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Die Papierelektrophorese
Methoden und Ergebnisse

Von Ch. Wunderly 
Medizinische Universitätsklinik, Zürich

I. Einleitung

Da in den Körperflüssigkeiten stets Gemische von 
Proteinen vorliegen, mußte es für die biologischen Wis­
senschaften von größter Wichtigkeit, werden, als Tise- 
lius 1 (1937) mit der Elektrophorese eine Methode angab, 
welche es gestattete, die einzelnen Komponenten quan­
titativ zu analysieren. Dabei stützt sich die Trennung 
der Proteinfraktionen auf ihre verschiedene Wanderungs­
geschwindigkeit im elektrischen Feld. In der Folge ist 
die Methode insbesondere für die Grundlagenforschung 
der inneren Medizin ein wertvolles Hilfsmittel geworden, 
da ihre Ergebnisse wesentlich genauer waren als die bis­
her üblichen Aussalzungsmethodcn (vgl. Wuhrmann- 
Wunderly2, Antweiler3). In der Ausführungsform, 
wie sie ihr Tiselius, Philpott4 und Svensson5 gegeben 
haben, blieb die Elektrophorese stets eine rein wissen­
schaftliche Methode, deren Anwendung den großen Kli­
niken oder theoretischen Instituten Vorbehalten war. 
Die Ergebnisse weckten jedoch ein ständig größeres 
Interesse an Eiweißproblcmen, und es wurde der Wunsch 
nach einer einfacheren Technik ganz allgemein.

1 A. Tiselius, Trans. Faraday Soc. 33, 524 (1937).
2 F. Wuhrmann, und Ch. Wunderly, Die Bluteiweißkörper des 

Menschen, 2. Auflage, Basel 1952.
3 II. J. Antweiler, Die quantitative Elektrophorese in der Medizin, 

Berlin 1952.
4 Philpott J. St. Nature 141, 283 (1938).

. 5 II. Svensson, Kolloid-Z. 87, 181 (1939), 90, 141 (1940).
8 D.H.Moore und J.U. White, Rev. Sei. Instr. 19, 700 (1948).
7 R.H. Müller, Anal. Chein. 22, 70 (1950).
8 H.J. Antweiler, Ref. Angcw. Chem. 59, 33 (1947); Kolloid-Z. 

115, 130 (1949), 117, 110 (1950).
9 II.Labhart und H.Staub, Hclv. Chim. Acta 30, 1954 (1947).
10 W. Lotmar, Hclv. Chim. Acta 32, 1847 (1949).

Die ersten Versuche in dieser Richtung behielten die 
Refraktionsmessungen auf Grund des ToEPLERschen 
Schlicrenprinzips, jedoch versuchten sie durch ratio­
nelle Führung des lichtoptischen Strahlenganges die 
Apparatur zu vereinfachen (Moore und White6, 1948; 
Müller7, 1950); einen geringeren Serumverbrauch und 
kürzere Analysendaucr brachte die Apparatur von Ant­
weiler8 sowie die interfcrometrisch messende Anord­
nung von Labhart und Staub9 mit Lotmar10 (1949). 
Die entscheidenden Vorarbeiten für die Papierelektro­
phorese kamen indessen von anderer Seite. Während

die optischen Meßmethoden stets die Trennung des 
Proteingemisches in homogener Lösung durchführen, 
haben v. Klobusitzky und König11 (1939) Farbstoff­
gemische getrennt auf Filterpapier, welches mit Puffer­
lösung befeuchtet und von einem Gleichstrom durch­
flossen war. Jedoch wurde damals nicht nur Papier, 
sondern auch Glaswolle (Coolidge12), feingesiebte Glas­
perlen (Svensson und Brattsen13), Asbestfasern (But­
ler und Stephen14), Silikagel (Consden, Gordon und 
Martin 1S) und Agar (Peniston, Agar und McCarthy18; 
Gordon et al.17; Gordon und Reichard18) als Träger­
medium in Vorschlag gebracht. Etwa gleichzeitig be­
richteten Haugaard und Kroner19 (1948), Wieland20 
(1948) sowie Biserte21 (1950) über die zweidimensio­
nale Papierchromatographie von Aminosäure- und Pcp- 
tidgemisehen unter Zuhilfenahme von Gleichstrom. Hier 
war die entscheidende Kombination von Papierchromato- 
graphic und Elektrophorese geschaffen worden. Es ist 
das Verdienst von Durrum22 (1950), Turba und Enen- 
kel23 (1950) sowie von Cremer und Tiselius24 (1950), 
das Verfahren alsbald auf Proteine angewandt zu haben. 
Damit war der Weg vorgczcichnet zu einer Entwicklung 
der Papierelcktrophorese, die ebenso nutzbringend und 
vielfältig zu werden verspricht wie jene der Papier- 
chromatographic. Da bereits Arbeiten vorliegen aus den 
verschiedensten Stoffgruppen, war eine Übersicht an­
gezeigt, um die bedeutenden Möglichkeiten dieser neuen 
Mikromcthode für die Naturwissenschaften aufzuzcigcn.

1 v. Klobusitzky und P. König, Naunyn-Schmicdberg’s Arch. 
exp. Pathol-Pharmacol. 192, 271 (1939). .

12 T.B.Coolidge, J. Biol. Chcm. 127, 551 (1939).
13 H. Svensson und L. Brattsen, Ark. Komi 1, 401 (1949 / 50).
14 J.A.Butler und J.M.Stephen, Nature 160. 469 (1947).
15 R. Consden, A. Gordon und A. Martin, Biochcm. J. 40, 33 

(1946), 46, 10 (1950).
18 Q. Peniston, II. Agar und J. McCarthy, Anal. Chcm. 23, 994 

(1951).
17 A. Cordon, B. Keil, K. Sebesta, O. Knessl und F. Sorm, 

Czech. Chcm. Connn. Coll. XV, 1 (1950).
18 A. Gordon und P. Reichard, Biochcm. J. 48, 569 (1951).
10 G. Haugaard und T. Kroner, J. Amer. Chcm. Soc. 70, 2135 

(1948).
20 T. Wieland, Angcw. Chemie A 60, 313 (1948); F. Fischer, 

Naturwiss. 35, 29 (1948).
21 E. Biserte, Biochim. Biophysic. Acta 4, 416 (1950).
22 E.L. Durrum, J. Anier. Chcm. Soc. 72, 2943 (1950).
23 F. Turba und H. Enenkel, Naturwiss. 37, 93 (1950).
24 D. Cremer und A. Tiselius, Biochcm. Z. 320, 273 (1950).
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II. Methoden

a) In feuchter Kammer

Bereits Durrum22’25 (1950) und etwa gleichzeitig 
Turba und Enenkel28 hatten erkannt, daß cs not­
wendig ist, den mit Pufferlösung befeuchteten Filter­
papierstreifen, in welchem das Protein während des 
Stromdurchganges wandert, in einem geschlossenen Sy­
stem frei aufzuspannen; damit wurde ein Antrocknen 
verhindert und ebenso durch Stauung verursachte Un­
regelmäßigkeiten an Stellen, wo das Papier aufliegt. 
Weiter war darauf Bedacht zu nehmen, daß das Filter­
papier in feuchtem Zustande nur eine geringe Zerreiß­
festigkeit besitzt27 und daß während der Elektrophorese 
erhebliche Elektrolytvcrschicbungen auftreten, welche 
pH-Anderungcn zur Folge haben. Diesen verschiedenen 
Faktoren trägt die untenstehende mit Laboratoriums- 
mittcln aufgebaute Anordnung von Machebœuf et al.28 
(1951) gut Rechnung.

23 E. L. Durrum, J. Amer. Chcm. Soc. 73, 4875 (1951); Science
113, 66 (1951); J. Coll. Sei. 6, 274 (1951).

28 F. Turba und II. J.Enenkel, Naturwiss. 37, 93 (1950).
27 Vgl.G.T. Mills und E.E. Smith, Biochem. J. 49, Proc. VI (1951).
28 M. Machebœuf, P. Rebeyrotte und M. Brunerie, Bull. Soc. 

Chim. Biol. 33, 1543 (1951).
20 I. Brattsten und I. Nilsson, Ark. Kem. Mineral. Geol. 3, 337

(1951).
30 G. Schneider, Acta Chern. Scand. 5, 1020 (1951).
31 H. Kunkel und A. Tiselius, J. Gen. Physiol. 33, 89 (1951).

Abb.l. Schema der Papierelcktrophorese in feuchter Kammer nach 
Machebœuf, Rebeyrotte und Brunerie28 (1951). P P' der Papier­
streifen, wie er über der Glaskantc L gefaltet ist und am Punkte M 
die Proteinlösung enthält. A und B Gefäße mit Pufferlösung. C Bakelit­
aufsatz, der die beiden Heber S und S' eingelassen hat. Rechts Anode, 
links Kathode aus Kohle. Über dem Papier die Glocke aus Glas oder 

Celluloid

Um eine gute Differenzierung zu erlangen, ist die 
Qualität des Papiers, als Trägcrmcdium, von besonderer 
Wichtigkeit. Eine dichte Textur ist einer losen vorzu­
ziehen; durch das langsamere Vorfließen der Front bleibt 
der einzelne Proteinfleck enger umschrieben, schärfer 
konturiert und eignet sich deshalb, nach stattgehabter 
Färbung, besser zur quantitativen Auswertung. Das zu­
meist benutzte Papier ist Whatman Nr. 1 und 2, neuer­
dings auch die extra dicke Qualität 3MM; in Schweden 
wird das Munktell-Papicr Nr. 20/150 (Crycksbo, Schwe­
den) viel benutzt29’30’ 31; seine ausgezeichnete Eignung

wird von Block 32 hervorgehoben und kann durch eige­
nen, jahrelangen Gebrauch bestätigt werden; in Deutsch­
land wird von Schleicher & Schüll das Papier Nr. 2043 a 
sowie jenes von Macherey, Nagel & Co., Nr. 819 ver­
wendet. Neben einer dichten Textur ist eine der Haupt­
anforderungen, daß das Papier kein Protein adsorbiert. 
Das Aufbringen der gelösten Substanzen, die analysiert 
werden sollen, geschieht aus einer Mikropipette mit 
Hundertstelstcilung ; die Flüssigkeit wird als möglichst 
dünner Querstrich von 3-4 cm Länge aufgebracht, der 
vom Rand des Papierstreifens mindestens 5 mm ent­
fernt bleiben muß, sonst sind Randverzerrungen unver­
meidlich. Von Blutserum wird 0,015 bis 0,020 cm3 auf­
getragen; Machebœuf28 empfiehlt die vorherige Ver­
dünnung des Serums, 1: 1 mit NaCl physiol.; die opti­
male Proteinmenge liegt bei 1-2 mg. Stets wird auf 
mittlerer Höhe des Papierstreifens quer aufgetragen, so­
mit an der Stelle, welche in der Apparatur auf die Glas­
kante L zu liegen kommt. Um Strömungsanomalien zu 
vermeiden, ist es notwendig, daß diese Glaskante genau 
horizontal gelagert ist. Nach dem Aufträgen und kurzem 
Antrocknen wird der Papierstreifen so durch die Puffer­
lösung gezogen, daß er gleichmäßig befeuchtet ist. Über­
flüssige Pufferlösung wird mit einem Glasstab vom 
Papierstreifen abgestrichen oder durch kurzes Auflegen 
auf trockenes Filterpapier abgetupft, denn ein Fließen 
der Pufferlösung könnte den aufgetragenen Strich ver­
zerren. Nun wird der Papierstreifen so aufgelegt, daß er 
gleichmäßig in die Gefäße A und B hinabreicht. Diese 
Gefäße sind genau gleichhoch angefüllt mit Veronal/ 
Natriumacetat-Puffer von der lonenstärke /z = 0,1 und 
pH 8,6; dazu werden 29,34 g Veronal-Natrium, 19,42 g 
Na-Acetat, 3H2O und 180 cm3 n/10 HCl auf 3 1 gelöst. 
Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, ist cs zweck­
mäßig, den Puffer jedesmal zu erneuern. Soll die Elektro­
phorese bei pH 6,4 vorgenommen werden, so dient 0,033-

Abb.2. Einige Apparate in der von uns entwickelten Ausführung für 
die Papierelektrophorese in feuchter Kammer. Vorn das Netzanschluß­
gerät mit der Gleichrichterröhre und dem Milliamperemeter (aus 

Wunderly, Schneider und Hugentobler33, 1951)

32 R. Block, Paper Chromatography, New York 1952, S. 76.
33 Ch. Wunderly, G. Schneider und F. Hugentobler, C. R. 3, 

Congrès International et Européen d’Hématologie, Rome 1951.
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Tab. 1

Autor Papier
Abmessungen 
des Papier­

streifens 
cm

Potential­
differenz

Volt

Strom­
stärke

mA

Dauer

Std.

