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1. EINLEITUNG

Eine Erweiterung der biochemischen Untersuchungen im Rahmen
der Diagnostik mdnnlicher Fertilitédtsstdorungen wurde in den
letzten Jahren immer wieder gefordert, um gegebenenfalls ge-
zieltere Aussagen iiber pathophysiologisch relevante Veradnde-
rungen in der Zusammensetzung der Genitalsekrete zu ermogli-
chen, Fiir Diagnostik und Therapie ist dabei auch die Protein-

zusammensetzung der midnnlichen Genitalsekrete von Bedeutung.

Um sie zu untersuchen, bietet sich die Polyacrylamidgeiza2lek=-
trophorese an. Da beispielsweise Prostataexprimat oder das
Gewebe einer Hodenbiopsie nur wenig Untersuchungsmaterial dar-
stellen, empfiehlt sich die Anwendung einer mdglichst empfind-
lichen Mikromethode. Es wurden daher verschiedene Mikro-Elek-
trophorese-Systeme hinsichtlich ihrer Eignung fiir die Analyse

mdnnlicher Genitalsekrete iiberpriift,

2. LITERATURUBERSICHT

2.1, Andrologische Spermaplasmadiagnostik

In den Kulturlidndern der Erde bleiben etwa zehn bis zwanzig
Prozent der Ehen kinderlos (NIKOLOWSKI, 93). Ca. ein Drittel
der Storungen betrifft beide Partner und jeweils ein weiteres
Drittel ist durch Infertilitiét der Frau bzw. des Mannes be-
dingt (SCHILL, 124). Etwa 500 ocoo Minmer diirften in der Bun-
desrepublik Deutschland sub- bzw. infertil sein (BRAUN—FALCO,
7).

Die Ursache von Fertilitédtsstorungen 1ldBt sich hdufig durch
die Anamnese, durch den klinischen Befund und die Ejakulat-
untersuchung sowie durch Hormondiagnostik und Hodenbiopsie
feststellen, Am hdufigsten liegt eime Oligozoospermie vor
(scHILL, 124). In einer Reihe von Fillen kann jedoch nur die
chemisch~biochemische Untersuchung des Spermaplasmas die Ur=~

sache einer Fertilitidtsstorung kldren. Solchen Untersuchungen



kommt in Zukunft eine groBe diagnostische Bedeutung zu (ELIASSON
14). Chemisch-biochemische Analysen sind vor allem notwendig fiir
das Studium der sekretorischen Funktion der minnlichen Adnex-
driisen, JOEL (49) schlug vor, die Wasserstoffionenkonzentration
des Spermaplasmas bei der Differentialdiagnose der Azoospermie
zu verwenden. Bei Verschlufl bzw. Aplasie der ableitenden Samen-
wege im Bereich des distalen Ductus deferens liegen saure pH-
Werte von 6,3 bis 6,5 vor und entsprechen im wesentlichen dem
Prostatasekret, wdhrend sie bei der exkretorischen Insuffizienz

im Normbereich (7,0 bis 7,8) liegen,

Eine postpuberale Leydigzellinsuffizienz ist nur durch die er-
niedrigte Spermaplasmafruktose bei im iibrigen normalen Spermio-
grammbefunden diagnostizierbar (SCHIRREN, 139). Bei Diabetikern
wurde eine verminderte Spermaplasmafruktose bei im iibrigen nor-
malen Parametern des Spermiogrammes als ein wichtiges Frithsymp-
tom einer inkretorischen Hodenfunktionsstoérung bezeichnet (KIESS~
LING, 55).

Die Funktion der Prostata 148t sich durch die Messung von saurer
Phosphatase und Zitronensiure im Spermaplasma beurteilen. Das
MaB der Phosphatasebildung in der Prostata korreliert mit der
inkretorischen Funktion des Hodens. Ein fehlender Ejakulatgeruch
kann mit erniedrigten Phosphatasewerten einhergehen. Auch Moti-
litdtsstorungen treten bei niedrigen Phosphatasewerten gehiuft
auf, wihrend pathologische Spermatozoenformen mit einer Erhshung
oder Erniedrigung der Phosphatasewerte einhergehen konnen (SCHIR-
REN, 139). Eine Insuffizienz der Blischendriise 1&8t sich durch
erniedrigte Fruktose- und Trypsinhemmstoffkonzentration erken-
nen (SCHILL, 122). Carnitin ist als biochemischer Marker fiir

das Nebenhodensekret von Interesse.

Die Anwesenheit proteolytischer Aktivitdt im Spermaplasma (HUG-
GINS und NEAL, 44, LUNDQUIST, 65, LUNDQUIST et al., 66) ist
schon linger bekannt., ZANEVELD et al, (169) untersuchten die
Eigenschaften von Spermaplasmaproteasen. Seminin wurde von
SUOMINEN und NIEMI (153), SUOMINEN et al. (154), SYNER und
MOGHISSI (156), FRITZ et al. (27) und SUOMINEN (152) charakte-
risiert,

SCHILL (120, 126, 127) und SCHILL et al. (136, 137) untersuch-
ten die Bedeutung des Akrosins, dessen Aktivitdt mit der Be-
fruchtungsfiahigkeit einer Spermatozoenpopulation korrelieren
soll, Fiir Routinezwecke 1#adBt sich diese Beziehung bisher noch
nicht verwenden, SCHILL (123, 128) gab auch eine zusammenfas-—
sende Darstellung anderer Proteinasen, die im minnlichen Geni-
taltrakt vorkommen. So spielen Proteinasen vor allem fiir die
Spermagerinnung und ~-verfliissigung eine grofie Rolle. Die Kennt-
nis der Menge und Verteilung der Spermaplasmabestandteile ist
wichtig, um den Mechanismus der menschlichen Samenkoagulation
und -verfliissigung erklédren zu konnen (TAUBER, !58), an der
mehrere proteolytische Enzyme beteiligt sind (MANN, 68, SYNER
und MOGHISSI, 155). Die einzelnen Komponenten, welche die Koa-
gulation und Verfliissigung bewirken, konnten noch nicht identi-
fiziert werden. Die Abwesenheit von Plasminogen, Prothrombin,
Fibrinogen und Faktor XIII im Spermaplasma weist auf die Ver-
schiedenheit zwischen Koagulation und Verfliissigung des Spermas
auf der einen Seite und der Blutgerinnung und Fibrinolyse ande-
rerseits hin (TAUBER, 158).

HORNSTEIN und HOFMANN (43) fanden eine signifikante Korrelation
zwischen erhshter Spermaviskositidt, Verzogerung der Verfliissi-
gung und dem Auftreten von Agglomerationen von Spermafozoen,
die vor allem bei Patienten mit chronischer Prostatitis gehaduft
vorkommen. Zusatz von alpha-Chymotrypsin (5 mg) zZu einem derar-
tigen Ejakulat fiihrt zu einer schnellen Verfliissigung (SCHILL,
128).

Die Proteasen konnen mdglicherweise auch am Spermatozoentrans-

port im Zervikalmukus beteiligt sein (MOGHISSI und SYNER, 77).

SCHILL (129~135) untersuchte die Bedeutung des Kallikrein-Kinin-
Systems fiir die Aufrechterhaltung der Regulation der Spermato-

zoenmotilitat,

2.2, Polyacrylamidgelelektrophorese

2,2.,1, Bisheriger Anwendungsbereich

Als eine Mdglichkeit zur Erforschung der Proteinzusammensetzung

der minnlichen Genitalsekrete bietet sich die Elektrophorese an,



Die Elektrophorese von Proteinen, bei der eine Trennung vor al-
lem auf Grund von unterschiedlicher MolekiilgroBe und unterschied-
licher Ladung erfolgt, wurde urspriinglich auf Papier, Zellulose-

azetat oder im Stiarkegel durchgefiihrt, RAYMOND und WEINTRAUB

(106) verwendeten erstmals die Polyacrylamidgelelektrophorese,
bei der als Trdgersubstanz Polyacrylamid dient., Sie ist inzwi-
schen eine weit verbreitete Methode und dient z_B, in der Kli-
nik zum Nachweis von Paraproteinen bei Plasmocytom, Bei Neoplas-
men der Atemwege, des Magens oder des weiblichen Genitaltraktes
sowie bei primdr chronischer Polyarthritis und Glomerulonephri-
tis sind die Haptoglobine erhdht (HOFFMEISTER und SCHUTT, 42),
was durch die Polyacrylamidgelelektrophorese leicht nachweisbar
ist. ‘ ’ :
Die Trégérsubstanz Polyacrylamid ist durchsichtig, mechanisch
stabil, chemisch inert, nicht ionisch (im Gegensatz etwa zum
Stﬁrkegel), stabil iiber weite pH-Bereiche und unléslich in den
zur Elektrophorese verwendeten Ldsungen. Durch Verédnderungen

in den Konzentrationen der Stammlésungen 148t sich die Poren-
weite beeinflqssen, auch der Vernetzungsgrad ist in weiten

Grenzen variabel,

Das Polyacrylamidgel besteht aus

a) Acrylamid als Monomer

b) N-N'-Methylenbisacrylamid als Comonomer

c) TEMED (Tetra—Methyl-ﬁthylen-Diamin) und Ammoniumper-
oxydisulfat oder Riboflavin und UV-Licht als kataly-
tische Redoxsysteme zur Herstellung freier Radikale

d) Puffer zur pH-Einstellung

e) ferner bei der Arbeit im MikromaBstab zusitzlich De~
tergens (Triton X-100), damit sich die Gele wieder

aus den Glasrdshrchen entfernen lassen.

2.2.2. Theoretische Grundlagen der Ionen-Diskontinuitit

RAYMOND und WEINTRAUB (106) benutzten fiir ihre Polyacrylamid-
gelelektrophorese ein homogenes Puffersystem. ORNSTEIN (96)
und DAVIS (10) fiihrten erstmals ein diskontinuierliches Puf-

fersystem ein (s. Abb. 5), das auf den theoretischen Uberle-

gungen von KOHLRAUSCH (57) basiert. Im Prinzip handelt es sich

dabei um folgenden Vorgang:

Zwei Lﬁsungén mit gemeinsamen Kationen, aber Anionen unterschied-
licher Beweglichkeit seien iibereinandergeschichtet. Die Losung
mit dem beweglicheren Anion sei konzentrierter und befinde sich
unten, Bei Anlegen eines elektrischen Feldes wandern diese An-
ionen dann in ganz definierter Weise, ndmlich mit konstanter
Geschwindigkeit und unter Bildung einer scharfen Grenze. Fir
ihre Konzentration und Bewegungsweise gilt dabei, dal sie un-
abhingig von den vorher herrschenden Verhiltnissen nach einer
gewissen Zeit die "beharrliche Funktion" nach KOHLRAUSCH (57)
erfiillen, Wie fir die anionische Diskontinuitidt beschrieben,
stellen sich die gleichen Ergebnisse analog bei der kationi-

schen Diskontinuitadt ein,

ORNSTEIN (96) und DAVIS (10) benutzten nun einen diskonti-
nuierlichen Spannungs~ und pH-Gradienten und unterschiedliche
PorengréBe im Gel zur Erzeugung der vorausgesetzten Bedingungen.
Der Elektrophoresepuffer enthiélt ein langsameres "trailing ion",
der Gel-= und Probenpuffer ein schnelleres "leading ion". Wih-
rend der Elektrophorese verdriangt das "trailing ion" das "leading
ion" und konzentriert die Komponenten der Probe wie ein Sand-
wich zwischen den Pufferfronten, Die Ionen der einzelnen Kompo-~
nenten (die zu trennenden Proteine) werden scharf begrenzt und
konzentriert (fokussiert) und nach ihrer Beweglichkeit geordnet,
zuerst die schnellsten, am SchluB8 die langsamsten Ionen, Ganz
vorne wandert das "leading ion", ganz hinten das "trailing ion"

(RICHTER-LANDSBERG, 108),

Die Konzentration der Ionen hingt von der Konzentration des
"leading ions" ab. Wegen der niedrigen Rate Ladung zu Gewicht
der Proteine miissen sie konzentriert wandern, und zwar so, dafB
jedes Protein in seiner Unterzone so viel Ladung transportieren
kann, wie die (Sulfat- und Glycin-) Pufferfronten, Die Protein-
zone besteht also aus diinnen, konzentrierten Scheiben aller

Proteinspezies, geordnet nach steigender Beweglichkeit.

Wiirde z.B. ein schnelleres Protein zuriickfallen in eine Zone
mit langsamer beweglichen Proteinen, so widre dort die elektri-

sche Feldstidrke infolge der dort vorhandenen geringeren Leit-



fdhigkeit hoher. (Nach dem Ohm'schen Gesetz U = RI muB die
Stromstidrke I iiber die ganze Liénge des Geles konstant sein).

Es wiirde beschleunigt werden, bis es wieder in seiner richti-
gen Zone wanderte., Wiirde es sich umgekehrt zu weit vorne befin-
den, so wire dort infolge héherer Leitfidhigkeit die elektrische
Feldstidrke geringer. Es wiirde gebremst, bis es ebenfalls wieder
in seiner richtigen Zone wanderte. Die gleichen Uberlegungen

gelten fiir die "leading" und "trailing ions",

Der beschriebene Vorgang wurde als "steady state stacking" be-
zeichnet (ORNSTEIN, 96) und geht in einem stabilisierenden Me=-
dium vor sich, wozu im allgemeinen ein niederprozentiges Poly-
acrylamidgel mit groBen Poren verwendet wird (s. Abb, 5). Die-
ses niederprozentige Gel (meist 5 %) hat keine Sieb~- und keine
Trenneigenschaften und heifBt "stacking gel" oder "spacer gel".
Direkt anschliefiend folgt das Trenngel mit hoher Gelkonzentra-
tion und kleinen Poren, Hier erniedrigt sich pldtzlich die Be-~
weglichkeit der groBen Proteinmolekiile. Durch den pH-Sprung

von 6,7 im "spacer gel" auf 8,8 im Trenngel wird das "trailing
ion" (Glycin) - stdrker geladen und wesentlich schneller. Die

scharfen Grenzen lésen sich auf, und die Gesetze der konti-

nuierlichen Elektrophorese treten in Kraft.

Die Methode hat den Vorteil, daB die Startzone der Proteine zu
Beginn der Trennung auBerordentlich scharf ist, Die einzelnen
Komponenten bilden im zylindrischen Gel sogenannte "discs" mit
minimaler Dicke (ca. 20 }un). Diese gaben dem Elektrophoresesy-
stem den Namen "Disk"-Elektrophorese, Die mathematische Grund-
lage der Disk~Elektrophorese wurde von KOHLRAUSCH (57), ORN=-

STEIN (96), JOVIN (50 - 52) und RICHTER-LANDSBERG (108) in al-

len Einzelheiten beschrieben,

ALLEN (2) versffentlichte ein Elektrophoresesystem, das auf
dem "principle of conductivity shift" (POULIK, 101) und der
"moving boundary technic" nach KOHLRAUSCH's "beharrlicher Funk-
tion" beruht. Er benutzt ein diskontinuierliches Puffersystem
mit "trailing ion" (Glycin) und "leading ion" (Sulfat), aber
mit homogenem pH-Wert im ganzen Gel. Die Beweglichkeit des

"trailing ions" ist in diesem System konstant. Eine Schirfung

der Banden erfolgt mit beginnender Auftrennung der Protein-

banden im Trenngel (s. Abb. 6).

2.2,3, Konzentrationsgradient und Mikro-Elektrophorese

Um noch schirfere Trennungen zu erreichen, empfahl MAURER (72)
ein Stufengradientensystem mit anionischer Diskontinuitit.
Polyacrylamidgelelektrophorese im Mikroma8stab wurde erstmals
von PUN und LOMBROZO (102) durchgefiihrt. Die Technik nach ORN-
STEIN (96) und DAVIS (1o) wurde durch GROSBBACH (33), HYDEN (45,
46) und NEUHOFF (78, 81 - 83), sowie durch NEUHOFF und SCHILL
(84), NEUHOFF und LEZIUS (85), NEUHOFF et al. (86 - 91) und Mc
EWEN und HYDEN (19) unter Benutzung der 5 }xl und 2 }xl Drummond
Micro-Caps zum Einpolymerisieren der Gele verfeinert, Im glei=-
chen MikromaBstab entwickelte RUCHEL (117) die Elektrophorese
am kontinuierlichen Polyacrylamid-Gradientengel mit anionischer
Diskontinuitédt entsprechend ALLEN's (2) System. Diese Mikrome-
thoden sind ebenso trennscharf wie die Makromethoden, beanspru-
chen wenig Zeit pro Analyse und sind auBerordentlich empfind-
lich. Die untere Nachweisgrenze fiir eine einzelne Albuminbande
? Gramm bei
Anfdrbung mit Amidoschwarz 1o B (NEUHOFF, 78, 81, 83), Dies be-

liegt im 5 pl Gel mit o,45 mm Durchmesser bei 1o

deutet, daB o,1 bis 0,5 pug eines Proteingemisches durch Elek-
trophorese in 5 pl Kapillaren aufgetrennt werden konnen, 5 ooo
bis 1o ooo Elektrophoreseléufe konnen also mit 1 ml Proteinlo-

sung, die 1 mg Protein enthidlt, durchgefiihrt werden.

2.3. Bisherige Ergebnisse der Elektrophorese von_ Spermaplasma

Ergebnisse von Spermaplasma-Elektrophoresen liegen bisher nur
wenige vor, Mit Hilfe der Papier-, Zelluloseazetatelektropho-
rese und Geldiffusion konnten sechs bis neun Proteine im Sper-
maplasma des Menschen nachgewiesen werden (GRAY und HUGGINS, 32,
ROSS et al.,, 113, KELLER und TSCHUMI, 54, SCHNEIDER et al., 144,
WEIL et al,, 162, HERMAN G., 35, 36, ROA und SADRI, 110, RABACH,
lo4, ROZIN et al., 114, KLOPSTOCK et al,, 56, SEARCY et al., 145).

DORN (13) konnte mit Hilfe der Hochspannungselektrophorese zei-
gen, daB Spermaplasma pathologischer Ejakulate im allgemeinen

keine grofSeren Abweichungen von der Norm aufweist. Beziehungen
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zwischen Spermatozoenanzahl, -motilitidt, Spermatozytogramm

und EiweiBzusammensetzung des Spermaplasmas waren nach seinen
Angaben nicht zu verzeichnen, SCEIRREK (138) bestitigte dies.
Auch er konnte nur in ganz wenigen F#llen primidrer Hodendys-

plasie aus dem Elektrophoresebefund eine Aussage ableiten.

GARNER und EHLERS (28), GARNER et al. (29), LAVON und 30RSNELL
(60) und LAVON et al. (62, 63) arbeiteten mit der Polyacrylamid-
gelelektrophorese am Spermaplasma von Rind, Schafsbock und Eber.
Menschliches Spermaplasma wurde mit Hilfe der Polyacrylamidgel-
elektrophorese von MISCELER (75), DAVAJAN und KUNITAKE (9) und
QUINLIVAN (103) untersucht. In der iiberwiegenden Zahl der Fidlle
lieB sich aus der Spermaplasma-Elektrophorese kein diagnosti-

scher Anhalt gewinnen,

2,4, Ziel der vorliegenden Arbeit

Untersuchungen des Spermaplasmas mittels Polyacrylamidgel=-
elektrophorese im Mikromaf3istab bei Verwendung von diskonti-
nuierlichen Puffer-, Spannungs- und Konzentrationsgradienten
waren bisher noch nicht erfolgt, Der Einsatz dieser Technik fiir

andrologische Fragestellungen schien uns erfolgversprechend.

Ziel dieser Arbeit war es, mit Eilfe der bekannten Mikrometho-
den der Polyacrylamidgelelektrophorese die Proteinzusammenset-
zung der Sekrete und Gewebe des midnnlichen Genitaltraktes unter
den unterschiedlichsten Bedingungen zu untersuchen, um gege-
benenfalls diagnostische und prognostische Erkenntnisse zu

erzielen.

3. MATERIAL UND METEODTIEK

3.1, Chemikalien, Farbstoffe und Instrumente

Chemikalien fiir die Disk-Elektrophorese:

Acrylamid und N-N'-Methylenbisacrylamid vierfach rekristalli-
siert sowie TEMED (N-N-N'-N'-~Tetra-Methyl-Athylen~-Diamin):

Firma BioRAD, Mlinchen

Ampholine pH 3 - 1o, 40 %ig, LKB - Instruments, Gauting

Ammoniumperoxydisulfat 1201 Merck Darmstadt
Kaliumhexacyanoferrat K3Fe(CN)6 4973 "
Triton X ~ 100 8603 "
Hydantoin 8olhs "
Trispuffer 81382 "
Glycin h2o1 "
Chromschwefelsidure 2499 "

Schwefelsiure p.a. "
Eisessig p,a, "
Phosphorsédure p.a. "
Aceton p.a. "
Athanol p.a,. "
Methanol p.a. "

Eau de Javelle (Kaliumhypochlorit), 25 %ig, Apotheke der Uni-
versitidtskliniken Miinchen

Standardproteine:

Humanalbumin ¢ RHA OL4 Behringwerke W.Germ.
Rinderalbumin ¢ RHD o4 "
Standardblutserum (Batch Nr. 9756) @ RDT 02 "

Lactoferrin, Muster "

Farbstoffe:

Bromphenolblau 8122 Merck Darmstadt
Bromphenolrot Jo213 "
Fluorescein. 3992 "
Pyronin 7517 "
Amidoschwarz lo B 1167 "
Coomassie Brillant Blau R 250 12553 "
Lichtgriin 1315 n

Glasmaterial:

Kapillaren: Drummond Micro-~Caps S,Pl Schiitt Gottingen

Pyrexglas und AR-Glas "
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Gerdte fiir die Mikro=Disk-~Elektrophorese:
Joyce Loebl Mikro-Densitometer MK III C, Double Beam
Zoom-Stereo-Mikroskop zur Aufsichtsbetrachtung, Zeiss, W,Germ,

Netzgerdt nach NEUHOFF et al, (86)

Elektrophoresestédnder "

Schiitt Gottingen

Trichter mit aufsetzbaren, perforierten

Gummikappen ‘ "
Pinzetten - biegsam und Prédparierpinzetten

mit feiner, fester Spitze ) "
Stdnder fiir die Mikropipetten "
ReaktionsgefidBSe 3810 (Eppendorf) "
Injektionsspritze zum Ausblasen der Gele "
Ultrazentrifuge {16 ooo g) "
Mikro~Homogenisator: Behédlter mit

Pistill und Motor - "
Reinigungsanlage fiir Micro-Caps (NEUHOFF, 83) "
Ultraviolettlampe (UV-A) n
Kiivetten zum Betrachten und Mikrodensito-

metrieren der Gele . "

3.2. Untersuchungsmaterialien

Zur Untersuchung kameﬁ 154 Ejakulate von Patienten der androlo-
gischen Sprechstunde der Dermatologischen Klinik und Poliklinik
der Universitidt Minchen (Direktor Prof. Dr. O. Braun-Falco).
Die Ejakulate wurden nach fiinftédgiger sexue%}er Karenz durch
Masturbation gewonnen und es wurde eine Spermaanalyse nach den
Richtlinien von SCHIRREN (140) durchgefiihrt, Sie wurden lo Min.

lang bei 16 ooo g zentrifugiert und der Uberstand im Verh#dltnis

1 : 6 mit Puffer B! (Lésung B 1 : 8 verdiinnt) versetzt (s. 3.8.3.).

