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SUMMARY

Comparative studics on analvtical methods for the separation of acidic mucopolvsac-
charides, 1. Combined column chromatograplic separation method

A combined chromatographic fractionation method for the complete separition
ol acidic mucopolysaccharides (MPS) s deseribed, using cetvipyridinium chloride
cellulose, DE-32 cellulose and Dowex 1 X 2 successively as column supports, As
the results of our comparative studies showed, this method was found to give the
hest separation effects for all MPS in o mixture of hyaluronic acid, heparin sulphate,
chiondroitin sulphate A, chondroitin sulphate C, dermatan sulphate, keratan sulphate,
and heparin. The amounts of MPS recovery during the fractionation differ from
OOz, (for heparin sulphate) to 882, (for heparin).

EINFUHRUNG

Im Verlauf unscerer Untersuchungen diber die in der Literatur beschrichbenen
Verfahren zur Auftrennung saurer Mucopolysaccharide (MPS) mussten wir wieder-
holt feststellen, dass zum Teil erhebliche Unterschiede in der Brauchbarkeit der
bisher bekannten, veroffentlichten Methoden bestehen, Dabei ist noch z2u unter-
scheiden, dass einige analvtische Verfahren zur Charakterisierung cinzelner MPS
durchaus gecignet sind, nicht aber fiir dic Auftrennung und Differenzierung cines
MPS-Gemisches,

In unseren Versuchen! zeigte sich, dass dies besonders fiir elektrophoretische,
papicr- und ditnnschichtehromatographische Methoden gilt, Bessere, wenn auch nicht
imimer voll befriedigende Ergebnisse Hessen sich bei der Verwendung situlenchromato-
graphischer Trennmethoden erziclen.,

Wice unsere vergleichenden Studien gezeigt haben, erscheint fir die chromito-
graphische Auftrennung von MPS-Gemischen die Verwendung von Tonenaustausch-
cellulose DIE-52, und mit Cetylpyridiniumchlorid (CPC) Cellulosepulver - neben dem
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Austauscher Dowex 10 N 2 - als Sialenmuterial besonders griinstig zu sein, 125 sei an
dieser Stelle nochmals auf die im Abschnitt Siulenchromatographic dargestellten
ILreehnisse (Lit. 1) hingewiesen, aus denen hervorgeht, dass es bei der Verwendung
von Dowex 1N 2 zu betriichtlichen Uberligerungen der MPS kommt, withrend sice
bei der Chromatographice dieser Stoffe an CPC-Cellulosesitulen nur gering (24 9)
sind.

Obwohl uns die Siulenchromatographic wegen ihrer hohen Trennschiirfe den
fibrigen Separationsmethoden weit iiberlegen erseheint, kann die Auftrennung eciner
Mischung vieler, verschicdener MPS an ciner cinzigen lonenaustauschsitule nicht
erreicht werdenc: Da withrend  cines cinzigen Fraktionierungsprozesses keine voll-
stitndige Separation des cinen oder anderen MPS moglich war, lag es nahe, darch
Kombination verschicdener Austausch- oder Cellulosesitulen cinen Trennunusgiang
auszuarbeiten, mit dem die Bestimmung der qualitativen und quantitativen MIPS-
Verteilung in cinem Substanzgemisch optimal erscheint. Fir die Auswahl gecigneter
FFraktioniermethoden erschien es uns notwendig und sinnvoll, das zu untersuchende
Material bei der ersten Bearbeitung moglichst weitgehend aufzutrennen und it den
anschliessenden Verfahren die Komponenten, die im ersten Schritt noch nicht vollig
Zzu trennen waren, weiter zu fraktionieren.

Auf Grund der cingangs beschrichbenen Untersuchungen hiclten wir die Kombi-
nation eines stark basischen Anfonaustanschers (Dowesx 1 NX2) mit cinem Cellulose-
austauscher (DE-52) und mit CPC-gespiiltem Cellulosepulver als Siiulenmaterial
zur siiulenchromatographischen Auftrennung der sauren MPS am besten gecignet,

bl

ERGERNISSE

In IFig. 1 ist die Anordnung und die Verwendung des von uns vorgeschligenen
Situlensystems in cinem Trennschema dargestellt und wird im folgenden detailliert
beschrieben.

