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202. Chemische und biologische Untersuchungen
iiber ein Himosensitin aus Mycobacterium tuberculosis
von E, Sorkin, S.V. Boyden und J. M. Rhodes.

(27. VIL 56.)

Im Laufe unserer Untersuchungen iiber die durch Tuberkulose-
infektion und Tuberkuloseschutzimpfung beim Wirtsorganismus her-
vorgerufenen Immunititsvorginge interessierten wir uns fir die
chemische Natur des fiir den Middlebrook- Dubos-Hamagglutinations-
test!) verantwortlichen Antigens. Die Bedeutung dieses Testes als
Hilfe bei der Prognose und Diagnose der Tuberkulose ist sehr um-
stritten. Eine der Ursachen der widerspriichlichen Ergebnisse ist
moglicherweise die unterschiedliche Spezifitat der verschiedenen fiir
diesen Test verwandten Antigenfraktionen. In weitem Umfang haben
die verschiedenen Untersucher fir die Sensibilierung der Erythro-
zyten verschiedenes Ausgangsmaterial benutzt, z. B. eine Poly-
saccharidfraktion aus extrahierten Tuberkelbazillen, Alt-Tuberkulin
oder PPD, und Polysaccharidfraktionen aus Kulturfiltraten!-5).

Middlebrook & Dubos!) haben wahrscheinlich gemacht, dass die
Erythrozyten sensibilisierende Substanz eine aus Polysaccharid auf-
gebaute Substanz sei, fiir die dann der Name ,,Himosensitin‘“ vor-
geschlagen wurde®). Eine Ausweitung dieser Befunde ist von Middle-
brook”) erbracht worden, der Himosensitin-Priparate mit einem Poly-
saccharid-Gehalt von 90—-999, serologisch untersuchte. Analytische
Kinzelheiten wurden leider nicht mitgeteilt; auch wurde von Middle-
brook die Homogenitidt dieser Priparate angezweifelt.

Von Bretey und Mitarb.®) ist dann die Herstellung eines im
Middlebrook- Dubos-Test aktiven sensibilisierenden Priaparates aus
Kulturfiltraten des Tuberkelbazillus beschrieben worden. Durch
Fallung mit Salicylsiure wurde ein Protein-Polysaccharid-Komplex
isoliert. Bei weiterer Behandlung mit 90-proz. Phenol verblieb ein
Phenol-unloslicher Polysaccharid-Riickstand, wihrend ein Protein-

1) G. Middlebrook & R.J. Dubos, J. exp. Med. 88, 521 (1948).

2} (. Qernez- Rieux & A. Tacquet, Adv. Tuberc. Res. 5, 66, S. Karger, Basel/New York
1952.

3 Y. Takeda, Y. Aoki, N. Wakita, T'. Watanabe & N. Kasat, Jap. J. Tuberc. 2, 216
(1954); s. a. ibid. 2, 307 (1954).

4y G. Middlebrook, Ann. Rev. Med. 5, 339 (1954).

5) K. Sorkin & 8. V. Boyden, J. Immunol. 75, 22 (1955).

8y S. V. Boyden & W. E. Suter, J. Immunol. 68, 577 (1952).

7y Q. Middlebrook, Bull. N. Y. Acad. Med. 28, 474 (1952).

8) J. Bretey & A. Lamensans, C.r.hebd. Séances Acad. Sci. 232, 1880 (1951);
A. Lamensans, P. Grabar & J. Bretey, C. r. hebd. Séances Acad. Sci. 232, 1967 (1951).
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Nukleinsdure-Gemisch in Lésung ging. Der mit ,,St.° bezeichnete
Riickstand besass eine starke sensibilisierende Wirkung fiir rote Blut-
korperchen und enthielt 0,42 9%, Stickstoff. Elektrophoretische Unter-
suchungen mit ,,8t.° deuteten auf Homogenitit hin, aber weitere
Einzelheiten oder chemische Untersuchungen sind unseres Wissens
nicht verdffentlicht worden.

Wir berichteten kiirzlich®), dass nicht erhitzte Fraktionen aus
Kulturfiltraten von M. tuberculosis zumindest zwel Substanzen mit
verschiedener serologischer Spezifitit enthalten, die beide im Middle-
brook- Dubos-Test sensibilisierende Wirkung fiir rote Blutkérperchen
aufweisen. Diese Antigene wurden als «- und g-Himosensitine be-
zeichnet. Durch Kreuzreaktionen mit aktiven Praparaten aus er-
hitzten und aus nicht erhitzten Kulturen konnte die Gegenwart von
a-Hdmosensitin sowohl in den erhitzten als auch in den nicht er-
hitzten Fraktionen nachgewiesen werden. Die Thermostabilitit der
Molekel oder jedenfalls der fiir die Spezifitit und Fixation an Erythro-
zyten verantwortlichen Teile war somit erwiesen.

f-Hiamosensitin ist dagegen thermolabil und konnte nur in nicht
erhitzten Fraktionen nachgewiesen werden. Einstiindiges Erhitzen im
Autoklaven auf 110° setzte die sensibilisierende Aktivitit des Himosen-
sitins fast auf Null herab. Untersuchungen iiber seine Isolierung,
chemische Struktur und Bedeutung im Infektionsgeschehen sind zur
Zeit im Gange.

In der vorliegenden Abhandlung berichten wir iiber die Iso-
lierung, den chemischen Aufbau und die serologischen Eigenschaften
gereinigter «-Himosensitinpriparate. Die bisherigen Versuchsergeb-
nisse deuten die Struktur eines Lipopolysaccharid-Protein- (oder
Peptid)-Komplexes fiir das «-Himosensitin an.

Experimenteller Teil.
Methodik und Materialien.

Die Protein-Bestimmungen wurden mit dem Biuretreagens ausgefiihrt und die
Losungen bei 540 my in einem Beckman-Spektrophotometer (Modell DU) gemessen.

