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Abb.3. Zusammensetzung des Kohlenhydralantells von genuinen Erythrocytenmucoiden und den durch Pronase von intakten Zellen ab-

gelosten Mucopeptiden (in Klammern)

Erythrocytenmucoide Gesamtreduktionswert Neuraminsiure in % Hexosamin

von in % (ber. Methylglykosid) in %

Mensch 15-20 (35-40) 15-20 (20-25) 6-12 (10-15)

(Thr,Ser, Glu) * Galaktose, Mannose, Fucose N-Acetyl-NS N-Acetyl-Galaktosamin
Xylose N-Acetyl-Glucosamin

Rind 40-50 (50-55) 15-20 (15-20) 15-20 (15-20)

(Thr,Glu, Pro) Galaktose, Mannose N-Glykolyl-NS N-Acetyl-Glucosamin

N-Acetyl-NS N-Acetyl-Galaktosamin
Pferd 15-20 (20-25) 15-20 (15-20) 5-6 (5-6)
(Pro,Ala, Thr) Galaktose, Glucose, Mannose, N-Glykolyl-NS N-Acetyl-Galaktosamin

Fucose N-Acetyl-NS N-Acetyl-Glucosamin
Schwein 20-25 (25-30) 5-10 (5-10) 10-15 (10-15) .
Galaktose, Glucose, Fucose, N-Glykolyl-NS N-Acetyl-Galaktosamin
Mannose N-Acetyl-NS N-Acetyl-Glucosamin
= Hauptaminosiuren.

Mucoide von Zelloberflichen sind Biopolymere, d.h.
aufgrund ihres heteropolaren Aufbaus aggregieren sie
leicht in wiBriger Losung. Auf diese Weise kann ihr
Molekulargewicht bis zu 500000 bis 1 Million betragen.

Darstellung und Charakterisierung

Als Darstellungsverfahren (Abb. 2) haben wir seiner-
zeit das Phenol/Wasser-Extraktionsverfahren von WesT-
PHAL angegeben®. Hierbei geht man vom Rohstroma aus
oder aber 16st die kohlenhydratreichen dufleren Muco-
peptide mit Hilfe von verschiedenen Proteasen ab. Auf
derart protease-behandelte Zellen 1dBt sich das Phenol/
Kochsalz-Verfahren leider nicht mehr anwenden, da die
auf der Zelloberfliche verbleibenden Glykoproteinan-
teile lipophil sind und in der Phenolphase verbleiben; wir
sind daher zur Isolierung dieser Strukturen auf andere
Darstellungsverfahren angewiesen, wie sie insbesondere
auch ZAHLERS in seiner ausgezeichneten Ubersicht zu
diesem Thema angegeben hat, wie beispielsweise die von
BLUMENFELD®, MARCHESI? oder MADDY®, POULIK®, um
nur einige zu nennen. Als Methoden der Wahl zur weite-
ren Charakterisierung, insbesondere zum Aufzeigen der
Heterogenitit, haben sich das «Isoelectric Focusing»-

sowie das Polyacrylamidgel - Elektrophoreseverfahren®
erwiesen. Die Rohmucoide zeigen die in Abb.3 zusam-
mengestellten Analysen, wobei wiederum bemerkens-
wert ist, da3 die durch Pronase von intakten Zellen ab-
gelosten Anteile kohlenhydratreicher sind. Unsere Un-
tersuchungen iiber die Einwirkung polymer an Triger
gebundene Proteasen (Abb.2) sind noch im Anfangs-
stadium, versprechen aber weitere Moglichkeiten zum
Abbau und zur strukturellen Untersuchung dieser Gly-
koproteine.

Die in Abb.2 angegebene Alkalibehandlung unterteilt
die prosthetischen Kohlenhydratgruppen dieser Mucoide
in zwei Typen ein, deren besondere Charakteristika in
Abb.4 wiedergegeben sind. Man erkennt, da3 manche
Rezeptoren, beispielsweise die Blutgruppenantigene M
und N, dem einen, der Phytagglutininrezeptor PHA
(Phaseolus-vulgaris-Agglutinin) dem anderen Typ an-
gehoren. So spricht das Fehlen von N—Acetyl-Galakto-
samin fiir eine alkalistabile Bindung der Oligosaccharid-
ketten an das Protein. Dies konnte vor allem von Pep-
PER und JAMIESON?? gezeigt werden, welche mit Hilfe
von zwei verschiedenen Enzymen, Trypsin und Pronase,
zwei vor allem in ihrem Molekulargewicht deutlich unter-
schiedene Glykopeptide von Thrombocyten abspalten

