
EXPERIENTIA 
Vol. XI I I  -Fasc .  11 Pag. 421-464 15. XI. 1957 

Die Immunoelektrophorese in Agar-Gel 
Methode und Ergebnisse  

Von C H .  W U N D E R L Y *  

Einleitung. Die Geschichte der Naturwissenschaff 
zeigt uns, wie die Gedanken zu neuen Messm6glichkei- 
ten sich manchmal zu ether oder zwei Arbeiten ver- 
dichten und darauf wieder ffir Jahrzehnte in Vergessen- 
heit geraten. So blieb der Nachweis von Autoantik6r- 
pern, wie ihn WIDAL 1 und CHAUFFARD 2 bereits 1908 
beschrieben batten, fiir 30 Jahre unbeniitzt. Obwohl 
in diesen frfihen Arbeiten genau unterschieden wurde 
zwischen Autohiimolyse und Autoagglutination eirier- 
seits sowie Isoh~imolyse und Isoagglutination anderer- 
seits, betrachteten Autoren a 1937/1938 den Nachweis 
yon Autoagglutination als erstmalig..&hnlich blieben 
die Arbeiten yon KONIG 4, der schon 1939 Papier als 
Tr~ggrmedium ftir die elektrophoretische Trennung 
yon Farbgemischen benutzt hatte, unbeachtet. Erst 
als die analytische Chemie begann, auch makromoleku- 
late Stoffgemische vermehrt in den Kreis der Betrach- 
tung zu ziehen, erkannten etwa gleichzeitig DURRUM s, 
CREMER und TISELIUS 6, TURBA u n d  ENENKEL 7 sowie 
GRASSMAN und HANNIG s die bedeutenden M6glich- 
keiten dieser Methode. Wesentlich friiher, n~ilnlich 
1907, hatten bereits FIELD und TEAGUE 9 in einem U- 
Rohr, dan mit Agar-Gel geftillt war, Diphterietoxin und 
Antitoxin elektrophoretisch getrennt. Darauf blieb die 
Methode unbeniitzt, bis ihr GORDON ~° 1949 eine neue 
Form der Ausffihrung gab. Bereits 1905 war von 
mehreren Autoren 1~ gezeigt worden, wie die Beobach- 
tung des interzonalen Pr~izipitintestes oder des ,Ring- 
testes~ erleichtert wird durch die Stabilisierung in 
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Gelen. So benfitzten NICOLLE, CESARI und DEBAINS 12 
1920 Gelatine-Gel, um der raschen Aufl6sung yon 
spezifischem Pr~zipitat in Antigen-fdberschuss ent- 
gegenzuwirken. OUDIN 13 zeigte 1946, wie im Reagenz- 
glas, gefiillt mit glasklarem Agar-Gel, als Folge der 
einJachen Di/Jusion die Prfizipitatbildung zwischen 
Antigen und Antik6rper naeh Massgabe yon Konzen- 
tration und Diffusionskoeffizient gut zu beobachten 
ist. Die etwa gleichzeitig entwickelte Plat tenmethode 
mit doppelter Di/[usion von OUGHTERLONY 14 sowie die 
Arbeiten yon EI.EK 15 gaben dieser Methode eine Aus- 
fiihrungsform 16, welche heute als Agardiffusionstest 
eine zunehmende Verwendung findet 17, da sie nickt 
nur die Zahl der Antigene bestimmen 1/isst, sondern 
auch den Vergleich verschiedener Antigcnl6sungen 
zul~isst. 

Der Agardi//usionstest. Dutch die Bildung yon Pr/izl- 
pitatlinien gibt die Diffusionsplatte zu erkennen, wie 
viel serologisch aktive Substanzen in Antigenen oder 
auch in Extrakten von Mikroorganismen gegen ein 
bekanntes Antiserum vorhanden sind. Dazu werden in 
das Agar.-Gel 3-5 Vertiefungen ausgestanzt und die 
Sera hineintSipettiert. Zumeist befindet sich das Anti- 
serum in zentraler Stellung. Sind in mehreren Sera die- 
selben 16slichen Antigene enthalten, so fliessen die 
Pr~izipitatlinien ineinander fiber, w~thrend die Linien 
v611ig verschiedener Antigene einander kreuzen. Dieses 
Unterscheidungsmerkmal ist der haupts~ichliche Fort-  
schritt der Ouchterlony-Technik is. Das Gel tibt auf die 
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Diffusion der Proteinmolekfile eine verzSgernde Wir- 
kung aus, so dass die Werte der Svedbergschen Dif- 
fusionsgleichung nicht ganz erreicht werden is. Als 
Standardvergleich verwendet man mit Vorteil solche 
Proteine, deren antigene Natur homogen ist. Unter den 
menschlichen Serumproteinen sind es des Albumin, 
einzelne Bestandteile des y-Globulin, die Haptoglobin- 
Komponenten, sowie das Siderophilin, welche in einer 
immunologisch hinreichenden Reinheit isoliert sind. 
Diese hochgereinigten Serumanteile erm6glichen bei- 
spielsweise in der ((Ouchterlony-Petrischale)) den Ver- 
gleich ihrer antigenen Eigenschaften mit dem Serum- 
albumin bei Lipoiduephrose 19 oder Hepatopathien 2°. 
Ebenso hat sich der Agar-Diffusionstest beim Studium 
der Toxin-Antitoxinreaktionen bew~ihrt, sowie bei der 
Reinheitsprfifung yon isolierten ToxinprSparaten und 
Toxoiden, bei der Wertigkeitsbestimmung antitoxi- 
scher Seren und der Rezeptorenanalyse. Der Diffu- 
sionsplattentest wurde soweit verfeinert, dass bei der 
Priifung antitoxischer Sera Rezeptoren gegen Ntihr- 
bodenbestandteile nachweisbar wurden 21, die selbst 
antigene Wirksamkeit besassen. LSsliche Antigene 2~, 
welche ein Gemisch mehrerer Teilkomponenten dar- 
stellen, besitzen im Agar-Gel eine unterschiedliche 
Wanderungsgeschwindigkeit und geben dadurch mit 
homologen Antik6rperfraktionen getrennte Pr~izipitat- 
linien 23. Um zu einer sicheren Trennung zu gelangen, 
ist es freilieh notwendig, die Antigenkonzentration in 
ein optimales Verh~iltnis zur Menge der Serumantik6r- 
per zu bringen. Die Deutung einer Mehrzahl von Ty- 
pen- und Gruppenantigenen hat eine grosse Zahl ver- 
gleichender Untersuchungen an bekannten St~mmen 
und absorbierten Seren zur Voraussetzung; auch ist 
der Einfluss unspezifischer Verunreinigungen des Anti- 
gens auf den Ablauf der serologischen Reaktion oft 
schwer abzuseh/itzen. Ein Hauptvorteil liegt in der 
grossen Kombinationsm6glichkeit und der Reproclu- 
zierbarkeit der Ergebnisse; ferner ist der Arbeitsauf- 
wand kleiner als bei der quantitativ geleiteten Aus- 
fiihrung der Pr~zipitin-Reaktion 2a. An Empfindlich- 
keit und Spezifit~t der Aussage iibertrifft sie jede rein 
physikalisch-chemische Methode. Nehmen wir als Bei- 
spiel die/reie Elektrophorese, in welcher Proteinsole von 
1% untersucht werden, dann braucht es mindestens 
5% des Gesamtproteins (etwa 14 rag), um einen eigenen 
Gradienten zu bilden, der messbar ist 25. Die Mikroaus- 
fiihrungen der freien Elektrophorese (KERN, ANTWEI- 
LEa) haben die notwendige Serummenge seither auf 

1~ p. BURTIN und P. GRAEAR, Sere. H6p. Paris 30, 1 (1954). 
~o p. BURTIS, Bull. Soc. Chim. biol. 36, 1021 (1954). 
21 R. JENmNGS, J. ImmunoL 70, 181 (1953}; J. Bact. 67, 559, 

565 (1953). 
22 C. POPE, M. STEVENS, ]~. CASPARY u n d  E.  FENTOS, ]3rit. J. 

viper. Pathol. 3~, 246 (1951). 
23 O. OUCHTEELONY, Aeta path. microbiol, scand. 32, ~31 (1953}. 
24 M. HE~DELEER~ER, Serological approaches to studies o/ Protein 

structure and metabolism (Rudgers Univ. Press, 1954). 
25 E.  KABAT und M. MAYER, Experimental-lmmunoehemistry 

(Springfield, USA. 1948). 

0,1 ml herabgemindert. Die Emp/indlichkeit ist somit 
yon ganz anderer GrSssenordnung, denn fiir die 
Pr~zipitation im Agar-Gd werden etwa 0,002-0,001 mg 
Antigen ben6tigt und fiir seine quantitative Bestim- 
mung 2e nach der Methode yon FOLIN gar nut etwa 
0,008 rag. Es war die Hyperimmunisation des Pferdes 
notwendig, um mit freier Elektrophorese im Diphterie- 
oder Tetanusserum eine neue Proteinkomponente T 
entstehen zu lessen ~7. Sie zeigt eine elektrophoretische 
Bewegiichkeit zwischen der von normalem fl- und y- 
Globulin m. Beim erwachsenen Menschen wandern die 
in1 Verlaufc manifester odcr okkultcr Infektionen ge- 
bildeten Antik6rper nahezu ausschliesslich mit der 
Beweglichkeit yon normalem y-Globulin 29. Es gelang 
weder mit chemischen Methoden (Aminos~ure-Analyse) 
noch mit physikalisch-chemischen (Ultrazentrifuga- 
tion, Diffusion, Ultraviolettabsorption) einen Unter- 
schied messbar zu machen zwischen normalem y-Glo- 
bulin und Antik6rperglobulin. Bisherige Ergebnisse 
mit Endgruppenanalyse sind noch uneinheitlich in 
ihren Schlussfolgerungen. Auch die Auftrennung spe- 
zifischer Pr~zipitate in freier Elektrophorese 3° ffihrte 
nicht wesentlich weiter, denn dessen Zusammensetzung 
ist abh~ingig yon der Konzentration der reagierenden 
Komponenten und folgt keiner st6chiometrischen 
Gesetzmiissigkeit. 

