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SUMMARY

Thin-layer chromatographic separation of porphyrins, haemin and lipids on Silica Gel H
plates and determination of the erythrocyte porphyrins as their methyl esters

The porphyrins of lyophilized erythrocytes were extracted with chloroform
after transformation into their methyl esters with mmethanol-sulphuric acid. The
components of the chloroform extract were separated by thin-layer chromatography
on 2 mm thick Silica Gel H plates.

The porphyrin methyl ester could be completely separated from the proto-
haemin methyl ester and the lipids contained in the chloroform extract. During the
esterification of porphyrins and protohaemin the fatty acids of glycerophosphatides
of erythrocytes were transesterified to methyl esters. This was demonstrated by gas-
chromatographic analysis.

Erythrocyte proto- and coproporphyrin methyl esters were isolated chromato-
graplncally and determined by recording spectrophotometry with their absorption
maxima.

Chromatographische Verfahren, insbesondere die prédparative Diinnschicht-
chromatographie, sind bisher zur Isolierung der Erythrozytenporphyrine wenig
angewandt worden. Eine Anzahl von Arbeiten {iber die Trennung der Porphyrine als
Methylester (ME) mit Hilfe der Sdulenchromatographie an Al,O5; MgO, MgCO,,
CaCOyj, Celite und silicic acid hat FALK?! kritisch referiert.

In unseren Versuchen zeigte sich, dass die Trennung von Porphyrin- und Proto-
himin-ME auf Kieselgel-Diinnschichtplatten gut reproduzierbar ist und sich zur
quantitativen Darstellung reiner Substanzen eignet?. Der Vorteil gegeniiber der
Sidulenchromatographie liegt in der einfachen und schnellen Durchfiihrung und in der
unmittelbaren Beobachtung des Trennvorganges: Fraktionierung und Kontrolle der
Fraktionierung gegeniiber Vergleichssubstanzen sind ein Arbeitsgang. Die Ent-
wicklung des Chromatogramms kann mit der U.V.-Lampe (355 nm) beurteilt werden.

Die in den letzten zwanzig Jahren bekannt gewordenen spektrophotometrischen

* 355 Marburg (Lahn), Pilgrimstein 2.
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Methoden fiir die Bestimmung der Erythrozytenporphyrine von GRINSTEIN UND
WINTROBE?, SCHWARTZ UND WIKOFF4, WRANNE® und RIMINGTON et al.% gehen auf
ein von GRINSTEIN UND WAaTsoN? beschriebenes Verfahren zuriick, welches auf der
von HijMaNs VAN DEN BERGH UND HijMAN® gefundenen quantitativen Extraktion
des Erythrozytenprotoporphyrins mit Athylacetat—Eisessig (3:1, v/v) basiert. Zur
weiteren Fraktionierung, Anreicherung und Reinigung der Porphyrine folgen wieder-
holte 'Extraktionschritte mit verschiedenen :Salzsiurekonzentrationen: und Athyl-
acetat8-9; Die Messung wird spektrophotometrisch nach RIMINGTON UND SVEINSSON?
am Absorptionsmaximum, 380 und 430 nm oder fluorometrisch vorgenommen. Zur
Auswertung der spektrophotometrischen . Daten dienen in. der Regel Korrektur-
faktoren, die WitH!® fiir Proto- und Coproporph'yrm aufgestellt hat. Die fluorome-
trische Analyse erfolgt im Verglelch zu einer StandardlSsung des: entsprechenden
Porphyrins. : : e

