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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 30.3 mg- % galactose in blood. For the detec
tion of a liver disease the 90 minute galactose value, 
after oral administration is sufficient. 
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Serumproteinbindung von ACTH 
I. Untersuchungen mit Dextrangelfiltration und 3H·ACTH 

K. v. WERDER, K. SCHWARZ und P. C. SCRIBA * 
11. Medizinische Klinik der Universität München (Direktor: Prof. Dr. Dr. G. BODEOHTEI) 

Einleitung 

Untersuchungen über die Bindung von ACTH an 
Serumeiweißkörper liegen bisher nur spärlich vor. So 
konnten WOLF u. Mitarb. [1] zeigen, daß syntheti
sches, 131J-markiertes Tetracosapeptid in der Radio
papierelektrophorese Init den Serumproteinen wan
derte, wenn der Papierstreifen vorher Init nicht mar
kiertem Corticotropin ab gesättigt worden war. MELANI 
u. Mitarb. [2] fanden hingegen bei Dextrangelchroma
tographie von 131J-markiertem Schweine-ACTH nur 
eine Bindung der radioaktiven Degradationsprodukte 
an das Serumprotein, wobei Angaben über die biologi
sche Aktivität dieser "Degradationsprodukte" in 
dieser Arbeit fehlen [2]. - Biologische ACTH-Be
stimmungen werden in unserem Labor seit einiger Zeit 
durchgeführt [3]. Da uns 3H-ACTH zur Verfügung 
stand, wurde Init Hilfe der Dextrangelfiltration, einer 
Technik, die wir zur Bestimmung der Proteinbindung 
von Schilddrüsenhormonen und Cortisol benützen 
[4,5] die Frage der Bindung von ACTH an Serum
proteine untersucht. 

* Mit Unterstützung der Deutschen Forschungsgemein
schaft und der Stiftung Volkswagenwerk (K. v. W.). 

Präparate und Methoden 
Als markiertes ACTH wurde ein katalytisch mit Tritium 

markiertes Tricosapeptid verwendet (3H_ßl-23 Corticotropin-
23-amid-acetat, Farbwerke Hoechst AG), das in zwei spezifi
schen Aktivitäten vorlag: 212 [LCi(mg und 382 [LCijmg. Dabei 
entsprachen 1,0 mg Trockensubstanz ca. 100 E ACTH [6]. 
Weiter wurde nicht markiertes ßl-23 Corticotropin-23-amid 
(Farbwerke Hoechst AG) und natives Schweine-ACTH (Cor
trophine®, Organon GmbH) verwendet. Beiden Firmen sind 
wir zu großem Dank für ihre Unterstützung verpflichtet. 

Die Dextrangelfiltration mit Sephadex G-25 fine wurde als 
Säulenchromatographie mit Standardsäulen (i.D. 0=0,8 cm) 
durchgeführt. Sephadex wurde ca. 90 min in 0,01 M Na
Phosphatpuffer pH 7,4 gequellt und darauf in eine vertikal 
stehendc Säule, deren Ausfluß mit Glaswolle und einer Glas
perlenschicht verschlossen war, gefüllt [4]. Das Gelbett wurde 
anschließend mit 3 ml5%iger Humanalbuminlösung (Behring
werke, AG) abgesättigt, da sich in Vorversuchen [7J gezeigt 
hatte, daß ohne vorherige Albuminabsättigung des Dextrangels 
das ACTH auch durch 0,1 N HCl nicht vollständig eluiert 
werden konnte. Zur Elution dienten dann 0,01 M Na-Phosphat
puffer pH 7,4 und 0,1 N HCl. 

Die Messung der Radioaktivität erfolgte im Tri-Carb Liquid 
Szintillation-Spectrometer (Fa. Packard Instrument) mit 
13,8% Ausbeute für Tritium in unserem System. Dafür wurden 
abhängig von der zu erwartenden Radioaktivität jeweils ali
quote Teile der gesammelten Fraktionen (3-5 ml) eines Ver
suches bis zur Trockene eingeengt, anschließend in 1,0 ml 
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Hyaminhydroxyd® (Fa. Packard Instrument) gelöst und zn 
jeder Probe je 15 ml Szintillationsflüssigkeit (Toluol-O,3% 
PPO-O,06 % POPOP) zugegeben. Die Quenchkorrektur erfolgte 
mit Hilfe der Internal Standard Methode (BH-Toluol). Protein 
wurde nach LOWRY [8] bestimmt. 

