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Substanzen mit Blutgriippenspezifitat ABH(0) sind nicht auj' die roten Blutzellen des 
Menschen beschrankt. Sie sind vielmehr antigene, ubiquitare Ober~achenstrulcturen, die 
die Natur als Bauprinzip von Mikroben bis zu Saugetieren beibehalten hat. Sogenannte 
,,praexistierende natiirliche" Antikorper lassen sich experimentell als das Resiiltat ,,stiller" 
Irnrnunisierung durch diese weitverbreiteten Antigene nachweisen. Die blutgruppenspeziJi- 
schen Strukturen der Bakterien sind denen der menschlichen ABH(0)-Substanzen chetnisch 
sehr ahnlich. Die Situation bei den aktiven Substanzen aus hoheren Pflanzen ist komplizier- 
ter; sie geben aujergewohnliche immunchemische Reaktionen, und zwei ihrer blutgruppen- 
spezifschen Monosaccharide prazipitieren Aiztikorper. In jiingster Zeit wurde die Natur der 
M- und N-Blutgruppensubstanzen ails Erythrocytenmembranen aufgeklart, welche zudem 
hervorragende Influenzavirus-Rezeptoren und -Hemmer sind. M- und N-antigene Glyko- 
proteine sind die Hauptsubstanzen des zweiten von mindestens 14 BIu fgruppensystemen 
des Menschen. Das "-Antigen ist die erste physikalisch homogene, chemisch definierte, 
hochblutgruppenaktive Zelloberflachenstruktur menschlichen Ursprungs. Als OberJachen- 
strukturen haben blutgruppenaktive Substanzen Rezeptoreigenschaften, von denen die Blut- 
gruppenspezifitat wohl haujig nur eine von rnehreren ist. 

1. Einleitung 

1m Titel dieser Arbeit wird bewuBt von blutgruppen- 
aktiven Substanzen und nicht von Blutgruppensubstan- 
zenI11 gesprochen, denn das Wort Blutgruppensub- 
stanzen wird heute meist fur die in epithelialen Sekre- 
ten des Menschen und der hoheren Tiere vorkommen- 
den Blutgruppen-A-, -B-, -H(O)- und Lea-spezifischen 
Glykoproteine gebraucht [Z-*J. Die Bezeichnung ,,Blut- 
gruppensubstanz" wird nur durch die historische Ent- 
wicklung, namlich ihre Entdeckung an der Oberflache 
menschlicher Erythrocyten 111, verstandlich; ihre Isolie- 
rung aus epithelialen Flussigkeiten zeigt bereits die 
Fragwurdigkeit dieses Namens. 
Bei blutgruppen aktiven Substanzen handelt es sich 
urn Oberflachenstrukturen rnit Rezeptoreigenschaften, 
die neben der Funktion als Antikorperrezeptoren 
auch andere, physiologisch bedeutendere Aufgaben 
haben konnen [61. In diesen Oberflachenstrukturen ist 
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namlich ein Bauprinzip verwirklicht, das von den 
niedrigsten bis zu den hochsten Lebensformen durch alle 
phylogenetischen Entwicklungsstufen beibehalten wur- 
de [7,51. Die blutgruppenaktiven Substanzen, die weder 
auf das Blut noch auf den Menschen beschrankt sind, 
stellen Kezeptoren im Sinne Paul Ehrlichs dar [9,1OJ. 

Die Funkt ion dieser Substanzen - m a n  kennt beim Men- 
schen 14 Blutgruppensysteme mit weit uber 60 Faktoren - 
ist n u r  teilweise geklart. Ihre  Rolle bei Transfusionenrll,  121, 

Mutter - Foetus - Unvertraglichkeit [13-151, als Bifidusfak- 
tor  [16,171 und die Beziehung z u m  Intrinsicfactor [I81 sollen 
hier nicht besprochen werden. 
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2. Herkunft der ,,pdexistenten natiirlichen" 
Blutgruppenantikorper 

Alter bei 
Versuchsbegir,n 

Antigene werden entdeckt, bestimmt und charakterisiert 
durch ihre Fahigkeit, mit Antikorpern zu reagieren, und 
die Entdeckung des ersten Blutgruppensystems 
ABH(0) 111 beruht auf der erstaunlichen Tatsache der 
Praexistenz der Blutgruppen-anti-A- und -anti-B-Anti- 
korper. Jedes iiber 6 Monate alte Individuum besitzt 
diejenigen Blutgruppenantikorper des ABH(0)-Systems, 
die nicht gegen seine eigenen Blutgruppenantigene ge- 
richtet sind. Der Ursprung dieser Blutgruppenantikor- 
per ist ein altes Ratsel der Immunbiologie, denn es ist 
nicht erforderlich, daI3 das betreffende Individuum jemals 
in Kontakt mit roten Blutzellen gekommen ist, welche 
die entsprechenden Antigene enthalten. Die vorherr- 
schende Theorie der letzten 40 Jahre war, daI3 diese 
Antikorper ererbt seien (siehefs, 19,201). Es wurde daher 
eine Kopplung des Gens, das die Bildung der Blut- 
gruppe A kontrolliert, mit eineni Gen, das die Bildung 
von anti-B-Antikorpern steuert, angenommen ; Analo- 
ges wurde fur Antigen B und anti-A-Antikorper postu- 
liert. Antikorper sind aber definitionsgemaI3 auf einen 
Antigenreiz hin entstehende oder modifizierte Serum- 
globuline. 
Madeleine Dupont 1211 vertrat als erste die selbst von 
Landsteiner [21al abgelehnte, spater aber von anderen 
unterstiitzte Auffassung, daI3 die Isoagglutinine (Blut- 
gruppen-anti-A- und -anti-B-Antikorper) das Resultat 
exogener Reize und kreuzreagierende Antikorper 

Dieses Argument schien experimentell nachpriifbar, und 
zwar mindestens auf zwei Wegen, besonders seit die weite 
Verbreitung der Blutgruppen-A-, -B- und -H(O)-Aktivitat in 
der Natur erkannt worden war [24-*5a1. Zum einen sollten 
Lebewesen, die solche Antikorper bilden konnen, unter 
keirnfreien Bedingungen aufgezogen werden. Sind die Anti- 
korper Genprodukte, so miissen sie im keirnfreien wie irn 
gewohnlichen Tier in gleichem MaRe auftreten; sind sie aber 
urnwelthedingt, so konnten sie in keimfreien Tieren fehlen. 
Zum zweiten sollte es moglich sein, normalerweise niedrige 

seien [5,19-241. 

Reziproker Isoagglutinintiter 

Fiitterungsschema direkt I ;Iic: Tage I 5-8 Monate 
vor nach 

Isoagglutinintiter durch Immunisierung auf ,,normalern" 
Wege, d. h. durch Inhalieren oder Verschlucken weitverbrei- 
teter Antigene, zu erhohen. 
Es ist seit langem bekannt, daR Hiihner zahlreicher Ras- 
sen im Alter von etwa 20 Tagen regelmaI3ig Menschen- 
blutgruppen-anti-B-Antikorper bilden [26,271; auch diese 
Antikorper wurden als Genprodukte aufgefaI3t. Wir 
priiften daher die Richtigkeit dieser Annahme an keim- 
freien und gewohnlichen Hiihnern aus dem gleichen 
Ausschlupf. Es zeigte sich[28] (Abb. l), daI3 keimfreie 
WeiBe Leghornhiihner am 45. Lebenstage keinerlei Blut- 
gruppen-anti-B-Antikorper besitzen, wahrend die ge- 
wohnlichen Hiihner diese in etwa gleicher Titerhohe wie 

6 Sauglinge, Diarrhoe 
5 Sauglinge, gesund 
M.L. Colitis ulcerosa 
G.A. Coloncarcinom 

?!reuuriy 4 -256 ( 1  1-32 1-512 
4nzahi Hutiner ":I in l'i 15 

Abb. 1. Menschenblutgruppen-anti-B-Agglutinine in 45 Tage alten 
Weinen Leghornhiihnern (Durchschuittsgewicht gewohnlicher Hiihner 
489 g, keimfreier Hiihner 545 g). 

7-15 Wochen 1 p/Tag, 3-7 Tage <l-4 32-128 16-64 
7-15 Wochen nichts <I-4 <I-4 2-8 
erwachsen 2 g/Tag, 1 Tag 16 256 32 
erwachsen 2 g/Tap, 1 Tag 32 128-256 

Menschen aufweisen. Fiittern mit blutgruppen-B-akti- 
vem Meconium oder Verspriihen desselben fiihrt zu 
maI3igem anti-B-Titer, einmaliges Verfiittern von B-ak- 
tivem Escherichia coli 0 8 6  zu extrem hohem anti-B-Titer 
in keimfreien Hiihnern. Durch Verfiittern von Bak- 
terien ohne Blutgruppenaktivitit bilden sich keine Blut- 
gruppenantikorper. 
Fiitterungsversuche haben wir auch am Menschen 
durchgefiihrt 1291, wenngleich nicht unter 3hnlich ,,ide- 
alen" Bedingungen. Die Resultate pabelle 1) zeigen, 

Tabelle 1 .  Blutgruppeti-anti-B-IsoaggIutiiiinstimuIation durch Verfuttern von totem blutgruppenaktivem E. coli 
0 8 6  WI. 

Individuum 

I I 1 Versuchsbeginn 

__ _ _  -~ 
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daR bei Kindern und Erwachsenen lsoagglutinine 
auf immunogene Reize hin gebildet werden. Verfutte- 
rung durch Trocknen getoteter E. coli 0 8 6  an schwer 
diarrhoische Sauglinge des Alters, in dem die lso- 
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agglutininbildung beginnt, fiihrte innerhalb einer 
Woche zu einem hochsignifikanten, 32-fachen Titer- 
anstieg der anti-B-Antikorper. Es dauerte viele Mo- 
nate, bis der Titer etwas abfiel. Es ist daniit erwiesen, 
daR die Isoagglutininbildung sogar durch Einnahme 
toter E. coli stimuliert werden kann, und m a r  zum 
Ansteigen bei Erwachsenen mit schweren intestinalen 
Storungen und de novo bei Kleinkindern. Individuen 
mit schweren Darmlasionen wurden gewahlt, weil 
ihre Darme eine erhohte Durchlassigkeit fur Makro- 
molekiile haben. Um die Darmflora nicht zu schadigen, 
wurden keine lebenden Bakterien in groRen Quantitaten 
verabreicht. 
Diese Untersuchungen beweisen, daR ,,normale" Ham- 
agglutinine durch immunogene Stimulation entstehen 
konnen. Diese fiir das Bluttransfusionswesen wichtigen 
Befunde sind wahrscheinlich zu verallgemeinern. Ererbt 
ist nur der Antikorper produzierende Apparat, nicht 
aber der spezifische Antikorper selbst [29-311. 