- Das Ziel der vorhegenden Untersuchung bestand vorw1egend darm, eine neue
Methode zur Isolierung der Erythrozytenporphyrine mit den Mdglichkeiten der
priparativen Diinnschichtchromatographie zu entwickeln. Als kritische Seite der
Methode fiir die Erythrozytenporphyrinbestimmung als ME stellte sich die erhebliche
Mengendifferenz zwischen Protohdmin und Protoporphyrin heraus, da die Tetra-
pyrrol-ME aus gefriergetrockneten Erythrozyten mit Methanol-Schwefelséiure her-
gestellt wurden. Humane Erythrozyten enthalten Protoporphyrin und-sehr. kleine
Mengen Coproporphyrin®. Fiir eine weitgehend exakte Ermlttlung der Normalwerte
der ‘Erythrozytenporphyrine war es zunéichst erforderlich, mit einem grésseren: Aus-
gangsvolumen gewaschener Erythrozytensuspensionen zu arbeiten und die priapara-
tive Leistungsfdhigkeit der Methodik? zu verbessern. Die Berechnung der Porphyrine
erfolgte nach der Extinktion am Soret-Maximum der Porphyrm-ME und dem milli-
molaren Extlnl\‘c1onsl‘:oefﬁ.41enten1 : ‘

MATE RIAL "UND METHODEN ‘

Reagenzwn : = S
L1quemm® (Deutsche Hoffmann-La Roche, Grenzach Baden) ‘Methanol-

H,S0, (5 Vol.. %), Chloroform, NaHCOj;, Na,SO,, Kieselgel H (E. Merck AG, Darm-

stadt) Benzol Ess1gsaureathy1ester (Losungsm1ttel p.a.). = . .

Spezzelle Gemte ‘ ' :

Dunnsch1chtchromatograplnsche Ausrustung von Desaga (He1c1e1berg) Chro-
matographietank 43 X 23" X 27 cm fiir Glasplatten 40 X 20 cm. Herstellung der
Kieselgel-H-Schichtplatten mit dem Desaga Stre1chgerat Schichtdicke 2 mm, Luft-
trocknung iiber 12 Std. und Aktivierung bei 110°, 2 Std. Schichtabsaug- und Elutions-
geridt nach GOLDRICK UND Hirscull (Glastechmsche Werkstitten E. Z1mmerma.nn,
Koln- Lmdenthal Phys1olog1sch-Chemlsches-Instltut) UV -Lampe (355 nm)

V erglezchssubstanzen

Protoporphyrin IX (Fluka-AG, Buchs SG, Schwelz), Coproporphynn -I11-
tetra-ME aus Achromobacter metalcaligenes, Uroporphyrin-I1I-okta-ME aus porphy-
rischem Urin, Protohdmin IX (Fluka-AG), Cholesterin, Tristearat (Serva, Heidelberg),
Olsidure-ME, Kephahn (Fluka-AG), Sphingomyelin (aus Gehirn). Die Erythrozyten-
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lipoide wurden aus gewaschenen, gefriergetrockneten Erythrozyten mit Chloroform-—
Methanol (2:1, v/v) bei Raumtemperatur in 12 Std. unter Stickstoffatmosphire
extrahiert. Der Gesamtextrakt wurde filtriert und eingedampft. ~

