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Unter retikularem Bindegewebe verstehen wh" ,,feinste F/~serchen, an den 
Grenzfl~ehen yon Epithel und Bindegewebe gelegen, die im Gegensatz zn den 
unverzweigten kollagenen Fasern ein sehr feines dichtes Netz als umhfillende 
oder raumgitterartige Struktur bilden" (LETTEREtr 1959 a). Diese Fasern zeichnen 
sich dadurch aus, dab sic sich nach BIELSC/-IOWSKY mit Silber schws Jedoch 
ist dies kein spezifisches Merkmal; einmal lassen sich auch Nerven und Glia mit 
Sflber schw~rzen, zum anderen linden sich im embryonalen Gewebe und in 
heilenden Hautwander~ feinste, allerdings unverzweigte Fasern, die sich versilbcrn 
lassen und als unreifes Kollagen angesprochen werden (RoBs-SMITg 1957). 
lu U. Mitarb. (1955) nennen als wichtigste histochemische Unterschei- 
dungsm6glichkeiten zwischen kollagenen und retikul~ren Fasern folgende Farb- 
reaktionen: 1. die Versilberung: Kollagen gelbbraun, Retikulin sehwarz; 2. die 
PAS-Reaktion: Kollagen schwach rot, Retikulin leuchtend rot; 3. die S~ure- 
fuohsinf/~rbung: Kollagen leuchtend rot, Retikulin schwaeh rot und 4. die meta- 
chromatische Fiirbung naeh Sulfatierung: Kollagen orthoohromatisch, Retikulia 
metachromatisch. 

In seinem elektronenoptischen und rSntgenspektrograptfischen Verhalten zeig~ 
jedoch das Retikulin weitgehende ~bereinstimmung re_it dem Kollagen, so dab 
es yon manohen Seiten als Vorstufe des Kollagens angesproehen (WAssv, RMA~N 
1959, LETTERER 1959b) oder mit dem s~urelSsliehen Prokollagen identifiziert 
wird (I-IARTMANN 1959, 1960), eine Ansicht, die auch sehon yon ROULET (1937) auf 
Grund seiner morphologischen und histogenetischen Befunde vertreten wurde. 
Auch biochemische Untersuchungen ffihren zu diesem Ergebnis (BuDDECKE 
1960a), da Kollagen und Retikulin in ihrer Aminosiiurezusammensetzung weit- 
gehend fibereinstimmen (WIND~TZM U. Mitarb. 1955). Demgegenfiber konnte bei 
fluorescenzmikroskopisehen Untersuchungen mit markierten Retikulinantik6rpern 
festgestellt wercien, dab diese nur Retikulin, Sarkolemm, Neurilemm und epi- 
theliale Basalmembraa ar~rben, nicht aber Kollagen, Knorpel und elas~isches 
Gewebe (C~vlOKSgA~K u. Mitarb. 1953). Auoh ergibt die TotalanMyse des 
Retikulins (WI~D~vM u. Mitarb. 1955) sowohl qualitativ wie quantitativ eine 
ganz andere Zusammense~zung wie die des Kollagens. 

Der wiohtigste Unterschied zwisehen Kollagen und Retikulin liegt darin, dab 
sic verschiedene Kittsubstanzen haben (Wass]~MA~N 1959). W~thrend abet die 

* Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinsohaft 
durchgeffihrt. 

Virchows Arch. path. Ana~., Bd. 334: 25 



3 52 PAw Scm~z-Moo~MA~: 

Ki t t subs tanzen  des kollagenen Bindegewebes vielfaeh untersucht  und auch schon 
weitgehend isoliert und  analysiert  wurden (GIBIA~ 1959, BVDD]~CK]~ 1960a), 
sind nur  wenige Untersuchungen an der Ki t t subs tanz  des retikul/iren Binde- 
gewebes durchgeffihrt  worden. W/~hrend es n/imhch relativ einfach ist, die Ki t t -  
substanz des Kollagens freizusetzen (GI]3IA~ 1959), war dies beim retikul/iren Binde- 
gewebe bisher nieht  mSglich. So konnte  der Kohlenhydra tan te i l  des Retikulins, 
der ja die Ki t t subs tanz  ausmacht ,  nur  dureh Totalanalyse des Rebikulins be- 
s t immt  werden, was natfirlich keine n/iheren Aussagen fiber Zusammensetzung 
und  Aufbau ermSglieht (WI~cDRUM U. Mitarb. 1955, GLEGG U. Mitarb. 1953). 

Bei Voruntersuchungen fiber M6glichkeiten, diesen Kohlenhydra tan te i l  frei- 
zusetzen, ergab sich nun, dab es nach Papainbehandlung yon  alkoholfixierten 
Sehnitten zu einer deutlich verminder ten  Anfiirbung des Retikulins bei der PAS- 
Reakt ion kam. Der Kohlenhydra tan te i l  wurde also durch Papa in  freigesetzt. Als 
Methode zur Darstel]ung dieses Koblenhydra tante i l s  bot  sich die von BUDD]~CKW 
(1960a) an Aorten angewandte  Aufarbei~ung an, die zudem eine einfaehe MSglieh- 
keit  bot, saure und  neutrale Mucopolysaceharide zu trennen. Allerdings war 
vorher  eine partielle Reinigung des im Handel  erh/~ltlichen Papains  notwendig, 
da es je naeh Charge 4 - - 8  To eines neutralen Polysaccharides enth~lt, das mit  in 
die zu isolierende Substanz eingehen und  die Ergebnisse verf~lsehen wiirde. 

I m  ersten Tell dieser Arbeit  sol] nun dieses isolierte Mucopolysacchar~d n~her 
untersucht  werden. I m  zweiten Teil soil dann  der Einflul~ der gleichen Reagentien,  
mit  denen das Mucopolysaeeharid freigesetzt wurde, auf die histoehemisehen 
Reakt ionen des Retikulins bes t immt werden. 

Biochemischer Teil 

Methodik 

Material. Als AusgangsmateriM warden normale menschliche Milzen verwandt, die im 
laufenden Sektionsbetrieb anfielen. Die Organe wurden mit langem Gef~il]stiel herauspr/ipa- 
riert, wobei eine Liidierung der Kapsel peinlieh vermieden wurde. 

Isolierung des retieuliiren Bindegewebes. Die Organe wurden yon den Ar~erien aus unter 
leieht erh6htem ])ruek mit Leitungswasser durehspiilt. Diese Methode erwies sich gfinstiger 
als eine I)urehspfilung mit physiologischer Kochsalzl6sung, weil so die Erythrocyten hamo- 
lysiert und aueh kleinere Blutgerinnsel aufgel6st wurden. Die Durehspfilung wurde beendet, 
wenn das Spfilwasser klar ablief und die Milz makroskopiseh blutleer war. An einem kleinen 
0rganstfiek wurde dann siehergestellt, dab die Milz auch feingeweblich nicht pathologiseh 
veri~ndert war. Von den blutleeren Organen wurde die Kapsel abgezogen und die Gefalte 
am Hilus abgesehnitten. Sodann wurden die Organe zerkleinert und eine Minute im Starmix 
mit dem zehnfaehen Volumen Aceton verrieben. Die Gewebsaufschwemmung wurde dutch 
ein Sieb (0,8 mm Masehengr6Be) gegeben, wobei das Gerfistgewebe and die Gefi~Be zurfiek- 
blieben. I)ieser Rfickstand wurde nochmals mit dem 10fachen Volumen Aeeton 1/2 rain 
verrieben und dutch alas Sieb gegeben. Der im Sieb bleibende Rfiekstand wurde getrocknet 
und gewogen. Die durehgelaufene Gewebsaufsehwemmung blieb fiber Nacht im Kfihlschrank 
stehen. Am ni~ehsten Morgen wurde alas Aceton abgesaugt und erneuert, die Aufschwemmung 
fiber Nacht bei + 4 o C belassen, alas Aceton wiederum abgesaugt und der Rfiekstand bei 
400 C getroeknet. I)er troekne Rfickstand wurde im Soxhlet solange mit Aeeton extrahiert, 
bis das ablaufende Aceton farblos blieb (4--6 Std). Der entfettete Gewebsbrei wurde getrock- 
net und troeken aufbewahrt. Bei einer histologisehen Untersuehung dieses Gewebspulvers, 
die naeh Paraffineinbettung durehgeffihrt wurde, fanden sich zwar noeh einige Trabekel, 
iiberwiegend bestand das Pulver aber aus retieuli~rem Bindegewebe mit feinen Gitterfasern 
und kernhaltigen Zellen. 
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Ausbeute. Trockengewieht (ohne Kapsel): 8% des Frischgewichtes (= entblutete Milz). 
75 % des Trockengewieh~es = reticul~res Bindegewebe, 25 % des Troekengewichtes = kolla- 
genes ]~indegewebe und Gef~l~e. 

Darstellung des l~lucoproteids aus Retikulin. Die Darstellung erfolgte naeh der yon 
]~UDDEGKE (1960a) entwiekelten Methode mit Papain. Das Papain wurde zuvor in Anleh- 
nung an die Methode yon I421M3[EL und S~IT~ (1954) gereinigt. 

