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Amboceptoren bei der Hiamolyse
und ihre Beziehungen zu den Komplementen.
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Noch immer ist in der Auffassung der cytotoxischen Wirkungen
des Blutserums keine vollstindige Einigung erzielt. Wihrend wohl
die meisten Autoren mit EERLICH und MORGENROTH die sogenannte
Amboceptortheorie acceptiert haben, nach welcher die thermostabile
Serumkomponente mit zwei haptophoren Gruppen ausgestattet ist, von
denen die eine mit der Zelle, die andere mit dem labilen Bestandteil,
dem Komplement, reagiert, sucht BorDET fortgesetzt mit viel Scharf-
sinn seine gegenteilige Hypothese zu verteidigen. Bekanntlich besteht
die von BORDET vertretene Sensibilisierungstheorie darin, daf direkte
Beziehungen zwischen Amboceptor und Komplement geleugnet werden
und an deren Stelle die auf der Annahme molekularer Adhision
basierende Vorstellung tritt, daf -die Zelle durch den Amboceptor
sensibilisiert, empfindlich wird gegeniiber der Wirkung des Komplements.
Da aber die Blutzellen, welche ja das gebriuchliche Testobjekt fiir
Studien iiber den Mechanismus der Amboceptorwirkung darstellen, an
und fiir sich nachweislich nicht mit dem Komplement reagieren, So
fehlt die Moglichkeit, der Sensibilisierungstheorie eine experimentelle
Stitze zu geben. Will man sie verteidigen, so kann dies nur auf
indirektem Wege geschehen, indem man nachweist, dal Beziehungen
zwischen Amboceptor und Komplement nicht existieren, und BorDETS
Beweisfithrung hat sich daher stets nur auf Einwinde gegen solche
Versuche, welche fiir die Amboceptortheorie sprechen, erstreckt. Es
liegt nicht in unserer Absicht, hier das gesamte Tatsachenmaterial an-
zufiihren, zumal der eine von uns erst kiirzlich iiber den gegenwirtigen
Stand der Frage an anderer Stelle berichtet hat 9. Es geniigt, darauf
hinzuweisen, dal die Widerlegung von Deutungsversuchen, welche sinn-
fillig fiir die direkte Vereinigung von Amboceptor und Komplement zu

1) Saces, H., Die Hémolysine und die cytotoxischen Sera. LUBARSCH-
Osterraes Ergebnisse d. Path., Bd. 11, 1907.
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sprechen schienen, durchaus nicht hinreicht, um die Amboceptortheorie
als eine irrige Konzeption hinzustellen. Wenn daher BorpET und
GAY?Y) in einem letzthin unternommenen Versuch daraus, daB sie die
Deutung eines Phinomens widerlegt zu haben glauben, das allerdings
unter den positiven Beweisen fiir das Bestehen direkter Beziehungen
zwischen Amboceptor und Komplement eine wichtige Rolle spielt, den
Schluf ziehen, daf die Amboceptortheorie als irrig aufgegeben werden
muRB, so diirfte es schwer sein, eine derartige Folgerung als zwingend
zu betrachten. Denn selbst wenn die von BorpET und GAy in dem
einen Falle entgegengehaltenen Beweismomente als unwiderleglich
acceptiert werden miilten, so h#tten die Autoren doch nur erreicht,
daB man auf einen direkten Beweis der Amboceptortheorie verzichten
miilte, ohne daf es ihnen gelungen wire, irgend welche Tatsachen an-
zufiihren, die der Amboceptortheorie widersprichen. Wenn wir uns
daher in den folgenden Ausfiilhrungen mit den von BorRDET und GAY
erhobenen Befunden eingehend beschiftigen, so geschieht dies nicht so-
wohl aus dem Grunde, weil wir es fir notig halten, zu der alten
Streitfrage ,Amboceptor oder substance sensibilisatrice“? noch einmal
Stellung zu nehmen, als vielmehr deshalb, weil die von BorDET und
GAy mitgeteilten Befunde, wenn auch ein Teil von ihnen nicht neu ist,
so doch von groRem Interesse erscheinen und besonders die von ihnen
gegebene Deutung eigenartig genug ist, um eine weitere Analyse zu
rechtfertigen.

L

Der von BorDET und GAY behandelte Fall betrifft eine bereits
von EHRLICH und SAcHS?) beschriebene Kombination, nimlich die
Hémolyse von Meerschweinchenblut durch die vereinte Wirkung von
inaktiviertem Rinderserum und aktivem Pferdeserum. EHRLICH
und Sacws hatten festgestellt, daB Meerschweinchenblutkorperchen,
die durch das Gemisch von inaktivem Rinderserum wund Pferde-
serum gelost werden, intakt bleiben, wenn sie zuerst mit inaktivem
Rinderserum vorbehandelt und nach Entfernen des Rinderserums mit
Pferdeserum digeriert werden. Die Komponente des Rinderserums war
also von den Blutzellen nicht gebunden worden, und da anzunehmen
war, daB diese Komponente den Amboceptor darstellt, so folgerten
EnrricH und SAcms mit Recht, daf in diesem Falle der Amboceptor
von den roten Blutkérperchen nicht gebunden wird und erst nach der
Vereinigung mit dem Komplement mit der Zelle reagiert. Mit der

1) Borpmr, J. et Gay, F. P., Sur les relations des sensibilisatrices
avec l'alexine. Annales de I'Institut Pasteur, T. 20, 1906, No. 6.
A 2) Enruicn, P. und Sacms, H., Useber den Mechanismus der Ambo-
ceptorenwirkung. Berlin. klin. Wochenschr., 1902, No. 21.
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gleichen Kombination hat spiiter KLuIn 1) gearbeitet und dabei die Be-
obachtung gemacht, daB aktives Pferdeserum durch das Digerieren mit
Meerschweinchenblut die komplettierende Féhigkeit fir das System
»Meerschweinchenblut—inaktives Rinderserum® verliert. Da das Pferde-
serum dabei gleichzeitig seinen Agglutiningehalt eingebiift hat, vertrat
KreiNn die Auffassung, daB das Komplement durch den Prozef der
Deglutination zerstdrt wird. * Gegen diese Deutung wandte sich BRow-
NING ?), indem er zunichst feststellte, daB die Komplemente des Pferde-
serums unbeeinfluft bleiben, wenn das Digerieren mit Meerschweinchen-
blut bei niedriger Temperatur (09) geschieht, obwohl unter diesen
Bedingungen fiir agglutinierende Wirkung und Agglutininbindung das
Optimum gegeben ist. Die Ursache fiir den Komplementverlust durch
Vorbehandeln des Pferdeserums bei hoherer Temperatur sieht Brow-
NING darin begriindet, daf das Pferdeserum Amboceptoren fiir Meer-
schweinchenblut enthilt, durch deren Vermittelung die Komplemente
bekanntlich nur bei hoherer, nicht bei niedriger Temperatur gebunden
werden. ‘Dafll das Pferdeserum Amboceptoren fiir Meerschweinchenblut
enthilt, haben bereits MORGENROTH und SacHs %) durch den Nachweis,
daB es im Verein mit aktivem Meerschweinchenserum die Hiamolyse
des Meerschweinchenbluts bedingt, gezeigt. Dagegen fanden sie das
Pferdeserum nur in seltenen Fillen, und auch dann nur in hohen Dosen
geeignet, Meerschweinchenblut zu losen. Es fehlt also im Pferdeserum
meistens das fiir den eigenen auf Meerschweinchenblut wirkenden
Amboceptor geeignete ,dominante® Komplement. Da nun, wie bekannt,
ein Amboceptor nach seiner Vereinigung mit der Zelle ein aktives Serum
seiner sdmtlichen Komplementfunktionen berauben kann und nach
Enriicm und SacHs%) unter geeigneten Bedingungen auch ,nicht
dominante“ Komplemente gebunden werden konnen, wihrend das
ydominante“ Komplement in Losung bleibt, so bot die von BROWNING
gegebene Erklirung keine Schwierigkeit. BrownING vertritt nimlich
die Auffassung, daB das Komplement des Pferdeserums, welches fiir
den Rinderamboceptor dominant, fiir den Pferdeamboceptor aber nicht
dominant ist, auch durch Vermittelung des eigenen Amboceptors durch

‘das Meerschweinchenblut absorbiert wird. Der von KLEIN beschriebene

Komplementverlust war dadurch auf Grund der Amboceptortheorie hin-
reichend erklirt, und BRowNING konnte noch den weiteren Nachweis

1) Krem, A, Ueber die Beeinflussung des hamolytischen Komplements
durch Agglutination und Prizipitation.  Wien. klin. Wochenschr., 1905,
No. 48.

2) Browning, C. H., Agglutination und Komplementschwund. Wien.
klin. Wochenschr,, 1906, No. 15.

3) Morerwrors, J. und Sacms, H., Ueber die Komplettierbarkeit der
Amboceptoren. Berlin. klin. Wochenschr.,, 1902, No. 27.

4) Enrricm, P. und Sacms, H., Ueber die Vielheit der Komplemente
des Serums. Berl. klin. Wochenschr,, 1902, No. 14 u. 15.




8 H. Sachs und J. Bauer,

erbringen, dall es gelingt, auch bei anderen Blutarten, welche an upd
fiir sich das Pferdeserum nicht der Komplemente berauben, durch Ein-
schaltung eines spezifischen Amboceptors die gleichen Verhéiltnisse zu
reproduzieren. Wihrend némlich Rinderblut keinen EinfluR auf Pferde-
serum ausiibt, bindet es das fiir inaktives Rinderserum geeignete Pferde-
komplement, wenn es mit einem spezifischen, beim Kaninchen gewonnenen
Amboceptor vorbehandelt ist, ohne daf das derart priparierte Rinder-
blut durch Pferdeserum gelost wird. Die Himolyse des Meerschwein-
chenblutes durch die kombinierte Wirkung von inaktivem Rinderserum
und aktivem Pferdeserum ist also nach BRowning folgendermafen auf-
zufassen: Der Rinderamboceptor hat eine hohere Aviditit zum Pferde-
komplement, als der freie Pferdeamboceptor. Werden daher Rindgr-
serum und Pferdeserum gleichzeitg gemischt, so tritt Himolyse ein.
Wird aber das Pferdeserum zuerst mit Meerschweinchenblut digeriert,
so vereinigt sich der Pferdeamboceptor mit der Blutzelle und durch
die nunmehr erfolgende, die komplementophile Gruppe betreffende Avi-
ditdtssteigerung wird auch das Komplement an den Pferdeamboceptqr
gebunden. Diese Bindung wird nun durch die sekunddire Verfesti-
gung irreversibel und kann auch durch den nachtriglich zugesetzten,
an und fiir sich avideren Rinderamboceptor nicht mehr gesprengt
werden (cf. Figuren 1 und 2 der beigegebenen Tafel).

BorprET und GAy, denen die Arbeit von BROWNING offenbar noch
nicht bekannt war, berichten nun iiber Versuchsresultate, von denen
ein grofer Teil bereits von KiLeiN und BrowNING erhalten war.
Wesentlich neu aber ist folgender von BoRDET und GAy mitgeteilter
Versuch: Amboceptorbeladene Rinderblutkérperchen lésen sich nicht in
Pferdeserum, wohl aber in einem Gemisch von aktivem Pferdeserum
und inaktivem Rinderserum. Hier kann — so folgern die Autoren mit
Recht — das Rinderserum nicht als Amboceptor fungieren, sondern
mub eine zur Himolyse notwendige Komponente darstellen, die weder
mit dem Amboceptor, noch mit dem Komplement identisch ist. In
analoger Weise soll dann auch in der Kombination: Meerschweinchen-
blut—inaktives Rinderserum—Pferdeserum das Rinderserum nicht als
Amboceptor wirken, sondern als ein dritter Bestandteil die Héimol}{se
bedingen. BORDET und GAY vertreten also die Auffassung, da[S.nn
Pferdeserum Amboceptor und Komplement enthalten, aber nicht im-
stande sind, hdmolytisch zu wirken, wenn nicht die dritte im Rinder-
serum befindliche Komponente in Aktion tritt. Dieser rein hypo-
thetische Bestandteil des Rinderserums wird von den Autoren als
ycolloide de boeuf* bezeichnet. Das Kolloid hat nach BorDET und GAY
folgende Eigenschaften: es ist thermischen Einfliissen (56°) und der
Aufbewahrung gegeniiber stabil, wird von den Blutzellen erst gebunden,
wenn letztere mit Amboceptor und Komplement beladen sind, und be-
wirkt dann Agglutination und H&molyse. BoOrRDET und GAyY suppo-
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nieren also hier einen ganz neuartigen Stoff im Rinderserum, der bei
der Himolyse eine so ausschlaggebende Rolle spielen soll, fiir dessen
Wirkung aber bisher jedes Analogon fehlt. Die Deutung, welche die
Autoren dem von EnrrLicH und SAcHS beschriebenen Phénomen ge-
geben haben, ist allerdings eine Hypothese, die jeglichen Beweises ent-
behrt. Denn wenn auch die Rolle des Rinderserums bei der Hémolyse
des amboceptorbeladenen - Rinderbluts durch Pferdeserum nicht als
Amboceptorwirkung aufgefalt werden kann, so berechtigt doch nichts
dazu, auf Grund eines reinen Analogieschlusses auch im Falle der
Hémolyse des Meerschweinchenbluts durch inaktives Rinderserum und
Pferdeserum dem Rinderserum den Amboceptorcharakter abzusprechen.
Zum mindesten miiBte der Nachweis gefordert werden, daR in der Tat
Meerschweinchenblut, welches mit Pferdeserum digeriert ist, also im
BorpET-GAYschen Sinne Amboceptor und Komplement gebunden hat,
nunmehr bei Zusatz von inaktivem Rinderserum der Himolyse anheim-
fillt. DaB dies nicht der Fall ist, haben bereits KLEIN und BRowNING
gezeigt, und letzterer hat fiir dieses Verhalten eine mit der Amboceptor-
theorie im besten Einklang stehende Erklirung gegeben. Auch BorpET
und GAY ist dieses Experimentum crucis fiir ihre Theorie nicht gegliickt.
Sie schliefen allerdings daraus, daB Meerschweinchenblutkérperchen,
die mit Pferdeserum vorbehandelt sind, durch inaktives Rinderserum
stark agglutiniert werden, auf eine Bindung des ,Kolloides“. Da aber
Hémolyse und Agglutination nicht als Folgen ein und derselben Sub-
stanz betrachtet werden kénnen, so ist der von den Autoren gezogene
Schluf auf den hiamolytischen Bestandteil des Rinderserums nicht be-
rechtigt. BoRDET und Gay suchen allerdings das MiRgliicken des fiir
sie so wichtigen Versuches dadurch zu erkliren, daf sie in dem Aus-
bleiben der Himolyse einen durch die starke Agglutination bedingten
antagonistischen Effekt erblicken; es 16sten sich nimlich in ihren Ver-
suchen die derart agglutinierten Blutkorperchen auch dann nicht, wenn
sie in einem frischen Gemisch von inaktivem Rinderserum und Pferde-
serum aufgeschwemmt wurden. Man vermift aber einen Versuch, der
die Frage mit Sicherheit zur Entscheidung bringen miilte. Wenn
némlich die mit Pferdeserum digerferten Meerschweinchenblutzellen die
hémolytische Komponente des Rinderserums absorbieren, so miilte
letzteres die Fihigkeit, Meerschweinchenblut im Verein mit Pferdeserum
zu losen, verloren haben. Allerdings geben BORDET und GAY einmal
an, daB inaktives Rinderserum, nach der Verbehandlung mit amboceptor-
beladenem Rinderblut, das mit Pferdeserum digeriert war, Meerschwein-
chenblut im Verein mit Pferdeserum schwicher und langsamer 16st,
als natives Rinderserum. Hitte man schon in diesem Falle nach den
Anschauungen von BorRDET und GAY eine vollstindige Erschopfung des
Rinderserums erwarten miissen, so fehlt eben der schon erwihnte, offen-
sichtlich prinzipiell wichtige, Versuch vollstindig.
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II.

