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Die Immunoelektrophorese in Agar-Gel

Methode und Ergebnisse

Von CH. WUNDERLY¥*

Einleitung. Die Geschichte der Naturwissenschaft
zeigt uns, wie die Gedanken zu neuen Messmoglichkei-
ten sich manchmal zu einer oder zwei Arbeiten ver-
dichten und darauf wieder fiir Jahrzehnte in Vergessen-
heit geraten. So blieb der Nachweis von Autoantikér-
pern, wie ihn WipaL! und CHAUFFARD? bereits 1908
beschrieben hatten, fiir 30 Jahre unbeniitzt. Obwohl
in diesen frithen Arbeiten genau unterschieden wurde
zwischen Autohdmolyse und Autoagglutination einer-
seits sowie Isohdmolyse und Isoagglutination anderer-
seits, betrachteten Autoren® 1937/1938 den Nachweis
von Autoagglutination als erstmalig. Ahnlich blieben
die Arbeiten von K6N1G4, der schon 1939 Papier als
Trigermedium fiir die elektrophoretische Trennung
von Farbgemischen benutzt hatte, unbeachtet. Erst
als die analytische Chemie begann, auch makromoleku-
lare Stoffgemische vermehrt in den Kreis der Betrach-
tung zu ziehen, erkannten etwa gleichzeitig DURRUMS,
CreEMER und TiseLius®, TurBa und ENENKEL? sowie
GrassMAN und HannNig? die bedeutenden Moglich-
keiten dieser Methode. Wesentlich frither, nidmlich
1907, hatten bereits FIELD und TEAGUE? in einem U-
Rohr, das mit Agar-Gel gefiillt war, Diphterietoxin und
Antitoxin elektrophoretisch getrennt. Darauf blieb die
Methode unbeniitzt, bis ihr GOrRDON?? 1949 eine neue
Form der Ausfithrung gab. Bereits 1905 war von
mehreren Autorenl! gezeigt wordén, wie die Beobach-
tung des interzonalen Prizipitintestes oder des «Ring-
testes» erleichtert wird durch die Stabilisierung in
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Gelen. So beniitzten NICOLLE, CESARI und DEBaINS!?
1920 Gelatine-Gel, um der raschen Auflésung von
spezifischem Prizipitat in Antigen-Uberschuss ent-
gegenzuwirken. OuDIN!? zeigte 1946, wie im Reagenz-
glas, gefiillt mit glasklarem Agar-Gel, als Folge der
einfachen Diffusion die Prizipitatbildung zwischen
Antigen und Antikérper nach Massgabe von Konzen-
tration und Diffusionskoeiffizient gut zu beobachten
ist. Die etwa gleichzeitig entwickelte Plattenmethode
mit doppelter Diffusion von OUCHTERLONY!? sowie die
Arbeiten von ELEK!® gaben dieser Methode eine Aus-
fihrungsform®, welche heute als Agardiffusionstest
eine zunehmende Verwendung findet!?, da sie nicht
nur die Zahl der Antigene bestimmen lisst, sondern
auch den Vergleich verschiedener Antigenlgsungen
zuldsst,

Der Agardiffusionstest. Durch die Bildung von Priz:-
pitatlinien gibt die Diffusionsplatte zu erkennen, wic
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 hineinpipettiert. Zumeist befindet sich das Anti-
serum in zentraler Stellung. Sind in mehreren Sera die-
selben loslichen Antigene enthalten, so fliessen die
Prizipitatlinien ineinander iber, wihrend die Linien
vollig verschiedener Antigene einander kreuzen. Dieses
Unterscheidungsmerkmal ist der hauptsichliche Fort-
schritt der Ouchterlony-Technik®. Das Gel iibt auf die
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Diffusion der Proteinmolekiile eine verzégernde Wir-
kung aus, so dass die Werte der Svedbergschen Dif-
fusionsgleichung nicht ganz erreicht werden!®. Als
Standardvergleich verwendet man mit Vorteil solche
Proteine, deren antigene Natur homogen ist. Unter den
menschlichen Serumproteinen sind es das Albumin,
einzelne Bestandteile des y-Globulin, die Haptloglobin-
Komponenten, sowie das Siderophilin, welche in einer
immunologisch hinreichenden Reinheit isoliert sind.
Diese hochgereinigten Serumanteile erméglichen bei-
spielsweise in der «Quchterlony-Petrischale» den Ver-
gleich ihrer antigenen Eigenschaften mit dem Serum-
albumin bel Lipoidnephrose’® oder Hepalopathien®.
Ebenso hat sich der Agar-Diffusionstest beim Studium
der Toxin-Antitoxinreaktionen bewihrt, sowie bei der
Reinheitspriifung von isolierten Toxinpriaparaten und
Toxoiden, bei der Wertigkeitshestimmung antitoxi-
scher Seren und der Rezeptorenanalyse. Der Diffu-
sionsplattentest wurde soweit verfeinert, dass bei der
Prisfung antitoxischer Sera Rezeptoren gegen Nihr-
bodenbestandteile nachweisbar wurden?!, die selbst
antigene Wirksamkeit besassen. Losliche Antigene??,
welche ein Gemisch mehrerer Teilkomponenten dar-
stellen, besitzen im Agar-Gel eine unterschiedliche
Wanderungsgeschwindigkeit und geben dadurch mit
homologen Antikérperfraktionen getrennte Prizipitat-
linien®3. Um zu einer sicheren Trennung zu gelangen,
ist es freilich notwendig, die Antigenkonzentration in
ein optimales Verhéltnis zur Menge der Serumantikor-
per zu bringen. Die Deutung einer Mehrzahl von Ty-
pen- und Gruppenantigenen hat eine grosce Zahl ver-
gleichender Untersuchungen an bekannten Stimmen
und absorbierten Seren zur Voraussetzung; auch ist
der Einfluss unspezifischer Verunreinigungen des Anti-
gens auf den Ablauf der serologischen Reaktion oft
schwer abzuschidtzen. Ein Hauptvorteil liegt in der
grossen Kombinationsmoglichkeit und der Reprodu-
zierbarkeit der Ergebnisse; ferner ist der Arbeitsauf-
wand kleiner als bei der quantitativ geleiteten Aus-
filhrung der Prézipitin-Reaktion??. An Empfindlich-
keit und Spezifitit der Aussage tbertrifft sie jede rein
physikalisch-chemische Methode. Nehmen wir als Bei-
spiel die freie Elektrophorese, in welcher Proteinsole von
19, untersucht werden, dann braucht es mindestens
5%, des Gesamtproteins (etwa 14 mg), um einen eigenen
Gradienten zu bilden, der messbar ist25, Die Mikroaus-
filhrungen der freien Elektrophorese (KERN, ANTWEI-
LER) haben die notwendige Serummenge seither auf
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0,1 ml herabgemindert. Die Empfindlichkeit ist somit
von ganz anderer Grossenordnung, denn fiir die
Prazipitation im Agar-Gel werden etwa 0,002-0,001 mg
Antigen benétigt und fir seine quantitative Bestim-
mung? nach der Methode von FoLIN gar nur etwa
0,008 mg. Es war die Hyperimmunisation des Pferdes
notwendig, um mit freier Elektrophorese im Diphterie-
oder Tetanusserum eine neue Proteinkomponente T
entstehen zu lassen?. Sie zeigt eine elektrophoretische
Beweglichkeit zwischen der von normalem f- und y-
Globulin®, Beim erwachsenen Menschen wandern die
im Verlaufe manifester oder okkulter Infektionen ge-
bildeten Antikérper nahezu ausschliesslich mit der
Beweglichkeit von normalem y-Globulin®. Es gelang
weder mit chemischen Methoden (Aminosiure-Analyse)
noch mit physikalisch-chemischen (Ultrazentrifuga-
tion, Diffusion, Ultraviolettabsorption) einen Unter-
schied messbar zu machen zwischen normalem y-Glo-
bulin und Antikérperglobulin. Bisherige Ergebnisse
mit Endgruppenanalyse sind noch uneinheitlich in
ihren Schlussfolgerungen. Auch die Auftrennung spe-
zifischer Prizipitate in freier Elektrophorese® fiihrte
nicht wesentlich weiter, denn dessen Zusammensctzung
ist abhingig von der Konzentration der reagierenden
Komponenten und folgt keiner stéchiometrischen
Gesetzmissigkeit.

L. Voraussetzung fiir die Immunoclektrophorese (Prin-
zip der Methode). Wenn so die Elektrophoresetechnik
der Serologie vorerst keinen wesentlichen Fortschritt
brachte, so dnderten sich die Messmdglichkeiten nach-
haltig, als GrRaBar und Wirriams®! 1953 die Kombi-
nation von Elektrophorese und serologischer Prizipita-
tion in Agar-Gel verwirklichten. Nachfolgend sei kurz
das Prinzip dev Methode dargelegt. Das zu trennende
Proteingemisch (Serum, Liquor cerebros. Lymphe,
Ascites u.a.) wird im Agar-Gel der Elektrophorese
unterworfen. Nach hinlidnglicher Auftrennung der
Fraktionen wird in eine Vertiefung des Agar-Gel,
welche lings der Wanderungsrichtung der Proteine
verlduft, entsprechendes Antiserum einfliessen gelas-
sen. Dasselbe diffundiert allmihlich seitlich zu den
Proteinfraktionen. An jenen Stellen, wo Antigene und
ihre spezifischen Antikérper zusammentreffen, bilden
sich leicht gekriimmte Prizipitatlinien. Das Ergebnis
zeitigt serologisch eine verfeinerte Antigenanalyse und
physikalisch-chemisch die Charakterisierung der einzel-
nen Komponenten auf Grund ihver Wanderungsge-
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schiwindigkedf. Die Voraussetzung war ein Angleichen
der Proteinkonzentration bei Elektrophorese und sero-
logischer Reaktion. Wie oben gezeigt wurde, ist dieselbe
in der Tiselius-Ausfithrung der Elektrophorese wesent-
lich hoher, als es die Prizipitation erfordert. Diese
letztere erlaubt aber nur eine geringe Variationsbreite
in der Konzentration der beiden Komponenten, an-
sonst Fillungen entstehen kdnnen, die sich im Uber-
schuss der Reagenzien losen. Die Angleichung der Ge-
haltc musste infolgedessen in erster Linie von der
elektrophoretischen Seite aus erfolgen. Hier war es von
entscheidendem Vorteil, dass fiir die Auftrennung der
Scrumproteine im Agar nicht mehr als 700-800 ug be-
notigt werden. Damit verbleibt fiir eine einzelne Glo-
bulinfraktion 70-100 ug; diese befinden sich in der
2 mm dicken Agarschicht {iber eine Fliche von 180 bis
630 mm? ausgebreitet, so dass in den Randzonen der
zugehorigen Bezirke optimale Verdiinnungen der
Proteine vorliegen. Auf Grund ihrer rascheren Diffu-
sion verbreitet sich die Albuminfraktion im Agar-Gel
iiber eine grossere Fldche; dadurch wird ihre héhere
Ausgangskonzentration etwas ausgeglichen. Entspre-
chen die gegenseitigen Verhiltnisse denjenigen der
«equivalence zone», so kdnnen auf diesem Wege noch
3 pg Albumin und 4-5 pg Globulin sichtbar gemacht
werden. Darin kommt die ausserordentliche Stezgerung
dev Empfindlichkeit zum Ausdruck, wie sie durch die
Kombination mit der serclogischen Reaktion moglich
wird. Ist die elektrophoretische Auftrennung beendet,
so lisst man in lingsseitige Aussparungen des Agar-
Gels das Antiserum einfliessen. Bei einem hochtitrigen
Pferdeserum braucht es davon 0,05 ml, da es mit
ebensoviel physiologischer Kochsalzlisung verdiinnt
werden kann. Die zeitliche Beanspruchung folgt dem
verschieden raschen Reaktionsablauf, indem fiir die
Elektrophorese 4-5 h geniigen, wihrend die anschlies-
sende Diffusion des Antiserums bei 18°C 2-3 Tage
erfordert (Mikromethode3?, s, vorn).

