Tupumwandlungen bei Pneumococcen

Zur chemischen Erforschung von Mutationsvorgangen

Von Doz. Dr.O. WESTPHAL, Géttingen,
Chemisches Institut, Biochem. Abteilung

Die Pneumococcen sind als Erreger der Lungenentziindung
und anderer Infektionskrankheiten seit langem bekannt!). Sie
gehoren zu den kapselbildenden Mikroorganismen. Virulente
Pneumococcen, welche aus Infektionsherden isoliert werden und
deren Virulenz unter geeigneten Bedingungen auch bei Zichtung
in der Kultur erhalten bleibt, sind eingckapselt. Die Kapsel,
eine schleimige Hiille, welche die zumeist paarweise aneinander
gelagerten Bakterien (Diplococcen) umgibt, stellt eine Schutz-
maBnahme der Mikroorganismen gegen die Abwehrkridfte des
Tierkérpers dar. Nicht eingekapselte Pneumococcen (atypische
Stimme) — die man erhilt, wenn die Entwicklungsbedingungen
ungiinstig waren, besonders in Aditeren Kulturen, beim Menschen
auch aus nicht mehr entziindlichen Herden — sind wenig oder
gar nicht virulent, da sie im tierischen Organismus rasch der
Phagozytose anheimfallen?).

Es hat sich gezeigt, daB man unter den Pneumococcen mehrere
Typen nach ihrem serologischen Verhalten, ihrer Morphologie
und nach der durch sie ausgeldsten Infektion scharf unterscheiden
kann'). Jeder Typ wird nur von dem homologen (d. h. entspre-
chenden) Antiserum spezifisch agglutiniert. Immunisiert man
Tiere mit einem bestimmten Typ, so werden sie nur gegen die
Infektion dieses einen Typs geschiitzt. Diese Tatsache ist nicht
nur fur die Diagnose, sondern auch fiir die spezifische Immun-
therapie von groBer Bedeutung. Man hat die Pneumococcentypen
mit den Indices I, I1, I1] usw. gekennzeichnet. Durch eingehende
serologische Differenzierung kennt man bis heute etwa 50 verschie-
dene Typen?), von denen aber nur einige wenige klinisch erhéhtes
Interesse besitzen, unter ihnen vor allem die Typen 1, 11 und t1L

Durch die Untersuchungen von Avery, Heidelberger und
Goebel') wurde nachgewiesen, daB die serologischen Unterschiede
der Pneumococcentypen durch das jeweilige Kapselmaterial ge-
geben sind. Aus der Kapsel, und bei lebhaft wachsenden Kul-
turen auch aus der Kulturldsung, konnte ein fiir jeden Typ spezi-
fisches Polysaccharid isoliert werden. Es sind hochmolekulare,
in Wasser (z. T. kolloidal) losliche, stickstoffhaltige oder -freie,
deutlich von Typ zu Typ chemisch unterscheidbare Substanzen.
Aus jhnen ist das jeweilige Kapselmaterial im wesentltichen auf-
gebaut (Tab. 1). R. Brown®) hat die spezifischen Polysaccharide
zahlreicher Pneumococcentypen dargestellt und analysiert.

Saure-
Hydrolysenprodukte falp aqui\;larleent
Typ I Galacturonsiure, + 265—277¢ 650
N-Acetyl-glucosamin,
Essigsdure
Typ 11 Glucuronsiure, Glucose + 54—58° 970
Typ 11l Glucuronsdure, Glucose —36° 330
(1: 1) (Cellobiuronsiure)

Tabelle 1. Die spezifischen Kane]IFqusaCﬁr}aride der Pneumococcentypen
s und .

