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Studies on the Localisat ion of the An t ihumanhemog lob in  
in  the  Rabb i t -Se rum 

Summary. In  1962 Yada and Yamasawa described an antibody in certain human sera, 
which agglutinates human ery~hrocytes that had been sensitized by a rabbit-anti-human- 
hemoglobin-serum. Investigation of 12 parents with 24 children suggested recessive inherit- 
ance. In 1971 Klose expanded these studies on 118 parents with 214 children and found no 
exception from the assumed recessive inheritance. Derived from the german "Kaninchen" 
(rabbit) 1963 Klein and Klose named this genetic factor "Ka." - -  In these investigations we 
studied the localisation of the anti-human-hemoglobin in the rabbit-serum. Nowothy des- 
cribed 1969, that 2-mercaptoaethanol destroyes 19 S IgM. 7 S IgG will be not destroyed by 
2-mercaptoethanol. Our investigations by this method showed, that rabbits - -  immunised by 
human erythrocytes - -  produce an 7 S IgG antibody. 

Zusammen/assung. ~ber das Ka-System berichteten 1962 Yada u. Yamasawa. Die Be- 
nennung ,,Ka" erfolgte 1963 yon Klein u. Klose nach der Herkunft des Antiserums vom Ka- 
ninchen. Der yon Yada u. Yamasawa - -  nach Untersuchung yon 12 Elternpaaren mit 24 Kin- 
dern - -  vermutete recessive Erbgang wurde 1971 durch Klose - -  nach Untersuchung yon 118 
Elternpaaren mit 214 Kindern - -  best~tigt. - -  1969 teilte Nowotny mit, dal~ ein 19 S-IgM 
durch die Einwirkung von 2-Mercaptoaethanol zerstSrt wird. Ein 7 S-IgG wird durch 2-Mer- 
captoaethanol nicht angegriffen. Unsere Untersuchungen nach dieser Methode kamen zu dem 
Ergebnis, dal] das ffir das Ka-System immunisierte Kaninchen einen 7 S IgG-AntikSrper bildet. 
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1962 ber ichte ten  Yada  u. Y~masawa iiber e inen Ant ikSrper  in bes t immten  
menschl ichen Seren, der menschliche E ry th rocy t en  - -  die mi t  einem Kan inchen-  
Ant ihumanh~moglob in -Serum sensibilisiert worden waren - -  agglutinierte.  Sie 
f~nden keine Beziehung dieses AntikSrpers  zu underen  serologischen Merkmalen.  
Ihre  Un te r suchungen  an  12 E l t e rnpaa ren  mi t  insgesamt 24 K i n d e r n  lieSen eine 
recessive Vererbung vermuten .  Diese Un te r suchungen  wurden  1971 durch Klose 
auf  118 El te rnpaure  mi t  insgesamt 214 K i n d e r n  erweitert.  Bei den Ergebnissen 
l and  sich keine Ausnahme  vom recessiven Erbg~ng.  

Die Methode zur Dars te l lung des yon  ihnen  beschriebenen AntikSrpers  wurde 
yon  Yadu u. Yamas~w~ in  grof~en Ziigen - -  in  einigen P u n k t e n  nu r  im Pr inzip  - -  
~ngegeben. Die Technik  wurde yon  Kle in  u. Klose (1963) u n d  Klose (1965) so ~us- 
gearbeitet ,  duf~ sic reproduzierb~r ist. Sie g~ben dem Merkm~l die Bczeichnung 
K~, weil zu seinem ~N~chweis ein K u n i n c h e n - I m m u n s e r u m  gebraucht  wird. 

* I-Ierrn Professor Dr. B. Mueller zum 75. Geburtstag. 
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1970 untersuchte Klose die Ontogenese der Merkmale Gin(l) und Ka an 330 
Mutter-Kind-Paaren. ttierbei wurde weitgehend analoges Verhalten dieser Eigen- 
schaften festgestellt, das mit der Lokalisation beider Merkmale im Gammaglobu- 
linbereich des Menschenserums zu erkli~ren ist. 

Ziel der nachstehend beschriebenen Untersuchungen war die Frage nach der 
Lokalisation des im Kaninchenserum gebildeten AntikSrpers, der zur Beladung 
der Testerythrocyten dient. 

Da in der l~egel ein solcher ImmunantikSrper in der Gammaglobulinfraktion zu 
finden ist, ist die Annahme begriindet, da$ es sich bei den sensibilisierten Anti- 
kSrpern auch im Ka-System um ein durch Immunisierung modifiziertes Gamma- 
globulin handelt, das an die Testerythrocyten geheftet wird und hier dutch die 
Einwirkung des Ka-Merkmals im Menschenserum die sensibilisierten Testerythro- 
cyten zur Agglutination bringt. 

Schon Yada u. Yamasawa haben darauf hingewiesen, dab sich der im mensch- 
lichen Serum gelegentlich vorkommende ,,Ka-anti-anti-KSrper" gegen einen - -  in 
der Gammaglobulinfraktion des Kaninchen-Immunserums - -  gebildeten Anti- 
kSrper richter. Als Beweis ffir diese MSglichkeit erwKhnen sie lediglich die MSglich- 
keit, dab dieser , ,Anti-Ka-anti-KSrper" aus dem menschlichen Serum leicht durch 
Absorption mit einer kleinen Dosis Kaninchen-Gammaglobulin entfernt werden 
kSnnte. 

