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Isolierung eines kleinmolekularen Erythrocytenmembran-Proteins
durch Anti D-Immunadsorption1)
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(Vorstand: Prof. Dr. H. Weicker) der Medizinischen Universitäts-Poliklinik Heidelberg

(Eingegangen am 6. Januar 1971)

Nach Hämolyse gewaschener Rh-positiver Erythrocyten und anschließender erschöpfender Dialyse gegen dest. Wasser wurde das Hämo-
lysat lyophilisiert, homogenisiert und dialysiert. Aus diesem Diffusat konnte durch Sephadex-Gelfiltration über G 10 eine konstant re-
produzierbare kleinmolekulare Proteinfraktion isoliert werden. Durch Immunadsorption an gereinigtem Anti D, gekoppelt mit PAB-
lonenaustauscherceliulose wurde eine Substanz erhalten, deren Proteincharakter durch das IR-Spektrum und den Stickstoffgehalt von
14,6%, die Biuretprobe und die Amidoschwarzanfärbung bewiesen wurde. Das Molekulargewicht lag um 10000. Ein Kohlenhydratanteil
konnte nicht nachgewiesen werden. Lecithin, Cholesterin und Triglyceride lagen nicht vor. Eine geringe Konzentration von Lipid-
phosphor war nachweisbar. In chromatographischen und elektrophoretischen Untersuchungen ergab sich ein einheitliches Protein; nach
salzsaurer Hydrolyse waren 14 verschiedene Aminosäuren dünnschichtchromatographisch nachweisbar. Aufgrund der gaschromatogra-
phischen Aminosäurenanalysen und Untersuchungen mit dem Aminosäureanalyser fanden wir, daß Lysin die höchste Konzentration der
basischen, Asparaginsäure der sauren und Alanin der neutralen Aminosäure hatte. Es unterschied sich aufgrund seines Molekularge-
wichtes und seiner Aminosäurezusammensetzung bei hohem Lysingehalt von anderen bekannten Serum- und Erythrocytenmembran-
proteinen. Die Antigen-Charakterisierung wurde mit dem ScHui/rz-DALE-Test durchgeführt; über die Ergebnisse dieser Untersuchungs-
reihe soll in einer zweiten Mitteilung berichtet werden.

Isolation of a low molecular weight erythrocyte membrane protein by anti D immunoadsorption
Washed Rh-positive erythrocytes were haemolysed and the haemolysate was dialysed exhaustively against distilled water, followed by
lyophilisation, homogenisation and dialysis. A constantly reproducible, low molecular weight protein fraction was isolated from the
final dialysate by gel filtration on Sephadex G 10. Immunoadsorption on purified anti D, coupled with chromatography on PAB-ion
exchange cellulose, gave a substance, which was shown to be a protein by its IR spectrum, nitrogen content of 14.6%, biuret test and
amidoblack staining. The molecular weight was about 10000. There was no evidence for the presence of carbohydrate, lecithin, cholesterol
or triglycerides. A very low concentration of lipid-bound phosphorus was detected. Chromatography and electrophoresis showed an
homogeneous protein. After acid hydrolysis, 14 different amino acids were detected by thin layer chromatography.
Amino acids analysis by gas liquid chromatography and on the amino acid analyser showed that lysine, aspartic acid and alanine had the
highest concentration of the basic, acidic and neutral amino acids, respectively. On the basis of molecular weight and an amino acid
composition with a high concentration of lysine, the protein differs from other known proteins from the serum and erythrocyte membrane.
The SCHULTZ-DALE test was used for the antigen characterisation; the results from this series of experiments will be reported in a second
communication.

Die zahlreichen Isolierungsversuche des Rh-Antigens, spezifische Isolierung vornahmen, soll die Frage, ob es
die im Anschluß an die serologische Charakterisierung sich bei diesem Protein um das Rh-Antigen D handelt,
des Rh-Faktors durch WIENER und LANDSTEINER 1940 hier zur Diskussion gestellt werden. In dieser Mittei-
ohne Erfolg vorgenommen wurden, zeigen, daß dieses lung wird über die angewandte Isolierungstechnik und
Problem nicht einfach zu lösen ist. Sowohl die theo- die biochemischen Eigenschaften des Membranproteins
retisch zu erwartende minimale Antigen-Ausbeute als berichtet. Die Antigen-Charakterisierung mit der
auch die Tatsache, daß bei den isolierten Substanzen ScHULTZ-DALE-Reaktion soll im Hinblick auf die
durch Immunisierung im Tierversuch und immuno- zahlreichen methodischen Einzelheiten dieser Ver-
logische Präzipitationsmethoden oder durch kon- suchsreihe in einer zweiten Mitteilung abgehandelt
ventionelle serologische Verfahren keine. eindeutigen werden.
Ergebnisse erhalten werden konnten, sind für diese
unbefriedigenden Resultate mit verantwortlich zu Material und Methoden
machen. In den Untersuchungen, über die hier be- ^^ wurden 18Q Konserven 2U je 500ml gesondert auf.
richtet werden soll, erhielten wir ein kleinmolekulares gearbeitet. Die Konserven wurden uns von der Blutbank des
Erythrocytenmembran-Protein, dessen Antigenfunk- Immunologischen und Serologischen Institutes der Universität
tion nicht zerstört worden war. Da wir mit der SCHULTZ- Heidelberg zur Verfügung gestellt. Die Konserven wurden von
DALE-Technik D-Antigeneigenschaften an dem Protein, ^im ^0*^^.und

 u
Sc

f
rolo^sch<;n Institut nach ihren

. .. _ t .~ &^ , , . * A, B, 0, MN- und Rh-Eigenschaften charakterisiert,isoliert von Rh-positiven Erythrocyten, nachweisen
konnten und durch Anti D-Immunadsorbens eine Aufarbei tung

· . Von 500 ml Spenderblut wurden die Erythrocyten durch Zentri-
*) Mit Unterstützung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. fugation bei 7000 g von dem Plasma getrennt und mit physiolog.