Die biologische Bestimmung der ACTH-Aktivität erfolgte 
mittels der von L!pscoMB und NELSON angegebenen Methode 
[9], die wir mit einigen Modifikationen anderer Autoren [10] 
in unserem Labor durchführen [3]. Dabei wird die ACTH
Aktivität anhand der Steigerung der Corticosteroninkretion 
im Nebellllierenvenenblut der hypophysektomierten RaUe 
nach intraaortaleI' ACTH-Applikation bestimmt. Der Cortico
sterongehalt des Plasmas wurde nach der Methode von ZENKER 
und BERNSTEIN [H], modifiziert nach PFEIFFER u. :YIitarb. [12J 
fluorimetrisch bestimmt. 

Zur Reinigung des 3H-ACTH wurde ebenfalls die Dextran
gelfiltration herangezogen. In einem Vorversuch (Abb. 1) 
wurden 5 E ungereinigtes 3H-ACTH in 0,5 ml 0,9%igem NaCI 
über eine albumingesättigte Säule (h= 15 cm) gegeben. An
schließend wurde mit O,OllYI Na-Phosphatpuffer pH 7,4 und 
darauf mit 0,1 N HCI eluiert. 0,5 ml jeder Fraktion (5 ml) 
wurden jeweils zur Flüssigkeitsszintillationszählung aufberei
tet. In den Fraktionen 2 und 9 wurde dazu die biologische 
ACTH-Aktivität bestimmt. Wie die Abbildung zeigt befindet 
sich die biologische AC'rH-Aktivität allein im Säureeluat. Die 
unspezifische Radioaktivität ohne biologische ACTH-Aktivität 
wurde durch den Na-Phosphatpuffer pH 7,4 eluiert. Die Re
chromatographie nach Neutralisation [7J der heiden Radio
aktivitätsgipfel nach dem gleichen Verfahren ergab jeweils nur 
den einen entsprechenden homogenen Gipfel (Abb. 2a und b). 
Für die folgenden Versuche wurde nach diesem Verfahren 
gereinigtes 3H-ACTH verwcndet. Dabei betrug die unspezifi
sche Radioaktivität ohne biologische ACTH-Aktivität nach 
Reinigung 3-4% des einmal chromatographierten 3H-ACTH 
(Abb.2b). 

Ergebnisse 
In Vorversuchen [7,13] mit nichtmarkiertem syn

thetischem . ACTH und nativem Schweine-ACTH 
wurde deutlich, daß Serumproteine und Dextrangel 
kompetitiv biologisch aktives ACTH zu binden ver
mögen. Durch die radioaktive Markierung des Hor
mons wurde es möglich, diese Untersuchungen quan
titativ durchzuführen. 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 
+ 37° inkubiert. 2 ml des Inkubationsgemisches wur
den auf eine albumingesättigte Dextrangelsäule ge
geben. Die Elution erfolgte zuerst mit 0,01 M Na
Phosphatpuffer pH 7,4 und anschließend mit 0,1 N 
HCl (Abb. 3). Die Abbildung zeigt deutlich, daß der 
größere Teil des 3H-ACTH zusammen mit den Serum
proteinen eluiert wurde; der sog. freie, d. h. dextrangel
gebundene Teil des 3H-ACTH wurde durch die Salz
säure eluiert. Die Gesamtausbeute an Radioaktivität 
betrug 95±7,6% (x±.s, N =55 Säulen). 

