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SUXIJlARY 

Thin-Gayer &romatogrugVzic sefiaration of $or$hyrins, haem& and &bids on Silica Gel H 
$lates alzd determination of the erythrocyte porphyrins as their metlzyd esters 

The porphyrins of lyophilized erythrocytes were extracted with chloroform 
after transformation into their methyl esters with methanol-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 
estertication of porphyrins and protohaemin the fatty acids of glycerophosphatides 
of erythrocytes were transestertied to methyl esters. This was demonstrated by gas- 
chromatographic analysis. 

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

Chromatographische Verfahren, insbesondere die praparative Diinnschicht- 
chromatographie, sind bisher zur Isolierung der Erythroqytenporphyrine wenig 
angewandt worden. Eine Anzahl von Arbeiten tiber die Trennung der Porphyrine als 
Methylester (ME) mit Hilfe der Saulenchromatographie an Al,O,, MgO, MgCOs, 
CaCO,, Celite und silicic acid hat I?ALK~ kritisch referiert. 

In unseren Versuchen zeigte sich, dass die Trennung von Porphyrin- und Proto- 
hZrni.n-ME auf Kieselgel-Diinnschichtplatten gut reproduzierbar ist und sic11 zur 
quantitativen Darstellung reiner Substanzen e&net+. Der Vorteil gegentiber der 
Saulenchromatographie liegt in der einfachen und schnellen Durchftihrung und in der 
unrnittelbaren Beobachtung des Trennvorganges : Fraktionierung und Kontrolle der 
Praktionierung 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 
- 

* 355 Marburg (Lahn), Pilgrimstein 2. 

gewordenen spektrophotometrischen 
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Methoden fiir die. Bestimmung der Erythrozytenporphyrine von GRINSTEIN ‘UND 
WINTROBE~, ;SCHWARTZ UND WIKOPF 8, WMNNE~ und RIMINGTON. et aZ.0 gehen auf 
ein von GRINSTEIN UND WATSON’ beschriebenesVerfahren zurtick, welches auf .der’ 
von HIJMANS VAN DEN BERGH UND HIJMAN~ gefundenen quantitativen Extraktion 
des Erythrozytenprotoporphyrins mit Athylacetat-Eisessig (3 : I, v/v) basiert,. Zur 
weiteren Fraktionierung; Anreicherung und,‘Rein@ing der Porphyrine folgen wieder- 
holte ‘Extraktionschritte mit verschiedenerr I Salzsaurekonzentrationen~ und Athyl- 
acetats-6. Die Messung. wird spektrophotometrisch nach REMINGTON .UND SVEINSSON~ 
am Absorptionsmaximum, 380 und 430 nm oder fluorometrisch vorgenommen: ‘Zur 
Auswertung der spektrophotometrischen Daten dienen in der Regel Korrektur- 
faktoren, die WITH~O fur Proto- und Coproporphyrin aufgestellt hat. Die fluorome- 
trische Analyse erfolgt im Vergleich zu einer Standardlijsung ,des entsprechenden 
Porphyrins. 

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung bestand vorwiegend darin, eine neue 
Methode zur Isolierung der Erythrozytenporphyrine mit den .Miiglichkeiten ,der 
praparativen Dtinnschichtchromatographie zu entwickeln. Als kritische Seite ,,der 
Methode,ftir ,die Erythrozytenporphyrinbestimmung als ME stellte sich die erhebliche 
Mengendifferenz zwischen ‘Protohamin und ,Protoporphyrin heraus, da die Tetra- 
pyrrol-ME aus gefriergetrockneten Erythrozyten mit Methanol-Schwefelsaure her- 
gestellt wurden. Humane ‘Erythrozyten enthalten Protoporphyrin tind: sehr. kleine 
Mengen Coproporphyrin *; Fur eine weitgehend exakte Ermittlung der Normalwerte 
der ,Erythrozytenporphyrine war es zun%zhst erforderlich, mit einem grosseren : Aus- 
gangsvolumen gewaschener Erythrozytensuspensionen zu arbeiten und die prapara- 
tive Leistungsfahigkeit der Methodik” zu verbessern. Die Berechnung der Porphyrine 
erfolgte nach der Extinktion am Soret-Maximum der Porphyrin-ME und dem milli- 
molaren Extinktionskoeffizientenl. 

