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Herrn Dr. Hovers vom Paul-Ehrlich-Institut Frank-
furt (Main) (Direktor: Prof. Dr. Jerxe) danke ich
herzlich fiir die Hilfe bei den Immunfluoreszenz-Ver-
suchen.

Abb. 5. Lokalisation des Nucleoproteins in der Hiithnerniere.

Uber ein aus menschlichen und tierischen Geweben isoliertes Nucleoprotein mit Kollagen-féllenden

Eigenschaften V

Uber ein Nucleoprotein aus Streptokokken der Gruppe A und C, Hautreaktionen
bei rheumatischem Fieber und Autoaggressions-Krankheiten mit Nucleoprotein
aus Streptokokken und menschlichen Geweben
G. WiLHELM
Max-Planck-Institut fiir Biophysik Frankfurt a. M.

(Z. Naturforschg. 21 b, 852—855 [1966] ; eingegangen am 19. April 1966)

In weiteren Versuchen wurden Streptokokken der Gruppe A und C dem in der I. Mitteilung
beschriebenen Trennungsgang unterworfen. Es gelang dabei, aus diesen Streptokokken ein Nucleo-
protein zu isolieren, das in bezug auf seine elektrophoretischen Eigenschaften, Farbreaktionen, UV-
Absorptionskurve, Zuckeranalyse mit dem aus menschlichen und tierischen Organen gewonnenen
Nucleoprotein identisch ist.

® Das Nucleoprotein aus Streptokokken besitzt die-
l L o8 selben Kollagen-fallenden Eigenschaften wie das be-
i schriebene Nucleoprotein aus menschlichen und tieri-
| schen Organen. Es bindet sich im Gegensatz zum
Nucleoprotein aus Kalbs-, Ratten- und Hithnerorgan
ausgezeichnet an das in der III. Mitteilung beschrie-
bene Serumprotein des Menschen.
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Kalbsdarm  Sfrept C  Kalbsdarm

Strept.C Abb. 1. Nucleoprotein aus Kalbsdarm links, rechts Strepto-
Phosphatfarbung kokken der Gruppe C. Bedingungen: Veronalpuffer 0,1-m.,
Amidoschwarzfarbung pH 8,6, 200 V, 2 Stunden.
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Ouchterlony- Test (Modifikation nach Beale  wurde mit physiologischer Kochsalzlosung eine
und Mason) Gegenprobe angelegt.

Wahrend bei 15 Erwachsenen und 30 Kindern

mit einer Nucleoprotein-Verdiinnung von 1 : 100 000

lediglich bei einem Erwachsenen eine deutliche Reak-

tion auftrat, reagierten 16 Kinder, bei denen auf

Grund der Untersuchungen ein rheumatisches Fieber

gesichert war, ohne Ausnahme mit einer Verdiin-

nung von 1 :1 000000 sehr stark. Die Erkrankung

an rheumatischem Fieber lag bei den Kindern z.T.

d 1 bis 2 Jahre zuriick. Die Reaktion beginnt nach 2

bis 3 Stdn. und erreicht ihren Hohepunkt nach 20

bis 24 Stunden. Sie ist nach 48 Stdn. noch deutlich
sichtbar.

Als Beispiel sei die Reaktion nach 20 Stdn. bei

zwei Kindern gezeigt.

Abb. 2. In der Mitte ist Nucleoprotein aus Streptokokken
der Gruppe A aufgetragen, in a, b, ¢ und d sind vier mensch-
liche Seren aufgetragen.

In der Immunelektrophorese zeigt sich sehr deut-
lich, daf es sich um dasselbe Serumprotein handelt.
Es ergab sich aber aulerdem, daf} das Nucleoprotein
mit Gamma-Globulin des Menschen reagiert.

Immunelektrophorese

e G
S Abb. 4. Reaktion 20 Stdn. nach Testung bei einem 10-jahrigen
< SRR Jungen, der an rheumatischem Fieber erkrankt war. Anti-
— streptolysin-Titer 7680 E.

Abb. 3. Oben ist menschliches Serum aufgetrennt, unten ;..
menschliches Gamma-Globulin der Behringwerke Marburg. .
Dagegen diffundiert ist Nucleoprotein aus Streptokokken der .

Gruppe A. g

Hiermit ist gezeigt, dal im menschlichen Serum
Antikorper gegen das Streptokokken-Nucleoprotein
vorhanden sind.

