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VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNGEN UBER ANALYTISCHE
VERFAHREN ZUR AUFTRENNUNG SAURER MUCOPOLYSACCHARIDI

. UNTERSUCHUNG SAULENCHROMATOGRATPHISCHER
TRENNVERFAHREN

[

. BOHN s DN KALBITHEN
Dhavimaleologisehes Tastitied dev Wheinischen 1ricdvicle Wilhelms< U wiversitidt Bonn® (3.1, D)
(Eingoegingen am 5. August 1g71)

SUMMARY

Comparative studies on analvtical methods for the separation of acidic mucopolvsac-
charides. 1. Column cliromatograplic techniques

A comparative study was made of the efficieney of some most frequently used
column  chromatographic techniques for the separation of acidic mucopolysace-
charides, The investigation showed that cetylpyridinium chloride cellulose and DIZ-52
cellulose were superior to all other column supports tested (Dowex 1 Nz2: Zerolit
H-1DP,SRA 132 DEALRE-Sephadex A-25; QAL-Sephadex A-50; ECTEOLA-cellulose).
However, in no case a complete separation of @ misture eontaining hyaluronic acid,
keratan sulphate, chondroitin sulphate A, chondroitin sulphate C, dermatan sulphate,
heparan sulphate, and heparin could be achieved,

EINFUHRUNG

Dice ausfithrlichen Untersuchungen der letzten Jahrzehnte iiber Pathologic und
Verlauf zahlreicher Gewebserkrankungen haben gezeigt, dass 2wischen Alterationen
des Bindegewebes und charakteristischen Verschicbungen seiner Mucopolysaccharid
(MPS)-Zusammenscetzung enge Zusammenhiinge bestehen, Um o genaue Einblicke in
dicse Vorgiinge zu gewinnen, ist die Kenntnis des MPS-Verteilungsmusters von grosser
Bedeutung. Aus dicsem Grunde sind in den letzten Jahren viele Verfahren entwickelt
und beschrichen worden, die sich mit dem Nachweis, der Auftrennung und Bestim-
muny dieser Stoffe hefassent-#2,

o Die Vielzah!l der aufgefiihrten Verfahren lisst bereits vermuten, dass zur Be-
antwortung ciner bestimmten Fragestellung nicht alle Methoden in gleichem Masse
geeignet sind. Daher erschien uns cine kritische Uberpritfung und Durchsicht dieses
umfangreichen Materials im Hinblick auf die Auftrennung saurver MDPS angebracht.

Aus der Reihe der cingangs eewithnten analvtischen Verfahren nehmen chroma-
tographische Trennmethoden - unter ihnen vor allem siiulenchromatographische
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Verfahren — cinen besonders breiten Roaum ein. Aus diesem Grunde konzentrieren
sich die nun folgenden Untersuchungen auf diese Verfahren,

MATERIAL UND METHODLIK

Als Untersuchungsmaterial dienten uns folgende MPS-Vergleichssubstanzen,
diesitmtlich als Na-Salze vorlagen: Hyaluronsiiure, HY (Light & Co., London); Kera-
tinsulfat, KS (Dr. Grezainasag, Nachen); Heparansulfat, HS (Dr, Crroxzennr, Chicago);
Chondroitin-g-sulfat, CSA (Dr. Crroxenet, Chicago): Chondroitin-o-sulfat, CSC (Dr,
CrroNerry, Chicago); Dermatansulfat, DS (Dr. Crroxieen, Chicago): und Heparin,
HT (Light & Co., London),

Dic als Siiulenmaterial verwendeten Stoffe sind in der Tabelle T aufgefithrt,
Dic Aufbereitung des Siulenmaterials und die Packung der Chromatographiesiiulen
criolgte entsprechend den allgemeinen Vorschriften der Herstellerfirmen und den
Angaben der cinzelnen Autoren,

