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I

Untersuchungen iiber die Werthestimmung
des Dysenterieserums mit Hilfe eines hochwertigen
Shiga-Kruse-Toxins.

Von

_ Prof. Dr. R. Prigge,
Mitglied des Instituts fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M.,

und

Dr. 0. Hartoch,

Mitglied des Instituts fiir experimentelle Medizin in Leningrad.
(Mit 2 Abbildungen im Text.)

L

Die Wertbestimmung der antitoxischen Sera beruht im wesentlichen
auf einem sehr einfachen Prinzip. Man ermittelt diejenige Dosis Toxin, die
durch eine bestimmte Antitoxinmenge, z. B. durch eine Antitoxineinheit,
eben neutralisiert wird. Die Einverleibung von Mischungen, die diese
Priifungsdosis des Testgiftes und eine Einheit Antitoxin enthalten, darf
bei den Versuchstieren niemals zum Tod fithren. Zur Ermittlung des Anti-
toxingehaltes eines Serums stellt man nun Gemische her, die die Priifungs-
dosis des Testgiftes und wechselnde Mengen des zu untersuchenden
Serums enthalten. Diejenige Serummenge, die die Priifungsdosis des Test-
giftes eben neutralisiert, enthilt gerade eine Antitoxineinheit.

Mischungen, die die Priifungsdosis des Testgiftes und eine Einheit Anti-
toxin enthalten, sind definitionsgemB so beschaffen, daB alle Versuchs-
tiere, denen sie eingespritzt werden, am Leben bleiben. Wird die der
Priifungsdosis des Giftes beigemischte Antitoxinmenge um einen bestimmten
Betrag herabgesetzt, z. B. um 10 Proz., so erweisen sich die Mischungen als
derart giftig, daB sdmtliche Tiere nach ihrer Einverleibung sterben.
Toxin-Antitoxin-Gemische, deren Antitoxingehalt zwischen den beiden
Grenzwerten (1,0 und 0,9 AE) liegt, sind ebenfalls giftig, und zwar in ver-
schiedenem Grade; die Anzahl der bei allmahlicher Verminderung der Anti-
toxinmenge von 1,0 auf 0,9 AE sterbenden Tiere nimmt nimlich nach und
‘nach zu und durchschreitet alle Zwischenwerte zwischen 0 und 100 Proz.
Die Mengen nichtgebundenen Giftes, die in den Gemischen enthalten sind
bzw. aus ihnen nach der Injektion frei werden, steigen also von der dosis
certe tolerata bis zur dosis certe letalis. Die bei geringer Verminderung
der Antitoxindosis wirksamen Toxinmengen sind so klein, daB nur die em-
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pfindlichsten Tiere sterben; bei weiterer Herabsetzung des Antitoxingehaltes
der Gemische kommen immer grofere Toxinmengen zur Wirkung, so dafl auch
resistentere Tiere sterben. Gemische der Priifungsdosis des Testgiftes mit
0,9 AE lassen schlieBlich eine dosis certe letalis frei und toten samtliche T_ier.e.

Wenn die Bindungsverhéltnisse zwischen Toxin und Antitoxil} 80 wie in
dem geschilderten Beispiel liegen, hat man zur Durchfiihrung einer Wert-
bestimmung die Priifungsdosis des Testgiftes mit weehselndgn Mgngen
des zu priifenden Serums zu mischen, die eiile geimetrische Reihe mit dem

JE= 8l

Quotienten% bilden, z. B. mit & 90 100° 11’ 123 ° ° ° cem.  An-

genommen, das Serum enthalte im Kubikzentimeter 105 Antitoxineinheiten,

1
so werden sich alle Gemische, die —= cem oder mehr Serum enthalten, als

105
. a9l 1
ungiftig erweisen; andererseits miissen alle Gemische, die 10 105 = 117 °m

oder weniger Serum enthalten, die Versuchstiere toten, .denen s@e injiziert
werden. Dagegen konnen Tiere, welchen Gemische mit einem zwischen den
beiden Grenzdosen liegenden Serumgehalt einverleibt werden, entweder
sterben oder am Leben bleiben. Fiihrt man den oben erwahnten
Reihenversuch aus, so sind also zwei Ergebnisse moglich:

1)
. Injektion .
Tier Nr. L Ergebnis
Gift | Serum
al Priifungsdosis| 1/81 cem lebt
2 ,,g 1/90 , lebt
3 » 1/100 ,, lebt
—> 4 = TS, i
b » 1123 ,, T
(2)
Tier Nr. Injelktlon Ergebnis
Gift Serum
i Priifungsdosis| 1/81 cem lebt
2 ng 1/90 , lebt
3 Al 1/100 ,, lebt
—> 4 v LI, lebt
5 5 1/128 ,, +

Im 1. Fall ist der als Aequivalent der Antitoxineinheit ermittelte: Wert —
1/100 eem — groBer als 1/105 com, d. h. gro Ber als der wahre Wert; im 2. Fall
ist der gefundene Wert — 1/111 cem — kleiner als der wahre. Tm 1. Fall
hat das Resultat einen Fehler von -+ 5,0 Proz., im 2. Fall einen Fehler von
—b,4 Proz. Der Serumgehalt von Gemischen, die — wenn auch nur bei
einzelnen Tieren — bereits todlich wirken, muB stets < 1,0 AE (im vor-
liegenden Fall also < 1/105 cem) sein; andererseits muf der Serumgehalt von
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Mischungen, die von einzelnen Tieren noch vertragen werden, stets > 0,9 AR
(1/117 cem) sein. Fiithrt man also den Reihenversuch mit anderen als den
oben als Beispiel angefiihrten Serummengen aus, so wird der als Aequivalent
der Antitoxineinheit angenommene Wert stets kleiner als 1,11 AR (1/95 cem)
und stets groBer als 0,9 AE (1/117 cem) sein; selbstverstéindlich miissen die

9
hier in Betracht kommenden Reihen stets den Quotienten 10 haben. Die

Grenzen des mit der Versuchsanordnung verkniipften Fehlers sind also mit
+11 Proz. bzw. —10 Proz. des wahren Wertes anzugeben. Eine Methode der
Antitoxinbestimmung, deren Fehlergrenzen so nahe beieinander liegen,
besitzt den fiir praktische Zwecke erforderlichen Genauigkeitsgrad.

10E;

Ganz anders liegen die Verhiltnisse, wenn die Gift-Serum-Gemische durch
eine Verminderung der Antitoxinmenge um Betriige von etwa 10 Proz. nicht
so giftig werden, daB sémtliche Versuchstiere sterben. Wenn z. B. erst nach
Verminderung des Antitoxins um 75 Proz. eine fiir alle Tiere todliche
Toxinmenge zur Wirkung gelangt, nimmt die Genauigkeit der Antitoxin-
bestimmung ganz erheblich ab. Die mit der Priifungsdosis des Testgiftes zu
mischenden Serummengen bilden in dem jetzt als Beispiel gewihlten Fall

eine geometrische Reihe mit dem Quotienten T Die als Aequivalent der

Antitoxineinheit erscheinenden Werte liegen alsdann zwischen 4,0 und 0,25 AE,
und die Grenzen des der Versuchsanordnung anhaftenden Fehlers sind mit
+ 300 Proz. und — 75 Proz. anzugeben! Wollte man geometrische Reihen

: il 1. 1
mit groferen Quotienten, etwa mit dem Quotienten §oderﬁ oder % iy
wéhlen, so wiirde die positive Fehlergrenze mehr und mehr an 0 herangeriickt,
wihrend die negative Fehlergrenze unverriickt bliebe. Z. B. wiirde bei Ver-

1
wendung einer Reihe mit dem Quotienten 3 der hochste Wert, den das Re-

sultat annehmen konnte, < 2,0 AE sein. Weil namlich der Serumgehalt von
Gemischen, die noch Giftigkeit zeigen, d. h. iiberhaupt noch den Tod eines
Versuchstieres bewirken kionnen, stets < 1,0 AE ist, muB der Antitoxin-
gehalt des in der Reihe vorangehenden, als ungiftig befundenen Gemisches
stets < 2,0 AE sein. Der positive Grenzwert, dem sich der Fehler nihern
kann, sinkt somit auf 4100 Proz. Da andererseits erst eine Verringerung
der zur Neutralisierung der Priifungsdosis erforderlichen Antitoxinmenge
um mindestens 75 Proz. eine fiir simtliche Versuchstiere todliche Toxin-
menge freilafit, so bleibt der negative Grenzwert, dem sich der Fehler
nihern kann, auch dann, wenn die Versuchsanordnung sich einer Reihe mit

1
dem Quotienten 5 bedient, —75 Proz. —

1%
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Wenn der Quotient der zur Antitoxinbestimmung gewihlten Reihe

groBer als etwa Z ist, ist die Wahrscheinlichkeit eines positiven Fehlers

bei der Geringfiigigkeit des Abstandes der Reihenglieder nur klein, z. B.

450 L,
kommt bei einer Reihe mit dem Quotienten 5 ein positiver Fehler nur

dann zustande, wenn ein Versuchstier stirbt, welchem ein Gemisch mit
einem Antitoxingehalt von > 0,8 AE injiziert worden ist, d. h. eines der Ge-
mische, die noch von der iiberwiegenden Mehrzahl der Tiere vertragen werden.
Im allgemeinen wird man es also mit einem negativen I*"ehle_r zu tun
haben. Nun wird die Wahrscheinlichkeit, daf ein Versuchstier stirbt, dem
ein Gemisch mit verhdltnisméBig hohem, der vollen Antitoxineinheit an-
gendherten Antitoxingehalt injiziert worden ist, um so_grtiﬁer, je gr’dlf’mer der
Quotient, d. h. je zahlreicher die Glieder der Versuchsreihe — und s01¥11t auch
die zwischen die beiden Grenzwerte 1,0 und 0,25 AE fallenden Glieder 7
werden; damit nimmt auch die Wahrscheinlichkeit zu, daf der als Z.Xequl-
valent der Antitoxineinheit erscheinende Wert nur um einen geringen
Betrag unterhalb des wahren Wertes liegt. . .

Wenn somit im besprochenen Beispiel die Verwendung von Reihen mit

1 i A
Quotienten, die grofer als 1 sind, theoretisch eine erhohte Genauigkeit der

Resultate verspricht, so kann ein solches Verfahren bei der Wertbgmes§ur}g
antitoxischer Sera doch keine tatséichliche Anwendung finden, weil die in
Betracht kommenden Reihen eine ganz unverhiltnismaBig groBe Anzahl
von Gliedern haben miiiten. AuBerdem wiirden die Ergebnisse der Reihen-
versuche eine — wenn auch nur scheinbar — vollig regellose Form annehmen.

il 40 .
Schon wenn anstelle einer Reihe mit dem Quotienten 1 eine solche mit dem

Quotienten—; beniitzt wird, kann sich bei der Auswertung eines 160 AE im

cecm enthaltenden Serums folgendes Resultat ergeben:

Injektion 4
Tier Nr. J Ergebnis
Gift | Serum

Priifungsdosis| 1/60 ccm lebt
g 1/100 ,, lebt
» 1/200 , T
% ‘ 1/400 . lebt

ki

1/800 . +
1/1600 ., F

LE)
kE

In 1/200 bzw. 1/400 cem des Serums sind némlich 0,8 bzw. 0,4 AE'ent-
halten, also Mengen, die zwischen den Grenzdosen (1,0 und .0,25 AE) he.zgen
und mit der Priifungsdosis des Testgiftes Gemische bilden, die nur fiir einen
gewissen Prozentsatz der Versuchstiere todlich wirken.
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Wenn also der Unterschied zwischen der Antitoxinmenge, die die Priifungs-
dosis des Testgiftes eben neutralisiert, i. e. fiir alle Versuchstiere ungiftig
macht, und der Antitoxinmenge, die eine fiir simtliche Tiere todliche Gift-
menge zur Wirkung gelangen 14Bt, sehr groB ist, so muB zur Antitoxin-
messung ein Verfahren herangezogen werden, das von dem im I. Abschnitt
gekennzeichneten Prinzip abweicht und den besonderen Verhiltnissen Rech-
nung tragt.

II1.

Die geplante Einfiilhrung der Internationalen Einheit des Dys-
enterieantitoxins in Deutschland gab den AnlaB, die Bindungsverhiltnisse
zwischen Dysenterietoxin und -Antitoxin von neuem zu studieren. Die Priifung
der antitoxischen Shiga-Kruse-Sera wird auf Grund der Untersuchungen von
Korie, HeLLer u. DE MestrAL (1, 2) und SacHs u. GEORGI (3) heute all-
gemein mit Hilfe der Mischungsmethode an weiien Mausen durch-
gefithrt. Dies ist vor allem durch den von KorL, ScHLOSSBERGER und
PriGee (4) erbrachten Nachweis moglich geworden, daB das Toxin des
Shiga-Kruse-Bazillus einheitlich ist, und daB die nach verschiedenen
Verfahren hergestellten Giftpriiparate prinzipiell gleichwertig sind und sich
bei der Werthemessung der antitoxischen Ruhrsera wechselweise vertreten
konnen. Besonders gut eignen sich hierfiir vorsichtig abgetotete und ge-
trocknete Bazillenleiber [SupMERSEN u. EAGLETON (), SUDMERSEN, RUNGE
u. O’Brien (6)], weil sie im Verhiltnis zur Trockensubstanz sehr hohe Toxin-
mengen enthalten. Ein aus getrockneten Bazillenleibern bestehendes, sehr
hochwertiges Ruhrgift wurde auch zu den im folgenden beschriebenen
Untersuchungen beniitzt. :

Zu seiner Gewinnung wurden 48 Stunden alte Agarkulturen des Shiga-
Kruse-Stammes ,,Behringwerke® mit destilliertem Wasser abgeschwemmt und
15 Minuten lang auf 58° C erwirmt. Die Aufschwemmungen wurden mit
2000 Umdrehungen in der Minute zentrifugiert; der nach AbgieBen der iiber-
stehenden Fliissigkeit zuriickbleibende Bodensatz wurde im Exsikkator vor-
getrocknet. Dann wurde das Trockengut sorgfiltig pulverisiert, mit Phos-

phorséureanhydrid im Vakuum getrocknet und in evakuierten Glasréhrchen
eingeschmolzen.

Von 100 Korre-Schalen wurden nach diesem Verfahren ungefihr 7 g eines
hochwirksamen Giftes gewonnen, das unter Verwendung einer sehr groBen
Anzahl von Versuchstieren genau ausgewertet wurde. Zu den TUnter-
suchungen wurden weiBe Mause verwandt, die mindestens 15 g und hichstens
16 g wogen. Es ergab sich, daB 0,01 mg des Trockengiftes die dosis certe
letalist), d. h. die kleinste Menge darstellt, welche bei 100 Proz. der Ver-
suchstiere innerhalb von 5 bis spiitestens 7 Tagen den Tod bewirkt;
meistens sterben die Miuse am zweiten oder dritten Tag nach der Injektion

1) Bei den bisher beschriebenen Giften lag die dosis certe letalis stets
wesentlich hoher (nicht unter 0,02 mg).
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des Giftes. Die dosis certe tolerata des studierten Trockengiftes ist
0,0005 mg. ‘ ;

Nachdem durch vergleichende Untersuchungen (7) bereits vor langeljer
Zeit festgestellt worden war, daB 1 deutsche Antitoxineinheit 36 internatio-
nalen Antitoxineinheiten entspricht, war zunfichst zu ermitteln, welche Menge
von dem als Testgift zu beniitzenden Trockentoxin durch 1 internationale
Antitoxineinheit neutraligiert wird.

Tabelle I.

Intravends injiziertes Gemisch
(Vol. 0,5 cem) 7ahl Dacon

i der Tiere gestorben
Deutsches Dysenterie- .
Standardserum*) Trockengift

1/36 cem = 1 AE
dgl.

oo
O

(@38

ooy oy =
St
€O O G U T LD WO O

ot O

= DO DO CO OO H~

0,135
o
0,1
0,06 ,,

(=28
Do W
WO J OOV

OO O U W U0 W I W W W

Aus Tabelle T geht hervor, daB eine Mischung, welche die einer inter-
nationalen Antitoxineinheit entsprechende Menge deutschen Standard-
serums und 0,125 mg Trockengift enthilt, bei intravendser Injekicion von
15—16 g schweren weifen Miusen regelmafBlig Vertraggn wird. Dl‘e
Menge von 0,125 mg, also das 12,bfache der Dosis certe{ letalis, stellt sor.mt
die ,,Priifungsdosis“ des derzeit im Gebrauch befindlichen Dysent.erle—
Testgiftes dar. Wie Tabelle I zeigt, 1aBt sich die ,,Priif.ungsdos%s“ l?e1 Ver-
wendung zahlreicher Tiere sehr genau festlegen: Gemische, die eine um
knapp 10 Proz. hghere Giftmenge — 0,130 mg — enthaltgn, enffa}ten
bereits bei einem nicht ganz kleinen Anteil der Versuchstiere todliche
Wirkungen.

1V.

Wie im I. und IL Abschnitt auseinandergesetzt wurde, ist die genaue
Kenntnis des Verlaufes der Toxin-Antitoxin-Absittigung eine wesentliche
Voraussetzung fiir die moglichst exakte Wertbemessung der a:ntitoxischen
Sera. Um die Bindungsverhiltnisse zwischen dem studierten Gift und Dys-
enterieantitoxin aufzukliren, wurde die Giftigkeit von Gemischen gepriift, die

1) Die in einem Vakuumrohrchen enthaltene Menge Stapdardserum wurde
durch Zusatz von 14,5 cem physiol. Kochsalzlésung aufgeldst.
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die Priifungsdosis des Trockengiftes und wechselnde Mengen von deutschem
Dysenterie-Standardserum enthielten. Diese Methode, die urspriinglich von
Enrricw (8) zu Ermittlung der ,,Giftspektren® des Diphtherietoxins an-
gewandt worden ist, ist zuerst von TrEvaN (9) zu Untersuchungen iiber die
Neutralisation von Dysenterietoxin durch -Antitoxin herangezogen worden.

Tabelle II.

Intravends injiziertes Gemisch
(Vol. 0,5 cem) Zahl Davon

Trockeneift Deutsches Dysenterie- der Tiere gestorben
& Standardserum?)

Prozent

0,125 mg 1/36 cem = 1,0 AE
dgl. +1/36 ccm = 0,9 AR
x -1/36 =0
+1/36 is)
31/36 w
-1/36 6
-1/36 6
-1/36
-1/36

=)

(@28

SowHD

clmm”g-qq 0w

55
5

[S28

OO0 OO
OOTWHNO HOO
SO wHOIOloto O

[ |

SO OO0 = DO

|

Wie Tabelle I zeigt, ergab sich, daB mit fortschreitender Verringerung
des Antitoxingehaltes der Gemische die Giftigkeit nur sehr langsam steigt.
Durch Verminderung der zur Neutralisierung der Testgiftdosis
erforderlichen Antitoxinmenge auf die Hilfte gelangt eine
Giftmenge zur Wirkung, die nur bei etwa zwei Drittel der Ver-
suchstiere todlich wirkt. Diese Giftmenge ist also kleiner als
die dosis certe letalis.

Vi

Bei der Priifung der antitoxischen Ruhrsera wird in Deutschland als
Standard ein Dysenterieserum verwandt, das in genau abgemessenen
Mengen getrocknet und in Vakuumrthrehen eingeschmolzen ist.
Wird der Inhalt eines Vakuumrihrchens durch Zusatz von 14,5 cem physio-
logischer Kochsalzlosung aufgelost, so gewinnt man 14,54 cem einer Serum-
verdiinnung, die in 1 cem 1 deutsche bzw. 36 internationale Antitoxin-
einheiten enthilt. Bei der Einfiihrung der internationalen Antitoxineinheit
soll das deutsche Standardserum mit dem von Statens Seruminstitut in
Kopenhagen abgegebenen internationalen Standardserum in Uebereinstim-
mung gebracht werden. Da das internationale Standardserum in 1 cem
200 internationale AE enthalt, muB also die in einem Vakuumréhrechen ent-
haltene Menge des deutschen Standardserums so gelost werden, daB eine
Serumverdiinnung resultiert, welche ebenfalls 200 internationale Antitoxin-
einheiten in 1 cem enthilt. Da nach der bis jetzt giiltigen Losungsvorschrift

1) Die in einem Vakuumrshrchen enthaltene Menge Standardserum wurde
durch Zusatz von 14,5 ccm physiol. Kochsalzlgsung aufgeldst.
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14,54 cem einer Serumverdiinnung gewonnen werden, welche in 1 cem 36 inter-
nationale Antitoxineinheiten enthilt, ergibt sich die Gleichung
14,54 - 36 =x - 200

14,54 - 36
: 200
Wenn also der Inhalt eines Vakuumrghrehens ad volumen 2,62 cem gelost
wird, gewinnt man eine Serumverdiinnung, die in 1 cem 200 internationale
. Antitoxineinheiten enthalt. Die Menge physiologischer Kochsalzlosung, die
zur Herstellung dieser Losung erforderlich ist, betriigt 2,58 cem. D. h.: wenn
man die in einem Vakuumrghrchen enthaltene Menge deutschen Standard-
serums durch Zusatz von 2,58 cecm auflist, so gewinnt man 2,62 cem
einer Losung, welche in 1 cem 200 internationale Antitoxineinheiten enthilt.

In 1/200 cem einer nach dieser Vorschrift hergestellten Lisung des
deutschen Standardserums ist somit das Aequivalent von 1/36 cem einer
nach der fritheren Vorschrift hergestellten Losung bzw. gerade 1 inter-
nationale AE enthalten. Zur Erginzung der in Abschnitt IV mitgeteilten
Untersuchungen wurde in groBen Reihen unter Verwendung zahlreicher Tiere
abermals die Giftigkeit von Gemischen studiert, die die Priifungsdosis des
Testgiftes und wechselnde Mengen von Dysenterie-Standardserum enthielten;
das Ergebnis dieser Untersuchungen ist in Tabelle III zusammengefaBt.

Tabelle ITI1).

X = = 2,62 ccm.

Intravends injiziertes Gemisch
(Vol. 0,5 cem) Zahl Pavor

Deutsches Dysenterie- der Tiere gestorben
Standardserum 2)

0,125 mg 1/200 ccm 23
dgl. 0,75-1/200 24
e 0,7 -1/200 12
0,65-1/200 12
0,6 -1/200 12
0,55-1/200 11
0,6 -1/200 : 4
0,45-1/200
0,4 -1/200
0,35-1/200
0,3 -1/200 12
0,25-1/200 12

~ Vergleicht man die in Tabelle IT wiedergegebenen prozentualen Sterblich-
keitszahlen mit den entsprechenden (durch rechteckige Umrandung gekenn-
zeichneten) Werten in Tabelle III, go findet man eine gute Uebereinstimmung:
bei Verminderung der Antitoxinmenge auf 0,6 AF wurde eine Sterblichkeit
von 33 Proz. festgestellt (Tabelle IT), wihrend das Gemisch, das 0,6-1/200 ccm
des mnach der neuen Losungsvorschrift zubereiteten Standardserums ent-

Prozent

Trockengift

Do =
OO U H = O

1) In Tabelle IIT sind auch die mit deutschem Standardserum ge-
spritzten Tiere aus Tabelle V (8. 25) aufgenommen.

2) Die in einem Vakuumrohrchen enthaltene Menge Standardserum wurde
durch Zusatz von 2,68 cem physiol. Kochsalzlésung aufgeldst.
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hielt (Tabelle III), 41 Proz. der Versuchstiere totete; bei 0,56 AR bzw.
0,55-1/200 cecm starben 55 Proz. bzw. 45 Proz., und bei 0,5 AE bzw.
0,5-1/200 ccm starben 60 Proz. und 66 Proz. der Miuse. Die in 1/200 cem
des nach der neuen Vorschrift gelésten Dysenteriestandardserums enthaltene
Antitoxinmenge entspricht somit der Antitoxinmenge (1 internat. AE), die
in 1/36 ccm einer nach alter Vorschrift hergestellten Lésung enthalten ist.

Ueberblickt man die in den verschiedenen Versuchsreihen gewonnenen
Ergebnisse, so erhéilt man das in Tabelle TV wiedergegebene Bild von dem

Verlauf der Absittigung einer bestimmten Toxindosis durch wech-
selnde Mengen Antitoxin. ;

100

90

80 Neutralisation
von 0,125 mg Dysenterie-Testgift
70 durch Dysenterie- Antitoxin

60
50
40
30

Prozentsatz der gestorbenen Tiere

1
02 .. 03 0.4 0,5
IFigd 415

Tabelle IV.

Intravends injiziertes Gemisch
(Vol. 0,5 ccm) Zahl Davon

Dysenterie- Dysenterie- der Tiere gestorben
Testgift ,,1929+ Antitoxin

Prozent

O
o
>
=

12 100,0
12 100,0
90,0
72,7
83,3

0,125 mg
dgl.

(S48

v O

cooLooooo
9O DU T Do o

[$x8

(28

HoOooOo
[e=iNeNo ENIEN|

- Fig. 1 gibt die auf Grund der in Tabelle IV enthaltenen Einzeldaten kon-
struierte Neutralisationskurve wieder. Die in den Gemischen enthaltenen
Antitoxinmengen sind als Abszissen, die Prozentsiitze der durch die Gemische
jeweils getdteten Miuse als Ordinaten eingetragen. Die in Fig. 1 wieder-
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gegebene Kurve stimmt gut mit den von Trevan (9) unter etwas abwei-
chenden Bedingungen gefundenen Kurven iiberein. TrREVAN hat die Prozent-
sitze der Ueberlebenden als Ordinaten eingezeichnet; es sind also die
Spiegelbilder seiner Kurven mit der hier wiedergegebenen Kurve in Ver-
gleich zu setzen.

Zusammenfassend ist zu sagen, daB durch die Herabsetzung der zur
Neutralisierung der Testgiftdosis erforderlichen Antitoxinmenge um geringe
Betrige, z. B. um ein Zehntel, nur eine geringe Menge Gift wirksam wird,
die lediglich bei einem geringen Prozentsatz der Versuchstiere zum Tod fiihrt.
Erst durch Verminderung der Antitoxinmenge auf 3/, des vollen Betrages
gelangt eine dosis certe letalis') zur Wirkung. Die im I. Abschnitt als Be-
dingungen fiir die Wertbestimmung antitoxischer Sera genannten Voraus-
setzungen sind somit beim Dysenterieserum nicht erfiillt. Die Verhiltnisse
liegen vielmehr ganz dhnlich wie bei dem im II. Abschnitt besprochenen
Beispiel.

VI

Ueber die Ursachen, auf die der geschilderte Sachverhalt zuriickzufiihren
ist, sind vielfach nicht ganz zutreffende Auffassungen verbreitet. Wihrend
z. B. die Bindungsverhéltnisse zwischen Diphtherietoxin und -Antitoxin so
liegen, daB man durch Verminderung der zur Neutralisation der Testgiftdosis
erforderlichen Antitoxinmenge um einen sehr kleinen Bruchteil ein fiir alle
Versuchstiere todliches Gemisch erhélt [OrTo u. Hersca (11)], liegen die ent-
sprechenden Grenzwerte beim Dysenterieserum so weit auseinander, daB ein
bei allen Tieren den Tod bewirkendes Gemisch erst nach Herabsetzung des
Antitoxingehaltes um 70 Proz. resultiert.

Die relative Spanne zwischen den beiden Grenzwerten hiingt nach
TrEVAN (9) und BraxEe u. OxgLL (10) von drei Faktoren ab: 1) von der Menge
des in der Testgiftdosis enthaltenen Toxoids, 2) von der Zahl der in der Test-
giftdosis enthaltenen doses certe letales, 3) von den Unterschieden in der in-
dividuellen Giftempfindlichkeit der Versuchstiere.

SCHLOSSBERGER u. HARTOCH (16) haben festgestellt, ,,daB auch beim
Dysenterietoxin die antitoxinneutralisierenden Bigenschaften der Giftlossungen
mit deren Toxizitit keineswegs parallel verlaufen®. Bei Untersuchungen
mit vier verschiedenen Giften fanden sie, ,,daBl zur Neutralisation von je

1) TrEVAN (9) sowie BLAKE u. OKELL (10) haben vorgeschlagen, die Be-
zeichnungen ,,d. 1. 50%, ,,d. 1. 75, ,, d. 1. 100° usw. fiir solche Giftmengen ein-
zufithren, die 50 bzw. 75 bzw. 100 Proz. der Versuchstiere téten; die Ausdriicke
»d. 1. 100 und ,,dosis certe letalis® bezeichnen somit gleiche Werte. — Ist die
Menge freien Giftes, die nach Injektion eines Toxin-Antitoxin-Gemisches
(z. B. 0,125 mg Testgift 4- 0,1 AE) im Tierkérper zur Wirkung gelangt, gréBer
als eine Dosis certe letalis, so kommt dies bei der hier gewithlten Dar-
stellungsweise (Fig. 1) selbstverstdndlich nicht zum Ausdruck; der Verlauf
der Toxin-Antitoxin-Bindung wird durch Sterblichkeitskurven nur mittel-
bar und nur in einem beschrinkten Bereich erfaft (vgl. auch FuBnote S. 20).

