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Aus der Medizinischen Universititsklinik Erlangen-Niirnberg ( Direktor: ]-’ro'f. Dr. med. N. Henning)

(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Oktober 1963)

Es wurden 15 Milzextrakte agarelektrophoretisch, firberisch mit Nachweismethoden fermentaktiver Komp&?féﬁten,
sowie immunologisch untersucht mit dem Ziel einer Charakterisierung der Proteinkomponenten yvon Milzextrakt.
Als Bezugsystem fiir diese Untersuchungen wurde menschliches Normalserum verwendet. Zur géraueren Lokali-
sation einzelner Komponenten wurden unter anderem himolytische Seren sowie Seren mit Paraproteinen von
bestimmten Typen mitverwendet. Es kann festgestellt werden, daB Milzextrakt sich vom Humanserum in qualita-
tiver und quantitativer Hinsicht wesentlich unterscheidet. Es mufl aber auch festgestellt werden, daB einzelne
Komponenten mit Fraktionen des menschlichen Serums prinzipiell vergleichbar sind, auch wenn hier quantitative
Differenzen bestehen. Die Ergebnisse wurden im Sinne der Charakterisierung der Proteinsysteme von Milz-
extrakten diskutiert.

In order to characterise the protein components of spleen extract, 15 extracts were studied by agar electrophoresis,
by colour reactions for enzymes and by immunology. Normal, human serum was used as a reference system. For
a mote exact localisation of individual components, haemolytic sera and sera with particular types of paraproteins
were also used. It can be shown that spleen extract is qualitatively and quantitatively essentially different from
human serum. Some individual fractions must, however, be comparable with fractions from human serum, even
if there ate quantitative differences. The use of these results for the characterisation of the proteins of spleen extract

is discussed.

In vorliegender Arbeit wurden in eigener Versuchsan-
ordnung Milzextrakte im Vergleich zu einem Normal-
serum agarelektrophoretisch, immunoelektrophoretisch
und durch Firbe- und Fermentreaktionen analysiert.
Diese Untersuchungen sollten der Charakterisierung det
verschiedenen in der Milz nachweisbaren EiweiBkom-
ponenten dienen, wobei sowohl die Frage einer Identi-
tit von Milz- und Serumproteinen als auch die Frage der
Lokalisation und Differenzierung verschiedener Fer-
mente durch Nachweis ihter Aktivitit erdrtert werden
sollte. Wie in fritheren Untersuchungen (1, 2, 3, 4) an
menschlichen Otrganextrakten gezeigt werden konnte,
eignen sich hierfiir die Kombinationstechniken der
Agarelektrophorese in besonderem MaBe.

Versuche

Untersuchungsgut

Es wurden insgesamt 15 verschiedene Milzorgane von der Leiche
analysiert!). Die Organe kamen nicht spiter als 24 Stunden post
mortem zur Verarbeitung; es handelte sich ausschlieBlich um
histologisch unverinderte Organe. Hinsichtlich des Alters und des
Geschlechts der Verstorbenen wurde keine Auswahl getroffen. .

Versuchsanordnung

Von jedem der Organe wurden Extrakte herécstellt und in folgen-
der Weise analysiert:

a) Einfache Elektrophorese im Agar-Gel mit Protein-, Kohlen-
hydrat- und Lipoidfirbung.

1) Die Organbr&ipatatc verdanken wir dem Pathologischen Tnsti-
tut der Universitit Erlangen-Niirnbetg (Direktor: Prof. Dr.
E. MULLER).

b) Nachweis der oxydaseaktiven Coeruloplasminfraktionen.

c). Darstellung der Komponenten mit alkalischer Phosphatase-
aktivitit.

d) Reaktion auf Diastaseaktivitit.

¢) Immunoelektrophoretische Analyse mit Antihumanserum.

Fiir jeden Analysensatz wurde das Serum eines Gesunden ver.
gleichsweise mit angesetzt.

Methodik

a) Aufbereitung der Organe (1, 3, 4)

Fettsubstanz, Bindegewebe einschlieBlich Kapsel wurden weit-
gehend abpripariert. Die Organe wurden zetkleinert und zur
Entblutung 4 Stdn. im flieBenden Wasser gespiilt. Diese Gewebs-
stiicke wutrden weiter in kleine Wiirfel geschnitten und unter Zu-
gabe von Aqua dest. im Multimix (10 Min.) zertriimmert.

