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Als Ausgangsmuterial diente, wie in alien b~sherigen Versuchen, 
wieder der t I i tzeextrakt .  Seine l,)berlegenheit gegeniiber anderen D~r- 
stellungsmethoden eines Antigens ergibt sieh aus fo]gendem: 

1. Er  ist volluntigen wirksam. 
2. Die einzelnen Bausteine werden nicht so weir destruktiv ver- 

/~ndert, wie bei einer autolytischen Aufbereitung. 
3. Der Hi tzeextrakt  ist wasserlSs]ich. 
4. Die Darstellung ist ohne komplizierte Methoden verhi~ltnism/~Big 

leicht reproduzierbar. 
5. 1)as Antigen hat  keinen EiweiBeharakter mehr, denn durch die 

Warmwasserbehandlung war das EiweiB der Zelleiber infolge Koagulation 
abzutrennen. 

I m  I-Iinblick auf die geringe Menge Ausgangsmaterial muBte uuch im 
folgenden - -  ganz analog wie bei der Untersuchung der Kohlehydrate 2 - -  
versucht werden, zun~chst mit  Hflfe yon Farbreaktionen mSglichst viele 
Best~ndtefle zu erkennen. So zeigte 

1. die I~inhydrinreaktion einen stark loositiven Verlauf. 
2. Die  Biuretrealction wurde mit  Rficksicht auf die Blauf~rbung, die 

die vorhandenen Kohlehydrate mit  den Cupriionen in der alkalisehen 
LSsung ergeben, in der yon Piclcering modifizierten Form a mit  l~ickel- 

1 2. Mitt., Mh. Chem. 82, 271 (1951). 
2 L.  Schmid,  H .  Michl  und G. Zwettler, Mh. Chem. 81, 198 (1950). 
3 1. W.  Piclcering, J.  physiol. Chem. 14, 354 (1893). - -  H .  Schi][, Liebigs 

Ann. Chem. 299, 261 (1898). 
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salzen durchgefiihrt. Ihr eindeutig positiver Verlauf lieB an dem Vor- 
handensein yon Peptidbindungen keinen Zweifel. 

3. Reaktion nach Sakaguchi ~ : Mit ihrer ttilfe wurde Arginin qualitativ 
nuchgewiesen und quanti tat iv bestimmt. Zum Zwecke der quuntitativen 
Auswertung wurde das gesumte sichtbure Spektrum ausgemessen - -  
Abb. 1 zeigt dieses ffir eine Konzentration yon 54,3y/ml Antigen - -  
und mit reinem Arginin als Testsubstunz verglichen. Bemerkt sei noeh, dab 
dutch gesonderte Vet- o'6 
suche nachgewiesen 
wurde, dab Pentosen, 105 
Hexosen und Purin- ~ 
basen, besonders Adenin ~O'~ 
auch bei lOfachem 
UbersehuB die Reaktion ~o~ 
nieht stSren. Fiir die ~ 

"~ o-zi- quantitat ive Auswer- ~ / 
tung ist ferner die Ver- 
wendnng einer definier- o.7 

ten HypobromitlSsung 
wesent]ich; manehe in 
der Literatur anzutref- 
fenden Unstimmig- 

~  
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keiten sind sicher zum Teil darauf zuriickzufiihren, dab dem Alter der 
verwendeten HyloobromiflSsung zu wenig Beachtung geschenkt wurde. 

4. Hist idin wurde durch die Reaktion nach Kapeller und Adler ~ ein- 
deutig erkannt. Ffir die quantitative Bestimmung diente abet die emlo- 
findlichere Reaktion nach Hanke und K@ler  G. DaB die Reaktion nicht 
such durch ev. vorhandenes Tyrosin beeinflul~t worden war, ]iel~ sieh 
durch die Reaktion nach Totani ~ ausschlieBen. 

5. Auf Tryptophan wurde nach Adamkiewitsch.Hopkins  s, Fi~rth 9 und 
Rosenthaler 1~ geprfift. Die Reaktion fiet so schwo~oh positiv aus, dal~ die 
Existenz yon Tryptophan als Antigenbaustein ungezweifelt werden mu~. 
Aueh andere Grfinde - -  siehe welter unten - -  machen es wahrscheinlich~ 

4 S.  Sakaguchi, J .  Biochemistry J a p a n  5, 25 (1925). - -  L .  E .  Thomas,  
J .  K .  Ingalls  u~d  J .  M .  Luck ,  J .  biol. Chemistry 129, 263 (1939). 

s t L  Kapeller-Adler,  Biochem. Z~ 264, 131 (1933). 
M . T .  Hanke  und K . K . I ~ o e s s l e r ,  J .  biol. Chemist ry39,  497 (1919); 

43, 521 (1920). 
7 G. Totani,  Biochemic. J .  9, 385 (1915). 
s A .  Adamkiewicz  und F . G .  Hopkins ,  rood. nach H.  2'asal, Biochem. 

Z. 44, 392 (1912). 
9 0 .  Fi~rth und Miturbeiter,  Biochem. Z. 109, 103, 124 (1920). 
lo L .  2~osenthaler, Apother-Z~g. 22, 678; Chem. Zbl. 1907 ]I ,  946. 

34* 
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dal~ man es mit  geringen Verunreinigungen zu tun hatte, auf die die so 
empfindlichen Tryptophanreaktionen ansprechen. 