Wir suchten nun bei unseren Untersuchungen zunéichst diese Liicke
auszufillen. Als Blutmenge diente 1 ccm H-proz. Meerschweinchenblut,
das natiirlich serumfrei gewaschen war. Das Rinderserum war durch
1/.-stiindiges Erhitzen auf 53—54° inaktiviert. In allen Versuchen
wurde die Fliissigkeitsmenge durch physiologische Kochsalzlosung auf
gleiches Volumen gebracht, das mindestens 2,0 cem, hochstens 2,3 bis
2,6 tem betrug. Die Einstellung des Pferdeserums zeigt Tabelle 1.

Tabelle 1.

Hémolyse von 1 cem 5-proz. Meer-

Mengen des schweinchenblut durch Pferdeserum

aktiven
Pferdeserums a b
bei Zusatz von 0,1 cem ohne weiteren
ccm inaktivierten Rinderserums Zusatz

komplett
fast ’komplett 0
méiBig
wenig
Spiirchen
0

Nun wurde je 1 cem H-proz. Meerschweinchenblut mit je 0,35 cem
Pferdeserum, der sicher aktivierenden Menge eine Stunde bei 37°
digeriert. Sodann wurde zentrifugiert. Eine Priifung der Abgiisse
zeigte, daf das wirksame Prinzip von den Blutkérperchen gebunden
war (s. Tabelle 2).

ot Ot
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Tabelle 2.

Himolyse von 1 cem 5-proz. Meer-
Mengen des | schweinchenblut durch inaktiviertes Rinder-
inaktivierten serum -+ 0,35 ccm Pferdeserum
Rinder-
serums a

ives Pford mit Meerschweinchenblut
cem nafives LICrdeserum digeriertes Pferdeserum

komplett Spur
1 Spiirchen
29 O

miBig

Spur
0

Die mit Pferdeserum vorbehandelten Blutsedimente wurden nugmehr
mit absteigenden Mengen inaktiven Rinderserums 1 Stunde lang bei 37°
digeriert. Dabei trat keine Hémolyse ein. Die Rohrchen wurden sodann
zentrifugiert und die Abgiisse mit je 0,35 cem Pferdeserum und _den Sedi-
menten von je 1 ccm 5-proz. Meerschweinchenblut digeriert (Reihe A).

In einer Kontrollreihe B wurde das Sediment von je 1 cem b-proz.
Meerschweinchenblut mit 0,35 cecm Pferdeserum und den Abgtissen von
je 1 cem b-proz. Meerschweinchenblut, das, ohne mit Pferdeserum vor-
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behandelt zu sein, eine Stunde lang mit absteigenden Mengen inaktiven
Rinderserums digeriert war, gemischt. Das Ergebnis zeigt Tabelle 3.

Tabelle 3.

Hiémolyse von 1 cem 5-proz. Meer-
Mengen des schweinchenbl_ut durch 0,35 cem Pferdeserum
inaktiven und inaktives Rinderserum
Rinder- :
serums A B
Rinderserum mit Blut vor- | Rinderserum mit
behandelt, das zuvor mit | nativem Blut vor-
Pferdeserum digeriert war behandelt

komplett komplett

fast komplett fast ,itomplett

méBig méBig
Spur Spur
0 w0

Die ‘Tabelle zeigt deutlich, daB das Meerschweinchenblut
auch - dann nicht das wirksame Prinzip des Rinderserums
absorbiert, wenn es zuvor mit Pferdeserum digeriert
wurde. Dieses Versuchsergebnis, das zu wiederholten Malen bestiitigt
wurde, zeigt also, dal die Annahme von BorDET und Gay, nach
welcher das von ihnen als Triger der hiimolytischen Wirkung suppo-
nierte Kolloid des Rinderserums von den mit Pferdeserum digerierten
Blutzellen gebunden wird, irrig ist. Es sei iibrigens bemerkt, daB auch
wir eine starke Agglutination beobachteten, als wir zu dem mit Pferde-
serum vorbehandelten Meerschweinchenblut Rinderserum zufiigten. Trotz-
dem fanden wir aber stets das abzentrifugierte Rinderserum in vollem
Besitz seiner die Hémolyse des Meerschweinchenblutes durch Pferde-
serum vermittelnden Fihigkeit.

Damit soll natiirlich nicht bestritten werden, daB die Angaben von
BorDpET und GaAy, nach denen Meerschweinchenblut nach der succes-
siven Vorbehandlung mit Pferdeserum und inaktivem Rinderserum gegen-
tiber der hémolytischen Kraft des wirksamen Gemisches resistent ist,
zu Recht bestehen konnen. Auch wir verfiigen iiber derartige Beob-
achtungen, haben allerdings das Ausbleiben der Himolyse nur dann
wahrgenommen, wenn die Meerschweinchenblutkérperchen mit einem
UeberschuB von Pferdeserum vorbehandelt waren. Dabei war es gleich-
giiltig, ob die Vorbehandlung nur mit Pferdeserum geschah oder ob

dieser noch ein Digerieren in inaktivem Rinderserum folgte. Charak-

teristisch aber ist, daB auch dann, wenn die Meerschweinchenblut-

korperchen resistent geworden waren, die Absorption der himolytischen

Komponente des Rinderserums ausblieb.
Fiir den folgenden Versuch, welcher diese Verhiltnisse illustriert,
Wurden zuniichst die minimalen Mengen des aktiven Pferdeserums und

——a e T
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inaktiven Rinderserums ermittelt, welche vereint gerade noch komplette
Himolyse bewirkten; dieselben betrugen je 0,25 ccm.

Es wurden zwei gleiche Reihen angesetzt: je 1 cem 5-proz. Meer-
schweinchenblut und absteigende Mengen aktiven Pferdeserums. Nach
1-stiindigem Verweilen bei 870 wird zentrifugiert und in folgender Weise
verfahren : :

A. Die Sedimente der Reihe A werden mit je 0,25 ccm aktiven Pferde-
serums und inaktiven Rinderserums (mit Kochsalzlosung auf ein Gesamt-
volumen von ca. 2,25 cem gebracht) digeriert.

B. Die Sedimente von Reihe B werden nochmals mit je 0,-25 cem
inaktiven Rinderserums (und Kochsalzlosung) 1 Stunde bei 37° digeriert,
sodann wird abzentrifugiert und zu den nunmehr erhaltenen Sedimenten
je 0,25 cem Pferdeserum - 0,25 ccm inaktiven Rinderserums gefiigt.

C. Die nach dem Zentrifugieren bei B erhaltenen Abgiisse werden
mit Meerschweinchenblut und je 0,25 ccm Pferdeserum gemischt (Gesamt-
volumen ca. 2,25 cem).

Das Ergebnis zeigt Tabelle 4.

Tabelle 4.

Mengen des zur Vor- | Himolyse von 1 cem 5-proz.

behandlung benutzten Meerschweinchenblut
Pferdeserums e
cem A B C

,0 Spur Spur komplett
,5 miBig méBig -
5 komplett | komplett
71 5 2 ” ”
71 ki »” ”

Die Tabelle zeigt, daf bei der Vorbehandlung des Meer-
schweinchenblutes mitder zur kompletten Himolyse aus-
reichenden Pferdeserummenge (0,25 ccm) die Blutkor-
perchen nicht ihre normale Empfindlichkeit verlieren,
dal dagegen ein Ueberschul von Pferdeserum, gleich-
giiltig aber, ob nachtréglich noch Rinderserum einge-
wirkt hat oder nicht, eine Resistenz der Blutzellen gegen-
iiber dem sonst himolytischen Gemisch bedingt. Aus Ko-
lumne C der Tabelle ergibt sich aber gleichzeitig, dal auch in diesem
Falle das Rinderserum ‘nichts von seiner Féhigkeit, im
Verein mit Pferdeserum hémolytisch zu wirken, einge-
bt hat. Ueber die Ursache der durch die Vorbehandlung mit Pferde-
serum allein oder mit Pferdeserum und Rinderserum entstandenen Resi-
stenz des Meerschweinchenblutes kann man nur Vermutungen hegen.
Es ist sehr wohl moglich, daf es sich um eine antagonistische Wirkung
der Agglutination gegeniiber der Himolyse handelt, wie es BORDET
und GAy annehmen. Man konnte vielleicht auch daran denken, dafl
Pferde- und Rinderamboceptor an denselben Receptoren der Blutzellen
angreifen und daher durch die Vorbehandlung mit einem Ueberschulb

?
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von Pferdeserum dem Rinderamboceptor der Zugang gewehrt ist. Wie
dem auch sei, jedenfalls ergibt sich aus unseren Versuchen, dafl die
bei der Hémolyse wirksame Komponente des Rinder-
serums nicht gebunden wird, wenn die Meerschweinchen-
blutkérperchen vorher mit aktivem Pferdeserum dige-
riert waren. Die Annahme von BorpET und GAy, daB das Rinder-
serum die H&émolyse durch ein ,Kolloid“ bewirkt, das erst nach Ver-
ankerung von Amboceptor und Komplement an die Meerschweinchen-
blutzellen in Aktion tritt, muf daher aufgegeben werden. Dagegen
erklirt sich die schon durch KiLEIN beobachtete Tatsache, daf Meer-
schweinchenblut nach der Vorbehandlung mit Pferdeserum nicht mehr
durch inaktives Rinderserum gelost wird, zwanglos in dem von Brow-
NING gedeuteten Sinne. Das Komplement des Pferdeserums ist eben
durch Vermittelung des Pferdeamboceptors, ohne fiir diesen dominant
zu sein, bereits an die Zelle gebunden und daher fiir den Rinderambo-
ceptor nicht mehr disponibel. Die Figuren 1 und 2 der beigegebenen
Tafel sollen die Verhiltnisse veranschaulichen. Es sei iibrigens be-
merkt, dal in diesem Falle die H#imolyse weder durch einen Ueber-
schull ‘von Rinderserum zu erzielen ist, noch dann eintritt, wenn die
Vorbehandlung des Meerschweinchenblutes mit einer minimalen, komplett
losenden Dosis Pferdeserums erfolgte. Im Gegensatz dazu ist die
Hamolyse des vorher mit Pferdeserum digerierten Blutes bei Zusatz
von Rinderserum - Pferdeserum nur dann gehemmt, wenn die Vor-
behandlung mit einer grolen Pferdeserummenge geschah. Daraus er-
gibt sich schon, daf die von BorDET und GAY auf eine einheitliche
Ursache bezogenen Vorgidnge der Resistenz gegeniiber Rinderserum
allein und gegeniiber der kombinierten Wirkung von Rinderserum und
Pferdeserum durchaus getrennt betrachtet werden miissen. Im ersten
Falle fehlt das Komplement und die Hemmung ist daher eine absolute,
im zweiten Falle ist Komplement vorhanden und das Ausbleiben der
Hémolyse ist hier eine sekundidre Folgeerscheinung, die von quanti-
tativen Bedingungen beherrscht wird. Nach alledem scheint uns
fiir den von EERLICH und SAcHS beschriebenen Fall der
Hémolyse des Meerschweinchenblutes durch inakti-
viertes Rinderserum und Pferdeserum nicht die ge-
ringste Veranlassung vorzuliegen, die von diesen Autoren
gegebene Deutung, der zufolge der Amboceptor im
Rinderserum enthalten ist, aufzugeben. Fiir die An-
nahme einer dritten, an der Himolyse beteiligten Kom-

‘ponente fehlt fiir diese Kombination die Notwendigkeit.

Trotzdem suchten wir noch andere Belege dafiir zu erbringen, daf
die beiden Komponenten des Pferdeserums und inaktiven Rinderserums
in direkten Beziehungen zu einander stehen, resp. daf der im Pferde-
serum enthaltene Amboceptor an der Himolyse nicht beteiligt ist. Dies
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ist uns auch in mehrfacher Hinsicht gelungen. Wenn sich Rinderambo-
ceptor und Pferdekomplement erst zum wirksamen Himolysin ver-
einigen miissen, bevor sie zu den Zellreceptoren in Beziehung treten,
so war anzunehmen, daB die H#molyse rascher erfolgt, wenn Pferde-
serum und Rinderserum vor dem Blutzusatz eine Zeitlang digeriert
waren, als wenn alle drei Komponenten auf einmal gemischt werden.
Wir verfuhren daher in folgender Weise:

Es wurden zwei Reihen angesetzt:

Reihe A. Absteigende Mengen Pferdeserums (Gesamtvolumen 0,75 cem)
wurden 1 Stunde bei 870 gehalten, sodann erfolgte Zusatz von je 1 ccm
5-proz. Meerschweinchenblut 4 0,5 cem’ inaktives Rinderseru.m..

Reihe B. Absteigende Mengen Pferdeserums wurden mit je 0,5 ccm
inaktiven Rinderserums 1 Stunde bei 379 digeriert, darauf Zusatz von je

1 cem bH-proz. Meerschweinchenblut. . :
Die eingetretene Hamolyse wurde nach 5, 15, 30 Minuten und nach

2 Stunden notiert. Das Ergebnis zeigt Tabelle 5.
Tabelle 5.

Mengen Eingetretene Hamolyse
s Reihe A Reihe B

Pferdeserums :
com |5 Min,15Min[30Min| 2 Std. |5 Min.| 15 Min. | 30 Min. | 2 Std.

