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SUMMARY 

Separation of the free porphyrins by extraction chromatography on tri-n-butyl phosphate 
columns by elution with a p H  gradient 

The method described allows the separation of the free porphyrins on a tri-n- 
butyl phosphate (TBP) column by  elution with a pH gradient. The porphyrins are 
eluted from the column at discrete pH values (XD) according to the number  of carboxyl 
groups in the side chains. Separation of isomers could not be observed under the 
conditions used. The xD values indicate the centre of the pH-interval,  in which the 
dissociation of the carboxyl groups occurs. This finding could be confirmed by  spectro- 
photometric measurements. 

By combining the method proposed with the method of separation by  ex- 
traction chromatography in the T B P / I  N HC1 partition system and tile thin-layer 
technique in the 2,6-1utidine-water system, a very complex porphyrin mixture 
isolated from the urine of a patient with a hyporegenerative anaemia could be 
resolved. The 27 fractions obtained by  these separations made clear that  not only 
porphyrins of the reaction chain of the haem synthesis are present in the mixture, 
but also compounds which differ from the normal porphyrins by  their substituents. 
However, further investigations are still necessary to elucidate the structure and 
determine the assumed substituents of the single fractions. In contrast to an earlier 
assumption it seems that  porphyrins, not only of the isomeric types I and I I I  but 
also of types I I  and/or IV, are occurring in the urine sample studied. 

EINLEITUNG 

Die Analyse der im Urin und Faeces ausgeschiedenen Porphyrine vermittelt  
einen Einblick in den Ablauf der H~imsynthese und gestattet  somit Riickschlfisse 
auf die in pathologischen F~illen vorliegenden St6rungen. Um eine eindeutige Identi- 
fizierung bezfiglich des Carboxylierungsgrades und Isomerentyps zu erzielen, werden, 
im Hinblick auf die Vielfalt der hierbei auftretenden H/impr~ikursoren, an die zur 
Auftrennung herangezogenen Methoden erhebliche Anforderungen gestellt. Eigene 
Erfahrungen mit dem an anderer Stelle beschriebenen extraktionschromatographi- 
schen Verfahren im Tri-n-butylphosphat  (TBP)/I  N HC1-Verteilungssystem liessen 

j .  Chromatog., 4 ° (1969) 393-4o9 



394 I~. MUNDSCHENN 

erkennen 1-4, dass zumindest in pathologischen F~tllen die bei der H~msynthese 
mittelbar bzw. unmittelbar auftretenden Metaboliten weir vielfNtiger sind, als nach 
dem vereinfachenden, von Uroporphyrin ausgehenden Syntheseschema a priori zu 
erwarten war. Diese Untersuchungen machten deutlich, dass zur Analyse yon 
Porphyringemischen nicht nur leistungsf~hige Trennverfahren sondern dartiber hin- 
aus auch ausreichend strenge und zudem leicht nachprfifbare Kriterien zur Identifi- 
kation der einzelnen Fraktionen derzeit dringend erforderlich sind. Eine Bestimmung 
des Schmelzpunktes scheitert oft daran, dass nur geringe Substanzmengen zur Ver- 
ffigung stehen und zudem bei der Pr~iparation der Proben hohe Reinheitsforderungen 
gestellt werden mtissen; RF-Werte bei DC-Trennungen, die bei der Zerlegung ein- 
facher Porphyringemische, trotz bisweilen zu beobachtender erheblicher Schwan- 
kungen im gleichen System, noch weitgehend charakteristische Kenndaten ftir die 
einzelnen Fraktionen darstellen, sind bei der Auftrennung komplexer Systeme zur 
Identifikation v611ig unzureichend. 

In der vorliegenden Arbeit wird fiber ein Verfahren zur Auftrennung von 
Porphyringemischen auf TBP-S~iulen im pH-Gradienten berichtet, mit dem, in Ver- 
bindung mit der an anderer Stelle beschriebenen Methode 1-4, die Zerlegung ausser- 
ordentlich komplexer Porphyringemische durchgeftihrt werden kann. W~thrend diese 
Methode unter den angegebenen Versuchsbedingungen eine Frakti0nierung hinsicht- 
lich des Carboxylierungsgrades erm6glicht, kann in der sich anschliessenden extrak- 
tionschromatographischen Auftrennung im TBP/ I  N HC1-System sowie in der dfinn- 
schichtchromatographischen Zerlegung im 2,6-Lutidin/Wasser-System nach Decar- 
boxylierung~, 8 der Isomerentyp der einzelnen Fraktionen ermittelt werden. So konnte 
das aus dem Urin eines porphyrieerkrankten Patienten isolierte Porphyringemisch, 
das dfinnschichtchromatographisch in 9 Bestandteile aufspaltet 4, mit den angegebe- 
nen Methoden in 27 diskrete Einzelfraktionen zerlegt werdenl Zur Identifikation der 
einzelnen Verbindungen, die sich hinsichtlich ihrer Intensit~it ausserordentlich unter- 
scheiden, werden neben den fiblichen GrSssen, RF-Wert, Retentionsvolumen V~m~. 
bzw. Retentionszeit tel., die Peaklage der Soretbande 2~ sowie die bei der pH-Gra- 
dientenelution auftretenden sehr charakteristischen Dissoziationsstufen xv heran- 
gezogen. 

E X P E R I M E N T E L L E R  T E I L  

Material 
Tri-n-butylphosphat (TBP). Das zur Impr~gnierung des Tr~igermaterials Hosta- 

flon C 2 verwendete Extraktionsmittel TBP, ein handelsiibliches Produkt (Hersteller: 
Fa. E. Merck, Darmstadt;  Kat.-Nr. 317), wurde ohne jegliche zus~itzliche Reinigung 
zu dell Untersuchungen eingesetzt. 

Polytrifluorochloriithylen (Hostaflon C 2). Als Tr~germaterial wurde die dureh 
Autbereitung des aus dem Handel bezogenen Produktes (Hersteller: Farbwerke 
H6chst AG, Frankfurt-H6chst) erhaltene Siebfraktion mit der Korngr6sse von 50- 
I0O/~ verwendet. Zur Impr~ignierung wurde TBP tropfenweise unter st~indigem 
Rtihren bis zu einem Gewichtsverh~ltnis yon Hostaflon C 2 :TBP ---- 2:1 zugesetzt. 

Pho@hatpuffer nach Sore~sen. Zur Herstellung der 1/15 M LSsungen von 
Na2HPO 4 bzw. KH~.PQ (Hersteller: Fa. E. Merck, Darmstadt;  Kat.-Nr. 6586 bzw. 
4873) wurden 9.47 g Na2HPO4 bzw. 9.08 g KH~PO 4 in I 1 Aqua dest. aufgel6st. Beide 
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L6sungen wurden jeweils in heissem Zustand mit TBP durch Schfitteln vorges~tttigt. 
Standar@ufferldsungen. Zur Absoluteichung des verwendeten pH-Meters (pH- 

Meter 27 der Radiometer, Copenhagen, D~nemark) wurden die Pr~zisionspuffer- 
16sungen S 15oo (pH bei 2o°:6.881 ± o.oo5) und Type S I51o (pH bei 2o°:7.426 4- 
o.oo5) der gleichen Herstellerfirma verwendet. 

