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Haptoglobin  Typing  by  Electrophoresis  in Vertical Polyacry lamide  Gel Columns 

Summary. A continuous and two discontinuous polyacrylamide gel elcctrophoresis tech- 
niques for haptoglobin typing are described. Their advantages are compared with the results 
achieved by starch gel electrophoresis. All three techniques are equally suited for routine 
purposes. While the continuous PAA gel electrophoresis offers some technical simplifications, 
it is inferior to the disc methods with regard to separation results of the haptoglobin band 
spectrum. 

Zusammen/assung. Ein kontinuierliches und zwei diskontinuierliche Polyacrylamidgel- 
elektrophoreseverfahren zur Haptoglobintypendifferenzierung werden beschrieben und die 
Vorzfige dieser Technik den mit der StBrkegelelektrophorese zu gewinnenden Ergebnissen 
gegcniibergestellt. Alle 3 Verfahren sind ffir die Routinediagnostik geeignet. Die kontinuier- 
liche PAA-Gelclektrophorese bedeu~et zwar eine geringe Vereinfachung der Methodik, sie ist 
aber den Disk-Verfahren hinsichtlich der Trennungsergcbnisse des Hp-Bandenspektrums 
unterlegen. 

Key words: Haptog]obintypenbestimmung, Polyacrylamidgel-Disk-Elektrophorese - -  
SBulenelektrophorese, Hp-Bestimmung in Polyacrylamidgel. 

Die von  R a y m o n d  u .Wein t raub  [25] eingeffihrte kontinuierhche Polyacrylamid-  
(PAA)-Gel-Elektrophorese und  ihre Weiterentwicklung zur Disk-Elektrophorese 
du tch  Ornstein [21] und  Davis  [8] ist als eine Bereicherung elektrophoretischer 
Trennverfahren  anzusehen. Sie grit als eine der zur Zeit besten Trennmethoden 
ffir Proteine [31]. Die Vorteile des PAA-Gels sind u. a. : chemische Stabilit/~t und  
Indifferenz, Stabilit/~t gegeniiber pH-  und  Temperatur-J~mderungen, Steuerbarkeit  
der gewiinsehten Porenweite,  glasklare Transparenz und  fast vSlliges Fehlen 
stSrender Adsorptions- a nd  Elektroosmose-Erscheinungen (vgl. auch Maurer [19]). 

Strittig ist noch die Frage, ob man grundsBtzlich der diskontinuierlichen PAA-Elektro- 
phorese den Vorzug geben soil Diese unterscheidet sich bekanntlich yon der kontinuierlichen 
PAA-Elektrophorese durch pH- und Porengr56en-DiskontinuitBten irmerhalb der Gelsgule [19]. 
Dadurch soil eine erhShte Konzentrierung der Substanz15sung (z. B. Serum) und eine sch~r- 
fete Darstellung der Banden erreicht werden. Nach Auffassung einiger Autoren sollen sich je- 
doch mit einem kontinuierlichen Puffersystem ahnlich gute Trermeffekte erzielen lassen [1, 2, 
14, 18, 26], zumal man durch Verdiinnung oder Dialysc der aufzntrennenden Substanz eine 
geniigend scharfe Startzone herstellen kann [14, 18]. 

Es war naheliegend, dab das PAA-Gel  als Tr/~gersubstanz mit  seinem hohen 
AuflSsungsvermSgen auch der Haptog lob in typenbes t immung nutzbar  gemacht  
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wurde.  Inzwischen sind einige Verfahren  zur H p-D ia gnos t i k  beschr ieben worden,  
und  zwar  als Mikromethode  (horizontale  Df innschich te lek t rophorese  [3, 20]) oder  
im Gelblock [7, 13, 15] sowie als ve r t ika le  E lek t rophorese  in Ge lp la t t en  [2, 10, 
26, 36] oder  in Gelsgulen [5, 6, 8, 9, 12, 16, 22, 28, 29, 30]. Die PAA-Ge l -E lek t ro -  
phorese  h a t  sich aber  anscheinend in der Rou t ined iagnos t ik  der  B lu tg ruppen-  
l abora to r i en  noch n ich t  genfigend durchgesetz t .  Es soll daher  hier  die als op t ima l  
e ra rbe i te te  Technik  der  D i sk -E lek t rophoreseve r fah ren  znr Hp-Diagnos t i k  mi t -  
gete i l t  werden,  ferner  wird  kurz  fiber die Ergebnisse  der  E r p r o b u n g  eines in der  
Prote indi f ferenzierung ve rwende ten  kont inu ie r l i ehen  PAA-Elek t rophore seve r f ah -  
tens  [1] zur t I p -Da r s t e l l ung  ber ich te t .  

