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Methodik und Anwendungen der Elektrophorese

Von E. WieEDEMANN

Chemiscli-pharmazeutisches Laboratorium «Sandozs {(IProf, Dr. A, StoLl), Basel!

I3ie Elektrophiorese, wic sic aus den fithrenden,
seit 19377 mitgeteilten Untersuchungen von A, Ti-
SELIUS llervorgegangen ist, stellt eine in den letzten
Jahren zu hoher Vollkommenheit entwickelte Me-
thode dar, dic es ermdglicht, Stoffe von groBem bis
schr groBem Molekulargewicht, sofern sie durch
eine elektrisclie Ladung chiarakterisicrt sind, in rohiem
oder gereinigtem Zustande zu trennen, guantitativ
21 bestimmen und zu charakterisieren, ohne sic da-
bei zu verdndern. Hierzu wird ihre Lésung unter
passend gewiihlten und stationdren Bedingungen der
Wirkung cines clektrischen Feldes ausgesctzt, Dic
clektrisch geladenen Stoffteilchen bewegen sich dann
entsprechend der Art und GréBe ihrer Ladung und
itm allgemeinen unabhiingig voncinander. Es hat sich
wezeigt, dal auch bei sehr nahe verwandten Stoffen
der Unterschied der Ladungen zumeist recht erheb-
lich ist, so dali ein gegebenes clekirisches Feld fast
immer recht verschiedene Wanderungsgeschwindig-
keiten zur Folge hat. So sind mittels der Elektro-
phorese Unterscheidungen und Trennungen erméy-
licht worden, dic auf andere Weise nicht oder kaum
auszufithren waren. Da die Eigenladuouyen und damit
Wanderungsgeschwindigkeit und Wanderungsrich-
tung der in Frage kommenden Stofie innerhalb ihres
pH-Stabilitatsbereiches durch Anderung der Wasser-
stoffionenkonzentration des Milieus variicrbar sind,
ist es moglich, das Auflosungsvermdigen der Elektro-
phorese durch pH-Variationen zu steigeru, Auch die
abermalige Wauderung elektrophoretisch abgetrenn-
ter Fraktionen umter Auderung der Wasserstoff-
ionenkonzentration des Milicus kann diesem Zwecke
dienen,

Als besonders gut geeignetes Objekt der Unter-
suchung war schon sehr bald die groBle und wichtige
Korperklasse der Proteine und Proteide erkannt wor-
den, nachdem H. PicroN und S, E. LINDER? 1892 zur
Feststellung gelangt waren, dafl Hiamoglobin, ein ty-
pisches Chromoprotein, in einem elektrischien Felde
wandert. In der Tat licgen bei Proteinen und iliren
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Verwandten die Verhiltnisse infolge ihrer Wasser-

~ bzw, Pufferldslichkeit sowie jbrer mit dem pH des

Milicus variablen Eigenladungen im  allgemeinen
recht giinstig, Es gelang bald, durch Reihenversuche
unter Anderung der Wasserstoffionenkouzentration
des Milieus von wichtigen Proteinen, wie z B, Ov-
atbumin, charakteristische piH-Beweglichikeitskurven
zu crhaltent. Bei Proteinen, dic umgeladen werden
kénnen, olme auszuflocken (Albumine), durchliuft
diese Kurve cinen Bewceglichikeitswert Null, nach
W, B. Harny?® also den isoelektrischen Punkt, dessen
pH-Zahl cine fiir das betreffende Protein charalderi-
stischie Konstante darstelit, Sic ist spiiter durch dic
Definttion der Neigung der Beweglichkeitskurve am
isoeicktrischien Punkt, also den Wert 9¥ | verfeinert
worden®. dpH,

