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for the first time possible through the enzymatic deter-
mination of galactose. By patients with liver disease
the lowest level, 90 minutes after oral galactose adminis-
tration is 80.3 mg- % galactose in blood. For the detec-
tion of a liver disease the 90 minute galactose value,
after oral administration is sufficient.

Literatur. Baxx, C. J. A.: De bebaling van het galactose
en glycosegehalte van het bloed na belasting van de leber met
galactose. Ned. T. Geneesk. 80, 961 (1946). — BavzR, R.: Uber
die Assimilation von Galaktose uns Milchzucker beim Gesun-
den und Kranken. Wien. med. Wschr., 56, 20 (1906).— BruzEck-
NER, J.: Die Bestimmung der Cerebroside mit Hilfe des Pulf-
rich-Stufenphotometers. Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 268,
163 (1941); — Uber den Gehalt des Blutes an Cerebrosiden.
Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem, 268, 251 (1941}; — Die Unter-
scheidungsmoglichkeit kleiner Mengen von Cerebro-Glucosiden
und Cerebro-Galactosiden. Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem.
275, 73 (1942). — Corrzy, R. C.: Factors in the metabolism
of galactose. J. biol. Chem. 74, 1 (1927). — DuiLEY, J., and
M. Doupororr: Metabolism of D-galactose in Pseudomonas
saccharophila. J. biol. Chem. 227, 745 (1957). — DoUDOROFF,
M., C. R. ContoPouLou, and S. BurNs: Intern. Sympos. on
Enzyme Chem. Tokio and Kyoto, Japan 2, 313 (1957). —
Fisarr, H., R. G. Haxsew, and H. W. Norron: Quantitative
determination of glucose and galactose. Analyt. Chem. 27, 857
(1955). — Harping, V. J., and G. A. Graxr: Metabolism of
galactose. J. biol. Chem. 99, 692 (1932/33). — KanuLER, H.,
u. K. Macsorp: Uber das Verhalten des Blutzuckers nach
Einnahme von Galaktose. Wien. klin. Wschr. 85, I, 414
(1922). — KARHLER, H.: Beitrige zur Leberfunktionspritfung.
Med. Klin, 1925, 1295. — Lupwia, H.: Zar Technik und Be-
wertung der Galaktoseprobe. Z. klin. Med. 141, 758 (1942). —
Porrax, F.: Die kombinierte Wassergalaktosebelastung als
neue Leberfunktionsprobe. Z. klin. Med. 117, 476 (1931). —
Raymorxp, A. L., and J. B. Braxco: Blood sugar determina-
tion and separation of sugars with live yeast. J. biol. Chem. 78,
649 (1928). — Ruzrss, K., u. W. Jeay: Alimentire Galak-
tosurie bei Leberkrankheiten. Dtsch. Arch. klin. Med. 108, 187

K.v. Werpzr, K. Scawarz und P. C. Scrisa: Serumproteinbildung von ACTH. I

Klin. Wschr.

