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Chromatographie von Polyelektrolyten

VI. Proteinchromatographie auf lonenaustauscher-Cellulosederivaten*

* Die Arbeiten des Autors, die in dieser Übersicht zitiert sind, 
wurden in Uppsala angefangen, als er sich dort als Gast des Biochemi­
schen Institutes befand, und zum größeren Teil in Zürich durchge­
führt. Der Autor ist Professor F. Leuthardt und Professor A. Ti­
selius sowie einigen Kollegen, besonders Dozent H. G. Boman und 
Dozent J. Porath, für das Verständnis und wertvolle Diskussionen 
zu Dank verpflichtet. Diese Übersicht ist auf einem Kolloquium 
basiert, welches im Medizinisch-chemischen Institut der Universität 
Bern (Direktor: Professor Aeri) abgehalten wurde.
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Noch vor wenigen Jahren hielt man es für fast un­
möglich, Proteine zu chromatographieren. Diese Auf­
fassung war nicht unbegründet, da diese Polyelektrolyte 
an den Oberflächen der meisten Adsorbentien leicht 
denaturiert werden und gegenüber den meisten orga­
nischen Lösungsmitteln, extremen pH-Werten und nur 
leicht erhöhten Temperaturen empfindlich sind. Die 
Adsorption ist oft irreversibel.

Nachdem jedoch einige Versuche zur chromato­
graphischen Reinigung von einfachen Proteinen gelun­
gen waren - entweder durch Verteilung»-1’2 oder durch 
lonenaustausch-Chromatographie3“7, - hat die Protein­
chromatographie rasch die Stufe einer allgemein ver­
wendbaren Technik erreicht, und zwar hauptsächlich 
durch die Arbeiten von Tiselius et al.8'9, Sober und 
Peterson18-22, Boman et cd.10-17 sowie Porath23’21.

Es ist kaum mehr möglich, alle Arbeiten zu zitieren, 
in denen Beispiele chromatographischer Reinigung von 
Proteinen und Enzymen angegeben sind. Ich werde im 
folgenden versuchen, eine kritische Übersicht der 
Proteinchromatographie auf Cellulosederivaten zu ge­
ben**.  Ich möchte mich dabei hauptsächlich auf me­
thodologische Fragen begrenzen, da bei dieser an sich 
so wertvollen Technik sehr häufig Artefakte auftreten, 
die sowohl das Trennvermögen der Adsorbentien ver­
mindern als auch falsche Interpretationen verursachen 
können.

Ionenaustauscher - Cellulosederivate

Bekanntlich sind diese nicht die einzigen Adsorben­
tien, die für die Proteinchromatographie gebraucht wer­
den können. Ich möchte dazu den ausgezeichneten 
Hydroxylapatit Tiselius’8'9 und die synthetischen Aus-

** Verwendete Abkürzungen:
CM-C: Carboxymethyl-cellulose
P-C : Phosphoryl-cellulose
SM-C: Sulfomethyl-cellulose
SE-C : Sulfoäthyl-cellulose
DEAE-C : Diäthylamino-äthyl-cellulose
TEAE-C : Triäthylamino-äthyl-cellulose
AE-C : Aminoäthyl-cellulose
GE-C: Guanidinoäthyl-cellulose
ECTEOLA-C: Cellulosederivat, aus Alkalicellulose mit Epichlor­

hydrin und Triäthanolamin hergestellt19
pAB-C : para-Aminobenzyl-cellulose
DNS: Desoxynucleinsäure
RNS : Ribonucleinsäure
RNase: Ribonucléase
TRIS : Tris (hydroxymethyl)-amino-methan.
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tauschharze erwähnen. Die Cellulosederivate werden ge­
wöhnlich den Harzen vorgezogen, da sie ihnen gegen­
über zwei große Vorteile aufweisen : Sie denaturieren die 
Proteine viel weniger und haben eine viel größere Ka­
pazität für die Bindung von Polyelektrolyten. Die erste 
Eigenschaft ist sehr wahrscheinlich auf ihren rein hydro­
philen Charakter zurückzuführen. Die Harze hingegen 
besitzen ein hydrophobes Gerüst, und es scheint, daß 
an diesen Oberflächen die Proteine leichter denaturiert 
werden können*.

Die Tatsache, daß die Cellulosederivate eine höhere 
Kapazität für Polyelektrolyte aufweisen, wogegen ihre 
Kapazität für niedrigmolekulare Ionen viel kleiner ist 
(etwa ein Zehntel) als diejenige der Harze, ist auf die 
Lage der aktiven Gruppen zurückzuführen. Die Grup­
pen der Cellulosederivate sind hauptsächlich an der 
Oberfläche der Faser fixiert, während diejenigen der 
Harze mehrheitlich in der Tiefe einer porösen Struktur 
liegen und deshalb für große Ionen nur schwer oder 
überhaupt nicht erreichbar sind. Unterschiede in der 
Diffusionsgeschwindigkeit durch das Netzwerk von Har­
zen wurden verwendet, um Polymere von niedrig­
molekularen Stoffen zu trennen (siehe z.B.26).

Leider sind die Cellulosederivate weniger stabil als die 
Harze; trotzdem können sie (vor allem die Äther) nach 
Behandlung mit den zur Proteinchromatographie ge­
brauchten Methoden leicht regeneriert werden. Die 
Resultate sind daher auch bei häufiger Wiederverwen­
dung reproduzierbar.

Die auf diesem Gebiet verwendeten Cellulosederivate 
sind - ausgenommen die Oxycellulose — entweder Ester 
oder Äther. Viele von ihnen wurden ursprünglich im 
Hinblick auf eine Verwendung in der Textilchemie her­
gestellt. Die Kationenaustauscher sind in der Tabelle 1 
angegeben.

Die CM-C, die SM-C und die SE-C sind Äther; sie werden 
durch Reaktion der Alkalicellulose mit Monochloressigsäure 
bzw. Monochloromethansulfonat oder /J-Bromäthansulfonat 
hergestellt. Die P-C ist ein Ester und wird durch Reaktion der

Tabelle 1 : Kationenaustauseher-Cellulosederivate für Poly­
elektrolytchromatographie

Aktive 
Gruppe pK'* Refe­

renzen

Oxycellulose.............................. -coo- 27
Carboxymethylcellulose (CM-C ) -coo- 3,5 bis 3,7 19
Phosphorylcellulose (P-C). . . -PO3 6,0** 19
Sulfomethylcellulose (SM-C). . -SO3- « 2 23
Sulfoäthylcellulose (SE-C) . . -SO3- » 2 23

* In 0,5 M NaCl ** Zweite Dissoziationskonstante

* Aus demselben Grund werden Cellulosederivate, Stärke, Agargel 
usw. als Träger für die Proteinelektrophorese hydrophoben Materia­
lien (wie Glaspulver usw.) vorgezogen25.

25 A. Tiselius, in Methods in Enzymology, herausgegeben von 
S. P. Colowick und N. 0. Kaplan, Band IV, S. 3, New York 1957.

26 H. Deuel, J. Solms, L. Anyas-Weisz und G. Hüber, Helv. 
Chim.Acta 34 (1951)1849.

27 E. C. Yackel und W. O. Kanyon, J. Amer. Chern. Soc. 64 (1942) 
121.

Alkalicellulose mit POC13 hergestellt. Die Oxycellulose ist ein 
Produkt der Oxydation der Cellulose in Stellung 6 mit Stick­
stoffdioxyd.

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, sind SM-C und SE-C 
stark sauer, die anderen schwach sauer. Einer der Aus­
tauscher (die P-C) ist zweiwertig.

Da die Proteine verschiedene Gruppen tragen, die in an­
nähernd neutralem Milieu positiv geladen sind (Amino-, 
Guanidino-, Imidazol-, Imino-Gruppen), und nur zwei 
Gruppen, die in neutralem Milieu negativ geladen sind 
(-COOH und eventuell Phosphoryl-Gruppen*), sollte 
man mit den Kationenaustauschern ein größeres Trenn­
vermögen erreichen als mit den Anionenaustauschern24. 
Die Kationenaustauscher haben sich in der Tat haupt­
sächlich für die Trennung von basischen Peptiden und 
Proteinen sehr gut bewährt28. Die neutralen oder sauren 
Proteine weisen natürlich eine viel kleinere Affinität für 
diese Austauscher auf und können nur bei sehr niedriger 
Pufferkonzentration adsorbiert werden, was natürlich 
zu einer Unsicherheit der pH-Werte führt. Trotzdem 
sind gute Trennungen auch mit nichtbasischen Pro­
teinen erzielt worden (siehe Tabelle 3)23.

Kationenaustauscher können recht verschiedene 
Eigenschaften aufweisen. Mit den stark sauren Aus­
tauschern (SM-C und SE-C) kann man bei niedrigeren 
pH-Werten chromatographieren als mit den anderen. Die 
große Verschiedenheit in der Acidität der -COOH- und 
-SO3H-Gruppen sollte auch Unterschiede der Haft­
festigkeit verursachen: In der Tat hat man beobachtet, 
daß die SM-C, nicht aber die CM-C, neutrale Amino­
säuren in der freie Form fixieren kann24.

Es ist Von historischem Interesse, daß die Oxy­
cellulose das erste lonenaustausch-Cellulosederivat ge­
wesen ist, das in der Biochemie als Adsorbens für Pro­
teine gebraucht wurde. Astwood et al.29 konnten 1951 
das ACTH, durch «batchwise»-Adsorption auf Oxy- 
cellulose 40fach reinigen.

Die bisher am meisten verwendeten Cellulosederivate 
sind Anionenaustauscher. Sie sind in der Tabelle 2 an­
gegeben.

Sehr wahrscheinlich sind alle diese Anionenaustauscher 
Äther. Die DEAE-C wird durch Reaktion des 2-Chlorotri- 
äthylamin mit Alkalicellulose hergestellt. Durch eine ähnliche 
Reaktion wird die ECTEOLA-C synthetisiert; das Reagens ist 
hier Epichlorhydrin und Triäthanolamin. Die AE-C wird durch 
Einwirkung des Taurins29 a oder des ^-Br-äthylamins45 auf 
Alkalicellulose hergestellt. Die TEAE-C wird durch Äthy­
lierung der DEAE-C mit Äthylbromid synthetisiert. Die GE-C 
entsteht durch Guanidierung der primären Aminogruppen der 
AE-C mit o-Methyl-isoharnstoff. Für die pAB-C, wird zuerst 
die p-Nitro-benzyl-cellulose (durch Behandlung der Alkali­
cellulose mit p-Nitro-benzyl-chlorid) hergestellt, worauf die 
Nitrogruppe mit Hydrosulfit reduziert wird.

* Die SH- und die phenolischen OH-Gruppen dissozieren erst bei 
so hohen pH, bei denen die Proteine oft der Denaturierungsgefahr 
unterliegen.

28 J. Porath, Ark. Kemi 11 (1957) 259.
29 E. B. Astwood, M. S. Raben, R. W. Payne und A. B. Grady, 

J. Amer. Chern. Soc. 73 (1951) 2969.
29 a W. A. Reeves und J. D. Guthrie, Textile Res. J. 23 (1953) 

522.
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Tabelle 2 : Anionenaustausclier-cellulosederivate

Diäthylamino-äthyl-cellulose (DEAE-C)..................................
Triäthylamino-äthyl-cellulose (TEAE-C)..................................
Aminoäthyl-cellulose (AE-C).......................................................
Guanidinoäthyl-cellulose (GE-C)...............................................
ECTEOLA-ceUulose (ECTEOLA-C)..........................................
p-Amino-benzyl-cellulose (pAB-C)..........................................

Aktive Gruppe pK'* Referenzen

-N+H(CH2CH3)2 9,5 19
-N+(CH2CH3)3 9,5 23
-nh3+ 9,30 30
-NH C(NH2)=NH,+ >12 30,45
Substituiertes Amin 7,5** 19
-NH3+ <4 31,32

* In 0,5 oder 1 M NaCl
** Durchschnittlicher pK'-Wert der verschiedenen basischen Gruppen

Die ECTEOLA-C weist kein Trennvermögen für Pro­
teine auf19; sie ist sehr heterogen (siehe die Titrations­
kurve in 19. Sie hat jedoch Anwendung bei der Nuclein- 
säurechromatographie 33-35 gefunden. Auch die pAB-C 
wird wegen ihres zu niedrigen pH-Wertes nicht in der 
Proteinchromatographie gebraucht ; sie ist aber ein sehr 
günstiges Material für die Herstellung anderer Cellulose­
derivate (siehe unten).