Die Heranziehung der Elektropborese zu den ver-
schicdensten Untersuchungen, vorwiegend auf dem
(ichiet der Proteinforschung, ist indessen jiingeren
Datums, Sie wurde wesentlich gefdrdert durch den
auf den Arbeiten von A, Tisenius fulienden Ausbau
der schdierenoptischen Beobachtungsmethodeu durch
O. Lamm?, I S7. L. PriLpor®, L, G, LoNGswoRrTR?
und H. SVENSsON'®, womit sich zusétzlich die quanti-
tative Destimmung der im Elektrophoreseversuch
auwesenden hochmolekuiaren Stoffe it groBer (ie-
nauigkeit ermaglichen licll, Damit war es gelungeu,
die Elektrophorese insbesondere auch zur Leitung
und Kontrolle chemischer Methoden der Isolierung
und Reindarstellung von Proteinen und Proteiden
leranzuziehen, sowie quantitative Aualysen von
Proteingemische, wie sic z. B. in Korperfliissigkeiten
{Plasma usw.) vorliegen, auszufilhren. Die erhebliche
analytische Bedeutung der Elektrophorese spiegelie
sich alsbald in einem chormen Anwachsen der dies-
beziiglichien Literatur wider, worauf noch zuriickzu-
kommen sein wird,
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Zunichst sei bemerkt, dal} ¢s gegenwirtig moglich
ist, in einem Elektrophoreseversuch von wenig mehr
als einer Stunde Dauer mit ctwa 100 myg eines Pro-
teingemisches, das in 1012 cm? Puffer gelast ist.
cine Analyse durchzufithren, die mit ciner Genauig-
keit von mindestens k05 % dic Mengen der cin-
zelnen unterscheidbaren Komponenten ergibt, wobci
als weitere Angabe deren Beweglichkeitswerte mit
noch hoherer Sicherheit erlialten werden.

Im folgenden soll gezeigt werden, mit welchen
Hilfsmitteln und auf welche Weise dieses Ergebnis
erzielt wird. Anschlicllend sei kurz auf ¢nige weitere
Anwendungsmoglichkeiten der Elektrophorese cin-
gegangen,

Dic geforderte Konstanz aller Versuchsbed:ngun-
ven (Temperatur, Wasserstoffionenkonzentration,
Stromstirke usw.) sowic die Notwendigkeit ciner
moglichst genaven Registrierung des Wanderungs-
vorganges der empfindlichen Grenzflichen von mieist
farblosen Stoffen im elektrischen Felde setzt cine
recht weitgchende Durchbildung der apparativen
Hilfsmittel voraus, wie sic verschiedentlich!! vor-
genommen worden ist. Die nachfolgende Abb. 1 zeigt
diec vom Verfasser 1946 konstruierte und seither im
physikalisch-chemischen Laboratorium der Sandoz
AG. Basel in Gebrauch stehende Elektrophorese-
Apparatur!?,

Zwisclien zwei starr miteinander verbundenen, in
schwerer Ausfithrung gehaltenen- Laboratoriums-
tischen ist ein Glas-"Thermostat angcordnet, der ver-
mittels der darunter sichtbaren, durch zwei elektri-
sche Temperaturregler in Differentialschaitung ge-
steuerten Kithimaschine sehr genau (£ /s50° auf der
fitr die Versuche erforderlichen Temperatur der
grobten Dichte der Untersuchungslosung  (etwa
+ 0,5 bis + 29 gehalten wird. In diesem Thermo-
staten findet das U-Rohr nach A. TisELIUS'S mit sei-
nen Zusatzteilen Verwendung; die Form und Groflc
dieser Teile richtet sich nach der Art der auszufiih-
renden Messung oder Trennung. In der nachfolgen-
den AbDb. 2 ist eine dreiteilige Standard-Zelle mit
dendazupassenden geschlossencn Elektrodengefifien
wiedergegeben, wie sie jetzt vorwiegend fiir analy-
tische Bestimmungen beniitzt wird,

Die U-Rohre nach A. TISELIUS sind aus planparal-
lelen Glasplatten aufgebaut und besitzen rechtecki-
gen Querschnitt, um eine optisch cinwandireie Be-
obachtung und Registricrung der Versuche sowic
eine gute Ableitung der JouLeschen Wiirme zu ge-

" In Schweden: Elektrophorese-Apparaturen nach T'i-
SELIUS-SYENSSON, hergestellt von L. K. B. Produkter, Stock-
holm; in England: nach A. S, MCFARLANE, hergesteflt von
Ad. Hilger, London; in den USA: nach L. G. LONGSWORTH,
hergestellt von Klett Mfg. Co., New York; in der Schweiz:
nach E. WIEDEMANN, hergestellt von Striibin & Co., Basel.