: 

MATERIAL, UND METHODEN 

Reagenzien 
1 Liquemin@ (Deutsche Hoffmann-La Roche, Grenzacll: Baden), Methanol- 

H&SO, (5 Vol.‘%), Chloroform, NaHCO,, Na,SO,, Kieselgel H (E. Merck AG, Darm- 
stadt), Benzol, EssigsBureathylester (Lijsungsmittel p.a.). 

‘. 

S$exieZle Geriite 
Diinnschichtchromatographische Ausriistung von Desaga (Heidelberg) ; Chro- 

matographietank 43 x 23 x 27 cm. fiir Glasplatterr 40 x 20 cm. Herstellung der 
Kieselgel-H-Schichtplatten mit dem Desaga Streichgerat : Schichtdicke 2 mm, Luft- 
trocknung iiber 12 Std. und Aktivierung bei IIO’, 2 Std. Schichtabsaug- und Elutions- 
g&it nach GOLDRICR UND HIRSCH 11 (Glastechnische Werkstatten ‘13. Zimmermann; 
Koln-Lindenthal, Physiologisch-Chemisches-Institut) . U.V.?Lampe (355 nm) . 

~/ergleicFLsszLbsta?zzen 
Protoporphyrin IX (Fluka-AG, Buchs SG, Schweiz), ,Coproporphyrin-HI- 

tetra-ME aus Achromobacter metalcaligenes, Uroporphyrin-III-okta-ME aus porphy- 
rischem Urin, Protohamin IX (Pluka-AG)‘, Cholesterin, Tristearat (Serva, Heidelberg), 
t)lsaure-ME, Kephalin (Fluka-AG), Sphingomyelin (aus Gehirn) ; ‘Die Erythrozyten- 
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lipoide wurden aus gewaschenen, gefriergetrockneten Erythrozyten mit Chloroform- 
Methanol (z : I, v/v) bei Raumtemperatur in 12 Std. unter Stickstoffatmosphtire 
extrahiert. Der Gesamtextrakt wurde filtriert und eingedampft. 

Dwcl2jZhrung 
Von hamatologisch gesunden (Hamoglobin, H&natokrit und Retikulozyten- 

zahl im Normalbereich) Personen im Alter von rg bis 74 Jahren wurden die Erythro- 
zyten aus je 20 mlvenenblut, abgenommen mit 0.2 ml Liquemin@ (= 500 IE Heparin), 
nach Entfernung des Plasmas dreimal mit xa. 50 ml 0.9 oh NaCl gewaschen, abzen- 
trifugiert, tiefgefroren und in einer Hochvakuun~anlage gefriergetrocknet. 