Mater ia l  und Methoden 

A pparatur 

Als Elektrophoresegergt dient unser yon Schaible [29] entwickeltes, aus Trovidur her- 
gestelltes Kathodengefgg yon 12 cm Durchmesser, das einem etw~ 15 cm hohen Standgefgg 
aus Glas (Anodengef~g) eingepaBt ist. ])as KathodengefgB enthglt in einer dem Schema 
(Abb. 1) zu entnehmenden Anordnung 16 mit Gmnmistopfen fixierte GlasrShrehen aus kali- 
briertem Prgzisionsglas von 14 em Lgnge und 0,5 cm Durehmesser. Eine ausfiihrliehe Be- 
sehreibung erfibrigt sich, da mittlerweile fiber den Handel zahlreiehe ghnliehe ){odelle verfiig- 
bar sind, z. B. : Aerylamid-Sgulenelektrophoresegergt 1, Acrylophor 2, S~andard-PAA a, Disc- 
Elektrophorese -Automat a . 
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Abb. 1. Sehematisehe D~rstellung der Elektrophoreseapparatur. a Anode; b Kathodengefgg; 

c Kathode; d Puffer; e ein GelrShrehen (aus Sehleyer u. Sehaible) 
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2 Z .  t { e e h t s m e d i z i n  70 



18 1%. Hilgermann : 

Reagentien 

Acrylamid (AA), Merck; N,N'-Methylenbis~crylamid (BIS), Merck; Dimethylaminopro- 
prionitril (DMAPN), Serva; N,N,N~,N'-Tetramethyl~thylendiamin (TEMED), Serva; Am- 
moniumpcroxodisulfat (APOS), Merck; l~ibofluvin, Merck; Tris(hydroxymethyl)-amino- 
meth~n (TRIS), Merck; Glykokoll, Merck; Bors~ure krist. (H~B03) ; Natronlaugc (NaOtt); 
Kaliumferricy~nid; Bromphenolbluu. 

I. Diskontinuierliche PAA-Gel-Elelctrophorese, modifiziert nach Davis [8] und Ornstein [21] 

1. Beschicken der Elektrophorese-.R6hrchen 

Zun~chst pipettiert man die aus Tabelle 2 ersichtlichen, ffir einen Ansatz von etwa 16 l~6hr- 
chen bemessenen Komponenten des Trenngels in ein Becherglas und mischt gut durch. Die an 
ihrer untercn Offnung mit einem Gummistopfen versehenen RShrchen ffillt man in vertikaler 
Stellung luftblasenfrei 10,5 cm hoch mit dem Trenngel-Monomer-Gemisch (etwa 2,2 ml), fiber- 
schichtet vorsichtig mit Wasser und l~Bt ie nach Zimmertemperatur 45--75 rain polymeri- 
sieren. Nach Verfestigung des Gels wird die fiberstehende LSsung verworfen, 0,2 ml des frisch 
zubereiteten Sammelgels (Tabelle 2) werden eingefflllt, ebenso mit Wasser iiberschichtet und 
30 rain unter einer Tagesliehtfluoresccnzlampe photokatalysiert. Anschliel~end wird die fli~ssige 

Tabelle 1. Stammlgsungen a 

A. Trenngel-Puffer, pH 8,9 B. Sammel- und Probengel-Puffer, pH 6,7 
1 N HC1 48,0 ml 1 N HC1 52,0 ml 
TRIS 36,3 g TRIS 5,98 g 
TEMED 0,23 ml TEMED 0,46 ml 
Aqua bidest, ad 100,0 ml Aqua bidest, ad 100,0 ml 

C. Trenngel-Monomer-Gemisch D. Sammel- und Probengel-Monomer-Gemisch 
AA 30,0 g AA 10,0 g 
BIS 0,8 g BIS 2,5 g 
Aqua bidest, ad 100,0 ml Aqua bidest, ad 100,0 ml 

E. Katalysator F. Photokatalysator 
APOS 0,14 g Riboflavin 0,008 g 
Aqua bidcst, ad 100,0 mI Aqua bidest, ad 100,0 mI 

a Die LSsungen A--D und F werden in braunen Flaschen aufbewahrt. Die LSsungen A--D 
sind bei Zimmertemperatur mehrere Monate, L6sung E bei + 4°C etwa 14 Tage, L6sung F 
h6chstens 3 Wochen haltbar. 