I m  Zusammenhang mit  den Tryptophanproben sei guf den Befund 
yon P e n n e l  und H u d d l e s o n  n hingewiesen, die ffir ihr Bang-antigen einen 
Tryptophangehal t  yon 9,47% angeben, Diese Werte wurden nach der 
Methode yon Gortner und H o l m  12 erh~lten, die den unter best immten 
Bedingungen erhaltenen Huminstickstoff als Tryptophanstickstoff  in 
Rechnung stellt. Diese Methode seheint  jedoch bei Brucellenantigenen 
nicht stat thaft ,  da wegen der Anwesenheit yon Kohlehydraten die 
Hexonbasen und die Purine an der I-Iuminbildung beteiligt sind. MSg- 
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licherweise ist der letztere Umstand der Grund ftir die Beobachtung yon 
P e n n e I  und H u d d l e s o n .  DaB auch in deren Antigen welt weniger Trypto- 
phan vorhanden sein mul~te, als sie aus dem Huminstickstoffgehalt  
sehlossen, beweist der schwache Ausfall der lgeaktion naeh Rosentha ler ,  

wie ihn obige Autoren besehreiben. 
6. C y s t i n  oder ein anderer sehwefelhaltiger Baustein konnte nicht~ 

enthalten sein, da das Antigen keinen Schwefel enth~ilt. 
7. Farbreaktionen auf Kreatin,  Kreatinin 13, Oxyprolin 14 und Tyrosin 15 

waren durchwegs negativ. 
Mehr war durch Anwendung yon Farbreaktionen allein nicht zu er- 

mitteln. 

11 R.  P .  Penne l  und F.  I .  Huddleson,  Techn. Bull. 156 of agricultural 
station (1938). 

12 R.  A .  Gortner und G. E.  Holm,  J.  Amer. chem. Soc. 39, 2494 (1917). 
13 Th.  W e y l  nach E.  Salkowslci, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 9, 

]27 (lSS4). 
14 K .  Lang,  I-[oppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 219, 148 (1933). - -  E .  Wald-  

schmidt-Lei tz  und S.  ~4kabori, ebenda 224, 187 (1934). 
15 G. Denigds, C. ~.  Acad. Sci. Paris 130, 583 (1900). - -  H.  P a u l y ,  Hoppe- 

Seyler's Z. physiol. Chem. 94, 284 (1915). 
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Eine MSglichkeit, weiterzukonlmen, bestand darin, das Antigen zu 
hydro]ysieren und im tlydro]ysat  durch F~t]lungsreaktionen Identifi- 
zierungen zu erreiehen. Im Zusammenhang damit tauchte die Frage nach 
den giinstigsten Hydrolysebedingungen auf. Das Antigen mugte j a einer- 
seits vollst~ndig durehhydrolysiert werden, anderseits durfte man mit 
~Zfieksieht auf die Purine and die Huminbildnng keine zu energischen 
Bedingungen anwenden. 

Der Hydrolysenverlauf wurde dureh Bestimmnng des Humin- und 
Puringehaltes verfolgt. Ferner wurde der Verlauf der spezifisehen Drehung 
mit fortsehreitender Hydrolyse beobaehtet, wie Abb. 2 fiir 4gewiehts- ~ 
Sehwefels'~ure zeigt. 

Die Xurve l~13t erkennen, dab bereits naeh 50 lVIin. Hydrolysendaner 
eine annihernde Konstanz der Drehnng erreieht ist. Auff~llig ist der 
steile Abfall vom Maximum, ftir den keine Deutung gegeben werden soll. 

Die Zerlegung der Hydrolysate in Einzelfraktionen erfolgte in An- 
]ehnung an den yon Kossel i6 angegebenen Gang, allerdings mit der Ein- 
sehr~tnkung, dag bei unseren Versuchen nur mit i/i 6 bis i/i00 der yon 
Kossel verwendeten Einwaagen das Auslangen gefunden wurde. Ferner 
mugte auf das Vorhandensein yon Purinen entspreehend Riieksieht ge- 
nommen werden. Zur Entseheidung der Frage, ob die Kosselsehe Methode 
aueh unter den erwghnten Bedingungen angewendet werden darf, mugten 
gesonderte Versuehe ausgefiihrt werden. Vergleiehsstudien an ttefe- 
nucleinsgure und Casein lieBen keinen Zweifel dariiber, dab die Methode 
aueh fiir so kleine Substanzmengen geeignet ist. 

Naeh ihr konnten also bei pH 3 die Purinbasen mit Silbersulfat ab- 
getrennt werden. In dieser Fraktion war nur Adenin und Hypoxanthir~ 
enthalten. 

Im Filtrat der Purine wurde mit Silbersulfa.t bei p g  7 die sogenannte 
His~idin]ralction abgesehieden; in dieser konnte Histidin, Monoamino- 
diearbons~uren sowie Pyrimidine enthalten sein. Anf letztere wurde 
besonders sorgfiltig gepriift, ohne dag solehe naehgewiesen werden 
konnten. Nut  Histidin nnd eine Monoaminodiearbonsiurefraktion war 
vorhanden. Letztere konnte zungehst nieht n iher  identifiziert werden. 

Aus dem Piltrat  der Histidinfraktion wurde die Argininfraktion bei 
pH 10 mit Silberoxyd abgesehieden. In dieser l~raktion konnte man nlit 
dem Vorhandensein von Arginin, Guanidin und Methylguanidin reehnen. 
Sie bestand jedoeh aussehlieBlieh aus Arginin, wie dureh den quanti- 
tativen Vergleieh der kolorimetriseh naeh Sakaguchi und der naeh K]eldahl 
ermittelten Stiekstoffwerte best~tigt wurde. 

