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Welchen Einflul~ die Elektrophorese auf die Eiweiitchemie genommen 
hat, ]gl~t die r~sch angewachsene Literatur auf diesem Gebiet erkennen. 
Ihr  Vorteil liegt in der besonders sehonenden Arbeitsweise und dem weit- 
gehenden Trenneffekt bei Proteinen auf Grund ihrer versehiedenen 
Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld. Dabei gelingt es, die 
Zahl der einzelnen Komponenten und auch ihre Konzentrationen in 
einer Operation innerhalb weniger Stunden zu ermitte]n. Die Auswirkung 
auf dem rein analytisehen, wie aueh auf dem mediziniseh-diagnostisehen 
Gebiet 1 sind trotz der kurzen Zeit ihrer Verwendung in einer groBen 
Z~h] yon Arbeiten erkennbar. Die erzielten Erfolge lassen nun eine 
allgemeine Anwendung wfinschenswert erscheinen, doch steht dem der 
hohe Ansehaffungspreis einer Elektrophoreseeinrichtung entgegen. 

Im folgenden wird yon Versuchen beriehtet, deren Ergebnis eine 
Vereinf~chung und damit eine wesentliche Verbflligung einer Elektro- 
phoreseeinriehtung darstellt. 

Der eigentliehe Eiektrophoreseapparat ,  also der Tell der Einriehtung, 
in dem die Proteine wandern, besteht bei den gebr~uchlichen Apparaturen 
aus geschliffenen Kiivetten mit rechteclcigem Quersehnitt 2. Als wesentliche 
Ab~nderung gegeniiber diesen App~raturen verwende ich runde Kiivetten. 
Diese haben auBer ihrer leiehten Besehaffbarkeit noeh besondere Vortei]e, 

E. Wiedemann in F. Wuhrmann und Ch. Wunderly, Die Bluteiwei~- 
k6rper des Menschen. Basel- Benno & Sehwabe. 1947. 

A.  Tiselius, Kolloid-Z. 85, 129 (1938). 
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die ~uf ihrer Zylinderlinsenwirkung beruhen. Im folgenden wird nun 
einerseits die Elektrophorese~pparatur, anderseits die optisehe Anordnung 
besehrieben. 

Beschreibung der Elektrophoreseeinrichtung. 
I. E l e k t r o p h o r e s e a p p a r a t u r .  

Als Elektrophoreseapparatur dient eine modifizierte Bennhold- 

Appsratura: Im Prinzip ist sie ein U-Rohr, dss durch zwei Glssh~hne 
in drei Tefle geteilt wird. Die t tshnbohrungen haben den gleiehen Durch- 
messer wie dss U-Rohr. Der Fassungsrsum des U-Rohres zwisehen den 
beiden Glash~hnen, der die zu untersuehende LSsung sufnimmt, ist 
6 bis 10 ml. Die beiden Glash~hne sind in verschiedenen tIShen ange- 
bracht, um beide Schenkel der Elektrophoresesppsrstur besser beobsehten 
zu  kSnnen. Die beiden Enden des U-Rohres tragen dann, wie schon 
yon Bennhold angegeben, die Gel~Be flit die Elek~roden und einen Hahn 
zum Drucksusgleich. AuBerdem ist die Verbindung zwisehen den 
Elektrodengef~13en und den Enden des U-Rohres kugelf6rmig erweitert. 
Dadureh wird such bei lsngdauernden Versuehen verhindert, d~13 
Elektrolysenprodukte in dss U-Rohr gelangen. 

In/s Weise w~ren such die al tbeksnnten Kstaphoresesppsrate 
nach Pauti,  Michaelis usw. verwendbsr, soferne sie folgenden Anforderun- 
gen genfigen: 

s) Dss Glss der Schenkel des U-Rohres muB schlierenfrei sein. 
b) I)er innere Durchmesser des U-Rohres soil iiberM1 etwa 10 mm 

betrsgen. Bei dieser Dimensionierung ksrm man bei einer Thermoststen- 
temperatur  yon 20 ~ Feldstgrken bis etwa 8 Volt/cm snlegen. 

