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Zusammenfassung: Die Konstruktion sowie die wichtigsten technischen Einzelheiten und die Handhabung
eines neuen Elektrophorese-Gerätes1) werden hier angegeben. Das Gerät ermöglicht in einfacher Weise die
Durchführung der Durchfluß-Elektrophorese sowie fast sämtlicher Elektrophorese-Techniken in Flach- und
Rundgelen. Die Anwendbarkeit dieser Apparatur wird anhand einiger Trennungen, die mit Hilfe der Durch-
fluß-Elektrophorese ausgeführt wurden, gezeigt.

%
Flow-through electrophoresis

Summary: The construction, the main technical details and the handling of a new electrophoretic apparatus1)
are described. This System can be used for flow-through electrophoresis, äs well äs all slab or tube gel
techniques. The suitability of the apparatus is demonstrated by the electrophoretic analysis of different
samples by flow-through electrophoresis.

Einführung

Die weite Anwendung der Elektrophorese als analy-
tisches und präparatives Verfahren beruht auf der
hohen Flexibilität, Kapazität und Trennleistung die-
ses Systems (l — 3). Für die Flexibilität des Verfahrens
sprechen die unterschiedlichen Ausführungsformen
(Disc-Elektrophorese, Isotachophorese, Elektrofo-
kussierurig, zweidimensionale Elektrophorese...). Es
hat hierbei nicht an Versuchen gefehlt, das Trägerma-
terial, meistens Polyacrylamidgel, in Anlehnung an
die Säulenchromatographie als stationäre Phase zu
verwenden (Durchfluß-Elektrophorese). Hierbei wer-
den die Bänden unmittelbar nach Verlassen der „Gel-
säule" von einem ständig fließenden Spülpuffer aus
dem elektromagnetischen Feld entfernt (2). Der aus
dem „Chrqmatographischen System" austretende
Spülpuffer wird in Fraktionen gesammelt bzw. unmit-
telbar durch einen Detektor geschickt (4—6). Dieses
Verfahren wurde früher als Elutions-Elektrophorese
bekannt (2) und führt heute unter anderem (in Anleh-
nung an die HPLC) die Bezeichnung „High Perfor-
mance Electrbphoresis", (7).

!) Fa. Ernst Schutt jr., Göttingen.

Die direkte Übertragung von allgemein gültigen Er-
fahrungen auf dem Gebiet der Elektrophorese ohne
ausreichende Anpassung an dieses Verfahren (z. B.
Gel-Zusammensetzung und -länge) sowie eine Reihe
von ungelösten technischen Schwierigkeiten (z. B.
Kanalbildung und Wärmeabfuhr) haben dazu beige-
tragen, daß unter der Vielfalt von elektrophoretischen
Verfahren dieses weitgehend unbekannt und die
enorme Trennleistung dieses Systems ungenutzt blieb.

Aufgrund einer neuen Konstruktion, die einen inten-
siven Wärmeaustausch ermöglicht, ist es gelungen,
eine der beiden Hauptschwierigkeiten, nämlich die
Überhitzung des Gels, zu beseitigen. Das zweite Pro-
blem bei diesem Verfahren bestand in der Ausbildung
des Kanals für den strömenden Spülpuffer. Dieses
Problem wurde bei den auf dem Markt erhältlichen
Geräten mit Hilfe einer Membran und mehrerer
Dichtungen, die in einen Rahmen eingebettet sind,
gelöst. Diese nicht optimale Lösung stellt die Achilles-
Ferse des Verfahrens dar, denn die Membran, die
mehrfachen Dichtungen und der Rahmen wirken
wärmedämmend. Dies führt bei gleichzeitig unzurei-
chender Kühlung zu örtlicher Erwärmung, wodurch
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sich unter Umständen Gelteile im Spülpuffer lösen
(„Gelpeak"). Weiterhin verdeckt der Rahmen das
Gel-Ende, so daß eine Beurteilung des Zustandes des
Gels in seiner gesamten Länge nicht möglich ist.

Mit Hilfe einer einfachen Gel-Gieß-Technik (siehe
unten) wurden die oben erwähnten Probleme besei-
tigt. Hiernach bildet sich der Spülpuffer-Kanal zwi-
schen dem Trenn- und einem sogenannten Verschluß-
Gel, was einen optimalen Wärmeaustausch bei
Gewährleistung des Sichtkontaktes ermöglicht.

