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Die Zonenelektrophorese zur Trennung yon Proteinen erhielt durch 
SMITmES (1955) neue Anregungen. Mit der inzwischen vielfaeh ver- 
besserten Methode der Stgrkegelelektrophorese kSnnen fiber 18 ver- 
sehiedene Proteine des Serums getrennt werden. F fir spezielle Zwecke, 
vor allem ffir die Spurenanalyse, hat die horizontale und vertikale 
St~rkegelelektrophorese in ihrer fiblichen Durchfiihrung - -  schon in- 
folge der Schiehtdicke - -  versehiedene Nachteile. In  den naehstehenden 
Untersuchungen wird fiber Versuehe zur Entwieklung einer Mikro- 
methode der Gelelektrophorese unter zwei Bedingungen berichtet: 
1. Die Methode sollte, ebenso aufsehlui~reieh wie die fibliche Elektro- 
phorese, ffir die in der Spurenanalyse meist geringen Serummengen 
geeignet sein; 2. neben der iibliehen Trennung der Proteine sollte aueh 
die Darstellung der Serumfermente, vor allem der Esterasen mit histo- 
chemischen Mitteln, mSglieh sein. 

I. Methodische Untersuchungen 

1. Bisher beschriebene Mikromethoden 

Bei Durchsicht des Schrifttums finden sich verh~ltnism~Big wenige Angaben 
fiber Mikromethoden der Gelelektrophorese. ~'fir die St~rkegelelek~rophorese gaben 
im wesentlichen BAuR (1963) sowie M ~ s ~ ,  JOLLIFY und PAYEE (1964) ausffihr- 
lichere Beschreibungen. In  den letzten Jahren hat  die Acrylamidelektrophorese in 
Sis mehr Beaehtung gefunden. ALLE~ ~, POPP und MOORE (1965) und AKROu 
(1965) haben in diesem Zusammenhang auf die MSgliehkeit einer Mikromethode 
hingewiescn. 

BAv~ (1963) verwendet fiblich hydrolysierte St/irke nach SMITHIES und Puffer 
verschiedener Zusammensetzungen, ffihrt die Serum- oder H~moglobinelektro- 
phorese in Borat- oder im diskontinuierlichen Puffersystem durch, zur Gelbereitung 
wird eine hShere Molarkonzentration gew/ihlt als yon S~rrTnIES (1959). Als Unter- 
lage werden verwendet 80 :F Cellulose und 124 D Cellophanplatten 30,5:30,5 cm. 
Die Schichtdicke betr~gt 1 ram. Die Serumproben werden mit Filterpapierstreifen 
aufgetragen, die Serummenge betr~gt 5 ~l. Die Elektrophorese finder in einer 
Kammer bei 4--5  Volt/1 cm statt. Die Dauer der Elektrophorese betr~gt 20 bis 
22 Std. Nach der Elektrophorese werden die Scheiben in 4 min in reinem Methanol 
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geh/~rtet, 30 min in eine 15 % Glycerin und 2 % EisessiglSsung gegeben, mit Heig- 
luft getrocknet, anschlieBend mit Amidoschwarz gef~rbt. Nach den Abbildungen 
lassen sich die Ergebnisse keineswegs mit der fiblichen Stgrkegelelektrophorese 
vergleichen, doch dfirfte der Vorteil darin liegen, dal~ die geh~rteten und durch- 
sichtigen Scheiben sich photometriseh auswerten lassen. 

MARsg, JOLLIFF und PAYNE (1964) benutzten ein 13,3%-Gel in einem Tris- 
puffer von pH 8,8, in den TrSgen ein Boratpuffer mit pH 8,2. Das Gel wird in 
3 mm dicke Rilmen einer besonderen Elektrophoreseapparatur gegossen, als Brficke 
zu den TrSgen schweres Filterpapier benutzt, die Serumproben werden mit Filter- 
papier aufgetragen, die Elektrophorese mit einem Gleichstrom von 50 mA/200 Volt 
durchgeffihr~. Die Trennstrecke betrggt 4,5--5 cm. Eine Zeitangabe fiber die 
Trenndauer wird nicht gemacht. Die Proteine werden mit Amidoschwarz, histo- 
chemisch Enzyme, Haptoglobine mit Benzidin gefgrbt. 