Länge der 
größten 

Wegstrecke
cm

Durrum22.......................................... Whatman 2 1 X 32 220-320 0,5 3 ca. 3,5
Machebceuf ct al.28.......................... Whatman 1 und 2 6 X 32 320-340 3 6 16-18
Flynn und de Mayo31..................... Whatman 1 und 

3 MM 6 x 36 120 1,5 20 16-18
Wunderly, Schneider und 

Hugentobler 33.......................... Munktcll 20/150 7 X 40 .135* 6-7 9 8-9
Grassmann und Hannig35................. Whatman 1 4 X 40 110 4 14 9-10

* Firma Bender & Hobein, München 15.
31 F. Flynn und P. de Mayo, Lancet 1951, 235.
35 W. Grassmann und K. Hannig, Z. Physiol. Chern. 290, 1 (1952).
36 W. Grassmann und K. Hannig, Naturwiss. 37, 496 (1950).
37 W. Grassmann, Naturwiss. 38, 200 (1951).
38 W. Grassmann, K. Hannig und M. Knedel, Dtsch. med. 

Wschr. 76, 333 (1951).

Der am Papierstreifen wirksame Spannungsabfall beträgt 95 Volt

mol-S(ERRENSEN-Phosphat-Puifer und für pH 3,7 der 
0,1-mol-Na-Acetat/Essigsäure-Puffer.

Nachdem der oder die Papierstreifen richtig aufliegen, 
wird die Glocke aus Plexiglas aufgesetzt, die beiden 
Heber S und S', welche mit Filterpapierschnitzel voll­
gestopft sind, durch Anlegen von etwas Unterdrück mit 
Pufferlösung vollgesaugt und die Elektroden eingehängt. 
Diese sind zumeist aus Kohle oder Platin.

Wird nun Gleichstrom eingeschaltet so entscheidet 
der Spannungsabfall pro Zentimeter Wegstrecke auf 
dem Papier über die von der aufgebrachten Substanz 
pro Zeiteinheit zurückgelegte Distanz. Dabei ist die 
Stromdichte nach oben begrenzt durch die ungünstigen 
Folgen einer im Papierstreifen entwickelten Wärme. 
Tab. 1 gibt eine Übersicht dieser Abhängigkeit bei den 
verschiedenen Ausführungen in feuchter Kammer, wenn 
Serumprotein analysiert wird.

Da Unregelmäßigkeiten auf Grund von Verdunstung 
durch die Temperatur eines beheizten Raumes gefördert 
werden, ist die Ausführung der Papierelektrophorese im 
kühlen Raume vorzuziehen. Nach Beendigung der Papier­
elektrophorese werden die Papierstreifen vorsichtig her­
ausgehoben und, im Wärmeschrank hängend, während 
10 Minuten bei 100° getrocknet. Die anschließende Fär­
bung wird unter d besprochen.

Schließlich sei noch jene Apparatur erwähnt, welche 
seit Jahresfrist kommerziell*  hergestellt wird und be­
reits in zahlreichen Kliniken und Instituten Eingang 
gefunden hat. Die methodischen Vorarbeiten leisteten 
Grassmann und Hannig35’ 36’ 37’ 38, während Knedel 
über die klinische Anwendbarkeit berichtete.

Wie Abb. 3 der Elektrophoresekammer zeigt, wird 
der feuchte Filterpapierstreifen F so über die flachen 
Teile der Brücke R gelegt, daß er durch Adhäsion in

seiner Lage gehalten wird. In den beiden äußeren Kam­
merteilen befinden sich die Platinelektroden E^ und Ez; 
sie tauchen in ein Labyrinthsystem, das eine Sicherung 
bietet gegen Elektrolytverschiebungen. Während des

Abb.3. Elektrophorcsckammcr nach Grassmann und Hannig35.
G Glasdcckcl; Ei und Ez Elektroden; E Filtrierpapierstreifen; R 

Kunststoffrahmen

Versuches wird ein Glasdcckcl G so aufgelegt, daß über 
dem Raum, wo der Filterpapierstreifen liegt, eine feuchte 
Kammer entsteht, während in den äußeren Kammcr- 
teilcn gebildete gasförmige Elektrolysenprodukte nach 
außen entweichen können. Die Verbindung der beiden 
Kammerpaare geschieht durch eingelassene Glasröhr­
chen, die mit Glaswolle gefüllt sind. Wird Whatman-1- 
Papier verwendet (zwei Streifen pro Arbeitsgang) und 
eine Klemmspannung von HO V angelegt, dann wird 
am Papierstreifen eine Potentialdifferenz von 80 V wirk­
sam. Die optimale Serummenge beträgt hier 0,005 bis 
0,010 cm3, insofern der Proteingehalt des Serums im 
Bereich von 6,5 bis 8,0 g % liegt.

b) Mit Kühlung

Da Cremer und Tiselius21 (1950) von Anbeginn hö­
here Spannungen anlcgten, mußten sie dafür sorgen, 
daß die beim Stromdurchgang erzeugte Wärme gut ab­
geleitet wird. Lokale Erhitzung konnte Abdunsten der
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Pufferlösung und gar Dénaturation der Proteine zur 
Folge haben. Die genannten Forscher versenken deshalb 
den feuchten, zwischen Glasplatten eingelegten Papier­
streifen in ein Chlorbenzolbad (s. Abb. 4) und erreichen 
auf diese Weise eine Kühlung.

Abb. 4. Schematische Darstellung der Apparatur zur 
Papierelektrophorese mit Kühlung (aus Wuhrmann- 
WüNDERLY2). h die beiden Heber, links und rechts 
davon die Kohleelektroden, in der Mitte das Chlor­

benzolbad

In der Folge wurde die Überführung des Stromes von 
der Elektrodenflüssigkeit auf die Filterpapierstreifen 
durch Schneider30 (1951) verbessert; er legt dazu die 
Papierstreifen von 40 X 4 cm Munkteil Nr. 20/150 nach 
Aufbringen von 0,025 cm3 Serum und Befeuchten mit 
0,05 mol Veronallösung (102 g Na-diäthylbarbituricum 
auf 101 destilliertes Wasser) einzeln zwischen Glasplatten 
von 25 X 4,5 cm. Dabei sollen die markierten Startpunkte, 
welche sich 10 cm vom kathodischcn Ende befinden, ge­
nau übereinanderzuliegen kommen. Die Glasplatten wer­
den durch Stahlklammern so gegeneinander gepreßt, daß 
die zwischen Platten und Papierstreifen befindliche Luft 
verschwindet und das Glasplattenpaket verschiebungs­
sicher fixiert ist (vgl. Michl39). Die Papierstreifen ragen 
beidseitig etwa 2-3 cm aus dem Paket heraus; diese 
Papierenden werden nach dem Einlegen in das Chlor­
benzolbad so aufgestülpt, daß sie Platz finden in den 
trichterartig erweiterten Enden der Heber L (s. Schema 
auf Abb. 4 sowie Abb. 5). Nachdem man die beiden 
Elektrodcngefäßc entsprechend mit Veronallösung auf­
gefüllt hat, saugt man aus dem Hebersystem durch den 
angebrachten Hahn die Luft langsam ab; nun steigen 
in den Heberarmen (von 15 mm 0 ) beidseitig die Flüs­
sigkeiten hoch und vereinigen sich am höchsten Punkte 
des Hebers. Um einen stabilen Kontakt zu erreichen, 
wird in das Elektrodengefäß soviel Veronallösung nach­
gefüllt, bis die Papicrenden in ihrer ganzen Breite von 
der Elektrodenflüssigkcit umspült sind. Schneider30 
findet bei drei eingelegten Papierstreifen den Gesamt­
widerstand zwischen den Elektroden 73000 ß; die an 
den Streifen wirksame Potentialdifferenz beträgt 190 V 
bei einer Stromstärke von 2,6 mA. Nach einer Versuchs­
dauer von 14 Stunden beträgt die Wanderungsstrecke 
des Serumalbumin 14 cm. Die Färbung der Streifen und 
ihre koiorimetrische Auswertung sind gleich wie bei der 
Methode in feuchter Kammer (s. unter d).

39 H. Michi,, Mh. Chern. 82. 489, 944 (1951), 83, 210 (1952).

In der Folge gelang es Schneider und Wunderly40 
(1952) die Versuchsdauer auf 3-4 Stunden herabzuset­
zen und gleichzeitig neun Serumproben aufzutrennen. 
Es war beabsichtigt, der Papierelektrophorese eine Form 
zu geben, damit sic als Schncllmethodc routinemäßig 
im klinisch-chemischen Laboratorium angewendet wer­
den kann. Dazu werden auf drei 29 X 9 cm große Munk- 
tell-Papierstreifen je drei Serumproben von 0,02 bis 
0,03 cm3 aufgebracht, die Streifen werden mit Veronal- 
acetatpuffer von der lonenstärkc p = 0,6 und pH 8,9 
befeuchtet und zwischen 10 X 15 cm große Glasplatten 
eingelegt. Vier Metallklammern halten das Paket dicht 
gepreßt zusammen (s. Abb. 5). In üblicher Weise wird 
der Flüssigkeitskontakt hergcstcllt und an den Kohle­
elektroden eine Gleichspannung von 300 V angelegt. 
Bei einer Stromstärke von 20 mA hat sich das Serum­
protein nach 3 % Stunden Versuchsdauer auf einer Weg­
strecke von 10 cm in seine Hauptfraktionen aufgetrennt.