Diese Kohlenhydrate sind fiir Mduse®) und den Menschen®3)
antigen und besitzen daher neuerdings erhebliches praktisches
Interesse (M. Heidelberger u.a. 83)), wihrend sie gegeniiber Kanin-
chen nur Hapten-Charakter zeigen”). Mit-entsprechenden Immun-
seren geben sie spezifische Pricipitation noch in Verdtinnungen

b gg‘l'afﬁ’f Schmidt, Grundiagen der spezifischen Therapie, Beriin 1940,

%) Vgl. hierzu auch die Untersuchungen von R. Dubos (Erg. Enzymforsch.
8, 136 [1940]) iiber den Abbau der Pneumococcenkapsel mittels spezifi-
scher Fermente. Die zurlickgebliebenen nackten Coccen wurden in vivo
rasch phagozytiert, Die Fermente von Dubos sind daher auch therapeu-
tisch von Interesse.
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von 1:5-8 Millionen®). W. F. Goebel u. s. Mitarb.”) konnten
das spezifische Kohlenhydrat des Typs 111, welches aus Glucose
und Glucuronsidure im molaren Verhiltnis 1:1 besteht, voll-
standig aufkldren. Es ist aus Cellobiuronsiure-Einheiten (4-8-
Glucuronosido-glucose) aufgebaut. Die Bindung der Cello-
biuronsdure-Einheiten aneinander erfolgt 8-glykosidisch iiber
das C-Atom 3 der Glucuronsidure. Obwohl auch das Typ-l1I-
Polysaccharid aus den nimlichen Bausteinen aufgebaut ist, sind
die serologischen Eigenschaften von denen des Typ-iIl-Poly-
saccharids vollstindig verschieden.

Jeder Pneumnococcentyp ist demnach durch das Vermdgen
zur Synthese eines spezifischen Kapselpolysaccharids
ausgezeichnet. Auch die morphologischen Unterschiede sind hier-
durch weitgehend bedingt. So bildet Typ I11 eine starke, schleimige
Kapsel, weshalb man ihn auch als Pneumococcus mucosus be-
zeichnet, wihrend die Kapsel bei den Typen I und 1[I weniger
schleimig und ausgepragt erscheint. Dieses Vermdgen zur Bildung
einer typenspezifischen Kapselsubstanz ist erblich konstant.
Uber zahlreiche Kultur- oder Tierpassagen tritt keinerlei Ander-
ung dés spezifischen Verhaltens ein.

F. Griffith'%) konnte vollkommen ungckapselte, sog. ,,degra-
dierte* Pneumococcen durch Ziichtung der Mikroorganismen in
verdiinntem homologem Immunserum oder in gallehaltiger Bouil-
lonkultur gewinnen. Wihrend die virulenten, gekapselten For-
men auf festen Nihrbdden in Kolonien von schieimig-giattem
Aussehen wachsen (Glatt- oder S-Formen), erscheinen Kolonien
degradierter, ungekapselter Coccen als feiner, rauher Belag (R-
Formen)'?), 1)-Die R-Pncumococcen sind nicht virulent und
nicht mehr typenspezifisch differenziert; sie besitzen zwei ge-
meinsame art-spezifische Antigene, ein Protein'?) und ein Glyco-
proteid'?). DicZuriickverwandlung von degradierten(R)-Pneu-
mococcen in die entsprechende S-Form volizieht sich nach M.
H. Dawson u. O. T. Avery") und Dawson'®) besonders leicht,
wenn die Bakterien auf R-Pneumococcen-Antiserum (Anti-R-
Serum) wachsen. Sie bilden dann rasch die virulente und einge-
kapselte S-Form zuriick.

1928 zeigte Griffith'%), daB es gelingt, einen aus einem spezi-
fischen S-Stamm gewonnenen, degradierten und ungekapselten
R-Stamm in cimen virulenten uad gekapselten S-Stamun eines
anderen spezifischen Typs umzuwandeln. Griffith injizierte Mau-
sen subcutan eine geringe Menge lebender R-Kultur von Pneu-
mococcen Typ I1 gemeinsam mit einer groBen Dosis hitzegettteter
virulenter S-Typ-I- oder S-Typ-111-Pneumococcen. Weder der
lebende R-Stamm noch die hitzegetiteten S-Typ-I- oder -III-
Pneumococcen allein toteten die Maus. Dagegen fithrte die Kom-
bination zu einer schweren Infektion mit todlicher Bakteridmie.
Die aus dem Blute der M#use isolierten Mikroorganismen waren
jedoch keine virulenten Typ-1I-Pneumococcen, sondern — je
nach der Verwendung hitzegetdteter S-Typ-I- oder -111-Coccen
— virulente und eingekapselte Typ-I- bzw. -11I-Pneumococcen.
Mit groBter Sorgfalt wurde gepriift und erwiesen, daB die hitze-
getoteten Pneumococcen keinerlei lebende Organismen mehr ent-
hielten. Es muBte also eine Umwandlung von R-Typ-11-'%) in
S-Typ-1- bzw. -1II-Pneumococcen stattgefunden haben. Die
Beobachtung von Griffith wurde bald bestitigt'®) und ihre Be-
deutung erkannt.

