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Modifikation der Disc-Elektrophorese zur direkten Gewebselektrophorese
von Kryostatschnitten bioptisch gewonnener Gewebeproben?

Von F. MirteLBacH, W. ANTL und K. HAMBURGER?)

Aus der II. Mediginischen Klinik der Universitit Miinchen ( Direktor Prof. Dr. Dr. G. Bodechtel)

(Eingegangen am 26. November 1968)

Herrn Prof. Dr. Dr. G. Bodechtel in dankbarer Verehrung zum 70. Geburtstag

Es wird eine Modifikation der Disc-Elektrophorese beschrieben, wobei Gewebeproben bioptischen Materials (Muskel) in Form von
Kryostatschnitten direkt in das System eingebracht werden. Durch das diskontinuierliche Puffersystem sowie die Verschiedenheit von
Sammelgel einerseits und Trenngel andererseits wird gewissermaBlen Extraktion und elektrophoretische Trennung in einem Arbeits-
gang durchgefiihrt. Die Versuchsanordnung ist einfach und gestattet zuverlissige und schatfe Trennungen der 16slichen Proteinfraktionen.

Die Reproduzierbarkeit ist gut.

A modified disc electrophoresis method for the direct tissue electrophoresis of cryostate biopsy samples

A distinct separation of tissue proteins is achieved by modified disc electrophoresis technique. Frozen tissue sections are applied directly
to the gel. The separation is quick and convenient, and there is high reproducibility.

Die elektrophoretische Auftrennung von Gewebs-
proben hat zunehmend an Bedeutung und Interesse
gewonnen. Die hierzu notwendigen Gewebsextrakte
erfordern zu ihrer Gewinnung groBere Gewebsmengen,
so daB bei bioptisch gewonnenem Material diese
Untersuchungsmethoden nur begrenzt anwendbar sind.
In besonderem MaBe gilt dies fiir die Skeletmuskulatur,
da die bei der Biopsie gewonnenen Gewebsproben auch
fur gleichzeitige histologische und histochemische
Untersuchungen verwendet werden, und somit spar-
samste Verwendung angezeigt ist. Zudem findet man
eine groBe Reihe von Beeinflussungen bei Extrakt-
elektrophoresen, wie z. B. unterschiedliche Auftrennung
bei Anwendung verschiedener Elektrodenpuffer (1) oder
unterschiedliche Loslichkeit der Proteine je nach
Zusammensetzung und Ionenstirke des bei der Ex~
traktion verwendeten Puffers. Eine Mdglichkeit, die
Proteintrennung mit den geringén vorhandenen Sub-
stanzmengen durchzufiihren, bietet die unmittelbare
Einbringung von Gewebsschnitten in ein geeignetes
Elektrophoresesystem.

Einen Forstschritt brachte hier die von RaymoND und
WEINTRAUB (2), sowie Davis (3) und ORNSTEIN (4)
entwickelte -Elektrophorese in Polyacrylamidgel.

Die Vorziige gegeniiber anderen Gelen bestehen einmal
in der beliebig zu variierenden PorengroBe und in
seiner Transparenz, zum anderen in der mechanischen
und chemischen Stabilitit iiber weite pH- und Tem-
peraturbereiche und schlieSlich in dem in Folge des
elektroneutralen Gelcharakters fast volligen Fehlen einer
Elektroosmose. Die in diesem Trigermedium erhaltenen

1) Mit Unterstittzung der Friedrich-Baur-Stiftung, Miinchen und
der Deutschen Forschungsgemeinschaft.

2) Diese Arbeit enthilt wesentliche Teile det Inaugural-Disserta-
tion von K. Hamburger.
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Resultate zeigten neben einer iiberraschenden Vielfalt
des Proteinmusters eine ausgezeichnete Trennschirfe
der einzelnen Proteinbanden, sowie eine gute Repro-
duzierbarkeit.