Alle anderen Anionenaustauscher weisen ein gutes 
Trennvermögen für Proteine auf und haben in der 
Proteinchromatographie Anwendung gefunden. Die 
DEAE-C ist heute der am meisten angewandte An- 
ionenaustauscher (siehe z. B. Abb. 1). Die TEAE-C ist 
jedoch homogener 23. Die GE-C ist der stärkste Anionen­
austauscher, der mit Cellulose als Gerüst hergestellt

LITERS

Abb. 1. Chromatographie von menschlichem Serum auf DEAE-C in 
TRIS-Phosphat-Puffer. Elution durch kontinuierliche Zunahme der 
Konzentration des Elutionsmittels und Abnahme des pH. Gestrichelte 
Linie: pH im Effluens, ausgezogene Linie: E380 im Effluens; L: Lipo­
protein; S: Siderophilin; H: E4o5; C: Coeruloplasmin (aus H. A. So­

bek und E. A. Peterson, Fed. Proc. 17 [1958] 1116)

wurde, und erlaubt deshalb Chromatographien bei sehr 
alkalischen pH-Werten. Ihr größter Nachteil besteht in 
ihrer geringen Stabilität sowohl in stark saurem als 
auch in stark alkalischem Milieu. Die AE-C hat ein 
gutes Trenn vermögen (siehe Abb. 2). Es ist mindestens 
so gut, wenn nicht besser, als das der anderen Auionen- 
austauscher. Sie ist so stabil wie die DEAE-C und be­
friedigend homogen. 75 bis 80% der aktiven Gruppen 
sind primäre Aminogruppen. Es ist sehr einfach, die 
AE-C mit einer gewünschten Kapazität herzustellen.

Bei der Herstellung von Cellulosederivaten für chromato­
graphische Zwecke besteht oft die Gefahr, bei chemisch «gu­
ten» Reaktionen (d.h. bei Reaktionen, die eine große Aus­
beute geben) zu hohe Substitutionsquoten zu erreichen. Man 
erhält ein im Wasser gelartiges Produkt, das für die Chro­
matographie nicht geeignet ist. Deshalb versucht man ge­
wöhnlich die Reaktion früher zu unterbrechen (was oft mangel­
hafte Reproduzierbarkeit der Substituierungsquoten zur Folge 
hat) oder man wendet eine die Reaktion limitierende Menge 
an Reagens an, was aber auch gewisse Nachteile hat.

Die gute Reproduzierbarkeit der Substitutions­
quoten scheint wichtig zu sein. Es ist nämlich bekannt, 
daß manchmal Chromatographien, die mit verschie­
denen Chargen eines bestimmten Ionenaustauschers

io 15 To T 30 3s Nr der Fraktionen

Abb. 2. Chromatographie von Hühnereiweiß auf AE-C in Na-Acetat- 
Puffer, pH 4,22, mit stufenweiser Elution. Gestrichelte Linie : Fla­
vingehalt; ausgezogene Linie: E280. Das Riboflavoprotein, das durch 
diese einzige Chromatographie erhalten wurde (Fraktionen 26 und 
27), erwies sich in der Ultrazentrifuge als einheitlich (aus G. Se- 

menza, HeZr. Chim. Acta 43 [1960] 1057)

30 G. Semenza, Helv. Chim. Acta 43 (1960) 1057.
31 D. H. Campbell, E. Lüscher und L. S. Lerman, Proc. Nat. 

Acad. Sei. U.S. 37 (1951) 575.
32 Prospekt des Serva-Entwicklungslabors, Heidelberg 1959.
33 A. Bendich, J. R. Fbesco, H. S. Rosenkranz und S. M. Beseh, 

J. Amer. Chern. Soc. 77 (1953) 3671.
34 A. Bendich, H. B. Pahl, G. C. Korngold, H. S. Rosenkranz 

und J. R. Fresco, J. Amer. Chern. Soc. 80 (1958) 3949.
35 D. F. Bradley und A. Rich, J. Amer. Chern. Soc. 78 (1956) 

5898.
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durchgeführt wurden, nicht die gleichen Resultate er­
gaben. Oft ist dieses Phänomen auf die verschiedenen 
Kapazitäten der einzelnen Produkte zurückzuführen.

Die theoretisch größere Kapazität der hochsubsti­
tuierten Produkte für die Proteine ist oft nur ein schein­
barer Gewinn. Da die größere Substituierungsquote 
auch eine größere Wasseraufnahme verursacht, ist die 
Kapazität des Cellulosederivates in nassem Zustand, je 
Volumeneinheit gerechnet, nicht wesentlich vergrößert, 
während andererseits die physikalischen Eigenschaften 
bedeutend schlechter geworden sind: Die Durchlauf­
geschwindigkeit ist oft zu klein und zu stark vom pH- 
und der lonenstärke abhängig geworden.

Die physikalischen Eigenschaften hängen aber auch 
vom Ausgangsmaterial ab. Wenn Holzcellulose als 
Ausgangsmaterial verwendet wird, fängt das Produkt 
an, bei einer Substitutionsquote von etwa 0,9 bis 
1 mÄq/g (bei den Anionenaustauschern) oder von. 
etwa 0,5 mAq/g (bei den starken Kationenaustauschern) 
gelartig zu werden. Wenn der Ionenaustauscher (in die­
sem Fall AE-C) aus vernetzter Cellulose hergestellt 
wird, kann man eine Substitutionsquote von fast 
2 mÄq/g erreichen, ohne daß das Produkt wesentlich 
verschlechterte physikalische Eigenschaften aufweist30*.  
Man kann auch Linters als Ausgangsmaterial anwenden ; 
in diesem Fall ist der Ionenaustauscher eher fibrös, was 
bei der Anwendung großer Säulen für präparative Zwecke 
einen wesentlichen Vorteil bedeutet36.

* Weitere Prozeduren für die Vernetzung der Cellulose sind 
später beschrieben worden: J. D. Guthrie und A. L. Bullock, 
Ind. Eng. Chem., im Druck.

36 J. Pobath, persönliche Mitteilung.
37 L. S. Lerman, Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 39 (1953) 232.
38 G. L. Bbown und A. V. Martin, Nature 176 (1955) 971.
39 G. L. Brown und A. V. Bbown, Society of Experimental Biology, 

XII Symposium, London 1957, S. 6.

Bei der Herstellung gewisser Cellulosederivate hat 
man beobachtet, daß die Substitutionsquote je nach der 
Größe der Partikel des Produktes verschieden ist. Wenn 
man den erhaltenen Ionenaustauscher (z.B. DEAE-C) 
durch Sieben in Teilchen verschiedener Größe aufteilt, 
so findet man, daß die kleineren Partikel eine größere 
Substitutionsquote aufweisen als die größeren.

Man hat aus der Cellulose weitere Typen von Ad- 
sorbentien hergestellt, die durch spezifische Mechanis­
men eine auswählende Adsorption erlauben. Campbell, 
Lüscher und Lerman31 haben Proteinantigene mit der 
pAB-C durch Diazotierung gekoppelt; es ist möglich, 
an diesem Adsorbens für die Antigene spezifische Anti­
körper selektiv zu adsorbieren. Dieselbe Reaktion wurde 
gebraucht37,um Phenole an der Cellulose zu fixieren, die 
dann eine spezifische Affinität für Tyrosinase aufweist. 
Histone wurden durch Diazotierung ebenfalls mit pAB-C 
gekoppelt. Auf diesem Adsorbens kann man erfolgreich 
Desoxynucleinsäure adsorbieren und fraktionieren38-39. 
Ebenfalls durch Diazotierung haben wir Avidin an die 
pAB-C gekoppelt. Die so erhaltene Avidin-Azobenzyl- 
Cellulose hat die Fähigkeit, selektiv Biotin enthaltende

Proteine zu fixieren40. Es mag hier auch erwähnt wer­
den, daß Straub41 durch spezifische Adsorption an Stärke 
in der Kälte die Pancreasamylase isoliert hat. Das 
Enzym wird dadurch wiedergewonnen, daß man das 
Adsorptionsmittel mit der daran haftenden Amylase 
auf 37 °C bringt. Nach der Inkubation werden die Ab­
bauprodukte der Stärke durch Dialyse entfernt, und das 
Ferment bleibt zurück.

Von anderen Cellulosederivaten, die in der Protein­
chromatographie noch nicht genügend geprüft worden 
sind, möchte ich erwähnen: eine Citrat-Cellulose42, eine 
Phosphonomethyl-Cellulose42“ ein Cellulose-Succinat- 
halbester43, eine Amino- und eine Guanidino-Cellulose44, 
eine organisch gebundenes Hg enthaltende Cellulose45 
und eine Pyridinium-Cellulose46.

Allgemeine Regeln

Charakteristisch für die lonenaustausch-Chromato- 
graphie der Polyelektrolyte ist, daß der Ry-Wert (bzw. 
das spezifische Retentionsvolunien) außerordentlich 
empfindlich gegen Änderungen des pH- und Elutions­
mittels ist. Natürlich sind auch die chromatographischen 
Eigenschaften der niedrig-molekularen Stoffe gegen 
diese beiden Variabein empfindlich. Im Fall der Poly­
elektrolyte ist aber diese Empfindlichkeit viel größer.

Vom praktischen Standpunkt aus ist also das chro­
matographische Verhalten eines Polyelektrolyts eher 
durch denpH-Wert und die Konzentration des Elutions­
mittels charakterisiert als durch den Ry-Wert. Diese 
Besonderheit läßt sich auf Grund des Adsorptions- 
Elutionsgleichgewichtes verstehen, das sich aus dem 
Massenwirkungsgesetz ableiten läßt47.

Aus dieser doppelten Empfindlichkeit für Änderungen 
der Konzentration des Elutionsmittels und des pH- 
Wertes folgt die Notwendigkeit, beide Variabein so gut 
wie möglich zu kontrollieren, und die Möglichkeit, die 
Elution durch Änderungen der einen oder der anderen 
Größe oder beider herbeizuführen.

Es gibt noch einen weiteren Grund, warum es notwen­
dig ist, sich so streng wie möglich an die folgenden Regeln 
zu halten. Da die Kapazität aller Austauscher für die Pro­
teine klein ist, arbeitet man fast immer an der Grenze der 
Säulenkapazität. Diese Tatsache verursacht häufig Arte­
fakte, die im Fall der Chromatographie niedrigmoleku­
larer Stoffe nur mit außerordentlich kleinen Säulen auf­
treten würden. Wir werden darauf später zurückkommen.

40 G. Semenza, L. S. Prestidge, D. Ménard-Jecker und M. 
Bettex-Galland, Helv. Chim.Acta42 (1959) 669.

41 F. B. Stbaub, Society of Experimental Biology, XII Symposium, 
London 1957, S. 176.

42 U.S. Pat. 2780228 (1957).
42 a S. R. Hobabt, G.L. Drake jr. und J.D. Guthrie, Textile 

Pes. J. 29 (1959) 884.
43 F. C. McIntire und J. R. Scheck, J. Amer. Chem. Soc. 70 (1948) 

1193.
44 G. Semenza, Helv. Physiol. Pharm. Acta 17 (1959) C 39.
45 G. Semenza, noch nicht veröffentlichte Versuche.
46 W. Lautsch, G. Manecke und W. Broser, Z. Naturforsch. 8 B 

(1953) 232.
47 A. Tiselius, Ann. Acad. Sei. FennicaeA II (1955) 257.



Chimia 14 • 1960 • Oktober 329

Die Dimensionen und das Packen der Säulen brau­
chen hier nicht allzu detailliert dargelegt zu werden (für 
eine ausführliche Behandlung siehe Drake48). Gewöhn­
lich genügt es, das Adsorbens, nachdem man in der 
Suspension enthaltene Luftblasen durch partielles 
Vakuum entfernt hat, unter Wasserdruck und ständi­
gem Rühren so homogen wie möglich in der Säule zu 
packen49.

1 . Die erste Regel besteht darin, soweit wie möglich 
unter Gleichgewichtsbedingungen zu arbeiten. Dies mag 
selbstverständlich scheinen: dabei ist aber gerade diese 
Regel am häufigsten nicht befolgt worden.

Die erste Bedingung ist, daß das Adsorbens schon vor 
dem Beginn der Adsorption vollkommen in derjenigen 
Form vorliegen muß, in welcher die Chromatographie 
durchgeführt werden soll16.

Nach jeder Chromatographie auf AE-C oder DEAE-C wird 
die Säule mit Lauge gewaschen. Diese wandelt die Säule voll­
kommen in die OH-Form um. Für den nächsten Versuch muß 
man den Austauscher wieder in die Form bringen, die während 
der nächsten Chromatographie gebraucht werden wird (ge- 
wöhnlich CI). Um dies zu erreichen, wurde oft die Säule ein­
fach mit dem Anfangspuffer (z.B. 0,02 M TRIS/HC1 pH 7,5) 
durchgewaschen, bis der pH-Wert der durchgelaufenen Lö­
sung identisch mit demjenigen des Puffers war, der auf die 
Säule gegeben wurde (dies dauert zwei bis drei Tage). Nun ist 
es aber zweifelhaft, ob auf diese Weise immer ein vollkom­
mener Übergang der Säule in die Cl-Form zu erreichen ist, 
weil die Affinität des Austauschers für die OH-Ionen viel 
größer ist als die Affinität für die Cl-Ionen und das Gleich­
gewicht sich außerordentlich langsam einstellen kann30. Ein 
sehr langsamer OIE- gegen CI--Austausch wird aber in Gegen- 
wart eines Puffers keine beträchtliche Änderung des pH ver­
ursachen und daher nur schwer feststellbar sein. Dazu kommt 
noch, daß während der langdauernden Waschung mit alkali­
schen oder neutralen Lösungen auch eine Fixierung von 
Carbonat- und Bicarbonationen stattfindet, so daß die schein­
bar ins Gleichgewicht gebrachte Säule in Wirklichkeit sich in 
einer gemischten Form (CE, OH-, Carbonat- oder Bicarbonat ) 
befindet.