Splitejakulate wurden von zwilf gesunden, freiwilligen Proban-
den mit normalen Spermaparametern gewonnen, Die Spender wurden

angewiesen, das Ejakulat in drei Fraktionen aufzufangen, Die

ersten beiden EjakulatstdBe bildeten die erste, die nichsten bei-

den die zweite und der Rest die dritte Fraktion.

Von Spermatozoen wurde ein Extrakt in folgender Weise gewon-
nen: 1o ml Ejakulat mehrerer Spender wurden zweimal im Wech-
sel zentrifugiert (1o Min, bei 600 g bzw. 2 100 U/Min,) und

mit physiologischer Kochsalzldsung gewaschen, Zu dem Sediment,
das nach der zweiten Zentrifugation verblieben war, wurde dann

1 ml 4 %iges Triton X - 100 gegeben,

Prostatasekret von 13 Patienten aus der urologischen Ambulanz
der Universitédt Miinchen wurde durch Prostatamassage im Labor
Prof, Dr., A. Hofstetter, Urologische Klinik der Universitat
Miinchen gewonnen, Vor der Elektrophorese wurde es mit Puffer

B' im Verh#dltnis 1 : 6 verdiinnt,

Sekret des Ductus deferens wie auch Spermatozelenfliissigkeit
wurden intraoperativ im Rahmen einer Vasektomie gewonnen .
(Priv,-Doz, Dr. med. Dr, med, habil, P, Carl, Urologische
Poliklinik der Universit&dt Miinchen).

5
Sekret der Bldschendriise wurde nach Punktion der Driise mit

Glaskapillaren im Verlauf einer Prostatektomie wegen Prosta-
takarzinom abgesaugt (Prof. Dr, E. ElsdBer, Krankenmhaus der

Barmherzigen Briider Miinchen).

Hodengewebe stammte von Patienten, bei denen aus diagnostischen
Griinden eine Hodenbiopsie durchgefiihrt worden war. Das frische
und unbehandelte Gewebe wurde bis zur Verwendung bei -25 °c
aufbewahrt,

3.3, Homogenisation von Gewebe

Die Homogenisation des Hodengewebes erfolgte nach der Methode
von NEUHOFF (82, 83). Ein kleiner Pistill mit Kunststoffspitze
in zylindrischer Form wurde durch eine Zahnarztbohrmaschine
iiber eine biegsame Welle mit 24 ooo U/Min, angetrieben. Die
Homogenisation erfolgte in einem Spezialgefd8 der Fa, Schiitt
Gottingen unter Eiswasserkiihlung in einem Zeitraum von etwa
30 Sekunden (Abb. 1) nach Zugabe von Losung B' im Verhidltnis
1:5 (wiv), Der optimale Arbeitsbereich lag bei 5d}u.bzw.

10 mg Gewebe, Bei einer Drehzahl von 24 ooo U/Min, wurde der
Pistill vertikal langsam-auf und ab bewegt, so daB eine voll-

stédndige Homogenisation def'Gewebspartikel mbglich war.,
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3.4. Kapillarenreinigung

Neue wie einmal gebrauchte Drummond Micro-Caps muf3ten vor der
Beschickung mit dem Polymerisationsgemisch gereinigt werden
(NEUHOFF, 83). Ein kleines GlasgefdB wurde mit den Micro-Caps,
die senkrecht oder steil stehen sollen, beschickt, mit Eau de
Javelle gefiillt und in das vakuumfeste SauggefidBl gestellt

(Abb. 2). Ein magnetischer Zeitschalter, der an eine Wasser-
strahlpumpe angeschlossen war, sorgte fiir intermittierenden
Unterdruck in einer vakuumfesten Saugflasche. Wihrend des in-
termittierenden Unterdruckes wurden in der Unterdruckphase die
entstehenden Luftblédschen abgesaugt, widhrend in der Phase des
Nermaldruckes die Losung auf die Micro~Caps bzw. die darin vor-
handenen Polyacrylamidgelreste einwirkte, Die Javelle'sche Lau-

ge wurde mehrfach erneuert.

Nach ca. drei~ bis vierstiindiger Einwirkung der Natriumhypo-
chloritldosung wurden die Micro-Caps mit Aqua dest, gespiilt

und dann wieder in gleicher Anordnung, diesmal aber unter Ver-
wendung von Chromschwefelsiure aufgestellt. Die Anwendung ei-
nes ca., zehnminiitigen intermittierenden Unterdruckes bewirkte,
daB sich die Micro-Caps restlos mit der Chromschwefelsiure
fiillten, und alle etwa vorhandenen Luftblasen entwichen. Da-
durch war eine optimale Reinigung moglich. Auch die Chromschwe-
felsdure wurde mehrfach gewechselt, die Einwirkungsdauer betrug
mindestens 12 Stunden, Danach wurden die Micro-Caps nacheinander
in Aqua dest., 96 %igem Athanol und Aceton p.a. gespiilt unter
Verwendung der in Abb, 3 gezeigten Anlage, Bei geschlossenem
Hahn entstand in der Filternutsche ein Unterdruck, der dazu
fiihrte, daB alle Luftblasen aus den Micro-Caps entwichen. Bei
Splilung mit Athanol bzw. Aceton fiihrte die Vakuum-Anwendung zum
Sieden der Fliissigkeit. Innerhalb der Micro-Caps stiegen Luft-
blasen nach oben, Fliissigkeit trat unten nach und spiilte die
Micro-Caps griindlich. Nach Offnen des Hahnes schoB die Spiil-
fliissigkeit aus dem Vorfatsgefﬁﬁ in scharfem Strahl nach unten

und spiilte zusédtzlich.

Nach Beendigung der Spiilvorginge wurde das Aceton durch die
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und die verbliebene Restfliissig-
keit im Vakuum verdampft. Danach wurden die Micro-Caps bei ei-

ner Temperatur von ca. 180 OC zwei Stunden lang getrocknet, wo-
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" bei evt, verbliebene organische Reste verkohlten. Derart ver-

unreinigte Micro-Caps wurden verworfen, die iibrigen Micro-Caps

waren dann gebrauchsfédhig,

3.5, Herstellung der Mikropipetten

Um im Lumen der o,45 mm weiten Micro-Caps arbeiten zu kénnen,
waren feine Kapillaren erforderlich, die selbst hergestellt
wurden., Glasrohre aus Pyrexglas mit 2 mm Innen- und 4% mm AuBen-
durchmesser wurden mit einem Glasschneider in Stiicke von 10 cm
Linge geteilt, Scharfe Kanten an den Enden der Rohrchen liefBen
sich durch Erhitzen in einer Gasflamme gldtten. Dann wurde die
Mittelpartie unter stdndigem Drehen in die Flamme gehalten, bis
das Glas gerade eben verformbar war; unmittelbar danach wurde
das erhitzte Glasrohrchen aus der Flamme genommen und wenige
Millimeter auseinandergezogen. Der so vorbehandelte Teil des
Rohrchens wurde erneut in der Flamme gedreht, bei heller Glut
entfernt und schnell ohne Abknickung der Enden auseinanderge-
zogen, Voraussetzung war, daB der Gasbrenner eine sehr heiSle
Flamme und einen sehr feinen Flammenkegel besaB, Anstelle des
von NEUHOFF (83) empfohlenen Brenners, der mit Propangas, Sauer-
stoff und Pressluft arbeitet, wurde ein Azetylen—Oz-Brenner mit
kleinem Brenneinsatz verwendet.

Das kurze Vorziehen hatte den Vorteil, daB der Ubergang der Pi-
petten vom Ansatzstiick zum kapillidren Teil kurz und das Ver-
hdltnis zwischen Innen~ und AuBendurchmesser der gezogenen Ka-
pillaren giinstig, d.h. hoch war. Vor Gebrauch wurde von dem ka-

pilldren Teil so viel, als notig war, abgebrochen. (s. Abb. 4).

3.6, Herstellung der Aufbewahrungsrihrchen fiir die Gele

Zur Aufbewahrung der fertigen Polyacrylamidgele wurden ca. 5 cm
lange Glasrdhrchen aus AR-Glas (Innen-/AuBendurchmesser 2 bzw,

3 mm) verwendet, die einseitig mit dem Azetylenbrenner zuge-
schmolzen wurden. Um gleichmiédBig zugeschmolzene Enden zu er-
zielen, wurden die zugeschnittenen Glasrshrchen unter stdndi-
gem Drehen nur wenig in die Flamme gehalten., Klobige, ungleich-
méBige Enden wiren unzweckméfig, da das Glas dort leicht bricht,

die Rohrchen nicht in die Aufbewahrungsstinder passen und eine
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densitometrische Auswertung nicht moglich wire. Voraussetzung

fiir die Densitometrie war eine parallele Lagerung der Gele zur

Unterlage. Eine Flammeneinstellung mit relativ viel Sauerstcff

erwies sich als giinstig, um RuBflecken auf den Glidsern zu ver-—

meiden,

3.7 Mikro~Disk-Elektrophorese

3,7.1, Stammldsungen

Fiir die Herstellung der Polyacrylamidgele wurden die folgenden

Stammldsungen angesetzt;

Losung A

0,86 g Tris-Puffer
0,063 ml TEMED

3,6 n H,50, ad pH 8,8

H20 ad 1o ml

Losung C

20 g Acrylamid

0,2 g Bis (N-N'-Methylen-

bisacrylamid)

3,75 mg K Fe(CN)g

H20 ad 37,5 m

Losung E

1

5,98 g Tris-Puffer

50 ml H20
0,46 ml TEMED
8,7 m H3P°h
tm HBPOh

H20 ad 1oo ml

Elektrophorese-Puffer

ad pH 7

ad pH 6,7

3,0 g Tris-Puffer
t4,4 g Glycin

H20 ad 500 ml

pH 8,4

Losung B

2,85 g Tris-Puffer
25 ml H20

8,7 m H3P°h ad pH 7
1m HBPOh ad pH 6,7

Losung D!
1 % Ammoniumperoxydisulfat
in 2 % Triton X - loo

Losung F
2,7 % Ammoniumperoxydisulfat

in 2 % Triton X - loo
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Nur bei der Mikro-Disk-Elektrophorese nach ORNSTEIN (96) und
DAVIS (10) wurde dem Elektrophoresepuffer ca. 0,5 % Bromphenol-

blau und Fluoreszein zugegeben.

Farbstoffldosungen:

loo mg Bromphenolblau in 5 ml H20
Fluoreszein: gesattigte Losung in H20
0,5 % Amidoschwarz 1o B in 7,5 %iger Essigsiure

0,01 % Bromphenolrot in 50 %iger Saccharoselodsung

Triton X = 100 wurde zur Entfernung der Gele aus den Micro-
Caps benstigt. Es soll eine Konzentration von 1 % im Polymeri-

sationsgemisch nicht iiberschreiten.

3:,7+2. Gelherstellung

Alle Stammldsungen konnten zwei bis drei Monate im Kiihlschrank
bei 0 °C bis &4 °c gelagert werden, Ldsung D' muBte vor Gebrauch
mit 2 %iger Triton X - 100 - Losung so weit verdiinnt werden,

daB das 20 % Gel in ca. 45 Minuten polymerisierte. D' wurde im
Verhiltnis 1 : 7 zu einer Losung D von etwa o,14 % Ammonium-
peroxydisulfatkonzentration verdiinnt, wobei dic beste Verdiin-
nung durch eine Verdiinnungsreihe erhalten wurde. Eine o,14 %ige
Ammoniumperoxydisulfatldsung wire nicht haltbar und wiirde schon
Stunden bis Tage nach dem Ansetzen an katalysatorischer Wirksam-

keit verlieren. D' dagegen war nahezu beliebig haltbar.

K3Fe(CN)6 sollte eine bessere und gleichmidBigere Polymerisation
bewirken (NEUHOFF, 83), was jedoch nicht von uns reproduziert

werden konnte.

Die Monomere Acrylamid und N-N'-Methylenbisacrylamid miissen
sehr rein sein. Es empfiehlt sich, eine mehrfache Rekristalli-
sation durchzufiihren. Sichtbare Verunreinigungen wurden besei-
tigt, indem die LGsungen vor Gebrauch erwdrmt und 12 Minuten
bei 16 ooo g ultrazentrifugiert wurden, Die Gele waren dann
optisch ganz klar, Allerdings muBten die Monomere der L&sung

C vor dem Zentrifugieren ganz geldst sein, um nicht die unge-
losten Kristalle abzuzentrifugieren. Mit sehr gutem Erfolg
wurden hochgereinigte, vierfach rekristallisierte Monomere der
Firma BioRAD benutzt.



Bei hdufigem Erwidrmen der Losung C zum Lésen der Monomere
vor Gebrauch entstinde Acrylsdure, welche die Polymerisafion
und damit den Trénnungsvorgang storen wiirde. Stammlosung C
wurde daher in kleinen Portionen eingefroren und gut ver-

schlossen bis zur Verwendung aufbewahrt,

Herstellung des Polymerisationsgemisches:

20 %iges Trenngel: 1,5 ml Stammlosung C
0,5 ml Stammlosung A
2,0 ml Stammlésung D
5 %iges "spacer gel': 0,25 ml Stammlssung C

1,5 ml Stammlosung E
0,2 ml Stammlosung F
0,73 ml 2 %ige Losung

Triton X -~ 100

Die Trennschidrfe konnte verbessert werden, indem zu dem Poly-
merisationsgemisch fiir das Trenngel 20 mg Hydantoin zugemischt
wurden (NEUHOFF, 83 ).

Durch Eintauchen in das frisch vorbereitete Polymerisationsge-
misch fiir das Trenngel wurden die Micro-Caps zur Hdlfte bis zu
zwei Drittel gefiillt, Sie wurden anschlieflend in eine 2 mm dik-
ke Plastilinschicht senkrecht gestellt, um sie unten fest zu
verschlieflen, Mit Hilfe der selbstgezogenen Kapillarpipetten
wurde das Polymerisationsgemisch in den Micro-Caps mit Aqua
dest. iiberschichtet. Dabei durfte keinesfalls die Pipette in
das Polymerisationsgemisch eingetaucht werden, aber auch nicht
zu weit entfernt sein, da sich sonst im einen Fall die beiden
Losungen zu stark vermischten und im anderen Fall Luftblasen
entstanden, Das Uberschichten mit Wasser war entscheidend fiir

die Qualitdt der Trenngelkuppe und damit fiir die Trennqualitit,

Samtliche Manipulationen mit den Micro-Caps wurden unter einem
Zeiss-Stereo-Mikroskop zur Aufsichtsbetrachtung bei 8 - bis

1o - facher Vergrﬁﬁerung durchgefiihrt.

Nach dem {Uberschichten mit Wasser wurden die Micro-Caps senk-
recht in eine feuchte Kammer gestellt. Nach ca. 45 Minuten war
der Polymerisationsvorgang in Abhéngigkeit von der Konzentra-

tion der Losung D vollstdndig abgeschlossen. Vor Einsatz
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der Gele sollten diese jedoch wenigstens 1o Stunden bei Zimmer-
temperatur gestanden haben. Die Verwendungsfihigkeit betrug zwei

bis drei Tage.

Vor der Elektrophorese wurde das iiberschichtete Wasser aus den
Micro-Caps abgesaugt. Eine Verletzung der Gelkuppe muBte streng
vermigden werden, Danach wurde das Polymerisationsgemisch fiir
das "spacer Gel" aufgetragen (ca. 3 mm). Dies muBte sehr rasch
gehen, da das "spacer gel" schon nach ca. 2 Minuten polymeri-
siert. Auch bei diesem Arbeitsgang muBite die Bildung von Luft-
blasen vermieden werden. SchlieBlich wurde mit 1 : 3 verdiinnter
Lisung B iiberschichtet, und die Micro-Caps wurden in die feuch-
te Kammer zuriickgestellt. Nach einer Stunde waren die Gele dann

einsatzbereit und maximal zwei Tage lang verwendungsfidhig.

Das "spacer gel" stellte die pH~Diskontinuitdt her, wie es

ORNSTEIN (96) und DAVIS (10) beschrieben haben und verhinderte
wegen seiner elastischen und weichen Konsistenz, daBl Proteine
in den Zwischenraum zwischen Trenngel und Micro-Cap-Innenwand

gelangten,

3.7.3. Elektrophoresetechnik

Die optimale Proteinkonzentration fiir die Elektrophorese be-
trug 1 bis 3 mg/ml, davon wurden nach Absaugen der iiberste-
henden Fliissigkeit im Micro-Cap 0,1 bis 1 ul aufgetragen. 6,4
mm im Micro-Cap entsprachen 1 }uﬂ Stand nur eine sehr verdlinn-
te Losung zur Verfiigung, so war es mdglich, durch das Aufstok-
ken eines weiteren Micro-Caps mehrere Mikroliter Proteinlésung
aufzutragen, wobei sich die beiden Micro-Caps durch ein Stiick
Kunststoffschlauch leicht verbinden lieBen (NEUHOFF und SCHILL,
84). Selbst bei Auftragen einer Fliissigkeitssidule von 4 cm Lén-
ge erfolgte durch das diskontinuierliche System eine Konzen-
trierung der Probe auf Bruchteile eines Millimeters. Ein sol-
ches aufgestocktes Micro-Cap wurde wdhrend der Elektrophorese
wieder entfernt, wenn die Proteine (kenntlich an den Farbstoff-
banden) das untere Micro-Cap erreicht hatten. Zu diesem Zeit-
punkt hatte sich das obere Micro-Cap mit Elektrophoresepuffer
gefilillt, der einen sehr hohen elektrischen Widerstand hat. Es

wiirde also nur ein geringer elektrischer Strom flieBen, und
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damit die Elektrophorese lidnger dauern und die Trennung unschir-
fer werden. Blieb nach dem Auftragen der Probe noch freier Raum
im Micro-Cap, so wurde mit 1 : 3 verdiinnter Losung B aufgefiillt,

wobei Luftblasenbildung vermieden wurde.

Nach der Beschickung der Micro-Caps wurden sie an der Stelle
direkt oberhalb des Plastilins mit einem Diamantglasschneider
angeritzt, gebrochen und die beiden Teile gegeneinander abge-
schert, Das obere Ende des Micro-Caps wurde dann vermittels ei-
ner perforierten Gummikappe an einem Trichter, oder um Elektro-
phoresepuffer zu sparen, an einem gekiirzten Eppendorf Reaktions-
gefan (3810) befestigt. Der Trichter bzw. das Eppendorf-Gefil
wurde mit Elektrophoresepuffer aufgefiillt, in den Elektrophore-
sestédnder eingehidngt und das freie untere Ende des Micro-Caps

in ein kleines, Elektrophoresepuffer enthaltendes GefiaB getaucht.
Die Platinelektroden wurden mit dem Netzgeridt nach NEUHOFF et al.
(86) verbunden, wobei oben die Kathode und unten die Anode an-
gelegt wurden, Die Proteine wanderten dann als Anionen von oben

nach unten (Abb. 5).

Das Problem def Spannungskonstanthaltung ist mit Hilfe einer
Rauschdiodenschaltung gelost, eine Spannungs- und Strommessung
ist wdhrend der Elektrophorese mit Hilfe dreier eingebauter,
sehr hochohmiger Rohrenvoltmeter moglich, Fiir die Mikro=-Disk-
Elektrophorese ist Spannungsstabilitét gilinstiger als Stromsta-
bilit#t (NEUHOFF, 78).

An das Netzgerdt konnten gleichzeitig 1o Micro-Caps angeschlos-
sen werden, Flir die Mikro-Disk-Elektrophorese mit dem System
nach ORNSTEIN (96) und DAVIS (10) wurde eine Spannung von ca.

60 - 80 Volt empfohlen. Die Elektrophorese dauerte etwa 3o Minu-
ten, Der Anfangsstrom von ca. 8o sank bis auf ca, 1o ge-
gen Ende der Elektrophorese. War der Strom zu niedrig, deutete
das darauf hin, daB Luftblasen in dem betreffenden Cap vorhan-

den waren,

Die Wanderung der Proteine konnte direkt verfolgt werden.
Fluoreszein, das im Elektrophoresepuffer enthalten war, wander-
te mit der vorderen Pufferfront und war bei UV-A-Bestrahlung

mit einer Ultraviolettlampe als feiner Disk sichtbar. Direkt

dahinter konzentrierten sich im Verlauf des "stacking"-Pro-

zesses die Proteine. Sie wurden durch das Bromphenolblau sicht-
bar gemacht, ohne ausgefidllt zu werden. Es konnte gut beobach-
tet werden, wie sie sich als feiner "disc" konzentrierten, der

direkt hinter der Fluoreszein-Front wanderte.

Nach Ausbildung der sichtbaren "discs" war der "stacking"-Pro-
zeB abgeschlossen., Die weitere Wanderung erfolgte dann in Form
der Isotachyphorese. Die Trennung der Proteine konnte direkt

beobachtet werden. Die Pufferfront, markiert durch das Fluores-

Disk - Elektrophorese

Gummikappe

——Gel - Puffer
—— Probe

5%Gel,pH 6,7

Elektn-)phorese -
puffer,pH 8,4

——20% Gel, pH 8,8

O+

Abb,
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zein, wanderte als feiner Disk weiter, die blau gefidrbten Pro-

teine wurden aufgetrennt und bildeten verschiedene Banden. Nach
ca. 3o Minuten war die vorderste Front der Proteine etwa 6 - 8

mm im Trenngel gewandert, die Elektrophorese konnte dann be-

endet werden.

3.2.4. Fdrbung, Differenzierung und Aufbewahrung der Gele

Die Gele wurden durch Wasserdruck aus den Micro-Caps heraus-
gepreBt und in die Fixations- und Fiarbelssung iliberfiihrt unter
Verwendung einer 2 ml - Spritze mit Polydthylenzwischenstiick.
Das Fixieren und Fidrben in 7,5 %iger Essigsidure, die 0,5 %
Amidoschwarz 10 B enthielt, dauerte 5 Minuten. Die Gele wurden
dann mit Hilfe einer weichen Pinzette in 7,5 %ige Essigsidure
iiberfiihrt, Das Entfdrben und Differenzieren der Gele war nach
30 bis 60 Minuten beendet und konnte durch hédufiges Umriihren

und Erneuern der Essigsdure verkiirzt werden.

