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Welchen Einflufl die Elektrophorese auf die Eiweiichemie genommen,
hat, 146t die rasch angewachsene Literatur auf diesem Gebiet erkennen.
Ihr Vorteil liegt in der besonders schonenden Arbeitsweise und dem weit-
gehenden Trenneffekt bei Proteinen auf Grund ihrer verschiedenen
‘Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld. Dabei gelingt es, die
Zahl der einzelnen Komponenten und auch ihre Konzentrationen in
einer Operation innerhalb weniger Stunden zu ermitteln. Die Auswirkung
auf dem rein analytischen, wie auch auf dem medizinisch-diagnostischen
Gebiet? sind trotz der kurzen Zeit ihrer Verwendung in einer groBen
Zahl von Arbeiten erkennbar. Die erzielten Erfolge lassen nun eine
allgemeine Anwendung wiinschenswert erscheinen, doch steht dem der
hohe Anschaffungspreis einer Elektrophoreseeinrichtung entgegen.

Im folgenden wird von Versuchen berichtet, deren Ergebnis eine
Vereinfachung und damit eine wesentliche Verbilligung einer Elektro-
phoreseeinrichtung darstellt.

Der eigentliche Elektrophoreseapparat, also der Teil der Einrichtung,
in dem die Proteine wandern, besteht bei den gebriauchlichen Apparaturen
aus geschliffenen Kiivetten mit rechteckigem Querschnitt2. Als wesentliche
Abanderung gegentiber diesen Apparaturen verwende ich runde Kiivetten.
Diese haben aufler ihrer leichten Beschaffbarkeit noch besondere Vorteile,

t K. Wiedemann in F. Wuhrmann und Ch., Wunderly, Die Bluteiweil3-
koérper des Menschen. Basel: Benno & Schwabe. 1947.
2 A. Tiselius, Kolloid-Z. 85, 129 (1938).
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die auf ihrer Zylinderlinsenwirkung beruhen. Im folgenden wird nun

einerseits die Elektrophoreseapparatur, anderseits die optische Anordnung
beschrieben.

Beschreibung der Elektrophoreseeinrichtung.
I. Elektrophoreseapparatur.

Als Elektrophoreseapparatur dient eine modifizierte Bennhold-
Apparatur®: Im Prinzip ist sie ein U-Rohr, das durch zwei Glashihne
in drei Teile geteilt wird. Die Hahnbohrungen haben den gleichen Durch-
messer wie das U-Rohr. Der Fassungsraum des U-Rohres zwischen den
beiden Glashihnen, der die zu untersuchende Losung aufnimms, ist
6 bis 10 ml. Die beiden Glashdhne sind in verschiedenen Hohen ange-
bracht, um beide Schenkel der Elektrophoreseapparatur besser beobachten
zu kionnen. Die beiden Enden des U-Rohres tragen dann, wie schon
von Bennhold angegeben, die Gefidle fiir die Elektroden und einen Hahn
zum Druckausgleich. AuBerdem ist die Verbindung zwischen den
Elektrodengefidflen und den Enden des U-Rohres kugelformig erweitert.
Dadurch wird auch bei langdauernden Versuchen verhindert, daB
Elektrolysenprodukte in das U-Rohr gelangen.

In dhnlicher Weise wiren auch die altbekannten Kataphoreseapparate
nach Pauli, Michaelis usw. verwendbar, soferne sie folgenden Anforderun-
gen geniigen:

a) Das Glas der Schenkel des U-Rohres mubB schlierenfrei sein.

b) Der innere Durchmesser des U-Rohres soll iberall etwa 10 mm
betragen. Bei dieser Dimensionierung kann man bei einer Thermostaten-
temperatur von 20° Feldstirken bis etwa 8 Volt/cm anlegen.

SchlieBlich sind die iiblichen Bedingungen, wie reversible Elektroden
(vgl. Theorell®), zu beobachten.

II. Optischer Teil.

A. Der Strahlengang.

Zum Nachweis der Phasengrenze EiweiBlosung-Puffer verwende ich
das Schlierenverfahren nach Philpot-Svensson®. Dieses in einer Reihe
von ausgezeichneten Arbeiten beschriebene und von Wiedemann® noch
verfeinerte Verfahren ist ndmlich grundsétzlich auch fir runde Kiivetten
geeignet, da es nur senkrechie Brechungsgefille darstellt. Ich modifizierte
dieses Verfahren nun derart, daB ich mit nur einer korrigierten Linse
das Auslangen finde. Abb. 1 zeigt den Strahlengang bei Verwendung
dieser Anordnung.