Durchfiihrung ' - S S : o
Von hidmatologisch gesunden (Himoglobin, Hidmatokrit und Retikulozyten-
zahl im Normalbereich) Personen im Alter von 19 bis 74 Jahren wurden die Erythro-
zyten aus je 20 ml Venenblut, abgenommen mit 0.2 ml Liquemin® (= 500 IE Heparin),
nach Entfernung des Plasmas dreimal mit ca. 50 ml 0.9 % NaCl gewaschen, abzen-
trifugiert, tiefgefroren und in einer Hochvakuumanlage gefriergetrocknet. :
Mit 50 ml Methanol-H,SO, (5 Vol. %), die dem lyophilisierten Erythrozyten-
riickstand zugefiigt wurden, erfolgte bei Raumtemperatur in 2o Std. die vollstindige
Veresterung der freien Porphyrine zu ME. Das Reaktionsgemisch wurde bei 25000 X g
(1o min) zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die sedimentierten
Erythrozytenpartikel dreimal mit je 40 ml Chloroform—Methanol (1:1, v/v) versetzt,
aufgeriihrt und abzentrifugiert. Den mit dem ersten Uberstand vereinigten Extrakten
fligte man 250 ml Aqua dest. zu, worauf sich die Chloroformphase schwarz. gefirbt
(Hdmin-ME) absetzte. Nach flinfmaliger Extraktion der Tetrapyrrol-ME mit je 5 bis
10 ml Chloroform war die Wasserphase nahezu entfirbt. Die vereinigten Chloroform-
extrakte wurden mit ca. 50 ml gesittigter wissriger NaHCO,-Losung bis zum neu-
tralen pH gewaschen, anschliessend noch zweimal gegen Aqua dest. ausgeschiittelt
und tber 3-5 g Na,S8O, 10 bis 15 min getrocknet. Nach Filtration des Chloroform-
extraktes in ein Spitzkolbchen verdampfte man das Losungsmittel im Umlaufver-
fahren unter Vakuum (Rotationsverdampfer). Der in etwa 2 ml Chloroform wieder
geloste Riickstand wurde mit einer Saughiitchenpipette streifenférmig auf die 2 mm
dick beschichtete Kieselgel-H-Platte quantitativ aufgetragen. An einem Randstreifen
der Platte liefen Testsubstanzen (Protoporphyrin IX, Coproporphyrin-I11I-ME, Uro-
porphyrin-ITI-ME, Protohdmin-IX-ME) mit. Die Kieselgel-H-Platte wurde zweimal
im Lo&sungsmittelsystem Benzol-Essigsiureithylester—Methanol (85:13.3:1.7, v/v)
bis zu einer Hohe von 13 (15) cm entwickelt, ohne dass das Chromatogramm nach
dem ersten Lauf vollstindig trocknete. Auf dem noch feuchten Chromatogramm
markierte man mit einem Spatel im Vergleich zu den Testsubstanzen die im U.V.-
Licht rotfluoreszierenden Porphyrinzonen, léste sie nach Lufttrocknung des Chro-
matogramms (15 min) mit einem breiten Spatel von der Glasplatte ab und tiberfiihrte
.sie in das Schichtabsaug- und Elutionsgeritll. Die Porphyrin-ME wurden aus dem
Kieselgel mit Chloroform unter mildem Druck eluiert, bis ‘das Kieselgel auf der
Fritte im U.V.-Licht keine Rotfluoreszenz mehr  zeigte. Protoporphyrin-IX-ME
wurde bei 408 nm, Coproporphyrin bei 400 nm spektrophotometrisch gemessen.

- Fiir eine' leerwertfreie spektrophotometrische:Analyse empfiehlt es sich, die
Platten in Chloroform—-Methanol:(2: 1, v/v) bis an den oberen Plattenrand vorlaufen
zu lassen und kurz bei '9o° ‘zu reaktivieren oder das Kieselgel H mit Chloroform-
Methanol (x:1, v/v) zu waschen und fein verteilt auf Filterpapier trocknen zu lassen.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

 Die di‘mnschichtchrmﬁato@aphische‘Auftrennu'ng' der 'Porphyrin-"ME-. an Kiesel-
gel H gewihrleistet die sichere Differenzierung der Porphyrine nach Anzahl ihrer
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Carboxylgruppen und die Isolierung chromatographisch reiner Substanzen, die gegen-
iiber Vergleichssubstanzen chromatographisch -und spektrophotometnsch an Hand
der bekannten Absorptionsmaxima 1dent1ﬁ21ert werden konnen. Eine. Isomeren-
analyse von’:Copro- und Uroporphyrm kann 1111t';' der beschnebenen Methode mcht
durchgefiihrt werden. o L :