Eine unvollständige Umwandlung der Säule in die Cl- 
Form erklärt das folgende Phänomen. Es ist bekannt, daß 
bei DEAE-C, AE-C und TEAE-C Säulen, die nach alkali­
scher Waschung bei neutralem pH regeneriert wurden, 
eine Erhöhung der Cl-Konzentration des auf die Säule 
aufgetragenen, eluierenden Puffers zu zwei (oder drei) 
Stufen in der Cl-Konzentration des Eluats führt, wobei 
in der Ubergangszone das pH vorübergehend alkalischer 
wjr(Ji6,45,50_ J)ieg muß der Bildung einer Bicarbonat- und 
einer OH -Zone zugeschrieben werden, die infolge des 
Anstiegs der Cl-Konzentration eluiert werden50.

Dieses double fronting kann offensichtlich Artefakte 
verursachen, die ich später erwähnen werde.

Wenn es nicht immer möglich ist, den Austauscher 
bei neutralem pH vollständig aus der OH- in die Cl- 
Form umzuwandeln, so läßt sich dies doch unter sauren 
Bedingungen erreichen.

Wie wir beobachtet haben, erhält man eine vollständige 
Umwandlung, wenn man die Säule mit einer sauren Lösung

48 B. Drake, Anal. Chim. Acta 3 (1949) 452.
49 J. Porath, Biochim. Biophysica Acta 22 (1956) 151.
50 W. Björk, J. Chromatogr. 2 (1959) 536.

durchwäscht, die CE enthält. Diese Prozedur verhindert auch, 
daß Carbonationen von der Säule aufgenommen werden. Der 
Gebrauch von HCl ist natürlich nicht zu empfehlen, weil die 
Salzsäure, wenn oft gebraucht, den Cellulosederivaten scha­
den kann. Es ist auch nicht zu empfehlen, anionische Puffer 
anzuwenden, die CF enthalten, weil diese Prozedur natürlich 
wieder zu einer gemischten Form führt. Man muß also einen 
Puffer anwenden, der kationisch ist und der in saurem Milieu 
wirkt. Die Auswahl ist bekanntlich sehr begrenzt. Ich glaube, 
den Piperazin/HCl-Puffer, 0,1 M, pH 4,4, mit 20% NaCl, 
empfehlen zu können30.

Bei Einhaltung dieser Bedingungen ist der Übergang der 
OH- in die Cl-Form über Nacht schon fast vollständig. Wenn 
man jetzt die Säule gegen den Anfangspuffer ins Gleich­
gewicht bringt und sie dann mit einem gleichen, aber kon­
zentrierteren Puffer wäscht, kann man beobachten, daß der 
Anstieg der Cl-Konzentration im Effluens steil und in einer 
einzigen Stufe erfolgt und daß die pH-Verschiebung ins Al­
kalische — wenn überhaupt — schwach und sclmell vorüber­
gehend ist80’45.

Es ist empfehlenswert, nicht nur das pH, sondern 
auch die Cl -Konzentration im ausfließenden Puffer zu 
kontrollieren. In der Zwischenzeit wird durch Dialyse 
das zu chromatographierende Gemisch gegen den glei­
chen Puffer ins Gleichgewicht gebracht.

Ich habe die Regenerierungsprozedur ziemlich detail­
liert beschrieben, weil es sich um ein wichtiges Problem 
handelt. Eine mangelhafte Regenerierung der Säulen hat 
früher oft Mißerfolge verursacht und so zum Mißtrauen 
mancher Forscher gegen die Eiweißchromatographie 
beigetragen. Es ist klar, daß in einer Säule, die sich am 
Anfang in einer gemischten OH-Carbonat-Cl-Form be­
findet, die Bildung einer OH- oder Bicarbonat-Zone bei 
jedem Anstieg der Cl-Konzentration Artefakte ver­
ursachen kann: es können z.B. homogene Zonen ver­
doppelt werden, wenn die zusätzlichen OH- und Bi­
carbonat-Zonen gerade mit der gleichen Geschwindig­
keit wandern50; oder es kann die Alkalinisierung die 
Zahl der Ladungen der Proteine und damit natürlich 
deren chromatographische Eigenschaften ändern. In je­
dem Fall erhält man sowohl Artefakte als auch eine 
Verminderung des Trennvermögens des Austauschers. 
Überdies muß, im Fall von alkaliempfindlichen Enzy­
men, die Alkalinisierung die Ausbeute herabsetzen.

Eine schlechte Regenerierung der Säulen kann auch 
für eine schlechte Reproduzierbarkeit der Resultate ver­
antwortlich sein. Es ist nämlich in der Literatur manch­
mal mitgeteilt worden, daß gewisse chromatographische 
Resultate erst beim zweiten Experiment reproduzierbar 
gewesen sind : Die wahrscheinlichste Erklärung ist, daß 
beim ersten Experiment eine neue, also mit HCl ge­
waschene DEAE-C gebraucht wurde, die sich vollstän­
dig in der Cl-Form befand, während bei späteren Ex­
perimenten die Cellulose nur noch unvollständig, wenn 
auch im Ausmaß reproduzierbar regeneriert wurde.

Man muß auch versuchen, sich während der Elution 
den Gleichgewichtsbedingungen zu nähern. Da das 
Gleichgewicht - wenn überhaupt - auf Cellulosederiva­
ten mit den Polyelektrolyten außerordentlich langsam 
erreicht wird, empfiehlt es sich, eine Durchlaufs-
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geschwindigkeit von etwa 3 bis 4 ml/h je cm2 Quer­
schnitt nicht zu überschreiten. Es gibt jedoch zwei limi­
tierende Faktoren, nämlich die Diffusion, die die Zonen 
verbreitert, und die Empfindlichkeit gewisser Enzyme, 
welche verhindert, die Durchlaufsgeschwindigkeit allzu 
stark zu reduzieren.

2 . Um die beste Kontrolle des pH zu erreichen, hat 
Boman die sogenannten Pufferregeln vorgeschlagen. 
Wenn das pH durch einen Puffer eingestellt wird, der 
vom Austauscher gegen den Polyelektrolyt ausgetauscht 
wird (z. B. einen anionischen Puffer auf Anionenaus­
tauschern), so führt dies zu einer mehr oder weniger 
großen Änderung des pH in der Säule, und dies gerade 
im Moment, in dem der Polyelektrolyt eluiert wird 
(Abb. 3). Es werden sich tailing und Artefakte ein­
stellen. Etwas Ähnliches passiert natürlich bei der 
Chromatographie niedrigmolekularer Stoffe auch. Aber

Abb. 3. Chromatographie von menschlichem Serumalhumin auf 
Dowex-2 [Acetat]. Stufenweise Elution mit Na-Acetat-Puffer, pH 5,4 
(aus G. Boman und L. E. Westlund, Arch. Biochem. Biophysics 64 

[1956] 217)

bei den'Polyelektrolyten sind die pH-Änderungen be­
sonders ausgeprägt, da in diesem Fall wegen der kleinen 
Kapazität des Austauschers das adsorbierte Gemisch 
einen beträchtlichen Teil der Kapazität der Säule be­
ansprucht. Ferner weisen, wie ich oben erwähnt habe, 
gerade die Polyelektolyte eine ausgeprägte Empfindlich­
keit gegen pH-Änderungen auf.

Boman empfiehlt also, kationische Puffer auf Anionen­
austauschern und anionische Puffer auf Kationenaus­
tauschern zu benützen12. Es steht eine Reihe anioni­
scher Puffer zur Verfügung: Acetat, Succinat, Phosphat, 
Bicarbonat usw. Aber nur wenige sind die kationischen 
Puffer, die auf Anionenaustauschern bei relativ neutralen 
pH-Werten gebraucht werden können, d.h. unter den 
Bedingungen, die bei der Proteinchromatographie ge­
wöhnlich bestehen. Der Puffer muß nämlich die folgen­
den Eigenschaften haben: 1. Er muß ein Kation sein, 
2. gut wasserlöslich sein, 3. darf nicht mit Proteinen 
reagieren, 4. nicht mit dem Austauscher reagieren, 
5. muß chemisch stabil sein, 6. darf Enzyme nicht 
hemmen und 7. nicht im UV bei 280 mp absorbieren.

Die letzten zwei Bedingungen sind nicht unentbehrlich, 
da es möglich ist, den Puffer vor der Enzym- und Protein­
bestimmung zu entfernen. Sie sind aber wichtig, wenn 
man - wie es oft der Fall ist - 50 bis 100 Fraktionen 
analysieren muß, und noch mehr, wenn das untersuchte 
Enzym wenig stabil ist. BoMan hat das Puffersystem 
TRIS/HCl zwischen etwa pH 7,3 und 9 empfohlen. 
Wir versuchen jetzt den Puffer Piperazin/HCl oder Piper- 
azin/Acetat für das pH-Gebiet zwischen 6,6 und 4,4 45.

Die Eigenschaften der zwei Puffersysteme sind verschieden. 
Das erste erlaubt Chromatographien bei neutralen oder leicht 
alkalischen pH-Werten, d.h. Chromatographien, die das ge­
samte Bild des Proteingemisches geben, weil bei diesen pH- 
Werten die meisten oder sogar alle Proteine adsorbiert werden. 
Das zweite System dagegen erlaubt, im pH-Bereich zu arbei­
ten, in dem die elektrischen Unterschiede der Proteine am 
größten sind, d.h. im Bereich der isoelektrischen Punkte. Man 
kann überdies, da bei saurem pH viele Proteine nicht adsorbiert 
werden, eine größere Menge des Gemisches durch die Säule 
durchlaufen lassen, wenn das untersuchte Protein unter diesen 
Bedingungen adsorbiert wird.

Diese beiden Puffersysteme ergänzen sich. Die Wahl 
ist durch die elektrischen Eigenschaften und die Stabili­
tät des untersuchten Proteins bedingt.

Die anionischen Puffer sind also allgemein nicht zu 
empfehlen, wenn man mit Anionenaustauschern ar­
beitet. Besonders aber sind die zweiwertigen anionischen 
Puffer (wie z. B. die Phosphat-Puffer) auf Anionen­
austauschern nicht zu brauchen.

Da das sekundäre Phosphat zwei Ladungen trägt, weist es 
eine größere Affinität für den Austauscher auf als das primäre 
Phosphat. Das Waschen mit Phosphatpuffern muß deshalb 
eine große Änderung des pH verursachen. Dieses Phänomen 
hat man auch experimentell nachgewiesen61. Als Folge sind 
die Resultate oft nicht reproduzierbar, und das Trennvermögen 
des Austauschers wird reduziert.

Es ist auch nicht zu empfehlen, pH-Gradiente im 
Titrationsbereich des Austauschers anzuwenden. Die 
Autoren, welche diese Prozedur angewandt haben, ver­
folgten das Ziel, die Kapazität des Austauschers pro­
gressiv zu reduzieren. Auf diese Weise sollten die ad­
sorbierten Proteine in der Reihenfolge ihrer Affinität 
zum Austauscher eluiert werden. Es ist aber klar, daß 
jede pH-Änderung im Titrationsbereich des Austau­
schers nicht nur zu einem, sondern zu zwei Effekten füh­
ren muß, die einander entgegengesetzt sind. Überlegen 
wir, was geschieht, wenn während einer Proteinchro­
matographie auf DEAE-C das pH von 8,5 auf 10 erhöht 
wird. Die Affinität des Austauschers für die Proteine 
wird einerseits durch den verminderten Dissoziations­
grad der Gruppen der DEAE-C herabgesetzt; anderer­
seits aber hat die Affinität der Proteine für den Anionen­
austauscher die Tendenz, größer zu werden, weil durch 
die Alkalinisierung die Zahl der negativen Ladungen 
der Proteine erhöht wird. Als Folge dieser beiden ent­
gegengesetzten Effekte muß man Artefakte erwarten 
oder im besten Fall eine Reduktion des Trennvermögens 
des Austauschers.

51 H. G. Boman, persönliche Mitteilung.
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Es ist dagegen ohne weiteres erlaubt, einen pH-Gradien­
ten außerhalb des Titrationsbereiches des Austauschers 
anzuwenden. Ich werde auf diesen Punkt zurückkommen.

