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PRAPARATIVE ZONENELEKTROPHORESE IM GIPSBLOCK _ 

w. BOCKEMtfLLER UND I?. KAISER 

Chemothevajleutisches Fovschungsinstitut Ceovg-Speycv-Waus, Fvanhfuvt/Main 

(Eingegangcn am’ 13, August rgG4) 

(Dcutschland) 

Die Methodik der Papierelektroplrorese - des Prototyps der Zonenelektro- 
phorese - I&& sich nicht ohne weiteres in den griisseren prZparativen Masstab tiber- 
tragen. Die Verwesldung von Cellulose als stabilisierendes Medium fiihrt zu Schwierig- 
keiten, die insbesonders in der Inhomogenit5t der Stabilisierungsftillung und deren 
adsorptiven Eigenschaften begrtindet sind. Andere Stabilisierungsmittel, wie ge- 
quollene Starke, Polyvinylchlorid u.a. vermeiden zwar diese Nachteile, aber sie geben 
breifijrmige Ftillungen, deren Aufarbeitung nach der elektrophoretischen Zerlegung 
der Substanzgemische Nachteile bietet, welche bei der Verwendung einas form- 
bestgndigen Ftillmaterials nicht auftreten. 

Bei der Suche nach einem formbest&ndigen FUllmaterial, welches nach Be- 
endigung der Elektrophorese freigelegt werden kann, sodass die Zonen der Einzel- 
komponenten visuell - im sichtbaren oder U.V.-Licht, oder nach Anf5rbung eines 
Abklatsches - festgestellt und durch Zerteilen des Ftillkiirpers isoliert werden ktinnen, 
zeigte sich, dass Gips eine ftir viele Zwecke sehr gut verwendbare Stabilisierungs- 
ftillung ergibt. 

GIPS ALS STAIZILISIERENDES MEDIUM 

Wird gebrannter Gips (CaS0,*o.5H20) mit vier Gewichtsteilen Wasser angeteigt,. 
so entsteht einc dtinnfliissige Suspension, welche nach einiger Zeit zu einer kompakten 
Masse erstarrt. Wie die Rechnung ergibt, besteht diese zu etwa 12 Vol. y0 aus dem 
Dihydrat CaS04 l zH,O. Dicses giinst ige VerhZltnis von Festkarper zu Fltissigkeit hat 
bei der Elektrophorese zur Folge, dass die Poren der Ftillung, welche aus verfilzten 
Ngdelchen des Dihydrats besteht, relativ weit sind und nur eine geringe Elektro- 
osmose verursachen. Fin lufttrockenes Formstuck der Gipsftillung schwimmt zu- 
n&hst auf Wasser, bis es durchfeuchtet ist. 

Ftir elektrophoretische Zwecke kann kauflicher gebrannter Gips nicht ver- 
wendet werden, er ist zu unrein. Fin gentigend reines Prsparat gewinnt man leicht 
aus ktiuflichem “Calciumsulfat, gefgllt, gepulvert” CaSO,*2H,O, Fa. Merck, Darm- 
stadt, welches dicht gepresst in einer Schale irn elektrischen Ofen etwa 5 Std. auf 
150~ erhitzt, anschliessend gepulvert und durch ein Sieb (Din 20, 400 Maschen/cmz) 
gegeben wird. Das Prgparat wird in verschlossener Flasche aufbewahrt. 

Der so gebrannte Gips erstarrt, mit vier Gew.Teilen Wasser verriihrt, sehr 
langsam; nach 30 Min. hat sich ein klarer Uberstand iiber der noch Aiissigen Sus- 
pension gebildet. Der Gips ist jedoch nicht totgebrannt, sondern es fehlen ihm nur die 
Impfkristalle des Dihydrats. Die Kristallisationsgeschwindigkeit der Gips-Suspen- 
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sion, und damit die Grijsse der Dihydrat-N2delclzen kann durch &g&e van “Impf- 
gips” zum gebrannten Gips geregelt werden : jc rascher die Suspension des gebrannten 
Gipses erstarrt, desto feiner werden die NZdelchen des Dihydrats und die. Poren der 
Ft.illung. ” 

Zur Herstellung von Impfgips werden 40 g gebrannter Gips in L 1 Wasser etwa 
2 Std. auf der Machine geschtittelt. Das sehr feinkdrnige Dihydrat wird abgesaugt, 
kurz mit Gips-gesjittigtem Wasser, dann mit hlkohol gewaschen und auf cler Nuts&e 
trocken gesaugt. Das Produkt wircl anschliessend nicht im Mijrser zerriebcn, sondern 
zwischen Papierbl~ttern vorsichtig zu einem lockeren Pulver zerdriickt. 

Ak optimal ftir elektrophorctische Zwecke hat sich eine Erstarrungszeit cler 
Gips-Suspension von 6-8 Min. erwiesen. Dies wird durch Zusatz von 1-3 y. Impfgips 
cum gebrannten Gips erreicht ; meistens wcrden 2.5 o/0 Imfgips benGtigt, wovon man 
sich durch einen Versuch tiberzeugt : 4 g gebrannter Gips werden mit 0.1 g Impfgips 
durch Schtitteln (nzicltt durch Reiben in der Reibschale!) in einem Kijlbchen ver- 
mischt, worauf 16 ml Wasser zugesetzt werden. Die Suspension wird 2 Min. durch 
Umschwenken gertihrt, worauf man sie ruhig stehen hisst und von Zeit zu Zeit durch 
leichtes Neigen des Kolbens prtift, ob der Gips “steht”. 

Die Ftillung der Elektrophorese-Knmmer erfolgt stets mit rein wYssriger Gips- 
Suspension, also nicht mit Pufferl6sung. Hierbei ist es wichtig, die Anwesenheit von 
Luftblasen in der Suspension zu vermeiden, da sie beim Aufsteigen in der erstarrenden 
Filllung feine senkrechte Fliissigkeitskanale hinterlassen wiirden. Aus diesem Grund 
geschieht die Herstellung der Gips-Suspension im Vakuum. 

