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Fluids of the human body with low protein content, i.e. aqueous humour, tears, cerebrospinal
fluid, and urine were analyzed by a combination of micro-disc-electrophoresis and electroimmuno-
diffusion. By this method both qualitative and quantitative statements about the proteins of these

fluids can be established.

Die zweidimensionale Immunelektrophorese nach
Laurell !, die im Prinzip auf Ressler? zuriickgeht,
wurde von Clarke und Freeman 3
tiven Verfahren ausgebaut. Diese Methode beruht
auf der elektrophoretischen Trennung eines Protein-
gemisches in einem antikorperfreien Agarosegel
(1. Dimension) und einer darauffolgenden elektro-
phoretischen Wanderung der Eiweilstoffe in ein an
die erste Dimension angegossenes antikorperhalti-
ges Agarosegel (2. Dimension). Die in der zweilen
Dimension erhaltenen Préazipitate kénnen zum qua-
litativen und quantitativen Nachweis von Proteinen
herangezogen werden.

Die Untersuchung von Korperflissigkeiten mit
niederem Eiweillgehalt besitzt nach dieser Methode
jedoch geringe Aussagekraft, da nur wenige Prazipi-
tate zu sehen sind. Dadurch wird es notwendig, die Ei-
weiBstoffe auf hohere Konzentrationen anzureichern.
Die iiblichen Methoden zur Konzentrierung bringen
grofe Schwierigkeiten bei Flissigkeiten, die nur in
geringer Menge gewonnen werden konnen, wie zum
Beispiel Kammerwasser und Trénen. Die Mikro-
Disk-Elektrophorese stellt eine Methode dar, bei der
minimale Fliissigkeitsmengen gleichzeitig konzen-
triert und getrennt werden konnen. Das Polyacryl-
amidgel kann somit als erste Dimension angesehen
werden, an die dann in gleicher Weise wie bei
Clarke und Freeman? die zweite Dimension ange-
gossen wird.

zu einem quantita-
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In dieser Arbeit soll beschrieben werden, wie eine
zweidimensionale Immunelektrophorese mit Korper-
fliissigkeiten geringen Eiweiflgehaltes unter Verwen-
dung eines Polyacrylamidgels als erste Dimension
durchgefiihrt werden kann.

Material
Kammerwasser

Die intraokulare Fliissigkeit wurde nach Anisthe-
sie der Hornhaut mit Novesin (0,4%) durch Punk-
tion der Vorderkammer gewonnen. Dabei erdfinete
man an der Korneoskleralgrenze die Vorderkammer
mit einer Discissionsnadel. AnschlieBend wurden
mit Hilfe einer kurz angeschliffenen Punktions-
nadel auf einer Mikroliterspritze jeweils 100 Mikro-
liter Kammerwasser entnommen. Die Punktionen
wurden aus diagnostischen Griinden durchgefiihrt.

Tranenfliissigkeit

Trianen wurden mit einer stumpfen 20 Mikroliter
Kapillare abgenommen. Dabei schiebt man ohne
grofleren mechanischen Reiz das Ende des Glas-
rohrchens im Bereich des temporalen Lidwinkels
unter das Oberlid, wodurch die Trénenflissigkeit
direkt an der Trinendriise entnommen werden
kann. Die untersuchten Augen waren allgemein reiz-
frei.

Liquor cerebrospinalis

Der Liquor wurde durch Lumbalpunktion, die
man zu diagnostischen Zwecken durchfiihrte, gewon-
nen. Weder Zellzahl noch Eiweilgehalt waren patho-
logisch.
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Harn

Es wurde der Morgenharn von Patienten mit
einer Glomerulonephritis mit nephrotischem Ein-
schlag zur Bestimmung herangezogen.

Serum

Die Serumverdiinnungen wurden mit Serum von
gesunden Personen hergestellt.

Methoden
Die Bestimmung des Proteingehaltes der Unter-
suchungslosungen erfolgte turbidimetrisch nach
Meulemans 4.

