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\E.Gegenstromelektrophorese — ein schnelles
i und einfaches immunologisches Nachweisverfahren

r-Counterimmunoglectrophoresis — arapid and practical immunological method
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Zusammenfassung:

Verschiedene Faktoren und Inhibitoren der Blutgerinnung sowie weitere Plasmaproteine wurden mit der

Gegenstromelektrophorese (CIE) nachgewiesen. Dazu muBSten bei Verwendung handelsiiblicher Antiseren
A und vorgefertigter Geltrdger die Verdiinnungen von Antigen- oder Antikérper-Lésungen, Laufzeiten und
| Gelelektroendosmose variiert werden. ’

Insgesamt bewadhrte sich die Gegenstromelektrophorese als einfach handzuhabende, rasch durchfiihrbare
sowie preisglinstige Methode zum immunologischen Nachweis sowohl von Antigenen als auch Antikérpern;
der wesentliche Vorteil der CIE gegeniiber anderen immunologischen Techniken besteht in der universellen
Einsatzmoglichkeit und in der schnellen Ergebnis-Verfiigbarkeit. Daher bietet sie sich gerade in der Schnell-
Diagnostik von Einzelproben sowohl bei klinischen als auch wissenschaftlichen Fragestellungen an, wenn
eine semiquantitative Aussage genligt.

Schlisselworter:

Gegenstromelektrophorese — Plasmaprotein-Elektrophorese — Serodiagnostik

Summary:

Several factors and inhibitors of the blood coagulation system were detected by counterimmunoelectro-
phoresis (CIE). For this purpose the dilutions of antigen or antibody, running time and gel electroendosmosis
had to be varied when using commercially available antisera and ready-to-use CIE gels. Altogether the
counterimmunoelectrophoresis has proved to be a quick, easy to handle and economical method in detection
of both antigens and antibodies. Compared with other immunological techniques the main advantages of
CIE are the broad field of possible applications and the fast availability of results. The CIE is especially suited
for rapid immunologic analysis of individual samples in both clinical and scientific tasks, if semiquantitative
results are considered to be sufficient.

Keywords:
Counterimmunoelectrophoresis — Plasma protein electrophoresis — Serodiagnosis

" Einleitung

Immunologische Methoden zeichnen sich gegeniiber an-
deren Moglichkeiten der Protein-Diagnostik durch ihre
Spezifitdt und vergleichsweise hohe Empfindlichkeit aus.
Sowohl Antigene (AG) als auch Antikorper (AK) lassen
sich je nach Methode mit unterschiedlichem Aufwand
und unterschiedlicher Empfindlichkeit nachweisen, wo-

fach ‘durchzufiihrenden Methode zum immunologischen
Nachweis gerade bei einzelnen Proben der Routine-La-
bordiagnostik oder bei wissenschaftlichen Fragestellun-
gen.

Prinzip der Gegenstrom-Elektrophorese: In einem Agaro-
se-Gel wandern beim Anlegen eines elektrischen Feldes

) bei die Methoden mit direkter (2. T. visueller) Auswertung . . . R

2 PN . . L I, die meisten Plasmaproteine zur Anode, die Immunglobu-
2, des immun-Prézipitates meist weniger empfindlich, dafir o jedoch beim pH-Wert 8,4 aufgrund der Elektroend-
? aber besser praktikabel sind, wie 2.B. die Gegenstrom- 0 "o Agarose-Gels zur Kathode (2—6); dadurch
f; elektrophorese (1). Viele immunologische Nachweisme- kommt es zum Uberwandern der Antigene (AG) und An-
%  thoden sind sehr zeit-, arbeits- oder kostenaufwendig P : PN

% . und k deshalb erst bei aréReren Analysenserien tikdrper (AK) unter Bildung von Immunprazipitaten, de-
7 o A omm;n cshald erst bel @ alysensen ren Ausféllungen im Gel als weiliche Banden sichtbar
» - zur Anwencung. werden (7—29). Synonyme sind ,,Uberwanderungselek-
-7 " Wir beschiftigten uns daher mit der Gegenstromelektro- trophorese” oder ,,CountercrossimmunoElectrophore-
.. Pphorese als einer vielseitig anwendbaren, rasch und ein- sis”, abgekdirzt ,,CIE".
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Material

Probenmaterial: Losungen mit nachzuweisendem (a)
Antigen oder (b) Antikorper, Serum oder Plasma u.a.
Loésungen.

