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20. Die willkurliehe Modifizierung der Milieubedingungen bei Elektro- 
phorese-Versuehen zur Eliminierung der Extragradienten (6- und 

€-boundaries) und ihre praktische Bedeutung 
von E. Wiedem,ann. 

(29. X. 46.) 

Bei der Elektrophorese von Proteinen und verwandten hoch- 
niolekularen Stoffen wird der Versuch, um unerwiinschte Komplika- 
tionen zu vermeiden, ganz allgemein so angesetzt, dass die gegen eine 
gewiinsehte Pufferlosung ausdialysiertel) Losung der zu untersuchen- 
den Stoffe mit derselben Pufferlosung iiberschichtet und nach An- 
legen einer Gleichspannung die Wanderung der durch diese Stoffe 
verursachten Grenzflachen beobachtet wird. Bei gegebenen Werteii 
des Xilieus (Art des Puffers, Wasserstoffionenkonzentration, Ionen- 
rtiirke), der Temperatur (Viskositat, Leitfahigkeit) und der Strom- 
starke liefert dann der in bestimmten Zeitabschnitten durchlaufene 
Weg einer Grenzflache ein Mass fur die apparente Beweglichkeit und 
die Grosse der Breehungsindexanderung derselben Grenzflache ein 
Xass fur die relative Menge des sie verursachenden Proteins. 

Handelt es sich, \vie es haufig der Fall ist, bei einer solchen 
Elektrophorese urn die Untersuchung eines (z. B. anodisch wandern- 
den) Gemisches, so wird der pr inz ip ie l le  Vorgang der in Figur 1 
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gezeichnete sein : die einander entsprechenden Grenzflachen jeder 
einzelnen Komponente werden sich im U-Rohr urn gleiche Strecken 

l) Mit ,,ausdialysiert" sei eine Losung bezeichnet, deren Leitfahigkeit aich bei 
Fortsetzung der Dialyse nicht inehr andert. 
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fortbewegen und die Bilder der beiden U-Rohr-Teile, in denen sich 
(lie ,,rising” und ,,descending” boundaries ausgebildeb hatben, werden 
spiegelbildlich zu einander sein. 

Von diesem Idealfall weicht nun das Elektrophoresebild zu- 
meist betrachtlich ab. Im allgemeinen sind nicht nur die in gleichen 
Zeiten durchlaufenen Wege der einzelnen einander entsprechenden 
Grenzflachen verschieden, sondern auch die Schiirfe der diesen Grenz- 
flachen entsprechenden Gradienten differiert erheblich. Ferner treten 
zusiitzlich zw-ei sehr langsam wandernde Grenzfliichen auf , deren 
ungleich grosse Gradienten sich denen der am langsamsten wandernden 
Komponente zu uberlagern pflegen, so dass deren Beweglichkeits- 
und Grossenmessung recht unsicher, wenn nicht iiberhaupt unmoglich 
wird. 

Dies werde durch die Figur 2 illustriert, die ein nach Philpot- 
Svensso?L aufgenommenes Elektrophoresebild eines normalen huma- 
nen Plasmas darstellt; dieses war fur den Versuch gegen Xichaelis- 
Puffer1) mit den Werten pH = 8,9 und ,LL = 0,l ausdialysiert und nach 
Verdunnen mit 2,5 Teilen dieses Puffers fur den Versuch mit dem- 
selben Puffer uberschichtet worden. 

A (4 a, B c Y + E  ~ T Y  v B a2 (4 A 

Y 

A. 

Fig. 2. 
Philpnt-Soei~ssot~-Sufnahme mit Basisreduktion eines norinalen humanen Plasmas, nach 
Dialyse gegen Michaelis-Puffer pH = 8,9 und ,u = 0,1 1 : 2,5 mit diesem verdiinnt und 
im Versnch damit iiberschichtet. Aufnahmebedingungen: t = 2,0°, i = 9,55 mA, t = 
8400 Sek., x = 0,003078, Spaltwinkel 50°. Kleinbildaufnahme auf Agfa-Isopan F-Film, 

Expositionszeit 14 Sek. Links: descending boundaries. Rechts : rising boundaries. 

Nan kann dem Bilde, das die descending boundaries links und 
die rising boundaries rechts zeigt, direkt entnehmen, dass die von den 
letzteren durchlaufenen Strecken grosser  als die von den descending 
boundaries durchlaufenen sind. Der Unterschied in der Scharfe der 
Gradienten ( Steilheit der Kurven) ist insbesondere bei den beiden 
iiussersten, der Albumin-Fraktion zukommenden Gipfeln erheblich. 

l) Vgl. E .  Wiedemaan, Schweiz. med. Wschr. 76, 241 (1946). 



170 HELVETIC4 CHIMICA ACTA. 

Wahrend an dieser Stelle nicht auf die Verschiedenheit der beiden 
mittleren, von der ,8- Globulin-Fraktion herruhrenden Gipfel einge- 
gangen werden soll, sei auf die deutlichen Unt’erschiede hingewiesen, 
die sich bei der am langsamsten m-andernden y - Globulin-Komponente 
nahe der Bildmitte zeigen: diese Gipfel sind von sehr ungleicher Form 
und man kann demjenigen rechts (Seite der rising boundaries) direkt 
ansehen, dass er von zwei Komponenten gebildet wird. Die von ihnen 
mit der Basis eingeschlossenen Flachen sind von sehr ungleicher 
Grosse. 

Diese Abweichungen, zu denen noch eine in Figur 2 wenig aus- 
gepragte Asymmetrie der einzelnen Kurvenzuge hinzukommen kann, 
sind zum Teil schon anlasslich der Einfiihrung der schlierenoptischen 
Abbildungsverfahren fur Gradienten \-OD A. Tiselius entdeckt und 
beschrieben wordenl). Ausfuhrlich haben sich spater L. G. Longszuorth 
und D.  A. N ~ l n n e s ~ ) ~ )  damit beschaftigt; sie erklaren die vier er- 
wiihnten Abweichungen (des Auftretens von Extragradienten, der 
Ungleichheit der Scharfe, der Asymmetrie der Kurvenzuge und der 
Unterschiedlichkeit der korrespondierenden Weglangen) wie folgt : 
Wenn die zur Untersuchung gelangenden Proteine aus ihreni ur- 
spriinglichen Milieu durch Dialyse in ein gewunschtes Puffer-Milieu 
gebracht werden mussen, so resultiert infolge der Einstellung des 
Donnan- Gleichgewichtes bei dieser Dialyse ein Unterschied in der 
Salz-Zusammensetzung zwischen der Untersuchungslosung und der 
im Versuch uberschichteten ,,gleichen” Pufferlosung. Dazu kommt, 
dass die Untersuchungslosung weitere leitende Bestandteile enthalt, 
namlich Protein-Ionen, die der uberschichteten Pufferlosung fehlen. 
Aus der TTngleichheit der Losungen in bezug auf ihren Salzgehalt folgt 
zunachst, dass mit dem Auftreten von zwei zusiitzlichen Gradienten 
an ihren Grenzflachen gerechnet werden muss. Ihnen entsprechen die 
sogenannten d- und &-boundaries, die sehr langsam wandern und sich 
bei Versuchen, wie demjenigen der Figur 2 ,  der langsamsten Kompo- 
nente des Gemisches, namlich dem y-Globulin, mehr oder weniger 
uberlagern. Wahrend dem &-boundary, das auf der Seite der descen- 
ding boundaries auftritt, ein reiner Puffergradient zu Grunde liegt. 
wird das ihm gegenuberstehende d-boundary zusatzlich durch einc 
an seinem Ort auftretende Konzentrationsanderung des Proteins der 
Untersuchungslosung verstarkt, so dass es grosser als das E-boundarv 
und entsprechend besser sichtbar wird. 