Unfersuchungen tiber die Wertbestimmung des Dysenterieserums usw. 11

5 todlichen Dosen recht wechselnde, bis um das Dreifache differierende Anti-
toxinmengen erforderlich waren. ,,Diese Befunde sprechen zweifellos
dafiir, dal auch im Dysenterietoxin ungiftige, aber antitoxin-

- bindende Stoffe, also sogenannte Toxoidmodifikationen in

wechselnder Menge vorhanden sind.

Auf Grund der bekannten Vorstellungen vom Wesen der Toxoide ist zu
der Erklirung von TrREVAN (9) zu bemerken, daB zwar die Zahl der in der
Testgiftdosis enthaltenen doses certe letales durch die Menge des in der Test-
gittdosis enthaltenen Toxoids bedingt wird, daB aber die relative Spanne
der erwihnten Grenzwerte selbst nur von der Zahl der in der Testgiftcosis
enthaltenen doses certe letales abhéingig ist. Die relative Spanne, die z. B. bei
Verwendung einer bestimmten Dosis eines aus 50 Proz. Toxin und 50 Proz.
Toxoid zusammengesetzten Giftes A besteht, nimmt bei Verwendung der
dquivalenten (i. e. ebensoviel Bindungseinheiten enthaltenden) Menge eines
aus 100 Proz. Toxin bestehenden Giftes B genau so ab wie bei Verwendung
einer doppelten Dosis des Giftes A und der doppelten Antitoxinmenge. In
beiden Féllen erhtht sich iibrigens die geringe — der dosis certe tolerata ent-
sprechende — Menge freien Toxins, die auch in biologisch neutralen Ge-
mischen enthalten ist, aufs Doppelte, und zwar im ersten Fall, weil an Stelle
von freiem Toxoid freies Toxin erscheint, im zweiten Fall, weil bei Verdoppe-
lung der Reaktionskomponenten ziemlich genau die doppelte Menge Toxin
freibleibt. Zur Neutralisation des neu auftretenden Toxiniiberschusses ist im
zweiten Fall doppelt soviel Antitoxin erforderlich wie im ersten Fall; das

Verhaltni Antitoxin b Antitoxin
e A TR L Toxin + Toxoid

wird aber in beiden Fallen das

gleiche.

Die Unterschiede in der individuellen Empfindlichkeit der Ver-
suchstiere sind selbstverstéindlich die Voraussetzung fiir die oben erwihnte
Spanne der Grenzwerte; bei absolut gleichartiger Giftempfindlichkeit aller
Tiere miiliten die beiden Grenzwerte zusammenfallen. Es ist aber nicht
richtig, die GroBe des tatsiichlich bestehenden Abstandes ausschlieBlich mit
der Zahl der in der Testgiftdosis enthaltenen doses certe letales und der
Grofie des Unterschiedes zwischen der dosis certe tolerata und
der dosis certe letalis des Dysenteriegiftes in Zusammenhang zu
bringen. Auch beim Diphtherietoxin ist die Giftdosis, die alle Meer-
schweinchen einer Gewichtsklasse totet, etwa fiinfmal so groB, wie die
Dosis, die von allen Tieren vertragen wird. Trotzdem bewirkt, wie oben
(S. 10) erwéhnt, eine ganz geringfiigige Herabsetzung der Antitoxinmenge
bereits, daBl man anstelle eines fiir alle Versuchstiere vertriglichen ein fiir alle
Versuchstiere todliches Gemisch erhélt. Dies trifft auch dann zu, wenn die
Testgiftdosis nur wenige doses certe letales enthilt. Die gegenseitige Ab-
sattigung von Diphtherietoxin und -Antitoxin verliuft also so, daB bei Ver-
minderung des in den Gemischen enthaltenen Antitoxins um einen verhéltnis-
méfig kleinen Betrag bereits ein relativ groBer Anteil des Toxins in Freiheit
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bleibt?). Die Unterschiede in der Giftempfindlichkeit von weien Miusen
gegeniiber Dysenteriegift sind zwar noch wesentlich hiher als die von Meer-
schweinchen gegeniiber Diphtherietoxin; das Verh:ltnis dosis certe tolerata:
dosis certe letalis wird iibereinstimmend mit 1:20 angegeben [TREVAN (12)
u. a., vgl. auch S. 51.]; trotzdem konnte die Spanne zwischen der Antitoxin-
menge, die eine gegebene Menge Dysenteriegift neutralisiert, und der Menge,
die eine dosis certe letalis freiléiBt, sehr klein sein. Wie oben gezeigt wurde,
bleibt aber von der Priifungsdosis des studierten Giftes, die 12,5 doses certe
letales enthalt und durch eine Antitoxineinheit neutralisiert wird, erst nach
Verringerung der Antitoxinmenge um 70 Proz. eine dosis certe letalis frei.
Wihrend also zur Absittigung von 11,5 doses certe letales 0,3 AF notwendig
sind, erfordert die Neutralisierung der letzten d.ec.l, also einer sehr viel
kleineren Giftmenge, 0,7 AE, i.e. mehr als das Doppelte! Nicht die hohen
Differenzen in der Giftempfindlichkeit der Versuchstiere sind die wesentliche
Ursache des weiten Abstandes der Antitoxin-Grenzwerte, sondern der be-
sondere Verlauf der Absittigung des Toxins durch das Anti-
toxin, demzufolge der Uebergang von der dosis certe tolerata zur dosis certe
letalis bei fortschreitender Antitoxinverminderung mit betrichtlicher Ver-
zogerung zustande kommt. —

S. ScamipT (13) hat die Auffassung geiuBert, daB aus einer gegebenen
Toxin-Antitoxinmischung im Tierkérper ganz verschiedene Giftmengen frei-
werden konnen; wenn solche Unterschiede auch vorstellbar sind, so fehlen
doch die experimentellen Grundlagen, die eine solche Annahme beweisen.
Die Unterschiede in der Wirkung, die ein und dasselbe Gemisch bei
verschiedenen Tieren hervorruft, sind einstweilen durchaus vereinbar mit
der Vorstellung, daB aus einem Gemisch in verschiedenen Tierkorpern
ceteris paribus stets etwa die gleiche Giftmenge frei wird; die Gleich-
artigkeit des Milieus im subkutanen Gewebe oder im Blut spricht durchaus
hierfiir. Selbstverstéindlich reagieren aber die verschiedenen Tiere auf die
in Frage kommende identische Giftmenge je nach ihrer individuellen
Empfindlichkeit ganz verschieden. Fiir diese Erklirung spricht auch
das Verhalten von Meerschweinchen gegeniiber unterneutralisierten Diphtherie-
Toxin - Antitoxin- Gemischen. Korte und Pricee fanden, daB die von
100 Proz. der Versuchstiere vertragene Menge eines solchen Gemisches
etwa = '/; der Dosis ist, welche 100 Proz. der Tiere totet. Der Abstand
entspricht also dem vom reinen Gift her bekannten Intervall;
d. h. die Menge des im Tierkorper zur Wirkung gelangenden Giftes ist
unter sonst gleichen Bedingungen dem injizierten Quantum des Ge-
misches proportional. Wenn neben der individuellen Giftempfindlichkeit
noch Unterschiede in der Fihigkeit, den Toxin-Antitoxinkomplex zu zer-

1) Von dem Diphtheriegift ,,1925° (dosis certe letalis = 0,015 ccm) wurden
im Mirz 1930 0,33 cem (= 22 d. c. 1) durch 1,13 AE neutralisiert; Gemische
von 0,33 cem + 1,0 AE wirkten bei allen Versuchstieren tédlich. Durch Herab-
setzung der Antitoxinmenge um << 12 Proz. wurde also 1 dosis certe letalis frei.
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legen, eine wesentliche Rolle spielten, miiften bei einem gewissen Prozent-
satz von Versuchstieren noch aus einem unter dem beobachteten Grenz-
wert liegenden Quantum einer Toxin-Antitoxin-Mischung todlich wirkende
Giftmengen freiwerden. —

VIL

Da die bei der Titration des antitoxischen Dysenterieserums
mit Hilfe des einfachen Reihenversuches zu ermittelnden Werte mit Fehlern
verkniipft sind, die innerhalb sehr weiter Grenzen schwanken (vgl. Abschnits IT
und V), muB jedes Gemisch an einer griBeren Anzahl von Versuchs-
tieren gepriift werden. Stellt man Aufschwemmungen her, die die Priifungs-
dosis des Testgiftes und fallende Mengen eines Serums von unbekanntem
Antitoxintiter enthalten, so findet man Gemische, die den einen Teil der
Versuchstiere titen, wihrend sie die iibrigen am Leben lassen. Verfiigt man
iiber eine genaue Neutralisationskurve, wie sie in Fig. 1 wiedergegeben ist,
so lassen sich aus ihr ohne weiteres die in den betreffenden Gemischen
enthaltenen Antitoxinmengen entnehmen; man hat lediglich den Punkt der
Kurve festzustellen, dessen Ordinate dem Prozentsatz der durch ein Gemisch
getoteten Tiere entspricht: die zugehtrige Abszisse entspricht dem Antitoxin-
gehalt der Mischung, aus dem sich der Antitoxintiter des gepriiften Serums
ohne weiteres ergibt.

In der Praxis wird es nicht moglich sein, derartige Kurven fiir die jeweils
verwandten Gifte zu beschatfen. Man begniigt sich dann damit, einen Punkt
der Neutralisationskurve moglichst genau festzulegen, d. h. etwa die pro-
zentuale Sterblichkeit von 15—16 g schweren weiBen Miusen zu bestimmen,
denen ein die Testgiftdosis und 0,6 AE enthaltendes Gemisch injiziert wird.
Legt man dem zur Titration eines Serums durchzufiihrenden Mischversuch

1
eine geometrische Reihe mit dem Quotienten 5 zugrunde, so findet man ein

oder zwei Gemische, die nur einen gewissen Teil der Versuchstiere toten.

1. Beispiel.

Es moge sich um ein Serum handeln, das in 1 cem 960 AE enthilt. Dann
ergibt sich:

] elstion Prozentsatz
Gift | Serum der getoteten Tiere

©

Priifungsdosis | 1/100  cem
2 1/200 ”
» 1400
1/800 5
N 171600 ..
' 1/3200 .
1/6400 ,,
1/12 800

0 Proz.
0

0

0
33
100
100
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Hat man nun vorher festgestellt, dall Mischungen der Testgiftdosis mit
0,5 AE bei 66 Proz. der Versuchstiere todlich wirken, so zeigt der Reihen-
versuch, dafl 1/1600 ccm des gepriiften Serums > 0,5 AE enthiilt. Schlieft
man nunmehr eine zweite Versuchsreihe mit dem Quotienten 9/10 an, etwa
1/1600 (= 0,6 AE) —1/1800 (= 0,563 AE) —1/2000 (= 0,48 AE) usw., und
findet fiir das 1/1800 cem Serum enthaltende Gemisch eine Sterblichkeit von
58 Proz. und fiir 1/2000 cem Serum eine Sterblichkeit von 75 Proz., so wird
man 1/1800 als Titerdosis ansehen, d. h. als das Aequivalent von 0,5 AE.
1/900 cem ist also das Aequivalent von 1,0 AE, und als Antitoxingehalt
des gepriiften Serums ergeben sich 900 AE/cem.

2. Beispiel.
Auswertung eines 640 AE in 1 cem enthaltenden antitoxischen Ruhr-
Serums:

Injektion Prozentsatz
der getoteten Tiere

g
=
B

Gift |

Priifungsdosis 1/100  cem
,, 1/200
% 1/400
; 1/800
1/1600
1/3200
3 .| 1/6400
» 1/12 800

0 Proz.
0 7
0
8

(=2}
[
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=
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33—

2

OOOPO)—‘O&
O DO = 0o o

(38

2

L T T T

T T i Ve e

Der einer halben Antitoxineinheit entsprechende Wert ergibt sich,
wie folgt:

Injeltion Pro;entsatz y
Gift | Serum der getoteten Tiere

Priifungsdosis 1/1000 cem (= 0,64 AE) 16,7 Proz.
T 171200 ,, (= 063 , ) 580 1, et
o 1/1400 ,, (= 046 ,,) 75,00 5

Gefundener Wert des gepriiften Serums: 600 ARE.

Das geschilderte Verfahren basiert auf der Verwendung einer Giftdosis,
die in einer direkten Relation zur Antitoxineinheit steht, nimlich derjenigen
Menge, welche durch 1 AE eben biologisch neutralisiert wird; und als ,,Ziel*
der Titration fungiert die Sterblichkeitsrate, die einem Gemisch dieser Gift-
dosis mit 0,5 AE zugeordnet ist. Selbstversténdlich ist es nicht notwendig,
gerade mit einer derartig festgelegten Giftmenge zu arbeiten; auch jede be-
liebige andere Giftmenge kann zur Ausfithrung der Titrationen dienen, sofern
sie in Mischung mit 0,5 AE mehr als 0 Proz. und weniger als 100 Proz. der
Versuchstiere totet, d. h. sofern dem Gemisch ein eindeutig festgelegter Punlkt
einer Neutralisationskurve zugeordnet ist: stets sind 0,50 AE in dem Gemisch
mit iibereinstimmender Sterblichkeitsrate enthalten. Allerdings empfiehlt es
sich, als ,,Zielpunkt* moglichst solche Punkte zu wihlen, die im steilen Teil
einer Sattigungskurve liegen, weil hier Verinderungen der Antitoxinmenge
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wesentlich groBere Verinderungen der Sterblichkeitsquote entsprechen als
im Anfangs- oder Endteil der Kurve und weil infolge dieser VergroBerung
der ,,Ausschlige die Genauigkeit der Ergebnisse zunimmt.

Wenn die Testgiftdosis ohne direkte Beziehung auf die Antitoxineinheit
so gewdhlt wird, daB sie in Mischung mit 0,5 AE n Proz. der Versuchstiere
totet, darf man nicht auBer acht lassen, daB die doppelte Antitoxinmenge
— 1,0 AE — zu ihrer Neutralisation keineswegs erforderlich oder ausreichend
zu sein braucht. Denn man kennt in diesem Fall nur einen einzigen Punkt
einer Neutralisationskurve, wiihrend der Gesamtverlauf und der Endpunkt
vollig unbekannt sind. Wihlt man z. B. von dem studierten Gift statt
0,125 mg eine kleinere Menge, die in Mischung mit 0,5 AE nur 33 Proz. der
Versuchstiere totet, so besagt dies, daBl der Endpunkt der Neutralisations-
kurve?) sich nach links verschiebt, d. h. daB weniger als 1,0 AE zur Neutrali-
sierung der Testgiftdosis erforderlich ist; bei Verwendung einer in Mischung
mit 0,5 AE fiir 83 Proz. der Versuchstiere todlichen Dosis verschiebt sich der
Endpunkt der Neutralisationskurve dagegen nach rechts, d. h. 1 AR reicht
nicht aus, um alle Miuse am Leben zu halten, sondern es bedarf hierzu einer
hoheren Antitoxinmenge.

Bei der Festlegung des ,,Zielpunktes” ist man auch in der Wahl der
Antitoxindosis an keine bestimmte Menge gebunden. Statt auf 0,5 AE kann
das ganze Verfahren auch auf 1,0 AE oder einen anderen Wert abgestellt
werden, moglichst einen solchen, mit dem sich leicht rechnen liBt. 7. B. geht
die danische Vorschrift fiir die Wertbemessung der antitoxischen Dysenterie-
sera von einer Testgiftdosis aus, die in Mischung mit 1 internat. AR 3314 Proz.
der Versuchstiere totet; das Prinzip der Titration dndert sich hierbei in keiner
Weise: stets enthiilt diejenige Menge eines zu priifenden Serums, die in
Mischung mit der Testgiftdosis ebenfalls 3314 Proz. der Versuchstiere sterben -
laBt, gerade 1,0 AE.

Bei der Titration der Sera besteht somit eine ziemlich weitgehende Frei-
heit in der Wahl des ,, Zielpunktes“. Die Methode bleibt in allem Wesentlichen
unverandert, gleichgiiltig, ob man den als ,,Ziel* dienenden Punkt ohne Riick-
sicht auf eine bestimmte Neutralisationskurve festlegt oder ob. man das
elegantere Verfahren wihlt, zuniichst die durch 1,0 AE biologisch neutrali-
sierte Giftdosis zu bestimmen, und alsdann zu ermitteln, welcher Prozentsatz
der Versuchstiere durch Gemische dieser Testgiftdosis mit einem Brichteil
der Antitoxineinheit getitet wird.

Selbstverstindlich muB zur Kontrolle der Ergebnisse stets ein Ver-
gleich mit dem Standardserum durchgefiihrt werden. Bei jeder Titration
muB also auch die Giftigkeit eines Gemisches der Testgiftdosis mit derjenigen
Menge des Standardserums gepriift werden, welche die als Vergleichswert
(s»Zielwert*) dienende Antitoxindosis enthiilt. Auf die Bedeutung dieses Ver-
gleiches wird im IX. und X. Abschnitt niher elngegangen.

1) Vgl Fig. 1; als Ende der Neutralisationskurve ist der Punkt bezeich-
net, der einem biologisch neutralen Gemisch entspricht.
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VIII.

Die staatliche Priifung der antitoxischen Sera hat die Aufgabe, die
Wertangaben der Fabriken einer moglichst genauen Kontrolle zu unter-
ziehen. Wird z. B. ein Diphtherieserum als 500fach bezeichnet, so ist nur zu
priifen, ob 1/500 cem des Serums einen Mindestgehalt von 1 AE besitzt. Das
Serum wird zugelassen, wenn dies der Fall ist, zuriickgewiesen, wenn dieser
Wert nicht erreicht wird. Dagegen ist es nicht Aufgabe der staatlichen Kon-
trolle, einen etwa vorhandenen Mehrgehalt an Antitoxin auszuwerten. Ebenso
ist die Ermittlung des Antitoxingehaltes der Dysenteriesera nicht Sache des
Priifungsinstitutes, sondern der Fabriken. Das Priifungsinstitut hat hin-
wiederum genauestens nachzupriifen, ob die Sera mindestens den von den
Fabriken angegebenen Antitoxingehalt aufweisen. Zur Darlegung der Me-
thode sei im folgendon der allgemeine Gang eines Priifungsverfahrens be-
schrieben.

Ebenso wie die Titration ist die Priifung der antitoxischen Ruhrsera auf
einem Vergleich mit der Wirksamkeit des Standardserums auf-
gebaut. Zur Ausfithrung der Priifung wird das Dysenterie-Standardserum
durch Zusatz von 2,58 cem physiologischer Kochsalzlosung aufgelost. Aus
dieser Losung wird eine Ausgangsverdiinnung hergestellt, die in 0,25 cem
1 internationale AE, d. h. in 1 cem 4 AE enthélt.

Da 1 cem des jetzt eingefiihrten Standardserums 200 internationale AR
enthalt, ist es HOfach zu verdiinnen.

Aus dem zu priifenden Dysenterieserum wird gleichfalls eine Ausgangs-
verdiinnung hergestellt, die entsprechend der Wertangabe der Fabrik in
0,25 cem 1 internationale AE enthalten miiBte.

Da z. B. von einem als 500fach bezeichneten Serum 1/500 cem 1 internatio-
nale AE enthalten muB, ist das Serum 125fach zu verdiinnen.

Bei der Wertbestimmung werden fallende Mengen der aus dem Standard-
serum hergestellten Ausgangsverdiinnung sowie der aus dem zu priifenden
Dysenterieserum hergestellten Ausgangsverdiinnung, z. B. 0,26 — 0,1875 —
0,125 cem, stets in gleichem Fliissigkeitsvolumen (0,25 ccm) enthalten, mit
der Priifungsdosis des Testgiftes vermischt. Die einzelnen Gemische werden
nach einstiindigem Stehen bei 37° C weiBen Mausen von 15—16 g in
eine Schwanzvene eingespritzt. Es erhalten demnach

Miuse Serum Toxin

Standardserum

A. Kontroll 1. Serie 0,25 cem Ausgangsverdiinnung|0,25 cem  Testgiftaufschwem-
S i 1,0 AE)g mung (Priifungsdosis)

2. , |0,1875 cem = 0,25 cem 3/,-Ver- dgl.
diinnung (0,75 AE)

3. , 10,125 cem = 0,25 com /,-Ver- o
diinnung (0,5 AE)
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Miuse Serum Toxin
Dysenterieserum x
B. Priifungs- | 4. Serie 0,25 ccm Ausgangsverdiinnung|0,25 cem Testeiftaufschwem-
tiere mung (Priifungsdosis)
5. ,, 10,1875 cem = 0,25 cem 34-Ver- dgl.
‘ diinnung
6. , 0,125 ccm = 0,25 cem 1/,-Ver- "
diinnung

Als Priifungsdosis wird diejenige Giftmenge verwendet, welche
im Mischversuch durch die einer Antitoxineinheit entsprechende Menge des
Standardserums eben neutralisiert wird. Diese Menge betriigt bei dem
zurzeit im Priifungsinstitut gebrauchten Testgift 0,125 mg (vgl. ITI. Ab-
schnitt; Tabelle I).

Die Beobachtungsdauer fiir die Tiere betrigt sieben Tage. Sera, die in
den bezeichneten Dosen ebensoviel Miuse sterben lassen wie das Standard-
serum, besitzen den angegebenen Wert. Sera, die mehr Tiere sterben lassen,
besitzen einen geringeren als den angegebenen Wert. Sera, die noch in
Mengen von 0,187 und 0,125 cem der Ausgangsverdimnung bei mehr
Méusen lebensrettend wirken als das Standardserum, besitzen einen hiheren
als den angegebenen Wert.

Da bei Verwendung der aus Bakterienleibern bestehenden Trockengifte
in sehr vereinzelten Fillen Miuse an unspezifischen Schédigungen (Schock
usw.), die mit der spezifischen Wirkung des Dysenterietoxins nichts zu tun
haben und durch Antitoxin nicht zu verhiiten sind, bereits wenige Stunden
nach der Injektion der Gemische sterben, diirfen nach dem Vorschlag
der Standardisierungskommission der Hygieneorganisation des Volkerbundes
(14) Mause, die vor Ablauf von 18 Stunden zugrunde gehen, bei der Wert-
bemessung und Priifung des antitoxischen Dysenterieserums nicht in die
Berechnungen einbezogen werden; der einem Gemisch zugeordnete Prozent-
satz der Sterblichkeit wird also jeweils von denjenigen Tieren ermittelt, die
sich 18 Stunden nach der Injektion noch im Versuch befunden haben.

Auch in der vorliegenden Arbeit sind alle Werte unter Beriicksichtigung
dieser Vorschrift festgestellt worden; allerdings waren Friihtode der erwihnten
Art nur sehr selten zu beobachten. Vielleicht lag dies daran, daB das zu den
Untersuchungen verwandte Trockengift besonders hochwertig war, so daB
0,125 mg als Priifungsdosis geniigten; da von den meisten Giften erst
hihere Dosen — 0,3 bis 0,5 mg — hierfiir ausreichen, werden den Miusen im
allgemeinen groBere Mengen der unspezifisch wirkenden bakteriellen Sub-
stanzen einverleibt. —

Das geschilderte Verfahren beschriinkt sich nicht darauf, die Wirksam-
keit einer bestimmten Serumdosis zu priifen, d.h. mit der Wirksamkeit der
entsprechenden Antitoxinmenge zu vergleichen. Es wird vielmehr die Wirk-

samkeit von drei verschiedenen Serumdosen gegeniiber der Testgift-
Arb. a.d. Staatsinst, f. exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. XXIII, 2
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dosis ermittelt, die drei genau festgelegten Punkten der Neutralisationskurve
— 1,0, 0,75, 0,0 AE (vgl. Fig. 1) — entsprechen. Hierdurch wird die
Genauigkeit der Priifung erheblich gesteigert, weil die mit der statistischen
Methode bzw. mit der Zahl der Versuchstiere zusammenhingenden HFehler
reduziert werden; die verschiedenen Versuchsreihen ,kontrollieren* sich
gegenseitiz. Die Punkte der Neutralisationskurve, auf die ein Priifungs-
verfahren eingestellt wird, konnen selbstverstindlich ebenso willkiirlich fest-
gelegt werden wie bei der einfachen Titration (s. Abschnitt VI). Tmmerhin
wird man im allgemeinen solche Punkte beriicksichtigen, die der vollen Anti-
toxineinheit und solchen Bruchteilen entsprechen, welche in einem einfachen
Zahlenverhiltnis zu ihr stehen. Bei dem oben dargelegten Verfahren
retten also Sera, deren Wert genau den Angaben der Fabrik entspricht, in
Dosen von 0,25 cem der Ausgangsverdiinnung simtliche Tiere, wéhrend
Gemische mit 0,1875 cem bzw. 0,125 cem Ausgangsverdiinnung etwa 10 Proz.
bzw. 60 Proz. der Versuchstiere toten. Sind die Sera unterwertig, so
kommt das in allen 3 Priifungsserien in einer Erhohung der Sterblichkeits-
rate zum Ausdruck; sind sie iiberwertig, so zeigt sich dies in der b. und
6. Serie (0,1875—0,125 cem) durch Herabsetzung des Prozentsatzes der
Sterblichkeit. Alle drei Serien fungieren somit als Indikatoren einer etwa-
igen Minderwertigkeit, dagegen nur die 5. und 6. Serie als Indikatoren einer
Ueberwertigkeit.

Die Antitoxinwerte bilden annihernd eine geometrische Reihe mit dem

Quotienten é (1,0—0,75—0,5 statt 1,0—0,707—0,5). Ist also der Antitoxin-

/2

gehalt eines Serums etwa 30 Proz. geringer als angegeben, so findet man in
jeder Versuchsserie ungefihr die Sterblichkeit, die erst der nichstfolgenden
Serie zukdme; ist umgekehrt der Antitoxingehalt etwa 40 Proz. hoher als an-
gegeben, so findet man in jeder Serie nur ungefihr die Sterblichkeit, die der
vorangehenden Reihe zukidme.

Auch die Priifungsdosis des Testgiftes kann ebenso willkiirlich fest-
gesetzt werden wie fiir die Auswertung der Sera (s. S. 14 und 15). Man ist
an sich durchaus nicht daran gebunden, gerade eine Giftmenge zu
wihlen, die durch 1,0 AE neutralisiert wird; freilich wird ein Verfahren, das
auf einer derartig festgelegten Dosis aufgebaut ist, eleganter erscheinen als
eine Methode, welche auf diese Bindung verzichtet. Bevor ein Testgift in
Gebrauch genommen wird, muf festgestellt werden, wie die mit Hilfe einer
bestimmten Antitoxinmenge fixierte Priifungsdosis durch die iibrigen
der Priifungsordnung zugrunde gelegten Antitoxinmengen ab-
gesattigt wird; d. h. es muf ermittelt werden, wieviel Mause nach Injektion
von Gemischen sterben, welche die Priifungsdosis und die betreffenden Anti-
toxinmengen enthalten.

