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Serumproteinbindung von ACTH
II. Untersuchungen mit Dichtegradientenzentrifugation und *H-ACTH

K. v. Werpzz, F. Kuver, K. Scawarz und P. C. ScriBa*
II. Medizinische Klinik der Universitit Miinchen (Direktor: Prof. Dr. Dr. . BODECHTEL)

Einleitung

In einer vorhergehenden Arbeit [1] wurde die
Bindung von Tritiummarkiertem Tricosapeptid an
Serumproteine mit Hilfe der Dextrangelchromato-
graphie mit Sephadex (G-25 untersucht. Dabei wurde
das Problem, ob es sich wirklich um eine echte Bindung
des ACTH.-Peptids an SerumeiweiBkorper oder nur um
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Abb. 1. Apparat zur Herstellung von Saccharosedichte-
gradienten. Erklirung s. Methoden

eine Verdrangung des ACTH durch Serumproteine aus
der Dextrangelbindung handelt, angeschnitten. Um
dieser Frage weiter nachzugehen, wurde von uns noch
ein weiteres System zugezogen, mit dem wir die Bin-
dung von ACTH an Serumproteine untersuchen konn-
ten. Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation ist
es moglich, Peptide mit kleinerem Molekulargewicht
(ACTH) von Proteinen mit héheren Molekulargewich-
ten (ACTH + bindendes Protein) grob zu trennen. Die
Methode eignet sich auch zur ungefdhren Molekular-
gewichtsbestimmung von Proteinen bei vergleichender

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

Zentrifugation mit z.B. Enzymen mit bekanntem
Molekulargewicht [2—5].

Priparate und Methoden

Priaparate (*H-ACTH, und nichtmarkiertes 2 Cortico-
tropin-23-amid), Reinigung des ®H-ACTH von unspezifischer
Radiocaktivitit, biologischer ACTH-Bestimmung, Flussigkeits-
szintillationsspektrometrie und Proteinbestimmung s, voraus-
gehende Arbeit [1].

Fir die Dichtegradientenzentrifugation wurden Saccha-
rosedichtegradienten nach dem Prinzip von BrRITTEN und
Roserrs [2—6] hergestellt. Ein einfacher Glasapparat, wie
in Abb. 1 schematisch dargestellt, wurde bei geschlossenem
Hahn T und II gefillt. In den Schenkel A wurden 3,45 ml
(Totvolumen 4 = 0,95 ml plus Nutzvolumen 4 ==2,5 ml) 13%
Saccharose, 0,005 M MgCl,, 0,025 M KCl in 0,05 M Tris-HCl-
Puffer pH 7,5 gefiillt. In den Schenkel B kamen 0,35 ml (Tot-
volumen) plus 2,5 ml der gleichen Lésung ohne Saccharose.
Vor dem vorsichtigen Anstellen der Prefluft (s. Schema),
welche eine Durchmischung des Inhalts von Schenkel A sicher-
stellte, sollen die Fliussigkeitsspiegel in den Schenkeln 4 und B
gleich hoch stehen (linke Hilfte Abb. 1). Hahn I wurde dann
vollstindig gedffnet, Hahn 11 dagegen nur so wenig, daf bei
kontinuierlichem Ausflul die Fallhéhe des Gradienten im
Zentrifugenréhrehen von 4,5 em in 7—10 min erreicht wurde.
Je drei Gradienten dieser Art wurden im Swinging Bucket
Rotor 8SW 39 der Spinco Model L Ultrazentrifuge (Fa. Beck-
man Instr.) 2 8td bei 37500 UPM vorzentrifugiert. Setzt man
der Saccharoselosung im Schenkel 4 z.B. Nilblausulfat zu, so
186t sich die Konzentrationsabnahme an Nilblausulfat und
damit an Saccharose von unten nach oben in den hergestellten
Gradienten nach Punktion des Bodens der Zentrifugenrohr-
chen und tropfenweisem Auffangen in Fraktionen und nach
Verdiinnung photometrisch bestimmen. Abb. 2 zeigt, dafl man
einen etwa linearen Gradienten von 13-5% Saccharose erhilt,
wenn man die richtige Fillhohe fiur die Zentrifugenréhrchen
(Abb. 1) wihlt (Versuche mit Frizs [5]). Zur elektrophoreti-
schen Auftrennung der Serumeiweillkérper wurde die iibliche
Papierelektrophorese (Horizontalmethode) verwendet,