Uber Mikromethoden mit Acrylamidgel liegen neben einzelnen Hinweisen zwei 
ausffihrlichere Beschreibungen vor. ALL,S, PoPP und 3s (1965) ffihren die 
Elektrophorese in senkrecht angeordneten 8 cm hohen und 0,5 cm weiten Glas- 
rShrchen durch. Auf eine 4,5 cm hohe 8,5%-Acrylamidsgule werden 200 ~1 eines 
3,95%-Aerylamidgels gleicher Zusammensetzung, auf dieses 100 ml einer Plasma- 
saccharose-LSsung gegeben. Den AbschluB nach oben bildet eine weitere Schicht 
yon 5% Acrylamidgel. Ffir den oberen AbsehluB werden verschiedene weitere 
Angaben gemacht. In vorliegendem Zusammenhang ist von Interesse, dab die 
Plasma- und Serummengen fiir Plasma zwischen 10 15 ~xl, fiir Serum zwischen 
7,5--10 ~l schwanken. Neben Acrylamid und N,N-Methylen-Acrylamid enth~lt das 
Gel Triphosphatpuffer mit einem pH yon 6,9 sowie einer im einzelnen je nach 
dem Untersuchungsobjekt schwankenden RiboflavinlSsung. Der Puffer an den 
Elektroden ist ein Trisglycinpuffer pH 8,9. Eine eingehendere Beschreibung der 
Apparatur wird nicht angegeben, ein Hinweis fiber den Gebrauch der benutzten 
Katalysatoren feh]t. Die Dauer der Elektrophorese betrggt 1 Std bei 3 mA je 
RShrchen, die Laufstrecke 2,54 cm. Nach Beendigung der Elektrophorese werden 
die Acrylamidzylinder in Eiswasser ausgedrfickt, 5 min in eine Tris-Chloridpuffer- 
15sung pH 7,1 eingelegt und anschliel3end entweder mit Amidoschwarz - -  die 
Serumesterase nach MAI~KERT und I-IvNT~ (1959) - -  gefgrbt. Eine einfachere 
~Icthode hut AKROYD (1965) angegeben. Die Trennung yon Beta-Lactoglobin er- 
fo]gt in einem Acrylamidgel 11% mit einem Trispuffer pH 8,6. Der wesentliche 
Unterschied in der Methode yon ALLEn, Polyp und MOORE (1965) beruht darauf, 
dab keine Unterteilung in mittlere, obere und Tr~gerschicht erfolgt. Die Probe- 
15sung wird durch einen Zusatz yon 10% Saccharose]Ssung gefestigt, die Lauf- 
streeke mit Bromphenolblau markiert. Die Laufzeit betr~gt 1 Std, die Stromstgrke 
4 mA]e gShrchen. Die Entfgrbung erfo]gt elekgrolytisch. 

2. Eigene methodische Untersuchungen 
a )  Unter8uchungen mit einer Stiirlcegel-Diinnschicht. Nach vie]fachen 

Versuchen erwies sich ein Gel aus 10% St~rke in  einern Trispuffer- 
gerniseh yon  pH 8,8 folgender Zusammense tzung  ftir alle T rennungen  
in d i innen  Schichten am geeignetsten: 152 cm ~ Trispuffer 1 m (121,14 g 
Tris auf 1000 Aqua dest.) zu 848 cm 3 Aqua dest. und  100 cm s Citronen- 
s/~ure 6,1 m (21,01 g Citronens/~ure auf 100 g Aqua dest.) zu 900 cm 3 
Aqua dest. I n  den TrSgen wurde ein Trispuffer gleieher Zusammen-  
setzung verwendet  sowie ein Boratpuffer  mi t  folgender Zusammen-  
setzung : 500 cm ~ Bors~ure 0,6 rn d- 60 em ~ Natronlauge 1 m d- 440 cm ~ 
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Aqua  dest. Zu 100 em s Trispuffergemiseh werden 10 g hydrolysier ter  