I. Voraussetzung /iir die Immunoelektrophorese ( Prin- 
zip der Methode). Wenn so die Elektrophoresetechnik 
der Serologie vorerst keinen wesentlichen Fortschritt 
brachte, so ~inderten sich die Messm6glichkeiten nach- 
baltig, Ms GRABAR und V~7ILLIAMS 31 1953 die Kombi- 
nation yon Elektrophorese und serologischer Prazipita- 
tion in Agar-Gel verwirklichten. Nachfolgend sei kurz 
das Prinzip der Methode dargelegt. Das zu trennende 
Proteingemisch (Serum, Liquor cerebros. Lymphe, 
Ascites u.a.) wird im Agar-Gel der Elektrophorese 
unterworfen. Nach hinl~nglicher Auftrennung der 
Fraktioncn wird in eine Vertiefung des Agar-Gel, 
welche liings der Vganderungsrichtung der Proteine 
verl~uft, entsprechendes Antiserum einfliessen gelas- 
sen. Dasselbe diffundiert allm~hlich seitlich zu den 
Proteinfraktionen. An ]enen Stellen, wo Antigene und 
ihre spezifischen Antik6rper zusammentreffen, bilden 
sich leicht gekrfimmte Pr~izipitatlinien. Das Ergebnis 
zeitigt serologisch eine ver/einerte Antigenanalyse und 
physikalisch-chemisch die Charakterisierung der einzd- 
nen Komponenten au/ Grund ihrer Wanderungsge- 
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schwindigkeit. Die Voraussetzung war ein Angleichen 
der Proteinkonzentration bei Elektrophorese und sero- 
logischer Reaktion. Wie oben gezeigt wurde, ist dieselbe 
in der Tiselius-Ausfiihrung der Elektrophorese wesent- 
lich h6her, als es die Pr~zipitation erfordert. Diese 
letzte~e erlaubt aber nut  eine geringe Variationsbreite 
in der Konzentration der beiden Komponenten, an- 
sonst F~iltungen entstehen k6nnen, die sich im Uber- 
schuss der Reagenzien ISsen. Die Angleichung der Ge- 
h a r e  musste infotgedessen in erster Linie v o n d e r  
elektrophoretischen Seite aus erfotgen. Hier war es yon 
entseheidendem Vorteil, dass ftir die Auftrennung der 
Serumproteine im Agar nicht mehr als 700-800 #g be- 
n6tigt werden. Damit verbleibt ffir eine einzelne Glo- 
bulinfraktion 70-100 ~ug; diese befinden sich in der 
2 mm dieken Agarschicht fiber eine Fl~iche von 180 bis 
630 mrn 2 ausgebreitet, so dass in den Randzonen der 
zugeh6rigen Bezirke optimale Verdiinnungen der 
Proteine vorliegen. Auf Grund ihrer rascheren Diffu- 
sion verbreitet sich die Albuminfraktion im Agar-Gel 
fiber eine gr6ssere Flfiche; dadurch wird ihre h6here 
Ausgangskonzentration etwas ausgegliehen. Entspre- 
chen die gegenseitigen Verh~iltnisse denienigen der 
((equivalence zone~, so kSnnen auf diesem Wege noeh 
3/~g Albumin und 4-5/~g Globulin sichtbar gemaeht 
werden. Darin kommt die ausserordentliche Steigerung 
der Emp/indlichkeil zum Ausdruck, wie sie dureh die 
Kombination mit  tier serologischen Reaktion mSglich 
wird. Ist die elektrophoretische Auftrennung beendet, 
so l~isst man in l~ingsseitige Aussparungen des Agar- 
Gels das Antiserum einfliessen. Bei einem hochtitrigen 
Pferdeserum braueht es davon 0,05 ml, da es mit 
ebensoviel physiologischer KochsalzlSsung verdfinnt 
werden kann. Die zeitliche Beanspruchung folgt dem 
verschieden raschen Reaktionsablauf, indem Itir die 
Elektrophorese 4-5 h gentigen, wShrend die anschlies- 
sende Diffusion des Antiserums bei 18°C 2-3 Tage 
erfordert (Mikromethode 3~, s. vorn). 

Theoretische Grundlagen. Es gehSrt zu den Erforder- 
nissen der Immunoelektrophorese, dass die aufgetrenn- 
ten Proteinfronten stabilisiert sind. Wenn sich Agar- 
Gel als Trfigermilieu bisher am besten bew~ihrte, so 
licgt es an der losen, iiberaus weitmaschigen Textur  
dieses Gels. Es konnte gezeigt werden, dass der ,freie 
Raum~ eines 1%-Agar-Gel nahezu die Gegebenheiten 
der freien L6sung erreicht 3~. Bei hochgereinigtem 
Agar ist ein 1%-So} itir die Gelbildung ausreichend. 
[m St~irkebloek (Kartoffelstfirke) erreieht der ~dreie 
Raum~ etwa 40% der S~tulenl~inge ~. Noch ungilnsti- 
get Iiegen die Verh~iltnisse im Papier, wo der vom 
Proteinteilehen zurfiekgelegte Weg eine vielfach ge- 
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wundene Strecke bedeutet. Die Adsorption der Protein- 
teilchen an der Zellulose wird dadurch begfinstigt und 
verursacht die nachziehenden, Schleppen ~35. Im Agar- 
Gel dagegen gelangt ein Protein nach Umkehren der 
Stromrichtung quanti tat iv wieder an seinen Ausgangs- 
punkt zurtick. An den meisten Medien mit dichter 
Textur  spielen die Sorptionsverh~iltnisse eine wesent- 
liche Rolle fiir die elektrophoretische Auftrennung. 
Ftir die Differenzierung der verschiedenen Arten von 
H~imoglobin ist deren Adh~ision an der Zellulose eine 
Voraussetzung a~, 

So haften im Papier vom vorauswandernden Albu- 
min stets Spuren l~ngs seiner BahnaT; da es sich nur 
um Mengen handelt, wetehe unter der methodischen 
Fehlerbreite liegen, beeintr~chtigen sie die quantita- 
tive Auswertung kaum; dagegen wtirde es ftir die Im- 
munoelektrophorese, mit ihrer gesteigerten Empfind- 
lichkeit, eine unklare Ansgangslage schaifen. Wenn so- 
mit bei der Elektrophorese in Agar- Gel /3- und y-Glo- 
bulin wegen der starken elektroosmotischen StrSmung 
kationisch wandern, so gew~thrleistet dieser sekund/ire 
Effekt eine besonders saubere Auftrennung. Hier aber- 
lagert sich, der elektrophoretischen Tre~nwirkung etwa 
ebenbiirtig in der Wirkung, der elektroosmotische E]/ekt 
(siehe folgenden Absehnitt). 

Ffir das Ergebnis ist es von besonderer Wichtigkeit, 
dass bei der serologischen Reaktion yon Antigen und 
Antigenk6rper im Agar-Get beide Komponenten 
mSglichst im optimalen Gehalt vorhanden sind. Denn 
das spezifische Pr~izipitat ist immer 16slich in einem 
I~bersehuss yon Antigen und oft ebenfalls in einem 
I~berschuss yon AntikSrper (Immunserum vom Pferd). 
Im idealen KonzentrationsverhSltnis ist kein ~ber-  
schuss vorhanden, weshalb dieser, Bereich als ,equi- 
valence: zone)~ bezeichnet wird. Die Zone ist um so 
enger umschrieben, je gr6sser die Reinheit des betref- 
fenden Antigens ist, Sie ist ferner mit Immunsera vom 
Pferd besonders scharf definiert, w~ih~end Kaninchen- 
Antisera im Agar-Gel einseitig scharf begrenzt sind, 
jedoch rfickw~irtig Trtibungen erkennen lassen, welche 
Anlass zu Versehleierungen bieten kSnnen. Besteht das 
Antigen aus einem Polysaccharid, so sind die Pr~izi- 
pitatlinien zumeisf unscharf. Die einfaehen Diffusions- 
verh~tltnisse yon Proteinen im Agar-Gel wurden von 
OUDIN 13 und BECKER et al. ~s, die doppelte Diffusion 
dagegen von SALWINIEN ~9 auch in ihren quantitativen 
Belangen eingehend untersucht. Es ergab sich, dass 
das Vorrficken x der Proteinfront den Diffusionsge- 
setzen gehorcht und zur Zeit t die einfache Abh~ingig- 
keit besteht : 
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X 

Die Konzentration CA, des AntikSrpers im Agar- 
Gel ist gering gegeniiber der Konzentration CA~ des 
Antigens in der L6sung, wodurch diese eindringt in die 
Zone des AntikSrpers. Die Gesehwindigkeit, mit wel- 
cher dies geschieht, ist proportional dem Logarithmus 
der Antigenkonzentration. Sind mehrere Antigene 
gleichzeitig vorhanden, so entspricht jedem eine Kon- 
stante k. Kennt man CA, und CA~ und wird k experi- 
mentell bestimmt, dann kann die Diffusionskonstante 
D fiir das betreffende Antigen berechnet werden. 

Ist die Antigenkonzentration ungentigend, um den 
Aquivalenzpunkt zu erreichen, dann bilden sich keine 
Priizipitatlinien. Ebenso kennt man F~lle, wo mit dem 
Verdtinnen des Immunserums neue Linien auftanehten. 
Manchmal ergibt sich bei Antigentiberschuss, seltener 
bei AntikSrpertiberschuss, eine unspezifische Ver- 
doppelung der Linien ; solche Linien tiberschneiden sich 
an den Enden des Kreissegmentes, w~ihrend parallele 
Linien ohne Schnittpunkte zwei unabh/ingige Antigene 
anzeigen. In F~llen von Antige.ngemischen ist deshalb 
die experimentelle Variation der Gehalte angezeigt 4°. 
OUDIN hat den Satz gepr~igt: Die Anzahl antigener 
Komponenten ist mindestens gleich gross wie die Zahl 
sichtbarer Priizipitatlinien. Diese Beobachtungen gel- 
ten allgemein ftir die Diffusion serologisch aktiver 
Proteine in Agar-Gel. 

Die Elektroosmose. Die Erscheinung der Elektro- 
osmosewird y o n  D A R M O I S  41 als eine Folge der verschie- 
denen Hydratation der Ionen erkl~irt, indem die positiv 
geladenen Ionen im allgemeinen st~trker hydratisiert 
sind als die negativ geladenen. Infolge ihres kleineren 
Wassermantels sind die letzteren eher bef~ihigt, die 
positiv geladenen Seitenketten eines Makromolekiils 
zu entladen; auch wird dadurch die Flfissigkeitsbe- 
wegung in der Richtung der Kathode verst~ndlich. 
Ferner kann die schwache negative Ladung, welche das 
Agar-Gel-Gertist gegenfibex der Pufferfltissigkeit an- 
nimmt, nur yon untergeordnetcr Bedeutung sein. Der 
Umfang der Elektroosmose kann auf Grund der Be- 
wegung ungeladener und nichtadsorbierter Testsub- 
stanzen verfolgt werden; als solche wurden H~02, 
Formaldehyd, Thioazetamid, Allylthioharnstoff, Hy- 
drochinon, o-Nitranilin, Dextran, Xylose und Glukose 
vorgeschlagen. Die Erfahrung zeigte uns, dass Dextran 
intravenous clinical, mit einem Molekutargewicht yon 
80000 ± 10000, sich gut daftir eignet, um aus der zu- 
riickgelegten Distanz eine Bewertung der Wanderungs- 
geschwindigkeit zu ermSglichen. 

Ftir die Ortsbestimmung projiziert man die vergr6s- 
serten Pr~izipitatlinien auf ein Millimeterpapier und 

4o E. L. BECKER, J. MUNOZ, C. LAPRESLE und  L,  LE BEAU, J.  
Immuno l .  67, 501 (1951). - J .  SALWNIEN, J .  Chlm. phys .  52, 741 
(1955). - H. RVmNSTEIN, J .  Immunot .  73, 3~2 (1954). - C. WILLIAMS 
und  P. GRAEAR, J. Immuno l .  74, 158, 397 ,404  (1955). 

41 E.  DARMOIS, C. R. Acad.  Sci. Par i s  227, 339 (1948). 

ermittelt den Schnittpunkt der Tangente. Vergleicht 
man damit die Werte, wie sie CHRESTFIELD und AL- 
LEN 42 bei Papier-Elektrophorese mit Koffein bestimmt 
haben, so zeigt sich die ungleich dichtere Textur der 
Zellulose, welche der Elektroosmose einen betriicht- 
lichen Widerstand bietet. Es folgt, dass die beiden 
elektrokinetischen Erscheinungen, Elektrophorese und 
Elektroosmose, in hohem Masse abhiingig sind yon den 
Eigenscha/ten des Trdgermediums (Kalziumgehalt des 
Agar-Gel usw.). 

-Ahnlich wie im Pektin-Gd ist auch im Agar-Gd die 
[este und ]liissige Phase kontinuierlich, das beisst das 
feste Gertist dieser Gele gleicht eher einem Schwamm 
als Honigwaben. Wie ungehindert die elektrophoreti- 
sche Beweglichkeit yon verschiedenen ungeladenen 
Molektilen in einem 1,25~/o-Agar-Gel ist, zeigt der 
folgende Vergleich 43. Das Polysaccharid Levan mit 
dem Molekulargewicht 10000 wandert ebenso rasch 
wie Glukose und nahezu wie yrGlobulin, Molekular- 
gewicht 170000. So erstaunt es nicht, dass auch die 
relativen Beweglichkeiten der Proteinfraktionen des 
menschlichen Serums dieselben Werte erreichen, wie 
sie in der freien Elektrophorese gemessen wurden 43, 
nfimlich 

fiir Alb 

ffir Alb 

o~2 

ftir Alb 

-I 1,2 in 1,25%-Agar-Gel wie auch im Tiselius- 

Apparat, 

-- 1,5 beidseits und 

- 2,1 gegen 2,2. 

