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Es wird eine Methode zur schnellen quantitativen Bestimmung von präzipitierenden Antikörpern beschrieben. Die Äquivalenzzone wird
dabei über Trübungsmessungen bei 436 nm, die Antikörpermenge bei 278 rim bestimmt. Antikörper lassen sich so in kurzer Zeit mit
0,7 m/ Serum und einer Genauigkeit von ±3% bestimmen.

A micromethod for the rapid quantitative determination of precipitating antibodies in serum
A method is described for the rapid quantitative measurement of antibodies. The equivalence zone ist determined by the measurement of
turbidity at 436 nm, and the quantity of antibody is determined from the absorption at 278 nm. Antibodies can be determined rapidly in
0.7 m/. serum with an accuracy of ±3%.

Die quantitative Bestimmung von präzipitierenden Anti-
körpern ist für zahlreiche biochemische, immuno-
logische und klinisch-chemische Untersuchungsme-
thoden notwendig (l, 2, 3, 4, 5) Es wurde ein Ver-
fahren erarbeitet, das schnell, ohne großen apparativen
Aufwand und mit geringen Serummengen durchge-
führt werden kann: Die Äquivalenzzone wird -durch
.Trübungsmessungen bestimmt (3) und die durch die
Präzipitation bedingte Abnahme des Proteins um die
Antikörpermenge mit dem Spektralphotometer bei
278 nm gemessen.

Material und Methoden
Immunisierung
Kaninchen mit einem Körpergewicht von 2,5 bis 3,5 kg wurden mit
Human-Serum Albumin (Behring-Werke) oder Vollserum in
FREUNDschem Adjuvans immunisiert. Mit der ersten Injektion
wurden 30 mg Protein gegeben. Nach drei Wochen erfolgte eine
zweite Injektion mit 20mg Eiweiß. 14 Tage nach der letzten
Injektion wurden die Tiere in Evipannarkose entblutet.
Antikaninchen-y-Globulin vom Hammel wurde, wie früher be-
schrieben, durch Injektionen von Kaninchen-y-Globulin in
FREUNDschem Adjuvans gewonnen (6). Das Kaninchen-y-Glo-
bulin wurde durch zweimaliges Fällen mit Ammoniumsulfat und
Trennung an Sephadex G 25 und DEAE Sephadex A 50 prä-
pariert (6, 5).

Photometrische Messungen
wurden mit dem Photometer Eppendorf 1100M durchgeführt und
falls erforderlich mit dem Kompensationsschreiber 4412 konti-
nuierlich registriert. Die Trübung wurde bei einer Wellenlänge
von 436 nm in Mikroküvetten, das Streulicht bei der gleichen
Wellenlänge in 0,5 cm-Küvetten gemessen. Die Reaktionstempe-
ratur in Durchlaufküvetten betrug 25°, der pH-Wert 7,5, die
Salzkonzentration 0,15M NaCl.
Mit Antigenmengen, die einen Proteingehalt von 33,6/^g; 67//g;
100 ̂ g; 134,5/ig und 201//g hatten, wurden Trübungs- und
Streulichtmcssungen nach 10, 15, 20 und 30 Min. durchgeführt.
Der Ansatz enthielt 0,9m/ der Antiserumverdünnung (1:20),
dem das Antigen in 0,1 rn/-Portionen zugesetzt wurde. Zur

Beurteilung der optimalen Methode und Inkubationszeit be-
rechneten wir die Standardabweichung S nach der Formel