Tabelle 2. GebrauchsISsungen 

Ansatz ffir 16 R6hrchen Gclkonzentration 

Trenngel-L6sungen 
1 Teil L6sung A 4,0 ml 
2 Teile L6sung C 8,0 ml 
4 Teile L6sung E 16,0 ml 
3 Teile Aqua bidest. 12,0 ml 

Sammel- und Substanzgel-L6sungen 
1 Teil L6sung B 1,0 ml 
2 Teile LSsung D 2,0 ml 
1 Teil LSsung F 1,0 ml 
4 Teile Aqua bidest. 4,0 ml 

6,15% 

3,15% 
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Schicht wiederum verworfen und das Gel unmittelbar mit einem Tropfen (etwa 0,05 ml) eines 
Serum-Hb.-Gemisehes (4 Teile Serum, 1 Tell H~Lmoglobinl6sung) beimpft. Dabei ist darauf zu 
achten, dab die Pipette die Geloberft~iche nicht berfihrt. Sodann wird das Serum-Hb.-Gemiseh 
mit  0,2 ml wiederum frisch bereiteten Sammelgels iibersehichtet. Die anschlieBende erneute 
Photopolymerisation ist nach 20--30 min abgeschlossen; ein erneutes Uberschichten mit 
Wasser vor der Photokatalyse eriibrigt sich. Die H/imoglobinstamml5sung wird in der fib- 
lichen Weise hergestellt [24]. 

2. Pu#ersystem 

Der Elektrodenpuffer an Kathode und Anode ist ein Tris-Glycine-Puffer, pH 8,5: TRIS 
30,0 g, Glykokoll 144,0 g, Aqua bidest, ad 1000,0 ml. Diese StammlSsung wird ]eweils vor Ge- 
brauch 1 : 10 verdfinnt. 

3. Elelctrophorese 

Die RShrchen werden nach unten h~ngend in den Boden des oberen Puffergef~es so ein- 
gesetzt, dal~ ihre obere 0ffnung mit  dem Gummistopfen abschlieBt. In das Kathodengef~it 
werden 150 ml, in das Anodengef~l~ 400 ml Elektrodenpuffer gefiillt. Es ist darauf zu achten, 
da[3 die Gels~ulen an den R5hrchenenden Kontakt  mit  dem Puffer haben, die RShrchen also 
luftblasenfrei sind. Man kann, obwohl das freie H~moglobin als Indicator ffir die Laufstreeke 
gilt, das Albumin durch Zugabe yon 0,05 ml einer BromphenolblaulSsung (Bromphenolblau 
0,04 g, Aqua bidest, ad 100,0 ml) zum Kathodenpuffer markieren. Die Elektrophorese ist zu 
beenden, wenn das gut sichtbare freie Itb. das anodische Ende der RShrchen erreicht hat. Die 
Trennzeit betr~gt bei einem Stromdurchgang yon 3 mA je RShrchen und einer Ausgangs- 
spannung yon etwa 120 V ~,5 Std. Es empfiehlt sich, ein Gleiehstromnetzger~t zn verwenden, 
bei dem sich die Stromst~irke stabilisieren liil3t. Bei einer Stromst~rke yon 48 mA bleibt die 
nicht zu vermeidende leichte Erw~rmung des Gels unter der Proteindenaturierungsgrenze, und 
eine Kfihlung ist nicht erforderlich. Erfahrungsgem~B stellen sich die Banden sch~irfer und Re- 
rader dar, wenn man die Stromst~rke zun~chst fiir etwa 30 rain auf die H~lfte der angegebenen 
mA-Zahl herabsetzt. Nach der Elektrophorese werden die R6hrchen herausgenommen und in 
Eiswasser gelegt. Die Gele lassen sich sodann sehr leicht mit  Hilfe einer auf eine 10 ml-Plastik- 
spritze aufgesetzten hypodermatisehen Kantile yon 10 cm Lange aus dem RShrchen heraus- 
15sen. Die stumpfe Nadel (Nr. 20) wird unter gleiehzeitigem Injizieren yon Wasser zwischen 
Glaswand und Geloberfl/iche eingeffihrt. W/ihrend man weiterhin Wasser injiziert, wird das 
gShrchen standig vorsichtig gedreht. Dabei 15st sich das Gel und f~llt schlieglich aus dem 
R6hrchen heraus. 