‘ stark |komplett | stark [komplett [komplett' . komplett

méBig » 5, |fast _kompl' ” ”»
wenig [stark mﬁﬁlg fast kompl. "
wenig stark stark
0 |Spur 0 wenig wenig
"0 |Spiirchen 0 0 Spur
0 0 0 0 0 Spiirchen

0 0 0 | 0 0 0

Aus der Tabelle geht hervor, daB die Hamolyse in der Tat
erheblich rascher in Erscheinung tritt, wenn Pferde-
serum und inaktives Rinderserum zunichst eine Zeit-
lang zusammen gewesen waren. Die Reaktion zwischen Rinder-
amboceptor und Pferdekomplement ist dann eben bereits erfolgt, und
dadurch ist die Inkubationszeit, welche der Himolyse vorangeht, eine
geringere geworden. Uebrigens kann, wie die Tabelle zeigt, auch der
héimolytische Endeffekt ein etwas groRerer sein, wenn Amboceptor mit
Komplement vereint digeriert worden sind. Offenbar ist dieser Um-
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stand darauf zuriickzufihren, da8 das Pferdekomplement durch den -

I-stiindigen Aufenthalt bei 37° bereits eine geringe Abschwiichung er-
fahrt, wihrend die aus Rinderamboceptor und Pferdekomplement resul-
tierende Verbindung resistenter ist. Es braucht nicht besonders er-

wihnt zu werden, dal diese Befunde mit der Kolloidtheorie unver- *

einbar sind.
Man konnte nun die Beteiligung des Rinderserums als Amboceptor

direkt erweisen, wenn es gelinge, die Amboceptoren des Pferdeserums
zu entfernen. Bekanntlich besitzt die Immunititsforschung eine durch
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EnrricH und MORGENROTH 1) aufgefundene Methode, um Amboceptor
und Komplement eines aktiven Serums zu trennen. Digeriert man nimlich
rote Blutkdrperchen bei 0° mit aktivem Serum, so werden nur die Ambo-
ceptoren gebunden, die Komplemente bleiben in der Zwischenfliissigkeit
erhalten. Bei den normalen Hémolysinen ist allerdings eine Schwierig-
keit darin gelegen, daBl auch die Bindung des Amboceptors hei 0° in
den meisten Fillen nicht vollstindig, sondern nur partiell erfolgt. Auch
die Amboceptoren des Pferdeserums werden, wie sich bereits aus der
Arbeit von BROWNING ergibt, nur zu einem gewissen, wenn auch nicht
unerheblichen, Teile bei 0° von den Meerschweinchenblutzellen ge-
bunden. Charakteristisch aber ist, daB das Pferdeserum nach der Vor-
behandlung mit Meerschweinchenblut bei 0° seine Fahigkeit im Verein
mit inaktivem Rinderserum hémolytisch zu wirken, in vollem oder fast
ungeschwiichtem MaBe bewahrt. Nach der von BORDET und Gay ver-
tretenen Anschauung miifite man erwarten, dal dies, wenn iberhaupt
eine irgendwie wesentliche Amboceptormenge gebunden worden ist,
nicht der Fall ist. Denn diese Autoren glauben ja, daB das Pferde-
serum als Amboceptor an der Hiimolyse beteiligt ist, und es miilte
sich danach eine Verarmung des Pferdeserums an Amboceptor in einer
Reduktion der hémolytischen Kraft dokumentieren. Man kénnte nun
allerdings einwenden, daf der Amboceptor im Pferdeserum im Ueber-
schuB vorhanden und es daher irrelevant ist, ob ein Teil fehlt oder
nicht. Dieser Einwand kann aber auf seine Beweiskraft experimentell
gepriift werden. Wenn das bei 0° mit Meerschweinchenblut digerierte
Pferdeserum noch geniigend Amboceptor enthilt, um im Sinne von
BorpET und GAy, mit inaktivem Rinderserum vereint, die volle himo-
lytische Wirksamkeit zu entfalten, so miilte es bei einer nachfolgenden
Behandlung mit Meerschweinchenblut bei 37° seine die Hamolyse ver-
mittelnde Fihigkeit in demselben oder sogar in hoherem Grade ein-
biiBen, als natives Pferdeserum. Das Experiment zeigt, daB das Gegen-
teil der Fall ist. Die einschlégigen Verhiltnisse ergeben sich zwar
bereits aus der Tabelle 2 der BRowNINGschen Arbeit, wir lassen aber
doch noch einen analogen Versuch folgen.

Es werden drei Reihen angesetat, welche je 1 ccm 5-proz. Meer-
schweinchenblut und absteigende Mengen Pferdeserums, das mit der
gleichen Menge physiologischer Kochsalzlgsung verdiinnt war, enthalten.
Das Gesamtvolumen betrigt tiberall 2 cem.

Die Réhrchen der Reihe A bleiben 11/, Stunden bei 879 stehen,
sodann wird zentrifugiert. Die erhaltenen Abgtisse werden mit den
Sedimenten von je 1 cem 5-proz. Meerschweinchenblus - 0,3 cem in-
aktiven Rinderserums digeriert.

Reihe B. Nach 2-stindigem Verweilen bei 00 wird zentrifugiert.
Die Abgiisse werden wie bei A behandelt,

1) Emrricm, P. und MorerNroTH, J, Zur Theorie der Lysinwirkung.
Berliner klin, Wochenschr., 1899.
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Reihe C. Nach 2-stiindigem Aufenthalt bei 0° wird zentrifugiert.
Die Abgiisse werden mit den Sedimenten von je 1 cem b-proz. Meer-
schweinchenblut 2 Stunden bei 379 digeriert. Die punmehr durch Zentri-
fugieren erhaltenen Abgiisse werden mit dep Sedn:‘nenten von je 1 com
5-proz. Meerschweinchenblut | 0,3 cem inaktiven Rinderserums digeriert.
Das Ergebnis zeigt Tabelle 6.

Tabelle 6.

Himolyse von 1 cem 5-proz. Meerschweinchenblut durch
Mengen des halb- | 0,3 ccm inaktiven Rinderserums und Pferdeserum

verdiinnten
Pferdeserums

vorbehandelt mit Meerschwein chenblut

nativ X B 3]
bei 37° bei 0° bei 0° 4-37°

komplett fast komplett| komplett komplett
” stark ” ”
- méBig % faﬁt .komplett
5 Spur stark mifBig
stark Spiirchen miBig wenig
miBig 8 Wenlgo Spur

Das bei0 vorbehandelte Pferdeserum hat also d1.1rc]1
nachfolgendes Digerieren bei 37° nur wenig ven seiner
die Himolyse vermittelnden Fahigkeit eingebﬁﬁt,:]\eden-
falls ist die Abnahme erheblich geringer, als beidirekter
Vorbehandlung des nativen Serum bei 37°% Dies ist um so
charakteristischer, als man in vorstehender Tabelle schon nach dem
Digerieren bei 0° eine geringfiigige Abnahme der hdmolytischen ‘Kraft
beobachten kann, die wohl auf ein nicht ganz vollstindiges'Gewu‘men
der Abgiisse zu beziehen ist. Das Resultat steht durchaus im Wld.el‘-
spruch zu der Kolloidtheorie. Denn wenn das Pferdeserum zuglel‘ch
als Amboceptor und Komplement wirkt, das Rinderserum aber.l.lur im
BorpET-GAyvschen Sinne als ,Kolloid“ an der Himolyse beteiligt ist,
so miilte die successive Vorbehandlung bei 0° und 37° eine grt?[S('are
Verarmung an wirksamem Prinzip herbeifiihren, als (_Ias alleml.ge
Digerieren bei 379 Das gegensitzliche Versuchsergebnis steht hlI.l-
gegen mit der von EHRLIcH und SAcHS vertretenen Auffassung in
bestem Einklang und war auf Grund derselben sogar Vorausz.usehen.
Das Pferdeserum liefert eben nur das Komplement. Durch die Vor-
behandlung bei 0° wird ein Teil der Amboceptoren entfernt, so d'la[s
das nunmehr erhaltene Serum komplementreich, aber amboceptorarm ist.
‘Wenn man nun dieses Serum noch einmal bei 37 ° mit Meerschweinchenb_lut
digeriert, so wird durch den noch vorhandenen Amboceptorgehalt eme‘
geringe Komplementmenge entfernt. Der Komplementverlust muf alE)el
unbedingt hinter demjenigen zurtickbleiben, der zu beobacht'en ist,
wenn das noch amboceptorreiche native Serum mit Meers'chwelnchel.l-
blut digeriert wird. Die experimentelle Analyse zeigt somit, daf die
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von BorRDET und GAY gegebene Deutung mit den Tatsachen
nicht in Einklang gebracht werden kann, und sie be-
stéitigt aufs neue, dafl im vorliegenden Fall das Rinder-
serum als Amboceptor mit dem Pferdeserum als Kom-
plement zusammenwirkt.

IIL

Unsere weiteren Bestrebungen muften naturgemdl auf den von
BorpET und GAy mitgeteilten Versuch gerichtet sein, der in ihrer
Arbeit ein so wichtiges Beweisglied bildet. Es- handelt sich um den
eigenartigen Befund, daf Rinderblut, mit spezifischem Amboceptor be-
laden, sich in Pferdeserum nicht 16st, dagegen in einem Gemisch von
aktivem Pferdeserum und inaktivem Rinderserum der Hémolyse an-
heimfillt. In der Tat besteht eine gewisse formale rAnalogie zu der
Hémolyse des Meerschweinchenbluts durch das gleiche Gemisch, und
da bei der Himolyse des amboceptorbeladenen Rinderbluts unmaéglich
das Rinderserum als Amboceptor beteiligt sein kann, glaubten BorDET
und GAY schliefen zu miissen, dal auch bei der Hémolyse des Meer-
schweinchenbluts das Rinderserum nicht als Amboceptor wirkt. Daf
dieser Analogieschluf nicht zutreffend ist, haben die vorangehenden
Ausfihrungen gezeigt. Es schien uns indessen von grofem Interesse
zu sein, in den eigenartigen Wirkungsmechanismus bei der Kombination
mit Rinderblut etwas tiefer einzudringen. Stellt doch die von BoRDET
und GAY gegebene Deutung, nach welcher das Rinderserum als »Kolloid“
die bereits mit Amboceptor und Komplement priparierten Blutzellen
erst 16st, eine Annahme dar, die eigens fiir den vorliegenden Fall kon-
struiert ist und eine ganz neue Art der Serumhémolyse bedeutet. Daher
glaubten wir, doch versuchen zu miissen, die beobachteten Erscheinungen
einer Erklirung auf Grund der bisher bekannten Vorgéinge zuginglich
zu machen.

Wir benutzten zu unseren Versuchen ein vom Kaninchen durch
Vorbehandlung mit Rinderblut gewonnenes, inaktiviertes Immunserum,
das 1 cem 5-proz. Rinderblut bei Zusatz von 0,1 cem Meerschweinchen-
serum als Komplement in der Menge von 0,0005 cem gerade noch
komplett 16ste. Um die Hémolyse des Rinderbluts durch das Gemisch
»Pferdeserum—inaktives Rinderserum® zu bewirken, war eine Ambocep-
tormenge von 0,05 ccm erforderlich. Wenn daher in folgendem kurz von
prapariertem Rinderblut gesprochen wird, so ist zu verstehen, daf
1 cem 5-proz. Rinderblut mit 0,05 cem Amboceptor vorbehandelt wurde.
Geringere Amboceptormengen reichten nicht mehr zur vollstindigen
Himolyse aus, gréfere waren zu vermeiden, weil dann Pferdeserum
an und fiir sich bereits in kleinen Mengen Hiimolyse bewirkte. Ueber-
haupt miissen wir nach unseren Erfahrungen berichten, daf Pferde-

serum auch das in der beschriebenen Weise priparierte Rinderblut in
Ehrlich, Arbeiten III, 2
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zahlreichen Féllen bei Verwendung gréferer Mengen in Ipehl‘ oder
weniger hohem Grade bereits an und fiir sich l.iist, und es "1st 'oft un-
moglich, eine Pferdeserumdosis zu bestimmen, die an und fir sich un-
wirksam ist, im Verein mit inaktivem Rinderseru}n aber kuomplette
Himolyse bedingt. Darin ist bereits ein Unters.chled gegeniiber der
Himolyse des Meerschweinchenbluts gegeben, da im letzteren -Falle d?.J.S
Pferdeserum sich stets unwirksam oder doch nur sehr germggradlg
hiamolytisch erwies. Wir haben aber noch weitere lx}ar}(ante leferenz'en
aufgefunden, die von vornherein gegen die Identifizierung de:s‘er-
kungsmechanismus in den beiden von BOBDET-und GAY.analoglslerten
Fillen sprechen. Zunéchst zeigte es sich némlich, da[% ein Ueberschufl
von Rinderserum die Hé#molyse des préparierten Rinderbluts durch
Pferdeserum und Rinderserum hemmt, wihrend bei der H%’Lmolyse des
Meerschweinchenbluts der Grad der Hidmolyse von der Rinderserum-
menge unabhéngig ist. Hs sei gestattet, einen solchen Versuch anzu-

fithren.

Es wurden 2 Reihen angesetzt: ' '
Reihe A: 1 cem pripariertes b-proz. Rinderblut - absteigende

inakti i inimale Menge).
ktiven Rinderserums -} 0,15 cem ‘Pferdeserum (ml.mma
Meﬂgﬁfé inlllae ]é: 1 cem 5-proz. Mee’rs,chweinchenblut -|— ?,bstelgende Mengen
inaktiven Rinderserums 4 0,25 ccm Pferdeserum (minimale Menge).
Die eingetretene Himolyse zeigt Tabelle 7.

Tabelle 7.

