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Uber die chemische Natur des Blutgruppenfaktors Rh

‘Von WIiLLI SPIELMANN
Aus der Serologizchen Abteilung des Paul-Ehrlich-Instituts, Frankfurt a. M.
(Direktor: Prof. Dr. R. Prigge)

(Z. Naturforschg. 4 b, 284—293 [1949]: eingegangen am 18. Juli 1949)

1. L= wird iiber ein verbessertes Verfahren zur Darstellung reiner, hochwirksamer
Haptenpriparate aus menschlichem Blut berichtet. Verschiedene Lipoidextraktions-
mittel wurden angewandt und miteinander verglichen. Der &dtherlosliche Extrakt, aus
dem alle wasserloslichen Bestandteile sorgtiltig entfernt waren, wurde mehrmals mit
Aceton gefdllt und die Substanz schlieflich an der Aluminiumoxydsidule chromato-
graphisch gereinigt.

2. Auf Grund der KElementaranalysen, der Loslichkeitsverhidltnisse und anderer
chemischer und physikalischer Eigenzchaften kamen wir zu der Vermutung, dal es sich
bei dem Rh-Hapten offenbar um ein Phosphatid, und zwar wahrscheinlich um ein
Monoaminophosphatid handeln miis=e.

3. Bei der Untersuchung verschiedener handelsiiblicher Lipoide, wie Lecithin, Kepha-
lin und Cholesterin, fanden wir, dall nur das erstere eine starke Rh-Haptenwirkung
nicht nur im Absorptionstest und Komplementfixationstest, sondern auch bei der Rh-
Antikiorper-Absorption im Tierkorper (Meerschweinchen) besitzt. Andere Iso-Agglu-
tinine des Blutes werden nicht beeinflufit.

4. Auf Grund diezer Ergebnisse gingen wir der Frage der Spezifitit der Rh-Haptene
nach. Dabei stellten wir fest, dafl alle untersuchten Untergruppen-Antikorper ungeféhr
in gleichem Mafle von den verschiedenen Haptenpréparaten, ganz gleichgiiltig, welche
Rh-Untergruppe zur Haptenherstellung henutzt wurde, sowie vom Lecithin abgesittigt
werden. Es wird angenommen, daff es sich bei dem Rh-Hapten um ein einheitliches, mit
dem Lecithin verwandtes ubiquitir vorkommendes Phospholipoid handelt, das im all-
gemeinen am Lecithin haftet, wéhrend fiir die streng spezifische Reaktion der roten
Blutkorperchen von verschiedenen Rh-Typen mit den homologen Rh-Antiseren noch
andere, vorliufig unbekannte Faktoren verantwortlich sind. Parallelen zur Wasser-
mann-Realtion werden dargelegt.

urch die Arbeiten von KofBjakow! und

Tribulew? sowie vor allem von Freuden-
herg und Mitarbh.? ist hekannt, daB es sich bei
den Gruppenstoffen A, B und 0 im wesentlichen
um Substanzen mit Polysaccharidcharakter han-
delt, die Stickstoff in Form von Hexosaminen und
Aminosduren enthalten und sich durch einen
hohen Gehalt (etwa 35%) an Galaktose auszeich-
nen. Die Angaben in &lteren Darstellungen, wo-
nach es auch A- und B-spezifische Substanzen mit
Lipoidcharakter geben soll*—*, haben sich als un-
zutreffend erwiesen. Uber die chemische Natur der
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Blutgruppenfaktoren M und N ist noch nichts
Sicheres bekannt; jedenfalls handelt es sich bei
diesen Stoffen nicht um Lipoide, wie durch die
eingehenden Untersuchungen Kofjakows und
Tribulews? feststehen diirfte, da sie nicht
durch Lipoidlésungsmittel extrahiert werden kon-
nen, sondern im allgemeinen nach der Extraktion
noch an den Erythrocyten nachweisbar sind.

Hinsichtlich der chemischen Natur der Rh-
Substanz konnten M. Calvin und Mitarbb.
deren Lipoidnatur wahrscheinlich machen. Sie
stellten bei der Verarbeitung von Stroma himoly-
sierter Erythrocyten fest, daf Rh-Antikérper nur
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durch das Stroma Rh-positiver Zellen gebunden
werden, nicht aber durch das Stroma rh-negativer
Zellen. Die Bindung von Rh-Antikérpern erfolgt
hier also in streng spezifischer Weise. Das durch
Extraktion des Erythrocyten-Stromas gewonnene
Rh-Antigen ist thermolabil; es wird wahrschein-
lich durch Denaturierung seines Trigerproteins
hei 56 ° C innerhalb von 5 Min. zerstort. Aus dem
Stroma konnten die genannten Verfasser zwei ver-
schiedene Stoffe isolieren: das bereits frither von
Jorpes! beschriebene Stromatin und ein bisher
unbekanntes Lipoprotein, das sie Elinin nannten,
und das die Eigenschaften eines Rh-Antigens be-
sitzt. AuBerdem enthédlt das Elinin jedoch in
hohem Mafle A- und B-spezifische Substanzen.
Aus dem Elinin konnten Calvin und Mitarbb. mit
Ather einen Stotf extrahieren, der einen 4—>5-mal
hoheren Gehalt an Rh-wirksamen Substanzen ent-
hielt und bei 56°C vollig thermostabil war, je-
doch durch Zusatz von Protein seine Thermo-
labilitdt wiedergewann. Diese Befunde konnten
von den Autoren jedoch nicht immer reproduziert
werden,

Die Avbeiten iiher die Natur des Rh-Faktors
haben nicht nur theoretische Bedeutung. sondern
sie gewinnen neuerdings auch praktischen Wert
im Hinblick auf die Gewinnung von Rh-Haptenen
zur Prophylaxe und Therapie der Erythroblastose.
IMir diese haufig erwogene Behandlungsmoglich-
keit suchte Siegert®? die experimentellen Vor-
aussetzungen zu schaffen. Durch fraktionierte
Extraktion von menschlichem Rh-Blut mit Alko-
hol, Ather und Aceton lieB sich ein .. Aceton-
faktor gewinnen, der im ..Absorptionstest” in
vitro und in vivo ein gutes Bindungsvermogen fiir
Rh-Antikorper aufwies. Diese
Substanz war frei von Eiweiibestandteilen und
ohne antigene Eigenschaften, so dall man ihr
Haptennatur zusprechen mullite. Diese rohen
Haptenpriaparate zeigten jedoch quantitative Un-
terschiede in ihrem Verhalten, so da Préparate
mit gleichhleibender chemischer Zusammensetzung
und serologischer Wirkungsstirke gesucht wer-
den mufiten. In der vorliegenden Arbeit wurde

agglutinierende
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diese Aufgabe in Angriff genommen. Im Laufe
unserer experimentellen Arbeiten konnten
neue Anhaltspunkte iiber die chemische Natur des
Rh-Haptens gewinnen, so daB schlieBlich die Bin-
dungsreaktion auch mit einfachen chemischen
Modellsubstanzen erreicht werden konnte.