MPS

CPC-CLELLULOSE-Siule

©_17%CPC: KS / 0.75 M MgCly: 1.0 A MgClg: 1.5 M MgCla:
0.3 M NaCl: HY CSA/C HE Dialyse HE
DS s wm
Hs

Dialyse | einengen 1.25 M NaCl: 3.0 Af NaCl:
/ DEALE-CELLULQSE Siiule \ HS HE
0.5 M NaCl: 0.75 M NuClL:
CSA/C RS
Dialyse | cinengen 5

Dialyse | cinengen

CPCCLLLULOSE-Siule
DOWEX | X2-Siiule

Prop.Moth.-Lssigsre:
CSA

0.75 Af MpCly: 285 A NuCl: 3.0 M NuCL:
CscC s DS

Fig. 1. Stulenchromatographischer Trennungsgang fir saure MIPS,
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Das MPS-Gemisch wird zuniichst an ciner CPC-Cellulosesitule chromatogra-
phicrt, wobei Keratansulfat, Hyaluronsiture und Heparin von den dibrigen MPS
abgetrennt und mit 1 2higer CPC-Losung, 0.3 M/ NaCl, 1.0 MW und 1.5 M MgCl,
cluiert werden.

Der Hauptanteil der Chondroitinsulfate, des Dermatansulfates und des Hepi-
ransulfates crscheint bei o.75 3 MgCl,. in geringer Prozentsatz dicser Substanzen
ttherlagert sichiin der 1.0 3 MgCly-Fraktion mit Heparin, Der Anteil der Chondroitin-
sulfate und des Dermatansulfates in dieser Fraktion ist jedoch mit maximal 3.7 9
so gering, dass er vernachlitssigt werden kann,

Das Chondroitinsulfat, Dermatansulfat und Heparansulfat enthaltende Gemisch
wird nun zur Entfernung des Cetyvipyridiniumechlorids und des Magnesiumchlorids
fiber cine mit 1.5 A Natriumchloridlosung iquilibrierte Sephadex G-z3-Siiule gel-
filtriert. Dabei muss als Elationslosung 1.5 M/ NaCl verwendet werden, damit cine
magliche Adsorption des Cetyvipyridiniumchlorids an der Siiule und dadurch bedingte
MPS-Substanzyverluste vermiceden werden.

Die durch dieses Verfahren von Cetvipyridiniumchlorid abgetrennten MPS-
hadtigen Fraktionen werden zur Entfernung der 1.5 W/ Natriumechloridlésung noch-
mals an ciner mit destilliertem Wasser diquilibrierten Sephadex G-23-Situle filtriert.
Das Filtrat, in dem sich die Chondroitinsulfate, Dermatansulfat und Heparansulfat
befinden, wird im Rotationsverdampfer oder durch Gefriertrocknung cingeengt und
an ciner Cellulosenustauschsiiule vom Typ DE-s2 (Inunmtn'n.tplucxt Dabei lassen
sich die Chondroitinsulfate (A und C) zu etwa 8.5 2 von dem restlichen Dermatan-
sulfat- Heparansulfat-Gemisch abtrennen. Diese zuletzt genannten Substanzen kin-
nen - nach erneuter Entsalzung durch Gelfiltration mit Sephadex G-25 - - an cinem
Dowex 1 N z-Austauscher weiter fraktioniert werden, wobei cine ctwa 82,5 ©, Se-
paration von Heparansulfat und Dermatansulfat erfolgt,

Dic bei der Chromatographic des MPS-Gemisches an CPC-Cellulosesitulen ent-
haltenen Reste von Heparansulfat (ctwa 10 95) in der mit 1.0 M MgCl, gewonnenen
Fraktion lassen sich ebenfals an cinem Dowex 1N z2-Austauscher entfernen.

Da dic in diesem “Trennungsgang erwithnten Methoden keine Differenzierung
zwischen Chondroitine -g-sulfat und Chondroitin-6-sulfat ermiglichien, kiann zur niihe-
ren Charakterisierung der Chondroitinsulfattypen A und € ecine Fraktionierung an
ciner CPC-Cellulose-Siiule durchgelithrt . werden. Dieses von ANTONOPOULOS UND
GarDELLE entwickelte und beschrichene Verfahren gestattete in unseren Versuchen
cine Anreicherung des Chondroitin-g-sulfates zu etwa 75 25 in dem hierbei verwendeten
Liasungsmittel (Propanol-Methanol-Eisessig—Wausser, 40:20:1.5: 38.3). ‘

Um dic Leistungsfithigkeit und Brauchbarkeit dieses Trennungsganges zu de-
maonstricren, chromatographicrten wir nach der oben beschrichenen Methode ein aus
Vergleichssubstanzen hergestelites MPS-Gemisch,

Auftrennung eines definicrien Gemisches von Vergleichssubstanze

Zur Durchftthrung dieses Trennversuches (Inumatngl.1plncrtcn wir nach dem
oben beschrichenen Trennungsgang cin Gemisch, das je 2 mg Hyaluronsiiure, Kera-
tansulfat, Heparansulfat und Heparin, je 1.5 mg Chondroitin-g-sulfat und Chondroi-
tin-G-sulfat und 3 mg Dermatansulfat enthielt.

