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BEITRAG ZUR DIREKTPHOTOMETRISCHEN 

AUSWERTUNG VON PHEROGRAMMEN AUF TROCKENFILMEN 

Das unsaubere Arbeiten mit geolten Pap&en und der \Vunsch hohere Grade der 
Lichtdurchlassigkcit zu erreichen, als die bei normalen Papieren bestenfalls erreich- 
baren 20 %, haben Anlass gegeben, Methoden zu entwicklen, welche die Pherogramme 
als durchsichtigen Trockenfilm liefern. Ein Schritt in dieser Richtung war clas von uns 
empfohlene Imprggnieren des Papiers mit Lacken van gceignetem Brechungsindesl, 
wobei trockcne Filme entstehen, derenTrallspare]lzgrad den-r geijlter Papierk entspricht. 

Es wurden weiterhin Methoden entwickelt, wclche Pherogramme als durch- 
sichtige Filme von sehr holler Lichtdurchlassigkeit und gleichm~ssigem Untergrund 
liefern. Dieses Ziel l%sst sich prinzipiell’auf 3 Wegen erreichen: 

A. Die Pherogramme werden von vornherein auf durchsichtigen Medien gemacht, 
welche nach Farben und Trocknen unm!‘ttelbar einen durchsichtigen Film geben ; 

z.R. Agargel, Collodiumgel, St5rkegel. 
B. Es wird auf Tragern elektropheriert, welche sich nachtr5glich in einen durch- 

sichtigen Film umwandeln lassen. In Frage kommen hierftir besonders Trgger aus 
Acetylcellulose, 2.13. acetylierte’.Papiere, Membranfolien aus Acetylcellulose. 

C. Norrnale, gefarbte Papierpherogrsmme werden mittels eines elektrophoreti- 
schcn Kontaktkopierverfahrens auf einen durchsichtigen Film kopiert. 

Es sol1 bier allein die Herstellung durchsichtiger Pherogramme behandelt werden. 
Die eigentliche clektrophoretische Teclmik wird nur insoweit beriihrt, als sie wichtig 
fiir die Herstellung solcher Pherogramme ist. 

A. D zlrchsichtige AIcdier~ 

Agnvgel. Die besonders von Gn.413~~ uncl Mitarbeitern” ausgebaute Elektrophorese 
auf Agargel wurde von GIRI~ technisch weiterentwickelt, indem er als Unterlage fur 
das Agargel Cellophanmembranen oder Polyesterfilm verwendete; er b&am so 
trockene, durchsichtige Pherogrammflme. 

Als Trgger hat sich bei uns eine mit einer Klebschicht aus Chlorkautschuk 
versehene PVC-Folie (Handelsname : Tesafilm No. 4) sehr gut bewahrt. Wir spannen 
diese Folie unter Einrahrnen mit Leukoplastband auf eine Glasscheibe auf uncl giessen 
die heisse, pufferhaltige Agarltisung auf die Klebschicht. Das erstarrte Agargel haftet 
gut auf dieser Chlorl~autscl~ul~scl~icl~t und wird spater beim Trocknen mit den3 PVC- 
Film fest verklebt. Der Agarfilm wird zusammen mit der Glasplatte in die Elektro- 
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phoreseapparatur eingesetzt ; die Stromzufuhr aus den Puffertrdgen erfolgt in be- 
kannter Weise iiber aufgelegte Briicken aus dickem Filterpapier. Bewghrt haben sich 
Gele mit 0.5-0.75 yO Agargehalt. Zusatz von z-5 yO r,z-Propylenglykol erh~ht die 
Geschmeidigkeit der Gele, unterdrtickt die Bildung von Rissen und such das Aus- 
kristallisieren von Puffersalz beim Trocknen; ferner wird dem Austrocknen des Gels 
wkhrend der Elektrophorese entgegengewirkt. 

Steigende Agar-, Puffer- und Propylenglykolkonzentrationen wirken sich in 
einer Verlangsamung der elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeiten bei 
erhdhter Zonenscli%rfe aus. 

Zur Auftragung der Substanz legen wir eine aus einem ca. 0.5 mm dicken Gias- 
faden haarnadelfijrmig gebogene Glasspange auf das oberfl&hlich leicht angetrocknete 
Gel und lassen die Substanzliisung in die Spange einfliessen, wo sie kapillar festge- 
halten wird. Nach einigen Minuten wird sie mit einer Pinzette vom Gel abgehoben; 
hakenftirmiges Abbiegen eines Schenkelendes erleichert dies. Die LBsung bleibt als 
scharfer Strich auf dem Gel liegen und diffundiert rasch vollst%ndig ein. 