12 Vgl, auch: FE. WIEDEMANN, Experientia 3, 341 (1947).

@A, TIsELws, Trans. Faraday Soc. 33, 524 (1937); Koll.-
7. 83, 129 (1938).
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withrieisten. Entweder die untere Hélfte oder einer
der Schenkel (einschlicBlich des Bodenteils) wird mit
der Untersuchungslosung, also der Losung der Pro-
teine in Puoffer, gefiillt, wihrend der iibrige Teil der
Zelle sowie dic Elektrodengefilie cinschlicBlich der
verbindenden Glasrohre mit reiner Pufferldsung, wic
sie zum Losen der Proteine diente, beschickt werden.
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|

Abb. 1

Untersuchungslosung und Pufferlosung werden zu-
néichst, durchi Verschicben der Zellenabschnitte ge-
geneinander nach dem Einfiillen der Untersuchungs-
l6sung, getrennt gehalten, bis der Temperaturaus-
gleich im Thermostaten errcicht ist, Stellt man dann
durel vorsichtiges Offnen der Zelle mittels der klci-
nen Pumpen oder einer diesen entsprechenden me-
chanischen Einrichtung des Zellenhalters dic Kom-
munikation her, so bilden sich zwei Grenzilichen
zwischen Untersuchungslosung und Pufferlosung
aus, deren Wanderungsgeschwindigkeit und Waude-
rungsrichtung nach Anlegen einer Gleichspannung in
der Grofienordnung von 100--200 Volt (bei analy-
tischen Versuchen) an dic beiden Elcktroden aus
Feinsilber mit Hilfe spezieller optischer Methoden
verfolgt und aufgezeichnet wird. Der grole Abstand
zwischen Untersuchungslosung und Elektroden' ga-
rantiert dabei dic Aufrechterhaltung stationirer Mi-
lieubedingungen innerhatb des Wanderungsbereiches,

1 Vgl Wo. PauLt und K, LANDSTEINER, Verh, 25. Kongr.
ini. Med. S. 57 (1908).
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sofern neben der Versuchistemperatur auch dic
Stromstirke genau konstant gehalten wird, Hierfiir
ist, da der Strom dem Netz entnommen wird, cin sehr
wut stahilisierter Gleichrichter vorgeschen, der unter
dem Schaltpult (vgl. Abb. 1) cingebaut ist und ver-
mittels der links dort sichtbaren Drelikndpfe zu Be-
ginn des Versuches auf die gewiinschte Spannung
wid Stromstiirke eingestellt wird, Die clektrisclien
Daten werden durch zwei Préizisionsniefinstrumente
angezeigt. Die Versuchszeit, deren Kenntnis zur Be-
rechnung der Wanderungsgeschwindigkeit bzw, Be-
weglichkeit erforderlich ist, wird automatiseh in Sc-
kunden und auf cine Zehntelssekunde genau regi-
striert. Diese Vervotlkommnung der Hilfseinrichtun-
gen gestatiet dem Experimentator, wiibirend des
Versuchies scine volle Aufmerksamkeit den Vor-
wiingen in der Zelle zuzuwenden,

Es sei bemerkt, daBl der Thermostal einer ganz er-
schiitterungsfreion Aufstellung bedarf, da die Grenz-
fliichen der Losungen mechanisch sehr empfindlich
sind. Aus diesem Grunde ist es erforderlich, die Hilfs-
einrichtungen des Thermostaten (Kiihischlangen,
Rithrmotoren usw.) oline Beriihrung mit diesem darin
aufzuhiingen.

Der hdufigste TPall der gleichsinnigen Wanderung
gines (iemisches ist in der nachiotgenden Abb. 3 fiir
drei Komponenten dargestellt. Abb. 3a zeigt die ge-
flillte und durch scitliches Verschicben des unteren
Zellenabschinitts gesclilossene Zetle, Abb. 3b dic Zelle
nach ilirer Offnung und in Abb. 3 ¢ ist <der Effekt des
elektrischen Feldes nach ciner gewissen Zeit aufge-
zeichnet. Dadurcl, dal} sich die einzelnen Komponen-
ten des Gemisches weitgehend unabhédngig vonein-
ander und hauptsiichlich entsprechiend ibrer verschie-
den groben Eigenladungen verschieden schnell be-

