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bransuspension wurde so gewghlt, dass im feuchten Prii- 
parat  auf ein Gesichtsfeld des Phasenkontrastmikroskopes 
(Wild; 85 × 10) ca. 50 Erythrocytenmembranen fielen. In 
der 1Regel wurden 2 0sen der untersuchenden Suspension 
mit  der Ose an der Oberfliiche des Objekttr/igers verteilt.  
Die nativen und , t rypsinisierten,  Membranen wurden 
nach unserer Iriiheren Methode hergestellt L 

Resultate. Die Perjods~ure 16ste bis m/500 eine S~ure- 
agglutination und eine deutliche optische Verdickung des 
Randes der Erythrocytenmembranen aus. Die ~trypsini- 
sierten,/vIembranen verhielten sich diesbeziiglich ~hnlich, 
abet  sie waren etwas kleiner. Ein unerwartetes Phgnomen 
ergaben die nat iven Membranen. Sie zeigten im Innern 
der agglutinierten Massen oder in brfickenghnlichen Ver- 
bindungen zwischen den Agglutinaten sehr lange spindel-, 
ziegel- und fadenf6rmige Ausztige, wie in den Mikrophoto- 
graphien (Figur l u n d  2) ersichtlich ist. 

Ausziige konnten in mit  Perjodsiture ~hnlieh behandel- 
ten , t rypsinisier ten,  Erythrocytenmembranen in zahl- 
reiehen" parallelen Untersuchungen selten beobachtet 
werden, wie die Tabelle zeigt. 

Morphologisehe Einwirkung yon H J04 au/ Rindcr-Erythrocyten- 
membranen (spindel-, ziegel-, fadenf6rmig ausgezogene Membranen) 

Vorbehandlung der Zahl der Keine; Schwaehe Starke 
Erythrocyten vor Versuche fragliche Reaktion Reaktion 
der Herstellung Reaktion 
der Membranen 

keine 17 1 6 10 
Trypsin 10 8 2 0 

Ausgezogene Membranen kamen bei den nativen Mem- 
branen, in der Regel in mehreren Pr/iparaten einer Ver- 
suehsreihe, bei m/2 bis m/500 H J O  4 vor. Da diese Re- 
aktion aber in manchen PrXparaten ausblieb, musste die 
Rolle eines mechanisehen Faktors - bei der Herstellung 
der Pr/iparate - angenommen werden. Verschiedene me- 
chanische Einwirkungen wurden vergleichend untersucht. 
Schiitteln mit  normalen Glaskfigelchen und mit  <~ballo- 
tinb~ in der Schfittelmaschine bzw. im elektromagneti- 
schen Vibrator (Mickle) f6rderte die Reaktion;  Ultra- 
schallbehandlung zerst6rte die Membranen. Zweifellos er- 
schienen weniger ,Ausztige,~, wenn die Suspension an die 
Oberfli~che des Objekttr~.gers mit  Kapillarpipette anstelle 
yon 0se aufgetragen und verteil t  wurde. Der quant i ta t iv  
deutliche Unterschied zwischen nat iven und trypsinisier- 

ten Erythrocytenmembranen blieb bei allen Versuchs- 
anordnungen erhalten. Ahnliche Resultate wurden auch 
mit  Menschen- und Schaf-Erythrocytenmembranen er- 
halten. 

Dishussion. Der eine yon uns nahm auf Grund serologi- 
scher Beobachtungen an proteolytisch vorsichtig vor- 
behandelten Erythrocyten an, dass - i m  Gegensatz zu 
friiheren Auffassungen - die Oberfi~che mi t  einer lockeren 
Proteinschicht bedeckt ist 8. Diese Schicht soll in der 
gr6ssten M~tchtigkeit an der Oberft~che der Rindererythro- 
cyten vorkommen;  sie verhindert  sterisch die ]3rticken- 
bildung der Antik6rpermolekiile mit  den Antigenen bzw. 
mit  den Haptenen, die mit  den Proteinen der tiefer liegen- 
den semipermeablen Membran gekoppelt sind. Auf Grund 
der vorliegenden Arbeit ist anzunehmen, dass H J O  4 mit 
d.er lockeren Proteinschicht der Membranoberfl~iche rea- 
giert, wodurch diese fadenf6rmig ausziehbar wird und da- 
durch indirekt sichtbar gemacht werden kann. Die seltene, 
morphologisch iihnliche HJO4-Reaktion der ,trypsinisier- 
ten* Erythrocyten w~re darauf zurtickzuIfihren, dass die 
die Oberfliiehe der Membran bedeckende loekere Protein- 
sehieht nieht bei jeder Trypsinbehandlung restlos entfernt 
wird. 

