NOTES 333

Kcmbmatuon von Hochspannungselektrophorese und Rundf’lterchromato-
graphne ‘ e Co S » . .

I‘ur lcomplexe Gemlsche gestattet che von K.ICKHOI‘]:N UND WTSTPI—IAL1 be-
schr1ebene ‘Methode * der -Kombination : von Hochspannungselektrophorese und
Pap1erchrorn'ltograph1e, “die spater durch INGRAM’s? ‘“finger prints’” besonders
bekannt wurde, nicht immer eine sichere Trennung von Aminosiuren und Peptiden.
Unter gewissen Umsta.nden wird keine iibersichtliche Abgren7ung der Komponenten
erreicht, insbesondere ist dies nach-der. chromatogrmphlschen Trennung zu beobach-
ten. Eine unzulingliche Trennung der Banden wird entweder durch lefusmnser-
schelnungen bei sehr langer Versuchsdauer. bedlngt oder ‘aber -die- Substanzen -be-
sitzen in dem verwendeten Fliéssmittel sehr #hnliche Rp-Werte Zu ungenugender
Abgren7ung der Flecken kann es auch’ komrnen, wenn l‘raktlonen geringerer Konzen-
tration in unmittelbarer Nachbarschaft von solchen mit’ hoher Kon7entrat10n l1egen
Durch derartige Probleme .wurde- die" Untersuchung von I‘1e1schextrakten und
tryptisch gespaltenem - Protem erschwert die der. eine von uns (K. ) zur Herstellung
bakterieller Nihrbéden gewonnen hatte. =

‘Durch den Einsatz der.. Rundﬁlterchromatograph1e anstelle der auf- oder
absteigenden Chromatographie konnten wir Jedoch auch, in diesen Fillen auf Grund
der radial wachsenden Entwwklungsﬂache eine scharfe Bandenblldung erzielen.
Diese Trennung ldsst 51ch in bek'mnter Welse durch zwelmahgen Lauf des Flless-
mittels verbesserns, :

Die Rundchromatographle erlaubt wegen der radmlen Entwmklung und der
dadurch bedingten Ausbreltung der Banden in Krelssektoren ‘normalerweise keme
Kombination mit einem zweiten Trennverfahren Wenn aber. durch die Hochspan-
nungselektrophorese in der ersten Laufuchtung eine wenigstens teilweise Auftrennung
erfolgt. ist, so lassen sich die guten Trenneffekte der Radlarchromatograpme zur
welteren Differenzier ung schw1er1ger Stoffgemische. ausnutzen , .

“Zur Trennung eines Gemisches von Peptlden und Ammosauren rmt sauren,
basischen und neutralen Komponenten wurde die zu untersuchende Suibstanz als
5 mm breiter Startstrich in einem Abstand von 1o mm von der Mitte eines Papier-
bogens' (400 X 300 mm) fiir die I-Iochsp'mnungselektrophoresc aufgetragen und
parallel dazu ein-Gemisch von Vergleichssubstanzen.

~ “Die Hochspannungselektrophorese erfolgte bei pH 6.0 [Puff.erlosung Pyrldm—
Eisessig~Wasser: (100:10:8g0, v/v)], 50 V/cm, etwa 2. mA/cm, Temperatur in der
Kiihlkammer zwischen —1 und --2°, Versuchsdauer 40 Min. Als geeignete Papier-
sorte erwies sich‘das FN. 4-Papier des VDB Spezialpapierfabrik-Niederschlag/Erzgeb.
Nach Beendigung ' des: Versuches: werden  die Elektropherogramme getrocknet:.
In der Mitte zwischen. den belden Starthmen marklert man das: Zentrum der R’mdnl-
entw1clslung (vel. Fig, 1). S N SR

‘Als Fliessmittel fur d1e Chromatographle dlente ein Gemlsch aus Butanol~
Eisessig~Wasser (4:1:1, v/v). Die Chromatographie erforderte im Durchlaufverfahren
etwa 12 St. Die weitere Behandlung und Anfarbung des Chromatogramms erfolgte
rmt den bekannten Methoden.: ‘ : :