*
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NaCl-Lösung dreimal gewaschen. Nach diesem Waschvorgang
war der Überstand in der immunoelektrophoretischen Unter-
suchung frei von Plasmaproteinen. 200 ml gepackte, gewaschene
Erythrocyten wurden in 21 dest. Wasser pH 6,4 suspendiert und
24 Stdn. bei 4° hämolysiert. Das Hämolysat wurde in Visking-
Dialysierschläuchen (0 20 mm) 3—4 Tage in dest. Wasser bei
4° dialysiert, bis der Schlauchinhalt kein freies Na+, K+ oder
Ca++ mehr enthielt. Das Hämolysat wurde gefriergetrocknet,
das Lyophylisat zu einer wäßr. 20proz. Suspension homogenisiert
und erneut gegen dest. Wasser dialysiert. Nach 48stdg. Dialyse
mit mehrfachem Wechsel der Dialyseflüssigkeit wurde das Dif-
fusat (I) lyophilisiert. Von dem nichtdiffusiblen Material wurde
nach 24stdg. Stehen bei 4° der Überstand durch Zentrifugation
bei 7000 £ vom Bodensatz getrennt. Der Überstand wurde ge^
friergetrocknet und nochmals 24 Stdn. gegen dest. Wasser dialy-
siert. Das lyophilisierte Diffusat (II) wurde mit dem Diffusat (I)
vereinigt und über Sephadex G 10 gelfiltriert. Säule 100 X 0,8 cm,
Auftragsmenge 150—200mg, Diffusat I/II, gelöst in 0,5—0,8 ml
dest. Wasser. Die Fraktionen wurden mit dest. Wasser bei einer
Fließgeschwindigkeit von 60 ml/Std. in Einzelportionen von
1,5 ml eluiert und mit dem Uvicord bei 280 nm registriert. Die
einzelnen Fraktionen, ermittelt nach der Registrierung bei 280 nm,
wurden bei 20° im Vakuumrotationsverdampfer eingeengt und
anschließend lyophilisiert. Aus der Fraktion I, die die stärkste
UV-Absorption zeigte, wurde durch Elution von Anti-D-Im-
munadsorbens eine elektrophoretisch homogene Proteinkompo-
nente isoliert (Abb. 1).

Immunads o rp t ions verfahren
Von den auf ihre Leistungsfähigkeit untersuchten Immunad-
sorbensverfahren hat sich die Methode mit Anti D-Kopplung
auf PAB-Ionenaustauschercellulose durch Diazotierung (1)
besser bewährt als die Diazotierung von Polyaminostyrol (2) oder
die Glutaraldehydbehandlung (3) von DEAE-Cellulose. Hierzu
wurden 2 g PAB-Cellulose in 50 ml 2 HC1, versetzt mit 10 ml
14proz. Natriumnitrit, 'suspendiert. Diese Suspension wurde
l Std. bei 0° gerührt, das Reaktionsprodukt anschließend auf einem
Büchnertrichter abfiltriert und mit 21 dest. Wasser nachgewaschen.
Nach diesem Waschvorgang wurde die PAB-Cellulose in 200 ml
5proz. Natriumacetat-Harnstofflösung gerührt, abfiltriert und mit
21 dest. Wasser nachgewaschen. Nach nochmaligem Filtrieren
auf einem Büchnertrichter würde die diazotierte PAB-Cellulose
mit 2 ml gereinigtem Anti D in 10 ml physiolog. NaCl-Lösung,
Titer l: 256 4 Stdn. bei 0° unter leichtem Rühren gekoppelt.
Nach Zentrifugation war der Überstand Anti D-frei. Der Boden-
satz wurde mehrfach mit physiolog. NaCl-Lösung nachgewaschen
und in 11 ß-Naphthollösung suspendiert, (jö-Naphthollösung:
l g 0-Naphthol wird in l l , gelöst, der pH-Wert
wurde mit 8,5proz. Orthophosphorsäure auf pH 8 eingestellt,
und nach 24 Stdn. bei + 4° filtriert), und über Nacht unter stän-
digem Rühren bei -f 4° aufbewahrt. Dabei wird 0-Naphthol an
die nicht durch Anti D besetzten Diazogruppen gekoppelt. An-
schließend wurde die überschüssige ß-Naphthollösung entfernt und
der Bodensatz mit 11 physiolog. NaCl-Lösung nachgewaschen.
Das Anti-D-Immunadsorbens wurde 2 Tage gegen dest. Wasser
bei H- 4° dialysiert. Das Anti D-IgG-Serum wurde uns von dem
Immunologischen und Serologischen Institut zur Verfügung
gestellt. Es war durch das von ROELCKE und JUNGFER (4) aus-
gearbeitete Verfahren einer Hydroxylapatit-Säulenchromato-
graphie hoch konzentriert. Nach dieser Vorbereitung des Im-
munadsorbens wurde die Anti D-tragende PAB-Cellulose mit der
Fraktion I des gelfiltrierten Diffusates I/II unter leichtem Rühren
l Std. bei 37° inkubiert. Danach wurde das inkubierte Immun-
adsorbens in ein temperierbares Chromatographierohr eingefüllt
und bei 37° zunächst so lange mit dest. Wasser gewaschen, bis
keine UV-absorbierenden Substanzen mehr eluiert werden konnten.
Das Eluat wurde mit dem Uvicord bei 280 nm registriert und im
Fraktionssammler gesammelt; nach Einengung im Rotations ver-
dampfer bei 20° wurde es gegen dest. Wasser pH 6,4 dialysiert
und das Diffusat gefriergetrocknet. Der Säuleninhalt wu*de mit
50 ml dest. Wasser nachgewaschen, anschließend bei 20° mit
O,!M Glycinpuffer bei pH 2,5 eluiert. Die Elutionsgeschwindigkeit

betrug 30 ml/Std. bei Einzelportionen von 1,0 ml. Die Registrie-
rung erfolgte bei 280 nm. Die proteinhaltige Fraktion wurde
gefriergetrocknet und das Protein vom Glycinpuffer über Se-
phadex G10 abgetrennt. Die Identifizierung der glycinfreien
Proteinfraktion erfolgte mit der quantitativen Ninhydrin-Re-
aktion in den einzelnen Reagenzgläsern des Fraktionssammlers
(Tab. 1).