{1912). — Rosmvsox, H. M. C., and J. C. RarasurN: Electro-
phoresis of free sugars in blood. Canad. J. Biochem. 85, 935
(1957). — Rommer, K., u. K. GrimmeL: Oraler Galaktose-
toleranztest. Med. Klin. 61, 44, 17351738 (1966); — Der
orale (alaktosetoleranztest als Leberfunktionsprobe. Med.
Klin. 62, 168—171 (1967). — ROUBITSCHEK, R.: Alimentire
Galaktosurie bei experimenteller Phosphorvergiftung. Dtsch,
Arch. klin. Med. 108, 225 (1912). — ScmwminT, E., u. F. W,
Scamipr: Enzym-Bestimmungen im Serum bei Lebererkran-
kungen. Enzymol, biol. clin. 8, 1 (1963). — Smurm, M., and
L. E. Tromas: Quantitative determination of glucose and
galactose. Clin. Chem. 8, 289 (1962). — SeNDERGAARD, G.:
Micro-method for determination of blood galactose by means
of glucose oxidase (Notatin) and anthrone, Scand. J. elin. Lab.
Invest. 10, 203 (1958). — StrwsTam, T.: Peroral and intra-
venous galactose tests. Acta med. scand., Suppl. 177, 1164
(1946). — TvoestrUp, N., K. WingLEr, N, Luxp, and H. C.
ExcrrL: A clinical method for determination of plasma galac-
tose in tolerance tests. Scand. J, clin. Lab. Invest. 6, 43 (1954).
UexgiLr, Te. v: Uber den diagnostischen Wert der Blut-
zuckerkurve nach peroraler Galaktosebelastung. Dtsch. med.
Wschr. 11, I, 415 (1939). — UsxxgiLr, Ta. v., u. H. H. Waa-
~ER: Der Galaktosiimietest als Leberfunktionsprobe, Miinch.
med. Wschr. 105, 1593 (1963). — Warrewrrcs, K., u. G.
Kurz: Uber die Spezifitit der Galaktose-Dehydrogenase aus
Pseudomonas saccharophila und deren Anwendung als ana-
lytisches Hilfsmittel. Biochem. Z. 885, 559 (1961). — WALLEN-
¥ELS, K., and O, P. Marmorra: Galactosidases. Advane. Car-
bohyd. Chem. 16, 239 (1961). — WaTsox, D.: A new method
for microanalysis of blood galactose. Ann. Biochem. 5, 260
(1963). — WozrrNER, H.: Toleranz gegen Galaktose bei direk-
ter Einfilhrung in den Pfortaderkreislauf. Dtsch. Arch. klin.
Med. 110, 295 (1913).

Dr. K. RommEeL

Apotheker E. Bernt (C. F. Boehringer, Tutzing)
BSec F. Scamrz

Dr. K. GRIMMEL

Universitit Ulm

Zentrum fiir Innere Medizin

79 Ulm, Steinhgvelstr, 9

Serumproteinbindung von ACTH
L. Untersuchungen mit Dextrangelfiltration und 3H-ACTH

K. v. WerpER, K. Scawarz und P. C. ScriBa*
1I. Medizinische Klinik der Universitdt Mimchen (Dirvektor: Prof. Dr. Dr. G. BoprcuTss)

Ewnleitung

Untersuchungen tiber die Bindung von ACTH an
Serumeiweilkorper liegen bisher nur sparlich vor. So
konnten Worr u. Mitarb. [1] zeigen, daf syntheti-
sches, 1% J.markiertes Tetracosapeptid in der Radio-
papierelektrophorese mit den Serumproteinen wan-
derte, wenn der Papierstreifen vorher mit nicht mar-
kiertem Corticotropin abgeséattigt worden war. Merax:
u. Mitarb. [2] fanden hingegen bei Dextrangelchroma-
tographie von ¥lJ-markiertem Schweine-ACTH nur
eine Bindung der radioaktiven Degradationsprodukte
an das Serumprotein, wobei Angaben iber die biologi-
sche Aktivitit dieser ,,Degradationsprodukte” in
dieser Arbeit fehlen [2]. — Biologische ACTH-Be-
stimmungen werden in unserem Labor seit einiger Zeit
durchgefithrt [3]. Da uns 3H-ACTH zur Verfiigung
stand, wurde mit Hilfe der Dextrangelfiltration, einer
Technik, die wir zur Bestimmung der Proteinbindung
von Schilddrisenhormonen und Cortisol beniitzen
[4, 5] die Frage der Bindung von ACTH an Serum-
proteine untersucht.

* Mit Unterstittzung der Deutschen Forschungsgemein-
schaft und der Stiftung Volkswagenwerk (K. v, W.).

Priparate und Methoden

Als markiertes ACTH wurde ein katalytisch mit Tritium
markiertes Tricosapeptid verwendet (*H—3'-2 Corticotropin-
23-amid-acetat, Farbwerke Hoechst AG), das in zwei spezifi-
schen Aktivititen vorlag: 212 uCi/mg und 382 uCi/mg. Dabei
entsprachen 1,0 mg Trockensubstanz ca. 100 E ACTH [6].
Weiter wurde nicht markiertes 2% Corticotropin-23-amid
{Farbwerke Hoechst AG) und natives Schweine-ACTH (Cor-
trophine®, Organon GmbH) verwendet. Beiden Firmen sind
wir zu groBem Dank fiir ihre Unterstiitzung verpflichtet.

