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SUMMARY 

Chroma~ogrq5hy of firoteins and wudeic acids on paper and thin layers 

II. Rafiid clzromatogra$hy. The influence of the ty$e of $a$er. Gra$hical re$resentation 

The influence of the carrier material on tlie separation of proteins by a newly 
developed method of paper (and thin layer) chromatography is reported. The techni- 
que, which is applicable to a number of proteins including serum proteins, histones, 
protamines and others as well as to RNA, is based on salting-out or precipitation 
chromatography. 

After special application of the sample (as a thin line) the chromatogram is 
developed in discontinuous salt or acid gradients of’decreasing molarity, so that the 
components of the sample are adsorbed and desorbed at different times and in this 
way migrate differently. 

In this communication the possibility is demonstrated of fractionating both 
human serum‘ proteins and protamines on paper of the type 2040 a (Schleicher & 
Schtill, Dassel, W. Germany) in only 25-30 min, whereas the developing time for 
standard papers is 75-90 min. 

A number of typical chromatograms of serum proteins, histones, protamines, 
pharmaceutical insulin preparations, and of RNA developed by the new technique 
are shown in the form of densitometric drawings. 

With this method it is possible to carry out the technically very simple fractiona- 
tion of a number of proteins and of some nucleic acids (especially RNA) in a relatively 
very short time. 

.--. 

Im ersten Teil dieser Arbeit haben wir zusammenfassend iiber unsere Ergebnisse 
mit der Gradientenchromatographie verschiedencr Proteine und Nucleinsauren (RNS 
und Polyadenylsaure) auf Papier und Dtinnschichtplatten berichtet. Bei dieser 

* Erste Mitteilung siehe Lit. I. ‘! 
* * Neue Adresse : Scrologisches Institut der Universittit Heidelberg, Vossstrasse a. 
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Methode erfolgt die Entwicklung in einem diskontinuierlichen Gradienten fallender 
Konzentration eines Fallungsmittels (Salzliisungen oder Sauren). Dadurch wird zu- 
n&hst die Adsorption des’ Proteins (bzw; der’Nucl&nsaure) an den Trager begiinstigt. 
Durch Herabsetzung der Konzentration des F~llungsmittels wird anschliessend 
nacheinander die Desorption und die nachfolgende Wanderung der einzelnen Kompo- 
nenten der Probe erreicht. Zu den so fraktionierten Eiweissstoffen gehijren u.a. Serum- 
proteine, basische Eiweisse - Histone und’protaniine - und verschiedene pharma- 
zeutische Insulinpraeparate.’ 

, Im folgenden werden Untersuchungen tiber den Einfluss des Papiertyps auf 
den Trenneffekt beschrieben. Die Miiglichkeit, mit einem Papiertyp Fraktionierungen 
in einem Drittel der bisher erforderlichen Zeit - reine Entwicklungszeit ohne F&bung 
25-30 min - durchftihren zu konnen, sei hervorgehoben. Kurze Beschreibungen 
werden von dtinnschichtchromatographischen Untersuchungen gegeben; die ebenfalls 
den Einfluss des Tragermaterials in der Gradientenchromatographie k&en sollen. 
Ausserdem publizieren wir eine Reihe typischer Einzelchromatogramme ii-n den- 
sitometrischen Bild. Wir halten diese Art der Darstellung fur die Auswertung von 
Gradientenchromatogrammen fur besonders geeignet. Zusatzlich berichten wir iiber 
Erfalirungen mit zwei neuen Laufmittelsystemen. 

.’ 
MATERIAL UND METHODEN 

,Die zu trennende Substanz wird wie in Lit. I angegeben auf das Papier auf- 
getragen ‘(Ausmasse etwa IO x 25 cm; 2.5 cm vom unteren Ende entfernt als von 
Rand zu Rand ,durchgehende Linie) , und nacheinander ohne Zwischentrocknungen 
in den zu einem der Laufmittelsysteme der,Tabelle I gehbrenden Fltissigkeiten ent- 
wickelt. In jeder dies& Fltissigkeiten wird beim Standardpapier (2043 b Mgl, ebenso 
such 2045, h, 2’14, Wh. I ; Symbole und abweichende Zeiten siehe Tabelle II und III) 
15 min lang entwickelt. Einzelheiten der Technik siehe Lit. I. 