Der Abluuf der Chromatographie wurde cinmal durch die Anwendung der
automatischen Turbiditiitsmessung mit der CPC-Reaktion, zum anderen durch quan-
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titative Bestimmungen der Hexuronsiture-, Neutralzucker- und Sulfatgehalte in den
cinzelnen Fraktionen verfolgt.

Als Ergebnis der Chromatographic erhiclten wir die in den Fig. 2-5 dargestellten
Elutionsdingramme, die das Verhalten und die Verteilung der MPS wihrend der
Fraktionierung wiedergeben.,
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Fig, 2. Auftrennunyg cines Gemisches der MP'S an ciner CPC-Cellulosesiiule. Unter den auf der
Abzisse aufgetragenen Fraktionsnummern ist die Molaritit der zur Elation verwetedeten Salz-
losunyg angegeben,
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Fig. 3. Auftrennung von Chondroitinsulfat A und O, Fleparansulfat and Dermitansulfat (o025 A7
MyCly-Fraktion aus Fig. 2) an ciner Cellulose Di-52-Austauschsiiule.
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Fig. 4. Auftrennung von Heparansulfat und Dermatansuliat (o.75 M NaCl-Praktion aus Fig. 3) an
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Fig, 5. Aultrennung von Heparansullat und Heparin (t.o 37 MuClye-Fraktion aus Fig. 2) an ciner
Dowes 1 N 2-Austauschsiinle,

Wie aus den vorangegangenen Abbildungen zuentnehmen ist, konnten die cinzel-
nenSubstanzen mit dem verwendetenVerfahiren scharf voncinander abgetrennt werden.,

Zur weiteren Analyse wurden die den cinzelnen Peaks entsprechenden Frak-
tionen vereinigt, cingeengt und analysiert. Dabei erhiclten wir die in Tabelle T auf-
gefithrten Daten. Als Bezugswert fitr die Hexosamin- bzw. Flexuronsitureberechnung
wurden die Analysenangaben von CrroNiELL GND Mataiews? zugrande gelegt.

Aul Grund des unterschicdlichen Sulfatierungsgrades von Heparansuliat und
Heparin wurden die mmol-Quotienten aus den gefundenen Sulfat- und Hexosamine
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TABELLE T

ANALYTISCHE DATEN DER NACH DEM FRENNUNGSGANG ERIALTENEN MPS-FRARTIONEN

Irraktion  lhietion Uronsanre-  MDPS- Sulfat- Hexosamin- Abbaie ey luiertes DProzentuale

N het bz, gehalt  gehalt Paustein Testes MDS iedera
Molavitit  Hexosegelalt (5fmly hyvalwrons- Jindunyg

(s2/onl) dase

I 0.3 Nall 272 N3y e Crlucosamin HY N3

[ 0, P 241 Nas +. CGlucosiunin - IS N2.5

111 1.5 MaCl, 337 SN : Gilucosinmin .- (RO S8.0
3.0 Na('l

(AN 1.25 Nall 20y H54 'y Gilucosamin LIS 6, 2

Vo u.5 Nall 2092 1175 Calactosamin - CSA/C 783

Vi 3.0 Nadl 137 toay i Galactosamin - s 7.5

FABELLE L]

CHARAKTERISTISCHE IMoloUoTIENTEN AUS DEN SULFAT- UND HEXOSAMINGEHALTEN FUR HEPA-
RANSULFAT UND HEPARIN,
MPS Geftiadeney Quotivnt nach
mamol-Quotiend Wertew on
Stlfal/Hexosamin  CIFONELLL AND
Marinws?

.07 )y
p 2,03 2.33

werten beider Substanzen crrechnet und zur Differenzierung herangezogen,; das gu-
ringer sulfatierte Heparansulfat bildet, entsprechend den Angaben von CrroNELLL
uND Matnewsd, cinen sehr viel kleineren Quotienten als Heparin (Tabelle ).