COFFIN und PICKLES wiesen nach% dass ein Tell der 
durch Perjodat  ~zerstOrten>> D- und S-Antigene durch 
Trypsinbehandlung der Erythrocyten zu aktivieren ist. 
Im  Lichte der in dieser Arbeit berichteten Befunde kann 
auch die Frage gestellt werden, ob in den Arbeiten mit 
(dntaktem~ Erythrocyten jede scheinbare Inaktivierung 
der Blutgruppensubstanzen auf eine oxydierende V¢irkung 
des Perjodations zuriickzuftihren ist, oder abet  auch eine 
sterische Hemmung infolge der Reaktion des Perjodat- 
Ions mit  der lockeren Proteinschicht der Membranober- 
fliiche eine Rotle spieltL 

Summary. M/2 up to M/500 H J O ,  produces a very 
peculiar ducti l i ty of native erythrocyte membranes, 
Whereas a similar effect is hardly observed on the mem- 
branes of trypsin-treated erythrocytes. This observation 
demonstrates indirectly, probably for the first time, the 
morphological existence of a loose protein-layer assumed 
by one of the authors to be present on the surface of 
erythrocytes s. 
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I s o l i e r u n g  und C h a r a k t e r i s i e r u n g  e iner  P r o t e i n -  
s u b s t a n z  der  E r y t h r o c y t e n o b e r f l i i c h e  

MORTON und PICKLES 1 haben beobachtet, dass die Ery-  
throcyten b e i  schonender proteolytischer Behandlung 
partiell verdaut  werden k6nnen, ohne H~imolyse zu er- 
leiden. Die so behandelten Erythrocyten verhielten sich 
bei der H~.magglutination wesentlich anders als die nicht 
behandelten. PONDER 2 nahm an, dass durch Trypsin- 
behandlung der Erythrocyten das Trypsin an der Ober- 
fliiche als eine monomolekulare Schicht aufgelagert wird; 
diese Auflagerung soll in einer spiiteren Phase zur Auf- 
lockerung der Oberfli~che fiihren. TOMCSIK a entwickelte 

die Hypothese, dass die an der Oberfl~che liegende, bei 
manchen Erythrocyten m~chtige, lockere Proteinschicht 
bereits durch eine kurze enzymatische Verdauung entfernt 
wird; dadurch werden gewisse enzymresistente Antigen- 
mizellen ohne enzymatischen Abbau der semipermeablen 
Membran freigesetzt. KLENK et al. 4 beschrieben, dass yore 
lipoidfreien Bestandteil  der Proteine des Rindererythro- 

1 j .A.  MORTON und M. 3I. PICKLES, Nature {Lond.) 159, 779 (1947). 
2 E. PONDER, Blood 6, 350 (1951). 

J. TOMCSIK, Bull. schweiz. Akad, reed, Wiss, 16, 185 (1960). 
4 E. KLENK und W. STOFFEI., Hoppe-Seylers Z. :303, 78 (1956). 
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eytens t romas  Neuramins~ure  abgespal ten  werden  kann 
und als Zel l rezeptor  fungier t .  SPRINGER und  RAeAPORT 5 
fiihrten die Farbenreak t ion ,  die sie m i t  Koh lenhyd ra t -  
reagenzien in einer  par t ie l len  L6sung der  pro teoly t i sch  
behandel ten R inde re ry th rocy t en  beobachte ten ,  auf  Neur-  
amins~ure zurtick. Cook  et al. e gelang es, durch Tryps in-  
behandlung nach  der  Methode  yon  MORTON und  PmKLES 
eine Subs tanz  yon  der  Ery throcy tenober f l / i che  abzuI6sen. 
Sie s te l l ten du rch  Un te r suchungen  mi t  U V - S p e k t r e n  und  
dutch kolor imetr i sche  Bes t immungen  lest, dass die  Sub- 
stanz Sialins/iure enth/i l t .  Der  hohe St icks tof fgehal t  der  
Substanz und die Ninhydr in -pos i t iven  F lecken  in den 
Pap i e r ch roma tog rammen  liessen auf  ein ,S i a lomuco-  
pept id ~> schliessen. 

