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Reinigung synthetischer Peptide mit der trigerfreien priaparativen Durchfluss-
Elektrophorese

Neben einer analytischen elektrophoretischen Auftrennung von polaren Sub-
stanzgemischen haben in den letzten Jahren die verschiedensten préparativen Tech-
niken praktische Bedeutung erlangt. Im wesentlichen wird nach zwei prinzipiell
unterschiedlichen Methoden gearbeitet: der diskontinuierlichen Zonen-Elektropho-
rese und der kontinuierlichen Durchfluss-Elektrophorese. Bei beiden Verfahren
werden Trigersubstanzen wie Papierblitter, Papierkarton, Glaspulver, Stérkegel,
Cellulose, Sephadex® etc. verwendet. Eine wesentliche Verbesserung fiir priparative
Trennungen bietet das Prinzip der trigerfreien pridparativen Durchfluss-Elektropho-
rese wie sie von BARROLLIER ¢t al.* und HaNNiG2 beschrieben wurde. Das Problem
einer exakten Temperaturregelung wurde durch Wasserkiihlung!*, bzw. Luftkiih-
lung? ** gel6st. Uber einc Verwendung des von BARROLLIER ef al.l entwickelten und
in der Zwischenzeit verbesserten Gerites (vgl. Zit. 3-6), zur Trennung von Serum-
eiweiss ist mehrfach berichtet worden4.8.7,

Putfer- bzw. Substanz-

Tl‘ennkammet', abnahmestellen

Fig. 1. Schematische Skizze des ‘“‘Pheroplan’. Die auf der oberen Kihlplatte parallel zum Puffer-
strom angeordneten Elektrodentrége mit in die Trennkammer ragenden Diaphragmen sind nicht
eingezeichnet.

Seit ldngerer Zeit hat sich die tridgerfreie Durchfluss-Elektrophorese (‘‘Phero-
plan’ ®, vgl. schematische Skizze, Fig. 1) in unserem Laboratorium auch zur konti-
nuierlichen priaparativen Reinigung von synthetischen Peptiden hervorragend
bewihrt. Die Erfahrungen, die besonders an Peptiden von Angiotensin-89 Brady-
kinin-10-14 und Xallidin-Typ!8, sowie auch an anderen basischen und neutralen
Peptiden gesammelt wurden, sollen im folgenden an einigen Beispielen demonstriert
werden.

Bedingungen fiir priparative Trennung eines Peptidgemisches

(x) Fliichtiger Puffer fiir die Trennkammer: z.B. 0.033 M Pyridiniumacetat,
PH 5 ( ~ 600 £2/cm).

(2) Puffer fiir die Elektrodentrogspiilung: o.x M Pyridiniumacetat, pH 5 (die
hohere Konzentration verhindert Ionenverarmung und pH-Wert Anderungen).
Die Spiilung ( ~ 1—2 1/Std.) erfolgt in der Weise, dass der ablaufende Spulpuffer keme
wesentliche Anderung des pH-Wertes und der Leitfahigkeit zeigt.

* “Pheroplan’’ ® der Firma K. Marggraf o.H.G., Grolmannstr. 44—45, Berlin-Charlottenburg.

** “Elphor VAP Apparatur’ ® fiir Trennungen im reinen Pufferfilm, Firma Dr. Bender und
Dr. Hobein, Lindwurmstr. 71—73, Miinchen. ‘
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(3) Kithlung: der Kiihlsoleumlauf wird so eingestellt, dass die Sole nach
Passieren des Pheroplan-Kiihlsystems ~ 0° bis 4 1° hat.

(4) Spannung: zo000-3000 V.

(5) Stromstédrke: 120-190 mA.

(6) Konzentration der zu trennenden Substanz: 1 ml/Std. einer 5% igen
Losung des Peptidgemisches.

(7) Verweilzeit: die von dem Fliissigkeitsstand in den Uberlaufgefissen und der
Pufferabnahme abhingige Zeit, in der die Substanz in der Trennkammer unter
Spannung verbleibt, betrigt 60~go Min. Bei zu hoher Verweilzeit kann eine Wande-
rung der Substanz in die Elektrodentrége erfolgen.

(8) Dosierstelle (Einpumpstutzen fiir die Substanz): erste Stelle ab Anode
zwecks Erzielung einer moglichst grossen Trennstrecke.

Die angegebenen Daten stellen Standardbedingungen dar. Abhingig von der
Ladung des Peptids sowie der Lage der Verunreinigungen im Vergleich zur Haupt-
zone (analytisches Elektrophoresebild) koénnen die Trennbedingungen wvariiert
werden. Fiir eine optimale Trennung eines Peptidgemisches und eine gute Aus-
nutzung der Trennmdéglichkeit mit dem Pheroplan muss gegebenenfalls ein Vorver-
such (50 mg Substanz) durchgefiihrt werden. Fiir die angefiihrten Peptide erwies sich
die Verwendung des.Pyridiniumacetatpuffers pH 5 als besonders geeignet. In einigen
Fdllen wurden auch mit Essigsdure-Ameisensidure-Puffer pH 1.7 gute Trennergeb-
nisse erzielt.