* Tab. l
Isolierung des Anti D-hemmenden kleipmolekularen Proteins

Abtrennung der Erythrocyten aus 500 ml Kohservenblut durch
Zentrifugation bei 7000 g
Waschen der Erythrocyten mit 0,9proz. NaCl-Lösung
Hämolyse von 180 ml gepackter Erythrocyten in 2 l dest. Wasser bei
pH 6,4 für 24 Stdn. bei 4°
Dialyse des Härnolysates in Visking-Dialysierschläuchen 2/22 gegen
dest. Wasser pH 6,4 für 3 Tage bei 4°
Gefriertrockung des dialysierten Härnolysates. Ausbeute: 50—60 g
Homogenisieren des lyophVisierten Hämolysates zu 20proz. wäßr.
Suspension
Dialyse des Homogenisates gegen dest. Wasser pH 6,4 für 2 Tage
bei 4°
Einengen des Diffusates I im Rotationsvakuumverdampfer bei 25°
und Gefriertrocknung. Ausbeute: 150 mg
Abtrennung des Stromas im nichtdiffusiblen Material nach 24stdg.
Stehen bei 4° und Gefriertrocknung
Dialyse des Überstandes nach Homogenisieren gegen dest. Wasser
pH 6,4 24 Stdn. bei 4°
Einengen des Diffusates II im Rotationsvakuumverdampfer bei 25°
Gefriertrocknung. Ausbeute: 20—30 mg
Gelfiltration des Diffusates I und II an Sephadex G 10, Säulenlänge
1000 mm, Säulenweite 8 rnrn, Elution mit Wasser
Immunadsorption der Fraktion I nach Sephadex-Gelfiltration an
gereinigtem Anti D gekoppelt mit PAprCeliulose durch Diazotierung.
Absprengung mit 0,lM Glycinpuffer bei pH 2,5 nach vorausgegangener
Elution des Immunadsorbens mit Wässer bei 37°. Ausbeute: 3—4mg/
l l Blut.

Homogenitätsprüfung
Refiltration des Diffusates I/II über Sephadex-G 10-Sätile
30 x 0,8 cm, Elutionsgeschwindigkeit 60 ml/Std. in Einzel-
portionen zu 1,5 ml. Registrierung bei 280 nm. Die Fraktionen
wurden gesammelt, eingeengt und lyophilisiert.
lonenaustauscher^Chromatographie des Diffusates I/II an DEAE-
Cellulose, Säule 30 0,8cm, Arbeits-Kapazität.52mVal, stufen-
weise Elution mit Trispuffer nach Äquilibrierung des Ionen-
austauschers mit 0,0IM Trispuffer. Die Zusammensetzung des
0,2\i Tris-Stammpuffers pH 8,0 ist folgende: 6,057 g Tris + 134 ml
0,2 HC1 ad 11 dest. Wasser; bei konstantem Puffer-pH wurde
mit 0,001, 0,01 und O,!M Trispuffer eluiert.
Chromatographie des Diffusates I/II auf Cellulose-Dünnschicht-
platten der Firma Merck 20 X 20 cm. Trenntechnik eindimensional
bei 17° Raumtemperatur. Laufmittel a) Butanol: Eisessig: Wasser =
120:30:50 (v/v/v), Laufmittel b) t-Butanol:Methyläthylketon:
Ameisensäure:Wasser = 3:6:3:3 (v/v/v). Im Laufmittel b er-
folgte zweimalige Entwicklung der Dünnschichtplatte.
Zweidimensionale Chromatographie auf Celluloseplatten 7,5 X 7,5 cm.
I. Dimension Butanol: Eisessig: Wasser = 120:30:5 (v/v/v); II.
Dimension Phenol:Wasser:Ammoniak = 90:36:0,9 (v/v/v). Die
Identifizierung erfolgte mit 0,25proz. Ninhydrin in Aceton und
mit Chlor-Tolidinsprühreagenz für Peptide (5). Die eindimen-
sionale Chromatographie für Lipidsubstanzen wurde auf Kieselgel

-Platten durchgeführt. Laufmittel Chloroform:Methanol:Was-
ser = 65:25:4 (v/v/v). Identifizierung der Phosphätide erfolgte
mit dem Reagenz nach ZINZADZE (6). Cholesterin, Phosphatid-
und Fettsäurennachweis wurde mit Joddampf oder mit Antimon-
(V)^ChIorid-gesättigter Chloroformlösung vorgenommen.

Elektrophorese-Technik
a) Fingerprint auf Kieselgel H-Dünnschichtplatten 20 X 20cm,
I. Dimension, Hochspännungselektrophorese (Gerät Fa. Hormuth).
Puffersystem 1: Pyridin:Essigsäure: Wasser = 100:10:890 '(v/v/v),
pH 6,5. 90 Min. bei 0°, l <kV, 36 mA. Puffersystem 2: Essigsäure:
Ameisensäure: Wasser == 50:150:850 (v/v/v), pH 1,9. 90 Min. bei
1°, 960 Volt 43 mA. . Dimension, Chromatographie: Lauf-
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mittel Butanol:Eisessig:Wasser 4:1:5 (v/v/v), 14 Stdn. bei + 5°.
Nachweis mit 0,25proz. Ninhydrin in Aceton und Chlor-Tolidin-
sprühreagenz.
b) Cellulose-Acetatfolien-Elektrophorese auf Membranfolien der
Fa. Schleicher & Schüll, Trennung bei 250 Volt, 3—4mA.
Natrium-Veronalpuffer pH 8,6 in der Beckman Mikroelektro-
phorese-Kammer, Anfärbung mit Ponceau-Rot oder Amido-
schwarz B.
c) Disk-Elektrophorese auf 7,5proz. Polyacrylamid, pH 8,9,
Sammel- und Trenngel-Technik (Gerät der Fa. Shandon) Tris-
phosphatpufier pH 8,9 Trennung bei 150 V, 3 mA pro Gelzy-
linder. Anfärbung mit Amidoschwarz B in 7proz. Essigsäure.
Entfärbung mit 7proz. Essigsäure (7).