Mit saulenchromatographlschen Trennverfahrenl" konnte sowohl an vor-
behandelterl Kieselstiure (Mallinckrodt, 100 mesh) als auch an Kieselsiure—Hyflo
Super Cel-Gemischen mit den Lésungsmitteln I-Iexan, Petrolather, 1,2-Dichlorithan,
Benzol allein oder im Gemlsch mit D1athy1ather ‘Athylacetat, Aceton, ‘Methanol,
Athanol in verschiedenen Kombmatmnen eine quantitative Abtrennung des Proto--
porphyrin-ME in reiner Form von Protohamm-ME den der'Extrakt im “Uberschuss
enthielt (Protohédmin/Protoporphyrin '~ 30000:1)5, ‘nicht erz:elt ‘werden. Das Himin
des Hdmoglobins wird mit Methanol-H,SO, abgespalten und ebenfalls verestert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Ervthrozytenporphyrme von 59 Personen
(8 31, ¢ 28) bestimmt, deren. Hamoglobm- und Himatokritwerte und' Ret1ku]ozyten-
zahl im Normalbereich lagen Das. Erythrozytenprotoporphyrm betrug 5 bis 8o
ng/100 ml Erythrozyten und zeigte eine log-normale Verteilung (log # =25 = 20.39 4+
3.77)4. Unter unseren Versuchsbedmgungen liess sich Coproporphyrin nur in‘acht
der 59 Proben quantitativ bestimmen' (Normalberemh o bis 1 ug/100 ml Erythrozyten)

Die aus acht Probenisolierten Coproporphyrin-ME wurden’ véreinigt, rechro-
matograpluelt und gegeniiber authentischen Referenzsubstanzen spektrophoto-
metrisch analysiert. Das chromatographische Verhalten und die Absorptionsmaxima
beider Substanzen stimmten iiberein, Zum Vergleich des quantitativen Messergeb-
nisses: wurde Coproporphyrin nach dem Extraktionsverfahren von SCHWARTZ UND
WixorF? isoliert. Der Protoporphyrinextrakt (1.5 N HCl-Extrakt und Chloroform-
extrakt aus einer 0.1 N HCl-Coproporphyrinphase) und der Coproporphynnextral\t
(0.1 N HCl), beide mit den verschiedenen HCI-Konzentrationen aus dem Athyl-
acetatextrakt gewonnen, wurden nach’ Neutralisation mit ‘NaOH und NaHCO; im
Vakuum eingeengt. Nach Gefriertrocknung der. emgeengten wiissrigen Losungen
wurden die im Riickstand vorhandenen Porphyrine in ME umgesetzt und chromato-
graphisch? untersucht. Wie bereits WRANNE® erkannte, wird mit diesem. Verfahren
eine vollstindige Trennung von Porphyrinen mit 2 und 4 Carboxylgruppen nicht
erzielt.. Ausserdem enthalten die HCIl-Extrakte Glycerophosphatide, deren Fett-
sduren in’ Fettsaure-ME uberfuhrt und dunnschlchtchromatograplnsch nachgew1esen
wurden. : :
' Uroporphyrm lasst s1ch in 10 b1s 20 ml Normalblut mcht erfassen Aus d1esen
Volumina' in‘messbarer Menge nachweisbar, hat es fiir die erythropoetlschen Por-
phyrien diagnostische Bedeutung. : »