Die Deatrangelfiliration mit Sephadex G-25 fine wurde als
Saulenchromatographie mit Standardsinlen (i.D.==0,8 cm)
durchgefithrt. Sephadex wurde ca. 90 min in 0,01 M Na-
Phosphatpuffer pH 74 gequellt und darauf in eine vertikal
stehende Siule, deren Ausflull mit Glaswolle und einer Glas-
perlenschicht verschlossen war, gefiillt [4]. Das Gelbett wurde
anschliefend mit 3 ml 5 %iger Humanalbuminlésung (Behring-
werke, AG) abgesittigt, da sich in Vorversuchen [7] gezeigt
haitte, dal ohne vorherige Albuminabsittigung des Dextrangels
das ACTH auch durch 0,1 N HCI] nicht vollstindig eluiert
werden konnte. Zur Elution dienten dann 0,01 M Na-Phosphat-
puffer pH 7,4 und 0,1 N HCL

Die Messung der Radiooktivitit erfolgte im Tri-Carb Liquid
Szintillation-Spectrometer (Fa. Packard Instrument) mit
13,8% Ausbeute fir Tritium in unserem System. Dafiir wurden
abhingig von der zu erwartenden Radiocaktivitdt jeweils ali-
quote Teile der gesammelten Fraktionen (3—5 ml) eines Ver-
suches bis zur Trockene eingeengt, anschlieBend in 1,0 ml
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Hyaminhydroxyd® (Fa. Packard Instrument) geldst und zn
jeder Probe je 15 ml Szintillationsfliissigkeit (Toluol-0,3%
PP0-0,06 % POPOP) zugegeben. Die Quenchkorrektur erfolgte
mit Hilfe der Internal Standard Methode (®H-Toluol). Protein
wurde nach Lowry [8] bestimmt,

Die biologische Bestimmung der ACTH-Aktivitit erfolgte
mittels der von Lipscoms und NELsox angegebenen Methode
[9], die wir mit einigen Modifikationen anderer Autoren [10]
m ungerem Labor durchfihren [3]. Dabei wird die ACTH-
Aktivitit anhand der Steigerung der Corticosteroninkretion
im Nebennierenvenenblut der hypophysektomierten Ratte
nach intraaortaler ACTH-Applikation bestimm#. Der Cortico-
sterongehalt des Plasmas wurde nach der Methode von ZENKER
und BERNSTEIN [11], modifiziert nach Prerrrer u. Mitarb.[12]
fluorimetrisch bestimmt.

Zur Reinigung des 2H-ACTH wurde ebenfalls die Dextran-
gelfiltration herangezogen. In einem Vorversuch (Abb. 1)
wurden 5 E ungereinigtes *H-ACTH in 0,5 ml 0,9 %igem NaCl
iber eine albumingesittigte Sdule (A= 15 cm) gegeben. An-
schiieBend wurde mit 0,01 M Na-Phosphatpuffer pH 7,4 und
darauf mit 0,1 N HCl elulert., 0,5 m! jeder Fraktion (5 ml)
wurden jeweils zur Flussigkeitsszintillationszihlung aufberei-
tet. In den Fraktionen 2 und 9 wurde dazu die biologische
ACTH-Aktivitit bestimmt. Wie die Abbildung zeigt befindet
sich die biologische ACTH-Aktivitiét allein im S#ureeluat. Die
unspezifische Radicaktivitdt ohne biologische ACTH-Aktivitit
wurde durch den Na-Phosphatpuffer pH 7,4 eluiert. Die Re-
chromatographie nach Neutralisation [7] der beiden Radio-
aktivitdatsgipfel nach dem gieichen Verfahren ergab jeweils nur
den einen entsprechenden homogenen Gipfel (Abb. 2a und b).
Fir die folgenden Versuche wurde nach diesem Verfahren
gereinigtes *H-ACTH verwendet. Dabei betrug die unspezifi-
sche Radioaktivitit ohne biologische ACTH-Aktivitit nach
Reinigung 3—4% des einmal chromatographierten *H-ACTH
(Abb. 2b).