Abb. 5. Apparatur für Papicrclcktrophorcse mit Kühlung nach 
Schneider und Wunderly40. Vorn Nctzanschlußgerät, dahinter 

das Chlorhenzolbad mit den beiden Elektrodengefäßen

Wie die Erfahrung zeigt, ist die Fertigstellung des 
Plattenpaketes, zu welcher einige Übung erforderlich 
ist, ziemlich zeitraubend; ebenso will die Auftrennung 
in die Globulinunterfraktionen öj und a2 nicht sauber 
gelingen. Diese Nachteile überwiegen den Vorzug der 
kurzen Elektrophoresedauer, so daß die Methode mit 
Kühlung ziemlich allgemein aufgegeben wurde. Selbst 
in Schweden berichten neuerdings Koiw, WalleniuS 
und Grönwall41 (1952) über eine Apparatur mit feuch­
ter Kammer, wo die Papierstreifen waagrecht zwischen 
Glasplatten eingeklemmt sind, ohne diese zu berühren.

c) Für präparative Zwecke
Von den Arbeiten, welche zum Ziele hatten, die klas­

sische Elektrophorese für präparative Protcintrennun-

40 G. Schneider und Cn. Wunderly, Schweiz, med. Wschr. 82, 
445 (1952).

41 E. Köiw, G. Wallenius und A. Grönwall, Scand. J. Clin. Lab. 
Inv. 4, 47 (1952).
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gen heranzuziehen, sind jene von Maciiebœuf42 (1941) 
und Svensson 43 (1942,1946) am bekanntesten geworden. 
Mit dem Aufkommen der Papiermethoden haben Grass­
mann und Hannig44 (1950) ein Verfahren beschrieben, wo 
das Proteinsol kontinuierlich in eine langsam fließende 
Pufferlösung einströmt; die Pufferlösung bewegt sich, 
der Schwerkraft gehorchend, längs einem senkrecht ge­
stellten, extra dicken Filterpapier von oben nach unten; 
das quadratisch geschnittene Filterpapier (Macherey, 
Nagel & Co. Nr. 819; Schleicher & Schüll Nr. 589 g oder

Abb. 6. «ElphorV»-Apparatur nach W. Grassmann und K. Hannig

602 h) ist längs beider Seiten zwischen Platinelektroden 
eingespannt. An die letzteren wird eine Gleichspannung 
von 110 V angelegt, wobei eine Stromstärke von 20-30 mA 
registriert wird. Papier und Elektroden sind in einem 
Glasgefäß aufgehängt, dessen Abmessungen 200 X 26 X 
7 cm betragen und welches gleichzeitig als feuchte Kam­
mer dient. Auf Abb. 6 ist die Apparatur abgebildet, wie 
sie auf Grund dieser Vorarbeiten geschaffen wurde und 
unter der Bezeichnung «ElphorV» zum Verkauf gelangt*.

* Dr. Bender & Dr. Hobein, Zürich 6.
42 M. Maciiebceuf, C. R. Soc. Biol. 135, 1241 (1941).
43 H. Svensson, Ark. Kem. Mineral. Geol. 75 B, 19,77/1,5,22/1,10.
44 \V. Grassmann und K. Hannig, Naturwiss. 37, 397 (1950).

Es ist gut sichtbar, wie am unteren Rande das aufge­
spannte Filterpapier in etwa zwei Dutzend Spitzen aus­
mündet. Diesen entlang tropft das Flüssigkeitsgemisch

von Puffer und gelöster Substanz, so wie es nach Durch­
fließen der Papierlänge von oben nach unten hingelangt; 
während dieser Fließbewegung werden die elektrisch ge­
ladenen Teilchen je nach ihrem Ladungssinn gegen Anode 
oder Kathode abgelenkt und trennen sich dementspre­
chend von elektrisch neutralen Teilchen, die einfach der 
Ströniungsrichtung der Pufferlösung folgen. Die einzel­
nen Bahnen der getrennten Komponenten lassen sich mit 
den Färbemethoden der Chromatographie leicht sicht­
bar machen.

Abb. 7. Links: Strömungsbild während der Auftrennung von Serum 
im «ElphorV»-Apparat (Aniidoschwarz-Färbung). Hechts: Trennung 

von Aminosäuren (Ninhydrin-Färbung)

Durch geeignete Variation des Puffer-pH, ferner der 
Konzentration von Puffer und Substanzgemisch läßt 
sich diejenige Trennung herbeiführen, wie sie für die 
betreffende Stoffmischung optimal ist. Da die Trennung 
kontinuierlich erfolgt, sollte die Ausbeute genügen, um 
die Komponenten auch chemisch analysieren zu können. 
Für eigentliche mikroanalytische Methoden, wie Papier­
chromatographie, Ultraviolettabsorption, serologische 
Methoden, genügt schon die Ausbeute, wie sic in unserer 
Apparatur (s. Abb. 2) erzielt werden kann, wenn man 
58 X 7 cm große Papierstreifen von extra dickem Munk- 
tell Nr. 20/350 verwendet und je 0,4 cm3 Serum auf­
bringt. Der fertig beschickte Apparat wird alsbald in 
eine Tiefkühltruhe gestellt, welche auf -|-2OC eingestellt 
ist; diese leitet sogleich die JouLEsche Wärme ab und 
bedingt eine feuchte Atmosphäre (die Picxiglasglocke 
ist hier überflüssig). Wenn an den Papierstreifen eine 
Potentialdifferenz von 285 V wirksam ist, bei einer 
Stromstärke von 13-15 mA, so ist die Auftrennung nach 
24 Stunden vollkommen. Eine einfache Vorrichtung ge­
stattet das Absaugen der Pufferlösung und ihre Erneue­
rung aus Abfüllbürettcn (vgl. die Abbildung in WüN- 
derly15). Nach vollendeter Papierelcktrophorese wird 
ein kleiner Längsstreifen von einem der Papiere abgc- 
schnittcn und gefärbt, dadurch gibt sich die genaue 
Position der Unterfraktion zu erkennen; nun werden 
entsprechend die noch feuchten, ungefärbten Papier­
banden quer geschnitten, das Protein mit NaCl physiol.

45 Cn. Wunderi.y, Ann. Biochim. Méd. XIV, 173-87 (1952).
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eluiert und gegen Wasser dialysiert. Wir erhalten auf 
diese Weise bei der Papierelektropliorese eines norma­
len Serums aus den zwei Streifen eines Arbeitsganges: 
27 mg Albumin, 1,0 mg cq-Globulin, 3,2 mg a2-Globulin, 
5 mg ^-Globulin und 7,4 mg y-Globulin. Für ein zwei­
dimensionales Papierchromatogramm genügt das Hydro­
lysat von 160 y Protein ; wir haben auf diesem Wege die 
Aminosäurebausteine von Serumalbumin dargestellt 
(Hugentobler, Wunderly und Schneider16, 1951). 
Hartmann und Müller17 (1952) verwenden zur prä­
parativen Papierelektropliorese 50 X 15 cm große Strei­
fen eines 2 mm dicken Spezialpapieres von Schleicher & 
Schüll Nr. 2071 ; es können darauf 2-3 cm3 Serum innert 
24 Stunden auf 12 cm aufgetrennt werden, bei 110 V 
und 1-5 mA; die Lage der isolierten Fraktionen wird 
an den Rändern mit Ninhydrin sichtbar gemacht. 
Kunkel und Slater10 richten sich ein Filterstreifen­
paket aus drei bis neun Streifen 35 X 10 cm vom extra 
dicken Whatman-Papier Nr. 3 MM; es gelangen 3-5 cm3 
Serum zur Auftrennung; die Filterpapiere bilden einen 
feuchten Block zwischen zwei Glasplatten mit Metall­
klammern; um Verdunstung zu vermeiden, werden die 
Seiten mit Silikonfett verstrichen. Die Ausbeute dürfte 
noch gesteigert werden durch die Entwicklung von 
Spezialpapiercn, wobei an die dicken Whatman-Papiere 
Nr. 3 und Nr. 100 erinnert sei, da hier die Fließgeschwin­
digkeit von oben nach unten wie von links nach rechts 
dieselbe ist (keine bevorzugte Richtung durch Walzen- 
™g)-

Die präparative kontinuierliche Papierelektrophorese 
steht noch ganz in ihren Anfängen, jedoch erscheinen 
die Möglichkeiten ausgezeichnet, da eine vollständige 
Trennung der Komponenten erreicht wird, während bei 
der klassischen Elektrophorese die Proteingradienten 
stets überlappen; ebenso ist die Variationsbreite der 
aufgetragenen Substanzmenge wesentlich größer.

d) Färbung und Auswertung

Die Färbung der kurz bei 100° getrockneten Papier­
streifen geschieht unabhängig von der vorausgegange­
nen Elektrophoresetechnik. Da bisher das Hauptanwen­
dungsgebiet der Papierelektrophorese in der Trennung 
von Proteingemischen bestand, wird hier auf deren Fär­
bung eingegangen, während diejenige der übrigen Stoff­
gruppen unter den betreffenden Ergebnissen erfolgt.

1. Azokarmin B. Die trockenen Papierstreifen werden 
nach der Vorschrift von Turba und Enenkel23 (1950) 
für 10 Minuten in eine Mischung von 50% (Volum­
prozent) Methanol, 10% Essigsäure von 85% und 40% 
einer gesättigten, wässerigen Lösung von Azokarinin B 
gelegt. Nachfolgend werden die Streifen erst für 5 Mi­
nuten mit Methanol, sodann für weitere 5 Minuten mit

10 % Essigsäure gewaschen. Es gelingt in dieser kurzen 
Zeit, das nichtproteinhaltige Papier reinweiß zu erhal­
ten; ebenso hat sich ergeben, daß Azokarmin B die 
einzelnen Proteiufraktionen gegenüber anderen Farb­
stoffen am gleichmäßigsten anfärbt, weshalb wir diese 
Färbung besonders empfehlen (vgl. Körver49).

48 F. Hugentobler, Ch. Wunderly und G. Schneider, Klin. 
Wschr.29, 705 (1951).

47 F. Hartmann und II. J.Müller, Naturwiss. 39, 282 (1952).
48 11. Kunkel und IL J.Slater, J. Clin. Invest. 31, 611 (1952).

2. Bromphenolblau. Nach DüRRUM22 werden die Pa­
pierstreifen für 5 Minuten in eine gesättigte Lösung von 
HgCl2 in Methanol gelegt, das 0,1 % Bromphenolblau 
enthält. Anschließend werden die Papiere für 10 Mi­
nuten im fließenden Wasser gewaschen nnd getrocknet. 
Cremer und Tiselius24 tauchen die Papiere zum Aus­
waschen des überschüssigen Farbstoffes erst in Methanol, 
das 1 % HgCla, dann in Äthanol, das 1% HgCl2 enthält; 
schließlich wird mit Methanol solange nachgewaschen, 
bis das Papier weiß erscheint; ein kurzes Durchziehen 
in Äther erleichtert das Trocknen. Kunkel und Tise­
lius31 waschen mit viermal erneuerter Lösung von 0,5 % 
Essigsäure während je 20 Minuten, wobei die Säure die 
Bromphenolblau/Protein-Bindung wesentlich erhöht; 
wird anschließend die Elution des Farbstoffes mit 0,01 
n-NaOH ausgeführt, so schlägt die gelbe Farbe in Blau 
um.

3. Arnidoschwarz (Bezeichnung in England: Naphta- 
lene-Black 12 B200). Nach Grassmann und Hannig35’38 
gelangen die Streifen für 10 Minuten in ein ständig leicht 
bewegtes Färbebad von gesättigter Lösung von Amido- 
schwarz 10B in Methanol/Eisessig wie 9: 1. Das Aus­
waschen erfolgt in Bädern aus Methanol/Eisessig wie 
9 : 1, die mehrfach innerhalb von etwa 4 Stunden zu 
wechseln sind. Nach unserer Erfahrung gelingt die Ent­
färbung von Arnidoschwarz nur teilweise, weil die Affi­
nität dieses Farbstoffes zur Cellulosefaser besonders 
groß ist.