St/trke gekoeht ,  entlfiftet ,  das heige St/~rkegel auf den Tr~ger in einer 

Sehiehgdieke yon etwa 2 m m  aufgegossen und abgekiihlt .  Als Trgger  

wurden versueht :  Objekttr/~ger in oftener K a m m e r  (al) , F i l te rkar ton-  

streifen (a2), Astralonfol ien (a3) und Glaspla t ten  in gesehlossener Kam-  

mer  (a4). Die F/~rbung erfolgt wie iiblieh mi t  Amidosehwarz  dureh ein 

Gemiseh aus 1000 em 3 Methanol,  200 em a Eisessig und 800 ems Aqua  

desC. Die mi t  Supraeenvio le t t  gef/~rbten Sehiehten wurden in 1 - - 3 %  

Essigs~ure geh/~rtet und  entf~rbt.  Die Mikromethoden  a 1 bis a s erwiesen 

sieh Ms weniger geeignet ;  sie sollen nu t  kurz erw/~hnt werden. 

al) Objekttrdiger mit o//ener Kammer. Die Objekttr~ger wurden in einen iibliehen 
Immunelektrophoreserahmen eingepaBt, das flfissige St~rkegel so eingegossen, dab 
die Sehieht sieh kaum oberhMb des t~andes der Objekttrgger erhob, h6ehstens die 
I-Iglfte der Objekttr~gerdieke erreiehte. Naeh Erstarren des Gels wurde mig einer 
5 mm breiten Tusehfeder das Serum eingestanzt. Bei 10 mA und 350 Volt wurde 
eine Laufstreeke in der gesamten Objekttrggerl~nge yon 4,5 em in 3 Std erreicht. 
Es erwies sich, dab die sehr diinne Gelsehieht keine klaren Trennungen, mindestens 
nieht in Seh~rfe und Zahl wie die Makromethode ermbglichte. Die Grenzen zwisehen 
den einzelnen Proteinen waren unseharf. Eine weitere Sehwierigkeit bestand darin, 
dab beim F~rben und Entf~rben die diinne Sehieht sieh leieht yon dem Objekt- 
trgger 16ste und einriB. Naeh vielfaehen ~odifikationen dieser Methode mugte sie, 
trotz der M6gliehkeit, mit sehr geringen Sermnmengen zu befriedigenden Tren- 
nungen zu kommen, aufgegeben werden. 

a2) Filterl~artonstrei[en. Die 5:15 cm grogen Filterkartonstreifen wurden mit 
einem diinnen St/irkegel besehiehtet und die Serumproben ebenfalls mit einer 
Tusehfeder eingebraeht. Da die Streifenenden ohne Briieke in die TrSge gehangt 
werden konnten, war die St~rkesehieht in direktem Kontakt mit der PufferlSsung. 
Es wurden 8 mA/380 Volt benStigt ffir eine Laufstreeke yon 4 em in einem Tris- 
puffer w~hrend einer Zeit yon etwa 3 Std. Die weitere Bearbeitung erfolgte wie 
angegeben. Die Methode ist einfach, hag den Vorteil, dab die Starkesehieht sieh 
nieht yon dem Filterkarton 15st, jedoeh den Naehteil, dab neben einem nieht 
immer bestimmbaren Streekenlauf die Trennungen undeutlicher sind und gewisser- 
magen eine Uberlagerung zwisehen zwei Methoden ergaben: Stgrkegel und Papier- 
elektrophorese. Wenn dieser Naehteil zu vermeiden versueht wurde, mul~ten die 
Stgrkesehiehten so erhSht werden, dab sehliel~lieh kein wesentlieher Unterschied 
mehr zur lKakromethode vorhanden war. 

