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Zweck und Ziel der Sammlung

ZWECK UND ZIEL DER SAMMLUNG

Nur sehr wenigen ist es moglich, das Wichtigste aus der Buch-
und Zeitschriftenliteratur ihres Gebietes auf Grund eines
Studiums der Originale zu verfolgen. Selbst das Durcharbeiten
der verschiedenen Zentralbldtter erfordert nicht allein viel Zeit,
sondern auch ein gutes Wahlvermdgen, denn Spreu ist vom Weizen
zu sondern. Eine Auswahl des Wichtigsten in gedrdngter Form zu
bieten, was In- und Ausland seit etwa 1914 in jedem einzelnen
Zweige der Naturwissenschaften geleistet hat, ist Zweck und Ziel
dieser ,,Wissenschaftlichen Forschungsberichte' (Natur-
wissenschaftliche Reihe).

Aber fiir gute Sammelreferate, bei welchen nicht etwa die
Redaktionsschere die Hauptarbeit geleistet hat, und welche ander-
seits auch nicht in der Hauptsache aus Titelangaben bestehen,
sind nicht leicht geeignete Verfasser zu finden, trotz des groBen
Nutzens, der dem Autor meist aus solch kritischer Bearbeitung
des Fremden erwichst.

Erfreulicherweise hat sich dennoch eine Anzahl von Forschern
bereit gefunden, dieses Werk auf ihrem Sondergebiet zu leisten,
weitere werden folgen, so daB in Kiirze ein Gesamtiiberblick iiber
die Fortschritte der Naturwissenschaften im letzten Jahr-
zehnt vorliegen wird.

Lehrbiicher sollen hierdurch nicht ersetzt, sondern ergénzt
werden, Die ,Wissenschaftlichen Forschungsberichte®
lassen auch nicht die personliche Meinung des Verfassers in den
Vordergrund treten, sondern sie berichten von den sich oft wider-
streitenden Meinungen verschiedener Forscher.

Eine entsprechende Reihe iiber die technischen Fortschritte
(,Fortschritte der chem. Technologie in Einzeldarstel-
lungen®), herausgegeben von Prof. Dr. B. Rassow, erscheint im
gleichen Verlag,

Der Verleger: Der Herausgeber:
Theodor Steinkopff. Raphael Ed. Liesegang.



Vorwort VII

VORWORT

Ajf einem relativ kleinen Raume die Fortschritte der Serologie
der letzten Jahre zu bringen, war entweder nur durch kurzes
Referieren der sehr umfangreichen Literatur moglich, eine Arbeit,
die ich aber in Anbetracht unserer vorziiglichen Referatenzeit-
schriften fiir iiberfliissig hielt, oder dadurch, daB eine gewisse Aus-
wahl vorgenommen, diese aber in einen engeren Zusammenhang
gebracht wurde. Ich habe letzteren Weg eingeschlagen. Um aber
meinen verfiigharen Raum nicht zu {iberschreiten, habe ich alles,
was mit der Immunitit und Anaphylaxie zusammenhédngt und
somit auch viele Probleme der pathogenen Mikroorganismen eng
beriihrt und einen gesonderten Band dieser Serie als ,,Immunitéts-
forschungsberichte* erfordern wiirde, fortgelassen und mich nur
auf die Serologie in engstem Sinne, d.h. auf die eigentlichen Reagenz-
glasphdnomene beschrdnkt. Auch dann noch verbot der Raum
alles zu bringen, so daf sicher Viele manches vermissen werden.
Ich beabsichtigte aber kein Kompendium der Serologie zu schreiben,
sondern habe mich bemiiht, nur das Wesentliche zu bringen, dieses
aber in geschlossenen Zusammenhdngen, was wiederum mit sich
brachte, manches langst bekannte zu beriihren, und ferner nicht
nur rein referierend, sondern mit personlicher kritischer Einstel-
lung und vielfach mit Hervorhebung des noch Problematischen.
Ich bin mir dabei bewuBt gewesen, daB viele Leser meinen Ansichten
widersprechen werden, aber wenn aus diesem Widerstreit der
Meinungen Anregungen zu weiterer Arbeit gerade iiber fundamen-
tale Fragen der Serologie sich ergeben sollten, so ist damit der
vernehmlichste Zweck dieses kleinen Buches erfiillt.

Marburg, im Dezember 1932.
Hans Schmidt.
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I. Das Antigen.

Auch heute kann man ,,Antigen noch nicht besser definieren als
eine Substanz, die spezifische Antikorper erzeugen kann, wobei der
Begriff ,,Antikérper” in engerem Sinne die bisher von Globulin nicht
trennbare Eigenschaft bedeutet, in mehr oder weniger spezifischer Weise
mit dem homologen Antigen Reaktionen zu geben, die wir als Antigen-
Antikorper oder abgekiirzt als A. A.-Reaktionen bezeichnen. Fermente,
wie sie nach Injektion von Kohlehydraten oder Fetten auftreten konnen,
sind daher von den Antikdrpern zu trennen. Die A. A.-Reaktionen be-
ruhen auf spezifischer Bindung von Antikorper an Antigen und konnen
je nach Art des Antigens und des Milieus sich verschieden duBern, so daB
wir unterscheiden: Prazipitation und Agglutination, Komplement-
bindung, Giftneutralisation, Zellauflssung, Phagozytose und Anaphylaxie-
erzeugung.

Wenn wir auch den Antigenbegriff nicht anders definieren kénnen
als durch den Antikdrper und letzteren nur durch seine Eigenschaften,
mit Antigen zu reagieren, so kennen wir doch eine Reihe von Merkmalen,
die ein Antigen notwendig haben muB, wenn auch anderseits eben diese
Merkmale nicht hinreichen, um ein Antigen eindeutig zu charakterisieren.
Diese notwendigen, aber nicht hinreichenden Merkmale sind folgende:

Ein Antigen muB 18slich sein. Das Molekiill muf3 eine gewisse GroBe
(Mizellencharakter) haben. Das bisher als unbedingt notwendig erachtete Merk-
mal, daB, um Antikdrper zu erzeugen, ein Antigen unbedingt Eiwei enthalten
muB, wihrend zur Bindung von Antik6rpern auch Nichteiweifantigene befahigt
sind, kann heute nicht mehr aufrecht erhalten werden, wenn es allerdings auch
fiir alle natirlich vorkommenden Antigene seine Giiltigkeit behalt.

Aber von diesen rein physikalisch-chemischen Bedingungen ist die
antigene Wirkung nicht allein abhéngig, sondern es muB eine gewisse
biologische Beziehung zwischen dem antigenen Stoff und dem Organismus
bestehen, z. B. Artfremdheit. Trotzdem ist letztere bekanntlich kein
unbedingtes Postulat fiir die antigene Wirkung, denn auch artgleiche
Stoffe koénnen antigen sein fiir einen Organismus, der sich gruppen- oder
typenspezifisch von dem Organismus unterscheidet, der das Antigen
liefert. Ein Beispiel dafiir ist die Bildung von Isoantikdrpern mit Ziegen-
blutzellen (Ehrlich und Morgenroth 1900).

-Von der groBten Bedeutung fiir die antigene Wirkung einer Substanz
ist es, ob dieselbe in dem Organismus, dem sie eingefiihrt werden soll,

1
H.Schmidt, Serologie



2 Das Antigen

normal vorhanden ist oder nicht. Das Antigen muB kérperfremd sein
(Doerr). Blutfremdheit allein, wie es von Dungern und Hirszfeld annehmen,
scheint nicht geniigend zu sein.

Eine scheinbare Ausnahme bilden die Autohdmolysine bei der paroxysmalen
Hamoglobinurie. Aber hier kommt eine A. A.-Reaktion nicht unter physio-
logischen Verhdltnissen, sondern nur bei niedriger Temperatur zustande (Land-
steiner und Donath). Bei den scheinbar gelungenen Versuchen, mit Isoorgan-
bestandteilen Antikdrper zu erhalten, ist zu beachten, daf die chemischen und
physikalischen Eingriffe, die zur Gewinnung des antigenen Substrates aus den
Organzellen dienen, sehr leicht eine Spezifititsdnderung bewirken konnen
(Centanni), die eine Korperfremdheit zur Folge haben kann; auch kann eine
bakterielle Verunreinigung den Organausziigen neue Spezifitdten verleihen, ja
unter Umstdnden durch ihr BakterieneiweiB Haptene komplettieren (Doerr
und Hallauer). Wir miissen also vorderhand an der Korperfremdheit als eine
wesentliche Bedingung der antigenen Wirkungsmoglichkeit festhalten. (Eine
Ausnahme macht das LinseneiweiB).

Besonders wichtig ist zu beachten, daB die natiirlichen Antigene
stets zusammengesetzter Natur sind und eine Vielheit von Partialantigenen
enthalten. Einige darunter kdnnten Haptene sein, die isoliert mit Anti-
korpern reagieren koénnen, so daB es den Eindruck machen kann, als
konnte eine Substanz mit Antikorpern reagieren, die von der urspriing-
lichen antigenen Substanz ganz verschieden ist. Die Unkenntnis dieser
Beziehungen hat zu vielen MiBverstdndnissen gefithrt, bis diese fiir unsere
Erkenntnis der Spezifitdt so wichtigen Tatsachen durch Landsteiner 1921
und Landsteiner und Simms 1923 bekannt wurden.

Diese Erkenntnisse haben dazu gefiihrt, den Begriff des Antigens
unterzuteilen und schérfer zu differenzieren. NaturgemiB haben alle
Untersuchungen iiber die Natur der Antigene auch der Erforschung der
Frage der Spezifitdt gedient, denn wenn wir Antigene als Stoffe, die
Antikorper erzeugen, definieren, dann liegt in dieser Definition implizite
der Begriff der Spezifitit, ohne den man den Antikdrper nicht in immun-
biologischem Sinne definieren kann.

Nun haben Obermayer, Pick, Landsteiner, Wells u. a. zeigen kénnen,
wie durch physikalisch-chemische Eingriffe z. B. Kochen, sowie durch
rein chemische Eingriffe in die Konstitution des EiweiBkérpermolekiils,
z. B. Diazotieren, die antigene Spezifitdt verdndert werden kann, daB
unter Umstdnden sogar der urspriingliche Artcharakter des EiweiBes
verloren und eine neue hochgradige Spezifitit — durch Prézipitation
in vitro wie auch durch Anaphylaxie in vivo nachweisbar — erworben
werden kann. Gegeniiber Landsteiner’s Ansicht, daB bei der Chemo-
spezifitit der Komplexantigene die Einfiihrung neuer Gruppen in das
Molekiil das wesentliche ist, haben spédter A. Klopstock und G. E. Selter')

1) A. Klopstock und G. E. Selter, Ztschr. Immunitéitsforschg. 63, 463 (1929),
daselbst frithere Literatur.



Vollantigene — Haptene 3

gezeigt, daB es auch durch eine bloBe Mischung, z. B. eines Diazonium-
korpers mit Blutserum, gelingt, ein fiir DiazoeiweiB chemo-spezifisches
Antigen herzustellen.

Sehr wichtig war die Feststellung von Landsteiner, da gegen Diazo-
eiweiB gerichtetes Immunserum (von Kaninchen mit diazotiertem Hiihner-
eiweiB hergestellt) auch mit diazotierten chemischen Substanzen spezifisch
reagiert, selbst wenn diese wegen Kleinheit der Molekiile zur sichtbaren
Prizipitation nicht mehr befdhigt sind. Er bediente sich dabei der sog.
Hemmungsreaktion von Landsteiner und Halban, fiir die folgendes Beispiel
typisch ist:

0,2 /,,, diazotiertes Hiihnereiweil 0,2 ccm idem.
-+ 0,1 ccm diazotierte Seidenpeptonlosung + 0,1 ccm 1proz. NaCl-Losg.
+ 2 Tropfen des Kaninchenserums + 2 Tropfen idem.

keine Prizipitation, weil hier das spezifische deutliche Prizipitation

Antigen in Form von diazotiertem Eiweiff im
Uberschuff vorhanden war.

So gelang es nachzuweisen, daB selbst relativ kleine Molekiile,
wie z. B. Tyrosin, wenn mit diazotierter Metanilsdure gekuppelt, die
spezifische Azoproteinprizipitationsreaktion aufheben und somit eine
spezifische A. A.-Reaktion eingehen konnen.

Auf Grund dieser Erkenntnisse, daB Immunsera, die mit einem
veranderten EiweiBantigen dargestellt sind, auch in vitro mit niedrig
molekularen Korpern, die als solche keine Antikérper erzeugen koénnen,
dann reagieren konnen, wenn diese die gleiche chemische Verdnderung
aufweisen, und auf Grund der Lipoid- (nicht Eiweifi-) Natur mancher
Invitroantigene hat man die Antigene unterschieden in:

Vollantigene, z.B. genuines Eiweif; Mikrobenleiber, bakterielle
Toxine (?) usw.

Haptene, das sind relativ niedermolekulare Stoffe, die selbst keine
Antikorper erzeugen koénnen, wohl aber sich mit Antikérpern
spezifisch binden. Dazu sollen Lipoide gehorent), ferner Kohle-
hydrate aus Bakterien (Pneumokokken); das Forssman’sche
Antigen, Semi-Haptene nennt Sachs Stoffe, die auch in vitro
keine Bindungsfihigkeit mehr haben, aber durch verschiedene
Stoffe, die wahrscheinlich den Dispersitdtsgrad &ndern, wieder
zu Haptenen gemacht werden konnen.

1) Auch mit dem synthetischen Lipoid von Griin und Limpdcher gelang es
Weil und Besser (Klin. Wschr. 1931, 1941; Ztschr. Immunitatsf. 76, 76, 1932)
Lipoidantikorper zu erhalten. Cholesterinantikérper wurden von Sachs und
Mitarbeiter (Dtsch. med. Wschr. 1925, Nr. 25; Biochem. Ztschr. 159, 491,
1925) hergestellt und Ergosterinantikorper von Berger und Scholer (Klin.
Wschr. 1932, 158; Ztschr. Immunititsf. 76, 16, 1932).

1*



4 Das Antigen

Komplettiert wird ein Hapten bezeichnet, wenn es mit einem Vollantigen
(z. B. Schweineserum) vereinigt wird. Dann vermag der vereinigte
Komplex Antikorper hervorzurufen, und zwar sowohl Antikorper
gegen das betreffende komplettierende Vollantigen, wie auch
gegen das komplettierte Hapten.

Komplex wird ein Hapten bezeichnet, wenn es durch chemische Reak-
tionen unter Anderung des Gefiiges und damit auch der Spezifitit
der betr. EiweiBmizelle in bestimmte Stellen des EiweiBmolekiils
eingefiihrt wird. Die damit erzeugten Antikorper reagieren spe-
zifisch mit dem eingefiigten Haptenkomplex (Beispiel: Diazotierte
EiweiBkdorper).

Hapten:Schlepper:-Theorie.

Bei dieser Einteilung der Antigene kénnen wir zunichst von der
Annahme ausgehen, daB Eiwei ein Vollantigen ist, aber diirfen wir um-
gekehrt sagen: Ein Vollantigen muB Eiwei enthalten? Die bisherigen
Erfahrungen schienen in der Tat diese Frage zu bejahen, insofern Haptene
wie Bakterienpolysaccharide und Lipoide allein keine Antikdrper zu bilden
schienen, wohl aber und nur, wenn mit EiweiB kombiniert (Pick und
Schwarz 1909, Landsteiner, Sachs). Sachs und seine Mitarbeiter nehmen
an, daB Lipoide allein deswegen keine Antikérperbildung hervorrufen,
weil sie von korpereigenen Proteinen umhiillt werden und dadurch ihrer
Antigenfunktion verlustig gehen. Artfremdes EiweiB, z. B. aus Schweine-
serum?), wirkt als Schlepper, weil es in der Invitromischung die Lipoid-
teilchen umbhiillt, so daB bei der immunisierenden Einspritzung der Kom-
plex zunichst wie artfremdes EiweiBl wirkt. Dies macht es verstindlich,
warum die getrennte Einspritzung von Schweineserum und Lipoid bei
z. B. Kaninchen keine Antilipoide erzeugt, sondern nur die Mischung.

Diese Hapten-Schlepper-Theorie ist aber in dieser Form nicht haltbar.
Zunéchst muB die Annahme, daB Haptene wie z. B. Polysaccharide allein
keine Antikérper erzeugen konnen, eingeschrankt werden in dem Sinne,
daB sie zwar keine Antikérper bilden kénnen, die mit den in vitro erkenn-
baren A. A.-Reaktionen nachweisbar sind, also z. B. keine Prizipitine,
Agglutinine und komplementbindende Antikorper, aber doch spezifische
Antikorper, die sich aber dem iiblichen Nachweisverfahren entziehen.
Wie auf S. 39 ausgefiihrt, sind Miuse, die mit Pneumokokkenpolysaccha-
riden behandelt sind, gegen die Infektion mit dem homologen Pneumo-
kokkentypus geschiitzt. Sie enthalten also zweifellos Antikorper, wenn

1) Nach E. Frinkel und L. Tamari (Klin. Wschr. 1927, 2473) geht Schweine-
serum seiner Fahigkeit, als Schlepperantigen zu dienen, durch eine Spur Alkali
verlustig (vielleicht weil dadurch die Adsorptionsfihigkeit seiner Globuline
herabgesetzt wird).
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diese auch nicht in vitro nachweisbar sind. Wir diirfen nicht vergessen,
daB wir nur eine begrenzte Zahl von Nachweisverfahren fiir Antikérper
haben, und daB alle diese Verfahren die Anwesenheit solcher Antikdrper
voraussetzen, die an relativ labile oder relativ lyophobe Globuline gebunden
sind, und dabB alle Invitroverfahren versagen kénnen, wenn der Antikorper
ausschlieBlich an stark lyophiles Pseudoglobulin gebunden ist, wie z. B.
Antitoxine. Analog konnten auch Polysaccharide hochlyophile Anti-
korperglobuline bilden, die zu keiner in vitro (auf Adsorptionsvorgdngen
beruhenden) Antigen-Antikorperreaktion mehr fahig sind, und es muB
tiberhaupt zur Diskussion gestellt werden, ob bei der Immunisierung
eines Kaninchens mit z. B. EiweiB das gebildete Prézipitin der einzige
Antikorper ist, der erzeugt wird, wenn es auch bisher der einzige ist, den
wir mittels Prézipitation, Komplementbindung usw. nachweisen konnen.

Bei der Immunisierung mit reinen Lipoiden hindert uns zunichst
nichts anzunehmen, daf analoge Verhiltnisse vorliegen, daB also ein
Lipoidantikorper gebildet wird, den wir nur deswegen nicht nachweisen
konnen, weil er an hydrophiles Pseudoglobulin gebunden ist und weil
auch sonst wegen fehlender primirer Toxizitdt des Lipdids eine Schutz-
wirkung beim Tier nicht wie bei Antitoxinen nachzuweisen ist.

Nun kénnte man einwenden, daB das Toxin ja kein Hapten, sondern
ein Vollantigen ist, aber das diirfte noch zu beweisen sein. Vielleicht sind
die reinen bakteriellen Toxine bei manchen Arten (Di., Tet., Botulinus)
Haptene, die’zusammen mit BakterieneiweiBstoffen erst antigenen Cha-
rakter haben, bei anderen bakteriellen Toxinen, die man als Endotoxine zu
bezeichnen pflegt, ist das BakterieneiweiB selbst toxisch, und solche
Giftstoffe leiten ohne scharfe Grenze zu den Toxalbuminen iiber, die wie
z. B. Ricin, Abrin, Schlangen- und Pilzgifte Vollantigene sind. Jedenfalls
steht fest, daB Haptene allein Antikorper bilden konnen.

Und nun kommen wir zu dem zweiten Punkt, weswegen die bisherige
Hapten-Schlepper-Theorie nicht haltbar zu sein scheint. Die Annahme,
daB nur EiweiB ein Hapten zum Vollantigen machen kann, ist hinfillig.
Es gelang Zozoya (S. 42), durch Bindung von N-freien Polysacchariden
an Kollodiumteilchen dieselben soweit antigen zu machen, daB Anti-
korper gebildet wurden, die in vitro mittels Prézipitation nachweisbar
waren. P.Gonzalez und M. Armangué?) erzielten bei Kaninchen durch
Immunisierung mit an Kaolin adsorbierten Lipoiden aus Pferdenieren
(Forssman’sches Antigen) die Bildung von Hammelbluthdmolysinen.
Ferner gelang es H. Schmidt in noch unverdffentlichten Versuchen durch
Adsorption von Lipoid an Kollodiumteilchen bei Kaninchen Lipoidanti-
korper zu erzeugen, die spezifische Komplementbindung gaben. Dabei
ist Kollodium selbst eine Substanz, die nachweislich keine antigene
Fahigkeit besitzt.

1) Gonzalez und Armangué, Compt. rend. Soc. Biol. 106, 1006 (1931).
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Das Kollodium hat also hier die Rolle des EiweiBes iibernommen,
um im Bilde zu bleiben, als Schlepper gewirkt. Jedoch ist ein sehr wich-
tiger Umstand zu beachten. Wird ein Lipoid mit Schweineserum versetzt,
so bildet das Lipoid das Adsorbens, um das sich eine EiweiBhiille bildet,
wihrend im Falle des Kollodiums dieses das Adsorbens ist, an das sich das
Polysaccharid bzw. das Lipoid bindet. In letzterem Falle befinden sich
also die immunisierenden Stoffe bildlich gesprochen in der AuBenschicht
des Komplexes und die ganze Komplexbildung hat anscheinend nichts
anderes bewirkt, als die Antigenmizelle zu vergréBern. Es sieht so aus,
als kime diesem Umstand eine groBe Bedeutung zu. Allgemein kann
man sagen, daB mit der Abnahme der MolekulargréBe von z. B. EiweiB3-
komplexen der Antigencharakter verloren geht, wobei allerdings zu be-
achten ist, daB damit auch eine Strukturidnderung verbunden ist, iiber
deren Einfluf auf die Antigenbefdhigung wir auBer der Feststellung eines
solchen Einflusses nichts genaues sagen konnen. Niedere EiweiBbaustoffe,
Albumosen und Peptone wirken nicht mehr antigen, noch vermoégen
sie mit dem Préazipitin, das immunisatorisch mit dem nativen EiweiB
erhalten wurde,’in eine in vitro als Prizipitation erkennbare Reaktion
zu treten, wohl aber, wenn die Spaltprodukte zu gréBeren molekularen
Verbdnden resynthetisiert wurden (V. Knaffl-Lenz und E. P. Pick).
Trotzdem kann sich aber, wie der Hemmungsversuch von Landsteiner
und Halban zeigt, auch mit relativ kleinen Molekiilen eine spezifische
A. A.-Reaktion abspielen, wobei zu beachten ist, daB ein Stoff wohl
Antikorper in vitro binden kann, ohne befdhigt zu sein, in vivo solche zu
bilden. Zinsser u. a. haben schon friiher angenommen, daf eine Substanz
unter anderem deswegen antigene Fahigkeit hat, weil seine MolekiilgroBe
keine Diffusion in das Innere von Zellen zuldBt, daher die Abwehr des
Organismus in die Zellwand resp. auBerhalb der Zelle verlegt wird, was die
Bildung von im Blute nachweisbaren Antikdrpern mit sich bringt. Jeden-
falls liegt dieser Vorstellung der Gedanke zugrunde, daB die GroBe der
Mizelle fiir jhre antigene Funktion maBgeblich ist.

Bekannt ist die Bedeutung der mizellaren Grofe fiir die Art der A. A.-
Reaktion in vitro. Man denke nur an die Rolle des Dispersititsgrades
der Extraktverdiinnung bei der Wassermann‘schen Reaktion. Tuberkulin-
losung gibt keine Komplementbindung mit Antikdrpern, die mittels
vollantigenen Tuberkelbazillen hergestellt sind, wohl aber, wenn das
gleiche Tuberkulin an eine feste Phase adsorbiert in Suspension vorhan-
den ist.

Nun haben wir gesehen, daB Polysaccharide allein Antikérper er-
zeugen konnen, die aber in vitro nicht nachweisbar sind, und daB dieselben
Polysaccharide, wenn ihre mizellare Struktur durch Adsorption an
Kollodiumteilchen eine gewisse VergréBerung erfahren haben, auch
Antikorper erzeugen konnen, die aber diesmal in vitro nachweisbar sind.
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Sind das nun verschiedene Antikdrper oder der gleiche, der aber nur an
verschiedenem Globulin gebunden ist, im ersten Falle an lyophiles,
im zweiten Falle an relativ lyophobes Globulin? Das wiirde, wenn man
das letztere annimmt, bedeuten, daB, je groBer die Antigenmizelle ist,
desto mehr relativ hydrophobes, labiles Immunglobulin gebildet wird,
und je Kkleiner sie ist, desto mehr Iyophiles Immunglobulin.

Verfasser hat daraufhin Versuche unternommen durch intravendse
Injektion von Formoltoxoid allein und an Kollodium gebunden, Anti-
toxine bei Kaninchen zu erzeugen, und die so erhaltenen Antisera einer
EiweiBfraktionierung unterworfen. Die Versuche sind zwar noch nicht
abgeschlossen, erlauben aber, soweit Ergebnisse vorliegen, den SchiuB
zu ziehen, daB das gleiche Formoltoxoid an Kollodium gebunden mehr
Antitoxin, welches an Euglobulin gebunden ist, zu erzeugen scheint als
das Formoltoxoid allein.

Wenn also, wie wir gesehen haben, der Satz, daB jedes Vollantigen
unbedingt EiweiB enthalten muB, nicht ohne Einschrinkung zutrifft, so
gilt das gleiche auch umgekehrt, insofern nicht jedes EiweiB ein Antigen
ist, wenn auch hier, wie schon oben bemerkt, zu beriicksichtigen ist, daB
es Antikorper geben kann, die wir noch nicht nachweisen kdonnen.

Soweit wir heute sagen konnen, muB ein EiweiB, damit es ein Antigen
ist, noch einige Bedingungen erfiillen.

1. Das betreffende Eiweil muB aromatische Gruppen enthalten. Fehlen
diese, wie z. B. bei Gelatine, dann fehlt trotz seines EiweiBcharakters die anti-
gene Féhigkeit (der Gelatine fehlt Tryptophan und Tyrosin; sehr gering vorhan-
den ist Phenylanalin).

2. Das EiweiB muB 16slich sein. Die durch Hitzekoagulation geschaffenen
Verdnderungen sind z. T. reversibel. Ist aber durch eine komplette irreversible
Denaturation das Eiweif unloslich geworden, dann ist auch die antigene Wirkung
verschwunden.

3. Aber auch geldstes EiweiB ist nur dann antigen, wenn es im intermediédren
Stoffwechsel abbaufdhig ist. Dies ist nicht mehr der Fall, wenn unter dem Ein-
fluB von Alkalien durch eine Enolisierung das Protein racemisiert und fiir proteo-
lytische Fermente unangreifbar wird. So sehr die Tatsache, daB racemisierte
Eiweifle nicht mehr antigen wirken, fiir den Zusammenhang von Antigenwirkung
und Struktur spricht, so wenig darf man auf den Umstand, daf solche Stoffe
nicht durch Trypsin angreifbar sind, ein Postulat fiir die Antigenwirkung ab-
leiten, denn Landsteiner’s azetylierte EiweiBkorper waren trotz Unangreifbarkeit
durch Trypsin doch Vollantigene.

Man sieht daraus, daB man selbst bei einem Stoff, der in chemischem
Sinne ein EiweiBkorper ist, nicht unbedingt seine antigene Fahigkeit
voraussetzen darf. Alle natiirlichen Antigene sind Gemische aus EiweiBen,
Lipoiden, Kohlehydraten, Fetten usw. Befreit man solche von EiweiBen,
dann ist immer zu beachten, daB wir biologisch noch EiweiB nachweisen
kénnen, wo selbst die empfindlichsten chemischen Nachweisverfahren ver-
sagen. Welche geringe EiweiBmenge noch antigen wirken kann, geht aus den
Angaben S.86 hervor. Ferner ist im Auge zu behalten, daB die Trennungs-
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methoden von z. B. Lipoid und EiweiB, Kohlehydrat und EiweiB, stets
fiir das EiweiB schwere Eingriffe darstellen, die dessen Struktur und damit
Spezifitdt dndern konnen, und dazu kommt noch die Gefahr bakterieller
Verunreinigung, die durch das BakterieneiweiB eine Komplettierung an
und fiir sich haptener Stoffe zur Folge haben kann.

Alle diese vielen Schwierigkeiten haben es mit sich gebracht, daB wir
noch nicht die Bedingungen fixieren konnen, die notwendig und hinrei-
chend sind, um den Antigenbegriff definieren zu konnen. So bleibt
zunichst nichts anderes iibrig, als die Vielheit der biologischen Stoffe
auf ihre antigene Wirkung einzeln zu untersuchen. Uber alle diese bis-
herigen Untersuchungen unterrichtet u.a. besonders die zusammen-
fassende Darstellung iiber die Biochemie der Antigene und Antikdrper
von E. P. Pick und F. Silbersteint) sowie das kiirzlich erschienene Buch
von 0. Thomsen?), woselbst ausfiihrliche Literaturangaben zu finden sind.

Wir sind daher nach wie vor darauf angewiesen, die antigene Féhig-
keit eines Stoffes durch die damit erzeugten Antikorper nachzuweisen,
die mit dem Antigen eine Reihe von in vitro erkennbaren Reaktionen
eingehen, sowie auch im lebenden Tiere durch den passiven und aktiven
Uberempfindlichkeitsversuch nachgewiesen werden konnen. In vitro
koénnen wir das Antigen durch den Antikorper sichtbar ausflocken und
selbst, wo diese Ausflockung unterbleibt, durch die Komplementbindung
den Nachweis der A. A.-Reaktion erbringen. Ferner ist der Phagozytose-
versuch imstande, besonders bakterielle Antikérper nachzuweisen. Wenn
dabei auch lebende Zellen benutzt werden, so ist doch die eigentliche,
sich dabei abspielende A. A.-Reaktion ein in vitro vor sich gehender Vor-
gang, wihrend bei dem Anaphylaxieverfahren die A. A.-Reaktion im
lebenden Organismus stattfindet und deren Ablauf aus Symptomen ge-
schlossen wird, die im ganzen einer restlosen Erkldrung groBere Schwierig-
keiten entgegenbringen als die reinen in vitro Phdnomene.

Nun kann man bekanntlich mit einem bestimmten Antigen Antikdrper
erzeugen, die sowohl als Prézipitine, Agglutinine, Lysine, Opsonine als
auch im anaphylaktischen Versuch nachweisbar sind, und die heute noch
offene Frage ist, ob es sich dabei um einen Antikérper handelt oder um
verschiedene, die zu gleicher Zeit im Tierkérper gebildet werden. Wir
werden, wenn wir diese Reaktionen im einzelnen besprochen haben, auf
diese Frage, die zugleich eine solche nach der Natur des Antikdrpers ist,
zuriickkommen,

1) E. P. Pick und F. Silberstein, Handb. d. pathog. Mikroorganismen,
II1. Aufl. Bd. II (Jena 1928).

2) 0. Thomsen, Antigens in the light of recent investigations (Kopen-
hagen 1931).
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I1. Die Agglutination.

Physikalisch-chemisch betrachtet ist die Agglutination eine Koagu-
lation von Suspensionen und die Prazipitation eine solche von kolloiden
Losungen. So wenig man kolloidchemisch genétigt ist, diese Koagula-
tionsvorgédnge gesondert zu behandeln, da sie prinzipiell auf den gleichen
Vorgingen beruhen, so wiren auch hier Agglutination und Prézipitation
im Zusammenhang darzustellen, da der wesentliche Unterschied nur in der
GroBe der Teilchen der prazipitierten Phase liegt. Trotzdem wollen wir
aus ZweckmaBigkeitsgriinden hier zundchst nur die Agglutination und
in einem spdteren Abschnitt die Prézipitation gesondert erdrtern.

Die Teilchen, die bei der hier zu besprechenden Agglutination in
Betracht kommen, sind Zellen, von denen Bakterien und Blutzellen nur
Sonderfélle darstellen. In Anbetracht der Bedeutung, die die Hamagglu-
tination als solche und im Zusammenhang mit der Blutzellensenkung
gewonnen hat, wird der H&amagglutination ein besonderer Abschnitt
gewdhrt. Hier soll nur die Bakterienagglutination als Sonderfall der
Zellagglutination besprochen werden. Bei der spezifischen Zellagglutina-
tion der Serologie ist es zweckmaBig, zwischen zwei Vorgdngen zu unter-
scheiden, und zwar dem rein physikalisch-chemischen Vorgang der Agglu-
tination und der diesem Vorgang zugrunde liegenden spezifischen Antigen-
Antikorper-Reaktion, und deswegen sollen zunéchst die rein physikalisch-
chemischen Grundlagen der Zellagglutination besprochen werden, wobei
das Agglutinin zunéchst als ein beziiglich des Antigens in spezifischem
Sinne verdndertes Serumglobulin aufgefaBt wird.

A. Die physikalisch-chemischen Grundlagen
der Agglutination.?)

Unter normalen Verhiltnissen ist eine Bakteriensuspension stabil.
Die Bakterien ndhern sich durch Eigenbewegung oder durch Brown’sche

1) 1. G. Fitzgerald und D. T. Fraser, Bacterial agglutinins and their appli-
cations; Jordan und Falk, The newer knowledge of Bacteriology and Immuno-
logy (Chicago 1928), 811. — G. H. Bailey, The functional role of agglutinins;
Jordan und Falk, The newer knowledge of Bacteriology and Immunology
(Chicago 1928), 802. — J. H. Northrop, The mechanism of agglutination; jordan
und Falk, The newer knowledge of Bacteriology and Immunology (Chicago
1928), 782. — R. E. Buchanan, Agglutination. Journ. of Bacteriology 4, 73
(1919). — A. M. Noblat, Observations sur le mécanisme de I’agglutination
(Labor. von Lasseur). Faculté de Pharmacie (Nancy 1929). — H. Netter, Uber die
physikochemischen Grundlagen der Zellagglutination. Klin. Wschr. 1924, 2254.
— H. Eagle, Specific agglutination and precipitation. I. The mechanism of
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Bewegung, aber ohne zu kollidieren. Erst unter dem agglutinierenden
EinfluB von irgend etwas kollidieren die Teilchen und haften aneinander.
Die abstoBende Kraft entspricht der Potentialdifferenz zwischen Teilchen-
ladung und Fliissigkeit. Ist diese geringer als die Kohésion, die vermittels
der Grenzflichenspannung die Haftung erméglicht, dann ist die Bedingung
fiir Agglomeration gegeben, und die Sedimentierung der Aggregate folgt.
Die auslosende Ursache der Agglutination greift also an der elektrischen
Ladung der Teilchen (Bakterien) an.

1. Die elektrische Ladung der Teilchen einer Suspension, spez. von Bakterien.

Die Tatsache einer elektrischen Ladung sowie deren Vorzeichen 136t
sich aus der Wanderungsrichtung bei Kataphoreseversuchen feststellen.

Unter den normalen Verhéltnissen einer Bakteriensuspension in physio-
logischer NaCl-Losung sind die Bakterien negativ geladen.

Der Ursprung der Ladung ist nicht sicher bekannt. Wenn sich nicht
auf der Bakterienoberfliche Stoffe befinden, die dissoziieren, so ist die Ladung
durch bevorzugte Ionenadsorption aus dem Suspensionsmittel bedingt. Jeden-
falls besteht eine Beziehung zwischen GroSe der Ladung und Elektrolytgehalt
des Milieus, insofern die Potentialdifferenz zwischen Bakterienoberfliche und
Milieu um so geringer und damit die Stabilitat der Losung um so kleiner wird,
je elektrolytfreier das Milieu ist. Dabei ist zu beachten (Noblat), daB reinstes
Aqua dest. den Mikrobenzellen Elektrolyte entzieht, und daB auch isotonische
Losungen reinster Saccharose in nicht merklicherer Weise die Elektrolytabgabe
aus lebenden und toten (80° erhitzten) Bakterien vermindert, wie sie reinstes
Wasser allein bewirkt, was sich aus der Donnan’schen Theorie ergibt.

Vieles spricht fiir die Ansicht von Laing und Mc Bain, nach der die Bak-
terien an ihrer Oberfldche Mizellen enthalten, die groBe Ionen bilden, die sich
von den gewdhnlichen Ionen durch ihre groBe Valenz unterscheiden. Mithin
wiirde eine Steigerung der Kataphorese-Geschwindigkeit nicht fiir eine grifere
Potentialdifferenz sprechen, sondern fiir eine Vermehrung der Zahl der Ladungen
pro Flacheneinheit. Also: Die elektrische Ladung stammt von Verbindung
des Teilchens mit einem Ion. Aber die Natur dieser Bindung ist nicht bekannt.

2. Beeinflussung der Ladung.

Damit Teilchen agglutinieren konnen, muB ihre, die gegenseitige
AbstoBung bedingende Ladung herabgesetzt werden. Dazu ist aber nicht
eine vollige Entladung notig, sondern nur eine Verminderung bis zu dem
Punkt, bei dem die Kohdsion der Teilchen ihre AbstoBung {iberwindet.
Dieses sog. kritische Potential, welches ja durch die Kohésions-
krafte und durch die Grenzflichenspannung der Suspensionsfliissigkeit
mitbedingt ist, bleibt im allgemeinen bei einer Suspension das gleiche,
ohne Riicksicht auf die Art und die Wertigkeit der Ionen des Milieus,

the reaction. Journ. of Immunology 18, 393 (1930). — H. G. Wells, The chemical
aspects of Immunity. II. Ausg. (New York 1929). — R. Kraus, N. Kovacs und
R. Paltauf, Agglutination und Agglutinine. Bd. II. 3. Aufl. Handb. d. pathog.
Mikroorganismen (Kolle, Kraus, Uhlenhuth). (Jena 1929.)
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kann jedoch durch hohe Konzentrationen von Elektrolyten beeinfluft
werden (siche weiter unten). Wird aber, hauptsichlich durch chemische
Eingriffe oder durch Adsorption von Stoffen, besonders von EiweiBen,
die Oberflache der Zellen verdndert, dann adndert sich aufer dem elektro-
kinetischen Potential auch das kritische Potential. Letzteren Vorgang hat
man stets bei der spezifischen Agglitination von Bakterien durch Serum,
da hierbei stets Serumeiwei adsorbiert wird.
Die Ladung der Bakterien kann daher beeinfluft werden:
a) ohne Gegenwart adsorbierbarer Stoffe und ohne chemische Ande-
rung der Grenzfliche durch Elektrolyte,
b) durch chemische Anderung der Grenzfliche, wozu auch Hitze-
einwirkung gehort,
¢) durch Adsorption von Stoffen, die dadurch neue Grenzflachen
mit verdnderten Eigenschaften bedingt.
Selbstverstindlich ist die bei b) und c) verdnderte Grenzfldchen-
ladung ihrerseits wieder von Elektrolyten beeinfluBbar.

a) Beeinflussung der Ladung durch Elektrolyte.

Rein wisserige Bakteriensuspensionen sind durch Elektrolyte fillbar
( Bechhold). Wirksam ist nur das Kation. Die OH’-lonen sind ohne jede
agglutinierende Wirkung. Von den einwertigen Kationen ist auSer dem H--
nur das Ag*-lon wirksam (Friedemann und Neisser, Bechhold 1904 ). Von den
zweiwertigen agglutinieren Zn-, Ni--, Cu-*, Pb-* und Hg**, nicht aber Ca-*, Ba*
und St. Die dreiwertigen Al* und Fe-:-Ionen agglutinieren sehr stark,
jedoch ist ihre Wirksamkeit durch die Hydrolyse ihrer Salze kompliziert.
Diese Befunde wurden in der Folgezeit mehrfach bestdtigt. Dagegen
sind, wie weiter unten ertrtert, mit Agglutinin beladene Bakterien schon
durch einwertige Ionen agglutinierbar,

Bechhold hatte fiir die agglutinierende Wirkung der Salze einen
»Schwellenwert feststellen konnen und beobachtete bei sehr starker
Konzentration eine ,,Vorzone“, in der trotz der Elektrolyte keine Agglu-
tination erfolgt, bei der also durch die Elektrolyte auch die Kohésion
beeinfluft war. Diese Beeinflussung konnten Northrop und de Kruif
(1922) 1) mit einer einfachen, zwar nicht sehr exakten, aber brauchbaren
Methodik feststellen:

Es wurden an Deckgldschen Bakterien angetrocknet und die Kraft ge-
messen, die notig war, das Deckgldschen aus der Oberfliche von wésserigen
Salzlgsungen herauszuziehen. Sie fanden, daB bei einer Potentialdifferenz
unter dem kritischen Potential von 15 mV (gleichgiiltig welches Vorzeichen)
regelmiBig Agglutination eintritt, vorausgesetzt, daB die Kohision nicht ver-
mindert wurde. Elektrolyte in niederer Konzentration unter 0,001 m beein-
flussen nur das Potential der Bakterien. In hoheren Konzentrationen iiber

1) Northrop und de Kruif, Journ. of. gen. Physiol. 4, 639 (1922).
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0,01 m vermindern sie auBerdem die nach obiger Technik gemessene Kohision,
wodurch die agglutinierende Potentialzone verschmaélert wird. Diese Kohéasions-
verminderung ist der Grund, warum in konzentrierten Salzlésungen die Elektro-
lytagglutination auch dann ausbleiben kann, wenn das Potential unter 15 mV
sinkt und unmeBbar klein wird, und erklirt ferner die agglutinierende Wirkung
niederer, und stabilisierende Wirkung hoherer Salzkonzentrationen.

Ganz hohe Salzkonzentrationen, wie sie Liefmannt) zur Unterschei-
dung verwandter Bakterienarten anwendete, fillen aber die hydrophilen
Bakterien auf anderer Grundlage, ndmlich analog der Aussalzung von lyo-
philem Eiwei durch Ammoniumsulfat, wobei u.a. Dehydratations-
vorgénge eine Rolle spielen.

Ein Spezialfall der Elektrolytagglutination ist die Sdureagglutination
durch H--lonen (Michaelis 1914, Arkwright 1914). Michaelis fand bestimmte
Agglutinationsmaxima bei einer fiir die betr. Bakterienart charakteristischen
H--Ionenkonzentration, die beim Flockungsmaximum dem i. P. eines Zellbestand-
teiles des Bakteriums entsprechen. Manche Stamme, besonders frisch isolierte
Typhusstdimme, zeigen mitunter iiberhaupt keine Saureagglutination (Hanssen
1923). Dazu kommt, daB die Anionen nicht gleichgiiltig sind. Die Agglutina-
tionskurven starker Siauren waren verschieden (Noblat). Schwach dissoziierte
Sauren agglutinieren schwicher als starke Sduren, aber man muB beachten,
daB es sehr schwierig ist, Bakteriensuspensionen von gleicher Stabilitdt herzu-
stellen, und schon geringe Unterschiede in der Stabilitdt geniigen, um die Cha-
rakterisierung der optimalen H--Ionenkonzentration so unscharf zu gestalten,
daB die Saureagglutination als Methode zur Identifizierung von Bakterien nicht
brauchbar ist. Trotz optimaler H--Ionenkonzentration kann bei geniigend hoher
Salzkonzentration die Agglutination ausbleiben. Nach Beniasch (1912), Ark-
wright (1914) u. a. ist das Optimum der S&dureagglutination bei begeifelten
Bazillen, z. B. bei Typhus zunichst bei einer (H-) von etwa 0,7.10— oder
3,5.107% auf die GeiBeln zuriickzufithren, wihrend die von den Geifeln
beraubten, wie auch auf 100° erhitzten Bakterienleiber erst bei pg 3,0 aggluti-
nierten. Da auch der Typus der Agglutination verschieden ist, unterschieden
die Autoren 1. eine ,,Flagellenagglutination von grobflockigem und 2. eine
»somatische Agglutination von mehr kornigem Charakter.

b) Beeinflussung der Ladung der Bakterien durch Anderungen
(evtl. chemischer Art) der Bakterien-Grenzflédche.

1. EinfluB von Nicht-Elektrolyten. Alle Nichtelektrolyte
dndern entweder die Oberflachenspannung im Sinne einer Erhéhung der
Kohdsionswirkung zwischen den Teilchen (Bakterien), oder, z. B. Alkohol,
dndern die Oberfldche der hydrophilen Bakterien im Sinne einer Denaturie-
rung, so daB allein deren Affinitdt zu Wasser so gering wird, daB die
Kohésion untereinander iiberwiegt oder Elektrolyte ihre Entladung
bewirken und nun Agglomeration eintreten kann. — Da bei der spezi-
fischen Agglutination Nichtelektrolyte keine erkennbare Rolle zu spielen
scheinen, soll hier nicht ndher darauf eingegangen werden.

1) Liefmann, Minch. med. Wschr. 1913, 1417.
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2. EinfluB der Temperatur auf die Agglutinabilitdt der
Bakterien. Hier ist der EinfluB der Erhitzung auf die Bakterien von
dem auf das Serum, der weiter unten besprochen wird, zu trennen.

Erhitzen der Bakterien verdndert das gesamte Protein der Zelle im
Sinne der Hitzedenaturierung. Es ist daher, wie wir spater sehen, nicht
zweckmaBig, die Beobachtungen an erhitzten Bakterien dadurch erkliren
zu wollen, daB man hitzebestdndige und hitzeunbestindige proteinhaltige
Antigene in der Bakterienzelle annimmt. Anders liegen die Verhéltnisse
bei der Unterscheidung von Proteinantigenen einerseits und den hitze-
stabilen Polysacchariden der Bakterien anderseits. Erhitzung &ndert
die Elektrolytempfindlichkeit der Bakterien, wie z.B. die folgenden
Beobachtungen von Tulloch?) iiber die Agglutination durch NaCl-Lésungen
von spezifischen und unspezifischen (siehe weiter unten tiber die diphasische
Variation) Stdmmen von Bakterien nach Hitzeeinwirkung zeigen (Ab-
lesung nach 2 Std. 559).

molare Konz. B. aerthrycke (49) B. Paratyph. B (3297)
von NaCl spezifisch | unspezifisch | spezifisch | unspezifisch
1 — | - — + 4+
0.8 — — — +-+++
nicht 0.6 — — — 4k
erhitzt 0.4 — — — +4+4++
0.2 — — — —
0.1 — — — —
1 — — - ++
0.8 — — — 4k
1/, Stunde 0.6 — — — +4+4++
65° 0.4 — — — +
0.2 — — — +
0.1 — — — —_—
1 ++ + — —
0.8 ++ =+ - —
1/, Stunde 0.6 ++ + — 4+
950 0.4 + — — ++
0.2 + — — ++++
0.1 + — — ++-+-+

Man sieht, daB der HitzeeinfluB nicht auf alle Bakterien gleichmaBig
wirkt. Die Elektrolytempfindlichkeit kann gesteigert werden, es tritt aber
auch eine in hoéheren Salzkonzentrationen auftretende Verringerung
der Agglutinabilitdt ein durch Verminderung der Kohédsion (Northrop).

Erhitzt man Bakterien (z. B. Typhusbazillen) auf 80° C, so sind sie
nicht mehr durch Immunserum agglutinierbar, werden aber merkwiirdiger-

1) Siehe S.27.
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weise wieder agglutinierbar, wenn man sie auf 100° C erhitzt. Beziiglich
der Agglutinierbarkeit erwies sich eine einmalige Erhitzung auf 115° nicht
so eingreifend -wie eine solche auf nur 80° (Porges, Jobling, Dreyer und
Blake, 1906). Dabei gibt es anderseits Bakterien, wie z. B. B. melitensis,
der bei Erhitzung auf 90° spontan agglutinieren soll. Die Frage nach dem
Grunde fiir die Nichtagglutinierbarkeit von auf 80° C erhitzten Bakterien
wurde erneut von Noblat (1929) untersucht mit folgendem Ergebnis:

Die Verringerung der Agglutinabilitdt von auf 80° C erhitzten Bakterien
durch homologes Immunserum ist in ihrem AusmaB bei verschiedenen Bakterien
verschieden und nicht an den Tod gebunden, denn letzterer kann herbeigefithrt
werden, ohne die Agglutinierbarkeit zu verringern und anderseits verhalten sich
erhitzte Sporen (80°) wie nicht erhitzte. Die Agglutinierbarkeit ist zwar nicht
vollig aufgehoben, sondern kleine Agglomerationen (fein flockige A.) konnen
unter dem EinfluB des Immunserums doch zustande kommen. Noblat konnte
nachweisen, daB auf 80° C erhitzte Bakterien nur sehr wenig ihre agglutinogene
Fahigkeit verringert hatten, daB unter der Einwirkung der Hitze in wasseriger
Losung betrachtliche Elektrolytmengen abgegeben werden, und daB die Bindungs-
fahigkeit der erhitzten Bakterien zwar nachgelassen hatte, aber daB anderseits
stets mehr Agglutinin gebunden wurde als zur Agglutinierung nicht erhitzter
Bakterien notig war. Dazu kam, daB bei 60° erhitzte Bakterien nicht mehr
Agglutinin banden als bei 80° erhitzte, jedoch viel leichter agglutinierten. Dem-
nach war also trotz Antikdrperbindung die Agglutinabilitit aufgehoben. Die
Existenz hemmender oder stabilisierender Stoffe im Milieu konnte experimentell
nicht erwiesen werden. Ferner lieB sich erweisen, da weder eine Anderung der
elektrischen Ladung der Bakterien noch die geringe und dabei nicht einmal
konstant feststellbare Erhohung der Viskositdt des Milieus durch das Erhitzen
ursdchlich fiir die Stabilitdt der mit Agglutinin beladenen erhitzten (80°% Bak-
terien in Betracht kommen. Eine befriedigende Losung der Frage steht noch aus.

Noblat weist auf die Moglichkeit hin, daB Quellungsvorginge die
mizellare Struktur gedndert und somit eine evtl. Anderung der Grenz-
flichenspannung herbeigefiihrt haben kénnten. Wir kommen bei Be-
sprechung der qualitativen Rezeptorenanalyse nochmals auf den EinfluB
des Erhitzens auf die Agglutinabilitit der Bakterien zuriick.

¢) Beeinflussung der elektrischen Ladung durch Adsorption
von Stoffen (EiweiBen).

Hier seitin erster Linie die Adsorption von Eiwei8 beriicksichtigt,
weil es sich bei allen serologischen Agglutinations-Reaktionen um diese
Adsorption handelt. EiweiBe sind amphotere Elektrolyte, deren Disso-
ziation von der H'-lonenkonzentration des Milieus abhdngig ist, und wenn
EiweiB adsorbiert wird, so wird zunichst einmal das elektrokinetische
Potential des betreffenden Adsorbens von dem Dissoziationsgrade des
adsorbierten EiweiBes abhingen, und da letztere von der py des Milieus
abhéngig ist, so wird also die py der Suspensionsfliissigkeit die Ladung
des mit einer adsorbierten EiweiBhiille umgebenen Bakteriums bestimmen,
Anderseits wird aber auch das kritische Potential der Bakteriensuspension
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verdndert, denn dieses ist jetzt gegeben durch den isoelektrischen Punkt
des jeweils adsorbierten Eiweifles.

Wir wollen jetzt an Hand der neueren Arbeiten von H. Eagle die
Bedeutung erortern, die einmal die Adsorption von Normalserumeiweif3
und dann die von Immunserumeiweif auf die Agglutinabilitit der Bak-
terien haben.

Wie oben bemerkt, haben einwertige Ionen keinen Einflu8 auf nor-
male Zellsuspension (Bakterien oder Blutzellen). Dieses hydrophilen
Kolloiden analoge Verhalten dndert sich bei Zusatz von Immunserum.
Die Suspension wird hydrophob und ist nun auch durch einwertige
Kationen féllbar.

Dies konnte dadurch erkldart werden, daf das Antigeneiweif durch die
Bindung mit dem Antikorper denaturiert wird, in dem Sinne, wie z. B. Alkohol
Eiweifl denaturiert und hydrophob macht, oder aber das Antigen selbst bleibt
unverdndert und wird von einer adsorbierten EiweiBhiille umgeben, die hydro-
phob ist und damit die Antigenmizelle gegen einwertige Elektrolyte sensibilisiert.
Letzterer Vorgang ist hochstwahrscheinlich der tatsichliche, denn derartige
Sensibilisierungsvorgidnge sind in der Kolloidchemie bekannte Erscheinungen,
wie z. B. die Sensibilisierung von Goldsol durch Gelatine, von Tannin durch
Gelatine, Agar, Stdrke; von Kollodiumteilchen und Farbstoffen durch Gelatine,
von Eisenhydroxydsol durch EiweiB usw. Stets handelt es sich um Adsorption
von hydrophilen Kolloiden, die durch den Vorgang der Adsorption denaturiert
und elektrolytempfindlich werden. Die Ausflockung betrifft dann primir das
denaturierte Kolloid und erst sekundir die als Adsorbens dienende Mizelle.

Ganz analog haben wir uns die Wirkung der Bindung von Agglutinin
an das Bakterium vorzustellen. Agglutinine sind gewisse Globuline des
Immunserums, die auf Grund einer spezifischen Affinitdt von der ent-
sprechenden Bakterienzelle (Antigen) adsorbiert werden, und durch diesen
Adsorptionsvorgang relativ lyophoben Charakter annehmen. Dieses im
Antigen-Antikérperkomplex (A. A.-Komplex) gebundene Globulin ist
dann die Substanz, die durch Elektrolyte ausgeflockt wird. Werden im
Kataphoreseversuch die normal in verschiedenem Grade negativ geladenen
Bakterien mit Immunserum versetzt, so ndhert sich und erreicht schlieBlich
das kataphoretische Potential, ebenso wie der kataphoretisch ermittelte
isoelektrische Punkt, die Werte, die dem denaturierten Globulin des
betreffenden Serums zukommen [bei Kaninchenserum py = 5,3 (Shibley) ;
bei Pferdeserum pg = 4,7 (Northrop), 4,7—5,2 (Eagle)]. Entsprechendes
fand sich bei sensibilisierten roten Blutzellen und beim spezifischen
EiweiBprazipitat.

Flockungsfdhigkeit des A. A.-Komplexes.

1. Wirkung der H--lonen. Die Séaureflockung von nicht sensibili-
sierten Bakterien entspricht dem isoelektrischen Punkt einer seiner Zell-
bestandteile. Wird normales oder Immunserum zugefiigt, so wandert
die Zone der optimalen Agglutination von einer fiir jedes Bakterium
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charakteristischen Zone (Michaelis) zu einem fiir alle Bakterien gemein-
samen Wert, ndmlich dem isoelektrischen Punkt des Serumglobulins.
Bei normalem Serum ist dazu relativ viel Serum notig.

Die Fig. 1 und 2 aus der Arbeit von Eagle zeigen, daB normales
und Immunserum in qualitativ gleichem Sinne auf das Flockungsoptimum
(ausgezogene Linie) wirken, das sich nach dem i. P. des Serumglobulins
hin verschiebt. Aber das nur lose adsorbierte, leicht durch einmaliges
Waschen entfernbare normale Globulin gibt nur in der Nahe des i. P.
Séureflockung, wihrend das fest gebundene, nur mit Schwierigkeiten
entfernbare Immunserumglobulin fast bei allen Reaktionen Siureflockung

gibt.
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Fig. 1. Einflu von Normalserum auf das Agglutinationsoptimum von Typhus-
bazillen [H. Eagle, Journ. of Immun. 18, 393 (1930)]. Die ausgezogene Linie
bedeutet Agglutination.

MaBgebend fiir den Unterschied in dem agglutinierenden Effekt von
normalem und Immunserum ist nur der physikalische Zustand des adsor-
bierten Proteins. Das adsorbierte NormalserumeiweiB ionisiert in gleicher
Weise wie in Losung und bildet eine schiitzende Hiille von hydrophilem
wasserloslichem Kolloid in analoger Weise, wie sie die unbehandelten
Bakterien dem wisserigen Milieu gegeniiber besitzen, weswegen aus dem
gleichen Grunde auch die mit NormalserumeiweiB beladenen Bakterien
nicht agglutinieren. Dagegen wird das Immunserumglobulin denaturiert.
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Wenn es daher auch die gleiche optimale Flockungszone hat wie normales
Serumglobulin, so kann es doch auch abseits der isoelektrischen Zone
von Elektrolyten geflockt werden.

Schon eine sehr geringe Immunserummenge verschiebt das kritische
Potential nach dem i. P. des Globulins. Der Grad der Verschiebung ist pro-
portional der zugefiigten Immunserummenge. Das jeweilige kataphoretische
Potential ist die Resultante aus dem urspriinglichen und dem Potential des
adsorbierten Immunglobulins. Ist maximale Verschiebung des isoelektrischen
Punktes (bei Typhusbazillen bis 4,7 pg) eingetreten, so muBl man voéllige spe-
zifische Absdttigung aller antigenen Gruppen der Bakterienoberfldche annehmen,
wobei Eagle annimmt, daf} 4/, der Zelloberflache mit Immunglobulin bedeckt ist.
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Fig. 2. Wirkung von Immunserum auf das Agglutinationsoptimum von Typhus-
bazillen [H. Eagle, Journ. of Immun. 18, 293 (1930)]. Die ausgezogene Linie
bedeutet Agglutination.

2. Wirkungvon Elektrolyten, Esist schon von Bechhold, Buxton,
Lasseur u. a. festgestellt, daB mit Agglutinin beladene Bakterien zum
Unterschied von freien Bakterien auch durch einwertige Kationen agglu-
tiniert werden. Die erhohte Elektrolytempfindlichkeit ist durch das adsor-
bierte und damit denaturierte Globulin des Immunserums bedingt.
Im Grunde sind es aber zwei getrennte Vorgédnge, auf die Elektrolyte
einwirken konnen: Die Bindung des Agglutinins an die Bakterien und die
Entladung des A. A.-Komplexes.

Zur Rolle der Elektrolyte bei der Bindung der Agglutinine sei auf
die Arbeit von Noblat (1929) verwiesen. Die Autorin fand, daB die Menge
von gebundenem Agglutinin in Beziehung zum NaCl-Gehalt des Milieus

2

H.Schmidt, Serologie
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bis zu einer gewissen Konzentration steht. Danach spielen die Elektrolyte
— vielleicht nur in sehr schwacher Konzentration — auch eine Rolle bei
der Agglutininbindung. Aber wegen der Abgabe von Elektrolyten auch
in reinstes Wasser wie in isotonische Zuckerlosung muB die Frage, ob
auch bei absoluter Elektrolytfreiheit Agglutinine von Bakterien gebunden
werden konnen, ungewiB bleiben.
Bei der Wirkung von Elek-
35 trolyten auf den A. A.-Komplex
sind nach Eagle bei der optimalen
Reaktion zwei Erscheinungen zu
berticksichtigen: Die normale Ag-
glutination, die auf dem Minimum
an Loslichkeit (Hydrophilie) der
Zelloberfliche beruht, und die
Kohdsion durch die Entladung
des adsorbierten Immunglobulins
bei dessen isoelektrischem Punkt.
Das Optimum liegt tatsdchlich
bei einer dazwischenliegenden Re-
aktion, und fiir die optimale Ag-
glutination sind auBer den H--
Ionen keine anderen Elektrolyte
unbedingt natig. Tatsachlich zeigt
Fig. 3. Die Wirkung der H--Ionenkon- dije nebenstehende Figur 3 der

zentration des Milieus auf die Agglutina- : i
tion sensibilisierter und unbehandelter Arbeit von Eagle, daB bei der

Typhusbazillen durch die Pufferelektro- OPtimalen Reaktion schon eine
lyten [H. Eagle, Journ. of Immun. 18, Pufferkonzentration (Azetat) von

293 (1930)1. < n/1000 geniigt, um Flockung
zu bewirken.

Abseits der isoelektrischen Zone, z. B. bei py = 7,4, haben weder
das urspriingliche hydrophile Antigen (Typhusbaz.) noch das adsorbierte
Normalglobulin eine Tendenz zur Flockung. Die Aggregierung des A. A.-
Komplexes tritt nur bei dessen kritischem Potential, fiir dessen Wert
nur das adsorbierte Immunglobulin maBgebend ist, ein, wobei die Ge-
schwindigkeit der Agglutination von der Menge des adsorbierten Globu-
lins, d. h. von der GroBe der bedeckten Oberfldche abhingt.

Was nun die Wirkung anderer Elektrolyte auf die Ausflockung von
A. A.-Komplexen allgemein betrifft, so existiert, wie die folgende Tabelle
von Eagle zeigt, eine minimale Elektrolytkonzentration, iiber die hinaus
eine Verstirkung der Agglutination nicht erfolgt.

Die Tabelle gibt die ‘Agglutination nach 1 Std. bei 56° und 2 Std.
Zimmertemperatur bei pg 7,4 an, wobei die molare Konzentration fiir
das Volumen von 0,1 ccm der A. A.-Suspension in 1 ccm Aqua dest. gilt.

A
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Wirkung von Elektrolyten auf die Agglutination von A.A.-
Komplexen bei pg 7,4 (nach H. Eagle, Journ. of Imm. 18, 393, 1930).

molare Konzentration
0,04 ' 0,02 | 0,01 y0,005 ‘0,0025 !0,00125 |0,0006 0,0003

NacCl +4++ | +++ | | | £ — — —

A.A.-Komplex| Elektrolyt

seCr:)slliblllgls. Na,SO, | +++ | +++ | +++ | +++ | ++ — — —
T BaCl, |++++|++++[++++ +++ | +++ | +++ | +++ | ++
- NacCl ++++++++ ++ - — — — —
%e“;;l?;shg Na,SO, |++++++++ +++| + — — — —
¥y ’ BaCl, |++++[++++|++++[++++|++++] +++ + —
sensibilis NacCl ++++|+ A | — — — —
rote Blutzellen Na,SO, |++++|++++|++++|++++] + — — —
BaCl, |[++++|++++|++++++++|++++] ++++ [++++|++++

ezifisch -
spEzivf,:i%_es NacCl ++++{++++|++++H] ++ — — — —
AntieiweiB- Na,SO, [++++|++++|++++|++++] — — — —
Prizipitat BaCl, |[++++|++++|++++|[++++++++]| ++++ | +++ | —
Hitze- NaCl ++++|++++] ++ - — — — —
denaturiertes Na,S80, |++++|++++| +++ | — — — — —
Globulin BaCl, |[++++|++++[++++|++++++++| ++++ | + —

Die Ladung des féllenden Ions muB entgegengesetzt der der A. A.-
Teilchen sein, diese letztere ist aber bedingt durch den adsorbierten Am-
pholyten. Auf der alkalischen Seite des i. P. ionisiert dieser als Na-glo-
bulinat’ und ist wegen der groBeren Beweglichkeit des Na- negativ geladen
und daher wirken Kationen entladend. Auf der sauren Seite des i. P.
des Ampholyten ist wegen der Dissoziation in Globulin+chlorid— der
A. A.-Komplex positiv geladen, weswegen fiir die Agglutination Anionen
in Betracht kommen, wie dies von Tulloch') gezeigt werden konnte.

Bemerkenswert an der Tabelle ist, daB die zur Agglutination sensibilisierter
Bakterien bendtigte Elektrolytkonzentration von der gleichen GroBenordnung
ist, wie die zur Agglutination sensibilisierter Blutzellen und zur Ausflockung
spezifischer EiweiB-AntieiweiB-Komplexe. Unter anderem ist dies mit ein
Grund fiir die Berechtigung der Annahme, daf das adsorbierte antikdrperhaltige
Globulin und nicht das Antigen maBgebend ist fiir die Ausfillung von A. A.-
Verbindungen.

Die auf den oben skizzierten Untersuchungen fuBende Anschauung
iiber den Mechanismus der Agglutination nimmt also eine Bindung von
Antigen mit Antikorper an, aber so, daB das agglutininhaltige Globulin
als eine Hiille denaturierten hydrophoben EiweiBes das Antigen umgibt.
Das aktiv agglutinierende Agens ist der Elektrolyt. Das Antigen, einmal
mit Antikérper verbunden, ist an dem Flockungsvorgang ganz unbeteiligt,

1) Tulloch, Biochem. Journ. 8, 293 (1904).
2%
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indem die Kohasion nach Entladung der Oberflachen der A. A.-Komplexe
zunichst nur an den Oberflachenfilmen angreift und das Antigen nur
sekunddr in den Vorgang passiv mit hineingezogen wird.

3. Die Bedeutung von Serumeigenschaften fiir den Agglutinationsvorgang.

Hier sei nur die Auswirkung, die ein Erhitzen des Immunserums
auf die Agglutination zur Folge hat, erwdhnt. Bekannt ist das Hemmungs-
phidnomen, das darin besteht, daB ein Immunserum unverdiinnt oder nur
wenig verdiinnt nicht agglutiniert, wohl aber bei weiterer Verdiinnung.
Diese ,,Prozone als Folge zu hoher Elektrolytkonzentrationen war
schon weiter oben erwdhnt. Relativ hiufig kann man es bei gealterten
oder erhitzten Seren beobachten. Die Ursache des Hemmungsphidnomens
kann zweifacher Art sein: Entweder wird die Adsorption des Immun-
globulins gehindert oder sie findet zwar statt, aber die Agglomeration
der mit Immunglobulin umbhiillten Bakterien ist verhindert.

Bezeichnend ist Shibley’s!) Beobachtung, daB erhitzte Sera mit
Prozone leichte Opaleszenz bis Triibung aufweisen, deren Entfernung z. B.
durch Filtration oder Kaolinadsorption auch die Prozonenbildung auf-
hebt. Eine Bildung von Agglutinoiden mit einer hoheren Affinitdt zu den
Bakterien wie die gewohnlichen Immunagglutinine durch die Erhitzung
anzunehmen, ist {iberfliissig. Das Hemmungsphinomen ist sicher einfach
physikalisch erkldrbar und beruht sehr wahrscheinlich auf einem dhnlichen
Mechanismus wie das Zonenphdnomen bei der Komplementbindung
(S. 46).

Nach L. Fleck?) ist die Zerstérung des Agglutinationsvermdogens
durch Erwdrmen umgekehrt proportional zum Verdiinnungsgrad des
Serums, zu seinem urspriinglichen Titer und zur Leichtigkeit, mit der
durch Erhitzen das Hemmungsphdnomen zustande kommt. Diesen
EinfluB der Verdiinnung auf den Verlust des Agglutinationstiters durch
Erwédrmen zeigen die folgenden Zahlen, die C. A. Millardo®) mit Anticoli-
serum vom Titer 1:500 nach Erhitzen von je einer halben Stunde bei
verschiedenen Temperaturen erhielt:

55° unverdiinnt 1/,o, /5 verdiinnt 1/,,

60° unverdiinnt 1/,,, verdiinnt 1/,
65° unverdiinnt /., verdiinnt 1/,
700 unverdiinnt 1/, verdiinnt keine Agglutination.

Priestley*) hatte bei der Agglutination von Serum erkrankter Rinder
mit Br. Abortus Bang gelegentlich eine Hemmungsreaktion beobachtet, wobei

1) Shibley, Proc. Soc. exp. Biol. a. Med. 25, 333 (1928).

2) L. Fleck, 1922, polnische Arbeit.

3) Millardo, Je Morgagni, 19. Sept. 1926, 125; zit. nach Tulloch, Journ.
of Royal Army Medic. Corp. 48, 96 (1927).

4) Priestley, Journ. of Pathol. 34, 81 (1931).
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das Serum sowohl in stdrkerer wie schwicherer Verdiinnung agglutinierte.
Die Lage der Zone hing ab vom Verhiltnis zwischen Serum- und Bakterien-
menge, Filtration (Berkefeld) des Serums erweiterte die Zone in Richtung star-
kerer Konzentration. Erhitzen des Serums auf 56° erweiterte die Hemmungs-
zone bei der Agglutination bei 37°. Wurde aber die Agglutination bei 56° vor-
genommen, so verengte sich die Zone. Verringerung der Salzkonzentration
erweiterte die Hemmungszone nach der Seite schwicherer Serumkonzentration,
und Erhdhung des Salzgehaltes hob die Hemmung auf. Versucht man eine
physikalische Erklarung dieser Hemmungserscheinungen, so wére daran zu
denken, daB in erhitztem Serum durch die Erhitzung die Hydratation des
denaturierten EiweiBes zugenommen hat (erhdhte Viskositat).

Was die Rolle der Viskositit auf das Agglutinationsphdnomen
betrifft, so ergaben kiirzlich angestellte Versuche von St. Went), daB,
wenn die Viskositdt des Mediums bis zu einem gewissen Grade zugenommen
hat, Bakterien spontan agglutinieren, wobei der Schwellenwert der Viskosi-
tat bei verschiedenen Bakterien verschieden ist. Kleine Bakterien, wie
Staphylokokken, sind in dieser Hinsicht viel stabiler als begeiBelte Bak-
terien wie Typhusbazillen. Die rein serologische Agglutination kann nur
in Medien untersucht werden, die durch ihre Viskositit selbst keine Agglu-
tination hervorrufen. Bei erhohter Viskositit wird die Sensibilisierung
der Bakterien durch das Immunglobulin zeitlich gehemmt.

4. Die Nichtagglutinabilitit von Bakterien und die spontane Agglutination.

Bekanntlich trifft man mitunter frisch aus dem Korper isolierte
Typhusbazillen, die mit dem homologen Immunserum inagglutinabel
sind. Die Ursache dieser Erscheinung steht noch nicht fest. Im allgemeinen
verliert sich diese Erscheinung bei weiterer Ztichtung auf Agar. Besonders,
wenn nach R. R. Mellon?) dem Nahrboden 0,1 Proz. Zystin oder 1 Proz.
NaS,0; zugesetzt ist, doch kann nach weiterer Passage auf gewdhnlichem
Agar diese Inagglutinabilitit wieder auftreten.

Man muB annehmen, daB irgendeine physikalische Ursache der
Adsorption von Immunglobulin hemmend im Wege steht. Es wire
denkbar, jedoch bisher nicht erwiesen, daB manche Typhusbazillen eine
Hiille spezifisch 16slicher Substanzen bilden, wie sie in ausgepragter Form
bei anderen Bakterien zur sichtbaren Kapselbildung fiihren kann.
Diese Hiille verhindert (vielleicht aus Polysaccharid-EiweiB-Komplexen
mit ihren hydrophilen Molekiilteilchen nach auBen gerichtet) die Adsorp-
tion von solchen Antikdrpern, die durch gut agglutinable, eine solche
Hiille nicht besitzende Stdmme von Kaninchen hergestellt, auch keine
immunologische Spezifitdt fiir diese hypothetische Hiillensubstanz be-
sitzen.

1) St. Went, Journ. of Immunology 19, 347 (1930).
2) R. R. Mellon, Journ. of Immunology 12, 331 (1926).
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In einem gewissen Gegensatz dazu sind manche Bakterien in Suspen-
sionen so unstabil, daB sie schon unter dem EinfluB der Elektrolyte des
Milieus spontan agglutinieren. Auch die Ursache der Spontanaggluti-
nation ist nicht restlos gekldrt. Das, was die inagglutinablen Bakterien
an Schutzstoffen zu viel haben, ist bei den spontan agglutinierenden
nicht geniigend vorhanden. Wahrscheinlich sind lipoidartige Stoffe in
der Oberflichenmembran die Ursache des relativ lyophoben Charakters
der zur spontanen Agglutination neigenden Bakteriensuspension.

Schon geringe Elektrolytkonzentrationen geniigen zur Agglutination.
Erhoht man dieselbe, so kann die spontane Agglutination aufgehoben werden,
wie Mellon') an einer Streptokokkensuspension in 2—2,5 Proz. NaCl-Losung
zeigen konnte. Wahrscheinlich findet durch die Na'-Ionen eine Umladung statt,
wie sie zweiwertige Ionen (Ca'*) in noch hoherem MaBe bewirken, denn Mellon?)
hatte einmal einen Bakterienstamm, der nur durch Na-, nicht aber durch Ca-
oder Mg-*-Ionen spontan agglutiniert werden konnte.

Bekanntlich bedient man sich eines kleinen Zusatzes von Galle oder Alkohol,
um Tuberkelbazillen besser zu einer stabilen Suspension verreiben zu koénnen,
und solche die Oberfldchenspannung herabsetzende Mittel wie Na-Oleat ( Mellon)
hemmen noch in groBer Verdiinnung die spontane Agglutination durch Salze.
Das gleiche erzielte Berlin3) durch Zufiigung von Gelatine oder erhitztem
(30 Min. bei 60—65°) Meerschweinchenserum als Schutzkolloid, also durch
Steigerung des Haftdruckes an Wasser. Die grofie Bedeutung der Oberfldachen-
energie fiir die Stabilitit einer Bakteriensuspension, die natiirlich aufs engste
mit der elektrischen Aufladung verbunden ist, geht auch aus der Arbeit von
Green und Halvorson®) hervor. Nach E. Sorn®) wird der Wert der Oberfldchen-
spannung einer Suspension von Choleravibrionen durch Normalserum nur wenig,
durch Immunserum aber stirker herabgesetzt. Auf den Unterschied der spon-
tanen Agglutinabilitit zwischen S- und R-Formen des gleichen Stammes kommen
wir spédter (8. 49) zuriick.

B. Die immunologischen Grundlagen
der Agglutination.

1. Das Agglutinogen.

Wir haben in der vorausgegangenen Erorterung der physikalischen
Grundlagen der Agglutination das Agglutinogen als etwas Ganzes, repré-
sentiert durch die Bakterienzelle, aufgefaBt und von dem Agglutinin
nur als Immunglobulin gesprochen. Wir werden jetzt sehen, daB das
Bakterienantigen eine sehr komplexe Struktur hat.

Die Forschung {iber die antigene Struktur der Bakterienzelle hat
begonnen mit der Untersuchung der Einzelbestandteile der sdurefesten

1) Mellon, Journ. of Immunology 9, 365 (1924).

2) Mellon, Journ. of med. Res. 43, 345 (1922).

3) Berlin, Russische Arbeit 1930, ref. in .Zbl. ges. Hyg. 24, 781 (1931).
4) Green und Halvorson, Journ. Inf. Diseases 35, 5 (1924).

5) E. Sorn, Compt. rend. Soc. Biol. 103, 635 (1930).
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Stabchen (v. Behring, Deycke, Much und viele andere), hat dann durch
die von Weil und Felix inaugurierte qualitative Rezeptorenanalyse wegen
des leichteren Nachweises in vitro und letzthin durch die sehr griindliche
Erforschung der Struktur der Pneumokokken groBe Fortschritte gemacht.

Die weitgehende Isolierung und Reindarstellung der Einzelbestand-
teile der sdurefesten Bakterienzellen ist mehr in chemischer Hinsicht
erfolgt und hat nicht zur Serologie, speziell zur Agglutination und Pra-
zipitation, die engen Beziehungen wie die Strukturanalyse der X-Stdmme,
der Pneumokokken, der Typhusbazillen u.a. gefunden, weswegen die
Besprechung der Ergebnisse bei den Tuberkelbazillen u. a. sdurefester
Stimme einem Bande iiber Bakteriologie in dieser Sammlung vorbehalten
sei.

a) Die qualitative Rezeptorenanalyse.

Im Laufe experimenteller Untersuchungen zur Aufkldrung der 1915
von Weil und Felix') entdeckten Reaktion bei Flecktyphus galt es fest-
zustellen, warum die verschiedenen, von Flecktyphuskranken isolierten
Proteus-X-Stimme, z. B. X, und X,, mit Patientenserum andersartig
reagierten wie mit spezifischem Kaninchenserum.

Patientensera agglutinierten X, 100mal starker als X,, und zwar langsam
und feinflockig. Immunsera von Kaninchen agglutinierten beide Stamme
gleich stark, und zwar schnell und grobflockig. Saprophytische Proteusstimme
der verschiedensten Herkunft reagierten sehr gut bis zum Endtiter mit Immun-
serum, dagegen iiberhaupt nicht mit Patientenserum. Ein Erhitzen auf 60°
hob bei den Patientensera, jedoch nicht bei den Immunsera, die agglutinierende
Fahigkeit auf.

Weil und Felix [1917 2)] gelang es, diese Unterschiede folgendermaBen
zu erkldren:

Die X-Stimme kommen in zwei morphologisch und biologisch verschie-
denen Kulturformen vor: H-(mit Geifiel) und O-(ohne Geifiel) Formen, die
ineinander umwandelbar sind und sich serologisch wie folgt unterscheiden
lassen:

Das Anti-O-Serum beider Stamme enthilt nur das O-Agglutinin, das die
homologen Bazillen kleinflockig agglutiniert. Das Anti-H-Serum beider Staimme
enthdlt O- und H-Agglutinin, von denen das H-Agglutinin grobe Flockung auch
mit anderen Proteusstimmen gibt.

Demnach ist das H-Antigen (oder H-Rezeptor in der Ehrlich’schen
Ausdrucksweise) allen Proteusstimmen gemeinsam, das O-Antigen bei
jedem Stamm individuell verschieden, woraus sich das verschiedene
Verhalten von Immunserum und Patientenserum, welch letzteres iden-
tisch mit dem Anti-O-X,,-Immunserum ist, erkldren soll.

Weiter konnten Weil und Felix?) zeigen, daB auch bei allen anderen
Proteusbazillen das gruppenspezifische H- und das stammspezifische

1) Weil und Felix, Wien. klin.Wschr. 1916, 33.
2) Weil und Felix, Wien. klin. Wschr. 1917, 1509.
3) Weil und Felix, Wien. klin. Wschr. 1918, 637.
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O-Antigen vorhanden sind. Sachs?) stellte dann fest, daB das O-Antigen
thermostabil, das H-Antigen thermolabil ist, woraufhin dann Felix und
Mitzenmacher?) in der Lage waren, die Methodik der sogenannten Rezep-
torenanalyse zu vereinfachen, indem die H-Formen der Bazillen zwei
Stunden bei 1000 C gehalten werden, wonach sie sich wie rein geziichtete
O-Formen verhalten sollen. Spdter konnten Weil und Felix®) zusammen
mit Mitzenmacher?) zeigen, daB ganz allgemein dieser Doppeltypus der
Antigene auch fiir alle Bakterien der Typhus-Paratyphusgruppe existiert,
der immunisatorisch zur Bildung feinflockender stammspezifischer
Anti-O-Korper und grobflockender gruppenspezifischer Anti-H-Korper
fithrt [Zeitschr. Immunitétsforschung 29, 24 (1920)]. Die Methode
der qualitativen Rezeptoranalyse — qualitativ deshalb, weil sie
die qualitativ verschiedenen Rezeptortypen unterscheiden 148t —,
ist in der Folge von vielen anderen Autoren auch auf andere Bakterien-
gruppen mit Erfolg angewendet worden, z. B. von Schiff®) und Fiirth®)
zur Unterscheidung von echtem Paratyphus-B Schottmiiller und nahrungs-
mittelvergiftenden Typen (Fliigge) sowie auch von Spdt?), Weil®) u. a.

Seine Untersuchungen iiber Typhusbazillen fiihrten Felix®) zu fol-
genden Ergebnissen:

Fiir die Untersuchung auf feinflockige Agglutinine hat sich auch bei
Typhus die Benutzung eines Stammes Ty (901) als besonders empfehlenswert
erwiesen (Kral’s Sammlung in Wien). Aber um eine Verschiebung der labilen
und stabilen Antigene bei diesem Ty 901 sowie auch beim X, zu vermeiden,
sind besondere Nihrbodenbedingungen und besondere Versuchstechnik genau
einzuhalten, wie sie u. a. Braun und Feiler'®) und Eisler u. Silbersteinl!) angaben,
jedoch von Kauffmann'?) nicht als regelmdBig angesehen wurden.

Bei typhuskranken Menschen soll man stets die kleinflockige Agglutination
(gegen Ty 901) finden, aber nur selten bei Paratyphuskranken. Die Schutz-
impfung fithrt stets zur Bildung grobflockiger Agglutinine sowie die ,,anam-
nestische’* Reaktion [Conradi und Bieling'3)]. Auf diese Weise ist die Aggluti-
nation bei Infektion von der nach Schutzimpfung zu unterscheiden.

J. Craigie'*) konnte zwar die experimentellen Beobachtungen von Weil
und Felix, Braun u. a. bestidtigen, denen zufolge die Geifieln der Ty-Bazillen

1) Sachs, Deutsch. med. Wschr. 1918, 459.

2) Felix und Mitzenmacher, Wien. klin. -Wschr. 1918, 988.

%) Weil und Felix, Wien. klin. Wschr. 1918, 986.

4) Mitzenmacher, Wien. klin. Wschr. 1918, 1226,

5) Schiff, Ztschr. Immunitétsforschg. 33, 511 (1922).

) Fiirth, Wien. klin. Wschr. 1922, 337.

7) Spdt, Zbl. Bakt. 88, 5 (1922).

8) Weil, Ztschr. Immunitatsforschg. 35, 25 (1922).

%) Felix, Ztschr. Immunitdtsforschg. 39, 127 (1924); Journ. of Immun. 9,
115 (1924).

10) Braun und Feiler, Ztschr. Immunititsforschg. 29, 303 (1920).

1) Eisler und Silberstein, Ztschr. Hyg. 93, 267 (1921).

12) Kauffmann, Ztschr. Hyg. 106, 241 (1926).

18) Conradi und Bieling, Dtsch. med. Wschr. 1916, 1280.

14) J. Craigie, Journ. of Immun. 21, 417(1931).
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den H- und die Bakterienleiber den O-Rezeptor darstellen, aber er konnte ander-
seits feststellen, daB, obwohl die Suspensionen isolierter GeiBeln von einem
O-Antiserum nicht agglutiniert wurden, sie doch als Antigen O-Agglutinine
erzeugen konnen. Da weiterhin Auflosungen von Ty-Bazillen-GeiBelsubstanz
(durch Hitze oder Alkohol) sowohl mit reinem GeiBelantiserum wie auch mit
O-Antiserum Prézipitation gaben und anderseits entgeiBelte und erhitzte Ba-
zillen beim Kaninchen neben tiberwiegenden O- auch geringe Mengen von
GeiBel-Agglutininen lieferten, hilt sich Craigie fir berechtigt anzunehmen,
daB sowohl die GeiBelsubstanz als auch der Bakterienleib H- und O-Agglutino-
gene enthalten, was jedoch bei Typhusbazillen nicht streng bewiesen werden
kann, da es unmoglich ist, den Beweis fiir die Reinheit der GeiBel- resp. Bakte-
rienleibersuspension zu erbringen. Nach Mandelbaum?) lassen sich aber auch mit
Mischserum, das H- und O-Agglutinin enthilt, Differenzierungen in der Typhus-
Paratyphus-Gruppe durchfithren, wenn man als Kriterium nicht die Agglutina-
tion, sondern die Immobilisation verwendet, fiir deren Zustandekommen nur
die GeiBelagglutinine maBgebend sind.

b) Die S- und R-Formen und die diphasische Variation?).