TANBELLIE T

CHARANRTERISTIKA DER ALS SAULENMATERIAL VERWENDETEN STOFFE

Material Narning Wapeazitit Hoersteller- oder
(i o 1o ) Qurdigieie. fg) Desugstirina
Dowes | N2 ZU=1 30 3.0 sServit, Heidelheryg
/ o
AN Sephadex A-30 GO -1 20 45 Dharmacia, Uppsali
DEN-Sephades N-25 GO =120 35
G-25 Sephadex 2080 -
Zerolit M1, SRA-132
Vernetzung: 7-9", 70 349 Soervic, Hleidelbery
DE-se-Caelluloseanstauscher
(microgranulir preswollen) 30 ! Whatman, l.ondon
ECTREOLA-Celluloseaustauscher 20230 0,20 sServiy, Heidetberg

Cellulosepulver
Tyvp Nr.oora2ia - e Schicicher ud
sSchitll, Deassel

Wie aus der Tabelle 11 hervorgeht, wurden die Formate der Chromatographic-
siitulen so gewiihlt, dass sie cin Verhiiltnis von Durchmesser zu Hohe von mindestens
1:10 bis 1:20 aufwiesen, :

Vor dem Aufltragen wuarde das Untersuchungsmaterinl gewaohnlich in Wasser
aufgenommen, fiir die Chromatographic an Dowex 1 Nz in 0,05 &V Natronlauge gelist,
Dice aufgetragene Probenmenge lag — entsprechend der Kapazitiit und Menge des
jeweils verwendeten Austauschers - zwischen 1 und 250 mg MPS,

Ausser bei der Chromatographic an Cellulosesiiulen, die mit Cetyvlpyridinium-
chlovid gespiilt wurden (“CPC-Cellulose”) und auf die noch niither cingegangen wird,
erfolgte die chromatographische Trennung an den anderen Siiulen bei Raumtempe-
ratur,

Die Fraktionicrung der MPS an den lonenaustauschern wurde durch Gradien-

S Chrammatogr., 62 (1071) 390-408
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TABLLLE T
CHARARTERISTISCHE DATEN DER ZUR CHROMATOGRAPHTE VIERWENDETEN SIULEN
Ncerlenmaterial Scelenformat Veslieen der Drehpliss- Volumen der
Duvelun. o Hihe Sidenfiilling gescludndighedl  aufgefangenen
e (mel) (imltih) 15 raktionen
(i)
Dowes 1 N2 (R T 13} 7N 00 10
1.5 45 SO tA0 10
1 O § ) 16 hIY K
Sephides
A-25 1.5 . 45 No 115 3
OAL 1.5 453 NO 110 3
(i-25 2.5 40 105 10 1o
Zoerolit TI-11, SIEAN-1 32 1.5 < 45 NSO 120 )
D E-sz-Celluloseaus tiuaschoer 1.5 45 SO 1060 10
H el Ris} 16 40 2
ECTEOLA-Celltlose 1.5 % 43 So 1oo 1o
Cellulosepulver’ 'syp Nroaegn 1.5 45 No ’ 1o 1o
! DU} 16 Ho) ]

tenelution durchgefithret, bei der die Polyanionen durch stufenweise oder kontinuicer-
liche Erhohung der Tonenstiirke in der Elutionslosung nach steigender Aflinitiit zum
Austauscher desorbivrt werden,

Zur Verfolgung des Fraktioniervorganges cignete sich besonders die von uns
bereits an anderer Stelle beschrichene CPRPC-Methode' 28, mit der das Séuleneluat,
das in einem automatisch arbeitenden Fraktionssammler (Gilson-Medical, Middleton,
Wise,, VLS.A) aufgefangen wuarde, withrend der Chromatographic kontinuierlich auf
seinen MPS-Gehalt untersucht wurde, Die weitere Analyse der anfallenden MPS-
Fraktionen cerfolgte dureh colorimetrische!’% und enzymatische®! Bestimmungsme-
thoden.