as) Stiirkegel au/ Astralon/olien. Die Versuehe wurden sowohl in horizontaler 
wie in vertikaler Anordnung durehgefiihrt. Bei 15 mA und 220 Volt wurde in 
30 rain eine Laufstreeke yon 4,5 em erreieht. Die Trennungen waren sowohl in 
horizontaler wie in vertikaler Anordnung nieht besser als in den vorerw~ihnten 
Versuehen. Die versehiedenen Sehwierigkeiten, die bei diesen Versuehen auftreten, 
wfirden eine eingehende theoretische ~berlegung unter ehemisch-physikalisehen 
Gesiehtspunkten erfordern, wobei nieht nur die Sehiehtdicke yon Bedeutung sein 
diirfte, sondern die Temperaturclifferenzen zwisehen Gel und Tr~gersehieht. Die 
reeht komplizierten Verh~ltnisse - -  die weir in theoretisehe ~Jberlegungen der 
Elektrophorese tiberhaupt hineinfiihren wfirden - -  iiberschreiten jedoeh den 
Rahmen dieser unter praktisehen Gesichtspunkten gestellten Untersuehungen. 

a4) Ntiirlcegel au[ Glasplatten in geschlossener Kammer. Die Versuchs- 

anordnung ist  in Abb. 1 wiedergegeben. Die Sehiehtdieke be t rag t  2 ram, 

II* 
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ein zweites Gel aus 10 g hydrolysierter St~rke und 100 om 3 eines Borat- 
puffers (500 om 3 Bors~ure 0,6 m q- 60 cm 3 Natronlauge 1 N q- 440 cm a 
Aqua dest.) wird entsprechend Abb. 1 in Beh~lter b eingefiillt. Die 
Serumproben werden mit 5:8 mm grol~en Filterpapierstreifchen ein- 
gesetzt, die K~mmern mit Trispuffer gefiillt : 6 mA/90 Volt. ~qach 10 bis 
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Abb. 1. St~rkegel auf Glasplatte in geschlossener Kammer. A Abgedeckte Glas- 
platte mit 2 mm Gelschicht; B Gelbloek aus Boratpuffer; C flfissiger Trispuffer 

Abb. 2. Mikromethode: Trennung yon drei versehiedenen Serumproben. Schema: 
Auftrennung mit i~blieher MilQ'omethode 

15 min werden die Filterpapierstreifen entfernt, die Sts mit Cello- 
phanpapier abgedeckt. Nach 2 Std wird bei einer Laufstrecke yon 5 cm 
die Elektrophorese unterbrochen. Die F~rbung der Platten erfolgt wie 
iiblich. 

Diese Methode brachte mit der iiblichen Makromethode vergleich- 
bare Ergebnisse. In Abb. 2 ist eine Elektrophorese mit einer Serum- 
menge von 1--1,5 ~1 wiedergegeben. Unter den gegebenen Bedingungen 
muf~ die Trennung als ausreichend bezeichnet werden. Die F~rbung mit 
Amidosehwarz oder, ffir die Bestimmung der Hp-Typen, mit Benzidin 
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ist besser als die mi t  Supraeenviolet t .  E in  weiterer Vorteil ist die einfaehe 

H a n d h a b u n g  und  der geringe Zeitaufwand.  Die dfinne Sehicht ist 
so zu h/irten, dab sie photometr iseh ausgewertet  werden kann.  

b) Mikromethoden mit Acrylamidgel. Acrylamid ist eine synthetische 
Substanz der Forme] CsHsN und  dem Molekulargewieht 71,1. Das Gel 
besteht  aus dreidimensional  angeordneten  l inearen K e t t e n  yon Kohlen-  
wasserstoffen, die mit tels  Mythylbrf icken mi te inander  in  Verbindung 
stehen und  durch Amidgruppen  hydrophile Eigenschaften haben.  Das 

P 
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ADD. 3. Acryl~mid. Mikromethode. Kammer ffir acht Trennungen. 
Einzelheiten im Text 

Gel k a n n  durch einen Ka ta lysa to r  mi t  den versehiedensten Puffern 
eines weiten pH-Bereiehes bereitet  werden und  bildet  eine formbare 
und  elastisehe, farblos t ransparen te  Masse, die, verg]ichen mit  einem 
Stiirkegel, ]eichter u n d  vielseitiger bearbei te t  werden kann.  