Die von Davis und ORNSTEIN entwickelte Disc-
Methode, welche den schon 1957 von Pourik (5)
entdeckten elektrophoretischen Effekt eines diskonti-
nuierlichen Puffersystems ausniitzt, bringt zudem
noch den Vorteil der einfachen und schnellen Aus-
fihrung einer Polyacrylamidgel-Elektrophorese mit
geringstem Materialaufwand. Diese Eigenschaften, so-
wie die fiir unsere Zwecke sehr dienliche apparative
Anordnung veranlaten uns, die Disc-Elektrophorese
fiir unsere Untersuchungen zu iibernehmen und unseren
Bediirfnissen entsprechend zu modifizieren.

Methodik

Prinzip der Disc-Elektrophorese

Die Trennkapazitit der von Davis und ORNSTEIN entwickelten
Disc-Elektrophorese wird nach der Theorie von ORNSTEIN durch
die verschiedenen Diskontinuititen (pH und Ionenstirke der
verwendeten Puffer, Porenweite der Gele) des Elektrophorese-
milieus erreicht. Die elektrophoretische Trennung findet in
Glasrohrchen statt, in denen zwei verschiedene Polyacrylamidgel-
schichten zur Polymerisation gebracht wurden.

Fiir die groBporigen Gelabschnitte (Sammelgel, 2,5%,) wird ein
0,5M Tris-Phosphat-Puffergemisch, pH 6,9, und fiir das klein-
porige 7proz. Trenngel ein 3,0M Tris-HCl-Puffer, pH 8,9, ver-
wendet. Der Elcktrodenpuffer besteht aus 0,05M Tris- 0,385
Glycin (1 = 0,11), pH 8,3. Die Puffersysteme sind so gewihlt,
daB beim Anlegen der Spannung eine Ionenfront, bestehend aus
schnell wanderaden Chloridionen und langsamer wandernden
Glycinionen, das groBporige Gel durchliuft und sich dic dort
befindlichen Protecine des Untersuchungsmaterials in der Schicht
zwischen diesen beiden Ionenarten ansammeln und mitwandern.
Die Proteine crreichen das kleinporige Treangel maximal konzen-
triert in einer extrem diinnen Startzone. Auf Grund des pll-
Wechsels erreicht die Chlorid-/Glycin-Ionenschicht hier cine
groBere Beschleunigung als simtliche Proteine und eilt nun vor-



190 Mittclbach, Antl u. Hamburger: Direkte Gewebselcktrophotese von Kryostatschnitten

aus. Sie hinterliBt im Trenngel einen Bereich mit relativ konstan-
tem pH-Wert und Spannungsgradienten, in dem die Proteine
ciner normalen Trigerelektrophorese nach ihrer elektrophore-
tischen Beweglichkeit, kombinicrt mit eincr Gelchromatographie
nach Molekiilgestalt und -gréBe unterworfen werden.

LElektrophoreseapparat .

Dic Gerite, die fiir die Disc-Elektrophorese gebraucht werden,
sind verhiltnismiBig einfach und lassen sich leicht ohne groBere
Kosten selbst herstellen.

Anfangs verwendeten wir das bei (6) beschricbene Gerit. Bei den
ersten Auftrennungen beobachteten wir eine relativ starke Wirme-
entwicklung in den Réhrchen mit teilweiser Verfliissigung des
Sammelgels. Da aber eine Kiithlung in dieser Apparatur auf ge-
wisse technische Schwierigkeiten stieB, fertigten wir ein zylin-
drisches Disc-Elcktrophorese-Gerit an, welches unseren For-
derungen nach einer Kithlung der Geltdhrchen entsprach. Dies
erreichten wir dadurch, daB wir den Abstand zwischen Kathoden-
puffergefiB, Anodentriger (der gleichzeitig zur senkrechten
Fiihrung der Réhrchen dient) und Oberrand des Anodenpuffer-
gefiBes so gering wie méglich hielten, so dafl die Rohrchen zum
groBten Teil in das AnodenpuffergefiB hineinragten.