Kolorimetrische Untersuchungen
Kohlenhydrate
Die Hexosen wurden nach der Orcin-Methode (8), die Pentosen
nach DISCHE und SHETTLES (9), die Neuraminsäure nach SVENNER-
HOLM (10) und WARREN (11), die Hexosamine nach CESSI und
Mitarbeitern (12) bestimmt.

Lipide
Die Phosphatide wurden nach FISKE und SUBARROW (13) er-
mittelt. Diese Methode wurde modifiziert durch Erhitzen der
Proben nach Farbentwicklung für 7 Min. bei 100°. Die Chol-
esterinbestimmung wurde nach PEARSON, STERN und Mitarbeitern
(14) durchgeführt.

Proteine
Der Eiweißstickstoff wurde nach KJELDAHL (15) ermittelt, die
Peptid- und Aminosäure-Bestimmung wurde mit der Biuret-
Methode und der quantitativen Ninhydrin-Reaktion ausgeführt.
Die Ninhydrin-Reaktion wurde folgendermaßen vorgenommen:
Lösung a) 21,008 g Citronensäure wurden in 20 ml IN NaOH
gelöst und auf 50 ml mit dest. Wasser aufgefüllt, pH 5,0. Hierzu
wurden 0,8 g Zinn-[II]-chlorid hinzugegeben.
Lösung b) 20 g Ninhydrin wurden in 50 ml Äthylenglykolmono-
methyläther gelöst. Ausführung: Lösung a und b wurden vor
Gebrauch im Verhältnis l: l gemischt. 0,1 ml Probe und l ml
Ninhydrin-Reagenzgebrauchslösung wurden 20 Min. bei 100°
erhitzt. Anschließend wurden 5ml Propanol: Wasser in einem
Mischungsverhältnis l: l (v/v) hinzugesetzt, die Probe 20 Min.
im Dunkeln aufbewahrt und die Extinktionen bei 570 nm ge-
messen.

Hydrolyse und Chromatographie
Aminosäuren
l mg Substanz wurde in 2 ml ON HC1 24 Stdn. bei 100° hydroly-
siert. Die qualitative Aminosäurebestimmung wurde mit der
zweidimensionalen Dünnschichtchromatographie auf Cellulose-
platten 7,5 X 7,5 cm (s. S. 368) durchgeführt. Die quantitative
Aminosäurebestimmung wurde gaschromatographisch nach der
Methode von GEHRKE und Mitarbeitern (16, 17) vorgenommen.
Hierbei wurde das trockene Hydrolysat nach Zugabe von 50 §
Myristinsäure als internem Standard in 1,25 mVal HC1 in Me-
thanol bei Raumtemperatur zu den Aminosäure-Methylestern-
derivatisiert, danach folgte die Umesterung zu den Aminosäure-
Butylestern mit 1,25 mVal HC1 in n-Butanol 150 Min. bei 100°.
Die Trifluoracetylierung wurde mit 0,05 ml Trifluoracetanhydrid
und 0,05 ml Methylenchlorid 150 Min. bei Raumtemperatur oder
5 Min. bei 150° durchgeführt, l—2 ml wurden in den Gaschro-
matographen eingespritzt. Gaschromatographische Bedingungen:
Glassäulen 180 X 0,3 cm^ im Gerät Varian Aerograph 1800.
Säulenfüllung A) 1,5% OV 17 auf Chromosorb G-HP 100 bis
120 mesh, Ofentemperatur: Anfangstemperatur 95°, Endtem-
peratur 200°, Temperaturprogramm 10 Min. Isotherm, 2°/Min.
bis Endtemperatur.
Säulenfüllung B) 0,625% EGA auf Chromosorb W/AW 80 bis
120rnesh, Ofentemperatur: Anfangstemperatur 80°, Endtempe-
ratur 200°, Temperaturprogramm 4 Min. Isotherm 2°/Min. bis
Endtemperatur, 20 Min. Isotherm bei Endtemperatur.