In einem 2 1 Rundkolben befinden sic11 300 g gebrannter Gips und 4.5 g Impf- 
gips, welche durch Schtitteln gemischt werden. Der Kolben, welchem mittels Gummi- 
stopfen ein 1.5 1 Tropftrichter aufgesetzt ist, wird durch den Tropftrichter an einer 
Olpumpe auf etwa 0.1 mm Luftdruck evakuiert, worauf der Hahn des Trichters ge- 
schlossen wird. Nachdem in den Tropftrichter 1200 ml destilliertes Wasser gegeben 
wurden, wird der Hahn des Trichters so lange geoffnet, bis das Wasser bis auf einen 
kleinen Rest in den Kolben eingestremt ist, worauf der Hahn verschlossen und der 
Kolbeninhalt stark geschtittelt wird. Gleichzeitig tritt eine Stoppuhr in Gang. Nach 
einer Minute Sclziitteln blcibt der Kolben zur huff&sung des Schaums bis zum Ablauf 
der zweiten Minute ruhig stehen, worauf der Hahn geiiffnet und der Tropftrichter 
entfermt wird. Das Giessen der Gips-Suspension erfolgt durch einen Trichter gegen die 
Wand des Gefgsses, urn die Schaumbildung moglichst gering zu halten. Dann wird 
der Gips I Min. lang mit einem Glasstab ziigig geriihrt, urn etwa an der Gefgsswand 
haftende Luftblasen zu zwingen aufzusteigen und urn die ungewollte, aber unvermeid- 
bare Ausrichtung der Impfgips-Nbdelchen, welche beim Einftillen der Suspension 
vorzugsweise die Richtung des Fltissigkeitsstroms eingenommen hatten, zu zerstiiren. 
Aus diesem Grund wird der Rtihrstab zum Scl~luss nicht einfach hochgezogen, sondern 
unter &in&gem Rtihren langsam immer holler gehoben. Ein kleiner, im Ansatz- 
kolben verbliebener Rest der Gips-Suspension l&st erkennen, wann die Fiillung ab- 
gebunden ist . 

Sobald dies dcr Fall ist, verschwindet such ein sehr kleiner wHssriger Ober- 
stand tiber der Gips-Suspension, der vortibergehend aufgetreten war. Die abge- 
bundene Gipsmasse wird nun mit Gips-gesattigtem Wasser tiberschichtet und min- 
de&ens eine Stunde sich selbst tiberlassen. Sie kann in diesem Zustand beliebig lange 
stehen, Da an der Oberfl~che der Cipsmasse fast stets kleine Unebenheiten zu finden 
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sind, wird die OberflKche unter dem Gipswasser auf etwa g-10 mm Tiefe mit Hilfe 
eines schrZg gehaltenen Bleches abgeschabt. Der Abrieb wird mit Gipswasser heraus- 
gesptilt, die nun viillig glatte OberflZche wieder mit Gipswasser abgecleckt , der Guss 
ist fertig. 

Die Ltislichkeit des Dihydrats CaSO,,*zH,O in Wasser, etwa 0.2 %, muss beim 
Arbeiten rnit diesem Medium beriicksichtigt werden. Dies bedeutet zunachst, dass 
Elektrolytl&ungen, welche sich mit Ca s+ oder SO,s- unter Bildung von schwer l&s- 
lichen Verbindungen umsetzen, ausgeschlossen sind. So ist Phosphat als Puffersub- 
stanz nicht verwendbar, dagegen sind (fur die Elektrophorese von Proteinen) Veronal- 
pufferlosungen gut geeignet, ebenso Roratliisungen (pH g,6 ftir die Elektrophorese 
von Kohlehydraten). 

Grundsatzlich muss jede L&ung, Pufferltjsung wie Substanzlosung, welche 
mit der ~~ipsftillung in Kontakt kommt, mit Gips gesgttigt sein. Wiirde die Gips- 
ftillung mit reinem Wasser durchgewaschen, so wiirden sich in der Masse feine senk- 
rechte Kanale bilden, welche sich infolge der L8slichkeit des Calciumsulfats rasch 
vergrossern. Sofern nicht besondere Verhaltnisse vorliegen, St&-t die Loslichkeit des 
Calciumsulfats und die Anwesenheit der Ca-Ionen den Verlauf der Elektrophorese 
nicht, so z.$. bei der Elektrophorese von Human- und ,Tierseren, den Komponenten 
des Tuberkulins, d.h. seinen Proteinen, Kohlehydraten und Nucleins%uren. Stoffe, 
welche schwer lijsliche Ca-Salze bilden, konnen im Gipsblock nattirlich nicht wandern ; 

ein Bleispiel hierftir ist der Farbstriff Congorot. Als besonderer Vorteil ftir die An- 
wendung von Gips als Stabilisierungsmedium erweist sich die Tatsache, dass der 
Gips keine Proteine adsorbiert, sodass sowohl der Trenneffekt wie Ausbeute sehr 
zufriedenstellend sind ; ausserdem erlaubt dieses Verfahren die Anwendung von 
relativ grossen Elektrophorese-Kammern. 

DIE ELEKTROFWORESE-APPARATUR 

Die Elektrophorese-Apparatur ist eine Weiterentwicklung der frtiher in unserem 
Laboratorium gebauten Apparatur fiir praparative Elektrophorese in Agar-Gel’. Das 
Prinzip der flachen, kastenftirmigen, senkrecht stehenden Elektrophorese-Kammer, 
aus der das Tragermedium nach Beendigung der Elektrophorese in seiner ursprting- 
lichen Porm herausgebracht wird und des Elektrolyt-Kreislaufs, welcher gleichzeitig 
die Ktihlung der Elektrophorese-Kammer bewirkt, wurde beibehalten, da die Dimen- 
sion ‘der Apparatur die Zerlegung von etwa I g Substanz in einem Arbeitsgang er- 
lauben ~011. 

Die Bauelemente der Apparatur bestehen aus: 
(a) Elektrophorese-Kammer; 
(b) Kathode; 
(c) Trog mit Anode, Elektrolyt-Zulauf und -Ablauf; 
(d) Pufferreservoir mit Umlaufpumpe und Ktihleinrichtung. 