Fiir die oben dargelegte Priifungsmethode muf} also nach Ermittlung der
durch 1,0 AE eben neutralisierten Giftmenge, d.h. der Priifungsdosis, be-

stimmt werden, wieviel Mduse durch Gemische der Priifungsdosis mit 0,75
bzw. 0,5 AE getétet werden.
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Die Wahl der Priifungsdosis ist, wie wir sahen, prinzipiell der Willkiir
iiberlassen. Man kann also z. B. diejenige Menge eines Giftes M zur Priifungs-
dosis bestimmen, die in Mischung mit 1,0 AE 3314 Proz. der Versuchstiere
totet. Eine weitergehende Definition ist jedoch nicht moglich. Sollen also
bei der Priifung etwa Gemische untersucht werden, die 2/; AE enthalten, so
mufl empirisch festgestellt werden, welche Sterblichkeitsrate derartigen
Gemischen zukommt. Findet man nun, daf einem Gemisch der Priifungs-
dosis mit */; AE eine Sterblichkeit von 66 2/, Proz. zugeordnet ist, so gilt dieser
Befund einzig und allein fiir dasjenige Gift, mit dem er erhoben worden ist.
Verwendet man nun ein Gift N, etwa ein solches, dessen relativer Toxoid-
gehalt') hoher ist als derjenige des Giftes M, so verliuft seine Neutralisations-
kurve flacher als die des Giftes M. Hat man also diejenige Dosis des Giftes N
ermittelt, die in Mischung mit 1,0 AE 33%; Proz. der Versuchstiere totet, so
toten Gemische dieser Dosis mit 2/; AE keineswegs 662/, Proz. der Miuse,
sondern weniger. Is ist also nicht angfingig, die Priifungsdosis als diejenige
Menge zu definieren, die in Mischung mit 1 AE 3314 Proz. der Versuchstiere
und in Mischung mit 2/; AE 662/; Proz. totet. Eine Freiheit von der Art,
daBl man die Testgiftdosis in feste Relation nicht nur zu einer einzigen,
sondern zu zwei (oder mehr) Antitoxindosen setzen kinnte, besteht nicht.
Man muf sich klar machen, daB die bei einem bestimmten Gift festgestellten
Verhiltnisse nur dann bei einem anderen Gift angetroffen werden, wenn es
genau die gleiche Zusammensetzung, d. h. den gleichen relativen Toxoid-
gehalt und somit die gleiche Absittigungskurve besitzt wie das erstere. Wenn
das nicht der Fall ist, kinnen die zwei gegebenen Antitoxinmengen (Ab-
szissen) korrespondierenden Sterblichkeitszahlen (Ordinaten) entweder weiter
auseinander oder niher beieinander liegen. Und zwar werden sie weiter
auseinander liegen, wenn der Toxoidgehalt niedriger, dagegen niiher bei-
einander, wenn er hoher als bei dem ,,Vergleichsgift* ist.

Die dénische Priifungsvorschrift definiert als Priifungsdosis die-
jenige Giftmenge, die in Mischung mit 1 AR hochstens 33/, Proz. und in
Mischung mit 2/; AE mindestens 662/, Proz. der Versuchstiere tétet. Hierfiir
gilt das eben Gesagte mit folgender Einschrinkung: Es werden sich zwar von
allen Giften, die den gleichen oder einen geringeren Toxoidgehalt wie das ,,Ver-
gleichsgift™ besitzen, Dosen ermitteln lassen, die dieser Vorschrift geniigen,
also Dosen, die durch Antitoxinmengen von 1,0 und 0,67 AE so weit neu-
tralisiert werden, daB der Quotient der zugeordneten Sterblichkeitswerte
(Ordinaten) 1:2 (33!/;:662/;) oder kleiner wird. Und zwar lassen sich fiir
Jedes Gift dieser Art zwei Grenzdosen feststellen: eine kleinere, die in Mischung
mit ?/; A gerade noch 66%/; Proz. der Tiere sterben liBt (und in Mischung
mit 1 AE weniger als 33'/; Proz. tétet), und eine gréBere, die in Mischung mib
I AE nicht mehr als 331/; Proz. totet (und in Mischung mit 2/; AE mehr als
662/3 Proz. sterben 1aft). Die Dosen, die zwischen diesen Grenzen liegen, ge-
niigen der Definition. Dagegen gibt es von Giften, die einen héheren Toxoid-
gehalt als das ,,Vergleichsgift* besitzen, keine Dosis, die die gestellten Be-
dingungen erfiillt: eine Dosis, die in Mischung mit 1 AE 33/, Proz. der Ver-

1) vgl. S. 11.
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suchstiere totet, reicht hier nicht aus, um in Mischung mit 2/; AE 662%/; Proz.
sterben zu lassen, und eine (hohere) Dosis, die in Mischung mit ?/; AE 662/; Proz.
der Miuse totet, 148t in Mischung mit 1 AE mehr als 33'/; Proz. der Tiere
sterben!

Aus dem Gesagten geht hervor, daf die Priifungsdosis des Dys-
enterie-Testgiftes nicht zu mehreren Antitoxinmengen in gebundene
Relation gebracht werden kann, wie die dénische Priifungsvorschrift ver-
langt, sondern nur zu einer einzigen. Ks muB also gefordert Werden,. daB
die iibrigen Neutralisationspunkte fiir jedes Testgift, das bei Fier
Priifung des Antitoxingehaltes der Dysenteriesera verwendet wird,
empirisch ermittelt werden.

IX.

Bei der Titration und Priifung des antitoxischen Dysenterieserums mit
Hilfe von weiBen Miusen spielen periodische Schwankungen in der
Giftresistenz der Versuchstiere eine viel grofere Rolle, als frither an-
genommen wurde. O’BRrIEN (15), BLAKE (ined.) und TREVAl\T 9) konntep
zeigen, daB die Toxizitdt von Gemischen mit konstantem Toxin- und Agtl—
toxingehalt im Januar und Februar am hochsten ist, von Mérz ab al]méi‘hhch
abnimmt, im Juli ihr Minimum erreicht, hierauf allméhlich wieder zunimmt
und im Dezember wieder in die Néhe des Maximum gelangt. Dies bedeutet,
daB die Neutralisationskurve einer bestimmten Toxinmenge sich mit dem
Wechsel der Jahreszeiten fortwahrend éndert und erst nach einem Jahr
wieder den urspriinglichen Verlauf nimmt?). Dies konnte den Anschein er-
wecken, als ob die auf Grund der Neutralisationskurven oder einzelner ihrer
Punkte ausgefiihrten Titrationen und Priifungen ihrer sicheren Grundlagen
beraubt wiren. , :

TrEVAN (9) nimmt an, daf die in den verschiedenen Mon.zbter} sich er-
gebenden Neutralisationskurven einer bestimmten Toxinmenge in einem ein-
fachen Zusammenhang stehen, demzufolge zu einem beliebigen Ordmz.xten-
paar in allen Kurven Paare von Punkten.gehoren, deren Abszissen in einem
konstanten Verhiltnis stehen. Eine einzige — zu irgendeinem Zeit-
punkt aufgenommene — Kurve wiirde hiernach bei Verwendung eines Stan-
dardserums jederzeit die Ablesung des Antitoxingehaltes eines zu priifenden
Serums gestatten. Man hitte nur die prozentuale Sterblichkeit festzustellen,
die durch zwei Gemische bedingt wird, welche iibereinstimmende Mengen von
dem Standardserum und dem zu priifenden Serum enthalten; die Abszissen
der zu den gefundenen Prozentzahlen (Ordinaten) gehorigen Kurvenpunkte

1) Selbstverstindlich betreffen diese Aenderungen nur die Ste'l‘bl.lc}'l-
keitskurve. Dagegen diirfte die Bindung des Toxins durch das Aphtoxm in
den verschiedenen Jahreszeiten ganz gleich verlaufen (vgl. 8. 12). Die Mengen
freien Giftes, die nach der Injektion der Toxin-Antitoxin-Gemische zur Wir-
kung gelangen, sind daher im Sommer und im Winter gleich 'gro[.S., wenn die
Mischungen gleichmaBig vorbehandelt werden und wenn mit Mausen, also
homoiothermen Versuchstieren gearbeitet wird.
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wiren alsdann proportional dem Antitoxingehalt der beiden Gemische bzw.
der zu ihrer Herstellung beniitzten Sera.

Abgesehen davon, daf8 die beiden von Trevan (9) mitgeteilten Kurven
auf Grund einer nicht sehr grofen Anzahl experimentell bestimmter Punkte
(4 bzw. 3) konstruiert sind, kinnen freilich aus verschiedenen Griinden auch
die Voraussetzungen, von denen er ausgeht, nicht als bewiesen angesehen
werden. Vor allem steht es nicht fest, ob die jahreszeitlichen Schwankungen
der Resistenz von weien Miusen gegen das Dysenterietoxin bei den ver-
schiedenen Individuen proportional sind. Wenn man aber eine solche Voraus-
setzung als richtig annimmt, so wiirde sie bedeuten, daB man im Sommer
zur Erreichung eines bestimmten Effekts ein gewisses Vielfaches, z. B. das
k-fache der im Winter erforderlichen Toxinmenge braucht. Die Dosis certe
letalis (d. 1. 100) wire im Sommer k-mal so groB wie im Winter; die d. 1. 50
wire ebenfalls k-mal so groB wie im Winter usw. Z. B. wurde wihrend der
Zeit vom 21, XII. 1929 bis 6. I. 1930 festgestellt, daB die d. 1. 100 des zu allen
Untersuchungen beniitzten Giftes 0,01 mg betrug; im Sommer wiirde die
d. 1. 100 somit k-0,01 mg (etwa 1,5-0,01 mg o. i.) betragen?).

Auch die Giftmenge x;, die nach der Injektion eines unterneutralisierten
Gemisches (etwa : 0,125 mg Testgift + 0,8 AE) zur Wirkung gelangt und die
im Sommer ebenso groB ist wie im Winter (vgl. S. 12), bewirkt im Sommer
nicht den gleichen Effekt wie im Winter; wenn die Menge x; im Winter 5 Proz.
der Versuchstiere getitet hat, so wiirde im Sommer erst eine k-mal so grofle
Giftmenge, also k-x;, gerade so viel Tiere toten. Die Antitoxindosis, die
nach Zusatz zu 0,125 mg Testgift die Giftmenge k-x; freiliBt, moge um
/10 Kleiner sein als die Antitoxindosis, welche die Giftmenge x; freilaBt,
moge also 0,72 AE betragen.

Die Giftmenge x,, welche im Winter 85 Proz. der Miuse titet, 146t im
Sommer ebenfalls nur einen kleineren Prozentsatz der Versuchstiere sterben;
erst die Giftmenge k-x, wiirde im Sommer bei 85 Proz. der Tiere todlich
wirken. Wenn die Antitoxindosis, welche die Giftmenge x, freilift, 0,4 AE
betréigt, so darf nun durchaus nicht angenommen werden, daB
diejenige Antitoxindosis, welche die Giftmenge k-x, freiliBt, gleichfalls
wieder um */;kleiner sei, also 0,36 AE betrage bzw. daB bei Verminderung
der Antitoxindosis um /;, gerade die Giftmenge k-x, freibleibe.

Die Giftmenge k-x, bleibt vielmehr erst dann frei, wenn die Serum-
dosis um mehr als /54 verringert wird. Denn weil die Zahl der in 0,125 mg
Gift enthaltenen tidlichen Dosen im Sommer kleiner ist als im Winter, steigt

1) Die in dieser Arbeit mitgeteilten Untersuchungen sind wihrend der
Zeit vom 17. Dez. 1929 bis 11. Febr. 1930 durchgefithrt worden, also wihrend
der Zeit der hochsten Giftempfindlichkeit der Miuse. Nur der am Ende dieses
Abschnittes mitgeteilte Vergleich zwischen dem deutschen und dem dinischen
Dysenteriestandardserum wurde vom 26. Mirz bis 2. April 1930 vorgenommen.
Eine Resistenzerhhung bei den Versuchstieren lief sich allerdings Ende Mirz
noch nicht feststellen. :
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die relative Spanne zwischen der zur Neutralisierung der Testgiftdosis er-
forderlichen Antitoxinmenge und der Menge, die eine Dosis certe letalis zur
Wirkung gelangen 148t (vgl. Abschnitt VI, S. 10 und 11 und Abschnitt VILI,
S. 19). Die verschiedenen Kurven stehen also nicht in dem oben erwéhnten
Zusammenhang; sondern den zu einem bestimmten Ordinatenpaar gehorigen
Punkten einer Sommerkurve sind Abszissen zugeordnet, deren Quotient
groBer ist als der Quotient der zu den entsprechenden Punkten einer
Winterkurve gehorigen Abszissen.

Zur niiheren Begriindung dieser Auffassung sei folgendes ausgefiihrt. Alle
hierher gehérigen Ueberlegungen gehen von der Voraussetzung aus, dal man
im Sommer stets k-mal soviel Gift zur Erzielung eines bestimmten Effektes
braucht wie im Winter (s. S. 21). Zwei Punkte A; und B, mit gleicher Ordinate,
von denen der eine in einer Winterkurve (A), der andere in einer Sommer-
kurve (B) liegt (vgl. Fig. 2), stellen Gemische dar, die — zu differenten
100
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Fig. 2.

Zeiten — den gleichen Prozentsatz Versuchstiere téten. Die Giftmengen,
die diese Gemische zur Wirkung gelangen lassen, sind verschieden. B, ent-
hilt k-mal soviel freies Gift wie A;. Das Gleiche gilt fiir alle anderen Paare
von Punkten mit gleicher Ordinate. Jeder Punkt in der Sommerkurve (B)
stellt ein Gemisch dar, welches k-mal soviel freies Gift zur Wirkung gelangen
158t wie das Gemisch, das durch den Punkt mit gleicher Ordinate in der Winter-
kurve (A) wiedergegeben wird.

Der in der Winterkurve gelegene Punkt A,, der die gleiche Abszisse
wie B, hat, stellt dasselbe Gemisch dar wie B;; B; und A, enthalten gleiche
Mengen Gift und Serum, sind also identisch. A, enth#lt somit k-mal so-
viel freies Gift wie A;. Es ist nun die Frage zu beantworten, wie sich
die Antitoxindosen in Gemischen verhalten, die durch die Punkte A; und A,
oder durch analoge Punktpaare dargestellt werden. Allgemein ausgedriickt:
es soll untersucht werden, wie die Antitoxinmenge eines Gemisches verdndert
werden muf}, damit das k-fache der urspriinglichen Menge freien Giftes zur
Wirkung gelangt.

TREVAN nimmt an, daB die verschiedenen Kurven — bei Verwendung
eines logarithmischen MaBstabes fiir die Abszissen — im steilen (praktisch
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linearen) Teil Parallelen sind bzw. dafl die Sommerkurven durch einfache
Linksverschiebung aus den Winterkurven entstehen. Hiernach
wiirden durch eine gleichartige Verminderung der Antitoxindosen
die freien Toxinmengen so erhoht, dafl die Resistenzsteigerung, die bei den Ver-
suchstieren im Sommer eintritt, genau kompensiert wiirde; und Punkte mit
gleicher Ordinate — A; und B; usw. — miiBten in der obigen Abbildung stets
den gleichen Abstand besitzen. Punkte der Kurve A, deren Fulpunkte
den ndmlichen Abstand besitzen — A; und A, usw. —, wiirden somit Gemische
mit Mengen freien Giftes darstellen, welche in einem konstanten Ver-
haltnis stinden.

Das wiirde besagen, daf bei Herabsetzung der Antitoxindosen um einen
bestimmten Prozentsatz die zur Wirkung gelangenden Toxinmengen pro-
portional zundhmen. Bezeichnet man 1) die Menge freien Giftes, die
nach Injektion eines Toxin-Antitoxin-Gemisches zur Wirkung gelangt, mit x,
2) das Vielfache von x, das bei Verringerung der Antitoxindosis um 1/;, zur
Wirkung gelangt, mit n.x und 3) die Gesamtmenge des in der Priifungs-
dosis enthaltenen Toxins mit P, so miiite also n eine Konstante sein. Es

: P
wire also n = k. Nimmt nun x den Wert T 8t 80 finde man n.x = P.

Dies wiirde bedeuten, dal eine bestimmte Antitoxindosis die Giftmenge —

k

frei 148t und daB in Gegenwart einer nur um 1/;, kleineren Antitoxindosis das
gesamte Toxin frei wire! Wird x > —, so finde man n.x >P. Da in einer

Mischung, die itberhaupt noch Antitoxin enthilt, selbstverstindlich ein ge-
wisser Toxinanteil gebunden ist, und da n.x nicht gréBer sein kann als die
Gesamtmenge des in.der Priifungsdosis enthaltenen Toxins P, ist die Voraus-
setzung, dafl n eine Konstante sei, unzutreffend. n wird vielmehr um so
kleiner, je gr6fer die Menge des bereits in Freiheit befindlichen
Toxins wird; der Wert, dem sich n unbegrenzt nihert, ist 1.

Umgekehrt 1a8t sich leicht zeigen, da eine proportionale Erhéhung
der in den Gemischen enthaltenen freien Toxinmengen nur dann zustande
kommt, wenn die Antitoxindosen nicht um einen gleichen, sondern um einen
steigenden Prozentsatz vermindert werden. Gelangt nach Herabsetzung
einer bestimmten Antitoxindosis, z. B. 0,8 AE, um /;, anstelle der freien Gift-
menge x; die Giftmenge k.x; zur Wirkung, so miissen 0,4 AE um mehr als?/;,
verringert werden, wenn anstelle von x, die Giftmenge k.x, zur Wirkung
kommen soll.

Paare von Gemischen mit freien Giftmengen, welche in einem konstanten
Verhiltnis stehen, werden also in Kurve A durch Paare von Punkten dar-
gestellt, deren FuBpunkte um so weiter auseinanderliegen, je mehr sie sich
dem Koordinatenanfang néhern. In gleicher Weise wichst der Abstand der
in Kurve B liegenden Punkte von den in Kurve A liegenden Punkten mit
gleicher Ordinate. Die Neutralisationskurve verschiebt sich also
vom Winter zum Sommer nicht nur nach links, sondern wird —
bei Verwendung eines logarithmischen MaBstabs fiir die Abszissen — auch
flacher.

In Fig. 2 stimmt Kurve A mit der von TrREvVAN mitgeteilten Kurve A
iiberein. Kurve B verbindet dagegen die Kreuze (d. h. die von TREVAN tat-

g
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sdchlich ermittelten Werte) so, dal man eine Abflachung gegeniiber Kurve A
deutlich erkennt, wiihrend bei TrREVAN (9) Kurve B ebenso steil gezeichnet ist
wie A. Da sich Kurve B in Fig. 2 enger an die tatsiéichlich bestimmten Werte
(Kreuze) anfiigt als in der Zeichnung von TrevAN, kommt die hier gewéihlte
Darstellung dem wirklichen Sachverhalt wohl am niichsten.

Die Annahme einer einfachen Linksverschiebung (ohne Abflachung)
lieBe sich nur durch komplizierte Hilfsvorstellungen stiitzen, etwa durch die
Hypothese, daBl der Koeffizient n (s. oben) unregelmiBig abnehme oder
dall die Dosis certe tolerata des Dysenteriegiftes im Sommer mehr wachse als
die Dosis certe letalis; man miifite sich im letzteren Fall vorstellen, daBl die
Resistenz bei den empfindlichsten Mausen im Sommer besonders stark zu-

nihme, bei den an sich widerstandsfihigeren Tieren dagegen in geringerem
MaBe. —

X

Wie im vorigen Abschnitt gezeigt wurde, ist es nicht moglich, einer und
derselben Neutralisationskurve zu verschiedenen Jahreszeiten alle Werte zu
entnehmen. Trotzdem laBt sich die Titration und die Priifung der anti-
toxischen Ruhrsera jederzeit mit der gleichen Genauigkeit durchfiihren.

Wird die Titration nach dem in Abschnitt VII besprochenen Verfahren
(S.131f.) durchgefiihrt, so kann man freilich aus der Sterblichkeitsrate, die einer
Serumdosis zugeordnet ist, nicht jederzeit direkt auf ihren Antitoxingehalt
schliefen. Es geniigt also nicht, den ,,Zielpunkt** einmalig festzulegen. Viel-
mehr mufl man bei jeder Titration die Sterblichkeitsquote, die einer bestimmten
Antitoxindosis zugeordnet ist, neu bestimmen, indem man jeweils einen
Versuch mit der Priifungsdosis des Testgiftes und mit einer bestimmten Menge
des Standardserums, z. B. mit 0,5 AE ausfiihrt (vgl. Abschn. VII, S. 13f.).
Dies ist der Kernpunkt des Standardprinzips! Findet man, daB
die Sterblichkeit bei irgendeiner Dosis des untersuchten Serums hher oder
niedriger ist als die Sterblichkeit bei dem den Vergleich ermoglichenden
Gemisch der Testgiftdosis mit Standardserum (0,5 AE), so weiB man, daB
der Antitoxingehalt der in Frage kommenden Dosis des gepriiften Serums
kleiner oder groBer ist als 0,5 AE, allerdings nicht wieviel kleiner oder
grober. Erst die weitere Priifung groBerer oder kleinerer Serumdosen gestattet
die allmahliche Annéiherung an den Zielpunkt und macht es schlieBlich mog-
lich, diejenige Serummenge zu finden, welcher die gleiche Sterblichkeit zu-
geordnet ist wie der Vergleichsdosis des Standardserums und welche somit
den gleichen Antitoxingehalt — 0,5 AE — besitzt. Es ist fiir dieses Ver-
fahren durchaus gleichgiiltig, daB die gewihlte Testgiftdosis in Mischung mit
0,50 AE im Sommer weniger Versuchstiere titet als im Winter. Wenn die
Verschiebungen allerdings so erheblich werden, daB ein allzu kleiner Prozent-
satz der Méuse getotet wird, ist eine Erhohung der Testgiftdosis nicht
zu vermeiden, weil bei weitgehender Verkleinerung der ,,Ausschlige” die
Genauigkeit der Ergebnisse abnimmt (vgl. S. 141f.). Behalt man die Testgift-
dosis unveréndert bei, so geht selbstverstiindlich eine urspriinglich etwa vor-
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handene Relation auf den Endpunkt der Neutralisationskurve verloren.
Mit anderen Worten: die Neutralisationskurven verschieben sich im Sommer
nach links; wurde im Winter als Testgiftdosis diejenige Menge gewihlt, die
durch 1,0 AE eben neutralisiert wurde, so bedarf es im Sommer zur Neu-
tralisierung einer geringeren Menge. 7

Ganz analog liegen die Verhiltnisse bei der in mehreren Untersuchungs-
serien ausgefiihrten Priifung des Wertes der Ruhrsera auf Grund der von
den Fabriken gemachten Angaben. Auch hier #ndern die Resistenz-

schwankungen nichts am Prinizp des Verfahrens, weil jede Dosis stets im.

Vergleich mit der entsprechenden Dosis des Standardserums gepriift wird.
Bei einer Priifungsmethode, die eine durch 1,0 AE eben neutralisierte Gift-
menge als Priifungsdosis beniitzt (s. S. 16 ff.), wird eine Erhohung bzw.
Neueinstellung der Testgiftdosis bei stirkeren Veriinderungen in der
Resistenz der Versuchstiere praktische Vorteile vor der Beibehaltung der
urspriinglich gewéhlten Menge haben. Wenn sich néimlich der Endpunkt
der Neutralisationskurve zu weit nach links verschiebt, verliert die vierte
Versuchsserie — 1,0 AE — ihre Bedeutung als Indikator einer etwaigen
Minderwertigkeit des gepriiften Serums; eine miBige Minderwertigkeit 156t
sich alsdann nur auf Grund des Ausfalls der fiinften und sechsten Serie
— 0,75 und 0,5 AE (s. S. 17) — feststellen. Dieser Nachteil ist nur durch
Erhohung der Testgiftdosis zu vermeiden. Umgekehrt miissen Giftdosen, die

im Sommer festgelegt worden sind, gegebenenfalls im Winter herabgesetzt
werden.

Als Beispiel fiir eine Serumpriifung sei hier ein Vergleich zwischen dem
deutschen und dem dénischen (internationalen) Dysenterie-Standardserum
angefiihrt (Tabelle V).

Tabelle V.

Deutsches /28| & | Dinisches S8l

Dysenterietestgift Dysenterie- 97| S8| g | Dysenterie- | 25|82 8

,,1929¢ Standard- )§ (88| 2| Standard- |S, S% S

serum?) = A Ol serum ST g

0,26 cem Testgiftauf- 1/200 cem e S QR B 1/200 cem 1217010
schwemmung
= 0,125 mg

del. 3/800 ,, 12 | 2 (167| 3/800 | 12|38 |25

) 1/400 ., 12 | 8 |667| 1400 129 |75

Tabelle V zeigt eine gute Uebereinstimmung in der Wirkung der ver-
glichenen Sera. Zur Ausfiihrung des Versuches wurde das deutsche Dys-
enterie-Standardserum so aufgelist, da 1/200 cem die gleiche Menge Anti-
toxin enthielt, welche bei Losung nach der alten Vorschrift in 1/36 cem ent-
halten ist (vgl. S. 8). Die in Tabelle V aufgefiihrten Mengen — 1/200,
3/800, 1/400 ccm — sind somit Mengen von 1/36, 1/48, 1/72 cem der bis

1) Die in einem Vakuumrdhrchen enthaltene Menge Standardserum wurde
durch Zusatz von 2,58 cem physiologischer Kochsalzlésung aufgelost.
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jetzt beniitzten Standardlgsung dquivalent. Das Ergebnis des in Tabelle V
wiedergegebenen Vergleichs bestéitigt von neuem die in Statens Seruminstitut
in Kopenhagen und im Institut fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M.
erhobenen Befunde. Es sind also

1/36 ‘cem Deutsches Dysenterie-Standardserum ,,alt®
= 1/200 cem Deutsches Dysenterie-Standardserum ,,neu‘
= 1/200 cem Dinisches (internationales) Dysenterie-Standardserum
= 1,0 AE.
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II.

Studien an Mikrogliazellen (sogen. Hortegazellen)
in Gewebskulturen von Gehirn').

Von

I. Costero.
(Mit 6 Abbildungen im Text.)

Seit den Untersuchungen von Harrison im Jahre 1907, welcher zum
ersten Male die Entwicklung der Nervenfasern ,,in vitro* beobachtete, haben
zahlreiche Autoren das Verhalten des Nervengewebes in Explantaten studiert.
Einige Forscher haben sich, dem Beispiele Harrisons folgend, mit dem
Studium von kiinstlich auBerhalb des Organismus am Leben erhaltenen Ge-
hirnfragmenten beschéftigt: BUurRrROWS, SHOREY, INGEBRIGTSEN, SANGUI-
NETTI, LEVI, STUDNICKA, OLIVO usw. Andere wie LEGENDRE und Mixor,
Marivesco und Mines, HENNEGUY, LEvADITI, usw. haben Spinalganglien
in vitro kultiviert, wihrend M. R. Lewis, W. H. Lewis, und MATSUMOTO
Sympaticus-Nervenelemente ziichteten. Schlieflich haben Harrison und
InGEBRIGTSEN auch das Verhalten der peripheren Nerven in den Explantaten
studiert.

Alle diese Autoren haben im allgemeinen ihre Arbeiten auf das Studium
der das Nervensystem konstituierenden Hauptelemente, nimlich der Nerven-
zellen und ihrer Auslédufer in den Gewebskulturen gerichtet. In den Arbeiten
findet man aber keine nur auf das Studium der anderen zwei dem Gehirn
eigenen Zellelemente, Glia- und Hortegazellen, gerichtete Untersuchungen,
und nur beildufig sind die anderen Zellen, welche in den Kulturen des
Nervengewebes proliferieren, erwéihnt.

In meinen Untersuchungen hatte ich Gehirnfragmente von 2 bis 3 Mo-
naten alten menschlichen Embryonen kultiviert, auch von mneugeborenen
Meerschweinchen und von Hithnerembryonen zwischen dem 7. und 20. Brut-
tage und dabei mein Augenmerk hauptsichlich auf die wandernden Kornchen-
zellen gerichtet, welche aus dem explantierten Nervengewebe entstehen.

1) Abgeschlossen am 17. Febr. 1930.
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Diese Elemente sind in der Hauptsache charakterisiert durch ihr spites
Auftreten, im Gegensatz zu der Schuelligkeit, mit welcher die Fibro-
blasten erscheinen. Nur selten trifft man in den ersten 24 Stunden
zwischen den Fibroblasten der Kulturen isolierte Wanderzellen, und in den
Féllen, in denen die Entwicklung der Fibroblasten ganz ausbleibt, erleidet
das explantierte Gewebsfragment anscheinend wihrend vieler Stunden
keine Verdnderung, welche eine iiberméBige Proliferation von Zellen ver-
muten lieBe. Im allgemeinen pflegen 24 Stunden nach dem Ansetzen der
Kultur von Gehirnstiickchen die ersten Wanderzellen zu erscheinen, welche
dann mit Vorliebe am Rande des explantierten Fragmentes gelagert sind
(Figur 1, ;). Die
Form dieser zuerst
auftretenden Zellen
ist rundlich; von
ihrer  Oberfliche
gehen kurze und
feinepseudopodien-
artige, oder faden-
férmige Verléinge-
rungen aus, welche
fortwihrend ihre
Form, GroBe und
Lageverdndern,um
ebensoschnell  die
alte Form wieder
anzunehmen. Sie
gehen von dem
ganzen Zellkorper
nach allen Seiten
Eig. 1. aus, gleichsam ein
Haarbiindel oder
Federbiischel bildend. Diese Elemente sind weiter charakterisiert durch ihre
bedeutende GroBe und durch ein grobkérniges Protoplasma von starkem
Lichtbrechungsvermagen, in welchem man sehr hiufig auch einige kugel-
formige Vakuolen von sehr verschiedener GroBe wahrnehmen kann, obgleich
sie fast immer klein sind. Der infolge der protoplasmatischen Triibung in
vielen Féllen nur schwer sichtbare Kern ist von runder oder eiférmiger Form,
zeigt eine oder zwei lichtbrechende nebenkernartige Kornchenbildungen und
hat meistens eine exzentrische Lage.