Die gelaufenen Pherogramme werden zunBchst auf der Glasplatte ausgespannt 
belassen und im Warmluftstrom bei cit. 35” getrocknet, wenn natig anschliessend bei 
So-go” hitzedenaturiert und dann von der Glasplatte abgenommen. Fgrbung in 
iiblicher Weise; am besten aus 0.1 %iger Farbstofflesung in g5 %igem Methanol 
(z o/o Eisessig enthaltend). Proteinpherogramme wurden gef&-bt mit Amidoschwarz 
1013, Neucoccin, Rubin S, Wasserblau 6B, Indigotetrasulfonat. Der Untergrund wird 
rasch und vollst2nd.ig entf&-bt. 

Sollte sich die Agarschicht an einigen Stellen von der Unterlage abheben und 
sich etwas Fliissigkeit in einer Blase ansammeln, dann sticht man sie im Entfgrbungs- 
bad mit einer Nadel an. Der Blaseninhalt Iguft aus und das Gel legt sich glatt an die 
Unterlage an; der Einstich ist nicht mehr sichtbar. Zum Trocknen spannt man den 
Film mit der Agarschicht nach aussen auf eine gewiilbte F&he, z.B. eine grosse 
Glasflasche auf. 

Die LichtdurchlZssigkeit dieser Agarpherogrammfilme liegt zwischen 75 und 
So %. Die Proteinzonen sind stcts lclar durchsichtig, l3ei Veronalpuffer, pH 8.G ist 
die kathodisch gerichtete Endosrnose sehr gross. 

CoZZodiumgeZ. Das Prinzip besteht darin, aus einer Collodiumliisung und einem ge- 
eigneten Fiillmittel (x,2-Propylenglykol, 1,4-Butylenglykol) eine Giessmasse herzustel- 
len, die beim Verdunsten des Athers zu einem klaren Gel erstarrt. Dieses Gel wird durch 
Baden in Pufferltisung vom Fiillmittel, sowie von Resten Alkohol undAther befreit. Man 
erhglt klare. sehr wasserhaltige und doch steife Gele die beim Eintrocknen vcllig durch- 
sichtige Coilodiumhgute geben. Als Trsger fiir das Gel eignen sich Folien aus Celluloid 
oder Acetylcellulose, auf denen das Gel und spgter die Collodiumhaut gut haften. 

Als Giessmassen haben sich bewghrt : 
(I) 40 ml Collodiumlijsung (4 %ig) + 40 ml Butanol + 160 ml r,z-Propylen- 

glykol. Ausgew%sertes Gel = ca. o.S %ig an Trockensubstanz. 
(2) 20 ml CollodiumlBsung (4 %ig) + IO ml Butanol + 200 ml r,4-Butylenglykol. 

AusgewYss&rtes Gel = cit. 0.3-0.4 %ig an Trockensubstanz. 

.f* Cl~r~o~rrtnlog., 4 (1960) gg-107 



l~IREKTPHOTOMETRISCHE AUSWERTUNGVON PHEROGRAMMEN 101 

Die Tragerfolie wird such hier mit Leukoplastband auf einer Glasplatte aus- 
gespannt und die Collodiummischung 1.5-z mm diclc in den Leukoplastrahmen auf 
die Folie gegossen. Nach I y&2 Stunden ist die Masse zum Gel erstarrt. Nach Aus- 
wassern in Pufferliisung ist das Gel fur die Elektrophorese bereit. Sowohl das frisch 
gegossene als such das pufferfeuchte Gel sind einige Zeit (ca. 8 ‘rage) unverandert 
haltbar. 

Die Elektrophorese selbst geschieht in bekannter Weise, wie z.B. bei igargel 
(so.). Fhichtige Puffer sind vorteilhaft ; bei hohen Konzentrationen an nichtfliich- 
tigen Puffern k6nnen beim Trocken Puffersalze auskristallisieren und sich nach dem 
Fiirbcn auf dem Film als Abdriiclce markieren. 

Die getrockneten Pherogrammfilme werden von der Glasplatte abgezogen und 
wie iiblich gefarbt. Der Untergrund nimmt iiberhaupt keinen Farbstoff an und kisst 
sich daher besonders leicht farblos waschen. 