Mit 50 ml Methanol-H,SO, (5 Vol. %), die dem lyophilisierten Erythrozyten- 
riickstand zugeftigt wurden, erfolgte bei Raumtemperatur in 20 Std. die vollstandige 
Veresterung der freien Porphyrine zu ME. Das Reaktionsgemisch wurde bei 25000 x g 
(IO min) zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die sedimentierten 
Erythrozytenpartikel dreimal mit je 40 ml Chloroform-Methanol (I : I, v/v) versetzt, 
aufgeriihrt und abzentrifugiert. Den mit dem ersten Uberstand vereinigten Extrakten 
fiigte man 250 ml Aqua dest. zu, worauf sich die Chloroformphase schwarz. gefarbt 
(Hamin-ME) absetzte. Nach fiinfmaliger Extraktion der Tetrapyrrol-ME mit je 5 bis 
IO ml Chloroform war die Wasserphase nahezu entfarbt. Die vereinigten Chloroform- 
extrakte wurden mit ca: 50 ml gesattigter wassriger NaHCO,-Losung his, zum neu- 
tralen pH gewaschenj anschliessend noch zweimal gegen Aqua dcst. ausgeschiittelt 
und iiber 3-5 g. Na,SO, IO bis 15 min getrocknet. Nach Filtration des Chloroform- 
extraktes in ein Spitzkdlbchen verdampfte. man das Lijsungsmittel im Umlaufver- 
fahren unter Vakuum (Rotationsverdampfer). Der in etwa 2 ml .Chloroform wieder 
gelijste Riickstand wurde mit einer Saughiitchenpipette streifenfijrmig auf die 2 mm 
dick beschichtete Kieselgel-H-Platte quantitativ aufgetragen. An einem Randstreifen 
der Platte liefen Testsubstanzen (Protoporphyrin IX, Coproporphyrin-III-ME, Uro- 
porphyrin-III-ME, Protohamin-IX-ME) mit. Die Kieselgel-H-Platte wurde zweimal 
im Lijsungsmittelsystem Benzol-Essigsaure%thylester-Methanol (85 : 13.3 : 1.7, v/v) 
bis zu einer Hijhe von 13 (15) cm entwickelt, ohne dass das Chromatogramm nach 
dem ersten Lauf vollstindig trocknete. Auf dem noch feuchten Chromatogramm 
markierte man mit einem Spate1 im Vergleich zu den Testsubstanzen die im U.V.- 
Licht rotfluoreszierenden Porphyrinzonen, liiste sie nach Lufttrocknung des Chro- 
matogramms (15 min) rnit einem breiten Spate1 von der Glasplatte ab und iiberfiihrte 

.sie in das Schichtabsaug- und Elutionsgerat 11. 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 gemcssen. 

Fiir eine leerwertfreie spektrophotometrische Analyse empfiehlt es sich, die 
Platten in’ Chloroform-Methanol (2 : I,, v/v) bis an den oberen Plattenrand vorlaufen 
zu lassen. und. kurz, bei .90° ‘z’u reaktivieren oder das Kieselgel H mit Chloroform- 
Methanol (I : I, e/v) zu waschen und fein verteilt auf Filterpapier trocknen zu lassen. 

EriGEBNrSSE UND DISICUSsION 
. ; .’ ,. ,,; 

Die dtinnschichtchromatographische Auftrennung der Porphyrin%E an Kiesel- 
gel H .gewahrleistet die sichere Differenzierung der’ Porphyrine nach Anzahl, ihrer 
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Carboxylgruppen und die Isolierung chromatographisch reiner Substanzen, die gegen- 
fiber Vergleichssubstanzen chromatographisch und spektrophotometrisch an Hand 
der bekannten Absorptionsmaxima. identifiziert ,’ werden; ,,kdnnen. Eine Isomeren- 
analyse VOII’ Copro- und Urop&pliyrin ..‘kann ::i+it ‘. ‘der ~beschriebenen ” Methode ,nicht 
durchgeftihrt werden. ;.’ 

,, .,I’ 
.’ !..’ : .‘:.’ ., 

,.:,,, :, :-*, ,, .,’ .’ ,’ 
‘.’ 

Mit s~ulencl~ron~atographiscl~en Trennverfahrenl” konnte sowohl an vor- 
behandelter13 Kieselsaure (Mallinckrodt, IOO mesh) als au& an Kieselsaure-Hyflo 
Super Cel-Gemischen mit den Losungsniitteln Hexan, Petrolather, x,2-Dichlorathan, 
Benz01 allein oder im Gemisch ‘mit, Di&ylather, Athylacetat, Aceton, ’ Methanol, 
Athanol in verschiedenen Kombinationen eine quantitative Abtrennung des P’roto- 
porphyrin-ME in reiner Form von Protohamin-ME, den der Ektrakt im Uberschuss 
enthielt (Protohamin/Prot’oporphyrin ‘.& 30000 : 1)5, nicht erzielt ‘werden. Das Hamin 
des Hamoglobins wird mit Methanol-_H,SO~ abgespalten und’ebenfalls verestert. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden.die Erythrozytenporphyrine von 59 Personen 
(8 3 I, 0 2 8) bestimmt, deren : Hdmoglobin-, und Hamatokritwerte ,und Retikulozyten- 
zahl im Normalbereich lagen. 
pg/Ioo ml C 