Für die Auswertung der gefärbten und getrockneten 
Papierstreifen mit den Mitteln des Laboratoriums schnei­
det man den Streifen quer in 5 mm breite Streifchcn; da­
bei achtet man darauf, daß das erste und das letzte 
Papiers treifchen keine Proteinfärhung enthält, und ge­
winnt auf diese Weise zwei Leerwerte. Jedes Streifchen 
kommt in ein Reagenzglas und wird mit 3 cm3 einer 
5-%-Sodalösung in 50% Methanol für 2 Stunden über­
schichtet. Nach beendeter Elution wird im Beckman­
Spektrophotometer bei einer Wellenlänge von 5950 Â 
kolorimctricrt. Die Extinktionswerte werden in üblicher 
Form als Kurve aufgetragen; bei Färbung mit Brom­
phenolblau wird die Extinktion der globulinhalligen 
Streifchen - es sind dies im allgemeinen die katho- 
dischen zwei Drittel des gesamten angefärhten Bezirkes— 
mit dem Korrekturfaktor 1,6 multipliziert; auf diese 
Weise wird der stärkeren Anfärbung des Albumins Rech­
nung getragen. Dieselbe wurde von Kunkel und Tise­
lius31 für Bromphenolblau gemessen (s. Abb. 8 a), von 
Grassmann und Hannig für Arnidoschwarz und von 
Sommerfelt50 für beide Farbstoffe.

49 G. Körver, Klin. Wschr. 2ä, 693, (1950).
50 S. Sommerfelt, Scand. J. Clin. Lab. Inv. 5, 106 (1953).
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Abb.8.a) Farbintensität von Albumin* und von y-Globulin ° mit 
Broinphenolblau nach Kunkel und Tiselius31. - ^Farbintensität 
von Albumin I,ß-Globulin II und a-Globulin sowie y-Globulin III 
bei Variation der Konzentration der Proteinlösungen von 0,1 bis 
1,3g %, nach Grassmann und Hannig35. Färbung mit Amidoschwarz

Wenn hier gezeigt wurde, daß das ^-Globulin am 
schwächsten angefärbt wird, so dürfte dies mit der 
Lipoidkomponente Zusammenhängen, welche einen we­
sentlichen Teil des ^-Globulins ausmacht. Diese Ver­
schiedenheiten der Anfärbung treten noch stärker in 
Erscheinung, wenn krankheitshalber in ihrer Zusam­
mensetzung stark veränderte Sera ausgemessen werden. 
Köiw, Wallenius und Grönwall41 haben zwanzig 
solche Sera mit Broinphenolblau gefärbt und die jewei­
ligen Korrekturfaktoren bestimmt; sie finden für die 
Gesamtglobulinc eine Schwankung von 1,1 bis 2,9 (im 
normalen Serum verhält sich der Färbeindex von Albu­
min zu Globulin wie 1 : 1,6) für «j-Globulin 0,9 bis 5,5, 
für a2-Globulin 1,3 bis 4,5, für ^-Globulin 1,3 bis 8,1 und 
für y-Globulin 1,1 bis 2,0, somit zeigen die lipoidtragen­
den a- und ß-Globuline die größte Variationsbreite. Dies 
geht auch aus den Faktoren hervor, wie sie Esser et al.51 
ermittelt haben; sie finden, wenn der Färbeindex von 
Serumalbumin als 1 gesetzt wird, für «j den Faktor 2,36, 
für a2 2,09, für ß 2,20 und für y-Globulin 1,62. Durch 
diese unterschiedliche Anfärbbarkeit wird die Auswer­
tung mit einem Unsicherheitsfaktor belastet, und es ist 
zu wünschen, daß Farbstoffe oder Farbstoffgemische ge­
funden werden, welche eine gleichmäßigere Anfärbbar­
keit der Proteinfraktionen erzielen lassen.

51 II.Esser, H.Heinzler, F. Kazmeier und W.Scholtan, Ärztl. 
Forsch. 6, 1/156 (1952). .

Die aus den Extinktionswerten entstandene Kurve 
kann, nach der auf den photographischen Diagrammen 
der TlSELiuS-Elektrophorcse erprobten Methode, plani- 
metrisch ausgewertet werden. Dazu hat sich uns das 
Kompcnsationsplanimcter* mit Fahrlupe besonders gut 
bewährt. Will man auf eine Kurve verzichten, so kann 
man, gute Auftrennung der einzelnen Fraktionen vor­
ausgesetzt, ganze Fraktionen ausschneiden und ihr Eluat 
koiorimetrisch messen.

Sodann ist, auf den Arbeiten von Grassmann, Han­
nig und Knedel38’38 basierend, ein Auswertgerät** ge­
schaffen worden, welches die Färbung unmittelbar am 
Streifen mißt. Dazu werden die trockenen Papierstreifen 
erst für einige Stunden in eine Transparenzlösung (1 T 
Bromnaphtalin und 1 T Paraffinöl; Brechungsindex D = 
1,51) eingelegt. Das durchsichtig gewordene Papier wird 
blasenfrei zwischen zwei Glasplatten gelegt; diese wer­
den in einen Schlitten eingeschoben, der mit Millimeter­
vorschub über einen Spalt von 1 mm hinweg bewegt 
wird (Variation der Spaltbreite 1-2-3 und 5 mm)***.

Abb.9. Anordnung zum Photoinetricrcn nach Grassmann und Han­
nig35. G Glasplatten; Sp Spalt; Pli Photozcllc; L Fadenlampe

Diese Spaltblende (Sp) wird durch die Fadenlampe 
L ausgeleuchtet82-58. Nur das durch den Papierstreifen 
tretende Licht gelangt in die Photozelle Ph (vgl. Abb. 8). 
Die abgelegenen Extinktionen werden als Funktion der 
Wegstrecke auf Millimeterpapier aufgetragen; die Kurve 
wird in üblicher Weise mit dem Planimeter ausgewertet. 
Die Genauigkeit dieser Direktphotometrierung sollte so 
verbessert werden, daß auch mittelstarke Papiere ver­
wendet werden können. Dies muß gefordert werden, 
weil die direkte Ausmessung des transparenten Papier­
streifens besonders hohe Anforderungen an die elektro­
phoretische Trennung stellt; denn die Farbfronten müs­
sen über die ganze Spaltlängc möglichst gradlinig ver­
laufen, wenn eine zuverlässige Messung erfolgen soll; 
eine solche Frontbildung ist aber mit mittelstarkem 
Papier von dichter Textur besser gewährleistet. Auch

* Hersteller : Firma A.J. Amsler & Co., Schaffhausen.
**Hersteller: Firma Bender & Hobein, München 15; ferner Firma 

Evans Electroselanium, Ltd., Harlow, Essex, Englund.
***Hersteller: Firma Kclab A. B., Stockholm (Schweden).

52 Vgl. E. Köiw, Scand. J. Clin. Lab. Inv. 5, 99 (1953); sowie 
II. Weicker, Klin. Wschr. 31, 161 (1953).

53 L. Fosdick und R. Blackwell, Science 109, 314 (1949).
64 D. Clegg, Anal. Chern. 22, 48 (1950). .
65 F. Eisenreich und M. Eder, Klin. Wschr. 29, 60 (1951).
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in Amerika sind Meßgeräte entwickelt worden zur quan­
titativen, direkten Auswertung von Chromatogrammen; 
sie werden unter der Bezeichnung «Reflection Densito­
meter» in den Handel gebracht*.

Eine weitere Möglichkeit zur quantitativen Auswer­
tung bildet die Retentionsanalyse nach Wieland und 
Wirth58. Dazu wird das Protein nach der Papierelektro­
phorese mit Azokarmin B in Methanol und Eisessig ge­
färbt23. Durch den sauren Wollfarbstoff werden die sau­
ren Gruppen des Proteins nicht abgesättigt, so daß sie 
trotz der Färbung mit Kupfer reagieren können, das als 
Kupferacetat in einer essigsauren Tetrahydrofuranlösung 
enthalten ist. Zufolge dieser Reaktion steigt die kupfer­
haltige Lösung an proteinfreien Flächen rascher hoch 
als an solchen Stellen des Papieres, wo Protein enthalten 
ist. Der getrocknete Papierstreifen zeigt nach geeigneter 
Färbung die kupferhaltigen Stellen graugrün an, wo­
durch ein Negativ entsteht zum Frontverlauf des Pro­
teins (vgl. Cramer57).

e) Reproduzierbarkeit und Fehlerbreite

Es ist gegeben, die Genauigkeit der Bestimmungen 
mit Papierelektrophorese in Vergleich zu setzen mit den 
Erfahrungen, wie sie mit der optisch registrierenden 
TlSELlus-Apparatur gewonnen wurden. Bei dieser letz­
teren fand Wiedemann58 den rein methodischen Fehler 
bei der von ihm entwickelten Apparatur bei + 0,2 %, 
so daß er gegenüber anderen Unstimmigkeiten vernach­
lässigt werden kann. Der eigentliche systematische 
Fehler, wie er durch die komplizierten Versuehsbedin- 
gungen bedingt ist, liegt wesentlich höher. Auf Grund 
von zwölf Doppclbestimmungen fand Scholtan59 den 
mittleren Fehler einer Einzelmessung bei + 3 %. So­
dann ist die Messung durch den unterschiedlichen und 
veränderlichen spezifischen Brechwcrt der einzelnen 
Proteinfraktionen belastet. Armstrong et al. 80 sowie 
Perlmann und Longswortii81 haben solche Brech­
werte für die Fraktionen des normalen Serums bestimmt 
und finden Abweichungen, die innerhalb von 5 % blei­
ben. Ferner sind die planimetrisch bestimmten Flächen­
werte der rising und der descending bounderies im Mittel 
etwa 2 %'voneinander abweichend (Scholtan59), so 
daß eine Konzentrationsbestimmung mit dieser Un­
stimmigkeit behaftet ist. Die Reproduzierbarkeit der

•Hersteller: W.M. Welch Msg. Co., Chicago, 111.; Research Equip­
ment Corporation, Oakland, California; Photovolt Corporation, 
95, Madison Avenue, New York 16.

50 Tn. Wieland und E. Fischer, Naturwiss. 35, 29 (1948); Tu. 
Wieland, E. Fischer und L. Wirth, Z. angew. Chern. 62, 31, 473 
(1950), 63, 171 (1951).

57 F. Cramer, Papierchromatographie, 2. Auflage, Weinheim 1953, 
S. 48.

58 E. Wiedemann, Helv. Chim. Acta 30, 168, 639, 648, 892 (1947), 
31, 40, 2037 (1948).

58 W. Scholtan, Ärztl. Forsch. 6, 4, 145 (1952).
80 S. Armstrong, M. Budka und K. Morrison, J. Amer. Chern. 

Soc. 69, 416, (1947).
81 G. Perlmann und L. Longswortii, J. Amer. Chern. Soc. 70, 

272 (1948).

Ergebnisse mit Papierelektrophorese wurde nach der 
Methode von Grassmann und Hannig35 wie folgt nach­
geprüft (normales Blutserum).

Tab. 2

Autoren
Zahl der 
Bestim­
mungen

Mittlere Abweichung

Albu­
min «i «2 ß y

Grassmann und 
Hannig35 .... 78 1,2 0,6 0,7 0,7 1,2

Sommerfelt50 .. 13 1,6 0,4 0,6 0,5 1,5

Es folgt daraus, daß bei Fraktionen mit geringer 
Konzentration, wie etwa dem a-Globulin, die Abwei­
chung in Prozenten zum Gehalt doch bis 10 % erreicht.