Mittlerweile hatten amerikanische und englische Autoren, wie u. a.
Smithund Reagh®), Bayer und Reagh?), Smithund Tenbroeck?), Arkwright®),
Schuetze”), Orcutf®), Burnet?) u. a. beieiner Reihe von Bakterien, z. B.
der Salmonella- und Dysenteriegruppe, das Antigen in ein ,,somatisches*
Antigen des Zelleibes und in ein GeiBel-Antigeni®) unterschieden, denen
verschiedene Agglutinine mit verschiedener Hitzestabilitdt entsprechen.
Ferner lieBen sich kulturell glatt (smooth =s) und rauh (rough =r)
wachsende Kolonien bei gleichen Stdmmen unterscheiden, deren immuni-
satorisch gewonnene Agglutinine ebenfalls serologisch verschieden waren.

In der Folge wurde dann von Arkwright und Goylel), Goyle'?) u.a.
versucht, die Befunde von Weil und Felix mit denen der englischen und
amerikanischen Forscher in Beziehung zu bringen. Danach kommen bei
Bakterien der Salmonellagruppe zunichst meist reversible Variationen

1) Mandelbaum, Berl. Mikrob. Gesellsch. 18. 1. 1932, ref. Zbl. Bakt. 105,
377 (1932).

2) Eine Ubersicht tiber dieses Gebiet findet sich u. a. in Arkwright’s Arbeit
iiber Agglutination in ,,A system of Bacteriology‘. Medic. Res. Council Bd. 6
(London 1931).

3) Smith und Reagh, Journ. medic. Res. 10, 89 (1903/04).

4) Bayer und Reagh, Journ. medic. Res. 12, 313 (1904).

%) Smith und Tenbroeck, Journ. medic. Res. 35, 97 (1914/15).

8) Arkwright, Journ. of Path. 23, 358 (1919/20); 24, 36 (1920/21).

") Schuetze, Journ. of Hyg. 20, 332 (1921).

8) Orcutt, Journ. exper. Med. 40, 43 (1924).

) Burnet, Brit. Journ. exper. Path. 5, 251 (1924).

19) Neuerdings nimmt Pijper, Zbl. Bakt. 123, 195 (1931), die peritriche
BegeiBelung der Typhusbazillen als Kunstprodukt an. In Bouillon soll der Ty.
baz. nur 2 GeiBieln haben.

1) Arkwright und Goyle, Brit. Journ. exper. Path. 5, 104 (1924).
1%) Goyle, Journ. of Path. 29, 149 (1926).
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vor zwischen beweglichen, begeiBelten Formen mit sowohl thermolabilem
H- als auch thermostabilem O-Antigen einerseits und anderseits unbeweg-
lichen unbegeiBelten Formen mit thermostabilem O-Antigen.

Dann haben Andrewes [19221)] und Krumwiede, Cooper und Proost?)
den Begriff der ,,diphasischen Variation*“ eingefiihrt, d.h. einer meist
sprunghaften Dissoziation des labilen H-Anteils in zwei serologisch ver-
schiedenen Formen, von denen die eine fiir den zugehérigen Bazillentypus
spezifisch, die andere unspezifisch ist. Mit anderen Worten: Es ist mog-
lich, daB die Kolonien eines und desselben Bazillenstammes serologisch
verschieden sind3). Diese diphasische Variation ist nicht dasselbe wie die
Unterscheidung in R-und S-Formen. Letztere Formen stellen nicht immer
reversible Variationen dar zwischen dem normalen spezifischen O-Anteil
= S-Form und einem davon serologisch verschiedenen O-Anteil mit
einer geringeren Spezifitit = R-Form.

Wenn alle diese Beziehungen auch durchaus nicht vollstdndig sind
und anderseits UnregelméBigkeiten wie auch Zwischenformen vorkommen,
so wird doch das folgende Schema (Schuetze) zur Klarung der verwickelten
Verhéltnisse beitragen:

Schema eines diphasischen Salmonellastammes (z. B. Paratyphus B)
mit seinen moglichen Variationen:

H 0

S/ \

spezifisch (sp) nicht spezifisch (nsp) (Arkwright)
(Andrewes)

Da das H-Antigen nach Andrewes bei manchen Salmonellen entweder in
der spezifischen oder in der unspezifischen Phase vorkommt, das O-Antigen
entweder in der S- oder in der R-Form, kann ein beweglicher diphasischer Orga-
nismus, wie z. B. Paratyphus B, in folgenden Formen vorkommen:

1. beweglich nicht spezifisch glatt = nsp HS-Antigen

2. beweglich spezifisch glatt = sp HS-Antigen
3. beweglich nicht spezifisch rauh = nsp HR-Antigen
4. beweglich spezifisch rauh = sp HR-Antigen
5. nicht beweglich glatt = S-Antigen
6. nicht beweglich rauh = R-Antigen.

Wihrend es zwischen den spezifischen und unspezifischen Phasen
anscheinend keine Ubergangsformen gibt, gibt es deren viele zwischen
vollig R und véllig S, da die R-Formen eine 16sliche spezifische Substanz
nicht besitzen und dieser Verlust véllig oder nur partiell sein soll. Dazu
kommt nun noch die bereits von Felix und Weil betonte verschiedene

1) Andrewes, Journ. of Path. 25, 505 (1922); 27, 345 (1925).

2) Krumwzede Cooper und Proost Journ. of Immun. 10, 55, 152 (1925);
ausfiihrliche Literatur.

3) Lit. bei Savage und Bruce White, Med. Res. Council. Spec. Report.
Series. 91 (1925); 103 (1926).
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Art der Agglutination, ob fein- oder grobflockig, die Fr. Kauffmann
folgendermaBen zusammenfaBt:

,,Dem thermolabilen H-Antigen entspricht (bei den Salmonella-Bakterien)
eine flockige, lose, schnell eintretende, leicht zerschiittelbare, wolkenartige, auch
schneeflockenartige, graue H-Agglutination, dem thermostabilen O-Antigen im
Gegensatz hierzu eine kdrnige, feste, langsamer eintretende, schwer zerschiittel-
bare, hagelkornartige, oft scheibenformige und fetzige, weiie O-Agglutination.
(Im folgenden sei die erstere als flockige und die zweite, als kornige bezeichnet
und in diesem Sinne von einem flockuldren und granuldren Antigen gesprochen.)

Unter Zugrundelegen der englischen Arbeiten, besonders der Arbeit
von Bruce Whitet), ist es dann durch zahlreiche deutsche Arbeiten ge-
lungen, in den groBen Wirrwarr der Salmonellagruppe ein ordnendes
Prinzip zu bringen. So lieB sich mit Hilfe des thermostabilen O-Antigens
die Typhus-Paratyphusgruppe in 4 groBe Gruppen einteilen, so daB es
mit Anwendung gekochter Bazillenaufschwemmungen und wirksamen
O-Seren der 4 Gruppen mit Leichtigkeit gelingt, einen fraglichen Para-
typhusstamm in eine der 4 Gruppen einzuordnen. Die weitere Typen-
einteilung der 4 Gruppen ist unter Berticksichtigung des thermolabilen
H-Antigens, und zwar deren spezifischer Phase mit Hilfe typenspezifischer
Immunsera und kultureller Methoden durchfiihrbar. Zur Typenumwand-
lung bemerkt Kauffmann, daB bisher in der gesamten Typhus-Paratyphus-
Literatur noch kein Fall sichergestellt ist.

Weitere Einzelheiten dieser Arbeiten, die mehr bakteriologischen
Charakter haben, hier zu bringen, wiirde den Rahmen des vorliegenden
Buches iiberschreiten. Es sei daher auf die Arbeiten von Kauffmann
verwiesen?).

¢) Die kritischen Arbeiten von Tulloch.

Waihrend die englischen und amerikanischen Arbeiten iiber die antigenen
Variationen bei Salmonellen u. a. Bakterien in Deutschland Eingang und Be-
statigung und weiteren Ausbau erfahren haben, sind die Argumente von Tulloch’s
Kritik nicht in gleichem MaBe bekannt geworden, was wohl in erster Linie
darauf zurtickzufiihren ist, daB diese ausfiihrliche Arbeit von W. J. Tulloch,
,»A critical review of the present position of bacterial agglutination* in einer
in Deutschland wenig gelesenen Zeitschrift erschien [ Journ. Army med. Corps 48,
96, 192, 267, 358, 435 (1917)]. Deswegen sei an dieser Stelle etwas breiter auf die
Ausfithrungen von Tulloch eingegangen, soweit sie die drei ersten Arbeiten betref-
fen:

Haben wir wirklich Beweise fiir die Annahme, da Bakterien aus einem
,,Mosaik* von Antigen bestehen?

a) Der SchluB, daB eine Substanz ein Antigen ist, wenn wir den entspre-
chenden Antikorper nachweisen und umgekehrt nicht antigen gewirkt hat,
wenn wir in vitro keinen Antikoérper nachweisen kdnnen, ist erstens nicht zwin-

1) Bruce White, A system of Bacteriology, Bd. IV (London 1929).

?) Kauffmann, Ztschr. Hyg. 110, 526, 537, 556 (1929); 111, 749 (1930);
Dtsch. med. Wschr. 1930, 1339; Zbl. Hyg. 25, 273 (1931); dort alle Literatur
bis April 1931.
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gend und setzt zweitens voraus, daB unsere Invitroreaktionen beziiglich ihrer
Feinheit und Spezifitit mit den Invivovorgdngen Hand in Hand gehen, was
aber nicht der Fall ist, denn wir konnen bestimmte Antigene nicht in vitro
nachweisen, wohl aber durch ihre Reaktionen in vivo. Zum Beispiel vermag
erhitzte GeiBelsubstanz in vivo Agglutinin zu bilden, nicht aber in vitro auf
Agglutinin zu reagieren (Orcutt). Wenn auch hier das Erhitzen die Sachlage
verwickelt, so bieten die Arbeiten von Krumwiede u. a. auch Beispiele ohne
Erhitzung; z. B. vermag der degradierte Paratyphus X! eines urspriinglichen
Paratyphus X im Tierkorper Agglutinin zu bilden gegen einen Paratyphus Y,
der sich aber nicht durch das X;-Antigen aus dem Serum absorbieren l48t,
d. h. also, daf} ein Antigen existieren kann, ohne durch die iiblichen Invitro-
Methoden nachweisbar zu sein.

b) Bei Salmonellen hat man aus den Beobachtungen gefolgert:

Das Geif3elantigen ist thermolabil und gibt eine grobe, flockuldre Agglu-
tination, die stammspezifisch ist. Das Soma-Antigen ist thermostabil und gibt
eine feine granuldre Agglutination, die nicht spezifisch ist. Damit wird ange-
nommen, daB es in den Bakterien zwei Antigene gibt, von denen das eine durch
Hitze zerstort, ohne dafl das andere gedndert wird. Man kdnnte sich aber auch
vorstellen, entweder, daB es nur ein Antigen gibt, das jedoch unter den Versuchs-
bedingungen flockuldr, granuldr oder gar nicht agglutiniert, oder daB es ein
einziges Antigen gibt, das durch die Hitzeeinwirkung in ein anderes umgewandelt
wird. Fiir diese Moglichkeit zeigen die Anaphylaxieversuche von Besredka')
mit nativem und gekochtem Hiihnereiwei, daB der Organismus zwischen
erhitztem und nicht erhitztem Proteinantigen unterscheiden kann.

Nun warnen die folgenden Beispiele der Qualitdt der Agglutination, ob
fein oder grob, fiir die Frage der Spezifitdt eine Bedeutung zuzuerkennen, denn
bei der Coli-Typhus-Enteritis-Gruppe soll das spezifische Antigen das thermo-
labile, grob flockuldr agglutinierende sein, wéihrend bei der Proteusgruppe das
thermostabile, granulédr (fein) agglutinierende Antigen das spezifische sein soll.
Die Proteus-X-Stdmme werden von Fleckfieberserum granuldr agglutiniert,
genau so wie durch Immunserum, was durch Immunisierung mit dem stabilen,
granuldren Antigen von Proteusbazillen gewonnen ist, obwohl in dem Fleck-
fieberserum echte Antikorper gegen Proteusbazillen nicht nachgewiesen sind.

Bei aller Anerkennung der Tatsachen ist es nicht ratsam, bei unserem
gegenwirtigen Wissen irgendeine Art des Agglutinationsvorganges mit einem
gewissen Bestandteil des Bact. in Beziehung zu bringen, ob dieser Bestandteil
nun eine biologische Einheit, wie die Substanz der GeiBeln oder des Zell-
leibes ist, oder erst dadurch in die Erscheinung tritt, daB man durch Hitzeein-
wirkung mit der Absicht, den einen oder anderen Bestandteil zu zerst 6ren, den
Reaktionstypus dndert. Ergaben doch Versuche von Tulloch, daB bereits so
geringe Eingriffe wie Waschen in Aqua dest. weitgehenden Einflu8 auf die
antigene Eigenschaft in vivo und in vitro einer Bakteriensuspension haben
konnen. Der EinfluB von Hitze ist noch groBer und stellt eine progressive
hydrolytische Verdnderung des EiweiBes dar, die nachweislich bei verschiedenen
Stdmmen derselben Art verschieden sein kann. Und doch entfernt bei Salmo-
nellen selbst Kochhitze nicht immer das sogenannte thermolabile flockulire
Anft]iggrtl fiir Invivoversuche, wihrend doch 70° bereits dessen Nachweis in vitro
aufhebt.

Nach Tulloch ist die Bakterienzelle eine Einheit, bei der die Hitzeeinwirkung
alle Komponenten beeinfluBt. Nur erlaubt es die Struktur der Bakterienzelle
nicht, die Antigene nach Art der Globulin- und Albumintrennung beim Serum

1) Besredka, Ann. Inst. Pasteur 25, 392 (1911).
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zu trennen. Anstatt fiir jede beobachtete Reaktion ein gesondertes Antigen
anzunehmen, wird nur ein Antigen vorausgesetzt, namlich die Gesamtheit
der Bakterienzelle und die zweifellos vorhandenen Unterschiede in der Art der
Reaktion vor und nach Hitzeeinwirkung beruhen auf physikalischen Anderungen
des Antigens, die sich einmal in Hemmung, dann aber auch in Steigerung der
Agglutinabilitdt duBern konnen. Jedenfalls kann von einer durchgreifenden
regelmiBigen Beziehung zwischen Geiel- oder dhnlichem Antigen mit Thermo-
labilitat und grobflockender Agglutination einerseits und somatischem thermo-
stabilem Antigen mit granuldrer feinflockiger Agglutination anderseits nicht
die Rede sein.

¢) Was nun die R- und S-Typen von Kolonien und deren Beziehung zur
Thermostabilitit der Antigene betrifft, so kommen zweifellos Variationen im
Charakter der Kolonien vor; ob diesen aber die Bedeutung einer Art-Variation
zukommt, ist doch fraglich. Zur Charakterisierung einer R-Form konnte man
folgendes anfiihren:

1. Rauheit, unregelméBiges und triibes Aussehen der Kolonie.

2. R-Bakteriensuspension flockt durch NaCl-Lésung auch ohne Immun-
serum.

3. Besondere Art der R-Agglutination mit Immunserum.

Eine Beziehung zwischen 1. und 2. ist nach Schuetze sicher nicht vorhanden
und mit Tulloch sind auch andere Autoren darin einig, daB sowohl S- als auch
R-Kolonien spezifische wie auch Gruppenreaktionen geben konnen, so daB
also zwischen den .Formen der Kolonien und der Spezifitdt keine konstanten
Beziehungen bestehen. Zwischen 1. und 3. und zwischen 2. und 3. besteht auch
kein fester Zusammenhang, denn sowohl ein R-Stamm im Sinne von 1. wie ein
R-Stamm im Sinne von 2. kénnen mit Immunserum auch grobflockig aggluti-
nieren, so daB also die R-Eigenschaft nicht notwendig mit dem Verlust eines
bestimmten Antigens verbunden zu sein braucht.

Man sieht, daB es bisher nicht mdglich gewesen ist, eine einwandfreie
Definition der R-Eigenschaft zu geben. Nichtsdestoweniger sind auf Grund
von serologischen Invitroreaktionen, deren Anwendbarkeit in diesen Fragen
bereits zu Zweifeln Veranlassung gibt, Folgerungen von weitgehender Bedeu-
tung gezogen werden. Savage und Bruce White (Medic. Res. Council spec. Rep.
Series No. 91) geben eine Zusammenfassung der Beziehung von R- und S-Stam-
men der Salmonellen, der man folgendes entnehmen kann:

A. Das flockige Antigen von S- ist qualitativ identisch mit dem in R-
Stammen. In letzteren kann es aber reduziert vorhanden sein oder génzlich
fehlen. Vergleicht man R- und S-Stimme, dann neigt R zu granulierter und S zu
flockularer Agglutination.

B. Die grobflockigen Agglutinine in den aus R- und S-Stidmmen gewon-
nenen Immunseren sind qualitativ identisch, aber in den R-Seren kann das
grobflockige Agglutinin reduziert sein oder sogar fehlen.

Wenn Bruce White's Beobachtungen dies auch zu bestdtigen scheinen, so
bleibt doch die Schwierigkeit, daB zwischen A und B keine bestimmte Beziehung
besteht.

Man kann (z. B. durch Erhitzen, Waschen, Behandeln mit 1/, gesittigter
Ammon.-Oxalatlosung) grob flockende Suspensionen so beeinflussen, daB sie
nicht mehr grob flocken, aber dies braucht man nicht so zu deuten, als wére
den Bakterien das grobflockende Antigen entzogen worden. Zum Beispiel:

Der zunichst sehr hitzeempfindliche Stamm Aetrycke 49 wurde nach
1/, Stunde 60° so verindert, da er nur noch kdrnig und nur bis */,4, mit einem
Serum agglutinierte, das durch Immunisierung mit den gleichen aber 35 Minuten
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bei 65° erhitzten Bakterien gewonnen war und welches die unerhitzten Bakterien
bis /13590 agglutinierte.

Also nach A. miiBten die Bakterien das grobflockende Antigen verloren
haben, aber nach B. miiiten sie es noch enthalten.

Ferner geht aus einem Versuch von Orcutt hervor, daB ein mit reinen Gei-
Beln hergestelltes Serum die GeiBeln allein nur bis 1/,,, die ganzen beweglichen
Bakterien bis /5., und die nicht beweglichen Bakterien tiberhaupt nicht
agglutinierte, woraus die groBe Bedeutung erhellt, die ganz allgemein bei jedem
Agglutinationsvorgang dem physikalischen Zustand der reagierenden Substanzen
zukommt.

Die weiteren SchluBfolgerungen von Bruce White bedeuten, daB in der Er-
werbung eines neuen granuliren Antigens von Seiten der R-Organismen das
eigentliche serologische Problem liegt, d. h. das granuldre Antigen der S-Form
andert sich in, oder geht verloren, oder wird ersetzt durch ein dem R-Typus
besonders zukommendes granuldres Antigen, das auch thermostabil ist, sich
aber doch von dem thermostabilen Antigen der S-Form unterscheidet. Diese
sich scheinbar zwangsliufig aus den Beobachtungen ergebende Annahme hat
aber zur Voraussetzung, daB die Begriffe ,,R* und ,,thermostabil* definierbar
sind, und daB der Antigenbegriff sowohl in Vitro- als auch in Vivo-Versuchen
geniigt. Das trifft aber nicht zu. Besonders letzteres geht aus den Arbeiten
von Goyle hervor.

Das Hauptgewicht liegt bei der Frage: Ist das granuldre Antigen der
0-S-Form gleich mit oder verschieden von dem granuldren Antigen der O-R-
Form? White, Goyle u. a. nehmen eine Verschiedenheit an, aber es erscheint
doch zweifelhaft, ob ihre Versuche diese Verschiedenheit beweisen. Ander-
seits ist nicht bewiesen, daB sie gleich sind.

Eine Notwendigkeit, die Bildung eines besonderen neuen granuldren Anti-
gens in der R-Form anzunehmen, liegt nicht vor, denn dieses Antigen mag
bereits in der S-Form vorhanden sein, nur in einem Zustand, der seinen Nachweis
durch die benutzten Invitromethoden nicht gestattet. Oder aber das R-granulére
Antigen stellt nur eine Modifikation des O-granuldren Antigens dar in Analogie
zur bekannten Tatsache, daB die Einwirkung verschiedenster physikalischer
Einfliisse auf ein Antigen dessen immunbiologische Reaktion weitgehend ver-
dndern kann. Es ist durchaus im Rahmen der Mdoglichkeit, da auch im Laufe
der Kultivierung physikalische Einfliisse auf die Bakterienzelle einwirken,
so daB die Anderung von S in R und die Anderung von O-S-granuldrem Antigen
zu O-R-granuldrem Antigen eine rein physikalische Anderung darstellt, die die
Bakterienzelle als Ganzes trifft und nicht notwendig nur eine Anderung eines
einzelnen Bestandteiles darstellt.

d) Was die diphasische Variation von Andrewes und Krumwiede
anbetrifft, so ist an der Tatsache, daB gewisse Bakterien sowohl in der S- wie
auch in der R-Form spezifische und Gruppeneigenschaften aufweisen konnen,
nicht zu zweifeln, wohl aber kann man iiber die theoretische Deutung anderer
Meinung sein.

Andrewes nimmt an, daB es die gleiche Bakteriensubstanz ist, die in vivo
Agglutinin bildet und in vitro Agglutinin bindet und schlieBt aus seinen Zahlen,
daB die gruppenspezifische Phase nur etwa 1/,o, der in der spezifischen Phase
enthaltenen antigenen Substanz darstellt. Ist nun dieser UberschuB an einem
gewissen spezifischen Antigen in der spezifischen Phase und an einem gewissen
Gruppenantigen in der nichtspezifischen Phase nicht nur scheinbar? Die
Annahme einer rein quantitativen Differenz in der Menge der beiden Antigene
in den beiden Phasen setzt voraus, daB die beiden spezifischen und Gruppen-
antigene bei der Immunisierung Agglutinine erzeugen, die ihrer jeweiligen
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Menge proportional ist. Dies trifft aber nicht zu, wie Andrewes selbst zugibt,
und fiir Prazipitine auch von Hektoen spiter erwiesen wurde. Bliebe also eine
nur qualitative Verschiedenheit der gleichen Antigene in gleichen Mengen in
beiden Phasen, die in einem verschiedenen physikalischen Zustand bestehen
konnte und sich darin duBert, daB bei der Immunisierung der Anreiz zur Agglu-
tininbildung sehr verschieden stark ist und daher entweder fast nur spezifische
oder fast nur Gruppenagglutinine gebildet werden. Wenn also die Bedeutung
der diphasischen Variation fiar die Differenzierung speziell der Samonellen
unbestritten ist, so bleibt es doch zweifelhaft, ob damit wirkliche Art-Varia-
tionen vorliegen.

d) Die Haptene der Bakterien (Lipoide und Polysaccharide).

Die Aufspaltung des Antigenkomplexes der Bakterienzelle ist nun
noch weiter, und zwar in chemischer Richtung fortgeschritten. Bekannt-
lich gelang es, aus dem Antigenkomplex neben dem EiweiB Kohlehydrate
und Lipoide zu isolieren und deren antigene Funktionen soweit zu kléren,
daB man heute bei zwei Klassen natiirlich vorkommender NichteiweiB-
antigene: Polysaccharide und Forssman’sches Antigen, deren Eigen-
schaften mit der Annahme erkldren kann, daf ihre antigene Funktion
dem Proteinkomplex als ganzem zwar die strenge Spezifitdt verleiht,
aber daB diese Stoffe selbst nur einen kleinen Teil des Gesamtantigens
darstellen. Dank der Kenntnis dieser Stoffe darf heute die Differenzie-
rung gewisser Bakterien in einzelne wohl unterscheidbare Typen als eine
gesicherte Tatsache gelten.

Am genauesten ist diese Typisierung bei den Pneumokokken durch-
gefiihrt.

Dochez und Avery') wiesen 1917 in Kulturfiltraten von Pneumokokken
wie auch im Blut und Urin Pneumoniekranker 18sliche typenspezifische Sub-
stanzen nach, die nicht dialysierbar und durch Kochen und Trypsin nicht an-
greifbar waren, sowie durch Alkohol, Azeton und Ather aus ihren Ldsungen
gefadllt werden konnten. 1923 stellten Zinsser und Parker?) aus Pneumokokken,
Staphylokokken, Typhus-, Influenza- und Tuberkelbazillen alkoholunldsliche,
keine EiweiBreaktion gebende, hitzebestidndige ,,Residualantigene‘ dar, die,
wenn sie auch keine Antikdrper erzeugten, doch mit Antisera spezifische Pra-
zipitation gaben und die sie identisch mit den typenspezifischen Substanzen
von Dochez und Avery hielten. Heidelberger und Avery3) beschrieben 1923 die
Herstellung hochaktiver Substanzen aus Typ II Pneumokokken, 1924 4) auch
aus Typ I und III Pneumokokken und mit einer verbesserten Technik stellten
Heidelberger, Goebel und Avery 1925 %) diese l6slichen spezifischen Substanzen
so weitgehend rein dar, daB ihre Bedeutung fiir die Typenspezifitdt sich nicht
mehr auf andersartige Beimengungen zuriickfithren lassen konnte.

Es handelt sich um chemisch unterscheidbare verschiedene Polysaccharide,
die keine Jodreaktion geben, der Einwirkung von Amylase widerstehen, weder

1) Dochez und Avery, Journ. exper. Med. 26, 477 (1917).

2) Zinsser und Parker, Journ. exper. Med. 37, 275 (1923).

8) Heidelberger und Avery, Journ. exper. Med. 38, 73 (1923).

4) Heidelberger und Avery, Journ. exper. Med. 40, 301 (1924).

5) Heidelberger, Goebel und Avery, Journ. exper. Med. 42, 727 (1925).
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S noch P enthalten, keine Biuretreaktion, wohl aber starke Molisch-Reaktion
geben. Fehling’sche Losung wird nur nach Hydrolyse in Sdure reduziert. Die
losliche spezifische Typ II-Substanz ist N-frei-rechtsdrehend und liefert bei der
Hydrolyse Glukose (bestdtigt von Saifo und Ulrich'). Die Typ III-Substanz
ist N-frei-linksdrehend und gibt wenig Glukose bei der Hydrolyse [Heidelberger
und Goebel?)]. Die Typ I-Substanz hat 5 Proz. N, ist sehr stark rechtsdrehend
und gibt bei der Hydrolyse reduzierende Zucker, die von den bei Typ II und I11
gefundenen verschieden sind und vielleicht u. a. Galakturonsdure enthalten.

Im Gegensatz zu den hochgradig typenspezifischen Polysacchariden
sind die Bakterienproteine nach Avery und Heidelberger®) artspezifische
Vollantigene. Dieser Art- und Typengegensatz von Antigenen und Anti-
korpern bei den Pneumokokken wurden dann von Avery und Morgan®),
Avery und Neill5) und Avery und Heidelberger®) niher analysiert.

Danach ist allen Pneumokokken ein Nukleoprotein (Pr) gemeinsam,
das ein Vollantigen ist und bei der Immunuisierung ein Antiserum liefert,
das in artspezifischer Weise mit allen Pneumokokkenstimmen reagiert.
Bei virulenten Stimmen ist auBer der Pr-Substanz noch das Polysaccharid
(K) als typenspezifische Substanz vorhanden?). In reiner Ldsung gibt
die K-Substanz mit den Antiseren, die durch Immunisierung mit viru-
lenten Stdmmen hergestellt sind, eine strenge typenspezifische Prazipi-
tation, ist aber allein nicht imstande, typenspezifische, in vitro durch
Agglutination oder Prézipitation nachweisbare Antikérper zu bilden.
Die K-Substanz ist also in diesem Sinne ein Hapten. Aber im Gegensatz
zu Lipoiden, die auch Hapten-Natur haben und durch bloBes Mischen
mit geeignetem EiweiB (Schweineserum) zu Vollantigenen aktiviert
werden koénnen, ist eine bloBe Mischung von Pr- und K-Substanzen der
Pneumokokken in dieser Hinsicht wirkungslos. Das K ist nur in einer
festen Verbindung mit dem Pr, wie sie in den nativen, vollvirulenten
Pneumokokken vorhanden ist, als Antigen wirksam. Um also in vitro
das K zum Vollantigen aktivieren zu konnen, bedarf es der Herstellung
fester Adsorptions- oder chemischer Verbindungen, wie wir weiter unten
sehen werden.

Da selbst in jungen Kulturen virulenter Pneumokokken der Pr-K-
Komplex teilweise dissoziiert, wobei das K in Losung geht, so liefert die
Immunisierung mit solchen Vollkulturen neben typenspezifischen Anti-
kérpern auch artspezifische, da ja die in Losung befindlichen dissoziierten
Pr- und K-Substanzen nicht ein K-spezifisches Antigen darstellen, sondern

1) Saito und Ulrich, Ztschr. Hyg. 109, 163 (1928).

2) Heidelberger und Goebel, Journ. biol. Chem. 70, 613 (1926); 74, 613 (1927)

3) Avery und Heidelberger, Journ. exper. Med. 38, 81 (1923).

4) Avery und Morgan, Journ. exper. Med. 42, 347 (1925).

5) Avery und Neill, Journ. exper. Med. 42, 355 (1925).

) Avery und Heidelberger, Journ. exper. Med. 42, 367 (1925).

7) Vielleicht ist die K-Substanz auch in avirulenten Stammen vorhanden,
aber in einem andersartigen strukturellen Verband mit den Proteinen.
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nur das Pr allein in artspezifischem Sinne wirkt. Daher gibt ein solches
Serum auch mit avirulenten eine Agglutination, sowie mit Kulturfiltraten
eine (feinflockige) Prazipitation, kann daher ein Ubergreifen der Typen-
spezifitdt vortduschen, wihrend das typenspezifische Agglutinin sowohl
das Vollantigen wie auch die homologe K-Losung grobflockig ausfallt
(auf die magliche Ursache der fein- resp. grobflockigen Fillung kommen
wir spiter zu sprechen). Wihrend nun die K-Substanz hitzebestdndig
ist, wird die Pr-Substanz durch Erhitzen weitgehend ihrer antigenen
Fahigkeit beraubt, aber nicht soweit, daB sie im nativen Verband im
Pr-K-Komplex nicht noch das K zum Vollantigen zu aktivieren vermag
(auch selbst bei volliger Denaturierung durch Hitze wiirde wahrscheinlich
der Pr-K-Komplex noch typenspezifisch antigen wirken kénnen, solange
die adsorptive Bindung der beiden Komponenten bestehen bleibt). Da-
durch gelingt es, mit erhitzten jungen Kulturen virulenter Pneumokokken-
stdmme fast reine typenspezifische Sera zu erhalten, die sich anderseits
nur durch Absorption der artspezifischen Pr-Agglutinine mittels aviru-
lenter Pneumokokken gewinnen lassen.

Avery und Mitarbeiter nehmen das Polysaccharid der Pneumokokken
im wesentlichen in der Kapselsubstanz an und erklaren die leichte Reak-
tionsfahigkeit der Zelle auf typenspezifische Sera durch die AuBenlage
des Polysaccharides,

Auf Grund der Arbeiten von Avery stellte Toenniesson') das Polysaccharid
eines Friedldnderbazillus dar, das von Mueller, Smith und Litarczek?) genauer
untersucht wurde: 1,3 Proz. N, etwas P, kein S, gibt nach Hydrolyse reduzierende
Zucker. Heidelberger, Goebel und Avery®) fanden das Polysaccharid vom Fried-
landerbazillus Typ B (Einteilung nach Julianette) N-frei, rechtsdrehend und
nach Hydrolyse Glukose bildend, und konnten ferner feststellen, daB das Typ II-
Pneumokokken- und das Friedlander-Typ B-Polysaccharid zwar nicht identisch,
aber doch sehr nahe verwandt sind. Das Polysaccharid von Typ A Friedldnders
Bazillus ist nach Goebel und Avery*) linksdrehend und nach Goebel®) dem Poly-
saccharid des Typ III Pneumokokkus nahe verwandt. Das Typ C-Friedldnder-

Polysaccharid ist rechtsdrehend. Beide A- und C-Polysaccharide sind starke
S4duren und reduzieren Fehling’sche Ldsung erst nach Hydrolyse.

Miiller und Tomcsik®) stellten aus Hefe ein Polysaccharid dar, das in der
reinsten Form noch etwas P und etwas N enthielt, jedoch letzteres aus Immuni-
sierungsversuchen zu schlieBen, nicht in der Form von Protein. Laidlaev und
Dudley?) erhielten aus humanen Tuberkelbazillen eine haptene hochspezifische
Substanz, die nach Siurehydrolyse Fehling’sche Losung reduzierte, zwar keine
Glukose, aber bis zu 20 Proz. Pentosen gab. 1926 gewann Miiller eine sehr

1) Toenniesson, Zbl. Bakt. 85, 225 (1921).

2) Mueller, Smith und Litarczek, Proc. Soc. exper. Biol. New York 22, 373
(1924/25).

8) Heidelberger, Goebel und Avery, Journ. exper. Med. 42, 701, 727 (1925).

4) Goebel und Avery, Journ. exper. Med. 46, 601 (1927).

5) Goebel, Journ. biol. Chem. 74, 619 (1927).

) Miiller und Tomcsik, Journ. exper. Med. 40, 343 (1924).

) Laidlaev und Dudley, Brit. Journ. exper. Path. 6, 197 (1925).

H.Schmidt, Serologie
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dhnliche Substanz aus Alt-Tuberkulin. Nach unveréffentlichten Versuchen
von J. Hirsch enthalten auch Diphtheriebazillen komplexe Polysaccharide, die
nach Hydrolyse vornehmlich Pentosen liefern.

Tomcsick?) isolierte ein 0,9 Proz. N enthaltendes Polysaccharid aus B. lactis
aerogenes und eine gleichfalls sehr individuell spezifische Substanz aus kapsel-
tragenden Colibazillen. Da sich typenspezifisches Polysaccharid auch bei nicht
kapseltragenden Meningo-, Viridans-Streptokokken wusw. [Przesmycki®),
Hitchcock®), R. Lancefield*)] fand, so darf die Bedeutung der Kapselsubstanz
als Trager des Polysaccharids nicht verallgemeinert werden, es sei denn, daB
auch solche Bakterien Kapseln haben, diese aber zu klein sind, um mikroskopisch
wahrnehmbar gemacht werden zu koénnen. Ferner gelang es Landsteiner und
Levine’) aus Cholerabazillen und Furth und Landsteiner®) aus Typhus-, Para-
typhus B-, Enteritis-Proteus-Bazillen praktisch eiweiBfreie Polysaccharid-
Komplexe von Haptencharakter zu isolieren. White?) konnte aus den S-, nicht
aus den R-Varianten von Organismen der Salmonella-Gruppe spezifische
Polysaccharide herstellen und Morgan®) aus S-Varianten der Shigabazillen.

Besonders interessant sind die Feststellungen von R. Lancefield®) an
Streptokokken.

Sie konnte aus hdmolytischen Streptokokken neben dem Protein, das wegen
seines Ubergreifens auf Pneumo- und Viridans-Streptokokken gruppenspezifisch
war, noch zwei andere Substanzen isolieren: Einen A-Korper mit 4,2 Proz. N,
dessen grobflockige Agglutination jedoch in diesem Falle im Gegensatz zu der
K-Agglutination bei Pneumokokken art- und nicht typenspezifisch war, und
einen typenspezifischen Stoff ,,M*, der jedoch 14 Proz. N hat, durch Trypsin-
und Pepsin-Einwirkung zerstorbar ist und trotz dieses anscheinenden Eiwei8-
charakters doch bezgl. Immunisierung ein Hapten darstellt. Ein mit intakten
Streptokokken hergestelltes Antiserum reagiert mit allen 3 Substanzen, aber
das mit keimfreiem Filtrat oder Autolysat hergestellte Serum reagiert nur mit
der artspezifischen Substanz.

Die antigene Struktur der hdmolytischen Streptokokken ist aber
nur scheinbar komplexer wie die der Pneumokokken, denn aus letzteren
konnten noch verschiedenartige andere antigene Substanzen gewonnen
werden: unter anderen z. B. die von L. A. Julianelle und H. A. Reimann®)
gewonnene thermostabile, durch Trypsin zerstdrbare Substanz, die bei
Tieren Purpura erzeugte, ferner die von Enders!) in Typ I-Kulturen
nachgewiesene Substanz, die vom Kohlehydrat verschieden war, in schwach
alkalischer Losung durch Hitze zerstorbar, aber in schwach saurer Losung

1) Tomcsik, Proc. Soc. exper. Biol. New York 34, 810, 812 (1926/27).

%) Przesmycki, Journ. inf. Dis. 35, 537 (1924).

8) Hitchcock, Journ. exper. Med. 40, 575 (1924).

%) R. Lancefield, Journ. exper. Med. 42, 377 (1925).

5) Landsteiner und Levine, Journ. exper. Med. 46, 213 (1927).

8) Furth und Landsteiner, Journ. exper. Med. 47, 171 (1928).

") White, Journ. of Path. 30, 113 (1927); 31, 423 (1928); 32, 85 (1929).

8) Morgan, Brit. Journ. exper. Path. 12, 62 (1931).

%) Lancefield, Journ. exper. Med. 42, 377, 397 (1925); 47, 91, 469, 481 (1928).

10) Julianelle und H. A. Reimann, Journ. exper. Med. 43, 87 (1926); 45,
609 (1927).

1) Enders, Journ. exper. Med. 52, 235 (1930).
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relativ thermostabil war (da sie eine halbe Stunde 100° vertrug). Tillet,
Goebel und Avery*) haben in Pneumokokken ein Polysaccharid gefunden,
welches im Gegensatz zu dem typenspezifischen Polysaccharid nur art-
spezifisch ist, indem es mit Pneumokokkensera aller drei Typen Préi-
zipitinreaktion gibt. Dieser Stoff ist N-haltig, aber eiweiBfrei und nicht
als solcher antigen fiir Agglutininbildung, wohl aber vermag er immuni-
satorisch Schutzwirkung zu entfalten und diese Wirkung wird weder
durch Pepsin noch Trypsin beeintrachtigt.

Heidelberger und Kendall?) isolierten aus einem Pneumokokkenstamm
der Gruppe IV drei verschiedene N-haltige Polysaccharide:

1. ein typenspezifisches von den I, II und IIl typenspezifischen
Polysacchariden verschiedenes Polysaccharid, das sehr arm an N- und
nach Hydrolyse relativ reich an reduzierenden Zuckern ist.

2. eine chemisch dhnliche Substanz ohne spezifische Funktion und

3. ein artspezifisches Kohlehydrat, analog dem von Tillet, Goebel
und Avery gefundenen, was aber zum Unterschied von den analogen
Substanzen der I-, 1I- und III-Typen phosphorhaltig ist. Der Phosphor
ist so fest gebunden, daB er erst nach Hydrolyse nachweisbar ist.

Anderseits haben Schiemann und dessen Mitarbeiter3) experimentell zeigen
konnen, daf die Annahme von Perlzweig und Steffen (1923), iiber die Nicht-
identitat der immunisierenden Substanz des Pneumokokkus mit der spezifischen
prdzipitablen, nicht zutrifft. Schiemann’s Arbeiten machen es wahrscheinlich,
daB auch die immunisierende Wirkung alkoholléslicher Substanzen der Pneumo-
kokkenzelle auf minimalen Kohlehydratbeimengungen beruhen. Bei der sehr
grindlichen Erforschung der Polysaccharide (siche weiter unten) sind die Unter-
suchungen auf andere haptene Substanzen noch liickenhaft; besonders ist @iber
reine Lipoide bei Pneumokokken nichts sicheres bekannt.

Auch bei den Typhus-, Coli-Ruhr-Bazillen erwies sich bei der che-
mischen Analyse die antigene Struktur ziemlich komplex. Zum Beispiel
konnten Landsteiner und Furth®) aus Typhusbazillen durch Alkohol
eine stark vollantigen wirkende P,-Substanz gewinnen und durch weitere
Extraktion (NaCl-Losung mit folgender Alkoholfdllung usw.) aus dem
Bazillenrest eine P,-Substanz. Beide hatten Proteincharakter (16—17
Prozent N), unterschieden sich aber serologisch folgendermaBen:

Anti-P,-Serum agglutiniert lebende Typhusbazillen nur sehr gering (1:100)
und ist gruppenspezifisch fiir Typhus-, Paratyphus B, Girtner- und Colibazillen.
Anti-P,-Serum (hergestellt mit dem nach P,-Extraktion bleibenden Bazillen-
rest) agglutiniert sehr stark (1:10000), und ist nur fiir Typhus- und Paratyphus-
Bazillen gruppenspezifisch. Beide Sera waren der eiweiBifreien und haptenen

K-Substanz der Typhusbazillen gegeniiber, die fiir Typhus- und Gértner-
Bazillen artspezifisch ist, wirkungslos. Die K-Substanz wird aber stark und

1) Tillet, Goebel und Avery, Journ. exper. Med. 52, 895 (1930).

2) Heidelberger und Kendall, Journ. exper. Med. 53, 625 (1931).

3) Schiemann, Ztschr. Hyg. 108, 220 (1927); 112, 315 (1931).

4) Landsteiner und Furth, Journ. exper. Med. 47, 171 (1928); Proc. exper.
Biol. u. Med. 25, 565 (1928).

3*
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grobflockig ausgefillt von Immunserum, das mit Vollbakterien oder besser
noch mit trypsinverdauten Bakterien hergestellt war.

Von verschiedenen anderen Autoren [Literatur bei Levinthall)]
sind durch Extraktion mit Alkohol aus Bakterien antigene Substanzen
gewonnen worden. Diese hatten einen wechselnden Gehalt an N und
Kohlehydraten, was wohl auf die verschieden feste Bindung des Eiweif3-
polysaccharidkomplexes zuriickzufiihren ist.  Es sei an das Forssman’sche
Antigen erinnert, das ja auch die Molisch - Probe gibt, und das ja auch
in z. B. Shigabakterien nachgewiesen ist. Im einzelnen ist gerade auf
diesem Gebiete noch viele Kleinarbeit zu leisten, ehe man wieder zur
Synthese leitender Grundsédtze gelangen kann.

Noch am griindlichsten bearbeitet ist die Bedeutung der Polysaccha-
ride (K) bei den Pneumokokken. Aus den folgenden experimentell er-
wiesenen Tatsachen:

1. Das K-Antigen bildet keine typischen In-vitro-Antikorper (jedoch
nach Adsorption an Kollodium; siehe spéter), wohl aber Schutz-
stoffe gegen virulente Pneumokokken,

2. die reine P,-Substanz (Nukleoproteid) der Pneumokokken bildet
keine Schutzstoffe,

3. der vollantigene P,-K-Komplex virulenter Pneumokokken bildet
Schutzstoffe,

scheint zwanglaufig hervorzugehen, daB erst der Besitz eines Polysaccha-
rids den Pneumokokkus virulent macht.

Nach Schiemann?) gibt es auch typenspezifische Stimme ohne Miuse-
virulenz. Vielleicht wird man einschrdnkender sagen miissen, daB es weniger
der bloBe Besitz einer K-Substanz ist, sondern der Umstand, daf die K-Sub-
stanz eine Kapsel bildet, es ist, der die Virulenz, d. h. die Unangreifbarkeit
mittels Phagozytose bedingt. Die Schutzwirkung der Kapselsubstanz wird
aufgehoben durch die Wirkung des spezifischen Anti-K-Serums. Ferner be-
schrieben Avery und Dubos®) ein bakterielles Enzym, das in spezifischer Weise
das die Kapselsubstanz darstellende Polysaccharid des Typ III-Pneumokokkus
zerstort. Dieses Enzym vermochte Miduse sowie auch Kaninchen [Goodner,
Dubos und Avery*)] gegen eine todliche Infektion mit III-Pneumokokken zu
schiitzen.

Mit dem Besitz oder Verlust des typenspezifischen Polysaccharids

hat man auch die bei Pneumokokkenkolonien beobachteten S- und R-
Formen in Beziehung gebracht.

Die vollvirulenten Stdmme sollen glatte S-Kolonien geben. Ziichtet man
diese auf Ndhrboden, die typenspezifisches Anti-K-Serum enthalten [Friel5),

1) Levinthal, Zbl. Bakt. 110, 30 (1929).

2) Schiemann, Zeitschr. f. Hyg. 110, 175 (1929).

3) Avery und Dubos, Science 72, 151 (1930); J. of exp. Med. 51, 73 (1931);
Dubos, ebenda 55, 377 (1932).

4) Goodner, Dubos und Avery, J. of exp. Med. 55, 393 (1932).

5) Friel, Publ. of South Afric. Inst. med. Research. Nr. 5 (1915), zitiert
nach Levinthal. Zentralbl. f. Bakt. 110, 30 (1929).



Die Haptene der Bakterien 37

Stryker')], so wird der virulente Stamm avirulent [nach Levinthal?)] auch durch
Zusatz frischer (iiberlebender) Kaninchenorgane zu fliissigen Kulturen und
macht dann R-Kolonien (,,Degradation‘‘), aber auch nach Kimura, Sukneff
und H. Meyer?) andere Varianten mit abweichenden Eigenschaften. 10 Proz.
Zusatz eines Anti-Pr-Serums zur Bouillon kann nach Dawson®) umgekehrt aus
einem avirulenten Stamm einen virulenten machen, der wieder S-Kolonien
gibt (,,Rehabilitation). Auch beziiglich des Stoffwechsels sind die S- und R-
Formen der Pneumokokken sowohl beim gleichen Stamm wie auch bei ver-
schiedenen Typen verschieden. So verliert nach Ph. Finkle®) der in die R-Form
umgewandelte Typ I die Fahigkeit zu aerober Glykolyse, die umgekehrt der
Typ III bei der Umwandlung in die R-Form erhilt.

Bei diesem biologischen Abbau und Aufbau des Pr-K-Komplexes
gibt es Zwischenformen aller Grade, analog wie bei den S- und R-Formen
der Salmonellen. Aber nur solange bei der Degradierung noch Reste des
Pr-K-Komplexes erhalten bleiben, besteht die Moglichkeit der ,,Rehabili-
tierung*,

Besonders bedeutungsvoll ist der Befund von Griffith®), daB es all-
gemein gelingt, durch subkutane Injektion des lebenden avirulent ge-
wordenen, aber nicht zu hochgradig degradierten Pneumokokkenstammes
des friiheren Typus X gleichzeitig mit groBen Mengen abgetdteter virulenter
Pneumokokken des Typus y den avirulenten Stamm zu rehabilitieren,
so daB er nunmehr dem Typus y entspricht. Diese Beobachtung von
Griffith, die von Neufeld und Levinthal?) sowie von H. Meyer®) und Mit-
arbeitern bestdtigt werden konnte, zeigt also die mogliche Umwandlung
eines Pneumokokkentypus in den anderen.

Diese Umwandlung gelang neuerdings Dawson und Warbasse®) auch in vitro.
Sie impften kleine Mengen von II-Pneumokokken in ein Medium, das homo-
loges Immunserum und gréBere Mengen abgetdteter III-Pneumokokken ent-
hielt. Nach 48 Stunden konnten neben II-S-Kolonien auch einige III-S-Kolo-
nien beobachtet werden. R-Formen kamen nicht vor.

Es ist vielleicht mdglich, daB die Umwandlung auch gelingt, wenn man dem
Néhrboden das reine Polysaccharid, z. B. vom III-Pneumokokkus zusetzt und
mit Pneumokokken I oder II beimpft, denen man vorher durch das typenspe-
zifische Enzym von Avery und Dubos die Kapsel zerstort hat. In diesem Sinne
scheint J. L. Alloway, Journ. exper. Med. 55, 91 (1932), kiirzlich vorgegangen
zu sein. Es gelang ihm, avirulente R-Formen von II durch Ziichtung in Bouillon
mit Zusatz von Anti-R-Serum und einem filtrierten Extrakt von III oder I
in hochvirulente III- resp. I-Pneumokokken umzuwandeln. Die entsprechende
Umwandlung von R-Formen von III und I gelang dagegen nicht. Jedenfalls
ist kein Fall bisher beobachtet worden, wo ein avirulenter, kein Polysaccharid

1) Stryker, ]J. of exper. Med. 24, 49 (1916).

2) Levinthal, Klin. Wschr. 1926, 2020.

8) Kimura, Sukneff und H. Meyer, Ztschr. Hyg. 109, 51 (1928).

4) Dawson, Journ. exper. Med. 47, 577 (1928).

5) Ph. Finkle, Journ. exper. Med. 53, 661 (1931).

8) Griffith, Journ. of Hyg. 27, 113 (1928).

7} Neufeld und Levinthal, Ztschr. Immunitatsforschg. 55, 324 (1928).
8) Dawson und Warbasse, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 29, 149 (1931).
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enthaltender Pneumokokkus in einen virulenten Typenstamm umgewandelt
wurde.

Die Typisierung ist nun weiter fortgeschritten, indem es gelang, den
bisherigen Typus IV in weitere 29 Typen aufzuspalten, wobei nur noch
ein kleiner Rest von bisher nicht typisierbaren Pneumokokkenstdimmen
tibrig blieb [G. Cooper, C. Rosenstein, A. Walter und L. Peizer’)], so daB
man heute die Typen I, II, IIT und 4—32 unterscheidet.

e) Die antigenen Eigenschaften
der Pneumokokken-Kohlehydrate.

Avery und Heidelberger®) und viele andere hatten durch Prizipitations-
und Agglutinationsversuche die Typenspezifitdt der Polysaccharide von
Kapselbakterien besonders der Pneumokokken festgestellt und gefunden,
daB das Kapselkohlehydrat der Typ I11-Pneumokokken als ein chemisch
einheitlicher Korper angesprochen werden muB, der frei von N ist, spe-
zifisch mit Antiseren reagiert, aber in Kaninchen keine in vitro nach-
weisbaren Antikérper bildet.

Bei der Priifung der Spezifitdtsverhiltnisse speziell der Pneumokokken-
Polysaccharide in vivo hatten Anaphylaxieversuche beim aktiv vorbehandelten
Tier keinen Erfolg, wohl aber regelmiBig im Schockversuch, sowie am {iber-
lebenden Uterus beim passiv sensibilisierten Meerschweinchen [Tomcsik®) und
Kurotchkin®)]. R. Lancefield®) fand dhnliches mit Streptokokken. Das art-
spezifische Polysaccharid konnte ebensowenig wie das typenspezifische Protein
aktiv sensibilisieren, wohl aber beim passiv sensibilisierten Tier Schock aus-
losen. Bei allen diesen Versuchen waren die benutzten Stoffe nicht N-frei.
Wenngleich dieser Einwand kaum zu Zweifeln berechtigt, so spielt er keine Rolle
bei der Arbeit von Avery und Tillet?), die mit reinsten Polysacchariden aus
Pneumokokken tddlichen und typischen Schock bei passiv mit dem homologen
Anti-Pneumokokken-Kaninchenserum sensibilisierten Meerschweinchen aus-
16sen konnten. War das Serum jedoch von Pferden hergestellt, so blieb bei den
damit passiv sensibilisierten Tieren merkwiirdigerweise jede anaphylaktische
Reaktion nach Reininjektion der haptenen Antigene aus. Versuche, die Antikorper
im aktiv immunisierten Tier abzusittigen, sind in vivo noch nicht geniigend
experimentell bearbeitet, wohl aber ist die Mdglichkeit einer Absittigung in
vitr(()1 u. a. bereits von Cole”) sowie von Gaspari, Fleming und Neill®) gezeigt
worden.

Die Bindungsfiahigkeit der K-Haptene fiir homologe Antikdrper
war demnach in vivo und in vitro erwiesen und ferner war bekannt,

1) G. Cooper, R. Rosenstein, A. Walter und L. Peizer, Journ. exper. Med.
55, 535 (1932).

2) Avery und Heidelberger, Journ. exper. Med. 38, 81 (1923); 40, 301 (1924).

8) Tomcsik, Proc. exper. Biol. a. Med. 24, 812 (1927).

%) Kurotchkin, Journ. exper. Med. 47, 379 (1928).

5) Lancefield, Journ. exper. Med. 47, 843, 857 (1928).

8) Avery und Tillet, Journ. exper. Med. 49, 251 (1929).

) Cole, Journ. exper. Med. 26, 453 (1917).

8) Gaspari, Fleming und Neill, Journ. exper. Med. 46, 101 (1927).
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daB es durch Immunisierung mit K-Substanz allein nicht gelingt, Anti-
koérper zu erzeugen. Doch muBte letzteres insofern auf in vitro nachweis-
bare Antikorper beschriankt werden, da es sich zeigte, daB die Immuni-
sierung mit den K-Substanzen Schutzstoffe gegen die Infektion mit den
homologen vollvirulenten Pneumokokken erzeugt, also eine typenspezi-
fische Immunitdt verleiht, die passiv mit dem Serum iibertragbar ist
[Perlzweig und Steffent), Meyer?), Barach®), Schiemann und Caspar?),
Schiemann3)].

Eine antigene Wirkung kann also der reinen typenspezifischen
K-Substanz nicht abgesprochen werden; sie vermag Schutzstoffe zu bilden,
aber keine Agglutinine oder Prézipitine. Eine gewisse Parallele dazu
sind die bereits eingangs erwidhnten Versuche von Klopstock und Selter®),
denen es gelang, mit Atoxyl und mit Metanilsdure nur bei subkutaner
oder i. p. (nicht bei i. v.) Injektion chemospezifische, durch Anaphylaxie-
versuch nachweisbare Antikorper zu erzeugen, doch fehlt bei diesen Ver-
suchen der Nachweis der passiven Ubertragungsmoglichkeit. (Man
konnte an eine Analogie mit Diphtherietoxin denken. Das Antitoxin ist
ebenfalls ein Schutzstoff und kann in reiner Form keine Prézipitation
auslosen.) Die weitere Frage ist nach dem Grunde, warum die K-Substanz
keine Prazipitine bilden kann. Bekanntlich niitzt die Addition von
Pneumokokken -+ EiweiB hier nicht in dem Sinne, wie Schweineserum
fiir Lipoide als Schlepper dienen kann. Das konnte an der Art der Adsorp-
tionsbindung liegen. Lipoide konnen bekanntlich Globulin adsorbieren
(siehe bei Wa. R.), wobei man an eine Globulinadsorptionshiille um die
Lipoidteilchen denken kann. Im Falle der lyophilen Kohlehydratmizellen
kommt eine unspezifische Globulinadsorption nicht zustande. Will man
daher die K-Substanz doch zu einem Vollantigen machen, so mufi man es
entweder an eine lyophobe Phase zu adsorbieren versuchen oder aber
die Kupplung mit EiweiB auf chemischem Wege erzielen.

Beide Wege sind mit Erfolg beschritten, und wir wollen zunéchst
den letztgenannten Weg erortern.

Zuniachst hatten Goebel und Avery?), Avery und Goebel®) und Tillet, Avery
und Goebel?) durch Synthese von p-Aminophenol-g-Glukosid und p- -Amino-

phenol-g-Galaktosid mit folgender Kupplung durch Diazotierung an Serum-
globulin den Nachweis erbracht, daB es prinzipiell moglich ist, spezifische Anti-

1) Perlzweig und Steffen, Journ. exper. Med. 23, 163 (1923).

2) Meyer, Ztschr. Hyg. 107, 416 (1927).

3) Barach, Journ. exper. Med. 48, 83 (1928).

4) Schiemann und Caspar, Ztschr. Hyg. 108, 220 (1928).

5) Schiemann, Ztschr. Hyg. 110, 567 (1929).

8) KlopstockundSelter Klin. Wschr. 1927, 1662; Ztschr. Immumtatsforschg
55, 450 (1928).

?) Goebel und Avery, Journ. exper. Med. 50, 521 (1929).

8) Avery und Goebel, Journ. exper. Med. 50, 533 (1929).

®) Tillet, Avery und Goebel, Journ. exper. Med. 50, 551 (1929).
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korper gegen relativ einfach gebaute Kohlehydrate herzustellen, wobei der
immunbiologische Nachweis in vitro und in vivo [Tillet, Avery und Goebel)]
so empfindlich ist, da schon die rdumlich verschiedene Gruppierung eines
C-Atoms bei Glukose und Galaktose eine vollige Anderung der antigenen Spezi-
fitat der betreffenden Verbindung bedingt. Die Natur des betreffenden Eiwei8-
korpers ist dabei ohne Belang.

Nun hatten Heidelberger und Goebel?) festgestellt, daB das besonders leicht
in reiner Form darstellbare Polysaccharid der Typ III-Pneumokokken ein
Polymerisationsprodukt der Aldobionsdure ist. Letztere hat die Bruttoformel
C,;Hy0,,~ COOH und besteht aus Glukuronsdure und Glukose, und zwar
in glukosidischer Stellung durch die Aldehydgruppe der Glukuronsdure und einer
der C-Atome der Glukose. Dieses Polysaccharid haben Goebel und Avery®)
nun in analoger Weise als p-Aminobenzoldther synthetisiert und dann mit
Serumglobulin vom Pferd gekuppelt. Das Polysaccharid hat neben den freien
COOH-Gruppen noch 3 freie OH-Gruppen fiir je ein Aldobionsduremolekiil
in der polymerisierten Form. Wird ein H in einer der drei OH-Gruppen durch
eine Nitrobenzolgruppe ersetzt, die Nitroverbindung dann zur Aminoverbin-
dung reduziert, so kann letztere durch Diazotierung an ein Eiwei gekuppelt
werden. Das Schema dieser Synthese war folgendes, wobei das Polysaccharid

| :
durch K—C—OH dargestellt sei:
!

| NaOH \
K—Cl—-OH + BrCHzONOZ A K—C—OCH, C>No2 —
n

P-Nitrobenzolamid p-Nitrobenzol4dther von K
Na,S,0 | HNO I
w—’K—-C—OCH2ONH2 Hel 2+K_c_0(:Hz<>Nzc1 + Protein
[ I
p-Aminobenzoldther von K Diazoniumchlorid von Benzoldther
von K

Na,CO, _ )
———* K—OCH, N = N—Protein.

Das so erhaltene Kuppelungsprodukt reagierte mit Typ III-Antiserum
in Verdiinnung von 1:500000. Im Prézipitat lieB sich die Azobindung —N"—"N—
nachweisen. Bei Immunisierungsversuchen mit diesem Produkt gelang es
Avery und Goebel*) bei Kaninchen typenspezifische Antikérper zu erzeugen,
die in vitro nachweisbar waren und in vivo gegen virulente Typ III-Pneumo-
kokken schiitzten. Daneben enthielt das Serum auch Prizipitine gegen das
Pferdeglobulin, doch blieb dahingestellt, ob diese auf zufdllig beigemengtem
oder chemisch gebundenem Globulin beruhen.

Der zweite Weg, das reine Pneumokokken-Polysaccharid antigen
zu machen, wurde mit Erfolg von J.Zozoya®) beschritten. Zozoya be-
absichtigte, das Kohlehydrat an eine feste Phase zu binden, ein Gedanke,
der bereits schon vielfach friiher angewendet war, um z. B. die Prézipitation

1) Tillet, Avery und Goebel, Journ. exper. Med. 50, 551 (1929).

2) Heidelberger und Goebel, Journ. biol. Chem. 70, 615 (1926); 74, 613 (1927).
3) Goebel und Avery, Journ. exper. Med. 54, 431 (1931).

4) Avery und Goebel, Journ. exper. Med. 54, 437 (1931).

5) Zozoya, Journ. exper. Med. 55, 325 (1932).
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eines gelosten Antigens in die Agglutination einer festen Phase umzu-
wandeln. Solche Versuche werden uns noch spiter bei Toxin-Antitoxin
beschiftigen, daher seien hier die friiheren, in dieser Hinsicht unternom-
menen Versuche kurz erwahnt:

Nicolle') hatte Typhusbazillen durch Digerieren mit Colikulturfiltrat
agglutinabel fiir Coliantiserum gemacht und Arkwright®) gelang das Umgekehrte,
d. h. mit Typhuskulturfiltrat behandelte Colibazillen mit Typhusantiserum zu
agglutinieren. Coulter®) zeigte, daB die pg von 4,75, bei der rote Blutzellen
agglutinieren, nach deren Sensibilisierung nach pg 5,3 verschoben wurde, was
dann Northrop und de Kruif*) allgemein dahin deuteten, daf in Mischungen
von Zellen mit EiweiBlosungen der i. P. der Zellen derjenige des betreffenden
EiweiBes ist, das adsorptiv die Zellen umgibt.

Loeb konnte nach Untersuchungen®) iiber das Verhalten von Kollodium-
teilchen in EiweiBlosungen gegeniiber Elektrolyten zeigen®), daf nach Adsorp-
tion von EiweiB an die Kollodiumteilchen letztere die gleiche Salzkonzentration
zum Ausfillen bendtigten, wie das betreffende Eiwei in wisseriger Losung.
Seit diesen Untersuchungen haben gerade die Kollodiumteilchen eine vielfache
Anwendung in serologischen Problemen gefunden, da sie als eine disperse Phase
relativ betrachtlicher TeilchengroBe ziemlich hydrophob sind und leicht EiweiBe
zu adsorbieren vermogen. Zunichst gehort hierher die Feststellung von der
Siurefestigkeit von nach Ziehl-Neelsen gefarbten Kollodiumteilchen durch
J. Freund?). Dann aber vor allem die Untersuchungen von Jones®), der Kollo-
diumteilchen sowie Bakterien mit Eiweif sensibilisierte und sie dann mit dem
homologen AntieiweiBserum agglutinieren konnte, nachdem frither auch durch
Hitchcock?) die Adsorption von EiweiB an Kollodium gelang. Jones') machte
dann ferner die Beobachtung, daB die Menge des an Kollodiumteilchen adsor-
bierten EiweiBes, soweit die Agglutination ein Messen zulieB, iiber ein bestimmtes
Maximum hinaus nicht von der Menge des betreffenden EiweiBes in Losung
abhingt, und weiterhin, dal Kollodiumteilchen, die nacheinander in Berithrung
mit einer Vielheit von verschiedenem geldstem Antigen waren, von allen homo-
logen Antiseren agglutiniert werden konnten. Bedson?) gelang die Adsorption
von Herpesvirus und dessen Antikorper an Kollodium, und zwar wurde, wenn
die Kollodiumteilchen erst mit Antiserum behandelt waren, mehr Virus ad-
sorbiert, wie mit den reinen Kollodiumteilchen. Mudd, Lucké, Mc Cuicheon
und Strumia'?) fanden mit Eiweif behandelte Kollodiumteilchen genau so
phygozytierbar wie mit spezifischen Bakteriotropinen beladene Bakterien.
Zozoya versuchte nun allgemein komplexe Kohlehydrate dadurch zu Voll-
antigenen zu machen, daB er sie an Kollodiumteilchen adsorbierte. An und

1) Nicolle, Ann. Inst. Past. 12, 161 (1898).

2) Arkwright, Journ. of Hyg. 14, 261 (1914).

3) Coulter, Journ. gen. Physiol. 3, 309 (1920/21).

4} Northrop und de Kruif, Journ. gen. Physiol. 4, 655 (1921/22).

5) Loeb, Journ. gen. Physiol. 5, 109, 479 (1922/23).

) Loeb, Journ. gen. Physiol. 5, 395 (1922/23).

7y J. Freund, Amer. Rev. Tuberc. 12, 124 (1925).

8) Jones, Journ. exper. Med. 46, 303 (1927).

%) Hitchcock, Journ. gen. Physiol. 8, 61 (1926/28).

10) Jones, Journ. exper. Med. 48, 183 (1928).

1) Bedson, Brit. Journ. exper. Path. 10, 364 (1929).

1) Mudd, Lucké, Mc Cutcheon und Strumia, Journ. exper. Med. 52, 313
(1930).
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fiir sich sollten schon wegen des Mizellencharakters komplexe Kohlehydrate
antigene Eigenschaften haben (Wells), doch war bisher Antikorperherstellung
mit den reinen Stoffen nicht méglich. Nishimura?) berichtet zwar iiber positive
Ergebnisse bei Versuchen zur Gewinnung spezifischer Antikorper auf Grund
von Komplementbindung mit Inulin, 16slicher Stirke und verschiedenen Dextri-
nen, doch waren seine Priparate alle nicht N-frei, so daB er selbst an mogliche
Schlepperwirkung durch EiweiB glaubt.

Zozoya benutzte Dextran. Als solches wird nach Scheibler (1875)
ein kohlehydratartiges Fermentationsprodukt bezeichnet, welches unter
dem EinfluB von Bakterien, besonders von Leuconostoc mesenterioides
auf Saccharose, gebildet wird und nach H. Hibbert (noch unveréffentlichte
Arbeiten) ein Gluko-Glukosid darstellt, das N- und aschefrei ist. An
Kollodiumteilchen adsorbiertes Dextran bewirkte bei Kaninchen und
Pferden die Bildung von spezifischen Immunkérpern, die mit Dextran-
losungen prézipitierten. Wurden die mit adsorbiertem Dextran umhiillten
Kollodiumteilchen in Immunserumverdiinnungen gebracht, dann erfolgte
Agglutination, die bei Verwendung von Normalserum ausblieb. Wurde
jedoch zundchst das Immunserum an die Kollodiumteilchen und diese
dann in verschieden verdtinnte Dextranlosungen gebracht, dann blieb
die Agglutination aus (vgl. S. 43).

Nach Zozoya kommt die Adsorption von Immunserum an Kollodium mit
den Gruppen zustande, die eine spezifische Beziehung zu dem Dextranantigen
haben. Die hydrophile Gruppe des Immunkdorpers bleibt in diesem Falle frei.
Da auch das Dextran in wasseriger Losung mit der hydrophilen Gruppe gegen
das Wasser orientiert ist, so bleibt die Agglutination aus, da keine Kohision
zustande kommt. Das an Kollodium adsorbierte Dextran hat aber seine aktive
Gruppe frei nach auBlen orientiert und kann so die spezifische Serumgruppe
binden, denn das Serum ist mit dem Wasser durch seine hydrophile Gruppe
verbunden und 148t ebenfalls die spezifische Gruppe frei, so daB in diesem Falle
Agglutination eintreten kann.

Diese Vorstellung von Zozoya geht von dem Gedanken aus, daB bei
EiweiBstoffen in dem Molekiil ein besonderes Radikal enthalten ist,
welches die aktive Gruppe darstellt und dem Antikorper seine Spezifitit
gibt. Uberkreuzreaktionen von Antikorpern lassen auf chemische Ahn-
lichkeit in der Struktur der aktiven Gruppen schlieBen, wie z. B. in den
Polysacchariden der Typ II-Pneumokokken und den Friedldnderbazillen
[Heidelberger und Avery?), Heidelberger, Goebel und Avery3)].

Anderseits konnte man auf Grund der Arbeiten von H. Eagle iiber
den Mechanismus der Agglutination die Befunde von Zozoya auch so denten:

Ist das Dextran an Kollodium adsorbiert, so ist die Kollodiumoberfldche
imstande, Globuline des Immunserums zu adsorbieren wegen der bestehenden

chemischen Affinitdt der Spezifitit. In solchem Falle werden, wenn nicht
ausschlieBlich, so doch vorwiegend, Immunglobuline gebunden. Bringt man

1) Nishimura, Journ. exper. Med. 50, 419 (1929).
%) Heidelberger und Avery, Journ. exper. Med. 38, 73 (1923); 40, 301 (1924).
%) Heidelberger, Goebel und Avery, Journ. exper. Med. 42, 727 (1925).
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aber das Kollodium allein mit Immunserum zusammen, dann werden, wegen
des Fehlens einer immunologischen Spezifitat, Globuline in unspezifischer Weise
gebunden, darunter also vorwiegend (wegen des quantitativen Uberwiegens)
Globuline, die keine Antikorper enthalten. Solche Globuline behalten nach
ihrer Adsorption eine gewisse Hydrophilie (im Gegensatz zum Immunglobulin)
und daher konnen diese Globuline auch kein Dextran mehr adsorbieren. Selbst
wenn aber Dextran spezifisch gebunden wird, so kann wegen dessen Hydrophilie
eine Kohdsion der Teilchen nicht erfolgen und Agglutination muB8 ausbleiben.

Dextran hatte den Vorteil, daB es wirklich N-frei war. Auch mit den
Polysacchariden von B. Anthrax, Meningokokken, Streptokokkus viridans,
Proteusbazillen, Dysenteriebazillen, Pneumokokken u. a. gelang es durch
Adsorption an Kollodium Antikérper zu erzeugen, so daB auf diese Weise
Antisera erzeugt werden konnten, die keine AntieiweiBkorper enthielten.
Immerhin enthielten alle bakteriellen Polysaccharide N, wenn sie auch
ohne Adsorption an Kollodium keine Antikorper bildeten. Bemerkenswert
sind die kleinen Mengen der bakteriellen Polysaccharide, die notig sind,
um bei Pferden zu hochwertigen Antiseren zu gelangen. Bereits 0,5 bis
1,0 mg an Kollodium adsorbiert, kann geniigen.

Die Annahme, daf iibergreifende Reaktionen an und fiir sich typen-
spezifischer Antisera darauf beruhen, daf die verschiedenen Polysaccharide,
die bekanntlich auch chemisch unterscheidbar sind, gewisse mizellare
Strukturelemente (Rezeptoren) gemeinsam haben, findet eine weitere
Stiitze in den Beobachtungen von Zozoyal), denen zufolge Dextran
immunologisch mit Antiseren reagiert, die durch Immunisieren von
Kaninchen mit Vollkulturen von Pneumokokken, Salmonellaarten und
Streptokokkus viridans hergestellt waren. Das deutet darauf hin, daB
einige Polysaccharide von Bakterien mit Dextran gemeinschaftliche
oder sehr dhnliche Strukturelemente haben. Absorbiert man die spezi-
fischen Polysaccharidantikérper durch ihre homologen Kohlehydrate, so
bleibt in allen untersuchten Seren ein Antikorper gegen Dextran zuriick,
so daB dieser Stoff ein immunologisch einheitliches Antigen zu sein scheint,
vielleicht aber von einfacherer Struktur, gewissermaBen eine Vorstufe
zu den mehr komplexen bakteriellen Polysacchariden.

In diesem Zusammenhang miissen frithere Feststellungen von Heidelberger,
Avery und Goebel?) erwdhnt werden, denen zufolge man durch Sdurehydrolyse
aus Gummiarabikum Kohlehydrate erhalten kann, die durch Typ II-und Typ III-
Antisera prizipitiert werden. Diese Kohlehydrate sollen nach Heidelberger
und Kendall®) aus Glukuronsiure und Galaktose bestehen, also den Polysaccha-

riden aus Typ III und Friedldnder Typ A sehr 4hnlich sein, die bei Hydrolyse
Glukuronsdure und Glukose liefern.

1) Zozoya, Journ. exper. Med. 55, 353 (1932).
2) Heidelberger, Avery und Goebel, Journ. exper. Med. 49, 847 (1929).
3) Heidelberger und Kendall, Journ. biol. Chem. 84, 639 (1929).
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f) Die funktionelle Neutralisation der Pneumokokken-
Polysaccharide durch Antiserum.

Die Befunde von Sia') iiber die antibakterizide Wirkung der spezi-
fischen Penumokokken-Kohlehydrate konnten von Ward?) bestétigt
werden. Phagozytose-Versuche in vitro mit menschlichem Blut, Anti-
Pneumokokkenserum, spezifischer Pneumokokken-K-Substanz und le-
benden virulenten Pneumokokken zeigten mit starkem Anti-K-Serum
eine Hemmungszone, die bei weiterer Verdiinnung verschwand. Es trat
dann deutliche Phagozytosewirkung auf, die bei weiterer Serumverdiin-
nung in dem MaBe abnahm, als das Serum zur Neutralisation der anti-
phagozytischen Wirkung der K-Substanz nicht mehr ausreichte. Die
Hemmungszone, die bei Typ III deutlicher wie bei Typ I ist, scheint der
Prizipitationszone zu entsprechen, wobei die Préizipitatteilchen vielleicht
mechanisch die Phagozytose der Pneumokokken hindern. Ward?) konnte
durch den bakteriziden Plattenversuch zeigen, daB z. B. das Typ III-K
noch bei /5000 Starke antibakterizide Wirkung ausiibt, aber durch eine
Antiserumverdiinnung /g0 000 Noch neutralisiert werden konnte, wihrend
das gleiche Antiserum hochstens noch bei 1/, Verdiinnung auf die K-Sub-
stanz prazipitierend wirkte. Das Auftreten der Prazipitation wirkte
dadurch hemmend, daB, wie Cromwell und Centeno®) zeigen konnten, die
gebildeten spezifischen Prazipitate phagozytiert werden. Wenn man
nach Ward versucht, sich an Hand der experimentellen Tatsachen ein
Bild von den Faktoren zu machen, die die Virulenz und die Resistenz der
Pneumokokken bedingen, so 146t sich folgendes sagen:

1. Die Kapsel ist der Panzer des virulenten Pneumokokkus, der,
solange er intakt ist, vor der Phagozytose, als der einzigen Maglichkeit
des Organismus den Pneumokokkus zu téten, schiitzt.

2. Der fiir den Pneumokokkus vitalste Bestandteil der Kapsel ist
das spezifische Kohlehydrat.

3. Zur Zerstérung des Kohlehydratpanzers der virulenten Pneumo-
kokken bleibt dem Organismus als einzige Waffe nur der spezifische
Kohlehydrat-Antikorper, dessen spezifische Wirkung auf die Kapsel-
substanz erst die folgende Phagozytose ermoglicht.

4. Freies im Organismus befindliches Kohlehydrat bindet den Kohle-
hydrat-Antikorper und vermindert dadurch die fiir die in 3. angegebene
Wirkung benotigte Antikérpermenge.

Die Annahme von Sabin®), daB es auBler dem K-Antikérper noch andere
Schutzstoffe geben muB, weil nach spezifischer Prizipitation mit dem homo-

1) Sia, Journ. exper. Med. 43, 633 (1926).

2) Ward, Journ. exper. Med. 51, 675 (1930).

3) Ward, Journ. exper. Med. 51, 685 (1930).

4) Cromwell und Centeno, Journ. of Immun. 17, 53 (1929).
%) Sabin, Journ. exper. Med. 53, 93 (1931).



Funktionelle Neutralisation der Pneumokokken-Polysaccharide 45

logen K das iibrigbleibende Serum noch schiitzt, ist wenigstens dadurch nicht
bewiesen, denn erstens kdnnen sich nach einer spezifischen Prizipitation die
einzelnen Komponenten noch in Losung befinden und ferner kdnnen, wie im
Abschnitt iiber AntikOrper ausfiihrlicher dargelegt ist, nur relativ lyophobe
Antikorperglobuline prézipitieren. Es konnen in einem Serum Antikorper
vorhanden sein, die als lyophile Globuline gar nicht zur Préazipitation.in physi-
kalischem Sinne befdhigt sind. Ward®) konnte experimentell beweisen, daB ein
K-III-Antiserum nach Absorption durch Prazipitation mit K III noch eine,
allerdings verminderte neutralisierende Fahigkeit gegeniiber der antibakteriziden
Wirkung von K III hat und bestétigte somit durch Invitroversuche die in vivo
erhaltenen Ergebnisse von Sabin.

Wairen die obigen Vorstellungen richtig, nach denen also der Verlauf
einer Pneumonie nur von der Quantitit des spezifischen antibakterizid
wirkenden Kohlehydrates und der des aktiv gebildeten oder passiv zuge-
fiihrten, die antibakterizide Wirkung des Kohlehydrates aufhebenden
Antikorpers abhédngt, dann wiirde also Kohlehydratiiberschu zum Tode,
Antikorperiiberschufl zur Heilung des Organismus fiihren.

Ward konnte nun nachweisen, da8 die antibakterizide Wirkung des Kohle-
hydrates so leicht durch spezifische Antikorper aufgehoben wird, daB wohl
in den meisten Fillen von Serumtherapie, sicher aber, wenn 200 ccm Antiserum
wie in Amerika iiblich war, gegeben wurden, das Serum imstande war, ein viel-
faches der Kohlehydratmenge zu ,neutralisieren‘, die im giinstigsten Falle
iiberhaupt gebildet werden kdnnte. Nach Ward muB 21/,mal mehr Kohlehydrat
als Antiserum vorhanden sein, um noch eine antibakterizide Wirkung des
Kohlehydrates nachweisen zu konnen. Wiirde also Uberschu8 von Kohlehydrat
selbst nach therapeutischer Gabe von 200 ccm Antiserum den Tod bedingen
(und es gibt bekanntlich Fille, wo diese Serummenge nicht zur Heilung aus-
reichte), so miiBten 500 g Kohlehydrat im Organismus produziert worden sein,
was absurd ist, denn nach den Berechnungen von Heidelberger, Sia und Kendall?)
entsprache dies der Kohlehydraternte aus 12500 Liter autolysierter Pneumo-
kokken-Bouillonkultur.

Das immunbiologische Geschehen bei der Pneumonie ist daher
sicher komplizierter als die obige Annahme.

Versucht man sich von der Ursache der antibakteriziden Wirkung
von K und der diese ,,neutralisierenden* Wirkung des Antiserums eine
Vorstellung zu machen, so miissen wir hier die in einem anderen Abschnitt
erwdhnte Theorie der Phagozytose beriihren.

Leukozyten und andere Zellen mit phagozytierenden Féhigkeiten konnen
Partikelchen nur dann aufnehmen, wenn sie adhdsieren konnen. Dies kdnnen
von vornherein hydrophile Stoffe nicht, sondern erst dann, wenn sie durch Adsorp-
tion von z. B. EiweiB ihre Hydrophilie relativ eingebiiBt haben. Die Bindung von
Immunglobulin aus Antiserum an ein Antigen fithrt zu einer Adsorptionshiille
aus denaturiertem, rel. hydrophobem Globulin, wie an anderem Orte ausgefiihrt,
und ermoglicht dadurch erst eine Adhdsion des Antigens an einen Leukozyten,
der dann die Phagozytose folgt. Die Wirkung von Opsoninen, Bakteriotropinen
usw. ist nur der Ausdruck fiir diese physikalischen Vorgange.

1) Ward, Journ. exper. Med. 55, 511 (1932).
2) Heidelberger, Sia und Kendall, Journ. exper. Med. 52, 477 (1930).
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Die Hydrophilie der Kapselsubstanz schiitzt die Pneumokokken
vor Phagozytose. Ist durch die spezifische Bindung mit Immunglobulin
des Antiserums die Kapselsubstanz mit einer Adsorptionsschicht von
denaturiertem Globulin umgeben, kann der Pneumokokkus der Phago-
zytose anheim fallen. Es ist dabei nicht notig, weder einen Neutralisations-
vorgang anzunehmen noch eine Zerstérung der Kohlehydrate, ebensowenig
wie (siehe spater) Toxin von Antitoxin nicht neutralisiert wird, wie z. B.
HCI durch NaOH unter Bildung einer neuen Substanz, sondern nur eine
Adsorption eintritt unter bleibender Intaktheit beider Komponenten.

Wird nun angenommen, daf aufBler in der Kapselsubstanz an den
Kokken die Kohlehydrate auch frei vorhanden sind und antibakterizid
wirken, so 14Bt sich deren Wirkung leicht verstindlich machen durch die
Annahme, daB sie einen Teil derjenigen Antikérper binden (vielleicht
unter Bildung von Prézipitaten, die als solche der Phagozytose anheim
fallen), die sonst als ,,Opsonine’ die Pneumokokken phagozytierbar
gemacht hétten.

Wardt) vermutet, daB die mit dem Antikorper im Waschwasser
von Pneumokokken, im Bouillonkulturfiltrat und im Urin Pneumonie-
kranker reagierende Substanz komplexer und weniger stabil ist wie das
reine Polysaccharid (K) selbst und durch die chemischen Prozeduren,
die zur Isolierung von K fiihren, zerstort wird. Dafiir sprdche ja die
Haptennatur des reinen K, aber schwer im Einklang damit ist dessen
Aktivierung durch Adsorption an Kollodium zu bringen (Zozoya). Ward
fand die in vitro demonstrierbare antibakterizide Féhigkeit beim Bouillon-
kulturfiltrat (Typ III) viel ausgepragter als beim reinen K-Stoff, wobei
auf gleiche Mengen K bezogen ersteres zur ,,Neutralisierung* sehr viel
(ca. 1000) mehr Antiserum erforderte als letzteres. Die Wirkung un-
spezifischer Bouillonstoffe lieB sich ausschlieBen. Eine typenspezifische
andere Substanz, wie sie z. B. Enders?) (siehe weiter oben) in Pneumo-
kokkenkulturfiltraten fand, kam auch nicht in Frage, denn wéhrend diese
im Absorptionsversuch den Anti-K-Titer des Serums nicht dndert, wird
der antibakterizide Titer des Serums durch Absorption mit K geédndert,
so daB Ward eine Verwandtschaft der antibakteriziden Substanz mit der
K-Substanz annimmt.

Auch diese Annahme erscheint unnétig. Das was im Lichte obiger Er-
klarung die Phagozytose hemmt, ist das hydrophile Kohlehydrat, sei es als
Kapselsubstanz an den Bakterien oder im freien Zustand durch die Bindung
von Antikérpern im Medium, und die ,,neutralisierende‘‘ Fahigkeit des Anti-
serums ist stets der Ausdruck einer Bindung von K mit seinem homologen
Antikorper. Der grofe Unterschied zwischen dem Bouillonkulturfiltrat und
der reinen K-Losung (bei gleichem Gehalt an K) ist vielleicht nur darauf zurick-
zufithren, daB im Kulturfiltrat die K-Mizellen durch Adsorptionen an andere

1) Ward, Journ. exper. Med. 55, 519 (1932).
%) Enders, Journ. exper. Med. 52, 235 (1930).
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Stoffe eine rdumlich groBere Anordnung haben und damit eine gréBere Ober-
fliche, die entsprechend mehr Antikérper zu binden vermag als die relativ
kleinere Oberfldche der reinen K-Mizelle. Mit der verschieden groBen Oberfliche
1468t sich auch verstandlich machen, warum die Absorption von K-Antikérpern
aus dem Immunserum so leicht mittels intakten Pneumokokken und so schwierig
mit der reinen K-Substanz gelingt, was eng mit dem am anderen Orte behandelten
zahlenmé&Bigen Zusammenhang zwischen Agglutination und Prézipitation zu-
sammenhingen diirfte. ]

Ward fand beim Rekonvaleszentenblut (Typ III) trotz schwachem
Anti-K-Titer eine bessere neutralisierende Wirkung des starken anti-
bakteriziden Effektes des Filtrates vom PreBsaft einer Lunge eines an
Typ 11I-Pneumonie gestorbenen Patienten als bei einer Mischung von
Normalblut mit Antiserum, die den gleichen Anti-K-Titer hatte.

