
ABTRENNUNG UND CHARAKTERISIERUNG DES NUCLEOPROTEINS 793

sion häm olysierender A ntikörper aus Milchflecken 
nachweisen. Da die im Om entum  verstreut liegenden 
Milchflecken bei der M aus überw iegend unvaskula- 
risiert s in d 2> 5> 7, ist auszuschließen, daß die hier 
nachgewiesenen A ntikörper aus der Blutbahn stam 
men. Dagegen wäre es möglich, daß die in den Milch
flecken gelegenen Zellen, die häm olysierenden A nti
körper abgeben, diesen nicht selbst gebildet, sondern 
n u r gespeichert haben. Das V orhandensein zahlrei
cher pyroninophiler P lasm azellen und Plasmazell- 
vorstufen wie auch die Tatsache, daß gerade solche 
Zellen — aus dem Om entum  isoliert und mit 
dem C u n n i n g h a m  - V erfahren untersucht — zu 
den charakteristischen H äm olyseplaques führen, be
weist jedoch, daß in den Milchflecken tatsächlich 
A ntikörper-bildende Zellen vorhanden sind.

Bei Tieren, die gleichzeitig oder nacheinander m it 
zwei m orphologisch leicht unterscheidbaren Erythro-

cytenarten im m unisiert waren, w urden jeweils beide 
E rythrocytenarten im Bereich der einzelnen Milch
flecken lysiert. Untersuchten w ir hingegen Einzel
zellen aus solchen Omenten, so fanden w ir stets nur 
Zellen, die entweder  diese oder  jene Erythrocyten- 
a rt zur Lyse brachten. Demnach kann es sich bei den 
Milchflecken nicht um reine Zellklone handeln, die 
nur einen A ntikörper produzieren. H ingegen ist die 
einzelne A ntikörper-bildende Zelle im Milchflecken 
offensichtlich auf die P roduktion von häm olysieren- 
dem A ntikörper gegen eine  E ry throcytenart ausge
richtet.

Frl. H a n n a  F in t e r  und Frau B r ig it t e  T a c k e  danken 
wir für hervorragende technische Assistenz. Die Arbeit 
wurde mit Mitteln der D e u t s c h e n  F o r s c h u n g s 
g e m e i n s c h a f  t ausgeführt.
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Es wird über ein neu aufgefundenes Ribonucleoprotein berichtet, das beim Menschen, Kalb,
Ratte und Huhn aus allen untersuchten Organen zu isolieren war. Der Abtrennungsvorgang und 
die bisher vorliegenden Daten zur Charakterisierung des Nucleoproteins werden beschrieben.

In  dieser ersten M itteilung sollen das V erfahren 
zur A btrennung des N ucleoproteins und die zu sei
ner C harakterisierung dienenden Eigenschaften be
sprochen werden.

I. Abtrennung des Nucleoproteins  
Tierische oder menschliche Organe werden mit dop

pelter Menge dest. H20  mit dem Ultraturrax homogeni
siert. Das Homogenat wird sodann drei Stdn. bei Zim
mertemperatur gerührt und dann 15 Min. bei 5000 Um
drehungen zentrifugiert. Der Rückstand wird verwor
fen. Die überstehende Lösung wird im Wasserbad auf 
80 °C erhitzt, sodann wird die Lösung mit Ammonsul
fat auf 40-proz. Sättigung eingestellt und 12 Stdn. im 
Eisschrank bei 4 °C gehalten. Danach wird wiederum 
15 Min. bei 5000 Umdrehungen zentrifugiert und der 
Niederschlag verworfen. Die Lösung wird dann auf 
70-proz. Ammonsulfatsättigung eingestellt und wie
derum 12 Stdn. im Eisschrank bei 4 °C gehalten. Da
nach wird erneut bei 5000 Umdrehungen 15 Min. zen
trifugiert. Das Zentrifugat wird gegen dest. H20  bis 
zum Verschwinden der Sulfatreaktion dialysiert und 
sodann über Blaugel getrocknet. Die weitere Reinigung

erfolgt mit dem stark basischen Zelluloseaustauscher 
DEAE Serva Nr. 12113 pa.

12 g Austauscher werden in 500 cm3 M i c h a e l i s -  
Puffer von pn 7 suspendiert, die Lösung nach 45 Min. 
Stehen dekantiert und eine Säule von 30 ml Inhalt ge
füllt. 2 g Rohsubstanz werden in 10 ml Puffer bei pn 7 
gelöst, die entstehende Trübung bei 20 000 Umdrehun
gen 15 Min. abzentrifugiert und auf die Säule gegeben.

Die Säule wird mit Puffer von ph 3 gewaschen bis 
das Eluat einen pH-Wert von 3,0 erreicht hat. Sodann 
werden dem Puffer 3% NaCl zugesetzt, die ersten 20 ml 
Eluat werden verworfen, die nächsten 80 ml aufgefangen. 
Das Eluat wird sodann gegen dest. H20  bis zum Ver
schwinden der Chlorreaktion im Eisschrank bei 4 °C 
dialysiert und über Blaugel getrocknet.