Entsprechend ihrer einfachen Versuchstechnik bietet 
die Papierelektrophorese für routinemäßige Ausführun­
gen weniger Fehlermöglichkeiten, dagegen erfordert sie 
als Mikromethode ein genaues Einhalten der Vorschrif­
ten. Wie es bei dem verschiedenen Meßvorgang nicht 
anders zu erwarten ist, haben TisELius-Elektrophore.se 
und Papierelektrophoresc auch verschiedene Fehler­
quellen; es ist deshalb nur bedingt möglich, ihre Ergeb­
nisse miteinander zu vergleichen oder gar die Werte der 
einen oder anderen Methode als absolut anzusehen. 
Wenn dies gelegentlich übersehen wird, so dürfte cs 
damit Zusammenhängen, daß oft frühe Ergebnisse kri­
tiklos aufgenommen werden, bevor nur die theoretischen 
Grundlagen der Methode richtig abgeklärt sind. Esser 
und Mitarbeiter51 haben vierundzwanzig Sera mit beiden 
Elektrophoresemethoden parallel durehgemessen und 
finden die folgenden mittleren Abweichungen der Rela­
tivprozente: Albumin + 2,6; ax + 9,4; a2 + 8,0; 
ß + 10,0; y + 4,1. In einer Arbeit, welche die ver­
schiedensten Dysproteinämicn berücksichtigt, haben 
Ott, Huber und Körver82 die Ergebnisse paralleler 
Messungen (jedoch mit verschiedenen Puffersystemen 
bei der Makro- und der Mikroelektrophorese) nach Tl- 
selius1, Turba23, Antweiler8, Majoor83 und Howe64 
verglichen; Tab. 3 zeigt die mittlere Differenz in Pro­
zenten des Serumeiweisscs vom TlSELius-Wert für vier­
undzwanzig Seren mit krankheitshalber veränderter Zu­
sammensetzung.

Tab. 3

Methode
Mittlere Differenz vom TiSELius-Wcrt

Albumin «i «2 ß y

Antweiler -0,53 -3,0 -2,5 + 0,4 + 5,5

Turba . . + 7,0 -1,1 -2,2 -5,2 + 1,2

62 H. Ott, H. Hüber und G. Körver, Klin. Wschr. 30, 34 (1952).
63 C.L. Majoor, J. Biol. Clicin. 169, 583 (1947).
84 P. Howe, J. Biol. Chern. 49, 93, 109 (1921).

Elektrophore.se
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Somit bringen auch hier die lipoidtragenden a- und 
/^-Fraktionen die größte Differenz und werden mit der 
Papicnnethodc kleiner gefunden als im TlSELlUS-Ap- 
parat; dafür wird Albumin durchwegs merklich höher 
gemessen. Ähnliche Erfahrungen brachten die Nach­
prüfungen durch Kunkel und Tiselius31, Schneider30, 
Köiw et al.41 und Caspani65. Zweckmäßiger als der 
Vergleich von Ergebnissen mit optisch registrierender 
Methode und Papierelektrophorese erscheint die Bestim­
mung der Abweichung vom Normal-Standardwert der 
betreffenden Methode.

65 R. Caspani, Progr. Med. VIII (16), 494 (1952).
68 E. Köiw, G. Wallenius und A. Grönwall, Bull. Soc. Chim.

Biol. 33, 1940 (1951).

III. Ergebnisse mit Papierelektrophorese

a) Protein

Obwohl die meistgeübte Analyse von Proteingemischen 
klinisch-chemischen Zielen dient, soll hier nicht auf die 
krankheitsbedingten Verschiebungen (vgl. Köiw, Wal­
lenius und Grönwall68) in der Proteinzusammenset­
zung von Körperflüssigkeiten eingegangen werden, son­
dern das Grundsätzliche zur Darstellung gelangen. An 
der Stromlcitung beteiligen sich, gleich wie in der freien 
Elektrophorese, die freien basischen Gruppen des Pro­
teins, nämlich die e-Aminogruppe des Lysins, die Imid­
azolgruppe des Histidins sowie die Guanidogruppe des 
Arginins; ferner auch die freien sauren Gruppen, wie 
die Carboxylgruppen der Asparaginsäure und Glutamin­

säure. Dagegen schafft das Filterpapier als Trägermedium 
andere Verhältnisse ; so wird bei der Anordnung in feuch­
ter Kammer (s. Abb. 2) das an der Kante oben befind­
liche Protein etwas gegen die Kathode hinunter bewegt; 
von dieser elektroosmotisch bedingten Bewegung wer­
den die y-Globulinc erfaßt, was ihre Trennung vom ß- 
Globulin noch verbessert. Als Beispiel für eine gute Auf­
trennung der Serumprotcine bringt Abb. 10 einige Ergeb­
nisse von Flynn und de Mayo34.

Hier sind die Farbfronten größtenteils gradlinig in 
der Querrichtung und ermöglichen dadurch eine fehler­
freie Auswertung; nachdem die Wanderungsrichtung 
von rechts nach links verläuft, befindet sich außen links 
das Albumin; dasselbe zeigt im Streifend etwelche Krüm­
mung der Front als Folge des gestörten Stromflusses am 
Papierrand. Die verschieden starke Ausfärbung der Ban­
den zeigt dem Geübten in einprägsamer Darstellung, in 
welchen Fraktionen die Konzentrationsverschiebungen 
hauptsächlich eingetreten sind, wobei stets die visuelle 
Vergleichsmöglichkeit besteht mit Streifen von Normal­
scrum, das zur Kontrolle parallel mitgelaufen ist. Der 
geringe Bedarf an Serum gestattet die häufige Wieder­
holung der Papicrelektrophoresc und gibt dadurch einen 
klaren Gradmesser therapeutischer und prognostischer 
Abläufe (Kautsch et al. und Griffiths67) Tab. 4 ver­
einigt sechs Untersuchungsreihen mit TiSELius-Appara- 
tur, zwei mit Antweiler- und sieben mit Papierelek­
trophoresc an normalem menschlichem Serum.

Abb. 10. Aus Flynn und de Mayo31 (1951). a normales, menschliches
Blutserum; ty-Myclom; c nephrotisches Syndrom; <1 Lcbcr-Cirrhose;

Normales, mensch­
liches Serum

Albumin

Qp und a2-Globulinc

^-Globuline

y-Globulinc

e Lupus erythematosus

Abb. 11. Prüfung der Einheitlichkeit isolierter Serumproteinfraktionen 
mittels Papicrelektrophoresc (aus WüNDERLY68, 19 52)

87 E. Kautsch, A. Oswald und G. Hofmann, Münehn. mcd. 
Wschr. 94, 18 (1952) ; L. L. Griffiths, J. Lab. Clin. Mcd.41,188 (1953).

68 Ch. Wunderly, Nature 169, 932 (1952).
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Tab. 4

Untersucher

Plasma 
P

Serum 
S

Anzahl 
Fälle

Alter 
J ahrc

Elektro­
phorese­
methode

Albu­
min ai aa ß y

<P 
(Fibri­
nogen)

Seibert und Mitarbeiter69....................... S 43 18-55 53,3 8,0 10,4 13,8 14,2 -
P 13 3-8 57,7 6,3 10,6 10,3 9,7 5,2

S + P 30 9-16 Tiselius- 58,8 4,9 9,5 12,6 9,5 5,3
Rafsky, Brill, Stern und Corey70 p 15 19-25 Philpott- 60,3 4,6 7,2 12,1 11,0 5,1

(1952) s 80 18-55 Svensson 56,0 7,2 8,8 13,1 14,7 -
s 31 65-95 48,6 8,5 10,2 16,7 15,9 -

Hartmann und Schumacher71 (1950) . s 130 Antweiler 63,3 6,0 5,8 13,1 11,5 -
Everbeck 72 (1950).................................. s 20 » . 63,2 9,0 13,7 14,1 —

Grassmann und Hannig35 (1952) . . . s 25 Papier 61,3 4,1 8,1 11,0 15,5 -
Plückthun und Götting73 (1951) . . s 15 » 59,0 4,2 8,0 10,6 18,2 -
Köiw, Wallenius Grönwall06 (19 5 2) . ' s 10 » 72,9 1,4 3,5 8,6 13,6 -
Gras71 (1952) ...................................... s 26 » 66,6 10,1 8,7 14,6 -
Caspani und Bernasconi75’76 (1952) . . s 11 » 62,7 3,9 7,5 10,7 14,9 -
Sommerfelt50 (1952).............................. s 13 » 55,4 4,4 «,l 10,0 22,2 -
Goa77 (1952).......................................... s 17 » 59,2 3,8 6,0 11,1 19,6 -
Brante78 (1952)...................................... s 39 » 64,9 7,6 H,1 16,4 —

69 F. Seibert, M. Seibert, A. Atno und II. Campbell, J. Clin. 
Invest. 26, 90 (1947).

70 H. Rafsky, A. Brill, K. Stern und II. Corey, Am. J. Clin. 
Scie. 224, 522 (195 2).

71 F. Hartmann und G. Schumacher, Z. Naturforschg. 56, 361
72 II. Everbeck, Klin. Wschr. 28, 692 (1950). [(1950).
73 H. Plückthun und II. Götting, Klin. Wschr. 29, 415 (1951).
71 J. Chas, Rcv. Espan. Fisiol. 8, 59 (1952)
75 R. Caspani und A. Bernasconi,Minerva Med. 43 [1], 1289 (1952).
78 R. Caspani, Progr. Med. VIII, 494 (1952).
77 J. Goa, Scand. J. Clin. Lab. Inv. 4, 310 (1952).
78 G. Brante, Scand. J. Clin. Lab. Inv. 4, 293 (1952).
80 G. Schneider und G. Wallenius, Scand. J. Clin. Lab. Inv. 3,

145 (1951).
81 R. Caspani, Minerva Med. 43, 749, 1346 (1952).
82 G. Wallenius, Acta Soc. Med. Upsala 57, 314 (1952).
83 Th. Bücher, D. Matzelt und D. Pette, Naturwiss. 39, 114
84 H. Mies, Klin. Wschr. 31, 159 (1953). [(1952).

Die Ergebnisse obiger Altersstufung zeigt deutlich, wie 
erst die Reihenuntersuchung imstande ist, die Zufällig­
keit der physiologischen Schwankungsbreite zu über­
winden und einen brauchbaren Mittelwert zu liefern. 
Ebenso geht deutlich hervor, wie die Papierelektro­
phorese etwas größere Albumingehaltc und entspre­
chend kleinere Globulingehalte vermittelt. Wie eine 
Reinheitsprüfung isolierter Fraktionen mittels Papier­
elektrophoresc aussieht, zeigt Abb. 11. Hier ist oben das 
aufgetrennte Normalserum sichtbar, dessen einzelne 
Fraktionen durch präparative Papierelcktrophorese ge­
wonnen wurden (vgl. Hc).

Zahlreich sind schon die Arbeiten, welche aus der 
Papierelcktrophorese Nutzen gezogen haben, um die 
proteinarmen Körperflüssigkeiten und Punktate zu 
charakterisieren; so der Liquor cerebrospinalis durch 
Everbeck72 (1950), Schneider und Wallenius80 
(1951), Caspani81 (1952), Wallenius82 (195 2); Bücher 
et al.83; Mies84 (1953); das Kammerwasser des mensch-

liehen Auges durch Witmer85 (1951) sowie WlJNDERLY 
und Cacianut86 (1952); Cantharidenblaseninhalt, Pleu­
rapunktat und Ascites durch Jasinski et al.87 (1953); 
Wuhrmann88 und WÜNSCHE89; Ödemflüssigkeit durch 
Wunderly, Hässig und Lottenbacii90; Uroprotein 
durch Suenderhauf und Wunderly91. Eine Übersicht 
dieser letzteren Arbeiten, wobei die Ergebnisse in Be­
ziehung gebracht wurden zum Permeabilitätsproblem, 
boten letzthin Wunderly und Wuhrmann92 (19 5 3). 
Eine besondere Bedeutung hat sodann die Papierclektro- 
phorese für tierexperimentelle Untersuchungen erlangt. 
Während früher (TlSELlUS-Apparat) stets mehrere Tiere 
(Ratte, Maus, Merrschweinchen) geopfert werden muß­
ten, um eine einzelne Auftrennung der Serumproteine 
zu erlangen, genügt es für die Ausführung der Papier­
elektrophorese, Ratten und Mäusen aus der Schwanz­
vene, Kaninchen aus der Ohrvene 0,5 em3 Blut zu ent­
nehmen. Auf diese Weise konnten Scheiffarth und 
Berg93 (1952) bei der normalen Versuchsratte die fünf 
Einzelfraktionen Albumin / at / ciï ! ß / y-Globulin und 
beim Kaninchen dazu noch ein ^-Globulin regelmäßig 
erfassen. Diese Anwendung auf die tiercxperimcntclle 
Technik hat insbesondere Schneider94 ausgebaut und

85 R. Witmer, Expcricntia VI1, 347 (1951).
88 Ch. Wunderly und B. Cagianut, Ann. Oculist. 185,414 (1952).
87 B. Jasinski, G. Stiefel, II. Märki und F. Wuhrmann, Klin. 