E. coli 0 8 6 ,  Lipopolysaccharid 
E. coli Osa, intaktes Bakterium 

Menschliches Meconium-Glykoprotein 
Pferdemagen-Glykoprotein 

Menschliches Ovarcysten-Glykoprotein 

3. Blutgruppenspezifische Substanzen 
bei Bakterien 1 

10-20 
1-2 
2 

10 
Der in Abschnitt 2 angefiihrte E. coli 0 8 6  hat eine auRer- 
ordentlich hohe B-Aktivitat, aber Blutgruppenaktivitat 
ist bei den gramnegativen Bakterien, die einen GroRteil 
der Darmflora des Menschen ausmachen, keine Selten- 
heit (Tabelle 2). 137 von 282 Bakterienstammen zeigten 
A-, B- oder 0-Spezifitat oder eine Kombination da- 
von [32J. Diese Bakterien stellen teilweise eine Auswahl 
dar; auch waren die Aktivitaten haufig niedrig. 

18 
2 
1 
6 
2 
1 
6 
1 
0 
0 
0 
1 

den. Daruber hinaus weist die Fahigkeit der Erythrocyten, 
mit ihrer immensen Oberflache derartige toxische Substanzen 
zu binden, auf eine bisher kaum beachtete Transport- und 
Entgiftungsfunktiou der roten Blutzellen hin 133-351. Diese 
und die sich daraus ergebende therapeutische Moglichkeit 
der Toxinblockierung mit loslichen Erythrocytenmembran- 
komponenten werden in unserem Laboratorium unter- 
sucht [341. 

Am Beispiel der blutgruppen-B-spezifischen Substanzen 
aus Escherichiu coli 0 8 6  B: 7 sollen nunmehr chemische 
und immunologische Beziehungen zwischen der bak- 
teriellen B-spezifischen Substanz und der Substanz 
menschlichen Ursprungs diskutiert werden. Tabelle 3 
zeigt, daB das isolierte Lipopolysaccharid mindestens so 
aktiv wie hoch gereinigtes menschliches Glykoprotein 
aus Ovarcysten ist. Wir haben ferner nachgewiesen, daB 
E. coli 0 8 6  nicht nur spezifisch die Hamagglutination 

22 
9 
1 
4 
2 
0 
2 
2 
2 
0 
0 
0 

Tabelle 3. Blutgruppen-B-aktive Polysaccharide. 

I Kleinste Menne (uglml), 

3 
1 
0 
1 
2 
0 
0 
1 
0 
1 
0 
0 

Aklive Substanz 

4 
0 
1 
5 
3 
2 
1 
0 
0 
1 
0 
0 

~- 
die 4 hamagglutinierende 
Dosen menschliches 
Anti-B vollig hemmt [a] 

[a] Zur Terrninologie siehe z. B. [61. 

hemmt und die Bildung von anti-B-Antikorpern stimu- 
liert, sondern auch, daD dieses Bakterium Blutgruppen- 
anti-B-Antikorper absorbiert [24,32,331. Hyperimmune 
Blutgruppen-anti-B-Sera verzogern das Wachstum von 

Tabelle 2. Verbreitung der Blutgruppenaktivitiit bei gramnegativen Bakterien [321. 

Escherichia 
Salmonella 
Arizona 
Klebsiella 
Citrobacter 
Pasteurella 
Proleus 
Pseudomonas 
Serratia 
Alcaligenes 
Shigella 
Herrellea 

StPmrne 

135 
19 

3 
42 
24 

8 
20 
15 
2 
8 
5 
1 

282 

-~ I A1 

8 
1 
0 
2 
2 
0 
0 
1 
0 
0 
0 
0 

T 

6 
0 
0 
3 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

AiB 

3 
0 
0 
1 
2 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

- 

9 1 6  

Die immunologische Simulation der Blutgruppen-ABH(0)- 
Substanzen des Menschen durch toxische bakterielle Lipo- 
polysaccharide kann so weit gehen, daB menschliche Ery- 
throcyten blutgruppenaktives Material von Bakterien ad- 
sorbieren und somit ihren genetisch bestimmten Charakter 
andern L33.341. Das mu6 bei Bluttransfusionen beachtet wer- 

[30] F. C. McDuffie u.  E. A .  Kabat, J. Immunology 77, 61 (1956). 
[31] L. H.  Muschel, E. Osawa u. D .  A .  McDermott, Amer. J. 
clin. Pathol. 29, 418 (1958). 
[32] G. F. Springer, P .  Williamson u.  W .  C.  Brandes, J. exp. 
Medicine Nr. 6, 1077 (1961). 
[33] G. F. Springer u .  R .  E. Horton, J. gen. Physiol. 47, Nr. 6, 
1229 (1964). 
[MI G .  F. Springer, E.T. Wang, J .  H. Nichols u.  J. M .  Shear, 
Ann. New York Acad. Sci. 316, 17 (1966). 

inaktiv 

71 
6 
0 

20 
1 1  
5 

1 1  
10 
0 
6 
5 
0 

145 

E. coli 0 8 6  in Abwesenheit von Komplement[241 und 
toten das Bakterium, wenn Komplement vorhanden 
ist 1361. Dies ist das erste Beispiel, dal3 Blutgruppenanti- 
korper eine pathophysiologische Bedeutung auRerhalb 
des Gebietes der Blutgruppen erlangen konnen. 
Der blutgruppenaktive Komplex aus E. coli 086 B:7 wurde 
mit Pyridin/Wasser [371 oder Phenol/Wasser 1381 extrahiert, 

[35] F. Gramlich u. H. E. Mueller, Acta haemat. 30, 153 (1963). 
[36] L. H.  Muschelu. E. Osawa, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 101, 
614 (1959). 
[37] W. F. Goebel, F. Binkley u. E. Perlman, J. exp. Medicine 
81, 315 (1945). 
[38] 0. Wesrphal u.  0. Liideritz, Angew. Chem. 66, 407 (1954). 
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mit AIkohol fraktioniert gefillt und ultrazentrifugiert [331, bis 
im zweidimensionalen Agar-Gel-Diffusionstest nur eine Linie 
rnit menschlichem anti-Blutgruppen-B-Serum auftrat. Die 
Zuckerbausteine dieses Lipopolysaccharids und des mensch- 
lichen Ovarcysten-Glykoproteins sind in Tabelle 4 angefuhrt. 
In allen daraufhin untersuchten stark blutgruppenaktiven 
Bakterien fanden sich zumindest drei der vier Zucker, die fur 
die menschlichen blutgruppen-ABH(0)-spezifischen Glyko- 
proteine charakteristisch sind. In jedem Fall war der Zucker, 
welcher vorwiegend die Spezifitat einer menschlichen Blut- 
gruppensubstanz bedingt, auch in den entsprechenden bak- 
teriellen Substanzen vorhanden [321. 

Zucker 

Tabelle 4. Zuckerbausteine blutgruppen-B-spezifischer Antigene, cha- 
rakteristische Werte (%). Die unterstrichenen Zucker sind Bestandteile 
der menschlichen Blutgruppensubstanzen ABH(0) [4,5,34]. 

E. coli 0 8 6 -  Menschliches Ovarcysten- 
Lipopolysaccharid Glykoprotein 

o-Galaktose 
Glucose 
Galaktosamin -- 
Glucosamin 
Fucose 
Neuraminsaure 
- 

Heptose 
K.D.O. [a] 

+ 
0 

5 1  19 
'4  I 
15 
+ 
0 
0 

zung von Galaktose zerstorte [431. Gleichzeitig trat Blut- 
gruppen-H(0)-Aktivitat auf. Diese Befunde entsprechen 
denen an Ovarcysten-Glykoproteinen [44,451 und deuten 
auf die EntbloRung nichtreduzierender Fucose hin, die 
somit fur anti-H(0)-Antikorper zuganglich wird. 
Nach Einwirkung von a-Galaktosidase nahm auch die 
Kreuzreaktivitat des Makromolekiils rnit Antipneumo- 
coccus-Typ-XIV-Pferdeserum zu 1341, ein Hinweis dar- 
auf, da13 sich nun nichtreduzierende P-Galaktosylein- 
heiten - wahrscheinlich an N-Acetylhexosamin gebun- 
den - an der Oberflache der Molekule befinden. In 
ubereinstimmung hiermit haben wir gefunden, da13 
E. coli P-Galaktosidase 1461 Galaktose freisetzt 1341, nach- 
dem die a-glykosidisch gebundene Galaktose abgespal- 
ten ist. P-N-Acetylhexosaminidase 1471 setzt aus den rnit 
den beiden Galaktosidasen vorbehandelten Oligosac- 
chariden 1 mol N-Acetylgalaktosamin frei. 
Basierend auf diesen chemischen, serologischen und en- 
zymatischen Untersuchungen und in Analogie zu Be- 
funden anderer Autoren an blutgruppen-B-spezifischen 
Strukturen des Menschen [39,401 ist es wahrscheinlich, 
da13 die in Abbildung 2 wiedergegebene Oligosaccha- 

[a] Nur rnit der Warren-Reaktion nachbewiesen. 
O-a-D-Gal-( 1 +3)-0-P-D-GaI-(1+3 oder 1 +4)-GalNAc-R 

I 
Fur die Blutgruppenspezifitat menschlicher Glykoproteine 
sind sich wiederholende, uber die Oberflache der Makromole- 
kule verteilte Oligosaccharide verantwortlich 139,401. Es 
wurde daher gepruft, ob ahnliche Strukturen die B-Spezifitat 
bakterieller Antigene bewirken I41 * 341. Milde Saurehydro- 
lyse des gereinigten Lipopolysaccharids rnit einern wasser- 
loslichen Ionenaustauscher 1411 ergab im Dialysat blutgrup- 
pen-B-spezifische Oligosaccharid-Fraktionen, die durch pra- 
parative Papierchromatographie in etwa 5 % Ausbeute (Ge- 
wichtsbasis) erhalten wurden [343 8,411. Das aktivste dieser 
Praparate ist mehr als zehnmal aktiver als cc-D-Galakto- 
pyranosyL(1 + 3)-~-galaktose, das aktive Disaccharid der 
menschlichen Blutgruppensubstanz B [42,40,391. Die Total- 
hydrolyse und quantitative Bestimmung der bakteriellen 
Oligosaccharide (12 Std., 2 N HCI, 100°C) zeigte, dal3 Penta- 
bis Octasaccharide vorlagen [341411. 