II. Elektrophoresen und Färbemethoden

Die Substanz läßt sich in  der N iederspannungs- 
E lektrophorese gut ab trennen. Die Abb. 1 zeigt eine 
Papierelektrophorese.

A ußer diesen A nfärbungen w urden folgende wei
tere Farbreaktionen durchgeführt:



794 G. WILHELM

©

P - Amidoschwarz- 
Färbung

Abb. 1. Papierelektrophorese. Bedingungen: Veronalpuffer 
0,l-/n., pn 8,6, 200 V 2 Stunden. Rechts auf der Abb. ist die 
Färbung mit Amidoschwarz 10 b nach G r a s s m a n n  und H a n n ig  1 
zu sehen, links die Phosphatfärbung nach W a d e  und M o r g a n  

(Eisen-3-chlorid in Sulfosalicylsäure).

A n f ä r b u n g  a u f  C a l c i u m

Die A nfärbung erfolgte nach P o l l a r d  und 
M cO mie 3. Es konnte hierm it deutlich Calcium nach
gewiesen werden. Auch m it einem Calceinsprüh- 
reagenz kann deutlich Calcium nachgewiesen wer
den. Die S treifen werden dabei m it 7-proz. KOH +
0,05-proz. KCN besprüht und bei 80 C getrocknet, 
sodann mit 0,03-proz. Calcein in 0,25-n. NaOH 
nochmals besprüht. Es bilden sich gelbe Streifen auf 
rosa U ntergrund.

A nfärbungen 'von  Lipiden

Die Färbung erfolgte m it Sudanschwarz B nach 
S w a l m  4. Auch hierm it erhält m an eine deutliche 
Reaktion.
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A nfärbungen m itN inhydrin  ergeben eine schwache 
Reaktion.

Die A nfärbung auf Cholin nach L e v i n e  und 
C h a r g a f f  5 mit P hosphorm olybdansäure und Z inn
chlorid ergibt keine Reaktion.

Die A nfärbung auf P u rinkö rper nach M ic h e l  und 
H a b e r l e r  6 mit Eosinquecksilberchlorid ergib t eine 
sehr deutliche Reaktion.

Die A nfärbung auf Zucker nach P a c s u , M o r a  und 
K e n t  ’’ 8 m it 1-proz. K alium perm anganat und 2-proz. 
N a2C 03 ergibt eine schwache Reaktion.

III.  UV-Spektrum

KC/cm
Abb. 2. UV-Spektrum. Die hier gezeigte Kurve wurde im 
Unicam-UV-Spektrometer aufgenommen. Es zeigt sich hierbei 
ein deutliches Maximum bei 259 m/u. 100 /ug/m\ Substanz er

geben in der 1-cm-Küvette eine Extinktion von 0.5.

IV. Titrationskurve

Abb. 3. Titrationskurve. 20 mg Nucleoprotein aus Ratten
darm in 1 ml H ,0 .
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V . Infrarotspektrum
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Abb. 4. Infrarotspektrum. 4,05 mg Nucleoprotein aus Kalbsdarm +  250 mg Kaliumbromid.
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VI. Löslichkeit

Die Substanz ist ausgezeichnet in W asser löslich, 
unlöslich in organischen Lösungsmitteln wie Alko
hol, Ä ther, Chloroform .

VII. Basenbestimmung

Die Basenbestimmung wurde mit zwei verschiedenen 
Methoden durchgeführt:

1. 5 mg Nucleoprotein aus Rattendarm wurden in
3 ml 0,3-n. KOH 20 Stdn. bei 37 °C hydrolysiert. Da
nach wurde mit 60-proz. HC104 auf pu 1 und mit KOH 
auf ph 4 weiter eingestellt. Sodann wurde zentrifugiert. 
Die Elektrophorese wurde im Citratpuffer 0,02-m. bei 
PH  3,5, 1000 V Spannung, 0 °C, Laufzeit 2 Stdn. durch
geführt. Gleichzeitig wurden Vergleichssubstanzen mit 
aufgetragen. Im UV-Licht bei 260 m/u konnten Adenin, 
Cytosin, Guanin und Uracil gefunden werden. Anschlie
ßend wurde noch eine Phosphatfärbung nach W a d e  
und M o r g a n  2 durchgeführt.

2. 5 mg Substanz wurden mit 0,5 ml 1 -n. HCl eine 
Stde. bei 100 °C hydrolysiert, im Vakuum getrocknet 
und mit 0,1-rc. HCl aufgenommen und auf Dowex 50 
chromatographiert. Auch hierbei fanden sich die bereits 
genannten Basen.