Es wurde ein 5%-Gel bereitet in Trispuffer (Hydroxymethylaminomethan) 
l m  p H = 8 , 8  152cm 3 Trispuffer l m = 1 2 1 , 1 4 g  Tris zu ]000 Aqua dest. zu 
848 cm 3 Aqua dest. und 100 cm s Citronens~ure 0,i m (21,01 g Citronensgure ad 
1000 em s Aqua dest.). Der in den TrSgen verwendete Boratpuffer pH 8,6 hatte 
die Zusammensetzung: Bors~ure 0,6 In 500 emS-~ Natronlauge in 60 cmS~ - 440 cm a 
Aqua dest. 5 g Acrylamid und 250 g N,N-Methylen-bis-aerylamid (MG = 154,2) 
werden in 100 cm 3 des Trispuffers gelSst und gefiltert. Als Indikator wird jeweils 
1 em a einer frisch bereiteten 10 % -LSsung yon Dimethy]aminopropionitrit (DMAPN) 
und einer gleichfalls frisehen 10%-LSsung yon Ammoniumpersulfat hinzugegeben. 
Dieses Gemiseh wird unter Vermeidung yon Luftblgsehen in 6 em hoher S~ule in 
8 cm lange und 0,8 cm weite KunststoffrShrchen geffillt. Das Gel ist in etwa 3 Std 
erstarrt. Dies kann beschleunigt werden, indem die RShrehen in ein Wasserbad 
von 600 gestellt werden. Es ist mSglich, die l~Shrchen mit Paraffin zu versehliel3en 
und fiber einen Mortar bis zur Verwendung aufzubewahren. 

Die Durchffihrung der vertikalen Ele]~trophorese ist in Abb. 3 wiedergegeben. 
Das mit physiologiseher Koehsalzl6sung 1:2 verdfinnte Serum wird auf ein 
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Filterpapierplgttchen gegeben und mit drei Tropfen einer kalt angerfihrten Sus- 
pension hydrolysierter St~rke in Boratpuffer pH = 8,6 abgedeckt, Gleichstrom 
10--15 mA/100--150 Volt. Bei einer Laufzeit von 1 Std ergibt sich unter diesen 
Bedingungen eine Laufstrecke yon 4,5 cm. Der Lauf der Elektrophorese wird 
sichtbar, wenn das mit Serum getri~nkte Filterpapierpl~ttchen eine Spur yon 
Bromphenolblau enth~lt. 

Die Serumproteine konnten mit  der beschriebenen Methode konstant 
in 8--9  einzelnen Trennungen nachgewiesen werden. Die Esterasen 
wurden bei Trispuffer pH 6,0 im Gel, Boratpuffer p t t  6,0 an den Elek- 
troden mit  der a-Naphthylacetat-F~rbung yon MAI~XElCT und HUNTER 
(1959) naehgewiesen: 100 mg a-Naphthylacetat  werden in 10 ems Aceton 
gel5st, zu 10cm s PhosphatpufferlSsung pH 7,4 (6,8 g KH~PO 4 ad 
500era s Aqua des t .d-8 ,9g NA2HPO4.2H20 ad 500era s Aqua dest.) 
werden 1 em s dieser LSsung gegeben und mit  50 mg Fast  Red TR-Salt  
(George T. Gurr, London) gemiseht und sofort fiber die Zylinder ge- 
gossen. Naeh dem Anfiirben, im allgemeinen nach 10 rain abgeschlossen, 
werden die Pri~parate noch 20--30 rain in den benutzten Trispuffer, 
anschlie~end zur Fixation in 50 % Methanol gebracht. 

lI. Praktische Anwendung 

Die Variante C a der Cholinesterasen des Serums 

Der gegenw/~rtige Stand der Kenntnis fiber die Genetik der Cholin- 
esterasen des menschlichen Serums wurde yon L~tIMAN und LIDO~LL 
(1964) ausffihrlich dargestellt. Eine gewisse Erweiterung der dort ge- 
gebenen Einzelheiten kann in den Untersuchungen yon GOEDDE und 
Fuss  (1964) sowie GOEDDE, FUSS, BAITSCtt und RITTER (1965) gesehen 
werden. Eine kurze Ubersicht hat  MOTULSKY (1964) gegeben. Eine ein- 
heitliche Bezeichnung der Geno- und Phs besteht noch nicht. 
Die yon MOTULSXY (1964, Tabelle 2) angegebene dfirfte mindestens als 
fibersichtlich bezeichnet werden kSnnen. Wieweit die yon BAITSC• (1965) 
vorgeschlagene Bezeichnung sich durchsetzen wird - -  die Nomenklatur  
ist weitgehend identisch mit der yon MOTULSKY (1964) - -  ist noch nicht 
zu fibersehen. 