8 H. Bennhold, Xolloid-Z. 62, 129 (1933).
¢ H. Theorell, Biochem. Z. 275, 1 (1935).
5 H. Svensson, Kolloid-Z. 90, 141 (1940).
¢ E. Wiedemann, Helv. chim. Acta 30, 639 (1947).
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Der von der Lichtquelle 4 mit dem Kondensor B ausgeleuchtete
waagrechte Spalt ¢ wird von der Linse H in ihrer Eigenschaft als
,»Schlierenkopt“ auf dem ,,schrigen Spalt” G (Terminologie: Svensson®)
abgebildet. Die Linse H bildet ferner den zu beobachtenden Schenkel
des U-Rohres vom Elektrophoreseapparat & auf der Mattscheibe K ab.
Der schriige Spalt G wird von der Zylinderlinse J (waagrechtes Brechungs-
gefiille) ebenfalls auf der Mattscheibe abgebildet.

B. Die optischen Elemente.

a) Der waagrechte Spalt braucht nicht, wie bei Verwendung recht-
eckiger Kiivetten, in seiner ganzen Linge gleichm#Big ausgeleuchtet
zu sein. In meinem Fall wirk$ ja der runde Schenkel der Elektrophorese-
apparatur als Zylinderlinse mit kriftigem negativem Brechungsvermdgen
(etwa 20 bis 40 Dioptrien). Eine solche bildet zusammen mit der Linse &

Abb. 1.

jeden Punkt des waagrechten Spaltes als waagrechten Strich ab. Das
Bild des waagrechten Spaltes auf dem schrigen Spalt ist damit auf alle
Fille gleichmifBig ausgeleuchtet und geniigend lang. Man kann so mit
wesentlich kiirzeren Spaltéffnungen, zu deren Ausleuchtung jede einfache
Projektionslampe an Stelle einer Wolframbandlampe geniigt, das Aus-
langen finden.

b} Der Thermostat hat in der Lichtrichtung Fenster aus Planglas.
Vor dem Elektrophoreseapparat sind Blenden angebracht, die alles Licht,
das nicht durch die Schenkel des U-Rohres geht, abhalten.

¢) Die Linse H soll zwar moglichst gut korrigiert sein, doch ist wegen
des kleinen Bildwinkels kein Anastigmat erforderlich. Besonders geeignet
sind aus zwel Fernrohrobjektiven zusammengesetzte Aplanate oder
Linsen vom Petzvaliyp, wie sie fiir Projektionszwecke verwendet werden.
Die Brennweite mufl um 100 cm liegen. Als wirksame Offnung sind
5 bis 7,5 cm ausreichend. Voraussetzung fir die Verwendbarkeit dieses
verhdltnisméBig kleinen Linsendurchmessers ist allerdings, daf der
Strahlengang gegen den Elektrophoreseapparat verschiebbar ist. Dieses
bei Elektrophoreseeinrichtungen zum erstenmal geiibte Verfahren wird
weiter unten beschrieben.

d) Der schrige Spalt ist in der Spaltrichtung verschiebbar und aufBer-
dem um seinen Schnittpunkt mit dem Bild des waagrechten Spaltes
drehbar angeordnet.
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e) Als Zylinderlinse dient ein aus zwei Einzellinsen zusammen-
gesetztes Periskop.

1) Die optische Bank fir die gesamte Optik besteht aus einem Stiick
und ist aus einer Stahlschiene mit U-formigem Querschnitt angefertigt.

Damit man nun die Vorgénge in beiden Schenkeln der Elektrophorese-
apparatur mdglichst gut beobachten kann, muBl entweder der Durch-
messer der fir den Schlierenkopf verwendeten Linse entsprechend groB
sein (bei den gebrduchlichen Apparaten etwa 10 cm) oder aber der
Strahlengang mufl gegen die Elektrophoreseapparatur beweglich gemacht
werden. Theoretisch ist das letztere auf zweifache Art denkbar: Entweder
wird die Elektrophoreseapparatur gegen den Strahlengang bewegt, wie
von Svensson® diskutiert, oder aber der Strahlengang wird gegen die
Elektrophoreseapparatur beweglich gemacht. Da es mit einfachen Mitteln
nicht méglich ist, die Elektrophoreseapparatur vollig erschutterungsfrei
gegen den Strahlengang zu verschieben, griff ich zur zweiten Moglichkeit.
Ich lie§ also die Elektrophoreseapparatur fest und machte die optische
Bank gegen sie beweglich. Diese ist jetzt heb- und senkbar, sowie zur
Beobachtung beider Schenkel des U-Rohres waagrecht verschiebbar,
was sich auf einfachste Weise bewerkstelligen 1aBt. Der Aufwand fiir
diese mechanische Anordnung steht in keinem Verhdltnis zu dem Mehr-
aufwand fir Linsen mit dem sonst notwendigen gréfleren Durchmesser,
von denen ja doch nur ein verhdltnism#Big kleiner Teil der wirksamen
Offnung ausgeniitzt wird.