Ergebnisse

In Vorversuchen [7, 13] mit nichtmarkiertem syn-
thetischem ACTH wund nativem Schweine-ACTH
wurde deutlich, dal} Serumproteine und Dextrangel
kompetitiv biologisch aktives ACTH zu binden ver-
mogen. Durch die radioaktive Markierung des Hor-
mons wurde es moglich, diese Untersuchungen quan-
titativ durchzufihren. Dazu wurden 200 mE chroma-
tographisch gereinigtes, mit 1,0 N KOH reneutralisier-
tes (ca. pH 7) 3H-ACTH mit 2,0 ml Normalserum und
1,2 ml 0,9%igem NaCl in einem Gesamtvolumen von
4,0 ml (0,0015 M Na-Phosphatpuffer pH 7,4) 3 min bei
+4-37° inkubiert. 2 ml des Inkubationsgemisches wur-
den auf eine albumingeséittigte Dextrangelsiule ge-
geben. Die Elution erfolgte zuerst mit 0,01 M Na-
Phosphatpuffer pH 7,4 und anschlieBend mit 0,1 N
HCl (Abb. 3). Die Abbildung zeigt deutlich, dafl der
grofere Teil des SH-ACTH zusammen mit den Serum-
proteinen eluiert wurde; der sog. freie, d.h. dextrangel-
gebundene Teil des *H-ACTH wurde durch die Salz-
sdure eluiert. Die Gesamtausbeute an Radioaktivitdt
betrug 954+ 7,6% (£+s, N =255 Séulen).

Mit der Proteinbindung tritt gleichzeitig eine er-
hebliche Inaktivierung des synthetischen Tricosa-
peptides ein, wie die geringe biologische Aktivitdt
(Abb. 3) des proteingebundenen 3H-ACTH zeigt [14].

Analoge Versuche mit nativem Schweine-ACTH
und biologischer Bestimmung der ACTH-Aktivitét im
Eluat zeigten demgegeniiber (Abb.4) keine wesent-
liche Inaktivierung der biologischen Aktivitdt durch
Inkubation mit Serumprotein [7,14], und demon-
strieren die Serumproteinbindung von natirlichem
ACTH. — Wurden 100 mE 3H-ACTH mit verschie-
denen Serummengen (0,1-—2,0 ml Normalserum) inku-
biert und die Inkubationsgemische anschlieBend auf
Dextrangelsdulen konstanter Hohe gegeben und in
iblicher Weise zuerst mit 0,01 M Na-Phosphatpuffer
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Abb. 1. Dextrangelfiltration von 5 E ungereinigtem *H-ACTH.
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Abb. 2. a Rechromatographie von 1 ml Puffereluat von unge-

reinigtem *H-ACTH (= unspegifische Radioaktivitdt ohne

biologische Aktivitit). b Rechromatographie von I1ml=1E

SH-ACTH. IPM (o o) in 0,6 ml jeder Fraktion, biologische
ACTH-Aktivitit (Sdulen)

pH 7.4 und darauf mit 0,1 N HCl eluiert, so nimmt
der proteingebundene Anteil des SH-ACTH mit stei-
genden Serummengen im Inkubationsgemisch zu
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(Abb. 5). Umgekehrt nimmt der sog. freie, d.h. dex-
trangelgebundene Anteil des Tricosapeptids mit Zu-
nahme der Serummengen im Inkubationsgemisch ab.
Wird der Anteil des proteingebundenen H-ACTH in %
der Gesamtradioaktivitit angegeben, so wird bei zu-
nehmender Serumproteinmenge (bis 4,0 ml) ein Wert
von 73% proteingebundenem Tricosapeptid erreicht.

