NOTES 615
Ein papierchromatographisches Trennverfahren fiir Lipoproteide

Die zeitraubenden Versuche bei der Untersuchung von Lipoproteiden, sowie
die schwachen Trenneffekte die man mit der Papierelektrophorese erzielen kann,
machten es notig fiir diese Stoffe ein geeignetes chromatographisches Trennverfahren
auszuarbeiten. Die bisher in Gebrauch befindlichen papierchromatographischen Trenn-
verfahren fiir Lipoproteide wenden unbequeme, oft schéddlich wirkende, Laufmittel
an, mit denen kaum gute Trenneffekte zu erzielen sind?2.

Das Ziel unserer Forschungsarbeiten war, ein neues Kriterium fiir die Beur-
teilung von Lipoproteiden im Blutserum in der klinischen Praxis auszuarbeiten. In
einer Reihe von Versuchen gelang es uns ein einfaches und unserem Erachtens nach,
sehr effektives papierchromatographisches Trennverfahren auszuarbeiten. Ein Kurz-
bericht iiber die erzielten Resultate wurde auf dem Kongress der Gesellschaft Pol-
nischer Gynikologen in Gdarisk?®-% und auf dem I. Biochemischen Kongress in £.6d46
vorgetragen. Nach unserem Verfahren werden die Lipoproteide mit Hilfe der eindi-
mensionalen Papierchromatographie aufsteigend getrennt, wobei als Tréigerstoff das
Papier Whatman Nr. 1 und als mobile Phase destilliertes Wasser verwendet werden.

Bei der experimentellen Ausfiihrung unseres Verfahrens wird folgendermassen
vorgegangen. Entsprechend gekennzeichnete Papierstreifen von 25 cm Linge werden
in einer chromatographischen Kammer mit dem unteren Rand 2 cm tief in destil-
liertes Wasser eingetaucht. Nachdem die Losungsmittelfront den oberen Rand des
Papierstreifens erreicht hat, wird dieser noch fiir 10 Min. in der Kammer gelassen. Bei
diesemn Vorgang werden die Papierstreifen gleichmaissig angefeuchtet und zum Teil
ausgewaschen.

Die Papierstreifen werden nachher in einer gleichen Kammer, jedoch ohne
Wasser, bei Raumtemperatur zum trocknen aufgestellt. Nach etwa 45 Min. werden
mit einer Mikropipette oder kalibrierten Kapilare, 4 cm vom unteren Rand entfernt,
auf eine 5 cm lange Startlinie 0.02 ml des zu untersuchenden Blutserums aufgetragen.
Die startfertigen Papierstreifen werden in eine mit destilliertemn Wasser gefiillte
Entwicklungskammer gebracht, wobei der untere Rand der Papierstreifen 2 cm tief
ins Wasser eingetaucht wird. Nachfolgend wird bei geschlossener Kammer entwickelt.
Nach einer Stunde werden die Papierstreifen herausgenommen und bei Raumtem-
peratur getrocknet.

Auf dem trockenen Chromatogramm werden die Lipide mit Sudanschwarz
nach SwaHN? sichtbar gemacht. Zur quantitativen Bestimmung der Lipide werden die
blaugefirbten Zonen aus dem Papierstreifen herausgeschnitten und mit 4 ml einer
Athylalkohol-Eisessigsdure-Mischung (4:1) cluiert. Die Extinktion des Eluats wird
spektrophotometrisch bei- 4 = 590 mu bestimmt. Als Eichldsung dient dieselbe
Mischung mit der ein ungefirbter Teil der gleichen Grosse, wie der der gefidrbten Zone,
aus demselben Streifen eluiert wurde. Auf diesem Wege kann das Verhiltnis der ein-
zelnen Lipoproteidfraktionen zueinander, sowie der gesamte Lipidgehalt ini der unter-
suchten Probe bestimmt werden. '

Besprechung der Versuche

Bei Anwendung unseres Verfahrens zur Trennung der Lipoproteide aus mensch-
lichem Blute werden zwei (Fig. 1) bis drei (Fig. 2a, c und d) gut getrennte Fraktionen
erhalten. Im Blutserum einiger kranker Personen konnte ausserdem noch eine vierte,
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zwischen dem ersten und zweiten Streifen liegende Fraktion festgestellt werden.
Diese Fraktion konnte jedoch nicht in jedem Versuch festgestellt werden, manchmal
sogar auch nicht bei wiederholter Trennung desselben Serums.

Bei lipemischen Blutseren und Seren mit Glycerintrioleatzusatz blieb auf der
Startlinie eine mehr oder wenig scharf angedeutete, aus freien' Lipiden bestehende:
Zone zuriick (Fig. 2b). Aus technischen Griinden gelang es uns einstweilen noch nicht.

I Fr
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Startlinie —

Fig. 1. Chromatogramm des normalen Serums.

die einzelnen Fraktionen zu identifizieren. Wir stellten jedoch fest, dass 3-Lipopro-
teid-freie Seren sich nicht in der Streifenzahl vom normalen Serum unterscheiden.
Dieser Befund wurde mit einem S-Lipoproteidfreien Serum erhalten, aus dem das.
pB-Lipoproteid nach WiEME? entfernt wurde, sowie mit einem Serum aus Nabelblut,
dass wie bekannt, beinahe f-Lipoproteidfrei ist? (Fig. 2c und d). Ein nach BURSTEIN
UND SAMAILLE! erhaltenes f-Lipoproteid zeigte auf dem Chromatogramm nur eine
Zone (Fig. 3a) und zwar mit dem gleichen Rp-Wert wie der der zweiten Serumfraktion
(Fig. 3b). Hinter dieser Fraktion zieht sich ein farbiger Schwanz der bis zur Startlinie
reicht, auf der auch noch deutliche Lipidspuren sichtbar sind. Diese Erscheinung
kann als Zerfall des Lipoproteids gedeutet werden. Auf dem auf Fig. 3¢ sichtbaren

Startlinie

Fig. 2. Chromatogramm der Sera. (a) Normales Serum; (b) Normales Serum mit Trioleatzusatz;
(c) Mutterserum; (d) Nabelschnurblutserum.
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Chromatogramm wurde eine mit der Ultrazentrifuge erhaltene, «-Lipoproteide ent-
haltene Fraktion, getrennt. Auf diesem Chromatogramm sind drei farbige Streifen
erkennbar, die etwa den Lipoproteidfraktionen des Blutserums entsprechen. Die
angefiihrten Beispiele zeigen, dass nach unserem Verfahren sehr einfach und mit gutem
Erfolg Lipoproteidmischungen getrennt werden kénnen. Dieses Verfahren kann auch
zur Trennung von Lipoproteiden aus anderem biologischen Material verwendet
werden.

Startlinie

Fig. 3. Chromatogramm von Lipoproteiden. (a) f-Lipoproteid nach BURSTEIN UND SAMAILLE;
(b) Serumlipoproteide; (c) x-Lipoproteide aus der Ultrazentrifuge. '
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