Es ist klar, daß die Durchführung von Protein­
chromatographien auch möglich ist, ohne alle diese 
Regeln zu befolgen. Solche Chromatographien wurden 
gemacht, und Trennungen wurden erhalten. Es handelte 
sich dabei meistens um Chromatographien, die bei pH- 
Werten durchgeführt worden sind, die ziemlich weit 
entfernt von den isoelektrischen Punkten der betref­
fenden Proteine lagen. Es ist klar, daß in diesen Fällen 
die genaue Kontrolle des pH-Wertes weniger kritisch 
ist. Auch wenn die Elution durch Senkung des pH er­
folgt18-22, so dürfen die oben genannten Regeln weniger 
streng gehandhabt werden. In diesem Fall wird das 
chromatographische Verhalten der Proteine infolge Ver­
minderung der Ladungen demjenigen niedrig-moleku­
larer Substanzen ähnlich. Es sind aber genügend Fälle 
bekannt, wo es nicht gelang, Proteingemische erfolgreich 
und reproduzierbar zu chromatographieren. Solche Miß­
erfolge sind vor allem auf das Nichteinhalten einiger 
dieser Regeln zurückzuführen.

Die Elution

Bekanntlich kann man adsorbierte Substanzen durch 
drei grundsätzliche Methoden erfassen: durch Frontal­
analyse, durch Elution oder Entwicklung, oder durch 
Verdrängung (displacement).

Die Frontalanalyse ist, soviel ich weiß,, nicht weit­
gehend in der Polyelektrolytchromatographie ange­
wandt worden*. Die Verdrängung wurde mit Sicherheit 
zum erstenmal von Boman nachgewiesen15. Wie er ge­
zeigt hat, verläuft sie aber mit den Proteinen oft nicht 
ideal und ist oft von Austauschmechanismen begleitet13. 
In der folgenden Diskussion möchte ich deshalb die ver­
schiedenen Elutionstypen in Klassen einteilen, je nach 
dem Parameter, der variiert wird, aber ohne auf Einzel­
heiten über den Mechanismus der Elution einzugehen 
(siehe auch 16 ). Eine ausführliche Diskussion ist un­
nötig, nachdem die allgemeinen Regeln c diskutiert 
wurden.

Hier muß ein weiterer Punkt erwähnt werden. Wäh­
rend der Elution darf man die Form des Austauschers 
nicht massiv ändern: z.B. nicht eine Säule, die in der 
Cl-Form vorliegt, mit Acetat waschen. Die Zone des elu- 
ierten Ions kann unvorherzusehende und unerwünschte 
Phänomene verursachen (wie z.B. Verdopplung homo­
gener Zonen, Reduktion des Trennvermögens usw.).

Um die Elution zu erreichen, kann man 1. mit dem 
Anfangspuffer waschen, 2. die Konzentration des Elu­
tionsmittels ändern, 3. das pH ändern, 4. selektiv die 
biochemische Affinität gewisser Proteine ausnützen. Oft 
ändert man zwei dieser Variablen. In diesem Fall muß 
man beachten, daß keine sich widersprechenden Effekte 
zustande kommen.

* Einige der seltenen Beispiele sind in 37 angegeben.

1. Entwicklung mit dem Anfangspuffer (starting agent 
development). Bei diesem Verfahren eluiert man die 
adsorbierten Proteine dadurch, daß man auf die Säule 
den gleichen Puffer gibt, mit welchem Säule und Ge­
misch ins Gleichgewicht gebracht wurden. Es besteht 
also kein prinzipieller Unterschied gegenüber der Chro­
matographie niedrigmolekularer Stoffe. Selbstverständ­
lich arbeitet man in dem Bereich, in welchem das unter­
suchte Protein einen Ry Wert hat, der weder sehr nahe 
bei 0 noch bei 1 liegt. In diesem Bereich ist, wie erwähnt 
der Ry Wert außerordentlich empfindlich gegen Ände­
rungen des pH, der lonstärke und der Temperatur. Nach 
diesem Verfahren wurde die Chromatographie der 
RNase, des Insulins und anderer Stoffe durch die Gruppe 
von Moore und Stein durchgeführt4-7. Die Methode ist 
sehr geeignet, um die Einheitlichkeit eines Proteins zu 
beweisen. Sie gestattete z.B., die RNasen A und B von­
einander zu trennen. Der größte Nachteil liegt darin, daß 
sie nur mit einzelnen, relativ einfachen Proteinen gute 
Resultate gibt.

2. Änderung der Konzentration des Elutionsmittels 
bei konstantem pH. Dies ist die Methode, die am meisten 
angewandt wird. Man kann die Konzentration des Elu­
tionsmittels in einem Schritt /one Step), stufenweise oder 
kontinuierlich zunehmen lassen.

Im One-step-Verfahren wäscht man die Säule unmit­
telbar nach der Adsorption mit einem Puffer von glei­
chem pH, aber höherer Konzentration (z.B. 0,5 oder 
1 M TRIS/HCl-Puffer). Die einzelnen Proteinzonen fol­
gen einander, von der steigenden Cl-Konzentration ver­
drängt, ohne daß leere Zwischenräume sie voneinander 
trennen (Abb. 4). Der Hauptmechanismus der Elution 
ist also die Verdrängung, die aber, wie erwähnt, oft 
nicht ideal ist. Dieser Elutionsmechanismus ist bei den

Abb. 4. One-step-Chromatographie von Meerrettich-Peroxydase und 
saure Phosphatase auf TEAE-C. TRIS-HCl-Puffer, pH 7,5 (0,02 —► 
0,25 M). Die CI--Konzentration ist als ^Aq/ml angegeben (aus 
G. Boman und L. E. Westlund, Arch. Biochem. Biophysics 70 [1957] 

572)

Eiweißkörpern möglich, weil - soviel wir wissen — das 
chromatographische Verhalten der Proteine demjenigen 
der Substanzen entspricht, die stark nach unten gebo­
gene Isotherme besitzen. Ein Vorteil dieses Mechanismus
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ist, daß er zu kleineren tailings der Zonen führt. Die Pro­
zedur ist schnell (das ist natürlich sehr wichtig im Fall 
von unstabilen Proteinen) und sie erlaubt, viel größere 
Mengen Proteine zu trennen als andere Elutionsverfah­
ren bei gleichem pH. Die Nachteile sind, daß sie mit 
schon weitgehend gereinigten Proteinen nicht erfolg­
reich ist (da die Träger /= carriers] fehlen) und daß sie 
oft weniger wirksam ist als die stufenweise Elution, 
weil — wie erwähnt — keine leeren Zwischenräume zwi­
schen aufeinanderfolgenden Proteinfraktionen auftreten. 
Benachbarte Proteinzonen können sich deshalb bei nicht 
tadellos gepackten Säulen zum Teil überschneiden.

Ich habe früher schon erwähnt, daß, wenn am An­
fang die Säule in gemischter OH-Carbonat-Cl-Form vor­
liegt, mit dieser Methode Artefakte zu erwarten sind. 
Die eluierten Fremdzonen können Verdopplung homo­
gener Zonen verursachen. Dies ist in Betracht zu ziehen, 
wenn man z. B. beurteilen will, ob eine Enzymaktivität 
zu einem oder zwei Proteinmolekülen gehört.

Abb. 5. Chromatographie von Hühnereiweiß auf CM-C. Stufenweise 
Elution mit Puffern verschiedener pH-Werte. (Die Zahlen in der 
Figur bedeuten die pH-Werte der zugegebenen Puffer.) Ausgezogene 
Linie: E280 der Fraktionen; A: Ovomucoid +Flavoprotein; C-E: 
Ovalbumine; F, I, J, K und M: Globuline; G und H: Conalbumin; 
L: Avidin; N: Lysozym (aus Rhodes étal., J. Biol. Chem. 230 [1958] 

399)

Man kann die Konzentration des Elutionsmittels auch 
stufenweise zunehmen lassen. Bei jeder erreichten Elu­
tionsmittelkonzentration wandern einige Proteine mit 
der Front des neuen Elutionsmittels und werden eluiert. 
Man hat also verschiedene Zonen, die durch Zwischen­
räume getrennt sind. Diese Methode wird sehr oft an­
gewandt, weil es möglich ist, bei zweckmäßiger Wahl 
der Konzentrationen des Elütionsmittels eine vollkom­
menere Trennung gewisser Komponenten des Gemisches 
zu erreichen (Abb. 2 und 5). Man muß sich aber immer 
bewußt sein, daß einerseits verschiedene Proteine in der­
selben Zone eluiert werden können — was selbstver­
ständlich ist - und daß andererseits das gleiche Protein 
in verschiedenen benachbarten Zonen vorkommen kann. 
Man hat also einen großen Gipfel, dem kleinere Gipfel 
desselben Proteins vor- und nachlaufen. Nur die Rech-

romatographie erlaubt, zu beurteilen, ob jeder Gipfel ein 
unabhängiges Protein ist. Die Ursache dieses sehr häu­
figen Phänomens kann verschieden sein. Es ist möglich, 
daß der kleine Gipfel, der einem großen folgt, nichts 
anderes ist, als ein schmales tailing, das vom nächsten 
Elutionsmittel konzentriert worden ist. (Es sei hier 
wieder erwähnt, daß die Proteine stark gebogene Iso­
therme aufweisen.) Oder es kann sich um gegenseitige 
Verdrängung handeln: die Substanz A wird in Gegen­
wart von Substanz B, zusammen mit Substanz B

Abb. 6. a: Chromatographie von DNS auf Hydroxylapatit. Stufen­
weise Elution mit Phosphat-Puffern + 1 M NaCl, pH 6,8. Die Zahlen 
bedeuten die Molaritäten der Phosphat-Puffer, b: Rechromatogra­
phie der zweiten Fraktion vom Versuch a. c: Rechromatographie der 
ersten Fraktion vom Versuch a. d: Rechromatographie der ersten 
Fraktion vom Versuch c. Ausgezogene Linie: H28o (aus G. Semenza, 

. Ark. Kemi 11 [1957] 89)

zum Teil eluiert, weil ihre Affinität für das Adsorbens 
durch die letztere verkleinert wird. Die dritte Ursache 
des Phänomens ist aber wahrscheinlich die häufigste: 
Bei jeder Änderung der Elutionsmittelkonzentration 
wird die Kapazität des Austauschers für das Protein 
herabgesetzt. Die Zone des Proteins, die am oberen Teil 
der Säule fixiert ist, wird deshalb breiter, und je höher 
die Konzentration des Elutionsmittels, desto breiter 
wird die Zone. Es kommt ein gewisser Moment, in wel­
chem die Breite der Zone die Länge der Säule über­
schreitet. Ein Teil des adsorbierten Proteins wird dann 
überfließen. Endlich wird die Konzentration des Elu­
tionsmittels erreicht, bei welcher das ganze Protein 
eluiert wird12. Ein solcher Artefakt ist natürlich nicht 
für die Polyelektrolyte typisch. Die Erscheinung kann 
auch bei niedrigmolekularen Substanzen eintreten. Sie ist
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aber bei den Polyelektrolyten häufiger, weil die Kapa­
zität der Adsorbentien in diesem Fall besonders klein ist.

Ein weiterer Artefakt, der auch bei anderen Elutions­
typen vorkommt, aber bei der stufenweisen Elution be­
sonders deutlich ist, wird durch das folgende Beispiel 
illustriert : In dem in Abb. 6 dargestellten Versuch wurde 
DNS auf Hydroxylapatit chromatographiert52. Man er­
hält zwei Fraktionen: die eine (die zweite) ist stabil, 
wie aus der Rechromatographie klar hervorgeht, die an­
dere hingegen (die erste) wird kontinuierlich in die 
zweite umgewandelt. Diese Umwandlung beruht schein­
bar auf einer Veränderung der DNS, die während der

52 G. Semenza, Ark. Kemi 11 (1957) 89.
53 R. S. Alm, R. J. P. Williams und A. Tiselius, Acta Chem. 

Scand. 6 (1952) 826.
51 B.Dbake, Ark. Kemi 8 (1955) 1.
55 E. A. Peterson und H. A. Sober, Anal. Chem. 31 (1959) 857.

E. A. Peterson und J. Rowland, J. Chromatogr., im Druck (1960).

Abb. 7. Chromatographie von gereinigter Cysteinylglycinase auf 
Dowex-2 [CI], TRIS-HCl-Puffer, pH 7,3. Elution durch kontinuier­
liche Zunahme der Konzentration des Puffers.----- : Cysteinyl-gly- 
cinase-Aktivität (CGase); -o-o-: Protein-Konzentration; -X-X-: 
RNS-Konzentration; THAM: Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan. 
Die spezifischen Aktivitäten der Fraktionen sind als proteolytische 
Koeffizienten (C^ im oberen Teil der Abbildung angegeben (aus 

G. Semenza, Biophysica Acta 24 [1957] 401)

Chromatographie stattfindet (auch wenn sie nicht von 
der Chromatographie verursacht wird). Ein ähnliches 
Phänomen kann sich mit Proteinen auf Cellulosederi­
vaten abspielen. Die Denaturierung eines homogenen 
Proteins kann z.B. solche Bilder verursachen.