und den Variationskoeffizienten nach der Formel

100 · S
X

Äquivalenzzone und Antikörper
Die Antiseren wurden im Verhältnis 1:20 mit Phosphat ge-
pufferter (M/15 pH 7,5) 0,15M Natriumchloridlösung verdünnt.
Das Antigen wurde in steigenden Mengen (0,1 m/-Portionen) der
Antiserumverdünnung zugesetzt, und die Trübung nach 20 Min.
gemessen. Zu 0,5 m/ des l: 5 verdünnten Antiserums wurde die
einem Punkt der Äquivalenzzone entsprechende Antigenmenge
zugesetzt. Nach l Std. Inkubation bei 37° wurde das Präzipitat bei
1700 £ abzentrifugiert. Der Proteingehalt der Seren, des Über-
Standes und des y-Globulins wurde bei 278 nm in einem Spektral-
photometer (Zeiss) gemessen (1). Den Eichkurven wurden
Kjeldahlbestimmungen zugrunde gelegt.
Der Antikörpergehalt ergibt sich aus der Differenz zwischen
Gesamteiweißgehalt des Serums vor der Präzipitation und dem
Eiweißgehalt des 1700^-Überstandes. Zur Kontrolle führten wir
Antikörperbestimmungen im Präzipitat durch (7, 1). Hierzu
wurde das Präzipitat, nachdem das Antigen und das Antiserum
l Std. bei 37° und 16 Std. bei 4° reagiert hatten, bei 10 000 £ ab-
zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Präzipitat 3 mal
mit Phosphat gepufferter (M/15 pH 7,5) 0,15M NaCl-Lösung bei
einer Temperatur von 2° in der Kühlzentrifuge bei 10 000 £ ge-
waschen, und der Eiweißgehalt anschließend mit der Kjeldahl-
methode bestimmt.
Die Immttnelektropborese wurde in einer LKB-Apparatur als Mi-
kromethode durchgeführt (8): 2proz. Agarose (Fa. Difco) wurde
in einer Höhe von 1,5 mrn auf Objektträger gegossen. Das Proben-
volumen betrug 2 /*/, die Antiserummenge 70—80 /. Die
Elektrophorese (VeronalpufTer pH 8,6; = 0,1) dauerte 60 Min.
bei 9,5 Volt/cm, die Diffusionszeit 16 Stdn., das Auswaschen des
nicht präzipitierten Proteins 24 Stdn. Anschließend erfolgt die
Färbung der getrockneten Agarplatte mit Amidoschwarz 10 B;
entfärbt wurde mit Methanol/0,2N Oxalsäure (1:1, v/v).
Doppeldifftisionstest (9): Auf eine Glasplatte 4 X 11 cm wurde
eine 2 mm dicke Agarschicht (1% Agar in Wasser) gegossen. In
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Tab. 1
Extinktionen der Trübungs- und Streulichtmessungen in Abhängigkeit von der Zeit und Antigenmenge

0,9m/ des 1:20 verdünnten Hammelantiserums wurden mit 0,1 ml Kaninchen-y-Globulin-Lösung (Antigen) verschiedener Proteingehalte ver-
setzt Die Trübungen (Tr) und Streuungen (Str) bei 436 nm mit einem Kompensationsschreiber kontinuierlich registriert und die 10, 15, 20

30 Min.-Werte abgelesen. Den Mittelwerten liegen 10 Einzelmessungen zugrunde .

Antigenmenge

33,6 /ig

67 /ig

100 g

134,5 //g

201 g

43 nach 10 Min.
Tr. Str.

X
± sv

X
db S

V

± S
V
X

± s
V
X

± s
V

V

0,0930
0,0185

19,8900
0,315
0,028
8,950
0,540
0,0226
4,1900
0,590
0,035
5,900
0,210
0,034

16,200

11,026

0,013
0,019

151,260
0,111
0,025

22,800
0,248
0,016
6,560
0,201
0,023

11,450
0,017
0,012

69,800

52,37

43 nach 15 Min.
Tr. Str.

0,1270
0,0214

16,8000
0,423
0,034
8,090
0,680
0,0197
2,9100
0,7500
0,0280
3,7500
0,2570
0,0370

14,5000

9,21

0,020
0,024

114,000
0,243
0,029

11,700
0,500
0,034
6,800
0,440
0,038
8,520
0,023
0,014

62,200

40,64

E43e nacji 20 Min.
Tr. Str.

0,156
0,020

12,800
0,500
0,040
8,190
0,765
0,014
1,840
0,850
0,022
2,620
0,310
0,047

15,120

8,1

0,037
0,030

85,670
0,400
0,035
8,600
0,770
0,036
4,650
0,710
0,052
7,250
0,032
0,023

73,240

35,8

48 nach 30 Min.
Tr. Str.

0,21
0,02

10,17
0,620
0,028
4,570
0,830
0,017
2,050
0,970
0,018
1,980
0,390
0,064

16,400

7,03

0,087
0,050

63,5
0,730
0,048
6,600

— -
——

0,920
0,035
5,100
0,052
0,035

68,400

35,9

diese Schicht wurden 6 Löcher, die im Kreis um ein 2entral
liegendes Loch angeordnet waren, eingestanzt. Der Abstand
zwischen den zentralen und den peripheren Löchern betrug in der
ersten Figur 0,7 cm, in der zweiten l cm und in der dritten 1,2 cm,
der Durchmesser der einzelnen Löcher betrug 3 mm. Zum Testen
auf Antigen oder Antikörper im 1700 ̂ -Überstand wurde zu
0,5 m/ des 1:5 verdünnten Antiserums das Antigen zugegeben
und l Std. bei 37° und 16 Stdn. bei 4° inkubiert. Zum Nachweis
von Antigen im Überstand wurde unverdünntes Antiserum in das
zentrale Loch und der Überstand in die peripheren Löcher einge^
füllt. Die Ablesung erfolgte nach 16 Stdn.