4. Fgrbung und Auswertung 

Zur elektiven Darstellung der Hp-Fraktionen wurde eine Fiille yon Peroxidase-Reagentien 
erprobt. Als Methode der Wahl, vor allem ffir die Routine, hat sieh dennoch die fibliche Benzi- 
dintechnik erwiesen. Das Reaktionsgemiseh hat  die Zusammensetzung: Benzidin 1,0 g, Eis- 
essig 50,0 ml, Aqua dest. 50,0 ml, Perhydrol 30% 1,0 ml. Das Benzidin wird erst in der tialfte 
der Eisessigmenge in der W/irme gel6st. Das Reaktionsgemisch reicht fiir 16 GelsS~ulen aus, die 
in einer eigens fi~r den F~rbevorgang konstruierten F~irbeschale [29] mit  transparentem Boden 
(Abbildung bei Schleyer und Schaible) angefiirbt werden. 2--3  rain naeh Eingiel3en der Reak- 
tionsl5sung stellen sich intensiv blaue IIp-Banden dar, deren ttaltbarkeit,  ahnlieh wie beim 
St~Lrkegel, besehr~nkt ist. Nach Abgiel3en der BenzidinlSsung wird unter flieBendem Wasser 
abgesptilt und auf einem Lichtkasten ausgewertet. Eine begrenzte Konservierung gelingt auch 
hier mit  Naphtholgelb-S; empfehlenswerter zur Haltbarmaehung der Hp-Banden ist eine fiir 
das PAA-Gel modifizierte ,,Gegenfiirbung" mit  Amidoschwarz [33]: Athanol 700/o 50,0 ml, 
Aqua dest. 50,0 ml, Eisessig i0,0 ml, Amidosehwarz 0,007 g. :Die Gels~ulen werden 15--20 rain 
in dieser LSsung naehgefarbt und ansehliel3end in einer Waschfliissigkeit gleicher Zusammen- 
setzung, jedoch ohne Farbkomponente, entf~rbt. ~ a n  erhalt recht kr~ftige, mehrere Stunden 
haltbare, elektiv angef~rbte Haptoglobinbanden. 

I I .  Diskontinuierliche PAA-Gel-Elektrophorese nach Schleyer u. Schaible [30] 

1. Pu~ersystem 

Der gebrauchsfertige Elektrodenpuffer ist ein 0,3 M Boratpuffer (pH 8,4) : H3BO 3 18,0 g, 
NaOH 2,4: g (60,0 ml 1 N NaOH), Aqua bidest, ad 1000,0 ml. Der Gelpuffer ist ein 0,03 M 
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Boratpuffer (pH 8,9): HaBO 3 1,86 g, NaOH 0,48 g (12,0 ml 1 N NaOH), Aqua bidest, ud 
1000,0 m]. 

2. Gelzubereitung und Ele]ctrophorese 

Trenngel Substanz- oder Verschlul~gel 

AA 5,5 g AA 5,5 g 
BIS 0,27 g BIS 0,27 g 
DMAPN 0,1 g DMAPN 0,4 g 
APOS 0,1 g APOS 0,4 g 
Gelpuffer ad 100,0 ml Ge]puffer ad 100,0 ml 

Um die Gelherstellung zu vereinfachen, setzt man die einzelnen Komponenten in gr51~eren, 
einander ~quivalenten Mengen an. ]:)as etw~ 5,5°/oige Trenngel po]ymerisiert in 20--30 rain, 
das Verschlu~gel in 3--5 rain. Eine Photokatalyse entf~llt, auf ein Sammelgel wird hier ver- 
zichtet. Die Stromst~rke betr~gt 3 mA je RShrchen, die Laufzei~ 3,5 SM. Die Ans~tze werden 
weiterbehandelt wie unter I, 3--4 beschrieben. 