Von den morphologischen und Struktureigenschaften, welche wir soeben
beschrieben haben, abgesehen, 148t sich nur weniges, was AufschluB iiber
die Natur dieser freien und beweglichen Zellelemente geben kinnte, sagen.
Harrison (1910), welcher schon in seinen ersten Kulturen des Riickenmarks
des Frosches dhnliche Zellen beobachtete, bestimmte ihre Natur in seinen
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Arbeiten nicht und beschriinkte sich auf die Erwihnung des konstanten Vor-
kommens dieser Elemente in den Kulturen. Aus ihrer Beweglichkeit aber
schloB er, daB sie mit der Entwicklung der Nervenfasern nichts zu tun
haben.

Burrows (1911) betont verschiedentlich, daf sich héiufig in seinen Nerven-
gewebe-Kulturen des embryonalen Huhns mesenchymale Elemente ent-
wickelten. Aber er behandelt ihre Morphologie und ihre Struktureigenschaften
nicht ausfiihrlich genug,
um beurteilen zu konnen,
ob die Zellen, welche er
erwihnt, den von mir stu-
dierten gleichen.

INcEBRIGTSEN (1913)
stoBt in seinen Studien
iiber die Degeneration und
Regeneration der Neurone
in vitro auf einen Zell-
typus mit méchtigen amo-
boiden Bewegungen und
korniger Struktur, von de-
ren Protoplasma charakte-
ristische, gekriimmte, amd-
boide Filamente ausgehen.
Dieser Autor scheint dazu
zu neigen, diese Elemente
als Bindegewebszellen zu
betrachten.

SchlieBlich hat auch
Orvo (1927) .in seinen
Kulturen von Gewebe des
Zentralnervensystems mit
den unsrigen vergleichbare
Wanderzellen  gefunden, Fig. 2.
von denen er zwei Typen
beschreibt: Kugelformige Zellen mit groBenFetttropfen in ihrem Proto-
plasma und ferner verzweigte Elemente mit kleinen Kornchen.

Nach meinen Beobachtungen méchte ich sagen, daBl diese runden, be-
weglichen, kornigen Zellen, welche in 100 Proz. in meinen Kulturen in
Erscheinung traten, im ganzen, sowohl morphologisch als auch physio-
logisech den kiornigen Zellen entsprechen, welche sich in einer grofen
Anzahl pathologischer, besonders entziindlicher Gehirnprozesse
zwischen Nerven- und Gliazellen finden.

Seit den grundlegenden Arbeiten von Rro-Horreca kennt man das
Vorhandensein einer dritten von den Nerven- und Neurogliaelementen
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verschiedenen Zellart, der sogenannten Mikroglia, welcher bei normalen
und pathologischen Verhéltnissen im Gehirn wichtige Funktionen zu-
kommen.

Ohne auf niihere Einzelheiten einzugehen, iiber die bereits in friiheren
Veroffentlichungen berichtet ist, sei hier nur bemerkt, daB es sich, wie Rio-
HorreGA in seinen ersten Arbeiten darlegte, um Zellen von kleiner Gestalt
handelt, die in Sehnitten und im ungeféirbten Priiparat zahlreiche, sehr ver-
zweigte und mit reichlichen und feinen stachligen Auswiichsen bedeckte
Ausliufer aufweisen, so
daB sie ein charakteristi-
sches Aussehen besitzen.
Diese Elemente finden sich
bei dem erwachsenen Indi-
viduum in allen Teilen des
Gehirns, und ihre Haupt-
eigenschaften sind die in
gewissen Féllen sehr ak-
tiven améboiden Bewe-
gungen und die phagozy-
tédre Tatigkeit. Die Mi-
kroglia spielt nach Hor-
TEGA im normalen Gehirn
beim  Stoffwechsel — der
Nerven- und Gliazellen
eine wichtige Rolle und
vermag in pathologischen
Fillen, die Zerstorungs-
produkte und Fremdkor-
per, welche sich im Gehirn
vorfinden, aufzunehmen.
Rro-HorrEGA nimmt an,
daB die Mikroglia meso-

Fig. 3. dermalen Ursprungs ist,

eine Auffassung, die durch

wichtige Argumente gestiitzt wird, die aber trotzdem heute noch fiir einige
Autoren einen Streitpunkt bildet.

Die grundlegenden Forschungen von Rio-Horreca haben zahlreiche
Arbeiten zur Folge gehabt, deren Autoren im wesentlichen die Ergebnisse
des spanischen Gelehrten bestitigen und die Kenntnis von dieser neuen
Zellgattung um einige interessante Details vermehrt haben. Wir fithren
hier die Namen von Corrapo, Asva, BALEy und Hirter, Krreurz-
FELDT, MErz, Sparz, ALBERCA, PENFIELD, CAJaL, COSTERO, L. ENRIQUEZ,
GALLEGO, POLDERMANN, WINKLER, SCHAFFER, Prulss, R. Corr1A, BRrATI-
ANO und Lrowmsarr und Jonesco, Mimatestt und Tupa an, von denen

; Neuroglia (Polydendroglia und Oligodendroglia) hat. Die physiologische

|
= Fig. 4. {

besonders verdient gemacht haben.
= Es ist notig hervorzuheben, daB auch nach meinen Beobachtungen

= punkt, der begriindeterweise diese Beziehung vermuten lieBe, und sie sprechen
~ im Gegenteil dafiir, da$ die Mikroglia in der feineren Struktur des Nerven-
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sich einige um die Klirung der Frage, die uns hier beschiftigt, ganz

die Mikroglia keine direkte Bezichung zu irgend einer der Varietiten der il

|
il
Aktivitat und die Eigenschaften der Hortegazellen bieten keinen Anhalts- il

gewebes ein drittes Zellelement bildet. Andererseits ist ihr Ursprung aller fi

Wahrscheinlichkeit nach mesodermal und deswegen von dem der Neuroglia il
sehr verschieden. e

In dieser Arbeit wird der Versuch unternommen, einen weiteren, eventuell 1 '
sehr gewichtigen Beweis fiir den mesodermalen Ursprung der Hortegazellen
zu fithren, wobei wir in Erwigung ziehen, daB die kornigen und beweglichen
Zellen, welche mit absoluter Konstanz in den Kulturen der Nervenzentren ‘
erscheinen (Huhnembryo von 15—20 Bruttagen) nur emigrierte Formen der !
Mikrogliazellen darstellen, deren Aehnlichkeit mit den in vitro kultivierten
Makrophagen und Monozyten evident ist.

Um zu diesem SchluB zu kommen, haben wir die beweglichen, kirnigen
Zellen studiert, indem wir dazu vorzugsweise tierische Nervengewebskulturen
in den letzten Tagen der embryonalen Entwicklung gebraucht haben. Wenn [
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sich, wie es oft vorkommt, zur gleichen Zeit keine Fibroblasten entwickeln,
so kann man beobachten, daB die entstandenen kiornigen Wanderelemente
schnell eine betrichtliche Invasionszone einnehmen und in ihnen eine, wenn
auch nicht absolut konstante, charakteristische Orientierung in Erscheinung
tritt, indem die in ihrer Emigration am weitesten fortgeschrittenen Zellen
sich in einer von einer Schicht von eng aneinander gelehnten Elementen ge-
bildeten Reihe vereinigen, welche einen Plasmahof von verschiedener Grif3e
und Form umgrenzt, der die verbleibenden Wanderelemente und das ganze
oder einen Teil des explantierten Fragmentes umschlossen hlt.

Wenn die Kornchenzellen, welche zuerst in den Kulturen erscheinen,
im grofen und ganzen den Fettkornchenformen der Mikrogliazellen gleichen,

VER G A

Fig. 5.

so ist die morphologische Identitit nicht weniger deutlich, welche zwischen
den lianglichen Wanderzellen unserer Kulturen und den Stdbchenzellen der
tir die Hortegazellen charakteristischen Wanderformen besteht.

Die langlichen Wanderzellen in Gehirnkulturen haben die Eigentiimlich-
keit, sich an ihren Enden zu vereinigen, um sternformige Zellreihen zu
bilden, von welchen seitwirts ebenfalls rethenmiBig angeordnete Elemente
ausgehen, deren Gesamtheit eine sehr charakteristische, stark verzweigte
Gruppenbildung ergibt (Fig. 1, Nr. 4). Sowohl die Bildung der zelluléren
Grenzlinie als die der verzweigten Reihengruppen ist ein voriibergehendes
Phénomen, welches mit zunehmendem Alter der Kultur bald verschwindet,
und dann durch Trennung und Emigration der sie bildenden Zellelemente diffus
wird (Fig. 1, Nr. 5). Die lidnglichen Zellen erreichen dann den Rand des Ge-
rinnsels, indem sie lange, mehr oder weniger verzweigte Ausliufer aus-
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schicken, die verschiedenartig gestaltet sind (Fig. 2 und 3). Es treten bei
diesen Elementen sehr hiiufig groBe Fetttropfen mitunter sehr friih in Er-
scheinung.

Wenn wir diese mit groBen verzweigten Pseudopodien versehenen Zellen
mit den Hortegazellen vergleichen, welche sich in den anormalerweise er-
weichten Teilen des Gehirns finden, dann sehen wir wieder dieselben dhnlichen
Verhiiltnisse, welche wir hinsichtlich der runden und stébchenformigen Ele-
mente hervorgehoben
haben.

Die normale Mi-
krogliazelle hat, wie
Rio-HorrEca bewie-
sen hat, eine beson-
ders verzweigte Form,
indem sie zahlreiche,
feine protoplasmati-
sche Ausliufer besitzt,
welche sich, von dem
Kkleinen Zellkérper aus-
gehend, immer weiter
verzweigen. Da nach

Rio-HorTEGA die
Form der Mikroglia-
zellen als Wander-
zellen von der physi-
kalischen Natur des
betreffenden Mediums
auBerordentlich  ab-
héngig sind, wird es
logischerweise  sehr
schwer sein, in dem
geronnenen Plasma-
tropfen, den das Kul-
turmedium darstellt,
ebenso ausgeprigt wie
bei den im Gehirn vorhandenen Hortegazellen ramifizierte Elemente zu finden,
wie sie sich in den verwickelten Maschen des Nervennetzes befinden. Diese
Schwierigkeit ist offensichtlich; jedoch haben wir das Gliick gehabt in ver-
schiedenen Kulturen Wanderelemente zu finden, die, wenn sie auch nicht
mit derselben Kompliziertheit wie die im Gehirn vorkommende Mikroglia,
V.erzweigt sind, so doch zur Geniige die Fihigkeit jener Elemente bewiesen,
sich deutlich zu verzweigen (Fig. 4). Diese verzweigten Elemente standen
unter sich durch Anastomose in direkter Verbindung, vielfach nahmen diese

Fig. 6.

sternformigen Zellen bald die gewthnliche runde Form in der Kultur ein.

Arb. a d. Staatsinst. f, exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a, M. XXTII, 3
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Die Vitalitit dieser Wanderzellen ist in vitro sehr groB; sie zeigen sich

in alten Kulturen auch dann noch beweglich, wenn die Entwicklung und

Beweglichkeit der Fibroblasten und der anderen Elemente desselben Ex-
plantates bereits zum Stillstand gekommen sind. Diesen Umstand habe ich
mir zu Nutzen gemacht, um Reinkulturen der Mikroglia zu erhalten, indem
ich den ersten Plasmawechsel 24 Stunden spater vornahm, als es fiir die Fort-
ziichtung der Fibroblasten erforderlich wire.

Tiir die Identitit der beweglichen Kornchenzellen unserer Nerven-
kulturen mit der Mikroglia sprechen folgende Beobachtungen und Tat-
sachen:

1. Die mit starken Gestaltsverdnderungen und Pseudopodien-
bildung einhergehende Beweglichkeit; diese auffillige Eigenschaft, die schon
die Aufmerksamkeit Harrisons auf sich lenkte, ist ein leicht zu beobachtendes
Merkmal, welches die aus dem Gehirnstiickchen ausgewanderten Zellen in
hohem Mafle besitzen. In Fig. 5 sind die ausgepréigten und schnell erfolgenden
morphologischen Verdnderungen zeichnerisch wiedergegeben, welche eine
dieser Wanderzellen auf dem geheizten Objekttisch (37°) wihrend 30 Minuten
der Beobachtung aufwies.

2. Eine Folge dieser auBerordentlich groBen Veréinderungen des Proto-
plasmas mit Aussendung von Pseudopodien ist die rasche Fortbewegung
dieser Elemente, wie sie sich auch nach Rio-HorTEGA bei experimentellen
aseptisch im Gehirn gesetzten Wunden in Schnitten nach 24 Stunden nach-
weisen léft. Die Wanderzellen durcheilen tatséchlich grofie Strecken mit un-
gewohnlicher Geschwindigkeit, vor allem, wenn ihre Bewegungen durch die
Nahe einer Substanz von chemotaktischer Wirkung begiinstigt werden.

3. Die fiir die Mikroglia so charakteristische phagozytire Eigenschaft
hat eine auBerordentliche Intensitit. Wie Rio-HorreGa bewies, beschrinken
sich die seinen Namen fithrenden Zellen nicht darauf, leblose Substanzen
aufzunehmen (Reste von Myelin, rote Blutkérperchen usw.), sondern sie ver-
mogen durch ihre phagozytire Aktivitit auch polymorphkernige Leukozyten,
gelegentlich sogar plasmatische Zellen in sich aufzunehmen. Wenn man z. B.
zu dem gewGhnlichen Kulturmedium eine isotonische Karminaufschwemmung
hinzufiigt, verschlingt die Mikroglia die Farbstoffkérnchen mit solcher Inten-
sitit, daB das Kulturplasma bald von der Farbsubstanz frei wird und die
Mikrogliazellen mit Karminkornchen vollgepfropft erscheinen (Fig. 6). Diese
phagozytire Kraft der Kulturmikrogliazellen erinnert an die Namen von
Abraumzellen (MErzBACHER) und SCAVENGERCELLS (BEvAn LEwis), die
man den pseudopodischen Formen der Mikroglia gab. Auch rote Blutkorper-
chen werden schnell und gierig verschlungen, ebenso andere Fremdkorper,
welche zufalliger- oder kiinstlicherweise sich in den Kulturen vorfinden; sie
werden von den Wanderzellen umgeben, und je nach ihrer Art von ihnen
aufgenommen; in diesen Fillen nehmen die Kornchenzellen rundliche Formen
an, die ganz und gar den von Rio-HorrEGa gezeichneten fettkornigen Zell-
formen der Mikroglia gleichkommen.
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Der Vergleich der in den Kulturen gewachsenen, in vollster Entwicklung
befindlichen und nach der Methode von Rio-HorrEca gefirbten Elemente
mit den Formen, die die Mikroglia bei einer im Gehirn applizierten Wunde
in geféirbten Schnitten aufweist, spricht auch fiir die Identitiit der beweglichen
Zellen mit den Hortegazellen (Mikroglia). Dabei ist zu beriicksichtigen, daB
zwar auch andere mesodermale Elemente (Makrophagen, Monozyten, Fibro-
blasten) die gleiche Féirbung annehmen. Charakteristisch fiir die Mikroglia-
zellen ist aber ihr Gehalt an einer groBen Menge von kugeligen Einschliissen,
die schon {frithzeitig auftreten und in einem solchen AusmaBe bei anderen
Zellen nicht beobachtet werden. Durch meine Versuche konnte nicht ent-
schieden werden, ob die Mikroglia aus Fibroblasten entsteht oder nicht; in
Zustandsbildern unterscheiden sich aber die Mikrogliazellen durch die an-
gefiihrten Merkmale von den gewdhnlichen Fibroblasten, und zwar vor allem
durch die stets zu beobachtenden groBen Kugeln, so daB sie als besondere
Zellart anzusehen sind.

Zusammenfassung.

1. Die Wanderzellen, welche regelmiiBig aus den in vitro kultivierten
Nervengewebsstiickchen auswachsen (Huhnembryo von 15—20 Bruttagen)
haben alle morphologischen, funktionellen und strukturellen Eigenschaften,
welche die Mikrogliazellen (,,Hortegazellen*) charakterisieren.

2. Ich nehme an, daB diese Kulturelemente die Wandermikroglia des
explantierten Fragmentes darstellen.

3. Die in den Kulturen bestehende Aehnlichkeit zwischen diesen aus den
Nervengewebsstiickchen ausgewanderten Elementen und den Makrophagen
und Monozyten anderer Gewebsstiickehen entspricht dem von Rio-HORTEGA
betonten Parallelismus zwischen der Mikroglia und den in den entsprechenden
Organen durch histologische Methoden studierten mesodermalen Elementen.

Die Arbeit ist entstanden in der Abteilung fiir Zellforschung des Georg
Speyerhauses zu Frankfurt a. M. Es ist mir eine angenehme Pflicht, dem
Direktor des Institutes, Herrn Geheimrat Korre, meinen verbindlichsten
Dank auszusprechen, und ganz besonders danke ich Friulein Dr. VoLLMAR
fiir ihre Anregung und Unterstiitzung bei den vorliegenden Versuchen.
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Aus dem Staatsinstitut fiir experimentelle Therapie zu Frankfurt a. M.
(Direktor: Geh. Med.-Rat Prof. Dr. W. KorLrLE).

II1.

Wirkung der B.C.G.-Immunisierung bei Affen,
Meerschweinchen und Kaninchen.

Von

Prof. Dr. E. Kiister und Dr. G. Elkes.
(Mit 1 Abbildung im Text.)

Ausgehend von der Voraussetzung, daB eine dauerhafte, auch.unter
natiirlichen Verhiltnissen geniigend Schutz gegen Tuberkulose verlel.hende
Immunitat an die Anwesenheit lebender Tuberkelbazillen gebunden ist =
wobei es nicht ausschlaggebend sein soll, ob die Bazillen im Kérper tuberku’lose
Verinderungen hervorrufen oder nicht — ste]ltgn CALMETTE. und GUERIN
durch 13jihrige Fortziichtung eines urspriinglich virulenten bovinen Tuber.kel—
bazillenstammes auf einem Rindergalle- Glyzerinkartoffelndhrboden einen
Impfstoff, die B.C.G.-Kultur, dar.

Durch diese fortgesetzte Ziichtung soll dieser Stamm \_rollkommfen
apathogen und avirulent geworden sein. Das Verhalten d(?S B.C.G. im Ol."galms—
mus sei das eines obligaten Saprophyten, der nicht befahigt ist, seine Yu‘ulenz
zu steigern, weshalb seine Ausscheidung aus dem. Korper und. seine Ver-
streuung keinerlei Gefahr mit sich bringe.: Die einzige Impfreaktion bestehe
in der Bildung einer nuB- bis hiihnereigroBen Geschwulst an der Impfstelle,
die nach 10—18 Monaten zuriickgebildet ist. Irgendwelche tuberkulose Ver-
anderungen konnten von Carmerre und GUERIN nicht beobachtet werden;
Rinder vertrugen 100 mg der B.C.G.-Kultur ohne zu erkranken.

Diese Behauptungen von CALMETTE und dessen Mitar.beit'er erwiesen
sich bei Nachpriifungen durch verschiedene Autoren als unrichtig.

Kravs und GERLACH gelang es, an groBen Reihen von Kaninchen und
Meerschweinchen durch intravendse oder intraperitoneale Emverl?lbung von
hoheren Dosen (22—20mg) der B.C.G.-Kultur patholpglsche Organvgrande:ru.ngen
hervorzurufen, die schon makroskopisch als typische t_uberkulose Laswqen
angesprochen werden muBten. Am hiufigsten betrafen sie Netz, Leber, Mllz,
Lymphknoten und Lunge. Auch siurefeste Stibchen liefen sich in fllesen
Herden leicht nachweisen. Histologisch handelte es sich um kleine Knétchen
mit allen Kennzeichen typischer Tuberkel: mit epitheloiden Zellen, zentraler
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Nekrose (Verkisung) und Riesenzellen. Diese Veréinderungen konnten bei Tieren,
die 3—4 Wochen nach der B.C.G.-Impfung getstet wurden oder spontan zugrunde
gingen, festgestellt werden. Wurden die Versuchstiere erst nach lingerer Zeit
getotet (nach 60 Tagen), so lieBen sich nur noch an einzelnen Stellen des Netzes
kleine Knotchen finden, die von derber, fibroser Beschaffenheit waren und keine
Verkisung zeigten. Erfolgte die Tétung der Tiere nach drei Monaten oder noch
spiter, z. B. nach einem Jahre, so war makroskopisch keine Spur von tuber-
kulésen Veriinderungen mehr zu sehen. Dieselben Resultate bekam GERLACH
bei der B.C.G.Impfung von Kiilbern. Eins der Impfkilber, dem sofort nach der
Geburt subkutan und intravends je 55 mg B.C.G. eingespritzt worden waren,
bekam an der subkutanen Impfstelle einen AbzeB, der sich nahezu vollkommen
zuriickbildete. Bei der nach 7 Monaten erfolgten Tétung fanden sich keine
tuberkulosen Verinderungen. Ebenso erwies sich das Kalb einer tuberkulésen

~ Kuh, das sofort nach der Geburt 3mal je 50 mg B.C.G. per os erhalten hatte,

bei der Sektion nach 5 Monaten als tuberkulosefrei.

Die Versuche von SeLter und BLUMENBERG stehen im Einklang mit den
Ergebnissen von Kraus, nur konnten diese Autoren eine so rasche Riick-
bildung der Krankheitsherde nicht bemerken — auch noch spiter als 515 Monate
post infectionem waren tuberkulése Verinderungen nachweisbar. Ebenso
verliefen die Versuche von B. LaneE und LypriN bei Meerschweinchen,
Kaninchen und Rindern. Bei diesen Tieren fithrte die Impfung mit B.C.G.
zu einer tuberkulésen Infektion, die jedoch in der iiberwiegenden Mehrzahl der
Fille klinisch gutartig verlief. L. Lanee und CLAUBERG versuchten durch
Resistenzschwiichung der Tiere (Meerschweinchen) mittels Kilte, Staub-
inhalationen, Hunger, Vitaminmangel, Diphtherietoxin, Mischinfektion und
Schwangerschaft die Pathogenitit des B.C.G.-Stammes relativ zu steigern.
Die Bemiihungen verliefen negativ.

MouriQuaNp und ' BErTOYE erzeugten bei Kaninchen Skorbut durch
Vitaminmangel — einen Zustand, der zu ganz rapider Tuberkuloseausbreitung
bei Einimpfung virulenter Stémme fiihrte — die Infektion der Tiere mit B.C.G.
verlief gutartig. NasTA lieB 2 Versuchsserien von Kaninchen 5 mg B.C.G. in-
halieren. Die Tiere kamen zwischen dem 7. und 370. Tage zur Sektion. Es
zeigte sich, daB die in den ersten Wochen nachweisbaren scharf abgegrenzten
Herde weiterhin ohne Residuen bzw. bis auf spirliche Narben ausheilten ; in
dem einen oder anderen Falle fanden sich nach 340 Tagen noch ein oder zwei
stecknadelkopfgrofe, scharf abgegrenzte Abszesse. Zu #hnlichen Ergebnissen
kamen eine ganze Reihe anderer Autoren (SCHUCKMANNS-STEEKHOVEN, TA-
RASSEWITSCH, ZECHNOWITZER, KORSCHUN, REMLINGER und Batiny, ELBERT,
GELBERT und ZOUCKERMANN und andere). Es geht somit aus diesen Versuchen
hervor, daB der B.C.G.-Stamm dieselben Verinderungen im Organismus hervor-
zurufen imstande ist, wie sie auch andere TB. erzeugen. Nur sind diese Ver-
dnderungen gegeniiber solchen, die von pathogenen TB. ausgelost werden, gut-
artiger Natur — es kommt zum vollstéindigen Verschwinden des Prozesses —
zur Ausheilung. Was die allgemeinen Stérungen betrifft, so spielt, wie die Ver-
suche verschiedener Autoren ergaben, die Art der Kinverleibung eine wichtige
Rolle. Die subkutane oder intraperitoneale Applikation wird besser als die
intravendse vertragen; die Tiere werden durch die B.C.G.-Impfung meist nur
krank (GerrLacm, KorscHUN u. a.); die Krankheit kann aber auch ungiinstig
verlaufen (LaNeE und Lyprin) und den Tod herbeifiihren.

GroBes Interesse riefen die Mitteilungen von CaLMeTTE, GUERIN und ihrer
Mitarbeiter iiber die giinstigen Erfolge, die durch Vorbehandlung von Labo-
ratoriumstieren und Jungrindern mit B.C.G. gegen nachtrigliche Infektion
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mit virulenter The.-Kultur erzielt wurden, hervor. In verschiedenen Lé‘mdern
ist das CarMETTESche Schutzimpfverfahren von einer ganzen Reihe von
Autoren nachgepriift worden. Die Ergebnisse liegen jetzt in groBer Zahl vor.