Keine  Arbe i t  konnte  in der  L i t e r a tu r  gefunden werden,  
wo an der  Oberfli iche der  E r y t h r o c y t e n  eine Pro te in-  
schicht, die m i t  der  Semipermeabi l i t / t t  de r  Zelle nichts  zu 
tun  hat ,  nachgewiesen wurde.  Die  Zielsetzung dieser 
Arbei t  ist, die v e r m u t e t e  Proteinhi i l le ,  speziell  an  der  
Oberflgche der  R inde re ry th rocy ten ,  wo sie, unserer  An- 
nahme nach,  in der  dicksten Schicht  vo rhanden  sein soil, 
mi t  chemischen Methoden  nachzuweisen.  

T e c h n i k .  Zu I vol  gewaschener  R inde re ry th roey ten  
wurden  4 vol  einer  Trypsin lSsung 1 :16000 (Trypsin 
Armour  krist.) gegeben. Diese Tryps inverd f innung  wurde  
auI  Grund  von serologischen Vorversuchen gewghlt ,  in 
denen die H~magg lu t ina t ionak t iv i e rung  durch  verschie-  
dene Konzen t r a t i onen  des Trypsins  un te r sueh t  wurde.  
l :16000-Verdf innung  des krist .  Trypsins  v e r d a u t  die 
Oberf lgchenschicht  der Membran  selbst  in 20% E r y t h r o -  
cytensuspension,  ohne dass die Gefahr  einer die chroma-  
tographische Analyse  s t6renden Tryps inverunre in igung  
vorhanden  w/ire. Tryps in  wurde  in ra/15 SSrensen Phos-  
pha tpuf fe r  p H  8 und in e inem ana  Volumen  physiologi-  
schem NaC1 gel6st. Die Suspension der  E r y t h r o c y t e n  
wurde m i t  der  Trypsinl6sung 30 min  bei 37°C im Wasser-  
bad inkubier t  und nachher  abzentr i fugier t .  Die fiber- 
s tehende Flfissigkeit  war  klar  und sehwach rosa geI~rbt.  
Sie gab  eine nega t ive  Biuret- ,  eine schwache Sulfosalicyl- 
s~iure-, Trichtoressigs/iure- und  eine posi t ive  Ninhydr in -  
reakt ion.  Phospha t -  und Chloridionen waren  nachweisbar .  
Die L6sung wurde  auf  0°C abgeki ihl t  und bei  dieser Tem-  
pe ra tu r  m i t  3 vol  Athanol / )k ther  1:1 ausgefAllt. Der  en t -  
s tandene weisse Niederschlag konnte  in der Ki ihlzentr i -  

fuge bei  3000 U / m i n  bei  0°C w/~hrend 20 rain abzent r i fu-  
g ier t  werden.  E r  wurde  im Vakuumexs ikka to r  fiber P~On 
get rocknet .  

Die Hydro lyse  dieser Subs tanz  wurde  in einer  einge- 
schlossenen Ampul le  im Olbad bei 100°C mi t  kleinen 
Mengen (10-20 rag) ausgefi ihrt .  (Die Hydro lyse  mi t  8n 
H~SO 4 gab keine gu ten  R e s u l t a t e . ) D i e  Hydro lyse  mi t  
6n  HCI w~hrend 2 h zeigte in den  darauf fo lgenden  papier-  
ch romatograph i schen  Un te r suchungen  m i t  N i n h y d r i n  
grosse gelbe Flecken als Hinweis  auf  Polypept ide .  Die  
Subs tanz  konnte  w/ihrend 6-15 h mi t  6n  HC1 bei 100°C 
volls t / indig hydrolys ie r t  werden.  Das H y d r o l y s a t  wurde  
zur  E n t f e r n u n g  des HC1 bei 40°C im V a k u u m  ein- 
get rocknet .  Der  Rf icks tand wurde  in 10prozent igem wAss- 
r igem / t thano l  aufgenommen,  Diese L6sung wurde  zur  
Pap ie rch romatograph ie  verwendet .  

Zur  pap ie rchromatograph i schen  Trennung  des Hydro -  
tysates  wurden  30 L6sungsmi t t e l sys teme  ausprobier t .  I n  
den  meis ten Sys t emen  liefen die Subs tanzen  zu wenig 
wel t  und ergaben niedere T~f-Werte oder  keine ge t renn ten  
Flecken.  

