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den29,44. ]3ei den H - K o m p o n e n t e n  hande l t  es sich wenig- 
stens um zwei Polypept ide ,  wobei  P~ (WSA und MEL) 
gleich, P0 (WSA) bzw. P10 (MEL) ungleich wandern  
(nicht abgebildet) .  N wurde  nicht  mi t  Sicherhei t  iden- 
t if iziert .  Sie kann  als Pxo (WSA) bzw. PI1 (MEL) ver-  
m u t e t  werden,  t3eide wandern  gleich wel t  und weisen 
ein M a u f ,  das gr6ssenordnungsm~Lssig den Angaben  der  
Literatur34,se, .4 entspr icht .  Die Molekulargewichte  der  
H a u p t k o m p o n e n t e n  be t ragen  (4- 2 - 3 % ) :  H (P6) 68000, 
R N P  (PT) 56000, N (P10 ?) 25000. 

Es  s ind vo r  a l lem immunologisehe  Argumente ,  die 
zeigen, dass b e s t i m m t e  t ier ische R N A - V i r e n  in der  Lage  
sind, V¢irtsmateriaI  in ihre Hfil le  zu i ibernehmen.  So 
e rwi rb t  z .B.  der  an  E A T  adap t i e r t e  I n f l u e n z a s t a m m  
W S A  die Eigenschaf t ,  M~iuse gegen E A T  zu immun i -  
sieren. Mit  der  S D S - P A G E  wurden  Prote inbestXnde yon  
V¢SA untersucht ,  das  auf  verschiedenen W i r t e n  gewach-  
sen war  (Allantoisfl / issigkeit  des bebr i i te ten  Hfihnereis,  
E A T  im  Aszites  der  Maus und in vi tro) .  Da  m i t  dieser  
empf ind l ichen  Methode  keine Untersch iede  gefunden 
wurden,  is t  wahrscheinl ich,  dass die festgestel l ten wir ts-  
bed ing ten  biologischen Untersch iede  n ich t  durch  Inkor -  

pora t ion  yon  Wi r t spo lypep t iden  erkli ir t  werden  k6nnen.  
Vie lmehr  dfirfte es sich um den E inbau  yon  Lipoiden 
und Zuckern handeln.  

Summary. Evidence  is ma in ly  indi rec t  t h a t  cer ta in  
an imal  R N A  viruses in tegra te  host  mate r ia l  in to  the i r  
envelope.  Fo r  example ,  inf luenza adap ted  to Ehr l i ch  
ascites t u m o r  is immunogen ic  agains t  the  t u m o r  cells 
in mice. However ,  even  in polyacry lamide ,  i t  was impos-  
sible to f ind s ignif icant  differences in pro te in  composi t ion  
of inf luenza ~VSA grown in d i f ferent  hosts,  whereas  dif- 
ferences be tween  s t ra ins  could easi ly be detec ted .  The  
conclusion is t h a t  hos t  pro te in  in tegra t ion  is improbable .  

H.  KOBLET 

tnstitut /i~r medizinische Mikrobiologie der Universitdt, 
Gloriastrasse 32, CH-8006 Zi~rich (Schweiz), 
16. Juni  1970. 

4~ W. G. LAVER, J. molec. Biol. 9, 109 (1964). 

R e i n i g u n g  von  F - A n t i g e n  t 

1968 beschrieben FRAVI und LIND~NMANN2, 3 einen 
pr~zip i t ie renden Ant ik6rper ,  der  durch  Immuni s i e rung  
yon Inzuchtm/~usen mi t  Lebe rex t r ak t en  anderss t i immiger  
Inzuch tm£use  gewonnen wird (Tabelle). Gle ichs t~mmiges  
Ant igen  induzier t  zwar keinen Ant ik6rper ,  doch reagier t  
e inmal  gebi ldeter  Ant ik6rper  mi t  g le ichs tAmmigem An- 
t igen und imponie r t  als Autoant ik6rper .  Das  Antigen,  im 
folgenden F-Ant igen  genannt ,  f indet  sich in Lebern  und 
Nieren  sAmtlicher MAuse und vieler  anderer  SAuger. Die 
S i tua t ion  erscheint  vo r  a l lem aus fo lgendem Grund 
pa radox :  gem~iss Tabel le  lassen sich St~imme B und D 
durch  keinen E x t r a k t  immunis ieren,  so dass m a n  vorers t  
' ann immt ,  B und D enth ie l ten  alle m6gl ichen Determi-  
nan ten  und seien deswegen refrakt~ir. W~ire das der  Fall ,  
so mfissten ]3 und D sowohl A wie auch C immunis ieren.  
Das ist  n icht  der  Fall .  