Fillt man nun das untere Puffergefil mit Elektrodenpuffer von
0—5° (Kiihlschranktemperatur) bis 0,5 cm unter den Rand, so

tauchen die Gelrdhrchen einschlieBlich der Probenschicht véllig-

in dic kaltc Pufferlésung ein. Sollte eine stirkere Kiihlung not-
wendig sein, so kann man dies leicht durch Einbau einer Kiihl-
schlangc aus Glas in das untere PuffergefiB oder dadutch, dal man
das untere Puffergefil in eine Kiltemischung aus Eis und Wasser
stellt, erreichen.

Folgende Ldsungen kamen entsprechend den Angaben von
Davis und OrNSTEIN zur Verwendung. Lediglich fiir das groB-
porige Gel wurde davon abweichend statt- Tris-HCI-Puffer’ ein
Tris-Phosphat-Puffer, pH 6,9 beniitzt (7).

Lasmgen

A 3,0nm Tris-HCl-Puffer, pH 8,9
Ix HCl 48,0 m/
Tris 36,6 g
TEMEDS?) 0,23 m/

dest. Wasser auf 100 m/
B 0,5M Tris-Phosphat-Puffer, pH 6,9

1M HgPO, 25,6 m/
Tris 57g
TEMED 0,46 m/

dest. Wasser auf 100 m/
C Acrylamid  280¢g

BIS 0,735g

dest. Wasser auf 100 m/

D Acrylamid  100¢g
BIS 25¢g
dest. Wasser auf 100 m/
E Riboflavin 4,0 mg/100 m/
F Saccharose 40,0 g/100 m/
G Ammoniumperoxydisulfat 140 mg/100 m/
Elektrodenpuffer (Tris-Glycin, pH 8,3):
Glycin 288¢
Tris 60g
dest. Wasser auf 2/

Fir die Elektrophoresc werden dic gereinigten Glastdhrchen
(Lénge 10 cm, innerer @& 5 mm, bei 2,0 und 3,5 cm markiert) mit
dem markierten Ende nach unten in zur Hilfte durchbohrte
Gummistopfen gesteckt und mit einer langen Hohlnadel noch-
mals mit dem Gelpuffer B ausgespiilt. Die erforderlichen Poly-
merisationsmischungen werden kurz vor Gebrauch aus den
Grundlésungen A—G hergestellt.

©

%) TEMED = N,N,N’,N’-Tetramethylithylendiamin; BIS =
N,N'-Methylenbisacrylamid.

Fiir das groBporige Sammelgel:
1 Teil B, 1 Teil E, 2 Teile D, 4 Teile F (v/v).

Fiir das kleinporige Trenngel:
1 Teil A, 1 Teil Wasser, 2 Teile C, 4 Teile G (v/v).

