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DIE CHROMATOGRAPHIE VON PROTEINEN UND NUCLEINSAUREN AUF 

PAPIER UND DUNNSCHICHTEN 

KLAUSDLETER BAUER 

S#eyer, 15 P. Dracltstr. (Dezctschland) 

(Eingegangcn den I, September IgG7) 

Die Reinigung und Fraktionierung von Proteingemischen, wie sie in der Natur 
vorkommen, kann mit einer ganzen Reihe von Methoden erreicht werden. Die Aus- 
ffillung von Eiweiss m.W. von Sauren und das Aussalzen gehtiren mit zu den Blteren 
Verfahren . In neuerer Zeit kommen die Chromatographie an Ionenaustauschersaulen 
(z.B. Amberlite, DEAE- und CM-Zellulose u.v.a.) 0v Is, die Gelfiltration (Sephadex) und 
die Elektrophorese, frei und an einer Vielzahl von Tr%germaterialien wie Papier, 
Starke- und Polyacrylamidgel und Agar bzw. Agarose hinzuG~ 13, ,Dagegen tritt die 
Bedeutung der Papier- und Di_innschichtchromatographie fur die Trennung von 
Proteinen in der Literatur bisher deutlich zurtick, obwohl sich’eine grijssere Anzahl 
von Autoren mit ihr befasst haben. So trennten z.B. ZIMMERMANN UND KLUDA@ in 
Rundfilteranordnung Serumalbumin von den Globulinen (Laufmittel : rt-Butanol- 
gesattigtes Wasser/Na-Dodekansulfat, wassergesattigt/rt-Butanol, 20 : 19 : o1 8) ; ebenso 
wurde fiber die erfolgreiche Fraktionierung verschiedener Insulinprgparatel2 und die 

Trennung von Insulin und Protamin berichtetl*. 

DAS GRADIENTENVERFAWREN FijR DIE PAPIER- UND DtiNNSCHICHTCHROMATOGRAI'HIE 

VON PROTEINEN UND NUCLEINSbiUREN 

Im folgenden wird tiber eine neu entwickelte Technik ftir die Chromatographie 
von Proteinen und Nucleinsauren auf Papier verschiedener Starke und auf Zellulose- 
diinn- und Dickschichtplatten berichtet. Die mit ‘ihr erzielbaren Trennungen ‘erit- 
sprechen im Durchschnitt etwa denen der Papierelektrophorese. Im Falle der Histone 
sind sie dieser iiberlegen 4. Es wird eine genaue Beschreibung der Technik und eine 
Ubersicht tiber alle bisher durchgefiihrten Fraktionierungen gegeben. Diese umfassen 
u.a. Serumproteine von Mensch, Kaninchen; Meerschweinchen, Hammel und Rind, 
Protamine, Histone aus Ratten-, Kaninchen- und Rindergeweben, drei pharma- 
zeutische Insulinpraparate und drei kommerzielle Nucleinsgurepraparate. 

Es sei erwahnt, dass such auf Kieselgeldtinnschichtplatten in einigen Fallen 
chromatographische Trennungen erzielt werden konnten3. Anschliessend werden 
einige theoretische uberlegungen tiber den Mechanismus der Trennung mitgeteilt. 

MATERIAL UND METHODEN 

Tec&& der Pa~ierchromatograplzie 
Verwendet wurde als Standardpapier der Typ Schleicher und Schiillzo43 b Mgl. 

Il. Chvomatug,,’ 32 (rg68) ‘5zg+5q 
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Die zu trennenden Substanzen werden mit Hilfe einer Pasteurpipette mit abge- 
rundeter Spitze oder einer anderen vergleichbaren Pipette als Strich von Rand zu 
Rand des Papierbogens (ca. IO x 25 cm), 2.5 crmvom unteren Ende entfernt, aufge- 
tragen (Pig. I). Das Auftragen als Punkt oder als nicht bis zu Rgindern reichende 
Linie fiihrt im allgemeinen zu einem vollst&xligen Fortfall des Trennungseffektes. 
Von den ca. I y. Usungen wird etwa viermal tibereinander in der angegebenen Weise 
aufgetragen und jedes Ma1 im kalten Luftstrom getrocknet. Die Breite der Auftrage- 
linie sollte 4 mm nicht tiberschreiten. Zwischenr&ume zwischen dem Ende der Start- 
linie und dern Sapien-and oder zwischen zwei Startlinien 
matographieren mehrerer Substanzen auf dem gleichen 

a 

Start 

b 

C 

I, 
-lOcm- 

t 
2,5 cm 

. . F ‘. 

beim vergleichenden Chro- 
Bogen sind zu verrneiden. 