Der gewonnene Organbrei wurde 30 Min. bei 3000 U/Min. bei
Zimmertemperatur zentrifugiert. Der Uberstand des Zentrifugats
wurde abpipettiert, zur Einengung gegen 20-proz. Kollidon in
Dialysierschliduche?) gefiillt und iiber zwei Tage im Kiihlschrank
bei + 4° auf eine mindestens 2—3-proz. Eiweilésung eingeengt.
Auch die Bodenschicht, die schwer 16slich wat, wurde bei 6 ver-
schiedénen Milzorganen weiterverarbeitet, und zwar wurde sie mit
physiol. Kochsalzlosung versetzt (2 Teile Organbrei auf 1 Teil
physiol. Kochsalzldsung). Dann wurde dieser Organextrakt mit
einem ,,Ultra-Turrax“-Gerit®) zu einem feinen Brei zermahlen
(5Min.) und anschliefend bei Zimmertemperatur 45 Min. bei
4000 U/Min. zentrifugiert. Die iberstehende Fliissigkeit wurde
abpipettiert, zur Einengung gegen 20-proz. Kollidon wiederum in
Dialysierschlduche gefiillt und auch zwei Tage bei + 4° belassen.
Der Riickstand wurde diesmal verworfen. Die eingeengten Ex-
trakte wurden zur weiteren Analyse verwendet.

2) Dialysierschlduche der Membranfiltergesellschaft, Géttingen: -
3) ,,Ultra-Turtax der Fa. Janke & Kunkel KG., Staufen i. Br.
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b) Einfache Elektrophorese im Agar-Gel mit Firbemethoden und
Fermentreaktionen

Bei jedem Analysensatz wurden die Extrakte der Milz jeweils im
Vergleich mit einem Humanserum im Agar-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Methodische Einzelheiten dieser Elektrophorese sind
dem einschligigen Schrifttum zu entnehmen (5, 6, 7, 8, 9, 10). —
Zur Charakterisicrung der einzelnen EiweiBkomponenten wurden
folgende Firbungen und Fermentreaktionen angewandt:

Proteinfirbung mit Amidoschwarz 10 B (5, 11, 12).
Kohlenhydratfirbung (11, 13, 14).

Lipoidfirbung mit Sudan-Schwarz B (5, 13, 11).
Coeruloplasmindatstellung (Fermentreaktion) (15, 16).
Fermentreaktion der alkalischen Phosphatase (17).
Fermentreaktion der Diastase (18, 19).

c) Imniunoelektrophorese (6, 7, 8, 10)

Die cinzelnen Organextrakte sowie das Vergleichsserum eines
Gesunden wurden weiterhin mit Hilfe der Immunoelektrophorese
nach GraABAR und WiLLiAMs analysiert. Als Immunserum wurde
ein Humanserum-Antiserum?) verwendet. Dieses wurde im Ver-
hiltnis 1:1,3 mit physiol. Kochsalzldsung verdiinnt. Weitere Ein-
zelheiten hierzu sind dem einschligigen Schrifttum zu entnehmen.

Ergebnisse ‘
1. Einfache Agarelektrophorese

Bei Firbung eines agarelektrophoretisch getrennten
Milzextraktes mit Amidoschwarz 10 B lassen sich ins-
gesamt 8—9 Komponenten abgrenzen. Unter ihnen
imponijeren im wesentlichen zwei relativ stark gefirbte
Fraktionen weit anodisch wandernd, eine weitere un-
mittelbar anodisch vom Avuftragstrich entfernt sowie

eine besonders stark gefirbte und breit verlaufende .

Komponente im Bereich kathodisch von der Auftrag-
stelle entfernt. AuBBerdem lassen sich weit anodisch vor

den Hauptkomponenten 1—2 Vorfraktionen einerseits .

sowie zwei relativ schwach gefirbte aber scharf ab-
grenzbare Komponenten jenseits des Auftragstriches
kathodisch wandernd nachweisen. )
Vergleicht man einen Milzextrakt mit einem Human-
serum, so fillt auf, daB Milzextrakt insgesamt einen
weitaus groBeren Trennbereich aufweist als Human-
serum. Es lassen sich auBerdem hinsichtlich der quanti-
tativen und auch der qualitativen Verteilung der ein-
zelnen EiweiBkomponenten deutliche Unterschiede
nachweisen. Die Zuordnung der verschiedenen Kom-
ponenten zu Eiweikérpern des menschlichen Serums
soll in der Diskussion abgehandelt werden.