M. n des inaktiven :
engﬁinderserums Reihe A Reihe B

wenig komplett
mikig X
fast komplett »
komplett »
miBig miBig
wenig wsvemg
ur ur

: 0 3 0

Da sich also das Rinderserum in den beiden Fillen
so verschiedenartig verhélt, kann seine Wirkung auch
nicht auf ein und dieselbe Ursache bezogen wgrden. Na(.:h
der Anschauung von BorDET und Gay ist aber das Rmderserur.n. in
beiden Féllen weder als Amboceptor, noch als Komplement beteiligt,
wirkt vielmehr als Kolloid in dem erorterten Sinne. Wihrend daher
das differente Verhalten auf Grund dieser Annahme nicht zu vers.tehen
ist, erklirt es sich ohne weiteres von unserem Standpun.kte aus, indem
eb:an bei der Hamolyse des Meerschweinchenbluts das: Rmders.erum den
Amboceptor darstellt, bei der Hémolyse des préparierten Rinderbluts

aber in anderer Weise wirken muR.
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Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden Phénomenen besteht
in folgendem. Wenn man pripariertes Rinderblut mit Pferdeserum
und inaktivem Rinderserum successive digeriert, so bleibt ebenso, wie
bei analoger Vorbehandlung des Meerschweinchenbluts, die Hémolyse
aus. Wihrend aber Meerschweinchenblut, wenn eine grole Pferde-
serummenge eingewirkt hat, auch gegeniiber der kombinierten Wirkung
von Pferdeserum und inaktivem Rinderserum sich resistent erweist, ist
dies beim préparierten Rinderblut nicht der Fall. Bevor wir die ein-
schligigen Verhiltnisse niher schildern, seien zuvor einige allgemeine
Angaben iiber das Verhalten der Komponenten bei der Hamolyse des
préparierten Rinderbluts mitgeteilt. Was zuniichst das inaktive Rinder-
serum anlangt, so liBt es sich weder durch Schweineserum noch durch
Kaninchenserum ersetzen. Auch inaktives Hammelserum 1) erwies sich
ungeeignet, dagegen wirkte inaktives Ziegenserum im Verein mit
Pferdeserum in analoger, wenn auch schwicherer Weise, wie Rinder-
serum ?). Auch das Verhalten der im Pferdeserum vorhandenen Kom-
ponente gegeniiber thermischen Einfliissen wurde gepriift, und es zeigte
sich, daf das Rinderserum nach 1/,-stiindigem Erhitzen bei 55 ° wirksam
ist, dagegen durch !/,-stiindiges Erhitzen bei 65° die Fiahigkeit, im
Verein mit Pferdeserum prapariertes Rinderblut zu l6sen, verliert. Was
nun die Beziehungen der einzelnen Komponenten zu den préparierten
Blutzellen anlangt, so wird das aktive Pferdeserum durch Vorbehandeln
mit prépariertem Blut seiner wirksamen Komponente beraubt, und
zwar verliert es sowohl in Bestéitigung der Angaben BorpETs und
GAvs die Fihigkeit, prapariertes Rinderblut, als auch, wie schon
BrowNING gezeigt hat, diejenige, Meerschweinchenblut im Verein mit
inaktivem Rinderserum zu 16sen. Diese Uebereinstimmung ist zu er-
warten, da ja das Pferdeserum bei beiden Kombinationen als Komplement
wirkt und beiderseits ein geeigneter Amboceptor vorhanden ist, um die
Absorption des Komplements zu vermitteln, ohne daB dabei Hamolyse
eintritt. In beiden Kombinationen besteht aber auch insofern Kon-
gruenz, als auch das priparierte Rinderblut nach der Vorbehandlung
mit Pferdeserum trotz erfolgter Bindung des Pferdekomplements nicht
bei Zusatz von inaktivem Rinderserum gelost wird. Dagegen 15st sich
derart vorbehandeltes Blut in einem Gemisch von Pferdeserum und
inaktivem Rinderserum, das aus minimalen Mengen der beiden Kompo-
nenten besteht, ohne weiteres. Wir lassen einen entsprechenden Ver-
such folgen.

1) Aktives Hammelserum lost an und fiir sich in geringem Grade
Prépariertes Rinderblut, wird aber durch Zusatz von Pferdeserum ver-
Stirkt,

, 2) Es sei iibrigens bemerkt, daf auch bei der Himolyse des Meer-
Schweinchenbluts das Rinderserum durch Ziegenserum ersetzt werden
kann, Der Wirkungsmechanismus ist in beiden Fllen derselbe.

ik
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Bs werden zwei gleiche Versuchsreihen angestellt. J_ede Reihe ent-
hilt je 1 ccm b-proz. prépariertes Rinderblut und abstelgende Mengen
aktiven Pferdeserums (Gesamtvolumen 2 cem). Nach 92-stiindigem Verweilen
bei 879 wird abzentrifugiert. Die zwei ersten, die ngSEten Pferdeserum-
mengen enthaltenden Blutproben erwiesen sich spurwelse_gelb'st.

A. Die Abgisse werden mit den Sedimenten von je 1 com H-proz.
praparierten Rinderblut - 0,1 ccm ina]_:tivep R}nderserums (minimale, zur
kompletten Himolyse erforderliche Dosis) digeriert.

B. Die Sedimente werden in Kochsalzlssung mit einem Zusatz von
0.1 cem inaktiven Rinderserums aufgeschwemmt.

" 0. Die Sedimente werden in Kochsalzlssung mit einem Zusatz von
0,1 ccm inaktiven Rinderserums + 0,35 cem Pferdeserum aufgenommen.
Das Ergebnis zeigt Tabelle 8.

Tabelle 8.

Eingetretene Himolyse von 1 ccm 5-proz.
Mengen des | priiparierten Rinderblut + 0,1 ccm in-
Pferdeserums | gkfiven Rinderserums -+ Pferdeserum

Kontrolle A B C

komplett |wenig komplett

Spur

” =
Spiirchen

star,i{
mikig 0
Spur 0

0 0

Die Tabelle zeigt in Kolumne B das gleiche Ver-
halten, wie bei dem entsprechenden Vorgehen mit Meer-
schweinchenblut. Obwohl das Pferdeserum gebunden
ist, die Blutkdrperchen also Amboceptor und Komple-
ment verankert haben, bleibt die Hdmolyse bei Zusatz
von inaktivem Rinderserum aus. Auch hier kann also
das wesentliche Argument, welches die BorDET-GAYsche
Kolloidtheorie zu stiitzen geeignet wire, nicht erbracht
werden. DaB in diesem Fall von einer Resistenz der
vorbehandelten Blutzellen nicht gesprochen werden
kann, zeigt deutlich Kolumne C der Tabell.e, aus der
hervorgeht, daB die Blutzellen in einem geeigneten Ge-
misch sich vollstdndig auflésen.

BorpET und GAY geben allerdings auch in diesem Falle an, daf
priparierte und mit Pferdeserum vorbehandelte Rinderb-lutkﬁrpe'rchen
das wirksame Prinzip des inaktiven Pferdeserums absorbieren. Sie be-
schreiben aber als Folgeerscheinung nur eine starke Agglutin:fttion, ohne
die Frage, ob dabei Héimolyse, die man doch nach ihre_r Theprle erwarten
muB, eintritt oder nicht, zu beriihren. Andererseits wird von defl
Autoren mitgeteilt, daf Rinderserum durch die Einwirkur}g auf Rllid'el-
blut, das pripariert und mit Pferdekomplement beladen ist, die Fihig-
keit verliert, pripariertes Rinderblut bei Zusatz von Pferdeserum zu

0
0
0
0
0
0
0
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agglutinieren; tiber die hdmolytische Wirkung fehlt auch hier eine
Angabe. Allerdings soll nach den Autoren derart vorbehandeltes
Rinderserum Meerschweinchenblut bei kombinierter Wirkung mit
Pferdeserum schwicher und langsamer agglutinieren und losen. Jeden-
falls hielten wir es fiir erforderlich, uns iiber die einschligigen Verhilt-
nisse eingehend zu orientieren. Wir folgten dabei der schon bei der
Analyse der Hamolyse des Meerschweinchenbluts erorterten Versuchs-
anordnung.

Es werden zwei Reihen aufgestellt. Jede Reihe enthilt je 1 cem
prapariertes 5-proz. Rinderblut, das eine Stunde lang mit je 0,6 cem
Pferdeserum (= 2 zur kompletten Hamolyse erforderliche Dosen) bei 87°
vorbehandelt und sodann von der Zwischenfliissigkeit abzentrifugiert war,
und absteigende Mengen inaktiven Rinderserums. Nach einstiindigem Ver-
weilen bei 370 wird zentrifugiert. Die Abgiisse werden einerseits mit den
Sedimenten von je 1 ccm 5H-proz. priparierten Rinderblutes - 0,25 ccm
Pferdeserum, andererseits mit den Sedimenten von je 1 cem 5-proz. Meer-
schweinchenblut -+ 0,25 com Pferdeserum, digeriert. Das Ergebnis ist
aus Tabelle 9 zu ersehen.

Tabelle 9.

Hémolyse von

1 ccm 5-proz. priparierten | 1 cem 5-proz. Meerschwein-
Mengen des | Rinderblut durch 0,25 cem | chenblut durch 0,25 cecm

_ina.ktiven Pferdeserum - Pferdeserum -
Rinderserums
b b

a a
vorbehandeltes| natives  |vorbehandeltes| natives
cem Rinderserum | Rinderserum| Rinderserum | Rinderserum

0,35 komplett komplett komplett komplett
0,25 - U fast komplett | fast komplett
0,15 % " stark % o
0,1 stark stark wenig méBig
0,05 méBig méBig Spiirchen Spur

0 0 0 0 0

Die Tabelle zeigt, daf auch mit Pferdekomplement be-
ladenes Rinderblut nicht befdhigt ist, inaktives Rinder-
serum seines die Hidmolyse bedingenden Prinzips zu
berauben, und zwar ist das derart vorbehandelte Rinder-
gerum in vollem oder fast ungeschwéichtem Grade ge-
eignet, die Himolyse sowohl des prédparierten Rinder-
bluts als auchdiejenigedes Meerschweinchenblutsunter
Mitwirkung des Pferdeserums zu vermitteln. In letzterer
Hinsicht stehen also unsere experimentellen Ergebnisse in einem gewissen
Gegensatz zu den Angaben von BorDET und Gay. Der Vollstindigkeit
halber sei erwihnt, daf Rinderserum auch durch Meerschweinchenblut,
das mit aktivem Pferdeserum vorbehandelt war, nichts von seiner die
Hémolyse des priiparierten Rinderbluts vermittelnden Funktion einbiifte.

Durch die beiden erorterten Tatsachen, dal nimlich:




H. Sachs und J. Bauer,

1) prdpariertes Rinderblut, das mit aktivem Pferde-
serum vorbehandelt wurde, sich in inaktivem
Rinderserum nicht 16st,

2) das dieHédmolyse vermittelnde Prinzip des Rinder-
serums durch mit Pferdeserum vorbehandeltes
préidpariertes Rinderblut nicht absorbiert wird,

ist erwiesen, dal die Hémolyse des priparierten Rinderbluts durch die
kombinierte Wirkung von inaktivem Rinderserum und aktivem Pferde-
serum ebensowenig, wie die unter gleichen Bedingungen erfolgende
Hamolyse des Meerschweinchenbluts vom.Standpunkte der von BoRDET
und GAy aufgestellten Kolloidtheorie zu erkliren ist. Wir haben ge-
sehen, daf das Experiment die einfachsten Postulate, die wir auf Grund
der von BorDET und Gay vertretenen Auffassung fordern miissen,
nicht erfillen kann. Fir den Fall der Meerschweinchenbluthimolyse
ergibt sich die den Tatsachen ohne weiteres gerecht werdende Deutung
daraus, daB nicht das Pferdeserum, wie es BORDET und GAY supponieren,
sondern das Rinderserum den hdmolytisch wirksamen Amboceptor liefert.
Dieser Rinderamboceptor ist, wie schon Emrricm und SACHS erwiesen
haben, dadurch charakterisiert, daB er erst nach der Vereinigung mit
dem Pferdekomplement von den roten Blutkorperchen verankert wird.
Um eine Erklirung fir die Himolyse des priparierten Rinder-
blutes zu geben, ist es, wie dies schon BorDET und Gay mit Recht
ausfithren, nicht méglich, dem Rinderserum eine Ambocéptorrolle zZu
vindizieren. Man konnte nun daran denken, daB das inaktivierte Rinder-
serum als ein Komplementoid wirkt. Allerdings miifte dann die Funktion
dieses Komplementoids eine eigenartige sein. Man miilte annehmen,
daf das wirksame Pferdekomplement an ungeeigneter Stelle von den
amboceptorbeladenen Blutzellen gebunden wird, so daB es nicht zur
Wirkung gelangt, ,nicht dominant® ist. Die Rolle des Rinder-
komplementoids wiirde dann darin bestehen, dem Pferdekomplement
gewissermalen den richtigen Weg zu weisen. Man konnte sich nim-

lich vorstellen, daB das Komplementoid eine hohere Aviditit hat als

das Pferdekomplement und daher diejenige Amboceptorgruppe, an der
das Komplement nicht dominant ist, sperrt. Das Pferdekomplement
wiirde dann von der an und fiir sich weniger aviden komplemento-
philen Amboceptorgruppe verankert werden, an der es dominant ist.
Die Moglichkeiten der Deutung liefen sich noch variieren, immer aber
miilte man annehmen, daf das Rinderkomplementoid bereits an und
fir sich von dem priparierten Rinderblut gebunden wird. Nun kann
man aber leicht zeigen, dal das wirksame Prinzip des Rinderserums
durch Vorbehandlung mit préparierten Rinderblutkérperchen nichts von
seiner Wirkungskraft einbiifit. Es ergibt sich daraus, daB die erorterte
Anschauung, nach welcher das Rinderserum als Komplementoid wirken
wiirde, nicht zu Recht bestehen kann.
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Wir muBten uns also nach anderen Erklirungsméglichkeiten um-
sehen, und es lag nahe, daran zu denken, dal auch bei der Himo-
lyse des préparierten Rinderblutes inaktives Rinderserum und Pferde-
serum in direkten Beziehungen zueinander stehen. Die Tatsache, daf
der auf Meerschweinchenblut wirkende Amboceptor des Rinderserums
bereits an und fiir sich eine so ausgesprochene Verwandtschaft zum
Pferdekomplement hat, legte die Vermutung nahe, dal das Rinderserum
auch antikomplementire Wirkungen entfalten konnte. MuB ja doch ein
in Bezug auf das Komplement avider Amboceptor, wenn die fiir ihn
geeigneten Blutzellen fehlen, wie ein Antikomplement wirken. In der
Tat haben wir zeigen konnen (cf. Tab. 7), daB das inaktive Rinder-
serum in groferen Mengen die Hidmolyse des priparierten Rinderblutes
hemmt, eine Hemmung, die nur durch antikomplementire Wirkungen
verursacht sein kann. Dieser Befund mufte bereits die Vermutung
nahelegen, daf inaktives Rinderserum und Pferdeserum auch bei dem
himolytischen Effekt in irgend welchen Beziehungen zueinander stiinden.
Wir gingen daher in der Weise vor, dal wir einerseits absteigende
Mengen Pferdeserums allein eine Stunde bei 37° stehen lieRen und
darauf priipariertes Rinderblut -- 0,5 cem inaktives Rinderserum hin-
zuftigten, andererseits Gemische von absteigenden Mengen Pferde-
serums mit je 0,5 cem inaktiven Rinderserums 1 Stunde bei 37° vor
dem Blutzusatz digerierten. Die eingstretene Himolyse wurde dann
zeitlich verfolgt und ist in Tabelle 10 notiert.

Tabelle 10.

