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On the Use o/ Neutron Activation Analysis in Diagnosis 
and Subsequent Control o/Morbus Wilson. 

Summary. The copper contents of liver punctates from a 
patient with Morbus Wilson were determined by neutron 
activation analysis before and after treatment with Peni- 
ciIlamine-D for several years. The results were compared with 
clinical findings and show, that the determination of copper 
in liver permits more precise statements regarding both 
diagnosis and therapeutic success of Morbus Wilson. 

Zusammen]assung. Mit ttflfe der Neutronenaktivierungs- 
analyse wurde der KupfergehMt ira Leberpunktionsmaterial 
tines Patienten mit Morbus Wilson vor Behandlungsbeginn 
und nach mehrj~hriger PenicilIamin D-Medikation bestimmt. 
Die Ergebnisse werden mit den klinischen Befunden ver- 
glichen und zeigen, dab die Kupferbestimmung in der Leber 
genauere Aussagen zur Diagnose des ~[orbus Wilson und fiber 
den Therapieerfolg ermfglicht. 

Die quantitative Erfassung yon Kupfer in geringen l~en- 
gen biologischen Materials stellt wegen der niedrigen Gewebs- 
konzentrationen dieses MetMls erhcbliche Ansprfiche an die 
analytischen Verfahren. Als besonders geeignete Bestimmungs- 
methode erwies sich die Neutronen-Aktiviernngsanalyse ira 
FaDe eines Morbus Wilson zur I)iagnostik sowie zur Verlaufs- 
beobachtung der Kupfer eliminierenden Therapie [8]. 

Der Wilsonschen Krankheit liegt eine genetisch bedingte 
autosomM recessiv vererbte Kupferstoffwechselstfrung zu- 
grunde. Klinische Leitsymptome stellen neben den neuro- 
logischen AusfMlserscheinungcn die Hyperkuprurie und die 
Hypokupr~mie, die mit einer stark herabgesetzten 0xydase- 
aktivita't des Serums einhergeht, dar. I)iese chronische Kupfer- 
intoxikation fithrt zu einer vermehrten Speicherung dieses 
MetMls in versehiedenen KSrpergeweben, insbesondere in 
Leber, Niere, ZentrMnervensystem und Augen. 

Der Kupfergehalt der Leber wurde in vorlicgendem Fall 
mit Hflfe der NeutronenaktivierungsanMyse bei einem Pa- 
ticnten mit Morbus Wilson vor Behandlungsbeginn und nach 
fast 3j~hriger Penicillamin D-Medikation bestimmt. 

~ber die Mcthode, Untersuchungsergebnisse und klini- 
sehen Befunde sell im folgenden berichtet werden. 

Kasuistik 
Krankenblatt-Nummern: 1236/67, 1344/68, 623/69 und 

665/70. 
K.-W.H., geb. 3. ]1.57, 2. yon 6Kindern; Familien- 

anamnese ohne Besonderheiten; Eigenanamnese: Seit dem 
Saug]ingsaltcr zunehmende Strabismus convergenz mono- 
laterMis links. Vor der Einschulung Feststellung hochgradiger 
Sehschwache insbesondere des linken Auges infolge Optieus- 
atrophie; im 8. Lebensjahr rezidivierende Leibschmerzen nach 
Genut] fetter Speiseu, Appetittosigkeit, Gewichtsver]ust und 
haufiges Erbrechen. 

Erste Krankenhausaufnahme wegen prim arer Enuresis 
nocturna im Juli 1967; 3 Woehen sparer ~berweisung in die 
Universitats-Kinderklinik Mfinster zur Laparoskopie wegen 
Hepatomegalie unklarer Genese. Zur Diagnose Morbus Wilson 
ffihrende Befunde: 1. verminderter Serum-KupfergehMt 
(57y.g-%, NormMwcrte: 85--145tzg-%); 2. verminderter 
Serum-CaeruloplasmingehMt: 6,9 rag-% (NormMwerte der 
2-Punkt-l¥[ethode nach Richterich: 44 rag- % ~ 14) ; 3. exhShte 
Kupferausscheidung im Ham: 240 y.g/die (NormMwerte ffir 
Kinder: 6--17 ~zg/die); 4. Nachweis eines KayserMFleischer- 
schen Cornealringes. Ende Juli 1967 Einleitung der Behand- 
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lung mit D-Penieillamin (MetMkaptase, 1200 mgldie), kupfer- 
armer Di~t (I--1,5 rag/die) trod KMiumsutfit (4ram 20 g/die) 1. 