Abb.4. Bindungstypen der Kohlenhydratketten in Zelloberflichen-Glykoproteinen

Typ I Typ 11
alkalilabil alkalistabil Verhalten gegen Alkali
N-Ac-Galm N-Ac-Glum

Threonin, Serin Asparagin

Partner Kohlenhydratseite
Partner Proteinseite -

O-glykosidisch N-glykosidisch Bindungstyp
Menschenerythrocytenmucoid Rindererythrocytenmucoid hauptsichliches Vorkommen
M, N PHA Rezeptoren

5 P.ZAHLER, Experientia 25 (1969) 449.
¢ 0.0.BLUMENFELD, Biochem. Biophys. Res. Comm. 30 (1968) 200.
? V.T.MarcaEsI und E.STEERS, Science 159 (1968) 203.

8 A.H.MapDY, Biochim. Biophys. Acta 117 (1966) 193.
% M.D.PouLik und P.K.LAur, Nature 208 (1965) 874.
10 D.S.PEPPER und G.A.JAMIESON, Biochemistry, im Druck.
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Abb.5. Chemische Zusammensetzung einiger durch Proteasen von Thrombocyten abgetrennten Mucopeptide (JAMIESON)

Mucopeptid Enzym NS-Gehalt Gal GNAc GalNAc Besonderheiten MW

% % % %
GPI Trypsin 22 16 15 15* 6% Pro, 5% Thr, Ser 120000
GP III Pronase 18 15 33 0 10% Mannose, PHA 5000

* alkalilabil, ** alkalistabil

konnten (Abb.5, GP I und GP III). Insbesondere das
GP III ist interessant, da es als Triger des von uns auf
Thrombocyten nachgewiesenen »H A - Rezeptors in Frage
kommt. Etwa die Hilfte der Kohlenhydratgruppen im
GP I sind alkalilabil. Ahnliche «Makroglykopeptide»
erhilt man nach eigenen Versuchen auch aus kernhalti-
gen Erythrocyten.

Oberflichenmucoide und proteolytische Enzyme

Fiir unsere Versuche benutzen wir vier Gruppen von
Proteasen, .die wir auf die Zelloberfliche einwirken
lassen:

I. Tierische
Elastase 1)
II. Pflanzliche Proteasen (Papain, Bromelin, Ficin)
III. Pilzproteasen (Tritirachium album LIMBER)
IV. Bakterienproteasen (Pronase, Subtilisin, Thermo-
lysin)

Proteasen (Trypsin, Chymotrypsine,

Sie alle wirken in unterschiedlicher Weise, was die Menge
der abgetrennten Mucopeptide anbetrifft, auf die Ober-
flichenglykoproteine verschiedener Zellen!l. Besonders

Abb. 6. Einige wesentliche Merkmale protease-behandelter Zellen

1. Reduktion des NS-Gehaltes!2.

2. Verringerung der elektrophoretischen Beweglichkeit (Aus-
nahmen!)12,

3. Ahnlichkeit mit bestimmten Zellen mit Oberflichenanoma-
lien, die den Glykoproteinanteil betreffen: Blutgruppenanti-
gene En (a-), Mk des Menschen (Erythrocyten)!3, Zellen bei
der Paroxysmalen Nichtlichen Hidmoglobinurie (PNH)
(Erythrocyten und Thrombocyten).

4. Agglutination durch «inkomplette» Antikorper (d.h. solche,
die aufgrund der topographischen Tiefenlage des betreffen-
den Rezeptors, wegen der Dicke der dulleren Glykopro-
teinschicht der Zelle, wegen des hohen Zetapotentials der
Zellmembran oder wegen ihrer eigenen MolekiilgroBe nor-
malerweise nicht agglutinieren kénnen) tierischer (z.B.
Anti-Glykolipoid Seren) sowie pflanzlicher (Soja hispida
u.a.) Herkunft1415,

5. Abschwiichung bestimmter Antigene des M-, N- oder HD-
Blutgruppensystems bei (menschlichen) Erythrocytenl®
oder auch des Thrombocytenantigensystems?0,

6. Ahnliches serologisches Verhalten wie Tumorzellen, vor
allem was die Topographie der Tumorzellmembran anbe-
trifft (beispielsweise bei den durch Tumorviren transfor-
mierten Zellen1?1819), - - - T