Abh 2
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Abb, 3. Schematische Darstellung der gleichsinnigen
Wanderung dreier Komponenten im elektrischen Feld

wegen, kommt eine entsprechende Schichtung und
particlle Trennung zustande, so dall zwnindest dic
schnellste und langsamste Komponente je zu cinem
Teil fiir sich allein erhalten werden kdnnen,

Die Beobachtung und Registrierung der Vorgiuge

in der Elektrophoresezelle ist nur dann ohne spezielle
optische Einrichtungen mdaghich, wenn es sich um ge-
firbte Sitoffe handelt. Sind die Substanzen aber un-
wefirbt, wie es bei Proteinen der Fall ist, so miissen
besondere Vorkehrungen zur Sichtbarmachung der
irenzflichen getroffen werden. Von den beiden da-
fiir in Betracht kommenden optischen Methoden, der
interferometrischen und der Schlierenmethode, hat
sich dic letztere, obschon sie etwa vicrmal weniger
empfindlich ist'?, besonders gut den gegebenen Ver-
hilltnissen anpassen lassen, so dali heute alle Elektro-
phorese-Apparaturen damit ausgeriistet werden,

Nie Schlierenmethode von A, ToEPLER'®, dic auf
zwei von L. FoucauLT!™ angegebenen Prinzipicn be-
rulit, niitzt den Umstand aus, daB die bei streifender
Durchstrahlung von Grenzflachen, zufolge der dort
gegebenen Brechungsindex - Anderung, gegen das
dichtere Medinm hin abgelenkten Stralilenbiindel
ausgeblendet werden kinnen, so dafi der Beobachter
bei zweckmifiger Anordnung des Strahlenganges
und einer Blende die Grenzflichen als dunkle Quer-
streifen im hellen Bilde der Zelle sieht.

Praktische Auwendung findet diese urspriingliche
Abbildungsmethode fiir Brechungsindexgradienten's
indessen nicht mehr, weil es moglich war, ilire Lei-
stungsfihigkeit durch cinize geschickt gewihite Mo-
difikationen noch erhiebiich zu steigern. Dicse Modifi-
kationen zielen dahin, den ganzen Verlanf jeder cin-
zelnen Brechungsindexinderung, wie sie auf einer
Konzentrationsdnderung beruht und dieser propor-
tional ist, zur Aufzeichnung zu bringen und damit

15 (3. HANSEN, ZeiB-Nachr. 3. Folge, S. 302 (1939/40).

B AL TorrLeER, Beobachtungen nach einer newen optischen
Methode, Boun 1864; Poge, Ann. 127, 556, 128, 126 {(1866);
131, 33, 180 (1867); 134, 194 (1868),

17 [, FPoucaurt, Aun, Observatoire Imp. Paris §, 197

oVl AL TiseLUS, Koll-Z. 83, 129 (1938). f(1859),
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Konzentrationsbestimmungen zu erméglichen, dic
zumeist noch erheblich wichtiger sind als die Mes-
sungen elektrophoretischer Beweglichkeiten.

Drei Varianten des TorpLerschen Schlierenvei-
falirens sind bekanntgeworden, welche die Aufzeich-
nung des Verlaufs von Konzentrationsgradicnten
erlauben: die Skalenmethode von O. Lamm!®, dic
«Schlieren scanning method» von L. G, LONGSwWORTHO

und die Methode der direkten Diagrammaufzeich-

nung von PHILPOT2-SVENSSONZ2, Davon ist die Me-
thode von (). LAMM die genaueste; leider weist sic
den Nachteil auf, in jhrer Auswertung recht mithevoll
zu sein, Dies ist der Grund, weshalb die beiden ande-
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Das Zustandelkommen des PHILPOT-SVENSSON-Bil-
des sci anhand der nachfolgenden Abb, 4 wie folgt
erklirt:

Das von einer Lichtquelle L (Wolframbandlampe
mit waagrechtem Band, Gasentladungslampe) aus-
gehende Strahlenbiindel wird mittels ciner Kon-
densorlinse K auf einem ersten waagrechten Spalt
SP gesammelt. Die Schiierenlinsen SL; und SL,
(Fernrohrobjektive schr guter axialer Fehlerberich-
tigung), deren freier Durchmesser etwas groller als
die Hohe der Zelle sein mull, bilden den ersten, waag-
rechten Spalt mit bestmdglicher Schiirfe auf einen
zweiten, schriigen Spalt SP, in natiirlicher GrdlBe