Kohlenhydrate
5 mg Substanz wurden in 2 ml 2N Schwefelsäure' 4 Stdn. bei
100° hydrolysiert. Nach Entfernung der Schwefelsäure als Barium-
sulfat durch Zentrifugation und Ionenaustauscher-Passage über
Dowex 50 X 8 (Säule 10 X 0,8 cm in H+-Form) wurde die Dünn-
schichtchromatographie auf Celluloseplatten wie oben (s. S. 368)
vorgenommen. Die Identifizierung der Neutralzucker erfolgte
mit Anilinphthalat-Sprühreagenz nach Erhitzen auf 100° für
5 Min. (18). Die quantitative Bestimmung der Neutralzucker und
Hexosamine erfolgte nach 4er Methode von YANG und HAKOMORI
(19): l mg Substanz wurde 16 Stdn. in 0,5 ml 0,5N Schwefelsäure
in 90proz. Essigsäure hydrolysiert. Anschließend wurde 0,5 ml
dcst. Wasser zugegeben und erneut für 6 Stdn. bei 80° hydro-
lysiert. Das Hydrolysat wurde über 40 mg Dowex l X 8 in Acetat-
form passiert und der Ionenaustauscher mit 10 ml Methanol
nachgewaschen. Einengung des Eluates unter Stickstoff und
Extraktion des Rückstandes in 2ml Wasser: Chlorof orm =
1:1 (v/v). Die Reduktion erfolgte in SM wäßr. Natriumborhy-
dridlösung, die Reaktionszeit betrug 2 Stdn. Danach wurde mit
Essigsäure neutralisiert, und mit 3ml Methanol: Eisessig =
200: l (v/v) dreimal unter Stickstoff abgedampft und das Borat als
Borsäure-Trimcthylester vertrieben. Anschließend wurde das
Präparat über Phosphorpentoxid im Exsikkator zur Trockene
gebracht. 5 ml Essigsäureanhydrid wurde zugesetzt und 2 Stdn.
bei 100° erhitzt. Nach Zugabe von 2 ml Toluol wurde unter
Stickstoff mehrfach abgedampft, bis das Essigsäureanhydrid
vollkommen vertrieben war. Nach Trocknung wurden 2 ml
Chlorof orm: Wasser = 1:1 (v/v) zugesetzt, die Wasserphase
wurde verworfen, die Chloroformphase auf 0,01 ml eingeengt und
ein Aliquot von 0,001 bis 0,002 ml zur Gaschromatographie ver-
wandt. Die Chromatographie wurde auf einer 3proz. ECNSS-M-
Säule 150x0,3 cm vorgenommen. Säulenfüllung: Gaschrom
Q 100—120 mesh, Temperaturprogramm: Ofentemperatur 180°
Isotherm 15 Min., danach 2°/Min. bis 210° Endtemperatur. Mit
dieser Technik konnten Pentosen, Hexosen, Glucosamin und
Galaktosamin aufgetrennt werden.
Die Molekulargewichtsbestimmung wurde nach der Gelfiltrations-
methode unter Verwendung von Ribonuclease und Protamin-
sulfat als Referenz durchgeführt. Die IR-Spektren wurden von
KBr-Preßlingen mit dem Gerät von Perkin-Elmer aufgenommen.

Antigen-Charakterisierung
Die technischen Einzelheiten der Antigen-Charakterisierung sollen
in einer zweiten Mitteilung ausführlich dargestellt werden.

Ergebnisse
Die Isolierung kleinmolekularer Proteine aus der
Erythrocytenmembran wurde durch Hämolyse in dest.
Wasser bei pH 6,4, Gefriertrocknung, Homogeni-
sierung und Dialyse unter Vermeidung aggressiver
Stromaauf Spaltung vorgenommen und ergab bei 100
Vergleichsuntersuchungen gut reproduzierbare Werte
(Tab. 1). Durch diese schonende Aufarbeitung
wurde die Antigenfunktion des Proteins nicht zer-
stört. Die Gesamtausbeute des Diffusates I/II, ge-
wonnen aus dem gefriergetrockneten und homogeni-
sierten Hämolysat betrug 130—200 mg/200 ml ge-
packte Erythrocyten. Durch Dialyse des nativen
Hämolysates, die vor der Gefriertrocknung durchge-
führt worden war, konnten Na+, K+, Ca++, Amino-
säuren und andere kleinmolekulare organische Sub-
stanzen der Erythrocytenmembran eliminiert werden
(Abb. l a). Durch Gelfiltration an Sephadex G 10 wurde
das Diffusat I/II in mehrere Fraktionen aufgetrennt, von
denen die erste aus klein molekularen Proteinen be-
stand (Abb. 2a). Wurde die Gelfiltration des Diffusates
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Abb. l a und b
Gelfiltration über Sephadex-G 10-Säule
100 0,8 cm, Auftragsmenge 150 mg, gelöst
in 0,5 ml dest. Wasser. Elution mit dest.
Wasser 60 ml/Std. Registrierung Uvicord,

« 280 nmt
a) Diffusat I /II des lyophilisierten und homo-
genisierten Hämolysates von Rh-positiven
Erythrocyten vor Dialyse des nativen Hämo-

lysates. Konserve 151, Blutgruppe ORh-f-

Elutionsvolumen
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100L

m IV VI

b) Diffusat l/U des Hämolysates von Rh-
positiven Erythrocyten, ohne Gefriertrocknung
und Homogenisieren des dialysierten nativen
Hämolysates. Konserve 142, Blutgruppe

A Rh+MN

Elutionsvolumen
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Abb. 2
Gelfiltration über Sephadex-G 10-Säule 100 0,8 cm,
Auftragsmenge 150 mg, gelöst in 0,5 ml dest. Wasser.
Elution mit dest. Wasser 60 ml/Std. Registrierung ·
Uvicord, = 280 nm ( ) und Ninhydrin-Reagenz,

A = 570 nm ( )

a) Diffusat I/II des lyophilisierten und homogenisier-
ten Hämolysates von Rh-positiven Erythrocyten nach
Vordialyse · des nativen Hämolysates. Konserve 163,

Blutgruppe 0 Rh4- (ccDEe) MN

Elutionsvolumen

l
s 50l

100
b) Rechromatographie der Fraktion I

Elutionsvolumen
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Abb. 3
Dünnschicht-Chromatographie auf Fertigpiatten Merck 20 20 cm,
Laufmittel Chloroform:Methanol:Wasser = 65:25:4 (v/v/v). 1. Le-
cithin, 2. Glycyl-Glycyl-Glycin, 3. Fraktion I, 4. Fraktion II nach
Sephadex-G 10-Gelfiltration des Diffusates I/U. Identifizierung