Bis zur Marke 2,0 cm werden die R6hrchen nur mit grofiporigem
Probengel aufgefiillt und nach Uberschichtung mit einem Tropfen
Wasser etwa 20 Min. lang zur Polymerisation zwischen zwei
parallel verlaufende Leuchtstoffrdhren gestellt (in der Original-
methode ist UV-Licht empfohlen, unserer Erfahrurig nach er-
folgte die Polymerisation mit Neonleuchten sogar besser). Diese
unterste Gelschicht dient der Abdeckung der Gewebeprobe gegen
den Elektrodenpuffer. Nun trigt man 0,02 m/ einer Losung aus
Gelpuffer B und Saccharoseldsung (1:4, v/v) auf das Gel auf.
Das Gewebe, das untersucht wutde, stammte von vier verschie-
denen Patienten, welche keinerlei Anzeichen einer pathologischen
Muskelverinderung besaBen, was durch die vorgenommenen
histologischen und histochemischen Untersuchungen bestitigt
wutde. In allen vier Fillen handelte es sich um bioptisch erhaltene
Muskelstiicke aus dem M. tibialis anterior, sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren und in der Kiihltruhe bei —60° aufbewahrt.
Man schneidet im Kryostaten von-dem Muskelstiick eine Anzahl
40 um dicker Schnitte. Bei einer Anschnittfliche von ungefihr
25 mm? sind etwa 2 Schaitte fiir ein R6hrchen austreichend (8).
Mit einem kleinen, 4 mm breiten Spatel werden die benétigten
Schnitte aufgenommen und so zusammengefaltet, daB sie, ohne an
der Wand des Rohrchens anzustreifen, in die 0,02 m/ Puffer-
Saccharose-Schicht eingebaut werden koénnen. Nach dem Ab-
streifen etfolgt durch Hin- und Herbewegen des Spatels eine grobe
Zerkleinerung des Muskelgewebes, damit es sich mdglichst
homogen und eben auf die Gelobetfliche auflegt. Noch schwebende
groBere Teilchen kdnnen mit der Spatelspitze durch leichtes' An-
driicken an den Gelboden fixiert werden. Sind alle achit R6hrchen
auf diese Weise gefiillt worden, schichtet man Sammelgel bis zur
Marke 3,5cm dariiber und liBt 20 Min. polymerisieren. Als
letztes erfolgt die Beschickung mit dem kleinporigen Trenngel,
dessen Polymerisation nach etwa 30 Min. beendet ist.

Die so votbereiteten Rohrchen werden in den Elektrophorese-
Apparat eingefiihrt. Es wird eine Stromstirke von 2,5 mA/Gel
eingestellt. Ein Zusatz von 0,5 m/ einer 0,001proz. wiBr. Brom-
phenolblaulésung pro 100 m/ Pufferlésung (3) zum Kathoden-
puffer dient der Sichtbarmachung der wandetnden Pufferfront.
Nach etwa 110 Min. ist die Auftrennung beendet. Die Puffer-
grenze durchlief in allen unseren Versuchen die Gelsiulen in den
cinzelnen Rohrchen gleichmiBig schnell, so daB3 eine gute Ver-
gleichsmoglichkeit der Ergebnisse gewihrleistet ist. Nach Be-
endigung der Auftrennung werden die Gelsdulen durch Umfahren
mit einer Hohlnadel bei gleichzeitigem Einspritzen von Glycerin
aus den GlasrGhrchen entfernt und in einer Ldsung von 19,
Amidoschwatz in 7proz. Essigsiure 15—60 Min. gefirbt.

Die Entfirbung erfolgte elektrophoretisch in 7proz. Essigsiure
anfangs mit unserem Disc-Elekttophorese-Gerit in Auftrenn-
richtung. Da es jedoch nicht mdglich war, auf diese Weise die
relativ starke Hintergrundfitbung der Gele selbst bei Anwendung
sehr langer Entfirbezeiten 2,5—5,0 mA/Gel bis zu 24 Stdn.) zu
verringern, und Versuche mit anderen Proteinfarbstoffen wie
Coomassie Brilliant Blau R-250 (9, 10, 11), Procion Brilliant Blau
RS (12,.7), Bromphenolblau, Lichtgriin und Azokarmin B keiner-
lei Verbesserung brachten, entschlossen wir uns zu einer elektro-
phoretischen Entfirbung der Gele senkrecht zur Auftrennungs-
richtung (13—16).

Hierzu fertigten wir aus Plexiglas eine kiihlbare Apparatur zur
Untergrund-Entfirbung von Gelen in horizontaler Lage (Abb. 1).
Die Entfirbekammer ist von einem Kiihimantel umgeben, in dem
man je nach Erwirmung Kiihlwasser zirkulieren lassen kann. Eine
Trennwand teilt die Entfirbekammer in zwei Kompartimente.