Die aus Plexiglas gebaute Elektrophorese-Kammer (Fig. I) besitzt oben einen 
lichten Querschnitt von zoo x 32 mm, unten von 200 x 22 mm. Ihre Hijhe betr&gt 
320 mm. Diese Form bietet einc gentigende Ktihlf&che ftir die Ableitung der Strom- 
w&rme, das keilfarmige Pro51 gibt der erstarrten Gipsfiillung den mechanischen Halt. 
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Die 5 mm starke Vorder- und Rtickwand der Kammer ist durch je vier massive 
Plexiglasrippen versteift. Die Vorderwand ist abnehmbar, sie wird beiderseits durch 
sieben Plex.iglasschrauben gehalten, die iibrig:dn Plexiglasteile sind untereinander 
durch Verschraubung und Verkittung verbunden. Die Kammer besitzt oben zwei 
Quertrgger zum Einhangen in den Trog. Die Quertrtiger besitzcn zwei senkrechte 

Fig. I. Die Elektrophorese-Kammer. 

Bohrungen, durch welche die Haltestangen fur den Kammerboden laufen. Der 
Kammerboden ist abnehmbar, besitzt oben eine 6 mm tiefe Aussparung im Format 
Igo x ~7 mm, in welche drei senkrechte Luftliicher gebohrt sind. Der Kammerboden 
bildet so einen Rahmen fur den unteren Abschluss der Kammer ; der Rahmen ist mit 
einem 5 mm starken Schaumgummibelag versehen. Er wird zum Ftillen der Kammer 
mit einer Poly5thylenfolie abgedeckt, welche zwei Bohrungen besitzt, Mit den beiden 
Haltestangen (Plexiglas) wird die Folie an der Bodenplatte angeschraubt. Mit Hilfe 
der beiden oberen Muttern wird schliesslich der Kammerboden dicht mit der Kammer 
verbunden. Durch die Vertiefung im Kammerboden ragt die fertige Fiillung unten 
etwas aus der Kammer kissenfarmig abgerundet heraus, sodass sich keine Luftblasen 
an der $odenff&che der Gipsfiillung sammeln kijnnen. 

(b) Die Kalhode 
Oberhalb der Gipsfiillung wird in die Elektrophorese-Kammer die aus Plexi- 

glas gefertigte Kathode eingesetzt, welche in den Elektrolyt-Oberstand der Kammer 
eintaucht. Die Kathode besteht aus dem Sockel-Teil und dem Kopf-Teil, welche in 
Fig. 2 durch die unterschiedliche Schraffur gekennzeichnet sind; beide Teile sind 
durch zwei Plexiglasschiauben verbunden. Der unten offene, rg cm lange Sockel- 
Teil, welcher einen horizontalen Platindraht tr&gt, ist so dimensioniert , class er gerade 
in einen Cellophanschlauch (40 mm 0)’ eingeschoben werden kann. Der Schlauch wird 
an beiden Enden verknotet, die Enden w&den spgter am Kopf-Teil befestigt. Im 
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Ai 
Fig. 3. Die I<athoclc. 

Fig. 3. Dcr Trog mit Anode. 

B 

Sockel-Tcil befinden sich oben zwei Gewincle und zwei Durcklasse ftir die Elektrolyt- 
losung, denen die Bolirungen im Kopf-Teil entsprechen. Mit einem Korkbohrer 
werden die den Bohrungen entsprechenden vier Fenster in den Cellophanschlauch ge- 
schnitten, worauf Sockel- und Kopf-Teil mit zwei Plesiglasschrauben verbunden 
werden ; der dazwischen verbliebene Teil des Cellophanscl~laucl~s bildet die Dichtung. 
Nachdem der horizontale Platindraht mit einem Pt-Zwisclzensttick mit dem federn- 
den Stromanschluss F verbunden ist, ist die Kathode gebrauchsfertig. 

Der Elektrolyt fliesst in lebhaftem Strahl stgndig in den Zufluss bei F, tritt in 
den Sockel-Teil und teilt sich an der Querbohrung (Schnitt B). Eine Langsrille in der 
Hiihe der Querbohrung, welche urn den ganzen Sockel-Teil verkiuft, verteilt den ein- 
tretenden Elektrolyt innerhalb der . Cellopl~anl~tille auf die beiden Langsseiten des 
Sockel-Teils. Durch je fiinf Bohrungen in diesen’ LZngsseiten striimt der Elektrolyt 
von unten her zur Pt-Kathode, steigt in clen Ablauf (Schnitt A), den er durch einen 
seitlichen Oberlauf verkisst. Der Kopf-Teil der Kathode ist oben so breit (45 mm, 
Schnitt A), dass er beim Einsenkcn in die Elelctrophorese-Kammer auf cleren Vorder- 
und Rtickwand aufsitzt, wobei der untere Teil der Kathode 50 mm tief in die Elek- 
trophorese-Kammer hineinragt und in den Elektrolyt-C]berstand der Kammer ein- 
taucht. Auf diese Weise wird das Diaphragma standig von innen mit frischer Puffer- 
&sung besptilt und der gebrauchte Elelctrolyt entfernt ; da die Kathodenfltissigkeit 
anschliessend mit dem anodenseits sauer gewordenen Elektrolyt standig im Kreislauf 
gemischt wird, bleibt das urspiiinglich eingestellte pH der Elektrolytliisung such bei 
hijherer Stromstarke (bis 1.5 A) tagelang konstant, obwohl in 26.8 An Std. ein Mol- 
i’quivalent Sam-e bzw. Lauge an den Elelctroden gebildet wird. 

(c) Dev 7‘vog nait Anode mad EbeKtrolyt- Untlnatf 
Fig. 3 zeigt den aus Plesiglas gefertigten Tro g, Die Innenmasse des Troges sind: 

tinge 32 cm, Breite 16 cm, Htilze 36 cm; die Vorder- und Riickwand ist 0.5 cm stark, 
die SeitenwWde 1.5 cm und der Boden 2 cm. Alle Teile sind mit Metallschrauben ver- 
schraubt, ihre Beriihrungsflachen mit Araldit gekittet. Der Trog fasst bis zum Niveau 
cles in der linkcn Seitenwand angebrachten Trog-Abflusses ca. 16 1 Elektrolyt. 