Die verbleibende Mutterlauge wurde mit Sehwefels~ure anges~tuert 

16 A. Kossel, Protamine und Histone. Leipzig und wien. 1929. - - F .  Hoppe- 
Seyler und H. ThierJelder, Physiologisehe und pathologiseh-ehemisehe Ana- 
lyse, S. 868. Berlin. 1924. 
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und aus ihr mit Phosphorwolframsiure die Lysin/raktion abgeschieden. 
In ihr war mit der Anwesenheit yon Lysin, Putrescin, C~d~verin zu 
rechnen. Als Mleiniger Bestandtefl lag nur das Lysin vor. Es wurde als 
Pikrat zur Kristallisation gebracht und ~ls solches identifiziert. 

Die Monoaminomonocarbonsiiure/raktion, die sich im tOiltrat der Lysin- 
fraktion befindet, wurde nicht nigher untersucht. 

Mit Iiilfe des beschriebenen Trennungsganges waren also folgende 
Verbindungen erkannt worden: Adenin und Hypoxanthin (vgl. II. Mitt.i), 
Arginin, Histidin, Lysin und eine Monoaminodicarbons~urefraktion. 

Diese durch Farb- und F~llungsreaktionen er~rbeiteten Befunde liel3en 
t~s. Gem~c~ sich durch Papierchromatogramme 

o fiberzeugend best~tigen und ftir die 
D,4s, o ' Monoamin0mono- und die~rbons~ure- 
~6/n, fraktion sogar noch erweitern. Zu 

diesem Zweck wurde energisch hy- 
1~6~; drolysiert, so dab der GroBteil der 

Zucker- und Purink6rper zerst6rt 
~rhr. wurde; ein Verfahren, das sich fiir 

die papierchromatographische Tren- 
nung giinstiger Ms mildere Itydrolyse 
rnit naehfolgender Entfernung der 

~ A e  ~Ze~,. Zucker erwiesiL Wihrend eindimen- 
sionMe Chromatogramme das Vor- 
handensein yon ttistidin und Arginin Abb. 3. At. = Arginin, Asp. = Asparagins~iure, 

Al.=Alanin,  Gly. = Glycin, Gln.= Glutamin- best~tigten, gewihrte das zweidimen- 
siure, Leu.=Leuzin, Ly.=Lysin ,  Se.=Serin, sionMe einen 1Jberblick fiber die ge- 
Thr.=Threonin,  Ty.=Tyrosin,  Val.=Valin. 

samten Aminos~uren des Antigens. 
Doch ist damit zu rechnen, dab dureh die energische Hydrolyse Amino- 
s/~uren auch aus den Purinen entstanden sein k6nnen (besonders Mono- 
aminomonoearbonsiuren). 

Es wurden die folgenden Aminos~uren gefunden (siehe Abb. 3): 
Arginin, Lysin, Histidin, Glutaminsaure, Asparaginsaure, Serin, 

Glycin, Threonin, Alanin, Tyrosin (~.), Valin, Leucin. 
SchwefelhMtige Aminosi~uren wurdeu erwartungsgem/~B nieht ge- 

funden, Die Ursache des ~leckes neben dem Alanin wurde nicht n/~her 
untersucht. Bemerkenswert ist ferner noch das Fehlen yon Prolin und 
Oxyprolin. Itistidin ist im zweidimensionalen Chromatogramm nicht 
sichtbar. 

Das niehste Ziel war eine mSgliehst quantitative Erfassung der 
Komponenten. Dureh den geringen Substanzvorrat wurde diese Aufgabe 
ersehwert. Im Prinzip wurde die Methode der Stickstoffverteilung nach 

i~ E. Kolrdnyi , Naturwiss. 87, 91 (1950). 
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Hausmann, van Slyke und Kossel-Kutscher 16 zmnVorbild genommen, aller- 
dings mit der wesentliehen Einschr/~nkung eines knappen, etwa 1/lo0 der 
obigen Ans~tze betragenden Materialeinsatzes. Das quantitative Ergebnis 
l~13t sich kurz dahingehend zusammenfassen (Gesamt-N gleieh 100%) : 

Hmnin-N 15,3~o , Purin-N 32,5%, Arginin-N 8,1~o, Histidin-N 6,I%, 
Lysin-N 12,6%, Monoaminodiearbons~ure-N I4%, l~{onoaminomono- 
earbons'~ure-N 13%. 

Zur Kritik dieser Werte sei folgendes gesagt: 
Argininwert: Bei km'zen Verseifungszeiten yon 70 M_in. mit 4~/oiger 

Sehwelels~ure stimmten der aus der Stiekstoffverteilung 16 ernlittelte 
Wert mit dam naeh Sakaguchi am unverseiften Produkt erhMtenen gut 
fiberein. Bei 1/~ngerer Hydrolyse (z. 13. 10 Stdm) oder Verwendung 
st~rkerer S~uren (10%ige Sehwefelss sinkt der Argininwert yon 8,2 
anf 6,1% ab. 

Histidinwert: Aueh beim tiistidinwert war gute ~bereinstimmung 
zwisehen den obigen und den naeh Hanke und K6fller 5 durehgeftihrten 
kolorimetrisehen Bestimmungen festzustellen. 

Lysinwert: Dieser konnte nur aus der Stiekstoffverteilung ermittelt 
werden. 

