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Determination of free fatty acids in plasma under diverse
conditions

1. Following an intravenous injection of 250 ug adrena-
line over a period of 2 min., a steep increase in the free
fatty acid content of both arterial and venous blood
was observed within 10 min. The arteriovenous differ-
ence, which before the injection of adrenaline is very
small, increased to a maximum after 10 min., and return-
ed to the original value after 20 min. The arterial blood
was sampled from the A. brachialis dextra, and the
venous sample was obtained by inserting an approxi-
mately 20 cm long catheter deeply into the muscle
tissue of the left forearm (Fig. 6).

2. Arterio-coronary-venous difference in patients suffer-
ing from cardiac insufficiency were subjected to extreme
strain on a bicycle ergometer. As already reported for
athletes who go in for top-strain sports (8, 9), the con-

centration of free fatty acids in their blood is seen to
increase during the physical exertions. The concentration
of free fatty acids is at its greatest after 3 min. of maxi-
mum exertion. Obviously, the arterio-coronary-venous
difference during maximum exertion becomes greater
as a result of an increasing extraction of free fatty acids
by the heart muscle (Fig. 7). :
3. The determination of free fatty acids in the plasma
of horses in rest and after a training of 20 min. was
made and the results are given in table 4.

Tab. 4

Free fatty acids (x equiv./ml) in the plasma of horses in rest and
after training of 20 min.

horses rest after exercise
P. 0.048 0.178
D. 0.117 0.176
P. W 0.078 0.261
R. 0.048 0.245
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Isolierung eines Xylose-haltigen Glykoproteids
aus dem Erythrocyten-Stroma?)
Von H. WEICKER

Awns der Abteilung fiir Stoffwechselforschung (Leiter: Prof. Dr. H. Weicker) der Mediginischen Universitits-Poliklinik
Heidelberg (Direktor: Prof. Dr. H. Pligge)

(Eingegangen am 27. Mirz 1968)

Aus dem Erythrocyten-Stroma von 25 Blutspenderkonserven, die nach den Blutgruppeneigenschaften A, B, 0, MN, Rh und nach der
Linge der Lagerungszeit der Konserven klassifiziert worden waren, wurden mit dem Phenol-Wasser-System nach der Methode von
WEesTPHAL und Mitarbeitern, modifiziert von UHLENBRUCK und Mitarbeitern, zwei chemisch und serologisch unterschiedliche Glyko-
proteide dargestellt. :

Das Glykoproteid (W), isoliert aus der Wasser-Phase, enthidlt MN-Antigen und Virus-Rezeptoren. Wir konnten i wesentlichen die in
der Literatur beschriebenen chemischen Eigenschaften dieser Substanz bestitigen, fanden jedoch, da3 die Ausbeute von den Blutgruppen-
eigenschaften und der Lagerungszeit der Konserven abhingig war. Bei 0- und AB-Erythrocyten war die Ausbeute am hochsten und zeigte
auch die geringste Beeinflussung durch lingere Lagerungszeit. Entgegen den Befunden anderer Autoren fanden wir bei den M-Erythro-
cyten den héchsten Neuraminsiuregehalt, der bei 22—249, lag und zu 85—909, enzymatisch abspaltbar war. Die Kohlenhydrat-Kompo-
nenten des Glykoproteids (W) waren Galaktose, Mannose, Fucose in einer Verteilung von 4:2:1 sowie Galaktosamin, Glucosamin in
einer Verteilung von 5:3. Der Gesamtkohlenhydratgehalt betrug 37—419%,. Insgesamt waren 16 Aminosiuren chromatographisch zu
identifizieren. .

Das bis jetzt noch nicht beschriebene Glykoproteid (P) wurde aus der Phenol-Phase nach Entfernung der Lipide isoliert und enthielt
Xylose in einer Konzentration von 3—3,5%,. Es hatte einen geringeren Neuraminsiuregehalt (8—10%) als das Glykoproteid (W). Die
Neuraminsiure war nur zu 60—709%, abspaltbar. Seine Kohlenhydrat-Komponenten waren Galaktose, Mannose, Fucose, Xylose, Glucose
in einer Verteilung von 4:2:1:3:1 und Galaktosamin, Glucosamin in einer Verteilung von 3:2 bei einem Gesamtkohlenhydratgehalt von
20—25%,. Die Aminosiure-Zusammensetzung zeigte keine wesentlichen Unterschiede zu dem Glykoproteid (W). Das Glykoproteid (P)
besaB keine MN-Antigen-Eigenschaften und hemmte die Vitus-Himagglutination nur geringfiigig.

1) Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. oo
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The isolation of a xylose-containing glycoprotein from erythrocyte stroma

We isolated two glycoproteins from the stroma of erythrocytes using the phenol-water-system of WEesTPHAL and coworkers, modified by
UnLENBRUCK and coworkers. ’

The glycoprotcin (W) with MN antigens and virus receptor properties was derived from the water phase. It has already been characterised
by many investigators.

The se:c?nd, xylose-containing glycoprotein (P), described here for the first time, was isolated from the phenol phase after the lipids and
glyc::ohplds had been removed by extraction with organic solvents. The investigations were carried out with the stroma of erythrocytes
derived {rom 25 different blood donors. Each stroma preparation was specified according to the A,B,0,MN and Rh blood group prop-
erties, and the different storage time of the blood.

We were able to confirm in general the chemical and serological properties of glycoprotein (W) containing MN antigens and virus recep-
tors described by other authors. However, we found in addition that the yield depended strongly in the ABO blood group propetties and
the storage time of the blood. The highest yield was found with AB and 0 erythrocytes, which were influenced less by the storage time
than A and B erythrocytes. The glycoprotein with M properties had the highest content of sialic acid (22—24%,), of which up to 85—90%,
could be liberated by neuraminidase. The carbohydrate components are galactose, mannose and fucose in a ratio of 4:2: 1, and galactos-
amin;. ar;;l glucosamine in a ratio of 5:3. The total amount of carbohydrates was 37—419. 16 amino acids were identified chromato-
graphically.

The second glycoprotein (P), isolated from the phenol phase after the lipids and glycolipids had been removed, contains 3—3.59, xylose
and has no MN antigens and less virus receptor proterties. The sialic acid content (8—109%,) is lowet than that of the glycyprotein W)
The sialic acid can be liberated enzymically only up to 60—70%,. The carbohydrate components are galactose, mannose, fucose, xylose and

glucose in a ratio of 4:2:1:3:1. The galactosamine: glucosamine ratio is 3:2. The total carbohydrate amount was 20—259%,.