5P, o Y M

Abb. 4

ren Methoden, jene von L. (3. LONGSWORTH haupt-
sachlich in Amerika und die zuletzt genannte be-
sonders in Europa, eine grofiere Verbreitung erfah-
ren haben. Wie in speziellen Untersuchungen von
L. G. LongsworTA?*, H. Svensson? und des Ver-
fassers®® gezeigt werden konnte, ist aber auch die
Genauigkeit der letztgenannten Mcthoden im allge-
meinen vollig ausreichend uud jener der iiblicheu
analytischen Methoden durchaus cbenbiirtig.

Bei der Skalenmethode von ). Lamm wird cine
Skala mit ctwa 0,5 mm Strichabstand, die sich vor
der. Zelle befindet, durch diese hindurchi photogra-
phiert. Lichtablenkungen in der Zelle bewirken Ver-
schiebungen der horizontalen Skalenstriche, die sich
sehr genau messen und in Kurven umrechnen lassen
und auf diese Weise den Verlauf der (radienten
wiedergeben,

Die «Schlicren scanning method» erreicht cine
Gradientenwiedergabe jn Form einer Beschattung
des hellen Grindes durch Hoclhiziehen einer Schilieren-
blende unter gleichzeitiger seitlicher Verschiebung
der photographischen Platte withrend der Aufnahme,

19 0O, LAMM, Nova Acta Reg. Soc. Sci, Upsaliensis 10, 6
(1937).

2 [ G, LONGSWORTH, T'H. SHEDLOVSKY und 1), A, MCINNES,
J. Exper, Med. 70, 399 (1939); I.. G. LONGSWORTH und 1. A,
MCINNES, Chem. Rev, 24, 271 (1939).

], St L. PHILPOT, Nature 141, 283 (1938).

22 H. SYENSSON, Koll.-Z, 87, 181 (1939); 90, 141 (1940).
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(1946), .
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und unter achsenparalleler Durchstrahlung der Zelle
ab. Das unmittelbar anf den schrigen Spalt SP,
folgende Objektiv O erzeugt ein scharfes Bild der
Zelle Z auf der Mattscheibe M bzw. auf der photo-
graphischien Schicht., AuBerdem wird der schrige
Spalt SP, durch ein Zylinderlinsensystem ZY mit
vertikaler Achse im Mafistab 1:1 scharf auf dic
Mattsclicibe abgebildet,

Dic Kombination dieser drei Abbildungsvorgiinge
fiihrt wie folgt zum Bilde: Die Zelle unabgelenkt
durchtretendes Licht crzeugt ein in Hohe der opti-
schen Achse liegendes Bild des ersten Spaltes auf
dem zweiten Spalt. Ist dessen Hohe so cingestellt,
wie in ADbD.4 gezeichnet, so tritt nur riickwirts
Licht durch diesen Spalt, das, durch das Zylinder-
linsensystem nach vorne gebrochen, vorne auf die
Mattscheibe fillt. Dabei bildet das Objcktiv O die
Zelle der Hohe nach ab, da in der Vertikalen das
Zylinderlinsensystem nur als planparallele Platte
wirkt. Der Breite nach wird aber der zweite, schriige
Spalt abgebildet, da in der Horizontalen das Zylinder-
linsensystem sammelnd bzw. abbildend wirkt. Somit
entsteht als Bild ciner von Gradienten freien Zelle
eine helle, vorne licgende, vertikale Linie, deren
Holic derjenigen der Zelle und deren Breite der-
jcnigen des zweiten Spaltes mal dem Tangens des
Winkels, den dieser Spalt mit der Vertikalen bildet,
proportional ist.

Entsteht nun in der Zelle ein Gradient, so wird in-
folge der Lichtablenkung ein zusétzliches Spaltbild
auf demr zweiten Spalt erzeugt, das in Richtung des
dichteren Mcdiums, also nach unten, wersetzt er-
scheint. Das hat zur Folge, dall von diesem zusiitz-
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lichen Spaithild nur ein in bezug aunf das unabge-
lenkte Licht seitlich versetztes Strahlenbiindel den
zweiten Spalt durchtreten kann, Da diese seitliche
Versetzung (in Abb. 4 nach vome) durch das Zy-
linderlinsensystem abgebildel wird, so tritt aouf der
Mattscheibe eine scitliche Auslenkuny der hellen,
vertikalen Linie ein, wenn, was immer der Fall ist,
der Verlauf der Brechungsindexinderung kkontinuier-
lich erfolgt.

