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I n  a t yp i ca l  e x p e r i m e n t  we succeeded in f inding se rum 
a n t i b r a i n  an t ibod ie s  in  a g roup  of animals ,  all of which  
h a d  E A E .  

N i n e t e e n  dogs were in jec ted  subcu t aneous ly  w i th  homo-  
logous b r a i n  h o m o g e n a t e ,  emulsif ied in F r e u n d ' s  comple te  
a d j u v a n t ,  t h e  in jec t ions  be ing  repea ted  a t  14 day  inter-  
va ls  ~. All  t h e  an ima l s  showed clinical signs of E A E  (weak- 
ness,  a t ax i a ,  para lys is )  be tween  the  30th  and  t he  120th 
day a f t e r  t h e  f i r s t  i nocu la t ion  of encepha l i togen ic  emul-  
sion. T h e  a n i m a l s  w i t h  clinical signs were sacrificed. I n  
all  t hese  cases, t h e  h i s topa tho log ic  e x a m i n a t i o n s  showed  
cha rac t e r i s t i c  microscopic  lesions of EAE.  Af ter  the  f irst  
i n o c u l a t i o n  a n d  u n t i l  t h e  sacrifice, blood was collected 
f rom all  t h e  a n i m a l s  a t  a n  ave rage  in te rva l  of 5 to  6 days.  
T h e  a n t i b r a i n  a n t i b o d i e s  were inves t iga ted  by  the  t a n n e d  
h e m a g g l n t i n a t i o n  t e c h n i q u e  5, us ing as an t igens  a sal ine 
e x t r a c t  of dog  b ra in ,  as well  as a water-soluble  f rac t ion  
e x t r a c t e d  f rom dog b r a i n  L 

I n  al l  t h e  an imals ,  c i rcu la t ing  a n t i b r a i n  an t ibod ies  
were  d e m o n s t r a t e d  w i t h  v a r y i n g  t i te rs  be tween  1/10 and  
1/360, a t  d i f f e ren t  t i m e  i n t e r v a l s  s t a r t ing  on  the  7 th  day  
a f t e r  t h e  f i r s t  i nocu la t i on  of encephal i togenic  emulsion.  
As some  o t h e r  worke r s  found  4, we also de tec ted  an t i -  

Animals with circulating antibrain antibodies at various time 
intervals 

b o d y  t i t e r s  in the  same a n i m a l ;  t h e y  va r i ed  a n d  a t  a 
ce r t a in  m o m e n t  t h e y  d i s appea red  a n d  s u b s e q u e n t l y  re- 
appeared .  A b o u t  10 days  before  t he  onse t  of E A E ,  in 
a lmos t  all an ima l s  (except  2 dogs),  i t  was  n o t  possible  to  
show serum a n t i b r a i n  an t ibod ies .  

A l t h o u g h  no t  all t h e  an ima l s  h a d  s e r u m  a n t i b r a i n  an t i -  
bodies  on the  same day,  an t ibod ie s  h a v e  been  d e m o n -  
s t r a t ed  wi th in  30 days  in all l iv ing an imals .  The  d a t a  
(Table) ind ica tes  t h a t  t he  m a j o r i t y  of a n i m a l s  e x h i b i t  
clinical signs of E A E  90 days  a f t e r  t h e  f i rs t  i n o c u l a t i o n  
w i th  encepha l i togen ic  emuls ion.  In  t h e  p r e s e n t  exper i -  
m e n t s  we h a v e  found  no  a n i m a l s  w i t h  s e r u m  a n t i b r a i n  
an t ibod ics  w i t h o u t  E A E ,  whi le  a n i m a l s  w i t h  E A E  did  
no t  h a v e  a n t i b r a i n  an t ibodies .  As all  a n i m a l s  p r e s e n t c d  
c i rcu la t ing  a n t i b r a i n  an t ibod ie s  a t  va r ious  t ime  in te rva l s ,  
and  all of t h e m  fell sick w i t h  E A E ,  i t  s e e m s t h a t  a close 
r e l a t ionsh ip  m i g h t  ex is t  be tween  t h e  occur rcnce  of s e r u m  
a n t i b r a i n  an t ibod ie s  and  E A E .  However ,  t h e  fac t  t h a t  
c i rcu la t ing  a n t i b r a i n  an t ibod ie s  were no t  de t ec t ed  a t  t he  
onse t  of the  disease,  makcs  th i s  co r re l a t ion  r a t h e r  un -  
rcliable.  