Ihre Zusammensetzung [41,341 ist der der menschlichen 
blutgruppen-B-spezifischen Strukturen, die durch milde 
Saurehydrolyse erhalten werden, zwar ahnlich, unterschei- 
det sich aber in wichtigen Punkten. Auch sind die aus 
Bakterien isolierten Oligosaccharide aktiver. Dies laI3t sich 
moglicherweise durch die stets vorhandene Fucose (ein 
Molekul pro Oligosaccharid) erklaren 134.411, die den durch 
saure Hydrolyse erhaltenen blutgruppen-B-spezifchen Oligo- 
sacchariden rnenschlichen Ursprungs fehlt [39*40*421. Ein wei- 
terer Unterschied ist das Vorkommen von Galaktosamin in 
den bakteriellen 134,411 im Gegensatz zu Glucosamin in den 
menschlichen Oligosacchariden [39,42*401. Alle B-aktiven E. 
c d i  086-01igosaccharide enthielten Glucose, einen im 
rnenschlichen B-Glykoprotein nicht vorhandenen [4,51 und 
an der B-Spezifitat unbeteiligten Zucker [61. 

D-Galaktose mu13 terminal und a-glykosidisch an E. coli 
086 gebunden sein, da Kaffeebohnen-a-Galaktosidase 
die Blutgruppen-B-Aktivitat des Makromolekuls sowie 
die der daraus isolierten Oligosaccharide unter Freiset- 

[39] V .  P.  Rege, T. J .  Painter, W. M .  Watkins u. W.T.  J.  Mor- 
gan, Nature (London) 200, 532 (1963). 
[40] G. Schiffman, E. A .  Kabat u. W. Thompson, Biochemistry 3, 
587 (1964). 
[41] G. F. Springer, J .  H .  Nichols u. B. Kolecki, 147. Amer. 
chern. SOC. Meeting S. 13c, 28 (1964). 
1421 T. J. Painter, W. M .  Warkins u. W.T. J. Morgan, Nature 
(London) 199, 282 (1963). 

a-L-Fuc 

Abb. 2. Vorschlag fur die Struktur der blutgruppen-B-aktlven Dster- 
minanten in E .  coli 086. R enthalt Glucose, manchmal auch Galaktose 
und Galaktosamin c34.431. 

ridstruktur in E. coli 0 8 6  die Blutgruppen-B-Spezi- 
fitat bedingt. Der strikte chemische Beweis fur diese 
Struktur steht aber noch aus. Serologische Befunde 
sprechen dafur, daR der Fucopyranosylrest in a-gly- 
kosidischer Bindung an das subterminale P-Galak- 
tosyl gebunden ist, da H(0)-Spezifitat de novo als 
Resultat von a-Galaktosidase-Behandlung des Lipo- 
polysaccharids (nach Dialyse) sowie des daraus ge- 
wonnenen B-aktiven Oligosaccharids auftritt 143 341. 

Die Bindung eines Fucosyls an ein P-Galaktosyl ver- 
hindert die hydrolytische Abspaltung des P-Galak- 
tosyls nicht (5  Tage Inkubation; Enzym: Substrat = 

1 : 3, Gewichtsbasis) [47a1. Eine ahnliche Struktur, 
die aber N-Acetylglucosamin und daran gebundene 
Fucose enthalt, wurde kiirzlich in Salmonella Gruppe 
U 1481 beobachtet ; diese Salmonellengruppe besitzt das 
0-Antigen 43, dessen Blutgruppen-B-Spezifitat wir schon 
friiher beschrieben 1321. 

Die chemischen Befunde iiber die blutgruppenaktiven 
Oligosaccharide gramnegativer Bakterien stehen also 
-. 
[43] G. F. Springer, J .  H .  Nichols u. H .  J .  Callahan, Science 
(Washington) 146, 946 (1964). 
[44] M .  L. Zarnitzu. E. A .  Kabat, J. Arner. chern. SOC. 82, 3953 
(1960). 
[45] M .  L. Zarnitz, W .  M .  Watkins u. E. A .  Kabat, Nature (Lon- 
don) 195, 1204 (1962). 
[46] K.  Wallenfels, M .  L. Zarnitz, G.  Lanle, H.  Bender u. M .  Ke- 
ser, Biochem. Z. 331, 459 (1959). 
[47] V.  P.  Bhavanandan, E, Buddecke, R .  Carubelli u. A .  Gott- 
schalk, Biochem. biophysic. Res. Commun. 16, 353 (1964). 
[47a] K .  Wallenfels, personliche Mitteilung. 
I481 0. Liideritz, D. A.  R .  Simmons u. 0. Westphal, Biochem. 
J. 97, 820 (1965). 
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in Einklang mit den friiheren, rein immunologischen 
Befunden uber die nahe Beziehung von E. coli 0 8 6 -  

Strukturen und denen anderer Bakterien rnit denen der 
menschlichen Blutgruppen ABH(0) [24-25a3 28% 32,33,491. 

charide anti-H(0)-Agglutinine vom Menschen, vom Ka- 
ninchen oder aus Pflanzen nur schwach oder gar nicht. 
Sie wirken aber in Tieren antigen, wenn auch nur in 
wenigen der gepruften Huhner und Kaninchen [24,541. 

4. Blutgruppenspezifische Substanzen 
bei hoheren Pflanzen 

Wir fanden blutgruppenspezifische Substanzen nicht nur 
in Bakterien, sondern auch in hoheren Pflanzen und 
Viren. Bei diesen blutgruppenaktiven Antigenen (wel- 
che nicht rnit Manzenagglutininen zu verwechseln 
sind 1501) in der Eibe (Taxus cuspiduta und baccutu) sowie 
im Sassafrasbaum (Sassafras alhidum) ist die chemische 
Situation anders als bei blutgruppenaktiven Substanzen 
der Bakterien [51-541. Wir haben physikalisch-chemisch 
homogene Polysaccharide durch Wasserextraktion und 
Fraktionierung mit organischen und anorganischen Lo- 
sungsmitteln aus den Zweigen dieser Pflanzen isoliert. 
Tabelle 5 zeigt als Beispiel Daten des Sassafras-Poly- 
saccharids. Die rnit Aalserum gemessene Blutgruppen- 
H(0)-Aktivitat dieser Praparate ist so hoch wie die der 
aktivsten Praparate menschlichen Ursprungs (Tabelle 6) .  
Im Gegensatz zu den Blutgruppen-Glykoproteinen des 
Menschen hemmen aber diese pflanzlichen Polysac- 

Tahelle 5. Physikalische Daten des hochgereinigten H(0)-aktiven 
Sassafras-Polysaccharids [54]. 

+63,2 (c = 0,25, H20, 1 dm) 
8,5 (c = 0) 
2,O (c = 0,5) 
2,5x 105 (aus s und D abgeleitet) 
2,5 (c = 0,018; G = 0) 
1,766X 10-5 (A = 5461 A; 20 "C) 
4,6x 105 (aus der Lichtstreuung 
abgeleitet) 
2,6 

rn Antigen zugefugt Ipgl- 

Abb. 3. Prazipitation menschlicher Il(O)-Substanz (0) (Morgan human 
ovar. cyst 277/PI/WS PR XXXIII) und H(0)-aktiver Substanz aus 
Sassafras ( 0 )  (Sassafras C-70 PR XXIV) mit Aal-anti-H(0)-Serum [54]. 

Nicht nur Hamagglutinations-Hemmungsteste, sondern 
auch Agar-Gel-Diffusionsteste und strikt quantitative 
Prazipitinteste (Abb. 3) ergaben die immunologische 
Aquivalenz der Blutgruppen-H(0)-Substanzen vom 
Menschen und aus Sassafras sowie aus der Eibe (nicht 
in Abb. 3 gezeigt), wenn mit Aalseren gemessen wurde, 
obwohl erstaunlicherweise die drei Substanzen che- 
misch sehr verschieden sind. Zwar sind die Mole- 
kiile ungefahr gleich grol3 [4,52,541, doch enthalten 
die pflanzlichen blutgruppen-H(0)-aktiven Substanzen 
im Gegensatz zu denen des Menschen keinen Stickstoff 
und auch keine Fucose, obwohl die L-Form dieses 
Zuckers in cc-glykopyranosidischer Bindung als haupt- 
verantwortlich fur die Blutgruppen-H(0)-Spezifitat 
menschlicher H(0)-Substanzen erachtet wird [55,561. 

Tahelle 6. Kohlenhydratkomponenten hlutgruppen-H(0)-aktiver Makromolekule [ 3 2 , 5  I ,  52.541 

Blutgruppenaktivitat 
(wg/ml) mit Aalserum 
und menschlichen Ery- 
throcyten gemessen 

I Monosaccharide 
nach Hydrolyse 

Menschliches 
Glykoprotein 

3 

L-Fucose 

N-Acetyl-o- 
glucosamin 

N-Acetyl-u- 
galaktosamin 

D-Galaktose 

Sassafras albidum- Taxus ruspidata- E. coli Olzs-Lipo- 
Polysaccharid Polysaccharid polysaccharid 

3 

3-0-Methyl-D-galaktose 
Galaktose 
Glucose 
L- Arahinose 
Xylose 
Rhamnose 
Galakturonsaure 

[49] H. Pettenkofer, W .  F. Maassen u. R.  Bickerich, Z .  Immuni- 
tatsforsch. exp. Therap. 119, 415 (1960). 
[SO] M .  Kriipe: Blutgruppenspezifische pflanzliche EiweiBkor- 
per (Phytagglutinine). F. Enke, Stuttgart 1956. 
[51] G. F. Springer, N .  J .  AnseN u. H. W .  Rurlius, Naturwissen- 
schaften 43, 256 (1956). 
[52] G. F. Springer in G.  E. W .  Wolstenholme u. M .  O'Connor: 
Chemistry and Biology of Mucopolysaccharides. Churchill, 
London. Little, Brown, Boston 1958, S. 216. 
[53] G. F. Springer, P.  R .  Desai u. B. Kolecki, Biochemistry 3, 
1076 (1964). 
[54] G. F. Springer, T.Takahashi, P .  R .  Desai u. B. Kolecki, 
Biochemistry 4, 2099 (1965). 