Theoretische Grundlagen. Es gehdrt zu den Erforder-
nissen der Immunoelektrophorese, dass die aufgetrenn-
ten Proteinfronten stabilisiert sind. Wenn sich Agar-
Gel als Trigermilien bisher am besten bewihrte, so
licgt es an der losen, iiberaus weitmaschigen Textur
dieses Gels. Es konnte gezeigt werden, dass der «freie
Raum» eines 19,-Agar-Gel nahezu die Gegebenheiten
der freien Losung erreicht®’. Bei hochgereinigtem
Agar ist ein 19;-Sol {fiir die Gelbildung ausreichend.
Im Stédrkeblock (Kartoffelstirke) erreicht der «{freie
Raumy» etwa 409, der Siulenlinge®t. Noch ungiinsti-
ger liegen die Verhiltnisse im Papier, wo der vom
Proteinteilchen zurlickgelegte Weg eine vielfach ge-

32 3, SCHEIDEGGER, Int, Arch. Allergy 7, 103 {1955); Sem. Hop.
Paris 1956, 2119,

33 J. Lrovp und A. Suore, Chemistry of the Proteins (London
1938). — E. BECKER, J. Munoz, C. LarresLE und L. LE Beav, J.
Immunol. 67, 501 (1951).

32 A. Bussarp und D. Pegrriv, J. Lab. clin. Med. 46, 689 (1955). —
A. Bussarp, C. R. Acad. Sci. Paris 239, 1702 (1954).
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wundene Strecke bedeutet. Die Adsorption der Protein-
teilchen an der Zellulose wird dadurch begiinstigt und
verursacht die nachziehenden «Schleppen»%. Im Agar-
Gel dagegen gelangt ein Protein nach Umkehren der
Stromrichtung quantitativ wieder an seinen Ausgangs-
punkt zuriick. An den meisten Medien mit dichter
Textur spielen die Sorptionsverhiltnisse eine wesent-
liche Rolle fiir die elektrophoretische Auftrennung.
Fiir die Differenzierung der verschiedenen Arten von
Himoglobin ist deren Adhision an der Zellulose eine
Voraussetzung3,

So haften im Papier vom vorauswandernden Albu-
min stets Spuren lings seiner Bahn®; da es sich nur
um Mengen handelt, welche unter der methodischen
Fehlerbreite liegen, beeintrichtigen sie die quantita-
tive Auswertung kaum; dagegen wiirde es fiir die Im-
munoelektrophorese, mit ihrer gesteigerten Empfind-
lichkeit, eine unklare Ausgangslage schaffen. Wenn so-
mit bei der Elektrophorese in Agar-Gel §- und y-Glo-
bulin wegen der starken elektroosmotischen Strémung
kationisch wandern, so gewéhrleistet dieser sekundére
Effekt eine besonders saubere Auftrennung. Hier diber-
lagert sich, der elekirophovetischen Trennwirkung etwa
ebenbiirtig tn der Wirkung, der elektroosmotische Effekt
{siehe folgenden Abschnitt).

Fiir das Ergebnis ist es von besonderer Wichtigkeit,
dass bei der serologischen Reaktion von Antigen und
Antigenkérper im  Agar-Gel beide Komponenten
moglichst im optimalen Gehalt vorhanden sind. Denn
das spezifische Prizipitat ist immer 16slich in einem
Uberschuss von Antigen und oft ebenfalls in einem
Uberschuss von Antikérper (Immunserum vom Pferd).
Im idealen Konzentrationsverhiltnis ist kein Uber-
schuss vorhanden, weshalb dieser: Bereich als «equi-
valence. zone» bezeichnet wird. Die Zone ist um so
enger umschrieben, je grosser die Reinheit des betref-
fenden Antigens ist. Sie ist ferner mit Immunsera vom
Pferd besonders scharf definiert, wihrend Kaninchen-
Antisera im Agar-Gel einseitig scharf begrenzt sind,
jedoch riickwirtig Triitbungen erkennen lassen, welche
Anlass zu Verschleierungen bieten kdnnen. Besteht das
Antigen aus einem Polysaccharid, so sind die Prazi-
pitatlinien zumeist unscharf. Die einfachen Diffusions-
verhiltnisse von Proteinen im Agar-Gel wurden von
OupIN®® und BECKER ¢f al.%, die doppelte Diffusion
dagegen von SALVINIEN® auch in ihren quantitativen
Belangen eingehend untersucht. Es ergab sich, dass
das Vorriicken x der Proteinfront den Diffusionsge-
setzen gehorcht und zur Zeit ¢ die einfache Abhingig-
keit besteht:

35 B, KiEin, H. HONER und F. FrankEN, Disch. med, Wschr. 81,
1793 (1056).

36 H, Leumann und E, B, Smiry, Amer. J. clin. Path, 26, 1270
(1956). — A, Sana, R. Durra und J. Grosn, Science 125, 447 (1957).

37 D, Krarr und H. Bier, Arztl. Labor 2, 397 (1956).

38 L. L. Becker, J. Munoz, C. Larreste und L. L Beavy, J.
Immunol. 67, 501 (1951).

3% J, SALVINIEN, J. Chim. phys. 52, 741 (1955).
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Die Konzentration C4, des Antikdrpers im Agar-
Gel ist gering gegeniiber der Konzentration C4, des
Antigens in der Losung, wodurch diese eindringt in die
Zone des Antikérpers. Die Geschwindigkeit, mit wel-
cher dies geschieht, ist proportional dem Logarithmus
der Antigenkonzentration. Sind mehrere Antigene
gleichzeitig vorhanden, so entspricht jedem eine Kon-
stante %2 Kennt man C,, und C,, und wird % 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
Prézipitatlinien. Ebenso kennt man Fille, wo mit dem
Verdiinnen des Immunserums neue Linien auftauchten,
Manchmal ergibt sich bei Antigeniiberschuss, seltener
bei Antikorperiiberschuss, eine unspezifische Ver-
doppelung der Linien; solche Linien tiberschneiden sich
an den Enden des Kreissegmentes, wiahrend parallele
Linien ohne Schnittpunkte zwei unabhiingige Antigene
anzeigen, In Fillen von Antigengemischen ist deshalb
die experimentelle Variation der Gehalte angezeigt®,
Oupin hat den Satz gepriigt: Die Anzahl antigener
Komponenten ist mindestens gleich gross wie die Zahl
sichtbaver Prizipitatlinien. Diese Beobachtungen gel-
ten allgemein fiir die Diffusion serologisch aktiver
Proteine in Agar-Gel.

Die Elekiroosmose. Die Erscheinung der Elektro-
osmose wird von DarMo1s*? als eine Folge der verschie-
denen Hydratation der Tonen erklirt, indem die positiv
geladenen Ionen im allgemcinen stirker hydratisiert
sind als die negativ geladenen. Infolge ihres kleineren
Wassermantels sind die letzteren eher befahigt, die
positiv geladenen Seitenketten eines Makromolekiils
zu entladen; auch wird dadurch die Flissigkeitsbe-
wegung in der Richtung der Kathode verstindlich.
Ferner kann die schwache negative Ladung, welche das
Agar-Gel-Geriist gegeniiber der Pufferfliissigkeit an-
nimmt, nur von untergeordneter Bedeutung sein. Der
Umfang der Elektroosmose kann auf Grund der Be-
wegung ungeladener und nichtadsorbierter Testsub-
stanzen verfolgt werden; als solche wurden H,0,,
Formaldehyd, Thicazetamid, Allylthioharnstoff, Hy-
drochinon, o-Nitranilin, Dextran, Xylose und Glukose
vorgeschlagen. Die Erfahrung zeigte uns, dass Dextran
intravenous clinical, mit einem Molekulargewicht von
80000 4 10000, sich gut dafiir eignet, um aus der zu-
riickgelegten Distanz eine Bewertung der Wanderungs-
geschwindigkeit zu ermdglichen.

Fiir die Ortsbestimmung projiziert man die vergros-
serten Prizipitatlinien auf ein Millimeterpapier und

40 T, L. BECKER, J. Munoz, C. LarrestE und L; Le Breavu, J.
Immunol. 67, 501 {1951). — J. Savvinien, J. Chim. phys. 52, 741
{1955). - H. RusinsteIN, J. Immunol. 73, 322 {1954). - C, WrLrL1ams
und P. GRABAR, J. Immunol. 74, 158, 897, 404 (1955).

41 B. Darmois, C. R. Acad. Sci. Paris 227, 339 (1948).
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ermittelt den Schnittpunkt der Tangente. Vergleicht
man damit die Werte, wie sie CHRESTFIELD und AL-
LEN%2 bei Papier-Elektrophorese mit Koffein bestimmt
haben, so zeigt sich die ungleich dichtere Textur der
Zellulose, welche der Elektroosmose einen betricht-

lichen Widerstand bietet. Es folgt, dass die beiden

elektrokinetischen Erscheinungen, Elekirophorese und
Elektroosmose, in hohem Masse abhingig sind von den
Eigenschaften des Tvigermediums (Kalziumgehalt des
Agar-Gel usw.).