Die Mikro-Disk-Elektrophorese wird, wie bei
Schmut und Zirm?® beschrieben, durchgefiihrt. Da-
bei werden Sammel- und Trenngel (Gelsystem Nr.
la nach Maurer®) in Glasrohrchen gegossen, die
einen Durchmesser von 0,2 cm und eine Liange von
10 cm besitzen. Pro Rohrchen werden je nach Pro-
teingehalt 50 — 100 ul Untersuchungslosung aufge-
tragen (80 ul EiweiBllosung bei einer Konzentration
von 20 mg/100 ml). Nach der Elektrophorese (90
min bei 6 mA pro Rohrchen) friert man die Réhr-
chen bei —20 °C ein. Die Gele lassen sich darauf-
hin beim Auftauen leicht herauspressen. Die unge-
farbten Polyacrylamidgele werden auf 7 x 7 cm Ob-
jekttrdger, die sich auf einem Horizontaltisch befin-
den, gelegt. Der Abstand vom unteren Rand betragt
1,5cm (Abb. 1). Parallel dazu wird in 2cm Ab-
stand vom unteren Rand ein Messingblock als Ab-
grenzung auf den Objekttrager gestellt und das
Polyacrylamidgel mit 1% Agarose (Barbitalpuffer
pH 8,6; Ionenstdrke 0,02) umgossen. Den Messing-
block entfernt man nach dem Erstarren der Agarose
und gieB3t die auf dem Objekttrager freigebliebene
Fliche mit antiserumhaltiger Agarose (1% Agarose,

—#— Filterpapier

—t—— Agarose mit
Antiserum

—+— Intermedidrgel

Disk-Gel
—1— Agarose ohne
Antiserum

Filterpapier

Abb. 1. Schematische Darstellung der Kombination von
Mikro-Disk-Elektrophorese und Elektroimmundiffusion.
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Barbitalpuffer pH 8,6; Ionenstirke 0,02; 1,5 ml
Antiserum *) niveaugleich aus.

Fiir die Intermediargeltechnik stanzt man an die-
ser Stelle einen 1,5 cm breiten Streifen zwischen das
antiserumfreie und antiserumhaltige Gel (Abb. 1)
und giet Agarose ein, die ein monospezifisches
Antiserum enthilt. Wesentlich ist, dal danach alle
aneinandergegossenen Gele die gleiche Hohe be-
sitzen. Die Elektrophorese in die zweite Dimension
wird in einer Elektrophoresekammer auf einem
Wasserkiihlblock durchgefiihrt. Die aufgelegten Fil-
terpapierstreifen tauchen in einen Barbitalpuffer
(pH 8,6; Ionenstirke 0,02). Die Elektrophorese
(35 mA pro Gelplatte) ist beendet, wenn das Albu-
minprézipitat, das gut zu erkennen ist, voll ausge-
bildet ist (2—3h).

Danach wird das Polyacrylamidgel entfernt und
der Objekttrager 24 h in physiol. Kochsalzlosung
gelegt. Dann bedeckt man das Gel mit einem 1 mm
dicken Filterpapier, legt darauf eine 2 cm dicke
Schichte Zellstoff, dariiber eine Platte, die mit unge-
fahr 1kg beschwert ist und prefit 2 h aus. Darauf-
hin wird in H,O dest. ausgewaschen, nochmals aus-
gepreBlt und die Gele mit dem aufgelegten Filter-
papier im Brutschrank bei 50 °C getrocknet. Von
der trockenen Platte wird unter Wasser das Filter-
papier entfernt. Die Farbung erfolgt mit Coomas-
sie Brillant Blue R 250 (0,5% in einer Mischung aus
450 ml Athanol 96%, 450 ml H,O und 100 ml Eis-
essig) in einem Zeitraum von 3 h. Nach dem Ent-
firben in der oben angegebenen Athanol/H,0/Eis-
essig-Mischung werden die Platten an der Luft ge-
trocknet.