Leit/dhigkeit, Evaporation und Feldst~rke. Die Leit- 
f~higkeit yon gepuffertem Agar-Gel ist nahezu dieselbe 
wie im verwendeten Puffersystem ; in einein 1% -Agar- 
Gel mit Barbiturs~iurepuffer vom pH 8,6 und/~ = 0,05 
verh/ilt sich die Leitf~ihigkeit wie 32 zu 29 im Puffe#3; 
in einem 1,25% -Agar-Gel und demselben Puffersystem 
mit pH = 8,6 und # - 0,1 sind die Zahlen 64 und 60. 
Mit geringerer Ionenstfirke des Puffersystems nimmt 
die Wanderungsgeschwindigkeit der zu trennenden 
Proteine mehr zu als linear. Eine Pufferung vonder 
Ionenst/irke # = 0,055 ist die untere Grenze, indem bei 
noch kleineren Ionenst~irken sieh Bereiche yon vedin- 
dertem pH ergeben, demzufolge ~lie Fronten der Pro- 
teinfraktionen eine verzerrte Form annehmen. Bei 
einer Ionenst~irke yon 0,05 kann auch die Stromst~irke 
hinreichend niedrig gehalten werden, so dass nachtei- 
lige Wirkungen der Stromw~irme nieht zu erwarten sind. 
Betr~igt n~imlich die Feldst~trke 6 V/cm, so erw~irmt 
sich das Agar-Gel bereits mehrere Grade fiber Zimmer- 
temperatur 43 und der Gewichtsverlust dutch Evapora- 

42 A. CHRESTFIELD und  F. W. ALLEN, Analy t .  Chem. 27, 42'2. 
(1955). 

43 p. BURTIN, Rev.  int .  H6pat .  4, 641 (1954). 
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tion steigt auf 18% bei einer Versuchsdauer von 
150 rain. Betr/igt die Feldst~rke hingegen 5 V/cm bei 
einer Klemmspannung von 85 V Gleichstrom (siehe 
Angaben zur Technik), so sind besondere Kfihlvorrieh- 
tungen tiberflfissig und es kann darauf verzichtet wer- 
den, in feuchter Kammer zu arbeiten. Evaporation und 
Leitf~higkeit bleiben w~ihrend des ganzen Versuches 
nahezu konstant, so dass auch die Wanderungsge- 
schwindigkeit nieht abnimmt und die WegIiinge (Trenn- 
streeke) in erster Linie abhiingig wird yon der Versuchs- 
dauer. Die Bedingungen sind somit grundlegend ver- 
schieden yon jenen der Papier-Elektrophorese (MACHE- 
BOEUFaa), WO jedes Proteinion unabh~tngig von der 
Auftragstelle schliesslich eine bestimmte Stelle auf dem 
Papierstreifen einnimmt. Ffir die Immunoelektropho- 
rese hat eine liingere Trennstrecke den Vorteil, dass die 
einzelnen Pr/izipitationslinien besser in ihrem Verlauf 
und gegenseitigen Verhalten zu verfolgen sind. Die 
Erleichterung der Deutung des Ergebnisses ist hier 
wichtiger als die Versuchsdauer. 

Kolloidchemie des Agar-Gd. Agar-Agar wird gewon- 
hen aus den Florideenmembranen der Gelidium- und 
Gracilariaarten. Es ist ein lineares Polysaccharid 45, 
dessen Untereinheiter~ aus 9 D-Galaktose-Resten be- 
stehen, welche in 1,3-glykosidischer Bindung ver- 
knfipft sind 4s. Nebenvalenzbindungen halten die 
Makromolekfile zum Gelnetz zusammen. Bei Tempera- 
turerh6hung werden diese labilen Sekund~irvalenzen 
leieht gel6st und das Gel verflfissigt sich. Es entsteht 
mit heissem Wasser ein stabiles, lyophiles Hydrosol. 
Agar-Gel ist thermoreversibel; so sind seine Erwei- 
ehungsprodukte vor und nach dem Gefrieren nieht 
verschieden, w~ihrend Pektin-Gele sich nach dem Ge- 
frieren verfliissigen. Ffir die Schwellung des Agar-Gels 
sind die polaren Gruppen, wie -COOH,  - O H  und 
> C=O, als Hydratationszentren wichtig. Sie werden 
durch Salzionen abgeschirmt, so dass Agar in jed- 
welcher Salzl6sung weniger schwillt als wie in Wasser. 
Beim Gelierprozess steigt die Viskosit~it kurz vor der 
Ausbildung zum Gel stark an als Ausdruck/iir die zu- 
nehmende Vernetzung der Makromolekiile. Weitere 
Eigenschaften vefiindern sich jedoch bei der erfolgten 
Sol/Gel-Umwandlung nicht sprunghaft ; so/indern sich 
Diffusion, elektrische Leitf~ihigkeit und die Dielektrizi- 
ttttskonstante nicht wesentlich. Agar-Gel ist ausge- 
zeiehnet durch einen hohen Elastizitatsmodul und eine 
relativ geringe Verformbalkeit 4v. In einer Reihe yon 
Gelen gleichen Elasfizit/itsmoduls wfirde die Zerreiss- 
festigkeit in folgender Reihe zunehmen: Agar-Gel 

Gelatine-Gel < Polyvinylalkohol-Gel < Pektin- 
Gel <~ Tamarindenschleim-Gel. Daraus leitet sich ab, 
dass die mittlere L~inge der Fadenmolekfile im Pektin- 

44 M. MACHEBOEUF, J. DOBERT und P. REBEYROTTE, Bull. Soc. 
Chim. biol. 35, 348 (1953). 

45 W. G. JoN~s und S. PEAT, J. chem. Soe. 1942, 225. 
4B j .  JONES und F. SMITH, Adv. Carbohyd. Chem. 4, 243 (1949). 
47 H. NEUKOM, Mitt. Agrikult. Chem. Inst. ETH. Zfirich, 1949. 

Gel gr6sser ist als im Agar-Gel. In der Tat  gelingt die 
Ausftihrung der Elektrophorese noch gut in einem 
Pektin-Gel as von nur  0,5%. Die w~isserige Phase macht 
hier somit 99,5% bis 99,8% aus! Die Gelierung wird 
durch Pektin-methyl-esterase bei Raumtemperatur  und 
in Anwesenheit von Kalziumionen erreicht 4s. Darin 
k6nnen Substanzen aufgetrennt werden wie Lysozym, 
die mit Agar Niederschl~ge bilden. Das Pektingerfist 
kann hinterher dutch Pektinesterase unter Abspaltung 
von Methanol hydrolysiert werdeni°; dadurch kann 
eine Elution oder Extraktion der Proteine aus be- 
stimmten Bezirken umgangen werden ~°. 

Praktische Angaben zur Technik. a) Die Vorbereitung 
des Agar-Gels. Um gleichmfissige Resultate zu erhal- 
ten, ist kS vorteilhaft, sieh stets derselben Marke yon 
Agar, wie etwa Bacto-Agar der Firma Difco, zu be- 
dienen. Von dieser werden 3 g in einem Weithals- 
Erlenmeyer-Kolben eingewogen und mit 20 ml destil- 
liertem Wasser erst gut angertihrt und zur Quellung 
gebracht; sp~iter werden unter allm~thlichem Erhitzen 
und gutem Rtihren 180 ml Pufferfliissigkeit zugegeben. 
Wenn das Agar-Sol v611ig homogen ist, filtriert man 
warm durch ein Nylonfiltertuch und bringt das Filtrat 
mit Puffer auf 200 ml. Von dem warmen Agar-Sol von 
1 ~ %  werden in trockene Reagenzgl~tschen je 11 ml 
pipettiert urid auf die erstarrende OberfUiche 2 Trop- 
fen einer 5%-Merthiolat16sung gegeben. Nach dem 
Verkorken werden die Gl~ischen kfihl und dunkel bei- 
seitegestellt. Fiir den Puffer werden 29,34 g di~ithyl- 
barbitursaures Na, 19,42 g Na-Azetat und 180 ml 0,1 n 
HC1 ad 3 1 Wasser gel6st. Es ergibt sich ein pH von 8,6 
bei einer Ionenst~irke yon 0,1. Als Unterlage fiir das 
Agar-Gel i s t e s  vorteilhaft, die 16 × 4 cm Glaspl~itt- 
chen zu verwenden, die im Elphor-Auswertgefiit dazu 
dienen, den transparentgemachten Papierstreifen ein- 
zulegen. Die Glaspl/ittchen werden erst mit 96% Alko- 
hol abgespiilt, auf einer Heizplatte erw/irmt und einige 
Tropfen Agar-Sol aufihrer Oberfl~iche verstrichen. Nach 
dem Eindunsten entnimmt man mit vorgewttrmter 
Stabpipette einem der erw~ihnten Agar-R6hrchen 10 ml 
Agar-Sol (vgl. WUNDERLY und BUSTAMANTE51). Man 
richter die Spitze der Pipette auf die Mitte des hori- 
zontal gelegten, heissen Glaspl~tttchens und regelt die 
Ausflussgeschwindigkeit so, das~ das Agar-Sol sich 
nach allen Seiten gleiehm/~ssig bis zum Glasrand aus- 
dehnt. Nach dem Abkiihlen hat man eine Gelschicht 
von 1,5 mm Dicke und spiegelglatter Oberfliiche. 

b) Die EIektrophorese in Agar-Gel. Entsprechendder 
von un~ ausgearbeiteten Technik 51 werdcn je ein Stfick- 
lein Whatman-Papier  Nr. 17 (5 × 5 mm) in das auf- 
zutrennende Serum und in eine Verdfinnung desselben, 

48 p. GRABAR, W. NOWINSKY und B. GENERAUX, Nature 178, 
430 (19s6). 

4a j .  SOL~tS und. H. DEUEL, Helv. chim. Acta 38, 321 (1955). 
50 p. GRABAR, Proc. I I I .  Int. Congr. Biochem. Brfissel 1955, 37. 
51 C1~. WUNDERLY und V. 13USTAMANTE, Kiln. Wschr. 35, 758 

(1957). 



426 c . .  "~VUNDERLY: Die I m m u n o e l e k t r o p h o r e s e  in A g a r - G e l  [ExPERIEN'rlA VOL. X I I I / l l ]  

1:6 (NaC1), getaucht. Die ausgiebig benetzten Papim- 
ehen werden auf die Mitte des Agar-Geles (quer zur 
L~ingsrichtung) so aufgesetzt, dass zwischen ihnen tin 
Abstand yon 10 mm verbleibt. 0hne dass die Papier- 
ehen angedrfickt werden, diffundiert das Serum rasch 
in das Agar-Gel. In die Mitte zwischen die beiden 
Papierehen und lfings zum Agar-P1/ittchen wird mit 
doppelt gebogenem Blech eine kleine Rinne von 1 m m  
Weite gestanzt. Nactt 30 rain werden die Papierchen 
entfelnt und fiber die Stelle ihrer Auflage 10 ml 0,863:0 
NaC1 tliessen gelassen. Die Oberfl~tche des Gels muss 
alsbald v611ig gleichmfissig erscheinen. Dadurch be- 
steht die Gew~hr. dass bei der nachfolgenden Auswer- 
tung keine zuriickhfingenden Proteine an der Auftrag- 
stelle einen Gradienten vort/iusehen. Zwischen den 
Papierenden (siehe Abb. la), welehe den Strom zu- 
ffihren (und m6glichst kurz zu halten sind), wird eine 
Stromdichte von 4,9 mA/cm (Breite: 4 cm) und eine 
Feldst~trke von 3,5 V/cm (Distanz der Papierenden: 
14 cm) angelegt. 

wiihrleistet werdem Wiinscht man eine Kontrolle des 
Fortganges der Agar-Elektroptmrese, so unterbricht 
man nach 4-5 h den Strom und legt die Agar-Pl~ittchen 
in eine 2prozentige L6sung von Essigs~ure. Nach einer 
Stunde sind die denaturierten Proteinfraktionen gut 
zu erkennen. F fir Weiterbehandlung siehe Absehnitt 4: 
Die F~irbung. C'ber Zonenelektrophorese im Agar-Gel 
haben BOCKEMOLLER und OERTER s4 befichtet. 

tTe~¢ropkarese //7,,4#aqyl 

m Paves," 

b Ill # " ~  

•. - I m m  u n $  c r a m  

cl--l~ 

"'IrfllrlUl~sel"Ulrl 

Abb.  1. S c h e m a  der  A n o r d n u n g  zur  Immunoe lek t r ( , pho rose .  
a --  Pap ie re  zur  S t r . m z u h l h r m l g ,  b = W a n n e n  m i t  Pufferl/Ssung. 