Antigenstandard: Eine Losung mit dem Antigen bekann-
ter Konzentration (a) zur Standardisierung und (b) zur
Reaktion mit dem nachzuweisenden Antikorper.

Antikdrperlésung: Handelslibliche Antiseren (Fa. Beh-
ringwerke AG, Marburg, und Fa. Immuno GmbH, Heidel-
berg) mit Ublicher Spezifitdt und Antikorpertiter sind
meist ausreichend fiir den Antigennachweis.

Geltrager-Geratesystem (Fa. Immuno GmbH, Heidel-

berg/Wien):
— Netzteil (Strom-/Spannungsversorgung): Elektro-
phoresesystem , Radiophor®”: konstanter Strom

(90 mA), Spannung geregelt (maximal etwa 60 Volt),
Feldstarke s.u.

— Fertig-Geltrdger fiir die Uberwanderungselektropho-
rese: Kit-Zusammenstellungen aus Einweg-Agarose-
Geltrdgern, Einweg-Pufferkammern und Pufferlosung
(Diathylbarbiturat-Acetat, pH 8,2, 0,35 M lonenstar-
ke).

Die im Agarosegel ausgestanzten Locher zum Auftragen
der Proben (Durchmesser 4 mm) fassen 10 pl Losung,
der (Rand-Rand-)Abstand zwischen anoden- und ka-
thodenseitigem Loch betrdgt 4 mm, die Feldstarke bei
Verwendung der genannten Spannungsquelle etwa 11 V/
cm. Von den angebotenen Elektroendosmose-Qualitdten
HE (= hoch), ME (= mittel) und LE (= niedrig) soliten
bei unbekannten AG-/AK-Proben (in der Reihenfolge)
mit ME-, LE-, evtl. noch HE-Gelen Versuche durchge-
fihrt werden.

Die Laufzeiten bis zur Immunprazipitation liegen je nach
Gel-Elektroendosmose und Antigen zwischen 25 und
50 min; bei unbekannten AG-AK-Prazipitationen kann
ein Lauf ab 25 min nach jeweils 5 min zur Beurteilung
kurz unterbrochen werden. In wenigen Féllen waren Pra-
zipitate besser auszuwerten, wenn entweder Antigen-
oder Antikorper 5—15 min vorgewandert waren, bevor
dann die korrespondierende AK- oder AG-L6sung aufge-
tragen wurde.

Methodik

In Vorversuchen sollte in einer 1:2 NaCl-Verdiinnungs-
reihe von Antigen- und Antikérper- Losung das geeignete
AG-AK-Verhéltnis fir einen guten Prézipitationsbereich
ermittelt werden (Vermeidung von Antigen-UberschuB;
Heidelberger-Kurve).

Abb. 1: Verdinnung/Auftragung
von Probe und Standard fiir semi-
quantitative Auswertungen. Prd-
Zipitatmuster bei einer Probe mit
halber Antigenkonzentration des
Standards; die genannte Verdiin-
nung von Probe und einem Stan-
dard mit einer Antigenkonzentra-
tion von 100% der Norm ermég-
licht die Auswertbarkeit in Titer-
stufen von 25 bis 200% :
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(+)Anode

(—)Kathode

Verdinnung
von

Um entstandene Prazipitate gut semiquantitativ auswer-
ten zu kdnnen, sind Probe und Standard méglichst mit
2 verschiedenen geeigneten Verdiinnungen einzusetzen.
Bei Einzelproben in der Routinediagnostik, z.B. beim
Nachweis des Faktors VI!| assoziierten Antigens, hat sich
die Applikation entsprechend dem in Abb.1 dargestellten
Verdiinnungsschema bewiahrt.

Beim (a) Antigen-Nachweis werden die zu untersuchen-
den Proben (-Verdiinnungen) in die kathodenseitigen
Locher des Agarose-Gels (mit geeigneter Elektroend-
osmose) aufgetragen, anodenseitig die korrespodierende
Antikorperlosung; zum Nachweis von (b) Antikérpern
wird die Probenverdiinnung dementsprechend an der
Anode aufgetragen. Fiir die geringen Volumina von 10 pl
haben sich Dispenser mit Glaskapillaren bewahrt.