Bei unseren Untersuchungen haben wir uns zu-
niachst nach dem bekannten priaparativen Verfah-
ren zur Isolierung von Lipoiden aus Blutkorper-
chen gerichtet!s.1%3,6.15,

Die Extraktion bei 37°C mit 95-proz. reinem
Alkohol sowie mit Benzol ergab die besten Resul-
tate. AuBerdem wurden Chloroform, Ather, Ace-
ton und Methylenchlorid angewandt. Wir stellten
fest, dall beim Ausziehen mit Benzol oder Benzol-
Alkoholgemischen die Ausbeute an Rh-wirksamen
Lipoiden zwar erheblich geringer ist als bei Ver-
wendung von reinem Alkohol, dali aber die so er-
haltene Lipoidfraktion einen hoheren Reinheits-
grad besitzt und sich leichter von unerwiinschten
Begleitstoffen befreien 1lafit. Dennoch extrahierten
wir meist wegen der besseren Ausbeute und der
Moéglichkeit, die Lipoide nach anderen Methoden
zu reinigen, mit 95-proz. reinem Alkohol. Es er-
wies sich als unnoétig, die Blutkorperchen vor der
Iixtraktion zu h@molysieren. wie es von Calvin
und Mitarbb. urspriinglich empfohlen wurde und
wie es auch Carter!' vorschreibt. Eine un-
mittelbare Extraktion des Haptens aus dem Stroma
nach vorsichtiger Alkoholextraktion bei 4 ° C nach
Carter lieferte schlechtere Ausbheuten und weniger
reine Priaparate. Wiederholt man aber die Extrak-
tion 3—4-mal mit frischem Alkohol, so kann die
Ausbeute an Lipoiden wesentlich erh6ht werden
und der Riickstand ergibt weder mit Ather noch
mit Chloroform nennenswerte Mengen an Lipoiden.

Bei lingerem Stehenlassen des zunéchst klaren
alkoholischen Filtrats bei Zimmertemperatur setzt
sich zuweilen ein flockiger weiller Niederschlag
ab, der aus Kephalin oder d&hnlichen colaminhalti-
gen Phosphatiden besteht und serologisch un-
wirksam ist. Von dem so gewonnenen trockenen
Alkoholextrakt zeigen 1—2 mg in cem héufig
schon eine schwache Rh-Haptenwirkung im Ab-
sorptionstest.

wir

14 Ph. \. Levene u
mistry 33, 111 [1917].

15 K. O hya, Z. Immunitdtsforsch. exp. Therap. 63,
337 [1929].

1 B. B. Carter, Amer. J. clin. Pathol. 177, 646
[1947].

7 B.B. Carter, J. Immunology 1949, 79.
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Es wurde jedoch immer eine weitere Reinigung
angeschlossen durch Ausziehen mit Ather und
sorgfiltige Entfernung des wasserloslichen An-
teils durch mehrmaliges Ausschiitteln der Ather-
l6sung mit Wasser im Scheidetrichter. Die sorg-
faltige Trennung der #dther- und alkohollslichen
oxtraktanteile halten wir fiir besonders wichtig,
da bei den ilteren Haptenpriparaten je nach dem
Feuchtigkeitsgehalt des Riickstandes oder des be-
nutzten Athers in wechselndem Mafle Wasser
mitgeschleppt wurde. Der wasserlosliche Anteil
des Alkoholextraktes wurde nach Abdampfen des
Wassers bei 25°C und 15—20 mm Hg gesondert
untersucht. Es handelte sich dabei um ein-dunkel-
griines Pulver. das zwar eine grolie Menge
Gruppenantigene A bzw. B enthielt, jedoch nur
eine minimale Rh-Haptenwirkung entfaltete. 5 mg
in 1 cem physiologischer Kochsalzlosung waren
notwendig, um die Rh-Antikérper aus einem
Standardserum vom Titer 1:8 (= 3 Stufen) zu
binden.* Gegen blockierende Antikorper war keine
Wirkung festzustellen.

Die itherlosliche Fraktion wurde durch mehr-
maliges Féllen mit Aceton gereinigt. Bei der
Acetonfiallung der Lipoide gingen jedesmal etwa
30% der Lipoidsubstanz verloren. Dieser Verlust
wurde jedoch wegen der dabei erzielten Reinigung
in Kauf genommen. Durch 5-maliges Umfillen
konnten Préparate gewonnen werden, die im Ab-
sorptionstest eine Rh-Wirksamkeit entfalteten, die
das Rohprodukt zuweilen um das Zehnfache iiber-
trafen.

Eine weitere. wenn auch weniger in Erschei-
nung tretende Reinigung konnte durch chromato-
graphische Adsorption an der Aluminiumoxyd-
sdule® erzielt werden, wobei die haptenhaltige
Zone unter der UV-Lampe an ihrer charakteristi-
schen Fluoreszenz gut zu erkennen war. Hier-
durch wurden die gruppenspezifischen Substan-
zen A und B, die sonst die Lipoidfraktion hart-
néckig begleiten, weitgehend entfernt. Die Rh-
Haptenwirkung betrug maximal 10—20 y pro ccm
bei einem 3-stufigen Standardserum.

Sowohl vom Rohprodukt als von verschiedenen
gercinigten Haptenpréparaten wurden Elementar-

* Unter Standardserum verstehe ich ein ahsorbier-
tes Meerschweinchen-Immunserum, das nur Anti-Rhe-
Antikorper enthélt.

18 Die chromatographische Adsorption wurde von
mir im Laboratorium des Chemie-Werks Homburg Ffm.
durchgefiihrt. Ich michte Hrn. Dr. Reuber fiir die

Erlaubnis zur Benutzung der notwendigen Apparate
danken.
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analysen® angefertigt. Der N- und 0-Gehalt nahm
mit zunehmender Reinigung ab, was auf eine
Eliminierung der Aminosduren und Polysac-
charide hindeutet; das Verhéltnis P: N né&herte
sich dem fiir Monoaminophosphatide charakteri-
stischen Wert 1:1. Die Eiweilireaktionen, wie die
Sulfosalicylséureprobe, die Molisch- und Biuret-
reaktion, waren negativ. Cholesterin und &hn-
liche Steroide mit positiver Reaktion nach Lieber-
mann-Burchard waren nur in geringer Menge
(weniger als 2%) in den gereinigten Préparaten
enthalten. Da sie in Aceton leichter 16slich sind
als die Phosphatide, findet man sie im Riickstand
des Atheracetongemisches angereichert, der oft
zu 90% aus Stoffen besteht, die positiv nach
Liebermann-Burchard reagieren, aber serologisch
nahezu unwirksam sind.