Somit ist ein Gerät entstanden, das nach dem heuti-
gen Stand der Technik optimale Bedingungen für die
Durchführung dieses Verfahrens anbietet.

Um die Nutzung dieser Apparatur nicht nur auf
die Durchführung von Durchfluß-Elektrophorese zu
begrenzen, wurde die Konstruktion so ausgelegt, daß
die Durchführung fast sämtlicher Elektrophorese-
Verfahren möglich ist (siehe unten).

Diese Arbeit, befaßt sich mit der Beschreibung, Hand-
habung und den Einsatzmöglichkeiten dieses Gerätes
und zeigt anhand einiger Trennungen die Leistungsfä-
higkeit des Systems.

Abb. l. Schematische Darstellung des Gerätes.
G = Grundgerät
TG = Trenngel
VG = Verschlußgel
M = Magnetrührer
GK = Gelkassette
OP = Oberpuffer
UP = Unterpuffer
OG = Oberes Gefäß
UG = Unteres Gefäß
K|, K2, K3 = Intensivkühler
PI> = Magnetpumpen (Umwälzpumpen)
PS = Schlauchpumpe
V = Vorratsgefäß für Spülpuffer
SP = Spülpuffer
P = Photometer
F = Faktionssammler
S = Schreiber

Beschreibung des Gerätes

Das Prinzip dieses Verfahrens ist oben besprochen
worden. Hier sollen die wesentlichen technischen Ein-
zelheiten anhand der Abbildung l erläutert werden.
Der Übersichtlichkeit halber wird die Beschreibung
des Gerätes in drei Abschnitte «unterteilt.

Das Grundgerät

Dies stellt ein Gehäuse dar, welches je nach Art des
Vorhabens die entsprechenden Bauelemente auf-
nimmt und im laufenden Betrieb (geschlossener
Stromkreis) den Zugang zu den Elektroden und zum
Puffer verhindert. Im Gruiidgerät sind ein Ma-
gnetrührer, die beiden Pumpen (P! und P2) sowie
die erforderlichen elektronischen Bauelemente fest
installiert. Diese Teile befinden sich unter einem
Zwischenboden und sind von außen nicht sichtbar.
An den Innenwänden des Gehäuses sind die An-
schluß-Buchsen für die Elektroden sowie zwei große
Intensiv-Kühler (Ki und K2) und ein einfacher Kühler
(K3) befestigt. Die Ausgänge von Pj bzw. P2 sind
durch Silikonschläuche mit den Eingängen von KI
bzw. K2 verbunden. Um die Fließgeschwindigkeit des
Spülpuffers konstant zu halten, ist der Ausgang von
K3 über ein T-Stück und einen Silikonschlauch mit
einer in der Höhe verstellbaren Überlaufvorrichtung
verbunden. Eine Schlauchpumpe befördert den Spül-
puffer aus dem Vorratsgefaß in K3, der Überlauf
tropft in das Vorratsgefaß zurück.

Das Grundgerät soll bei allen Arbeiten mit dieser
Apparatur verwendet werden, da es die erforderliche
technische Sicherheit (Mikroschalter) bietet und au-
ßerdem eine intensive Kühlung ermöglicht.

Bauteile für die Durchfluß-.Elektrophorese

Die Durchfluß-Elektrophorese läßt sich mit Flach-
und Rundgelen durchführen. Erfahrungsgemäß soll
die Gelstärke 4mm nicht übersteigen. Aus diesem
Grund sind Flachgel-Kassetten für Gelstärken von l,
2 und 4 mm entwickelt worden (Abb. 2). Dasselbe
gilt für „Säulenverschlüsse" von Rundgelen (Abb. 3).
Die Gellänge läßt sich bis zu 200 min variieren. Somit
sind für die Durchführung der Durchfluß-Elektro-
phorese folgende Bauteile erforderlich:

- das untere Gefäß „UG" (Abb. 1)

- das spezielle obere Gefäß „OG" '(Abb. 1)