Aus den aufgeflithrten Analysendaten ergibt sich, dass die cinzelnen MDPS cines
Gemisches in unterschiedlicher Ausbeute in den in Fig, 1 ogenannten IFraktionen
weidergefunden und aufgetrennt werden kénnen.

Wiihrend die prozentuile Wiederfindungsrate fiir das Heparansulfat, das die
grosste Uberlagerung mit anderen Polyvanionen zeigte (zu 10 % mit Heparin, zu
18.4 % mit Dermatansulfat), relativ gering war (66.2 94), wicsen die itbrigen MPS,
wic aus Tabelle 1 hervorgeht, giinstigere und mit den Ergebnissen anderer Autoren
(TrLLErR UND ZiMANNY durchiaus vergleichbare Werte auf. In keinem Fall konnten -
wir jedoch Ausbeuten von iiber go 9 erzivlen, wie sic etwa von ANTONOPOULOS ¢f al B
und ScumipT® erhalten wurden,

DISKUSSION

Der von uns skizzierte Trennungsgang ist nicht als starres Schema aufzufassen,
da Art und Reihbienfolge der verwendeten Siulentypen sich auch moditizieren lassen.
So gelingt 2.13, die Trennung von Heparansulfat und Dermatansulfat nicht nur an

cinem Dowex 1 X 2-Austauscher, sonderen auch an cinem DEAIE-Sephadex-Aus-
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tauscher. Allerdings ist -— wie bereits cerwithnt — scine Handhabung wegen der
grossen Volumendnderung wiihrend der Chromatographie schwieriger. Wiihrend der
Chromatographic konnen dic cinzelnen Fraktionen kontinuierlich mit der fiir diesen
Zweek entwickelten automatischen “CPC-Methode”? untersucht werden. Dabet wird
in viclen Fillen cin ausrcichender Cherblick iiber dic MPS-Verteilung gewonnen, so
dass bei cinfachen Substanzgemischen der Trennungsgang in abgekiirzter Form durch-
gelithrt werden kann, Werden jedoch alle MPS im Untersuchungsmaterial vermutet,
so muss der Trennungsgang vollstiindig durchgefithrt und die einzelnen Polyanionen
mit den iiblichen Bestimmungsverfahren (Bausteinanalysen, cnzymatischer Test
usw,) qualitativ und quantitativ analysiert werden.

Wie wir in unseren vergleichenden Studien gezeigt haben, sind Analyse und
Auftrennung saurer MPS durchaus schwicriger, als dies hitutig in verschiedenen Pu-
blikationen dargestellt wird. Die zum Teil recht unterschiedlichen Literaturbefunde
diirften im wesentlichen auf die Heterogenitiit der MIPS zuriickzufithren sein, Neben
unterschiedlichen Molekulargewichten und verschiedenen Tonenstiirken (z.13. Sulfa-
ticrungsgrad) spiclt dabei auch das hitutige Vorkommen von Hybriden eine grosse
Rolle. Diese biologische Varianz der MDPS sollte daher bei allen weiteren analyvtischen
Untersuchungen stiirker als bisher berticksichtigt werden,

ZUSAMMENPFASSUNG

IZs wird cin situlenchromatographischer Trennungsgang beschrieben, bei dem
cin Gemisch verschiedener saurer Mucopolysaccharide nacheinander an ciner mit
Cetyvlpyridiniumehlorid gespitlten Cellulose-DIZ-52 Cellulose- und Dowex 1 Xz2-Siiule
in scine einzelnen Bestandteile zerlegt und anschliessend mit geeigneten kolorime-
trischen Verfahren exakt bestimmt werden kann, Wice sich zeigen liess, war mit diesem
Scparationsverfahren cine vollstiindige Auftrennung eines aus Vergleichssubstanzen
hergestellten Gemisches von Hyaluronsiture, Keratansulfat, Chondroitinsulfat A und
C, Dermatansulfat, Heparansulfat und Heparin moéglich, wobei die Wiederfindungs-
aten der einzelnen Polvanionen in den erhaltenen Fraktionen unterschiedlich gross
waren, So betrug die Ausbeute fiir das Heparansulfat, das mit 18 ¢, die grosste Uber-
Ingerungsquote mit anderen Vertretern der Stoffklasse aufwics, z.13. 06,2 '%,. Fiir die
tibrigen Polysaccharide schwankte sie zwischen 71.5 9, (Dermatansulfat) und 88.9 %
(Fleparin):
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