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(Bingegangen am 17. Juli 1970)

Im Lymphserum von Patienten mit Lebetcirthose wurden 3 Peptide, davon ein Glycopeptid, in hohef Konzentration nachgewiesen.
Das Molekulargewicht des Glycopeptids wurde zu etwa 1600 bestimmt. Die Aminosdure-Analyse der Peptide ergab nur saure und nePuale
Aminosiuren. Entsprechend dem Fehlen von basischen Aminosiuren war auch eine Aggregation von Thrombocytten m_cht a}xslosbar.
Die gaschromatographische Analyse des Glycopeptids ergab eine Reihe von Zuckerkomponenten. Uber eine mogliche biologische Be-
deutung dieser Peptide bei Patienten mit Lebetcirthose kann keine Aussage gemacht werden.

Demonstration, isolation and characterisation of peptides in lymph from the thoracic duct

Three different peptides, including a glycopeptide, were found in high concentration in the lymph serum from the lymph of the thoracic
duct of patients with liver cirrhosis. The estimated molecular weight of the glycoprotein was 1600. Only anionic and neutral amino acids
could be detected in the peptides, which, owing to the absence of cationic amino acids, would not induce the aggregation of blood platelets.
Gas chromatographic analysis of the glycopeptide showed many different sugars. The biological significance of these peptides is unknown.

Bei Untersuchungen iiber das Proteinmuster der Ductus  Die Bestimmung erfolgte unter Einbeziehung eines internen
thoracicus-Lymphe von Patienten mit Lebercirrhose (1) Standards (.-Fucose).

i L L h . ied lek Die Bestimmung der Aggregation von humanen Thrombocyten
konnten er mn elmger'x le,) s.eren ¢ine niedermoleXu-  yrde nach einer frither beschricbenen Methode (8) mit Hilfe
lare Fraktion nachweisen, die im Blutserum derselben  cines automatischen Partikel-Zihlgerites (Coulter Electronics
Patienten nur in kleiner Menge vorhanden war. Im nach-  Ltd. England, Modell A) durchgefiihrt.

folgenden wird die niedermolekulare Fraktion aus

Lymphserum beschrieben. Ergebnisse

Die Fraktionierung von Lymphseren von Patienten mit
Material und Methoden Lebercirrhose durch Molekularsiebung an Sephadex

Lymphe wurde nach Kaniilierung des Ductus thoracicus wihrend ~G-200 (Abb. 12) ergab gegeniiber der Fraktionierung
des Anlegens einer lymphovendsen Anastomose entnommen.
Nach spontaner Gerinnung wurde das Lymphserum durch Ab-
zentrifugieren der Zellbestandteile gewonnen. 0700
Die priparative Fraktionierung der Lymph- und Blutseren er-
folgte durch Molekularsiebung an Sephadex G-200 in 0,1m Tris
HCI-Pufler, pH 8,0 mit Zusatz von 0,1m NaCl (2). Zur weiteren 0500
Reinigung der Peptide wurde eine Gelfiltration an Sephadex

G-25 in H,O angeschlossen.

Zur analytischen Trennung der Lymphproteine wurde die Elektro- 0.500
phorese im Polyacrylamidgel wie frither beschrieben (3, 4) durch-
gefithrt. Die Aminosiure-Analyse der Peptide wurde nach der
Vorschrift von Moore und StEIN (5) mit einem automatischen

Aminosiure-Analysator  (Beckman Instr., Spinco Division, 50"00
California) durchgefiihrt?). ]
Die Analyse der Kohlenhydratkomponenten der Peptide wurde “

gaschromatographisch durchgefiihrt (6). Salzfreies Lyophilisat 0300
wurde in 3x HCI bei 100° fiir 3 Stdn. in versiegelten Dickwand-

Ampullen unter N, nach dem friiher beschriebenen Verfahren (7)

hydrolysiert. Nach Silylierung mit Hexamethyldisilazan und 0200
Trimethylchlorsilan im Pyridin-Milieu wurden 0,5 u/ (0,25 ng)
der hexangeldsten per-O-Trimethylsilyl-Zuckerderivate auf einer
polaren Siule (EGS 189 /Chromosorb W) bei konstanten, pro-
- grammierten Temperaturverhiltnissen gaschromatographisch mit
dem Gerit der Fa. Packard, Instr. GmbH, Frankfurt, mit Argon-
*H-Ionisations- bzw. Flammen-Tonisations-Detektor analysiert.
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) Fiir die Durchfithrung der Aminosiure-Analyse danken wir o

Herrn  Professor Dr, D. FasoLp, Physiologisch-chemisches Abb. 1a

Institut Wiirzburg, Fraktionierung von Lymphserum eines Patienten mit Lebercirrhose
an Sephadex G-200
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von normalem Lymphserum (Abb.1b) deutliche Ab-
weichungen. Neben der relativen Vermehrung der 7 S-
Proteine fand sich in Lymphseren von Patienten mit
Lebercirrhose eine niedermolekulare Fraktion in relativ
groBer Menge. Diese Fraktion war auch in normalem
Lymphserum und im Blutserum von gesunden Pro-
banden und von Patienten mit Lebercirrhose nachweis-
bar, jedoch nur in geringer Konzentration.

Nach Dialyse des Lymphserums war die niedermoleku-
lare Fraktion nicht mehr nachweisbar.