Getrennt wurden Humanserum, Hammelcitratblut und ein pharmazeutisches 
Protaminpraeparat (das gleiche wie in Lit. I beschrieben) . Fur die Vergleiche zwischen 
den verschiedenen Tragern bei der Chromatographie von Protaminen fand nur dieses 

TADELLE 1: 
I>fB BENUTZTEN LAUBMITTELSYSTEMB &MS) 

Die Nummerierung ist eine Erweiterung der Tabelle I in Lit, P, Die Entwiclrlung erfolgt nachein- 
ander ohne Zwischentroclrnung in Lijsungen cler angegebenen IConzentrationen. Ntiheres siehe 
Text, 

LMS I Je 15 mill* HCl I hl/o,z5 .N)o.I _V/o.or N/Essigstiure 5o”/; 
LMS ra Je rg min* HCl I N/o.25 hr1o.r N/o.os Nlo.or NIEssigsYure 50 o/o 
LMS 13 Je 15 min* MgSO, I M/o.25 M/o.r M/o.01 M/Essigsiiure 50% 
LMS 14 Je 15 min” (NH,,),S04 I M/ 0.25 M/o.1 M/o.01 M/Essig&iure 50 o/o 

* ‘Entwicklungszeit ftir 
,’ 

2043 b Mgl, 2045 a, 214 ~&d Wh. I, (B&eichnu& de; Sorten siehc 
Tabelle II) und liir die Diinnschichten; Andere Entwicklungsze~~en’siehe in Tzibklle III. ” 
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TABELLE II 

ZUSAMMENSTELLUNG DER VON UNS UNTERSUCHTEN PAPIERSORTEN DER FIRMEN SCHLEICHER UND 

SCHOLL, DASSEL, UND MACHEREY UND NAGEL, DiiREN, SOWIE DER MARKI WHATMAN 

Nerkunft (Name) TYP Eigemchaftem Bezeichnung 
im Text 

Schleicher und Schiill 
Schleicher uncl Schiill 
Schleicher und Schtill 
Macherey und Nagel 
Rlacherey und Nagel 
Macherey und Nagel 
Whatman 
Sclileicher mid Scliiill 
Schleicher und Schiill 
Schleicher und Schiill 

204.3 b Mgl 
2045 a 
2040 a 

214 
218 

261 
I 

sag* 
2go* 

6 

Linterspapier, mittelhart 
Linterspapier, hart 
Linterspapier, weich 
Linterspapier, mittelhart 
Linterspapier, mittelhart 
Linterspapier, mittelhart 
Standardpapier 
Pigmentpapier mit Kieselgel 
Pigmentpapier mit CaCO, 
Glasfaserpapier, schnall laufend 

2043 b Mgl 
2045 a 
2040 a 

2 I _1. 

21s 

261 
Wll. I 

2% 
290 

.G 

l Diese Sorten sind nicht mehr im Handel. 

TABELLE III 

EIGNUNG DER UNTERSUCHTEN PAPIERSORTEN FiiR DIE GRADIENTENCHROMATOGRAPHIE VON 

SERUM UND PROTAMINEN 

Die Symbole bedeuten: Jr-t_ -f- = optimale Trennung der Komponenten; + + = gute Trennung 
der Komponenten ; -j- = weniger gute Trennung der Komponenten; - = nicht verwenclbar; t = 
Einzelentwiclclungszeit (mm), d.h. Entwicltlungszeit in den eineelnen Komponcnten der LMS 
(Tabelle I) 

Papievtyp Sevzwn P,rotamin t Bewerkungen 

2043 b Mgl 
z2: 

f-l-l- 15 
2040 a 
2045 Zl +++ FE: 

5 
I5 

289 + f-t IO Iiieselgelpapier 
290 - + . I2 CaCO,-Papier 

G 
214. S;_+ 
218 

:+ 
7:: 

4 Glasfaserpapier 
I5 
20 

261 f-f-+ 20 
Wh. I +++ -I-++ 15 

* Trenneffelrt nachweisbar, aber nicht brauchbar. 

Praeparat Verwendung. Die Gradientenchromatographie eines weiteren Protamin- 
praeparates (mit PI? 2 = Pl~armazeutisches Protaminpraeparat 2 bezeichnct) ist in 
Fig. I und qb dargestellt.’ 