Es sci bemerkt, dall alle drei Varianten des
TorprLerschen Schlicrenverfahrens, die die Aufzeich-
ning des Oradientenvertaufs gestatten, Vor- und
Nachteile aufweisen; so ist die Skatenmethode zwar
aulierordentlich penaw, aber zur Abbildung starker,
steiler Gradienten im Gegensatz zu den beiden ande-
ren Methoden weniger gut gecignet, da sich grofiere
Skalenstrichverschiebungen nicht oline weiteres mit
bester Schiirfe abbilden lassen, Bet der «Schlieren
scanning method» ist die genaue Auswertung des
Bildes mithsam, da hierzu die Linie fiinfzigprozen-
tiger Schwirzung des Ubergangs von Hell nach
hinkel ausgezogen werden muli, Die Methode der
direkten Diagrammaufzeichmmg bedingt cinen gri-
Beren Aufwand an optischen Mitteln und ist emp-
findlich fir Abbildungsichler?®, erieibt aber ein leicht
auswertbares Bild, Thre Durchbildung hat es indes-
sen ermoglicht, die urpriinglichen Nachicile #u be-
lteben??, so dall sic heute als besonders geeignet
bezeichnet werden darf, wenn es darauf ankommt,
mit miglichst kleinem Aufwand an Arbeit cin griofle-
res Versuchsmaterial zu bewiiltigen und dabei cine
gute Cienauigkeit ¢inzuhalten,

Dic an cinem Elektrophoreschild (vl Abb. 5a und
5h) zu bestimmenden GroBen sind:

1. die Werte der Beweglichkeiten o (v) der ein-
zelnen Komponenien, wobel mit @ die appa-
rente anodische und mit v die apparente ka-
thodischie Beweplichkeit bezeiclinet wird, und

2. die relativen (und cvtl. absoluten) Mengen der
cinzelnen Komponenten.

Die Beweglichkeiten u (v) ergeben sich aus den
Versuchsdaten nach der Formel:

o (v) T (1)

worin § die durchlaufene Weglidnge in cm,
g den Querschnitt des U-Rohres in ¢cm?,
# dic spezifische Leitfahigkeit der Untersu-
chungslésung in 27! em™!
[ die Stromstiirke in Ampére und
¢ die Zeit in Selunden bedeutet,

Man gewinnt dicse Daten wie folgt: Nach dem
Ansetzen des Versuchs (vel. spiter) und dens Offnen
der Zelle nach erfolgtem Ausgleich des hydrostati-
schen Drucks und der Temperatur im Thermostaten

W, SYENSSON, Koll-Z, 90, i41 (1940),
21, WIEnEMANN, Hely, Chim, Acta 30, 639, 648 (1947},
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verschiebt man die zunéchst hinter den horizontalen
(ilasplatten der Zelle verborgenen (irenzfiichen um
einen kleinen Betragr in der zu erwartenden Wande-
rungsrichitung. Dies geschiclit bei offenen Elektroden-
gefillen durch Absaugen von ein wenig (etwa 0,5 cm®)
Pufierlosung mittels cines Kapillarhebers, bei ge-
schlossenen Elektrodengefiien durch einen nach-
traglich  hergestellten  kleinen  Druckunterschied.
[Dann photographiert man sic und zeichnet damit die
Auseangslage des allen Komponenten gemeinsatnen
Gradienten vor der Wanderung auf, Dann erst legt
man Spannung an die Elektroden, Nach Beendigung
der Wanderung, also nach Abschatten des Stromnes,
photographiert man auf die gleiche oder cine zweite
pliotographische Schicht das erhaltene Bild. Man
erivilt  dann  dic durchlaufenen Strecken s durch
Messung des Abstandes der einzelnen Gradienten
vom Ausgangsgradienten, evtl, unter Division durch
den VergriBerungsiaktor der auf genau gleiche
(irdfic yebrachten Bilder. Dabei ist zu beachten, dal
bet symmetrischen Gradienten die Scheitelordinate,
bel unsymmetrischien dagegen die senkrechte Fli-
chenhalbicrende diese Malizahi korrekt ergibt.