Als Elektroden dient Plat indraht  yon der L~tnge der 
Elektrodengef/isse: um pH-'~.nderungen zu vermeiden, 
str6mt w~hrend der Elektrophoresedauer Pufferl6sung 
langsam durch die (;efSsse (siehe Abb. 1 b). Um eine 
einwandfreie Trennung von Albumin und el-Globulin 
zu erreichen (Abb. 2), ist es notwendig, die Stromver- 
h~tltnisse m6gtichst genau einzuhalten. Wie neuerdings 
WIEME a2 feststellte, war mit  der bisherigen Teehnik 
die erw/ihnte Trennung nur unbefriedigend zu verwirk- 
lichen. Jedoch zeigen neuerdings die Ergebnisse yon 
CLF.W; und HARTMANN 5a an 8 Rheumatikerseren mit  
ImmunoeIektrophorese in Agar-GeI die Wiehtigkeit 
der 4 Pr~izipitatlinien im el-Globulinbereich ffir die 
klinische Aussage. 

Wie aus Abbildung 2 hervorgeht, ist die Auftrags- 
stelle nieht mehr siehtbar und es fehlt auch iedes Depot 
hitzedenaturielter Proteine. Die erreiehte Auftrennung 
ist jener in Papier recht ~ihnlich und bildet eine gute 
Ausgangslage ffir die anschliessende Reaktion mit dem 
Antiserum. Nur wenn diese Voraussetzung er/iUlt ist, 
harm eine sichere Lokalisalion der Priizipitaltinien ge- 

s.a R. J .  WIEM1G Rev.  beige P a t h .  25, 6~Z (1957). 
5a H.  CLEVE m~d F. HART.~tAN~', Klin. Wsch r .  3.5,334 (1957). 

Abb .  2. (Aus CH. \'V*.~SI>~;R*.Y m~d V. BI~STrAStANTI~, 1957) 

c) Die Diffusion des Antiserums. Nach Stromunter- 
bruch wird auf den Agar-P1/ittchen am oberen und 
unteren Ende ein kleines Stiick vom Agar-Gel abge- 
hoben und auf das Glas Leukoplaststreifen aufgeklebt. 
Auf ihnen vermerkt  man Serum und Antiserum. Nun 
wird aus der bereits vorgestanzten Mittclrille das 
Agar-Gel herausgehoben und an dessen Stelle 0,10 bis 
0,15 ml des Antiserums bzw. derAntiserumverdfinnung 
gleichmSssig aus einer Mikropipette verteilt. Kanin- 
chen-Antisera werden unverdfinnt velwendet,  w~ihrend 
man Pferde-Antiserum 5a yon hohem Titer 1:1 mit 
physiologischem NaCI vcrdfinnen kann. Um der Dif- 
fusion Zeit zu lassen, werden die Agar-Pl~,ittchen itir 
2-3 Tage in eine feucbte Kammer  mit konstanter 
Temperatur  (18 ° sind optimal) gestellt. Anschliessend 
gelangen sic ftir 2 Tage in ein Bad yon physiotogischem 
NaCl, das man pro "fag zweimal wechselt. Man erreicht 
dalnit, dass die an der serologischen Reaktion nicht 
beteiligten Proteine eluiert werden und die Ffirbung 
der Prfizipitatlinien nicht st6ren. 

d) Die lrdrbung. Nach vollendeter Elution wird die 
Agar-Schicht mit  einem Streifen yon leichtbefeuchte- 
tern Filterpapier bedeckt. Dasselbe muss gleiehm~issig 
aufliegen. Etwa 20 cnl iiber den bedeckten Plfittehen 
drelat man eine Infrarot lampe an. Ein starker Luff- 
s trom sorgt fiir rasche Evaporat ion und verhindert ein 
Ansteigen der Temperatur  (h6chstens handwarm). 

64 ~V. IJOCKEMOLLER Ul'ld A. OERTER, Na tu rw i s s .  43, a98 (19D;); 
Z. ana l ,  Chem.  146, t20 1lgiJ7). 

ss Pferde-Ant i se run~ gegcn  } iumanse ru ln ,  no rma l ,  k a n n  vonl 
kommerz i e lk ' n  DieHst des P a s t e u r  I n s t i t u t e s  in Pa r i s  bezogen wer- 
den.  Da~ s t anda rc lMer t e  E r g e b n i s  m i t  H u m a n s e r u m ,  normal ,  in der 
I m m u n o e l e k t r o p h o r e s e  is t  m i t g e g e b e n .  
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Technik 

M a k r o m e t h o d e  . . . . . .  
M i k r o m e t h o d e  ~9 . . . . .  

SerHtUlllellge 
ml 

0,05-0,20 
0,001 

hnmunserum [Pferd) 
ml 

0,05-0,07 
0,005 

Versuehsdauer 

Elektrophorese 

4,-5 h m i t  3,5 V/cm 
45 min  mi t  6 Vjcm 

Diffusion 

2 3 Tage  
1/.,-24 h 

Zugleich mit dem Wasser des Gels wandern auch die 
Salze der Puffersubstanzen in das Papier. Dies ist die 
Vorbedingung far einen gtasklaren Agar-Film. Nach 
etwa 30 min rollen sieh die Papierstreifen auf und las- 
sen damit erkennen, dass die Evaporation beendet ist. 
Das getrocknete Agar-Gel wird unter dem Wasser- 
strahl von anhaftenden Papierteilehen befreit und ge- 
langt in das Farbbad. 

Fiir die F~trbung mit Amidoschwarz 16st man in 
q00 ml Azetat-Puffer (60 g Eisessig + 13,6 g Na-Aze- 
tat • 3 H~O im 1) 1 g Amidoschwarz. Nach 60minw~ischt 
man den fiberschfissigen Farbstoff aus, indem man je 
30 min in einem Bad yon essigsaurem Methanol bel~tsst 
(450 ml Methanol, 450 ml H~O, 100 ml Eisessig). 

Fiir die Ffirbung mit Azokarmin 5e 16st man 0,5 g Azo- 
karmin in 1 1 Azetat-Puffer (830 ml H20, 20 ml Eis- 
essig, 150 ml Gtyzerin). Nach 5 h i m  Farbbad wird die 
/iberschfissige Farbe abgespfilt und ffir 2 h in Azetat- 
Puffer/Giyzerin gelegt (einmal erneuert). Nach dem 
Troeknen kann der Agar-Film vom Glas abgezogen 
und in dieser haltbaren Form aufbewahrt werden. 

Nach der Elektrophorese in Agar-Gel k6nnen auch 
die Lipoproteide ~, Glukoproteid# 8 und AzetaIphospha- 
tide ~s durch entsprechende F~rbung sichtbar gemaelat 
werden. 

e) Die Mikromethode, Die Mikromethode zur Im- 
munoelektrophorese, wie sie von SCHEIDEGGER 59 ails- 
gearbeitet wurde, vereinigt als haupts~tchliche Vorteile 
die auf 24 h abgekfirzte Versuchsdauer und eine wesent- 
lich kleinere Menge yon ben6tigtem Immunserum. Wir 
entnehmen seiner Darstellung die obigen Vergleichs- 
zahlen ~9 (s. Tabelle). 

Das 2% -Agar-Gel enth~tlt Veronal-Puffer vom pH 
8,2 und v o n d e r  Ionenst/trke 0,1. Davon werden auf je 
t Objekttr/igerglas 2 ml erstarren gelassen; die Gel- 
dicke betr~igt 1 ram. Bereits nach 30 rain der Diffusion 
werden die ersten Pr~izipitatlinien sichtbar. Da hoch- 
wertige Antisera vom Pferd einen betr~chtlichen SeI- 
tenheitswert besitzen, verdient die Mikromethode, ins- 
besondere bei Serienuntersuehungen yon klinischem 
Interesse, eine breitere Anwendung. 

~G j .  URtEL mid P, GRABAR, Ann. Inst. Pasteur 90, 427 (1956). 
57 j .  I):RI~L und J. SC~IDEGGI~R, Bull. Soc. Chim. biol. 37, 165 

(1955). J. URIEL lartd P. GRAnAR, Bull. See. Chim. biol. 38, 1253 
(1956}. 

as j .  URIEL, P. GRABAR und Cir. WU~DERLV, Clin. chim. Aeta 2, 
35 (1957). 

~9 j .  SCa~m~G6ER, Int,  Arch. Allergy 7, 108 (1955); ~bersicht  
yon Ergebnissen: C, R, IV e Journ6es Biochimiques, Montpellier, 
Mai 1957. 

Neuerdings wurden auch Mikromethoden beschrie- 
ben v o n  MONNIER u n d  FISCHER ~° sowie v o n  W I E M E  

und Ra~AE'r'6L Um die Mukoproteine des Serums ab- 
zutrennen, ffihrt GIm 62 eine zweidimensionale Agar- 
Elektrophorese durch; in der einen Richtung benfitzt 
er Veronal/Azetatpuffer vom pH 8,6 und anschtiessend 
rechtwinklig dazu einen Milchsfiure/Azetatpuffer veto 
pH 4,5. 

f) Au/zeichnung der Resultate. Fiir die photogra- 
phische Wiedergabe der nichtge/iirbten Prdzipitatlinien 
im Agar-Gel hat sich Iolgende einfache Technik am 
besten bew~ihrt. Man fiillt eine Porzellanwanne halb 
mit physiologischem NaC1 und legt in der Dunkel- 
kammer ein steifes photographisches Papier mit der 
Schicht nach oben auf den Grund der Wanne. Nun 
wird die Glasplatte mit dem Agar-Gel so aufgelegt, 
dass keine Luftblasen zwischen ihr und dem Papier 
bestehen. Ffir die Kontrolle der kurzen Belichtungs- 
zeit dient ein Belichtungsregler mit Uhrwerk. Das be- 
lichtete Papier wird in den Entwickler gelegt und unter 
Rotlicht m6glichst kontrastreich entwickelt, gewa- 
schen und fixiert. Ge[~rbte Agar-Filme bildet man auf 
Kontrastfilm ab. Die Papierkopien ergeben schwarze 
Linien auf hellem Grund. 

Deutung des Ergebnisses. Da die Untersuchung des 
normalen menschlichen Serums 63 schon oft vorgenom- 
men wurde, haben die Resultate (St~irke und Umfang 
der Pr/izipitatlinien) in bezug auf das jeweils ange- 
wandte Immunserum eine gewisse Standardisierung 
erfahren. Wie die iibrigen serologischen Methoden ist 
auch die Immunoelektrophorese mit der Unzul/inglich- 
keit belastet, dass es unm6glich ist, Antisera herzustel- 
len mit analoger Wirkungsbreite. Hier wird eine 
Grenze der biologischen Methoden sichtbar, we die in- 
dividuelle Spezifit~it des Tierorganismus die analytisch 
erreichbare Reproduzierbarkeit einengt. Daraus leitet 
sich ab, dass es ungleieh wertvoller ist, von einem guten 
Immunserum eine gr6ssere Menge zu besitzen, als yon 
mehreren Antisera gesamthaft dasselbe Volumen. 
Schon diese quantitativen ~berlegungen ffihren zu 

60 j .  MONNIER und R. FISCHER, Bull. Soc. Chiul. biol. 39, 145 
~1957). 

nt R. J. WI~ME und M, RABAEY~ Naturwissensehaften 44, 11'2 
(~957). 