Bei Firbung eines agarelektrophoretisch aufgetrennten
Milzextraktes mit Schiffschem Reagens lassén sich vor
allem die schnell wandernden Fraktionen deutlich dar-
stellen, ebenso aber auch die Komponente im Bereich
kathodisch von der Auftragstelle. — Bei Firbung des
Milzextraktes mit Sudanschwarz B zum Nachweis der
Lipoproteide findet sich lediglich in einem kleinen Bezirk
anodisch vom Auftragstrich eine schwache Anfirbbar-
keit, die jedoch nicht bei allen Extrakten reproduzier-
bar war. ’

1) Anti-Normalserum, IEP Antiserum, Hyland Laboratories, Los
Angeles Calif., USA.
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Priift man die agarelektrophoretisch getrennten Milz-
extrakte auf ihre Oxydaseaktivitit mit Firbung durch p-
Phenylendiamin, so l4Bt sich in allen Fillen eine unter-
schiedlich intensive, jedoch einwandfrei nachweisbare
Reaktion im «-Bereich, d. h. anodisch vom Auftrag-
strich, aufzeigen.

Alkalische Phosphatase findet sich auf Grund der typischen
Fermentreaktionen in einem Bereich unmittelbar um
den Auftragstrich, und zwar sowohl anodisch wie
kathodisch. Dies ist in allen Priparaten einwandfrei
reproduzierbar.

Diastaseaktivitit 138t sich unter Zuhilfenahme der vor-
liegenden Nachweismethode bei den hier untersuchten
Milzextrakten nicht nachweisen.

Zusitzliche Studien von verschiedenen Extraktsubstra-
ten, d. h. von elektrophoretisch getrenntem Bodensatz
und Uberstand (siche Aufbereitungsmethode) ergeben
sich einige Unterschiedlichkeiten der Art, daB die unter-
suchten Uberstinde im wesentlichen weitaus bessere
Resultate aufweisen als der Bodensatz. Einen Unter-
schied bietet lediglich die Reaktion auf Oxydaseaktivitit;
hier findet sich eine deutlichere Reaktion im Bodensatz,
wihrend der untersuchte Uberstand zwar eine adiquate,
jedoch eine quantitativ geringere Anteicherung von
Oxydaseaktivitit aufweist.

2. Immunoelektrophorese

In vorliegender Arbeit wurde jeweils der agarelektro-
phoretisch aufgetrennte Organextrakt lediglich mit
einem Antihumanserum gepriift. Hierbei ergaben sich
eine Reihe von Prizipitationslinien, die teilweise mit
Komponenten des menschlichen Serums vergleichbar
waren, die jedoch unterschiedlich intensiv ausgefallen
waren. Allerdings lieBen sich auBerdem Komponenten
nachweisen, die offentsichtlich im menschlichen Serum
nicht aufzuzeigen sind. Eine Beschreibung der einzelnen
Prizipitationslinien an dieser Stelle eriibrigt sich, da in

- der Diskussion auf die einzelnen Eiweisysteme im Ver-

gleich mit menschlichem Serum niher einzugehen
bleibt.

Insgesamt ist festzustellen, daB die Ergebnisse der ver-
schiedenen Extrakte im groBen und ganzen gute Uber-
einstimmung zeigten, d. h., daB die vorgenannten Aus-
sagen im wesentlichen reproduzierbar waren.

Diskussion

In vérli_egenden, Studien dienen der Charakterisierung

von Proteinsystemen der Milz im wesentlichen folgende

Faktoren:

1. Die elektrophoretische Mobilitit im Agar-Gel im Ver-
gleich mit bekannten EiweiBkdrpern des mensch-
lichen Serums.

2. Firbemethoden zam Nachweis von Proteinen, Glyko-
proteiden sowie Lipoproteiden, sowie Nachweis-
methoden zur Aufklirung fermentaktiver Kompo-
nenten.