Als serologische Testreaktion wurde auller dem
Absorptionstest der Komplementfixationstest in
der quantitativen Versuchsanordnung nach Kol-
mer? durchgefiihrt. Jedoch konnte durch diese
Versuche nicht mit Sicherheit ausgeschlossen
werden, daly es sich bei unseren gereinigten Pré-
paraten, die sich s&mtlich sogar bei 1-stdg. Er-
hitzen auf 100°C als thermostabil erwiesen, wohl
etwa um unspezifische Agglutinations- bzw: Hamo-
lysehemmungen handeln kénnte; zwar wurde die
Agglutination von A- und B-Blutkérperchen so-
wie von M- und N-Blutkoérperchen durch die ent-
sprechenden Antiseren bei Gegenwart des Haptens
nicht eder nur in sehr geringem Grade beeinflufit.
Es konnte jedoch sein, dafl die Rh-Antikorper
eine grofle Affinitdt zu allen moglichen Lipoiden
besitzen. Diese Annahme einer nicht streng spezi-
fischen Wirkung der Lipoide wurde dadurch
unterstiitzt, dafl auch aus dem Serum? und dem
Urin** (2.3 Rh-positiver Menschen Stoffe mit Rh-
Haptenwirkung isoliert werden konnten; ja es ge-
lang sogar, aus alten, vollkommen verdorbenen
ORh-Erythrocyten, die vor Beginn der Extraktion
nicht im geringsten mehr mit Rh-Seren reagierten.
erhebliche Mengen Rh-Hapten zu isolieren.

Um diese Frage der Spezifitit genauer zu kli-
ren, priiften wir zuniéchst verschiedene bekannte
handelsiibliche Lipoide in unseren serologischen
Testversuchen. Da es sich bei dem Rh-Hapten aunf
Grund unserer Analysenergebnisse, der Loslich-

1% Die Elementaranalysen wurden in den Hochster
Farbwerken durchgefiihrt.

20 J A. Kolmer w.Boerner, Approved Labo-

ratory Technique 4th Edition 1945.
2t Unveroff. Untersuchungen von Spielmann.
{ 1
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keitsverhéltnisse und gewisser chemischer Eigen-
schaften®, offenbar um ein Phosphatid handelt,
wurden aufler dem reinen Cholesterin, das keine
Wirkung zeigte, das Lecithin und Kephalin ge-
nau untersucht. Wahrend auch das Kephalin
praktisch keine Rh-Wirksamkeit zeigte, iibertraf
das handelsiibliche Lecithin®* selbst unsere rein-
sten, wirksamsten, aus Blutkérperchen hergestell-
ten Lipoidpraparate, an Rh-Wirksamkeit. Weni-
ger als 10 y in 1 ccm konnen aus einem 3-stufigen
Anti-Rh-Serum die Antikérper vollig absittigen,
wie wir nicht nur im Absorptionsversuch, son-
dern auch im Komplementbindungsversuch nach-
weisen konnten. Auch gegen blockierende Anti-
korper ist es wirksam. Dagegen zeigte es sowohl
gegen A- und B-Antikorper als auch gegen M-
und N-Antikorper in der angewandten Konzentra-
tion keine antikorperbindende Fihigkeit. Die
Handelspraparate wurden durch Umfillen aus
dtherischer Losung in Aceton oder nach der Vor-
schrift von Levene und Rolf bzw. nach
Pangborn?® vor der serologischen Austestung
gereinigt. Auf diese Weise konnten wir bei den
verschiedenen Lecithinpriaparaten zu einer befrie-
digenden Ubereinstimmung hinsichtlich der Wir-
kung auf die normalen agglutinierenden Rh-Anti-
korper gelangen. Dennoch ist es durchaus mog-
lich, daBl kleine Mengen von chemisch @hnlichen
Begleitstoffen fiir die Haptenwirkung verantwort-
lich sein konnen.

Es-ist .also wahrscheinlich, daf das Lecithin
entweder in reiner Form oder in Verbindung mit
geringen Mengen noch unbekannter Begleitstoffe
ebenso wie das Rh-Hapten mit den Rh-Antikor-
pern reagiert. Weiterhin scheint in dem natiir-
lichen Rh-Antigen als wirksamer Haptenbestand-
teil offenbar Lecithin oder ein verwandter Kor-
per, der aber nicht nur an das Rh-positive Blut
gebunden ist, sondern auch in anderen lecithin-
haltigen Geweben verschiedener tierischer Her-
kunft z. B. im Eidotter vorkommt, vorzuliegen.
Dieses ,.Rh-Grundlipoid” reagiert in anndhernd
gleicher Weise mit den Antikérpern aller Rh-
Untergruppen. Bei den Rh-Untergruppenantigenen
konnte man sich dann entweder vorstellen, daf}

22 1y

ber die chemischen Kigenschaften der Spalt-
stiicke der Verseifung sind Untersuchungen im Gange,
die spéter im Zusammenhang veroffentlicht werden
sollen. ’ :

2 Lecithin ex ovo puriss Merck.

2 Ph. A. Levene u. Rolf, J. biol. Chemistry
72, 587 [1927]; M. C. Panghorn, ebenda 137, 540
f1941].
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sich die verschiedenen Untergruppenlipoide nur
sehr wenig voneinander unterscheiden, vielleicht
durch die Struktur ihrer Fettsdurereste, so dal} es
bei der Verwendung der Haptene leicht zu iiber-
greifenden (overlapping) Reaktionen kommt, oder,
was mir als wahrscheinlicher erscheint, dafl ge-
wisse wirksame molekulare Bezirke des glei-
chen Grundlipoids durch Anlagerung bestimmter
spezifischer Eiweillpartialantigene blockiert oder
maskiert werden konnen, so dafl sie mit den ent-
sprechenden Antikérpern erst nach Abtrennung
der Eiweillbestandteile reagieren kénnen. Durch
Denaturierung desTragerproteins wird die Agglu-
tinationsfahigkeit vollkommen aufgehoben. Die
Annahme eines allen Blutarten gemeinsamen
Grundlipoids gibt auch eine Erklirung dafiir ab,
dafl man auch aus altem verdorbenem Rh-posi-
tivem Blut sowie aus Rh-negativem Blut Stoffe mit
Rh-Hapten-Charakter gewinnen kann. Die Tat-
sache, daB man aus alten, mit Anti-Rh-Seren nicht
mehr reagierenden Blutkérperchen leicht, aus
Rh-negativem Blut jedoch nur schwer durch be-
sonders sorgfiltige ausgiebige Extraktion Rh-
Hapten gewinnen kann, spricht nur fiir diese An-
nahme, da man in letzterem Falle durch die
Alkoholbehandlung die meisten Eiweifistoffe vom
Grundlipoid abtrennen mufl. Weiter wird diese
Hypothese dadurch gestiitzt, dafl man mit den von
uns hergestellten Haptenpridparaten sowie mit
Lecithin alle untersuchten -Untergruppenantikor-
per®: Anti-C, Anti-D, Anti-E sowie in geringerem
Grade sogar Anti-c absiittigen kann (andere
Untergruppenseren standen uns nicht zur Ver-
fiigung). Weiterhin haben Longhrey und
Carter? mit ihrem aus Rh-positivem Blut
(ndhere Angaben iiber die Rh-Untergruppen des
zur Hapten-Darstellung verwandten Blutes feh-
len) hergestellten Hapten bei einem Kind, das nur
Anti-E Antikérper besaBl, diese vo6llig neutralisie-
ren und das Kind retten konnen, das ohne diese
Behandlung wenig Aussicht auf Heilung hatte.
Es ist nicht anzunehmen, dafl die Verfasserin zu-
fallig ausschlieflich oder vorwiegend die relativ
seltenen Untergruppen Rh” oder Rh,, die den E-
Anteil enthalten, fiir ihre Hapten-Darstellung
ausgesucht hat, von den noch selteneren Gruppen
Rh, Rh, und Rh"Rh” ganz zu schweigen. Wei-
*» Wir sind Hrn. Dr. E. A. Mourant, The Lister
Institute, London, fiir die Uberlassung der Unter-
gruppenseren zu groflem Dank verpflichtet.