Das Erythrozytenp,rotoporphyri,n, :betrug 5 bis So 
4 rythrozyten und zeigte ‘eine log-normale Verteilung (log Z &‘iS = 20.39 -J= 

3.77) **. Unter unseren Versuchsbedingungen liess sich Coproporphyrin nur in’, ‘acht 
der 59 Proben quantitativ bestimmen,(Noj-malbereich o bis~r,~g/Ioo’ml Erythrozyten) . 

Die aus acht Probenisolierten CoproporphyrinLME, wurden; vereinigt, -rechro- 
matographiert und gegeniiber authentischen Referenzsubstanzen spektrophoto- 
metrisch analysiert. Das chromatographisclie Verhalten und die Absorptionsmaxima 
beider’ Substanzen stimmten iibkrein j Zum Vergleich ‘des, quantitative,n Messefgeb- 
nisses wurde Coproporphyrin nach dem Extraktionsverfahren von SCHWARTZ. UND 
WIICOFF~’ isoliert. Der Protopoiphyrinextrakt (I ,s’ N HCl-Extrakt und’ Chloroform- 
extrakt aus einer 0.1 N HCl-Coproporphyrinphase) .und’ der Coproporphyrinextrakt 
(0.1 ,N HCl), beide mit. den ,verschiedenen .HCl-Konzentrationen aus dem Athyl- 
acetatextrakt gewonnen, wurden nach Ne’utralisation ,mit ‘NaOH ‘und NaHCO, ‘ini 
Vakuum eingeengt. Nach Gefriertrocknung der eingeengten wassrigen Losungen 
wurden die im Riickstand vorhandenen Porphyrine in ME umgesetzt und chromato- 
graphisch2 untersucht: Wie bereits WRANNE~ erkannte, wird mit diesem, Verfahren 
eine vollstandige Trennung von Porphyrinen mit .2 und 4 Carboxylgruppen nicht 
erzielt. Ausserdem enthalten die HCl-Extrakte Glycerophosphatide, deren Fett- 
sguren in. Fettsaure-ME tiberfiihrt und diinnschichtchromatographisch nachgewiesen 
wurden. 

Uroporphyrin ,l&st sic11 in IO bis 20 ml Normalblut nicht ,erfassen. Aus diesen 
Volumina, in messbarer Menge nachweisbar, hat es fur die erythropoetischen Por- 
phyrien diagnostische Bedeutung. I ,. 

.Der nach der Veresterung der Porphyrine in gefriergetrockneten Erythrozyten 
gewonnene Chloroformextrakt wurde eingehender ‘untersucht. Er enthielt ausser 
Porphyrinen folgende Komponenten : Protohamin-ME ,im ,Uberschuss, Cholesterin, 
Fettsaure-ME. In Fig. I ist die Auftrennung dieser Substanzenan einer 0.5 mm ,dick 
beschichteten Kieselgel-H-Platte ‘dargestellt.. Der Chloroformextrakt zur Porphyrin- 
ME-Chromatographie enthalt keine Glycerophosphatide ‘(Fig.. 1-3)) sondern ‘nur 
Sphingomyelirr der Erythrobyten (Fig. 3). Die Lipoidextraktion wurde hierbei nicht 
quantitativ gepr,iift Cholesterinester Und’Triglyceride, .die sich. bei Anwendung .der 
Methodik, auf die Porphyrinbestimniung an anderen Geweben und Zellen ‘ebenfalls 
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,I' 2 ., 3 ,4 I’ ,5 ‘6, 7. ‘;$’ ‘ 