Mit dem Anlegen der elektrischen Spannung an die Elek-
troden-Pufferlosung erfolgt die Wanderung der Proteine
im elektrischen Feld mit Bildung von Immunprazipitaten,
welche als weilliche Banden zwischen den Auftragsstel-
len sichtbar ausfallen.

Die Betrachtung der Gele erfolgt im Schréglicht gegen
schwarzen Hintergrund, evtl. mit Lupe; schwach sicht-
bare Prazipitate kdnnen gegebenenfalls durch Essigsiu-
re-Fallung deutlicher gemacht werden (Uberschichtung
des Gels fir 1 min mit 1%iger Essigsaure).

Die Ergebnis-Dokumentation ist neben der Titerangabe
auch durch kurzzeitige Konservierung der Gele in der
feuchten Kammer oder fotografisch moglich.

Zur semiquantitativen Auswertung dienen die Prazipitate
einer gleichzeitig eingesetzten Standardiésung. Eine ver-
gleichende Abschéatzung der Prézipitatstirke erméglicht
die semiquantitative Konzentrationsangabe in Titerstu-
fen. Die Aussagekraft der visuellen Bewertung ist beson-
ders gut, wenn auf einem Geltrdger sowohl die Probe
als auch die mitgefithrte Standardlésung in jeweils zwei
verschiedenen Verdiinnungen Immunprazipitationen aus-
bilden.

Ergebnisse

Die Anwendbarkeit der Gegenstromelektrophorese zum
Nachweis von Plasmaproteinen (berwiegend des Blut-
gerinnungssystems wurde untersucht.

Es gelang der Nachweis vieler verschiedener Antigene

- und Antikérper, wobei sich die Methode mit geringem

Aufwand an die jeweilige Fragestellung anpassen lieR:
Fiir eine gut sichtbare Prazipitation waren nur die Verdiin-
nungen der aufgetragenen Ldsungen, Gel-Elektroend-
osmose sowie die Laufzeit anzupassen. ME- und LE-Gele
haben sich fiir fast alle Fragestellungen bewahrt; bei ME-
Gelen sind scharfere Banden, bei LE-Gelen eventuell ge-
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i Abb. 2: Vergleich von Gelen mit verschiedener Elektroendosmose bei verschiedenen Laufzeiten: von oben nach unten HE-, ME-, LE-
- Gel (= hohe, mittlere und niedrige Elektroendosmose); links 25 min, rechts 35 min Laufzeit; Nachweis eines Proteinstandards in einer

1:2-NaCl-Verdiinnungsreihe (K1 bis 5)

ringfligig hohere Sensitivitdten zu erwarten (Abb.2). Bei
hoherer Elektroendosmose (ME- und insbesondere HE-
Gele) treten geringfiigige kiirzere Analysenzeiten und
eine Verschiebung der Prazipitate kathodenwarts auf.

Die Tab.1 fiihrt die insbesondere im Rahmen der Gerin-

- nungsdiagnostik nachgewiesenen Plasmaproteine auf;

genannt sind die erarbeiteten CIE-Bedingungen fiir eine

gute Prazipitatbildung (Gel-Elektroendosmose, Verdiin-

nungen, Laufzeiten sowie Besonderheiten).

Unter Verwendung des angegebenen Testsystems waren
die Ergebnisse einfach, ohne Vorbereitung und groRen
Analysenaufwand gut zu reproduzieren, die Durchfiih-
rung und Auswertung erfordert nur kurze Einarbeitung.
Dabei tragen zur Reproduzierbarkeit u.a. ein standardi-
sierter Lochabstand, gleichmaRige Gel-Dicke und -Zu-
sammensetzung bei, wahrend unterschiedliche Lagerung
bei ungtlinstiger Temperatur, evtl. durch Dehydratation,
diese verschlechtern.

