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funden werden, die inaktivierende Wirkung des
DDVP kann jedoch im sauren Milieu verstarkt wer-
den (NBWTrichlorphon. ungepuffert) .

Die pH-Kurven in den entsprechenden NBW-An-
sdtzen mit und ohne Bakterien lassen darauf schlie-
Ben, dafl Trichlorphon bzw. seine Umwandlungspro-
dukte den Bakterienstoffwechsel weitgehend inhibie-
ren.

Zur Deutung der Prozesse, die sich in der Tri-
chlorphon-haltigen Bakterienkultur abspielen, kann
man annehmen, dafl die Abnahme der ungeschéadig-
ten Bakterien im Kurvenabschnitt A (vgl. Abb. 5 a)
durch die einander uberlagernden Wirkungen des
durch hydrolytischen Zerfall bzw. Umwandlung ab-
nehmenden Trichlorphons und des entsprechenden
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DDVP bedingt ist. Der Kurvenverlauf im Abschnitt
B reprisentiert die Reaktionen der geschidigten Bak-
terien auf die gleichen, jetzt aber weniger intensiv
ablaufenden Prozesse. Der Kurvenabschnitt C spie-
gelt die Reaktion der stark geschadigten Bakterien
auf die nunmehr vorliegende, relativ hohe DDVP-
Konzentration wider.

Herrn Prof. Dr. P. Howarp-Franpers, New Haven,
danken wir fiir die Uberlassung der Bakterienstimme,
Herrn Dr. Fricke, VEB Fettchemie Karl-Marx-Stadt,
fir die Uberlassung von reinem DDVP. Friulein A.
Huenin und Fraulein I. Meutzner vom Institut fiir Bio-
physik sind wir fiir die ausgezeichnete technische Assi-
stenz sehr zu Dank verpflichtet.

Serologische Unterschiede von Staphylokokken-Nucleasen
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der Justus Liebig-Universitdt GieSen (Direktor: Prof. Dr. H. BroseL)

(Z. Naturforschg. 23 b, 1230—1235 [1968] ; eingegangen am 2. Juni 1968)

Nuclease was obtained from respectively 6 characterized staphylococcal strains of “human”,
“bovine” and “canine” origin and studied immunoelectrophoretically and in the neutralization test.
Distinct serological differences were found between the nuclease preparations of the “human” and
“bovine” strains on one hand, and the nuclease of the “canine” strains on the other hand.

Staphylococcus aureus bildet eine Reihe von En-
zymen und Toxinen, die wahrscheinlich seine Patho-
genitdt bedingen!. In diesem Zusammenhang ist
auch in jlingster Zeit die Staphylokokken-Nuclease
genannt worden 274, Seit der Beschreibung der ,ex-
trazellularen“ Nuclease bei den Staphylokokken ist
eine Anzahl von Veréffentlichungen iiber Reindar-
stellung und Charakterisierung des Enzyms erschie-
nen 710,

Uber die Eigenschaft der Nuclease als Antigen
sind dagegen bisher keine Untersuchungen bekannt
geworden. Im Hinblick auf die Erforschung der Sta-
phylokokken-Pathogenitiat wurde deshalb das anti-

1 S. P. Erex, Staphylococcus pyogenes, E. & S. Livingstone
Ltd., Edinburgh und London 1959, S. 218.

2 S. I. Jacoss, A. T. WiLuis u. G. M. GoopBurx, Nature [Lon-
don] 200, 709 [1963].

3 H. R. Eustox u. D. M. Frrcn, Amer. J.clin. Pathol. 42, 346
[1964].

4 M. Korseckr u. J. JeLiaszewicz, J. infect. Diseases 115, 205

[1965].

L. Cun~incuam, B. W. CarLiy u. M. Privar pe GariLuE, J.

Amer. chem. Soc. 78, 4642 [1956].

6 M. ALexanper, L. A. Heeper u. J. J. Hurwirz, J. biol. Che-
mistry 236, 3014 [1961].

gene Verhalten der Staphylokokken-Nuclease ge-
priift.