Leberbiopsie (Histologie) 2 
Juli 1967: Stark verbreiterte periporta]e Felder mit ziem- 

tich dichter lymphocyt~rer und histiocytgrer Infiltration und 
deutlicher Faservermehrtmg; in breiten periportalen Feldern 
Gallenga.ngwueherung; herdfSrmig groBtropfige Leberzellver- 
fettung; Loehkernbildung; vereinzelt LeberzelInekrosen. 

Diagnose: Fortgeschrittene progTediente Lebereirrhose. 

April 1970: Verbreiterte and faservermehrte periportale 
Felder umschlieffen rundliehe Leberzellkomplexe; in den peri- 
portMen Feldern stellenweise eine insgesamt geringe Infiltra- 
tion aus Lymphocyten and einigen ttistiocyten. Die Leber- 
zellen enthMten reichlich Glykogen, sie sind nicht verfettet; 
Leberzellnekrosen sind nicht zu erkermen. 

Diagnose: Gleichm~ffige kIeinlmotige Lebercirrhose bei 
Morbus Wilson. 

Methodik and Ergebnisse 

Die Kupferbestimmung dureh Neutronenaktivierungs- 
analyse beruht darauf, dab dutch Bestrahlung der Proben im 
Kernreaktor mit thermisehen Neutronen das Cu-Isotop Cu ss 
in das l~adioisotop Cu s4 umgewandelt wird, das unter Aus- 
sendung einer charakteristisehen y-Strahlung (0,51 und 
1,34 MeV) mit einer ttalbwertszeit yon 12,8 Std zerfgIIt. Das 
aus dem Cu-Isotop Cu 85 gebildete Cu ss (1,04 MeV) spielt wegen 
seiner karzen HMbwertszeit (5,1 m) fiir die Bestimmung keine 
Rolle. Nach der chemisehen Isolierung des Kupfers bzw. der 
Abtrennung M]er anderen Bestrahlungsprodukte aus der Probe 
kann mit HiIfe eines ?-Spektrometers die 0,51 3/IeV-Strahlung 
gemessen mad darch Vergleieh mit der 2¢[essung eines unter 
gleiehen Bedingungen bestrahlten und ehemiseh behandelten 
Ca-Standards die in der Probe enthMtene Kupfermenge be- 
stimmt werden. 

Die beiden durch Punktion gewonnenen Leberzytinder 
(3,4 mg und 4,3 mg Frischgewicht) warden zusammen mit je 
einem Ca-Standard (2,4 ~zg Cu in Quarzeapillaren) in zwei 
Quarzampullen (L~nge 60 ram, ;g 14ram) eingeschmolzen 
und im Kernreaktor 24 Std mit einem thermisehen Nentronen- 
fluff yon 5-10 TM n/era ~ see bestrahlt. 2 Tage nach Ende der 
Bestrahlung wurden die Prgparate und die Cu-Standards mit 
HNO s konz. aus den Quarzampullen bzw. Capillaren hergus- 
gelSst and in Quarz-Kjeldahtkotben iiberffihrt. Naeh Zugabe 
yon 1 ml einer P~iiekhMtetr~gerlSsung 3 erfolgge die nasse Ver- 
aschung mittets NIIO a konz. und }I202 (30%). 

Der Veraschungsrfiekstand warde in 1 ml HCI (36%) ge- 
tTst und mit insgesamt 4 ml Wasser in einen Scheidetrichter 
(50ml, naeh Squibb) iiberffihrt. Naeh Zusatz yon 5 ml 
~thanoIiseher 0,1%iger Neoeuproin®-LTsung wurde die LT- 
sung zweimM mit je 10 ml CtIC1 s extrahiert. Die Chloroform- 
phasen warden in MeBgefggen (20 ml) vereinigt, fiber dem 
Wasserbad auf 5 mI eingeengt and im VielkanM-y-Spektro- 
meter a 10 min im Bereieh yon 0--2 MeV gemessen (0,5i MeV- 
Peak des Cu 84, tl/2 ~ 12,8 Std). 