Man kann auch die Konzentration des Elutionsmittels 
kontinuierlich zunehmen lassen (siehe Abb. 1). Es exi­
stieren zahlreiche Modifikationen des Verfahrens53,51,55.

Jede hat in gewissen Fällen ihre Vorteile. Ein gemein­
samer Vorteil ist, daß das tailing reduziert wird, was bei 
Substanzen, die stark gekrümmte Isothermen besitzen, 
sehr wichtig sein kann53. Dieses Verfahren ist deshalb 
sehr oft gebraucht worden18-21,33,31 usw. Man muß hier 
wieder erwähnen, daß die Gefahr, zwei Zonen aus einer 
einzigen Substanz zu erhalten, kleiner als bei der stufen­
weisen Elution, aber keineswegs ausgeschlossen ist. 
Solche Artefakte können auf gegenseitiger Verdrängung 
oder auf der Bildung von OH- und Bicarbonat-Zonen 
bei nicht vollständig regenerierten Säulen beruhen.

Die Elution durch kontinuierliche Konzentrations­
erhöhung des Elutionsmittels kann auch gebraucht 
werden, um die Einheitlichkeit eines Proteins zu prüfen 
(siehe Abb. 7)56.

Wie man sieht, haben alle drei Verfahren Vor- und 
Nachteile. Die Wahl hängt hauptsächlich vom Zweck 
des Versuchs und von praktischen Überlegungen ab.

3. Die Elution läßt sich auch durch eine pH-Anderung 
durchführen (siehe Abb. 1 und 5). Auch in diesem Fall 
läßt sie sich auf die drei Arten erreichen, die ich oben 
aufgeführt habe. Wie schon erwähnt, darf manpH-Ände- 
rungen nicht im Titrationsbereich des Austauschers ver­
wenden, und es ist wichtig, katonische Puffer auf Anionen­
austauschern anzuwenden und umgekehrt. Aus diesen 
Gründen war früher der pH-Bereich für die Proteinchro­
matographie stark begrenzt. Auf DEAE-C und TEAE-C 
konnte man Proteine nur zwischen pH 7,3 (untere Grenze 
der Pufferwirkung des TRIS) und etwa pH 8,9 chromato- 
graphieren, da das pK' dieser Anionenaustauscher etwa 
9,5 ist. Mit der von uns eingeführten GE-C ist die alka­
lische Grenze stark nach oben verschoben worden. Sie 
reicht theoretisch bis etwa pH 11. Die saure Grenze 
konnte mit Piperazin/HCl-oder Piperazin/Acetat-Puffern 
bis etwa 4,4 herabgesetzt werden. Es ist also möglich, z.B. 
Proteine im alkalischen Milieu zu adsorbieren und sie 
durch Verschiebung des pH ins saure Milieu zu eluieren, 
ohne daß die Elutionsmittelkonzentration (CI- oder 
Acetat) geändert wird, wobei immer nur kationische 
Puffer verwendet werden. Auf diese Weise erhält man 
eine Fraktionierung, die hauptsächlich durch die Lage 
der isoelektrischen Punkte bedingt ist und die natürlich 
mehr oder weniger einer Fraktionierung durch die 
Elektrophorese entspricht.

4. Schließlich ist es oft möglich, in der Chromato­
graphie biochemisch-spezifische Mechanismen anzu­
wenden. Man kann z.B. die elektrische Ladung und da­
mit die chromatographischen Eigenschaften eines Pro­
teins selektiv ändern. Es ist bekannt, daß die meisten 
Substrate und kompetitiven Hemmstoffe der Enzyme 
Ionen sind. In Gegenwart von solchen Ionen muß also 
die Affinität des Enzyms zum Adsorbens eine andere 
sein als in ihrer Abwesenheit. Wir haben Versuche in 
dieser Richtung durchgeführt, welche bereits Hinweise 
auf die Hauptbedingungen gegeben haben15. Es ist

56 G. Semenza, Biochim. Biophysica Acta 24 (1957) 401.
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klar, daß die Anwesenheit des Substrats allein nicht im­
stande ist, die Elution des Enzyms zu verursachen, 
weil die Substrate gewöhnlich nur eine oder zwei La­
dungen besitzen. Da die Enzymproteine meistens eine 
große Zahl von Ladungen tragen, kann durch die Bin­
dung des Substrats an das Fermentprotein keine wesent­
liche Änderung der elektrischen Eigenschaften des letz­
teren eintreten. Es ist auch wichtig, daß nur diejenigen 
Substrate gebraucht werden, die keine Interaktion mit 
den Ionenaustauschern aufweisen, sonst hat man eine 
partielle Änderung der Form des Austauschers und da­
mit unerwünschte Änderungen des pH, der lonstärke 
usw. Schließlich ist es wichtig, daß das Enzym sich auch 
unter den Bedingungen der Chromatographie (pH, Tem­
peratur usw.) mit dem Substrat oder dem kompetitiven 
Hemmstoff verbindet. Wir haben schon verschiedene 
Enzyme auf diese Weise chromatographiert, und unsere 
Resultate zeigen, daß es möglich ist, nach diesem Prinzip 
Enzyme befriedigend zu chromatographieren.

Malmström konnte vor wenigen Jahren die Enolase 
(ein Mg-aktiviertes Enzym) auf SM-C reinigen. Das 
Enzym wurde auf SM-C [Mg] adsorbiert und dann mit 
NaCl-Lösungen zusammen mit dem Mg eluiert57. Es 
handelt sich also um ein besonderes Beispiel von «spe­
zifischem» lonenaustausch.

57 B. G. Malmström, Arch. Biophysics 70 (1957) 58.

Weitere Beispiele «spezifischer» Cellulosederivate, 
die keine Ionenaustauscher strictiori sensu sind, habe 
ich oben erwähnt.

Anwendung auf biochemische Probleme

Der große Vorteil der Chromatographie zur Tren­
nung und Reinigung von Enzymen und anderen Pro­
teinen liegt im großen Trennvermögen und bei den 
hohen Ausbeuten, die für diese Technik typisch sind. 
Reinigung auf das 5- bis lOOfache und Ausbeuten von 
80 bis 100 % sind häufig. Eine Begrenzung besteht für 
die Methode jedoch in der relativ niedrigen Kapazität 
der Adsorbentien. Bei Chromatographien mit stufen­
weiser Elution bei neutralen oder alkalischen pH-Werten 
trennt man gewöhnlich etwa 5 mg Protein je cm3 feuch­
ten Austauscher. Man kann aber in gewissen Fällen bis 
100 mg je cm3 erreichen, wie z. B. im Fall von Chromato­
graphien in saurem Milieu, also unter Bedingungen, 
unter denen nur ein Teil der Proteine des Gemisches 
adsorbiert wird..

Für präparative Zwecke ist die Verwendung der 
Chromatographie somit hauptsächlich für die letzten 
Stufen der Reinigung angezeigt. In vielen Fällen ist es 
aber nicht unbedingt nötig, völlig reine Proteine zu ge­
winnen, um gewisse biochemische und biologische Pro­
bleme lösen zu können.

Oft stellt die Chromatographie zur Lösung solcher 
Probleme die geeignetste Methode dar. Einige Beispiele 
seien hier hervorgehoben.

Es wurde behauptet, daß das Biotin sowohl am «Malic 
Enzyme» als auch an der Oxalacetat-Carboxylase gebunden 
sei. Es ist uns gelungen, mit einer einzigen Chromatographie, 
die «Malic Enzyme »-Aktivität von dem im Extrakt enthal­
tenen Biotin vollkommen zu trennen. Im Fall der Oxalacetat- 
Carboxylase, die wir auf einer Avidino-azobenzyl-Cellulose 
chromatographiert haben, zeigte die Aktivität ein ganz an­
deres chromatographisches Verhalten als das im Extrakt ent­
haltene Biotin. Hier wäre das Problem im F all der Oxalacetat- 
Carboxylase nur schwierig durch die Reindarstellung des En­
zyms zu lösen gewesen, weil das Enzym während der Reinigung 
sehr unstabil wird40.

Ein zweites Beispiel: Vor einigen Jahren hat man behauptet, 
daß eine Dipeptidase, die Cysteinylglycinase, eine proteinfreie 
Ribonucleinsäure sei. Diese Behauptung war auf die chemi­
schen Eigenschaften gegründet, die eine gereinigte Enzym- 
präparation anscheinend aufwies.

Durch weitere chromatographische Reinigung des Enzyms 
auf DEAE-C ist es uns aber gelungen, die Enzymaktivität 
quantitativ von der Ribonucleinsäure zu trennen. Die auf 
diese Weise erhaltene Cysteinylglycinase zeigte alle chemi­
schen Eigenschaften eines Proteins56. Dieses Problem wäre 
wahrscheinlich ohne Chromatographie nicht zu lösen gewesen. 
Man hat Hinweise dafür, daß die Cysteinylglycinase im Ex­
trakt als relativ stabiler Komplex, wahrscheinlich mit Ribo­
nucleinsäure, vorkommt. Es ist fraglich, ob das aktive Protein 
und die Nucleinsäure sich durch andere Verfahren so voll­
ständig hätten trennen lassen. Ich glaube, daß man die 
Chromatographie als beste Methode empfehlen kann, um Pro­
teine von Nucleinsäuren quantitativ zu trennen.

Um die Existenz zweier verschiedener Aldolasen in der 
Leber nachzuweisen, hat man Proteinfraktionen an DEAE-C58 
oder an AE-C59 chromatographiert. Dabei tritt eine starke 
Verschiebung im Verhältnis der Aktivität gegen Fructose-1- 
phosphat und Fructose-1,6-Diphosphat ein. Dies ist ein in­
direkter Beweis, daß die beiden Enzymaktivitäten nicht am 
selben Enzymmolekül gebunden sind.

Um einen Eindruck von der Fülle der Möglichkeiten 
zu geben, habe ich in Tabelle 3 eine Reihe von in der 
Literatur beschriebenen Beispielen für Chromatogra­
phien an Cellulosederivaten zusammengestellt. Vollstän­
digkeit wurde nicht angestrebt und wäre auch bei der 
außerordentlich raschen Verbreitung, die die Methode 
zurzeit erfährt, kaum zu erreichen. Übersichten von 
Sober und Peterson sind jetzt im Druck: H. A.Sober 
und E.A.Peterson, in J. P. Greenstein Memorial Sym­
posium, herausgegeben von J. T. Edsall, S. 61, New 
York 1960; E.A. Peterson und H. A. Sober, in The 
Plasma Proteins, herausgegeben von F. W. Putnam, 
Band I, S. 105, New York 1960; id. und id., in Bioche- 
mical Préparations, herausgegeben von A. Meister, 
Band 8 (1960), im Druck; id. und id., in Methods in 
Enzymology, herausgegeben von S. P. Colowick und 
N. O. Kaplan, Band 5, New York 1960, im Druck.

58 U. Gmünder-Kaletta, H. P. Wolf und F. Leuthardt, Helv. 
Chim. Acta 40 (1957) 1027.

59 D. Vischer, noch nicht veröffentlichte Versuche (1960).
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Tabelle 3. Einige Beispiele chromatographischer Anwendung von Cellulosederivaten

Cellulosederivat Literatur

Plasma- und Serumproleine:
(Siderophilin, «Methämalbumin», Cöruloplasmin, 
Thrombin, Orosomucoid usw. )

DEAE-C H. A. Sober, F. J. Gütter, M. M. Wijckoff und E. A. 
Peterson, J. Amer. Chern. Soc. 78 (1956) 756.
H.A.Sober und E.A.Peterson, Vox Sanguinis 2 
(1957) 62.

id. (Protein-gebundene Kohlenhydrate und Chole­
sterin, Siderophilin, Thyroxin-bindendes Protein, 
B12-bindendes Protein, alkalische und saure Phos­
phatase, jodiniertes Albumin und Myeloina-Proteine)

DEAE-C J.L. Fahey, P.F. McCoy und M.Goulian, J. Clin. 
Invest. 37 (1958) 272.

id. (Blutgruppen-Antikörper, Transferrin usw.) DEAE-C R.J. Speer, M.D. Prager, T.F. Kelley und J.M.
Hill, J. Lab. Clin. Med. 54 (1959) 685.

id. (Patienten mit Myeloma oder akuter Leukämie) DEAE-C M.D.Prager, R.J.Speer, J.M.Hill, J.Williams 
und M. Goerner, J. Lab. Clin. Med. 54 (1959) 694.

id. ("/'Globuline, Siderophihn, Cöruloplasmin, M- 
Blutgruppe-Antikörper, andere Antikörper; Serum 
eines Patienten mit Chorioepiteliom)

DEAE-C H.A.SoberundE.A.Peterson, Fed.Proc. 17(1958) 
1116.