Salzsiiure. Zur Auftrennung der Porphyrine im TBP/I  N HC1-System wurde 
stets i N HC1 verwendet, die aus Titrisolkonzentraten (Hersteller: Fa. E. Merck, 
Darmstadt;  Kat.-Nr. 997o/oool) angesetzt und stets in heissem Zustand mit TBP 
vorges~ttigt wurde. 

Uroporphyrin-I bzw. - I I I  (UP-I bzw. -III).  Beide Uroporphyrinisomere wur- 
den in Form ihrer Oktamethylester durch den Handel bezogen (Hersteller: Koch- 
Light Laboratories Ltd., Colnbrook, England). Nach dem Verseifen in 5 N HC1 wur- 
den die freien Uroporphyrine im 2,6-Lutidin/Wasser-System diinnschiehtchromato- 
graphiseh gereinigt. Nach der Elution mit I N HC1 wurden beide aus schwach saurer 
L6sung (C~icl ~ o.o1 N) mit TBP extrahiert. Nach der Rtickextraktion mit 5 N HC1 
wurde die salzsaure Porphyrinl6sung mehrfaeh mit Benzol (5 × 5 ml) zur Entfernung 
anhaftender TBP-Reste ausgewaschen, auf eine Konzentrati0n yon IOO #g UP-I bzw. 
UP-III /ml 5 N HC1 eingestellt und in dieser Form zu den Untersuchungen eingesetzt. 
S~imtliche Pipettierungen wurden mit einer Aglaspritze vorgenommen, die das bei 
quantitat ivem Arbeiten erforderliche exakte Dosieren gestattet. 

Coproporphyrin-I bzw. - I I I  (CP-I bzw. -111). Beide Isomere wurden aus UP-I 
bzw. UP-III  durch Deearboxylierung nach der Methode von EDMONDSON U~D 
SCHWARTZ 5 erhalten 2,3. Die Konzentration der eingesetzten Stamml6sungen schwank- 
te, je nach Preparation, zwischen 20 und 50 #g/ml 5 N HC1. 

Benzol p.A. IIandelsiibliehes Produkt (Hersteller: Fa. E. Merck, Darmstadt;  
Kat.-Nr. 1783). 

Methoden 
Bestimmung der VerteilungskoeJfizienten Ko fur Uroporfbhyrin und Copropor- 

phyrin in Abhiingigkeit yore pH-Wert. Zur optimalen Einstellung der Versuchs- 
bedingungen bei der Auftrennung der Porphyrine im pH-Gradienten ist die Kenntnis 
des Verlaufes der Verteilungskoeffizienten Ko erforderlich. Hieraus k6nnen Rt~ek- 
schliisse auf die zu erwartenden Trennfaktoren a (a = K~/K~) bzw. Auflbsung /5 
(fl = Axp/Tso ) gezogen und Voraussagen t~ber die Durchffihrbarkeit einer Trennung 
gemacht werden. 

Der Verlauf des KD-Wertes wurde fiir UP-I I I  und CP-III  im Bereich von 
pH 4-8 bestimmt: In ein 25 ml Messk61behen wurden 2o ml Pufferl6sung (1/15 M 
N a , H P Q - I / I 5  M KH2PO~) eingeftillt, IO.O #g des betr. H~impr~ikursors zugesetzt, 
mit o.I N NaOH auf den gewfinschten pH eingestellt und schliesslich mit Aqua dest. 
auf 25 ml aufgeftillt. In drei mit Glasschliff versehenen Extraktionsr6hrchen (IOO × 
I6 mm; NS 14.5) werden jeweils 5.oo ml dieser L6sung einpipettiert. Nach Zugabe 
yon 1.5o Inl T B P  wird ffir 2 min intensiv geschfittelt und anschliessend fiir 5 min bei 
3ooo U.p.m. zentrifugiert (Extraktion I). Vom Uberstand (TBP) wird ieweils I.OO m! 
TBP in ein gesondertes R6hrchen der gleichen Abmessungen iiberf[lhrt und die vor- 
liegenden Porphyrinanteile mit 5.oo ml 5 N HC1 rt~ckextrahiert (Extraktion II). Nach 
dem Zentrifugieren wird die w~tssrige porphyrinhaltige Phase in ein weiteres Extrak- 
tionsr6hrchen eingefiillt (Extraktion III), zur Entfernung der noch anhaftenden 
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TBP-Reste mehrfach mit Benzol p.A. ausgewaschen und anschliessend in eine Mess- 
kiivette eingeffillt. Die Bestimmung des Porphyringehaltes erfolgte im Soretmaximum 
bei drei verschiedenen Wellenl~ingen (380, 405 bzw. 41o und 430 nm 1) mit einem 
Spektralphotometer (Zeiss Spektralphotometer PMQ II mit Monochromator M 4 
Q III) in der iiblichen Weise. Bei allen Extraktionen wurde eine unter den gleichen 
Bedingungen behandelte Standardprobe mitgeffihrt: Hierzu wurden 5.00 ml der 
Ausgangsl6sung mit I N HC1 auf pH 1-2 anges~uert und der H~tmpr~kursor mit 
1.5o ml TBP extrahiert. Aus I.OO ml TBP wird wiederum, wie vorangehend be- 
schrieben, mit 5.00 ml 5 N HC1 rfickextrahiert; nach dem Waschen der w~tssrigen 
Phase mit 5 × 5 ml Benzol wird der Porphyringehalt wiederum spektralphoto- 
metrisch bestimmt. Die Berechnung der Kh-Werte erfolgte unter Beachtung der bei 
den Extraktionen vorliegenden Phasenvolumenverh~tltnisse. Zur Bestimmung des 
pH-Wertes werden die w~tssrigen Phasen nach der I. Extraktion vereinigt (drei 
R6hrchen) und der pH mit einem absolut geeichten pH-Meter (pH-Meter 27 der 
Radiometer, Copenhagen, Diinemark) gemessen. 