10) Rep. Public Health [London) 18, 1 [1923).
3y S von smooth, R von rough (nach Griffith*®).
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42, 532 [1942].

) Proc. Soc. exp. Biol. Med. 24, 943 [1927].
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17) Diese Bezeichnung soll andeuten, aus welchem spez, Pneutnococcentyp
der R-Stamm gewonnen wurde.

1y ygl. H. Schmidt), S. 1391f.
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In der Folge gelang M. H. Dawson u. R. H. P. Sia") die
Umwandlung von R-Typ-lI- in virulente S-Typ-I11[-Pneumo-
coccen in vitro. Sie ziichteten R-Typ-11-Coccen in einem Kultur-
medium, welches Anti-R-Serum enthielt, bei Gegenwart groBer
Mengen hitzegettteter S-Typ-1I1-Pneumococcen. Aus den Kul-
turen wurden virulente und eingekapselte S-Typ-111-Organismen
isoliert. J. L. Alloway?®) konnte dann die Typumwandlung durch
Anwendung steriler, zellfreier Extrakte aus S-Pneumococcen er-
zielen. In einer eingehenden Untersuchung?®') gelang es Alloway,
das umwandelnde Agens aus S-Pncumococcen-Extrakten be-
trachtlich anzureichern. Die S-Zellen wurden in Natriumdesoxy-
cholat zur Auflgsung gebracht. Fiir Pneumococcen ist es charak-
teristisch, daB sie durch dieses Mittel rasch und vollstindig ge-
16st werden. Der wirksame Faktor wurde durch Alkohol gefallt,
unwirksame Begleitstoffe konnten durch Adsorption an Kohle
entfernt werden. An die Stelle der hitzegetdteten S-Coccen traten
so wasscrklare Losungen, welche das umwandelnde Agens in
hoher Wirksamkeit enthiclten. Damit war zugleich bewiesen,
daB die Umwandlung nicht durch iiberlebende S-Organismen
vorgetduscht, sondern daB hier ein extrahierbarer, wasserlgslicher
Faktor wirksam war. Wihrend sich die Umwandlung von R-
Typ-1I- in S-Typ-I11-Pneumococcen zumeist in einem Kultur-
gang erreichen lieB, vollzog sich die Uberfiihrung in S Typ 1
schwieriger und erforderte im allgemeinen mehrere Subkulturen.
Interessant ist, daB Harris??) einen wenig miusevirulenten Typ-
XIV-Stamm in einen flir Mi3use hochpathogenen S-Typ-II-
Stamm umwandeln konn te.

Sehr wesentlich ist, daB die Umwandlung niemals bei Ab-
wesenlheit von Serum beobachtet werden konate. Alloway zeigte,
daB Serum vom Schaf, Kaninchen, Meerschweinchen, Pferd oder
Mensch gleichermaBen und unabhingig vom Gehalt an R-Pneu-
mococcen-Antikdrpern verwendet werden kann. Es ist bisher
unbekannt, welcher Bestandteil des Serums, verantwortlich zu
machen ist. Die typenspezifischen Polysaccharide selbst iben
auf die Typumwandlung keinerlei Wirkung ays. Die Umwand-
lung kann ferner nur wihrend deraktiven Zellteilung aus-
geldst werden. Die Zellen miissen sich also in einer reaktionsf4higen
Phase befinden; ruhende Zellen reagieren nicht auf den umwan-
delnden Stimulus.