0,25proz. Ninhydrin-Aceton-Sprühreagenz

ohne vorausgegangene Gefriertrocknung und Homo-
genisierung des Hämolysates durchgeführt, dann fehlte
diese proteinhaltige Fraktion (Abb. l b). Hieraus kann
geschlossen werden, daß erst nach Entfernung der für
die Membranstabilität wichtigen Mineralien und durch
die nachfolgende physikalische Behandlung des Stromas
diese Proteine aus dem Stromaverband freigesetzt
wurden, so daß sie durch Dialyse isoliert werden
konnten. Aus 200mg diffusiblem Material erhielten
wir nach Gelfiltration und Refiltration über Sephadex
G 10 20—30 mg der kleinmolekularen proteinhaltigen
Fraktion I (Abb. 2 a, b, Tab. 1). In der eindimensionalen
Dünnschichtchromatographie auf Celluloseplatten war
dieses Protein sowohl mit Ninhydrin als auch mit dem
für Peptidnachweis verwendbaren Chlor-Tolidin-Sprüh-
reagenz als eine Bande dargestellt. Die ÄF-Werte dieser
Bande betrugen 0,05. In der zweidimensionalen Chro-
matographie war es in dem Laufmittel Butanol: Eis-
essig-.Wasser und Phenol:Wasser:Ammoniak mit Nin-
hydrinsprühreagenz als ein Fleck zu identifizieren.
Dieser Fleck zeigte ebenfalls nur eine geringe chromato-
graphische Mobilität (Abb. 3, 4). Auf Celluloseacetat-
Folien und Polyacrylamid konnten nach Sephadex-G 10-
Refiltration elektrophoretisch noch 3 bzw. 6 Banden
dargestellt werden. In dem Fingerprint-Verfahren
zeigte diese Substanz nach hochspannungselektropho-
retischer Trennung bei 1000 Volt ebenfalls noch
3 Flecke, die in der nachfolgenden dünnschichtchro-
matographischen Untersuchung jedoch keine Mobilität
mehr aufwiesen.
Der Proteincharakter konnte mit der quantitativen
Ninhydrin-Reaktion, die gegenüber dem gewichts-
gleichen Aminosäurestandard eine vielfach geringere

\ «$ i/v 6 1C TT

-.' i ero

§
CZ>

Start n.Dimension
Abb. 4

Zweidimensionale Dünnschicht-Chromatographie auf Fertigplatten
7,5 7,5cm des Anti D-hemmenden Proteins. Laufmittel I. Dimen-
sion Butanol: Eisessig: Wasser = 12:3:5 (v/v/v). II. Dimension
Phenol: Wasser: Ammoniak — 160:36:0,9 (v/v/v). Identifizierung

mit 0,25proz. Ninhydrin-Aceton-Sprühreagenz

Intensität ergab, sowie durch die stark positive Biuret-
Reaktion und Amidoschwarzfärbung wahrscheinlich
gemacht werden. Das IR-Spektrum zeigte für Peptide
charakteristische Banden. Der Stickstoffgehalt betrug
14,5%. Der Proteingehalt lag um 90%; Hexosen,
Pentosen, Hexosamine und Neuraminsäure waren
weder durch die oben erwähnten kolorimetrischen
Methoden, durch die Dünnschichtchromatographie
noch durch die gaschromatographischen Untersuchun-
gen nach vorausgegangener Hydrolyse und nach-
folgender Reduktion durch Natriumborhydrid und
Acetylierung nachweisbar. Mit der modifizierten Lipid-
Phosphor-Bestimmung nach FISKE und SUBARROW
fanden wir 0,5—1% Lipidphosphor. Cholesterin oder
Neutralfette waren nicht faßbar, flammenphotometrisch
lagen die Na+-, K+- und Ca++-Werte unter 0,01%.
Da die proteinhaltige Fraktion nach Gelfiltration an
Sephadex G10 elektrophoretisch noch in mehrere
Banden aufgetrennt werden konnte, führten wir eine
Immunadsorption mit gereinigtem Anti D, gekoppelt
an PAB-Cellulose, durch. Mit dest. Wasser eluierten
wir eine Substanz, die keine ScHULTZ-DALE-Reaktion
zeigte. Durch Abspaltung mit 0,1 M Glycinpuffer bei
pH 2,5 erhielten wir das an Anti D absorbierte Protein,
das wir durch Sephadex-G -Passage von dem Gly-
cinpuffer abtrennten. Koppelten wir Anti D-freies IgG
anstelle von IgG Anti D mit PAB-Cellulose, dann wurde
bereits mit dest. Wasser das gesamte Ausgangsprodukt
eluiert. Die aus rh-negativen Erythrocyten isolierten
kleinmolekularen Proteine konnten mit Anti D-PAB-
Cellulose nicht adsorbiert werden. Die Gesamtausbeute
des durch das Immunadsorbens isolierte und mit dem
Glycinpuffer wieder abgetrennte Protein betrug nach
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Or

i 50

100 Elutionsvolumen
Abb. 5

Immunadsorption nach Kopplung von gereinigtem Anti P an PAB-
Cellulose durch Diazotierung. Säule 30 l cm. Elutipn mit Wasser
bei 37° anschließend Elution mit O.lM Glycmpuffer pH 2,5. Elutions-

geschwindigkeit 60 ml/Std. Registrierung: Uvicord = 280 nm
a) Fraktion I des Diffusates I / I I aus dem Hämolysat Rh-positiver
Erythrocyten nach Sephadex-Oelfiltration über G 10. Konserve 162,

Blutgruppe 0 Rh + (CcDee) M
b) Fraktion I des Diffusates I / I I aus dem Hämolysat rh-negativer

Erythrocyten. Konserve 161, Blutgruppe A rh- (ccdee)

Entsalzen an Sephadex G 10 2—3 mg, gewonnen aus
200 ml gepackter Rh-positiver Erythrocyten (Abb. 5).
Dieses Protein war sowohl auf Acetatcellulose-Folie als
auch in der diskontinuierlichen Polyacrylamid-Elektro-
phorese und in dem Fingerprint-Verfahren einheitlich
(Abb. 6, 7).'Der Stickstoffgehalt betrug 14,6%. Das
IR-Spektrum war für Peptide spezifisch (Abb.'S). Das
Molekulargewicht des diffusiblen Proteins lag nach
Gelfiltration mit Vergleichssubstanzen Protaminsulfat
(MG 5—6000) und Ribonuclease (13—14000) um
10000. Nach Hydrolyse des Proteins mit ON Salzsäure
24Stdn. bei 110° wurden dünnschichtchromatogra-
phisch 14 Aminosäuren nachgewiesen, unter denen die
Flecken für Alanin, Asparaginsäure und Lysin am
intensivsten waren (Abb. 9). Das Ergebnis dieser zwei-
dimensionalen Aminosäurechromatographie konnte
durch die quantitative Aminosäurebestimmung mit
gaschromatographischer Trennung der Trifluoracetyl-
Aminosäurebutylester und durch die Amiriosäure-
Analyser-Untersuchungen bestätigt werden. Die Amino-
säure-Untersuchungen zeigten, daß Alanin die höchste

I c
"GOc
<D

Abb. 6 Abb. 7
Abb. 6

Cellulose-Acetat-EIektrophorese. Puffersystem: Natrium-Veronal-Salz-
säure pH 8,6 Laufzeit 120 Min. Stromstärke 3—5 mA.