Die Anode, drei horizontnle Platindrghte 2 cm unter dem Fltissigkeitsniveau, 
ist parallel zur RUckwand fest im Trog eingebaut. Der Anodenraum ist durch 
Cellophan gcgen den tibrigen Fltissiglceitsraum fast ganz abgeschlossen ; das Cellophan 
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ist an zwei (herausnehmbaren) horizontalen Lcis~en befestigt, welche auf seitlich an- 
gebrachten Trtigern ruhen. Auf der linken Seite des Troges reicht das Cellophan bis 
zur Seitenwand, auf der rechten Seite ist im Cellophan ein Fenster ausgeschnitten, 
durch welches der Fliissigkeitsstrom eintritt; die Fliissigkeit wird so, entlang den 
Anoden, in den Trog-Ablauf gefiihrt. 

Der Elektrolyt-Zulauf ist geleilt: die Hauptmenge tritt in das in Fig. 3 links 
gezeichnete Glasrohr ein, welches bis auf den Soden des Troges fiihrt ; die Fliissigkeit 
umspiilt und kiihlt die Kammer und tritt schliesslich durch das rechts oben liegencle 
Cellophan-Fenster in den Anodenraum ein, den sie durch den Trog-Abfluss verl&st. 
Der andere Teil (etwa ein Viertel) des Elektrolytzulaufs wird in den Kathodenzulauf 
gefiihrt ; er verl%sst die Kathode durch ihren uberlauf, welcher knapp .tiber dem in 
Fig. 3 gezeigten zweiten Glasrohr endet. Dieses Kathodenrohr fiihrt zum Cellophan- 
fenster des Anodenraums. Die Fliissigkeit im Kathodenrohr bildet einen geringeti 
elektrisclien Nebenschluss fiir die Elektrolytwanderung; aus diesem Grund wurde 
das Rohr nicht auf dem kiirzesten Wege zum Anodenraum gefiihrt. Der elektrische 
Nebenschluss kommt praktisch nicht zur Geltung, da das Verh&ltnis des Widerstandes 
dieser relativ engen und langen Leitung zum Widerstand des Stromweges durch die 
gergumige Elektrophorese-Kammer und clen umgebenden Troginhalt nur einige 
Promille Nebenschluss-Leistung erwarten ltisst. 

(d) Das Pu.fler-Xescrvoir mit L/‘nslatifj%ns$e ti?zd KiihleinricAtzc~g 
Der aus dem Trog-uberlauf abfliessende Elektrolyt Aiesst frei in einen Trichter, 

der zum Puffer-Reservoir fiihrt, einem runden Glastrog von 12 1 Fassungsverm8gen. 

Fig. 4. 3lolctrophorcse-Appaktur. 
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Der l~lesiglasdecltcl des Troges tragt eine elektrische Fijrderpumpe aus VzA-Stahl 
(Fa. Heidolph, Schwabach) mit einer Fijrderleistung von 3 l/Min., im Trog befindet 
sich eine 14 m lange Ktihlschlange aus V4A-Stahl (5 x I mm), welche von einem 
Ktihlaggregat (Ultra-Kryomat Typ TK 30, Fa. Messgertitewerk Laucla/Tauber) ge- 
speist wird. Fig. 4 zeigt die komplette Rpparatur. 

DIE ARBEITSMETHODE 

(a) Die Pzcfferliiszn~gen 
Ftir den in standigem Umlauf kreisenden Elektrolyt sind nur sol.che Puffer- 

liisungen verwendbar, welcke mit Calciumsulfat nicht reagieren. Zu dieser Ein- 
schrankung treten noch folgende Frfordernisse : Die Puffersubstanx darf elektro- 
chemisch nicht verandert werdcrc - also ist z.B, Acetat nicht brauchbar, da das 
Acetat-Ion bei sciner Entlalong zu CO, uncl Athan umgesetzt wird, und letzten 
Endes sol1 die Puffersubstanz in Wasser nicht schwer ltislich sein, da sie sonst an der 
Elektrode lcristallin abgeschieden werden 1cBnnte. Unter dieser letzten Schwierigkeit 
leidet z.B. der tibliche Veronal-Veronal-Na-Puffer, denn bei langerem’ Stromdurch- 
gang f&llt Verona1 aus, welches sich zunaidhst auf der Anode abscheidet, spater such 
ungelost fein verteilt in der gek%hlten Pufferliisung (s-15”) verbleibt. Diese Schwie- 
rigkeit I&sst sich, 2.13. bei der elektrophoretischen Zerlegung von Seren, leicht dadurch 
umgehen, class als Grundlage des Elektrolyten Natriumsulfat (0.1 Acf) verwendet 
wird, dessen Losung durch 0.01 M Veronal-Na und 0.36 g /l Verona1 auf p1-E S.5 ein- 
gestellt ist. Nun ist unter Gewahrleistung des gewiinschten pH die Konzentration an 
Verona1 so gering, class dieses wZ.hrend der ganzen Elektrophoresedauer in Lijsung 
verbleibt. Voraussetzung fur die Anwendbarkeit dieses gepufferten Elektrolyten ist 
nattirlich, dass er mit Calciumsulfat gesattigt ist; eine Abscheidung van Calcium- 
hydrosyd findet an der Kathode nicht statt. 

Fur die elektrophoretisclze Trennung von Kohlehydratgemischen hat sich ein 
Gips-gesattigter M/20 Doratpuffer vom pH 9.6 bewahrt; Kohlehydrate, welche be- 
nachbarte cis-standige Hydrosylgruppen besitzen, wandern unter diesen Umstanden 
zur Anode, wahrend die tibrigen durch die geringe osmotische Stromung sehr langsam 
in die Richtung zur Kathode verlagert werden. 