Auflrennung der freien Porphyrine auf TBP-Siiulen im pH-Gradienten. Zur 
Durchftihrung der Trennungen wurde eine weitgehend autornatisierte Versuchsan- 
ordnung eingesetzt (Fig. i), wie sie bereits in modifizierter Form zur Auftrennung 
der Porphyrine im TBP/ I  N HC1-System 1-3 Verwendung land. Kernstttck dieser 
Anordnung ist die eigentliche Trennkolonne (L~tnge: Ls = I2o cm; innerer Durch- 
messer: Ds = 5 rain), die zusammen mit einer sog. Vorwaschkolonne (L~tnge: Lvs = 
15 cm; innerer Durchmesser: Dvs ~- 15 ram) durch einen Ultrathermostaten (Her- 
steller: Fa. Gebr. Haake KG, Berlin) auf die gewfinschte Temperatur Ts gebracht 
wird. Beide S~ulen wurden mit dem gleichen Ftillmaterial, Hostaflon C 2 mit TBP 
im VerhS, ltnis ~ : I impr~gniert, beschickt. Hierbei hat  die Vorwaschs~tule die Aufgabe, 
d'ie in die Trennkolonne eintretende Elutionsl6sung rnit TBP abzus~ittigen. Zur Her- 
stellung des pH-Gradienten wird das Puffergemisch 1/15 M Na2HPO4-KH2PO 4 ver- 
wendet: In ein vorgegebenes Volumen einer 1/15 M KH@Q-L6sung  (VI~p) tropft 
1/15 M Na2HPO4-L6sung ein, wobei die Eintropfgeschwindigkeit der Durchfluss- 
geschwindigkeit der S/iule entspricht. Letztere wird durch die Schlauchabmessungen 
der Proportionierpumpe (Lieferfirma: Technicon GmbH, Frankfurt/M,), die die Elu- 
tionsl6sung sowohl unter leichtem Uberdruck in die Vorwaschs~iule eindriickt als auch 
yon der Trenns~tule unter leichtem Unterdruck absaugt, bestimmt. Der Anstieg des 
pH-Gradienten und damit die zur Trennung erfordefliehe Zeitspanne wird weitgehend 
dutch das vorgelegte Volumen VE~ bestimmt (Fig. 7 und 9)- Hierdurch k6nnen die 
Versuchsbedingungen auf einfache Weise einem gegebenen Trennproblem optimal 
angepasst werden. Die aus der Trennsgule austretende Elutionsl6sung wird durch 
eine Durchflusskiivette (I cm MR I D; Hersteller: Fa. C. Zeiss, Oberkochen) geleitet, 
wo kontinuierlich die Transmission der L6sung bei 2gem. ~ 395 nm gemessen (Zeiss- 
Spektralphotometer PMQ II mit Monochromator M 4 Q III) und mit einem Poten- 
tiometerschreiber (Servo/Riter 1I, Texas Instruments, Houston, Tex., U.S.A.) fort- 
laufend registriert wird. Die einzelnen Fraktionen werden in einem zeitgesteuerten 
F raktionssammler aufgefangen und anschliessend in der gleichenVersuchsanordnung 
unter Verwendung von I N HC1 als Elutionsmittel weiter aufgetrennt~, 3. 

Zur Isolierung und Auftrennung von im Urin auftretenden Porphyrinen wird 
wie folgt vorgegangen : Der schwach salzsaure Urin (pH 1-3) von einem Volumen von 
20-200 ml (je nach der H6he der vorliegenden Porphyrinkonzentration) wird mit 
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Vorwaschs~lu[e 15/m 

"rrenns~ule 120cm _~P 

Schreiber Verst~rker Spektralphotometer Thermostat  UF- 
[~ Pumpe Fra ktionssammler __115 MN°2HPO4 

1_/v/KH2P04 15 
Fig. I. Versuchsanordnung zur ex~craktionschromatographischen Auftrennung der freien Por- 
phyrine durch pH-Gradientenelution mit 1/15 M Na.HPO4-I/I 5 M KH2PO~-Pufferl6sung. 

I-IO g impr~igniertem Fi!terbodenmaterial 4 versetzt, kurz geschtlttelt und anschlies- 
send tiber eine Glasnutsche (Porenweite: G 2; Durchmesser: 50-1oo mm) abgesaugt. 
Das Filtrat wird stets noch ein- bis zweimal tiber den gleichen Filterboden gegeben. 
Anschliessend wird mit o.I N HC1 grtindlich nachgewaschen. Die durch den Filter- 
boden extrahierten Porphyrine werden nun mit 3 × 3 ml 5 N HC1 sukzessive eluiert, 
die L6sungen in ein 20 ml Messk61bchen tiberftihrt und mit Aqua dest. his zur Marke 
aufgeftillt. Ein Aliquot hiervon wird, nach Einstellen der Azidit~it mit I N NaOH 
auf eine S~iurekonzentration von ci~cl -- o.oi-o. i  N, zur Auftrennung der Porphyrine 
auf der S~iule eingesetzt. Hierzu wird die L6sung in den Vorraum der Trennsiiule 
elngeftillt. Bei kleinem Durchfluss (D = IO 20 ml/h) erfolgt vollstiindige Absorption 
der Porphyrine in der obersten Schicht des Ftillmaterials (KDB-->__ 1000) 4. An- 
schliessend wird mit 5-1o ml o.oi N HC1 nachgewaschen, die Vorwaschsiiule aufge- 
setzt und die Elution durch Einschalten der PuInpe eingeleitet. Der entscheidende 
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Vorzug dieser Trennmethode besteht darin, dass Porphyrine aus biologischem Mate- 
rial in einem einzigen Trennschritt  konzentriert und ohne jegliche weitere chemische 
Umsetzung in freier Form unmittelbar zur Auftrennung eingesetzt werden k6nnen. 

Absorption@hotometrische Messungen. Zur Charakterisierung der bei der Auf- 
trennung im T B P / I  N HC1-System erhaltenen Fraktionen wird eine Bestimmung der 
Peaklage 2~ der Soretbande vorgenommen. Hierzu wird der Absorptionsverlauf der 
salzsauren L6sungen (C~ic] = I.OO N) im Bereich von 380 bis 45 ° nm bei kleiner 
Spaltbreite (S = 0.02-0.04 ram) gemessen. Durch graphische Differentiation wird ,~ 
mit  hoher Genauigkeit erhalten6, 7. Zur Durchftihrung der Bestimmung werden 
Porphyrinmengen yon rain. 0.2 #g ben6tigt, um 2~ auf ~ o.i nm genau bestimmen zu 
k6nnen (5 cm Mikroktivette MT 4; Hersteller: Fa. C. Zeiss, Oberkoehen). Auf die 
Einhaltung der S~urekonzentration ist hierbei streng zu achten. 

Der Einfluss des pH-Wertes auf den Verlauf der Soretbande wird ftir Uro- 
porphyr in- I I I  und Coproporphyrin-III  in I / I  5 M Na2HPO, - I / I  5 M KH2POa-Puffer- 
16sung eingehend untersucht (Fig. 4-6). Die Lage der jeweils intensivsten Bande 
wird, wie vorangehend beschrieben, durch graphische Differentiation ermittelt und 
in Abh~ingigkeit vom pH in Fig. 6 aufgetragen. In beiden F~illen wurden jeweils 
gleiehe Porphyrinmengen zur Ermit t lung des Absorptionsverlaufes eingesetzt. 