— mindestens eine Flachgel-Kassette (Abb. 2) oder

' — eine Rundgelhalterung mit dem entsprechenden
Säulenverschluß (Abb. 3). ;*
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Einsatz von Flachgelen in senkrechter Technik (siehe
Abb. 4)

Gelstärke:
Gelbreite:
Gellänge:

0.5- 8.0mm
30 -140mm
bis 200 mm

Abb. 2. Längsschnitt durch eine Flachgelkassette an der In- Abb. 4. Bauelement zur Durchführung der Elektrophorese in
nenebene der zweiten Glasplatte. Rund- und Flachgelen.
l = Trenngel, 2 = Verschlußgel, 3 = Kanal, 4 = l = Befestigungsrahmen, 2 = Silikonscheibe mit
Glasplatte, 5 = Befestigungsrahmen. unterschiedlichen Schlitz- und Bohrgrößen.

Einsatz von Flachgelen in waagerechter Technik (ohne
Abb.)

Gelabmessungen: l oder 2 mm 200 mm 200 mm

6—

Abb. 3. Vorrichtung zur Durchführung der Durchfluß-
Elektrophorese in Rundgelen.
l = Trenngel, 2 = Verschlußgel, 3 = Säulenverschluß,
4 = Glasrohr, 5 = Befestigungselemente, 6 = Kanal,
7 = Dichtung.

Sonstige Bauteile

Wie schon oben erwähnt, soll sich die Anwendung
dieser Apparatur nicht nur auf die Durchführung der
Durchfluß-Elektrophorese beschränken. Daher sind
eine Reihe von Zusatzteilen entwickelt worden, die
folgende Arbeitstechniken ermöglichen.

Einsatz von Rundgelen (siehe Abb. 3)

Dieses Bauteil ermöglicht den Einsatz von Rundgelen
(maximal 30).
Geldurchmesser: 0.5 — 5.0 nun
Gellänge: bis 200 mm

Handhabung

Die Erläuterung der Handhabung beschränkt sich
hier auf die Durchführung der Durchfluß-Elektro-
phorese mit Flach- und Rundgelen, da die anderen
Arbeitstechniken bei der Durchführung der einfachen
Elektrophorese, Disc-, SDS-, zweidimensionaler
Elektrophorese oder Elektrofokussierung auf Rund-
bzw. Flachgelen keine* wesentlichen Veränderungen
erfuhren.

Gießen von Trenn- und Verschlußgel (Kanal-
bildung)
Durch die beiden Öffnungen der Flachgel-Kassette (Abb. 2)
wird ein Silikongummistreifen gezogen. Hierdurch wird die
Kassette in zwei voneinander wasserdicht getrennt Räume un-
terteilt. Anschließend werden etwa 200 2 in die Kassette
gefüllt und diese in senkrechter Stellung mit dem vorgesehenen
Volumen der verwendeten Gellösung unterschichtet (Abb. 2).
Nach erfolgter Polymerisation des Trenngels wird die wäßrige
Phase über dem Gel entfernt, die Gelfront mit etwa 0,5 ml H2O
gespült und danach das Verschlußgel im unteren Raum der
Kassette gegossen. Nach Beendigung der Polymerisation des
Verschlußgels wird der Silikongummistreifen entfernt. Die so
behandelte Kassette wird anschließend in dem oberen Gefäß
(Abb. 1) befestigt und mit den Anschlüssen für den Durchfluß
des Spülpufiers versehen. Die Vorrichtung wird dann in das
mit Puffer gefüllte untere Gefäß (Abb. 1) gestellt und der Aus-
gang des Kanals mit dem Detektor verbunden. Hierbei muß
darauf geachtet werden, daß sich im Kanal keine Luftblasen
befinden. Danach wird das obere Gefäß mit Puffer gefüllt und
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die Eingänge der Pumpen sowie die Ausgänge der Intensivküh-
Icr werden an die entsprechenden Anschlüsse am oberen bzw.
unteren Gefäß angeschlossen. Mit Hilfe eines angeschlossenen
Kryostatcn läßt man das System bei eingeschaltetem Rührer
und Pumpen auf die gewünschte Temperatur abkühlen. Frisch
gegossene Trenngele müssen vor ihrer Verwendung zuerst vor-
elektrophoretisiert werden (Präelektrophorese), um Verunrei-
nungcn (Acrylsäure und niedermolekulare Polymerisate) zu ent-
lernen. Bei Verwendung von Rund-Gelen wird das mit Gel
gefüllte Glasrohr in der Halterung mit Säulen Verschluß (Abb. 3)
befestigt. Das Gießen des Verschlußgels erfolgt hier nach dem
Einziehen eines Silikon-Schlauches in den Pufferkanal, anson-
sten wird wie oben beschrieben verfahren.