Ascor1 konnte bei Ziegen und Kilbern nach Vo.rbehandl'ung mit B.C.G.
einen Schutz gegen Reinfektion mit virulenten BazﬂleP erzielen. GERLACH
hat zahlreiche Kélberimpfungen in tuberkulﬁsen' Bestinden vorgenommen.
Superinfektion mit virulenten TB. liefen einen gewissen Schutz der mit B.C.G.
geimpften Tiere erkennen, da diese spiter und in geringerem Grade tuber-
kulose Verdnderungen als die Kontrollen aufw1esen.. Naph den Versuche]'J von
Aearry, OBUCHOWSKI und STEPANENKO zeigten die mit BOG vakzmleften
Kilber in einigen Versuchsreihen eine ausgesprochene Resistenz gegeniiber
der kiinstlichen Th.-Infektion im Vergleich mit den Kontrouen 28n .anderen
Versuchsreihen dagegen konnte auch bei den Kontrol!en eine gewisse Re-
sistenz nachgewiesen werden. Die Virulenz des zur Nachimpfung verwendeten
Th.-Stammes scheint daher nicht sehr grofi gewesen zu sein. HKine ziemlich
hohe Widerstandskraft gegen eine nachtrigliche Infektion beobaqhtete OBuU-
cHOWSKI und PAscHROWSKT bei mit B.C.G. geimpften Kélbern. Die Kontroll-
tiere verendeten in kurzer Zeit an tuberkuléser Kaqheme (dauerndes Eleber,
ausgedehnte Miliartuberkulose der Lungen), die geimpften blieben bis zu(li.'-
Schlachtung am Leben, zeigten nach der Infektion normale Temperaturen und
bei der Sektion nur geringfiigige tuberkulose Verinderungen. L. LANGE un
CrLAUBERG immunisierten 10 Kélber mit 50—300 mg B.C.G. subkutan, und nach
65 Tagen infizierten sie die Tiere mit 10 mg virulenter Rlndel"’ﬁuPer}{elbaZlII'en-
kultur intravends. 4 Tiere starben in 20—94 Tagen an The., die tibrigen 6 Tiere
dagegen iiberlebten die Infektion. Simtliche 10 Koqt?ollen' gingen 1.7—27 Tage.
nach der Infektion an The. zugrunde. RANKIN infizierte intravends mit 5 mg
bovinen TB. (Stamm Vallée) 25 Kilber 1 Jahr nach der B.C.G.-Schutzimpfung
zusammen mit 25 ungeimpften Kontrollen. Von den 25 Kontrollen sltarben
6 innerhalb 2 Monaten an allgemeiner The., 16 wurden nach 2Y% bzw. 3 1 Moj
naten getotet und wiesen tuberkuldse Herde auf; ein Tier war zweifelhaft;
2 gingen interkurrent ein. Von den mit B.C.G. geimpften Tieren starb elﬁes
an allgemeiner Thec., 4 wiesen bei der Tétung eine oder wenige abgehel tﬁ
Tuberkel auf; 19 zeigten bei der Tétung nach 105 Tagen nur mikroskopisc
deutliche Prozesse in den Driisen; 5 waren makro- und mikroskopisch frei.
In einem weiteren Versuch wurden 25 mit B.C.G. geimpfte Kilber und 25 Kon-
trollen in Bertihrung mit einer tuberkulés durchseuchten Herde gebracht und
mit tuberkelbazillenhaltiger Milch gefiittert; beides 3 Monate nach 'fier Impfung
fiir die Dauer von etwa 8 Monaten. Nach dieser Zeit wurden .('119 iiberlebenden
Tiere getotet. Von den Kontrollen wiesen 72 Proz. tuberlfzulose Prozqsse auf,
28 Proz. waren ma- und mikroskopisch frei. Von den mit B.C.G. geimpften
Tieren waren 68 Proz. véllig frei, 32 Proz. wiesen minimale, nicht progressive
Herde auf. WESTENRIIK immunisierte Hunde intrapleural mit B.C.G. (20 bis
50 mg) und infizierte sie einen Monat spiter endobronchial, intravends, _bzw.
subkutan mit dem Stamme Vallée. Von 11 vorbehandelten Hunden blieben
7 gesund, 3 schienen TB.-verdichtig. Bei 2 von ihnen wurde durch Organ-
weiterimpfung auf Meerschweinchen Tuberkulose erzeugt. Ein Hund zelgtg
geringe tuberkulse Verinderungen der Lungen. Von 8 Kontrollen zelg.;.ten. ‘
mehr oder weniger ausgesprochene Lungentuberkulose. 1 Hund war verdiichtig
und 2 gesund. : . o
Schimpansen und Cercopitheken vermochte WILBE.I'%T mittels einer einzigen
subkutanen Impfung von 50 mg B.C.G. oder durch 5 Fiitterungen von je 50 mg
in 2tdgigen Intervallen gegen tuberkulése Spontaninfektion auf die Dauer eines
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Jahres zu schiitzen. Wiihrend von den 20 Kontrollen 19 an The. starben und
nur eine vorzeitig an Pasteurellose, ohne tuberkuldse Verinderungen, einging,
zeigte keiner der mit B.C.G. vorbehandelten Affen bej der Sektion tuberkulése
Herde. Die subkutane Impfung von 30 und 50 mg B.C.G. setzt bei Macacus
rhesus nach GerLACH und KRAUS eine Immunitit gegen eine nachfolgende
tuberkulése Infektion, sowohl mit Typus humanus als auch mit Typus bov.
Wihrend die nichtvorbehandelten Kontrollaffen bereits nach 3—5 Wochen
an der Infektionsstelle Primiraffekte mit heftiger entziindlicher Reaktion
und fortschreitendem geschwiirigen Zerfall aufwiesen, zeigten die mit B.C.G.
subkutan vorbehandelten Affen keine Neigung zur Exulzeration und Fort-
schreiten des Prozesses; es kam nur zur Bildung eines stationiren linsengrofBen
Infiltrates. Die Toétung der Tiere, 3 Monate nach der Infektion, ergab bei den
Kontrollen schwere tuberkulsse Verinderungen in allen Organen, wihrend
bei den vakzinierten Affen eine Ausbreitung iiber die Impfstelle hinaus nicht
festgestellt wurde. In den Versuchen von KircaNER und ScENiEDER zeigten
subkutan mit hoher B.C.G.-Dosis vorbehandelte Affen (Mamadryas-Paviane)
eine einwandfreie, aber zeitlich sehr begrenzte Resistenzerh6hung gegeniiber
einer intrakutanen Infektion mit mittlerer Dosis eines virulenten Stammes.
SELTER und BLuMENBERG konnten an 25 Meerschweinchen, die mit 5—30 mg
B.C.G. subkutan vorbehandelt und nach 44 Tagen nebst 6 Kontrollen mit je
0,001 mg virulenten bovinen Tuberkelbazillen infiziert waren, eine. immuni-
sierende Wirkung des CALMETTEschen Impfstoffes nicht verkennen. Sie hat
allerdings in keinem Falle ausgereicht, um die Reinfektion vollkommen abzu-
wehren, da stets tuberkulése Verdnderungen an der Reinfektionsstelle und den
zugehdrigen Driisen festzustellen waren. In den meisten Fillen (17 von 25)
war eine Ausbreitung dariiber hinaus festzustellen. In den Versuchen von
TarassewiTsc erkrankten die vakzinierten Meerschweinchen und Kaninchen
nach ihrer Infektion mit humanen Bazillen genau so wie die Kontrollen, jedoch
war die Erkrankung der vakzinierten Tiere leichter als die der unbehandelten.
Beide Gruppen gingen zugrunde, KircENER und NEwroN konnten bei sub-
kutan mit B.C.G. vorbehandeltén Meerschweinchen einen deutlichen Schutz
gegeniiber einer Infektion, die virulént und groB genug war, um bei den Kon-
trollen eine villig gleichmiBige und ziemlich rasch verlaufende Impftuberkulose
zu sichern, wahrnehmen. Regionire Driisenerkrankung der vakzinierten Tiere
trat zuweilen erst nach 3 Monaten auf. BuscaMANN infizierte 3 Monate nach
Beendigung der B.C.G.-Schutzimpfung Meerschweinchen mit 10-5 mg eines
humanen TB.-Stammes. Wihrend von den 15 Kontrollen 10 Tiere der In-
fektion erlagen, kam es bei keinem der schutzgeimpften Tiere zur Ausbildung
einer todlich verlaufenden Tuberkulose, Es zeigte sich ferner, daB zwischen
Infektion und den ersten Zeichen einer sicheren Erkrankung bei den schutz-
geimpften Tieren gegeniiber den Kontrollen ein wesentlicher Unterschied in
der Zeit, Intensitit und Uebergreifen auf den iibrigen Organismus bestand.
OxmLL und PArisE beobachteten bei subkutan mit B.C. . vorbehandelten

und mit virulenten humanen Bazillen in fallenden Dosen nachinfizierten Meer-

schweinchen stets ausgebreitete Tuberkulose, dabei aber besseren Ernidhrungs-

zustand und léngere Lebensdauer als bei den Kontrollen. B. Lanee und Lyprin

schlieBen aus ihren eigenen Versuchen, daf die Meerschweinchen insofern einen

Schutz bekommen als eine intrakutane und aerogene Infektion milder verliuft

als bei nicht vorbehandelten Tieren. Der erzielbare Schutz ist quantitativ und
zeitlich begrenzt. Die Wirkung tritt am stéirksten bei Verwendung kleinster
Mengen eines nicht ganz vollvirulenten Tuberkelbazillenstammes zur Infektion
hervor, erlischt aber auch unter dieser Bedingung nach einer gewissen Zeit.
Beim Kaninchen dagegen war eine derartige Wirkung nur nach intravendser
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i it B.C.G. zu erkennen. ScEURMANN stellte an Meerschweinchen
zgzjrgg?i%nzninderung im Ablauf einer virulenten Infektion durch vorhef{lgle
B.C.G.-Impfung erfolgen kann, wenn die Infektionsdosis virulenter Tuberkel-
bazillen hochstens 10mal grofler ist als die Menge des betreffer@en Stammes,
die ein Meerschweinchen eben noch krank macht. Geht man iiber die alnge-
gebene Dosis hinaus, so werden die Unterschiede im Grade der Tuberkulose-

i immer geringer.
aqu%(}:sI(lg léltlaﬁllaltrglismgﬁig giinstigen Erfolgen stehen Untersuchungen g.eggn-
iiber, welche die immunisierende Wirkung der B.C.G.-Kultur nicht fml en
konnten. Bei 2 von B. Laneg und Lyprin subkutan mit B.C.G. v?rbehande ten
Rindern war keine Anderung des Ablaufes der folgenden intravendsen Infe.ktlori
mit virulenten TB. im Vergleich mit den Kontrollen festzustellen, Eucht e}nllzpa}.l
gegeniiber einer Infektion, die fiir die Kontrollen plcht in allen Fillen tod ic
war. Ein intravends mit B.C.G. geimpftes Tier zeigte gegen eine schwache In-
fektion offenbar einen ,,Schutz‘. In einer neueren Arbeit teilen B. ]:J.A}TTGE
und WETHMAR mit, dall es ihnen in einem Versuqh an _neugeborene{? Kélbern
und in einem andern an neugeborenen Schafen nicht einmal gegenuber 9111{161‘
relativ schwachen intravendsen Infektion gelang, einen hinreichend starken
Schutz zu erzielen. Auch die Vorbehandlung auf subkutanem Wege Vf,rsagte
bei einem Teil der Tiere ganz, trotz Anwendung einer relativ schwachen Prufun}fs—
infektion. Bei der Mehrzahl der Tiere war sie aber in den mit solch schwicfer
Infektion angestellten 4 Versuchen von Erfolg: 2 von 3 Rmde{n, 4 von 6 Se a]%‘ en
iiberstanden die fiir die Kontrollen sicher todliche intravendse Infektion. Frei
von Tuberkulose waren allerdings diese Tiere, als sie mehrere Monate nach cﬁr
Infektion in gutem Gesundheitszustand geschlachtet wurden, a,u_c}ll_ 1?‘1‘(3 b
3 Schafe wiesen sogar eine m#Big ausgedehnte, aber ,augenscheinlic hln
Heilung begriffene Miliartuberkulose der Lungen auf. In den S(.:hutzversuc't?lz
mit Anwendung einer stirkeren intravendsen Infektion trat eine Imnslu};nta
der subkutan-schutzgeimpften Schafe ebensowenig hervor wie in dem Schu Zci
versuch an Rindern. KorscrUN und Dwizrow haben 2 Kilbern per 0s un
2 subkutan 50 mg B.C.G.-Kultur eingefiithrt und sie daﬂnn mtr?,venos mit derfn
Stamme Vallée infiziert. Hs traten spezifische tuberkulo§e Verinderungen auf,
zuweilen recht intensiver Art. CaiAri, NOBEL unc}l SoLk konn‘qen auller einer
meist lingeren Lebensdauer der B.C.G.-Tiere k-elne.Unterschlede gegeniiber
den Kontrollen feststellen. Auch bei Affen erwies sich nach ZECHNOWITZER
die Vakzinierung als unwirksam. Ebenso konnten Karprreisca und NOHLEN
in Versuchen an 22 B.C.G.-vakzinierten Affep, die sie pach (jler von WILB].ERT
angegebenen Anordnung in Kifige setzten, in denen sich mit humanenk\{lru-
lenten TB. geimpfte Affen und nichtgeimpite Kontrollen befanden, emeg
Unterschied im Ablauf der Spontantuberkulose zwischen B.C.G.-Affen un
kennen. 3 :

KontIrgEl}lglslﬂzMER und ScHLOSSBERGER konnten bei einer Reihe von Meer-
schweinchen, die mit 0,1 mg B.C.G. in die Vorderkammer des einen Auges ge-
impft wurden, einen gewissen Schutz am anderen Auge gegen eine Remfekftlon
mit 0,005 mg Bazillen des Typ. humanus, die 3J5 Monate spéter erfolgte, esiﬁ
stellen. Der ProzeB bei den vorbehandelten Tieren war viel weniger schne
progredient und verhielt sich in den meisten Féﬂle_n auqh im Endeffekt Xﬁel
weniger maligne als bei den Kontrollen. Auch bei zwei weiteren Versuchs-
reihen von Tieren, die ein oder zweimal mit 20—25 mg B.C.G. stomachal vor-
behandelt waren und einige Monate spiter mit 10-% mg Tb. Typ. humanus
in die Vorderkammer nachgeimpft wurden, war ein ,»sehr beachtenswerteé'
Impfschutz zu verzeichnen®. Wihrend bei den Kontrolltieren der Proze
ungemein progredient verlief und nach einem Monat bereits zur Perforation
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der Hornhaut gefiihrt hatte, wihrend auch die inneren Organe bereits nach
einem Monat erhebliche tuberkulsse Verinderungen aufwiesen, verlief bei den
stomachal vorbehandelten Tieren die Erkrankung am Auge wie am sonstigen
Kérper sehr viel milder. Auch bei einer Versuchsreihe mit intraperitonealer
B.C.G.-Vorbehandlung und Reinfektion am Auge war eine Schutzwirkung zu
verzeichnen. Ausnahmsweise blieben auch vorbehandelte Tiere gegeniiber der
Nachimpfung ungeschiitzt.

J. CaxTACUZENE und seine Mitarbeiter berichten, daf bei ihren B.C.G.-
Tierversuchen die allgemeine Sterblichkeit von Meerschweinchen durch B.C.G.-
Impfung nicht erhéht wurde. Subkutane Einverleibung der B.C.G. fithrte
héufig zur AbszeBbildung an der Impfstelle, zuweilen auch zur Verkésung von
Inguinal- und Leistendriisen. Intraperitoneale Impfung verursachte gelegent-
lich AbszeBbildung am Netz. In dieser fanden sie einmal noch nach 7 Monaten
gut siurefeste B.C.G., die aber im Kulturverfahren nicht anwuchsen. Bei
Kaninchen ergab intraperitoneale B.C. G.-Impfung des 6fteren MilzvergréBerung.
Alle Impftiere wiesen Generslisation der Bazillen in den verschiedenen Kérper-
organen auf; oft fanden sich in den Organen Zellen, die mit Sdurefesten voll-
gestopft waren, aber niemals Tuberkelbildung. Die Heiltendenz und mangelnde
Progredienz der Impfschiiden war unverkennbar. s gelang auf keine Weise,
die Impfherde zu aktivieren. Mit B.C.G. vorbehandelte Meerschweinchen
zeigten gegeniiber nachfolgender Impfung mit virulenten Tuberkelbazillen eine
geringe Krhohung der Resistenz; wihrend z. B. die Kontrollen nach 5 Mo-
naten an allgemeiner Tuberkulose eingingen, erreichten die vorbehandelten

Tiere bei gleichstarker Infektion mit virulenten TB. eine Lebensdauer von
6 Monaten.

Ende Mirz 1928 bezogen wir von der TiergroBhandlung Ruhe in Alfeld
24 Rhesus-Affen, welche eben frisch importiert waren. Wir waren uns wohl
bewuBt, daB wir bei Bezug frisch importierter Affen einen groBeren Verlust
an Tieren, welche die Akklimatisierung nicht vertrugen, zu beklagen haben
wiirden, hatten aber andererseits dabei den Vorteil, dal wir mit groBer Wahr-
scheinlichkeit tuberkulosefreie Versuchstiere erhielten, da bei der Unter-
bringung in unserem Affenhaus eine Stallinfektion ausgeschlossen war. Nach
l4tégiger Eingewshnung der zuniichst sehr ungebérdigen Ankémmlinge

priiften wir durch intrakutane Tuberkulingabe auf Freisein von Tuberkulose-
infektion.

Da die Affen der Fesselung den gréBten Widerstand entgegensetzten und
durch das gewaltsame Festhalten in grofite, auch lingere Zeit nachwirkende
Aufregung gerieten, fanden wir in der Anwendung einer subkutanen bzw. intra-
muskuldren Pernocton-Injektion ein sehr zweckmiBiges Hilfsmittel. Wir
gingen in der Weise vor, daB wir mit dem Kescher das betretfende Tier zu-
deckten und mit der bereitgehaltenen gefiillten 1-cem-Injektionsspritze durch
eine Netzliicke hindurch an irgendeiner passenden gerade vorliegenden Stelle
unter die Haut oder auch in den Muskel injizierten. Wir lieBen das Tier dann
sofort wieder springen, um an den iibrigen in Betracht kommenden Versuchs-
tieren die gleiche Impfung vorzunehmen. Wir Injizierten anfangs 1,0, spiter
nur noch 0,3 cecm, eine Menge, die auch schon ausreichte. Nach der Freigabe
aus dem Kescher sprangen die Tiere ohne besondere Zeichen von Erregung —
die ganze Impfung nimmt etwa Y% Minute in Anspruch — wieder auf ihren
Kletterbaum, begannen aber schon nach etwa 10 Minuten einzunicken. Sie
kéimpften sichtlich mit dem Schlaf und waren dabei sehr friedlich; wenn man sie
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nicht schleunigst — ohne besondere SchutzmafBregel, nur mit gewﬁhnliqhem
Lederhandschuh bekleidet — von ihrem Sitze herunterholte, so fielen sie in

1 i ief schlafend herunter und schliefen auf dem Boden des
‘Izgﬁzgsnwﬁg?t%e: l’ifefe Schlaf hielt 'upgeféthr,.je nach Ppsis, 1/2—1 Stunde an
und man konnte wie an einem narkotisierten Tier alle nétigen Emgrlffe in Ruhe
vornehmen. Nach der Impfung wurden die Tiere in ihren Kifig gelegt und
zeigten beim Erwachen keinerlei Erregung.

Wir priiften mit Bovo-Tuberkulin, und zwar gaben wir von einer Ver-
diinnung (1:1) 0,1 cem intrakutan auf der einen Seite und an Fler kor'respon-
dierenden Stelle der anderen Korperhilfte 0,1 cem Nahrboulllor}, die 1:10
eingedichtet war. Bei einer ersten Gruppe von 4 Tierel} wiahlten wir als Impf-
stelle die Augenbrauengegend, nahmen dann aber bei den .folgen(.ien Tle}'en
die Innenseite des Oberschenkels, weil hier die Haut weniger pigmentiert
ist, Reaktionserscheinungen infolgedessen besser erkannt werden konnten
und auBerdem Kontusionen der Impfstelle durch Widerrennen oder dul.“ch
die Kescher so gut wie ausgeschlossen waren. Alle 24 Affen zeigtgn keine
Tuberkulinreaktion, und in Uebereinstimmung damit fanden wir auch
spiaterhin bei den Sektionen keinen Affen tuberkulds, der nicht vorher von
uns mit Tuberkulose infiziert war?). Leider ging uns eine ganze Anzahl der
Tiere schon vor der Immunisierung mit B.C.G. (mit der wir am 30. IV. 28
einsetzten) spontan zugrunde.

Die so verendeten Tiere wiesen neben geringen Durchfallerschei.].mngen
und méfiger Abmagerung hémorrhagische Verdnderungen der v.(.argroﬁerten
Darmdriisen (alte Blutherde neben frischen Blutungen) auf. Die Kérperorgane
waren im iibrigen makroskopisch gesund; in Blut und Driisen keine pathogenen
Bakterien; auch im Darminhalt inshesondere keine pathogenen Darmbakterien.
Ein Tier ging an Peritonitis zugrunde ; ausgedehnte ‘Verwachsungen in der Bauch-
héhle und durchgebrochener Eiterherd in der Blinddarmgegend.

Wir stellten Ende April fiir die 'B.C.G.-Immunisierung 3 Gruppen
zu je 4 Immuntieren und je 1 Kontrolltier zusammen. Wie aus der
tabellarischen Uebersicht zu ersehen, verendeten aber bis zum Tage der
Infektion von Gruppe II zwei Immuntiere und die Kontrolle, von Gruppe 11T
ein Immuntier und die Kontrolle, so daf3 tatséichlich nur 10 Tiere zur Tuber-
kuloseinfektion kamen, und Gruppe II und IIT ohne Kontrolltiere waren.
Letzteres hatte, wie sich nachtréiglich herausstellte, nichts zu bedeuten, .da
nach dem Ausfall der Gesamtgruppe an der Wirksamkeit der The.-Infektion
kein Zweifel sein konnte. Zur Erliuterung der Uebersichtstabelle sei folgendes
angefiihrt:

Unsere B.C.G.-Kultur war ein Originalstamm, den uns Herr CALMETTE
giitigerweise iiberlassen hatte und wurde mit Einschaltung von Galle-Kar-
toffelpassage auf Glyzerinkartoffel gehalten.

Fiir die Immunisierung verwendeten wir Kulturmasse entweder von Grl.y-
zerin-Kartoffel oder von Bouillonkultur, nach Abpressen zwischen FlieBpapier

1) Wir waren uns dabei wohl bewul3t, dafl bei Affen die Tuberkulinreaktion
vielfach als unsicheres Diagnostikum angesehen wird.
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gewogen. Die Verreibung der Kulturmasse erfolgte mit physiologischer Koch-
salzlésung. Wir versuchten die B.C.G.-Immunisierung durch Eingeben der
B.C.G.-Emulsion mittels Schlundsonde in den Magen. Die Einfiihrung der
halbweichen Sonde wiihrend des Pernocton-Schlafes hatte keinerlei Schwierig-
keiten. Das Alter der wild eingefangenen Tiere lieB sich nur ungefihr schitzen,
jedenfalls handelte es sich durchgehends um erwachsene Tiere.

Da der Darm von Siuglingen zweifellos eine groBere Durchlissigkeit fiir
geformte und ungeformte Stoffe besitzt als der Darm des erwachsenen Indi-
viduums, und da von CALMETTE die orale B.C.G.-Immunisierung fiir Siug-
linge empfohlen ist, trugen wir der Unsicherheit bzgl. der Altershestimmung
unserer Versuchstiere dadurch Rechnung, daB wir eine Gruppe, unter An-
lehnung an die Besrepxasche Oralimmunisierung gegen Typhus, mit B.C.G.
Bazillen-Emulsion und Rindergalle immunisierten, — Weiterhin infizierten
wir diese Gruppe I mit einer verhéltnisméBig kleinen Dosis (0,01 mg) boviner
Tuberkelbazillen am 10. Tage nach Beendigung der Immunisierung. Es war
eine 10 Wochen alte, gut gewachsene Kultur auf Eiernghrboden, die nach
l4tagiger Bebriitung unter Paraffinverschluf aufbewahrt war. Die Virulenz
war keine sehr groBe, doch zeigte das Verenden der Kontrolle Nr. 5, daB

unsere Impfdosis in 534 Monaten ein gesundes Kontrolltier mit generalisierter
Tuberkulose zu téten vermochte.

Bei den folgenden Gruppen, die keine Galle erhielten, erhghten wir jedes-
mal die B.C.G.-Einzeldosis, die Gesamtmenge und die Dauer der Tmmuni-
sierung. Zur Infektion wihlten wir jeweils 15 mg einer Bovinus- und einer
Humanus-Kultur, eine Dosis, die erfahrungsgemif ein Meerschweinchen von
300 g in 6 Wochen titete.

Da wir von der oralen B.C.G. Immunisierung zum mindesten eine Re-
sistenzerhdhung erwarteten, die Versuchsaffen auch mindestens das 6fache
Gewicht unserer Versuchsmeerschweinchen aufwiesen, so glaubten wir mit
0,5 mg eine schwache, aber doch ausreichende Infektion zu setzen (s. Tab. I).

Epikrise: In dem ersten Versuch (Tier 1—5) erzielten wir durch orale
Eingabe von B.C.G. zusammen mit Galle bei Tier Nr. 3 héchstwahrscheinlich
eine Resistenzerhhung gegen Tuberkulose ; wenngleich das Tier vor der Kon-
trolle zugrunde ging, so zeigte es doch 118 Tage nach der Infektion nur eine
tuberkulése Geschwiirbildung an der Impfstelle und Tuberkulose der zugehorigen
(axillaren) Lymphdriisen, kein makroskopisches Uebergreifen der Erkrankung
auf innere Organe. Bei Tier 2 kann ebenso eine Resistenzerhhung angenommen
werden. Das Tier verendete zwar am 218. Versuchstage an Tuberkulose, aber
immerhin 50 Tage spiter (25 %) als das Kontrolltier, und zudem fanden wir
im Gegensatz zu der ausgedehnten floriden Tuberkulose der Kontrolle weniger
und kleinere Herde, die offenbar zum Teil in Vernarbung und Ausheilung
begriffen waren. Das Tier 4 endlich blieb trotz subkutaner The.-Infektion
gesund; es wurde nach 500 Tagen getétet und zeigte keinen The.-Herd an der
Impfstelle und keine Tuberkulose der Driisen oder inneren Organe. An den

Lungen waren einige bindegewebige Herde, keine Verkisung, keine Tuberkel-
bazillen. i

Die Versuche II (Affe Nr. 6—8) und III (Affe Nr. 11—14) verliefen, wie
gesagt, ohne Kontrolle, gleichwohl ist aus ihnen zu entnehmen, dafl 6malige
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Tabelle
B.C.G.-Immunisierung

Infektion
Gewicht |17 T;gé I?éc}lg]ggémn, Gewicht
9 Tage
nach Beendigung
30. 4.16. 5. der 12, 6.]18. 9.
1928 | 1928 | Immunisierung | 1998 | 1928

30. 4. 1928 und 2. 5. 1928| 2230 | 1900 |0,01 mg The. bovin.| —
je 100 mg B.C.G. oral. —| 2300 | 2160 , in 1,0 NaCl-Losg. 2490 | 2320
Am 5. und 7. 5. jeweils| 23560 | 2700 | subkutan r. Brust-| 1770 | —
150 mg zusammen mit je| 2230 | 2750 | seite 2900 | 3190
6 cem Rindergalle.
Sa.: 0,5 g B.C.G.

Kontrolltier 2400 [16. 5. 1928 2000 | 1910

Art
der B.C.G.-Immunisierung

Infektion
; 17, 7. 1928,
Gewicht 47 Tage nach Beginn,
17 Tage
nach Beendigung

1. 5. | 1,6, der
1928 | 1928 Immunisierung

Art
der B.C.G.-Immunisierung

1. 5. 1928 und 3. 5. 1928 je| 2070 | 2170 0,5 mg The. bovin.
150 mg B.C.G. oral; eben-| 2010 | 2120 in 1,0 NaCl-Losg.
so am 1. 6. und 4. 6. 1928;| 2050 | 2420 subkutan 1. innere
— ebenso am 28. 6. und| 2050 | 2020 Schenkelfliche;
30. 6. 1928. Im ganzen: 0,1 ccm = 0,05 mg
0,9 g pro Tier intrakut. r.innere

Schenkelfliche

Kontrolltier

Infektiém8
: 17, 7. 1928, :
Gewicht | 76 Tage nach Beginn, Gewicht
14 Tage
nach Beendigung
2. 5. |28, 6. der 17.7.|/4, 8.
1928 | 1928 Immunisierung 1928 | 1928

2. 5. und 4. 5. 1928, ebenso am| 2240 | — |0,5 mg The. human. in| — —
1. 6. und 4. 6. 1928, ebenso| 2240 | 1930 1,0 NaCl-Lésg. subkut.| 1720 | 1850
am 30. 6., 3. 7. 1928 je 250 mg| 2250 | 2930 linke innere Schenkel-| 2770 | 2750
B.C.G. oral, Tm ganzen: 1,5 g| 2280 | 2130 | fliche: 0,05 mg intra-| 1800 | 1930
pro Tier kutan innen rechts

Kontrolltier 2200 | 2150
Zeichenerklirung: + -+ sehr stark; + deutlich; + wenig deutlich; - wenig; L sehr

Art
der B.C.G.-Immunisierung

Fiitterung mit je 150 mg B.C.G. und ebenso 6malige Fiitterung mit je 250 mg
B.C.G. keinen Schutz gegen nachtriigliche Infektion mit bovinen oder humanen
Bazillen verleiht und die Zeit, innerhalb der die Infektion zum Tode des Ver-
suchstieres fithrte (spitestens 4 Monate) 18t mit Riicksicht auf Dosierung und
Virulenz des Impfstoffes (cf. Versuch I) auch keine merkliche Resistenz-
erhohung annehmen.

TUm die immunisierende Wirkung einer B.C.G.-Vorbehandlung gegen
nachtriigliche Infektion mit virulenten Tuberkelbazillen weiterhin festzu-
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von Affen gegen The.