Ahnlich wie im Pektin-Gel ist auch im Agar-Gel die
feste und fliissige Phase kontinuierlich, das heisst das
feste Geriist dieser Gele gleicht eher einem Schwamm
als Honigwaben. Wie ungehindert die elektrophoreti-
sche Beweglichkeit von verschiedenen ungeladenen
Molekiilen in einem 1,259%,-Agar-Gel ist, zeigt der
folgende Vergleich*3. Das Polysaccharid Levan mit
dem Molekulargewicht 10000 wandert ebenso rasch
wie Glukose und nahezu wie y-Globulin, 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?s,
nédmlich

fiir Alb

u = 1,21in 1,25%,-Agar-Gel wie auch im Tiselius-
*t Apparat,

fiir Al

ur__b = 1,5 beidseits und
Oy

iir Al
fur ﬂ—b= 2,1 gegen 2,2,

Leitfihigheit, Evaporation und Feldstirke. Die Leit-
fahigkeit von gepuffertem Agar-Gel ist nahezu dieselbe
wie im verwendeten Puffersystem; in einem 19,-Agar-
Gel mit Barbitursurepuffer vom pH 8,6 und 4 = 0,05
verhiilt sich die Leitfihigkeit wie 32 zu 29 im Puffer®s;
in einem 1,259, -Agar-Gel und demselben Puffersystem
mit pH = 8,6 und ¢ = 0,1 sind die Zahlen 64 und 60.
Mit geringerer Ionenstirke des Puffersystems nimmt
die Wanderungsgeschwindigkeit der zu trennenden
Proteine mehr zu als linear. Eine Pufferung von der
Tonenstirke g = 0,055 ist die untere Grenze, indem bei
noch kleineren Ionenstirken sich Bereiche von verdn-
dertem pH ergeben, demzufolge ¢die Fronten der Pro-
teinfraktionen eine verzerrte Form annehmen. Bei
einer Ionenstirke von 0,05 kann auch die Stromstirke
hinreichend niedrig gehalten werden, so dass nachtei-
lige Wirkungen der Stromwérme nicht zu erwarten sind.
Betrigt nimlich die Feldstirke 6 V/cm, so erwirmt
sich das Agar-Gel bereits mehrere Grade iiber Zimmer-
temperatur®® und der Gewichtsverlust durch Evapora-

42 A Curestrierp und F. W. ALiew, Analyt. Chem. 27, 422
{1955).
43 P, Burtin, Rev. int, Hépat. 4, 641 (1954).
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tion steigt auf 189 bei einer Versuchsdauer von
150 min. Betrdgt die Feldstarke hingegen 5 V/jcm bei
einer Klemmspannung von 85 V Gleichstrom (siehe
Angaben zur Technik), so sind besondere Kiihlvorrich-
tungen iiberfliissig und es kann darauf verzichtet wer-
den, in feuchter Kammer zu arbeiten. Evaporation und
Leitfahigkeit bleiben wahrend des ganzen Versuches
nahezu konstant, so dass auch die Wanderungsge-
schwindigkeit nicht abnimmt und dze Wegldnge (Trenn-
strecke) in erster Linie abkdngig wird von der Versuchs-
dauwer. Die Bedingungen sind somit grundlegend ver-
schieden von jenen der Papier-Elektrophorese (MACHE-
BOEUF%%), wo jedes Proteinion unabhingig von der
Auftragstelle schliesslich eine bestimmte Stelle auf dem
Papierstreifen einnimmt. Fir die Immunoelektvopho-
rese hat eine ldngere Trennstrecke den Vorteil, dass die
einzelnen Préizipitationslinien 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-Gel. Agar-Agar wird gewon-
nen aus den Florideenmembranen der Gelidium- und
Gracilariaarten. Es ist ein lineares Polysaccharid?®s,
dessen Untereinheiten aus 9 n-Galaktose-Resten be-
stehen, welche in 1,3-glykosidischer Bindung ver-
knipft sind*. Nebenvalenzbindungen halten die
Makromolekiile zum Gelnetz zusammen. Bei Tempera-
turerhéhung werden diese labilen Sekundirvalenzen
leicht gelést und das Gel verfliissigt sich. Es entsteht
mit heissem Wasser ein stabiles, lyophiles Hydrosol.
Agar-Gel ist thermoreversibel; so sind seine Erwei-
chungsprodukte vor und nach dem Gefrieren nicht
verschieden, wiahrend Pektin-Gele sich nach dem Ge-
frieren verfliissigen. Fiir die Schwellung des Agar-Gels
sind die polaren Gruppen, wie —COOH, —OH und
> C=0, als Hydratationszentren wichtig. Sie werden
durch Salzionen abgeschirmt, so dass Agar in jed-
welcher Salzlésung weniger schwillt als wie in Wasser.
Beim Gelierprozess steigt die Viskositit kurz vor der
Ausbildung zum Gel stark an als Awusdruck fiir die zu-
nehmende Vernetzung dev Makromolekiile. Weitere
Tigenschaften verindern sich jedoch bei der erfolgten
Sol/Gel-Umwandlung nicht sprunghaft; so &ndern sich
Diffusion, elektrische Leitfihigkeit und die Dielektrizi-
titskonstante nicht wesentlich. Agar-Gel ist ausge-
zeichnet durch einen hohen Elastizititsmodul und eine
relativ geringe Verformbarkeit??. In einer Reihe von
Gelen gleichen Elastizitdtsmoduls wiirde die Zerreiss-
festigkeit in folgender Reihe zunehmen: Agar-Gel
< Gelatine-Gel < Polyvinylalkohol-Gel < Pektin-
Gel < Tamarindenschleim-Gel. Daraus leitet sich ab,
dass die mittlere Linge der Fadenmolekiile im Pektin-

44 M. MACHEBOEUF, J. DuBERT und P. REBEYROTTE, Bull. Soc.
Chim. biol. 35, 346 (1953).

15 W. G, Jones und 8. Peat, J. chem. Soc. 1942, 225.

4 J. Joxes und F. SmrrH, Adv. Carbohyd, Chem, 4, 243 (1949).

4 H. NEukoM, Mitt. Agrikult. Chem. Inst. ETH. Ziirich, 1949.
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Gel grosser ist als im Agar-Gel. In der Tat gelingt die
Ausfiihrung der Elektrophorese noch gut in einem
Pektin-Gel® von nur 0,5%,. Die wiisserige Phase macht
hier somit 99,59, bis 99,89, aus! Die Gelierung wird
durch Pektin-methyl-esterase bei Raumtemperaturund
in Anwesenheit von Kalziumionen erreicht, Darin
koénnen Substanzen aufgetrennt werden wie Lysozym,
die mit Agar Niederschldge bilden. Das Pektingeriist
kann hinterher durch Pektinesterase unter Abspaltung
von Methanol hydrolysiert werden?’; dadurch kann
eine Elution oder Extraktion der Proteine aus be-
stimmten Bezirken umgangen werden®®,

Praktische Angaben zur Technik. a) Die Vorberettung
des Agar-Gels. Um gleichmissige Resultate zu erhal-
ten, ist es vorteilhaft, sich stets derselben Marke von
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 angeriihrt und zur Quellung
gebracht; spiter werden unter allméhlichem Erhitzen
und gutem Riihren 180 ml Pufferfliissigkeit zugegeben.
Wenn das Agar-Sol véllig homogen ist, filtriert man
warm durch ein Nylonfiltertuch und bringt das Filtrat
mit Puffer auf 200 ml. Von dem warmen Agar-Sol von
114% werden in trockene Reagenzglischen je 11 ml
pipettiert und auf die erstarrende Oberfliche 2 Trop-
fen einer 5%,-Merthiolatlésung gegeben. Nach dem
Verkorken werden die Gldschen kiithl und dunkel bei-
seitegestellt. Fiir den Puffer werden 29,34 g didthyl-
barbitursaures Na, 19,42 g Na-Azetat und 180 ml 0,1 #
HCl ad 3 1 Wasser gelost. Es ergibt sich 'ein pH von 8,6
bei einer Ionenstirke von 0,1. Als Unterlage fiir das
Agar-Gel ist es vorteilhaft, die 16 x 4 cm Glasplitt-
chen zu verwenden, die im Elphor-Auswertgerit dazu
dienen, den transparentgemachten Papierstreifen ein-
zulegen. Die Glaspldttchen werden erst mit 969, Alko-
hol abgespiilt, auf einer Heizplatte erwirmt und einige
Tropfen Agar-Sol aufihrer Oberfliche verstrichen. Nach
dem Eindunsten entnimmt man mit vorgewirmter
Stabpipette einem der erwdhnten Agar-Réhrchen 10ml
Agar-Sol (vgl. WUNDERLY und BUSTAMANTES1). Man
richtet die Spitze der Pipette auf die Mitte des hori-
zontal gelegten, heissen Glasplittchens und regelt die
Ausflussgeschwindigkeit so, dass das Agar-Sol sich
nach allen Seiten gleichmissig bis zum Glasrand aus-
dehnt. Nach dem Abkiihlen hat man eine Gelschicht
von 1,5 mm Dicke und spiegelglatter Oberfliche.

b) Die Elektrophorese in Agar-Gel. Entsprechendder
von ung ausgearbeiteten Technik?! werden je ein Stiick-
lein Whatman-Papier Nr. 17 (5 X 5 mm) in das auf-
zutrennende Serum und in eine Verdiinnung desselben,

48 P. GraBarR, W. Nowinsky und B, Genkravx, Nature 178,
430 (1956).

4% J. SoLms und H. DEuEL, Helv. chim. Acta 38, 321 (1955).

50 P. GraBar, Proc. III. Int. Congr. Biochem. Briissel 1955, 37.

51 Cu. WunpeErLY und V. Bustamante, Klin. Wschr. 35, 758
(1957).
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1:6 {NaCl), getaucht. Die ausgicbig benetzten Papie:-
chen werden auf die Mitte des Agar-Geles {quer zur
Langsrichtung) so auigesctzt, dass zwischen ihnen ein
Abstand von 10 mm verbleibt. Ohne dass die Papier-
chen angedriickt werden, diffundiert das Serum rasch
in das Agar-Gel. In die Mitte zwischen die beiden
Papierchen und ldngs zum Agar-Plittchen wird mit
doppelt gebogencm Blech eine kleine Rinne von 1 mm
Weite gestanzt. Nach 30 min werden die Papierchen
entfernt und iber die Stelle threr Auflage 10 ml 0,869,
NaCl fliessen gelassen. Die Oberfliche des Gels muss
alsbald volliy gleichmissig crscheinen. Dadurch be-
steht die Gewihr, dass bel der nachfolgenden Auswer-
tung keine zurtickhdngenden Proteine an der Auftrag-
stelle einen Gradienten vortduschen. Zwischen den
Papierenden (siche Abb. 1a), welche den Strom zu-
fihren (und méglichst kurz zu halten sind), wird eine
Stromdichte von 4,9 mA/jcm (Breite: 4 cm) und eine
Feldstirke von 3,5 V/cm (Distanz der Papierenden:
14 c¢m) angcelegt.