Zweifellos enthalten bei der Komplexitidt des Pneumokokkenantigens der
LungenpreBsaft und das Rekonvaleszentenblut noch andere Antigene und
Antikorper als die, welche sich auf das reine K beziehen und alle Antigene, die
in freier Losung befindlich, solche Antikdrper zu binden vermdgen, die sich
mit der intakten Pneumokokkenzelle verbinden kdnnten, miissen in obigem
Sinne die antibakterizide Fahigkeit des Milieus aufheben.

Immerhin zeigt diese Feststellung von Ward, da8 bei Typus I11-Pneu-
monien das reine Anti-K-typenspezifische Serum nicht den gleichen
Effekt wie das Rekonvaleszentenserum besitzt, was nach Ward das
bisherige Versagen der Serumtherapie bei Typus I1I-Pneumonie dem
Verstandnis néher bringen kann.

g) Zusammenhang von Polysacchariden
mit den R- und S-Formen der Kolonien.

Wenn die serologischen Beobachtungen mit den Polysacchariden der
Pneumokokken berechtigen, in diesen Substanzen den Tréger der Typen-
spezifitdt zu erblicken, so ist anderseits die Behauptung, daB nur die
virulenten S-Formen das hitzestabile spezifische Polysaccharid (K)
haben, die R-Formen dagegen der K-Substanz mehr oder weniger verlustig
gingen, nicht zwingend. Zunichst zeigte Schiemann, daB Typenspezifitat
nicht unbedingt mit Virulenz einherzugehen braucht. Auch hat die Be-
ziehung von Stabilitit mit typenspezifischer Substanz keine allgemeine
Giiltigkeit, da bei der Coli-Typhus-Enteritisgruppe die spezifische Sub-
stanz labil ist. Dazu kommt, daB bei den Salmonellen ganz sicher die Art
der Kolonien, ob S- oder R-Form, nichts mit der Spezifitit zu tun hat.

Bei Versuchen, die Beziehung zwischen der Kolonieform der Pneumo-
kokken und der typenspezifischen K-Substanz zu erkldren, sollte man den
physikalischen Standpunkt mehr beriicksichtigen. So ist das folgende
den Arbeiten von Tulloch') entnommene Beispiel von Gengou?) recht

1) Tulloch, Journ. Army med. Corps 48, 435 (1927).
%) Gengou, Arch. internat. Physiol. 7, H. 1 u. 2 (1908).
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geeignet, die Thermostabilitdt der Antigene in anderer Beleuchtung zu
sehen.

Eine Suspension von Ba,SO, in Aqua dest. ist labil, indem die Teilchen
sich schnell absetzen. Wird sie aber mit Gummiarabikum in geeigneten Mengen
versetzt, so macht dieses Schutzkolloid durch Adsorption der Ba,SO,-Teilchen
an Gummiteilchen die Suspension stabil. Zentrifugiert man die stabile Suspen-
sion, so lassen sich die ausgeschleuderten und gewaschenen Teilchen wieder
durch Aqua dest. in stabile Suspension bringen, wihrend die iiberstehende
Fliissigkeit eine frische Suspension von Ba-Sulfat nicht mehr stabilisieren kann.
Wird nun die stabile Suspension der gewaschenen Bariumsulfat-Gummi-Kom-
plexe erhitzt und noch heifl zentrifugiert, dann haben die ausgeschleuderten
Teilchen von Bariumsulfat nicht mehr die Fahigkeit mit Aqua dest. in stabile
Suspension zu gehen, aber die iiberstehende Fliissigkeit hat wieder die Eigen-
schaft erlangt, eine unstabile Suspension zu stabilisieren.

Dieser einfache Vorgang zeigt, daB durch Gruppierung der Teilchen
und Trennung der Verbindung durch Hitzeeinwirkung sich die Eigen-
schaften der Suspension stark verdndern konnen. Hat man eine Vielheit
von kolloiden Substanzen, wie in einer Bakterienzelle, so kann eine bloBe
Umgruppierung der einzelnen Teile der Gesamtmizelle eine ganz ver-
schiedene Reaktionsfihigkeit geben, und eine solche Méglichkeit ist bei
dem verschiedenen Verhalten von S- und R-Formen und bei der Frage
der verschiedenen Thermostabilitdt im Auge zu behalten.

Vergegenwdrtigen wir uns die Rolle der K-Substanz der Pneumo-
kokken bei der Immunisierung, so sahen wir, daB K allein nicht die
typenspezifischen agglutinierenden Antikdérper zu bilden vermag (die
typenspezifischen Schutzstoffe sind in vitro nicht nachweisbar). Wohl
aber kann die K-Substanz solche Antikérper bilden, wenn sie entweder
an Kollodium adsorbiert oder an Eiwei chemisch gebunden ist. Es sieht
so aus, als wire das MaBgebende bei dieser Aktivierung der K-Substanz
durch andere Stoffe nicht die Art des betreffenden Stoffes, sondern die
Konfiguration der betreffenden Verbindung. Im Falle des Kollodiums
sitzt die K-Substanz auBen, im Falle der Bindung an Eiweif ist sie end-
stindig und die leichte Bildung von typenspezifischen Agglutininen
mittels der S-Formen sowie deren groBe Reaktionsfihigkeit it Anti-
korpern konnte auch dadurch bedingt sein, daB der Protein-Kohlehydrat-
Komplex in der Bakterienzelle in der S-Form so orientiert ist, daB die
hydrophile K-Substanz nach auBen zu liegen kommt und wegen ihrer
Hydrophilie den ,,glatten” Charakter der Kolonieform bedingt. In der
R-Form konnte die K-Substanz auch enthalten sein, aber in strukturell
anderer Form an das Protein gebunden, so daB es nicht in Losung gehen
kann und daher iiberhaupt chemisch schwer nachweisbar ist, und ander-
seits eben wegen dieser strukturellen Position nicht antigen wirken kann,
Das Aussehen der R-Form wire dann durch die relativ geringere Hydro-
philie des Pneumokokkenproteins oder eines sich auBerdem noch im
Komplex befindlichen Lipoids bedingt. Diese Gedanken mdgen hier
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unter besonderer Betonung ihres hypothetischen Charakters Erwdhnung
finden.

In gewissem Zusammenhang stehen damit die Beobachtungen von Bruce
Whitel) iiber die spontane Agglutination bei Salmonellaarten, Subtililis u. a.
Die Entfernung der die Spontanagglutination durch Elektrolyte bedingenden
Lipoide durch Alkoholextraktion hebt die Spontanagglutinabilitiat auf. R-Kul-
turen neigen besonders zur Spontanagglutination und besonders nach Erhitzen,
wihrend die von vornherein stabilen Suspensionen der S-Formen auch nach
Erhitzen nicht spontan durch Elektrolyte agglutinieren. White fand in den
S-Formen gewisser Salmonellen spezifisch l6sliche Substanzen, die sich in den
R-Formen nicht nachweisen lieBen. Immerhin wird von anderer Seite (Schiitze
u. a.) gerade bei den Salmonellaarten ein Zusammenhang zwischen Spezifitat
und Art der Kolonie abgelehnt. Aber in diesem Zusammenhang interessiert
besonders, daB gerade die S-Formen diese loslichen spezifischen Substanzen
in leicht extrahierbarer Form enthielten und im Einklang damit steht der friihere
Befund von Friedldnder?), demzufolge Paratyphus-S-Formen 5—6 Proz. mehr
Wasser enthalten als die korrespondierenden R-Formen.

2. Das Agglutinin.

Wenn im vorhergehenden Abschnitt iiber das Agglutinogen das
Agglutinin als ein mit bestimmten Bindungsaffinititen ausgestattetes
Globulin angenommen war, so liegt das daran, daB wir iiber die Natur
des Antikorpers im allgemeinen und des Agglutinins im speziellen Sinne
zur Zeit mit Sicherheit noch nicht viel sagen konnen. Es ist bisher durch
Eluierung mit schwach alkalischen Pufferlosungen gelungen, aus den
gewaschenen, mit Agglutininen beladenen Bakterien die Agglutinine in
einer sehr eiweiBarmen, aber doch nicht eiweiBfreien Losung zu erhalten
(Olitzky, Huntoon u. a.), so daB daraus nur der SchluB gezogen werden
darf, daB in einem Immunserum nur ein auBerordentlich geringer Teil
des Serumglobulins die Eigenschaften hat, die dem spezifischen Agglutinin
entsprechen. Ob es einen scharfen Unterschied zwischen diesem ,,Immun-
globulin® und den anderen Globulinen des Serums gibt, diirfte fraglich
sein. Es scheint nicht unméglich, daB manche Globuline des Serums
zwar dhnliche, aber weniger ausgeprdgte und daher weniger spezifisch
wirkende Eigenschaften haben als das spezifische Immunglobulin, und
in diesem Sinne lieBe sich das Vorkommen sogenannter Normalagglutinine
im Serum nicht immunisierter Tiere und Menschen erkléren.

a) Normalagglutinine.

Bekanntlich haben manche Sera eine erhohte Kolloidlabilitdt, die
nach Sachs auf ein relatives Uberwiegen von niederdispersem, relativ.
hydrophobem Globulin, das sich leichter an Grenzflachen anlagert, beruht.
Es sei z. B. an die unspezifische Agglutination von Y-Ruhrbazillen durch

1) Bruce White, Journ.of Path. 30, 113 (1927); 31, 423 (1928).
?) Friedldnder, Arch. Hyg. 91, 287 (1922).

H.Schmidt, Serologie



50 Die Agglutination

manche Sera von Schwangeren erinnert. Wie die weiter oben erwihnten
Versuche von Eagle zeigen, bestehen zwischen den beiden Globulinen
des Normal- und denen des Immunserums beziiglich ihres adsorptiven
Verhaltens alle Ubergidnge. Normalagglutinine koénnten daher durch
unspezifische Globulinadsorption erklart werden, und es wire denkbar,
daB zwischen relativ beschleunigter Blutzellensedimentierung und Gehalt
an Normalagglutininen Zusammenhinge bestehen.

b) Zusammenhang von Agglutination und Préazipitation.

Es besteht wohl heute kein Zweifel mehr dariiber, daB der spezifischen
Agglutination von Zellen und der spezifischen Prizipitation kolloider
Losungen der gleiche physikalische Mechanismus entspricht, und zwar der
Mechanismus, wie er bei der Agglutination beschrieben wurde, und der
folgende ineinandergreifende Prozesse umfafBt:

1. Bildung einer auf spezifischen Affinitdten beruhenden Adsorptions-
schicht von antikérperhaltigen Globulinen des Immunserums um die
Zelle resp. um die in Losung befindliche Kolloidmizelle, wobei das Immun-
globulin (im Gegensatz zu unspezifisch adsorbierten Globulinen aus
Normalserum?) eine Denaturierung (gewissermaBen durch Kondensierung
auf der Oberfldche) im Sinne verminderter Hydrophilie erleidet.

2. Reduzierung der elektrischen Ladung der Mizelle auf die des
adsorbierten Proteins entsprechend der jeweiligen py.

3. Weitere Reduzierung der noch vorhandenen Ladung durch die
anwesenden Elektrolyte auf das kritische Potential.

4. Kohidsion der Teilchen, Agglomeration und Sedimentation.

Wenn sich bei einem Immunisierungsvorgang Prédzipitine bilden,
bilden sich auch Agglutinine und umgekehrt. Der Antikorper ist derselbe,
z. B. kann das typenspezifische Agglutinin der Pneumokokken das Poly-
saccharid in Losung prézipitieren und die homologen Pneumokokken
agglutinieren. Es sei an das bereits erwdhnte Beispiel erinnert, daB ein
prézipitierendes Anti-Coliserum Typhusbazillen, die mit Coli-Kulturfiltrat
behandelt sind, agglutinieren kann.

Nach F. S. Jones') werden Bakterien sowie Kollodiumteilchen, die
in einem verdiinnten Serum suspendiert sind, durch ein gegen dieses
Serum gerichtetes prazipitierendes Antiserum agglutiniert. Ferner werden
Kollodiumteilchen, die mit Rinderserum oder Kristallisiertem Eiwei3
behandelt und dann ausgewaschen wurden, durch die entsprechenden
Antisera agglutiniert. Bei Bakterien gelang der gleiche Versuch nur bei
Vorbehandlung mit Serum, welches Globulin hatte und nicht bei Eier-
eiweiB (weil die Grenzfldchensubstanz der Bakterienmembran im Vergleich
zum Kollodium hydrophiler sein diirfte und ein Haften des relativ hydro-

1) F. 8. Jones, Journ. exper. Med. 45, 303 (1927).
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philen Albumins weniger moglich ist als beim relativ hydrophoberen
Euglobulin des nativen Serums). Mit Rinderserum behandelte Bakterien
wurden bei Zusatz eines Anti-Rinderserums auch bedeutend stérker
phagozytiert als unbehandelte Bakterien, aber noch stédrker fiir die
Phagozytose wirkt die Vorbehandlung der Bakterien mit einem spezifisch
agglutinierenden Antiserum, weil dessen Globuline nach den eingangs
entwickelten Anschauungen iiber den Mechanismus der Agglutination
durch die Adsorption eine Denaturierung mit gesteigerter Hydrophilie
erfahren im Vergleich zu den nicht oder nur geringgradig durch die Ad-
sorption verdnderten Globulinen des Normalserums (siehe bei Phago-
zytose).

Aber trotzdem gibt es Antigene, die vorwiegend Prézipitine, und solche,
die vorwiegend Agglutinine bilden; das ist eine Sache der Struktur des
betreffenden Antigens (vielleicht ausschlieBlich Sache der Grofe der
antigenen Mizelle). Auch kann man aus einem Serum die Agglutinine
durch spezifische Absorption entfernen und doch noch Prézipitation er-
halten, wie auch umgekehrt. Nichtsdestoweniger darf man daraus nicht
auf eine Wesensverschiedenheit dieser Antikorper schlieBen, sondern
bedingend fiir diese Absorption ist die Art.der antigenen Mizelle sowie
der physikalische Zustand der Antikorper tragenden Globuline.

Eins der hauptséchlichsten gegen die einheitliche Auffassung dieser
Antikorper vorgebrachten Argumente ist die Tatsache, daB bei der Agglu-
tination das Serum stark verdiinnt werden kann, bei der Prézipitation
jedoch hochstens bis 1:50, wohingegen hier das Antigen in groBer Ver-
diinnung wirksam ist. Diesen scheinbaren Gegensatz hat H. Zinsserl)
folgendermaBen zu erkldren versucht:

Angenommen, man hitte zwei gleiche Mengen eines gleichen Antigens
nur einmal (a) in BakteriengroBe (Durchmesser: 5.10~% mm) und ein andermal
(b) in ProteinmolekiilgroBe (Durchmesser: 5.10=7 mm) aufgeteilt, so daf sich

—3) 3 —7\3
die Masse von (a) zur Masse (b) verhdlt wie 4/3 n.(5'120 ) :4/3n.(5'120 )
= 1079: 10721, Also die Masse, die ein Bakterium bildet, entsprache der Masse
von 102 Proteinmolekiilen. Die Oberfldche von a zu der von b verhélt sich wie
10~6 : 10714, Also ist die Oberfliche eines Bakteriums 108mal groBer als die eines
Proteinmolekiils. Von der gleichen Antigenmasse gibt es nun 10'2mal mehr
Teilchen von MolekiilgroBe wie von Bakterien. Dementsprechend verhélt
sich die totale Oberfldche einer gegebenen Antigenmasse, aufgeteilt in Teilchen
von Bakteriengrofe, zur Totaloberfliche derselben Antigenmasse in Teilchen
von MolekiilgroBe aufgeteilt wie 1:10000. Das Immunglobulin wiirde also
eine 10000mal groBere Oberflaiche bei Proteinmolekiilen wie beim Bakterien-
antigen zu bedecken haben. Daher ist erkldrbar, warum ein Serum, um Bakterien
zu agglutinieren, etwa 10000mal mehr verdiinnt sein kann, bevor es die agglu-
tinierende Fahigkeit verliert, als bei der Prazipitation.

Wenn diese mit Absicht etwas extrem gehaltenen Verhdltnisse auch nicht
experimentell dargestellt werden kdnnen, so diirfte diese Erkldrung von Zinsser

1) Zinsser, Journ. of Immun. 18, 483 (1930).

4%
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doch geniigen, um das obige Argument gegen die unitarische Auffassung von
Agglutination und Prazipitation zu entkréften.

Aus Zinsser's Darstellung wird auch erkldrlich, warum eine Absorp-
tion mit homologem Antigen noch die Moglichkeit der einen oder anderen
Reaktionsfahigkeit bestehen 148t.

Wenn wir nun versuchen, uns die Ursache der fein- und grobflockend
oder kornig ausfallenden Agglutination verstdndlich zu machen, dann
konnte man sich vorstellen, daB die Art der Ausfillung abhingt von der
Art der Globuline, an die der Antikoérper sitzt. Eine grobflockige Agglu-
tination (oder Prézipitation) wird durch relativ hydrophobe Immun-
globuline und eine feinflockige Agglutination durch relativ hydrophile
Immunglobuline bewirkt, denn der Grad der Hydrophilie der an die
Antigenmizelle adsorbierten Globuline bedingt unter gleichem Milieu
und Elektrolytverhéltnissen den Grad der Adhasion der Teilchen anein-
ander.

IT1. Die Himagglutination.”

Die Hamagglutination ist nur ein Spezialfall der Agglutination von
Zellen, und daher miissen die gleichen physikalisch-chemischen Vorgédnge
auch dieser besonderen Zellenagglutination zugrunde liegen. Wie wir bei
Bakterienagglutination eine unspezifische (Spontan-, Elektrolyt-, Sdure-,
usw.) Agglutination von einer durch Immunserum bedingten unterscheiden
konnen, so tritt auch die Hamagglutination einmal in streng spezifischer
durch Antikoérper bedingten Form (z. B. Iso-Hidmagglutination), dann
aber auch in unspezifischer Form als Kilte-, Auto- oder Pseudo-Him-
agglutination auf, mit der die Beschleunigung der Blutzellensedimentation
eng zusammenhdngt.

1) Ausfihrliche Literaturangaben in: Lattes, Die Individualitit des Blutes
(Paris 1929). Ubersetzt von Schiff (Berlin 1925). — Landsteiner, The human
blood groups. In jJordan und Falke, The newer knowledge of Bacteriology and
Immunology (Chicago 1928). — O. Thomsen, Hamagglutination mit EinschluB
der Lehre von den Blutgruppen. Handb. d. path. Mikroorganismen, II1. Bd., 11,
(Jena1928),1259.— V. Friedenreich,TheThomsen Hemagglutination phenomenon.
(Kopenhagen 1930). — Kettel, Die Kailtehdmagglutinine im Menschenserum
(Kopenhagen 1930). — Schiff, Uber die" gruppenspezifischen Substanzen des
menschlichen Korpers (Jena 1931). — Levine, Erg. inn. Med. 34, 111 (1928).
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A. Die unspezifische Himagglutination.

Wenn man darunter solche Hamagglutinationen versteht, die nicht
durch die a- und g-Gruppenisohdmagglutinine hervorgerufen werden, dann
bedarf es weiter einer Klarung der fiir die bleibenden unspezifischen Agglu-
tinationsformen gebrauchlichen Bezeichnungen. Manche Autoren fassen alle
diese Formen als Pseudoagglutination zusammen, wihrend Latfes unter
Pseudoagglutination nur das Phinomen der Geldrollenbildung ver-
steht. Als Panagglutination wird sowohl die von Mino beobachtete
Kéltehdmagglutination als auch das Thomsen’sche Phanomen bezeichnet.
Ebensowenig ist die Autoagglutination ein eindeutiger Ausdruck, denn
die Hémagglutination eigener Blutzellen kann verschiedene Ursachen
haben.

Die Einteilung der Hamagglutinationserscheinungen in spezifische
und unspezifische findet Schwierigkeiten in unserem unzureichenden
Wissen, insofern wir heute noch nicht mit Sicherheit entscheiden kénnen,
ob bei Kiltehdmagglutination oder dem Thomsen’schen Phédnomen ein
Antikorper im bisher {iblichen Sinne mitspielt. Da ein wesentlichstes
Charakteristikum eines Antikorpers seine Spezifitit ist, so ist es sehr
wahrscheinlich, daB die Kélteagglutination kein in diesem Sinne immun-
biologischer Vorgang ist, sondern rein physikalisch erklarbar sein muB.
Etwas anderes ist es mit dem Thomsen’schen Phdnomen, auf das spiter
ndher eingegangen wird. Ganz sicher rein physikalisch bedingt ist die
auch als Autoagglutination bezeichnete Geldrollenbildung, die dem
Vorgang der beschleunigten Sedimentierung zugrunde liegt.

I. Die Sedimentation der roten Blutzellent).

Bei dieser Erscheinung ist das Primare die Geldrollenbildung. Diese
findet sich nicht bei allen Tieren und da, wo sie vorhanden ist, ist sie sehr
verschieden stark ausgeprdgt: Beim Pferd sehr stark, beim Rind fast
gar nicht. Die Ursachen der Verschiedenheit der S. G. beruhen auf Be-
einflussung einerseits der Geldrollenbildung und anderseits der eigentlichen
Sedimentation.

1. Ursache und Beeinflussung der Geldrollenbildung.

Die Geldrollenbildung ist ein Agglutinationsvorgang, fiir den die elektrische
(negative) Ladung der Blutzellen, der Gehalt der Suspensionsfliissigkeit (Plasma
oder Serum) an geeigneten adsorbierbaren Stoffen und schlieBlich die pg des
Mediums, die ihrerseits durch den Elektrolytgehalt mitbedingt ist, die maBgeben-
den Faktoren darstellen. Von besonderer Bedeutung sind die im Plasma vor-

1) Dieser Abschnitt kann hier nur in groBter Kiirze berithrt werden. Lite-
ratur bei Westergren, Erg. inn. Med. 26, 577 (1924). — Katz und Leffkowitz, Erg.
inn. Med. 33, 266 (1928). — Leffkowitz, Erg. Med. 17, 171 (1932).
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handenen adsorbierbaren Stoffe. Adsorbiert man diese an andere negativ ge-
ladene Adsorbentien (wie Bolus, Kaolin), so wird dadurch die Stabilitit der in
einem solchen Plasma suspendierten Blutzellen (Linzenmeier) erhoht.

Ferner weisen gewaschene Erythrozyten, wenn in Fibrinogenlosung suspen-
diert, eine stark beschleunigte Sedimentierung auf, wenn in Globulin, eine we-
niger beschleunigte, und wenn in Albumin, eine am wenigsten beschleunigte
Sedimentierung, was der Erfahrung entspricht, daf Defibrinieren des Blutes die
S. G. herabsetzt. Es ist mit den bereits entwickelten Vorstellungen der Ad-
sorption von Globulin an die Antigenmizellen bei der Agglutination und Pra-
zipitation im Einklang, auch hier anzunehmen, daBl das jeweils am meisten
hydrophobe EiweiB in der Suspensionsfliissigkeit an die Oberfldchen der Blut-
zellen adsorbiert wird, und von den Eiweifen im Plasma hat das Fibringlobulin
den labilsten Charakter und einen isoelektrischen Punkt, der von allen Eiweien
der neutralen Reaktion am néchsten liegt und durch seine bei der Adsorption
bedingten Umwandlung in das Fibringel der neutralen Reaktion noch ndher
kommt, so daB solche Blutzellen nun durch die Elektrolyte des normalen Plasmas
soweit entladen werden konnen, daB das kritische Potential erreicht und die
Kohéasion ermoglicht wird. Gewdhnliche Blutzellen kdnnen, wenn iiberhaupt,
eben nur ganz labile Globuline adsorbieren, daher auch kein Komplement
(Serum nicht Plasma), wahrend sensibilisierte Blutzellen stdrker und mehr
Globulin adsorbieren konnen, weswegen die S. G. sensibilisierter Blutzellen
unter gleichen Versuchsbedingungen groBer ist (H. Schmidt).

Auch die Austauschversuche von Linzenmeier und Abderhalden') sprechen
fiir den tiberwiegenden EinfluB der Plasmaeigenschaften. Aber so grof nun
die Bedeutung gewisser Globuline des Plasmas fiir die S. G. zu sein scheint,
so ist es wahrscheinlich, daB die betreffenden EiweiBe diese Rolle erst ausiiben
konnen durch Vermittlung von lipoiden Stoffen, mit denen sie im Plasma
verbunden sind.

Theorell?) zieht aus seiner griindlichen Arbeit iiber die Rolle der Lipoide
bei der S. G. den sehr wahrscheinlichen SchluB, daB nur an Eiwei nicht
gebundenes, freies Cholesterin und Lezithin die S. G. in negativem Sinne be-
einflussen, aber da Lezithin (wie vermutlich alle Phosphatide) Cholesterin in
dieser Hinsicht ersetzen konnte und doch nur das freie Cholesterin quantitativ
erfaBbar ist, so ist deswegen auch keine strenge Parallelitdt zwischen S. G. und
ausschiittelbarem Cholesterin zu erwarten. Daher auch die Moglichkeit, daB
unter Umstdnden der Gesamtlipoidgehalt in rasch und langsam sedimentieren-
dem Blute der gleiche sein kann. Aber je rascher die Sedimentierung, desto
mehr Globuline im Plasma und je mehr Globuline im Plasma, desto mehr sind
Lipoide gebunden und desto geringer ist der hemmende EinfluB der freien
Lipoide auf die S. G. Aber auch eine Parallelitdt zwischen Fibrinogen- und
Globulingehalt und der Menge von gebundenem Cholesterin ist in strengem
Sinne nicht aufstellbar wegen der weitgehenden Variabilitidt der Festigkeit der
Cholesterin-EiweiB-Verbindung in den Plasmen verschiedener Menschen.

Wichtig ist der EinfluB der Verdiinnung des Plasmas oder Serums, denn bei
einem Serum, das starke Geldrollenbildung (Autohamagglutination) aufweist, die
unter Umstanden vom Bilde einer spezifischen Isohdmagglutination schwer zu
unterscheiden ist, geniigt schon eine miBige Verdiinnung des Blutplasmas von
1:2 bis 1:3, um die Geldrollenbildung klar hervortreten zu lassen. Da gruppen-
spezifische Sera nicht in Verdiinnungen von 1:30 bis 1:60 deutliche Agglutination

1) Abderhalden, Pfliigers Arch. 193, 236 (1922).
2) Theorell, Biochem. Ztschr. 223, 1 (1930).
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zeigen, so ist durch die Verdiinnung ein Mittel zur Unterscheidung der spezifi-
schen von der unspezifischen Agglutination gegeben [Shattock), Wiltshire?)].

2. Faktoren, die die Sedimentation der roten Blutzellen beein-
flussen, seien hier nur aufgezihlt, da Mangel an Raum ndheres Eingehen darauf
verbietet.

a) Die Zahl der Blutzellen in der Volumeneinheit. Je grofer diese Zahl,
desto langsamer und je Kkleiner die Zahl, desto schneller ist die S. G. relativ zur
normalen.

b) Abweichung von der senkrechten Lage beschleunigt die S. G.

¢) Die S. G. ist groBer bei hoherer Blutsdule und beziiglich der Weite der
Rohrchen bedingen randstdndige Stromungen, daf bei 2—3 mm die S. G.
groBer sein kann als bei 5—10 mm Durchmesser.

d) Eine langsame gleichmiBige Bewegung des Blutes, ganz gleich in welcher
Richtung, bewirkt eine Beschleunigung der S. G. (Berczeller).

e) Bei niedriger Temperatur ist im allgemeinen die S. G. groer ( Theorell),
aber die Verhiltnisse werden durch Kailteagglutination kompliziert.

II. Die Kilteagglutination.

Von fast allen Autoren wird im Gegensatz zur Geldrollenbildung die
Kilteagglutination als ein Vorgang aufgefaBt, dem die Wirkung von
besonderen ,,Kilteagglutininen auf bestimmte ,,Rezeptoren“ an den
Blutzellen zugrunde liegen soll.

Nach Bialosuknia und L. Hirszfeld®) exnstlert fur die auf die Wirkung
von Agglutininen beruhende Hamagglutination ein bestimmtes Temperatur-
intervall, als thermische Amplitude (th. A.) bezeichnet. Bei den Iso- und
Hetero-Agglutininen ist die th. A. 0—40°, bei hoherer Temperatur (45—50°)
spaltet sich die Verbindung wieder, indem das Agglutinin frei wird, bei noch
hoheren Temperaturen wird allmiahlich die agglutinierende Eigenschaft des
Serums geschidigt (60—65%) und bei 70° vernichtet [Yu %)]. Die sogenannten
Kilteagglutinine haben meist eine kleine th. A. Im menschlichen Serum betrédgt
diese meist 0—5° und macht sich als Autoagglutination geltend, die auch be-
ziiglich der Art der Agglutinate in Form von Haufen von der der Blutzellen-
senkung zugrundeliegenden Autoagglutination in Form von Geldrollen ver-
schieden ist. In vereinzelten Fillen kann die th. A. 0—20° hoher betragen,
und dann ist eine Verwechslung mit Isoagglutination moglich.

Die Tatsache, daB es gelingt, die Kélteagglutinine aus dem Blut-
serum durch Absorption an Blutzellen zu entfernen und weiterhin durch
Waschen der Blutzellen mit NaCl-Losung in der Kilte und folgendem
Erwédrmen auf 37° in der NaCl-Losung frei von Blutzellen zu erhalten
(Landsteiner), dient als Beweis fiir die echte Antikérpernatur der Kilte-
agglutinine. Hierher gehort die paroxysmale Hadmoglobinurie von Donath
und Landsteiner mit einer nur kleinen th. A. und die von Mino%) be-

1) Shattock, Journ. of Path. 6, 303 (1900).

2) thtshzre Journ. of. Path. 17, 282 (1913).

3) Bialosuknia und L. Hirszfeld, Compt rend. Soc. Biol. 89, 1361 (1923).
4) Yu, Zbl. Bakt. 106, 388 (1928).

5) Mino, Dtsch. med. Wschr. 1924, 1533.
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schriebene Panagglutination, deren th. A. sehr viel grofier ist, die aber
anderseits keine Spezifitdt hat, insofern nicht nur menschliche Blutzellen
aller Gruppen, sondern auch Tierblutzellen agglutiniert werden.

Das Vorkommen dieser Kilteagglutinine scheint dem biologischen
Gesetz zu widersprechen, demzufolge gegen korpereigene Substanzen keine
Antikorper gebildet werden. Jedoch miiSte dieses Gesetz nach Hirszfeld
besser lauten: ,,Es entstehen niemals Antikérper gegen zirkulationseigene
Zellen, die sich unter physiologischen Bedingungen mit ihrem Antigen
verbinden konnen.“

Man verdankt K. Keftel) eine sehr ausfiihrliche Bearbeitung der
Kélteagglutinine, der folgendes entnommen ist:

Agglutiniert ein Serum solche Blutzellen, die es nach sicherer Fest-
stellung der Blutgruppe nicht agglutinieren diirfte, dann ist die Moglich-
keit einer Kélteagglutination (K.-A.) vorhanden, die man nun besonders
auswerten kann. Dazu sind nur ganz besonders diinne Blutzellensuspen-
sionen (0,25—0,5 Proz.) zu benutzen, da zu dichte Suspensionen die
Erkennung geringer Mengen von Kailteagglutininen vereiteln. Die K.-A.
erreicht ihr Maximum bei 0° nach Verlauf von etwa 8 Stunden.

Gewaschene Blutzellen lassen sich nicht ganz so gut agglutinieren
wie ungewaschene und verlieren bei lingerem Aufenthalt in NaCl-Losung
iiberhaupt ihre Fahigkeit zur K.-A. Aufbewahren im eigenen Serum ist
hesser, noch besser ist es, stets ganz frische Blutzellen zu benutzen. Ein
Serum braucht weder alle Blutzellen zu agglutinieren, noch brauchen
Blutzellen von verschiedenen Seren gleich gut agglutiniert zu werden.
Das erkldrt Keftel mit der Annahme verschiedener Kailteagglutinine und
denselben entsprechenden spezifischen Rezeptoren. In den meisten Fillen
agglutiniert aber das gleiche Serum alle Blutzellen aller Gruppen, wenn
auch in verschiedenem Grade.

Waihrend der Gehalt an Isohdmagglutininen durch die Gerinnungs-
temperatur des Blutes nicht beeinfluBt wird, ist letztere fiir den Gehalt
an Kiltehdmagglutininen von EinfluB, da je nach der th. Amplitude das
K.-Agglutinin durch die eigenen Blutzellen gebunden werden kann. Will
man Kiélteagglutinine frei im Serum haben, so ist das Gerinnenlassen des
Blutes bei 37° am vorteilhaftesten,

Einstiindiges Erwdrmen auf 56° schwicht weder die Kélte- noch die
Iso-Agglutinine, aber von 60° an werden beide Arten Agglutinine ge-
schwicht, allerdings sind die Isoagglutinine etwas widerstandsfihiger.

Bei sorgfiltiger Technik gelang es, im Serum der allermeisten er-
wachsenen Menschen Kailteagglutinin nachzuweisen, aber einige wenige
Sera scheinen solche nicht zu enthalten. Auch die Kélte-Autoagglutination

1) Kettel, Underspgelser over Kuldehdmagglutininer i Menneskeserum
(Kopenhagen 1930).
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erwies sich als eine iiberaus hdufige Erscheinung. Der Iso- und der Kilte-
Agglutinintiter gehen nicht miteinander parallel.

Will man die th. A. richtig bestimmen, so muB man bei jeder einzelnen
Untersuchungstemperatur streben, den maximalen Titerwert zu erreichen. Je
hoher die Temperatur ist, um so schneller verlduft die Reaktion, geht aber auch
um so schneller zuriick und umgekehrt wird der Endtiter um so hoher, je niedriger
die Temperatur ist, da bei niedriger Temperatur auch die Dissoziation der
Verbindung langsamer stattfindet. Daher empfiehlt Kettel zur Feststellung der
th. A. bei 0—13° nach 12 Stunden, bei 20° nach 4, bei 37° nach 2, bei 45° nach
1 Stunde und bei 52° nach 20—30 Minuten das Resultat abzulesen. Wegen
der verschiedenen Empfindlichkeit der Blutzellen gegeniiber der K.-A. ist es
besonders bei vergleichenden Untersuchungen zwischen Titer und th. A. ver-
schiedener Sera notwendig, stets ein und dasselbe A- oder B-Blut und dieses
in frischem Zustand zu benutzen.

Mit dieser Technik fand Kettel, ,,daB gleichviel, ob es sich um das
Anti-A- oder das Anti-B-Agglutinin handelt, diejenigen Sera, die bei einer
gewissen Temperatur den ndmlichen Titer haben, auch eine und dieselbe
th. A. -haben. Der Titer steigt mit abnehmender Temperatur und ist
bei 0° am hochsten. Die th. A. der Anti-A- bzw. der Anti-B-Agglutination
tibersteigt in den meisten Sera 459, in zahlreichen sogar 520%.

Im Gegensatz zu den Iso-Gruppenagglutininen, deren Titer von den
Temperaturen 0°, 259, 37° nicht beeinfluBt wird, ist der EinfluB der Temperatur
auf die K.-A. erheblich, in dem Sinne, daB} der Titer bei 0° schon bei 10° abnimmt
und mit steigender Temperatur immer geringer wird, und nur in ganz seltenen
Fillen bei 20° noch nachweisbar ist. Bei 27° oder gar bei 37° fand keine K.-A.
mehr statt. Die GroBSe der th. A. der K.-Agglutination ist zwar vielfach der
Hohe des Titers bei 0° proportional, indem die th. A. um so groBer ist, je hoher
der O°-Titer ist, aber es gibt nicht nur Ausnahmen, wo diese Proportionalitidt
fehlt, sondern sogar solche, wo das Verhiltnis umgekehrt ist, so daB eine all-
gemeingiiltige Beziehung nicht besteht. Zeigt ein Serum eine hohe th. A. der
K.-A., dann pflegt vielfach diese hohe th. A. gegeniiber sdmtlichen Blutzellen
vorhanden zu sein, so daf§ Keffel von einer dem betreffenden Serum innewohnen-
den Eigenschaft spricht. Jedoch koénnen sich auch die benutzten Blutzellen
auBerordentlich verschieden verhalten, indem bei einem Serum, auch wenn es einer
Reihe verschiedener Blutzellen gegeniiber bei 0° den gleichen Titer hat, doch die
th. A. bei den verschiedenen Blutzellen verschieden hoch sein kann.

Die Frage: Ist das ,,Kélteagglutinin ein echtes absorbierbares
Agglutinin? wird von Keftel auf Grund zahlreicher Versuche, bei denen
das Serum mit Blutzellen behandelt und aus den abgeschleuderten und
in NaCl resuspendierten Blutzellen das wieder abgesprengte Agglutinin
nachgewiesen wurde, dahin beantwortet, da mit Blutzellen, gleich welcher
Gruppe, in jedem Serum das Agglutinin absorbierbar und abgesprengt
wieder nachweisbar ist. In jedem Serum vermag das Kélteagglutinin
Blutzellen aller Gruppen zu agglutinieren, auch die eigenen, die sich in
dieser Hinsicht von allen anderen nicht unterscheiden, so daB es ein
isoliertes ,,Autoagglutinin nicht gibt. Das bei 0° wirksame Auto-Kilte-
agglutinin ist das gleiche, das auch alle anderen Blutzellen agglutinieren
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kann. Keftel erwdhnt dann noch, daf die mit Kélteagglutinin beladenen
Blutzellen sekundar auch spezifische Isoagglutinine binden konnen.

Man unterscheidet mindestens drei qualitativ verschiedene Kilte-
agglutinine, erstens das bei weitem am h&ufigsten vorkommende Agglu-
tinin, das alle Blutzellen in fast gleichem Grade agglutiniert und ferner
die beiden von Landsteiner als a, und a, beschriebenen Agglutinine, auf
die wir spater noch zuriickkommen (Seite 70) und die im Gegensatz zu
Landsteiner, der sie als Isoagglutinine annimmt, von Kettel, Friedenreich
und Thomsen als relativ spezifische Kalteagglutinine betrachtet werden.
Moglich, daB es noch mehr verschiedene Kélteagglutinine gibt, wofiir
eine Beobachtung von Landsteiner und Levinel) zu sprechen scheint.
Entsprechend nimmt Keffel auch qualitativ verschiedene Rezeptoren fiir
diese Kilteagglutinine an. ,,Alle Blutkdrperchen, gleichviel welcher Gruppe,
enthalten eine jede Eigenschaft dieser Rezeptoren, wenngleich in héchst
verschiedener Menge. Es besteht kein qualitativer, sondern nur ein, mit-
unter allerdings erheblicher, quantitativer Unterschied in dem Rezeptor-
apparat der Blutkoérperchen fiir Kélteagglutinin.“ Selbst wenn die Re-
zeptorenmenge so gering ist, daB die Blutzellen inagglutinabel sind, so ver-
mogen diese doch nachweisbar Kilteagglutinine aus einem Serum zu
absorbieren,

Da die Unterschiede der einzelnen Blutzellen nur quantitativer Art
sind, mithin jede Blutzelle mit Rezeptoren fiir Kélteagglutinine ausge-
stattet ist, so sind alle Kaélteagglutinine, also auch die o, und a,-Agglu-
tinine als Panagglutinine im Sinne von Mino zu bezeichnen.

Ist man nun berechtigt, diese Kéltehdmagglutinine, nur weil sie
durch Blutzellen absorbierbar sind, als ,,Agglutinine‘‘ zu bezeichnen, also
als Antikorper im Sinne der spezifischen immunisatorisch erzeugbaren
Zellagglutinine ?

Zum Antikorperbegriff gehort der Begriff der Spezifitdt. Aber bei den
Kalteagglutininen ist von Spezifitit, wie wir sie bei der Isohidmagglutination
innerhalb der bekannten Blutgruppen haben, keine Rede. Alle Blutzellen,
auch manche tierische, vermégen Kalteagglutinine zu absorbieren. Wenn man
sich diese Bindung vorstellt als eine unspezifische Adsorption gewisser Glo-
buline des Serums oder Plasmas, wobei die Rolle der Lipoide und der Elektrolyte
(Ca-Ionen) noch niher zu untersuchen wire, so wire diese Adsorption analog
der unspezifischen Globulinbindung an Bakterien und Lipoidmizellen, wie sie
u. a. Eagle in seinen Arbeiten beschrieb und die durch Waschen wieder reversibel
ist. Die Fahigkeit nativer roter Blutzellen, Globuline zu adsorbieren, ist von
vornherein gering, was u. a. schon daraus hervorgeht, daB sie die als Mittel-
stiick bezeichneten labilen Globuline des komplementfahigen Meerschweinchen-
serums allein nicht adsorbieren konnen, sondern erst nach primirer Adsorption
spezifischer Immunglobuline und der damit verbundenen Anderung der Ober-

flichenbeschaffenheit. Anderseits zeigt das Phinomen der Blutzellensedimen-
tierung, daf Blutzellen eine gewisse Haftfahigkeit fiir Fibringlobuline oder

1) Landsteiner und Levine, Journ. of Immun. 17, 1 (1929).
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diesen nahestehende labile Globuline haben, und es liegt daher nahe, dieses
Phianomen mit der Kailteagglutination in Beziehung zu bringen. Die Disso-
ziationsmoglichkeit der Kélteagglutinine darf als solche kein Beweis fiir die
echte Antikorpernatur der Kailteagglutinine sein, denn es hat den Anschein,
als ob die Bindung von Globulin an Antigenoberflachen in weitem Sinne alle
Grade von Festigkeit durchlaufen kann: Von den durch bloBes Waschen leicht
entfernbaren unspezifischen Globulinen zu solchen, die héhere Temperatur
zur Dissoziation brauchen, bis zu den eigentlichen spezifischen Immunglobulinen,
bei denen wir ebenfalls verschiedene Grade der Bindungsfestigkeit haben.
Die Isohdmagglutinine sind relativ lose gebunden, da ihre Dissoziation bei
hoherer Temperatur relativ leicht gelingt. Die spezifischen Immunhimolysine
sind bereits fester gebunden, denn die Dissoziation der Antikérper von sensi-
bilisierten Blutzellen bietet bekanntlich gréBere Schwierigkeiten und gelingt
auch nur teilweise. Es erscheint wahrscheinlich, daf die relativ lose Bindung
der Isohdmagglutinine in der Regel nur wenig, und dann erst nach langerer
Zeit zur Hamolyse fithrt, im Gegensatz zu der ungleich festeren Bindung der
spezifischen Immunhamolysine, die eben dadurch auch eine stdrkere Anderung
der Blutzellenoberfliche bewirkt, die als solche stattgefunden haben muB,
damit die Komplementhdmolyse eintreten kann. Die bevorzugte Bindung bei
niedriger Temperatur diirfte in der Komplementbindung in der Kalte nach
Jakobsthal ein Analogon haben und fir die Erkldrung der Verschiedenheit
der thermischen Amplitude diirfte das relativ verschiedene Alter der Blutzellen
mit zu berticksichtigen sein.

Von diesen Gesichtspunkten aus scheint es nicht angebracht zu sein,
die Kalteagglutinine als Antikorper im Sinne der Immunitétslehre auf-
zufassen.

B. Die spezifische Himagglutination.”

Was physikalische Faktoren bei der spezifischen Hidmagglu-
tination betrifft, so fand Vera Schrider?), daB die durch Elektroultrafiltration
gewonnene FEuglobulinfraktion des menschlichen Serums ebenso stark iso-
agglutinierend wirkt wie natives Serum, wéhrend die tibrigen Fraktionen
unwirksam sind. Dies ist in vollem Einklang mit der an anderen Stellen dieses
Buches vertretenen Ansicht, da nur solche Antikérper auf Antigenmizellen
zusammenballend wirken konnen, die an relativ hydrophobes Globulin gebunden
sind. Unterhalb von pg = 4 findet Isohdmagglutination nach V. Schrider
nicht mehr statt, wobei pg = 4 der isoelektrische Punkt der Isoagglutinin-
globuline war. '

Bei der spezifischen Hamagglutination handelt es sich um Anti-
korper im immunbiologischen Sinne, die als Heteroagglutinine artfremde
und als Isoagglutinine arteigene Blutzellen zu agglutinieren vermaogen.
Isoagglutinine sind nicht nur beim Menschen, sondern auch bei vielen
daraufhin gepriiften Tieren, u.a. bei Pferden, Rindern, Kaninchen,
Hunden nachgewiesen, haben aber bisher bei Tieren nicht zu Ergebnissen
gefiihrt, die fiir die Rassenbiologie derselben zu verwertbaren Ergebnissen
gefiihrt haben. Anders beim Menschen. Hier hat die Isohdmagglutination

1) Zusammenfassende Literaturangaben auf S.52.
2) V. Schrider, Ztschr. Immunitatsforschg. 65, 81 (1930).
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durch die Entdeckung der Blutgruppen eine sehr grofe Bedeutung fiir die
Klinik bei der Bluttransfussion, fiir die forensische Medizin, fiir die
Rassenkunde und noch fiir manches andere, wie z. B. die Transplantation,
erlangt.

1. Die menschlichen Blutgruppen.

Die Isohdmagglutination wurde 1900 zuerst von Landsteiner') beschrieben,
der 1901 drei Blutgruppen unterscheiden konnte. 1902 wurde von Decastello
und Sturli?) die vierte Gruppe festgestellt. In Japan und China soll nach
Furuhata®) die Kenntnis der Blutgruppen bei Menschen und deren forensische
Verwertung schon sei 7 Jahrhunderten bekannt gewesen sein. Die einfachste
Erkldrung der 4 Blutgruppen gibt die Annahme von 2 Agglutinogenen A und B
in den roten Blutzellen und zwei Agglutininen a und § im Serum.

Die Bezeichnung der Blutgruppen ist heute international geregelt,
in der &lteren Literatur finden sich aber noch die friiher iiblichen Be-
zeichnungen nach Jansky und Moss, weswegen die folgende Tabelle auch
diese noch anfiihrt.

Bezeichnung der Blutgruppen nach | Agglutinogene | Agglutinine
Jansky | Moss | International der Blutzellen des Serums
I v 0 - a und g
I1 II A A %
111 11 B B 4
v I AB AundB | —

Die gegenseitige streng spezifische Agglutinierbarkeit der Blutzellen
ist einerseits an das Vorhandensein der agglutinablen Substanz an den
Blutzellen sowie an das korrespondierende Agglutinin im Serum gebunden
und kann tabellarisch folgendermaBen wiedergegeben werden, wenn
+ Agglutination und — keine Agglutination bedeuten.

Serum der Gruppen agglutiniert.
| 0| A| B | AB

+ —_

Blutzellen der Gruppen O — —

A + —
B + +
AB + + + -

Hat man daher Serum der Gruppen A und B, dann kann man die
Blutgruppenzugehorigkeit eines unbekannten Blutes feststellen.

Die Antigene, die in den Blutzellen den Agglutinogenen A und B ent-
sprechen, und die, da sie in spezifischer Weise die entsprechenden Agglutinine
a und g binden, auch als Rezeptoren resp. hier als Iso-Rezeptoren bezeichnet

1) Landsteiner, Zbl. Bakt. 27, 357 (1900).

%) Decastello und Sturli, Miinch. med. Wschr. 1902, 1090.
8) Furuhata, Jap. med. World 7, 197 (1927).
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werden, konnten von dem iibrigen Stroma-Antigen der Blutzellen erst neuer-
dings getrennt werden (siehe weiter unter S. 63). Uber die Besonderheiten
des A-Rezeptors siehe S. 66. Dagegen gelingt es, durch spezifische Absorption
aus dem Serum die betreffenden Iso-Agglutinine zu entfernen. Die Absorption
vollzieht sich am besten in der Kélte. Von den abgeschleuderten und in NaCl-
Losung resuspendierten Blutzellen konnen sich in der Wéarme bei 50° die Agglu-
tinine wieder abtrennen und sind in der NaCl-Ldsung nach Trennung von den
Blutzellen durch ihre spezifische Wirkung auf die korrespondierenden Blut-
zellen nachweisbar. Diese Absorbierbarkeit und leichte Eluierbarkeit der
Agglutinine wird in der forensischen Technik der Blutgruppenbestimmung
benutzt.

Die folgende tabellarische Zusammenstellung gibt eine schnelle
Orientierung iiber die verschiedenen Arten der Hdmagglutination.

[

Iso-Gruppen-

Geldrollenbildung

Kalteagglutination

Agglutination
Art keine spezifischen | vielleicht spezif. gruppenspezifisch
der Agglutinine | Agglutinine. Un- | Agglutinine aber
spezifische Panagglutinine
EiweiBwirkung
Absorbierbarkeit| nicht absorbier- durch alle Blutzellen | absorbierbar nur in

der Blutzellen

EinfluB
der Temperatur

EinfluB
der Verdiinnung

bar (?), aber durch
Kaolin adsorbierb.

bei niedriger
Temperatur ge-
steigert (Theorell)

verschwindet bei
stirkerer Verdiin-
nung von 1/; an

absorbierbar

nur bei niedriger
Temperatur, nicht

bei Temp. iib, 25-37°

spezifischer Weise

fast keine Tempe-
raturbeeinflussung
zwischen 0—37°

bleibt je nach Titer bei Verdiinnung

erhalten

2. Entstehen der Agglutinogene und Agglutinine.

Die Entwicklung der Agglutinogene setzt schon im intra-uterinen
Leben ein, so daB mit wenigen Ausnahmen die Blutzellen Neugeborener
agglutinierbar sind. Die gruppenspezifische Differenzierung der Organe
soll nach Semzova und Terechoval) etwa mit dem 6.—7. Fétalmonat be-
ginnen. Es ist aber eine einwandfreie Bestimmung der Blutgruppe des
Sauglings nicht vor 2 Wochen nach der Geburt maéglich [Smith?)] und auch
da nur mittels der Blutzellen, nicht mittels des Serums.

Die Agglutinine entwickeln sich spéter, so daB nach Hamburger®)
zwischen 3—6 Monaten nur 50 Proz., bei 12 Monaten 75 Proz. und mit
Ende.des 2. Jahres erst 100 Proz. der Kinder ihre definitiven Agglutinine

1) Semzova und Terechova, Klin. Wschr. 1929, 206.
2) Smith, Amer. Journ. Dis. Childr. 36, 54 (1928).
3) Hamburger, Presse méd. 1928, 186.
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haben, und nach Hara und Wakao') erst im 3. Jahre eine einwandfreie
Zuteilung zu einer der vier Gruppen mdoglich ist. Die Differenzierung
von A und Al ist erst nach AbschluB der Pubertdt moglich (siehe unter
Untergruppen). Dabei sind die $-Agglutinine in der Entwicklung meist
friiher nachweisbar als die a-Agglutinine [Halber, Hirszfeld und Mayzner?)]
und auch meist stirker vorhanden, wihrend das Umgekehrte nur aus-
nahmsweise vorkommt. [Keftel, Karsten und O. Thomsen®)]. Die beim
Neugeborenen nachweisbaren Isoagglutinine werden nach Smith durch
die Plazenta iibertragen, und zwar elektiv, so daB nur solche Agglutinine
auf das Kind iibergehen, die mit seiner definitiven Blutgruppe vertraglich
sind. S. H. Polayes, M. Lederer und A. S. Wiener*) nehmen bestimmte
Hemmungsmechanismen an, die das Auftreten von Isoagglutininen gegen
das miitterliche Blut verhindern. Die von der Mutter intra-uterin erhaltenen
Agglutinine konnen in den ersten Monaten wieder verschwinden [Kaboth®)].

Nur ganz ausnahmsweise ist der Fotus imstande, von der Mutter ver-
schiedene Agglutinine zu bilden. Collon®), N. Liedberg’). Gelegentlich kann
das miitterliche Blut fiir das Kind unvertriglich sein, so daf eine vorherige
Probe auf Vertrédglichkeit bei Fillen von Bluttransfusion zwischen Mutter
und ihren Neugeborenen angebracht ist, auch wenn im allgemeinen Miitter fiir
ihre Neugeborenen als Blutspender dienen kénnen [B. de Biari®)]. Ausfithrliche
Literatur bei M. Francotte®).

Die einmal bestimmte Blutgruppe bleibt zwar zeitlebens bestehen,
doch wechselt die Stirke der Agglutinine. Nach 0. Thomsen und K. Kettel'®)
hat der Agglutinintiter nach einem Anstieg von 1—5 Jahren seine Hohe
zwischen 5—10 Jahren und nimmt dann ganz langsam und gleichméBig
ab, so daB mit 90 Jahren der Titer gleich dem bei S&uglingen ist. Die
durch die Agglutinationsempfindlichkeit gegen Standardserum gemessene
Rezeptorenentwicklung erreicht ihr Maximum erst im 15.—20. Jahre,
dann hilt sich unter Beriicksichtigung geringer Verschiedenheiten in den
einzelnen Gruppen der Empfindlichkeitsgrad bis ins hochste Alter.

Zeitliche Schwankungen des Agglutinintiters sind von W. Fischer1)
bei Frauen im Zusammenhang mit der Menstruation festgestellt worden.
Das - schwankt mehr wie das a-Agglutinin. Obwohl bei der Menstruation

1) Hara und Wakao, Jahrb. Kinderheilk. 64, 114, 313, 3. Folge (1926).

2) Halber, Hirszfeld und Mayzner, Ztschr. Inmunitatsforschg. 53, 391 (1927).

3) Kettel, Karstenund O. Thomsen, Ztschr. Immunitétsforschg. 65, 245(1930).

4) S. H. Polayes, M. Lederer und A. S. Wiener, Journ. of Immun. 17, 545
(1929).

5) Kaboth, Zbl. Gynik. 1929, 1789.

%) N. G. Collon, Compt. rend. Soc. Biol. 96, 144 (1927).

7) N. Liedberg, Acta path. scand. 6, 1 (1929).

8) B. de Biari, Journ. amer. med. Assoc. 81, 1776 (1923).

%) M. Francotte, Rev. franc. Pédiatr. 5, 109 (1929).

10) 0. Thomsen und K. Kettel, Ztschr. Immunititsforschg. 63, 67 (1929).

1Y) W. Fischer, Arbeiten aus dem Staats-Institut Frankfurt 1929, H. 20, 49.
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die Senkungsgeschwindigkeit am groBten ist, besteht doch keine strenge
Parallelitit zwischen S. G. und Agglut.-Titer. Die Agglutinabilitit der
roten Blutzellen, gemessen durch die noch eben deutliche Agglutination
bewirkende Verdiinnung eines hochwertigen Antiserums, bleibt, wenn ein-
mal im Pubertdtsalter der Hohepunkt erreicht, anscheinend konstant.
Auf Grund der Untersuchungen von O. Thomsen und Mitarbeitern, sowie
von Brahn und Schiff besteht die Tatsache, daB die Blutzellen aller er-
wachsenen Menschen nahezu den gleichen Grad der Agglutinabilitit
haben (vorausgesetzt, daB frische Blutzellen untersucht werden).

3. Isohdmolysine, Iso-Prizipitine und Iso-Opsonine.

Isohdmolysine wurden von Landsteiner und Leiner [1905')] in Verbindung
mit den Blutgruppen festgestellt. Mit der iiblichen Technik sind sie schwerer
nachweisbar als die Agglutinine, wohl aber gut nachweisbar, wenn mehr Serum
[W. C. Williams®), B. B. Jones®)] oder dltere Blutzellen [Hesser?)] genommen
werden. Besser ist es, moglichst frisch gewonnene Blutsera zu nehmen [O. Thom-
sen®) und A. Thisded®)] und bei 37° zu priifen. /,stiindiges Erwarmen auf 55°
hebt die hamolytische Wirkung irreversibel auf [nicht irreversibel nach S. Hi-
guchi?)], wihrend 20 Minuten auf 50° noch ein Reaktivieren zuldBt, wobei als
Komplement entweder menschliches Serum diente, das vorher mit A- und B-
Blutzellen absorbierend behandelt war, oder entsprechend behandeltes Meer-
schweinchenserum. Die Iso-Himolysine verhalten sich systematisch ganz wie
die Isoagglutinine, indem O-Serum ein Anti-A- und Anti-B-Hadmolysin enthilt
und AB-Serum stets frei von Lysinen gefunden wurde. O. Thomsen hilt Lysin
und Agglutinin fiir identisch und der Unterschied im Titer (Lysintiter viel
geringer als Agglutinintiter) liegt nur an der an und fiir sich viel weniger emp-
findlichen Reaktion der Lyse bei mit Antikérper beladenen Blutzellen, als es die
Agglutination ist.

Die agglutinogenen Substanzen A und B sind aus den Stromata in wésserige
Losung zu bringen und geben dann mit Testserum Prazipitation in der gleichen
gruppenspezifischen Weise wié die Agglutination [Dold und Rosenberg®)]. Auch
werden die Erythrozyten unter dem EinfluB der entsprechenden gruppen-
spezifischen Antisera im Tropinversuch [Schiff?)] von Leukozyten sehr stark
phagozytiert. Mit groBter Wahrscheinlichkeit (vgl. Abschnitt XIV) handelt
es sich bei den Isoagglutininen, Hamolysinen, Prizipitinen, Opsoninen um die
gleichen Antikorper und im Grunde um den gleichen Mechanismus.

1) Landsteiner und Leiner, Zbl. Bakt. 38, 548 (1905).

2) W.C. Williams, Journ. exper. Med. 32, 159 (1920).

3) B. B. Jones, Amer. Journ. Dis. Childr. 22, 386, 598 (1921).
4) Hesser, Acta med. scand. (Stockh.) 9, 1 (1924).

5) 0. Thomsen, Compt. rend. Soc. Biol: 99, 1599, 1603 (1928).
) A. Thisded, Hosp. tid. (ddnisch) 2, 1367 (1928).

7y S. Higuchi, Dtsch. Ztschr. gerichtl. Med. 13, 428 (1929).

8) Dold und Rosenberg, Klin. Wschr. 1928, 394.

9) Schiff, Med. Klin. 1925, 1238.
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4. Gruppenspezifische Eigenschaften anderer Zellen und Gewebel).

Im Sinne der vier Blutgruppen gruppenspezifisch verhalten sich beim
Menschen Spermatozoen [Landsteiner und Levine?®), Steuring®)], Leukozyten
[Wichels und Lampe*), Martley®), O. Thomsen®), der das Bindungsvermégen
viel schwicher als bei Erythrozyten fand], jedoch nicht die Blutplidttchen
[Toda?)]. Fiir fixe Organzellen ist von Witebsky und Okabe®) fiir die Gruppe A
in Niere und Leber, und von Kritschewsky und Schwarzmann®) auch fiir die
Gruppe B, der Nachweis zu erbringen versucht worden, daB sie die A- und B-
Antigene enthalten kénnen. Die Art des Nachweises war verschieden: entweder
durch spezifische Hemmung der entsprechenden Isoagglutination oder (Wi-
tebsky) durch Komplementbindung mit alkoholischen Organextrakten. Kan-
Iti Yosida'®) fand gruppenspezifische Antigene in Schilddriise, Thymus, Lunge,
Leber, Milz, Nieren, Ovar, Lymphdriisen, Pankreas, Darm, Muskel, nicht in
Knorpel, Knochen, Linse, Glaskorper und Gehirn. Schwierig bleibt bei diesen
Versuchen die vollige AusschlieBung von Blutzellen in den Organen, doch er-
lauben die Berechnungen von Kritschewsky und Schwarzmann diesen mdglichen
Fehler ausschlieBen zu koénnen. Bestitigt wurde die Gruppendifferenzierung
der Organe durch Komiyat), L. Hirszfeld, W. Halber u. J. Laskowski'?). Alko-
holische Extrakte von Gehirn und Hoden reagierten niemals gruppenspezifisch.
Karzinome, nicht Sarkome, enthielten stets Gruppenantigene, was auch O. Thom-
sen'®) fiir gut- und bdsartige Tumoren bestdtigen konnte. Die Sachlage wird
dadurch sehr kompliziert, daB mit der Komplementbindungsmethode alkohol-
losliche B-Strukturen nicht festgestellt werden koénnen und anderseits nach
Schiff das A-Antigen sehr enge Beziehungen zu dem Forssman’schen Antigen
hat, wie wir weiter unten sehen werden.

Nach v. Oettingen und Witebsky'*) soll das Plazentagewebe nicht gruppen-
spezifisch differenziert, also gewissermaBen als neutrale Zone zwischen Mutter
und Kind eingeschaltet sein, doch ist Schiff's) spater in wisserigen Extrakten
der Plazenta und Eihduten der Nachweis der Gruppendifferenzierung gegliickt.

Auch in Korperflissigkeiten sind gruppenspezifische Rezeptoren
nachgewiesen worden, so im Blutserum [Schiff'®)], Sachs?)], in der Milch [Land-

1) Ausfithrliche Literaturangaben auch bei. 0. Thomsen, Uber Gruppen-
merkmale des Organismus auBlerhalb d. Erythrozyten. Med. Welt 1931, Nr. 15.

%) Landsteiner und Levine, Journ. of Immun. 12, 415 (1926).

3) Steuring, Compt. rend. Soc. Biol. 103, 430 (1930).

4) Wichels und Lampe, Klin. Wschr. 1928, 1741.

5) Martley, Lancet 1, 126 (1924).

%) O. Thomsen, Compt. rend. Soc. Biol. 104, 499 (1930).

%) Toda, Journ. of Path. 26, 303 (1923).

8) Witebsky und Okabe, Ztschr. Immunititsforschg. 52, 359 (1927).

%) Kritschewsky und Schwarzmann, Klin. Wschr. 1927, 2090; 1928, 896.

1) Kan-Iti Yosida, Ztschr. exper. Med. 63, 331 (1928).

1) Komiya, Ztschr. Immunititsforschg. 65, 502 (1930).

12) L. Hirszfeld, W. Halber und J. Laskowski, Klin. Wschr. 1929, 1563;
Ztschr. Immunitdtsforschg. 64, 61 (1929).

18) 0. Thomsen, Ugeskr. Laeg. 1, 409 (1930).

14) v. Oettingen und Witebsky, Miinch. med. Wschr. 1928, 385.

15) Schiff, Zbl. Bakt. (Ref.) 98, 92 (1930).

16) Schiff, Klin. Wschr. 1924, Nr. 16.

17) Sachs, Klin. Wschr. 1930, 2002.
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steiner'), Happ?), Brahn und Schiff], im Urin [Sachs?), O. Thomsen®), Yosida®)],
im Speichel [Yosida®), Cuboni®), Greenfield?), Lehrs®), Schiff], in der Sperma-
fliissigkeit [Landsteiner und Levine®), Yamakami'®)], was wegen des negativen
Befundes im Hoden (Hirszfeld) bemerkenswert ist, in Exsudaten [Emile-Weil
und Isch-Wall''], im entziindeten Kammerwasser [Mylius'?)], in Trinen und
SchweiB [Yosida®)], in den Verdauungssekreten [Brahn und Schiff], in Frucht-
wasser [7. Putkonen'®)]. Dagegen wurden niemals im normalen Liquor, wohl
aber im Liquor bei meningitischen Prozessen [Aronowitsch'*)] Gruppenrezep-
toren nachgewiesen. Weitere Angaben finden sich bei Schiff ,,Uber die gruppen-
spezifischen Substanzen des menschlichen Korpers (1931). Schiff hat dariiber
ausgedehnte Untersuchungen gemacht mit u. a. folgendem Ergebnis:

In Organen wie Niere, Herz- und Skelettmuskeln, Lunge, Aorta und in
geringer Menge im Gehirn (insbesondere groe Mengen bei einem Fall im Pan-
kreas) fanden sich A- und B-Substanzen, und zwar zu einem wesentlichen Teile
in wasserléslicher Form, ebenso in Korperflitssigkeiten. Alkohollgsliche Gruppen-
stoffe wurden in Blut- und Organzellen, nicht aber in Se- und Exkreten gefunden.
Es werden also stdndig vom Organismus wasserlosliche Gruppenstoffe durch
den Harn (vielleicht auch mit den Fézes) ausgeschieden.

5. Die Natur der A- und B-Substanzen.

Aus Harn und Speichel lieBen sich hoch wirksame gruppenspezifische
wasserlosliche Substanzen darstellen, die langsam dialysierbar und hitze-
bestandig waren. Schiff fand diese Stoffe auf Grund chemischer Unter-
suchung frei von EiweiB, sowie, allerdings nur auf Grund der Unloslichkeit
in Alkohol und Chloroform, frei von Lipoiden, jedoch gaben dieselben
Reaktionen von Kohlehydraten, und in den gereinigten Losungen lieBen
sich Aminosduren nachweisen. Ferner gaben sie eine starke Reaktion auf

Pyrrole. Durch Pepsin- und Trypsineinwirkung wurde die Gruppensub-
stanz nicht zerstort.

Entsprechend der Hitzebestindigkeit der agglutinogenen Substanz konnten
Manteufel und Zantop'®) mit kochkoagulierten Blutzellen von Menschen bei
Kaninchen immunisatorisch hochwertige gruppenspezifische Hamagglutinine
erhalten, allerdings nur Anti-A-Agglutinine. Mit B-Zellen gelingt die Immuni-
sierung von Kaninchen sehr viel schwerer, was aber im Lichte der weiter unten

1) Landsteiner, Wien. klin. Rundschau 1902, Nr. 40.

2) Happ, Journ. exper. Med. 31, 313 (1930).

8) Sachs, Klin. Wschr. 1930, 2002.

4) O. Thomsen, Ugeskr. Laeg. 1, 468 (1930).

8) Yosida, Ztschr. exper. Med. 63, 331 (1928).

) Cuboni, Boll. Ist. sieroter. Milan. 7, 15 (1928).

) Greenfield, Ztschr. Immunitdtsforschg. 56, 107 (1928).

8) Lehrs, Ztschr. Immunitétsforschg. 66, 175 (1930).

9) Landsteiner und Levine, Journ. of Immun. 12, 415 (1926).
10) Yamakami, Journ. of Immun. 12, 185 (1926).

11) Emile-Weil und Isch-Wall, Compt. rend. Soc. Biol. 88, 173 (1923).
12) Mylius, Klin. Mbl. Augenheilk. 85, 88 (1930).

13) T. Putkonen, Acta path. scand. (Kebenh.) 5, 64 (1930).
14y Aronowitsch, Ztschr. Immunititsforschg. 49, 466 (1926).
15) Manteufel und Zantop, Arch. Hyg. f. 103, 75 (1930).

H.Schmidt, Serologie
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berichteten Erkenntnisse iiber den Zusammenhang der A-Substanz mit dem
Forssman’schen Antigen verstdndlich erscheint.

Die wasserlosliche und die lipoide Fraktion der A-Substanz sollen nach
Schiff die gleichen wirksamen Gruppen enthalten, denn sie vermogen ein
und dasselbe A-spezifische Hdmolysin in der gleichen Weise zu hemmen.
Aber wéhrend die Lipoide, als Haptene mit Schweineserum kombiniert,
als Antigen zu immunisieren vermochten, gelang es mit der gereinigten
wasserloslichen Form weder allein noch in Kombination mit Schweine-
serum Antikoérperbildung hervorzurufen [vielleicht gelingt dies aber durch
Adsorption an Kollodiumteilchen]. In einem gewissen Gegensatz dazu
konnte Hallauert) in Bestdtigung fritherer Angaben von Schiitz und
Wihlich®) durch bloBes, oftmals wiederholtes Waschen der menschlichen
Erythrozyten mit NaCl-Losung die agglutinogenen A- und B-Substanzen
in Losung erhalten, und es gelang ihm durch Immunisierung von Kaninchen
mit der Waschfliissigkeit stark wirksame gruppenspezifische Immunsera
ohne Artspezifitit herzustellen, doch behaupten letzthin Plattner und
Hintner?) wieder die Unauswaschbarkeit der agglutinogenen Substanzen.

1924 hatten Schiff und Adelsberger?) entdeckt, daB durch Immuni-
sierung von Kaninchen mit A-Blutzellen des Menschen Hamolysine fiir
Hammelblut entstehen, was zunichst damit erklart wurde, daB die A-
Blutzellen mit den Hammelblutzellen das Forssman’sche Antigen gemein-
sam haben, und dementsprechend war die Verwendung von Immun-
hamolysinen gegen Hammelblutzellen von Kaninchen an Stelle des Anti-
A-menschlichen Testserums moglich. Anstatt nun eine Identitit der
A-Substanz mit dem Forssman’schen Antigen anzunehmen, lag es nahe,
daB die zur Immunisierung der Kaninchen benutzten Hammelblutzellen
A-haltig waren, nachdem schon frither Bialosuknia und Kaczkowski®)
festgestellt hatten, daB die Blutgruppe A beim Hammel vorkommt,
insofern gewisse Blutzellen das Anti-A-Agglutinin aus den hamolysierenden
Immunseren der Kaninchen absorbieren konnten, und wiederum andere
Hammelblutzellen, ebenso wie die menschlichen A-Blutzellen, von dem
Kaninchenserum agglutiniert wurden. Eine A-Gemeinschaft ist von
Witebsky®) und Okabe?) auch zwischen Mensch, Schwein, Kaninchen und
Rind nachgewiesen worden, und diese Befunde sprechen gegen eine Iden-
titdit mit dem Forssman’schen Antigen, da letzteres bei Tieren sich nicht
findet, die die A-Substanz besitzen, und da anderseits die A-Substanz

1) Hallauer, Schweiz. med. Wschr. 1929, 121.

%) Schiitz und Wdhlich, Ztschr. Immunititsforschg. 63, 287 (1929).

8) F. Plattner und H. Hintner, Wien. klin. Wschr. 1931, II, 882.

4) Schiff und Adelsberger, Ztschr. Immunititsforschg. 40, 335, 367 (1924).

%) Bialosuknia und Kaczkowski, Compt. rend. Soc. Biol. 90, 1196 (1923);
Journ. of Immun. 9, 6 (1924).

8) Witebsky, Ztschr. Immunitétsforschg. 49, 1 (1927).

) Okabe, Klin. Wschr. 1927, Nr. 23.
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bei diesen Tieren nicht stets vorhanden ist, sondern nur als Gruppen-
merkmal vorkommt. Eine griindliche Untersuchung des A-Rezeptors
des Hammels stammt von Komiya'). Nach ihm ,,ist in dem A-Rezeptor
des Menschen eine Teilquote des Forssman’schen Antigens, wie es in
Hammelblutzellen enthalten ist, nachzuweisen. Dabei kénnen Hammel-
blutkdrperchen noch weitere Teilquoten des A-Rezeptors enthalten, die
eine weitgehende, aber keineswegs vollige Identitit mit dem A-Rezeptor
des Menschen aufweisen. Es empfiehlt sich also zur Erzeugung gruppen-
spezifischer, auf Menschenblut der Gruppe A wirkender Hammelblut-
antisera A-haltiges Hammelblut zu verwenden“,

Nach Schiff enthalten die Hammelblutzellen den A-Anteil nur in der lipoiden
Form. Es gelang ihm aber durch Kochen mit Alkali die lipoide A-Substanz
in wirksame wasserlgsliche Form zu bringen, so daB in scheinbarem Gegensatz
zu der Annahme, daf der wasserlgsliche A-Stoff kein Lipoid enthilt, doch die
Maoglichkeit besteht, daB die Gruppensubstanzen A und B selbst Lipoide sind,
die erst durch Alkali wasserldslich werden. Anderseits steht die Moglichkeit
noch zur Diskussion, da die Alkohol- und Atherléslichkeit der Gruppenstoffe
(wie auch des Forssman’schen Antigens) nur darauf beruht, daB an und fiir sich
unspezifische Lipoide als Losungsmittel dienen und der spezifischen Substanz
einen scheinbaren Lipoidcharakter verleihen, der der gereinigten wasserloslichen
Substanz nicht zukommt (Schiff).

6. Immunisatorische Gewinnung gruppenspezifischer Agglutinine.

Mit dem vorausgegangenen steht in engstem Zusammenhang die
Moglichkeit, durch Immunisierung von Tieren und Menschen zu hoch-
wertigen Isoagglutininen zu kommen, da die beim Menschen natiirlich
vorkommenden selten einen hoheren Titer als 1:64 haben. Merkwiirdiger-
weise haben alle diesbeziiglichen Versuche beim Menschen nicht zu einer
Steigerung des Titers der natiirlichen Isoagglutinine gefithrt. Allerdings
hat man aus naheliegenden Griinden nicht systematisch gruppenfremdes
Blut intravents geben konnen. 0. Thomsen?) nimmt an, daB bereits aus
genotypischer Ursache die Konzentration der Isoantikdrper fiir das be-
treffende Individuum maximal ist und nicht durch Immunisierung iiber-
schritten werden kann. MaBgebend fiir die verschiedene Konzentration
bei verschiedenen Menschen sind nach Thomsen die genetische Konstitu-
tion und das Alter.

Versuche, von Tieren spezifische menschliche Gruppenagglutinine
durch korrespondierende Immunisierung zu erlangen, waren zundchst
fehl geschlagen [Kolmer und Trist3)], gewannen aber durch die Entdeckung
von Schiff und Adelsberger der bei Hammel- und Menschenblutzellen
gemeinsamen A-Substanz greifbare Form. Wie oben erwihnt, ist es also
unter Benutzung von Hammel-A-Blutzellen moglich, geeignete Immunsera

1) Komiya, Ztschr. Immunititsforschg. 67, 319 (1930).
2) 0. Thomsen, Ztschr. Rassenphysiologie 2, H.3 (1930).
%) Kolmer und Trist, Journ. of Immun. 5, 89 (1920).

H*
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von Kaninchen zu gewinnen. Nach Witebsky) und Ddlter?), sowie E. Mai®)
sind jedoch nur solche Kaninchen, die schon normale Anti-A-Antikorper
enthalten, zu deren immunisatorischen Bildung befdhigt. Wegen der nur
partiellen Rezeptoren-Gemeinschaft von Hammel- und Menschen-A-Blut-
zellen wirkt eine kreuzweise Absorption nicht erschopfend. Durch Hammel-
blutzellen 148t sich ein a-Agglutinin ebensowenig unwirksam machen wie
ein Hammelhdmolysin mit A-Blutzellen. Immerhin kommt es zu einer
quantitativen Abschwéchung.

Manchmal kénnen nach Witebsky auch O-Blutzellen Hammelhdmo-
lysine bei Kaninchen erzeugen, so daB es den Anschein hat, als wére das
Forssman’sche Antigen ein Komplex, dessen Einzelbestandteile selbst bei
O-Blutzellen vorhanden sein kénnen, und daB daher Forssman’sche Anti-
korper nicht untereinander kongruent sind, sondern die Sera Partial-
antikorper gegen das F. A. enthalten, je nach den Partialquoten des F. A.,
die in dem antikorperspendenden Tier gerade nicht vorhanden sind.

Da man heute zwei Untergruppen von A unterscheidet, so bedarf es wei-
terer Kliarung iiber deren Zusammenhéange mit Partialquoten des Forssman’schen
Antigens. Nochmals erwédhnt seien in diesem Zusammenhange die Versuche
von Hallauer mit den durch Waschen der Blutzellen in Ldsung gegangenen
A- und B-Rezeptoren bei Kaninchen streng gruppenspezifische Antikorper
zu erhalten, aber auch hier gelang dies nur gegen A. B-Antikérper wurden
nur in sehr geringem MaBe von Kaninchen gebildet und ganz allgemein ist die
immunisatorische Erzeugung hochwertiger Anti-B-Sera bei Tieren bisher nicht
gelungen. Die mit B- oder O-Blutzellen von Kaninchen erhaltenen Seren er-
wiesen sich in den Versuchen von Okabe*) als mehr oder weniger artspezifisch
und nicht gruppenspezifisch. Wieweit die Beobachtung von L. Hirszfeld und
Halber®), da das Serum zahlreicher Hithner O- und AB-Blutzellen wesentlich
stiarker agglutiniert als A-Blutzellen, zur Gewinnung brauchbarer Anti-O-
und Anti-B-Sera fiithren kann, muB weitere Forschung zeigen. Rosenthal®)
und Rosenthal und Salomon?) immunisierten Meerschweinchen mit O-Blutzellen
und fanden zunichst, daB das Serum in artspezifischer Weise die Blutzellen
aller Gruppen agglutinierte. Nach der Absorption mit A-Blutzellen agglutinierte
das Serum aber noch B- und O-Blutzellen, nicht aber AB-Blutzellen, woraus
Rosenthal folgert, daB das Anti-O-Serum spezifische Agglutinine gegen die
Gruppe O besitzt, und daB anderseits in den Blutzellen A oder B noch unbekannte
Rezeptoren vorhanden sein diirften, die mit den Rezeptoren der O-Gruppe
identisch sind. Diese Versuche werden bis zu einem gewissen Grade ergidnzt
durch die Feststellungen von Dujarric de la Riviere und Kossovitsch®), daB
normales Meerschweinchenserum regelmiBig Blutzellen der A- und AB-Gruppe
bei geeigneter Verdiinnung hamolysiert, nicht aber solche der B- und O-Gruppe.

1) Witebsky, Ztschr. Immunitatsforschg. 59, 139 (1928).

2) Ddlter, Ztschr. Immunititsforschg. 43, 95 (1925).

3) Mai, Ztschr. Immunitétsforschg. 66, 213 (1930).

4) Okabe, Ztschr. Immunitdtsforschg. 58, 22 (1928).

5) L. Hirszfeld und Halber, Compt. rend. Soc. Biol. 99, 1166 (1928).

) Rosenthal, Fol. haemat. 38, 86 (1929).

") Rosenthal und Salomon, Compt. rend. Soc. Biol. 101, 890 (1929).

8) Dujarric de la Riviere und Kossovitsch, Ann. Inst. Pasteur 45, 107 (1930).
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7. Untergruppen.
a) M-, N- und P-Rezeptoren.

Landsteiner und Levine') berichteten 1927 in einer vorldufigen Mit-
teilung folgendes:

,,Digeriert man eine Anzahl von Seren von Kaninchen, die mit mensch-
lichen Blutzellen immunisiert waren, mit Blutzellen gewisser Menschen
ohne Beriicksichtigung ihrer Gruppenzugehoérigkeit, dann erhdlt man in
einigen Fillen Sera, die eine scharfe Differenzierung menschlicher Blut-
zellen innerhalb der bekannten vier Gruppen erlauben,*

Die agglutinablen Blutzellen haben einen mit M bezeichneten Faktor.
Die Reaktion ist scharf unterscheidbar von Kailteagglutinationserschei-
nungen, die ebenfalls innerhalb der gleichen Gruppen Unterscheidungen
ermoglichen.

Auf die gleiche Weise fanden Landsteiner und Levine?) noch zwei
andere Faktoren, die sie mit N und P bezeichnen, von denen N mit M
genetisch in Beziehung steht, P dagegen fiir Negerblut charakteristisch
zu sein scheint. Es fanden sich aber keine entsprechenden Agglutinine
in den Seren der Menschen, so daB fiir den Nachweis der M-, N und P-
Rezeptoren nur von Kaninchen gewonnene Immunsera in Betracht kommen.

Der P-Faktor nimmt nach Schiff®) eine Sonderstellung ein. Kaninchen-
immunsera enthalten ihn nur selten, und da er beim Menschen in wechselnder
Stirke vorkommt, so war es nach Schiff bisher nicht immer méglich, ,,P*
und ,,nicht P* scharf zu trennen. Sehr viel gr6Bere Bedeutung haben aber die
M- und N-Rezeptoren erlangt, die, wenn vorhanden, in der Regel kraftig aus-
gebildet sind und eine scharfe Differenzierung erlauben.

Soweit bisher festgestellt wurde, enthalten alle Menschen entweder
M oder N oder beides, wiahrend nach Landsteiner und Levine die Kom-
bination von nicht M und nicht N noch nicht beobachtet wurde, was
auch von anderer Seite (Schiff) bestdtigt werden konnte.

Fiir die Haufigkeit der M- und N-Faktoren bei uns finden sich folgende
Zahlen:

Schockaert*) fand unter 559 Personen den M-Rezeptor 407 mal, am héufig-
sten in der AB-, dann in der O-, B- und relativ am wenigsten in der A-Gruppe.
Auch bei einigen Foten wurde M in frithen Stadien der Graviditdt.nachgewiesen.
Nach Schiff haben bei uns 50 Proz. aller Menschen -+, 30 Proz. +— und

20 Proz. —+, und Thomsen und Clausen’) fanden M bei 74,6 Proz., N bei
70,1 Proz., und 44,6 Proz. hatten beide Rezeptoren.

1) Landsteiner und Levine, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 24, 600, 941 (1927).

2) Landsteiner und Levine, Journ. exper. Med. 47, 757 (1927); 48, 731 (1928).

3) Schiff, Journ. of Immun. 15, 589 (1928); 16, 123 (1929); Dtsch. Ztschr.
gerichtl. Med. 18, 41 (1931).

4) Schockaert, Compt. rend. Soc. Biol. 100, 445 (1929).

5) Thomsen und Clausen, Hosp. tid. 1, 321 (1931).
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Da sich beziiglich der Vererbung nach allen bisherigen Untersuchungen
die Eigenschaften M und N als voneinander unabhéngige dominierende
Eigenschaften erwiesen haben, so haben wir, wenn man vorldufig von dem
P-Faktor absieht, der noch wenig durchforscht und anscheinend fiir die
europdische Bevolkerung keine besondere Rolle spielt, zwei Moglichkeiten,
die Menschen in Gruppen einzuteilen, und zwar in die bekannten vier
Gruppen (A, B, AB, O) und unabhéngig davon in drei Gruppen: M+4N-+-,
M+N—, M—N+-. Damit ist die Individualisierungsméglichkeit eines
Blutes betrichtlich gesteigert.

b) Untergruppen von A,

V. Dungern und Hirszfeld) hatten gelegentlich gefunden, daB die
a-Agglutinine aus einem B-Serum durch A-Blutzellen nur zum Teil ab-
sorbiert wurden. Die tibrigbleibende Fliissigkeit agglutinierte noch ge-
wisse aber nicht alle A-Blutzellen. Zu analogen Feststellungen gelangten
auch H. Schiitze?), Guthrie und Huck3) sowie Coca und Klein%). Wihrend
Lattes und Cavazzutti®) zwar die tatsdchlichen Befunde bestatigen konnten,
die zur Aufstellung eines weiteren Agglutinogen-Agglutininpaares (C, y)
fiihrten, konnten sie doch, ebenso wie Mino, die meisten Beobachtungen
durch quantitative Unterschiede in der Agglutinabilitdt der A-Blutzellen
sowie durch Annahme der Kailteagglutination (Pseudo-Agglutination)
erkldren. Besonders bemerkenswert war, daB die Blutkorperchen, die
nach Guthrie und Huck das Antigen C enthalten und deswegen durch mehr
Sera als die gewohnlichen Blutzellen der Gruppe A agglutiniert werden
sollen, auch besonders leicht der Pseudoagglutination unterliegen. Immer-
hin blieb die weiterhin von Kline, Ecker und Young®) bestehende Tat-
sache, daB z. B. bei 162 von 200 Erwachsenen der Gruppe A eine agglu-
tinable Substanz gefunden wurde, die bei den restlichen 38 fehlte.