100 g Papain (Merck 1:300) wurden im Starmix mit 300ml 0,4 m CysteinlSsnng ver- 
rieben, die Aufsehwemmung 30 rain bei 5000 U/rain zentrifugiert und der Niederschlag wieder- 
um mit 300 ml 0,4 m CysteinlSsnng verrieben. Erneute Zentrifugation und Aufschwemmung 
des Rfickstands in 400 ml 0~4 m CysteinlSsung. Naeh Zentrifugation wurden die i)berst~nde 
vereinigt (trfibe grauweil~e Suspension) und in einer hochtourigen Zentrifuge mit 18000 g 
1/2 Std zentrifugiel~. Der klare 1Jberstand warde mit Ammonsulfat 0,4faeh ges~ttigt, der 
Niederschlag abzentrifugiert und in 200 ml 0,2 m CysteinlSstmg aufgenommen. Die LSsung 
wurde wiederum mit Ammonsulfat 0,4fach gesattigt, der Niederschlag abzentrifugiert und 
mit 0,4faeh gesgttigtem Ammonsulfat gewaschen. Sodann wurde der Niedersehlag in 100 ml 
0,2 m CysteinlSsung aufgenommen, gegen Fliel~- und destilliertes Wasser dialysiert, elektro- 
dialysiert and lyophilisiert. 

Ausbeute. 3,0 g. Bei einer papierchromatographischen Zuekerbestimmung (Methodik 
s. sparer) war diese Substanz praktisch zuckerfrei (maximale Verunreinigung durch Zucker 
0,5~ 

25 g des troeknen Milzretikulins wurden in 250 ml re]gender LSsung aufgeschwemmt: 
1,25 g gereinigtes Papain wurden in 62,5 ml physiologischer KoehsalzlSsung gel5st; hierzu 
wurden 62,5 ml einer 3,6%igen Na2HPO 4 d-12 H20-L5sung sowie ]25ml einer 0,2%igen 
CysteinlSsung in physiologischer KoehsalzlSsung gegeben. Die Aufschwemmung wurde 
unter Rfihren 12 Std auf 560 C erw~rmt, der ~berstand dekantiert und der l%fick- 
stand nochmals 6 Std mit 200 ml einer frisehen Papainl6sung behandelt. Der Rfiekstand 
wurde abzentrifugiert, zweimal mit destilliertem Wasser gew~schen, dialysiert und 
gefriergetrocknet. Die Uberst~nde und das Waschwasser wurden vereinigt, im 1%o- 
~ationsverdampfer (40 o C, Wasserstrahlvakuum) eingeengt und dialysiert. Das Innen- 
dialysat wurde sodann mit der 10fachen Menge ~thanoI (unter Zusatz yon Na- 
Acetat) versetzt und blieb fiber Nacht bei ~-40 C stehen. Der entstandene Niedersehlag 
wurde abzentrifugiert, in destilliertem Wasser aufgenommen und mit 1 n-NaOH auf pH 10 
eingestellt. Dabei bildete sieh eine hauchartige Trfibung, die abzentrifugiert wurde. Sodann 
wurde wiederum mit der 10fachcn Menge ~thanol gefallt. Der abzentrifugierte Niedersehlag 
wurde in destilliertem Wasser aufgenommen and mit 1 n-tICl auf PH 2,5 eingestellt. Dabei 
bildete sich ein voluminSser l~iederschlag, der abzentrifugiert, in Wasser aufgenommen und 
naeh Einfrieren getroeknet wurde (Fraktion 1 a). Der Uberstand wurde mit dem 10fachen 
Volumen ~thanol versetzt und der entstandene Niedersehlag in destilliertem Wasser auf- 
genommen. Da er sich nicht vSllig 15ste, wurde die L6sung leieht alkalisch gemacht, worauf 
er komplett in LSsung ging. Diese LSsung wurde dialysiert und elektrodialysiert. Dabei 
bildete sich ein I~iederschlag, der nach Abschlul~ der Elektrodialyse abzentrifugiert und naeh 
Einfrieren getroeknet wurde (Fraktion l b). Der ~berstand wurde ebenfalls eingefroren 
and getroeknet (Fraktion 1). 

Ausbeute. Fraktion 1:0,444 g (l%ohmucoproteid), Fraktion ]a:  0,890 g, Fraktion l b: 
0,088 g. l%iickstand naeh Papainspaltung des Retikulins: 13,6 g. 

0,347 g des troeknen l%ohmucoproteids (Fraktion 1) wurden in 10 ml 90%igen Phenols 
aufgesehwemmt. Dabei ging die Substanz sofort fast v611ig in LSsung. Der ungelSste Anteil, 
der die sauren Mueopolysaccharide enthielt, wurde abzentrifugiert, in Wasser aufgenommen, 
der ungelSste Anteil abzentrifugiert und verworfen. Iqach Einstellen des (ffberstandes auf 
pH 2 bildete sich ein geringer zNiederschlag, der abzentrifugiert und verworfen wurde. Sodann 
wurde mit dem 10fachen Volumen Athanol gef~illt und fiber Nacht bei ~- 40 C belassen. Es 
entstand ein hauchartiger Niederschl~g, der abzentrifugiert, in Wasser aufgenommen, neutra~ 
lisiert, dialysiert und naeh Einfrieren getrocknet wurde (Fraktion 2a). I)er ~berstand aus 
der Phenolextraktion wurde mit der 10fachen Menge Athanol versetzt und blieb fiber Naeht 
bei -~ 40 C stehen. Der entstandene Niedersehlag wurde abzentrifugiert, gegen Fliel~- und 
destilliertes Wasser dialysiert mid elektrodialysiert. Bei der Elektrodialyse bildete sieh ein 
Niederschlag, der der Kammerwand so fest anhaftete, dal3 er nur teilweise zurfickgewonnen 

25* 
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werden konnte. Niedersehlag (Frak~ion 2b) und f)berstand (Fraktion 2) der Elektrodialyse 
wurden getrennt eingefroren und getrocknet. 

Ausbeute. Fraktion 2:0,134 g (gereinigtes Mueoproteid), Fraktion 2a: 0,006 g, Frak- 
tion 2b: 0,028 g (nur teilweise zuriiekgewonnen). 

Papierelektrophoretisehe Untersuehung. Diese lV[ethode wurde bereits ausffihrlieh dar- 
gestellt (Scn~ITZ-MOORMA~ 1961), so dab hier nur darauf verwiesen zu werden braueht. 

Papierchromatographisehe Bestlmmung der Zueker. 1. Neutralzucker. Von der zu unter- 
suchenden Substanz wurde eine e~wa 2 mg Neutr~lzueker enthaltende Menge (bestimmt aus 
der Differenz des Reduktionswertes und des Hexosamingehaltes) mit der 50faehen Menge 
10%iger HC1 1 Std auf 100 ~ C erhitzt. Das Hydrolysat wurde filtriert, der Rfickstand aus- 
gewasehen, Filtrat und Wasehwasser vereinigt und mit Bleiacetat, Silberaeet~t und Sehwefel- 
wasserstoff yon Chlor- und Sehwermetallionen befreit. Das klare Filtr~t wurde fiber eine 
kombinierte Xationen- (Dowex 50 • 8, H-Form) und Anionen- (Lewatit MIH, Acetatform)- 
Austauschers~ule gegeben und mit 250 ml destilliertem Wssser naehgewaschen. Das Eluat, 
das die l~eutralzucker enthielt, wurde im Rotationsverdampfer (Wasserstrahlvakuum, 40 ~ C) 
zur Troekne eingedampft, mit wenig destilliertem Wasser fiber ein Filter in ein Reagensglas 
fiberffihrt, eingefroren nnd getroeknet. Die Anionenaust~usehersiiule, die eventuell vor- 
handene suure Zucker enthielt, wurde mit 250 ml 2 n-Ameisens~ure eluiert und das Eluat 
wie oben aufgearbeitet. Jedoeh konnten saure Zueker weder hier noeh im ungereinigten 
Hydrolysa~ nachgewiesen werden, so dal3 bei sp~teren Ans~tzen au~ diesen Arbeitssehrit~ 
verzichtet wurde. Die getrockneten Substanzen wurden in 0,2 ml W~sser gelSst, so dal~ 
sieh im mm ~ etwa 10 tt Neutralzueker bef~nden. Aufgetr~gen wurden 0,02 ml. 

Als Fapier wurde Schleicher & Schiil] 2043b verw~ndt, das nach JAYM~ un4 K~OLL~ 
(1956) mif 0,2 m Phosphatpuffer loll 5,0 impr~gniert wurde. Die Chromatogramme wurden 
18 Std absteigend in Fyridin-Essiges~er-Wasser ~ 7:10:3 (v/v), das zus~tzlieh 2,5 % Phthal- 
s~ure enthielt (GvsT~FSO~ u. Mitarb. 1951), entwickel~ und an der Luft und 20 rain bei 
80 o C getroeknet. Die trocknen Chromatogramme wurden durch eine 2%ige AnilinlSsung in 
100%igem loeroxydfreiern ~fher gezogen und etw~ 5 rain auf 105 ~ erhitzt. Die Zueker stellten 
sich ais braune (Hexosen) oder braunrote (Penfosen) Flecke d~r. 