Die Glykoproteide des Erythrocyten-Stromas sind fiir
die physiko-chemischen Eigenschaften und die Rezep-
tor-Funktionen der Erythrocyten-Oberfliche von grofier
Bedeutung. Als Triger der MN-Blutgruppen-Antigene
und der Virus-Rezeptoren sind diese Stroma-Glyko-
proteide durch eingehende serologische und chemische
Untersuchungen recht gut charakterisiert (1—24). Zur
Isolierung des Glykoproteids aus dem Stroma hat sich
die von WEesTPHAL und Mitarbeitern (25) ausgearbeitete
und von UnreEnsruck und Scemip (15) modifizierte
Darstellungsmethode mit einem Phenol-Wasser-NaCl-
System gut bewihrt. Bei dem Vergleich der mitgeteilten
Untersuchungsergebnisse fillt jedoch auf, daB bei der
schon theoretisch zu erwartenden geringen Glykopro-
teid-Ausbeute die Schwankungsbreite des Gesamt-
kohlenhydratgehaltes und der prozentualen Verteilung
der einzelnen Kohlenhydratkomponenten des Glyko-
proteids relativ grof ist (2, 3, 4, 12, 15, 19, 20). Dies
diirfte in erster Linie darauf zuriickzufithren sein, daB
bei der kleinen Glykoproteid-Ausbeute weitere Reini-
gungsverfahren nur bedingt moglich sind und zur
Durchfiihrung von Einzelanalysen nur geringe Einsatz-
mengen zur Verfiigung stehen.

"Von den meisten Untersuchern wurde deshalb die Iso-

lierung des Glykoproteids aus gepooltem Spenderblut
ohne Klassifizierung der Einzelproben nach verschiede-
nen Blutgruppen-Systemen vorgenommen. Die Ergeb-
nisse wurden vorwiegend bei 0-Erythrocyten gewonnen,
da hierbei die héchste Glykoprotéid-Ausbeute zu erzie-

len war. Weiterhin wurde in der Aufarbeitung der

Erythrocyten weder die Lagerungszeit der Blutkonser-
ven beriicksichtigt, noch wurden Vergleichsunter-
suchungen zwischen dem Neuraminsiuregehalt des
isolierten Glykoproteids und dem Neuraminsiuregehalt
der Nativ-Erythrocyten durchgefiihrt.

Unter Beriicksichtigung dieser Gesichitspunkte klassifi-
zierten wir unser Untersuchungsmaterial sowohl nach
ABO-, MN- und Rh-Eigenschiaften als auch nach der
unterschiedlichen Lagerungszeit der Blutkonserven. Das
isolierte Stroma-Glykoproteid wurde durch Ionenaus-
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tauscher-Chromatographie einer weiteren Reinigung
unterzogen. Nach Modifikation einzelner Analysen-
Methoden war es moglich, die chemische und serolo-
gische Charakterisierung der Substanz bei einer Gesamt-
menge von 16—18 mg mit gut reproduzierbaren Werten
vorzunehmen. }

Da wir auBler dem Glykoproteid (W) mit MN-Antigen-
und Virus-Rezeptor-Eigenschaften noch ein Xylose-
haltiges Glykoproteid (P) ohne diese serologischen
Merkmale erstmalig in dem Stroma nachweisen konnten,
war die Gegeniiberstellung dieser beiden Glykoproteide
recht aufschluBlreich.

Material und Methoden

Die Glykoproteid-Isolierung wurde aus 25 Blutspenderkonserven
von 450 bis 500 m/Blut vorgenommen, die neben den Blutgruppen-
eigenschaften MN, Rh, ABO auch nach der Lagerungszeit der Kon-
serven in Gruppen von 1—5 Tagen, 5—20 Tagen und ilter als 20
Tagen eingeteilt worden waren. Im Einzel-Untersuchungsansatz
wurden 220 bis 250 m/ gewaschene sedimentierte Erythrocyten
verwandt.

Das MN-Antigen-haltige Glykoproteid (W) wurde aus der NaCl-hal-
tigen wiBlr. Phase nach WesTpHAL und Mitarbeitern (25), modi-
fiziert nach UnLENBRUCK und ScumiID (15) isoliert.

Die Darstellung eines bis jetzt noch nicht beschriebenen Glykoproteids (P)
der Erythrocyten-Membran wurde wie folgt vorgenommen:
Nach 2-tigiger Dialyse der Phenolphase gegen flieBendes Wasser
wurde 2 Tage gegen dest. Wasser dialysiert. Der Dialyseriickstand
wurde gefriergetrocknet und nach Pulverisierung des Lyophilisates
mit Methanol und anschlieBend mit Chloroform:Methanol = 2:1
(v/v) am RiickfluB jeweils 8 Stdn. bei 50—60° extrahiert. Nach Ex-
traktion der Lipide wurde der trockene Riickstand in Wasser sus-
pendiert und nach mehrfachem Zentrifugieren und wiederholtem
Aufschwemmen des Zentrifugates der wiBr. Uberstand, in dem
sich das Xylose-haltige Glykoproteid befand, dialysiert und ge-
friergetrocknet (Abb. 1).

Reinigung der Glykaproteide

Die Glykoproteide (W) und (P) des Stromas wurden 1proz. in
Wasser gelost und die wasserunldslichen Verunreinigungen durch
Zentrifugation bei 17000 U./Min. abgetrennt. Der Uberstand
wurde nach Dialyse gefriergetrocknet. Das Lyophilisat wurde in
wiBr. Lésung iiber Sephadex G 150 gelfiltriert oder an einer Ionen-
austauschersiule Amberlite CG 50 II, H+-Form 100—200 mesh,
chromatographiert. Die Verwendung des Ionenaustauschers
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Erythrocyten-Stroma
90 9, Phenol

10 %, Wasser
0,9% NaC
Phenol-Phase Wasser-NaCl-Phase
¥ ¥
Dialyse Dialyse
Gefriertrocknung Gefriertrocknung
l' Ausgangsprodukt Glykoproteid (W)
Extraktion . ‘l’
1. Methanol Ionenaustauscher
Chromatogramm

2. Chloroform:

Ambetlite CG 50 II
Methanol 2:1 mberlite CG

v

/I—\ Elution 0,2M Phosphatpuffer pH 6,4
Extrakt Riickstand lr
Lipide Proteid Fraktion 1 Glykoproteid (W)
Glykolipide  Glykopro- MN Antigene +, Virus-
teid (P) Rezeptoren +, Xylose &
T