-~ Der nach der Veresterung der Porphyrme in gefnergetrockneten E1 ythrozyten
gewonnene Chloroformextrakt wurde eingehender untersucht. Er enthielt ausser
Porphyrinen folgende Komponenten: Protohdmin-ME.im Uberschuss, Cholesterin,
Fettsdure-ME. In Fig. 1 ist die Auftrennung dieser Substanzen an einer 0.5 mm dick
beschichteten Kieselgel-H-Platte dargestellt. Der Chloroformextrakt zur Porphyrin-
ME-Chromatographie enthilt keine : Glycerophosphatide (Fig.. 1-3), sondern nur
Sphingomyelin der Erythrozyten (Fig. 3). Die Lipoidextraktion wurde hierbei nicht
quantitativ gepriift: Cholesterinester und Triglyceride, :die sich. bei Anwendung der
Methodik auf die Porphyrinbestimmung an anderen Geweben ‘und Zellen ebenfalls
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Fig. 1. Kieselgel-H-Diinnschichtchromatogramm (Schmhtdlcke 0.5 mm): Auftrennung der Por-
phyrin-Methylester (ME) und Lage der Lipoide im Loésungsmittelsystem Benzol—AthyIacetat—
Methanol {85:13.3: 1.7, v/v). Nach Markierung der Porphyrine unter dem U.V.-Licht (355 nm)
wurde die Platte mit .50 % wissriger Schwefelsiiure bespriiht und 15 min auf 180° erhitzt. (1) Tetra-
pyrrol-Testsubstanzen: am Start Protohimin-IX-di-ME,  dariiber Uroporphyrin-IIl-okta-ME,
Coproporhyrin-III-tetra-ME, Protoporphyrin-IX-di-ME. '(2) Porphyrinextrakt aus Erythrozyten:
am Start Protohdmin-ME, dariiber Cholesterin, Protoporhyrin-ME, Fettsiure-ME. (3) Lipoid-
extrakt aus Erythrozyten: am:Start Glycerophosphatide, dariiber Cholesterin. (4) Isolierte Fett-
sdure-ME von (2). (5) Test Olsaure-ME (6) Triglyceride (in der Front) mit Spuren von Cholesterin
und Dlglycenden (Olivendl). (7) Test Cholesterin. (8) Test I\ephalm Auf den Bahnen 3, 4 und 5
erkennt man uber dem Startpunkt germge Mengen von freien Fettsiuren.

)

im Chloroformextraht beﬁnden, laufen in der Front. I‘ Fettsédure- ME und Cholesterin
liegen auf den fiir pridparative Arbeiten benutzten Platten mit 2 mm Schichtdicke
nahe beieinander ‘(Tabelle I). Die Chromatographie auf 2 mm dick beschichteten
Platten kann gegeniiber 0.5 mm dicken Platten zu einer breiteren Ausbildung der
Substanzzonen fiihren, deren Rénder sich dann beriihren. Der grosse Uberschuss an
Protohimin-ME im Chloroformextrakt machte allerdings eine Schichtdicke von 2 mm
Kieselgel ‘H erforderlich, um den . Erythrozytenextrakt von 10-z0 ml Blut nach
streifenférmiger Auftragung auf eine 40 cm breite Platte ohne Uberladungseffekt
(Spuren von Protohdmin-ME in der Front und Wanderung von Protohamm 5 b1s 8 cm
uber den Startpunkt) auftrennen zu kénnen. -

- Das im Lésungsmittelsystem Benzol—Athylacetat-Methanol (85 13. 5 I.5, v/v)
unter der Front liegende Lipoid (Fig. 1) wurdeisoliert. Esist in einem mit Chloroform~
Methanol (2:1, v/v) extrahierten Erythrozytengesamtlipoid nicht vorhanden (Fig. 2
und 3). Nach diinnschichtchromatographischen Untersuchungen (FFig. 2) handelt es
sich’ um ‘Fettsdure-ME, 'die aus den Glycerophosphatiden ‘der gefriergetrockneten
Erythrozyten' durch: sdure-katalysierte: Umesterung bei ‘der Veresterung der . Por-
phyrine entstanden sind. Die ‘gaschromatographische Analyse zeigt ein Fettsiure-
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Fig. 2. Kieselgel-H-Diinnschichtchromatogramm der Erythrozytenlipoide des Porphyrinextralktes
im Vergleich zum Gesamt-Lipoidextrakt. Darstellung durch Besprithen mit 509, wissriger
Schwefelsdure und Erhitzung der Platte auf 180°. (1) Erythrozyten-Porphyrinextrakt: am Start
Protoh&min-Methylester (ME), dariiber Cholesterin und Fettsiure-ME. (2) Erythrozyten-Lipoid-
extrakt: am Start Glycerophosphatide, dariiber Cholesterin. (3) Test Cholesterinpalmitat. (4)
Isolierter Fettstiure-ME von (1). (5) Test Tristearat. (6) Test Cholesterin. (7) Test Glycerophospha-
tide. (8) Test Olsiure-ME. Losungsmittelsystem Petrolidther-Didthyldther (9:1, v/v).