Wschr. 31, 252 (1953).
88 F. Wuhrmann, Schweiz, mcd. Wschr. 82, 937 (1952).
89 II. Wünsche, Klin. Wschr. 3], 170 (1953).
90 Ch. Wunderly, A. Hässig und F. Lottenbacii, Klin. Wschr. 

31, 49 (1953).
91 H. Suenderhauf und Ch. Wunderly, Gynaecologia 135, 101 

(1953).
92 Ch. Wunderly und F.Wuhrmann, Plasma 1, 27 (1953).
93 F. Scheiffarth und G. Berg, Z. exp. Med. 119, 550 (1952).
94 G. Schneider, Virchows Arch. 317, 26 (1949).
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zusammen mit Lottenbach und Wuhrmann96 angcwcn- 
dct zur Beobachtung des Ablaufes experimentell gesetz­
ter Störungen des Eiweißstoffwechsels; dabei konnte 
den einzelnen Versuchsratten innerhalb von fünf Mo­
naten bis zu achtmal die Zusammensetzung ihres Serum- 
protcins kontrolliert werden.

Elfi ; ; 

HISTIDINE ORI GIN GLUTAMIC ACID

Abb. 12. Schematische Wiedergabe einiger lonogramme von Amino­
säure-Trennungen (aus II. J.McDonald98, 19 5 2)

Um den Einfluß des Papieres als Trägermedium ken­
nenzulernen, wurden sechs verschiedene Papierquali­
täten von Eaton & Dikcman (Amerika) untersucht; ob-

85 G. Schneider, K. Lottenbach und F. Wuhrmann, Z. cxp. 
Med. 118, 377 (1952).

98 R. Goodall und A. Levi, Nature 158, 675 (1946).
97 H.J. McDonald, M. Urbin und M. Williamson, J. Coll. Sei. 6, 

236 (1951).
98 H.J.McDonald, J. Chern. Educat. 29, 428 (1952).
99 H.J.McDonald, M. Urbin und M. Williamson, Amer. Chern.

Soc. 73, 1893 (1951).

b) Aminosäuren

Bereits Haugaard und Kroner19 haben 1948 Ge­
mische von zehn Aminosäuren aufgetrennt, indem sic 
neben der üblichen chromatographischen Anwendung 
von Phenol einen Gleichstrom von 100-105 V anlegten; 
das Whatman-Papier Nr. 1 war mit mol/15-Phosphat- 
Puffer vom pH 6,2 (vgl. Goodall und Levi 96) befeuchtet 
und wurde vor Gebrauch getrocknet; als Elektroden 
waren seitlich Ni-Streifen in das Papier cingeflochten. 
Die beiden negativ geladenen Aminosäuren - Asparagin- 
und Glutaminsäure - wanderten zur Anode; die basi­
schen Aminosäuren - Lysin und Arginin - zur Kathode, 
während die neutralen Aminosäuren einen Ry-Werl er­
hielten, wie ihn die Phenolfront erzeugt.

Diese Stromwirkung, welche hier erstmalig zur Ver­
besserung des chromatographischen Effektes verwendet 
wurde, hat später durch McDonald und Mitarbeiter97-99 
eine eingehende Bearbeitung erfahren. Die dafür ent­
wickelte Apparatur wird lonograph genannt; es wurde 
die Abhängigkeit der Wanderungsgeschwindigkeit von 
der angelegten Potentialdifferenz, vom pH der Puffer­
lösung und ihrer lonenstärke, von Temperatur und 
Elektroosmose sowie von Adsorption und Papierquali­
tät bestimmt. Auf Abb. 12 sind einige lonogramme sche­
matisch wiedergegeben.

pH=M .

ORIGIN LEUCIHE PHENYLALANINE

E ; ■ ira

ORIGIH GLYCINE HIST1DINE
F H = 4 A

wohl sie verschieden waren in der Dicke, in der Filtra­
tionsgeschwindigkeit, Glätte der Oberfläche und Zerreiß­
festigkeit in feuchtem Zustand, wurde dieselbe Wande­
rungsgeschwindigkeit gefunden, zumindest in der An­
ordnung des frei hängenden Papierstreifens.

c) Lipoide

Nachdem im Blutserum Anteile der a- und ^-Globu­
line lipoidtragend sind, mußte es eine willkommene Er­
weiterung der Charakterisierung von Serumbestand- 
tcilen bieten, wenn es gelang, mittels Papierelektro­
phorese neben dem Protein auch die Lipoide anzufärben. 
Hierfür hat Swahn100 (1952) eine Methode angegeben, 
wonach erst auf Whatman-l-Papier die Papierelektro­
phoresc von Serum in der Apparatur von Köiw et al.41 
vorgenommen wird; die getrockneten Streifen werden 
alsbald in einer halbgesättigten Lösung von Sudan­
schwarz in 50% Äthanol für 30-45 Minuten gebadet; 
darauf wird der überschüssige FcUfarbstofF mit 50% 
Äthanol in 3-4mal gewechselten Bädern herausgelöst.

Abb. 13. Vergleich der Ergebnisse von Papicrelcktrophorcsc mit 
Proteinfärbung (Bromphenolblau), mit P bezeichnet, und Lipoid­

färbung (Cibablau/Sudanschwarz), mit L bezeichnet. Nr. 1 Serum: 
y-Myclom, Nr. 4 Serum: Coma hepaticum, Nr. 6 Serum: Lipoid­

Nephrose (aus WüNDERLY, Gloor und Hässic101, 1953)

109 B. Swahn, Scand. J. Clin. Lab. Inv. 4, 98 (1952).
191 Ch. Wunderly, E. Gloor und A. Hässig, J. Exp. Path. 34, 

81 (1953).
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Für die Auswertung werden die trockenen Papiere in 
10 nun breite Querstreifen geschnitten und der Farb­
stoff in Äthanol, welcher 25 % Eisessig enthält, während 
einer halben bis einer Stunde eluiert. Die Extinktion 
der Eluate wird auf Wellenlänge 590 m^i gemessen und 
dient bei der graphischen Darstellung als Ordinate. Die 
direkte Kolorimetrierung im durchsichtig gemachten 
Streifen wird ebenso gut befunden. Die Kurven werden 
im selben Maßstab gezeichnet wie die zugehörige Protein­
zusammensetzung und lassen erkennen, welche Frak­
tionen die eigentlichen Lipoidträgerproteine darstcllen. 
Besonders eindrücklich werden die Verschiebungen in 
den Gehalten von Protein und Lipoid, wenn krankheits­
halber veränderte Sera zur Messung gelangen (Malmros 
und Swahn102). Im aufgetrennten Normalserum lassen 
sich vier Fraktionen von Lipoiden unterscheiden; eine 
mittelgroße wandert mit dem apGlobulin, eine kleine 
mit rza-Globulin, eine große mit. ß-GJobulin und ein wei­
terer Anteil verbleibt an der Stelle, wo man das Serum 
aufgetragen hat; der letztere wird aus Chylomikronen 
gebildet und besteht größtenteils aus Neulralfetl; seine 
geringe Kolloiddispersion sowie die mangelnden polaren 
Gruppen erklären die fehlende Beweglichkeit. Auf Abb. 13 
ist das gefärbte Neutralfett auf den Streifen Nr. 4 Coma 
hepaticum und Nr. 6 Lipoid-Nephrose gut sichtbar; es 
bedeckt in beiden Fällen genau die Auftragsstelle.

Für die Kennzeichnung der Lipoide auf Filterpapier 
haben wir folgende Kombinationsfärbung entwickelt: 
je 20 mg Sudanschwarz und Cibablau (Wunderly und 
Pezold103 1952) werden in 40° warmem Äthanol gelöst 
und alsbald unter Rühren 40 cm3 2-%-Sodalösung all­
mählich zufließen gelassen; es wird warm filtriert und das 
Filtrat sogleich zum Färben von sechs bis acht Streifen 
verwendet. Nach 6 Minuten wird abgegossen und durch 
kaltes, 50-%-Äthanol ersetzt; nach 20 Minuten wird 
dasselbe durch neues ersetzt und nach 30 Minuten noch­
mals gewechselt. Zeitweises Schaukeln hilft der Ent­
färbung von überflüssigem Fettfarbstoff; nach 1 Stunde 
sind die nicht lipoidhaltigen Teile des Papierstreifens rein­
weiß. Der Streifen wird in üblicher Weise quergesehnit- 
ten und die Streifchen mit 3 cm3 96-%-Äthanol, das 10% 
Eisessig enthält, eluiert. Diese Lösungen werden im 
BECKMAN-Apparat auf Wellenlänge 595 mp kolorime- 
triert. Es bleibt zu prüfen, ob einzelne Lipoidanteile 
sich stärker anfärben als andere.

Um Ausgangsmengen an Lipoid zu erhalten, welche 
die quantitative chemische Analyse gestatten, führten 
Kunkel und Slater48 die Papierclcktrophorese in 
einem Paket von drei bis neun Papieren Whatman 
3MM aus; es gelang mit dieser Anordnung, innerhalb 
von 24 Stunden im Kühlraum 2-5 cm3 Serum aufzu­
trennen; aus den einzelnen, herausgeschnittenen Papier­
segmenten wurden die Lipoide mit Äthanol/Äther-Mi- 
sehung (3:1) herausgelöst und darin Cholesterin, Phos­
pholipoide und Gesamtlipoide bestimmt.