3.7:5. Deﬁsitometrié

Die Betrachtung der Gele erfolgte in einer Spezialkiivette unter
dem Stereomikroskop. Mit Hilfe des Joyce Loebl Double Beam Mi-
krodensitometers MK III C wurden Elektropherogramme geschrie-
ben. Aufbewahrt wurden die Gele in AR-Glasrdhrchen, in denen

sie liegend der Mikrodensitometrie zugefiihrt wurden.

Die Rohrchen wurden fiir diesen Zweck mit 7,5 %iger Essigsdure
gefiillt, die eine Spur Amidoschwarz 1o B enthielt, damit sich
die Gele bei liéngerer Aufbewahrung nicht entfirbten. Nach Uber-
filhren der Gele in die Glasrohrcher wurden ca. 3 mm der Essig-
sdure abgesaugt und die ROhrchen mit Harvard Glaswachs zuge-
schmolzen, mit Klebe=Ettiketten versehen und beschriftet. Die
so konservierten Gele konnten mikrodensitometriert und photo-
graphiert werden, Die Densitometrie wurde mit dem Joyce Loebl
Double Beam Mikro-Densitometer MK III C mit Graukeil D 588,
Graufilter 1,0 0.,D., Déampfung 9, Differential Control 9, Schal-
terstellung FWD NORMAL, VergrofBerung 1 : 20 und Spalt 90 durch-
gefiihrt. Auf den erhaltenen Densitogrammen lagen die niedermo-

lekularen Proteine rechts, die hochmolekularen Proteine links.
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3.7.6. Bestimmung des Rf-Wertes

Fiir die durchgefiihrten Korrelationsrechnungen muBten die Rf-

Werte gemessen werden. Zur Markierung der Pufferfront wurde
folgende Methode verwendet:

Unmittelbar im AnschluB an die Elektrophorese wurde das Micro-
Cap an der Stelle, an der die Fluoreszeinbande lag, mit einem
Diamant-Glasschneider angeritzt, gebrochen und abgeschert. Bei
Verwendung des Stereomikroskopes lieB sich diese Markierung
sehr genau vornehmen. Das Ende des Geles war dann bei der Den-
sitometrie als Peak sichtbar (in deﬁ abgebildeten Densiiogram-
men mit E & Ende markiert) und entsprach der Pufferfront,

Die Berechnung des Rf-Wertes erfolgte nach Messung der Protein-
wanderungsstrecke dividiert durch die Wanderungsstrecke der

Pufferfront im Trenngel,

3.8, Grédientengelelektrophorese im MikromaBstab

. 8,1, Stammlosungen

Stammiﬁsung A Stammlosung B

3.39 g Tris-Puffer wie Losung A, aber ohne

6 ml 1n stou TEMED, wird vor Gebrauch
0,1 ml TEMED 1 : 8 verdiinnt (Molaritit

6 n HZSQh ad pH 8,8
H,0 ad 10 ml

0,39 m 8 47,19 g/1 Tris)

2
Stammiﬁsung [o] Stammlssung D!
20 g Acrylamid 1 %ige Losung von Ammonium-

o,4 g N-N'-Methylenbisacryl- peroxydisulfat in 2 % Triton

amid X - 100, vor Gebrauch mit
3,0 mg K3Fe(CN)6 2 %igem Triton X - 1c0 ca.
H20 ad 37,5 ml 1 : 8 verdiinnen
Elektrophoresepuffer

6 g Tris-Puffer
28,8 g Glycin
H20 ad 1000 ml
pH 8,4
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Herstellung der Farbstofflosungen:

0,01 % Bromphenolrot in 50 %iger Saccharoseldsung

0,5 % Amidoschwarz 1o B in 7,5 %iger Essigsdure

Alle Losungen waren im Kiihlschrank bei O °c bis 4 °C mehrere
Monate haltbar. Sie muBten jedoch vor Gebrauch auf Zimmertem-
peratur angewdrmt werden. Stammlosung D' wurde vor Gebrauch mit
2 %iger Losung Triton X - 1oo ca. 1 : 8 verdiinnt. Wird auf
Kaliumhexacyanoferrat in Lésung C verzichtet, so kann D' noch

stirker verdiinnt werden, da dann weniger Katalysator nstig ist.

3, 8,2, Gelherstellung

Die Stammldsungen A und C wurden im Verh#ltnis 1 : 3 gemischt.
Das Gemisch war einen Tag haltbar, Die Micro-Caps wurden dann
in Lésung D getaucht, wobei mit dem Zeigefinger an der oberen
Offnung des Micro-Caps die Fiillung reguliert wurde. Zum Fas-
sen der Micro-Caps wurde eine spezielle Kreuzpinzette mit ein-
gefraster Nut und rechtwinklig angeldtetem Markierungssfab ver-

wendet,

Wenn ca. 18 mm gefiillt waren (Markicrung am angeldteten Stab),
verschlofl der Zeigefinger die obere Offnung des Micro-Caps, und
es wurde in LGsung A/C ca. 5 mm senkrecht eingetaucht und ganz
gefiillt. Schrédges oder tieferes Eintauchen hdtte ein schnelle-
res Einstromen von Losung A/C zur Folge und wiirde damit einen

weniger steilen Gelgradienten bzw, ein lidngeres Gel bewirken.

Waren die Micro-Caps gefiillt, muBten sie erschiitterungsfrei
senkrecht stehen. An der Wand eines kleinen Becherglases, das
ca. 3 mm hoch mit 50 %iger Saccharoseldsung und einigen Tropfen
der Stammldésung D' gefiillt war, wurden sie durch Adhidsion fest-
gehalten, Der Katalysator in der Saccharoselosung bewirkte, daB
die Gele bis zum unteren Ende der Micro-Caps durchpolymerisier-

ten,

Die Konzentration von Stammlosung D war durch Verdiinnen von D'
mit 2 %iger Triton X - loo - Lésung so eingestellt, daBl der Po-
lymerisationsvorgang nach 15 Minuten begann und nach 45 Mimiten

beendet war. Nach Ablauf von 15 Minuten konnte damit gerechnet
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werden, dafl in waagrechter Ebene im Micro-Cap die Konzentra-
tionen ausgeglichen waren. Es resultierte ein linearer Gra-
dient, An der Gelkuppe betrug die Polyacrylamidkonzentration
ca. 1,2 %, am anderen Ende 4o %. Dieser Punkt hoher Gelkon-

zentration stellte sich im Micro-Cap gut dar.,

Vor Gebrauch muSiten die Gele 1o Stunden bei Zimmertemperatur
oder ca, 1 Stunde bei 37 °¢ in einer feuchten Kammer #quili=~
brieren, In 1 : 8 verdiinnter Losung B konnten sie im Kiithl-

schrank zwischen 0 °C und 4 °c einige Wochen aufbewahrt werden.

3.8.3. Elektrophoresetechnik

Elektrophoresesystem fiir Gradientengele

}——— Gummi - Kappe

Gel - Puffer
Elektrophorese — E—— g:gg\ephenolrot in 50/ Saccharose
Puffer [
. Gradientengel
O+
Abb, 6

Vor Durchfiihrung der Elektrophorese wurde die Fliissigkeit iiber

dem Gel abgesaugt und die zu untersuchende Probe aufgetragen.
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Um reproduzierbare Mengen der Probe aufzutragen, wurden die
jeweils notigen Auftragsstrecken an den Micro-Caps ausgemes-
sen und markiert. Direkt auf die Probe wurde dann eine 1 mm
dicke Schicht Brompheholrot in 50 %iger Saccaroseldsung pi-
pettiert, die wegen ihres hohen spezifischen Gewichtes nach
unten sank und die Probenlosung "beschwerte" und stabilisier-
te. Beim nichsten Pipettierschritt und den weiteren Arbeits-
giangen wurde dadurch eine Phasenvermischung verhindertj alle
Manipulationen wurden mit Hilfe eines Zeiss-~-Stereomikroskopes
zur Aufsichtsbetrachtung bei acht- bis zehnfacher VergrdBerung
vorgenommen, Als letzter Pipettierschritt folgte das Auftra-
gen von 1 : 8 verdiinnter Losung B bis zum oberen Rand des Micro-

Caps.

Der anschlieflende Elektrophoreselauf erfolgte wie in der oben
beschriebenen Mikro-Disk-Technik nach dem von ALLEN (2) be-
schriebenen Elektrophoresesystem (Abb. 6). Die zusdtzliche
Verwendung eines "stacking gels" lieferte keine bessere Tren-

nung, wie eigene Vorversuche zeigten,

Wihrend der Elektrophorese erfolgte zuerst eine Vorfraktionie-
fung der Proteine im Gradientengel. Sie dauerte so lange, bis
die Glycinfront durch die Schicht der 1 : 8 verdiinnten L&sung B
gewandert ist. Dann erfolgte die Konzentrierung, die infolge

der Zugabe von Bromphenolrot deutlich zu verfolgen ist, Auch
wenn die Probenldsung in einer Linge bis zu 4 cm aufgetragen
werden muBte, war die Konzentrierung auf Bruchteile eines Milli-
meters gegeben., Es bildete sich ein scharfer, durch Bromphenol-
rot gefidrbter Disk, Dahinter wurden die Proteine konzentriert,
die allerdings wegen des Fehlens von Bromphenolblau unsicht-

bar waren,

Die Elektrophorese wurde gestoppt, wenn die Pufferfront 1 mm
oberhalb der konzentriertesten Stelle des Geles stand. In der
Literatur wird beschrieben, daB die Beendigung der Elektropho-
rese nach Durchlaufen der Pufferfront oder no;h spdter erfol-
gen soll, Das ist zweckmidBig z.B., bei der Trennung von 3lut-
serumproteinen, Weil im Spermaplasma aber einige sehr schnell
wandernde Banden vorhanden sind, die dabei verloren gehen wiir-
den, wurde die Elektrophorese friiher gestoppt. Die Reprodu-

zierbarkeit der Ergebnisse beim Gradientengel hing vom rich-
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tigen Zeitpunkt der Beendigung des Elektrophoreselaufes ab,

so daB Zeit und Spannung variabel waren, Wiadhrend der Vor-
fraktionierung und Isotachyphorese wurde eine Spannung von

80 Volt eingestellt. Auch bei liéngerer Isotachyphorese war
keine Bandenunschidrfe infolge Diffusionserscheinungen zu be-
flirchten. Nach der Theorie von KOHLRAUSCH (57) wandern die
Proteinionen als scharf begrenzte Scheiben, geordnet nach ih-
rer Beweglichkeit. Sie werden nur infolge der Vorfraktionierung
etwas weiter voneinander getrennt als im System nach ORNSTEIN
(96) und DAVIS (10)., Erst dann, wenn die Glycinfront die Pro-
teine iiberwandert hat, erfolgt durch Diffusion eine Verbreite-
rung der Banden., Eine hthere Spannung in der ersten Phase wiir-
de trotz der Saccharosezugabe zu Farbstoff und Probe zu einer
unerwiinschten Bildung von Stromungen und zur Phasenvermischung
filhren (z.B. durch Wdrmestau im Inneren der Micro-Caps). Nach
Beendigung der Konzentrierung, also dann, wenn das Bromphenol-
rot als scharfer Disk im Trenngel erschien, konnte die Spannung
auf ca, 160 Volt erhdht werden. Die eigentliche Trennung lief
dann innerhalb von knapp 1o Minuten ab und ergab ein sehr schar-

fes Bandenmuster,

Wurde zur Elektrophorese sehr verdiinnte Proteinldsung verwen-
det, die das Aufsetzen eines zweiten Micro-Caps erforderlich
machte, wurde dieses entfernt, wenn die Farbstoff-Front in das
Trenngel gewandert war. Die aufgestockte Kapillare enthielt zu
diesem Zeitpunkt als negatives Ion hauptséchlich das schlecht
bewegliche "trailing ion" Glycin, welches eine geringe elektri-
sche Leitfdhigkeit bzw. einen hohen elektrischen Widerstand
hat., Auch bei hoher Spannung wiirde daher nur ein geringer Strom
flieBen, die Elektrophoresezeit wire weit lénger und die Tren-

nung unschérfer.

Maximal konnte die Elektrophoresespannung so hoch gewiéhlt wer-
den, daB sich eiun Strom von ca. 8o einstellte. Wurde dieser
Strom nicht iiberschritten, so trat infolge des giinstigen Ver-
hidltnisses zwischen Umfang der Kapillare und ihrer Querschnitts-
fliche kein Wirmestau durch die freiwerdende Energie (N::RIZ)

auf,

Das AusstoBlen der Gele aus den Kapillaren wurde durch einen

Stahldraht ermdglicht, wobei vom hochkonzentrierten Ende her
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das Gel ausgedriickt wurde. Fédrbung und Differenzierung entspra-

chen den bereits unter 3,7.4. beschriebenen Verhidltnissen.

Fiir die Mikro-Disk=-Elektrophorese am Gradientengel durften nur
sorgfidltig gereinigte Glaskapillaren verwendet werden, Die Po-
lyacrylamidkonzentrationsgradienten hingen von den Stromungs-
verhdltnissen in den Micro-Caps ab und jede Unreinheit wiirde die
Kapillarkrédfte dndern. Dadurch konnte die Fiillung der Micro-
Caps nicht durch laminare Strdomung erfolgen, Es entstiinden Tur-
bulenzen, so daB die Qualitdt der Gradientengele schlecht und
eine gleichmidBige Auftrennung der einzelnen Proteinbanden un-

méglich wire.

Auf die Verwendung von Triton X = loo kann bei Gradientengelen
verzichtet werden. Doch erleichtert das Detergens das Austrei-
ben der Gele mit dem Draht, Ein weiterer Vorteil von Triton X -
1oo war, daB es die Benetzung der Gele widhrend der Fixation und

Fiarbung verbesserte. Ohne Zusatz von Detergens schwimmen die Ge-

le oft auf der Oberflidche der Fidrbeldsung und werden nur schlecht

benetzt. Allerdings wiirde Triton X - 100 bei der SDS~Elektropho-

rese storen,

3,9. Isoelektrische Fokussierung

Stammlosungen:

Stammlosung P Stammlosung Q
4 g Acrylamid 0,063 m1 TEMED
0,1 g Bisacrylamid H20 ad 1o ml

H20 ad 7,5 ml

Stammldsung R Stammlosung S

60 %ige Saccharosel&sung 4o %ige Ampholine pH 3 - 1o

Stammlésung T Stammldsung U

10 mg Ammoniumperoxy- 4 % Ampholine pH 3 -~10 in
disulfat 12 %iger Saccharoseldsung

H20 ad 1o ml

Zugabe von Triton X - 1oo war nicht nétig, da sich die Gele

durch Wasserdruck leicht aus den Micro-Caps entfernen lieflen.
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Polymerisationsgemisch: Stammlésung P 0,25 ml
Stammlésung Q 0,25 ml
Stammlsung R o,40 ml
Stammlésung S 0,20 ml

Stammlésung T 1,00 ml

Die Micro-Caps wurden zu drei Viertel mit dem Polymerisations-
gemisch gefiillt, der Rest wurde mit Wasser {iberschichtet. Nach
der Polymerisation wurde das iliberstehende Wasser entfernt.

0,6 }ﬂ.Probenlﬁsung wurden aufgetragen und der restliche Raum
der Micro-Caps mit Losung U gefiillt, Die Elektrophoresezeit be-
trug ca., 50 Minuten bei einer angelegten Spannung von 200 Volt,
Die Proteine wanderten von der Anode nach unten zur Kathode,
Der StromfluBl sollte gegen Ende der Elektrophorese auf 5 }LA ge—
sunken sein, Die Ampholine wurde durch Trichloressigsiure-Fi=-
xierung und Waschen entfernt, gefidrbt wurde mit Coomassie Bril-

lant Blau R 250.

In einem anderen System nach Bispink (5) wurde auf ein Poly-
acrylamidgel mit der Konzentration T = 6,5 % und der Vernet-
zung C = 2 % die Probe pipettiert, der 50 %iges Glycerin zu-
gemischt war. Aufgefiillt wurde das Micro-Cap mit 25 %igem Gly~
cerin, Diese Anordnung verhinderte eine Phasenvermischung und
bewirkte, daB die Proteine direkt oberhalb des Geles lagen und

nicht mit der Elektrodenfliissigkeit in Beriihrung kamen.

Bei beiden Systemen wurde als Elektrodenfliissigkeit an der Ano-
de verdiinnte Schwefelsdure, pH 2,95 und an der Kathode ver-

diinnte Natronlauge, pH 10,4 verwendet.

3,10, Gelatinolyse

In die 20 %igen Polyacrylamid-Trenngele wurde o,1 % Gelatine
einpolymerisiert (GARNER et al., 29, SCHLEUNING et al. 141),
Nach der Elektrophorese der Proteine erfolgte eine Inkubation
in Pufferlosung von pH 7,5, danach die Fédrbung der Gelatine

mit einem Gemisch von 0,2 % Ponceau S

0,1 % Amidoschwarz 10 B
0,2 % Lichtgrin

in 5 %iger Trichloressigsdure
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In einem weiteren Versuchsansatz wurden nach vorausgegangener
Elektrophorese die Gele in einer feuchten Kammer auf den Foto-
platten nach WENDT et al, (163, 164) inkubiert. Die Gele wur-
den dazu entweder in feine Scheiben geschnitten, die der Rei-
he nach einzeln auf die Gelatine~Fotoplatten gelegt wurden,

oder in ganzer Lidnge aufgelegt.

Die Polyacrylamidgele, in die Gelatine einpolymerisiert war,
lieBen sich auBlerordentlich schwer aus den Micro-Caps entfer-
nen, Es gelang nur bei Gradientengelen mit Hilfe eines passen-
den Stahldrahtes.,

3,11. Berechnungsgrundlagen filir die durchgefiihrten Korrelationen

Die bei den folgenden Berechnungen benutzten Zeichen sind:

Rf Rf-Wert 2 Beweglichkeit der Proteine

log Yo Abschnitt der Korrelationsgeraden auf der y-Achse im
Ferguson-plot & b der allgemeinen Geradengleichung

Y, 2 A, B, C... der einzelnen Proteine

KR "retardation coefficient" bei Verwendung natiirlicher

Logarithmen 2 Steigung der Korrelationsgeraden im

Ferguson-plot

Gelkonzentration in %

Korrelationskoeffizient

Wert des Korrelationskoeffizienten nach z-Transformation

Fehlerwahrscheinlichkeit

H o N KB B
)

bzw. z, bedeuten, daB keine Korrelation vorhanden ist,

Die allgemeine Form der Geradengleichung ist: y =b - mx.

FERGUSON (26) fiihrte 1964 folgende Beziehung ein (Ferguson-plot):

lg Rf = 1g Yo - KRT.
Sie 1dBt sich wie folgt umwandeln:

lg Rf = 1lg Y + lg 1071 T
wegen: KRT = KRT lg 10 = 1g 10KRT.

Nach Delogarithmieren entsteht:

Rf = Y 107KRT,

Ersetzt man den dekadischen durch den natiirlichen Logarithmus,
so wird daraus:
Rf = Y_ e 9@T,

o
Dabei entspricht alpha dem "retardation coefficient" der ein-
zelnen Proteinspezies. Die Yo-Herte der einzelnen Proteine

werden auch als A, B, C .... Bezeichnet,

Unter Verwendung natiirlicher Logarithmen lautet der Ferguson-

plot dann:

1n Rf = 1n Yo - aT,.

Korreliert wurde die Gelkonzentration T auf der Abszisse mit dem
natiirlichen Logarithmus des Rf-Wertes des jeweiligen Proteins

auf der Ordinate.

Der Priifquotient filir die Testung des Korrelationskoeffizienten
r gegen den Korrelationskoeffizienten r, = O war bei n = 4 Wer-

tepaaren mit z numerisch identisch:

—_— o 3 wegen 52 = L - bei n = 4,
s z n=73
4
und wegen z_ = O bei r = O,
o o

Wurden je zwei Ferguson-plots zueinander in Beziehung gesetzt,

so errechnete sich durch Gleichsetzen ihr Schnittpunkt (T H lnRiP).

Er gab die Gelkonzentration T = an, bei der keine Trennung
der beiden entsprechenden Proteinélerfolgte. Auf der Ordinate
ergab sich der dazugehorende Rf-Wert Rf . Weiter wurde dann die
Geradengleichung der Hlnkelhalblerendedpder Korrelationsgeraden
berechnet. Ihre Steigung ergab sich durch folgende Formel:

(arc tan m_ + arc tan m )

m_ = tan . Auch m war negativ.
W 2 w

Der Y-Abschnitt wurde errechnet durch Einsetzen des gemeinsamen
bekannten Schnittpunktes (T ; 1nRf ) in die allgemeine Geraden-
gleichung,



RODBARD, CHRAMBACH und WEISS (112) zeigten, daBl bei einer Re-
duktion der Durchschnittsgeschwindigkeit um 1/e (e = 2,718)

eine maximale Trennung auftritt, wurde durch den Wert e
dividiert und durch Einsetzen in dfP Gleichung der Winkelhal-
bierenden der dazugehdrende x—Hert Tmax berechnet. Tmax gab

die Gelkonzentration an, bei deren Anwendung eine maximale Ent-
fernung der fraglichen Proteinbanden voneinander nach der Elek-
trophorese gegeben war. Eine optimale Trennung unter Einbe-
ziehung einerseits der Ent fernung der Banden voneinander, an-
dererseits der Diffusionsunschirfe war nach RODBARD et al. (112)

bei einer Gelkonzentration Topt gegeben, die sich wie folgt

errechnetet

Aus den bekannten Grofien T und Tmax ergab sich A T

AT="T -T.

max ).l

Topt war dannt
Topt=T +2AT=2Tmax-T)J'
Um in der Praxis T, T und T schneller zu berechnen,

gp max opt
wurde folgende Methode (RODBARD et al, 112) verwendet:

Wie oben abgeleitet, 148t sich der Ferguson-plot unter Benut-

zung natiirlicher Logarithmen folgendermafBien ausdriicken:

2T nit a In 10 (Kg),.

RfA=Ae

und Rf, = Rf-Wert (Beweglichkeit) des Proteins A,

Daraus wird durch Logarithmierent

1n RfA = 1ln A - aT.

b
Dabei entspricht a der Steigung m und A entspricht e = Yo.