Samtliche Proteine wurden mit Amidoschwarz IO 13 nach der fiir Elel~trophero-. 
gramme iiblichcn Technilc gefarbt 1, In einigen Eillen wurde such eine Anfarbung 
mit Glrot 0 auf Lipoproteine vorgenommen (Einlegen iiber Nacht in eine 0.5 oh 
LBsung,in 60 y. Ethanol, kurze Wasche mit Leitungswasser) , 

Z3$ erfolgte mit einem %eiss:Densitometer. Von unseren etwa 1500 Chromato- 
grammen suchten wir einige ‘typische zur Darstellung aus (siehe Fig. 3-7). 

J., Ciwomatog., 35 (x968). 538-548 
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I. Der EinJ1ms cites Pa;biertyl’,s azcf den Trenrteffekt 
In Tabelle III ist die Eignung der untersuchtcn Papiersorten fiir die Gradienten- 

chromatographie, wie wir sie in unserer Versuchsreihe -fanden, dargestellt. Bei einer 
ersten Gruppe von Papieren fanden sich pralctisch identische Trennungsmuster, die 
such den in Lit. I berichteten Ergebnissen auf 2043 b,Mgl vijllig entsprachen. Diese 
Grtippe umfasst ausser 2043 b ,Mgl die Typen 2045 a; 2I4 und Wh. I (Tabelle III). 
Auf anderen Papieren war entweder der Trenneffekt nur beim Protamin der ersten 
Gruppe ebenbiirtig, oder die gegenseitige Abgrenzung der Komponenten war weniger 
gut. Dies liess sich bei zwei Papiersorten durch Verlangerung der Einzelentwicklungs- 
zeit (= Entwicklungszeit in jeder der Laufmittelsystemkomponenten) auf 20 min 
ausgleichen. 

- Front 

- Scare 

Fig. I. Cradientcnchromatogramm dcs zur Papiertestung verwendeten Protaminpraeparates 
(links) uncl eines weitcrcn pharmazeutisclien Protaminpraepazites PI?2 (rechts) auf 2043 b Mgl 
mit clem LMS I. 

Auf dem Glasfaserpapier liefen die Protamine an die Front. Das Humanserum 
wurde &nlich wie bei den genannten Standardpapieren aufgetrennt ; jedoch war .das 
Trennungsmuster durch zahlreiche Stdrungen iiberlagert. ‘Besonders im Hinblic+ , auf’ 
die geringe mechanische Festigkeit des Papiers haben wir von einer ausgedehnteren 
Verwendung des Glasfasertragers abgesehen. 

SchtieZlchromatograIb,‘zie 
Die Entwicklzmgszeit in den Einzelkomponenten der LMS (Tabelle III) lconnte 

bei den meisten Papieren, wie urspriinglich fiir 2043 b Mgl beschriebenl, bei 15 min 

J. Ckromatog,; 35 (1968). 538-548 
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bleiben. Ausnahmen sind die TGpen 21s und 261, bli denen der beste Trenneffekt bei 
Einzelentwicklungszeiten von 20 min erreicht wurde. Ben-n Glasfaserpapier und beim 
Typ 2040 a waren dagegen bei den iiblichen Ausmassen unserer Chromatogramme 
4 bzw. 5 min als Einzelentwicklungszeiten erforderlich. Wir konnten feststellen, dass 
auf 2040 a-Papier dabei ebenso scharfe Trennungen mbglich sind, wie in der dreifach 
langeren Zeit auf der Gruppe 2043 b Mgl, 2045 a, 214 und Wh. I. 

Diese Papiersorte kann daher - mindestens in den von uns untersuchten Fallen 
des Humanserums und des Protamins - zur Schnellchromatographie benutzt werden. 
Hierbei liegt die reine Laufzeit beim LMS I bei (5 ma1 5 min =) 25 min. Die Anwen- 
dung des -Gradientenverfahrens auf Diinnschicht erfordert dagegen die Normalzeit 
von je 15 min, das sind beim LMS I zusammen 75 min. Die Diinnschichtchromato- 

TABELLE IV 

ZUSAMMENSTELLUNGDER&v-WERTEVON GRADIENTENCWROMATOGRAMMEN 

A = Verschiedene Papiertypen; I3 = Schnellchromatographie; C = andere Versuchc; D = 
Ergebnisse mit den beiden Kieselgelfcrti~platten 1500 ulld 1500 S (mit 5 oA St&rkezusatz). Tr. = 
Trcnnsch&fe (Symbole siehe Tabclle III). t = 
nenten. y- CB. = Hammelcitratblut. 