Ergebnisse

a) Sedimentation der Serumproteine bei der Dichte-
gradientenzentrifugation. Um die Sedimentation der
einzelnen Serumproteinfraktionen bei der Dichte-
gradientenzentrifugation zu bestimmen, wurden 0,2 ml
mit physiologischer Kochsalzlésung im Verhiltnis 1:1
verdinnten Serums auf einen Dichtegradienten ge-
geben. Nach 18 Std Zentrifugation bei 37500 UPM
wurde das Zentrifugenréhrchen punktiert und 5 Frak-
tionen gesamielt und die jeweilige Proteinkonzentra-
tion bestimmt. Von den bis auf 0,3 ml eingeengten
Fraktionen wurden mit Hilfe der Elektrophorese die
Relativprozente der Eiweilfraktionen bestimmt und
daraus die absoluten Mengen errechnet (Abb. 3). Die
Abbildung zeigt deutlich die verschiedenen Sedimen-
tationsraten der Serumproteine entsprechend ihrer
Molekulargewichte. Albumine und niedermolekulare
o;-Globuline wurden am wenigsten sedimentiert (ca.
2 cm). Die hochmolekularen §,-Globuline wanderten
am weitesten.

b} Sedimentation won [=8-Corticotropin bei der
Dichtegradientenzentrifugation. Den folgenden Versu-
chen lag die Frage zugrunde, wie sich ACTH allein
und nach Inkubation mit Normalserum bei der Dichte-
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gradientenzentrifugation verhdit. Einmal wurden
17,2 mE f1-2.Corticotropin-23-amid in 0,2 ml physio-
logischer Kochsalzlosung, das andere Mal wurden
17,2 mE, die mit 0,1 ml Normalserum und 0,9 %igem
NaCl (2 V=0,2ml) 3min bei -+37°C inkubiert
worden waren, auf einen Gradienten geschichtet. Nach
Zentrifugation (18 8td) wurden jeweils 5 Fraktionen
gesammelt, die 5 Zonen verschiedener Dichte ent-
sprachen. In allen Fraktionen wurde die biologische
ACTH.Aktivitit bestimmt. Bei dem Gradienten, der
mit f-2.Corticotropin in 0,9 %iger NaCl-Lésung tiber-
schichtet war, zeigten die ersten drei (unteren) Frak-
tionen keine biologische Aktivitat. Die vierte Fraktion
zeigte einen gerade mefbaren Corticosteronanstieg im
Nebennierenvenenplasma und in der fiinften Fraktion
war die Corticosteroninkretion submaximal stimuliert
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Abb. 2. Pritfung der Linearitat der Saccharosedichtegradienten.
Erkldrung s. Methoden

(Abb. 4). Das [-2.-Corticotropin sedimentierte also
praktisch nicht, sondern blieb an der Gradientenober-
flache.

Wurde das ACTH vor Zentrifugation mit Normal-
serum inkubiert, so fand sich in den ersten beiden
Fraktionen ein Corticosteronanstieg, der als noch im
Basisbereich liegend gelten kann. Die dritte stérker,
noch die vierte und fiinfte Fraktion zeigten hingegen
eine deutliche Stimulierung der Rattennebenniere
(Abb. 4).