Zum Entleeren bzw. Reinigen des Gerätes werden die beiden
aus der Rückwand des Gehäuses heraustretenden Sili-
konschläuche geöffnet.

Diese Schläuche sind über je ein T-Stück mit Pumpe und Kühler
verbunden und müssen nach Reinigung bzw. Pufferwechsel
verschlossen bleiben.

Besondere Einsatzmöglichkeiten

Neben den oben erwähnten Einsatzmöglichkeiten er-
laubt diese Apparatur die Durchführung folgender
Arbeitsvorgänge:

Konzentr ieren von Proben

Hierfür wird eine lange Flachgelkassette benutzt, die
mit einem 8 —10mm hohen „Trenngel" versehen ist.
Das Probenvolumen beträgt hierbei 3 — 5 ml. Bei rich-
tiger Wahl von Stromstärke, Gelzusammensetzung
und Fließgeschwindigkeit des Spülpuffers ist das Re-
tentionsvolumen der Probe kleiner als das aufgetra-
gene Probenvolumen. Dieser Vorgang läßt sich mehr-
mals wiederholen.

Umpuffe rn

Dies verläuft ähnlich wie bei der Gelfiltration, mit
dem Unterschied, daß die Pufferionen der Probe vor
der Probe das System verlassen. Die Probe erscheint
in dem verwendeten Elektrophorese-Puffer.

Elektro-Ultrafi l t rat ion

Durch die Wahl geeigneter Porengröße und Länge
des Trenngels lassen sich die niedermolekularen Stoffe
eines Gemisches voneinander trennen, während die
hochmolekularen Stoffe des Gemisches auf dem
Trenngel bzw. im weicheren Sammelgel zurückblei-
ben. Dies hat den Vorteil einer kürzeren Analysen-
dauer, da die meist langsam wandernden hochmole-
kularen Stoffe die Analyse nicht stören.

Zweidimensionale Elektrophorese

Die zweidimensionale Elektrophorese in der gewöhn-
lichen Ausführung läßt sich, wie oben erwähnt, mit
diesem Gerät durchführen. Wird jedoch nach der
ersten Dimension elektrofokussiert und die Gelsäule
nach Maßgabe der gefärbten, fanden in Scheiben
geschnitten, so lassen sich die Inhalte der einzelnen
Scheiben in der zweiten Dimension über geeignete
Gele mit Hilfe der Durchfluß-Elektrophorese weiter
trennen.

Trennbeispiele

Aus den durchgeführten Arbeiten sollen hier folgende
Trennungen gezeigt werden:

Analysen-Nr. 1: ADP/AMP (Abb. 5)
2: NADPH/NADP/NADH/NAD

(Abb. 6)
3: Insulin Kette A/Insulin Kette B

(Rind) (Abb. 7)
4: Insulin Kette A (Rhid)/Humanse-

rumalbumin/Ferritin (Pferd)
(Abb. 8)

5: Peptide Glycyl-Glycin/Alanyl-Gly-
cin/Leucyl-Glycyl-Glycin (Abb. 9)

6: Schlangengift von Crolatus atrox
(Abb. 10)

7: Humanserum (Abb. 11)

I5
C3

I
Ö 3 6 9 3 6

t i m i n ]
3' -6 9

' Abb. 5. Chromatogramme von 3 Analysenproben A, B und C.
l = ADP, 2 = AMP (siehe>bb. 12).
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LA
0 3 6 9 12 15 18

t imin)
21 24 27 30 33

Abb. 6. Chromatogramm der Trennung von Pyridinnucieo-
tiden: NADPH (=2), NADP (=3), NADH (=5),
NAD ( = 7); 1,4 und 6 = Verunreinigungen.