(b) Die Vohweitw~g dev EZektl~o34~orese-~~amnzer ‘-’ ’ 

Wie schon geschildert wurde, erfolgt das Giessen des Gipsblockes mit reinem 
Wasser. Die Kammer wird nach dem Anbringen des Kammerbodens in einem Gestell 
senkrecht gelagert und etwa 25 cm hoch mit Gips-Suspension geftillt (etwa 1.2 1). 
Nachdem der Gips abgebunden ist und die oberstc Schicht der Ftillung mit dem 
Schaber abgenommen wurde, entfernt man den Kammerboden und gibt auf die 
OberflKche der Gipsftillung etwa 20 ml einer mit Methylenblau stark gefarbten Gips- 
losung. Diese dringt im Laufe einiger Minuten in die Gipsftillung ein, der Ablauf tropft 
in eine Schale. Das Nachwaschen der Methylenblau-Zone erfolgt mit gipsgesattigter 
Pufferlosung. Di,eses Verfahren zeigt nicht nur, wann der ganze Gipsblock gentigend 
mit Pufferlosung durchgewaschen wurde, sondern es laisst Fehler im Guss, insbeson- 
ders (sehr selten auftretende) Kanale, die durch verspatet ‘aufgestiegene Luftblasen 
verursacht wurden, mit Sicherheit erkennen. Die horizontale Farbstoffzone bewegt 
sich ohne Verzerrung (mit einer Geschwindigkeit von rund 5 cm in 40 Min.) durch 
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die ganze Ftillung abwarts. Kleine, manchmal sichtbar werdende Unebenheiten ma- 
&en sich im spateren elektrophoretischen Lauf nicht geltend. Sobald der Ablauf 
farblos geworclen ist, nach etwa 4-5 Std., kann die Eintragung der Substanzlijsung 
beginnen. 

(c) Die Eim2agamg der Substa~azldsu~ag 
Die Substanzliisung muss Gips-gesattigt sein. Hierftir ist cler feinkijrnige 

“Impfgips” besonders geeignet : Nach Zugabe einer Meinen Gipsmenge zu dem bereits 
dialysierten Serum oder der in Puffer gel&ten Substanz (Konzentration bis etwa 5 T/“/O> 
tiberkisst man die Suspension etwa I St. sich selbst, worauf zentrifugiert wird und die 
klare Substanzlosung leicht von clem Gipssediment getrennt werden ltann. 

Sobald in der horizontal aufgehangten Kammer der let&e Rest cles Puffer- 
tiberstancles in das Gipsbett eingedrungen ist, gibt man 20-25 ml der Substanz- 
ltisung auf die Kammerftillung ; bei einem Kammerquerschnitt von rund 50 cm2 
ergibt dies eine Fltissigkeitsschicht von etwa 5 mm Hiihe, welche im Lauf von einigen 
Minuten einzieht. Vorher hat man sich etwa So ml Pufferlosung bereitgestellt, mit 
welchem Volumen man die Substanzschicht durch “Einwaschen” schrittweise, d.h. 
clurch hufgiessen von jeweils IO ml Fliissigkeit, tiefer setzt. Nach Zusatz cles gesamten 
Einwaschvolumens befindet sic11 die Oberkante cler Substanzftillung etwa 1.5 cm unter 
cler Gips-Oberflache, eine Tiefe, welche ftir den Start einer Serum-Elektrophorese 
ausreicht, da die Fraktion mit cler geringsten Wanderungsgeschwincligkeit, das 
y-Globulin, praktisch an der Startposition verbleibt und sich dort nur durch Diffusion 
ausbreitet. Da die Gipsftillung relativ dicht ist, besteht keine Gefahr, class die Gips- 
ftillung, iiber der sich vortibergehend kein fltissiger Uberstand mehr befindet, “trocken 
kiuft” ; clurch Kapillarwirkung bleibt die gesamte Fiillung gleichm&sig feucht und 
cswircl keine Luft in das Gipsbett eingezogen. 

Nun setzt man die (innen mit Pufferlijsung geftillte) Kathocle in die Elektro- 
phorese-Kammer und clas Ganze in den mit Puffer gcftillten Trog. Uberschtissige 
Pufferlosung lauft aus dem Trog - in welchem vorher schon die Cellophanabsper- 
rung cles Anoclenraums und das Kathodenrohr angebracht war - rasch durch den 
Trogablauf ab. Gleichzeitig fiillt man in die Elektrophorese-Kammer den Elektrolyt- 
Uberstancl bis zum endgtiltigen Niveau auf; dies sol1 mijglichst rasch geschehen, 
clamit clie Ftillzone cler Substanz im Gipsblock nicht durch unbeabsichtigte Fhissig- 
keitsstr6mung verlagert wircl. 

Sobalcl dies gcschehen ist, wird mijglichst bald der “Niveau-Heber” in eine der 
Ecken cler Elektrophorese-Kammer eingesetzt. Er hat etwa 4 mm lichte Weite, 
taucht in die Elektrophorese-Kammer bis etwa 2 cm oberhalb der Gipsftillung ein 
uncl reicht auf cler Aussenseite der Kammer bis fast an cleren unteres Ende hinab 
(cler clurch clen Niveau-I-Ieber beclingte elektrolytische Nebenschluss ist bei dessen 
Querschnitt und Lange unerheblich) . Dieses U-Rohr besitzt oben einen Glasansatz 
mit kurzem Gummischlauch-Encle, sodass es nach dem Einsetzen durch hnsaugen 
geftillt werden kann, worauf clas Ende mit einem Quetschhahn verschlossen wird. 
Der Niveau-Heber hat sich beim Lauf der Elektrophorese als sehr wertvoll erwiesen, 
da er Niveauunterschiede zwischen Kammer und Aussenfltissigkeit, welche durch 

?” Elektroosmose entstehen, unterdrtickt. Es hat sich gezeigt, class zwar in der Gips- 
iiiiiung (in Na-Sulfat-Veronal-Puffer) keine ins Gewicht fallende elektroosmotische 
St&mung nuftritt, wohl aber im Cellophandiaphragma der Kathode. Dort wandert 

J. CI:rornnlog., IS (1965) SG-gg 
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Wasser aus dem Kammcriiberstand in die Kathoden-Zelle, wodurch das Niveau 
des Kammeriiberstandes absinkt ; ohne Niveau-Heber wiirde sich deshalb von unten 
her Elektrolyt durch die Gipsfiillung nachschieben, wodurch sehr langsam wandernde 
Substanzen in den Elektrolytiiberstand verlagert wiirden ; nicht dialysierbare Stoffe 
vcrbleiben zwar dort und lassen sich aus dem uberstand isolieren, aber sie entziehen 
sich dem sptiter durchzufiihrenden Positionsnachweis der Zonen im Abklatsch des 
Gipsblockes. 