Hémolyse von 1 cem 5-proz. priparierten Rinderblut durch

Mengen Pferdeserum + inaktives Rinderserum

des aktiven
Pferde- A
serums Pferdeserum 1 Stunde bei 37°

B
Pferdeserum -+ Rinderserum
1 Stunde bei 37°

2

in.| 15 Min.| 30 Min. 2 Std. 5 Min. |15 Min. |30 Min.| 2 Std.

komplett komplett |komplett |komplett|kom plettkomplettkomplett

miBig |fast kompl.| ,, P!

wenig  |miBi fast kompl.|stark 5 o 9
% stark méiBig |miBig Istark  stark

méiBkig wenig |wenig |méiBig
Spur 0 0 Spur

0 0 0 0

0 0 0 0

» ” »

OO0 OOO

Die Tabelle zeigt die gleichen Verhiltnisse, wie wir sie bereits
bei der Himolyse des Meerschweinchenblutes kennen gelernt haben.
Auch die Himolyse des priparierten Rinderblutes er-
folgt in deutlicher Weise rascher, wenn Pferdeserum
und inaktives Rinderserum vor dem Blutzusatz einige
Zeit gemischt werden. Es ergibt sich also bereits daraus, daR

.
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eine Reaktion zwischen Bestandteilen des Pferdeserums
und des Rinderserums erfolgt. Zu-einem wirksamen Komplex,
wie bei der Hémolyse des Meerschweinchenblutes, kann diese Reaktion
nicht fithren; denn das Rinderserum kann ja, wie schon mehrfach er-
wihnt, nicht als Amboceptor in Betracht kommen. Man diirfte aber
nicht fehlgehen, wenn man fiir die Hiimolyse des priiparierten Rinder-
blutes annimmt, daf das inaktive Rinderserum die Funktion hat, einen
Bestandteil des Pferdeserums zu binden, welcher die Wirkung des die
Hémolyse bedingenden Pferdekomplements hemmt. Um ein Autoanti-
komplement des Pferdeserums kann es sich dabei nicht handeln. Diese
Moglichkeit wird schon deshalb ausgeschlossen, weil das Pferde-
komplement von den priparierten Rinderblutzellen gebunden wird.
Dagegen erschien es durchaus denkbar, dal die fragliche Substanz des
Pferdeserums, welche die Hémolyse hemmt und durch Rinderserum
gebunden wird, ein Bestandteil von Komplement- oder Komplementoid-
charakter ist. Die Wirkung dieses zweiten Komplements des Pferde-
serums wiirde darin bestehen, dal es prépariertes Rinderblut nicht
16st, aber eine hohere Aviditit als das wirksame Komplement besitzt.
Seine Bindung wiirde zur Folge haben, daf das wirksame Komplement
an ungeeigneter Stelle, an der es nicht dominant ist, verankert wird.
Diese Anschauung kann auf ihre Richtigkeit gepriift werden, wenn der
Nachweis gelingt, daf die Bindung des wirksamen Pferdekomplements
an das préiparierte Rinderblut und die Hémolyse des letzteren unter
dem Einfluf von aktivem Pferdeserum und inaktivem Rinderserum
zwei voneinander unabhingige Vorgénge sind, d. h. daB eine Bindung
des wirksamen Prinzips des Pferdeserums erfolgt, ohne daB unter
gleichen Bedingungen bei gleichzeitiger Gegenwart von inaktivem
Rinderserum Héamolyse eintritt. Dieses Postulat konnten wir nun er-
filllen. Man kann n#mlich die geforderten Verhiltnisse sehr leicht dar-
stellen, wenn man das Rinderblut mit einer geringeren Amboceptor-
menge digeriert. Wir verfuhren folgendermaRen :

Es wurden zwei gleiche Reihen angesetzt, welche je 1 cem 5-proz.
Rinderblut und absteigende Mengen Amboceptor (inaktiviertes Serum des
mit Rinderblut vorbehandelten Kaninchens) enthielten. Nach 1-stiindigem
Verweilen bei 379 wurde zentrifugiert. Nun wurden die Sedimente der

Reihe A mit einem Gemisch von je 0,2 ccm Pferdeserum - 0,1 cem
inaktiven Rinderserums digeriert?).

Reihe B mit je 0,2 ccm Pferdeserum 1 Stunde bei 370 digeriert?),
sodann wurde abzentrifugiert und den nunmehr erhaltenen Sedimenten
je 0,1 cem inaktiven Rinderserums zugefiigt.

Reihe C. Die bei B erhaltenen Abgiisse wurden mit den Sedi-
menten von je 1 cem bH-proz. priparierten Rinderblut (in der gewdhn-
lichen Weise mit 0,05 cem Amboceptor prépariert) und 0,1 cem in-
aktiven Rinderserums digeriert.

1) Gesamtvolumen stets =2 ccm.
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Das Ergebnis ist aus Tabelle 11 zu ersehen.

Tabelle 11.

Eingetretene Hiimolyse

Mengen des zur Vor- Beihe A Reihe B Reihe C

behandlun Veindli; : Verschiedengradig b s
Sl I%bo- erscl letden I:acclllg_ pripariertes Binder: Stark pripariertes
pripariertes Rinder Rinderblut (0,05 ccm)
ceptors blut 4- 0,2 ccm blut + 0,2 ccm 0,1 inakti
DEsiasarim Pferdeserum, zentri-| T ’R-Cﬁm 1HAKULY e
+0,1 cem inaktives | fugieren, + 0,1 com ek Ptaits s
) + 0,2 cem bereits di-

b inaktives Rinder- :
o Rinderserum b geriertes Pferdeserum

8155 kOﬂ’l’plett Spiirchen
0,025 stark
0,015 wenig
0,01 Spur
0,005 0
0,0025 0 wenig

0 0 komplett

Die. Tabelle zeigt, daf Rinderblut, welches mit der
10-fach geringeren Amboceptormenge (0,005 cecm) pri-
pariert ist, sich in Bezug auf die Bindung des Pferde-
komplements ebenso verhdlt, wie stark, mit 0,05 cem
.Amboceptor, prépariertes Blut (Reihe C). Gleichwohl
1st derart schwach pripariertes Rinderblut der kom-
binierten Wirkung von Pferdeserum und inaktivem
Rinderserum gegeniiber resistent (Reihe A). DaB auch ein
successiver Zusatz von Pferdeserum und inaktivem Rinderserum nicht
etwa zur Hémolyse fiihrt, ergibt sich aus Reihe B der Tabelle. Wir
haben also hier die geforderten Verhiltnisse in ausgesprochener Weise
vor uns, und es ergibt sich in der Tat, daB wir das Phinomen der
Bindung des Pferdekomplements und dasjenige seiner himolytischen
Wirkung gesondert betrachten miissen.

Die einfachste Vorstellung, die man sich von dem Mechanismus
des ganzen Erscheinungskomplexes machen kann, ist wohl folgende:
Bei der Vielheit der Amboceptoren in einem und demselben Immun-
serum, die sich besonders aus den Studien Emrrrcms und MORGEN-
ROTHS ergeben hat, steht der Annahme nichts entgegen, daf es sich
um zwei verschiedene Amboceptorfraktionen in dem zum Priparieren
des Rinderblutes dienenden Immunserum handelt. Der eine Ambo-
ceptor ist in starker Konzentration vorhanden und bindet das Pferde-
komplement, das aber fiir ihn nicht dominant ist. Der andere Ambo-
ceptor ist im Immunserum nur in geringer Menge vorhanden, fiir ihn
18t das Pferdekomplement dominant. Dadurch ist in der Tat erklirt,
daB bereits eine geringe Amboceptormenge Komplement bindet, die
Hamolyse aber erst bei einem erheblichen Ueberschuf von Immun-
Serum eintritt. Stark und schwach konzentrierter Amboceptor des

R R A
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Immunserums stehen also gewissermaBen in analogen Beziehungen,
wie Pferde- und Rinderamboceptor bei der Himolyse des Meer-
schweinchenblutes. Ein wesentlicher Unterschied ist allerdings vor-
handen. Bei der Hémolyse des Meerschweinchenblutes iiberwiegt die
Aviditit des Rinderamboceptors zum Pferdekomplement diejenige des
Pferdeamboceptors, und es tritt daher bei gleichzeitiger Gegenwart der
beiden Amboceptoren Himolyse ein. Fiir die Himolyse des pri-
parierten Rinderbluts geniigt dagegen das Vorhandensein der beiden
Amboceptortypen nicht. Das Komplement wird hier offenbar auch
unter diesen - Verhiltnissen von dem Amboceptor, fir den es nicht
dominant ist, verankert. Um es dem anderen Amboceptor zu iiber-
mitteln, bedarf es der Mitwirkung des inaktiven Rinderserums, das,
wie wir gesehen haben, zu dem Pferdeserum in direkten Beziehungen
stehen muB. Diese Beziehungen kann man sich nun nicht anders als
darin gelegen vorstellen, daB das Rinderserum einen Bestandteil des
Pferdeserums von Komplementcharakter bindet, welcher das wirksame
Pferdekomplement an den zur Himolyse ungeeigneten Amboceptor
leitet. Es handelt sich hier nicht etwa um ein neuartiges Erklirungs-
prinzip, sondern um Verhiltnisse, die bereits durch Emrricm und
MArSHALL bekannt sind. EHRLICH und MARSHALLY) haben nimlich
bei einer von ihnen analysierten Kombination nachgewiesen, daf die
Bindung eines bestimmten, nicht dominanten Komplementes erst dann
erfolgte, wenn eine andere komplementophile Gruppe des Amboceptors
das entspechende Komplement, das in diesem Falle das dominante war,
gebunden hatte. Um ein analoges Verhalten diirfte es sich auch in
der uns beschiftigenden Frage handeln.

Gelingt es nun, den die Bindung des wirksamen Pferdekomplements
an den ungeeigneten Amboceptor veranlassenden Bestandteil des Pferde-
serums zu entfernen, was eben durch die Wirkung des Rinderserums ge-
schieht, so gelangt das Pferdekomplement an den anderen, wirksamen
Amboceptor, und es kann Héimolyse erfolgen. Wenn dem aber so ist, so
muf auch die Bindung des Pferdekomplements an das schwach priparierte
Rinderblut aushleiben, wenn der diese Bindung veranlassende Bestandteil
des Pferdeserums durch das Rinderserum unschidlich gemacht ist. Das
dies der Fall ist, konnten wir in der Tat zeigen, und wir méochten
daher die Aufmerksamkeit ganz besonders auf den folgenden Versuch,
der gewissermaBen das Experimentum crucis fiir die entwickelten An-
schauungen darstellt, lenken. Wir verfuhren folgendermaGen:

Es wurden zwei Reihen angesetst :

Reihe A. Je 0,35 cem Pferdeserum bleiben, mit Kochsalzlosung
auf je 1,1 cem Volumen gefiillt, !, Stunde bei 370 stehen, sodann werden

1) Emrcicm, P. und Marsmary, H. T, Ueber die komplementophilen
Gruppen der Amboceptoren. Berliner klin. ‘Wochenschr., 1902, No. 25.
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sie mit den Sedimenten von Je 1 cem b5-proz. schwach priparierten
(0,005 cem Amboceptor) Rinderblut 11, Stunden bei 370 digeriert.
Sodann wird abzentrifugiert. Zu den Abgtissen werden absteigende
Mfangen inaktiven Rinderserums (1 ccm Volumen) gefiigt, und diese Ge-
mische werden auf die Sedimente von Je 1 com 5-proz. stark priparierten
(0,05 cem Amboceptor) Rinderbluts gegossen.

~Reihe B. Je 0,35 cem Pferdeserum - absteigende Mengen in-
al‘itlven Rinderserums (Gesamtvolumen =— 1,1 ccm) werden nach 1/,-stiin-
digem Verweilen bei 879 mit den Sedimenten von je 1 cem 5-proz.
schwa.ch priparierten (0,005 cem Amboceptor) Rinderblut 11], Stunden bei
370 d]igeriert. Sodann werden die durch Zentrifugieren erhaltenen Abgiisse
auf die Sedimente von Je 1 cem stark praparierten (0,05 cem Ambo-
CGIEEO? 5-proz. Rinderblutes gegossen und Je 1 cem Kochsalzlsung hinzu-
gefigt.

Das Ergebnis zeigt Tabelle 12.

Tabelle 12.

Hiémolyse von 1 cem 5-proz. stark pripa-

Mengen des rierten Rinderbluts

inaktiven Reihe A Reihe B
Rinder- . : : .
P dpmh Rmderse}*um_ und | durch die mit schwach
mit schwach pripariertem | priipariertem Blut vorbe-
Blut vorbehandeltes handelten Gemische von
Pferdeserum Rinderserum und Pferde-
serum

Spur ’ komplett

” i)

kel
stark
méiBig
Spur
0

Aus der Tabelle ist deutlich zu ersehen, daf die Bindung des
Pferdekomplements an schwach préidpariertes Rinderblut
ausbleibt, wenn dem Pferdeserum geniigende Mengen
des inaktiven Rinderserums zugefiigt werden. Dieses Er-
gebnis zeigt zunichst die génzliche Unhaltbarkeit der von BorpET und
GAY vertretenen Anschanung.  Denn man hitte nach ihr unbedingt
erwarten miissen, daf in Reihe B die Héimolyse geringer, keinesfalls
aber stirker, als in Reihe A erfolgt. Denn in Reihe B sind ja die
Verhiltnisse so gelegen, daR auch dem »Kolloid“ der Autoren Gelegen-
heit gegeben ist, durch das schwach préparierte und mit Komplement
beladene Blut absorbiert zu werden. Tatséichlich zeigt sich das gegen-
teilige Verhalten, das mit der Kolloidtheorie in direktem Widerspruch
steht. Dagegen konnte dieses Versuchsresultat auf Grund der von uns
ausgesprochenen Vermutung vorausgesagt werden. Die Tabelle zeigt
In der Tat zur Evidenz, daB das Rinderserum die Bindung des Pferde-
komplements an das schwach préparierte Rinderblut hindert. Wir ge-
langen, von dieser Erkenntnis ausgehend, auch zu einem Verstindnis

e o i

e i S
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der Beteiligung des Rinderserums an der H#molyse des stark prépa-
rierten Rinderbluts durch Pferdeserum. Es handelt sich offenbar um
ziemlich komplizierte Verhiltnisse, fiir die wir vorliufig die in den
Figuren 3—7 der beigegebenen Tafel zur schematischen Darstellung
gebrachten Deutung vorschlagen mochten.

Fig. 3 stellt die Konstitution des Immunserums dar. Der eine
Amboceptor @ ist nur schwach konzentriert, der andere b in grofer
Menge vorhanden.

In Fig. 4 sind die Verhiltnisse skizziert, wie sie nach unserer Vor-
stellung bei dem Digerieren stark priiparierten Rinderbluts mit Pferde-
serum eintreten. Das zum Priparieren benutzte Immunserum enthilt
zwei Amboceptortypen, den stark konzentrierten Amboceptor b und den
nur in schwacher Konzentration vorhandenen Amboceptor « (cf. Fig. 3).
Fiir den letzteren ist das im Pferdeserum vorhandene Komplement ca
dominant. Das Pferdeserum enthilt aber aufier diesem Komplement
noch einen weiteren komplementartigen Bestandteil ¢p, der eine starke
Verwandtschaft zur komplementophilen Gruppe 3 des Amboceptors b
besitzt. Die Verankerung der Komponente ¢f# an {8 hat zur Folge,
daB die Aviditit der gleichfalls an dem Amboceptor b befindlichen
Gruppe «, welche an und fiir sich mit ¢« nicht reagiert, derart ge-
steigert wird, daf nunmehr der Amboceptor b auch das wirksame
Komplement ¢« mit starker Aviditdt an sich reifit. Da letzteres aber
fiir den -Amboceptor b nicht dominant ist, bleibt die Hémolyse aus.

