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Theodor Kocher Institut Bern und Biochemische Abteilung des Zentrallaboratorinms
des Blutspendedienstes SRK

Quantitative Methode zur Bestimmung von Membranantigenen

Diskussionsheitrag von M. Bertschmann, E. F. Liischer

und P. Zahler

Membranstrukturen mit Antigeneigenschaften haben in letzter Zeit
im Hinblick auf Gruppensubstanzen bei Erythrocyten und Leukocyten
oder auf Histokompatibilitits- oder Transplantationsantigene, aber auch
im Zusammenhang mit Tumorantigenen vermehrtes Interesse crlangt,
und es schien uns deshalb wichtig, eine Methode auszuarbeiten, welche
den Nachweis und die quantitative Bestimmung solcher Zellmembran-
antigene erlaubt.

Wir beniitzen zu diesem Zweck den Tumor-Mastzell-Stamm P815 der
DBA/2-Maus. Diese Zellen lassen sich gut in einer Zellkultur ziichten
und auf diese Weise in grofferen Mengen in Reinkultur erhalten. Mittels
verschiedener Fraktionicrungstechniken erhielten wir eine Reihe von
Tumor-Mastzell-Fraktionen, welche auf ihren Gehalt an Oberflichen-
antigenen gepriift wurden.

Tabelle 1
Prinzip der Antikérperfixations-Inhibition

I Indikatorsystem Anti-Mastzell-

Mastzellen —  -{Globulin — Fixution
:[125

IT Inhibitionstest

a) Yorabsorption Antigen: Anti-Mastzell- Vorabsorbiertes
Mastzell- +  9-Globulin - -Globulin
fraktionen BT I3

b} Indikatortest vorabsorbiertes reduzierie
Mastzellen — -~Globulin " Fixation

1125

236



In Tabelle 1 ist das Prinzip der Methode schematiseh dargestellt: Ein Kaninchen
wird vorerst mit mehreren Dosen Tumor-Mastzellen immunisiert. Das Antiserum dieses
Tieres wird sodann fraktioniert und das erhaltene p-Globulin mit Pepsin partiell ab-
gebaut. Auf diese Weise gelingt es, die unspezifische Anlagerung des 3-Globulins an
Zelloberflachen auf ein Minimum herabzusetzen. Dieses fragmentierte ;-Globulin wird
sodann mit I'*% markiert und stellt das im Versuch verwendete Anti-Tumor-Mastzell-
»-Globulin dar. Bei Inkubation dieses 5»-Globulins mit Tumor-Mastzellen wird Antikar-
per an die ZLelloberfliche spezifisch gebunden, wogegen Antikirper gegen zellinnere
Strukturen nicht zur Reaktion gelangen. Die so beladenen Mastzellen werden sodann
abzentrifugiert und gewaschen, und die Menge des fxierten Antikirpers wird durch
Messen der Radioaktivitit bestimmt (Indikatorsystem).

Wird nun dasselbe +-Globulin vor seiner Inkubation mit den Tumor-Mastzellen mit
Fraktionen von Tumor-Mastzellen absorbiert, so wird je nach Gehalt der Fraktion an

Tabhelle 2
Fixation von Anti-Mastzellen-3-Globulin 11*° nach Vorabsorption mit verschiedenen
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Membranantigenen mehr oder weniger Anti-Membran-Antikérper gebunden. Fin derart
vornhsorbiertes p-Globulin wird somit bei nachtriiglicher Inknbation mit Tumor-
Mastzellen nur noch teilweise an die Zelloberfliiche gebunden, und zwar wm so weniger,
je mehr Oberflichenantigene in der Fraktion enthalten waren. Aus dem zahlenmiifligen
Vergleich des fixierten y-Globulins vor und nach der Vorabsorption lassen sich quanti-
tative Riicksehliisse auf den Gehalt der verschiedenen Zellfraktionen an Membran-
antigenen zichen,

In Tabelle 2 sind die Resultate ciner Antigenuntersuchung von ver-
schiedenen Tumor-Mastzell-Fraktionen aufgefiithrt. Das oberste weille
Feld entspricht der maximalen Beladung der Tumor-Mastzellen mit
nicht vorabsorbiertem 2-Globulin. Die weillen Anteile der iibrigen
Felder stellen die Beladung der Tumor-Mastzellen mit y-Globulin dar,
nachdem dieses mit den in der Tabelle angegebenen Tumor-Mastzell-
Fraktionen vorabsorbiert wurde. Die Differenz zum Maximalwert ist in
der Tabelle schwarz dargestellt und ergibt indirekt die Menge 5-Globu-
lin, welche durch die fragliche Zellfraktion wihrend der Vorabsorption
gebunden wurde. Die Grifle dieser Fliche gibt somit einen quantita-
tiven Anhaltspunkt iiber die Menge an Membranantigenen in der be-
treffenden Zellfraktion.

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, erlaubt die Methode, Zellfraktionie-
rungen im Hinblick auf die Isolierung von Oberflichenantigenen zu ver-
folgen und jeden Sehritt der Isolierung zu iiberpriifen. Die Methode ist
ungefithr gleich empfindlich wie eine Agglutinations-Inhibitions-Technik,
jedoch erlaubt die Messung der Radioaktivitiit ein wesentlich besseres
Frfassen der quantitativen Verhiltnisse,

Das hier erwihnte Beispicl der Anreicherung von Membranantigenen
von Tumor-Mastzellen ist nur eine der Anwendungsmdaglichkeiten der
Methode. Sie kann aber, wie eingangs erwiihnt, ehensogut zum Nachweis
oder zur Isolierung von Oberflichenantigenen anderer Zellarten wie Ery-
throeyten und Leonkoeyten, aber auch z. B. von Bakterien, angewendet
werden,
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