Zur Polysaccharidanalyse der Fraktionen wurde zuerst das Dreywood’s Anthron-
Reagens nach Morris?) benutzt. Es wurden befriedigende Ergebnisse mit einer dem
Seibert’schen Polysaccharid I11%) entsprechenden Fraktion, die hauptsichlich aus Glucose-
einheiten besteht, erzielt. Dagegen ergab die Anthronmethode bei den in dieser Mitteilung
beschriebenen Polysaccharidfraktionen, die bis zu 50-—60%, Arabinose und ausserdem
Mannose, Galaktose und Hexosamin enthielten, nur ein unvollstandiges Ergebnis, wenn
Glucose als Standardsubstanz verwandt wurde. Die fiir das Polysaccharid gefundenen
Prozentziffern waren viel zu niedrig. Die Pentose Arabinose gibt namlich mit dem Anthron-
reagens eine Farbe, die schnell ausblasst und einen Mindestwert erreicht, wihrend die
Farbe fiir Hexose ihr Maximum erreicht. Ahnliche Bepbachtungen wurden auch von
Yemm & Willis'') mitgeteilt.

9) D. L. Morris, Science 107, 254 (1948).

10) F. B. Seibert, Amer. Rev. Tuberc. 59, 86 (1949); F. B. Seibert, M. Stacey & P.
W. Kent, Biochem. Biophys. Acta 3, 632 (1949).

) B W. Yemm & A. J. Willis, Biochem, J. 57, 508 (1954).
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Der Pentosegehalt unserer hier beschriebenen Polysaccharidfraktionen wurde
dann nach Dische!?) mittels der Cystein-Schwefelsdure-Reaktion bestimmt. Als Standard-
substanz diente Arabinose, da dieser Zucker nach papierchromatographischen Befunden
(siehe unten) die einzige vorkommende Pentose war. Die Standardkurve fiir Arabinose
folgt dem Beer’schen Gesetz, die Neigung der Kurve ist aber von der angewandten Schwe-
felsaure (Merck purissimum), der Glassorte und der Mischungsmethode abhingig.

10 mg-proz. Losungen wurden sowohl fiir Pentose- als auch Hexosebestimmungen
angewendet. Arabinose ergibt mit dem Anthronreagens einen konstanten Wert von
Eo 0,125—0,126. Enthalt die untersuchte Losung, bestimmt mit der Cystein-Methode,
A 9, Pentose und bezeichnet B die Extinktion in der mit Glucose als Standardsubstanz
ausgefiihrten Anthron-Bestimmung, so wird die Korrektur fiir die Gegenwart von Pentose
in der Hexosebestimmung wie folgt vorgenommen.

A Prozent Pentose x 0,125 = C = Wert, der vom Extinktionswert der Anthron-
bestimmung subtrahiert werden muss.

B (Extinktion mit Anthron) — C = wirkliche Extinktion; dieser Wert ist fiir das
Ablesen des Hexoseprozents von der Standardkurve zu verwenden.

Die Schlusswerte sind immer noch zu niedrig, da als Standard Glucose verwandt
wurde anstatt des im Polysaccharid vorliegenden Mannose-Galaktose-Gemisches unbe-
kannten Verhiltnisses.

Die oben beschriebene Methode ist noch nicht ganz befriedigend, hauptsichlich
infolge der Schwankungen in den Pentosebestimmungen (bis zu 79%). Die Methode ergibt
jedoch zuverlassige Anhaltspunkte fiir die Zusammensetzung von Pentose und Hexose
enthaltenden Polysacchariden.

Der Gehalt an Desoxyribonucleinsiure wurde mit Dische’s Diphenylamin-
reagens bestimmt!3).

Papierelektrophorese. Die von uns verwandte Methode ist bereits ausfiihrlich
beschrieben worden (Sorkin & Rhodes')). Es wurde Veronalpuffer pH = 8,6, £ 0,1 ver-
wendet.

Die auf dem Papier aufgetragenen Kohlenhydrate wurden nach der Elektrophorese
mit Perjodsiure oxydiert und nach Auswaschen der iiberschiissigen Séure mit Fuchsin-
schwefliger Saure angefarbt (Kdiw & Gronwall'®)). Die Polysaccharide liessen sich auch mit
Wasser direkt vom Papier eluieren und mittetls der Anthronmethode nach Morris be-
stimmen. Protein wurde auf dem Papier durch Anfiarbung mit Bromphenolblaulésung
nach Durrum?!9) sichtbar gemacht.

Freie Elektrophorese. Die von Tiselius beschriebene Apparatur fiir freie Klek-
trophorese wurde benititzt. Phosphatpuffer pH = 7,65, ¢ 0,2. Die Versuche wurden in
verdankenswerter Weise unter Leitung von Ing. A. Birch- Andersen ausgefiihrt.

Papierchromatographie des hydrolysierten Polysaccharides. Die neu-
tralisierten Hydrolysate wurden 46 Std. mit Collidin- Wasser als Losungsmittel oder 24 Std.
mit Phenol-Wasser-Gemisch aufsteigend chromatographiert. Zur Sichtbarmachung der
Zucker kamen Silbernitrat-Ammoniak- oder Anilinphtalat-Losungen nach Partridgel?) zur
Anwendung.

Der Gehalt an reduzierendem Zucker wurde nach der Hagedorn-Jensen-Methode
bestimmt!3). Hierzu wurden 5 m] einer 0,1-proz. Losung der Praparate 6 Std. mit 5-n.
Salzsaure hydrolysiert.

12y Z. Dische, J. biol. Chemistry (81, 379 (1949); Z. Dische, in Methods of Biochem-
ical Analysis, Bd.II, 8.313, D. Glick, Editor, Interscience Publishers, New York 1955.

13) Siehe E. A. Kabat & M. M. Mayer, Experimental Immunochemistry, S. 318,
C. C. Thomas, Springfield, Ill. 1948.

18y E. Sorkin & J. M. Rhodes, Helv. 39, 1538 (1956).

15y H. Koww & A. Gréonwall, Scand. J. clin. Lab. Invest. 4, 245 (1952).

18y E. L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 72, 2943 (1950).