Diese kompetitive Bindung des 3H-ACTH durch
Serumproteine und Dextrangel wurde durch folgende
Versuche bestitigt. 2 ml eines Inkubationsgemisches
(vgl. Text zu Abb. 3) wurden auf Dextrangelsidulen
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Abb. 5. Dextrangelfiltration von 100 mE gereinigtem S3H-

ACTH, inkubiert mit verschiedenen Serummengen. Siulen-

hohe konstant: 15 em, Serummenge: 2 ml (s———s), 1ml

(s 2), 0,5 ml (s——s), 0,1 ml (o o), ohne Serum ( a),

IPM in 1 m] jeder Fraktion. Jede Kurve entspricht einem
Versuch

verschiedener Hoéhe (A =1,2—18,0 cm, 1.D.==0,8 cm)
gegeben. In iblicher Weise wurde zuerst mit Puffer
und anschlieBend mit 0,1 N HCI eluiert. Dabei ergab
sich, daBl mit Abnahme bzw. Zunahme der Siulenhéhe
der proteingebundene Anteil des SH-ACTH (Puffer-
eluat) zunahm, bzw. abnahm. Die Abb. 6 zeigt die Ver-
minderung des proteingebundenen *H-ACTH in % der
eluierten (lesamtaktivitdt bei Steigerung der Siulen-
hohe. Xxtrapolation auf 0 cm Sdulenhohe fithrt eben-
falls zu einem Wert von 70—80% proteingebundenem
Tricosapeptid. Wurde an Stelle von Serumprotein mit
5% Humanalbuminldsung inkubiert, so zeigte sich bei
der anschlieBenden Dextrangelfiltration eine Bindung
des 3H-ACTH an Albumine (Abb. 7), die der Bindung
an Serumproteine (vgl. Abb. 6) etwa entsprach.

Um das Verhalten von endogenem ACTH bei der
Dextrangelfiltration zu kliren, wurden 2,0 ml Plasma
einer adrenalektomierten Patientin mit hohem ACTH-
Plasmaspiegel (Verdacht auf R-Zellen Adenom [15]
des Hypophysenvorderlappens) auf eine Dextrangel-



46. Jg., Heft 17, 1968

sdule gegeben und in tUblicher Weise eluiert (Abb. 8).
Wie die Abbildung zeigt, wurde in der ersten Fraktion
(Puffereluat) biclogisch wirksames ACTH gefunden,
welches den proteingebundenen Anteil darstellt. Durch
die Salzsfure wurde anschlieBend das dextrangelge-
bundene bzw. sog. freie ACTH eluiert. Obwohl wegen
der Ungenauigkeit der biologischen ACTH-Bestim-
mungen [3] keine Riickschliisse hinsichflich der quan-
titativen Verteilung von proteingebundenem und sog.
freiern ACTH aus diesermn Versuch gezogen werden
kénnen, ist doch auch hier die kompetitive Bindung
von in diesem Falle endogenem ACTH durch Serum-
protein und Dextrangel deutlich.
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Abb. 6. Einflull der Hoéhe der Sephadfex-(-25-Séule auf den
proteingebundenen *H-ACTH-Anteil (aufgetragen: 100 mE
mit 1 ml Serum in 2 ml Inkubationsgemisch)

Diskussion
Die fiir Schilddriisenhormone und Cortisol {4, 5]
schon zu diagnostischen Zwecken ausgenutzte Be-
stimmung der Proteinbindung dieser Hormone ist auch
fir einige Peptidhormone beschrieben worden [16, 17].
Uber ACTH [1, 2] lagen bisher widerspriichliche Er-
gebnisse vor (s. Kinleitung).