id. DEAE-C H. Goodman, Ch.de VAux-St-Cyr, H. Cleve und 
P. Grabar, Die Proteide der biologischen Flüssigkei­
ten, 8. Kolloquium, Sint Jans Hospital, Brügge (Bel­
gien), Mai 1960, Zusammenfassung, S. 19.

id. DEAE-C K.B. Cooke, M.P.Tombs, R.D. Weston, F. Souter 
und N. F. MacLagan, Chim. Clin. Acta 4 (1959) 779.

id. (Hühnerserum) DEAE-C R.J.Block, S. Keller und D.W.Miller, Arch. 
Biochem. Biophysics 83 (1959) 426.

id. (Cöruloplasmin) DEAE-C B. E. Sanders, 0. P. Miller und M. N. Richard, 
Arch. Biochem. Biophysics 84 (1959) 60.

id. DEAE-C G. Curzon und L. Vallet, Biochem. J. 74 (1960) 279.

id. (a-Globuline) DEAE-C
CM-C

M. P.Tombs und N. F. MacLagan, Die Proteide der 
biologischen Flüssigkeiten, 8. Kolloquium, Sint Jans 
Hospital, Brügge (Belgien), Mai 1960, Zusammen­
fassung, S. 42.

id. (y-Globuline) DEAE-C J.L.Fahey und A.P.Horbett, J. Biol. Chern. 234 
(1959) 2645.

id. (id.) DEAE-C H.B. Levy und H.A.Sober, Proc. Soc. Exper. Biol. 
Med. 103 (1960) 250.

id. (Albumine) DEAE-C S. Keller und R.J. Block, Arch. Biochem. Biophys­
ics 85 (1959) 366.

id. (Reaginen) DEAE-C J.H. Humphrey und R.R. Porter, Lancet 1 (4) 
(1957) 196.

id. (Patienten mit primär-chronischer Polyarthritis) DEAE-C J.Lospalluto und M. Ziff, Proceedings of the Inter­
national Congress on Rheumatic Disease, Toronto, 
Canada, Juni 1957.

id. (id.) (Chymotrypsin-Hemmstoff) DEAE-C H. Coke, Die Proteide der biologischen Flüssigkeiten, 
8. Kolloquium, Sint Jans Hospital, Brügge (Belgien), 
Mai 1960, Zusammenfassung, S. 12.

id. (Anti-diphtherie) SM-C J. Porath, Ark. Kemi 11 (1957) 97.
id. (Antikörper) Albumin­

azobenzyl-C
D. H. Campbell, E. Lüscher und L. S. Lerman, 
Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 37 (1951) 575.

id. (Plasminogen) CM-C J. J. Hagan, F. B. Ablondi und E. C. De Renzo, 
J. Biol. Chern. 235 (1960) 1005.

id. (Plasminogen) DEAE-C P. Wallen und K. Bergström, Acta Chern. Scand.13 
(1959) 1464.

id. (Blutgerinnungsfaktoren: VII, IX, X und PPA) DEAE-C F.Duckert, E.T.Yin und W. Straub, Die Proteide 
der biologischen Flüssigkeiten, 8. Kolloquium, Sint 
Jans Hospital, Brügge (Belgien), Mai 1960, Zusam­
menfassung, S. 14.

id. (Antihämophyles Globulin) ' DEAE-C S. van Creved, H. A. Veder, C. N. Pascha und W. F. 
Kroeze, Thromb. Diath.Haemorr. 3 (1959) 572.

Ch.de
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Cellulosederivat Literatur

id. (Fibrogen) DEAE-C M.D, Prager, R.J. Speer und P.S.Work, Fed. 
Proc. 19 (1960) 73,

« Fibrinopeptide » DEAE-C J. A. Gladner, J. E. Folk, K. Laki und W. R. 
Carroll, J. Biol. Chem. 234 (1959) 62.

id. DEAE-C V. Nussenzweig, M. Seligmann und P. Grabar, 
Die Proteide der biologischen Flüssigkeiten, 8. Kol­
loquium, Sint Jans Hospital, Brügge (Belgien), Mai 
1960, Zusammenfassung, S. 33.

Serum-Haptoglobine DEAE-C R. Kluthe und H. Isliker, Helv. Physiol. Pharm. 
Acta 18 (1960) 404.

Amino-oxydase aus Ochsenserum AE-C G. Semenza, Helv. Chim. Acta 43 (1960) 1057.

id. (Folsäure-Vorstufe und «Plasmafaktor») TEAE-C
DEAE-C

G. Tonnies und P. M. Phillips, J. Biol. Chem. 234 
(1959) 2369.

Wachstumsfaktor aus Ochsenseruni DEAE-C I.Lieberman und P. Ove, J. Biol. Chem. 233 (1958) 
637.

Proteolytischer Hemmstoff aus Ochsenserum DEAR-C J.L.Gray, S.G. Priest, W.F. Blatt, U. Westphal 
und H. Jensen, J. Biol. Chem. 235 (1960) 56.

Trypsin-Hemmstoff aus Ochsenserum DEAE-C F.C.Wu und M. Laskowski, J. Biol. Chem. 235 
(1960) 1680.

Hormone:

Schafs-ACTH Oxycellulose I. J. Geschwind, J. O. Porath und C. H. Li, J. Amer. 
Chem. Soc. 74 (1952) 2121.

Schweins-« Corticotropin B » Oxy cellulose J.W. Richter, D.E.Ayer, A.W. Bazemore, N.G. 
Brink und K. Folkers, J. Amer. Chem. Soc. 75 
(1953) 1952.

Schweins-ACTH DEAE-C 
CM-C

T.H.Farmer, Biochem. J. 73 (1959) 321.

Schafs-Hypophysenvorderlappen-Hormone 
(FSH, LN, TSH, GH) und Proteinase I

DEAE-C S.Ellis, J. Biol. Chem. 233 (1958) 63.

Schafs-Hypophysenvorderlappen-FSH DEAE-C S.L. Steelman und A. Segaloff, 39th Meeting of the 
Endocrine Society, New York, May 1957, Abstracts, 
S. 158.

Schafs-Hypophysenvorderlappen-Hormone 
(FSH, ICSH)

DEAE-C M.C. Woods und M.E. Simpson, Fed. Proc. 18 (1959) 
173.

Schafs-Hypophysenvorderlappen GH CM-C
DEAE-C

S.Ellis und M.E.Simpson, J. Biol. Chem. 220 (1956) 
939.

Ochsen-Hypophysenvorderlappen-Hormone 
(TSH, LH)

DEAE-C
CM-C

P. G. Condliffe, R.W. Bates und R.M.Fraps, Bio­
chem. Biophysica Acta 34 (1959) 430.

Ochsen-Hypophysenvorderlappen-Hormone : TSH CM-C P. G. Condliffe und R.W.Bates, J. Biol. Chem. 223 
(1956) 843.

Ochsen-TSH DEAE-C M.E.Carsten und J.G.Pierce, J. Biol. Chem. 235 
(1960) 78.

id. DEAE-C P.G.Condliffe, R.W.Bates, M.M.Garrison und 
T B. Howard, Biochim. Biophysica Acta 37 (1960) 
150.

Ochsen-, Schafs- und Wals-TSH DEAE-C 
TEAE-C

L. K. Wynston, C. A. Free und J. G. Pierce, J. Biol. 
Chem. 235 (1960) 85.

Menschliche Hypophysenvorderlappen-Hormone 
(FSH, ICSH)

DEAE-C C.H.Li, P.G. Squire und U. Gröschel, Arch. Bio­
chem. Biophysics 86 (1960) 110.

Schweins-Hypophysenhinterlappen-Hormone 
(ß-MSH, Oxytocin, Vasopressin)

Oxycellulose 
SM-C 
TEAE-C 
DEAE-C

J. Porath, Zone Electrophoresis in Columns and 
Adsorption Chromatography on lonic Cellulose Deri­
vates as Methods for Peptide and Protein Fractina- 
tions, Thesis, Uppsala 1957. Derselbe, Ark. Kemi 11 
(1957) 259.



Chimia 14 ■ 1960 • Oktober 337

Tabelle 3 (Fortsetzung)

Cellulosederivat Literatur

Neurophysin aus Schafs-Hypophysenhinterlappen CM-C J. Chauvet, M.T. Lenci und R.Acher, Biochim. 
Biophysica Acta 38 (1960) 266.

Ochsen-Parathormon CM-C S. Friedman und P.L. Munson, Biochim. Biophysica 
Acta 35 (1959) 509.

Insulin DEAE-C M.Volini und M.A.Mitz, Fed. Proc. 19 (1960) 334.

Secretin CM-C V. Mutt, Acta Chern. Scand. 13 (1959) 1247.

Menschliche Gonadotropine im Harn DEAE-C R.A. Reisfeld, D.M. Bergenstal und R. Hertz, 
Arch. Biochem. Biophysics 81 (1959) 456.

Gewebe-Extrakte, Enzyme und andere Proteine:

Hühnereiweiß (Ovomucoid, Flavoprotein, Ovalbu­
mine, Globulin, Conalbumin, Avidin, Lysozym)

CM-C- M.B. Rhodes, P.R. Azari und R.E. Feeny, J. Biol. 
Chem. 230 (1958) 399.

Hühnereiweiß-Flavoprotein DEAE-C 
CM-C

M. B. Rhodes, N. Bennett und R. E. Feeny, J. Biol. 
Chem. 234 (1959) 2054.

id. AE-C G. Semenza, Helv. Çhim. Acta 43 (1960) 1057.

Hühnereiweiß (Conalbumin) CM-C R. C. Woodworth und A. L. Schade, Arch. Biochem. 
Biophysics 82 (1959) 78.

Trypsin- und Chymotrypsin-Hemmstoffe aus 
Hühnereiweiß

DEAE-C 
CM-C

M. B. Rhodes, N. Bennett und R. E. Feeny, J. Biol. 
Chem. 235 (1960) 1686.

Acetyltrypsin DEAE-C I.E.Liener, Biochim. Biophysica Acta 30 (1958)252.

Acetyltrypsinogen DEAE-C I. E. Liner und T. Viswanatha, Biochim. Biophysica 
Acta 36 (1959) 250.

Ochsen-Pancreassaft (Carboxypeptidase B, Chymo- 
trypsinogen B, Procarboxypeptidasen A und B, 
DNase)

DEAE-C P.J. Keller, E. Cohen und H. Neurath, J. Biol. 
Chem. 233 (1958) 344.

Procarboxypeptidase A DEAE-C P.J.Keller, E.Cohen und N.Neurath, J. Biol. 
Chem. 230 (1958) 905.

Procarboxypeptidase B aus Ochsenpancreas DEAE-C J.F. Pechère, G.H. Dixon, R.H. Maybury und H. 
Neurath, J. Biol. Chem. 233 (1958) 1364.

a-Chymotrypsinogen-Derivate CM-C D.M.Abadi und P.E. Wilcox, J. Biol. Chem. 235 
(1960) 396.

Pancreas-Elastase und -Insulinase DEAE-C U.J. Lewis und E. H. Thiele, J. Amer. Chem. Soc. 79 
(1957) 755.

RNase aus Schafspancreas DEAE-C 
CM-C

S.E.Äqvist und C.B.Anfisen, J. Biol. Chem. 234 
(1959) 1112.

RNase (Ochsenpancreas) CM-C G.Taborsky, J. Biol. Chem. 234 (1959) 2652.

Phosphorilierte RNase CM-C G.Taborsky, J. Biol. Chem. 234 (1959) 2915.

RNase (red.-ox.) CM-C F.H. White, Fed. Proc. 19 (1960) 333.

Adenosin-Deaminase aus Kalbs-Duodenalschleim­
haut

DEAE-C T.G. Brady, Die Proteide der biologischen Flüssig­
keiten, 8. Kolloquium, Sint Jans Hospital, Brügge 
(Belgien), Mai 1960, Zusammenfassung, S. 8.

Pepsinogen aus Schweinsmagenschleimhaut DEAE-C I.E.Liener, Biochim.Biophysica Acta 37 (1960) 522.

Glykosidasen (Invertase, Maltase und Trehalase) aus 
Schweinsdarmschleimhaut

DEAE-C B. Borgstöm und A. Dahlqvist, Acta Chem. Scand. 
12 (1958) 1997.

Invertase und Maltase aus Darmschleimhaut TEAE-C A.Dahlqvist, Acta Chem. Scand. 13 (1959) 1817.
Proteasen aus Kaninchenmagensaft DEAE-C M.A.Karasek, Fed. Proc. 19 (1960) 345.
Schweins-Parapepsinogen II DEAE-C A. P. Ryle, Biochem. J. 75 (1960) 145.
«Intrinsic Factor» aus Schweinsmagenschleimhaut DEAE-C L.Ellenbogen, Fed. Proc. 19 (1960) 332.
Schlangengift-Phosphodiesterase (Crotalus adaman- 
teus)

CM-C M. Privat de Garilhe und M. Laskowski, Biochim. 
Biophysica Acta 18 (1955) 370.