Material und Methoden

1. Staphylokokken

Von Infektionen des Menschen entstammten die
Stimme SAB* und H,—Hg**, von euterkranken
Kiithen waren die Stimme B; —Bg und von Hautinfek-
tionen des Hundes die Stimme C;—Cg**¥*. Diese
Stimme wurden aus einer Anzahl von Staphylokokken-
kulturen auf Grund ihrer Nucleaseaktivitit ausgesucht.
Die Staphylokokken wurden auf Nutrient-Agar* mit
Zusatz von 0,3-proz. Hefeextrakt ** aufbewahrt.

7 R. Hacna u. E. Frepericq, Biochim. biophysica Acta [Am-
sterdam] 123, 493 [1966].

8 H. Tantwcar u. C. B. Anrinsey, J. biol. Chemistry 241, 4366
[1966].

9 P. Cuarrecasas, S. Fucas u. C. B. Anrinsexn, J. biol. Che-
mistry 242, 1541 [1967].

10 S, Fucns, P. Cuatrecasas u. C. B. Axrinsen, J. biol. Che-
mistry 242, 4768 [1967].

* Von Prof. Caruin, Marquette University, School of Medi-
cine, Milwaukee, Wis./USA.

** Vom Hygiene-Institut der Universitdat Gie3en.

*** Vom Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der
Tiere der Universitdt Gie3en.
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2. Bestimmung der Nuclease-Aktivitit

Die Auswahl der Nuclease-positiven Kulturen er-
folgte auf einem DNase-Testmedium ***. Fiir die Mes-
sung der Nuclease-Aktivitdt wurde Desoxyribonuclein-
siure (DNA) entweder kiuflich erworben **** oder
nach der Methode von Kay et al.!! aus Kalbsthymus
hergestellt. DNA wurde in kochendem Wasser 15 Min.
erhitzt und anschlieBend sofort im Eisbad abgekiihlt.
Die Messungen der Nuclease-Aktivitdit wurden im we-
sentlichen nach der Methode von Avrexanper et al.®
ausgefiihrt. Die 1,25 ml Reaktionslésung setzten sich
zusammen aus 0,625 ml der denaturierten DNA-Losung
(600 ug DNA/ml) ; 0,4ml 0,2M Tris-HCl-Puffer (pH
8,8), 0,125ml 0,2M CaCl, und 0,1 ml der zu unter-
suchenden Enzymlésung. Nach 30 Min. bei 37°C
wurde den Testrohrchen je 0,5ml 5,6-proz. Perchlor-
sdure hinzugefiigt und die Probe auf 3 ml mit Wasser
aufgefiillt. Nach dem Zentrifugieren wurde die Ex-
tinktion des Uberstands im Spektralphotometer *++**
bei einer Wellenldnge von 260 nm abgelesen. Eine Nu-
clease-Einheit bewirkte unter den obigen Bedingungen
innerhalb von 30 Min. einen Absorptionsanstieg von
1,0.

3. Bestimmung der Phosphomonoesterase-Aktivitit

Die Aktivitit bei der Phosphomonoesterase wurde
nach der Methode von Bessev et al.!? gemessen. Die
saure Phosphatase wurde in 0,1 M Acetat-Puffer, pH
5,5, der 0,1 mMol MgCly/ml enthielt, bestimmt. Fiir
die alkalische Phosphatase wurde 1 M Tris-Puffer, pH
9,5, verwandt.

4. Bestimmung weiterer Charakteristika der Staphylo-
kokken

Der Koagulasenachweis wurde im Rohrchentest mit
verdiinntem Kaninchencitratplasma gefiihrt 14, Mannit-
vergarung wurde auf Nutrientagar ¥ mit 1-proz. Man-
nit gepriift. Der pH-Indikator war Bromthymolblau.

Zur Himolysinbestimmung wurden Schaf- und Ka-
ninchenerythrozyten dreimal in 0,14 M NaCl-Lésung
gewaschen und als 2-proz. Suspension verwandt. Die
Ablesungen erfolgten fiir das a-Hamolysin nach einer
einstiindigen Bebriitung bei 37 °C und die fiir das
B-Himolysin nach zusitzlicher einstiindiger Aufbewah-
rung bei 4 °C.