Sehlieglich sind die iiblichen Bedingungen, wie reversible Elektroden 
(vgl. Theorella), zu' beobachten. 

II. 0 p t i s e h e r  Tei l .  

A. D e r  S t r a h l e n g a n g .  
Zum Naehweis der Phasengrenze EiweiB16sung-Puffer verwende ich 

das Schlierenverfahren naeh Philpot-Svensson 5. Dieses in einer Reihe 
yon ausgezeiehneten Arbeiten besehriebene und yon Wiedemann G noeh 
verfeinerte Verfahren ist n~mlich grundsatzlieh aueh fiir runde Kiivetten 
geeigne~, da es nur senlcreehte Breehungsgefglle darstellt. Ich modifizierte 
dieses Verfahren nun derart, dal? ieh mit nur einer korrigierten Linse 
das Auslangen finde. Abb. 1 zeigt den Strahlengang bei Verwendnng 
dieser Anordnung. 

a H. Bennhold, Kolloid-Z. 62, I29 (1933). 
H. Theorell, Biochem. Z. 275, 1 (1935). 
H. Svensson, Kolloid-Z. 90, 141 (1940). 

6 E. Wgedemann, Helv. chim. Acta 30, 639 (1947). 
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Der yon der Liehtquelle A mit dem Kondensor B ausgeleuehtete 
waagreehte SpMt C wird yon der Linse H in ihrer Eigensehaft als 
,,Sehlierenkopf" auf dem ,,sehr~gen Spalt"G (Terminologie: Sve~sson 5) 
abgebildet. Die Linse H bildet ferner den zu beobaehtenden Sehenkel 
des U-tgohres vom Elektrophoreseapparat E auf der Mattseheibe K ab. 
Der sehr~ge Spalt G wird yon der Zylinderlinse J (waagreehtes Breehungs- 
gef/~lle) ebenfalls auf der 5Iattseheibe abgebildet. 

B. Die op t i sehen  E lemen te .  

a) Der waagrechte Spalt braucht nicht, wie bei Verwendung reeht- 
eekiger Kiivetten, in seiner ganzen L~nge gleiehmgBig ausgeleuchtet 
zu sein. In meinem Fall wirkt ja der runde Sehenkel der Elektrophorese- 
apparatur als Zylhaderlinse mit kr~ftigem negativem BreehungsvermSgen 
(etwa 20 bis 40 Dioptrien). Eine solche bfldet zusammen mit der Linse H 

T!'I'~ ~'-r-~;-~,~;._._.i ~-1 
~ B O E t t  GJ K 

Abb.  1. 

jeden Punkt des wa~grechten Spaltes Ms waagrechten Strich ab. D~s 
Bild des waggrechten SpMtes auf dem schr~tgen Spalt ist damit auf alle 
Fglle gleichm/~gig ausgeleuchtet und geniigend lang. Mgn kann so mit 
wesentlich k/irzeren SpaltSffnungen, zu deren Ausleuchtung jede einfache 
Projektionslampe an Stelle einer Wolframbandlampe gentigt, das Aus- 
Iangen finden. 

b) Der Thermostat hat. in der Lichtriehtung Fenster aus Planglas. 
Vor dem Elektrophoreseapparat sind Blenden angebraeht, die alles Lieht, 
das nieht durch die Schenkel des U-lgohres geht, abhalten. 

e) Die Linse H soll zwar m6gliehst gut korrigiert sein, doch ist wegen 
des Meinen Bildwinkels kein Anastigmat erforderlich. Besonders geeignet 
sind aus zwei Fernrohrobjektiven zusammengesetzte Apla.nate oder 
Linsen vom Petzvaltyp, wie sie f/it Projektionszwecke verwendet werden. 
Die Brennweite mug um 100 em liegen. Als wirksame IJffnung sind 
5 his 7,5 em ausreiehend. Voraussetzung fiir die Verwendbarkeit dieses 
verhgltnismagig kleinen Linsendurehmessers ist allerdings, daft der 
Strahlengang gegen den Elektrophoreseal0parat verschiebbar ist. Dieses 
bei Elektrophoreseeinriehtungen zum erstenmal geiibte Verfahren wird 
weiter unten besehrieben. 

d) Der schrgge Sloalt ist in der Spaltriehtung versehiebbar und aul3er, 
dem um seinen Sehnittpunkt mit dem Bild des waagreehten Spaltes 
drehbar angeordnet. 
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e) Als Zylinderlinse dient ein aus zwei Einzellinsen zus~mmen- 
gesetztes Periskop. 

f) Die optische Bank fiir die gesamte Optik besteht aus einem Stfiek 
und ist ~us einer Stahlsehiene mit U-iSrmigem Querschnitt angefertigt. 

