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Sarcoplasmic proteins from beef and horse muscle extracted by
dist. water and phosphate buffer were fractionated by gel fil-
tration with Sopnadex G-75 and G-100 respectively. The 1mmuno-
logical properties of two components wcre investigated by
means of precipitin tests, iImmunisation of rabbits, and immune
electrophoresis.

There was one main fraction which contained a few proteins.
One of tuem seemed to be similar to scrum albumin. Antisera
against tnis fraction iiad animal stsecics specificity and

couxd be absorbed with homologous serum albumin.

Another main fraction consisted of several components with
lower molecular weigiit i.e. myoglobin. With this fraction
rabbits could be immunized too. Antisera against this fraction
precipitated only sarcoplasmic proteins but not serum proteins
of tne homologous animal species. Animal species specificity of
the myoglobins could not be detected except by means of

immune electrophoresis. Furthermore this second fraction was
shown to contain antigens obviously being common to cattle and
horse.



Die biochemischen Eigenschaften der fur technologische Prozesse
auBerordentlich wichtigen fibrillaren MuskeleiwsifRe sind be-
reits eingehend untersucht, Recht wenig bekannt ist dagegen
uoer die wasserldslichen MuskeleiweifBe, die sog. 'Sarkoplasma-
Proteine::. Man falRte sie fruher als "Myogene"™ auf, auch das
Globulin X" gehoért hierher. Neuere Untersuchungen zeigten,dal3
es sich bei diesen Eiweiflen u.a. um ein Gemisch verschiedener
fcnzyme handelt3 die inzwischen zum grollen Teil ndher charak-
terisiert worden sind (Beisenherz u.a.® 195.3),

Mit Anwendung neuerer Methoden zur Fraktionierung von Protein-
gemiscnen erwies sich auca der wasserldsliche Anteil der Muskel-
eiweille als recht heterogen zusammengesetzt. Besonders die Gel-
Filtration ermdéglichte eine weitestgehende Auftrennung des Ge-
samtextraktes. Giles (1965) hat kirzlich versucht, die in Rin-
dersarkoplasma ermittelten Proteinfraktionen mit den aus fri-
heren Arbeiten bekannt gewordenen Einzelisolierungen definier-
ter Proteine (vornehmlich verschiedene Enzyme) in Beziehung zu
setzen.

Zur Charakterisierung der verschiedenen wasserldslichen Muskel-
eiweille wurden bisher die konventionellen Daten der biochemi-
scnun Analyse herangezogen. Sie gestatteten in Einzelfallen

die Feststellung bestimmter Speciesunterschiede, durch die die
Sarkoplasmaproteine verschiedener Tierarten gegeneinander abge-
grenzt werden koénnen (Gilcs 1962, Thompson 1960, 1961, 1962).

Wenn also schon die biochemische Untersuchung tierartlich in
diesen Proteinen gebundene Unterschiede nachweist, so liegt

die Vermutung nahe«, dall dies durch die Immunologische Analyse
noch deutlicher dargetan werden kann. Zwar wurden Muskelgesamt-
extrakte in nativer oder auch modifizierter Form schon oft fur
Immunisierungszwecke verwendet, doch sind die immunologischen
Eigenschaften definierter Muskelproteine bisher nur selten un-
tersucht worden.



Unter cen Strukturproteinen wurde das Myosin als Antiken zur
Kerscellung ypezifis«cner Antiseren benutzt (3sent -GyorrY u.

1960). AuBerdem wurden auch die immunologischen Ei-
genschaften des Myoglobins untersucht (Xesztyls u. Varterész
N945 Jvendjew u. Mitarb. 1954). Immunelektrophoretische Unter-
suchungen an l'uskeleiweillen ergaben ebenfalls Speciesunter-
schiede CRyrand Uj.=Schneider 1952 au. b). Diese Untersuchun-
gen wurden allerdings an Gesamtextrakten und nicht an einzel-
nen Fraktionen ausgefinrt. Sie lassen bereits erkennen, dal
bei den wasserldslichen Muskelproteinen auch in antigen-analy-
tischer Hinsicht einige differente Fraktionen unterschieden
werden mussen.