Tonenaustausch-Chromatogramm
Amberlite CG 50 II

v

Elution 0,2 Phosphatpuffer pH 6,4

v

Fraktion 1 Glykoproteid (P)
MN-Antigene &, Virus-Rezep-
toren ¥, Xylose +

Abb. 1
Schema der Darstellung von Stroma-Glykoproteid (W) und (P)

machte folgende Vorbereitung érforderlich: 24stdg. Waschen des
Amberlite CG 50 II in dest. Wasset, Entfernung des dest. Wassers
durch Abnutschen, 4stdg. Waschen in Aceton, Entfernen des
Acetons durch Abnutschen und Nachwaschen mit dest. Wasser.
Die Uberfithrung in die H+-Form erfolgte durch 4stdg. Waschen
des Austauschers mit 48 HCl. Nach Entfernung der HCI mit dest.
Woasset wurde der Austauscher in 0,2M Natrium-Phosphatpuffer
pH 6,4 gebracht. Nach 8 Stdn. Fiillen der Siule (& 0,8 cm, Linge
30 cm) und Spiilen der Siule mit Phosphatpuffer bis ein konstanter
pH-Wert von 6,4 erreicht war. Bei der feinen KotngréBe muB die
Aufschwemmung des Ionenaustauschers in den einzelnen Pri-
parationsstufen unter stindigem Rithren vorgenommen werden.
Nach Auftragen von 30—50 mg Glykoproteid-Ausgangssubstanz
in Phosphatpuffer-Lésung (1 g/100 m/) etfolgt die stufenweise
Elution mit

1. 0,2m Phosphatpuffer pH 6,4

2. Puffergradient mit fallender Ionenstirke

3. 0,1x HCl und

4. 1proz. Ammoniak.

Die Elutionsgeschwindigkeit betrug 1—2 m/ pro 5 Min. Die Re-
gistrierung der Fraktionen etfolgte mit dem LKB-Uvicord bei
254 nm und kolotrimetrischer Bestimmung der Neuraminsiure in
den einzelnen Fraktionen nach der Methode von SVENNERHOLM
(29). :

Folgende Einzeluntersuchungen wurden durchgefiihrt:
N-Bestimmung nach KjeLDAHL,

Ermittlung der Gesamthexosen mit der Otcin- und Anthron-
Methode, bezogen auf einen Galaktose-Standard (26, 27),
Fucose-Bestimmung nach DiscHE und SHETTLES (28),

Neuraminsidure-Bestimmung mit der Resotcin-Methode von
SVENNERHOLM (29), ) .
Bestimmung der enzymatisch freigesetzten Neuraminsiure nach
der Methode von WARREN (30),

Neuraminidase-Abbau mit 1 mg (500IE) kristalliner Neuraminidase
(aus Vibrio cholerae) (1 Ampulle), Behring-Werke, Marburg. Ein-
gesetzt wurden 2 mg Glykoproteid,

Bestimmung der Neuraminsiure an den Nativ-Erythrocyten nach
der Methode von TiscHER und Peters (31),
Glucuronsiure-Bestimmung nach DrscHE und SHETTLES, modifi-
ziert von GREGORY (32, 33),

Xylose-Bestimmung mit der kolorimetrischen Methode von RoE
und Rick (34), nach Hydrolyse des Glykoproteids mit 2n Schwefel-
siure, anschlieBender Neutralisation der Schwefelsiure mit
Bariumhydroxyd bei 50° und Entfernung des restlichen Bariums
an Dowex 50 X 8 (200—400 mesh), H+-Form,
Hexosamin-Bestimmung nach Hydrolyse des Glykoproteids mit
8~ HCl (3 Stdn. 100°) mit der Methode von Cesst (35). Der
Neutralzucker-Verlust durch Hydrolyse wurde durch die Quote
des Hydrolyse-Verlustes der Reinsubstanz korrigiert.

Chromatographische Untersuchungen

Zur Chromatographie det Neutralzucker wurden 2 mg Glykoproteid
mit 1 m/ 2N Schwefelsiure bei 100° 4 Stdn. hydrolysiert, und die
Schwefelsdure mit Bariumhydroxyd neutralisiert. Das Hydrolysat
wurde auf ein kleines Volumen eingeengt und in Streifen auf
Cellulose-Diinnschichtplatten aufgetragen. Als bestes ,L&sungs-
mittel-System bewihrte sich das von Vommor und Tucker (36)
beschriebene Losungsmittel tert. Butanol/Methylithylkefon/Amei-
sensdure/Wasser = 8:6:3:3 (v/v) bei zweimaligem Euntwickeln
der Platte. Die Zucker wurden mit Anilinphthalat sichtbar ge-
macht. Die quantitative Zuckerbestimmung wurde nach chromato-
graphischer Trennung auf Papier mit 2proz. Triphenyltetra-
zoliumchloridlésung in 0,58 NaOH (37) vorgenommen, die eine
Fehlerbreite von 5—89, hat. Die Nachweisgrenze lag bei 15—20
ug der einzelnen Zuckerkomponenten. Die Untersuchungen mit
verschiedenen Hydrolyse-Methoden (80proz. Ameisensiure, 50-
proz. Trichloressigsiure, Ionenaustauscher Dowex und Amberlite
in H-Form) zeigten, daB diese der Technik mit 2n Schwefelsiure
nicht iiberlegen waren. Vergleichende chromatographische Unter-
suchungen auf verschiedenen Cellulose-Sorbentien und Papier
zeigten keine besserén Trennergebnisse als diejenigen, die wir auf
Cellulose-Fertigplatten (Merck) ethalten hatten.

Die chromatographische Newraminsiure-Identifizierung wurde nach .

enzymatischer Hydrolyse mit Neuraminidase (1 mg (500 IE),
Neuraminidase Behting-Werke Marburg), Dialyse der Neuramin-
siute und Entsalzung des Dialysates iiber Ionenaustauscher
Dowex-H* 50 X 8 (200—400 mesh) auf Cellulose-Diinnschicht-
platten im Laufmittel nButanol/nPropanol/0,in HCl = 1:2:1
(v/v) durchgefithrt (15). Der Nachweis erfolgte mit alkalischem
Silbernitrat und Brars-Reagenz.