Fig. b veranschaulicht die Wirkung des im Rinderserum enthal-
tenen Bestandteils . Derselbe bindet ¢3, wodurch die Steigerung der
Aviditit der an b befindlichen Gruppe « ausbleibt. Es muf daher cec
von & verankert werden, wodurch die Hémolyse bedingt wird.

Fehlt der Amboceptor @, d. h. ist das Rinderblut nur schwach pripa-
riert, so wird beim Digerieren mit Pferdeserum durch den Amboceptor b:
¢f und durch Vermittelung dieser Reaktion auch co gebunden werden.
Der Abgul kann also stark prépariertes Blut auch bei Gegenwart von
inaktivem Rinderserum nicht losen (cf. Fig. 6 der Tafel, Versuch
Tabelle 12 A). Wird hingegen das schwach priparierte Blut, das also
nur den Amboceptor b gebunden hat, mit dem Gemisch: Pferdeserum
—inaktives Rinderserum digeriert, so bleibt, da der wirksame Ambo-
ceptor a fehlt, die Himolyse aus. Da aber die Rinderkomponente #:
¢p bindet, bleibt auch ce frei, und so kommt es, daB in diesem Falle
der Abguf auf stark pripariertes Rinderblut bereits an und fir sich
hémolytisch wirkt (cf. Fig. 7 der Tafel, Versuch Tabelle 12 B).

Natiirlich miissen aufler den erdrterten Momenten auch die Be-
dingungen der Massenwirkung beriicksichtigt werden. Wenn z. B.
einer geringen Menge Rinderserums ein groBer Ueberschufl des
Amboceptors b gegeniibersteht, so wird die Reaktion zwischen b und
¢f noch eintreten konnen, sie wird aber langsamer wund unvoll-
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stindiger erfolgen, als wenn das Rinderserum iiberhaupt fehlt. Ist nun
gleichzeitig der Amboceptor @ vorhanden, so wird ein Teil von ¢« noch
Gelegenheit finden an a heranzugehen, so daR die Himolyse statthat.
Fehlt aber der Amboceptor a, ist also das Rinderblut schwach pripa-
riert, so wird ¢e noch an den Amboceptor b gebunden werden konnen,
so daB der Abguf seine himolytische Kraft verloren hat. So ist es zu
verstehen, dal bei dem in Tabelle 12 mitgeteilten Versuch in der Kon-
trolle, die aus einfachen Gemischen von stark priipariertem Rinderblut,
0,35 cem Pferdeserum und absteigenden Mengen inaktiven Rinder-
serums bestand, noch 0,1 cem des letzteren komplette Hémolyse ver-
mittelte, swihrend sich aus Tabelle 12 B ergibt, daf schwach pripa-
riertes Rinderblut ein Gemisch von 0,1 cem inaktiven Rinderserums
-+ 0,35 cem Pferdeserum seiner himolytischen Kraft beraubt.
Andererseits wird man ein quantitatives FErhaltensein des wirk-
samen Pferdekomplements nach dem Digerieren mit schwach pripa-
riertem Rinderblut erwarten diirfen, wenn man einen Ueberschull von
inaktivem Rinderserum gleichzeitig einwirken lift. Wir mochten uns
erlauben, noch hierfir einen experimentellen Beleg anzufiihren.

Es werden zwei Reihen angesetzt:

Reihe A enthdlt je 0,5 com schwach prédpariertes 10-proz. Rinder-
blut 4 0,56 ccm Kochsalzlosung |- absteigende Mengen aktiven Pferde-
serums 1).

Reihe B enthilt je 0,5 cem schwach préapariertes 10-proz. Rinder-
blut 4+ 0,5 com inaktives Rinderserum -~ absteigende Mengen aktiven
Pferdeserums 2).

Nach 11/,-stiindigem Aufenthalt bei 87° wird zentrifugiert. Die dabei
in Reihe B wahrzunehmende geringgradige Himolyse ist in Tabelle 13
notiert. -

Tabelle 13.

Héimolyse von 1 ccm 5-proz. schwach
Mengen priparierten Rinderbluts durch ab-
des steigende Mengen Pferdeserums
Pferdeserums

A B
allein + 0,5 cem inaktives
Rinderserum

stark
wenig

Nunmehr wird zu den Abgiissen der Reihe A je 0,5 cem inaktives
Rinderserum, zu den Abgiissen der Reihe B je 0,5 ccm Kochsalzlésung

1) Pferdeserum -+ Kochsalzlosung vorher 1 Stunde bei 3709.
2) Pferdeserum - Rinderserum vorher 1 Stunde bei 379,
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geftigt. Die Gemische werden mit den Sedimenten von je 1 cem 5-proz.
stark priparierten Rinderbluts digeriert.

In einer gleichzeitig angesetzten Kontrollreihe C wurde in der
Weise verfahren, daf Gemische von je 0,5 cem inaktiven Rinderserums
+ absteigende Mengen Pferdeserums 2 Stunden bei 370 digeriert wurden,
worauf Zusatz von stark pripariertem Rinderblut erfolgte.

Das Hrgebnis ist in Tabelle 14 notiert.

Tabelle 14.

Mengen Hiémolyse von 1 cem 5-proz. stark
des priparierten Rinderbluts

Pferdeserums
Reihe A Reihe B Reihe C

stark komplett komplett
Wenlg » 2
Splll‘ ” ”
0 fast komplett|fast komplett
0 stark wenig

0 miBkig Spur

0 0 0

Die Tabelle zeigt in der Tat, daB das Pferdekomplement
beim Digerieren mit schwach pripariertem Rinderblut
unter gleichzeitiger Gegenwarteinerreichlichen Rinder-
serummenge quantitativ erhalten bleibt, widhrend es an
und fir sich von dem préparierten Blute, wie sich aus
Reihe A ergibt, gebunden wird. Dieser markante Unterschied
wird noch beweiskriftiger durch den Umstand, daB bei der Einwirkung
der Gemische von Pferdeserum und Rinderserum auf das schwach pri-
parierte Blut bereits eine geringe Himolyse eintritt, wie wir dies aus
Tabelle 13 B ersehen. Trotz dieser bereits stattfindenden Wirkung, mit
der offenbar ein, wenn auch geringer Verbrauch vergesellschaftet sein
muf, ist das Endresultat gerade umgekehrt, als man es a priori er-
warten sollte. Es ist damit ein gravierendes Argument fiir die Rich-
tigkeit der von uns diskutierten Anschauungen erbracht. Man darf
wohl annehmen, daf der Bestandteil ¢ 8 des Pferdeserums ein Komple-
ment darstellt, nur daf dieses weder fiir den Amboceptor a noch fiir b
dominant ist.. Die Rolle des Rinderserums besteht demnach einfach in
einer antikomplementéiren Wirkung. Offenbar sind die Amboceptoren
des Rinderserums im allgemeinen durch eine hohe Aviditit der komple-
mentophilen Gruppen ausgezeichnet, wie wir dies insbesondere fiir den
auf Meerschweinchenblut wirkenden und durch Pferdeserum komplettier-
baren Amboceptor nachweisen konnten. Solche Amboceptoren aber
miissen, wenn die Zellen, auf welche sie angepafBt sind, fehlen, im
Sinne von Antikomplementen wirken. Es erklirt sich dadurch auch,
daf das inaktivierte Rinderserum, wie wir wiederholt gesehen haben,
in tiberschiissigen Mengen die Himolyse des stark priiparierten Rinder-
bluts durch das Pferdekomplement ¢ ¢ hemmen kann, obwohl es selbst
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— in geringeren Mengen — erst diese Hémolyse ermdglicht. Man
mul eben annehmen, daf im Rinderserum auch komplementophile
Gruppen « in sehr geringer Menge vorhanden sind, so daB dasselbe
in grofien Dosen auch eine ablenkende Wirkung auf das Komplement ¢ «
ausiitben kann.

Was die beiden Komplemente des Pferdeserums (ca und ¢B) an-
langt, so scheint deren quantitatives Verhiltnis individuell gewissen
Schwankungen zu unterliegen. Wir haben bereits erwihnt, daB das
Pferdeserum bereits an und fiir sich prépariertes Rinderblut in wechseln-
dem Grade 16st. Von dem gewonnenen Standpunkte aus muf diese durch
das Pferdeserum allein bedingte Himolyse offenbar um so stirker sein,
je mehr die Konzentration des Komplements ¢ « im Pferdeserum die-
jenige des Komplements ¢ iiberwiegt. Wiirde das Komplement ¢
tiberhaupt fehlen, so miiBte die durch Pferdeserum allein bedingte
Hamolyse ebenso stark sein, als die bei kombinierter Einwirkung von
Pferdeserum und inaktivem Rinderserum erfolgende. Solche extreme
Fille haben wir allerdings nicht beobachtet. Immerhin aber haben
wir Pferdesera in den Hinden gehabt, die prépariertes Rinderblut be-
reits an und fiir sich in einer Menge von 0,35—0,3 ccm komplett
losten, wihrend die komplette Himolyse durch Zusatz von inaktivem
Rinderserum nur bis zur Dose von 0,15 ccm Pferdeserum verstarkt
wurde. Es ergeben sich also auch aus einer kritischen Verwertung der
kasuistischen Befunde Konsequenzen, die sich der von uns gegebenen
Deutung zwanglos einfiigen. _

So glauben wir gezeigt zu haben, daf die von BOoRDET und
GAY erhobenen Einwéinde gegen die Auffassung der bei
der Himolyse des Meerschweinchenblutes beteiligten
Komponente des Rinderserums als Amboceptor hin-
fillig sind. Die von BORDET und GAY versuchte Deu-
tung hat sich andererseits bei eingehender Analyse in
direktem Widerspruch zu einer Reihe von experimen-
tellen Befunden erwiesen. Dagegen fiigt sich das ge-
samte Tatsachenmaterial in die sich aus der Ambo-
ceptortheorie ergebenden Anschauungen zwanglos ein.
Die eigentiimliche Rolle des Rinderserums erklirt sich
ohne weiteres durch die hohe Aviditit der in ihm ent-
haltenen komplementophilen Gruppen resp. Ambocep-
toren zum Komplement, und dies trifft sowohl fiir die
Hémolyse des Meerschweinchenblutes als auch fir die-
Jenige des priparierten Rinderblutes zu. Es eriibrigt
Sich also, dem Rinderserum, wie dies BorRDET und GAy
tun, neuartige und ganz singulire Qualititen zu vindi-
zieren, und wir konnen das Fazit unserer Untersuchun-
gén dahin resumieren, daB auch die scheinbaren Ab-
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weichungen von der Regel nur Variationen der durch
die Amboceptortheorie formulierten Gesetzmifigkeit
der cytotoxischen Wirkungen darstellen.

Zusammenfassung.

1) Entgegen der von BorpET und GAY vertretenen
Anschauung wirkt bei der Himolyse des Meerschwein-
chenblutes durch aktives Pferdeserum und inaktives
Rinderserum nicht das Pferdeserum, sondern das Rinder-
serum als Amboceptor.

2) Das Meerschweinchenblut absorbiert das Komple-
ment des Pferdeserums durch Vermittelung eines Pferde-
amboceptors, fiir den das Pferdekomplement nicht do-
minant ist. ‘

3) Nachtrigliches Zufiigen von Rinderserum zu dem
mit Pferdeserum vorbehandelten Meerschweinchenblut
bedingt keine Himolyse, die man nach BORDET und GAY
erwarten miiBte. Ebensowenig wird die hdmolytische
Komponente des Rinderserums dabei gebunden. Die von
BorpET und GayY aufgestellte Theorie, nach welcher ein
,Kolloid“ des Rinderserums als dritte Komponente bei
der Cytotoxinwirkung von den mit Amboceptor und Kom-
plement beladenen Blutzellen absorbiert wird und die-
selben 16st, ist also irrig.

4) Dagegen spricht fiir eine direkte Vereinigung des
Rinderamboceptors mit dem Pferdekomplement der Um-
stand, daB die Himolyse erheblich rascher erfolgt, wenn
die beiden Sera vor dem Blutzusatz digeriert sind.

5) Es gelingt, dem Pferdeserum durch Vorbehandeln
mit Meerschweinchenblut bei 0° einen grofen Teil des
Amboceptors zu entziehen, ohne den Komplementgehalt
zu vermindern. Trotz des Amboceptorverlustes hat das
Pferdeserum die Fihigkeit, im Verein mit Rinderserum
himolytischzu wirken,bewahrt,undbhiift davon nunmehr
beim Digerieren mit Blut weniger ein, alsnatives Serum.
Auch daraus ergibt sich, daR der die Himolyse vermit-
telnde Amboceptor im Rinderserum enthalten ist.

6) Der von BorpET und GAY erhobene Befund, dasB
sich mit Amboceptor beladenes (prépariertes) Rinder-
blut in einem Gemisch von aktivem Pferdeserum und in-
aktivem Rinderserum, aber nicht in Pferdeserum allein
16st, konnte bestiitigt werden. Dagegen erwies sich ihre
Deutung, nach welcher das Rinderserum die bereits mit
Pferdeserum vorbehandelten priparierten Rinderblut-
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zellen als ,Kolloid“ 16st und von ihnen gebunden wird,
durch folgende Ergebnisse als irrig:

7) Pripariertes Rinderblut absorbiert das Pferde-
komplement, ohne gelést zu werden. Derart vorbehan-
deltes Blut wird aber auch durch Zusatz von inaktivem
Rinderserum nicht geldst, noch hat es die Fidhigkeit,
letzteres seiner die Hidmolyse vermittelnden Funktion
zu berauben. :

8) Es hat sichdagegen ergeben, dafl auch im Falleder
Himolysedesprédparierten Rinderbluts inaktives Rinder-
serum und Pferdeserum in direkten Beziehungen zuein-
ander stehen. Wenn man beide Sera vor dem Zusatz des
priaparierten Rinderbluts digeriert, so wird eine erheb-
liche Beschleunigung der Hidmolyse erzielt.

9) Rinderblut bindet auch das Pferdekomplement,.
wenn es mit einer geringen Menge Amboceptor vorbe-
handeltist, obwohl zur Himolyse durch Pferdeserum und
inaktives Rinderserum eine weit groflere Amboceptor-
menge erforderlich ist. Daraus ergibt sich, daf im Im-
munserum zwei verschiedene Amboceptoren vorhanden
sind, von denen der eine, stark konzentrierte (b) das
Pferdekomplement absorbiert, wenn das Rinderserum
fehlt, der andere, schwach konzentrierte (¢) das Pferde-
komplement bindet, wenn Rinderserum zugegen ist. Nur
im letzteren Falle tritt Himolyse ein.

10) Das Rinderserum verhindert die Bindung des
Pferdekomplements, an das schwach priparierte(Ambo-
ceptor b) Rinderblut, ohne in diesem Falle die Himolyse
zu vermitteln.