2. Basische ZuJcer. Von der zu untersuchenden Substanz wurde eine etwa 1 mg Hexos~min 
enths~ltende Menge (bestimmt aus dem Hexosaminwert nach M o n ~ - E ~ s o ~ )  in ein Re~gens- 
glas eingewogen, in der 50faehen Menge 6 n-HC1 gelSst, eingeschmolzen und 6 Std bei 1050 C 
hydrolysiert. Das Hydrolysaf wurde fil~riert und zur Troekne eingedampft, der Rfickstand 
in W~sser aufgenommen, mit einer Anionenaus~usehers~ule (Lew~tit MIH, Acetatform) 
yon den sauren Aminos~uren befreif, das Eluat im P~otationsverdampfer eingeengt, in ein 
Reagensglas fiberffihrt, lyophilisiert und in 0,2 ml W~sser gelSst. Aufgetragen wurden 
0,02--0,04 ml. 

A]s Fapier wurde nicht impr~gniertes Papier Schleieher & Schfill 2043b, als Entwickler 
der gleiche wie oben, aber ohne Phthals~urezus~tz, verw~ndt. Die Chromatogramme wurden 
18 Std absteigend entwiekelt. Die Zucker wurden mif Perjodat-Benzidin, Ninhydrin und 
dem Patridge-Gemiseh zum Iqachweis yon Hexosaminen sichtbar gemacht (Merck 1958). 

Quantitative papierehromatographisehe Bestimmung yon Galaktose and Mannose. Diese 
Bestimmung wurde n~ch SPmo (1960) durehgefiihrt. Die Neutralzueker wurden wie oben 
besehrieben isoliert~, wobei qu~ntitativ gearbeitet wurde. Eine definierte Menge (100--150) 
wurde auf das Chromatogramm aufgetragen und das Chromatogramm in n-Butanol-Xthanol- 
Wasser = 10:1:2 (v/v) 92--96 Std absteigend entwieke]t. Aus mitaufgetragenen Testen 
wurden die Zucker dann lokalisiert und nach einer Sehablone zusammen mit einem Leerwert 
herausgeschnitten. Die Papierstreffen wurden zersehnitzelt, 3 Std mit 5 ml Wasser eluiert 
und yon dem Eluat 2--3 ml zur eolorimefrisehen Zuckerbestimmung naeh So~oau (1945) 
und N~LSO~ (1944) verwandt. Abgelesen wurde in 2 em-Cuvetfen bei 530 mtt. Die Bestim- 
mung des Zuekergehaltes erfolgte unhand einer Eichkurve, die fiir Galaktose und ffir Mannose 
ffir Werte zwischen 6 und 60 tt aufgestelI~ wurde. 

Pa~ierehremategraphisehe Bestimmung der Amines~iuren. Diese Methodik wurde bereits 
~usfiihrlich dargestellt (Sc~I~Z-MOOE~ASN 1961 ), so dab hier nur d~rauf verwiesen zu werden 
braucht. 

Darstellung der Neuramlns~ure aus dem Mflzretiealum. Die Darstellung der Neuramin- 
s~ure erfolgte naeh SV~EI~t~O~ (1957). 
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31,8 g l~etikulin ( ~ 546 g Frisehmilz) wurden mehrmals bei + 40 C mit 0,01 n H2SO 4 auf- 
gesehwemmt, bis die LSsung naeh 12stfindigem Stehen ein p~ vun 3 behielt. Dabei ging 
allerdings ein Teil der Substanz in die iiberstehende Fltissigkei*, die sieh braun fgrb*e und 
leicht triibe wurde. Diese Trtibung verschwand aueh nieht naeh Zentrffugation. Naehdem 
die Subs~anz kein weiteres Sgurebindungsverm6gen mehr zeigte, wurde sie in der 10faehen 
Menge 0,03 n H2SO ~ aufgesehwemmt und 1 Std unter krgftigem Riihren auf 75--80 0 C 
erwgrmt. Der l~berstand wurde abzentrifugiert, der l~iickstand gewasehen; Ubers~and und 
Wasehwasser vereinigt und mit gesgttigter Ba(OH)2-LSsung neutralisiert (PH 5--6). Der 
entstandene Niedersehlag wurde abzentrifugiert. Der klare opaleseente ~berstand wurde 
auf eine gekoppelte Kationen- (Dowex 50 • 8, R-Form) und Anionen- (Lewatit ~II-I, Aceta~- 
form)-Austausehersgule gegeben und mit 1 Liter destilliertem Wasser nachgewaschen. Aus 
dem Anionenaustauseher wurde dann die Neuraminsgure mit 250 ml 0,3 n Ameisens/~ure 
eluier~. 

Ausbeute. 20,2 rag. Daraus mit Eisessig-Wasser kristallisiert 17,87 nag. Da sich bei 
dieser Aufarbei~ung ein wesentlich niedrigerer Neuramins~uregeha]t ergab, als nach der Aus- 
beute bei tier Papainspal~ung zu erwarten war, wurden in einem zweiten Ansatz 6,3 g l~eti- 
kulin (= 166 g Frisehmilz) in 200 ml Wasser aufgesehwemmL, auf 750 C erw~rmt und so lange 
tropfenweise 1 n Sehwefelsgure zugegeben, bis die L6sung aueh naeh l~.ngerem l~iihren ein 
pi~ yon 2--3 behielt. Sodann wurden 6 ml 1 n H2SO~ zugegeben, so dab die LSsung 0,03 
normal wurde, und wie oben welter aufgearbeitet. 

Ausbeute. 8,6rag. Keine Kristallisierung. Das t{eMkulin enth~lt demnaeh 0,135% 
Neuramins~ure, das Frisehgewebe 5 rag-%. 

Identilizierung Neuranl~ns~iure. Die Identifizierung geschah 1. dureh Papierehromato- 
graphie, 2. dureh Glykolylbestimmung, 3. dureh Infrarotspektrographie. Nahere Einze]- 
hei~en s. Scn~Iwz-Moo~A~ (1961). 

Weitere Bestimmungen. Neuramins/~ure wurde mit Bials l~eagens als Me~hoxyaeuramin- 
sgure bestimmt. Fueose wurde nach DISO~E und SHE~L~S (19~8), der l~eduktionswerg naeh 
So~o~u (1937) mit Galaktose als Bezugssubstanz, Hexosamin naeh Mo~aAx und ELso~ 
(1933), N-Aeetyl-Hexosamin naeh Modern (1952) bestimmt. 

Ergebnisse 
Mit Papain lieg sieh aus Milzretikulin eine neuramins/~urehaltige Substanz 

freisetzen, die durch wiederholte Alkoholf/fllung und Extraktion mit 90%igem 
Phenol weitgehend gereinigt dargestellt werden konnte. Bei tier papierelektro- 
phoretisehen Untersuchung dieser Substanz (Fraktion 2) fand sieh eiae breite 
kr~ftige Bande, die mit Amidoschwarz, 1NTinhydrin, Perjodat-Benzidin und Bials 
Reagens anf&rbbar war; es handelt sieh somi~ um ein neuraminhaltiges Muco- 
proteid. Daneben bestand als Verunreinigung eine sehmale, farbschwache Bande, 
die sieh nur mit Perjodat-Benzidin und Ninhydrin anf/trbte (Abb. 1). IIexuron- 
s/~urehaltige Mucopolysaeeharide, sog. saure Mucopolysaeeharide, die ja aueh 
dureh Papain freigesetzt werden (BuDDEOKE 1960a) konnten nur in Spuren 
gefunden werden; denn einmal blieb bei der Phenolextraktion, bei der die sauren 
Mueopolysaccharide nicht in LSsung gehen, nur ein l~/ickstand yon 8 mg ( =  0,03 % 
des Ausgangszustandes, Fraktion 2 a), w/~hrend die Ausbeute des neuraminsaure- 
haltigen Mueoproteids 1,1% (bereehnet aus der Gesamtneuraminsaure der Frak- 
tion l, bezogen auf den Neuraminsauregehalt der Fraktiort 2) betrug; zum andern 
enthielt der Rfickstand der Phenolextraktion (Fraktion 2 a) noch Neuramins/~ure, 
so dab der grSBte Teil dieser Fraktion dem neuraminsaurehaltigen Mucoproteid 
zugeordaet werden muB (Tabelle 1). 

Bei der papierchromatographischen Zuckerbestimmung enthielten die Aus- 
gangssubstanz (Retikulin), der g/ickstand aus der Papainspaltung des Retikulins 
(R/ickstand) und der saureunlSsliehe Anteil des Papainextraktes (Fraktion 1 a) 
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Tabelle 1. Analysendaten der verschiedenen Eralctionen bei der Au/arbeitung des Milzretikulins 

Ausbeute 
Gramm.  . . 
Prozen~ . . 