Die .Aminozucker wurden nach Hydrolyse des Glykoproteids mit
8x HCI (3 Stdn. bei 100°) nach Entferniing der HCI durch Stick-
stoff zur Trockene gebracht und ¢hromatographisch auf Papier in
dem L&sungsmittelsystem von FrscHEr und NeBer (38) nach
18stdg. Chromatographie mit alkalischem Silbernitrat nachgewie-
sen. Diese Identifizierung der Aminozucker wurde durch den
Ninhydrin-Abbau des Galaktosamins zu Lyxose und des Glucos-

"amins zu Arabinose chromatographisch auf Cellulose-Diinnschicht-

platten in dem Laufmittel von VomuOF und Tucker (36) bestitigt.
Die Chromatogtamme der Aminosiuren wurden auf Celloluse-
Diinnschichtplatten im Kleinformat 7,4 X 7,4 cm in Schiefer-
decker-Farbekiivetten, die in Kammern von 10 X 10 X 15 cm
gebracht wurden, angefertigt. Hierzu wurde 1 mg Glykoproteid in
1 m/ 6n HCI 24 Stdn. hydrolysiert, die Salzsiure mit Stickstoff
verttieben, das trockene Hydrolysat in 0,01 m/ Wasser aufgenom-
men und 0,001 m/ aufgetragen. Das Losungsmittel-System bestand

aus nButanol/Eisessig/Wasser = 12:3:5 (v/v) fiir die 1. Dimension-

und Phenol/Ammoniak/Wasser = 640:3,4:144 (v/v) fiir die 2.
Dimension. Die Aminosiuren wurden mit 0,2proz. Ninhydrin-
Lésung in Aceton bei 100° dargestellt. -

Z. klin. Chem. u. klin. Biochem. [ 6. Jahrg. 1968 [ Heft 5




3
&
‘C.
<
G
3

o EC WL

Weicker: Xylose-haltiges Glykoproteid aus Erythrocyten-Stroma

401

Die Uberpriifung des Reinkeitsgrades der Glykoproteide erfolgt mit
Elektrophorese auf Cellulose-Acetat-Folien in 0,2m Veronal-Puffer
pPH 8,2 und der Disk-Elektrophorese auf Polyacrylamid-Gel in
einem Tris-Puffer-System pH 8,9 und 6,9. Die Darstellung erfolgte
mit Amidoschwarz.

.Ergebnisse

Das MN-Antigen-haltige Stroma-Glykoproteid (W)
wurde nach der Methode von WEsTPHAL und Mitarbei-
tern (25), modifiziert von UHLENBRUCK und ScHMID
(15) aus der NaCl-haltigen wiBr. Phase isoliert. Das
Glykoproteid (P), das sich in seinen chemischen und
serologischen Eigenschaften von dem Glykoproteid (W)
eindeutig unterscheidet, konnte aus der Phenolphase der
Stroma-Priparation dargestellt werden, nachdem die
Lipide mit organischen Losungsmitteln extrahiert wor-
den waren. Das Glykoproteid (P) wurde aus dem trok-
kenen lipidfreien Extraktriickstand mit Wasser aus-
gezogen. Die Glykoproteide (W) und (P) wurden durch
Tonenaustauscher-Chromatographie an einer Amberlite-
Sdule CG 50 II durch stufenweise Elution mit Phos-
phatpuffer pH 6,4 und Phosphatpuffer-Gradienten in
fallender Ionenstirke gereinigt. Diese Technik war der
Reinigung durch Sephadex-Gel-Filtration iberlegen,
bei der wit mehrere Fraktionen erhielten, die sich in
ihrer Zusammensetzung jedoch nur geringfiigig unter-
schieden (Abb. 2, 3). Bei der Ionenaustauscher-Siulen-
chromatographie wurde das neuraminsiurereiche Glyko-
proteid (W) und das Xylose-haltige Glykoproteid (P)
in getrennten Liufen jeweils in der Hauptfraktion, die
mit 0,2m Phosphatpuffer eluiert worden war, dargestellt.
Die Ausbeute an gereinigtem Glykoproteid betrug
60—659, des Ausgangsmaterials. Sie war jedoch ebenso
wie die an Erythrocyten-Stroma von den ABO-Eigen-
schaften der Erythrocyten und der Lagerungszeit der
Blutkonserven abhingig. Bei O-Erythrocyten war die
Ausbeute an Glykoproteid am groBten, wir fanden
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Abb. 2

Fraktionierung des MN-haltigen Stroma-Glykoproteids (W) an
Sephadex Gel G 75. Elutionsmittel: Wasser; Elutionsgeschwindig-
keit: 1 m//Min. Siulenlinge 40 cm, & 2,5 cm.

2) 140 mg Glykoproteid aus gepoolten Konserven verschiedener

Blutgruppen :
b) 150 mg Glykoproteid aus einer Konserve Blutgruppe
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2,5—4,0%,, berechnet auf die Stromamenge. Die Stroma-
ausbeute, bezogen auf das Erythrocyten-Trocken-
gewicht, betrug 2—39%,. Lingere Lagerung der Blut-
konserven bedingte eine erhebliche Reduktion dieser
Ausbeute, die fiir Stroma und Glykoproteid bei Lage-
rungszeiten iiber 20 Tage 40—509, ausmachen konnte
(Tab. 1). Die quantitative Ausbeute bei AB-Erythrocy-
ten unterschied sich nicht wesentlich von derjenigen bei
0-Erythrocyten. Bei A- und B-Blutgruppeneigenschaften
hingegen war auch bei kurzfristiger Lagerungszeit die
Glykoproteid-Menge erheblich herabgesetzt und wurde
besondets bei den B-Erythrocyten durch Lagerungs-
zeiten iiber 20 Tage noch stirker reduziert (Tab. 1, 2).
Die MN-Eigenschaften hatten keinen Einfluf auf die
Glykoproteid-Ausbeute, waren jedoch fiir die quantita-
tive Kohlenhydrat-Zusammensetzung und besonders fiir
den Neuraminsiure-Gehalt des Glykoproteids (W) be-
deutungsvoll. Rh-Eigenschaften beeinfluften diec Aus-
beute und die Kohlenhydratzusammensetzung des
Glykoproteids (W) nicht. Im Gegensatz zu dem Glyko-
proteid (W) wurde die Menge des Glykoproteids (P)
von den ABO-Eigenschaften der Erythrocyten und der
Lagerungszeit kaum beeinflut. Hier fanden wir jedoch
eine Abbhingigkeit der prozentualen Kohlenhydrat-
Zusammensetzung von dem ABO-System. Hingegen
hatten die MN-Eigenschaften keinen Einflu auf den

Tab. 1

Ausbeute des MN-Antigen-haltigen: Glykoproteids (W) bei verschieden
langer Lagerungszeit der Konserven

Lagerungszeit in Tagen 1—5 5—15 20
n 5 5 10

Erythrocyten eingesetzt (g) 63 65 50

Stroma-Glykoproteid (W) in mg 54 36 16

Glykoproteid (W) in % des

Erythrocyten-Gewichts 0,08 0,06 0,03

Neuraminsaure des Glykoproteids

(W) in mg 10,6 7,3 3,3

Neuraminsiure des Nativ-

Erythrocyten in mg : 45,2 56,3 35,4

Neuraminsdure in % des Glyko-

proteids (W) 0,016 0,011 0,006

Neuraminsidure in % der Nativ-

Erythrocyten’ 0,07 0,085 0,07

Kohlenhydratgehalt und die Verteilung der Kohlen-
hydrat-Komponenten (Tab. 3, 4).