Tab. 1: Bedingungen fir den CIE-Nachweis verschiedener Proteine im Plasma

FSP-X, -Y, -D, -E:

Antigen Gel* Laufzeit Sensitjvitat Besonderheiten
(min) Proben-
Verdiinnung

Fibrinogen LE 30-40 1:128 3 Banden

Pro-Thrombin ME 20-30 1:128 ggf. Antiserum-Vorverdiinnung
Faktor ViI kaum Prazipitate (Schlieren)
Faktor ViIl LE 30-40 1:16

Faktor IX LE 30-30 1:8

Faktor X .. ME 20-30 1:32 3—4 Banden

Faktor XIIIA LE 30-40 1:8

Faktor XIlIS LE 40-50 1:16

Plasminogen LE 30-40 1:32 4 Banden

Fibronectin LE 30-—-40 1:64 Proben-Vorverdiinnung 1:4
Antithrombin Il ME 20-30 1:128 Proben-Vorverdiinnung 1:4,

Bandeninstabilitat auf LE,
- Doppelbanden
*. - Protein C ME 20-30 1:16 -
. Protein S ME 20-30 1:4
o -Antitrypsin ME 20-25 1:256 Proben-Vorverdiinnung 1:4
Bandeninstabilitat auf LE

a,-Makroglobulin ME 20-25 1:128 Bandeninstabilitat
az-Antiplasmin LE 35-40 1:128 Bandeninstabilitat auf ME
C, -Inaktivator ME 20-25 1:64 15 min Antikoérpervorlauf

Fibrin(ogen)-Spaltprodukt-Differenzierung mittels Antiseren gegen Fibrin(ogen), FSP-D und -E,

unterschiedliche Wanderungsstrecke auf dem Gel (24)

In dhnlicher Weise nachzuweisen:

Apolipoprotein-A1, -A2, -B, -C, -D, -E
Komplement-Faktor Cy (Cyq, Cy,o Ci5), C3 (Cac. Cad)
Antigene im Rahmen von Infektionskrankheiten: HBsAg etc.

Antikérper: Anti-Streptokinase, Anti-HBs-Ag, Anti-Tetanus-Toxin etc.

© Bemerkungen:

LE-, ME-, HE-GeI = Agarose-Gele mit niedrig hoher Elek di

gof. bei LE-Gelen vor AG-Aufirag den AK bis zu 15 min im elektrischen Feld wandern lassen
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Abb.3: Fibrin(ogen)-Spaltprodukt-Auf-
trennung: Bandenmuster 30 min (A) und

100 min (B) nach Streptokinase (SK) in-
duzierter Fibrinolyse in einer Plasmaprobe.
Die Anodenlécher sind markiert (K1 bis

5). Es finden sich Prézipitatbande(n) der
Probe (SK-Lysat) mit Antiseren gegen Fi-
brinogen (K1), FDP-D (K2) und gegen
FDP-F .(K3) sowie Préizipitatbande mit
Anti-FDP-D nach vorangegangener Pré-
zipitation von FDP-E-Antigen (K4) und
entsprechend (K5) die Prazipitatbande mit
Anti-FDP-E nach vorangegangener Ent-
fernung der Molekdle mit FDP-D-Antigen
* aus der Probe mittels Immunprézipitation
(Immunprézipitationen mit Kaninchen-
Antiseren der Behringwerke AG).

Interpretation: Nach 30 min F/br/nolyse (A ) zeigt SICh mit Antl- F/br/nogen eine Doppelbande (K1), deren kathodennaher Anteil mit
Anti-FDP-D isoliert dargestellt wird (K2); wéhrend diese Bande zum gréBten Teil aus FDP-D besteht (K2 im Vergleich zu K4), enthélt
die anodennahe Bande nur geringe Mengen von FDP-E (K5 mit vorangegangener Entfernung-der FDP-D-Antigene im Vergleich zu
K3). Nach 100 min Lysezeit (B) zeigt das Prézipitationsmuster fast nur noch FDP-D und FDP-E: Die Prézipitate K2 und K4 bzw. K3
und K5 sind kongruent nach Entfernung der Molekile mit FDP-E-(K4) bzw. FDP-D-Antigenen (K5)

Die semiquantitative Analyse hat eine gute Aussagekraft,
wenn auf einem Gel sowohl die Probe als auch eine mit-
gefiihrte Standardiésung in jeweils zwei verschiedenen
Verdiinnungen visuell gut bewertbare Immunprazipitatio-
nen ausbilden. Die dazu erforderliche Bewertung der Pra-
zipitatstarke (von Probe und Standard im Vergleich) er-
fordert nur geringe Erfahrung.