A s c h e ( % ) . . .  
Stickstoff 

Prozent . . 
molar 2 . . . 

Eiwei8 (%) 3 . .  
Reduktionswert 

Prozent . . 
molar 2 . . . 

Hexosamin 
Prozent . . 
molar 2 . . . 

Neuraminsaure 
Prozent . . 
molar ~ . . . 

l~eti- I~iick- 
kulin stan4 

25 ] 13,6 
I00 54,5 

3,64 ] 7,3 ) 
I 

13,86 I 13,(J ) 
350 1670 

86 ] 82 

10 , 1 

0,1351 n. b 
1,7 I - -  

Fraktion 

I l a  

0,444 0,89 
1,8 3,7 
1,4 12,1 

,6 14,3 
5 735 
52 83 

23,8 02,5 
10 1 

1~,6 1,67 
7,5 

4,95 n .b .  
1,3 

lb 

0,089 
0,3 

46,2 

4,82 
98 
29 

16,3 

1,51 
2,5 

r l . b .  

2 

0,1721 
0,7 
0,2 

8,87 

:4 

!3,4 

~2,1 
8 

7,63 
1,4 

2~ 

0,0 )81 
0,0~ 

'd,1 

5,1 
1,1 

2b 

0,0361 
0,14 
1,0 

10,77 
59 
59 

21,8 
10 

14,4 
8 

4,8 
1,4 

1 Die Ausbeute wurde auf die Gesamtausgangssubstanz berechnet. 
2 Die molaren Verhgltnisse beziehen sich auf den Reduktionswert, der gleich 10 ge- 

setzt wurde. 
a Der EiweiBgehalt ergibt sich aus dem Stickstoffgehalg (abzfiglich dem Itexosamin- 

und Neuramins~uresticksteff) • 6,25. 
n. b. : nicht bes~immbar. 
l~etikulin: Ausgangssubstanz (Darstellung s. Methodik). 
Rfiekstand: Rfickstand aus dem get ikul in  naeh Papainbehandlung. l~brige Fraktionen 

s. Methodik. 

Tabelle 2. Zusammen/assende Darstellung der papierchromatographisch bestimmten Zucker der 
verschiedenen Fraktionen bei der Au/arbeitung des Milzretikulins 

l~etikulin ~ Fraktion 
1 l a  lb 2 2b 

Galaktose . . . 
Glucose . . . 
M~nnose . . . 

Fucose . . . .  
Glucosamin . . 
Pentosen . . . 

(+) 

(+) 

(+) 
(+) 
(+)  
(+)  

(;) 
(+)  
(+ )  
(+)  
+ +  

(~ )  + + +  

(+ )  + 

(++)  + + +  

+ 

(+) 
(+) 
+ 

PentoserL (Tabel le  2). A u B e r d e m  f a n d  sich Glucose,  die abe r  n a c h  der  Pheno l -  

e x t r a k t i o n  n i c h t  m e h r  n a e h w e i s b a r  war  (Tabel le  2). D a  sich bei  de r  pap ie r -  

e l e k t r o p h o r e t i s c h e n  U n t e r s u c h u n g  der  F r a k t i o n  1 ( R o h m u c o p r o t e i d )  n e b e n  den  
B a n d e n  der  F r a k t i o n  2 (gere in ig tes  Mucop ro t e id )  n o c h  eine we i t e r e  v e r w a s c h e n e  

B a n d e  da r s t e l l t e ,  die s ich n u t  m i t  P e r j o d a ~ - B e n z i d i n  anf~trbte (Abb.  1), i s t  anzu-  

n e h m e n ,  dab  die Glucose  aus  e i n e m  a m i n o s ~ u r e f r e i e n  P o l y s a c c h a r i d e  s t a m m t ,  

wobe i  es s ich a m  ehes t en  wohI  u m  G l y k o g e n  har tdel t .  Die  in  den  e r s t en  F r a k t i o n e n  
u n d  in  der  A u s g a n g s s u b s t a n z  n a c h w e i s b a r e n  P e n t o s e n  s t a m m e n  d e m g e g e n f i b e r  

woh l  aus  d e n  I~ibo- u u d  I ) e s o x y r i b o n u c l e i n s ~ u r e n  der  Ze l len  u n d  K e r n e .  

I m  f ibr igen  e n t h a l t e n  alle F r a k t i o n e n ,  die bei  de r  A u f a r b e i t u n g  des  R e t i k u l i n s  

~nfallen~ die g le i ehen  Zueker ,  n / tml ich  Ga lak tose ,  ) /Iannose,  F u c o s e  u n d  Glucos-  
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amin  (Tabelle 2). Das t roekne  Mi lzre t ikuhn enthi i l t  0,135% Neuraminss  Sie 
wurde  du tch  Pap ie r ch roma tog raph ie ,  Infraro%spektrographie  und  Glykolyl -  
bes%immung als N-Aeetyl-Neuramins/~ure  ident i f iz ier t .  Bei  der  P a p a i n b e h a n d -  
lung des Re t iku l ins  wird  die neuramins / iureha l t ige  Substanz ,  wie sich aus dem 

Nin? /- Am/do- 
dP/n 6"CbWCr2 

FPakf/bn "i 

B/a~ PeUodat- 
Benxid/;s 

Ninhy- Am/do- 
d,"/~ s~wafz 

FPoM~r 2 

I 

z I 

Per lodat- 
Benz/'din 8/~,I 

Abb. 1. Elektropherogramm des aus Zlilzretikulin darges?~ellten Mucoproteids. Fraktion 1: l%oh- 
mucoproteid, Fraktion 2: gereinigtes Mucoproteid. Die Streifen warden mit Perjodat-Benzidin 
(zmn Nachweis yon Kohlenhydraten), Ninhydrin (zum Nachweis -con Aminos~m'en), Amidoschwarz 

(zum Nachweis yon EiweiB) und Bials Reagens (zum Nachweis yon Nenramins~ure) angef~rbt 

Vergleieh der  Ausbeu te  bei  der  I soherung  der  Gesamtneuramins~ure  aus Re t iku l in  
und  der  Gesamtnem'aminsgure  des isol ier ten Mueoprote ids  ergibt ,  fas t  vSllig 
abgespal ten .  DaB die Nenramins~ure  n ieh t  in  allen F r a k t i o n e n  der  Re t iku i in -  
au fa rbe i tung  naehweisbar  war  (Tabelle 1), l iegt  in  der  Methode  begrf indet .  
Bials  Reagens  reagier t  n icht  nur  mi t  
Neuraminss  sondern  in  ger ingem 
U m f a n g  auch mi t  EiweiB und  Zuk- 
kern,  so daB, wean  diese mengen-  
m/iBig s t a rk  fiberwiegen, gri ine bzw. 
gr / inblaue  Misckfarben  en t s tehen  
( B 6 I ~  1959), die n ich t  ausgewer t e t  
werden  k6nnen.  

Das neuramins/~ltrehalt ige ~ u e o -  
pro te id ,  das  wei tgehend  gere in ig t  
vorlag,  wurde  im wei teren naher  
un te r such t .  Als Zucker  bzw. Zueker-  
abk6mml inge  fanden  sieh Galaktose ,  
Manaose,  Fueose,  Glucosamin  und  

Tabelle 3. Zusammensetzung des aus Milzreti- 
kulin isolierten Mucoproteids 

N-Acetyl-Neuramins~ure 
Galal~ose . . . . . . .  
iVIannose . . . . . . . .  
Fucose . . . . . . . .  
N-Acetylglucosamin . . . 
Glucosamin . . . . . .  
Aminosi~urenstickstoff . . 
EiweiB . . . . . . . .  

[ .,,,,.Prozent 

2,5 
2,5 

12,4 
I2,1 
7,14 

44,6 

Molarit~ten 
bezogen 
auf Ne~r- 

amins~ure 
= 10 

10 
8 
5 
6 

20 
25 

188 

N-Acetyl-Neuramins/~ure .  Die Aee~y lbes t immung l  e rgab  einen Ace ty lgeha l t  v o a  
3,56 %. D a v o n  ent fa l len  1,16 % auf die N-Ace ty t -Neuraminss  Der  Res% is t  a m  

1 Die Acetylbes$immung wurde im Mikroanalytischen Laboratorium im Max-Planck- 
Institut fiir Kohleforschung Miilheim (Ruhr) durchgefiihrt. 
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ehesten dem Glucosamin zuzuordnen. Demnaeh liegen 10 % des Glucosamins als 
N-Aeetyl-Verbindung vor. Das Mucoproteid enths also 12,4 % N-Acetyl-Glueos- 
amin und 12,1% Glucosamin. Dabei kann natiirlieh nicht ausgeschlossen werden, 
da~ dieses Glucosamin einen anderen Substituenten an der Aminogruppe triigt. Bei 
der N-Aeetyl-I texosaminbest immung nach Mo~GA~ (1952) reagierte alas Mueopro- 
reid negativ. Demnach liegen an C 1 und C4 des Glueosamins glykosidische Bindun- 
gen vor, die bei der Alkalibehandlung nieht gespalten werden, denn ein Chromogen 
kann bei der Morgan-Elson-Reaktion nur gebildet werden, wenn eine dieser 
Gruppen frei ist (KvHN und K ~ G ~  1956). Mit Bariumchlorid ergab das Mueo- 
proteid keinen Niedersehlag; die Substanz ist also sulfatfrei. Dafiir spricht ja 
auch der niedrige Asehegehalt des Mueoproteids (unter 0,2 %). Die quanti tat ive 
Zusammensetzung des neuramins~urehaltigen Mueoproteids ergibt sieh aus 
Tabelle 3. 