Die aus der Messung der Proben und Standards resul- 
tierenden PeakhShen warden anf das Ende der Bestrahtmags- 
zeit, t 0, umgereehuet. Der Cu-GehMt der beiden Leberpunktate 
ergab sieh aus der Beziehung 
~g Ca/rag Punktat = ~g Cu (Standard). Peakh6he (Probe, to) 

PeakhShe (Standard, t0} .rag Ptmktat 
Morbus-Wilson Prgparat I (Juli 1967) 0,234 ~±g Ca/rag Leber; 
Morbus-Wilson Prgparat II  (April 1970) 0,028 ~g Cu/mg Leber; 
Kontrollpr~parat (April 1970) 0,0083 ~zg Cu/mg Leber. Diese 
Werte sind auf Frisehgewieht bezogen. 

1 Die wiehtigsten klinischen und biochemisehen Daten 
vor und wghrend der 3ji~hrigen Behandlungszeit sind in 
Tabelle 1 zusammengefM]t. 

2 Die pathologiseh-hisgologischen Diagnosen verdanken 
wir tterrn Prof. Dr. mad. Giese (Pathologisches Institut der 
Universit~t Miinster). 

3 I ml enth~lt je 1 nag folgender Ionen in 3 n HCt-LSsung: 
Ag s+, Au s+, Br ~-, Cd2+, Co ~+, Cr ~+, Cu ~+, Fe s+, Hg 2+, La s+, 
Sba+, Sr~+, Zn~+, Sn~+. 

4 NaJ-Detektor 3"×3",  Typ 12S12, der Firms Harshaw 
van der Hoorn, Utrecht. Spektrometer: Typ ND 161 F 12, 
ND 181 M und ND 181 t~ der Firms Nuclear Data, Palatine 
(Illinois). 

DisCussion 
Eine effektive Dekorporation yon Kupfer bei Morbus 

Wilson ist seit der Einfiihrung yon KomplexbiIdnern in die 
Therapie darch Cumings [2], Denny-Brown und Porter [3] 
und Walshe [11] mSglic.h [12, 10, 6, 1]. 

Dutch diese Behandlung kann der normale Kupferspiegel 
im Urin je nach Dosierung auf ein Mehrfaches erhSht werden. 
Bei Dauermedikation kormten sogar charakteristische Zeichen 
eines Kupfermangelsyndroms (ttypogeusia) ausgelSst werden 
[5]. Die Kupfergeha]tsbestimmmag im Lebergewebe stellt daher 
fiir die Diagnostik des Morbus Wilson sowie insbesondere flit 
die Kontrolle des Behandlungserfolges einen wertvollen Para- 
meter dar. 

Wie die oben angefiihrten Ergebnisse zeigen, sind im vor- 
tiegenden FMle die Knpferkonzentrationen der Leber nach 
eine-c 3j~hrigen, einschli~gigen Behandlung yon 0,234 y.g Cu/mg 
auf 0,028 ~zg Cu/mg zurfickgegangen; der zuletzt gefundene 
Weft liegt noch etwa 3,3mM hSher Ms im Kontrollpr~parat. 
Der gefnndene NormMwert (0,0083 lxg Cu/mg) steht in ~ber- 
einstimmung mit den yon Tipton [9] angegebeuen Cu-Konzen- 
trationen yon gesunden Lebern; 80% der Werte liegen zwi- 
schen 320 und 1300 f~g Cu/mg Asche, entspreehend 0,0042 
mad 0,017 ~xg Cu/mg ]~Mschgewicht Leber (MitteIwert: 510 fzg 
Cu/mg Asche entsprechend 0,0066 ~zg Ca/rag Frischgewicht 
Leber). 

Die besondere Eignung der NeutronenaktiviertmgsanMyse 
flit den Kupfemlachweis in bioptisch gewonnenem Punktions- 
material in diesem Konzentrationsbereich ergibt sich aus der 
folgenden Tabelle, in der die Naehweisgrenzen (~g) ver- 
schiedener Bestimraungsmethoden fib" Kupfer anfgefiihrt sind: 

Bei verschiedenen Bestimmungsmethoden ergaben sich 
folgende Nachweisgrenzen fiir Cu ([xg): Amperometrische 

Tabelle. Zusa/mmenstellung der im Behandlungszeitraum 
erhobenen klinisc.hen Be/unde 

Vor Naeh Nach Nach Nach 
Thera- 33~on. 1 Jahr 2 J. 3 J. 
pie- (ambl.) (stat.) (star.) (star.) 
begiIm 
(star.) 