Verendet | Lebenstage

nach 3
am det Tntaktion Sektionsbefund

Tuberkulose

26. 5. 1928 Keine Tuberkulose. Tod d
3 urch Unfall
%(1) lg. %ggg 8 grga?tﬁbﬁrkuiosgr n%it ;ﬁﬂenweiser Ausheilung
el ur lokalisierte Tuberkulose der Impfstell d r. Axi
28. 9. 1929 Alte Lungenherde, keine Tuberklﬂosg;sg%t?)'tgél il

(==l il el =]

30. 10. 1928 Ausgebreitete Tuberkulose

_|_

Verendet | Lebenstage

nach .
am ot Tatahtin Sektionsbefund

22. 6, 1928
%g g 1328

.8..1928 Ausgebreitete Tuberkulose
6. 9. 1928 Ausgebreitete Tuberkulose

10. 7. 1928 Darmerkrankung

Verendet Gewicht Lebenslfage
am SWIC, nac Sekti fun
der Infektion BEonsbefing

8. 11. 1928

18, 7108 — =
. 10. 1928 — 80 Ausgebreitete Tuberkao
se
lg. %(1) ;}323 237 119 Ausgebreitete Tuberkulose
. 10. 192 — 84 Ausgebreitete Tuberkulose

7.. 7. 1928 | Darmerkrankung
wenig; 0 oder — fehlend; A Ausstrich.

stellen, _unternahmen wir sodann eine groBere Reihe von Versuchen an Meer-
s'chwelnchen. In einem ersten Versuche — siehe Tabelle II. — immuni-
sierten er 10 Meerschweinchen durch intraperitoneale und 9 durch sub- °
kutane einmalige Injektion von je 50 mg B.C.G. von 14tigiger Glyzerin-
kartotfelkultur. Die intraperitoneale Impfung wurde schlecht vertragen
Innerhalb der 10 Wochen, welche wir nach der B.C.G.-Vorbehandlung:
verstreichen lieBen, ehe wir die Inhalationsinfektion mit virulenten bovinen
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Tuberkelbazillen den erreichten Immunititsgrad priiften, starben 50 Proz. der
intraperitoneal vorbehandelten Tiere und zeigten bei der Sektion Verwachs-
ungen und Abszedierungen in der Bauchhéhle, die zum Teil noch durch den
mikroskopischen Nachweis von B.C.G. mit Sicherheit auf die Vorbehandlung
zuriickgefithrt werden konnten. Von den subkutan mit B.C.G. vorbehandelten
Versuchstieren starb dagegen nur 1 interkurrent. Die Inhalationsinfektion
mit bovinen Bazillen wurde in der in Arb. a. d. Staatsinst. f. exp. Ther. zu
Frankfurt a. M., H. 22, 1929, S. 49 beschriebenen Weise durchgefiihrt. Be-
ziiglich Dosierung sieche Tabelle.

Epikrise: Aus der ersten Infektionsgruppe gingen 8 Tiere: Nr. 71, 76, 77
und von den Kontrollen Nr. 429 vorzeitig an interkurrenten Krankheiten zu-
grunde, ohne da8 es zur Entwicklung einer echten Tuberkulose gekommen wire.
Da bei diesen Tieren héchstens 14 Tage nach der Infektion verstrichen waren,
so it sich mit Sicherheit nicht sagen, ob hierbei die Schutzwirkung der B.C.G.-
Vorbehandlung zum Ausdruck kam. Die beiden noch iibrig gebliebenen vor-
behandelten Versuchstiere dieser Gruppe, Nr.73 und Nr. 81, sowie die 4 Kon-
trollen 423—4217, die linger am Leben blieben, gingen mit zweifellos tuberkulésen
Verinderungen zugrunde. Von der zweiten vorbehandelten Gruppe, No. 82—87,
verendeten 2 Tiere 17 Tage nach der Inhalationsinfektion. Das eine davon,
Nr. 84, war zweiffellos tuberkulss, wihrend bei Nr. 82 kein tuberkuldser Er-
krankungsherd nachweisbar war. Die restlichen 3 Tiere dieser Gruppe, Nr. 83,
85 und 86 wurden nach 52 Tagen getdtet und zeigten starke Schwellung und
tuberkuldse Verinderung der Hilusdriise, disseminierte Tuberkelkngtchen
beider Lungen und vereinzelte Th.-Herde der Milz. Die zu dieser Gruppe ge-
hérenden Kontrollen Nr. 421—430 starben zwischen 17 und 38 Tagen simtlich
mit tuberkuldsen Veréinderungen; 2 Kontrollen, Nr. 88 und 89, waren nur mit
B.C.G. subkutan vorbehandelt, wurden aber nicht mit Tuberkelbazillen in-
fiziert, um feststellen zu konnen, ob die subkutane Vorbehandlung mit B.C.G.
allein nicht schon imstande wire, in einigen Monaten den Gesundheitszustand
unserer Meerschweinchen zu schidigen. Diese beiden Vorbehandlungskontrollen
wurden nach 15 Wochen getdtet und erwiesen sich bei der Sektion als gesund.
Beriicksichtigt man die Zeit, um welche die Versuchstiere die Infektion iiber-
lebten, so starben die Kontrollen der ersten Gruppe nach ungefihr 30 Tagen,
wihrend das einzige zum Vergleich brauchbare vorbehandelte Versuchstier
Gruppe I: Nr. 73 am 52. Tage zwar tuberkuls, aber noch durchaus lebensfrisch
erschien. Die Kontrollen der zweiten Gruppe starben auch verhaltnismiBig
frith, spitestens nach 38 Tagen, wihrend von den vorbehandelten Versuchs-
tieren der zweiten Gruppe: Nr. 83, 85 und 86 am 52. Tage nach der Infektion
noch sehr lebenskriiftig waren. Man darf also wohl im allgemeinen sagen, daB
die mit B.C.G. vorbehandelten Meerschweinchen die Inhalation mit virulenten
Tuberkelbazillen wesentlich besser vertrugen als die Kontrolltiere. Hin Schutz
gegen nachtrigliche tuberkulose Infektion durch B.C.G.-Vorbehandlung kam
in diesen Versuchen — Tabelle IIT — jedoch nicht zum Ausdruck.

Bei einer weiteren Gruppe von Meerschweinchen versuchten wir die
Wirkung der oralen B.C.G.-Vorbehandlung auf eine nachtriigliche Tuberkel-
bazilleninfektion festzustellen; da bei dieser Art der Vorbehandlung eine
Immunisierung von erwachsenen Tieren von vornherein fiir zweifelhaft er-
achtet werden muBte, wihlten wir 30 Saugmeerschweinchen zu einem Gewicht
von etwa 80 g und fiitterten diese (mit der Schlundsonde) jedes einmal mit

Arb. a. d. Staatsinst. f. exp. Ther u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M, XXIII. 4
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Tabelle III.
B.C.G.-Meerschweinchen-Versuch.
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etwa 60 mg B.C.G. von einer 14tdgigen gut gewachsenen Glyzerinkartoffel-
kultur am 4. Juni (s. Tabelle III). .
Obwohl die Einfiihrung der Kultur mit-der Schlundsonde ohne Sch?vier%g-
keit von statten ging, und die Tiere bei taglicher Milchzufiitt}erung sich im
allgemeinen gut entwickelten, verendeten 13 von den Versuchstieren innerhalb
6 Wochen zu verschiedenen Zeiten. Bei 2 Tieren, welche schon 2 Tage nach
der B.C.G.-Vorbehandlung eingingen, konnten wir im Blinddarm und ebenso
in einer vergroBerten Lymphdriise an der Einmiindungsstelle des.D‘ﬁnnda,r.ms
in den Dickdarm massenhaft gut firbbare B.C.G. nachweisen. Bei einem Tier,
das b Tage nach der Fiitterung verendete, wurden im Blinddarm kem(? B.C:G..
mehr gefunden, wohl aber noch in der oben erwihnten Driise. Ein Tier,
welches die Vorbehandlung 30 Tage iiberlebte, wies in der Leber mehrere ver-
kiiste Knotchen mit reichlich B.C.G. auf. Dieser Befund wurde nur einmal
unter 30 Tieren erhoben; man konnte zu der Ansicht neigen, daB hier durch
einen besonderen Zufall, vielleicht durch eine Verletzung bei der Sonden-
einfiihrung oder durch eine Einwanderung von B.C.G. durch den Lebergallen-

Wirkung der B.C.G.-Immunisierung usw. 51

gang, eine Infektion der Leber stattgefunden hat. Bei Meerschweinchen, die
spater als 30 Tage nach der B.C.G.-Fiitterung verendeten, wurden zwar
noch wiederholt vergriBerte Darmlymphdriisen, besonders in der Gegend des
Blinddarmansatzes, in diesen auch angedeutete Herdbildung, niemals aber
B.C.G. mikroskopisch gefunden. ,

Man darf also wohl daraus schlieBen, daB bei den Saugmeerschweinchen
eine anfinglich-haftende B.C.G.-Infektion nach 30 Tagen bereits ausgeheilt
war, und aus diesem Umstand erklirt sich wohl auch das Haften der nachtrig-
lichen Tuberkuloseinfektion. Von den iiberlebenden B.C.G.-gefiitterten Tieren
wurden 7 Stiick zusammen mit 7 nicht vorbehandelten Kontrollmeerschweinchen
am 17. Aug., also nach 53 Tagen, subkutan mit Tuberkelbazillen Typ. hum.
an der linken Brustseite infiziert.

Ein Versuchstier 561 verendete schon nach 6 Tagen ohne Tuberkulose.
Das niichste Versuchstier 559 starb nach 32 Tagen und wies bereits ausgedehnte
Tuberkulose auf. Alle weiteren hier eingehenden Tiere, sowohl Kontrollen
wie vorbehandelte Meerschweinchen, gingen mit zweifellos tuberkulésen Ver-
dnderungen der meisten Organe zugrunde, und zwar die Kontrollen nach durch-
schnittlich 45 Tagen. Von den vorbehandelten Tieren lebten 3 bis zum 140. Tage
nach der Infektion und wurden dann an diesem Termin zur Beendigung des
Versuches getotet. Auch diese 3 erwiesen sich zwar bei der Sektion als tuber-
kulés, aber gleichwohl, selbst wenn wir die absichtlich getoteten Tiere als tuber-
kul6s spontan verendet nehmen, erreichten die vorbehandelten Tiere ein
Durchschnittslebensalter von 104 Tagen, also mehr als die doppelte Lebenszeit
der Kontrollen. Es laBt sich also aus diesem Versuch sagen, dafl mit B.C.G.-
Kultur in groBerer Dosis einmal gefiitterte Saugmeerschweinchen eine weit
gréfere Widerstandsfihigkeit gegen eine 7 Wochen spiter erfolgende Infektion
mit einer massiven Dosis virulenter humaner Tuberkulbazillen besaBen als
die zugehérigen Kontrollen; diese erhohte Resistenz reichte jedoch nicht aus,
um die Impftuberkulose ganz hintan zu halten.

Die restlichen 10 Saugmeerschweinchen, welehe am 4. Juni 1928 mit
je 60 mg B.C.G.prophylaktisch gefiittert worden waren, wurden am 18. Aug.
1928 zusammen mit 10 Kontrollmeerschweinchen durch Inhalation mit einer
Aufschwemmung von bovinen Tuberkelbazillen infiziert.

Wie aus der Tabelle IV ersichtlich, verendeten die Kontrollmeerschwein-
chen durchschnittlich in 45 Tagen mit fast durchgehends schwerer Tuberkulose,
besonders der Lungen. Die B.C.G.-vorbehandelten Tiere zeigten zwar, wenn
wir von der vorzeitig verendeten No. 572 absehen, zuweilen vielleicht ein
etwas leichteres tuberkuloses Krankheitsbild, verendeten aber gleichwohl
in durchschnittlich 43 Tagen an generalisierter Tuberkulose, vornehmlich der
Lungen.

Man kann daher nicht wohl in diesem Versuch von einer immunisierenden
Wirkung der oralen einmaligen Vorbehandlung mit B.C.Gt. gegen nachtriig-
liche Tuberkuloseinfektion sprechen.

In einem folgenden Versuche wurden 20 Meerschweinchen am 9. Aug.
1928 mit je 12 mg B.C.G.-Aufschwemmung (von 14tigiger Glyzerinkartoffel-
kultur) in 0,5 Kochsalzlssung intrapleural, rechts, vorbehandelt. 3 Tiere
verendeten unmittelbar nach der Impfung. Die Infektion der Versuchstiere
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wahrend der Vorbehandlungszeit an Gewicht zu. Die Minderwertigkeit von

1:1000000 | 15. 2. 29 92 ‘ No. 66 kam mnach der Infektion mit virulenten Bazillen auch in dem aus-

Alle intrﬁ%)l;eural 3 gesprochen frithzeitigen Verenden (31 Tage) zum Ausdruck. 2 Versuchstiere
recnts
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Tabelle
B.C.G.-Meerschweinchen

The. hum.
Inhalations-
infektion
22. 3. 1929

B.C.G.-Inhalation,
Vorbehandlung

Gewicht
92.°8. 1929

Meerschwein-
chen Nr
Gewicht

12. 11. 1928

St.16. Kultur v. —
30. 1. 1929
290 2. 4. 29
1.12.11. 1 g B.C.G. Sauton 430 get. 2. 7.
v. 21, 8.5 100 NaCl in- ago|l, Ame %186 29
haliert. 1L 27.11. 2,5 ¢ 400 1n 5 T 1. 7. 99
Sauton B.C.G. v. 27. 10. 350 19, 6. 29
in 100 NaClihlt, I1L.6.12.| 27. 11. 28 | — s
0,6 g B.C.G. Douglas v. 6. 29
26, 11. in 100 NaCl in- o aoagadd
haliert. IV.15.12.10¢g ot. 15. 1. 29| 420 25 mg i
B.C.G. derselben Kultur8®" *°- 370 |% in B0 NaCl- 16. 5. 29
in 100 NaCl inhaliert. 390 Losung 13. 6. 29
X)'n 13.0£2.20B.01.E. ?aug— 15. 2. 99 Z 2 16_6 bk
auf 100 NaCl inhaliert, el et
VI 29. 12. 28 B.C.G. 430 29. 5. 29
Sauton vom 13. 12. 1,0 100 50 mg 27. 5. 29
in 100 NaCl inhaliert 30 | i 30 Naor | 22029
i get. 7. 6.
370 (| LOSMmE |Gt 7l 6. 29
19. 12. 28 | —

280 16.
1

300 1 mg A
in 50 NaCl- 25.
Lisung 26.
270 3.
300 16.
i 280 [ 25 mg 7.
Kontrollen 270 | ; in 50 NaCl- alile
250 [ Losung 10.

250 11,

210
920 270 5,0 mg
921 250 | in 50 NaCl-
922 240 Losung
923 250 |

O e SOOI ST e SOt |

gingen bei der Inhalation an Erstickung zugrunde (Nr. 58 und 72), ein 3.
Nr. 61, wurde 14 Tage nach Abschluf} der B.C.G.-Inhalationsbehandlung ge-
totet und zeigte makroskopisch sichtbare B.C.G.-haltige Herde in den leicht
geschwellten Hilusdriisen, die iibrigen Korperorgane ohne sichtbare Veréinde-
rungen. Ein 4. Versuchstier, Nr. 64, verendete spontan am 15. Febr. 1929 =
95 Tage nach Beginn der B.C.G.-Behandlung. Es fanden sich vereinzelte
B.C.G.-haltige Herde in den Lungen; Netz aufgerollt, ohne Bazillenbefund;
sonst keine TB.-verddchtigen Verinderungen.

Rund 3 Monate nach Beendigung der Vorbehandlung wurden die iiber-
lebenden 16 Versuchstiere zusammen mit 15 nicht vorbehandelten Meer-
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schweinchen der Inhalationsinfektion mit virulenten menschlichen Tuberkel-
bazillen ausgesetzt, und zwar Versuchstiere und Kontrollen in 3 Gruppen, von
denen die erste 5 mg The.-Bazillen von Eiernsihrbodenkultur (30. Jan. 1929), die
zweite 2,6 mg, die dritte 1 mg in 50 cem Kochsalzlgsung zerrieben inhalierte.

Alle Tiere dieses Versuches, vorbehandelte und Kontrollen, zeigten bei
der Sektion ausgesprochene, im Stadium des Fortschreitens begriffene tuber-
kuldse Verinderungen, und zwar verendeten 26 Tiere spontan, 4 wurden
getitet. Die vorbehandelten Tiere erreichten nach der Infektion eine
durchschnittliche Lebensdauer von 72 Tagen, die Kontrollen eine solche
von 50 Tagen. :




E Kisters und (G Hlkess Wirkung der B.C.G.-Immunisierung usw.

Tabelle
B.C.G.-Meerschweinchen
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Inhalationsinfektion

Vorbehandlung mit B.C.G. mit The. hum.
St. Ho.

Lungen

Meerschwein-||
chen Nr.
Gewicht am
7. 8. 1928
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Infektion
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Kontrollen 2. 6.29 | 186

[

[ |

<
—
—
(o)

Tabelle
B.C.G.-Meerschweinchen
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Infektion
mit The.-Bac. hum. Ho.
am 30. 11. 1928

Milz Netz

Infektion
Tuberkulose-
befund
Inguinal-
driisen
Beckendriise

Vorbehandlung mit B.C.G.

Tage nach der|
Hilusdriisen
Linke Axillar-
driise

Meerschw. Nr.
Gewicht
9. 8. 1928
Gewicht
30. 11. 1928

Do
S W
S W
||

7. 8. 28 je 50 mg B.C.G. Kartoifel-
Kultur vom 20. 7. in 1,0 NaCl
subkutan links

'
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ot
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O
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0,1 mg in 0,5 cem NaCl
subkutan linke Brust

}Eier-N.-Kult. v.2.11.28|get. 20. 8. 29

Bronchitis
haemorrhg.
Bronchitis, Seuche. Pol-Bakte-
Pneumonie rien -+

Die gleiche Dosis B.C.G. Die gleiche Dosis 13. 12. 28 14 ks
in 1,0 OL oliv. verrieben, subkutan linke Brust-| 18. 2. 29 81 + Pneumonie *Y\ verfottet. Dol -
Bakterien -

subkutan seite
; get. 20. 8. 29 233 | + A'+ : —*) vergroBert *) in Milz und Lunge
oA ; A —*) narb. Einziehun-
gen. A: —

[0}

i A

S
f="}

peritoneal 8. 1. 29

intraperitoneal

7. 12. 28
} Die gleiche Dosis B.C.G. Die gleiche Dosis intra-

i

Ebenso ‘
122

Kontrollen B
¥ subkutan linke Brust ) R e ++| 4+ +4+ L1y
19. 1. 29 51 + | + -+ | Pneumonie. tl— auf-

A: + Al gerollt

A= : Ausstrichpriiparat.

die giinstigsten Bedingungen fiir eine B.C.G.-Schutzwirkung gegeben sein

Die Vorbehandlung 1iBt demnach eine um etwa 44 Proz. lingere Lebens-
muBten.

dauer erreichen und darin eine Resistenzerh6hung zweifellos erkennen. Aller-
dings muB man dabei beriicksichtigen, daf8 die Versuchstiere am Tage der In- In Versuch VIT versuchten wir an einer kleineren Anzahl Meerschweinchen

fektion die gleichzeitig infizierten Kontrollen um ungeféihr 25 Proz. an Kérper- : . o7 -
gewicht iibertrafen. Einen nachhaltigen Schutz gegen Tuberkulose, also eine ' g.SI?he Tabelle VII) verschiedenartige Vorbehandlung mit B.C.G. und in-
Immunitét, haben wir aber auch durch 6malige schonende Vorbehandlung mit s 1z1er’Fen dann najch 16 Wochen durch Inhalation mit einer schwach kon-

g zentrierten Emulsion von wenig virulenten Tuberkelbazillen. Leider wurde

B.C.G. auch gegen eine kleine nachfolgende Infektionsdosis nicht auftreten
sehen, obwohl doch durch die lokal gleichmiBige Vorbehandlung und Infektion von den drei Kontrolltieren nur eines schwach tuberkulds; es war demnach
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Tabelle

B.C.G.-Meerschweinchen

Meerschwein-
chen Nr

Orale B.C.G.-
Vorbehandlung

Inhalations-
infektion
mit
The. hum.
St. 16

7. 12, 1928

Tage
nach der
Infektion

=33
So©®

1. dichten B.C.G.-

Am 22. 9,
28.9., 6.10., 13. 10.
und 20. 10.
je 1,0 cem einer

Aufschwemmung

138
67

101
137

143

in NaCl-Losung,
14tigige Kulturen
von Sauton oder
Glyzerinkartoffel mit
Sonde oral

124

Douglas-
Kultur vom
b: 11. 1929.

25 mg
in 100 NaCl-
Losung, dann
jede Gruppe
(je 10 Stek.)
50 ccm inha-

liert.
7. 12. 1928

135
124
124

24

67

123

67
4

83

HRRR B B R

A R

Kontrollen

=
L Ot )

116
70

49
Dy =81 To.

99
996

997

die Infektionsdosis zu klein, bzw. zu schwach gewihlt, und aus dem Nicht-
eintreten der Tuberkulose im Hauptversuch diirften Schliisse kaum gezogen
werden. Als Parallelversuch (Versuchstabelle VII b) wurden 2 Meerschwein-
chen, die mit 50 mg B.C.G-.Kartoffelkultur in 1 cem Kochsglzltjs.ung subk.utan
links an der Brust geimpft waren, 2 weitere, 411 und 417, die m}t der-glelchen
B.C.G.-Dosis intraperitoneal vorbehandelt wurden, und endlich (_116 Meer-
schweinchen 485 und 492, die mit einer Olivendlsuspension von je 50 mg
B.C.G. in 1 cem subkutan geimpft waren, zusammen mit 3 gesunden
Meerschweinchen als Kontrollen mit je 0,1 mg derselben schwach virulenten
Kultur wie in Versuch VI subkutan, bzw. intraperitoneal (nach 16 Wochen)
infiziert. Von den vorbehandelten Meerschweinchen gingen 5 bis zum 18. Fe}or.
1929 spontan ein. Bei 411 und 485 war infolge zu kurzer Versuchsdauer"eme
makroskopisch sichtbare Tuberkulose nicht zu erwarten, dagegen h.?,tten
Meerschweinchen Nr. 417, 408 und 492, welche die Infektion 40—81 Tage.a itber-
lebten, sehr wohl tuberkultse Erscheinungen zeigen konnen; tatsichlich er-

R N e, e R

4444:4

« VIII.
versuch.
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Tuberkulose-
befund

Hilusdriisen
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Sehr viele Euberkel
+-4 The.-Herde

+-+ The.-Herde
Total verkiist, mit The.-
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Reichlich Tuberkel
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Sehr viele The.-Herde |5:2 diffus.
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VergroBert, verfettet. A:

e
++

o+

Stark tuberkulds ver-
andert
Verfettet, narbig, tuber-
kulos

6:3 diffus vergroBert |Starke Tuberklose
Tub.-| 8:2 mit Blutungen. —

4:2 diffus —

+-+ The.-Herde

Mittlere  Zahl
Knotchen

-+ Tbe.-Herde

e ' e
S o I it s S R R
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wiesen sie sich aber frei von Tuberkulose und frei von Tuberkelbazillen
im Ausstrichpraparat. Das letzte der vorbehandelten Meerschweinchen
No. 405 wurde am 20. Aug. 1929, 233 Tage nach der The-Infektion getotet
und war frei von Tuberkulose. Von den Kontrollmeerschweinchen starb das
erste nach 51 Tagen an Pneumonie; der Ausstrich aus den vergrofBerten
Axillar- und Hilusdriisen enthielt Tuberkelbazillen. Das Netz war auf-
gerollt wie bei beginnender Tuberkulose; Milz und Leber zeigten noch keine
makroskopischen Veréinderungen. Die zweite Kontrolle starb nach 6 Monaten
mit ausgedehnter Tuberkulose in Lunge und Milz. Die dritte Kontrolle end-
lich wurde nach einem Jahre getitet: die Milz war vergroBert, mit binde-
gewebigen Narbenziigen durchsetzt, in den Lungen fanden sich wenige, eben
sichthare graue Herde ohne Erweichung. Im Ausstrich dieser beiden Organe
keine Tuberkelbazillen, ebensowenig gelang der Nachweis von Tuberkelbazillen
in der vergroBerten Hilusdriise, er war aber positiv in der linken Axillar-
driise und in der linken Inguinaldriise, die beide im Innern erweicht waren.




b0—70 g schwere Saugmeerschweinchen bmal in Absténden von je 7 Tagen
mit 1 cem einer dichten Aufschwemmung von B.C.G., die von 14tigigen Kul-
turen auf Sauton oder Glyzerinkartoffel gewonnen waren, unter Verwendung
il b der Schlundsonde. Von 30 in Versuch genommenen Saugmeerschweinchen 5
i blieben 11 am Leben, nahmen an Gewicht wihrend der Vorbehandlung vom '
it 22. Sept. bis 7. Dez. 1928 auf durchschnittlich 300 g zu und wurden am letzt-

A | genannten Tage zusammen mit 9 Kontrolltieren einer schwachen Inhalations- I
‘ ‘; infektion mit Tuberkelbazillen, Typus humanus, Stamm 16, unterzogen. i
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i Der Ausgang bei den Kontrollen beweist, daBl auch in diesem Versuch die ' Tiitterung bei Saugmeer ; g s !
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[ {l ‘I ! Tuberkuloseinfektion recht schwach war; da sie aber gleichwohl bei allen 3 Kon- erkenneng gine V. Hf S(.ailuwelnc}.len .ISt i dlesem VerSI.mh sehr wohl zu .1
| W | trollen haftete und bei keinem der 6 vorbehandelten Meerschweinchen gefunden 8 B d’. i YOUIIITINI GG W de 4l ]%emen Falle erreicht.
I “‘.;’ wurde, so muB hier eine Immunitéit der Vorbehandlung mit B.C.G. gegen nach- ‘l. ndlich immunisierten wir noch in einem letzten Versuch 9 Kaninchen !
‘lfl} 1‘ ‘ folgende schwache Tuberkuloseinfektion als bewiesen angenommen werden. :t (cf. Tabelle IX) durch wiederholte Injektion von B.C.G. in die Trachea, und i
]1- ‘;’; In einem weiteren Meerschweinchenversuch (Tab. VIII) fiitterten wir 3
il 181
118 |

— e

Ein vorbehandeltes Tier verendete bei der Inhalation, die iibrigen 10 gingen i
| i | zwischen 24 und 143 Tagen mit einer Ausnahme (Meerschweinchen Nr. 985) i
an Tuberkulose zugrunde. Nr. 985 verendete am 135. Versuchstage an Pneu-
monie; Tuberkelknitchen oder Tuberkelbazillen waren nicht nachweishar.
i Durchschnittlich erreichten die Versuchstiere eine Lebensdauer von 112 Tagen,
ll‘ sq auch alle Kontrollmeerschweinchen, mit Ausnahme von einem (Nr. 994),
i1t welches bei der Inhalation zugrunde ging, verendeten spontan an Tuberku-
i lose. Die Kontrollmeerschweinchen erreichten nach der Infektion eine durch-

' schnittliche Lebensdauer von 81 Tagen, blieben also hinter den vorbehandelten

|
|
|
{
|
i
!
Tieren um rund 28 Proz. zuriick. Ein Leben-verlingernder, Resistenz- : Fig. 1. B.C.G.-Kaninchen Nr. 387 am 10, 11.: 17, 11.; 29. 11. und 5, 12 ’
3 . 11 17, 11,5 29, 11, und 5, 12. mit 1—3 mg |

i erhohender, bzw. relativ immunisierender EinfluB der wiederholten B.C.G.- B.C.G. intratracheal geimpft; verendet am 9.1,1929, L i
& strich sehr reichlich siurefeste Bazillen. Ku.ltlirverfe'nhrellllna(i.mlt T en, i Ane;
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infizierten 7 Wochen nach der letzten Vorbehandlung die iiberlebenden 5 Tiere
zusammen mit 2 Kontrollen durch Injektion von bovinen Tuberkelbazillen
subkutan an der linken Brustseite. Alle vorbehandelten Tiere wiesen am Tage
der The.-Infektion grioBere oder kleinere Pritrachealabszesse mit B.C.G.
als Folge der Vorbehandlung auf. Die beiden Kontrollen verendeten nach
65 bzw. 93 Tagen an Tuberkulose. Von den 5 vorbehandelten verendete
Nr. 375 schon 4 Tage nach der Infektion, natiirlich noch ohne Manifestation
einer bovinen Tuberkulose, wohl aber waren neben dem Halsabszel noch
wenige B.C.G.-Herde mit Bazillenbefund in den Lungen nachweisbar. Die
iibrigen Tiere verendeten zwischen 25 und 93 Tagen. Bei den nach 25 Tagen
verendeten Kaninchen waren nur alte in Ausheilung begriffene B.C.G.-Herde
priatracheal und in den Lungen erkennbar. Die drei iibrigen verendeten
zweifellos an generalisierter boviner Tuberkulose; daneben waren noch alte
B.C.G.-Herde mit grofter Wahrscheinlichkeit zu erkennen.

Bei 3 von 5 geimpften Kaninchen ist also eine immunisierende Wirkung

der B.C.G.-Vorbehandlung nicht nachweisbar, bei einem Nr. 359 darf man
dieselbe wohl annehmen.

Zusammenfassung.