% F. Longhrey u. B.B. Carter
Obstetr. Gynecol. 55, 1051 [1948].

Amer. J.
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terhin spricht fiir diese Annahme, daB wir hei
einem menschlichen Anti-Rh-Serum, das ein typi-
sches ..Prozone Phenomen*?" zeigte, mit einem
schwachen agglutinierenden Anti-C-Anteil, dieser
letztere zuerst, und mit kleinen Haptenmengen ge-
bunden werden konnte. wihrend zur Entfernung
des blockierenden Anti-D-Anteils erheblich g16-
Bere Mengen Hapten notwendig waren.

Als ein weiteres wesentliches Argument fiir
cine echte Haptenwirkung des Lecithins erachten
wir die Tatsache, dafl das Lecithin auch die Anti-
korper bei immunisierten Meerschweinchen invivo
in wesentlich hoherem MafBle bindet, als die aus
Blut hergestellten Haptene. 40 mg Lecithin konn-
ten bei einem 500 g schweren Meerschweinchen
alle spezifischen Rh-Antikorper abséttigen.

Dab es sich sowohl bei unseren aus Blut her-
gestellten Haptenprédparaten als auch beim Leci-
thin um Stoffe handelt. die einer echten Anti-
korperbindung fiahig sind. konnte endlich noch
durch den Agglutininabsprengungsversuch be-
wiesen werden. Diese Absprengung. die. wie
iithlich, bei 56°C vorgenommen wurde, gelang
jedoch bisher nur hei Verwendung eines hoch-
wertigen, agglutinierenden Anti-D-Serums vom
Titer 1: 2562, Der Titer der Absprengungsfliissig-
keit betrug maximal 1:8. Bei Verwendung an-
derer agglutinierender Seren mit geringerem Anti-
korpergehalt (z.B. Titer 1:16) gelang der Ab-
sprengungsversuch nicht. Ebensowenig konnten
die an das Hapten gebundenen blockierenden
Antikorper in AB-Serum oder Gelatinelésung ab-
gesprengt werden. Dennoch konnte auch hier in
vielen Fillen, d@hnlich wie bei der Verwendung
agglutinierender Seren, die Antikorperbindung an
ciner massiven Flockung erkannt werden, wéh-
rend antikorperfreie Seren mit den gleichen
Haptenlosungen nur eine Triibung zeigten.

Aus unseren Versuchsergebnissen glauben wir
schliefen zu diirfen, dal zwar unsere Hapten-
priaparate sowie das Lecithin ex ovo einer echten
Rh-Antikorperbindung fihig sind, dafl die Lipoid-
haptene jedoch nicht allein fiir die Agglutination
der Rh-positiven Erythrocyten durch die entspre-
chenden Rh-Antiseren verantwortlich sind, son-
dern daB hier in wechselndem Mafe noch zusitz-

2 Hattersley u. Fawcett, Amer. J. clin
Pathol. 1947, 695.
» Wir danken Hrn. Dr. Fischoeder, Serag-
Werke Miinchen, fiir die Uberlassung dieses Serums.
2 M. C. Pangborn, J. biol. Chemistry 143, 247

[1942]: 153, 343 [1944]: 157, 691 [1945].
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liche. vermutlich eiweiBldhnliche Partialantigene
eine Rolle spielen. Hier denkt man unwillkiirvlich
an gewisse Parallelititen zwischen dem Rh- und
dem Wassermann-Antigen. Auch bei der Wasser-
mannschen Reaktion reagieren gewisse Lipoid-
antigene in spezifischer Weise mit den Lues-Anti-
korpern insofern. als diese Lipoide unter dem Ein-
fluf der Lues-Spirochaeten (und gewisser ande-
rer Mikroorganismen) aus normalen Organen in
I'reiheit gesetzt und so reaktionsfihig werden.
Diese Wassermannantigene sind nach Pang-
born®* (ebenso wie das Rh-Antigen) Phospho-
lipoide (Cardiolipin), die zur
Wirkung

“ntfaltung ihrer
einen Lecithinzusatz erfordern. Nach
E.und F. Maltaner?® bindet auch das Lecithin
allein unter bestimmten Bedingungen die Lues-
Antikorper aus dem syphilitischen Serum und
gibt so Anlall zu einer positiven Komplementhin-
dungsreaktion. Daneben gibt es auch im lueti-
schen Organismus, wie Gaehtgens?® zeigen
konnte, Antikorper anderer Art, die nur gegen das
Spirochaeteneiweill gerichtet sind.

Jedenfalls ergeben sich beim Studium der chemi-
schen Natur der Rh-Haptene viele interessante
Parallelen zu verschiedenen Gebieten der Serolo-
gie, um deren Erforschung wir uns weiterhin be-
miihen werden.

Experimenteller Teil ,
Praparation von Rh-ITapten®

1. 800 cem einmal gewaschene Rh-positive Erythro-
cyten (Sediment) werden unter Riithren langsam mit
der fiinffachen Menge reinem 95-proz. Alkohol ver-
setzt. Man lift das Gemisch & Tage bei 37°C stehen
und schiittelt tdglich 3—4 Stdn. kridftig auf der
Maschine.