ERGEBNISS)E

Fir dic Beurteilung der untersuchten siiulenchromatographischen Trennver-
fahiren war es wichtig, das Elutionsverhalten und die prozentuale Wiedertindung der
cinzelnen MPS genau zu erfassen. Dabei ergaben sich fiter die von uns verwendeten
Austauschertypen deuatliche Untersehiede, die aus den nachfolgenden Tabellen zu
erschen sind,

Chromatographic an Dowex 1 N2

Dic Untersuchungsergebnisse, die wir bei der Chromatographic der MPS an
Dowesx 1 Nz-Austauscher mit den cingangs erwiihnten Methoden erhiclten, sind in
Tabelle T dargestellt, Withrend die Fvaluronsiiure wegen ihrer geringen Tonen-
stiirke fast quantitativ von den Gbrigen MPS abgetrennt werden konnte, war cine
weitere Auftrennung der fibrigen Substanzen nicht mioglich: sie iiberlagerten sich
deutlicly in unterschicdlicher Menge bei allen Konzentrationsstufen des Gradienten,

JCliromatogr., b2 (1971) Jog =408
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‘ "
TABELLE T

ELUTIONSVERHALTEN DEIR MIP'S BEL DER CHROMATOGRAPHIE AN DOWEN 1 N2 UND PROZENTUALE
WIHEDERFINDUNG IN DEN FRAKTIONEN

MIDS Molarvitit der NaCl-15lntionslisung

0.5 roo .25 1.5 2.0 3.0
ey a%.5
INs 126 2004 178 aNLe
CSAC 3.8 hy 6 17.5 0.5
1= to.e 2000 47.5 20,5
s Nels b2 0.3
I 2.5 403 AN S0

Nach Untersuchungen von ScHinLER ¢f ol # und TELLER UND ZiEMANNI®
livssen sich an dicsem Austauscher Fleparansulfat, Chondroitinsulfat und Heparin
scharf voneinander trennen, wobei dic Substanzen nahezu quantitativ. bei ciner
charnkteristischen Kochsalzkonzentration cluiert wurden. Auch wir konnten zeigen,
dass die Elution der Hauptmenge dieser MPS mit den dafiir angegebenen Losungs-
“mittelkonzentrationen erfolgte: jedoch stellten wir wicederholt fest, dass ein Teil der
MPS auch bei anderen Salzkonzentrationen eluiert warde und somit cine gute Sepi-
cration unmoglich machte,

Dt die MPS.owie bereits erwiihnt - starken - Schwankungen hinsichtlich
ihres Proteinanteils, ihrer Struktur und Tonenstiitvtke unterworfen sind, miissen als
mogliche Ursache Tir die versehicdenen Ergebnisse vor allem Unterschiede in den
verwendeten Vergleichssubstanzen angenommen werden. Weiterhin muss bemerkt
werden, dass durch die starke Schrumpfung des Dowex-Harzes bei steigender Salz-
konzentration der Siulentluss withrend der Chromiatographic verlangsamt und das
Trennergebnis veriindert werden kann, Auch die molekulare Struktur des verwendeten
Austauschers ist fiir das situlenchromatographische Trennergebnis von Bedeutung,
Im Gegensatz zu Cellulose- und Sephadex-tonenaustauschern besitzen die Sorbentien
aufl ISunstharzbasis cine wesentlich gevingere innere Obertliiche. Da das Netzwerk
ihrer Matrix sehr engmaschig ist, wird die Diffusion von Polyvelektrolvten in das
Innere der Austauscherteilehen herabgesetzt und die Zagiinglichkeit zu den austausch-
aktiven Gruppen erschwert, Diese Eigenschaften bedingten bei unseren Trennver-
suchen an Dowex 1 Nz in viclen Fillen cinen undeutlichen Ubergang zwischen den
cinzelnen Substanzpeaks,