11) Dadas Rinderserum abernicht aufdasprédparierte
Blut, sondern auf das Pferdeserum einwirkt, so ergibt
sich, daB das Rinderserum einen Bestandteil des Pferde-
serums bindet, dem die Funktion zukommt, die Bindung
des Pferdekomplements an den Amboceptor b zu ermég-
lichen und zu bewirken.

12) Die kombinierte Wirkung des Pferdeserums und
inaktiven Rinderserums bei der Himolyse des pripa-
rierten Rinderbluts erkldrt sich also durch die anti-
komplementire Wirkung des Rinderserums, die sich
aber wesentlich nur auf einen komplementartigen Be-
standteildesPferdeserumserstreckt,welcherdieBindung
des wirksamen Pferdekomplements an einen Amboceptor
b bedingt, wihrend es nur fiir den Amboceptor a wirk-

Sam ist. Das von BORDET und GAY beschriebene Phi-
Ehrlich, Arbeiten IIL 3
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nomen ist also durch die von ihnen gegebene Deutung
nicht zu erkldren, dagegen ergibt sich das Verstidndnis
des gesamten Tatsachenkomplexes aus den Prinzipien
der Amboceptortheorie.

Erklirung zu den Figuren auf der Tafel.

Die vom Pferde stammenden Bestandteile sind rot, die Komponenten
des Rinderserums blau markiert.

Figuren 1 und 2 betreffen die Himolyse des Meerschwein-
chenblutes durch die kombinierte Wirkung von aktivem
Pferdeserum und inaktivem Rinderserum.

#%: Meerschweinchenblutzelle; ar: Amboceptor des
Rinderserums; ap: Amboceptor des Pferdeserums; ¢: Kom-
‘pPlement des Pferdeserums.

Figur 1 veranschaulicht die Verhiltnisse, wie sie bei gleichzeitigem
Mischen von Blut, Pferdeserum und Rinderserum eintreten. Der Rinder-
amboceptor (#7) vereinigt sich mit dem Pferdekomplement (¢), so daB
Himolyse erfolgt.

In Figur 2 ist das Meerschweinchenblut zuerst mit Pferdeserum
(ap + ¢) digeriert. Die Blutzelle absorbiert den Pferdeamboceptor (ap)
und dieser verankert das Pferdekomplement (¢). Tir den nachtriglich
zugesetzten Rinderamboceptor (ar) ist nun das Pferdekomplement (¢) nicht
mehr disponibel, so daf die Hamolyse ausbleibt.

Die Figuren 3—7 betreffen die Hémolyse des amboceptor-
beladenen Rinderblutes durch die kombinierte Wirkung
von aktivem Pferdeserum und inaktivem Rinderserum.

%: Rinderblutzelle; o und b: Partialamboceptoren des
Immunserums (¢ schwach, b stark konzentriert); ¢ und f#: komple-
mentophile Gruppen; ca: das fiir den Amboceptor o domi-
nante Komplement des Pferdeserums; ¢B: der zweite kom-
plementartige BestandteildesPferdeserums,welcherweder
fir ¢ noch fiir b dominant ist, dessen Bindunganden Ambo-
ceptor b aber erst die komplementophile Gruppe o des
Amboceptorsbreaktionsfdhigmacht; »: wirksamerBestand-
teil des Rinderserums (Antikomplement-Amboceptor?), welcher
¢B bindet.

Figur 8: Konstitution des Immunserums; der Amboceptor o ist
nur schwach, der Amboceptor b stark konzentriert im Immunserum vor-
handen,

Figuren 4 und 5: Mechanismus der Himolyse des stark pripa-
rierten Rinderblutes durch Pferdeserum und inaktives Rinderserum :

Figur 4: Stark prépariertes Rinderblut ist mit Pferdeserum digeriert.
Der Bestandteil ¢ des Pferdeserums wird vom Amboceptor b gebunden,
und diese Bindung veranlaft die Verankerung des Pferdekomplementes
ca an den Amboceptor b. Da aber ce nicht fir b, sondern nur fir a
dominant ist, bleibt die Hamolyse aus.

Figur 5: Stark prapariertes Rinderblut ist mit einem Gemisch von
aktivem Pferdeserum und inaktivem Rinderserum digeriert. Der Bestand-
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teil r des Rinderserums bindet die Ko
: mponente ¢ des Pferdeserums.
¢f kann ) dahgr nlght an ‘den Amboceptor b gelangen. Da letzterer aber
an und fir sich nicht mit dem Pferdekomplement c¢e reagiert, wird co
von dFe_m Ambo%eptor @ gebunden, und es erfolgt Hzmolyse. ,
lguren 6 und 7 veranschaulichen die Verhiltnisse. wie si
y : wie sie d
eintreten, wenn das Rinderblut mit einer geringen Immunse;rummenge ;1{?;
parlert' ist, also nur den Amboceptor & gebunden hat:
b Figur 6: Schwach prapariertes Rinderblut ist mit Pferdeserum
1geriert. ¢f wird von b gebunden, und durch diese Bindung wird die
Verankeru.ng von ¢a an b vermittelt. Es tritt keine Hémolyse ein. Wenn
man er'ntrlfuglert, so fehlt im Abguf das Pferdekomplement
lgur 7: Schwach pripariertes Rinderblut ist mit ef i
; [ einem Gemisch
von Pfel:deserum und inaktivem Rinderserum digeriert. Die Kompon;n(i}:e
7 des Rinderserums vereinigt sich mit ¢f. Dadurch wird auch ce nicht

von b gebunden und bleibt frei. Wird zentrifuc] i
Tos Plotoramniona @ ird zentrifugiert, so enthilt der AbguB
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I. Die hdmolytische Wirkung der Seifen.

Die schon lingere Zeit bekannte Tatsache, daR die Seifen starke
Héimolysine und im Blute in ziemlich erheblicher Konzentration — nach
KoBERT 0,12 Proz. — vorhanden sind, hat in neuerer Zeit mehrfach
Anregung gegeben, die Beziehungen des Seifeugehalts zu den hiimo-
lytischen Wirkungen des Blutserums zu erforschen. NocucuIY) und
v. LIEBERMANN ?) haben etwa gleichzeitig und unabhiingig voneinander
festgestellt, daB die hamolytische Wirkung der Seifen durch Zusatz von
Blutserum oder Serumalbumin aufgehoben wird. v. LIEBERMANN er-
blickt darin wohl mit Recht die Ursache dafiir, daf die Seifen im Blut-
serum trotz ihrer relativ hohen Konzentration nicht zur himolytischen
Wirkung gelangen. Aus dem Umstande, daB inaktive Gemische von
Seife und Serumalbumin wieder himolytisch werden, wenn Oelsiure in
nicht 16sender Menge zugesetzt wird, schlieBt er, daB Oelsiure und
Seife in #hnlichen Beziehungen stehen, wie Amboceptor und Komple-
ment bei der Serumhimolyse.

NoaucHi, der einerseits mit verschiedenen Alkaliseifen, anderer-
seits mit alkoholischen Extrakten aus Blut und Organen arbeitete, kam
zu dhnlichen SchluRfolgerungen. Er konnte zeigen, daB die himolytische
Wirkung der Seifenlosungen wie auch der Extrakte durch Blutserum
aufgehoben wird. Diese Inaktivierung ist aber nach NocucHI nur
eine scheinbare, da das Gemisch héimolytisch wirkt, wenn ein geeigneter
Amboceptor fiir die Blutzellen vorhanden ist. NogucuI nimmt daher
keinen Anstand, die Seifen des Blutserums mit den Komplementen zu
identifizieren, indem letztere nur deshalb beim Fehlen der Amboceptoren
inaktiv seien, weil die gleichzeitig vorhandenen Serumbestandteile als
hemmende Faktoren interferieren.

1) Nogucmr, H., On certain complementary substances. Proc. of the
soc. for experim. biology and medicine, Vol. 4, 1907, No. 3.

2) v. Lamsermany, L. Ueber Humagglutination und Hamatolyse.
Biochem. Zeitschr., Bd. 4, April 1907, Heft 1.
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Bei der prinzipiellen Wichtigkeit der Frage erscheint es geboten,
hier iiber einige Versuche zu berichten, die im Anschluf an die Mit-
teilung von NoGuoHI angestellt wurden. Ich verwandte dazu folgende
Materialien :

1) 1-proz. Losungen von dlsaurem Natron (KAHLBAUM) in 0,85-proz.
Kochsalzlosung ; .

2) b-proz. Aufschwemmungen von Rinderblut in Kochsalzlosung
(serumfrei gewaschen); Testmenge 1 ccm;

3) das inaktivierte Serum eines mit Rinderblut vorbehandelten
Kaninchens als Amboceptor; komplett 16sende Dosis bei Zusatz von
Meerschweinchenkomplement = 0,0015 ccm ;

4) normales Kaninchenserum.

Zu den Versuchen wurden in der Regel 0,05 ccm der 1-proz. Seifen-
losung verwandt; es entsprach dies ungefihr dem doppelten Multiplum
derjenigen Menge, welche 1 cem 5-proz. Rinderblut gerade komplett
Ioste. Die Hemmung der Seifenhéimolyse durch Blutserum konnte ich
nun ohne weiteres bestitigen. Es zeigte sich dabei, dal die Hemmung
etwas intensiver war, wenn Serum, Seife und Blutzellen sofort digeriert
wurden, als wenn der Blutzusatz erst nach 1/,-stiindigem Stehen der
Gemische von Serum und Seife erfolgte. Ueber die Ursache dieses merk-
wiirdigen Verhaltens kann ich nichts aussagen. In den folgenden( Ver-
suchen wurden alle Komponenten auf einmal gemischt. Die Gemische
blieben, wenn nicht anders vermerkt ist, zwei Stunden bei 37 ° und wurden
iiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt, bevor das Resultat notiert wurde.

Um die Wirkung der Gemische von Blutserum und Seife auf
natives Blut und auf Blut und Amboceptor zu ermitteln, wurden zwei
Reihen angesetzt:

Reihe A enthilt 1 cem 5-proz. Rinderblut -+ 0,05 cem 1-proz. 6l-
saures Natron - absteigende Mengen aktiven Kaninchenserums. )

Reihe B enthalt auber den sub A genannten Komponenten noch je
0,015 cecm Amboceptor.

Das Ergebnis ist aus Tabelle 1 ersichtlich:

Tabelle 1.

Himolyse von 1 eccm 5-proz. Rinderblut
durch Gemische von Seife und aktivem
Kaninchenserum

Mengen des
aktiven
Kaninchen-

serums T 1 B

cem ohne Amboceptor | mit Amboceptor

| komplett

,25

)15 »
:1‘ ”»
705 0 »
02 fast komplett wenig
01 komplett .
01 3 fast komplett
0

komplett

3

)

”
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Die Téabelle zeigt zundchst, daB Kaninchenserum die durch
0lsaures Natron bedingte Hémolyse in hohem MaBe auf-
hebt. Diese Hemmung fehlt bei oberfliichlicher Betrachtung scheinbar
in Reihe B, in welcher Amboceptor vorhanden ist. Aber dieses
Fehlen der antihiamolytischen Wirkung ist eben offen-
bar nur ein scheinbares. Man darf nicht ibersehen, daB
das aktive Kaninchenserum Komplemente fiir den zur
Verwendung gelangenden Amboceptor enthélt, und es
entsteht daher die Frage, ob die in B zum Ausdruck
kommende Hidmolyse ausschlieBlich den Komplementen
des Kaninchenserums oder auch der Gegenwart der Seife
zuzuschreiben ist. Allerdings scheint die letztere Moglichkeit von
vornherein wenig Wahrscheinliches fiir sich zu haben. Wie aus der Tabelle
zu ersehen ist, wird ndmlich die Hamolyse in Reihe B durch geringere
Mengen Kaninchenserums ebenfalls, wenn auch nur in mifigem Grade, ge-
hemmt, und diese antihimolytische Wirkung muBte um so mehr auffallen,
als beim Fehlen des Amboceptors in Reihe A diese geringen Mengen nicht
mehr im stande sind, eine Hemmungswirkung zu entfalten. Andererseits
sind die Versuchsbedingungen in A und B insofern different, als in Reihe B
aufer dem aktiven Serum noch die gerin gen Mengen des den Amboceptor
enthaltenden Serums in Betracht komm en, und es konnte sich daher
immerhin um eine Summation hemmender Funktionen handeln.

Aus diesen Griinden schien es wiinschenswert, die Versuchsanord-
nung ‘in mehrfacher Hinsicht zu variieren. Zunsichst suchte ich die
Komplemente dadurch auszuschalten, daf ich das Kaninchenserum durch
!/y-stlindiges Erhitzen auf 56° inaktivierte. Der in Tabelle 2 mitgeteilte
Versuch entspricht durchaus dem in Tabelle 1 notierten und weicht nur
darin ab, daB das gleiche Kaninchenserum vor dem Gebrauch 1/, Stunde
auf 56° erhitzt war.

Tabelle 2.

Hiémolyse von 1 cem 5-proz. Rinderblut
durch Gemische von Seife und inaktivem
Kaninchenserum

Mengen des
inaktiven
Kaninchen-
serums

B
mit Amboceptor

A
cem ohne Amboceptor

0,25 0
0,15 0
0,1 ‘ 0
0,05 stark
0,025 komplett méiBig
0,015 o stark
O,%l 55 komplett

”

Wir ersehen also, daf die hémolytische Wirkung der
Gemische in Reihe B sofort schwindet, wenn das Serum
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inaktiviert ist, und man wird daher nicht fehlgehen,‘wenn man
die in Tabelle 1 wahrzunehmende H#molyse auf den Komplement-
gehalt des Kaninchenserums bezieht. Die Hemmung des inaktiven
Serums ibertrifft sogar bei Gegenwart des Amboceptors noch etwas
die bei der Hamolyse von nativem Blut in Erscheinung tretende, und
es war nunmehr die Frage zu beantworten, ob dafiir die geringen, den
Amboceptor enthaltenden Serummengen verantwortlich wiren. Um die
letzteren auszuschalten, wurde das Rinderblut in der Weise prépariert,
dal es mit Amboceptor (im Verhéltnis: 1 ccm 5-proz. Blut +- 0,015 cem
Amboceptor) eine Stunde lang bei 379 digeriert, sodann durch Zentri-
fugieren und Waschen mit physiologischer Kochsalzlosung von den
Serumspuren befreit und schlieflich in Kochsalzldsung wieder 5 Proz.
aufgeschwemmt wurde. Es wurde dann gleichzeitig derart priipariertes
und natives Rinderblut verwandt, um den Einfluf des Serums auf die
Hémolyse durch olsaures Natron festzustellen. Gleichzeitig wurde die
Hemmungserscheinung auch zeitlich verfolgt, indem das Resultat nach
1, 2 und 20 Stunden notiert wurde.
Der Versuch bestand aus drei Reihen:

Reihe A: je 1 com 5-proz. Rinderblut 4 0,05 cem 1-proz. 8lsaures
Natron + absteigende Mengen aktiven Kaninchenserums. i}

Reihe B: je 1 cem bH-proz. prapariertes Rinderblut Fe= 0,05 cem
1-proz. olsaures Natron - absteigende Mengen aktiven Kamnchens.erums.