Nun gelang es Landsteiner und Witt?) in O- und B-Seren zwei Agglu-
tinine nachzuweisen. Die einen vom a-Typ wirkten auf alle Blutzellen,
die anderen, mit a, bezeichneten, wirkten nur auf A-Blutzellen, die einen
besonderen A;-Rezeptor enthielten, so daB also in der A-Gruppe zwei
Arten von Blutzellen: AA und AA, zu unterscheiden waren. Durch die
Methodik der Kailteagglutination konnten dann Landsteiner und Levines)
eine weitere Untergruppe nachweisen, so daB sich die Annahme zweier
besonderer Agglutinine @, und a, ergab mit entsprechenden A,- und

1) V. Dungern und Hirszfeld, Ztschr. Immunititsforschg. 13, 52 (1911).
%) H. Schiitze, Brit. Journ. exper. Path. 2, 26 (1921).

3) Guthrie und Huck, Bull. Hopkins Hosp. 34, 128 (1923); 35, 23 (1924).
4) Coca und Klein, Journ. of Immun. 13, 477 (1923).

5) Lattes und Cavazzutti, Journ. of Immun. 9, 407 (1924).

) Kline, Ecker und Young, Journ. of Immun. 10, 595 (1925).

") Landsteiner und Witt, Journ. of Immun. 11, 221 (1926).

8) Landsteiner und Levine, Journ. of Immun. 12, 441 (1926); 17, 1 (1929).
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A,-Rezeptoren. Da auBerdem beiden Untergruppen der Rezeptor A ge-
meinsam ist, wurden die Gruppen mit AA; und AA, bezeichnet.

0. Thomsen') und seine Mitarbeiter Friedenreich, Worsaae und Kettel
konnten ebenfalls bei den Blutzellen der A- und AB-Gruppe zwei Typen
streng unterscheiden, die sie A und A?! nannten. Ihre Auffassung weicht
aber von der Landsteiner’s ab, was sich schon in der Bezeichnung aus-
driickt. Nach Landsteiner miite das dem Rezeptor Al entsprechende
a,-Agglutinin regelmaBig im Serum der O- und B-Gruppe nach Absorption
mit AA,-Blutzellen tibrig bleiben. Thomsen und Mitarbeiter halten die
A;- und A,-Rezeptoren fiir zwei verschiedene Kailteagglutinine, die in
starkerer Konzentration nur selten vorhanden sind. Das a,-Agglutinin
von Landsteiner wird als Kélteagglutinin aufgefaBt und kann mit einer
angemessenen Menge AA,-Blutzellen (wie auch mit allen anderen Blut-
zellen) aus O- und B-Serum absorbiert werden. Was vom Agglutininrest
tibrig bleibt, bezeichnet Thomsen mit a,-Agglutinin, das aber mit dem
von Landsteiner so bezeichneten Agglutininrest nach Absorption nicht
identisch ist. Was also Landsteiner mit AA,- und AA,-Untergruppen
bezeichnet, entspricht den von Thomsen mit A und A! bezeichneten
Gruppen.

Die Untersuchungen von Thomsen haben nun bewiesen, daB die
A- und A'-Gruppen zwei durchaus voneinander unterscheidbare Gruppen
sind. Es gelang dies mit der folgenden von Friedenreich und Worsaae?)
ausgearbeiteten Technik.

Um A von A! zu trennen, wird bei der Verdiinnungsreihe des B-Serums
anstatt physiol. NaCl als Verdiinnungsmittel Serum der Gruppe A genommen.
Die zu priifenden A-Blutzellen werden gewaschen und in 2 Proz. Aufschwemmung
zugegeben: 0,1 ccm der Blutsuspension -+ 0,1 ccm der Serumverdiinnung. Der
Serumverdiinnung soll der Blutzellenzusatz unmittelbar folgen.

Man nimmt sechs kleine Reagenzrohrchen. In das erste bringt man
0,1 ccm eines starken B-Serums, dann in samtliche Rohrchen 0,1 ccm des zu
priifenden A-Serums und verdiinnt, indem man 0,1 ccm aus dem ersten Réhrchen
in das zweite bringt und so fort.

Man verdiinnt also ein Anti-A-Serum mit einem A-Serum, das man auf
die Agglutinine fiir A und A? priifen will. Die Agglutination der Blutkdrperchen
A! wird in einem viel stirkeren MaBe gehemmt als bei A.

Die graphische Darstellung ergibt Kurven, die die Titer (y) eines B-Serums
angeben, das mit dem im Verhiltnis zum Serumvolumen dicht zusammen-
geballten Blutzellenzentrifugat (x) absorbiert ist. Die eine Gruppe bindet
erheblich stirker als die andere. Dabei ist wesentlich, daf die Kurven keinen
Ubergang zeigen. Immerhin besteht natiirlich eine gewisse geringfiigige Varia-
tion in der Bindungsf4higkeit der Agglutinine innerhalb jeder der beiden Gruppen.

1) 0. Thomsen, Compt. rend. Soc. Biol. 130, 1301 (1930); Klin. Wschr.
1930, 67; Hosp. tid. 2, 1077 (1929); Med. Welt 1930, Nr. 16 und 17.

2) Friedenreich und Worsaae, Hosp. tid. 2, 1077 (1929).



72 Die Himagglutination

6
Y.

321

761
) Fig. 4.
X8

£ Verhaltnis von
34 Blutzellenzentrifugat
S zum Serumvolumen.
Q 2L

a

1 1 1 1 i 1 ) i \l
Vot 1128 Yoy W2 V% 7/8)( Wt 11 2

Ein weiterer Unterschied zwischen A und A? besteht nach Thomsen')
im Verhalten der Blutzellen gegeniiber dem im O- und B-Serum ent-
haltenen Anti-A-Lysin. Bei Zimmertemperatur werden die A-Blutzellen
schwach oder gar nicht von einem Serum mit angemessenem Lysingehalt
agglutiniert, gehen aber mehr oder weniger vollstindig in Losung. Das
AL-Blut wird dagegen kriftig agglutiniert, geht aber entweder gar nicht
oder nur zu einem sehr kleinen Teil in Losung. Bei 37° geht dieser Unter-
schied zum gréBten Teil verloren.

Nach allem, was wir heute wissen, bleibt die Blutgruppe eines Men-
schen zeitlebens konstant und alle Angaben von Anderungen der Blut-
gruppe unter dem EinfluB von Krankheiten oder Medikamenten halten
der Kritik nicht stand. Dieser Umstand, sowie die nach bestimmten
Gesetzen sich vollziehende Vererbung haben erst die groBe Bedeutung
der Blutgruppen fiir Rassenkunde und gerichtliche Medizin zur Folge
gehabt.

C. Das Thomsen’sche Phinomen.

0. Thomsen (1926) entdeckte ein bakterielles Agens, das imstande ist,
die Blutzellen aller Gruppen in charakteristischer Weise so zu verandern,
daB sie von allen menschlichen Seren (auch von denen der AB-Gruppe)
agglutiniert werden. Dieses Phidnomen wurde dann in der folgenden Zeit
von O. Thomsen und V. Friedenreich griindlich bearbeitet und weitgehend
gekldrt. Beziiglich der Literatur iiber diesen Gegenstand sei auf die
monographische Darstellung des Thomsen’schen Phdnomens von V. Frie-
denreich,1930 (englisch, bei Levine und Munksgaard, Kopenhagen) hinge-
wiesen, und wegen der groBen Bedeutung, die das Th.-Phdnomen iiber
die einer Fehlerquelle bei der Isoagglutination hinaus ganz allgemein zum

1) Thomsen, Miinch. med. Wschr. 1930, 1190.
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Antigen- und Spezifitdtsproblem gewonnen hat, sei ausfiihrlicher an Hand
des zitierten Buches auf dasselbe eingegangen:

Die das Th.-Phdnomen am besten bewirkenden Bakterien M- und J-Ba-
zillen sind coryne-artige Bakterien. Aber es sind noch einige andere Bakterien
gefunden worden wie einige Cholerastimme, Vibrio Nasik u. a. Vibrionen,
sowie einige phosphoreszierende (zufallig?) Bakterien wie der Vibrio phosphor-
escens und der Coccobacillus Pierantonii. Die die Blutzellen ,,transformierende*
Eigenschaft ist demnach weder auBlerordentlich selten noch auf bestimmte
Gruppen von Bakterien beschrinkt. Der Mechanismus der Wirkung auf die
Blutzellen scheint bei allen diesen Mikroorganismen der gleiche zu sein.

Das bakterielle Agens agglutiniert selbst nicht, bewirkt auch keine
Héamolyse, sondern bewirkt, da die Blutzellen in selbst 1/,, verdiinntem
Serum in einer Art agglutinierbar sind, die von dem Bilde der Isohdm-
agglutination nicht zu unterscheiden ist. Die einmal erworbene Agglu-
tinabilitdt ist durch Waschen nicht entfernbar. Nur die lebenden und
sich vermehrenden (bei 22° nicht bei 379 Bazillen konnen diese Verdnde-
rung bewirken, die sich besonders wirksam in dem keimfreien Bouillon-
kulturfiltrat der J- oder M-Bazillen nachweisen 148t und mittels dieses
Filtrates schon in etwa 10-—20 Minuten hervorgerufen werden kann. Das
Agens ist bei 65° irreversibel inaktiviert, ist aber anderseits in getrocknetem
Zustand monatelang haltbar.

Die Agglutination wird nun durch einen Faktor im Serum bedingt,
der, und zwar nur durch transformierte Blutzellen (T-Blutzellen), aus
dem Serum in spezifischer Weise absorbiert werden kann, weswegen dieser
Faktor als T-Agglutinin bezeichnet wird. Z. B. T-Blutzellen der Gruppe O
konnen aus O-Serum nur das T-Agglutinin ohne praktischen Verlust der
a- und g-Agglutinine entfernen, und umgekehrt kénnen A- und B-Blut-
zellen aus O-Serum die - und a-Agglutinine absorbieren, ohne dem Serum
die Fiahigkeit zu nehmen T-O-Blutzellen zu agglutinieren. SchlieBlich
reagieren T-A- und T-B-Blutzellen sowohl auf g- und a- wie auch auf
T-Agglutinine. Das sieht also ganz so aus, als ob die Agglutination von
T-Blutzellen von einem besonderen (T)-Agglutinin bedingt ist, das in
allen menschlichen Seren vorkommt und von den a- und $-Agglutininen
unabhéngig ist. Mit der gleichen Berechtigung, mit der wir die den a- und
p-Agglutininen entsprechenden B- und A-Rezeptoren als Partialantigene
in den Blutzellen annehmen, kénnen wir von einem T-Rezeptor sprechen,
der sich durch die Behandlung mit den J-Kulturfiltraten an der Blutzelle
gebildet hat. Welcher Art ist nun der Prozef, der sich zwischen den
J-Bazillen und der Blutzelle abspielt?

Durch die Tatsache, daB sich das Th.-Phinomen am reinsten mit keim-
freiem Bakterienfiltrat darstellen 148t, ist jedes Mitspielen von agglutinatorischen
Phidnomenen auszuschlieBen. Dazu kommt, daB ein gegen J- oder M-Bazillen
gerichtetes Kaninchen-Immunserum T-A-Blutzellen nicht starker agglutiniert,
als ein normales Kaninchen es tut; und anschlieBende Absorption des Bakterien-
agglutinins durch die betr. Bazillen nimmt dem Serum nicht die Fahigkeit,
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T-Blutzellen zu agglutinieren [Hallauer')]. Das wesentliche ist also eine Ver-
dnderung der Blutzellen.

Die vorher gewaschenen und dann nach Behandlung mit dem J-
Filtrat nochmals gewaschenen Blutzellen zeigen weder eine morphologische
Verschiedenheit noch eine Resistenzverdnderung gegen Hypotonie im
Vergleich zu unbehandelten Blutzellen. Wenn auch im Filtrat das Agens
fertig an die Blutzellen herantreten kann, so vergeht bis zur Erwerbung
der Agglutinabilitat doch eine gewisse Latenzperiode, deren Lénge aber
symbat mit Zunahme der Filtratmenge abnimmt. Zu beachten ist, daB
die maximale Bindung der wirksamen Substanz bereits zu einer Zeit
erfolgt, in der die Blutzellen noch nicht agglutinierbar sind. In dem
MaBe, in dem der Prozef fortschreitet, wird die Bindung reversibel,
so daB zu der Zeit maximaler erworbener Agglutinabilitit das trans-
formierende Agens wieder fast vollstindig in der Fliissigkeit vorhanden
ist. Also wie bei einem Katalytischen ProzeB ist das Agens nicht in das
Endprodukt der Reaktion eingetreten. An der Blutzelle muf wéhrend
dieses Prozesses etwas stattgefunden haben, was man serologisch als
Rezeptorbildung bezeichnen muB, und der neugebildete Rezeptor hat fiir
das Agens keine weitere Affinitdt mehr.

Das Agens ist durch Alkohol fillbar, nicht dialysierbar, durch Er-
wirmen inaktivierbar, wobei die Inaktivierungstemperatur von der pg
abhingt. Die Transformierung der Blutzellen hat ein py-Optimum bei
pg 6—7. Das Agens wird von den lebenden Bakterien nur bei 229, nicht
bei 37° gebildet. Nach alledem scheint das wirksame Agens, das den
T-Rezeptor bildet, ein Ferment zu sein.

Das T-Agglutinin fehlt im Serum Neugeborener und kleiner Kinder, ist
aber stets im Serum Erwachsener vorhanden in Mengen, die individuell stark
schwanken und weder mit dem Titer der Isoagglutinine zusammenhangen
(Kettel) noch irgendeine Proportionalitit zu Kalteagglutininen zeigen. Iso-
und Kalteagglutinine konnen aus dem Serum absorbiert werden ohne Titer-
dnderung fiir die T-Agglutinine und umgekehrt.

Vergleicht man T-, Iso- und Kalte-Agglutinine in Seren, bei denen diese
Agglutinine bei 0° den gleichen Titer haben (Kettel), so sieht man (Fig. 5), daBl
alle drei Agglutinine ihr Maximum bei 0° haben und mit steigender Temperatur
in verschiedenem Grade abnehmen, T-Agglutinine am meisten, Kilteagglutinine
am wenigsten.

Wir haben also in dem Thomsen’schen Phinomen die Tatsache vor
uns, daB durch einen der Sachlage nach scheinbar fermentativen ProzeB
ein als solches unbekanntes Substrat der roten Blutzellen in seiner Spezi-
fitdt so gedndert wird, daB es nun spezifisch auf einen Antikérper im
Serum reagiert, wobei die Bindungsfahigkeit nur quantitativ durch die
Menge des in den Blutzellen gebildeten Reaktionsproduktes (T-Rezeptor)
bestimmt zu sein scheint. Diese Anderung der antigenen Spezifitdt durch

1) Hallauer, Ztschr. Immunititsforschg. 67, 15 (1930).
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fermentative Eingriffe paBt zwar durchaus in den Rahmen der von
Obermeyer, Pick und Landsteiner ermittelten experimentellen Tatsachen
tiber Anderung der Spezifitdt, nur mit dem Unterschied, da8 fiir die Fest-
stellung der neuen Spezifitdt keine Immunisierung nétig ist, sondern daB
der spezifische Antikorper bereits vorhanden ist. Dieser letztere Umstand
ist allerdings sehr merkwiirdig, aber nach Friedenreich nicht mehr, als
das Vorhandensein von Normalantikorpern iiberhaupt.

7:256,

1.728)

7:649)

7:32

7:76

7:8

7:4

7:2

0 1 1 A A 3
c ° 207 0° 70° 20°

lemperatun

Fig. 5. Abnahme des Titers mit steigender Temperatur von T-, Iso- und Kalte-
agglutininen, die bei 0° den gleichen Titer haben. [Aus Friedenreich, The Thom-
sen Hemagglutinationphenomenon (1930), 66.]

Nun vermag das Agens der M- und J-Bazillen in gleichem Sinne die Blut-
zellen aller soweit gepriiften Tierarten (Meerschweinchen, Schaf, Pferd, Hund,
Schwein, Ratte, Huhn, Rind, Kaninchen), zu tranformieren, wobei sich die
gebildeten T-Rezeptoren nur quantitativ, aber nicht qualitativ von den T-Re-
zeptoren menschlicher Blutzellen unterschieden. Mithin erhalten alle diese
Blutzellen das gleiche Substrat, welches als solches keine, bisher nachweisbare,
serologische Spezifitdt aufweist.

Ob auch andere Gewebezellen diese neue Spezifitdt erwerben konnen,
ist noch wenig untersucht. Versuche von Friedenreich und Thune Andersen?)
scheinen bei Meerschweinchen-Organzellen negativ ausgefallen zu sein.

Wenn im vorhergegangenen die T-Rezeptor-Agglutininbeziehung als
spezifisch bezeichnet wurde, so ist damit nach Friedenreich die durchaus

1) Friedenreich und Thune Andersen, Acta path. scand. (Kopenh.) 6, 236
(1929).
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nicht absolute Spezifitdt der Agglutinine und der Antikorper iiberhaupt
gemeint. Eisler und Fujioka') und Hirota®) ziehen eine mehr physikalisch-
chemische Deutung der T-Agglutination vor, doch ist im Grunde eine
physikalisch-chemische Serumfunktion mit einer gewissen spezifischen
Wirkung nur ein anderer Ausdruck fiir den serologischen Antikérper-
begriff. Die Schwierigkeit liegt darin, daB wir weder iiber die Natur der
beteiligten Molekiilgruppen in der neu erworbenen Antigenstruktur der
Blutzellen etwas wissen, noch iiber den Chemismus, der der serologischen
Spezifitat zugrunde liegt. Nur ist fiir die Erkenntnis des letzteren schon
viel mit der Landsteiner’schen®) Idee gewonnen, daB anscheinend eine
Spezifitdt schon durch die kombinierte Wirkung einer begrenzten Zahl
von an sich unspezifischen Serumfunktionen zustande kommen kann.

IV. Die spezifische Prazipitation.

1. Die verschiedenen Erscheinungsformen der Prizipitation.

Es gibt bekanntlich drei Methoden zur Anstellung der spezifischen
EiweiB-AntieiweiB-Prazipitation: Entweder wird zu einer konstanten
Antigenmenge fallende Mengen von antikorperhaltigem Serum zugesetzt
oder zu konstanten Mengen von Immunserum fallende Mengen des Anti-
gens. In beiden Féllen werden die Komponenten gemischt und der Pra-
zipitintiter des Serums wird in der Regel durch die grofte Verdiinnung
des variierten EiweiBes ausgedriickt, bei der die Mischung nach bestimmter
Zeit und bei bestimmter Temperatur noch eine deutliche Triibung auf-
weist. An Stelle der Triibung kann auch die Ringbildung verwertet
werden wie bei der dritten Methode, bei der konstante Immunserenmengen
mit steigenden Verdtinnungen von Antigen vorsichtig iiberschichtet werden.

Die Prazipitation ist als Ausdruck der gegenseitigen Beeinflussung
zweier kolloider Losungen am deutlichsten bei den Mischungen von Antigen-
und Antikorperlésungen, wo man auch die typischen Flockungsoptima
beobachten kann, wéhrend die Ringmethode die Empfindlichkeit des
Immunglobulins durch die Mindestmenge von Antigen miBt, mit der es
noch zusammen durch Elektrolyte an der Kontaktstelle eine zur sicht-
baren Triibung geniigende Dispersititsvergroberung erleidet oder mit
anderen Worten, man miBt durch die Antigenverdiinnung das Minimum

1) Eisler und Fujioka, Wien. klin. Wschr. 1928, 912,
%) Hirota, Ztschr. Immunititsforschg. 58, 78 (1928).
8) Landsteiner, Miinch. med. Wschr. 1905, 1902; Ztschr. Hyg. 58, 213 (1908).
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an Kondensationskernen, an denen sich das verfiighare Immunglobulin
soweit kondensieren kann, daB das zum Sichtbarwerden nétige Minimum
an Agglomeration der A. A.-Komplexe eintritt.

2, Die quantitativen Verhéltnisse bei der Prézipitation.

Nur wenn Antigen und Antikérper in gewissen Verhdltnissen ihrer
Konzentrationen zueinander stehen, kommt eine sichtbare Prazipitation
zustande, und diese bleibt aus, wenn eine der beiden Komponenten im
UberschuB vorhanden ist. Essind also zweifellos quantitative Beziehungen
zwischen den beiden Reaktionskomponenten vorhanden, und nach Dean?)
kann man sagen, daB fiir eine bestimmte Menge Immunserum es eine
bestimmte Antigenmenge zur optimalen Prizipitation gibt. Als besonders
pragnantes Beispiel fiir das Bestehen eines festen Konzentrationsverhélt-
nisses bei optimaler Prézipitation sei das folgende von Dean hier wieder-
gegeben:

Antigen:
Je 5 ccm norm. Pferde-
serum  verdiinnt 1:] 1| 2 | 4 | 8 | 16| 32 | 64| 128 256| 512| 1024 K

Antikdrper: ‘
Je 5 cem Kaninchen- ‘
Antipferdeserum
verdiinnt 1:5 |70 |140| 190 200‘\110 160{46/30 2010|750
1:10| 5| 30] 65/ 80 75| 512510

120 60: 25|15

Die Zahlen geben das Volumen des Prézipitates in cmm nach 4stiin-
digem Stehen des Reaktionsgemisches.

Diese optimale Proportion wurde von Dean und Webb?) zu einem Ver-
fahren der gegenseitigen Auswertung von Immunserum und Antigen ausgear-
beitet. Wesentlich ist dabei, die Antisera verdiinnt anzuwenden, meistens
1:20 verdiinnt, bei hochwertigen Sera auch 1:40. Dabei konnten im Falle
von Pferdeserum als Antigen noch quantitative Unterschiede von 0,0001 ccm
nachgewiesen werden. Das Verhiltnis von Antigen zu Antiserum ist bei sehr
wirksamen Immunseren etwa 1:10, bei schwicheren ca. 1:100, d. h. zur opti-
malen zeitlich am schnellsten eintretenden Flockung muB in der Mischung auf
eine bestimmte Antiserummenge etwa der 10. bzw. der 100. Teil dieser Menge
an Antigen vorhanden sein. Diese Verhaltniszahl kann bei bekanntem Antikdrper
ein MaB fiir das Antigen sein und umgekehrt. Dean und Webb nehmen z. B.
als Préazipitineinheit diejenige Serummenge, welche mit 0,00001 ccm Pferde-
serumantigen optimal flockt. Ist diese Serummenge gerade in 1 ccm Serum,
so wére dies Serum 1fach, in 0,5 ccm 2fach. War z. B. bei einem Pferdeeiweil
prézipitierenden Serum das Antigen-Antiserum-Verhiltnis 1:200, so wiirden
0,00001 ccm Pferdeserumantigen mit der 200fachen Menge Antiserum optimal
flocken, also mit 0,02 ccm Serum, welche Serummenge also eine Prazipitin-
einheit enthielt. Mithin wire das Serum 500fach.

1) Dean, Ztschr. Immunitdtsforschg. 11, 58 (1911).
2) Dean und Webb, Journ. of Path. 29,, 473 (1926); 31, 89 (1928).
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Auch Cromwell') hatte quantitative Messungen ausgefithrt und fand, daB
sich, allerdings nur mit einfachen Antigenen, wie z. B. krist. Eieralbumin,
nicht mit komplexem Antigen wie Serum, der Antikérpergehalt eines Immun-
serums ziemlich genau nach einer Formel berechnen 148t, wenn man den Anti-
gentiter und die groBte Prazipitatmenge (stdrkste Reaktion) mit einer Serum-
verdiinnung bestimmt hat. Der Antigentiter variiert mit dem Antikorpertiter
und bei maximaler Prézipitation glaubt Cromwell multiple Proportionen an-
nehmen zu diirfen.

Zu einer anderen Auffassung der quantitativen Beziehungen kamen
M. Heidelberger und F. E. Kendall?), die den Prazipitationsvorgang an
einem fiir quantitative Messungen besonders geeignetem Versuchsbeispiel
studierten. Sie benutzten als Antigen das hoch gereinigte N-freie spe-
zifische Polysaccharid des Pneumokokkus Typ III und als Antikérper
ein nach der Methode von Felfon gereinigtes und konzentriertes Anti-111-
Pneumokokken-Pferdeserum und untersuchten die experimentell ermit-
telten Daten der Zusammensetzung des spezifischen Prézipitats und der
iibrigbleibenden Losung unter dem Gesichtspunkte des chemischen
Massenwirkungsgesetzes. Aus ihren Versuchen ging hervor, daB bei
konstanter Antikdrpermenge (A) und zunehmender Menge des Polysaccha-
rids (S) das Verhéltnis der beiden Komponenten im Prizipitat bei dessen
geringster nachweisbarer Bildung 120:1 und etwa 60:1 im Zustand des
Gleichgewichtes war, wenn sowohl A wie S in der iiberstehenden Fliissig-
keit nachweisbar waren. Es sieht also so aus, als ob eine geringe Menge von
B mit viel A ein Prézipitat im Verhdltnis 120:1 liefert. Zunahme von S
bildet dann eine Verbindung im Verhéltnis 60:1. Symbolisch ausgedriickt
sind die Grenzverbindungen, die sich bei geeigneten Mengenverhéltnissen
bilden kénnen: A 4+ S = AS (120:1) und AS + S = AS, (60:1). Ist
AS, gebildet, ist insofern ein Gleichgewicht gebildet, als sich S leicht
ausschiitteln 148t und dann mit A wieder reagieren kann. Dieses Gleich-
gewicht kann man ausdriicken mit der Formel:

[Al.[SI* _ ¢

[AS,]

Unter einigen vereinfachenden Voraussetzungen gelangten die Autoren
zu einem anndhernden Wert von K (0,0135), mittels dessen sich die Mengen-
verhéltnisse von A und S in GroBenordnungen berechnen lieen, die den
Experimenten entsprachen.

Wird nun §S iiber diesen Gleichgewichtszustand hinaus zugesetzt,
dann 16st sich das Prazipitat wieder, und wenn in den Versuchen der
Autoren mindestens 100mal soviel S vorhanden war als zum Erreichen
des Gleichgewichtes geniigte, kam iiberhaupt keine Prézipitation mehr
zustande. Dieser Losungseffekt ist genau so spezifisch wie die A-S-Reak-

1) Cromwell, Journ. inf. Dis. 37, 321 (1925).
%) M. Heidelberger und F. E. Kendall, Journ. exper. Med. 50, 809 (1929).
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tion, denn das spezifische Typ I-Prazipitat ist in S III-Lésung ebenso
unldslich, wie das Typ I1I-Prazipitat in S I-Lésung, wahrend in homologer
Losung das Prézipitat leicht 16slich ist. Diese Losung ist bei Verringerung
der Konzentration von § reversibel. Nimmt man daher das Prizipitat
im Gleichgewicht wie oben mit AS, an, dann schreitet die Reaktion bei
weiterer Zugabe von § im Sinne der folgenden Formel vor:

AS, +nS =ASp
und fiir die Losungsbedingung muf gelten:
[AS,] - [S]» _
[A Sp]
Auch diese Bedingung lieB sich unter vereinfachenden Voraussetzungen
rechnerisch mit den experimentellen Ergebnissen in Einklang bringen,
wobei sich fiir n der Wert 1 ergab. So gelangten Heidelberger und Kendall

zu der Auffassung, daB sich die spezifische Pneumokokkus I11-Polysaccha-
rid-Prizipitation in den folgenden 3 Phasen abspielt:

LA +S<=AS
1. AS + S = AS,
III. AS,+ S = AS,

wobei die fett gedruckten Verbindungen Prazipitate darstellen. Wegen
der schweren Loslichkeit von AS strebt die Reaktion dahin, nach [ zu
verlaufen. Steigt die Konzentration von S, dann bildet sich AS, auf Kosten
von AS, bis das Gleichgewicht erreicht ist. AS, hat eine gewisse Loslichkeit
und Dissoziationsbestreben, weswegen in diesem Punkte A und S in der
Losung nachweisbar sind. Wird in diesem Stadium A zugefiigt, dann
bildet sich wieder AS, und wenn § zugeftigt wird, dann geht die Reaktion
im Sinne von II weiter, bis alles A und S in Form der ASg-Bindung vor-
handen ist. Bei weiterem Zusatz von S bildet sich das ldsliche AS,.
Diese einfache Erklarung der spezifischen Prézipitation hat manche
Analoga in der Chemie, und die Autoren erwéahnen ein solches in der fol-
genden Reaktion:

Ag + CN' = AgCN

AgCN + CN' = Ag(CN),.

Das erste Stadium dieser Reaktion entspricht den obigen I und II
und die Wiederauflosung des Silberzyanids im Uberschuf von CN” dem
obigen Stadium III. Dabei ist, um die Analogie vollstdndig zu machen,
zu beachten, daB in diesem Falle S das Anion der Aldobionsdure ist. In
diesem Falle ist also die sog. Vorzone oder Hemmungszone (siehe S. 148)
bei der spezifischen Prazipitation durch Annahme der Bildung ldslicher
Reaktionsprodukte erklart.
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Analog wie in dem III Stadium der A-S-Prazipitation der UberschuB
von S wirkt, ist wahrscheinlich auch die Beobachtung von Th. Francis') zu
erkldren, der zufolge durch Immunserum agglutinierte Pneumokokken durch
Zusatz groBerer Mengen des loslichen homologen Polysaccharids wieder dispergiert
werden und nach Entfernung des Polysaccharidiiberschusses erneut agglutinabel

sind.
3. Die Zusammensetzung des Prizipitates.

Wir miissen die Prizipitine wie die Agglutinine als mit spezifischen
Bindungsaffinititen versehene Serumglobuline auffassen. Wird durch
Thoriumsulfat [Doerr?)] das Globulin eines schwach prazipitierenden
Immunserums geféllt, und der Niederschlag in einem anderen Immun-
serum wieder geldst, so wird dessen Prézipitintiter gesteigert. Der Pré-
zipitationsvorgang ist hochstwahrscheinlich wie der bei der Agglutination
eine adsorptive Bindung des Immunglobulins an die als Kern dienende
Antigenzelle. Werden nach F. S. Jones®) Kollodiumteilchen mit Antigen
adsorptiv beladen, dann nach Waschen resuspendiert in NaCl-Losung,
so kann sich Immunglobulin aus zugesetztem antikdrperhaltigem homo-
logem Serum an die Kollodiumteilchen binden, die dadurch agglutinieren.
Wenn man aber umgekehrt verfdhrt, also die Kollodiumteilchen erst
mit dem Immunserum behandelt und dann nach Waschen derselben mit
der Antigenlosung, so wird zwar Antigen gebunden, die Teilchen aber nicht
agglutiniert (weil die Schicht denaturierten Globulins hier sich nicht auen
befindet und daher die Teilchen nicht gegen die Kationen des Milieus
empfindlich genug sind).

Da die Antigenmizelle bei der Prazipitation relativ viel kleiner ist wie
bei der Agglutination, worauf schon auf S. 51 verwiesen wurde, so besteht
das Prizipitat vorwiegend aus den Globulinen des Immunserums, enthalt
aber natiirlich auch Antigen, wie das u. a. von Weil%) durch Anaphylaxie-
versuche hat nachgewiesen werden kdnnen.

Auch durch chemische Analyse ist der Nachweis erbracht worden, da das
Prazipitat sowohl Antigen als auch Antikorper enthélt. Es seien von den letzten
Arbeiten iiber diese Fragen, die von Hsien-Wu, Lan-Hua Cheng und Chen-Pien Li®)
sowie die von Fr. Breinl und F. Haurowitz®) erwahnt. Die Erstgenannten
arbeiteten mit Himoglobin als Antigen und fanden, da das Prazipitat nur aus
Hiamoglobin und Eiweil des Immunserums bestand, aber der fast konstante
Gehalt des Prizipitates an Himoglobin in ihren zahlreichen Versuchen laft
die Verfasser eher eine chemische (stochiometrische) Reaktion bei der Prézipi-
tation annehmen als eine mehr physikalische Reaktion zwischen Kolloiden.
Ebenfalls mit Hamoglobin als Antigen arbeiteten Breinl und Haurowifz. Bei

1) Th. Francis, Journ. exper. Med. 55, 55 (1932).

2) Doerr, Koll.-Ztschr. 27, 277 (1920).

8) F. 8. Jones, Journ, exper. Med. 46, 303 (1927); 48, 183 (1928).

4) Weil, Journ. of Immun. 1, 19, 35, 47 (1926).

5) Hsien-Wu, Lan-Hua Cheng und Chen-Pien Li, Proc. Soc. exper. Biol.
a. Med. 25, 853 (1928).

8) Fr. Breinl und F. Haurowitz, Hoppe-Seylers Z. 192, 45 (1930).
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ihnen enthielt das Prizipitat auBer Hidmoglobin, dessen Gehalt zwischen 6
und 24 Proz., je nach dessen Konzentration im Féllungsversuch, schwankte, und
einem dem Serumglobulin entsprechenden EiweiB noch 2—S8 Proz. Lipoide.
Die Lipoide halten die Autoren wegen ihres unregelmiBigen Gehaltes fiir Be-
gleitstoffe, die an und fiir sich mit dem Prazipitationsvorgang nichts zu tun
haben, doch diirfte diese Annahme die fritheren Feststellungen von P. Hartley')
nicht geniigend beriicksichtigt haben, denen zufolge die spezifische Prazipitation
ausbleibt trotz Vorhandenseins von Antikdrpern, wenn Antigen und Antiserum
vor ihrer Vermischung griindlich von den &therldslichen Bestandteilen befreit
wurden. Die im Verhdltnis zum Antigen sehr viel starkere Beteiligung des
Immunserumeiweifes an dem Prazipitat erhellt aus dem Beispiel von Welsh
und Chapman?) . Diese mischten 2,5 mg getrocknetes Hiihnereiereiweil mit
19 ccm homologen Antiserums und erhielten ein Prézipitat von 18 mg Trocken-
gewicht.

4. Beziehung der Prizipitatmasse zum Antigen-Antikdrper-Verhiltnis.

Allgemein bildet sich die groBte Prizipitatmasse nicht dort, wo das
Verhdltnis von Antigen zu Antiserum fiir die Reaktionsgeschwindigkeit
optimal ist. Wird nach Dean und Webb3) zu einer konstanten Immun-
serummenge Antigen in steigenden Mengen zugesetzt, dann nimmt die
Prazipitatmasse zu, bis das fiir die Reaktionsgeschwindigkeit optimale
Mengenverhdltnis erreicht ist. Dariiber hinaus nimmt mit steigender
Antigenmenge die Reaktionsgeschwindigkeit ab, aber die Préizipitatmasse
kann noch weiterhin zunehmen, bis etwa die Antigenmenge das doppelte
des obigen Optimums erreicht, dann nimmt bei weiterem Antigenzusatz
die Masse wieder ab, und die Reaktionsgeschwindigkeit wird sehr gering.

Zur Erlauterung diene die Wiedergabe des folgenden Versuchs einer Pferde-
serumeiweiB-Prazipitation der Arbeit von Dean und Webb, bei der das optimale
Mengenverhiltnis von Antigen zu Antiserum 1:50 war.

Zu 2 ccm Antiserum | Antigen zu | Aussehen der tibersteh.| Trockengewicht des
Zusatz von Pferde- | Antiserum Fliissigkeit nach Prazipitates
serum in ccm wie: 48 Stunden in mg
0,24 1: 8,3 deutl. Opaleszenz 28,6
0,16 1:12,5 triib 26,5
0,08 1:25 schwache Opaleszenz 36,8
0,04 1:50 praktisch wasserklar 27,6
0,03 1:66 praktisch wasserklar 23,3
0,02 1:100 praktisch wasserklar 18,1
0,01 1:200 praktisch wasserklar 11,1
0,005 1:400 praktisch wasserklar 6,8

Worauf beruht nun diese Massenzunahme des Prizipitates mit stei-
gender Antigenmenge? Heidelberger und Kendall haben, wie oben an-

1) P. Hartley, Brit. Journ. exper. Path. 6, 180 (1925).

2) Welsh und Chapman, Journ. of Hyg. 6, 251 (1906); Brit med. Journ.
11, 510 (1910); Proc. roy. Soc. Lond. (B) 80, 161 (1908).

%) Dean und Webb, loc. cit.

H.Schmidt, Serologie
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gegeben, bei der spezifischen Prézipitation des Pneumokokkus I1I-Poly-
saccharids die Prazipitationsmassenzunahme mit der Formel AS+S=AS,
erkldrt. Folgerichtig miiBte daher die VergroBerung durch Zunahme der
Antigenmasse erfolgen, was aber mit der schon mehrfach erwihnten
Auffassung der Bildung von Adsorptionshiillen von Immunglobulin um
die Antigenmizelle nicht im Einklang steht. In dem obigen Versuchs-
beispiel von Dean und Webb erfolgte die Massenzunahme bei gleicher
Antikérpermenge durch Verringerung der Antigenmenge, woraus zu
folgern wére, daB die bereits gebildeten A. A.-Komplexe noch weiterhin
zundchst spezifisches Immunglobulin anzulagern imstande sind, dann aber
nach Abséttigung der spezifischen Affinititen noch unspezifisch Serum-
eiweiBe adsorbieren kénnen, was durchaus im Einklang mit experimentellen
Ergebnissen von Eagle ist. Auch das Massenoptimum lieBe sich erkliren,
weil ja mit abnehmendem Antigen-Antiserum-Verhéltnis auch die spe-
zifische Prézipitatbildung als solche nachlaBt. Dafiir wiirden auch friihere
Beobachtungen von Dean u. a.l) sprechen, da Zusatz von normalem
Meerschweinchen- oder Kaninchen- oder Rinderserum die Prézipitat-
masse vergrofern kann, diese Massenzunahme aber ausbleibt oder wenig-
stens wesentlich verringert wird, wenn das betreffende Normalserum
vorher auf 56° erhitzt wurde. Auch die Fahigkeit des A. A.-Komplexes,
Komplement zu adsorbieren (siche S. 118) gehort hierher. Anderseits
wére aber zu beachten, daB fiir das Optimum der Reaktionsgeschwindig-
keit auch das Milieu beziiglich der Konzentration und der Art der Elektro-
lyte eine Rolle spielt, und es wire zu untersuchen, ob bei geeigneten
Milieubedingungen nicht das Reaktionsgeschwindigkeits- und das Pra-
zipitatmassenoptimum bei dem gleichen Antigen-Antiserum-Verhaltnis
zusammenfallen konnten. Eine unspezifische Adsorption von Normal-
serumeiwei durch den A. A.-Komplex wird von J. Marrack und Frank
Campbell Smith?) abgelehnt.

Diese Autoren benutzten zu ihren Versuchen als Antigene entweder
Kuppelungsprodukte aus diazotiertem Atoxyl mit Pferdeserumglobulin und
Eieralbumin oder JodeiweiBe, wobei sie in den spezifischen Prizipitaten, die
sie mit den entsprechenden Antiseren erhielten, den Azofarbstoff spektrometrisch
und das Jod chemisch nachwiesen. Sie fanden, dal das Verhéltnis von Antigen
zu Gesamteiweil im Prézipitat anstieg, wenn die zu konstanter Serummenge
gegebene Antigenmenge zunahm, und schlossen, daf die vermehrte A.A.-Bindung
nicht auf unspezifische Adsorption bezogen werden kann. Je mehr also die
Antigenmenge stieg, je weniger stieg im gleichen MaB die GesamteiweiBmenge.
Nehmen wir das Antigen als Mizellen an, die oberflachlich Antikorperglobulin
anlegen, dann kann man sich vorstellen, daB eine Agglomeration der A.A.-Kom-
plexe nicht erst eintritt, wenn die Gesamtoberfliche der Mizellen von Anti-
korpereiweiB bedeckt ist, sondern bereits, wenn die Umhiillung erst eine teil-

1) Dean, Journ. of Hyg. 12, 259 (1912).
%) J. Marrack und Frank Campbell Smith, Brit. Journ. exper. Path. 12,
182 (1931).
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weise ist, so dafl dann mit zunehmender Agglomeration auch die noch anlagerungs-
fahige Oberfliche der Mizellen verkleinert wird, was zur Folge hat, daB der

Quotient _Antigenmizellenzahl  pyo:er wird, auch wenn die Gesamtmasse
adsorbierte EiweiBmenge

des Préazipitates zunimmt. In diesem Zusammenhang seien Versuche von
F.S. Jones') erwahnt. Jones hatte an Kollodiumteilchen 5 verschiedene Eiweif3-
antigene adsorbiert und fand, daB diese Teilchen mit den entsprechenden
5 homologen Antiseren agglutinierten. Das wire nicht vorstellbar, wenn die
Umbhiillung eine vollstandige wire, denn dann hdtte nur der Antikorper aggluti-
nieren konnen, dessen Antigen die AuBenhiille des Kollodiumteilchens bildete.
So nimmt Jones eine Adsorption in ,,patches*, d. h. in umschriebenen Flecken
an und halt es fiir eine folgende Agglutination fiir ausreichend, wenn der an
das Antigen gebundene Antikorper mindestens !/; der Mizellenoberfldche ein-
nimmt.

Nach Marrack und Campbell-Smith geben stdrkere Sera einen stér-
keren Niederschlag und einen hoheren Antigen-Gesamtprotein- Quotienten
im Prézipitat als schwichere (weil, um im obigen Bild zu bleiben, stirkere
Sera mehr von der Mizellenoberfliche umhiillen). Zugabe von Normal-
Kaninchenserum vermehrt die Prézipitatmasse, da aber der Antigen-
GesamteiweiBquotient dadurch nicht verdndert werden soll, lehnen die
Autoren eine unspezifische Adsorption ab. Dann ist aber die Ursache der
Prézipitatvermehrung durch normales Serum schwer einzusehen. Man
miiBte dann zu der gezwungen erscheinenden Annahme greifen, daB sich
nach Art von Normalagglutininen auch Normalprézipitine an der Reak-
tion beteiligen, also auch Antigen (unspezifisch) umhiillen und die spe-
zifischen A. A.-Komplexe mit den unspezifischen Antigen-Globulin-
Komplexen agglomerieren. Dann wiirde in der Tat moglich bleiben, daB
der Antigen-GesamteiweiBquotient unverdndert bleibt. Es erscheint
wiinschenswert, an anderen Antigen-Antikérpersystemen diese Versuche
zu wiederholen.

5. Antigen und Antikorper in der iiberstehenden Fliissigkeit.

Die Frage, ob nach stattgefundener A. A.-Préizipitation Antigen oder
Antikorper oder beide oder keines von beiden in der iiberstehenden Losung
vorhanden sind, und die je nach der benutzten Technik von verschiedenen
Autoren (Eisenberg 1902, v. Dungern 1903, Welsh und Chapman 1906, 1910,
Weil 1913, Bayne- Jones 1917, Opie 1923) in zum Teil gegensatzlichem Sinne
beantwortet war, ist durch die Arbeiten von Dean und Webb (1926, 1928)
geklart worden. Danach hingt die Moglichkeit, eine der beiden Reaktions-
komponenten nach der Prézipitation in der Fliissigkeit frei nachweisen zu
konnen, davon ab, ob der Versuch in optimalen Proportionen angesetzt war
oder nicht. Lagen solche vor, so verschwanden mit der Prézipitation beide
Komponenten aus der Losung. War Antigen im UberschuB vorhanden,
so blieb das Gemisch triibe und der Antigennachweis war schwierig.

1) F.S. jones, Journ. exper. Med. 48, 183 (1928).
6%
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Antigen war aber verschwunden, wenn Antiserum im UberschuB war und
vom Antiserum war soviel verbraucht, als der Proportion nach mit dem vor-
handenen Antigen'reagieren konnte. Nach den oben angefiihrten Versuchen
von Heidelberger und Kendall sind die Reaktionskomponenten dann in Lo-
sung, wenn das Reaktionsgleichgewicht eingetreten ist und das Reaktions-
produkt eine gewisse Loslichkeit besitzt, jedoch miiBte im Rahmen dieser
Annahme in erster Linie Antigen in der iiberstehenden Fliissigkeit vor-
handen sein. Die Versuche von Heidelberger und Kendall haben den Vorzug
relativ einfach gebauter Komponenten, wihrend Serum kein einheitliches
Antigen darstellt.

6. Komplexitdt der Antigene.

a) Gleichzeitiges Vorkommen von Antigen und Antikorper
in vivo.

Zumindest besteht Serum aus Globulinen und Albuminen, deren
unterschiedliches antigenes Verhalten Dale und Hartley sowie Doer und
Berger im Anaphylaxieversuch erwiesen zu haben annehmen, und auf deren
Unterschiedlichkeit man u. a. auch das schubweise auftretende und kli-
nisch verschiedenartige Exanthem bei der Serumkrankheit zurtickfithren
will.

Ob wirklich Globuline und Albumine der gleichen Tierart verschiedene
Antikorper bilden oder einen gleichen Antikoérper, der aber mit mehr im physi-
kalischen Sinne verschiedenen Globulinen verbunden, sich serologisch verschieden
auBern kann, bleibt eine noch offene Frage. Jedenfalls ist die Rolle der besonders
mit den Globulinen verbundenen Lipoide bei dieser Fragestellung noch nicht
geniigend beriicksichtigt und Wiederholung dieser Versuche miite mit beson-
ders gereinigten EiweiBprdparaten unternommen werden.

Die Komplexitdt des Serumantigens ist vielfach zur Erklarung fiir
die Schwierigkeit herangezogen worden, die man bei genau quantitativen
Prézipitationsversuchen findet. Dagegen betonen Dean und Webb die
sehr genaue Ubereinstimmung optimaler Proportionen bei einem Kanin-
chen-Antipferdeserum mit Pferdeserumantigen verschiedener Pferde,
ebenso bei Antiserum, hergestellt mit normalem Pferdeserum oder mit
Pferdeserum, welches Diphtherie-Antitoxin enthilt, das also durch die
Immunisierung nicht nur besondere Immunglobuline enthélt, sondern
bei dem durch die Immunisierung bekanntlich der Albumin-Globulin-
quotient im Vergleich zum Normalserum verdndert ist. Das Antitoxin
hat die antigene Eigenschaft des Pferdeserums beziiglich Bildung pra-
zipitierender Antikorper in keiner Weise geindert (iiber die Beteiligung
verschiedener Antikorper bei der Prizipitation siehe weiter unten). Es
ist also wahrscheinlich gar nicht die angenommene Komplexitdt der
Antigene schuld an der Verschiedenheit der Ergebnisse bei der Unter-
suchung der iiberstehenden Fliissigkeit nach Prézipitationsvorgédngen,
sondern nach Dean der Umstand, daf die Technik der Herstellung pra-
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zipitierender Antisera es mit sich bringt, daB sich stets noch eine unbekannte
Menge Antigen im Serum von der letzten Antigen-Einspritzung herriihrend
befindet. Dafiir spricht, daB préazipitierende Sera oft ganz kurz nach der
Entnahme vom Kaninchen Prazipitatbildung zeigen und ferner, dafB
beim Vermischen an und fiir sich klarer gleicher AntieiweiBsera verschie-
dener Kaninchen Ausfillungen auftreten konnen.

Nach T.Oguchi*) sollen zwar Antigen und Antikdrper in vivo niemals
gleichzeitig vorhanden sein. Injiziert man namlich einem Kaninchen Pferde-
serum intravends, so sollen sich nacheinander wenigstens 7 Prézipitinogene
abspalten, die der Autor x, a, b, ¢, d, e, f nennt. Durch Halbsattigung mit
Ammoniumsulfat 148t sich feststellen, daB x, a und b zur Globulinfraktion,
d, e und f zur Albuminfraktion gehoren, ¢ jedoch zu beiden Fraktionen. Die
im Globulin befindlichen Prazipitinogene werden zuerst abgespalten. Wenn
ein Prazipitinogen verschwunden ist, erscheint ein entsprechendes Prézipitin
im Serum, so daB beide zusammen, d. h. Antigen und der zugehorige Antikorper,
in vivo niemals gleichzeitig vorhanden sein kénnen. Nimmt man aber an, daB
doch in vivo gleichzeitig Antigen und Antik6érper vorkommen koénnen, dann
bleibt die Frage zu beantworten, warum in vivo keine Reaktion eintritt. Diese
Frage steht im engen Zusammenhang mit den Fragen nach dem Verbleib ein-
gespritzten Antigens und der Bildung von Antikorpern, die im Rahmen dieses
Buches nicht behandelt werden kdénnen.

Immerhin fand Opie [19232)] bei Benutzung gereinigter Antigene, wie z. B.
krist. Eiereiweif niemals Antigen und Antikorper gleichzeitig im Serum und
kam daher zu der Annahme, daB gleichzeitige Anwesenheit beider auf komplexen
Antigenen mit entsprechender Vielheit von Antikorpern beruhen miisse.

Warum nun keine Reaktion in vivo zwischen dem gleichzeitig vor-
handenen Antigen und Antikorper eintritt, wissen wir nicht. Vielleicht
kommt es doch zu Prézipitatbildungen, die sofort der Phagozytose anheim
fallen. Vielleicht tritt Prazipitatbildung erst bei optimalen Proportionen
ein und ist dann die Ursache der Serumkrankheit. Vielleicht kann im
Plasma eine Prazipitatbildung nicht stattfinden, sondern erst im Serum,
das durch den Gerinnungsvorgang erst die dafiir notige Eignung der Glo-
buline erhdlt. Entsprechend nahmen Zinsser und Young?®) ein indifferentes
Schutzkolloid im Plasma an, das jedoch ganz hypothetisch ist, aber wofiir
die Beobachtung spricht, daB frisch entnommenes zunéichst klares pra-
zipitierendes Serum von Kaninchen nach einigen Stunden Prézipitation
zeigen kann. Um mit Dean zu sprechen, wissen wir noch nicht genug iiber
die im lebenden Blut und im lebenden Gewebe herrschenden Bedingungen,
um sagen zu kénnen, ob oder ob nicht ein Prézipitationsvorgang in vivo
stattfinden kann. Anderseits haben Doerr und Russ?) experimentell ge-
zeigt, daB ein Antiserum in dem MaBe gegen die Injektion eines EiweiBes
ein Meerschweinchen passiv zu sensibilisieren vermag, als es Prézipitine

1) T.Oguchi, Jap. med. world 5, 53 (1925).-

2) Opie, Journ. of Immun. 8, 55 (1923).

3) Zinsser und Young, Journ. exper. Med. 17, 396 (1913).

4) Doerr und Russ, Ztschr. Immunitatsforschg. 3, 181 (1909).
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gegen dieses EiweiB enthdlt, so daB aus diesen, wie auch aus anderen
Versuchen von Weill) u. a. geschlossen werden kann, daB das passiv
sensibilisierende Agens im Immunserum mit dem Prézipitin identisch ist.

b) Gleichzeitige Einverleibung verschiedener Antigene.

Die gleichzeitige Einverleibung verschiedener Antigene vermag bei
Kaninchen nach Hekfoen und Boor?) auch die gleichzeitige Bildung aller
entsprechenden Prizipitine auszuldsen. Eine Antigenmischung bestand
aus 14 verschiedenen Antigenen, und wenigstens eins der damit behandelten
Kaninchen hatte Prizipitine gegen alle (mit Ausnahme gegen Menschen-
serumalbumin) gebildet. Eine andere Mischung hatten 35 verschiedene
Antigene, und wenigstens eins der Kaninchen hatte Prazipitine gegen alle
mit Ausnahme von Hoganprotein [ein aus Urin gewonnenes besonderes
EiweiB, Hektoen, Kretschmer und Walker3)]. Es schien aus den Versuchen
hervorzugehen, daB die Antigenmischung, obwohl gewichtsméBig weniger
eingespritzt wurde als es sonst bei der Prézipitingewinnung {iblich ist,
eine groBere Menge von Prizipitinen gebildet hat, als man hétte erwarten
konnen. Ist eine bestimmte Antigen,,masse’, ob in Form von einheit-
lichem oder gemischtem Antigen nétig, um Antikérperbildung anzuregen,
und ist es vielleicht dem primédren Masseneffekt zuzuschreiben, daf bei
multipler simultaner Immunisierung relativ geringe Mengen eines ein-
zelnen Antigens so reichlich Antikorper bilden? oder ist das nur einer
sich rasch entwickelnden Allergie zuzuschreiben? [Hektoen*)]. Die Titer
der Antisera in Hekfoen’s Versuchen gaben keinen Anhalt dafiir, daB
zwischen den Mengen eines einzelnen Antigens in der Mischung und der
Menge des homologen Prizipitins ein konstantes Verhéltnis vorkommt.
Immerhin war in den Antigengemischen die antigene Wirkung der ein-
zelnen Antigene verschieden; vielleicht wegen ihres verschiedenen Alters,
vielleicht spielt eine Art Konkurrenz der Antigene eine Rolle.

7. Die fiir die Prézipitation erforderlichen Mindestmengen an Antigen und
Antikorper.

Hektoen und Cole®) versuchten die kleinste Menge Antigen festzustellen,
mit dem sich Prazipitine erzeugen und nachweisen lassen. Wells®) hatte gefunden,
daB zur Sensibilisierung eines Meerschweinchens 0,00000005 g von krist. Ovalbu-
min geniigten und 0,000001 g né6tig war, um einen Sensibilisierungsgrad herbei-
zufiihren, der zum tdédlichen anaphylaktischen Schock geniigte. Branham und

1) Weil, Journ. of Immun. 1, 19, 35, 47 (1916).

2) Hektoen und Boor, Journ. inf. Dis. 48, 488 (1931).

3) Hektoen, Kretschmer und Walker, Journ. amer. med. Assoc. 83, 1154 (1924).
4) Hektoen, Journ. inf. Dis. 21, 279 (1917).

5) Hektoen und Cole, Journ. inf. Dis. 50, 171 (1932).

8) Wells, Journ. inf. Dis. 9, 147 (1911).
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Humphreys') zeigten, daB Kaninchen durch eine Injektion von loslichem Anti-
gen aus Enteritisbazillen immunisiert werden konnten, die Dosen von etwa
0,000003-—0,000004 g Protein entsprechen. Im Gegensatz zu dem Versuch von
Wells war hier ein gemischtes Antigen benutzt worden. Hektoen und Cole
immunisierten zwei Kaninchen mit hoch gereinigtem krist. Ovalbumin, und zwar
erhielt Kaninchen A 0,000047 und Kaninchen B 0,00027 g von Proteinstickstoff,
die etwa 0,00029 resp. 0,0017 g Eiweif} entsprechen. Das Prizipitationsergebnis
war, daB Serum A nur bei einer Antigenverdiinnung von 1:10000 und Serum B
bei 1/10000—1/100000 Flockung gab. Da die Verfasser in fritheren Versuchen
mit Ovoglobulin Antisera erhalten hatten, die erst bei 1/100000—1/1000000 mit
Ovalbumin prazipitierten, so schlieBen sie, daB das Ovoglobulin mit Spuren von
Ovalbumin verunreinigt war. Also kann die Gegenwart von nur wenigen Promille
Protein als Verunreinigung in angeblich reinen EiweiBpriparaten, unmoglich
auf physikalischem oder chemischem Wege nachzuweisen, geniigen, um Antisera
zu liefern, die mit verschiedenen Antigenen reagieren, was unbedingt zur Vorsicht
in der serologischen Bewertung von Uberkreuzreaktionen mit verschiedenen
Antigenen und Antisera mahnt.

8. Die Beteiligung verschiedener Antikorper bei der Prizipitation.

Kraus und Eisenberg?) hatten bereits 1902 versucht, ,,Anti-Antikorper*
zu dem Immunkorper dadurch zu erzeugen, daB sie Kaninchen mit nor-
malem Pferdeserum immunisierten. Wurde dann mit antitoxinhaltigem
Serum als Antigen eine Préazipitation vorgenommen, so konnte diese
stattfinden ohne Abnehmen des Antitoxingehaltes des Serums. Spéter
konnten jedoch Dehne und Hamburger [19043)] zeigen, daB dies nur auf
Nichtberiicksichtigung optimaler Verhédltnisse beruht. Bei starker Ver-
diinnung des antitoxinhaltigen Antigens fanden sie, daB das Prézipitat
Antitoxin enthielt, das dann bei Zusatz von normalem Pferdeserum wieder
gelost werden konnte. Immerhin war eine groBe Menge von Antipferde-
serum nétig, um eine erkennbare Menge von Antitoxin auszufallen, was
leicht begreiflich ist, wenn man bedenkt, daB nur ein sehr geringer Teil
des antigenen Globulins antitoxinhaltig ist. Zwar liegen dariiber noch
keine genaueren Angaben vor, aber Gay und Chickering®) hatten 1915
zeigen konnen, daB die Antikorper im Pferdeantipneumokokkenserum
vollstandig durch spezifische  Prazipitation mit Pneumokokkenextrakt
entfernt werden konnen, und diese mit Antikdérper beladenen Prézipitate
enthielten nur einen Teil, vielleicht /¢, des Originalserumproteins. Aus
diesem Grunde war dieses Verfahren, Antikdérper zu konzentrieren, in
diesem Falle praktisch verwertbar, wie Chickering®) (1915) und spater
Huntoon®) zeigten, die durch Eluierung dieser Prézipitate hochgereinigte
Antikdrperldsungen bekamen,

1) Branham und Humphreys, Journ. inf. Dis. 40, 516 (1927).
2) Kraus und Eisenberg, Zbl. Bakt. 31, 208 (1902).

%) Dehne und Hamburger, Wien. klin. Wschr. 1904, 807.

4) Gay und Chickering, Journ. exper. Med. 21, 389 (1915).
5) Chickering, Journ. exper. Med. 21, 248 (1915).

) Huntoon, Journ. of Immun. 6, 117 (1921).
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Alten Versuchen von Camus und Gley') sowie von Bordef') zufolge
soll bei Mischung eines hamolysierenden Serums als Antigen mit einem
durch Immunisierung mit diesem hamolysierenden Serum von Kaninchen
gewonnenen Antiserum die hdmolysierende Wirkung verloren gehen.
Wenn man hier annimmt, daB ein mehr oder weniger groBer Teil des
hiamolysintragenden Globulins als Antigenmizelle eine Adsorptionshiille
von AntieiweiBimmunglobulinen erhielt, ist die Ausschaltung des Hdmo-
lysins verstadndlich.

Auch die von Pfeiffer und Friedberger?) und Bordet®) beobachtete ,,Heilung*
bereits sensibilisierter Blutzellen durch angebliche ,,Antilysine‘‘ ist ohne An-
nahme solcher hypothetischer Gebilde in gleichem Sinne erkldrbar. Das Ha-
molysin hat zunichst die Blutzelle sensibilisiert, was durch eine Adsorptions-
hiille des Immunglobulins bedingt wird. Wenn nun daraufhin das Immun-
globulin des Serums A durch einen Anti-EiweiBimmunkoérper sekundir adsorptiv
umhiillt wird, dann ist dadurch das Héamolysin ausgeschaltet (und vielleicht
auch die Einwirkung auf die Blutzellenmembran restituiert). vgl. S.117.
Durch diese Doppelbindung kommt also eine Art Maskierung zustande und eine
Adsorption von Lysinen an Prizipitate braucht nicht angenommen zu werden
und wurde auch von Zebrowski*) sowie von Gay und Stone®) abgelehnt.

Werden agglutinierende Anti-Typhussera von Pferden mit Anti-
PferdeeiweiBiseren von Kaninchen gemischt, so braucht durch diese
Prizipitation die agglutinierende Fihigkeit nicht aufgehoben zu sein,
Es kann natiirlich das Agglutinin tragende Immunglobulin des Pferde-
serums als Antigen fiir das prizipitierende Kaninchenserum dienen. Da
aber nach allem, was wir bisher wissen, das Immunglobulin nur einen
relativ kleinen Teil des Serumeiweifles ausmacht, so wird die Beteiligung
der Agglutinine an der Prizipitation im obigen Beispiel mit bedingt sein
von der relativen Menge des Immunglobulins im Antityphusserum, mithin
von dessen Titer, und dies diirften die z. T. entgegengesetzten Erfahrungen
von Pick, Kraus, Landsteiner u. a. erklaren. Letzthin hatten Gay und
Stone®) bei solchen Versuchen keine Abnahme des Agglutinintiters be-
obachtet.

9. Physikalische Einfliisse auf die Prézipitation.

Da im Grunde der Mechanismus der Prézipitation der gleiche ist, wie
der der Agglutination, so haben natiirlich die gleichen physikalischen
Faktoren, die bei der Agglutination eine Rolle spielen, auch auf die
Prizipitation einen EinfluB.

1) Ann. Inst. Past. 13, 273, 779 (1899).

2) Pfeiffer und Friedberger, Berl. klin. Wschr. 1902, 4.
3) Bordet, Ann. Inst. Past. 18, 593 (1904).

4) Zebrowski, Zbl. Bakt. 45, 49 (1908).

%) Gay und Stone, Journ. of Immun. 1, 83 (1916).

) Gay und Stone, Journ. of Immun. 1, 83 (1916).
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a) Die H'-lonen-Konzentration.

Mason?) fand einen pg-Bereich von 4,5 bis 9,5, innerhalb dessen Pra-
zipitation erfolgte. Dariiber nach beiden Seiten hinaus wird das Prazipitat
wieder gelost.

b) Die Temperatur.

Die Reaktionsgeschwindigkeit, die bei 0—5° sehr gering ist, nimmt mit
steigender Temperatur zu, so daB die Prézipitation am schnellsten bei 55°
verlduft. Dariiber hinaus wird das Serumglobulin im Sinne der Hitzedenaturie-
rung verdndert. Erhitzt man das Immunserum auf 72° fiir eine halbe Stunde,
so ist die prizipitierende Fiahigkeit vollstindig aufgehoben, so daB auch keine
Komplementbindung mehr eintritt. Aber trotzdem hat nach R. Weil?) merk-
wiirdigerweise das so erhitzte Serum noch die Fahigkeit, normale Tiere passiv
sensibilisieren zu konnen. Ob allerdings der daraus von Weil gezogene
SchluB, daB der Anaphylaxiereaktion kein Prézipitationsvorgang zugrunde
liegt, berechtigt ist, bleibt, solange wir tiber den Vorgang in vivo nicht mehr
wissen, fraglich.

Wird das Serum als Antigen erhitzt, so gibt es nach Jones?) mit spezifischem
Antiserum eine viel massigere Prizipitation als unerhitztes Serum, weil anzu-
nehmen ist, daB die denaturierten Eiweifmizellen des Antigens bessere Adsorp-
tionskerne fiir das Immunglobulin geben als die nicht denaturierten. jJones nimmt
zwar an, daB die massigere Fillung darauf beruht, daB im erhitzten Serum die
koagulierten EiweiBteilchen von einer Schicht unkoagulierten Antigens um-
geben sind, das von dem Prizipitin ausgeflockt wird und die koagulierten Eiweif-
teilchen mit sich reiBt. Es ist aber schwer einzusehen, warum bei Hitzeein-
wirkung nur ein Teil des Antigens koagulieren soll und nicht alles.

Vielfach erfahrt das Antigen durch langes und starkes Erhitzen eine An-
derung seiner Spezifitidt, so daB mit nativem Antigen hergestellte Immunsera
das erhitzte Antigen nicht mehr prizipitieren, wohl aber vermag ein mit erhitztem
Antigen gewonnenes Immunserum sowohl erhitztes als auch nicht erhitztes
Antigen’ zu prézipitieren.

¢) Verdiinnung.

Wird als Verdiinnungsmittel die iibliche NaCl-Ldosung (0,85 Proz.) benutzt,
dann steigt mit zunehmender Verdiinnung die Zeit bis zum Eintritt einer erkenn-
baren Tritbung. Dieser VerdiinnungseinfluB ist aber nach Versuchen von Dean
und Webb%) von der NaCl-Konzentration im Milieu abhingig. Das zur Flockung
optimale Antigen-Antiserum-Verhéltnis 4ndert sich zwar nicht zwischen 0,02
bis 1 Proz. NaCl, aber die Reaktionsgeschwindigkeit nahm mit fallender NaCl-
Konzentration zu, so daB 0,2 Proz. NaCl fiir das Zustandekommen der Pra-
zipitation eine besonders giinstige Konzentration ist. Mit steigender NaCl-
Konzentration nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit ab, und gleichzeitig dndert
sich bei iiber 1,0 Proz. NaCl im Milieu auch das optimale A. A.-Verhiltnis.

Wird die Verdiinnung von Antigen und Antikorper anstatt mit NaCl-
Losung mit einem normalen Serum vorgenommen, dann dndert sich nach
Opieb) der Charakter der Prizipitationsreaktion nicht.

1) Mason, Bull. Hopkins Hosp. 33, 116 (1922).

2) R. Weil, Sci. Proc. Soc. Serology a. Hematology New York, 3. Dez. 1915.

3) Jones, Journ. exper. Med. 46, 303 (1297). .

4) Dean und Webb, A system of bacteriology medical Research Council
VI (London 1931), 431.

5) Opie, Journ. of Immun. 8, 19 (1923).
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d) EinfluB von Elektrolyten.

Bei der engen Zusammengehorigkeit der Prézipitation mit der Agglutination
ist zu erwarten, daB die von Bordet erwiesene und spdter von vielen anderen
bestédtigte Bedeutung der Elektrolyte fiir die Agglutination in gleichem Umfange
fiir die Prézipitation giiltig ist. Dies wurde von Rochaix, Le Bourdelles und
Chevallier') auch bestatigt, die bei Versuchen mit Pferdeeiwei-Antiserum
folgendes fanden:

Wurde sofort bei Eintritt der Préazipitation stark zentrifugiert und das
Prézipitat in Aqua dest. resuspendiert, so blieb die Suspension stabil. Wurde
das Prizipitat in physiol. NaCl-Losung aufgeschiittelt, so kam es zu erneuter
Prézipitation, und erst beinochmaligemAusschleudern und energischem Resuspen-
dieren in NaCl-Losung blieb die Suspension stabil. Wurden Antigen und Anti-
korper mit NaCl-Losung steigender Konzentration von 1—5—10—15—20—100
und 200:1000 verdiinnt, und bei jeder dieser Verdinnung zu gleichen Anti-
serummengen fallende Antigenmengen zugesetzt, so trat bei NaCl 1/1000 Pra-
zipitation in der ganzen Reihe auf, sonst aber nahm die Flockung regelmaBig
in dem MaBe ab, in dem die NaCl-Konzentration zunahm (vgl. die oben er-
wahnten Versuche von Dean und Webb iiber den EinfluB der NaCl-Konzentration
auf das optimale Verhdltnis der Reaktionskomponenten). MaBgebend fiir den
ElektrolyteinfluB} ist das Kation; denn wurde das NaCl durch CaCl, vertauscht,
dann flockte unter sonst gleichen Bedingungen bei 1:1000 die ganze Reihe,
aber die Flockung fiel sehr schnell ab und fand bei 20:1000 bereits nicht mehr
statt. Das gleiche fanden die obigen Autoren bei BaCl,, so daB sie sich berechtigt
fithlten, die von Fleischmann und Michaelis (1907) aufgestellten Gesetze dahin
zu vervollstiandigen: ,,Fiir konstante Proportionen der zwei reagierenden Korper
und fiir ein konstantes Fliissigkeitsvolumen ist die Menge des erhaltenen Pra-
zipitates eine Funktion der Elektrolytkonzentration und fiir eine gegebene
Konzentration der Valenz der Kationen.*

10. Beziehung zwischen Priizipitation und Komplementbindung.

Seitdem man erkannt hatte, daB es bei der Wassermann’schen Reak-
tion zu einer Flockenbildung kommt, hat man die Komplementbindung
mit bestimmten Phasen des Prizipitationsvorganges in Verbindung ge-
bracht (Meier 1909, Sachs und Altmann 1909, Dean 1912, Sachs 1913,
Zinsser 1923, Wells 1925 u. a.). Sehr eingehend wurde diese Beziehung
von Goldsworthy?), einem Schiiler von Dean, untersucht. Ohne hier auf
die Ursache der Adsorption von Komplement an spezifisches Prézipitat
und auf das Wesen des Komplementes einzugehen, sei einer der Versuche
von Goldsworthy hier wiedergegeben, der in gleicher Weise und mit dem
gleichen Ergebnis bereits 1912 von Dean ausgefiihrt war.

Das Antiserum (AntipferdeeiweiBserum von Kaninchen) hatte fiir
die groBte Reaktionsgeschwindigkeit das Antigen-Antikorper-Verhltnis
1:4 (Rohrchen 6). Die Hammelblutsuspension war 5 Proz., das Himolysin
1:400 verdiinnt, und damit war die Mindestdosis von Komplement zur
Héamolyse 1:80.

D) Roaaix, Le Bourdelles und Chevallier, Compt. rend. Soc. Biol. 102,
447 (1929).
2) Goldsworthy, Journ. of Path. 31, 220 (1928).
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Zu einem bestimmten Volumen von Antigenverdiinnungen kam das
gleiche Volumen des 1:10 verdiinnten Antiserums und unmittelbar danach
Komplement. Nach 1 Stunde bei 40° wurden die sensibilisierten Blutzellen
zugefiigt, und die Reihen A, B, C nach 60, 45 resp. 30 Minuten aus der
Wirme entfernt, 1 Stunde bei Zimmertemperatur gelassen und weitere
12 Stunden im Eisschrank, bevor die Ablesung erfolgte.

Komplementverdiinnung l 1{\10 l 1B5 2_5

Zeit der Inkubation bei 40° nach Zusatz der sensi-

bilisierten Blutzellen in Minuten: 60 45 30
Rohr-| 0,5 ccm | Verhiltnis Verhiltnis von ]
chen | Antigen | von Antigen | Antigen zu der ‘

Nr. |verd. lzu| zu Antikérper | Antigenmenge in

Rohrchen Nr. 6
1 2,5 |Antigenkontrolle 16 — — —
2 2,5 4: 16 — — -
3 5 2:1 8 — — —
4 10 1:1 4 + — =
5 20 1:2 2 x - —
6 40 1:4 1 + — —
7 80 1:8 Yy + — —
8 160 1:16 1, + 4+ + —
9 320 1:32 /s 4+ F
10 640 1:64 /16 ++++++++| F
11 1280 1:128 s | - —
12 2560 1:256 Yea 4+ —
13 5120 1:512 128 +++ — —
14 | 10240 1:1024 Yase — — —
15 o lAntiserumkontr. — — — —

Grade der Komplementbindung ausgedriickt durch Ausbleiben der Héamolyse.
-+ - keine Hadmolyse; — vollige Hamolyse.

Man sieht aus diesem Versuch, daB sich das Gebiet der besten Komple-
mentbindung dort befindet, wo sich dér Antikorper im relativen Uber-
schuB befindet. Beim optimalen Antigen-Antikérper-Verhéltnis, wie auch
dort, wo sich Antigen im relativen UberschuB befindet, hat keine Komple-
mentbindung stattgefunden. Das Optimum der Komplementbindung war
im 9. Rohrchen, in dem die Antigenmenge nur 1/, von der fiir die Pré-
zipitation optimalen Menge war. Wihrend des Versuchs bildeten sich
schon nach 15 Minuten groBere Flocken in den Rohrchen 3 bis 8, wohin-
gegen in den Roéhrchen 9 bis 13 die Teilchen kleiner waren und es nur zu
einer Opaleszenz kam. Also in den Rohrchen, in denen die Prazipitation
schnell verlief, fand praktisch keine Komplementbindung statt.

Man kann als sicher feststehend annehmen, daB der Prézipitations-
vorgang in einer Agglomeration der zunichst wegen ihrer Kleinheit nicht
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sichtbaren A. A.-Komplexe besteht, und daB je nach dem Grade der
Agglomeration alle Stadien von leichtester Opaleszenz — deutlicher Opal-
eszenz — Triibung — Flockenbildung — Sedimentierung und Klirung
der iiberstehenden Fliissigkeiten vorkommen koénnen. Durch mikro-
skopische Untersuchung des Vorganges im Dunkelfeld 1468t sich diese
Annahme bestdtigen.

Nimmt man nun zunichst an, daB sofort beim Zusammenbringen
von Antigen und Antikérper der eigentliche Bindungsprozef vollzogen
ist, und sich dann an der Gesamtmasse der A. A.-Komplexe, also an der
Prézipitationsmasse, nichts mehr dndert, ob diese nun sichtbar oder
zundchst unsichtbar ist, dann bedeutet die folgende Agglomeration der
Teilchen eine zunehmende Verkleinerung der Gesamtoberflache der A. A.-
Komplexe. Der obige Versuch zeigt, daB im gleichen MaBe, in dem der
Prazipitationsvorgang fortschreitet, die Menge an gebundenem Komple-
ment abnimmt. Variiert man bei gleichem Antiserum die Zeit zwischen
der Antigen-Antikdrpermischung und dem Zusatz von Komplement, oder
nimmt man unter sonst gleichen Bedingungen verschiedene Antisera,
so ist klar, daB der Zeitpunkt, in dem der Prizipitationsvorgang das
physikalisch gleiche Stadium erreicht, verschieden ist und somit auch die
Zone maximaler Komplementbindung sich verschieben kann.

Da nun die GroBe der A. A.-Komplexagglomerate und die Gesamt-
oberfldche miteinander funktionell verbunden sind, so folgt aus dem Ver-
such, daB die Komplementbindung ein Adsorptionsvorgang ist, wobei es
gleich bleibt, zu sagen, daB fiir diese Adsorption die Oberflichenentwick-
lung maBgebend ist oder eine bestimmte TeilchengréBe der A. A.-Agglo-
merate. Die zeitliche Entwicklung des physikalischen Prizipitations-
vorgangs ist nun proportional dem Antikérpergehalt des Serums und
damit im Einklang ist die experimentelle Erfahrung, daB die stirkste
Komplementbindung bei schwachen und mittelstarken Antiseren dort ist,
wo Antigen zu Antikérper im optimalen Verhiltnis stehen, daB aber bei
starken Antiseren die Komplementbindung optimaler ist, wenn sich das
Antiserum in relativem UberschuB befindet. Jedenfalls ist die Komple-
mentbindung am besten, wenn eine gewisse Opaleszenz der A. A.-Mischung
nicht iiberschritten wird, und in diesem Sinne ist die Komplementbindung
eine Funktion der PartikelgroBe des Prizipitates (Dean).
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V. Das Komplement.

Mit Komplement hat man das labile Agens nativer normaler Sera
bezeichnet, welches in der Terminologie Ehrlich’s von als Ambozeptoren
bezeichneten Immunkoérpern gebunden wird, wodurch dann erst die spe-
zielle Wirkung des betreffenden Immunkorpers auf das Antigen zustande
kommen kann (Lyse).

Wir konnen heute sagen, daf jeder A. A.-Komplex unter geeigneten
Bedingungen aus nativem Serum gewisse Globuline zu adsorbieren
imstande ist, und daB diese Adsorption bewirkt, daB einerseits in manchen
‘Fillen von zelligen Antigenen der A. A.-Komplex eine solche Anderung
erleidet, daB er im gleichen Milieu belassen, der sogenannten ,,Lyse*
anheimféllt (Bakteriolyse, Hdmolyse), und daB anderseits das native
Serum nach dieser Adsorption die gleiche Rolle nicht mehr spielen kann.
Behalten wir fiir diese nativen Seren (wahrscheinlich ihren Globulinen)
anhaftende Fahigkeit die Bezeichnung Komplement bei, so steht zunéchst
fest, daB unter geeigneten Bedingungen jedes mit seinem spezifischen
Antikorper verbundene Antigen in der Lage ist, aus einem nativen Serum
das Komplement zu adsorbieren.

Das Wesen des Komplementes ist bis heute noch nicht geklart,
wenn auch die vielen Arbeiten, die darauf verwendet wurden, soviel
haben erkennen lassen, daB es nur zwei Moglichkeiten zu geben scheint:
entweder gibt es tiberhaupt keine solche Substanz wie Komplement,
und die Komplementfahigkeit eines Serums ist nur der Ausdruck eines
fiir die Haftung seiner labilen Globuline an gewisse Grenzflachen besonders
geeigneten physikalischen Zustandes des betreffenden Serums, oder dem
Komplement liegt ein stoffliches Substrat zugrunde?), das aber einmal
zu seiner Auswirkung auf den A. A.-Komplex ebenfalls besonderer physi-
kalischer Milieueigenschaften bedarf und ferner tiber die verschiedenen
SerumeiweiBfraktionen in qualitativer und quantitativer Weise verschie-
denartig verteilt ist, wie die sogenannten Fraktionierungen des Komple-
mentes in mehrere Komponenten zeigen.

Eine Entscheidung ist heute noch nicht moglich.

1) Nach M. Bergonzini [Ztschr. Hyg. 114, 11 (1932)] werden, im Dunkel-
feld sichtbar, Lipoidteilchen an die sensibilisierten Blutzellen adsorbiert, die
dann erst der Lyse anheimfallen. Es wird angenommen, daB sich diese Lipoid-
teilchen mit Komplement beladen haben und so die Komplementwirkung
vermitteln (frithere Versuche von Dean zeigten aber Komplement-m-stiickwirkung
auch noch nach vaélliger Entfernung der Lipoide aus dem Serum).
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1. Aligemeine Eigenschaften des Komplementes.

Benutzt man sensibilisierte Blutzellen als Indikator zum Nachweis
der Komplementfihigkeit eines Serums, so 148t sich als die wesentlichste
Eigenschaft des Komplementes seine Labilitdt nachweisen.

Es wird inaktiviert durch Lagern, durch Erwdrmung, durch Licht (bes.
ultraviolette, nicht Rontgenstrahlung), durch Anderung der Reaktion nach der
sauren und alkalischen Seite hin, durch Proteasen, durch Salzverarmung, durch
Schlangengift, durch Digerieren mit gewissen Bakteriensuspensionen (Pro-
digiosus, Hefe), durch Kolloide wie Inulin-Kieselsdure-Losungen, durch Schiit-
teln usw. Ausfiithrlich berichtet hieriiber Sachs'), der das Wesentliche in allen
diesen verschiedenartigen Verfahren in einer Verdnderung des physikalischen
Zustandes gewisser Globuline des nativen Serums sieht.

Vielen dieser Inaktivierungsverfahren ist ihre Abhangigkeit von der
Konzentration des komplementfdhigen Serums gemeinsam, oder mit
anderen Worten, die Inaktivierung ist an eine optimale Zustandsdnderung
der Globuline oder allgemein der EiweiBstoffe des Serums gebunden,
die bei bestimmter Serumkonzentration leichter eintritt.

2. Die Zerlegung des Komplementes in Einzelkomponenten.

AuBerordentlich und in zum Teil nicht tibersehbarer Weise wird die
Frage nach dem Wesen des Komplementes verwickelt durch die scheinbare
Maoglichkeit, die Komplementfunktion eines Serums in Teilkomponenten
zu zerlegen.

Zunichst gelang es Ferrata durch Dialyse, Sachs und Altmann durch
verdiinnte HCI und Liefmann durch Behandeln mit CO, aus dem frischen Meer-
schweinchenserum gewisse labile Globuline zu fillen. Wurden diese wieder in
Losung gebracht (Globulinanteil), so war diese Losung nicht imstande, sensi-
bilisierte Blutzellen zu hdmolysieren, wohl aber kam es zur Hamolyse, wenn der
wieder isotonisch gemachte Rest des Serums (sog. Albuminanteil) zugefiigt
wurde, so daB man wegen dieser als notig erwiesenen Reihenfolge den Globulin-
anteil , Mittelstiick’ und den Albuminteil, der nach Hofmeister sowohl Eu-
und Pseudoglobulin als auch Albumin enthilt, , Endstiick* benannte.

Man hat also die labilsten Globuline zunichst entfernt und findet dann,
daB die Restfliissigkeit allein keine Komplementwirkung mehr auf sensibilisierte
Blutzellen ausiiben kann. Ist das Komplement ein einheitliches stoffliches
Substrat, so ist die Frage, wo ist es bei dieser Teilung geblieben.

Das labile Globulin des sog. Mittelstiicks hat die allgemeine Fihigkeit,
sich an geeigneten Grenzflichen anzulagern, es verstirkt auf diese Weise die
A.-A.-Komplexe bei der Prazipitation, bei der Himagglutination (Konglutina-
tion) und diese Adsorption von Mittelstiick ist auch das wesentliche bei der
der Wa. R. zugrundeliegenden Komplementinaktivierung. Bei sensibilisierten
Blutzellen vermag diese Adsorption noch nicht zur Hidmolyse zu fithren. Die
Blutzellen sind jedoch, wie man sagt, persensibilisiert und erst der Zusatz der
Restfliissigkeit fiilhrt die Hamolyse herbei. Das sieht so aus, als wire das eigent-
liche lytische Prinzip in der Restfliissigkeit. Im Einklang damit erhilt man in
vielen Fillen Komplementwirkung durch Kombination der Mittelstiicke ver-

1) Sachs, Handbuch der pathogenen Mikroorganismen, Kolle, Kraus,
Uhlenhuth, Bd. 11 (Jana 1929).
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schiedener Tiere mit dem Meerschweinchenendstiick, aber nicht umgekehrt.
Da die Restfliissigkeit aber allein sensibilisierte Blutzellen nicht 16sen kann,
so mufl man annehmen, daB die primire Adsorption von labilem Globulin die
Zelle erst in den Zustand gebracht haben muB, der ihre weitere Losung befdhigt.
Bekanntlich kann das native Hammelbluthdmolysin die Blutzellen 16sen,
verliert diese Féahigkeit aber beim Lagern, Erhitzen usw. und erhilt sie wieder
durch Zusatz von nativem frischem Serum (Komplement). Es ist also anzuneh-
men, daB in beiden Fillen der Mechanismus der gleiche ist: Erst die Adsorption
des Immunglobulins, dann die weitere Adsorption von nicht spezifischem
Globulin. Bei der Adsorption von Immunglobulin kommt es zu einer Denaturie-
rung des betreffenden Globulins auf der Oberflache der Antigenmizelle, wodurch
erst die Moglichkeit der Adsorption weiterer Mengen unspezifischen Globulins
geschaffen wird. Die Frage ist nun, ob auch diese letzteren Globuline eine Art
Denaturierung durch ihre Adsorption erfahren. Dies ist vielleicht der Fall,
geschieht aber dann wahrscheinlich in einem geringeren Grade als bei der spezi-
fischen Bindung des Immunglobulins.

Ein Lipoidsolteilchen kann nach Eagle zwar normales Globulin binden.
Diese Bindung ist aber reversibel, da durch Waschen dieses Globulin entfernbar
ist. Auch behilt das unspezifisch adsorbierte Globulin seinen hydrophilen
Charakter und vermag in dieser Bindung kein Komplement anzulagern. Im
Gegensatz dazu wird das Immunglobulin irreversibel gebunden und dabei
denaturiert und kann dann Komplement adsorbieren. Jedenfalls sieht es so aus,
als bestiinde das Wesen der Komplementbindung darin, durch die sekundére
Globulinadsorption die Zelloberfliche so zu verdndern, da die Blutzelle in
einem geeigneten Milieu der Lyse anheim fallen -kann, und die Rolle der Rest-
flitssigkeit (,,Endstiick*) wiirde dann darin bestehen, dieses geeignete Milieu
zu schaffen. Oder aber man nimmt in der Restfliissigkeit ein besonderes Agens
an, iiber das man aber im Grunde nichts bestimmtes aussagen kann, und das
erst wirken kann, wenn gewisse Zelloberflichenverdnderungen vorliegen.