Chromatographic an DIE-52 Cellulose-clustauscher

Im Gegensatz zur Chromatographic der MPS an Dowex 1 N2 zeigte ihre Frak-
tionierung an cinem Cellulose-Austauscher DE-52 (microgranular preswollen) bessere
Torgebnisse, Um mit diesem schwach-basischen Austauscher die maximalste Kapazitiit
2u crziclen, arbeiteten wir in unseren Trennversuchen in saurem Milieu, da nur in
dicsem pH-Bereich alle tertiiiren Aminogruppen des Anionaustauschers jonisieren.
' Wie aus der Tabelle IV zu entnehmen ist, liessen sich Hyaluronsiure, Chon-
droitinsulfat und Dermatansulfat in dieser Versuchsanordnung nahezu quantitativ
voncinander trennem™ Ausser Keratansulfat und Heparin, die iiber cinen grosseren
Molaritiitshereich eluiert wurden, erschienen die {ibrigen MPS bei ciner definierten

- ce '
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A

Salzkonzentration des Elutionsmittels zu etwa ‘)5“» in schurf \‘Hll('illilntll'l‘ ithge-

setzten Zonen. Die Auftrennung der stereoisomeren Chondroitinsuifate A und O sowie

die vollstiindige Separation von Dermatansultat, Heparansulfat und Heparin war

mit diesem Austauscier ]('(ln( h nicht zu erreichen. ‘

TABELLE IV

ELUOTIONSVERHALTEN UND PRO Il ALE WIEDERFINDUNG DER MIPS BED DHHRER FRARTIONTERUNG

MS o0z M \Iu/uumh/: K / /u!muwul!: l~ ( \’u( / o, 05 \/ /I( hH
HC! s e
u.j "~/.7 1.0 2.0
1y SN 1.0) -
NS 31,0 13.2 305, 2
CSA/ - 08,5 1.5
s — U7 2.0 -
S - et 05.0 -
(RN - 24.5 50,8 18,7

Neben den giinstigen Trenneigenschaften ist os cin weiterer Vorteil  dicses
Austauschers, dass die \'(»lunwniindcmng des Siiufenbettes wuln'un(l der Chromato-
graphice gering ist. Dadurch bleibt dice Siiulendurchflussgeschwindigkeit konstant und
es werden gut reproduzierbare Versuchsergebnisse erhalten,

Chromatographic an CPC-Cellulosesdnlen

(TR E | D T DY U S 12 DU T < 1_: iienl s INTS o LR P T N
SATTHOCNe JLIZONSCHATTen, W IL' I AUs DUeserl ! Deinen 1Jiv-532 ¢ k'll [CRIQLIRERAWRE Y R108 £
schers, h.lttun auch Siulen, die mit C vllulnwpul or gefiillt waren, Zur Auftrennung

" Ty

der MPS an (u-hutlgcn Situlen werden die cuuf.{uhl,‘:ci‘l(:“l Substuanzen zuniichst auf
dem Austauscher mit ciner 1 “.,lgun Coty lp\ndmmnuhlnn(l L«'Mmg gcfdllt dice dabei

gebildeten MuU)p()l\ siaccharid--C ety lp\i‘i diniun
miiss  ihirer ]cstand1gl\utskun~tantvn durch verschicdene Konzentrationen der
1! 1 H 1

Magnesiumcehiorid-Elutionslisung  zerlegt und  die Polysaccharide nach  steigender
Tonenstiirke getrennt,
art. 1 R " S T 1' e asn i N utoren zZur e 1. ... Ty
NUTT ATIeser hvaetnoqe, Qre vor llllg b4 ‘\lll(’ll‘ AR RN l l(ll\ll”lllt‘ ll\g QAur HMEeED
benutzt worden ist!#17 erliiilt man scharf voneinander nhgcs'ot'/.tc Peaks, So wird
=1 1
A