Folgende v ier  L6sungsmi t t e l sys teme  wurden  zur  ein- 
d imensionalen T rennung  des Hydro lysa t e s  mi t  Er fo lg  ver-  
wende t :  

Phenol-Wasser 8: 2 
Methanol-nButauol-Wasser 10 : 10 : 5 
Athanol-nButanol-Wasser 10 : 10 : 5 
)~thanol-nButanol-Wasser-PropionsSure 10 : 10 : 5 : 

Ffir  die zweidimensionalen C h r o m a t o g r a m m e  wurde  das 
H y d r o l y s a t  in folgenden Sys temen  ge t renn t :  

Methanol-nButanol-Wasser 10:10:5/Athanol-nButanol-Wasser- 
Propions/iure 10:10 : 5 : 2 
nButanol-Aceton -Wasser- Difithylamin I0 : I0:5: 2/nButanol-Buta- 
non-Wasser-Dieyelohexylamin 10 : 10 : 5:2 

Zur  En twick lung  der  C h r o m a t o g r a m m e  wurde  Nin-  
hyd r in  verwendet .  Zuckerreagenzien  ergaben keine deut -  
l ichen Resul ta te ,  

5 G.F. SeRZN6ER und M. J. Rar, Ar.oRr, Proe. Soc. exp. Biol. Med. 96. 
lOa (1957). 

6 E. M. W. COOK, D. H. HEARD und E. V. F. SEAM^rCS, Nature 
(Lond.) 188, 1011 (1960). 
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Fig. 1. Zweidimensionale, aufsteigende Chromatographie des Pro- 
teinhydrolysates. 1 == Arginin, 2 = Lysin, 3 = Glutamins/iure, 
4 = Alanin, 5 = Histidin, 6 = Leucin, 7 = Threonin, 8 ~ Phe- 

nylalanin. Indikator: Ninhydrin. 

Butanol 10 
8ufanon ]0 
Wasser 5 
oicyclo- 
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® 

~ Butanol 10 
Acelon 10 
Wasser 5 
Oia~ylamin Z <zX]D 

Fig. 2. Zweidimensionale, aufsteigende Chromatographic des Pro- 
teinhydrolysates. 1 = Arginin, 2 -~ Lysin, 3 ----- Glutamins/iure, 
4 = Alanin, 5 = Histidin, 6 = Leucin, 7 = Threonin, 8 = Phe- 

nylalanin. Indikator: Ninhydrin. 
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Resultate. Die isolierte Substanz ist ein weisses, amor- 
phes Pulver, das gut in Wasser, Salzs/iure, Natrium- 
hydroxid und physiologischem NaC1 t6stich, in AthanoI, 
ji.ther und Aceton unl6slich ist. Die wiissrige L6sung zeigte 
keine Denaturierungserscheinungen bei 100°C. Sie ergibt 
eine negative Biuret-, eine positive Tetrabromphenol- 
phtaleinmethylester- und Ninhydrinreaktion. Bei sero- 
logischen Reaktionen zeigt die Substanz kein charakte- 
ristisches Verhalten, da sie nicht nur mit  verschiedenen 
Kaninchenimmunseren, sondern auch mit normalem 
Menschenserum eine nichtspezifische Prg.zipitationsreak- 
tion gibt. In friiheren Versuchen wurde nachgewiesen, 
dass die aus trypsinisierten Erythrocyten gewonnene 
Fltissigkeit im Kaninchen keine spezifischen AntikSrper 
bildet. Da die Substanz noch betr~ichtliche Mengen an- 
organischer Salze als Verunreinigung enthiilt, konnte 
keine genaue chemische Analyse durchgeffihrt werden. 
Die papierchromatographische Analyse des Hydrolysates 
ergab die folgende AminosXurezusammensetzung: Argi- 
nin, Lysin, Glutamins/iure, Alanin, Leucin, Phenylatanin, 
Histidin und Threonin. 