T und T errechnen sich dann aus folgenden Formeln:

).l max

A A
in = 1n (__
T = ! und T = ————Bﬁl
P max
a -8 a -0

A, B ... % Y, der Proteine

2
o
I

m der Proteine jeweils mit a § 8

4, ERGEBNISSE

L4L,1. Bestimmung der optimalen Gelkonzentration

4.,1.1., Der Weg zur Gradientengel-Elektrophorese

HEDRICK und SMITH (34) korrelierten Rf-Werte von Proteinen
nach der Elektrophorese an Polyacrylamidgelen mit den dabei
verwendeten Gelkonzentrationen T, Da die Korrelation umgekehrt
exponentiell verlief; lieB sie sich durch semilogarithmisches

Auftragen auf eine Gerade mit negativer Steigung =zuriic.fiihren,

Abb, 7 zeigt die Densitogramme von Elektrophoresen von Blut-
serum am Polyacrylamidgel bei unterschiedlichen Gelkonzentra-
tionen, Die gemessenen Wanderungsstrecken w der einzelnen Pro-
teinbanden, die Wanderungsstrecken der Pufferfronten wp, die
berechneten Rf-Werte und deren natiirlicher Logarithmus 1ln Rf
in Abh#éngigkeit von den verwendeten Gelkonzentrationmen T sind
in Tab. 1 aufgefiihrt. In Tab, 2 sind die Ergebnisse der Korre-
lation der 1ln Rf - Werte mit den Gelkonzentrationen T darge-
stellt.

Je zwei Proteine wurden in Beziehung zueinander gesetzt und

die zugehorigen Werte T , Tmax und TOpt

Die Ergebnisse, sowie Anmerkungen iiber das beobachtete Trenn-

errechnet (s.o, 3.11.).
verhalten sind in Tab. 3 angegeben,

Fiir die Proteinpaare 2-3 und 2-4 lieB sich die optimale Trenn-
konzentration Topt berechnen. Sie betrug 39,5 % bzw. 27 %.
Blutserum ist in seiner Zusammensetzung besser erforscht als
Spermaplasma., Daher wurden die elektrophoretischen Trennungen
und Korrelationsrechnungen zuerst am Beispiel des Blutserums

durchgefiihrt.

Die gleichen Untersuchungen wurden dann auch am Spermaplasma
vorgehommen. Bei vier Proteinen wurde die Gelkonzentration T
mit dem natiirlichen Logarithmus des Rf-Wertes des jeweiligen

Proteins korreliert.
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15% Gel

¢ Elektrophorese von Blutserum am Polyacrylamidgel bei
verschiedenen Gelkonzentrationen

Abb.

A: Anfang, E: Ende der Tremnstrecke (Pufferfront);

1 =5: Proteine, deren Rf-Werte mit T korreliert werden
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Tab. 2: Ergebnis der Korrelationsrechnung fiir Blutserum

Prot.Ib:lnYo |zzfg?.|m=q,f:zjsy ,r |z Ip

1) =-1,4034 o,2h58l;o,1378 0,8960[-0,991 |~2,700 |0, 00k
2) -0,32440,7229 |-0,1402}0,9085|~0,994 }~2,903 Jo,002
3) -1,0254]0,3586 |-0,0489]|0,3189|-0,988 |-2,555|0,006
4) -0,7463]0,4741 |-0,0547|0,3521[~1,000|- ® [o,000
5) 0,827112,2866 |-0,087510,56521~-0,997 1-3,250 )0, 0006

5. (Standardabweichung der x-Werte) = 6,443
sy (Standardabweichung der y-Werte) ist in Spalte 5 angegeben

Tab, 3: Berechnung von T , Tmax und Topt von je zwei Proteinen

des Blutserums

Prot. ﬁp Tmax Topt Trennverhalten

1-2 -0l ,25% = - - - synergistische Trennung

1-3 -ol,25% |- -~ - - synergistische Trennung

1-4 -07,90% |- - - - synergistische Trennung

1-5 ~4l,30% |- - - - synergistische Trennung

2-3 07,68%|18,28%|39,47% optimale Konzentration T
2-4 ol 90% [15,90%| 27,00 optimale Konzentration T
2-5 ~21,90% |- - - - synergistische Trennung

3=4 48,10%|67,30%|105,6 % Topt = 0 % Gelkonzentration
3~5 48,00% |63,10%| 78,1% Topt = 0 % Gelkonzentration
45 48,00% |62, 30%| 90,9% opt = 0 % Gelkonzentration
Abb, 8 zeigt die Elektrophoresedensitogramme und Tab. 1 im
unteren Teil die Wanderungsstrecken w der einzelnen Protein-
banden, die Wanderungsstrecken der Pufferfront wP, die be-

rechneten Rf-Werte und deren natiirlichen Logarithmus 1ln Rf

©

in Abhingigkeit wvon den verwendeten Gelkonzentrationen T,

Die Ergebnisse der Korrelation der 1ln Rf - Werte mit den zu-

idgel bei
gehorigen Gelkonzentrationen T sind in Tab, 4 aufgefiihrt. Abb. 8: Elektrophorese von Spermaplasma am Polyacrylamidge
Der Priifquotient fiir die Testung des Korrelationskoeffizien- verschiedenen Gelkonzentrationen
. L1 i de-
ten r gegen den Korrelationskoeffizienten r, = O war bei n = 4 A: Anfang, E: Ende der Trennstreckes; 1 41 Proteine,

Wertepaaren mit z numerisch identisch (s.o.). ren Rf-Werte mit T korreliert werden
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Auch hier wurden je zwei dieser Proteine zueinander in Bezie-

hung gesetzt und die zugehorigen Werte T , Tmax und Topt er-

rechnet (Tab. 5, Rechnungsgang siehe 3. 1.).

Tab, U: Ergebnis der Korrelationsrechnung fiir Spermaplasma

b
Prot. b=1nY° ; :Tﬁ'-m=u,ﬂ,y Sy r Z P
) ,4298 1,537 -o0,08b3 o,5646 —0,998 —3,553 o,000k
2) 03,5107 1,667 =-0,0785 0,5057 =1,000 = @ 0,0000
3) ©,5780 1,782 =-0,0689 o,4471 -0,993 -2,826 o,0030
4) 0,5910 1,806 -o0,0641 0,4136 =-0,999 ~3,800 0,0001

x (standardabweichung der x-Werte) = 6,443
v (standardabweichung der y-Werte) ist in Spalte 5 angegeben

s

s

r Korrelationskoeffizient

z Wert des Korrelationskoeffizienten nach z-Transformation
P

Fehlerwahrscheinlichkeit

Tab, 5: Berechnung von T , Tmax und Topt von je zwei Proteinen

des Spermaplasmds

Prot, T Tmax TOpt Trennverhalten

1-2 -14,0 % - - synergistische Trennung
1-3 -09,6 % -~ - synergistische Trennung
1=4 -08,0 % - - synergistische Trennung
2-3 -07,0 % =~ - synergistische Trennung
2-4 -05,6 % ~ - synergistische Trennung
3-4 - - synergistische Trennung

-02,7 %

Da T bei diesen vier Proteinen jeweils im negativen Bereich
lag,/ war die erzielte Trennung umso besser, je hoher die ge-
widhlte Gelkonzentration T lag. Die Trennung erfolgte dann
synergistisch auf Grund der Unterschiede in Ladung und Mole-
kiilgroBe, Bei den untersuchten Spermaplasmaproteinen lag also
der Fall b) nach RODBARD et al, (112) vor: T kleiner als O -
Synergistische Trennung. ) /s
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Das Polyacrylamidgradientengel mit seiner hohen Gelkonzentra-
tion bis zu T = 4o % war daher fiir die Trennung von Sperma-
plasmaproteinen besonders gut geeignet, Bei den meisten der
auftretenden Proteine war beim Gradientengel mit einem "dead

run" zu rechnen (RUCHEL, 117).

In den hier dargestellten Untersuchungen wurde deshalb bevor-

zugt die Gradientengel-Elektrophorese verwendet.

Da aber im Spermaplasma auch zahlreiche niedermolekulare Pro-
teine enthalten waren, mubBte die Elektrophorese gestoppt wer-
den, bevor die Pufferfront das Gel durchwandert hatte., Die nie-
dermolekularen Proteine wiirden sonst, wie Vorversuche ergaben,

verloren gehen.

L,1,2. Isoelektrische Fokussierung im MikromafBstab

Die Gradientengel-Elektrophorese trennt hauptsdchlich auf Grund
von Molekulargewichtsunterschieden, da die Proteine auf der
Trennstrecke in Bereiche hoher Gelkonzentrationen gelangen. Da-
gegen kann mit der Technik des Isoelektrischen Fokussierens ei-
ne Trennung ausschlieBlich auf Grund von Ladungsunterschieden
vorgenommen werden. Da andere Autoren im MakromafBstab ausge-
zeichnete Ergebnisse mit Isoelektrischer Fokussierung erzielt
hatten (LAVON und BOURSNELL, 60, LAVON et -al. 62, -63), wurde
die von NEUHOFF (83) und BISPINK (5) angegebene Technik der
Isoelektrischén Fokussierung im MikromaBstab angewendet,

Die Trennkapazitéit der Systeme nach NEUHOFF (83) und BISPINK (5)
reichte jedoch nicht fiir die Trennung von Spermaplasmaproteinen
aus. Des weiteren konnte ein Einwandern der Proteine in den ka-
pillaren Spalt zwischen Gel und Glasinnenwand nicht verhindert
werden., Aullerdem konnte die Ampholine in der angegebenen Kon-
zentration offenbar nicht die Menge Protein aufnehmen, die zur
sichtbaren Darstellung einer Bande durch Proteinfidrbung erfor-
derlich ist. Die Systeme nach NEUHOFF (96) und BISPINK (5) ver-
wenden zur Firbung ein enzymatisches System, bei dem die Farbe
direkt im Gelinmeren entsteht, Ein Teil der Gele rutschte wih-

rend der Fokussierung aus den Micro-Caps heraus, der grofite Teil
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wies nach der Farbung mit Coomassie Brillant Blau R 250 auf
der AuBenseite schlierenformige Verunreinigungen auf. Ferner
beobachteten wir bei Verwendung des Systems nach Neuhoff, wel-
ches Schwefelsdure im Elektrodenpuffer der Anode enthielt,
teilweise eine Denaturierung von Proteinen, Das System nach
BISPINK (5), das sich gut fiir die Trennung der LDH-Isoenzyme
eignet, brachte ebenfalls keine verwertbaren Ergebnisse bei
der Trennung von Spermaplasmaproteinen, Nach unseren Erfahrun-
gen reicht die Kapazitédt der Isoelektrischen Fokussierung im

MikromaBstab nicht fir die Spermaplasmaproteintrennung aus.

ﬂ‘Zg Gradientengel-Elektrophorese

4,2,1, Albumin

Abb. 9: Hochgereinigtess Humanalbumin nach Gradientengel-Elektro-

phorese. GréBenvergleich mit einem Haushalts-Streichholz
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Abb. 9 zeigt als Beispiel einer Gradientengel-Elektrophorese
die Trennung von hochgereinigtem Humanalbumin. Um die Dimen-
sionen aufzuzeigen, wurde das Polyacrylamidgel mit einem Haus-
halts-Streichholz verglichen. Das Polyacrylamidgel, das die
verschiedenen Albuminpolymeren (Monomer bis Pentamer) aufweist,
wird in 7,5 %iger Essigsidure schwimmend in einem Glasrdhrchen

aus AR~Glas aufbewahrt.

4,2.2, Blutserum

Am Beispiel von Blutserum (Behringwerke, Standard-Human serum,

Batch Nr. 9756) liefl sich die Trennschidrfe der Mikro-Disk-Gra-
dientengel-Elektrophorese zeigen (Abb., 10), 29 Banden sind den-
sitometrisch dargestellt, Die Proteine wanderten von minus nach
plus, also von links nach rechts. Links befinden sich die hoch-

molekularen, rechts die niedermolekularen Proteine.

Blutserum

© | ®

Abb. 1o0: Gradientengel-Elektrophorese von Blutserum
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4.2.3. Spermaplasma

Abb., 11 zeigt ein typisches Beispiel fiir die Gradientengel-
Elektrophorese von Spermaplasma. Das Proteinmuster des Sper-
maplasmas unterscheidet sich von dem des Blutserums sehr stark.,
Unter anderem f#llt das Vorkommen von weit mehr niedermoleku-
laren Proteinen als im Blutserum auf. Die Albuminbande ist
durch A markiert. Rechts davon sollte sich auf Grund des nie-
drigeren Molekulargewichtes die Bande des Seminins, links da-

von die des Lactoferrin mit hsherem Molekulargewicht befinden.

Sem

Abb, 11: Gradientengel-Elektrophorese von Spermaplasma
A: Albuminbande; Sem: hypothetische Semininbande;

Lf: hypothetische Lactoferrinbande

h,}, Identifikation einzelner Proteinbanden
4.3.1, Zumischung am Spermaplasma

Die Identifikation einzelner Proteinfraktionen nach Polyacryl-
amidgelelektrophorese im MikromaBstab kann durch die Charakte-
risierung der Wanderungsstrecke (Rf-Wert), durch die Zumischung

von definierten Proteinen, durch Nachweis der Enzymaktivitat
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oder immunologisch erfolgen. Als Beispiel wurde zur Identifi-
zierung der Albuminbande hochgereinigtes Humanalbumin in ge-
ringer Menge (50 ng) einer Spermaplasmaprobe zugesetzt (Abb.
12). Die bereits vorhandene Bande mit hiochster Amplitude
zeigt eine weitere Grofenzunahme und entspricht somit dem Al-
buminmonomer. Dahinter, an der Stelle des Pfeiles (Az) wird
eine neue Bande sichtbar, die auf das Albumindimer zuriickzu-

fithren ist.

+ Abuminzusatz

Q 1 ®

Abb, 12: Spermaplasmaelektrophorese
(1) ohne, (2) mit Albuminzusatz (50 ng)
A -2 (Pfeil) bezeichnet das Albumindimere, S das

Seminin

Ein weiteres Beispiel fiir die Identifizierung der Albuminbande
zeigt Abb., 13, Nach Zumischung von hochgereinigtem Humanalbu-
min in unterschiedlichen Konzentrationen nimmt die bereits vor-
her hbéchste Bande weiter zu (A -1), Die untere Kurve zeigt das

Proteinmuster des Spermaplasmas vor Zumischung, die mittlere
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A

Abuminzusatz 100 ng

Abumnzviatz 30 ng

chne Albuminzusatz

Abb, 13: Spermaplasmaelektrophorese ohne - mit ca. 30 ng -
mit ca. 1oo ng hochgereinigtem Humanalbuminzusatz

A -1: Albuminbande, A -2: Albumindimer, S: Seminin

bei Zumischung von ca. 30 ng und die obere Kurve bei Zumi-
schung von ca., l1oo ng Humanalbumin. In dieser obersten Kur-
ve tritt an der Stelle der Pfeilmarkierung (A -2) ein zu-

sdtzlicher Peak auf, der wieder dem Albumindimer entspricht,

Im Spermaplasma ist Lactoferrin in relativ hoher Konzentra-
tion vorhanden, Es wird wahrscheinlich in den Blédschendrii-
sen sezerniert. (TAUBER, 157). Durch Zumischung von Lacto-
ferrin (ca. 1o ng) zu einer Spermaplasmaprobe lieB sich die
Lactoferrinbande identifizieren (Abb, 14). Es ist die nichste

grolere Bande links vom Albumin.
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Abb, 14: Spermaplasmaelektrophorese - unten ohne - oben mit
Zusatz von ca. 1o ng Lactoferrin

bie identifizierte Lactoferrinbande ist mit einem ge-
strichelten Pfeil gekennzeichnet (Lf).

S entspricht der hypothetischen Semininbande.

4,3.2, Gelatinolyse

Als weitere Methode zur Bandenidentifikation bietet sich bei
Enzymen der Nachweis der Enzymaktivitdt an. Bei dem proteo-
lytischen Enzym Seminin fiihrte das Nachweisverfahren der Ge-

latinolyse jedoch nicht zu einem Ergebnis.,

Wie bereits in Abschnitt 3.1o. beschrieben, konnten nur Gra-
dientengele fiir das Einpolymerisieren von Gelatine im Mikro-
maBstab verwendet werden. Nach Elektrophorese bei einem pH-
Wert des Trenngeles von 8,8 lieBen sich keine Banden mit Ge-

latine andauender Aktivitdt nachweisen, Bei einem Gel-pH-Wert
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im Bereich 5 wanderten die Proteine nicht, und bei weiterer

Senkung des pH~Wertes besteht bei einem Teil der Proteinasen
die Gefahr der Denaturierung. So ist z.,B. das Seminin im Ge~
gensatz zum AKrosin nicht sdurestabil, Gelatinolytische Ef-

fekte lieBen sich auch an den Gelatineplatten nach WENDT et

al. (163, 164) nicht nachweisen.

4.3.3. Molekulargewichtskorrelation mit Albumin

Albumin B

Abb., 15: Gradientengel-Elektrophorese von Rinderglbumin

Zur Identifizierung von Einzelbanden durch Analyse der Wande-
rungsstrecke eignet sich bei kontinuierlichen Polyacrylamidge-
len die Rf-Wertbestimmung., Bei Gradientengelen empfiehlt sich
eine von RUCHEL et al. (117) angegebene Methode., Danach be-

steht eine umgekehrt exponentielle Funktion zwischen der Wan-
derungsstrecke im Gradientengel und dem Molekulargewicht wan-

dernder Substanzen. Also ist der Logarithmus des Molekularge-
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wichtes eines Proteins umgekehrt abhidngig von seiner Wanderungs-

strecke.

Zur Messung der Wanderungsstrecken wurde von den Maxima der Mi-
krodensitometerkurve aus das Lot auf die Basislinie gefdllt und
der Abstand von irgendeinem Bezugspunkt, z.B. dem linken Papier-

rand oder der Gelkuppe gemessen.

An zwei Beispielen einer Elektrophorese von Rinderalbumin (Abb.
15 und 16) wurde diese Korrelation zuerst durchgefiihrt. Die Mes-
sungen wurden an den Originalkurven, nicht an den Fotographien
vorgenommen, Der Korrelationskoeffizient war in beiden 7dllen

r = =~0,999.

Tab, 6: Wertetabelle fiir Rinderalbumin B

Monomer Dimer Trimer Tetramer

x = relative Wan-
derungsstrecke 15,670 11,800 09,550 08,340
Molekulargewicht
(MG) 68 ooo 136 ooo 204 o0oo 272 ooo
Yy = 1n MG 11,127 11,820 12,226 12,514

Daraus errechnete sich die Korrelationsgerade

vy = 1ln MG = 14,035 - 0,1863 x.

mit Standardabweichung der y-Werte s_ = 0,601
3,223

und Standardabweichung der x-Werte Sy

Der Korrelationskoeffizient r in Abb, 15 wurde wie folgt be-
rechnet:

r=m = =-0,1863 * 3,2231 : 0,60117 = -0,999.
Y ========

m: Steigung der Korrelationsgeraden

s_3: Standardabweichung der x-Werte

s _: Standardabweichung der y-Werte

Die z-Transformation in eine Normalverteilung ergab:

z = arc tan hyp r = arc tan hyp -0,999 = - 3,800.
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Bei Testung gegen die Nullhypothese, daB keine Korrelation

vorlidge, ergab sich als Priifquotient bei n = 4 Paaren:
z -z, 1
S_z = (z - zo) (n - 3).2 = - 3,800.

Damit lag die Fehlerwahrscheinlichkeit unter o,c0001,

Albumin A

© ®

Abb. 16: Gradientengel-Elektrophorese von Rinderalbumin

Bei dem in Abb. 16 gezeigten Elektrophoreselauf wurde mehr

Substanz aufgetragen, so daB fiinf Banden zu sehen sind,
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Tab, 7: Wertetabelle filir Rinderalbumin A:

Monomer Dimer Trimer Tetramer Pentamer
x = relative Wan-

derungsstrecke 15,250 12,850 11,100 10,050 09,350

Molekularge- 068 000 136 000 204 000 272 ooo 3o ooo
wicht (MG)
y = 1n MG 11,127 11,820 12,226 12,514 12,737

Daraus errechnete sich die Korrelationsgerade

y = In MG = 15,2204 - 0,2676 x.

mit Standardabweichung der y-Werte sy = 0,6355
2,373

und Standardabweichung der x-Werte S,

Der Korrelationskoeffizient r in Abb, 16 war dann

r=m— = =-0,2676 * 2,373 : 0,6355 = =-0,999.
y s=======

Die z-Transformation in eine Normalverteilung ergab:

z = arc tan hyp r = arc tan hyp -0,999 = - 3,800

Bei Testung gegen die Nullhypothese, dafl keine Korrelation

vorlédge, ergab sich als Priifquotient bei n = 5 Paaren:
z - zo _l

< =(z-2) (n-3)72 = -5,374.

z ========

Damit lag die Fehlerwahrscheinlichkeit unter o,o0000001,

Mit Hilfe der beschriebenen Korrelation 1dBt sich in relativ
einfacher Weise eine Molekulargewichtsbestimmung durchfiibhren,
Wenn ein Protein mit unbekanntem Molekulargewicht (MG') zusam-
men mit verschiedenen Marker-Proteinen, deren Molekulargewichte
bekannt sind, am Gradientengel wandert, werden die relativen
Wanderungsstrecken bestimmt. Aus den Daten der Marker-Proteine
wird eine Regressionsgerade wie oben formuliert berechnet,
Das gesuchte Molekulargewicht (MG') ergibt sich dann aus der
Wanderungsstrecke x' des Proteins:

In MG' = £ (x'). Mgt = e E(X')
Der Korrelationsquotient r gibt Auskunft iiber die Qualitdt der

Gele, d.h., iiber die Linearitiat der Konzentrationsgradienten.
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h.}.h. Molekulargewichtskorrelation mit Spermaplasma

Albumin ist im Spermaplasma das Protein mit gréBter Konzentra-
tion (BLENK und HOFSTETTER, 6). Es war im oben dargestellten
Zumischungsversuch als hochste Bande identifiziert worden und
war bei den Spermaplasmaproben praktisch immer eindeutig zu

identifizieren.

Auch Lactoferrin, das wahrscheinlich aus den Blischendriisen
stammt (TAUBER, 157), ist im Spermaplasma in relativ hoher Kon-
zentration vorhanden. Durch Zumischung von Lactoferrin zu Sper-
maplasmaproben lief sich die Lactoferrinbande identifizieren.
Es war die nidchste gréSere Bande links vom Albumin (Pfeil in
Abb, 14), Dieser Peak war allerdings bei verschiedenen Proben
sehr unterschiedlich hoch, was der sehr unterschiedlichen Kon-
zentration von Lactoferrin im Spermaplasma entsprechen diirfte.
Es war nicht in jeder Spermaplasma-Elektrophorese sicher zu

lokalisieren,

In Abb. 11 von Spermaplasma 571/75 lieB sich die Korrelations-
gerade (Korrelation der Wanderungsstrecken zum Molekularge-
wicht) berechnen, und es war moglich, eine Schidtzung fiir die

Molekulargewichte der iibrigen Banden zu geben.