I t  has  been  shown 7 t h a t  t he  c o m p l c m c n t - f i x i n g  a n t i -  
b ra in  an t ibod ie s  p lay  a p ro t ec t i ve  role a n d  e x e r t  a sup-  
pressive inf luence on  the  d e v e l o p m e n t  of E A E  w h e n  pas-  
s ively admin i s t c r cd  to  an ima l s  ac t ivc ly  sens i t ized  to 
ne rvous  tissue. I t  m a y  be  t h a t  a s imi la r  p a r t  is p l a y e d  
also b y  a n t i b r a i n  an t ibod ie s  as d e m o n s t r a t c d  b y  t he  pas-  
s ive h e m a g g l u t i n a t i o n  reac t ion .  

Time No. of dogs with No. of dogs with 
interval serum antibrain clinical signs of 
(in days) antibodies EAE b 

Rdsumd. Chez 19 chicns  p r 6 s e n t a n t  dcs  s y m p t o m c s  de 
EAE,  on  a t rouv6  des  an t i co rps  s6riques a n t i c e r v e a u x  
p e n d a n t  d ivers  laps de temps .  

0-30 19 (100%) • 1 
30~0 18 (100%) - 
60-90 18 (100%) 6 
90-120 12 (100%) 12 

Total animals with EAE 19 

g .  SARAGL'A, T. NEGFtU, 
N. ROTARU, a n d  A. VLADUTIU 

Department o/Pathoh)gic Physiology, Institute o~ 
Medicine, Bucharest (Roumania), November t3, 1964. 

Figures in parentheses show the percentage of animals with anti- 
brain antibodies out of the total number of surviving animals. 

Animals which were sacrificed when exhibiting clinical signs of 
EAE. 
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C a n c e r o s t a t l s c h e  P r o t e i n k o m p o n e n t e n  
aus  Viscum album 

Fr i ihe re  U n t e r s u c h u n g e n  t iber  canceros ta t i sche  Inha l t s -  
s tof fe  yon  Viscum album L. zeigten die h6chs te  Akt ivi tAt  
in  de r  G e s a m t p r o t e i n f r a k t i o n  des PreBsaffes  1. Unseres  
Wissens  i s t  dies die e rs te  p ro t e ina r t i ge  Subs tanz ,  die eine 
h o h e  H e m m w i r k u n g  a n  expe r imen te l l en  T u m o r e n  zeigt L 

SpArer b e r i c h t e t e n  ~VINTERFELD et  al. s fiber die An- 
r e i e h e r u n g  e iner  p e p t i d a r t i g e n  S u b s t a n z  aus  V. album, 
Die  t u m o r h e m m e n d e  W i r k u n g  de r  dabe i  isol ier ten E n d -  
f r a k t i o n  i s t  j e d o c h  ledigl ich m i t  der jen igen  unseres  Aus- 
g a n g s e x t r a k t e s  ve rg le i chba r .  \¥ATANABE et  al.* gelang es 
dagegen  v o r  ku rzem,  e in  P r o t e i n  aus  Flammulina veh,tipes 
zu isolieren,  dessert c ance ros t a t i s che  ~Virkung bere i t s  in  
die G r 6 s s e n o r d n u n g  unse re r  S tufe  [3] (Figur  1) f/ilK. W i r  
wol len  m i t  d i e sem Be i t r ag  d e n  vor tguf igen  S t a n d  unsere r  
e igenen  A r b e i t e n  mi t t e i l en .  Der  in  F igu r  1 schemat i s i e r t e  

Aufa rbe i tungsgang  s e r l a u b t  cs, (lie biologische A k t i v i t ~ t  
des schonend  gewonnencn  P f l a n z e n e x t r a k t e s  6, e ther  EDs0 
yon 0,3 mg/kg,  auf  das  150fache anzu re i che rn  (Tabelle).  