Fig. I. Uxifxr (a) sind Ausmasse und die Lagc der Auftragolinio flir unsere Chromatogramme 
cingezcichnef;. Wird die l?robc, wie unter (b), als nicht: durchgehendc Linie odcr, wie unlxr (c), als 
Punlrt: nufgotragen, bildet sich eine Retentionslticke (n), durch die die Tronnung bei (b) in den 
frontnahen, bei (c) in allen Teilen des Chromatogramms sehr &ark gestBrt wird. 

TABELLE I 

DIB BENUTZTEN LAUFMITTELSVSTEME (LMS) 
Die Nummerierung ist eine Erweiterung der Tabelle I in Lit. 4. 

LMS I Je 15 min I-ICI I N/o.25 N/o.r N/o,or N/Essigs&ure 50 o/o 
LMS ,3 
LMS 4 

Je 15 min NaCl I M/o,25 M/o.I M/o.or M/H,0 
Je 15 min NaCl I M/o,25 M/o.I M/o.oz M/Essigs&ure 50 o/o 

LMS 5 
LMS G 
LMS 7 

Jo 15 min NaC14 M/~,M/I-M/o.I M/o.01 M 
Je 15 min NaCl4 M/2 M/I M/o.1 +T/o.oI M/Essigs&ure 50 y. 
Je 30 min Perchlorstiure 0.74 N/hthanol 80 %/Athanol gG o/o + NC1 I N (4: I) 

LMS 8 
LMS g 
LMS IO 
LMS II 

Jo 15 min NaC14 M/2 M/r M/o.1 M/o,01 M/H,0 
Jo 15 min Na-Acct;aL 4 M/2 M/I M/o. I M/o.01 M/Essigs&.ux 50 o/O 
Je 15 min Na-Acetat: 4 M/2 M/I M/o.1 M/o.01 M/I-I,0 
Je 15 min CsCl I M/o.25 M/o.r M/o.01 M/Essigsk.ure 50 o/o 

LMS 12 Je 15 min NH&l I M/o.25 M/o,1 M/0.0x M/EssigsQure 50 Ojo 

J..Ckvomntog., 32 (1968) .52g-542 
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In diesem Fall sollten von den verschiedenen Substanzen such etwa gleiche Mengen 
aufgetragen werden, da sonst Unregelmassigkeiten der Front auftreten. 

Die Entwicklung erfolgt in einem der in Tabelle I angegeben diskontinuierlichen 
Laufmittelgradienten fallender Molaritat. Das Chromatogramm wird in das GeI&ss, 
das mit der ersten Entwickl.ungsfltissigkeit beschickt ist, eingehangt und rg min lang 
aufsteigend (bei LMS 7 der Tabelle I 30 min lang) entwickelt . Dann wird das feuchte 
Chromatogramm sofort in die zweite Entwicklungsfltissigkeit tiberfiihrt, nach weiteren 
15 min in die dritte usf. Beim LMS I der Tabelle I z.B. erfolgt die Entwicklung zuerst 
15 min lang in I N HCl, dann je 15 min in 0.25 N HCl, o.r’N WCl, 0.01 N WC1 und in 
50 yO Essigsaure. ‘Ein volliger Abschluss des Chromatographiergefasses oder ein 
Aquilibrieren des Papiers ist nicht erforderlich. 