Fig. I. Kieselgel-I-I-Diinnschichtchromatogramm (Schichtdiclre 0.5 mm) : Auftrennung cler Por- 
phyriq-Methylester (ME) und Lage cler Lipoide im Iksungsmittelsystem Benzol-;itliylscetat- 
Methanbl (85 i r3;3 : 1.7, v/v). Nach ,Marlrierung der l?or&yrine tinter dem U.V.-Licht (355 nm) 
wurde die Platte~mit.5o o/o wK.ssriger Schwcfels&ure .bespriiht und 15 min auf 180~ erhitzt. (I) Tetra- 
pyrrol-Testsubstanzen : am Start. Protohtiitqin-IX-di-ME, dariiber Uroporphyrin-III-olrta-ME, 
Coproporhyrin-III-tetra-ME, Prqtopbrphyrin-IX-di-ME. (z)~Porphyrinextraltt ‘aus Erythrozyten : 
am Start ProtoliBmin-ME, dariiber Cholesterin, Protopbrhyrin:ME, FettsWre-ME. (3) Lipoid- 
extralct aus Erythrozyten : am Start Glycerophosphatide, dariiber. Cholesterin. (4) Isolierte Fett- 
s%ure-ME van (a). (5).Test t)ls+ure-ME. (G) Triglyceride (in der Front) mit Spuren von Cholesterin 
und Diglyceriden (pliveniil). (7) Test ‘Cholesterin. (8) Test Kephalin; Auf den Bahnen 3, 4 und 5 
erlcennt nian iiber dem Startpunlct geringe Mengen von freien FettsBuren. 

! : 

im Chloroformextrakt befinden, laufen in der Front. Fett.&ure-ME und Cholesterin 
liegen auf den fiir praparative 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 Rander sich dann beriihren. Der grosse Uberschuss,an 
.Protoh2min-ME im Chloroformextrakt machte allerdings eine Schichtdicke von 2 1nn1 

Kieselgel H erforderlich, um den Erythrozytenextrakt von .IO-20 ‘ml Blut nach 
streifenfijrmiger Auftragung auf eine 40 cm breite Platte ohne Oberladungseffekt 
(Spuren von Protoh%-nin-ME in der. Front,und Wanderung von Protohamin 5 bis 8 cm 
tiber den Startpunkt) auftrennen zu kbnnen. 

; Das im Ltisungsmittelsystem I3enzol-l&hylacetat&ethanol (85 : 13.5 : 1.5, v/v) 
unter derFront liegende>Lipoid (Fig. I) wurde isoliert. Es ist in einem mit Chloroform- 
Methanol (2,: I, v/v) extrahierten Erythrozytengesamtlipoid nicht ‘vorhanden (Fig. 2 

und 3):. Nach di,innschichtchromatographischen Untersuchungen (Fig. 2) handelt es 
sic11 um ‘Fettsaure-ME; die aus den Glycerophosphatiden ‘der gefriergetrockneten 
Erythrozyten durch- saure-katalysierte Umesterung bei .der Veresterung der.. Por- 
phyrine entstanden sind. Die ~gaschromatographische Analyse zeigt ein FettsZure- 
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. . 

” 
9 12 rg “x4 

Fig. 2. Kieselgel-H-Diinnsch&tchromatogram& d& Eryihrozytenlipoide c&s Porphyrinextraktes 
im Veqleich zum Gesamt-Lipoidext~alct, Darstcllung durch Bespriihcn ‘init 50 o/o. wtissriger 
Schwefelstiure und Erhitzung dcr Platte auf 180~. (I) Erythrozyten-Porphyrinextrakt : am Start 
ProtohBmin-Methylester (ME), dariibcr Cholesterin und Fett&iure-ME. (2) Erythroeyten-Lipoid- 
extrakt : am Start Glycerophosphatide, dariiber Cholesterin. (3) Test Cholesterinpalmitat. (4) 
Isolierter FettsYure-ME von (I). (5) Test Tristearat. (6) Test Cholesterin. (7) Test Glycerophospha- 
tide. (8) Test (t)lsYure-ME. L6sun~smittelsystem Petrolgther-Di&thyl$_ther (g : i, v/v). 

