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Ü ber ein aus menschlichen und tierischen Geweben isoliertes N ucleoprotein m it Kollagen-fällenden
Eigenschaften II

Die Kollagen-fällenden Eigenschaften des Nucleoproteins
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Das in der I. Mitteilung beschriebene Nucleoprotein führt bei Zugabe zu Tropokollagen-Lösun- 
gen zur Bildung von kollagenen Fibrillen. Die Fibrillen-bildende Potenz des Nucleoproteins ist sehr 
groß. Die gebildeten Fibrillen zeigen eine sehr gute Feinstruktur und weisen eine 640 Ä Haupt
periodik auf. Es ist zu vermuten, daß dem ubiquitär im Organismus vorkommenden Nucleoprotein 
eine bedeutende oder gar ausschlaggebende Rolle bei der Bildung von kollagenen Fibrillen aus 
Tropokollagen im Organismus zukommt.

Die kollagenen F ibrillen des Bindegewebes setzen 
sich aus großen Bausteinen, den Tropokollagen-Ein- 
heiten zusam m en 1. Die Länge dieser Bausteine be
träg t 2 800  Ä, ihr Durchmesser 14 Ä. Diese U nter
einheiten können sich in  verschiedener W eise aggre
gieren. D urch eine V iertelüberlappung dieser Bau
steine entsteht eine F ibrille m it einer 640 Ä-Periodik.

Setzen sich die Bausteine in ihrer ganzen Länge 
einheitlich zusammen, so entsteht eine 2800 Ä- 
P eriodik . Im  menschlichen und tierischen O rganis
mus w erden lediglich F ibrillen mit einer 640 Ä -Peri
odik gefunden. Kollagene Fibrillen zerfallen in sau
ren  Lösungen (z. B. 0,05 M Essigsäure) in die 
Tropokollagen-Einheiten. Solche U ntereinheiten las
sen sich auch durch Extraktion von noch nicht aus
gereiftem  Kollagen m it Neutralsalzlösungen bei 
einer T em peratur von 2 °C gewinnen. Durch Zusatz 
einer R eihe von Stoffen und V eränderungen des pn- 
W ertes bei den sauren Lösungen lassen sich aus den 
Tropokollagen-Lösungen Fibrillen fä lle n 2-4. Die 
F ibrillen  können je  nach Zusatz eine verschiedene 
P eriod ik  aufweisen. So bew irkt zum Beispiel Zusatz 
von A TP die Bildung von Fibrillen m it einer 
2800  Ä -Periodik. Dialy se der Lösung in Gegenwart 
von Serum glykoproteiden bewirkt die Bildung von 
z. T. norm alen 640 Ä, z. T. sogenannter fibrous 
longspacing Fibrillen. Da im menschlichen und tie ri
schen O rganism us lediglich 640 Ä-Perioden-Fibril- 
len gefunden werden, ist abzuleiten, daß Stoffe, die 
in vivo an  der F ibrillenbildung beteiligt sein könn
ten, die Voraussetzung erfüllen müssen, n u r 640 Ä-
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Perioden-F ibrillen  zu bilden. Da Kollagen überall 
im  K örper vorkom m t (30%  des Körpereiw eißes ist 
K ollagen), besteht die weitere Bedingung, daß die
ser Stoff in allen Organsystem en nachzuweisen ist. 
Es konnte gefunden werden, daß das in der I. M it
teilung beschriebene N ucleoprotein diese beiden Be
d ingungen erfüllt. Aus sämtlichen untersuchten 
O rganen (M uskulatur, Leber, N iere, Milz, Darm , 
Thym us, Gehirn, H erzm uskulatur, H aut) konnte die 
Substanz isoliert werden.

1. Fällungen von Kollagen aus sauren 
Tropokollagen-Lösungen

Tropokollagen wurde auf folgende Weise hergestellt: 
Kalbssehne wird mit der Schere vorzerkleinert und im 
Ultraturrax mit 0,05 M Essigsäure homogenisiert, 
danach 2 Tage bei 4 °C gerührt und anschließend 
30 Min. bei 2000 g  zentrifugiert und durch Glasfilter 
G 2 gesaugt =  ungereinigtes Tropokollagen. Der Ei
weißgehalt betrug 2,5 mg/ml (Biuretmethode). Diese 
Lösung wird mit 30-proz. NaCl-Lösung auf 7-proz. NaCl- 
Gehalt eingestellt, danach 30 Min. bei 50 000 g  zentri
fugiert. Der Niederschlag wird dreimal mit dest. HaO 
gründlich gewaschen und der Rückstand mit 0,05 M 
Essigsäure homogenisiert (Methode nach C u r t s und 
S t e i n s b y ) .  Anschließend wird durch Glasfilter G 2 
gesaugt, der Eiweißgehalt mit der Biuretmethode be
stimmt und mit 0,05 M Essigsäure wieder auf
2,5 mg/ml (± 0 ,5  mg) eingestellt =  gereinigtes Tropo
kollagen.

Von der aus Kalbsdarm hergestellten Proteinfrak
tion werden 10 mg in 1 ml dest. HaO gelöst ( =  0,56 mg 
Gesamt-P/ml) und die Verdünnungsreihe in Zehner
potenzen angesetzt.
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Der pn-Wert der Tropokollagen-Lösungen wird mit
0,l-/z. NaOH unter ständigem Rühren (Magnetrührer) 
eingestellt, Temperatur 22 cC.