2. Der alkoholizsche Ixtrakt wird von
kirperchenriickstand abgesaugt. Der Riickstand wird
zweckmiflig noch zweimal mit Alkohol extrahiert.
Ein aus der alkoholischen Losung etwa abgeschiede-
ner weifler Niederschlag von Kephalin oder dhnlichen
Substanzen wird vor der weiteren Verarbeitung
durch Zentrifugieren abgetrennt und verworfen. Die
gesammelten alkoholischen Filtrate werden hei 25°C
i. V. zur Trockne gedampft.

3. Der getrocknete Alkoholextrakt wird in Waszer
aufgenommen und erschipfend ausgeithert. Die ge-
sammelten Atherausziige werden mit n/20-ICl und

dem DBlut-

3 B, ou.
[1945].

M Gaethgens, Med. Klin. 1929, 390.

32 Die geschilderten Reinigungsversuche und die
serologische Auswertung der einzelnen Fraktionen
wurden z. Tl in Zusammenarbeit mit R. Siegert
durchgefiihrt.

F. Maltaner, J. Immunology 51, 195
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dann mit Wasser gewaschen, iiber Na»SO, getrocknet
und nach Entfernen des Na»SO, auf etwa 20 cem ein-
geengt.

4. Die schwach gelbe Atherlosung wird langsam
unter Schiitteln mit der finffachen Menge reinen,
eisgekiihlten Acetons versetzt. Nach kurzer Zeit
scheidet sich ein flockiger, weilier, voluminizer Nie-
derschlag ab. Um die Ausbeute an Lipoidsubstanz zu
erhéhen, it man das Gemisch zweckmillig bei 4°C
iiber Nacht stehen. Dann wird zentrifugiert und nach
Entfernen des ,, Abgus=es”, der verworfen wird, im
dunklen Vacuumexsiccator unter CO, bei 40—50°C
getrocknet. Ausb. 500—600 mg.

5. Zur Reinigung des Rohproduktes wird es in
wenig Ather gelost und in der ehen beschriebenen
Weise wieder mit Aceton gefillt. Die Umfiallung ist
4—5-mal zu wiederholen, wenn man Priparate von
anndhernd gleicher Reinheit und serologischer Wirk-
samkeit erhalten will. Aush. 100—150 mg.

6. Anschliefend wurde die Subztanz noch chromato-
graphisch gereinigt. Dazu wurde eine moglichst kon-
zentrierte Haptenlosung in Cyclohexan (z. B. 200 mg
in 2 cem) hergestellt. Diese wurde langsam durch
eine Siule (15X 1,2 em), die zu 3/, mit Aluminium-
oxyd?® gefiillt war, geschickt. Unter der UV-Lampe
konnte man wihrend der Elution gut die Wanderung
durch die Siule beobachten. Die haptenhaltige Zone
zeigte eine blaustichig, milchigweille Fluoreszenz, die
sich von der schwach violetten Eigentluoreszenz des
Aluminiumoxydes und Cyclohexan gut abhob. Im
oberen Teil der Siaule setzte sich ein gelblich fluores-
zierender Anteil fest, der am Aluminiumoxyd sehr
fest haftete und dadurch von der gereinigten Sub-
stanz gut zu trennen war. Da die Elution schwierig
war, gingen wir so vor, dall wir das Aluminiumoxyd
aus dem oberen Teil der Siaule, der die Verunreini-
gung enthielt, verwarfen und das iibrige Aluminium-
oxyd mit abs. Alkohol am Riickfluff auskochten. Die
so gereinigte Substanz wies durchweg einen geringe-
ren N-Wert auf als das nicht chromatographisch ge-
reinigte Hapten, und die serologische Wirkung wurde
etwa auf das Doppelte gesteigert. Auf dieze Weise
konnten wir als Endprodukt 60—80 mg einer hell-
braunen- klebrigen, zuweilen wachsartigen Substanz
isolieren, die sich als hochwirksames Rh-Hapten er-
wies. Die klementaranalysen des Rohproduktes und
der gereinigten Substanzen sind in Tab.1 zusammen-
gestellt.

Durch Umfillen
Rohprodukt = teilweise ge- Endprodukt
 reinigte Substanz |
|
P | 29 — 31 B0 ~— B, 83 — B |
9N | 30 — 32 23 — 24 | 19 — 20
L 0/,C | 56,8 —57.0 | 61,0 —61,3 62.4 —62.6
oo H| 744 748 | 972— 984 | 11,17—11.20
J.Z. | 433 59,2 66,4
|
Tab. 1.

R DES BLUTGRUPPENFAKTORS Rh

Serologische Untersuchungen

Bei der serologischen Austestung der Haptenpripa-
rate wandten wir zunéchst den in einer friiheren
Arbeit ausfihrlich beschriebenen Absorptionsversuch
an. Um genau dosierte Haptenlosungen zu erhalten,
I6sten wir zunidchst eine genau abgewogene Menge
des Haptens in absol. Alkohol, worin es relativ gut
unter schwacher Gelbfirbung lislich ist. Meist arbei-
teten wir mit einer alkoholischen Stammlosung, die
2% Hapten enthielt. Diese Losung verdiinnten wir
mit physiologizcher Koch=alzlosung im Verhiltnis 1:5:
handelte es sich um den Nachweis einer Absittigung
sogenannter monovalenter oder blockierender Anti-
korper, so wurde die alkoholische Stammlisung mit
AB-Serum oder Gelatinelosung im gleichen Verhilt-
nis 1:5 verdiinnt. Wir verwandten dabei nicht die von
Fisk und Gee? angegebene 10-proz. Gelatinelésung,
sondern eine 8-proz., wie sie von der Fa. Biotest in
Frankfurt in dem Handel gebracht wird. Da der
Alkohol als solcher in geringem Grade die Agglutina-
tion unspezifisch hemmen kann, legten wir Wert dar-
auf, Kontrollen mit der gleichen Alkoholkonzentra-
tion wie im eigentlichen Versuch zu verwenden. .

Zunichst sei die Wirksamkeit der verschieden weit
gereinigten Haptenpriparate im Hinblick auf ihr Ver-
mogen, Rh-Antikorper aus Meerschweinchenimmun-
seren zu binden, an einigen Tabellen erliutert. Wir
verwandten einen Abgufl des Anti-Rh-Serums vom
Meerschweinchen (Nr. 79,2) in einer .\usgangsver-
diinnung 1:10. Da die abgestuften Haptenmengen
immer im gleichen Volumen des Lisungsmittels hin-
zugegeben wurden, hetrug die erste Verdiinnungs-
stufe 1:20 (Tab.2).

Auswertung
. Auswertung des Rohproduktes der gereinig-
| | ten Substanz

1201 40 1/80|1/160 1,20 1 40;1,"80[1/!60

1 mg/lcem &
5007/1cem | e e el
250 7 /1 cem
| 1007/1cem
50y/1cem |
25 y/lcem |
Kontrolle ‘
\

+4+ +++ |

Tabh. 2.