Nach dem Entwiclreln wird im heissen Luftstrom getrocknet. Bei den Proteinen 
erfolgt der Nachweis durch Anfarbung mit Amidoschwarz IO B-Losung (IO min 
Einlegen). Der tiberschtissige Farbstoff wird mit einer Waschliisung aus IO y. Essig- 
sgure, 45 o/o Methanol und 45 o/O Wasser entfernt. Die Nucleinsauren werden mit einer 
0.25 O/~ wassrigen Toluidinblauldsung gefarbt (5 min Einlegen), der restl.iche’Farbstoff 
mit Leitungswasser ausgewaschen. 

Besonderheiten bei anderen Trtigermaterialier 
Kartonstarlzes Pu@er (Schleicher amd Schfill 23rG). Es kiinnen grdssere Sub- 

stanzmengen aufgetragen werden (s. Tabelle III). Die RF-Werte versndern sich hgufig 
gegentiber den auf normalem Papier gemessenen. 

D&an- und Diclzschichten (ZeZZuZose ztnd KieseZgeZ). Die Herstellung der Platten 
geschieht in der tiblichen Weise, wobei beim Herstellen der.Suspension ein elektrisches 
Mischgerat verwendet werden sollte. Zur Erzielung reprcduzierbarer Ergebnisse ist 
eine gleichmgssige Herstellung der verwendeten Platten sehr wesentlich. 2. T. haben 
wir mit Vorteil Fertigplatten verwendet (Tabelle IIb). Das Auftragen der Substanz 
sol1 bei Dtinn- und Dickschichtplatten besonders sorgfzltig erfolgen. 

Nach dem Entwickeln und Trocknen werden die Platten mit einem Fixierlack 
besprtiht. Danach erfolgt die F&bung wie oben ftir Papier angegeben. Die mit einem 
Fluoreszenaindikator versehenen Platten (Zell. I) wurden nur fur Nucleins%.uren 
verwendet. Der Nachweis erfolgt hierbei ohne Nachbehandlung durch Beobachtung 
der Fluoreszenzausldschung im U.V.-Licht. 

Matevialien 
Eine Zusammenstellung der getrennten Substanzen mit Merkunftsangabe 

findet sich in Tabelle Ha. 

ERGEBNIS$E 

Die Ergebnisse, die bei der Chromatographie ,der in Tabelle IIa aufgeftihrten 
Proteine und Nucleins5uren mit ‘der Gradiententechnik yzielt wurden, sind in den 
Tabelle IIIa und b zusammengestellt.” ,. a’. 

,:. 
.., 

Sevuqnj!wotekne 
Die Lage der einzelnen papierchromatographischen Banden ftir die untersuchten 

Gesamtseren sind bei allen vier’ species gleich. Jedoch differieren die Seren in hezug 

J. Ckvomato~.,.32 (rg68),. 529-542 
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auf die Verteilung des Materials auf die verschiedenen Komponenten. Beim Kaninchen 
z.B. ist eine besondere Betonung der 3. Bande (RF = 0.63’) charakteristisch. Chroma- 
tographiert man h5molytische Seren, so ist eine Versttirkung cler beiden unteren 
Banden zu verzeichnen . 

Vergleicht man die RF-Werte von Chromatogrammen, bei denen das gleiche 
Serum in verschieden grossen Mengen aufgetragen wurde, so erweisen sick diejenigen 
der beiden unteren (startnahen) Banden als relativ konstant. Dagegen l&uft die 4. 
Komponente bei der Chromatographie von grosseren Probenmengen sehr nahe der 
Front, bei kleineren Auftragemengen bei einem RF = 0.87; die Verschiebung der 3. 
Komponente von unten ist etwas geringer, 

Die Chromatographie von Humanalbumin allein ftihrt zu einem Sichtbar- 
werden nur der 3. und 4, Bande, die Globuline verteilen sich dagegen auf die unteren 
Fraktionen. Albumin aus menschlichem und aus Rinderserum sind in geeigneten 
LMS fraktionier- und unterscheidbar (Tabelle IIIa). Die Chromatographie von Serum 
auf Zellulosedtinnschichten ergibt etwa die gleichen Auftrennungen wie auf Papier. 
Auch auf Kieselgelschichten kisst sich Serum chromatographieren und trennen, sofern 
dem Kieselgel geringe Mengen (cu. 5 %) Starke beigemischt sind (Schleicher und 
Schtill-Fertigplatten 1500 S, s. such Lit. 3). Jedoch ist die Trennung, die im iibrigen 
der auf Papier und Zelluloseschicl~t entspricht, leichter durch Langsstreifen gestijrt. 