11 G,UHLENBRUCK und G.WINTZER, in Blood and Tissue Antigens,
Academic Press, New York 1970, S.289.

Abb.7. Verschiedene Aspekte der Topographie von Rezeptoren
auf der Zelloberfliche

I. Die Areal-Topographie: Verteilung verschiedener Rezep-
toren in verschiedenen Arealen der Zelloberfliche.

Nachweismethoden:

a) Der «Blocking»-Test. Die Besetzung eines Antigens
mit einem Antikérper blockiert die Besetzung eines
engbenachbarten Antigens mit einem Antikorper?20.

b) Mit Hilfe ferritin-markierter Antikérper, wodurch
in dem elektronenmikroskopischen Bild die Vertei-
lung der Rezeptoren sichtbar wird 2.

II. Die Cryptantigen-Topographie: Verteilung verschiedener
Rezeptoren in verschiedenen Tiefenschichten der Mem-
bran?2,

1. Cryptantigene 1.Ordnung.

a) Vor Pronase-Behandlung: Nachweis durch Aggluti-
nation direkt nicht méglich, jedoch Absorption, und
damit Blockierung des Antigens moglich.

b) Nach Pronase-Behandlung: Nachweis direkt durch
Agglutination,

2. Cryptantigene 2.Ordnung.

a) Vor Pronase-Behandlung: Nachweis nicht méglich.
b) Nach Pronase-Behandlung: Nachweis serologisch
jetzt moglich.

interessant dabei ist, daB die so behandelten Zellen eine
gewisse, oft erstaunliche Ahnlichkeit mit Zellen aufwei-
sen, die entweder eine erworbene oder erbliche Oberfli-
chenanomalie haben oder aber maligne entartet sind.
Die in der folgenden Zusammenstellung (Abb. 6) auf-
gefiihrten wesentlichen Punkte 1,2,4 und 5 gelten daher
sowohl fiir protease-behandelte Zellen als auch fiir
Tumorzellen und bestimmte Blutzellen (Erythrocyten,
Thrombocyten) mit Oberflichenanomalien.

Die Proteasebehandlung von Zellen greift somit tief in
die Oberflichenglykoproteinstruktur ein. Wichtig ist,

12 G,V.F.SEAMAN und G.UHLENBRUCK, Arch. Biochem.100 (1963)
493.

13 S.NORDLING, R.SANGER, J.GAviN, U.FuruBJELM, G.MYLLYLA
und M.N.MEeraxas, Vox sang.17 (1969) 300.

14 J.KOSCIELAK, S. HAkoMORI und R. W. JEANLOZ, Immunochemistry
5 (1968) 441.

16 G.UrLENBRUCK und O.Prokop, Ditsch. Med. Wschr. 92 (1967) 940.

16 D.RoELCKE und G. UHLENBRUCK, Z. Immunforsch. 138 (1969) 273.

17 M.M.BURGER, Proc. Nat. Acad. Sci. UsA 62 (1969) 994.

18 M.INBAR und L.Sacas, Nature 223 (1969) 710.

19 P,HAYRY und V.DEFENDI, Virology 41 (1970) 22.

20 E.A.Boysg, L.J.OLp und E.StocKERT, Proc. Nat. Acad. Sci. 60
(1968) 886.

21 T, Aok1, U.HAMMERLING, E. DE HARVEN, E.A.BoYSE und L.J.
OvLp, J. Exper. Med. 130 (1969) 979.

22 G.UHLENBRUCK, Naturwiss. Rdsch. 23 (1970) 361.
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Abb.8. Drei Blutzelltypen (Erythrocyten) im Hinblick auf ihre Ladung (Zetapotential)

Blutkérperchen Anderung der elektrophoretischen Beweglichkeit nach
Pronase-Behandlung Neuraminidase-Behandlung
Mensch —50% —80%
Rind — 0% —70%
Katze +30% —60%