Wanderungsstrecke 1n MG
Lactoferrin x, = 4,3 ¥y = 1n 9o ocoo
Albumin X, = 5,7 vy, = 1n 69 ooo
Xgem = 1040 y = 1n MG = 12,2 - 0,19 x.

Fir Lactoferrin wurde in dieser Berechnung ein Molekulargewicht
von 90 000 angenommen, Die Literaturangaben differieren zwi-

schen 75 ooo und 95 ocoo,

Fir das Seminin, das im Elektrophoresemuster von Spermaplasma

identifiziert werden sollte, errechnete sich dann die markier-
te Bande der Abb. 11,

Fiir das Spermaplasma von Abb. 14 mit Lactoferrinzumischung

ergab die Korrelationsrechnung folgendes Ergebnis:
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Wanderungsstrecke 1n MG
Lactoferrin x; = 8,5 v, = 1n 90 ooo
Albumin X, = 1 ys; = 1n 69 ooo

y = 1In MG = 12,3 - 0,11 x,
X

som = 1841

Dem Seminin entsprach dann die in Abb. 14 markierte Bande.

Moglich war auch eine Korrelationsberechnung bei Proben mit
Albuminzumischung, wenn das Albumindimer erschien, da dessen
Molekulargewicht bekannt war. Als Beispiel sei die Albumin-

zumischung der Abb. 13 (oberste der drei Kurven) angegeben.

Wanderungsstrecke 1n MG
Albumindimer x; = 5,4 y, = 1n 138 ooo
" -monomer X, = 8,6 ¥y, = 1n 069 ooo

y = 1n MG = 13,0 - 0,217 x,.
X

= 12,1&
Sem

Dem Seminin entsprach die mit einem gestrichelten Pfeil mar-

kierte Bande der Abb. 13,

Bei einem weiteren Beispiel der Albuminzumischung in Abb. 12

errechneten sich folgende Werte:

Wanderungsstrecke 1n MG
Albumindimer x, = 8,9 ¥y = 1n 138 ooo
" -monomer X, = 11,2 y, = In 069 ooo

y = 1n MG = 14,45 - 0,295 x.
X

Sem = 14 cm.,

Die errechnete Semininbande ist mit S markiert.

Eine tUbertragung der Korrelationsgeraden von einem Gel auf an-
dere wurde ebenfalls versucht, Die Korrelationsgerade, die an-
hand eines Densitogrammes nach Elektrophorese von hochgerei-
nigtem Albumin gewonnen wurde (Korrelation der Wanderungsstrek-
ke x eines Albuminoligomeren mit dem Molekulargewicht), wurde

zur Molekulargewichtsberechnung an anderen Gradientengelen an-



gewendet, Mit Hilfe der Korrelationsgeraden, die sich als
Mittelwert (Winkelhalbierende) der beiden aus Abb. 15 und 16
jeweils errechneten Geraden ergab, errechnete sich tatsich-~
lich in den Densitogrammen der Abb. 9, 12, 13 und 14 die glei-
che markierte Bande, die sich fir Seminin mit der urspriing-

lich verwendeten Korrelationsrechnung ergeben hatte.
Die Korrelationsgeradengleichung war:

vy = In MG = 14,63 - 0,181 x.

Um sie zu errechnen, wurden die Daten der Wertetabellen fiir
Albumin A und B, die am Original-Densitogramm gewonnen wur-—
den, proportional so umgerechnet, daB die Differenzstrecke
Zwischen A -1 und A -2 (Albuminmonomer und —dimer) gleich war,
Mit der so berechneten Korrelationsgeraden lieflen sich dann
die Wanderungsstrecken verschiedener Proteine mit bekanntem
Molekulargewicht am Gradientengel angeben, wie sie unter den
gegebenen Standardbedingungen der Elektrophorese auftraten.
Folgende Werte ergaben sich fiir Albumin, Lactoferrin und Se-
minin:

A-2: 15,5, Lf: 17,78, A-1: 19,33, Sem: 23,85 cm
Streckendifferenzen: (A-1)-(A-2)=3,83; (A-1)-Lf=1,55.

Um eine Bandenidentifizierung an Densitogrammen bzw. deren
Fotographien durchzufiihren, wurden diese Werte proportional
auf die GréfBenverhdltnisse des betreffenden Densitogrammes
bzw, der Fotographie umgerechnet, Betrug in einer Abbildung
z,B, die Differenz (A~-1)~Lf = 1,5 cm, so wurden alle Wan-

derungsstrecken der Standardgeraden mit 1,5/1,55 multipliziert.

Unter identischen Elektrophoresebedingungen und bei gleichen
Konzentrationsgradienten geniigt bei dieser Berechnungsmethode
zur Bandenidentifikation eine einzelne bekannte Bande, z.B.
das Albumin, um einerseits alle weiteren Banden identifizie-
ren zu konnen, wenn deren Molekulargewicht bekannt ist., Umge-
kehrt konnen die Molekulargewichte aus den Wanderungsstrecken

der Proteinbanden bestimmt werden.

4.3,5, Zumischung am Prostataexprimat

Da das Seminin aus der Prostata stammt (TAUBER, 158), wurde
versucht, es im Prostataexprimat ebenfalls nachzuweisen,

Durch Prostatamassage gewonnenes Prostatasekret enthilt al-
lerdings hiéufig auch Blidschencriisensekret. Ein Beispiel fiir

ein Prostataexprimat zeigt Abb, 17.

Prostata - Exprimat

¥

© ®

Abb, 173 Gradientengel-Elektrophorese von Prostataexprimat

Der Pfeil markiert die Albuminbande

Auffidllig sind zwei sehr hohe Banden, wobei nicht mit Sicher-~
heit gesagt werden konnte, welche Bande dem Albumin entsprach,
Durch Zumischung von hochgereinigtem Eumanralbumin konnte die
mittlere und héchste Bande als Albumin identifiziert werden.
Um die Bande links neben dem Albumin zu identifizieren, wur-
de in einem weiteren Versuch Lactoferrin zugemischt (40 bzw.

100 ng). Wie aus Abb, 19 zu ersehen ist, bildete Lactoferrin
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Prostata- Exprimat
Prostata- Exprimat ' (38/76)
V
+ Abuminzusatz
: «Lactoferrin 25 ng
v

+ Lactoferrin 10 ng

Abb, 18: Prostataexprimat

untere Kurve ohne - obere Kurve mit Albuminzusatz

eine neue Bande, die urspriinglich in dem Prostataexprimat
38/76 nicht vorhanden war. In Abb, 18 kiénnte das Lactoferrin (:) (:)

allerdings der Bande direkt links vom Albumin entsprechen,

4.3.6, Molekulargewichtskorrelation mit Prostataexprimat

Abb. 19: Prostataexprimat - unten ohne - in der Mitte mit 10 ng

- oben mit 25 ng Lactoferrinzumischung

Da in Abb., 19 zwei Marker mit bekanntem Molekulargewicht zur

Verfiigung standen, lieB sich die Korrelationsrechnung zur Be-
Gestrichelter Pfeil: Lactoferrin, S: Seminin

Fetter Pfeil: Albuminbande

stimmung von Seminin durchfiihren:
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Wanderungsstrecke 1n MG lekularer Banden im 0-Globulin- und IgG-Bereich auf, ferner
Lactoferrin x, = 08,0 v, = in 90 ooo kommen schnell wandernde Banden rechts vom Albumin neu hinzu.
Albumin x, = 10,6 ¥, = 1ln 69 ooo . .
2 ’ 2 Prostata-Exprimat bei Ca.
y = In MG = 12,2 - 0,102 x.
Die Semininbande in Abb, 19 ist durch S markiert.
+ Albuminzusatz
4.4, Elektrophorese der einzelnen Genitalsekrete
4,4.,1, Prostataexprimat
4.h,1,1, Prostatitis :
Prostata - Exprimat bei @
Prostatovesiculitis
) Abt, 21: Prostataexprimat bei Prostatakarzinom
Hodenbiopsi
+
. o L//
Abb, 20: Prostataexprimat bei Prostatovesiculitis CD C)
Albumin ist durch den Pfeil markiert
P (N
Das Proteinmuster des Prostataexprimates bei Prostatovesiculi~
. . b 22: Hod b h i
tis zeigt Abb., 20. Es fillt das Vorhandensein weiterer hochmo-~ Abb, 22: Hodengewebshomogenat nach Hodenbiopsie
Die Albuminbande ist durch einen Pfeil markiert
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4,4,1,2, Prostatakarzinom

Das Proteinmuster des Prostataexprimates bei Prostatakarzi-
nom zeigt Abb., 21, Neben wenigen sehr kleinen Banden existiert
nur eine groflere Bande, die bei Zumischung von Albumin als

Albumin identifiziert werden konnte.

4,4,2, Hodengewebe

Bei verschiedenen Hodengewebshomogenaten wurden betridchtliche
Variationen im Proteinmuster beobachtet, die sich nicht mit‘
unterschiedlichen histologischen Hodenbiopsiebefunden oder
Spermiogrammbefunden korrelieren lieflen, Die Abbildungen 22
und 23 geben zwei Beispiele des Proteinmusters von Homogenat
menschlichen Hodengewebes mit normaler Histologie. Die Albu-
minbande mit hdchster Amplitude ist deutlich zu sehen, Weitere
hochmolekulare Banden sind erkennbar, wovon eine moglicherweise
identisch isl mit einer Proteinbande, die bei Untersuchungen
am Splitejakulat und am Spermaplasma vor und nach Vasektomie

(s.u.) den Hoden- / Nepenhodenproteinen zugeordnet werden konnte.
Hodenbiopsie
\J

© ®
(g

23: Hodengewebshomogenat nach Hodenbiopsie - Pfeil £ Alb.
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Abb, 24 zeigt das Ergebnis eines Detergentienextraktes mensch-
licher Spermatozoen. Zahlreiche hochmolekulare Proteine links
neben der Albuminbande sind zu sehenj; insgesamt konnen 21 Pro-
teinbanden nachgewiesen werden, Die Trennung der einzelnen
Banden ist jedoch nicht sehr scharf, was unter anderem auf das
Vorkommen zahlreicher Lipoproteine der Spermatozoenmembranen

zurlickzufiihren ist.

Spermatozoen - Extrakt

A

Abb, 24: Detergentienextrakt menschlicher Spermatozoen
A entspricht der Albuminbande

4,4, 4, Spermaplasma = Zuordnung der Proteinbanden des Sperma-
plasmas zu den einzelnen Genitalsekreten

4,4 ,4,1, EinfluB8 der Vasektomie auf das Proteinmuster des

Spermaplasmas

Das Proteinmuster wvon Spermaplésma wurde an einem Beispiel in
Abb, 11 dargestellt. Um evt, spezifische Banden dem Hoden- / Ne-
benhodensekret zuordnen zu konnen, wurde von mehreren Patien-
ten das Spermaplasma vor und nach Vasektomie untersucht. Wenn
Proteinbanden nach Vasektomie fehlen, kénnen sie dem Hoden- /

Nebenhodensekret zugeordnet werden,
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Vasektomie 905176

Abb, 25: Proteinmuster des Spermaplasmas eines Patienten vor
(oben) und nach (unten) Vasektomie
A: Albuminbande
Pfeil: Bande, die nach Vasektomie fehlt

Abb. 25 zeigt an einem Beispiel das Proteinmuster des Sperma-
plasmas vor und nach Vasektomie., Es f&allt auf, dafl nach Vas-

ektomie im hochmolekularen Bereich eine Bande fehlt (Pfeil-
markierung).

Der Befund war reproduzierbar, wie bei weiteren Patienten ge—
zeigt werden konnte (Abb. 26 und 27),

- 61 -~

Vasektomie (815/76)

4

nach V.

Abb, 26: Proteinmuster des Spermaplasmas eines Patienten vor
(oben) und nach (unten) Vasektomie
Fetter Pfeil: Albuminbande
Gestrichelter Pfeil: Bande, die nach Vasektomie fehlt

L,o4,bk,2, Untersuchungen am Splitejakulat

Mit Hilfe der Splitejakulattechnik ist eine Zuordnung einzel-
ner Proteinfraktionen zu den verschiedenen akzessorischen Ge-
schlechtsdriisen moglich, Wenn das Ejakulat in drei Fraktionen
aufgefangen wird, entsprechen die erste und zweite Fraktion
dem Hoden -~ / Nebenhodensekret und dem Prostatasekret, die
dritte Fraktion dem Blischendriisensekret (TAUBER, 157).

Abb, 28 zeigt als Beispiel das Proteinmuster eines Splitejaku-
lates. In der ersten Fraktion wurden die meisten Spermatozoen

nachgewiesen, so daf diese Fraktion das Hoden - / Nebenhodense-
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Vosektomie

Abb, 27: Proteinmuster des Spermaplasmas von zwei Patienten
vor (oben) und nach (unten) Vasektomie
Fetter Pfeil: Albuminbande
Gestrichelter Pfeil: Bande, die nach Vasektomie fehlt
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Split - Ejokulod
(606/77)
!
Fraktion 1
Fraktion 2
Fraktion 3 '
A

© ®

Abb, 28: Splitejakulat eines gesunden Spenders, bestehend
aus drei Fraktionen
A: Albuminbande
Fetter Pfeil: Bande, die dem Hoden - / Nebenhoden-

sekret zugeordnet wird

kret enthalten muBte, Es fanden sich nur wenige niedermole-
kulare Banden; hingegen fiel eine hochmolekulare Bande auf
(durch Pfeil markiert), die in dem Bereich liegt, wo nach
Vasektomie eine Bande verschwindet., Dieses hochmolekulare Pro-
tein scheint in den Fraktionen zwei und drei zu fehlen, Statt
dessen erscheinen in zunehmendem Ma niedermolekulare Proteine,
die offenbar in der Blidschendriise sezerniert werden, Eine
breitbasige Schulter, die wahrscheinlich Glyko- und Lipopro-
teine aus der Blédschendrilise enthdlt, imponiert am deutlichsten

in der dritten Fraktion.

Abb, 29 zeigt das Proteinmuster eines weiteren Splitejakulates,

Auch hier befanden sich in der ersten Fraktion die meisten
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Spit - Ejokulat (597/77)
1

Abb, 29: Splitejakulat eines gesunden Spenders
Fetter Pfeil: Albuminbande
Gestrichelter Pfeil: Bande aus dem Hoden-—/ Neben-

hodensekret

Spermatozoen, so daB die erste Fraktion wieder das Hoden - /
Nebenhodensekret enthielt, Auch die Verteilung der Protein-
banden in den einzelnen Fraktionen war dhnlich wie die in

Abb, 28 gezeigten Muster,

Andere Splitejakulate wiesen in der zweiten Fraktion die mei-
sten Spermatozoen auf, Ein Beispiel dafiir gibt Abb. 3o0. Die
hochmolekulare Bande (Pfeil) war jetzt in der ersten Fraktion
klein, in der zweiten Fraktion dagegen am groBten und in der
dritten Fraktion nicht mehr zu identifizieren, Auch hier war
die breitbasige Schulter links vom Albumin in der dritten
Fraktion am deutlichsten ausgeprigt.Die niedermolekularen Pro-
teine waren in allen Fraktionen nachweisbar, nahmen aber von

Fraktion eins nach Fraktion drei deutlich zu.
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Spiit - Ejakuat
(603/77)
A
i Fraktion 1
Fraktion 2
Fraktion 3
©) ®

Abb, 30: Splitejakulat eines gesunden Spenders
A: Albuminbande

Fetter Pfeil: Bande aus dem Hoden - / Nebenhodensekret

Tab, 8: Spermiogrammbefunde der Splitejakulate

Ejak, Frakt, Vol, Konsist., pH Spermat.- sehr gut /gut/ Fructose~

Nr. (m1) zahl (Mio) nicht beweglich gehalt

606

77 1. 0,8 mnormal 6,7 15,0 4o-30=30 1990

milchig

2. 3,0 " Ty2 12,1 3o-30-Y4%0 3790
3. 0,5 " 7,2 8,4 oo=4o=60 4ooo

77 1, 1,2 " 7,0 87,0 4o-20-40 1500
2. 1,2 " 7,2 Uu48,0 30-40=30 3060
3. 1,4 " 7,2 20,0 1o=4o=50 3550

603

77 1. 1,0 " 7,0 90,0 50=20-30 2480
2. 1,8 " 7,2 150,0 ho-20=-bo 2980
3. 1,2 " 7,2 37,0 20-20=60 3730
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Die Spermiogrammbefunde der Splitejakulate sind in Tabelle 8
aufgefiihrt,

4,4,5, Spermatozelenfliissigkeit

Spermatozele

Gk hmB

© N\, ®

Abb, 31: Spermatozelenfliissigkeit
Gk: Gelkopf
hmB: hochmolekulare Bande

Bei der Elektrophorese von Spermatozelenfliissigkeit, die dem
Nebenhodensekret annihernd entsprechen diirfte (Abb, 1),
zeigte sich kurz hinter dem Gelkopf (erster Peak von links)
eine Bande in dem Bereich,

teinbande fehlte.

in dem nach Vasektomie eine Pro-

Auch in einem weiteren Punktionspriparat (Abb, 32) lieB sich
die genannte Bande nachweisen, Die héchste vorhandene Bande
diirfte wieder dem Albumin entsprechen,
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Spermatozele

Abb, 32: Spermatozelenfliissigkeit
Markierung der hochmolekularen Bande durch gestri-
chelten Pfeil

4,4,6, Ductus deferens - Sekret

Das elektrophoretische Proteinmuster von Sekret aus dem
Ductus deferens, das wdhrend einer Vasektomie intraoperativ
gewonnen wurde, ist in Abb, 33 dargestellt, Die Hauptbande
lieB sich durch Zumischung von hochgereinigtem Humanalbumin

als Albumin identifizieren.

Lo4,7, Bléschendriisensekret

In Abb, 34 ist das Proteinmuster des Blischendriisensekretes,

das durch Punktion der makroskopisch intakten Driise wdhrend
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Ductus deferens

|

+ Albuminzusatz

©

Abb. 33: Sckret aus dem Ductus deferens ohne (1) und mit (2)
Albuminzusatz

Blischendriisensekret

© @

Abb, 134: Blédschendriisensekret
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der Operation eines Patienten mit Prostatakarzinom gewonnen
wurde, dargestellt, Links von dem steilen Peak des Albumins
imponiert eine breite Schulter, die wahrscheinlich Glyko-

und Lipoproteine enthdlt, die sich auch im Gradientengel kaum

trennen lassen,

Auffédllig ist, daB das hier gezeigte Bladschendriisensekret we-
nig niedermolekulare Proteine enthdlt, Da bei dem Patienten
als Grundleiden ein Prostatakarzinom vorlag, ist zu bedenken,
daB die sekretorische Funktion der Bldschendriise bereits al-

teriert sein konnte.

Blidschendriisensekret weiterer Patienten konnte nicht unter-~

sucht werden,

h.E, Androgenabhéngigkeit der Spermaplasnaproteine

Zur Frage der Androgenabhidngigkeit der Spermaplasmaproteine
wurden Untersuchungen des Proteinmusters an Patienten vor und
unter Antiandrogentherapie und an Patienten mit sekunddrem
Eypogonadismus unter Androgen-~ bzw, Gonadotropinsubstitution

durchgefiihrt,

4.5.1. Antiandrogentherapie

Die antiandrogenbehandelten Patienten erhielten alle zwei Wo-
chen 300 mg eines Cyproteronazetat-~Depot-Prédparates i.m,

(AndrocurR-Depot, Schering AG),

Abb, 35 zeigt als Beispiel das Proteinmuster in der Mikro-
Di sk-Gradientengel-Elektrophorese vor und wihrend Cyproteron-
azetattherapie. Die Albuminbande blieb in etwa erhalten, da-
gegen nahmen die niedermolekularen Proteine rechts vom Albu-
min, die vor der Therapie deutlich erkennbar waren, unter

Antiandrogenbehandlung auBerordentlich stark ab,

Auffzdllig ist ferner das Auftreten bzw, Ansteigen schnell wan-
dernder Banden, die méglicherweise einen direkten Effekt des

Cyproteronazetats darstellen.
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1161 76

—

o/ :

Abb. 35: Proteinmuster von Spermaplasma vor (1) und nach (2)
sechswochiger Antiandrogentherapie mit Cyproteron-

azetat

Ein weiteres Beispiel soll den Einfluf einer Antiandrogenthe-
rapie auf das Proteinmuster des Spermaplasma veranschaulichen
(Abb. 36). Die niedermolekularen Proteine rechts vom Albumin-
peak und die Bande direkt links vom Albuminpeak nahmen unter
der Therapie sehr stark ab, widhrend die Albuminbande wieder
erhalten blieb, so daB sie im Densitogramm (2) der Abb, 36

deutlich hervortritt,

Die schnell wandernden Banden haben hier nicht wie im Beispiel

von Abb. 35 zugenommen, sondern sind ungefdhr gleich geblieben,

Em)tﬂ
(07/76

Abb., 36: Proteinmuster von Spermaplasma vor (1) und nach (2)
sechswochiger Antiandrogentherapie mit Cyproteron-

azetat

Bei einem Patienten war eine Verlaufsbeobachtung bis nach Be-
endigung der Behandlung mdglich, Abb. 37 zeigt das Protein-
muster nach Mikro-Disk-Gradientengel-Elektrophorese vor, wih-

rend und nach Abschlufl der Behandlung mit Cyproteronazetat.

Auch hier nahmen die Banden rechts und links vom Albumin un-
ter der Behandlung deutlich ab, widhrend die schnell wandernden
Banden ganz rechts unveridndert blieben bzw, eine davon sogar
anstieg. Nach AbschluB der Therapie hatten die Banden rechts
und links vom Albumin geradezu iiberschieBend zugenommenj; von
den schnell wandernden Banden ganz rechts war eine gleich ge-
blieben, wihrend die andere, die wiahrend der Therapie erhiht

war, praktisch nicht mehr zu sehen war.