E R G E B N I S S E  U N D  D I S K U S S I O N  

Verlauf tier Verteilungskoe~zienten KD fCir Ur@orphyrin und C@roporphyrin 
Voraussetzung ftir die Durchffihrbarkeit einer Trennung der Porphyrine auf 

den verwendeten TBP-S~tulen ist ein ausreichend holler Trennfaktor  a. Dieser kann 
aus den Verteilungskoeffizienten KD der betrachteten H/impr~ikursoren unmittelbar 
berechnet werden. 

Ftir die beiden physiologiseh wichtigsten Porphyrine, Coproporphyrin und 
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Fig. 3- Abh&ngigkeit des VerteiIungskoeffizienten KD vom pH bei der Extrakt ion yon Uropor-  
phyrin bzw. Coproporphyrin mit  T B P  im System TBP/  i / I  5 M Na~HPO4-I/I  5 M KH~PO~. 

Uroporphyrin, wurden die Extraktionsgrade E in dem interessierenden pH-Bereich 
zwischen 4-8 im Batch-Versuch ermittelt und unter Berficksichtigung der vorliegen- 
den Phasenvolumenverh~tltnisse in die entsprechenden KD-Werte umgerechnet. Aus 
dem in Fig. 2 und 3 dargestellten Verlauf geht hervor, dass in beiden F~tllen die 
Umwandlung einer durch TBP extrahierbaren Molekfil- bzw. Ionenspezies (Zustand 
I) in eine nicht extrahierbare (Zustand II) innerhalb eines sehr begrenztenpH-Inter- 
valls erfolgt. So vollzieht sich die Umwandlung yon 95.4% der vorliegenden Porphy- 
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Fig. 4. Verlauf der Soretbande von Uroporphyrin bei verschiedenen pt-I-Werten in I / I  5 M 
Na2HPO4-I/I  5 2VI KH~PO4-Pufferl6sung. In allen F~llen wurde die gleiche Uroporphyrinmenge 
vorgegeben. 
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rinmolekiile yon Zustand I nach Zustand i I  innerhalb eines pH-Bereiches von 0.8- 
0. 9 pH-Einheiten. 

Aus den KD-Werten kann f~lr die beiden H~imprfikursoren in dem gesamten, 
interessierenden pH-Bereich °in Trennfaktor yon a = Io7-I0 S abgesch~itzt werden. 
Somit sind ftir eine s~ulenchromatographische Auftrennung der beiden Porphyrine 
sehr gtinstige Voraussetzungen gegeben. 

Verlauf der Absorptionsspektren yon Uroporphyrin und C@r@orphyrin im pH-Bereich 
zwischen 2-12 

Aus dem Verlauf der Absorptionsspektren kann auf den Dissoziationszustand 
der Porphyrinmolektile in den verschiedenen pH-Bereichen geschlossen werden. So 
wird aus der Verschiebung der Soretbande von Coproporphyrin von 402 auf 372 nm 
bei pH 4 bzw. von 372 auf 391 nm bei pH 7 auf das Vorliegen einer di- bzw. mono- 
kationischen Form dieses H/impr~kursors geschlossen s. Oberhalb von pH 7 existiert 
Coproporphyrin nur als freie Base, der die Soretbande bei ~ = 391 nm zugeschrieben 
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Fig. 5- Verlauf der Soretbande yon Coproporplayrin bei verschiedenen pH-~vVerten in 1/ISM 
Na2HPO¢-I/I5 M KH2PO¢-PufferlSsung. In allen FS~llen wurde die gleiche Coproporph~'in- 
menge vorgegeben. 

wird. Es war nun naheliegend zu prtifen, inwieweit der Dissoziationszustand dieser 
beiden H~impr~ikursoren mit  dem Extraktionsverhalten im T B P / N a 2 H P Q - K H ~ P O  ~- 
Puffersystem korreliert werden kann. 

Hierzu wurden die Absorptionsspektren von Uroporphyrin und Coproporphyrin 
zwischen 350-43o nm im pH-Bereich yon 2 bis 12 aufgenommen und die Peaklage 
2p der jeweils intensivsten Bande durch graphische Differentiation des Bandenver- 
laufes ermittelt. Die ftir beide Porphyrine erhaltenen ~t~-Werte sind in Fig. 6 in 
Abh~ngigkeit vom pH-Wer t  aufgetragen. 

Bemerkenswert sind hierbei die in beiden F~llen auftretenden Unstetigkeits- 
stufen x~, wobei fiir Coproporphyrin eine bei pH 4 und 6.6, fiir Uroporphyrin ledig- 
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Fig. 6. AbhS~ngigkei~c der Peak lage  dip der  Sore tbande  yon  U r o p o r p h y r i n  u n d  Coproporphyr in  
vom p H - W e r t  in 1/15 M N a ~ H P O 4 - I / I 5  M KH2PO4-Puffer lOsung.  Die ausgezogenen  Pfeile 
deu t en  an, dass  bei der  U m w a n d l u n g  die zunS, chs t  i n t ens iv s t e  B a n d e  iiber die Uns te t igke i t s s te l l e  
h inaus ,  j edoch  mi t  a b n e h m e n d e r  In tens i t~ t ,  noch zu b c o b a c h t e n  ist. 

lich eine bei pH 5.7 beobachtet werden kann. Die keilf6rmig ausgezogenen Pfeile 
(Fig. 6) sollen qualitativ andeuten, dass die zun~ichst intensivste Bande auch nach 
der Umwandlung fiber die Unstetigkeitsstelle hinaus mit abnehmender Intensit~it im 
Absorptionsspektrum noch nachzuweisen ist. Die Lage dieser Unstetigkeitsstellen 
stimmt befriedigend mit den in der Literatur angegebenen pK--Werten ffir die an den 
Stickstoffatomen yon zwei Pyrrolkernen der Porphyrinmolekel eintretende Protoni- 
sierung iiberein s. Besonders auffallend jedoch ist die f)bereinstimmung der xu-Werte 
mit dem Mittelpunkt der Kurve der Verteilungskoeffizienten KD (KD = I; Fig. 3), 
der bei der S~tulentrennung der Lage der Elutionspeaks XD entspricht. Hieraus kann 
gefolgert werden, dass die absorptionsphotometrisch nachweisbare Umwandlung der 
Porphyrinmolekfile dem Llbergang einer durch TBP extrahierbaren Form in eine 
nicht extrahierbare entspricht. Hierbei kann im Extraktionsverhalten der beiden 
H~mpriikursoren, Uroporphyrin und Coproporphyrin, jedoch jeweils nur ein Uber- 
gang beobachtet werden (Uroporphyrin: pH 5.5; Coproporphyrin: pH 6.8). Es wird 
hierbei angenommen, dass diese Umwandlung der Porphyrinmolekfile auf eine Disso- 
ziation der in den Seitenketten gebundenen Carboxylgruppen zurfickgeht. Hierffir 
spricht die Tatsache, dass bei der Veresterung der Carboxylgruppen die Ester, im 
Gegensatz zu den freien Siiuren, durch alkalische L6sung aus TBP nicht rfickextra- 
hiert werden k6nnen. Bei Einlagerung von Eisen in das Porphyrinmolekiil, bei der eine 
Protonisierung a priori nicht mehr m6glich ist, erh~lt man im Falle yon Protopor- 
phyrin das H~min bzw. H~tmatin, das sich im Extraktionsverhalten von dem der 
reinen Porphyrine nur graduell unterscheidet: H~tmin ist aus alkalischer L6sung 
nicht, aus saurer und neutraler Suspension dagegen durch TBP ausgezeiehnet extra- 
hierbar. 