Fig. 3. Kieselgel-II-Diinnschicl~tcl~romatogramm der Erythrozytenlipoide des Porphyrinextraktes 
im Vergleich zum Gesamt-Lipoidextrakct. Darstellung durch Bespriihen mit 50 o/o wassriger 
Schwefelsture und Erhitzung der Platte auf 180“. (9) Erythroayten-Lipoidextrakt : von unten 
nach oben, Sphiqomyelin, Protohtimin-ME und Cholesterin, in der Front FettsZure-ME. (IO) 
Erythrozyten-Lipoidextrakt : von unten nach oben Sphingomyelin, Let ithin, Kolamin-Kephalin, 
Cliolesterin. (xx) Test Sphingomyelin. (12) Test Kephalin. (x3) Test Cholcsterin. (14) Test Lecithin 
(p,y-Dipalmito-r-cc-lecithin). Liisungsmittelsystem Chloroform-Methanol-Virasser (65 : 25 : 4, v/v); 

TABELLE I 

RF-WZRTS (x Ioo)voN PORPHYRIN- UND PROTOHAMINMETHYLESIQ~IW UND GEWEBSLIPOIDEN AUF 

KIESELGEL-H-2 lllm-SCHICHTPLATTEN IM LbUNGSMITTELSYSTEM BENZOL-ESSIGS:kURE&THYLESTRR- 

METHANOL (85 : X3.3 : X.7, V/V) 
Abkiirzungen: P = Protoporphyrin-ME ; C 
I-1: 

= Coproporphyrin-ME; U = Uroporphyrin-ME; 
= ProtohBmin-ME; ME = FettsYure-ME; CE = Cholesterinester; C = Cholesterin; TG = 

Triglyceride ; FFS = freie Fetts&uren; Gl? = Glycerophosphatide. 

Anzahl S&e&e ZeiE der 
der 

Temp. 
Start-Front (“C) 

Tetrapyrvol-ME Gewebslipoide 
Entwick- 

LcWfe (cm) Jung P C U H* &IE CE C TG FFS GP 
l.,.,...I 4 (m&n) 

I 13 40 70 46. 5 0 ,85 -96 42 92 .,xX o 
2 13, =5 IS 50 83 56 13 o .94 98 46 93, 

22’. o :. 

3” 13,‘Ch 17 60 84 61 12 o “98 ‘98 36” .’ ‘.52’ 94 ; :’ ,, 0 

* Protohtimin-ME wandert 2-3 cm, wenn es, wie ir!n Chloroformextrakt der Erythrozyteri 
nech der Veresterung der Porphyrine, im Vberschuss v&lie@. ” X,.‘. 
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ME-Gemisch, das in seiner qualitativen Zusammensetzung mit dem Fettsaure-ME- 
Gemisch aua Glycerophosphatiden der Erythrozyten vergleichbar ist (Fig. 4). Die gas- 
chromatographis’chen’ Aridlysen wurden mit demselben Ausgangmaterial durch- 
gefuhrt. Die Glycerophospliatide ltiurden aus dem Gesamtlipoidextrakt durch Chro- 
matographie an Kieselsaure (2 g)’ und Hyflo Super Cel (I g) nach HANAHAN et aZ.16 mit 
aufsteigenden Volumenteilen Methanol in Chloroform isoliert. Die .Umesterung der 
Glycerophosphatide zu Fettsaure-ME erfolgte mit 2 N Na-Methylat auf Diinnschicht- 
platten 10. Das Fettsaure-ME-Gemisch im Porphyrinextrakt unterscheidet sich vom 
Fettsauregemisch ‘der Glycerophosphatide aus dem Lipoidextrakt durch geringere 
Anteile von Palmitinsaure, Linolssiure und Arachidonsaure (Tabelle II). 

