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Fig. 1. Immunoélectrophorése comparée, développée entre I'immun-
sérum de lapin antitumeur de Walker (cuves longitudinales) et les
extraits solubles du foie de rat porteur de la tumeur (A), de rat normatl
(B}, d’embryon de rat (C), de rat nouveau-né (D), de rate gestante (1)
et de rat partiellement hépatectomisé (I).
A noter que antigéne tumoral apparait uniquement dans le foie de
rat porteur de la tumeur de Walker {veoir fléche).

Nous avons aussi employé la méthode de précipitation
par double diffusion en milieu gélifié!® dans les études
préliminaires pour déceler la présence de cet antigéne
spécifique.

Résultats. Tous les extraits solubles hépatiques prove-
pant du groupe 5, c’est & dire, des rats porteurs d’une
tumeur de Walker depuis 15 jours, réagissent positive-
ment, a la réaction de précipitation par double diffusion
en milieu gélifié, avec I'immunsérum antitumeur purifié;
par contre aucun précipité n’a été décelable avec les ex-
traits hépatiques provenant d’autres groupes. La Figure 1
et 2 démontre indiscutablement que seul U'extrait hépa-
tique soluble de rat porteur d’une tumeur de Walker
posséde une relation antigénique éfroite avec Pimmun-
sérum antitumeur purifié, aucune des conditions physio-
logiques et pathologiques illustrées dans 'expérience n’a
laissé voir une seule trace de cette antigénicité. L’'immuno-
électrophorése a, en outre, éclairci la nature albuminoide
de 'antigéne tumoral décelé.

Discussion. Cette recherche montre donc indiscutable-
ment la haute spécificité 4 la tumeur de Walker de cet
antigéne hépatique. Il n’est en effet présent que chez le rat

Cytologische Beobachtungen an Rindererythro-
cyten mit Himoglobin-Antikoérpern

In diesem Jahrhundert erschienen zahlreiche Arbeiten,
die mehr oder weniger verschiedene Methoden zur Her-
stellung der Erythrocytenmembranen oder der Stroma-
proteine empfahlen. In der Mehrzahl dieser Arbeiten
wurde angefiihrt, dass die isolierten Membranpridparate
wechselnde Mengen von Hiamoglobin enthielten. Nur
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Fig. 2. Immunodlectrophorese comparée, développée entre 'immun-

sérum de lapin antitumeunr de Walker (cuves longitudinales) et les

extraits protéiques solubles du foie de rat normal (A), de rat arthri-

tique (13), de rat porteur d'une inflammation aigue (€) et de rat
porteur de la tumeur de Walker (D).

A noter que scul Pextrait hépatique soluble de rat portenr de la

tumeur posséde la réactivité antigénique spéeifique (voir fléche),

porteur de la greffe tumorale. Ceci le dissocie done du
facteur protéique du sérum de Darcy® et Hirmm? et pro-
bablement aussi du facteur hépatique de Sayre et al.'?,
facteur qui joucrait un role dans la croissance tissulaire et
la différenciation.

Etant donné, cependant, Phétérogénéité de la tumeur
de Walker, il se pourrait que cet antigéne en soit la signa-
ture et corresponde a une réaction d’incompatibilité.
Aussi nous avons entrepris des recherches avee d’autres
tumeurs isologues dans le but d’éliminer cette limitation 2,

Summary. By means of systematlic comparative im-
munoelectrophoretic analysis, it has been shown that the
antigenic matenial appearing in the liver of a Walker
tumour bearing rat is highly specific to the tumour. In fact
we have been unable to detect such an antigen either in
embryonic neonatal, regenerating or in the liver of acute
inflammations bearing rats.
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wenigen Autoren gelang es, die Erythrocytenmembran
praktisch hdamoglobinfrei herzustellen.

Wir haben wihrend ca. 20 aufeinanderfolgenden Wochen
mit verschiedenen Methoden aus jeweils frischen Rinder-
erythrocyten und wihrend einiger Wochen aus Menschen-
und Schaferythrocyten Membranen hergestelitt,  Alle

' J. Tomcsik und M. ScHERRER-GERVAL Path. Microbiol, 24, 915
(1961).



374

unsere Membranpridparate enthielten Hamoglobin. Wir
haben uns die Frage gestellt: Sind die Himoglobinmole-
kiile in irgendeiner Membranschicht strukturell eingebaut,
oder aber werden sie erst wihrend der Herstellung der
Membranen, durch diese, gebunden ?

Die zweite Hilfte dieser Frage konnte mit dem folgen-
den Beispiel aus dem Gebiet der Mikrobiologie illustriert
werden. Ein spezifisches Polysaccharid wurde in B. an-
thracis?, spéter auch in den isolierten Zellwandpriaparaten
dieses Bazillus® nachgewiesen. Andere Autoren beschrie-
ben ein zweites Polysaccharid4, welches aber nur aus
Milzbrandbazillen, die auf einem speziellen Nahrboden
geziichtet wurden, isoliert werden konnte und nichtspezi-
fische Prézipitinreaktionen ergab® Das zweite Poly-
saccharid (Hefe-Mannan) wurde von den sich vermehren-
den Milzbrandbazillen aus dem Hefeextrakt enthaltenden
Niahrboden aufgenommen und derartig stark gebunden,
dass dieses trotz mehrmaligem Waschen mit physiologi-
scher NaCl-Losung nicht entfernt werden konnte$. Lyso-
zym-behandelte B. megaferinm-Sporen binden das Lyso-
zym derart stark, dass sie selbst nach fiinfmaligem
Waschen in Kaninchen auch Lysozymantikorper produ-
zieren?.