~2 K. V. G~RI, Nature 179, 632 (1957), vgl. Naturwissenschaften 
43, 448 (1956). 

6B E. MARTINi J. J. GCItEIDEGGER, P. GRABAR und C. A. WIL- 
UAMS, B u l l  Acad. suisse Sci. m~d. 10, 193 (1954). - C. WILmA.'aS und 
P. GRABAR, J. Immunol. 74, 158,397,404 (I955). - F. SCHEIFFAHRT, 
G. BERG und \V. FRENGER, Klim \Vsehr. 34, 134 (1956). 
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Prii/ung au/ Einheitlichkeit ge/idIter 
Fraktionen ~5. Auf der H6he des ~l-Glo- 
bulins werden bei guter Auftrennung 
nicht weniger als 3 Pr~zipitatlinien 
sichtbar, im Gebiet des ~-Globulins 
sogar bis deren 5. Davon bezeichnet 
die eine das Haptoglobulin 6", dessen 
H~imoglobinkomplex mit der Beweg- 
lichkeit von r-Globulin e7 wandert. Im 
Bereich des r-Globulins werden 3 Li- 
nien sichtbar, wovon 2 einander recht 
benachbart sind. Diejenige mit der 
langsameren Diffusion bezeichnet das 
Siderophilin; die grosse Feinheit der 

- Linie lfisst auf einen kleinen Gehalt 
B sehliessen; der f~irberisehe Nachweis 

gelingt nur naeh entspreehender An- 
reicherung. Im normalen Serum finder 
sich stets die Linie des fl~A. Daneben 
befindet sich noch ein flz M, das norma- 
lerweise nut  in sehr kleiner Menge vor- 
handen ist, um in Fallen von Makro- 

globulin/imie um so st~irker hervorzutreten. Hier 
wird sichtbar, dass die Zuteilung von Pr~zipitat- 
linien zu elektrophoretisch getrennten Fraktionen 
nicht immer v611ig eindeutig erfolgen kann, da da- 
mit noeh Gehalte nachgewiesen werden, die zur Bil- 
dung einzelner Gradienten nieht ausreichen, sondern 
in anderen Fraktionen mitenthalten sind. So iiber- 
schreitet auch die einzige Linie im 7-Globulingebiet den 
Bereich dieser Fraktion und reicht oft bis zu dem 
~-Globulin. Aus dem flachen, lang ausgedehnten 
Kurvenverlauf kann man sehliessen, dass y-Globulin 
eine ganze Anzahl yon Proteinen umschliesst mit der- 
selben SpezifitXt als Antigen; es sind somit in der 
fll-Globulinzone und manehmal selbst in der el-Glo- 
bulinzone Proteine vorhanden, deren immunologisehe 
Eigensehaften identisch sind mit y-Globulin, welche 
j edoch in der Elektrophorese eine abweichende Beweg- 
lichkeit aufweisen. Aus dem Gesagten ergibt sieh die 
bedeutende Verfeinerung der Auftrennung der Serum- 
proteine mittels der Immunoelektrophorese, Gleich- 
zeitig ist es ein Hinweis auf die Heterogenitiit der ,nit 
ei.n/acher Elektrophorese au]getrennten Fraktionen. Ein 
gfiltiger Beweis daftir wurde durch folgendes Experi- 
ment erbracht% Ein Agar-Gel, in welchem in tiblicher 
Weise ein normales menschtiehes Serum aufgetrennt 
worden war, wurde durch Querteilung in 50 gleich 
grosse Felder geteilt; die Agar-Sttickchen eines jeden 
Feldes wurden erneut tier Agar-Elektrophorese unter- 
worfen und darauf mit einem Pferde-Immunserum ge- 

0 1 2 3 4 5 6 7 
c rn i / vo l t / sec  x' lO -s  

Abb. 3. Von oben nach unten: A Prazipitatlinien im Agar-Gel lgtngs eines aufgetrenn- 
ten Serums. A" Schema und Zuordnung der Linien. B Elektrophorese auf Papier. 

C Elektrophorese naeh TISELIUS desselben Serums und in demselben Puffer. 

iAus: P. GRABAR und C. A. WILLIA~IS, Biochim. biophys. Acta 17, 67 (1955).] 

der ~lberlegenheit des Pferdes als Produzent von Anti- 
serum gegentiber den kleinen Laboratoriumstieren. 

Auf Abbildung 4 werden die Ergebnisse der Immuno- 
elektrophorese (A und A') gegentibergestellt jenen mit 
Papierelektrophorese (B) und Ireier Etektrophorese 
(C). Wfihrend in B und C eine Auftrennung in 5 Frak- 
tionen stattfindet, gelingt es mit der Technik A, 16 bis 
18 Komponenten sichtbar zu machen. Beginnt man 
deren Beschreibung nach Massgabe ihrer Wanderungs- 
geschwindigkeit, so stehen noch vor dem Serumalbu- 
rain ein oder zwei kleinere Komponenten, welehe von 
GRABAR 5° mit ~ bezeichnet werden. Offenbar ist ihr 
Gehalt so gering, dass sie mittels Papierelektrophorese 
im Serum zumeist nicht deutlich, dagegen im menseh- 
lichen Liquor cerebros, mehrfach beobachtet werden 
konnte (als einzelne Unterfraktion). Auf der H6he des 
Serumalbumins erscheint einc Pr~izipitatlinie, welche 
reeht verschieden deutlich ausf~illt. Es ist dies eine 
Folge des hohen Albumingehaltes bzw. des Antigen- 
tiberschusses; die Priizipitatlinie kann sich verbreitern 
bis zur Verdoppelung oder zufolge von Aufl6sung v611ig 
versehwinden. Unter der Albuminlinie befindet sich 
noch die kleinere LiMe eines Proteins, das in der 
Fraktion V von COHN nicht enthalten ist; der Nach- 
weis gelang auf Grund der Absorption des Immunse- 
rums mittels dieser Fraktion. Insofern die Absorption 
des Immunserums mit einem hinl~inglich gereinigten 
Protein vorgenommen wird, gelingt auf diese Weise 
der Identitdtsnachweis neben weiteren Proteinen. Darin 
kommt die Wichtigkeit von stetig verbesserten pr~i- 
parativen Methoden 64 zum Ausdruck. Umgekehrt er- 
laubt die Immunoelektrophorese eine besonders genauc 

t~a H. E. SCHULTZE, Z. Elektrochem. 60, ~26'2 (1956); II.  Coll. 
Bruges 1954, 83. 

s5 C. A. WILLIAMS, II. Coll. Bruges 1954, 57. 
66 p. BURTIN, V. GRABAR, G. BOOSSlER und M. F. JAYLE, Bull. 

Soc. biol. 36, 1029 (1954). 
67 M. JAYLE, G. BOUSSIER und J. BADIN, C. R. II. Congr. Bio- 

ehim. Paris 1952, 183. 
68 p. GRABAR, 50: C. WILLIAMS ulld P, GRABAR, 63 
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priift. Auch in dieser Gr6ssenordnung gelangen ein- 
wandfreie Pr~izipitatlinien sowie der Naehweis der 
obenerw'ahnten Komponenten69; einzig das Albumin 
hatte sich auf Gnmd seiner rascheren freien Diffusion 
etwas gegen die langsamer wandernden Fraktionen 
verlagert. 
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mit entsprechenden Antigenen verfolgt. Auf diese 
Weise wurde der Nachweis erbraeht% dass im Immun- 
serum vom Pferd Antik6rper mit unterschiedlicher 
elektrophoretiseher Beweglichkeit vorhanden sind oder 
Antik6rper von derselben SpeziiitSt j edoeh von ab- 
weichender Bewegliehkeit. 

II.  Ergebnisse mit ImmunoeleMrophorese. An den 
Beginn dieses Abschnittes stellen wir eine Arbeit, in 
welcher dcr Einfluss einer systematischen Ver~inderung 
des Verh~ltnisses yon Antigen/AntikSrper zur Dar- 
stellung gelangt. SCHEIDEGGER 59 hat diese Gehalte in 
der obigen Tabelle zusammengestellt. 

Abb..t. Var ia t ion  der relativen Gehalte der Kornponenten. Von 
oben  n a c h  u n t e n :  l)berschuss des Antigens, optimale Verhti l tnisse,  
( )bersehuss  an  A n t i s e r u m .  [Aus:  J .  J .  SCHEIDEGGr:R, In t .  Arch. 

Allergy, N. Y. 7, 103 (1955).] 

Die Immunoelektrophorese erm6gticht es, auch die 
Wauderungsgeschwindigkeit der verschiedeneu Angi- 
k#rper zu bestimmen. Dafiir wird erst das zu priifende 
Immunserum aufgetrennt und die Reaktion im Agar 

~9 p. GnABAR, Arch. Sci. biol., 13ologna 39, 589 (1955); Th6rapie 
o, ~6:~ 11u54). 

Abb. 5. Oben :  I'r&zipitatlinien mit A n t i s e r u m ,  Mensch,  no rma l ,  
IJnten: Linien mit demselben Serum, jedoeh nach Abstittigung mit 
H a p t o g l o b i n .  Die Linie,  welche versehwindet, ist oben gestrichelt. 
[Aus: P. BURTIN, P.  GnABAR, Mile G. BousstI~R trod M. F. JAvl .n ,  

Bull. Soc.  Chim.  biol.  36, 1029 (1954}.] 

Neun Proben yon normalem menschlichem Strum 
stehen in abgestuftem Verh/tltnis 9 Proben eines ent- 
spreehenden Pferde-Antiserums (Mensch) gegeniiber. 
Es gen(igt somit eine Variation des VerhS, ttnisses von 
1/1 bis 1/9 o, um sehr erhebliche VerS, nderungen der 
Pr~izipitatlinien sichtbar werden zu lassen (Abb. 5). 

W/ihrend auf a und b, also im Gebiet des Antigen- 
iibersehusses, als erste Linie diejenige des y-Globulins 
in Erseheinung tritt, kommen in c und d weitere Linien 
yon Globulinunterfraktionen hinzu. Das Zustande- 
kommen dieser Priizipitatlinien ist wahrscheinlich 
auch yon der L6slichkeit des Antigens abh~ingig; sie 
ist bei Albumin sehr viel grSsser als bei y-Globulin 
(WILLIAMST0). In d wird gut sichtbar, wie die y-Globu- 
linlinie weft in andere Bereiche hineingreift und eine 
ausgesprochen asymmetrische Form aufweist (GRA- 
BAR71). 

70 C. A. WILLIAMS, Bull .  SoC. Ch im.  biol.  36, 1407 (1954). 
71 p .  GRABAR iIl: Les y-globulines et la mddecine des enJan~s (Paris 

1955), S. 15. 