Im Verlaufe unserer Untersuchungen Uber die ldentifizierbar-
keit verschiedener Proteine mittels immunologischer Methoden
schien es uns gerechtfertigt, auch die immunologischen Eigen-
schaften einiger MuskeleiweiRfraktionen ergédnzend zu den be-
reits bekannten biochemischen Daten zu untersuchen.

A. FraktionierungvonJJuskeleiweil’en

Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung der Extrakte diente
fett- und sehnenfreie Skelettmuskulatur von Rind und Pferd.
Die Muskulatur wurde in schlachtwarmem Zustand entnommen,
soweit erforderlich von Fett- und Bindegewebe befreit, im
Fleischwo :if zerkleinert und dann nach verschiedenen Verfah-
ren extrahiert.

le MsserigcMExtraktion™nach”U.”~Barten” 1965

Das zerkleinerte Fleisch wurde mit dest. Wasser Ubergos-
sen, uber Macht in Kiuhlschrank extrahiert und anschliefRend
in der Kuhl Zentrifuge bei 0-2° C zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde Tfiltriert und dann lyophilisiert. Das Lyophi-
lisat wurde bis zur Fraktionierung uUber SicapentCRJ i?
Exsikkator aufbewahrt. Zur Auftrennung wurde®es bis zu
einer EiweilRkonzentration zwischen 4,5 und 12,6 g% in Was-
ser gelost. Die EiweiBbestimmung erfolgte nach Lowry 1951.
Fir die Gel-Filtration wurde Sephadex G-75, new~bead form,
Pharmacia Uppsala, Schweden, verwendet. Das pulverférmige-
Material wurde in Wasser aufgeschwemmt und verblieb zum
Quellen eine Macht im Kuhlschrank. Durch mehrmaliges Wa-
schen und Dekantieren wurden die sehr feinkdérnigen Par-
tikel entfernt. Das Gel wurde dann in ein durch Hasserkihlung



auf 1jJ 15 C temperiertes doppelwandiges Chromatoprathie-
ronr vcroraclit (Durchmesser 25,4 mm, Lanse 450 Auf die
so vorbereiteteSaule wurden 5 ml Extrakt gegeben. Die EIN

léeit v L 8g56 bei einer rch IuB eschwindj
ettt von 95~ ml«mm . Insgesamt wur en eder Fra tlo—

nierung mindestens 60 Fraktionen zu je 4 nI in *"PG-Rohr-
aSfgefaipeinem Fraktionssammler de”™ Fa. Bender & Hobein

oFvItf” Frakti?n wurde der Eiweiligehalt und der nach dom
«-Verfahren ermittelte Prazipitin-Titer *e*enlber verschie-

eines ?6tlic-o”eFOndtn Anti"S"re”™ bestimmt. Das Auftreten
Fraktionon registriert?** bei ** «»«Prochondon

Aus einer Reihe von Auftrennungen wurden dicienie™n Frak-

t1ZTzI'iIIT. 2?2 ' die/ ine Pr_ ~Pitation mit Anti-Rinder-
i I Sie_wurden vereinigt, Qlyophilisiert und als
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Antigene fir Immunisierungszwecke verwéndet (Antigen F I).
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wurden ebenfalls vereinigt undais”"PFMI~fzL"chnedf*lese

fomioka 17924) fe6 Sarkoplasma-Proteine Ojanteufel und

Weitere Fraktionierungen erfolgten nach der von Giles 1965
gih<er ?20n3< zTchSamc“uﬁePeée}é%ﬁeQi'&%%’WJF&M}%&WU%Q in
le sich dann eine zweite Fraktionierung des lyophilisier-
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150 x~im Saule statt Sephadex G-100 in einer



B.

Immunologische Untersuchung

1= Eraziffitation

Als préazipitierende Geren wurden verwendet:

Anti-Rinderserura (Anti~RS),
Anti-Pferdeserur. (Anti-PS) ,
Anti-Rinderserum-Albumin (Anti-RSA) s
Anti-Rind FI,

Anti- Pferd PF I.

Anti-Rind PF 11,

Anti-Pferd PF 11.