Ergebnisse
Den Mittelwerten der Tabelle l liegen jeweils 10
Einzelmessungen zugrunde. Die Trübung und Streu-
ung nimmt mit der Zeit zu. Die Zunahme ist nicht
linear. Es bildet sich bis zu 30 Min. kein Plateau aus.
Nach 30 Min. ist eine Messung schlecht durchführbar,
weil sich bis zu diesem Zeitpunkt zu große Präzipitate
gebildet haben, die schnell sedimentieren und unregel-
mäßige Ausschläge verursachen.
Die Standardabweichungen und Variationskoeffizienten
liegen bei der Streulichtmessung wesentlich höher als
bei der Trübungsmessung (Tab. 1). Sie liegen bei
Antigenmengen um die Äquivalenzzone (lOO^g)
niedriger als außerhalb dieser Zone und nehmen mit
zunehmender Reaktionszeit ab. Als günstigste Zeit und
Methode erwiesen sich Trübungsmessungen nach
20 Min.
Vergleichende Trübungsmessungen bei 20° und 30°
ergaben eine Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit

Tab. 2
Temperaturabhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit

0,9m/ des 1:20 verdünnten Hammelantiserums wurden mit 0,1 rnf
Kaninchen-y-Globulin-Lösung (Antigen) verschiedenen Eiweißge-
haltes versetzt. Die Trübung wurde nach 20 Min. bei 20° und 30°

gemessen
Antigenmenge

67,ug
100 A/g
121 g
134 //g
161
188 ̂ g
201 ytlg

E43e bei 20°

0,302
0,830
0,915
0,970
0,820
0,407
0,278

E43e bei 30°

0,365
0,916
1,012
1,022
0,911
0,446
0,304

JE48e

0,063
0,086
0,097
0,052
0,091
0,039
0,026
0,065

mit der Temperaturerhöhung (Tab. 2). Die Extinktion
nahm pro Grad um durchschnittlich 0,065 zu. Deshalb
muß die Temperatur konstant gehalten werden.
Zur Ermittlung der Äquivalenzzone wurden Trübungs-
messungen mit Antigenmengen entsprechend einem
Eiweißgehalt zwischen 33,6 und 250 //g bei 25° durch-
geführt (Abb. li). Die Äquivalenzzone liegt bei diesen
Messungen und Hammelantiserum gegen Kaninchen-
y-Globulin zwischen 100 und 160/^gy-Globulin, das dem
verdünnten Antiserum zugegeben wurde.
Im Doppeldiffusionstest prüften wir, ob Antigen oder
Antikörper im Überstand vorlagen. Bei den Antigen-
mengen, die den 30, 60, 80 Proteinwerten der
Abb. li entsprechen, wurden Antikörper im 1700g-
Überstand nachgewiesen. Bei 100, 120, 140, 160^g
traten keine Präzipitationslinien auf. Bei 180,200, 220
wurde Antigen, bei 260 Antigen und Antikörper
nachgewiesen.
Gleiche Verhältnisse wurden bei Käninchenantiseren
gegen Human-Serumalbumin gefunden (Tab. 3). Die
Äquivalenzzone, die sehr schmal ist, wurde durch die
Doppeldiffusionsteste bestätigt.

100 m
g Profein

Abb. l

ZOO 220 2W 260

Trübungsmessung zur Bestimmung der Aquivalenzzone. Zu 0,9 m/
Antiserum wurden die auf der Abszisse angegebenen Proteinantigen-
mengen in 0,1 m/-Portionen zugegeben. Nach 20 Min. bei 25° wurde die

Trübung bei 436 nm gemessen
I Hammel-Antiserum gegen Kaninchen-y-Globulin

11 Käninchen-Antiserum gegen Humanserum
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befunde, Indikation und Kontraindikation, Kom-
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Tab. 3
Äquivalenzpunktbestimmung eines Kaninchen-Antiserums gegen

Humanalbumin
0,9m/ eines 1:20 verdünnten Kaninchen-Antiserums wurden mit
0,1 ml Human-Albumin-Lösung verschiedener Eiweißgehalte .ver-
setzt. Die Trübung wurde nach 20 Min. bei 25° gemessen. Die Äqui-
valenzzone liegt zwischen 40 und 60 % Antigeneiweiß im Ansatz

Albumin E48e

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0,20
0,27
0,31
0,45
0,45
0,46
0,39
0,25
0,05
0,05

Im Äquivalenzpunkt ist die Reaktionsgeschwindigkeit
so hoch, daß nach l Std. 37° die Bildung abzentri-
fugierbarer Präzipitate abgeschlossen ist (Tab. 4). Die
Antikörperbestimmungen aus dem 1700 ̂ -Überstand
können deshalb nach l Std. durchgeführt werden.