Abb.9. Der NS-Gehalt von Tumorzellen und sein Einfluf3 auf das Zetapotential

NS-Gehalt der Zellmembran Zetapotential Mégliche Interpretationen
I. Normal oder erniedrigt erhoht a) Mehr NS kommt an die Oberfliche
b) Verschwinden kationischer Gruppen
c) beides
I1. Normal oder erhsoht erniedrigt a) NS verschwindet in Crypten der Oberfliche

b) Vermehrung kationischer Gruppen
c) beides

daBl man dabei unterscheiden muB}, daB ein Teil der Gly-
koproteinketten — und das gilt sowohl fiir NS-haltige als
auch fiir «neutrale» nicht-NS-haltige Glykoproteine der
Zelloberfliche und ihrer glykoproteingebundenen Anti-
gene (MN) — abgelost wird, ein anderer jedoch auf der
Zelloberfliche verbleibt; aber es scheint auch hier Aus-
nahmen zu geben 1. Auf diese Weise wird auch die Topo-
graphie von Rezeptoren der Zelloberfliche entscheidend
beeinflufit, wie aus der néichsten Abbildung (Abb.7) er-
sichtlich ist. Man erkennt leicht, daB die hier aufgezeig-
ten Cryptantigene 1.Ordnung durch die oben schon er-
wihnten «inkompletten» Antikérper erfaBt werden.
«Inkomplette» Antikérper (z.B. Rh-Antikorper) bei
menschlichen Erythrocyten konnen agglutinierend wir-
ken, wenn die Ladung durch Protease- oder Neuramini-
dasebehandlung der Zellen herabgesetzt ist 2. Dies spielt
aber weniger bei tierischen Blutkérperchen eine Rolle,
hier ist oft entscheidend, daBB wesentliche Mengen des
meist stdrker ausgebildeten Glykoproteinmantels abge-
tragen werden. Besonders auffillig ist dies beim Rind,
wo durch Pronasebehandlung die Ladung nicht absinkt
— trotz der Abspaltung NS-haltiger Mucopeptide —, aber
die Agglutination durch vorher nicht-agglutinierende
(«inkomplette») Antikérper erméglicht wird. Bemer-
kenswert sind die Ladungsverhiltnisse bei Katzenery-
throcyten: Hier steigt die Ladung aufgrund der in der
Tiefe gelegenen Gangliosidstrukturen nach Pronase-
behandlung sogar an, weil die tiefergelegenen sauren
Glykolipoidgruppen nunmehr an die Oberfliche kom-
men und elektrokinetisch aktiv werden, wie wir an einem

Modelibild ausfiihrlich erklirt haben1l.

Tumorzellmembran und iuflere Glykoproteinschicht

Diese drei Ladungstypen sind in der folgenden Ab-
bildung (8) noch einmal zusammengefaBt. Neuraminidase
senkt in der Regel bei Blutzellen immer das Zetapotential
(z.B. auch bei Thrombocyten), aber es gibt wichtige

Ausnahmen, beispielsweise Leberzellen, bei denen zwar
durch Neuraminidase NS abgetrennt wird, jedoch keine
Anderung des Zetapotentials stattfindet. Wir stellen
uns vorl! (siehe dort auch ausfiihrliche Literaturhin-
weise und Abbildungen), da vorher elektrokinetisch
inaktive NS erst dann elektrokinetisch zur Geltung
kommt, wenn sie, die Leberzelle, zur Tumorzelle wird.
Jetzt steigt die Ladung auf Kosten des Nach-oben-Kom--
mens dieser vor der malignen Umwandlung tieferge-
legenen NS-Gruppen an, wir haben mithin ein #hnliches
Phinomen wie bei den Katzenerythrocyten nach Pron-
ase-Behandlung!l. Neuraminidase-Behandlung kann
diese « Uberschuﬁladung» wieder reduzieren.

Um diese Phinomene, insbesondere bei Tumorzellen,
zu deuten, mufl man sich vor allem iiber den Begriff
des Zetapotentials klarwerden und auch den Einflul
kationischer Gruppen mitberiicksichtigen®. Aufgrund
unserer eigenen Konzeption und der von WarLaca®
sowie der Befunde anderer Autoren2 méchten wir die
Ladungsverhiltnisse an Tumorzellmembranen, an denen
die duBeren Glykoproteinstrukturen maBgeblich beteiligt
sind, wie folgt (Abb. 9) interpretieren.