Einzelentwviclrlungseeit (min) in den LMS Kompo- 

-_..- 
Substam L&IS Pa#ievtyfi RF- We&e t TV. 

Protamin 
Protamin 
Protamin 
Protamin 
Protamin 
Protamin 
Protamin 
Protamin 
Protamin 
Serum 
Serum 
Serum 
Serum 
Serum 
Serum 
Serum 
Serum 

Protamin 
Serum 

HaCB. 
Serum 
Serum 
Serum 
Serum 
S&rum 

Protamin 
Protamin 

I 

I 

I 

I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

I 

I 

*a 
ra 
ra 

,, *3 
14 

I 
I 

2045 a 
Wh. I 
214 
218 
218 
261 
261 
289 
2CJO 

2045 a 
Wh. r 
214 
218 
218 
261 
261 
289 

2040 a 
2040 a 

2040 a 
2045 iL 
Tvh. I 

2x4 
214 
2x4 

1500 
I500 s 

A 

0.00 0.17 0.32 0.49 0.65 0.85 1.00 =5 
0.00 0.20 0.33 0.48 0.59 0.83 1.00 15 
0.00 0.19 0.32 0.46 0.69 0.85 1.00 =5 
0.00 0.25 0.37 0.59 0.69 0.84 1.00 . =5 
0.00 0.20 0.34 0.53 0.66 0.90 1.00 20 

0.00 0.19 0.30 0.44 0.70 0.96 1.00 ‘15 
0.00 0.30 0.50 0.70 0.77 0.92 1.00 20 

0.00 0.10 0.23 0.36 0.58 0.90 1.00 IO 
0.00 0.72 0.89 12 

0.00 0.07 0.24 0.43 0,86 15 
0.00 0.10 0.29 0.49 0.82 *5 
0.00 0.08 0.25 0.45 0.95 15 
0.00 0.05 0.15 0.35 0.95 =5 
0.00 0.03 0.30 0.47 1.00 20 

0.00 0.10 0.44 15 
0.00 0.14 0.34 0.57 1.00 20 

0.00 0.07 0.27 IO 

B 
0.00 

0.00 

c 
0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

D 
0.00 
0.00 

0.19 0.30 0.47 0.62 0.88 1.00 5 
0.11 0.26 0.42 0.96 5 

0.12 0.28 
0.14* 0.27~ 

0.41 0.78 
0.43 0.62 0.95 

0.09 0.25 0.42 0.54 0.93 
0.07 0.21 0.38 0.57 1.00 
O.IO* 0.44* 0.81 
o.16* 0.47* 

0.90 
0.85 0.95 

., 

5 
15 
15 
15 
*5 
15 

0.08 0.19 0.27 0.38 0.48 0.59 15 
0.06 0.15 0.21 0.32 0.45 0.60 0.69 0.80 x5 

:+-l--l- 
++ 
++-l- 

-bis + 
+ 
-his + 

=” 

,. ‘. ,.’ . . . . . 

.‘, R 
:, B&de, die atich mit ‘alrot 0 f&rbbar iSt; 
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graphie (Fig. 2) bringt beim Gradientenverfahren .im Gegensatz zu den sonst beobach- 
teten ~Verhaltnissen (wie beim Beispiel, der .iiblichen Aminosaurecl~romatographie) 
keine, Zeitersparnis (Tabelle.IV 13, Fig. 3e). : : .: ,: ,’ 

In: der, Tabelle IV D sind. die Rp-Werte von dtinnschichtchromatographischen 
Trennungen von Protaminen auf.den beidcn Fertigplatten 1500 (Kieselgel) und 1500 S 

(Kieselgel .mit Starke als Bindemittel) aufgenommen. Es sei erwahnt, dass auf der 
r5oo-Platte eine Serumtrennung nicht mijglich war, .w&rend die '1500 S-Platte ein 
der’ Papier- bzw. Zellulosedtinnschichtchromatographie analoges Trennungsmuster 
erbrachte. .Eine Serumtrennung auf einer Zellulosedtinnschichtplatte vom Typ 1400 
ist in Fig. 2 gezeigt. Wie bereits erw2ihnt,, sind alle Diinnschicl~tcl~ron~atograpl~ien 
nach dem Gradientenverfahren leichter stiiranfallig als die Papierchromatographie. 