Bei diesem Befund schienen Hauttestungen bei
Menschen erfolgversprechend. Die ersten mit diesem
Nucleoprotein durchgefithrten Testungen ergaben
bemerkenswerte Reaktionen.

Das Nucleoprotein wurde in physiologischer

Kochsalzlosung gelost, die Verdiinnungen betrugen

1:100000 und 1 :1000000. Jeweils 0,1 cm?® die- Abb. 5. Reaktion 20 Stdn. nach der Testung bei einem 12-jidh-
) ) : 2 rigen Jungen, der an einem rheumatischen Fieber mit Cardi-

ser Losung wurde intracutan gegeben. Gleichzeitig tis erkrankt war. Antistreptolysin-Titer 12 500 E.
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Auf Grund dieses Ergebnisses schien es inter-
essant, Hauttestungen bei Patienten mit Krankheits-
bildern, bei denen heute eine Autoaggression als Ur-
sache diskutiert wird, durchzufiihren.

Zunichst wurden Kinder und Erwachsene mit
Lebercirrhose und chronischer Nephritis getestet.

Nucleoprotein aus
Herz

Abb. 6. Reaktion 20 Stdn. nach Testung bei einem 9-jahrigen

Maédchen, das zum ersten Mal 1963 an einer Hepatitis er-

krankt war, 1965 trat eine zweite Gelbsucht auf, die sich bis-

her nicht mehr zuriickbildete. Die Transaminasen blieben nach

der Entlassung 1965 weiterhin hoch. Die Leberbiopsie ergab
das Bild einer Lebercirrhose.

Niere Leber

Nucleoprotein aus
A-Streptokokken Leber

Abb. 7. Reaktion 20 Stdn. nach der Testung bei einem 9-jdh-
rigen Jungen mit einer chronischen Nephritis. Der Befund be-
gann im Jahre 1965 mit einer akuten diffusen Glomerulo-
nephritis. Im Gegensatz zu den Lebercirrhosen, bei denen es
nach Testung mit dem Streptokokken-Nucleoprotein nie zur
Reaktion kam, zeigt sich hier eine wenn auch geringe Reak-
tion mit dem Streptokokken-Nucleoprotein. Die Reaktion ist
jedoch gegeniiber dem Nucleoprotein aus menschlichem Nie-
rengewebe sehr viel geringer.

Niere

G. WILHELM

Die Patienten zeigten deutliche Reaktionen mit
dem aus menschlicher Leber und Niere hergestellten
Nucleoprotein. Auffallig hierbei war, daf} neben 30
gesunden auch 12 akute Hepatitiden keine Reaktion
zeigten.

Die Testung wurde mit einer Nucleoprotein-Ver-
dinnung von 1 : 100000 durchgefiihrt. Der zeitliche
Ablauf der Reaktion war derselbe wie bei dem Nu-
cleoprotein aus Streptokokken.

Als Beispiel sei die Testung bei einer histologisch
gesicherten Lebercirrhose und einer chronischen
Nephritis angefiihrt.

Zusammenfassung

Aus dem in den 5 Mitteilungen beschriebenen ex-
perimentellen Material konnen folgende Schliisse
gezogen werden: In menschlichen und tierischen
Organen sowie im Blutserum ist ein bisher noch un-
bekanntes Nucleoprotein vorhanden, das aus Tropo-
kollagen-Untereinheiten in hohen Verdiinnungen
kollagene Fibrillen zu bilden vermag. Es kann ver-
mutet werden, dall dieser Stoff auch in vivo eine
bedeutende oder ausschlaggebende Rolle bei der Bil-
dung von kollagenen Fibrillen spielt. Dieser Stoff
wird an ein spezifisches Serumprotein gebunden,
das im Ouchterlony-Test und in der Immun-
elektrophorese gut nachgewiesen werden kann. Das
Nucleoprotein besitzt die Eigenschaften eines Voll-
antigens mit stark ausgepragter Artspezifitait und
fehlender Organspezifitit. In Streptokokken der
Gruppe A und C kommt ein dhnliches Nucleoprotein
vor, das sich sehr gut an das beschriebene Serum-
protein bindet und ebenfalls Kollagen-fallende
Eigenschaften aufweist.

Gegen dieses Streptokokken-Nucleoprotein kon-
nen Antikorper bei Menschen nachgewiesen werden.
Hauttestungen fallen hiermit in hohen Verdinnun-
gen positiv aus. Es hat den Anschein, daf} die Haut-
reaktionen spezifisch fir das rheumatische Fieber
sind.