(a) Proteine werden in 0.1 %igen Farbstofflosungen in 0.1 N essigsaurem 50 o/oigenl 
Methanol gcfZ.rbt (z.B. Neucoccin, Rubin S). Ftir Amidoschwarz IOB empfiehlt sich 
tine 0.01 %ige Farbstofflijsung. 

(b) Saure Mucopolysaccharide werden aus schwach essigsauren wassrigen 
Lijsungen von Toluidinblau oder Brillantcresylblau angef&bt. Der Untergrund nimmt 
im Gegensatz zu Papier lteinen Farbstoff an und wird leicht farblos gewaschen. 

(c) Zur Sichtbarmachung von Aminosauren badet man den Film S-IO Minuten 
lang in einer Lijsung von 300 mg Ninhydrin + 30 mg Cd-acetat in 30 ml sec.-Butanol 
und trocknet dann an der Luft. Nach kurzer Zeit setzt die Ausbildung der Rotfarbung 
cler Aminosauren ein. 

Diese Pherogrammfilme sind vijllig klar und durchsichtig. Die Lichtdurchlassig- 
lceit liegt zwischen S4 und SS yO (400-600 m/A). Die Collodiumhaut ist trocken s-15 ,LL 

dick. 

B. Naclatriiglich in einen dawclasiclatigen FiZm awa~va?adeCbure TYiiger 

A!IembvalzfoJie~~ (kguflich als “Membranfolien zur Elektrophorese”) . Mit diesen aus 
Acetylcellulose hergestellten Folien erhalt man besonders schdne Ergebnisse. Die 
elektrophoretische Technik entspricht vollstandig der Papierelektrophorese, wobei 
horizontale Anordnung der Folien, z.B. in einer Apparatur nach LAURELI. (sog. 

“Nagelbrett”), und ein Spannungsgefalle von 6-7 V/cm zu empfehlen sind. Die 
Phcrogramme werden dann mit einem Gummirollenquetscher auf einer Glasplatte 
glatt aufgequetscht und bei Zimmertemperatur trocknen lassen. Auf eine I-Iitze- 
denaturierung kann bei vielen Proteinen verzichtet werden, sonst wird nur S-IO 

Minuten bei So” denaturiert. Langeres und htiheres Erhitzen fiihrt zum KrYuseln 
uncl Verziehen der Folien. 

Die Farbung der von der Glasplatte herunter genommenen Folie geschieht wie 
bei Papierpherogrammen, wobei mit Leichtigkeit gute Anfarbungen bei viillig weissem 
Untergrund erhal.ten werden ; z.B. Proteine mit den iiblichen Eiweissfarbstoffen, 
Kohlehydrate mit der PAS-Far-bung, Aminosauren und Peptide mit Ninhydrin-Cd- 
acetat, saure Mucopolysaccharide mit Toluidinblau, unge&ittigte Lipoide durch 
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Haldgenaclclition, I~alogensilberbilclul~g und anschliessende Keduktion zu Silber”, 
Lipoide mit Sudanfarbstoffen. 

Das gefgrbte Folienpherogramm wird nach dem Ruswaschen des Untergrundes 
nass auf eine Glasplatte mit dem Gummirollenquetscher aufgewalzt und mit Eisessig 
bespriiht. Die Folie sintert zu einer durchsichtigen Schicht zusamrnen. Nach dem 
Verdullsten des Eisessigs ist der trockene Film bereits sehr lichtdurchl%s~ig (So-S3 %), 
zeigt aber noch eine geringe Triibung. Durch anschliessendes Bespriihen mit Phenol- 
Wasser-Eisessig (So : 20: IO) wird er schlechthin absolut durchsichtig; im Warm- 
lu-ftstrom bci 35-4o”,verdunstet das Phenol in I +2 Stunclen. Unter Wasser l&t sic11 
der Film leicht van der Glasunterlage. Er sieht aus wie die als Verpackungsmaterial 
clienendcn “Ce110p1ian1i2iute”. 1-2 Stunden zwischen Filterpapier gepresst, bleiben 
die Filme visllig glatt. 

Die Eisessig- und Phenolbehandlung sch%digt die oben genannten Rirbungen 
nicht. Der Einschluss der Farben in die Acetylcellulosemasse ist so vollstgndig, dass 
selbst van l&lich& Farbstoffen unter Wasser nichts herausgelbst wird. 