Als Aminoss fanden sich in grSi~erer Menge Glutamin- und Asparagin- 
s~ure, Serin und Threonin, Glycin, Alanin, Valin, Leucin und Isoleuein. Daneben 
konnten Cysteins~ure, Cystin und Methionin, Arginin, Histidin und Lysin, Tyrosin 
un4 Phenylalanin, Prolix und I tydroxyprol in  sowie ~-Aminobutters~ure nach- 
gewiesen werden. 

Histochemischer Tell 
Um die Rolle des durch Papain aus Milzretieulurn abspaltbaren Mueoproteids 

bei den verschiedenen histochemischen Farbreaktionen des Retieulums zu unter- 
suchen, warden Feingewebsschnitte yon entbluteten normalen mensehlichen 
Milzen mit  Papain  behandelt und den verschiedenen Fi~rbungen zugeffihrt. Um 
speziell den Eiuflu~ der Neuramins~ure auf die Anf~rbbarkeit  des Reticulums 
zu kl~ren, wurde die Neuramins~ure mit  s tark verdiinnter Sehwefels~ure abge- 
spalten und die Schrdtte dann auf ihre Anf~rbbarkeit  geprfift. 

Methodil~ 

Material Als MateriM wurden Teile yon blutleer gespfilten, normalen menschlichen 
lVlilzen verwandt, die in 10%igem Formalin bzw. in 75%igem ~thanol fixiert und in Paraffin 
eingebettet warden. 

Papainbehandlung. 500 ml PapainlSsung (Herstellung wie oben, hier aber mit dem 
hande]siibliehen Pap~in Merck 1 : 300) warden auf 56 ~ C erw~rmt. In diese LSsung wurden 
die entparaffinierten und griindlich gew~sserten Schnitte eingestellt, fiber ~aeht bei 560 C 
fm Brutschrank be]assen und nach griindlichem W~ssern den versehiedenen F~rbungen zuge- 
ffihrt. Gleiehzeitig warden Kontrollsehnitte mitgef~rbt, die mit einer entsprechenden ferment- 
freien LSsung behandelt worden waren. 

Absl)altung der Neuramins~iure. Die entpar~ffinier~en Schnitte wurden in 0,03 n Sehwefel- 
s~ure eingestellt und 1 Std auf 75--800 C erwi~rmt, grfindlich gewaschen und gef~rbt. Kon- 
trollschnitte, die 1 Std in des~illiertem Wasser auf 75---800 C erw~rmt worden waren, wurden 
mitgef~rbt. 

F~rbungen. 1. Methylenblau. Mit Veronal-HC1-Puffer in der ~odifikation yon WIED~- 
~A~N wurde eine Pufferreihe yon lax 3,0--5,0 hergestellt mit Stufen yon 0,1 px-Einheiten. 
Zu je 100 ml Pufferl5sung wurde 1 ml einer frisch hergestellten ges~ttigten Methylenblau- 
15sung gegeben. Die Sehnitte wurden fiber Naeht in diese Farb10sung eingestellt (etwa 
15 Std), am n~chsten ~Iorgen abgespfilt, mit Glyeeringelatine eingedeekt und sofort beurteilt. 

2. Alcianblau. In einer Veronal-ItC1-Pufferreihe yon Px 3,0--6,0 mit Stufen yon 0,5 Px- 
Einheiten wurde 0,5% Alelanblau gelSst. Die sorgf~ltig gew~sserten Schnitte warden ffir 
1/2 Std in die FarblSstmg eingestellt, abgespfilt, mit Glyceringelatine eingedeckt und sofort 
beurteilt. 
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3. Methylviolett (Kristallviolett). Mit Veronal-HC1-Puffer wurde eine Fufferreihe yon 
pH 3,0--6,0 angesetzt in Stufen yon 0,5 pH-Einheiten. Zu je 100 ml PufferlSsung wurden 
0,1 ml einer frisch bereiteten, gesgttigten KristallviolettlSsung gegeben. Die Sehnitte wurden 
fiber Naeht in die FarblSsung eingestellt und dann wie oben weiterverarbeitet. 

d. Kresylviolett (Kresylechtviolett). Da der Verona]-HC1-Puffer mit I~resyleehtviolett 
einen ~Iiederschlag bildete, wurde die Pufferreihe yon p~ 3,5--6,0 mit 0,2 m Acetatpuffer 
angesetzt mit Stufen yon 0,5 p~-Einheiten. Zu je 100 ml PufferlSsung wurden 4 ml einer 
frisch bereiteten, gesgttigten KresylechtviolettlSsung gegeben. F~rbung und Weiterver- 
arbeitung wie bei Methylenb]au. 

5. Toluidinblau. Mit Veronal-HC1-Puffer wurde eine Pufferreihe yon PH 3,0--6,0 angesetzt 
in Stufen yon 0,5 p~-Einheiten. Zu ]e 100 ml PufferlSsung wurde 1 ml einer 1%igen Toluidin- 
b]aulSsung gegeben, so daJ] die LSsung also 0,01%ig war. Fgrbung und Weiterverarbeitung 
wie oben. 

6. PAS-Fgrbung. 
7. Pikro.SSure/uchsin.I'iirbung nach VA~ GI]~SO~. 
Die metaehromatisehen Fgrbungen wurden mit Blaufilter, die orthoehromatischen ohne 

Blaufilter beurteilt. 

Krit ik  zur Methodilc 

Bei den F~rbungen mit abgestuften p~-Werten soll liehtmikroskopisch festgestellt werden, 
bei welchem pH-Wert sieh eine bestimmte Struktur des untersuchten Gewebes anf~rbt, 
z. ]~. mit Methylenblau oder Aleianblau, oder metaehromatisch reagiert, z. B. mit Methyl- 
violett, Kresylviolett und Toluidinblau. Diese Methode ist immer subjektiv, ganz besonders 
aber, wenn es sich um so feine und damit sehwach anfgrbbare Strukturen wie das Retikulin 
handelt. Schon die Beobachtungsbedingungen, mit oder ohne Blaufilter, Liehtstgrke usw. 
kSnnen Verschiebungen um 0,2--0,5 pH-Einheiten vort~usehen. Zudem hgngt es jeweils 
vom Beobachter ab, ob bei den Grenz- und ~bergangsf~llen die unr Struktur als 
angefi~rbt oder nicht angef~rbt angesprochea wird. So kSnnen die absoluten pE-Werte, bei 
denen An~ii, rbbarkeit uu~tritt, yon anderen Untersuchern durchaus um 0,1--0,5 pH-Einheiten 
hSher oder niedriger angesetzt werden als yon uns. A]s zweite Schwierigkeit kommt hinzu, 
dab die Reticulumfasern bei der sauren Hydrolyse sieh verbreitern und aufquellen, bei der 
PapMnbehandlung aber ihren Mueoproteidanteil verlieren und nur noeh schmalste Strukturen 
zurfiekbleiben. Beide Veriinderungen beeinflussen die Intensitgt der Anfgrbung. Besonders 
schwierig ist die Beurteilung bei den metaehromatischen Fgrblmgen; denn bei den feinen 
Fasern des I~eticulums kann eine Metaehromasie nur schwach ausgebilde~ sein. Deswegen 
wurde bei diesen F~rbungen auf eine engere Stufung der pH-Werte in der Pufferreihe ver- 
ziehtet. 

Es ist aber bei sorgfi~Itigem Vergleieh zwisehen normalen und vorbehandelten Sehnitten 
bei mittelstarker und starker Vergr61~erung immer mSglieh, den p~-Wert festzulegen, bei 
dem gleiehe Anfgrbung a~fftritt. DemgemgB messen wir den p~-Versehiebungen bei der 
Anf~rbbarkeit yon vorbehandelten und Kontroll- bzw. normalen Sehnitten eine grSBere 
Bedeutung zu als den absoluten p~-Werten, bei denen eine Anf~rbung auftritt. 