]

An' tigen ’Agar

&8 pax b
?? T f/ +

~Immunserum

~Immunserum
Abb. 1. Schema der Anordnuny zur Imununoelektrophorese,
a = Papiere zur Stromzufuhrung, b = Wannen mit Pufferldsung.

Als Elektroden dient Platindraht von der Linge der
Elektrodengefisse; um pH-Anderungen zu vermeiden,
strdmt wihrend der Elektrophoresedauer Pufferltsung
langsam durch die Gefdsse (siehe Abb. 15). Um eine
cinwandfreie Trennung von Albumin und o,-Globulin
zu erreichen (Abb. 2}, ist es notwendig, die Stromver-
hiltnisse moglichst genau einzuhalten. Wie neuerdings
WiEMES? feststellte, war mit der bisherigen Technik
die erwihnte Trennung nur unbefriedigend zu verwirk-
lichen. Jedoch zeigen neuerdings die Ergebnisse von
CLEVE und HaRTMANN®? an 8 Rheumatikerseren mit
Immunoelektrophorese in Agar-Gel die Wichtigkeit
der 4 Prizipitatlinien im o;-Globulinbereich fiir die
klinische Aussage.

Wie aus Abbildung 2 hervorgeht, ist die Auftrags-
stelle nicht mehr sichtbar und es fehlt auch jedes Depot
hitzedenaturierter Proteine. Die erreichte Auftrennung
ist jener in Papier recht dahnlich und bildet eine gute
Ausgangslage fiir die anschliessende Reaktion mit dem
Antiserum. Nur wenn diese Voraussetzung erfiillt ist,
kann eine sicheve Lokalisation der Prizipitatlinien ge-

32 R, J. Wiemg, Rev, belge Path. 25, 62 (1957).
53 H, Creve und F. HarTyaxy, Klin, Wschr, 35, 334 (1957).
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wihyleistet werden. Wiinscht man eine Kontrolle des
Fortganges der Agar-Elektrophorese, so unterbricht
man nach 4-5h den Strom und legt die Agar-Plittchen
in eine 2prozentige Ldsung von Essigsdure. Nach einer
Stunde sind die denaturierten Proteinfraktionen gut
zu erkennen. Fiir Weiterbehandlung siehe Abschnitt 4:
Die Firbung. Uber Zoncnelektrophorese im Agar-Gel
haben BocKEMULLER und OERTER® berichiet.

Llektrophorese inAgarge/

Abb. 2. (Aus Ca. Wunperiy wnd V. BustaMaNnTE, 1957)

¢) Die Diffusion des Antiserums. Nach Stromunter-
bruch wird auf den Agar-Plittchen 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 Mittelrille das
Agar-Gel herausgehoben und an dessen Stelle 0,10 bis
0,15 ml des Antiserums bzw. der Antiserumverdiinnung
gleichmiissig aus einer Mikropipette verteilt. Kanin-
chen-Antisera werden unverdimnt verwendet, wihrend
man Pferde-Antiscrum® von hohem Titer 1:1 mit
physiologischem NaCl verdiinnen kann. Um der Dif-
fusion Zeit zu lassen, werden die Agar-Plattchen fiir
2-3 Tage in eine feuchte Kammecer mit konstanter
Temperatur (18° sind optimal) gestellt. Anschliessend
gelangen sie fiir 2 Tage in ein Bad von physiologischem
NaCl, das man pro Tag zweimal wechseclt. Man erreicht
damit, dass dic an der serologischen Reaktion nicht
beteiligten Protcince eluiert werden und die Firbung
der Prizipitatlinien nicht stéren.

d} Die Farbung. Nach vollendeter Elution wird die
Agar-Schicht mit einem Streifen von leichtbefeuchte-
tem I‘ilterpapicr bedeckt. Dasselbe muss gleichmissig
aufliegen. Etwa 20 c¢m {iber den bedeckten Plittchen
dreht man eine Infrarotlampe an. Ein starker Luft-
strom sorgt fiir rasche Evaporation und verhindert ein
Ansteigen der Tempcratur (hochstens handwarm).

51 W, BockeEmuLLer und A. OERTER, Naturwiss. £3, 398 (1956);
Z. anal, Chem. 736, 120 (1907).

55 Pferde-Antiserum gegen Humanserum, normal, kann vom
kommerziellen Dienst des Pasteur-Institutes in Faris bezogen wer-
den. Das standardisicrte Ergebnis mit Humanserum, normal, in der
Immunoeelektrophorese ist mitgegeben.
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Tabelle I
. Seruminenge Immunserum (Pferd) Versuchsdauer
Technik 1 1
m m Elektrophorese Diffusion
Makromethode., . . . . . 0,05-0,20 0,05-0,07 4-5h mit 3,5 V/em 2-3 Tage
Mikromethode®® . |, . . . 0,001 {1,005 43 min mit 6 Viem i6h-24h

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

Fir die Fiarbung mit Amidoschwarz 16st man in
900 ml Azetat-Puffer (60 g Eiscssig + 13,6 g Na-Aze-
tat - 3 HyO im1) 1 g Amidoschwarz. Nach 60 min wischt
man den iiberschiissigen Farbstoff aus, indem man je
30 min in einem Bad von essigsaurem Methanol beldsst
(450 ml Methanol, 450 ml H,O, 100 ml Eisessig).

Fiir die Farbung mit Azokarmin® 16st man 0,5 g Azo-
karmin in 1 1 Azetat-Puffer (830 ml H,O, 20 ml Eis-
essig, 150 ml Glyzerin). Nach 5 b im Farbbad wird die
iiberschiissige Farbe abgespiilt und fiir 2 h in Azetat-
Puffer/Glyzerin gelegt (einmal erneuert). Nach dem
Trocknen kann der Agar-Film vom Glas abgezogen
und in dieser haltbaren Form aufbewahrt werden.

Nach der Elektrophorese in Agar-Gel kdnnen auch
die Lipoproteide™, Glukoproteide®™® und Azetalphospha-
tide® durch entsprechende Firbung sichtbar gemacht
werden.

e) Die Mikromethode. Die Mikromethode zur Im-
munoelektrophorese, wie sie von SCHEIDEGGER®® aus-
gearbeitet wurde, vereinigt als hauptsichliche Vorteile
die auf 24 h abgekflirzte Versuchsdauer und eine wesent-
lich kleinere Menge von bendtigtem Immunserum. Wir
entnehmen seiner Darstellung die obigen Vergleichs-
zahlen® (s, Tabelle).

Das 29,-Agar-Gel enthilt Veronal-Puffer vom pH
8,2 und von der Ionenstirke 0,1. Davon werden auf je
1 Objckttriagerglas 2 ml erstarren gelassen; die Gel-
dicke betriigt 1 mm, Bereits nach 30 min der Diffusion
werden die ersten Prizipitatlinien sichtbar. Da hoch-
wertige Antisera vom Pferd einen betrichtlichen Sel-
tenheitswert besitzen, verdient die Mikromethode, ins-
besondere bei Serienuntersuchungen von klinischem
Interesse, eine breitere Anwendung.

5 7. Urier und P. GrRABAR, Ann. Inst. Pasteur 90, 427 {1956).

57 3. UriEL und J. SCHEIDEGGER, Bull. Soc. Chim. biol. 37, 165
{1955). — J. UrieL und P. Grasag, Bull. Sec, Chim. biol. 38, 1253
(1956).

58 71 URIEL, P. GRaBAR und Ci., WunpEeRLY, Clin. chim. Acta 2,
35 (1957).

59 ], SCHEIDEGGER, Int. Arch. Allergy 7, 103 (1955); Ubersicht
von Ergebnissen: C. R, IV® Journées Biochimiques, Montpellicr,
Mai 1957,

Neuerdings wurden auch Mikromethoden beschrie-
ben von MONNIER und FiscHER® sowic von WIEME
und RaBaey®. Um die Mukoproteine des Serums ab-
zutrennen, fihrt GIri®? eine zweidimensionale Agar-
Elektrophorese durch; in der cinen Richtung beniitzt
er Veronal/Azetatpuffer vom pH 8,6 und anschliessend
rechtwinklig dazu einen Milchsidure/Azetatpuffer vom
pH 4,5.

f) Aufzeichnung der Resultate. Fir dic photogra-
phische Wiedergabe der nichtgefdrbten Prizipitatlinien
im Agar-Gel hat sich folgende einfache Technik am
besten bewidhrt, Man fiillt eine Porzellanwanne halb
mit physiologischern NaCl 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. Fir die Kontrolle der kurzen Belichtungs-
zeit dient ein Belichtungsregler mit Uhrwerk. Das be-
lichtete Papier wird in den Entwickler gelegt und unter
Rotlicht moglichst kontrastreich entwickelt, gewa-
schen und fixiert., Gefdrbie Agar-Filme bildet man auf
Kontrastfilm ab. Die Papierkopien ergeben schwarze
Linien auf hellem Grund.

Deutung des Evgebnisses. Da die Untersuchung des
normalen menschlichen Serums®? schon oft vorgenom-
men wurde, haben die Resultate (Starke und Umfang
der Prizipitatlinien) in bezug auf das jeweils ange-
wandte Immunserum eine gewisse Standardisierung
erfahren. Wie die iibrigen serologischen Methoden ist
auch die Immunoelektrophorese mit der Unzuldnglich-
keit belastet, dass es unmaoglich ist, Antisera herzustel-
len mit analoger Wirkungsbreite. Hier wird eine
Grenze der biologischen Methoden sichtbar, wo die in-
dividuelle Spezifitat des Tierorganismus die analytisch
erreichbare Reproduzierbarkeit einengt. Daraus leitet
sich ab, dass es ungleich wertvoller ist, von einem guten
Immunserum eine grosserc Menge zu besitzen, als von
mehreren Antisera gesamthaft dasselbe Volumen.
Schon diese quantitativen Uberlegungen fiihren zu

80 1 Monwier und R. Fiscuer, Bull. Soc. Chim. biocl. 39, 145
{1957).