P’rotanz@ae 
Die beiden unterguchten Protamine zeigen bei der Chromatographie die griisste 

Unabh&gigkeit vom Tragermaterial von allen untersuchten Substanzen; Auch vom 
Laufmi~telsystem war die Fraktionierbarkeit relativ unabhgngig (Fig. z und 3). 

Fig. 2. Chrbmatographie von Silmin’auf Papicr von Typ Schlkicher uncl Schiill2043 b blgl (Ii 
uncl Schleicher und Schiill 2316 (rcchts) untcr Verwcnclung cles LMS I. 

JF Ckromnntog.;~32.,, (3968) szg-542 

.,, 
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Fig. 3. Chromatogrsphic des pharmazcutischcn l?rotaminpr&paratcs, das wir untcrsuchten, mit 
LMS 12 (links) und LMS I (rechts) auf Schleicher und Schtill 2043 b Mgl Papicr. 

Bei den Histonen ist bemerkenswert, dass die Papierchromatographie der 
Papierelektrophorese durchweg tiberlegen ist. Das Walkertumorhiston z.l3. ist papier- 
elektrophoretisch in h&.&tens dreil, papierchromatographisch dagegen in sechs 
Komponenten zerlegbar. Auch bei dieser Proteingruppe. wurde wie bei den Serum- 
proteinen gefunden, dass die RF-Werte der Komponenten fiir Praparate recht .ver- 
schiedener Herkunft (Walkertumor der Ratte, Rattenleber, Kaninchenmilz und 
Rattenmilz) gleich sind, dass aber die Verteilung des Materials auf die verschiedenen 
Komponenten bei Histonen aus verschiedenen Geweben verschieden ist. So enthglt 
z.B. die von uns mit E bezeichnete zweitoberste Bande (s. Lit. 4, RF = 0.77) bei den 
Histonen aus der Milz von Ratte und Kaninchen mehr Material als bei den anderen 
untersuchten Histonen. Diese Bande enthalt zusammen mit derjenigen mit dem h&h- 
sten Rp-Wert (E und F unserer Nomenklatur, s. Lit. 4) die, Gruppe der sog. “sehr- 
Lysin-reichen Histone”. Diese kGnnen selektiv und ohne Gradientenmethode mit 0X32 

N PerchlorsSiure, in der die tibrigen Histone unliislich sind, chromatographiert 
werdenss*. Bei dieser Chromatographie wurden fur die beiden Milzhistone folgende 
RF-Werte gefundep : . 

Rattenmilzhiston : 0.00 0.05 ‘0.37 0.98 1.00 

Kaninchenmilzhiston: 0.00 0.08 0.63 0.90 x.00 

Die zwcite Bande von unten ist offensichtlich speciesspexifisch. Eine zweite 
Ahnlichkeit mit den Serumproteinen betrifft die Abhgngigkeit der RF-WerlX? der 

J. CAvomatog., 32 (x968) 529-542 
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beiden obersten Banden von der aufgetragenen Menge, die offensichtlich ein all- 
gemeineres Kennzeichen unserer Technik darstcllt. 

Die ‘Histone l&men ausser auf Papi& vom Typ Schleicher und Schtill zo43b Mgl 
such auf Schleicher und Schtill23z6 und auf Zellulosediinn- und, Tdickschicht getrennt ‘, 
werden, Die Papierchromatographie war der Dtinn- und Dicksclzicht trotz weit- 
gehender Analogie iiberlegen. 