Damit man nun die Vorg~inge in beiden Sehenke]n der Elektrophorese- 
~pparatur mSglichSt gut beob~chten kann, mug entweder der Durch- 
messer der fiir den Schlierenkopf verwendeten Linse entsprechend grog 
sein (bei den gebr~uehlichen Apparaten etwa l0 cm) oder aber der 
Str~hlengang mul~ gegen die Elektrophoreseapparatur beweglich gem~cht 
werden. Theoretiseh ist das letztere auf zweifache Art denkbar: Entweder 
wird die Elektrophoreseapparatur gegen den Strahleng~ng bewegt, wie 
yon Svensson 5 diskutiert, oder aber der Strahlengang wird gegen die 
El ektrophoreseapparatur beweglich gemaeht. D~ es mit einfachen Mitteln 
nieht mSg]ieh ist, die Elektrophorese~ppar~tur vSllig ersehfitterungsfrei 
gegen den Strahlengang zu verschieben, griff ieh zur zweiten MSg]iehkeit. 
Ich liel~ also die Elektrophorese~pparatur lest und maehte die optisehe 
Bank gegen sie beweglich. Diese ist jetzt heb- und senkbar, sowie zur 
Beobaehtung beider Sehenkel des U-Rohres waagreeht versehiebbar, 
was sieh auf einfaehste Weise bewerkstelligen l ~ t .  Der Aufwand fiir 
diese meehanisehe Anordnung steht in keinem Verh~ltnis zu dem Mehr- 
aufwand fiir Linsen mit dem sonst notwendigen grSgeren Durehmesser, 
yon denen ja doeh nur ein verhgltnismggig kleiner Teil der wirksamen 
Offnung ausgenfitzt wird. 

C. Z u s t a n d e k o m m e n  des  Bi ldes .  

Die folgende Uberlegung soil den in Abb. 1 skizzierten Strahlenverlauf 
verdeutliehen. Wenn man den sehr~tgen SpMt und die Zy]inderlinse J 
entfernt,  sieht man ~uf der Mattseheibe das verkehrte Bild der Elektro- 
phoreseapparatur, wie es yon der Linse H entworfen wird. Bringt man 
je tz t  die Zylinder]inse J in den Strahleng~ng, so wird das urspriingliehe 
Bfld in die Breite gezogen. Was friiher ein Punkt  war, wird eine waagreehte 
Linie, aus dem znerst siehtbaren Band wird ein breiteres Rechteek. 
Die senkreehte Aufeinanderfo]ge der Mnzelnen Bildpunkte bleibt aber 
gewahrt, da ja nur das waagreehte Breehungsgef~lle der Zy]inderlinse 
zus~ttz]ich vorhanden ist. SehMtet man sehliel~lich den zun~ehst senkrecht 
gestellten sehrggen Spalt G ein, so zeigt sieh auf der Mattseheibe ein 
seharfes senkreehtes Band. Dieses ist in seiner senkreehten Dimension 
ein Bild der E]ektrophoreseapparatur; in seiner waagrechten Dimension 
ist es ein Bild des schr~gen SpMtes. Verdreht man jetzt  den schr~tgen 
Spalt, so bleibt, lalls sich in dem eingestellten Schenkel der Elektrophorese- 
apparatur nur eine optisch einheitliehe LSsung befindet, das Band Ms 
solches bestehen, wenn es aueh breiter und unscharf wird. Befinden 
sich hingegen im Sehenkel Stellen, an denen sich der Brechungsquotient 
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in senkreehter Riehtung iindert, etwa eine Grenzfl~ehe EiweiglSsung 
gegen Puffer, so bildet sich mit waehsendem Winkel des sehrggen Spaltes 
gegen die Senkreehte eine Zaeke aus. Diese Zacke ist niehts anderes 
als die graphische Darstellung des Differentialquot.ienten dn/dx 
(n-=  Breehungsquotient, x = HShe des Schenkels), also der ~ lde rnng  
des Breehungskoeffizienten des Schenkelinhaltes mit der HShe. Ihre 
Entstehung soll Abb. 2 verdeutliehen. 

a b c 

Abb. 2. 