Wi r  s te l l ten uns die Aufgabe,  F-Ant igen  einer Stoff- 
klasse zuzuordnen,  zu isolieren und viel le icht  zu identif i-  
zieren, um etwas fiber Immunogen i t i i t  und Reaktivi t-~t  
aussagen zu kSnnen.  W i r  ber ich ten  im folgenden fiber 
die Isol ierung und einige Eigenschaf ten  des F-Ant igens ,  
Biologische F u n k t i o n  und Ursache  des pa radoxen  im-  
munogenen  Verhal tens  sind noch nicht  bekannt .  

Material und Methoden. F-Ant igen  wurde  semiquan-  
t i t a t i v  durch Verdf innungsre ihen nach  Ouch te r lony  be- 
s t i m m t ;  Ant ik6rperque l le  ist  MAuseaszites. E ine  E inhe i t  
von  F -Ant igen  en tspr ich t  der Konzent ra t ion ,  die eine 
noch eben s ichtbare  Pr~zipi ta t ions l in ie  ergibt .  Un te r  
<~Aktivit/it, wird  also im folgenden i m m e r  nur  immuno-  
logische Reagibi l i t / i t  vers tanden .  P ro te in  wurde  nach 
LOWRY 4, Zucker  m i t  der  A n t h r o n m e t h o d e  s bes t immt .  
F -An t igen  wurde  aus Lebern  folgender  Spezies gere in ig t :  
Maus (A, Balb/c ,  C57, CBA, C3H, DBA) ,  Schwein.  

Allgemeines. F-Ant igen  f inder  sich bei  der  Zellfrakt io-  
n ierung ausschliesslich im Zytosol .  Es  ist  a m  stabi ls ten 
im pH-Bere i ch  7,5-8,5. Mi t  s te igender  Re inhe i t  n i m m t  
die  Empf ind l i chke i t  gegen Einf r ie ren  und Auf fauen  sowie 
Lyophi l i s ie ren  zu. Die  Stabi l i t i i t  bei 40 °C ist  verminder t .  
E t S H  ~ wi rk t  stabil isierend.  F-Ant igen  ist  chloroform- 
best / indig;  es f~ilt  in e inem bre i ten  Bereich zwischen 
40% und 80% (NH4),SO4-S/i t t igung bei  4°C und  p H  7 

aus. Es wird weder  durch  R N A ' a s e  noch D N A ' a s e  e, wohl  
aber  du tch  Pronase,  Tryps in  und  Chymot ryps in  inner-  
halb  yon 60 Min vSlt ig inakt iv ie r t .  Bei  de r  E lek t ro -  
fokusierung 7 erscheinen Akt iv i t i i t en  zwischen p H  6,5 und 
7 an verschiedenen Stellen.  

Reinigungsgang. R o h h o m o g e n a t e  yon Lebern  (Schere, 
Turmix ,  Pot te r ,  Dounce)  werden  yon allen partikul~iren 
E lemen ten  befreit .  Die  16sliche Phase  wird gegen Puffer  A 

Induktion yon AntikSrpern dutch F-Antigen in Abhfingigkeit vom 
Stamm 

F-Antigcn im Extrakt vom Stamm 

A B C D 

Starnm, reagierend A - -  - -  + + 
mit Anti-F (+), B . . . .  
oder nicht C + + - -  - -  
reagierend (--) D . . . .  

A ~ A ;  B~Balblc, C57BI6; C=CBA, CaH; D=DBA.  

I Arbelt mit Untersttitzung des Schweizerischen NationalfoIlds zur 
FSrderung der wissenschaftlichen Forschung (Kredit Nr. 5254.3). 
Herrn Dr. H, MOSIMAN• danke ich fiir die Hilfe bei der analytischen 
Ultrazentrifugation, FrL U. KOHLER ffir Mitarbeit und Herstel- 
lung der Skizzen. 