Die immunologischen Untersuchungen mit Immuno-
doppel-Diffusion und Immun-Elektrophorese sowie die
Reinheitspriifung detr Glykoproteide auf Cellulose-
Acetat-Folien und mit der Disk-Elektrophorese zeigten
nach Reinigung der Ausgangssubstanz keine Beimen-
gung von Serum-Proteinen (Abb. 4). In der Disk-
Elektrophotese allerdings konnten wir sowohl bei
Glykoproteid (W) und (P) noch 2 Banden mit Amido-
schwarz darstellen, ein Befund, der jedoch bei dieser
Technik nicht als sicheres Zeichen von chemischer
Heterogenitit zu deuten ist, da wir auch bei immuno-
logisch reinen Serum-Proteinen oft mit der Disk-Technik

" noch mehrere Fraktionen beobachten konnten. Dies

etklirt sich wahrscheinlich durch Proteinaggregatbil-
dung immunologisch identischer Proteine, die aufgrund
der unterschiedlichen AggregatgréBen durch den Sieb-
effekt des Acrylamid-Gels getrennt werden.
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Phosphat, pH 64 071 NHCl  1proz NH; Elutionsdiagramme von Stromaglykoproteiden
Gradient )
pHEH#u> a)—c) Glykoproteid (W)

d) Glykoproteid (P)
Passage an Ionenaustauscher Amberlite CG 50 II. Sule 30 cm lang,
@ 0,8 cm. Elutionsgeschwindigkeit 2 m//5 Min.

Elutionsmittel :

1. 0,2m Phosphatpuffer, pH 6,4

2. Phosphatpuffergradient pH 6,4 fallender Ionenstirke, Anfangs-
konzentration 0,2m

3. 0,1x HCI

4. 1proz. Ammoniak

~—Tos4nm (%)

0 2 4 6 8§ wn 2 ® 1% 18 20

Frokt.-Nr. Es wurden folgende Konserven untersucht?
S | DU S ) D—
.Phosphat, pHé4  Gradient o1 NHCI  1proz NH, a) Konserve 14 (W) Blutgruppe 0 Rh (4+) N, S (4)
PHe#u> Fraktion I o m v v v
Ausbeute in mg 24 1 2 0,6 0,4 2
MN Antigen + -+ ) (%] 7/} (2]
Virusrezeptor + # 7] a 17/
N-Acetyl- '
Neuraminsiure ++ —+ (+) %] jo] o)
b) Konserve 9 (W) Blutgruppe 0 Rh (4) MN, S (—)
Ausbeute in mg 15 4 6 2 0,6 2
NADN MN Antigen + ) # @ %) 15}
0o 2 4 6 8 10 12 %H 1w 18 20 Virustezeptor + ) &) I 17} Ie]
Frakt. Nr. N-Acetyl-
—— e -t e - e
Phosphat, pHe4  Gradient 01 NHCI ~ 1proz NH, Neuraminsiure ++ + ) o z z
Hes > ' C :
P ¢) Konserve 13 (W) Blutgruppe 0 Rh (+) M, S (—) .
d 1 Ausbeute in mg 25 25 24 01 04 25
= MN Antigen + *#H B o @ z
v Vitustezeptot + #) ) a 7/} 7/}
'S N-Acetyl-
3 Neuraminsiure ++ + %) %] @ %]
i Im ¥ g 14
1 d) Konserve 13 (P) Blutgruppe 0 Rh (4+) M, S (—)
MM Ausbeute in mg 19 0,7 7,0 7,0 0,5 0,2
117 | 11 LI MN Antigen %] g - %] (%] (%]
0 2 4 6 8 1w 12 1% 1 18 20 Virusrezeptor ) %] g g ] j2)
Frokt.-Nr N-Acetyl-
Phosphat pH G4 Gradient  G1NHCL  7proz N, Neursminhure & H e e 2
PHEHu>
Tab. 2

A bhiéngigkeit der Glykoproteid-Ausbeute und des Neuraminsiuregehaltes von Glykoproteid und Nativ-Erythrocyten von ABO-Blutgruppen-
eigenschaften und unterschiedlich langer Lagerungszeit der Blutkonserven

Blutgruppe Lagerungsdauer ’ Stroma-Glykoproteid Neuraminsdure
in % des in_9% des ) in % der
Erythrocytengewichts Stroma-Glykoproteids Nativ-Erythrocyten
AB 1—5 Tage 0,09 0,018 0,08
A . 0,05 0,01 0,06
B 0,05 0,01 . 0,06
0 . 0,074 0,015 0,07
AB iiber 20 Tage 0,04 0,008 0,1
A 0,032 0,007 0,06
B 0,015 . 0,063 ' 0,03
0

0,05 0,010 0,08 ..
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Tab. 3
Prozentualer Anteil der Kohlenhydrat-Komponenten und des Proteinanteils von Fraktion 1 des Glykoproteids (W) mit verschi Anti
r K schiedenen MN- -
Eigenschaften nach Remlgung durch lonenaustausch-Chromatographie an Amberlite CG 50 II. )(,ilyﬁoproteid (\3\/) isoliert aus grSthrocctnetrllgggr
lutgruppe 0, M, Rh (+); 0, MN, Rh (+); 0, N, Rh (+); AB, N, Rh (+) und AB, N, rh (—).