In Abb. 2a sehen wir oben den schrggen Spalt, der den Winkel 
O mi~ der Senkrechten einschlief]t. Auf ihn fgllt das Bild des 
waagreehten Spaltes. Von diesem wird nut  ein parallelogramm- 
fSrmiger Lichtfleek A BCD durchgelassen. Die Zylinderlinse bildet 
diesen Liehtfleek nur in der waagrechten Dimension ab, er erseheint 
daher auf der Mattseheibe als senkreehtes Band (Abb. 2a, senk- 
reehte gerade Teile). Befindet sieh im Schenket der Elektrophorese- 
appar~tnr eine Grenzftgche, also ein senkrechtes Breehungsgefglle, so 
werden die Liehtstrahlen, die dort d~rehgehen, gekrtimmt. It'la.n ~drd 
also auf dem sehr/igen Spalt auBer dem normalen Spaltbild A B C D  
noeh andere Spaltbilder (A' B'C'D') bekommen. Diese sind dem normMen 
parallel, jedoeh senkreeht versehoben, und zwar meist naeh unten.  
Dadureh sehneiden sie den sehr/~gen SpMt seitlich unter dem Sehnitt. 
des normalen Spaltbildes, In Abb. 2 ist der Sehnitt des normalen Spalt- 
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bildes mit dem schr~gen Spalt mit A B C D  bezeichnet, als Schnittpunkt 
der abgelenkten Spaltbilder ist z. B. A '  B '  C 'D'  herausgegriffen. Je starker 
also ein Strahl gekriimmt wird, desto welter seitlich verschoben wird 
er den schr~gen Spalt schneiden, und desto hSher wird der en~sprechende 
Tefl der Zacke ausfallen. In Abb. 2 wird diese Wirkung des sehr~tgen 
Spaltes dureh die senkrechten Ordner angedeutet. Die ,,richtige" senk- 
rechte Anfeinanderfolge der einzelnen Bildpunkte, also die in dieser 
gichtung vorhandene Abbildung der Elektrophoreseapparatur durch 
die Linse H, wird mit den Zahlen 1, 2, 3 usw. schematisiert. Die Zacke 
wird also um so hSher sein: 

1. Je welter die abgelenkten Bflder des waagrechten Spaltes aus- 
einanderliegen. Dies hgngt ab: 

a) Von dem Durchmesser des lichtdurehflossenen Schenkels der 
Elektrophoreseapparatur, also yon der Dieke der durchstrahlten Schicht. 

b) Von der GrS•e des Brechungsgefalles. Dieses h~ngt wieder ab 
yon dem Brechungsquotienten der beiden Phasen und yon der Seh~rl'e 
der Grenzschicht selbst. 

c) Von der ,,wirksamen" Entfernung der Elektrophoresegpparatur 
yore schr~gen Spalt. AIS ,,wirksame" Entfernung / definiert man jene 
Entfernungl. s, die bei Abwesenheit der Linse H zwischen der Elektro- 
phoreseaploaratur und dem sehr/~gen Spalt vorhanden sein mii~te, um 
die gleiche Ablenkung zu erzielen wie bei Anwesenheit der Linse H. 

Der mathematisehe Ausdruck far sie lautetS: 

1 = y/& 

y ist die Entfernung zwischen dem norm~len Spaltbild und dem 
abgelenkten auf dem schr~gen Spalt. 

5 ist der Lichtablenkungswinkel in der Elektrophoreseapparatur, 
Mso der Winkel zwischen einem nieht abgelenkten und einem abgelenkten 
Strahl (vgl. Abb. 1: der nicht abgelenkte Struhl ist roll ausgezogen, 
der abgelenkte Strahl ist strichpunktiert). ~ ist so klein, dab die Tangente 
dutch den Bogen ersetzt werden darf. 