Abb. T. Chromatogramm der Trennung von Kette A (= 1) und
Kette B (=4) von Rinderinsulin, 2 und 3 =
Verunreinigungen aus Kette B.

12 15
t i m i n ]

18 21 24 27

Abb. 8. Chromalogramm der Trennung von Insulinkette A (=
1), Humanserumalbumin (=2), Ferritin (=4); 3 und 5
sind Verunreinigungen. Die gestrichelte Peaks 4' und
5' zeigen den Analysenverlauf, wenn 6 Minuten nach
Analysenbeginn die Stromstärke von 15 mA auf 50
mA erhöht wird.

Bei allen diesen Trennungen wurde ein einheitlicher Puffer
sowohl als Elektroden- als auch als Spülpuffer verwendet: 20
mmol/lTris/Glycin-PufierpH 8.3.

Für die Herstellung der Trenn- und Verschlußgele wurden fol-
gende wäßrige Stammlösungen verwendet:

Acrylamid 500 g/l (Lösung A)
Bisacrylamid 26 g/l (Lösung B)
Tetramethylendiamin (TEMED) 6 g/l (Lösung C)
Gelpuffer (Tris/HCl; pH 8,9) (Lösung D)
Ammoniumperoxodisulfat (Lösung E)

Die übrigen „chromatographischen Bedingungen" sind den ent-
sprechenden Legenden sowie Tabelle l zu entnehmen.

Für die Analysen Nr. 6 und 7 wurde ein zusammengesetztes
Trenngel verwendet. Dabei wurde das härtere Gel (100 g/l)
zuerst gegossen. Für alle Analysen wurde ein Verschlußgel der
in Tabelle l angegebenen Zusammensetzung verwendet.

Um die Reproduzierbarkeit des Systems zu zeigen
und die mehrfache Verwendbarkeit ein und desselben
Gels (5 bis 20 mal) zu demonstrieren, wurde mit Hilfe
einer AMP-Lösung (67,5 mg/1) eine ADP-Verdün-
nungsreihe hergestellt. Die ermittelten Quotienten
ADP-Peakhöhe/AMP-Peakhöhe der einzelnen Pro-
ben wurde gegen die entsprechenden ADP-Konzen-
trationen aufgetragen. Die so ermittelte ADP-Stan-
dardgerade zeigt Abbildung 12.
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l

6 9 12 15 18
t i m i n ]

6 9 12 15 18 21
t [min]

Abb. 11. Chromatogramm der Analyse von Humanserum, l
Albumin, andere Peaks nicht identifiziert.

Abb. 9. Chromatogramm der Trennung von Gly-Gly (=1),
Ala-Gly ( = 2), Leu-Gly-Gly (=3), nicht numerierte
Peaks = Verunreinigungen.

1.0

^j

0.5

50 100
Img /l]

150

Abb. 12. ADP-Standard-Gerade.

Herkunft der verwendeten Ohemikalien
6 9

t imin]
12 15 18 Die Ketten A und B des Rinderinsulins sowie Humanserumal-

bumin wurden von der Firma Boehringer, Mannheim, Glycin
von der Firma Merck, Darmstadt bezogen. Das verwenidete

Abb. 10. Chromatogramm der Analyse von Schlangengift ' Humanserum stammte von einem freiwilligen Spender, alle
(Crolatus atrox). weiteren Chemikalien von der Firm£ Serva, Heidelberg.
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Tab. 1. Experimentelle Bedingungen für die Trennbeispiele.

Ana- Zusammensetzung des Trenngcls
lysen (ml Lösung:)
Nr.