O, S, SELAWRV, F. VESTI,:R, W. MAI and M. SCUWARTZ, Hoppe 
Seyler's Z. 324, 262 (1961). 
t | ier set attf eine Arbeit yon W. B. COI.EY hingewiesen (Trans. Am. 
Surg. Ass. 12, 183 (1894)), der bereits Ende dos vorigen Jahr- 
hunderts quasi als biologisehe Alternative zll den bislang bekann- 
ten synthetisehen Zellgiften die Atlwendtlng eines toxinhaltigen 
F.xtraktes yon Bacillus prodigiosus zur Ttnnorbekltnlpfung emp- 
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A u s b e u t e  aus  1 1 P r e B s a f t  (150 g T r o c k e n g e w i c h t )  = 
110 m g  F r a k t i o n  I I8]. "Wie sp~iter geze ig t  w i r d  (F i g u r  3) 
s t e l l t  j e d o c h  a u c h  d ie  h i e r  b e s c h r i e b e n e  S t u f e  [8] n o c h  
ke in  E n d p r o d u k t  da r .  

Die  A n r e i c h e r u n g  d e r  w i r k s a m e n  K o m p o n e n t e n  w u r d e  
m i t  b io log i s chen ,  c h e m i s c h e n  u n d  p h y s i k a l i s c h e n  T e s t -  
m e t h o d e n  ve r fo lg t .  Z u r  U n t e r s u c h u n g  d e r  b i o l o g i s c h e n  
A k t i v i t ~ t  7 w u r d e  d ie  H e m m w i r k u n g  au f  d a s  C r o c k e r s a r -  

Prdservierter Klarsafl [0] 

Aussalzen bei 
1,0 m (NH~)2SO 4 

L/Ssung [2] 

L~Ssung 

Aussalzen 
bei 1,9 m 

Niederschlag [3] 

Niedersehlag [1] 

Dialysat 

Dialyse 

Retentat  

L6sung [4] 

Zentrifugieren 
15000 rpm, 20 min 

Niederschlag [5] 

mit 0,1 m 
einsalzen 

LiSsung [7] 

Filtration dureh DEAE-Sephadex 

Niederschlag [6] 

L6sung 

Aussalzen 
bei 3,0 m 

Niederschlag 

] verfltissigen 
mit wenig H~O 

DEAE-Sephadex-Chromatographie 

Fraktion I [8] Fraktionen I I  und I I I  

Fig. 1. Aufarbeitungsschema. 

- Kurze Mitteilungen EXPERIEIqTIA XXI/4 

Anreicherung der biologischen Wirkung w/ihrend der Aufarbeitung 

Aufarbeitungs- ED~o in mg/kg l~berlebende ID~o in 
stufe (Figur 1) Maus i.p. a /~g/ml b 

[0] 0,3 8[8 1,4 
[1] . 1,0 10/12 5,0 
[2~o 1,0 12f12 30,0 
[3] 0,07 34/36 0,25 
[4] ~ 0,05 6/16 10,0 
[53 0,02 12112 0,03 
[61 ° 0,2 5/6 0,1 
[73 0,015 16/18 0,03 
[8] 0,002 6/8 - 

Effektive Dosis ftir 50%ige ~¢Vachstumshemmung des Crocker- 
sarkoms 180 der Maus gegenfiber Kontrolltieren. 
b Inhibitionsdosis fiir 50%ige Zellkulturhemmung (HeLa). 
c Aus dem Aufarbeitungsgang entfernte Fraktionen. 

3,0 

2,0 

1,0 

\ , ~  Putterwechsel 
- \ 0, /0 ,j 

40 80 lZ0 ml EIuat 

Fig. 2. Elutionsdiagramm der DEAE-Sephadexchromatographie. 
Die dem ersten Maximum entspreehende Fraktion ist cancero- 

statisch hochaktiv. 

U 
Fig. 3. AEP-Kurvenbild yon Stufe [8] mit erh6hter AufliSsung. 
Menge: 65/2g. Bedingungen: 120 min bei 250 V, pH 8,6. Anf/irbung: 

Amidoschwarz. + = Startlinie. 

v Die Durchffihrung der sehr unlfangreichen biologischen Tests ver- 
danken wir dem Arbeitskreis yon O. S. SELAWRY, Buffalo (USA) 
und yon P. LOUSTALOT, Ciba Aktiengesellschaft, Basel (Schweiz). 
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kom 180 der Maus und auf Zellkulturen yon Amnion-  und 
t t eLa-Ze l l en  herangezogen,  sowie die immunogene  \Vir- 
kung  im Kaninchen  und Meerschweinchen s und die Ver- 
wendung  entsprechender  Antisereng. 