Fraktioniert wurden drei pharmazeutische Prgparate : Ein Altinsulin und zwei. 
Depotinsuline (Tabelle Ha). Ihre Unterscheidung auf den Papierchromatogrammen 
ist leicht miiglick. Die AnfSirbung ist dadurch etwas erschwert, dass beim Wasch- 
vorgang ein schnelles Verblassen der Banden zu beobachten ist. Dies beruht wahr- 
scheinlich auf einem Herauslijsen des Materials durch die Waschfltissiglceit. Es kann 
jedoch ,durch ein Beschleunigen des Was&ens leicht wieder ausgeglichen werden. 
Bei ausgedehnteren Versuchen sollte jedoch die F&bung mit Amidoschwarz IO B 

durch eine andere Nachweismethode ersetzt werden. 

Eine Reihe anderer Proteine wurde ebenfalls auf ihre papierchromatographische 
Fraktionierbarkeit untersucht. Ein LDH-Praparat aus Kaninchenmuskel (Pa. 
Boehringer, Mannheim) konnte durch LMS g in drei Komponenten getrennt wcrden. 
Auch Parathormon und Rypophysenvorderlappenextrakte liessen sich fraktionieren 
(LMS 6). Wie beim Insulin waren such hier Farbeschwierigkeiten zu beobachten. 

.Erwghnt sei an dieser Stelle such die papierchromatographische Auftrennung von 
Milchserum. 

Unseres Wissens ist die papierchromatographische Auftrennung einer Nuclein- 
s5iure. erstmals in Lit, ‘4 beschrieben worden. Die beiden lcommerziellen RNS-Pr& 
parate,’ die nun untersucht wurden, liessen sich besonders einfach auf den Zellulose- 
platten, mit Fluoreszenzindikator chromatographieren. Hierbei lcann jede Nachbe- 
handlung wegfallen. Die Polyadenylsgure, die wir chromatographierten, lief in allen 
Versuchen einheitlich. 

Asdere ~?%Zger?nateria~iea als das Papier von Typ Schleicher und Schtill 2043 b 
Mgl, das wir fur die meisten unserer Versuche verwendeten, wie das st&rkere Papier 
(Schleicher und Schtill23 16) und die verschiedenen benutzten Zellulosetypen ergeben 
rneist Bhnliche Trenneffekte. Jedoch ist die St6rungsanfalligkeit z.B, durch unregel- 
m&ssiges Auftragen oder durch Randeffekte im allgemeinen bei den Schichten grosser. 
,,Dies gilt besonders fur die Kieselgelschichten (s. au& Lit. 3). Fiir pr&parative Zweclce 
,ist die Anwendung der dickeren, Papiersorte oder der Dickschichten gtinstig. Die 
gr8sste Anwendungsbreite fanden wir bei unseren Versuchen fiir Schleicher und 
Schtill 2043 b ‘Mgl Papier, die kleinste ftir die Kieselgelschichten ohne Starkezusatz, 
Die ‘trennbaren Mengen liegen zwischen 5 ,ug/cm (2043 b Mgl, Mindestmenge beim 
Nachweis durch Amidoschwarzf&rbung) und 300 ,clg/cm (Maximalmenge fiir 2316, 
wenn’ alle Komponenten getrennt werden sollen). Die optimale Auftragemenge fiir 

,‘, Schleicher und Schiill-Papier 2043 b Mgl liegt bei ca. 20 pg/cm Papierbreite. ‘* 
‘, 

.’ :, 

; .‘>: Clis+matog., 32’ (vp58) 529-542 
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Bemerkenswert ist der grosse Anwendungsbereich ‘der Methode, der sich auf 
neutrale, schwach sauere und basische Proteine und auf Ribonuclein- bzw. Poly- 
adenylsguren erstreckt bei Molekulargewichten zwischen ca. 6,000 und 300,000. Es 
wurde bei unseren Versuchen bewusst darauf verzichtet, ftir jeden Spezialfall einen 
besonderen Gradienten auszuarbeiten ; fiir Serienuntersuchungen erscheint dies jedoch 
angebracht . Hingewiesen sei such auf die relativ kurze Fraktionierungszeit von nur 
etwa 3 h einschliesslich der F&bung. 