A B C D

1

2

3

4

5

6

7

0,40

0,40

0,30

0,30

0,40

0,30
0,40

0,30
0,40

0,04

0,03

0,03

0,04

0,04

0,03
0,04

0,03
0,04

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15

0,15
0,15

0,15
0,15

0,05

0,05

0,05

0,05

0,05

0,05
0,05

0,05
0,05

E

1,36

1,47

1,37

1,46

1,36

1,47
1,36

1,37
1,36

Gel- Fließ- Strom-
länge geschw. stärke

(mm) (ml/h) (nm) (mA)

80 75 260 20

75 80 260 20

24 80 220 20

6 60 280 15
15/50

83 100 220 20

6 12 70 280 10
+6

5 9 60 280 10
+4

Konzentration
der Komponenten

(g/D

AMP: = 0,675;
ADP: 0,01 5 -0,1 50
NADPH: 1,16;
NADP: 1,16;NAD: 1,08;
NADH: 1,18
Insulin Kette A: 0,9583;
Kette B: 0,75
HSA: 5,0; Ferrilin: 2,5;
Insulin Kette A: 2,5
Gly-Gly: 2,0;
Ala-Gly: 2,066;
Leu-Gly-Gly: 2,12

Schlangengift: 10

50 Serum
+ 300 Puffer

Ana-
lysen-
probe
( )

10

10

10

15

30

10

20

Zusammensetzung des Verschlußgels

0,30 0,10 0,10 0,05 0,70

Vorteile des Systems

1. Die wesentlichen Vorteile der Durchflußelektro-
phorese liegen auf der Hand. Unmittelbar nach Been-
digung der Analyse, die unter Umständen nur wenige
Minuten dauert, liegen die getrennten Stoffe (z. B.
Proteine) in geeigneter Form für weitere Arbeiten
vor.
Hierdurch entfallen die Arbeitsgänge Fixieren, Fär-
ben, Entfarben, Ausscheiden, Extrahieren und Ent-
fernen des Farbstoffes aus der Probe. Diese Ar-
beitsgänge nehmen Zeit in Anspruch und beeinträch-
tigen in vielen Fällen die biologische Aktivität.

2. Im Vergleich zu anderen Elektrophorese-Verfahren
läßt sich hier das Trenngel mehrfach verwenden.

3. Niedrigere Kosten des Trenngels
4. pH-Gradienten-Bildung ohne Ampholine, lediglich
durch Unterschiede im pH des Ober- und Unterpuf-
fers
5. Die Verwendbarkeit des Gerätes für mehrere Elek-
trophorese-Verfahren.

Betrachtung des Trenngels als stationäre Phase

Die Elektrophorese wurde schon 1953 von T. Wieland
und F. Turba (8) als chromatographisches Verfahren
betrachtet. Gegen diese Betrachtungsweise spricht je-
doch das Fehlen der mobilen Phase. Weiterhin ist in
diesem Zusammenhang zu erwähnen, daß die
Feldstärke, die Nettoladung der zu trennenden Mo-
leküle und ihre Molgröße bei der elektrophoretischen
Trennung die maßgeblichen Kenngrößen sind.

Die mehrfache Verwendbarkeit des Trenngels, die Re-
produzierbarkeit des Systems und die Symmetrie der
Chromatogramme erlauben jedoch die Betrachtung
des Trenngels als stationäre Phase, so daß hier —
wenn auch nur in formaler Hinsicht — ein Vergleich
der Trennleistung dieses Systems mit anderen chro-
matographischen Systemen möglich ist. So lassen sich
hier anhand erhaltener Chromatogramme die ent-
sprechenden Bodenzahlen n nach der Gleichung n =
16 (tR/W)? ermitteln (9), dabei ist n = Bodenzahl,
tR = Retentionszeit, W = Basisbreite.
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Diskussion

Während für die einzelnen Elektrophorese-Verfahren
eine zutreffende, das entsprechende Verfahren gut
beschreibende Bezeichnung gefunden wurde, ließ sich
für das hier besprochene Verfahren — obwohl es
vom Prinzip her seit längerem bekannt ist — keine
zufriedenstellende Bezeichnung finden. So ist die äl-
tere Bezeichnung „Elutions-Elektrophorese" nicht
zutreffend, weil die Banden aufgrund ihrer Ladung
und des herrschenden elektromagnetischen Feldes
aus dem Gel-Ende heraustreten und vom „Elutions-
puffer" mitgenommen werden. Ein Elutionsvorgang
findet hier nicht statt. Sollte doch ein Elutionsvor-
gang stattfinden, so müßte dieser aufgrund des Feh-
lens einer mobilen Phase mit einer Diffusion gekop-
pelt sein. Die Wanderung der Banden durch das ge-
samte Gel in sehr scharfen Zonen (bei farbigen Ver-
bindungen wie Bromphenolblau, Ferritin oder Cyto-
chrom c mit bloßem Auge zu erkennen) spricht jedoch
eindeutig gegen eine Diffusion.