81 R. J. WieME und M., RaBagy, Naturwissenschaften 44, 112
{1957).

62 K. V. Grr1, Nature 179, 632 (1957); vgl. Naturwissenschaften
43, 448 (1956).

83 K. MarTiN, J. J. ScHEIDEGGER, P. GrRABAR und C. A, WiL-
L1aMs, Bull. Acad. suisse Sci, méd. 10, 193 (1954). — C. WiLrLiams und
P. GraBar, J. Immunol. 74, 158, 397, 404 (1955). - F. SCHEIFFAHRT,
G. BeErG und W. FRENGER, Klin. Wschr, 34, 134 (1956).
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Priifung auf Einheitlichkeit gefillter
Fraktionen®. Auf der Hohe des o;-Glo-
bulins werden bei guter Auftrennung
nicht weniger als 3 Prézipitatlinien
sichtbar, im Gebiet des op-Globulins
sogar bis deren 5. Davon bezeichnet
die eine das Haptoglobulin®, dessen
Hiamoglobinkomplex mit der Beweg-
lichkeit von f#-Globulin® wandert. Im
Bereich des f-Globulins werden 3 Li-
nien sichtbar, wovon 2 einander recht
benachbart sind. Diejenige mit der
langsameren Diffusion bezeichnet das
Siderophilin; die grosse Feinheit der

1 |

em?/ volt/sec x 107

Abb. 3. Von oben nach unten: 4 Prazipitatlinien irn Agar-Gel langs eines aufgetrenn-
ten Serums. A’ Schema und Zuordnung der Linien. B Elektrophorese auf Papier.
C Elektrophorese nach TisELIUs desselben Serums und in demselben Puffer.

[Aus: P. GraBar und C. A, WiLL1aus, Biochim. biophys, Acta 17, 67 (1955).]

der Uberlegenheit des Pferdes als Produzent von Anti-
serum gegeniiber den kleinen Laboratoriumstieren.
Auf Abbildung 4 werden die Ergebnisse der Immuno-
elektrophorese (4 und A’) gegeniibergestellt jenen mit
Papierelektrophorese (B) und freier Elektrophorese
(C). Wihrend in B und C eine Auftrennung in 5 Frak-
tionen stattfindet, gelingt es mit der Technik A4, 16 bis
18 Komponenten sichtbar zu machen. Beginnt man
deren Beschreibung nach Massgabe ihrer Wanderungs-
geschwindigkeit, so stehen noch vor dem Serumalbu-
min ein oder zwei kleinere Komponenten, welche von
GRABAR®® mit g bezeichnet werden. Offenbar ist ihr
Gehalt so gering, dass sie mittels Papierelektrophorese
im Serum zumeist nicht deutlich, dagegen im mensch-
lichen Liquor cerebros. mehrfach beobachtet werden
konnte (als einzelne Unterfraktion). Auf der Hohe des
Serumalbumins erscheint cine Prizipitatlinie, welche
recht verschieden deutlich ausfdllt. Es ist dies eine
Folge des hohen Albumingehaltes bzw. des Antigen-
iberschusses; die Prézipitatlinie kann sich verbreitern
bis zur Verdoppelung oder zufolge von Auflésung véllig
verschwinden. Unter der Albuminlinie befindet sich
noch die kleinere Linie 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 Imomunserums mit einem hinldnglich gereinigten
Protein vorgenommen wird, gelingt auf diese Weise
der Identitatsnachweis neben weiteren Proteinen. Darin
kommt die Wichtigkeit von stetig verbesserten pri-
parativen Methoden® zum Ausdruck. Umgekehrt er-
laubt die Immunoelektrophorese eine besonders genaue

64 H, E. Scuurrze, Z. Elektrochem. 60, 262 (1956); 1I. Coll,
Bruges 1954, 83.

Linie ldsst auf einen kleinen Gehalt
8 schliessen; der {iarberische Nachweis
gelingt nur nach entsprechender An-
reicherung. Im normalen Serum findet
sich stets die Linie des §,A. Daneben
befindet sich noch ein §,M, das norma-
lerweise nur in sehr kleiner Menge vor-
handen ist, um in Fillen von Makro-
globulindmie um so stirker hervorzutreten. Hier
wird sichtbar, dass die Zuteilung von Prizipitat-
linien zu elektrophoretisch getrennten Fraktionen
nicht immer vollig eindeutig erfolgen kann, da da-
mit noch Gehalte nachgewiesen werden, die zur Bil-
dung einzelner Gradienten nicht ausreichen, sondern
in anderen Fraktionen mitenthalten sind. So iiber-
schreitet auch dic cinzige Linie im y-Globulingebiet den
Bereich dieser Fraktion und reicht oft bis zu dem
op-Globulin. Aus dem flachen, lang ausgedehnten
Kurvenverlauf kann man schliessen, dass y-Globulin
eine ganze Anzahl von Proteinen umschliesst mit der-
selben Spezifitit als Antigen; es sind somit in der
p1-Globulinzone und manchmal selbst in der o;-Glo-
bulinzone Proteine vorhanden, deren immunologische
Eigenschaften identisch sind mit y-Globulin, welche
jedoch in der Elektrophorese eine abweichende Beweg-
lichkeit aufweisen. Aus dem Gesagten ergibt sich die
bedeutende Verfeinerung der Auftrennung der Serum-
proteine mittels der Immunoelektrophorese. Gleich-
zeltig ist es ein Hinwels auf die Heterogenitit der mit
etnfacher Elcktrophovese aufgetrennten Fraktionen. Ein
giiltiger Beweis dafiir wurde durch folgendes Experi-
ment erbracht®. Ein Agar-Gel, in welchem in iiblicher
Weise ein normales menschliches Serum aufgetrennt
worden war, wurde durch Querteilung in 50 gleich
grosse Felder geteilt; die Agar-Stiickchen eines jeden
Feldes wurden erneut der Agar-Elektrophorese unter-
worfen und darauf mit einem Pferde-Immunserum ge-

65 C, A. WiLLiams, 11. Coll. Bruges 1954, 57.

6 P, Burtin, P. GRaBAR, G. Boussier und M. F., Javre, Bull
Soc. biol. 36, 1029 (1954).

67 M. Javie, G. Boussicr und J. Bapiy, C. R. II. Congr. Bio-
chim. Paris 1952, 183.

88 P, GRABAR, %0: C. Wirtiams und P. GRABAR, %2,
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Tabelle 11

Aufnahme Abbildung 4 a b ¢ d ¢ f z h i
Vol. Antigene mm? . 1 1 1 1 1 1/,% Ly e g
Vol Immunserum mm?3 . 1 2 3 4 5 5 3 5 15

Tk T4 1 5 1/ 1 / :
Verhdltnis. . . . . . . . /4 1y /3 N s e Hae s Yo

* sind entsprechende Serumverdiinningen mit physiologischem NaCl.

priift. Auch in dieser Grossenordnung gelangen ein-
wandfreie Prazipitatlinien sowie der Nachweis der
obenerwithnten Komponenten®; einzig das Albumin
hatte sich auf Grund seiner rascheren freien Diffusion
etwas gegen die langsamer wandernden Fraktionen
verlagert.

o

Abb. 4. Variation der relativen Gehalte der Komponenten. Von

oben nach unten: Uberschuss des Antigens, optimale Verhaltnisse,

Uberschuss an Antiserum. [Aus: J. J. ScHEIDEGGER, Int. Arch.
Allergy, N. Y. 7, 103 (1955).]

Die Immunoelektrophorese ermoglicht es, auch die
Wanderungsgeschwindigkeit der verschiedenen Anli-
korper zu bestimmen. Dafiir wird erst das zu prifende
[mmunserum aufgetrennt und die Reaktion im Agar

%8 p, Gramar, Arch. Sci. biol, Bologna 39, 589 {1955); Thérapie
9, 163 {18314).

mit entsprechenden Antigenen verfolgt. Auf diese
Weise wurde der Nachweis erbracht®, dass im Immun-
serum vom Pferd Antikérper mit unterschicdlicher
elektrophoretischer Beweglichkeit vorhanden sind oder
Antikorper von derselben Spezifitit jedoch von ab-
weichender Beweglichkeit.

II. Ergebunisse mit Immunoelektrophorese. An den
Beginn dieses Abschnittes stellen wir eine Arbeit, in
welcher dcr Einfluss einer systematischen Verdnderung
des Verhiltnisses von Antigen/Antikorper zur Dar-
stellung gelangt. SCHEIDEGGER® hat diese Gehalte in
der obigen Tabelle zusammengestellt.

a, a, Ry Y

N

T~

Abb. 5. Oben: Prizipitatlinien wmit Antiserum, Mensch, normal,

Unten: Linien mit demselben Serum, jedoch nach Absittigung mit

Haptoglobin. Die Linie, welche verschwindet, ist oben gestrichelt,

[Aus: P, Burtin, P. GraBar, Mlle G, Bousster und M. F. JavLg,
Bull, Soc. Chim. biol. 36, 1029 {1954}.]

Neun Proben von normalem menschlichem Serum
stehen in abgestuftem Verhiltnis 9 Proben eines ent-
sprechenden Pferde-Antiserums (Mensch) gegeniiber.
Es geniigt somit eine Variation des Verhiltnisses von
1, bis g, um sehr erhebliche Verdnderungen der
Prizipitatlinien sichtbar werden zu lassen (Abb. 5).