- FUSR DO i -
[{N lll(H lU l\()lll}’ll'.\L‘ Wer (H 1T Clatigg ~— gu-
1

Keratansulfat, das in {iberschiissiger Cetvipyridiniumehlorid-Losung u")siicn ist und
im Durchfluss erscheint, nahezu (]uzmtxtatw von der Hyaluronsiure, die bei 0.3 .V
NaCl cluierbar ist, getrennt, Demgegentiiber kKommt es ]L‘d()lll bei der Auftrennung
von Chondroitinsulfat, Dermatansulfat und Heparin zu starken Uberlagerungen,
Mit ciner cinfachen Moditikation dieser Versuchsanordnung, dic auch von AN-
TONOPOULOS UND GARDELLY und Svijecar vxp Roperrson®2 bheschrieben wurde,
konnten wir, wic aus der Tabelle Vohervorgeht, cine weitere Auftrennung dicser
Stoffe erziclen, Jede 1 lutmnslnsung enthielt zusittzlich o.05 %, CPC; um eine Aus-

g

muung (lL‘ ;il'l;/}l.:‘v iliif (lCl' ._.cllll(' Ull(l ll] (ll‘l .lalut]()ll\l()\ iﬁg, 10 ver ll]L‘l(lUn. ‘\‘\;ﬁi:dl;‘ ('lil.‘
(.,]n'm‘n.ltng 1phic bei ciner konstanten lcmpm'utur von 25° vorgenommen. Da dice in
e s 2o Al Yl S PO ek

1 9,iger CPC-Losung diquilibrierte Cellulose im Verlaul von ciner Woche 59, ihrer
Kapazitiit verlor, verwendeten wir fitr jede Situle neues Fitllmaterial,

S Cliromatogr., 62 (1971) 300= 0N
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TADBELLIEEV

ELUTTONSVERIEALTEN UND PROZENTUALE WIEDERFINDUNG DER MDPS BED DER FRARTIONTERUNG
AN BINER CDPUC-CELLULOSKE-SAULLE

N DS 10, CPrC oy M Maodavitid der MgCly=1itutionstssuny

Nad'! e e i e —
.75 1.0 1.5

[ERY [} QN0

IN= HN.5 1.5 .

CSAC - - OS2 1.8

1) —— " a6, 3 3.7

s . . (ST 0.8 -

T o - 25.5 745

In wicderholten Trennversuchen zeichnete sich bei der Chromatographie der
MPS an ciner CPC-Cellulose-Siiule das in der Tabelle Vowicedergegebene Elutionsyer-
hidten der cinzelnen Stoffe ab, Wiihrend die Auftrennung der Hyaluronsiiure und
des Keratansulfates nahezu quantitativ gelang, erschien der Hauptanteil der Chon-
droitinsulfate, des Dermatansulfates und des Heparansulfates in ciner Fraktion bei
ciner Konzentration von o.75 3 MgCl, in der Elutionslosung, Das Heparin liess sich
mit dicser Versuchsanordnung von den Gbrigen MPS abtrennen, da der gebildete
Heparin-Cetyvipyridiniumehlorid-Komplex cerst durch hihere Salzkonzentrationen in
der Elutionslosung zerlegt wird,

Cliromatographic an Cellulosepulversinlen

IZine weitere Methode zur Fraktionicrung von MPS an Cellulosesiiulen ist von
GarRDELLY hoschrichen worden., Hicrbei werden die MPS mit Bariumacetat bei ver-
schicdenen Athanolkonzentrationen priizipitiert und cluiert. Unsere Untersuchungen
haben jedoch gezeigt, dass dieses Verfuhren gegeniiber den vorher beschriebenen
keine Vorteile bictet, dia dimit nur Chondroitinsulfat und Heparansulfat getrennt
werden konnten.