2 G. FRAVl und J. LINDE~MANN, Nature, Lond. 218, 141 (1968). 
G. FRAVI, Pathol. MicrohioL 3t, 257 (1968). 

40.  H. LowRY, N. J. ROSEBROUGH, A. L. FARR und R. J. RANDALL, 
J. biol. Chem. t93, 265 (1951). 
J. H. RoE, J. biol. Chem. 212, 335 (1955). 

s Abkfirzungen und Bezugsquellen: EtSH, Beta-MereaptoaethanoI 
(Fluka) ; CM-Zeltulose, Carboxymethyl-Zellulose (Whatman) ; 
DEAE-Zellulose, Diaethylaminoaethyl-Zellulose (Whatman); 
DNA'ase, Desoxyribonuklease (Calbioehem); RNA'ase, Ribo- 
nuklease (Calbiochem); SDS, NaLaurylsulfat (Serva); PAGE, 
Polyaerylamidgel-Elektrophorese. 
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Fig. 1. Verhalten yon F-Antigen verschiedener Spezies bei ver- 
schiedenen Temperaturen, Konzentrationen und Ionenst~irken bei 
Chromatographie auf Sephadex G 100. Material nach Chromato- 
graphie auf CM-Zellulose in Puffer A. 95 × 2,3 em G 100 S~iule in 
Puffer A. 12 ml/h; 3 ml/Fraktion. -- ,  Kalibrierung der S/iule mit 
folgenden Reinsubstanzen: A, blaues Dextran (2 mg); B, Chymo- 
trypsin (4 mg) ; C, Lysozym (4 mg) ; D, Cytochrom (2 mg). Horizon- 
tale Balken: Elutionsposition (F+).  

mg Volu- Spezies Puffer Tern- Bemer- 
Pro- men pera- kungen 
tein auf- tur 
auf- getra- 
getra- gen 
gen (*C) 

1 9 0,9 Schwein A 4 - 
2 9 0,9 Sehwein A 20 - 
3 36 2,0 Balb/e A 4 ] ]}  aufCM 
4 36 2,0 Balb/c A 20 nicht 
5 35 2,0 Balb/c A(-EtSH) 4 retin. 
6 3 1,0 Balb/e A 4 Material 
7 3 0,3 Balb/c A(0,5 M- 4 CHC1 a- 

NaCI) behandelt 

(0 ,0175M P h o s p h a t p u f f e r ,  p H  7; 0 ,1% E t S H  e) d ia lys ie r t  
u n d  geklgr t .  Mi t  Puf fe r  A gqu i l ib r i e r t e  D E A E - Z e l l u l o s e  
b i n d e t  F - A n t i g e n  des  Schweins ,  n i c h t  a b e r  de r  Maus.  
Pos i t i ve  F r a k t i o n e n  w e r d e n  gegen Puf fe r  B ( 0 , 0 1 M  
P h o s p h a t p u f f e r ,  p H  5,3; 0 , 1 M  NaC1; 0 ,1% E t S H  s) 
d i a tys i e r t  u n d  au f  CM-Zellulose c h r o m a t o g r a p h i e r t .  H i e r  
zeigen s ich  m e h r e r e  F - A n t i g e n - A k t i v i t A t e n :  F - A n t i g e n e  
a l le r  Mi~uses tgmme mi i s sen  m i t  Puf fe r  C ( 0 , 0 1 M  Phos -  
p h a t p u f f e r ,  p H  6,3; 0 , 3 M  NaC1; 0 ,1% E t S H  ~) en t -  
wicke l t  we rden ;  z u d e m  zeigen B a l b / c  u n d  D B A  (also 
n i c h t  i m m u n i s i e r b a r e  St i imme)  sowie das  Schwein  eine 
n i c h t  r e t i n i e r t e  A k t i v i t g t .  Pos i t i ve  F r a k t i o n e n  w e r d e n  
n e u t r a l i s i e r t  u n d  geklgr t .  D a n n  wi rd  F - A n t i g e n  m i t t e l s  
80% ( N H , ) , S O  4 konzen t r i e r t ,  d i a ly s i e r t  gegen Puf fe r  A 
u n d  d u r c h  S e p h a d e x  G 75 ode r  S e p h a d e x  G 100 f i l t r ie r t .  
R e c h r o m a t o g r a p h i e  d u t c h  S e p h a d e x  i s t  b i s  d a h i n  da s  
e inzige  V e r f a h r e n ,  da s  be i  a l l en  S t g m m e n  s a u b e r e  P rg -  
p a r a t e  m i t  t r a g b a r e r  A k t i v i t g t s e i n b u s s e  l iefer t .  A n d e r e  
Schlul3schr i t te  wie  E l e k t r o f o k u s i e r u n g L  I m m u n o a d s o r p -  
t i on  s ode r  C h r o m a t o g r a p h i e  au f  O H - A p a t i t  f i i h r en  n u r  
be i  b e s t i m m t e n  S t / i m m e n  oder  Spezies z u m  Erfolg.  