Der Eigelbfaktor wurde nach den Angaben von
Avrper 13 bestimmt. Der Kristallviolett-Test wurde nach
einer von Mever?® beschriebenen Methode ausge-

* DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan/USA.

** Merck AG, Darmstadt.

++* BBL, Baltimore, Maryland.

+++*+ Worthington, Biochem. Corp., Freehold, New Jersey.

+++++ PM Q II, Carl Zeiss, Oberkochen.

11 M. E. R. Kay, N. S. Simmons u. A. L. Douncg, J. Amer.
chem. Soc. 74, 1724 [1952].

12 Q. A. Bessgy, O. L. Lowry u. M. J. Brock, J. biol, Chemistry
164, 321 [1946].

13 W. C. Avper, W. A. Giuresrie u. G. Herpan, J. Pathol.
Bacteriol. 66, 205 [1953].
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fiihrt. — Die Lysotypie erfolgte mit den Phagen des
»bovinen“ Satzes!®, Die serologische Typisierung
wurde mit den Faktorenseren a, b, c, e, f, h, i, k, I,
m, o, p durchgefiihrt.

5. Produktion von Nuclease

Fiir die Herstellung des Mediums wurden 10 g Hefe-
extrakt ** in 20 ml Wasser aufgeldst und 28 Stdn. ge-
gen 1000 ml dest. Wasser bei 4 °C dialysiert. Diesem
1-proz. Hefediffusat wurden 10 g Casamino acids vit-
amin-free ¥*** und 5g Na,HPO, zugesetzt. Je 100 ml
dieses Mediums wurden in 1-I-Erlenmeyerkolben abge-
fiillt und autoklaviert. Zur Beimpfung diente eine Kul-
tur, die vorher 6 Stdn. bei 37 °C in einem Medium
gleicher Zusammensetzung bebriitet worden war. Die
beimpften Kolben wurden dann 18 Stdn. bei 37 °C auf
einer Rundschiittelmaschine bei 100 Umdrehungen/Min.
inkubiert.

6. Reinigung der Nuclease

Zu dem durch Zentrifugieren (10000g 20 Min.)
gewonnenen Kulturiiberstand wurde bei Zimmertempe-
ratur Ammoniumsulfat bis zu einer Sittigung von 80%
(58 g/100ml) zugesetzt. Die Mischung wurde dann
48 Stdn. bei 4 °C aufbewahrt. Bei der 80-proz. Sitti-
gung mit Ammoniumsulfat wurden zwar nur 65% der
Nuclease-Aktivitit wiedergewonnen, dafiir fielen aber
auch nur etwa 5% der bei vollstindiger Sittigung aus-
fallenden sauren Phosphatase mit aus. Alle folgenden
Arbeiten wurden bei- 4 °C ausgefiihrt. Das nach der
Ammoniumsulfat-Ausfidllung abzentrifugierte (10000 g,
20 Min.) Prazipitat wurde in 50 ml dest. Wasser auf-
gelost und 6 Stdn. unter zweifachem Wechsel gegen das
je 100-fache Volumen dest. Wasser dialysiert. Eine
lingere Dialyse wurde vermieden, da trotz Vorbehand-
lung des Dialysierschlauches* durch 10 Min. langes
Kochen in 1-proz. NaHCO;?8 ein Aktivitdtsverlust von
etwa 10% und mehr auftrat. Die Nucleaselgsung wurde
nun mit einem gleichen Volumen 96-proz. Athanols, das
vorher auf —40 °C abgekiihlt worden war, versetzt und
anschlieBend 20 Min. bei 12000 g zentrifugiert. Das
Prazipitat wurde in 25 ml 0,3 M Ammoniumacetat, pH
5,7, aufgel6st und 24 Stdn. gegen jeweils das 50-fache
Volumen dieser Losung dialysiert (ein Wechsel). Die
Nucleaselosung wurde 20 Min. bei 12000 g zentrifu-
giert und der klare Uberstand auf eine Cellulose-Phos-
phat-Sdule ** (1,5-18 cm) aufgetragen. Die Chromato-
graphie wurde nach den Angaben von Fucas et al.1®
ausgefiihrt.