Schlangengift (Crotalus adamanteus) (Phosphodi­
esterase, DNase, Lecithinase A, L-Amino säur e- 
Oxydase)

DEAE-C H.G. Boman und U. Kaletta, Biochim. Biophysica 
Acta 24 (1957) 619; Nature 178 (1956) 1394.



338 Chimia 14 - 1960 • Oktober

Tabelle 3 (Fortsetzung)

Cellulosederivat Literatur

Schlangengift (Hemachatus hemachatus) (Phosphodi­
esterase, DNase, Lecithinase A, Acetylcholinesterase)

DEAE-C W. Björk und H.G. Boman, Biochim. Biophysica 
Acta 34 (1959) 503.

Schlangengift-Phosphodiesterase (Bothrops Alrox) DEAE-C 
CM-C

F. Felix, J.L. Potter und M. Laskowski, J. Biol. 
Chem. 235 (1960) 1150.

Acetylcholinesterase aus Gehirn Oxy cellulose 
CM-C, SM-C 

DEAE-C

G.Toschi, Rend. Ist. Super. Sanità 21 (1958) 1.

Aldolasen aus Kaninchenleber DEAE-C U. Kaletta-Gmünder, H. P. Wolf und F. Leut- 
hardt, Helv. Chim. Acta 40 (1957) 1027.

Saure Prostata-Phosphatase DEAE-C H.G.Boman, Ark. Kemi 12 (1958) 453.

Oxalacetatcarboxylase aus Hühnchenleber DEAE-C 
Avidin- 

azobenzyl-C

G. Semenza, L. S. Prestidge, D. Menard-Jecker 
und M. Bettex-Galland, Helv. Chim. Acta 42 (1959) 
669.

«Malic Enzyme» aus Hühnchenleber DEAE-C ibidem.

Biotin-fixierendes System (aus Hühnchenleber) AE-C F.Leuthardt und A. Gilgen, in Vorbereitung.

Xantosinsäure-Aminase aus Taubenleber DEAE-C U.Lagerkvist, J. Biol. Chem. 233 (1958) 143.

Renin aus Schweinsnieren DEAE-C G. T. Passasanti, Biochim. Biophysica Acta 34 (1959) 
246.

Kathepsin D aus Ochsenmilz DEAE-C 
CM-C, SM-C

E. M. Press, R. R. Porter und J. Cebra, Biochem. J.
74 (1960) 501.

Tyrosin-a-Ketoglutarat-Transaminase aus Ratten­
leber

DEAE-C F.T.Kenney, J. Biol. Chem. 234 (1959) 2707.

Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber DEAE-C A.D. Merritt und G.M. Tomkins, J. Biol. Chem. 234 
(1959) 2778.

Proteinase I aus Hypophysenvorderlappen DEAE-C S.Ellis, J. Biol. Chem. 235 (1960) 1694.

Glutathion-synthetisierendes System DEAE-C H. M. Bates und F. Lipman, J. Biol. Chem. 235 (1960) 
PC 22.

y-Glutamylcystein-Synthetase DEAE-C D. H. Strumeyer und K. Bloch, J. Biol. Chem. 235 
(1960) PC 27.

UDPG-Pyrophosphorylase aus Kaninchenmuskel DEAE-C C. Villar-Palasi und J. Larner, Arch. Biochem. 
Biophysics 86 (1960) 61.

Milchsäure-Dehydrogenase aus Kaninchen-Cornea DEAE-C B. W. Moore und B. Wortman, Biochim. Biophysica 
Acta 34 (1959) 260.

Milchsäure-Dehydrogenase verschiedener Organe DEAE-C B. Hess, Europäisches Symposium über Medizinische 
Enzymologie, Mailand, 28./29. März 1960.

Alkohol-Dehydrogenase aus Pferdeleber CM-C K, Dalziel, Acta Chem. Scand. 12 (1958) 459.

L-Gulonsäure-Dehydrogenase aus Rattenleber DEAE-C Y. Mano, K.Yamada, K. Suzuku und N. Shimazone, 
Biochim. Biophysica Acta 34 (1959) 563.

/3-Hydroxypr opinât-Dehydrogenase aus Schweins­
nieren

DEAE-C H. Den, W.G. Robinson und M.J.Coon, J. Biol. 
Chem. 234 (1959) 1666.

Kathepsin aus Ochsennieren DEAE-C M, A.Mitz und S.S. Yanari, J. Amer. Chem. Soc. 78 
(1956) 2649.

Katalase aus Ochsenleber DEAE-C ibidem.
Rhodanese aus Ochsennieren DEAE-C J. Westley und J.R. Green, J. Biol. Chem. 234 

(1959) 2325.
Lactaldehyd-Reductase aus Schweinsnieren DEAE-C N. K. Gupta und W. G. Robinson, J. Biol. Chem. 235 

(1960) 1609.
Schweinsnieren-Cysteinglycinase DEAE-C G. Semenza, Biochim. Biophysica Acta 24 (1957) 401.
Schweinsnieren-Leucinamidase und Glycilglycinase DEAE-C A.T.Matheson und C.S. Hanes, Biochim. Biophy­

sica Acta 33 (1959) 292.
Schweinsherz-G-A-Transaminase CM-C H.Lis, Biochim. Biophysica Acta 28 (1958) 191. H.A. 

Sober und E. A. Peterson, J. Amer. Chem. Soc. 76 
(1954) 1711.
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Threonin-aktivierendes Enzym (aus Kalbsleber) DEAE-C G.Acs, G. Hartmann, H.G. Boman und F. Lipman, 
Fed. Proc. 18 (1959) 178.

Enzyme aus Rattenleber (Aldolase, Isomerase, Milch- 
säure-Dehydrogenase, Glucose-6-P-Dehydrogenase, 
6-P-Gluconsäure-Dehydrogenase)

DEAE-C B.W.Moore, Fed. Proc. 18 (1959) 289.

Ferritin aus Rattenleber DEAE-C A. Mazur, S. Green und A. Carleton, J. Biol. Chem. 
235 (1960) 595.

Extrakte aus Rattengeweben (Proteine, Nuclein- 
säuren, Glucose-6-P-Dehydrogenase, 6-P-Glucon- 
säure-Dehydrogenase usw.)

DEAE-C B.W.Moore, Fed. Proc. 19 (1960) 331.

Rattenleber-Extrakte (nach Behandlung mit Azo- CM-C J.M.Whitcutt, D.A.Sutton und J.R.Nunn, Bio-
farbstoffen) DEAE-C chem J. 75 (1960) 557.

Transamidinase aus Schweinsnieren AE-C
GE-C

G. Semenza, Helv. Chim. Acta 43 (1960) 1057.

Milz-Phosphoprotein-Phosphatase TEAE-C J.A.Glomset9 Biochim. Biophysica Acta 32 (1959) 349.

Leucin-aminopeptidase aus Schweinsnieren DEAE-C J.E.Folk, J.A.Gladner und T. Viswanatha, Bio­
chim. Biophysica Acta 36 (1959) 256.

Schweinsnieren-Ami dase CM-C
DEAE-C

H.A. Sober und E.A. Peterson, J. Amer. Chem. 
Soc, 76 (1954) 1711,

Kalbsmilz (RNase, DNase, Kathepsine) DEAE-C H. A. Sober und E. A. Peterson, J. Amer. Chem. Soc.
76 (1954) 1711.

Extrakte aus Krebszellen DEAE-C P. U. Angeletti, B.W.Moore, S.Solaric und V. 
Suntzeff, Proc. Soc. Exper. Biol. Med. 103 (1960) 329.

DNase und RNase aus Milz DEAE-C M.E.Maver und A.E.Greco, Fed. Proc. 13 (1954) 
261. M.E.Maver. E.A.Peterson, H.A.Sober und 
A. Greco, Ann. N. Y. Acad. Sei. 81 (1959) 599.

Prostata-Desoxyribonuclease DEAE-C H.G.Boman, Ark. Kemi 12 (1958) 467.
Xanthosinsäure-Glutamin-Amintransferase aus DEAE-C R. Abrams und M. Bentley, Arch. Biochim. Bio-
Kalbsthymus physics 79 (1959) 91.

Mevalonsäure-Kinase und «Decarboxylase» DEAE-C K. Bloch, S. Chaykin, A. H. Phillips und A. de 
Waard, J. Biol. Chem. 234 (1959) 2595.

Tyrosinase aus Harding-Passey-Melanoma DEAE-C F.C. Brown und D.N.Ward, J. Biol. Chem. 233 
(1958) 77.

Froschleber-Carbamyl-phosphat-Synthetase DEAÉ-C
P-C

M. Marshall, R. L. Metzenberc und P.P. Cohen, 
J. Biol. Chem. 233 (1958) 102.

Vitamin-Kj-Reductase aus Hundeleber DEAE-C W.D.Wosilait, J. Biol. Chem. 235 (1960) 1196.
Alanin-aktivierendes Enzym aus Rattenleber DEAE-C R.W. Holley und J. Goldstein, J. Biol. Chem. 234 

(1959) 1765.
Hypoxanthin-Dehydrogenase aus Hühnernieren DEAE-C E.J. Landon und C.E. Carter, J. Biol. Chem. 235 

(1960) 819.
Phosphorylase aus menschlichem Muskel DEAE-C A.A. Yunis, E.H. Fischer und E.G. Krebs, Fed. 

Proc. 19 (1960) 260.
Carboanhydrase aus Ochsenerythrocyten DEAE-C S.Lindskog, Biochim. Biophysica Acta 39 (1960) 218.
Enzyme aus Erythrocyten (Enzyme der Glykolyse, 
des Horeckerschen Zyklus, Nucleosid-phosphorylase, 
TPNH-MetHb-Reductase, Glutathion-Reductase)

DEAE-C M. A. Hennessey, A. M. Haffner und B. W. Gabrio, 
Fed. Proc. 19 (1960) 65.

Hamoglobine CM-C Th.J.Huisman, E.A.Martis und A.Dozy, J. Lab. 
Clin. Med. 52 (1958) 312.

id. und Derivate CM-C A.Saha, Biochim. Biophysica Acta 32 (1959) 258.
id. von Mensch, Pferd und Hund CM-C F. J. Gütter, E.A. Peterson und H. A. Sober, Arch.

Biochem. Biophysics 80 (1959) 353.
Blutgruppensubstanzen aus menschlichem Speichel DEAE-C H. Baer und U. Rasmussen, Fed. Proc. 19 (1960)69.
Bence-Jones-Proteine DEAE-C B. Jirgensons, Arch. Biochem. Biophysics 85 (1959) 

89.
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Harnproteine DEAE-C Ch. de Vaux-St-Cyr, H. Cleve, H. Goodman und 
P. Grabar, Die Proteide der biologischen Flüssig- 
keiten, 8. Kolloquium, Sint Jans Hospital, Brügge 
(Belgien), Mai 1960, Zusammenfassung, S. 13.

Collagen aus Rattenschwanz CM-C A. Kessler, H. Rosen und S.M.Leverson, J. Biol. 
Chem. 235 (1960) 989; Nature 184 (1959) 1640.

Collagen und Gelatine aus Kalbshaut CM-C K. A. Piez und E. Weiss, Fed. Proc. 19 (1960) 342. 
K. A. Piez, E. Weiss und M. S. Lewis, J. Biol, Chem. 
235(1960) 1987.

Muskelproteine (5'AMP-Desaminase, Tropomyosin, 
Y-Protein, Ribonucleoprotein usw.)

DEAE-C S. V. Perry und M. Zydowo, Biochem. J. 71 (1959) 
220.

t-Myosin DEAE-C S.V. Perry, Biochem. J. 74 (1960) 94.

Myosin A DEAE-C J. Brahms, J. Amer. Chem. Soc. 81 (1959) 4997.

Myosin, L-Meromyosin, H-Meromyosin DEAE-C H.Mueller und S.V.Perry, Biochim. Biophysica 
Acta 40 (1960) 187.

L-Meromyosin DEAE-C A. G. Szent-Györgyi, C. Cohen und D. E. Philpott, 
J. Molecular Biol. 2 (1960) 133.

Myosin aus Hühnerembryo DEAE-C D.S.Love, Fed. Proc. 19 (1960) 256.

Ribonucleoprotein aus Muskel DEAE-C 
ECTEOLA-C

S.V.Perry und M.Zydowo, Biochem. J. 72 (1959) 
682.

Kernextrakte DEAE-C S.M.Amer und H. Busch, Fed. Proc. 19 (1960) 339.
id. CM-C J.R.Davies und H.Busch, Cancer Res. 19 (1959) 

1157.
Kalbsthymus-Histone CM-C P.F. Davison, Biochem. J. 66 (1957) 708.

id. P-C G.L. Brown und A.V. Brown, Symp. Soc. Exper. 
Biol. 12 (1958) 6.

id. CM-C D.M.P. Phillips und E.W. Johns, Biochem. J. 72 
(1959) 538.