Neben diesen topographischen «Verwerfungen» auf
der Tumorzelloberfliche, wodurch die Deletion, also das
Verschwinden eines Antigens, nur vorgetiuscht werden
kann, gibt es aber auch echte Deletionen und Antigen-
Neuerwerbungen, die iibrigens ebenfalls durch topo-
chemische Ursachen vorgetiuscht werden konnen. Viele
von ihnen, wie die PHA, A-like oder die MN-Rezeptoren,
sind wiederum in der dufleren Glykoproteinfraktion vor-
handen. Eine Zusammenstellung der uns aus der Lite-
ratur bekannten Befunde, wobei vor allem das Auftreten
fucosehaltiger Glykolipoide mit Blutgruppenaktivititen

2 W.PorrAck und R.P.RECKEL, Int. Arch. Allergy 38 (1970) 482.

24 D.F.H.WALLACH, in Current Topics in Microbiology and Immun-
ology, Vol.47, Verlag Springer, Berlin/ Gottingen/ Heidelberg 1969,
S.152. : )

2 G.M.W.Cook und W.JACOBSON, Biochem.J.107 (1969) 549.
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3. Der «red cell linked antigen»-Test nach Coomns33,
Dieser Test beruht ebenfalls auf dem «Verschwinden»
von Antigen - Antikérper - Komplexen in den Glyko-
proteinschichten der Zellmembran. Er basiert darauf,
daB ein «inkomplett» gebundener Antikérper als Tri-
germolekiil fiir ein Antigen dient. Dieses wird somit auf
die Zellmembran gebracht und kann durch nachfolgende
Addition des spezifischen Antikorpers, je nach Dicke der
Glykoproteinschicht, direkt oder erst nach Zugabe von
Anti-Globulin (Anti-Antikérper) bzw. Anti-Globulin-
Globulin-Briicken (sogenannte Sandwich-Technik) durch
Agglutination nachgewiesen werden. Der Vorteil des
Anti-Globulin-Zusatzes ist der, dall man auf diese Weise
gleichzeitig auch die Natur des betreffenden Anti-
korpers aufzeigen kann, je nachdem, ob man ein Anti-
IgG, Anti-IgM oder Anti-IgA usw. zugibt. Auch Zusatz
des Antigens konnte gelegentlich, wie bei dem vorher-
gehenden Test,” zur Agglutination fiihren. Als Triger-
molekiil eignen sich auch Lektine (Phytagglutinine) aus
Pflanzen 34,

In diese Gruppe gehért nicht nur die klassische Anti-
globulin-Reaktion zum Nachweis «inkompletter» Anti-

kérper, sondern auch verschiedene Variationen in Form

der «mixed antiglobulin»-Reaktion, bei der zwei Zellen
mit «inkomplett» gebundenen Antikérpern, unabhingig
von der Natur des erfafiten Antigens, miteinander ver-
bunden werden, sowie die «mixed conglutination», bei
der das von den «inkompletten» Antikérpern gebundene
Komplement durch ein Anti-Komplement (Conglu-
tinin) erfalt wird und — wiederum unabhingig von der
Art des durch die Antikérper entdeckten Antigens — zur
Briickenbildung, oft zwischen zwei verschiedenen Zellen,
fithrt (Ubersicht bei CoomBs und FrRaNks35).

4. Bakterielle Lipopolysaccharide (LPs) konnen sich,
sehr wahrscheinlich mit Hilfe ihrer Lipoidkomponente,
auf Erythrocyten auflagern, etwa 10000 bis 100000 Mo-
lekiile pro Zelle. Zusatz von den korrespondierenden
anti-bakteriellen Antikérpern fiihrt dann zur Aggluti-
nation?¢, Benutzt man jedoch Alligator-Erythrocyten zu
diesem Test, so bleibt die Agglutination aus?, weil sich
die betreffenden Antikérper «inkomplett» verhalten.
Behandlung mit Proteasen hebt das Phinomen auf36;
hierbei werden, wie wir feststellen konnten, grofiere
Mengen NS-haltiger Mucopeptide entfernt. Wahrschein-
lich kénnen sich auch bestimmte Glykolipoide in dieser
Weise «inkomplett» aufladen. Die LPs eignen sich
auch als Carrier fiir den unter 3. beschriebenen Testan-
satz34,

5. Hover? fand, dafl, wenn man Sulfanilsiure an
Erythrocyten kuppelt, sich die elektrophoretische Be-
weglichkeit dieser Zellen nicht dndert und dies, obgleich

3 R.R.A.Coomss, in Immunological Methods, Blackwell Scientific,
Oxford 1964, S.397.

3 (C.J.SANDERSON, Immunology 18 (1970) 353.