Da die Acetylcellulose bei der beschriebenen Durchsichtigmachung angelGist 
wircl, lassen sich die Membranfolien dabei leicht verschweissen. Legt man beim 
Aufquetschen auf die Glassplatte 2 Folien mit den Schnittkanten aneinander, so 
verschrnelzcn diese beim Spriillen mit Eisessig usw. mit einander vollst%dig; die 
Verschmelzungslinie ist kaum sichtbar. Man kann daher Pherogrammfolien der L&nge 
nach teilen, verschiedenen Fgrbungen unterwerfen (z.B. auf Protein&, Kohlehydrate 
etc.) und nachtr~glich wieder zusammen schweissen. Man bekornm~ so sehr eindrucks- 
voile Bilder. 

Oft zeigen Proteinzonen, besonders bei htjheren Konzentrationen, auf den 
clurchsichtigen Pherogrammen neben der F&bung such eine Triibung., Unter dem. 
Mikroskop sieht man diskrete gefgrbte Proteinpartikel in einer klaren farblosen 
Grundmasse. Die Triibung ist bei hohen Proteinkonzentrationen (z.B, Albuminzone 
der Serumplzerogramme) such im durchsichtig gemachten, ungefgrbten Film sichtbar. 
Das Gleiche gilt such fiir Acetylpapiere, die in Paraffin61 auf einen hohen Trans- 
parenzgrad (ca. 6~ %) gebracht wurden; bei den an gewijhnlichen Papieren erreich- 
baren m%sigen Transparenzgraden (ca. 14-17 yO) fZ.llt sie katim auf. Ob und in welcher 
St2irke Trtibungen auftreten, h%ngt von der Art des Proteins ab; bei klaren Protein- 
zonen zeigt das Mikroskop nur einethornogene F&bung des Films. 

Trotz solcher Triibung bleibt bei der Direktphotometrie die lineare Beziehung von 
Dosis und Extinktionskurvenfl2iche erhalten. Die Eichkurven werden lediglich steiler. 

‘IroZlacelyZiertes Pa+‘er. Die Technik des Durchsichtigmachens von Membran- 
folien l&sst sich such auf vollacetylierte Papiere anwenden. Man erh$lt auf diesen 
Papieren sehr gute Pherogramme. Besonders lassen sic11 darauf Glycoproteine bei 
vtillig weissem Untergrund darstellen, wie H~~LZERG gezeigt hat. Bei Zusatz von 
IO o/0 I ,2-Propylenglykol zum.Puffer benetzen sich die Acetylpapiere wie gew~hnliches 
Papier; es geniigt such schon dern Puffer etwas Aceton oder Alkohol zuzusetzen. 

Beim Umwandeln in einen Trockenfilm muss vor allem der Einschluss von 
Luftblasen verhiitet werden. 
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Dss Pherogramm wird unter Evakuieren mit Anisol durchtrYnkt. Auf eine 
Glasplatte bringt man eine Fliissigkeitsschicht eines Gemisches von Phenol-Anisol- 
1 ,z-Propylenglykol ( IOO : 20 : I .2) und legt das mit Anisol durchtr&nkte Pherogramm, 
01z~~e es vorlzer nbzzcZ2ischo~z, auf diese Fliissigkeitsschicht. Dsnn giesst man weiterhin 
Phenol-Anisol-Propylenglykolgemisch darauf, bis das Papier vollstgndig damit 
bedeckt ist. Es wird sofort vijllig durchsichtig. Dann wird wagerecht liegend im Warm- 
luftstrom bci 35-40” getrocknet. Den Trockenfilm l&t man unter Wasser von der 
Glasplat te ab . 

Der Pherogrammfilm hat GS y0 Lichtdurchltissigkeit, Unter dem Mikroskop 
sieht man darin noch einige Faserreste, vermutlich einige nicht vallig acetylierte 
Papierfasern. Dalzer ist der Film auclz nicht glasartig klar, sondern zeigt noch eine 
geringe Triibung. Aus dem 0.23 mm dicken Papier Schleicher u. Schiill 2043 a, voll- 
acetyliert, entsteht ein ‘0.17 mm dicker Film. 