Wir fanden bei der Dextrangelfiltration eine starke
Bindung des Tritium markierten -2 Corticolropins
an das Dextrangel, die durch Elution mit 0,1 N HC]
allein nicht zu lsen war (Vorversuche). Erst nachdem
wir die Sdulen mit 5%iger Albuminlésung abgesédttigt
hatten, konnten wir durch Serumproteine und 0,1 N
HCI oder Salzsiure allein das 3H-ACTH vollstdndig
von der Dextrangelsiule eluieren {7, 18]. Dabei zeigte
sich eine eindeutige Kompelition von Serum und
Dextrangel beziglich der ACTH-Bindung. Durch Ver-
dnderung der Dextrangel- bzw. Serummenge ergab sich
mittels Extrapolation eine Bindung von 70—80% des
ACTH an Serumproteine bei allerdings extrem un-
physiologisch hohen ACTH-Konzentrationen. Der Ein-
wand, daB es sich bei dieser Versuchsanordnung um
sine Verdrdngung von ACTH aus der Dextrangelsiule
durch Proteine und nicht um eine echte Bindung an
Proteine handelt, mufl genauer analysiert werden.

1. Theoretisch ist es denkbar, daB bei der Albuminsittigung
nur eine sehr geringe Albuminmenge dextrangelgebunden wird,
welche bei der Siulenchromatographie von ACTH-Losungen
ohne Serumproteinzusatz durch die moglicherweise gréflere
ACTH-Peptidmenge teilweise von der Siule ,,verdringt™ wird.
Folgt dem eine Elution mit iiberschiissigem Albumin, bzw.
Serumprotein (7—280 mg Protein), so ,,verdringt” dieses

Protein seinerseits das ACTH, welches somit nicht protein-
gebunden elujert wiirde. Gegen diese Moglichkeit spricht die
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Abb. 7. *H-ACTH-Bindung an Albumin. Inkubation von
100 mE 3H-ACTH mit 1 ml 5%igem Humanalbumin (X' V=
2 ml, vgl. Text zu Abb. 3) Dextrangelfiltration (Sdulenhéhe =
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Abb. 8. Dextrangelfiltration von 2 m! Patientenplasma (M. K.)
mit erhéhter endogener ACTH-Aktivitit. Siulenhohe: 7 cm,
biologische ACTH-Aktivitit (Sdulen) Serumprotein (e———e),
pH (o——0)

Uberlegung, daf ein ACTH (1 pg), welches Albumin von der
gesiittigten Siule ,,verdringen* sollte, genauso fest dextrangel-
gebunden sein miifite, wie ACTH, welches auf nicht mit
Albumin gesittigte Sdulen gegeben wurde. Dieses ACTH wire
nicht vollstindig durch 0,1 N HCl-Zugabe, wie gezeigt 7],
von der Siule zu eluieren. Da 0,1 N HCI jedoch das ACTH
von der albumingesattigten Séule nahezu vollstindig eluierte,
scheidet diese Moglichkeit aus.

2. Es ist dariiber hinaus unwahrscheinlich, dafl 1 pg ACTH
in proteinfreier Losung das Albumin aus mit 150 mg albumin-
gesittigten Sdulen so quantitativ ,,verdringen” kann, dafl
nicht doch ein gewisser Anteil des ACTH die Siule passiert.
Wir fanden dagegen bei der Chromatographie von *H-ACTH
ohne Serumzusatz auf albumingestittigten Siulen in den ersten
Fraktionen nur 3—4 % unspezifische Radioaktivitit ohne bio-
logische Aktivitit.