3 R.R.A.CooMBs und D.FRrANKS, Progr. Allergy 13 (1969) 174.

3¢ E.NETER, E.CoHEN, O. WESTPHAL und O.LUDERITZ, J. Immunol.
82 (1958) 85. )

37 L.W.HovER und N.C.TraBoLD, J. Clin. Investig. 49 (1970) 87.
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bis zu 2 Millionen dieser sauren Gruppen pro Zelle aufge-
laden worden waren. Dies demonstriert, daB solche Grup-
pen in tieferen Crypten oder Tiélern der Membran gebun-
den werden. Die kiinstlichen Rezeptoren konnten durch
Antikorper direkt nachgewiesen werden, befinden sich
aber offenbar nicht in Nihe der dort auch gelegenen Gly-
kolipoidstrukturen, da der Titer von Anti-B (Blutgrup-
penantigen B ist ein Glykolipoid) beispielsweise nicht
beeinflufit wurde?’.

Wir méchten dennoch annehmen, dafl nach Protease-
Behandlung derart beladener Zellen die elektrophoreti-
sche Beweglichkeit stark ansteigt (dhnlich derjenigen
der schon erwihnten Katzenerythrocyten) und daf
auch der Aggregationstiter dieser Zellen mit basischen
Polymeren (Polylysin, Polybren, Protamin u.a.) weit
itber den Titer normaler Zellen hinausgeht38, Diese ba-
sischen Polymere erfassen oft auch tiefergelegene saure
Gruppen mit (und nicht nur NS), so daB ihr Titer keines-
wegs immer parallel mit dem Zetapotential und seiner
Anderung, insbesondere nach Behandlung der Zellen mit
verschiedenen proteolytischen Enzymen, einhergeht?s.
Die Anlagerung basischer Polymere, in der Regel nach
Neuraminidase-Behandlung reduziert3®, spielt eine be-
sondere Rolle bei Tumorzellen und bei dem nun im fol-
genden zu besprechenden Phinomen39% 40,

6. Basische Polymere kénnen nimlich auch, vor allem
bei niedrigerem Molekulargewicht, «inkomplett» an
Zellen angelagert werden, d.h. sie fiithren nicht zur
Aggregation, oft auch nicht zur Reduktion des Zeta-
potentials, und lassen sich nur durch Antikérper gegen
sie oder durch saure Polymere indirekt unter dem Bilde
der Agglutination bzw. Aggregation (durch Heparin
beispielsweise) nachweisen4l.

Alle Phinomene 1 bis 6 werden durch teilweise (pro-
teolytische) Abtrennung der dufleren Zellglykoproteine
aufgehoben, man kann sie aber kiinstlich wieder indu-
zieren, wenn man an Stelle des Glykoproteinmantels
oder zusitzlich einen entsprechenden «coat» aus Bak-
terienpolysacchariden (Vi-Antigen) aufbaut?2. Eine
dicke duBere Glykoproteinschicht kann auf diese Weise
sogar noch durch eine noch dickere Polysaccharidschicht
iibertroffen werden, so dafl fast alle Antikérper «in-
komplett» reagieren und fiir derartige Tests zu gebrau-
chen sind 4%

3 G.UBHLENBRUCK, G. WINTZER und R. WERSDORFER, Z. Klin. Chem.
5 (1967) 281.

3 J.N.MEe=nrisa1, Europ.J.Cancer 5 (1969) 427.

40 M.M.YARNELL und E.J. AmBRoSE, Europ. J. Cancer 5 (1969) 255.

41 R.Vo0IGTMANN und G.UHLENBRUCK, noch unveréffentlicht.

42 R.CePPELLINT und M.LANDY, J. Exper. Med. 117 (1963) 321.
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lus-vulgaris-Lektin serologisch erkannt wird. Die Bin-
dung dieser Oligohexosidkette erfolgt iiber N-Acetyl-
Glucosamin—Asparagin, ist also alkalistabil. Ebenso
verhilt sich gegeniiber Alkali dasjenige Oligosaccharid,
welches fiir die Myxovirusinhibitoreigenschaft mensch-
licher Erythrocytenmucoide verantwortlich ist63.
Unklar ist noch die genaue Strukturformel der M-
und N-Blutgruppenantigene, denn merkwiirdigerweise
haben beide den gleichen NS-Gehalt?, obwohl SprIN-
GER? als auch wir?® fanden, dal am Aufbau der N-
Blutgruppensubstanz D-Galaktose eine maf3gebliche
Rolle spielt, denn der Vicia-graminea-Lektin-Rezeptor
dieses Antigens wird sowohl durch Galaktose-Oxydase
als auch durch B-Galaktosidase zerstort? 75, wihrend
Ganglioside mit endstindiger p-Galaktose B GalNAc-

Struktur hemmwirksam sind ?>. Wir konstatierten aufler-
dem, daf} der NS-Gehalt von NN- und MM- Erythrocyten
gleich ist und daf3 beide nach Neuraminidase-Behandlung
auch in gleicher Weise mit dem Agglutinin aus Helix
pomatia reagierten’®, also subterminales N-Acetyl-p-
Galaktosamin keine Rolle bei diesen Antigenen zu spie-
len scheint.