Zur Prazipitation wurden die Seren mit den entsprechen m
den Antigen-Losungen in Ro6hrchen von 3 nm lichter Weite
und 30 nm Lange Uberschichtet. Als Titer der jeweiligen
Reaktion wurde diejenige Antigen™Verdinnung bezeichnet
(bezogen auf Eiweillgehalt nach Lov/rv), die mit dem be-
treffenden Antiserum eine eben noch™sichtbare Fa&llung
erkennen liel3.

Immunisierung

Jeweils zwei Kaninchen wurden mit Material der Fraktio-
nen F I, PF I bzw. PF Il unter Verwendung von FREUND-
schem Adjuvans immunisiert. Die Gesamtdosis betrug 34 me
Antigen / Tier und verteilte sich wie folgt:

1. Injektion intracutan 4 mg
2. Injektion (15.Tag nach 1.Injektion) subcutanl10ny
3. Injektion (16.Tag nach 1.Injektion) intraven6s10mp
4. Injektion (17.Tag nach 1.Injektion) intravends10my

Nach Beendigung der Immunisierung wurden die Kaninchen
entblutet und das Serum lyophilisiert und in evakuierten
Ampullen im Kuidhlschrank aufbewahrt.

Immunelektrophorese

Die Immunelektrophorese erfolgte mit einem Gerat der
Fa. LKB-Produkter AB Stockholm nach den Arbeitsanwei-
sungen dieser Firma. Hierbei werden die Antigene eine
Stunde bei 250 V und 50 mA im Agargel elektrophoretisch
aufgetrennt. Durch anschlieBende Diffusion des Anti-
Serums gegen die Antigene bilden sich Prazipitate, die
ungefarbt oder auch gefarbt betrachtet werden koénnen.



Prazipitierende Titer verschiedener Sarkoplasma-Proteinfraktionen
gegen homologes Anti-Serum“Serum (Pferd).



Prdzipitierende Titer & R&Ohrchenversuch

j -.Antigen  pferiJe_ Pferd Pferd Binder- [?™M®! Rind Rind
JAntiscrim\. serum FF 1 F 1 S8™ m Albumin J 1 F 11




Ergebnisse und Diskussion

Die Abbildung zeigt die Verlaufskurven fur den Eiweil3gehalt

bei einer mit Purfer ausgefiuhrten Fraktionierung von Pferde-
Uuskelextrakt. Daneben sind die prazipitierenden Titer der ein-
zelnen Fraktionen gegen Anti-Pferdeserum-Serum mit eingetragen.
“tlan erkennt, dal mehr als die Halfte der gewonnenen Fraktionen
mit diesem Serum reagiert. In diesen Muskeleiweil3-Fraktionen
finu.cn sich offenbar also die gleichen Antimon-Determinanten
wie 1In den homologen Serum-Eiweillien.

Die aus den rluskeleiweil3losungen isolierten Fraktionen F | sowie
Pr 1 und Il und verschiedene andere Antigene wurden zun&chst 1im
Rohrchenversuch auf eine Prazipitation uUberpruft. Im positiven
Falle wurde die Reaktion bis zum Endpunkt austitriert. Die Er-
gebnisse sind iIn einer Tabelle zusammengefalRt, wobei die Titer
mit angegeben sind.

Zunachst fallt im oberen linken Teil der Tabelle auf, dal eine
kreuzweise Reaktion zwischen den Anti-Muskeleiweill? (Pferd PF 1)-
und den Anti-Serum-Seren stattfindet. Die Titerunterschiede
sind nur gering. Die entsprechenden Reaktionen bei Rind wei-
sen grolere Titerunterschiede auf, die moglicherweise auf die
hier angewendete andere Fraktionierungsmethode zurickzufihren
sind, ~ie iluskel fraktion F 1 vom Rind reagiert geringer aber
doch deutlich mit den heterologen Anti-Pferd-Seren. Inwiefern
dennoch eine tierartlich gebundene Spezifitat einzelner Kompo-
nenten besteht, ergab sich erst durch die iImmunelektrophoreti-
sche Kontrolle, die auch die vermeintlich unspezifischen Reak-
tionen der PF I1l-Fraktionen aufklarte.