0, M Rh (+) 0, MN Rh (+) 0, N Rh (+) AB, N Rh (+) AB, Nrh (—)

Neuraminsiure 23,0 19,0 18,0 17,0

Hexosen _ 10,3 ) 145 14,0 16,0 }Z’g
Hexosamin 8,2 6,8 9,0 8:3 8.0
Fucose 1,5 05 0,6 0,6 0.6
Glucuronsiure 0,5 1,0 1,5 1,6 1.0
Gesamtkohlenhydrate 4355 18 43,1 ' 435 40,6
Proteinanteil 47,0 44,0 46',0 51 :0 50.0

% 10 10
Anti-
20 _85. O1 50 pibgmin O

.. O
Oz 30h O
Oy ‘

3
Abb. 4 .
Immundiffusion nach OucuTERLONY des Glykoproteids (W) vor

(3) und nach (1, 2) Tonenaustauscher-Siulenpassage, links poly-
valentes Human-Antiserum, rechts Antialbumin

Tab. 4

Vergleich der prozentualen Anteile der Kohlenhydrat-Komponenten

des MN-Antigen-haltigen Glykoproteids (W) und des Xylose-haltigen

Glykoproteids (P), isoliert von 0, M, Rh (+)-Erythrocyten. Reinigung
durch Ionenaustausch-Chromatographie an Amberlite CG 50 I1

Glykoproteid, (W) Glykoproteid (P)

Neuraminsdure 23.0 11,0
Hexosen 10,3 13,0
Hexosamin 8,2 6,0
Fucose 1,5 0,5
Glucuronsaure 0,5 1,0
Xylose nicht 3,5
nachweisbar
Gesamtkohlenhydrate . s 35,0
Proteinanteil 47,0 59,0

durch farbgleiche Chromogene aus Hexosen in Gegen-
wart von Aminosiure oder Ammoniak vermieden wird.
Der Hexosamingehalt lag um 6—89, und war bei
Erythrocyten mit MN-Eigenschaften etwas niedriger
als bei M- und N-Erythrocyten. Durch die Faktoren des
ABO-Systems wurde er in seiner Konzentration nicht
beeinfluft (Tab. 3). Nach der chromatographischen
Trennung der aus den Glykoproteiden (W) durch
Hydrolyse freigesetzten Hexosamine konnten wir papier-
chromatographisch eine Verteilung von Galaktosamin:
Glucosamin = 5:3 feststellen. Durch den Ninhydrin-
Abbau (39) der Aminozucker zu den entsprechenden
Pentosen Lyxose bzw. Arabinose wurde dieser Befund
bestitigt. Die Glucuronsiure-Konzentration war bei
allen Erythrocyten etwa gleich hoch, und lag zwischen
1—1,5%,.

In dem Virus-Himagglutinations-Test und bei der
serologischen Bestimmung der MN-Antigene konnten
die Virus-Rezeptor- und die MN-Antigen-Eigenschaften
bei der Glykoproteid-Ausgangssubstanz und dem ge-
reinigten Glykoproteid (W) nachgewiesen werden. Nach
enzymatischer Hydrolyse der Neuraminsiure mit kristal-

Die mit kolorimetrischen und chromatographischen
Methoden ermittelten Kohlenhydratkomponenten hat-
ten bei dem gereinigten Glykoproteid (W) einen Gesamt-
gehalt von 37—419%,, der um etwa 3—49%, hoher lag als
bei der Ausgangssubstanz. Chromatographisch war auf
Cellulose-Diinnschichtplatten Galaktose, Mannose und
Fucose in einer Verteilung von 4:2:1 zu identifizieren
(Abb. 5). Die Neuraminsiure, die fiir MN-Antigene und
Virus-Rezeptoren des Glykoproteids (W) die determi-
nierende Kohlenhydratkomponente ist, hatte in dem
gereinigten Glykoproteid (W) eine Konzentration von
17—239, gegeniiber 14—189, in der Ausgangssubstanz.
Sie war mit Neuraminidase zu 85—909%, abspaltbar und

konnte chromatographisch als N-Acetyl-Neuraminsiure. .

identifiziert werden. Bei Erythrocyten mit M-Eigenschaf-

ten fanden wir die héchsten Neuraminsiure-Konzentra- .

tionen, wie aus Vergleichsuntersuchungen von 0-Ery-
throcyten mit verschiedenen M-, N- und MN-Antigenen
zu ersehen war (Tab. 3). Hingegen war bei Erythrocyten
mit M-Antigenen die Hexosekonzentratjon etwas niedri-
ger, die Fucose zeigte bei verschiedenen MN:-Fraktionen
keine Differenz. Die Hexosamin-Bestimmung wurde
nach der Methode von Cess1 (35) durchgefiihrt, da mit
dieser Technik die Aminozuckerchromogen-Bildung

Z. kjin. Chen. u. klin. Biochem [ 6. Jahrg. 1968 [ Heft 5

6
5 9
4F
3 ‘.
2
1

T I i g Y

Abb. 5

Cellulose-Diinnschicht-Chromatographie des MN-Antigen-haltigen
Glykoproteid (W)- und des Xylose-haltigen Glykoproteid (P)-
Hydrolysates.

Laufmittel: tert. Butanol/Methylithylketon/Ameisensiure/\Wasser
= 8:6:3:3 (v/v), zweimaliges Entwickeln derselben Platte, Dar-
stellung mit Anilinphthalat bei 100° 10 Min.

"1. Standard: 1. Galaktose, 2. Glucose, 3. Mannose, 4. Arabinose,

5. Xylose, 6. Fucose, 7. Rhamnose. — II. Glykoproteid (W) Aus-

gangssubstanz. — III. Glykoproteid (W) nach Reinigung iber

Tonenaustauscher Amberlite CG 50 II. — IV. Glykoproteid (P)

Ausgangssubstanz. — V. Glykoproteid (P) nach Reinigung iiber
’ Tonenaustauscher Amberlite CG 50 1L
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liner Neuraminidase war sowohl die Virus-Himaggluti-
nations-Hemmung als auch die M-Antigen-Eigenschaft
aufgehoben. Mit der zweidimensionalen Chromato-
graphie auf Cellulose-Diinnschicht-Platten, die bei der
Mikro-Methode zahlreiche Paralleluntersuchungen in
verschiedenen Losungsmittel-Systemen und mit ver-
schiedenen Nachweisverfahren erlaubte, konnten in dem
Glykoproteid (W) 16 Aminosiuren identifiziert werden
(Abb. 6). In der Ausgangssubstanz fanden wir Aspara-
ginsiure, Glutaminsiure, Serin, Glycin, Alanin, Threo-
nin, Tyrosin, Valin, Isoleucin, Leucin, Prolin, Histidin,
Lysin, Phenylalanin, Arginin und Cystein. In dem
gereinigten Glykoproteid (W) war Cystein nicht mehr
nachweisbar. Serin zeigte den intensivsten Ninhydrin-
Fleck und konnte auch bei Verwendung von Ninhydrin-
Zinnchlorid-Spray, der vergleichbare Ninhydrin-Intensi-
titen bei verschiedenen Aminosiduren ergibt, als die
Aminosiure bestitigt werden, die in h6chster Konzentra-
tion vorliegt.