Wahrend auf a und &, also im Gebiet des Antigen-
iiberschusses, als erstec Linie diejenige des y-Globulins
in Erscheinung tritt, kommen in ¢ und 4 weitere Linien
von Globulinunterfraktionen hinzu. Das Zustande-
kommen dieser Prizipitatlinien ist wahrscheinlich
auch von der Loslichkeit des Antigens abhingig; sie
ist bel Albumin sehr viel grosser als bei y-Globulin
(WiLL1ams?). In 4 wird gut sichtbar, wie die y-Globu-
linlinie weit in andere Bereiche hineingreift und eine
ausgesprochen asymmetrische Form aufweist (GRra-
BAR™Y),

0 C. A. Wirriams, Bull. Soc. Chim. biol. 36, 1407 (1954).
7L P. GrRABAR in: Les p-globulines et la médecine des enfants {Paris
1955), S. 15.
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Die Heterogenitit der y-Globuline, wie sie in dieser
langausgedehnten Linie zum Ausdruck kommt, wurde
auch bewiesen durch die Immunoelektrophorese eines
Pferde- Antiserums (Mensch); dabei ergaben sich Anti-
korper mit verschiedener Wanderungsgeschwindigkeit,
wenn erst das Antiserum elektrophoretisch aufgetrennt
wurde und verschiedene hochgereinigte Proteine seit-
lich hinzudiffundierten. Mit dem Verhdltnis von /g,
wie es in ¢ verwirklicht ist, wird das Optimum erreicht,
in welchem die grosste Anzahl von Linien sichtbar
wird. Ein Zunehmen des Antiserum-Anteils (f-4) filhrt
zu verwaschenen, ja teilweise wieder aufgelGsten Linien
der Globuline. Da im freien Antikorper die Loslichkeit
bedingt wird durch die Attraktion von Wasserdipolen
seiner polaren Gruppen, ist anzunehmen, dass eine
Laslichkeitsverminderung eintritt, wenn diese Grup-
pen durch die Bindung mit Antigen abgesdttigt wer-
den?2, Ist diese Absittigung zufolge von Antikorper-
itberschuss (Abb. 44 und ¢) nur teilweise verwirklicht,
so geniigt der restliche Wassermantel, um das Prizi-
pitat zu lésen. In f und g wird die Linie des g sicht-
bar. Im Maximum des Antiserum-Uberschusses bleibt
als einzige Linie diejenige des Albumins, ebenfalls
iibergreifend in den Bereich des «-Globulins. Der
Reihenversuch zeigt, dass der Tierorganismus nicht in
einfacher Proportion Antikdrper entstehen lisst nach
Massgabe der Antigene im injizierten Serum. Die Me-
thode zeichnet den Weg vor fiir die systematische Un-
tersuchung der Variabilitit der Antigene, der Spezies,
der Individuen, sowie der Dosierung und Applikations-
weise der Antigene und der Begleitfaktoren im physio-
logischen und pathologischen Stoffwechsel.

Ahnlich wie das -Globulin des menschlichen
Serums Objekt einzelner immunochemischer Studien
wurde, konnte auch das f-Lipoprotein im Blutplasma
untersucht werden. Hierfiir verwendeten KorNGOLD
und Lipar1”® die nach der Cohnmethode 10 gewonne-
nen Fraktionen I 4 II + III, IV + V, den NaCl-16sli-
chen Anteil von III sowie Vollplasma, das durch Flota-
tion in der Ultrazentrifuge bei der Dichte von 1,063 g/ml
vom Lipoprotein getrennt wurde. In Ouchterlony-Gel-
platten wurden in die zentral angeordneten Stanz-
locher der Agar-Schicht Immunsera vom Kaninchen
gegen die Fraktion III (CoHN) gegeben. An den Dif-
fusionsgrenzen bildeten sich Prizipitatlinien, von de-
nen sich die lipoproteinhaltigen mit Sudanschwarz
selektiv firben liessen. Die Plasmafraktionen II
{IV + V), VI und der NaCl-i6sliche Anteil von III er-
wiesen sich als lipoproteinfrei. Wiederum war die
Reinheit der ausgefillten Fraktionen Voraussetzung,
um die Beeinflussung der serologischen Reaktion durch
Begleitprotein ausschliessen zu kénnen. In der Immu-
noclektrophorese wird eine schwache Prizipitatlinie
sichtbar, welche dem f,-Globulin zugeschrieben wird.
Jedoch ist es methodisch vorteilhaft, ein Antiserum

72 W. C. Boyp, J. exper. Med. 75, 407 (1942).
73 L. Korncorp und R. Lirari, Science 121, 107 {1955).
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zu verwenden, das erst mit p-Globulin abgesattigt
wurde’. Die Gruppe der f-Globuline bildet zumeist
4 Prizipitatlinien, von welchen 2 eine dhnlich rasche
Diffusion zeigen und sich manchmal tiberdecken. Eine
weitere Linie ist nur schwach sichtbar und fehlt oft
auch ganz, da wenig Antikdrper in dem von der Gruppe
GraBAR verwendeten Immunserum vom Pferd Nr. 3174
vorhanden sind. Gleichwohl konnte dieses §-Globulin
von GRABAR als Siderophilin identifiziert werden.
Dieses metallbindende Globulin wurde von KoECHLIN®
als Fraktion IV-~7,2 mit einer Reinheit von 90-959%,
und einer Ausbeute von 0,42 g pro 1 Plasma durch
Fallung mit Athanol isoliert; sein Molekulargewicht
betrdgt 90000, und eswerden 2 Atome Fe/Mol {= 0,13%,)
gebunden. Die Immunoelektrophorese gestattete die
genaue Lokalisation des Siderophilins; 200 ug eines
kristallisierten Praparates™ wurden in 0,05 ml von
normalem Serum geldst und in {iblicher Weise aufge-
trennt”; fiir die spezifische Priizipitation diente 1 ml
Pferde-Antiserum total (Mensch). Vorversuche hatten
ergeben, dass diese Menge etwa 150 ug des Priparates™
prizipitiert. In der Folge zeigte sich eine einzelne
Linie im Bereich der 8,-Globuline; die Identitiit wurde
nachgewiesen durch die Reaktion mit einem Immun-
serum, dessen homologe Antikérper abgesittigt waren.
Die Darstellung des erforderlichen Kaninchen-Anti-
serums haben GRABAR und BURTIN® beschrieben.

Neuerdings wurde durch UrIEL, GOTZ und GRABAR™
mittels Immunoelekirophorese auch das Ceruloplasmin
lokalisiert und das Kupfer durch kolorimetrische
Mikromethode (Alizarinblau) bestimmt. Die beiden
Ceruloplasmin-Priparate waren aus normalem, mensch-
lichermn Sernm isoliert worden. Thre Wanderung fiihrt
sie in den Bereich des a,-Globulins. Bei einem ange-
nommenen Molekulargewicht von 155000 werden
6 Atome Kupfer pro Mol gebunden.

Auch GELL3® hat mittels Immunoelektrophorese das
Verhalten von y-Globulin, Ceruplasmin und Sidero-
philin gegeniiber Antisera gepriift. Seine Ergebnisse
bestitigen die obenerwidhnten Lokalisationen.

Fiir die Untersuchung des Haptoglobins stand ein
Priparat® von hoher Reinheit zur Verfiigung (Ver-
unreinigung 19,); sein Molekulargewicht ist 85000 und
der Hexosegehalt 11,3%,, davon sind 5,7%, Hexosamin.
Seine Wanderungsgeschwindigkeit war mit Papier-
elektrophorese ‘als analog wie oy-Globulin gefunden
worden®!, was die Immunoelektrophorese durch BUr-
TIN, GRABAR, BOUSSIER und JAVLES? bestitigte. Die

¥4 P Granar und P. BurTiN, Presse méd. 63, 804 (1955).

76 P. GRABAR, Ann. Acad. Sci. fenn., 1I. Chemica 1955, 401.

7% B. A, KoecuuiN, J. chem. Soc. 74, 2649 {1952).

77 Behringwerke Marburg a. d. L, {Prof. H. Scuuvrtze}.

78 P, Grasar und P. Burtiy, Bull. Soc. Chim. biol. 37,797 (1955).

7 J. Urier, H. Gtz und P. GRABAR, Schweiz. med. Wschr.
1957, 431,

8 P, G. Gery, J. clin. Path. 19, 87 {1957).

81 M. F. Javre und G. Boussier, Bull. Soc. Chim. biol. 36, 958
{1954).

82 P, Burriry, P. GRABAR, G. Boussizr und M. F. Javie, Bull
Soc. Chim. biol. 46, 1029 (1954).
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Haltbarkeit der Losungen in den #blichen Puffer-
systemen ist beschrinkt. Um ein absorbiertes Anti-
serum zu gewinnen, wurde 1 ml des Pferde-Antiserums
total (Mensch) mit 400 ug des Haptoglobin-Préparates
vermischt und das spezifische Prizipitat abzentrifu-
giert. Mit dem Antiserum-Rest fehlte eine Linie im
w,-Globulinbereich, welche sich durch eine mittlere
Diffusionsgeschwindigkeit auszeichnet (Abb. 6).

T e T

Yy Path.
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Abb. 6. Lings der Mittellinie diffundierte ein Antiserum, welches

erst mit Bence- Jones-Uroprotein abgesittigt worden war. [Aus:

P. Burtiv, L. Hartmany, R. FAuverT und P. GraBAR, Rev. frang.
Et. clin. biol. 1, 17, 175 (1956).]

Die Versuche ergeben, dass sowohl Haploglobin wie
Siderophilin  unabhingige Proteine tm menschischen
Blutserum sind. Auch solche Koérperflissigkeiten, die
ausgesprochen proteinarm sind, wie Liquor cerebro-
spinalis und Synovialfliissigkeit, wurden von GAVRI-
LEScO, CourcoN, Hirrion, URiEL, LEwWIN und GRa-
BARS? im Agar-Gel aufgetrennt und anschliessend sero-
logisch untersucht.

In umfassender Weise wurden die Proteine der
menschlichen Synovial-Fliissigkeit (normal, rheuma-
tische Arthritis, Neuroarthropathie, Trauma) von
ScHMID und MACNAIRS* untersucht. Fiir die Immuno-
elektrophorese wurde ein Boratpuffer von 1T 0,07 Mol
Na,B,0, und 2T 0,07 Mol H;BO, verwendet ; er besitzt
ein pH von 8,6 und 7/2 = 0,07. In 29%,-Agar-Gel betrug
die Trenndauer 17 h bei 180 V und 40 mA. In der Folge
ergaben sich analoge Prézipitatlinien wie bei Serum-
protein; die Identitit wurde bei Albumin und y-Glo-
bulin erbracht. Das Linsenprotein des Menschen wurde
von WIEME und RABAEY® sowie. WIEME und Ka-
MINSKI®® im Agar-Gel untersucht und dabei in mehrere
Proteinfraktionen aufgetrennt.

Ebenso gelang es GrRaBAR und BURTIN® sowie BUR-
TIN, HARTMANN, FAUVERT und GRraBAR®, im Blut-
serum von Patienten mit ausgedehnter Dysprotein-
dmie (Myelom, sekundires Knochenkarzinom, Lipoid-
nephrose) mit Immunoelektrophorese wesentliche Ab-
weichungen zu finden vom gewohnten Bild normaler
Sera. Wihrend bei weiteren Hyperglobulinidmien die

8 K. GavriLesco, J. Courcon, P, HiLrion, J. Urirr, J. LEwin
und P. GraBar, Bull. Soc. Chim. biol. 37, 803 (1955).

81 K, Scumip und M. MacNAIR, J. clin. Invest. 33, 319 (1954).

8 R, J. Wieme und H. RaBAEY, III. Coll. Bruges 1945, 157.

8 R. J. Wiemg und M. Kaminskr, Bull. Soc. Chim. biol. 37, 247
(1955).

87 P, Grasar und P, Burtin, Presse méd. 63, 804 (1955).

88 P, Burtiy, L. Hartyanw, R, FAuvert und P. GRABAR, Rev.
frang. Et. clin. biol. 1, 17, 175 {1956).
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Linie der y-Globuline gesamthaft verstirkt erscheint,
ist sie es bei Myelom nur abschnittsweise, In einigen
der mit Immunoelektrophorese untersuchten 30 Falle
wurden auch abnorme Linien im Gebiete der y-Glo-
buline sichtbar (Abb. 6).