Ergebnisse 

Die Kongrol lsehni t te  en tspraehen in  ihrem Verhal ten vSllig dem der n ieht  
vorbehandel ten  Sehnit te  (Tabelle 4- -5) .  Mit PAS fgrbten sieh die Media der 
Gef/tBe stark, die Trabekel  mi t te l s ta rk  u n d  das Re t ieu lum deutl ieh rot  an, wghrend 
die Kerne  nur  sehwaeh gef/trbt wurden.  Bei der van  Gieson-Farbung wurde das 
ge~ieulum gelb mi t  e inem leiehten Ro t ton  gef~rbt, wghrend sieh Kerne  u n d  Media 
gelb, die Trabekel  dagegen rot  anf/~rbten. Naeh Saurehydrolyse n a h m  die PAS-Re-  
akt ion  der Trabekel  deutl ieh zu, w/~hrend an den iibrigen S~rukturen die Fa rb in t en -  
sitar n ieht  ge/~ndert wurde ; bei der vanGie son - F a r bung  l a n d  sieh naeh der Sgure- 
hydrolyse eine ]4nderung lediglieh an  den Kernen ,  die n u n  gelbrot gef~rbt wurden.  
Naeh P a p a i n b e h a n d h m g  der Milzfeingewebssehnitte zeigte das Re t ieu lum bei der 
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Tabelle 4. Beginn der An/iirbung bzw. der Metachromasie des unvergnderten Reticulum8, nach 
Siiurehydrolyse und nach Papainbehandlung im histologischen Priiparat 

Methylenblau . . . . . .  
Alcianblau . . . . . . . .  
Methylviolett . . . . . .  
Kresylviolett . . . . . .  
Toluidinblau . . . . . . .  

normal 

4,1 
4,0 
4,0 

4 , 5  
4,0 

alkoholfixier 

Hydrolyse 
OH 

4,5 
4,5 
4,5 
5,0 
4,5 

Papain 
P~ 

4,5 

4,5--5,0 
5,0 

4,5--5,0 

formalinfixiert 

normal 
!oH 

3,7 
3,5 
3,5 
4,0 
3,5 

Hydrolyse 
pH 

4,5 
4,5 
4,5 
5,0 
4,5 

Tabelle 5. Beginn der An/dirbung bzw. der Metachromasie des unbehandelten Kollagens ( Trabekel), 
nach Siiurehydrolyse und nach Papainbehandlung ira histologischen Priiparat 

Methylenblau . . . . . .  
Alcianblau . . . . . . . .  
Methylviolett . . . . . .  
Kresylviolett . . . . . .  
Toluidinblau . . . . . . .  

normal 
P~ 

3,6 
3,5 

3 , 5 ~ , 0  
3,5--4,0 

4,0 

alkoholfixiert formalinfixier t 

Hydrolyse 
lax 

4,2 
3,5--~,0 
4,0--4,5 

4,5 
4,5 

Papain 
P~ 

4,2 

4,0--4,5 
4,5 
4,5 

normal Hydrolyse 
PH !a~ 

3,4 4,2 
3,0 3,5--4,0 
3,5 4,0--4,5 
3,5 4,5 
3,5 4,5 

PAS-FKrbung nur noch angedeutet eine schwach rote Tingierung, die Kerne waren 
ungefs ws die Anf~rbbarkeit  der Trabekel stark, die tier Media nut  eben 
abgeschw~cht war. Bei der van Gieson-Fs zeigten die papainbehandelten 
Schnitte eine Rotfs aller Strukturen; also nicht nur die Trabekel fs 
sich rot, sondern aueh das Retieulum, die Kerne und die Media der Gef/i6e. Bei 
der PAS- und van Gieson-F~rbung des isolierten Retikulins und des Rfickstandes 
aus der Papainspaltung des Retikuhns (s. biochemiseher Tell) farbten sich im 
isolierten Retikulir~ die Gitterfasern und die noeh vorhandenen Trabekel genau 
so wie in den nieht vorbehandelten Sehnitten. Beim Rfickstand land sieh dagegen 
bei tier PAS-Fs eine Abschwachung tier Anf/~rbbarkeiC die aber nicht so 
intensiv war wie an den papainbehandelten Schnitten; aueh zeigten bei der 
van Gieson-F/~rbung Kerne und Reticulum noeh eine gelbliehe Tingierung, ws 
sie sich in den Schnitten ja rot  anf/~rbten. Die Papaineinwirkung ist also bei den 
Sehnitten intensiver als beim get ikuhn.  Das ist abet nicht verwunderlich, da 
die Schnitte eine Dicke yon 5 # haben, w/~hrend die TeilchengrSBe des im Starmix 
zerkleinerten Materials wesentheh hSher liegt. Bei den fibrigen F~rbungen zeigten 
die rScht vorbehandelten und die Kontrollsehnitte, dab die Anfgrbbarkeit  bei den 
formahnfixierten Schnitten um 0,3--0,5 pH-Einheiten niedriger auftr i t t  als bei 
dem alkoholfixierten Material, wobei die Anfs beim Kollagen (Trabekel) 
wiederum urn 0,3--0,5 pmEinhei ten eher auftrat  als beim Reticulum. 

Naeh S/~urehydrolyse verschob sieh die Anf/~rbbarkeit der formalinfixierten 
Schnitte um 1 pi~-Einheit, bei den alkoholf_ixierten um 0,5 p~-Einheiten. Naeh 
Ss t ra t  also bei beiden Fixierungen die Anf~Lrbbarkeit beim gleiehen 
p~I-Wert auf. Dabei fgrbte sieh das Kollagen (Trabekel) wiederum bei um 0,3 his 
0,5 pl~-Einheiten niedrigeren Werten an als alas Retikulin. 

Um zu priifen, ob bei der S~urehydrolyse auBer der Neuramins~ure aus dem Reticulum 
noch andere Subs~anzen freigesetzt wurden, wurden einige Milligramm aus isoliertem Reti- 
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kulin dargestellten neuraminsgurehalLigen Mucoproteids (Fraktion 2) 1 Std lang mit 0,03 n 
Schwefels~ure bei 75--80 o C hydrolysier~, mit Lewatit MIH yon der Schwefelsgure befreit 
und papierchromatographisch auf Zueker und Aminosguren untersueht. Es konnten aber 
weder freie Zucker noch Aminosguren gefunden werden. 

Die Papainspaltung wurde nur an alkoholfixiertem Material durchgefiihrt. 
In Voruntersuehungen wurde sie aueh an formalinfixierten Schnitten versueht. Jedoeh 

kam es dabei zu uneinheitlichen Ergebnissen. 
Teilweise trat die gleiche pi~-Verschiebung in der Anfgrbbarkeit auf wie bei den alkohol- 

fixier~en Sehnitten, teilweise war sie geringer. Wurden die SehniLte aber fiber l~ngere Zeit 
(36--60 8td) mit Papain behandelt, so entsprach die pH-Verschiebung der Anf~rbbarkeit 
der der alkoholfixierten Schnitte. Es kommt also durch die Formalinfixierung zu einer 
Hemmung der Papainwirkung, die aber nicht komplet~ ist, sondern durch entsprechend 
l$ngere Papainbehandlung iiberwunden werden kann. 

Die Papainbehandlung ftihrte beim l~etikulin und Kollagen (Trabekel) zn der 
gleiehen pi~-Versehiebung in der Anfi~rbbarkeit wie die Saurehydro]yse. Lediglich 
bei der Aleianblaufs fand sich sehon bei pI~ 3 eine Anfarbung des Kollagens 
und des Retiknlins. Diese Anfarbung wurde aueh nicht aufgehoben, wenn die 
Sehnitte fiber Tage in 0,03; 0,1 und 1,0 normale Sehwefelss eingestellt wurden~ 
wghrend bei den anderen verwandten Fgrbungen sehon nach mehrstfindigem Ein- 
stellen in 0,03 n Schwefels~ure eine vSllige Entfarbung aller Strukturen auftrat.  
Demnaeh kann das Aleianblau in den papainbehandelten Schnitten nicht salz- 
artig gebunden sein, sondern muB mit  dem EiweiB eine andere, nicht dutch 
Sauren spaltbare Verbindung eingegangen sein. Damit  aber verliert die Alcian- 
blaufi~rbung ftir unsere Fragestellung ihren Aussagewert. 

Diskussion 
WI~DRUM U. Mitarb. (1955) stellten durch Totalanalyse yon Retikulin, das 

sie aus normalen menschliehen Nieren isoliert hatten, Iest, dab das Retikulin 
3,8--5,7 % Neutralzueker enth~lt, n~mlieh Galaktose, Mannose nnd Fueose, sowie 
0,16--0,17% Glucosamin. Wir konnten aus Milzretiklllin ein Mueoproteid dar- 
stellen, das die gleichen Zucker enths Jedoch liegt der relative t texosamin- 
gehalt bei der yon uns isolierten Substanz wesentlieh hSher. W~hrend bei uns 
der Quotient Hexosamingehalt /Reduktionswert  (Hexosamin/Gesamtzueker) 0,67 
ausmacht,  ergibt sieh aus den Analysendaten WINImUMS ffir das Nierenretikulin 
ein Quotient von 0,04. Aueh unsere Ausgangssubstanz, das isolierte Milzretikulin, 
weist einen deutlich hSheren Quotienten anf, n~mlich 0,3. Nun bestand das yon 
WI~DI~UM untersuchte Material aber nieht nur aus Retikulin, sondern war ein 
Gemisch aus Glomerula, Basalmembranen und t~etikulin im eigentliehen Sinne. 
Zwar nimlnt WASS~I~MA~N (1959) an, da6 Retikulin und Basalmembranen 
ehemiseh identiseh sind; demgegeniiber konnte aber SCOTT (1957, 1959, 1960) 
mit  Hilfe yon AntikSrpern, die mit  Fluoroehromen markier t  waren, zeigen, da~ 
t~etiklllin und Basalmelnbranen zwar miteinander verwandt,  aber nicht identisch 
sind. Aueh unsere Ergebnisse sprechen dafiir, dal3 das yon WINDI~V~ unter- 
suchte Material kein reines Retikulin war. 