14 G. Hentscrer, Vet. Med. Dissertation, GieBen 1967.
15 W. MEeveR, Z. med. Mikrobiol. u. Immunol. 153, 158 [1967].
16 W. Bonin, Vet. Med. Dissertation, GieBen 1966.
* DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan/USA.
** Merck AG, Darmstadt.
*** DIFCO Laboratories.
* Kalle AG, Wiesbaden-Biebrich.
** Whatman, W. u. R. Balston Ltd.
+** Bausch & Lomb Photometer, Spectronic 20.
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7. Keimzahlbestimmung

Das Plattenverfahren !” und photometrische Bestim-
mungen bei 625 nm wurden angewandt.

8. Herstellung von Antiseren

Als Antigen diente eine durch Ammoniumsulfat an-
gereicherte und gegen dest. Wasser dialysierte Nu-
cleasepraparation der Stimme SAB, B; und C,, die
durch Verdiinnung mit dest. Wasser auf eine Protein-
konzentration von 4 mg/ml eingestellt wurde. (Die je-
weiligen spezifischen Nucleaseaktivititen sind aus
Tab. 2 zu ersehen.) AnschlieBend wurde Formalin in
einer Endkonzentration von 0,4% hinzugefiigt. Etwa
2,5 kg schwere Kaninchen wurden in Abstdnden von
5 Tagen insgesamt 5-mal geimpft. Vor der Applikation
wurde die Antigenlésung mit einem gleichen Volumen
Freunp’schen Adjuvans * vermischt. Bei den Nuclease-
priaparaten von Staphylokokken ,humanen® und ,bovi-
nen“ Ursprungs wurden bei der ersten Injektion 1 ml
und bei den nachfolgenden 4 Injektionen je 2ml der
mit dem Adjuvans versetzten Antigenlosung i.m. ein-
gespritzt. Bei den Nucleaseprédparationen von Staphylo-
kokken ,caninen“ Ursprungs, die sich als besonders
toxisch erwiesen, wurden bei den ersten beiden Injek-
tionen je 0,2ml der Antigen-Adjuvans-Mischung intra-
cutan auf zwei Korperstellen verteilt eingespritzt. Bei
der dritten Injektion wurden 0,4 ml, bei der vierten 0,6
und bei der fiinften Injektion 1,0 ml subcutan injiziert.
Vier Tage nach der letzten Injektion wurde mittels
Herzpunktion Blut zur Serumgewinnung entnommen.

9. Nuclease-Neutralisationstest

Es wurden 0,5 ml chromatographisch gereinigter
Enzymlésung mit 0,5ml Antiserum 20 Min. bei 37 °C
bebriitet. Danach wurde aus dieser Mischung 0,1 ml
entnommen und auf Nuclease-Aktivitdt untersucht. Zum
Vergleich dienten Enzymlésungen, die entweder mit
bidest. Wasser oder dem ,Normalserum“ an Stelle des
Antiserums bebriitet worden waren. Das ,Normal-
serum® war den Kaninchen jeweils vor der ersten Imp-
fung entnommen worden.

10. Immaunoelektrophorese

Die elektrophoretische Trennung ** wurde bei
250V, 50mA, 120 Min. mit Veronal-Puffer, Ionen-
stirke 0,1, pH 8,6, durchgefiihrt 18. Nach einer 24-stiin-
digen Immunodiffusion wurden die Platten weitere 24
Stdn. in 0,14 M NaCl-Losung gelegt, anschlieBend kurz
gewissert und sodann unter Filterpapier bei 37 °C ge-
trocknet. Die Proteine wurden mit Amidoschwarz '® an-
geférbt.

Zur Feststellung der Nucleasefraktionen in einem
Parallel-Elektrophorogramm wurde mit DNase-Test-

17 G. G. MeyneLL u. E. Mey~ews, Theory and Practice in Ex-
perimental Bacteriology, Cambridge 1965.
* DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan/USA.
** L KB-Produkter AB, Stockholm-Bromma, Schweden.
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agar iiberschichtet ! und 2 Stdn. spiter mit 1 N HCl
iiberschwemmt. Daraufhin hob sich die Zone der de-
polymerisierten DNA gegen die prizipitierte hochmole-
kulare DNA klar ab. Zur Bestimmung der Hamolysine
wurde mit einem Agar iiberschichtet, der in einem
»Hiamagglutinations-Puffer” *** gelost war und 10%
Schafbluterythrozyten enthielt.