Da die spezifische Leitfahigkeit der Protein-haltigen LTntersu- 
chungslosung normalerweise niedriger als diejenige ,,ihrer” Puffer- 
losung ist, so werden bei den in ihr eigenes Rlilieu hineinwandernden 
descending boundaries sich die nachfolgenden Teilchen einer Grenz- 
- 

l) A.  Tiselius, Biochem. J. 31, 1464 (1937). 
z, L. G. Lmgaworth und D. A. Mclnnnes, Cheni. Rev. 24, 271 (1939). 
3, L. C. Lolrgmorth und D. A. Mclnnes,  Am. SOC. 62, 705 (1940). 
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flache gegenubcr den vorauseilenden in einein schwacheren elektrischen 
Feld befinden, sich also langsamer bewegen, was zur Folge hat, dass 
diese Grenzflache diffuser und damit ihr Gradient flacher wird. 1Tmge- 
kehrt liegen die Verhaltnisse bei den rising boundaries : die Wanderung 
in die uberschichtete Pufferliisung grosserer Leitfahigkeit beschleunigt 
die nachfolgenden Teilchen einer Grenzflache gegenuber den voraus- 
eilenden, was zur Folge hat, dass die Grenzflache scharf und ihr Gra- 
dient steil bleibtl). 

Der Potentialfall insbesondere am Orte erheblicher Konzentra- 
tions-Anderungen (also an den Grenzflachen der mengenmassig her- 
vortretenden Komponenten) wird damit, wie auch bei eventuell mog- 
lichen kleinen Anderungen des pH -Wertes, asymmetrisch. Damit 
werden es auch die Brechungsindex-Gradienten und die durch sie 
verursachten Kurvenzuge, wie e8 A. TiseZizis und P. L. HorsfaZl be- 
schrieben und diskutiert haben‘). Es ist in solchen FBllen notwendig, 
der Berechnung der Beweglichkeiten nicht die Kurvenscheitel-Ordi- 
nate, sondern die senkrechte Flachenhalbierende zu Grunde xu le- 
g e ~ ~ ~ ) ~ ) .  

Die Abnahme der Leitfhhigkeit der uberschichteten Pufferlosung 
beim Hineinwandern der Proteine in diese hat ferner zur Folge, dass 
sich die rising boundaries schneller als die descending boundaries fort - 
bewegen und damit grossere Beweglichkeitswerte ergeben, wenn man 
ihrer Berechnung, wie ublich, den Leitfahigkeitswert der T;Tntersu- 
chungslosung zu Grunde legt. 

Die Beweglichkeiten der descending boundaries ud folgen aus : 
q x s d x x  

(1) Ud - 7 5  t-- 
worin q den Querschnitt des U-Rohres, Sd den durchlaufenen Weg, x die Leitfahigkeit der 
Untersuchungslosung, i die Stromstarke und t die Versuchszeit bedeutet . 

Die analoge Berechnung der Beweglichkeitsw-erte u, aus den 
Daten der rising boundaries, die durch die Beziehung 

q x  srx x 
r ( la)  i x t  

u ~~~ 

gegeben ist, kann aber unter Hinzunahme des Faktors Pr/Pcl, also 
des Konzentrations-verhaltnisses der Proteine im Bereich der rising 
boundaries zu demjenigen der descending boundaries. ebenfalls zur 
Ermittlung der Werte uCl dienen, da 

P, q x s r x x  P,. 
- ~~ ~- ist 3). a -  c PCl i x t  P, 

~~ 

Diesem Effekt iiberlagert sich naturlich der Vorgang der Diffusion, qorauf hier 
nicht eingegangen sei. 

2) A .  Tiselius und F.  L. Horsfull, J .  exp. Med. 69, 83 (1939). 

4 )  E. TT’iedemum, Schxeiz. med. Wschr. 75, 229 (1945). 
L. G. Lortgsworth und D. A .  Mclnnes, Am. Soc. 62, 705 (1940). 
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Fiir die im allgemeinen noch wichtigere Berechnung der rela- 
tiven Prozent-Anteile von Gemischen aus den Flachenwerten ein- 
zelner, von Gradienten mit der Basis gebildeter Kurven ist davon aus- 
zugehen, dass bei gleichem Brechungsindex fur die Einheitskonzen- 
tration die einzelnen (u. U. gegen einander extrapolierten) Flachen- 
werte den entsprechenden Konzentrationen proportional sind und 
dass die Summen der Fliichenwerte beider Teilbilder gleich sein mus- 
sen, da die Grenzen des bestimmten Integrals 

Cntersuchungslosung / (dn/dh) dh, (3) 
Puffer 

worin n den Brechungsindex in der Hohe h der Belle bedeutet, bei 
beiden Teilbildern dieselben sindl). Da die voni &-boundary auf der 
Seite der descending boundaries eingenommene FlBche als von einem 
reinen Puffergradienten herruhrend abzuziehen ist, ihr aber wegen der 
gleich bleibenden Zusammensetzung der Losung ein gleich grosser, 
negativer Wert innerhalb der Proteingradienten gegenhberstehen 
muss, so sind fur eine korrekte Konzentrationsbestimmung aus den 
Fliichenwerten der descending boundaries diese insgesamt urn den- 
jenigen des &-boundary zu vermehren. 

Analog ist bei einer Konzentrationsbestimmung aus den Fliichen- 
werten der rising boundaries diesen ebenfalls der dem &-boundary 
entsprechende Wert, multipliziert mit dem Volumen, das auf der 
Seite der descending boundaries durchlaufen wurde und dividiert 
(lurch das Volumen, das auf der Seite der rising boundaries durchlau- 
fen wurde, zuzuzahlen, nachdem der Flachenwert des &boundary in 
Abzug gebracht worden ist. Die Gesamtkonzentration auf der Seit'e 
cler descending boundaries ist also proportional dem Flachenwert 
F, + F,, wenn mit Fd die von den Kurven der descending boundaries 
mit der Basis eingeschlossene Flache und mit F, die von der Kurve des 
E- Gradienten mit der Basis eingeschlossene FlBche bezeichnet wird. 
Analog ist die Gesamtkonzentration auf der Seite der rising bounda- 
ries proportional dem Flachenwert F, + F,(Vd/V,), wenn mit V, bzw. 
T', die Volumina y x  sd  bzw. y x  s, bezeichnet werden. Der Faktor 
des Konzentrationsverhaltnisses der Proteine in Gleichung ( 2 )  ist also : 

Urn die Gleichungen (2) und (-1) anwenden zu konnen, ist die Kennt- 
nis der Werte Fa und F, erforderlich. Die Best'immung dieser FlBchen 
setzt aber die Separierung ihrer Kurvenziige auch gegenuber langsam 

l) Wahrend die Steilheit der Kurven naturlich keine Rolle spielt. 
2, L. G. Lorupworth und D. A. McInnes, Am. SOC. 62, 705 (1940). 
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wandernden Proteinen voraus, wie sie beispielsweise mit der Verwen- 
dung des von L. G .  Lonysworthl) und V .  P. Dole2) eingefuhrten 
Ireronal-Puffers moglich ist. 