Vergleieht man nun das molare Verhs in welehem die Hexon- 
basen am Antigenaufbau beteiligt sind, so war aus obigen Analysen und 
solehen anderer Fraktionen imnler wieder das gleiehe Verh~ltnis 
Arginin : Histidin : Lysin 1 : 1 : 3 zu linden gewesen. 

Zur Frage der Bildung des Huminstickstoffes mug etwas waiter aus- 
geholt warden. Der Huminstiekstoff stieg ganz allgemein mit Ver- 
seh~rfung der Hydrolysenbedingungen. Im folgenden wird auf die MSg- 
liehkeit hingewiesen, den Anteil stiekstoffhaltiger Bestandteile zahlen- 
m~13ig zu verfolgen. ])as Prinzip liegt im folgenden: Gelingt es, in einem 
Prodnkt  den Gehalt an einer einzetnen Komponente z. B. dutch eine 
Farbreaktion vor der Hydrolyse festzustellen und mit seinem Wart naeh 
der Hydrolyse zu vergleiehen, so kann die Differenz ein Mat far die 
Bildung des Huminstiekstoffes sein. Soweit man die Verhgltnisse am 
Antigen bisher tiberblieken kann, kommen Ms Huminbildner besonders 
das Adenin und die Hexonbasen in Betraeht. Gltieklieherweise gest, a t te t  
die kolorimetrische Bestimmung naeh Salcaguchi, den Verlauf der 
Argininabnahme mit der Dauer der S~ureeinwirkung zu verfolgen. 
t~olgende Tabelle gibt darfiber Auskunft: 

Zeit der I-Iydrolyse mit 5~oiger 
Sehwefelsgure bei 100 ~ C . . . . . . . . . .  0 Stdn. 6 Stdn. 8 Stdn. 16 Stdn. 

Arginin na, eh Sakaguchi, Extink~ion 
bei 5000 A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,342 0,209 "0,183 0,067 

Zur Ermittlung des Anteiles Purinstiekstoff am Huminstiekstoff 
wurde der Puringehalt nach Verseifung unter mSglichst sehonenden Be- 
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dingungen ermittelt und dieser Wert in Vergleich gesetzt mit eineln 
solchen, der naeh einer energisehen Hydrolyse bestilnlnt worden war. 
Iln ersteren Fail ergab sich 40%, iln letzteren 32,5%. Man sieht also, 
dal~ die Purine je naeh den Hydrolysenbedingungen ganz enorln an der 
ttulninbildung beteiligt sein k6nnen. Wiirde Inan den Purinstickstoff Ms 
Adenin aus deln GehMt an Ribosephosphors~ture 1 (7,2 bis 4%) bereehnen, 
erg~be sich sogar ein noeh hSherer GehMt yon 44% Adeninstickstoff. 
Berficksiehtigt man also nun den Anteil des Itulninstickstofles auf Grund 
der vorstehenden (Jberlegungen, so komlnt man zu fo]gender Verteilung: 

Purin-N 44%, Arginin-N 8,1%, Histidin-N 6,1%, Lysin-N 12,6%, 
Monoalninodicarbonsgure-N 14%, Monoalninolnonocarbonsgure-N 13%. 

Die Sulnme der erhMtenen Zahlen ergibt beinahe 100%; der Sohlui~ 
ist Mso berechtigt, dab keine nennenswerten stiekstoffhMtigen Kom- 
ponenten fibersehen worden sind, die noeh am Antigenaufbau beteiligt 
sein kSnnten. 

Die qualitative und quantitative Untersuchung der stickstoffhMtigen 
Bausteine hut dalnit eineI1 gewissen Absehlul~ erreieht. Dartiber hinaus 
wurde abet versueht, die dutch Farbreaktionen und iln Gange der Stick- 
stoffverteilung nachgewiesenen Antigenbausteine InSglichst auch in Sub- 
stanz zu isolieren. Die Darstel]ung erfolgte in enger Anlehnung an den 
ohen skizzierten Gang. An Purinbasen waren danach Adenin in Form des 
Pikrates und das Hypoxanthin in der Form eines Silberpikrates isolierbar. 
Zersetzungspunkt und StiekstoffgehMt waren in guter Ubereinstilnlnung 
Init den erwarteten Werten. Histidin wurde in solcher Menge ange- 
reiehert, dM3 es aus Wasser ulnkristMlisiert werden konnte: Zersp. 279 
bis 280 ~ Arginin wurde Ms Flavianat gefgllt und nach Zerlegung des- 
selben als Pikrat abgesehieden: Zersp. 205 ~ Lysin iso]ierte man Ms 
Pikrat  voln Zersp. 250 ~ 