Man weiB, daB allgemein gesprochen, die zur Hamolyse notige Komple-
mentmenge um so geringer ist, je mehr Antikérper gebunden, d. h. je hochgra-
diger die Blutzelle sensibilisiert ist, und anderseits bestehen dhnliche Beziehungen
zwischen den sogenannten Mittel- und Endstiicken. Ist daher die Zelloberflache
durch den Antikorper nur wenig zur Lyse vorbereitet, dann bedarf es der wei-
teren Adsorption von relativ viel Mittelstiick, und dann geniigt wenig Endstiick
zur kompletten Lyse. Ist umgekehrt die Sensibilisierung eine hochgradige,
dann bedarf es relativ wenig Mittelstiick und relativ viel Endstiick zur Lyse.
Unter Umstianden vermag aber die Adsorption von geniigenden Mengen Mittel-
stiick allein, d. h. ohne Mitwirkung spezifischer Antikdrper in Verbindung mit
Endstiick die Zellen zur Lyse zu bringen, was man als Wirkung von Normal-
hiamolysinen zu deuten pflegt und im Grunde das gleiche Phanomen darstellen
diirfte, wie die sogenannte antikomplementdre Wirkung, wobei also labile
Globuline des komplementfihigen Serums adsorbiert werden, somit die Komple-
mentfihigkeit des betreffenden Serums aufgehoben wird. Da eine solche Ad-
sorption von Labilglobulin aus z. B. nativern Meerschweinchenserum an z. B.
gewissen Grenzflichen von Lipoidsuspensionen sich nicht so auswirkt, wie bei
der sichtbaren Hidmolyse, oder wie bei der erkennbaren Agglutination, so wird
von antikomplementirer Wirkung gesprochen, anstatt von Normalantikorpern.
Es wire wiinschenswert, die Natur mancher sogenannter Normalantikorper.
erneut unter diesem Gesichtspunkt zu studieren.

AuBer den als Mittel- und Endstiick bezeichneten Komponenten des
Komplementes hat man eine ,,dritte Komponente* unterschieden. Das durch
Kobragift inaktivierte Meerschweinchenkomplement konnte sowohl durch
M- wie auch durch E-Stiick quantitativ reaktiviert werden (Rifz). Aber da diese
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Wiederherstellung der Funktion auch durch Meerschweinchenserum méglich
war, das !/, Stunde auf 56° erhitzt war, und aus dem kein funktionstiichtiges
M- oder E-Stiick mehr gewonnen werden konnte, so wurde angenommen, daf
die Komplementwirkung aus dem Zusammenwirken der thermolabilen M- und
E-Stiicke und einer thermostabilen dritten Komponente resultiert. Auch ver-
schiedene andere Sera kOnnen die Rolle der dritten Komponente bei der Re-
aktivierung von durch Kobragift inaktiviertem Komplement iibernehmen.
Besonders Schweineserum hat eine auffallend starke Wirkung in dieser Hinsicht
(0,0001 ccm und weniger).

Die Komplementinaktivierung durch Suspensionen gewisser Mikro-
organismen [Prodogiosus (Ritz, Sachs), Hefe (Whitehead, Gordon und Wormall)}
greift in erster Linie an der dritten Komponente an. Browning und Mackie
haben durch fraktionierte F4llung mit Ammoniumsulfat 4 Komponenten der
Komplementfunktion unterschieden. Auch Whitehead, Gordon und Wormall
fanden eine vierte Komponente, die wie die dritte Komponente thermostabil
ist, aber mehr Albumincharakter hat. Sie kann durch Ammoniak isoliert zer-
stort werden, wihrend die Hefe nur die dritte Komponente ausschaltet. Sowohl
die dritte wie die vierte Komponente bleiben im Serum nach Ultraviolett-
bestrahlung erhalten, so daB mit solchem Serum die Reaktivierung nach Am-
moniak- oder Hefe-Einwirkung moglich ist.

3. Erkldrungsversuche.

Wie schon bei Besprechung der thermolabilen und thermostabilen
Agglutinogene bemerkt wurde, ist auch hier bei der Erhitzung von Meer-
schweinchenserum nicht angéingig, die Einwirkung der Hitze auf die
verschiedenen Komponenten so zu deuten, daB nur gewisse Teile durch
Hitze zerstort werden und andere nicht. Es muB versucht werden, diese
mehr bildliche Darstellung zu ersetzen durch eine physikalische, mehr
das ganze System in Betracht ziehende Auffassung. Wird Serum erhitzt,
so' wirkt die Hitze in gleichem Sinne auf alle vorhandenen EiweiBkérper
und die nach dem Erhitzen beobachtete Wirkung, z. B. Restitution des
durch Cobra-Gift inaktivierten Meerschweinchenkomplementes, kommt der
Gesamtwirkung des erhitzten Serums zugute und nicht einem durch die
Hitze unbeeinfluBten Teil. Oder man sieht von den EiweiBstoffent) im
Serum ganz ab und lenkt die Aufmerksamkeit mehr auf die Lipoide und
die Elektrolyte speziell die Ca‘*-Ionen des Serums und deren gegenseitige
Beeinflussung. Auch etwaige Kohlehydrate?) im Serum sollten nicht
unbeachtet bleiben. Analog wie man von wirklich hitzebestdndigem
Agglutinogen sprechen kann, wenn man die Polysaccharide mancher
Mikroben damit meint, so konnten auch bei der Komplementfunktion eines
Serums hitzebestdndige Faktoren mitwirken, wenn man die Lipoide des

1) Auf Grund der reversiblen Inaktivierung der Komplementfunktion
durch CO, nimmt R. Bauer [Ztschr. Immunitatsforschg. 61, 309 (1929)] an,
daB die Komplementeigenschaften des frischen Serums denen eines amphoteren
Elektrolyten von der Art der EiweiBkdrper entsprechen.

2) Cl. Rimington, Biochem. Journ. 25, 1062 (1931); ref. Chem. Zbl. 1, 695
(1932). — H. Bierry, Compt. rend. Ac. Sc. 192, 1284 (1931); ref. Chem. Zbl. 2,
2345 (1931).
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Serums beriicksichtigt. Die Versuche, die Komplementwirkung als
Seifenhdmolyse aufzufassen und entsprechende kiinstliche Komplemente
herzustellen (v. Liebermann, Fenyvessy u. a.), haben zwar bisher nicht
zum Ziele gefiihrt, doch verdienen sie besonderer - Erwdhnung, da sie
bewuBt den Schwerpunkt auf das Nichteiweil im Serum legen. Die ganze
Frage nach der Natur und der Wirkungsweise des Komplementes miite
erneut in Angriff genommen werden unter Beriicksichtigung der groBen
Rolle, die die Lipoide fiir die physikalischen Eigenschaften gerade der
labilen Globuline des Serums spielen und unter Beriicksichtigung der
groBen Bedeutung der Elektrolyte des Serums fiir den Losungszustand
seiner Lipoide.

Besonders hatte sich F. Klopstock') dafiir eingesetzt, daB die Komplement-
wirkung an die Unversehrtheit des kolloiden Systems des SerumeiweiBes ge-
bunden ist, d. h. also die Komplementwirkung nicht an einen chemisch greifbaren
und isolierten Korper gekniipft ist. Gerade die mannigfaltigen Komplement-
inaktivierungen durch physikalische Einfliisse sind nach F. Klopstock nur mit
der obigen Vorstellung verstdndlich. Fiir die Spaltung in zwei Komponenten
kann F. Klopstock keine andere Ursache finden als die zentrale Lage der Euglobu-
linfraktion in den kolloidgelosten EiweiBteilchen. Auf Grund von Farbstoff-
versuchen?) (es wurden die nach Liefmann erhaltenen und in Normosal geldsten
Komponenten, d. h. Globulin- und Albuminldsung zu je 0,1 Proz. mit Kongorot
und Methylenblau versetzt: die Mischung des roten Albumins mit blauem
Globulin gab rotgefiarbte und die von blauem Albumin mit rotem Globulin
gab blaugefirbte Losung) sollen die grobdispersen Globulinteilchen von den
feindispersen Albuminen schutzkolloidartig umhiillt sein. Damit eriibrigt sich
nach F. Klopstock die Zerlegung in eine M- und E-Stiickwirkung. Die Regene-
rierung kommt nur zustande, wenn durch die Reihenfolge des Zusatzes Globulin-
Albumin das urspriingliche kolloide System des Serumeiweifies wieder hergestellt
wird. Als Schidigung der ,,dritten Komponente‘ erscheinen alle jene Komple-
mentinaktivierungen, bei denen nicht die einzelnen Eiweifraktionen, wohl
aber der physikalisch-chemische Zustand des gesamten kolloiden Systems eine
Veranderung erfahren. Wenn demnach ,,die Komplementwirkung an eine
kolloide Zustandsform gekniipft‘ ist, so besteht die Wirkung des Komplementes
im Serum darin, daB das Serum Fermente (z. B. Hdmolysine) durch seine un-
versehrte kolloide Zustandsform zu aktivieren imstande ist (F. Klopstock).

Jedenfalls sind wir heute noch weit entfernt, diejenige Losung der
Komplementfrage zu besitzen, die imstande ist, in befriedigender Weise
das groBe und sich scheinbar vielfach widersprechende Beobachtungs-
material der letzten Jahrzehnte, das Sachs in seiner groBen Monographie
bringt, einheitlich zu erkldren. Das abschlieBende Urteil von Sachs moge
hier im Wortlaut folgen:

,, Wir betrachten also nach dem heutigen Stand am besten die Kom-
plementfunktion als die Frage der besonderen kolloiden Struktur der
SerumeiweiBstoffe, deren Gesamtheit sich in einzelnen Fraktionen trennen
und durch ihr Zusammenwirken wieder restituieren 188t. In diesem Sinne

1) F. Klopstock, Dtsch. med. Wschr. 1924, Nr. 51.
?) Dtsch. med. Wschr. 1924, 1171.

H. Schmidt, Serologie
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darf man wohl annehmen, daB die Komplementfunktion an die Eiwei8-
stoffe des Serums gebunden ist, ohne daB damit ausgedriickt sein muB,
daB die gesamte Komplementwirkung lediglich durch das EiweiB bedingt
wird.“

4. Untersuchungen an Meerschweinchen mit angeborenem
Komplementmangel.

Im allgemeinen geht die Tendenz bei der Erkldrung der Komplement-
wirkung dahin, in erster Linie den physikalischen Zustand des Milieus
zu beriicksichtigen, der als solcher natiirlich auch dann von wesentlicher
Bedeutung ist, wenn dem Komplement ein fermentartiges Substrat zu-
grunde liegen sollte. Immerhin, die ganz ausschlieBlich rein physikalische
Auffassung der Komplementwirkung von F. Klopstock paBt sich nicht so
ganz zwanglos der Vielheit der Erscheinungen an. Man bedenke u. a.
die Spezifitdt der Komplemente (siehe S. 108); und dann scheint fiir die
Moglichkeit der Annahme eines stofflichen Substrates als Komplement
besonders die Tatsache zu sprechen, daB es Meerschweinchen gibt, deren
Serum das inaktivierte Hammelbluthdmolysin nicht zu komplettieren
vermag. Einen solchen Meerschweinchenstamm beobachtete zuerst Moore?)
worauf dann spédter Studien iiber den gleichen Stamm von Coca?) und
Ecker?) und besonders von Hyde*) folgterr. Aus diesen Untersuchungen
geht folgendes hervor:

Dem Serum dieser komplementmangelnden Tiere fehlt etwas, was bis
zum gewissen Grade der sogenannten dritten Komplementkomponente ent-
spricht, das heit die, welche hitzeresistent und durch Hefe adsorbierbar ist.
Durch sehr kleine Mengen von frischem Serum von Mensch, Meerschwein,
Hammel, Katze und Kaninchen kann das Mangelserum gegen sensibilisierte
Blutzellen aktiviert werden, aber nicht durch Serum von Rind, Schwein®), Ente,
Huhn, Taube, Schaf, Ziege, Maus und Frosch. Besonders besitzt erhitztes
menschliches Serum auf das Mangelkomplement eine hochgradige aktivierende
Wirkung, die die des erhitzten Meerschweinchenserums iibertrifft. Wird aber
normales Meerschweinchenserum durch Hefeabsorption seiner dritten Kompo-
nente beraubt, dann gelingt die Reaktivierung besser mit erhitztem Meer-
schweinchen- als mit erhitztem Menschenserum. Es besteht demnach keine
vollige Identitdt zwischen der aus normalem komplementhaltigem Meerschwein-
chenserum durch Hefe absorbierten Komponente und der von Natur bei dem
Mangelserum fehlenden Komponente, was unter anderem auch daraus hervor-
geht, daB beide in verschiedener Weise durch CO,-Fraktionen (M- und E-Stiick)

1) Moore, Journ. of Immun. 4, 425 (1919).

%) A.F. Coca, Proc. Soc. exper. Biol.. a. Med. 18, 71 (1920).

8) E. E. Ecker, Journ. inf. Dis. 29, 611 (1921).

%) R. R. Hyde, Journ. of Immun. 8, 267 (1923); Amer. Journ. Hyg. 4, 62,
65, 169 (1924); 5, 145 (1925); Journ. of Immun. 12, 47 (1926); Amer. Journ. Hyg.
7, 619 (1927); 8, 730 (1928).

%) Man beachte, daB gerade Schweineserum reich an sogenannter dritter
Komponente sein soll.
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reaktivierbar sind. Ferner vermogen sensibilisierte Blutzellen bei 37° zwar aus
dem Mangelserum gewisse Bestandteile zu adsorbieren, nicht aber die hitze-
resistente Komponente aus erhitztem Serum, sondern letztere nur dann, wenn
die erstere Adsorption bereits stattgefunden hat. Auch in vivo ist das Serum
der komplementmangelnden Tiere durch Injektionen von frischem oder auch
erhitztem Serum von Menschen oder normalen Meerschweinchen aktivierbar,
wobei die intravendse Injektion sofort, die subkutane oder intraperitoneale
Einspritzung einige Stunden spdter wirkt. Aber nach 3—4 Tagen weisen die
so aktivierten Mangeltiere wieder ihren fritheren Zustand auf. Hochsensibilisierte
Blutzellen koénnen auch durch groBe, mdoglichst sofort und nicht erst nach
einiger Zeit zugesetzte Mengen des Mangelkomplements geldst werden, weil
hier die Aktivierung durch das im UberschuB vorhandene Himolysin bewirkt
wird, und zwar anscheinend durch die sogenannte dritte Komponente, denn
durch Behandlung mit Hefe, Erhitzen iiber 56°, lingere Lagerung verliert das
hamolysierende Serum die Fahigkeit, das Mangelkomplement zu aktivieren,
obwohl es seine sensibilisierende Fahigkeit Blutzellen gegeniiber behalt.

Da aber gelegentlich auch ein sehr starkes Himolysin von vornherein
die aktivierende Fahigkeit fiir Mangelkomplement nicht hat, so kann die hoch-
gradige Sensibilisierung der Blutzellen an sich die Ursache fiir die Losung- durch
UberschuB8 von Mangelkomplement nicht sein.

Fiir die Reaktivierung durch frisches normales Meerschweinchenserum
scheint eine gewisse Mindestmenge von letzterem noétig zu sein. Hyde aktivierte
ein Mangelkomplement A durch Zusatz von 5 Proz. eines normalen Meerschwein-
chenserums (B), so daB das Mischserum C genau so stark war, wie B. Geschah
die Aktivierung durch eine gewisse Milieudnderung in qualitativem Sinne, dann
miite das Serum C nun imstande sein, ebenfalls A in der gleichen Weise zu
aktivieren, wie es B tat, was aber experimentell nicht gelang, anscheinend, weil
die ngtige Menge an dritter Komponente in quantitativem Sinne fehlte. Gerade
dieser Versuch scheint fiir die substantielle Eigenschaft des Komplementes zu
sprechen.

Im iibrigen verhalten sich die Mangeltiere wie normale, auch be-
ziiglich ihrer Blutzellenzahl, scheinen aber im ganzen weniger resistent
gegen duBere ungiinstige Einfliisse zu sein. Der Komplementmangel
bleibt zeitlebens und ist durch Nahrungsdnderung nicht beeinfluBbar.
Da nachweislich die dritte Komponente die Plazentaschranke nicht pas-
sieren kann, so entsteht sie autochthon und ihr Fehlen ist daher genotypisch
bedingt. In der Tat wird der Komplementmangel vererbt und entspricht
im Vererbungsmodus einem rezessiven Mendel’schen Faktor.

Wird der Komplementmangel in vivo behoben durch Injektion von
z. B. Menschenserum, so ist damit das betreffende Mangeltier noch nicht
einem normalen Tiere gleich, ganz abgesehen davon, daf die Aktivierung
nur von voriibergehender Dauer ist. Wenn man ndmlich subkutan oder
intravends heterogenetisches Antiserum gibt, so vertragen dies die Mangel-
tiere auch nach Aktivierung der Komplementfunktion, wihrend normale
Tiere entweder Hautnekrose zeigen oder sterben. Man kénnte auf Grund
dieser Feststellung von Hyde auch vermuten, daB die Komplement-
mangel-Meerschweinchen auch kein Forssman’sches Antigen in ihren
Zellen haben, was festzustellen von groBem Interesse wire.

T*
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Auch wire es besonders im Hinblick auf die Identifizierung der Komple-
mentwirkung mit optimalen physikalisch-chemischen Zustandsbedingungen des
Serums wertvoll zu wissen, ob auch bei den Mangelmeerschweinchen, die von
J. Traube postulierte Ausnahmestellung des Komplement liefernden Meer-
schweinchens zutrifft, derzufolge von allen Siugetierblutseren das Meerschwein-
chenserum

1. die geringsten agglutinierenden oder aggregierenden Féhigkeiten hat,

2. am besten befahigt ist, Prazipitate aufzultsen (Izar),

3. die geringste Alkalitdt haben soll,

4. die geringste Viskositdt aufweist, weil bei ungewdhnlich geringem
Eiweifigehalt der Wassergehalt hoher ist als der der meisten sonstigen
Tierarten,

5. eine geringere Linksdrehung (0,61°) gegeniiber (0,78°) der meisten
anderen Tierarten hat (25 mm Rohr) und schlieBlich

6. die groBte Oberflaichenspannung besitzt.

Bekanntlich ist ein Meerschweinchen sehr leicht aktiv fiir den Nach-
weis der Anaphylaxie zu prdparieren und ebenfalls gelingt nach Doerr
und Russ die passive Praparierung um so leichter, je mehr das betreffende
Serum prézipitierende Immunkérper gegen das zu reinjizierende Eiweify
hat. Um so befremdender ist die Schwierigkeit, durch aktive Immuni-
sierung mit einem EiweiB in vitro nachweisbare Prézipitine im Meerschwein-
chenserum zu erhalten (Friedberger). Bekanntlich gelingt es auch nicht
beim Meerschweinchen, eine Serumverdnderung hervorzurufen, die der
analog ist, die beim Kaninchen nach Lipoid-Eiwei-Immunisierung zur
positiven Wa. R, fiihrt. Es ist hochstwahrscheinlich, daB dieses scheinbare
refraktdre Verhalten nur darauf zuriickzufiihren ist, daB die Antikérper
(Globuline), die das Meerschweinchen zweifellos bildet, nicht imstande
sind, die Denaturierung bei der Bindung an die Antigenmizellen zu er-
leiden, die zur Einleitung der Prézipitation resp. Komplementbindung
notig ist, und daB dieses refraktdre Verhalten auf das engste mit der
Fahigkeit zusammenhangt, Antikorper so gut komplettieren zu konnen.
Ein Studium dieser Verhiltnisse am Meerschweinchen wird sicher auch
die Frage nach der Natur des Komplementes zu kldren helfen.

5. Zusammenhiéinge zwischen Komplement und Blutgerinnung.

Man hat neuerdings wieder das Komplement aufs engste mit dem
Vorgang der Blutgerinnung verkniipft, nachdem schon v. Behring das
Buchner’sche Alexin mit dem Ehrlich’schen Komplement und dieses mit
dem von Alexander Schmidt entdeckten Fibrinferment identifiziert
hatte. Besonders werden diese Zusammenhéinge in den Arbeiten von
Falkenhausen und Fuchs behandelt.

Wird nach v. Falkenhausen und Fuchs') durch intravendse Injektion sehr
stark sensibilisierter Blutzellen beim Meerschweinchen das Komplement gebun-

1) v. Falkenhausen und H. J. Fuchs, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 1927, 372.
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den, so bleibt die Gerinnung aus. Mit Ca, (PO,), und folgendem Abzentrifugieren,
noch besser aber mit kolloidem Mg(OH)), 148t sich aus dem Plasma quantitativ
das Prothrombin = Proserozym entfernen, was Verlust der Gerinnbarkeit wie
auch der Komplementfahigkeit mit sich bringt. Die Prothrombine, d. h. wirk-
same aktive thermolabile Substanzen von Kaninchen- und Menschenplasma,
konnen sich gegenseitig vertreten, entbehren daher der Artspezifitit. Die
»aktive Substanz‘‘ wird sowohl bei der Gerinnung, wie auch zur Hadmolyse
verbraucht, doch bedarf der letztere Vorgang etwas groBerer Mengen.

Hirudin, Heparin, Novorudin hemmen die Gerinnung und ebenfalls die
Komplementwirkung. Das ungerinnbare Blut Himophiliekranker enthilt
Antithrombin im UberschuB und hemmt dadurch auch die Komplementfunktion
des Plasmas. Wird das Antithrombin entfernt, kann Prothrombin sowohl die
Gerinnung als auch die Hamolyse sensibilisierter Blutzellen bewirken [Fuchs
und Hartmann')]. Das Proserozym kann aus der Adsorption an Mg(OH),
befreit werden und bewirkt dann bei einem proserozymfrei gemachten Plasma
sowohl dessen Gerinnungsfahigkeit wie auch die Restitution der Komplement-
wirkung [Fuchs?)].

Das Wesen der hdmophilen Gerinnungsstérung ist nach v. Falken-
hausen®) ein AntiprothrombiniiberschuB und das Antiprothrombin wird
(nach Falkenhausen und Fuchs) mit dem Howell’schen Heparin identisch
angenommen, das Prothrombin mit dem Komplementmittelstiick und
in dem Antithrombin der Trédger antikomplementdrer Wirkung gesehen.
Der durch Leberinsuffizienz bewirkte AntiprothrombiniiberschuBf hemmt
durch Bindung der in normaler Weise frei werdenden Thrombokinase
das Zustandekommen der Gerinnung. Durch Injektion von Clauden
wird das gestorte Antiprothrombin-Thrombokinasegleichgewicht zugunsten
des letzteren verbessert und damit erscheint gleichzeitig auch wieder die
Fahigkeit zur Lyse sensibilisierter Blutzellen.

Im Meerschweinchenserum ist das Prothrombin mit dem (nach Braun
hergestellten) Komplementmittelstiick identisch und kann im Experiment
betr. Gerinnung und Hamolyse durch Mdiuseserum ergidnzt werden [Fuchs?)].
Im Kaninchenplasma setzt die Lyse sensibilisierter Blutzellen erst nach der
Gerinnung ein, woraus Fuchs®) schlieBt, daB im zirkulierenden Blut normaler-
weise kein freies Prothrombin und daher auch kein freies Komplement vorhanden
ist. Wenn nun doch intravasale Hamolyse sensibilisierter Blutzellen eintreten
kann, so kann dies nur geschehen, wenn die Sensibilisierung hochgradig ist,
denn dann soll das Prothrombin eine groBere Affinitdt zur sensibilisierten Blut-
zelle haben, wie zum Anti-Prothrombin [Fuchs®)]. In sehr antiprothrombin-
reichem Peptonplasma des Hundes wird durch hoch sensibilisierte Erythrozyten
das Komplementmittelstiick aus dem Antiprothrombinkomplex gerissen, so dafl
Himolyse eintritt, wiahrend eine Thrombinbildung mit nachfolgender Gerinnung
ausbleibt. Bei nur schwacher Sensibilisierung der Hammelblutzellen treten
nach deren intravendser Injektion unklare Verhdltnisse auf, die durch Uber-
schneiden der drei vorhandenen Affinititsmoglichkeiten des Prothrombins

1) Fuchs und Hartmann, Ztschr. Immunitatsforschg. 58, 1 (1928).
?) Fuchs, Ztschr. Immunitatsforschg. 58, 14 (1928).

3) v. Falkenhausen, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 145, 100 (1929).
4) Fuchs, Ztschr. Immunititsforschg. 62, 107 (1929).

5) Fuchs, Ztschr. Immunitétsforschg. 62, 117 (1929).

8) Fuchs, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 145, 108 (1929).
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(zu Antiprothrombin, zu Thrombokinase und zu den sensibilisierten Blutzellen)
zu erkldren sind [v. Falkenhausen')].

In dieser Beobachtung, daB schwicher sensibilisierte Blutzellen im
stromenden Meerschweinchenblut keine nennenswerte Anderung von
Gerinnungszeit und Komplementtiter bewirken, wird ein weiterer Beweis
fiir die von Fuchs bereits experimentell gezeigte Tatsache erblickt, daB
im stromenden Blut kein freies Komplement vorhanden ist.

Das Komplement(mittelstiick) ist vielmehr als Prothrombin an das Anti-
prothrombin (Heparin) gebunden und wird nicht nur leicht von anorganischen
Kolloiden wie Mg(OH), gebunden, sondern auch in Form der bekannten Kom-
plementwirkung durch spezifische Prédzipitate. Das Oxalatplasma eines mit
Menschenserum vorbehandelten Kaninchens verlor in Versuchen von Fuchs?)
nach Zusatz des Antigens nicht nur seine hdmolytische Komplementwirkung,
sondern auch seine Fahigkeit, auf Zusatz von Ca-Salzen zu gerinnen. Anti-
prothrombin(Heparin)-Uberschu8 wirkt durch Prothrombinbindung anti-
komplementdr. Daraus erkldrt sich die antikomplementire Wirkung des Hamo-
philenblutes, Peptonblutes, Heparinblutes, des auf 56° erhitzten Serums (,,Pro- .
tectin““ Noguchi’s) wie auch die erhohter Salzkonzentrationen usw. Phospha-
tide sollen dadurch antikomplementdr wirken, daf sie Prothrombin aus der
Verbindung mit Antiprothrombin I8sen und irreversibel in Thrombin verwandeln,
wodurch die Komplementmittelstiickfunktion erlischt (Fuchs).

Wie man sieht, nehmen diese experimentell gut fundierten Ansichten
von V. Falkenhausen und Fuchs das Komplement als ein stoffliches Sub-
strat an, das in enger Beziehung zur Blutgerinnung steht.

Immerhin stehen manche dieser Ansichten in Widerspruch zu denen
anderer Autoren. Zum Beispiel konnte R. R. Hyde®) im Serum wie auch
im Plasma eines.- Himophilen hochwirksames Komplement nachweisen,
so daB Hyde die Metschnikoff’sche Theorie, daB das Komplement im
zirkulierenden Blut normalerweise nicht vorhanden ist (sondern erst durch
Zerstoren der Leukozyten entsteht), fiir unhaltbar erkldrte. Auch F. Klop-
stock?), der Meerschweinchenzitratplasma in Zitratmedien untersuchte,
fand nicht nur sehr wirksames, sondern sehr lange haltbares Komplement
im Plasma und nimmt daher, wie auch dltere von ihm zitierte Autoren,
wie Schneider 1908, Muir und Mc Nu Nee 1912 an, daB bereits das stro-
mende Blut Komplementfunktion hat. Trotz dieser Divergenz der An-
schauungen, die vielleicht sich durch verschiedene Technik erkldren
lassen, bleibt doch der Zusammenhang der Komplementfunktion mit der
Blutgerinnung bestehen. Es wére zu begriiBen, wenn die Theorien von
v. Falkenhausen und Fuchs eine Nachpriifung bei den Komplement-
mangeltieren von Hyde fénden.

Anderseits werden fortschreitende Erkenntnisse iiber die Wirkung
von Heparin auf EiweiB die Ansichten von Fuchs wieder an die mehr

1) v. Falkenhausen, Biochem. Ztschr. 218, 453 (1930).
%) Fuchs, Ztschr. Immunitatsforschg. 67, 272 (1930).
%) R. R. Hyde, Amer. Journ. Hyg. 8, 859 (1928).

%) F. Klopstock, Zbl. Bakt. 98, 100 (1926).
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physikalisch-chemischen Anschauungen iiber die Rolle der Globuline bei
der Komplementwirkung angliedern. Nach A. Fischer') entsteht aus
Serumalbumin mit Heparin ein Globulin &hnliches Protein. Da Heparin
Sdurenatur hat, sind die Heparineiweiverbindungen analog den Nukleo-
proteiden. Allerdings hat die Nukleinsdure auf die Gerinnung keinen
EinfluB. Die Moglichkeit zu komplexen Molekiilverbindungen der He-
parineiweiBsalze erklirt die Anderung der Dissoziation des EiweiBes in
dieser Verbindung. Daher sieht man durch Heparin wohl eine Anderung
in der pu-Triibungskurve [A. Fischer?)] des EiweiBes, nicht aber in der
Ammoniumsulfattriibungskurve [A. Schmitz und W. Wulkow?)]. Immer-
hin ergab eine eingehende Untersuchung, daB im Vergleich zu Serum
beim Heparinplasma der Globulinanteil auf Kosten des Albuminanteils
eine Vermehrung erfahren hat. Weitere Forschung ist vielleicht in der
Lage, durch diese Anderung von EiweiB durch Heparin dessen anti-
komplementdre Wirkung zu erkldren.

V1. Die Himolyse.

I. Die unspezifische Hamolyse.

Die Erscheinungen der Quellung und Schrumpfung, die Blutzellen
in nicht isotonischen sowie in nicht isoionischen Losungen erleiden,
haben zwar nicht unbedingt erwiesen, aber es doch sehr wahrscheinlich
gemacht, daB die Blutzellen eine Membran mit fliissigem Inhalt haben.
Bewiesen scheint das heute durch die Dunkelfeldbeobachtungen von
Bechhold*), Hattori®) und Salén®) zu sein, sowie durch Péterfi, dem es mit
seinem Mikromanipulator gelang, Blutzellen anzustechen und den Hamo-
globinaustritt zu sehen.

Das Stroma bildet die Hiille und besteht sicher aus EiweiBen und
Lipoiden, vielleicht auch aus Kohlehydraten (Forssman’sches Antigen,
Blutgruppensubstanz A), wobei man wohl keine mosaikartige Struktur
annehmen darf, sondern eine komplexe Substanz, die in jeder Einheit
alle Stoffe in gegenseitiger Bindung enthélt.

1) A. Fischer, Naturwiss. 19, 965 (1931).

%) A. Fischer, Biochem. Ztschr. 244, 464 (1932).

3) A. Schmitz und W. Wulkow, Biochem. Ztschr. 245, 408 (1932).

4) Bechhold, Miinch. med. Wschr. 68, 127 (1921).

5) Hattori, Biochem. Ztschr. 119, 45 (1921).

¢) Salén, Biochem. Ztschr.110, 176 (1920); Miinch. med. Wschr.68, 885 (1921).
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Durch eine groe Mannigfaltigkeit verschiedenartigster Faktoren (wie
mechanische Einwirkung, Strahlen, Adsorption an Kolloide, Stoffe wie
Glukoside, Seifen, Schlangen — Bakteriengifte, lipoidlosliche Stoffe,
eiweiifdllende Stoffe, kapillaraktive Substanzen usw.) lassen sich Blut-
zellen auf unspezifische Weise 16sen. Einen kleinen Uberblick gibt Mond
1927Y). Hier wollen wir nur die Formen der unspezifischen Hamolyse
berithren, die durch ihre Analogien mit der spezifischen Hamolyse von
Interesse sind und deren Kinetik von E. Ponder?) besonders eingehend
untersucht ist. Durch zwei Gleichungen, von denen die eine die Geschwin-
digkeit der Fundamentalreaktion und die andere die Verteilung der ver-
schiedenen Blutzellenresistenz in einer Haufigkeitskurve wiedergeben, 148t
sich nach Ponder die Saponinhdmolyse wie auch die durch taurochol- und
glykocholsaures Na analysieren.

Ponder nimmt {ibrigens an, daB sowohl Saponin wie auch die gallen-
sauren Salze sich mit Proteinen der Stromasubstanz verbinden und be-
sonders die Losung dutch gallensaure Salze nicht auf Losung von Lipoiden
beruht.

In die Gruppe der nach Art von Saponin hdmolysierenden Substanzen
fallen nach Ponder die meisten hdmolysierenden Glukoside, Seifen sowie
auch die Bakterienhdmotoxine, von denen es beim Histolytikus- und
Streptokokkus-Pyogenes-Toxin bekannt ist, daB sie proteolytisch wirken.

Wenn alle diese hdmolysierenden Stoffe am Stroma-EiweiB§ angreifen,
ist begreiflich, daB die Gegenwart von fremdem EiweiB die himolysierende
Wirkung herabsetzt, wie es im Falle von Serum Bayer3) bereits auf Bin-
dung an das Serumeiweill bezog und nicht auf das Cholesterin. Diese
Bindung hdmolysierender Stoffe an zugesetztes EiweiB entspricht nach
Ponder*) einer Adsorption.

Was nun besonders interessant ist, ist der von Ponder (1922) beschrie-
bene Umstand, daB je nach der Reihenfolge der Zusitze die Wirkung

zugesetzten Serums verschieden ist.

Zum Beispiel: Wird zu 1 ccm Suspension gewaschener Blutzellen 0,1 ccm
Serum zugesetzt und 1 Minute spater 1 ccm /54, verdiinnte Losung von tauro-
cholsaurem Natrium, dann findet keine Hidmolyse statt, weil das Serumeiweif
sich mit dem Taurocholat gebunden hat. Wird aber umgekehrt erst das Tauro-
cholat und nach 1 Minute 0,1 ccm Serum zugesetzt, dann tritt fast sofortige
Lyse ein. Hier hat also der Serumzusatz beschleunigend gewirkt.

Um dies zu erkliren, weist Ponder auf seine Versuche mit himo-
lysierenden Farbstoffen hin, die an friihere Beobachtungen von Browning
und Mackie®y und Mackie®) ankniipfen.

Y) Mond, Protoplasma 2, 126 (1927).

%) E. Ponder, Brit. med. Journ. (20. Aug. 1927).

8) Bayer, Biochem. Ztschr. 4, 368 (1907).

4) Ponder, Proc. Roy. Soc. (B) 98, 489 (1925).

%) Browning und Mackie, Ztschr. Immunititsforschg. 21, 422 (1914).
) Mackie, Trans. Roy. Soc. South Africa 8, 59 (1919).
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Mackie fand, daB gewaschene und in NaCl-Losung resuspendierte Blut-
zellen dadurch, daB sie mit Brillantgriin 1:50000 versetzt und nach einiger Zeit
durch wiederholtes Waschen von der Farbstofflosung befreit und in NaCl
resuspendiert werden, sensibilisiert sind, so daR Zusatz von sehr wenig Serum
oder Plasma Hamolyse hervorruft. Wird die Reihenfolge dieses Zellen-Farbstoff-
Serum-Systems verdndert in ein Zellen-Serum-Farbstoff-System, findet keine
Lyse statt, so daf also die Verhiltnisse hier analog den obigen mit taurochol-
saurem Natrium liegen.

Die Sensibilisierung besteht in einer Adsorption von Farbstoff, der
durch Alkohol oder durch Erwdrmen zum groBten Teil wieder entfernt
werden kann, was auf eine nur lose Bindung am Stromaeiweif schlieBen
1aBt. Nimmt man nun nach Ponder an, daB sich der adsorbierte Farbstoff
mit dem Serumprotein verbindet und diese Verbindung als Lysin wirkt,
so bleibt zu erkldren, warum diese Bindung oder die lytische Wirkung
einer solchen Bindung nur stattfindet in dem Zellen-Farbstoff-Serum-
System.

Zunichst wird der Farbstoff adsorbiert, dann erst tritt spiter eine Ver-
bindung desselben mit dem StromaeiweiB ein, die nach langer Zeit zur Himolyse
fithrt. Noch bevor dieser zweite Vorgang eingesetzt hat, wird Serum zugefiigt,
welches sich nun mit dem Farbstoff zu einem Lysin vereinigt, welches auf oder
in der Oberflache der Blutzellen ist und somit die Zelle 16st, welche im Laufe
der Zeit auch durch das Lysin aus der FarbstoffstromaeiweiBverbindung geldst
ware. Findet diese FarbstoffeiweiBverbindung im Milieu statt, wie bei dem
System Blutzelle—Serum—Farbstoff, dann kann das Lysin die intakte Blutzelle
nicht angreifen (Schmidt). Auch wenn zu wenig Serum bei der ersten Versuchs-
anordnung zugesetzt wurde, ist die Lyse langsamer und bleibt bei ganz wenig
Serum partiell. Jedenfalls muf bei der mathematischen Analyse des Vorgangs
die verschiedene Resistenz der Blutzellen, wie bei der Saponinhimolyse, mit
beriicksichtigt werden.

Die Kieselsaurehdmolyse.

Landsteiner und Jagic') hatten 1904 gefunden, daB man bei der
spezifischen Immun-Hamolyse den Antikorper durch (am besten aus
Athylsilikat hergestellte) kolloide Kieselsdure ersetzen kann. Das (hd-
molysinbefreite) Meerschweinchenkomplement ist im Verein mit Kiesel-
sdure fahig, jede beliebige Art von Blutzellen zu lésen. Auch hier ist die
Reihenfolge wichtig, denn erst muf das Meerschweinchenserum zu den
Blutzellen gebracht und einige Zeit eingewirkt haben, dann erst darf
die Kieselsdure zugefiigt werden, worauf schnelle Hamolyse erfolgt.

Nach Landsteiner und Rock?) kann man statt Kieselsdure kolloide Zinnsdure

benutzen, wobei die damit behandelten Blutzellen starke Agglutination und bei
Zusatz von Lezithin (statt Komplement) Lyse zeigen.

1) Landsteiner und Jagic, Wien. klin. Wschr. 1904, Nr. 3; Miinch. med.
Wschr. 1904, Nr. 24.

%) Landsteiner und Rock, Ztschr. Immunitédtsforschg. 14, 14 (1912).
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Die Tanninhimolyse.

Nach Kruyt') und de Jong?) hat das Tannin auf hydrophile Stoffe,
wie z. B. Agar und Gelatine, eine dem Alkohol analoge dehydratisierende
Wirkung. L. Reiner und Oe. Fischer®) sahen nun bei Zusatz einer sorg-
faltig neutralisierten Tanninl6sung zu einer Blutzellensuspension eine
starke Agglutination eintreten, die sie auf Grund der Kruyt'schen Fest-
stellungen ebenfalls als dehydratisierende Wirkung des Tannins auf die
Blutzellen ansehen. Die mit Tannin behandelten Blutzellen waren sensi-
bilisiert gegen die lytische Wirkung von Komplement. Das Tannin hat
sich also in dieser Versuchsanordnung wie ein spezifischer Antikdrper
verhalten, und die Wirkung letzterer fassen die Autoren daher gleichfalls
als eine Dehydratation des Antigens auf. Diese Tanninwirkung kommt,
wie auch Kruyt annimmt, durch eine Adsorption des heteropolar gebauten
Tanninmolekiils (einer Glukose-Gallussdureverbindung) zustande, wobei
die polaren (OH-) Gruppen dem Antigen und die hydrophobe Gruppe dem
Wasser zugerichtet sind, was eine erhéhte Grenzflichenspannung oder
mit anderen Worten eine geringere Hydratation zur Folge hat. Eine solche
relativ hydrophobe Oberfldche ist dann zur weiteren Adsorption des
Komplementmittelstiicks geeignet.

Man sieht, daB zwischen diesen (Blutzelle-Kieselsdure-Komplement)
und (Blutzelle-Tannin-Komplement) Systemen und der spezifischen
Hamolyse weitgehende Analogien vorhanden sind.

I1. Die spezifische Hamolyse.

Dadurch, daB die spezifische Hdmolyse durch die Leichtigkeit ihres
Nachweises der bequemste Indikator fiir Reaktionen auf Anwesenheit
von Komplement geworden ist, hat diese Reaktion die Grundlage fast
aller Studien iiber das Komplement abgegeben und allgemein eine Be-
arbeitung in der Serologie erfahren, wie kaum eine andere spezifische
Reaktion. Trotzdem gibt es auch heute noch nicht einmal eine Teilfrage
auf diesem Gebiet, die man als endgiiltig gelost betrachten kdnnte.

a) Der Lisungsvorgang der roten Blutzellen.

Eine Auflésung findet nicht statt. Das Hamoglobin tritt aus und die
Stromata bleiben zuriick, sind aber insofern gegeniiber den Stromata bei
der unspezifischen Wasserhdmolyse verdndert, als diese noch auf osmo-
tische Einfliisse durch Quellung oder Schrumpfung reagieren konnen,
die Stromata nach spezifischer Lyse aber nicht mehr (Bordet 1899).
Die Stromata miissen unter dem EinfluB von Hémolysin und Kom-

1) Kruyt, Koll.-Ztschr. 31, 338 (1922).
%) de Jong, Koll.-Beih. 28, 1 (1928).
8) L. Reiner und Oe. Fischer, Ztschr. Immunititsforschg. 61, 317 (1929).
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plement eine Anderung erfahren, die den Austritt von Hidmoglobin er-
moglicht, aber iiber die Art dieser Anderung, ganz abgesehen davon, auf
welche Weise der Antikorper mit dem Komplement diese bewirkt, besteht
noch keine GewiBheit.

Nach Sachs hat der Vorgang der Hamolyse nichts mit direkter Lipolyse
oder Lezithinspaltung zu tun. Fiir eine Proteolyse hat sich ebenfalls kein
beweiskraftiger Anhalt gefunden. Wahrscheinlich handelt es sich bei der Ein-
wirkung von Héamolysin um irreversible Entquellungsvorginge in der Erythro-
zytenmembran. Sicher ist, daB eine Bindung von Antikérper an der Membran
stattfindet. Nach Mudd") bindet sich das Lysin mit alkoholldslichem Material,
wodurch sich die Erhohung der Widerstandsfihigkeit gegen die Benetzung mit
Triglyzeriden in seinen Versuchen erkldren lassen soll.

Die Bildung denaturierten Globulins an der Oberfldche sensibilisierter
Blutzellen diirfte als gesichert anzunehmen sein.

Konikow?) nimmt Elektroosmose als Hauptfaktor bei der spezifischen
Hamolyse an. Daraus, daB die spezifische Hadmolyse nur bei Salzgegenwart
stattfinden kann, wobei sich die Konzentrationen gleich wirksamer Losungen
wie ihre Aquivalentgewichte verhalten, schlieft Konikow auf eine rein chemische
Bindung zwischen Salz und Komplement unter Bildung einer komplexen Ver-
bindung, die sich als eine Schicht mit dem isoelektrischen Punkt bei py = 4,7
um den Erythrozyten lagert. Hierdurch soll zwischen Erythrozyteninhalt und
der AuBlenwandschicht eine Donnan’sche Potentialdifferenz auftreten und unter
dem EinfluB des elektrischen Feldes wird Wasser durch die Stromamembran
getrieben, wodurch nun indirekt durch osmotische Stoérung die H&dmolyse be-
dingt ist.

Das Primére ist jedenfalls fiir die spezifische Hadmolyse die Bindung
des Immunglobulins aus dem hémolytischen Serum, und da wir bei
diesem Vorgang spezifische Affinitdten voraussetzen miissen, so miissen
bestimmte Teile der Stromasubstanz als Triger der Spezifitdt wirken
und werden in der Serologie als Rezeptoren bezeichnet. Das Thomsen-
sche Phdnomen zeigt, daB man durch Einwirkung von Kulturfiltraten
gewisser Bakterien kiinstlich neue Rezeptoren auf der Stromaoberfldche
schaffen kann. Ein ndherer Einblick in die Verteilung von Rezeptoren
an den Erythrozyten ist uns aber noch nicht maglich.

b) Die Hiamolysinkomplementverbindung.

1. Die Reihenfolge der Einwirkung.

Bei Besprechung des Komplementes wurde bereits der Reihenfolge
Lysin, Mittelstiick und Endstiick Erwdhnung getan. Mittelstiick kann
nur an bereits sensibilisierten Blutzellen haften und Endstiick nur auf
,,persensibilisierte Zellen wirken. Die Bedeutung der Reihenfolge geht
deutlich aus fritheren Versuchen von Karczag und Hajos®) hervor, denen

1) Mudd, Biochem. Ztschr. 186, 378 (1927).

2) Konikow, Journ. exper. Biol. u. Med. (russ.) 1928, 368; ref. Chem. Zbl.
2, 763 (1929).

3) Karczag und Hajos, Biochem. Ztschr. 122, 52 (1921).
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zufolge die nachtrdgliche Zugabe von Komplement zu sensibilisierten
Blutzellen optimal wirkt. Die vorherige Zugabe des Komplementes
sowie auch die nachtrégliche Zugabe von Blutzellen zu Lysinkomplement-
mischungen erschwert und verzogert die lytische Wirkung. Es ist wohl
anzunehmen, daB die Blutzellen, die durch Waschen von anhaftenden
Globulinen befreit sind, zunéchst, wenn kein spezifisches Lysin vorhanden
ist, unspezifisch Globulm anlagern was dann die nachtragllche Bindung
von spezifischem Immunglobulin erschwert.

2. Die Spezifitdt des Komplementes.

Man darf nicht, wie es manchmal geschieht, Komplement gleichsetzen
mit frischem Serum beliebiger Herkunft. Es bestehen vielmehr gewisse
Beziehungen der Tierarten unter sich, insofern der Hadmolysegrad eines
Systems: Blutzellen 4 Lysin + Komplement, je nach der Art des kom-
plettierenden Serums verschieden stark ist. Zum Beispiel ist ein Anti-
Kaninchenblut-Lysin am wirksamsten mit Rinderkomplement, weniger
wirksam mit solchem vom Meerschweinchen und noch weniger mit solchem
vom Hammel. Antirinderserum l6st dagegen am stédrksten mit dem Kom-
plement vom Meerschweinchen, weniger mit dem vom Kaninchen und
am schwiéchsten mit dem vom Hammel. Antimeerschweinchenserum wird
durch Hammelserum wirksam, aber fast gar nicht durch Kaninchenserum
komplettiert. Antihammelserum wirkt mit Meerschweinchenserum stérker
als mit Rinderserum. Nach diesen Beobachtungen von V. Scaffidi und
Fr. Bruno') scheint die komplettierende Wirkung eines frischen tierischen
Serums um so schwiécher zu sein, je niaher verwandt die die Blutzellen
resp. das Komplement liefernden Tiere sind. Nach S.Gard und H.v.
Euler?) kann frisches Hammelserum Kaninchenblutzellen ohne Komple-
ment hidmolysieren, aber kann, wenn auf 56° erhitzt, durch Meerschwein-
chenkomplement nicht mehr aktiviert werden. Die Autoren nehmen im
Hammelserum zwei verschiedene hdmolytische Substanzen gegen Kanin-
chenblutzellen an. Der eine wird bei 0° vollstindig gebunden, ist thermo-
stabil und wirkt nur mit Komplement, der andere wird bei 0° nur wenig,
bei 37° aber véllig gebunden, ist thermostabil und kann auch ohne Kom-
plement wirksam sein,

Nach Zironi und Norotti®) werden sensibilisierte Blutzellen zwar
auch durch ihr arteigenes Komplement geldst, nur erfordert es eine sehr
viel stdrkere Sensibilisierung als bei der Benutzung von heterologem
Serum als Komplement. Eine Ausnahme sollen nur sensibilisierte Men-
schenblutzellen machen, die bei gleichem Sensibilisierungsgrad gleich gut

1) V. Scaffidi und Fr. Bruno, Riv. Pat. sper. 6, 1 (1930).
?) Acta med. Scand. 75, 440 (1931).
3) Zironi und Norotti, Boll. Ist. sieroter. milan. 9, 237 (1930).
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von Menschenkomplement wie von heterologem Komplement geldst
werden. Man sollte daher annehmen, daB intravends eingefiihrtes Hamo-
lysin, welches, wie V. Scaffidi und R. Carbone') durch nachfolgende
Invitrolyse der gewaschenen Blutzellen durch heterologes Komplement
zeigen konnten, zwar in vivo gebunden wird, aber im allgemeinen keine
Héamolyse bewirken sollte, weil der Sensibilisierungsgrad fiir die Wirkung
des homologen Komplementes in vivo zu gering ist.

Manche Autoren nehmen, wie auf S. 102 erwdhnt, an, daB im strémenden
Blut iiberhaupt kein Komplement vorhanden ist.

Aber in vivo liegen die Verhdltnisse vielleicht wegen der groBen Menge
verfiigbaren Komplementes anders, denn Anti-Kaninchenserum vom Hund
vermag ohne Zusatz heterologen Komplementes bei Injektion in Kaninchen
Himoglobinurie hervorzurufen [Scajfidi und Mallardo*)]. Nach Reiner und
Strilich®) kénnen mit Warmbliiterimmunserum sensibilisierte (wie auch mit
Tannin behandelte) Blutzellen auch durch Kaltbliiterkomplement (Frosch) ge-
l6st werden, wobei in letzterem Falle die Hamolyse bei 18° eher noch schneller
als bei 37° mit Meerschweinchenkomplement verlduft. Danach scheint das
Temperaturoptimum der Lyse durch die Herkunft des Komplements bedingt
zu sein.

¢) Die quantitativen Beziehungen zwischen dem hidmolysierenden Anti-
korper und dem Komplement.

Ganz allgemein hat die Erfahrung gezeigt, daB hochsensibilisierte
Blutzellen wenig und schwach sensibilisierte Blutzellen viel Komplement
zur Lyse gebrauchen. Aber damit sind die quantitativen Beziehungen
nicht geniigend definiert. ZahlenméBige GesetzmiBigkeiten zwischen
Komplement, Blutzellenzahl und Immunkérpermenge sind neuerdings
von Manwaring®), Cromwell), A. Hill und G. Parker®), Brooks?), St. Morse®),
Wadsworth und E. und F. Maltaner®), E. R. Hyde und E. T. Parsons?)
u. a. aufgestellt worden, die z. T. die Einzelheiten des Reaktionsablaufes
sehr genau wiedergeben. Aber in der Erkenntnis des Wesens der Immun-
korperwirkung auf die Blutzelle und der Wirkungsweise des Komplementes
auf sensibilisierte Blutzellen haben uns diese mathematischen Analysen,
auf die der Raum verbietet einzugehen, nicht wesentlich gefordert.

1) V. Scaffidi und R. Carbone, Riv. Pat. sper. 6, 84 (1930).

2) Scaffidi und Mallardo, Riv. Pat. sper. 3, 353 (1928).

8) Reiner und Strilich, Ztschr. Immunititsforschg. 61, 40, 43 (1929).
4) Manwaring, Journ. inf. Dis. 5, 55 (1908).

5) Cromwell, Journ. of Immun. 7, 461 (1922). :

$) A. Hill und G. Parker, Journ. of Path. 28, 1 (1925).

7) Brooks, Journ. of Med. Res. 41, 399 (1919—20).

8) St. Morse, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 19, 17 (1921—22).

%) Wadsworth und E. u. F. Maltaner, Journ. of Immun. 21, 313 (1931).
10) R. R. Hyde und E. T. Parsons, Amer. Journ. of Hyg. 7, 11 (1927).
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d) Faktoren, die die spezifische Himolyse beeinflussen.

Da der Vorgang der spezifischen Hamolyse aus zwei Vorgéngen be-
steht: der Sensibilisierung der roten Blutzellen durch deren Bindung mit
Antikoérper und der folgenden Komplementeinwirkung, so konnen die
mannigfachen Faktoren, die wie z. B. Salzkonzentration, Gegenwart
von EiweiB, Temperatur, H-lonenkonzentration usw. die Lyse beeinflussen,
an einem der beiden Vorgénge angreifen. Es kann entweder die Sensibili-
sierung verhindert werden, oder die Wirkung des Komplements auf die
sensibilisierten Zellen kann gehemmt werden oder ausbleiben.

1. EinfluB der Elektrolyte des Mediums.

In isotonischer salzfreier Saccharoseldsung soll nach Sachs und Terruchi
(1907) weder Bindung noch lytische Wirkung von Komplement stattfinden.
Wird die iibliche Konzentration von 0,85 Proz. NaCl des Mediums erhdht, so
wird, wie beim Komplement bereits erwidhnt, die Komplementfunktion in
reversibler Weise aufgehoben, dagegen ist die Bindung von Antikérper an die
Blutzellen anscheinend innerhalb weiter Grenzen von der Kochsalzkonzentration
unabhéngig. Immerhin wird aber die Festigkeit der Bindung oder die Disso-
ziationsfahigkeit von der NaCl-Konzentration insofern beeinfluBt, als z. B. in
2 proz. Losung die Dissoziation leichter und schneller erfolgt als in 0,85 proz.
Losung (Philosophow, 1909).

Bei der Einwirkung anderer Elektrolyte besteht die Schwierigkeit, den
Angriffspunkt ihrer Wirkung zu ermitteln, da die Interferenz anderer Ionen
einmal die Antikérper und dann die Komplementbindung stéren kann, wobei
die Schwierigkeit darin liegt, daB man den Effekt der ersteren Bindung erst
durch die Wirkung der zweiten erkennen kann.

Wenn man daher auch wei}, daf z. B. Kalium- und Kalziumsalze bis zu
einer Konzentration von 0,1 Proz. auf die Immunhimolyse hemmend, Mg-Salze
in einer solchen von 0,25—0,005 Proz. fordernd wirken und sich diese entgegen-
gesetzten Wirkungen gegenseitig aufheben lassen [Schmidt und Gross')], so bleibt
die Frage noch nicht geniigend geklirt, wo diese Wirkungen angreifen. Schmidt
und Gross glauben, daB der Angriffspunkt der Kationenwirkung an den roten
Blutzellen sich befindet, zu welcher Ansicht auch Wright und Maccallum?)
gelangt waren, sowie u. a. auch Neuschlosz®), der speziell die Anionen studierte
und im wesentlichen die gleiche lyotrope Reihe von Hofmeister fand wie Wright
und. Maccallum.

Nach Neuschlosz findet die Immunhdmolyse nur in Gegenwart solcher
Ionen statt, die in der Iyotropen Reihe eine mittlere Stellung einnehmen, wofiir
er folgende Erkldrung fiir denkbar hilt. Die Ionen am einen Ende der Reihe
bewirken zu starke Quellung, die am anderen zu starke Entquellung der EiweiB-
korper in den Erythrozyten. Hamolyse kann nur bei einem mittleren Quellungs-
grad stattfinden. Da es aber nicht gelang, durch Mischung entgegengesetzt
wirkender Anionen z. B. Sulfat und Rhodanid, ein fiir die Himolyse giinstiges
Milieu zu schaffen, werden fiir die verschiedenen Ionen verschiedenartige An-
griffspunkte am himolytischen System angenommen.

1) Schmidt und Gross, Biochem. Ztschr. 215, 61 (1929).
%) Wright und Maccallum, Journ. of Path. 25, 316 (1922).
%) Neuschlosz, Compt. rend. Soc. Biol. 97, 1242 (1927).
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In den Einzelheiten sind die Wirkungen der verschiedenen Elektro-
lyte schwer zu deuten, aber im ganzen ist es bemerkenswert, daB die
Reihenfolge der einwertigen Anionen fiir die Hemmungen der spezifischen
Hémolyse die umgekehrte Reihenfolge ist, wie sie Pauli fiir die EiweiB-
féllung fand. Ferner ist die Féhigkeit der Salze, ein hamolytisches System
in Glukoselosung zur Auswirkung zu bringen, in der Hauptsache umge-
kehrt ihrer Fahigkeit, die Hamolyse in NaCl-Losung zu hemmen. Das
Wesentliche wird die physikalische Beeinflussung der Serumglobuline
sein, analog der Wirkung von Elektrolyten auf die Loslichkeit und Féllbar-
keit von Kasein und Gelatine.

Letzthin haben H. Eagle und G. Brewer') dem Mechanismus der
Héamolyse durch das Komplement eine ausfiihrliche Arbeit gewidmet.
Danach beruht der EinfluB der Elektrolyte und der H-lIonen-Konzentra-
tion fiir die Komplementbindung in erster Linie auf ihrer Einwirkung auf
sensibilisierte Zellen. Bei Verwendung von Salzen mit monovalenten
Kationen wird die Komplementbindung und damit die Himolyse in jeder
Konzentration zwischen 0,02—0,035molar verhindert. Bivalente Kat-
ionen hemmen noch stirker. Das Optimum fiir die Komplementbindung
liegt bei pu = 6,5—8,0. Bei wenig saurer Reaktion tritt Hemmung ein.
Bei pu = 4,8 einerseits und pyg = 8,8 anderseits tritt eine irreversible
Inaktivierung des Komplementes ein. Bemerkenswert ist es, daB die
Komplementbindung und die H&molyse durch dieselben Einfliisse ge-
hemmt werden, die die lonisierung der SerumeiweiBkorper herabsetzen
und deren Aggregation fordern.

2. EinfluB der Temperatur auf die spezifische Himolyse.

Bereits Ehrlich und Morgenroth zeigten, daB zwar die Antikorper-
bindung an rote Blutzellen schon bei 0° stattfinden kann, aber bei dieser
Temperatur das Komplement nicht gebunden wird. Bekanntlich kann
man mit Hilfe dieser Tatsache den Antikdrper von gleichzeitig vorhande-
nem Komplement relativ trennen. Bei sogenannten Normalhdmolysinen
ist die Trennung auf diese Weise nicht immer moéglich. Mit steigender
Temperatur geht die Antigenantikérperbindung schneller vor sich bis zu
etwa maximaler Geschwindigkeit bei 37°. Bei hoherer Temperatur iiber
60° wird das Hamolysin geschddigt und schlieBlich wirkungslos.

Die Bindungsfihigkeit der Blutzelle kann jedoch selbst bei hohen
Temperaturen erhalten bleiben. Eine gewisse Bindungsfihigkeit bleibt
selbst gekochten Blutzellen erhalten, was der Prazipitinbindungsfihigkeit
gekochten EiweiBes analog ist. Es scheinen aber gewisse Blutzellen
Rezeptoren zu enthalten (Forssman’sches Antigen), die Kochhitze gut-
vertragen und die wohl keine EiweiBnatur haben, wiewohl noch nicht

1) Eagle und Brewer, Journ. gen. Physiol. 12, 845 (1929).
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sichergestellt ist, ob es Lipoide oder Kohlehydrate sind!). Da schon bei
55° erhitzte Blutzellen der Lyse durch Hémolysin 4 Komplement nicht
mehr verfallen, besonders, wenn die Erwdrmung in isotonischer Rohr-
zuckerlosung stattfand (Meyerstein 1923), kénnen erhitzte und sensibili-
sierte Blutzellen als geeignetes Adsorbens fiir Komplement dienen.

J.EinfluBvon EiweiBzusatz aufdiespezifische Himolyse.

Werden Blutzellen statt in NaCl-Lésung in Serum suspendiert,
dann bedarf es zur Losung der sensibilisierten Zellen einer groBeren Kom-
plementmenge. — Das als Suspensionsmittel dienende Serum ist dabei,
um dessen Eigenkomplement zu zerstoren, erhitzt worden. Wird statt
dessen das Eigenkomplement des betreffenden Serums durch adsorbierende
Mittel entfernt, dann ist dessen EinfluB auf die spezifische Hamolyse
weniger deutlich, so daB weniger Komplement zur Lyse benutzt werden
muB als bei erhitztem Serum (Muir und Browning 1906). Man hat zur
Erklarung die Bildung sogenannter Komplementoide in erhitztem Serum
angenommen, was aber, wie wir weiter unten sehen, unnétig ist.

Im tibrigen kann Gegenwart von erhitztem Serum auch die Sensibili-
sierung der Blutzellen durch Immunglobulin hemmend beeinflussen
(Ungermann und Kandiba 1912) und anderseits nach Manwaring (1907)
auch die lytische Wirkung von Komplement steigern, wobei die Lénge
der Erhitzungszeit eine Rolle spielt.

In engem Zusammenhang steht damit die Frage nach der Wirkung
sogenannter Anti-lmmunkorper. Wird das durch Immunisierung eines
Tieres mit einem hdmolysinhaltigen Serum erzeugte antihdmolysinhaltige
Serum einem hdmolytischen System, natiirlich nach vorherigem Erhitzen,
zugesetzt, so wird nach Ehrlich und Sachs (1905), Bordef u. a. die Lyse
verhindert, auch wenn die primar sensibilisierten und dann gewaschenen
Blutzellen mit dem antilysinhaltigen Serum behandelt, erneut gewaschen
und in erhitztem Meerschweinchenserum suspendiert werden und dann
frisches Komplement zugesetzt wird, so daB anzunehmen ist, da dadurch
die Komplementbindung verhindert oder deren Auswirkung gehemmt
wird. Werden die so behandelten Blutzellen in NaCl-Losung suspendiert,
so ist die Komplementhdmolyse verzogert.

Ob es so etwas wie einen Antiimmunkorper gibt, ist hdchst unwahrschein-
lich. Sicher aber ist, daB die Immunisierung eines Tieres mit einem antikorper-
haltigen Serum die Bildung prizipitierender Antikorper gegen dessen Eiweifl
hervorruft (Altmann 1912). Werden nun zundchst Blutzellen mit Immun-
hdmolysin behandelt und dann gewaschen, so haben diese sensibilisierten Blut-

zellen nach auBen eine Hiille von denaturiertem Immunglobulin, das nun als
solches gegeniiber dem erneut zugesetzten sogenannten Antihdmolysin enthal-

1) Neueren Untersuchungen von Freudenberg (Heidelberg) zufolge ist die
Blutgruppen-A-Substanz sicher und das Forssman’sche Antigen hdchstwahr-
scheinlich ein Kohlehydrat.
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tenden Serum als Prazipitinogen dient. Die sensibilisierte Blutzelle wird also,
um im Bilde zu bleiben, erneut mit einer Hiille von Immunglobulin umgeben,
die ihrerseits, da denaturiert, imstande wire, Komplement zu binden. Nun
kann folgendes eintreten:

Wird erhitztes Meerschweinchenserum zugefiigt, dann werden unspezifische
Globuline adsorbiert und damit die weitere Moglichkeit der Komplementbindung
aufgehoben oder aber, wenn die so behandelten Blutzellen in NaCl-Losung
suspendiert werden, wird Komplement adsorbiert. Dieses Komplement ist aber
in Wirklichkeit direkt an einem Prazipitinogen-Prizipitinkomplex gebunden,
auf den Komplement keine weitere erkennbare Wirkung ausiibt. Wenn nun
doch eine verzogerte Lyse stattfindet, dann kann diese Wirkung nur eine in-
direkte sein, da die Blutzelle schlieBlich den Kern des A. A.-Komplexes darstellt
und durch diese Adsorptionen in ihrem Membrangefiige sicher veridndert ist.
Unter Umstanden braucht aber die Lyse nicht verzogert zu sein, sondern kann
sogar mit weniger Komplement stattfinden (Friedberger und Moreschi 1908).
Diese Diskrepanz beruht hdchstwahrscheinlich auf verschiedenen Versuchs-
bedingungen bzw. Stdrke der verwandten Immunkorper, Zeit der Einwirkung
usw. und bediirfte einer nochmaligen Bearbeitung in diesem Sinne.

e) Spezifische Himolyse ohne Komplement (Hédmotoxin).

Die hdmolysierende Wirkung des Serums von Kaninchen, die mit Blut-
zellen immunisiert waren und die fiir gewShnlich Komplement beansprucht,
kann, wie K. Toshima?) zeigte, unter besonderen Umstidnden ohne Komplement
stattfinden. Toshima fand, daBl Blutzellen-Antisera von Kaninchen nach
30 Minuten Erhitzung auf 75—90° die homologen Blutzellen bei Temperaturen
unter 22° zu 18sen vermdgen. Der Gehalt an diesem von Toshima als Kilte-
hdmatoxin bezeichneten Agens war im Normalserum ganz gering und nahm mit
der Immunisierung zu, wobei das Optimum an Wirkung bereits iiberschritten
werden kann, wenn bei weiterer Immunisierung die agglutinierende und hamo-
lysierende Fahigkeit des Serums noch zunehmen. Zusatz von Blutzellen zu
erhitztem Immunserum im Volumenverhiltnis 1:5 geniigt nicht, das Kilte-
hamotoxin zu adsorbieren. Bei Hithnerblutzellen, nicht aber bei Menschenblut-
zellen war eine Artspezifitdt vorhanden. Mit Katzen- und Meerschweinchenblut-
zellen konnte von Kaninchen kein Hdmotoxin gewonnen werden. Das Hamo-
toxin scheint nicht an die labilen Globuline, sondern mehr an die Pseudoglobuline
gebunden zu sein.

Wihrend Immunsera die stdrkste Kaltehamolyse nach Erhitzung auf
75—80° aufweisen, miissen Normalsera zur optimalen Wirkung auf 90-—100°
erhitzt werden. Auch beziiglich der Temperatur fiir die Himolyse unterscheiden
sich Normal- und Immunsera. Erstere bediirfen Temperaturen unter 00, letztere
wirken auch bei héherer Temperatur, wenn auch geringer. 220 ist die obere
Grenze.

Von den gepriiften Normalseren war das von Kaninchen am wirksamsten,
besonders gegentiber Hithnerblutzellen, weniger gegen solche von Schwein,
Pferd, Mensch und gar nicht gegen einige andere. Immerhin weisen die Kanin-
chensera beziiglich der Kaltehdmotyse erhebliche individuelle Schwankungen auf.
Auch nach Absorption der spezifischen Hamolysine im Immunserum bleibt das
Kiltehdamotoxin erhalten. Gegen Sulfationen ist die Kaltehdmolyse sehr emp-
findlich und bleibt auch im isotonischen Rohrzuckermilieu aus.

Weitere Versuche von Toshima?) dienten zur Kldrung der Frage nach der
Natur des Kéltehdmolysins (K. H.). Es war nicht dialysabel, blieb im Trocken-

1) K. Toshima, Journ. of Biochem. 13, 291, 441 (1931).
%) Toshima, Journ. of Biochem. 13, 489 (1931).

H.Schmidt, Serologie
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serum nach Azeton-, Alkohol-, Ather- usw. Extraktion erhalten. An Kaolin konnte
es aus erhitztem und nicht erhitztem Serum vollig adsorbiert werden, wihrend
Blutzellen eine Absorption nur in erhitztem Serum zustande bringen. Zusatz
kleiner Mengen von frischem Serum hebt die Wirkung des K. H. auf. Dasselbe
bewirkt auch Kasein, Pepton und besonders stark Cholesterin.

Eine befriedigende Erkldrung dieser Feststellungen von Toshima 148t sich
nicht geben. Es bedarf noch weiteren Untersuchungen, um rein physikalische
Momente, wie z. B. Erniedrigung der Oberflichenspannung der Sera beim Er-
hitzen durch Freiwerden von Fettsduren, Rolle der Reaktion usw., auszuschalten
und das Phénomen der K. H. auf immunbiologischer Grundlage (Wirkung noch
unfertiger Antikorper?) erkldren zu konnen. Auch wiren Untersuchungen
angezeigt, ob auch bei der Prazipitation und Agglutination in erhitzten Immun-
seren noch eine in der Kélte bemerkbare spezifische Funktion verbleibt, die dem
Kéltehdmotoxin analog ist.

ITI. Das Himolysin.

a) Immunisatorische Erzeugung.

Sowohl die intakte Blutzelle als auch die Stromata allein kdonnen
immunisatorisch Héamolysine erzeugen, nicht aber das H&moglobulin,
welches zwar einen Antikorper erzeugt, der Himoglobin préazipitiert,
aber wegen der antigenen Verschiedenheit keine Affinitdt zur Stroma-
substanz hat. Bekanntlich kénnen auch gekochte Hammelblutzellen bei
Kaninchen noch Hamolysin bilden, wie man annimmt durch das Forssman-
sche Antigen, das als lipoide oder polysacchariddhnliche Substanzl)
thermostabil ist. Die Forssman’schen heterogenetischen Hammelblut-
hamolysine?) lassen sich aber von den durch native Hammelblutzellen
erzeugten isogenetischen Hadmolysinen serologisch unterscheiden.

Werden Hammelblutzellen stark im UberschuB sensibilisiert, so vermo-
gen diese im allgemeinen nicht mehr immunisatorisch Hamolysine zu erzeu-
gen (v. Dungern), was wohl mit der Umhiillung durch (beim Kaninchen
evtl. arteigenes) Immunglobulin zusammenhéngen diirfte. Nach H. Davide?)
gelingt es, durch Behandlung von Kaninchen mit Fibrinogen von z. B.
Meerschweinchen, Hund, Mensch Sera zu gewinnen, die spezifische Hdmo-
lysine und noch mehr Agglutinine fiir die Erythrozyten der das Fibrinogen
liefernden Art enthalten, wihrend Fibrinogen von Pferd und Hammel,
durch deren Erythrozyten bei Kaninchen sich so leicht hochwertige
Lysine herstellen lassen, nur ganz geringgradig Hamolysin bilden. Solche
Antifibrinogen-Sera erweisen sich bei den homologen Tieren schon in
kleinen Mengen als stark toxisch durch Erzeugung einer meist todlichen

1) Nach A. J. Weil und J. Berendes, Klin. Wschr. 1932, 70, 148t sich das
heterogenetische' Forssman’sche Antigen an Kaolin adsorbieren. Die folgende
Elution ist eine wasserklare Losung (siehe Anmerkung auf Seite 112).

2) Ausfithrliche Literatur bei Forssman im Handbuch der pathogenen
Mikroorganismen, Kolle, Kraus, Uhlenhuth, Bd. 11, 3. Aufl. (Jena 1929).

%) H. Davide, Acta med. scand. Suppl. 13, 1 (1925).



Bindung und Dissoziation des Hamolysins 115

Andmie, dagegen fehlt den entsprechenden Antiglobulin- und Antialbumin-
sera diese toxische Wirkung, die sich durch Adsorptionsversuch auf den
Fibrinogenantikorper zuriickfiihren lieB. Davide glaubt in seinen Ver-
suchen eine Stiitze fiir die Annahme, daB das Fibrinogen aus den Erythro-
zyten stammt, erblicken zu konnen,

Nun haben bekanntlich manche Tiere Normalhdmolysine gegen die
Erythrozyten anderer Tierarten. Zum Beispiel vermag natives Kaninchen-
serum Taubenblutzellen zu 1dsen. Wird aber nach P. Gori') das Kaninchen
parenteral mit Taubenblutzellen behandelt, so geht diese Fihigkeit des
nativen, nicht erhitzten Serums verloren, selbst wenn sich im erhitzten
Serum hochwertige H&molysine serologisch nachweisen lassen. Bei
Immunisierung mit Blut, gegen welches urspriinglich keine hdmolysierende
Wirkung des aktiven Serums bestand, trat solche im Beginn der Immuni-
sierung auf, um mit Ansteigen des Antikorpertiters zu verschwinden.
Ein ganz analoges Verhalten hatte Gori auch bei der Bakteriolyse gefunden,
Wieweit sich dies durch Komplementschwund wéhrend der Immunisierung
erkldren 148t, muf dahingestellt bleiben.

b) Bindung und Dissoziation des Himolysins.
Reindarstellungsversuche.

Die Bindung des Héamolysins an die Blutzelle, d. h. seine Sensibili-
sierung gegeniiber der lytischen Komplementwirkung ist ein Adsorptions-
vorgang. Je mehr Antikérper vorhanden ist, um so mehr kann die Blut-
zellenmembran binden, Es ist klar, daB bei einem solchen Uberschuf
an adsorbierten Antikorpern, deren Bindung verschieden stark ist, die,
bildlich gesprochen, mehr aiuBien befindlichen Antikorper loser gebunden
und daher auch leichter wieder entfernbar sind. Werden in ein Immun-
serum die Blutzellen fraktioniert zugesetzt, so sensibilisieren sich nach
Bordet die zuerst zugesetzten stark und die zuletzt zugesetzten finden
schlieBlich keinen Antikérper mehr vor, also analog dem Danysz’schen
Phénomen bei Toxin-Antitoxin-Gemischen. Nach einiger Zeit kann aber
bekanntlich der Antikérper von den im UberschuB sensibilisierten Blut-
zellen auf die nicht sensibilisierten Zellen iiberwandern (Morgenroth,
Muir). Diese Fahigkeit abzudissoziieren oder durch geeignete Fliissig-
keiten aus der Adsorptionsbindung eluiert werden zu konnen, hat man zu
Versuchen der Reindarstellung des Antikorpers benutzt.

Von den dlteren Versuchen seien die von L. v. Liebermann und B. v. Feny-
vessy?) erwahnt, die mittels verdiinnter HCI aus sensibilisierten Blutzellen den
Antikorper abdissoziierten und solange mit Ather ausschiittelten, bis sie eine
farblose nach den iiblichen Proben eiweiBfreie Losung erhielten, die etwa 20 Proz.
des an die Blutzellen gebundenen Antikérpers enthielt und in erster Linie

1) P. Gori, Sperimentale 84, 237 (1930).
2) L.v. Liebermann und B.v. Fenyvessy, Zbl. Bakt. 47, 274 (1908).

8*
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agglutinierend aber auch mit Komplement hamolysierend wirkte. Kosakait)
eluierte gewaschene sensibilisierte Blutzellen mit isotonischer Zuckerldsung
bei 55° die er nach wiederholter Ausschiittelung durch Ather dialysierte. Zu
einem hochgradig reinen Produkt gelangten A. Locke und E. F. Hirsch?) durch
Atherextraktion sensibilisierter Blutzellen, wodurch nach Entfernung der Lipoide
die Stroma-Hamolysinbindung leicht dissoziabel wird. Sie erhielten Hdmolysin
in solcher Reinheit, daB einer Himolysineinheit nur noch 0,000125—0,00018 mg
Protein entsprach.

Andere Reinigungsverfahren des Hamolysins gingen von der Fraktionierung
des Immunserums aus. Wie H. Schultze und H. Gross®) in teilweiser Bestédtigung
dlterer Literaturangaben fanden, ist das Himolysin (wie alle Antikdrper) an
Globulin gebunden. Je nach Tierart, Immunisierungsgrad, Alter des Serums
usw. verteilt sich der Antikorper auf Eu- und Pseudoglobulin, ist aber oft in
letzterem vorwiegend enthalten, so daB die Herstellung relativ haltbarer und
dem Titer nach angereicherter Losungen gelingt.

H.v. Euler und E. Brunius*) fanden bei ihren Reinigungsversuchen den
hidmolysierenden Antikérper in den zwischen 30 und 46 Proz. Sattigungsgrenzen
liegenden Ammoniumsulfat-Fillungsfraktionen. Die Dialyse derselben ver-
ursachte zwar groBe Verluste, doch gelang bei weiterer Reinigung des Dialysats
durch Adsorption an Fe(OH), und folgender Eluierung mit sek. Na.-Phosphat
die einer mindest himolytischen Dosis entsprechende Trockengewichtsmenge
auf 0,0022 mg zu bringen. Entfernen des Phosphats durch Mg-Azetat und NH,
mit folgender Neutralisation des Filtrates mit Essigsaure ergab eine Losung,
die die Verfasser einengten, bei deutlich saurer Reaktion mit Al(OH),; mit fol-
gender Eluierung durch sek. Na-Phosphat behandelten und dialysierten.
SchlieBlich war die mindest hamolytische Dosis in 0,0013 mg Trockensubstanz,
was einer 26fachen Steigerung des Originalwertes entsprach. Locke und Hirsch®)
hatten durch Elektrodialyse antikdrperhaltiger Pseudoglobulinldésungen den
Titer des Serums, der urspriinglich 2000 Einheiten pro ccm entpsrach, auf
150000—200000 Einheiten pro g frisch getrockneten Pseudoglobulins steigern
konnen. Mit so gereinigten Antikorperlosungen berechneten H.v. Euler und
E. Brunius®) aus ihren Versuchen, daf 0,02 qm Blutzellenoberflache 500 Hamo-
lysineinheiten binden konnen. Eine noch weitergehende Reinigung erzielten sie?),
als sie von Stromata ausgingen, die bei pg =5 in 0,85 proz. NaCl-Medium
sensibilisiert wurden. 75 Proz. der Antikoérper konnten mit 0,02 n Ammoniak-
l16sung eluiert werden. Das durch Abzentrifugieren gereinigte Eluat wurde nach
Neutralisation mit Essigsiure eingeengt, dann dialysiert. Es ergab sich dann
eine hiamolytische Mindestdosis zu 0,00013 mg, womit eine Steigerung des
Reinheitsgrades auf das 230fache erzielt wurde. Wie man sieht, gelangten sie
zu anndhernd der gleichen GréBenordnung wie Locke und Hirsch.

1) Kosakai, Journ. of Immun. 3, 109 (1918).

2) A. Locke und E. F. Hirsch, Journ. inf. Dis. 35, 519 (1924); 37, 449 (1925).

3) H. Schultze und H. Gross, Biochem. Ztschr. 215, 115 (1929).

4) H.v. Euler und E. Brunius, Ark. Kemi, Mineral. Geol. Abt. B.10, Nr. 8, 1;
ref. Chem. Zbl. II, 2054 (1929).

5) Locke und Hirsch, Journ. inf. Dis. 34, 103; 35, 519 (1924).

¢) H.v. Euler und E. Brunius, Ark. Kemi, Mineral. Geol. Abt. A, 10,
Nr. 5, 1; ref. Chem. Zbl. 1, 1803 (1930).

%) H.v. Euler und E. Brunius, Svensk. Kem. Tidskr. 41, 258 (1929);
ref. Chem. Zbl. 1, 850 (1930).
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¢) Natur der Hdmolysine und Art ihrer Bindung.

Wie schon bei der Tanninhdmolyse erwahnt, sehen Reiner und Fischer
in dem Hamolysin und ganz allgemein in einem spezifischen Antikérper
einen heteropolar gebauten Stoff, der durch die Art seiner Bindung eine
lyophobe Grenzfldche schafft, die dadurch die Zusammenballung sowie
auch die Komplementadsorption ermdglicht. Dieser Auffassung entspricht
in vielen Punkten die neuerdings von Eagle vertretene, nach der das
Immunglobulin adsorbiert und durch den Adsorptionsvorgang im Sinne
einer Dehydratisierung denaturiert wird. In diesem Sinne ist der Anti-
korper kein Ferment und die Fermentnatur derselben wird daher von
diesen Autoren streng abgelehnt, wenn auch andere, wie letzthin L. Gozony
und F. Hoffenreich'), das Hamolysin als eine Lipase aufgefaBt haben
wollen. Ein echtes Ferment wird aber durch den Vorgang, den es beschleu-
nigt, nicht verbraucht und tritt auch nicht in das Reaktionsprodukt ein,
was aber beim Immunkorper der Fall ist, weswegen trotz anscheinender
zahlreicher Analogien doch die Fermentnatur der Antikorper abzulehnen ist.

Wir haben bisher stets den Antikdrper als ein in spezifischer Weise
verdndertes Immunglobulin angesehen, ohne die Rolle der Serumlipoide
zu berticksichtigen. Wenn auch an anderer Stelle (S. 173) die Bedeutung
der Lipoide bei serologischen Reaktionen ausfithrlicher erértert wird, so
moge doch hier angedeutet sein, daB, soweit es sich um Prézipitine und
Agglutinine und Antikdrper handelt, die mit Komplement zur Lyse fiihren,
diese Antikérper mit relativ labilen, mehr dem Euglobulin als dem Pseudo-
globulin des Serums entsprechenden Globulinen verbunden sind. Diese
Globuline enthalten aber Lipoide in sehr enger Bindung, oder bildlich
gesprochen in einer maskierten Form, in der sie durch hydrotrope Eigen-
schaften des EiweiBes in echter Losung gehalten sind. Man kénnte sich
nun vorstellen, daB das Immunglobulinteilchen seine angenommene
Heteropolaritit den Lipoiden verdankt, die also nach Adsorption des
Immunglobulins an die Antigenmizelle ihre lipoide Gruppe dem Wasser
zugerichtet haben, so daB dadurch die relativ hydrophobe Grenzflache
geschaffen wird, die einmal den Eindruck der Denaturierung des Globu-
lins macht, dann aber auch die zur weiteren Adsorption von Komplement
giinstige Grenzflachenbeschaffenheit bewirkt. Wird daher das Lipoid des
Immunserums extrahiert, so wird zwar die Bindung zwischen Antigen und
Antikérper nicht beeinfluBt, wohl aber nach Hartley alles gehemmt, was
mit der lyophoben Grenzfliche des A. A.-Komplexes zu tun hat, also be-
sonders die Prazipitation und die Komplementbindung (siehe S. 178).

1) L.Gozony und F. Hoffenreich, Zbl. Bakt. 113, 277 (1929).
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VII. Die Komplementbindung und
Komplementablenkung.

Wenn auch korrekter von einem Komplementverbrauch oder einer
Komplementinaktivierung gesprochen werden sollte, so hat sich doch die
Bezeichnung Komplementbindung in der Serologie eingebiirgert und soll
im folgenden beibehalten werden. Man kann heute ganz allgemein sagen,
daB jeder Antigen-Antikdrperkomplex unter geeigneten physikalischen
Bedingungen Komplement zu binden vermag. Da die Komplementbin-
dung, die physikalisch eine Adsorption labiler Globuline des Komplement-

.liefernden Serums darstellt, in genau gleicher Weise an jede geeignete
Grenzfldche stattfinden kann, so ist die Bezeichnung ,,spezifische* Kom-
plementbindung fiir die Bindung des Komplementes an A. A.-Komplexe
unnétig, da im Grunde jede Komplementbindung unspezifisch ist. Wesent-
lich ist die A. A.-Bindung, und wenn wir bei manchen A. A.-Komplexen
durch folgende Komplementbindung Verdnderungen in Form von Lyse
beobachten, so ist dies ein sekundédrer Vorgang, der mit dem Antikorper
direkt nichts zu tun hat, sondern nur den Ausdruck fiir eine Zellschadigung
darstellt, die wir bei einfacheren mizellaren Antigenen wie EiweiB, Toxin
usw. nicht feststellen konnen. Erst die verschiedenartige Beschaffenheit
der Grenzflichen bedingt die bei der Komplementbindung zu beobach-
tenden quantitativen Unterschiede in dem Phidnomen der Komplement-
bindung, welche man serologisch als spezifische Komplementbindung,
Deviabilitdt des Komplementes, antikomplementire Wirkungen usw. zu
bezeichnen pflegt.