- 72 -
zetat
(08/76)
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Abb, 37: Proteinmuster von Spermaplasma vor (1) und nach (2)
sechswochiger Cyproteronazetattherapie, sowie finf
Monate mach Absetzen der Therapie (3)

A bzw, fetter Pfeil: Albuminbande

Die mittelschnell wandernden Banden rechts vom Albumin waren
in (3) nicht so scharf getrennt wie in (1). Offenbar hatte
sich das Proteinmuster nach Absetzen der Antiandrogentherapie

noch nicht vollstdndig normalisiert.
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4,5,2, Gonadotropinsubstitutionstherapie

Abb, 138: Proteinmuster des Spermaplasmas bei einem Patienten
mit sekundirem Hypogomadismus vor Therapie, nach
vierwbchiger Mesterolonapplikation und unter Sub-
stitutionstherapie mit Eumangonadotropinen (HMG/
HCG fiir acht Monate)

Die Albuminbande ist durch dem schwarzen Pfeil mar-
kiert
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Untersuchungen des Proteinmusters bei einem Patienten mit se-
kundirem idiopathischem Hypogonadismus (Abb. 38) zeigten deut-
liche Unterschiede in der Proteinzusammensetzung vor Therapie,
nach Behandlung mit 75 mg/die Mesterolon fiir vier Wochen und
nach Therapie mit Humangonadotropinen (3 x 1 Amp. Pergonal

500 i.m, /Wo. und 2 x 2500 I.E, Pregnesin 2500 i.m. /Wo.) fir
acht Monate,

Die Albuminbande ist jeweils zur Orientierung durch einen Pfeil
markiert, Die Banden rechts vom Albumin, die auf Antiandrogene
mit Abfall reagierten, waren bei diesem Patienten vor der The-
rapie liberhaupt nicht oder nur minimal vorhanden, traten unter
Mesterolonapplikation zum Vorschein und waren unscharf getrennt
unter HMG/HCG-Therapie ebenfalls vorhénden. Im Vergleich zum
Albumin waren sie dann jedoch weit hoher konzentriert als vor

der Therapie.

Im Elektropherogramm unter HMG/HCG-Therapie traten weitere
schnell wandernde Proteine wie im normalen Spermaplasma auf.
Sie lagen an der gleichen Stelle wie die Banden, die unter
Cyproteronazetattherapie zugenommen hatten, Auch die hochmole-

kularen Proteine nahmen im Vergleich zum Albumin wesentlich zu,

Das Spermaplasma eines zweiten Patienten mit sekundidrem Hypo-
gonadismus infolge postoperativer HVL-Insuffizienz konnte vor
Therapie und nach vierwdchiger sowie fiinfmonatiger Therapie

mit HMG/HCG (Dosierung wie oben) untersucht werden (Abb, 39).

Vor Beginn der Therapie waren rechts vom Albumin nur wenige
kleine Banden vorhanden, Ebenso waren die hochmolekularen Pro-
tein nur midBig ausgepridgt. Lediglich die Albuminbande impo-
nierte infolge ihrer GroBe. Sie blieb wdhrend der Substitutions-
therapie unveriédndert, wihrend die niedermolekularen Proteine be-
reits nach einer vier Wocheni dauernden Therapie sehr stark zu-
nahmen, Nach fiinfmonatiger Gonadotropinsubstitution hatten die
schnell wandernden Proteine rechts vom Albumin weiter zugenom-
men, Aber auch die hochmolekularen Proteine links vom Albumin

wurden vermehrt gebildet und in das Spermaplasma abgegeben,
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vor Therapie

4 Wochen HMG/HCG

5 Monate HMG/HCG

o ®

Abb, 39: Proteinmuster des Spermaplasmas eines Patienten mit

sekundirem Hypogonadismus bei postoperativer HVL-
Insuffizienz vor und wihrend einer vier Wochen bzw.
fiinf Monate dauernden HMG/HCG-Therapie

A (Pfeil) entspricht der Albuminbande



- 76 -

50 DISKUSSION

5.1, Leistungsvermdgen der Mikrotechnik
«1.1. Einfiihrun

Die Mikro-Disk-Elektrophorese stellt eine hochempfindliche

und trennscharfe Methode zur Fraktionierung von Proteinen

dar, Wo nur wenig biologisches Material zur Verfiigung steht,
bietet sich diese Methode an,

In der vorliegenden Arbeit wurde als Beispiel Material von
Hodenbiopsien, Prostataexprimat oder z.B. Spermaplasma von
Patienten mit sekundirem Hypogonadismus analysiert, die nur
einen Tropfen Sperma ejakulieren konnten, Im letzteren Fall
war die Ejakulatmenge zu gering, um andere biochemische Un-
tersuchungen durchfiihren zu kdnnen., Auch das durch Punktion
gewonnene Blidschendriisensekret sowie die Sekrete aus dem Duc-
tus deferens und dem Spermatozeleninhalt geben nur wenig Ma-
terial her, so daB eine empfindliche Methode erforderlich war,

die nur geringste Materialmengen fiir die Analyse benstigte.

Biochemische Untersuchungen mit Hilfe der Elektrophorese lieBen
bisher nur in ganz wenigen Fillen (etwa bei primirer Hodendys-
plasie) diagnostische Aussagen zu (DORN, 13). SCHIRREN (138)
schlug vor, eventuell mit verinderter (er meinte stark erhdh-

ter) Spannung weiterzuarbeiten,

Da es sich bei den zahlreichen Substanzen, die in den Genital-
sekreten enthalten sind, zu einem groBen Teil um Proteine han-
delt, bietet sich die Polyacrylamidgel-Elektrophorese fiir ana-
lytische Zwecke an, Besonders eignet sich der MikromaBstab we-

gen der geringen zur Verfiigung stehenden Materialmengen dazu.

Der Vorteil der Mikrotechnik liegt darin, daB neben dem ge-
ringen Materialeinsatz die Trenn-, Fiarbungs- und Differen-
zlerungszeiten weit kiirzer sind, so daB diese Methode schnell
Ergebnisse liefert., Wie bei der Makromethode konnen auch im Mi-
kromaBstab die Gele hinsichtlich ihrer Konzentration, des pH=-

Wertes, der Porengrofe und des Vernetzungsgrades variiert und
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an verschiedene Trennprobleme adaptiert werden. Die untere

9

Nachweisgrenze fiir eine Einzelbande liegt bei 10 ° Gramm

(NEUHOFF, 81, 83). Aus 1 ml einer Losung, die 1 mg Protein
enthdlt, konnen 5 ooo bis 1o ooo Elektrophoreselidufe durch-
gefilhrt werden, Elektrophoretisches Entfédrben wie im Makro-

maBstab ist nicht notig.

5.1.2, Elektrophorese hochgereinigter Proteine

Eine Vorstellung der GrdBenverhdltnisse vermittelt Abb, 9,
die eindrucksvoll die Kleinheit der verwendeten Gele illu-~
striert. Mit etwas Geschicklichkeit und Ubung ist es miglich,
die Gele unter einem Mikroskop bei ca. acht- bis zehnfacher
VergroBerung zu hahdhaben, zu fotographieren und auszuwerten,

Auch die Densitometrie ist mdglich. ,

5.1.,3. Blutserumelektrophorese und Spermaplasmaelektrophorese

Die Trennschirfe wird am Beispiel der Gradientengel-Elektro-
phorese von Blutserum (Abb., 10) demonstriert. Das Muster der
Blutserumproteine stimmt mit den bekannten Elektropherogram-
men anderer Autoren iiberein (PASTEWKA et al,, 98, PEACOCK et
al., 99, FELGENHAUER, 22 - 25, HOFFMEISTER und SCHUTT, 42 und
MAURER, 72). Das Proteinmuster hingt freilich sehr von den je-
weils zugrundeliegenden methodischen Bedingungen ab, wie Kon-

zentration, Vernetzungsgrad, Elektrophoresezeit, Farbung etc.

Die Polyacrylamidgel-Elektrophorese wird schon lange dazu be-
nutzt, ein Serum den verschiedenen Haptoglobintypen Hp 1-1,
2~1 oder 2~2 und den Ge~Typen Gec 1-1, 2-1 oder 2-2 zuzuordnen,
Paraproteine zu erkennen und verschiedene Serumproteine zu

analysieren und quantitativ zu bestimmen.

Wie in Abb, 1o dargestellt, lassen sich 29 Proteinbanden im
Blutserum differenzieren, Die Proteine sind von links nach
rechts gewandert, links befinden sich also die hochmolekularen,
rechts die niedermolekularen Proteine. Die Albuminbande ist als
héchster Peak deutlich erkennbar. Rechts davon zwischen Albumin
und Prdalbumin zeigt sich eine weitere Bande, die wahrschein-

lich dem sauren alpha-1-Glykoprotein entspricht (MAURER, 72).



- 78 =

Dieses Serumprotein ist in den konventionellen Elektrophore~
sen nicht darzustellen; infolge der hohen Polyacrylamidkon-
zentration in diesem Bereich des Gradientengeles kann auch
dieses Protein noch differenziert werden, Denn bestimmte Plas-
ma-— wie‘auch Zellproteine konnen durch ein Polyacrylamidgra~
dientengel besser getrennt werden als im homogenen Polyacryl-
amidgel (MAURER, 72).

Im Gegensatz zum Blutserum lassen sich im Spermaplasma (Abb.
11) weit mehr niedermolekulare Proteine nachweisen, Auch
QUINLIVAN (103) sowie GARNER und EHLERS (28) fanden bei der
alkalischen Disk-Elektrophorese am Polyacrylamidgel im Makro-
mafstab im Spermaplasma verglichen mit Blutserum mehr Fraktio-
nen, die schneller als Albumin wandern, wobei QUINLIVAN (103)
menschliches Spermaplasma und GARNER und EHLERS (28) Sperma-

plasma von Rindern und Schafsbdcken untersucht hatten.

MISCHLER (75) konnte im Spermaplasma des Menschen wenigstens
zehn Proteinkomponenten diskelektrophoretisch nachweisen.,
DAVAJAN und KUNITAKE (9) beschrieben bei der Disk-Elektropho-
rese von menschlichem Spermaplasma fiinfzehn Banden, HERRMANN
(37) konnte im menschlichen Spermaplasma immunelektrophore-
tisch wenigstens neun bis elf Proteine unterscheiden, LAVON
und BOURSNELL (60) wiesen mit der Polyacrylamidgel-Elektropho-
rese im Makroma@3stab bei pH 4,5 acht, im alkalischen System
bei pH 8,6 elf verschiedene Proteinbanden im Spermaplasma des

Ebers nach,

Unter Benutzung der "moving boundary - Technik", Papier-Elek-
trophorese, Geldiffusion und Zelluloseazetat-Elektrophorese
waren vorher sechs bis neun Proteine im Spermaplasma des Men-
schen nachgewiesen worden (GRAY und HUGGINS, 32, ROSS et al,,
113, KELLER und TSCHUMI, 54, SCHNEIDER et al., 144, WEIL et
al,, 162, HERMAN G., 35 und 36, ROA und SADRI, 110, RABACH,
1ok, ROZIN et al., 114, KLOPSTOCK et al., 56, SEARCY et al,,
145).

Die Bandenmuster, die bei der Mikro-Disk-Elektrophorese von
Spermaplasma am Polyacrylamidgradientengel gefunden wurden,

waren von den in der Literatur beschriebenen am ehesten mit
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denen vergleichbar, die QUINLIVAN (103), GARNER et al, (29)
und LAVON und BOURSNELL (60) bei der Disk-Elektrophorese im
Makromaf3stab mit alkalischen Elektrophoresesystemen und homo-
genen Konzentrationen erhalten hatten, Das elektrophoretische
Proteinmuster von MISCHLER und REINEKE (75) zeigt weniger Ban-
den und eine andere Anordnung, Die Unterschiede mogen darauf
zuriickzufiihren sein, daf3 MISCHLER und REINEKE (75) 32 Stunden
alte Ejakulate verwendeten, die nur teilweise im Kiihlschrank
gelagert waren, Nicht nur die Elektrophoresetechnik, sondern
auck die Aufbereitung der Proben ist fiir die Vergleichbarkeit
der bei der Elektrophorese erzielten Bandenmuster von B:deu-

tung,

Uber die optimale Zentrifugationsdauer und -geschwindigkeit
von Ejakulat zur Herstellung spermatozoenfreien Spermaplasmas
finden sich in der Literatur sehr unterschiedliche Angaben,
JECHT und POON (48) befaBten sich speziell mit diesem Problem
und fanden, daB bis 2800 g die Uberstidnde fast regelmifBig

mit Spermatozoen kontaminiert waren, Bei 10 o000 g waren nur
noch extrem wenige Spermatozoen im Uberstand, und bei 4o ococo g
waren die meisten Uberstinde spermatozoenfrei, JECHT und POON
(48) empfahlen, die Ejakulate durch Millipore Filter mit
o,hS}nn Porendurchmesser zu filtrieren, da der bendtigte Druck
mdBig, die Riickgewinnung mit ein bis zwei Drittel gut und im

Filtrat keine Spermatozoen nachweisbar waren.

Da in der vorliegenden Arbeit jedoch mit Ejakulatmengen unter
1 ml, oft im Bereich von Mikrolitern gearbeitet wurde, wire
der Totraum in den Injektionsspritzen zu groB und die Riickge-
winnung zu gering gewesen. Der Gebrauch von Millipore Filtern
war daher nicht moglich, Eine allzu hohe Umdrehungszahl bei
der Zentrifugation sollte vermieden werden, um die Spermato-~
zoen nicht zu schéddigen und ein "Auslaufen” von Spermatozoen-
inhalt in das Spermaplasma zu verhindern, Die Zentrifugation
der Ejakulate bei 16 o0oo g fiir 1o Minuten erschien daher als

beste Losung.
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5.2, Optimierung der Trennergebnisse

5,2,1, Technische Details der Elektrophorese

Polyacrylamid ist das Polymerisationsprodukt aus Acrylamid
und N-N'-=Methylenbisacrylamid. Die Eigenschaften der Poly-
acrylamidgele lassen sich in weiten Grenzen variieren: Ionen-
stdrke, pH-Wert, PorengrtBe, Dichte, Vernetzungsgrad, Elasti-
zitdt, Viskositdt, mechanische Stabilitdt und Klebrigkeit,
Diese physikalischen und chemischen GroBen sind abhidngig vom
Mischungsverhdltnis der Grundsubstanzen, von der Art der Po-
lymerisationssysteme sowie von weiteren technischen Gegeben-
heiten, Dabei diirfen die Katalysatoren der Polymerisation die
gewdhlten Puffersysteme, die elektrische Leitfdhigkeit sowie

die mechanischen Geleigenschaften nicht beeinflussen,

Von den herkommlichen Katalysatorsystemen hat Ammoniumperoxy-
disulfat den Vorteil, wenig molekularen Sauerstoff zu entwik-
keln (MAURER, 72) und in konzentrierter Losung iiber lange Zeit
stabil zu sein (RUCHEL et al., 117). Die Kombination von Ammo-
niumperoxydisulfat und TEMED liefert auch bei Mikrogelen gute
Ergebnisse, widhrend das sonst haufig benutzte Riboflavin-
TEMED-UV-Licht-System im MikromaBstab zu schlechteren Trenn-
ergebnissen fithrt (NEUHOFF, 83).

In der vorliegenden Arbeit wurde daher Ammoniumperoxydisulfat
und TEMED als Katalysatorsystem verwendet, Der pH-Wert des
Trenngeles betrug 8,8 in den Elektrophoresesystemen nach ORN-
STEIN (96) und DAVIS (10) sowie ALLEN (2), Die Ionenstirke
wurde relativ hoch eingestellt (Gelpuffer A1 mit 350 mM Tris-
konzentration im Gel nach WOLFRUM et al,, 168), da davon die
Bandenschédrfe abhingt., Die Elektrophorese kann im MikromafB-
stab in dem 5 pl Micro-Caps unter sehr giinstigen GrdBenver~
hdltnissen ablaufen, da das Verhiltnis der Oberfldche zum
Querschnitt hoch ist und dadurch eine gute Abgabe der bei der
Elektrophorese entstehenden Joule'!schen Wirme gewdhrleistet
ist (RUCHEL et al, 117), Allerdings sollte ein Elektrophorese-
strcm von So‘PA nicht iiberschritten werden. Dann kann durch
eine relativ hohe Stromstidrke und kurze Elektrophoresezeit ei-

ne hohe Bandenschidrfe erzielt werden,
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Bei der Gradientengelelektrophorese nach dem System von ALLEN
et al, (2) ist wdhrend des "steady state stacking", das der
eigentlichen Trennung vorausgeht, die Form der Banden bei Ent-
wicklung eines Wdrmestaus gefidhrdet., Deshalb wurde in diesem
Zeitraum eine niedrigere Spannung von 8o Volt angelegt, Ban-
denunschidrfen durch Diffusion sind dabei nicht zu befiirchten,
da die Proteinmolekiile nach der Beweglichkeit geordnet als
feine Scheiben ("discs") eng hintereinander wandern, wobei die
Konzentration der Probenmolekiile in diesen sogenannten "discs"

von der Ionenstédrke des "leading ions" abhidngt,

Die Isotachyphorese findet aber im System nach ALLEN et al.

(2) nicht in einem eigenen Gel statt, sondern zum Teil in ei-
nem Bereich iiber dem Tremnngel, der nur durch hohe Saccharose=-
konzentration stabilisiert ist. Wenn hier ein Wirmestau ent-
stiinde, wiirde er zur schlierenfdrmigen Verformung der "discs"

und damit der Banden fiihren,

Widhrend der Elektrophorese sinkt der Strom laufend ab und

eine konstante Spannung von 8o Volt wiirde zu einer relativ
langen Elektrophoresezeit fithren, Da die Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse bei der Gradientengelelektrophorese nicht von
der Konstantheit der angelegten Spannung abhidngt, kann die
angelegte Spannung auf 160 Volt verdoppelt werden, sobald die
Bromphenolrotbande als scharfer "disc" in das Trenngel einge-
treten ist, Damit verkiirzt sich derjenige Teil der Elektropho-
rese, in dem durch Diffusion Bandenunschirfe entstehen kann,
RUCHEL et al. (117) beschreiben Fille, in denen von den Pro-

benproteinen sogar Spannungen von 300 V/cm toleriert wurden,

Gestoppt wird die Elektrophorese, wenn die markierende Brom~
phenolrotbande 1 mm oberhalb der konzentriertesten Stelle im
Gel steht. Durch die rechtzeitige Beendigung wird vermieden,
daB niedermolekulare Proteine durch das Gel durchlaufen und

damit verloren gehen,

Sollten nach dem Elektrophoreselauf einzelne Banden nach un-
ten konvex verzogen sein, deutet dieses Phidnomen auf 2zu hohe

Stromstiarke und Wiarmestau hin, Sind die Banden nach oben kon-
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vex verzogen, so ergibt sich daraus der Hinweis, dafB das Gra-
dientengel zu schnell auspolymerisierte, bevor in horizontaler
Richtung der Konzentrationsausgleich zwischen den Losungen D

und A/C erfolgt war (RUCHEL et al.,, 117).

Ein wesentlicher Faktor bei der Polyacrylamidgelelektrophorese
ist die Gelkonzentration T, von der wiederum die glinstigste
Vernetzung C abhidngt (MAURER, 72). Je kleiner der verwendete
Geldurchmesser ist, desto hoher miissen nach NEUHOFF (83) die
Gelkonzentrationen sein, um vergleichbare Ergebnisse zu erzie-
len, Da sich jedoch die Verh#dltnisse im MakromafBstab nicht
ohne weiteres auf die Mikrotechnik iibertragen lassen, mufite
die optimale Gelkonzentration T experimentell herausgefunden

werden,

Je nach MolekiilgroBe bzw, Molekulargewicht der zu trennenden
Proteine empfiehlt sich eime unterschiedliche PorengrsBe im

Trenngel bzw, eine unterschiedliche Gelkonzentration T.

Wegen dieser Abhidngigkeit wurde die Elektrophorese schon 1962
von SMITHIES (148) als Mittel zur Molekulargewichtsbestimmung
vorgeschlagen, Durch Verwendung der SDS-Elektrophorese verbes-
serten SHAPIRO et al, (146) die elektrophoretische Molekular-
gewichtsbestimmung, da die SDS-Technik die Ladungsunterschiede
praktisch aufhebt und ausschlieBlich die GroBenunterschiede
der Probenmolekiile wdhrend der Elektrophorese zur Geltung
bringt, Sie errechneten eine Korrelation zwischen dem Loga-
rithmus des Molekulargewichtes und dem Rf-Wert. RAYMOND und
NAKAMICHI (105) entwickelten die Methode der orthogonalen Gel-
elektrophorese, die durch TOMBS (160) und INGRAM et al., (47)

weiterentwickelt wurde.

Eine zusitzliche Verbesserung erfolgte durch HEDRICK und

SMITH (34), die nachwiesen, daB der Rf-Wert eines Proteins
umgekehrt exponentiell mit der Gelkonzentration T korreliert.
Wird der Logarithmus des Rf-Wertes gegen die Gelkonzentration
aufgetragen, ergibt. sich eine Gerade mit negativer Steigung.
Die Steigung ist linear abhingig vom Molekulargewicht des Pro-

teins, der y-Abschnitt von dessen Ladung.
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Die Vernetzung der Gele mufl dabei konstant sein, WHITE und
DORION (165) fanden zwar, daB Anderungen in der Vernetzung C
nur geringe, nicht signifikante Anderungen im Diffusions-
koeffizienten kleiner Molekiile im Polyacrylamidgel bewirkten,
Auch RAYMOND und NAKAMICHI (105) sowie ORNSTEIN (96) und DA-
Vis (10) behaupteten, daB die Vernetzung C keine griflere Rol-
le beim Molekularsiebeffekt der Polyacrylamidgelelektrophorese

¥

spiele.,

Dagegen zeigten HEDRICK und SMITH (34), daB die Vermetzung C
den Diffusionskoeffizienten signifikant beeinfluBt und damit
eine wesentliche Rolle bei der Polyacrylamidgelelektrophorese
spielt, abgesehen von ihrem EinfluB auf die mechanischen Ei-
genschaften der Polyacrylamidgele, Sie wiesen nach, daBl der
Rf-Wert eines Proteins von der Quadratwurzel der Vernetzung C

linear abhiéngt,

5.2.2. Bestimmung der optimalen Gelkonzentration

Um die optimale Gelkonzentration T herauszufinden, wurde die
Korrelation nach HEDRICK und SMITH (34) am Beispiel von Blut-
serum und Spermaplasma durchgefiihrt (Abb., 7 und 8).