3. Wir miissen daber diskutieren, dafl das Dextran-
gel dem ACTH zwei Bindungsméglichkeiten bietet.
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Der eine ,,Aeceptor bindet das ACTH so, dafl auch
durch 0,1 N HCI diese Bindung nicht gelost werden
kann [7], wohingegen der zweite ,,Acceptor das
ACTH reversibel bindet. Ist der erste ,,Aceeptor®
durch Albumin abgeséttigt, so wird das ACTH nur
noch Iabil an den zweiten gebunden und kann durch
Serum und/oder Salzséure vollstdndig eluiert werden.
Fiir den zweiten ,,Acceptor’” des Dextrangels gelten
wieder die unter 2. ausgefithrten Uberlegungen.
Dabei gilt fur die zwei rein hypothetischen ,,Ac-
ceptoren® die Uberlegung, daB die physikalisch-chemi-
sche Natur des Adsorptionsvorganges vermutlich kom-
plex, d.h. zusammengesetzt aus der Wirkung Coulomb-
scher-, Van der Waalsscher Krifte u.a. ist [19]. Die
physikalisch-chemischen Grundlagen der Adsorption
von ACTH an Dextrangel wurden hier nicht unter-
sucht. Das erwdhnte Modell soll nur dazu dienen, die
erhaltenen FErgebnisse zu interpretieren. Dabei soll
noch einmal hervorgehoben werden, daBl das Dextran-
gel bei der Chromatographie von ACTH nicht als
Molekiilsieb wirkt, sondern das ACTH-Peptid bindet.
Die Affinitdt von Tyrosin enthaltenden Peptiden [19]
und Tyrosinderivaten, z.B. Trijodthyronin [4] sowie
anderen Verbindungen, z.B. Corticosteroiden [5] zu
Dextrangel (Sephadex G-25) ist bekannt. Die erheb-
lichen Diskrepanzen zu den Befunden von MerawT [2]
sind u.a. moglicherweise durch eine Anderung der
physikalisch-chemischen ACTH-Dextrangelbeziehung
bei Jodierung des ACTH-Molekiils an den Tyrosinen
zu erkldren. — Wir miissen in diesem Zusammenhang
auch offen lassen, welche Rolle die Tatsache, daB
Albumine die Dextrangelsdule mit dem Ausschlu$3-
volumen passieren (bei Sephadex (-25 werden Mole-
kiile mit einem Molekulargewicht von mehr als ca. 5000
ausgeschlossen) fiir die Anderung der ACTH-Bindung
in albuminisierten Sdulen spielt. ACTH koénnte nach
seinem Molekulargewicht (ca. 25004500, je nach
Linge des ACTH-Peptids) in das innere Gelvolumen
eindringen. Gegen die Moglichkeit, dafi die stabilere
(s.0.) ACTH-Bindung im inneren Gelbettvolumen
stattfindet und die Albumine das ACTH am Eindrin-
gen in das innere Gelbettvolumen hindern, spricht die
Beobachtung, dafl Serumproteine, die nach dem ACTH
auf eine nicht mit Albumin gesittigte Siule gegeben
werden, die stabile ACTH-Bindung an Dextrangel so
verdnderten, dab eine vollstindige Elution durch Sdure
wieder moglich wurde [7]. Daf es sich wirklich um eine
echte Bindung des ACTH an Serumprotein und nicht
nur um eine Verdringung vom Dextrangel handelt,
konnte auch durch Saccharosedichtegradientenzentri-
fugation von 5% Corticotropin bewiesen werden [20].

Zusammenfassung. SH-f-25.Corticotropin wurde an
Dextrangel (Sephadex G-25) gebunden und konnte
durch Serumproteine, Albumin oder 0,1 N HCI eluiert
werden. Mittels Dextrangelfiltration wurde gefunden,
dab 3H-ACTH kompetitiv an Serumproteine (Albumin)
und Dextrangel gebunden wurde. Auch fiir natiirliches
Schweine-ACTH und endogenes ACTH in Patienten-
plasma (Adrenalektomie) wurde mittels biologischer
ACTH-Bestimmung die Bindung von ACTH an Pro-
teine bestétigt.

Summary. H-f-23 corticotropin was bound to
dextran gel (sephadex (-25) and was eluted by either
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serum proteins, albumin or 0.1 N HCL Competitive
binding of *H-ACTH to serum proteins (albumin) and
dextran gel was shown by dextran gel filtration. Like-
wise natural ACTH (pig) and endogenous ACTH from
plasma of an adrenalectomized patient were shown to
be partly protein bound using biological ACTH-assay.

Frl. F. Sgprmater und Frl. 8. v. GONTHER danken wir fir
ihre ausgezeichnete technische Assistenz. Auszugsweise vorge-
tragen [18] beim VI. Acta Endocrinologica Congress, Helsinki,
1967,
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