4 3 0  CH. }VUNDERLY: Die Immunoelektrophorese in Agar-Gel [EXPERIENTIA VOL. X l I I / l l ]  

Die HeterogenitSt der y-Globuline, wie sic in dieser 
langausgedehnten Linie zum Ausdruck kommt, wurde 
auch bewiesen durch die Immunoelektrophorese eines 
Pferde-Antiserums (Menseh) ; dabei ergaben sieh Anti- 
k6rper mit verschiedener Wanderungsgeschwindigkeit, 
wenn erst das Antiserum elektrophoretisch aufgetrennt 
wurde und verschiedene hochgereinigte Proteine geit- 
lich hinzudiffundierten. Mit dem Verh~iltnis von 1/5, 
wie es in e verwirklicht ist, wird das Optimum erreicht, 
in welchem die gr6sste Anzahl yon Linien sichtbar 
wird. Ein Zunehmen des Antiserum-Anteils (/-i) ffihrt 
zu verwaschenen, j a teitweise wieder aufgel6sten Linien 
der Globuline. Da im freien Antik6rper die L6slichkeit 
bedingt wird durch die Attraktion yon Wasserdipolen 
seiner polaren Gruppen, ist anzunehmen, dass eine 
L6slichkeitsverminderung eintritt, wenn diese Grup- 
pen dureh die Bindung mit  Antigen abges~ittigt wet- 
den 72. Ist diese Abs~ittigung zufolge yon Antik6rper- 
tiberschuss (Abb. 4 h und i) nur teilweise verwirklicht, 
so gentigt der restliche Wassermantel, um das Pfiizi- 
pitat zu 16sen. In / und g wird die Linie des ~ sicht- 
bar. Im Maximum des Antiserum-Obersehusses bleibt 
als einzige Linie diejenige des Albumins, ebenfalls 
iibergreifend in den Bereich des ~-Globulins. Der 
Reihenversuch zeigt, dass der Tierorganismus nieht in 
einfaeher Proportion Antikfrper entstehen 1/isst nach 
Massgabe der Antigene im injizierten Serum. Die Me- 
thode zeichnet den Weg vor fiir die systematische Un- 
tersuchung der Variabilitiit der Antigene, der Spezies, 
der Individuen, sowie der Dosierung und Applikations- 
weise der Antigene und der Begleitfaktoren im physio- 
logischen und pathologischen Stoffweehsel. 

)fdmlich wie das y-Globuhn des menschliehen 
Serums Objekt einzelner immunochemischer Studien 
wurde, konnte auch das fl-Lipoprotein im Blutplasma 
untersucht werden. Hierfiir verwendeten KORNGOLD 
und LIPAR173 die nach der Cohnmethode 10 gewonne- 
nen Fraktionen I + II + I I I ,  IV + V, den NaCM6sli- 
chen Anteil yon I I I  sowie Vollplasma, das dutch Flota- 
tion in der Ultrazentrifuge bei der Dichte yon 1,063 g/ml 
vom Lipoprotein getrennt wurde. In Ouchterlony-Gel- 
platten wurden in die zentral angeordneten Stanz- 
16cher der Agar-Schicht Immunsera vom Kaninchen 
gegen die Fraktion I I I  (CoHN) gegeben. An den Dif- 
fusionsgrenzen bildeten sich Pfitzipitatlinien, yon de- 
nen sich die lipoproteinhaltigen mit Sudansehwarz 
selektiv f~ben liessen. Die Plasmafraktionen II  
(IV + V), VI und der NaCl-16sliche Anteil yon I I I  er- 
wiesen sich ats lipoproteinfrei. Wiederum war die 
Reinheit der ausgef~llten Fraktionen Voraussetzung, 
um die Beeinfiussung der serologisehen Reaktion dureh 
Begleitprotein aussehliessen zu k6nnen. In der Immu- 
noelektrophorese wird eine schwaehe Pr~izipitatlinie 
sichtbar, welche dem fl2-Globulin zugeschrieben wird. 
Jedoeh ist es methodiseh vorteilhaft, ein Antiserum 

~2 W. C. BoYD, J .  exper. Med. 7~, 407 (194~2). 
7a L. KORNGOLD und R. LIPARI, Science 121, 107 (1955). 

zu verwenden, das erst mit y-Globulin abgesfittigt 
wurde 7~. Die Gruppe der fl-Globuline bildet zumeist 
4 Pr~zipitatlinien, yon welchen 2 eine ~ihnlich rasehe 
Diffusion zeigen und sieh manehmal iiberdecken. Eine 
weitere Linie ist nur schwaeh siehtbar und Iehlt oft 
auch ganz, da wenig Antik6rper in dem vonder Gruppe 
GRABAR verwendeten Immunserum vom Pferd Nr. 3U 4 
vorhanden sind. Gleichwohl konnte dieses fl-Globulin 
yon GllABAR 75 als Siderophilin identifiziert werden. 
Dieses metallbindende Globulin wurde yon KOECHLIN 7~ 
als Fraktion IV-7,2 mit einer Refilheit von 90-95% 
und einer Ansbeute yon 0,42 g pro 1 Plasma durch 
F~iltung mit _~thanol isoliert; sein Molekulargewicht 
betrfigt 90 000, und es werden 2 Atome Fe/Mol (= 0,13%) 
gebunden. Die Immunoelektrophorese gestattete die 
genaue Lokalisation des Siderophilins; 200 #g eines 
kristallisielten Pr~iparates ~ wurden in 0,05 ml ,,'on 
norrnalem Serum gel6st und in fiblicher Weise aufge- 
trennt~5; flit die spezifische Pr/izipitation diente 1 mI 
Pferde-Antiserum total (Mensch). Vorversuche hatten 
ergeben, dass diese l~Ienge etwa 150 #g des Pr~parates ~ 
pfiizipitiert. In der Folge zeigte sich eine einzelne 
Linie im Bereich der fll-Globuline; die I'dentititt wurde 
nachgewiesen durch die Reaktion mit einem Immun- 
serum, dessen homologe Antik6rper abges~ittigt waren. 
Die Darstellung des erforderlichen Kaninchen-Anti- 
serums haben GRABAR und BURTIN ~ beschrieben. 

Neuerdings wurde durch URIEL, G6TZ und GRABAR ~ 
mittels Immunoelektrophorese auch das Ceruloplasmin 
lokalisiert und das Kupfer durch kolorimetrische 
Mikromethode (Alizarinblau) bestimmt. Die beiden 
Ceruloplasmin-Pr~tparate waren aus normalem, mensch- 
lichem Serum isohert worden. Ihre Wanderung ftihrt 
sic in den Bereich des ~-Globulins. Bei einem ange- 
nommenen Molekulargewicht von 155000 werden 
6 Atome Kupfer pro Mol gebunden. 

Auch GELL s° hat mittels Immunoelektrophorese das 
Verhalten yon y-Globulin, Ceruplasmin und Sidero- 
philin gegeniiber Antisera geprfift. Seine Ergebnisse 
best~itigen die obenerw~thnten Lokalisationen. 

Ftir die Untersuchflng des Haptoglobins stand ein 
Priiparat sl von holier Reinheit zur Verfiigung (Ver- 
unreinigung 1°/o) ; sein Molekulargewieht ist 85 000 und 
der Hexosegehalt 11,3%, davon sind 5,7% Hexosamin. 
Seine Wanderungsgeschwindigkeit war mit Papier- 
elektrophorese als analog wie 0~-Globulin gefunden 
worden s~, was die Immunoelektrophorese durch BUR- 
TIN, GRABAR, BOUSSIER und JAYLE s2 best~tigte. Die 

74 p. GRABAR und P. BURTI~, Presse m6d. 63, 804 (1955). 
75 p.  GRABAR, Anti. Acad. Sci. fenn., I I .  Chemica 1955, 401. 
76 B. A, KOECHLtN, J.  chcm. Soc. 71, 2649 (1952). 
77 Behringwerke Marburg a. d. L. (Prof. l-I. SCtiULTZ~). 
78 p, GRABAR und P. BURTIN, Bull. Soe. Chim. biol. 37, 797 (1955). 
7g J. URIEL, H. G6TZ und P. GRABAR, Schweiz. reed. VVschr, 

I957, 431. 
SO p. G. GELL, J. clin. Path. I0, 67 (1957). 
Sl M. F. JAYLE und G. BOUSSIt~R, Bull. Soc. Chim. biol. 36, 959 

(1954). 
82 p. BURTIN, P. GRABAR, G. BOUSSIER und M. F. JAYLE, Bull. 

Soe. China. biol. 36, 1029 (1954). 
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Haltbarkeit der L6sungen in den fiblichen Puffer- 
systemen ist beschrlinkt. Um ein absorbiertes Anti- 
serum zu gewinnen, wurde 1 ml des Pferde-Antiserums 
total (Mensch) mit 400 ~g des Haptoglobin-Pr~iparates 
velmischt und das spezifische Pr~izipitat abzentrifu- 
giert. Mit dem Antiserum-Rest fehlte eine Linie im 
0%-Globulinbereich, welche sich durch eine mittlere 
Diffusionsgeschwindigkeit auszeichnet (Abb. 6). 

Abb. 6. L~ings der Mittellinie diffundierte ein Antiserum, welches 
erst mit  Benee-Jones-Uroprotein abges~ittigt worden war. [Aus: 
P. BURTIN, L. HAWrMANN, R. FAUVERT und P. GRABAR, Rev. frang. 

Et. olin. biol. 1, 1% 175 (1956).] 

Die Versuche ergeben, dass sowohl Haptoglobin wie 
Siderophilin unabhiingige Proteine im rnenschlichen 
Blutserum sind. Auch solche K6rperflfissigkeiten, die 
ausgesprochen proteinarm sing wie Liquor cerebro- 
spinalis und Synovialflfissigkeit, wurden yon GAVRI- 
LESCO, COURCON, HILLION, URIEL, LEWlN und GRA- 
BAR s3 im Agar-Gel aufgetrennt und anschliessend sero- 
Iogisch untersucht. 

In umfassender Weise wurden die Proteine der 
menschlichen Synovial-Fliissigkeit (normal, rheuma- 
tische Arthritis, Neuroarthropathie, Trauma) yon 
SCHMID und MACNAIR 84 untersucht. Ffir die Immuno- 
elektrophorese valrde ein Boratpuffer yon 1T 0,07 Mol 
Na~B40 ~ und 2T 0,07 Mol H3BO 3 verwendet ; er besitzt 
ein pH yon 8,6 und z]2 = 0,07. In 2%-Agar-Gel betrug 
die Trenndauer 17 h bei 180 V und 40 mA. In der Folge 
ergaben sich analoge Pr~izipitatlinien wie bei Serum- 
protein; die Identit~t wurde bei Albumin und 7-Glo- 
bulin erbracht. Das Linsent~rotein des Menschen wurde 
"con W I E M E  u n d  R A B A E Y  s5 s o w i e  W I E M E  u n d  K A -  

MINSK186 im Agar-Gel untersucht und dabei in mehrere 
Proteinfraktionen aufgetrennt. 

Ebenso gelang es GRABAR und BURTIN 87 sowie BUR- 
TIN, HARTMANN,  F A U V ER T  und GRABAR 88, im Blut- 
serum von Patienten mit ausgedehnter Dysprotein- 
~imie (Myelom, sekund~ires Knochenkarzinom, Lipoid- 
nephrose) mit Immunoelektrophorese wesentliche Ab- 
weichungen zu finden vom gewohnten Bild normaler 
Sera. W~ihrend bei weiteren Hyperglobulin~imien die 

$Z K. GAVRILESCO, J .  COURCON, P, HILLION, J. URtEL, J.  LEW:I,; 
und P. GRABAR, Bull. Soc. Chim. biol. 37, 803 (1955). 

81 K. SCHMID und M. MACNAIR, J .  clin. Invest.  33, 319 (1954). 
85 R. J. W~I~.~E und H. RABAEY, III.  Coll. Bruges 196 G 157. 
a~ R. J. WxE~IE und M. KAMINSKI, Bull. Soc. Chim. biol. 37, 247 

(1955). 
s7 p. GRABAR lind P. BURTIN, Presse m6d. 63, 804 (1955). 
aS p. BURTIN, L. HART~ANN, R, FAUVERT und P. GRABAR, Rev. 

frang. Et.  olin. biol. 1, 17, 175 (1956). 

Linie der y-Globuline gesamthaft verst~rkt erscheint, 
ist sie es bei Myelom nut abschnittsweise. In einigen 
der mit Immunoelektrophorese untersuchten 30 F~ille 
wurden auch abnorme Linien im Gebiete der y-Glo- 
buline sichtbar (Abb. 6). 