Das in Abb.1 dargestellte Verdiinnungs- und Applika-
tionsschema bewdhrte sich fiir zuverldssige, semiquanti-
tative Titerangaben, z.B. in der Routinediagnostik des
Faktors VIl assoz. Antigens und FXIIIS-Nachweises.

Bei einigen Antigenen traten reproduzierbare Doppel- bis
Mehrfachbanden auf, zum Teil auch in Abhangigkeit vom
verwendeten Antiserum.

Mehrfachbanden sind ein Hinweis fiir Molekiile mit un-
terschiedlichem Molekulargewicht oder unterschiedli-
cher Ladung aber gleichen antigenen Determinanten; da-
neben kénnen sie auch durch mangelnde Spezifitat der
Antiseren bedingt sein (mono- /polyspezuflsche Antise-
ren).

Durch Antigenverwandtschaft aller Fibrin(ogen)-Spalt-
produkte entstehen zum Beispiel mit einem Antikérper
gegen Fibrinogen Doppel- bis Mehrfachbanden. Mit An-
tiseren gegen die Determinanten FSP-D bzw. -E liefen
sich FSP-E bzw. -D spezifisch durch AusschluBreaktion

(= indirekt) nachweisen. Eine weitere Moglichkeit war.

die Prazipitation von FSP-D oder FSP-E mit entspre-
chendem Antiserum vor dem Auftragen, weil die Immun-
komplexe in der CIE nicht mehr wanderten (10): Fibrino-
gen- und Fibrinlysate wiesen ein unterschiedliches Ver-
teilungsmuster der Spaltprodukte auf; bei Patienten mit
therapeutischer Fibrinolyse und bei in vitro-Versuchen
waren zu Beginn kurzzeitig FSP-X und FSP-Y fliichtig
nachweisbar, dann sicher zunachst FSP-D und erst deut-
lich spater FSP-E (Abb.3).

Schlieren im Gel direkt um die Auftragsstelle traten un-
spezifisch bei manchen Plasmen oder (Anti-)Seren auf,
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anscheinend abhangig von der (Lipid-)Zusammenset-
zung der Probe.

Diskussion

Im Vergleich zu anderen Mdglichkeiten des Proteinnach-
weises in der Labordiagnostik oder bei wissenschaftli-
chen Fragestellungen zeichnen sich immunologische
Methoden durch gute — dem Enzymnachweis vergleich-
bare — Spezifitat und Sensitivitat aus.

Gegeniiber bewahrten immunologischen Techniken wie
Latex-Agglutinationstest (LAT), Radiale-lmmun-Diffu-
sion (RID), Nephelometrie, Radio-Immuno-Assay (RIA)
und Enzym-immuno-Assay (EIA) oder Hamagglu-
tinationstest sind fiir die Gegenstromelektrophorese (=
Uberwanderungselektrophorese, CIE) folgende Vorteile
zu nennen (vgl. 11 —15):

— einfache Handhabung und rasche Durchfiihrung

-— schnelle Ergebnis- Verfugbarkelt kurze Analysenzent

— geringer apparativer Aufwand

— gute Sensitivitat (bis ca. 1 pg Antigen/mi)
— hohe (immunologische) Spezifitat

— kleines Probenvolumen (10 pl/Ansatz).

Beziiglich Durchfiihrung, Aufwand und Aussagewert ist
die CIE vergleichbar der RID. Die Vorteile der CIE hin-
sichtlich Analysendauer und -Empfindlichkeit sind be-
dingt durch die direkte Uberwanderung von Antigen und
Antikérper im elektrischen Feld gegentiber der radialen

Diffusion bei der RID; diese liefert zwar quantitativ besser.

auswertbare Ergebnisse, jedoch mit geringerer Empfind-
lichkeit (bis Faktor 10 hinsichtlich der Nachweisgrenze);
auRerdem benétigt die CIE nach dem Probenauftrag eine
Analysenzeit von nur ca. 20—40 min, wahrend bei der
RID ein Ergebnis erst nach 24—48 Std. vorliegt. Auf-

grund der langen Analysendauer sind die RID, aber auch :

EIA und RIA (Ergebmsse erst nach etwa 3—6 Std. ) fur -.

die Akutdiagnostik weniger geignet.



i
t
!