BKS n.W. 14/30 18/40 8/20 8/22 5/16 

GOT (mU) 42,5 8 9 10 15 

GPT (mU) 19,0 3 3 3 8 

MkMische 12,9 - -  11 AE b 7 AE 110 
Phosphatase mMol/E a 78,1 49,1 mU/ml 

(215,0 mU/ml mU/ml 
mU/mt) 

Gesamt- 6,19 6,79 6,5 8,6 6,2 
eiweig (g- % ) 

y-Globulin 24,0 22,5 12,6 1.6,5 11,0 
(rel. % ) 

Knpfer-Serum 57 65 31 55 43 
(~g-%) 

Kupfer-ttarn 240 - -  1470 2119 1120 
(~g/die) 

Caeruto- 6,9 c . . . . .  8,4 a 
Nasmin 
(rag- % ) 

Kayser- + -t- + -4,, + + d- (+) 
Fleischerscher 
Corneal-Ring 

Ataxie -}- (+) . . . . .  

Dysdiadocho- + (l-) 
kinese 

Hepa~megMie 2--3 1--2 1 - - - -  
( Querfinger 
unter 
t~ippenbogen) 

a Nach Bessey-Lowry: Umreehnungsiaktor 16,6. 
Nach King-Armstrong: Umrechnungsfaktor 7,1. 

e 2-Punkt-Methode nach t~ichterich. 
cl Partigeinmmundiffusionsmethode. 
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Titration 250~g (Meinke [7]), Funkenspektroskopie 5 ~g 
(~einke [7]), Flammenphotometrie 2,5~g (Meinke [7]), 
Kolorimetrie 0,75 tzg (Meinke [7]), Atomabsorption 0,02 tzg 
(Perkin-Elmer) 5, Neutronenaktiviernngsanalyse 0,00005 tzg 
(Girardi 6 [4]). 

Die w~hrend des fast 3j~ihrigen Behandlungszeitraumes 
erhobenen klinischen Befunde (TabelIe) liefern zwar im all- 
gemeinen fiir die Verlaufsbeobachtung und Therapiefiber- 
waehung wertvolle Hinweise, gestatten jedoch keine exakte 
Aussage fiber die insgesamt erfolgte Kupferdekorporation aus 
den Gewcben. So zeigten nach einj/ihriger Penieillamin-D- 
Dauermedikation die Leberwerte eine deutliche Tendenz zur 
Normalisiernng. Ebenso waren die neurologischen Symptome 
sowie die Hepatomegalie vollst~ndig abgeklungen, und nach 
einem weiteren Jahr auch der zuvor sehr deutlieh ausgepr/igte 
Kayser-Fleischersche Corneal-Ring nut  noch am Limbus con- 
junctivae streifenfSrmig siehtbar. Bei taglieher Applikation 
yon 1200 rag Penieillamin-D/die ,amrde bei stationi~ren Kon- 
trollen eine I{arnkupferausseheidung yon durchschnittlich 
1000--2000 Ezg Cu/die ermittelt, w~hrend jedoeh bei zwisehen- 
zeitlich ambulant durchgeffihrten Kontrollen die Kupfer- 
ausscheidnng ira Urin unter 300 ~g Cu/die lag. Diese groBen 
Differenzen in der Kupferausseheidung im Ham, die ver- 
schiedene Ursachen haben kSnnen (u. a. uuregelm~Bige h~ius- 
liehe Medikamenteneimmhme oder weitgehende Dekorporation 
der pathologischen Kupferspeicher), erlauben somit keine ein- 
deutigen Riickschlfisse auf den Therapieerfolg. 