Hier sei noch auf eine Eigenttimlichkeit von Proteinl6sungen hingewiesen. 
Wie schon geschildert wurde, bleiben Farbstoffzonen im Gipsblock geschlossen und 
horizontal, wenn in der Fiillung eine Fliissigkeitsstriimung herbeigefiihrt wird. Unter- 
nimmt man den gleichen Versuch mit einer angefgrbten Proteinl6sung grijsserer 
Konzentration, etwa mit Serum, das mit Amidoschwarz versetzt ist, so zcigt sich 
ein abweichendes Verhalten, welches auf die grdssere Viskosit%t solcher Ltisungen 
zurtickzuftihren ist. Die Vorderfront der Proteinzone bleibt bei ihrer Wanderung 
zun5chst vtillig eben und horizontal; bei weiterem Durchwaschen der Zone bekommt 
diese auf ihrer Riickseite unweigerlich zackenftirmige Ausbuchtungen. An solchen 
Stellen, an denen (such in einwanclfrei gefertigtcn Gipsfiillungen) zuigllig eine 
stKrkere Vermischung mit der nachdringenden Fliissigkeit erfolgt ist, ist die Viskositgt 
geringer, die Strijmung schneller, ein Prozess, der sich st%nclig vergr6ssert. Aus 
diesem Grund wird das Einwaschen cler Proteinzone in den Gipsblock beim Fiillen 
cler Kammer- unter mijglichst geringem Fliissigkeitsiiberdruck, d.h. durch schritt- 
weise Zugabe der Einwasch-Fliissiglteit durchgeftihrt , und die Zone wircl nicht 
tiefer gesetzt, als es erforderlich crscheint. Die gleichen Griinde sind dafiir massgeb- 
lich, dass die Zonen nach Beencligung der Elektrophorese aus dem Gipsblock durch 
Herausschneiden isoliert werden, denn das Durchwaschen cler intakten Fiillung 
(nach Art der Chromatographie) kann such bei urspriinglich guter Schichtung cler 
Zbnen keine einwandfreien. Eluate liefern. 

Die Viskosit3tsunterschiede zwischen Protein- uncl Pufferliisung wirken sic11 im 
allgemeinen nur bei der Strijmung der Fliissigkeiten; nicht aber bei der elektropho- 
retischen Wanderung cler Zonen in der stehenden l?ltissigkeit aus, solange clie Pro? 
teinkonzentration nichC zu hoc11 ist. Bei hijheren Proteinkonzentrationen, wie z.B. 
bei der Albuminzone der (unverdtinnt gelaufenen) Seren fiihrt der Temperaturunter- 
schied zwischen der Aussenschicht uncl clem Inneren des Gipsbettes dazu, dass diese 
Zone nicht die sonst iibliche horizontale Schichtung besitzt, sonderii ill citrr Xlttc 

schneller l%uft als aussen, wie ein Abklatsch des Querschnitts clurch clen Gipsblock 
zeigt. Die Wiilbung dieser Zone gestattet aber immer noch die einwanclfreie Ab- 
trennung des nachfolgenclen q-Globulins ; dieses uncl die iibrigen Globulinzonen 
sind such im Querschnit t der Ftillung horizont ?l geschichtet . 

(d) Die D WC 2 ii wacng der ElehbqMorese If I 
Sobalcl der Niveau-Heber funktioniert, wird der Elektrolytumlauf in Gang ge- 

setzt; das Kiihlaggregat war schon vorher in Betrieb und hatte den im Puffer- 
reservoir befindlichen Puffer auf die Arbeitstemperatur (s-15 “) gekiihlt, sodass nun 
die Elektrophorese-Kammer im Laufe etwa einer Stunde ohne schroffen Temperatur- 
wechsel auf die Arbeitstemperatur gebracht wird. Mit Beginn der Kiihlung kann der 
Elelctrophorese-Stromkreis eingeschaltet werden. Die Radtemperatur wird im Kiihl- 
aggregat, im Pufferreservoir und im Trog (in der N&he des Anodenfensters) gemessen. 



PR&‘ARATIVE ZONENELEKTROPNORESE IM GIPSBLOCK 95 

Eine Regulierung dcr Stromst&i.rke ist nur solange nijtig als sich die Temperatur der 
Elektrophorese-Kammer clurch die K(iihlung erniedrigt ; bei konstanter Arbeits- 
temperatur bleibt die Strornst&rke cler Elektrophorese unvertinclert. Zweckm%sig ist 
ein Gleichstromanschluss von 140 uncl220 V mit 2 A Masimalbelastung. Anders als 
bei der l?apierelektrophorese wird bei dieser Apparatur nicht die Spannung, sonclern 
die Stromstgrke gemessen und konstant gehalten; bei den konstanten Dimensionen 
der hpparatur und Anwendung des gleichen Puffers bei gleicher Temperatur ‘ist die 
Wanderungsgeschwindigkeit einer bestimmten (Protein-)Fraktion proportional 
der Stromst&ke (~1.11. A/cm2 Kammerquerschnitt). Einer Halbierung der Elektro- 
lytkonzentration entspricht unter sonst unvergnderten Bedingungen dann etws eine 
doppelte Laufgeschwindigkeit dieser Fraktion. 

Nach Beendigung der Elizlctrophorese wird cler in cler Kammer befinclliche 
uberst and - in dem sic11 eine Fraktion befinden kann - entnommen, die Kammer 
flach gelegt und die Vorderwancl der Kammer entfernt. Schon im Tages- ocler U.V.- 
Licht lassen sic11 oft Zonen im Gipsblock erkennen (so das stets clurch Bilirubin. 
gefgrbte Albumin cles Humanserums). Irn allgemeinen werden die Zonen clurch clas 
Abklatschverfahren lokalisiert. Zu diesem Zweck wird auf die nun freiliegende FlZche 
cles Gipsblockes eine grijssere Plesiglasscheibe aufgelegt, das Ganze gewendet und 
in den Abstreifer gelegt. Der Abstreifer ist eine am Tisch befestigte Holzplatte, auf 
welcher ein massiver senkrecht stehender Plexiglasstreifen befestigt ist, der mit 
seiner L&nge von 20 cm in den lichten Querschnitt der Kammer passt. Beim Ab- 
ziehen der Kammer in Richtung zur Kathode h%.lt er den Gipsblock fest, der Block 
liegt dann frei und unbeschgdigt auf seiner Unteylage. 