., : 

Fig. 2.’ Gradientcnchromatogramm von Xaninchenserum mit dcm LMS I auf einer Zcllulosediinn- 
schichtpl&tte (l%rtigpla$te I 440 der Fa. Schleicher und Schiill). 

2. Weitere Ergebnnisse 
: In Tabelle IV C sind, die RptWerte von Humanserumcllromatogrammen mit 
einem MgSO 8-’ und einem (NH,) &SO,-Gradienten. (LMS 13 und r4; siehe,Tabelle,‘I) 
aufgefiihrt; ebenso die Chromatographie ,von Hammelcitratblut in Schnellchromatd- 
.graphie mit de,m LMS, I:: ,Die hohen Peaks 2 und 2 (Fig: 3,. f) ,des. letzteren.Chromato- 
gramms sind durch Haemoglobm verursacht, Versuche,’ die Fraktionierung.von;Ser.um 
mit dem Salzsaure-Essigsgure-Gradienten zuverbessern, fiihrten ‘zurAbtrennung:einer 
.weiteren .I<omponente (Tabelle IV C) .bzw:.,zur Fraktionierung des ,Gesamtserums in 
,5 Komponenten, Das modifizierte .Laufmittelsysteni, LMS I a, enth~lteine~zus%tzliche 
Laufmittelkomponente : Zwischen die. 0.1 QV: HCl und -die. O.OI’, N9:HC18 ist” ,eine :EnP- 
wicklung mit ‘0.05 N. HCl eingeschoben.. Die Peaks, r .und :2 dieses:.Chromatograri-m~s 
.&-en si&a.ucll mit t)lrot O.dn (TabelkWC).; .' '. , 1 ::;: ' :: ‘. j: '8.:' I. ,, ..: .I. 

!J.: Clwomatog., 35. (x968) ,538+8 



544 K. BAUER 

Eine Auswahl typischer Einzelchromatogramme wurde densitometrisch aus- 
gewertet (siehe Fig. 3-7). Die Bezeichnung der Peaks ist wie folgt : Start: “0” (bei den 
Histonen im LMS I : “S”, siehe Fig. 5 und Lit. I bzw. 2). ‘iObrige Komponenten vom 
Start zur Front durchnummeriert (Histone im LMS I-Chromatogramm: A-F, siehe 
Fig. 5 und Lit, I und 2).. Komponenten, die erst im Kurvenbild abzugrenzen sind, und 
auf den OriginaIcI~ron~atogranx-nen nicht mit Sicherheit erlcennbar sind, wurden mit 
“X” bezeichnet. 

DISICUSSION 

Bei der Gradientenmethode zur Fraktionierung von Proteinen handelt es sich 
um eine Anwendung des Aussalz- (bzw. Ausfallungs-)prinzips der CIlronlatographie1,3-6. 
Man entwickelt in einem diskontinuierlichen Gradienten fallender Konzentration 
des l%IIungsn~itteIs. Bei den zunkhst benutzten hoheren Konzentrationen erfolgt 
Adsorption des grosseren Teils der Proteinkomponenten am Start des Chromato- 
gramms; beim Abfallen der Konzentration werden die einzelnen Komponenten dann 
nach und nach desorbiert und wandern auf dem Tragerl. 

‘In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst der Einfluss des Tragers auf den 
Trenneffekt naher untersucht, nachdem im ersten Teil dieses Aufsatzesl eine genaue 
Beschreibung von Technik und Prinzip und der so erreichbaren Trennungen erfolgte. 
Hierbei wurden mehrere Linterspapiere sowie zwei Pigment- und ein Glasfaserpapier 
getestet (Tabelle III und IV A; iiber Diinnschichten siehe unten). Die Ergebnisse 
zeigen : I. dass such innerhalb der Gruppe der Linterspapiere, die sich chemisch nur 
unwesentlich unterscheiden sollten, anterschiede in der Adsorption auftreten ; 2. 

dass auf den Pigment- und dem Glasfaserpapier z.T. gleiche Verhaltnisse wie bei der 
Hauptgruppe der Papiere (2043 b Mgl u.5.) z.T. such andere Verhaltnisse vorliegen. 