102 II. Malmros und B. Swahn, Nordisk Med. 48, 1028 (1952).
103 Cn. Wunderly und F. Pezold, Naturwiss. 39, 493 (1952).

d) Kohlehydrate

Seit den Arbeiten von Partridge105 (1948) und Jer­
myn109 (1949) hat sich die Papierchromatographic für 
die Mikrobestimmung von Kohlehydraten, wenn solche 
im Gemisch nur in Mengen von 20-40 y einzeln vor­
handen sind, vielfach eingeführt. In gleicher Weise las­
sen sich auch die Disaccharide trennen, während die 
Polysaccharide, Hemicellulosen, Cellulose und Stärke 
erst durch Hydrolyse in n/10 HCl aufgespalten werden 
müssen. Consden und Stanier107 (1952) zeigten die 
elektrophoretische Trennung von Zucker-Borsäure- 
Estern auf Filterpapierstreifen. Micheel und Kamp108 
lassen die Zucker als Borsäurekomplcxe auf dem Papier 
von oben nach unten fließen, während sie gleichzeitig 
einem horizontalen elektrischen Felde ausgesetzt sind; 
das Zuckergemisch (Hydrolysat) wird in n/30 Borsäure 
gelöst und mit Natronlauge auf pH = 9,2 gebracht; es 
gelingt so, 50-60 mg Zuckergemisch pro Tag in drei­
undzwanzig Fraktionen aufzu trennen, die sich durch ver­
schiedene Wanderungsgcschwindigkeil auszeichnen. Zur 
Analyse der einzelnen Fraktionen werden diese erst mit 
dem Kationenaustauscher Wofatit 4 vom Nah befreit, 
im Vakkum eingedampft und durch öfteres Aufnehmen 
in absolutem Methanol und Abdampfen des Methyl­
restes die Borsäure entfernt. Darauf werden die einzel­
nen Zucker, welche in den Fraktionen enthalten sind, 
in üblicher Weise auf dem Papierchromatogramm iden­
tifiziert; dazu dient Butanol/Pyridin/Wasset wie 3:1:1 
als Lösungsmittel sowie Anilinphtalat als Entwickler. 
Der letztere besteht aus 930 mg Anilin und 1,6 g Phtal- 
säure, die zu 100 cm3 wassergesättigtem n-Butanol ge­
löst sind; er ist spezifisch für reduzierende Zucker. 
Jaenicke 109 verwendet für die Papierelektrophorese von 
Zuckern und Zuckerderivaten einen Boratpuffer (mol/5- 
Borsäure J- mol/5-KOH wie 1:1) vom pH 9,2, er be­
sprüht mit mol/5-AgNO3-Lösung und legt die Streifen 
für kurze Zeit in siedendes Wasser; anschließend Fixa­
tion der dunkelbraunen Flecken mit Na-Thiosulfat.

Für Ketosen dient Naphtorcsorcin/Trichloressigsäurc 
(Forsyth)110 als Entwickler32. Während obige Kom­
bination von Papierelektrophorese und Papierchromato­
graphic sich für die Analyse von Hydrolysaten eignet, 
haben Pasternak und Kent111 die Papierelektropho­
rese saurer Polysaccharide/Chondroitin-Sulfate, Hepa­
rin, synthetische sulfonierte Polysaccharide und eben­
solche Polyuronide in Veronal-Natrium-Puffer von 0,06 
mol und pH 8,5 durchgeführt; ähnlich wie Rienits112 
färben sie nach erfolgter Auftrennung mit einer Lösung

■ 105 S.M.Partridge, Biochem. J. 42, 238, 251 (1948); Nature 164, 
443 (1949).

108 M. Jermyn und F. Isherwood, Biochem. J. 44, 402 (1949).
107 R. Consden und W. Stanier, Nature 169, 783 (1952).
108 F. Micheel und van de Kamp F., Z. angew. Chem. 64. 607 

(1952).
109 L. Jaenicke, Naturwiss. 39, 86 (1952).
110 W. Forsyth, Nature 161, 239 (1948).
111 C. Pasternak und P. Kent, Research 5 [10], 363 (1952).
112 K.G. Rienits, Biochem. J. 35, 79 (1953).
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von 0,08% Toluidinblan in 3 : 2-Wasser/Äthanol-Mi­
schung. Um die gemessenen Beweglichkeiten an einen 
bekannten Standard anzugleichen, bestimmen sic die 
Beweglichkeit des Serumalbumins zu - 6,43 X IO-5 cm2/ 
sec/v; die Beweglichkeit von /LLactoglohulin wird mit 
Papicrelcktrophorcse zu - 5,1 X 10-5 cm2/scc/v gefun­
den gegenüber - 5,4 X 10-5 cm2/sec/v bei freier Elektro­
phorese.

Im Blutserum bestehen die Immunglobuline aus 
Glykoprotein und ebenso bestehen mehrere der Gerin­
nungsfaktoren aus Lipoprotein und Glucoprotein ; zu­
sammen mit dem Mucoprotein sind die Glucoproteinc 
in allen Fraktionen des Serumproteins vorhanden. Nun 
sind weder die chemische Bindung an das Protein noch 
die Funktion dieser Kohlehydrate bekannt; die neue 
Methode von Köiw und Grönwall113 gestattet indes­
sen, die quantitativen Verschiebungen innerhalb der 
Protcinfraktionen durch Papicrelcktrophorcse zu kenn­
zeichnen. Dazu werden die Streifen von Whatman 1 nach 
üblicher Papicrelcktrophorcse des Serums in Pcrjod- 
säurc, H5IO6, gebadet, in 70-%-Alkohol ausgewaschen, 
in einer Lösung von KJ/Na-Thiosulfat reduziert und 
schließlich mit Fuchsin in salzsaurer Kaliumbisulfit­
lösung gefärbt. Die Kohlehydrate erscheinen als violett­
rote Bänder, während die Cellulose des Filtcrpapieres 
nur schwach angefärbt wird. Die Färbung eignet sich, 
um in einem photoelektrischcn Kolorimeter direkt ab­
gelesen zu werden.

113 E. Köiw und A. Grönwall, Scand. J. Lab. Clin. Inv. 4, 244 
(1952).

114 II. H. Strain, J. Amer. Chern. Soc. 61, 1292 (1939).
115 II.II.Strain und J. Sullivan, Anal. Chcm. 23, 816 (1951).
116 T. Sato, W. Kisieleski, W. Norris und II. Strain, J. Anal. 

Chern. 25, 438 (1953).
117 II. Kakihana, J. Chcm. Soc. Japan. 71, 234 (1950).
118 M. Lederer, Nature 167, 864 (1951).
119 H. McDonald, M. Urbin und M. Williamson, Science 112, 

227 (1950).
120 K. Kraus und G. Smith, J. Amer. Chcm. Soc. 72, 4329 (1950).
121 M. Lederer und F. Ward, Aust. J. Science 13, 114 (1951).

e) Anorganische Ionen

Bereits 1939 hat Strain114 eine Kombination von 
chromatographischer Arbeitstechnik und Elektropho­
rese für anorganische Analysen angegeben. Die so er­
zielten Trenneffektc wurden später durch Strain und 
Sullivan115, Sato et al.116 sowie Kakihana117 Elcktro- 
chroinatographie benannt, während Lederer118 den 
Ausdruck Papierionophorese prägte. Die Erfahrung von 
McDonald et al.119, Kraus und Smith120 sourie Lede­
rer121 mit Elektrowanderung anorganischer Substanzen 
auf Papier ergaben brauchbare Trennungen, wenn kom­
plexe Ionen gebildet wurden. Nach den letztgenannten 
Forschern können auch organische Ionen nach dieser 
Methode getrennt werden; wird ein Potential von 10 V/ 
cm angelegt, so erfordert die Auftrennung eines Sub­
stanzgemisches nur den Bruchteil der Zeit, welche für 
Papierchromatographie gebraucht wird. Durch ent-

sprechende Variation von pH und angelegter Spannung 
können die Bedingungen geschaffen werden für opti­
malen analytischen Trcnneffckt; wegen der Adsorption 
am Papier (etwa bei polyvalenten Anionen) ist ferner 
dessen Textur noch wichtig; die Adsorption kann auch 
verändert werden durch Behandeln des Papicrcs mit 
Aluminiumoxyd oder Chromoxyd (Flood122). Gegen­
über den genannten Faktoren ist die lonenstärke des 
Puffers (zumeist nur 0,003 bis 0,013), Temperatur und 
elektroosmotische Effekte bei anorganischen Ionen von 
kleinerer Bedeutung als bei Koiloidelektrolytcn. Le­
derer und Ward123 geben für einige Anionen die Rf- 
Wcrtc (Rate offloiv) an, wenn als Lösungsmittel n-KCl 
dient und während 50 Minuten 3,65 V/cm angelegt 
werden.

Tab. 5

Anion K/-Wert

CrO42.............. 0,9
Fe(CN)0 3 . . . 1,0
Fc(CN)6-' . . . i,o
I..................... 0,8

CNS................... 0,82

Aus den Äy-Werten geht hervor, daß die meisten 
Ionen mit der Flüssigkeitsfront wandern. Wird das 
Potential konstant bei 135 V gehalten, dagegen die 
Stärke der Salzsäure variiert, so ergeben sich für Cu-, 
Cd-, Bi- und Hg-Ionen bei 3,9 V/cm nach 50 Minuten 
die folgenden Wanderungsstrecken in Millimeter.

Tab. 6

HCl

0,1 n 0,5 n l,0n

mm mm mm

Cu............. + 27 + 44 + 16
Cd.............. + 14 + 4 -17
Bi.............. - 4 -30 -40
Hg............. -12 -50 -50

Die beste Trennung wird mit 0,5 n-HCl erreicht, wo 
Cu als Kation, das einwertige Bi und das zweiwertige 
Hg als Anion wandern, während Cd nahezu isoelektrisch 
erscheint.

Strain und Sullivan115 beschreiben die Elcktro- 
wanderung und Trennung von Metallionen als konti­
nuierlichen Vorgang; dazu lösen sie Kupfer- und Silber­
nitrate von 0,005 mol in 0,1 mol NH4OH oder in 0,1 mol 
Milchsäure; Nickclnitrat und Kaliumchromat von 0,01 
mol in 4 mol NH4OH usw. Durch Anwendung von

122 II. Flood, Z. anal. Chcm. 120, 327 (1940); Sympos. Faraday 
Soc. (1949).

123 M. Lederer und F. Ward, Anal. Chim. Acta 6, 355 (1952).
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Äthylendiamin-tetraacctat als Komplexbildncr gelingt 
ihnen die kontinuierliche Trennung monovalenter Kat­
ionen von divalenten und polyvalenten Kationen. Da 
die Trennung vollständig ist, dürfte die Technik Wich­
tigkeit erlangen zur Reinigung von Spuren von Fremd­
ionen (vgl. Strain124) sowie zur Rcinheitsprüfung. Eine 
Apparatur zur kontinuierlichen Trennung (Elektrochro- 
matographic) von radioaktiven Ionen, wie Ca45CI2 und 
H3P32O4, haben Sato, Noris und Strain 125 beschrieben. 
Für die automatische Bestimmung der Radioaktivität 
in Teilabschnitten von Filterpapierchromatogrammen 
oder Papierelektrophoresediagrammen hat Rockland 128 
eine Meßvorrichtung geschaffen; es gelingt damit, 85 + 
6% der auf das Papier gebrachten Radioaktivität nach 
vollzogener Chromatographie zu messen.

