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Nan machte Versuehe zur Herstellung yon Extrakten aus Pro- 
teinen des roten Knochenmarks, die fiir St~rkegelelektrophorese 
geeignet sind. Die besten Ergebnisse hat ten wir bei der Extraktion 
mit 0,85proz. NaC1-L6sung nach Zerreiben des !Vfarkgewebes rnit 
Quarzsand. Auch bei dieser Methode wurde die Gleiehartigkeit 
zwischen den EiweiBfraktionen des roten Knochenmarks und 
denen des Blutserums best~tigt, indem gleichzeitig aueh auf 
einige Untersehiede hingewiesen wurde. Bei Extrakt ion mittels 
0,85proz. NaC1-LSsung wurde eine zus/itzliche Fraktion bestimmt, 
die eine Elektrophoresebeweglichkeit zwischen den Serum- 
postalbuminen und den Fe2-Globulinen aufweist. 

Experiments were carried out to prepare extracts of the pro- 
teins of red bone marrow in a form suitable for starch gel electro- 
phoresis. The best results were obtained by grinding the tissue 
with quartz sand and extracting it with O.85proc. NaC1 solution. 
Although the protein fractions of red bone marrow and of blood 
serum proved to be very similar, a few differences could be noted. 
When 0.85proz. NaC1 was used for the extraction, an additional 
fraction was found to occur which had an electrophoretic mobility 
less than the serum postalbumins and greater than the Fa2 
globulins. 

Das rote K n o e h e n m a r k  ist eines der wichtigsten bluterzeugenden 0r -  
gane des menschlichen und  tierischen Organismus. Wghrend  die chemi- 
sche Zusammense tzung  der das Mark au fbauenden  Lipide verh/~Itnism/~13ig 
gut  charakterisiert  ist 1, sind die Angaben  in  der Li te ra tur  in bezug auf 

* I-Ierrn Prof. Dr. A.  Boitschino]] zum 65. Geburtstag gewidmet. 
1 p .  K .  Lund,  D. M .  Abadi  und J.  C, 2~Iathies, Lipid Research 3, 95 (1962). 
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seine Proteinzusammensetzung nicht geniigend ~usftihrlieh. Im Jahre 1910 
untersuchte Nerlc ing  ~ zum ersten Mal ganz allgemein die Proteinzusam- 
mensetzung des Knochenmarks yore Rind. Sp/~ter richteten F u c h s  und 
Pr iese l  a ihre Aufmerksamkeit auf das Uberwiegen der Globuline und Nu- 
kleoproteine im Knochenmark yon Tieren, zusammen mit Spuren yon 
Albuminen, Albuminosen u. a. 

Die Schwierigkeiten bei der Auftrennung und der Charakterisierung 
der Proteine wurden weitgehend durch die Einffihrung der Elektro- 
phoresemethoden iiberwunden. Mittels dieser Methoden wurde die Analo- 
gie zwischen den Proteinen des Blutserums und denen des Knochenmarks 
gezeigt. So betonten Polosa  und Mitarb. 4 die entscheidende l~olle des Kno- 
chenmarks bei der Plasmaproteingenese mittels kombinierter Anwen- 
dung der Papierelektrophorese mit der Refraktometrie, indem sie quan- 
titativ die Proteinfraktionen (Albumine, ~1-, g2-, ~- und ~(-Globuline) 
des Blutserums mit denen des Knochenmarks yon Menschen mit verschie- 
denen Erkrankungen verglichen. ]dhnliche vergleichende Untersuchungen 
unter Beniitzung der Papierelektrophorese werden in einer Reihe yon an- 
deren Arbeiten 5-7 gemacht. 

Unter den zahlreichen Verschiedenartigkeiten der Elektrophorese- 
methoden verbreitete sich in der le~zten Zeit die im Jahre 1955 yon 
S m i t h i e s  s eingefiihrte Methode zur Auftrennung yon Proteinen im St~rke- 
gel. 

Angesichts der grol]en Auftrennungsf/ihigkeit dieser Methode stellten 
wir uns die Aufgabe, die Proteine des roten Knochenmarks vom Kalb 
qualitativ zu charakterisieren. 