Zur sicheren Beurteilung des Behandiungsergebnisses und 
auch der gezielten Therapieeinstellung ist richer letzthin die 
direkte Bestimmung des KupYergehattes aus dem K6rper- 
gewebe anzustreben. Diese diagnostisehe MaBnahme li~I~t sich 
in der Regel besonders gfiustig mit der Gewebsentnahme ffir 
licht- und elektronenmikroskopisehe Untersuchungen kombi- 
nieren, da nut ein geringer Tell des bioptisch gewonnenen 
Gewebszylinders fiir die aktiviernngsanalytische Kupfer- 
gehaltsbestimmnng benStigt wird, w/~hrend der Rest histo- 
logiseh ansgewertet werden kann. 
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Summary. Phytohaemagglutinin (PHA-P) was separated 
by ion exchange chromatography, absorption procedures, and 
isoeleetrie focusing. Two active fractions were obtained. One 
of them was homogenous by physice-ehemical characterization. 
Both fractions showed lymphoagglutinating, mitogenic, and 
cytoaggression-inducing activity. In  spite of varying isoeleetric 
points, the biological properties were qualitatively identical. 
I t  was not possible to associate single properties to different 
fractious. In our preparation, the biological activity was 
related to protein and to the protein content of the fractions. 
From other experimental data, we think that the binding sites 
of the active molecule are represented by carbohydrates. 

Zusammen]assung. PHA*P wurde dutch Ionenaustauseh- 
chromatographie, Absorption der Fraktionen an Schweine- 
erythroeyten und isoelektrische Focussierung fraktioniert. Es 
fanden sich 2 aktive Fraktionen. Beide Fraktionen hatten 
lymphagglutinierende, mitogene und Cytoaggression induzie~ 
rende Aktivitat. Trotz versehiedener isoelektriseher Punkte wa- 
ren die biologischen Eigeuschaften der beiden Fraktionen quail- 
tativ gleieh. Es war nieht m6gIich, einzelne der an Lympho- 
cyten ausl6sbaren Reaktionen versehiedenen Fraktionen zuzu- 
ordnen. In uuserer Preparation stand die biologische Aktivifidt 
quantitativ in Relation zum Proteingehalt der Fraktionen. 
Auch war die biologische Wirkung an. Protein gekniipft. 
Allerdings fehlen bisher Versuehe, die biologisehe Aktivit~it 
yore Protein zu trennen. Wit sind aufgrnnd andel~r Versuche 
davon fiberzeugt, dab die Bindungsstellen des aktiven Mole- 
kills mehr durch Kohlenhydrate ats durch Proteine reprasen- 
tiert werden. 

The stimulation of lymphoeytes by phytohaemagglutinin 
(PHA) is a well proved model for studying the cell-bound 
immunreactious caused by lymphoeytes [1]. In spite of 
numerous investigations the different steps of the lymphocyte 
reaction is not yet understood in detail. In our study we asked 
the question whether the different reactions of lymphoeytes 
after stimulation with PKA are caused by only one or more 
stimulating substances ? 

To answer this question it was necessary to separate the 
PHA and to isolate the active fractions, although until now 
a Iot of attempts were made, with more or less effect, to obtain 
pure fractions of PttA [2-12]. 

Methods 
As starting material for the separation the purified PHA 

(PHA-P, Difco Comp.) was used. The fractionation of PHA~P 
was carried out in several steps. First PHA-P was separated 
by cation exchange chromatography on SE-Sephadex C 50 
with stepwise elution with buffers of different pH-values, 
according to the method described by Weber [9, 10]. Those 
fractions which showed lymphoagglutinating activity, were 
exhaustively (7 times) absorbed with the double volume of 
packed porcine red blood cells, until nov erythroaggiutinating 
activity was detectable in the supernatant. The absorption 
procedure was followed by further separation by isoelectric 
focusing in an ampholine column, using a density gradient of 
sucrose for stabilizing the solution [13-18]. The pI-I range was 
3-6, the concentration of ampholine 1-2 %, the anode was at 
the bottom of the column. The separation was done with 
constant voltage of about 380 V within 36 hours. After elution 
of the column and determination of protein content and pH- 
values, all fractions were tested for erythroagglutinating, 
lymphoagglutinating, mitogenic~ and cytoaggression inducing 
activity. 

Lymphoagglutination was carried out with human lympho- 
cytes, purifiedffom the peripheral blood according to the 
method of Rabinowitz [19]. Testing of the mitogenic activity 
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