Die weitere Sedimentation des mit Serum inkubier-
ten ACTH ist durch dessen Bindung an Serumproteine
erklirbar. Diese Annahme wird auch dadurch gestiitzt,
dal} die in jeder Fraktion vorgenommene Proteinbe-
stimmung zeigte, dall gerade in der dritten Fraktion
(Albumin, Abb. 3) die hochste Proteinkonzentration
gefunden wurde. Die biologische Aktivitdt in Fraktion
3 wire ohne Inaktivierung des [23.Corticotropins
durch Inkubation mit Serum [1] wohl noch héher.

¢) Sedimentation von Tritium-markiertem f-23-Cor-
ticotropin. Die Technik der Dichtegradientenzentrifu-
gation wurde auch zur Bestimmung der Sedimentation
von mit Tritium markiertems ACTH angewandt. Dabei
wurden 0,4 ml eines Inkubationsgemisches (200 mE
chromatographisch gereinigtes [1] 51-23-Corticotropin-
23-amid-acetat; 0,2 ml 0,05 M Tris-HCI-Puffer pH 7.5,
mit und chne 0,4 ml Normalserum, 0,9%igem Na(Cl ad
2 V=08ml) auf einen 5—13% Saccharosedichte-
gradienten geschichtet. Nach Zentrifugation (18 Std)
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wurden die Zentrifugenrohrchen punktiert und die
gesaramelten Fraktionen zur Flissigkeitsszintillations-
zéhlung autbereitet [1]. Auch hier zeigte sich, dafl das
ACTH, das vor der Zentrifugation mit Serum inkubiert
worden war, weiter sedimentierte. Nicht mit Serum
inkubiertes ACTH blieb an der Gradientenoberfliche
und sedimentierte fast nicht (Abb. 5).
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Abb. 3. Dichtegradientenzentrifugation von Serumproteinen.
Verteilung der Proteine von 0,1 ml Serum, Proteingehalt der
einzelnen Fraktionen nach elektrophoretischer Auftrennung
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Abb. 4. Dichtegradientenzentrifugation von f'~2-Corticotro-
pin. Protein (O-——C) und biologische ACTH-Aktivitit bei
Inkubation ohne (e ¢) und mit {o——0) Serum.
Erkldrung s. Text

Bei diesen Versuchen muBten wir feststellen, daB
ein nicht unbetrichtlicher Teil des *H-ACTH an der
Wand des Zentrifugenréhrchens héngen blieb [7]. Die
Ausbeute der Radioaktivitit des SH-ACTH nach
Inkubation mit Serum betrug nur 55% (N ==7). Ohne
Seruminkubation wurden sogar nur 33% (N =25)
wieder gefunden. Die hohere Wiederfindequote nach
Seruminkubation macht ein kompetitives Verhalten
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von Serumproteinen und Cellulosenitratmolekilen der
Wand des Zentrifugenrhrchens beziglich der Bindung
von *H-ACTH wahrscheinlich. Ein groBer Teil der
fehlenden Radioaktivitdt konnte in den leeren Zentri-
fugenrshrehen nachgewiesen werden [7]. Ein vorheri-
ges Abséttigen der Zentrifugenrohrchen mit Albumin
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Abb. 5. Sedimentation von *H-ACTH mit und ohne Serum-
inkubation. TPM pro Fraktion bei Inkubation mit (o o)
und ohne Serum (e o) (vgl. Text). Sedimentation von
Albumin (e——-e) zum Vergleich eingezeichnet
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Abb. 6. Sedimentation von 3H-ACTH mit und chne Inkubation

mit Albumin., IPM pro Fraktion:bei Inkubation mit (0——0)

und ohune (A A) Albumin (vgl. Text). Die obere Kurve

ist eine Mittelwertskurve von 3 Versuchen, die untere Kurve
ein Einzelversuch

oder nicht markiertem Corticotropin hatte keine Ver-
besserung der Wiederfindequote zur Folge, ebenso
nicht die Verwendung von Polypropylenzentrifugen-
rohrehen.