Mit Hilfe der Stiekstoffverteilung und biologischer Reaktionen wurde 
nun versucht, weitere Aufschlfisse fiber die ]~inheitliohkeit und den Auf- 
bau des ,,Antigensylnplexes"* zu erhMten. Dieser besteht einerseits aus 
den stiekstoffhMtigen Bausteinen, die man zufolge ihrer Zusalnlnen- 
setzung, LSslichkeits- und anderer Eigenschaften, z. ]3. Inangelnder 
Hitzedenaturierbarkeit,  Ms nucleinsaures SMz eines Polypeptides an- 
sehen kann. Anderseits ist, wie in der 2. Mitt. 1 gezeigt wurde, ein ansehn- 
lieher Kohlehydratanteil  am Antigenaufbau beteiligt. Durch Fgllungs- 
reaktionen kann man das elektrophoretisch einheitliche Material in ein 
Polysaccharid und in den stiekstoffhMtigen Anteil Init deln l~est der 
Kohlehydrate spMten. Die serologische Prfifung beider Fraktionen 
zeigte, dM~ lediglieh der stiekstoffhMtigen Fraktion eine prgziloitierende, 
bzw. agglutinationshelnlnende Wirkung zukaln; das Polysaccharid erwies 
sieh Ms inaktiv. Die biologisehe Wirksalnkeit der stiekstoffhMtigen 
Fraktion hatte sich iln Verhgltnis zuln ursprfingliehen Antigen iln gleichen 
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Mage vermehrt ,  wie ihr Stiekstoffgeha]t. Dieser erreiehte bei 6,0% sein 
Maximum. Eine weitere Anreieherung der biologisch wirksamen, bzw. 
stiekstoffhaltigen Substanz dureh fraktioniertes Umfallen mit  Alkohol 
oder Adsorbieren, z. B. an kolloidgles Zinkhydroxyd,  t ra t  nieht  ein und 
fiihrte - -  siehe unten - -  h6ehstens zu dena tm%rten  Produkten.  

Diese Befunde wurden dutch Bestiminung der Stickstoffverteilung 
der erhaltenen Frakt ionen erg-~nzt. Diese zeigt - -  wie sieh aus der Tabelle 
erkennen 1/tl3t - -  bei den einzelnen Fgllungen eine deutliehe Xonstanz,  
soweit dies bei so sehwierigen Analysenmethoden (Huminbi ldung bei der 
Verseifung, Bes t immung yon etwa 1 mg Stiekstoff, der sieh auf  5 Frak-  
t ionen verteilt  usw.) fiberhaupt m6glieh ist. 

F/~Uung mit 

Purin-N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
l texonbasen-N . . . . . . . . . . . . . . .  
Monoaminodikarbons~ure-N . . . 
Monoamin omonokarbons~ure-N 
Humin-N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

50%igem ] 90%igem 

Alkohol 

32,4% i 35,1% 
25,2%! 23,3% 
11,o% lo,o% 
13,0% 13,0% 
14,3% 15,1O/o 

Bleiazetat 

34,5% 
21,1 ~ 

24,0% 
21,o% 

Zink- 
hydroxyd 

32,2% 
22,9% 
13,7% 
13,v% 
19,8% 

Sowohl die Konstanz  der biologisehen Wirksamkei t  und des Gesumt- 
stickstoffgehaltes bei Fgllungsreaktionen, als aueh die Xons tanz  der  
Stiekstoffverteilung sprechen fiir die Einheitlichkeit der stickstoffhaltigen 
Komponente. 

Ein Ph~nomen sei noeh besonders hervorgehoben,  nfi.mlieh das der  
Alterung. Ganz allgemein war bei den Metallsalzf~llungen in bezug auf  
die Vollstgndigkeit der F~llungen ein recht  widerspruehsvoll erscheinen- 
des Verhalten festzustellen. So war z. B. bei Verwendung einer ganz 
friseh bereiteten Antigenl6sung mit  Fgllungsmitteln nur  eine Tri ibung 
und keine Niederschlagsbildung zu beobaehten.  L6sungen, die vor dem 
Ausf~llen einige Stunden gestanden waren, ergaben sofort F~llungen. " 
Dieses Verhalten wgr der Anlag, die F~llbarkeit in Abh/ingigkeit vom 
Alter der verwendeten Antigenl6sung zu untersuehen. So zeigt folgende 
Tabelle die F~llbarkeit  des Antigens dureh Uranyl-  bzw. Bleiacetat l6sung 
in Abh'~ngigkeit von der Zeit. 

B le i aze ta~f i~ l lung .  

Alter der Antigenl6sung . . . .  6 Stdn. 8 Stdn. 
Vom Gesamt.N werden ge- 

fii|lt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  37% 55% 
Vom Gesamtarginin werden 

gef~llt . . . . . . . . . . . . . . . . . .  40% 56 % 

12 Stdn. 24 Stdn. 5 Tage 

87% 66% 76% 

70% 73% 
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U r a n y l a c e t a t f ~ l l u n g .  

Vom Gesamt-~N werden ge- 
f/~llt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  29% 65% 63% 

Vom Gesamtarginin werden 
gef/~llt . . . . . . . . . . . . . . . . . .  31 ~o 60 % 

Aus diesen Versuchen l~Bt sich folgern, dab die optimMe F/~llbarkeit 
nach etwa 24 Stdn. erreicht ist. 

Parallel mit  den Alterungsversuchen gingen Viskosit~tsmessungen der 
AntigenlSsungen. Es zeigte sich, dab mit zunehmendem Alter die Visko- 
sit~t zunimmt. Nun ist es mSglich~ aus Viskosit~tsmessungen gewisse 
Schlfisse auf die Gestalt des kolloidM gelSsten Teilehens zu ziehen. Bei 
uns ]agen nun die Anfangswerte nut  bis zu 500/o fiber den nach der 
Einsteinschen Formel is errechneten. Es war also keine wesentliche Ab- 
weichung yon der Kugelgestalt und auch keine erhebliche Solvatation 
anzunehmen. Nach 48 Stdn. war die Viskosit~t auf das 8fache dieses 
Wertes angewachsen : 

0 Stdn. 24 Stdn. 48 Stdn. 
Spezifische Viskosit/~t einer 0,56 %igen Antigen- 

15sung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,0108 0,0320 0,0815 

Es ist naheliegend, aus dieser Anderung der Viskositi~tswerte mit  der 
Zeit auf eine Anderung der Teilchenform zu schlieBen, etwa im Sinne einer 
Str~ckung derselben. Man kSnnte sich dies etwa so vorstellen, dal~ die 
Alterung Ms eine Art Aufwicklung eines Peptidkn~uels zu deuten w~re. 
Dadurch wird die Oberflgche der Antigenteilchen vergrSBert; es kommen 
mehr polare Gruppen an die Oberfl~che und die Fallbarkeit  durch 
SchwermetMlsMze wird erh5ht. 