3. Die Intensitit von Firbungen fiir quantitative Relatio-
nen.
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Abb. 1

Proteingefirbte Agarelektrophoresen von Milzextrakten und
menschlichen Seren

4. Immunologische Kriterien nach Reaktion mit einem
Antihuman-Immunserum.

Wie in fritheren Arbeiten bereits erwihnt (1—4), werden
in den folgenden Beispielen die mit menschlichen Serum-
proteinen vergleichbaren Komponenten des Milzex-
traktes entsprechend bezeichnet, ohne daB damit die
absolute Identitit solcher Fraktionen unterstellt werden
soll. :

Vergleicht man einen in Agar gewanderten und protein-
gefirbten Milzextrakt mit einem unter gleichen Bedin-
gungen gewanderten menschlichen Serum (Abb. 1), so
fallt auf, daB Milzextrakt eine deutlich gréBere Trenn-
strecke einnimmt als Humanserum, wobei die Kompo-
nenten in anodischer Richtung weiter wandetn als die-
jenigen jenseits der Auftragstelle. AuBerdem zeigen
Milzextrakt und Serum quantitativ und qualitativ
unterschiedliche Komponenten. Auffillig sind Frak-
tionen im Prdalbuminbereich, die sich im Serum in
diesem MaBe nicht finden. AuBerdem zeigt sich in der
Zone der o,-Globuline eine griinlich gefirbte Kompo-
nente, die wohl einer himoglobinreichen Fraktion ent-
sprechen diirfte. Desgleichen 138t sich im S-Bereich eine
derartige Fraktion nachweisen, die mit hoher Waht-
scheinlichkeit dem himoglobintragenden Protein ent-
spricht. Vergleicht man nimlich ein himolytisches
Serum mit einem Milzextrakt, so findet sich an gleicher
Stelle, d. h. im Beteich der §;-Globuline eine Fraktion,
die dem Himoglobin entspricht. Weiterhin auffillig ist
am Milzextrakt die regelmiBig reproduzierbare Auf-
teilung des fB/y-Bereiches in mindestens zwei Kompo-
nenten, wobei die eine, die einem f,-Protein entsprechen
diirfte, regelmifBig stirker ausgeprigt ist als die andere
Fraktion, die im Vergleich zum menschlichen Serum
als y-Globulin definiert werden kann. Zwischen f,- und
B:-Globulinen 148t sich, allerdings nicht in allen Analysen,
eine schwache zusitzliche Fraktion nachweisen. Im

——f___»_f\ﬁ?__é.‘lt. 'ﬁi _ 736'/,06 )
B o e L ‘ Sediment

e !'
; ' ' (berstond
i ! Serum
boees e
b ¥-Glo
Abb. 2b
Agarelektrophorese bei optimaler Proteinausbeute des Milzex-
traktes

anodisch wandernden Teil lassen sich auler den bereits
erwihnten Fraktionen in Einzelfillen weitere Unter-
fraktionen aufzeigen; dies einerseits im Albuminvor-
bereich, andererseits in der Zone zwischen Albumin,
ot;-Globulin und «,-Globulin (Abb. 2).

Vergleicht man dariiber hinaus die in den Ergebnissen
angefiihrten verschiedenen Aufbereitungsstufen, d. h.
Uberstand des Milzextraktes sowie Sediment, so fillt in
allen Proben auf, daB der Uberstand die groBere
Proteinausbeute aufweist als das Sediment und daB
gesetzmiBig gewisse Unterschiede zwischen der einen
und der anderen Phase bestehen. Besonders auffillig ist
dabei die Tatsache, daB im Uberstand eine Komponente
mit der Wanderungsgeschwindigkeit etwa éines mensch-
lichen Albumins vorherrscht und dafl auch die zwischen
B, und y gelegene Fraktion deutlich nachweisbar ist. Im
Sediment dagegen findet sich die dem Albumin ver-
gleichbare Komponente in nur geringer Konzentration
bzw. sie wird durch ein schnell wanderndes a-Globulin
ersetzt. AuBerdem zeigen sich meist zwei weit vor dem
Albumin wandernde Proteine. SchlieBlich wird die
f-Fraktion im Sediment erheblich vermindert ange-
troffen.