Als weiteren ZuekerabkSmmling konnten wir in Milzretikulin und in dem 
daraus isolierten Mucoproteicl N-Aeetyl-Neuraminsaure naehweisen. Dabei ergab 
sich ffir die M]lz (bezogen auf das Frischgewieht der entbluteten Milz) ein Gehalt 
yon 5 rag-%, ffir das Retikulin (bezogen auf das Troekengewicht) ein Gehalt 
yon 148 rag-% ; das isolierte ~ucoprote id  enthielt 8,4% N-Aeetyl-Neuraminsaure. 
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Neurami~si~ure konnte in der menschlichen Milz bisher nicht nachgewiesen 
werden (B6HM 1959). Auch yon WI~I)~TyM u. Mitarb. (1955) wurde die Neuramin- 
s~ure nicht effaBt. Das war aber aueh nicht zu erwarten, da bei der yon ihm 
durchgeffihrten Alkalibehandlung zur Isolierung des Retikulins die Neuramin- 
ss zerst6rt wird ( B 6 ~  1959). 

GLV, GG U. Mitarb. (1953) fanden im t~etikulin auBer den schon erwi~hnten 
Zuckern noch Glucose. Diese konnte auch yon uns nachgewiesen werden, und 
zwar im isolierten Retikulin and in dem aus diesem l~etikulin dargestellten Roh- 
mucoproteid (Fraktion 1). Bei der Elektrophorese dieses l~ohmucoproteids 
erhielten wit eine Bande, die nur Kohlenhydrate enthielt. Diese Bande konnte 
nicht mehr im Pherogramm des gereinigten Mueoproteids (Fraktion 2) nach- 
gewiesen werden. Auch war in dieser Fraktion keine Glucose mehr nachweisbar. 
Aus diesen Grfinden glauben wir, dab die Glucose aus Glykogen stammt. 

Die Analysendaten sowie die papierchromatographisehen Zuekerbestimmungen 
der versehiedenen Fraktionen, die bei unserer Aufarbeitung des Milzretikulins 
anficlen, machen es unwahrscheinlich, dab noch weitere Mucoproteide im Retikulin 
enthalten sind. Zwar fielen bei der Aufarbeitung des Rohmucoproteids auch saure 
Mueopolysaccharide vom Typ der kollagenen Kittsubstanzen an; jedoch war die 
Ausbeute so minimal, dab diese sauren Mucopolysaccharide gut aus den Trabekeln 
stammen k6nnen, die das yon uns isolierte l~etikulin noch verunreinigten. Auch 
ist nicht anzunehmen, dab dutch die Papainbehandiung nur ein Mucoproteid 
aus dem t~eticulum abgespalten wfirde, w~hrencl andere nicht angegriffen wfirden ; 
denn die tdberprfifung an Feingewebssehnitten mit der I)AS-Reaktion zeigt, dab 
die Kohlenhydrate des Retikulins durch Papain praktisch vollsthndig abgespalten 
werden. 

Chemisch zeigt das yon uns isolierte Mueoproteid Beziehungen zu den Serum- 
mucoproteiden. Jedoeh konnte keine Identit~t oder auch nur enge Verwandt- 
scha~t mit den bisher isolierten und analysierten Serummueoproteiden ~estgestellt 
werden (Tabelle 6). Einmal enthalten die meisten Serummucoproteide ttexuron- 
si~ure, die wir in unserer Substanz nieht nachweisen konnten; zum andern liegt 
der Fucosegehalt unserer Subs~nz wesentlieh hSher als der der Serummueo- 
proteide. 

Wie schon eingangs betont, ist naeh elektronenoptischen und r6ntgenspektro- 
graphischen Untersuchungen die Kollagenfibrille mit der Retikulinfibrille iden- 
tiseh (WAssermAnN 1959, ttA~T~AS~ 1959, 1960, ]BUDDECKE 1960b). Auch die 
Aminosiiurenzusammensetzung yon Kollagen und Retiknlin ist sehr iihnlieh 
(WI~D~v~ u. Mitarb. 1955). Dabei f~llt auf, dal~ bei dem yon uns isolierten 
~ucoproteid gerade die Aminosituren fiberwiegen, die auch im Retikulin gegenfiber 
dem Kollagen vermehrt vorkommen. Der wesentliche Unterschied zwischen 
Koll~gen und Retikulin liegt, wie sehon WASSV,~A~ (1959) und E~oHVSV, S 
(1957, 1959) betonen, in der Kittsubstanz. W/~hrend im kollagenen Bindegewebe 
sog. saure Mueopolysaecharide (Keratosulfat, Hyaluronsiiure, Chondroitin, Chon- 
droitinsulf~t A und B, tteparin und Iteparitinsul~at) die Kittsubstanz bilden 
(Gimn~ 1959, ]~UDDECKE 1960 b), ist es im retikuli~ren Bindegewebe ein neuramin- 
s~urehaltiges Mucoproteid. 

Somi$ ergibt sieh bei Zusummenfassung der bisher vorliegenden Untersuchungs- 
ergebnisse f/Jr den Aufbau der l~eticulum~asern ~olgendes Bild: Die Reticulum- 
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Tabelle 6. A nalysendaten der Serummucoproteide (nach ScgvLzn 1960) und des yon uns aus M ilz- 
reti~ulin isolierten Mucoproteids, ausgedri~ckt in Molaritgten, bezogen au/ Neuraminsiiure = 10 

~-  Seromucoid . . . . .  
Prothrombin . . . . . .  
Thrombin . . . . . . .  
Coeruloplasmin . . . . .  
Haptoglobin 2--1 . . . .  
e2-M~kroglobulin . . . .  
fll-eisenbindendes Globulin 
fl2-A- Globulin . . . . . .  
fl2-M~kroglobulin . . . .  
Fibrinogen . . . . . . .  
~- Globulin . . . . . . .  
Milzmucoproteid . . . .  

Galaktose 

12 
11 
9 

16 
23 
17 
20 
]5 
30 
9 

23 
8 

Mannose 

7 
6 

8 
12 
17 
10 
15 
16 
20 
52 
5 

Fucose 

1 
0,4 
0,3 

1 
i 
1 
2 
6 
0 

13 
6 

H amin Neuramin- 
e x o s  S~l l ro  

16 10 
29 l0 

9 l0 
15 10 
27 10 
23 10 
20 10 
23 10 
30 10 
21 10 
61 10 
46 10 

I~ex l l r  oll-  
s a n r e  

0,6 
0,7 
0,7 
2 
0,0 
1 
0,6 
2 

5 
8 
0 

laser  bes teh t  aus d i innen Kol lagenf ibr i l len,  die dnrch  ein neuraminsi iurehal t iges ,  
ein sog. neut ra les  Mueopro te id  mi t e inande r  v e r k i t t e t  sind. AuBerdem enth~tlt 
sie Fe t t s au ren ,  f iberwiegend Myristinsi~ure (WIND~UM u. Mitarb .  1955), die 
ger ich te t  i a  die Fase r  e ingelager t  s ind (MISSMAHL 1957). 

CASTELLAN111. Mitarb .  (1960 ) isol ier ten aus E p i p h y s e n k n o r p e l  j unger  Schweine, 
aus R i p p e n k n o r p e l  junger  Kan inchen ,  aus t~indercornea und  aus g i n d e r a o r t a  
in be t r s  Ausbeu te  Nenraminsgure  (40--160 mg pro 100 g Fr ischgewicht) .  
BUDDEOKE (1960a) konn te  arts normalem n n d  ar te r iosklero t i sch  veri~nderten 
menschl ichen Aor ten  neben sauren Mucopolysacchar iden  ein neut ra les  Muco- 
p ro t e id  isolieren, das  in  seiner Zusammense t zung  dem yon  nns aus Milzre t ikul in  
isol ier ten  Mucopro te id  iihnelt.  Demnach  scheinen auch im kol lagenen Binde-  
gewebe Mucoprote ide  yore  T y p  des Re t i cu lummucopro t e id s  vorzukommen .  
D a m i t  aber  e rheb t  sich wieder  die F rage ,  ob und  wie weir das  ret iku]~re Gewebe 
ein Vorl~ufer des ko l lagenen  Bindegewebes  ist.  