Wurde anstelle des Normalserums eine 5%ige
Humanalbuminlésung zur Inkubation mit 100 mE
SH-ACTH verwendet (Abb. 6), so fanden wir bei In-
kubation mit Albumin ebenfalls eine weitere Sedimen-
tation und hohere Ausbeute (71%) als bei Inkubation
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in 0,9%igem NaCl. — Dieselbe Technik der Dichte-
gradientenzentrifugation wurde in Versuchen mit
MULLER-BARDORFF [8] auch zur Ermittlung der Pro-
teinbindung von 1(-Cortisol angewandt. Dabei zeigte
gich, daB nach Inknbation mit Normalserum eine wei-
tere Sedimentation durch Proteinbindung des 14C-Cor-
tisols stattfand (Abb. 7). Eine Inkubation des 14C-Cor-
tisols mit Albumin hatte, im Gegensatz zu unseren
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Abb. 7. Sedimentation von 1#C-Cortisol mit und ohne Inkuba-
tion mit Serum bzw. Albumin. 0,2 ug *C-Cortisol wurden mit
und ohne 0,2 ml Serum bzw. 5% Humanalbuminlésung (0,9 %
NaCl-Losung ad 2V =0,4ml) 15 min inkubiert und dieses
Inkubationsgemisch auf den Gradienten gegeben.
Zentrifugation: 18 Std

Experimenten mit *H-ACTH, keinen Effekt auf die
Sedimentation. Das ist durch die spezifische und aus-
schlieBliche Bindung des Cortisols durch «-Globuline
(CBG ==Cortisol Binding Globulin) zu erkliren. —
ACTH wird in diesen hohen Konzentrationen offenbar
durch Albumin gebunden und, daBl es sich um eine
echte Proteinbindung und keine unspezifische Sedimen-
tation durch Stérung des Dichtegradienten bei Be-
ladung mit Proteinen handelt, zeigt das Ausbleiben
einer Sedimentationsbeschleunigung bei Inkubation
vou “C-Cortisol und Albumin.

Diskussion
Proteinbindung bei Inkubation von verschiedenen
ACTH-Peptiden mit Serum wurde mit den unabhin-
gigen Techniken der Dextrangelfiltration [1] und der
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Dichtegradientenzentrifugation (diese Arbeit) gezeigt.
Es stellte sich heraus, daf die Bindung an Albumine
erfolgt. Diese Bindung konnte eine Rolle im Sinne
unspezifischer Transportphinomene (BExwmoLD)} im
Blut spielen. Sie muli ferner beachtet werden, wenn
bei radioimmunologischen Bestimmungsmethoden fiir
ACTH die Dextrangelfiltration zur Trennung von
ACTH-Antikérperkomplex und freiem ACTH ver-
wandt wird. Die Bedeutung der Proteinbindungsvor-
ginge fir die biologische Aktivitdit von ACTH-
Peptiden muB wegen ihrer komplexen Natur und der
moglichen Konkurrenz von Abbauvorgingen [9] zu-
néchst offen gelassen werden.

Zusammenjassung. Mit Hilfe von Saccharosedichte-
gradientenzentrifugation wurde die Bindung von tri-
tiummarkiertem und nichtmarkiertem f-23-Cortico-
tropin gezeigt. Es handelt sich um eine Bindung an
Albumin.

Summary. Binding of *H-labelled and/or unlabelled
[-%-corticotropin to serumproteins resp. albumin was
shown by sucrose density gradient centrifugation.
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Zur Genese des Pterygium colli beim Turner-Syndrom * *#

H. A. Higxz und A. Gropp

Pathologisches Institut des Klinikum Essen der Ruhr-Universitit (Direktor: Prof. Dr. W. MtLER)
und Abteilung fiir Cytopathologie und Cytogenetik (Vorsteher: Prof. Dr. A. Gropr) am Pathologischen Institut
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Einleitung

Das Pterygium colli, die Fligelfellbildung am
Hals, wird bei den verschiedensten angeborenen
Leiden gefunden. Besonders kennzeichnend ist sein
Vorkommen fiir das Turner-Syndrom (Abb. 4). Ob-
wohl es bel diesern sehr hdufig nachweisbar ist,
fehlen, trotz ausfihrlicher Bearbeitung durch Rossr
und Carriscr (1951) und Carriscr (1952) und trotz
einer groflen Zahl von Obduktionsbeobachtungen
(vgl. Xroos und Nmss, 1958) iiberzeugende Vorstel-
lungen zu seiner Natur und Entstehung. Es ist
Abgicht dieser Mitteilung, aus Befunden bei der
fetalen Erscheinungsform des Turner-Symdroms die
Pathogenese des Pterygium colli zu deuten.