Ansatz: In ein Glasröhrchen von 6 mm Durchmesser 
und 65 mm Länge wurden nacheinander 0,01 ml Pro
teinlösung und 1 ml Tropokollagen-Lösung gegeben, 
mit Parafilm verschlossen und umgeschüttelt. Die Fäl
lung makroskopisch sichtbarer Fibrillen wurde beob
achtet und gleichzeitig mit einer Probe Tropokollagen 
unter Zusatz von 0,01 ml dest. H20  ohne Proteinzusatz 
verglichen.

Fällungsversuch

Gereinigtes Tropokollagen (1 Tag im Eisschrank 
aufbewahrt) 2,5 mg Eiweiß/ml. Ausgangswert pn  3,3,
22 °C.

Verdünnungen in
g-% d. Protein-

s u b s t a n z P II 3 ,3 3 ,5 3 ,8 4 ,0 4 ,1 4 ,2

M O “ 3 + + + + + +
1 0 ~ 4 9 ? + + + +
IO“ 5 — — + + + +
10  ® wre n ig + + +
IO“ 7 + + + +
1 0 -® ? +  + + +
IO“ 9 — +  + + +
1 0 - 1 ° + +
1 0 - 11 ? + +
IO“ 12 — + +
1 0 ~ 13 +  ( ? ) +  (
IO“ 14 +  ( ? ) +  (

Bei pH 4,1 und 4,2 finden sich in der K ontrolle 
makroskopisch sichtbare F ibrillen. Die P roben  zei
gen nach Proteinzugabe jedoch eine sichtbar stärkere 
Bildung von F ibrillen bis zu den angeführten  V er
dünnungen (Beobachtung 5 M in. nach Zugabe der 
P ro te in lösung).

2. Fällungen aus Neutralsalzlösungen

a) Bei Zusatz des Nucleoproteins zu Tropokollagen- 
Lösungen, die aus der Haut von neugeborenen M äu
sen durch N  eutralsalz-Extraktion bei 2 °C  gewonnen  

wurden

Hierbei ist eine sofortige Fällung von kollagenen 
Fibrillen zu beobachten, die im E lektronenm ikro
skop eine norm ale 640 Ä-Periodik aufweisen.

b) Fällung von Kollagen in Neutralsalzlösungen  
bei pn 7

Zu 3 ml eisgekühltem M/7,5 Phosphatpuffer (pn 7,0) 
wurden 0,1 ml Nucleoprotein (0,1 mg) gegeben und 
1 ml Kollagenlösung (c =  0,38%) in 0,1-proz. Essig
säure zugesetzt. Zu einer zweiten Lösung wurde an 
Stelle des Nucleoproteins 0,1 ml Chondrotinsulfat- 
Lösung (0,2 mg) zugesetzt. Zu einer Kontrollösung

wurde die entsprechende Menge Wasser gegeben. Alle 
drei Lösungen wurden in Thermostaten auf 33 cC er
wärmt. Die Lösung mit dem Nucleoprotein-Zusatz be
gann nach 5 Min. Fibrillen abzuscheiden, die beiden 
anderen Lösungen blieben klar.

Die F ibrillenbildung war nach 60 Min. bei der 
m it Nucleoprotein versetzten Lösung beendet. Bei 
den beiden anderen Lösungen (m it Chondrotin- 
su lfat versetzte Lösung bzw. Kontrollösung) erfolgte 
die F ibrillenbildung erst bei 36 °C und die Abschei- 
dung wurde vermutlich erst vollständig bei 39 °C. 
Die durch die N ucleoprotein-Fraktion gebildeten 
F ibrillen  zeigten eine gute, regelm äßige 640 Ä -Peri
odik. Auch die Feinstruktur erwies sich als gut aus
gebildet.

W enn auch die Abscheidung von Fibrillen aus sau 
ren Tropokollagen-Lösungen interessant erscheint, 
so ist doch die Abscheidung von Fibrillen aus N eu
tralsalzlösungen bei normalen pn-W erten wesent
licher, da sie den Bedingungen im Organism us en t
spricht. Um zu überprüfen, ob das N ucleoprotein 
auch andere faserbildende biologische Systeme be
einflußt, wurde eine Gerinnungsanalyse durchge
führt. Es ergab sich hierbei keinerlei Einfluß auf Ge
rinnungszeit, Throm belastogram m , Retraktionszeit 
und Trom bocytenfestigkeit.

Es läßt sich also insgesamt sagen, daß die Nucleo- 
protein-F raktion  in hohen V erdünnungen vor allem 
auch in Neutralsalzlösungen sehr gut strukturierte 
F ibrillen  ergibt. Die W irkung ist der von Chondro- 
tinsulfat beträchtlich überlegen. Das Nucleoprotein 
besitzt keinen Einfluß auf die Blutgerinnung und 
dam it auf die B ildung von Fibrin.

Herrn Professor Dr. K ü h n  und Herrn Dr. A d e l m a n n  
vom Max-Planck-Institut für Eiweiß- und Lederfor
schung München (Direktor: Professor Dr. G r a s s m a n n ) 
habe ich für die Überprüfung der Versuche und insbe
sondere für die Überlassung der Fällungskurve und 
elektronenoptischen Aufnahme herzlich zu danken.
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Abb. 1. Fällungen aus Neutralsalzlösungen.