Der Wert ¢ (Querschnitt des U-Rohres) ist fiir
analytische Elektrophoresezellen normalisiert und
betrigt 0,75 cmi®.

Die spezifische Leitfihigkeit # der Untersuchungs-
losung ist jeweils bei der Temperatur des Elektro-
phoreseversuches zu bestimmen. Bei Proteinldsun-
gen empfiehlt es sich, cine spezicll dafiir geeignete
MeRzelle zu verwenden, wic sic von TH. SHEDEOVSKY?S
oder dem Verfasser® vorgeschlagen wird, 1)e Leit-
fahigkeitsmelzelle wird am Dbesten wihrend des
Elektrophoreseversuchs im Elektrophorese-Thermo-
staten beniitzt; als MeBbriicke ist z. B. das Philips-
Instrument (GM 4140 in Verbindung it dem dazu
passenden 1000-Hz-Generator (GOM 4200 geeignet,

Die Stromstirke / wird zu Beginn des Versuchies
passend eingestellt {z, B, auf 10— 25 mA bei analyti-
schen Messungen); sie muld iiber die Dauer des Ver-
suclies genau konstant gehalten werden, was bei der
in Abb. 1 wiedergegebenen Apparatur durch die Ver-
wendung cines stabilisierten Gleichrichters erreicht
wird.

Dic Versuchszeit £ wird dabei automatisch in Se-
kunden und auf cine Zehntelssekunde genauwd® régi-
striert.

e relativen Mengen der anwesenden Kompo-
nenten ergeben sich wie folgt: Nitnmt main an, dall die
die Lichitablenkungen bewirlkenden Brechungsinkre-
mente An der Losung den sic verursachenden Kon-
zentrationsinkrementen A ¢ proportional sind, und
it man ferner an, dai dic Betrige der Lichtab-

M Vel L, G, LONGESWORTH, 'TH, SHEDLOVSKY und D, A,
Mcinnes, 1 Exper, Med. 70, 399 (1939).

 FOWIEDEMANN, Helv, Chim. Acta 30, 168 (1947).

o Zur Begriindung dieses Briordernisses vl E. WIEDE-
many, Helv, Chim. Acta 30, 639 (1947},
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lenkungen vy, vertikal am zweiten Spalt gemessen,
den Ablenkungswinkeln 0 proportional sind (was fiir
dic kleinen, praktisch vorkommenden Werte von p

- cinige Millimeter und ¢ == einige Bogenminuten
iimer als erfiilit betrachtet werden darf), so kaun
man schreiben:

dn
) 2
A} wb dy’ (...4)

worin ¥ die Liclhitablenkung, ¢ die Schichtdicke der
Losung (normalerweise = 2,5 cm) und b den optisch
wirksamen Abstand zwischen der Zelle und dem
zweiten Spalt bedeutet, der fiir die optische Anord-
nung der Abb. 4 gleich der Brennweite der Schiieren-
linse SLy zu setzen ist.

Hicrzn kommt folgendes: Da der Verlauf der
Lichtablenkung iiber cinen Gradienten hinweg zu-
folge der Diffusion der Kolloidteilchen an ciner
(irenziliche immer allmihlich erfolgt, wobei cr vom
Wert Null zu eincin Magimum ansteigt und von die-
senn wieder zum Wert Null zuriickkehrt, so gilt fiir
dic Sumnte der Lichtablenkung iiber cinen Gradien-
ten hinwey die Bezichung:

b (d b
Lt .

worin & eine Proportionalitiitskonstante bedeutet. Es
ist also nicht nur dic jeweilige Kurvenhdhe dem

[‘_\' ~dx

.

a) Bild

Brechungsindexunterschied und damit dem Konzen-
trationsunterschicd proportional, sondernt dic vomu
der ganzen Kurve mit ihrer Basis eingeschlossenc
Fliche gibt dazu als Summenwert aller Brechungs-
hzw. Konzentrationsinkremmente cine Malizahl fiir die
Konzentration des gelosten Stoffes. Kann der spezi-
fische Brechwert mehrerer anwesender Stoffe als
gleich angenommen werden, wie dies z. 13, bei den