I m  Zusammenhang mit  den F~llungsreaktionen sei noeh kurz auf 
folgende bemerkenswerte Feststellung hingewiesen. I m m e r ,  wenn das 
Mengenverhgltnis Polysaceharid zu Polypeptid zugunsten des Poly- 
peptides ver~ndert wurde, nahm dessen LSslichkeit ab. Es hatte den 
Ansehein, dab dem Polysaecharid die Rolle eines Schutzkolloides zu- 
komme. In  gesonderten Versuchen konnte die Schutzkolloidwirkung 
dieses Polysaceharides gegeniiber Gold- und Silbersolen nachgewiesen 
werden. 

~ber die Teilchengr6[3e. 

Schon der positive Ausfall der Biuretreaktion zeigte eine untere 
Grenze des Molekulargewichtes an. Um ein hochraolekulares EiweiB oder 
Po]ysaecharid konnte es sich aber auch nicht handeln, da sonst eine 
Hitzedenaturierung oder best immte F~llungsreaktionen, etwa positive 
SulfosMicyls/~urereaktion, bzw. eine Farbreaktion mit  Jod  zu erwarten 

is Z. B. B. Jirgensons und M. E. Straumanis, Kolloidchemie, S. 99. 
Berlin, G6ttingen, Heidelberg. 1949. 
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.~ewesen w~re. In unserem Fall schien als die geeignetste Methode zur 
Sch~tzung der Teilchengr6Be die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten. 
Damit konnte auch gleichzeitig eine Einheitlichkeitspriifung verbunden 
werden. Die Messung erfolgte im wesentlichen nach der Methode yon 
,Oeholm TM. Die Diffusionsdauer erstreckte sich auf 8 Tage, die Diffusions- 
sfi.ule wurde in 5 Schichten zerlegt. Jede Schicht wurde gesondert auf 
Hexosen, Pentosen, Stickstoff und Arginin untersucht. Aus dem er- 
mittelten Gehalt in den verschieden hoch gelegenen Schichten wurde der 
Diffusionskoeffizient bereehnet. Es war nun bemerkenswert, daB die 
Diffusionskoeffizienten und mittelbar dadurch die Teilehengr6Be, die sich 
aus den Pentosen-, Hexosenwerten usw. berechnete, innerhalb der 
analytischen Fehlergrenze zum gleichen Wert ffihrten. Die errechnete 
TeilchengrSBe ist im Durchschnitt 3000. Dieser Weft kann auf alle F~lle 
nut eine • darstellen; denn die Siturena~ur der Sub- 
stanz bedingt in gleicher Richtung wie die systematischen Fehler der 
IY[ethode einen zu groBen Diffusionskoeffizienten und damit ein zu kleines 
Molekulargewicht. 

Die Diffusionsversuche ffihren ~thnlich wie die Ergebnisse der Elektro- 
phorese zu dem SchluB, dab man es mit einem einheitlichen Unter- 
:suehungsmaterial zu tun hat. I)em steht allerdings gegentiber, dab durch 
Alkoho]- bzw. Metallsalzf~llungen ein Tell des Polysaecharides aus dem 
(]esamtverband abtrennbar ist. )/[an sieht also, dab eine, wenn auch lose 
Bindung vorhanden ist, die zwar nicht durch Wasser zwischen pH 4 und 8 
~gespreng~ wird, wohl aber durch an sich schonende F~illungsmittel, wie 
Alkohol oder Schwermetallsalze. Igber die Art dieser Bindung k6nnen 
zur Zeit keine n&heren Aussagen gemacht werden. 

Naeh Erarbeitung der vorstehenden Versuehsergebnisse war es uns 
rnSglieh, mittels der Elektrophorese ~uf Filtrierpapier in der yon H.  M i c h l  

entwickelten Versuehsanordnung ~0 neuerlich zur Frage der Einheitlich- 
keit des ]~ang-antigens Stellung zu nehmen. Dabei zeigte es sich, dab die 
Hauptmenge bei pI-[ 4 zwar nieht wandert, hingegen zwei ninhydrin- 
positive Komponenten in ganz geringer Menge sich zur Kathode hin be- 
wegen. Es mug betont werden, dab dieser letzte Versuch mit einem einige 
Jahre  a lten Pr~iparat ausgefiihrt werden mugte, da das friseh bereitete 
Material fiir die oben besehriebene Arbeit aufgebraucht worden war. 
Ob Mso die nachgewiesenen Spuren ninhydrin-positiver Substanz Folgen 
der langen Lagerung sind oder aueh h'iseh bereitetem 3/[aterial an- 
haften, soll an neuem Bang-antigen fiberprtift, werden. 

1~ L .  W.  Oeholm, Z. physik. Chem. 50, 309 (1905). 
2o H.  Michl,  Mh. Chem. 82, 489 (1951). 
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Experimenteller Teil. 