Grenzflachen, die Komplement adsorbieren kénnen, kann aber das
Antigen in vielen Fillen schon allein ohne Vermittlung durch den spezi-
fischen Antikorper bieten, ndmlich in allen Fillen, wo die Grenzflache der
Antigenteilchen gegeniiber Wasser eine herabgesetzte Bindungsfihigkeit
besitzt, also z. B. bei allen lipoiden Stoffen und aich vielen zelligen
Antigenen (Bakterien).

Man braucht nicht so weit zu gehen wie Ph. Lasseur, nach dessen Ansicht
jedes Antigen ohne Ausnahme in geeigneter physikalischer Zustandsform die
Eigenschaft hat, Komplement zu binden, was aber, um sichtbar zu werden,
geniigend empfindlicher Methoden bedarf. Sicher haben die allermeisten
Antigene diese Eigenschaft, die aber durch die spezifischen Antikérper erheblich
verstarkt wird. In diesem Sinne ist der Vorgang: Antigen 4 Komplement
4- sensibilisierte Blutzellen nur quantitativ, aber nicht qualitativ von dem
Vorgang Antigen + Antikorper + Komplement - sensibilisierte Blutzellen ver-
schieden. Ph. Lasseur hilt die beiden Vorginge fiir hdchstwahrscheinlich
identisch, aber es gelang ihm nicht, experimentell die vollige Ubereinstimmung
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zu zeigen. Jedenfalls duBert sich diese nur quantitative Differenz in der Er-
fahrung, daB man zwischen antikorperreichen und antikoérperarmen Seren
unterscheidet, denn bei letzteren kann die vor der Sensibilisierung stattfindende
Komplementbindung die Empfindlichkeit der Reaktion beeintrachtigen.

Da man in der Praxis stets mit einem Uberschuf an Komplement
arbeitet und die antikomplementdre Dosis des Antigens vorher ermittelt
und dann einen entsprechenden AntigeniiberschuBf nimmt, so wird eine
Storung durch die Komplementbindung des Antigens ausgeschaltet.

Bei dieser Praxis ist aber, wie Ph. Lasseur und L. Spillmann?) experi-
mentell zeigten, die Komplementbindung eine begrenzte Reaktion, zum
mindesten von einer bestimmten Konzentration an. Bei einer gegebenen
Komplementkonzentration ist die Bindung nicht vollstdndig, was aber
weder darauf beruht, daB es eine Minimalkonzentration gibt, unterhalb
derer kein Komplement gebunden wird, noch darauf, daB der bindende
Antigen-Antikorperkomplex gesittigt ist. Derselbe A. A.-Komplex kann
verschiedene Komplementmengen binden, je nach der Menge Komple-
ment, die zugefiigt wird, wie das folgende Versuchsbeispiel von Lasseur
und Spillmann zeigt:

Je 2ccm einer 24stiindigen B. Balticuskulturabschwemmung mit /,4,
Immunserum erhalten im Gesamtvolumen von 20 ccm folgende Komplement-
mengen:

Gesamt. zugefiigt. | davon (C,) in Proz freies (Cy) Cy
Komplement gebunden ) Komplement C,
0,050 0,050 (?) 100 — —
0,125 0,1155 92,4 0,0095 12,15
0,150 0,135 90,8 0,015 9
0,175 0,155 88,7 0,020 7,25
0,200 0,175 87,5 0,025 7
0,225 0,195 86,6 0,030 6,5
0,300 0,250 83,0 0,050 5
0,375 0,309 82,1 0,066 4,68

Die Komplementbindung ist also von einer bestimmten Konzentration
an begrenzt. Unterhalb derselben ist die Bindung vollstdndig. Dann gibt
es kein freies Komplement mehr, also auch keine Hamolyse nach noch so
langer Zeit (Gegensatz zur Auffassung von Vernes, 1920). Aber in hoheren
Konzentrationen gibt es freies Komplement, unter Umstdnden mehr als
in der Kontrolle (sensibilis. Blutz. 4+ Ko.). Es kénnen also betrdchtliche
Mengen von Komplement gebunden werden, ohne daB die Hamolyse
verzogert wird.

Das Verhiltnis C,/C, in obiger Versuchstabelle war nicht konstant, was
einen Verteilungszustand im Sinne des Henry’schen Gesetzes ausschlieBt.

1) Ph. Lasseur und L. Spillmann, Réactions anticorps (Nancy 1921).
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Fiir schwache Konzentrationen fanden Ph. Lasseur und Spillmann folgende

Formel anwendbar: C;=k.C,+B
in obigem Beispiel C, = 3,45 C, 4 0,0863
C, = 0,290 C,— 0,0250

C, ist nicht direkt proportional zu C,, aber von C, = B an wéchst C, proportional
zu (C, — B). Fiir C; < B wird C, negativ, d. h. wenn die Werte des gebundenen
Komplementes unter B liegen, ist alles Komplement gebunden. C, ist positiv,
wenn C, > B.

Es ist daher falsch, verallgemeinernd zu sagen: Keine Himolyse
= Komplementbindung und totale Hdmolyse = Kkeine Komplement-
bindung. Vielmehr gibt es in spezifischen Systemen auch dann Komple-
mentbindung, wenn bei KomplementiiberschuB totale Hamolyse eintritt.
MaBgebend ist nicht die maximale Komplementmenge, die {iberhaupt
gebunden werden kann, sondern diejenige maximale Komplementmenge,
die so gebunden wird, daB die freie Komplementmenge geringer ist als
die 16sende Einheitsmenge. Ist sie gleich oder groBer als diese Einheit,
dann tritt Hiamolyse auf, unabhingig davon, ob der bindende Antigen-
Antikérperkomplex mit Komplement gesdttigt ist oder nicht.

Fiir starke Konzentrationen, wie sie allerdings in der Praxis nicht vor-
kommen, geniigt die Formel C, = k.C, + B nicht, sondern nach Ph. Lasseur
und Spillmann paBt hiufig mit den experimentellen Daten die Formel

C, =k.Cpn + A
die der Freundlich’schen Adsorptionsfunktion entspricht. Aber die Uberein-
stimmung ist niemals ganz genau.

Erinnern wir an die von Bordet betonte Analogie der A. A.-Komplex-
bindung mit dem Firbeproze8. Die Theorie der.Farbung ist entweder
rein physikalisch: Faser adsorbiert die Beize, letztere den Farbstoff, oder
chemisch: in der Faser bildet sich zwischen Farbstoff und Beize ein Lack,
jedoch kann sich diese unldsliche Farbverbindung nicht nur in der Faser,
sondern auch unabhéngig von der Faser bilden. Stellt man, wie es Ph.
Lasseur und Spillmann tun, diese beiden Prozesse gegeniiber, wie folgt

Féarbung Komplementbindung
Faser Antigen
|
Beize Antikorper (Sensibilisierung)
l
Farbstoff Komplement

so ist die Frage, ob, wenn zwischen Farbstoff und Beize eine (chemische)
Affinitat besteht, auch eine solche zwischen Antikérper und Komplement
vorhanden ist. Nach Ehrlich ist diese Frage mit ja (,,Ambozeptor®),
nach Bordet mit nein zu beantworten, und heute neigt man wohl allgemein
zur Auffassung, daB die Komplementbindung, wie oben eingangs erwihnt,
nur ein unspezifischer, der A. A.-Bindung sekundir sich anschlieBender
Adsorptionsvorgang ist.
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VIII. Die Wassermann’sche Reaktion.”

Entsprechend den Voraussetzungen, unter denen Wa. R. entstand,
erblickten die Autoren darin eine spezifische Antigen-Antikorper-Reaktion.
Diese Annahme hatte eine Stiitze in der Natur des Antigens, das als
wasseriger Extrakt luetischer Fotallebern eine Menge Spirochdten nach-
weisbar enthielt, kam aber bekanntlich bald ins Wanken, als sich heraus-
stellte, daB alkoholische Extrakte aus beinahe beliebigen Organen eben-
falls als Antigen dienen konnten. Das wesentliche an diesen Extrakten
waren Lipoide, wie sie als solche in fast allen Organen des Korpers vor-
kommen, und wenn es gegen solche Lipoide einen Antikérper gibt, dann
mubBte dieser als ein Auto-Antikdrper im Gefolge der luetischen Erkran-
kung entstehen. In diesem Sinne haben wohl zuerst Weil und Braun
versucht, die Wa. R. zu erkléren, stieBen aber in der Beweisfiihrung stets
auf die Schwierigkeit, solche Lipoidantikérper experimentell zu erzeugen.
Heute ist das durch die Arbeiten von Landsteiner und Sachs moglich ge-
worden. Bevor man aber die Antigennatur der Lipoide und damit die
Existenz von Lipoidantikdrpern beweisen konnte, versuchte man die
Wa. R. mehr als ein rein physikalisches Phdnomen hinzustellen, basierend
auf Anwesenheit gewisser relativ hydrophober Globuline im Serum, deren
antikomplementdre Wirkung durch Adsorption an gewisse Grenzflichen,
wie sie die Teilchen eines Lipoidsols darstellen, gesteigert wird. Wir wissen
heute, daB das Zustandekommen einer positiven Wa. R. nicht nur in
hohem MaBe von dem physikalischen Zustand des Milieus und dem der
Reaktionskomponenten abhingt, sondern sind {iberzeugt, daB auch bei
der Annahme einer immunbiologisch spezifischen Antigen-Antikorper-
reaktion diese selbst als ein im Reagenzglase zwischen totem Material
ablaufender ProzeB in seiner Gesamtheit physikalisch-chemisch erklarbar
sein muB.

Wie bei der Komplementbindung erdrtert wurde, ist die Bindung des
Komplementes ein sekunddrer Vorgang, der uns nur anzeigt, daB, von

1) Zusammenfassende Darstellungen mit Literaturangaben sind u. a.
R. Brandt und St. Szandicz, Die serologischen Diagnosen der Syphilis (Berlin
und Wien 1928). J. A. Kolmer, Serumdiagnosis by Complement fixation with
special reference to Syphilis (London 1929). K. Laubenheimer, Serumdiagnose
der Syphilis. Handb. d. pathog. Mikroorganismen (Jena 1927). B. Miiller und
R. Brandt, Wassermann’sche Reaktion (Theorie und Methodik). Handb. d.
Haut- u. Geschlechtskrankheiten 15, 285 (Berlin 1929). H. Sachs, Die Flockungs-
reaktionen. Ebenda 15, 364 (1929).
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der komplementbindenden Eigenschaft des Antigens allein abgesehen,
eine Antigen-Antikorperverbindung stattgefunden hat. Bekanntlich kann
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Fig. 6. Wirkung von normalem Serum auf die Kataphorese von Lipoidsolteilchen
(nach H. Eagle). Ausgezogene Linie bedeutet Flockung.
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diese auch in Form einer
sichtbaren Prézipitation
auftreten. Das wesent-
liche bei der Wa. R. ist
also die gegenseitige Ein-
wirkung zwischen dem
als Antigen dienenden
Lipoidsol und dem Anti-
korper enthaltenden sy-
philitischen Serum, wo-
bei wir Antikorper zu-
nachst identifizieren mit
irgendwie in spezifischer
Weise verdndertem Glo-
bulin, das wir im folgen-
den entweder als Immun-
globulin oder als Anti-
korper oder Reagin be-
zeichnen,



Der alkoholische Organextrakt als Antigen 123

a) Der alkoholische Organextrakt als Antigen.

Der als Antigen meistens benutzte Extrakt ist ein .alkoholischer
Auszug aus getrocknetem Rinderherzpulver, der mit NaCl-Losung ver-
setzt unter geeigneten Bedingungen eine starke opaleszent bis triib aus-
sehende Suspension feinster Lipoidteilchen darstellt. Der im allgemeinen
1:6 verdiinnte alkoholische Extrakt ergibt im Gesamtmilieu von 1,5 ccm
des Extraktserum-Komplementgemisches eine Alkoholkonzentration von
ca. 16—17 Proz. Eine solche Alkoholkonzentration vermag aber in ver-
einzelten Féllen schon allein (ohne Lipoide) durch Dehydratation der
labilen Globuline letztere zur Komplementadsorption geeignet zu machen,
weswegen es fiir die Theorie der Wa. R. besonders wertvoll war, festzu-
stellen, daB auch Lipoidsole ohne Alkohol fiir die Wa. R. geeignet sind.
Entweder kann man den Alkohol verdunsten und den Riickstand durch
Verreiben mit NaCl-Losung emulgieren, oder aber man kann nach Aus-
schiitteln des alkoholischen Extraktes mit NaCl-Losung und Abzentri-
fugieren der entstandenen Flocken letztere mit NaCl oder mit Aqua dest.
wieder aufnehmen und auf diese Weise ein reines Lipoidsol erhalten.
Mit einem so hergestellten Lipoidsol hat letzthin H. Eagle, gestiitzt auf
frithere Arbeiten von Northrop und de Kruif, Stribley, Mudd und vielen
anderen, ausgedehntere Studien iiber die theoretischen Grundlagen der
Wa. R. gemacht, deren Ergebnisse im folgenden besonders beriicksichtigt
sind.

Ein solches mit Aqua dest. hergestelltes Lipoidsol mit 0,04 Proz. fester
Substanz hat einen isoelektrischen Punkt von pg = 1,9 und ist bei einer pg = 6
(durch m/300 Phosphatpufferldsung) stabil. Wéhrend etwa molare Konzentra-
tion einwertiger Ionen (NaCl-Losung) zur Koagulation dieses Sols notig sind,
ist das Sol sehr empfindlich gegen hoherwertige Kationen und wird bereits
durch 0,025 molare BaCl,-Losung ausgeflockt. Dieser Koagulationswert ist
aber auch von der Teilchenzahl des Sols abhingig. Je groBer diese ist, desto
empfindlicher ist das Sol, so daB also ein z. B. 5fach stdrker konzentriertes
Lipoidsol bereits durch 0,7 molare NaCl-Losung koaguliert werden kann. Um
durch physiologische 0,85 proz. NaCl-Losung, die 0,14fach molar ist, geflockt

zu werden, muB das Lipoidsol bereits eine sehr erhebliche Teilchenkonzentration
haben.

Wird nun einem Aqua dest.-Lipoidsol normales Serum zugesetzt
und das Sol dann dem EinfluB verschiedener H-Ionen-Konzentration unter-
worfen, dann sieht man nach Eagle, wie das Gebiet der normalen Flockung
durch den Serumzusatz nach der alkalischen Seite verschoben wird, damit
auch der isoelektrische Punkt bei der Kataphorese (Fig. 6).

Schon ein Serumzusatz von 1:4000 geniigt, um die Oberflichen-
eigenschaften der Lipoidteilchen erkennbar zu verdndern. Mit der Serum-
konzentration wichst die Verschiebung des Flockungsoptimums nach der
alkalischen Seite. Das Maximum der Verschiebung des isoelektrischen
Punktes liegt bei einer py von 4,9, der zwischen dem des Serumalbumins
und des Serumglobulins liegt, wie es die Fig. 7 veranschaulicht.
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Ist dieser Punkt erreicht, so nimmt Eagle an, daB die Lipoidteilchen
komplett von EiweiB umhiillt sind und somit auch die Oberflicheneigen-
schaften von Serumeiweif angenommen haben. Bei weniger Serum ist
die Ladung der Teilchen durch das AusmaB der jeweiligen Umbhiillung be-
stimmt. Aber trotz der Adsorption von normalem SerumeiweiB ist die
Stabilitit des Sols nicht verringert, im Gegenteil, der isoelektrische Punkt
verschiebt sich zwar zu dem des adsorbierten Proteins, aber entfernt vom
isoelektrischen Punkt ist die Lipoidsuspension eher noch stabiler geworden,
denn das adsorbierte EiweiB bleibt hydrophil und wirkt schiitzend, so
daB es die normale Flockung des Lipoidsols in dessen eigenem isoelektri-

80, schen Punkt verhin-

Minudon o dert (Fig. 8).
Lipoidsol + Serum .
® 7:7000 Bei der normalen
3 *
S 60L ¥ pg = 7,4 des Serums
2 wird zur Flockung
S durch NaCl gleichviel
Syl Elektrolyt bendtigt,
3 ob das Lipoidsol nor-
¥ males Serum enthilt
S 2p oder nicht. Bei Elek-
§°T trolytkonzentratio-
9 nen iiber m/2 wird
% Potentiometrisch gemessene py lverdidnnte HCL) vielleicht die EiweiB-
N 07 5 3 U * 6oy adsorptionverhindert,
Fig.8. Wirkung von normalem Serum auf die so daB das unge-
Flockungsfihigkeit eines Lipoidsols (nach H. schiitzte Lipoid aus-
Eagle). flockt.

Man sieht also, daB Zusatz von normalem Serum das kritische Po-
tential'), den Koagulationswert von Elektrolyten, und somit die Stabilitét
eines Lipoidsols nicht dndert.

Wird nun zu einem Lipoidsol syphilitisches Serum zugesetzt, so wissen
wir, daB im NaCl-haltigen Milieu unter geeigneten Bedingungen das Sol
ausflockt (z. B. Sachs-Georgi-Reaktion). Das Serum hat durch diesen
Vorgang seine charakteristische Eigenschaft als syphilitisches Serum
verloren und den syphilitischen Antikorper, das Reagin, miissen wir in
der Flockenmasse vermuten, die nachweislich aus 80—90 Proz. Lipoid
und etwas (Globulin) EiweiB besteht.

1) Je labiler das Sol, desto hoher das kritische Potential, d. h. um so weniger
braucht der Elektrolyt entladend zu wirken, um die Ladungsgrenze zu erreichen,
die noch eben mit der Stabilitdt des Sols vereinbar ist. Sinkt die Teilchenladung
}El'nter diesen, deshalb kritisches Potential bezeichneten Wert, so setzt Koagula-

ion ein.
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Nun besteht zwischen den Globulinen des normalen Serums und den
Globulinen des ,,Reagin‘“-haltigen spyhilitischen Serums ein prinzipieller
Unterschied, der, wie Eagle experimentell an seinem Lipoidsol zeigte,
in der verschiedenen Reversibilitdit der Bindung an den Lipoidteilchen
liegt. Wiéhrend das an die Lipoidteilchen adsorbierte Normalserumglobulin
leicht abwaschbar ist, ist das Immunglobulin viel fester gebunden und 148t
sich, wie die.Fig. 9 zeigt, selbst durch wiederholtes Waschen nicht ent-
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Fig. 9. Wirkung der Waschung auf die Oberflacheneigenschaften von mit
Syphilis-Reagin beladenen Lipoidsolteilchen (nach H. Eagle). Die ausgezogenen
Linien bedeuten Flockung.

fernen. Ferner erh6ht das Immunglobulin im Vergleich zu normalem
Globulin das kritische Potential von ca. 5 zu 10—15 Millivolt, wodurch
der Lipoid-Immunglobulinkomplex relativ stark elektrolytempfindlich
wird, so daB bereits 0,05 molare NaCl und 0,0025 m BaCl, ausfillend
wirken.

Die Sensibilisierung des Lipoidsols gegen Elektrolyte, die Unlgslich-
keit des adsorbierten EiweiBes, das kritische Potential von 10—15 Millivolt
usw. sprechen fiir eine Art Denaturierung des Immunglobulins als Folge
seiner (spezifischen) Adsorption an die Lipoidteilchen, wodurch diese die
Oberfldcheneigenschaften hydrophoben Globulins erhalten. Es ist also
dies prinzipiell der gleiche Vorgang, wie wir ihn bei der spezifischen
Agglutination, Prazipitation, Blutzellensensibilisierung usw. kennengelernt
haben, und der ganz allgemein dem Mechanismus der Antigen-Antikorper-
Verbindung entsprechen diirfte.

Wenn demnach die Annahme, daB die spezifische Bindung von einem
Lipoidantikorper an eine Lipoidmizelle bedeutet, daB letztere eine Ad-
sorptionshiille denaturierten Globulins erhdlt, so ist damit noch nicht
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das Wesen der Wa. R. gekldrt. Wir kénnen heute mit Bestimmtheit
sagen, daB die verschiedenartigen Triibungs-, Kldrungs- und Flockungs-
reaktionen fiir die Luesdiagnose mit der Wa. R. eng wesensverwandt
sind, insofern es dieselben A. A.-Komplexe sind, die entweder Komple-
ment binden oder sich zu gréBeren Aggregaten zusammenballen und dann
je nach den Versuchsbedingungen prézipitieren oder sich wieder auflésen
konnen.

Die dafiir maBgeblichen eigenartigen Beziehungen zwischen dem
Lipoidsol, den Elektrolyten und den SerumeiweiBkérpern, die zuerst
systematisch erforscht zu haben das Verdienst von E. Meinicke ist, sind
in einigen interessanten Arbeiten von J. Holker') unter anderen Gesichts-
punkten zum Ausdruck gekommen. Da diese Arbeiten in Deutschland
anscheinend wenig bekannt wurden, sei etwas ausfiihrlicher an dieser
Stelle darauf eingegangen.

Die bekannte Klausner’'sche Reaktion, bei der durch Verdiinnen eines
luetischen Serums mit Aqua dest. und die damit verbundene Verringerung der
Elektrolytkonzentration, das relativ lyophobe labile Globulin zum Ausféllen
gebracht wird, zeigt, daB bei Lues (aber auch bei anderen Erkrankungen usw.)
das labile Globulin eine relative Mengenzunahme erfahrt. Wird nun die Ver-
diinnung von einem luetischen und normalen Serum anstatt mit Aqua dest.
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Fig. 10. Die Wirkung von inaktiviertem Serum auf Antigen (cholest. Rinderherz-
extrakt) in Aqua dest., nach J. Holker, J. of Path. 25, 281 (1922),

1) J. Holker, Journ. of Path. 25, 281, 291; 26, 522 (1922).
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mit einem Lipoidsol in Aqua dest. (es wurde alkoholischer chol. Rinderherz-
extrakt benutzt; auf die Bedeutung des Cholesterins wird spater zuriickzukommen
sein) vorgenommen und die nun entstehende Triibung fortlaufend gemessen,
dann erhdlt man nach Holker die folgende Figur (Fig. 10).

In der ersten Stunde (maBgebliche Zeit fiir die Wa. R.) ist noch nichts
zu erkennen, dann nimmt die Triibung zu, beim syphilitischen Serum mehr wie
beim normalen und mit Lipoidsol mehr wie ohne. Man beachte die Form der
Kurven, auf die wir weiter unten noch zuriickkommen. Das negative Serum
hat auf das Lipoidsol eine gewisse Schutzwirkung ausgeiibt, d. h. eine Dispersi-
titsverringerung verzogert. Wird nun ein analoger Versuch unter dem Einflul
der fiir die fibliche Wa. R. normalen NaCl-Konzentration gemacht, so erhielt
Holker das folgende Kur-
venbild (Fig. 11). 740
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Der EinfluB von inaktiviertem Serum
= pos., - --- == neg.) auf Wa-Antigen (chole-
A p ) ; sterinierter Rinderherzextrakt) in 0,85 Proz.
Andersell’fss(;m(tixert 51c}}11.1§11'e NaCl-Lésung. Die Zahlen an den Kurven bedeu-
Kurve 1: es sypiuliu- ten die Serumverdiinnungen, nach J. Holker,

?czté%rflgﬁﬁ?sdﬁrf&ﬂ&glﬁﬁ Journ. of Path. 25, 281 (1922).

Serums. Da das normale Serum, wie wir in Fig. 10 sahen, schiitzt, so nimmt
mit steigender Konzentration diese Wirkung zu, so daB sich die Reihenfolge
der Kurven fir das normale Serum umdreht. Mit sehr hoher Verdiinnung
nahert sich die Kurve fiir normales Serum der der Lipoidsolkontrolle.

Es scheint fiir das mit physiologischer NaCl-Losung verdiinnte syphilitische
Serum ein Maximum der Schutzwirkung auf das Lipoidsol zu geben, und es ist

nihern sich die Kurven mit Fig. 11
syphilitischem Serum der (_' i
Lipoidsol-Kontrollkurve.
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bemerkenswert, daBl die Verdiinnung, die diesem Maximum entspricht, diejenige
ist, bei der man dieses syphilitische Serum gerade noch von einem normalen
Serum unterscheiden kann. Die schiitzende Wirkung des normalen Serums,
die bei 1:10 ebenfalls ein Maximum zu haben scheint, ist jedenfalls sehr viel
erheblicher, als die maximale des syphilitischen Serums. .

Die Kurven der Fig. 10 zeigen zwei Wendepunkte, die mit der Bildung
der prézipitierenden Teilchen zusammenhédngen. Zunédchst bilden sich viele
kleinste Teilchen, von denen sich aus Griinden der Verminderung der Grenz-
flachenspannung ein Teil wieder 10st, um aus diesem Material die anderen Teil-
chen zu vergroBern. Dieses geschieht in dem ersten flachen Teil der Kurve.
Die Zahl der Teilchen nimmt ab, obwohl ihre Grofe zunimmt. Nach Erreichung
einer gewissen GroBe hort die Tendenz zur Wiederaufldsung auf. Die Teilchen
wachsen durch Apposition aus dem Medium schnell weiter und die Triibung
nimmt fast linear zu. Dann beginnt im zweiten Wendepunkt der Kurve sich die
Tendenz des Systems, die Grenzflichenspannung zu verringern, wieder bemerkbar
zu machen und die Aggregierung der Teilchen beginnt. Die Teilchenzahl nimmt
ab, und die TeilchengréBe nimmt weiter zu.

Dieser Vorgang in einem Lipoidsol wird nun durch Zusatz von Serum,
sowie auch durch die Salzkonzentration des Mediums beeinfluBt und aus den
Arbeiten von Holker geht hervor, daB die aus Riicksicht der Blutzellenisotonie
bei der Wa. R. benutzte NaCl-Konzentration von 0,85 Proz. = m/6,8 nicht fiir
den physikalischen Reaktionsverlauf optimal ist, sondern daB es durchaus
moglich ist, durch Anderung der NaCl-Konzentration Bedingungen zu finden,
die eine scharfere Unterscheidung von syphilitischem und normalem Serum
ermoglicht. Bekanntlich arbeiten manche Flockungsreaktionen mit héheren
NaCl-Konzentrationen, z. B. Meinicke’s Tritbungs- und Klidrungs-Reaktion,
die Zitochol-Reaktion von Sachs und Witebsky.

Sehr wichtig fiir den Ablauf des Flockenbildungsvorganges ist nun die
Art und Weise, wie das Lipoid-NaCl-Serum-System beziiglich der Reihenfolge
und der Art der Verdinnung des benutzten alkoholischen cholesterinisierten
Rinderherzextraktes angesetzt wird.

Holker setzte folgende drei Mischungen an:

I. Zu 0,5 ccm unverd. Serum wurde 1,0 ccm NaCl-Losung verschiedener
Konzentration und dann 1,0 ccm des 1:20 mdglichst schnell mit
Aqua dest. verdiinnten Extraktes zugefiigt.

II. Zu 0,5 cecm Serum wurde 1,0 ccm Aqua dest. und dann 1,0 cem
1:20 verdiinnten Extraktes gebracht, der mit NaCl-Ldsung ver-
schiedener Konzentration hergestellt war.

ITI. Zu 0,5 ccm Serum wurde je 2,0 ccm 1:40 mit NaCl-Losung verschie-
dener Konzentration verdiinnten Extraktes gebracht.

In allen drei Systemen war demnach das Serum 1:5 und der Extrakt
50fach verdiinnt. Wurde nun, nachdem diese Mischungen 4 Stunden lang bei
40° (unter Ofterem Schiitteln) gehalten waren, der Triibungsgrad gegen die
NaCl-Konzentration graphisch dargestellt, so erhielt Holker bei Verwendung
von 2 Seren, die eine verschieden starke positive Wa. R. gaben, die folgenden
Kurven fiir die Mischung I (Fig. 12).

Die Kurven zeigen alle einen periodischen Verlauf mit einer zweifachen
Dampfung, ndmlich beziiglich der Art des Serums und der NaCl-Konzentration.
Die Triilbung war am stdrksten bei dem stark positiven Serum, wo auch die
Oszillationen geringer sind. Mit steigender NaCl-Konzentration nimmt die
Déampfung zu. :

Die sensibilisierende Wirkung des syphilitischen und die schiitzende des
normalen Serums ging auch aus den Versuchen mit den beiden anderen Systemen
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IT und III hervor. Diese Kurven zeigten alle den gleichen Charakter, wie die
von Extrakt allein unter dem EinfluB der in Betracht gezogenen Konzentrationen
von NaCl und sprechen dafiir, daB, wenn die Extraktverdiinnung einmal mit
NaCl-Losung gemacht ist, das Serum scheinbar keine schiitzende Wirkung
auf die weitere Aggregierung der Lipoidteilchen mehr auszuiiben vermag.
95

QOF
851
80,

75¢ Tcc. 1:20 mit aquo dest verd. cholest.
Rinderherzextrokt
0. + Jec: X% Nall-losun,
3] + 05 cc. unverdinntes Serum
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Honzentrotion der Gesomtmischung an Na(lin Prozenten

Fig. 12. Periodische Triibung einer Mischung von Serum und Wa-Antigen bei
steigendem NaCl-Gehalt, nach J. Holker, Journ. of Path. 25, 291 (1922).

Auffallend war der periodische Verlauf der Kurven in Fig. 12, und J. Hol-
ker') ist nun in weiteren Versuchen der Ursache dieser Periodizitdt nachgegangen.
In dem Konzentrationsbereich bis 1,5 Proz. NaCl zeigte der Extrakt allein
keinen periodischen Triibungsverlauf, wohl aber, wie die folgende Fig. 13 zeigt,
bei starkeren NaCl-Konzentrationen bis iiber 30 Proz. Hier traten zwei Perioden
auf. Bei den starkeren Extraktverdiinnungen (> 1/100) war das Aussehen
der Suspension bei den Maxima sehr verschieden von dem bei den Minima,
insofern beim Maximum Kldrung durch Prézipitation eintrat, die beim Auf-
schiitteln eine starkere Tritbung gab wie die beim Minimum, die als solche
bestehen blieb. Interessant ist die iibereinstimmende Lage der Maxima und
Minima.

Wird nun unter gleichen Bedingungen Serum, das vorher 1/, Stunde
auf 56° erhitzt war, im Verhdltnis 1:5 mit Losungen von steigendem NaCl-
Gehalt untersucht, so erhielt Holker das Bild der Fig. 14. Hier ist die Periodizitit
sehr viel mehr ausgeprigt und kommt bei sehr viel geringerer NaCl-Konzentra-

1) Holker, Journ. of Path. 25, 522 (1922).

H.Schmidt, Serologie
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tion zum Ausdruck. Vergleicht man den Konzentrationsbereich von NaCl
zwischen 1—10 Proz., so gibt Serum vier Oszillationen von ziemlich gleichem
AusmaB, das Lipoidsol (Extrakt) allein nur ein Maximum und Lipoidsol-Serum-
Mischung zwei Oszillationen. Das Lipoidsol wirkt also hemmend auf die Periodi-
zitidt des Serums und der Lipoidsolserumkomplex hat nicht nur eine, gegeniiber
Serum oder Extrakt allein, verschiedene Zahl von Oszillationen, sondern deren
Amplitude und Wellenlidnge ist verschieden, was daftir zu sprechen scheint,
daB sich der Lipoidserumkomplex als Individuum verhalt (Holker).
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Fig. 13. Periodische Tritbung eines cholesterinierten Rinderherzextraktes
(Wa-Antigen) in verschiedenen Verdiinnungen mittels NaCl-Losung steigender
Konzentration, nach J. Holker, Journ. of Path. 25, 522 (1922).

Worauf in letzter Linie die von Holker beobachtete Periodizitdt be-
ruht, ist mit Sicherheit noch nicht zu sagen. Es ist aber sehr wahrschein-
lich, daB das Euglobulin des Serums einerseits und der peptisierende
EinfluB von Elektrolyten auf lyophobes Globulin anderseits dafiir ver-
antwortlich zu machen sind. Jedenfalls wiren weitere Untersuchungen
dieser Erscheinungen bei variierter H-lIonenkonzentration und bei ver-
schiedenen Kationen von groBtem Interesse, da dieselben grundlegend
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fiir die Kinetik aller zur Diagnose der Lues benutzten Ausflockungs-
reaktionen zu sein scheinen.
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Fig. 14. Periodische Qpaleszenz von inaktiviertem, 1:5 verdiinntem Menschen-

serum mit steigender Konzentration von NaCl, nach j. Holker, Journ. of Path.
25, 522 (1922).
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Fig. 15. Nach Nishio und McDermott, Journ. of inf. Dis. 46, 435 (1930).

Die Steigerung der Empfindlichkeit der Ausflockungsreaktionen
durch Erhohung der Salzkonzentration wird jetzt von fast allen Flockungs-
methoden benutzt, Sachs und Witebsky, Meinicke, Kahn usw. Ein instruk-
tives Beispiel dafiir geben Nishio und Mc. Dermotft), die das Standard-

1) Nishio und Mc Dermott, Journ. inf. Dis. 46, 435 (1930).
9*
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antigen fiir die Kahnreaktion, bei dem 1 ccm mit 1,2 cem Salzldsung
gemischt wird, mit dem gleichen Antigen vergleichen, von dem 1 ccm
mit 2 ccm Salzlosung gemischt wird, mit dem Ergebnis der folgenden
Fig. 15.

; Im ganzen sind die Prézipitationszonen der beiden Antigene dhnlich
aber nicht identisch. Die Zone des durch Salz stirker sensibilisierten
Antigens ist groBer. Relativ groBe Mengen des sensibilisierten Antigens
geben empfindlichere Reaktionen als entsprechende Mengen des Standard-
antigens, aber letzteres gibt schiarfere Reaktionen, wenn die Serummenge
im Verhéltnis zur Antigenmenge iiberwiegt.

b) Die Komplementbindung.

Das Lipoidsol in der Form, in der es in den weiter oben erwdhnten
Versuchen von Eagle benutzt wurde, vermag allein kein Komplement
zu adsorbieren, wohl aber kann es aus normalem Serum Globuline adsor-
bieren, aber diese Verbindung ist locker und (wie wir gesehen haben,
durch Waschen) reversibel. Das normale Globulin bleibt in dieser Ver-
bindung hydrophil, und demzufolge vermag der Lipoid-Normalglobulin-
komplex ebenfalls kein Komplement zu adsorbieren. Der Lipoid-Immun-
globulinkomplex ist aber fdhig, Komplement zu adsorbieren, weil seine
Oberfldche aus relativ hydrophobem Globulin besteht.

Bekanntlich werden die Sera fiir die Wa. R., wie man sagt, inaktiviert,
d. h. 1/, Stunde auf 56° erhitzt, um den Seren das Eigenkomplement zu nehmen,
was in menschlichen Seren verschieden stark vorhanden ist und bei evtl. Uber-
schufl die Reaktion storen konnte. Nach den Untersuchungen von Lecomte du
Nouy?) ist 56° eine fiir die normale Serumstruktur kritische Temperatur und die
physikalischen Anderungen, die die EiweiBkorper des Serums bei 56° erleiden,
sind hdchstwahrscheinlich auch verantwortlich fiir die Inaktivierung der Kom-
plementfunktion. Das fiir den Ablauf der Wa. R. wesentlichste bei der Er-
hitzung auf 56° diirfte eine gewisse Hitzedenaturierung der Serumglobuline
sein, Diese bewirkt, daB die Globuline stabiler werden, wie man annehmen
darf, durch eine vermehrte Wasserbindung. Diese Hitzedenaturierung ist ganz
anderer Art wie die dehydratisierende Wirkung durch Adsorption. Bei 56°
ist jedenfalls die Hitzedenaturierung des Immunglobulins noch nicht soweit
fortgeschritten, daB dessen Adsorption an eine Lipoidphase oder ganz allgemein
an das betreffende Antigen, nicht noch einen geniigenden dehydratisierenden
EinfluB ausiiben kann, so daB der A. A.-Komplex noch Komplement zu adsor-
bieren vermag. Anderseits ist das labile Globulin des Serums durch 56° geniigend
verdndert, daB es weder allein, noch unspezifisch gebunden, Komplement binden
kann. Wird aber durch héheres Erhitzen auf 63—65° die Hitzedenaturierung
des Immunglobulins weiter getrieben, dann kann, selbst wenn die der Spezi-
fitdt zugrunde liegende chemische Affinitdt zum Antigen noch erhalten ist,

1) P. Lecomte du Nouy, Ann. Inst. Past. 42, 742 (1928); 43, 749 (1929);
44, 109 (1930); Compt. rend Soc. Biol. 101, 359 (1929); 104, 146, 289, 377 (1930);
106, 352 (1931); Compt. rend. Acad. Sciences 188, 660 (1929); Science 72, 224
(1930); 73, 595 (1931).
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so daB eine A. A.-Bindung erfolgt, das Immunglobulin durch die Adsorption
nicht mehr geniigend dehydratisiert oder allgemein im Sinne der Hydrophobie
denaturiert werden, daB es Komplement zu binden vermag. Daher macht
Erhitzen auf 62—65° jedes bei der Wa. R. positiv reagierende Serum negativ.

Nun kann man sowohl das Lipoidsol, d. h. die Extraktverdiinnung
fiir sich, wie auch das syphilitische Serum fiir sich auf 56° erhitzen, ohne
den positiven Ausfall der Wa. R. zu hindern. Erhitzt man aber nach
vorheriger Vereinigung von Extrakt und Serum den dadurch entstandenen
A. A.-Komplex auf 56° dann verliert er in jedem Fall seine Fahigkeit,
Komplement zu adsorbieren, weil wahrscheinlich das Erhitzen auf 56°
das bereits durch die Adsorption denaturierte Immunglobulin so verandert,
als sonst das nicht adsorbierte Immunglobulin erst bei Temperaturen iiber
620 verandert wird. Es sieht mit anderen Worten so aus, als ob die Er-
hitzung auf 56° den Dehydratationseffekt der Adsorption durch eine
vermehrte Wasserbindung wieder aufgehoben hat, so daB das Globulin
nicht mehr zur Komplementbindung befahigt ist.

Was fiir die Mischung von Lipoidsol-Serum beim Erhitzen auf 56°
gilt, besteht auch nach Eagle’s Versuchen zu Recht fiir den prizipitierten
Lipoidsol-Immunglobulinkomplex. Dieser verliert nach Erhitzen auf 56°
und hoher seine komplementbindende Fahigkeit, erhélt sie aber wieder
nach Kontakt mit syphilitischem Serum. Vergleicht man nach Eagle
Suspensionen von

I. Lipoidsol—Normalserum—Flocken
II. Lipoidsol—Syphil. Serum—Flocken (mehrmals gewaschen),

so lassen sich folgende Unterschiede feststellen:

I. Flocken konnen trotz Adsorption der Globuline von normalem
Serum kein Komplement binden, wohl aber Reagin-Immunglo-
bulin aus syphilitischem Serum und dann Komplement. Erhitzt
auf 56° konnen sie kein Komplement binden, wohl aber Reagin
und dann Komplement. ‘

II. Flocken konnen wegen Adsorption von Globulin aus syphilitischem
Serum Komplement binden, aber keine weiteren Reagine mehr
aus frisch zugesetztem syphilitischem Serum. Erhitzt auf 56°
konnen sie nicht mehr Komplement binden, wohl aber wieder
Reagin und dann Komplement.

Ahnliche Feststellungen konnten auch von A. Sternl) bei Sachs

erhoben werden.

Kahn u. a. haben zeigen konnen, daf fiir die Empfindlichkeit der Wa. R.
eine optimale Lipoid-Antigenkonzentration nétig ist, d. h. daB zwischen ner
Menge von Reagin im Serum und der Antigenmenge, wie bei allen Prazipitatioden,
gewisse quantitative Beziehungen bestehen miissen, die, wie Dean (S. 90)
gezeigt hat, bei der sichtbaren Prizipitation und der Komplementbindung

1) A. Stern, Ztschr. Immunitéitsforschg. 63, 277 (1929).



134 Die Wassermann’sche Reaktion

nicht das gleiche Optimum haben. Nishio') fand, daB bei Verwendung der Glo-
buline des syphilitischen Serums anstatt des gesamten Serums das Optimum
der Lipoidantigen-Konzentration gleich bleibt, wie die Fig. 16 zeigt, die Emp-
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Fig. 16. EinfluB der Lipoidkonzentration auf die Empfindlichkeit der Wa. R.
mit einem syphilitischen Serum und mit dessen Globulin, nach Nishio, Journ.
inf. Dis. 46, 420 (1930).

findlichkeit der Reaktion aber vergroBert wird. Auch ist damit eine Bestdtigung
der schon von vielen fritheren Autoren gefundenen Tatsache gegeben, daB das
Reagin des syphilitischen Serums, wie alle Antikérper, im Globulin des Serums

sich befindet.
¢) Rolle des Cholesterins.

Bekanntlich wird den alkoholischen Organextrakten Cholesterin zu-
gesetzt, um sie empfindlicher fiir die Wa. R. zu machen, obwohl Cholesterin
selbst kein oder nur sehr wenig Komplement zu binden vermag. Das
Organlipoid des Extraktes, das dem Lezithin analog ist, hat eine viel
hohere Affinitdt fiir Wasser, da ja bekanntlich eine alkoholische Lipoid-
16sung mit Wasser ein stabiles Lipoidsol liefert. Cholesterin fallt in Wasser
sofort in Kristallen aus. Wenn Cholesterin aber zusammen mit alko-
holischer Lipoidlésung in Wasser gebracht wird, so entsteht ein Sol mit

1) Nishio, Journ. inf. Dis. 46, 420 (1930).
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groferer Opaleszenz und, wie Eagle!) zeigen konnte, mit mehr und auch
groBeren Teilchen. Dabei haben sich nach Eagle weder die Elektrolyt-
empfindlichkeit noch der isoelektrische Punkt des Lipoidsols durch den
Cholesterinzusatz gedndert, so daB es so aussieht, als ob das Cholesterin
in dem Augenblick, als es mit der alkoholischen Lipoidlgsung mit Wasser
in Beriihrung kommt, ausfillt und als Kern fiir eine Umhiillung mit Lipoid
dient, wodurch die Soleigenschaften nun durch das Lipoid bestimmt werden.

Eagle konnte weiter zeigen, daB manche andere alkohollgsliche und
wasserunldsliche Stoffe, wie z. B. Phenylsalizylat, Benzophenon, Athyl-
stearat u. a., Lipoiden gegeniiber die gleiche Rolle wie das Cholesterin
spielen konnen, sofern nur fiir diese Stoffe gilt, da die Grenzflachen-
spannung

p Substanz/Wasser > (p subst./Lipoid 4 p Lipoid/Wasser).
Anderseits lassen sich Cholesterin und die obengenannten Stoffe auch
durch andere Stoffe, wie z. B. Serum, Na-Oleinat, gallensaure Salze usw.,
in stabile Losung bringen.

Der Cholesterinzusatz bewirkt eine Zunahme der im Dunkelfeld
sichtbaren Lipoidteilchen und ferner ein GroBSerwerden der einzelnen
Teilchen?), Steigender Cholesterinzusatz fithrt zu steigender Triibung,
bis schlieBlich erst mikroskopische Aggregierung, dann sichtbare Flockung
erfolgt.
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Fig. 17. EinfluB von Cholesterin auf die Wirksamkeit des Antigens in der Wa. R.,
nach H. Eagle, Journ. exper. Med. 53, 605 (1931).

1) Eagle, Journ. exper. Med. 52, 747 (1930).

2) G. F. de Gaetani, Ztschr. Immunitatsforschg. 69, 277 (1930), nimmt
eine Aktivierung der Lipoide des Extraktes durch Cholesterin an, ohne aber
tiber den Mechanismus der Aktivierung genauere Angaben zu machen.
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Bei der Auffassung der Komplementbindung als eine Adsorption
an die Lipoid-Globulinteilchen wére zu erwarten, daB sie mit Zunahme
der Gesamtoberfliche gréBer wiirde, aber bekanntlich haben Sachs und
Rondoni bereits gezeigt, daB die fiir die Komplementbindung optimalste
Lipoidherstellung nicht diejenige mit dem hochsten Dispersitdtsgrad ist.
Vielmehr scheinen die groBeren Teilchen ein groBeres Bindungsvermdgen
fiir die Reagine des syphilitischen Serums zu besitzen, und die Teilchen-
vergroBerung ist es wohl, wodurch der Cholesterinzusatz die Empfindlich-
keit eines Extraktes fiir die Wa. R. steigert. Aus der Fig. 17 von Eagle
geht sehr deutlich hervor, wie mit steigendem Cholesterinzusatz die zur
50proz. Komplementbindung nétige Serummenge von 0,01 ccm Serum
beim Extrakt allein bis zum 4.—5. Teil abnimmt, wenn der Extrakt mit
Cholesterin 4:1 versetzt ist, d. h. da der benutzte alkoholische Rinderherz-
extrakt 1,6 Proz. Trockensubstanz enthilt, so entspricht in diesem Falle
das Verhiltnis 4:1, von Cholesterin zur Trockensubstanz einem Gehalt
von 6,4 Proz. Cholesterin. Man sieht also, daB die Wirkung von Cholesterin
auf die PartikelgroBe des Antigens und damit auf die Empfindlichkeit
der Wa. R. nicht bei dem in der Praxis iiblichen Verhiltnis von etwa
0,05—0,2 Proz. Cholesterin aufhort, sondern weit iiber dieses Verhiltnis
hinausgeht. Die Grenze ist durch die Alkohollgslichkeit des Cholesterins
gegeben. Daher bestand die Aussicht, durch den Ersatz des Cholesterins
durch andere Stoffe mit besserer Alkoholloslichkeit zu wirksamerem Antigen
fiir die Wa. R. zu gelangen und in Verfolgung dieser Moglichkeit fand
Eaglet) in dem Sitosterol (ein aus dem nicht verseifbaren Anteil des
Weizensamens erhaltenes Sterol) eine sehr geeignete Substanz.

Eagle stellte sich zunichst ein konzentriertes Lipoidantigen her. Ein
trockenes Rinderherzpulver wurde nach vorausgegangener 15 Minuten langer
Extraktion mit dem 5fachen Volumen Ather drei Tage lang mit 95proz. Alkohol
ausgezogen und filtriert. Der Riickstand wird zweimal mit !/; seines Volumens
Alkohol gewaschen, filtriert und die vereinigten Filtrate auf dem Wasserbad
soweit eingeengt, daB 2,5—3 ccm Losung auf 1 g der Lipoid:Trockensubstanz
kommen. Zu dieser konzentrierten Lipoidlosung wird 0,6 Proz. Sitosterol
zugesetzt (in Substanz zugesetzt und vor Gebrauch in der Wirme geldst) und
zum Gebrauch die NaCl-Losung schnell dem Antigen zugefiigt. Dieses kon-
zentrierte Antigen war so empfindlich, daB auf Rinderherzlipoid umgerechnet
0,0000005 g des Lipoids geniigten, um mit einem syphilitischen Serum eine
positive Komplementbindungsreaktion zu geben.

d) Der Antikdrper bei der Wa. R.

Wir konnen auf Grund aller dieser Untersuchungen annehmen, daB
das wesentliche bei der Wa. R. die primére Reaktion zwischen den Lipoid-
teilchen und derh Immunglobulin ist. Das weitere ist nur ein von ver-

1) Eagle, Journ. of exper. Med. 53, 605 (1931).
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schiedenen optimalen Bedingungen abhingiges physikalisch-chemisches
Geschehen.

Fiir die Komplementbindung ist optimal eine pg von 5,8—8,2, ein¢ NaCl-
Konzentration von 0,07—0,25 molar. Auf beiden Seiten dieser Zone ist die
Komplementbindung gehemmt. Die Komplementbindung ist nur wenig be-
einfluBt durch das Volumen des Reaktionsgemisches, durch Schiitteln, aber
vollig aufgehoben durch geringe Konzentrationen zweiwertiger Kationen,
durch Temperatur itber 40° usw.

Dagegen ist die Flockung der A. A.-Komplexe optimal bei pg 3,5 (4 0,5)
(Eagle) stark durch Schiitteln beschleunigt, durch Verringerung des Gesamt-
volumens sowie durch zweiwertige Kationen und durch Temperaturen bis 56°
begiinstigt.

Es ist demnach nur von &uBeren Milieubedingungen abhingig, ob
der A. A.-Komplex Komplement bindet oder zur Flockung gebracht wird,
und wenn daher den mannigfachen Flockungs-, Triibungs- und Klarungs-
reaktionen fiir die Luesdiagnose im Grunde der gleiche Reaktionsmechanis-
mus zwischen Antigen und Antikdrper zugrunde liegt, wie bei der Wa. R.,
und somit alle Reaktionen den gleichen Antikérper im syphilitischen
Serum nachweisen, so liegt es gerade in der Natur der verschiedenen
Milieueinfliisse, daB die Wa. R. nicht durch die anderen Reaktionen ersetzt
wird, sondern, wie vielfdltige sichere Erfahrungen gezeigt haben, ergédnzt
wird. Es gibt bekanntlich viele positive Sera, die nicht in allen Reaktionen
positiv sind, und selbst die empfindlichste Reaktion erfafit nicht 100 Proz.
der positiven Sera. Daher bilden die Flockungsreaktionen eine wertvolle
Ergédnzung, da ihre Kombination mit der Wa. R. die Sicherheit des sero-
logischen Luesnachweises erheblich steigert.

Auf die einzelnen Flockungsreaktionen soll hier nicht weiter ein-
gegangen werden, da ihr Prinzip unter anderem aus den oben angefiihrten
Arbeiten von Holker hervorgeht.

Auf Grund der Arbeiten von Landsteiner, Sachs und ihren Schiilern
nimmt man an, daB die Wa. R. wie auch die zur Syphilisdiagnose benutzten
Ausflockungsreaktionen auf dem Nachweis von Lipoidantikérpern beruht.
Aber scheinbar paradox ist der Umstand, daB das Antigen, mit dem das
syphilitische Serum in vitro reagiert, im Korper iiberall und selbst im
Serum vorhanden ist. Man konnte daher theoretisch eine Autoprizipita-
tion im Blute bei Syphilis erwarten, und man hat, allerdings ohne es be-
weisen zu kénnen, das Auftreten der Hauteruption im sekundaren Stadium
der Syphilis damit in Verbindung gebracht. Es ist aber zu beachten, daf
die Lipoide, die in vitro als Antigen dienen, aus ihrem natiirlichen Zusam-
menhang mit EiweiB gebracht sind, und es liegt nahe anzunehmen, daB
die mit EiweiB verbundenen Lipoide, wobei das Lipoid véllig maskiert
und, wie im Serum, in Losung sein kann, eine Adsorption von Immun-
globulin im syphilitischen Blut nicht erlauben. Einen besonderen Schutz-
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stoff, der eine Autoprizipitation in vivo verhindert, anzunehmen, diirfte
sich eriibrigen [Kahn, Mallory und Nishio)].

Die Kernfrage ist jetzt, was haben diese Lipoide, selbst wenn die
Annahme, daf im Blute Syphilitischer gegen sie gerichtete spezifische
Antikérper existieren, zu Recht besteht, mit der Spirochéta pallida zu tun ?
Sind die Antilipoide des luetischen Serums fiir Syphilis charakteristisch
oder spezifisch und durch welchen Zusammenhang?

Wenden wir uns zunichst der Annahme von Sachs u. a. zu, da im
luetischen Blut Lipoidantikérper vorhanden sein sollen, so kann man
mit Recht fragen, ob die beobachteten in-vitro-Erscheinungen sich nicht
doch ohne Annahme spezifischer A. A.-Reaktionen, rein physikalisch
erkldren lassen. Und man muB zugeben, daB dies in weitgehendem MaBe
der Fall ist, weil — und darin liegt die Schwierigkeit der experimentellen
Forschung auf diesem Gebiete — es eine Menge unspezifischer Einfliisse
auf die Globuline des Serums gibt, die diesen, besonders im Verein mit
der komplementbindenden Eigenschaft der Lipoidantigene allein, einen
solchen antikomplementéren Charakter im Sinne einer relativen Dehydra-
tation verleihen, daB sich solche Sera bei der Wa. R. wie luetische Sera
verhalten.

Eine positive Wa. R., die aber beziiglich der Stidrke der echten syphili-
tischen erheblich nachsteht, kdonnen mehr oder minder regelmiBig die inakti-
vierten Sera erwachsener Kaninchen, Rinder, Schafe, Pferde, Mduse, Katzen,
Hunde, Makaken und Schweine geben. Eine schwach positive Reaktion zeigen
Sera wilder Ratten und eine negative Reaktion geben die inaktivierten Sera
von Mensch, weiBler Ratte, Meerschweinchen und Frosch. Bei Kaninchen, Rind,
Schaf und Pferd ist auch die Flockungsreaktion (Sachs-Georgi) positiv, bei den
itbrigen Tieren nicht regelmiBig [Mackie und Watson?)]. In allen diesen Féillen
nimmt man keine Autolipoidantikérper an, deren Vorhandensein dann mehr
oder weniger gezwungen zu erkldren wire, sondern antikomplementdre Eigen-
schaften gewisser Labil-Globuline. Sachs hat gezeigt, daB solche unspezifischen
Reaktionen, darunter auch die Eigenhemmung, zum Verschwinden gebracht
werden konnen durch Behandlung der Sera mit verd. HCl und Entfernen der
auf diese Weise ausgefdllten Labil-Globuline. Anderseits ist durch Sachs bekannt,
daB Sera, die an und fiir sich eine negative Wa. R. geben, positiv werden kénnen
durch leichtes Anséduern, z. B. mittels 1:1500 verd. Essigsdaure nach Mc Means?),
sowie daB positive Sera durch Alkali negativ gemacht werden konnen. Aber
die Auffassung, daB das Wesen der positiven Wa. R. sich allein durch eine
Dominanz der H-Ionen im Serum erkldren 148t, wie u. a. A. Kahn*) annimmt,
wird der Schwierigkeit des Problems nicht gerecht. Das gleiche gilt fiir die
Annahme, daB die Ursache der positiven Wa. R. eine Vermehrung der Ca-Ionen
im luetischen Serum ist (Pietravalle 1922).

Sehr viel schwerwiegender fiir die Moglichkeit, die Reaktion zwischen
syphilitischem Serum und Organlipoiden rein physikalisch zu deuten,

1) Kahn, Mallory und Nishio, Journ. inf. Dis. 46, 413 (1930).
2) Mackie und Watson, Journ. of Hyg. 25, 176 (1926).

8) Mc Means, Journ. of Immun. 8, 433 (1923).

4) A. Kahn, Amer. Journ. Syph. 10, 489 (1926).
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sind die Erfahrungen, daB zum Zustandekommen einer der Wa. R.
durchaus analogen Komplementbindungsreaktion mit syphilitischem
Serum auch Substrate geniigen, die sicher keine Lipoide enthalten.

Bekanntlich vermag in einer gewissen Zahl von Fillen reiner Alkohol
und in einem den Ergebnissen der Original-Wa. R. sehr nahe kommenden Pro-
zentsatz Phenolalkohol [Ninni und Molinari*), H.Gross?)] den Organlipoid-
extrakt zu ersetzen. Eine eingehende Analyse?) der Phenolalkoholwirkung
zeigte, daB diese bei der benutzten Phenol- und Alkohol-Konzentration nur ein
Glied in einer zusammenhéngenden Kette der Wirkung von Phenol allein und
Alkohol allein auf das syphilitische Serum ist, so daf die Reaktion durch rein
physikalische Einfliisse auf das Serumglobulin erklarbar ist. Anderseits besteht
aber die Ansicht von Sachs*) zu Recht, daf Phenol imstande ist, die Lipoid-
bindung in der Globulinmizelle zu lockern und somit Lipoide aus dem Eiweif-
verband zu l6sen, so daB also bei Benutzung von Phenolalkohol als ,,Antigen*
reaktionsfahige Lipoide vorhanden sind. Diese Versuche mit Phenolalkohol
bringen uns daher in unserer Erkenntnis der wahren Rolle der Lipoide bei der
Wa. R. nicht ndher, denn Alkohol kann ganz aus dem Reaktionsmilieu ver-
schwinden, ohne die Wa. R. zu beeintrdchtigen, und Phenol bringt eine Akti-
vierung der Serumlipoide mit sich.

Nun haben aber Silber und Friese’) eine Paraffinemulsion benutzt, deren
Partikelgr68e, wie auch die der iiblichen Wassermannextraktemulsionen zwischen
0,4 und 3 u liegt, und konnten mit dieser als Extrakt bei der Wa. R. mit mensch-
lichem wie auch mit Kaninchenserum gleiche Ergebnisse erhalten wie mit
Lipoidextrakten. 1/, proz. Gelatine, die an und fiir sich niemals Komplement
bindet, verhalt sich ebenfalls in der Komplementbindungsreaktion der Lipoid-
emulsion gegeniiber bei Kaninchenserum (nicht bei Menschenserum) qualitativ
und quantitativ vollig analog. Die Ergebnisse werden mit solchen verglichen,
die Seligmann 1907 beim Vermischen zweier kolloider Systeme, Mastix und Gela-
tine, hatte; obwohl jedes fiir sich in doppelter Menge die Hamolyse nicht hemmte,
gab die Mischung deutliche Hemmung. Da nun Mastix mit Kaninchenserum
und ferner auch Gelatine mit Lipoidemulsion mit dem gleichen Effekt einer
Hemmung vertauscht werden. konnen, und da anderseits Paraffin und Gelatine
nichts mit Lipoid zu tun haben, so schlieBen die Autoren, daB es bei der Wa. R.
nur auf den physikalisch-chemischen Zustand und nicht auf die chemische Natur
des Antigens ankommt.

Ferner fand C. J. Bothwell Voge®), daB sich in ihrem Fillungsvermégen
fiir Benzoéharzsol normale und syphilitische Sera unterscheiden. Ahnliche Fest-
stellungen haben bereits Brossa, Freundlich sowie Reitstitter’) und letzthin
v. Mutzenbecher8) u.a. bei Eisenhydroxydsolen gemacht, die Unterschiede
zwischen dem Sensibilisierungsvermogen normaler und Immunglobuline ergaben.
Hier bestehen engste Zusammenhdnge mit den Liquorreaktionen gegeniiber
Goldsol, Mastix, Kongorot, Siliquid und anderen Solen, die rein physikalisch-
chemischer Natur sind und bei denen niemand eine Mitwirkung von spezifischen
Antikérpern annimmt.

1) Ninni und Molinari, Zbl. Bakt. 104, 502 (1927).

2) H. Gross, Med. Klin. 1928, Nr. 51.

3) H. Schmidt und H. Gross, Unveroffentlichte Versuche,

4) H. Sachs und G. Sollazzo, Zbl. Bakt. 112, 325 (1929).

5) Silber und Friese, Ztschr. Immunitétsforschg. 42, 425 (1925).
) C. J. Bothwell Voge, Biochemic. Journ. 23, 1137 (1929).

") Reitstitter, Ztschr. Immunitdtsforschg. 30, 468, 507 (1920).
8) P.v. Mutzenbecher, Biochem. Ztschr. 243, 100, 113 (1931).
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Da wir nun wissen, daB Aggregate, sofern sie geeignete Grenzflachen
haben, je nach den Versuchsbedingungen Komplement binden oder agglu-
tinieren und prézipitieren konnen, so besteht vom Kkolloidchemischen
Standpunkt aus keine prinzipielle Trennung zwischen der Fahigkeit eines
syphilitischen Liquors, ein Gold- oder Mastixsol zu prézipitieren und der
Fahigkeit eines syphilitischen Serums, ein Sol von Benzoéharz, Paraffin
oder Lipoid zu prazipitieren, und man konnte daher wohl zu der Auf-
fassung kommen, daB auch die Wa. R. zundchst nichts anderes darstellt
als eine von vielen Moglichkeiten, die Fahigkeit gewisser Globuline des
Serums zum Ausdruck zu bringen, die in einer besonderen Eignung zur
Adsorption an geeignete lyophobe Grenzflachen besteht. Nur wire dann
die Aufgabe zu erkldren, wieso gerade das syphilitische Serum Globuline
mit dieser besonderen Eignung besitzt. Anderseits ist dadurch, da8 eine
Komplementbindung oder eine Préazipitation durch irgendeinen kolloid-
chemischen Vorgang zustande kommen kann, noch keineswegs bewiesen,
daB der betreffende gleiche Mechanismus bei der eigentlichen Wa. R.
vorliegt, und ferner gibt es eine Reihe gewichtiger Griinde, die fiir eine
spezifische A. A.-Reaktion bei der Wa. R. sprechen.

Zunéchst gehort hierher die bekannte Tatsache, daB die Komplement-
bindungsreaktion heterogenetischer Antisera nur mit solchen alkoholischen
Extrakten gelingt, die aus Organen hergestellt sind, welche das Forssman’sche
Antigen enthalten. Hier spielt also der physikalisch-chemische Zustand des als
Antigen dienenden Sols nicht die alleinige Rolle, wenn er auch als solcher zu
beriicksichtigen ist [Sachs und Bock)], sondern hier muB der Extrakt das
spezifische Antigem enthalten, welches man allerdings nicht mit der nétigen
Sicherheit als Lipoid ansprechen kann. Es konnte auch ein Polysaccharid
dhnlicher Stoff sein, der durch Begleitlipoide alkohollgslich ist. Insofern kann
der Einwand gemacht werden, daB die Spezifitit der heterogenetischen A. A.-
Reaktion nichts fiir eine solche von Lipoid-Antilipoiden beweist, da dabei das
Lipoid nicht beteiligt zu sein braucht.

Ist nicht aber auch bei der Wa. R. die Méglichkeit vorhanden, daB
das Lipoid nur der Tréger einer im Extrakt befindlichen spezifischen
Substanz ist?

Angesichts der Tatsache, daB fiir die Wa. R. brauchbare Extrakte aus den
verschiedenartigsten Organen der verschiedensten Tiere (sogar aus Erbsen nach
L. Tribondeau?®)] herstellbar sind, mochte man diese Moglichkeit von vornherein
verneinen, aber die Arbeiten von Wadsworth mit E. und F. Maltaner?), sowie die

Kopt Weil und Berendes®), Oe. Fischer®) und Ronai deuten doch solche Moglich-
eit an.

1) Sachs und Bock, Arbeiten aus dem Staats-Institut fiir experimentelle
Therapie Frankfurt a. M. (1928), H. 21, 159,

?) L. Tribondeau, Ref. Ztschr. Immunititsforschg. 7, 26 (1913).

3) Journ. of Immun. 21, 313 (1931).

4) Weil und Berendes, Klin. Wschr. 11, 70 (1932); Ztschr. Immunitts-
forschg. 73, 341 (1932).
1932 5)5102& Fischer, Ztschr. Immunititsforschg. 72, 344 (1931); Klin. Wschr.

R .
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Nach Wadsworth sind chemisch gereinigte Phosphatide fiir den serologischen
Luesnachweis wirkungslos, ebenso wie die von Oe. Fischer mit Aluminium-
hydroxyd und Trikalziumphosphat und die von Weil und Berendes mit Kaolin
als Adsorbentien vorbehandelten Extrakte. Fischer glaubt ausschlieBen zu
konnen, daB an der chemischen Zusammensetzung beziiglich der Lipoide und
dem kolloiden Zustand der Extrakte durch die Adsorption eine solche Verinde-
rung stattgefunden hat, daB dadurch der Verlust der Reaktionsfahigkeit erklart
werden konnte. Immerhin wére eine Anderung der Grenzflichenspannung
durch Adsorption kapillaraktiver Stoffe in Betracht zu ziehen. Anderseits
konnte das wirksame Antigen aus der Verbindung mit diesen Adsorbentien
eluiert werden und soll nach Fischer nicht mit den bekannten Lipoiden identisch
sein. Auch die durch Kombinationsimmunisierung mit Schweineserum von
Kaninchen erhaltenen Lipoidantisera reagieren nicht mehr mit den mit Kaolin
vorbehandelten Organextrakten (Weil und Berendes), so daB sich solchen
Extrakten gegeniiber die Antilipoidimmunsera von Kaninchen wie syphilitische
Sera von Menschen verhalten. Die Extrakte haben auch durch die Vorbehand-
lung mit Adsorbentien die Fahigkeit verloren (mit Schweineserum), beim Ka-
ninchen Antikorper zu erzeugen (T. Ronai).

Diese Feststellungen, die wegen ihrer Bedeutung unbedingt einer
Bestdtigung und Erweiterung bediirfen, besagen also, daB es organische
Lipoide gibt, die trotz Schweineserumzugabe nicht antigen wirken, in
beidem Sinne also weder Antikorper bilden noch binden kdnnen, denn,
wie Fischer angibt, ist der Lipoidcharakter durch die Adsorption nicht
verdndert worden, und es sieht so aus, als ob die antigene Wirkung der
Lipoide an ein leicht adsorbierbares, von dem Lipoid verschiedenes Sub-
strat gebunden ist und, falls letzteres selbst kein Lipoid ist, ist der Lipoid-
antikorper in Frage gestellt?

Nehmen wir nun mit Sachs u. a. an, daB im luetischen Serum Anti-
korper gegen Lipoide vorhanden sind, so miiBten diese Antikorper, wie
bisher bei allen Antikorpern festgestellt, am Globulin des Serums gebunden
sein. Wenn nun das Charakteristische eines luetischen Serums in der im
physikalischen Sinne besonderen Art mancher seiner Globuline liegt, so
konnte man erwarten, bei der Untersuchung der Frage nach der Rolle
der Globuline fiir die Wa. R. Anhaltspunkte dafiir zu finden, wieweit
spezifische Antikorper und wieweit Globuline als solche in Betracht
kommen.

Sind spezifische Antikorper vorhanden, so wissen wir, daB sie zwar (bis
jetzt) untrennbar an Globuline gebunden sind, anderseits aber gegeniiber der
Globulinmenge im Serum nur einen mengenmiBig sehr kleinen Teil derselben
ausmachen, was allein schon aus den hohen Verdiinnungen hervorgeht, in denen
antikdrperhaltige Sera spezifisch wirksam sein k¢nnen. Wenn demnach Forss-
man?) aus seinen Arbeiten beweisen will, daB die Wa. R. unabhéngig von den
Globulinen auftritt, und daB auch der Ausfall der Nonne- und Pandy-Reaktion
im Liquor fiir die spezifische Wa. R. keine prinzipielle Rolle spielt, wenngleich
das Zustandekommen der Flockungsreaktionen an das Vorhandensein von
Globulin gebunden ist, so spricht dies sehr fiir die Mitwirkung von Antikérpern

1) Forssman, Biochem. Ztschr. 177, 243 (1926); Acta path. scand. (Kobenh.)
4, 198 (1927).
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bei der Wa. R. und gegen die Annahme eines rein physikalisch-chemischen
Prozesses.

Bei dem gegenwirtigen Stand unseres Wissens scheint die Auto-
lipoidantikdrpertheorie der Wa. R. noch nicht iiber jeden Zweifel bewiesen
zu sein, ganz abgesehen davon, daB, selbst wenn das Vorhandensein von
Antikorpern gegen die weitverbreiteten Organ- und Zell-Lipoide des
menschlichen und tierischen Korpers im luetischen Serum erwiesen ist,
die Schwierigkeit besteht, diese Antikorper mit der Syphilis in einen
charakteristischen oder sogar spezifischen Zusammenhang zu bringen.
Wie wir aber weiter unten sehen, ist heute durch die Arbeiten von Witebsky,
Krod, Georgi und Fischer usw. ein grofer Teil dieser Schwierigkeit beseitigt.

Dafl man trotz Annahme spezifischer Antikorper im luetischen Blute
doch die Rolle der Extraktlipoide als ganz unspezifisch auffassen kann, hat
kiirzlich B. S. Levine') gezeigt. Levine kommt auf Grund eigener Versuche
teils auch rein deduktiv zu folgender Ansicht:

Im Serum der meisten Erwachsenen finden sich verschiedenartigste
Antikorper, die mit den im lebenden Organismus bestindig kreisenden Antigenen
im Blute A. A.-Komplexe bilden. Auf qualitativen oder quantitativen kolloiden
Faktoren beruht es, ob an diese A. A.-Komplexe Komplement adsorbiert wird
oder nicht. Wird nun zu einem solchen Serum ein Lipoidsol zugefiigt, so werden
Grenzflachen geschaffen, die aus unbekannten Griinden A. A.-Komplexe gleich-
giiltig welcher Art anziehen. Diese Anziehung bewirkt, daB die so gebildeten
Gesamt-(Lipoid-A. A.-)Komplexe gegenitber Komplement sensibilisiert sind.
Das Lipoidsol ist also in diesem Falle nur der unspezifische Sensibilisator fiir
die Komplementbindungsfihigkeit der spezifischen A. A.-Komplexe und fiir
letztere brauchen Lipoidantikorper nicht angenommen zu werden, sondern
der auf jeden Fall bei Lues gebildete Spirochiten-Antikorper.

Gegen die Autolipoidantikérpertheorie wurde der Einwand geltend
gemacht, daB es durch kombinierte LipoideiweiBimmunisierung beim
Menschen noch nicht (bis auf die weiter unten erwdhnten Ergebnisse
von Oe. Fischer und F. Georgi) gelang, eine dem syphilitischen Serum ana-
loge Blutverdnderung experimentell in der Weise zu erzeugen, wie dies
leicht bei Kaninchen gelingt. Anderseits kann man auch beim Meer-
schweinchen keine positive Wa. R. [L. Henning?)] und nur schwierig
in vitro nachweisbare Prazipitine gegen Eiweif erzeugen. Es ist daher
moglich, daB auch beim Menschen die Schwierigkeiten nur in seiner
besonderen vom Kaninchen abweichenden Serumstruktur begriindet
liegen.

Besonders von F. Klopstock®) wurde die Theorie vertreten, ,,daB
die in der Spirochite vorhandenen Lipoidverbindungen im Kaninchen-
und Pferdeversuch iiberwiegend spezifische Antikérper ausldsen. Der
luesinfizierte Mensch erwirbt mit zunehmender Durchseuchung die Eigen-
schaft, die Spirochdtensubstanzen in einfachere Verbindungen abzubauen,

1)7B. g.Levine, Journ. inf. Dis. 48, 189 (1931).
%) L. Henning, Dtsch. tierarztl. Wschr. 193, Nr. 45, 717 (1928).
8) F. Klopstock, Zbl. Bakt. 119, 78 (1930).
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So treten spezifische Antikérper nur in einem Teil der Félle im ersten
Stadium der Lues in den Vordergrund. Im weiteren Verlauf entwickelt
sich eine Blutverénderung, die durch abgestimmte Organextrakte (wegen
der chemischen Verwandtschaft der Spirochdten- und Organlipoide)
und physikalisch-chemische Methoden in gleichem MaBe nachweisbar ist*.

Um hier weiterzukommen hat Krod') Immunisierungsversuche an
Menschen und Tieren mit Suspensionen rein gewaschener abgetoteter
Syphilisspirochdten unternommen, deren fiir die Frage der Lipoidanti-
korper wesentliches Ergebnis das folgende ist:

Das Serum so behandelter Menschen gibt keine Wa. R. mit Organextrakten,
wohl aber eine stark positive Komplementbindung mit alkoholischen Extrakten
der Spirochdten sowie mit deren Lipoidsuspensionen. Die Spirochdten-Anti-
korper sind in spezifischer Weise durch die Spirochidten aus dem Serum adsor-
bierbar und sind fdhig, in streng spezifischer Weise die homologen lebenden
Spirochédten zu toten. Nach Erhitzen auf 63° wobei eine positive Wa. R. in
der Regel negativ wird, bleibt die spezifische Komplementbindung mit Spiro-
chiten-Extrakt bestehen.

Durch Behandlung nicht syphilitischer Menschen mit Trypanosomen-
aufschwemmungen gelang es, eine der syphilitischen analoge Blutverdnderung
zu erzielen. Die Sera so vorbehandelter Menschen ergaben nicht nur mit alko-
holischen Trypanosomenextrakten, sondern auch analog der Wa. R. mit Organ-
extrakten eine positive Komplementbindung. Aber die Reaktionskoérper gegen
Trypanosomen und gegen Organlipoide waren verschieden. Zur Entstehung
der Wa. R. ist ein Gewebszerfall nicht unbedingt erforderlich. Die Tierversuche
ergaben, daB nach erfolgter Infektion mit Trypanosomen die Fahigkeit der
Sera, mit verschiedenen Organextrakten zu reagieren, von einer konstitutionellen
Eigenart der Tierart abhdngt. [Bei Kaninchen hatten schon Landsteiner und
van der Scheer?) durch Injektion abgetdteter Trypanosomen positive Komple-
mentbindung sowohl mit Trypanosomen wie auch mit Organextrakten erzielt.]

Die Feststellung von Krod, daB sich die Pallida-Reaktion nicht mit
der Wa. R. deckt, konnte von F. Plauf3) u. a. bestdtigt werden. Nun
hatte bereits Krod in seinen Arbeiten festgestellt, daf sich verschiedene
Spirochdtenstdmme (Krod, Reiter, Noguchi) biologisch verschieden ver-
halten und sich serologisch unterscheiden lassen, was Plaut mit Kassowitz*)
ebenfalls fand.

Zu dieser biologischen Differenzierungund vielleicht diese erkldrend
fanden F.Georgi und C. Prausnitz) einen tiefgreifenden EinfluB des
Nihrbodens auf die biologische Eigenart der Spirochaeta pallida, insofern
z. B. bei der Umziichtung von Kultur mit Nierengewebe auf eine solche
mit Gehirnbrei die Spirochate eine entsprechende Gewebsspezifitat erwirbt.

1) Krooé und F.O. Schulze, Klin. Wschr. 1928, 246. — Krod, F. O. Schulze
und J. Zander, Klin. Wschr. 1929, 783. — Krod und F. O. Schulze, Klin. Wschr.
1929, 1203. — Krod, F.O. Schulze und N.v. Jancso, Klin. Wschr. 1930, 1108.

2) Landsteiner und van der Scheer, Journ. of. exper. Med. 45, 465 (1927).

3) F. Plaut, Ztschr. Neurol. 123, 365 (1930).

4) Plaut und Kassowitz, Klin. Wschr. 1930, 1396.

5) F.Georgi und C. Prausnitz, Arch. Hyg. 103, 173 (1930).
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Mit dieser Feststellung war die Mdglichkeit gegeben, zwischen der Pallida-
Reaktion und der Organlipoidreaktion der luetischen Sera einen Zusam-
menhang zu finden.

Nachdem schon Brandt, Guth und Miiller, Heimann und Steinfeld")
eine gewisse Organspezifitit fiir Hirnlipoide im Tierversuch nachgewiesen
hatten, haben F. Georgi und Oe. Fischer?) iiber den Nachweis von gehirn-
spezifischen Lipoidantikérpern im luetischen Serum berichtet, die sich
durch Absorptionsversuche von anderen Organ- (z. B. Herz) Lipoidanti-
korpern sicher trennen lieBen. Fiir das Problem der Metalues beim Men-
schen zog F. Georgi®) daraus folgende wichtige Folgerungen:

Eine Spirochite ist dem Nzhrboden, auf dem sie sich lange Zeit gehalten
hat, angepaBit, so daB z. B. eine von Gehirnlipoiden abhingige Spirochite in
erster Linie zu Gehirnspirochdtenantikorpern fiihrt und analog bei Leber und
anderen Organen. Also ist es unnétig, speziell neurotrope Spirochdten anzu-
nehmen, sondern eine lange auf den Lipoiden des Zentralnervensystems vege-
tierende Spirochdte verdndert sich allm&hlich und erlangt eine Virulenz fiir das
Nervengewebe, wodurch die metaluetische Erkrankung beginnt. Die Neuro-
tropie ist also nicht primdr vorhanden, sondern entwickelt sich erst. In gleicher
Weise konnen gleichzeitig verschiedene Organlipoidantikorper entstehen, so daB
Georgi und Fischer empfehlen, fiir die Frithdiagnose der Lues des Zentralnerven-
systems bei der Wa. R. einen Extrakt aus Hirnrinde mit zu benutzen.

Auf Grund dieser Erkenntnisse haben dann Qe. Fischer und F. Georgi%)
erneut die Frage der experimentellen Erzeugung von Organlipoidanti-
korpern in Angriff genommen. Diesmal behandelten sie Menschen nicht
mit sorgféltigst gewaschenen abgetoteten Spirochdten, sondern mit solchen,
die noch anhaftende Organbestandteile des Nahrbodens hatten, und fanden
dann, daB auBer den zu erwartenden Spirochdtenantikérpern organ-
spezifische Antikorper auftreten, insofern nach Vorbehandlung mit Spiro-
chiten + Kaninchennierenbestandteilen sich Antikérper nachweisen
lieBen, die mit Azetonrestextrakt aus Rinderniere, nicht aber mit ent-
entsprechendem Extrakt aus Menschengehirn oder einem fiir die Wa. R.
benutzten cholesterinisierten Rinderherzextrakt reagierten. Umgekehrt
reagierte ein Serum nach Behandlung mit Spirochédten 4+ Kaninchengehirn
auBer mit dem Spirochétenextrakt nur noch mit Azetonrestextrakt aus
Menschenhirn. Hier waren also experimentell erzeugte organspezifische
Antikorper beim Menschen nachgewiesen, und was besonders interessant
ist, diese Antikorper waren streng organ-, aber nicht artspezifisch, was
unabhéngig davon speziell fiir Gehirnlipoidantikorper von Witebsky und
Steinfeld aus dem Sachs’schen Laboratorium nachgewiesen war.

Auf Grund aller dieser Forschungen kann man also annehmen: Die
Infektion mit Syphilisspirochdten bedingt zunichst spezifische, gegen die

1) Heimann und Steinfeld, Ztschr. Immunititsforschg. 58, 181 (1928).
2) F.Qeorgi und Oe. Fischer, Klin. Wschr. 1927, Nr. 20, 43, 48, 49, 51.
3) F. Georgi, Klin. Wschr. 1928, Nr. 40.

%) Oe. Fischer und F. Georgi, Klin. Wschr. 1930, Nr. 39.
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Spirochdten gerichtete Antikorper. Im weiteren Verlauf der Erkrankung,
indem sich die Spirochdten an gewisse Gewebe als Ndhrsubstrat angepaBt
haben, sind die Spirochdten imstande, die betreffenden Gewebszellen zu
zerstoren, wobei deren Lipoide frei werden, die nun im Verein mit den
Spirochédten als Schlepper organspezifische Lipoidantikérper erzeugen.
Die Spirochitenantikdrper sind nur durch spezifische Spirochédtenextrakte,
die Organlipoidantikorper aber durch die Wa. R. nachzuweisen.

Fiir die Praxis wiirde sich daher fiir die Friihdiagnose ein spezifischer
Spirochédtenextrakt (moéglichst aus verschiedenen Stimmen) und fiir die
Wa. R. ein Organextrakt empfehlen, der die Lipoide mdoglichst verschie-
dener Organe enthilt.

¢) Einiges zur Methodik der Wa. R.

Unter den vielen Arbeiten, die die Theorie und Methodik der Wa. R.
zum Gegenstand haben, seien hier nur einige wenige hervorgehoben.

Olinto Sciarra') empfiehlt eine Serodiagnose der aktiven Syphilis mittels
des Autoantigens des Serums (S. R.). Er geht davon aus, daB Normalsera
absolut gesunder Menschen im Ultramikroskop Teilchen zeigen, die beziiglich
GroBe und Bewegung gleichartig sind. Dagegen enthalten Sera von Luetikern
mit aktiver Infektion, gleichgiiltig ob Wa. positiv oder negativ, besonders nach
Inaktivierung in Grofie und Beweglichkeit ungleiche, freie oder in Flocken
zusammengeballte Teilchen. Ahnliche Beobachtungen machten kiirzlich auch
A. M. Mallory und R. L. Kahn?). Ultramikroskopisch kommen mit Lipoid-
extrakten auch in nicht syphilitischem Serum Prézipitate vor, aber weniger
zahlreich und kleiner. [Man vergleiche damit auch die Arbeit von Levine3).]

Nach Sciarra sind die Teilchen A. A.-Komplexe der Lipoidantikérper
mit Lipoiden des Serums (man vergleiche die weiter oben erwdhnten Anschau-
ungen von Levine). Zusatz von hochprozentigem, sehr reinem Alkohol (genaue
Technik beachten) bringt diese Flocken zur schnellen Lsung, wobei sich Antigen
und Antikorper trennen. Bei ihrer Wiedervereinigung unter neuer Aggregat-
bildung kann Komplement gebunden werden, was durch Ausbleiben der Lyse
sensibilisierter Blutzellen nachweisbar ist. Hier wird zwar Alkohol als Antigen
nicht benutzt, doch bestehen, wie auch Sciarra angibt, interessante Beziehungen
zu der positiven Wa. R. mit Alkohol oder Phenolalkohol anstatt Extrakt-Anti-
gene. Die theoretisch interessante Reaktion verdient eine ausgedehnte Nach-
priiffung, zumal sie nach Sciarra besonders geeignet sein soll, den EinfluB einer
Therapie auf die Lues zu erkennen.

W. Bachmann®) schldgt eine Versuchsanordnung vor, in der mit aktivem
luetischem Serum gearbeitet wird, wobei der Eigenkomplementgehalt des Serums
nicht geniigt, um die sensibilisierten Blutzellen zu l6sen, sondern nur zu agglu-
tinieren. Bei inaktiviertem Serum muB eine entsprechend kleine Meerschwein-
chenkomplementmenge genommen werden. Diese Methode soll bei hoher
Spezifitdt den Vorteil eines schnellen Reaktionsablaufes haben. [Anmerkung:

1) Olinto Sciarra, Klin. Wschr. 1930, Nr. 18; Revue de Dermatologie et
de Vénéréologie (Parls Jan. 1931).

%) A. M. Mallory und R. L. Kahn, Journ. inf. Dis. 48, 243 (1931).

3) Levine, Journ. inf. Dis. 48, 189 (1931).

9 w. Bachmann, Arch. Hyg. 108, 142, 1932; Klin. Wschr. 1932, 196.

10
H.Schmidt, Serologie
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Nach G. Blumenthal [Klin. Wschr. 11, 1466 (1932)] beruht die Agglutination
roter Blutzellen durch syph. Serum auf nebeneinander verlaufenden Komple-
mentbindungs- und Flockenreaktionen, wobei die nicht gelosten Blutzellen
durch die entstehenden Flocken mitgerissen werden. Weitere Diskussion in
Klin. Wschr. 11, 1878 (1932)].

IX. Hemmungszonen bei serologischen
Reaktionen.

a) Zonenbildung bei der Komplementbindung.