Diese Trennwand besteht aus 3 Teilen:

1. Der U-férmige Rahmen von 5—6 mm Dicke nimmt die Gel-
siulen auf.

2. Das vor ihm befestigte Gitter verhindert ein Herausfallen der
Gelsdulen.
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3. Die an der Hinterfront des U-Rahmens befestigte Glasfritte
P, (Firma Schott, Mainz) erfiillt die Aufgabe einer Diffusions-
membran.

Diec parallel zueinander stehenden Kobleelektroden sind am Deckel
befestigt und tauchen beiderseits der Trennwand parallel zu ihr
in die beiden Kompartimente der Entfirbekammer ein.

Deckel

AnschluBkabel

:4‘-4 7—/(ohleekfroden

Irennwand

Gele E=—8

Abb. 1

Gerat zur Untergrund-Entfarbung von Disc-Elektrophorese-Saulen in.

horizontaler Lage

Eine 3stdg. elektrophoretische Entfirbung der Gelsiulen bei
20—25 mA/Gel (14) brachte einé wesentliche Vetringerung der
Hintergrundfirbung. Vollig lieB sich dié Untergrundfirbung
jedoch auch mit dieser orthogonalen Entfirbemethode nicht be-
seitigen. Die Usrsachen hierfiir sind uns nicht bekannt.

Ergebnisse

Die Auftrennung der Muskelproteine des Menschen

gab ein in den Grundziigen sich regelmiBig wieder-
holendes Bild, was die einwandfreie Reproduzierbarkeit
unserer Methode unterstreicht (Abb. 2). Das zum Teil
bis zu 4 Monate in der Kiibltruhe aufbewahrte Muskel-
gewebe zeigte keine Anderung des Proteinmusters bei
der elektrophoretischen Trennung gegeniiber frischen
Geweben. Dies entspricht den Ergebnissen von Dierz
und Lusrano (17), die zeigen konnten, daB selbst
nach mehrmonatiger Lagerung von Seren bei —65° der
Verlust von Enzymaktivitit nach disc-elektropho-
retischer Auftrennung nur etwa 109%,. betrug und das
Proteinmuster unverindert blieb. Wihrend der Elek-
trophorese 1iBt sich mit bloBem Auge eine briunliche
EiweiBbande erkennen, die nach dem Abschalten des
Stromes ungefihr bis zur Mitte des Trenngels ge-

Z. klin. Chem. u, klin. Biochem. / 7. Jahrg. 1969 [ Heft 2

g 1 : . . - o -

; J ! J D ! i

: | Lo . S .

'L i L L‘ L . é . e aeas h.;‘:,

Abb. 2

Versuchsreihe mit Muskelgewebe vom Menschen
(8 Gele einer Auftrennung ein und derselben Gewebeprobe)

wandert ist. Es war festzustellen, daB3 sich die Intensitit
der Bande je nach dem Grad der Blutbeimengung des
excidierten Muskelstiickes 4dnderte, was ein Hinweis auf
Himoglobin gibt. Diese briunlich-rote Eiweilbande
stellt nach der Anfirbung mit Amidoschwarz die
stirkste Fraktion des Proteinmusters dar und zeigt
eine positive Peroxydasereaktion. Bei fast allen diesen

.

A

—

Extinktion

7
Fraktionen 19
P : B [

. /s
- ane
mp-Werte 8 883

Abb. 3
Elektropherogramm von Muskelgewebe des Menschen. Schematische
Darstellung der Fraktionen mit Angabe der mittleren Wanderungs-
geschwindigkeiten (m ~Werte) und densitometrische Kurve
(VergréBerung: Originalgel:Original-Densitometerkurve = 1:2;
verwendet wurde der Graukeil der Fa. Joyce, Loebl & Co. Ltd.)
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Nachweisreaktionen zeigte sich eindeutig eine Zwei-
teilung dieser Bande (Himoglobin neben Myoglobin?),
die allerdings innerhalb kurzer Zeit zu einer breiten
Fraktion verschmolz. Am kathodischen Ende des
Trenngels befinden sich konstant 9—10 feine Banden,
die sich gegen eine immer vorhandene Hintergrund-
firbung jedoch scharf abgrenzen lassen.