17y 8. M. Partridge, Biochem. J. 42, 238, 251 (1948); Nature 164, 443 (1949).
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Herstellung der Tuberkelbazillenkulturen. Stamm: Virulenter Human-
stamrm E 9656 (Kopenhagen).

Néhrboden : Modifiziertes Sauton-Medium mit Zusatz von Glucose!®).

Inkubation: 28--30 Tage bei 37°.

Einsammlung der Kulturfilirate: Wie friither beschrieben!$).

Serologische Priifung: Fiir die Austestung der Priparate im Middlebrook-Dubos-Test
siche auch die Angaben von Sorkin & Boyden’). Zur Anwendung kam Serum von Kanin-
chen, die mit durch Phenol getoteten Tuberkelbazillen (H,,Rv) immunisiert wurden.

Als ,,sensibilisierende Aktivitiat” oder a-Hamosensitin-Aktivitit bezeichnen wir die
Wirkung der Priparate, Schaferythrozyten zur spezifischen Hamagglutination durch
Kaninchen-anti-Hy,Rv-Serum zu sensibilisieren.

Als ,,hemmende Aktivitit* eines Priaparates bezeichnen wir seine Fihigkeit, die
durch Antikérper bedingte hamagglutinierende Wirkung auf rote Blutkérperchen, die
mit ¢-Hamosensitin sensibilisiert sind, zu neutralisieren.

Resultate.

Tsolierung von gereinigtem «-Hamosensitin:
Konzentriertes Kulturfiltrat von humanen virulenten Tuberkelbazillen

Zusatz von 10-proz. Essigsdure bis pH = 4,1
-——>  Niederschlag

Y
Uberstehende Losung

Fallung mit 48-proz. Alkohol pH = 6,5
*~——> Niederschlag

Uberstehende Lésung

Fillung mit 70-proz. Alkohol pH = 6,5
——>  Uberstehende Losung

Niederschlag

gelost, Losung mit Ammoniumsulfat gesittigt, pH = 5.8
*———> Niederschlag

Uberstehende Lésung dialysiert und Iyophilisiert
(= rohes a-Hédmosensitin)

Trichloressigsdure
v»——% Niederschlag

Uberstehende Losung

Fraktionierung mit Alkohol
v Uberstehende Losung

Niederschlag bei 709 Alkoholgehalt (= gereinigtes a-Hémosensitin)

Sowohl die erhitzten als auch die nicht erhitzten Kulturen von M. tuberculosis wur-
den nach dem hier beschriebenen Verfahren aufgearbeitet.

18) 8. V. Boyden & E. Sorkin, J. Immunol. 75, 15 (1955).
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401 Seitz-filtriertes Kulturfiltrat wurden durch Ultrafiltration auf 200 ml konzentriert.
Die Fraktionierung des braunen Konzentrates erfolgte dhnlich den frither versffentlichten
Angaben!?)'8) durch sukzessive Behandlung mit 10-proz. Essigsiure bei pH = 4.1,
48-proz. Alkohol bei pH = 6,5 und 70-proz. Alkohol bei pH = 6,5. Der mit 70-proz.
Alkohol erhaltene Niederschlag wurde abzentrifugiert, in 40 ml Wasser gelést und daraus
durch Sattigung mit Ammoniumsulfat bei pH == 5,8 die Hauptproteinverunreinigung
ausgefillt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und mit gesattigtem Ammoniumsulfat
gewaschen. Der Niederschlag enthielt immer noch eine gewisse Menge aktives Material
und wurde deshalb noch zweimal durch Sattigung mit Ammoniumsulfat umgefillt. Die
vereinigten, nach der Ammoniumsulfat-Behandlung erhaltenen iiberstehenden Losungen
enthielten die Hauptmenge der a-H&émosensitin-Aktivitit. Die wisserige Losung wurde
unter Umriihren gegen oftmals ausgetauschtes dest. Wasser dialysiert, durch Ultra-
filtration konzentriert und zuletzt lyophilisiert. Die Ausbeute aus 40 1 Kulturfiltrat
schwankte zwischen ca. 800 und 1200 mg fiir erhitzte Kulturen und zwischen 400 und
1000 mg fiir nicht erhitzte Kulturen.

Im chemischen Sinn waren die Priaparate in diesem Stadium nicht homogen, wie
aus den Analysen hervorgeht.

Tabelle 1.

Rohes a-Héimosensitin aus
erhitzten Kulturfiltraten

Rohes a-Hémosensitin aus
nicht erhitzten Kulturfiltraten

Protein: 269, 13,49,
Hexose: 12,59, 25%,
Pentose: 459, 549,
Desoxyribonucleinsdure: 159%, 2,49,
Glykogen: Spuren Spuren

Serologische Aktivitat. Die Produkte besassen auf dieser Stufe des Reinigungs-
prozesses eine starke Hamosensitin-Aktivitat (0,007 mg/ml), die sich durch die nach-
folgende Reinigung noch weiter erhéhen liess.

Weitere Reinigung des Hamosensitin-Praparates. 0,45 g Rohhamosensitin
wurden in 25 ml Wasser gelost, mit 10-proz. Trichloressigsidure auf pH = 3,5 gebracht
und 15 Min. bei 14000 Umdreh./Min. zentrifugiert (,,Pirouette’’ Zentrifuge, PHYWE,
Gottingen). Der Riickstand wurde nochmals umgefillt. Die vereinigten iiberstehenden
Losungen wurden durch portionsweise Zugabe von abs. Alkohol bis zu 259%,, 50%, 70%
und 90%, Alkoholgehalt fraktioniert. Die Niederschlige wurden abzentrifugiert und mit
Alkohol gleicher Konzentration gewaschen. Nach Lésen in Wasser wurde mit Alkohol
umgefillt, die Niederschliage gelost, dialysiert und lyophilisiert.

Tabelle IT gibt die Ergebuisse einer solchen Fraktionierung einer grosseren Menge
vereinigter, nicht erhitzter Priparate wieder.