Auf Grund der Ergebnisse sei folgende Hypothese
tiber die Ursachen des rheumatischen Fiebers zur
Diskussion gestellt:

In Streptokokken kommt ein Nucleoprotein vor,
das dem Kollagen-fallenden Nucleoprotein des
menschlichen Organismus auBlerordentlich nahe ver-
wandt ist. Dieses Nucleoprotein wird aus den mit
Streptokokken besiedelten Organen (z.B. Tonsillen)
durch ein spezifisches Serumprotein an den kolla-
genen Apparat transportiert und dort auf Grund
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seiner spezifischen Reaktionsbereitschaft mit Kolla-
gen abgelagert. Zugleich tritt eine Immunisierung
gegen dieses Nucleoprotein aus Streptokokken ein.
Es kommt letzten Endes zu einer immunologischen
Reaktion am Bindegewebsapparat selbst. Um diese
Hypothese niher zu belegen, wird in zur Zeit laufen-
den Versuchen gepriift, ob das Streptokokken-
Nucleoprotein in den erkrankten Geweben des rheu-
matischen Fiebers vorhanden ist. Diese Untersuchung
wird mit der Methode der Immunfluoreszenz durch-
gefiihrt.

Die Hautreaktionen bei Lebercirrhose und chroni-
scher Nephritis machen eine Immunisation des Orga-
nismus gegen das arteigene kollagene Fibrillen-bil-
dende Nucleoprotein hochst wahrscheinlich.

Als Arbeitshypothese fiir weitere experimentelle
Untersuchungen auf diesem Gebiet dient uns fol-
gende Vorstellung:

Durch eine priméire Schdadigung des Organs (z. B.
durch Hepatitis-Viren) kommt es zur Alteration des
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Bindegewebsapparates mit Neubildung von kollage-
nen Fibrillen. Zu dieser Neubildung ist die erhdhte
Produktion des Nucleoproteins notig. Unter unbe-
kannten Bedingungen bildet der Korper gegen die-
ses Nucleoprotein Antikérper. Die Folge davon ist
eine Antigen-Antikérperreaktion innerhalb dieses
jungen Bindegewebes mit erneuter Alteration des
Bindegewebsapparates. Es wire so ein Circulus
vitiosus entstanden.

Wenn die Untersuchungsreihen auch noch zu klein
sind, um endgiiltige Aussagen zu ermoglichen, so
lassen sie doch hoffen, daBl hiermit neue Wege zur
Diagnostik und weiteren Erforschung der Patho-
physiologie dieser Krankheitsbilder gefunden wer-
den konnten.

Meiner Assistentin, Fraulein G. Zmmmerscuiep, danke
ich herzlich fiir die groBe Hilfe bei siamtlichen mit ihr
gemeinsam durchgefiihrten Untersuchungen.

Eine Methode zur Darstellung Tritium-markierter cancerogener polycyclischer
Kohlenwasserstoffe mit extrem hoher spezifischer Aktivitit

Hans EmmericH und PETER ScHMIALEK

Physiologisch-chemisches Institut der Freien Universitdt Berlin

(Z. Naturforschg. 21 b, 855—858 [1966] ; eingegangen am 14. Mai 1966)

A method is described for the preparation of tritiated polycyclic aromatic hydrocarbons with
extremely high specific activity in the presence of AlCl; and HTO. The hydrocarbons are purified
by preparative thin layer and paper chromatography. The radiochemical purity of the compounds
was proved by paper chromatography and dilution analysis. The following specific activities are
reached: Anthracene: 54 Curies/mMol, 7,12-Dimethylbenzanthracene: 19 Curies/mMol, 3,4-Benzo-
pyrene: 24 Curies/mMol, and 3-Methylcholanthrene: 44 Curies/mMol.

Die Fortschritte wihrend des letzten Jahrzehnts
bei der Erforschung des Stoffwechsels der cancero-
genen Kohlenwasserstoffe und ihrer Reaktionen mit
Zellbestandteilen sind vor allem durch die Verwen-
dung radioaktiv markierter Kohlenwasserstoffe er-
moglicht worden. Fiir die Autoradiographie mit
hohem Auflosungsvermégen sind allein Tritium-
markierte Substanzen geeignet. Die aromatischen
Kohlenwasserstoffe wurden bisher entweder nach
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