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SUMMARY

Preparative separation of Protein mixtures using Sc75hadex gel filtration with siinitltau-
eorts application of continuous current (electroretarttationfiltratio)?)

A method is described in which the proteins of human serum are, in one step,
separated into thirteen fractions . By this technique, bovine haemoglobin is separated
into two different fractions. In this procedure a column especially built for this
purpose, which contains coarse Sephadex, is utilised . The principles underlying the
function of this column are described in detail . The additional fractions result from
coincidental action of continuous current . Because the normal filtration mobility
of the protein molecules is greater than the electrophoretic mobility, the electrode
of the upper-side must be connected so as to serve as the anode, so that at alkaline
pH the forces of separation work in opposite directions . In this way, different degrees
of retardation for most protein molecules result from their dependence upon electrical
potential . We shall call this method of separation "electroretardation-filtration" .
To obtain optimal separation of the protein mixture, it is necessary to work at
low F,/h, though it is possible that some proteins may ascend into the anode buffer .
In order to examine the direction of mobility we have calculated a quotient (E/W-
quotient) from VB/h (ml) and the power (Watts) of the gel bed . Empirical observation
indicates that an E/W-quotient of more than 0.15 guarantees the elution of most
serum proteins .

Using monospecific antiserums, several peaks are identified . Upon immuno-
electrophoretic analysis, fractions which contain albumin give an atypical pattern
consisting of two or possible three components . IgG is found in two different, remotely
separated peaks .

EINLEITUNG

Nach Einfiihrung der Sephadexgelfiltration als Laboratoriumstechnik wurde
sehr bald eine Kombination der Gelfiltration mit der Elektrophorese erprobt . In den
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ersten Arbeiten verwendeten die Autoren cine zweidimensionale Technilc-Filtration
in der ersten Dimension, elektrophoretische Trennung in der zweiten Dimension' -° .
Eine nachfolgende Auftrennung der durch Gelfiltration gewonnenen Protein- oder
Enzymfralctionen durch Saulenelektrophorese auf Sephadex G-25 beschreiben
GELOTTE et al .° sowie LOONTIENS UND Dr BRUYNE7. Tiber eine Serumfraktionierung
durch Saulenelektrophorese auf Sephadex G-25 berichtet PORATH8. Saulen fur der-
artige Trennungen werden von LKB sowie der Fa . Larsson, Schweden, hergestellt 8 .

Preparative Proteintrennungen durch Saulenelektrophorese wurden bereits von
verschiedenen Untersuchern° -12 durchgefuhrt. Als Tragermedium benutzten these
Autoren jedoch Zellulose (siehe auch LAURELL13) . Eine Literaturubersiclit zu dieser
als "Elektrochromatographie" bezeichneten Technik bis xg6o gibt WUNDERLY14 .
Referenzen zu nachfolgenden Arbeiten siehe bei SCHUI.TZE UND HEREMANS' 5 .

Nachdem die von RAYMOND UND WEINTRAUB 1° eingefuhrte Acrylamidgel-
elektrophorese zur Routinepraxis geworden war, beschaftigten sick verschiedene
Arbeiten mit der praparativen Saulenelektrophorese unter Verwendung dieses Tre-
germediums' 7-22 . Werden, wie in den letztgenannten Arbeiten fixe Gele zur Saulen-
fullung verwendet, so kann der Elutionspuffer das Gel nicht in seiner gesamten Lange
durchstromen, sondern muss am Boden der Saule zugeleitet werden . Spezielle Ko-
lonnen fur these Zwecke wurden von verschiedenen AutorenE 3-46 beschrieben and
kommerziell von Shandon, England and von Bticliler Instruments Inc ., Fort Lee,
N .J ., U .S .A . angeboten .

Wahrend der Manuskriptniederschrift erhalten wir Kenntnis von der Arbeit
von NERENBERG UND POGoJErr2 7 , die sich mit der gleichen Aufgabenstellung be-
schaftigten, wie sie in unserer Arbeit beschrieben werden soil . Die genannten Autoren
beschritten jedoch bezuglich der Saulenkonstruktion einen anderen Losungsweg als
wir .