Tabelle 1I.
Alkoholfraktionierung von 1,86 g «-H#émosensitin enthaltendem, stark aktivem Roh-
material aus nicht erhitzten Kulturen, nach Trichloressigsaurebehandlung.

P i .
Fraktion Protein olysaccharid . Des01.(y . Ausbeute

ofsllt durch - o Hexose Pentose | ribonucleinsiure mg
£ " % % %
259, Alkohol 72,0 5 13 1,0 57
509, Alkohol 33,1 20 45 1.0 103
70%, Alkohol 4,0 25 61 0,2 360
909, Alkohol 26,4 15,5 39 — 68
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Die drei ersten Fraktionen sensibilisierten rote Blutkérperchen im Middlebrook- Dubos-
Test in Verdiinnungen von 0,001—0,002 mg/ml. Die mit 90%, Alkohol ausgefallte Fraktion
war inaktiv selbst bei 2 mg/ml. Der wechselnde, relativ hohe Gehalt an Protein in den mit
259, bzw. 509, Alkohol gefallten Fraktionen liess auf eine Proteinverunreinigung schliessen.
Die Frage, ob die restlichen 4%, Protein (oder Polypeptid) der 70-9%-Alkohol-Fraktion
ebenfalls als Verunreinigung angesehen werden miissen, wird weiter unten diskutiert.

Praparate aus erhitzten Kulturen zeigen dhnliches Verhalten, doch ist ihr Gehalt an
denaturierten Nucleinsiauren oft héher. Durch Behandeln mit Formamid kann Nuclein-
siaure weggelost werden, und man gelangt dann zu Priparaten gleicher oder #hnlicher Zu-
sammensetzung, wie in Tabelle I und II angegeben.

Fiir die weiteren Untersuchungen wurde die mit 709, Alkohol ausfallbare Fraktion
gewihlt, die die stirkste biologische Wirkung aufwies und die wir im folgenden als ge-
reinigtes a-Hémosensitin - Priparat bezeichnen werden.

Eigenschaften gereinigter a-H#émosensitin-Praparate: Weisses hygro-
skopisches Pulver, das sich in Wasser leicht und klar l6st. Die bisher reinsten a-Hémo-
sensitin - Priparate sensibilisieren Schaf-Erythrozyten, so dass diese noch bei einer
Verdiinnung von 0,001 mg/ml durch Kaninchen-anti-HyRv-Sera agglutiniert werden.
Die analytischen Ergebnisse und Eigenschaften sind in Tabelle I1T zusammengefasst.

Tabhelle III.

Analytische Daten und Eigenschaften gereinigter «-Haémosensitin-Praparate.

Sensibilisiert rote Blutkérperchen®) 0,001 mg/ml
Wasser . . . . . . . . v e 49,
Asche . . . . . . . .. . ... ... 0,99,
Phosphor . . . . . . ... ..o 0
Stickstoft . . . . . . . ... . . .. 0,59,
Acetyl . . . . . ... oo 0
Protein . . . . . . . . ... .. .. 49,
Desoxyribonucleinsdure . . . . . . . . 0,2% °*
Pentose . . . . . . . .. .. .. . 619,
Hexose . . . . . . . . . . . . .. 25%,
Hexosamin . . . . . . . . . . . .. 1,3%
Durch Chromatographie ermittelte Zucker Arabinose, Galaktose, Mannose,
Glucosamin ? (Inositol ?)

Fettsduren nach alkalischer Verseifung. . 19
Reduktionsvermégen nach Hydrolyse,

in Glucose ausgedriickt . . . . . . . 83%

nach saurer Hydrolyse —10°

[oz]%’ in Wasser . . . . . . .. .. .. +72% | ach alkal. Hydrolyse + 68°
Papierelektrophoretische Homogenitat . . zweifelhaft
Verhalten bei freier Elektrophorese . . . nicht homogen
Erythrozyten sensibilisierende Akti-
vitit) bei Alkali-Behandlung . . . . . inaktiviert
Hemmende Aktivitat (serolog. Spezi-
fitat bei Alkali-Behandlung. . . . . . stabil
Sgure-Behandlung . . . . . . . . .. inaktiviert
Trypsin-Behandlung . . . . . . . .. ohne Wirkung
Pepsin-Behandlung . . . . . . . . . . ohne Wirkung

Lipase-Behandlung . . . . . . . . .. ohne Wirkung
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s geht daraus hervor, dass das gereinigte Material hauptsachlich aus Hexose und
Pentose enthaltendem Polysaccharid besteht. Der sehr hohe Pentosegehalt — 61% —
ist, wie aus den Ergebnissen der Papierchromatographie hervorgeht, durch Arabinose
bedingt. Der Gesamtanteil an Polysaccharid entspricht etwa 879, sofern Arabinose als
Standard fiir die Pentose und Glucose als Standard fiir die Hexose-Bestimmungen ge-
braucht wird. Die letzteren Bestimmungen ergeben aber zu niedrige Werte, da (Galaktose
und Mannose in unseren Préparaten vorliegen.

Der Stickstoffgehalt (0,5%) der Priparate ist teils der Biuret-positiven Komponente
{(4%) und teils dem Hexosamin (1,3%) zuzuschreiben.

Hexosamin: Der Gehalt an Hexosamin war 1,39, wobei wir noch nicht wissen, ob
es sich um Galaktosamin oder Glucosamin handelt. Die Rf-Werte beider Kohlehydrate
in der Papierchromatographie sind sehr dhnlich.

Optische Drehung: [a]ng) ==+ 72° (Wasser, ¢ = 0,208); bei saurer Hydrolyse (5-proz.
H,80,) sinkt die optische Drehung und erreicht nach dreistiindigem Erhitzen im sieden-
den Wasserbad den konstanten, negativen Wert [a]zo = —10°.