Die gruppenspezifischen Anteile A hzw. B, die
bei der Verwendung von A Rh- oder B Rh-Blut den

‘Lipoidsubstanzen immer hartnickig anhaften, konnten
1 g

durch die Reinigungsmethoden erheblich reduziert
werden, wie aus folgenden Tabellen hervorgeht. Als
Beispiel sei die antikorperbindende Wirkung aus B-
Serum durch ein aus A Rh-Blut hergestelltes Hapten
erlautert (Tabh.3 u. 4).

3 Merck (zur chromatograph. Adsorptionsanalyse,
standardisiert nach Brockmann).
3 Fisk u. Gee, Amer. J. clin. Pathol. 1947, 737.
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Rohprodukt
,‘ 1/2 1/4-1 /8‘1/16 1/30 1/&,41103
e N R
?lmg/lccm — _‘_{_{___
500y/1 cem + | = ’ — | — ‘ —_ | — | =
2507/1 ccm T R B I [
Kontrolle ++,++; + 1 + ‘ + _
N R S S
Tab. 3

R E1/4 1/3 ll/lh 1/32] 1/64 1/193
- 1 ‘ 3 ‘

lmg/1 cem = = ‘ - ; — -] =
500y/lcem | + + |+ | — | — } _
250 ¢/l cem | 4+ 1 + + | + | = i == | ==
Kontrolle } +t ‘ 4+ + ‘ + 1 4 | 4 —

| | |

I |

Tab. 4.

Die antikirperbindende Wirkung des Rh-Haptens
auf Seren, die nur blockierende Antikorper enthalten,
war schwicher, aber an verschiedenen Seren in glei-
cher Stdrke nachweishar (Tab.5 u. 6).

Rh-Serum M.: O rh; blockierende Antikirper 1: 64 +;
keine agglutinierende Antikérper

i 1/ 1/4 1/8 [1/16 1/32 1/64
. T |
1mg/1 ccm — — = | = | == == ]
‘ 5007/l cem | + — o — = = |
250 y/lcem | + 4 - — s | == |
100y/1 cem | ++ + + o+ - — |
Kontrolle | ++ + + | + 4+ —
| - S S NS I N S
Tab. 7

und einen blockierenden Anti-D-Anteil, der das Pro-
zonenphénomen *7 zeigte, und einen Titer von 1:1024 +
bei Verdiinnung mit Gelatinelosung besall. Zunichst
sei die Absorption der Antikorper in Gelatinelosung
an Tab. 8 erldutert.

Die Absorption wurde mit mehreren Haptenpripa-
raten bei diesem Serum in der gleichen Weise durch-
gefithrt. Wir hatten jedesmal fast das gleiche Ergeh-
nis; immer wurde zundchst der agglutinierende An-
teil und erst mit erheblich hoheren Haptenmengen
der blockierende Anteil der Antikorper abgesittigt
(Tab.9).

Aufler dem Agglutinationshemmungstest wurde in
vielen Fillen noch der Komplementfixationstest in
der quantitativen Versuchsanordnung nach Kolmer?®
durchgefiihrt. Wir gaben in jedes Rohrchen 0,5 cem
des zu untersuchenden Rh-Serums, 0,5 ccm der Hapten-
verdinnung und zwei Einheiten Komplement vom
Meerschweinchen in 1 cem. Das Gemisch lieflen wir

|
][ E 1/2 5 14 18 1/15i 1/321 1/64 1/128 iiber Nacht im Kiihlschrank })Qi 4°C stehen. Daml
| ! 7 ‘ kam es noch fiir 10 Min. in den Brutschrank (37°C),
1 mg/1 cem { N N L S A | bevor das himolytische Gemisch, bestehend aus 2 Ein-
500;/1 cem | | — | — | — | — | — } _ heiten Ambozeptorlosung (Volumen 0,5 cem) und
250y/lcem | + | + — = :; = | = 0,5 ccm einer 2-proz. Aufschwemmung von Hammel-
100y/1cem | + [ + 4+ |+ | £ | = — blutkérperchen, zugefiigt wurde. Nach 60 Min. Brut-
Kontrolle | I + 0+ | T = schrankaufenthalt wurde die Ablesung vorgenommen.
- : ‘ ——  Zur Bezeichnung der Hiamolysegrade verwandten wir
Tab. 5 die gleiche Symbolik, wie sie bei der Wa.R. iiblich ist.
l Rh-Serum S.: A, rh; blockierende Antikirper 1:256 +; !
1 keine agglutinierende Antikdrper ;
| C1j2 14 1/8 1716 [1/82 1/64 1/128(1/256 1/512
| B | ) T - | - ! - ‘ -
. 2mg/ccm i = - | = \ - = I — — — _
| 1mg/1cem + + | 4 = = = — — —
| 05mg/lcem e + I+ + | <+ < _ —_ —
| Kontrolle ‘ +4+ 4+ ‘ + -+ + + + - —
[ o o o L
Tab. 6.

Das Serum M. und das Serum S. wurden mit Gela-
tinelosung soweit verdiinnt, bis der Titer gerade 1:32
betrug. Dann entfaltete das Haptenpriparat auf beide
Serumverdiinnungen die gleiche Wirksamkeit, wie
Tah. 7 zeigt.

Als weiteres Beispiel sei die Auswertung eines
hochwertigen Anti-Rh-Serums wiedergegeben, das
zweierlei Rh-Antikorper besal: einen agglutinieren-
den Anteil vom Titer 1:8 (wahrscheinlich Anti-C')

In Tab. 10 sei ein Beispiel der Anwendung des
Komplementfixationstestes angegeben. Es wurde ein
Anti-Rh-Serum mit agglutinierenden Anti-D-Koérpern
vom Titer 1:256 und ein gereinigtes Haptenpriparat
aus 0 Rh-positiven Erythrocyten benutzt.

Der Komplementhindungsversuch besitzt jedoch
keine Vorziige im Vergleich zum Absorptionsversuch
(.\gglutinati0n~hemmung\\ehu(h) der auch ebenzo
empfindlich ist. Zwei Tatsachen machen sich jedoch
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Anti-Rb-Serum Kr.| 1/2 | 1/4 | 1/8 |1/16 | 1/82|1/64 |1/128 1/256 1/512 1/1024

BT ] |

| 2mg/lcem — | - ; — ‘ e B + |+ ‘ — ’ — | - |

| 1mg/1lcem — — | - — |+ + |+ + |+ | =

0,5mg/1 cem + - = + |+ + + + + | — |

Kontrolle + + + + ‘ | A \‘ 4+ |+ + + |
.Tab. 8.

Absorption der agglutinierenden Antikérper aus
Serum Kr. (in physiologischer Kochsalzlosung).