Tab. 4
Verschiedene Inkubationszeiten im Äquivalenzpunkt

Zu 0,5 ml des l :5 verdünnten Hammelantiserums wurden 600 £
Kaninchen-y-Globulin zugesetzt. Diese Antigenmenge entspricht einem
Punkt (120 £) der durch Trübungsmessungen (Abb. 1) ermittelten
Äquivalenzzone. Das Präzipitat wurde bei 1700g abzentrifugiert, und
der Überstand nach Verdünnung (1:100) bei 278 nm photometriert.
Die Präzipitatbildung ist im Äquivalenzpunkt nach l Std. (37°) ab-

geschlossen

1 Std. 37°

0,082
0,070
0,072
0,072
0,076
0,070
0,068
0,074
0,074
0,072

=» 0,073
s = ± 0,0039

1 Std. 37°
3 Stdn. 20°

0,080
0,068
0,070
0,068
0,075
0,068
0,068
0,072
0,073
0,072
0,071

± 0,004

1 Std. 37°
3 Stdn. 20°
16 Stdn. 4°

0,081
0,070
0,070
0,076
0,075
0,068
0,068
0,072
0,074
P,070
0,072

± 0,003

Auch beim Kaninchen-Antiserum gegen Human-Serum
ergab sich eine Zone maximaler Trübung. Diese nahm
bei hohen Antigenmengen jedoch nicht ab (Abb. In).
In der Immuhelektrophorese (Abb. 2) wurde nach-
gewiesen, daß nach Zugabe von Antigenmengen, die
dem Kurvenmaximum (Abb. In) entsprechen, nur
die Antikörper gegen das y-Globulin quantitativ mit
dem Antigen reagiert hatten. Die meisten anderen Anti-
körper waren noch nicht abgesättigt und bildeten des-
halb Präzipitationslinien (Abb. 2 B). Nach Zugabe einer
Antigenmenge entsprechend der Proteinmenge von
180/^g (Abb. In) sind alle Antikörper bis auf das Anti-
<x2-Globulin und ein Anti-/?-Lipoprotein abgesättigt;
bei 260^ waren keine Antikörper mehr· im Über-
stand vorhanden.

Antikörperbestimmungen
Die Extinktion des Kaninchen-Antiserums gegen
Human-Albumin beträgt 0,278 (Tab. 5). Dieses ent-
spricht einem Eiweißgehalt des Serums von 58,7 g//.
Nach Zugabe der einem Punkt der Äquivalenzzone ent-
sprechenden Albuminmenge lag die Extinktion bei
0,214. Dies entspricht einer Menge von 47,5 g// Eiweiß.

B

Abb. 2
Immunelektrophoresen mit unterschiedlich abgesättigtem Antihuman-

serum. Dem elektrophoretisch aufgetrennten Humanserum
wurde

A das 1:5 verdünnte Antiserum zugesetzt
B das 1:5

versetzt
und 16 Sfdn. bei 4° inkubiert und bei 1700g abzentrifugiert. Das so
abgesättigte Serum wurde als Antiserum verwendet

C wie B, jedoch mit 900 g Serum Protein abgesättigt (entsprechend
180 g in Kurve II, Abb. 1)

D wie B, jedoch mit 1,3 mg Serum Protein abgesättigt (entsprechend
260 % in Kurve II, Abb. 1)

i :o veraunnie Aniiserum zugesetzt
1:5 verdünnte Antiserum mit einer Serummenge von 200//g

setzt (entsprechend 40/ig in Kurve II, Abb. 1), l Std. bei 37°
16 Stdn. bei 4° inkubiert und bei 1700g abzentrifugiert. Das so

Der Antikörpergehalt des Serums gegen das Albumin
beträgt also 58,7—47,5 g = 11,2 g//.
Der Eiweißgehalt des Hammelserums betrug 98,7 g//.
Nach Zugabe des Kaninchen-y-Globulins in einer
Menge, die einem Punkt der Äquivalenzzone entsprach,
wurde eine Proteinmenge von 81,5 g gemessen. Der
Antikörpergehalt des Hammelserums betrug demnach
17,2g//.
Die Bestimmung des Antikörpergehaltes aus dem
Präzipitat ergab nach dreimaligem Waschen für das
Aiitialbuminserum 10,1 g// Antikörpereiweiß, für das
Hammelantiserum 16,2 g//Antikörpereiweiß.