Es ist mithin noch nicht geklirt, in welcher Beziehung
die in MM- und NN-Zellmucoiden vorkommende Ver-
bindung (IV) zur Struktur der M- bzw. N-Antigene steht;
es konnte sein, daB jeweils eine NS bei M (beispiels-
weise die am Galaktosamin) oder N (an Galaktose) fehlt,
was vielleicht im Gegensatz zu der von uns postulierten
Grundsubstanz N stehen wiirde?, aber ein M-Antigen
mit 2 NS-Molekiilen (IV) widerspriche den analytischen
Befunden. Wahrscheinlich ist es so, dafl doch der Kon-
formation dieser antigenen NS-Strukturen eine gréfere
Bedeutung zukommt, wie am EinfluB benachbarter
Aminogruppen eindeutig gezeigt werden konnte?. Die-
ser Gesichtspunkt verdient besondere Beachtung im
Hinblick auf die Entstehung von Neoantigenen M und
N bei maligner Transformation?, und man sollte ihn
auch heranziehen, um Oberflichenladungsanomalien bei
Tumorzellen zu interpretieren80 81,

Probleme zukiinftiger Membranglykoproteinforschung

Die aufgefiihrten biochemischen Resultate auf diesem
Forschungsgebiet sind noch recht. unvollkommen, hier-
hin muf} sich der Schwerpunkt zukiinftiger Forschung
verlagern. So wissen wir noch recht wenig iiber die
Biosynthese dieser ‘Zellmembranglykoproteine, obwohl
erste erfolgreiche Ansitze in dieser Richtung von EYLAR

7 R.H.KATHAN und A.ADAMANY, J. Biol. Cheni. 242 (1967) 1716.

75 G.F.SPRINGER, Naturwiss. 57 (1970) 162.

7% G.UHLENBRUCK, Vox sang.16 (1969) 200.

77 M.KRUPE und G. UHLENBRUCK, Z. Immun. Forsch. 126 (1964) 408.

8 E.L1sowska und A.MorawIECKI, Europ.J. Biochem. 3 (1967) 237.

7 J.T.KassuLkg, H.M.HALLGREN und E.J. Yunis, Amer. J. Pathol.
56 (1969) 333.

8 G.RUHBENSTROTH-BAUER, G.F.FuBRMANN, E.GRANZER, W.KiB-
LER und F.RUEFF, Naturwiss. 49 (1962) 363.

81 J.NaamaN, S. E1sENBERG und F. DoryaNsk1, Lab. Invest. 14 (1965)
1396.
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und Mitarbeitern unternommen worden sind (Uber-_
sichten bei EyLar82, Coox® und Spiro®). Auch die
Beziehungen dieser Glykoproteine zu den Transplantati-
onsantigenen (HL-A) sind Gegenstand intensiver Unter-
suchungen, vor allem ist bemerkenswert, daf3 ein Teil
dieser Histokompatiblititsantigene durch Proteasen von
der Zelloberfliche entfernt werden kann, dennoch wissen
wir iiber die Chemie dieser geradezu typischen Ober-
flichenantigene noch so gut wie nichts®.

Fiir den Virologen sind diese Glykoproteine ebenfalls
nicht uninteressant. So ist bewiesen, dafl das Virus beim
Austritt aus der Zellmembran zelleigenes Material sich
einverleibt, was man auch serologisch nachweisen
kann®. Diese Befunde haben fiir die Immunitit (z.B.
Inkorporation von Blutgruppenantigenen®) und Resi-
stenz gegeniiber Viren (Isoantikérper) eine epidemiolo-
gische Bedeutung. -

Bei alledem, nicht nur bei bestimmten Viruserkran-
kungen, spielt die NS eine nicht unerhebliche Rolle. Die
Bedeutung dieser Sdure fiir die verschiedenen biolo-
gischen Rezeptoren®” und fiir die Ladung der Tumor-
zelle8% 81 abzukliren, ist eine weitere Aufgabe, bei der es
vor allem «spezifisch» von «unspezifisch» zu unterschei-
den gilt24,

NS-haltige Mucopeptide konnten zwar von Tumor-
zellen isoliert werden, aber ihre Beziehung zu «nor-
malen» Zellmucoiden ist noch unklar®8, An dieser
Stelle wiren Stérungen des von EyLArS82 diskutierten
Multienzymsystems von Glykosyl-Transferasen zu un-
tersuchen und auch, inwieweit ihre Spezifitit im Ver-
laufe der neoplastischen Umwandlung verlorengeht,
etwa im Sinne eines Ubergreifens auf die Synthese von
Glykolipoiden und umgekehrt.