Chromatographie an ECTEOLA-Cellulose

Wenig erfolgreich waren auch Trennversuche an ECTLEOLA-Cellulose, wie sic
von GREILING UND STUHLSATZ' T und RiNGcERTZ UND REtcHarnD!® durchgefiihrt wurden.
In unseren Versuchen, deren Ergebnisse in Tabelle VI dargestellt sind, zeigt sich
deuatlich, dass die Hyaluronsiiure als nicht sulfatiertes Polyanion bei dem sauaren
Milicu withrend der Chromatographic nicht vom Austauscher gebunden wird und
somit im Durchlaufl erscheint, Damit ist es moglich, sic von den anderen MPS ab-
zutrennen, Die Chondroitinsulfate, das Keratansulfat und das Heparin wurden da-
gegen in mehrere Unterfraktionen zerlegt, die sich bei allen Molaritiiten der Elutions-
losung - tiberlagerten, so dass cine Auftrennung dicser Substanzen in keiner Weise
maoglich war, ‘ ‘

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von GREILING UND STUHLSATZY Konnten
wir die sulfaticrten MPS mit diesem Verfahren erst bei hioheren Molaritiiten cluiceren,
was wahrscheinlich aufl cinen verschiedenen Sulfatierungsgrad der benutzten Stan-
dardsubstanzen zuritickzufithren ist,

J. Chromatogr., 62 (1971) 300=408
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TN L VY

. L)
BLUTIONSVERHALTEN UND PROZENTUALE WIEDERFINDUNG DIRNMPS S50 0HIER FRARTIONTERUNG
AN BINER FRCTEOLNCELLULOSE-SS UL

MPS .03 M Molavitad des Plutionsmittels (NaClin ooz MOHCH
Hic:l. e e e e e e e e —— et e e in Ce e e
0.5 .75 1.0 1.25 1.0 2.0 3.0
IRY QSO . - - - - - -
NS o ;.\-:,7 25.0 312 1.4 5.1 o
U A O [ 0.7 375 13.0 .5 .
s . . N.h 200, 3 20,5 311 ta.y .1
P : : : - 9.8 it 130 147

Dic genannten Autoren konnten —— nach vorheriger Gelfiltration an Sephades
G-25 und Ermittlung der Kettenfiinge durch Uronsiture- und Endgruppenbestim-
mung —— beweisen, dass es sich bei der Chromidographic nicht um cine miogliche
Fraktionierung niech Kettenliingen handelt; sie vermuteten daher, dass das Elutions-
verhalten der MPS lediglich dureh deren Tonenstiivke, doh durceh die Anzahl der
Sulfatgruppen, bestinunt wird. In diesem Falle miissten die MPS in den cinzelnen
Unterfraktionen cinen steigenden Sulfatgehalt aufweisen,

Zur Uberpritfung dicser Annahme warden dic nach der Chromatographic an
LECTEOLA-Cellulose erhaltenen Fraktionen gemiiss ihren Uronsiiurewerten vercinigt,
cingeengt und ihr Sulfatgehalt nach saurer Hydrolyse nephelometriseh bestimmet, Bei
der Bildung der molaren Quotienten aus den Uronsiture- und Sulfatwerten konnten
wir, wie in der Tabelle VIT dargestellt ist, cin deuatliches Ansteigen des Sulfatierungs-
grades der MPS in den cinzelnen Fraktionen feststellen, wodureh die Richtipkeit
obiger Annalime bestiitigt wird.