I I I. Kontinuierliche PAA-Gel-Elelctrophorese, modifiziert nach Abraham u. Mitarb. [1] 

1. Pu~ersystem 

5,5 g TRIS und 14,4 g Glykokoll werden in 100,0 ml Aqua bidest, gel6st und vor Gebrauch 
als Elektrodenpuffer 1 : 10, als Gelpuffer 1:2,5 verdiinnt (pH 8,6). 

2. Trenngel-StammlSsungen 

A. AA 23,1 g B. DMAPN 0,8 g 
BIS 0,8 g Pufferstamml6sung 40,0 ml 
Aqua bidest, ad 100,0 ml Aqua bidest, ad 100,0 ml 

C. Kaliumferricyanid 0,03 g D. APOS 0,48 g 
Aqua bides~, ad 100,0 ml Aqua bidest, ad 100,0 ml 

3. Gelzubereitung und Elektrophorese 

D~s Gemisch ffir d~s Trenngel besteht aus gleichen Teilen der LSsungen A--D, ffir einen 
Ansutz von 16 RShrchen aus je 10,0 ml. Dieses 6°/oige Gel, das auch als Verschlul~gel dient, 
polymerisiert in 60 rain. Die Zwischenschultung eines Summelgels entf~llt ~uch hier. D~s 
kontinuierliche Origin~lverf~hren der Autoren dagegen, das in die Versuchsreihe miteinbezo- 
gen wurde, sieht ein ,,zweidimension~les" Trenngel vor (s. Diskussion). Trennzeit: 3,5 Std 
bei einer Stromst~rke yon 3 mA je RShrchem F~rbetechnik wie vorstehend. 

Ergebnisse  und Diskuss ion 

Die Angaben ,  dal~ die kont inuier l iche  der  d iskont inuier l ichen  PAA-Gel -E lek t ro -  
phorese hinsicht l ich des Anf l6sungsvermSgens  der  einzelnen P ro t e inkomponen t en  
mindes tens  g]eichwertig [1, 14] oder  ihr  sogar  i iberlegen ist  [37], haben  sich ffir 
den  Bereich der  Hap tog lob ing lobu l ine  nicht best&tigen lassen (so auch W o o d w o r t h  
u. Mi ta rb .  [36]). Das  nach  Gelporengr6Be, p H - W e r t  nnd  Puf fe rzusammense tzung  
d iskont innier l iche  T r e n n s y s t e m  bewh~kt offenbar du tch  seinen besseren Konzen-  
t r ierungs-  und  Molekulars iebeffekt  eine sch&rfere S ta r t zone  der  aufzu t rennenden  
Subs tanz  und  d a m i t  gi inst igere Trennungsergebnisse .  Schon ein d iskont inuier -  
fiches Puf fe rsys tem allein hut  sich sowohl im St~rkegel  [23] als auch  im PAA-Ge l  
[39] anderen  Puf fe rsys temen  a]s f iberlegen erwiesen. 

Fe rne r  lieB sich zeigen, dab  die hier  ve rwende ten  verschiedenen polymer isa t ions-  
einleigenden K a t a l y s a t o r e n  sich n ich t  s tSrend au f  den Hap tog lob innachweis  aus- 
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Abb. 2 A--D. Auftrennung dreier NormMseren in zwei versehiedenen diskontinuierliehen PAA- 
Gel-Elektrophoresen (A und B) und einer kontinuierliehen Elektrophorese mit ,,eindimensio- 
n~lem" (C) und ,,zweidimensionMem" (D) Trenngel. a l ip  1--1 ; b Hp 2--1 ; c Hp 2--2. Benzi- 

dinf~rbung 

wirken,  die yon  Wieme  [53] geforder te  K a t a l y s a t o r f r e i h e i t  des Gels ftir derar t ige  
Un te r suehungen  also n ieh t  Bed ingung  ist.  Selbst  das  Ka l iumfe r r i eyan id ,  das  be- 
kann t l i eh  H/tmo- in HS~miglobin umwande l t ,  beeinfluBt n ieh t  dessen AktivitS~t als 
K a t a l y s a t o r  bei  der  Benzidinfgrbung.  