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

Analoge Versuche mit nativem Schweine-ACTH 
und biologischer Bestimmung der ACTH-Aktivität im 
Eluat zeigten demgegenüber (Abb.4) keine wesent
liche Inaktivierung der biologischen Aktivität durch 
Inkubation mit Serumprotein [7,14], und demon
strieren die Serumproteinbindung von natürlichem 
ACTH. - Wurden 100 mE 3H-ACTH mit verschie
denen Serummengen (0,1-2,0 ml Normalserum) inku
biert und die Inkubationsgemische anschließend auf 
Dextrangelsäulen konstanter Höhe gegeben und in 
üblicher Weise zuerst mit 0,01 M Na-Phosphatpuffer 

IPM 5 E TRITlUM-ß'- 23 CORTICOTROPIN 

2S0000 1 
200000 

AMID -ACETAT 

o 

0.1 N Hel 

2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 13 " 15 16 17 

FRAKTIONEN Ci 5 ml 

Abb. 1. Dextrangelfiltration von 5 E ungereinigtem 3H-ACTH. 
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Abb. 2. aRechromatographie von 1 ml Puffereluat von unge
reinigtem 3H-ACTH (= unspezifische Radioaktivität ohne 
biologische Aktivität). b R.echromatographie von 1 ml = 1 E 
3H·ACTH. IPM (0--0) in 0,5 ml jeder Fraktion, biologische 

ACTH-Aktivität (Säulen) 

pH 7,4 und darauf mit 0,1 N Hel eluiert, so nimmt 
der proteingebundene Anteil des 3H-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 3H-AOTH in % 
der Gesamtradioaktivität angegeben, so wird bei zu
nehmender Serumproteinmenge (bis 4,0 ml) ein Wert 
von 73 % proteingebundenem Tricosapeptid erreicht. 

Diese kompetitive Bindung des 3H-AOTH durch 
Serum proteine und Dextrangel wurde dureh folgende 
Versuche bestätigt. 2 ml eines Inkubationsgemisches 
(vgl. Text zu Abb.3) wurden auf Dextrangelsäulen 
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Abb.5. Dextrangelfiltration von 100 mE gereinigtem 3H_ 
ACTH, inkubiert mit verschiedenen Serummengen. Säulen
höhe konstant: 15 cm, Serummenge: 2 ml (0---0), 1 ml 
(ä __ ä), 0,5 ml (0-'-0),0,1 ml (0--0), ohne Serum (.--.), 
IPM in 1 ml jeder Fraktion. Jede Kurve entspricht einem 

Versuch 

verschiedener Höhe (h = 1,2-18,0 cm, i.D. =0,8 cm) 
gegeben. In üblicher Weise wurde zuerst mit Puffer 
und anschließend mit 0,1 N HOl eluiert. Dabei ergab 
sich, daß mit Abnahme bzw. Zunahme der Säulenhöhe 
der proteingebundene Anteil des 3H-AOTH (Puffer
eluat) zunahm, bzw. abnahm. Die Abb. 6 zeigt die Ver
minderung des proteingebundenen 3H-AOTH in % der 
eluierten Gesamtaktivität bei Steigerung der Säulen
höhe. Extrapolation auf ° cm Säulenhöhe führt eben
falls zu einem Wert von 70-80% proteingebundenem 
Tricosapeptid. Wurde an Stelle von Serumprotein mit 
5 % Humanalbuminlösung inkubiert, so zeigte sich bei 
der anschließenden Dextrangelfiltration eine Bindung 
des 3H-AOTH an Albumine (Abb. 7), die der Bindung 
an Serumproteine (vgl. Abb. 6) etwa entsprach. 

Um das Verhalten von endogenem AOTH bei der 
Dextrangelfiltration zu klären, wurden 2,0 ml Plasma 
einer adrenalektomierten Patientin mit hohem AOTH
Plasmaspiegel (Verdacht auf R-Zellen Adenom [15] 
des Hypophysenvorderlappens) auf eine Dextrangel-
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säule gegeben und in üblicher Weise eluiert (Abb. 8). 
Wie die Abbildung zeigt, wurde in der ersten Fraktion 
(Puffereluat) biologisch wirksames ACTH gefunden, 
welches den proteingebundenen Anteil darstellt. Durch 
die Salzsäure wurde anschließend das dextrangelge
bundene bzw. sog. freie ACTH eluiert. Obwohl wegen 
der Ungenauigkeit der biologischen ACTH-Bestim
mungen [3] keine Rückschlüsse hinsichtlich der quan
titativen Verteilung von proteingebundenem und sog. 
freiem ACTH aus diesem Versuch gezogen werden 
können, 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. Einfluß der Höhe der Sephadfex-G-25-Säule auf den 
proteingebundenen 3H-ACTH-Anteil (aufgetragen: 100 mE 

mit I ml Serum in 2 ml Inkubationsgemisch) 

Diskussion 
Die für Schilddrüsenhormone und Cortisol [4,5] 

schon zu diagnostischen Zwecken ausgenutzte Be
stimmung der Proteinbindung dieser Hormone ist auch 
für einige Peptidhormone beschrieben worden [16, 17]. 
Über ACTH [1,2] lagen bisher widersprüchliche Er
gebnisse vor (s. Einleitung). 