AbD 5
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Proteinen des Blutplasmas als zuliissig crachtet
wird, so ergeben die cinzelnen Fliachenwerte des Bil-
des dirckt die relativen Konzentrationen bzw. Pro-
zentwerte der einzelnen Komponenten.,

Dic Bestimmung der absoluten Konzentrationen
anwesender Stoffe erfordert natiirlich die Kenntnis
der spezifischen Brechwerte, dic refraktometriseh zu
bestimmen sind, sowie der fiir die GGréBe des Bildes
malBgeblichen Apparaturkonstanten. Fiir dic Anord-
nung der Abb. 4 zur Aufnahme von PHILPOT-SVENS-
sonN-Diagrammen folgt die absolute Konzentration
jeder im Bilde aufgezeichneten Komponente nach
der von H.SvVENSSON?! gegebenen Formel:

1

FeRaba) @

¢ =
worin 7 und G dic VergriBernngsfaktoren in der
Horizontalen (der Zylinderoptik ZY bei gegebener
Stellung derselben) und in der Vertikalen (des abbil-
denden Objektivs Q), K den spezifischen Brechwert
der betr. Komponente des (iemisches und tg @ den
Tangenswert des Winkels bedeuten, den der schrige
Spalt mit der Vertikalen bildet.

Zur Auswertung eincer Elektrophorese-Aufnahme,
wic sie in Abb. 5 a wiedergegeben ist, geht man am
einfachsten so vor, daBB man, wie e¢s Abb. 5b zeigt,
die Mittcllinic des ganzen Kurvenzuiges einschliefi-

) o V/3-3sy

wos-ya W35 -92569
v .

w9 e
-8y e

W/ 15/ ey

0

a

b) Auswertung
(descending boundaries)

lich der Basis unter Einhallung ecines passcnden
VergroBerungsmalfistabes direkt vom Negativ auf ein
Blatt Papier auszicht, nachdem man von der Auf-
nahme vor Beginn der Wanderung die Linge der
Basistinic und die Lage der Mitte des Ausgangsgra-
dienten («0») iibernommen und cingetragen hat, Dann

3 H, SyeNssoN, Koll.-Z, 87, 181 (1939).
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lichkeits- tnd Flichenwerte fitr die Elektrophorese-
technik wichtig, weil sie crlaubt, die bisher wohl-
begriindete’® und deshalb iibliche Auswertung des
Bildes der absteigenden Gradienten durch jene des
storungsfreieren® Bildes der anfsteigenden Gradien-
ten zu ersetzen.

13a das Bild der aufsteigenden Gradienten zudem
im atlgemeinen schirfer ist und bleibt, kann bei ihm
der Vorteil dreiteiliger, hober analytischer Zellen
(vgl. Abb. 2), nidmlich die VergroBlerung der Weg-
linge s von 40 ausf 86 mnt und damit die Verdoppe-
lung des Auflésungsvermbgens, besonders gut aus-
geniitzt werden, Dies sei durch Abb.6g und # (Seiten
32/33) illustriert, deren Diagramme erheblich mehr
Details aufweisen, als sie die mit der vierteiligen
Standard - Zelle aofgenommene Abb. 5a erkennen
li8t, Aus Abb. 6 ist zugleich ersichitlich, dafi cine Stei-
gerung  des Awflosungsvermogens die Schiwieris-
Ieiten bei der Extrapolation der Kugvenziige verntin-
dern kann. Eine gute Auflosung im Bilde wird auch
durch schr scharfc Anfangsgradietiten begiinstigt.
Um diesc zit erhalten, ist es nicht nur notig, die Zelle
vorsichtig zu 8ffnen, sondern aucl die Zellen, Elek-

i Vgl z. B.: E. WIEDEMANN, Schweiz, med. Wsclhr, 75,
229 (1945),

35 Pas BBild der aufsteigenden Gradienten ist i Falle
von Plasmaanalysen frei vou der sog. «g-Globulin distur-
bances, vgl. 1. H. Moore ond J. Lynn, I, Biol, Chem. 141,
819 (1941), und die Ausfithnuigen 3. 186 in: ABRAMSON,
Mover und Gorin, Electrophoresis of Proteins, Reinhold
Publ. Corp., New York 1942
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