In einem Falle (Abb. 6 oberes Serum lidngs Mittel-
linie) konnte die pathologische Linie des y-Globulins
zum Verschwinden gebracht werden, wenn ein Immun-
serum hineindiffundierte, das vorgédngig mit Bence-
Jones-Uroprotein abgesittigt worden war. Eine wei-
tere Anomalie zeigt sich im f,-Globulin-Sektor, wo die
Linie bald ganz ausfillt, bald aussergewohnlich scharf
und krummlinig erscheint. Die Endgruppenanalyse
von Myelomprotein durch Purnam®® weist auf eine
Uneinheitlichkeit des chemischen Aufbaues hin. Ahn-
lich wie die neuen Studien iiber Myelomproteine mit
Agar-Diffusionstest?® und Ultrazentrifuge® erweisen
auch die besprochenen Untersuchungen in qualitativer
Weise das Vorliegen anomaler Proteine. Es wurde dies
neuerdings bestétigt durch die Arbeit von MARTIN und
SCHEIDEGGER®. Somit wurde ein Fortschritt erzielt
gegeniiber den Ergebnissen mit Papier-Elektrophorese,
wo zumeist nur extreme Gehaltserhthungen einzelner
Globulinfraktionen beobachtet werden. Bei der Unter-
suchung von Sera von Patienten mit Lipoid-Nephrose®
war erwartungsgemiss die Hauptlinie der Lipoproteide
verstiirkt, dagegen wurden keine neuwen Proteinlinien
beobachtet. Aus der Klinik kennt man &fters die voéllige
Normalisierung einer Nephrose, dagegen nicht die-
jenige eines Myeloms oder einer Makroglobulinidmie.
Es scheint daraus hervorzugehen, dass der Organismus
ausserstande ist, eine gestorte Proteingenese wieder
riickgdngig zu machen.

Seitdem WALDENSTROM 1948 erstmals die Makro-
globulindmie beschrieben hat, sind die Arbeiten iiber
diese Paraproteindmie nicht abgebrochen. Ultrazentri-
fugale Studien ergaben, dass im Kreislauf der Patien-
ten im Mittel bis zu 28%, des Plasmaproteins ein Teil-
chengewicht von 20 bis 30 Svedberg-Einheiten (S) auf-
weisen, Physiologischerweise enthilt Serumprotein nur
2-4%, mit dem Teilchengewicht von 20 S. REGNIERS,
WieME, WunNDeERLY und BURTIN®2 untersuchten so-
dann einen Fall von Makroglobulindmie mit Immuno-
elektrophorese und dem Agar-Plattentest. 669, des
Serumproteins besass iiber 15 S, davon 149, 23-32 S.
Die Immuncelektrophorese ergab immunchemische
Anomalien im Bereiche der y-Globuline. Neuerdings
erméglichte eine Zusammenarbeit von BURTIN, HART-
MANN, HEREMANS, SCHEIDEGGER, WESTENDORP-BOER-
Ma, WIEME, WUNDERLY und GRABAR?® die Unter-

83 F. W. Purnau, J. cell. comp. Physiol. 47, 17 (1956).

8 M. PeTERMANN und M. Hamirton, Cancer 9, 193 (1956).

# E, MarTIN und J. J. ScHEIDEGGER, Schweiz. med. Wschr.
1957, 439.

92 P, RegNIERS, R, WiEMmE, Cu. WunperLy und P. BURTIN,
Schweiz. med. Wschr, 86, 1140 (1956).

93 P, Burmiy, L. HarTMANYN, J. HEREMANS, ]. SCHEIDEGGER,

F. WESTENDORP-BoERMA, R. WiEME, CH. WuxDERLY und P. Gra-
BAR, Rev, frang. Et. clin. biol. 2, 161 {1957).
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suchung von 26 Makroglobulinsera und 7 isolierten
Makroglobulinen mit Immunoelektrophorese. Bei man-
chen Sera wurden im y-Globulinbereich Anomalien 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 sind. Neuverdings wurde
auch die Moglichkeit erdrtert®, ob das Agar-Gel-Netz
die Teilchen von Makroglobulin stirker in ithrer Be-
wegung hemmt als Fibrinogen und noch ausgesproche-
ner als Albumin. Eine interessante Anwendung der von
SCHEIDEGGER entwickelten Mikromethode® hat der
Genannte gemeinsam mit MARTIN und RIOTTON® ge-
macht; es wurde das Protein von menschlichem Fital-
blut untersucht in der Altersstufe von 8 bis 40 Wochen.
Bis zur 12. Woche ergeben sich nur 5 Prazipitatlinien
an Stelle von 18 beim Serumprotein des Erwachsenen;
es sind dies die Vorfraktion g, Albumin, je ein -, o
und ein §-Globulin. Im anschliessenden Zeitabschnitt
erscheinen eine zweite Linic im Bereich der a,-Globu-
line, ebenso im o,- und B-Bereich; spiter eine dritte
und vierte a,-Linie, eine dritte §-Linie und verspitet
erst die y-Globulinlinie. Bei der Geburt fehlen noch die
Linien von Fraktion B, sowie eine weitere im oy-Be-
reich. Somit ist auch Nabelschnurblut noch inkomplett
in qualitativer Hinsicht, was mit Papierelektrophorese
nicht nachweisbar ist%. Ebenfalls mitder Mikrometho-
de haben CLEVE und HARTMANNS? 8§ Rheumatikerseren
untersucht. Von den 4 Prizipitatlinien des a,-Globulins
war dicjenige des niedermolekularen, kohlenhydrat-
reichen Sdureproteides besonders deutlich. Dagegen
konnte das C-reaktive-Protein {CRP) mit einem CRP-
Antiserum nicht lokalisiert werden. Dasselbe gelang
BusTaMANTE, ArRINO und ManveL vy PiNtes¥ und
wurde von ihnen als im Bereich der y-Globuline wan-
dernd gefunden.

LapresLe®untersuchte dasimmunchemische Verhal-
ten von Abbauprodukien des menschlichen Albumins mit
Immunoelektrophorese und Agar-Plattentest (Ovca-
TERLONY). Dazu wurde Serumalbumin mit Milzextrakt
{Kaninchen) e¢nzymatisch abgebaut. Die Immuno-
elektrophorese ergab, dass die Antigenstruktur des
menschlichen Albumins auns 3 spezifisch verschiedenen
Anteilen besteht. MARIE KaMINSKY® untersuchte die
Antigenstruktur von Etereiweiss, Ovalbumin, Conalbu-
wmin, Ovomucid und Lysozym mittels Immunocelektro-
phorese und dem Agar-Plattentest {QUCHTERLONY). In

%4 R, WieME, Rev. belge Path, 25, 62 (1957).

85 ], SCHEIDEGGER, E. MARTIN und G. Riorton, Schweiz. med.
Wschr. 86, 224 (1956).

9% R. Casrax1, M. Negr1 und C. Sticca, Minerva paediatr. 5, 67
(1953).

97 V. BusTAMANTE, J. ARING und L. ManczL v Pinids, Presse
méd. 65, 313 (1957},

88 C, LaPrRESLE, Ann. lnst. Pasteur 89, 654 {1955).

9% M. Kaminsky, J. lmmunol, 75, 367 {1955); Bull. Soc. Chim.
biol. 36, 79, 279, 201 (1954); II. Coll. Bruges 1954, 69. — M. Ka-
MINskY und J. Durieux, Bull. Soc. Chim. biol. 36, 1037 (1954).
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der Folge erwies sich Ovomucid, mit Athanol gefallt1%,
als elektrophoretisch homogen, zeigte jedoch im Plat-
tentest zwel Komponenten. Eicreiweiss enthilt drei
Fraktionen von Ovoglobulinen, welche, nach Mass-
gabe ihrer Wanderungsgeschwindigkeit, wiederum je
2-3 Linien entstehen lassen.

Untersuchungen mittels Papierelektrophorese!®!
hatten ergeben, dass die Agglutinine des menschlichen
Blutseruwms in der Fraktion der y-Globuline, insbeson-
dere der y4-Globuline, lokalisiert sind. Die Anti-Rh-
Antikdrper wurden, in irttheren Arbeiten mit Kon-
vektions-Elektrophorese, auch unter den o~ und j-
Globulinen gefunden2  Daraufhin unternahmen
FAURE, FINE, SAINT-PAUL, EvQueM und GRABAR3¢ine
entsprechende Studie mit Immunoelektrophorese. Da-
zu wurden die zu priifenden Sera in cinfacher Agar-
Elcktrophorese iber 12 cm Linge aufgetrennt; dieser
Bereich des Agar-Gels wird in 12 Abschnitte von je
1 cm Breite aufgeschnitten. Aus den 12 Agar-Segmen-
ten wird das Protein mit physiologischem NaCl eluiert
und in der Zentrifuge von Agar-Resten abgetrennt.
Mit der iiberstehenden TFliissigkeit werden Erythro-
zyten-Suspensionen reagieren gelassen, welche das
Antigen enthielten, dessen Antikérper gesucht 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
eincm Fall von hamolytischer Andmie und zwei Fillen
von infektidser Mononukleose. Als Resultat kénnten
dic Isoagglutinine anti-A und anti-B in den rasch wan-
dernden Anteilen der y-Globuline sowie in den §,- und
Bs-Globulinzonen lokalisiert werden; dabei verhalten
sich die natiirlichen und die Immun-Antikorper nicht
verschieden. Auch die indirekte Reaktion von CooMBs
erfihrt durch die Immunoelektrophorese eine wertvolle
Prazisierungis,

Die antigene Wirkung synthetischer Polypeptidewarde
von STAHMANN, Tsuvugr, Winke, LAPRESLE und
GraBar!® mittels Immunoelektrophorese und dem
Ouchterlony-Test untersucht. Die Polypeptide wurden
synthetisiert'® aus Leucin, Phenylalanin, Glutamin-
sd@ure und Lysin; darauf 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-

100 17, Freoericg und H. Devutscu, J. biol. Chem. 181, 409 (1049).