BESCHREIBUNG DES VERFAHRENS

Die Kombination einer Sephadexgelfiltration auf grobmaschigen Gelen mit der
gleichzeitigen Einwirkung von Gleichstrom auf das zu trennende Proteingemisch
wurde in der Absicht einer eventuellen Vergrosserung des Probevolumens erprobt,
beziehungsweise einer zusatzlichen Fraktionierung der Proteinlcomponenten der ein-
zelnen peaks, die bei der herkommlichen Sephadexgelfiltration entstehen .

Urn die Trennwirkung beider Kraftqualitaten (Filtration and Einwirkung der
Gleichspannung auf die geladenen Teilchen) voll auszunutzen, schien es zweck-
massig, die Krafte e-itgegen gerichtet wirken zu lassen . Der die gesamte Saule von
oben her durchstromende Puffer sptilt die Proteinmolektile des Probevolumens nach
dem Prinzip der Gelfiltration aus der Saule heraus and trennt sie, abhangig vom
verwendeten Sephadextyp, in Gruppen auf; das zur selben Zeit einwirkende Gleich-
stromfeld realisiert eine zweite Auftrennung nach dem Prinzip der Elektrophorese .
Da die meisten Serumproteine fin alkalischen pH Bereich anodisch wandern, wurde
bei der Auftrennung von Serum and Hamoglobinlosung die Elektrode am oberen
Saulenende als Anode gepolt . Die Elelctroden wurden aus Platin gefertigt, urn die
Elektrodenschaltung je nach Bedarf verandern zu Iconnen . Die elektrophoretische
Mobilitat der Proteinmojekule ist wesentlich geringer als ihre normale Filtrations-
geschwindigkeit im Sephadexgel vom coarse Typ,

G . 13UNDSCHUH

J. Chronaaeogr., 56 (1971) 241-252



SIu'HAnEx-R1crARDATIONSr11 rlxnrION

	

243

Filtration and E1ektrophorese greifen bei der Trennung eines Proteingemisches
an physikalisch verschiedenen Eigenschaften der Proteinmolekule an : Wahrend die
Filtration ausschliesslich die Molekiilgrosse der Spharoproteine beriicksichtigt, eine
sogenannte Gruppentrennung bewirkt, ist fair den elektrophoretischen Trennvorgang
vorwiegend die Ladung der Teilchen im Verhaltnis zu ilirer Molekiilgrosse ausschlag-
gebend, erst in zweiter Linie ihre Architelctur, wenn auch hier von der fibrilaren
Struktur abgesehen wind . Die Eiweisskorper mit der relativ grosscren negativen
Ladung haben das Bestreben, schneller anodisch zu wandern als die weniger negativ
geladenen . Im konlcreten Fall streben sic in der Saule aufwarts . Das anliegende
Gleichstromfeld bewirkt aber keine Fortbewegung der Teilchen im Sinne Hires elek-
trisc:hen Potentials (Elelctrophorese), sondern, da der abwarts gerichtete hiltrations-
strom einen schnelleren Abtransport der Teilchen bewirkt als das Gleichstromfeld,
wird durch die anliegende Spannung lediglich eine Verzogerung der negativ geladenen
Teilchen in ihrer abw,.irts verlaufenden Filtration erreicht, die von illrem clektrischen
Potential abli ngig ist and als "Elektroretardation" bezeichnet werden kann. Erst
bei Verminderung der Filtrationsgaschwindigkeit unter die Grenze der elektropho-
retischen Mobilitat der Teilchen bewirkt die dann wirksam werdende Elektrophorese
ein Aufsteigen der Fraktionen in der Saule . Die Elution der getrennten Fraktionen
ist im vorliegenden Fall jedoch an eine aus beiden Trennkraften resultierenden, ab-
wartsgerichteten Bewegung der Eiweisskomponenten gebunden (siehe Fig . z) .

