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Die Tatsache, daBl zuweilen bei verschiedenen Menschen die Identi-
fizierung des Haptoglobintypes trotz einwandfreier Untersuchungs-
substrate und einer einwandfreien Technik bei Untersuchungen im
Stéirke-Gel infolge physiologischer Schwankungen des Haptoglobin-
spiegels Miihe bereiten kann, hat uns veranlaBt, technische Moglich-
keiten zu iiberpriifen, den Haptoglobintyp durch die Immunelektro-
phorese darstellen zu kénnen. Wir glauben, den Vorteil der immun-
elektrophoretischen Darstellung darin sehen zu miissen, dafi die
Immunelektrophorese im Gegensatz zur Stirke-Gel-Elektrophorese nicht
an eine tber 20 mg-% liegende Haptoglobinkonzentration im Serum
(KaaricH-KoENNER u. WEIPPL) gebunden ist und die Immunelektro-
phorese es gestattet, bei der Darstellung auf den Hamoglobin-Hapto-
globinkomplex zu verzichten. Die bisherigen Untersuchungen in dieser
Richtung durch HirscHFELD sowie durch Avy, BrINkER, CLEVE, DEI-
OHER, HARTMANN und Nix geben zwar Aufschliisse iiber die technischen
Moglichkeiten, jedoch haben ProxoP und BuxpscHUE darauf hin-
gewiesen, daBl die Haptoglobindarstellung der Typen 2—1 und 2—2
mittels Pricipitationsmethoden und durch die Immunelektrophorese
nicht zuverlissig sei. HIrRsCHFELD hat sowohl reine Seren als auch Seren
mit Hamoglobinzusatz aufgetrennt und gezeigt, dal in der Immun-
elektrophorese der Hamoglobin-Haptoglobin-Komplex langsamer wan-
dert als die Haptoglobinfraktionen allein; er hat in mehreren Publika-
tionen fernerhin darauf verwiesen, daf der Hp 1—1-Typ ein elektro-
phoretisch anodisch schneller wanderndes Précipitat ergibt als der
Hp 2—2-Typ und der Hp 2—1-Typ, der eine intermedidre Lage ein-
nimmt. Die Untersuchungen von ALy u. Mitarb. unter Verwendung
eines Michaelispuffers (pg 8,2) unter Hervorhebung der Précipitations-
methoden stellen zwar technische Vereinfachungen dar, jedoch wird

* Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemein-
schaft durchgefiihrt.
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hinsichtlich der Technik von HrirscHFELD keine so weitreichende Auf-
trennung erzielt.

In den eigenen Untersuchungen haben wir die von HIRSCHFELD
angegebene Technik an Seren bekannter Haptoglobintypen ohne Hamo-
globinzusatz tiberpriift. Nachdem H. CARsTENSEN auf die gute Verwend-
barkeit von Glykokollpuffer fiir die Immunelektrophorese hingewiesen
hatte, gelang es uns, ein Puffersystem zu entwickeln, das es gestattet,
auch immunelektrophoretisch die Haptoglobintypen einwandfrei dar-
zustellen.

I. Technik nach HirscHFELD. Reinagar wurde mit einem von HIRSCHFELD
angegebenen Veronal-Calciumlactat-Puffersystem erhitzt und auf Objekttriiger
verbracht. Anschliefend wurden die Startlscher (Durchmesser 3,5 mm) ausgehoben
und mit Serum bekannter Haptoglobintypen beschickt. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei 130—150 V und 50 mA {iber 4 Std in einer feuchten
Kammer. Als Energiequelle wurde das stabilisierte Netzgerdt 6007 der Fa. Grundig
benutzt. Nach der Auftrennung wurde der Antikérperkanal (60x4 mm) aus-
gehoben und mit Nabelschnurserum, das in der Stérke-Gel-Elektrophorese keinen
Haptoglobintyp zeigte, gefiillt. Nach 30 min Diffusionszeit im Brutschrank bei
37°C wurde der Antikorperkanal vorsichtig von Resten des Nabelschnurserums
mit Filtrierpapier ausgetupft und mit einem handelsiiblichen polyvalenten Anti-
humanserum gefiillt, von dem bekannt war, daB es iiber einen starken Anti-Hapto-
globinanteil verfiigte. Zur Diffusion wurden die Objekttriiger in einer feuchten
Kammer 20 Std lang in einen Brutschrank (37°C) verbracht. Nach der Diffusion
wurden die Objekttriger 30 Std lang in physiologische Kochsalzlosung gelegt und
anschlieBend zwischen Filterpapier getrocknet. Hiernach erfolgte Fixierung der
Priicipitate durch 2 %ige Essigsdure, Anfirbung mit Amido-Schwarz 10 B und Ent-
firbung in einem Essigsiiure-Methanol-Gemisch.