Die Oberfl&che des Bloc&es ist zun5ichst noch zu feucht fiir die Abnahme eines 
guten Abklatsches; cleshalb werden die beiden ersten Abklatsche, bei denen die 
Fliissigkeit sehr schnell in das Filterpapier einzieht, ‘verworfen. Zur Abnahm’e cles 
Abklatsches wird Papier Whatman Nr. I oder 4 verwendet : ein passendes Format 
ist mit Tesafilm an der Aussenwand eines Glaszylinders von etwa 15 cm PI befestigt. 
Auf dem Papier ist rnit einem Querstrich die Stelle markiert, welche beim Abrollen 
des Zylinclers auf die Kathodenkante des Bli xkes zu liegen kommt . Das Abrollen 
des Zylinders erfolgt nach Massgabe der gut sichtbaren Durchfeuchtung des Papiers 
an der Auflagestelle. Nach clem Abnehmen der Abklatsche wird cler Gipsblock bis 
zu seiner Au.farbeitung mit einer Schale abgedeckt. Fiir die Anfgrbung der Zonen der 
Serumproteine und anderer Proteine, welche durch Pikrinsgure fgllbar sind, hat 
sich das folgendc, rasch ausftihrbare Verfahren bewghrt, welches auf der Anftirbung 
der Protein-Pikrin&iure’-Fgllung b&uht : der im Ofen (T I 0’) getrockn&e Abklatsch 
kommt fiir IO Min. in ein Bad, hergestellt durch Zusatz von 200 ml 3 %iger Essig- 
sgure zu der L6sung von 0.5 g Bromphenolblau +- 2.5 g Pikrinsgure in 50 ml Methanol, 
Anschliessend wird clas Blatt in wicderholt gewechselter 3 O/$ger Essigsgure ge- 
waschen, bis die proteinfreien IXchen rein weiss erscheinen, Der Bogen wird da% 
zwischen Filtrierpapier stark abgepresst ; beim Einbringen in eine NH,-Atmosph8re 
fgrben sic11 clie Proteinzonen tiefblau. Die Ftirbemethode ist wesentlich rascher 
durchftihrbar (in ca. 25 Min.) als die iibliche mit Amidoschwarz und gibt stgrker 
~;;gr&rbte Zonenbilder. - 

Der Abklatsch I%st erkennen, class die (Protein-) Zonen an den Schmalwgnclen 
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der Kammer, wo die Ktihlung sich am st~rkstcn ausyirkt, &was xarfickgeblieben 
sincl. Deshalb wird vor der Zerlegung des Blockes auf beiden Langsseiten ein etwa 
S-IO mm breiter Streifen mit einem langen Messer abgeschnitten und verworfen. 
Vorher hat man sich die beabsichtigte Zerteilung des Gipsblocks auf dem Abklatsch 
markiert, welcher nun nochmals auf den Block gelegt wird. Die Zonenmarkierung 
-wird mit der Kante eines Blechstreifens in den Gipsblock leicht eingedriickt, worauf 
der Rlock im gewtinschten Sinn mit Wilfe eines Messers oder durch Einclrticken 
eines entsprechend gebogenen Blechstreifens zerteilt wird. 

Die in Wasser oder Pufferlijsung gebrachten Gipsstticke lassen sich leicht zu 
einer homogenen Suspension zerteilen ; der Gips wird abfiltricrt, nach kurzem Nach- 
waschen ist er frei van Protein. Eine Adsorption von Protein an den Gips wurde nie 
beobachtet. 

DIE El~EI~TI~OPHORETISCHE TRENNUNG EIKES I:AIIBSTOFF-GEiCIISCf-IES 

Ein crstes Beispiel zeigt die elektrophoretische Zerlegung eines Farbstoff- 
gemisches-(o-Nitranilin, Methylorange und Amide-schcvarz 1013) in dem eingangs er 
wahnten Na-Sulfat-Veronal-Puffer (AC/IO, pJ3 S.5). Das o-Nitranilin wandert unter 
dicsen Umstanclen nicht elelctrophoretisch, es lcijnnte nur durch eine elektro-osmo- 
tische Striimung verlagert -;verclen. Die Farbstoffltjsung war vor Beginn cler Elektro- 
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phoresc auf 4 cm Tiefe cingespiilt worden, was ohne Schwierigkeit gelingt, da die 
FarbstofWsung nicht vislcos ist. Die technischen Daten tier Elektrophorese sind in 
Tabelle I zusammengefasst, 

TABELLE I 

ELEI~TROPWORETISCWE ZBRLEGUNG EINl%S P~~RBSTOBFGEMISCHES 

Puffcrl~sung : 

Substanzmenge : 
Startposition : 

Spannung : 
Stromsttirlce : 

Tempcratu r : 
Daucr : 

0.1 M Na,SO,-Vcronal, pH 8.5 
10 ml Farbstoffldsung 
4 cm Ticfc 
IIOV = 

0.5 A 
120 . 

IS St. 

Die Fig. 5 zeigt die nach dem Abschluss der Elektrophorese herausgenommene 
Kammer. Die oberste Farbstoffzone, das o-Nitranilin, hat sich durch Diffusion ver- 
breitert und wurde durch die sehr geringe Elektroosmose nur wenig nach oben 
verlagert. Das Amicloschwarz erweist sich im Gipsblock als die am schnellsten 
wandernde Substanz; in Cellulose, die es stark adsorbiert, w$re es nicht vom Nitra- 
nilin getrennt worden. Das Methylorange ist vom Amidoschwarz gut abgesetzt, die 
Farbstoff-Fronten liegen bis auf die schmale Randzone horizontal. 

DIE EI~EI<TROPHORETISCHE TRENNUNG VON WUMANSERUM 

Dialysiertes Humanserum wurde mit Gips gesgttigt, Wir tiberzeugten uns, class 
das Serum hierbei nicht vergnclert wircl, insbesondere wird an den iiberschiissigen 
Gips kein Serumbestandteil adsorbiert. 