Hieraus Iasst sich schliessen, dass sowo1~1 chemische als such pI~ysiI~aIiscI~e 
Eigenschaften des Papiers und seiner Oberfkhe fur den Trenneffekt eines Papiertyps 
verantwortlich sind. 

.&hnIich steht es mit der Anwendung der Gradientemnethode auf Di.innschicht. 
Hier Iiefern %eIIuIosepIatten im allgemeinen dem Papier vergleichbare Auftrennungen, 
wenn such mit mehr oder weniger veranderten RF-Werten. Auf den beiden von uns 
getesteten I~ieseIgeIscI~icI~ten ohne Starkezusatz dagegen ist Blutserum nicht fraktio- 
nierbar; es bleibt nahezu ungetrennt und zeigt eine maximale Laufstrecke, die einem 
RF-‘Wert von 0.1 entspricht (Versuche mit LMS I). Dagegen ist sowohl Salmin (Fa. 
Serva, Heidelberg; Kieselgel der Fa. Merck, Darmstadt, siehe Lit. I) als such unser 
hier verwendetes pharmazeutisches Protaminpraeparat (r5oo-Platte) auf Kieselgel 
fralrtionierbar. In beiden Fallen lassen sich sogar rnehr Komponenten unterscheiden 
als auf Papier. Interessant ist das Verhalten der 1500 S-Platten, die 5 o/o Starlce als 
Bindemittel enthaltell. Auf diesen Platten war mit dem LMS I such Humanserum 
fraktionierbar. Die Auftrennung war der auf 2043 b Mgl oder auf ZelluIosepIatten 
vergleichbar. In diesem speziellen Fall geben die 5 y. Starkezusatz den Kieselgel- 
platten Eigenschaften einer ZelIuIosediinnscI~icI~t. Neben diesen chemischen, die 
Zusammensetzung des Adsorbens betreffenden Falctoren sind such bei den Diinn- 
schichten pI~ysiI~aIiscI~e Einfliisse im Spiel. So haben wir schon in Lit. 1: auf die 
Notwendigkeit einer konstanten Plattenherstellung insbesondere im Hinblick auf die 
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Herstellung der Suspension hingewiesen. Es entscheidet oft tiber die Miiglichkeit 

oder Unmdglichkeit der Gradientenchromatographie auf dem gleichen Adsorbens, 
ob die Platten untcr Verwendung eines elektrischen Mischgerates hergestellt und wie 
lange dabei die Mischzeit gewahlt wurde. Abgesehen von den geschilderten Verhalt- 
nissen sind alle Dunn- und Dickscl~ichtcl~ron~atogramn~e nach der Gradienten- 
methode wesentlich stiiranfalliger als die Papierchromatogramme. Insbesondere 
ist - wahrscheinlich bedingt durch die Notwendigkeit, die Probe in Form einer 
durchgehenden Linie aufzutragen - eine gewisse Uberlagerung des Trennungs- 
musters durch Langsstreifen fast nicht zu vermeiden, wodurch besonders quantitative 
Auswertungen erschwert werden. Wir bevorzugen daher allgemein die Papier- 
chromatographie, umso mehr als die Entwicklungszeiten bei unserer Technik fur 
‘Papier und Diinnschichten gleich oder bei einem der untersuchten Papiertypen sogar 
ktirzer als bei den Dtinnschichten sind (siehe unten). 

Einer dervorteile der Gradientenchromatographie von Eiweissstoffen auf Papier 
liegt in der verglichen mit anderen Methoden sehr kurzen Fraktionierungszeit von 
nur 75-90 min beim Standardpapier (2043 b Mgl ~.a., siehe Tabelle II und III). Beim 
Arbeiten mit dem schnellaufenden Papiertyp 2040 a stellten wir fest, dass diese Ent- 
wicklungszeit noch auf ein Drittel herabgesetzt werden kann, urn Trennuiigen zu 
erhalten, die den auf Standardpapieren beobachteten ebenbtirtig sind. Die so mogliche 
Sc~neZZchromato,crraplzie von Proteinen in nur 25 min (LMS I) dtirfte fiir zahlreiche 
Untersuchungen von Vorteil sein. Zum Vergleich sei erwahnt, dass die hochspannungs- 
elektrophoretische Fraktionierung unseres Protaminpraeparates in der mit der 
Gradientenchromatographie vergleichbaren Laufzeit von 45 min eine Auftrennung 
in nur 3 Fraktionen zeigte (Veronalpuffer von pH = S.6; 2000 V). Andere Methoden 
benotigen alle einVielfaches der fiir die Gradientenchromatographie erforderlichen Zeit. 