BESCHRIEIBUNG DER SAU1 .E

Die Realisierung der dargelegten Aufgabe war an die Konstruktion eines be-
sonderen Saulenauslaufes gebunden . Da sich Plexiglas meclianisch leicht bearbeiten
lasst, wurden die ersten Versuche mit Liner im Laboratorium gefertigten Plexiglas-

Probevolumen
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Fig. x . Schematische 17arstcllung des Prinrips der Gelfiltration im Vergicich zur Elelctroretar-
dationsfiltra.tion, bei der Line zusatzliche Auftrennung der Proteingruppen in Abh :ingiglceit vom
eleictrisehon Potential der Proteinmolelctile crfolgt . Je nach Ladungspotcntial werden die Anionen
schwd cher odor sttirlcer im Gclbett retarclicrt .

J. Ghroinatogr ., 56 (1971) 24.1-252



244

Fig . 2 . Schcmatische Darstcllung der ft r die Versucho verweudeten SEiule (I'lexiglasmodell) .
(I) Bohrungen von 2 mm 0 in der Saulenwanclung zur Rontaktherstellung zwischen Gelbett
and Elektrodenpuffer (nahere Beschreibung sichc Text) ; (2) Dialysierschlauch, die Bohrungen (x)
von aussen abdichtend ; (g) Nylonfaden zur VerschnUrung der Dialysiermembran auf dent Saulen-
mantel ; (4) Viskoseschwamm zur Verhinderung des Auslaufens von Sephadexgel ; (5) tnt Sii.ulen-
schaft fixierte Bodenplatte mit Elutionsstutzen and Verbindungsschlauch zum 1Collelctor .

saule durchgeftihrt. Von alien erprobten Varianten erwies sich die in Fig . 2 gezeigte
Losung am vorteilhaftesten . Der Boden der Saule wird durch eine leicht kegelformig
ausgedrehte and mit einem Auslaufstutzen versehene Bodenplatte fest verschlossen .
Oberhalb dieser Platte befinden sich im Mantel der Saule insgesamt 5o Bohrungen
von 2 mm Diameter in zwei Reihen iibereinander angeordnet, die von aussen durch
eine Dialysiermembran verschlossen werden . Die Kontaktgebung des Gelbettes mit
dem Kathodenpuffer erfolgt durch die Bohrungen . Die Dialysiermembran verhindert
das Auslaufen der getrennten Fraktionen in den Puffer .

Die Konstruktion des oberen Saulenendes mit den -1 aufmontierten Puffergefass
ist aus Fig . 2 ersichtlich. Wichtig ist die Trennung des Anodenpuffers von jenem
Puffer, der das Gelbett durchstromen soil (Elutionspuffer) . Ist these Trennung un-
zureichend, so treten mit dem Anodenpuffer die darin gelosten, durch die Elektrolyse
entstandenen Gasmolekule in das Gelbett eiri and zerstbren es durch Blaschen-
bildung. Die Trennung beider Puffer liess sich in der Weise erreichen, class zwischen
beiden ein Viskoseschwannn montiert wurde, an dessen Oberflache sich abwarts-

J. Chromatogr ., 56 (1971) 241-252
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strolnende Gasmolekiile adsorbieren . Der Zulauf des Elutionspuffers erfolgt unterhalb
dieses Schwammes . Die zustr6mende Puffermenge sollte geringfUgig grosser sein, als
das in der gleichen Zeit die Saule durr_hstromende Elutionsvolumen, so lass ein ge-
ringer Teil des zustromenden Puffers in das Elektrodengefass aufsteigt and durch
einen tYberlauf abfliessen kann . Nach erfolgreicller Erprobung des Plexiglasmodelles
wurde eine entsprechende Glaskolonne angefertigt' .