In einem Falle (Abb. 6 oberes Serum l~ings Mittel- 
linie) konnte die pathologische Linie des y-Globulins 
zum Verschwinden gebracht werden, wenn ein Immun- 
serum hineindiffundierte, das vorg~ingig mit Bence- 
Jones-Uroprotein abgesiittigt worden war. Eine wei- 
tere Anomalie zeigt sich im fl~-Globulin-Sektor, wo die 
Linie bald ganz ausf~illt, bald aussergewShnlich scharf 
und krummlinig erscheint. Die Endgruppenanalyse 
yon Myelomprotein dutch PUTNAM s9 weist auf eine 
Uneinheitlichkeit des chemischen Aufbaues hin. J~hn- 
lich wie die neuen Studien fiber Myelomproteine mit 
Agar-DiffusionstesU 3 und Ultrazentrifuge 9° erweisen 
auch die besprochenen Untersuchungen in qualitativer 
Weise das Vorliegen anomaler Proteine. Es wurde dies 
neuerdings bestiitigt durch die Arbeit yon MARTIN und 
SCHEIDEGGER 91. Somit wurde ein Fortschritt erzielt 
gegenfiber den Ergebnissen mit Papier-Elektrophorese, 
wo zumeist nut extreme Gehaltserh6hungen einzelner 
Globulinfraktionen beobachtet werden. Bei der Unter- 
suchung von Sera von Patienten mit Lipoid-Nephrose s7 
war erwartungsgem~iss die Hauptlinie der Lipoproteide 
verst~rkt, dagegen wurden keine neuen Proteinlinien 
beobachtet. Aus der Klinik kennt man 6fters die v611ige 
Normalisierung einer Nephrose, dagegen nicht die- 
jenige eines Myeloms oder einer Makroglobuliniimie. 
Es scheint daraus hervorzugehen, dass der Organismus 
ausserstande ist, eine gest6rte Proteingenese wieder 
rfickg~ingig zu machen. 

Seitdem WALDENSTROM 1948 erstmals die Makro- 
globulindmie beschrieben hat, sind die Arbeiten fiber 
diese Paraprotein~mie nicht abgebrochen. Ultrazentri- 
fugale Studien ergaben, dass im Kreislauf der Patien- 
ten im Mittel bis zu 28% des Plasmaproteins ein Teil- 
chengewicht yon 20 his 30 Svedberg-Einheiten (S) auf- 
weisen. Physiologischerweise enth~ilt Serumprotein nur 
2-4% mit dem Teilchengewicht yon 20 S. REGNIERS, 
W I E M E ,  W U N D E R L Y  u n d  B U R T I N  92 untersuchten so- 
dann einen Fall yon Makroglobulin~mie mit Immuno- 
elektrophorese und dem Agar-Plattentest. 66°/0 des 
Serumproteins besass fiber 15 S, davon 14% 23-32 S. 
Die Immunoelektrophorese ergab immunchemische 
Anomalien im Be;eiche der 7-Globuline. Neuerdings 
ermSglichte eine Zusammenarbeit yon BURTIN, HART- 
MANN, HEREMANS,  SCHEIDEGGER, W E S T E N D O R P - B O E R -  

MA, W I E M E ,  W U N D E R L Y  u n d  GRABAR 93 d i e  U n t e r -  

s9 F. W. PUTNAM, J. cell. eomp. Physiol. 47, 17 (1956). 
tm M. PETERMANN und M. HAMILTOS, Cancer 9, 193 (1956). 
~1 E. MARTtN und J. J.  SCl[~IDEGGER, Schweiz. med. XVschr. 

1957, 439. 
92 p. REGNIERS, R. WIE.~tE, Cm WUNDERLY" mid P. BURTIN, 

Schweiz. reed. Wschr. 86, 1140 f1956). 
93 p. BURTIN, L. HARTMANN, J. HEREMANS, J. SCHEIDEGGER, 

F. WESTENDORP-BOERMA, R. x*VIEME, CH. V~rUNDE:RLY Lind P. GRA- 
BAR, Rev. fran~. Et. elin. biol. 2, 161 (1957). 
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suchung von 26 Makroglobulinsera und 7 isolierten 
Makroglobulinen mit Immunoelektrophorese. Bei man- 
chen Sera wurden im)J-Globulinbereich Anomatien be- 
obachtet. Hierzu ist zu bemerken, dass die Immuno- 
elektrophorese die einzige Methode darstellt, welche 
den Beweis erlaubt, dass die atypischen Globuline bereits 
im nativen Zustande vorhanden sin& Neuerdings wurde 
auch die M6glichkeit er6rtert 94, ob das Agar-Gel-Netz 
die Teilchen von Makroglobulin st~irker in ihrer Be- 
wegung hemmt als Fibrinogen und noch ausgesproche- 
ner als Albumin. Line interessante Anwendung der yon 
SCHEIDEGGER entwickelten Mikromethode 5~ hat der 
Genannte gemeinsam mit MARTIN und RIOTTON 95 ge- 
macht; es wurde das Protein yon menschlichem Fb'tal- 
blut nntersucht in der Altersstufe yon 8 bis 40 Wochen. 
Bis zur 12. Woche ergeben sich nur 5 Pfiizipltatlinien 
an Stelle yon 18 beim Serumprotein des Erwachsenen; 
es sind dies die Vorfraktion o, Albumin, je ein al-, 0~- 
und ein fi-Globulin. Im anschtiessenden Zeitabschnitt 
erscheinen eine zweite Linie im Bereich der ~-Globu- 
line, ebenso im ~a- und fl-Bereich; sp~iter eine dritte 
und vierte 0~-Linie, eine dritte fl-Linie und versp~tet 
erst die 7-Globulinlinie. Bei der Geburt fehlen noch die 
Linien von Fraktion fl~ sowie eine weitere im ~-Be- 
reich. Somit ist auch Nabdschnurblut noch inkomptett 
in qualitativer Hinsicht, was mit Papierelektrophorese 
nicht nachweisbar ist ~. Ebenfalls mitder Mikrometho- 
de haben CLEVE und HARTMANN 53 8 Rheumatikerseren 
untersucht. Von den 4 Pr/izipitatlinien des ~a-Globulins 
war diejenige des niedermolekularen, kohlenhydrat- 
reichen S~iureproteides besonders deutlich. Dagegen 
konnte das C-reaktive-Protein (CRP) mit einem CRP- 
Antiserum nicht lokatisiert werden. Dasselbe gelang 
BUSTAMANTE, ARINO und MANUEL Y PINIES 97 und 
wurde von iknen als im Bereieh der T-Globuline wan- 
dernd gefunden. 

LAPRESLE ~untersuchte dasimmunchemische Verhal- 
ten von Abbauprodukten des menschlichen Albumins mit 
Immunoelektrophorese und Agar-Plattentest (OUcH- 
TERLON¥). Dazu wurde Serumalbumin mit Milzextrakt 
(Kaninchen) enzymatisch abgebaut. Die Immuno- 
elektrophorese ergab, dass die Antigenstruktur des 
menschlichen Albumins aus 3 spezifisch verschiedenen 
Anteilen besteht. MARIE KAMINSKY °° untersuchte die 
Antigenstruktur von Eiereiweiss, Ovalbumin, Conalbu- 
rain, Ovomucid und Lysozym mittels Immunoelektro- 
phorese und dem Agar-Plattentest (OuCHTERLONY). In 

94 R. WIEME, Rev. belge Path. 25, 6'2 (1957). 
95 j .  SCHEIDEGGER, E. MARTIN und G. RIOTTON, Schweiz. med. 

\\ 'schr. 86,224 (1956). 
9~ R. CASPANI, M. NEGRI und C. STICCA, Minerva paediatr.  5, 67 

{1953). 
97 V. BUSTAMANTE, J. ARINO u~ld L. MANUEL Y PINI~.~S, Presse 

m6d. 65, 313 (1957). 
~s C. LAPRESLE, Ann. Inst. Pasteur 89, 654 (1955). 
aa M. KAmNSK~', J. hnmunol. 75, 367 (1955); Bull. Soc. Chim. 

biol. 86, 79, 279, 291 (1954); II. Con. Bruges 1954, 69. - M. KA- 
MINSRY trod J. DVRIEUX, Bull. SOC. Chim. biol. 36, 1037 (1954). 

der Folge erwies sich Ovomucid, mit Athanol geffillt 1°°, 
als elektropkoretisch homogen, zeigte jedoch im Plat- 
tentest zwei Komponenten. Eiereiweiss enthalt drei 
Fraktionen yon Ovoglobulinen, welche, naeh Mass- 
gabe ihrer Wanderungsgeschwindigkeit, wiederum je 
2-3 Linien entstehen lassen. 

Untersuchungen mittels PapierelektrophoresO °1 
hatten ergeben, dass die Agglutinine des menschlichen 
Blutserums in der Fraktion der 7-Globuline, insbeson- 
dere der 71-Globuline, lokalisiert sind. Die Anti-Rh- 
Antik6rper wurden, in frtiheren Arbeiten mit Kon- 
vektions-Elektrophorese, auch unter den ~- und fl- 
Globulinen gefunden ~°2. Daraufhin unternahmen 
FAURE,  F I N E ,  S A I N T - P A u L ,  EYQUEM und GRABARI°ae ine  

entsprechende Studie mit Immunoelektrophorese. D a  
zu wurden die zu priifenden Sera in einfacher Agar- 
Elektrophorese fiber 12 cm L~inge aufgetrennt; dieser 
Bereich des Agar-Gels wird in 12 Absehnitte yon je 
l cm Breite aufgeschnitten. Aus den 12 Agar-Segmen- 
ten wird das Protein mit physiologischem NaC1 eluiert 
und in der Zentrifuge von Agar-Resten abgetrennt. 
Mit der fiberstehenden Fliissigkeit werden Erythro- 
zyten-Suspensionen reagieren gelassen, welehe das 
Antigen enthielten, dessen Antik6rper gesueht ist. Die 
aufgetrennten Sera enthielten: Isoagglutinine anti-A, 
Iso-Immunagglutinine anti-A und anti-B, Iso-Immun- 
agglutinine anti-Rh (C + D), sowie Cryoagglutinine in 
einem Fall yon h/imolytiseher An~tmie und zwei F~tllen 
von infekti6ser Mononukleose. Als Resultat k6nnten 
die Isoagglutinine anti-A und anti-B in den rasch wan- 
dernden Anteilen der 7-Gtobuline sowie in den ill- und 
fl2-Globulinzonen lokalisiert werden; dabei verhalten 
sich die nattirlichen und die Immun-Antik6rper nicht 
verschieden. Auch die indirekte Reaktion von COOMBS 
erf~thrt durch die lmmunoelektrophorese eine wertvolle 
Pr~izisierung ~oa. 

Die antigene Wirkung synthetischer Polypeptidewurde 
v o n  STAHMANN, TSUYUKI,. W I N K E ,  LAPRESLE und 
GRABAR 1°4 mittels Immunoelektrophorese und dem 
Ouchterlony-Test untersucht. Die Polypeptide wurden 
synthetisiert t°5 aus Leucin, Phen ylaIanin, Glutamin- 
sdure und Lysin; (tarauf wurden sie an ein homologes 
Protein gekuppelt, das Serumalbumin vom Kaninchen, 
und ebenso an ein heterologes Protein, das Serum- 
albumin vom Rind. Durch entsprechende Injektions- 
folgen mit je 4 Kaninchen wurden Immunsera ge- 

IO0 I:~. FREI.)ERICQ und H. DEUTSCIt, J. biol. Chem. 181,499 (I949}. 
I01 B. JANKOVlC und H. KRIJNER, Nature 171, 982 (1953),- 

R. PA'Z~E und Q. DE>IING, J. Immunol. 78, 81 (1954). 
102 j .  HILL, S. HABERMAN nnd R. GuY, Amer. J. clin, Path, 19, 

134 (1949). - J. CANN, R. BROVCN, J, K1RK~,VOOD, P. STURGEON lind 
D. CLARKE, J. Immunol. 68, 243 (1952). 

10a R. FAURE, J. t;INE, M. SAINT-PAUL, A. EYQUEM und P. GRA- 
BAR, Bull. Soc. Chim. biol. 37, 783 (1955). 