“Auf:diesem Wege'ist:die emwandfrele Trennung der sauren, ba,smchen und f'tst
~aller mneutralen Aminosiuren ‘méglich. -Zur intensiveren Auftrennung der Gruppe
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von neutralen Aminosiuren und Peptiden wird diese Fraktion nach der Hochspannungs-
elektrophorese- isoliert und ‘durch die.*‘strip transfer method”4 erneut aufgetragen. -
Zur Elektrophorese verwendet man nun eine Pufferlésung vom pH 1.x [Ameisen-
sdure-Eisessig-Wasser (15:10:75, v/v)]. Da die Substanzen in dieser Pufferlésung
ausschliesslich kathodisch wandern, wird der Startpunkt 100 mm von der Anoden-
seite gewidhlt. Zur Festlegung des Zentrums fiir die Radialentwicklung, das etwa in
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Fig. 1. Aminosiurefraktionierung in zwei Peptid-Totalhydrolysaten. Start zur hochspannungs-
elektrophoretischen Trennung des Peptid-Totalhydrolysates in der oberen und unteren Laufreihe
auf dem mittleren Startstrich (in;der Mitte der Figur). Mittlere Reihe: Trennung des Modell-
gemisches saurer und basischer Aminosiuren.

der Mitte der getrennten Substanzen liegen. soll, lisst man bei der Elektrophorese
an der. dusseren Kante des Bogens. ein Vergleichsgemisch von. Aminosiduren laufen.
- Zur Auswertung dieser zweidimensionalen Chromatogramme, von uns als
‘‘radial finger prints’’ bezeichnet, wird. der Mittelpunkt der entstandenen Kreisseg-
mente festgelegt. Durch Projektion auf die Ausgangsposition erhilt man die ideale
Lage ‘der: einzelnen Komponenten. Diese ‘'Spektren’’ sind fiir Vergleichsmessungen
mit Modellgemischen besonders . geeignet, da beide Substanzgemische unter streng
vergleichbaren Bedingungen getrennt werden. Wie Fig. 1 zeigt, sind die sauren und
basischen von den neutralen Aminosiuren in eindeutiger Weise getrennt. . s
- Die Methode ‘erméglicht: aber::auch eine -erfolgreiche Trennung. mnerhalb der
Gruppe der neutralen Substanzen (Fig: 2). Da die sauren und basischen Aminosduren
gegeniiber: der neutralen Gruppe durch die: Elektrophorese sehr viel weiter vom
Startpunkt entfernt werden, erreicht sie bei der radialen Entwwklung das . Fliess-
mittel ‘sehr spit, so dass sie fast keine Verédnderung ihrer Lage mehr zeigen, wihrend
die neutralen Aminosiuren, mit Ausnahme des Paares Glycin-Serin, getrennt werden.
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Fig. 2. Fraktionicrung der ncutralen Aminosiuren in einem TFleischextrakt (bakterieller N#hr-
boden).” Oberes Spektirum: Aminosdure-Vergleichsgemisch. Unteres Spektrum: Fleischextrakt.
Start (HE): Kathodisch, am Ende der Doppellinie, Start (PC): Im cingezeichineten Punkt (Blatt-
mitte), I = f-Ala; 2 = Gly; 3 == Ala; 4 = Peptid; 5 = Val; 6 = Ser; 7 = Leu; 8 = Thr; 9.=
Pro (im Vergleichsgemisch) und Peptid (im Fleischextrakt); 10 = Met; 11 = Peptid; 12 =
GIluNH,; 13 = Phe; 14 = (Cys)y: 15 = Tyr; 16 = Try; 17 = Tau. :

Die Leistungsfihigkeit des Verfahrens konnten wir bei der Trennung von
35S-markierten Cysteinderivaten erneut erproben®. ' o
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