Fig. 3. Kieselgel-H-Diinnschichtchromatogramm der Erythrozytenlipoide des Porphyrinextraktes
im Vergleich zum Gesamt-Lipoidextrakt. Darstellung durch Bespriihen mit 509, wissriger
Schwefelsiure und Erhitzung der Platte auf 180° (9) Erythrozyten-Lipoidextrakt: von unten
nach oben, Sphingomyelin, Protohimin-ME und Cholesterin, in der Front Fettsiure-ME. (10)
Erythrozyten-Lipoidextralkt: von unten nach oben Sphingomyelin, Lecithin, I{olamin-Kephalin,
Cholesterin. (r1) Test Sphingomyelin. (12) Test Kephalin. (13) Test Cholesterin. (14) Test Lecithin
(8,y-Dipalmito-1-x-lecithin). Lésungsmittelsystem Chloroform—Methanol-Wasser (65:25:4, v/V).

TABELLE I

Rp-WERTE (X I00) VON PORPHYRIN- UND PROTOHAMINMETHYLESTERN UND GEWEBSLIPOIDEN AUFR
KIESELGEL-H-2 mm-SCHICHTPLATTEN IM LESUNGSMITTELSYSTEM BENZOL—ESSIGSAUREATHYLESTER—
METHANOL (85:13.3:1.7, v/v) , o
Abkiirzungen: P = Protoporphyrin-ME; C = Coproporphyrin-ME; U = Uroporphyrin-ME;
H = Protohimin-ME; ME = Fettsiure-ME; CE = Cholesterinester; C = Cholesterin: TG =
Triglyceride; FFS = freie Fettsduren; GP = Glycerophosphatide. :

Anzahl Strecke Temp. Zeitder  Tetrapyvrol-ME Gewebslipoide

der Start—-Front °C Entwick-

Ldufe (cm) ey lung P cC u H" ME CE C TG FFS GP
oo (mein) ‘

I I3 . 46 70 46. 5 o© . 85..96 42 9211 S - I

2 13,15 - . 18 50 83 56 13 O - 94 98 46 93 22" Q‘f‘

3 13,15 17 6o 84 61 12 O ‘98 98 ‘52 94 30 0O

* Protoh#min-ME wandert 2—3 cm, wenn es, wie im Chloroformextrakt der Erythrozyten
nach der Veresterung der Porphyrine, im Uberschuss vorliegt. f e SECRREEEE
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ME-Gemisch, das in seiner qualitativen Zusammensetzung mit dem Fettsiure-ME-
Gemisch aus Glycerophosphatiden der Erythrozyten vergleichbar ist (Fig. 4). Die gas-
chromatographischen Analysen wurden . mit demselben Ausgangmaterial durch-
gefiihrt. Die Glycerophosphatide wurden aus dem Gesamtlipoidextrakt durch Chro-
matographie an Kieselsdure (2 g) und Hyflo Super Cel (1 g) nach HANAHAN ef al.16 mit
aufsteigenden Volumenteilen Methanol in Chloroform isoliert. Die Umesterung der
Glycerophosphatide zu Fettsiure-ME erfolgte mit 2 NV Na-Methylat auf Diinnschicht-
platten!S, Das Fettsiure-ME-Gemisch im Porphyrinextrakt unterscheidet sich vom
Fettsduregemisch der Glycerophosphatide aus dem Lipoidextrakt durch geringere
Anteile von Palmitinsiure, Linolsiure und Arachidonsiure (Tabelle II).

‘Die auf Kieselgel-H-2zmm-Schichtplatten beobachtete Interferenz von Proto-
porphyrin-ME mit Fettsdure-ME und von Coproporphyrin-ME mit Cholesterin ver-
anlasste uns, den Einfluss dieser Lipoide, da sie mit Chloroform ebenfalls aus dem
Kieselgel eluiert werden, auf die spektrophotometrische ‘Analyse zu priifen. Fig. 5
zeigt, dass verhiltnismissig hohe Lipoidkonzentrationen in der Protoporphyrin-
l6sung die Soret-Bande weder qualitativ noch quantitativ verinderen. Die Analyse
kleinerer Porphyrinmengen (Fig. 5: Bande 7 und 8, E = 0.065) wird durch die Ab-
sorption von Cholesterin (Cholesterinester) unter 370 nm ebenfalls nicht beeinflusst.