3 

2-O-Methyl-L-fucose 
Galaktose 
Arahinose 
Xylose 
Rhamnose 
Glucose 

6 

Fucose 
N-Acetylglucosamin 
N-Acetylgalaktosamin 
Galaktose 
Glucose 
Heptose(n) 

Vielmehr erwies sich 2-O-Methyl-~-fucose [51,521 als der 
,,blutgruppenaktive" Zucker in der Eibe; er wurde bis 
dahin in der Natur noch nicht gefunden. Die Blut- 
gruppenaktivitat im Sassafras-Polysacchaid wird durch 
die sehr seltene 3-O-Methyl-~-galaktose bedingt [541. 

Tabelle 6 zeigt die Bausteine blutgruppen-H(0)-aktiver 
Antigene. Galaktose ist der einzige Zucker, den Sassa- 

[55]  W. M .  Watkins u. W . T .  J.  Morgan, Nature (London) 169, 
825 (1952). 
[56] R. Knhn u. H. G.  Osman, Z .  physiol. Chem. 303, 1 (1956). 
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fras-Polysaccharid und menschliches Ovarcysten-Gly- 
koprotein gemeinsam h a k n .  Dieser Zucker spielt 
aber in der Blutgruppen-H(0)-Aktivitat keine pri- 
mare RoIle und ist H(O)-inaktiv[55-5sJ. Von den ubri- 
gen Monosacchariden des Sassafras-Polysaccharids 
hatte nur Arabinose blutgruppen-H(0)-aktiv sein kon- 
nen [55,571. Sie erwies sich aber als das u-Enantiomer [541, 

wahrend nur die L-Form aktiv ist. Das Sassafras-Poly- 
saccharid enthalt (bezogen auf ein Molekulargewicht 
von 2,5x105) 355 3-0-Methyl-D-galaktoseeinheiten pro 
mol Polysaccharid 1541 ; ein Molekul H(0)-Cystensub- 
stanz weist bemerkenswerterweise etwa die gleiche 
Anzahl blutgruppenaktiver Zuckerreste in Form von 
L-Fucose auf [591. Die Zusammensetzung des Sassafras- 
Polysaccharides zeigt Tabelle 7. 

L-Fucose-Serie: [b] 
L-Fucose 
2-0-Methyl-L-fucose 
3-O-Methyl-~-fuco~e 
2,3-Di-O-methyi-~-fucose 

o-Fucose-Serie: [c] 
3-0-Methyl-D-fucose 
2,3-Di-O-methyl-~-fucose 

D-Galaktose-Serie: [dl 
3-0-Methyl-~-galaktose 
2,3-Di-O-methyl-D-galaktose 

Tabelle 7. Bausteine des blutgruppen-H(O)-aktiven 
Sassafras-Polysaccharides [541. 

0,1 
0,05 
0,05-0,1 
0,05 

0,05 
0,05 

0,L 
0,1 

Struktureinheiten 
moi/niol 
Sassafras- 
Polysaccharid 

3-O-Methyl-~-galaktose 
Rhamnose 
Xylose 
Galaktoae 
Galakturonsdure 
L-Arabinose 
Glucose 
Acetyl 

25,O 
26.0 
9 
S 
5,6 
5 
2 

I1 ,33  

355 
445 
171 
124 
78 
95 
31 

660 

Diese so nahe immunologische Verwandtschaft der blut- 
gruppen-H(0)-spezifischen Makromolekiile von Menschen 
und hoheren Pflanzen, wie sie sich niit vier Methoden, nim- 
lich der Hamagglutinationshenimung, der quantitativen Im- 
munprizipitation, der zweidimensionalen Agar-Gel-Diffu- 
sion und der Immunisierung kundtut, ist auRerst iiber- 
raschend, da die Blutgruppensubstanzen von Menschen, 
Taxus und Sassafras chemisch sehr verschieden sind. Die 
Befunde scheinen auf die Grenzen der immunologischen 
Methode hinzuweisen, besonders wenn heterologe Reagen- 
tien benutzt werden wie sie die Blutgruppenantikorper 
vorwiegend sind (siehe [541). Es wird jedoch gezeigt werden, 
daR die immunologischen Reagentien wohl nur scheinbar 
,,unzuverlassig" sind [54*60,681. 

5. Zur Spezifitat heterologer immunchemischer 
Reaktionen 

Wir haben das Problem gleicher Blutgruppenspezifitat 
und Aktivitat verschiedener Zucker mit Hilfe syntheti- 
scher Modellsubstanzen [57,531 und an Hand methyl- 
zuckerhaltiger Naturprodukte studiert. Manche Herz- 
glykoside und Antibiotika haben mit gewissen Reagen- 
tien die gleiche serologische Spezifitat wie die mensch- 
Iiche Blutgruppensubstanz H(O), obwohl sie che- 
misch vollig verschieden sind [581. Als Beispiel diene die 
Struktur des aktiven Odorosids H, das aus dem inak- 
tiven Odorotriosid-G-monoacetat durch Abspaltung 
von 2 mol Glucose oder einem mol Gentiobiose (und 

[57] G. F. Springer u. P .  Williamson, Biochem. J. 85, 282 (1962). 
[58] G. F. Springer u. P .  Williamson, Vox Sanguinis 8,  177 (1963). 
[59] W.T. J.  Morgan u. W. M .  Wurkins, Brit. J. exp. Pathol. 34, 
94 (1953). 
1601 B. Kolecki u. G. F. Springer, Federat. Proc. 24, 631 (1965). 

einer Acetylgruppe) entsteht (Abb. 4). Ahnlich steht 
es rnit den1 Ubergang des inaktiven Digitalinurn verum 
in aktives Strospesid (Abb. 4). 1st ein ungewohnlicher 
Zucker wie Digitalose (3-O-Methyl-~-fucose) Bestand- 
teil eines Herzglykosids, so ist er stets direkt an das 
Aglykon gebunden [621. Nur digitalosehaltige Substan- 
Zen, die diesen Zucker in terminaler Stellung enthalten, 
sind aktiv [581. 

~ lnaktiv lnaktiv Aktiv __ 
C-23-Advkon = 

-0-Glucose 
Digitalinurn verum -Strospesid pyranosid 

Abb. 4. Umwandlung H(0)-inaktiver in H(0)-aktive Herzgiykoside. 

Aus den bisher beschriebenen immunchemischen Reaktionen 
geht hervor, daB Antikorper, wenn ihre Strukturspezifitat 
geklart ist, als Reagentien bei Strukturaufklarungen ver- 
wendet werden konnen, vorausgesetzt, daR die Interpreta- 
tion der Resultate mit grol3er Vorsicht geschieht. So ist 
die Natur einer Uronsaure in einem Polysaccharid rich- 
tig voraasgesagt worden, obwohl sie nur einmal unter 
ca. 40 Zuckerresten vorhanden war 1631. Wir konnten Aal- 
serum und das verwandte Lotus tetragonolobus-Reagens er- 
folgreich anwenden (581, und zwar zur Vorhersage der Stellung 
der zweiten 0-Methylgruppe an der D-FUCOSe des Herzglyko- 
sids Streblosid [641 sowie zur Voraussage von Stellung und 
Ringform des blutgruppenaktiven Zuckers 3-0-Methyl-D-fu- 
cose im Disaccharid-Anteil des Antibiotikums Chartreusin 
(Abb. 4) "55,661. 

Tabelle 8. Blutgruppen-H(O)-aktive Zucker [57,53,541. 

Testsubstanz 

Kleinste Menge (m&/ml), die 
4 hamagglutinierende Dosen 
vollig hemmt fa] 

Aalserum-Agglutinin 
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Alle rnit Aalserum oder Lotusreagens als blutgruppen- 
H(0)-aktiv befundenen Substanzen enthielten im Hapten 
mindestens eine Methylgruppe. Wir haben daher die 
Methylather der L- und der D-Fucose und der D-Galak- 
tose sowie ihre Methylglykoside systematisch unter- 
sucht ; eine Anzahl wurde erstmals dargestellt [573533541. 

In Tabelle 8 finden sich einige eMatante Beispiele der 
Aktivitaten von Fucose- und Galaktosederivaten, die 
demonstrieren, daI3 Enantiomere gleich und ebenso 
blutgruppenaktiv sein konnen wie L-Fucose. Fur eine 
vollstandige Aufstellung aktiver und inaktiver Fucose- 
und Galaktosemethylather siehe [53,54,573. Dieser Be- 
fund, der sich zunachst nicht rnit der klassischen Auf- 
fassung der Spezifitat und besonders der Stereospezi- 
fitat biologischer Reaktionen in Einklang bringen lie13, 
wurde von Kabat einleuchtend erklart [671. 

Nicht nur Enantiomere konnen gleich aktiv sein, son- 
dern auch zwei ganz verschiedene Zucker, wie L-Fucose 
und 3-O-Methyl-~-galaktose. Diese Resultate wurden 
zuerst rnit der semiquantitativen Hamagglutinations- 
hemmungsmethode erzielt. Strikt quantitative Prazipi- 
tationshemmungsversuche fiihrten zum gleichen Ergeb- 
nis [57,531. Unsere experimentellen Untersuchungen und 
Konformationsstudien an Modellen haben erge- 
ben [53954,601, daR die minimale komplementare Struk- 
tur fur den Aal-Antikorper kleiner als ein einziger 
Zucker ist und sich daher in verschiedenen, sonst nicht 
miteinander verwandten Monosacchariden finden 
kann 153 9 54,57,601. Eine so kleine komplementare Struk- 
tur wurde bisher weder fur anti-Kohlenhydrat- noch 
fur anti-EiweiI3-Antikorper in Betracht gezogen. 
Diese minimale komplementare Struktur scheint aus 
einem Methylsubstituenten in aquatorialer Stellung an 
einem Pyranosering zu bestehen; ein khersauerstoff 
mu13 sich in unmittelbarer Nahe dieser Methylgruppe 
befinden, und ein axialer, sauerstofftragender Sub- 
stituent muI3 in cis-Stellung zur Methylgruppe an einem 
benachbarten Kohlenstoffatom vorhanden sein. Ahn- 
lich liegen die Verhaltnisse beim anti-H(0)-Reagens von 
Lotus tetragonolobus. 

, , , I , , , ,  

1 2 3 L 5 6 7 8  
Zucker zugefugt (pM) + 

Abb. 5. Quantitative Prazipitinkurve, erhalten mit Aal-anti-H(0)-Serum 
und 3-O-Methyl-~-fucose (Versuch Nr. 49: Antiserum 0,5 ml Aal M'; 
Gesamttestvolumen 1,5 ml). 