Auffallig ist, dal ein spezifisch gegen RinderseruKi-AlbfcLmin”ge-
richtetes oerum eie F I-Fraktion mit eben dem gleichen Titer
fallt wie Rinderserum. Umgekehrt fallt das Anti-F 1-Serum das
homologe Antigen mit einem geringeren Titer als Rinderserum*
Albumin.



Die Reagenten des Ringtestes nach Uhlcnhuth wurden auch irr..xv
elektrophoretisch Uberpruft. Positive Reaktionen im Ringtest

ergaben bei der Immunelektrophorese Préazipitate im Agargel™. Lei
negativen Reaktionen nach Uhlenhuth zeigten die Reagenton auch

keine Préazipitationslinien bei der Immunelektrophorese.
Immunelektroghoretische”Bilder

Anti-F 1“ bzw. -PF I-Seren reagierten in der Inmunelektretiho: >
sc tierartspezifisch, d.h. nur mit dem Antigen der homologen

Tierarts nicht mit dem entsprechenden der anderen Tierart:

z.B. Anti-Rind F I-Serum ./. Rind FI ~ +
Anti-Rind F I1*Serum ./. Pferd PF 1 - =

Die Prazipitationsbdgen lagen im Bereich der Serunialbunme wie
der Vergleich mit einem entsprechenden als Serum verwendeten
Antigen und auch mit reinem Rinderserum-Albumin zeigte. Un die
Identitat dieser Komponente klarzustellen, wurde ein Aiti-1-" I-
Serum sukzessive mit Rinderserum-Albumin abgesattigt. Nach
sattigung mit 400 Mikrogramm / ml war der entsprechende Wit -
pitatbogen im Serumalbumin-Bereich verschwunden. Andere 1; v; e
pitatbdogen blieben jedoch bei dieser Reaktion zwischen So-uV
albumin-abgesattigtem Anti-F I1-Serum und homologer. Antigen er-
halten. Diese Komponenten wiesen eine geringere ’rarderungrge-
schwindigkeit auf und zogen sich z.T. bis in den Globulin-
Bereich hinein. Dabei handelte cs sich um mindestens vier deut
lieh sichtbare Prazipitationsbanden. Die Uneinheitlichkeit der
F I-Fraktion ist damit erwiesen. Gleichzeitig weist dieser Ver-
such aber auch nach, dall die F I-Fraktion eine Komponente ent-
halt, die, zumindest was die LadungsgréRe und das iImmunologisch:
Verhalten anbetrifft, von einem Serumalbumin der homologen

Tierart nicht zu unterscheiden ist.

Auch die PF l1l-Fraktion wurde immunelc-ktrophoretisch unter-
sucht. Diese Fraktion enthielt niedermolekulare Komponenten
und war stets gefarbt. In ihr befand sich also auch drk Myoglo-

bin. Versuchsweise vorgenommene Immunisierungen nit rlnor



Il-Fraktion (also nur durc- ifaserige Extraktion gewonnen)
waren fehlgeschlagdn, offenbar, weil die verwendete Dosierung
zu einer Antikoérperbildung nicht ausgereicht hatte. Im Ring-
test hatten sich die PF Il "Antigone durch eine scheinbar vdllig
unspezifische Reaktion ausgezeichnet (vgl. Tabelle), was beson-
ders darin zum Ausdruck koénnt; dall die beiden Anti-Rind-PF 1I™
Seren das heterologe von Pferd stammende Antigen mit einen hohe-
ren Titer fallten als das autologe Antigen.

Die immunelektrophoretische Analyse brachte hier eine interes-
sante Aufklarung. Sowohl bei I.Dnologcr als auch bei heterologer
Reaktion fanden sich nadmlich ineinander Ubergehende unscharf
getrennte Bodgen, die sich von der Kathode bis zur Anode hinzo-
gen. Sie waren im Globulinbcreich etwas starker ausgepragt.
Bei .Ter Reaktion mit der. autologen Antigen hingegen zeigten
die Reagentcn im Globulmoer ;ic.a einen weiteren kraftig ausge-
pragten Jogen, der bei aer notcrologen Reaktion nicht vorhanden
war. Die Starke der Reaktion und die Lokalisierung dieser Pra-
zipitatbande lieBen nur den SchluR zu. daB es sich um eine
Reaktion des Myoglobins mit einem spezifischen Antikérner han-
delte. Damit ist erneut die opccies-Spezifitat der Myoglobine
unter Beweis gestellt wie sie auch von Kosztylis u. Varterasz
(1945) sowie Kendrew u. Mitarb. (1954) bereits beschrieben
worden ist..Auffalligerweise zeigen all diese Komponenten we-
der mit Serumeiweilen noch auch mit der ersten Hauptfraktion
der Sarkoplasma-Eiweille irgendeine serologische Verwandtschaft.
Damit ist die in einem anderer: Zusammenhang vertretene These
(2) widerlegt, die serologiscnc Reaktionsfahigkeit von Muskel-
extrakten gehe nur auf die in ihnen enthaltenen Reste von Se-
rumeiweill zurtck.