Überstehendes von Rattenleber (Phosphoprotéine) TEAE-C
ECTEOLA-C 

SM-C

J. Glomset, Acta Chem. Scand. 11 (1957) 512.

id. TEAE-C J.Glomset, Acta Chem. Scand. 12 (1958) 641.

E. coli-Extrakte (Glucose-6-P-dehydrogenase, Phos- 
phoglucomutase, ß-Galactosidase usw.)

DEAE-C D.B. Cowie, G.H. Cohen, E.T. Bolton und H. de 
Robichon-Szulmajster, Biochim. Biophysica Acta 
34 (1959) 39.

E. coli-DNS-Polymerase DEAE-C LR.Lehman, M.J.Bessman, E.S.Simms und A. 
Kornberg, J. Biol. Chem. 233 (1958) 163.

D-Mannonsäure-Dehydrogenase aus E. coli DEAE-C J.D. Smiley und G. Ashwell, J. Biol. Chem. 235 
(1960) 1571.

2-Keto-3-Desoxy-D-Glucono-Kinase aus E. coli DEAE-C M. A. Cynkin und G. Ashwell, J. Biol. Chem. 235 
(1960) 1576.

Alkalische Phosphatase aus E. coli DEAE-C A. Garen und C. Levinthal, Biochim. Biophysica 
Acta 38 (1960) 470.

Galactose-l-P-Uridyl-Transferase aus E. coli DEAE-C K. Kürahashi und A. Sugimura, J. Biol. Chem. 235 
(1960) 940.

ß-Galactosidase aus E. coli DEAE-C A.S.L.Hu, R.G. Wolfe und F.J. Reithel, Arch. 
Biochem. Biophysics 81 (1959) 500.

Glutaminsäure-Decarboxylase aus E. coli DEAE-C R. Shukuya und G. W. Schwert, J. Biol. Chem. 235 
(1960) 1649.

Hefe-Enolase SM-C B. G. Malmström, Arch. Biochem. Biophysics 70 
(1957) 58.

Milchsäure-Dehydrogenase aus Hefe DEAE-C A.P.Nygaard, Biochim. Biophysica Acta 35 (1959) 
212.

Isocitronensäure-lyase aus Hefe DEAE-C J.A. Olson, J. Biol. Chem. 234 (1959) 5.

A.S.L.Hu
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Malat-synthetase aus Hefe DEAE-C G. H. Dixon, H. L. Kornberg und P. Lund, Biochim. 
Biophysica Acta 41 (1960) 217.

ß-Galactosidase aus Hefe DEAE-C J.D.Duerksen und H. Halvorson, J. Biol. Chem. 
233 (1958) 1113.

UDPGal-4/-Epimerase aus Hefe DEAE-C E.S. Maxwell und H. de Robichon-Szulmajster, 
J. Biol. Chem. 235 (1960) 308.

Succino-AICAR-spaltendes Ferment (Adenylo-suc- DEAE-C R.W. Miller, L.N. Lukens und J.M. Buchanan,
cinase) aus Hefe J. Biol. Chem. 234 (1959) 1806.

Protein-phosphokinase aus Hefe DEAE-C M. Rabinowitz und F. Lipman, J. Biol. Chem. 235 
(1960) 1043.

O-Phosplioserin-Phosphatase aus Hefe DEAE-C M.Schramm, J. Biol. Chem. 233 (1958) 1169.

Häm-Proteine aus Chromatium DEAE-C R.G. Bartsch und M.D. Kamen, J. Biol. Chem. 235 
(1960) 825.

Katalase aus Rhodopseudomonas spheroides DEAE-C R. K. Clayton, Biochim. Biophysica Acta 36 (1959) 40.

Cytochrom C aus Rhodospirillum rubrum CM-C S. Paléus und H. Tuppy, Acta Chem. Scand. 13 
(1959) 641.

1 Chloroperoxydase aus Caldariomyces fumago DEAE-C P.Shaw und J. Beckwith, Fed. Proc. 19 (1960) 47.

Glucono-d-Lactonase aus Pseudomonas fluorescens DEAE-C M;A-Jermyn. Biochim. Biophysica Acta 37 (1960) 78.

Polyphenol-oxydase aus Pilzen Verschiedene L.S. Lerman, Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 39 (1953)
Phenol­

azobenzyl-C
232.

id. DEAE-C E. Frieden und M. Ottesen, Biochim. Biophysica 
Acta 34 (1959) 248.

D- und L-Milchsäure-Dehydrogenase aus Lactobacillus DEAE-C D. Dennis und N.O. Kaplan, J. Biol. Chem. 235
plantarum (1960) 810.

L-Milchsäure-Dehydrogenäse aus Lactobacillus ara- DEAE-C A.M. Snoswell, Biochim. Biophysica Acta 35 (1959)
binosus 574.
Phosphotransbutyrylase aus Clostridium butyricum DEAE-C R. C. Valentine und R. S. Wolfe, J. Biol. Chem. 235 

(1960) 1948.

Threonin-Synthetase aus Neurospora crassa DEAE-C M. Flavin und C. Slaughter, J. Biol. Chem. 235 
(1960) 1103.

20 ^-Hydroxy-Steroid-De Hydrogenase aus Strepto- DEAE-C H.J. Hübener, F. G. Sahrholz, J. Schmidt-Thomé,
myces hydrogenans G.NesEMANN und R.Junk, Biochim. Biophysica 

Acta 35 (1959) 270.

Phosphoarabinose-Isomerase aus Propionibacterium 
pentosaceum

DEAE-C W. A. Volk, J. Biol. Chem. 235 (1960) 1550.

Formiat-aktivierendes Ferment aus Micrococcus aero- DEAE-C H.R. Whiteley, M.J. Osborn und F.M.Huenne-
genes kens, J. Biol. Chem. 234 (1959) 1538.

Collagenase aus Clostridium histolyticum DEAE-C N.H. Grant und H.E.Alburn, Arch. Biochem. Bio- 
physics 82 (1959) 245.

Glutaminsäure-Racernase aus Lactobacillus arabi- 
nosus

DEAE-C L. Glaser, J. Biol. Chem. 235 (1960) 2095.

Amyloglucosidase aus Aspergillus niger DEAE-C J.H.Pazur und T.Ando, J. Biol. Chem. 234 (1959) 
1966.

UDP-Acetylglucosamin-d'-Epimerase aus Bacillus 
subtilis

DEAE-C L. Glaser, J. Biol. Chem. 234 (1959) 2801.

Trehalase aus Phormia regina DEAE-C S.Friedman, Arch. Biochem. Biophysics 87 (1960) 
252.

Meerrettich (Peroxydase und saure Phosphatase) TEAE-C H.G. Boman und L.E. Westlund, Arch. Biochem. 
Biophysics 70 (1957) 572.

Meerrettich-Peroxydase CM-C K. G. Paul, Acta Chem. Scand. 12 (1958) 1312.
Elastase (aus Ficin-Präparationen) CM-C J. Thomas und S. M. Partridge, Biochem. J. 74 

(I960) 600.
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Erlenpollen-Allergene DEAE-C 
SM-C

S. Herbertson, J. Porath und H. Colldahl, Acta 
Chem. Scand. 12 (1958) 737.

Hämagglutinin aus Soyabohnen DEAE-C S.Wada, M. J.Pallansch und I. E.Liener, J. Biol. 
Chem. 233 (1958) 395.

Viren:

T abak-Mosaik-Virus ECTEOLA-C B. Commoner, J.A. Lippincott, G.B. Shearer, E.
E. Richman und J.Wu, Nature 178 (1956) 767.

id. CM-C G.W. Cochran, J. L. Chidester und D.L. Stocks, 
Nature 180 (1957) 1281.

id. DEAE-C Ö. Levin, Arch. Biochem. Biophysics 78 (1958) 33.

id. ECTEOLA-C P .vonTavel., Arch. Biochem. Biophysics 85(1959)491.

X-Virus der Kartoffel DEAE-C Ö. Levin, Arch. Biochem. Biophysics 78 (1958) 33.

ECHO-Virus, Coxackie-Virus, Coloradofieber-Virus ECTEOLA-C B.H. Hoyer, E.T. Bolton, R.A. Ormsbee, G.Le- 
Bouvier, D. B. Ritter und C.L. Larson, Sciencel27 
(1958) 859.

Q-Fieber-Rickettsiae ECTEOLA-C ibidem.

Polio-Virus ECTEOLA-C. 
DEAE-C

ibidem.

Polio-Virus ECTEOLA-C
CM-C

R.A.Ormsbee und B.H.Hoyer, Fed. Proc. 17 
(1958) 529.

Virus-Vakzine ECTEOLA-C B.H.Hoyer, R.A.Ormsbee, E.Bolton und D.B. 
Ritter, Fed. Proc. 17 (1958) 517.

Bacteriophagen Tl, T2 und T2r ECTEOLA-C A. Taussig und E. H. Creaser, Biochim. Biophysica 
Acta 24 (1957) 448.
E. H. Creaser und A. Taussig, Virology 4 (1957) 200.

Nucleinsäuren und Derivate:

DNS aus T2r-Bacteriophagen Histone- 
azobenzyl­
cellulose

G.L. Brown und A.V. Martin, Nature 176 (1955) 
971. G.L. Brown und A.V.Brown, Symp. Soc.Exper. 
Biol. 12 (1958) 6.

DNS aus verschiedenen Geweben ECTEOLA-C A.Bendich et al., J.Amer. Chem. Soc. 77 (1955)3671, 
80 (1958) 3949; Symp. Soc. Exper. Biol. 12 (1958) 31 
und viele andere Arbeiten.

DNS ECTEOLA-C N.Kondo und S.Osawa, Nature 183 (1959) 1602.

DNS ECTEOLA-C S. Kit, Arch. Biochem. Biophysics 87 (1960) 318, 330.

Oligodesoxynucleotide (aus DNase-Hydrolysat) ECTEOLA-C L.Astrachan und E.Volkin, J. Amer. Chem. Soc. 
79 (1957) 130.

Thymidin-Oligonucleotide DEAE-C 
ECTEOLA-C

G.M.Tener, H.G. Khorana, R. Markham und E. 
H. Pol, J. Amer. Chem. Soc. 80 (1958) 6223.

RNS ECTEOLA-C D.F. Bradley und A. Rich, J. Amer. Chem. Soc. 78 
(1956) 5898.

RNS (aus Kaninchenmuskel) ECTEOLA-C E.Mihalyi, D.F.Bradley und M.I.Knollen, J. 
Amer. Chem. Soc. 79 (1957) 6387.

RNS (aus Rattenleber) ECTEOLA-C D. A. Goldthwait, J. Biol. Chem. 234 (1959) 3245.
RNS (aus Hefe) ECTEOLA-C J. Starr und D. Goldthwait, Fed. Proc. 19 (1960) 

317. D. A. Goldthwait und J. L. Starr, J. Biol. 
Chem. 235 (1960) 2025.

RNS und DNS aus E. coli, B. mégathérium und M. 
pyogenes

ECTEOLA-C A. Taussig und E.H. Creaser, Arch. Biochem. Bio­
physics 83 (1959) 436.

Oligonucleotide aus RNase-Hydrolysat ECTEOLA-C K.Tanaka, Bull. Chem. Soc. Japan 31 (1958) 393.

id. und Polyadenylsäuren DEAE-C M. Staehelin, E. A. Peterson und H. A. Sober, 
Arch. Biochem. Biophysics 85 (1959) 289; Biochim. 
Biophysica Acta, im Druck.
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Flavinnucleotide DEAE-C J.G. Moffat und H.G. Khorana, J. Amer. Chem. 
Soc. 80 (1958) 3756.

Freie Nucleotide ECTEOLA-C E.D.Korn, Biochim. Biophysica Acta 32 (1959) 554.

id. aus Rattenleber TEAE-C J. Glomset, Acta Chem. Scand. 12 (1958) 641.

Sulfat-Nucleotide ECTEOLA-C N. R. Ringertz und P. Reichard, Acta Chem. Scand.
13 (1959) 1467.

Polysaccharide :

Dextrin, Araban, Pektinsäure, Arabinoxylan, Mehl­
polysaccharide, Glykogen

DEAE-C H.Neukom, H.Deuel, W.J.Heri und W. Kündig, 
Helv. Chim. Acta 43 (1960) 64.

Bodenpolysaccharide DEAE-C M.Müller, N. C. Metha und H.Deuel, Z. Pflanz­
ernähr. Düng. Bodenkde. 90 (1960) 139.

Heparin, |S-Heparin, Hyaluronsäure, Cbondroitin- 
sulfonsäure

ECTEOLA-C N.R. Ringertz und P. Reichard, Acta Chem. 
Scand. 13 (1959) 1467.

Varia:

Phosphatidyläthanolamin und Phosphatidylserin P-C G. Rouser, A. J. Bauman, J. O’Brien und D. Hel­
ler, Fed. Proc. 19 (1960) 233.

Folsäure-Derivate TEAE-C E.Usdin und J.Porath, Ark. Kemi 11 (1957) 41.