1. Fraktion l vor Anti D-Immunadsorption, 2. Fraktion I nach Anti
D-Immunadsorption

Abb. 7
Polyacrylamidelektrophorese mit 7,5proz. Trenngel. Trispuffer

pH 8,2 Laufzeit 90 Min. Stromstärke 3 mA pro Gelzylinder.
1. Fraktion I vor Anti D-Immunadsprption, 2. Fraktion I nach Anti

D-Immunadsorption

Start I.Dimension
Abb. 9

Zweidimensionale Dünnschichtchromatographie auf 7,5 7,5 cm
Platten nach Hydrolyse des Anti D-hemmenden Proteins 24 Stdn. bei
120° in 6N HC1. Laufmittel: I. Dimension Butanol: Eisessig: Wasser =

12:3:5 (v/v/v). II. Dimension Phenol: Wasser:Ammoniak
160:36:0,9 (v/v/v)

l.Asp. 2. Glu, 3. Ser, 4. Gly, 5. Thr, 6. Ala, 7. Val, S.Leu, 9. He,
10. Phe, 11. Pro, 12. Lys, 13. Arg, 14. His

Abb. 8
I R-Spektrum des Anti D-hemmenden Proteins,
aufgenommen als KBr-Preßling mit dem Ge-

rät von Perkin Eimer

•20.2
^£.

0.4
LJU

0.6
1,0
15

Wellenlänge [ju,m]
5 6 7 8 9 10 12 15 20 30 50

'4000 3000 2000 1500 1000 800 600 400 200
Frequenz [cm"1]
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Abb. 10
Gaschromatographie der Trif luoracetyl-Amino-
säure-Butylester nach Hydrolyse des Anti
D-hemmenden Proteins (24 Stdn., 120°) in
6N HC1. Glassäule 180 0,3 cm, l,5proz. O V 17

Chromosorb G-HP 100—120 mesh

ASP

GLU

HYPRO

•Retentionszeit

Tab. 2
Aminosäureverteilung in Mol% der Fraktion I des Diffusates I / I I von

Rh-positiven und rh-negativen Erythrocyten

Methode

Phänotyp

Ala
Thr
Gly
Ser
Val
Leu
lie
Cys
Hypro
Pro
Met
Asp
Phe
Tyr
Glu
Lys
His
Arg

Gaschroma-
tographie

CcDee

15,0
7,09
7,73
9,2
9,2

11,27
—
—
—6,54
—7,34

6,44
0,7
6,37
8,31
3,71*
2,67*

Aminoacid-
analyser

ccDee
(Rh-f)

14,1
5,71
9,05
4,00
9,42
8,76
2,00
—
—4,95

1,05
8,95
2,47

1,52
8,74

10,00
3,71*
2,67*

Gaschro-
matographie

ccdee
(rh— )

14,3
5,06
7,42
7,52
8,64

11,42
—
—
—5,26

1,31
7,08
6,2
2,7
8,88
9,35
5,16*
2,04*

Aminoacid-
analyser

ccdee
(rh— )

14,8
4,73

10,3
3,87
9,24
8,17
0,82
—
—5,05

1,46
8,49
3,02
1,86
8,06

10,4
5,16*
2,04*

* Histidin und Arginin konnten gaschromatographisch nicht unter-
sucht werden, da keine quantitative 'Derivat-Bildung stattfand.

Konzentration unter, den neutralen, Asparaginsäure
unter den sauren und Lysin unter den basischen Amino-
säuren besitzt (Abb. 10). Aus Tabelle 2 ist zu ent-
nehmen, daß Leucin bei den Proteinen von Rh-posi-
tiven Erythrocyten erhöht und Histidin vermindert ist
gegenüber den Proteinen, erhalten von rh-negativen
Erythrocyten.
Die quantitative Ausbeute der proteinhaltigen Se-
phadex-Fraktion differierte bei Erythrocyten verschie-
dener Rh-Phänotypen und entsprach den quanti-
tativen Differenzen der D-Rezeptoren-Anzahl, die von
ROCHNA und HUGHES-JONES (20) mit markiertem
y-Globulin bei den einzelnen Rh-Phänotypen ermittelt
worden war (Tab. 3).

Detaillierte Darstellung der Antigen-Charakterisierung
durch den ScHULTZ-DALE-Test nach aktiver und
passiver Immunisierung von Meerschweinchen soll in
einer zweiten Mitteilung abgehandelt werden.