1671 E. A .  Kabat, Biochem. J. 85, 291 (1962). 
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Ein weiteres, rnit den Vorstellungen der klassischen Im- 
munchemie schwer zu vereinbarendes Phanomen beob- 
achteten wir bei unseren Studien rnit Fucose- und Galak- 
tosemethylathern: die anti-H(0)-Antikorper der meisten, 
aber nicht aller Aal-anti-H(0)-Seren wurden durch 3-0-  
Methyk-fucose und 3-O-Methyl-~-galaktose prazipi- 
tiert 154,601 (Abb. 5). Das Prazipitat besteht aus dem anti- 
H(0)-spezifischen EiweiSkorper des Aalserums, welcher 
sich in der Ultrazentrifuge wie eine einzige Komponente 
rnit den Eigenschaften eines 7-S-Globulins ver- 
halt C68.54, 601. Der Antikorper kann aus dem Prazi- 
pitat quantitativ wiedergewonnen werden und 
zeigt in Hamagglutinations- und Prazipitinversuchen 
unveranderte Aktivitat [60,681. Die beiden prazipitieren- 
den Zucker diirften die kleinsten bisher beschriebenen 
ungeladenen Haptene sein, die Antikorper fallen kon- 
nen [541. Die Prazipitation lafit sich spezifisch rnit Hap- 
teneti wie cc-Methyl-L-fucopyranosid und 2-0-Methyl- 
L-fucose hemmen. 
Der Ablauf dieser Prazipitation ist schwer aus der klassischen 
Theorie (,,Lattice Theory") abzuleiten, da die niedrigmole- 
kularen Haptene keine charakteristischen, sich wiederholen- 
den Gruppierungen besitzen wie sie zu einer raumnetzartigen 
Verkniipfung mit dem Aal-antikorper erforderlich waren. 
Weder Dampfdruckosmometrie noch Kryoskopie [681 ergaben 
Anhaltspunkte fur eine Aggregation der Zuckermolekule in 
Losung. Beide Haptene tragen aber mindestens je eine lipo- 
phile Gruppe, die eine ,,hydrophobe Bindung" eingehen 
kann. Kurush [691 nimmt an, daR jede apolare Gruppe in einer 
antigenen Determinanten [*I einen groRen EinfluR auf die 
Stabilitat eines Antigen-Antikorperkomplexes ausiibt. Die 
Situation ist in unserem Fall aber kompliziert[601, da Mo- 
difikationen wie Reduktion an C-2 oder 2-0-Methylierung 
undloder Methylglykosidierung der beiden 3-O- Methylzucker 
ihre Prazipitationsfahigkeit aufhebt und sie in hochaktive 
Haptene umwandelt E60.681 (Tabelle 9). 

Tabelle 9. 
wandlung in Hemmer durch Anderungen an e i n e m  C-Atom. 

Antikorper prazipitierende Monosaccharide und ihre Um- 

Pracipitinogen Hemmer 
% Hemmunr: [a] 
relativ zu L-Fu- 
cose ( = 100 %) 

3-0-Methyl-D-galaktose 

3-0 -  Methyl-n-fucose 

2,3-Di-O-methyl-o- 
galaktose 
2,3-Di-O-methyl-n- 
fucose 
2-Desoxy-3-0-methyl- 
D-fucose 
Methyl-a-3-0-methyl- 
n-fucopyranosid 
Methyl-l3-3-O-methyl- 

1 D-fucopyranosid 

[a] HBmagglutinations- u n d Prazipitationshemmung. 

100-zoo 

100-200 

100 

200-500 

500 

In hoheren Pflanzen befinden sich Stoffe, die spezifisch 
und in recht niedrigen Konzentrationen die Wirkung von 
Antikorpern des Rhesussystems (Rh) neutralisieren [701. 

Tabelle 10 gibt Resultate wieder, welche wir mit Ex- 
trakten von Flieder- und Forsythienzweigen erhielten. 
Wie ersichtlich, hemmten Fliederextrakte alle Anti- 
korper des Rh-Systems. Die Extrakte waren sogar ak- 

[68] G. F. Springer, K .  A. Roberson, B. Kolecki u. A. Bezkoro- 
vainy, unveroffentlicht. 
1691 F. Karush, Advances Immunology 2, 10 (1962). 
[ * ]  Definition siehe [6]. 
[70] G. F. Springer u. H. Tegtmeyer, Nature (London) 293, 298 
(1964). 
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tiver als rhesusaktive Praparate aus menschlichen Ery- 
throcyten [711. Das pflanzliche Material hat jedoch ganz 
andere physikalische und chemische Eigenschaften als 
das menschliche. Auch erwiesen sich Ligninbausteine, 
die uns Prof. K. Freudenberg freundlichst iiberlieR 1721, 
als aktiv. Dr. Ph. Levine teilte uns mit, daR die Flieder- 
extrakte rnit anti-Rh-Seren in Agar prazipitieren. Trotz 
der Spezifitat der Reaktion steht bei diesem uberra- 
schenden Befund der Beweis Bus, daB die Hemmer rnit 
der ,,combining site" des Antikorpers reagieren und ihn 
nicht etwa im Sinne eines allosterischen Effektes beein- 
flussen. 

$ 5  NA [bl 
NA 

NA NA 
5 2,5 

Tahelle 10. Hemmung von anti-Rh-Agglutininen dorch Substanzen aus hohe 
-A- und -8-Antiseren werden nicht gehemmt. 

NA 
NA 
0,002 
2,5 

ziichtet. Alle Viruspraparate und Vaccinen, inclusive 
chromatographisch gereinigte, zeigten in ihrem nicht 
dialysierbaren, die Antigenitat besitzenden Ruck- 
stand signifikante Blutgruppen-A- und Forssrnan- 
htigen-Spezifitat. Diese Aktivitat lien sich vom in- 
takten Virus nicht abtrennen und nahm rnit zuneh- 
mender Reinigung zu (Tabelle 11). Bei der A-ahn- 
lichen Substanz des Influenza- und Gefliigelpestvirus 
handelt es sich wahrscheinlich um Komponenten aus 
dem Cytoplasma des Wirtes c76-801. 
Es ist bekannt, daB der Hiihnerembryo Blutgruppen- 
antigen-A und Forssman-Antigen enthalt 181-831. Bei der 

Syringa s p .  

Taxus cuspiduta 
Menschl. Erythrocyten, A. F., Stroma [711 

Forsythia giraldiana (gereinigt) 

ren Pflanzen [70]. Anti-M-, -N-, 

0.2-0,6 
0,1 
NA 
0,3-0,6 

Nicht dialysierhare Extrakte 

~ ~~ 

Maximaler Hamolysintiter- 
Anstieg [a] (zweifache 
geometrische Verdiinnung) 

64-fach 
16- bis 32-fach 
4- bis 8-fach 
c 4-fach 

Kleinste Menge (mgiml), die 4 agglutinierende Dosen 
Folgender Antiseren viillig hemmt: 

Anzahl der Falle 

Seren getestet gegen Erythrocyten 
~ 

A I  I B Schaf 

I 
3 2 I 
4 6 4 
3 2 4 

0.05 

0.6 

rh' 
__ 

5 

NA 
5 

0,Ol 

0,l 

rh" - 
2,5 

NA 
NA 

[a] Arithmetische Durchschnittswerte, mit 5 verschiedenen Seren er- 
halten. 
[hl NA = nicht aktiv. 
[c] Aalserum. 

6. Blutgruppenspezifische Substanzen bei Viren 

Als Vertreter der Viren wurden Myxoviren studiert. An 
ihnen sollen die beiden letzten Aspekte dieser Ubersicht 
behandelt werden: zunachst ein Problem ihrer Ober- 
flachenstruktur, sodann das des Substrates ihrer Aktion. 
Influenzaviren des Typs A und B sowie das Virus der 
Gefliigelpest wurden auf Blutgruppenaktivitat unter- 
sucht [73-751. Alle Viren wurden auf Huhnereiern ge- 

Tabelle l l.  Blutgruppenaktivitlt von Influenzavirus-Praparalcn 
(makromolekularer Anteil nach Erhitzen auf 95 "C) .  

Praparat C.C.A. [a] 

Kauflicher Impfstoff (nicht 
dialysierbar, 0,40-1,13 mglml) 
Asian Jap. 305 Arlnfluenzavirus 
chromatographiert 

1. nicht dialysierbar 
2. 'Oherstand (1 1,s %) der Zentri- 

3. Sediment (88,5 %) 
fugation von 1. bei 1600 g 

800 

2000 

Kleinste Menge 

4 hamagglutinie- 
rende Dosen 
vollig hemmt 

(mg/ml) [bl, die 

0,3-0 6 

0.05-0,t 

[a] C.C.A. = Huhnererylhrocyten agglutinierende Einheiten pro mg, 
berechnet nach Bestimmungen vor Erhitzen und Dialyse. 
[b] Hemmerkonzentration vor Verdiinnung mit ausgewahlten Hyper- 
immunseren und Erythrocyten-Suspension, Endkonzentration : ' 1 3  der 
angegebenen Werte. Keine Hemmung im B-anti-B- und O-anti-H(0)- 
System (Hemmerkonzentration bis 10 mg/nll). 

[71] I. W o l f u .  G. F. Springer, Proc. 10. internat. Congress SOC. 
Blood Transfusion, Stockholm 1964. Karger, Bascl 1965, S .  511. 
[72] K.  Fteudenberg, Science (Washington) 148, 595 (1965). 
[73] G. F. Springer u. H .  Tritel, Science (Washington) 138, 687 
(1962). 
[74] G. F. Springer u. R .  Schusfer, Klin. Wschr. 42, 821 (1964). 
1751 G. F. Springer u. R. Schuster, Vox Sanguinis 9, 589 (1964). 

Behandlung der Myxoviren rnit k h e r  reicherte sich die 
A-Aktivitat vorwiegend in der Atherphase an; ein Teil 
schien auch rnit den Hamagglutininen assoziiert zu 
sein [751. Subcutane Injektion des makromolekularen 
Anteils kommerzieller Influenzavirusvaccine und hoch- 
gereinigter Influenzaviren in Menschen fuhrten zu einer 
erheblichen anti-A-Isoagglutinin- und -1sohamolysin- 
bildung 174,75,841 (Tabelle 12). 
Die auRerordentlich nahe Verwandtschaft der Blutgruppen-A- 
und Forssman-Antigene ist auch chemisch erwiesenrssl. Diese 

Tahelle 12. Zunahme der Isohamolysine bei zehn Versuchspersonen 
(Blutgruppe 0) nach suhcutaner Injektion (2-5 mg innerhalb 24 Std.) 
des nicht dialysierbaren Anteiles eines chromatographierten Influenza- 
viruspraparates (Asian Jap. 305 A2-Virus) [751. 