Historisches

KoByrinsky, der 1883 alg erster das Pterygium colli als
Besonderheit herausstellte, nahm eine abnorme Insertion des
M. cucullaris (M. trapezius) als Ursache an und bewertete es
als atavistisches Phinomen. Fuxks (1902), der einen zweifels-
freien Fall eines Turner-Syndroms beschreibt, hebt hervor,
daB bei einem Pterygium ,,nicht ein Zuviel am Halse vor-
handen ist‘. Es séhe vielmehr so aus, ,,als ob jemand rechts
und links in die Haut des Halses gegriffen und diese in Form
einer Falte abgehoben, und so wihrend des embryonalen und
spiteren Wachstums festgehalten hitte . . .. Fiir diesen Zug
macht er amniotische Verwachsungen verantwortlich. Urw-
BIcH (1938) fithrte, in Analogie zu der Deutung von BoNNEvVIE
(1934) fur die beim Bagg-Littleschen Miusestamm auf-
tretenden MiBbildungen — der mechanischen Wirkung
wandernder Liquorblasen —, auch das Pterygium colli auf

* Herrn Prof. Dr. R. BoamI¢ zum 70. Geburtstag.
** Die Untersuchungen wurden mit dankenswerter Unter-
stiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt.

derartige Blasenbildungen im Nackenbereich zuriick. Spiter
(1949) faBite er die Hautodeme und Flussigkeitsblasen bei
dem von ihm so genannten symmetrischen Status Bonnevie-
Ullrich jedoch als genetisch determiniert und als Folge eines
tymphangiektatischen Odems mit ,,Lymphblasen* auf. Damit
folgte er beziiglich des Pterygium colli der von Bace und
Lrrrre (1924) entwickelten Theorie iiber die lymphangiektati-
gche Natur der bei der Maus experimentell erzeugten cutanen
und subcutanen ,.Blasen. Rosst und Carrisce (1952)
trennen, wie auch Bartan (1963), den Begriff der Cutis laxa
und den des Pterygium colli, die beide beim Turner-Syndrom
auftreten kénnen, scharf voneinander, da es sich ihrer Ansicht
nach schon entstehungsmiBig um zwei vollig voneinander
verschiedene Erscheinungen handele.

Das fetale Turner-Syndrom

Das Tuorner-Syndrom, das in der Regel eine
Monosomie des X-Chromosoms (Karyotyp: 45, X) und
als typische Merkmale beim Erwachsenen Kleinwuchs,
(Gonadendysgenesie, sexuelle Unterentwicklung und
héufig ein Pterygium colli sufweist, findet sich nach
Untersuchungen von Singr und Carr (1966) und
Grorp, HiEnz und Oprrz (1968) in einer besonderen
Erscheinungsform auch bei Feten. In thren schwersten
Manifestationen fiithrt die Monosomie des X-Chromo-
soms zu einem Frithabort (die Haufigkeit dieser
Chromosomenaberration betrdgt 4—5% aller Spontan-
aborte) oder zu einer Ausstoffung der Frucht im 2.
oder 3. Trimenon. Dabei handelt es sich wm meist
macerierte Friichte mit iiberaus auffilligen symmetri-
schen Nackenblasen. Sie gleichen durchaus den frither
mitgeteilten Beobachtungen von WERTHEMANN und
REemicEr (1949), ScawemneRrusER (1955) und BARTHE
(1963). Da bei diesen Feten jedoch mehr oder minder