-1
Cis
Cie
Cie
2
Cis - 1
) /\___2
| | |2 |
Cie - Cis Cle cdo

Fig. 4. Gaschromatogramm der zu Fettsdure-Methylestern (ME) umgeesterten Glycerophosphatiden
der Erythrozyten. (1) Mit Methanol-H,SO, bei der Veresterung der Porphyrine enstandene
Fettsiure-ME. (2) Fettsiure-ME der Glycerophosphatidfraktion des Erythrozyten-Lipoid-
extraktes’ nach alkali-katalysierter Umesterung mit Na-Methylat, Gaschromatograph der Fa.
Packard, Model 8oz; Siulenfiilllung Athylenglycolsuccinat (EGS) 2.59% auf Chromosorb G,
8o-100 mesh; Trigergas Argon; Durchfluss 60 ml/min; Stulentemperatur r50°. Detektor: Tempe- -
ratur 200°; Spannung 500 V; Empfindlichkeit 3 X 10~%, o . S
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TABELLE II

VERGLEICH DER FETTSAUREZUSAMMENSETZUNG EINER ERYTHROZYTENPROBE NACH UMESTERUNG
WAHREND DER PORPHYRINVERESTERUNG (I) UND NACH ALKALI-KATALYSIERTER UMESTERUNG DER

GLYCDROPHOSPHATIDE (2)

Fettsdurvemethylester in Fldchenprozenten des Gaschromatogramms

Cie Cip:1 Cis Cig:1 Cig:2 Ca0:4
I 11,00 - 1.95 8.48 67.55 5.65 5.37
38.70 1.54 12.40 23.01 11.30 13.05
o
20
= 40 1Mk
N }
4 60 - ]-2
g | 3
g 80 ]'"4
= 1.8
100 ‘-8 Z
600 500 400 300

Wellenldnge, A (nm)

Fig. 5. Absorptionsspektren von Protoporphyrin-IX-di-methylester (P-ME) in Chloroform. Prii-
fung des Einflusses chloroformléslicher Gewebslipoide auf das Absorptionsspektrum von Porphy-
rin-ME. (1) P-ME aus menschlichen Erythrozyten, 2 ml einer Lésung 2.6 x 107% M, d = 2, (2)
1 - Stearinsdure-ME, 12 mg. (3) 1 ~+ Cholesterinpalmitat, 15 mg. (4) 1 + Cholesterin, 10 mg. (5)
I -+ Tristearat, 12 mg. (6) 1 -+ Stearinsiiure, 10 mg. (7) P-ME, o.1 ug (1 ml). (8) 7 -+ Cholesterin-
palmitat, 6 mg. Absorptionsmaxima: I = 630, II = 576, III = 540, IV = 506, Soret-Bande 408
nm. Grating-Spectrophotometer Beckman® DB-G. ‘
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Instruments, Technisches Buro Frankfurt a.M., stellte ein Spektralphotometer DB-G

zur Verfiigung.
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ZUSAMMENTASSUNG

Die Porphyrine lyophilisierter Erythrozyten wurden mit Methanol-Schwefel-
sdure in Methylester iiberfithrt und mit Chloroform extrahiert. Die Auftrennung der
Komponenten des Chloroformextralktes erfolgte an Kieselgel-H-Platten von 2 mm
Schichtdicke.

Die Porphyrinmethylester liessen sich vollstindig von Protohdminmethylester
und Lipoiden trennen. Fettsduremethylester entstanden durch Umesterung von
Glycerophosphatiden der Erythrozyten bei der Veresterung der Porphyrine.

Protoporphyrin- und Coproporphyrinmethylester wurden isoliert und spektro-
photometrisch analysiert.
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