Die trotz Verdiinnung des syphilitischen Serums gelegentlich auftretende
stdrkere Komplementbindung, die sich im Reihenversuch als Zone zu erkennen
gibt, ist vielfach erkldrt worden als bedingt durch einen Gehalt des syphilitischen
Serums an normalen Hammelbluthdmolysinen, der naturgemis8 in unverdiinntem
Serum eine starkere Lyse und somit schwéchere Komplementbindung vortiduscht
als bei groferer Verdiinnung (Kolmer u. a.). Nach Levine!) geniigt dies nicht zur
Erkldrung der Zonenbildung. Auf Grund seiner bereits auf S. 142 gegebenen
Anschauung findet die Komplementbindung an die durch Lipoid sensibilisierten
A. A-Komplexe im Serum statt. Da solche auch in normalem Serum vorkom-
men, wird auch dort, aber fast nie mehr wie eine 16sende Einheit Komplement
gebunden. Das Komplement umhiillt die Lipoid-A. A.-Komplexe mit einer
Schicht bestimmter Dicke. Daher wird, je gréBer die Gesamtoberfliche dieser
Komplexe ist, desto mehr Komplement verbraucht [Dean?)]. Mit der Serum-
verdiinnung steigt der Dispersitdtsgrad und damit die Gesamtoberfliche der
Lipoid-A. A.-Komplexe, so daB dadurch trotz weniger Menge an Originalserum
mehr Komplement in verdiinntem Serum verschwinden kann als in nicht ver-
diinntem.

Auch H. Eagle®) hat sich kiirzlich mit dem Phidnomen der Zonenbildung
bei der Komplementbindung beschiftigt. Er ging von der bekannten griéBeren
Empfindlichkeit der Wa. R. in der Kalte als bei 37° aus (Jakobsthal 1910, Guggen-
heimer 1911, Coca und I’Esperance 1913 u. a.). Fiir die Erklirung derselben
kommen eine Reihe von Faktoren in Betracht. Zunichst ist experimentell
nachweisbar, daB bei 8° in 12 Stunden mehr Komplement gebunden wird,
als bei 37° in 1/,—1 Stunde. Auf den Zeitfaktor hat schon Dean*) aufmerksam
gemacht. Ferner nimmt nach Kolmer’) die antikomplementidre Wirkung des
Antigens mit der Zeit zu, wodurch die Entstehung einer positiven Wa. R.
begiinstigt wird. Auch zersetzt sich mit der Zeit (abhingig von der Qualitit)
das Komplement spontan. B. S. Levine®) nimmt an, daB die Temperatur von
8—10° die Agglomeration der durch Lipoid sensibilisierten A. A.-Komplexe
erleichtert, wodurch die Komplementbindung stidrker erscheint. Der A. A.-
Komplex wird auch fester, so daB selbst bei folgender Wirmeinkubation eine
Dissoziation nicht leicht erfolgt.

1) Levine, Journ. inf. Dis. 48, 189 (1931).

%) Dean, Ztschr. Immunitatsforschg. 13, 84 (1912).

%) H. Eagle, Journ. of exper. Med. 53, 615 (1931).

4) Dean, Journ. of Path. 21, 193 (1916—17).

%) Kolmer, Amer. Journ. Syph. 4, 675 (1920).

) B.S. Levine, Amer. Journ. Syph. 14, 378 (1920).
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Aber nach Eagle erklirt alles dies noch nicht, daB manche Sera bei 370,
auch wenn man das Reaktionsgemisch noch so lange stehen 14Bt, negativreagieren,
wihrend die gleichen Sera schon nach 2—4 Stunden bei 8° glatt positiv sind.
Eine eingehende Untersuchung dieser Erscheinungen 1aBt Eagle dieselben mit
dem Zonenphinomen der Komplementbindung in Zusammenhang bringen.

Wenn man ein stark positives Serum statt mit NaCl mit normalem Serum
verdiinnt, dann ist, gemessen an dem noch gerade positiv reagierenden Serum-
titer, die Empfindlichkeit der Wa. R. herabgesetzt. Bei verschiedener Ver-
diinnung mit Normalserum gab die Bestimmung der Reagineinheiten, die bei
1/, Stunde 37° und 6 Stunden 8° noch Komplementbindung gaben, bei graphi-
scher Darstellung die folgende Fig. 18. Die grofiere Empfindlichkeit der Wa. R.
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Fig. 18. Wirkung von normalem Serum auf die Empfindlichkeit der Wa. R.
bei 37° und 0° nach H. Eagle, Journ. exper. Med. 83, 619 (1932).

im Eisschrank ist teilweise darauf zuriickzufithren, daB die durch Gegenwart
von Serum bedingte Hemmung bei niedriger Temperatur weniger deutlich ist.
Aber selbst im Eisschrank ist die Hemmung noch deutlich genug, um die Re-
aktion mit 0,2 ccm des unverdiinnten positiven Serums nur geringgradig weniger
empfindlich zu machen als die mit 0,1 ccm oder selbst 0,05 ccm des gleichen
Serums. Bestimmt man den Grad der Komplementbindung bei zwei in genau
gleicher Weise angesetzten Reaktionsgemischen eines positiven Serums, von
denen die eine Serie 1/, Stunde bei 37°, die andere 4 Stunden bei 6° und dann
bei 37° gehalten wird, so zeigt die Fig. 19, daB die Hemmung durch groBere
Serummengen bei 37° geniigt, das Serum negativ zu machen, wahrend sich im
Eisschrank die Hemmung nicht anndhernd so deutlich auswirkt.

Es ist also nach Eagle das unverdiinnte Serum, welches das sogenannte
Zonenphinomen bei der Komplementbindung hervorruft. Ein schwach positives
Serum kann bei 1/, Verdiinnung stark positiv, aber in stdrkerer Konzentration
vollig negativ reagieren. Serum hemmt die Bindung von Komplement an die
mit denaturiertem Globulin (= syphilitisches Reagin) umgebenen Lipoidteil-
chen, wahrscheinlich dadurch, daB normales Serumeiwei von den Lipoid-
Immunglobulin-Komplexen adsorbiert wird und dadurch wie ein Schutzfilm
gegen die weitere Komplementadsorption wirkt.

10*
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Fig. 19. Das Zonenphidnomen in der Komplementbindung, nach H. Eagle,
Journ. exper. Med. 33, 620 (1931).

Die Annahme der Mitwirkung nativer Hammelbluthdmolysine bei dem
Zonenphinomen der Komplementbindung ist daher unnétig.

Auch bei anderen Antigen-Antikorper-Reaktionen hat man bei der damit
verbundenen Komplementbindung gelegentliche Hemmungen beobachtet. Be-
kannt' ist das erstmalig von Neisser und Wechsberg') bei der Hamolyse und
Bakteriolyse beobachtete und beschriebene Phdanomen, dal die Lyse bei Anti-
korperiiberschuB ausbleiben kann. Nach der Ehrlich-Morgenroth’schen Auf-
fassung beruht diese Erscheinung darauf, daB die im Uberschuff vorhandenen
und nur zum Teil gebundenen Ambozeptoren durch ihre komplementophile
Gruppe das vorhandene Komplement zum groften Teil binden, so daB fir
die Lyse durch die gebundenen Ambozeptoren nicht geniigend Komplement
zur Verfiigung bleibt. Auch hat man zur Erkldrung Antikomplemente im Serum
angenommen.

Es scheint nun aber nichts im Wege zu stehen, die von Eagle fiir das Zonen-
phdnomen der Komplementbindung bei der Wa. R. angegebene Erkldrung
auch firr das Neisser-Wechsberg’sche Phidnomen heranzuziehen. Da letzteres
nur bei AntikorperiiberschuB eintritt und damit auch eine grofere Serummenge
verbunden ist, kénnte man in analoger Weise annehmen, da der A. A.-Kom-
plex aus dem Serum in unspezifischer Weise Globuline adsorbiert, die nun als
Schutzfilm die Komplementadsorption erschweren.

b) Die Hemmungszone bei der Agglutination und Priizipitation.

Nun gibt es auch Hemmungszonen bei Agglutinations- und Prazipitations-
vorgéingen, bei denen die Reaktion bei unverdiinntem Serum gehemmt ist und

1) Neisser und Wechsberg, Miinch. med. Wschr. 1901.
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erst bei Verdiinnung auftritt. Auch bei der Hamagglutination mittels Testsera
ist eine solche sogenannte Vorzone beobachtet worden. Im Grunde lassen sich
diese Erscheinungen in analoger Weise wie bei der Hemmung der Komplement-
bindung erkldren. Es werden durch die A. A.-Komplexe aus dem unverdiinnten
Serum unspezifische EiweiBe adsorbiert, die hydrophil bleiben und dadurch,
ebenso wie sie die Komplementadsorption verhindern, auch die gegenseitige
Agglomeration hemmen. Nun 148t sich aber, besonders bei der Agglutination,
diese Hemmungszone manchmal durch Erhitzen des Serums kiinstlich erzeugen.
Eisenberg und Volk') beobachteten, da Bakterien, die 1—2 Stunden mit auf
569 oder 70° erhitztem Immunserum vorbehandelt waren, nach Entfernung des
erhitzten Serums durch neu zugefiigtes frisches Immunserum nicht mehr agglu-
tinieren. Zur Erkldrung wurde ,,Agglutinoid““-Bildung angenommen, d. h.
Agglutinine, die sich zwar an Bakterien binden, aber nicht mehr Zusammen-
ballung hervorrufen konnen.

Nach F.S. jJones?) ist aber auch eine andere Erkldrung mdglich. Jedes
erhitzte Serum kann als Eiwei durch Bakterien adsorbiert werden, und solche
Bakterien konnen mit entsprechenden prézipitierenden AntieiweiBseren geflockt
werden und auch Komplement binden. Diese unspezifische EiweiBadsorption
hindert naturgemaf die Bindung spéter zugefiigter spezifischer Agglutinine.
Aber es lieB sich experimentell zeigen, daB die EiweiBbindung aus erhitztem
Immunserum viel starker war als aus erhitztem Normalserum, so da8 also eine
gewisse Spezifitdt noch vorhanden war, oder mit anderen Worten, die Agglutinin-
zerstérung nicht vollstdndig war. In der Tat war die Hemmung der Agglutina-
tion der vorbehandelten Bakterien durch spater zugefiigtes frisches Agglutinin
um so geringer, je hoher das zur Vorbehandlung dienende Immunserum erhitzt
war. Wir miissen also annehmen, daB bis zu einem gewissen Grade erhitztes
Immunglobulin auf Grund der Spezifitit noch eine iiber die von erhitztem
normalem SerumeiweiB hinausgehende Bindungsfahigkeit an die Antigen-
mizelle besitzt. Die Erhitzung hat aber bewirkt, daB das Immunglobulin eine
vermehrte Wasserbindung hat — vielleicht ist auch die lipoide Gruppe der
Globulinmizelle verandert, was mit der Verringerung der Oberflichenspannung
beim Erhitzen von Serum zusammenhidngen konnte —, jedenfalls ist der so
gebildete A. A.-Komplex relativ weniger hydrophob und kann demnach nicht
agglutinieren. Man sieht, daB das erhitzte Immunglobulin die Eigenschaften
des hypothetischen Agglutinoids besitzt. Bei noch weiterer Erhitzung geht
die Spezifitit verloren, d. h. der Antikérper wird zerstort und solches Globulin
wird dann nicht stirker gebunden als normales erhitztes Serumeiwei, und die
damit behandelten Bakterien kdnnen noch der Wirkung der spezifischen Affinitét
frisch zugesetzter Agglutinine unterliegen.

Eine weitere Bearbeitung hat das Problem der Hemmungszone bei der
Agglutination durch G. S. Shibley3) erfahren. Auch Shibley konnte experimentell
feststellen, daB das Erhitzen von Immunserum eine Hemmung der Agglutination
in groBerer Serumkonzentration hervorruft, wobei eine lingere Erhitzung auf
z. B. 56° den gleichen Effekt hervorruft, wie eine kurze auf z. B. 66°. Meistens
geht die Hemmungszone bei stirkerem Erhitzen in voélligen Agglutininverlust
itber, aber es fanden sich auch Ausnahmen, von denen des besonderen Interesses
wegen ein Beispiel hier im Auszug wiedergegeben sei.

Der Versuch zeigt deutlich, daB durch das Erhitzen das Agglutinin als sol-
ches nicht zerstort wurde, da der Endtiter der gleiche war. Nimmt man aber eine
»Agglutinoid“-Bildung an, so ist nicht recht einzusehen, warum solche Agglu-

1) Eisenberg und Volk, Ztschr. Hyg. 1902.
2) F. S. Jones, Journ. of exper. Med. 47, 245 (1928).
%) G. S. Shibley, Journ. of exper. Med. 50, 825 (1929).
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tinoide, die also nicht agglutinieren kdnnen, dies doch tun, und zwar noch dazu
dann, wenn sie mengenmiBig ,verringert sind. Shibley nimmt aber auf Grund
folgender weiterer Beobachtungen Agglutinoidbildung an.

Agglutination von Shiga-Bakterien durch Serum, welches fiir je 10 Minuten
bei verschiedener Temperatur erhitzt war.
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Das Hemmungsphinomen ist spezifisch, insofern Zusatz von erhitztem
Serum zu unerhitztem Serum letzterem nur dann eine Hemmung verleiht,
wenn beide den gleichen Antikorper haben. Zusatz von erhitztem zu nicht
erhitztem heterologem Serum ist beziiglich der Hemmung ohne Wirkung.
Absorption der Agglutinine mit Bakterien entfernt alle Agglutinine. Wenn aber
wenig Bakterien genommen werden, wird in erster Linie die Hemmungszone
verringert, woraus geschlossen wird, daB die Agglutinoide eine groBere Affinitét
zu Bakterien haben. Wenn man mehr Bakterien zusetzt, als notig ist, um alle
Agglutinoide zu binden, dann erfolgt durch die zuriickbleibenden Agglutinine
Agglutination, woraus geschlossen wird, daf die Agglutinoide quantitativ iiber-
wiegen. Ein erhitztes Serum, das durch Bakterienabsorption erschopft ist,
kann bei Zusatz zu frischem Serum keine Hemmungszone mehr hervorrufen.
Die Bakterien, die in der Hemmungszone sich mit Agglutinoiden beladen haben,
sind durch frisches Agglutinin nicht mehr agglutinierbar. Die Hemmung kann
durch Berkefeld-Filtration wie auch durch Behandlung mit Kaolin aufgehoben
werden. Im Kataphoreseversuch zeigen mit Agglutinoid und mit Agglutinin
beladene Bakterien die gleiche elektrische Ladung [entsprechendes fanden
Mudd und Mitarbeiter?)].

Bei aller Anerkennung der beobachteten Tatsachen scheint die Schlufi-
folgerung auf Agglutinoide nicht zwingend zu sein. Es geht nicht an zu sagen,
daB die Hitzeeinwirkung nur gewisse Agglutinine betrifft und nicht alle. Der
Versuch zeigt, daB die Agglutinine alle eine Erhitzung von 10 Minuten bei 69°
noch ausgehalten haben und erst bei héherer Erhitzung ihre agglutinierende
Wirkung abnimmt. Aber eine gewisse Verdnderung haben die Agglutinine
resp. das betreffende Immunglobulin von etwa 63° an erfahren. Die Affinitdt
hat nachgelassen. Insofern kann in zunehmendem Grade auch Serumeiweifl
in unspezifischer Weise adsorbiert werden und daher in hoheren Konzentrationen
die spezifische Agglutininbindung hemmen. Bei stdrkerer Verdiinnung tritt

1) Mudd und Mitarbeiter, Journ. of exper. Med. 49, 779 (1929).
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das unspezifisch adsorbierbare Eiwei mengenmiBig zuriick, so daf dann die
noch vorhandene spezifische Affinitit der Agglutinine sich durchsetzt. Wird
noch hoher erhitzt, dann verliert das EiweiBl als solches durch den Prozef der
Hitzedenaturierung seine Adsorptionsfihigkeit an Bakterien, und es bleibt
schlieBlich noch die spezifische Affinitit erhalten, bis auch diese von etwa 719 an
bis 76° vollig aufgehoben ist.

Dafl Zusatz von erhitztem Serum zu heterologem nicht erhitztem Serum
letzterem keine hemmende Eigenschaft verleiht, kann damit erklart werden,
daB die Agglutinine noch im Besitz ihrer vollen spezifischen Affinitdt sind und
daher analog wie in den obigen Versuchen von Jones trotz des Schutzfilms
von lyophilem Globulin ihre Affinitit zur Wirkung bringen kénnen. Raum-
mangel verbietet ein weiteres Eingehen auf das Problem der Hemmungszone,
welches aber jedenfalls noch weiterer Bearbeitung und Kldrung bedarf.

X. Die Phagozytose.”

Opsonine und Tropine.

Metschnikoff hatte zunachst im Immunserum ,,Stimuline*, die die phygo-
zytierende Tatigkeit der Leukozyten anregen, mithin eine direkte Wirkung
auf die Leukozyten angenommen und hielt auch an dieser Ansicht fest, nachdem
Denys und Le Clef (1895), Mennes (1897), Marchand (1898) u. a. zeigten, daB
zwischen den Leukozyten normaler und immunisierter Tiere keine Unterschiede
bestehen, sondern die Phagozytose in erster Linie auf einer Verdnderung der
Bakterienoberfliche durch das Immunserum beruht. Wright und Douglas
(1903/04) fanden nun, daB viele Bakterien im Normalserum phagozytiert werden
konnten, aber nicht mehr nach dessen Erhitzen auf 569, und bezeichneten die
thermolabilen wirksamen Stoffe im Normalserum als Opsonine. Jedoch konnten
Neufeld und Rimpau (1904—05) zeigen, daB bei der Immunisierung nicht die
thermolabilen Substanzen des Serums vermehrt wurden, sondern daB thermo-
stabile Antikorper entstehen, die Neufeld als Bakteriotropine bezeichnete. In der
Folgezeit wurde dann zunichst scharf zwischen den nur mit Komplement
wirkenden Opsoninen des normalen Serums und den auch ohne Komplement
wirksamen Tropinen des Immunserums unterschieden (Dean, 1905, 1907 u. a.).

Die opsonische Wirkung des normalen Serums erstreckt sich auf
fast alle Bakterien, ist aber abhdngig von deren Virulenz (Kapselbil-
dung, Aggressin). Die Frage war nun, inwiefern diese Erscheinung spe-
zifisch war, d. h, ob man fiir jede Bakterienart ein besonderes spezifisches
Opsonin annehmen muB, und ferner, welcher Art dieser ProzeB ist.

Was die Spezifitat betrifft, so waren die Beobachtungen der zahl-
reichen Bearbeiter dieser Frage einander vielfach widersprechend. Wright,
Bulloch und deren Mitarbeiter fanden, daB nach Absorption der Opsonine
durch bestimmte Bakterien das Serum noch in weitgehendem MaBe solche

1) Literaturangaben: F. Neufeld, Bakteriotropine und Opsonine im Hand-
buch der pathogenen Mikroorganismen von Kolle, Kraus, Uhlenhuth. —
R. Muir, A system of Bacteriologie. Bd. VI (London 1931).
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fiir andere Bakterien enthalten kann, wihrend nach den Versuchen von
z. B. Lamar und Bispham, Muir und Martin, Neufeld und Hiine (1907)
Absorption mit Staphylokokken oder mit Hefe alle Opsonine aus dem
Normalserum entfernt. Wieder andere nahmen eine gewisse Spezifitit an.
Zum Beispiel fand letzthin Sia [1928 1)] ein deutliches spezifisches Ver-
halten gegeniiber den einzelnen PneumokokKentypen. Zusammenfassend
148t sich sagen,; daB zwar manche Sera mehr wie andere Stoffe von einer
gewissen spezifischen opsonischen Wirkung enthalten, deren Thermo-
labilitdt variieren kann (also gewissermaBen normale Tropine), daB aber
ein normales Serum in betrdchtlicher Menge ein nicht spezifisches thermo-
labiles Opsonin enthalt.

Im allgemeinen absorbieren Stoffe, die Komplement absorbieren,
auch Opsonine, weswegen man die Identitit der beiden Substanzen
angenommen hat (Dean).

Doch wird neuerdings von J. Gordon?), weil Kongorotlosung (0,3 ccm einer
2proz. Losung auf 1 ccm Serum) zwar die hidmolytische Komplementwirkung
des Meerschweinchenserums aufhebt, aber die opsonische Wirkung nicht be-
eintrachtigt, eine Verschiedenheit gefordert. Ob man zur Erkldrung iiberhaupt
verschiedene Komplemente annehmen kann, muB wegen unserer Unkenntnis
des Komplementes dahingestellt bleiben. Besonders wirksam sind alle A. A.-
Komplexe, wie z. B. sensibilisierte Bakterien oder Blutzellen, spezifische Pra-
zipitate usw., die bekanntlich Komplement adsorbieren. Mit diesen 148t sich
das Opsonin eines Serums genau so villig adsorbieren, wie eine Erwdrmung auf
56° dasselbe zerstort (Muir und Martin 1906). Darauf beruht auch die kitrzlich
von H. W. Cromwell und J. A. Centano®) gemachte Feststellung, daB spezifische
Prézipitate, wenn sie in vitro entstehen?), phagozytiert werden. Fiir die Identitat
von Opsonin mit Komplement sprechen auch die von Ledingham, Dean u. a.
gemachten Beobachtungen, daB die Mittel- und Endstiick-Komponenten jedes
fir sich opsonisch unwirksam, aber zusammen wieder wirksam sind, obwohl
Ausnahmen vorkommen, bei denen Endstiick allein wirksam ist (Ledingham).
Die sogenannte vierte Komponente ist zwar nach Gordon, Whitehead und Wor-
mall®) fiur Himolyse und Bakterizidie, nicht aber fiir die Phagozytose notig.
Dazu kommt, daB die durch Absorption oder durch Erhitzung aufgehobene
opsonische Wirkung durch Zusatz von frischem Serum wieder hergestellt werden
kann. Aber diese Reaktivierung ist manchmal schwierig (hemmende Wirkung
des erhitzten Serums?) und besonders ist es technisch nicht moglich, die Kom-
plementwirkung von der eines evtl. vorhandenen ebenso thermolabilen Opsonins
zu trennen. Nun sind aber tatsichlich relativ hitzestabile Opsonine vorhanden,
die als normale Tropine noch nachweisbar sind, wenn Komplement zerstort ist.

1) Sia, Zbl. Bakt. 88, 340 (1928).

%) J. Gordon, Journ. of Immun. 19, 303 (1930)..

%) H. W. Cromwell und J. A. Centano, Journ. of Immun. 17, 53 (1929).

1) DaB der sehr umstrittene Vorgang der spezifischen Prizipitation in vivo
vorkommt, ist durch die Arbeiten von Opie [Journ. of Immun. 8, 55 (1923);
Journ. of exper. Med. 39, 659 (1924)] sehr wahrscheinlich gemacht. Opie fand,
daB intrakutan injiziertes Protein bei einem normalen Tier schnell, bei einem
immunisierten Tier nicht diffundiert, sondern in situ festgehalten wird, wobei
die Prézipitate bei der folgenden Entziindung intrazellular aufgenommen werden.

5) Gordon, Whitehead und Wormall, Journ. of Path. 32, 57 (1929).
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Z. B. kann nach Dean ein auf 60° erhitztes Pferdeserum noch opsonische Wirkung
auf Typhusbazillen ausiiben, und Bakterien, die vorher mit solchem erhitzten
normalen Serum vorbehandelt sind, vermdgen diese normalen Tropine nicht zu
adsorbieren.

Wo man also das Opsonin nicht mit Komplement identifizieren kann,
ist man anscheinend berechtigt, die Wirkung von normalen Tropinen an-
zunehmen, die, wie wir weiter unten sehen, durch Komplementwirkung
wesentlich in ihrer opsonischen Wirksamkeit unterstiitzt werden. Ander-
seits miiBte man .einen reichlichen Gehalt von spezifischen Opsoninen
annehmen, daB ihre Bindung mit Antigen stets alles Komplement ver-
braucht, und das ist sehr unwahrscheinlich.

Wenn nun auch die meisten Bakterien Opsonin zur Phagozytose
bendtigen, so kann in vitro doch auch eine spontane Phagozytose in NaCl-
Losung ohne Serum vorkommen. Vornehmlich vermdgen Leukozyten
ohne Serum unbelebtes Material sowie avirulente Mikroben aufzunehmen,
manchmal aber auch virulente Bakterien, z. B. unbekapselte Milzbrand-
bazillen sowie Tuberkelbazillen (Wright und Reid 1906).

Die spontane Phagozytose ist eingehend von H. Schiifze!) untersucht
worden. Sie wird durch verdiinnte Sduren, nicht aber durch verd. Alkali be-
schleunigt dadurch, daB die in neutraler Suspension negative Ladung der Mikro-
ben und Leukozyten herabgesetzt und somit eine Adhision begiinstigt wird.
Nach Simon, Lamar und Bispham?) werden Stoffe, die wie Albuminpulver, Tier-
kohle usw. zur Komplementadsorption benutzt werden, dabei opsoniert. Diese
Opsonijerung toten Materials wird durch eine Steigerung der NaCl-Konzentration
verhindert und durch eine Verringerung der NaCl-Konzentration begiinstigt,
welche Konzentrationsdnderungen als solche die Serum-Mikroben-Phagozytose
nicht beeinflussen [Wright und Reid®)]. Aus Versuchen von P. Mdjrch®) geht
hervor, daB Lithiumsalze die Phagozytose von Reisstarke stimulieren. Erhitztes
normales Serum kann unter Umstdnden den normalen opsonischen Effekt
hemmen, und unbelebtes Material sowie Mikroben sind nach Behandlung mit
erhitztem Serum und folgendem Waschen weniger gut phagozytierbar [Rosen-
thal®)]. Ledingham®) fand, daB ein mit Tb.-Bazillen behandeltes erhitztes nor-
males Serum nach Entfernung der Tb.-Bazillen die opsonische Wirkung von
frischem Serum auf Tb.-Bazillen hemmt. Er nimmt an, daB sich aus abgesto-
Benen Rezeptoren der Tb.-Bazillen und Immunkoérpern des Serums A. A.-
Komplexe bilden, die nun das Komplement des frischen Serums binden. Meines
Erachtens ist hier die Hemmung durch unspezifische Serumadsorption zu er-
kldren im Sinne der Vorzone bei der Agglutination.

Wenden wir uns nun zu den Bakteriotropinen des Immunserums,
so verlieren diese beim Erhitzen auf 56—60° etwas von ihrer Wirkung.
Da der gleiche Verlust nach Vorbehandlung des Serums mit A. A.-Kom-
plexen eintritt, so diirfte er auf Komplementinaktivierung beruhen.

1) H. Schiitze, Journ. of Hyg. 14, 201 (1914).

%) Simon, Lamar und Bispham, Journ. of exper. Med. 8, 681 (1906).
3) Wright und Reid, Proc. Roy. Soc. 77, 211 (1905).

4) P. Mdrch, Acta path. scand. 3, 285 (1930).

5) Rosenthal, Zbl. Bakt. 44, Beih. 14 (1909).

®) Ledingham, Proc. Roy. Soc. B.79, 482 (1907).
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Zerstort werden die Bakteriotropine erst bei ca. 700, Die Tropinwirkung
wird durch Komplement unterstiitzt. Nach Dean?) ist die Gesamtwirkung
groBer als die Summe der Wirkung von Tropinen und Komplement allein.
Besonders spricht ein Versuch von Browning?) fiir die fordernde Wirkung
des Komplementes auf Tropin (Staphyl. 4 verd. Tropinserum, dann
serumfrei gewaschen 4 Komplement: Verstarkte Phagozytose. Staphyl.
-+ Komplement, dann serumfrei gewaschen + verd. Tropinserum: Keine
Verstirkung der Phagozytose). Die Spezifitdt der Tropine ist die wie der
anderen Antikorper. Auch hier kommt, wie bei der Agglutination, ein
Ubergreifen auf verwandte Mikroorganismen vor. Wéhrend die Immun-
tropine noch bei sehr hoher (iiber 1000facher) Verdiinnung wirksam sind
(Neufeld), verliert das normale Serum durch Verdiinnung seine Wirkung
sehr schnell, aber die opsonische Wirkung eines normalen frischen Serums
kann oft stirker sein als die eines erhitzten Immunserums. Da nach
Neufeld und Bickel®) wihrend der Immunisierung mit einem hdmolytischen
Serum zu verschiedenen Zeiten Phagozytose und Lyse in verschiedenem
Grade beobachtet werden konnen, so schlieBt Neufeld aus diesen und an-
deren Versuchen, daB die Tropine, die ohne Komplement wirksam sind,
verschieden sind von opsonisch wirkenden Immunstoffen, die zur Wirkung
Komplement brauchen. Diese Neufeld’sche Ansicht wird nicht allgemein
angenommen. Muir z. B. glaubt mit der Annahme eines Immunkorpers
auszukommen. Meines Erachtens konnen beide Partein Recht haben,
insofern der Antikorper einheitlicher Natur ist, aber seine Auswirkung
sich verschieden gestaltet je nach der Art des Globulins, an das er gebunden
ist. Es ist allgemein anerkannt, daB die Immunisierung mit Zellen und
groBeren Partikeln opsonisch wirkende Antikérper erzeugt, die Komple-
ment binden und, wie an anderer Stelle erdrtert, ist es wahrscheinlich,
daB groBmizelliges Antigen relativ lyophobes und kleinmizelliges Antigen
relativ lyophiles Immunglobulin erzeugt. Ersteres allein ist fdhig, die
bekannten In-vitro-A. A.-Reaktionen hervorzurufen und auch Komple-
ment zu binden, aber, wie am Beispiel des Antitoxins erdrtert, kann der
Antikorper als solcher einheitlich angenommen werden.

Ein ndheres Eingehen auf die Bedeutung der Phagozytose fiir die
natiirliche und erworbene Immunitdt wiirde den Rahmen dieses Buches
tiberschreiten.

Es soll nur kurz darauf hingewiesen werden, daB die Phagozytose fiir den
Schutz des Organismus ungleich wichtiger sein diirfte als die bakterizide Eigen-
schaft des Serums, denn die Anzahl der Bakterienarten, die durch Serum-

bakterizidie vernichtet werden konnen, ist relativ klein, wihrend durch die
Opsonierung und Tropinwirkung die Vernichtung der Mikroben durch andere

1) Dean, Proc. Roy. Soc. B. 79, 399 (1907).
?) Browning, Journ. med. Res. 19, 201 (1908).
% 3) Neufeld und Bickel, Arbeiten aus dem Reichsgesundheitsamt 27, 310
(1908).
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zelluldre Krifte ermdoglicht wird. Aber man mu8 sich klar dariiber bleiben, daf
damit noch nicht alles in den AbwehrmaBnahmen des Organismus erklart ist,
z. B. auch nicht die Wirkung des Milzbrandserums. Wenn, wie Ldhlein (1905),
Neumann (1907), v. Gruber (1907) u. a. zeigten, virulente, aber in vitro phago-
zytierbare Milzbrandbazillen einem Organismus einverleibt werden, kommt es
zunichst zu einer nachweisbaren Phagozytose, aber dann setzen von Seiten des
Milzbrandbazillus AbwehrmaBnahmen ein, die zur Bildung von Aggressinen,
Leukozidinen usw. fithren, also Stoffen, die die Funktionsfahigkeit der phago-
zytierenden Zellen lihmen, wenn auch der Organismus imstande ist, dagegen
Immunkorper zu bilden, und ferner bildet sich eine Kapsel um den Milzbrand-
bazillus, die ihn wegen der hohen Hydrophilie der Kapselsubstanz unangreifbar
macht fiir alle Prozesse, die zunéchst eine Adsorption von Globulinen bedingen,
wozu auch die Phagozytose gehort, und damit kommen wir zu der Erdrterung
der Wirkungsweise opsonisch wirkender Serumstoffe.

Es herrscht Einigkeit dariiber, daB die opsonische Wirkung auf einer
Anderung der Oberfliche der Bakterien beruht, die eine vermehrte
Adhisionsfihigkeit an die Leukozyten bedingt. Barikine'), Levaditi und
Mutermilch u. a.?). Nach Mudd, Lucké, Mc Cutcheon und Strumia®)
bewirkt die Sensibilisierung durch Serum bei sdurefesten Bakterien
Zunahme der Agglomeration, Abnahme der elektrischen Potentialdifferenz,
Abnahme der Benetzbarkeit der Bakterien gegeniiber Ol und Zunahme
der Phagozytose. Prizipitation, Agglutination, Anderung der Grenz-
flichenspannung und Phagozytose beruhen alle auf ein und demselben
Vorgang, niamlich Anlagerung gewisser Substanzen seitens der Immun-
sera an die Oberfliche des homologen Bakterienantigens.

Die Bindung von Antikdrpern an Antigen fiihrt, wie an anderen
Stellen schon erwihnt ist, zur Bildung einer Adsorptionshiille von rela-
tiv hydrophobem  Globulin, wodurch die Grenzflichenspannung
herabgesetzt wird. Auch hier spielen die Lipoide sowohl des Antigens
[Ischimoto®)] als auch des Serums (Hartley) eine bedeutende Rolle.
Ihre Entfernung verringert die Ausbildung fiir die Adsorption geeigneter
Grenzflichen und setzt damit alle damit verbundenen In-vitro-A. A.-
Reaktionen wie auch die Phagozytose herab. Die opsonische Wirkung
des Antikérpers kann durch Komplement verstirkt werden, denn auch
die Wirkung des Komplementes ist zundchst die Adsorption von Mittel-
stiick—Globulin und schafft allein schon dadurch eine zur Adhésion an
die Leukozyten geeignete Grenzfliche. Alles, was die Hydrophilie der
Globuline steigert, darunter auch das Erhitzen auf 56°, vermindert die
Adhision und kann dadurch auch fiir die Phagozytose hemmend wirken.
Die Antikérperwirkung besteht also in erster Linie in der Schaffung
einer geeigneten hydrophoben Grenzfliche. Daher kdnnen nach Reiner

1y Barikine, Ztschr. Immunititsforschg. 8, 72 (1910/11).

2) Levaditi und Mutermilch, Compt. rend. Soc. Biol. 68, 1079 (1910).

) Mudd, Lucké, Mc Cutcheon und Strumia, Journ. gen. Physiol. 13, 669
(1930); Journ. of exper. Med. 49, 779, 797 (1929); 52, 313 (1930).

1) Ischimoto, Zbl. Bakt. 101, 425 (1927).
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und Kopp') mit 0,2—0,4 Proz. Tannin vorbehandelte Blutzellen stark
phagozytiert werden, aber nach Neufeld und R. Etinger-Tuoczynska?)
bestehen zwischen der Wirkung von Tannin und anderer Chemikalien
wie Alaun, Alum. sulfat, -nitrat, -chlorid, sowie anderer Salze mit vierwer-
tigen Kationen (Th), dreiwertigen Kationen (Fe, Cr, CI) und von zwei-
wertigen Kationen (Pb), ferner von basischen Farbstoffen (Methylenblau,
Neutralrot) auf Bakterien und der Wirkung von Immunkérpern gewisse
Unterschiede. Die durch chemische Stoffe zur Phagozytose praparierten
Pneumokokken werden im Gegensatz zu den mit Immunserum vorbehan-
delten in der Bauchhghle der Maus nur in geringem Umfange phagozytiert.
Auch die weitere Umwandlung phagozytierter Bazillen in Granula erfolgt
nicht bei der Behandlung mit Aluminiumsalzen, wohl aber bei der Tan-
ninphagozytose.

X1. Bakterizide und bakteriolytische
Antikorper.”)

Das bekannte Pfeiffer’sche Phdnomen beruht auf der Wirkung
eines spezifischen thermostabilen Antikérpers, der seine Wirkung in vivo
unter Mitwirkung aktivierender Peritonealexsudate (Komplement), aber
auch in vitro unter Benutzung von Komplement entfalten kann. Die
Wirkung des Immunserums auf das Bakterium kann entweder in allen
Abstufungen dessen Wachstum hemmen und schlieBlich den Tod ohne
und mit Lyse oder Phagozytose zur Folge haben oder schlieBlich keins
von beiden, so daB wir folgende Unterschiede machen konnen:

a) Spezifische Antikorper, die durch die homologen Bakterien absor-
bierbar sind, die mittels Komplement entweder Bakterien toten, wobei
es auch von der Art der Bakterien abhdngt, ob damit eine Auflésung
verbunden ist oder nicht, oder die zur Phagozytose fiihren, die bei Opso-
ninen mit Komplement und bei Tropinen ohne oder mit Komplement
erfolgen kann. Jedenfalls besteht kein prinzipieller Unterschied zwischen
einem Tropin, das mit Komplement Phagozytose begiinstigt oder einem
antibakteriellen Antikorper, der Bakterien mit Hilfe von Komplement
toten und evtl. auch 16sen kann.

1) Reiner und Kopp, Ztschr. Immunititsforschg. 61, 397 (1929).

%) Neufeld und R. Etinger-Tudczynska, Zbl. Bakt. 114, 252 (1929).

%) Eine Zusammenstellung unseres Wissens auf diesem Gebiet gibt Muir in
A system of Bacteriology, Bd. VI (London 1931).
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b) Es gibt z. B. im Milzbrandserum schiitzende Antikorper, die nicht
das homologe Bakterium angreifen, auch nicht durch dasselbe adsorbierbar
sind und auch kein Komplement bediirfen.

VerhidltnismaBig wenige Bakterien kénnen durch Immunserum direkt
getotet und noch weniger gelost werden. Besonders geeignet sind Cholera-
vibrionen und Typhusbazillen, weniger gut Coli- und Dysenteriebazillen,
Auch Pyozyaneus kann durch Antiserum gelost werden. Dagegen sind
Kokken und grampositive Bakterien gegeniiber der bakteriziden Wirkung
unempfanglich, konnen aber anderseits gut phagozytiert werden.

Wir haben im Abschnitt 11 B 1 bei den begeifelten Bakterien das GeiBel-
H-Antigen von dem Soma-O-Antigen unterschieden. Braun bezeichnet
diese Antigene als Ekto- bzw. Endoplasma. Nach Felix und OlitzkiY)
sind nur die O-Antisera bakterizid und die H-Antisera haben als Schutz-
stoffe keine Bedeutung. Entsprechendes fanden bei Tetanusbazillen und
Vibrio septique Felix und Robertson?), die, ebenso wie Lubinski3), den
allgemeinen SchluB ziehen, daB bakterizide und komplementbindende
Antikorper nur durch Soma-Antigene gebildet werden konnen. Dasselbe
gilt nach Braun und Nodake*) auch fiir Bakteriotropine.

Noch reichlich ungeklart sind die Beziehungen zwischen den bakteri-
ziden Antikdrpern und dem Komplement. An fiir und sich kann, wie wir
gesehen haben, jeder A. A.-Komplex Komplement adsorbieren, nur
bestehen relativ groBe Unterschiede, insofern z. B. sensibilisierte Blut-
zellen bei 0° kein oder nur wenig Komplement binden, ein spezifisches
Prézipitat aber bei 0° mehr wie bei 37° (Dean). Ein bakteriolytisches
Serum (Anticholera) vermochte in einem Versuch von Neufeld und Hdndel
(1908) nur Komplement fiir den bakteriziden Effekt bei 37° zu binden,
ohne aber das hdmolytische Komplement zu absorbieren und Sera mit
geringerer bakterizider Wirkung aber groBerer Komplementbindungs-
fahigkeit banden bei 0° nur das hamolytische und bei 37° alles Komplement.
Erwidhnenswert ist in diesem Zusammenhang noch ein Versuch von Muir
und Browning (1909). Wurde ein normales frisches Serum mit einer
Bakteriensuspension behandelt, so verschwand erst die bakterizide Wir-
kung gegeniiber diesen Bakterien. Bei Benutzung einer groBeren Bakterien-
menge ging auch die bakterizide Wirkung gegeniiber anderen Bakterien
verloren, und schlieBlich gelang durch energische Behandlung mit diesen
Bakterien auch die Absorption des hdmolytischen Komplements. Sind
diese Versuche nun zwingend, um eine Vielheit von Komplementen an-
nehmen zu miissen? Meines Erachtens miiBten sie sich einfacher erklédren

1) Felix und Oblitzki, Journ. of Immun. 11, 31 (1926); Brit. Journ. exper.
Path. 10, 26 (1929).

%) Felix und Robertson, Brit. Journ. exper. Path. 9, 6 (1928).

3) Lubinski, Zbl. Bakt. 106, 200 (1928).

4) Braun und Nodake, Zbl. Bakt. 92, 429 (1924).
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lassen mit der Annahme verschieden leicht adsorbierbarer Globuline, die
trotzdem die gleiche biologische Funktion nicht nur als Antikorper,
sondern evtl. auch als Komplement ausiiben.

Nach A. Flemingl) setzt Erh¢éhung wie Verminderung des Salz-
gehaltes die bakterizide Wirkung des Blutes in vitro herab. In vivo hat
beim Menschen die Injektion einer Salzmenge; die den Salzgehalt des
Blutes nur um 0,01 Proz. erhoht, nach 3 Stunden eine starke Erhohung
der bakteriziden Wirkung zur Folge. Vielleicht kann diese Tatsache die
Beobachtung von G. J. Pfalz?) erklaren, wonach eine ganz bedeutende

Vermehrung der Blutbakterizidie

800 nach Laparotomien eintritt ganz un-
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thoden und Substanzen.
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Compt. rend. Soc. Biol. 104, 40 (1930)]. malen py des Blutes hervor. Boez

1) A. Fleming, Brit. Journ. of exper. Path. 7, 274 (1926).

?) G. J. Pfalz, Klin. Wschr. 1930, Nr. 29.

3) Boez und Marneffe, Compt. rend Soc. Biol. 106, 358 (1931).

4) A. S. Isralimski, russ., ref. Chem. Zbl. 1, 2746 (1930).

8) L. Boez, Compt. rend Soc. Biol. 101, 848 (1929); 104, 40 (1930).
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und Robin') empfehlen daher fiir die Blutkultur das Patientenblut in
2 ccm einer sauren Losung (von 3,75 g Na-Zitrat, 5,60 g Kaliumbisulfat,
Aqua dest. zu 100. pg = 2,38) einflieBen zu lassen. Die Blutreaktion
betrdgt dann py 5,3—5,5, wodurch die bakterizide Wirkung irreversibel
zerstort wird. Das Blut wird dann zu Platten verarbeitet, indem 10 ccm
Blut auf 100 ccm Traubenzuckeragar py = 8,3 genommen werden.

Bakterizidie ohne Komplement.
(Leukine, Endolysine, Plakine, f-Lysine, Lysozym).

Analog der Fahigkeit des Komplementes fiir sich allein Mikroben opsonieren
zu konnen, scheint auch das Komplement allein gewisse bakterizide Wirkung
zu besitzen. Aber auch ohne Komplement kénnen gewisse Stoffe, die man aus
Leukozyten gewinnen kann, Bakterien toten (nicht 1dsen). Diese als Leukine
bezeichneten Stoffe unterscheiden sich durch ihre relative Thermostabilitit
und ihre Fahigkeit, Bakterien, wie z. B. Milzbrand, Pneumo- und Strepto-
kokken ohne Vermittlung von spezifischen Antikérpern zu toten, soweit von
Komplement, daf} selbst wenn die diskutierte Mdoglichkeit bestinde, daB in den
Leukozyten Komplement vorkommt, die besondere Natur der Leukine als
erwiesen gelten darf.

Erwdhnt seien noch die anthrakoziden Endolysine aus Leukozyten und
die ebenso wirkenden Plakine aus Blutplédttchen (Gruber und Futaki 1907),
die gleichfalls keine echten Antikdrper sind, wenn auch sonst nichts bestimmtes
iiber sie bekannt ist.

Hierher gehdren auch die g-Lysine von A. Peftersson?), die im Serum zahl-
reicher Tierarten vorkommen. Sie bestehen nach dem Autor aus einer akti-
vierenden Substanz, die etwas stabiler wie Komplement erst bei 63° zerstort
wird, und einer aktivierbaren noch thermostabileren Substanz. Die erstere
iiberwiegt in der Regel der Menge nach die letztere und mufl unbedingt vor-
handen sein, damit die aktivierbare Substanz sich mit den Bakterien verbinden
kann. Letztere kann daher auch nicht aus einem inaktivierten Serum durch
Bakterien absorbiert werden. Pettersson hilt seine p-Lysine fiir verschieden
von den oben genannten Leukinen, Plakinen und Endolysinen. Sie sind wirksam
gegen Anthrax-, subtilis-, murisepticus-Bakterien, wie auch gegen verschiedene
Anaeroben.

1922 beschrieb Fleming?) eine fermentative, von ihm'als Lysozym bezeich-
nete Substanz, die in den Organextrakten von Menschen und Tieren sowie in
einigen Pflanzen vorkommt. Obgleich Lysozym auch gegeniiber einigen patho-
genen Bakterien wirksam ist, so 148t sich seine ganz auBerordentliche bakterio-
lytische Fahigkeit am leichtesten gegeniiber einigen Saprophyten zeigen, obwohl
unter diesen sehr verschiedene Grade der Empfindlichkeit bestehen. Fleming
fand eine zitronengelbe Sarzine, die er Micrococcus lysodeicticus bezeichnete,
die in ungewdhnlich hohem MaBe geldst wird.

Das Lysozym findet sich beim Menschen in hoher Konzentration vor allem
in den Trédnen, dann im Knorpel und weiterhin in allen Sekreten, ausgenommen
Urin, Schweif, Liquor cerebrospinalis, ferner kommt es in allen Geweben vor.
In auBerordentlich hoher Konzentration ist Lysozym im Hiihnereiklar. Das

1) Boez und Robin, Compt. rend. Soc. Biol. 101, 1009 (1929).

2) A. Pettersson, Ztschr. Immunitétsforschg. 40, 43, (1924); 48, 233 (1926);
54, 202 (1927); Zbl. Bakt. 106, 294 (1928).

3) Fleming, Proc. Roy. Soc. B. 93, 315 (1922); Lancet 1, 217 (1929).
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Verhalten von Hiithnereiklar gegentiber Micr. lysodeicticus &hnelt sehr der
Fihigkeit von Hiihnereiklar, Saprophyten der Anthrax-subtilis-Gruppe mit
groBer Geschwindigkeit zu zerstoren [Laschtenko®), Rettger und Sperry?)]. AuBer
dem M. lysodeicticus sind besonders Enterokokken leicht 16sbar, dagegen nicht
Bakterien der Typhus-Coli-Gruppe.

Was die physikalischen Eigenschaften von Lysozym betrifft, so kann es
durch eiweiBfillende Mittel ausgefillt werden und soll von Wolff?) in eiweiB-
freiem Zustand hergestellt worden sein. Es ist relativ thermostabil, braucht
etwa 75° in Tridnen sogar Kochhitze, zur volligen Zerstérung. 0,5 Proz. NaCl
begiinstigt die Bakteriolyse stark, bei 5 Proz. NaCl ist Lysozym wirkungslos,
ebenso in salzfreiem Milieu [O. Andersen?)]. Nach Z. W. Jermoljewa und J. S.
Bujanowskaja®) ist Lysozym nicht dialysabel, adsorbierbar durch Zellulose,
Kieselgur, Kaolin, Kohle, Bolusalba usw. Mit steigender Temperatur nimmt die
Lysozymwirkung stark zu, von 17—37° um das 8fache. Es enthélt ein proteo-
lytisches Ferment, das nach Reinigung und bei einem sehr geringen Amino-
Stickstoffgehalt eine Wirksamkeit von 1:7 x 108 hatte.

Nach Friedberger und F. Hoder®) wird das Lysozym nicht in merklicher
Weise von den dafiir empfindlichen Bakterien gebunden, so daB eine Erschdpfung
des Eiklars an Lysozymwirkung selbst mit dem Micr. lysodeicticus nicht gelang.
Werden Bakterien nicht geldst oder nur wenig, so wird selbst in hohen Ver-
duinnungen von Eiklarlosungen eine Flockung beobachtet, die mit der Lysozym-
wirkung eng verkniipft zu sein scheint, insofern Erhitzen und Erhohung der
Salzkonzentration beide Wirkungen in gleicher Weise hemmt und aufheben
kann, so daB es den Anschein hat, als wiren Lysozym- und Flockungswirkung
verschiedene Auflerungen desselben Prinzips. [Es konnten hier gewisse Be-
ziehungen zu dem Thomsen’schen Phédnomen bei der Hémagglutination be-
stehen. ]

Analog wie gegeniiber Bakteriophagen gelang es auch Lysozym-resistente
Stamme zu zlichten. Fleming fand, daB solche gegen Hiihnereiklar resistente
Stdmme auch gegeniiber der bakteriziden Kraft des Gesamtblutes resistent
geworden waren.

Zwischen den Leukinen und g-L:ysinen und dem Lysozym gibt es manche
Analogien, die auf gewisse Ahnlichkeit dieser Stoffe schliefen lassen wie die
betriachtliche Thermostabilitat, die gewisse Beschrankung der Wirkung auf
Saprophyten und deren ungew6hnlich schnelle Vernichtung und der Umstand,
daB keine dieser Stoffe in ihrer Wirkung sich immunisatorisch steigern lassen.

Weitere Forschung auf diesem Gebiete muB zeigen, inwieweit diese Stoffe
verschieden sind und ob ihnen eine gemeinsame Grundlage in Form einer Mikro-
zytase (Fleming) zukommt. Wegen der hohen bakteriziden Kraft des Duodenal-
saftes [Lowenberg”)] widre auch dieser Stoff einzubeziehen.

1) Laschtenko, Ztschr. Hyg. 64, 419 (1909).

2) Rettger und Sperry, Journ. med. Res. 26, 55 (1912).

3) Wolff, Ztschr. Immunitatsforschg. 50, 88 (1927); 54, 188 (1928).

%) Oluf Andersen, Ztschr. Immunitatsforschg. 70, 90 (1931).

%) Z. W. Jermoljewa und J. S. Bujanowskaja, Zbl. Bakt. 122, 267 (1931).
8) Friedberger und F. Hoder, Ztschr. Immunititsforschg. 74, 429 (1932).
) Liwenberg, Ztschr. Hyg. 108, 1 (1928).
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XTII. Toxine und Antitoxine.

1. Die Toxin-Antitoxinbindung.

Es sollen hier nicht die verschiedenen bakteriellen, pflanzlichen und
tierischen Toxine und deren Antitoxine erdrtert werden, ebensowenig
die Technik ihrer Auswertung?), sondern in erster Linie die serologischen
Reaktionen zwischen Toxinen und Antitoxinen und auch diese nur soweit
sie mehr grundlegende Probleme der Serologie berithren. Da wir die
antigenen Toxine, besonders bakterieller Natur, in reiner Form noch nicht
kennen, sondern unter Toxinen das Kulturfiltrat verstehen, das mehr oder
weniger durch Féllungs- und Filtrationsverfahren gereinigt sein kann
oder durch Formoleinwirkung in bekannter Weise als (Anatoxin) Formol-
toxoid (im folgenden als Toxoid bezeichnet) unter vélligem Erhalten der
antigenen Eigenschaften entgiftet ist, so seien die folgenden Erérterungen
unter besonderer Beriicksichtigung des Diphtherie- oder Tetanusgiftes
gemacht. Mit diesen Giften ist wissenschaftlich am meisten gearbeitet
worden und, soweit man {ibersehen kann, bestehen zwischen diesen und
den anderen Toxinen, was ihre Reaktionen mit Antitoxin betrifft, keine
prinzipiellen Unterschiede.

Man hat bis vor kurzem die Antitoxine, da sich die bei Antikérpern
tiblichen Nachweise in vitro mit ihnen nicht vornehmen lieBen, als be-
condere Antikorper aufgefaBt mit der besonderen Féhigkeit, das Gift,
dem sie ihre Entstehung verdanken, binden und neutralisieren zu kénnen,
Diese Sonderstellung der Antitoxine ist heute nicht mehr gerechtfertigt.
Im Gegenteil kann man heute mit Antitoxinen unter geeigneten Versuchs-
bedingungen die meisten Invitrophdnomene der A. A.-Reaktionen aus-
fiihren wie mit den anderen Antikdrpern.

Bekanntlich bedeutet die Bindung von Antitoxin an Toxin nicht dessen
Zerstorung, sondern die Bindung ist reversibel, durch verdiinnte Siure (Morgen-
roth), durch Phenol und Gefrieren oder Erwirmen (Glenny), durch Verdiinnung
(Otto und Sachs), durch Zusatz von Toxoid (Kraus, H.Schmidt, S. Schmidt,
Ramon u. a.). Sowohl das Gift wie auch das Antitoxin kénnen fiir sich aus der
Toxin-Antitoxin-(T. A.)-Bindung befreit werden. Die Bindung selbst beruht
auf der zwischen Antigen und Antikérper vorhandenen spezifischen Affinitit
und ist ein Adsorptionsprozef, der aber innerhalb weiter Grenzen (solange Gift
in fliissiger Form benutzt wird) multiple Proportionen einhilt, auf die unsere
MeBverfahren von Toxinen und Antitoxinen aufgebaut sind. Durch eine gewisse
Antitoxinmenge wird ein Gift neutralisiert, insofern die Einspritzung eines solchen
neutralen T. A.-Gemisches bei Tieren reaktionslos vertragen wird. Trotzdem
ist eine solche neutrale Mischung fiir das Tier nicht gleichgiiltig, denn im Organis-
mus findet wahrscheinlich eine Aufspaltung statt, wobei das Toxin seine immuni-

satorische Wirkung entfalten kann. Vielleicht wirkt aber der T. A.-Komplex
als solcher in diesem Sinne.

1) Diese ist ausfithrlich dargestellt in H. Schmidt, Die Praxis der Auswertung
von Toxinen und Antitoxinen (Jena 1931).

11
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Die theoretisch besonders interessante Frage war nun nach der Art
dieser T. A.-Bindung, die trotz Erhaltung des Giftes dessen Neutralisation
bewirkt. Die Schwierigkeit, die Frage experimentell zu klédren, lag in
dem Umstand, daB das Gift fliissig ist und nur einen wahrscheinlich sehr
kleinen Teil des Kulturfiltrates ausmacht, dessen iibrige Bestandteile
sich vielfach storend bei den serologischen Reaktionen bemerkbar machen.
Es war daher von groBer Bedeutung, daf es gelang, Toxine an Kollodium-
teilchen zu adsorbieren (J. Freund). Solche Toxin-beladene Kollodium-
teilchen sind als solche giftig und verhalten sich in jeder Hinsicht wie feste
groBere Toxinmizellen, mit denen man besser experimentell arbeiten
konnte, weil man sie u. a. zum Beispiel durch Zentrifugieren aus dem
Reaktionsgemisch entfernen konnte.

Es gelang J. Freund'), die bekannte Prézipitation von fliissigem
Diphtherietoxin durch Antitoxin, dadurch daB das Toxin an Kollodium-
teilchen adsorbiert wurde, die dann griindlich gewaschen und in NaCl-
Losung resuspendiert waren, in eine spezifische Agglutination dieser
Kollodiumteilchen zu verwandeln. Die mit Toxin beladenen Kollodium-
teilchen konnten durch Antitoxin entgiftet werden, d. h. es gelang der
Nachweis, daf Toxin gewissermaBen in fester Phase durch Antitoxin
neutralisiert werden konnte. Aber die ganz besondere und praktisch wie
theoretisch gleich wichtige Bedeutung dieser Feststellung liegt in der
gleichfalls von J. Freund gemachten Beobachtung, daf die Reihenfolge
der Adsorption fiir das Ergebnis der Neutralisation maBgebend ist.

J. Freund behandelte gewaschene Kollodiumteilchen (von der Grifie von
Staphylokokken)

a) Zuerst mit Tetanusantitoxin und dann mit Toxin;

b) zuerst mit normalem Serum und dann mit Toxin;

¢) zuerst mit Tetanus-Antitoxin, dann mit Toxin und dann wieder mit

Antitoxin; .

d) mit Toxin allein.

Dann war in der Regel die Giftigkeit der so behandelten Kollodiumteilchen
a> d> b> c. Ahnliche Versuche mit gegenseitiger Kombinierung von
Diphtherie- und ‘Tetanustoxin und deren Antitoxine fithrten J. Freund?) zu
folgenden summarischen Ergebnissen:

An Kollodiumteilchen

Die Kollodiumteilchen

adsorbiert In Losung waren im Tierversuch
I Diphtherietoxin -+ Diphtherieantitoxin nicht giftig
IT Diphtherietoxin + Tetanusantitoxin giftig
111 Diphtherieantitoxin -+ Diphtherietoxin giftig
IV Tetanusantitoxin -+ Diphtherietoxin nicht giftig
V Tetanustoxin -+ Tetanusantitoxin nicht giftig
VI Tetanustoxin + Diphtherieantitoxin giftig
VII Tetanusantitoxin + Tetanustoxin giftig
VIII Diphtherieantitoxin | -+ Tetanustoxin nicht giftig

1) J. Freund, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 28, 65 (1930).
2) J. Freund, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 28, 1010 (1931); jJourn. of
exper. Med. 55, 181 (1932).
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Diese zunichst etwas iiberraschenden Ergebnisse (die ich experi-
mentell voll bestatigen konnte), lassen sich auf Grund der Vorstellungen
von J. Freund folgendermaBen erkliren:

Ein Gift kann nur dann neutralisiert werden, wenn es als Adsorbens
dienend Antitoxin adsorbiert, so daB, bildlich gesprochen, die Toxinmizelle
von einem AuBenwall von Antitoxin umgeben ist. Ist dies nicht der Fall,
sondern bildet das Antitoxin als Adsorbens den Kern mit einer duferen
gebundenen Hiille von Toxin, dann wirkt der Komplex toxisch, DaB
in obiger Tabelle IV und VIII nicht toxisch wirken, liegt daran, daf
mangels spezifischer Affinitdt fiir das Toxin kein Grund zur Bindung an
das mit Antitoxin beladene Kollodiumteilchen vorlag, und daf der ge-
wissermaBen unspezifisch adsorbierte Teil durch den Waschungsproze
der Teilchen am SchluB des Versuchs wieder zum groBten Teil entfernt
wurde.

Nun konnte man daran denken, daf eine Eluierung des an die Toxin-
kollodiumteilchen gebundenen Antitoxins zur Herstellung besonders reiner
Antitoxinldsungen fithren konnte, aber nach bisherigen orientierenden Versuchen
scheint die Bindung von Antitoxin an Toxin fester zu sein als die Toxin-Kollodium-
bindung, weswegen der ganze T. A.-Komplex eluiert wird. Jedenfalls sprechen
quantitative Versuche?) dafiir, daB das Toxin durch die Adsorption an Kollodium
einen Teil seiner Bindungsaffinitdt zu Antitoxin verloren hat.

Toxine konnen bekanntlich durch verschiedene Stoffe (Tierkohle,
kolloides Fe(OH),, Kaolin usw.) adsorbiert werden [Zuntz?), S. Schmidt?)
u. a.]. Das an Kohle adsorbierte Toxin vermag viel geringere Mengen
Antitoxin aufzunehmen als die unvorbehandelte Kohle, und die Kohle-
Toxin-Komplexe sind nur durch einen groBen Uberschufl von Immun-
serum zu neutralisieren [Eislert)]. Auch die verschiedenen Antitoxine
verlieren durch die Adsorption an Kohle vollstindig das Bindungsver-
mogen fiir ihre homologen Toxine. Unter Einhaltung geeigneter Ver-
suchsbedingungen vermag aber das an Kohle adsorbierte antitoxische
Pferdeserum PferdeeiweiBantikérper zu binden [Eisler?)].

Die Vorstellung einer Neutralisierung des Toxins durch Umbhiillung
entspricht der von Larson®) zur Erkldrung seiner Beobachtung der Ent-
giftung von Toxinen durch Na-Rizinoleat und verwandte kapillaraktive
Substanzen. In diesem Zusammenhang seien auch die auf S. 80 zitierten
Versuche von F. S. Jones erwahnt.

Die Beobachtung und Erkldrung, daB ein T. A.-Komplex nur dann
nicht toxisch ist, wenn das Antitoxin die AuBenhiille darstellt, macht
auch verstindlich, warum das Danysz-Phdnomen nicht umkehrbar ist.

1) H. Schmidt, unveroffentlicht.

2) Zuntz, Ztschr. Immunitétsforschg. 19, 326 (1913).

8) S. Schmidtf, Compt. rend. Soc. Biol. 103, 1296 (1930).

4) Eisler, Biochem. Ztschr. 135, 416 (1923); 150, 350 (1924).
5) Larson und Eder, Journ. Amer. Med. Assoc. 86, 998 (1926).
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Das von Danysz beobachtete Phidnomen besteht darin, daB, wenn
zu einer bestimmten Antitoxinmenge eine bestimmte Toxinmenge zu-
gefiigt wird, die Mischung dann toxischer ist, wenn das Toxin fraktioniert
zugegeben wird, als wenn es auf einmal zugegeben wird. Wird jedoch
das Antitoxin fraktioniert zu Toxin gegeben, dann ist die Giftigkeit nicht
grofer, wie wenn man es auf einmal zugegeben hatte. Bei fraktioniertem
Zusatz von Toxin dient die Antitoxinmizelle als Adsorbens und bei frak-
tioniertem Zusatz von Antitoxin ist das Toxin das Adsorbens.

Versuche, ob man mit Tannin auf Gift eine &hnliche Wirkung er-
zielen kann, wie die durch spezifisches Antitoxin, fiihrten Freund') zu
folgenden Ergebnissen:

Mit Di.-Toxin beladene Kollodiumteilchen wurden behandelt mit Tannin-
verdiinnungen 1:200, 1:400 usf. bis 1:51200. Bei den Verdiinnungen 1:200
sowie 1:3200—1:12800 gaben die so behandelten Kollodiumteilchen keine
intrakutane Reaktion bei Meerschweinchen. Es fand sich also eine lange Vorzone
und ein ausgesprochenes Maximum fiir die entgiftende Wirkung von Tannin.
Entsprechendes hatten Reiner und Mitarbeiter?) sowie Freund (1929) fir die
Wirkung von Tannin auf die Agglutination roter Blutzellen, Komplement-
hdmolyse und Phagozytose gefunden3®). Analog lie sich auch an Kollodium-
teilchen adsorbiertes Tetanustoxin durch Tannin entgiften mit einem Optimum
bei 1:6400. Verringert man aber die Toxinmenge durch Verdiinnung in Anbe-
tracht, dafl die Kollodiumteilchen nur eine geringe Menge Toxin adsorbieren,
so war Tannin noch in sehr hohen Verdunnungen bis 1:51200 gegeniiber Tetanus-
toxin wirksam. Von groBem EinfluB ist dabei die Reaktion des Mediums, insofern
die fiir die dehydratisierende Wirkung des Tannins verantwortlichen Phenol-
gruppen in alkalischem Milieu zu Phenolaten umgewandelt sind [Kruyt und
Bungenberg de Jong?)]. Dementsprechend hatte Tannin auf hochverdiinntes
Tetanustoxin bei px 8,0 nur eine geringere Wirkung, ndmlich bei 1:200 und 1:400
Verdiinnung ohne Vorzone.

Die entgiftende Wirkung von Tannin muB als Adsorption an das
Toxin gedeutet werden, wobei in vollkommener Analogie zu der Wirkung
von Antikdrpern die Giftmizellen hydrophober werden. Selbst eine der
T. A.-Prézipitation entsprechende Flockung, wenn auch nicht so aus-
geprdgt, konnte Freund mit Toxin-Tannin-Mischungen erzielen. Ent-
sprechend dieser Art der Neutralisation durch Adsorptionshiille ist wie
beim T. A.-Komplex das durch Tannin entgiftete Toxin noch als Antigen
wirksam und auch wieder gewinnbar, wéhrend die Entgiftung von Toxin
durch Formol erstens sehr viel ldngere Zeit beansprucht und dann irrever-

1) Freund, Journ. of Immun. 21, 127 (1931).

?) L. Remer und O. Fischer, Ztschr. Immunitétsforschg. 61, 317 (1929);
L. Reiner und H. Kopp, ebenda S. 397; L. Reiner und L. Strtlltch ebenda
S.405; L. Reiner, ebenda S. 459.

3) Die Wirkung von Tannin auf rote Blutzellen ist relativ schwach. Tannin-
Phagozytose erst nach 2 Stunden gegeniiber 15 Minuten bei Immunserum.

4) H. R. Kruyt und H.G. Bungenberg de Jong, Ztschr. physik. Chem.
100, 250 (1922).
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sibel ist, insofern es bis heute noch nicht gelang, ein Formoltoxoid wieder
giftig zu machen.

Aus allen diesen Versuchen geht also hervor, daB Antitoxin sich dem
homologen Antigen gegeniiber, sofern das Antigen nur in fester Form
entsprechend einer Bakterienzelle vorliegt, wie ein Agglutinin verhalten
kann, und nichts scheint der Annahme zu widersprechen, daB der Reak-
tionsmechanismus in diesen Antitoxin-Kollodiumtoxin-Reaktionen der
gleiche ist, wie wir ihn bei der Agglutination und Prazipitation annehmen,
und wie er auch der Adsorption der syphilitischen Antikorper an Lipoid-
teilchen entspricht.

Aber das Antitoxin zeigt von den anderen in vitro nachweisbaren
Antikorpern auch einige Besonderheiten, die, wie wir sehen werden,
wahrscheinlich dadurch bedingt sind, daB Antitoxine wenigstens zum Teil
an hoch lyophilen Globulinen des Serums gebunden sind und dadurch
vielleicht mit den durch Pneumokokkenpolysacchariden bei Tieren er-
zeugten Schutzstoffen gewisse Analogien aufweisen (S.39). Diese Be-
sonderheit liegt darin, daB hochgereinigte und nur aus lyophilen Pseudo-
globulinen bestehende antitoxische Sera mit Toxin keine Prazipitation
geben und hochstwahrscheinlich auch die obigen Versuche von Freund
mit an Kollodium gebundenen Toxinen teilweise, wenigstens was die
Agglutination betrifft, nicht zulassen.

Die Toxin-Antitoxin-Flockung?).

Die von A. Calmetfe und Massol (1909), Nicolle, Débains und Césari
(1919) und W. Georgi (1920) unabhéngig voneinander entdeckte Toxin-
Antitoxin-Flockung ist nur eine Teilerscheinung der schon friither von
R. Kraus gemachten Beobachtung, daB Bakterienkulturfiltrate mit
ihrem homologen Antiserum eine Prézipitation geben. Die Erscheinung
gewann aber erst groBere Bedeutung, als Ramon (1922) sie zur Auswertung
von Diphtherietoxin und Antitoxin vorschlug. Seitdem ist es gelungen,
mit fast allen bekannten antigenen Toxinen und deren Antitoxinen
Flockungsreaktionen anzustellen. Die groBte Bedeutung hat die Flockung
aber bei Diphtherietoxin und Antitoxin behalten und alle grundlegenden
Beobachtungen und gewonnenen Erkenntnisse in der Natur dieser Re-
aktion sind bei der Diphtherieflockung gemacht worden, weswegen der
folgenden Erorterung nur diese zugrunde gelegt werden soll.

Wenn auch die T. A.-Flockung, als kolloidchemisches Pndnomen ge-
nommen, eine Menge Analogien zu der als spezifische Préazipitation be-
kannten A. A.-Reaktion hat, so weist sie doch eine Reihe von Besonder-

1) Die Literatur findet sich, auBer in den zitierten Arbeiten in den Arbeiten
von H. Schmidt und W. Scholz: Arch. Hyg. 95, 308, 339; 96, 172, 185, 251, 294
(1925); Ztschr. Immunitéatsforschg. 48, 217 (1926); 58, 98 (1928); 64, 193, 226
(1929); 73, 475, 494, 505, 517 (1932).
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heiten auf, die in jhrem Wesen noch keineswegs als endgtiltig geklart
gelten diirfen.

Die T. A.-Flockung wird gewohnlich zur Auswertung von Antitoxin so
angestellt, daB zu gleichen Mengen eines Toxins fallende Mengen eines Antitoxins
zugesetzt werden und die Mischungen nach gutem Durchschiitteln in einem
Wasserbad bei ca. 45° gehalten werden, bis zeitlich in einem ,, Indikatorréhrchen*
die erste Flockung auftritt, die dann bei weiterem Stehen sich auf eine Anzahl
Rohrchen ausdehnt und somit eine Flockungszone entsteht. Ist von dem Gift
der Lf-Wert, diejenige Menge, die mit einer Antitoxineinheit flockt, bekannt,
148t sich der AE-Gehalt des Serums bestimmen und, wenn letzterer bekannt,
auch der Flockungswert eines Giftes.

Diese Art von Wertbestimmung setzt die Annahme von Ramon
voraus, daB die Flockung zuerst da eintritt, wo das Antitoxin die gegebene
Toxinmenge gerade vollig genau neutralisiert hat. Vergleicht man damit
die spezifische Eiweif-Antieiwei-Prazipitation, so besteht dort ein eben-
falls quantitatives Verhdltnis zwischen Antigen und Antikorper fiir die
optimale Prézipitation, aber die groBte Prézipitatmenge bildet sich nicht
dort, wo das A. A.-Verhdltnis fiir die Reaktionsgeschwindigkeit optimal
ist. Bei der im ganzen spérlichen Prézipitatmenge bei der T. A.-Flockung
kann leicht die zuerst sichtbare Flockung fiir das Optimum gehalten
werden, wahrend sie nur die groBere Prazipitatmenge darstellt, und die
optimale Flockung kaum sichtbar ist. Dies allein erklédrt aber keineswegs
die von Glenny und Mitarbeitern, Moloney und Beecher-Weld, Zingher,
Bronfenbrenner und Reichert u. a., beobachteten Unstimmigkeiten zwischen
den durch Flockung und Tierversuch ermittelten Werten. Nach Glenny
ist der Flockungswert ein MaB fiir die Bindungsfahigkeit zwischen Toxin
und Antitoxin, wihrend die Tierversuche nur eine partielle Neutralisation
zu messen gestatten. Es eriibrigt sich, an dieser Stelle ndher auf diese
Wertbestimmungsfragen einzugehen, da sie mit dem rein serologischen
Phidnomen der Flockung nichts zu tun haben. Die T. A.-Flocken sind
fiir das Tier neutral, enthalten aber nachweislich sowohl Toxin als Anti-
toxin und sind daher fiir die aktive Schutzimpfung geeignet (H. Schmidt
und W. Scholz, P. Hartley u. a.).

Der T. A.-Komplex ist auch in Form der Flocken reversibel. Ramon?),
wie auch Modern und Wernicke?) konnten aus den Flocken Antitoxin
wieder gewinnen und durch Toxoidzusatz kann jede T. A.-Verbindung,
also auch die Flocken, wieder toxisch gemacht werden [H. Schmidf und
W. Scholz), S. Schmidt und Madsen*), Ramon®)]. Durch den gleichen
Kunstgriff mittels Toxoid lieB sich nachweisen, daB auch bei optimaler

1) Ramon, Compt. rend. Acad. Scienc. 176, 267 (1923).

2) Modern und Wernicke, Rev. Soc. argent. Biol. 6, 241 (1930).

3) H.Schmidt und W. Scholz, Ztschr. Immunititsforschg. 64, 226 (1929).
) S. Schmidt und Madsen, Compt. rend. Soc. Biol. 102, 1091, 1095 (1929).
%) Ramon, Compt. rend. Soc. Biol. 104, 31, 41; 106, 173 (1930).
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Flockung in der iiberstehenden Fliissigkeit stets Toxin und Antitoxin
nachweisbar ist [H. Schmidt und W. Scholz')], wihrend nach Dean und
Webb bei streng optimaler EiweiB-AntieiweiB-Prézipitation beide Kom-
ponenten aus der iiberstehenden Fliissigkeit verschwinden. Die Ursache
dafiir ist, wie weiter unten naher ausgefiihrt wird, daB sich das an Pseudo-
globulin gebundene Antitoxin nicht an der Flockung beteiligt, sondern
als T. A. in Losung bleibt.

Die Flockungsgeschwindigkeit wurde von Ramon sowie auch von
Madsen und S. Schmidt hoch bewertet als ein geeignetes MaB fiir die
Aviditdt von Antitoxin zu Toxin und umgekehrt, und es ist zweifellos,
daB Toxine oder Toxoide von gleichem Bindungswert, sowie auch Anti-
toxine von gleichem Antitoxingehalt sich beziiglich der Geschwindigkeit,
mit der sich die T. A.-Flockung unter sonst gleichen Umstédnden vollzieht,
sehr verschieden verhalten konnen. Esist aber meines Erachtens abwegig,
daraus auf verschiedene Aviditdt der Antitoxine zu Toxin zu schlieBen
und noch mehr, diese Aviditdt mit der therapeutischen Wirkung des Anti-
toxins in Beziehung zu bringen, denn erstens hingt das Zustandekommen
der Flockung iiberhaupt sowie die Geschwindigkeit, mit der sich der
Agglomerations- und FlockungsprozeB der A. A.-Komplexe vollzieht, von
einer Reihe verschiedenartiger Faktoren sowohl im Toxin wie im Serum
ab, und zweitens mufl man den Bindungsprozef zwischen Toxin und
Antitoxin von dem FlockungsprozeB scharf trennen, denn, wie wir weiter
unten sehen, ist es sehr wahrscheinlich gemacht, daB die Eignung eines
Antitoxins fiir die Flockung in erster Linie abhéngt von der Art der
Globuline, an die es gebunden ist.

Wollte man zwischen Antitoxinen bzgl. der Aviditit zu Toxin Unterschiede
machen, dann wiirde man logisch zu der Schlufifolgerung gelangen miissen,
daB die spezifische Affinitdt, die Antitoxin zu binden vermag und die wir,
mangels besseren Wissens, als eine chemische Affinitdt ansprechen miissen,
nicht konstant ist, d. h. also, um ein Analogon aus der Chemie zu benutzen,
die Kraft, die unter sonst gleichen Umstdnden zwei Molekiile zu einem Doppel-
salz bindet, ist nicht immer die gleiche, und einen solchen SchluB zu ziehen
erlauben die Tatsachen nicht.

Die Flockungsgeschwindigkeit hidngt zundchst von der Temperatur
ab, sie steigt mit hoherer Temperatur. Von ca. 58° an tritt eine Verlang-
samung ein, und bei noch hoheren Temperaturen wird die Flockung unregel-
miBig und verschwindet schlieBlich. Es ist aber interessant, daf der
T. A.-Komplex als solcher sehr viel hitzebestdndiger ist als die Kompo-
nenten allein, denn schon miBiges Erhitzen nimmt dem Toxin wie auch
dem Antitoxin seine Flockungsfihigkeit. Auf die Wirkung erhohter
Temperatur auf die Flockungsfihigkeit des Serums kommen wir weiter
unten nochmals zuriick.

1) H. Schmidt und W. Scholz, Ztschr. Immunititsforschg. 64, 226 (1929).
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Noch interessanter ist die von Renaux!) beim Serum, von Ramon?)
beim Toxin beschriebene und in der Folge von allen Untersuchern be-
statigte Tatsache, daB erhitzte Sera und Toxine zwar allein mit frischem
Toxin resp. Serum nicht flocken, wohl aber sich quantitativ an der Flok-
kung beteiligen, wenn man sie mit frischem Serum und Toxin mischt.
Ist das Mischungsverhdltnis bekannt, kann man dadurch auch an und
fiir sich nicht flockende Sera und Toxine auswerten. Die Flockung ist
jedoch um so mehr verlangsamt, je groBer das Verhiltnis von erhitztem
zu nicht erhitztem Serum resp. Toxin in der Mischung ist. Ahnliches
ist bei der spezifischen EiweiBprazipitation nicht bekannt. Dort kennt
man zwar mit erhitztem EiweiB hergestellte Prézipitine, die auch nicht
erhitztes EiweiB prazipitieren, aber mit erhitztem Toxin sind meines Er-
achtens noch keine Antisera hergestellt, und es wére von theoretischem
Interesse festzustellen, ob Toxine, die so lange resp. so hoch erhitzt sind,
daB sie ihre Giftigkeit vollig verloren haben, sich noch im Mischungsver-
such bei der Flockung beteiligen kénnen und anderseits noch Antikérper
zu erzeugen imstande sind, wenn sie auch allein nicht mehr flocken,
doch mit frischem antitoxischem Serum gemischt, quantitativ an dem
ProzeB teilnehmen. Es liegt nun eine noch nicht anderweitig bestitigte
Angabe von Archiepoff und Nowgorodskaja®) vor, der zufolge mit nicht
flockendem Toxin auch ein nicht flockendes Serum gewonnen wiirde. Es
ist aber zu bemerken, daB der Mischversuch von Renaux und Ramon nicht
immer den berechneten Titer durch die Flockung wiedergibt, denn
S. Schmidt*) fand mitunter bei Seren auch bedeutende Abweichungen.

Ferner ist die Flockungsgeschwindigkeit von der Art des Toxins
abhdngig. Es gibt gut und schlecht flockende Toxine. Alte Toxine sind
nicht mehr gut geeignet. Formoltoxoide flocken oft langsamer. Der
Bouillonndhrboden ist auch von EinfluB.. Zweifellos sind Martin-Bouillon
oder dhnlich hergestellte Nahrboden zur Erlangung gut flockender Toxine
besonders geeignet [S. Schmidfs)].

Was den Einflu8 von Elektrolyten auf die Flockungsgeschwmd1gke1t
sowie auf die Stabilitit der T. A.-Bindung betrifft, so verdanken wir
S. Schmidt®) einige ausfiihrliche Arbeiten, denen folgendes entnommen sei:

Der WiérmeeinfluB auf die Stabilitit und das Flockungsvermdgen des
Diphtherietoxins ist abhédngig von der H-lonenkonzentration. Bei 0° geht die
Zerstorung sehr langsam vor sich, solange pg 5,5—10 ist. Bei pg 5,5 nimmt
das Flockungsvermogen stark ab, kann aber wieder zunehmen, wenn das Toxin
bei 0° und normaler py ldngere Zeit steht. Bei hoherer Temperatur wird die

1) Renaux, Compt. rend. Soc. Biol. 90, 964 (1924).

2) Ramon, Ann. Inst. Past. 37, 1001 (1923).

3) Archiepoff und Nowgorodskaja, russ. ref. Zbl. Bakt. 87, 101 (1927).
4) S. Schmidt, Ztschr. Immunitatsforschg. 66, 292 (1930).

5) S. Schmidt, Ann. Inst. Past. 39, 875 (1925).

§) S. Schmidt, Ztschr. Immunititsforschg. 66, 202, 506; 67, 197 (1930).
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obige Zone enger, bei 20° pg 6—9, bei 37° pu 6,5—38,5. Bei pg 7 findet bei 37°
die geringste Zerstdorung des Toxins statt. Bei 55—60° ist das Toxin beziiglich
Flockungsfahigkeit und antigener Wirkung in wenigen Minuten zerstdrt und
wirkt dann auch hemmend auf einen normalen T. A.-Flockungsproze§, allerdings
verliert sich diese hemmende Eigenschaft bei lingerem Stehen bei 0°. [Wir wissen
noch zu wenig iiber die Konstitution des Toxins, um selbst nur MutmaBungen
iiber den ursédchlichen Zusammenhang zwischen Hitzeeinwirkung und H-Ionen-
EinfluB zu haben.] Das Antitoxin wird nach S. Schmidt bei 40° langsam zerstort
bei pg> 3,5 und < 8. Betrdgt px > 7,5, nimmt das Flockungsvermégen
stark ab, und das Serum wirkt hemmend auf eine normale T. A.-Flockung
[hydratisierender EinfluB der OH-lonen]. Dagegen erfihrt das Flockungsver-
mogen von antitoxischem Serum eine Steigerung bei 40° und einer py4—5
[analog, wie durch HCI ein Wa.-negatives Serum positiv werden kann]. Die
Flockungszeit wird wieder gréBer, wenn das Serum wieder durch Alkali auf die
normale py gebracht wird. Ein Antitoxin, das unter dem EinfluB von H-Ionen
schneller flocken kann, kann auch noch mit einem Toxin eine ,,spezifische‘
Flockung geben, das durch Erwarmen oder durch Anderung der pg frisches
Antitoxin weder binden noch flocken kann.

Was nun den EinfluB von Elektrolyten betrifft, so konnte S. Schmidt
folgendes beobachten:

Eine Reihe von Elektrolyten zerstéoren das Diphtherietoxin. Einige
wirken vorzugsweise auf die Flockungsfiahigkeit (darunter namentlich die Neu-
tralsalze starker organischer Sduren) ohne die Zerstdrung der antigenen Eigen-
schaften des Toxins wesentlich zu beschleunigen. Salze gewisser aromatischer
Sauren (Benzoe- und besonders Salizylsdure) zerstéren dagegen das Toxin in
kurzer Zeit. Der EinfluB der Salze auf die Zerstérung des Antitoxins ist nur
gering. Durch ein stark salzhaltiges Medium wird aber die Ausflockungsfdhigkeit
sehr herabgesetzt. Die Stabilitdt hochgereinigter Toxinlésungen ist bedeutend
geringer als diejenige des gewohnlichen Diphtherietoxins. Gereinigtes Toxin
gibt Flockung mit Antitoxin bei 40° C und pg 5,0—9,5. Je mehr die Reaktion
nach der sauren oder alkalischen Seite abweicht, desto grofier wird die Flockungs-
zeit. In vielen salzarmen Losungen verlduft die Reaktion zwischen Toxin und
Antitoxin duBerst langsam. Nimmt aber die Salzkonzentration stark zu, dann
sinken sowohl die Flockungszeit als auch die Zeit zur Neutralisation bis zu einem
gewissen Punkt, der fiir die meisten Salze etwa einer 0,1 Normalldsung entspricht.
Bei weiterer Zunahme steigen diese Werte wieder. In einer partiell gesattigten
Antitoxinlgsung verliauft die Reaktion ebenso rasch, wie wenn Toxin und Anti-
toxin in dquivalenten Mengen vorhanden sind. Der EinfluB der Elektrolyte
ist in beiden Fillen der gleiche.