Nach Einfuhrung der modernen, heute sehr genauen3) optischen 
Registriermethoden fiir Elektrophorese-Versuche sind verschiedene 
Massnahmen erwogen und gepruft worden, die Milieurerhaltnisse bei 
diesen Versuchen so zu bestimmen, dass die verschiedenen storenden 
Einfliisse moglichst klein werden. Damit wird letzten Endes die Ab- 
sicht verfolgt , direkt auswertbare Diagramme xu erhalten, die ohne 
Umrechnungen oder anderweitige Hilfsmassnahmen die gesuchten 
Werte der relativen Mengen und Beweglichkeiten ergeben. 

Einen Schritt auch in dieser Richtung stellt die Verwendung des 
erwahnten Veronal-Puffers dar, da in einem Milieu langsamer Puffer- 
ionen die Asymmetrien beider Teilbilder zuriickgehalten werden und 
auch der Grossenunterschied der Extragradienten (der 6- und &-boun- 
daries) abnimmt4). Wie S. E. Perlmann und D. Kaufmann5) am Bei- 
spiel dieses Puffers zeigen und H .  Bvensson6) in allgemeiner Form aus- 
fuhrt, besteht eine weitere Massnahme darin, den Salzgehalt der 
Losungen gegenuber ihrem Proteingehalt relativ gross zu wahlen. 
Eine Erhohung der Ionenstarke auf O,Z5 bei einem Proteingehalt der 
Untersuchungslosung yon nicht mehr als 1 yo bringt die Anomalien 
der Gradienten praktisch zum Verschwinden, wahrend die Extra- 
gradienten gleichzeitig kleine Werte annehmen. Da Pufferlosungen so 
hohen Salzgehaltes aber lange Versuchszeiten oder entsprechende hohe 
Stromstarken erfordern, konnen sie die Aufnahme scharfer Diagramme 
orschweren ; auch ist auf diese Weise eine vollstandige Eliminierung 
der Extragradienten nicht zu erreichen. Der erwihnte Veronal-Puffer 
ist uberdies nur innerhalb eines kleinen pH -Bereiches benutzbar. 
weshalb er fur Versuche, bei denen der p,-Wert zu modifizieren ist, 
nicht in Betracht kommt. 

Eine weitere Moglichkeit, zu direkt auswertbaren Diagrammen zu 
gelangen, besteht darin, die Milieu-Eigenschaften bei Elektrophorese- 
Versuchen derart abzustufen, dass die Wanderung der rising, wie der 
descending boundaries unter moglichst gleichen Bedingungen erfolgt , 
m. a. W., dass Leitfahigkeit und Proteinkonzentration im Gebiet der 
rising boundaries denjenigen im Gebiet der descending boundaries 
(oder umgekehrt) angepasst werden. Fur diesen Fall ist zu erwarten, 
dass nicht nur die Extragradienten (die 6-  und &-boundaries) ver- 
~- ~ 

l) L. G. Longsworth, Chem. Rev. 30, 323 (1942). 
2, V .  P. Dole, J. din. Jnvest. 23, 708 (1944). 
3) Uber die Abbildungs-Genauigkeit des Philpot-Sveirssun-Kleinbild-Anfnahnie- 

4, L. G. Longsworth, Chem. Rev. 30, 323 (1942). 
5 )  S.  E.  Perlmann und D. Kaufman, Am. SOC. 67, 638 (1945). 
6) H .  Svensson, Ark. Keni. 22 [A], Nr. 10 (1946). 

verfahrens wird in einer weitcren Arbeit berichtet. 
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schwindend klein und damit die Flachenwerte beider Teilbilder 
praktisch gleieh und direkt auswertbar werden, sondern auch, dass die 
Beweglichkeiten in beiden Teilbildern praktisch gleiche Werte an- 
nehmen : da die Sunimanden F, in Gleichung (4) den Wert 0 erhalten 
und das Verhdtnis F,/F, = 1. wird, vereinfacht sich die Gleichung (2) 
zu: ud = u,. Freilich gilt dies nur in erster Annaherung, da in diesen 
Beziehungen die engeren Milieuverhaltnisse nicht berucksichtigt sind, 
doch durfte diese -4nniiherung praktisch in vielen Fallen ausreichen. 
Da dieses Vorgehen von der Art des verwendeten Puffers unabhangig 
ist, gestattet es die Anwendung beliebiger, also auch p,-variabler 
und besonders gut auflosender Puffergemische, deren Ionenstarke 
nicht ubermassig hoch gewiihlt werden muss. Eine Angleichung der 
dcharfe der sich entsprechenden Gradienten beider Teilbilder ist in- 
(lessen nicht zu erwarten, doch ist dieser Umstand nicht nachteilig, 
da es fur die Rerechnung der relativen Prozentwerte ja nur auf die 
Gleichheit der Flachenwerte ankommt. Man wird hier ini Gegenteil 
(lie grossere Scha>rfe und bessere Separierung der Komponenten eines 
Gemisehes im Bilde der rising boundaries ausniitzen, indem man dieses 
Bild den Auswertungen zu Grunde legt. 

Eine Moglic,hkeit der Eliminierung der Extragradienten ist von 
W. Hackwl) ,  sowie von L. G .  Longsworth und D. A .  11fcInnes2) auf- 
gezeigt worden. In einem Beispiel der letztgenannten hutoren, bei 
we,lchem das Verhaltnis der Leitfahigkeiten und Proteinkonzentratio- 
nen des Bereichs der rising boundaries zu demjenigen der Unter- 
suchungslosung annahernd dasselbe war, konnten durch eine diesem 
Verhdtnis entsprechende Verdunnung der Untersuchungslosung die 
Extragradienten zum Verschwinden gebracht werden. 

Dieser Versueh war ausgefuhrt worden, um die bis dahin noch 
umstrittene Xatur der Extragradienten als Salzgradienten xu be- 
weisen. Den nachstehend beschriebenen Versuchen lag die ,4bsicht 
zu Grunde, eine mogliche Annaherung der Wanderungsbedingungen 
tier rising und descending boundaries unter Eliminierung der Extra- 
gradienten zur Symmetrierung der beiden Te,ilbilder und dainit zur 
Vereinfac,hung ihrer Auswe,rtung heranzuziehen. 

41s Test diente das Plasma einer klinisch gesunden Versuehsperson, das, in der 
iiblichen3) Weise niichtern entnommen, gegen Ml.chaelis-Puffer mit den Werten pH = 
8,9 und ,u = 0,l hei + 2 O  dialysiert und mit 2,5 Teilen dieses Puffers verdiinnt bereitge- 
stellt xurde. Die auf die allgemeiri iibliche Weise nach nberschichten dieser Untersu- 
chungslosung mit der gleichen Pufferlosung hcrgestellte Elektrophorese-Aufnahme ist 
in Figur 2 wiedergegeben und dort diskutiert. 

Bus der grosseren Wanderungsgeschwindigkeit der rising boun- 
daries war zu schliessen, dass die Leitfahigkeit der uberschichteten 
Pufferlosung kleiner bzw. ihr Salzgehalt niedriger als derjenige der 
~Tnt,~.rsuchungslosurig sein musste. Eine passende Erhohung dieser 

l) Koll. Z. 62, 37 (1933). 
3, Vgl. E. Riedenzn?zi%, Schweix. med. Wschr. 76, 241 (1946). 