Kupfer bzw. oxydaseaktive Fraktionen werden im Milz-
extrakt einwandfrei nachgewiesen. Sie finden sich im
a-Bereich, wobei bei Untersuchung des iiberstehenden
Substrates der Kupfergehalt offentsichtlich geringer ist
als bei Untersuchung der Sedimente. Dies mag unter
Umstinden mit Elementen der Milz zusammenhingen,
die vorwiegend dem mesenchymalen, d. h. bindegewe-
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Coeruloplasmindarstellung (Oxydaseaktivitit) in Milzextrakten.
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o~ fi-Glob.
(H6moglobin!)
Abb. 4

Darstellung der alkalischen Phosphatasen in Milzextrakten

bigen Anteil dieses Organes entsprechen diirften (Abb. 3).
Alkalische Phosphatase wird ebenfalls, und zwar offen-
bar in hohem MaBe, im Miizextrakt nachgewiesen. Die
Aktivitit findet sich vorwiegend im «,-Bereich, aber
auch im f§,-Bereich, d. h. anodisch und kathodisch um
die Auftragstelle. Im f-Bereich wird die Farbreaktion-
teilweise von Hiamoglobin tiberlagert (Abb. 4).

Eine Gewebsdiastase konnte, wie bereits erwihnt, nicht
aufgezeigt werden. Daraus ist moglicherweise der
SchluB zu ziehen, daf3 tatsichlich in Milzextrakten iiber-
haupt keine Diastase vorliegt. Es mufB allerdings auch
bedacht wetden, daB3 die hier verwandte Untersuchungs-
methode zum Nachweis einer Diastaseaktivitit geringste
Mengen von Diastase, wie sie unter normalen Bedin-
gungen z. B. im menschlichen Serum vorhanden sind,
nicht etfaBt. In der Tat werden z. B. die geringen Akti-
vititen des Normalserums mit der Agardiastasemethode
nicht erfaBt.

Gemessen an entsprechenden Farbreaktionen handelt es
sich bei den schnell wandernden Fraktionen des o-
Bereiches um Glykoproteide. Glykoproteide finden sich
jedoch auch im Bereich des himoglobinhaltigen B,-
Proteins (Abb. 5). Lipoproteide werden in den hier
untersuchten Milzextrakten weitgehend vermiGt.

Stort

Abb. 5

Kohlchhydratgefirbte Komponenten (Glykoproteide) von Milz-
extrakten. Oben Uberstand, unten Sediment
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Die Problematik der Studien von Organextrakten mit
Hilfe agarelektrophoretischer und firberischer Methoden
liegt in verschiedenen Komponenten: Erstens in der
Tatsache, daB unter den Umstinden der Aufbereitung
eines Organes Proteinsysteme jhrer urspriinglichen
Eigenschaften verlustig werden kénnen. Die Problema-
tik liegt zweitens darin, daB der Vergleich mit einem
bekannten bzw. standardisierten Eiweigemisch vom
Typ des menschlichen Serums nur eine relative Aussage
ermoglicht. Drittens muf3 gerade bei Milzextrakten,
trotz sorgfiltiger Wisserung, mit einem hohen Blutreich-
tum gerechnet werden. Immerhin kann jedoch zufolge
der hier angefithrten Ergebnisse festgestellt werden, dal
Milzextrakt ein fiir sich typisches EiweiBspektrum auf-
weist, das durch die Linge der Trennstrecke, die reich-
lich anodisch wandernden Fraktionen, die himoglobin-
haltigen Komponenten und nicht zuletzt die Unterteilung
des f3/y-Bereiches in mehrere Komponenten charakteri-
siert wird, Der Himoglobinreichtum des Extraktes ist
erklirbar durch die physiologische Funktion der Milz
als Blutmauserungsorgan. Die Tatsache, daBl zwei
Bereiche, nimlich der «,-Bereich wie auch der §;-Bereich
mit Himoglobin beladen sind, mag zu der Deutung
verleiten, daB hier verschiedene Himoglobinarten diffe-
renzierbar sind. Vielleicht handelt es sich einerseits um
das Himoglobin gewanderter Erythrozyten, andererseits
um gelSstes bzw. an B,-Protein gebundenes Himo-
globin.