124 H.H. Strain, Frontiers in Colloid Chemistry, VIII, 29-60 
(1950).

125 T. Sato, W. Norris und H. Strain, J. Anal. Chcm. 24, 116 
(1952).

126 L.B.Rockland, J. Anal. Chcm. 24, litt (1952).
127 K. Schild und W. Maurer, Naturwiss. 38, 303 (1951).
128 M. Deimel und W. Maurer, Naturwiss. 39, 489 (1952).
129 W. Maurer, Kiin. Wschr. 30, 323 (1952).
130 A. Niklas und W. Maurer, Naturwiss. 39, 260 (1952).
131 W. Maurer und L. Reichenbach, Naturwiss. 39, 261 (1952).
132 A. Gordon, J. Gross, D. O’Connor und R. Pitt-Rivers, Na­

ture 1952, 19.
133 W. Deiss, E. Albright und F. Larson, J. Clin. Inv. 31, 1000

(1952).

j) Weitere Substanzen

Schild und Maurer127 (1951) haben menschliche 
Erythrocyten zusammen mit P32-haltigen Phosphat- 
ionen bebrütet und nach verschiedenen Zeiten mittels 
Papierclektrophorese eine gute Trennung der stärker 
P32-haltigen Stoffwechselprodukte der roten Blutzöllen 
erreicht. Für die Messung der AktivitätsVerteilung auf 
dem Papierstreifen befand sich zwischen Geiger-Mül­
LER-Zählrohr und Papier ein einstellbarer Spalt von 
2-5 mm Breite. Deimel und Maurer128 haben P32 
Ratten subkutan gespritzt und einen Tag später in den 
Extrakten der Organe die P32-markierten Nukleinsäuren 
mittels Papierclektrophorese lokalisiert. Durch den Ein­
bau von P32 und von S15 in Eiweiß und der Papicr- 
elektrophorese unter Scrumzusatz zum Puffer erreichte 
Maurer129 eine Aussage zur Transportfunktion ein­
zelner Proteinfraktionen für Phosphatide. Ferner gelang 
es Niklas und Maurer130, die Neubildung einzelner 
Scrumeiwcißfraktionen zeitlich zu verfolgen, durch orale 
Gabe von S36-1-Methionin an Ratten. Nach subkutaner 
Injektion von NaJ131 an Ratten und Kaninchen, loka­
lisierten Maurer und Reichenbach131 das organisch 
gebundene Jod an dem ct-Globulin sowie zwischen dem 
erwähnten Globulin und Albumin. Ähnliche Bindungen 
ergaben die Messungen mittels Papierelektrophorese an 
menschlichen Seren durch Gordon et al.132 sowie Deiss 
et al.133 Die J131-Menge wurde so bemessen, daß die 
Schilddrüse etwa 100 y aufnahm (vgl. Muntwyler et

al.134; Frierson et al.136). Horst und Rösler138 be­
stimmen Stellung • und Transport des proteingebun­
denen J131 und finden bei Patienten mit Schilddrüsen­
karzinom die Bindung zwischen Albumin und a-Glo- 
bulin wechselnd.

Henning und Kinzelmeier137 untersuchten mit 
Papierclektrophorese den menschlichen Magensaft (Leer­
sekret); Hanson und Wenzel138 lokalisierten die Serum­
peptidasen innerhalb der Serumeiweißfraktionen und fin­
den im a2-GIobulin eine Aminopolypeptidase und Dipep­
tidasewirksamkeit. Mit derselben Methode finden Togni 
und Meier die Serumcholinesterase des Pferdes im Be­
reich des ^-Globulins138".

McDonald und Marbach 139 trennen auf Eaton- Dike- 
man-Papicr-613 ACTH-Präparate in drei Fraktionen auf, 
wovon die eine kathodisch wandert und sich mit Brom­
phenolblau stark anfärbt, während eine anodisch wan­
dernde Fraktion sich nur schwach anfärbl. Neumann 
und Habermann140 haben Schlangengifte und Bienen­
gift mittels Papierclektrophorese charakterisiert; cs ge­
lingt, die ungefärbten Fraktionen unter der Quarzlampe 
zu lokalisieren. Die Serumzusammensetzung mancher 
Säugetiere (Pferd, Affe, Kaninchen, Meerschweinchen, 
weiße Ratte) untersuchten Gauzin et al.141

Um das Farbstoffbindungsvermögen von Serum zu 
untersuchen, haben Kallee und Roth 142 in der Benn- 
HOLDschen Klinik die Papierclektrophorese herange­
zogen; dazu wird der Papierstreifen erst mit Puffer­
lösung befeuchtet, in welcher der zu untersuchende Farb­
stoff gelöst ist; die während der Papierclektrophorese 
langsam vorrückendc Proteinfront bewirkt dann eine 
«fortlaufende Desorption». Unabhängig davon haben 
Wunderly und Pezold143 (195 2) lipoidlösliche, fluores­
zierende cancerogene Kohlenwasserstoffe im Serum an­
gereichert; dieselben haben 1953 die Bedingungen dieser 
elektrophoretischen Elution an Fettfarbstoffen (Ciba- 
blau, Sudanrot I, Sudanschwarz B) näher untersucht.

In der Fermentchemie wurde die Papierclektrophorese 
dazu benutzt, um den proteolytisch aktiven Bereich zu 
lokalisieren (Wallenfels 144, Wallenfels und v. Pech­
mann145). Mit einer neuen Testmethode hat Heinrich 148 
Pepsin untersucht und dabei Edestin als Spallsubstrat.

134 E. Muntwyler, G. Griffin, G. Samuelson und L. Griffith, 
J. Biol. Chcm. 185, 525 (1950).

135 W. Frierson und J. Jones, J. Anal. Chcm. 23, 1447 (1951).
138 W. Horst und H. Rösler, Klin. Wschr. 31, 13 (1953).
137 N. Henning und II. Kinzlmeier, Dtsch. mcd. Wschr. 77, 998 

(1952); Münchn. Med. Wschr. 95, 423 (1953).
138 H. Hanson und M. Wenzel, Klin. Wschr. 31,.24 (1953).
13811 G. Togni und 0. Meier, Expericntia IXf3, 106 (1953).
139 M. McDonald und E. Marbach, J. Amer. Chcm. Soc. 74 1619 

(1952).
140 W. Neumann und E. Habermann, Naturwiss. 39, 286 (1952).
141 M. Gauzin, M. Maciiebceuf und P. Rebeyrotte, Bull. Soc. 

Chim. Biol. 34, 26 (1952).
142 E. Kallee und E. Roth, Z. Naturforsch. 8b, 34 (1953).
143 Ch. Wunderly und F. Pezold, Z. ges. cxp. Mcd. 120, 613 

(1953); Ch. Wunderly, Science 117, 248 (1953).
144 K. Wallenfels, Biochem. Z. 321, 189 (1950).
145 K. Wallenfels und E. v. Pechmann, Z. angew. Chern. 63, 44
148 W. Heinrich, Biochem. Z. 323, 469 (1953). [(1951 ).
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benutzt. King und Doery untersuchten neue Anti­
biotika auf ihre Einheitlichkeit im Verhältnis zu Chloro- 
mycetin148".

g) Physiko-ehemisehe Daten

Die Papierclektrophorese ist bisher insbesondere zur 
Lösung biologisch-chemischer und biologisch-klinischer 
Probleme herangezogen worden, während mit der Be­
arbeitung der exakten Grundlagen der Methode noch 
kaum begonnen wurde (vgl. hl i«7a). Allgemein gültige 
Aussagen sind schwierig zu präzisieren, denn schon 
die spezifischen Eigenschaften des Papieres wechseln 
von Sorte zu Sorte; dadurch ist die Adsorption durch 
das Trägermedium ungenügend definiert; ähnliches gilt 
für die Sorptionsverhältnissc, wenn makromolekulare 
Kolloidelcktrolyte zur Wanderung gelangen; so haben 
Kunkel und Tiselius fcstgcstellt, daß Albumin im 
isolierten Zustand eine etwas größere Beweglichkeit zeigt 
als im Serum. Als Index für die Größe der auftretenden 
Elektroosmose haben die genannten Forscher das Poly­
saccharid Dextran verwendet; sic finden ein konstantes 
Verhältnis von elektroosmotischer Strömung und dem 
pro Zeiteinheit zurückgelegten Weg des Proteins bei 
gegebener Papierqualität; aus den so gewonnenen Daten 
leiten sic eine Formel ab, welche die Abhängigkeit wieder­
gibt von der Beweglichkeit von Flüssigkeiten in hoch­
porösen Medien. Als absolute Werte für die Beweglich­
keit x 105 von Serumproteinfraktionen auf Munktell- 
Papier 150/20 erhalten sie für Albumin 6,48; ar 5,15; 
<z2 3,97 ; ß 3,02 und y 1,27. Unter Berücksichtigung der 
genannten Faktoren stimmen die mit Papierelektro­
phoresc gemessenen Beweglichkeiten mit jenen der freien 
Elektrophorese recht gut überein; Abb. 14a zeigt die 
Verhältnisse für menschliches Serumalbumin.

SCHWARZ148 findet mit Papierclektrophorese den iso­
elektrischen Punkt von Serumalbumin (Pferd) bei pH 
4,76 und in freier Elektrophorese bei pH 4,64. Mit glei­
cher Technik finden McDonald, Urbin und William­
son" den isoelektrischen Punkt von Histidin bei pH 7,6 
und von Glutaminsäure bei pH 3,1. Abb. 146 zeigt die 
Anwendung dieser Technik auf das larvale Blutprotcin 
von Drosophila Hydei durch Wunderly und Gloor149 
(1953); nachdem für eine einzelne Papierclektrophorese 
das Blutprotein von approximativ 400 verpuppungs­
reifen Larven herauspräpariert werden mußte, war die 
Messung einer Mikromethode Vorbehalten.

Holt und Mitarbeiter150 haben den Einfluß der er­
höhten Spannung auf die Serumproteinauftrennung bei 
der Papierclektrophorese verfolgt; um mit 350 V und 
1,4 mA arbeiten zu können, verwenden sie einen Puffer,

,46U K.King und H. Doery, Nature 171, 878 (1953).
147 R. Weber, Hclv. Chim. Aeta 36, 424 (1953).
147,1 II. Röttger, Expcrientia 1X\4, 150 (1953).
146 V. Schwarz, Nature 167, 404 (1951).
149 Ch. Wunderly und H. Gloor, Protoplasma, 1953 (im Druck).
150 C. v. Holt, K. Voigt und K. Gaede, Biochcm. Z. 323, 345 

(1952).

welcher in 2 1 Wasser, 8,82 g Na-diäthylbarbitursäure, 
4,68 g Na-Acetat + 2H2O und 80,8 cm3 0,1 n-Essig- 
säure enthält; das pH ist 8,5, die lonenstärke p = 0,045 
und die Leitfähigkeit x = 0,00226 Ohm1 • cm-1. Nach 
2 Stunden werden bereits scharfe Trennungen erhalten, 
jedoch ist die Anwendung von Kühlschlangen in der 
feuchten Kammer notwendig. Schließlich haben Mache- 
iueuf, Rebeyrotte, Dubert und Brunerie151 die hin­
reichend verschiedenen Wanderungsgeschwindigkeiten

pH 7,2

pH 6,7

pH 6,2

pH 8,8

b
Abb. 14. a) Bestimmung des isoelektrischen Punktes von mensch­
lichem Scrumalbumin auf Filterpapier • und in freier Lösung x, ge­
ben die Beweglichkeiten von Dextran0 (aus Kunkel und Tiselius31). 
b) Wanderung der larvalen Blutproteine von Drosophila Hydei im 
pH-Bcrcich von 8,8 bis 6,2 (aus Wunderly und Gloor149, 1953).

151 M. Machebœuf, P. Rebeyrotte, J. Dubert und M. Brunerie, 
Bull. Soc. Chim. Biol. 35, 334, 346 (1953).
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von Toxin und Antitoxin (Diphtherie) dazu benutzt, 
um deren gegenseitige Reaktion auf dem Papier zu 
erreichen. Dabei wird durch Evaporation die Strö­
mung der Pufferflüssigkeit im Papier geregelt (Elektro- 
rheophorese).

Wenige Jahre haben genügt, um der Papierclektro- 
phorese ein außerordentlich breites Anwendungsgebiet 
zu sichern. Wenn bisher der biologisch-medizinische

Problemkreis im Vordergrund stand, so dürfte dies da­
mit Zusammenhängen, daß die klinische Medizin bereits 
von der freien Elektrophorese viel Gebrauch machte. 
Indessen dürfte die kleine Übersicht gezeigt haben, wie 
auch die Chemiker die Papierelektrophorese nutzbrin­
gend anwenden können, sei es zur Identifizierung von 
Substanzen während der organischen Synthese, sei es 
für eine Reinheitskontrolle im anorganischen Gebiet.