SchlieBlich wurden auch noch die nach Giles aufgetrennten

Rind-iiUskolextrakte mit einem homologen Anti Seru”albunin-
Serum zur Reaktion gebracht. Hierbei ergaben die Fraktionen
46 bis 57 eine stark positive Reaktion mit Titern van mehr
als 1:50 000. Dieser Fraktionca.-",cr:zicb ~nt'.’-nrieht dem von



Gilos als 7 2 bezeichn.';.- " . litt- Erc r i » ; u : :;
mit einem Molekulargewicht in der Grofienordnung von 110 0CO
Die Ubrigen Fraktionen zeigten keine Reaktion mit diesem Anti-
serum, jedoch reagierten die Anti-PF II-Seren mit einem rohr
hohen Titer gegenlber der von Giles_ais V 5 A und B bezeichne-
ten Fraktion. Die letztere enthdlt das Myoglobin.

Diese Reaktionen zeigen viede:.un, dall die von uns fir ' -uU~
sierungszv.“ecke verwendeten Antigene durchaus komuleX zusammen™
gesetzt sind. Andererseits zeigen sie aber auch, daR die Frak-
tionierung nach Giles ein sehr gutes Hilfsmittel ist, um
wohldefinierte und scharf abgegrenzte Sarkoplasma-Fraktionen
zu gewinnen. Weiteren Untersuchungen mul eine Immuni-sierung mit
solchen scharfer atfg.etrennten Binzeifraktionen 'erbehalten
bleiben.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen die SchluBfolgerung zu
daR die barkoplasma-Proteine aus einer ranzen Reihe antigen-
analytisch differenter Fraktionen bestehen. Nur :inigen von
ihnen kommt eine echte Tierart.”Spezifitdt zu ui.hrend andere
anscheinend nur eine Organ-Spezifitdt besitzen und somit die
entsprechenden Muskelextrakte zur ldentifizierung der Tier-
art untauglich machen.



|]u8g3Qcnfassun?*

Waésserige und phosphatpufferhaltige Skelettmuskulatur--Extrakte
von Rind und Pferd wurden durch Gelfiltration Uuber Sephadex
G-75 bzw. G-100 fraktioniert. Die immunologischen Eigenschaf-
ten zweier Komponenten wurden mittels Prazipitation, Immuni-
sierung von Kaninchen und Immunelektrophorese untersucht.

Die erste Hauptfraktion enthielt neben anderen eine albumin-
artige Proteinkomponente, die in ihren serologischen Eigen-
schaften dem Serumalbumin &hnelte. Anti-Seren gegen diese
Fraktion waren tierartspezifisch und liefen sich durch homo-
loges Serumalbumin absattigen.

Die zv/eite Hauptfraktion enthielt mehrere Komponenten niedri-
geren Molekulargewichtes, u.a. auch das Myoglobin. Auch mit
dieser Fraktion lieBen sich Kaninchen immunisieren. Die ge-
\Jonnencn Antiseren wiesen Prazipitine auf, die nur gegen
Muskeleiweille, nicht aber gegen Serumproteine der homologen
Tierart gerichtet waren. Eine tierartlich gebundene Spezifitat
der Myoglobine lie sich nur durch die immunelektrophoretische
Untersuchung nachweisen. Daneben zeigte diese zweite Fraktion
aber Antigenkomponenten, die offenbar bei Pferd und Rind ge-
meinsame Determinanten aufweisen.
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