P a p i e r c h r o m a t o g r ~ m m e .  
(Diese wurden in dankenswerter Weise yon Herrn Dr. K. Riedl durchgefiihrt.). 

Hydrolyse. 0,07 g Substanz wurden mit  10ml 6 n Salzsgure unter  
RiiekfluB 24 Stdn. erhitzt. Darnaeh wurde yon den H/lminsubstanzen 
abzentrifugiert und die LSsung im Vak. zur Trockne eingedampft. Nach 
Zusatz yon Wasser wiederholte man diese Operation mehrmals, um die 
iiberschiissige Salzsaure weitestgehend zu entfernen. Der Riiekstand wurde, 
in m6glichst wenig ~Tasser gelSst und  diese LSsung direkt zu den papier- 
chromatographischen Versuchen verwendet. 

Eindimensionale Chromatogramme. Die eindimensionalen Papierchromato- 
gramme, die speziell zur Nachpriifung yon Arginin und  I-Iistidin ausgefiihrt 
warden, entwickelten wir absteigend in Glaszylindern. Es wurden meist  
8 #l des Hydrolysats aufgetragen und  als LSsungsmittel die obere Phase 
eines Gemisches bus Butanol-Eisessig-Wasser 21 (4 : 1 : 5) verwendet, l~eben 
dem Hydrolysat wurden die entspreehenden Vergleichsaminos~ihren wandern 
gelassen. Die Sichtbarmachung erfo]gte durch die bekannten spezifischen 
Farbreaktionen. 

Zweidimensionale Chromatogramme. Diese wurden in Dent-K~sten ~ aus- 
gefiihrt. Als Filtrierpapier verwendete man  Whatman Nr. 1. Es wurden 
zirka 15/~1 der L6sung in einer Entfernung yon je 6 cm yon beiden l%~ndern 
aufgetragen. Es wurde immer zuerst in der L&ngsriehtung des Papiers 
mit  dem Gemisch Butanol-Pyridin-Wasser (20: 6:  10) entwickelt, wobei 
m6gliehst die ganze L~nge des Bogens ausgeniitzt wurde. Nach Entfernen 
des unteren Stiickes des Papiers, des die extrahierten Verunreinigungen der 
Cellulose enthi~lt, wurde unter  Einhal ten der entspreehenden Vorkehrungen 
gegen Oxydation mit  der unteren Phase eines Gemisches aus Phenol-0,2% 
Ammoniak (1 : 1) 2~ in der zweiten Riehtung entwickelt. Zur Siehtbarmachung 
der Aminos~iuren diente eine 0,1%ige L6sung yon Ninhydrin in Butyla]kohoL 

S t i c k s t o f f v e r t e i l u n g .  

Wir greifen aus unseren Versuchsreihen das folgende Beispiel heraus: 
80 mg Antigen wurden mit  2 ml 10% iger Schwefels~ure 10 Stdn. ]ang 

gekoeht. ]:)ann wurde mit  destilliertem Wasser in ein Zentrifugenglas gespiilt 
und  auf 10ml gebracht. Hierauf versetzte man vorsichtig mit  Barium- 
karbonat  bis pH 2. Der Niederschlag von Bariumsulfat wurde abzentrifugiert 
und  3real rnit je 5 ml heil~em Wasser ausgewaschen. Bereits beim 2. Wasch- 
wasser war die Diazoreaktion negativ. Der Stiekstoffgehalt dos ausgewasche- 
nen Niederschlages yon Bariumsulfat und  I-Iuminsubstanzen wurde naeh 
K]eldahl best immt (die Stickstoffwerte sind im theoretischen Tell an- 
gegeben). 

Das Fi l t rat  veto Bariumsulfat wurde mit  dem stark eingeengten Wasch- 
wasser vereinigt und auf 2 ml gebracht, l~un wurde frisch gefi~lltes Silber- 
o x y d  bis pI-I 3 zugesetzt und  tropfenweise vorsiehtig mit  einer ges~ittigten 
Silbersu]fatl6sung versetzt, bis kein Niederschlag mehr auftr~t~: Der ent- 
standene gelbliche iNiederschlag wurde abzentrifugiert, 3real mit  l~oiger 

21 S. M.  Partridge, Biochemic. J. 42, 238 (1948). 
~ C. E. Dent, Biochemic. J. 43, 169 (1948). 
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wgBr. SilbersulfatlSsung gewasehen und der Stiekstoffgehalt tier so erhaltenen 
Purinbasenfraktion bestimmt. 

Zu dem mit  dem stark eingeengten Waschwasser vereinigten Fil trate 
wurde mm Silberoxyd und  ansehlie~end Silbersulfa~ gegeben, bis beim 
Tiipfeln mit  Barytwasser eine braune und  nicht mehr eine ge]be F~llung 
ents tand.  Die zum Tfipfeln verwendete Flfissigkeit ~xlrde nun  mit  wenig 
Wasser in das Zentrifugenglas zurt~ckgespfilt trod mit  Bariumkarbonat  
nach Viclcery und Leavenworth 2~ gefg]lt. Im  Niederschlag mul]ten sich 
Histidin und die ~ionoaminodikarbonsguren befinden. Nr wurde naeh 
3maligem Waschen solange mit  verd. SMzsaure ausgekocht, bis diese keine 
positive Diazoreaktion mehr gab (4real). Dann wurde zm" Trockne ein- 
geengt und mit 1,5 ml 5%iger Salzsaure aufgenommen; hierauf ~mrde durch 
tropfenweisen Zusatz von 10~oiger Phosphorwolframs~urelSsung das Histidin 
gefgHt. Naeh 3matigem Auswaschen des 1 Tag alten Niedersehlages mit  
verd. Phosphorwolframs~uretSsung wurde tier Stickstoffgehalt des Nieder- 
sehlages (Histidin) und des Filtrats saint Wasehw~ssern (Monoaminodikarbon- 
s~uren) bestimmt. 