2, loc. cit. 
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Werte (auf diejenigen der Untersuchungslosung) sollte die Wande- 
rungsgeschwindigkeit der rising boundaries im Prinzip auf diejenige 
der descending boundaries herabsetzen und gleichzeitig sollten bei 
gleichen Salzkonzentrationen die durch deren Ungleichheit bedingten 
Extragradienten verschwinden. Gegenuber dem Vorgang von L. G .  
Longsworth und D. A .  McInnes, die Untersuchungslosung passend zu 
verdunnen, weist derjenige einer Variierung der Konzentration der 
uberschichteten Pufferlosung den Vorteil auf, nur einen Faktor, nam- 
lich die Salzkonzentration (und damit die Leitfahigkeit), nicht aber 
zugleich die Proteinkonzentration zu andern. Damit entfallt die Be- 
dingung, dass das Verhaltnis der Leitfahigkeiten und Proteinkon- 
zentrationen beider Wanderungsbereiche ubereinstimmen mum, und 
die Moglichkeit der Eliminierung der Extragradienten bleibt nicht 
mehr auf die speziellen Falle beschrankt, in denen dieses Verhaltnis 
von vornherein dasselbe ist. Der Effekt ist jedoch bei beiden Mass- 
nahmen der gleiche : Mit Erreichung der namlichen Salzkonzentration 
in beiden Wanderungsbereichen verschwinden die Extragradienten ; 
da zugleich die Puffer-Leitfahigkeiten identisch werden (was in erster 
-4nnaherung stets zutreffen durfte), so nehmen auch die Protein- 
Beweglichkeiten als Funktion der Pufferleitfahigkeiten und damit 
auch die Proteinkonzentrationen in beiden Wanderungsbereichen im 
Prinzip gleiche Werte an, wenn man von den Differenzen absieht, die 
sich bei Gemischen mit mehreren Komponenten aus der auf das Milieu 
bezogenen Wanderungsrichtung ergeben. 

In  einer Versuchsreihe mit der oben erwahnten Plasma-Losung 
wurde die uberschichtete Pufferlosung in ihrer Konzentration variiert. 
So konnten in unmittelbar hintereinander ausgefuhrten Tests, bei 
denen ausser den Milieubedingungen der descending boundaries auch 
alle weiteren Faktoren, wie Temperatur, Stromstarke und Versuchs- 
zeit, sowie die Aufnahmebedingungen die gleichen waren, die Auf- 
nahmen der nachfolgenden Figur 3 erhalten werden, deren Aus- 
wertungen anschliessend folgen. 

Qualitativ ist dieser Bilderfolge zu entnehmen, dass : 
1. Mit zunehmender Konzentration der uberschichteten Pufferlosung die durch 

die Puffergradienten verursachte hymmetrie der Teilbilder mehr und mehr abnimmt, urn 
schliesslich zu verschwinden, 

2.  dass die anfanglich recht verschiedenen Wanderungsgeschwindigkeiten beider 
Teilbilder sich mehr und mehr angleichen und 

3. dass die unterschiedliche Steilheit der Kurven der Albumingradienten etwas 
grosser wird. 

Diese Befunde entsprechen den auf S. 173-174 angefuhrten Er- 
wartungen. 

Die -4ufnahmen der Figur 3 wurden auf die fruherl) angegebene 
Weise ausgewertet. In  Tabelle I folgt zunachst die Zusammenstellung 
der gefundenen relativen ProzentwerLe der einzelnen Proteine bzw. 

~~~~ ~ - 

Vgl. 8. W d e , w a n i t ,  Scxhweiz. med. Wschr. 76, 241 (1946). 
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Fig. 3. 
Vergleichende Aufnahmen eines norinalen humanen Plasmas unter h d e r u n g  der Kon- 
zentration der iiberschichteten Pufferlosung. Aufnahmebedingungen: t = 2,0°, i = 9,55 
mA, t = 8100 Sek. (Bild - 2 %  =- 8220 Sek., Bild & 0% = 8400 Sek.), x der Unter- 
suchungslosung r- 0,003078, Spaltwinkel 50° gegen die Vertikale. Kleinbildaufnahmen 
a d  Agfa-Isopan F-Film, Expositionezeit $$ Sek. Links : descending boundaries. Rechts : 

rising boundaries. 
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Protein- Gruppen, wie sie sich aus den Teilbildern der descending und 
rising boundaries ergeben. Beigefugt ist der Leitftihigkeitswert der 
gleich gehaltenen Untersuchungslosung (Losung,, x = 0,003078) ; 
ferner sind die Leitfiihigkeitswerte der jeweils uberschichteten 
Pufferlosung (Puffer, x = 0,003067 bis 1c = 0,003484 angegeben. 

Der Vergleich der reltttiven Prozentwerte ergibt bei der Albumin- 
Gruppe ein deutliches Zusammenlaufen der beiden Zahlenreihen auf 
einen gleich grossen Wert, der bei einer Puffer-Konzentration von 
8 % erreicht wird. Dasselbe gilt fur die Summen der y-Globulin-Werte 
mit denjenigen der Extragradienten. Aus den vier mit einem Stern- 
chen (*) bezeichneten Werten wurde das Mittel genommen; es wird dem 
richtigen Wert des y-Globulins sehr nahe kommen. Fur diesen Wert 
( y- Globulin = 12,69 yo) sind in den beiden letzten Kolonnen der Tab. I die 
Werte der Extragradienten (yo& und yoS) angegeben, die demgemass 
yon entsprechend hohen Werten nach einem Wert 0 zu verlaufen. 

Tabelle I. 
R e l a t i v e  P r o z e n t w e r t e  d e r  Aufnahmen v o n  F i g u r  3. 

"-,":9"* 
boundary 

74 __ __ 

- 
.ufn.. 
Nr . 

~ ___ 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 - 

ufn.. 
Nr . 

__ ~ 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

Extragradien- 
ten-Werte fiir : 

y-Globulin 

% E  1 %a 
= 12,69% 

_ _ _ ~  - 

"LiisunQ 

-~ ___ ~ ._ 

0,003078 
0,003078 
0,003078 
0,003078 
0,003078 
0,003078 
0,003078 
0,003078 
0,003078 

~~ _ _  - 
45,07 7,07 
46,40 , 9,79 
48,96 9,57 
50,OO i 9,35 
50,56 9,67 
51,09 10,47 
57,29 10,97 

"puffer 

~~~~ 

- 

0,003067 
0,003125 
0,003195 
0,003252 
0,003309 
0,003425 
0,003484 
- 

_~__. 