Zur Bestimmung des Rf-Wertes war es notig, die Lage der Puf-

ferfront und der Gelkuppe nach der Elektrophorese zu bestim-

men, Die Gelkuppe lieB sich im Densitogramm bei gleichzeiti-

ger optischer Kontrolle des Geles erkennen, wie auch die Pro-
teinbanden nach Fdrbung mit Amidoschwarz 1oB gut im Densito-
gramm 2zu erkennen waren, Lediglich die Pufferfront stellte

sich bei der iiblichen Fidrbung nicht dar,

NEUHOFF (83) empfiehlt, die Gele mach dem Austreiben aus den
Micro-Caps in Pyronin zu fixieren und zu fédrben und sie erst
danach in die Amidoschwarz 1o B - Losung zu geben. Allerdings
filhrt jede Vorfixation zu einer schlechteren Bandendarstellung,
was wir bestitigen konnten. NOVOTNY (94) rat, vor dem Protein-
auftrag direkt auf die Gelkuppe eine gridBere Menge Fluoreszein
zu pipettieren und nach normaler Elektrophorese und Amido-

schwarz 10 B - Farbung eine zusidtzliche Pyroninfdrbung anzu-
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schlieBen, Diese Methode diirfte allerdings die Trennkapazi-
tdt und Trennschidrfe der Mikro-Elektrophorese beeintrichtigen,
Die Wanderungsstrecke der Pufferfront vor der Gelfidrbung aus~
zumessen, ist nicht giinstig, da die Gelkuppe kaum sichtbar ist,
solange das Gel noch im Micro-Cap eingeschlossen und ungefirbt
ist, Ferner nimmt es zu lange Zeit in Anspruch, so daf die
Bandenschidrfe infolge der Diffusion der unfixierten Proteine
schlechter widre, SchlieBlich kann die Gellinge sich bei der
Fixation, Fdrbung und Differenzierung durch Schrumpfungs- und

Schwellungseffekte noch dndern,

Es wurde daher das unter 3.7.6. beschriebene Verfahren ange-
wendet, bei dem die Gele an der Stelle, wo die Pufferfront

lag, zerteilt wurden.

Bei der Korrelation der Gelkonzentration T mit dem natiirlichen
Logarithmus des Rf-Wertes des jeweiligen Proteins ergab sich
jeweils eine Gerade mit negativer Steigung, wobei die Korre-
lationskoeffizienten r anndhernd gleich ~1 waren und die Ge-

nauigkeit der Rf-Wert-Bestimmung belegten,

Fiir jede mdgliche Kombination zweier Proteine lassen sich nach
RODBARD et al. (112) T, T und T berechnen. Bei der Gel-

f max opt
konzentration T , die ‘im Schnittpunkt von je zwei Korrelations-
geraden gegeber ist, erfolgt keine Trennung beider Proteine,

Sie wandern gemeinsam und bilden eine Bande,

Wird die Durchschnittsgeschwindigkeit um 1/e (e = 2,718) re-
duziert, so werden beide Proteinbanden bei einer Gelkonzen-

tration Tmax maximale Trennung aufweisen.

Bei Beriicksichtigung der Diffusionsunschidrfe berechnet sich

die optimale Gelkonzentration wie folgt:

Topt =2 Tpax = Ty e
Es gibt vier Moglichkeiten fiir jede Kombination zweier Proteine

(HEDRICK und SMITH, 34):

a) Ist T_ = 0, so unterscheiden sich die Proteine nicht in
der Hﬁdung, sondern nur im Molekulargewicht. Dieser Fall

kommt praktisch nicht vor,
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b) Ist T kleiner als 0, so erfolgt die Proteintrennung
im Pdlyacrylamidgel synergistisch auf Grund von un-
terschiedlicher Ladung und Molekiilgro8e, d.h. um so
besser, je hoher die Gelkonzentration T ist.

Dieser Fall war bei allen untersuchten Spermaplasma-
proteinen und bei fiinf Kombinationen von Blutserum-

proteinen gegeben,

c¢) Existiert weder im negativen noch in einem sinnvollen
positiven Bereich der Konzentration T ein Schnittpunkt
T , so sind die Geraden als parallel zu betrachten.
ie Trennung erfolgt dann nur auf Grund von Ladungs-
unterschieden und ist bei T = 0% optimal. Solche Pro-
teine sollten durch isoelektrische Fokussierung ge-
trennt werden. Am pH-Gradienten werden die Proteine in
einem groBporigen, niedrig konzentrierten Gel fraktio-
niert, welches nur stiitzende Eigenschaften als Trédger-
substanz hat, aber keinen Molekularsiebeffekt ausiibt.

Dieser Tremntyp war bei drei Blutserumproteinen gegeben,

d) Ist T positiv und nicht zu grofl, so kann man nach ROD-
BARD ‘et al. (112) die optimale Trenngelkonzentration
T berechnen, T betrug fiir die Proteinkombination
opt opt
2-9 bzw. 2-4 des Blutserums 39,5 % bzw., 27 %,

5.2,3. Optimale Elektrophoresetechnik

5.2.3.1, Gradientengel-Elektrophorese

Wo sich eine optimale Trenngelkonzentration angeben lieB, lag
diese also recht hoch., In den meisten der untersuchten Fdlle
war die Trennung synergistisch, Infolge dieser Ergebnisse em-
pfahl sich fir Untersuchungen am Blutserum und besonders am
Spermaplasma eine hohe Gelkonzentration. Bei Verwendung einer
hohen kontinuierlichen Gelkonzentration (etwa 30 bis bo %)
wiirden jedoch viele Proteine in der Gelkuppe stecken bleiben

und nicht in das Trenngel wandern,

Solche hochkonzentrierten kontinuierlichen Polyacrylamidgele

kbnnen also nur ein enges Spektrum von Proteinen aus einem
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komplexen Gemisch wie Blutserum oder Spermaplasma optimal
trennen, Diese Uberlegungen fiihren zur Entwicklung eines

Konzentrationsgradienten im Polyacrylamidgel.

Schon 1972 wurde von MAURER und ALLEN (73) ein Stufengradien-
tensystem mit anionischer Diskontinuitat empfohlen, Ein Poly-
acrylamidgel mit kontinuierlichem Konzentrationsgradienten im
MikromaBstab wurde von RUCHEL et al. (117 = 119) und WOLFRUM
et al, (168) beschrieben und in der vorliegenden Arbeit ver-

wendet,

Da das Gradientengel im Bereich des Gelkopfes eine Konzentra-
tion von 1,2 % hat, reicht die PorengréBe aus, um alle Pro-
teine des Blutserums und des Spermaplasmas durchwandern zu
lassen., Kontinuierlich ansteigend erreicht die Polyacrylamid-
konzentration am Gelende 40 % und erlaubt dadurch eine hervor-
ragende Trennung der meisten Proteine, die diesen Gelbereich
auch bei extrem langer Elektrophoreselaufzeit nicht iiberwinden
konnen ("dead run", RUCHEL et al., 117).

Wie wir zeigen komnten, sind im Spermaplasma auch einige nie-
dermolekulare Proteine enthalten, die eine Gelkonzentration
von 40 % durchlaufen konnen. Daher muBte im Falle der Elektro-
phorese von Spermaplasma die Gradientengelelektrophorese ge-
stoppt werden, wenn die Pufferfront 1 mm vor dem dichtesten

Gelbereich stand.

Ein weiterer Vorteil des Gradientengeles ist die Mdglichkeit
der Verwendung zur Berechnung von Molekulargewichten (RUCHEL
et al,, 117).

Die Reproduzierbarkeit der Trennergebnisse am Gradientengel
wird vor allem durch einen konstanten Durchmesser der Micro-
Caps, identische Viskositdt der Losungen (d.h. gleiche Tempe-
ratur, gleiche Konzentrationen, Erwiarmung dér Losung C vor Ge-
brauch, damit die Monomere vollstdndig in Lésung gehen), iden-
tische Haltung der Micro-Caps beim Eintauchen in die Losungen,
gleiche Eintauchtiefe, absolute Reinheit der Micro-Caps (wich—
tig fiir die konstante Einstromgeschwindigkeit der Losungen in
laminarer Strﬁmung), jeweils identische Fiillhohe und zeitge=-

rechten Polymerisationsbeginn bedingt.
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5.243.2. Isoelektrische Fokussierung

Erstaunlich war, daB im Spermaplasma keine Proteine gefunden
wurden, deren Korrelationsgeraden parallel verliefen, Da be-
sonders im Blédschendriisensekret zahlreiche Glyko- und Lipo-
pProteine enthalten sind, sollte in manchen Fiédllen eine bes-
sere Trennung durch isoelektrische Fokussierung zu erreichen
sein, Bei Proteinmolekiilen mit definierter elektrischer La-
dung des Proteinanteils, d.h, definiertem isoelektrischem
Punkt, aber unterschiedlichem Zucker- oder Fettanteil wiire

die Trennung durch isoelektrische Fokussierung optimal, Die
Ergebnisse in der Literatur mit isocelektrischer Fokussierung
an Platten und zylindrischen Gelen im MakromaBstab weisen eben-—
falls darauf hin, LAVON und BOURSNELL (60, 61) und LAVON et al,
(62, 63) erzielten mit isoelektrischer Fokussierung schirfere
Trennungen von Spermaplasma des Ebers als mit Polyacrylamidgel-

elektrophorese,

Die elektrophoretische Trennung von Proteinen mit kleiner
als Null im iiblichen Polyacrylamidgel scheint n1chfpauszure1—
chen, um entsprechende Banden identifizieren zu kbnnen, mit de-
nen sich die oben beschriebene Korrelationsrechnung durchfiihren
lieBe, Dies gilt besonders fiir die breitbasige Schulter mit un-
scharf getrennten Proteinen im Bliéschendriisensekret links vom

Albuminpeak,

Aus diesen Uberlegungen heraus wurde der Versuch unternommen,
in den 5 )11 - Micro-Caps die isoelektrische Fokussierung von

Spermaplasma vorzunehmen,

Die Trennkapazitdt der Systeme nach NEUHOFF (83) und BISPINK
(5) reichte jedoch nicht fiir die Trennung von Spermaplasmapro-
teinen im MikromaBstab aus, Die Stabilitét des Polyacrylamid-
geles war zu gering, um 2zu verhindern, daB Proteine in den ka-
Pilldren Spalt zwischen Gel und Glasinnenwand hineinwanderten.
Die Ampholine konnte in der angegebenen Konzentration offenbar
nicht diejenige Menge Protein aufnehmen, die zur Darstellung

einer Bande erforderlich gewesen wire,

Vielleicht lieBle sich die Ablésung der Gele von der Glasinnen-
wand wihrend der Elektrophorese durch eine héhere Vernetzung

C verhindern. Andererseits darf nicht die freie Beweglichkeit
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der Probenmolekiile beeintrdchtigt werden. Im System nach NEU-
HOFF (83) war zudem der Oberteil des Micro-Caps, der eben-
falls Ampholine enthielt, nicht durch ein Gel stabilisiert,
so daB sich hier nur anfangs ein pH-Gradient aufbaute, der
aber sofort wieder zusammenbrach. Da dann die unstabilisierte
Ampholine nach unten wanderte, zerstdrte sie im Verlauf der

Elektrophorese auch den unteren pH-~Gradienten,

Untersuchungen von BISPINK (5) ergaben, daB in diesem System
nicht wie urspriinglich angenommen, ein pH-Gradient vomn pH 3 - 10,
sondern nur ein weit kleinerer Bereich entsteht, und auch die-

ser Bereich nicht lange stabil ist.

Ferner kamen die Probenproteine mit der Schwefelsidure des ano- i ,

dischen Elektrodenputfers in Beriihrung und wurden denaturiert.

Im System mach BISPINK (5) ist dieses Problem geldst uad es eig-
net sich noch besser fiir die Trennung der LDH-Isoenzyme, brach-
te jedoch ebenfalls keine positiven Ergebnisse bei der Trennung

von Spermaplasmaproteinen,

Bei Messung von Enzymaktivitdten nach isoelektrischer Fokussie~

rung wie z.B, beim LDH-Nachweis liegt die Nachweisgrenze bei
-12
10

der Banden mit Farbstoff., Ferner muBte bei Anfdrbung der Pro-

Gramm, d.,h. noch tausendfach niedriger als bei Anfédrbung

teinbanden nach isoelektrischer Fokussierung die Ampholine mit
Trichloressigsidure ausgewaschen werden, um eine Untergrundfar-
bung zu vermeiden (FAWCETT, 21). Die Trichloressigsdure bewirk-
te aber eine Vorfixation der Proteine und damit eine schlechte-
re Anfirbung mit dem Farbstoff Coomassie Brillant Blau R 250,
Da das Gel sehr groBlporig war, konaten mdglicherweise kleinere
Proteinmolekiile widhrend des Auswaschens trotz der beginnenden

Fixation aus dem Gel diffundieren,

LAVON und BOURSNELL (60) hielten beim isoelektrischen Fokussie-
ren Polyacrylamidgelplatten fiir besser geeignet als zylindri-~
sche Gele, da ungeldste Proteine als Prézipitat an der Auftrags-
stelle von Gelzylindern liegenblieben, wihrend sie sich bei
Platten iiber die ganze Linge verteilten., Die Platten zeigten
einen klaren Hintergrund, was bei den Zylindern nicht der Fall

war,
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Trotzdem ist vorstellbar, daB es eine veridnderte Methodik ermog-
lichen kann, die Trennungen von Blutserum, Spermaplasma o,i, im
MikromaBlstab mit isoelektrischer Fokussierung vorzunehmen, sei
es durch veridnderte Konzentrationen der Gelgrundsubstanzen,

sei es durch Einpolymerisieren der Probenproteine in das Poly-
acrylamidgel, FAWCETT (21) arbeitete z.,B, im MakromaBstab mit
hoherer Konzentration T = 8 % und Vernetzung C = 2,9 %, wih-
rend der Ampholinegehalt mit 1 % um das vierfache niedriger

war als bei NEUHOFF (83) und BISPINK (5).

5,3, Identifizierung einzelner Banden

2+3,1, Spermaplasma

S5e3e1.1. Zumischung von definierten Proteinen

Die Identifizierung einzelner Proteinfraktionen kann durch

Analyse der Wanderungsstrecke, durch Zumischung bekannter Pro-
teine oder immunologisch erfolgen., Es gibt sonst kaum ausrei-
chend empfindliche Methoden, um so geringe Mengen Protein, wie
sie in den Einzelbanden nach der Elektrophorese vorliegen, zu

charakterisieren (NEUHOFF, 78),

Durch Zumischung geringer Mengen von hochgereinigtem Humanalbu-
min zu Spermaplasma und nachfolgende Elektrophorese konnte Al-

bumin identifiziert werden, das die groBte Amplitude des Elek-

trophoresemusters aufwies (Abb. 12 und 13). BLENK und HOFSTET-

TER (6) hatten ebenfalls Albumin als gréBte Proteinfraktion im

Spermaplasma nachgewiesen, In einem weiteren Schritt konnte

links vom Albumin das Lactoferrin identifiziert werden (Abb, 14)

223e1.2, Gelatinolyse

Zahlreiche Enzyme wurden bisher im Spermaplasma nachgewiesen
(HERRMANN, W.P., 38). Proteolytische Enzyme sollten auf Grund
ihrer gelatinolytischen Enzymaktivitédt lokalisiert werden.

So kommt u.,a. im Spermaplasma ein chymotrypsinihnliches Enzym
(Seminin) vor, das kiirzlich von SUOMINEN und NIEMI (153),
SUOMINEN et al. (154), SYNER und MOGHISSI (155), FRITZ et al.
(27) und von SUOMINEN (152) charakterisiert wurde.



_90_

Das Molekulargewicht konnte mit 30 000 bestimmt werden mit

einer Schwankung zwischen 24 o000 und 33 ocoo .

Da es chymotrypsindhnliche Aktivitdt aufweist, war zu erwarten,
daB es Gelatine andaut und iiber ein gelatinolytisches Verfahren

nachweisbar sein wiirde (RICK, 109).

GARNER et al, (29) und SCHLEUNING et al., (141) konnten im Ma-
kromaBstab durch enzymatische Reaktionen nach Elektrophorese
von Spermatozoenextrakten Akrosin nachweisen, GARNER et al,
(29) mit dem BANA-Fast Garnet GBC salt system bei pH 7,5 nach
Elektrophorese bei pH 4,3, SCHLEUNING et al. (141) mit dem ge-
nannten System und mit gelatinolytischerTechnik, Dabei erfolg-
te die Elektrophorese im sauren, die Inkubation zur Gelatino-
lyse im schwach alkalischen pH-Bereich, da Akrosin s#urestabil

ist und seinen Arbeitsbereich bei pH 7,5 hat.

Im MikromaBstab konnte mit der Gelatinolyse jedoch keine pro-
teolytische Aktivitdt nachgewiesen werden. Bei niedrigem Gel-
pH-Wert wiirde das sdurelabile Seminin denaturiert werden, bei
Gel-pH-Wert im Bereich des isoelektrischen Punktes erfolgte
keine ausreichende Wanderung, der h&here Gel-pH-Wert (pH 7 - 8)
lag in der N#he des Arbeitsbereiches des Enzymes, so daB schon
widhrend der Elektrophorese und nicht erst nach Inkubation En-

zym=Substrat-Reaktionen abliefen, welche den Lauf stérten.

Beim Versuch, erst die iibliche Elektrophorese im alkalischen
System und anschlieBend eine Enzym-Substrat-Reaktion ablaufen
zu lassen, diffundierten die Enzyme jedoch nicht aus den Ge-

len, so daB keine gelatinolytische Aktivitidt nachzuweisen war,

NEUHOFF (83) konnte zeigen, daB enzymatische Reaktionen im
Polyacrylamidgel quantitativ streng linear abhidngig sind von
der Zeit und schloB daraus, daB keine enzymatische Aktivitat
durch Diffusion aus den Gelen verloren ging. NEUHOFF und SCHILL
(84) una NEUHOFF (81 - 83) verwendeten eine spezielle Anord-
nung zur elektrophoretischen Elution, um Proteine aus Poly-

acrylamidgelen riickzugewinnen,
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5.341.3., Molekulargewichtskorrelation

Eine Moglichkeit zur Identifizierung von Proteinen gaben RU-
CHEL et al. (117) an: Bei der Gradientengelelektrophorese kon-
nen die Wanderungsstrecken mit den Molekulargewichten der wan-
dernden Substanzen korreliert werden, Da diese Abhingigkeit um-
gekehrt exponentiell verlduft, ergibt sich bei semilogarithmi-
scher Korrelation eine Gerade mit negativer Steigung (x 2 Wan-
derungsstrecke, y % Logarithmus des Molekulargewichtes}), '

Im Fall der Albuminoligomere lieferte der Korrelationskoeffi-
zient r (r = -0,999) einen Qualitédtsnachweis fiir die Gradienten-

gele,

Auf der anderen Seite ist damit die Identifikation einer Pro-
teinbande auf Grund des Molekulargewichtes mdglich, wobei aller-
dings mindestens zwei Markerproteine, deren Molekulargewichte
bekannt sind, erforderlich sind. Durch die Bestimmung der rela-
tiven Wanderungsstrecken ldBt sich mit Hilfe einer Regressions-
geraden iiber das Molekulargewicht das gesuchte Protein durch

die Wanderungsstrecke x identifizieren: 1n MG = f (x).

In Zumischungsversuchen waren die Banden von Albumin und Lacto-
ferrin identifizjert worden. Dabei zeigte sich, daB Lactoferrin
wie auch andere Proteine in sehr unterschiedlichen Konzentra-
tionen im Spermaplasma enthalten war. Es war nicht in jeder
Spermaplasmaelektrophorese sicher zu lokalisieren. Auch TAUBER
(157) fand fiir Lactoferrin im Spermaplasma eine sehr weite

Variationsbreite der Konzentrationen.

Mit Hilfe der Molekulargewichtskorrelation sollte die Seminin-
bande identifiziert werden., Die Molekulargewichte des Albumins
(69 00o) und des Albumin-Dimers (138 ooo) sind bekannt. Die
Angaben iiber das Molekulargewicht von Lactoferrin differieren
in der Literatur von 75 0oo bis 95 ocoo., In den vorliegenden
Berechnungen wurde ein Molekulargewicht von 90 ooo fiir Lacto-

ferrin angenommen,

Widre der Konzentrationsgradient bei allen Gradientengelen im-
mer exakt identisch, kivnnte diejenige Korrelationsgerade, die

einmal an einem Gel errechnet wurde, zur Molekulargewichtsbe-



- 92 -

rechnung auch an anderen Gradientengelen verwendet werden,

Um dies zu versuchen, wurde die mittlere Korrelationsgerade
aus den Abbildungen 15 und 16 errechnet und damit die Kor-
relationsrechnung in den Abbildungen 11,12, 13 und 14 durch-
gefilhrt, Fiir Seminin errechnete sich tatsichlich die jeweils
gleiche, markierte Bande. Bei ﬁbertragung einer Korrelations-
geraden von einem Gradientengel auf ein anderes sind die ge~
messenen Daten proportional umzurechnen, da die Laufstrecken
und AbbildungsmaBstidbe nicht exakt identisch sind. Die Ergeb-

nisse beweisen die hohe Reproduzierbarkeit der Gradientengele,

Die elektrische Ladung der Molekiile scheint bei der Moleku-
largewichtsbestimmung iiber die Gradientengelelektrophorese
keine entscheidende Rolle zu spielen, da die Molekiile prak-
tisch nicht mehr weiterwandern, wenn sie den ihrer GriBe
entsprechenden Platz erreicht haben (RUCHEL et al., 117).

Um Ladungseinfliisse auf die Molekulargewichtsbestimmung aus-
zuschalten, hatten SHAPIRO et al. (146) die SDS~Elektrophore-

se verwendet,

Einen EinfluB auf die elektrophoretische Wanderung hat dage-
gen die Form der Molekiile; z.B, verhidlt sich Fibrinogen aus
Rinderblut bei der Elektrophorese atypisch (THORUN, 159).
Bei nicht nidher definierten Proteinen ist durch Verwendung
von Referenzproteinen nur eine approximative Bestimmung des

Molekulargewichtes méglich (RUCHEL et al., 117).

J3¢3.2. Prostataexprimat

593.2.1, Zumischung von definierten Proteinen

Das Proteinmuster des Prostataexprimates wies mehrere Banden
auf, wobei durch die Zumischung von Humanalbumin die grdBte
Bande als Albumin identifiziert werden konnte. Die Bande links
vom Albumin, die in manchen Prostataexprimaten auch als Doppel-
bande auftrat, konnte nicht identifiziert werden, In Abb, 19
zeigte sich nach Zumischung von Lactoferrin eine neue Bande,
Lactoferrin war also urspriinglich in diesem Prostataexprimat
nicht nachzuweisen. Mgglicherweise entspricht bei Auftreten der
Doppelbande wie in Abb, 18 der rechte Anteil davon dem Lacto-

ferrin,
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Da Lactoferrin vor allem in der Blidschendriise gebildet wird
(TAUBER, 157), ist denkbar, daB es im Prostataexprimat in
unterschiedlicher Menge enthalten ist, je nachdem wie viel

Bldschendriisensekret in das Exprimat gelangt ist.

5:3.2.2, Molekulargewichtskorrelation

In dem in Abb, 19 gezeigten Prostataexprimat standen Albumin
und Lactoferrin als bekannte Marker fiir die Korrelations~
rechnung zur Verfiigung. Die markierte Bande wurde dem Seminin
zugeordnet, Seminin stammt wahrscheinlich aus der Prostata

(TAUBER, 158).