1. In Gruppe I wurde von drei frisch importierten Rhesusaffen unbe-

- kannten Alters durch viermalige B.C.G.-Kultur und Gallefiitterung bei zwei

Exemplaren eine gewisse Resistenzerhohung und bei einem Immunitéit gegen

nachfolgende schwache subkutane Infektion mit Bazillen des Typus bovinus

erzielt. In Gruppe IT und III erhghte bei 5 Rhesusatfen wiederholte B.C.G.-

Fiitterung allein, ohne Zugabe von Galle, nicht die Resistenz gegen nach-
folgende Infektion mit Warmbliitertuberkelbazillen (cf. Tab. I).

2. Mit 50 mg B.C.G. peritoneal und ebenso mit 50 mg subkutan vor-
behandelte Meerschweinchen erwiesen sich gegen Inhalationsinfektion mit
TB. des Typ. bov. resistenter als unbehandelte Kontrollen, waren aber nicht
immun (Tab. II). Intrapleurale Vorbehandlung von Meerschweinchen mit
B.C.G. ergab bei intrapleuraler Nachimpfung mit TB.-Typ. hum. im gleichen
Pleuraraum auch bei Verwendung von kleinsten Dosen humaner Tuberkel-
bazillen nur in einem kleinen Prozentsatz Verlingerung der Lebensdauer
gegeniiber den Kontrollen; in keinem Falle wurde ein nachhaltiger Schutz
erzielt (cf. Tab. V). Gegen eine sehr schwache Infektion von Meerschwein-
chen mit TB. Typ. hum. und Typ. bov. scheint Vorbehandlung mit B.C.G.
zuweilen auch schiitzen zu kionnen (cf. Tab. VII und VIIb).

3. Bei im Saugalter stehenden Meerschweinchen haften ver-
fiitterte B.C.G. zuniéichst im Darmkanal und verschwinden wieder in etwa
30 Tagen. Derartige mit B.C.G.-Fiitterung einmal vorbehandelte junge
Meerschweinchen zeigen gegeniiber einer subkutanen Nachimpfung mit TB.
Typ. hum., die einige Wochen spiter erfolgt, erhohte Resistenz (cf.
Tab. III). Sie zeigen aber keine erhohte Resistenz gegeniiber einer nach-
folgenden Inhalationsinfektion mit TB. Typ. hum. Sechsmalige Fiitterung
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von sehr jungen, no.ch sdugenden Meerschweinchen mit B.C.G. ergibt bei der
Mehr'zahl. der Impftiere auch eine Resistenzerhhung gegen nachfolgende In-
halationsinfektion, aber keine ausreichende Immunitit.

4) Bei I.{ann.lchen wirkt eine B.C.G. Vorbehandlung gegen nachfolgende
Tuberkuloseinfektion etwa ebenso wie bei Meerschweinchen.

Schluftbetrachtungen.

Auf Grund unserer Tierversuche gelangen wir zu der Ansicht, daB die
B.C.G.-thutzimpfung jedenfalls fiir etwa drei Monate — langere Z,eitrfé,ume
Wurdep nicht untersucht — eine gewissen Schutzwirkung gegen nachfolgende
Ipfektlon mit virulenten Tuberkelbazillen verleiht, aber meist nicht ausreicht
eine fortschreitende The.-Erkrankung infolge experimenteller Tbc.-InfektiOI;
zu verhiiten. Es erscheint deshalb nicht ausgeschlossen, daB die B.C.G.-
Schut;u:npfung bei den gepriiften Tierarten gegen eine natiirliche Tuberkulose-
infektion fiir. eine begrenzte Zeit Schutz gewéihrt. Machen wir die gleiche An-
nahn.le tiir die B.C.G.-Schutzimpfung des Menschen, so ist damit wohl fiir die
Verhinderung der juvenilen Tuberkuloseinfektion etwas zu erreichen. Der
M(‘anseh ist ?Jber nicht nur wihrend kurzer Zeitriume in der Jugend, sondern
withrend seines ganzen Lebens mehr oder weniger der Tuberkulose,infektion
ausgesetzt. Nach der heute allgemein anerkannten Anschauung gibt es nur
eine In'fektionsimmunitétt gegen Tuberkulose. Die Immunitit durch B.C.G.-
Schutzimpfung hilt, wenn man ganz optimistisch sein will, einige Jahre vor.
Dann .kti.nnte ihre Durchfithrung bei Séuglingen aber auch den Erfolg haben
daB die juvenile The.-Infektion derselben, welche zum Tode, zur chronischeri
Tubfarkulose, in vielen Féllen aber auch zur latenten, nicht progredienten In-
tektion _und damit zur sicheren Infektionsimmunitit fithrt, zwar vermieden
aber die Wahrscheinlichkeit einer progredienten Tuberkuloseinfektion im,
vorgeriickten Lebensalter, das normalerweise viele The.-infektionsimmune
Mgnschen erreichen, nunmehr vergroBert wird. Die Frage, ob darin ein Vor-
teil zu erblicken ist, muB daher fiir die mit B.C.G. vorbehandelten Personen
offen gela.ssen werden. Man kann natiirlich auch die Maoglichkeit nicht von der
Ha.md weisen, daf§ wihrend des Abklingens des B.C.G.-Schutzes (durch Aus-
heﬂu.ng (.ler B.C.G.-Impfherde) die Bildung latent bleibender The.-Herde und
da.mmlt die Entwicklung einer bleibenden Infektionsimmunitiit begiinstigt
wird. Mit .Rﬁcksicht auf die Tatsache, daB nur ein kleiner Prozentsatz der
Mense'hen Im jugendlichen Alter an Tuberkulose erkrankt, ist eine all-
gemeine Anwendung der Schutzimpfung mit B.C.G. ausgeschlossen.
NI.].I‘ In ganz bestimmten Ausnahmefillen, in denen z. B. Entfernung von
Kmdel.‘n aus tuberkuloseverseuchten Familien und damit aus erheblichen
Infektionsgefahren nicht moglich ist, diirfte die B.C.G. Schutzimpfung in
Frage kommen.

: Es sei zum SchluB nochmals betont: bisher ist wissenschaftlich einwand-
frei nur eine Infektionsimmunitit gegen Tuberkulose festgestellt worden.
Demnach hilt auch eine Tuberkuloseimmunitit durch B.C.G.-Schutzimpfung
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nur so lange vor, als die eingeimpften B.C.G. im Kérper leben. Heilt diese
B.C.G.-Infektion, welche zum Schutz gegen natiirliche Tuberkuloseansteckung
gesetzt war, innerhalb von zwei bis vier Monaten ab, dann bleibt auch nur
fiir diese Zeit oder wenig linger der Schutz gegen Tuberkuloseinfektion be-
stehen. Dauert der Schutz der B.C.G.-Impfung linger, dann muB fiir die
gleiche Zeit auch ein Fortbestehen der B.C.G.-Infektion des Organismus
angenommen werden und die Unschéadlichkeit dieser, wenn auch latenten,
Schutzinfektion miiBte erst noch sichergestellt werden. Es wiire durch Beob-
achtung und Kontrolle der schutzgeimpften Kinder wéhrend langerer Zeit-
riume — bis zu 10 Jahren — zu verfolgen, ob sich nicht spéter schwerere
Schidigungen, z. B. an den Mesenterialdriisen, einstellen.
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In einer FuBnote unserer 1. Veriffentlichung iiber Isohi inati
und Isol%amolyse beim Kaninchen (1) wurde daiauf aufsr(r)lgjﬁslzgng I;ziflzzl}(::
daB es im weiteren Verlauf der Untersuchungen gelang, mehrfach Isoj
agglutinine durch Immunisierung zu erzeugen. Um eine Darstellung dieser
Befundfs tibersichtlich zu gestalten, sollen diese weiteren Ergebnisse ers"n
im zweiten Teil dieser Veriffentlichung wiedergegeben werden; denn, wie sich
im Laufe der Untersuchungen herausstellte, muf man Sta,ll’kanin(,:hen und
wilde Feldkaninchen blutgruppenserologisch als Individuen einer eingzi en
Ra‘sse betrachten, bei denen sich zwar keine normalen Isoantikdrper naih-
weisen lassen, dagegen die gleichen Isoantikérper durch kreuzweise Tmmumni-
sierung hervorgerufen werden konnen. Im ersten Teil sollen die Resultate
Vﬁedergegeben werden, die die Priifung der Serum- und Blutkérperchen-
elgengchaften bei 10 Feldhasen ergab. In Erganzung der in der ersten
Mitteilung angefiihrten Literatur ist auf eine Arbeit voN Gara’s (2) auf-
merksam zu machen, der neuerdings wieder beim Stallkaninchen vereinzelt
?ormal.e Isoantikorper festgestellt haben will. Tm Gegensatz zu dieser Ver-
offentlichung bestiitigen LEVINE und LANDSTEINER (3) die von uns erhobenen
Be.funde, d. h. sie konnten bei normalen Tieren keine Isoantikérper nach-
weisen, sondern sie auch nur durch kreuzweise Immunisierung erzeugen
P"ur d1('a Vervollstindigung unserer Literaturangaben in der ersten Mitteilun ;
sind gvu‘ LIEVINE und LANDSTEINER sehr dankbar. ;

eziiglich der angewandt i i i i i
S vgiesen- en Technik sei auf die Ausfiihrungen in der

Arb. a.d. Staatsinst. f, exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurta. M, XXIII, 5
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. 1
Blutkérperchen~ und Serum-Eigenschaften beim Feldhasen.

Zuniichst wurden die durch Herzpunktion gewonnenen Blutproben auf
Isoantikorper untersucht, indem die Seren von 3 auf dem Transport ge-
storbenen Hasen (in inaktiviertem Zustand) und die Seren von 7 lebenden
Hasen (aktiv) gegen die dreimal mit physiologischer Kochsalzlosung aus-
gewaschenen Blutkorperchen der 7 lebenden Hasen in abgekiirzten Versuchs-
reihen gepriift wurden (Serumverdiinnungen 1/2, 1/10 und 1/50). Von den
70 Kombinationen waren lediglich 2 bei Ablesung nach der Zentrifugier-
technik in der Serumverdiinnung 1/2 schwach positiv; die eine Agglutination
ging mach Ystiindigem Aufenthalt bei 37° vollstindig zuriick (Kélte-
agglutination), die andere schien bestehen zu bleiben, erwies sich aber bei
mikroskopischer Untersuchung als Pseudoagglutination mit Geldrollenbildung.
Bei Ablesung nach 24 Stunden bei Zimmertemperatur zeigte keine einzige
dieser 70 Kombinationen eine Isoagglutination oder eine Isohamolyse;
normale Isoantikérper konnten beim Feldhasen demnach nicht
nachgewiesen werden.

Die Seren der 7 iiberlebenden Hasen wurden dann auf ihren Gehalt an
normalen Heterolysinen gegen Hammelblut gepriift. Zu je 1,0 eem in-
aktivierten Hasenserums in fallenden Verdiimnungen wurde 0,125 cem
10proz. Hammelblutaufschwemmung und 0,125 cem 1/5 verdiinntes Meer-
schweinchenserum als Komplement zugegeben. Bei dieser Technik lassen sich
am ehesten Hammelhimolysintiter und Agglutinationstiter vergleichen; nur
ist zu beachten, daB der Titer der Hammelhéimolysine 4mal groBer ist, als
er sich bei der gewdhnlichen Ambozeptorauswertung ergibt (0,25 cem zu
priifendes Serum in fallenden Verdiinnungen, 0,5 cem phys. NaCl, 0,25 cem
bproz. Hammelblutaufschwemmung, 0,25 cem 1/10 verdiinntes Meer-
schweinchenserum). In Verdiinnungen 1/4 bis 1/40 ergaben diese 'Reihen
eine komplette Hamolyse, in Verdiinnungen 1/10 bis 1/100 eine schwache
bis Spur von Hiamolyse nach 1stiindigem Brutschrankaufenthalt bei 37°.

Weiter wurden die 7 Hasenseren (aktiv, ohne Komplementzusatz) auf
ihren Heteroantikirpergehalt gegen menschliche Blutkérperchen der 4 Blut-
gruppen (O, A, B und AB) untersucht. Dabei zeigte sich, dafB alle Seren
Agglutinine und Lysine gegen die 4 menschlichen Blutgruppen enthalten;
alle 7 Seren enthielten in der Verdiinnung 1/10 nach 24 Stunden deutlich
nachweishare Heterolysine gegen menschliche Blutkorperchen.

In groBeren Reihen wurden sodann die Seren der 10 Feldhasen gegen die
Erythrozyten von 9 Stallkaninchen auf Heteroagglutinine gepriift. In der
Verdiinnung 1/4 waren 64 dieser 90 Kombinationen nach Istiindigem Brut-
schrankaufenthalt deutlich positiv, in.der Zentrifugiertechnik waren alle 90
positiv, bei nachfolgendem Brutschrankaufenthalt ging keine der Agglutina-
tionen vollig zuriick, mikroskopisch waren alle Agglutinationen deutlich.
Bei weiteren b4 Kombinationen war die Agglutination in der Verdiinnung 1/2
in allen Fillen schon nach Istiindigem Brutschrankaufenthalt positiv. Diese
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Untersuchungen .Wur.den mehrfach wiederholt und dabei festgestellt, daB
der Heteroagglutinationstiter gegen Stallkaninchen 1/2 bis 1/20 bei makro-

monstriert.

skopischer Ablesung, 1/6 bis 1/80 bei Ablesung nach der Zentrifugiertechnik

Sos ¥

Fig. 1. Heteroagglutination der Blutkérperchen von i
. 1k 7j K8 3 -
(serum 6 Verdiinnung 1/,) nach 1 Stunde ZimnIlJertempemtur. s et e

Fig. 2. Mikroskopisches Bild zu 1 i
e Gellc)lrollenbilldunzglf nach Aufschiitteln des Bodensatzes: neben echter

betrug. Im ganzen wurden 181 Kombinationen wiederholt gepriift; die

Wiederholungen wurden dadurch erforderlich, daB bei mikroskopischer Unter-

suchung neben echter Agglutination auch Geldrollen vorhanden waren. Am

besten werden diese Befunde durch die nachfolgenden 4 Abbildungen de-

h*
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In der gleichen Weise wurden die Seren von 9 Feldh_asen gegen 'die Blut-
korperchen mehrerer wilder Feldkaninchen gepriift. Bei ?5 Kombinationen
waren in der Verdiinnung 1/2 in allen Rohrehen bei Istiindigem Brutschrank-

1 | { |

A i i inati X ie Fi iitteln und
ig 3. Die gleichen 7 Agglutinationsproben wie Fig. 1 nach aufschii
4stiin£]ggel? Auf(legt}glalt bei Zimn%egrtemperatur: Agglutination wesentlich deutlicher.

Fig. 4. Mikroskopisches Bild zu 3: Verklumpung der Blutkorperchen sehr stark,
vereinzelt Andeutung von Geldrollenbildung.

aufenthalt Agglutinationen makroskopisch ablesbar, in de1: Verdiinnung 1/4
48 von 75 und in der Verdiinnung 1/10 13 von 75. Bei prendung der
Zentrifugiertechnik wurden einzelne Blutkorperchenproben bis zur Serum-
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verdiinnung 1/50 agglutiniert. Die Erythrozyten der wilden Feldkaninchen
(in den spéteren Protokollen mit F bezeichnet) und der Stallkaninchen (mit K
bezeichnet) verhalten sich beziiglich ihrer Agglutinabilitit durch Hasenseren
gleich; die makroskopischen und mikroskopischen Bilder entsprechen den
im vorigen Absatz reproduzierten. Im ganzen wurden 117 verschiedene
Kombinationen mehrfach untersucht.

Die Rezeptoreigenschaften der Hasenblutkérperchen wurden gepriift
gegeniiber menschlichen Seren, gegeniiber Stallkaninchenseren und gegeniiber
Feldkaninchenseren.

Menschliche Seren der 4 Blutgruppen hémolysierten ohne Komplement-
zusatz in der Verdiinnung 1/5 die Blutkirperchen von 6 Hasen fast komplett
bis komplett nach 1 Stunde Brutschrankaufenthalt.

Die Seren von Stallkaninchen enthalten schwache Normalantikérper
gegen Hasenblutkorperchen; es wurden im ganzen 78 Kombinationen gepriift;
der Agglutinationstiter betriigt bei makroskopischer Ablesung nach 4stiind.
Brutschrankaufenthalt 1/2 bis 1/6, bei Ablesung mit der Zentrifugiertechnik
nach Istiindigem Aufenthalt im Brutschrank 1/4 bis 1/20. Ein Hamolysin-
gehalt gegen Hasenblutkérperchen ist nach 24 Stunden in der Verdiinnung 1/4
stets nachweisbar.

Die Seren von Feldkaninchen enthalten Heteroagglutinine und Hetero-
lysine gegen Hasenerythrozyten der gleichen Art und Stirke wie die Seren
von Stallkaninchen; gepriift wurden im ganzen 50 Kombinationen.

Nach diesen Untersuchungen iiber den Gehalt an Normal-Antikérpern
begannen die Immunisierungen: Hase 10 wurde mit einem Gemisch aus-
gewaschener Blutkirperchen von 4 Feldkaninchen immunisiert und erhielt
am 5. Marz, 8. Marz und 12. Mirz 1928 je 3,5 bis 5,0 cem sedimentierte Ery-
throzyten intravends; Hase 7 wurde in der gleichen Weise mit einem Gemisch
von Stallkaninchen- und Feldkaninchenerythrozyten immunisiert.

Hase 10, dessen Serum vor der Immunisierung bei makroskopischer
Ablesung die Blutkirperchen keines Feldkaninchens oder Stallkaninchens
iiber die Serumverdiinnung 1/4 hinaus agglutinierte und nach Istiindigem
Brutschrankaufenthalt, selbst unverdiinnt, die gepriiften Blutkérperchen-
aufschwemmungen nie himolysierte, kam am Tage nach der 3. Injektion
ad exitum. Obwohl das Versuchstier aller Wahrscheinlichkeit nach in der
negativen Phase war, agglutinierte das von ihm gewonnene Serum die Blut-
kirperchen von 7 Feldkaninchen und 6 Stallkaninchen bis zur Verdiinnung
1/150 bis 1/400 bei makroskopischer Ablesung; der Hamolysintiter, der aus
Mangel an geeignetem Komplement?) nur im sogenannten ,,Blankwert‘* (ohne

1) Als Komplement wéire nur das Serum unbehandelter Hasen in Betracht
gekommen; von den 10 Versuchstieren lebte an jenem Tage nur noch Hase 7,
der selbst immunisiert war. Meerschweinchenserum lieB sich als Komplement
nicht verwenden, da es zu starke Hiémolysine gegen Kaninchenblut enthielt;
Stallkaninchen- oder Feldkaninchenseren waren gleichfalls unbrauchbar, da sie
nicht im stande waren, das Hasenserum zu reaktivieren (Antilysinwirkung ?).
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Zusatz von: Komplement) bestimmt werden konnte, betrug nach der Irr.lmuni-
sierung 1/4 bis 1/6 fiir komplette Hiamolyse, 1/10 bis 1/15 fiir s_chwache bl.S Spur
von Hiimolyse nach Istiindigem Brutschrankaufenthalt bei 370. Es ist be-
sonders zu beachten, daB das Versuchstier nur Blutkorperchen Von.Feld—
kaninchen injiziert bekommen hatte und daB die infolge der Immuniswrun.g
entstandenen Antikirper sich in gleicher Weise und gleicher. Stirke gegen die
Erythrozyten der Feldkaninchen wie der Stallkaninchen richteten. :

Hase 7 war mit einem Gemisch von Stallkaninchen- und Feldka,mncher.l-
blutkorperchen immunisiert worden und bildete Antikorper, di'e ebenso wie
die des Hasen 10 gegen Stallkaninchen und Feldkaninchen gerichtet waren.

Zur gleichen Zeit wie diese Untersuchungen fanden die entspree}}enden
Umkehrungen statt, d. h. es wurden 3 Stallkaninchen und 3 F"e.ldkamnchen
mit einem Blutkérperchengemisch der Hasen 7 bis 10 immunisiert.

Die Versuchstiere K. 250, K. 458 und K. 461 hatten 2 intravendse In-
jektionen von Hasenblut erhalten, ihre Seren agglutinigrten 3 Tage nach der
letzten Injektion Hasenblutkorperchen bis zu einem T1.t6r von 1/3000, 1/400
und 1/1500 bei makroskopischer Ablesung. Die Lysine gegen Hasenblut
waren durch Zusatz eines geeigneten Komplements (Serum eines un-
behandelten Kaninchens) reaktivierbar; die Lysintiter betrugen 1/100, .1/2
und 1/10, waren also erheblich niedriger als die entsprechenden Agglutina-
tionstiter. Ob der Lysintiter lingere Zeit (etwa 8—10 Tage) nach der 2. In-
jektion stirker angestiegen wire, konnte leider nicht gepriift werden, da der
letzte Hase zu frith ad exitum kam. fod

Die Versuchstiere F. 10, F. 11 und F. 12 hatten 3 intravenose Injektionen
von Hasenblut erhalten und muBten gleichfalls bereits am 3. Tage nach der
letzten Injektion untersucht werden. Die Seren agglutinierten Hasenblut

bis zur Verdiinnung 1/500, 1/1500 und 1/1500; sie hiamolysierten unter Zusatz

von Feldkaninchenserum als Komplement bis zu einem Titer von 1/10
bis 1/100. : .

Am Schlusse dieses Abschnitts sei hervorgehoben, daB bei den Tieren

K. 250, K. 458, K. 461, F. 10, F. 11 und F. 12 weder vor noch nach der

* Immunisierung mit Hasenblut keinerlei gegen Stallkaninchen oder

Feldkaninchen gerichtete Antikorper gefunden werden konnten.

i
Himagglutination und Hémolyse bei Stallkaninchen
und Feldkaninchen.

Die in diesem Abschnitt wiedergegebenen Befunde fallen zeitlich mit
den unter I. erwihnten Untersuchungen iiber Antikorper- und Rez.eptor-
Eigenschaften des Hasenblutes zusammen; die erste, noch zu be.schrelbende
Immunisierungsreihe wurde zur gleichen Zeit ausgefiihrt, wie d1.e oben be?—
schriebenen Immunisierungen der Stallkaninchen und Feldkaninchen m}t
Hasenblut und der Hasen mit Stallkaninchen- und Feldkaninchenblut. Die
Ergebnisse wurden von den oben dargestellten Befunden abgetrennt, einmal
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um eine klare Uebersicht zu gewiihrleisten, vor allem aber, um zum Ausdruck
zu bringen, daB Stallkaninchen und Feldkaninchen blutgruppen-
serologisch ein und derselben Rasse angehoren.

Da sich die weiteren 5 Immunisierungsreihen unmittelbar an die unserer
L. Verdffentlichung anschlieBen, sei es gestattet, kurz das wesentlichste
Resultat dieser Mitteilung zu wiederholen: in 3 verschiedenen Versuchs-
reihen, 20 gegen 20 Kaninchen, 16 gegen 16 Kaninchen und 21 gegen 12 Ka-
ninchen konnten niemals normale oder durch Immunisierung erzeughare
Isoantikorper nachgewiesen werden. |

Diese negativen Ergebnisse finden ihre Erklérung in folgendem: die
Immunisierung war nicht intensiv genug (nur 2 Versuchstiere hatten
6 intravendse Injektionen artgleicher Erythrozyten erhalten, alle ithrigen
nur 3); iiber 70 Proz. der Kaninchen weisen Rezeptoreigenschaften
der Blutkorperchen auf, die keine Immunantikérperbildung
zulassen. v

In orientierenden Vorversuchen wurde zuniichst gepriift, ob bei den
TFeldkaninchen Isoantikérper nachzuweisen waren; die Technik war die gleiche
‘wie bei den vorhergehenden Versuchen: Réhrchenmethode mit 0,25 cem ab-
steigender Serumverdiinnungen und 0,05 cecm bproz. Aufschwemmung von
dreimal gewaschenen Blutkirperchen. Ablesung: 1. nach Istiindigem Brut-
schrankaufenthalt bei 37 wurde makroskopisch abgelesen; 2. nach 1 wurde
vermittels der Zentrifugiertechnik abgelesen; 8. nach dem Aufschiitteln in 2
wurden die Réhrchen wieder fiir 30 Minuten in den Brutschrank gebracht und
dann die einzelnen Gemische mikroskopisch untersucht; 4. nach 24 Stunden
wurden die mit aktivem Serum angesetzten Proben auf Hémolyse, die mit
inaktivem Serum angesetzten Proben mnochmals auf Agglutination gepriift.

Bei im ganzen 158 Kombinationen Feldkaninchenseren gegen
Feldkaninchenblutkérperchen konnte niemals eine echte Ag-
glutination oder eine Hamolyse festgestellt werden; einzelne
Kilteagglutinationen (5) und mehrere Pseudoagglutinationen (7) konnten
als Fehlerquelle ausgeschaltet werden, die zu irrigen  SchluBfolgerungen
hétten fiithren konnen.

In der gleichen Weise wurden Stallkaninchenseren gegen Feldkaninchen-
erythrozyten (172 Kombinationen) und Feldkaninchenseren gegen Stall-
kaninchenblutkorperchen (124 Kombinationen) gepriift; diese Unter-
suchungen auf Agglutinine und Lysine — hier miiBte man eigentlich
von Heteroantikorpern sprechen — ergaben, abgesehen von mehreren
Kilte- und Pseudoagglutinationen, ebenfalls ein vollstéindig negatives
Resultat. Infolgedessen konnen wir, unter gleichzeitiger Beriicksichtigung
der oben erwihnten Tatsache, daB der mit Feldkaninchenblut immunisierte
Hase 7 in gleicher Weise und gleicher Stirke Heteroantikirper gegen Feld-
kaninchen und Stallkaninchen gebildet hatte, schlieBen, daB die Re zeptor-
eigenschaften der Feldkaninchen- und Stallkaninchen-Blut-
korperchen identisch sind, daB also bei diesen Versuchstieren von
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Immun-TIsoantikérpern zu sprechen ist. Diese SchluBfolgerung wurde du.rch
die Immunisierungsversuche aller 5 Reihen, vor allem der 2., 3. un‘d 5. Reihe,
bestitigt; bildete ein Stallkaninchen Antikorper gegen Feldkamnche.nblut,
so waren diese Serumeigenschaften gleichzeitig gegen mehrere Stallkaninchen
gerichtet und umgekehrt.

In der ersten Immunisierungsreihe wurden 2 Stallkaninchen mit einem
Blutkorperchengemisch von mehreren Feldkaninchen und 3 Feldkaninc_hen
.anfangs mit den Erythrozyten eines einzelnen Stallkaninchens, spiter g_le_lch-
falls mit einem Erythrozytengemisch mehrerer Stallkaninchen, immunisiert.
Diese erste Reihe wurde, als die ersten Injektionen gegeben worden waren,
durch 5 weitere Stallkaninchen ergéinzt, die gleichfalls ein Gemisch von Blut-
korperchen mehrerer Feldkaninchen erhielten. Es ist selbstverstandli.d?, daBl
die Seren der zu immunisierenden Tiere (Empféinger) vor der Immunisierung
stets gegen die Erythrozyten der fiir sie in Betracht kommenden Spender-
tiere gepriift wurden; infolgedessen erhdht sich die auf Seite 71 angegebene
Anzahl untersuchter Kombinationen auf ein Vielfaches.

Die Einzelheiten des ersten Reihenversuches, Zahl der intravenssen
Injektionen, Art der Immunisierung, Erfolg der Immunisierung, gehen am
iibersichtlichsten aus folgender Tabelle hervor:

Tabelle 1.
Empfinger Spender Zahl der " E{debnish
. : g
No.l Ruvo No. Ranse Injektionen es Versuche
457 Widder \ 5, 6, 13 |Feldkaninch.| 1 8. 3. 1928/Ohne Antikérperbildung gg.
F. oder K.
0.0 . 1 14 3 199814 3. mmberiaurent 4 ohne
i 2 0 16014531192 . 3. interkurren 0
462|w. Riese )6, 10, 11, 1! Pt ‘
13 Feldkan.l 459 w. Riese ! 3 8. 3.—15. 3. Ohﬁ‘le Alllgikﬁxperbﬂdung gg.
D K
250 Schwl. o ]
14 % 287 Herm. 3 20. 3.—21. 3. M]l? t Anlfgkorperblldung gg.
’ ‘ K
458 Widder
16 2 461 w. Riese 3 4. 4—11. 4.

Ohne Antikérperbildung gg.
F.u K.

Feldkaninch. |J8 ~ 17.—24. 8.,Ohne Antikérperb. gg. F. u. K.
igg WS-thgzls.e]’ 11(5) o 4 8.—17. 4.[17. 4. inigelf.k. 1 ohne Antik.
464| Widder 12 e 3 8.—14. 5. Ohne Antikérperb. gg. F. u. K.
465 il 24. 5. Mit Antikérperb. gg. F. u. K.
466 Russe 20. 3. interk. + olme Antik.