HARI~IS, HOI~KINSON, ROBSON und WttITTAXEI~ (1963) machten dar- 
auf aufmerksam, da~ in der Stgrkegelelektrophorese nach SMITHIES 
und POULIK (1957) in der Regel vier einzelne Cholinesterasen sieh nach- 
weisen lassen. Diese wurden mit C1 bis C 4 bezeichnet. C1, C~ und C 3 
sind die am schnellsten wandernden Fraktionen in der Stgrkegelelektro- 
phorese und in der Regel schmaler und weniger dicht als C 4 (Abb. 4). 
I~eben C 1 bis C~ wurde gelegentlich eine weitere scharf sieh abtrennende 
Esterase mit  der Alphanaphthylacetat-Methode naehgewiesen. Diese 
Esterase wandert etwas langsamer als C4, entsprieht in der Regel so- 
wohl in der Diehtigkeit nach der Alphanaphthylaeetat-Methode wie in 
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ihrer Ausdehnung jedoch der von C 4. Da sie, einmal nachgewiesen, 
immer wieder, aueh fiber Jahre, vorhanden war, konnte es sich nieht 
um eine zuf/~llige Variation handeln. Unter 248 Bestimmungen wurde 
sie in nur 13 Fallen naehgewiesen. Die Hs sehein~ zu sehwanken. 
I tA~IS  u. Mitarb. (1963) fanden sie unter 213 Einwohnern der Tristan 
da Cunha-Insel in 36 F~tllen. Da beide Stichproben ann/~hernd gleieh- 
grog sind, dfirfte die Differenz zwisehen 5 und 17 % yon Bedeutnng sein. 
Naeh der Bestimmung yon KAnow und G~NEST (Einzelheiten: L~H- 
MA,~ und LIDD~LL, 1964) unterseheiden sieh die Seren mit der Varia- 
tion C 5 nieht yon dem am h/tufigsten vorkommenden Cholinesterase- 
Typus E 1 u E 1 ~ (MoTuLSXY, 1964). tiber die genetischen Beziehungen 
der Variation C 5 ist hier nieht zu beriehten. Die Stiehprobe yon HA~IS  
u. Mitarb. (1963) diirfte noch zu klein sein. Wghrend in den einzelnen 
Stiehproben die Itgufigkeit zu sehwanken seheint, weitere Unter- 
suehungen kaum vorliegen, seheint es bemerkenswert, dab I-IoRsFALL, 
LE~IMAN und DAvI~s (1963) unter 10~ aus~ralisehen Proben den Typus 
E i u E 1 u C 5 nieht feststellen konnten. 

Mit den hier besehriebenen Mikromethoden wurden eine grSgere 
Reihe yon Serumproben aueh mit der AIphanaphthylaeetat-Methode 
auf die Anwesenheit von C 1 bis C4 und C 5 der Cholinesterasen des Serums 
geprfift. Die Formen C~ bis C 4 konnten mit der Stgrkegelelektrophorese 
- -  aueh mit der Mikromethode auf Glasplatte in gesehlossener Kammer 
und einem diskontinuierliehen Puffer:system und mit der Aerylamid- 
gelmethode - -  festgestellt werden. Wenn neben C 1 bis C 4 eine weitere 
vorhanden war - -  es wurde zuns nut Serum gesunder Personen 
untersueht - -  wurde in der zu erwartenden H/~ufigkeit aueh die Varia- 
tion C a gesehen. Der histoehemisehe Naehweis der Esterase wurde im 
Prinzip naeh den Angaben yon MARt~SRT und H U ~ T ~  (1959) dureh- 
geffihrt. Zur Differenzierung wurden gleiehzeitig Gele mit einem Zusatz 
yon Eserinsulfat 10 -~ M benutzt. Die Variation Ca ist ebenso wie C1, Co 
und C a eserinempfindlieh. In den B16eken mit Eserinsulfat war keine 
positive Reaktion zu erreiehen. Die Fraktion C 4 zeigte aueh im eserin- 
sulfathaltigen St~rkebloek noeh eine positive Reaktion. Damit kSnnen 
die Angaben yon H a ~ I s ,  HOrKINSOr ttOBSON und Wg~TTAKS~ als 
best/ttigt angesehen werden: Die C~ Cholinesterase kann in der zwei- 
dimensionalen St/trkegelelektrophorese in die Unterfraktionen S 1 und 
S 2 getrennt werden. Diese Fraktionen, S 1 und S 2 (,,storage bands"), 
haben mit der Fraktion C~ niehts zu ~un. 