Wie in Tabelle IV gezeigt, lassen sic11 die Lipoproteine des. Humanserums mit 
der Gradientenmethode in zwei Fraktionen zerlegen. 

Bei den Blutserumfraktionierungen sei auf die Abgrenzung einer weiteren 
Fraktion mit dem EMS I a hingewiesen, das sic11 lediglich durch ein langsameres 
Abfallen der HCl-Konzentration von dem von uns vie1 verwendeten LMS I unter- 
scheidet (Tabelle I). Dies weist darauf hin, dass mit einem mehr kontinuierlichen 
Gradienten such in anderen Fallen eine Verbesserung der Fraktionierung eiwartet 
werden kiinnte. Wir haben jedoch bisher davon abgesehen, einen echten kontinuier- 
lichen Gradienten zu verwenden. Sind doch schon bei einer Menge von IOO cnP 

Entwicl~lungsfliissiglceit beim LMS I in 75 min (bzw. in 25 min) Fliissigkeitsmengen van 
etwa IO 1 strijmungsfrei in das Entwicklungsgefass zu tiberftihren, zu mischen und aus. 
ihm wieder zu entnehmen. Die sic11 hieraus ergebende unniitige Kompliziertheit der 
Anordnung liess uns bisher bei den diskontinuierlichen Systemen bleiben. 

Der nachste Schritt bei der Gradientenchromatographie von Blutserum und 
eventuell such von Vollblut (Fig. 3f) muss jetzt sein, Elel~tropherogrannn und 
Gradientenchromatogramm (gegebenfalls mit verschiedenen LMS entwickelt) von 
Normalserum und von Seren von Patientenkollektiven mit gleichen Diagnosen 
miteinander zu vergleichen. Es sei dabei wieder an die vorteilhaft kurze Fraktionie-. 
rungszeit der Gradientenchromatographie erinnert, die sich bei klinischen Unter- 
suchungen sehr gtinstig auswirken wiirde. Jedoch sind hierzu noch ausgedehnte Vor- 
untersuchungen 

Fiir diese 
erforderlich. 
und fiir die meisten anderen denkbaren Untersuchungen ist eine, 
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(5a) (5b) 
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Fig. 3-7, Kurvendarstellung typischer Gradientenchromatogramme mit verschiedenen Proteinen 
und Nucleinsauren. Falls nichts anderes angegeben, sind die Chromstogramme auf 2043 b Mgl ’ 
gelaufen und mit Amidoschwarz IO I3 gefarbt, Die Peaks sind vom Start bis zur Pront clurch- 
nummeriert. Die iiber dem Start gelcgenen Peaks sind mit “0” beeeichnet:S = Start; I? = Pront. 
Uber die abweichende Nomenklatur der Histonchromatogrammc mit dem LMS I siehe Pig. 5. 
Banden, die erst im Iiurvenbild zu erkennen sincl, tragen die Beeeichnung “X”.; Banden, die 
andererseits im Kurvenbild ungcniigend abgesetet erscheinen, sind mitnummeriert. 
Fig. 3. Serumchromatogramme. In 3a Stanclardbild eines menschlichen Blutserums in LMS I- 
Chromatogramm. Zum Vergleich in 3b ein typisches Chromatogramm eines Kaninchenserums mit 
den1 charalcteristischen hohen Peak 3 (siehe such Fig. a), 3c und 3d : Humanserum auf 214 mit 
LMS 13 und 14 entwickelt. 3e : Schnellchromatographie einer weiteren menschlichen Serumprobe 
mit LMS I auf 2040 a. Starlce Papierbeladung fi.ihrt zu clem in der Front liegenden Peak 4 (siehe 
Lit. I), 3%: Schnellchromatographie von I-Iammelcitratblut mit dem LMS I auf 2040 a. Der hohe 
Peak 2 sowic Peak I enthalten I-Iaemoglobin. 
Pig. 4. Protamine. 4a: Ein ltommereielles Praeparat der Pa. Serva, I-Ieidelberg (beeeichnet als 
Salmin) im LMS r-Chromatogramm. 4b : Ein pharmazeutisches Protaminpraeparat (LMS I). 