Trennung der freien Porphyrine auf TBP-Saulen im pH-Gradienten 
f3ber eine s~ulenchromatographische Trennung d e r  freien Porphyrine wurde 

bisher in der Literatur nur vereinzelt berichtet. Bei diesen Verfahren 9-~ erfolgt, an 
relativ einfachen Testgemischen demonstriert, Differenzierung der einzelnen Porphy- 
rine entsprechend des Carboxylierungsgrades. Eine Auffrennung yon Isomeren wurde 
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hierbei nicht beobachtet. Wie an anderer Stelle bereits ausftihrlich beschrieben 1-8, 
ist es m6glich, freie Porphyrine s~iulenchromatographisch im TBP/ I  N HC1-System 
nicht nur aufzutrennen, sondern darfiber hinaus auch simultan quantitativ zu be- 
stimmen. Daneben konnten mit der beschriebenen Methode erstmals die freien Uro- 
porphyrinisomere I und III  selbst unter sehr ungfinstigen Intensit~itsverh/iltnissen 
aufgetrennt und ebenfalls quantitativ bestimmt werden 2. 

Im Hinblick auf den sehr scharf ausgepr~igten Verlauf der KD-Werte von Uro- 
porphyrin und Coproporphyrin (Fig. 2 und 3) war es naheliegend zu prfifen, inwieweit 
dieses Verhalten zur Auftrennung der Porphyrine unter diesen Versuehsbedingungen 
ausgenutzt werden kann. Hieraus wurden weitere Aufschlfisse fiber die Zusammen- 
setzung des aus dem Urin eines porphyrieerkrankten Pat ienten (Pat. U.) isolierten, 
ausserordentlich komplexen Porphyringemisches, fiber das an anderer Stelle bereits 
ausffihrlieh berichtet wurde 1-8, erwartet. 

In Anbetracht des sehr begrenzten Umwandlungsintervalles, in dem die Disso- 
ziation der Carboxylgruppen sich vollzieht, und der vorliegenden grossen Anzahl yon 
Einzelfraktionen wurde die Gradientenelution einer Elution mit L6sungen diskreter 
pH-Werte vorgezogen. Hierbei erwies sich die in Fig. I dargestellte, sehr einfache 
Vorrichtung zur Herstellung eines (nichtlinearen) pH-Gradienten als sehr vorteilhaft : 
Durch Variation des Volumens der vorgelegten KH2PQ-L6sung (VKp) konnte die 
Steigung des pH-Gradienten in nahezu beliebigen Grenzen variiert werden. Eine 
Anpassung der Versuchsbedingungen an das jeweils vorliegende Trennproblem kann 
hierbei in optilnaler Weise vorgenommen werden. Der Einfluss von VKp und damit 
der Steitheit des pH-Gradienten auf die Auftrennung von Uroporphyrin (UP-I/ 
UP-III),  Pentacarboxylporphyrin (5-III) und Coproporphyrin (CP-I/CP-III) kann 
aus den beiden in Fig. 7 dargestellten Beispielen entnommen werden. Je naeh Anzahl 
der aufzutrennenden Komponenten kann somit die zur Trennung erforderliche Steil- 
heir tiber das vorgelegte Volumen VKp gew~ihlt werden. Bemerkenswert ist bei allen 
in diesem System durchgeffihrten Trennungen, dass eine Aufspaltung in Isomere 

1.0 1.0 

o.B VKp =,:,OOrnt O.B - -  T s = 20 ° 

0.6 VKp = 2 5 m l  0.6 - - -  T s = 60 ° 

UPI, III UPI,III 

i\ o., 
8 

z! 8 
" -  C 0.2 

Ld 

]! ~ . 3 P'I'III 

i~ ~ 5-111 

o 0 
0 2 4 8 10 0 2 4 6 8 10 

E l u t i o n s z e l t  le t  ( h )  E l u t i o n s z e l t  f-El ( h )  

Fig. 7. lEinfluss des vorge]egten Volumens VKp dor 1/15 M KH~PO4-L6sung auf  die Auf t rennung  
yon UP-I/UP-Ill, 5-Ill und  cP-I/CP-III bei kons tan ten  Versuchsbedingungen (Ts = 20°; D = 
25 ml/h;  ,~gem. = 395 nm.) 

Fig. 8. Einfluss der St tulentemperatur  Ts auf  die Auf t r ennung  yon UP-I/UP-III, 5-Ili und CP- 
I/CP-III bei kons tan ten  Versuchsbedingungen (VKp = 400 ml; D = 25 ml/h;  ~Lgem" ~ 395 nm).  
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selbst bei Gradientensteilheiten von o. 5 pH-Einheiten/h (UP-I / I I I )  bzw. o.I pH-Ein- 
heiten/h (CP-I/III)  nicht beobachtet  werden konnte. 

Der Einfluss der S~iulentemperatur T s  auf die Auftrennung yon Uroporphyrin 
(UP-I/UP-II1),  Pentacarboxylporphyrin (5-III) und Coproporphyrin (CP-I/CP-III)  
kann aus den in Fig. 8 dargestellten Beispielen ersehen werden. Im Gegensatz zur 
Trennung im TBP/ I  N HC1-System 1-~ ist der Telnperatureinfluss im vorliegenden 
Trennsystem nicht sehr ausgepr~tgt. Neben einer leichten Verktirzung der Elutions- 
zeiten tel. mit zunehmender Temperatur  T s  kann eine signifikante Zunahme der 
Aufl6su~g fl beobachtet werden 1. 