Abb. 2 zeigt yon links nach rechts die Auftrennung vort 4 Normalseren mit den 3 H~pto- 
globintypen, und zwar bei A: diskontinuierliehe PAA-Gel-Elektrophorese in Anlehnung an 
Davis [8] und Omstein [21]; B: Disk-Elektrophorese nach Schleyer u. Sehaible [30]; C: konti- 
nuierliehe PAA-Gel-Elektrophorese naeh Abraham u. Mitarb. [1], modifiziert als ,,eindimen- 
sionales" Verfahren; D: kontinuierliehe, ,,zweidimensionMe" Elektrophorese (0riginalver- 
fahren naeh Abraham u. Nitarb. mit kiirzerer Laufstreeke). 

E in  Vergleieh der  Muster  zeigt  deut l ieh,  dab  bei  Anwendung  der  Disk-Elek t ro-  
phorese  die t4ap tog]ob inbanden  insgesamt  e twas  weniger  auseinandergezogen,  
daft i r  abe t  brei ter ,  sehgrfer  kon tu r i e r t  und  vor  al lem - -  das  scheint  der  wiohtigste  
F a k t o r  zu sein - -  wesent l ieh besser vom freien Hgmoglob in  abzugrenzen  sin& Bei 
der  kont inu ie r l i chen  E lek t rophorese  erscheinen die Banden  t ro tz  e rh6hter  I tgmo-  
globin- und  Pro te indos i s  e twas  sehwgeher angefgrbt .  Wahrsche in l ioh  is t  die I t gmo-  
g lob in-Bindungsfghigke i t  des Hap tog lob ins  nioht  grog genug, so dal~ sie einer 
gewissen Diffus ionsauswasehung wghrend  der  E lek t rophorese  unter l iegt .  Die Anf- 
t r ennung  im kont inu ie r l i chen  , ,zweidimensionalen"  Trennge]  b r ing t  fiir die Auf- 
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gliederung der Halotoglobinglobnline keine Vorteile. I m  fibrigen unterseheidet sieh 
die 1. und 2. Dimension des Trenngels nieht, wie bei der Disk-Elektrophorese, 
in der Gelkonzentration, die ftir die Proteinwanderung etwa 4,5--7 ,5% betragen 
soll, sondern lediglieh im Quervernetzungsgrad (Comonomergehalt). Dies bringt 
nur geringe Untersehiede im Aufl6sungsverm6gen. Insofern wgre das ,,ein- 
dimensionale" kontinuierliehe Trennsystem ffir die tIaptoglobindifferenzierung 
besser. 

Es erscheint nach wie vor zweckm~Big, zur sicheren Typendifferenzierung die selek~ive 
H~moglobin-Haptoglobin-Komplexanfgrbung mi~ der Benzidintechnik den iiblichen Protein- 
anf/~rbungen vorzuziehen. Eine kombinierte Anf~trbung der gesamten Gelsgule mit Amido- 
sehwarz 10B nnd o-Dianisidin [17] zur gleiehzeitigen Differenzierung der I-Ip-, Ge-Globulin. 
und Transferrin-Serumgruppen [1, 9, 17, 22, 31] ist zweifellos besteehend. Die Diagnostik ge- 
hSr~ jedoeh in die Hand des Geiibten, ist zus~tzlieh an eine densitometrisehe Auswertung ge- 
bunden und offenbar aueh nicht vSllig irrtumsfrei, zumal bei kombinierter Fgrbung nut ein 
Tell der vorhandenen I-Ip-Banden sieh~bar wird. Der an@re Teil ist wegen zu geringer Kon- 
zentration nieht darstellbar oder wird yon anderen Proteinen iiberdeekt. Die Iden~ifizierung 
der Serumbanden and ihre Zuordnung zu definierten Proteinen wird gelegentlieh aueh dureh 
Ver~nderung der Rf-Werte im Pherogramm ersehwert [9, 22]. 

Fiir die Praxis ergibt sich die Brauehbarkeit  aller drei Elektrophoreseverfahren, 
also aueh des in der Teehnik hier wesentlieh vereinfaehten kontinnierliehen Trenn- 
sytems, wenn es nur der Routinediagnostik und nieht genetisehen Studien, etwa 
zmn Naehweis von Typenvarianten,  dienen soll. Allgemein bietet das Gelsgulen- 
system im Glasr6hrehen als Vorteile gegenfiber anderen PAA-Gel-Elektrophoresen : 
die Einfaehheit der Apparatur ,  die ohne Zwisehensehaltung eines Impftrggers auf- 
zutragende geringe Serummenge, nnmittelbaren Kon tak t  zwisehen Gel und Puffer, 
das Fehlen yon Anstroeknungserseheinungen des Gels und sehlieglieh die Unab- 
hgngigkeit yon kostspieligen Kiihlvorriehtungen. 