Wir fanden bei der Dextrangelfiltration eine starke 
Bindung des Tritium markierten ßl-23 Corticotropins 
an das Dextrangel, die durch Elution mit 0,1 N HCI 
allein nicht zu lösen war (Vorversuche). Erst nachdem 
wir die Säulen mit 5%iger Albuminlösung abgesättigt 
hatten, konnten wir durch Serumproteine und 0,1 N 
HCI oder Salzsäure allein das 3H-ACTH vollständig 
von der Dextrangelsäule eluieren [7, 18]. Dabei zeigte 
sich eine eindeutige I{ompetition von Serum und 
Dextrangel bezüglich der AC'J'H-Bindung. Durch Ver
änderung 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, daß es sich bei dieser Versuchsanordnung um 
eine VerdrämJung von ACTH aus der Dextrangelsäule 
durch Proteine und nicht um eine echte Bindung an 
Proteine handelt, muß genauer analysiert werden. 

1. Theoretisch ist es denkbar, daß bei der Albuminsättigung 
nur eine sehr geringe Albuminmenge dextrangelgebunden wird, 
welche bei der Säulenchromatographie von ACTH-Lösungen 
ohne Serumproteinzusatz durch die möglicherweise größere 
ACTH-Peptidmenge teilweise von der Säule "verdrängt" wird. 
Folgt dem eine Elution mit überschüssigem Albumin, bzw. 
Serumprotein (7-280 mg Protein), so "verdrängt" dieses 
Protein seinerseits das ACTH, welches somit nicht protein
gebunden eluiert würde. Gegen diese Möglichkeit spricht die 
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Abb.7. 3H-ACTH-Bindung an Albumin. Inkubation von 
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2 ml, vgl. Text zu Abb. 3) Dextrangelfiltration (SäuJenhöhe = 
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Abb. 8. Dextrangelfiltration von 2 ml Patientenplasma (l\I.K.) 
mit erhöhter endogener ACTH-Aktivität. Säulenhöhe: 7 cm, 
biologische ACTH-Aktivität (Säulen) Serumprotein (0---'), 

pH (0--0) 

Überlegung, daß ein ACTH (1 fLg), welches Albumin von der 
gesättigten Säule "verdrängen" sollte, genauso fest dextrangel
gebunden sein müßte, wie ACTH, welches auf nicht mit 
Albumin gesättigte Säulen gegeben wurde. Dieses ACTH wäre 
nicht vollständig durch 0,1 N HCI-Zugabe, wie gezeigt [7], 
von der Säule zu eluieren. Da 0,1 N HCI jedoch das ACTH 
von der albumingesättigten Säule nahezu vollständig eluierte, 
scheidet diese Möglichkeit aus. 

2. Es ist darüber hinaus unwahrscheinlich, daß 1 fLg ACTH 
in proteinfreier Lösung das Albumin aus mit 150 mg albumin
gesättigten Säulen so quantitativ "verdrängen" kann, daß 
nicht doch ein gewisser Anteil des ACTH die Säule passiert_ 
Wir fanden dagegen bei der Chromatographie von 3H-ACTH 
ohne Serumzusatz auf albumingesättigten Säulen in den ersten 
Fraktionen nur 3--4 % unspezifische Radioaktivität ohne bio
logische Aktivität. 

3. Wir müssen daher diskutieren, daß das Dextran
gel dem ACTH zwei Bindungsmöglichkeiten bietet. 
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Der eine "Acceptor" bindet das ACTH so, daß auch 
durch 0,1 N HCI diese Bindung nicht gelöst werden 
kann [7], wohingegen der zweite "Acceptor" das 
ACTH reversibel bindet. Ist der erste "Acceptor" 
durch Albumin abgesättigt, so wird das ACTH nur 
noch labil an den zweiten gebunden und kann durch 
Serum und/oder Salzsäure vollständig eluiert werden. 
Für den zweiten "Acceptor" des Dextrangels gelten 
wieder die unter 2. ausgeführten Überlegungen. 