VIII. Zuckeranalyse nach P a r t r i d g e 9
0,2 ml der 2-proz. Nucleoproteinlösung aus Kalbs

darm wurden mit 0,8 ml 1-n. HCl versetzt und eine 
Stde. bei 100 °C hydrolysiert, sodann über H2S 04 und 
KOH getrocknet. Das Hydrolysat wurde danach auf ein 
Papierchromatogramm gegeben und mit Methyläthyl- 
keton, Eisessig, Wasser im Verhältnis 3 : 1 : 1  aufstei
gend entwickelt. Als Sprühreagenz diente 0,93 g Anilin 
+  1,66 g Phthalsäure in 100 ml H20  gesättigtem Buta
nol. Während sich, wie zu sehen ist, reichlich Ribose 
nachweisen läßt, konnte Desoxy-Ribose nicht aufgefun-

9 S. M. P a r t r i d g e ,  Nature [London] 4167, 443 [1949].

Abb. 5. Zucker-Analyse nach P a r t r i d g e .

den werden. Ob sich Spuren von Galaktose oder Glu
cose im Hydrolysat finden, ließ sich nicht sicher aus- 
sagen.

IX. Aminosäureanalyse

Da uns kein Aminosäureanalysator zur Verfügung 
stand, wurden die Aminosäuren nach Hydrolyse mit 
halbkonzentrierter HCl über Nacht bei 100 °C über die 
Hochspannungs-Elektrophorese und Papierchromatogra
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phie bestimmt. Verfahren wurde hierbei nach der von 
D o se  und C a p u t o  10 angegebenen Methodik.

Folgende Zusam mensetzung konnte hierbei ge
funden w erden:

[% ]
21 A sparaginsäure,
26 G lutam insäure,
14.5 Glyzin,
14.5 Alanin,

4.4 Serin,
5,8 Threonin,
3.5 Valin,

10,3 Leucin.

Sehr auffällig hierbei ist das starke Überwiegen von 
A sparaginsäure und G lutam insäure in  der A m ino
säure-Zusammensetzung. Da der M ethode keine sehr 
hohe Genauigkeit zukom mt, möchten w ir dies ledig
lich als vorläufiges E rgebnis mitteilen.

X. Ausschluß von Phosphorproteidphosphor in der 
Nucleoprotein-Fraktion

1 ml der 2-proz. N ucleoproteinlösung w urden m it
0,032 ml 1-n. KOH versetzt, so daß die Lösung 
einer 0,25-n. KOH-Lösung entsprach. Die Lösung 
wurde sodann 24 Stdn. bei 20 °C  gehalten. In  der 
Lösung konnte kein anorganischer Phosphor nachge
wiesen werden.

XI. Versuch des Nachweises von Lipidphosphor 
in der Fraktion

22 mg Nucleoprotein aus R attendarm  w urden m it
6 ml A lkohol-Ä ther im V erhältnis 3 : 1 bis zum Sie
den erhitzt und zweimal gewaschen. Der E xtrak t und 
die W aschlösung w urden sodann eingeengt und ver
ascht (in der Sodaschmelze). Phosphat w ar auch 
hier nicht nachweisbar. E in nochm aliger Versuch, 
m it 0,25-n. KOH im Rückstand anorganischen P hos
phor abzuspalten, blieb ebenfalls erfolglos. H ier ist 
zu sagen, daß sich der m it der F ärbung  nach S w a l m  4

nachweisbare L ipidanteil weder durch die Alkohol- 
äther-Behandlung noch durch Erhitzen m it C hloro
form  während 5 Min. abspalten ließ. In der anschlie
ßend ausgeführten Elektrophorese zeigte sich die 
Fettfärbung nach S w a l m  4 unverändert. E in  Versuch, 
den Lipidanteil in der Gaschrom atographie näher 
aufzuklären, blieb ohne Ergebnis.

XII.  Behandlung mit alkalischer Phosphatase

Durch Behandlung m it alkalischer Phosphatase 
läßt sich aus der N ucleoprotein-Fraktion kein P hos
phat abspalten.

XIII.  Phosphorgehalt des Nucleoproteins

Der Phosphorgehalt des Nucleoproteins betrug 
28 ju/mg. Bei einem P räpara t, das w iederholt über 
die Ionenaustauschersäule gegeben wurde, stieg der 
Phosphorgehalt auf 58 juJmg an.

XIV.  Nachweis des Nucleoproteins

D er Nachweis des Nucleoproteins konnte in  fol
gen Geweben geführt w erden:
a) In menschlichem foetalen Gewebe:

Darm , Niere, Herz, Leber, Lunge.
b) In tierischem Gewebe:

1. K alb: Darm, Thymus, Blutserum.
2. R atte: Darm, Muskel, Thymus, Leber, Milz,

Niere, Lunge, Gehirn, Haut.
3. H uhn: Herz, Vollblut.

A ußerdem  wurde in Streptokokken der G ruppe A 
und C ein in bezug auf UV-Absorption und elektro
phoretische W anderungsgeschwindigkeit identisches 
N ucleoprotein isoliert.

Die neu aufgefundene Substanz ist nach diesen 
Ergebnissen als Ribonucleoproteid anzusprechen, 
das einen auffallend fest gebundenen L ipidanteil 
enthält.

10 K. D o s e  u . A. C a p u t o , Biochem. Z. 328, 376 [1956].