C. I~o$&.vvevfalwtm 

Elelztrokoj!&n v01t Pnpi~rptzerogranz~lze7z. Legt man ein feuchtes, gefgrbtes Papicr- 
pherogramm auf ein alkalisches Gel, so diffundiert rasch ein grosser Teil des vom 
Eiweiss gebundenen Farbstoffs in das Gel; die Farbstoff-Proteinbindung wird bei 
pH > 5-G gel&t. Der zungchst unvollstZndige Farbstofftibergang wird durch Anlegen 
eines elelctrischen Spannungsgefgiles in Richtung PapieriC111 vervollstZndigt und es 
entsteht im Gel ein hinsichtlich Form und Farbstoffmenge getreues Abbild des Origi- 
nals, Aus dieser Beobachtung wurcle ein Kopierverfahren entwickelt. 

Als Kopiermaterial dient eine mit Formalin leicht angehgrtete Gelatine, die such 
bei alkalischem pH nicht klebrig ist. Die daraus hergestellten Filme lassen sich trocken 
aufbewahren und quellen beirn Einweichen in Pufferlijsung wieder zu einem Gel mit 
den gew>nschten Eigenschaften. 

Man stellt unter Erhitzen auf dem Wasserbacl eine w%ssrigc L&sung her, die 
20 o/o einer harten, fsrblosen Gelatine und 3 o/o Glycerin enth%lt. Wir benutzten die 
Gelatinesorte “Smaragd” der Fa. Heinr. Rathjen, Gelatinefabrik, Nienburg/Weser. 
Zu IOO ml clieser heissen Ltjsung gibt man unter griindlichem Durchmischen IO ml 
einer 0.35 %igen Formalinl6sung (40 %iges Handelsformalin I : IZO mit Wasscr 
verdiinnt) . 

Man giesst die heisse Gelatinemischung auf eine feuchte, auf einer Glasplatte 
unter Einrahmen mit Leukoplastbancl (sog. Lassoband) aufgespanntc Cellophanfolie 
2-3 mm dick auf. Fiir eine F&he 30 x 50 cm werden ca. 500 ml gebraucht. Nach 
dem Erstarren wird im Warmluftstrqm bei ca. 40” getrocknet und dann der Gclatine- 
film samt der fest daran haftenden Cellophanfolie in passende Stiicke zurecht- 
geschnitten. 

Man quillt diese Gelatinefilme bei I3edarf in Pufferl6sung (s.u.), wobci sich gleich- 
zeitig die Cellophanhaut abliist, die dann verworfen wircl. 

Die Apparatur fiir die Elektrokopie besteht aus 
(I) ciner Gleichstromquelle. Stufenlos regelbar bis maximal 20 V; belastbar bis 

I-I,~ A. 
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(2) z Elelstrodenblechen, entsprechend der Grijsse der zu kopierenden Papier- 
pherogramme, z.B. 20 x 6 cm. Anode = 0.05 mm starkes Pd-Blech. Kathode = I 

mm starkes Silberblech. 
(3) 2 Kiihlplatten aus Glas; mit Wasserkiihlung. 
Mall wend& bei der Elektrokopie einen Ammonacetatpuffer vom pH 4.0 an, 

bei dem die Farbstoff-Eiweissbindung noch nicht gel&t und kein Farbstoff aus den 
gefgrbten Zonen eluiert wird. Erst das an der Kathode entwickelte Ammoniak l&t 
den Farbstoff vom Eiweiss ab, der dann sofort elektrophoretisch in das Gelatinegel 
abwandert. Der Ammonacetatpuffer wird durch Zugeben von konz. Ammoniak zu 
0.2 N Essigsgure bis zum pH 4.0 hergestellt. Andere Puffersalze, 2.13. Na-acetat, 
erwiesen sich als weniger gut geeignet. 

Zur Ausfiihrung der Elektrokopie legt man in der angegebenen Reihenfolge 
aufeinander : 

Kiihlplatte; Anodenblech aus Pd; 15-20 Lagen puffergetr5nktes Filterpapier 
(ca. 7 mm) ; Gelatinegel (ca. 1.2-2 mm) ; mit Puffer bespriihtes Originalpherogramm; 
2 Lagen pufferfeuchtes Filterpapier; Kathodenblech aus Silber; Kiihlplatte. 

An die Elektrodenbleche wird eine Spannung von 10-15 V gelegt. Anfangs- 
stromst5rke = 0.8-r A, die im Laufe des Kopierens auf etwa die Hglfte absinkt. Mit 
Hilfe von zwischengelegten Streifchen aus diinner Pd-Folie wurden die Spannungs- 
gefglle in den einzelnen Schichten gemessen (Tabelle I). 