[76] S. S. Cohen, Proc. SOC. exp. Biol. Med. 57, 358 (1958). 
[77] L. Hoyle, J. of Hyg. 50, 229 (1952). 
[78] W. Smith, G. Belyavin u. F. W. Sheffild,  Proc. Roy. SOC. 
(London) R 143, 504 (1955). 
[79] D. A.  J.  Tyrrsll in:  Mechanisms of Virus Infection. Acade- 
mic Press, London-New York 1963, S. 245. 
[80] J .  E.  Hotchin, S. M. Cohen, H .  Ruskau. C .  Ruska, Virology 
6, 689 (1958). 
[S l ]  L.  Schiff u. L. Adelsberger, 2. Immunitatsforsch. exp. The- 
rapie 40, 335 (1924). 
[82] E. Witebsky u. J.  Szepsenwol, C. R. Seances SOC. Biol. 
Filiales 115, 221 (1934). 
[83] R .  Harris, G .  S .  Harrison u. C.  J.  M .  Rondle, Acta genet. 
statist. Med. 13, 44 (1963). 
[84] Communicable Disease Center, Influenza Surveillance Re- 
port No. 73: Influenza vaccine and ABO incompatibility. U.S. 
Dept. of Health, Education and Welfare, Public Health Service 
IV: 12-14, 1962. 
[85] I.  A. F. L. Cheese u. W. T. J .  Morgan, Nature (London) 191, 
149 (1961). 
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Tatsachen wirken sich moglicherweise ungunstig auf Mutter- 
Foetus-Beziehungen aus (Mutter Blutgruppe 0, Foetus Blut- 
gruppe A) und sind besonders im Hinblick auf Aborte dis- 
kutiert worden. Desgleichen wurde auf die hohe Cytotoxizi- 
tat der Forssman-Antikorper hingewiesen [74* 8sa1. Unsere rnit 
verhaltnismaRig groDen Dosen (drei oder mehr Influenza- 
virusschutzdosen) durchgefiihrten Experimente beschrank- 
ten sich auf hiihnerei-gezuchtete Influenzaviruspraparate. 
Das Problem der Immunisierung rnit Agentien, die antigene 
Komponenten rnit dem Embryo, aber nicht seiner Mutter ge- 
meinsam haben, ist von allgemeiner Bedeutung, vor allem 
wegen der moglichen schadigenden Wirkung auf den Foeten. 
Nach unseren Untersuchungen scheint das A-ahnliche Anti- 
gen eineKomponente aus demcytoplasma desWirtes zu sein, 
das von Myxoviren nahezu unverandert iibernommen und 
moglicherweise angereichert wird. Im auf natiirlichem Wege 
infizierten Individuuni durften Influenzaviren daher dessen 
eigene blutgruppenaktiven Substanzen inkorporieren, die fur 
den Wirtsorganismus normalerweise nicht antigen sind. Eine 
Isoantikorpervermehrung als Resultat na tur l icher  Infek- 
tion ist daher unwahrscheinlich und bei neuen epidemilogi- 
schen Untersuchungen auch nicht beobachtet worden [861. 

Influenzavirus 

TYP A 
Melbourne 
Swine SIS 

Lee 

Receptor Destroying Enzyme 

TYP B 

Vibrio cholerae 

7. Die Blutgruppensubstanzen des MN-Systems 

Menschliches H u t -  
gruppen- Agglutinogen 

M N I LuaLub 

+ + + +  
+ + + +  
-1- + -I- + 

-1- 4- - 0 

Dieser Bericht begann rnit den Blutgruppensubstanzen 
des Menschen, und zum AbschluD kehren wir zu ihnen 
zuruck. Wir und kurz danach eine finnische Arbeits- 
gruppe haben weitere Beziehungen der Influenzaviren 
zu Blutgruppensubstanzen aufgedeckt 187,881. Influenza- 
viren zerstoren in spezifischer Weise [811 die Hauptanti- 
gene des zweiten der menschlichen Blutgruppensyste- 
me [89,901, des MN-Systems (Tabelle 13). Andere Arbeits- 
gruppen haben nach diesen Befunden zur Erforschung 
der Chemie der MN-Blutgruppen beigetragen r91-931. Es 

[91] E. Klenk u. G. Uhlenbruck, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 
319, I51 (1960). 
[92] G. UhfenSrtlck, Proc. 10. internat. SOC. Congress Blood 
Transfusion, Stockholm 1964. Karger, Basel 1965, S. 476. 
1931 T. Baranowski, E. Lisowska, A .  Morawiecki, E. Romanowska 
u. K. Strozecka, Arch. lmmunol. Terapii Doswiadczalnei 7, 15, 
759 (1959). 

ist uns gelungen, hochaktive immunogene MM-, MN- 
und NN-Substanzen aus Erythrocyten zu isolieren. Es 
handelt sich u m  Glykoproteine [6,8,94-961. Aus mensch- 
lichen Meconien erhieltenwir neuerdings einN-ahnliches, 
immunogenesGlykoprotein in guter Ausbeute [6,8,95,961. 

Die Methode zur Tsolierung dieser Antigene bestand in 
schonender Extraktion in Anwesenheit von Elektroly- 
ten, Differentialzentrifugation und Fraktionierung an 
Agargel- sowie Sephadexsaulen rnit vorausgehender und 
anschliebender Fallung rnit organischen und anorgani- 
schen Losungsmitteln, erneuter Differentialzentrifuga- 
tion und Elektrodialyse 1961. Erhitzen schadigt die Ery- 
throcytensubstanzen biologisch und chemisch. Wir ha- 
ben die N- und N-ahnlichen Antigene in physikalisch- 
cheinisch homogener Form erhalten [951 und biologisch 
und chemisch charakterisiert [6,8,94-961. 

In Tabelle 14 sind physikalische Daten des NN-Antigens 
und des aus Meconium isolierten Antigens (Me-Vg) zu- 
sammengestellt. Das NN-Antigen hat ein etwas holieres 
Molekulargewicht und eine etwas groL3ere Diffusionskon- 
stante, aber eine niedrigere Viscositat als die Meconiumsub- 
stanz [951. Die hohen f/fo-Werte sprechen fur eine erhebliche 
Asymmetrie beider Praparate. Beide Antigene sind links- 
drehend und absorbieren zwischen 255 und 282 mp. Die 
stark negative Ladung der als homogene Substanzen wan- 
dernden Glykoproteine ergab sich aus ihrer Laufrichtung zur 

Tahelle 14. Physikalische Daten fur  NN- und Me-Vg-Antigene des 
Menschen [951. 

Erythrocyten- 
Antigen (NN) 
Ca 825 

Meconiuni-Antigen 

Ca 851 
(Me-Vg) 

Sz0,w ( S )  
D,,,, (Fick-Einheiten) 
V (Partielles spez. Vol.) 
(mllgf 
M W  
flfo 
[%I:' (HzO, 1 cm) (") 
ri (0,85 % NaCI, 37,5 " C )  
A 1 %I274 m p  

12.8 (c = 0) 
1,67 [a1 
0,68 

595 000 
2,34 
-27,O (c = 0, l )  
1,052 [bl ;  1,095 [cl 
10 90 

10,s (c  = 0) 
1,41 (c  ~ 0) 
0,63 

520000 
2,96 
-32,4 (c  =- 0.5) 
1,707 [b l ;  2,408 [ c ]  
4.49 

[a] Durchschnitt der Werte fur 8,9 und 4,4 mg/ml (nicht konzentiations- 
abhangig). 
[b] 0,5 % Konzentration. 
[el 1,0 % Konzentration. 

Anode (zwischen pH = 4,5 und 9,2). Auf Whatman No. 1-  
Papier verhielt sich das NN-Antigen wie menschliches Se- 
rumalbumin und das Me-Vg-Antigen wie ein a-Globulin. 
Auf Celluloseacetat war die Beweglichkeit beider Antigene 
etwas geringer. 
Besonders auffallend ist die augenscheinliche Fahig- 
keit des NN-Antigens, in  Untereinheiten zu desaggre- 
gieren. So hatte eine fruher von uns rnit nur wenig 
scharferen Methoden erhaltene Substanz ein Mole- 
kulargewicht von 150000, d.h. ein Viertel des hier 
angegebenen 181. Fur Aggregations-Desaggregations- 
phanomene des Erythrocyten-Antigens sprechen fol- 
gende weitere Beobachtungen: die Asymmetrie der 
Grenzflachen (Boundaries) unserer Praparate in der 
Ultrazentrifuge 1951 sowie die Extraktion eines Glyko- 
proteins aus  Erythrocyten rnit heiBer alkalischer Phenol- 

[94] G. F. Springer u. K. Hotfa,  Federat. Proc. 22, 2261 (1963). 
[95] A. Bezkorovainy, G. F. Springer u. K .  Hotta, Biochim. 
biophysica Acta 115, 501 (1966). 
[96] G. F. Springer, Y. Nagai u. H .  Tegtmeyer, Biochemistry 5 ,  
Oktober (1966), im Druck. 
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Losung 1971, welches ahnliche chemische und biolo- 
gische Eigenschaften wie die hier beschriebene Sub- 
stanz aufwies [6,8,961, aber ein Molekulargewicht von 
nur etwa 30000 besaB. Auch dissoziierte ein inhomo- 
genes NN-Antigenpraparat bei Zusatz von Alkyl- 
sulfatdetergentien in Untereinheiten vom Molekular- 
gewicht 30000[98] .  Es sei jedoch betont, da8 das NN- 
Antigen rnit dem hochster: Molekulargewicht auch die 
bei weitem hochsten Aktivitaten (bezogen auf gleiches 
Gewicht) besaB. Die isolierten Antigene sind nahezu 
lipoidfrei [961. 

0,003-0,005 
0,003 
N.A. 

0,1 
0,1 
0,1 

den in Kaninchen produzierten anti-N-Seren. Aber 
tierische wie menschliche Antiseren reagieren mit 
Bestandteilen der gleichen Rezeptoroberflache, die der 
Kaninchen anscheinend rnit einem groBeren Gebiet [961. 

Das Vicia graminea-Agglutinin lagert sich dagegen an 
eine Oberflachenstruktur, die sich von der fiir die N- 
Spezifitat verantwortlichen unterscheidet, an. Unsere 
Befunde [100a,961 weisen darauf hin, daB der Rezeptor 
fur das Vicia graminea-Agglutinin nicht wie bisher an- 
genommen ein Bestandteil des NN-Antigens ist, sondern 
daB er entweder eine genetische Vorstufe der NN- und 

0,003 
0,425 
0,135 

0,03 

0,03 
> 1  

Tabelle 15. NN-  und Me-Vg-Antigene: Aktivitit in vitro und enzymatische Tnaktivierung 1961. 