Material und Methoden 

Das rote Nnoehanmark wurde aus friseher Tibia yon K/ilbern gewonnan 
und sofort dar Extraktion unterzogen. Latztera wurde naah sachs varsahia- 
denen ~V[ethoden durehgefiihrt : 

1. Ex t rak t ion  m i t  2proz. NaC1-L6sung 

Rotes Knochenmark wurde mit 2proz. NaC1-LSsung im Verh/~ltnis 10:1 
(Gew./Vol.) dutch Zerreiben mit Quarzsand in 15 Min. im MSrser extrahiert. 
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Der gewonnene Extrakt  wurde dureh Zentrifugieren (6000 U/Min.) abge- 
sehieden. 

2. Extraktion mit 0,85proz. NaCl-LSsung 

Rotes Xnoehenmark wurde mit  0,85proz. NaC1-L6sung im Verh~tltnis 
10:1 (Gew./Vol.) wie oben extrahiert und das Extrakt  zentrifugiert (6000 
U/Min.). 

3. Extraktion mit Boratpu//er 

Rotes Knochenmark wurde mit Boratpuffer (pH = 8,8; ~ = 0,028) im 
Verh/~ltnis 4:1 (Gew./Vol.) dureh Zerreiben (15 Min.) im M6rser extrahiert. 
Das gewonnene Extrakt  wurde dureh Zentrifugieren abgeschieden (6000 
U/Min.). 

4. Eztraktion mit BoratpuMer 

Rotes Knochenmark wurde mit  Boratpuffer (pH = 8,8; ~z = 0,028) im 
Verh/iltnis 10:1 (Gew./Vol.) wie sub 3. extrahiert und das Extrakt  zentri- 
fugiert (6000 U/Min.). 

5. Extraktion mit 0,85proz. NaC1-LSsung mit nach/olgender Dialyse und 
Lyophilisatior~ 

Rotes Knochenmark wurde mit 0,85proz. NaCl-L6sung im Verh~Lltnis 1 : 1 
(Gew./Vol.) dutch Zerreiben (15 Min.) ina NI6rser extrahiert. Das gewonnene 
Extrakt  wurde dureh Zentrifugieren abgesehieden (6000 U/Min.) und 24 Stdn. 
gegen flieBendes Wasser (2--3 ~ C) dialysiert. Die dialysierte L6sung wurde 
lyophilisiert (Apparat Usifroid - -  Frankreich). 

6. Extraktion mit einem Gemisch aus gleichen Teilen 2proz. NaCl-LSsung und 
n-Butanol 9 

Rotes Knochenmark wurde mit  einem Gemiseh aus gleiehen Teilen 2proz. 
NaCl-LSsung und n-Butanol  im Verh~Itnis 2:1 (Gew./Vol.) dutch Zerreiben 
(15 Min.) im M6rser extrahiert. Das Butanol wurde beseitigt, indem man 
mehrmals an der Zentrifuge mit  fi~thyl~tther (der aueh entfernt wurde) extra- 
hierte. 

Der Eiweil3gehalt der dureh diese versehiedenen l-V[ethoden (1--6) ge- 
wonnenen Extrakte wurde nach der Methode von Lowry und Mitarb. :~ 
bestimmt. 

Die gewonnenen Ex t rak te  wurden einer ver t ikalen Elektrophorese 
naeh der Methode Smithies s (in der Modifizierung yon 2gikoloff und  Mit- 
arb. :1) unterzogen.  Die Auf t r ennung  wurde ausgefiihrt bei einer Strom.. 
st~rke yon 29 mA auf der ganzen Pla t te  und  4,5 V/era 1/~ngs der P la t te  
un te r  Verwendung yon  Boratpuffer  (pI-I = 8,8; ~ ----- 0,028). Die Elektro- 
phorese dauerte  etwa 15 Stdn.  ])as Entwieke ln  der Proteine auf den 
Elek t rophorogrammen erfolgte dureh F/ i rben mit  Amidosehwarz 10B. 