SEDIMENTATION DES GELBETTES

Die Montage der Dialysiermembran am unteren Saulenende erfolgt durch
Umschntiren mit Nylonfaden (Angelschnur) . Danach wird die Situle bis zum oberen
Rand mit Aqua dest . gefullt and die Umschnurung der Membran am Saulenauslauf
kontrolliert. Liegt der Dialysierschlauch der Sfiulenwandung so dicht an, class aus
den Umschntirungsstellen kein Wasser austritt, so kann der Saulenboden von innen
her durch einen Viskoseschwamm "abgedichtet" werden, der ein Auslaufen des Se-
phadexgeles mit der Elutionsfliissigkeit verhindert (Durchgangigkeit der Schwanmi-
poren priifen) . Der Schwammpfropf wird im oberen Teil der Saule unterhalb des
Wasserspiegels mit einer Pinzette oder einem anderen geeigneten Instrument solange
ausgedriickt, bis keine Luftblasen meter entweichen, die-wUrden sie im Schwamm
verbleiben-spater in das Gelbett aufsteigen and es destruieren . Nach der Ent-
liiftung wird der Schwammpfropf mit einem Glasstab auf den l3oden der Sau1e ge-
schoben, and anschliessend die Flfssigkeit aus der Saule bis etwa zur Halfte abge-
lassen. Der Verschluss des Auslaufes erfolgt durch eine Schraubklemme . Nach diesen
Vorbereitungen kann mit der Sedimentation des Gelbettes in der tiblichen Weise
begonnen werden . Wabrend dieser Zeit sollte die Dialysiermembran in ein Gefass
mit Aqua dest . oder Puffer eintauchen .

Nach der Sedimentation des Gelbettes and dem Einstellen 1-nit deco zu ver-
wendenden Puffer wird clas Probevolumen aufgetragen . Die Auftragung erfolgte
mittels Applikator . Die GrOsse der jeweiligen Probevolumina ist den Legenden der
einzelnen Elutionskurven zu entnehmen . Mit der Montage des oberen Puffergefasses
sollte gewartet werden, bis das Probevolumen etwa 2-3 cm tief in das Gelbett ein-
gedrungen ist . Das Elutionsvolumen/h sollte moglichst niedrig gehalten werden, um
die Elektroretardation w:i.hrend der Trennung voll auszunutzen . Die Kiihlung des
Gelbettes erfolgte durch auf ±10 °C abgekiihltes, den Saulenmantel durchstromen-
des Wasser.

Zusainnxensetznng der verwcndeten Puffer
Difftsionstest . Phosphatpuffer pH 7.4 : 9 .4 g Na2HPO,t ; 5 .8 g KI- 2PO,, ad Boo

nil Aqua dest . ; Difco Noble Agar darin i%ig losen .
Inzmunoelehtro%horese . Veronalpuffer pH 8 .6 : 3 .9 g Diathylbarbitursaure ; 2i .o

Na-diathylbarbituricuni ; 3.0 g Cale- lact . ; ad zooo ml Aqua dest . ; Difco Noble Agar
darin 1 .2%ig loser . Elektroden : 2.7 g Diathylbarbitursaure ; 17 .5 g Na-diathyl-
barbituricum ; 0.7 g Cale . lact . ; Aqua dent . ad 2ooo ml.

Retardationsfiltrati'on . Tris-Zitronensaurepuffer pH 8 .5 : Fiir Anode and Fil-
tration, x8 .4 g Tris ; 2 .1 g Zitronensaure ; Aqua dest. ad 2ooo ml . Ftir Kathode, 1o%ige
KC1-Losung .

Das Prinzip des beschriehencn Saulenmoclelles wurde zum T'atcntschutz augeme}det .