I1. Immunelektrophorese mit Glykokoll-NaOH - Puffer nach SORENSEN. Puifer-
lésungen :
Loésung A: 7,505 g Glykokoll
5,85 g NaCl
in 1000 ml Aqua dest.

Losung B: 0,1 n NaOH

Um den Puffer auf einen pg-Wert von 10,0 einzustellen, wurden 62,5 ml der
Loésung A mit 37,5 ml der Losung B zusammengebracht (Ionenstirke 0,15). Nach
Einstellung des pg-Wertes von 10,0 wurde die Ionenstéirke durch Verdiinnung mit
destilliertem Wasser auf 0,05 gebracht. Reinagar wurde mit Glykokoll-NaOH-
Puffer erhitzt und auf Objekttriger mittels einer Pipette aufgetragen. Im iibrigen
wurde wie bei der Technik nach HrrscurELD verfahren. An den Elektroden wurde
der von HIrSCHFELD angegebene Puffer verwendet.

1I1. Kombiniertes Puffersystem. 12,5 ml des von HIrscHFELD angegebenen Gel-
puffers (Ionenstirke 0,05) wurden mit 12,5 ml Glykokoll-NaQH-Putfer (Tonenstirke
0,05) gemischt. und mit 0,5g Reinagar in einem Glaskolben im Wasserbad erhitzt.
Das Puffergemisch hatte einen py-Wert von 9,2. In diesem Gel wurden die Seren
bei 130—150 V und 50 mA 4 Std lang aufgetrennt. Nach der Absorption mit Nabel-
schnurserum und Diffusion gegen ein anti-haptoglobinhaltiges Anti-Humanserum
wurden die Objekttriger 30 Std in physiologischer Kochsalzlésung gewaschen,
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Abb. 1. Veronal-Calciumlactat-Putfer. p= 8,6. Von
oben nach unten: Hp 2—2, Hp 2—1,Hp 2—1 und
Hp 1—1. Hp 1—1 und Hp 2—1 lassen sich kanm

voneinander unterscheiden

. Kiwr und K. H. STURNER:

getrocknet und 5 min in 2%iger
Essigséure fixiert. Die Férbung
erfolgte 9 min lang in folgender
Losung:

Amido-Schwarz 10B . . 1g

Essigsdure . . . . . . . 100 ml
Methanol . . . . . . . 700 ml
Aquadest.. . . . . .. 200 ml

AnschlieBend wurde mit fol-
gendem Ansatz 10—I15 min lang
entfiarbt:

Essigsdure . . . . . . . 100 ml
Methanol . . . . . .. 700 ml
Aquadest. . . . . . . . 200 ml

Bei unseren immunelek-
trophoretischen Untersuchun-
gen mit verschiedenen Puffer-
systemen hat sich gezeigt, daB3
die Darstellung der einzelnen
Haptoglobintypen recht un-
terschiedlich erfolgt. Wenn
man von der immunbiologi-
schen Seite absieht — es
sind geniigend handelstibliche
Anti-Human - Seren mit star-
ken Anti-Haptoglobin- An-
teilen erhiltlich —, so
scheint fiir die klare und
differente  Darstellung
der Haptoglobine die
elektrophoretische Auf-
trennung von entschei-
dender Bedeutung zu
sein. Wir haben daher
die Seren 4 Std. bei 130
bis 150 V und 50 mA
aufgetrennt. Unter die-
sen optimalen Bedin-
gungen ist kaum eine
Austrocknung des Gels
erfolgt, und die Précipi-
tate waren deutlich ab-