Alkalische Hydrolyse von gereinigtem ao-H&mosensitinpréiaparat.
100 mg wurden mit 25 m10,05-n. Natronlauge unter Riickfluss auf dem siedendem Wasser-
bad erhitzt. Nach 3 Std. wurde die noch immer wasserklare Losung abgekiihlt und mit
0,5-n. Salzsiure neutralisiert. Es entstand keine Tritbung oder Fallung. Nach mehrmaliger
Extraktion mit Ather, Trocknen iiber Natriumsulfat und Eindampfen verblieb an Ather-
16slichem ein sehr geringer wachsahnlicher Riickstand.

Die wasserlosliche Fraktion wurde neutralisiert, dialysiert und lyophilisiert: 71 mg
weisses Pulver, [oc]%) ==+ 680 (Wasser).

Das Atherlssliche wurde in Benzol gelist, filtriert, eingedampft, nochmals in Ather
gelost und mit Methanol gefallt. Ausbeute 1,0 mg wachsartiges Produkt, das zwischen 42¢
und 58° schmolz; in Ather, Chloroform und Benzol loslich, dagegen unléslich in Wasser,
Athanol, Methanol und Aceton.

Hydroxamat- Probe des Atherloslichen auf Carbonsiure®): positiv.

Ziehl-Neelsen- Probe des Atherloslichen auf Siurefestigheit: positiv.

Wiederholung der Hydrolyseversuche mit anderen im Middlebrook-Dubos-Test ak-
tiven, sensibilisierenden Pré'mpa'raten ergab in jedem Falle analoge Fraktionen und Reak-
tionen, was auf die Anwesenheit von Fettsiure(n) (Mykolsiduren ?) in den «-Hémosensitin-
Fraktionen schliessen lasst.

Titration des Atherextraktes mit 0,01-n. Kalilauge in Methanol mit Phenolphtalein
als Indikator ergab ein Aqu.-Gew. 900 (Kontrollwert fiir «-Mykolsiure: 1260).

Papierchromatographische Untersuchung von sauren Hydrolysaten
von a-Hamosensitinpraparaten. 20 mg Antigen wurden mit 10 m! 5-proz. Schwefel-
saure 3 Std. im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach Neutralisieren mit frischgefalltem
Bariumearbonat und Eindampfen des Filtrates bei 40° im Vakuum wurde der Riickstand
in Wasser gelost, durch Papier filtriert und nochmals eingeengt. 30 ul Hydrolysat wurden
auf Whatman-Papier Nr. 1 aufgetragen.

Zahlreiche ein- und zweidimensionale Chromatogramme liessen die Gegenwart von
folgenden Monosacchariden erkennen: Arabinose, Galaktose, Mannose, Hexosamin und
ein noch nicht identifizierter Flecken von geringer Mobilitat (Rf: in Collidin 0,071; in
Phenol 0,081). Dieser Flecken liess sich nicht mit Anilinphtalat, aber wohl durch Be-
sprithen mit AgNO,-Ammoniaklosungen nachweisen. Es lasst sich deshalb die Gegenwart
von Inositol nicht ausschliessen.

Homogenitit der gereinigten hochaktiven a-Hamosensitinpriaparate.

a) Paprerelektrophoretische Untersuchungen. Papierelektrophorese mit Veronalpuffer
PH == 8,6 und u 0,1 liess eine gewisse Inhomogenitat der Praparate erkennen. Das ,,Poly-

19) F. Feigl, Qualitative analysis by spot tests, S.355, Elsevier Publ. Comp.,
New York 1946.
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saccharid* entfernte sich nur 4—5 em vom Ausgangspunkt gegen die Anode hin, zeigte

aber deutlich 2 Zonen. Eine schneller wandernde Proteinkomponente konnte nicht nach-
gewiesen werden.

3o

~+
b~
[
e
a0 so
i
wm
w
P
=
=
g 704
=
A
>O\O\ S0
PPe SO
- e
o 5 (.
cm
—> Anode
Fig. 1.

Papierelektrophoretische Analyse von gereinigtem o-Hémosensitin-Priparat in Veronal-
puffer pH = 8,6, x 0,1, 200V, 12,5 mAmp., 24 Std., 4°, 20 ul einer 20-proz. Losung des
Préaparates wurden aufgetropft.
~——— Polysaccharid-Werte nach Elution der Papierstreifen; Reaktion mit Anthron

und Auswertung bei 625 mu.
-——— Protein-Werte nach Anfirben eines Parallelstreifens mit Bromphenolblau, Elu-
tion der Segmente und Auswertung bei 595 mu.

Wie Fig. 1 zeigt, konnte dagegen durch Anférben eines Parallelstreifens mit Brom-
phenolblau ein schwacher Proteinfleck sichtbar gemacht werden, dessen Entfernung vom
Startpunkt mit derjenigen der Polysaccharidzonen iibereinstimmte. Es darf demnach
eine enge Verkniipfung von Polysaccharid und Protein vermutet werden. Werden die
Streifen mit Fuchsin bzw. mit Bromphenolblau angefirbt, so ergibt sich das Bild der Fig. 2.

|

A B
Fig. 2.
Papierelektrophoretische Analyse von gereinigtem «-Hamosensitin-Praparat.
Bedingungen wie unter Fig. 1.

A = Proteinanfarbung mit Bromphenolblau.
B = Polysaccharidanfarbung mit Perjodsiure-Schiff-Reaktion.

Es ist deutlich, dass die Fuchsinanfirbung die Inhomogenitit des Praparates nicht
sichtbar zu machen vermag.

b) Freie Elektrophorese. Wiederholte Versuche mit zahlreichen Praparaten von ge-
reinigtem «-Hémosensitin aus erhitzten Kulturen in Phosphatpuffer pH = 7,65 und x 0,2
zeigten eine deutliche Inhomogenitét. Diese war nicht sehr ausgeprigt in den Praparaten
aus nicht erhitzten Kulturen (Fig. 3).