Auf  S e p h a d e x  is t  die E l u t i o n s p o s i t i o n  v o m  S t a m m ,  
yon  de r  T e m p e r a t u r ,  y o n  de r  a u f g e t r a g e n e n  P r o t e i n m e n g e  
sowie v o n d e r  K o n z e n t r a t i o n  des E l u e n s  u n d  v o m  Re in -  
h e i t s g r a d  des P r / i pa r a t e s  u n a b h g n g i g .  Die  E l u t i o n s p o s i -  
t i on  e n t s p r i c h t  e inem M o l e k u l a r g e w i c h t s g q u i v a l e n t  zwi- 
s chen  40000 u n d  45000 (F igur  1). Die  bes te  spezi f i sche  
A k t i v i t ~ t  (Call) b e t r ~ g t  150 E / r a g  P r o t e i n  bei  e ine r  sol- 
c h e n  yon  0,5 E / r a g  i m  R o h h o m o g e n a t .  F - A n t i g e n  w u r d e  
ge re in ig t  aus  A, Ba lb /c ,  Cal l  u n d  D B A  sowie aus  
Schweine leber .  

7 H. SVENSSOS, Acta chem. scand. 15, 325 (1961); 16, 456 (1962) 
s S. CARREL, H. GERBER und S. BARA~DUS, Nature, Lond. 221 

385 (1969). 
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Fig. 2. Polyacrylamidgel-Elektrophorese von F-Antigen, ohne SDS. 
Gilford Gelscan bei 610 nm yon gereinigtem A-Material. 10 ~zl wurden 
auf 5% Gele (Acrylamid 5%, Bisacrylamid 0,13%, Temed 0,05%, 
Ammoniumperstflfat 0,075%, Na-Phosphatpuffer 0,1~I, pH 8,0) 
aufgetragen und so lange der Elektrophorese bei 10 mA pro RShr- 
chert und Kiihlung auf 10 °C unterworfen, bis der Marker Coomassie- 
blau den unteren Gelrand erreichte. LSsung: 10 mg/ml in 0,01M 
Phosphatpuffer, pH 8. Die Kurven sind identiseh bei Verwendung 
von Balb/c (beide Fraktionen), C3H und DBA. 
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oben 

Fig. 3. Polyacrylamidgel-Elektrophorese yon F-Antigenen, mit 
SDS. Material aus verschiedenen St~tmmen: 10 mg/ml in 0,01M 
Phosphatpuffer pH 8, 1% SDS. 10 btI auf 5% Gelen, gleieh wie in 
der Legende zu Figur 2 besehrieben, enthaltend 0,1% SDS. Be- 
dingungen und Gelscan wie bei Figur 2 angegeben. @---O, Gemiseh 
(je 3 btl der im folgenden angegebenen Pr~parate); -- ,  C3H; - - - ,  Call, 
chloroformbehandelt; × × ×, Balb/c, auf CM-Zellulose retiniertes 
Material; . . . . .  , DBA, auf CM-Zellulose retiniertes Material. Kurven 
identisch bei Verwendung yon A und Balb/e, auf CM nieht reti- 
niertes Material. 
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Fig. 4. Analytische Uttrazentrifugation von F-Antigen. Material: Balb/c, auf CM-Zellulose nicht retiniertes Material (8 mg/ml). LS- 
sungsmittel: 0,01 M Phosphatpuffer pH 8, 0,1 M NaC1, 0,1% EtSH. Laufbedingungen : Doppelsektorzelle mit Quarzfenster, 59 780, 20 °C. 