J. Ckronnatogr ., 56 (1971) 241-252
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Sollen ungefarbte Proteinkomponenten durch Retardationsfiltration von ein-
ander getrennt werden, so ist eine visuelle Verfolgung der Wanderungsrichtung niclit
moglich, eine Kontrolle jedoch unumganglich . Als messbare Kontrollgrossen, durch
deren Variation die Bewegungsrichtung gesteuert werden kann, existieren die Watt-
starke des Gelbettes and das Effluentvolumen/h, das in der Sephadexliteratur als
V,,/h bezeichnet wird . Wattstarke and V e/h Bind zwei von einander unabhangige
Grossen . Eine Erh6hung der Wattstarke beschleunigt die anodisch gerichtete Wan-
derung der meisten Serumproteine bei Verwendung alkalischen Puffers . Eine Ver-
grosserung des Effluentvolumens beschleunigt ibre Elution . Aus den Funktions-
grossen (Wattstarke and Effluentvolumen/h) lasst sick ein Quotient crmitteln,

Effluentvolumen in
ml/h _ E/W Quotient

Wattstarke des Gelbettes
der den Wert 0.15 in den ersten Stunden der Trennung nicht unterse] reiten sollte .
Bei einem E/W Quotienten von o .x5 wandert die Albuminfraktion noch gerade ab-
warts, sichtbar durch die an Albumin gekoppelten gefarbten Serumbestandteile .
Hamoglobin wird unter den geschilderten Bedingungen schneller eluiert. Es kann
daher bei geringerem E/W Quotienten getrennt werden . Da aber, wie aus der Elu-
tionskurve (Fig. 4) ersichtlich ist, mehrere Serumproteine langsamer als Albumin
eluiert werden, ist in den spateren Trennstunden der Quotient E/W zu vergrossern,
da die Proteine sonst in den Anodenpuffer aufsteigen . Die Vergrosserung des Quo-
tienten sollte nicht durch Erhohung des Effluentvolumens, sondern durch Verminde-
rung der Wattstarke erfolgen . Die Regulierung des Effluentvolumens erfolgte in den
beschriebenen Versuchen durch eine Klemmschraube am Verbindungsschlauch
zwischen Saulenauslauf and Kollektor . Es erwies sich als sehr zweckmassig, these
Klemmschraube nicht direkt an den meist dunnwandigen Kunststoffschlauch anzu-
setzen, da das Material nicht elastisch genug ist, and sich bei Erlbschen des Schlauch-
wandgegendruckes das Effluentvolumen vermindert, sondern ein kurzes Stuck Va-
kuumschlauch fur das Anbringen der Schraubklemme zwischen zu schalten .

IsRGEBNISSE

Aus den bisherigen Versuchen sollen zwei Elutionskurven den moglichen
Anwendungsbereich der beschriebenen Methode andeuten .

Trennung von Ri-nderhd ;noglobin
Bei einer Trennung von Rinderhamoglobin durch Zonenelektrophorese auf

Agar lcann bei einigen Individuen der Zebu Rasse eine Teilung des Hamoglobins in
die Komponenten A and B beobachtet werden . Beide Komponenten besitzen an-
nahernd das gleiche Molekulargewicht, so class eine preparative Trennung durch
einfache Gelfiltration nicht moglich ist. Infolge ihrer unterschiedlichen Ladungs-
verhaltnisse konnte durch Retardationsfiltration fiber Sepbadex G-15o eine Trennung
in zwei peaks erreicht werden (siehe Fig . 3) .

.1.Chrrnnntngr ., .56 . 0971) 24T-252
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Nr. der Fraktionen