Ergebnisse

1. Charakterisierung der S. aureus-Stimme

Die verwendeten Nuclease-aktiven Stimme waren
Koagulase-positiv und vergarten Mannit. Alle produ-
zierten saure und alkalische Phosphatase. Dariiber
hinaus wurde eine Reihe anderer Merkmale be-
stimmt, die beziiglich der Herkunft der Staphylo-
kokken von Bedeutung !5 sein konnten (Tab. 1).

2. Bildung von Nuclease

Das Wachstum der Staphylokokken wurde in dem
angereicherten Hefe-Diffusat mit ihrer Nucleasebil-
dung verglichen, um den optimalen Zeitpunkt der
Nucleasegewinnung zu bestimmen. Bereits 1 Stde.
nach der Beimpfung des flissigen Nahrmediums
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Abb. 1. Wachstumskurve und Nucleasebildung des Staphylo-
kokkenstammes SAB.

*** DIFCO Laboratories, Detroit, Michigan/USA.

18 W. Martuaeus, Zbl, Veterinirmed. 12 B, 133 [1965].

19 G. V. Keerer u. H. BLoBer, Amer. J. veterin. Res. 25, 1319
[1967].



SEROLOGISCHE UNTERSCHIEDE VON STAPHYLOKOKKEN-NUCLEASEN

1233

Stamme Héamo- Eigelb- Kristallviolett- Serologische Phagen-
lysine faktor Test Typisierung typisierung
SAB o« + violett (negativ) a, b,c,f,k, 53, 75
Lo, p
H, o + violett (negativ) a,b,f,k, m nicht typisierbar
Hs o - violett (negativ) a, b, f, ko 53, 54
Hy o -+ violett (negativ) b,e, f, k 29
Hs o + violett (negativ) b, f, 0 nicht typisierbar
Hg o + violett (negativ) b, f, k 52 A
B; o, B — gelb (positiv) a, b, f, k1 102
B2 o B — gelb (positiv) Selbst- 102, 88 A
agglutination
B3 o, f — gelb (positiv) a, b, f,k P42D, 88 A
By o, B — gelb (positiv) b, f, 0 S1
Bs o, f§ — gelb (positiv) b, f, k 102, 107, P42 D,
129, 88 A, 42D
Bs B — gelb (positiv) f 102, P42 D, 88 A
C o, B + weil (positiv) b, h, k nicht typisierbar
Ce o, B — weil (positiv) b,f, k,1,0 nicht typisierbar
Cs o, B — weil (positiv) b, f, 0 nicht typisierbar
Cy o, B — weil (positiv) 1 nicht typisierbar
Cs o, f = weill (positiv) b, e, k, 1 nicht typisierbar
Ce o, f — wei (positiv) Selbst- nicht typisierbar
agglutination

Tab. 1. Merkmale der bei der Untersuchung verwandten S. aureus-Stimme.

wurde Nuclease nachgewiesen. Die hochsten Nu-
clease-Konzentrationen waren nach etwa 16 Stdn. er-
reicht (Abb. 1). Die von anderen Autoren® ¢ an-
gegebenen langeren Bebriitungszeiten sind demnach
fir die maximale Ausbeute nicht erforderlich. Aufler-
dem tritt bei ldngerer Bebriitung in ausgedehntem
Umfang Zellyse ein, und es steigt der Gehalt an al-
kalischer Phosphatase, die erst nach Aufzehrung des
im Nahrmedium enthaltenen Phosphates gebildet
wird 20,

Zusitze von 10 —1000 ug DNA/ml zum Nihr-
medium hatten keine Erhohung der Enzymaktivitat
zur Folge. Ein dhnlicher Befund ist von McCartay
fir Streptokokken-DNase erhoben worden 2.