5.4, Elektrophoretische Proteinmuster der Genitalsekrete und

Zuordnung der Spermaplasmaproteine zu den einzelnen ak-
zessorischen Genitalorganen

Bei der Analyse von Spermaplasma unterschiedlicher Patienten
fiel die Verschiedenheit der Elektrophoresemuster auf, Zwar
lieB sich ein Basismuster erkennen, das individuelle Protein-
muster wurde jedoch stark durch die unterschiedliche sekreto-
rische Tatigkeit der akzessorischen Geschlechtsdriisen und die
unterschiedliche Mischung ihrer Sekrete bei der Ejakulation
beeinfluBt. Eine klare Beziehung zwischen dem Elektrophorese-
befund und pathologischen Spermiogrammbefunden fand sich in

unserem Untersuchungsgut nicht.

Auch DAVAJAN und KUNITAKE (9) konnten keine Unterschiede des

Spermaplasmaproteinmusters nach Disk-Elektrophorese bei fer-

tilen und infertilen Miannern nachweisen, wie auch keine ein-

deutige Relation zwischen Zahl und Form der Spermatozoen, Vo-
lumen und pH-Wert des Spermas und Sperma- oder Serumcitrat

nachgewiesen wurde (NIERMANN, 92),

Bei gezielten Fragestellungen muBl Spermaplasma des gleichen
Patienten z.B, vor, widhrend und nach einer bestimmten Therapie
untersucht werden, Auch bei der Elektrophorese von Hodenhomo-
genaten (Abb, 22 und 23) waren die Bandenmuster nicht mit un-
terschiedlichen Hodenbiopsie- oder Spermiogrammbefunden zu

korrelieren.
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Spermaplasmen von Patienten vor und nach Vasektomie sind in
den Abbildungen 25 bis 27 gezeigt, Untersuchungen hierbei kon-
nen evt, Hinweise auf eine oder mehrere hoden- bzw, nebenhoden-

spezifische Banden geben.

Bei den Spermaplasmen der untersuchten Patienten fehlte nach
Vasektomie jeweils eine Bande im hochmolekularen Bereich (IeG-
Bereich). Albumin schien nach Vasektomie otwas vermindert zu
sein. DORN (13) fand, daB bei VerschluB des Ductus deferens

im Elektrophoresediagramm nach Hochspannungspapierelektropho~
rese die sonst kathodisch liegenden Fraktionen eins bis drei
fehlten. .

Bei den Splitejakulatuntersuchungen konnte die Proteinbande,
die nach Vasektomie fehlte, jeweils der Fraktion zugeordnet
werden, die am meisten Spermatozoen enthielt. Diese Fraktion
enthielt auch jeweils die hdchste Albuminbande. In den meisten
Fdllen (ca. zwei Drittel) ist es die erste Fraktion, sonst die
zweite (TAUBER, 157). Da die Ejakulation in Schiiben erfolgt,
ermdglicht eine Fraktionierung des Ejakulates die Zuordnung
der Bestandteile zu den einzelnen Geschlechtsdriisen. Die ersten
Ejakulatportionen bestehen vorwiegend aus Prostata- und Hoden-
Nebenhodensekret, die letzten Portionen aus Bldschendriisen-
sekret, Dabei macht der Nebenhodenanteil weniger als 1o %, das
Prostatasekret 20 bis 60 % und die Blischendriisenproduktion
den Rest des Gesamtvolumens aus (MARBERGER, 71). Zusdtzlich
sind in der ersten Fraktion die Sekrete der Littré'schen und
Cowper'schen Driisen enthalten (SCHILL, 122). Damit stellen
prinzipiell die Sekrete der Glandula vesiculosa und Prostata
den gréBten Teil der Proteine im menschlichen Ejakulat zur
Verfiigung, wobei einige sofort nach der Ejakulation unter dem
Einfluf von proteolytischen Enzymen aus dem Prostatasekret ge-
spalten werden. LAVON et al, (63) konnte viele Proteine des
Nebenhodens nicht im Spermaplasma identifizieren, beschrieb
ihren Anteil am Spermaplasma als gering und fiihrte dies auf die

Verdiinnung wihrend der Ejakulation zuriick.

Da in den ersten Fraktionen von Splitejakulaten nicht nur
mehr Spermatozoen vorhanden sind, sondern diese auch besser

beweglich und lianger iiberlebensfdhig sind (MacLEOD und HOTCH-
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KISS, 67, FARRIS und MURPHY, 20, AMELAR und HOTCHKISS, 3),
diskutierten ELIASSON und LINDHOLMER (16) die Moglichkeit,
bei homologer Insemination qualitativ schlechter Ejakulate

nur deren erste Portion zu benutzen.

Die hochmolekulare Bande, die nach Vasektomie fehlte und sich
bei der Splitejakulattechnik immer der spermatozoenreiohsten
Fraktion zuordnen lieB, konnte auch in zwei Punktaten von
Spermatozelen (Abb., 31 und 32) nachgewiesen werden, welche
ihrem Inhalt nach am ehesten dem Nebenhodensekret entsprechen
diirften. Auch im Spermatozoenextrakt war eine ganze Reihe hoch-
molekularer Proteine nachzuweisen., Die elektrophoretiscne Tren-
nung des Detergentienextraktes menschlicher Spermatozoen wies
21 Banden auf, wobei allerdings die Abtrennung der einzelnen
Proteine nicht sehr scharf war. Dies war wahrscheinlich auf
die zahlreichen Lipoproteine aus der Spermatozoenmembran zu-
riickzufiihren, die bei Behandlung mit Detergentien extrahiert

wurden und offenbar die Elektrophorese storten.

Ferner waren im Bandenmuster von homogenisiertem Hodengewebe
(Abb. 22 und 23) zwei hochmolekulare Banden erkennbar, Ob ei-
nes dieser hochmolekularen Proteine mit dem identisch ist,
welches nach Vasektomie im Spermaplasma fehlte und sich bei den
Splite jakulaten der spermatozoenreichsten Fraktion zuordnen
lie, miiBte immunologisch gekldrt werden. Das Proteinmuster

des Hodenhomogenates dhnelt dem des Serums, was wahrscheinlich
auf die Kontamination des Hodenbiopsiemateriales mit Blut zu-

riickzufithren ist,

Im Ductus deferens fand sich nur eine gréfBere Bande, die im
Albuminzumi schungsversuch als Albumin identifiziert wurde, so-

wie einige kleinere Banden,

Im Prostataexprimat (Abb, 17) und Blischendriisensekret (Abb.
34) fanden sich ebenfalls keine entsprechenden Banden im IgG-—
Bereich, Daher scheint diese hochmolekulare Bande, die nach
Vasektomie fehlt und im Splitejakulat immer in der spermato-
zoenreichsten Fraktion auftritt und sich auch in der Sperma-
tozelenfliissigkeit nachweisen 1iB8t, dagegen im Prostataexpri-
mat, Blédschendriisensekret und Sekret aus dem Ductus deferens
fehlt, spezifisch fiir das Sekret aus dem Hoden- / Nebenhoden

zu sein,
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In diese Richtung weist auch eine Beobachtung von KALOGERO-
POULOS et al. (53), die fanden, daB im Ejakulat Proteine im
IgG-Bereich signifikant mit der Spermatozoenmenge zunahmen.
Ferner fanden TAUBER et al., (157) IgG und IgA in der ersten
Fraktion des Splitejakulates erhdht, in der sich auch die Mas-
se der Spermatozoen befand. Gleichsinnig verhielt sich auch
bei seinen Untersuchungen Albumin, das eine Abnahme von Frak-
tion I zu Fraktion III hin zeigte. Fructose und Lactoferrin
nahmen dagegen von I nach III hin zu, was fiir ihren Ursprung

aus der Blidschendriise spricht.

Die dargestellte hochmolekulare Proteinbande lieBe sich nach
nidherer Charakterisierung moglicherweise im Rahmen klinischer
Fertilitatsuntersuchungen bei der Differentialdiagnose "Ver=-
schluB der ableitenden Samenwege" verwenden. Liegt beispiels—
weise als Ursache fiir eine Infertilitit eine Azoospermie vor,
muB differenziert werden, ob sie in einem derartigen Verschluf
der ableitenden Samenwege oder in einer mangelnden Spermato-
zoenproduktion des Hodens begriindet ist. Dazu sind Hormonun-

tersuchungen und gegebenenfalls eine Hodenbiopsie notig.

Die von uns beobachteten zahlreichen niedermolekularen Pro-
teinbanden des Spermaplasmas lieBen sich mit Hilfe der Split-
ejakulattechnik eindeutig der dritten Fraktion und in gerin-
gerem MaB der zweiten Fraktion zuordnen und stammen damit aus
dem Bléschendriisensekret. Auch die als breitbasige Schulter
imponierende Bande links vom Albumin ist am deutlichsten in
der dritten Fraktion ausgeprigt. Sie enthdlt wahrscheinlich
Glyko~ und Lipoproteine aus der Blidschendriise., Diese Substan-
zen lassen sich in der Gradientengelelektrophorese schlechter
trennen. Die Technik der Wahl wire hier die isoelektrische Fo-

kussierung,

Bladschendriisensekret vom Menschen zu gewinnen, ist nur opera-
tiv mdglich und ist daher schwer zugdnglich. Uns stand ein
Operationspridparat, das wihrend einer Prostataexstirpation
wegen Prostatakarzinoms gewonnen wurde, zur Verfiigung, Nach
Punktion der makroskopisch intakten Glandula vesiculosa konn-
te eine geringe Menge von Blischendriisensekret abgesaugt wer-—

den. In der Gradientengelelektrophorese zeigten sich nur weni-
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ge niedermolekulare Proteinbanden. Dies deckt sich mit der Be-
obachtung von LAVON et al. (63) und MANN (68), daB zahlreiche
niedermolekulare Proteine im Spermaplasma erst wdhrend oder
ganz kurz nach der Ejakulation durch Proteolyse entstehen,

Es ist allerdings nicht auszuschlieflen, daB die sekretorische
Funktion der Blidschendriise infolge des Grundleidens des Pa-
tienten (Prostatakarzinom) bereits alteriert war, obwohl ma-

kroskopisch in der Bldschendriise keine Veridnderungen vorlagen.

Ein Beispiel fiir die Beeinflussung eines Organsekretes durch
Entziindung und Karzinombildung wurde am Prostataexprimet ge-
geben, Wie BLENK und HOFSTETTER (6) zeigen konnten, treten im
Ejakulat bei chronischer und besonders bei akuter Adnexitis
vermehrt Serumproteine auf, Mit Hilfe der Immunelektrophorese
konnte bei Kranken mit chronischer Adnexentziindung und Epi-
didymitis alpha-1-Antitrypsin, Transferrin und IgG und bei
Kranken mit akuter Adnexentziindung zusidtzlich saures alpha-1-
Glykoprotein, C3c, Coeruloplasmin und Haptoglobin nachgewie-
sen werden, Im Gegensatz dazu konnten diese Serumproteine bei
Gesunden oder bei Patienten mit vegetativem Urogenitalsyndrom

nicht gefunden werden,

Ein d@hnliches Ergebnis zeigte sich bei der Mikro-Disk-Elektro-
phorese von Prostataexprimat bei Prostatovesiculitis (Abb. 20).
Auffiallig war das Auftreten mehrerer hochmolekularer Banden

im B~-Globulin-~ und IgG-Bereich, fermer schnell wandernder Ban-

den rechts vom Albuminpeak,

Wihrend also die Zahl der Proteine im Prostataexprimat und
Spermaplasma bei Adnexitis deutlich zunimmt, verringert sich
die Sekretion von Substanzen, deren Produktion von der Funk-
tionsfahigkeit der Adnexdriisen abhidngt, Beispielsweise wird
Zitronensdure bei Patienten mit Prostatitis und Epididymitis

deutlich vermindert ins Spermaplasma abgegeben (SCHIRREN, 138).

Bei Prostatakarzinom ist offenbar ebenfalls die Abgabe von
Proteinen ins Spermaplasma verringert, Bei einem Patienten mit
Prostatakarzinom liefl sich durch die Elektrophorese des Prosta-
exprimates nur eine grioBere Proteinbande nachweisen, die im

Zumi schungsversuch als Albumin identifiziert werden konnte.
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Dieser Befund weist auf die exkretorische Insuffizienz der

karzinomatosen Prostata hin.

55, Androgenabhﬁngigkeit der Sgermaglasmagroteine

eS.1, Antiandrogentherapie

SchlieBlich sollte noch die Androgenabhingigkeit des Protein-
musters im Spermaplasma untersucht werden, Bekannt ist, daB
die sekretorische Aktivitit der akzessorischen Geschlechts-
driisen androgenabhidngig ist. So konnte die Androgenabhiéngigkeit
von Fructose, Phosphatase und Zitronensidure gezeigt werden
(scHILL, 122).

DORN (13) konnte bei der Elektrophorese von Spermaplasma zweier
Patiernten mit Androgenmangel erst durch Testosterongabe eine
weitgehende Normalisierung der Spermaplasmaelektropherogramme
herbeifiihren, HERRMANN (37) berichtete erstmals iiber EiweiB-
verschiebungen im Spermaplasma von zwei Patienten mit sekun-
didrem Hypogonadismus, die durch fast vollstindiges Fehlen des
von den Blédschendriisen gebildeten spezifischen 3,72 S - Proteins
charakterisiert waren, Bei einem Fall fanden sich zusatzlich
eine hochgradige Verminderung von IgG und Lactoferrin sowie
eine Vermehrung des spezifischen 1,1 S~ Proteins aus der Pro-
stata., Bei dem zweiten Fall wurde trotz mehrjihriger Hormon-
behandlung neben dem Fehlen des 3,72 S -Proteins eine Ver-
minderung der Proteinfraktion B1 nachgewiesen, wihrend andere
Proteine aus der Blidschendriise normal oder sogar vermehrt wa-
ren, Aufgrund der EiweiBverdnderungen im Spermaplasma wurde
eine Unterfunktion der Prostata und der Bliéschendriise in bei-

den Fdllen angenommen.

Diese Untersuchungen zeigen eindrucksvoll, daB das Protein-
muster des Spermaplasmas hormonabhingig ist, Das wird auch

durch unsere eigenen Untersuchungen bestédtigt,

Die Analyse des elektrophoretischen Proteinmusters vor und
unter Antiandrogentherapie sowie nach Beendigung der Therapie
mit 300 mg Cyproteronazetat i.m, alle zwei Wochen ergab, daB

sich zwar Albumin unter Antiandrogentherapie nicht wesentlich
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verdnderte, die niedermolekularen Proteinbanden rechts vom
Albumin unter Antiandrogenbehandlung dagegen auBerordentlich
stark abnahmen. Auch die Bande direkt links vom Albuminpeak
nahm unter der Therapie deutlich ab, Nach Beendigung der Anti-
androgenbehandlung zeigte sie wieder eine starke Zunahme, die
moglicherweise auf eine iiberschieBende Produktion nach vor-

hergehender Hemmung zuriickzufiihren ist,

Durch die Antiandrogentherapie nicht vermindert wurden ein-
zelne schnell wandernde Banden, die ganz rechts im Densito-
gramm lagen, Sie nahmen sogar unter Antiandrogentherapie leicht

zu, um nach Absetzen der Therapie wieder abzufallen,

Umgekehrt verhielten sich die niedermolekularen Proteine

rechts vom Albumin, die nach Beendigung der Therapie eine
deutliche Zunahme aufwiesen., Die beobachtete Einschridnkung

der Trennschiédrfe diirfte darauf zurﬁckzufﬁhrenbsein, daBl in-
folge iiberschieBender Produktion einzelner Proteine nach The-
rapiebeendigung eine Uberlagerung mit anderen Proteinen in die-

sem Bereich stattfand,

Langzeitverdnderungen nach Absetzen einer Cyproteronazetat-
therapie sind bei der Indikationsstellung zur Antiandrogen-
behandlung zu beriicksichtigen, wie etwa bei einem evt, Einsatz
von Cyproteronazetat als ménnliches Kontrazeptivum (SCHILL,
121, 125). Bekannt ist, daB die Spermiogenese vsllig reversi-
bel ist (SCHILL, 125, OTT et al., 97, STADTLER und HORN, 150).
Dagegen ist es fraglich, ob sich nach Absetzen der Antiandroge-
ne die Leydigzellatrophie wieder zurlickbildet (SCHILL, 125).

55024 Gonadotroginsubstitutionstheragie

Bei der Substitutionstherapie des sekundiren Hypogonadismus
konnten entgegengesetzte Effekte im Proteinmuster des Sperma-
plasmas beobachtet werden, Infolge der fehlenden Androgensti-
mulation waren die Banden, die auf Antiandrogene mit einem
Abfall reagierten, vor Therapie iiberhaupt nicht oder nur in

Spuren vorhanden,

Unter Mesterolontherapie traten vorher nicht nachweisbare nie-
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dermolekulare Banden auf, die unter HMG/HCG-Substitution wei-
ter zunahmen, widhrend weitere niedermolekulare Banden hinzu-
kamen, die denen entsprachen, die unter Antiandrogenzufuhr
zunahmen, Ferner zeigte sich unter HMG/HCG—Therapie eine er-
hebliche Zunahme der als breite Schulter imponierenden Banden
im hochmolekularen Bereich, die zu einer relativen Erniedri-

gung der Albuminfraktion fiihrte,

Die vorliegenden Untersuchungen wiesen vor allem auf die Andro-
genabhingigkeit derjenigen Proteine hin, die aufgrund der Split-~
ejakulattechnik dem Blidschendriisensekret zugeordnet werden
konnten, Die Sekretion der einzelnen Proteine ist offenbar
unterschiedlich je nach Art der androgenen Stimulation, da die
schnell wandernden Proteine (im Densitogramm ganz rechts lo-
kalisiert) unter HMG/HCG- und auch Cyproteronazetatzufuhr zu-
nahmen, unter Mesterolon aber nicht vermehrt waren, Die Zu-
nahme dieser Proteine stellt wahrscheinlich einen direkten

Effekt der HMG/HCG-~ bzw. Cyproteronazetatzufuhr dar.

6. ZUSAMMENTFASSUNG

Es wird iiber die Analyse von minnlichen Genitalsekreten mit
Hilfe von Mikro~Elektrophorese-Techniken berichtet, wobei die

Elektrophoresetechnik ausfiihrlich dargestellt wird,

Die verwendete Polyacrylamidgel-Elektrophorese ist bei einer
Empfindlichkeit wvon 10_9 Gramm pro Einzelbande und gleicher
Trennschirfe wie die bekannten Makromethoden besonders fiir
die Analyse von Material geeignet, das nur in geringen Men-
gen zur Verfiigung steht. Sie bietet auBerdem den Vorteil,
schnell Ergebnisse zu liefern, da bei entsprechender Aus-
riistung des Labors schon knapp 6o Minuten nach Beginn der
Elektrophorese die gefédrbten und differenzierten Gele mit

den geschriebenen Densitogrammen vorliegen konnen,

Uber die Korrelation der Gelkonzentration homogener Polyacryl-

amidgele mit den Rf-Werten der aufgetrennten Proteinbanden

- 1ol -

wurde fiir Blutserum und Spermaplasma als optimale Trennmetho~
de die Polyacrylamidgel=Elektrophorese ermittelt, Sie arbei-
tet mit anionischer Diskontinuitdt und gleichmidBig ansteigen-
der Gelkonzentration und wurde in der vorliegenden Arbeit

hauptsiichlich verwendet.

Am Gradientengel korreliert die Wanderungsstrecke einer Sub-
stanz umgekehrt exponentiell mit ihrem Molekulargewicht., Auf
dieser Basis, sowie mit Hilfe von Zumischungsversuchen mit

bekannten Proteinen wurden einzelne Proteinbanden im Sperma-
plasma und Prostataexprimat identifiziert: Albumin, Lactofer-

rin und Seminin,

Bei dem Versuch, das elektrophoretische Bandenmuster klinisch
zu verwerten fand sich keine klare Beziehung zwischen dem
Elektrophoresebefund von Spermaplasma und pathologischen Sper-

miogrammbe funden,

Prostataexprimat bei Prostatovesiculitis und Prostatakarzinom
wurde untersucht, wobei ersteres zahlreiche Serumproteine ent-

hielt und letzteres eine sekretorische Insuffizienz aufwies.

Ferner wurden Elektrophoresen von Hodengewebshomogenat nach
Hodenbiopsie, Spermatozoenextrakt, Spermatozelenfliissigkeit,

Sekret aus Ductus deferens und Blischendriisensekret durchgefiihrt.

Eine Zuordnung einzelner Proteinbanden zu den verschiedenen
akzessorischen Genitaldriisen war durch Spermaplasmauntersu-
chungen vor und nach Vasektomie und mit Hilfe der Splitejaku-
lattechnik méglich, Ein hochmolekulares Protein im Spermaplas-
ma fehlte nach Vasektomie und war in den Splite jakulaten immer
der jenigen Fraktion (I oder II) zuzuordmen, welche die meisten
Spermatozoen enthielt, Sie ist offenbar spezifisch fiir das
Hoden~ /Nebenhodensekret. Eine analoge Bande, deren Identitat
mit der vorgenannten allerdings noch nicht erwiesen ist, zeig-
te sich im Hodenhomogenat und im Spermatozelenpunktat, war
hingegen nicht im Sekret des Ductus deferens, des Prostata-
exprimates oder des Blischendriisensekretes nachzuweisen, Die

zahlreichen niedermolekularen Banden, sowie eine breite Schul-
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ter von Proteinbanden im hochmolekularen Bereich konnte mit
Hilfe der Splitejakulatuntersuchungen dem Blidschendriisense~

kret zugeordnet werden,

Die Androgenabhiéngigkeit des Proteinmusters des Spermaplasmas
wurde bei Midnnern vor, widhrend und nach Absetzen einer Anti-
androgentherapie mit Cyproteronazetat, sowie bei sekundidrem
Hypogonadismus vor und widhrend Substitutionstherapie mit Me-_
sterolon und Humangonadotropinen untersucht, Bei ungeniigender
Androgenstimulation fehlten eine Reihe niedermolekularer Pro-
teine im Spermaplasma, wihrend sie unter physiologischen An-
drogenspiegeln und widhrend der Therapie mit Mesterolon und
Humangonadotropinen vorhanden waren, Einige schnell wandernde
Banden nahmen dagegen sowohl unter Cyproteronazetat als auch
unter Humangonadotropinsubstitution, nicht jedoch unter Me-

sterolongabe deutlich zu,

Die Erfahrungen zeigen, dafl sich die Gradientengel~Elektwm ~
phorese im MikromaBstab fiir die Analyse des Proteinmusters

des Spermaplasmas und der einzelnen Sekrete der akzessorischen
Geschlechtsdriisen eignet und daB sie fiir spezielle Fragestel-

lungen der Andrologie von grofBem Nutzen sein kann,
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