Es folgen regelmiBig 2 starke, sich intensiv anfirbende
Proteinfraktionen und 3—4 schwachere Banden. Unter-
halb der oben bereits erwihnten stirksten Fraktion, cie
sich etwa in der Mitte des Trenngels befindet, folgen
2—3 schwache Fraktionen, denen sich im anodischen
Teil des Trenngels regelmiflig 2 breite, intensiv ge-
firbte Banden anschliefen. Dieses Proteinmuster war
in erstaunlich hohem MaBe immer reproduzierbar
(s. Abb. 2).

Um dieses Proteinmuster zahlenmiBig zu erfassen,
bedienten wir uns, wie viele andere Autoren, mangels
anderer Differenzierungsméglichkeiten, der relativen
Beweglichkeit (m,Werte) der einzelnen EiweiBfrak-
tionen (Abb. 3).

In dieses Schema sind alle Fraktionen eingezeichnet, die
bei optimaler Elektrophorese in allen vier Fillen ge-
funden worden sind. Die eingeklammerten m,-Werte
kennzeichnen Fraktionen, die sich nur vereinzelt dar-
stellien.

Fir die densitometrische Auswertung der Gelsiulen
wurde das ,,Double Beam Recording Mikrodensito-
meter MK ITIC* der Firma Joyce, Loebl & Co.,
Ltd.-England, beniitzt.

Eine quantitative Auswertung der erhaltenen Kurven
und somit eine Aufteilung der Proteinfraktionen in
relativen Prozentangaben ist mit einem so groBen
Fehler (10—209;) behaftet, daB man daraus keine
objektiv verwertbaren Aussagen machen kann.

Diskussion

Der elektrophoretischen Analyse von Korperfliissig-
keiten, speziell des Serums, zur Aufklirung patho-
logischer Verhiltnisse steht eine relativ grofie Menge an
Untersuchungsmaterial zur Verfiigung. Andere Vor-
aussetzungen treffen wir dagegen bei der elektrophore-
tischen Untersuchung von bioptisch gewonnenen
Gewebeproben, z. B. des Muskels an. Die Erfassung von
Proteinverinderungen bei pathologischen Prozessen im
Bereich des Muskelgewebes im Rahmen der klinischen
Diagnostik ist von groStem Interesse. Doch ist es
nicht immer leicht, geniigend grofle Mengen an Muskel
zur Herstellung von Extrakten zu - erhalten, wenn es
sich um bioptisches Material handelt, das auch fiir
histologische und histochemische Untersuchungen
dienen soll.

Mikroelektrophoresen, wie sie von FELGENHAUER (8)
oder Pux und LoMBRozo (18) angegeben wurden,
16sen dieses Problem auch nicht, da sie in der Methodik
kompliziert sind und nur ganz speziellen Untersuchun-
gen vorbehalten bleiben.

Die Herstellung von Gewebsextrakten bringt neben dem
zusitzlichen Zeitaufwand noch weitere Upsxcherh_e_lts-

faktoren mit sich, die von der Exaktheit der Zusammen-
setzung und der Ionenstirke des zur Extraktion ver-
wendeten Puffers, sowie der Homogenisierung und
Zentrifugation des Gewebes abhdngen. Aus diesen
Griinden bietet die unmittelbare Einbringung von
Gewebsschnitten in ein geeignetes Elektrophorese-
system die Moglichkeit, eine EiweiBtrennung mit der
geringen vorhandenen Substanzmenge durchzufiihren
und den Arbeitsaufwand auf ein Minumum zu be-
schrinken.