Ferner kann durch Verdiinnung und Erniedrigung der Temperatur
(siehe weiter oben) die Flockungszeit herabgesetzt werden [Glenny und
Wallace')]. Man sieht also, daB die Flockungsgeschwindigkeit von einer
Reihe von Faktoren abhidngt und meines Erachtens nicht durch etwas
im Serum bestimmt sein kann, was man mit Aviditit der Antitoxine
bezeichnet [Ramon?), Locke u. a.3)]. Es ist auch schwer einzusehen, daB,
wenn man aus einem antitoxischen Serum die Euglobuline entfernt und
nunmehr das gereinigte Antitoxin-Pseudoglobulin nicht mehr flockt,

1) Glenny und Wallace, Journ. of. Path. 28, 317 (1925).
) Ramon, Compt. rend. Soc. Biol. 97, 6, 35 (1927).
- 3) Locke, Main und Miller, journ. inf. Dis. 41, 32 (1927).
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gerade mit der Euglobulinfraktion dem Antitoxin die Aviditdt zu Toxin
genommen sein soll. Die von Madsen und S. Schmidf') empfohlene Me-
thode der Aviditdtsbestimmung am Kaninchen dadurch, daB einmal
eine T. A.-Mischung zu verschiedenen Seiten nach der Mischung intra-
vends injiziert wird, sowie das Antitoxin in gewissen Zeiten nach einer
vorherigen Toxingabe, konnte von Glenny und M. Llewellyn- Jones?) mit
der Flockungszeit nicht in Einklang gebracht werden, denn Sera, die
nach dieser Kaninchenmethode den gleichen Aviditdtswert hatten,
wiesen sehr verschiedene Flockungszeiten auf. Ganz sicher hédngt die
Flockungszeit auch von dem zur Reaktion benutzten Toxin ab [Hoen und
Tschertkow®) u. a.]. Meines Erachtens ist die Flockungszeit bei gegebenem
Toxin durch denjenigen Anteil des Antitoxins bestimmt, der an relativ
lyophoben Globulinen haftet, und die GroBe dieses Anteils ist bei einzelnen
Pferden verschieden und hadngt auch ab von der Art des Toxins, was zur
Immunisierung benutzt wurde. Zu &hnlicher Auffassung gelangte auch
Berthelsen®), der wihrend der Periode der Immunisierung von Pferden
eine gleichmdBige Zunahme der Flockungsreaktionszeit feststellen konnte.
Er faBlt die Schnelligkeit der Reaktion als Ausdruck des Zwischenfldchen-
zustandes (Interfacial-State) des Antitoxin-Protein-Molekiils auf. Die
Reaktionszeit steht in keinem direkten Verhiltnis zu dem Titer, doch
scheint eine Beziehung zu der individuellen Féhigkeit eines Pferdes,
Antikorper zu produzieren, zu bestehen. Es lieB sich erweisen, daf die
Zunahme der Flockungsreaktionszeit zu quantitativen Verdnderungen
der Proteinfraktionen nicht in Beziehung steht; sie beruht vielmehr
offenbar auf qualitativen Differenzen, jedoch lieB sich mittels Bestim-
mungen der Oberflichenspannung eine qualitative Differenzierung der
Proteinkomplexe nicht feststellen. SchlieBlich liegt kein Grund vor, den
Antitoxinen des immunisierten Meerschweinchens jede Aviditit abzu-
sprechen, obwohl antitoxische Meerschweinchensera keine T. A.-Flockung
geben [Ramon, Debré und Mozers)], analog der Schwierigkeit, eine spe-
zifische EiweiB-AntieiweiB-Prazipitation und der Unfahigkeit, eine posi-
tive Wa. R. geben zu konnen.

2. Die Natur der T.A.-Flockung.

Wenn man die Toxin-Antitoxin-Flockung in Analogie bringt mit
der von R. Kraus gemachten Beobachtung, daB bakterielle Antisera mit
homologen Bouillonkulturfiltraten prazipitieren, dann liegt es nahe, auch
die Toxin-Antitoxin-Flockung als eine Bakterien-Eiwei-Antieiweif-

1) Madsen und S. Schmidt, Ztschr. Immunitétsforschg. 55, 357 (1930).
%) Glenny und M. Llewellyn- Jones, Journ. of Path. 34, 110 (1931).

8) Hoen und Tschertkow, Ztschr. Hyg. 109, 375 (1928).

4) Berthelsen, Journ. of Immun. 21, 43 (1931).

5) Ramon, Debré und Mozer, Compt. rend. Soc. Biol. 104, 838 (1930).
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Prazipitation aufzufassen, um so mehr, als das, was als Toxin zur Her-
stellung der antitoxischen Sera verwendet wird, zweifellos Bakterien-
eiweil enthédlt. Zum Teil aus diesem Grund, aber auch wegen der Un-
stimmigkeit zwischen den durch die Flockung und durch Tierversuch
ermittelten Auswertungen haben dann auch eine Reihe von Forschern,
darunter Moloney und Beecher-Weld'), Zingher®), Bronfenbrenner und
Reichert?) u. a. die T. A.-Flockung bei Diphtherie als eine Diphtherie-
BazilleneiweiB-AntieiweiB-Préizipitation angesehen. Auch bei der Tetanus-
T. A.-Flockung war Tohru Inoue*) zu gleicher SchluBfolgerung gelangt.
Haben diese Autoren recht, oder gibt es tatsdchlich eine echte Toxin-
Antitoxin-Prézipitation? Die Frage kann man heute noch nicht mit
geniigender Sicherheit beantworten, da die Hauptschwierigkeit darin
liegt, Toxine sicher frei von Bakterieneiweil zu erhalten, doch gibt es
gewichtige Griinde, die fiir die Existenz einer T. A.-Flockung sprechen.

Zuniéchst ist es die, wenn auch nicht vollige, so doch fiir alle praktischen
Zwecke hinreichende Genauigkeit, mit der der Flockungswert und der im Tier-
versuch ermittelte Wert bereinstimmen. SchlieBlich kdnnte man dartiber
streiten, ob nicht die Flockung die genauere Auswertung darstellt, der der Tier-
versuch nicht immer wegen individuellen Reaktionen der Tiere genau entspricht.
Es ist doch immerhin sehr zu beachten, daf z. B. zwei mit ganz verschiedenen
Toxinen von verschiedenen Pferden gewonnene Sera, die im Tierversuch ausge-
wertet, gleichen antitoxischen Titer haben, auch im Flockungsversuch denselben
Wert ergeben. Es miiBte dann die gezwungene Annahme gemacht werden, daf
in allen Toxinen das Verhidltnis von gelostem Bakterieneiweif zu Toxin das
gleiche ist, und alle mit solchenToxinen von Pferden gewonnenen Sera ein gleiches
Verhéltnis von Antitoxin zu EiweiBantikorper aufweisen. Auch der von Renaux
gemachte Versuch, demzufolge das fraktionsweise Zusetzen von Antitoxin zu
Toxin im Flockungsversuch an dem Ausfall der Wertangabe nichts dndert,
konnte fir eine echte T. A.-Flockung geltend gemacht werden.

Was aber ganz besonders dafiir spricht, ist die Tatsache, da8 es eine echte
DiphtheriebazilleneiweiB-AntieiweiB-Flockung gibt. Immunisiert man ndmlich
Kaninchen mit gewaschenen abgetdteten Diphtheriebazillen, so erhdlt man
agglutinierende Sera, die frei von Antitoxin sind, aber doch mit Toxinbouillon
ausflocken (H. Schmidt, Moloney und Beecher-Weld). Nun kommt es ofters
vor, daB bei der T. A.-Flockung zwei voneinander getrennte Flockungszonen
auftreten kénnen, und Glenny, der das Phdnomen zuerst beschrieb, betonte es
als eine Eigentuimlichkeit des betreffenden Pferdeserums. Anderseits scheinen
auch manche Gifte sich bevorzugt zur Doppelflockung zu eignen (H. Schmidt
und W. Scholz), wobei es aber wahrscheinlicher ist, daB solche Gifte nur dann
Doppelflockung zeigen, wenn das betreffende Serum die Eignung dafiir hat.
Es gelang nun. H. Schmidt und W. Scholz, den Beweis daftir zu erbringen, da
die eine der Flockungen sicher eine spezifische Bakterieneiweif-AntieiweiB-~
Flockung darstellt, die man von der T. A.-Flockung experimentell trennen und
auch bei Pferden als Doppelflockung experimentell erzeugen kann. War nun
die andere Flockung eine spezifische T. A.-Flockung? Eine Untersuchung der

1) Moloney und Beecher-Weld, Journ. of Path. 28, 655 (1925).

2) Zingher, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 22, 454 (1925).

3) Bronfenbrenner und Reichert, Journ. of exper. Med. 44, 553 (1926).
4) Tohru Inoue, Ref. Zbl. Hyg. 25, 620 (1931).
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Flockensubstanz zeigte (H. Schmidt und W. Scholz), daB bei der Doppelflockung
nur die dem Antitoxinwert des Serums zahlenmiBig entsprechende Flockung
in der Flockensubstanz Toxin und Antitoxin enthielt, wohingegen die Flocken-
substanz der EiweiB-AntieiweiB-Flockung weder Toxin noch Antitoxin enthielt,
wohl aber die tiberstehende Fliissigkeit, und zwar die urspriinglichen Mengen.
Diese Feststellung macht daher die Annahme, daB Toxin und Antitoxin nur
sekundir von den Eiweif-AntieiweiB-Flocken mitgerissen wird, unzuldssig.

Damit ist zwar die Moglichkeit einer echten Toxin-Antitoxin-Pra-
zipitation sehr wahrscheinlich gemacht, aber nicht erwiesen. Es ist be-
kannt, daB man eine gute T. A.-Flockung nur erhilt mit frischem Serum.
Hat das Serum ldngere Zeit gelagert, so ist die Flockung zeitlich stark
verzogert und kann unter Umstédnden iiberhaupt nicht mehr eintreten,
obwohl Antitoxine vorhanden sind. Die Tatsache, daB ein solches Serum
beim Vermischen mit einem anderen frischen antitoxischen (nicht nor-
malen) Serum sich beziiglich seines Antitoxingehaltes quantitativ an der
Flockung beteiligt, wodurch seine Auswertungsméglichkeit durch das
Flockungsverfahren gegeben ist, diirfte ebenfalls sehr fiir eine T. A.-
Flockung sprechen. Wird ein Serum nach Entfernung des Albumins
durch 50 Proz. Ammoniumsulfatsittigung auf elektroosmotischem Wege
griindlichst von allem relativ hydrophobem Globulin befreit, so erhélt
man bekanntlich eine Pseudoglobulinlgsung, die den groBten Teil der
Antitoxine enthélt, Eine solche relativ reine Antitoxinlésung gibt keine
Flockung mehr mit Toxin. Trotzdem darf man daraus nicht den SchluB
ziehen, daB es also eine Toxin-Antitoxin-Flockung nicht gibt, sondern
daraus folgt — und das diirfte allen Beobachtungen am meisten ent-
sprechen — daB eine T. A.-Flockung nur durch solches Antitoxin zustande
kommen kann, welches durch seinen relativ hydrophoben Charakter
zuldBt, daB die A. A.-Komplexe, an denen sich alle Antitoxine beteiligen,
agglomerieren und prézipitieren kénnen.

Dies ist auch der Grund, daB frisches antitoxisches Serum besonders
zur T. A.-Flockung geeignet ist, und daB Lagern und besonders Erhitzen,
das eine Stabilisierung (im Sinne einer Hydrophilie) der labilen Globuline
bedingt, die Flockungsfihigkeit beeintrichtigt. Auch wird hierdurch
verstdndlich, daf im Gegensatz zur optimalen EiweiB-AntieiweiB-Pri-
zipitation bei der T. A.-Flockung stets Toxin und Antitoxin in der iiber-
stehenden Fliissigkeit bleiben, da es sich um in Losung bleibendes T. A.
handelt, bei dem nur die an lyophile Globuline gebundenen Antitoxine
beteiligt sind.

Aber damit ist noch nicht alles gekldrt, denn H. Schultze konnte im Behring-
Institut in Marburg die interessante Feststellung machen, daB ein antitoxisches
Serum, dem man durch Erhitzen auf 56° die Flockungsfihigkeit nahm, dieselbe
durch eine Elektrodialyse wieder gewann, obwohl doch gerade letztere geeignet
ist, die Labilglobuline aus dem Serum zu entfernen. Wurde das Serum wieder

erhitzt, so verschwand die Flockungsfihigkeit wieder, um bei nochmaliger
Elektrodialyse wieder zu kommen. Weitere Versuche zeigten, daB die Restituier-
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barkeit des Flockungsvermdgens nur so lange mdglich ist, als das Serum noch
Globuline enthalt, die durch Elektrodialyse entfernbar sind. Wird letztere
soweit getrieben, daB nichts mehr zum Ausfillen gebracht werden kann, so ist
der antitoxinhaltige Pseudoglobulinrest definitiv zur Flockung unfihig.

Trotzdem also aus dem erhitzten Serum labile Globuline entfernt
werden, wird das Serum flockungsfahig, was sich wahrscheinlich damit
erkldren 14B8t, daB durch den ElektrodialyseprozeB auch noch eine die
Flockung hemmende Substanz, die durch die Erhitzung entsteht, mit
entfernt wird. Und damit beriihren wir die Bedeutung der Lipoide fiir
den T. A.-FlockungsprozeB im besonderen und fiir die in vitro A. A.-
Reaktionen im allgemeinen, auf die aber in einem besonderen Abschnitt
naher eingegangen werden soll. Hier sei nur erwdhnt, daf Erhitzen des
Serums (besonders bei Gegenwart von Phenol) eine Erniedrigung der
Oberfldchenspannung im Gefolge haben kann, die wahrscheinlich auf die
Dissoziation von Lipoiden aus ihrem Verband mit Globulinen beruht.
Solche Globuline diirften eine Beeintrachtigung der Hydrophobie ihrer
polaren Lipoid-Gruppe erfahren (vgl. S. 117) und damit nach Bindung
jhrer hydrophilen Gruppe an das Antigen eine Beeintrachtigung ihrer
Agglomerationsfihigkeit erleiden. Werden die Lipoide, wie Hartley?)
experimentell bewies, restlos entfernt, so kann eine T. A.-Flockung nicht
mehr stattfinden.

Durch alle diese Feststellungen und Deduktionen ist es sehr wahr-
scheinlich geworden, daB eine echte Toxin-Antitoxin-Flockung méglich ist,
die nur an die Bedingung gekniipft ist, daBl das Serum relativ hydrophobes
antitoxinhaltiges Globulin enthdlt. Kommen wir nun auf die eingangs dieses
Abschnittes erwihnten Versuche von J. Freund mit an Kollodiumteilchen
adsorbiertem Toxin zuriick, so sehen wir, daB zwischen der Prézipitation
von fliissigem Toxin und der Agglutination der Toxin-Kollodiumteilchen
kein prinzipieller Unterschied besteht. Antitoxin kann also, sofern es an das
geeignete Globulin gebunden ist, sich wie .ein Prézipitin verhalten. Da nun
Versuche von Dean?), Renaux3), L. Sieber und Tschernochwostow?) sowie
solche von Pernices) im Behring-Institut, Marburg, gezeigt haben, daB der
T. A.-Komplex unter geeigneten Versuchsbedingungen auch Komplement
binden kann, so ist damit die Schranke gefallen, die Antitoxine als be-
sondere Antikorper aufzufassen.

1) Hartley, Brit. Journ. of exper. Path. 6, 180 (1915).

2) A. R. Dean, Journ. of. Path. 30, 675 (1927).

3) E. Renaux, Ann. Inst. Past. 42, 356 (1928).

4) L. Sieber und Tschernochwostow, Ztschr. Immunitdtsforschg. 48, 472
(1926).

%) Wo. Pernice, Dissertation (Marburg 1933).
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XIII. Uber die Rolle der Lipoide
in serologischen Reaktionen.

Die Bedeutung der Lipoide fiir die Immunbiologie in weiterem
Sinne ist in stetem Wachsen begriffen, und selbst fiir das engere Gebiet
der Serologie ist die Literatur so groB geworden, da hier nur ein sehr
kleiner Teil beriicksichtigt werden kann, ndmlich nur soweit, als Lipoide
fiir die in diesem Buche erorterten in vitro Antigen-Antikorper-Reaktionen
eine Rolle spielen. DaB Lipoide eine solche spielen, ist bereits an verschie-
denen Stellen erwdhnt worden.

Man muB nun scharf unterscheiden zwischen der Bedeutung der
Lipoide im Antigen und den Lipoiden im antikdrperhaltigen Serum.
Alle natiirlich vorkommenden Antigene enthalten Lipoide, und die Frage,
ob und wie Lipoide als Antigene wirken koénnen, ist im Abschnitt I dieses
Buches erortert worden. Je nachdem ob es sich um Lipoid- oder Eiwei6-
antikorper handelt, wird es eine Rolle bei der A. A.-Reaktion spielen
konnen, ob das Antigen (z. B. Bakterienzelle) von Lipoiden befreit ist
oder nicht. Dagegen ist das Antikorper-Substrat ein relativ einheitliches,
ndmlich Serum, und da jedes Serum Lipoide enthélt, ist es nicht nur fiir
die Frage nach der Natur der Antikorper, sondern auch fiir die nach dem
Mechanismus der A. A.-Reaktion von groBter Bedeutung zu wissen,
welche Rolle die Serumlipoide fiir die Antikorperfunktionen haben.

Die Serumlipoide.

Das Serum enthdlt Lezithin (Phosphatide) und Cholesterin, aber in ver-
schieden fester Bindung. Ein Teil der Lipoide ist in relativ freiem Zustande
durch Hydrotropie des Eiweiies in Losung gehalten und ein anderer Teil ist
mit Eiweif relativ fest gebunden. Es gelingt daher nur sehr schwer, mittels
Ather-Extraktion die dtherloslichen Bestandteile restlos zu entfernen. H. Chick?)
hat wohl zuerst die Vermutung ausgesprochen, daB die Lipoide in irgendeiner
Weise mit dem Pseudoglobulin des Serums verbunden sind, und daB solche
Lipoid-Pseudoglobulinkomplexe das darstellen, was wir im Serum als Euglobulin
bezeichnen. Uber die Art dieser Lipoid-EiweiBverbindung wissen wir nichts
Sicheres. Nur soviel kann man sagen, daB die Verbindung dissoziabel ist, daB
es also gelingt, aus dem Globulin durch geeignete Atherextraktionsmethoden
das Lipoid abzuspalten, besonders, wenn man dabei noch Mittel, wie z. B.
Phenol, nimmt, die nach H. Sachs fahig sind, die Serumlipoide zu demaskieren.
Anderseits ist aber entweder der Lipoidanteil nicht absolut restlos entfernbar,
oder aber dies gelingt nur unter mehr oder weniger tiefgreifenden Verdnderungen
des Globulinmolekiils, denn es ist bisher nicht gelungen, durch Lipoidextraktion
aus Euglobulinen diesen die Eigenschaften des Pseudoglobulins zu geben.
Da aber bekanntlich die Grenze zwischen Eu- und Pseudoglobulin nicht scharf

1) H. Chick, Biochem. Journ. 8, 404 (1914).
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ist, so kann, wenn man auf der Annahme fufit, da nur die Verbindung mit
Lipoiden das Globulin zum Euglobulin stempelt, diese Verbindung keine che-
misch-stdchiometrische sein, sondern die Art und Festigkeit der Bindung muf§
graduell vom Eu- zum Pseudoglobulin hin abnehmen. Ganz lipoidfrei diirfte
wohl kein Serumeiweil sein, denn nach Theorell') enthédlt auch die mittels
fraktionierter Ammonijumsulfatfiallung erhaltene und klar dialysierte Albumin-
l6sung noch cholesterin-dtherldslichen Phosphor im Verhdltnis zum Globulin
wie 9,7 zu 16,9. Vielleicht kann man sich die Bindung des Lipoids, soweit es
nicht einfach durch Ather ausschiittelbar ist, so vorstellen, daB das Lipoid-
molekiil in den Bau der Euglobulinmizelle polar eingebaut ist, so daB, wie auf
S. 117 erwidhnt, eine solche Lipoid-Globulinmizelle einen heteropolaren Charakter
annimmt, was das Verstindnis fiir die Grenzflicheneigenschaften der A. A.-
Komplexe erleichtert.

Anderseits hat man sich groBe Miithe gegeben, aus Pseudoglobulinen und
Lipoiden Komplexe zu schaffen, die klar in Losung gehen und den Pseudo-
globulinen wieder den Euglobulincharakter geben. H. Chick glaubte dies da-
durch erreicht zu haben, daB sie groBe Mengen von Serum-Lipoid zu kleinen
Mengen von Pseudoglobulinen brachte. Went und Fr. Farago?) untersuchten
die Frage, wie die Lezithine im Serum klar gelost sein kénnen, und haben
Pferdeserum mit Lezithinemulsionen verschiedener Konzentration gemischt
und diese Mischungen mit Na,SO, fraktioniert. Es zeigte sich, da in solchen
Gemischen die Menge der einzelnen SerumeiweiBfraktionen sich derart verandert,
daBl zwischen der Menge des Euglobulins und Pseudoglobulins I einerseits und
des Pseudoglobulins II und Albumins anderseits eine ausgepragte Reziprozitat
besteht. Sie nehmen, wie H. Chick, an, da Euglobulin ein kolloider Komplex
von Pseudoglobulin I und Lezithin ist, und daB dasselbe Verhiltnis zwischen
Albumin und Pseudoglobulin II besteht, daB also letzteres ein Albumin-Lezithin-
Komplex ist. Innerhalb dieser zwei Haupttypen der Serumeiweiifraktionen
werden noch weitere weniger gut definierbare' Eiwei-Lezithin-Dispersoide
angenommen, deren Stabilitdt (Neutralsalz gegeniiber) sich nach der Menge
des geldsten resp. suspendierten Lezithins richtet.

In diesem Zusammenhang sei auch auf die Versuche von Bungenberg de Jong
und Westerkamp?) iiber die Entstehung einer Komplex-Koazervation bei hydro-
philen EiweiB-Lezithin-Gemischen hingewiesen. Es ist auch Theorell*) gelungen,
in bestimmter Weise hergestellte Cholesterin- und Lezithin-Suspensionen in
Serum oder Plasma in klare Losung zu bringen. Die zu dem Serum resp. Plasma
neu hinzugekommenen Lipoide werden beim Aussalzen der verschiedenen
EiweiBfraktionen mit Ammoniumsulfat sowohl mit der Fibrinogen- als auch
mit der Globulinfraktion ausgefallt. Auch hier wie in fritheren Untersuchungen
Theorell’s®) enthalten die beim Aussalzen und auch in einem Falle bei Elektro-
dialyse ausgefillten Fraktionen alle Lipoide in gewissen regelméBigen Propor-
tionen, so daB vom Fibrinogen zu Globulin zum Albumin der Quotient Chole-
sterin : Lipoidphosphor sukzessive abnimmt.

Trotz allen Versuchen ist es aber bisher noch nicht gelungen, einen bin-
denden Beweis fiir die Annahme von H. Chick zu erbringen. Es miiBte Lezithin
mit vorher vollig lipoidfrei gemachtem Pseudoglobulin gebunden werden, so dal
eine klare Losung entsteht, aus der sich dann durch 33 Proz. Ammoniumsulfat-

1) Theorell, Biochem. Ztschr. 175, 297 (1926).

2) St. Went und Fr. Farago, Biochem. Ztschr. 230, 238 (1931).

3) Bungenberg de Jong und Westerkamp, Biochem. Ztschr. 234, 367 (1931).
4) Theorell, Biochem. Ztschr. 223, 1 (1930).

5) Theorell, Biochem. Ztschr. 175, 297 (1926).
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sattigung eine Fraktion von Euglobulincharakter ausscheiden 148t, und umge-
kehrt miite gezeigt werden, daB aus vollig lipoidfrei gemachtem Serum sich
weder Euglobulin bei 33proz. Sittigung noch iiberhaupt Globulin bei 50proz.
Sattigung ausscheiden 148t, sondern daff alles Serumprotein bei der gleichen
Neutralsalzkonzentration aussalzbar ist, wenn die obige Annahme von Went
und Farago zu Recht besteht.

Die Frage ist nur, ob es in der Tat gelingt, ein Serum vollig lipoidfrei zu
machen, ohne den Proteinen dabei ihre genuine Loslichkeit zu nehmen. Dies ist
mit einfacher Atherextraktion sehr schwierig, wenn nicht unmoéglich (H. Chick).
Anderseits ist die wirklich restlose Entfernung des Athers ebenfalls sehr schwierig,
was deswegen zu beachten ist, weil nach Graham'), Forssman?) u. a. Spuren von
zuriickbleibendem Ather den Verlauf serologischer Reaktionen empfindlich
beeinflussen kdénnen. Forssman®) nimmt z. B. an, daB Spuren von Ather ge-
niigen, um ein Wassermann-positives Serum negativ zu machen. Diese und
andere Schwierigkeiten sind nach Hartley wahrscheinlich schuld an den sich
vielfach widersprechenden Ergebnissen verschiedener Autoren iiber die Rolle
der Lipoide bei serologischen Reaktionen.

Die Rolle der Lipoide in serologischen Reaktionen.

P. Hartley?) verdanken wir die bisher griindlichste Bearbeitung
dieser Frage. Er verwandte mit einigen kleinen Modifikationen die Me-
thode von Hardy und Gardiner®), die im wesentlichen darin besteht,
daB in eine sehr kalte, chemisch reine Alkohol-Ather-Mischung kaltes
Serum tropfenweise gegeben wird, und das ausfallende SerumeiweiB
weiterhin mit Ather in der Kilte extrahiert wird. Das so extrahierte
Material wird getrocknet und behélt seine gute Loslichkeit und ist auch
sonst in seinen physiologischen Eigenschaften nicht verdndert, wie be-
sonders die von Deanf) erwiesene Moglichkeit zeigt, das bekanntlich so
labile Meerschweinchenkomplement auf diese Weise zu konservieren.
Sein so erhaltenes Trockenpulver war reich an Mittelstiick und enthielt
auch Spuren von Endstiick. Aus Dean’s Versuchen geht hervor, daf die
Serum-Lipoide und {iberhaupt alle im Serum befindlichen #dtherléslichen
Substanzen fiir die Komplementfunktion keine Rolle spielen.

Hartley kam nun zu folgenden Ergebnissen:

Nach Extraktion der Lipoide von normalem Menschen- und Pferde-
serum behalten die Proteine ihre antigene Fahigkeit. Die mit so vorbe-
handelten Antigenen erhaltenen Antisera wurden von Lipoiden befreit,
und dann Konnte eine spezifische Prazipitation nicht mehr stattfinden,
wohl aber, wenn auch in abgeschwichtem Mafe, wenn entweder nur das
Antigen oder nur das Immunserum lipoidfrei extrahiert war. Trotzdem

1) Graham, Journ. inf. Dis. 8, 147 (1911).

2) Forssman, Biochem. Ztschr. 121, 180 (1921); Compt. rend. Soc. Biol.
85, 828 (1921).

%) Forssman, Klin. Wschr. 1922, 1054.

4) P. Hartley, Brit. Journ. of exper. Path. 6, 180 (1915).

%) Hardy und Gardiner, Journ. of Physiol. 33, 281 (1905).

%) Dean, Journ. of Path. 18,, 118 (1913); 40, 68 (1910).
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steht nichts im Wege, eine A. A.-Bindung anzunehmen, was Hartley
allein daraus folgern zu kénnen glaubt, daB bei manchen Versuchen mit
extrahierten Reagentien dort, wo sonst Prézipitation auftrat, sich eine
feine Opaleszenz bemerkbar machte. Es ist von besonderem Interesse,
daB eine Prézipitation dann eintreten kann, wenn nur das Immunserum,
nicht aber das Antigen extrahiert war und umgekehrt, so daB also Ab-
wesenheit von Lipoiden die A. A.-Bindung nicht hindert, wohl aber die
folgende Agglomeration der A. A.-Komplexe, dall aber anderseits die
dafiir notigen Lipoide nicht notwendigerweise vom Antikorper geliefert
zu werden brauchen, sondern auch die des Antigens, wenn auch, aus
Hartley’s Versuchen zu schlieBen, in anscheinend geringerem MaBe, dafiir
gentigen konnen.

Nun enthélt ein gewohnliches spezifisches EiweiB-AntieiweiB-Pra-
zipitat in Trockenform etwa 25 Proz. dtherlosliches Material (Douglas
und Dudley), und das ist anscheinend mehr, als selbst das labilste Euglo-
bulin an Lipoiden enthélt. Immerhin bedarf dies einer genauen zahlen-
maéBigen Vergleichsanalyse zwischen getrocknetem Euglobulin und ge-
trocknetem A. A.-Prézipitat, ehe man sich Hartley’s Ansicht anschlieBen
kann, daB durch die spezifische A. A.-Bindung ein Entmischungsvorgang
stattfindet, bei dem Lipoid frei wird, in Flocken ausféllt und dabei Antigen
und Antikorper-EiweiB mitreiBt, deren Gegenwart im Prézipitat auBer
Zweifel steht.

Die Diphtherietoxin-Antitoxin-Bindung ist nach Hartley unabhingig
von dem Lipoidgehalt des Serums. Wohl aber kann eine T. A.-Flockung
mit extrahiertem Serum nicht mehr eintreten. Uber den Zusammenhang
von Eu- und Pseudoglobulinen des antitoxischen Serums ist bereits auf
S. 172 hingewiesen. Hier ist interessant, daB eine Lipoidreaktion des
Toxins nicht stattzufinden brauchte, um die Flockung mit extrahiertem
Antitoxin zu verhindern. Wahrscheinlich ist der Gehalt des Toxins an
atherloslichem Material an sich sehr gering, doch kann, wie aus W. Georgi’s")
Versuchen hervorgeht, eine Erhéhung des Lipoidgehaltes des Toxins
eine T, A.-Flockung verstarken.

Bei seinen Agglutinationsversuchen mit lipoidfrei extrahiertem
Typhusbazillenantiserum konnte Hartley keinen Unterschied gegeniiber
nicht extrahiertem Immunserum feststellen. Da er aber nicht mit gleich-
zeitig lipoidfrei extrahierten Typhusbazillen gearbeitet hat, so ist sein
SchluB, daB fiir die Agglutination die Serumlipoide keine Rolle spielen,
nicht geniigend gesichert, zumal dariiber einige sich widersprechende
Literaturangaben vorliegen (Stuber 1915, Krumwiede und Noble 1921).
Bei der spezifischen Prézipitation war der Lipoidgehalt des Antigens
nicht ohne EinfluB. Hier fehlen ergdnzende Agglutinationsversuche, bei

1) W. Georgi, Med. Klin. 1920, 1061.
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denen beide Komponenten extrahiert sind. SchlieBlich ist zu bedenken,
daB bei der Immunisierung mit Typhusbazillen sowohl Antieiwei- wie
auch Antilipoid-Immunkorper entstehen konnen.

Die spezifische Hdmolyse fand Hartley unabhéngig von dem Lipoid-
gehalt des Hamolysins, was ja auch aus den auf S. 116 erwdhnten Rei-
nigungsversuchen des Hadmolysins hervorgeht. Hier 148t sich naturgema8
das Antigen ohne Hamolyse nicht mit Ather extrahieren, wohl aber
konnten Agglutinationsversuche mit extrahiertem Serum und extrahierten
Stromata gemacht werden. A. Locke und E. F. Hirsch') nehmen an,
daB fiir die Produktion von Hdmagglutinen das lipoidfreie Stromaprotein,
fiir die Bildung von Hamolysinen jedoch der ganze Lipoidproteinkomplex
erforderlich ist.

Bei der Wassermann’schen Reaktion fand Hartley, daB ein vorher
positiv reagierendes Serum nach Extraktion der 4dtherloslichen Substanzen
und nach rigoroser Entfernung der letzten Atherspuren negativ reagierte.
Dabei bleibt zwar vorderhand unbewiesen, ob eine Bindung der extra-
hierten Immunglobuline an das Lipoidantigen ebenfalls ausgeblieben ist
(man miiite nachzuweisen versuchen, ob ein mit extrahiertem positivem
Serum behandeltes Lipoidsol noch als Antigen dienen kann). Wahrschein-
lich hat aber die spezifische A. A.-Bindung stattgefunden, und nur die
Fahigkeit zur Komplementbindung resp. Flockung ist durch den Verlust
der Lipoide verloren gegangen.

Weitere Versuche iiber die Bedeutung der Lipoide fiir die A. A.-
Reaktionen in vitro liegen meines Erachtens nicht vor, so daf man als
sichergestellt nur die Tatsache betrachten kann, daf ohne Mitwirkung
von Lipoiden eine Reihe von in vitro A. A.-Reaktionen nicht stattfinden
kann. In allen solchen Féllen aber die Beteiligung spezifischer Lipoid-
antikorper anzunehmen, scheint meines Erachtens nicht notig. Vielmehr
deutet vieles darauf hin, daB die Rolle der Lipoide in diesen Prozessen
mehr physikalisch-chemischer Natur ist, und darauf diirfte es beruhen,
daB der Lipoidbegriff in der Serologie einen Inhalt hat, auch wenn eine
chemische Definition der Lipoide nicht gegeben werden kann.

1) A. Locke und E. F. Hirsch, Journ. inf. Dis. 37, 449 (1925).
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XIV. Der Antikorper.

Wir haben nun im Vorausgegangenen das Wesentlichste der Antigen-
Antikorper-Reaktionen kennen gelernt, soweit sie sich in vitro abspielen.
In vivo wie bei der aktiven und passiven Anaphylaxie und allen Immuni-
tatserscheinungen tritt die Reaktion des lebenden Organismus auf die
A. A.-Prozesse in einer so verwickelten Weise ein, daB die Verhdltnisse
viel weniger Klar liegen wie bei den in vitro Vorgédngen. Wegen der
Unmaéglichkeit, in dem engen Rahmen dieses Buches die mit den in vivo
Reaktionen aufs engste zusammenhdngenden Probleme der Immunitit
erdrtern zu konnen, ist davon- Abstand genommen, die Erérterung der
Methoden zum Nachweis spezifischer A. A.-Reaktionen auf die in vivo
Vorgédnge auszudehnen. Jedenfalls aber haben sich gerade die Anaphylaxie-
Reaktionen als ganz besonders brauchbar in der Erforschung der Spezi-
fitdt der A. A.-Prozesse erwiesen.

Wir haben eingangs festgestellt, daB die Bildung spezifischer Anti-
korper die Antigennatur eines Substrates beweist, d. h. wir haben das
Antigen mit dem Antikorper definiert, und miissen nun sehen, was man
tiber den Antikérper als solchen iiber das, was aus seiner Reaktionsfahig-
keit mit Antigen hervorgeht, hinaus sagen kann. Es handelt sich um die
grundlegenden Fragen: Wo entstehen die Antikorper, wie entstehen sie,
was sind Antikorper und welcher Art sind die Beziehungen, die als Spe-
zifitdt usw. zwischen Antigen und Antikorper existieren usw. Diese Fragen
hidngen auf das engste zusammen.

Fiir das Wo und Wie der Antikorperbildung scheint es nur zwei
Moglichkeiten zu geben: Entweder bildet sich der Antikorper in Zellen
oder im Saftestrom und zwar entweder unter dem EinfluB von Antigen
oder direkt aus dem Antigen. Die Mehrzahl der Forscher neigt heute
der Ansicht zu, daB die Antikérper in den Zellen, darunter besonders
in den Retikulo-Endothel- und diesen verwandten Zellen entstehen und.
erst von den Zellen in das Blut gelangen. Beweisend dafiir scheinen meines
Erachtens besonders drei Tatsachen zu sein: Erstens die Antikdrper-
bildung in Gewebskulturen, zumal die Versuche von K. Meyer und H. Loe-
wenthal') zeigten, daB schon 72 Stunden nach der Explantation von Ge-
weben typhusimmunisierter Kaninchen in der zweiten Zellgeneration
in vitro eine Steigerung des Agglutinintiters um das 4fache eingetreten

1) K. Meyer und H. Loewenthal, Ztschr. Immunit4tsforschg. 54, 409 (1928).
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warl). Zweitens die sogenannte anamnestische Reaktion R. Bieling?),
S. M. Mackenzie und E. Friihbauer®) u. a. In einem bereits frither immuni-
sierten Tier wird bei neuer Immunisierung mit einem anderen Antigen
auch der Titer der frither gebildeten Antikorper erhoht. Drittens die
Anaphylaxieversuche an blutfrei durchspiilten Organen (Dale).

Wenn nun anzunehmen ist, daB die Antikorperbildung in der Zelle
stattfindet oder vielleicht nur in der Zellmembran gema8 der Vorstellung
von Zinsser, daB nur solche Teilchen antigen wirken, die vermége ihrer
MizellengroBe nicht in das Zellinnere diffundieren konnen, so muf das
Antigen dabei irgendeine Rolle spielen, da sonst die Spezifitdt nicht zu
verstehen wére,

Die Annahme, daB der Antikérper sich direkt aus der Antigenmizelle bildet,
ist letzthin von vielen Autoren vertreten worden, von manchen sogar die Ent-
stehung von spezifischen Antikdrpern aus Antigen in vitro. Z. B. Shibley*), ferner
Locke, Main und Hirsch®) u. a. schlossen aus ihren Versuchen, da das injizierte
Antigen mit normalen kolloiden Stoffen aus Zellen und Blutfliissigkeit sich ver-
bindet, und daB einige dieser Verbindungen, oder weitere Umwandlungsprodukte
daraus, die spezifischen Antikdrper darstellen. Smirnow®) behauptet aus Diph-
therietoxinbouillon in vitro Stoffe hergestellt zu haben, die im Tierversuch wie
Antitoxin wirkten. Kryschanowski?) berichtet iiber erfolgreiche Synthese von
Diphtherie-Antitoxin durch Inkubation von Mischungen von Diphtherietoxin
und normalem Serum, C. Mez und H. Ziegenspeck®) geben an, daB es ihnen durch
Mischung von Pflanzensiften mit normalem Serum gelang, kiinstliche spezifische
Prazipitine und Agglutinine gegen Pflanzeneiweif und Pflanzenzellen herzu-
stellen. In dhnlicher Weise stellte Kabelik®) spezifische Prazipitine gegen tie-
risches EiweiB her. - Baschkirzew?) berichtet die erfolgreiche in vitro Herstellung
eines spezifischen antibakteriellen Serums gegen Gonokokken usw. Diese und
andere Arbeiten entbehren aber bisher der Bestdtigung und diirften zum Teil
auch der Kritik nicht standhalten.

Unbedingt ernst zu nehmen sind dagegen die Arbeiten von W. H.
Manwaring und dessen Mitarbeiter't). Manwaring ging von folgenden
Beobachtungen aus:

Einem normalen Hund wurden 2 ccm Pferdeserum pro Kilo intravends
gegeben. In den nichsten 7 Tagen ergab die spezifische Prizipitation nachweis-

(19311)) Ahnliche Ergebnisse hatte Comafsu, Ztschr. Immunitatsforschg. 71, 76

%) Bieling, Ztschr. Immunitatsforschg. 28, 246 (1919).

8) S. M. Mackenzie und E. Friihbauer, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med.
24, 419 (1927).

4) Shibley, Arch. Path. 2, 438 (1926).

5) Locke, Main und Hirsch, Arch. Path. 2, 437 (1926).

8) Smirnow, Beitr. Klin. Tbk. 59, 278 (1924).

") Kryschanowski, Zbl. Bakt. 110, 1 (1929).

8) C. Mez und H. Ziegenspeck, Botan. Arch. 12, 163 (1925).

) Kabelik, Biol. Listy (tschech.) 1927, 31.

10) Baschkirzew, Ztschr. Urol. 23, 92 (1929).

1) W. H. Manwaring und Mitarbeiter, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med.
27, 13 (1929); 24, 82 (1926); Scient. Monthly. 1927, 362; Journ. amer. med.
Assoc. 90, 2090; 91, 386 (1928).
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bares Vorhandensein des injizierten PferdeeiweiB, was sich aber in biologischem
Sinne doch verdndert haben muBite, denn wenn man kurze Zeit nach der intra-
vendsen Injektion dem Hunde Blut entnimmt und dieses einem gegen Pferde-
serumeiweiBl passiv iiberempfindlich gemachten Hund injiziert, so ist das Blut
fiir diesen zweiten Hund wesentlich giftiger, wie Pferdeserum, obwohl es an
einem normalen Hund keine Wirkung auslost. Wird dagegen dem ersten Hund
nach ca. 6 Stunden Blut entnommen und wieder einem passiv sensibilisierten
Hund injiziert, so ist jede spezifische toxische Wirkung verschwunden, trotzdem
die EiweiBmenge nicht vermindert ist. Manwaring nimmt bei dem ersten Hunde
eine sofort nach der Injektion von Pferdeserum einsetzende enzymatische
Spaltung des Eiweifies an, wodurch das Blut fiir kurze Zeit toxisch wirkt, aber
nur fir andere passiv sensibilisierte Hunde, nicht fiir immunisierte, die eine
spezifische Widerstandsfahigkeit gegen die giftigen Abbauprodukte erworben
haben (Enzymtheorie der Antikdrperbildung).

Wird dem ersten Hund zu verschiedenen Zeiten Blut entnommen und einem
teilweise entbluteten, Pferdeserum iiberempfindlichen Hunde transfundiert,
so ist nach 48 Stunden der ausgeloste Transfusionsschock nur halb so gro8,
nach 3 Tagen nur !/, so grofl und bleibt nach 4 Tagen iiberhaupt aus, d. h. alse
daB mindestens 85 Proz. des eingefithrten Pferdeserums chemisch so verdndert
ist, daB es keinen spezifischen anaphylaktischen Schock mehr hervorrufen
kann. Auch verliert das Hundeblut nach der Pferdeserumeinspritzung allméhlich
seine gegen Pferdeeiweiff sensibilisierende Eigenschaft, so daB nach 7 Tagen
97 Proz. des injizierten Pferdeserums so verdndert wird, daB es nicht mehr
sensibilisieren kann. 30 Tage nach der intravendsen Injektion gibt das Blut
bei 1:2 bis 1:16 Verdiinnung keine Prazipitation mehr mit Anti-PferdeeiweiB-
Kaninchen-Serum, wohl aber bei weiteren Verdiinnungen bis 1:512. Das teil-
weise denaturalisierte Eiwei wird also wenigstens 30 Tage (selbst 4 Monate)
im Blut zurtickbehalten, wihrend dem sich ein fiir die Prizipitation hemmender
Faktor bildet, also iiber die Zeit fiir die maximale spezifische Antikérperbildung
hinaus (21 Tage), was anscheinend die Ansicht stiitzt, als kénnten spezifische
Antikorper ein irgendwie verdndertes denaturiertes Antigen sein. Aber auch
dann miissen Zellen irgendwie beteiligt sein, denn erhilt der erste Hund chine-
sische Tusche vor der intravendsen Injektion von Pferdeserum, so bleibt letzteres
noch mindestens 14 Tage beziiglich seiner Fahigkeit, anaphylaktischen Schock
auszuldsen, unveridndert [Boonel)].

Die Theorie von Kapsenberg?), die die bekannten Vorstellungen
von Herzfeld und Klinger®) unter Heranziehung der Nebenvalenz-
theorie von Werner verwertet, besagt, daB die Antigene im Blut auf-
gespalten werden. Abbaustoffe, die noch einen Teil der spezifischen
Antigenstruktur behalten haben, dringen in Zellen ein, wo eine besonden
Aminosdurekette (,,primédre Antikorperkette”) entsteht, die ihrerseite
die Bildung ,,sekundérer Antikorperketten zur Folge hat, die dann als
spezifische Antikorper aus der Zelle in das Blut gelangen. Auch Ramon®)
nimmt neuerdings einen teilweisen Aufbau des Antikorpers aus dem

1) Boone, Journ. of Immun. 13, 357 (1927); 21, 139 (1931).

2) Kapsenberg, Nederl. Tijdschr. Hyg. 3, 71 (1928).

8) Herzfeld und Klinger, Biochem. Ztschr. 1917, 1918,-1919. Weichardt’s
Erg. Hyg. 4, 282 (1920).

4) Ramon, Compt. rend. Soc. Biol. 102, 381 (1929).
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Antigen an. Er fiihrt aus, daf jedes Mikrobenantigen, das mehrere
geniigend differenzierte antigene Substanzen enthilt, auch zur Bildung
mehrerer spezifischer Antikorper filhrt. Wenn die Antigene zweier ver-
schiedener Mikrobenarten ein oder mehrere Substanzen enthalten, welche
die gleiche oder eine nahe verwandte chemische Konstitution haben,
so haben auch die Antikorperkomplexe eine identische oder verwandte
Zusammensetzung (gekreuzte oder Grenzreaktionen). Hierbei handelt es
sich um den Antikdrperanteil, der dem Antigen entstammt, und der dem
Antikorper die Spezifitdt verleiht. Wie wichtig der zu diesem noch
hinzutretende Anteil ist, den der Organismus liefert, geht schon daraus
hervor, daB verschiedene Individuen bei ganz gleichartiger Immunisierung
Antikorper von sehr verschiedener Wertigkeit liefern. Bemerkenswert
ist weiter in diesem Zusammenhang, daB das Tetanustoxin im Blute des
Huhnes bis zu dem Augenblick nachweisbar ist, wo das Antitoxin er-
scheint, und ebenso beim Pferde das Diphtherietoxin bis kurz vor dem
Auftreten des Antitoxins.

Die notwendige Folgerung aus solchen Annahmen, daB Antikorper
aus dem Antigen gebildet werden, ist die, daB nicht mehr Antikorper
gebildet werden, als verfligbares Antigen vorhanden ist, und gerade diese
quantitative Beziehung hat manche Autoren, darunter letzthin S. B.
Hooker und W. C. Boydl) veranlaBt, diese Theorien abzulehnen. Hooker
kam zu dem zahlenm&Bigen SchluB, daf ein Molekiil Antigen Agglutinin
bildet, das 600 Bakterien ausflocken kann. Die Oberflichen von einem
Molekiil Antigen und 600 Bakterien stehen aber im Verhiltnis von
1:25000000, was den Ubergang von Antigen in Antikdrpersubstanz sehr
unwahrscheinlich macht.

Von Antikérpern selbst konnen wir nur bei unserem gegenwértigen
Wissen mit einiger Bestimmtheit die beiden Aussagen machen: Sie haben
eine mehr oder weniger ausgepragte Spezifitdt, und sie sind untrennbar
mit Globulin verbunden.

Die Spezifitit ist jedenfalls etwas quantitatives (Gruppen- und
Verwandtschaftsreaktionen) und erreicht ihr Maximum, wenn das Antigen
mit dem Antikorper reagiert, den es immunisatorisch gebildet hat. Die
Affinitdt zwischen Antigen und Antik6érper muB auf chemischen Kréften
beruhen, wie sie ja auch jeder Adsorption zugrunde liegend angenommen
werden miissen. Im iibrigen besteht auch heute noch vollinhaltlich, was
G. Wells 19242) schrieb:

,,Die immunologischen Differenzen, die zwischen Bakterien, Pflanzen,
Blut und Geweben verschiedener Tierarten bestehen, hingen, soweit Versuche

vorliegen, von der chemischen Zusammensetzung der Proteine ab. Bei An-
wendung geeigneter Untersuchungsmethoden haben sich immunologisch

1) S. B. Hooker und W. C. Boyd, Journ. of Immun. 21, 113 (1931).
%) G. Wells, Journ. of Immun. 9, 291 (1924).
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differente Korper auch als chemisch different erwiesen und umgekehrt. Der
Antigencharakter eines Proteins hingt von der Kolloidstruktur, die Spezifitiat
von bestimmten Radikalen im Molekiil ab. Mehrere spezifische immunologische
Reaktionen ein und desselben Proteins erkldren sich durch das Vorhandensein
mehrerer spezifischer Radikale. Ubereinstimmend hiermit kann die immuno-
logische Spezifitdit durch Einfiilhrung von Radikalen verdndert werden (bei der
auch stereochemische Differenzen eine Rolle spielen). Es steht noch nicht fest,
ob physikalische Verdnderungen an einem Antigen seine Spezifitdt beeinflussen,
auch scheint noch kein erwiesener Fall vorzuliegen, der eine spezifische Immuni-
tat von rein physikalischen Eigenschaften abhidngig erweist. Daher besteht zur
Zeit kein Grund fiir die Annahme, daf die spezifische Immunitdt von solchen
Verdnderungen resp. Unterschieden der Proteine abhidngt, welche nicht wenigstens
in Zukunft sich als chemische Unterschiede erweisen lassen.

Es ist bisher nicht mit Sicherheit gelungen, Antikérper von Globulin
zu trennen, trotzdem man Antikérper von EiweiB soweit hat reinigen
konnen, daB die chemischen Nachweisverfahren fiir EiweiB versagen.
Es gelang, Agglutinine, Himolysine, Antitoxine u. a. hochgradig zu rei-
nigen und selbst chemisch eiweiBfrei herzustellen (Huntoon, Olitzky u.v. a.).
Aber der Beweis, daB diese Préparate auch in biologischem Sinne eiweiB-
frei waren, ist nicht erbracht worden, so daB alle solche Versuche nur
zeigen, daB die wirksame antikorperhaltige Substanz in einem Serum
.in einer zum GesamteiweiBgehalt duBerst geringen Menge vorhanden ist.

Fest steht zunichst, daB alle Antikérper, die wir nachweisen kénnen,
an Globuline und nicht an Albumin gebunden sind, wobei es offen bleiben
muB, ob nicht mit Albumin Antikérper verbunden sein konnen, die wir
noch nicht kennen.

Nimmt man an, daB der Antikorper in den Zellen entsteht und von
diesen in das Blut abgegeben wird, so scheinen nur zwei Moglichkeiten
zu bestehen: Entweder ist der Antikorper kein EiweiB und verbindet
sich sofort, wenn er in das Blut gelangt, mit gewissen Globulinen desselben,
oder aber der Antikorper ist ein bestimmtes Globulin, das als solches
von der Zelle in das Blut gelangt.

Im ersteren Falle wére zu erkldren, daB der Antikorper sich nur mit
Globulinen verbindet und auch da besondere Auswahl trifft, insofern
z. B. Agglutinine und Prézipitine bevorzugt an relativ lyophoben, Anti-
toxine an relativ lyophilen Globulinen sich binden. Im zweiten Falle
gelangt antikérperhaltiges Globulin direkt in das Blut, aber in so geringem
MaBe, daB dadurch der GesamteiweiBgehalt des Serums nicht meBbar
gedndert zu sein braucht. Die bekannte Verkleinerung des Albumin/Glo-
bulin-Quotienten im Blut immunisierter Tiere —— z. B. kann ein iiber
2000faches genuines Di-Antitoxin haltiges Pferdeserum unter Umsténden
nur noch 0,6 Proz. Albumin aufweisen — braucht nicht darauf zuriick-
gefiihrt werden, daB relativ viel Immunglobulin aus den Zellen in das
Blut gelangt ist.
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Immerhin fehlen bis jetzt quantitative Messungen desjenigen EiweiBes
im Serum, das antikorperhaltig ist. Sicher ist aber der betr. Anteil sehr gering.
Man beachte z. B. die groBen Verdiinnungen, bei denen hdmolysierende oder
agglutinierende Sera noch wirksam sein konnen. Anderseits ist meines Erachtens
noch nicht sicher erwiesen, ob der Titer eines antikdrperhaltigen Serums angibt,
wieviel mengenmiiBig 1 ccm Immunglobulinteilchen von unter sich gleicher
Beschaffenheit enthilt, oder ein MaB fiir die Wirksamkeit des Immunglobulins
darstellt. Mit anderen Worten kénnte z. B. ein agglutinierendes Serum mit
einem schwachen Titer genau so viel mengenm&8ig Immunglobulin enthalten
wie ein solches mit einem hohen Titer mit dem Unterschied, dal die Affinitat
oder Aviditit zum Antigen in ersterem Falle geringer ist.

Bekanntlich steht der Annahme einer Wesensverschiedenheit der
einzelnen Antikorper, die zur Erkldrung der verschiedenartigen Reaktionen
(Agglutination — Lyse — Bakteriotropie usw.) dient, die unitarische
Theorie gegeniiber, nach der es nur einen Antikoérper gibt, der sich aber
je nach der Art des antigenen Substrates und je nach den Milieubedin-
gungen des Versuchs verschieden duBern kann. Eine definitive Entschei-
dung ist noch nicht méglich, doch gewinnt die unitarische Auffassung
an Boden und stellt jedenfalls zur Zeit eine sehr fruchtbare Arbeitshypo-
these dar.

H. Zinsser) hat die antigenen Substanzen in zwei allgemeine Gruppen
eingeteilt.

Nach seiner Definition umfaBt die eine Gruppe alle jene Substanzen
bakterieller, tierischer oder pflanzlicher Herkunft, welche nach Injektion in den
Tierkorper das Auftreten von spezifischen neutralisierenden oder antitoxischen
Qualitdten im Blute des vorbehandelten Tieres hervorrufen. Die Reaktion, die
sie im Tierkdrper veranlassen, scheint die spezifische Neutralisierung zu sein;
diese Reaktion ist so einzigartig und verschieden von der durch andere Antigene
hervorgerufenen, daB es angezeigt wire, die betreffenden Antigene mit einem
besonderen Ausdruck wie ,,Antitoxinogene‘‘ zu bezeichnen und ihnen als solchen
einen getrennten Platz einzurdumen. Unter der zweiten Gruppe faBt Zinsser
alle EiweiBkoérper zusammen, welche unwirksam sind und weder toxische noch
fermentdhnliche Eigenschaften zeigen. Ihre parenterale Einfiihrung in den
Tierkérper ist von einer Reaktion gefolgt, die sich wesentlich von derjenigen
der Antitoxine unterscheidet und welche im wesentlichen auf die Assimilierung
oder Entfernung des infektidsen Materials abgestimmt ist. Nach Zinsser’s
Ansicht sind die Antikorper, die dieser Gruppe von Antigenen ihre Entstehung
verdanken (Zytolysine, Agglutinine und Prézipitine), untereinander identisch
in ihrer Struktur und ihrer Bedeutung.

Wie an mehreren Stellen dieses Buches ndher ausgefiihrt wurde,
diirfte meines Erachtens die Annahme, daB fiir die Wirkung des Anti-
korpers in erster Linie der Hydratationsgrad des betr. Immunglobulins
in Betracht kommt, und da8 fiir letzteren die GroBe der Antigenmizelle
maBgebend ist, geeignet sein, die beiden Theorien zu iiberbriicken. Hier
sei zu dem an anderen Stellen bereits Gesagten noch einiges zur Stiitze
dieser Ansicht erwihnt.

1) H.Zinsser, Infection and Resistance (New York 1923).
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Bekannt sind die bedeutungsvollen Beobachtungen von A. Klopstock
und Selter, daB die von Landsteiner zur Entfaltung der vollen Antigen-
wirkung von z. B. Atoxyl fiir erforderlich erachtete chemische Kuppelung
an EiweiB nicht notig ist, sondern daB analog zur Lipoidaktivierung durch
Schleppereiwei auch im Falle von Atoxyl oder Metanilséure ein einfaches
Mischen des diazotierten Atoxyls mit Serum zur Erreichung der vollen
antigenen Atoxylwirkung ausreicht. Ausgehend von der Auffassung,
daB das Atoxyl an sich in vitro nur deshalb keine antigene Funktion aus-
iibt, weil sein Dispersitdtsgrad (Mizellengr6B8e) nicht geeignet ist, gelang
es ihnen, diese fiir die Manifestation der A. A.-Reaktion geeignete Mizellen-
grofe durch Zugabe von Lezithin (Mischung bei schwach saurer Reaktion)
zu erreichen. Hier ist also durch VergroBerung des Atoxylmolekiils durch
Adsorption an Lezithin sowohl dessen antigene Wirkung als auch dessen
Fihigkeit, in vitro zu reagieren, erreicht worden. Im ersten Abschnitt
dieses Buches konnte es wahrscheinlich gemacht werden, daB die Schlep-
perfunktion des EiweiBes nur auf einer VergréBerung der Antigenmizelle
beruht, und daf es nur dadurch gelingt, diejenigen A. A.-Reaktionen zu
erzielen, fiir deren Zustandekommen relativ lyophobe Immunglobuline
vorhanden sein miissen.

E. Friinkel und Tamarit) gelang es ebenfalls, durch rein physikalische
Beeinflussung Lipoide antigen zu gestalten.

Von zwei kolloiden Lezithin-Cholesterin-Losungen, von denen A durch
Uberfithrung von alkoholischer in wiasserige Losung hergestellt, B durch direktes
Verreiben in wisserige Losung gewonnen war, hatte B eine hohere antigene
Wirkung. B war grober dispers, dem isoleektrischen Punkt niher und hatte
auch eine geringere Aziditat als Losung A. Brachte man aber die Losung A
moglichst nahe an den isoelektrischen Punkt durch Zusatz von CacCl,, so hatte
die nunmehr entladene Losung A bedeutend bessere antigene Wirkung (Erzeu-
gung komplementbindender Antikérper beim Kaninchen) als die Losung B.
Eine durch das CaCl, bedingte stimulierende Wirkung auf die Antikérperbildung
glauben die Autoren deswegen ausschlieBen zu konnen, als eine solche hochstens
eine Steigerung um 30—50 Proz., nicht aber um das 2—3fache bewirkt haben
wiirde.

Nach H. Fernbach und Fr. Heppner?) wird der Anreiz zur Agglutinin-
bildung nicht durch molekulardisperse, sondern nur durch kolloidverteilte
Bakterienbestandteile gegeben. E. W. Schulfz®) glaubt zeigen zu konnen,
daB die ultravisiblen Virusarten zu der ersten Gruppe der antigenen
Substanzen (im Sinne von Zinsser) gehoren, also zu derjenigen Gruppe,
welche nach Injektion in den Tierkdrper spezifische neutralisierende oder
antitoxische Antikorper erzeugen. Gerade die ultravisiblen Virusarten
scheinen meines Erachtens geeignet zu sein zu beweisen, dab das gleiche

1) E. Frdnkel und Tamari, Klin. Wschr. 6, 1148 (1927).
2) H. Fernbach und Fr. Heppner, Zbl. Bakt. 100, 358 (1926).
3) E. W. Schultz, Erg. Hyg. 9, 184 (1928).
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Virus bei VergroBerung der Mizelle imstande ist, Antikorper zu erzeugen,
die auch die iiblichen in vitro A. A.-Reaktionen geben konnen.

Was nun die Reaktionsweise zwischen Antigen und Antikorper
betrifft, so scheinen die an verschiedenen Stellen dieses Buches erwdhnten
Arbeiten von Shibley, Eagle, Reiner, Freund u. a. die Moglichkeit zu er-
weisen, dieselbe fiir alle Antikérper einheitlich annehmen zu koénnen.
Auf Grund spezifischer Affinitdten wird das Immunglobulin an die Antigen-
mizelle gebunden und erfdhrt durch diese Adsorption eine Denaturierung
im Sinne einer Dehydratation, die bewirkt, daB der A. A.-Komplex
entweder unter dem EinfluB von Elektrolyten prazipitiert oder Komple-
ment binden kann, dessen lytische Wirkung sich dadurch auf das Antigen
tibertragt, oder phagozytiert werden kann usw., wobei das Antigen selbst
evtl. durch Komplement eine Lyse erfahren kann, aber sonst intakt bleibt
und im Falle von Toxin durch die Adsorptionshiille des Immunglobulins
neutralisiert wird. Es ist aber noch viel Arbeit zu leisten, bis diese durch
ihre Einfachheit bestechende Theorie {iber jeden Zweifel bewiesen ist.

[Abgeschlossen Juli 1932.]
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7. Leber, Galle, Milz, Speicheldriisen, Milch-,
Talg-, SchweiBdriisen Hinsberg und 4. Schiirmeyer.
8. a) Blut K. Gollwitzer-Meyer; b) Blut-Hiimolyse,
¢) Blutgerinnung, d) Lymphe K. Klinke; e) Vehikel-
funktion H. H. Bennhold. 9. Blutgefie, Thrombose
und Embolie (Synerese) H. Lampert. 10.Wasserhaus-

halt Paul Meyer. 11, Endokrines System Hinsberg u.
A. Schiirmeyer. 12, Nervensystem J. Hallervorden.
13. Knochensystem R. Bucher. 14. Zihne W. Prae-
ger. 15. Gelenke (inkl. Artritis deformans) C. Hab-
ler. 16. Verdauungskanal K. Scheer.

B. Heilmittel und Gifte

1. Kolloide und kolloid wirkende Heilmittel, 2. Nar-
kose E. Starkenstein, 3. Kleinste Lebewesen und Des-
infektion H. Reichel. 4. a) Diitetik im Kindesalter
K. Scheer; b) Diiitetik der Erwachsenen H. Lampert,
W. Heupke, J. Strasburger. 5. Strahlentherapie F.
Dessauer u. R. E. Liesegang. 6. Verbandsstoffe H.
Moser. 7. Balneologie K. Harpuder. 8. Medizinische
Kosmetik H. Siillmann.

ITI. Untersuchungsmethoden

1. Labilitiitsreaktionen 4. Klopstock. 2.W n-
Reaktionen; 3. Goldsol- und andere Liquor-Reak-
tionen C. Lange. 4. Histologische Technik K. Zeiger.

IV. SchluBlworte (Zusammenfassung)

1. Innere Medizin L. Lichtwitz, 2. Chirurgie C. Hib-
ler. 3. Gynilkologie und Geburtshilfe H. Runge.
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Elektrophorese, Elektroosmose, Elektrodialyse

in Fliissigkeiten

Von Dr. Ing. P. H. Prausnitz, Jena, und Dipl.-Ing., Dr. phil, Dr. techn.
J.Reitstitter,Patentanwalt, Berlin. (Bd. XX 1V der,,Wissenschaftl. Forschungs-
berichte.) XII, 307 Seiten mit 54 Abb. (1931.) Preis RM. 16.65, geb. RM. 18.—.

Das vorliegende Werk bringt die erste vollstindige, durchaus modern gehaltene Darstellung dieses
so wichtigen Gebietes. Sie ist geniigend knapp, vorziiglich gegliedert, gut verstindlich unter rest-
loser Beriicksichtigung der gesamten einschligigen, auch der medizinischen sowie der sonst schwer
zuginglichen Patentliteratur., Ein vortrefflicher Fiihrer fiir den Biologen und wissenschaftlich
tatigen Arzt auf einem fiir ihn zukunftsreichen Arbeitsfeld. (Deutsche med. Wochenschrift.,)

Die Kolloide in Biologie und Medizin

Von Prof. Dr. H. Bechhold, Mitglied des Instituts fiir experimentelle Therapie
zu Frankfurt a. M. 5., vollig umgearbeitete Auflage. XII, 586 Seiten mit 87 Ab-
bildungen und 7 Tafeln. (1929.) Preis RM 28.80, gebunden RM 31.50.

INHALT: Einfiihrung in die Kolloidforschung. I. Was sind Kolloide? — II. Grenz-
flichen — III. Teilchen, Mizelle, Molekel, Ion, Dynade, Individualgruppe — IV. Bewegungser-
scheinungen — V. Formbestindigkeit der Kolloide — VI. Optische und elektrische Eigenschaften
der Kolloide — VII. Methoden der Kolloidforschung — Die Biokolloide — VIII. Kohlehydrate —
IX. Lipoide — X. Proteine — XI. Die Nahrungs- und Genufimittel — XII. Die Enzyme — XIII. Im-
munititsreaktionen — Der Organismus als kolloides System — XIV. Stoffverteilung und
Stoffwechsel — XV. Formbildung und Formverinderung, Wachstum und Entwicklung — XVI. Die
Zelle — XVII. Die Bewegungen der Organismen — XVIII. Blut, Atmung, Kreislauf und seine St§-
rungen — XIX. Resorption — XX. Sekretion und Exkrete — XXI. Der Nerv — XXII. Toxikolo-
gie, Pharmakologie und Therapie — XXIII. Mikroskop, Technik — Namen- und Sachregister.
Besonders muf8 hervorgehoben werden, da@ Bechhold die Interessen des Mediziners, insbesondere
auch des Klinikers, durchaus beriicksichtigt. Nirgends wird der Arzt, dem die physikalische Chemie
ferner liegt, sich durch Betrachtungen oder mathematische Formulierungen, die ihm unverstindlich
bleiben, entmutigt fiihlen, iiberall wird er in origineller Weise die Probleme der Medizin von kolloid-
chemischen Gesichtspunkten aus erdrtert finden. ... Alles in allem ein wertvolles Buch fiir Mediziner.
Es sollte mdglichst viel studiert werden, denn die Fragen der Pathologie und Pharmakologie, der
Immunititsforschung und der Therapie gewinnen hier eine so eigenartige Beleuchtung, daB jeder
Leser Anregungen empfangen wird — wohl das Beste, was man von einem Werk sagen kann . ..
(Deutsche medizin. Wochenschrift.)

Pharmakologie in ihren Problemstellungen
Eine Ergénzung zu den Lehrbiichern

Von Prof. Dr. Hans HandovsKky, Gottingen. (Band XXV der Wissenschaftl.
Forschungsberichte.) XII,234 Seiten. (1931.) Preis brosch. RM 15.75, geb. RM 17.—.

Inhalt: (Haupsabschnitte) I. Pharmakologie der Energieverwertung — II. Pharmakologie des Wasser-
und Ionenstoffwechsels unter Beriicksichtigung der Permeabilititsphdnomene und der Struktur iiber-
haupt — III. Pharmakologie der autonomen Innervierung der Organe — IV. Pharmakologie der
motorischen Leistungen — V. Pharmakologie der zentralnervdsen Regulationsvorginge — VI. Nar-
kose und Schlaf, Narkotica und Schlafmittel — VII. Pharmakologie der Verdauungstitigkeit — VIII.
Pharmakologie der Geschlechtsfunktionen — 1X. Pharmakologie der Umstimmungen — Literatur-
verzeichnis — Register.
Das Werk enthilt in engem Rahmen eine ganz iiberraschend reichhaltige Zusammenstellung von
experimentell-pharmakologischen Befunden und zahlreiche Hinweise auf ungeldste Probleme.
(Klinische Wochenschrift.)
Die Darstellung der physiologischen und pathologischen Grundlagen der pharmakologischen Pro-
bleme ist so ausfiihrlich und verstindlich gehalten, daB das Buch auch dem Arzte zuginglich ist
und empfohlen werden soll, der auf den Héhen wissenschaftlicher Gedankenarbeit Erholung sucht
von den praktischen Getriebe des Tages. (Therapie der Gegenwart.)
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Allgemeine Chemie der Enzyme

Von Prof. Dr. J. B. S. Haldane (Cambridge) und Dr. Kurt G. Stern (Berlin).
Mit einem Geleitwort von Prof. Dr. L. Michaelis (New York). (Wissenschaft-
liche Forschungsberichte Band XXVIIL) XII, 367 Seiten. 38 Abbildungen und
35 Tabellen. (1932.) Preis RM 22.—, geb. RM 23.50.

Von den zahlreichen bekannten Werken iiber Enzyme unterscheidet sich dieses Buch durch die neuartige
Anordnung des Stoffes. Die Ergebnisse der Enzymforschung werden hier unter Verzicht auf strenge
Systematik von einem allgemeineren Standpunkt aus betrachtet, vom Standpunkt der physikalischen Chemie.
Viele Dinge erscheinen dadurch in neuem Licht, viele Liicken unseres Wissens werden offenbar. Sollte
emand Anregungen fiir notwendige enzymatische Arbeiten suchen, so findet er sie hier in grofer Zahl.
Die Grundlinien der Enzymforschung und ihre Probleme hat Haldane klar erkannt — wenn sich auch
in dem etwa 1000 Zitate umfussenden Literaturregister sein Name nur zweimal findet! Er hat mit der
vorbildlichen Anschaulichkeit, die englischen Durstellungen eigen ist, auch die schwierigen Gcbiete dar-
gestellt und verstdndlich gemacht. Es sei nur an die Darstellung der Theorie von Michaelis und an
ihre formale Ubereinstimmung mit der Langmuirschen Adsorptionstheorie erinnert, an die mole-
kularstatistische Berechnung der Anzahl Enzymmolekiile pro Zelle, an die neuartige Einteilung der Oxy-
dationsenzyme nach ihrem Aktivierungsvermiogen, an die Einteilung der hemmenden Substanzen in kom-
petitive (die mit dem Substrat um das Enzym konkurrieren) und nicht-kompetitive. Man muf K. G.
Stern Dank dafiir wisscn, daf er dieses Buch ins Deutsche iibertragen und in mehrfacher Hinsicht
durch eigene Beitrige erginst hat. Felix Haurowitz (Prag) in Kolloid-Zeitschr.

Fortschritte der Biochemie II. (1924—1931)

Von Dr.med. Dr.rer. nat. Felix Haurowitz, Professor fiir physiologische Chemie
an der Deutschen Universitit in Prag. (Band XXVI der Wissenschaftlichen
Forschungsberichte.) X, 152 Seiten. (1932) Preis RM 11.—, geb. RM 12.—.

INHALT (Hauptkapitel): 1. Materie, Strahlung und chemische Krifte — 2. Elektrolyte und Mineral-
stoffe — 3. Phasengrenzen (Membranen) — 4. Katalyse und Enzyme. I. Oxydationen — 5. Katalyse
und Enzyme. II. Hydrolysen — 6. Konstitution der Kohlehydrate — 7. Glykogen und Oxydation
der Kohlehydrate — 8. Chemie der Muskelkontraktion — 9. Das EiweiBmolekiil — 10. EiweiB-
abbau — 11. Nukleinsiuren und ihre Derivate — 12. Blutfarbstoff und verwandte Farbstoffe —
13. Immunititsreaktionen — 14. Fette, Phosphatide, Zerebroside — 15. Sterine, Gallensduren und
Vitamin D — 16. Isoprenderivate, Carotinoicfe und Vitamin A — 17. Hormone und Vitamine un-
bekannter Zusammensetzung — 18. Biochemische Methodik — Autoren- und Sachregister.

Dieses kleine Buch ist hoch erfreulich. Es ist wirklich erstaunlich, mit wie wenigen Worten ein klarer
Kopf das Wichtigste iiber die aktuellen Probleme sagen kann. Die Hauptgesichtspunkte stehen deutlich da,
und die Literatursitate helfen weiter. So ist es ein iiberaus wertvolles Hilfsmittel ebensowohl fiir den Arzt
oder Chemiker, der sich schnell informieren will, wie fiir den Lehrer (oder Schreiber), der nochmal eine
(ihm an sich bekannte) Tatsachengruppe oder die dazugehérige Hauptliteratur iiberschauen will.

Dtsch. med. Wschr. 1932.

Der 1925 erschienene Band I iiber die
Fortschritte der Biochemie der Jahre 1914 bis 1924
ist noch lieferbar. Preis RM 6.—, geb. RM 7.20.

Die Konstitution der Kohlenhydrate

Von W. N. Haworth, Professor der Chemie und Direktor des chemischen
Instituts der Universitat Birmingham. Autorisierte Ubersetzung von Dr. phil. W. Ed.
Hagenbuch, ehemaliger Assistent an der Universitit Basel. (Band XXIX der
,» Wissenschaftlichen Forschungsberichte) VIII, 104 Seiten mit 8 Abbildungen
und 2 Tafeln. (1932.) Preis RM 8.—, gebunden RM 9.-—.

INHALT: I. Einleitende Ubersicht iiber die Reaktionen und die dltere Formulierung der
Zucker — II. Einige Eigenschaften der Laktone und ihre Beziehungen zur Ringstruktur —
III. Inkonsequenzen in der #lteren Formulierung der Zucker und ihrer Methylderivate —
IV. Methylierte Laktone und ihre Beziehungen zur Struktur der Zucker — V. Normale
Fruktose. Die Verallgemeinerung, daB alle normalen Zucker mit Pyran verwandt sind —
VI. Labile oder )Y -Zucker und ihre Beziehungen zu Furan — VII. Acetonverbindungen und
Zuckerkarbonate — VIII. Die reduzierenden Disaccharide—Laktose, Maltose, Cellobiose,
Gentiobiose und Melibiose — IX. Saccharose (Rohzucker) und die Trisaccharide, Raffinose
und Gentionose — X. Die Polysaccharide — Namen- und Sachregister.
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Elektrizitit und Eiweile insbesondere des Zellplasmas

Von Dr. Hans Pfeiffer, Bremen. (Band XXI der Wissenschafl. Forschungsber.)
XII, 149 Seiten. Mit 7 Abbildungen. (1929.) Preis RM 9.—, geb. RM 10.20.

INHALT: Vorbemerkungen: 1. Grenzen und Mdglichkeiten einer Elektrophysiologie der Bio-
kolloide und speziell der Zelleiweifie. 2. Allgemeine Charakteristik der EiweiBe als” Kolloide —
I. Die Vorgiinge bei der elektrischen Beladung disperser Teilchen — II. Grundziige des elektrischen
Verhaltens disperser EiweiBiteilchen — III. Grundlinien der Auswirkung elektrophysiologischer Er-
scheinungen am plasmatischen EiweiB — Autoren- und Sachregister.

Das Werk steht auf eincr hohen wissenschaftlichen Stufe.... Bei der zunehmenden Bedeutung, die die
Elektrizitt fiir die Betrachtung aller Naturvorginge gewinnt, sei dieses Werk allen, die sich fiir diese
modernste Richtung der Biologie interessieren, aufs angelegentlichste empfohlen.

Schweiz. medizin. Wehschr.

Das ungemein inter und I te Buch, das ein gewaltiges Literaturmaterial iiber den Gegenstand
bringt, fiihrt den Leser in physikalisch-chemische Eigenschaften des Eiweifes und in die sich daraus
ergebenden biologischen Probleme ein. Es diirfte kein Werk vorliegen, das in so knapper Form so die
schwierige Materie behandelt und zugleich an der Hand der Literatursitate ermdglicht, tiefer in den Stoff
einzudringen. Wien. medizin. Wehschr.

Die Globuline

Von Dr. Mona Spiegel-Adolf, Assistentin am Institut fiir Medizin. Kolloid-
chemie der Universitit Wien. (Band IV vom: Handbuch der Kolloidwissenschaft
in Einzeldarstellungen, herausgegeben von Prof. Dr. Wo. Ostwald, Leipzig.)
XVI, 452 Seiten mit 68 Abbildungen u. 300 Tabellen. (1930). Preis broschiert
RM 29.50, gebunden RM 31.50.

INHALT: (Hauptkapitel): 1. Chemie der Globuline. — 2. Globuline und Laugen. — 3. Globuline
und Sduren. — 4. Globuline und Neutralsalze. — 5. Globuline und Schwermetallsalze, Kolloide und
Biokolloide. — 6. Die Globuline in Biologie und Medizin.

Das Buch ist ganz vortrefflich und stellt einen wertvollen Behelf fiir Physiologen, Chemiker und Immuni-
titsforscher wie fir den experimentellen medizinischen Forscher iiberhaupt dar. Wien. med. Wchschr.

Diese Monographie verdient unter den Medizinern einen méglichst grofen Leserkreis zu finden. Fiir alle
medizinischen Laboratorien und Kliniken, in denen an den genannten Fragen gearbeitet wird, diirfte das
Buch als Fiihrer geradezu unentbehrlich sein. Miinch. med. Wehschr.

Demndichst erscheint:

Lipoide und lonen

Eine allgemein biologische und irztliche Studie iiber die physiologische
Bedeutung der Zell-Lipoide.

Von Prof. Dr. Rud. Degkwitz, Direktor der Universitatskinderklinik in
Hamburg. Mit einer Widmung fiir Geh. Rat Prof. Dr. v.Pfaundler, Minchen.
(Wissenschaftliche Forschungsberichte Band XXXI.) XVI, 323 Seiten mit 54 Abb.
und 110 Tabellen. (1933.) Preis etwa RM 20.—, geb. etwa RM 21.50.

Inhalt (stark gekiirzt): 1. Einleitung und Problemstellung — 2. Lipoide und Lipoid-
antagonismen — 3. Grenzflichenkrifte und Grenzflichenenergien (Adsorption — Stabilitit
hydrophober Kolloide — Hydrophile Kolloide — Eigenschaften von Grenzflichenschichten) —
4. Physikalische Eigenschaften polyphasiger Systeme (Lipoidzusitze und Quellungskapazitit,
Art der Wasserbindung und Elastizitit von Gelatine-Gelen -—— Emulsionen und Emulsatoren)
— 5. Wirkungen von Zell-Lipoiden auf Einzelzellen, Zellstaaten und Einzelorgane — Chol-
esterin und Lezithin im Wasser-Sdure-Basen-Haushalt — Autoren- und Sachregister.

Bei der zunehmenden Bedeutung der Lipoide und Ionenantagonismen fiir die gesamte
Biologie und Klinik — es sei nur an die Bedeutung der Lipoide fiir die Leberfunktionen,
der Lipoid-Ionenwirkung auf die Nieren- und Darmausscheidungen, des bestrahlten Er-
gosterins usw. erinnert — wird das Erscheinen dieses Buches gerade '‘bei Arzten und
Biologen grioStem Interesse begegnen. Durch Einstreuung zahlreicher biologischer Beispiele,
Beigabe zahlreicher Abbildungen und Tabellen wurde der Inhalt besonders interessant
gestaltet. Das Buch trigt aber auch den Interessen des Biologen und naturwissenschaftlich
Eingestellten Rechnung, ja man kann es gewissermaflen als ein neues Emulsions-
buch ansehen, das auch fiir viele Industriezweige von groSer Bedeutung ist.
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Herausgegeben von R. E. Liesegang.

: Analytische Chemie von Prof. Dr. Th. Déring. VIII, 97 8. (1921))

M. 2.40; geb. M. 3.60
Allgemeine Geologie und Stratigraphie von Dr. A. Born. X, 1458. (1921.)
M. 3.60; geb. M. 4.70
Organische Chemie von Prof. Dr. R. Pummerer. 2., vermehrte und verbesserte
Auflage. XII, 210 S. (1923.) M. 4.—; geb. M. 5.20

: Die drahtlose Telegraphie und Telephonie von Dr. P. Lertes. 2. Auflage.

XII, 200 3., mit 48 Abb. (1922.) M. 3.—; geb. M. 4.—

: Die neuere Entwicklung der Quantentheorie von Prof. Dr. A. Landé. 2.

vbllig umgearbeitete Auflage. XII, 180S., mit 13 Abb. (1926.) M. 10.—; geb. M. 11.20

Kolloidchemie von Dr. Raph. Ed. Liesegang. 2. véllig umgearbeitete Auflage.
XII, 176 S. (1926.) M. 7.20; geb. M. 8.50
Materie, Elektrizitit, Energie. Grundlagen und Ergebnisse der experimen-
tellen Atomforschung von Prof. Dr. W. Gerlach. 2. erweiterte Auflage. XII,

296 S., mit 119 Abb. (1926.) M. 13.50; geb. M. 14.80
Physikalische Chemie. I. Teil. Chemisch reine Stoffe. Losungen, von Prof.
Dr. A. Benrath. VIII, 107 S. (1923.) M. 3.—; geb. M. 4.20

Kolloide in der Technik von Dr. Raph. Ed. Liesegang. VIII, 160 S. (1923.)
M. 3.60; geb. M. 4.70

: Agrikulturchemie von Prof. Dr. F. Honcamp und Dr. O. Nolte. VIII,

160 S. (1924.) M. 3.60; geb. M. 4.70
Wettervorhersage von Prof. Dr. Wa. Georgii. VIII, 1148S,, mit 58 Abb. (1924.)

M. 4.—; geb. M. 5.20
Biochemie der Menschen und der Tiere (1914—1924) von Dr. F. Haurowitz.

XII, 148 S., mit 9 Abb. (1925.) M. 6.—; geb. M. 7.20
Physikalisch - chemische Mineralogie und Petrologie von Prof. Dr. W.
Eitel. VIII, 176 S., mit 54 Abb. M. 7.20; geb. M. 8.40

Physikalische Chemie. II. Teil. Thermische und photochemische Gleich-
gewichts- und Geschwindigkeitslehre von Prof. Dr. A. Benrath. X, 192 8. (1925.)

M. 7.—; geb. M. 8.20
Methoden der angewandten Geophysik von Dr. R. Ambronn. XII, 258 S.,
mit 84 Abb. (1926.) M. 13.50; geb. M. 14.80
Anorganische Chemie von Prof. Dr. R. Schwarz. VIII, 139 S. (1927.)

M. 6.—; geb. M. 7.20
Krankheitslehre der Gegenwart von Prof. Dr. G. Herxheimer. XVI, 256 S.

(1927.) M. 10.80; geb. M. 12.—
Erblichkeitsforschung an Pflanzen von Prof. Dr, F. Oehlkers. VIII, 203 S.,
mit 10 Abb. (1927.) M. 11.70; geb. M. 13.—

Hormone und innere Sekretion von Prof. Dr. F. Laquer, VIII, 136 S. (1928.)
M. 7.65; geb. M. 9.—
Biologische Kolloidchemie von Dr. R. E. Liesegang. XII, 127 S. (1928.)
M. 7.20; geb. M. 8.50
Elektrizitdt und Eiweifle insbesondere des Zellplasmas von Dr. H. Pfeiffer.
XII, 149 8., 7 Abb. (1929.) M. 9.—; geb. M. 10.20
Entwicklungsphysiologie der Tiere von Dr. P. Weiss. VIII, 138 S. (1930.)
M. 9.80; geb. M. 11.—
Heterogene Katalyse von Dr. E. Sauter. VIII, 80S., mit 15 Abb. (1930.)
M. 5.40; geb. M. 6.50
Elektrophorese, Elektroosmose, Elektrodialyse von Dr. P. Prausnitz
und Dr. Dr. Jos. Reitstétter. XII, 307S., 54 Abb. (1931.) M. 16.65; geb. M. 18.—

Pharmakologie in ihren modernen Problemstellungen von Prof. Dr. H.

Handovsky. XII, 224 S. (1931.) M. 15.75; geb. M. 17.—
Fortschritte der Biochemie II (1924 bis 1931) von Prof. Dr. F. Haurowitz.
X, 152 8. (1932) M. 11,—; geb. M. 12.—

Die lichtelektrische Zelle und ihre Herstellung von Dr. R. Fleischer und
Dr. H. Teichmann, XII, 175 S., 201 Abb. u. 29 Fab. (1932.) M. 12.—; geb. M. 13.20

Allgemeine Chemie der Enzyme von Haldane-Stern. Mit einer Einfihrung
von Prof. Dr. L. Michaelis. XII, 367 S., mit 38 Abb. und 35 Tabellen. (1932.)
M. 22.—; geb. M, 23.50
Die Konstitution der Kohlenhydrate von W. N. Haworth. Ins Deutsche
Ubersetzt von Dr. W. E. Hagenbuch. VIII, 104 S., mit 8 Abb. u. 2 Tafeln. (1932.)
M. 8,—; geb. M. 9.—
Fortschritte der Serologie von Prof. Dr. H. Schmidt. VIII, 191 8., mit
20 Abb. (1933.)
Lipoide und Ionen. Eine allgemein biologische und #rztliche Studie tiber die
physiologische Bedeutung der Zell-Lipoide von Prof. Dr. R. Degkwitz. Mit
einer Widmung fiir Geh. Rat Prof. Dr. v. Pfaundler, Miinchen. 323 S., mit
54 Abb. und 110 Tabellen. (1933.) Ca. M. 20.—; geb. ca. M. 21.50
Oberflichenspannung in der Biologie und Medizin von Dr. med. et rer.
nat. F. Heré¢ik. Ca. 200 S., mit 56 Abb. und 35 Tabellen. (Erscheint 1933.)
Ca. M. 12,—; geb. ca. M. 13.20

Weitere Bindchen sind in Vorbereitung.