Die Zahl der bekannten Zonen des Hp-Bandenspektrums ist nieht grSger als 
beispielsweise bei der 18st/indigen Stgrkegelelektrophorese im Tris-Boratpuffer 
naeh l~obson u. Nitarb.  [27] oder bei der Methodik der vertikalen Stgrkegelelektro- 
phorese yon Smithies [34]. Von der Stgrkegelelektrophorese unterseheidet sieh die 
Disk-Elektrohorese jedoeh dureh ein wesentlieh h6heres Aufl6sungsvermSgen der 
Banden sehon naeh kurzer Trennzeit, dutch glasklare Transparenz des Gels und 
die einfaehe und nahezu ansnahmslos zuverlgssige Typendifferenzierung. Der 
wesentliehe Vorteil liegt abet  darin, dab weder ein zu hoher I-Igmoglobinanteil 
im t taptoglobin-tIgmoglobin-Komplex noeh eine zn reiehliehe Beimpfung der 
R6hrehen sieh naehteilig auswirken. Man erhglt allenfalls etwas fiberfgrbte, 
jedoeh immer seharf getrennte Banden. I m  Gegenteil, eine Vollbeladung des 
Haptoglobins ist unerlgBlieh ffir die Reproduzierbarkeit  einer Mindestzahl seharfer, 
gleiehmgBiger Banden. In  diesem Zusammenhang sei auf  den Vergleieh der Pro- 
tein- und Benzidinfgrbung an gleiehen Seren [1] hingewiesen, bei dem sieh zeigte, 
dag die Haptoglobinpolymeren des 2--2-  und des 2- -1-Typs  je naeh Beladungs- 
zustand bis zu 3 Molek/ile Hgmoglobin je Haptoglobinmonomer zu binden ver- 
m6gen. Xhnliche Ergebnisse erbraehten die Untersuehungen yon Zwaan u. Mitarb. 
[38]. Dies seheint mit  einer der Grfinde zu sein, weshalb die in der Literatur  an- 
gegebenen Zahlen der Hp-Banden der 2--1-  nnd 2- -2-Typen so augerordentlieh 
stark differieren, und zugleich ein Beweis dafiir, dab die Anzahl der Banden nieht 
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nur  vom Auf l6sungsverm6gen  des Tr/~germedinms, sondern  en tsehe idend  aueh yore  
S / i t t igungsgrad  der  Hap tog lob ine  abh~ngig ist.  D a m i t  entf£l l t  f ibrigsns die yon  
Sehleyer  und  Sehaible  i r r t i iml ieh  gezogens Folgerung,  dab  bei  den  t I p - T y p s n  2 - - 1  
und  2 - - 2  mi t  der  P A A - E l e k t r o p h o r e s e  mehr  als die / ibl ichs Zahl  yon  Banden  zu 

en tdecken  ssi. 
Eine die Typend iagnos t i k  ersshwerende Sehl iersnbi ldung,  wie sie bei  I-I/imo- 

globinf ibersehug in der  S t~rkege ls l sk t rophorese  au f t r s t en  kann ,  g ib t  es in ds r  
Disk -E lek t rophorese  p rak t i s ch  nieht .  Das fibersehfissige, die Bindnngskapazi t /~t  
des Hap tog lob ins  i ibersshre i tende  H/~moglobin w a nde r t  s te ts  zur Anode,  ohns  das  
H p - B a n d e n s p e k t r u m  wesent l ieh zu beeintr/~ehtigen. Aus  diesem Grunde  s ignet  
sieh die Disk-Elek t rophorese  besonders  in  der  forsnsisehen Serologie zum Hap to -  
g lobinnachwsis  in s t a rk  h/~molysierten B lu ten  und  in Blu tspuren .  ~ b e r  derar t ige  
Versuehe wird  in Kfirze be r ieh te t  wsrden.  
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