Zur Pr i i fung auf Einhei t l ichkei t  und zur Ident if izierung 
der  wi rksamen  Frak t ionen  w~hrend der Aufarbei tung 
sind papiere lekt rophore t i sche  Methoden unbrauchbar .  
D i e  sehr empf indl ichen  Prote ine  werden zum Tell irrever-  
sibel am  S t a r t p u n k t  adsorbiert .  St~rkegel-Oberfl~chen- 
e lekt rophorese  zeigt  diesen Nachtei l  nicht, erfordert  je- 
doch zu einer  deut l ichen  Anf~rbung relat iv  viel  Substanz,  
vo r  allem, da am Prote in  gebundene Kohlehydra te  in ge- 
wissen F~llen die typische Proteinf~trbung kaschieren 
k6nnen.  Das beste  Aufl6sungsverm6gen (mehrere scharfe 
]3anden) zeigte bisher  die Horizontal -Elektrophorese  auf 
Aceta t fo l ien  (AEP) 10, bei der die erforderliche Substanz- 
menge  un t e r  100 /~g liegt. Dari iberhinaus gaben sowohl 
die charakter is t i schen Sephadex-Elut ionskurven (Figur 
2) als auch quan t i t a t i ve  Aminos~urenanalysen weitere 
Hinweise  auf  Anreicherungsgrad und Menge an gesuchter 
Substanz.  

]3eschreibung des ak t iven  Protc inkomplcxcs  [SJ. Die 
isolierte F rak t i on  I [8] ist von hel lbrauner  bis hellbeiger 
Farbe .  Sie ist  in ~¢Vasser schwer 16slich. In  0,1-0,5 m 
N a t r i u m a c e t a t p u f f e r  yore  p H  5,5 ist sie bis zu Konzen- 
t r a t ionen  yon 0,7% direkt  16slich. Durch Anreiben mi t  
wenig Wasser  und anschliessendes vorsichtiges Verdfinnen 
((cVerflfissigung~)) erre icht  man  jedoch Konzentra t ionen 
bis zu 67% (!). In  L6sung beginnt  die wirksame Kompo-  
nen te  bereits  durch zehnmini i t ige  Temperature inwirkung 
bei 45°C zu denatur ie ren  und teilweise auszuflocken. Der 
Vorgang ist  mi t  e inem raschen ~,Virkungsverlust ver- 
bunden.  

Die E lemen ta rana lyse  ergab die Zusammensetzung:  
C 51,40%, H 7,07%, Ix~ 14,93%. Der bei der Radikal-  
hydro lyse  mi t  6n HC1 (24 h, 105 °) anfallende schwarze 
Ri icks tand  (Kohlehydrate)  be t rug 11,3%. Der Protein- 
ante i l  en th~l t  16,8% basische Aminosiiuren mi t  Arginin 
als H a u p t k o m p o n e n t e ,  eine Tendenz,  die sich bereits 
in dem 36prozentigen Argininantei l  bei den freien Amino- 
s~iuren des PreBsaftes zeigte % Neben dem Verhalten bei der 
Sephadexchromatograph ie  (Molekularsiebeffekt) deute t  
auch  der  Sedimenta t ionskoeff iz ient  der Hauptkompo-  
nente  s -  6 .  10 -~3 auf ein hSheres Molekulargewicht 
h in  n. 

Die A E P  des ak t iven  Komplexes  (Figur 3) zeigt deut-  
l ich die einzelnen in ihren Eigenschaf ten  sehr ~hnlichen 
basischen Prote in-  bzw. Glycoprote inkomponenten.  Ers t  
bei p H - W e r t e n  fiber 11,2 beginnen die ersten Banden zur 
Anode  zu laufen. Stickstoffgehalt ,  Aminos~turenanalyse 
und  e lekt rophoret isches  Verhal ten  sprechen also fiir eine 
rc la t iv  hohe  Basizit~it des Gesamtkomplexes .  

Neben Tumorwi rksamke i t  und Toxizit~it (Tabelle) 
zeigt die Stufe [8] eine s tarke ant igone "Wirkung. Dosen 
yon 10 #g pro Kaninchen gentigen ffir eine gute  Ant i -  
k6rperbildung. Ant i se rum ve rmag  noch bei 500facher 
Verdfinnung 3 Leta ldosen/ml  zu neutra l is ieren (=1500  
ant i toxische Einhei ten  pro nil). Die Immunit~t t  kann pas- 
siv durch Ant iserum fibertragen werden 8. 