C. Zustandekommen des Bildes.

Die folgende Uberlegung soll den in Abb. 1 skizzierten Strahlenverlauf
verdeutlichen. Wenn man den schrigen Spalt und die Zylinderlinse J
entfernt, sieht man auf der Mattscheibe das verkehrte Bild der Elektro-
phoreseapparatur, wie es von der Linse H entworfen wird. Bringt man
jetzt die Zylinderlinse J in den Strahlengang, so wird das urspriingliche
Bild in die Breite gezogen. Was friiher ein Punkt war, wird eine waagrechte
Linie, aus dem zuerst sichtbaren Band wird ein breiteres Rechteck.
Die senkrechte Aufeinanderfolge der einzelnen Bildpunkte bleibt aber
gewahrt, da ja nur das waagrechte Brechungsgefille der Zylinderlinse
zusitzlich vorhanden ist. Schaltet man schlieBlich den zunéchst senkrecht
gestellten schrigen Spalt G ein, so zeigt sich auf der Mattscheibe ein
scharfes senkrechtes Band. Dieses ist in seiner senkrechten Dimension
ein Bild der Elektrophoreseapparatur; in seiner waagrechten Dimension
ist es ein Bild des schrigen Spaltes. Verdreht man jetzt den schrigen
Spalt, so bleibt, falls sich in dem eingestellten Schenkel der Elektrophorese-
apparatur nur eine optisch einheitliche Losung befindet, das Band als
solches bestehen, wenn es auch breiter und unscharf wird. Befinden
sich hingegen im Schenkel Stellen, an denen sich der Brechungsquotient
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in senkrechter Richtung #ndert, etwa eine Grenzfliche KiweiBlosung
gegen Puffer, so bildet sich mit wachsendem Winkel des schrigen Spaltes
gegen die Senkrechte eine Zacke aus. Diese Zacke ist nichts anderes
als die graphische Darstellung des Differentialquotienten dn/dx
(n = Brechungsquotient, z — Hohe des Schenkels), also der Anderung
des Brechungskoeffizienten des Schenkelinhaltes mit der Hdohe. Ihre
Entstehung soll Abb. 2 verdeutlichen.

A B A _p"
> < P

In Abb. 2a sehen wir oben den schrigen Spalt, der den Winkel
© mit der Senkrechten einschlieBt. Auf ihn fillt das Bild des
waagrechten Spaltes. Von diesem wird nur ein parallelogramm-
formiger Lichtfleck 4 BCD durchgelassen. Die Zylinderlinse bildet
diesen Lichtfleck nur in der waagrechten Dimension ab, er erscheint
daher auf der Mattscheibe als senkrechtes Band (Abb. 2a, senk-
rechte gerade Teile). Befindet sich im Schenkel der Elektrophorese-
apparatur eine Grenzfliche, also ein senkrechtes Brechungsgefille, so
werden die Lichtstrahlen, die dort dirchgehen, gekriimmti. Man wird
also auf dem schrigen Spalt auler dem normalen Spaltbild 4 BCD
noch andere Spaltbilder (4’ B’ ¢’ D’) bekommen. Diese sind dem normalen
parallel, jedoch senkrecht verschoben, und zwar meist nach unten.
Dadurch schneiden sie den schrigen Spalt seitlich unter dem Schnitt
des normalen Spaltbildes. In Abb. 2 ist der Schnitt des normalen Spalt-
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bildes mit dem schrigen Spalt mit 4 BCD bezeichnet, als Schnittpunkt
der abgelenkten Spaltbilder ist z. B. A’ B’ (" D’ herausgegriffen. Je stirker
also ein Strahl gekriimmt wird, desto weiter seitlich verschoben wird
er den schrigen Spalt schneiden, und desto hher wird der entsprechende
Teil der Zacke ausfallen. In Abb. 2 wird diese Wirkung des schriigen
Spaltes durch die senkrechten Ordner angedeutet. Die ,,richtige’ senk-
rechte Aufeinanderfolge der einzelnen Bildpunkte, also die in dieser
Richtung vorhandene Abbildung der Elektrophoreseapparatur durch
die Linse H, wird mit den Zahlen 1, 2, 3 usw. schematisiert. Die Zacke
wird also um so hoher sein:

