
NOTES 499 

Rasche Fingerprint-Entwicklung auf Kieselgel-Biinnschichtplatten 

Die Trennung van Peptidgemischen nach dem Fingerprint-Verfahren auf Kiesel- 
gel-, Sephadex-, oder Cellulose-Diinnschichtplattenl-7 weist gegeniiber der Analyse 
auf Papierbiigen grdssere Trennscharfe auf und verlauft rascher. Fiir die praparative 
Isolierung einzelner Peptide bietet sie den Vorteil von aminos&urefreien Tragern. Zur 
Auftrennung vielfaltiger Peptidgemische kommen grassere Platten von xooo-1500 cm2 
zur Anwendung. Hier benijtigt die Kombination der Elcktrophorese und Chromato- 
graphie zumindest 6-8 Stunden. Urn Serien von Eluatfraktionen der S5ulenchromato- 
graphie von Peptiden rasch untersuchen und praparativ aufarbeiten zu konnen, elek- 
trophoresierten wir auf 35 x 42 cm grossen Kieselgel-Diinnschichtplatten w&rend 
20 min in einem gekiihlten Benzinbad und entwickelten in der zweiten Dimension 
wahrend etwa 90 min mit der seltener angewandten absteigenden Chromatographie. 
Der Fingerprint ist so nach 2 Stunden beendet, kleinere Platten der tiblichen GrBsse 
von 20 x 20 cm lassen sich in 45-60 min entwickeln. Es zeigte sich, dass die Steige- 
rung der Elektrophoresegeschwindigkeit die Trennscharfe erhohte, wahrend zu rasche 
Chromatographie Flecken mit Streifenbildung ergab. 

0.3 cm dicke Glasplatten wurden-mit Kieselgel (Merck, unter 0.08 mm zusatz- 
frei, da Zusatze die Trennscharfe verschlechterten) mit einem Streichhobel nach dem 
SrhwL’schen Prinzips 0.3 mm click beschichtet und luftgetrocknet. Bei einigen Peptid- 
gemischen, die schwerlosliches Material am Start zurtickliessen, pragten sich die 
Flecken scharfer aus, wenn an der Auftragstelle ein leicht befeuchtetes Scheibchen 
Chromatographiepapier angebracht wurde. Dies vermied such das gelegentliche 
Abbrockeln der Diinnschicht an der Auftragstelle bei vielfaltigem Aufbringen ver- 
diinnter Peptidltisungen. 

Zur Elektrophorese diente ein stufenlos regelbares Gerat von 550 mA und 
12000 V Leistung. Die Platten lagen in einer 47 cm langen, 47 cm breiten und 13 cm 
hohen Kammer aus Trovidur auf Querleisten, deren zwei die Pufferbehalter abgrenz- 
ten (Fig. I). Im Abstand von 0.8 cm iiber der Platte hing an der Unterseite des Deckels 
eine Kiihlspirale aus PVC-Schlauch, 0.4 cm i.D. (Kautex-Werke, Kijln, l&sungsmittel- 
fest). Den Kontakt mit den beiden Pufferabteilungen bildeten Streifen aus Leinen 
tuch; nach dem Eintauchen in den Puffer hafteten sie, etwa I cm breit am Rand der 
Dtinnschicht leicht aufgestrichen, gut an. Die Elektroden bestanden aus T-form& 
verschweissten und mit Dialysenschlauch iiberzogenen Polypropylenrohren (Fig. I), 

gefiillt mit der Pufferl8sung. Als Badfliissigkeit diente Petrolather (Kp. 120--~50~), 

die Ktihlspirale wurde mit Isopropanol von o” durchstrijmt. 
Vor der Elektrophorese wurden die Platten mit Pufferlosung (Pyridin-Eisessig- 