Uber die H/~ufigkeit yon Cs kann gesagt werden, dab unter 770 unter- 
suehten klaren Serumproben die Variation C~ insgesamt in 30 Proben 
festgestellt werden konnte. Dies stimmt annghernd mit der bisher be- 
kannten It~tufigkeit - -  die mit etwa 5 % angegeben wird - -  fiberein. Da 
gleiehzeitig aueh naeh KAnOW und GESEST die Disbueainzahl sowie 
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die Fluoridresistenz - -  weitere Untersuchungen: Rom~ (1965) - -  be- 
s t immt wurden, kann vorl~ufig gesagt werden, dab alle Cs-Typen zum 
Genotypus E 1 u E 1 u nach MOTULSKu (1964) gehSren. 

In  Abb. 4 werden acht Serumproben gezeigt. Die Proben 1 bis 4 
stellen den fibhchen Typus dar: C1, C2, C3, Ct. Die Probe 5 und 6 sind 
zwei Cs-Varianten eines normalen Serums (auf der Abbfldung werden 
C1 und C 2 weniger deutlieh). Wenn die Probe 5 und 6 im Eserinblock 
untersucht wurde, zeigte sich, dab C 4 lediglieh noch die Ausdehnung 

Abb. 4. Acht versehiedene Serumproben. 1--4 iiblicher Typ C 1 bis CA; 5 und 7 
Variante C5; 7 C 5 Sonderfa]l; 8 iiblicher Typ der Cholinesterasen des Serums 

von C, hatte. Die Probe 7 zeigt einen Sonderfall: C 5 ist sehr ausgepr/~gt, 
auIterdem zeigt sieh eine weitere Trennung, die bei diesem Serum regel- 
m/s naehgewiesen werden konnte. Unter  770 Serumproben wurde 
diese Form nur in einem Falle gefunden. Die Probe 8 ist wiederum zum 
Vergleich ein fiblieher Typus C 1 bis C 4. 

Nach Durchsicht des vorliegenden Schrifttums konnten weitere 
Untersuehungen fiber die Variation C 5 der Cho]inesterasen des Serums 
auffallenderweise nicht gefunden werden. SCHSIFSHA~TH, G6TZ und 
EB~I~T (1966) haben fiber Esterase-aktive Fraktionen in verschiedenen 
mensehliehen Organextrakten berichtet, die mit  der yon UI~I]~L (GRABAR : 
immunelektrophoretische Analyse, Amsterdam 1964) angegebenen Me- 
thode untersucht wurden. Der histoehemische Naehweis wurde mit  
Beta-Naphthylacetat  als Substrat  sowie Diazoblau-B als Farbreagenz 
durchgeffihrt. Auch mit  Betanephthy]acetat  wurden im Serum gesunder 
und kranker Personen (,,wenigstens") vier Fraktionen, aussehlieBlich im 
anodisch gewanderten Proteinbereich, gefunden. Die Elektrophorese 
wurde auf Agarplatten durehgefiihrt. Zwisehen dem Ergebnis mit  beiden 
Methoden besteht kein Unterschied. Eine der Variante C 5/~hnliehe Frak- 
tion wird ffir Serum nieht erw/~hnt. Doch wird hervorgehoben, dal3 in 
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den Organextrakten bedeutend mehr Esterase-aktive Fraktionen nach- 
gewiesen werden konnten. 