driger als in dem Glykoproteid (W), bei AB- und A, B-

. BErythrocyten lag der Gesamthexosegehalt etwas héher,

so daB die Differenzen in dem Gesamtkohlenhydrat-
gehalt bei diesen Blutgruppen gegeniiber dem Glyko-
proteid (W) weniger zum Ausdruck kamen. Neben
Xylose war Galaktose, Mannose, Fucose deutlich und
Glucose in Spuren nachweisbar. Die Zucker hatten eine
Verteilung von Galaktose:Mannose: Fucose: Xylose:
Glucose = 4:2:1:3:1 (Abb. 5). Das Galaktosamin:
Glucosamin-Verhiltnis des Glykoproteids (P) betrug
bei 0-Erythrocyten 3:2. Diese Aminozucker konnten
durch den Ninhydrin-Abbau zu Lyxose bzw. Arabinose
bestitigt werden. Die Neuraminsiure, deren Konzen-
tration unabhingig von dem ABO- und MN-System bei
dem Glykoproteid (P) niedriger lag als bei dem Glyko-
proteid (W), war ebenfalls als N-Acetyl-Neuraminsiure
zu identifizieren. Sie konnte jedoch nur partiell zu
60—709%, abgespalten werden. Die Aminosiure-Zusam-

mensetzung des Glykoproteids (P) zeigte in der qualita-

Abb. 6 .
Zweidimensionales Aminosiure-Chromatogramm des Glykoproteid (W)-Hydrolysates auf Cellulose-Diinnschichtplatten.

a) Ausgangssubstanz,

b) nach Reinigung dutch Ionenaustauscherpassage, Laufmittel: 1. Dimension: nButanol/Eisessig/Wasser =

12:3:5 (v/v), 2. Dimension: Phenol/Ammoniak/Wasser = 640:3, 4:144 (v/v). Darstellung mit 0,2proz. Ninhydrin in Aceton. —
1. Asparaginsiure, 2. Glutaminsiure, 3. Serin, 4. Glycin, 5. Threonin, 6. Alanin, 7. Tyrosin, 8. Valin, 9. Leucin, 10. Phenylalanin,
11. Prolin, 12. Histidin, 13. Lysin, 14. Atginin, 15. Cystein, 16. Isoleucin.

Das Xylose-haltige Glykoproteid (P) aus der Phenolphase
besal keine MN-Antigen-Eigenschaften und die Virus-
Himagglutination wurde durch das Glykoproteid (P)
weniger gehemmt als durch Glykoproteid (W). Die
Ausbeute an Glykoproteid (P) war um 20—259, geringer
als bei Glykoproteid (W). Die Loslichkeitsverhiltnisse
waren gleich und die Reinigung durch Ionenaustauscher-
Chromatographie entsprach der von Glykoproteid (W).
Bei 0,M-Erythrocyten war der Gesamtkohlenhydrat-
gehalt mit 26—309, etwas niedriger und der Peptid-
gehalt hoher als bei dem Glykoproteid (W) (Tab. 3).
Der wesentlichste chemische Unterschied war jedoch
durch den Nachweis von Xylose gegeben, die in einer

Konzentration von 3—3,59, vorlag. Diese Pentose °

konnte durch Cellulose-, Diinnschicht-, Papier- und
gaschromatographische Untersuchungen des Tri-Me-
thylsilyl-Derivates identifiziert werden und mit Brom-
anilin nach der Methode vonRoE und Rice (34) kolori-
metrisch bestimmt werden. Die Neuraminsiure- und
Hexosamin-Konzentration lag bei 0-Erythrocyten nie-

-y

P

RO U o — e P R s Sy

Abb. 7

Zweidimensignales Aminosﬁute—Chromatog‘rarhm des Glykopro-
teid (P)-Hydrolysates auf Cellulose-Diinnsc¢hichtplatten. Technik,
Ldsungsmittel und Aminosdure-Verteilung s. Abb. 6°-
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tiven chromatographischen Untersuchung keine sicheren
Unterschiede gegeniiber der Aminosiure-Zusammen-
setzung von Glykoproteid (W) (Abb. 7).
Immunologisch war nach Reinigung der Ausgangssub-
stanz keine Prizipitation mit Antihuman-Serum fest-
stellbar. Bei einheitlichen Banden an der Cellulose-
Acetat-Folie waren auch bei dem Glykoproteid (P) in
der Disk-Elektrophorese zwei Banden mit Amido-
schwarz darzustellen. Aufgrund der geringeren Konzen-
tration endstindiger Neuraminsiure und der geringeren
enzymatisch abspaltbaren Neuraminsiure-Quote zeigte
das Glykoproteid (P) eine geringere Hemmung der
Virus-Himagglutination als Glykoproteid (W).

Diskussion

Die Isolierung des MN-haltigen Glykoproteids (W) der
Erythrocyten-Membran hat gezeigt, da die Ausbeute
dieses Glykoproteids sowohl von ABO-Eigenschaften
als auch von der Lagerungszeit der Blutkonserven ab-
hingig ist. Die Glykoproteid-Ausbeute war bei 0- und
AB-Erythrocyten am hochsten und zeigte auch bei
diesen Blutgruppen die geringste Reduktion nach langer
Lagerungszeit. Diese Beobachtung ist fiir die Beurtei-
lung der Funktionstiichtigkeit infundierter Erythrocyten
von Bedeutung, da sie erkennen liBt, dafl schon vor
Ablauf der durch Chrommarkierung ermittelten Ubet-
lebenszeit der Erythrocyten blutgruppenabhingige
strukturelle Verinderungen an der Membran ablaufen,
die bei 0- und AB-Erythrocyten am geringsten sind. Da
wir auch in Paralleluntersuchungen zu dem Neuramin-
sduregehalt des Nativ-Erythrocyten fanden, daBl nicht
nur die isolierte Glykoproteidmenge, sondern auch der
Neuraminsiuregehalt des Nativ-Erythrocyten von ABO-
Eigenschaften und der Zeitdauer der Konservenlagerung

abhingig ist, haben diese Befunde praktische Bedeutung. -

Bei Bluttransfusionen mit dem Ziel der Erythrocyten-
Substitution sollte man deshalb bei Konserven mit der
Blutgruppe A und B moglichst kurze Lagerungszeiten
der Blutkonserven anstreben.