Die elektrophoretisehe :Bewegliehkeit der gewonnenen F rak t ionen  
wurde mi t  der Beweglichkeit der Eiweil3fraktionen aus Blutserum, das par- 

s S. Kaplansky und S. Kusowlewa, Biokhimija [Moskau] 22, 162 (1957). 
:o H. Lowry, N. Rosebrough und F. Randa, J. biol. Chem. 193, 265 (1951). 
1: T. Nikoloff mad P. Dilowsky, unverSffentlieht. 
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allel einer Elektrophorese  unterzogen wurde, vergliehen. Die gewonnenen 

E lek t rophorogramme der auf versehiedene Ar t  ex t rah ie r ten  Prote ine  aus 

ro t em X n o c h e n m a r k  v o m  K a l b  mit te ls  Stgrkegelelektrophorese sind in 

Abb. 1 - -6  dargestel l t ;  in Abb. 7 ist zum Vergleieh das Elektrophoro-  

g r a m m  yon Blu tse rum gegeben*.  

Abb. 1--3  
Abb. 1. St~rkegelelektrophorese eines Ext rak ts  aus rotem Knochenmark 

(Extraktionsmittel :  2proz. NaC1-L6sung); Eiweil~gehalt 0,90% 
Abb. 2. St~kegelelektrophorese eines Ext rak ts  aus to tem Knoehenmark 

(Extraktionsmittel :  0,85proz. NaC1-LSsung); EiweiBgehalt 2,00% 
Abb. 3. St~rkegeletektrophorese eines Ex t rak t s  aus to tem Knochenmark  

(Ex~raktionsmittel:  Boratpuffer  4:1); Eiweiggehalt 1,43% 

Diskussion 

Die gewonnenen Pherogramme der auI versehiedene Ar t  ex t rah ie r ten  

Proteine,  die sowohl aus den Zellen des Knochenmarks  als auch aus dem 

Knoehenmarkse rum s tammen,  bests  das Vorhandensein  einer quali- 

* Verwendete Abkiirzungen : 
A = Albumine, pA = Postalbumine, F~2 = schnelle a~-Globuline, ~ = ~-Glo- 
buline, p~ = Post-~-Globuline, a~ = ~-~-Globuline, S~2 = verzSgerte 
~2-Globuline, 7 = 7 -Globuline, P1P2 = Pr~albumine, l i b  = H~moglobin. 
x = s. Text,  y = Fraktion, die bei zahlreiehen Elektrophoresen des Blur- 
serums auf St~rkegel in unserem Laboratorium gewonnen wurde. 
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tativen Analogie zwischen den Proteinen aus rotem Kalbsknochenmark 
und denen des Blutserums. Gleichzeitig kann auf einige Verschiedenartig- 
keiten hingewiesen werden: 

J 

Y 

A ~z/Jp, ~ ~P ~ 2" 

Abb. 4--7 
Abb. 4. St/irkegelelektrophorese cines Extrakts aus totem Knochenmark 

(Ex~raktionsmi?,~el: Boratpuffer, 10:1); Eiwei~gehal~ 2,50% 
Abb. 5. St/irkegelelekf, rophorese eines Extrakts aus rotem Knochenmark 

(Extraktionsmittel: 0,85proz. NaC1-L6sung). 
Das Extrakt  wurde dialysiert u. Iyophilisiert. Eiweil]gehalt 2,60% 

Abb. 6. Stgrkegelelektrophorese eines ]~xtrakts aus totem Knochenmark (Extraktionsmittel: 
ein Gemisch aus gleichen Teilen 2proz. lgaC1-L6sung und n-l~utanol); Eiweil~gehalt 0,98% 

Abb. 7. St~rkegelelektrophorese eines Blutserurns (zum Vergleich) 

a) Das Fehlen vonpr//albuminen Fraktionen. 

b) Geringftigige Mengen yon Proteinen (auf den Abb. schwer sichtbar) 
mit der Beweglichkeit der Serum-y-G]obulinc. Diese Tats~che zeigt den 
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relativ kleinen Anteil der Serumproteine in den gewonnenen Knochen- 
markextrakten. 

