15, V1. 1962 Brevi comunicaziom
Tension in g

No.of Agein ist heating  2nd heating Sum Total tension

exper- months 65°C up to 75°C with direct

iment heating

24 5 3.0 1.9 4.4 4.1

10 4 3.4 2.4 5.4 5.5

ila 29 4.7 4.5 9.2 R

itb 249 4.0 5.4 4.0 8.1

25 40 5.0 ) 4.3 G.3

of course, only be measured on another fibre of similar dia-
meter. (There is a small source of error here, and the slight
differences between the sum of the two part tensions and
the maximal tension seen in the Table are due to this fact.)

The remaining tension which exists after the first heat-
ing to 62-65°C can, when not loaded (or only with 0.1 g),
give the complete thermic contraction which we described
at the beginning. Thus the phenomenon can be explained
by assuming that the heating only gradually destroys the

Effekt der Perjodsiure
auf die Erythrocytenmembran

Hirst und HoTcHKis! beobachteten, dass Kaliumper-
jodat hdmagglutinierende Virusrezeptoren in der Kilte
beseitigt, woraus sie die Schlussfolgerung zogen, dass Koh-
lenhydrate angegriffen werden. Die mit m/100 Kalium-
perjodat behandelten Erythrocyten werden nach StEe-
waRT? fast durch alle Sera agglutiniert; dieses Phinomen
betrachtete er als eine besondere Art der Panagglutination.
AmiNOFF und MoRGAN®# beschrieben, dass das Perjodat-
lon die endstindigen /-Fukose- und d-Galaktosegruppen
der menschlichen A-Substanz vollstindig, Chondrosamin
teilweise oxydiert.

Perjodsdure wird fiir ein selektiv wirkendes Oxydations-
mittel gehalten, welches die C-C-Bindungen bei zwei Hy-
droxyl-Ionen oder bei einem Hydroxyl-lon und einer be-
nachbarten primédren oder sekundaren Aminogruppe
spaltet. Der Effekt des m/200 bis m/1000 Natriumper-
jodats auf Erythrocyten bei pH 4 bis 7 wurde von MorGanN
und WatkinNs® ausfithrlich studiert. Bei hoherer Konzen-
tration des Perjodat-Ions und bei niedrigem pH wird die
serologische Aktivitdt aller Blutgruppensubstanzen auf-
gehoben. Vorsichtigere Behandlung inaktiviert elektive die
M.-, N.-, D.-Faktoren; A., B., H. und Le? sind resistenter.
Morgan und WATKINS halten es nicht fiir zuldssig, auf
Grund von Perjodat-Ion-Inaktivierung die Kohlenhydrat-
natur der untersuchten Substanz anzunehmen, weil auch
a-Glykol, a-Aminoalkohol und eine Reihe von Amino-
sduren durch Perjodat-lon oxydiert werden.

Wir fanden in der Literatur keinen Bericht iiber den
Effekt der Perjodsdure auf Erythrocytenmembranen. Das
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die aus nativen und aus
trypsinisierten® Erythrocyten hergestellten Membranen
bei verschiedenen Konzentrationen der Perjodsiure
phasenoptisch vergleichend zu untersuchen. Die phasen-
optische Untersuchung der zweierlei Membranen ergab in
verschiedenen Konzentrationen der Neutralsalze in einer
fritheren Arbeit unerwartete UUnterschiede?.

Technik. 169, HJO, Grundlésung wurde in 11 Réhrchen
mit destilliertem Wasser in Zweicrpotenzen verdiinnt und
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crystalline structure of the collagen macromolecule, and,
as long as some of it remains, maximal contraction
(shrinkage) of unloaded fibres appears on heating?.

Zusammenfassung. Die Wirmekontraktion der Colla-
genfaser kann durch ein Gewicht verhindert werden. Nach
Entlastung gibt eine solche Faser bei Erwidrmung eine
maximale Wirmekontraktion (Schrumpfung}. Das erklart
sich ans Spannungsmessungen mittels ciner «isometri-
schen Methode», Erwdrmung bis 62-65°C bewirkt nur
cinen Teil der Spannung. Die Restspannung wird erst
erreicht, knapp bevor dic Faser bercits zu erschlaffen
beginnt. Dic Restspannung erklirt, dass cine unbelastete
Faser auch nach ciner vorangehenden Erwdrmung noch
cine maximale Wirmckontraktion zeigt.

. VERzZAR

Gerontologisches Institut Basel (Switzevland), May 17, 1962.

3 This work was made with the support of the Muscular Dystrophy
Association of America,

in ana Vol. mit Membransuspension vermischt. Auf das
Gesamtvolumen berechnet betrug die HJO,-Konzentra-
tion von m/2 bis weniger als m/1000. Die Dichte der Mem-

‘ig. 1. Native Membranen, Fig. 2. Trypsinisierte Membranen.

oGl KL Hirst and R DL Horenxas, J. exp. Med. 86, 55 (1147).

? V. S. StewarT, J. Path, Bact. 617, 156 (1949).

3 D Asmivorr and W, TL 1. Morean, Biochem. J. 44, 21 (1944},

4 D, Asminorr and WL T, J. Morcan, Biochem. J. 48, 74 (1951).

WL T, J. Moraan and W, H. Warkins, J. exp. Path. 32, 34 (1951).