1. Je weiter die abgelenkten Bilder des waagrechten Spaltes aus-
einanderliegen. Dies hingt ab:

a) Von dem Durchmesser des lichtdurchflossenen Schenkels der
Elektrophoreseapparatur, also von der Dicke der durchstrahlten Schicht.

b) Von der Grifle des Brechungsgefilles. Dieses hingt wieder ab
von dem Brechungsquotienten der beiden Phasen und von der Schirfe
der Grenzschicht selbst.

¢) Von der ,,wirksamen” Entfernung der Elektrophoreseapparatur
vom schrigen Spalt. Als ,,wirksame” Entfernung [ definiert man jene
Entfernung!- %, die bei Abwesenheit der Linse H zwischen der Elektro-
phoreseapparatur und dem schrigen Spalt vorhanden sein miifite, um
die gleiche Ablenkung zu erzielen wie bei Anwesenheit der Linse H.

Der mathematische Aunsdruck fiir sie lautet5:

I = y/é.

y ist die Entfernung zwischen dem normalen Spaltbild und dem
abgelenkten auf dem schrigen Spalt.

¢ ist der Lichtablenkungswinkel in der Rlektrophoreseapparatur,
also der Winkel zwischen einem nicht abgelenkten und einem abgelenkten
Strahl (vgl. Abb. 1: der nicht abgelenkte Strahl ist voll ausgezogen,
der abgelenkte Strahl ist strichpunktiert). ¢ ist so klein, daf die Tangente
durch den Bogen ersetzt werden darf.

Ein zweiter Ausdruck fiir & ergibt sich zu®:
6 =m/EH.

m ist die Entfernung zwischen den DurchstoBpunkten des nicht abge-
lenkten und des abgelenkten Strahles durch die Linse H.

Aus Abb. 1 ergibt sich ferner:

m:y — HK:GK.

Aus diesen drei Gleichungen und der Reziprokenformel von H gewinnt
man fiir I folgenden Ausdruck:
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fy ist die Brennweite der Linse H.

2. Die Zacke ist ferner um so hoher, je grofler der Winkel ist, den
der schrige Spalt mit der Senkrechten einschlie8t und

3. je stirker die Abbildung des schrigen Spaltes auf der Mattscheibe
vergrofert ist.

le und 1c sind Apparatkonstante. 15 hingt vom untersuchten
System ab. Um eine ausreichende Empfindlichkeit zu erzielen, die Zacke
also hoch genug werden zu lassen, bleibt, da 1a¢ und lc¢ vorgegeben sind,
nur mehr die in Punkt 2 angefithrie Moglichkeit. Punkt 3 bewirkt keine
Erh6hung der Empfindlichkeit, da ja auch die Bandbreite mitvergréBert
wird. Aber auch nach Punkt 2 kann man nicht, wie erwiinscht, den
schriagen Spalt beliebig weit verdrehen, da das Lichtband sonst zu breit
und unscharf wirde. Es werden nimlich die Parallelogramme, die
beim Schnitt der Bilder des waagrechten Spaltes und des schrigen
Spaltes entstehen (Abb.2, ABCD...) mit wachsendem Winkel des
schrigen Spaltes mit der Senkrechten immer flacher. Ich nenne nun
den mittleren gleichmdfiig hell ausgeleuchieten Teil des Lichtbandes Kern-
breite. Fiir sie errechnet sich, wenn die Abbildung des schriigen Spaltes
auf der Mattscheibe in natiirlicher GréBe erfolgt, der Ausdruck:

bjeos O,

worin b die Breite des schrigen Spaltes ist. Auf beiden Seiten dieser
Kernbreite sinkt die Lichtstirke linear auf 0 ab. Ich nenne diesen. Teil
des Bandes Verlaufbreite, deren GréBe gleich

atg @

ist, wobei ¢ die Breite des waagrechten Spaltes und des Spaltbildes
bedeutet, wenn, wie hier angenommen wird, seine Abbildung in natiir-
licher GrdBe erfolgt.