Die auf Kieselgel-H-2mm-Schichtplatten beobachtete Interferenz von Proto- 
porphyrin-ME mit Fettsaure-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 verhaltnismassig hohe Lipoidkonzentrationen in der Protoporphyrin- 
lijsung die Soret-Bande weder qualitativ noch quantitativ veranderen. 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. 

. . 

3 
.a 

=I6 

Fig. 4. Gaschromatogramm der zu l’etts~ture-Methylcstern (ME) umgeesterten Glycerophosphatiden 
cler Erythrozyten. (I) Mit Methanol-I-f,SO, bei der Veresterung der Porphyrine enstandene 
FettsYure-ME., (2) FettsBure-ME der Glyccrophosphatidfralrtion des Erythrozyten-Lipoid- 
extralctes nach alkali-lratalysierter Ur;Testerung mit Na-Methylat. Gaschromatograph der 1%. 
Packard, Model 802 ; SBulenfiillung Athylenglycolsuccinat (EGS) 2.5 "/o auf Chromosorb G, 
80-100. mesti; Trkigergas .Argon ; Durchfluss 60 ml/min; Skiulentemperatur 150~. Detelctor : Tempe- 
ratur’aoo” ; Spannung 300 V; Empfindlichkeit 3 x x0-8. 
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TABELLE II 

VRRGLEICH DER FETTSXUREZUSAMMENSETZUNG RINHR I~RYTHRo~YTENPRO~~E NACH UMESTERUNG 

WKHREND DER PORPHYRINVERESTERUNG (I) UND NACH ALKALI-ICATALYSIERTER UMESTERUNG DER 

GL+CEROPHOSPHATIDE (2) 

Fettsdwremethylester in Ftdchenprozenten des Gascirromatogramms 

Cl0 hi:1 Cl2 Cll3:1 c12:2 c20:4 

I II.00 . I.95 8.48 67.55 5.65 5.37 

2 38.70 I.54 12.40 23.01 11.30 13.05 

E 
40 

‘?I 
.E 60 

c” 
2 80 
I- 

600 500 400 300 
Wellenliinge, h (nm> 

Fig. 5. Absorptionsspclctren von Protoporphyrin-IX-di-methylester (P-ME) in Chloroform. Prii- 
fung cles Einflusses chloroforml6slicher Gewebslipoicle auf clas Absorptionsspelrtrum von Porphy- 
rin-ME. (I) P-ME aus menschlichen Erythrozyten, 2 ml einer LGsung 2.6 x IO-O M, d = 2. (2) 

I + Stearinskiure-ME, 12 mg. (3) I -j- Cholcsterinpalmitat, 15 mg. (4) I + Cholesterin, IO rng, (5) 
1: + Tristearat, 12 mg. (6) I + StearinsYure, IO mg. (7) P-ME, 0.1 pg (I ml). (8) 7 + Cholesterin- 
palmitat, 6 rng. Absorptionsmaxima: I = 630, II = 
nm. Grating-Spectrophotometer Beckman@ D&G. 

576, III = 540, IV = 506, Soret-Bade 408 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Die Porphyrine lyophilisierter Erythrozyten wurdcn mit Methanol-Schwefel- 
saure in Methylcster iiberftihrt und mit Chloroform extrahiert. Die Auftrennung der 
Komponenten des Chloroformextralctes erfolgte an Kieselgel-H-Platten von 2 mm 
Schichtdicke. 

Die Porphyrinmethylester liessen sic11 vollstandig von Protoh&ninmethylester 
und Lipoiden trennen. Fettsauremethylester 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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