Zur Prt~fung der Leistungsf~ihigkeit des beschriebenen Verfahrens wurde eine 
Zerlegung des aus dem Urin einer hyporegenerativen An~imie (Pat. U.) isolierten 
Porphyringemisches, das bereits im TBP/ I  N HC1-System aufgetrennt und analysiert 
wurde2, 8, volgenommen (Fig. 9). Wie bereits nach Fig. 2 und 3 zu erwarten, tr i t t  

2 . 0  
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Fig. 9. Auftrennung des aus dem Urin von Pat. U. isolierten Porphyringemisches auf einer 12o cm 
TBP-S/~ule im pH-Gradienten (V•p = 8oo ml; Ts ~ 2o°; ~-gem. = 395 nm; D = 25 ml/h) und 
Ermittlung der ffir jede Fraktion charakteristischen Dissoziationsstufen x]). 

in diesem Trennsystem eine Umkehr der Peakfolge ein: Uroporphyrin weist die 
kleinere, Coproporphyrin die gr6ssere Elutionszeit t]~]. auf. Der Verlauf des pH-Wertes 
der aus der Trenns/iule austretenden Elutionsl6sung ist in der gleichen Darstellung 
eingetragen. Hieraus kann der jeder Fraktion entsprechende pH-Wert ,  der in einer 
grossen Versuchsreihe ffir die gleiche Fraktion stets innerhalb enger Grenzen (zE o.o5 
pH-Einheiten) reproduziert werden konnte, ermittelt  werden. Die im Falle yon 
Coproporphyrin und Uroporphyrin sfiulenchromatographisch erhaltenen Werte stim- 
men mit den iln Batch-Versuch ermittelten (Fig. 2 und 3; K o  - -  I) iiberein. Weiter- 
hin kann im Elut ionschromatogramm eine ausgeprfigte Fraktionierung nach Anzahl 
der vorhandenen Carboxylgruppen n beobachtet werden, was leicht anhand ver- 
gleichender Untersuchungen nachzuweisen war (Bestimmung der Peaklage ;tp; Auf- 
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Fig .  IO. A b h g n g i g k e i t  d e r  e r m i t t e l t e n  XD-Wer te  v o n d e r  A n z a h I  d e r  p r o  P o r p h y r i n m o l e k f i l  v o r -  
h a n d e n e n  C a r b o x y l g r u p p e n  n. 

T A B E L L E  I 

Z U S A M M E N S T E L L U N G  A L L E R  B E I  D E R  A U F T R E N N U N G  D E S  A U S  D E M  U R I N  V O N  PAT.  U.  I S O L I E R T E N  

P O R P H Y R I N G E M I S C t t E S  I ~ R H A L T I ~ N E N  C H A R A K T E R I S T I S C H E N  K E N N D A T E N  U N T t g R  B E R I ~ C K S I C H T I -  

G U N G  D E R  B E I  D E N  E I N Z E L N E N  T R E N N S Y S T E M E N  B E N U T Z T E N  B t ~ Z / ~ I C H N U N G E N  

Ap ~ P e a k l a g e  d e r  S o r e t b a n d e ;  tEL = E l u t i o n s z e i t  be i  A u f t r e n n u n g  i m  S y s t e m  T B P / I  N HC1; 
XD = D i s s o z i a t i o n s s t u f e  d e r  e i nz e lne n  F r a k t i o n e n  be i  d e r  p H - G r a d i e n t e n e l u t i o n ;  RF = R F - W e r t  
be i  d e r  D C - T r e n n u n g  i m  2 , 6 - L u t i d i n / W a s s e r - S y s t e m .  D C - T r e n n u n g  i m  2 , 6 - L u t i d i n / W a s s e r -  
S y s t e m  : f;  A u f t r e n n u n g  i m  T B P / I  N HC1-Sys t en l  : F ;  A u f t r e n n u n g  i m  p H - G r a d i e n t e n :  P.  

EC/HCI t~z. A~ DC RF EC/pH XD Zuordg. 
(h) (rim) 

F 6 2.2 4 o i . 3  f 9  o.43 P r a  6.75 4 - 1 I I  
F 6 2.2 4Ol .3  f 8 o .4o P I b  6.75 4-1 

i o .o  - -  - -  - -  P 2 6.53 ? 
---  16.5 - -  - -  P 3a 6.45 ? 
- -  21.o - -  P 3b  6.45 ? 
F 7 1.6 4o3.1 (f io) 0 .46  t:' 4 a 6.27 ? 
F 5a  3 .0 402.5 f 7 0 .34 P 4b  6.27 5-111 
F 5 3.6 402.3 f 6 0 .29 P 4 c 6.27 5-1 
F 4 5-4 403.5 f 5  o.19 P 5 a 5.98 6-111 
F 3a  6.8 403.4  f 3,4 o . I o  t? 5b 5.98 6 - I  
F 3a 7.3 403.3 f 3,4 o . i o  P 5c 5.98 ? 
. . . . . .  P 6 5.94 ? 
. . . . .  P 7 5.88 ? 
. . . . .  P 8 5.82 ? 
F 2 16.o 404.6  f 2 0.05 P 9a  5.72 7-Ill 
- -  20.5 404.4 - -  - -  P 9b  5.72 7- I  
- -  24.2 - -  - -  - -  P 9c 5.72 ? 
(F  3) ,9.0 405.6  - -  - -  7P io  5.58 ? 
F 8 1.2 405.9 - -  0 .43 P I I a  5.48 ? 
- -  3. i  405.2 - -  - -  P l i b  5.48 ? 
- -  4.1 405.7 - -  - -  P I IC  5.48 
(F  3) 8.8 405.9 - -  - -  P I I d  5.48 ? 
F I a  23. 5 405.7 f I 0.02 P I I e  5.48 8 -1 I I  
F I 27.8 405.7  f I 0.02 P I I f  5.48 8- I  

- -  ( 2 . 4 )  (4o5.9) - -  - -  P 12 5.28 
( 4 , 4 )  (405.9) - -  - -  P 13 5.12 

- -  (20.5) (4o5.9) . . . .  p 14 5.04 ? 
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trennung im System TBP/I N HC1; DC-Trennung im 2,6-Lutidin/Wasser-System). 
Eine Aufspaltung in Isomere bei den zwischen Uroporphyrin und Coproporphyrin 
liegenden H~impr~ikursoren (Hepta-, Hexa- und Pentacarboxylporphyrin), wie sie im 
System TBP/I N HCI eintritt, kann nicht beobachtet werden. 

Hieraus folgt, dass Porphyrine bei einer bestimmten Wasserstofiionenkonzen- 
tration eine Umwandlung erleiden, von der, wie vorangehend erl~iutert, angenom- 
men wird, dass es sich um den (Tbergang der Carboxylgruppen der Seitenketten in die 
anionische Form handelt. Die erhaltenen diskreten Dissoziationsstufen xD sind fiir 
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F i g .  I i .  Extraktionschromatographische Auftrennung der bei der pH-Gradientenelution erhal- 
tenen einzelnen Fraktionen im Trennsystem T B P / I  N HCI. Bei allen Trennungen wurde die 
gleiche S&ule (Ls  - -  12o c m  S~iule) verwendet. 
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jeden Httmpr~tkursor charakteristisch: Ihre Lage wird allein durch die Anzahl der in 
der Molekel vorliegenden Carboxylgruppen n best immt (Fig. IO). Isomere weisen bei 
den unter den angegebenen Versuchsbedingungen durchgefiihrten Untersuchungen 
identische xD-Werte auf. Damit  erh~ilt man fiir Porphyrine mit den xD-Werten weitere 
charakteristische Kenndaten, die bereits mit  kleinen Substanzmengen ermittelt  und 
somit zur Identifikation unbekannter  Fraktionen herangezogen werden kSnnen. Die 
tiir s~imtliche Fraktionen des aus dem Urin von Pat. U. isolierten Porphyringemisches 
erhaltenen XD-Werte sind zusammen mit den bei anderen Trennungen erhaltenen 
Kenndaten (Ry-Werte bei DC-Trennung; x~- und 2~-Werte bei Trennung im TBP/  
i N HC1-System) in Tabelle I zusammengestellt. 