TABELLE I 

kath. Dcclcbl~itter 0.75 2.2 29.4 

Originalplierogramn~ o-35 0.7 
Gelatinegel I. -5 7.2 ;: 
anod. Papicrblock 7.1 5 7.05 

Man kontrolliert den Fortgang des Kqpierens, indem man nach IO Minuten und 
dann in Abst&nden von 5 Minuten unterbricht, Kiihlplatte und Kathodenblech 
abnimmt und das Originalpherogramm etwa zur H2ilfte vom Gel abhebt, so dass es 
nachher wieder in die urspriingliche Lage gebracht werden kann. Falls das Pherogram 
und das aufliegende Filterpapier zu.trocken erscheinen, spriiht man mit Puffer nach. 

Der Farbstoff wandert in etwa 12-15 Minuten quantitativ vom Papierpherogramm 
in das Gelatinegel. Nach etwa 45 Minuten hat ,er such das Gel durchwandert und 
schl$gt auf den anodenseitigen Papierblock durch. 

Aus den fiir Papiei- und Gel gemessenen elektrophoretischen Wanderungs- 
geschwindigkeiten (Tabelle II) errechnen sich Kopierzeiten, die den esperimentell 
gefundenen nahe kommen ; n&imlich 7.5 Minuten fiir den quantitative11 Farbstoff- 
iibergang vom Pherogramm in das Gel und 55 Minuten bis zum Durchschlagen des 
Farbstoffs durch das Gel. 

Diese Uberschlagsrechnung beri,icksichtigt nicht die ftir die kathodische Ammo- 
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TABELLE II 

WhNDERUNGSG~SC~IWINDrCICISITEN (llllTl/V/h) VON NEUCOCCIN IN 0.2 hf AMMONACETAT 

- 

fir9 Gelalirse~el Papier* 

7-0 1.S4 2.73 
Cl.0 1.64 2.42 

S*O 0-5 2.02 

4-O 0.5 2.02 

+ Machery 11. Nagel 2 14. ._ 

niakentwicklung und dessen Diffusion zum Pherogramm erforderliche Zeit , Ferner 
bleiben die im Gel herrschenden PI-I-Verhaltnisse unberiiclcsichtigt, 

Die Kopie wird in folgender Lijsung fisiert (ca. 20-30 Minuten): S4 Vol. Methanol 
(95 %ig) + 5 Vol. Glycerin oder r,z-Propylenglykol + IO Vol. Formalin (40 %ig) + 
1 Vol. Eisessig. 

Das Gel wird hierbei entwssscrt, die Gelatine starker geh&.rtet, durch die saure 
Reaktion der Farbstoff auf der Gelatine fixiert. Der Glycerin- bzw. Propylenglykol- 
zusatz dient als Weichmacher. Die nachgehartete Gelatine schrumpft nicht beim 
Trocknen. 

Man 1Hsst den fisierten Gelfilm hangend an der Luft trocknen, bis er sic11 trocken 
anfiihlt. Zum viilligen Durchtrocknen quetscht man den noch sehr schmiegsamen 
Film auf eine Glasplatte, auf der er schwach anklebt. Nach dem Trocknen iiber Nacht 
wird er biegsam-elastisch und bleibt nach dem Abnehmen von der Glasplatte glatt. 
Die Elektrolcopien sind beztiglich Form und Intensitat der Zonen originalgetreu: 
Triibungen in den farbigen Zonen (s.o.) kijnnen hier prinzipiell nicht auftreten. 

Alle elektrophoretisch wandernden Farbstoffe eignen sich fiir die Elektrokopie, 
besonders Farbstoffe mit Sulfos~iuregruppen, 2.13. Neucoccin, Brilliantcarmoisin, 
Indigotetrasulfonat. Eine Ausnahme macht Amidoschwarz IOB, weil es elektro- 
phoretisch nur sehr langsam wandert (geprtift in 0.2 M Ammonacetat bei pH 8.o) 
und erst bei stark alkalischer Reaktion, pH > IO vom Protein eluiert wird. Bei 
Bromphenolblau muss die Indilcatoreigenschaft beriicksichtigt werden. 

Die elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeiten sind etwas unterschied- 
lich, was sich in den Kopierzeiten ausdriickt. Indigotetrasulfonat > Neucoccin > 
Bromphenolblau. 