Mit zunehmendem Winkel des schrigen Spaltes gegen die Senkrechte
wird die Verlaufbreite immer grofer und die Kernbreite immer kleiner.
Von Beugungserscheinungen, die sich besonders bei groBem Winkel @
und kleiner Breite des schrigen Spaltes bemerkbar machen kénnen,
wird hier abgesehen. Nun erscheinen Konturen auf Photographien oder
auf der Mattscheibe nur dann als scharf, wenn ihre Verlaufbreite kleiner
als 0,1 mm ist. Erfahrungsgema kann man mit der Spaltbreite des
waagrechten Spaltes kaum unter 0,1 mm heruntergehen. Setzt man
diesen Wert in die oben angegebene Formel fiir die Verlaufbreite ein,
so sieht man, daB man nur bei Winkeln des schrigen Spaltes bis 45°
scharfe Bilder erhalten kann. Es gibt nun folgende Mbglichkeiten, eine
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zu groBe Verlaufbreite zu verkleinern und so mit groBeren Winkeln @
des schrigen Spaltes arbeiten zu kénnen.

1. Man entwickelt Negativ nnd Positiv méglichst hart; dieser Weg
wird mehr oder weniger bewuBt allgemein angewendet.

2. In demselben Sinne wirkt sich auch eine Verkleinerung der Breite o
des Bildes des waagrechten Spaltes aus, wie man aus der Formel fir die
Verlaufbreite ersieht. Auch aus der Gegeniiberstellung von Abb. 2a
und 2b kann man erkennen, wie giinstig sich eine Verkleinerung des
waagrechten Spaltes auswirkt. Man kann, wie oben erwihnt, 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 durch einen kurzbrennweitigen
Anastigmaten zwischen dem waagrechten Spalt und der Elektrophorese-
apparatur erzeugt. Da das virtuelle Bild des Spaltes nicht nur ver-
Kleinert, sondern auch verkiirzt wird, ist diese Spaltverkleinerung nur
bei runden Kiivetten moglich. Hier verhindert némlich die Zylinder-
linsenwirkung der runden Kiivetten, dafl das entstehende Spaltbild zu
kurz wird. Die Spaltverkleinerung bewihrt sich besonders bei Strahlen-
gingen mit mehreren korrigierten Linsen, wie sie in den Apparaturen
von Svensson® und Wiedemann® benutzt werden, soferne man runde
Kiivetten verwendet.

Angestrebt wird ferner ein in seiner ganzen Ausdehnung gleichmdifig
breites Bild, wie es Abb. 2¢ zeigt. Zu diesem Zwecke mufl die Basis-
linie ebenso schmal gemacht werden wie die anderen Teile des Bildes.
Dies erreicht man z. B. dadurch, daB man den schrigen Spalt in eine
Spitze auslaufen 148t5. Hierbei ist die Form der Spitze von grofier
Wichtigkeit. LieBe man z. B. den Spalt symmetrisch in die Spitze aus-
laufen, so ergibe sich bei starker Verdrehung des schrigen Spaltes eine
Verschiebung der Basislinie. Mit Hilfe der in Abb. 2 gezeigten graphischen
Darstellung ist es mdoglich, die ginstigste Spaltform zu ermitteln. Es
ergab sich als solche eine- asymmetrische Keilform, die auch in meiner
Apparatur verwendet wird. Die Photographien in Abb. 2 unten zeigen
die Wirkung der Spaltverkleinerung und die der Verengung der Spitze.

Die beschriebene Elektrophoreseeinrichtung hat sich bisher in zahl-
reichen klinischen Serum- und Plasmauntersuchungen sowie bei Ein-
heitlichkeitspriifungen von Proteinen und Polypeptiden bewihrt?.

Zusammenfassung.

Bs wird eine Elektrophoreseeinrichtung beschrieben, die sich in
folgenden Punkten von den gebriuchlichen unterscheidet:

7 Z. B. L. Schmid, H. Michl und G. Zweitler, Mh. Chem. 81, 198 (1950);
weitere Arbeiten im Druck.
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1. Statt rechteckiger Kiivetten werden runde verwendet. Diese er-
moglichen die Verwendung kurzer, waagrechter Spalte, zu deren Aus-
leuchtung eine einfache Projektionslampe geniigt.

2. Durch Verwendung einer optischen Verkleinerung des waagrechten
Spaltes kdnnen grofie Winkel des schrigen Spaltes verwendet werden.

3. Die optische Bank ist gegen die Elektrophoreseapparatur beweglich
angeordnet; dadurch ist es mdglich, Linsen kleinen Durchmessérs zu
verwenden.

4. Es wird ein Strahlengang mit nur esner korrigierten Linse beschrieben.

5. Es wird eine graphische Methode zur Ermittlung der giinstigsten
Form des schrigen Spaltes angegeben.