Verschiedene experimentelle Befunde (Verlauf der Peaklage bei Trennung im 
TBP/ I  N HC1-System, vor und nach Decarboxylierung2,a; DC-Trennung vor und 
nach Decarboxylierung 2,a) deuteten darauf hin, dass die Zusammensetzung des aus 
dem Urin yon Pat. U. isolierten Porphyringemisches weit komplexer ist, als es na ch 
der DC-Trennung im 2,6-Lutidin/Wasser-System (neun Fraktionen "-4) -,,rod der ex- 
traktionschromatographischen Auftrennung im T B P / I  N HC1-System (elf Fraktio- 
nen a) zun~ichst angenommen werden konnte. Bei der Gradientenelution treten eben- 
fails eine Reihe von Fraktionen auf (Fig. 9: P 2, 3, 6, 7, 8, Io, x2, 13, I4), die sich 
nicht in das der H~imsynthese zugrundeliegende Schema einordnen lassen. Eine 
Identifikation dieser Fraktionen wurde z.T. dadurch erschwert, dass die auftretenden 
Konzentrationen der einzelnen Fraktiollen nicht ausreichten, um weitere Ulnset- 
zuI~gen bzw. Bestimmungen vornehmen zu k6nnen. Lediglich die bei der Auftrennung 
unmittelbar erhalten encharakteristischen Dissoziationsstufen XD sowie die in einigen 
F~illen ermittelten x~-Werte im TBP/ I  N HC1-System kSnnen fiir diese Fraktionen 
als spezifische Kenndaten angegeben werden (Tabelle I). 

Da bei der Gradientenelution auf TBP-Sgulen eine Trennung der Porphyrine 
entsprechend des Carboxylierungsgrades eintritt, eine Isomerentrennung nicht beob- 
achtet wurde, war es naheliegend, die in diesem Trennsystem erhaltenen diskreten 
Fraktionen (P I, 2, 3, 4, 5, 9, IO, I I )  im TBP/ I  N HCi-System, in dem eine Isomeren- 
trennung mSglich ist 1-4, weiter aufzutrennen. Die mit  den einzelnen Fraktionen P 
erhaltenen Elutionschromatogratnme sind in Fig. I I  zusammengestellt. Die sich hier- 
aus ergebende Zuordnung der einzelnen Elutionspeaks in beiden Systemen, T B P / I  N 
HC1-System und TBP/Na2HPO~KH2PO4-Puffersystem, kann aus der Gegentiber- 
stellung der beiden Elutionschromatogramme in Fig. 12 entnommen werden. 

Wie aus den in Fig. I I  dargestellten Beispielen hervorgeht, kSnnen die bei der 
Gradientenelution erhaltenen diskreten Elutionspeaks im T B P / I  N HC1-System in 
z.T. mehrere Fraktionen zerlegt werden. Lediglich Coproporphyrin (P I), das dtinn- 
schichtchromatographisch im 2,6-Lutidin/Wasser-System in CP-I und CP-I I I  aufge- 
trennt werden konnte 3, liess sich unter den vorliegenden Versuchsbedingungen im 
TBP/ I  N HC1-System nicht weiter zerlegen. 

Die Pentacarboxylfraktion P 4 dagegen spaltet in drei Fraktionen (P 4a, b und 
c), die auch bereits bei der unmittelbaren Trennung im T B P / I  N HC1-System 2,a 
beobachtet wurden (F 5, 5a und 7) auf. Aus der lJbereinstimmung der Peaklage der 
Soretbande ,tp von P 4b (2p - 4o2.5 nm) und P 4c ( ~  = 4o2.3 nm) folgt, dass hier 
die Isomere 5-I und 5 - I I I  vorliegen2, 3. Bei P 4a handelt es sich offenbar u m  ein 
Pentacarboxylporphyrin (2 r == 4o3.1 nm), das sich durch die an den Pyrrolkernen 
auftretenden Substituenten von den Verbindungen der Isomerenreihen I u n d  I I I  
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Fig. 12. Gegeniiberstellung der bei der pH-Gradientenelution und im Verteilungssystem TBP/I N 
HC1 erhaltenen Elutionschromatogramme des aus dem Urin yon Pat. U. isolierten Porphyringe- 
misches sowie Zuordnung der einzelnen Fraktionen. 

unterscheidet. Diese Interpretation sttitzt sich auf die bisher nicht bewiesene An- 
nahme, dass alle Isomere die gleiche Lage der Soretbande aufweisen mtissen. Es er- 
scheint angebracht, diese naheliegende Annahme, die im Fa]le yon UP- I /UP- I I I  und 
CP-I/CP-III  experimentell best~ttigt wurde, einmal mit synthetischen Produkten 
bekannter Zusammensetzung und Struktur, die dem Verfasser nicht zur Verfiigung 
standen, auf ihre Allgemeingiiltigkeit hin zu tiberpriifen. 

Bei der Auftrennung der Hexacarboxytporphyrinfraktion (P 5) erh~lt man 
ebenfalls drei Fraktionen (P 5a, b und c, entsprechend F 4 und 3a3), deren 2~-Werte 
innerhalb der Fehlerspanne der Bestimmung tibereinstimmen (2p = 4o3.5 (5a), 
4o3.4 (5b) und 4o3.3 (5c) nm). Hierbei weicht der fiir P 4 b gemessene Wert von dem 
an anderer Stelle 3 far die gleiche Fraktion (F 3a) angegebenen Wert (2~ =- 4o4.7 nm) 
deutlich ab. Diese Abweichung wird nun dadurch erkl~irt, dass diskrete Fraktionen 
h6her carboxylierter Porphyrine (P IO u.a.) F 3a iiberlagert sind und somit diese 
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Verschiebung der Peaklage nach h6heren Werten hin bewirktL Es wird daher ange- 
nommen, dass es sich, entgegen der frtiheren Einordnung als 7-I 2,3, um ein Hexa- 
carboxylporphyrin der Isomerenreihe I handelt (6-I). (3ber die Identifikation yon 
P 5 a ( =  F 4) wurde bereits ausftihrlich an anderer Stelle berichtet a. 

Bei der Identifikation yon P 5c, der bereits im ursprtinglichen Porphyringe- 
misch signifikant nachzuweisen war s, wurde [3bereinstimmung zwischen 2p- und XD- 
Werten und den ftir Hexacarboxylporphyrine gemessenen beobachtet. Obwohl eine 
starke lJberlagerung von P 5b/c vorliegt, die ,~p-Bestimmung, in der rechten Flanke 
yon P 5 c durchgefiihrt, somit nicht sehr genau sein kann, scheinen die vorliegenden 
Kriterien ftir das Auftreten einer Hexacarboxylfraktion der Isomerenreihe I I  oder 
IV zu sprechen. 