T e e e v ey ot s atapr - = mp

Die Nephelometrie liefert relativ rasch Ergebnisse, die zu-
dem in der Quantifizierung noch wesentlich sensitiver
und exakter als bei der CIE ausfallen; nachteilig ist jedoch
der hohe apparative Aufwand sowie die Wirtschaftlichkeit
dieser Methode erst bei groReren Analysenserien.

Fir Einzelproben in der Routine-/Akut-Diagnostik bietet
sich der Latex-Agglutinationstest an (ca. 5 min Analy-

senzeit), der zum Nachweis von Fibrinspaltprodukten, -

Rheumafaktoren, Antistreptolysin und anderen Antige-
nen Verwendung findet; die Verfligbarkeit der je nach
Fragestellung mit spezifischen Antikérpern beschichteten
Latexpartikeln schrankt jedoch den universellen Einsatz
dieser Methode ein.

Demgegeniiber gelingt mit der Gegenstromelektropho-
rese der Nachweis vieler verschiedener Antigene und An-
tikorper auf gleichen Agarosegelen, denn die CIE 13Rt sich
mit geringem Aufwand an unterschiedliche Fragestellung
anpassen (Verdinnungen der aufgetragenen Lésungen,
Gel-Elektroendosmose, Laufzeit) : mit dem zur Probe kor-
respondierenden Antikorper/Antigen gelingt ein Nach-
weis, wenn sichtbar prazipitierende Immunkomplexe ent-
stehen, meist bei Antigenkonzentrationen iber ca. 1 pg/
ml.

Die CIE ist hinsichtlich der Empfindlichkeit der RID ein-
deutig Uberlegen, wohl auch dem LAT, wobei die appara-
tiv und auch sonst sehr aufwendigen Methoden wie Ne-
phelometrie, RIA und EIA noch empfindlichere und vor
allem besser quantifizierende Ergebnisse liefern. Fur die
Akutdiagnostik von einzelnen Proben jedoch, bei denen
der semiquantitative Antigennachweis ausreicht, bietet
sich die Gegenstromelektrophorese an. Die Anwen-
dungsgebiete sind vielfaltig und liegen neben der medizi-
nischen Diagnostik (1) in wissenschaftlichen Fragestel-
lungen dort, wo ein rascher Nachweis von Antigenen
oder Antikorpern erforderlich ist und einerseits ein semi-
quantitatives Ergebnis ausreicht, andererseits es nicht
lohnt, groRen Aufwand in eine Methodenerarbeitung zu
investieren.

Die gute Praktikabilitdt der hier benutzten Geltrager und
hervorragende Reproduzierbarkeit der Ergebnisse auch
bei nur gelegentlicher Anwendung der Methode erhoht
einerseits die Anwendungsméglichkeit und zum anderen
die Aussagekraft. Unter Verwendung des angegebenen
Testsystems waren die Ergebnisse einfach, ohne groRen
Analysenaufwand und auch durch Ungeiibte fehlerfrei zu
erzielen.

In der Gerinnungsdiagnostik lassen sich erganzend zu
den ublichen, funktionellen Tests nahezu alle Faktoren
der plasmatischen Blutgerinnung und Fibrinolyse, deren
Inhibitoren sowie die Akutphasen-Proteine, immunolo-

Tab.2: Gegentiberstellung immunologischer Routinemethoden
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gisch nachweisen (16). Fast alle Plasmaproteine der
Blutgerinnung und Fibrinolyse lieRen sich gegenstrom-
elektrophoretisch nachweisen (Tab.1); fir die Schwie-
rigkeiten beim Nachweis des Faktors VII wird als Ursache
u.a. die Variabilitat der Molekilladung diskutiert, anstelle
eindeutiger Prazipitatbanden waren nur Schlieren nach-
Zuweisen.

Bei Stérungen der globalen Blutgerinnung lassen sich
z.T. relativ einfach und schnell zusitzliche diagnostische
Hinweise gewinnen; z. B. wurde bei Diskrepanz zwischen
normalem Fibrinogenspiegel in der Hitzefallung (nach
Schulz) und fehlendem Fibrinogen im funktionellen
Nachweis (nach Clauss) eine mangelnde Aktivierbarkeit
des Fibrinogens durch eigenes oder in vitro zugefiigtes
Thrombin gezeigt.