Die h is tochemischen  Un te r suchungen  e rgaben  ffir das  t~et ikulin eine A b n a h m e  
der  Basophil ie ,  d . h .  der  Aff in i t s  zu basischen Farbs to f fen ,  n m  0 ,3- -0 ,5  p~-  
Einhe i ten ,  sowohl nach  Hych'olyse mi t  verdf innter  Schwefelsaure wie nach  Papa in -  
behandlung .  Bei  der  Si~nrehydrolyse wird  in  ers ter  LiMe Neuramins~ure  abge- 
spal ten.  Daneben  k a n n  es natf i r l ich anch zu einer E n t a c e ty l i e rung  des Glucos- 
amins  kommen ,  so dab  die A m i n o g r u p p e  des Glucosamins  ihre basischen Valenzen 
en t fa l ten  kann.  Bei  dem Acidi t~tsver lus~ des Re t i cu lums  nach  S~nrehydrolyse  
wi rken  d a n n  also zwei F a k t o r e n  zusammen,  e inmal  Ver lus t  yon  Neur~mins~ure,  
zum andern  E n t b l o c k u n g  der  basischen A m i n o g r u p p e n  des G]ucosamins.  J edoch  
spiel t  das Glucosamin  ffir den A c i d i t g t s v e r h s t ,  bzw. ffir die Zunahme  der  Basiziti~t 
p r ak t i s ch  keine  Rol le ;  denn  die N-Ace~ylneuramins~nre  is t  eine der  st/~rksten 
organischen S/iuren m i t  e iner  Dissoz ia t ionskons tan ten  yon  4,0.10 -s (pK2,6)  
(Sv~N~R~OLM 1956), wahrend  alas Glucosamin  eine sehr schwache Base mi t  einer  
Dissozia~ionskonstanten  vor~ e twa 1 ,1 .10  -9 (pK 9,04) (berechnet  arts pg-  
Messungen yon  Wv, SWpHAL u n d  HOLZMA~ 1942) ist .  Die Dissoz ia t ionskons tan te  
tier N-Ace ty lneuramins~ure  l iegt  also n m  rund  6 Zehnerpo tenzen  h6her  als die 
des Glucosamins.  

Bei  der  P a p a i n b e h a n d l u n g  des 2ge~ikulins k o m m t  es zur A b s p a l t u n g  des 
neuramins/~urehal t igen Mucoprote ids .  D a b e i  werden  sieher auch basische und  
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saure Gruppen von Aminoss entblockt, die dann ihre Valenzen entfalten 
kSnnen. Jedoch kann man einmal erwarten, dal~ die sauren und basischen 
Valenzen sieh in etwa aufheben, zum andern liegen die Dissoziationskonstanten 
der Aminos~uren so niedrig (STAuFF 1956), dal~ sie gegeniiber der Neuramins~ure 
loraktiseh nicht ins Gewicht fallen. Die Neuraminsaure des Mucoproteids ist 
also Tr~ger der sauren Valenzen im Retieulum. Verlust der Neuramins/~ure oder 
Abspaltung des neuraminsaurehaltigen Mueoproteids ffihrt zu einem gleich starken 
Abfall der Basophilie bzw. der Metaehromasie mit basisehen Farbstoffen. Auffallend 
ist, dab sieh das Retieulum nach PapMnbehandlung mit Ss leuehtend rot 
anfarbt. Das kSnnte e~n Hinweis darauf sein, dal~ die Fibrillen des Retieulums mit 
denen des Kollagens identiseh sind. Da aber aueh die Kerne naeh Papainbehand- 
lung mit Saurefuehsin rot angef~rbt werden, ist dieser Sehlul~ wohl unzulassig. 

Im Kollagen ist normalerweise die Kittsubstanz dureh Eiweil~ maskiert 
(L~T~.~E~ 1959). Dadureh ist die F~thigkeit zur Metaehromasie und die Anfarb- 
barkeit mit PAS eingesehrankt. Bei der Saurehydrolyse kommt es nun im 
kollagenen Bindegewebe der Milztrabekel zu einer Verst~rkung tier PAS-Reaktion; 
die zu erwartende verst/~rkte Metaehromasie bleibt aber aus, es kommt im Gegen- 
tell zu einem Abfall der Anfarbbarkeit. Dieser Widersprueh ist aber nur seheinbar. 
Zwar werden bei der S~urehydi'olyse die IgAttsubstanzen demaskiert, gleiehzeitig 
kommt es aber zu e~ner Abspaltung der Estersulfatgruppen der sauren Mucolooly- 
saeeharide (MEYER u. Mitarb. 1948). Damit gehen einmal saute Valenzen, die ja 
Trager der Fahigkeit zur Metaehromasie sind (BA~K unc[ BV~GE~BE~G DE 
J]~O~G 1939) verloren, zum andern werden aber Hydroxylgruppen frei, die dann 
mit in die PAS-l~eaktion eingehen kSnnen. 

Nach der Papainbehandiung liegt die Anf~trbbarkeit des Kollagens um 0,3 bis 
0,5 pH-Einheiten niedriger als die des Retikulins. Da Kollagen und l~etikulin 
die gleiehen Fibrillen enthalten sollen, ist eigentlieh zu erwarten, dal~ naeh Papain- 
behandlung die Anf~rbbarkeit des Kollagens der des Retikulins entsprieht; denn 
aueh die sauren Mueoloolysaeeharide werden dutch Papain abgespalten (BuD- 
DECKE 1960a). Wit  jedoeh die PAS-Farbung zeigt, ist am Kollagen die Ab- 
spaltung der zuekerhaltigen Substanzen nieht so komplett  wit am l~etikulin; 
denn das Kollagen behalt naeh cler Papainspaltung noeh eine deutliehe Anfarb- 
barkeit ffir PAS, w/~hrend das Retieulum praktiseh vSllig farblos ist. Somit 
enths das Kollagen noeh einen Teil seiner sauren Mucopolysaeeharide und 
damit eine gegen~ber dem Retieulum verstarkte Affinitat zu basisehen Farb- 
stoffen. 

Zusammenfassung 
Aus l~etikulin, clas aus normalen menschliehen Milzen isoliert wurde, wurde 

mit Papain ein Mucoproteid freigesetzt, das 8,4% N-Acetyl-Neuraminsaure, 
4% Galaktose, 2,5% Mannose, 2,5% Fueose, 12,4% N-Aeetylglueosamin, 12,1% 
Glueosamin und 44,6 % Eiweil~ enthielt. Als Aminosauren fanden sieh in grSl~erer 
Menge Glutamin- und Asparaginsaure, Serin und Threonin, Glyein, Alanin, Valin, 
Leuein und Isoleuein. Daneben konnten Cysteinsaure, Cystin und Methionin, 
Arginin, I-Iistidin und Lysin, Tyrosin und Phenylalanin, Prolin und Hydroxy.  
prolin sowie ~-Aminobuttersaure naehgewiesen werden. Weitere Mueoproteide 
konuten im Retikulin nieht gefunden werden. 

Naeh Freisetzen der Neuraminsaure sowie naeh Extrakt ion des neuramin- 
s~urehaltigen Mucoproteids mit Papain kommt es im Feingewebssehnitt der MiLz 
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zu einem gleich s tarken Abfall der Basophilie des l%eticulums wie seincr Fahigkei t  
zur Metachromasie.  

Bei Berficksichtigung der bisher vorliegenden Untersuchungsergebnissc ergibt 
sieh ffir den Aufbau der Ret iculnmfasern folgendes Bild:  Die Ret iculumfaser  
besteht  aus dfinnen Kollagenfibrillen, die dnrch ein neuramins~urehaltiges, ein 
sog. neutrales Mucoproteid mitcinander  verki t te t  sind. Au•erdem enth~lt sic 
Fetts~nren,  vorwiegend Myristiusaure, die gerichtet  in die Faser eingelagert sind. 

S u m m a r y  

A mucoprote in  was extracted with papain  f rom the ret iculum which was 
isolated from the normal  h u m a n  spleen. This mucoprote in  contained 8.4% 
N-acetyl-neuraminic  acid, 4% galactose, 2.5% mannose,  2.5% fucose, 12.4% 
N-acetylglucosamine, 12.1% glucosamine, and 44.6% protein. The more abundan t  
amino acids found were glutamine, asparagine, serine, threonine, glycine, alanine, 
valine, lencine, and isoleucine. I n  addition, cysteine, eystine, methionine, arginine, 
histidine, lysine, tyrosine, phenylalanine,  proline, hydroxyprohne ,  and s-amino- 
butyr ic  acid could be demonstrated.  Other mucoproteins could not  be found in 
the reticulum. 

After the release of the neuraminic acid and the extract ion of the nenraminic 
acid containing mucoprote in  with the papain,  there was a concomitant  marked 
decrease in the basophilia of the ret icuhim and in its ability to show metachromasia  
in thin sections of the spleen. 

I n  consideration of the experimental  results presented, the following m a y  be 
said for the composit ion of the ret iculum fiber : it consists of th in  fibrils of collagen 
which are cemented together  with a so-called neutral  mucoprote in  containing 
neuraminie acid. I n  addition, i t  contains f a t t y  acids, chiefly myristi~fic acid, 
which are orderly bound within the fibers. 

Zu besonderem Dank bin ich Iterrn Prof. Dr. rer. nat. Dr. reed. h.c.E.  Kn~NK verpflich- 
tet, in dessen Institut ich den Gro$teil dieser Untersuchungen durchffihren konnte. 
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