Anti-Rh-Serum Kr. | 1/2 | 1/4 | 1/8 | 1/16
| | | | i
j 1mg/1cem J — | A ' — | —
% 5007/1 ccm | — | — | = ' — i
! 1007/1 ccm |+ - | - == |
j Kontrolle | + ‘ i s l - |
Tab. 9.

0,5 ccm Anti-Rh-Serum

+ 0,5 ccm Haptenlisung 1: 1000 + + +
0,5 cem Anti-Rh-Serum )

+ 0,5 ccm Haptenlésung 1: 2000 + +

0,5 ccm Anti-Rh-Serum )

+ 0,5 cem Haptenlosung 1: 5000 +
0,5 ccm Anti-Rh-Serum

+ 0,5 ccm Haptenlsung 1:10 000 —
0,5 ccm Anti-Rh-Serum

+ 0,5 ccm phys. Kochsalzlosung
0,5 ccm norm. A B-Serum

+ 0,5 ccm Haptenlosnng 1: 1000 —

Tab. 10.

als aullerordentlich storend bemerkbar: Konzentrierte
Haptenlésungen (hdufig schon 1:500) gehen oft eine
Eigenhemmung; weiterhin zeigen hochwertige Anti-
Rh-Seren, besonders wenn sie linger aufbewahrt wer-
den, auch ohne Haptenzusatz ein betrichtliches Kom-
plementbindungsvermogen, welches man vor Beginn
des Versuchs durch Absittigung mit Komplement
ausschalten mufl. Schwache Anti-Rh-Seren geben oft
iiberhaupt keine Hémolysehemmung, auch nicht bei
Zusatz der stirksten Haptenkonzentrationen.

Versuche mit Haptenpriaparaten
aus altem, hdamolytischen Rh-Blut
' und aus rh-Blut

Als ein 0 Rh-Blut, das zur Haptendarstellung vor-
gesehen war, wegen Alkoholmangel einmal nicht so-
fort, sondern erst nach 10 Tagen, als es schon himo-
lytisch und teilweise bakteriell zersetzt war, ver-
arbeitet werden konnte, erhielten wir dennoch nach
dem oben beschriebenen Verfahren eine sehr gute
Haptenausbeute mit ausgezeichneter antikérperbin-
_ dender Wirkung. Dieser Umstand veranlafite uns,
eine Portion 0 Rh-Blut (100 ccm) 14 Tage steril im
Kiihlschrank aufzubewahren, so dall es vor der Ex-
traktion teilweise hdmolytisch war und mit Anti-Rh-

Seren nicht mehr positiv reagierte. Dieses Blut wurde
in der gleichen Weise behandelt. Wir konnten nach
zweimaliger Féllung mit Aceton 60 mg Hapten erhal-
ten, das an Wirksamkeit den anderen gereinigten Pri-
paraten nicht nachstand?3s. In Tab. 11 sei nur die Aus-
wertung mit Standardserum (Abgufl 79,6) wieder-
gegeben.

j l/20§]/4011/80}1/160:;1/3202
= ; ’ :
| | |
1mg /1 cem - | = 1 — - | —
500 v/l cem - = - = [F.= |
250 7/1 cem — } |l = = -
100y/1 ccm + | — ! aia - =
507/1cem + | * + . —

Kontrolle + | + - | + =

Tab. 11.

Weiterhin wurde aus A; rh-Blut nach der oben be-
schriebenen Methode ein Haptenpridparat gewonnen,
das zwar auch nach fiinfmaligem Umfillen eine
schwichere Wirksamkeit zeigte, aber aus verschie-
denen untersuchten Anti-Rh-Seren die Antikorper
absédttigen konnte. In Tab. 12 sei nur ein Beispiel
wiedergegeben.

Anti-Rh-Serum 79,6 | 1/20 | 1/40 |1 ,so*g”{,";aa‘

{ i
1mg/cem ' — | - I - | = ]
500 y/1 ccm |+ | — | = ==
| 250 y/1 cem | + | £ ‘ + | =
| Kontrolle B T R l
Tab. 12.

Versuche mit reinen, natiirlichen Lipoiden

Wir untersuchten reine Priaparate von Cholesterin,
Kephalin und Lecithin auf ihre Rh-antikérperbindende
Féhigkeit. Da Cholesterin und Kephalin in unseren
orientierenden Vorversuchen keine serologische Wir-
kung zeigten, wurde nur das Lecithin genauer unter-
sucht. Im folgenden wurde nur das Lecithin puriss.
ex ovo (Merck) ausschlieflich angewandt. (Das Leci-
thin ex cerebro hatte eine erheblich schwéchere Wir-
kung.) Aus den Tab. 13—15 geht hervor, dal das

35 Nach Abschlufl der Arbeit erfahren wir, dafl auch
Carter dazu iibergegangen ist, das Blut vor der Ex-
traktion zur Haptengewinnung eine Woche im Kiihl-
schrank aufzubewahren.



292 CHEMISCHE

Lecithin auch die reinsten, aus
Priparate an Rh-Haptenwirkung

Anti-Rh-Serum 59,6

NATUR

DES BLUTGRUPPLENFAKRKTORS Rh

Blut hergestellten
iithertrifft.

1/20 1/40 1/80  1/160

100 7/1cem |
507/1 ccm ‘
25 v/1 cem
107/1 cem = |

57/1cem + | o+

. Kontrolle + | T

Tabh. 13.

Auch die blockierenden

vgl. Tab. 14).

Antikorper wurden vom
Lecithin erheblich starker gebunden als von den aus
Blutkorperchen hergestellten Priparaten (als Beispiel

Un=cre Lecithinpriaparate zeigten keinerlei Beein-
flussung der Anti-A- und Anti-B- zowie der Anti-M-
und Anti-N-Agglutinine: =elbst Konzentrationen von
5 mg im cem waren unwirk=am. Nuf eine ausfiihr-
liche Wiedergabe der Tahellen =oll verzichtet werden.

Mit Lecithin konnten auch die Rh-Antikérper in vivo
beim Meerschweinchen abgesiittigt werden.

Beispiel: Ein Meerschweinchen (420 g) besalh nach
der Tmmunizierung mit 0 Rh-Blut in =einem Serum
die in Tab. 14 aufgefiihrten Antikiorpertiter.

Aus Tah. 15 geht hervor, dall eine einmalige In-
iektion von 40 mg Lecithin in diesem Falle zdamtliche
spezifischen Rh-Antikorper absiittigen konnte.

Versuche mit Rh-Untergruppenseren

Zum Schlufl seien noch die Reaktionen der ver-
schiedenen Haptenpriparate mit Anti-C + D-Serum
und mit Anti-c-Serum wiedergegehen (Tab. 16 u. 17).