Diskussion. Die yon der Erythrocytenoberfl~che durch 
Trypsinbehandlung abgel6ste Substanz konnte mit  di- 
rekter Trichloressigs{iurefiillung nicht isoliert werden 
(Verunreinigung durch H/imoglobin). Einengen der Ver- 
dauungsflfissigkeit auf 1/100 des Originalvolumens mit 
einer Proteinkonzentrierungsmethode mittels Poly~ithy- 
lenglycol und - u m  sie yon anorganischen Salzen zu be- 
freien - Dialyse gegen destilliertes \Vasser ffihrte zu keiner 
brauchbaren Konzentrierung der abgel6sten Substanz, da 
wXhrend der Dialyse nicht nur die anorganischen Ionen, 
sondern auch die durch Trypsinbehandlung freigelegten 
Aminos~iuren und die niederen Polypeptide durch die Dia- 
lysiermembran diffundierten. Die beiden erw~hnten Me- 
thoden erwiesen sich zur Reinigung der Proteinsubstanz 
als nicht geeignet. 

Um nachzuweisen, dass die isolierten AminosAuren 
nicht von Trypsin stammen, wurden folgende Versuche 
durchgefiihrt: 1 : 16 000 und 1:54 000 Trypsinverdfinnun- 
gen (Armour-Trypsin krist.) in 6n HC1 wurden 8 h bei 
100°C hydrolysiert. Die Hydrolysate wurden mit  den 
gleichen L6sungsmittelsystemen parallel zu den Protein- 
hydrolysaten papierchromatographisch untersucht. Die 
mit Ninhydrin erhaltenen Flecken waren nicht identisch. 

"W~tssrige L6sungen des Trypsins (Armour-Trypsin 
krist.) wurden in Konzentrationen von 1%, 0,1%, 0,01%, 
0,001% und 0,0001% hergestellt. Zu 1 vol dieser L6sungen 
wurden 3 vol )kthanol-Ather 1:1 gegeben. Ansser in der 
einprozentigen Trypsinl6sung erhielt man damit  keinen 
Niederschlag. Also konnte bei der Ather/Athanol-Pr/tzipi- 
tat ion der yon uns isolierten Substanz Trypsin nicht pr~i- 
zipitiert worden sein. 

Die durch Trypsinbehandlung freigelegte Substanz 
s tammt v o n d e r  sogenannten ~Proteinhiille ~ der Erythro- 

Fig. 3. Eindimensional aufsteigende Chromatographie des Protein- 
hydrolysates. L6sungsmittetsystem: Methanol-Butanol-~,Vasser 

t0: 10: 2, Indikator: Ninhydrin. 

cyten. Sie ist ein Protein oder Polypeptid und kann durch 
S/iurehydrolyse in Aminosiiuren zerlegt werden. 

Summary. Through a modified trypsin t rea tment  of the 
surface of beef-erythrocytes, a substance was isolated with 
precipitation by a mixture of ethanol and ether, which did 
not contain significant amounts of hemoglobin and tryp- 
sin. A 6N HC1 hydrolysate revealed with paper-chromato- 
graphy 8 amino-acids in this substance. The surface of 
beef-erythrocyte membranes is covered with a protein- or 
peptide-layer. 
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Hygiene-Institut der Universitdt Basel (Schweiz), 3. Mai 
1962. 

Zur Frage einer antagonist ischen Wirkung yon 
Herzglykosiden und Nebennierensteroiden am 

Kationentransport der Erythrocytenmembran 

Im Jahre 1957 wurden von SULSER und \¥1LBRANDT 1 
Versuche ver6ffentlicht, nach denen gewisse Nebennieren- 
rindenhormone, besonders die Mineralocorticoide Ald~- 
steron, 9-e-Fluorohydrocortison und Cortexon, der Hemm- 
wirkung von K-Strophanthosid auf den aktiven Kationen- 
transport menschlicher Erythrocyten entgegenwirkten. 

2~hnliche Befunde wurden, offenbar unabh~ngig, yon 
BERNSTEIN ~ mitgeteilt.  Diese Ergebnisse liessen sich je- 
doch in verschiedenen Laboratorien nicht best~ttigen 3, und 
darauf in unserem Laboratorium durchgefiihrte Unter- 
suchungen fiihrten ebenfalls zu negativen Resultaten, die 

1 F. SI:LSER und W. WILBRANDT, Heir. physiol. Acta 16, C37 (1957). 
2 R. E. BERNSTEIN, X. Int. Congr. cell. Biol., Paris (ed. von L'ex- 

pansion seient, fran~aise, 1960), p. 165. 
a I. M. GLYNN, J. Physiol. 186, 148 (1957). 