Wasser, IOO: 6 : 894) bis zu beginnendem feuchten Glanz besprtiht. Die Peptide wan- 
derten wahrend 20 min bei 500 mA und etwa 2-3000 V, bei den kleineren Standard- 
platten w5hrend 12 min bei 250 mh und 2000 V. Haufig wurde das Peptidgemisch 
strichformig iiber 30 cm Breite aufgetragen. Hierzu cliente eine dickwandige Kapillare, 
die am unteren Ende durch Abschleifen sorgfaltig abgerundet und oben mit einem 
kugelfiirmigen Reservoir versehen war. Sie wurde mit einem Fiihrungsbrett aus 
Kunststoff entlang einer wenige cm tiber der Schicht gelagerten Glasplatte gleich- 
massig fortbewegt. Nach kurzem Kontakt mit der Schicht am Anfangspunkt bildete 
sich eine kleine Fliissigl~eitss&ule zur Kapillare aus, die ohne weitere Beriihrung einen 
0.8 cm breiten Auftragsstrich entstehen liess. Eine Fraktion tryptiseher Peptide aus 
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Fig. I. Elektrophorcsekammcr fiir Dtinnschichtplatten. 

H-Meromyosin zeigte bei der beschriebenen Wanderungsgeschwindigkeit Banden von 
o.2-0.9 cm Breite, bei langsamerer Elektrophorese in doppelter, beziehungsweise drei- 
father Zeit verbreiterten sich die Zonen auf 0.4-1.2 und 0.4-1.8 cm im Durchschnitt. 

Nach dem Trocknen in einem mit Ventilator versehenen Trockenschrank bei 
60” wurden die Fingerprint-Platten in Glasktisten von 55 cm Hijhe, 45 cm L&nge und 
20 cm Breite fur 2 Platten mit silikonabgedichtetem Deckel eingestellt. Die besten 
Trennungen ergab stets das nach WIIZLAND et nZ3. modifizierte Gemisch Methanol- 
Chloroform-34 yO Ammoniak (40 : 40 : IS) mit NH,-Gas gesgttigt. Auch Methylathyl- 
keton-Pyridin-Wasser (70 : 15 : 8) und Butanol-Eisessig-Wasser--Pyridin (30 : 6 : IO : 

20) erzielten gute Resultate. Da die Gemische viele Kunststoffe und Kittsubstanzen 
angreifen, wurde der Losungsmitteltrog (4 cm breit, 2.5 cm tief, halbkreisfBrmig) auf 
ein dreibeiniges Gestell aus Glasstgben mit entsprechend gebogenen Verbindungs- 
stgben aufgesetzt. Zur Verbrtickung mit den Dtinnschichtplatten dienten 32 cm breite 
und ca. 16 cm lange Streifen aus Karton-Filterpapier (fur die kontinuierliche Elektro- 
phorese, Fa. Macherey und Nagel). Sie wurden vor dem Anlegen in das Gemisch ge- 
taucht und mit einem 2 cm breiten und I cm dicken Kunststoffstab i.iber die ganze 
Breite der Platte angepresst; an den Seiten war er mit Klammern an der Platte be- 
festigt. Eine Glasschale am Boden der Rammer, gefiillt mit dem Chromatographiege- 
misch, erhielt die sehr wichtige Zusammensetzung der Atmosphare aufrecht. Durch 
die LSinge der Papierbrticke zum Lijsungsmitteltrog liess sich die Geschwindigkeit der 
Chromatographie regulieren. l3ei anfgnglichen Wanderungsgeschwindigkeiten von 
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Fig. 2. Trcnnung tryptischcr Peptidc aus Walmyoglobin auf eincr 42 x 35 cm grossen Diinn- 
schichtplatte wahrcnd zwei Stundcn, Der Fingerprint wurcle nach SRENNER ct ~1.0 angcfarbt, 
jcdoch untcr A~~sscl~l~~ss von Licht, urn cinen hellcn Untcrgrund zu erhalten. Im Durchlicht 
photographicrt. 

mehr als 5 cm in 20 min wanderten die Peptide als 12ngliche Streifen. Bei der Ent- 
wiclclungsdauer von go min fiir grosse und 30 min fiir Standardplatten war eine opti- 
male Trennung erreicht (Fig. 2). Gegen Ende der Chromatographie steigt die Wande- 
rungsgeschwindigkeit des Lijsungsmittels betr2ichtlich an. 
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