Diesen Beweis versuchten wir mit serologischen und biochemischen Verfahren 
zu erh~rten: 

Bekanntlich wird das in der serologischen Diagnostik der vitalen Erythro- 
blastose gebrauchte Anti-Globulin-Serum durch Immunisierung yon Kaninchen 
mit menschlichem Gammaglobulin-Serum gewonnen. Im Falle einer Erythro- 
blastose sind die Erythrocyten des ~eugeborenen mit mfi t ter l ichem--  also mensch- 
lichem - -  Gammaglobulin beladen und werden durch dieses Anti-Gammaglobulin- 
Serum von Kaninchen agglutiniert (positiver direkter Coombs-Test). - -  Ein ana- 
loger Versuch wurde mit dem beschriebenen Human-anti-tt~moglobin-Serum yon 
Kaninchen vorgenommen. 

Zur Erzielung einer dem Coombs-Test entsprechenden l~eaktion benStigten wir 
ein gegen Kaninchen-Gammaglobulin gerichtetes Serum einer anderen Species. 
Dieses Serum - -  das durch Immunisierung eines Schafs gewonnen war - -  wurde 
uns yon der Serum-Industrie zur Verfiigung gestellt (Hyland- bzw. Sycco-Sylvana- 
Seren aus Los Angeles, USA, bezogen fiber die Firma Travenol-International 
GmbH, Mfinchen). 

Zum Versuch wurden menschliche Erythrocyten der Gruppe 0 mit den jeweils 
optimalen Verdfinnungen eines Antihuman-H~moglobin-Serums beladen und in 
einer 2. Versuchsreihe zur Kontrolle mit entsprechenden Verdfinnungen eines Ka- 
ninchennormal-Serums versetzt. Die Sensibilisierung der Testerythrocyten erfolgte 
ffir 2 Std im Wasserbad bei 37 ° C. Danach wurden die Erythrocyten 3mal mit phy- 
siologischer l~aC1-LSsung gewaschen. 

Sodann wurden diese gewaschenen Erythrocyten mit dem erw~hnten Anti- 
Kaninchen-Gamma-Serum vom Schaf in entsprechenden Dosen versetzt. Alsbald 
zeigten die mit Anti-Hb vorbehandelten Erythrocyten eine Agglutination, w~h- 
rend die mit Kaninchennormal-Serum vorbehandelten Erythrocyten keine Agglu- 
tination aufwiesen. 
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Schon aus diesen Befunden kann - -  voruusgesetzt eine strenge Spezifit~t des 
Anti-Kaninchen-Globulin-Serums - -  geschlossen werden, dug es tatsi~chlich das 
an den Testerythrocyten haftendc K~ninchen-Gammaglobulin ist, gegen welches 
sich das Ka-Merkmal im Menschenserum richter. 

Zu der Frage, ob der sensibilisierende AntikSrper ein Makromolekiil (19 S-IgM) 
oder ein 7 S-IgG durstellt, wurde nach der yon ~qowotny (1969) angegebenen Me- 
rhode eine Priifung mit  2-Mercaptoaethanol vorgenommen. Ein 19 S-][gM wird 
durch die Einwirkung yon Mercapto~ethanol zerstSrt, w~hrend ein 7 S-IgG nicht 
angegriffen wird. 

Versuchsanordnung 

1. I-Ierstellung der 1 M 2-Mercaptoaethanol-LSsung. Ausgangs-Substanz: 2-Merc~ptol- 
~ethanol C~ tt  60S, ,,Merck" Art. Nr. 5740, Mol.-Gew. 78,13, Spez. Gew. 1,1, 7 ml (7,8 g) mit 
physiologischer NaC1-LSsung auf 100 ml aufgeffillt. 

2. Ansatz mi~ Serum yore immunisierten K~ninchen K~ I. 
u) 0,2 ml Serum yon einem immunisierten Kaninchen ~- 0,2 ml 1 M 2-Mercaptoaethanol- 

LSsung -t- 1,6 ml physiologische NuC1-LSsung. 

Kontrolle 
b) 0,2 ml Serum yore immunisierten Kaninchen Ka I ~- 1,8 ml physiologische ~aC1-LS- 

sung. Beide Gemische i Std bei Zimmertemperatur stehenlassen. 
3. Durchfiihrung des Ka-Testes wie bei Klose (1965) beschrieben. 

Ergebnis 

1. Ka-Tes~ mit  einem Ka-negativen und zwei Ka-posit iven Menschseren nach 
Sensibilisierung der Testerythrocyten mit  dem unter  2 a beschriebenen Ansatz. 

Agglutination der Testerythrocyten nach Zus~tz yon 

Ka-neg. K~-pos. K~-pos. 
Serum ,,Bo." Serum ,,KI." Serum ,,Lu." 

- -  ÷ + +  ÷ ÷ ÷  

2. Ks-Tes t  rnit zwei Ka-posit iveu und einem Ka-neg~tiven Menschseren nach 
Sensibilisierung der Testerythrocyteu mit  dem unter 2 b beschriebenen Ansatz. 

Agglutination der Testerythrocyten nach Zusatz yon 

Ka-neg. Ka-pos. K~-pos. 
Serum ,,B" Serum ,,KI." Serum ,,L~." 

- -  ÷ ÷ ÷  ÷ ÷ ÷  

Da der sensibilisierende AntikSrper durch die Einwirkung yon 2-Mercapto- 
aeth~nol nicht geschw~cht wurde, handelt  es sich bei dem vom Kaninchen gebil- 
deten AntikSrper um ein 7 S-IgG. 
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