ANDERE PAPIERCWROMATOGRhPHISCHE TRENNUNGEN VON FROTEZNEN 

Die Chromatographie des gleichen Salrninpr2l,parates, das such tit dem Gradien- 
tenverfahren fraktioniert werden kann (s.o.) , tit verdiinnten Salzltisungen und selbst 
destilliertem Wasser, ergab in einigen Falleq ebenfalls eine Auftrennung. Fiir die 
Salzliisungen wurde dabei eine optimale Konzentration bei 0.01 M gefunden. NH&l 
und Hz0 lieferten eine Trennung in ftinf, NaCl und Natriumacetat eine solche. in vier 
Komponenten 2. Trotz der Einfachheit und Schnelligkeit der Methode ist das Gra- 
dientenverfahren iiberlegen, da die Trennung der einzelnen Komponenten voneinander 
bei ihm besser ist und seine Anwendbarkeit bei weitexn universeller gefunden wurde. 
huch zeigten die ohne Gradienten entwickelten Chromatogramrne die Besonderheit, 
dass die RF-Werte von der Laufstrecke abhingen, so dass bei langeren Laufzeiten 
die RF-Werte ein und derselben Komponente kleiner waren. Das Verhaltnis der 
Laufstrecken verschiedener Komponenten untereinander war dagegen annghernd 
konstant. 

Eine andere Trennung tit nur einem Laufrnittel wurde in einem Spezialfall 
bei den Histonen erreicht : Hier wanderten bcim Entwickeln in 0.82 N Perchlors%ure 
nur die sog. “sehr-Lysin-reichen Histone” (= F L) und trennten z.B. beim Kalbs- 
thyxnushiston in sechs Komponenten auf. Die anderen Histonfraktionen sind in dem 
Laufrnittel unliislich, so dass die F I selektiv chromatographiert wirda. 

Die genannten Ergebnisse zeigen, dass in Einzelf&llen such eine solche Papier- 
chromatographie ohne Gradient moglich ist. Jedoch verliefen Versuche, tit den 
erwghnten Salzlijsungen, tit HCl, H,O, Saccharoselosung, sowie in einigen Fgllen 
mit Propanol/Wasser (3 : I) und Butanol/Essig&i.ure/Wasser (4: I : I) die im Gra- 
dientenverfahren gistrennten Substanzen (Tabelle IIa) zu trennen, negativ. 

DISRUSSLON 

Chromatographische Trennungen von Proteinen m.H. von Salzliisungen wurden 
bereits 1948 von TISELLUS~~~ 10 vorgeschlagen. Wenn man zu Liisungen aussalzbarer, 
Proteine nur einen Teil (cu. ein Drittel) der zur F5llung nijtigen Salzmenge gibt, 
werden sie besser an Adsorbentien gebunden als aus salzarmen Lijsungen: Man findet, 
“dass sowohl bei manchen Proteinen als such bei einer Reihe von Farbstoffen u.a. 
aussalzbaren Substanzen in dieser Weise starke Adsorptionseff ekte entwickelt werden 
konnen, und zwar an verschiedenen verhgltnism&ssig indiff erenten Adsorbentien wie 
Filtrierpapier, Sttirke, Kieselgel ma. und tit wesentlich geringereu Salzkonzentra- 
tionen als fiir die AusfXUung erforderlich. Diese Adsorption scheint reversibel zu sein; 
die Elution erfolgt durch Was&en mit Wasser oder mit einer schw&cheren Salz- 
l&5ungt’10. TISELIUS zeigte in der gleichen Ar’beit, dass eine Mischung von zwei Farb- 