10,24 
9,61 

10,32 
10,50 
11,ll 
11,46 
12,77 

Albumin- 
GruPPe 

% 

53,39 
53,28 
55,22 
53,62 
55,22 
54,53 
57,97 
58,15 

(60,24) 

~_________ 

25,19 
22,42 
20,70 
12,98* 
11,65* 

__ 

Descending  boundar ies :  

5,37 1 12,50 
2,68 1 9,73 
3,18 8,Ol 
0,75 0,29 

-0,02 -1,04 
- - 

a-Glob.- 
Gruppe 

01 10 
-~ _.__ 

11,79 
11,69 
12,33 
10,40 
1 1 , O l  
12,12 
10,36 
11,67 

(11,221 

58,69 
(65,601 

/?- Glob.- 
Gruppe 

70 
10,54 
11,51 
10,62 
10,47 
12,90 
11,47 
12,09 
12,48 

(13,90) 

__ . - 

12,27 1 12,07 
(12,54) ~ (13,51) 

Fibri- 
nogen 

% ____ 
4,82 
4,06 
5,50 
6,45 
5,50 
6,00 
6,14 
5,03 

(5,61) 

Ris ing  boundar ies :  

Fibri- 
nogen 

% 

3,73 
4,99 
5,07 
4,96 
6,24 
6,28 
5,99 
5,32 

(442) 

~~~ 

- 

y-Glob. 
+ E -  

boundary 
% 

19,46 
19,46 
17,33 
18,06 
15,37 
15,87 
13,44* 
12,67* 

~ _ _ _  - 

(9,021 

Puffer- 
Variation 

* %  
~~ 

- 8  
- 4  
- 2  
1 0  
+ 2  
+ 4  
+ 8  
1.10 
f 12 

12 
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Noch ubersichtlicher ist der Verlauf der relativen Prozentwerte 
der rising und descending boundaries der Albumingruppe, des y-  Glo- 
bulins zusammen mit den Extragradienten sowie der Extragradienten 
einzeln in Figur 4 dargestellt, in welcher auch die gemessenen Leit- 
fahigkeitswerte gestrichelt ( - - - ) eingetragen sind. Die Ubereinstim- 
mung der relativen Prozentwerte beider Teilbilder ist fur eine Puffer- 
konzentration von etwa 9 yo erreicht. 

60 

50 

40 

10 

20 

10 

0 

t - Puffer-Vurration Verdunnung - - Konzentration 
relative 

Prozente Fig. 4. 

0,003400 

0.003300 

0,003200 

0,003100 

0,003000 

0,002900 

T 

Auf die beschriebene Weise ist es also moglich, auch unter nicht 
besonders gunstigen Versuchsbedingungen die Extragradienten zu 
eliminieren und beide Teilbilder in bezug auf die relativen Mengen 
der Protein-Komponenten direkt auswertbar xu erhalten. 

Die in diesen Versuchen gemessenen Werte der anodischen Be- 
weglichkeiten u. sind in Tabelle I1 zusammengestellt. Alle Werte sind 
auf die Leitfiihigkeit x = 0,003078 der Untersuchungslosung bezogen. 

Dcr Gang der Werte ist besser an Hand von Figur 5 zu uber- 
blicken, in welcher ihr Verlauf graphisch dargestellt ist. Die Linien 
des mittleren Wertes der Beweglichkeiten der descending boundaries 
weichen bei extremen Puffervariationen, wie zu erwarten ist , ein 
wenig yon der Horizontalen ab, verlaufen indessen in dem wichtigen 
Bereich (Puffer-Konzentration 0-9 yo) praktisch parallel zur Abs- 
zisse. Die durch diesen Abschnitt dieser Linien gegebenen Beweglich- 
keitswerte sind also im Einklang mit der fur sie angenommenen De- 
finition als richtig anzusehen. 

Im Vergleich dazu zeigen die entsprechenden mittleren Beweg- 
lichkeitswerte der rising boundaries einen unterschiedlichen Verlauf : 
diejenigen der schneller wandernden Komponenten nehmen ab, um 
sich denjenigen der descending boundaries anzunahern, wahrend jene 
der langsamer wandernden Komponenten ungefahr parallel dazu ver- 
laufen, wobei sie etwas grosser bleiben. Nur der Beweglichkeitswert der 
schnellsten Komponente (der Albumin- Gruppe) sinkt auf den rich- 
tigen Wert. 
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Tabelle 11. 
Brwegl ichkei ten  u (x l o 6 )  f u r  x = 0,003078 der Untersuchungs losung -- 

1ufn.- 
hTr. 

__ ~- 

1 
2 
3a 
4a 
5 
6 
7 
8a 
9 -- 

4ufn.- 
Nr . 

1 
2 
3a 
4a 
5 
6 
7 
8a 
9 - 

"LoS,,llpp 

- -~ - .. . _ _ ~  
0,003078 
0,003078 
0,003078 
0,003078 
0,003078 
0,003078 
0,003078 
0,003078 
0,003078 

Descending  boundar ies :  
I I &-Glob.- 

Gruppe 

I 
_. ~ 

7,34 1 4,83 
7,58 5,07 
8,06 1 5,49 
8,18 5,67 
7,88 5,37 
8,12 5,61 
8,OO 5,49 
8,18 5,56 

(834) (5,97) 

- 

0,003067 
0,003125 
0,003195 
0,003252 
0,003309 
0,003425 
0,003484 
- 

Albumin- 
Gruppe 

9,25 
9,13 
8,72 
8,48 
8,83 
8,65 
8,36 
8900 
(8,24) 

Puffer- 
Variation 

& %  

- 8  
- 4  
- 2  
+ 0  
+ 2  
+ 4  
+ 8  
+ 10 
+ 12 

1 

Ris ing  boundar ies :  
X-Glob. ~ 

Gruppe 
(4 
6,68 
6,74 
6,21 
6,21 
6,39 
6,45 
6,18 
5,74 

(5,97) 

4,72 
4,77 
4,78 
4,66 
4,54 
4,72 
4,48 
4,48 

(4,W 

Fibri- 
nogen 

3,34 
3,46 
3,58 
3,52 
3,28 
3,58 
3,34 
3,46 

(3,881 

3 

2 I 1 

Y -  
Globulin 

1,19 
1,61 
1,19 
1,55 
1,49 
1,91 
1,97 
1,97 
- 

B p w e g l ~ c h ~  Puffer-Variotion Verdiinnung 4- - Konzentrotion 

keitpn u x 105 
fur x = 0,003078 Big. 5.  
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Die Anderung der Pufferkonzentration im Gebiet der rising boun- 
daries, wie sie zur Eliminierung der Extragradient'en fiihrt, garantiert 
also nur fiir schnelle Komponenten eines Gemisches auch eine ge- 
nugende Angleichung der Beweglichkeitswerte im Bilde der rising 
boundaries an die richtigen Werte,wahrend fur 1angsameKomponenten 
der Einfluss der Milieuverhaltnisse doch so merklich wird, dass - 
wenigstens im gewahlten Beispiel - die Beweglichkeitswerte dieser 
Komponenten nicht als korrekt gelten durfen, auch wenn die Ab- 
weichungen, die im Wert 0,5 nicht ubersteigen, in vielen Fallen hin- 
genommen werden konnen. Qualitativ ist der Grund dafur leicht ein- 
zusehen : An der Grenzflache des schnellsten rising boundary nimmt, 
besonders wenn die ihm zu Grunde liegende Komponente mengen- 
massig hervortritt, die Leitfahigkeit so weit ab, dass die Wanderungs- 
geschwindigkeit der nachfolgenden Komponenten merklich weniger 
verlangsamt wird und ihre Beweglichkeitswerte noch etwas zu gross 
bleiben, wenn diese auf den LeitfBhigkeitswert der Untersuchungs- 
losung bezogen werden. 

H .  Nvenssonl) hat fur den Fall, dass die boundary anomalies in 
den Elektrophorese-Bildern klein gehalten oder unterdriickt werden, 
vorgeschlagen, der Berechnung der Beweglichkeiten den Mittelwert 
der Geschwindigkeiten der korrespondierenden Komponenten, sowie 
den Mittelwert der Leitfahigkeiten der Untersuchungslosung und der 
iiberschichteten Pufferlosung zu Grunde xu legen. Zweifelsohne wird 
damit eine im Prinzip sehr korrekte Angabe der gewunschten Werte 
erreicht, doch hat diese Berechnungsweise den Rachteil der Umsttlnd- 
lichkeit . 