Die weitere Fraktionierung der niedermolekularen Frak-
tion an Sephadex G-25 ergab eine Auftrennung in
3 Unterfraktionen (Abb. 2). Die Elutionsvolumina dieser
Unterfraktionen waren nur wenig unterschiedlich. Ent-
sprechend dem Elutionsvolumen an einer geeichten
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Abb. 1b
Fraktionierung von normalem Lymphserum an Sephadex G-200
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Abb. 2 .
Fraktionierung der isolierten Peptide an Sephadex G-256
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Gelsidule wurde fiir die mittlere Unterfraktion ein unge-
fihres Molekulargewicht von 1600 bestimmt.

Durch Elektrophorese im Polyacrylamidgel lieBen sich
die Unterfraktionen nicht trennen. Sie ergaben eine
homogene, wenn auch etwas breite Bande (Abb. 3).
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Abb. 3

Polyacrylamidelektrophorese der Fraktion IV nach Gelfiltration von
Lymphserum an Sephadex G-200
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Immunologisch waren die niedermolekularen Fraktionen
nicht nachweisbar, jedenfalls fanden wir immunelektro-
phoretisch nach Diffusion gegen Antihumanseren und
gegen monospezifische Antiseren, einschlieBlich Anti-
BENCE- JoNEs-Serum keine Prizipitationsbande.

Die Aminosiureanalyse der 3 Unterfraktionen ergab nur
saure und neutrale, jedoch keine basischen Aminosiuren
(Tab. 1).

Tab. 1

Aminosaureanalyse der Fraktion 11 nach Gelfiltration der nieder-
molekularen Fraktion an Sephadex G-25

Aminosdure pMol/Ansatz
Asp 0,017
Thr 0,030
Ser 0,030
Glu 0,096
Pro Spur
Gly 0,162
Ala 0,278
Val 0,071
Ile Spur
Leu 0,054
His Spur

Der Aminosdure-Zusammensetzung entsprechend fiihr-
ten die Fraktionen auch nicht zur Aggregation von
Thrombocyten, wie dies von basischen (kationischen)
Polypeptiden bekannt ist (8).

Die gaschromatische Analyse der 3 Unterfraktionen
ergab nur in der 2. Unterfraktion verschiedene Kohlen-
hydrate (Abb. 4). In dieser Fraktion fanden wir x-Man-
nose, x-Glucose, x-Galaktose, x-Glucosamin, x-Galak-
tosamin, S-Mannose, f-Glucosamin, p-Galaktosamin,
B-Glucose und Acetyl-Hexosamin. Die erste und dritte
Fraktion enthielten keine Kohlenhydratanteile.
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Abb. 4

Gaschromato?’aphische Analyse des Glycopeptids (Fraktion II nach
Gelfiltration an Sephadex G-25) aus Lymphserum
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Diskussion

Das Lymphserum von Patienten mit Lebercirrhose
unterscheidet sich von normalem Lymphserum in ver-
schiedener Hinsicht. Die Protein-Konzentration patho-
logischer Lymphseren zeigt starke Schwankungen, liegt
aber im Mittel etwa in der gleichen GroBenordnung wie
die von normalen Lymphseren. Neben dem fiir Lymph-
seren offenbar typischen geringen Gehalt an IgM fanden
sich in pathologischen Lymphseren eine relativ deutliche
Vermehrung von IgA, ein lebertypisches Muster der
Isoenzyme von Lactatdehydrogenase und teilweise 16s-
liche Leberproteine (1).

Der auffallendste Unterschied zwischen normalen und
pathologischen Lymphseren war die hohe Konzentration
einer auch in normalen Lymphseren und in Blutseren
nachweisbaren niedermolekularen Fraktion. Nach Iso-
lierung konnte die zweite Unterfraktion als ein Glyco-
peptid mit einem Molekulargewicht von etwa 1600
charakterisiert werden. Dieses Glycopeptid erwies sich
in der Polyacrylamid-Elektrophorese als homogen.
Basische Aminosduren waren in allen 3 Peptiden nicht
nachweisbar. Demzufolge waren sie auch nicht in der
Lage, eine ‘Aggregation von Thrombocyten herbei-
zufiihren.

Nach der Aminosiure-Zusammensetzung der Peptide
ist eine Beziehung zum Kinin-System auszuschlieBen (9).

Die Testung einer méglichen GefiBBwirksamkeit verlief
ohne Ergebnis (9).

Die Herkunft der Peptide im Lymphserum ist un-
bekannt. Sicher ist, daB diese Peptide nicht aus
dem Blutserum stammen, denn sie waren im Blutserum
der jeweils gleichen, Patienten nur im geringer Kon-

" zentration nachweisbar. Man muf3 annehmen, daB diese

Peptide aus dem Quellgebiet dér Lymphe, dem Darm
oder der Leber in die Lymphe und damit in das Blut
gelangen.

Die Konzentration dieser Peptide in der Lymphe war nur
bei 4 von 7 Patienten mit Lebercirrhose gegeniiber dem
Blutserum in dem hier beschriebenen Ausmal3 erhoht.
Eine Zuordnung der Vermehrung dieser Peptide zu
unterschiedlichen Begleitkrankheiten bzw. Komplika-
tionen der Lebercirrhose (Blutung aus Osophagus-
varizen oder Ascites) war nicht moglich. Hohe Konzen-
trationen der Peptide fanden wir gleich hiufig bei Pa-
tienten mit und ohne Ascites. Demnach ist eine funktio-
nelle Bedeutung der Peptide im Sinne einer Hemmung
oder Steigerung der Ascitesbildung dhnlich der Wirkung
von Adrenalin oder Histamin und Acetylcholin unwahr-
scheinlich.

Uber eine mégliche biologische Bedeutung der in
Lymphseren nachgewiesenen Peptide bzw. Glycopep-
tide kénnen wir demnach keine Aussage machen.
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