J. Chromatog., 32 (x968) 529-542 



540 1-C. BAUER 

stoffen bei der Chromatographie auf Papier mit Wasser als Entwicklungsfltissigkeit 
ungetrennt blieb, w&rend die Entwicklung mit I A4 und z M Salzlijsungen zu einer 
Aufspaltung in vier bzw. ftinf Komponenten ftihrte. Die Anwendung des Aussalz- 
prinzips fur die Chromatographie von Proteinen zeigten MITCHELL und Mitarbeiterlo, 
Die Autoren trennten Adenosin-Desaminase, Amylase und eine Phosphatase mit 
ihrer Chromatopiletechnik durch Entwicklung mit einem (NH,) ,SO,-Gradienten 
fallender Konzentration. Auch die Trennung von Enzymen mit w2issrigem Allcol~ol 
und Aceton’, kann wohl auf einen 5hnlichen Mechanismus zurtickgeftihrt werden, 
umso mehr als durch Frontalanalyse 17 die Ausbildung eines Laufmittelgradienten 
erfolgt, so dass eine Trennung nach Ausftillbarkeit denkbar ist. 

Fiir die Papier- und Dtinnschichtchromatographie ausfallbarer Substanzen sind 
demnach Laufmittel gtinstig, die nur einen Teil der zur Prazipitation not&en Konzen- 
tration des F$il.lungsmittels enthalten, und zwar unter solchen Bedingungen, dass ein 
Absinken dieser Konzentration w&hrend des Entwickelns erreicht wird. Die Ausfgllung 
bzw. die Adsorption kann durch Salze, wie von TISELIUS vorgeschlagen, durch Sguren 
in nicht zu hoher Konzentration oder durch Alkol~ol und Aceton erfolgen. Ausser 
bei unserem HCl-Essigsaure-Gradienten (LMS I der Tabelle I) wurde die durch S%ure 
erzeugte Adsorption z.B. von GOPPOLD-KREKELS UND LEHMANN~ bei ihrer Trennung 
verschiedener Protamine m,H. eines TrichloressigsZure enthaltenden Laufmittels 
benutzt. Die zweite Bedingung, der Gradient (fallcnder Konzentration), kann ent- 
weder durch Zutropfen von Wasser oder verdtinnten L6sungen kontinuierlich oder, 
wie von uns mit Vorteil benutzt, diskontinuierlich durch das Entwickeln in verschie- 
denen Salzlijsungen fallender Konzentration erreicht werden. Offenbar kijnnen-in 
Erweiterung des Begriffs der Aussalzchromatographie-ausfgllbare Substanzen auf 
Papier und anderen Trsgern dadurch getrennt werden, class man durch eine geringere 
als zur Ausfallung aus der Losung notige Konzentration eines Fallungsmittels die 
Adsorption an den Trager begiinstigt und anschliessend durch langsame Herabsetzung 
seiner Konzentration die Substanzkomponenten nach ihrer Adsorptions- bzw. I%ll.- 
barkeit fraktioniert. Diese Technik ist ftir Proteine und, worauf Tiselius hinwies, ftir 
Farbstoffe anwendbar, im Prinzip aber wohl ftir alle fallbaren Substanzen, woftir die 
Nucleinsauren (so.) ein Beispiel darstellen. Die Ausf&llbarkeit hochmolekularer RNS 
durch I M NaCl-Losung wurde z.B. durch COLTER et al." beschrieben. Die Ergebnisse 
von Mu16 et ~1.~1, die mit Salzlijsungen steigender Konzentration ein Schlangengift 
und verschiedene ktinstliche Proteingemische auftrennten, lassen es mijglich er- 
scheinen, in man&en F5llen such durch “Einsalz-Chromatographie” entwickeln zu 
kannen. Hierftir sprechen such die relativ niedrigen Konzcntrationen, die von den 
Autoren verwendet werden. Denkbar ist aber such, class andere, insbes, einfache 
Adsorptioneffelcte oder die geringe Ionenaustauscherwirkung der Zellulose bei diesen 
Experimenten eine Rolle spielen. Der Versuch, mit einer ahnlichen Anordnung die 
Walkertumor-Histone zu fraktionieren, ftihrte zu keinen befriedigend.en Ergebnissenl. 
Nach unseren Erfahrungen ist die von uns benutzte Anordnung besonders gtinstig 
zur Anwendung der Aussalz- bzw. Ausf%llungschromatographie von Proteinen und 
NucleinsZuren. 