Die Zerlegung von P 9, dessen Hauptbestandtei l  an anderer Stelle ~ als Hepta-  
carboxylporphyrin (7-III) identifiziert wurde, lieferte ebenfalls drei diskrete Frak- 
tionen (P 9 a, b undc) ,  die auf das Vorliegen yon Isomeren hinweisen. W~hrend P 9 b 
einen ftir Heptacarboxylporphyrine charakteristischen ,~p-Wert aufweist (2p = 
404.4 nm), war eine solche Bestimmung ftir P 9 c aus Intensit~itsgrtinden nicht mehr 
m6glich. Aus Analogiebetrachtungen kann daher gefolgert werden, dass P 9 b tin 
7-I-Porphyrin darstellt, eine Annahme, die durch die Llbereinstimmung yon 2~-Wert 
und XD-Wert mit den far  Heptacarboxylporphyrine angenommenen hinreichend ge- 
stiitzt wird. Inwieweit es sich bei P 9 c um ein weiteres Heptacarboxylporphyrin-  
isomere handelt, mfisste durch weitere Untersuchungen an gr6sseren Probenmengen 
geprfift werden. 

Bei der Auftrennung yon P I I  wurden neben den erwarteten Fraktionen P I I e  
(UP-III)  und P i i f  (UP-I) noch vier weitere Fraktionen mit hohen ~ - W e r t e n  bei 
relativ kleinen Elutionszeiten tel. erhalten. Hierdurch wird das Auftreten yon hohen 
2,-Werten im Bereich kleiner Elutionszeiten tel . ,  ffir das an anderer Stelle eine be- 
friedigende Erkl~irung nicht gefunden werden konnte 2,3, verst~tndlich. Die zun/ichst 
naheliegende Vermutung, dass die sehr intensiv auftretenden Uroporphyrinisomere I 
und I I I ,  wegen Kapazit~ttstiberschreitung der S~ule, bereits bei kleinen tE1.-Werten 
aus der S~ule austreten, ist damit  hinffillig. Gleichzeitig geht jedoch hieraus eindeutig 
hervor, dass in dem untersuchten Porphyringemisch Fraktionen auftreten, die sich 
nieht mehr in die vier Isomerenreihen der normalen Porphyrine einordnen lassen. 
Vielmehr wird, wie bereits an anderer Stelle vermutet  ~, angenommen, dass diese 
Fraktionen sich in ihren Substituenten yon den an der H~imsynthese beteiligten 
Porphyrinen bzw. den entsprechenden Isomeren unterscheiden. Dass es sich bei 
diesen Verbindungen um Porphyrinderivate handelt, kann zweifelsfrei aus dem Auf- 
treten diskreter rotfluoreszierender Fraktionen bei der s/~ulenchromatographischen 
Auftrennung und dem Vorliegen einer ausgepr~tgten Soretbande geschlossen werden. 
Zur Kl~trung der Struktur  dieser Verbindungen und Erlnittlung der Substituenten 
sind jedoch weitergehende Untersuchungen erforderlich, die fiber den Rahmen der 
vorliegenden Arbeit hinausgehen. 

Die neben den normalen n-Carboxylporphyrinen (n = 4, 5, 6, 7 und 8) auf-, 
tretenden Fraktionen (P 2, 3, 6, 7, 8, IO, 12, 13, 14) wurden z.T. (P 2, 3 und io) 
extraktionschromatographisch im System TBP/ I  N HC1 aufgetrennt (Fig. I I ) .  
Weitergehende Untersuchungen zur Konstitutionsaufld~trung waren aus Intensit~its- 
grfinden nieht m6glich. Auch bier wird, wie vorangehend angedeutet, angenommen, 
dass es sich um Porphyrine mit abnormaler Substitution in den Seitenketten handelt. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Zur Zerlegung komplexer Porphyringemische wird ein s~tulenchromatographi- 
sches Verfahren beschrieben, das eine Trennung der freien Porphyrine entspfechend 
des Carboxylierungsgrades auf TBP-S/iulen im pH-Gradienten durchzuftihren ge- 
stattet. Die den Elutionszeiten tEL entsprechenden Dissoziationsstufen xD stellen 
charakteristische Kenndaten dar, die zur Identifizierung der einzelnen Porphyrin- 
fraktionen herangezogen werden k6nnen. Die dutch die xD-Werte gekennzeichnete 
innermolekulare Ulnlagerung bzw. Dissoziation der Carboxylgruppen, die absorp- 
tionsspektrophotometrisch anhand einer Verschiebung der Soretbande nachgewiesen 
werden kann, vollzieht sich innerhalb eines sehr engen pH-Intervalls (95.4% in 
o.8-o. 9 pH-Einheiten), worauf die relativ hohe Aufl6sung der Peaks in diesem 
Elutionschromatogramm zurfickzuftihren ist. Eine Auftrennung yon Isomeren konnte 
selbst bei Gradientensteigungen von o.i pH-Einheiten/h bzw. 25 ml bisher nicht 
beobachtet werden. 

Durch Kombination der beschriebenen Methode mit den an anderer Stelle 
angegebenen Verfahren (Extraktionschromatographische Auftrennung im TBP/I  N 
HC1-System2,a; DC-Trennung im 2,6-Lutidin/Wasser-System) kann eine weitgehende 
Zerlegung selbst sehr komplexer Porphyringemische erzielt werden. So konnte das 
aus dem Urin von Pat. U. isolierte Porphyringemisch, das bei der DC-Trennung in 
neun, bei der EC-Trennung im TBP/ I  N HCI-System in elf diskrete Fraktionen auf- 
spaltete, durch Kombination der drei Verfahren in mind. 27 Fraktionen zerlegt 
werden! Eine Identifikation der einzelnen Porphyrine, die z.T. nur in sehr geringen 
Konzentrationen vorlagen, wurde anhand der gemessenen xl)-, ,~p-, x~- und RF-Werte 
vorgenommen. Hierbei liess sich ein grosser Tell der aufgefundenen Verbindungen 
nicht in das der HS:msynthese zugrundeliegende Schema einordnen. Es wird daher 
angenommen, dass in dem untersuchten Porphyringemisch von Pat. U. Verbindungen 
auftreten, deren Konstitution durch Substituentenaustausch sich von der normaler 
Porphyrine unterscheidet. Entgegen einer frtiheren Annahme kann nach den nun 
vorliegenden Ergebnissen das Auftreten der Isomeren von Typ II und/oder IV neben 
den bereits nachgewiesenen (Typ I u n d  III) nicht ausgeschlossen werden. Zur end- 
gtiltigen Best~itigung dieser Annahme sind jedoch weitergehende Untersuchungen, 
insbesonders solche mit synthetischen Produkte, zur Gewinnung von dringend be- 
n6tigten charakteristischen Kenndaten (z.B. ,~p-, XD- und x~-Werte) erforderlich. 
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