Die experimentelle Uberfahrung von R-Pneumococcen in
einen heterologen S-Stamm bedeutet, daB der Mikroorganismus
die Fahigkeit erlangt hat, das betreffende spezifische Kapsel-
polysaccharid zu bilden. Demnach findet sich in Extrakten von
S-Typ-111-Pneumococcen ein besonderer Faktor, dessen Wir-
kung auf R-Typ-lI-Pneumococcen darin besteht, daB sie das
Synthesevermigen des Typ-Il1I-Polysaccharids erlangen, d. h.
daB sie die typischen Eigenschaften dieses Pneymococcus an-
nehmen. Wenn die Mikroorganismen den typenspezifischen S-
Charakter angenommen haben, so erhaltensie diesen konstantiiber
serienweise Passagen. Die spontane Riickbildung des urspriing-
lichen Stammes ist niemals beobachtet worden. Bis heute ist eine
groBere Zahl derartiger R -+ S-Umwandlungen beschrieben worden.

Kirzlich habea nun O. T. Avery, C. M. Mac-Leod u. M.
Mc Carty®) iiber die Isolierung und I[dentifizierung des aktiven
umwandelnden Faktors aus Extrakten von S-Typ-1lI-Pneumo-
coccen berichtet?%?%), Als Test diente dic Umwandlung von R-
Typ-1I- in S-Typ-11I-Pneumococcen. Die Aufklirung der Natur
dieser Substanz erfolgte durch chemische, enzymatische und sero-
logische Analyse, durch Elektrophorese, Ultrazertrifugation und
Ultraviolett-Spektroskopie. Decr Faktor enthidlt kein Protein,
kein Lipoid und kein serologisch aktives Polysaccharid. Das Ma-
terial besteht aus 34—35%, C, 3,7—3,89, H, 14-15% N und
8,5—9,0%, P. Diese Zahlcn und die weiteren analytischen und
physikalisch-chemischen Daten stimmen sehr gut mit den Werten

%) ], exp. Medicine 54, 681 {1932),
] Daselbst 55, 91 [1932).
) Daselbst 57 265 [1933].

o J. Bacterlology (Proc.) 36, 218 [1938] (cit. nach H. Schmidt'),

") J. exp. Medicine 79, 137 [1944].

%) Die Originalarbeit ist bisher nicht zuganglich. Von dem bekannten
englischen Immunchemiker W. T. J. Morgan findet sich ein ausfiihr-
liches Referat in Nature [London] 153, 763 [1944).

%) Es wurde gefunden, daB (wahrschemllch alle) Pneumococcentypen ein
Ferment bilden, welches wahrend der Autolyse in Losung geht und das
umwandelnde Agens zerstort. Um optimale Bedingungen fir die Um-
wandlung zu erhalten, ist es daher notwendig, junge Kulturen zu ver-
wenden, Bei besonders aktiver Zellteilung ist hier die Autolyse mini-
mal, O. T. Avery u. a.*%).
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fiir Natriumdesoxyribonucleat tiberein. ,,Es ist wahrschein-
lich kein bloBer Zufall, daB es dieser Typ von Nucleinsiure ist,
welcher als Bestandteil der Zellkerne und Chromosomen aufge-
funden wurde, und es ist jene Art von Nucleinsiure, die nach
Signer, Caspersson u. Hammersten®®) und nach Astbury u. Bell*")
in hochpolymerem (Mol.-Gew. 500000 bis 1000000) und reak-
tionsfahigem Zustande vorkommen kann* (Morgan®)).

Eine R-Pneumococcenzelle wird also unter der Wirkung einer
Desoxyribonucleinsdure veranlaBt, das charakteristische Kapsel-
polysaccharid desjenigen heterologen Pneumococcus zu bilden,
von dem die Nucleinsdure stammt. Wenn auch Avery, MacLeod
u. Mc Carty bisher nur den Faktor von S-Typ-11I-Pneumococcen
identifiziert haben, so darf man nach den beschriebenen fritheren
Beobachtungen anderer Forschier dennoch annehmen, dafB es
sich hier um ein allgemeines Prinzip handelt.