101 B, Jaxxovic und H. Krrjnsr, Nature 171, 982 (1953). -
R. Payxe und €. DeMING, J. Immunol. 73, 81 (1954).

102 7 Hiry, 8. HaBermax und R, Guy, Amer. J. clin, Path, 19,
134 (1949}, - J. Caxn, R. Brown, J. Kirkwoon, P. STURGEON und
D. CLarkE, J. Immunol. 68, 243 (1952).

103 R, Faurg, J. Fing, M. Samnt-Pavr, A. Evgues und P. Gra-
BaRr, Bull. Soc. Chim. biol. 37, 783 (1955).

11 AL Staumany, H. Tsuvuki, K. Weinke, C. Lapreste und
P. GraBagr, C. R. Acad. Sci. 2471, 1528 (1953).

105 \f. Green und M. Stanmann, Proc. Soc. exper. Biol. Med,
N. Y, 83, 852 (1953). - R. Rice, M, Stapmaxy und A. ALBERTY,
J. biol, Chem. 209, 105 (1054).
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wonnen. Die mit den letzteren durchgefithrte Immuno-
elektrophorese ergab einzelne Prézipitatlinien, als
Beweis der Homogenitdt der Antigene. Auf Grund
spezifischer Absorption konnten drei Antikérper im
Antiserum (Serumalbumin, Rind/Polypeptide) nach-
gewiesen werden ; die eine Linie entspricht dem hetero-
logen Albumin, eine weitere dem entsprechenden

d B [:h
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analyse!®” durch Immunoelekirophorese zcigte im
Restplasma unverindert das Voralbumin g, Albumin,
cine uy-, zwel a,-Fraktionen, die als Siderophilin identi-
fizierte §,-Komponente sowie y-Globulin. CINADER und
PEARCE!® trennten in Agar-Gel Ribonuklease in die
Komponenten 4 und B auf; anschliessend erfolgte die
Diffusion von Ribonukleaseantiserum.

Ao %y Alb p

Abb. 7. Prazipitatlinien von Antisera a {Maulesel 282}, 4; (Pferd 31), &y (Pferd 1289}, ¢, (Kaninchen 805}, ¢, {Kaninchen 812), ¢y {Kanin-
chen 810}, d (Huhn 2) und ¢ (Ente 4} gegen normales Serum, human, Als Antigen jeweils in Agarelektrophorese aufgetrenntes normales
Serum, human,

Polypeptid und eine dritte Linie der Kombination von
beiden. Die obengenannten Immunsera prézipitierten
nicht mit den freien synthetischen Polypeptiden, da-
gegen mit dem entsprechend gekuppelten Rinder-
Albumin ; sie gaben ferner Kreuzreaktionen mit Serum-
albumin (Mensch, Pferd, Rind), Ovalbumin und -
Globulin (Mensch, Rind). Aus Dichte und Lage der
Linien im Agar-Gel wurde die antigene Wirksambkeit in
folgender Reihe abnehmend gefunden: Leucin > Phe-
nylalanin > Glutaminsiure > Lysin. Die spezifische
Prizipitation konnte weder durch die synthetischen
Polypeptide noch durch die freien Aminosiuren ge-
hemmt werden.

Um eine Plasmaproteinldsung zu erhalten, bei deren
Transfusion die Ubertragung von Hepatitis-Virus mit
grosser Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden
kann, haben Ni1TsCcHMANN, KISTLER, RENFER, HASSIG
und Joss'% einen neuen Weg beschritten. Durch die
Totalentsalzung des Blutplasmas an einem Gemisch
von Kationen- und Anionenaustauschharzen (I.R. 120,
IRA 410 Rohm und Haas Co., Philadelphia, USA.)
lassen sich das Fibrinogen und die thermolabilen Glo-
buline abtrennen, der Rest an Plasmaprotein kann bei
60°C wihrend 10 h pasteurisiert werden. Die Antigen-

8 H, NitscumaNN, P. KisTLER, H. R. RENrFER, A. Hisste und
A. Joss, Vox sanguinis 7 [3] 183 (1956).

Exper, 28

111. Uber die Grenzen der Methode, Die vorgenannten
Beispiele von Anwendungen zeigen, was fiir ausge-
dchnte Messméglichkeiten mit der Immunoelektro-
phorese neu crschlossen werden. 5o mochte man glau-
ben und wiinschen, die Methode wiirde von einer gros-
seren Zahl von Forschungsstidtten aufgenommen. Wenn
bisher die cinschligigen Arbeiten iiberwiegend GGRABAR
und seinem Mitarbeiterkreis zu verdanken sind, dann
muss die beschrinkte Anwendung ihren Grund haben.
So mag es in vielen Fillen nicht leicht sein, Antiscra
in der notwendigen Menge und von entsprechend ho-
hem Titer zu beschaffen; die Gewinnung der Immun-
seren aus Grosstieren (Pferd, Rind) ist an einen lang-
wierigen, kostspicligen Immunisierungsprozess gebun-
den. Entsprechend dem langsamern Globulinstoff-
wechsel dieser Tiere ist mit einer hohen Misserfolgsrate
zu rechnen. Besonders erwihnenswert aber ist cine
Schwierigkeit, welche allen immunchemischen Me-
thoden anhaftet und deren breite Anwendung in vielen
Fillen verunmdéglichte. Es ist die von Tier zu Tier ab-
weichende Bildung von Antikérper, welche die mit
verschiedenen Immunsera erziclten Ergebnisse so
schwer vergleichbar macht.

197 Ausgefithrt von J. J. SCHEIDEGGER.
188 B Cinaper und J. H. PeEarCE, Brit, J. exper. Path. 37, 541
(1956).
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Als Beispiel mégen die Befunde von Munoz!® die-
nen. Er immunisierte 18 Kaninchen in {iblicher Weise
mit kristallisiertem Serum-Albumin (Rind). Die
Priifung der Antisera gegen das zur Injektion verwen-
dete Albuminpriaparat ergab nach der Technik von
OuDIN im Agar-Gel: 1 Tier ohne Prizipitatlinie, 12
Tiere mit 1 Linie, 2 Tiere mit 2 Linien und schliesslich
3 Tiere mit 3 Linien. Solche wesentlichen Unterschiede
kénnen mit Immunoelektrophorese gut sichtbar ge-
macht werden%. Auf Abbildung 7 finden sich Prizi-
pitatlinien, wo als Antigen jeweils normales Serum,
human, im Agar-Gel aufgetrennt war mit Antisera,
die in Maulesel (a); Pferd (b,, b,), Kaninchen (c,, c,, ¢g),
Huhn (4) und Ente (¢) gegen Serum human gebildet
waren, reagierten.

Der Vergleich von b, mit b, oder von ¢,, ¢, mit ¢, zeigt
eindriicklich die von Tier zu Tier abweichende Linien-
bildung. Es mag damit zusammenhingen, dass in
solchen Féllen im Tierorganismus nicht nur Antikérper
gegen ein einzelnes heterologes Protein gebildet wer-
den soll, sondern gleich gegen ein ganzes Spektium der
verschiedensten Fraktionen und Unterfraktionen. Da-
durch werden offenbar an den Stellen der Protein-
genese Verdringungen und Uberschneidungen unvet-
meidlich. Es ist ebensowohl méglich, dass der Tier-
organismus gegen die eine Proteinkomponente nur un-

102 7. Munoz aus: Serolog. Appr. fo studies of protein structure and
metab. (Rutgers Univ. Press 1954), S. 55.

110 P, GrABAR, technische Mithilfe von Mlle J. Courcon (un-
verdffentlichte Ergebnisse).
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geniigend Antikorper bildet wie eine extra starke Bil-
dung begiinstigt. In beiden Fillen kann man nur iiber
passend gewdhlte Konzentration bzw. Verdiinnung des
Antiserums zu jener Gleichgewichtskonzentration ge-
langen, welche eine analytisch optimale serologische
Reaktion gewihrleistet. Auf diese Weise muss in
jedem Falle ein neues Immunserum gewissenhaft aus-
getestet werden. Eine gewisse Standardisierung der
Resultate kénnte erreicht werden, wenn die Testanti-
gene als Bezugssubstanzen ausgetauscht wiirden. Diese
Unsicherheit durch den «Tierfaktor» hat zur Folge,
dass Bestrebungen zur quantitativen Auswertung der
Reaktion zuriicktreten vor der Sicherstellung ihrer quali-
tativen Aussage.

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 Ausfithrungsformen eine ausserordentlich
wertvolle Methode zur serologischen Charakterisierung
der verschiedensten Proteine und Proteide.

Summary

An account is given of Immuno-electrophoresis, as it
originated from a combination of electrophoresis in
agar-jelly and the various experiences with antigen/anti-
body reactions in gels. The theoretical background is
detailed as well as different techniques. The increased
sensitivity has gained us new insight into the composi-
tion of body fluids. Finally the limitations arc discussed
as they are proper to all reactions which have an im-
muno-chemical basis.

Bréves communications - Kurze Mitteilungen
Brevi comunicazioni - Brief Reports

Les auteurs sont seuls responsables des opinions exprimées dans ces communications. — Fiir die kurzen Mitteilungen ist ausschliesslich
der Autor verantwortlich. — Per le brevi comunicazioni & responsabile solo l'autore. ~ The editors do not hold themselves responsible for
the opinions expressed by their correspondents.

Antibiotics X-948 and X-1008

Two recent publications on Echinomycin! 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. It yields the same
degradation products (ammonia, quinoxaline-2-car-
boxylic acid, N-methyl-L-valine, L-alanine and p-serine)
and resembles Echinomycin also in its physical pro-
perties?.

1 R. CorBaz, L. ETTLINGER, E, GAUMANN, W. KELLER-SCHIER-
LEIN, F. KRADOLFER, L. NEIPP, V. PRELOG, P. REUSSER, and H.
ZAHNER, Helv. chim. Acta 40, 199 (1957). - W. KELLER-SCHIERLEIN
and V. PrRELoOG, Helv. chim. Acta ¢0, 205 (1957).

2 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

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
Streptomyces n. sp. X-537 which produces a second
crystalline antibiotic, designated as X-537A and describ-
ed in 19512, This streptomycete clearly differs from the

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 u region. Paper chromatography usinig the Bush C-system
showed no differences.

3 J. BERGER, A. 1. Racuuin, W. E. Scort, L. H. STERNBACH,
and M. W. GOLDBERG, J. Amer. chem. Soc. 73, 5295 (1951).