Dabei gilt für die zwei rein hyp'othetischen "Ac
ceptoren" die Überlegung, daß die physikalisch-chemi
sche Natur des Adsorptionsvorganges vermutlich kom
plex, d. h. zusammengesetzt aus der Wirkung Coulomb
scher-, VanderWaalsscher Kräfte u,a. ist [19]. Die 
physikalisch-chemischen Grundlagen der Adsorption 
von ACTH an Dextrangel wurden hier nicht unter
sucht. Das erwähnte Modell soll nur dazu dienen, die 
erhaltenen Ergebnisse zu interpretieren. Dabei soll 
noch einmal hervorgehoben werden, daß das Dextran
gel bei der Chromatographie von ACTH nicht als 
Molekülsieb wirkt, sondern das ACTH-Peptid bindet. 
Die Affinität 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 MELANI [2] 
sind u. a. möglicherweise durch eine Änderung der 
physikalisch-chemischen ACTH-Dextrangelbeziehung 
bei Jodierung des ACTH-Moleküls an den Tyrosinen 
zu erklären. - Wir müssen in diesem Zusammenhang 
auch offen lassen, welche Rolle die Tatsache, daß 
Albumine die Dextrangelsäule mit dem Ausschluß
volumen passieren (bei Sephadex G-25 werden Mole
küle mit einem Molekulargewicht von mehr als ca. 5000 
ausgeschlossen) für die Änderung der ACTH.Bindung 
in albuminisierten Säulen spielt. ACTH könnte nach 
seinem Molekulargewicht (ca. 2500-4500, je nach 
Länge des ACTH-Peptids) in das innere Gelvolumen 
eindringen. Gegen die Möglichkeit, daß die stabilere 
(s.o.) ACTH-Bindung im inneren Gelbettvolumen 
stattfindet und die Albumine das ACTH am Eindrin
gen in das innere Gelbettvolumen hindern, spricht die 
Beobachtung, daß Serumproteine, die nach dem ACTH 
auf eine nicht mit Albumin gesättigte Säule gegeben 
werden, die stabile ACTH-Bindung an Dextrangel so 
veränderten, daß eine vollständige Elution durch Säure 
wieder möglich wurde [7]. Daß es sich wirklich um eine 
echte Bindung des AOTH an Serumprotein und nicht 
nur um eine Verdrängung vom Dextrangel handelt, 
konnte auch durch Saccharosedichtegradientenzentri
fugation von ßl-23 Corticotropin bewiesen werden [20]. 

ZU8ammenfa88ung. 3H-ßl-23-Corticotropin wurde an 
Dextrangel (Sephadex G-25) gebunden und konnte 
durch Serumproteine, Albumin oder 0,1 N HCI eluiert 
werden. Mittels Dextrangelfiltration wurde gefunden, 
daß 3H-ACTH kompetitiv an Serumproteine (Albumin) 
und Dextrangel gebunden wurde. Auch für natürliches 
Schweine-ACTH und endogenes ACTH in Patienten
plasma (Adrenalektomie) wurde mittels biologischer 
ACTH-Bestimmung die Bindung von ACTH an Pro
teine bestätigt. 

Summary. 3H_ßl-23 corticotropin was bound to 
dextran gel (sephadex G-25) and was eluted by either 

serum proteins, albumin or 0.1 N HCI. Competitive 
binding of 3H-ACTH to serum proteins (albumin) and 
dextran gel was shown by dextran gel filtration. Like
wise natural ACTH (pig) and endogfinous ACTH from 
plasma of an adrenalectomized patient were shown to 
be partly protein bound using biological ACTH-assay. 

Frl. F. SEDLlIUIER und Frl. S. v. GÜNTHER danken wir für 
ihre ausgezeichnete technische Assistenz. Auszugsweise vorge
tragen [18] beim VI. Acta Endocrinologica Congress, Helsinki, 
1967. 
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