Antigen 

N N  [a1 
C d  825 

Me-Vg [a] 
Ca 851 

Behandlung 

keine 
R.D.E. [h] 
Trypsin 

keine 
R.D.E. 
Trypsin 

Kleinste Menge (mglml), die die Agglutination menschl. Erythrocyten 
durch 4 agglutinierende Dosen vollig hemmt 

Mensch 
(Armst.) 

0,Ol-0,02 
N.A. [cl 
N.A. 

N.A. 
N.A.  
N.A. 

Anti-N 
Mensch 
(Kon. SN-6, 
Stur. 25543) 

0,6-2,0 
N.A. 
N.A. 
N.A. 
N.A. 
N.A. 

Kaninchen 
155-571 

0.1 
N.A.  
2,5 

N.A. 
N.A. 
N.A.  

[a] Inaktiv mit 3 rnenschlichen und 4 Kaninchen-anti-M-Seren 
[bl Receptor Destroying Enzyme. 
[c] N.A. = Keine Agglutinationshemmung mit 10 mgjrnl oder weniger. 

Biologische Daten der beiden Antigene sind in Tabelle 15 
zusammengestellt; die Antigene sind nicht nur Blut- 
gruppensubstanzen von hoher Aktivitat, sondern auch, 
wie aus der letzten Spalte hervorgeht, auaerordentlich 
wirksame Myxovirushemmer. Das Meconiumantigen 
war weniger aktiv, wenn rnit Influenzaviren vom Typ A 
(PR8 und Melbourne) getestet wurde; es war aber vier- 
ma1 aktiver als das "-Antigen gegen den Maryland 
1/59-Typ B-Stamm B61. 

Die NN- und MM-Substanzen sind gute Antigene, mit 
denen sich blutgruppenspezifische Antiseren erzeugen 
lassen [6,8.961. Das Meconium-Antigen besitzt die mit 
dem Vicia-Reagens bestimmbare Aktivitat ; N-Spezifitat 
lie13 sich mit menschlichen und tierischen Antiseren nicht 
nachweisen. Nach Immunisierung rnit Me-Vg-Antigen 
bildeten sich nur in einem von 17 Kaninchen anti-N-spe- 
zifische Antikorper 1961. 

Das NN-Antigen ist ein gutes Beispiel fur die Mosaik- 
struktur der Blutgruppenantigene im allgemeinen [loo] 
Sein serologisches Studium ergab, da8 Antikorper 
verschiedenen Ursprungs rnit der a gleichen Allge- 
meinspezifitat doch befahigt sind, vorzugsweise mit 
nicht vollig identischen Strukturen am gleichen Ma- 
kromolekul zu reagieren. Wie aus Tabelle 15 hervor- 
geht, zeigen verschiedene menschliche anti-N-Seren 
deutlich verschiedene Aktivitaten. Alle menschlichen 
Seren unterscheiden sich in ihrer Affinitat aber von 

[97] R.  H. Karhan, R. J. Winder u. C. A. Johnson, J. exp. Me- 
dicine 113, 37 (1961). 
[98] A. Morawiecki, Biochim. biophysica Acta 83, 339 (1964). 
1991 M .  Krupe u. G. Ulzlenbruck, Z. Immiinitatsforsch. exp. 
Therap. 126, 408 (1964). 
[I001 A. S. Wiener, J. Moor-Jankowski u. E. B. Gordon, J. 
Immunology 92, 391 (1964). 
[100a] Y.  Nugni u. G. F. Springer, Federat. Proc. 21, 67d (1962). 

Vicia graminea Influenzavirus 1 P R 8  

MM-Antigene darstellt, oder daB die Vicia-Spezifitat 
heterophil ist und diese Antigene nur zufallig begleitet. 
Trotz der milden Extraktions- und Reinigungsbedin- 
gungen wies das isolierte NN-Makromolekiil Zeichen 
der Schadigung seiner biologischen Wirksamkeit gegen- 
iiber einigen menschlichen anti-N-Antikorpern auf (Ta- 
belle 15, Spalte 4) 1963. 

Blutgruppen-N-Aktivitat sowie die antiviralen Eigen- 
schaften des NN-Antigens werden durch Influenzaviren, 
,,Receptor Destroying Enzymes" (R.D.E.) von Vibrio 
cholerae und Clostridiunz perfringens sowie proteolyti- 
sche Enzyme zerstort. Behandlung des NN-Antigens 
und des desialisierten NN-Antigens mit Galaktose- 
oxidase oder D. pneumoniae-p-Galaktosidase zerstorte 
die Vicia-Spezifitat ; Galaktoseoxidase zerstorte bemer- 
kenswerterweise die rnit menschlichem (Armstrong) Se- 
rum und in geringerem AusniaB auch die rnit Kaninchen- 
serum gemessene N-Spezifitat 1961. Auf die antivirale 
Aktivitat hatten die beiden letzteren Enzyme keinen 
EinfluB. Die rnit dem pflanzlichen Reagens aus Vicia 
graminea bestimmbaren Rezeptoreneigenschaften des 
NN-Antigens wurden ebenfalls von Proteasen, nicht 
dagegen von Sialidasen inaktiviert. Analoge Befunde 
wurden rnit diesen Enzymen am MM-Antigen erhal- 
ten [6,8,96J. a-Galaktosidase, E. coli-P-Galaktosidase, 
p-Hexosaminidase und Lysozym hatten keinen EinfluB 
auf die Blutgruppen- und Virusrezeptoren der NN- und 
MM-Antigene. Der Vicia-Rezeptor des Me-Vg-Anti- 
gens wurde durch keines der verwendeten Erizyme in- 
aktiviert 1961. 

Enzymatische Hydrolysen wiesen zuerst auf die Bedeu- 
tung von Sialinsaure fur die Blutgruppen-N- und -M- 
Spezifitat hin [87,88.91,93,961. Milde Saurehydrolyse ergab 
die gleichen Befunde [100a,961. Neueste Resultate mit 
Galaktoseoxidase und die Analyse von blutgruppen- 
aktiven dialysierbaren Abbauprodukten des NN-Anti- 
gens deuten darauf hin, daB Galaktose in subterminaler 
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oder in einer der Sialinsaure benachbarten verzweigten 
Stellung zur vollen Entfaltung der N-Aktivitat erforder- 
lich ist. Diese Interpretation ergibt sich nicht nur aus der 
Zerstorung der N-Aktivitat durch Galaktoseoxidase, 
sondern auch aus der Zusammensetzung der durch milde 
Saure- sowie Pronasehydrolyse erhaltenen blutgruppen- 
N-spezifischen Haptene, welche als Zuckerbestand- 
teile 1-2 N-Acetylneuraminsauren pro 1-2 Galakto- 
sen besaBen. Die Anwesenheit von Hexosamin war fur 
die Aktivitat nicht erforderlich [96,1011. Dialysierbare 
hexosamin- und sialinsaurehaltige Struktiven [ 1023961 

wurden ebenfalls isoliert. Fur die Viciu-Rezeptoreigen- 
schaften scheint Galaktose [99,961 in P-glykosidischer 
Bindungc961 verantwortlich zu sein. Fiir die virus- und 
blutgruppenspezifischen Strukturen scheinen daher uber- 
wiegend Sialyl-, Sialyl-galaktopyranosyl- und P-Galak- 
topyranosylgruppen verantwortlich zu sein. 

NN- und Meconium-Antigene sind Glykoproteine. Bei 
beiden Antigenen herrscht Galaktose (molare Basis) 
bei den Kohlenhydraten vor. In anderen NN-Antigen- 
praparaten iiberwog aber Sialinsaure etwas [81. Beide 
Antigene enthalten in grol3er Menge N-Acetylneura- 
minsaure, Galaktosamin, Glucosamin und Mannose, 
das Me-Vg-Antigen zusatzlich einen hohen Anteil 
an Fucose. Der Quotient Glucosamin : Galaktosamin 
ist im NN-Antigen ungewohnlich niedrig, namlich 
0,75. Beide Antigene, vorwiegend aber das aus Me- 
conium, enthalten Komponenten mit den chromato- 
graphischen Eigenschaften von N,O-Diacetylneuramin- 
sauren [961. Diese Substanzen wurden beim Menschen 
bisher noch nicht beschrieben [8,961. 

Die Zusammensetzung beider Antigene ist in den Ta- 
bellen 16  und 17 wiedergegeben. Die Gesamtwerte 
addieren sich zu etwa 100 %, da das NN-Antigen zu- 
satzlich ca. 10 % Wasser und 2,5 % Asche enthalt, das 
Me-Vg-Antigen 14 % Wasser und 0,7 % Asche. Das 
molare Verhaltnis Sialinsaure: Gesamt-Hexosamin: Ga- 
laktose betragt etwa l :1:1 im NN-Antigen und nahezu 
1 :4: 5 im Me-Vg-Antigen. 
Threonin, Serin, Leucin und Glutaminsaure sind die vor- 
herrschenden Aminosauren in der NN-Substanz, wahrend in 
der Meconium-Substanz Prolin vor Serin steht und Alanin 
an vierter Stelle folgt. Im NN-Antigen betragt die Summe der 
sauren Aminosauren etwa drei Viertel und die Summe der 
basischen zwei Drittel der Summe der Hydroxyaminosauren ; 
beim Me-Vg-Antigen lauten diese Zahlen ein Drittel und 
ein Sechstel. Beide Makromolekiile zeichnen sich durch ihren 
geringen Gehalt an aromatischen Aminosauren (auBer Pro- 
lin) aus; Tryptophan und Cystin fehlen ganz 1961. Die Amino- 
saurenzusammensetzung der beiden Antigene, besonders 
aber des Me-Vg-Antigens, ahnelt denen der ABH(0)-Blut- 
gruppensubstanzen aus Ovarcysten [lo33 1041. 

Der Erforschung der Bindung des Kohlenhydrates an den 
Peptidanteil der Makromolekiile diente der alkalische Ab- 
bau [961 nach Anderson, Hoffman und Meyer U O J 1  sowie Kabat 

10,4 
7,50 

15,03 
20,3 
7,s 
1,7 
8,4 

[IOI] K. Hoffa  u. G. F. Springer, Proc. 10. internat. Congress 
SOC. Blood Transfusion, Stockholm 1964. Karger, Basel 1965, 
S. 505. 
[lo21 E. Romanowska, Nature (London) 191, 1408 (1961). 
11031 M .  E. Carsten u. E. A.  Kabat, J. Amer. chem. SOC. 78, 308 
(1956). 
[I041 A .  Puszrai u. W. T. J. Morgarz, Biochem. J. 88, 546 (1963). 
[lo51 B. Anderson, P.  Hofman u. K .  Meyer, J.  biol. Chemistry 
240, 156 (1965). 