Auch die moderne Bezeichnung High Performance
Electrophoresis ( ) ist hier nicht zutreffend, denn
damit wird das Verfahren nicht beschrieben, und was
die Hochleistung hinsichtlich der Auflösung angeht,
sind andere elektrophoretische Verfahren (z. B. Elek-
trofokussierung) diesem Verfahren weit überlegen.

Auch die hier gewählte Bezeichnung „Durchfluß-
Elektrophorese" ist nicht optimal. Sie ist aber unserer
Ansicht nach eher akzeptabel.

Bei näherer Betrachtung der Durchfluß-Elektropho-
rese hinsichtlich der Trennleistung läßt sich feststel-
len, daß das angewandte elektrophoretische System
die gleiche Trennleistung aufweist wie das gleiche
System unter üblichen Arbeitsbedingungen. Die Tat-
sache aber, daß unter Durchfluß-Elektrophorese-Ar-
beitsbedingungen erstaunlich kurze Trenngelhöhen
(etwa 2 — 3 mm) gute Trennungen zu leisten imstande
sind, ist nicht auf eine höhere Trennleistung des Sy-
stems zurückzuführen, sondern liegt darin begründet,
daß eine der wichtigsten Aufgaben des Trenngels un-
ter „normalen" Bedingungen, nämlich die getrennten
Banden bis zur Beendigung der Elektrophorese zu
halten, hier völlig entfällt.

Die Optimierung der Gel-Länge bei gegebenem elek-
trophoretischen System (Gelzusammensetzung, pH)

ist hier nicht nur wegen der damit verbundenen kürze-
ren Analysenzeit von Bedeutung, denn je kürzer die
Gele sind, um so stabiler sind sie und umso häufiger
lassen sie sich wiederverwenden. Weisen zum Beispiel
zwei Proteine A und B eine relative Wanderungsge-
schwindigkeit von 0,98 auf (Wanderungsgeschwindig-
keit von B/Wanderungsgeschwindigkeit von A), so ist
eine Trenngelhöhe von 25 mm optimal, denn hierbei
hat B eine Laufstrecke von 0,5 mm im Gel vor sich,
während A das Gel verlassen hat. Dieser Trenneffekt
wird durch die im Puffer höhere Wanderungsge-
schwindigkeit der aus dem Gel herausgetretenen
Komponenten erheblich verstärkt.

Durch die hohe Kapazität des Polyacrylamidgels so-
wie durch das Laufen der Banden in scharfen Zonen
wird der beim Austreten der Banden (vom Gelende
in den Puffer) auftretende Verdünnungseffekt über-
kompensiert. Weiterhin läßt sich dieser Effekt durch
geeignete Maßnahmen, wie zum Beispiel geringere
Fließgeschwindigkeit des Spülpuffers oder hohe
Stromstärke, auf ein Minimum reduzieren (Abb. 8).
Es lassen sich hierdurch im Durchschnitt einzelne
Fraktionen in Retentionsvolumina von 0,2 bis 3,0 ml
erhalten.

Im Zusammenhang mit der Betrachtung des Trenn-
gels als stationäre Phase soll hier nicht unerwähnt
bleiben, daß der Versuch, ATP von ADP unter den
geschilderten Bedingungen zu trennen (Abb. 5), fehl-
geschlagen ist. Da aber ATP eine höhere Nettoladung
aufweist und beide Moleküle, bezogen auf die Po-
rengröße des Gels, als gleich groß zu betrachten sind,
läßt sich annehmen, daß* ATP eine höhere Affinität
zur Gelmatrix aufweist.

Schließlich soll hier erwähnt werden, daß sich die
Durchflußelektrophorese bei einer Reihe anderer
Trennprobleme bewährt hat: Carbonsäuren, Amino-
säuren, Aminosäure-Derivate, Proteingemische, Pep-
tide, Purin- und Pyrimidinbasen, Nucleotide, Nucle^
oside, saure und basische Pharmaka, Naturprodukte
wie Schlangengifte, Seren und Urinproben.
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