Tab. 5
Extinktionen des Vollserums und des 1700 g-Überstandes

Von 10 Verdiinnungen (1:100) des Kaninchen-Antiserums gegen
Human-Albumin wurden die Extinktionen bei 278 um im Spektral-

photometer (Zeiss) gemessen
Zu 0,5 m' des gleichen l :5 verdünnten Serums wurden 200 Albumin
gegeben. Das Präzipitat wurde nach l Std. (37°) bei 1700g abzentri-
fugiert. Die Überstände wurden 1:20 verdünnt und die Extinktionen

10 solcher Ansätze bei 278 nm gemessen

1.
2.
3.

. 4.
5.
6.
7.
Q.
9.

10.

Antiserum

0,278
0,271
0,284
0,272
0,279
0,278
0,282
0,269
0,285
0,281

* 0,278
S i 0,006

Ea78 n m
Überstand

0,210
0,220
0,205
0,210
0,213
0,219
0,205
0,219
0,212
0,220

X 0,214
S ± 0,007
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Diskussion
Quantitative Antikörperbestimmungen werden noch
vielfach mit der klassischen Methode nach HEIDEL-
BERGER (7) oder mit anderen Methoden der Präzipi-
tatanalyse, die in Mikromengen im Agargel (10) auf
Chromatographiepapier (11, 12) oder Polyester-Streifen
(13) vorgenommen werden, durchgeführt. Diese Me-
thoden sind zwar sehr exakt, verbrauchen aber teil-
weise viel Serum (7) oder sind methodisch recht auf-
wendig und zeitraubend (11—13).
Zur Charakterisierung der Antigen-Antikörperreaktion
und zur quantitativen Bestimmung von einzelnen
Plasmaproteinen haben sich Trübungs- bzw. Streu-
lichtmessungen bewährt (14, 15, 3). Auch die photo-
metrischen Messungen von Eiweißen bei 278 nm
werden häufig verwandt-(6, l, 2, 5). Trübungsmessungen
haben eine relativ große Fehlerbreite, sind aber zur
Bestimmung der Äquivalenzzone hinreichend genau,
da diese sich über einen größeren Bereich erstreckt
(Abb. l, Tab. 3).
Vergleicbe\mit der klassischen Methode (7, 1), die auf
der Eiweißbestimmung des Präzipitats beruht, ergeben
gute Übereinstimmungen. Jedoch lagen die Werte nach
den hier angegebenen Methoden durchschnittlich 10%.

höher. Wurde das Präzipitat statt dreifach neunfach
gewaschen, so nahm die Eiweißmenge des Präzipitats
zwischen der dritten und neunten Waschung durch-
schnittlich um 4% pro Waschung ab. Bei den hier be-
schriebenen AntiköVpern von Hammeln und Kaninchen
gegen ein Eiweiß als Antigen tritt also ein Eiweiß-
verlust durch die einzelnen Waschungen ein.
Ihre Grenze hat die Methode bei gefingen Antikörper-
mengen im Serum und, wie am Vollserum gezeigt
wurde, beim Vorliegen einer Vielzahl von verschiedenen
Antigenen in verschiedenen Konzentrationen. Diese
Einschränkung gilt aber auch für alle anderen Methoden
(11, 15, 7, l, 13).
Für die Trübungsmessungen sind 0,5 m/ Serum not-
wendig, das nach Verdünnung für 10 Messungen aus-
reicht. Zur Antikörperbestimmung sind 0,2 m/ er-
forderlich: 0,1 m/wird zur Messung der Serum-Eiweiß-
konzentration und 0,1 m/ zur Antikörperbestimmung
benötigt. Bei quantitativer Antikörperbestimmung mit
extrem geringen Serummengen bei kleinen Versuchs-
tieren, läßt sich durch Mikroküvetten (z. B. das Beck-
mann-Ultramikroarxalysensystem (14, 4)) mit noch
geringeren Serummengen auskommen. In diesen Ver-
suchen wurden zur Trübungsmessung 0,5 cm-Küvetten
benutzt.
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