Ergebnisse und Diskussion

Die in dieser Arbeit untersuchten Korperflussig-
keiten hatten nach der Methode von Meulemans *
folgende Eiweiflkonzentrationen: Kammerwasser 35
mg%, Trinen 18 mg%, Liquor 30 mg%, Harn (1:10)
80mg% und die Serumverdiinnung (1:100) 72 mg%.
Nach diesen Proteinkonzentrationen richtete sich das
Flissigkeitsvolumen, das auf die Polyacrylamidgele
aufgetragen wurde sowie die Antiserummenge, die
zur Agarose zugesetzt wurde. Die Abbildungen zei-
gen die Ergebnisse der Kombination von Mikro-
Disk-Elektrophorese und Immunelektrophorese von
Kammerwasser (Abb. 2), Tridnen (Abb. 3), Liquor
(Abb. 4) und Harn (Abb. 5). Dabei ist eine Viel-
zahl von Immunprizipitaten zu erkennen, deren Zu-
ordnung zum entsprechenden Protein durch die so-
genannte Intermediidrgeltechnik ermoglicht wird.

* Behringinstitut, Marburg/Lahn, BRD.
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Abbn. 2—5. Kombination von Mikro-Disk-Elektrophorese und Elektroimmundiffusion von Kammerwasser (2), Tréanen (3),
Liquor (4) und Harn (1:10) (5). Im Vergleich mit Abb. 6 a ist zu erkennen, daf} in allen untersuchten Fliissigkeiten die
Prizipitate der hochmolekularen Protein «,-Makroglobulin und f-Liproprotein fehlen.

Dabei wird im Intermedidrgel, das ein monospezifi-
sches Antiserum enthélt, das gesuchte Protein zur
Prézipitation gebracht. Die ibrigen Eiweilistoffe
wandern weiter und prézipitieren erst im dahinter-
liegenden Gel, das das polyvalente Antiserum ent-
hdlt. Im Vergleich zu einer Gelplatte, in deren
Intermediérgel kein Antiserum gelost ist (Abb. 6 a),
kann festgestellt werden, welches Prézipitat zu dem
gesuchten Protein gehort. In Abb. 6 b wurde in das
Intermedidrgel ein Anti-Transferrin-Antiserum ge-
mischt. Das Transferrin prazipitiert daher schon im
Intermedidrgel, und man kann daraus schliefen,
welches Prizipitat in Abb. 6 a das Transferrinpra-
zipitat ist. Als auffalligstes Merkmal ist in den Ab-
bildungen zu sehen, daf} die von uns untersuchten

Korperflussigkeiten im Vergleich zum Serum (Abb.
6 a) kein a,-Makroglobulin (MG 820 000) und
kein p-Lipoprotein (MG 3200 000) enthalten.
Diese Riesenmolekiile fehlen unter normalen Um-
stinden, konnen aber bei gewissen pathologischen
Prozessen die Filtrationsbarrieren passieren. Die Be-
stimmung dieser Proteine in den beschriebenen Fliis-
sigkeiten, die klinische Bedeutung besitzt, kann mit
dieser Elektrophorese relativ einfach erfolgen.
Neben qualitativen Aussagen kann diese Methode
auch zu quantitativen Bestimmungen herangezogen
werden. Dabei unterwirft man Antigenl6sungen mit
bekannter Konzentration der Elektrophorese und
erhalt Prazipitate, deren Flache der Konzentration
des zu bestimmenden Eiweilistoffes proportional ist.
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Abb. 6 a. Intermedidrgeltechnik von Serumverdiinnung (1 :
100). Die Prizipitate von a,-Makroglobulin und f-Lipopro-
tein sind deutlich zu erkennen (Pfeil). Das Intermedidrgel
enthielt kein Antiserum.

Anhand einer Eichkurve wird dann die Konzentra-
tion des gesuchten Eiweilstoffes ermittelt. Dieses
quantitative Verfahren kann sowohl mit monospe-
zifischen als auch mit oligospezifischen Antisera aus-
gefiihrt werden, wobei es dann gelingt, gleichzeitig
eine Aussage liber mehrere Proteine zu machen.

Da man bei der von uns beschriebenen Methode
die Menge der untersuchten Fliissigkeit in einem re-
lativ grolen Bereich variieren kann und es maéglich
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Abb. 6b. Zum Intermedidrgel war ein Anti-Transferrin-
Serum gemischt. Daher begann die Prizipitation des Trans-
ferrins bereits im Intermedidrgel (Pfeil). Damit kann man
in Abb. 6 a das Transferrinprézipitat zuordnen.
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