Entgegen anderen Autoren (23) fanden wir bei M-
. Erythrocyten einen hoheren Neuraminsiuregehalt als
bei MN- und N-Erythrocyten. Diese Werte erscheinen
glaubhaft, da M-Erythrocyten auch N-Antigene ent-
halten, die durch partielle énzymatische Neuraminsiure-
Abspaltung wie in den Untersuchungen von SPRINGER,
NaGAr und STALDER (21, 22) gezeigt wurde, freigelegt
werden konnen. Diese Autoren fanden ebenfalls bei

M-Erythrocyten einen hoheren Neuraminsiure-Wert .

(21). Die Reinigung der Glykoproteid (W)-Ausgangs-
substanz dirch Ionenaustauscher-Chromatographie lie-
fert ein Untersuchungsmaterial, bei dem reproduzierbare
Analysen-Daten der Neuraminsiure, Hexosen, Fucose,
Hexosamin, Aminosiuren und der ‘prozentualen Ver-
teilung der Hexosen und Pentosen zu erhalten waren.
Trotz immunologischer Homogenitit fanden wir in der
Disk-Elektrophorese noch die Auftrennung in zwei
Banden, so daB der theoretische Homogenititsanspruch
noch nicht vollkommen erfiillt zu sein scheint. Neben
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der Galaktose als Hauptkomponente der Neutralzucker
fanden wir Mannose und Fucose, die auch von anderen
Autoren beschrieben wurde. Das Vorkommen von zwei
Hexosaminen, bei denen in dem Glykoproteid (W) das
Galaktosamin {iberwiegt, konnte chromatographisch
nachgewiesen und durch den Ninhydrin-Abbau zu den
korrespondierenden Pentosen bestitigt werden. Die von
allen Autoren iibereinstimmend als N-Acetyl-Neuramin-
siure identifizierte Neuraminsdure bei Menschen-Ery-
throcyten, die fiir die MN-Antigen- und Virus-Rezeptor-
Eigenschaften die entscheidende Kohlenhydratgruppe
darstellt, konnte nach enzymatischer Freisetzung auch
in unseren Untersuchungen chromatographisch bestitigt
werden. Thre 859, ige Abspaltung bei dem Glykoproteid
(W) konnte sowohl durch die Neuraminsiure-Bestim-
mung nach erfolgter Freisetzung der Neuraminsiure
durch Neuraminidase mit der Warren-Methode als auch
durch die Bestimmung der gebundenen Neuraminsiure
nach SVENNERHOLM in dem enzymatisch vorbehandel-
ten Glykoproteid gesichert werden. Die von SPRINGER
und STALDER (22), KLENK und UHLENBRUCK (4, 7, 22,
23), WinzLEr und Karuan (10) mitgeteilte Beeinflus-
sung der MN- und Virus-Rezeptor-Eigenschaften durch
enzymatische Neuraminsiure-Abspaltung fanden wir
ebenfalls in unseren Untersuchungen. Gegeniiber KLENK
(7), UnLeENnBrUCK (7, 23) und BArRANOWskI und Mit-
arbeitern (20) konnten wir anstelle von 14 Aminosiuren
entsprechend den Befunden von KaTHAN und WiNzLER
(10) 16 Aminosduren nachweisen, von denen Serin am
stirksten vertreten war. Der wichtigste Befund dieser
Untersuchungsergebnisse ist jedoch die Isolierung eines
Xylose-haltigen Glykoproteids aus dem Erythrocyten-

Stroma. Dieses erstmalig beschriebene Glykoproteid

unterscheidet sich chemisch, serologisch und in dem
Virus-Himagglutinations-Test von dem Glykoproteid
(W) mit MN-Antigen-Eigenschaften. Da es aus der
Phenolphase mit der Stroma-Priparation nach WeEsTPHAL
(25) und UnrensBruck (15) isoliert wurde, in der auch
die AB- FEigenschaften lokalisiert sind, in der je-
doch keine MN-Antigen-haltigen Glykoproteide vor-
kommen, ist es auch in seiner Erythrocyten-Membran-
Lokalisation von dem Glykoproteid (W) zu unterschei-
den. Das Glykoproteid (P) konnte erst nach Extraktion
der Lipide und Glykolipide freigesetzt werden. Da der
Extraktionsriickstand, aus dem wir diese Substanz
isolierten,‘ bis jetzt noch nicht aufgearbeitet wurde, er-
scheint es nicht erstaunlich, daB das Glykoproteid (P)
noch nicht beschrieben worden war. Bei einem Xylose-
Gehalt von 3,0—3,59%, und dem gleichzeitigen Vorliegen
von Galaktose, Mannose, Fucose, Galaktosamin, Glucos-
amin und einer nur partiell abspaltbaren Neuramin-
siure ist- es schon aufgrund seiner chemischen Eigen-
schaften eine untersuchenswerte Substanz. Da eine
Xylose-Konzentration in der H6he von 3—3,5%, bei

" Glykoproteiden des menschlichen Organismus bis jetzt

noch - nicht beschrieben wurde, ist eine bei alkalischer
Hydrolyse labile Kohlenhydrat-Peptid-Bindung iiber
Xylose-Serin zu diskutieren. Die Xylose-Serin-Verbin-
dung, die bei den Mucopolysacchariden Heparin und

53
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Chondroitinsulfat von LinpanL und RopEN (40, 41)
bewiesen wurde, konnte auch fiir das Glykoproteid (P)
in Frage kommen, da einmal ein hoher Xylose-Gehalt
gefunden wurde und Serin die Aminosiure war, die die
hochste Konzentration aufwies. Da das Glykoproteid
(P) eine niedrigere Neuraminsiure-Konzentration be-
sitzt als das Glykoproteid (W), keine MN-Antigen-
Eigenschaften hat, nur geringe Virus-Rezeptor-Fihig-
keiten besitzt und die Neuraminsiure nur partiell en-
zymatisch abspaltbar ist, unterscheidet es sich chemisch

und funktionell von dem bis jetzt beschriebenen MN-
Antigen-haltigen Glykoproteid (W).

Herrn Dr. D. RoerLcke, Serologisches Institut der Universitit
Heidelberg, danke ich fiir die Durchfithrung der serologischen
Untersuchungen und Herrn Dr. A. KrLuGe, Serologisches Institut
der Universitit Heidelberg, fiir die grofziigige Zurverfiigung-
stellung der notwendigen Blutkonserven. Friulein G. JENssEN,
Medizinische Universitits-Poliklinik Heidelberg, danke ich fiir
ihre wertvolle Mithilfe bei allen biochemischen Untersuchungen.
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