In den Praparaten aus durch Hitze getoteten Kulturen wurden neben der Haupt-
komponente zumeist 2 weitere Komponenten in der aufsteigenden Seite gefunden. Wie
Fig. 4 zeigt, entsprachen aber iiberraschenderweise die elektrophoretischen Diagramme
auf der absteigenden Seite nicht denen auf der aufsteigenden Seite.
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aufsteigend absteigend
Fig. 3.
Elektrophoresediagramme von gereinigtem o-Hamosensitin-Préparat aus nicht erhitzten
Kulturen von M. tuberculosis.
Phosphatpuffer pH = 7,65, u 0.2.

aufsteigend absteigend
Fig. 4.
Elektrophoresediagramme von gereinigtem o-Hémosensitin-Priparat aus hitzegetoteten
Kulturen von M. tuberculosis.

Phosphatpuffer pH = 7,65, x 0,2

Der Grund fiir diese Diskrepanz ist uns noch unbekannt.

Die Wanderungsgeschwindigkeiten der Spitzen sind von gleicher Grossenordnung
wie die von y-Globulin.

Da die analytisch-chemischen Ergebnisse grossere Mengen von Protein, Desoxy-
ribonucleinsgure oder Fettsidure als Verunreinigung von «-Hamosensitin ausschliessen,
kann vermutet werden, dass unsere Priparate aus strukturell und eventuell serologisch
eng verwandten Polysacchariden zusammengesetzt sind, deren Trennung durch das ge-
schilderte Fraktionierungsverfahren nicht ganz gelungen war. Im Gang befindliche Unter-
suchungen scheinen diese Arbeitshypothese zu stiitzen.

¢) Serologische Priifung auf Homogenitdt. 0,001 mg/m! der gereinigten «-Hamosen-
sitin-Praparate sensibilisierten rote Blutkorperchen unter den frither beschriebenen
Bedingungen?®) zur spezifischen Hamagglutination durch Kaninchen-anti-tb-Serum im
Middlebrook-Dubos-Test. Der Tannin-Hamagglutinations-Test?®) zum Nachweis von Pro-

20) §. V. Boyden, J. exp. Med. 93, 107 (1951).
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teinantigenen?!) fiel negativ aus. Durch die Kreuzhemmungstechnik im Middlebrook-
Dubos-Test (Sorkin & Boyden®)) konnte die Anwesenheit von f-Hémosensitin ausge-
schlossen werden,

Wirkung der gereinigten oa-Héimosensitin-Priparate im Hauttest. Die
Wirkung in der Hautreaktion wurde am BCG-Meerschweinchen mit PPD-S, dem interna-
tionalen Standard, verglichen. 0,5 mg/ml des «-Hamosensitin-Praparates gaben nach
24 Std. eine Reaktion, die der von 0,01 mg/ml PPD-S vergleichbar war. Nach 48 Std.
dagegen zeigten 0,5 mg/ml gereinigtes «-Hamosensitin, das ist eine 50mal starkere Dosis
als die schwiichste noch wirksame PPD-S-Injektion, keine Tuberkulinreaktion.

Wirkung von Hitze auf die gereinigten a-Hémosensitin-Praparate. Er-
hitzte man o-Himosensitin-Praparate 3 Std. in neutraler, wasseriger Losung auf 100°, so
zeigten sie im Middlebrook-Dubos-Test (Hemmungstechnik) keinen Aktivitatsverlust. Dies
stimmt mit der Tatsache iiberein, dass sich «-Hamosensitin-Aktivitit aus Kulturen isolieren
lasst, die 1 Std. im Autoklaven auf 110° erhitzt wurden.

Wirkung von Enzymen auf die Aktivitdt im Middlebrook-Dubos-Test.
Weder Pepsin, Trypsin noch Lipase haben bei optimalem pH irgendeinen Einfluss auf die
sensibilisierende oder die hemmende Wirkung des o-Hamosensitins. Das Unvermdgen
der proteolytischen Enzyme, die serologischen Charakteristika zu verindern, ist von
Interesse, da das Priaparat etwa 4% Protein enthalt.

Trypsinbehandlung von Fraktionen, wie etwa PPD, zerstort dagegen vollstindig
die serologische Aktivitidt im Tannin-Hamagglutinationstest, einer Methode, die Protein-
Antigene misst.

Die Wirkung alkalischer und saurer Hydrolyse auf die serologische
Aktivitat im Middlebrook-Dubos-Test. Je 10 mg Substanz wurde mit 5 ml 0,05-n.
Natronlauge bzw. 0,01-n. Salzsiure auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Nach verschie-
denen Zeiten wurden 0,5 ml Proben abpipettiert, mit 0,1-n. Salzsiure bzw. 0,1-n. Natron-
lauge neutralisiert, mit geniigend kristallisiertem Natriumchlorid versetzt, um eine
0,95-proz. Na(l-Lésung zu erhalten, und auf sensibilisierende und hemmende Aktivitit
gepriift (s. Tab. IV). Endkonzentration des ,,Antigens* = 1 mg/ml.

Tabelle 1V.
Wirkung von alkalischer und saurer Hydrolyse auf die serologische Aktivitit
von gereinigtem o-H&mosensitin.

Sensibilisierende Wirkung Hemmende Wirkung
Dauer der Grenzkonz. mg/ml max. Verdiinnung
Hydrolyse
alkalisch sauer alkalisch sauer
— = Kontrolle 0,0005 0,001 1/16000 1/65536
5 Min. 0,008 0,13 1/16000 1/16000
10 Min. — — — 1/256
15 Min. 0,5 — 1/16000 11
30 Min. >1 >1 1/16000 <1/1
1 Std. >1 >1 1/16000 <1/1
2 Std. >1 =1 1/16000 <1/1
4 Std. >1 >1 1/16000 <11
6 Std. >1 >1 1/16000 <11
8 Std. — >1 — <11

Die sensibilisierende Wirkung sinkt sowohl bei saurer als auch alkalischer Hydrolyse
recht schnell auf Null ab, was auf eine wichtige Anderung in der Molekel deutet. Die hem-
mende Wirkung dagegen wird nur durch saure Hydrolyse zerstort und bleibt bei alkalischer

) 8. V. Boyden & E. Sorkin, J. Immunol. 75, 15 (1955).
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Hydrolyse erhalten. Eine Reihe von Faktoren wie Spaltung einer Fettsiureesterbindung,
Hydrolyse von Polysaccharid oder weitere Denaturierung des Proteins bzw. Peptidanteils
konnen als mogliche Ursachen des Verlustes an sensibilisierender Wirkung in Betracht ge-
zogen werden.