Der Nachweis des Faktor VIl assoziierten Antigens (FVIII
R:Ag) in der v. Willebrandt-Diagnostik ist mehrfach be-
schrieben (13, 17); die CIE stellt dabei eine gut prakti-
kable Alternative zur aufwendigen Rocket-Immunelek-
trophorese (nach Laurell) dar. -

Auch der gegenstromelektrophoretische Nachweis von
Protein S, dem Cofaktor von Protein C, ist maglich. Wih-
rend Protein C inzwischen auch funktionell nachgewie-
sen wird, ist der Nachweis von Protein S bislang nur im-
munologisch moglich, die semiquantitativen Ergebnisse
(in Titerstufen) schrianken jedoch die Aussagekraft des
Protein S-Nachweises in der CIE ein.

Die Faktor XIlI-Aktivitdt wird mit den Gblichen Gerin-
nungstests nicht erfa3t und daher anhand der Léslichkeit
eines definierten Fibringerinnsels in Monochlor-Essig-
saure semiquantitativ in Titerstufen bestimmt (funktio-
neller Schnelltest). Der erarbeitete Nachweis von FXI1IS
in der Gegenstromelektrophorese ist ahnlich einfach
durchfihrbar, liefert ebenfalls semiquantitative, aber ge-
ringfugig sensitivere Ergebnisse und erlaubt ferner durch
verschiedene verfligbare Antiseren Faktor XlII-A und -S
zu differenzieren (18).

In der Immunologie (Bakteriologie/Serologie) lassen sich
Antikorper gegen Bakterien, Viren, Pilze und Toxine
nachweisen (15, 19—21); IgG-Antikorper nach einer
Impfung gegen das Tetanus-Toxin (22), Pneumokokken-
Antikorper sowie die Antistreptokinase-Aktivitat, die vor
einer Fibrinolysetherapie zu Uberprifen ist, sind nur we-
nige Beispiele (23, 24). Bei Verdacht auf eine frische
Hepatitis B-Inoculation kann der Nachweis von HB,-An-
tigen in der vermeintlich infektiosen Probe oder der Nach-
weis von vorhandenen HB-Antikorpern unter Umstan-
den schon rasche Hilfe zur Kldrung der dringlichen Frage
liefern, ob eine sofortige passive Immunisierung mit Hy-
perimmunglobulin ratsam ist (11, 14, 25).

Analysenergebnis Aufwand/Kosten*

Empfind- Verfiig- Arbeits- Geriate- pro Analyse in einer

lichkeit*® barkeit aufwand aufwand

Einzel-A. Serien-A.

Gegenstromelektrophorese (CIE) 1 ug/ml 0,5 Std. + + ++ ++
Radiale Immundiffusion (RID) 10 pg/ml 36 Std. + - ++ ++
Latex-Agglutinationstest (LAT) 100 ng/ml 0,1 Std. - - ++ ++
Nephelometrie 500 ng/ml 0,5 Std. ++ +++ +++ +
Enzym-Immuno-Assay (EIA) 0,05 ng/ml 3 Std. +++ +++ +++ +
Radio-lmmuno-Assay (RIA) 0,05 ng/ml 6 Std. ++++ ++++ + 4+ + +
-’-_“"-__‘—m:-‘. h findlichkeit, nur Anhall (grob geschiz, stark abhangig von Antiko und Antigen);

Anal 1 d ha

bzw. fiir Serie von 10 Proben

for Ei
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Laboratories

In der jederzeit raschen Ergebnisverfiigbarkeit von einzel-
nen Proben liegt hier der Vorteil der CIE; die quantitativ
sensitiveren und exakteren Ergebnisse aus Radio-/En-
zym-immunoAssay bendtigen wesentlich lingere Zeit
und sind erst bei groReren Analysenserien wirtschaftlich.

Jedoch schrénken Sensitivitdt und nur semiquantitative
Ergebnisse bei einigen Anwendungen die Aussagekraft
der CIE ein. Zum Beispiel wurde auch der gegenstrom-
elektrophoretische Nachweis von Antikérpern im Rah-
men von HIV-Infektionen untersucht (26). Bei Patienten
mit AIDS oder generalisiertem Lymphadenopathie-Syn-
drom waren Antikdrper mit der ELISA-Technik bei 81%
der Proben nachzuweisen und mit der CIE nur in 59% (bei
Mehrfachanalyse der gleichen Probe in 68%) der Proben.
Die Leptospirose 148t sich dagegen sehr gut mit der CIE
nachweisen (27). ’

Weitere Anwendungen, Einsatz im wissenschaftlichen
Bereich:

Zur funktionellen Antithrombin Ili-Heparin-Bindung ge-
langen Versuche in einem Agarose-Gel mit Heparin durch
Beeinflussung der Wanderungsgeschwindigkeit bis zur
Immunpréazipitation mit dem ATIII-Antikérper.