Da neben den normMen, frisehen oder kurzfristig tiefgekfihlten und 
klaren Seren aueh gelegentlich Seren aus Leichen mit versehiedenen 
Todesursachen untersucht warden, war aufgefallen, dag in diesen oft 
bedeutend mehr Esterase-aktive Komponenten nachgewiesen werden 
konnten, l~ber Einzelheiten wird sp/~ter berichtet werden. Der Nach- 
weis vielfaeher Esterase-aktiver Komponenten in Organextrakten ist 
deshalb yon Bedeutung, weft damit zu reehnen ist, dag jedes Organ ein 
eigenes Enzymmuster  besitzt. 

Zusammenfassung 
1. Eine zum Spurennachweis - -  vor allem yon Blut und Geweben - -  

geeignete Mikromethode der Ge]elektrophorese mfil~te zwci Bedingungen 
erffilien: a) Die Trennung der Proteine sollte nicht weniger vo]lsti~ndig 
als in fiblicher Gelelektrophorese und, bei Serum, bis zu 1 ~1 geeignet 
sein; b) die Darstellung der wichtigsten Fermente sollte mit in der 
Histochemie fiblichen Methoden, bei Blur und Geweben auch der Nach- 
weis der Esterasen mSglich sein. 

2. Nach einem 1Jberblick fiber die bisher bekannten Mikromethoden 
der Gelelektrophorese wird fiber Versuche, eine geeignete Methode zu 
entwickeln, berichtet: a) Es wird eine Dfinnschicht-Stiirkegelmethode 
auf Glasplatte in geschlossener Kammer einschlieBlich weiterer techni- 
scher Einzelheiten angegeben; sie erlaubt eine befriedigende Protein- 
trennung und den Nachweis yon Serumfermenten; b) die Nachweis- 
grenze liegt bei etwa 1 ~l Serum. 

3. Es wird fiber Erfahrungen mit einer vertikalen Mikromethode in 
einem Aerylamidgel beriehtet. 

4. Zur praktischen Erprobung beider Methoden wird fiber 770 Seren, 
die nach der histochemischen Methode yon MARK~T und HU~TER 
untersucht wurden, berichtet: a) Es konnten regelms vier eserin- 
empfindliche Esterasen nachgewiesen werden; b) in 30 Seren war die 
als Variante C 5 bezeichnete eserinempfindliche Esterase nachweisbar. 

5. Die beschriebene Mikromethode ermSglicht den ~Tachweis eserin- 
empfindlicher Esterasen und somit, auf Grund ihres charakteristischen 
Musters, die Bestimmung von Menschenblut in Spuren bis 1 ~l. 

Summary 
(1) A gel electrophoretic micro-method suitable for the identification 

of traces, in particular of blood and tissue, should meet two requirements : 
(a) protein separation must be as complete as in usual gel electrophoresis 
and, in the ease of serum, practicable to 1 ~ lit; (b) indication of the 



146 H. KLEIn, K. G-~RTNER und 1%. GffNTHER: 

more impor tan t  ferments  mus t  be possible with usual  histochemica] 
methods and, in  the case of blood and  tissue, even tha t  of the esterases. 

(2) Following a survey of the known gel electrophoretic micro- 
methods, tests to find a suitable method are reported:  (a) A method 
using a th in  layer of starch gel on a glass slab in  a dosed chamber  is 
described including further  technical details; protein  separation is 
satisfactory and serum ferments  can be identified; (b) the identif icat ion 
l imit  is about  1 ~ lit. of serum. 

(3) Experience gained in  the use of a vertical  micro-method with an 
aeryl amide gel is reported. 

(4) More t h a n  770 serums, which were examined by  the histochemical 
method of MAI~:]~T and HUNTER, were used for test ing the two methods:  
(a) Every  t ime 4 eserin-sensitive esterases were identif ied;  (b) in 30 
serums the eserin-sensitive esterase known as va r ian t  C 5 was identified. 

(5) The micro-method described permits  the identif icat ion of eserin- 
sensitive esterases and  hence, owing to their  characteristic features, of 
h u m a n  blood in traces of a m i n i m u m  of 1 fz lit. 
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