Fig. 3 . O-& Elutionskurve ciner Gelfiltration von t ml Rinder-I-lb-LSsung (Zeburassc), Plexi-
glassiLule each Fig, z, Sephadex G-150 (coarse) ; V f , 294 ml ; Betthohe, 65 cm ; Tris-Zitronen-
siturepuffer pl-I 8,5, p-p, Elutionskurve einer Retardationsfiltration der gleichen Ltisung in
derselben Sdule, Verwendung desselben Gelbettes and desselben Puffers, Trennzcit 42 h . Stoue-
rungsdaten (Anfangswerte) : 390 V, 45 MA, V0/h 2-3 ml, E/W 0.157 . Die breitc Basis der peaks
1st ollenbar durch Diffusion wiihrend der Trcnnung entstanden .
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Fig . 4 . Q+ - - - ( Elutionskurve cinor Gelfiltration von t .5 ml Humanserum, Sephadex G-200
(coarse), Plexiglassilule nach Fig, 2, Tris-Zitronensiiure Puffer pH 8 .5 ; V i , 264 ml ; Bettllohe,
58 .5 cm : Ve /h = 64 ml. p-0, Elutionskurvc ciner Retardationsfltration von 3 ml Human-
serumpool, Glassaule analog Fig. 2, Tris-Zitronensaure Puffer pH 7 .8 ; Trennzcit, 5o It ; Steuc-
rungsdatcn (Anfangswerte) : 400 V . 75 mA, V,/it = 5.6 ml ; E/W, 0.18 : Sephadex G-200 (coarse) ;
V1, T48 Ml ; Betthi)hc, 67 cm . Die inmlnunologiscllen Reaktionen der untersuchten Fraktionen
sind oberhalb der Iiurven, korrespondierend zu den getestctcn peaks tabcllarisch cingezeichnet .

J. Cliromalngp., g6 (T971) 241-252
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Trennung von Hunuanseruna
In der Kurve in Fig . 4 wird das Diagramm einer Auftrennung von 3 ml ge-

pooltem Humanserum durch Retardationsfiltration gezeigt . %um Vergleich wurde
das Ergebnis einer einfachen Gelfiltration mit eingezeichnet . Durch die Retardations-
filtration werden die Serumproteine in 13 peaks aufgetrennt, von denen einige durch
Verwenden monospezifischer Antiseren im Diffusionstest oder durch immunoelektro-
phoretische Analysen identifiziert werden konnten .

rig . 5 . Immunoelelctrophoretische Analyse der=Fraktionen 37-58 der Retardationsiltration von
Humanserum (Bezeichnung der Fraktionen vergleiche Fig . .[ unten) . In der immunoelektropho-
retischen Albuminposition (vorgl . Ausgangsserum) stellen sich-in Hirer IConzentration von
Fraktion 38 bis 54 abfallend-atypische Albuminpriizipitatfiguren dar, die sich aus zwei, mbg-
licherweise drei IComponenten zusammensetzen .

Ftir die Untersuchung standen folgende Antiseren von Sevac, Prag zur Ver-
ffigung :

Anti-IgG, Anti-kappa, Anti-lambda, Anti-IgA, Anti-IgM, Anti-Hp, Anti-Trf,
Anti-f31C, Anti-Gc .

Ferner wurde Anti-Albumin eigener Preparation verwendet . Die Diffusions-
teste and Immunoelektrophoresen wurden in Agar Noble angesetzt . Die verwendeten
Puffer sind verzeichnet unter Zusammensetzzung der verwendeten Puffer, Die Antigen-
proben wurden nach der Saulenelution ohne weitere Einengung in die Start positione 1 -1

der Diffusionsteste and Immunoelektrophoresen verimpft .

J . Chroratogr ., 56 (1971) 241-252
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Fig. 6. Trennsituation in der Plexiglassaule nach 44 h Trennzeit . Probevolumen : x ml Human-
serum. Sephadex G-zoo Superfine, Ve, 294 m1 ; Stcuerungsdaton (Anfangswerte) : 150 V, 250 MA,
VeJh :it m1, E/W von 0,29 im Trennverlauf abfallend auf o .x7. Der hohe MA Wert bei relativ
niedriger Spannung wird durch 1 % NaC1 Zusatz zum verwendeten Elutionspuffer bedingt, Tris-
Zitronensaurepuffer pH 8 .5. Nach der Retardationsfiltration sind in der Saule zwei gelblich
gefarbte Zonen vorhanden, in Fig . 6a als I and II bezeichnet sowie chic aus tnehreren feinen
Schichten bestehende III ., intensiv gelblich gefarbte Fraktion, vgl . Fig. 6b. Die Fraktion III
hatte sich in den letzten x1 It der Trennung bei 25 V, 40 mA, V e /h 2 .5 ml aus der Zone II ge-
trennt and stieg in der Saule unter den beschriebenen Bedingungen aufwarts . Sie wurde, wic
im Text erwahnt, aus der Saule each oben heraus prapariert .