" Ebenfalls von wissenschaftlichem Interesse ist die er-

probte Differenzierung der Fibrin(ogen)-Spaltprodukte
(= FSP, je nach Stadium der Fibrinolyse FSP-X, -Y,
-D, -E) (10, 12, 28).

Durch Antigen-Verwandtschaft von Fibrin(ogen) mit sei-
nen der Spaltprodukte entstehen mit einem Antikdrper
gegen Fibrinogen Doppel- und Mehrfachbanden; eine
Differenzierung ist mit Antiseren gegen spezifische Deter-
minanten z.B. FSP-D und -E sowie durch das Vertei-
lungsmuster der Prazipitatbanden méglich (10).

Ein ahnliches Problem stellt die Differenzierung der C3-
Spaltprodukte dar: Gleiche antigene Determinanten des
Ausgangsmolekiils und der Spaltprodukte fiihren zu
Kreuzreaktionen mit den Antiseren; in der CIE entstehen
Doppel- und Mehrfachbanden durch unterschiedliche
Wanderungsgeschwindigkeit in Abhdngigkeit von Mole-
kilgroRe und Ladung der C3-/FSP-Spaltprodukte.
Eigene Ergebnisse der C3-Aktivierung mit aggregiertem
IgG und Immunkomplexen entsprechen der Literatur
(29), haben aber keine Bedeutung fir klinische Frage-
stellungen.

Auch bei anderen, untereinander dhnlichen Methoden ist
eine einfache immunlogische Differenzierung mittels der
CIE beschrieben (30, 31). Apolipoproteine-A1, -A2, -B,
-C (und -D) sowie -E lassen sich mit den entsprechenden

Antiseren, vergleichbar den Faktoren der Blutgerinnung
gut nachweisen. Durch Modifikation der Gel-Zusam-
mensetzung lassen sich selbst niedrige Konzentrationen |
von schlecht prézipitierenden kleinen Molekiilen nach- |
weisen; PEG-Zusatz zur Verstarkung der Prézipitation er-

laubt z. B. sogar den Myoglobin-Nachweis (32).
Viele vergleichbare Anwendungen der CIE sind veroffent-

licht, weitere denkbar; moglich ist der Nachweis von An-

tigenen oder Antikorpern, wenn prézipitierende Immun- _
komplexe in ausreichender Menge und damit sichtbare
Prazipitate entstehen. Ein geeignetes AG-AK-Verhéltnis
ist durch Verdiinnung oder auch Anreicherung (der AG-

oder AK-Ldsungen) zu erzielen, ggf. auch durch eine AK-

Ammoniumsulfat-Fallung (10).

Folgende Weiterentwicklungen der Gegenstromelektro-

phorese sind denkbar: ST
BIBLIOTHEK
\EPUG v

w
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— Steigerung der Sensitivitdt: Antigen-/Antikorper-An-
reicherung (10) insbesondere aber Prazipitat-Anfir-
bung (33) oder -Féllung, z.B. durch PEG-Zusatz (32)
sind denkbare Moglichkeiten.

— Bessere Quantifizierung: eine genauere Bestimmung
der Konzentration ist zum Beispiel durch geriteopti-
sche Prazipitatauswertung versucht worden, ist aber

aufgrund des groRBen technischen Aufwandes wenig-

praktikabel.

— Molekilabhéngige Auftrennung: die Lage der Prazi-
pitatbanden ist u.a. abhingig von Molekiilgewicht
und -Ladung; dies kdnnte (evtl. durch Gele mit Sie-
beffekt) genutzt werden bei der Auftrennung von
ahnlichen Molekilen (30, 31) oder von Bruchstiicken
mit gleichen antigenen Determinanten (5) wie bei den
Fibrin(ogen)- oder C3-Spaltprodukten.
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