Diskussion
Da seit der serologischen Charakterisierung des Rh-
Systems zahlreiche chemisch unterschiedliche Bestand-
teile der Erythrocytenmembran als Rh-Rezeptor be-
schrieben worden waren, deren Antigen-Eigenschaften
nicht sicher bewiesen werden konnten, erschien es uns
für die Antigen-Isolierungstechnik und den Antigen-
Nachweis notwendig, eine neue Versuchskonstellation
zu wählen. Der Hämagglutinations-Hemmtest zum
D-Antigen-Nachweis kann durch eine Reihe von
Faktoren unspezifisch beeinflußt werden, so daß z. B.
durch Lecithin oder durch Mineralien in hoher Kon-
zentration — Substanzen, die bei der Erythrocyten-
aufarbeitung in beträchtlicher Konzentration anfallen —
eine Anti D-Hemmung vorgetäuscht werden kann. In
der oben geschilderten Versuchsanordnung gelang es
uns, nach Hämolyse des Erythrocyten und durch
erschöpfende Dialyse des nativen Hämolysates und
Gelfiltration des 'Diffusates die aus den Erythrocyten
freigesetzten Mineralien und kleinmolekularen or-
ganischen Substanzen zu entfernen. Nach Gefrier-
trocknung, Homogenisieren und Eliminierung der
Mineralien war die Stabilität des Stromaverbandes
reduziert, so daß ein kleinmolekulares Protein durch
erneute Dialyse aus dem Stroma isoliert werden konnte.
Da wir bei Kühlraumtemperatur arbeiteten und nach
der Dialyse dieses Proteins sofort gefriergetrocknet

Tab. 3
Ausbeute der kleinmolekularen Proteinfraktion in mg pro 100mg Diffusat I/II nach Sephadex-G 10-GeIfiltration bei verschiedenen Rh-Phäno-

typen im Vergleich zu der D-Rezeptorenanzahl pro Erythrocyt bei verschiedenen Rh-Phänotypen

Phänotyp

CcDee
ccDee
ccDEe
CCDee
CcDEe
ccDEE

Genotyp

CDe/cdeCR^)
cDe/cde(R0r)
cDE/cde(R8r)
CDe/CDeCRjR,)
CDe/cDECRiRa)
cDE/cDE(RaRa)

Anzahl der Proben n

11
5
2
2
4 '
2

Kleinmolekulare Protein-
fraktion des Hämolysates in
mg/ 100 mg Diffusat ±5%

6,7
16
8,1

16,2
23
17

Rezeptorenanzahl pro
Erythrocyt*

9900—14600
12000—20000
14000—16000
14500—19300
23000—31000

• 15800—33000

Ermittelt von E. ROCHNA und N. C. HUGHES-JONES (20).
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wurde, ist ein Spaltprodukt durch proteolytische
Membran- oder Bakterienenzyme unwahrscheinlich,
um so mehr, da wir bei 100 Vergleichs unter suchungen
sowohl in bezug auf die quantitative Ausbeute als auch
auf die chemische Zusammensetzung gut reprodu-
zierbare Isolierungsprodukte erhielten. Die D-Antigen-
Eigenschaften dieses Proteins wurden in dem SCHULTZ-
DALE-Test nach aktiver und passiver Immunisierung
mit Anti D in einer großen Versuchsreihe geprüft.
Obwohl dieses Protein nach Gelfiltration an Sephadex
und lonenaustauscherchromatographie einheitlich er-
schien, konnte es durch Polyacrylamid-Disk-Elektro-
phorese noch in mehrere Fraktionen getrennt werden.
Wir führten deshalb zur spezifischen Isolierung der für
die Antigeneigenschaften verantwortlichen Protein-
komponente eine Anti D-Immunadsorption durch.
Nach Kopplung von gereinigtem Anti D mit PAB-
Cellulose durch Diazotierung konnten wir ein Protein
absorbieren, das von dem Antikörper durch O,!M
Glycinpuffer bei pH 2,5 freigesetzt wurde. Dieses
Protein hatte ein Molekulargewicht um 10000. Der
Proteincharakter konnte bei einem Stickstoffgehalt von
14,6% durch die stark positive Biuret-Reaktion bei
geringer Chrqmogenbildung mit Ninhydrin-Reagenz
und vor allem durch das IR-Spektrum bewiesen wer-
den. Da es bei den Untersuchungen mit Fingerprint,
Diskelektrophorese und zweidimensionale Chromato-
graphie einheitlich war, kann ein weitgehend homo-
genes Protein angenommen werden. Nach saurer Hy^
drolyse fanden wir mit der Dünnschichtchromato-
graphie, der Gaschromatographie, der Trifluoracetyl-
Aminosäurebutylester und mit dem Aminosäure-Ana-
lyser 14 Aminosäuren. Aufgrund des niedrigen Mole-
kulargewichtes um 10000 und des hohen Gehaltes an
Lysin (etwa 10%) unterscheidet es sich von anderen
bekannten Serum- und Erythrocytenmembranproteinen.
Kolorimetrische und gaschromatographische Unter-
suchungen ergaben keinen Anhalt für einen Kohlen-
hydratanteil. Cholesterin oder Triglyceride waren nicht-

nachweisbar. Lecithin konnte chromatographisch aus-
geschlossen werden. Die Deutung des geringen Lipid-
phosphorgehaltes von 0,1—0,2% ist noch Gegenstand
der z. Z. laufenden Untersuchungen. Die Ausbeute des
Proteins von 2—3 mg/1 Blut entspricht unter Zugrunde-
legung eines Molekulargewichtes von 10000 der Menge,
die aufgrund der Anzahl von D-Rezeptoren, ermittelt
durch die Anti D-Markierung an Erythrocyten, zu
erwarten war (21). Dieser Befund gewinnt an Be-
deutung, da auch die unterschiedlich große Protein-
ausbeute bei Erythrocyten mit verschiedenen Rh-
Phänotypen mit den von ROCHNA und HUGHES-JONES
(20) ermittelten Differenzen in der Rh-Rezeptoren-
anzahl bei den einzelnen Phänotypen eine gute Korre-
lation zeigte. Auch die unterschiedliche Aminosäure-
relation der durch Gelfiltration isolierten Fraktion bei
rh-negativen und Rh-positiven Erythrocyten könnte
auf eine proteinabhängige Antigen-Spezifität hinweisen.
Die Charakterisierung der D-Antigen-Eigenschaften
wurde mit der ScHUi/rz-DALE-Reaktion nach aktiver
und passiver Immunisierung durchgeführt und soll in
einer gesonderten Mitteilung dargestellt werden. Un-
abhängig vori der hier erwähnten D-Antigenfunktion
dürfte diesem kleinmolekularen Protein jedoch auch
eine Bedeutung in der Struktur der Erythrocyten-
membran zukommen.
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