175 
217 
436 
586 
216 
49 

266 
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36 
131 
66 
37 
83 
38 
42 
25 
15  
29 

4 

13 
10 

8 
10 

28 [c] 

und Mitarbeiternf1061. Die Resultate sind in Tabelle 18 zu- 
sammengefaot. Galaktosamin, Galaktose, Threonin und Se- 
rin sind in beiden Antigenen anscheinend an der Kohlen- 
hydrat-Peptidbindung beteiligt und werden durch (3-Elimina- 
tion zerstort. Im Me-Vg-Antigen wurde zudem Glucosamin 
zu 30 zerstort. Die Daten zeigen, da5 ein Teil der Kohlen- 
hydrate in beiden Antigenen durch eine zusitzliche ,,peeling 
reaction" zerstort sein muB, da etwa zweimal soviel Zucker 
wie Aminosauren im NN-Antigen zersttirt sind, wahrend die- 
ses Verhaltnis beim Me-Vg-Antigen sogar 5 : 1 betragt [961. 

6 3  
22,8 
11.5 
6.4 

14,4 
6.6 
7,3 
4,3 
2,6 
5-0 
0.7 

2.3 
1,7 

1,4 
1,7 
4,9 [cl 

Tahelle 16. Kohlenhydratanteile hochgereinigter NN- und 
Me-Vg-Antigene [961. 

Me-Vg- Antigen ! Ca 825 I Ca 851 
NN-Antigen 

6,3 
10,3 
9,8 
8,2 
7,3 
5.6 
7,2 
7,s 
5,5 
S,9 
2 , 8  
3,3 
4,5 
3,s 
4,2 
4,7 

Struktureinheiten 
tnol/rnol mol/rnol 1 Antigen 1 (%) I Antigen I 

0,92 
2,99 
1,34 
1,04 
1 3 5  
0.55 
0,72 
0,57 
0,37 
0,72 
0,15 
0 , 3 3  
0,35 
0,25 
0.35 
0,92 [c] 

Acetylneuraminsaure 
Galaktosamin 
Glucosamin 
Galaktose 
Mannose 
Glucose 
Methylpentose 

Tryptophan 0.00 
NHs+ 0,77 255 
Methionin- 

sulfoxid 

16,2 
4,32 

11,l 
5,4 

3,1 

0,3 
0,7 

0.01 
0,77 222 
0,06 

312 
144 
103 
367 
179 

25 
i n  

Tabelle 17. Aminosauren-Analyse der NN- und Me-Vg-Antigene [961. 

Aniinosaure 

Asparaginsaure 
Threonin 
Serin 
Glutaminsiure 
Prolin 
Glycin 
Alanin 
Valin 
Isoleucin 
Leucin 
Tyrosin 
Phenylalanin 
Lysin 
Histidin 
Arginin 
Methionin 

Summe 

NN-Antigen Ca 825 1 Me-Vg-Antigen Ca 851 

[a1 
~ 

2,93 
4,26 
3,58 
4,21 
2,93 
I ,46 
2,21 
3,07 
2,52 
4,07 
1,78 
1,85 
2,31 

2,54 
2,46 

44.2.6 

2,118 

~ 

131 
213 
203 
170 
151 
116 
148 
156 
I14 
185 
58 
67 
94 
80 
87 
98 

107 I 575 I 

Tahelle 18. Komponenten der NN- und Me-Vg-Antigene, die durch 
0.5 N NaO€l hei 23 "C (63 Std.) zerstort werden f961 [al. 

Komponente 

Hexosamin, gcsamt 
Galaktosamin 
Glucosamin 
Galaktose 
Threonin 
Serin 
Tyrosin 

% Zerstorung 

NN-Antigen 
Ca 825 

4s 
80- - 90 
0 

66 
48 
39 
56 

[a] Andere Bausteine wurden nicht zerstort. 

Me-Vg-Antigen 
Ca 851 

43 
61 
30 

M 30 
46 
34 
n 

[lo61 E. A .  Kabat, E.  W. Bassert, K .  Pryzwanski, K .  0.  Lloyd, 
M .  E. Kaplan u. E. J .  Layug, Biochemistry 4, 1632 (1965). 

977 



Die Gesamtheit der chemischen und biologischen Befunde 
erlaubt die Annahme, daR die Zuckerketten im NN-Antigen 
nur aus vier his sechs Monosacchariden bestehen, wahrend 
im Meconium-Antigen erheblich langere Ketten angenom- 
men werden mussen. Die immunologische Spezifitat diirfte 
von noch kleineren Oligosaccharidgruppen bestimmt werden: 
multiple Einheiten von nicht mehr als zwei Zuckern fur die 
Vicia-Spezifitat und nicht mehr als vier fur die rnit mensch- 
lichem Serum gemessene N-Spezifitat . Die Gesamtzahl der 
Ketten rnit N-Spezifitat, rnit menschlichem Serum bestimmt, 
betragt maximal etwa 300 pro Molekul NN-Antigen [961. 

Die MM- und NN-Antigtne konnen, da sie mehrere biologi- 
sche Funktionen besitzen, nicht nur in der Blutgruppensero- 
logie, der biochemischen Genetik des Menschen und der 
Virologie als Modelle dienen, sondern aucli auf einigen an- 
deren Gebieten. Es handelt sich hier erstmals um physika- 
lisch homogene, chemisch definierte Zellmembrankompo- 
nenten eines Saugers, die eine Blutgruppenaktivitat der glei- 
chen GroBenordnung wie die besten aus Korperflussigkeiten 
isolierten ABH(0)-Glykoproteine zeigen (bestimmt rnit ihren 
Antikorpern). 

Eingegangen am 17. Marz 1966, erganzt am 17. August 1966 [A 5351 

ZUSCHRIFTEN 

Synthese der zentralen octacyclischen Struktur des 
Calebassencurare-Hauptalkaloids C-Curarin-I 

Von Prof. Dr. H. Fritz und Dip1.-Chem. R. Oehl 

Institut fur Organische Chemie 
der Universitat Frankfurt am Main 

Eliminiert man formal aus dem C-Curarin-I [21 ( I )  die in der 
Peripherie angegliederten Ringe D und E sowie D' und E', 
so erhdt man ein octacyclisches Ringsystem (2),  den Chro- 
mophor des Alkaloids. Es ist uns gelungen, diesen lange ge- 
suchten [31 Chromophor zu synthetisieren, dessen strukturelle 
Besonderheit das in seiner Mitte befindliche, von einem 
Athersauerstoff uberbruckte Diazacyclooctadien-System ist. 

LaBt man eine aquimolare Mischung des vinylogen Form- 
amids (3) [41 und des Imidchlorids (4) [51 in wasserhaltigem 
k h e r  gelost etwa 18 Std. bei 20 "C stehen, so wird zunachst 
in etwa 20-proz. Ausbeute in stereospezifischer Reaktion das 
Racemdt des Indolins (8) (Fp = 216OC) gebildetW 

laBt - ist rnit Adamantan isoster, und zwar ist es em sub- 
stituiertes 2,6-Dioxa-4,8-diaza-adamantan. Sehr wahrschein- 
lich stimmt die aus C-Curarin-I erhaltene ,,l[ndolinbase-VII" 
bisher unbekannter Konstitution "1 in ihrer zentralen nona- 
cyclischen Struktur rnit Verbindung (8) uberein. 
(8) entsteht aus (3) und (4)  und einem Molekul Wasser ver- 
mutlich uber (5),  (6)  und (7). 
Durch saurekatalysierte Dehydratisierung (methanol. 1 N 

HCl; 20 OC; 24 Std.) llBt sich (8) rnit (2) (Fp = 205 "C) - 
das hierbei in ebenfalls sterisch einheirlicher Form entsteht - 
ins Gleichgewicht setzen. Es resultiert eine Mischung von (8) 
und (2) im Molverhaltnis = l : l ,  gleichgultig ob man von 
reinem (8) oder von reinem (2) ausgeht. Die beiden Sub- 
stanzen lassen sich leicht chromatographisch an Kieselgel-G 
mit Benzol als FlieBmittel pfAparativ trennen und kristalli- 
sieren leicht. 
Mit der Konstitution (2) sind im Einklang: die Elementar- 
analyse, das massenspektrometrisch ermittelte Molekular- 
gewicht 408 und das IR-Spektrum (keine OH- und NH- 
Bande). Aus dem NMR-Spektrum ist ersichtlich, daB (2), 

+ ---+ 

Fur die Konstitution (8) sind beweisend: die Elementarana- 
lyse, das UV-Spektrum (Indolin-Absorption), das IR-Spek- 
trum (Atherbande bei 8,38 p; keine OH- und NH-Bande) 
und das Massenspektrum (M+ = 426). Insbesondere beweist 
das NMR-Spektrum (in CDC13), zusammen rnit MG = 426, 
zwei aquivalentec-Methylgruppen (6H-Singulett bei T = 8,93 ; 
TMS als interner Standard) und zwei aquivalente 
Aminoacetal-Protonen (2H-Singulett (61 bei z = 4,63). Aus 
der Aquivalenz dieser Gruppen folgt die fur Formel (8) ge- 
forderte Symmetrie Cz. Das zentrale tricyclische System von 
(8) - das sich im Model1 praktisch spannungsfrei aufbauen 

J 
(7) 

ebenso wie (S) ,  Cz-Symmetrie besitzt, da die sechs Protonen 
der beiden C-Methylgruppen ein scharfes Singulett bei t = 

8,87 (in CDC13; TMS als interner Standard) verursachen. 
Die beiden an den Enamin-C-Atomen stehenden Protonen 
zeigen ein durch Allylkopplung schwach aufgespaltenes 
Signal bei t = 3,30, das an genau der gleichen Stelle liegt, 
wie das Signal dieser Protonen im Nor-C-curarin-I [Zbl. Da- 
rnit kann fur unser Syntheseprodukt eine zu (2) alternative 
Formel (0-Brucke zwischen den beiden CH-Gruppen und 
entsprechend andere Lage der Doppelbindungen) mit Sicher- 
heit ausgeschlossen werden, da in dieser die beiden relevanten 

978 Angew. Chem. 1 78. Jahrg. 1966 1 Nr. 21 