6 J. A. Morton and M. M, PickrEs, Nature 159, 779 (1947),

7 J. Tomesixk und M. ScueRrRER-GERVAL, Path, Microbiol. 24, 945
(1961).
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bransuspension wurde so gewihlt, dass im feuchten Pré-
parat auf ein Gesichtsfeld des Phasenkontrastmikroskopes
{Wild; 85x% 10} ca. 50 Erythrocytenmembranen fielen. In
der Regel wurden 2 Osen der untersuchenden Suspension
mit der Ose an der Oberfliche des Objekttrigers verteilt.
Die nativen und «frypsinisierten» Membranen wurden
nach unserer fritheren Methode hergestellt?.

Resultate, Die Perjodsdure 16ste bis m/500 eine Sdure-
agglutination und eine deutliche optische Verdickung des
Randes der Erythrocytenmembranen aus. Die «trypsini-
sierten» Membranen verhielten sich diesbeziiglich dhnlich,
aber sie waren etwas kleiner. Ein unerwartetes Phinomen
ergaben die nativen Membranen. Sie zeigten im Innern
der agglutinierten Massen oder in briickenihnlichen Ver-
bindungen zwischen den Agglutinaten sehr lange spindel-,
ziegel- und fadenférmige Ausziige, wie in den Mikrophoto-
graphien (Figur 1'und 2) ersichtlich ist.

Ausziige konnten in mit Perjodsiure dhnlich behandel-
ten «trypsinisiertens Erythrocytenmembranen in zahl-
reichen” parallelen Untersuchungen selten beobachtet
werden, wie die Tabelle zeigt.

Morphologische Einwirkung von HJO, auf Rinder-Erythrocyten-
membranen (spindel-, ziegel-, fadenférmig ausgezogene Membranen)

Vorbehandlung der Zahl der Keine; Schwache 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 Priparaten einer Ver-
suchsreihe, bei m/2 bis m/500 HJO, vor. Da diese Re-
aktion aber in manchen Priparaten ausblieb, musste die
Rolle eines mechanischen Faktors — bei der Herstellung
der Priparate — angenommen werden. Verschiedene me-
chanische Einwirkungen wurden vergleichend untersucht.
Schiitteln mit normalen Glaskiigelchen und mit «ballo-
tini» in der Schiittelmaschine bzw. im elektromagneti-
schen Vibrator (Mickle) forderte die Reaktion; Ultra-
schallbehandlung zerstorte die Membranen, Zweifellos er-
schienen weniger «Ausziige», wenn die Suspension an die
Oberfliche des Objekttrigers mit Kapillarpipette anstelle
von Ose aufgetragen und verteilt wurde. Der quantitativ
deutliche Unterschied zwischen nativen und trypsinisicr-

Isolierung und Charakterisierung einer Protein-
substanz der Erythrocytenoberfliche

MorTton und PicKLES? haben beobachtet, dass die Ery-
throcyten bei-schonender proteolytischer Behandlung
partiell verdaut werden konnen, ohne Himolyse zu er-
leiden. Die so behandelten Erythrocyten verhielten sich
bei der Hamagglutination wesentlich anders als die nicht
behandelten. PoNDER? nahm an, dass durch Trypsin-
behandlung der Erythrocyten das Trypsin an der Ober-
fliche als eine monomolekulare Schicht aufgelagert wird;
diese Auflagerung soll in einer spéteren Phase zur Auf-
lockerung der Oberfliche filhren. ToMcsik3 entwickelte
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ten Erythrocytenmembranen blieb bei allen Versuchs-
anordnungen erhalten. Ahnliche Resultate wurden auch
mit Menschen- und Schaf-Erythrocytenmembranen er-
halten.

Diskussion. Der eine von uns nahm auf Grund serologi-
scher Beobachtungen an proteolytisch vorsichtig vor-
behandelten Erythrocyten an, dass — im Gegensatz zu
fritheren Auffassungen — die Oberfliche mit einer lockeren
Proteinschicht bedeckt ist® Diese Schicht soll in der
grossten Michtigkeit an der Oberfldche der Rindererythro-
cyten vorkommen; sie verhindert sterisch die Briicken-
bildung der Antikérpermolekiile 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 HJO, mit
der lockeren Proteinschicht der Membranoberfliche rea-
giert, wodurch diese fadenférmig ausziehbar wird und da-
durch indirekt sichtbar gemacht werden kann. Die seltene,
morphologisch dhnliche H JO,-Reaktion der «trypsinisier-
ten» Erythrocyten wire darauf zuriickzufiithren, dass die
die Oberfliche der Membran bedeckende lockere Protein-
schicht nicht bei jeder Trypsinbehandlung restlos entfernt
wird.

CorFIN und PickLEs wiesen nach? dass ein Teil 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
«intakten» Erythrocyten jede scheinbare Inaktivierung
der Blutgruppensubstanzen auf eine oxydierende Wirkung
des Perjodations zuriickzufiihren ist, oder aber auch eine
sterische Hemmung infolge der Reaktion des Perjodat-
Ions mit der lockeren Proteinschicht der Membranober-
fliche eine Rolle spielt®.

Summmary. M/2 up to M/500 HJO, produces a very
peculiar ductility 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
erythrocytess.
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die Hypothese, dass die an der Oberfliche liegende, bei
manchen Erythrocyten michtige, 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 vom
lipoidfreien Bestandteil der Proteine des Rindererythro-
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