Unter den Analysen der Immunoelektrophoresen sind die Reaktionsbilder
albuminhaltigen Fraktionen auffallig (sielie Fig. 5) .

Die Fraktionen 14 and x5 (peak 2) der Elutionskurve in Fig . 4 konnten durch
immunologische Methoden bisher nicht identifiziert werden . Die Sulfosalizylsaure-
probe ergab mit diesen beiden Fralctionen ein negatives Ergebnis . Beide Fraktionen
zeigten bei einfacher Betrachtung eine deutliche Gelbfarbung . Das Absorptions-
maximum dieser Losung liegt bei 279 nm (gemessen im Spectrophotometer Unlearn
SP 700, fortlaufende Messung der Wellenlange) . Anstieg and Abfall des Kurven-
verlaufes Bindd gegentiber eener Serummessung deutlich abgeflacht, so class an eine
Anreicherung eines Serumbestandteiles in diesen Fraktionen gedacht werden muss,
fur deren Identifizierung andere Methoden zu verwenden sind .

Bei der Retardationsfiltration von Humanserum fiber Sephadex G-too Super-
fine wurde statt der oben erwahnten einen gelblich gefarbten IComponente eine Auf-
teilung in zwei deutlich von einander getrennte Zonen erreicht (siehe Fig . Ga), durch
Pfeil bei I and II markiert, Dartiber hatte sich eine dritte gefarbte Zone (Pfeil bei
III) aus mehreren feinen Schichten bestehend gebildet (siehe Fig . Gb) . Nach Ab-

J. Chroinatogr ., 56 (1977) 241-252
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schluss des Experimentes wurde these mit III in der Fig . 6a bezeichnete Zone aus
der Saule nach oben in der Weise herausprapariert, indem das gesamte Gelbett durch
Anschliessen eines Pufferreservoirs an den Saulenauslauf soweit angehoben wurde,
class die zu praparierende Gelzone aus dem oberen Saulenende herausragte . Es wurde
eine intensiv gelblich gefarbte breiige Masse gewonnen, die sich nach Zugabe von x ml
Elutionspuffer vollstandig aufloste and dem Puffer eine blauliche Farbe verlieh . Die
mitherauspraparierten Sephadexpartikel setzten sicli am Boden ab . Eine immuno-
logische Realction dieser Fraktion mit Anti- Cbruloplasmin gelang nicht . Infolge der
langen Trennzeit (44 h) ist an eine Denaturierung zu denken .

Die ubrigen peaks mit einer Extinktion > 0 .5 der Elutionskurve (Fig . 4) liessen
sich mit einfachen Methoden weitgehend identifizieren . Die Resultate der Diffusions-
teste wurden im oberen Teil der Fig. 4 tabellarisch, korrespondierend zu den unter-
suchten peaks, dargestellt .

DISKUSSION

Wie aus der Gegeniiberstellung der Filtrationskurven in Fig . 4 (unterbrochene
Linie = herkommliche Gelfiltration ; durchgezogene Linie = Retardationsfiltration)
hervorgeht, wird ein Proteingemisch durch die Retardationsfiltration nicht nur in
wesentlich mehr peaks getrennt, sondern es kann bei geringerem V l (148 ml bei der
Retardationsfiltration gegenuber 264 ml bei der Gelfiltration) ein doppelt so grosses
Probevolumen aufgetragen werden . Durch Verfeinerung der Teclinik durften die
Trennergebnisse noch zu verbessern sein . Jedoch muss hervorgehoben werden, class
sowohl die von NERENBERG UND POGOJErr 27 als auch die bier beschriebene Methode
weniger zur Fraktionierung von Vollserum geeignet zu sein scheint, sondern sie wird
moglicherweise eine grossere Bedeutung bei der Nachreinigung angereicherter Pra-
parate oder Trennungen von Proteingemischen erlangen, die sick lediglich durch
unterschiedliches elektrisches Potential bei annahernd gleichem Molekulargewicht
unterscheiden (zum Beispiel : Hamoglobinlcomponenten) .

