines Proteingemisches (Sup. 76) wurden in 0,4 ml Veronal-
puffer geldst, mit 1 g Starke vermischt und wie iiblich am Kathodenende eines Stérke-
blocks eingetragen. Die Elektrophorese wurde wiahrend 27 Std. bei -+ 4% mit 16,5 mAmp
280 V vorgenommen. Der Papierdruck vom Block gab nach der Bromphenolblau-Anfér-
bung das folgende Bild:

Kathode %

Anode
Start 8-10 16-78
cm .cm
B

Die zwei Hauptzonen wurden ausgeschnitten und einzeln in Glasblécke eingefiihrt.

Komponente 1 (,,Sup. 76 B*). Das Stirkesegment von 8 bis 10 cm wurde in einen
Glasblock gelegt und bei 17 mAmp und 260 V 24 Std. der Elektrophorese unterworfen.
Die Fraktion ,,Sup. 76 A bewegte sich 1 bis 6 cm vom Ende des Startsegments weg,
wie sich durch Lokalisation der Proteinzonen durch Papierabzug feststellen liess. Das
6 cm lange Segment wurde herausgeschnitten und in einen engen Glastrichter eingefiihrt,
der im Rohrteil mit Watte abgedichtet war. Nach Eluieren mit 25 ml Kochsalz-Losung
wurde gegen Wasser dialysiert und lyophilisiert. Es konnte keine Starke nachgewiesen
werden. Sup. 76 B: 5,1 mg.

Komponente 2 (,,Sup. 76 C*). Diese Fraktion wurde durch Ubertragung aus dem
Stirkesegment von 16 bis 18 em in Glas und unter Beniitzung der gleichen Elektrophorese-
bedingungen wie fiir Komponente 1 isoliert. Sup. 76 B bewegte sich im Glas 4—10 cm
in Richtung der Anode. Die lokalisierte Proteinzone wurde wie oben eluiert, dialysiert
und lyophilisiert. Starke war nicht nachweisbar. Sup. 76 C: 22 mg.

Papierelekirophorese der aufgetrennten Proteinkomponenten. Die unter Beispiel IT
beschriebenen Fraktionen Sup. 76 A und B wurden zusammen mit dem Originalmaterial,
Sup. 76, papierelektrophoretisch auf ihre Homogenitat gepriift. Fig. 9a und 9b zeigen
deutlich, dass eine gute Abtrennung der beiden Hauptkomponenten erzielt wurde.
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Serologische Teste mit den getrennten Proteinen. In diesem Falle reagierte die Mut-
tersubstanz (Sup. 76) nicht mit Kaninchen-anti-tb-Serum im Tannin-Hémagghatinations-
test. Bs war daher unméglich, mit dieser Methode die getrennten Fraktionen auf eine
eventuell verschiedene serologische Spezifitat zu priifen.

Anode

-

Fig. 9a.
Papierelektrophoretische Analyse der Tuberkuloproteinfraktion Sup. 76 vor und nach der
Trennung durch die Stérke-Glas-Transfertechnik.
A = Original Sup. 76
B = Komponente 1 von Sup. 76
C = Komponente 2 von Sup. 76

NS

0 5 10 75m Anode
Fig. 9b.
Spektrophotometrische Analyse der unter Fig. 9a erhaltenen, mit Bromphenolblau ange-
farbten Proteinkomponenten nach Elution des Farbstoffs mit 0,01-n. NaOH.
Sup. 76
~~----- Komponente 1 von Sup. 76
e Komponente 2 von Sup. 76

Diskussgion

In der vorliegenden Arbeit kam die kiirzlich eingefiithrte Methode
der priparativen Zonenelektrophorese zur Anwendung. Wihrend es
zweifelhaft ist, ob es je gelungen ist, serologisch, chemisch und physiko-
chemisch homogene Tuberkuloantigene zu gewinnen (Boyden &
Sorkin2*)), konnten hier mit Hilfe einer Kombination von Elektro-
phorese in Stirke und Glas Tuberkuloproteingemische zumindest teil-
weise aufgetrennt werden. Die Hauptschwierigkeit der benutzten
Zoneniibertragungsmethode liegt nicht in einer mangelhaften Auf-

24) 8. V. Boyden & E. Sorkin, Adv. Tuberc. Res. 7, 17. S. Karger, Basel/New York
1956.
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trennung, sondern vermutlich in der irreversiblen Adsorption der Pro-
teine in Stirke unter den elektrophoretischen Bedingungen. Die quan-
titative Riickgewinnung der Proteine aus Stérke beim Arbeiten ohne
Anwendung von Strom lédsst schliessen, dass wihrend der Elektro-
phorese irreversible Denaturierungsprozesse zu Verlusten fithren. Aus-
beuten von 509, miissen daher als gut bezeichnet werden. Verluste
dhnlicher Art wurden kiirzlich von Harris & Mehl®) bei der zonen-
elektrophoretischen Untersuchung an Phosphatasen beobachtet.

Es ist fraglich, ob viel grossere Proteinmengen als die hier ange-
wendeten mit der beschriebenen Methode aufgetrennt werden kénnen.
Vorliufige Versuche mit grosseren Mengen von Stirke und Antigenen
ergaben nur starke Diffusionserscheinungen ohne scharfe Trennzonen.

Uber die serologischen Eigenschaften und die chemische Zusam-
mensetzung der gefrennten Antigene und iber Abtrennung von
anderen Tuberkuloantigenen soll spiter berichtet werden.

SUMMARY.

Preparative zone electrophoretic separations of tuberculo-proteins
by a zone transfer technigue from starch into glass are described.

Various paper electrophoretic and serological tests were used to
ascertain the state of purity of the isolated fractions.

Tuberculosis Immunization Research Centre
c¢f/o Statens Seruminstitut,
Kopenhagen, Dinemark.

188. Transpositions d’hydroxy-diquinones L.
Préparation de I’hydroxy-2-diméthyl-4,4’-diquinone-3,6,3’,6™)
et du penta-hydroxy-2,3,6,3’, 6’-diméthoxy-4,4’-diphényle
par Th. Posternak, W. Alcalay et R. Huguenin.

(13 VI 56)

Les recherches exposées ci-aprés ont leur origine dans des tra-
vaux sur des pigments de champignons inférieurs. L’un de nous?)
avait montré autrefois que la phoenicine, pigment de Penicillium
phoeniceum et de Penicillium rubrum, représente la dihydroxy-2,2’-
diméthyl-4,4'-diquinone-3,6,3’,6’ (dihydroxy-2,2’-ditoluquinone-4,4")

1) Nous avons effectué, il y a déjd plus de 12 ans, la préparation de cette substance
(voir W. Alcalay, thése, Lausanne 1944; cf. communication au XIVe Congrés Interna-
tional de Chimie de Zurich (26. 7. 1955), résumés des communications p. 28).

2) Th. Posternak, Helv. 21, 1326 (1938); T'h. Posternak, H. Ruelius & J. Tcherniak,
Helv. 26, 2034 (1943).