Es handelt sich um das in Lit. I beschriebene, in der vorliegenden -4rbeit zur Papiertestung ver- 
wendete Praeparat. Ein weiteres, ebenfalls pharmaeeutisches Protaminprabparat (PPa), das wir 
untersuchten, eeigte nur die Peaks I, 2 und 3 (siehe such Fig. I). 4c : Das gleiche Protamin wie in 
4b im LMS 121~Chromatogramm (siehe such Lit. I). 

Fig. 5. Histone. In 5a und 5b Histone aus Kaninchenmilz bzw. dem Wallcercarcinosarlcom der 
Ratte im LMS r-Bild unter Angabe unserer Nomenlclatur der Banden bzw. Peaks (siehe such 
Lit. I und 2). 
Fig. G. Sonstige Proteine. In Ga und Gb LMS r-Chromatogramme zweier verschiedener pharma- 
zeutischcr Insulin-Depotpraeparate. Altinsulin ergibt nur den Peak 3, 6c: LMS, I-Kurvc eines 
LDH-Praeparates aus ICaninchenmuslrel (Pa. Boehringcr, Mannheim) . 
Fig. 7. Ein l~oniniereielles Praeparat von “hochmolelcularer RNS” (a) und von s-RN!3 im LMS 31- 
bzw. LMS S1-Chromatogramm. ToluidinblaufBrbung. 

J. Ck~ornatog., 35 (2968) 538-548 



54s K. BAUER 

cluantitative Auswertung der Chromatogralllllle notig. Da wir aus technischcn Griin- 
den mit strichforrnigen Auftrag arbeiten und die resultierenden Chromatogramme 
daher den Elel~tropherogrammen sehr kihnlich sind, ist die Auswertung in den - 2.13. 
in klinischen Laboratorien - iiblichen Densitometern ohne weiteres miiglich. In den 
Fig. 3-7 zeigen wir eine Auswahl von typischen Einzelchromatogrammen in Rurven- 
darstellung. Es zeigt sich hierbei, dass im clensitometrischen Bild manchmal Rompo- 
nenten sichtbar werden, die im Originalchromatogramm nicht mit Sicherheit erkenn- 
bar sind (Fig. 4a, 7b; die zusatzlichen Romponenten sind in den betreffenden Ab- 
bildungen durch ein “S” gekemlzeichnet). Wir halten die I<urvendarstellung der 
Gradientenchromatogramme fur die optimale. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird iiber den Einfluss der Tragermaterialien auf die papier- und diinn- 

iiberlassen. 

schiclitchroniatographische Fraktionierung von Proteinen nach einer kiirzlicli be- 
schriebenen Methode berichtet. 

Bei dieser Methode handelt es sich um eine Ausfallungschromatographie. Das 
Chromatogramm wird nach speziellem Auftragen der Probe in einem diskontinuier- 
lichen Salz- oder Sauregradienten fallender Molaritat entwickelt. Es lassen -sic11 so u.a. 
Serumproteine, basische Proteine (Histone und Protamine) und Nucleinsauren (RNS 
und l?olyadenyl&ure) in ihre Romponenten zerlegen. 

In der vorliegenden ,Arbeit wird iiber die Eignung mehrerer Papiertypen 
berichtet. Mit dem Typ 2040 a (Pa. Schleicher und Schiill, Dassel) hisst sic11 eine 
Fraktionierung besonders schnell, in nur 25-30 min durchftihren ; bei Verwendung 
.einer Reihe von Standardpapiersorten sind 75-90 min erforderlich. 

Eine Anzahl typischer Einzelchromatogramme von Serum, Mistonen, Protaminen, 
pharmazeutischen Insulinpraeparaten und von RNS ist densitometrisch dargestellt. 

Die Methode erlaubt die technisch sehr einfache Fraktionierung einer grosseren 
Zahl von Proteinen und Nucleinsauren (vornehmlich RNS) in vergleichsweise sehr 
kurzer Zeit. 
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