TABELLIE VI

ANALYTISCHE DATEN DER BEL DER CHROMATOGRAPHIE VON CIHHONDROTTINSULEFAT AN FECTTCOLA-
CELLULOSE GEWONNENEN FRARTIONEN

Molaritét der Uroatséettregehalt Neelfatgehalt (n Motarer

Llutionstisung  fnm Mol pro ol N ol pro el Qreoticnt
(NaCl) Iraktionstaisieny Fraktionstisinge  ronsitre

st Sulfat

0.75 .7 .53 1.1t
1.0 .03 . ].n_;
1.25 t.0O0 1.55 .oy
1.0 0.85 0,80 0.0
2.0 143 1.52 0.0.4

Chromatographic an Zerolit H-11°, SRl -r32

Ahnliche Ergebnisse wie bei der Chromatographic der MPS an ECTEOLA-
Cellulose erhiglten wir bei der Verwendung von Zerolit, cinem gemischt basischen
Kunstharzaustauscher, als Siulenmaterial. Wegen sciner grosseren Basizitiit ver-
schiebt sich das Elutionsdiagramm der Polyanionen bei der Fraktionicrung an diesem

S Clhromatogr., 62 (1071) 390408
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Austauscher in Richtung hoherer Molarititten des Elutionsmittels; withrend der erste
Chondroitinsulfatpeak bei der Chromatographie an ECTEOLA-Cellulose bei einer
Konzentration von 0,75 3 NaCl erscheint, erfolgt die Elution an Zerolit erst bei
ciner Gradientenkonzentration von 1.25 3/ NaClL Mit Ausnahime von Hyaluronsiure,
die bei ciner Salzkonzentration von 0.5 3/ NaCl an dicsem Austauscher desorbiert
wtrde, livssen sich die itbrigen MPS in mindestens fiinf Unterfraktionen auftrennen,

die sich jedoch alle diberlagerten und nicht  voncinander unterschieden  werden
konnten,

Chromatographic an Sephadex Tonenaustauschern Qo I2-Sephadex A-50, DIEAE-Se-
phadex A1-23) ‘

Da die Matrix der Dowes-Austauscher cinerseits nur cine geringe Porenweite
und die der Cellulose-Austauscher andererseits vine grosse Porenweite aufweisen,
nchmen die in unsere Versuche vinbezogenen Sephadex-Austauscher in Hinblick auf
ihre Struktur und Chromatographiceigenschaften cine Mittelstellung ein, Thre hydro-
phile, weitmaschige Dextran-Matrix ermiglicht cine giinstige Diffusion der Poly-
clektrolyvte zu den austauschaktiven Gruppen, wodurch sich bei der Chromatographie
scharf voneinander abgesetzte Substanzpeaks erzielen lassen. Jedoch stelit die durch
die Gelstruktur bedingte, mit Veriinderungen der Tonenstiirke des Elutionsmittels
cinhergehende Quellung und Schrumpfung dieser Sephadextypen eine unerwiinschte
physikachemische Eigenschaft dar, die sich bei der praktischen Durchfiihrung der
Traktionicrung und vor allem bei der Regeneration des Austauschers unangenchm
bemerkbar macht. Erwartungsgemiiss ist dieser unerwiinschte Effekt bei den stark
basischen Austauschern, die die grasste Volumeniinderung zeigen, besonders deutlich
ausgeprigt. Withrend der Fraktionierung kommt ex dadurch zu ciner Verlangsamung
des Siulendurchilusses, dic cinen ungiinstigen Eintluss auf die Chromatographiedauer
und das Trennergebnis hat, So schrumpfte in unseren Versuchen z.B. QAE-Sephadex
A-50 withrend der Chromatographie mit cinem Kochsalz-Gradienten (0.5--3.0 /) auf
cin Achtel scines urspriinglichen Volumens,

Die Trgebnisse unserer Trennversuche mit DEALE-Sephadex sind in der Tabelle
VI dargestellt. Wie aus der Tabelle VI zu entnelimen ist, wird die Hyaluronsiiure
— iihnlich wie bei den bereits erwithnten Austauschtypen -— schon bei der niedrigsten
lonenstiirke der Elutionslisung vom Austauscher desorbiert, withrend die iibrigen
MPS, iiberlagert, bei hisheren Salzkonzentrationen cluiert werden, Bine: hundert-
TABILLE NI
BLUTIONSVERTALTEN UND PROZENTUALE WIEDERFINDUNG DR MDPS BED DER