G. Lagercmntx2) hat in einer mit eingebauten Platinelektroden 
versehenen Elektrophorese-Belle die bei Elektrophorese-Versuchen 
auftretenden Leitfahigkeit sanderungen messend verfolgt und dabei 
die fruheren prinzipiellen Ergebnisse iron L. G .  Longsworth und D. A .  
M c I w r ~ s  bestatigt und erweitert . An den Orten der rising boundaries 
traten Leitfahigkeitsabnahmen auf, die am Ort des d-boundary durch 
einen Leitfahigkeitsanstieg bis auf den Leitfahigkeitswert der Unter- 
suchungslosung kompensiert wurden ; an den Orten der descending 
boundaries erfolgten Leitfahigkeitszunahmen, die am Ort des 8- 

boundary dureh einen Abfall bis auf den Wert der uberschichteten 
Pufferlbsung ausgeglichen wurden. 

Die hderungen  in den Konzentrations- und Leitfahigkeits-Ver- 
hiiltnissen, wie sie durch die Konzentrationserhohung der uber- 
schichteten Pufferlosung bewirkt werden und zu dem beschriebenen 
Ergebnis fuhren, lassen sich an Hand von Figur6 uberblieken, in 
weleher uber dem gestreckt gezeichneten V-Bohr fur zwei Falle. 

l) Ark. Kern. 22 [A] Xu. 10, 1 (1946). 
2, Ark. Kern. 19 [A], NO. 7 ,  1 (1945). 
3) loc. cit. 
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namlich denjenigen der Uberschichtung der Untersuchungslosung 
mit gleicher Pufferlosung (,,Normal"fall), sowie denjenigen der Uber- 
schichtung der Untersuchungslosung init passend konzentrierter 
Pufferlosung (Fall der Eliminierung der Extragradienten) der Gang 
der Werte der Protein-Konzentration, der Gesamt-Leitfahigkeit und 
der Pufferkonzentration eingezeichnet ist. 

Fur beide Falle sei angenommen, dass ein aus nur zwei Kompo- 
nenten (A, B) bestehendes Gemisch, in welchem die Komponente A 
iiberwiegt, eine bestimmte, gleiche Zeit lang anodisch gewandert sei, 
so dass die Grenzflachen die angegebenen Lagen einnehmen. Ferner 
sei in Ubereinstimmung mit den bei der 'C'ntersuchung von Proteinen 
im allgemeinen vorliegenden Verhaltnissen angenommen, dass der Bei- 
trag der Proteine zur Leitfahigkeit je ein negativer sei und dass sich 
wahrend des Versuches weder die Konzentration und Leitfahigkeit der 
iiberschichteten Pufferlosung, noch der Untersuchungslosung in den 
nicht von Gradienten durchlaufenen Bereichen geandert habe. Dann 
ergibt sich fur die beiden Falle unter Hinzuziehung der in den Ver- 
suchen Nr. 4 und Nr. 7 gemessenen Leitfahigkeiten der Untersu- 
chungs- und der Pufferlosungen das Folgende : 

0,003195) und Pufferkonzentration unverandert, ebenso zwischen 6 
und A, Leitfahigkeit (it = 0,003078) und Gesamtkonzentration 
(Puffer -c Proteine), wenn angenommen w-ird, dass sich wahrend des 
Versuches die Xilieu- Grenzen um gleiche, kleine Strecken 0-6 
und 0'-e in anodischer Richtung fortbewegt haben. Wenn nun weiter, 
ebenfalls in Ubereinstimmung niit dem Ergebnis von Versuch Nr. 4, 
die durchlaufenen Strecken 0-A, und 0-B, etwas grosser als die 
Strecken 0'-A, und O'-Bd sind, also die Proteinkonzentration im 
Bereich der rising boundaries etwas kleiner als im Bereich der tie- 
scending boundaries geworden ist, so muss der Gang der Protein- 
konzentration der folgende sein: Sie steigt bei -4, vom Wert Null auf 
den dieser Komponente entsprechenden Wert, vermindert um einen 
Retrag, welcher der durch die schnellere Wanderung hervorgerufenen 
Verdunnung entspricht. Sie steigt weiter bei B, um den dieser Kom- 
ponente entsprechenden Wert, ebenfalls vermindert um den der 
schnelleren Wanderung dieser Komponente entsprechenden Wert . 
Da aber bei 6 die ursprungliche Proteinkonzentration der Summe bei- 
der Komponenten erreicht wird, muss dort noch ein weiterer Kon- 
zentrationsanstieg erfolgen, welcher der verbliebenen Differenz ent- 
spricht und dessen Grosse der Zunahme der Wanderungsgeschwindig- 
keiten im Bereich der rising boundaries proportional ist. Das 6- 
boundary entsteht also (zum Teil, vgl. weiter unten) auch auf Grund 
eines Protein-Konzentrationsgradientenl). Bei Ad iiimmt dann die 

1) Normalfall: Jenseits -4, und e bleiben Leitfahigkeit (it 

l) L. G.  Longsworth und D. A.  Helnnes, Am. SOC. 62, 705 (1940). 
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Proteinkonzentration urn den der Komponente A enhsprechenden 
Wert ab, um sieh bei B, weiter um den der Komponente B entspre- 
chenden Retrag, also auf den Wert 0, zu vermindern. Die Leitfahig- 
keiten seien diejenigen des Yersuchs Nr. 4, d. h. die Leitfahigkeit in 
dem nicht von Gradienten durchlaufenen Pufferbereich habe den 
Wert x = 0,003195, jene im nicht ron  Gradienten durchlaufenen Be- 
reich der Untersuchungslosung den Wert it 0,003078. Bei negativem 
Beitrag der Proteine zur Leitfahigkeit sinkt diese bei A ,  urn einen 
grosseren und bei B, nochmals um einen kleineren, der jeweiligen 
Proteinkonzentration entsprechenden Bet,rag ab. Ihr Wert liege d a m  
unter demjenigen der Untersuchungslosung ( x  = 0,003078). Da sie 
diesen Wert aber bei 6 wieder erreicht, muss dort ein Leitfahigkeits- 
anstieg stattfinden, obschon der am gleichen Ort auftretende kleine 
Protein-Konzentrationsgradient einen gegenteiligen Effekt bewirkt. 
Der also erhebliche Leitfahigkeitsanstieg bei d kann somit nur eineri 
entsprechenden Konzentrationsanstieg der Puffersalze zur Ursache 
haben, der sich gleichzeitig als Konzentrationsgradient abzeichnet 
und damit die Hauptursache (vgl. oben) des d-boundary bildet. Bei 
Ad nimmt dann die Leitfahigkeit urn einen grosseren und bei B,] 
nochmals um einen kleineren Betrag zu, womit sie erheblich uber den 
Wert x = 0,003195 ansteigt. Da dieser Wert aber bei E wieder er- 
reicht werden muss, also an einem Orte, vor dem die Proteinkonzen- 
tration bereits Null geworden ist, kann diese Leitfahigkeitsabnahme 
ihren Grund nur in einer entsprechenden Konzentrationsabnahme der 
Puffersalze haben, die sich ebenfalls als Konzentrationsgradient ab- 
zeichnet und alleinige Ursache des F-boundary ist. Die Puffer- 

1) ,, Normal''. Fall 

Puffer Pruteine x A, B, 6 0  - 

Puffer Proteine 

- 
c,31!lcr 

Fig. ti. 
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konzentrationsanderungen, die nur an den Orten b und E auftreten 