Eine umfassende Interpretation der Resultate einer Serumtrennung durch die
bier beschriebene Methode ist aus den vorliegenden Befunden noch nicht ableitbar .
So muss offen bleiben, auf Grund welcher Faktoren das Albumin in mindestens zwei,
moglicherweise drei Komponenten getrennt wurde . Ob Polymerisationserscheinungen
oder Spaltprodukte das vorliegende immunoelektrophoretische Bild verursachen
(siehe Fig. 5), bedarf weiterer Untersuchungen . Dass die Albuminkomponente des
menschlichen Serums inhomogen ist, geht aus zahlreichen Veroffentlichungen hervor .
Die Doppelung des Bogens ist nicht durch das Vorliegen einer Bisalbuminamie be-
dingt, denn das Ausgangsserum zeigt diesen Befund nicht . Auch genetische Varianten,
wie sie von MELARTIN 28 zusammenfassend beschrieben werden, liefern fur den bier
vorliegenden Befund keine Erklarung . Ein denaturierender Einfluss der prolongiert
einwirlcenden Spannung in Verbindung mit anderen Faktoren (Warmeentwiclclung
im Innern des Gelbettes) 1st vorerst nicht auszuschliessen .

In weiteren Versuchen wird zu klaren sein, warum die IgM Fraktion sowie das
Alpha2-Makroglobulin auch durch gezielte irnmunologische Untersuchungen nicht
nachweisbar waren.
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ZUSANIMENFASSUNG

Es wird eine Methode beschrieben, mit der die Proteine des Humanserums in
einem Arbeitsgang in dreizehn verschiedene 1Fraktionen praparativ getrennt werden
konnen . Rinderhamoglobin wurde mit dieser Technik in zwei Fraktionen getrennt .
Das Verfahren bedient sich einer besonders fUr these Zweclce konstruierten Saule,
die mit grobmaschigem Sephadexgel gefiillt wird . Das Funlctionsprinzip der Kolonne
wird im einzelnen beschrieben . Die zusatzlichen Fraktionen entstehen durch Anlegen
von Gleichspannung an die Saulenenden . Da die normale Filtrationsgeschwindigkeit
der Proteinmolekiile grosser ist als ihre elektrophoretische Mobilitat, wurde die
Elektrode am oberen Saulenende als Anode geschaltet, sodass bei alkalischem pH
die Trennkrafte entgegen gerichtet wirken . Dadurch werden die meisten Protein-
molekule infolge Hirer unterschiedlichen negativen Ladung verschieden stark iln
Filtrationsprozess zurUclcgehalten . Als Bezeichnung fur dieses Trennverfahren wird
"Elektroretardations-Filtration" vorgesclllagen . Urn eine optimale Trennung des
Proteingemisches zu erreichen, muss bei niedrigem Ve/h gearbeitet werden, wodurch
mogliclterweise ein Aufsteigen einzelner Fraktionen in den Anodenpuffer hervor-
gerufen werden kann. Zur Kontrolle der Bewegungsrichtung wurde daher aus deco
Velh in ml and der Wattstarke des Gelbettes ein Quotient (E/W-Quotient) gebildet,
der nach empirischer Ermittlung bei einem Wert > 0 .15 eine Elution der meisten
Serumproteine gewahrleistet,

Durch Verwenden monospezifischer Antiseren wurden einzelne Fraktionen
identifiziert . Albumin ergab in der Immunoelektrophorese ein atypisches Bild, be-
stehend aus zwei, moglicherweise drei Komponenten . IgG komite in zwei voneinander
weit getrennten peaks nacligewiesen werden .
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