AN DEANE-SEPIAnES

FRARTIONTERUNG

MBS Molarvitit des Plintionsniltels

(NaClino.or M HCH)

0.5 123 r.s 2.0
By 0.0 . -
S e SN 200 e
CSAC weam —_— 02,2 7.8
Ds - = 83.7 16.3
HE e e 8203 177
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prozentige Auftrennung von Chondroitinsulfat, Heparansulfat und Heparin, wie sic
von SCHAMIDTEL mit divser Methode erzielt wurde, konnten wir nicht erreichen,

DISIKUSRION

Wie aus unseren vorstehend beschricbenen Versuchsergebnissen hervorgeht,
erscheint cine vollige Fraktionicrung aller von uns gepritften MPS an cinem lonen-
austauscher nicht moglich.

Im Gegensatz zu cinigen, in der Literatur beschrichenen Befundento.is, 2o.2
konnten wir immer cine gewisse “Uberlagerung” der cinzelnen Polyanionen fest-
stellen. Das gilt besonders fiir die Chromatographic an Dowex 1 Nz-Austauscher-
siiulen, mit denen wir in keiner Weise die von ScHILLER ¢f ol * und TELLER UND
Z1EMANNI beschrichene Auftrennung zwischen Chondroitinsulfat, Heparansulfat und
Heparin erhalten konnten,

Diese Differenzen in den Ergebnissen ditrften zum grossten Teil auf die Hetero-
genitiit und biologische Varianz der untersuchten Stoffklasse zuriickzufiithren scein.
Bei allen analytischen: Versuchen ist zu berficksichtigen, dass die starken Schwan-
kungen der MPS hinsichtlich Proteinanteil, lonenstiirke, Molekulargewicht und das
Vorkommen von Hybriden die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse derartiger Trenn-
versuche stark becintriichtigen kinnen,

Aus diesen Griinden erscheint cine exakte Analyse der MPS nur durch cin
kombinicertes Vierfahren moglich, bei dem die Substanzoen weitgehend aufgetrennt und
anschhiessend mit gecigneten colorimetrischen Methoden néther bestimmt werden,

DANK

Fiir die Uberlassung der Mucopolysaceharid-Vergleichssubstanzen sind wir Herrn
Dr. H. Gremasa, Aachen, und Herrn Dr. [0 AL CrroNinna, Chicago, zu grossem Dank
verptlichtet.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wurden die giingigsten siiulenchromatographischen Sceparationsmethoden
i Hinblick auf ihre Trennleistung von sauren Mucopolysacchariden diberpriift. Als
Vergleichssubstanzen dienten Hyaluronsiiure, Keratansulfat, Chondroitin-g-sulfat,
Chondroitin-6-sulfat, Dermatansulfat, Heparansulfat und Heparin, Die besten Trenn-
ceffekte konnten bei der Anwendung von DIE-sz2 Cellulose Anionaustauschersiiulen
und mit Cetylpyridiniumehlorid gespiilte Cellulosesiiulen erhalten werden, die damit
deutlich den verwendeten Kunstharzaustauschern Dowex 1 N2 und Zerolit H-112,
SRA-132 iiberlegen waren. Eine vollstiindige Separation cines Mucopolysaccharid-
Gemisches an einem ecinzigen Siiulentyp liess sich jedoch mit diesen Verfahren chen-
sowenig wie unter Einbezichung weiterer Siiulenmaterialicn (DEAE-Sephadex A-25;
OAL-Sephadex A-50; ECTEOLA-Cellulose) erziclen, Als Ursache fiir die wiederholt
festgestellten “Uberlagerungen'” cinzelner Polyanionen wiihrend cines Chromato-
graphievorganges sowie fiir die geringe Reproduzierbarkeit ciniger Trennmethoden
werden die Heterogenitiit und grosse biologische Varianz der untersuchten Stoff-
klasse diskutiert.
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