In Vorversuchen zur vorliegenden Arbeit konnten wir
das Himoglobin aus unseren Erythrocytenmembran-
priparaten durch mehrmaliges Waschen nicht entfernen.
pH-Anderungen setzten das Hidmoglobin aus den Mem-
branen nicht frei. Doch erhielten wir anldsslich der Immu-
nisierung von zahlreichen Kaninchen mit Membranen
Ausserst selten eine ganz geringfiigige Hamoglobin-Anti-
korperproduktion.

Zu den weiteren Immunisierungen wihlten wir kristal-
lisiertes Rinderhdmoglobin (Armour, USA). Kaninchen
wurden sowohl nach der Freundschen Adjuvans-Methode
mit 2%, Himoglobinlésung subkutan als auch ohne Adju-
vantien mit 0,1-29, Himoglobinlésung (in physiologi-
schem NaCl) intravends behandelt. Mit der Freundschen
Depotmethode wurden Antikorper nach 3 bis 7 Injek-
tionen, mit der einfachen intravenosen Methode nach 7 bis
10 Injektionen in geniigender Menge produziert,

Die Immunsera gaben eine Hiamagglutination mit
trypsinisierten Rindererythrocyten in einer Verdiinnung
bis 1:400 bzw. bis 1:6400. Das Himoglobin wurde durch
diese Immunsera hdéchstens in einer Verdiinnung wvon
1:64 000 spezifisch prdzipitiert.

Der betriachtliche Himagglutinationstiter durch unsere
«Hamoglobinantisera» war fiir uns iiberraschend und
gleichzeitig bedenklich. Deshalb wurde eine grossere
Menge der Himoglobinldsung in einer Kiihlzentrifuge bei

Die Wirkung von Spirolactonen und von Herz-
glykosiden auf den Natrium- und Kaliumtrans-
port an Erythrocyten!

Es wird heute allgemein angenommen, dass der hohe
Zellkalium- und der niedrige Zellnatriumgehalt durch
einen Pumpmechanismus aufrechterhalten wird, der
stindig gegen den Konzentrationsgradienten Kalium in
die Zellen hinein und Natrium aus den Zellen hinaus
pumpt. Dieser aktive Transport kann durch Herzglyko-
side gehemmt werden?-%. Post et al. und Duxsam und
GLyNN zeigten an Versuchen mit Erythrocytenschatten,
dass diese Hemmung mit einer Verminderung eines be-
stimmten Anteils der ATP-ase-Aktivitat in den Erythro-
cytenmembranen zusammenhingen konnte®¢.
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6000 U lange Zeit zentrifugiert. Es entstand ein geringes
Sediment, in dem phasenoptisch Erythrocytenmembranen
festgestellt werden konnten. Die letzteren wurden durch
Seitzfilter entfernt. Dieses klare Himoglobinfiltrat wurde
wiederum zur Vorbehandlung von Kaninchen verwendet.
Diesmal wurden nur prizipitierende Antikorper gegen das
Héimoglobin und keine agglutinierenden Antikérper gegen-
iiber trypsinisierten Rindererythrocyten gebildet.

Diskussion. Wenn das Hamoglobin einen Bestandteil
der Erythrocytenmembran — mindestens in die tiefere
semipermeable Schicht eingebaut — bilden wiirde, sollte
mit entsprechend priparierten Erythrocyten eine Hiamag-
glutination entstehen. Am einfachsten kénnen die tiefer
liegenden Schichten der Erythrocytenmembran mit einer
vorsichtig durchgefiithrten Trypsin- oder Papainverdau-
ung freigelegt werden. Da die derartig vorbehandelten
Erythrocyten mit Hamoglobinantikérpern allein nicht
agglutiniert werden konnen, kann das Hamoglobin nicht
in die Membran der intakten Erythrocyten strukturell ein-
gebaut sein. Der Himoglobingehalt der isolierten Erythro-
cytenmembranen ist wahrscheinlich auf eine Absorption
zurtickzufiihren, die bei der hypotonischen Hamolyse ent-
steht. Ein Héamoglobinpriparat, welches mit kleinen
Mengen von Membranen verunreinigt ist, produziert in
Kaninchen zwei Antikérper. Der eine, der Hamoglobin-
antikérper, gibt nur mit Himoglobin eine Prazipitin-
reaktion, der andere, der Membranantikorper, spielt allein
eine Rolle in der Himagglutination.

Summary. A commercial crystallised beef-haemoglobin
preparation, freed from membranes, produced in rabbits
an immune-serum which gave a specific precipitation
reaction with haemoglobin and did not agglutinate the
trypsin-treated erythrocytes. The haemoglobin is not a
structural element of the erythrocyte membrane but it is
absorbed to these secondarily during their preparation.

J. Tomcsik und MARIANN SCHERRER-GERVAI

Hygiene-Institut der Universitidt Basel (Schweiz), 25. Mai
1962
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