kijnnen und sich dort durch Brechungsindexgradienten zu erkennen 
geben, sind auf Grund des Leitfahigkeitsverlaufs in ihrem Vorzeichen 
bestimmt : Am Ort 6 kann die Pufferkonzentration nur zunehmen, 
wahrend sie am Ort e um den gleichen Betrag wieder abnimmt. 

2)  Fall der Eliminierung der Extragradienten: Bus dem Vor- 
stehenden folgt, dass die Eliminierung der Extragradienten durch eine 
Gleichstellung der Pufferkonzentrationen zu erreichen sein muss. Die 
einfachste der Moglichkeiten ist diejenige der Konzentrationserhohung 
der uberschichteten Pufferlosung auf denWert , den die Untersuchungs- 
losung in bezug auf ihren Salzgehalt besitzt. Im  Falle des beschrie- 
benen Beispiels war es erforderlich, die Pufferkonzentration um 8 
bzw. die Leitfahigkeit der uberschichteten Pufferlosung von 
0,003195 auf 1c = 0,003425 zu erhohen, um die Extragradienten 
zum Verschwinden zu bringen. Der Verlauf der Proteinkonzentration 
ist fur diesen Fall prinzipiell dem bereits beschriebenen gleich, da die 
Proteinkonzentration die gleiche ist. Da aber die Konzentration der 
iiberschichteten Pufferlosung im Bereich der rising boundaries nun 
der Pufferkonzentration im Bereich der descending boundaries gleich 
ist, reduzieren sich die im Normalfall wegen der geringeren Salzkoneen- 
tration der uberschichteten Pufferlosung erhohten Wanderungsge- 
schwindigkeiten der rising boundaries hier (in erster Annaherung) auf 
die Werte der descending boundaries. Da damit die Proteinkonzentra- 
tionen in beiden Wanderungsbereichen dieselben werden, so muss 
(ausser den Extragradienten, wie sie infolge von Pufferkonzentrationx- 
iinderungen entstehen) auch der Proteinkonzentrationsgradient am 
Ort 6 verschwinden, so dass nur die Konzentrationsanstiege bei A, 
und B, und gleich grosse Konzentrationsabnahmen bei A, und Rd 
auftreten konnen. Da die Pufferkonzentration durchwegs dieselbe bleibt 
und sich damit die Pufferleitfahigkeit ebenfalls nicht andert, ist der 
Verlauf der gesamten Leitfahigkeit nur noch vom Verlauf der Protein- 
koneentration abhangig und diesem umgekehrt proportional. Die 
Konzentrations- und Leitfahigkeitsverhaltnisse vereinfachen sich also 
fur den Fall der Eliminierung der Extragradienten. 

Aus den Diagrammen ist noch das Folgende xu entnehmen: 
Tritt eine mengenmassig uberwiegende, schnelle Komponente auf, 
so erfolgt die Wanderung ihrer Grenzflachen im 2. Fall in Bereicheii 
nahezu gleicher Leitfahigkeit. Die Folge davon ist, dass die Beweg- 
lichkeiten ihrer beiden boundaries fast identisch werden. Tritt nach 
dieser Komponente eine mengenmassig kleine auf, so befinden sich 
deren Grenzfliichen in Bereichen verschiedener Leitfahigkeit, woraus 
folgt, dass die Beweglichkeiten ihrer beiden boundaries nicht gleich 
sein konnen. 

Aus den in Versuch Nr. 4 und Nr. 7 gemessenen Leitfahigkeitswerten, die zur Auf- 
stellung der Schemata der Figur 6 herangezogen worden sind, folgt, dass im Versuch 
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Nr. 4 die Pufferleitfahigkeit der Untersuchungslosung mit x = 0,003425 und ihre Protein- 
leitfahigkeit mit x = - 0,000347 anzunehmen ist. Der Gesamt-Leitfahigkeitswert in1 
Versuch Nr. 4 fallt daher im Bereich der rising boundaries von x = 0,003195 auf den 
Wert x = 0,002848. Er steigt dann am Orte 6 von diesem seinem tiefsten Wert auf den- 
jenigen der Vntersuchungslosung, x = 0,003078, so dass die Zunahme A x  = 0,000230 
betragt. Der hochste Leitfahigkeitswert wird am Ort Bd mit x = 0,003425 erreicht. 
worauf am Orte E eine Abnahme um A x  = 0,000230 auf den Wert der Pufferlosung 
iz = 0,003195 erfolgt. 

Die den bei 6 und E auftretenden Leitfahigkeitsanderungen zu Grunde liegenden 
Puffer-Konsentrationsanderungen sind in Versuch Nr. 7 durch entsprechende Erhohung 
der Konzentration der iiberschicht.eten Pufferlosung aufgehoben worden. In dieseni 
Versuch sinkt deshalh der Gesamt-Leitfahigkeitswert im Bereich der rising boundaries voii 
x = 0,003425 auf x = 0,003078, um sich im Gebiet der descending boundaries von diesem 
Wert wieder auf den erstgenannten zu erheben. 

Allgemein kann ausgesagt werden, dass die Bedingung fur die 
Eliminierung der Extragradienten darin besteht, dass zu ihrer Be- 
seitigung Konzentrations- bzw. Leitfahigkeitsspriinge zwischen dem 
Xilieu der wandernden Stoffe und der uberschichteten Pufferlosung 
au-fzuheben sind. Um KomplikatAonen zu vermeiden, sol1 bei einer 
solchen Massnahme das Milieu der descending boundaries unverandert 
bleiben. Es ist also die iiberschichtete Pufferlosung anzupassen. 
Meistens ist ihre Honzentration zu erhohen, doch sind auch F&Ue 
denkbar, in denen sie zu erniedrigen ware; auch die Eliminierung nur 
einer der beiden Extragradienten erscheint moglich, indem nur die 
der entsprechenden Seite uberschichtete Pufferlosung angepasst 
wurde, doch hat ein solches Vorgehen zunachst keine praktische 
Bedeutung. 

Die Art und Grosse der erforderlichen Korrektur der uberschich- 
t.eten Pufferlosung -kann nur angegeben werden, wenn Vorzeichen und 
Grosse der Konzentrations- bzw. Leitfahigkeitssprunge am Ort d 
bzw. E bekannt sind; diese Daten mussen durch entsprechende Mes- 
dungen oder durch Reihenversuche ermittelt werden. 

Da die Anpassung der uberschichteten Pufferlosung zum Zwecke 
der Eliminierung der Extragradienten mit ihren erwunschten Polgen 
von der Wahl des Puffers unabhangig ist, mit anderen Massnahmen 
zur Verringerung der boundary anomalies, also zur Verbesserung der 
Elektxophorese-Bilder kombiniert werden kann und sehr leicht durch- 
fuhrbar ist, sollte sie besonders auch bei Plasmaanalysen Anwendung 
finden, zumal dabei gewohnlich grossere Versuchsreihen unter prak- 
tisch gleichbleibenden Bedingungen durchzufuhren sind, fiir welche 
die erforderliche Puffer-Konzentrierung von vorneherein bestimmt 
und beibehalten werden kann. 

Man ermittelt in diesem Falle zunachst an Hand einiger Test- 
versuche jene Konzentrierung der uberschichteten Pufferlosung, bei 
welcher die Extragradienten verschwinden, auf etwa fl yo genau. 
Eine Pufferlosung dieser Konzentration wird dann unter Wahrung 