c) Proteine mit der Beweglichkeit der Serum-ttaptoglobu]infraktionen 
sind in kleineren Mengen vorhanden und sind nicht so klar differenziert 
wie im B]utserum. 

d) Die Extrakte  (mit Ausuahme des Extruktes, der dutch Extraktion 
mit gteichen Teilen 2proz. NaC]-LSsung und n-Butanol gewonnen wurde 
(Abb. 6) enthalten eine H~moglobinfraktion, die eine etwas grSl~ere 
Beweglichkeit aufweist, die aber sehr nahe an die der Serum-~-Globuline 
herankommt. 

e) Bei Verwendung einer 0,85proz. NaC1-LSsung als Extraktionsmittel  
wird eine scharf ausgepr~gte zuss Fraktion identifiziert, deren Be- 
weglichkeit zwischen den Serumpostalbuminen und dem Fc~-Globulin liegt 
(in Abb. 2 mit einem Pfeil bezeichnet). 

Aus den Abb. ist die ungleiche l~olle und Bedeutung der Extraktions- 
mittel ersichtlich, die yon uns bei den verschiedenen Methoden der Ex- 
traktion beniitzt worden sind. 

Das beste Ergebnis haben wit mit 0,85proz, NaC1-LSsung (Abb. 2) er- 
halten. Das Pherogramm zeigte die grSl3te Anzahl und die am sch~rfsten 
differenzierten Proteinfraktionen sowie eine neue zuss fiir das 
Blutserum nieht typische Fraktion, wie oben erw~hnt. 

Des groSen Reichtums an Lipiden wegen erwies sich die Methode der 
Homogenisierung des Gewebes mit einem Homogenisator als unbequem. 
Dies zwang uns, eine Extraktion mittels Zerreiben des Knoehenmark- 
gewebes im MSrser anzuwenden. Der Vorgang der Extraktion der Proteine 
aus dem Gewebe wurde wesentlich verbessert, indem man Quarzsand zum 
leichten Zerreiben und Zerreil~en der Zellen beniitzte; darauf wurde bei der 
Verwendung yon Boratpuffer als Extraktionsmittel hingewiesen (Methode 
4,3). 

a) Der Eiweil]gehalt der gewonnenen Extrakte nach Methode 4 (2,50%) 
ist hSher als der nach Methode 3 (1,43%), obwohl das Verh~ltnis 
Gewebe/LSsungsmittel bei der Methode 4 (1:10) grSBer ist (1:4 bei Me- 
thode 3). 

b) Das Differenzieren der einze]nen Fraktionen auf dem Pherogramm 
ist vollkommener und klarer (vgl. Abb. 3 mit Abb. 4). Mittels beider 
Verfahren wurden verhgltnismgl~ig konzentrierte Eiwei~lSsungen mit 
hohem Gehalt an Hs gewonnen. Letztere ist im Ver- 
fahren 4 besser ausgepr~gt. 

Ein nicht besonders gutes Pherogramm entstand bei der Verwendung 
yon 0,85proz. 5,TaC1-L6sung als Extraktionsmittel  mit nachfolgender Dia- 
lyse und Lyophilisation (Abb. 5). Einige der entwickelten Fraktionen 
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(H~moglobin, S~2-Globulin) sind bedeutend erweitert; auch fehlen einige 
der Fraktionen, die bei den anderen Methoden auftreten (Postalbumine, 
IIaptoglobuline). 

W/~hrend das Extrakt ionsmit tel  aus gleichen Teilen 2proz. NaC1-L6- 
sung und n-Butanol beim Extrahieren anderer Organe erfolgreieh verwen- 
det wird s, erwies es sich beim Extrahieren des Knoehenmarks als wenig 
geeignet. Das gewonnene Ext rak t  war arm an Eiweil3 (0,93~o) und die ge- 
wonnenen Pherogramme (Abb. 6) enthielten eine kleine Anzahl trraktionen. 
Es fehlten die H~imoglobin- und Fe2-Globulinfraktion. 