Aus der Mistel gewonnene Pep t ide  wie Viscotoxin x~ 
oder  das oben erwfihnte, yon ~VINTERFF.LD 3 isolicrtc Pep-  
t id m6gen ursprfinglich mi t  unserer hochak t iven  K o m p o -  
nente  in Beziehung gestanden haben  und als R u d i m e n t e  
daher  noch Spuren der urspri inglichen Akt iv i t~ t  auf-  
weisen. 

Bei Untersuchungcn iibcr den noch unbekannten Wir- 
kungsmechanismus ist auf Grund der m6glichen Rolle der 
Terti~irstruktur (hierfiir sprechen der \Virkungsvcrlust 
durch Denaturierung und das immunologische Verhalten), 
weiterhin auf Grund des basischen Charakters unserer 
Substanz (der Assoziationen mit Nukleins~iuren erm6g- 
licht) und nicht zulctzt in Anbctracht der hohen Wirkung 
kleinster I)osen auch an einc Steuerung fehlgcleiteter Zell- 
funktionen durch Einschalten in den nuclearen Informa- 
tionsmechanismus zu denken 13,14 

Summary. A protein fraction of Viscum album, posess- 
ing marked an t i - tumour  ac t iv i ty  in the  expe r imen ta l  
animal,  is described. The  isolation procedure and some 
physical and chemical  propert ies arc presentcd.  

F. VI.:STV.I~ und J.  NIENHAUS 

Inslitut /iir organische Chemie dee Universildt des Saar- 
landes, Arbeitsgruppe /iir .Protein/orschung, Saarbriicken 
(Saar, Deutschland), 12. Januar 1965. 

s Fiir die inmmnologischen Untersuchungen und die Herstelhlng 
verschiedener Antiseren sind wir R. J^Qw..'s, Ciba Aktiengesell- 
schaft, Basel, sehr verbunden. 
B. v. BoRes, Saarbrticken, danken wit ffir die lterstelhmg yon 
Kaninchenantiserum. 

1o Ztt diesen Untersuchungen wurde eine yon H. ~IAJER, Ciba Aktien- 
gesellschaft, Basel, attsgearbeitete F.lektrophoresetechnik iiber- 
nommen. Verwendet warden Membranfolien tier Fa. Sehleieher 
und Seh(ill. 

n Fiir dig UZ-A,mlyseu dankea wir 1t. Mxjr.'~, Elba Aktiengesell- 
sehaft, Basel. 

12 K. WXNrl~m.'rLD, Naturwiss. ,12, 487 (195.5). - G. SAMUI.:r.SSON, 
Svensk Farm. Tidsk. 65, 209 (1961). 

Is F. VI.:ST[.:I~, Proc. Intern. Congr. l:lioeheto. 6th, New York, 241 
(1964); l+.ioehim biophys. Aeta, im I)ruck (1965). 

14 I)er l"irma Ciba Aktiengesellschaft, Basel, siud wir fiir dig gross- 
ziigige F6rdemmg dicser Arbeiten ztt grossem l)ank verpflichtet. 
Besonders den lierrcn ])r..1. M. M01.LF.R trod l)r. 11. MAJER dan- 
ken wir fiir wertvollc ttinweise trod l)iskussionen. 

A New Pseudoabnormal Hemoglobin in 
Hemolytic Anemias 

A hi ther to  unknown,  fas t -moving hemoglobin was ob- 
served for the  first t ime  in a case of paroxysmal  nocturnal  
hemoglobinur ia .  

Case l .  A 29-year-old female wi th  P N H  had a normal  
hemoglobin  pa t te rn ,  excep t  for a slight increase in H b  F:  
H b  F 2.1% (norm. <: 0.8%), H b  A 2 1.9%, the  remain-  
ing H b  being A 1. The  act ivi t ies  of the red cell glucose-6- 

phosphate  dehydrogenase,  py ruva te  kinase, g lu ta th ione  
reductase and the amoun t  of reduced g lu ta th ione  were in 
the normal  range. At  the t ime  of every  hemolyt ic  crisis 
starch block elcctrophorcsis (pH 8.6) wi th  subsequent  
benzidine staining showed m) abnormal  hemoglobin  in the  
hemolysate  of washed e ry throcytes ;  in plasma, however ,  
3 Hb  fractions were present  : normal  free H b  A t, me them-  
albumin,  and a hemoglobin  moving  sl ightly faster  
than  Hb  A 1 (Figure). The hemoly t ic  urine conta ined  
p redominan t ly  this fas t -moving componen t  and only 