3. Reinigung der Nuclease

Nuclease wurde von allen Stimmen durch Aus-
fillung mit Ammoniumsulfat und Athanol gewon-
nen. Damit wurde eine 20 — 30-fache Zunahme der
spezifischen Aktivitat erzielt. Diese Enzymanreiche-
rungen enthielten sowohl Hamolysin als auch alkali-
sche und saure Phosphatase. Eine weitere Reinigung
wurde nur an den Anreicherungen des SAB, B;- und
Cs-Stammes auf einer Cellulose-Phosphat-Saule

durchgefithrt (Tab. 2). Die chromatographisch ge-

20 D. B. Suan u. H. Broser, J. Bacteriol. 94, 780 [1967].
2t M. McCarray, J. exp. Medicine 88, 181 [1948].

reinigte Nuclease war frei von Hamolysin und bei-
den Phosphatasen.

SAB Bs Cs
Uberstand 748 50 12
Ammoniumsulfat-
ausfallung 3793 308 34
50%, Athanolausfillung 9615 1355 135
Cellulose-Phosphat 86000 10440 1800

Tab. 2. Reinigung der Nucleasen des ,humanen“ (SAB),

»bovinen“ (Bj;) und ,caninen® (Cg) Stammes. Die Zahlen in

der Tabelle geben die Werte fiir die jeweilige spezifische Ak-
tivitdat wieder.

4. Serologische Analysen

In Vorversuchen wurden im doppelten Agar-Dif-
fusions-Test nach OucurErLONY 22 deutliche Unter-
schiede zwischen den Alkohol-prézipitierten Nuclea-
sen ,humaner” und ,boviner“ Staphylokokken
einerseits und der Nuclease ,,caniner Staphylokok-

ken andererseits beobachtet (Abb. 2).

Diese Unterschiede wurden weiterhin immuno-
elektrophoretisch analysiert. Zunachst wurden die
verschiedenen Reinigungsstufen der Nucleasen vom

Stamm SAB untersucht. Dabei zeigte die durch Am-

22 (), QucaterLony, Ark. Kem. Mineralog. Geol. Ser. B 26, 1
[1948].
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Abb. 2. Eine typische Ouchterlony-Platte aus der Vor-
versuchsserie mit deutlichen serologischen Unterschieden zwi-
schen den Nucleasen von Staphylokokken ,humaner®, ,bovi-
ner® und ,,caniner* Herkunft. In der Mitte ist das Antiserum
gegen Ammoniumsulfat-préazipitierte Nuclease des ,huma-
nen* Stammes SAB. Peripher sind Alkohol-prizipitierte Nu-
cleasen: In 1 und 3 vom homologen Stamm, in 2 vom ,cani-
nen“ Stamm C,, in 4 vom ,,bovinen“ Stamm By und in 5 vom
,humanen* Stamm H, .

moniumsulfat angereicherte Nuclease mit dem homo-
logen Antiserum eine Anzahl von Prizipitatbogen,
wihrend die chromatographisch gereinigte Nuclease
mit demselben Antiserum nur noch eine einzige Li-
nie ergab. Die Zugehorigkeit dieser Linie zur Nu-
clease wurde durch Uberschichten eines Parallel-
Elektrophorogramms mit DNA-haltigem Agar nach-
gewiesen (Abb. 3). Immunoelektrophoretische Ver-
gleichsuntersuchungen zwischen der Alkohol-prazipi-
tierten Nuclease vom Stamm SAB mit den entspre-
chenden Enzymanreicherungen der anderen 5 ,hu-
manen®“ Stimme (H,—Hg) und der ,bovinen“
Stamme (B; —Bg) ergaben in keiner Kombination
wahrnehmbare Unterschiede. Die durch Alkoholpra-
zipitation angereicherten Nucleasen aller untersuch-
ten ,caninen“ Stimme (C;—Cg) verhielten sich
dagegen unterschiedlich. Sie reagierten nur mit
den Antiseren gegen die Nucleasen der ,caninen®
Stdmme, nicht jedoch mit den Antiseren der ,,huma-
nen“ und ,bovinen“ Stimme. Ein typisches Im-
munoelektropherogramm ist in Abb. 4 wiedergege-
ben.

Bei der Uberschichtung mehrerer Parallel-Elek-
tropherogramme dieser Versuchsserie lieen sich
keine Abweichungen in der elektrophoretischen Wan-
derungsgeschwindigkeit der Nuclease ,,caniner Sta-
phylokokken gegeniiber den Nucleasen ,,humaner®
oder ,,boviner“ Stimme erkennen.