Das Fil trat  nach der Histidinf~Hung wurde wieder mit  den his auf wenige 
Zehntel Milliliter eingeengten Waschw/~ssern vereinigt und mit  Barytwasser 
auf pI-t 10 bis 11 gebracht. Der ausfaltende braune Niedersehtag enthielt 
dam Arginin neben iibersehiissigem Silberoxyd. Nach dem Wasehen wurde 
sein Stiekstoffgehalt bestimmt. 

Fi l t rat  und Wasehw~isser wurden wieder auf 2 ml eingeengt, nachdem 
mit verd. Sehwefels~ure die tibersehiissigen Bariumionen envfernt worden 
waren. Der geringffigige Niedersehlag erwies sieh Ms stiekstofffrei. Nun 
wurcle die LSsung auf einen Sehwefelsguregehalt yon 5o/o gebraeht und  mit  
10% iger Phosphorwolframs~ure das Lysin gefiillt. Nach ltiigigem Stehen 
wurde der Niedersehlag abzentrifugiert, ansgewasehen und  der Stiekstoff- 
gehalt bestimmt. 

Das Fil trat  naeh der Lysinfraktion enthielt die Monoaminomonokarbon- 
:sfitLren, deren Stickstoff ebenfalls best immt wurde. 

F~llungsreaktionen. 

Fraktionierte Al]~ohol]i~llung. Ein eingeengter Hitzeextrakt (2~ an 
Trockensubstanz) wurde mit  A]kohol bis zu einem Gehalt yon 50% versetzt. 
Es bildete sich sehnell ein floekiger Niederschlag, der abgesehleudert wurde. 
Naeh 3maligem ~Vaschen mit  50~ A]kohol treeknete man im Vak. 
iiber Silikagel. Es resultierte eine graubraune, sprSde Masse, die sich nur  
mehr sehwer in Wasser 15st. 

Zu dem gelbgef.~rbten Fi l t rat  wurde Alkohol bis zu einem Gehalt von 
90% geffigt und die F~llung abzentrifugiert. Naeh ~raschen und Trocknen 
erhielt man eine gelbe, brSselige Substanz, die sich im Gegensatz zur ersten 
Fraktion leieht in Wasser ]Sste. 

F~llung mit Bleiazetat. Nine 0,5%ige Antigenl6sung wurde 0,5~oig an 
Essigs~iure gemaeht und  dann tropfenweise mit  einer 10~oigen Bleiazetat- 
16sung versetzt, bis keine F~illung mehr auftrat. Der Niedersehlag wurde 
abzentrifugiert, gewasehen und mit  einer 2~ Sehwefels~ure zerlegt. 

F(~llung mit ]colloidalem Zinlchydroxyd. Eine 0,5O/oige AntigenlSsmag 
wurde mit  Bariumhydroxyd kalt ges/ittigt und mit  einer 5% igen Zink- 
sulfatlSsung bis zur Entfgrbung von Pheno!phthalein (Tfipfeln) versetzt. 

2~ H. B. V,ic~'eryund Ch. S. Leavenworth, J. biol. Chemistry 7~, 403 (1927). 
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Der Niederschlag wurde mit  HaS zerleg~, das Antigen heransgel6st und  mit~ 
der 10faehen Alkoholmenge gef/~llt. 

~'allung mit Uranylazetat. Die 0,5%ige Antigenl6sung wurde l%ig  an  
Essigsam~e gemacht und  mit  einer 5%igen, LSsung yon Uranylazetat  gef~llt. 
Der Niederschlag wurde abzentrifugier~ und  gewaschen. Nach L6sen in 
2 n }r fiihrte man  direkt die Probe auf Arginin naeh Sakaguchi durch. 

D i f f u s i o n s v e r s u c h e .  

Konzentrat ion der L6sung vor Versuchsbeginn: 2,94mg/ml. Versuchs- 
dauer: 8 Tage, Temp. 15 ~ C. 

Der Geha]t an Pentosen wurde kolorimetrisch mit  Hilfe der Bial-  
Reaktion 2a bestimmt, der der Hexosen durch die Diphenylamin I-Probe~5, 
der des Arginins durch die Reaktion nach Sakaguchi und sehliel31ich der  
Stickstoffgehalt nach Kjeldahl. Die angegebenen Ext inkt ionen sind atff 
1 ml der untersuchten LSsung bezogen. 

Ursprfingliche Konzentrat ion .. 
Konzentrat ion nach Beendigung 

des Versuches in 0,96 em HShe 
Konzentrat ion in 2,88 cm H6he 

Pentosen Hexosen Arginin 
Extinktion Extinktion Extinktion Stickstoff 
bei 6100 A bei 5300 A bei 5000 A mg/ml 

0,720 1,524 

0,181 I 0,383 
0,022 0,040 

0,383 

0,096 

0,144 

0,036 

2~ T. Valyi-Ndgy, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 1, 279 (1948). 
2~ Z. Dische, Mikrochem. 7, 36 (1929). 