Die Fig. 2-5 demonstrieren die #usserst scharfen Trennungen der Haupt-
komponenten von geringer bzw. stirker basischen Begleitpeptiden, die am Anfang
bzw. Ende der aufgefangenen Fraktionen konzentriert sind (z.B. Abb. 2: Fraktion
32—38 reine Hauptfraktion; Fralktion 19-31 Hauptfraktion - schwicher basische
Verunreinigung; Fralktion 39-48 stirker basische Verunreinigungen. Die am Start-
punkt eingekreisten Markierungen sind nicht wandernde Farbstofflecke zur Kenn-
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Praxv. 21-30 - 2 33 34 35 3 37
2.9 mg 26,8 sz 45,8 ng 57.5 mg 60,5 mg T4,4 ng 93.7 mg 82,7 =g 81,5 ag 56,2 mg 41,3 mg T0,0 mg
aingeeetati HU0 mg isolierts T8%5,.) ag
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E analytiscre Elsktrophorese pyS5 (Fyridiniusecetatpulffer + 108 Froprienglykel)

Fig. 2. “‘Pheroplan-gereinigtes’’  Ser’-Gly%-Bradykinin. Analytische' Papierelektrophorese der
einzelnen isolierten Fraktionen in Pyridiniumacetatpuffer pH 5 4+ 109% Propylenglycol (10 V/cm,
6 Std., Ninhydrinfirbung). . .
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zeichnung der Endosmose, bei den unteren eingekreisten Flecken handelt es sich um
Ornithin als Bezugssubstanz). Selbst im analytischen Bild sehr dicht neben der
Hauptkomponente liegende Verunreinigungen lassen sich glatt abtrennen. Von den
zur Reinigung cingesetzten Substanzmengen werden im Durchschnitt 8595 % nach
der Trennung wieder isoliert. Im kontinuierlichen Durchsatz konnten Peptide in
Mengen bis zu 4-5 g getrennt werden. Die elektrophoretische Reinigungsmethode

Kallidin
rakt.19=-24 2s 26 I 28 29 30 n 2-35
“4Tmg Z,3mg2,6mg 45w JIms 6,08 S,5mg 2,9u 4.5
" wingesetzt: 50 mg 1solierts 5T.' mg

.analytische Elek » '..s (Pyr1 ta + 106 Propylenglyral)

Fig. 3. ‘Pheroplan-gereinigtes’’ IKallidin. Analytische Papierelektrophorese.
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Prakt.11=-138 20 21 22 23 Z4 24s 5 26 a 8 a9=30
55, mg 87,2 ag 111,35 mg "TE.5 ng 222.6 mg 174,0 mg 112,80 mg 341,.6 mg 30,7 mg 59,2 ng 44,5 ng 193.7 n

eingesetsts 2380 mg iscliert: 20% .4 Bg
. ¢ .

spalytische Elektrophorese .5 (Fyridiniusacetatpuffer + 10% Propylenglykal

Fig. 4. "Pheroplaﬁ-gereinigtes" Ala®-Bradykinin. Analytische Papierelektrophorese.
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Bradraiais
Prakt. 19-26 n F 29 £ F1 2 53 34 » % b1 = 48

B5.5 mg 6.9 mg T4.8 mg 8.5 =g 40.0 mg 12.6 mg 42.9 ng 63.7 mg B1.5 mg 0.0 mg 92.4 mg V02.0 mg "09.7 ag I3e.6 mg

eingeseists 1200 mg iscliert: 1007.3 -g?

" snalytische Elektrophorese py 5 (Frridiniumecetatpuffer « 108 Fropylenglykel)

Fig. 5. “‘Pheroplan-gereinigtes’ Bradykinin. Analytische Papierelektrophorese.

bietet eine wertvolle Ergdnzung zur Siulenchromatographie an Austauscher-Cellu-
losen. In Fillen, wo selbst durch Variation der Gradienten-Elution (Konzentrations-
bzw. pH-Anderungen) keine vollstindige Reinigung gelang, konnte direkt durch die
tragerflele Durchfluss-Elektr ophorese bzw. durch Elektrophorese im Anschluss
an eine Sdulenvorreinigung eine Reinigung erzielt werden. Fiir kleine Substanz-
mengen (100-500 mg) d.h. Mengen, in denen hoch wirksame biologisch aktive Peptide
im allgemeinen zunidchst synthetisiert werden, ist die prédparative Elektrophorese
auch wegen eines geringeren Zeitaufwandes der Sdulentrennung vorzuzichen.
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