Ein zweiter Ausdruck fiir 8 ergibt sieh zuS: 

= m / E H .  

m ist die Entfernung zwischen den Durehstol~punkten des nicht abge- 
lenkten und des abgelenkten St~ahles dureh die Linse H. 

Aus Abb. 1 ergibt sich ferner: 

m : y = H K : G K .  

Aus diesen drei Gleiehungen und der l~eziprokenformeI yon H gewinnt 
man fiir 1 folgenden Ausdruck: 
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1 = E H - -  C H  ...... 
C H  - -  ] . "  

]tr ist die Brennweite der Linse H. 

2. Die Zacke ist ferner um so h6her, je grSfier der Winkel ist, den 
der schr~ge Spalt mit der Senkrechten einsohliel~t mid 

3. je starker die Abbildung des schrs Spaltes auf der Mat~scheibe 
vergrSl~ert ist. 

l a und l c sind Apparatkonstante.  l b hgngt veto untersuehten 
System ab. Um eine ausreichende Empfindlichkeit zu erzie]en, die Zaeke 
also hoch genug werden zu ]assen, bleibt, da 1 a und 1 c vorgegeben sind, 
nur mehr die in Punkt  2 angeftihrte M6gliehkeit. Punkt  3 bewirkt keine 
ErhShung der Empfindliehkeit, da ja auch die Bandbreite mitvergrSBert 
wird. Abet auch naeh PunkL 2 karm man nicht, wie erwiinscht, den 
sehr~tgen Spalt be]iebig weir verdrehen, da das Lichtband sonst zu breit 
und unscharf wiirde. Es werden ngmlieh die Parallelogramme, die 
beim Schnitt der Bilder des waagrechten Spaltes and des sehr~gen 
Spaltes entstehen (Abb. 2, A B C D . . . )  mit wachsendem Winkel des 
schr~gen Spaltes mit der Senkrechten immer flacher. Ich nenne nun 
den mit t leren gleichmg/3ig hell ausgeleuchteteu Tell des Lichtbandes Kern-  
breite. Fiir sie errechnet sich, wenn die Abbildung des schr~gen 8paltes 
auf der Mattscheibe in nattirlicher GrSl~e erfolgt, der Ausdruck: 

b/cos O, 

worin b die Breite des sehr~gen Spa.ltes ist. Auf beiden Seiten dieser 
Kernbreite sinkt die Lichtst~rke linear auf 0 ab. Ich nenne diesen Tell 
des Bandes Verlaufbreite, deren GrSl~e gleieh 

a t g  0 

ist, wobei a die Breite des waagreehten Spaltes und des Spaltbildes 
bedeutet, wenn, wie hier angenommen wird, seine Abbildung in natiir- 
licher GrSf~e erfolgt. 

Mit zunehmendem Winkel des sehrggen SpaRes gegen die Senkrechte 
wird die Ver]aufbreite immer gr6fier und die Kernbreite immer k]einer. 
Von Beugungserscheinungen, die sich besonders bei gro/lem Winkel O 
und ldeiner Breite des schrggen Spaltes bemerkbar machen k6nnen, 
~drd bier abgesehen. Nun erseheinen Konturen ~uf Photographien oder 
auf der iKattseheibe nnr dann als seharf, wenn ihre Verlaufbreite kleiner 
als 0,1 mm ist. Erfahrnngsgem~B kann man mit der Spaltbreite des 
waagreehten Spaltes kaum unter 0,I mm heruntergehen. Setzt man 
diesen V~Zert in die oben angegebene Formel fiir die Verlanfbreite ein, 
so sieht man, dal~ man nur bei Winke]n des sehr~gen Spaltes bis 45 ~ 
scharfe Bilder erhalten kann. Es gibt nun fo]gende MSg]iehkeiten, eine 
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zu groBe Verlaufbreite zu verkleinern und so mit gr66eren Winkeln O 
des schr~igen Spaltes arbeiten zu kSnnen. 