Fig. 5 veranschaulicht graphisch die Wirkung der sauren und der alkalischen Hydro-
lyse auf die hemmende Aktivitat im Middlebrook- Dubos-Test.

Titer

pam

Fig. 5.
Dic Wirkung von alkalischer und saurer Hydrolyse auf die hemmende Aktivitit von
o-Hamosensitin-Praparaten im Middlebrook-Dubos-Test.

A = nach alkalischer Hydrolyse.
B = nach saurer Hydrolyse.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass saure Hydrolyse die antigene Struktur
des a-Hamosensitins zerstért, und wir nehmen an, dass der fir die Spezifitit verantwort-
liche Polysaccharidanteil unter Glycosidspaltung in einfache Kohlehydratkomponenten
zerlegt wird.

Diskussion.

Seit der Beobachtung von Keogh, North & Warburton2?), dass
bakterielle Polysaccharide sich an Erythrozyten anlagern kénnen und
dass als Folge solcher Anlagerungen die Erythrozyten die Fiahigkeit
erhalten, durch Reaktion mit spezifischen, gegen diese Polysaccharide
gerichteten Antikoérpern die roten Zellen zu agglutinieren, ist ein Test
auf dem Gebiet der Tuberkulose von Middlebrook & Dubos') ausge-
arbeitet worden.

Die Uneinheitlichkeit der Ergebnisse, die bei den klinischen
Untersuchungen von verschiedenen Bearbeitern erzielt wurden, ver-
anlasste uns zu Untersuchungen von Priparaten, die hochaktiv sind
in ihrer sensibilisierenden Wirkung auf rote Blutzellen im Middle-
brook- Dubos-Test. Die Homogenitit der Priparate wurde analytisch-
chemisch, durch Papierelektrophorese, freie Elektrophorese und sero-
logisch tiiberpriift. Eine grossere Uneinheitlichkeit liess sich mit
Sicherheit nur in der Elektrophorese im Tiselius-Apparat bei aus
erhitzten Kulturfiltraten isolierten Priaparaten nachweisen.

Die Ergebnisse der chemischen Untersuchung unserer Priparate
deuten in Ubereinstimmung mit den Befunden friiherer Autoren

) K. V. Keogh, . A. North & M. F. Warburton, Nature 161, 687 (1948).
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darauf hin, dass eine der Erythrozyten-sensibilisierenden Substanzen
{e-Hamosensitin) vermutlich Kohlenhydratcharakter besitzt. Dariiber
hinaus weisen ‘unsere Versuche darauf hin, dass das Polysaccharid
mit einer (oder mehreren) Fettsiduremolekel{(n) (Mykolsdure?) ver-
kniipft ist.

Es ist von Interesse, dass die «-Himosensitinpriparate nicht
ganz von einer biuretpositiven Komponente befreit werden konnten.
Die Tatsache, dass uns eine Trennung von Polysaccharid und Protein
(oder Peptid) weder mittels Papierchromatographie (unveroffentlicht)
noch durch Papierelektrophorese gelang, ldsst eine starke Affinitit
der eventuellen Proteinverunreinigung zum Polysaccharid oder eine
feste chemische Bindung zwischen den beiden Komponenten ver-
muten. Ahnliche Beobachtungen haben Seibert & Watson23) bei einem
verwandten Polysaccharid, und A4sselineauw und Mitarb.?%) bei einem
aus virulenten Tuberkelbazillen gewonnenen Lipopolysaccharid-
peptid-Komplex gemacht.

Im gleichen Sinne spricht die Tatsache, dass eine Reihe von
eiweissfillenden Reagentien wie heisse und kalte Pikrinsédure, Tannin,
Trichloressigsiure und Salzsdure mit dem gereinigten «-Hdmosensitin
keinerlei Triibung oder Abspaltung von Protein ergaben. Behandlung
mit Trypsin, Pepsin oder Chloroform-Alkohol verinderte den Protein-
gehalt nicht.

Eine Untersuchung der Zuckerkomponenten des gereinigten
a-Hémosensitins nach saurer Hydrolyse ergab einen hohen Gehalt
an Pentose (Arabinose). Ausserdem konnten Galaktose, Mannose,
Hexosamin und eine nicht sicher identifizierte reduzierende Kom-
ponente (vermutlich Inositol) nachgewiesen werden. Der hohe
Pentosegehalt unseres Produktes wurde wihrend der Reinigung des
o-Himosensiting als Leitkriterium verwendet, da nie ein aktives
Priparat ohne Pentose beobachtet wurde.

Als sehr aufschlussreich erwiesen sich die Hydrolyseversuche an
gereinigten «-Himosensitin-Priparaten mit Sdure und Alkali. Wihrend
schon durch kurzfristige Siurehydrolyse sowohl die sensibilisierende
wie die hemmende Wirkung verloren gehen, wird durch Alkali nur
die sensibilisierende Wirkung zerstort. Iland & Peacock?®) haben
kiirzlich &hnliche Angaben gemacht. Wir méchten unsere Befunde,
die durch das Isolieren von Fettsduren aus alkalisch behandelten
Himosensitin-Priparaten gestiitzt werden, dahin interpretieren, dass
die sensibilisierende Fraktion einen Lipopolysaccharid-Komplex ent-
hilt, in dem der Polysaccharidanteil den Triger der Spezifitit
darstellt.

23) F. B. Seibert & D. W. Watson, J. biol. Chemistry 140, 55 (1941).

24) J. Asselineau, N. Choucroun & E. Lederer, Biochim. biophys. Acta 5, 197 (1950).