Bei unseren Versuchen mit Proteinen zeigte der Salzsaure-Essigstiure-Gradient 
(LMS I der Tabelle I) auf Papier den grossten Anwendungsbereich. Bei den unter- 
suchten Proteingemischen dtirfte dabei die Ausfallung nach dem pH zurticktreten. 
Bei den Nucleins&uren gaben die beiden NaCl- (LMS 3 und 8, der Tabelle I) und der 

J. Chromalo,q., 32 (1968) szg-542 



PCUND DC VON PROTEINEN UND NUCLEINS&JREN 541 

Na-acetak-Gradient (LMS 10 der Tabelle I) auf Papier und such Zellulosediinnscl~icl-Lt 
mit Fluoreszenzindikator die besten Trennungen. Auf die hierftir gtiltigen Aussalz- 
bedingungen, wie sie in der Literatur beschrieben werden, wurde oben bereits kurz 
hingewicsen. Bei den Sslzgradienten gingen wir dabei im allgemeinen so vor, dass 
eine neue Substanz zun&chst mit einem der Standardgradienten. entwickelt wurde. 
Lagen die Banden alle im unteren Drittel des Chromatogramms, war der Adsorptions- 
effekt also zu stark, so wurde ein neues Chromatogramm mit einem Laufmittelsystem 
mit niedrigerer Anfangskonzentration entwickelt. Umgekehrt wurde bei grijsseren 
Substanzmengen in oder nahe der Laufmittelfront ein System mit hiiherer Anfangs- 
konzentration benutzt. Bei der grossen Zahl der mijglichen Bedingungen fanden wir es 
gtinstig, bei einer beschrankten Anzahl von FBllungsmitteln und Konzentrationen zu 
bleiben und unter ihnen ftir jede zu trennende Substanz die optimalen Bedingungen 
iu suchen. Dies schliesst natiirlich nicht aus, in Spezialfjillen spezielle Gradienten 
zu entwickeln und zu verwenden. Nach unseren Erfahrungen sollten sic11 such andere 
wasserlosliche und au&illbare Substanzen mit der beschriebenen Gradientenmethode 
auf Papier und such auf Diinnschicht trennen lassen. 
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ZUSAMMENPASSUNG 

Es wird zusammenfassend iiber eine grijssere Zahl von chromatographischen 
Auftrennungen von Proteinen und Nucleins&.rren in ihre Komponenten auf Papier 
verschiedener St&rke, Dtinn- und Dickschichten mit Hilfe einer neu entwickelten 
Gradiententechnik berichtet. Im Sinne einer Aussalz- bzw. AusISillungschromato- 
graphie wird hierbei nacheinander ohne Zwischentrocknungen in verschiedenen 
Lijsungen fallender Konzentration des gleichen Eillungsmittels entwickelt. Als solche 
F5llungsmittel dienen vorwiegend HCl und einige Salze. Die so fraktionierten Sub- 
stanzen umfassen Serum und Serumfraktionen verschiedener Species, Protamine, 
Histone aus mehreren Tierarten und Organen, einige Insulinprgparate und drei 
NucleinsZuren. Neben den bisherigen Ergebnissen werden Technik und Mechanismus 
ausfiihrlich eriirtert. Weitere Protein- und Nuclein&urefraktionierungen nach dieser 
Methode erscheinen mijglich. 

SUMMARY 

Chromatographic fractionations are reported of several proteins and nucleic 
acids into their components on paper and on thin and thick layers of cellulose and in 
some cases on silica gel thin layers by a newly developed gradient technique. This 
technique is based on the salting-out method proposed by TISELIUS. It consists of 
subsequent development in solutions of the same precipitant, such as IX1 and several 

. J, Cltromatog., 32 (1968) 529-542 



542 K. BAUER 

salts, of decreasing concentration. Serum proteins from man, guinea-pig, sheep and 
calf, protamines, histones derived from rat liver, Walker carcinosarcoma, rabbit 
and rat spleen and calf thymus and some pharmaceutical insulin preparations as well 
as three nucleic acids have been separated this way. The exact technique used is 
described and the probable mechanism of the separation,is discussed. 
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