Es scheint, daB jeder S-Pneumococcentyp eine besondere Nuc-
Ieinsdure bildet, welche ursichlich am Zustandekommen der
Typenspezifitit entscheidenden, determinierenden Anteil hat.
Die Methoden der feineren Analyse von Nucleinsduren sind bisher
noch wenig entwickelt und ausgebaut. Uber die immunologische
Spezifitdit der Nucleinsiuren ist ebenfalls bisher wenig bekannt.
Sowohl d-Ribo- als auch d-2-Desoxyribonucleinsduren reagieren
mit Pneumococcen-Antisercn?); doch zeigen sie gegenseitiges
starkes Ubergreifen. Die spezifische Reaktionsfahigkeit einiger
Antipneumococcenseren gegeniiber Nucleinsduren wird ber-
dies nicht nur durch die zugehdorigen, sondern auch durch
nucleinsiure-fremde Purine, wie Theophyllin oder Coffein,
spezifisch gehemmt. Morgan®) weist auf die Méoglichkeit hin,
daB bei den iiblichen Isolierungs- und Reinigungsverfahren be-
triachtliche Veridnderungen an den hochpolymeren und komple-
xen Nucleinsiuremolekeln stattfinden kionnen (vgl. %)), so daB
Fortschritte bei der Aufklirung des Zusammenhangs zwischen
chemischer Konstitution und immunologischer Spezifitdt erst zu
erwarten sind, wenn die Nucleinsiuren im nativen Zustande aus
Gewceben und Bakterienzellen gewonnen werden koénnen.

Die Wirkungsweise der Nucleinsiure auf die R-Pneumococcen-
zelle ist zwar noch unbekannt. Doch scheint es sicher, daB eine
abgestufte Folge enzymatischer Reaktionen ausgelost wird, wel-
che zur Bildung des spezifischen Polysaccharids fithrt. Ist der
ProzeB einmal ausgelist, so l4duft er tiber unzihlige Generationen
fort, ohne daBl das umwandelnde Agens weiter hinzugefiigt wird.
Die cinmal von auBen zugefithrte Substanz wird demnach durch
die Zelle selbst reproduziert. Die durch die Nucleinsdure ex-
perimente’l thduzierten Veridnderungen sind mit der Ausbildung
einer neuen, typischen morphologischen Struktur und neuen
spezifisch-antigenen Eigenschaften verbunden. Die Verdnderun-
gen konnen vorausgesagt werden, sie sind typenspezifisch und
erblich. Die auslésende Substanz ist von gen-artiger
Natur und das Kapselpolysaccharid Produkt einer
Gegenwirkung. Die Umwandlung von R-Typ-11-in S-Typ-}il-
Pneumococcen stellt cinen Vorgang dar, welcher durch eine wohl-
definierteSubstanz chemisch ausgelost undspezifischgesteuert wird.
Und ,,es scheint, daB diese Umwandlung cine Gen-Matation ist und
daB der R —+ S Wandel tatsichlich ein authentischesBeispicl einer
durch ein spezifisches chemisches Agens ausgelosten Mutation
darstellt“. Diese Ergebnisse erdffnen neue Moglichkeiten der
experimentellen Gen-Forschung.

Diese Art der Typumwandlung steht nicht einzig da. Bei-
spiele dhnlicher Umwandhingen an anderen biologischen Ob-
jekten, wie jene des Shopeschen Kaninchenfibrom-Virus in das
Virus des Sanarelli-Myxoms?), sind schon bekannt, und weitere
werden vermutlich noch aufgefunden werden. Ob die beschriebe-
nen Typumwandlungen bei Pneumococcen-Infektionen im Tier-
kdrper cine Rolle spielen, ist bisher nicht erwiesen®?). Es scheint
jedoch nicht unbedenkbar, dab unter der Wirkung dhnlicher stoff-
licher Einfliisse im biologischen Geschehen neue Mikroorganismen
Typen entstehen kinaten. Eingeg. am 4. Mdrz 1945, [A 13].
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J. biol. Chemxstry 124, 425 (1938].
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