Die sich aus der Immunoelektrophorese ergeben-
den Unterschiede zwischen den Staphylokokken-Nu-
cleasen ,humaner“ und ,boviner“ Stamme einer-
seits und den Nucleasen ,,caniner* Stamme anderer-
seits wurden mit den chromatographisch gereinigten
Enzymen im Neutralisationstest weiter untersucht.

W.SCHARMANN UND H.BLOBEL

VI

Abb. 3. Oben: Immunoelektrophorese der Nuclease vom
Stamm SAB, I nach Fillung mit (NH,),SO, (A-NU) und
II nach chromatographischer Reinigung (Chr-Nu), jeweils mit
Antiserum gegen A-Nu. Mitte: Identifizierung der Nuclease-
fraktionen durch Uberschichtung eines Parallel-Elektrophoro-
gramms mit DNase-Testagar. III A-NU; IV Chr-Nu. Unten:
Nachweis des Hamolysins durch Uberschichten eines Parallel-
Elektrophorogramms mit Schafblutagar. V A-NU; VI Chr-Nu.

Abb. 4. Immunoelektrophorese. I Antiserum gegen die Am-
moniumsulfat-prazipitierte Nuclease des ,caninen“ Stammes
C;, IT Alkohol-prazipitierte Nuclease des ,caninen*“ Stammes
Cg, III Antiserum gegen die Ammoniumsulfat-prazipitierte
Nuclease des ,humanen® Stammes SAB, IV Alkohol-prizipi-
tierte Nuclease des ,humanen“ Stammes SAB. Die Pfeile
zeigen die Lage der durch Uberschichtung von Parallel-Elek-
trophorogrammen mit DNA-Agar identifizierten Nucleasen
an.

Die Nucleasen stammten von dem ,,humanen® Stamm
SAB, dem ,bovinen*“ Stamm B; und dem ,,caninen®
Stamm C;. Die SAB-Nuclease wurde vom homolo-
gen Antiserum vollstindig, vom Antiserum gegen
die Bj-Nuclease nahezu vollstindig und vom Anti-
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serum gegen die C3-Nuclease nicht gehemmt. Die Bj-
Nuclease wurde vom homologen Antiserum und dem
Antiserum gegen SAB-Nuclease vollstindig und vom
Antiserum gegen Cj-Nuclease nicht gehemmt. Die
C;s-Nuclease wurde nur von dem homologen Anti-
serum gehemmt (Abbn.5—7).
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Abbn. 5—7. Neutralisations-Versuche mit den Nucleasen des

»humanen® (SAB), ,bovinen“ (B;) und ,caninen“ Stammes
(C3) und den gegen diese Nucleasen gerichteten Antiseren.
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Diskussion

Bei den bisher iiber die Staphylokokken-Nuclease
durchgefiihrten Untersuchungen war die Herkunft
der zur Enzymgewinnung verwendeten Stamme nicht
besonders beriicksichtigt worden. Deshalb wurde in
der vorliegenden Arbeit Nuclease von ,humanen®,
»bovinen“ und ,caninen“ Stammen gewonnen und
die Staphylokokken im Hinblick auf ihre Herkunft
biochemisch, serologisch und durch Phagentypisie-
rung charakterisiert. Die Nucleasen wurden zunéchst
im doppelten Diffusionstest nach Ouchterlony
und anschliefend immuno-elektrophoretisch und im
Neutralisationstest untersucht. Es ergaben sich bei
gleichen elektrophoretischen Wanderungsgeschwindig-
keiten deutliche serologische Unterschiede zwischen
der Nuclease ,,humaner” und ,,boviner* Stamme ge-
geniiber der Nuclease ,,caniner” Stamme. Ob sich
diese Unterschiede auch auf die Kinetik und die
Struktur der Nucleasen bezieht, miifite in weiteren
Untersuchungen geklart werden.

Fraulein Bricirre Scaurz danken wir fiir gewissen-
hafte technische Assistenz. Die Arbeit wurde mit finan-
zieller Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein-
schaft, Bad Godesberg, durchgefiihrt.