Serum

Anti-Human-
Serum

Milzextrokt

Abb. 6

Immunoelektrophotresen von mensch]icl';em Serum (oben) und
Milzextrakt (unten)

Bei Beurteilung der immunoelektrophoretischen Befunde
aufgetrennter Milzextrakte im Vergleich zu einem Nor-
malserum lassen sich einerseits Linien nachweisen, die
im wesentlichen den bekannten Komponenten des
menschlichen Serums entsprechen, andererseits aber
auch solche, die kein adiquates Phinomen mit mensch-
lichen Serumproteinen zeigen. Die auffilligsten Unter-
schiede gegeniiber dem Serum finden sich im «, und
B-Bereich. Sicher handelt es sich hier um Linien, die
einer Haptoglobin bzw. Himoglobinkomponente ent-
sprechen. Es findet sich sicher auch ein Proteinsystem,
das dem Siderophilin zuzuschreiben ist. Es 1iBt sich ein
B-Globulin, das dem B,-a-Globulin entsprechen diirfte,
nachweisen, und es findet sich eine Fraktion, die ihrer
Ausdehnung nach dem y-Globulin des menschlichen
Serums entsprechen kann. Gemessen an der Intensitit
der einzelnen Linien, fillt die Albuminfraktion im Sinne
des AntigeniiberschuBphinomens auf und es liBt sich
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andererseits der - und yp-Bereich als verhiltnismiBig
quantitativ gering aufzeigen.

Nihere Aussagen ohne Absorption bzw. Identitits-
reaktionen mit isolierten Komponenten wiren hier
spekulativ. Es miiBten sich biochemische bzw. organ-

analytische Untersuchungen anschlieBen um die genauere
Aufklirung eines Milzextraktes zu ermdglichen und um
die Frage zu kliren, inwieweit spezifische Identitits-
reaktionen zwischen Serumeiweik6rpern und Otrgan-
eiweiBkorpern vorliegen.
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Zur Bestimmung des Pregnandiols im Harn nach KLOPPER, MICHIE und BROWN')

Von

G. E. HALDER

Aus dem Laboratorium der Frauwenklinik des Stidt. Krankenbauses im Friedrichshain
‘ (Seiner Zeit Dirig. Argt: Prof. Dr. Dr. W. Pschyrembel)

(Der Schriftleitung zugegangen am 12. November 1963)

In Anbetracht der weiten Verbreitung, die die KLorpERsche Methode zur quantitativen Bestimmung des Pregnan-
diols im Harn gefunden hat, wird iiber eigene Erfahrungen bei der routinemiBigen Durchfiihrung dieser Be-
stimmungen berichtet. Neben einigen Modifikationen wird insbesondere die Anwendung der ALLENschen Korrek-
tur bei der Messung der Pregnandiol-Farbldsungen empfohlen. An 66 Harnen wurde sowohl die monochromatische
Messung bei 430 mu wie die ALLENsche Kotrektur bei 380, 420 und 460 mu durchgefiihrt. Hierbei werden gegen-
iiber der Originalmethode im Mittel um 28%, niedrigere Pregnandiol-Ausscheidungen gemessen. Eine Abkiirzung der
17-stdg. Entwicklung des Pregnandiol-Farbkomplexes ist nicht méglich.

In view of the widespread use of KLOPPER’s quantitativ determination of pregnandiol in urine, results from the
routine use of the method in this laboratory are reported. Some modifications and especially the use of ALLEN’s
correction in measuring the pregnandiol colour are recommended. Both monochromatic measurements at 430 my
and ALLEN’s correction at 380, 420 and 460 mu were petformed on 66 urines. The measured pregnandiol excretions
were on an average 28%, lower than shown by the original method. The 17 hours development time of the pregnandiol-
colour complex could not be shortened.

Die von Krorrer, MicHIE und Brown (1) im Jahre
1955 publizierte Methode zur quantitativen Bestim-
mung des Pregnandiols im Urin erwies sich als das

1) Diese Arbeit wurde in den Jahren 1960/61 durchgefiihrt.

z. Z. genaueste und empfindlichste Verfahren. Sie
16ste iltere Methoden, insbesondere die von VENNING
angegebene ab (2, 3). Mit diesen Verfahren war eine
Erfassung geringer Pregnandiolgehalte nur méglich,
gesammelt und aufgearbeitet wurden (4, 5). Die von
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