Nach Beendigung der Elektrophorese (siehe Fig, 6 und Tabc:le II) wurde der 

. . . . 
ELEKTROPHORETISCWE TRENNUNG VON HUMANSERUM 

PuffcrlBsung: 0.1 M Na,SO,-Veronal, pI-I S.5 
Substanzmenge : 2G ml Serum 

Stsrtposition : I -5 cm Ticfe 
Spannung : IIOV = 

Stromst&k2 : 1.5 A 
Temperatur : Iso 
Daucr : 30 St. 

Gipsblock, clem hbklatsch entsprechend, mit Hilfe eines gebogenen Blechstreifcns 
unterteilt, wobei die zwischen den Proteinzonen liegenden Gipsstiicke verworfen 
wurclen. Zur Isolierung des P-Globulins ist zu bemerken, dass dieses aus einem Pro- 
tein-(PO)- uncl einem Lipoprotein-(PL)-Anteil besteht. Das clurch Ultrafiltration 
(Filter : Lsg Go, Membranfilter-Ges., Gijttingen) von anorganischen Restandteilen 
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‘b&&e Protein wird bei der anschliessenden Gefriertrockn’ung teilweise denaturiert , 
&nn das Lipoprotein geht dann mit Puffer niche mehr. in Ltisung (siehe unten). Die 
Ausbeute der Proteinfraktionen betrug: 

Albumin 7442 mg . 

q-Globulin 57.9 mg, .+ 
a,-Globulin 160.5 mg 
/?-Glbbulin 85.3 mg 
y-Globulin 220.2 mg 
Vnter der Voraussetzung, dass die in die Elektrophorese-Kammer eingebrachte 

Serum-Menge 7 “/b Protein enth?ilt (1820 mg), entsprechen die isolierten Protein- 
:fraktionen (1268. I mg) einer Ausbeute von rund 70 “/:, des Ausgangsmaterials. 

Die Prtifung auf die .elektrophoretische Einheitlichkeit der isolierten Frak- 
tionen wurde mit der von uns entwickelten interferometrischen Agar-Zonenelektro- 
phoresea vorgenommen. Fig. 7 zeigt das Ergebnis dieser Kontrolle*. Das oberste 

I r.- 

Fig. 6. Angeftlrbtor Abklatsch der Protein-Zonen von Humanserum. 

Fig. 7, =\nalytische Zoncnelektrophoresc van Numanserum und seinen Protein-Komponentcn. 
(I) I-Iumsnscrum: (7) Xlbumm; (3) al-Globulin: (4) acs-Globulin; (5) @-Globulin; (6) y-Globulin. 

Diagramm zeigt das Ausgangsserum, von links nach rechts die Gipfel des Albumins, 
al-9 Q-9 &,, PI,-Globulins und den y-Globulingipfel, welcher infolge der Elektroosmose 
im Agar-Gel nicht wandert, sonderil an der Startstelle, dem Ftillkanal stehen bleibt. 
We man sieht, fehlt dem l&lichen &Globulin (Diagramm 5) die im Gesamtserum 
als, steiler Gipfel auffallende Fraktion des Pt-Lipoproteins, welches infolge Denaturie- 
- 

* Zur besseren I<cnntlichmachung der Elektrophorcse-Ergebnisse wurde auf den Interferenz- 
diagrammen ein Zwischenraum zwischcn zwei Intcrferenzlinien schwarz ausgezogen; die scnk- 
rechtc Doppellmie ist der Ftillkanal (Startzone). 

.I. Chr*olllnfog. ,, I.9 (1965) 86-99 
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rung unlijslich geworden ist. Die isolierten Serumfraktionen erweisen sic11 als elektro- 
phoretisch einheitlich. 

Die Literatur tiber prgparative Elektrophorese-Verfahren ist zwar s&on urn- 
fangreich - trotzdem entschlossen wir uns, sie unt diesen B&rag zu vermehren, 
da damit nicht nur ein neuartiges Ftillmaterial, sondern au&. eine Methodik, die 
sich unverZi.ndert seit vier Jahren bewghrt hat, bekannt gemacht werden ~011. 

An dieser Stelle sei Herrn Dr. W. RELITER fiir seine Mitwirkung bei den Vor- 
arbeiten, Herrn W. RRUDIIR fur seine Mitarbeit in der Institutswerkst%tte, und Herrn 
D. K~I-ILER fiir die Durchftihrung der Versuche bestens gedankt. 

ZUSAMMENFASSC’NG 

Ftir die prgparative Elektrophorese hat sic11 reiner Gips als stabilisierendes 
Ftill-Medium bewghrt. Die Vorteile dieses Mediums sind darin zu erblicken, dass die 
Gips-Fiillung keine Proteine oder Kohlehydrate adsorbiert, class mit Gips such 
relativ grosse Elektrophor ese-Kammern leicht homogen geftillt werden kdnnen, 
dass die Elektroosmose infolge der weiten Poren des Gipsbetts sehr gering ist, und 
dass die einzelnen Zonen nach der IBeendigung der Elektrophorese durch Zerschneiden 
der freigelegten Gips-Ftillung genau getrennt werden kiinnen. Fur die Elektrophorese 
von Stoffen, welche schwer lijsliche Sulfate oder Ca-Salze bilden, ist die Gips-Ftillung 
nicht geeignet. Die beschriebene Apparatur gestattct die elektrophoretische Zer- 
legung von etwa I g Substanz in einem Arbeitsgang in guter Ausbeute, 

Pure gypsum has proved to be a good stabilizing medium for preparative 
electrophoresis. The advantages of this medium are that it does not adsorb proteins or 
carbohydrates, that it can be used to fill relatively large electrophoresis chambers 
homogeneously, that electro-osmosis is very slight owing to the wide pores of the 
material and that after completion of electrophoresis the individual zones can be 
clearly separated by cutting up the gypsum layer. Gypsum cannot be used in the 
case of substances that form sparingly soluble sulphates or calcium salts. Using the 
apparatus described it is possible to resolve about I g of substance in one operation 
in good yield. 

1 \v. h3UTER, BiOC?lCjlt. %., 331 (1959) 337. 
z U’. BOCKEM~LLER UND A. OERTER, ICIivz. I’vOC/JSC~/V., 39 (196x) 371. 
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