gleicher Versuchsbedingungen als il'berschichtungslosung verwendet. 
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Damit wird ausser der Eliminierung der Extragradienten und in 
Ubereinstimmung mit der Theorie erreicht , dass die Flachenwerte 
und damit die relativen Prozentwert'e der einzelnen Komponenten in 
beiden Teilbildern gleich gross u-erden und damit diesen direkt, d. h. 
ohne Korrekturen richtig entnommen werden konnen. Demzufolge ist 
t h s  dann gleichgiiltig, welches Teilbild zur Bestimmung der Flachen- 
werte herangezogen wird, doch empfiehlt es sich, hierzu das Bild der 
rising boundaries zu beniitzen, da es die Vorteile aufweist, scharfer 

Fig. 7. 

Pathologisches Plasma (B-Myelom-Fall). Obere Aufnahme nach Uberschichten der Unter- 
suchungslosung mit gleicher Pufferlosung. 

Untere Aufnahme nach fjberschichten der Untersuchungslosung mit urn 8 yb konzentrierter 
Pufferlosung. 
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und nicht durch die ,,p-Globulin disturbance'' l) beeintrachtigt zu sein. 
Die durchlaufenen Strecken dagegen mussen in der ublichen Weise2) 
Clem Bilde der descending boundaries entnominen werden. 

Fig. 8. 

Lei tfahigkeits-~tesszelle 
frir Protein-Losungen nach Th. Shedloasky mit konisch-ringformigen Platiii-Elektroden. 

Die beiden Sufnahmen der Figur 7 zeigen am Beispiel eines sta- 
tioniiren pathologischen Falles (Plasma-Aufnahme eines /?-Myelom - 
Patienten) den Fortschritt, der sich durch die Anwendung der be- 
schriebenen Massnahme im Elektrophoresebild ergibt (wahrend dessen 
Auswertungen andernorts3) folgen sollen) : Das obere, in der ublichen 
Weise hergestellte Bild zeigt erhebliche Extragradienten, so dass die 
in diesem Falle wichtige Bestimmung der noch vorhandenen kleineri 
relativen Menge y-Globulin so gut wie unmoglich ist. Zudem sind die 
Beweglichkeiten der Komponenten in den beiden Teilbildern sehr 
verschieden, so dass bei voller Ausnutzung des Bildfeldes im Bereich 
der descending boundaries dasjenige der rising boundaries vom Albu- 
min-Gradienten bereits ubersehritten u-ird. Das untere Bild, bei des- 
sen Versuch die Konzentration der uberschichteten Pufferlosung uni 
P % erhoht worden war, zeigt dagegen keine Extragradienten mehr und 

l) Vgl. hierzu: D. H .  Moore und J .  Lynn,  J. Biol. Chem. 141, 819 (1941). 
2, E .  It'iedernaian, Schweiz. nied. Rschr. 75, 229 (1948). 
3, Schweiz. med. Wschr. 
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erlaubt deshalb auch die Bestimmung des kleinen y-  Globulin-Anteiles 
in beiden Teilbildern, in denen uberdies die Reweglichkeiten der ein- 
zelnen Komponenten nahezu gleich gross geworden sind. 

Die fur die Rerechnung der Beweglichkeiten nach der Formel (1) 
erforderliche Bestimmung cler Leitfahigkeit x der Untersuchungs- 
losung erfolgt womoglich wahrend des Elektrophorese-Versuches im 
Elektrophorese-Thermostat. Eine dafur sehr geeignete Messzelle hat 
Th. ShedZovsky l) angegeben. Figur 8 zeigt die vom Verfasser benutzte 
Leitfahigkeits-Messzelle, die derjenigen von Th .  Shedlovsky nachge- 
bildet, in ihrem Aufbau aber noch etwas vereinfacht ist, so dass sie 
sehr bequem in den Thermostaten eingesenkt werden kann. 

Da es von Bedeutung ist, die Genauigkeit xu kennen, mit welcher 
die gesuehten Werte erhalten werden konnen, sei hieriiber das Folgende 
au sgefuhrt : 

Die relativen Prozentuerte, wie sie z. 13. in der Aufnahme Nr.7 
oder Nr. 8 (Tabelle I) durch Auswertung der beiden Teilbilder erhalten 
worden sind, stimmen jeweils bis auf &O,S yo im schlechtesten Falle, 
meistens aber besser uberein. Wahrend der Fehler bei der Abbildung 
der Gradienten in Kurvenzuge, sowie bei deren Vergrosserung ver- 
schwindend klein ist und auch die Planimetrierung der gesamten 
Plache eines Teilbildes wie diejenige der einzelnen, gegen einander 
extrapolierten Flachen ohne Einfuhrung eines merklichen Fehlers 
erfolgt, besteht eine gewisse Unsicherheit bei der Vornahme der Extra- 
polationen selbst, deren Behebung die Genauigkeit der Hestimmung 
der relativen Prozentanteile bei der Analyse von Gemischen wahr- 
xeheinlich zu steigern vermdchte. Die ubliche Zuhilfenahme idealer 
Verteilungskurven naeh Gauss2) bei der Extrapolation der Kurven- 
zuge bleibt leider, wenn es auf hochste Genauigkeit ankommt, insofern 
problematisch, als die Elektrophorese-Kurven (im Gegensatz xu Dif- 
fusions-Kurven) infolge der an den Gradienten auftretenden Milieu- 
anderungen der Gmrss-Funktion nur naherungsweise entsprechen 
konnen. 

Bei den vergleichbaren Werten der Beweglichkeiten der descend- 
ing boundaries (Aufnahmen Nr. 4-8, Puffervariation 0 bis -10 %, 
Tabelle 11) betragt der maximale Unterschied, angefuhrt in der 
Reihenfolge der Komponenten, 0,30, 0,30, 0,42, 0,47 und 0,27 Ein- 
heiten x105, so dass mit einer mittleren Abweichung von etwa 
&0,15 bis &0,20 x105 zu rechnen ist. Da von den Werten der 
Gleichung (1) q, x und t sehr genau bestimmbar sind, werden die 
beobachteten Unterschiede zum kleineren Teil auf eine nicht ganz 
ausreichende Anzeigegenauigkeit des verwendeten Milliamperemeters 

l) L. C. Longsworth, Th .  Shedlovsky und D .  A .  McInnes, J. exp. Med. 70,399 (1939). 
2, Vgl. K.  Peurson, Phil. Trans. Roy. SOC., London [A] 185, 107 (1894). 



186 IIELVETIC I C H I Y I C  I \C I I. 

und zuin grosseren Teil auf die besondm h i  flatheren Gradienten 
nicht ganz sichere Festlegung der senkrcchten PlaclhenEi:dhierenden 
ihres Bildes xuruckzufiihren sein. Da abey die Bcdeutung der Beweg- 
lichkeiteii gegenuber jener der aus den Flaichenwertcn ableitbaren 
relativen Prozentzahlen im allgemeinen zurucktritt, durften Mass- 
iiahmen zur Verbesserung der Beweglichkeitsinessung nur in beson- 
deren Fallen notig sein. 

Der Verfasser dankt Herrn Prof. Dr. A. Stoll heizhrh fu r  die grosszugige Unter- 
stiitzung seiner -4rbeiten. Er dankt ferner seinem Mitaibeiter, Herrii 1 .  Lnforce, fur die 
sehr verstandnisvolle und uinsichtige Mithilfe bei (ler Ausfnhrung dei Versuche und 
Me~snngen. 
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