Abb. 2. Glykokoll-NaOH-Puffer (px 10,0). Von oben nach  zulesen. Neben den

unten: Hp 1—1, Hp 2—2 und Hp 2—1. Der Typ Hp 2—2

stellt sich nicht dar

elektrophoretischen Ver-



Eine immunelektrophoretische Technik 397

héltnissen, die sich aus Stromstdrke und lonenkonzentration im Gel
ergeben, ist des weiteren in Analogie mit den von ProxoP und Bunp-
SCHUH beschriebenen Verhiltnissen in der Stirke-Gel-Elektrophorese
auch fir die Immunelektrophorese der py-Wert der benutzten Puffer-
systeme von tragender Bedeutung. Wie aus Abb.1 hervorgeht, stellen
sich mit dem Veronal-Calciumlactat-Puffer bei einem pg-Wert von 8,6
zwar alle drei Haptoglobintypen dar, jedoch ist es schwierig, die Typen
Hp 1—1 und Hp 2—1 zu

unterscheiden.

Bei Auftrennung ver-
schiedener Seren in einem
Agargel mit Glykokoll-
NaOH-Puffer (px 10,0)
stellten sich der Hp 1—1-
und der Hp 2—I1-Typ
deutlich  unterscheidbar
dar. Der Hp 1—I1-Typ
besteht aus einem weit
anodenwirts  gelegenen
Précipitat, wéhrend der
Typ Hp 2—1 eine Posi-
tion einnimmt, die kurz
hinter ~dem  Startloch [
beginnt und bis in die . 5 voona celctumiactat Glykokoll-NaOH-Put-
Gegend des Hp1—1-Typs  fergemisch (p= 9,2). Von oben nach unten: Hp 1—1,

. Hp 2—2, Hp 2—1. Ganz unten eine Mischung von
reicht. Der Hp 2—2-Typ Hp 1—1 und Hp 2—2 zu gleichen Teilen
ist jedoch bei Unter-

suchungen in diesem Puffergemisch entweder gar nicht zu erkennen
oder héchstens als schwaches Pricipitat angedeutet.

Durch Mischung des Veronal-Calciumlactat-Puffers mit dem Gly-
kokoll-NaOH-Puffer zu gleichen Teilen erhilt man ein Puffersystem von
pE 9,2. Bei Verwendung dieses Puffersystems stellen sich alle drei
Haptoglobintypen mit deutlichen unterschiedlichen Positionen dar. Der
Typ Hp 1—1 besitzt eine weit anodenwirts gelegene Position, wihrend
der Typ Hp 2—2 als Précipitat nahe am Startloch auszumachen ist.
Der Hp-Typ 2—1 erstreckt sich von der Hp 2—2-Position bis zur
Hp 1--1-Position. Eine Mischung von Seren des Hp-Typs 1-—1 und
2—2 zu gleichen Teilen ergab immunelektrophoretisch eine Position, die
der des Hp-Typs 2—1 entsprach.

Immunelektrophoretische Untersuchungen an Seren von drei gesun-
den Personen, die dem Hp-Typ 1—1, 2-—1 und 2—2 zugehodrten, ergaben
iber 6 Wochen immer gleichbleibend gut verwertbare Ergebnisse.
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100 Seren von gesunden Personen, deren Haptoglobin-Typ durch Unter-
suchungen im Stérke-Gel bestimmt worden waren, zeigten mit diesem
Puffergemisch auch in der Immunelektrophorese iibereinstimmende und
gut ablesbare Haptoglobintypen. Von den 100 untersuchten Personen
gehorten 16 dem Hp-Typ 1—1, 50 dem Hp-Typ 2—1 und 34 dem Hp-
Typ 2—2 an. Die Verteilung entsprach im wesentlichen der von STUR-
NER und CHrISTEN fir Schleswig-Holstein festgestellten Frequenz.

Zusammenfassung

In Anlehnung an die von HirscHFELD modifizierte immunelektro-
phoretische Technik wird ein Puffergemisch (Veronal-Calciumlactat
und Glykokoll-NaOH) angegeben, mit dem es maglich ist, Haptoglobin-
typen bei einem im Puffer gemessenen py-Wert von 9,2 immunelektro-
phoretisch einwandfrei darzustellen.
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