In diesem Zusammenhang werden weitere Unter-
suchungen iiber das MN Ss Uu-Blutgruppensystem und
die NS-haltigen Kilteagglutininrezeptoren vonnéten
sein. Gerade im ersten System mufl man sich dariiber
klar sein, daf trotz genetischer Assoziation auf der Ery-
throcytenoberfliche eine riaumliche Dissoziation der
einzelnen Rezeptoren vorhanden ist, daf} also beispiels-
weise die Antigene Ss oder Uu, rein topographisch ge-
sehen, nicht in der Nihe der MN-Rezeptoren gelegen
sind und einzelne Rezeptoren (MN) unabhingig von den
anderen (Ss, Uu) inaktiviert werden kénnen. So ergeben
sich reizvolle Beziehungen zwischen Chromosomen-
«Mapping» und dem topographisch angeordneten Anti-

82 E.H.EYLAR, J. Theoret. Biol.10 (1965) 89 sowie Z. Klin. Chem.,
im Druck (2nd European Symposium on C tive Tissue Re-
search, Hannover 1970, Abstract).

8 G.M.W.Cook, Biol. Rev. 43 (1968) 363.

84 R.G.Spiro, New Engl.J. Med. 281 (1969) 991, 1043.

8 B.D.KamAN und R.A.REISFELD, Transplant. Proc.1 (1969) 483,
Science 164 (1969) 514.

88 G.F.SPRINGER, Transfusion 3 (1963) 233.

8 W.GIELEN, Naturwiss. 55 (1968) 104.

8 O.K.LANGLEY und E.J.AMBROSE, Nature 204 (1964) 53, Bio-
chem.J. 102 (1967) 367.

8 E.F.WALBORG, R.S.LANTZ und V.P. WRAY, Cancer Res. 29 (1969)
2034.
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Abb. 19. Auftrennung verschiedener Schweineerythrocytenmucoide
mit Hilfe der isoelektrischen Fokussierungsmethodik (genaue
Angaben bei®)

Obere Kurve: Sammelblut als Ausgangsmaterial, darunter Blut von
zwei Einzeltieren. Zu Beginn des pH-Gradienten NS-haltige Glyko-
proteine, dann die NS-freien Fraktionen. Absorptionsmessung nach
Lowry-Methode

Welche Bedeutung diesem Polymorphismus allerdings
zukommt, wissen wir heute noch nicht, denn die lebens-
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wichtigen Funktionen der Zelle werden hierdurch wohl
kaum beeinflult, abgesehen von einer Ausnahme bei
Schaf-Erythrocyten, wo eine enge genetische Beziehung
zwischen dem M -Antigen der Zelle (Glykoprotein ?) und
dem Kalium -Transport besteht %, Ansonsten ist der Sinn
dieser genetisch bedingten Variabilitit unklar. Als einzig
bisher bekannte funktionelle Einheiten der Zuferen Gly-
koproteinschicht sind die Enzyme Acetylcholinestera-
se% und ATPase® bekannt. An dem ersteren konnte
kiirzlich eine spezifische «outside»-Markierung demon-
striert werden, die es gestattete, das Enzym selektiv als
zur dufleren Zellmembran zugehorig zu markieren 9.
Die Acetylcholinesterase 1dft sich nicht nur durch Pro-
teasen inaktivieren; sie ist auch fiir das Penicillinbin-
dungsvermogen der Erythrocyten verantwortlich und
ist bei membrandefekten Zellen (pNH, siehe Abb.6)
deutlich vermindert®. Diese Hinweise mogen geniigen,
um zu zeigen, daB} die @ufleren Zellmucoide nicht nur
fir die Ausbildung eines hochst individuellen antigenen
make up der Zelloberfliche und zu ihrem Schutz bei-
tragen — zugleich auch fiir die Koordination im Zell-
verband sorgen —, sondern daneben auch eine Reihe von
wichtigen Funktionen iibernehmen konnen.
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