Von den 10 Versuchstieren bildeten F. 14 und K. 465 Antikorper. Feld-
kaninchen 14 hatte zundchst 5 intravenose Injektionen Erythrozyten von
K. 459 (weiBer Riese) erhalten, ohne Agglutinine oder Lysine zu bilden; im
weiteren Verlauf wurde das Tier mit einem Gemisch von Blutkirperchen
K. 250, K. 287, K. 458 und K. 461 immunisiert mit dem Erfolg, daB das
Serum F. 14 gegen K. 287 und K. 461 am 3. Aprid 1928, 7 Tage nach der

e
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6. intravenosen Injektion, Agglutinine enthielt; die Erythrozyten des K. 458
wurden dagegen nicht von ihm agglutiniert; K. 250 war inzwischen inter-
kurrent gestorben, die Agglutinabilitit seiner Blutkérperchen konnte in-
folgedessen nicht gepriift werden. Der Agglutinationstiter des Serums F. 14
betrug bei makroskopischer Ablesung 1/60 bis 1/80, bei Ablesung nach der
Zentrifugiertechnik 1/150 bis 1/200; um seinen Titer weiter zu steigern, erhielt
das Tier noch 3 weitere Injektionen. Eine wesentliche Steigerung konnte
nicht mehr erzielt werden (makr. 1/80, Zentrifugiertechnik 1/300); infolge-
dessen wurde F. 14 am 19. April 1928 entblutet.

Mit dem so gewonnenen isoagglutinierenden ersten Testserum
wurden die Blutkorperchen der noch im Versuch befindlichen Tiere und zahl-
reicher anderer Kaninchen untersucht; als Resultat ergaben sich Unterschiede
in der Agglutinabilitat, &hnlich wie sie schon zwischen den 3 iiberlebenden
Spendertieren festgestellt wurden. Die Untersuchungen muBten auf dem
Objekttriger vorgenommen werden, um eine miglichst groBe Anzahl von
Tieren in bezug auf die Rezeptoreigenschaft ihrer Blutkorperchen einreihen
zu kénnen. AuBer den Rubriken »agglutiniert und ,,nicht agglutiniert* findet

~sich in Tabelle 2 eine Spalte, die mit 4 bezeichnet ist; das soll lediglich be-

sagen, dal} bei ihnen das Fehlen der durch F. S. 14 nachweisharen Rezeptor-
eigenschaft nicht ganz zweifelstrei erschien.

Tabelle 2.

Durch das Serum des Feldkaninchens 14, gewonnen durch Immunisierung mit Stall-
kaninchenblut, wurden von den Blutkérperchenaufschwemmungen
von 10 Hermelinkaninchen 5 agglutiniert, 3 4=, 2 nicht agglutiniert
,» 1 Russenkaninchen 1
»» 3 belg. Riesenkaninchen 8

’

,»» 12 Widderkaninchen 10 4 DR »
»» 15 silbergrauen Kaninchen . 7 -~ 54, 3 o
» ¢ Chinchillakaninchen 4 9 DENY »
»» 12 blauen Wien. Kaninchen 6 i Qigk, 4, ”
» 13 weiBen Riesenkaninchen 5 N 2060 9
»» 16 Schwarzlohkaninchen 7 o T G »
»» 12 braunen Kaninchen 4 A 306 »
» b Silberkaninchen 2 % i »
5 ( schwarzen Kaninchen 6 & 1+

,» 10 grauen Kaninchen 7 3 2 il »
»» 8 Scheckenkaninchen 2 ” et 3
,» 8 Feldkaninchen 1 54 T i 59

Von 134 Kaninchen 70 agglutiniert, 10 -+, 45 nicht agglutiniert.

Von den iibrigen Versuchstieren der ersten Immunisierungsreihe (s. Tab. 1,
S.72) hatte nur noch K. 465 Antikérper gebildet, die erst nach der 10. In-
jektion nachweisbar waren. Durch eine weitere Injektion konnte der
Agglutinationstiter nicht iiber 1/6 gesteigert werden, doch wurde dadurch
die lysierende Wirkung dieses Serums deutlich verstirkt. Das Tier K. 465
wurde 8 Tage nach der 11. Injektion entblutet; sein Serum wurde wegen des
geringen Titers nicht als Testserum verwendet, trotzdem wurde es zu mehreren
Untersuchungen in aktivem Zustande benutzt. Dabei stellte sich heraus,
daB die Blutkorperchen von Kaninchen, die durch F. S. 14 agglutinabel

ST RS e

% g R EmeT WS ——



74 " W. Fischer und G. Klinkhart

waren [K. 487, K. 4881)], durch K. 8. 465 weder agglutiniert noch bamolysiel't
wurden ; eine Tatsache, die ohne weiteres durch den niedrigen Titer erkléi,l"t
werden miifite, wenn nicht auch die Umkehrung stattgefunden hatte, d. h. die
durch F. S. 14 nicht agglutinablen Blutkirperchen des K. 4941) durch K. S. 465
hiamolysiert worden wiren. Obgleich diese Befunde die Annahme mehrere.r
Rezeptoren zugelassen hiitten, wurde bei der Aufstellung dfes zweiten Immuri-
sierungsplanes lediglich von den Agglutinabilitéitsunterschieden ausgegangen,
die unter Benutzung des F. S. 14 (s. Tab. 2) festgestellt worden waren. Da?s
ganze Tiermaterial der 2.—b. Immunisierungsreihe, soweit es zur Klarheit
der Darstellung erforderlich ist, findet sich in der groBen Uebersichtstabelle
S. 81 zusammengestellt.

Tabelle 3.

Empfinger Spender
Nr. Rasse Nr. Rasse
490|Hermelin 483bl Wiener

916/ Chinchilla Ruili==19

7 6.
3 7:
491|weiller Riese | 482|weiller Riese | b[23. 5b.— 4. 6.
481 | Hermelin 3| 7. 6.— 2. 7.
2 T
2

Ergebnis

Injektionen der Immunisierung

23. 5.—28. ]
ohne Antikérperbildg. gg. F. u. K.

469 |Silbergrauer 5. 7.— 9. 7.|ohne Antikérperbildg. gg. F. u. K.

34belg. Riese | 223. 6—26.5
‘ 469 S?ll%ergrauer 829. 5.— 9. 7./mit Antikérperbildg. gg. F. u. K.

499|Chinchilla | 489 Chinchilla  [10/28. 5.— 9. 7.|ohne Ant%kiirperb{ldg. gg. F . K.
F. 5|Feldkaninch. | 486/ Widder 1324. 5.— 7. 8.mit A{ltlkorperblldg. gg. F.u K.
F. 10 - 494/Scheck 2|23. 5.—26. 5.]26. 5. 1n1.;er.kurrex_1t o
F.12 5 487|Schwarzloh | 824. 5.— 2. 7.|mi‘t Antikérperbildg. gg. F. u. K.
"493|Chinchilla | 489[Silbergrauer [10/23. 5.— 9. 7.[m1.t
496|Silbergrauer]| 481|Hermelin |13‘23. 5— 7. 8.jmit
o > {11485| Gelbrot \

492|Brauner

1023. 5— 9. 7. ., £
| 823. 5.—29. 5.[30. 5. interkurrent t

2 2

500 ., 494|Scheck
o

In der zweiten Immunisierungsreihe wurden 12 Kaninchen, deren Blut-
korperchen durch F. S. 14 nicht agglutiniert wurden, rqit Blgtkiirperchen oder
Blutkorperchengemischen solcher Kaninchen immunisiert, in deren.Blu‘t der
mit dem F. 8. 14 nachweisbare Rezeptor festgestellt worden war. Die Einzel-
heiten der Immunisierung gehen aus Tabelle 3 hervor. :

Die Versuchstiere (F. 10 und K. 501 starben interkurrent) erhielten
vom 23. Mai bis 7. Juni 6 intravendse Injektionen der aus der '_.[‘abt?lle
ersichtlichen Spenderblutkérperchen. Am 7. Tage mnach der 6 Injektion
hatten von 10 iiberlebenden Empfingern 4 Immunantikorper gebildet: K. 492
schwach, Titer 1/2 bis 1/4; F. 12 deutlich, Titer 1/40; K. 493 stark, Tl.teI‘
1/200; K. 496 schwach, Titer 1/2 bis 1/4. Bis zum 11. Tage war 11.0(.:h eine
geringe Zunahme des Titer festzustellen; am 15. Tage nahm die agglutinierende

1) Das mit K.8. 465 gepriifte Material findet sich in der grolen Uber-
sichtstabelle S. 81, zum Teil auch schon in Tabelle 5, S. 76.

497 . i 488|Silbergrauer I 10 23. 5.— 9. 7./ohne Antikoérperbildg. gg. F. u. K. ‘
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Wirkung der Seren bereits wieder ab und war am 21. Tage stark abgeschwiicht.
Nach diesen 3 Wochen Pause erhielten die Versuchstiere weitere 4 Injek-
tionen der Spenderblutkirperchen mit dem Erfolg, daB die Agglutinations-
titer wieder anstiegen und auBerdem F. 5 nach zusammen 8 Injektionen auch
noch deutliche Antikirperbildung zeigte. Nach 10 Injektionen betrugen die
Agglutinationstiter K. 492 1/600 bis 1/800 (Zentrifugiertechnik: 1/1500 bis
1/2000), K. 493 1/400 (Zentrifugiertechnik: 1/300 bis 1/1500), K. 496 1/100
(Zentrifugiertechnik: 1/300 bis 1/400) und F. 5 1/6 bis 1/10 (Zentrifugier-
technik: 1/20 bis 1/30). Die Agglutinationstiter von F. 5 und K. 496 sanken
sehr schnell wieder ab, infolgedessen erhielten diese Tiere 3 weitere Injek-
tionen. Nachdem die Versuchstiere hohe Titer erreicht hatten, wurden
sie mit Ausnahme von K. 496 entblutet. Mit den von ihnen gewonnenen
Immunseren erfolgten die Einreihungen der bisherigen und weiterer neuer
Versuchstiere; denn es ergab sich aus deutlichen Titerunterschieden des
K. 8. 492, K. 8. 493 und K. S. 496 gegen 2 auf diese Weise trennbare
Kaninchengruppen und aus Bindungs- und Absprengungsversuchen, da8 bei
Kaninchen mit verschieden stark ausgebildeten Rezeptoreigenschaften zu
rechnen war. Die Untersuchungsbefunde, die mit diesen Seren erhoben
wurden, sind einmal aus der Uebersichtstabelle S. 81 ersichtlich und werden
beziiglich der 5 Kaninchen, die trotz 10 intravendser Injektionen keine
Immunantikorper gebildet hatten, in folgendem besonders dargestellt.

Die isoagglutinierenden ITmmunseren K. 493 und K. 496 agglutinierten
die Blutkorperchen, die den durch F. S. 14 nachweisbaren Rezeptor ent-
hielten, stark, bis zur Verdiinnung 1/150 bis 1/800; auBerdem enthielten sie
aber Agglutinine gegen die Erythrozyten der 5 nicht immunisierbaren Ver-
suchstiere K. 490, K. 491, K. 497, K. 499 und K. 500 von einem Titer 1/15
bis 1/30. Am deutlichsten demonstriert diese Unterschiede eine kurze Tabelle.

Tabelle 4.
Blutkérperchenagglutinahilitiit verschiedener Kaninchen
durch das isoagglutinierende Immunserum K. 493,

Kaninchen Nr. | 469 | 485 | 486 | 487 | 488 | 489 | 916 | 490 | 491 | 497 | 499 | 500
Agglutinationstiter |1/800]1/600]1/150|1/200| 1/300| 1/300]1/200] 1/15] 1/15| 1/15 1/30] 1/20

Demnach miissen wir 1. eine stark agglutinable Gruppe und 2. eine
schwach agglutinable Gruppe unterscheiden.

In Bindungs- und Absprengungsversuchen mit dem Tmmunserum F. 14
war bei K. 481, K. 483, K. 485 und K. 487, 4 Tieren der ersten Gruppe, nach-
gewiesen worden, daB ihre Rezeptoren fiir F. S. 14 identisch waren. Mit
dem Immunserum K. 493 wurden nunmehr ihnliche Untersuchungen mit
Kaninchen der beiden Gruppen vorgenommen. Es ergab sich dabei, daf das
K. S. 493 durch Bindung an Blutkérperchen der stark agglutinablen Gruppe
seinen Agglutiningehalt gegen beide Gruppen der Tabelle 4 verlor; daB es
dagegen durch Bindung an Erythrozyten der schwach agglutinablen Gruppe nur
die Agglutinine gegen die Blutkorperchen dieser zweiten, schwach agglutinablen
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Gruppe verlor, dagegen immer noch die Blutkorperchen der ersten, lstark
agglutinablen Gruppe deutlich zusammenballte. Es war daraus zu fq gern,
daB in beiden Gruppen identische Rezeptoren, wenn auch verschieden
stark ausgebildet, vorhanden waren.

Eine weitere Klirung lieBen Untersuchungen mit dem I'mmu.nserum
K. 492 zu. Abgesehen davon, daB es die gleichen _Unterschlede im Ag—
glutinationstiter gegeniiber den beiden oben gekennzelhchnete.n Gruppe'n wie
K. S. 493 und K. S. 496 aufwies, zeigte es eine deutliche emW?mdfrele Ag-
glutination der Blutkérperchen von K. 493 und K. 496. Um die da,r.aus Zu
ziehenden SchluBfolgerungen klar darstellen zu konnen, 'Werden in der
niichsten Tabelle die charakteristischen Agglutinationen der l?lshel’ erhaltenen
Immunseren mit Kaninchenerythrozyten der stark agglutinablen Gruppe,
der schwach agglutinablen Gruppe und K. 493 und K. 496 aus der Ueber-

sichtstabelle herausgezogen.

Tabelle 5.

T Erythrozyten

serum \p 14 TR 465/K. 469]K. 485/K. 487|K. 494|K. 497/K. 500|K. 492/K. 493|K. 496

F. 14 + |+ | + |+ e e B
K. 465 — |+ |+ | =

F. 12 ar i +
E. b < i =

K. 493 T+
K. 496 R e e B e

K. 492 | [FREREAE R

et bk

Aus dieser Tabelle ist hervorzuheben, dal F. S. 14. und F. S. 12 mit den
nimlichen Blutkorperchen in der gleichen Weise reagierten; K. S. 493 und

K. S. 496 agglutinierten die durch F. 14 und F. 12 erfaBbaren Erythrozyten

stark, die der nicht immunisierbaren K. 494, K. 497 und K. 500 schwach und
die der immunisierten Tiere K. 492, K. 493 und K. 496 nicht. K. S. 492 ag-
glutinierte auBerdem die Blutkorperchen: von K. 493 und K. 496; daraus
(doppelt umrandeter Teil der Tabelle 5) mulite gese}.llossen werde1.1, daBl
das Immunserum K 492 einen gegen ein zweites Agglutlnf)gen
gerichteten Immun-Antikgrper enthielt. Diese Tatsat;he bestétigte
unsere S. 74 bereits geduBerte Vermutung und veranlaBte die Aufstellung
des dritten Immunisierungsplanes. 7

Tn der dritten Versuchsreihe wurden infolgedessen solche Tiere, deren
Blutkorperchen starke Rezeptoreigenschaften aufwiesgn, gegen Erythrozyten
mit schwach ausgebildeten Rezeptoreigenschaften 1mrr}um.31ert und um-
gekehrt. Die Einzelheiten der Vorbehandlung (Anzahl Injektionen, Spen.der-
tiere) sind aus der Uebersichtstabelle ersichtlich. In der Tat brachte .dleser
Versuch das Resultat, daB K. 487, dessen Blutkorperchen stark. agglutinabel
waren, Immunantikorper gegen Erythrozyten bildete, die fhe schwachen
Rezeptoren aufwiesen. Nach 9 intravenosen Injektionen enthielt das Serum
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von K. 485 am 24. Okt. 1928 Immunisoagglutinine, die gegen das zweite
Agglutinogen gerichtet waren; der Agglutinationstiter betrug 1/60 bis 1/150
bei makroskopischer Ablesung. Bevor das Fehlschlagen der iibrigen Immuni-
sierungsversuche dieser Reihe erklirt werden kann, sind die charakte-
ristischen Agglutinationen der Tabelle 5 zu erginzen.

Bisher wurden 4 isoagglutinierende Immunseren (F. 14, F. 12, K. 493
und K. 496) erwihnt, deren Antikorper gegen das zuerst gefundene Antigen,
das im folgenden mit A bezeichnet werden soll, gerichtet waren. AuBerdem
wurde iiber die Ergebnisse berichtet, die mit dem Immunserum K. 492
gefunden wurden; dieses Serum enthielt auBer dem gegen A gerichteten
Isoantikirper o ein weiteres Isoagglutinin, das entsprechend der Nomenklatur
bei den menschlichen Blutgruppen mit B bezeichnet werden soll und den
Rezeptor B erfaBte. Bei K. 487, dessen Rezeptor nach dem Vorhergehenden
mit A zu bezeichnen ist, gelang es, den Isoantikorper @ allein (nicht mit o
vergesellschaftet, wie bei K. S.492) zu erzeugen. Diemit K. S. 487 erhaltenen
Agglutinationen klirten gleichzeitig die in Tabelle 5 wiedergegebenen, aber
bisher nicht besprochenen Agglutinationsbefunde mit den Immunseren K. 465

~und F. 5 auf. Diese beiden letzteren Seren erweisen sich demnach als schwach

isoagglutinierende Seren der Gruppe AP (;die den gleichen Antikorper B wie
K. S. 487 enthalten).

In einfachster Form dargestellt, ergibt sich jetzt folgendes Isoagglutina-
tionsschema:
Tabelle 6.

|K. Er. 492|K. Er. 496|K. Er. 487K, Er. 469

Immunserum K. 492 (0s8)|  — o
Immunserum K. 496 (F. 14; F. 12; K. 493) (Ba) | — -+

Immunserum K. 487 (K. 465; F. 5) @ag | —
Normalserum K. 469 (nichtimmunisierbar) (AB) |  — |

I

Mit Hilfe der 3, durch Immunisierung gewonnenen, isoagglutinierenden
Testseren K. 492, K. 496 und K. 487 wurden jetzt simtliche noch im Versuch
befindlichen Tiere und weitere neue Tiere auf Gruppenzugehorigkeit gepriift;
dabei stellte sich heraus, warum bei 6 von den iibrigen 10 iiberlebenden
Versuchstieren der dritten Reihe keine Immunantikérper entstanden waren.
Die Tiere sollten Antikirper bilden gegen Isoagglutinogene, die in ihren
eigenen Blutkorperchen nachzuweisen waren; sie gehorten alle 6 der Blut-
gruppe AB an und durften infolgedessen nicht imstande sein, Antikorper
gegen A oder B zu bilden. K. 496 hatte bereits in der 2. Versuchsreihe Immun-
isoagglutinine gebildet, sein abgesunkener Titer war nur wieder hochgetrieben
worden. Bei den iibrigen drei nicht immunisierbaren Tieren K. 902, K. 907
und K. 924 ist zu bemerken, daB ihre Blutkdrperchen bei der Priifung mit
dem Immunserum K. 496 nicht agglutiniert wurden. Nachdem jedoch der
Titer des isoagglutinierenden Tmmunserums K. 496 in der dritten Versuchs-
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reihe infolge von 6 neuen Injektionen wieder eine ansehnlich.e Htihe erreicht
hatte, agglutinierte dieses Serum die Blutkiorperchen aller drei Tiere. Infolge-
dessen hitten diese Empfangertiere nach der ersten Priifugg ayls Zur Blut—
gruppe B gehirig angesehen werden miissen; wahrend si'e, wie sich .erst :‘]etzt
herausstellte, die Blutgruppe AB aufwiesen'). Unwillkiirlich drangt. sich einem
der Vergleich mit der menschlichen Blutgruppe AB auf, bei der .s1ch Iﬂnanch-
mal der Rezeptor A ebenfalls nur sehr schwer oder gar nicht nachweisen 1t (4).

Die Blutgruppenbestimmungen mit den 3 Seren K. 492, Ouf, K. .496,
Be und K. 487 AP, bei 38 noch im Versuch befindlichen Tieren und 8 bisher
immunisierten Tieren ergaben, daB nur 1 Tier, K. 492, die Eigenschaft O hatte,

9 Tiere (darunter 3 immunisierte) die Eigenschaft A hatten,

10 Tiere (darunter 4 immunisierte) die Eigenschaft B hatten,
und 26 Tiere die Eigenschaft AB hatten.

Da die im Versuch befindlichen und immunisierten Tiere eine von be-
stimmten Gesichtspunkten geleitete Auswahl darstellten, wurden bei weiteren
74 Stallkaninchen und 36 Feldkaninchen mit Hilfe der 3 Seren die Blutgruppen
bestimmt. Das Resultat der Untersuchung zeigt folgende Tabelle:

Tabelle 7.

| o |

AIENB
Stallkaninchen i = ‘ 8 ‘ 4
Feldkaninchen [T=F 8 8

| A
| 6
2

Bei 2 Feldkaninchen (F. 45 und F. 49) wurde ein bisher bei kein‘em Tier
erhobener Befund festgestellt. Das Serum K. 492 agglutinier'te die Blut-
kirperchen dieser Feldkaninchen nicht, wihrend sie von den belden'ander.en
Seren K. 496 und K. 487 deutlich zusammengeballt wurden. Elr%e Ein-
reihung in das S. 77 wiedergegebene Agglutinationsscher'na war infolge-
dessen nicht moglich. Ob dieser Befund die Annahme eines dritten Iso-
agglutinogens?) erforderlich macht, konnte leider nicht geklért \.Nerden; d.enn
beide Tiere starben sehr bald nach der zweiten Untersuchung, die das gleiche
Ergebnis hatte. . :

Die Einreihung der iibrigen neuen Tiere zeigte, daB die Blutgrl‘lppe. 0]
sehr selten, dagegen die Blutgruppe AB sehr hiufig ist; das H'auflgke.lts—
- verhéltnis von A zu B ist bei Stallkaninchen und Feldkaninchen fast glgch,
die Blutgruppe AB dagegen ist bei Stallkaninchen wesentlich haufiger. Diese

1) Die Ergebnisse der Einreihungen sind in der Ubersichtstabelle ent-
halten. : ; i
2) Man konnte an ein drittes Agglutinogen R und einen gegen R ge-
richteten Antikérper p denken. Dann wiirde dem K. 496 die Blutgruppen-
formel Bap und K. 487 die Formel AfBp zukommen. Da aber K. Er. 492
nicht durch das Serum von K. 496 agglutiniert wurden, ist dieser Gedanke
irrig, und es liegt niher, an eine Abschwé?chung (‘1er Testseren oder an eine
Schédigung des Rezeptorenapparates bei den in Frage stehenden Feld-
kaninchen zu glauben, die 3 und 1 Tag ante exitum untersucht wurden.
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Zahlenverhéltnisse lassen es erklirlich erscheinen, daB die Zahl der im-
munisierbaren Kaninchen bisher so gering war; denn kein AB-Tier darf die
Féhigkeit haben, gegen A oder B Antikérper zu bilden; die A-Tiere kinnen
nur gegen B oder AB, die B-Tiere nur gegen A oder AB Agglutinine erzeugen.

Um diese Verhéltnisse und die Richtigkeit der Blutgruppeneinreihung
zu bestitigen, wurde noch eine vierte und fiinfte Immunisierungsreihe an-
gesetzt. Die Kinzelheiten dieser beiden letzten Reihen gehen aus der Ueber-
sichtstabelle hervor.

Von 17 Empfangertieren der vierten Reihe konnten K. 469, K. 485,
K. 902 und K. 907 keine Antikirper bilden, bei K. 937 war diese Fahigkeit
strittig, da die Agglutinabilitit seiner Blutkdrperchen durch K. 8. 487 (AB)
zweifelhaft gewesen war. Von den iibrigen 12 Tieren starb eines, F. 34, inter-
kurrent nach 4 Injektionen, 5 bildeten Antikorper nach 10 Injektionen (K. 931,
K. 935, K. 938, K. 939, F. 30), zwei weitere (K. 942, K. 943) nach 16 In-
jektionen und 4 Tiere (K. 927, K. 940, F. 29 und F. 32) auch dann noch nicht.

Von der Betrachtung ausgehend, daB die Agglutinabilitit der Blut-
korperchen eines Tieres mit der antigenen Kigenschaft des durch die Ag-

- glutination nachgewiesenen Rezeptors nicht parallel zu gehen braucht,

wurden drei dieser in der vierten Reihe nicht immunisierbaren Tiere in die
fiinfte Versuchsreihe iibernommen und mit Blutkérperchen, die die gleichen
Rezeptoreigenschaften aufwiesen wie die, die sie bisher erhalten hatten,
aber von einem anderen Spenderindividuum stammten, immunisiert. Alle
drei Tiere (K. 940, F. 29 und T. 32) zeigten bereits nach 8 Injektionen in der
fiinften Reihe typisch gerichtete Immunisoantikérper.

Auber diesen drei Tieren wurden in der fiinften Reihe noch 12 Empfinger
intensiv immunisiert; vier der Tiere starben interkurrent. N ach 8 In-
jektionen waren bei 6 von 8 iiberlebenden die zu erwartenden Isoagglutinine
erzeugt worden; F. 36, dessen Rezeptoreigenschaft B zweifelhaft war, bildete
auch nach weiteren 23 Injektionen keine Immunantikérper, muBte also wohl
der Blutgruppe AB angehort haben. K. 961 starb nach der zweiten Priifung
nach dem ersten Immunisierungsschlag von 8 Injektionen, ohne Agglutinine
gebildet zu haben.

Von der vierten und fiinften Reihe 18t sich also zusammenfassend sagen:

Sieht man von 6 der Blutgruppe AB zuzurechnenden Tieren ab und
schaltet man die zu frith gestorbenen Tiere aus, so haben von 17 lange
genug immunisierten iiberlebenden Versuchstieren 15 die nach
der Blutgruppeneinreihung zu erwartenden isoagglutinierenden
Immunantikérper gebildet.

Zusammenfassung.
1) Normale Isoantikérper konnten beim Feldhasen nicht
nachgewiesen werden.
2) Im Hasenserum sind normale Heterohamolysine gegen Hammelblut
in etwa der gleichen Stéirke vorhanden wie bei unbehandelten Stallkaninchen.
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3) Hasenseren enthalten normalerweise Heteroagglutinine und Hetero-
lysine gegen menschliche Blutkorperchen der vier Blutgruppen.

4) Hasenseren weisen schwache Normalantikérper gegen
Stallkaninchen und Feldkaninchen auf.

5) Hasenblutkorperchen werden durch menschliche Seren der vier
Blutgruppen, durch Stallkaninchenseren und Feldkaninchenseren
lysiert und agglutiniert.

6) Das Serum eines Hasen, der mit Feldkaninchenblutkirperchen immu-
nisiert wurde, enthielt vermehrte Agglutinine und Lysine, die gegen Stall-
kaninchen und Feldkaninchen in gleicher Stirke gerichtet waren.

7) Stallkaninchen und Feldkaninchen bilden schnell und intensiv Immun-
heteroantikorper gegen Hasenblut.

8) Normale Isoantikorper konnten ebensowenig beim Feld-
kaninchen wie beim Stallkaninchen nachgewiesen werden.

9) In Seren von Stallkaninchen konnten keine normalen
Antikorper gegen Feldkaninchen, in Feldkaninchenseren keine
normalen Antikorper gegen Stallkaninchen gefunden werden.

10) Durch wechselseitige Immunisierung sowohl von Stall-
kaninchen wie von Feldkaninchen wurden Immunisoantikérper
erzeugt, die zwei, bei Stallkaninchen und Feldkaninchen iden-
tische Rezeptoren erfassen.

11) Das getrennte oder gemeinsame Vorkommen dieser zweli,
durch isoagglutinierende Immunseren nachweisbaren Rezep-
toren laBt bei Stallkaninchen und Feldkaninchen eine Ein-
teilung in vier Blutgruppen zu.

12) Da die mit Immunisoantikérpern bei Stallkaninchen
und Feldkaninchen nachgewiesenen Rezeptoren identisch sind,
gehoren Stallkaninchen und Feldkaninchen blutgruppensero-
logisch einer Rasse an.
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hochgetriehen worden war, wurden die Er. aller 3 Kaninchen agglutiniert. Daher die Blutgruppenbezeichnung: B? AB.
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