101 -'~I. S'fAHMANN, H. TSUYUKI, K. WEINKI2, C. LAPRESLE und 
P. GRABAR, C. R. Acad. Sci. 2~iI, 1528 (1955). 

lOS M. GREEN uod M. STAUMANN, Proc. Soc. exper. Biol. ?,led. 
N. g .  83, 852 (1953). - R. RICE, M, STAItMANN und A. ALBERTY, 
.1. biol. Chem. 209, 105 (1954). 
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wonnen. Die mit den letzteren durchgefiihrte Immuno- 
elektrophorese ergab einzelne Pr~izipitatlinien, als 
Beweis der Homogenit~it der Antigene. Auf Grund 
spezifischer Absorption konnten drei Antik6rper im 
Antiserum (Serumalbumin, Rind/Polypeptide) naeh- 
gewiesen werden ; die eine Linie entsprieht dem hetero- 
logen Albumin, eine weitere dem entspreehenden 

analysO ~ durch Immunoelektrophorese zeigte im 
Restplasma unver:indert das Voralbumin ~, Albumin, 
eine a:-, zwei ~-Fraktionen,  die als Siderophilin identi- 
fizierte f l rKomponente  sowie y-Globulin. CINADER und 
PEARCE :°6 trennten in Agar-Gel Ribonuklease in die 
Komponenten A und B auf; ansehliessend erfolgte die 
Diffusion von Ribonukleaseantiserum. 

tl 

bl  

b~ 

c 1 

c~ 

c3 

d 

Y fl~ ~1 % a l  Alb p 

Abb. 7. Pr~zlpi ta t l in ien  yon Ant isera  a (Maulesel 282}, b I (Pferd 31), b~ (Pferd 1299), c 1 (Kaninchen  805), c~ (Kaninchen  81'2), c a (Kanin-  
chert 810), d (H:,lhn 2) und  e (Ente  4} gegen normales  Serum, human .  Als Ant igen  jewcils  in Agare tekt rophorese  aufge t renntes  normales  

Serunl~ human ,  

Polypeptid und eine dritte Linie der Kombination yon 
beiden. Die obengenannten Immunsera pr:izipitierten 
nieht mit den freien synthetisehen Polypeptiden, da- 
gegen mit dem entsprechend gekuppelten Rinder- 
Albumin ; sie gaben ferner Kreuzreaktionen mit Serum- 
albumin (Mensch, Pferd, Rind), Ovalbumin und y- 
Globulin (Menseh, Rind). Aus Dichte und Lage der 
Linien im Agar-Gel wurde die antigene Wirksamkeit in 
folgender Reihe abnehmend gefunden: Leucin > Phe- 
nylatanin > Glutamins:iure > Lysin. Die spezifische 
Pfiizipitation konnte weder dutch die synthetischen 
Polypeptide noch durch die freien Aminos:turen ge- 
hemmt werden. 

Um eine Plasmaproteinl6sung zu erhalten, bei deren 
Transfusion die l~bertragung von Hepatitis-Virus mit 
grosser Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden 
kann, haben NITSCHMANN, KISTLER, RENFER, HXSSlG 
und Joss 1°" einen neuen Weg beschritten. Durch die 
Totalentsalzung des Blutplasmas an einem Gemisch 
yon Kationen- und Anionenaustauschharzen (I.R. 120, 
IRA 410 Rohm und Haas Co., Philadelphia, USA.) 
Iassen sieh das Fibrinogen und die thermolabilen Glo- 
buline abtrennen, der Rest an Plasmaprotein kann bei 
60°C w~ihrend 10 h pasteurisiert werden. Die Antigen- 

ltla H. NITSCHMANN, P. KISTLER, H. R. RENFER, A. H,:iSSIG und  
A. Jo.as, Vox sanguinis  l ~3] 183 (1956). 

III.  Uber die Grenzen der Methode. Die vorgenannten 
Beispiele yon Anwendungen zeigen, was fiir ausge- 
dehnte Messm6glichkeiten mit der Immunoelektro- 
phorese neu erschlossen werden. So m6chte man glau- 
ben und wiinschen, die Methode wfirde yon einer gr6s- 
seren Zahl von Forschungsst~tten aufgcnommen. Wenn 
bisher die einsehltigigen Arbeiten tiberwiegend GRABAR 
und seinem Mitarbeiterkreis zu verdanken sind, dann 
muss die besehrttnkte Anwendung ihren Grund haben. 
So mag es in vielen Fttllen nieht leieht sein, Antisera 
in der notwendigen Menge und von entsprechend ho- 
hem Titer zu beschaffen; die Gewinnung der Irnmun- 
seren aus Grosstieren (Pferd, Rind) ist an einen lang- 
wierigen, kostspicligen Immunisierungsprozess gebun- 
den. Entspreehend dem langsamern Globulinstoff- 
wechsel dieser Tiere ist mit einer hohen Misserfolgsrate 
zu rechnen. Besonders erwahnenswert aber ist eine 
Sehwierigkeit, welehe allen ilnmunckemischen Me- 
thoden anhaftet und deren breite Anwendung in vielen 
FRllen verunm6glichte. Es ist die von Tier zu Tier ab- 
weiehende Bildung von Antik6rper, welehe die mit 
verschiedenen Immunsera erzielten Ergebnisse so 
schwer vergleichbar macht. 

xo7 Ausgef i ihr t  yon J. J .  SfiHE1DI~;fiGF-R. 
108 g .  CINADER llIld J. H, PEARCE, Brit ,  J .  exper.  Path .  37, 5-tl 

Exper. 2,~ 
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Als Beispiel m6gen die Befunde von MUNOZ 1°9 die- 
nen. Er immunisierte 18 Kaninchen in fiblicher Weise 
mit kristaUisiertem Serum-Albumin (Rind). Die 
Prfifung der Antisera gegen das zur Injektion verwen- 
dete Albuminpr~tparat ergab nach der Technik von 
OUI)IN im Agar-Gel: 1 Tier ohne Pr~izipitatlinie, 12 
Tiere mit 1 Linie, 2 Tiere mit 2 Linien und sehliesslich 
3 Tiere mit 3 Linien. Solehe wesentlichen Unterschiede 
kSnnen mit Immunoelektrophorese gut siehtbar ge- 
maeht werden n°. Auf Abbildung 7 linden sich Pr~zi- 
pitatlinien, wo als Antigen jeweils normales Serum, 
human, im Agar-Gel aufgetrennt war mit Antisera, 
die in Maulesel (a)~ Pferd (b:, b2), Kaninchen (q, c 2, c3), 
Huhn (d) und Ente (e) gegen Serum human gebildet 
waren, reagierten. 

Der Vergleich von b: mit b~ oder von % c 2 mi tc  3 zeigt 
eindrficklich die yon Tier zu Tier abweichende Linien- 
bildung. Es mag damit zusammenh~ngen, dass in 
solchen Y$llen im Tierorganismus nicht nur Antik6rper 
gegen ein einzelnes heterologes Protein gebildet wer- 
den soll, sondern gleich gegen ein ganzes Spektlum der 
verschiedensten Fraktionen und Unterfraktionen. Da- 
durch werden offenbar an den Stellen der Protein- 
genese Verdr~ingungen und l~'bersehneidungen unve:- 
meidlieh. Es ist ebensowohl m6glich, dass der Tier- 
organismus gegen die eine Proteinkomponente nur un- 

109 j .  MoNoz aus : Serolog. Appr. to studies o] protein structure and 
metab. (Rutgers Univ. Press 1954), S. 55. 

110 p. GRABAR, technische Mithilfe yon Mlle J. COURCO~ (un- 
ver6ffentlichte Ergebnisse). 

geniigend Antik6rper bildet wie eine extra starke Bil- 
dung begiinstigt. In beiden F/illen kann man nur fiber 
passend gew~hlte Konzentration bzw. Verdtinnung des 
Antiserums zu jener Gleichgewichtskonzentration ge- 
langen, welehe eine analytisch optimale serologische 
Reaktion gew~ihrleistet. Auf diese Weise muss in 
jedem Falle ein neues Immunserum gewissenhaft aus- 
getestet werden. Eine gewisse Standardisierung der 
Resultate k6nnte erreicht werden, wenn die Testanti- 
gene als Bezugssubstanzen ausgetauscht wfirden. Diese 
Unsicherheit dureh den ,Tierfaktor~> hat ztir Folge, 
dass Bestrebungen zur quantitativen Auswertung der 
Reaktion zuriicktreten vor der Sicherstellung ihrer quali- 
tativen A ussage. 

Nachdem die Immunoelektrophorese als Methode 
nur wenige Jahre besteht, darf erwartet werden, dass 
ihre Technik im Sinne einer Vereinfachung noch ver- 
bessert wird. Dessenungeachtet ist sie schon in ihren 
heutigen Ausffihrungsformen eine ausserordentlich 
wertvolle Methode zur serologisehen Charakterisierung 
der verschiedensten Proteine und Proteide. 

Sztrnmary 

A n  a c c o u n t  is g i v e n  of I m m u n o - e l e c t r o p h o r e s i s ,  as it 
o r i g i n a t e d  f r o m  a c o m b i n a t i o n  of e l e c t r o p h o r e s i s  in 
a g a r - j e l l y  a n d  t h e  v a r i o u s  e x p e r i e n c e s  w i t h  a n t i g e n / a n t i -  
b o d y  r e a c t i o n s  in gels. T h e  t h e o r e t i c a l  b a c k g r o u n d  is 
de t a i l ed  as  wel l  as  d i f f e r e n t  t e c h n i q u e s .  T h e  increased 
s e n s i t i v i t y  h a s  g a i n e d  us  n e w  i n s i g h t  i n t o  t h e  compos i -  
t i o n  of  b o d y  f lu ids .  F i n a l l y  t h e  l i m i t a t i o n s  a re  discussed 
as  t h e y  a re  p r o p e r  to  all r e a c t i o n s  w h i c h  h a v e  an  im- 
m u n o - c h e m i c a l  bas i s .  
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A n t i b i o t i c s  X - 9 4 8  a n d  X - 1 0 0 8  

Two recent publications on Echinomycin 1 prompt us 
to publish the results of our investigation of two related 
antibiotics, X-948 and X-1008, of which the former is 
probably identical with Echinomycin. I t  yields the same 
degradation products (ammonia, quinoxaline-2-car- 
boxylic acid, N-methyl-L-valine, L-alanine and D-serine ) 
and resembles Echinomycin also in its physical pro- 
perties z. 

Antibiotic X-948 was isolated from broth filtrates and 
cells of an apparently new Streptomyces species, our 
number X-948. This culture is possibly the same as 
Streptomyces echinatus:, but there are at least two 
differences in the bacteriological characterization: S. 
echinatus does not grow on sodium citrate or liquefy 
gelatin, whereas Streptomyces sp. X-948 does both. 

Antibiotic X-948 was also isolated from broths of 
Slreptomyces n. sp. X-537 which produces a second 
crystalline antibiotic, designated as X-537A and describ- 
ed in 1951 a. This streptomycete clearly differs from the 

1 R. CORBAZ, L. ETTLINGER, E. G~*UMANN, W. KELLER-SCHIER- 
LEIN, F. KRADOLFER, L. IN'EIPP, V. PRELOG, P. REUSSER, and H. 
ZAHNER, Helv. chim. Acta ~0, 199 (1957). - W. KELLER-SCmERLEIN 
and V. PRELOG, Helv. chim. Acta 40,205 (1957). 

Prof. V. PRELOG, to whom a sample of X-948 was sent, kindly 
compared the two antibiotics. He reported (personal communication) 
that they are very probably identical, He found that Echinomycin 

melted 8 ° lower than X-948, but that the mixed melting point showed 
no depression. The infrared absorption spectre were practically identi- 
cal, with very small differences in the height of 3 weaker bands in the 
8-8"5 pt region. Paper chromatography using the Bush C-system 
showed rio differences. 

J. BEROER , A. I. RACHLIN, W. E. SCOTT, L. H. STERNBACH, 
and M. W. GOLDBERO, J. Amer. chem. Soc. 73, 5295 (1951). 