Anti-Rb-Serum Kr.| 1/2  1/4 | 1/8 1/16 1/32 1/61 1/128 1/236 1/512 1/1024
‘ 1 ‘ ; ‘
|  1mg/1cem | = | = - — f — - 1‘ — — — | =
500 ‘,’/ 1 ccm I == e S S - - | — = = I ==
250 /1 ccm = — — - |+ + { - - - ‘ —
‘ 100 ‘,’/1 ccm | — —_— —_ + | + + + 1 £ | - | =
50 7/1 cem + = | = T e AT ‘ + | o+ + —
Kontrolie i + + + o+ ++ | ++ + + +
- S S !
Tab. 14.
| 1/20 1/40 | 1/80  1/160 | 1/320 | 1/640  1/1280  1/2560
i : : ‘
| ARh { =k 1 F++ s -+ [ + =+ ; t -
At | |+ + ol — : | - -
2 Stdn. nach der Injektion von 40 mg Lecithin i. m.
A,Rh - | = — e - ] - —
; A;rh + e — — — == S —
1 24 Stdn. nach der Behandlung
.~ ARh + = — — . - = | =
| A;rh t e — — ] — = - | =
48 Stdn. nach der Behandlung
ARD | 4 5 — ] - — = = -
A,rh + - — — — — — —
4 Tage nach der Behandlung
| A,Rh ' - ‘ - — — — — —
A;rh + + ‘ s — i — — — —
Tab. 15.
Anti-C + D-Serum 1/20 1/40 1/80 1/160|1/320
- , ‘ 1
0,05 Serum + 0,05 Haptenlésung aus 0 Rh-Blut 1 mg/1 cem — i — ’ — i — ==
0,05 Serum + 0,05 Haptenlosung aus 0 Rh-Blut 500 /1 ccm = | = | — | —
0,05 Serum + 0,05 Haptenlosung aus 0 Rh-Blut 100 /1 ccm +. 1 + | = | + =
0,05 Serum + 0,05 Haptenlosung aus A rh-Blut 1 mg/1 cem — 1 - | — | = —
0,05 Serum + 0,05 Haptenltsung aus A th-Blut 500 /1 ccm + | = ‘ = | — ==
0,05 Serum + 0,05 Lecithinlosung. . ... ... 100 7/1 ccm — l — | | — =
0,05 Serum + 0,05 Lecithinlésung . . . ... .. 50 7/1 ccm + | £ = ==
0,05 Serum + 0,05 physiolog. Kochsalzlisung ++ ]‘ I+ | 2

Tab. 16.
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Anti-c-Serum 1/20 1/40 1/80 1/160

0,05 cem Serum + 0,05 ccm Haptenlisung aus 0 Rh-Blut 1 mg/1 cem - | = — —

0,05 ccm Serum + 0,05 ccem Haptenlosung aus 0 Rh-Blut 500 y/1 cem + |+ — —

0,05 ccm Serum + 0,05 ccm Haptenlisung aus A rh-Blut 1 mg/1 cem — | - — —

0,05 ccm Serum + 0,05 ccm Haptenlosung aus A rh-Blut 500 7/1 cem + 1 + — —

0,05 ccm Serum + 0,05 cem Lecithinlsung . .. . . . .. 5007/1 cem — | e == =

0,05 cem Serum + 0,05 cem Lecithinlosung . . . 0. . L. 1007/1 cem £ | == — —

0,05 ccm Serum + 0,05 cem Lecithinlosung . . . . . . .. 50 7/1 ccm = I + — |

0,05 cem Serum + 0,05 ccm physiolog Kochsalzlisung + 0+ + — “

Tab. 17.

| Auswertung des Abgusses ‘ ‘ Auswertung der Absprengungsflissigkeit
S T e e I R = ‘ |
|AbguBverdiinnung | 1 1/2 1/4 | 1/8 1/16 | 1 ‘ 1/2 ’ 1/4 : 1/8 | 1/16
| T - ] |
1 I o+ == = I + o+ = ‘ - = |

II — — - | = — | II + + + £ =

Tab. 18. Tab. 19.

Mit Anti-E-Serum wurden dhnliche ISrgebnisse er-
zielt wie bei der Verwendung von Anti-C- und Anti-
D-Serum. )

Antikorperabsprengungsversuch
Wir benutzten ein agglutinierendes Anti-Rh-Serum
vom Titer 1:256 und folgende Haptenkonzentrationen:
I....10mg Lecithin/0,5 cem Alkohol
+ 2,0 ccm physiolog. Kochsalzlisung

IT . .. .10 mg Lecithin/0,5 ccm Alkohol
+ 0,5 ccm physiolog. Kochsalzlisung

Zu je 0,1 ccm beider Haptenlosungen wurden 0,5 cem
Anti-Rh-Serum gegeben und das Gemisch eine halbe
Stunde lang bei 37°C aufbewahrt. Dann wurde zen-
trifugiert. Die Auswertung des Abgusses bringt Tah. 18.

Der Riickstand wurde zweimal mit eisgekiihlter
phys. NaCl-Lésung gewaschen. Im Waschwasser waren
keine Antikérper mehr nachweisbar. Dann erfolgte
die. Absprengung bhei 56°C. Wegen der Auswertung
der Absprengungsfliissigkeit vgl. Tab. 19.

Bei der Verwendung von Haptenlésungen aus 0Rh-
Erythrocyten war bei der gleichen Versuchsanord-
nung eine schwichere Antikorperabsprengung nach-
weishar.

Untersuchungen iiber die intrazellularen Bakterien
von Pelomyxa palustris Greeff

Von HerBERT KELLER
Aus dem Zoologischen Institut der Universitit Erlangen

(Z. Naturforschg. 4b

s wird eine Methode zur

Zucht und Kultur der

202—297 [1949]: eingegangen am 20. Juni 1949)

intrazelluliren Bakterien von

Pelomyxa palustris Greeff angegeben und deren Fihigkeit, Cellulase zu produzieren,
nachgewiesen. Die Organismen werden bestimmt und Myxococcus pelomyrae und Bac-
lerium parapelomyrae genannt. Die Identitit dieser Keime mit den Symbionten inr
lebenden Tier wird serologizch nachgewieszen.

Seit P. Buchner! und seine Schiiler die
morphologischen Grundlagen, der Symbiose
von Tieren mit Pilzen und Bakterien ausgebaut
haben, zeigte sich eine Fiille neuer Probleme,
deren Losung nicht nur fiir den einzelnen Fall

1P, Buchner,
Jerlin 1930.

Tier und Ptlanze in Symbiose,

bedeutungsvoll ist, sondern dariiber hinaus an
Grundprobleme des Lebens rithrt und deren
Konsequenzen weit iiber das Gebiet der Zoologic
und Biologie hinausreichen.

Die intrazellulire Symbiose, als Spezialfall
einer aufs engste verkniipften Lebensgemeinschaft,
ist verstindlicherweize einer kausalen Erklarung