Die direkte Gewebslelektrophorese ist bis jetzt lediglich
in einigen wenigen Fillen in der Literatur beschrieben
worden. So erwihnten WieMmE (19) und Dexts (20) die
Mbglichkeit der unmittelbaren Einbringung von bi-
optischem Gewebsmaterial in Agargel, wihrend dies-
beziigliche Hinweise fiir die Stirke- und Polyacrylamid-
gel-Elektrophorese bis jetzt fehlen. Am nichsten kommt
ihr die Methode von Matorsty (21), der fiir seine
Untersuchungen lyophilisiertes Gewebe als Pulver
zwischen zwei Schichten von feinen Glasperlen mit in
das groBporige Gel einpolymerisierte.

Der Ausgangspunkt unserer Uberlegungen war, mit
den gegebenen Moglichkeiten eine schnelle und ein-
fache elektrophoretische Trennung zu erreichen, die
dennoch exakte und reproduzierbare Ergebnisse liefern
sollte. Eine wesentliche Rolle spielte dabei die Forde-
rung, daB das bioptische Material, das zur histologischen
und histochemischen Untersuchung entnommen wurde,
auch noch fiir die Elektrophorese ausreichen muBte.
Die Vorteile einer kombinierten histologischen, histo-
chemischen und elektrophoretischen Auswertung einer
estrem diinnen Muskelschicht liegen klar auf der Hand.
Die zweite Bedingung, die erfiillt sein sollte, war die
Anwendbarkeit der Elektrophoresetechnik auch fiir die
klinische Auswertung. Mit der Disc-Elektrophorese
gelang es uns, diesen Forderungen zu gentigen und mit
der bei einer einmaligen Muskelbiopsie gewonnenen
Substanzmenge eine brauchbare und gut reproduzier-
bare direkte Gewebselektrophorese durchzufiihren.
Bei den ersten Versuchen konnte gegen Ende der
Elektrophorese eine teilweise Verflissigung des Sam-
melgels beobachtet werden, die auf der relativ starken
Erwirmung dieses Gelbereiches beruhte. Darauf 1iB8t
sich ein mehr oder weniger starkes Absinken der
Schnitte und eine unscharfe Trenaung zuriickfiihren.
Durch Benutzung unseres Disc-Elektrophorese-Gerites
wurde eine gute Kiihlung aller Gelabschnitte, ausge-
nommen den Bereich ‘der Schicht kathodenwirts der
Probe, erreicht. Die oben genannten Erscheinungen
lieBen sich so vermeiden. Die Auftrennung war voll-
stindiger und gleichmiaBiger. Eine Standardisierung in
bezug auf die genaue Bestimmung der zur Auftragung
gekommenen Proteinmenge lieBe sich relativ leicht
erreichen, indem man mit einem diinnen Korkbohrer
aus dem gefrorenen Gewebestiick einen Zylinder aus-
stanzt und zum Schoeiden im Kryostaten verwendet.
Somit hat man bei Verwendung einer gleichen Anzahl
von Gewebsschnitten eine bestimmbare und immer
gleichbleibende Proteinmenge.
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Uber die Identifikation der getrennten EiweiBfraktionen
sind Untersuchungen im Gange, sie werden an anderer
Stelle mitgeteilt. Vergleiche mit Disc-Elektrophoresen
von Muskelgewebe des Menschen in Polyacrylamidgel
konnten nicht angestellt werden, da entsprechende
Versuche bis jetzt fehlen. Aus Untersuchungen mit
Muskclextrakten in Agargel von BAueR (22), sowie in

Stirkegel von HuGHes (1, 23) konnen infolge der zu
unterschiedlichen Methoden keine Riickschliisse fiir
cine zusitzliche Identifizicrung der Proteinfraktionen
gezogen werden, doch sind durch die Anwendung der
direkten Gewebselektrophorese in Polyacrylamidgel die
frither beobachteten Schwierigkeiten beseitigt.
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