Untersuchungen an gereinigten F-Antigenen. I n  de r  
P A G E  e ze igen gere in ig te  F - A n t i g e n e  e ine  einzige B a n d e ,  
die s t e t s  gleich wei t  w a n d e r t  (F igur  2). N a c h  Zusa t z  von  
SDS  9 e rg ib t  s ich in der  P A G E  ein  komplexeres ,  abe r  bei  
a l l en  S t A m m e n  gleiches Bild.  Die  H a u p t k o m p o n e n t e  
weis t  ein Moleku la rgewich t  u m  40000 in de r  k o m p a r a -  
t i v e n  P A G E  auf  (F igur  3). 

F - A n t i g e n e  s ind  gelbe  P r o t e i n e  m i t  e inem E x t i n k t i o n s -  
m a x i m u m  bei  410 n m  n e b e n  d e m  im t ibr igen  ffir P r o t e i n e  
t y p i s c h e n  A b s o r p t i o n s s p e k t r u m .  I n  de r  a n a l y t i s c h e n  
U l t r a z e n t r i f u g e  (F igur  4) w a n d e r t  F - A n t i g e n  als  h o m o -  
gene s y m m e t r i s c h e  K o m p o n e n t e  yon  5 ,4s .  Mi t  de r  
A n t h r o n m e t h o d e  5 k a n n  ein Z u c k e r g e h a l t  v o n  r u n d  1 
G lukoseAqu iva l en t  p ro  40000  Moleku l a rgewich t  n a c h -  
gewiesen werden .  

Diskussion. Die bis  d a h i n  vor l i egende  I n f o r m a t i o n  is t  
u n z u r e i c h e n d ,  u m  das  i m m u n o l o g i s c h e  V e r h a l t e n  de r  
F - A n t i g e n e  zu deu t en .  E i n  Z u s a m m e n h a n g  m i t  H i s to -  
i nkompa t ib i l i t~ t t s -An t igenen  (H-2) is t  uns i che r  u n d  un-  
wah r sche in l i ch  TM. 2 n i c h t  i m m u n i s i e r b a r e  M£~usestgmme 

h a b e n  2 A n t i g e n e ;  sie k 6 n n t e n  d e m n a c h  h e t e r o z y g o t  in  
Bezug  au f  F sein.  Aussagekr~f t ige  R e s u l t a t e  w e r d e n  
v e r m u t l i c h  in d e r  A m i n o s ~ t u r e n z u s a m m e n s e t z u n g  bzw. 
-sequenz  zu f inden  sein.  

Summary. F - a n t i g e n s  a re  g lycopro te ins  w i t h  s~o, 0.1 M 
NaC1 = 5.4 a n d  a m a i n  c o m p o n e n t  in S D S - p o l y a c r y l a m i d e  
of molecu la r  w e i g h t  of 40, 000. S e p a r a t i o n  of F - a n t i g e n s  
is desc r ibed ;  w i t h  t h e  m e t h o d s  used t h e y  a re  ind i s t in -  
guishable .  

F. PESARO u n d  H.  KOBLET 

Institut /iir medizinische Mikrobiologie der 
Universitdt Ziirich, Gloriastrasse 32, 
CH-8006 Zi~rich (Schweiz), 16. Jun i  t970. 

0 A. E. SHAPIRO, E. VII~UELA and J. V. MAIZEL, Biochim. biophys. 
Res. Commun. 28, 815 (1967). 

10 M. BERTSCHMANN, pers6nliche Mitteilung. 

U se  of A m i n o  A c i d - A n a l y z e r  for Identif icat ion of SH Label led C - T e r m i n a l  A m i n o  Acid 1 