25) C. N. Iland & D. B. Peacock in Ciba Symposium on Experimental Tuberculosis,
S. 163, J.and A. Churchill, London 1955.
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In diesem Zusammenhang sind die von Boyden & Grabar?®)
kiirzlich vertffentlichten Untersuchungen iiber die Art der Bindung
des o«-Hamosensitins an die Erythrozyten von Interesse. Diese
Autoren vermuten, dass der hier postulierte Lipoidanteil des Hé-
mosensiting von Lipoid-Rezeptoren der KErythrozyten wie z. B.
Lecithin oder Kephalin gebunden wird. Welche Bedeutung eine der-
artige Fixierung des bakteriellen Produktes an rote oder weisse Blut-
kérperchen (Boyden?)) fiir den Verlauf der Tuberkuloseinfektion hat,
ist allerdings unbekannt.

Ein Pentose enthaltendes Polysaccharid ist von =zahlreichen
Untersuchern aus Tuberkelbazillen isoliert worden. Einige von ihnen
haben uns freundlicherweise ihre Pridparate zur Verfiigung gestellt.
Bei einem Priparat, MB 200, von Masucct und Mitarb.?), wurde
schon frither auf serologischem Weg festgestellt (Heidelberger &
Menzel®)), dass es zumindest 3 verschiedene Polysaccharide enthielt.
Es war im Middlebrook- Dubos-Test weder sensibilisierend noch hem-
mend wirksam.

Die Polysaccharide 1 und 11 von Seibertl®) sind unwirksam als
sengibilisierende Antigene im Middlebrook-Dubos-Test. Die Tatsache,
dass das Polysaccharid I, ein Priparat, das in dhnlicher Weise wie
unsere Himosensitin-Priparate isoliert wurde, sich als inaktiv erwies,
ist bemerkenswert. Es ist nicht unwahrscheinlich, dass die Fettsiure-
gruppe, die, wie wir annehmen, mit der sensibilisierenden Wirkung
verkniipft ist, nicht vorhanden ist.

Die Polysaccharide S, und S; von Watson3®) haben ebenfalls
praktisch keine sensibilisierende Wirkung, obwohl sie in ihrer Zu-
sammensetzung unseren «-Himosensitin-Priparaten nahestehen.

Das Polysaccharid, das von Asselineau & Lederer3l) aus dem
Lipopolysaccharid der gereinigten Wachsfraktion durch Verseifung
gewonnen wurde, war im Middlebrook- Dubos-Test sowohl als sensi-
bilisierendes wie als hemmendes Agens inaktiv.

Alle diese Versuche deuten daher darauf hin, dass im «-Hamosen-
sitin ein Verbindungstypus bisher nicht bekannter Struktur vorliegt.
Die endgiiltige Aufklirung des Verbindungstypus konnte in der vor-
liegenden Arbeit nicht durchgefiihrt werden, da trotz dem hohen
biologischen Aktivititsgrad unserer Priparate deren Inhomogenitit
durchihrelektrophoretisches Verhalten erwiesen wird. Vielleicht kénnte
diese Inhomogenitéit teilweise mit der Moglichkeit verknupft sein, dass

26) 8. V. Boyden & P.Grabar, Ann. Inst. Pasteur 87, 257 (1954).
27y 8. V. Boyden, Nature 171, 402 (1953).
8) P. Masucct, K. L. McAlpine & J. T'. Glenn, Amer. Rev. Tubere. 22, 669 (1930).
20) M. Heidelberger & A. E. O. Menzel, J. biol. Chemistry 118, 79 (1937).
30) D. W. Watson, Thesis, Wisconsin 1941; D. M. Tennent & D. W. Watson, J. Im-
munol. 45, 179 (1942).
3

I

1
1y J, Asselineaw & E. Lederer, Experientia 7, 281 (1951).
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nur ein Bruchteil des aktiven Materials sensibilisierende Eigenschaften
besitzt, der Hauptanteil dagegen nur hemmende Komponenten von
gleicher Spezifitdt im Middlebrook- Dubos-Test aufweist. Zonenelektro-
phoretische Trennversuche auf priparativer Basis, iiber die wir
spiter berichten werden, scheinen diese Arbeitshypothese zu stiitzen.

Wir mochten auch an dieser Stelle den Herren Drs. J. Asselineau, E. Lederer,
P. Masucei und D. W. Watson bestens fiir die grossziigige Uberlassung von Polysaccharid-
priparaten danken.

Fir aktive Zusammenarbeit danken wir zahlreichen Personen am Staatlichen
Seruminstitut, Kopenhagen.

SUMMARY.

Chemical studies have been carried out on polysaccharide
fractions from culture filtrates of M. tuberculosis which sensitize sheep
red cells to haemagglutination by antituberculous sera ( Middlebrook-
Dubos test). The active substance has been called «-haemosensitin.
The most highly purified preparations have an optical rotation of
[a]?) = +72° (water) and sensitize red cells to agglutination at a
concentration of 0.001 mg/ml. The purity of the products was tested
by chemical analysis, paper electrophoresis, boundary electrophoresis
and serological means. The electrophoretic data suggest that even the
most active preparations are not homogenous, probably because of
the presence of more than one structurally closely related type of
polysaccharide molecules.

The main component of the purified preparation of «-haemosen-
sitin is polysaccharide, containing 619, arabinose, 259, hexose and
1.39, hexosamine. After alkaline hydrolysis 1%, of fatty acid (possibly
mycolic acid(s)) was isolated. It was not found possible to free the
ax-haemosensitin preparations from 49, of protein. It therefore seems
likely that a lipopolysaccharide-protein (or peptide) complex is
present.

Mild alkaline hydrolysis destroys within 30 minutes the ability
of the preparations to sensitize sheep red cells. The ability of the
antigen to neutralize antibodies in the haemagglutination inhibition
technique is not lost under these conditions. Acid hydrolysis destroys
both the red cell sensitizing and the inhibiting activity of the pre-
parations.

Comparisons in the skin test showed the «-haemosensitin to be
at least 50 times less potent than PPD-S (48 hours reading).

Tuberculosis Immunization Research Centre,
c¢/o Statens Seruminstitut, Copenhagen, Denmark.

107