Auch Anfarbungen mit sulfurierten Tripenylmethanfarbstoffen, z,B. Stiure- 
fuchsin (Rubin S) oder Tintenblau, lassen sich elektrokopieren. Die Far&tone wan- 
dern allerdings als ungefarbte “Farbbasen” in das Gel und werden erst beim Anstiuren 
der Kopien wieder sichtbar. Bei Zusatz von z ml 85 %iger H,P0,/1oo ml Fixierbad 
treten die Farben rasch und haltbar wieder in Erscheinung. Die Unsicherheit in der 
Kontrolle des quantitativen Farbstofftibergangs spricht jedbch gegen die Anwendung 

4 dieses Rarbstofftyps. 
Beim Elektrokopieren wandert lediglich der Farbstoff in das Gelatinegel, das 

denaturierte Protein verbleibt auf dem Pherogramm und kann dort erneut angefarbt 
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werden, so dass es wieder im urspriinglichen Zustand vorliegt. Es wird vorher etwa 
30 Minuten gewgssert, urn eventuell anhaftende Gelatinepartikel abzuspiilen. 

Bei gut denaturierten Proteinen kBnnen vom gleichen Pherogramm mehrere 
gleichwertige Kopien angefertigt werclen, die im Extinktionenschreiber gleiche Kurven 
geben. Zur Demonstration zeigen wir die Estinktionskurvcn von z aufeinander 
folgenden Elektrokopien von Serum- und l?rolaktinpl~erogran~n~en (Fig. I und 2). 

E 1. Kopie 

0.3 
I 

E 1. Kopie 
0.5 - 
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Fig. I. 5 yl Kaninchcnserum. Veronalpuffer, ~1-1 S-G, 0.6 Papier: Machcry u. Nngel Neucoc- Fig. 2. 250 y Prolalctinpr5parat. Veronalpuf- 
,u. 214. 
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Die registrierten Kurven decken sich. Bei beiden Kopien des Prolaktinphero- 
gramms ist das VerhKltnis der EstinktionslturvenfI&zhen 2.1: I. Das Prolaktin be- 
findet sick in der schneller laufenden, stgrkeren Zone. 



DIREI~TPHOTO1CIETRIS~H~ AUSWERTUNG VON PHEROGRAMMEN =o7 

ZUSAMMENFASSUNG 

Fiir die Auswertung in Estinktionenschreibern werden Elelctropherogramme als 
trockene, durchsichtige Filme hergestellt. Es werden 3 Wege zur Herstellung solcher 
Trockenfilme besprochen. 

(I) Elektrophorese in durchsichtigen Gelcn auf durchsichtigenTr%gerfolien. Es wird 
ausser dem belcannten Agargel ein Collodiumgel verwendet, welches sehr durch- 
siclitige Filme liefert. 

(2) Pherogramme auf Tr5.gern aus Acetylcellulose (Acetylpapier, Membranfolien) 
werden durch Ltisungsmittel zu durchsichtigen Filmen gesintert. Die Durchsichtig- 
machung von Membranfolien wird durch Phenolspray verbessert, so class viillig 
durchsichtige Filme entstehen. 

(3) Es wird tin elektrophoretisches Kopierverfahren angegeben, bei dem der Farb- 
sto,ff von einem Papierpherogramm auf einen durchsichtigen Film aus gehsrteter 
Gelatine iibertragen wird. Vom gleichen Original lcijnnen mehrere Kopien angefertigt 
werden. 

Es werden Arbeitsvorschriften fiir die I-Ierstellung der durchsichtigen Pherogramm- 
filme gegeben. 

SUMMARY 

For purposes of evaluation in estinction recorders, electropherograms were prepared 
as dry, transparent films. Three methods for preparing such dry films are discussed. 

(I) Electrophoresis in transparent gels on transparent supporting films. Besides the 
well-known agar gel, a collodion gel was used, ~vhidh gave very transparent films. 

(2) Plierogrzims on supports consisting of acetyl cellulose (acetylated paper, 
membrane films) were sintered to. transparent ,films by means of solvents. The trans- 
parency of membrane films is improved by a phenol spray, completely transparent 
films being obtained. 

(3) An electrophoretic printin, m method is described in which the stain is transferred 

from a paper pherogram to a transparent film OF hardened gelatin. More than one 
copy can be made from the same original. 

Procedures for preparing the transparent pherogram iilms arc given. 
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