A new m e t h o d  for  t h e  d e t e r m i n a t i o n  of C - t e r m i n a l  
a m i n o  ac id  in pep t i de s  a n d  p ro t e in s  b y  se lec t ive  t r i t i u m  
l abe l l i ng  is r e p o r t e d  b y  MATSUO et  al. ~. I t  is b a s e d  o n  
oxazo lone  f o r m a t i o n  b y  t h e  a c t i o n  of acet ic  a n h y d r i d e  
fol lowed b y  base - ca t a lyzed  hydro lys i s  of oxazo lone  r ing ;  
t h e  C - t e r m i n a l  SH-label led a m i n o  acid was  de t ec t ed ,  
a f t e r  c o m p l e t e  h y d r o l y s i s  of pep t ides  or  p ro te ins ,  b y  
p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  t h e  a id  of r a d i o c h r o m a t o -  
g ram-scanne r* .  G. N. HOLCOMB e t  al. 3 h a v e  used  for  t h e  
s a m e  pu rpose  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  t h e  spo t s  
were cu t -o f f  f rom t h e  p l a t e s  a n d  t r a n s f e r r e d  i n to  v ia l s  
c o n t a i n i n g  a l iqu id  sc in t i l l a to r .  

T h e  pu rpose  of t h e  p r e s e n t  p a p e r  is to  d o c u m e n t  a new 
sens i t ive  a n d  u n a m b i g u o u s  p r o c e d u r e  b a s e d  on  t h e  re- 
so lv ing  power  of t h e  a m i n o  ac id -ana lyze r .  T h i s  p rocedure ,  
because  i t s  s ens i t i v i ty ,  is especia l ly  s u i t a b l e  for  la rge  
pep t ide s  or  p r o t e i n s  where  t h e  a m o u n t  of C - t e r m i n a l  
a m i n o  ac id  r e p r e s e n t s  on ly  a sma l l  p o r t i o n  of t o t a l  a m i n o  
acids.  

Materials and methods. E l e d o i s i n - O c t o p u s  was  k i n d l y  
suppl ied  b y  F a r m i t a l i a .  R i b o n u c l e a s e  a n d  g l u t a m y l -  
v a l y l - p h e n y l a l a n i n e  were  p u r c h a s e d  f r o m  S I G M A  Chem.  
Co., t r i t i a t e d  w a t e r  f rom N E N  Chemica l s  G m b H ,  Liqui-  
f luor  25x f r o m  Nuc l ea r  Chicago.  All  r e a g e n t s  were pu re  
chemica ls .  

R i b o n u c l e a s e  (2 rag) or  p e p t i d e  (0.2-0.5 mg) was  dis- 
so lved  in  0.1 m l  of aH20 (100 mC) p lus  0.2 m l  of py r id ine  

a n d  0.05 ml  of acet ic  a n h y d r i d e .  T h e  m i x t u r e  was a l lowed 
to  s t a n d  a t  r oom t e m p e r a t u r e  for  5 h. T h e  so lven ts  were 
r e m o v e d  in  v a c u u m  a t  40 °C a n d  t h e  res idue  was  w a s h e d  
6 t i m e s  w i t h  2 ml  of d is t i l led  water .  T h e  sample  was 
h y d r o l y z e d  w i t h  HC1 6 N  a t  l l 0 ° C  for 24 h in v a c u u m  
sealed t ube .  T h e  h y d r o l y z a t e  was  dr ied  ove r  PzO 6 a n d  
K O H  in  v a c u u m .  T h e  res idue  was dissolved in 0 . 2 M  
c i t r a t e  buf fe r  p H  2.2. A 0.5 ml  p o r t i o n  of t h e  a b o v e  
so lu t ion  was  app l i ed  to  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  c o l u m n s  
of t h e  U n i c h r o m  a m i n o  acid ana lyzer .  T h e  ex i t  of t h e  
f low co lo r ime te r  was  connec t ed  b y  a t e f lon  cap i l l a ry  t u b e  
to  a v o l u m e t r i c  f r ac t i on  col lec tor ;  2 m l  f r ac t i ons  were  
col lected.  T h e  n i n h y d r i n  co lour  of  t h e  f r ac t i ons  was  
m e a s u r e d  a t  570 n m  or 440 n m  us ing  a B e c k m a n  D B  
s p e c t r o p h o t o m e t e r .  A 0.8 ml  p o r t i o n  of e v e r y  f r a c t i o n  
was  i n t r o d u c e d  in to  c o u n t i n g  v ia l  a n d  success ive ly  0.5 m l  
of d is t i l led  w a t e r  a n d  10 ml  of sc in t i l l a t ion  so lu t ion  were  
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