1. Man entwickelt Negativ nnd Positiv mSglichst hart ;  dieser Weg 
wird mehr oder weniger bewul~t allgemein angewendet, 

2. In demse!ben Sinne wirkt sich auch eine Verlcle inerung der Breite a 
des Bildes des waagrechten Spaltes aus, wie man aus der Formel fiir die 
Verlaafbreite ersieht. Auch aus der Gegenfiberstellung yon Abb. 2a 
und 2b kann man erkennen, wie giinstig sich eine Verkleinerung des 
waagrechten Spaltes auswirkt. Man kann, wie oben erwghnt, den 
waagrechten Spalt nicht beliebig schmal machen. Um diese Schwierig- 
keit zu umgehen, verwende ich an Stelle eines materiellen Spaltes sein 
verkleinertes, virtuelles Bild. Dieses wird dutch einen kurzbrennweitigen 
Anastigmaten zwischen dem waagrechten Spalt und der Elektrophorese- 
apparatur erzeugt. Da das virtuelle Bild des Spaltes nicht nur ver- 
kleinert, sondern auch verkfirzt wird, ist diese Spaltverkleinerung nur  
bei runden Kiivetten m6glich, t t ier  verhindert ngmlich die Zylinder- 
linsenwirkung der runden Kfivetten, dal~ das entstehende Spaltbild zu 
kurz wird. Die Spaltverkleinerung bew~hrt sich besonders bei Strahlen- 
gi~ngen mi t  mehreren korrigierten Linsen, wie sie in den Apparaturen 
yon S v e n s s o n  5 und W i e d e m a n n  1 benutzt werden, soferne man runde 
Kiivetten verwendet. 

Angestrebt wird ferner ein in seiner ganzen Ausdehnung gle ichmgf l ig  

breites Bild, wie es Abb. 2c zeigt. Zu diesem Zwecke mul~ die Basis- 
linie ebenso schmal gemaeht werden wie die anderen Teile des Bildes. 
Dies erreicht man z. B. dadureh, dal~ man den schr~gen Spalt in eine 
Spitze auslaufen li~l~t s. I=Iierbei ist die Form der Spitze yon grol~er 
Wiehtigkeit. LieGe man z. B. den Spalt symmetrisch in die Spitze aus- 
laufen, so erg~tbe sieh bei starker Verdrehung des schr~gen Spaltes eine 
Verschiebung der Basislinie. Mit Hilfe der in Abb. 2 gezeigten graphischen 
Darstellung ist es m6glich, die gfinstigste Spaltform zu ermitteln. Es 
ergab sich Ms solche eine, asymmetrisehe Keflform, die aueh in meiner 
Apparatur verwendet wird. Die Photographien in Abb. 2 unten zeigen 
die Wirkung der Spaltverkleinerung und die der Verengung der Spitze. 

Die besehriebene Elektrophoreseeinrichtung hat sich bisher in zahl- 
reichen klinisehen Serum- und Plasmauntersuehungen sowie bei Ein- 
heitlichkeitsprfifungen yon Proteinen und Polypeptiden bewi~hrt 7. 

Zusammenfassung. 
Es wird eine Elektrophoreseeinrichtung beschrieben, 

folgenden Punkten yon den gebr~uchlichen unterscheidet: 
die sich in 

7 Z. B .  L.  Svhmid ,  H.  M i c h l  und G. Zwettler, Mh. Chem. 81, 198 (1950); 
weitere Arbeiten im Druck. 
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I. Start rechteckiger Kiivetten werden runde verwendet. Diese er- 
mSglichen die Verwendung kurzer, waagrechter Slo~lte, zu deren Aus- 
leuehtung eine einfache Projektionslampe geniigt. 

2. Durch Verwendung einer optischen Verkleinerung des waagrechten 
Spaltes kSnnen grol~e Winkel des schr~gen Spaltes verwendet werden. 

3. Die optische Bank ist gegen die Elektrophoreseapparatur beweglich 
angeordnet; dadurch ist es mSglich, Linsen kleinen Durchmess~rs zu 
verwenden. 

4. Es wird ein Strahlengang mit nur einer korrigierten Linse besehriebem 
5. Es wird eine graphische Methode zur Ermittlung der giinstigste~ 

Form des schriigen Spaltes angegeben. 