Reihe C: je 1 com 5-proz. pripariertes Rinderblut - absteigende
Mengen aktiven Kaninchenserums. Das Ergebnis zeigt Tabelle 8.

Tabelle 3.

Eingetretene Hémolyse

Reihe A

Mengen des
aktiven

Kaninchen-
serums

nach

Reihe B
nach

Reihe C

nach

2 Std.

20 Std.

1 Std.

2 Std.

20 Std.

1 Std.

2 Std.

20 Std.
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Die Tabelle ist in mehrfacher Hinsicht charakteristisch. Zunédchst

zeigt sie in Reihe A wiederum die Hemmung der Seifen-

hémolyse durch Blutserum. DaB in den ersten Rohrchen eine .

himolytische Wirkung wahrzunehmen ist, diirfte durch den Gehalt des
aktiven Kaninchenserums an normalen Amboceptoren eine hinreichende
Erklirung finden. In Reihe B ist zwar an Stelle der in A vorhandenen
Hemmung Himolyse getreten, aber der Grad dieser Himolyse
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ist nicht stirker, ja sogar etwas geringer, als in Reihe C,
in der ausschlieBlich die Komplemente des Kaninchen-
serums als hidmolytisches Agens in Betracht komm en,
Auf eine Aktivierung unwirksamer Gemische von Seife und Serum
durch Amboceptoren im Sinne Nocucmis kann also auch aus diesem
Versuch nicht geschlossen werden. Trotz des Priparierens des Blutes
war auch hier die hemmende Wirkung des Serums auf die Seifen-
hémolyse bei Amboceptorengegenwart nicht zu vermeiden, wie sich aus
dem unteren Ende der Reihe B ergibt. Dem hohen Grade dieser
Wirkung steht allerdings ein Umstand gegeniiber, der Beachtung er-
fordert. Vergleicht man nimlich die ohne Serumzusatz angesetzten
Kontrollréhrchen von Reihe A und B, so kann man nicht verkennen,
dall die Hiamolyse des nativen Blutes durch olsaures Natron erheblich
rascher erfolgt, als diejenige des préiparierten Blutes. Es scheint also
die Verankerung des Amboceptors an die Blutzelle bereits an und fiir
sich eine Verzogerung der durch Seife bedingten hiimolytischen Reaktion
herbeizufiihren. Bevor wir auf diese Verhiltnisse etwas niher eingehen,
sei bemerkt, dal man ganz analoge Resultate erhdlt, wenn man statt
des aktiven das inaktivierte Kaninchenserum verwendet. Nur tritt die
Hemmung unter diesen Umstéinden noch markanter in Erscheinung,
wie es Tabelle 4 zeigt.

Tabelle 4.

_ Himolyse durch 0,05 cem 1-proz. slsaures ™
Natron + absteigende Mengen inaktiven Kaninchen-
serums von

Mengen des
inaktiven
Kaninchen-

serums A B
1 cem 5-proz. Rinderblut| 1 cem 5-proz. pripariertes
Rinderblut

Spur

miBig

fast komplett
komplett

B oocoococoos

w
=
28

Auch hier ist zu ersehen, da§ das préparierte Blut durch
0lsaures Natronin gerin gerem Grade gelost wird, alsdas
Dative. Bei besonderer Priifung zeigte es sich nun in der Tat, daf
das priparierte Blut eine gewisse Resistenz gegeniiber der hémolytischen
Wirkung der Seife angenommen hat, die besonders bei zeitlicher Be-
obachtung in Erscheinung tritt. Die Tabelle 5 (s. p. 44) gibt dariiber
Aufschlug.

Wie diese Resistenz des priparierten Rinderblutes gegeniiber der
Seifenhimolyse zu erkliren ist, muB dahingestellt bleiben. Jeden-
falls erscheint dieser Befund insofern bedeutungsvoll,




Rudolf Hecker,

Tabelle 5.

Hémolytische Wirkung des 6lsauren Natrons auf

Mengen der
l-proz. Lésung von A B N
Olsaurem Natron |1 cem 5-proz. natives Rinderblut|1 cem 5-proz. préipariertes Rinderblut

" nach 2 Std. | nach 20 Std. | nach 2 Std. nach 20 Std.
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0 0 0
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als sich aus ihm berechtigte Zweifel an der Identitét
von Komplementen und Seifen ergeben. Auch sonst konnten
die vorliegenden Versuche die Angaben NocucHIs iiber das Zusammen-
wirken von Seife und Blutserum nicht bestéitigen. Da sie aus duBeren
Griinden abgeschlossen werden mufBten, konnen natiirlich keine weit-
gehenden Schluffolgerungen aus ihnen gezogen werden. Es wire ja
denkbar, dal bei den Variationen der Versuchsanordnung, deren Mog-
lichkeiten zahlreich sind, mit NoeucHI {ibereinstimmende Ergebnisse
erzielt werden. Die mitgeteilten Befunde sind jedenfalls geeignet, zur
Vorsicht in der Deutung zu mahnen, und man darf mit um so groferem
Interesse der Mitteilung der ausfiihrlichem Versuchsprotokolle NoGUCHIS
entgegensehen.

II. Die Wirkung von Alkali und Sédure auf die
Komplemente.

In der schon erwihnten Arbeit gibt v. LIEBERMANN?') an, daf
es gelingt, himolytische Sera durch Zusatz von Alkali derart zu inak-
tivieren, daf sie bei Neutralisation der verwendeten Alkalimenge wieder
aktiv werden. Diese Befunde stehen in einem gewissen Gegensatz zu
bekannten Erfahrungen ?), nach denen Alkalien in dem Sinne schidigend
auf die Komplemente wirken, daB letztere ihre himolytische Funktion
einbiifen. Offenbar hiingt das erhaltene Resultat wesentlich von der
verwendeten Alkalimenge ab, und es erschien mir daher wiinschens-
wert, die quantitativen Verhéltnisse der Alkaliwirkung etwas nédher zu
untersuchen.

Zu den Versuchen diente Normal-Natronlauge. Bekanntlich wirken
die Alkalien an und fiir sich in groferen Mengen als himolytische
Gifte, und man muB daher bei Beurteilung der Versuchsergebnisse eine

1) Liesermany, L. v, L c.
2) Cf. Brrurcn, P. und Sacms, H., Ueber die Vielheit der Komplemente
des Serums. Berl. klin. Wochenschr,, 1902, No. 14 u. 15.
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etwa durch Natronlauge bedingte Héimolyse in Beriicksichtigung ziehen.
Als Blut diente 1 cem 5-proz. Rinderblut, als Amboceptor 0,015 cem
des auch zu den vorangehenden Versuchen benutzten Immunserums,
als Komplement frisches Meerschweinchenserum. Um einen Einblick
in die Wirkung der Natronlauge auf das Komplement zu erhalten,
wurde folgendermaBien verfahren.

Absteigende Mengen. n. NaOH (mit physiologischer Kochsalzlésung
verdinnt und auf gleiches Volumen gebracht) wurden mit je 0,05 cem
(Y/,-0,1) Meerschweinchenserum (2—3faches Multiplum der komplett l15sen-
den Dose) 2 Stunden lang im Bisschrank digeriert. Zwei gleiche derartige
Reihen wurden angesetzt:

Reihe A: erhielt dann Zusatz von je 0,6 ccm 0,85-proz. Kochsalz-
lssung - 0,015 cem Amboceptor + 1 cem 5-proz. Rinderblut.

Zu Reihe B wurden absteigende Mengen (Volumen 0,5 cem) n. Salz-
saure zugefiigt, die den vorher verwandten Natronlaugemengen #quivalent
waren. Auflerdem je 0,015 ccm Amboceptor ++ 1 cem 5-proz. Rinderblut.

Die eingetretene Hiamolyse wurde nach 11/, und 20 Stunden notiert
(cf. Tabelle 6).

Tabelle 6.

Eingetretene Héimolyse

Mengen der ™R e A Reihe B

nach nach
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Das Versuchsresultat, welches sich aus der Tabelle ergibt, ist be-
sonders nach 1'/,-stiindiger Beobachtung sehr eklatant. In beiden Reihen
sehen wir, daf groRere Mengen der Natronlauge die Komple-
mentwirkungaufgehoben haben,und zwaristdas Komple-
ment dauernd inaktiviert, da es (Reihe B) auch nach dem
Neutralisieren mit Salzsdure nicht wieder wirksam wird.
Auffallend ist tibrigens das géinzliche Ausbleiben der Hiimolyse in den
ersten Rohrchen der Reihe A insofern, als die darin enthaltenen Natron-
laugemengen zur hémolytischen Wirkung geniigen. Augenscheinlich
wird aber durch die gleichzeitige Gegenwart des Blutserums die Natron-
laugehéimolyse gehemmt, wohl durch Reaktionen, welche sich zwischen
den EiweiBstoffen und Alkalien abspielen. Nach lingerer Zeit (20 Stunden)
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ist auch eine hidmolytische Wirkung zu bemerken, !die wir auf die al-
kalische Reaktion des Mediums beziehen miissen, die aber doch den
Grad der unter sonst gleichen Bedingungen beim Fehlen des Serums
eintretenden H#molyse nicht erreicht. Sehr markant wird nun der
Unterschied zwischen Reihe A und B, wenn wir digjenigen Glieder der
Reihe, welche mittlere Alkalimengen (y3y n. 0,5—0,4 cem NaOH) ent-
halten, betrachten. Wé#hrend hier in Reihe A unter dem Ein-
fluB der schwach alkalischen Reaktion die Komplement-
wirkungaufgehobenist, tritt sienachdem Neutralisieren
in Reihe B wieder in vollem Umfange in Erscheinung.
Es bestehen also in dieser Zone solche Verhiltnisse, wie sie durch
V. LIEBERMANN beschrieben worden sind. Bei einer gewissen Konzen-
tration von NaOH ist das Komplement unwirksam, wird aber durch
genaues Neutralisieren wieder aktiviert. Wihrend also Alkali in groBen
Mengen die Komplemente zerstort, resp. dauernd inaktiviert, bedingt
es in geringerer Konzentration eine Inaktivierung des Komplements,
welche reversibel ist. Das derart inaktivierte Komplement kann in Be-
stiitigung der Angaben von LIEBERMANNS wieder zu der wirksamen
Form restituiert werden.

Es fragte sich nun, wie sich die Komplemente bei der Einwirkung
von Salzsiiure verhalten. Schon EmrLicH und MORGENROTHY) hatten
beobachtet, daB Salzsiure die Komplemente dauernd inaktiviert. Immer-
hin war aber die Moglichkeit gegeben, daf bei einer geeigneten Siure-
konzentration, ebenso wie bei der Natronlaugewirkung, die Inaktivierung
ein reversibler Vorgang ist. Ich verfuhr daher in ganz analoger Weise.

Absteigende Mengen - Normal - Salzsiure wurden mit je 0,06 cem
(*/3-0,1) Meerschweinchenserum 2 Stunden lang im Eisschrank digeriert,
in zwei gleichen Reihen:

Reihe A: erhielt dann Zusatz von je 05 cem 0,85-proz. Kochsalz-
lssung +- 0,015 cem Amboceptor -+ 1 cem 5-proz. Rinderblut.

Zu Reihe B wurden absteigende Mengen Normal-Natronlauge zu-
geftigt, die den vorher verwandten Siuremengen #quivalent waren. Aufer-
dem: je 0,015 ccm Amboceptor -+ 1 cem B-proz. Rinderblut.

Die eingetretene Hamolyse zeigt Tabelle 7.

Tabelle 7.

Mengen der | Eingetretene Himolyse

Reihe A Reihe B

0 0

0 0

0 0
Spur Spur
stark stark
komplett komplett

1) Enruicy, P. und MoreenrorH, J., Ueber Hamolysine. IT. Mitteilg.
Berl. klin. Wochenschr., 1899, No. 22.
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Aus Tabelle 7 ergibt sich, daB Salzsiure ebenso wie Natronlauge
das Komplement inaktiviert. Die Wirkung der Salzséiure unter-
scheidet sich aber insofern von derjenigen der Natron-
lauge, als eine Restitution des Komplements durch Neu-
tralisieren auch bei miBigem Sduregrade nicht gelingt.

III. Ueber das Verhalten der Komplemente bei der
Dialyse.

Die folgenden Untersuchungen schliefen sich unmittelbar an Ver-
suchsergebnisse von BrANDY) an, iiber welche vor kurzem berichtet
wurde. BrAND konnte zunichst das von FERRATA %) unter MORGEN-
rOTHS Leitung entdeckte Phinomen bestitigen, daB nimlich bei der
Dialyse des Meerschweinchenserums das héimolytische Komplement in
zwei Komponenten zerfillt, von denen die eine in dem bei der Dialyse
ausfallenden Globulinniederschlag, die andere in der Flissigkeit ent-
halten ist. Jede dieser Komponenten ist an und
fir sich unwirksam, ihre Vereinigung in salzhal-
tiger Losung fiihrt zur Wiederherstellung des wirk-
samen Komplementes. In Verfolg dieser wichtigen
Tatsachen konnte BrRAND feststellen, daB von den
amboceptorbeladenen Blutzellen lediglich die im

Figur 1. Schema der K omplementwirkung
nach BRAND. 7 = Receptor der Blutzelle; @ — Ambo.
ceptor; o = Mittelstiick; e = Endstiick; k= + e: Kom-
plement.

Sediment enthaltene Komponente gebunden wird, die Komponente des
Abgusses dagegen in keinen Beziehungen zu dem Komplex ,Receptor—
Amboceptor“ steht. Es lag daher nahe anzunehmen, dafl die Beziehungen
zwischen den beiden Komponenten analoge sind, wie diejenigen zwischen
Amboceptor und Komplement nach der Amboceptortheorie, und auf
Grund dieser Anschauung wurde die Sedimentkomponente , Mittel-
stick®, die AbguBkomponente ,Endstiick“ benannt.

Die Wirkung des Komplementes kann man sich daher, unter Be-
riicksichtigung der von FERRATA und BrAND erhobenen Befunde im
Sinne der obigen, der Arbeit von BRAND entnommenen schematischen
Darstellung vorstellen (s. Fig. 1).

BrAND berichtet ferner iiber ein sehr eigenartiges Verhalten des
Mittelstiickes. Wiihrend es nimlich in Wasser aufgeschwemmt, seine

1) Branp, E., Ueber das Verhalten der Komplemente bei der Dialyse.
Berl. klin. ‘Wochenschr., 1907, No. 34.
2) Furrara, A, Die Unwirksamkeit der komplexen Himolysine in
i}alzﬁgien Losungen und ihre Ursache. Berl. klin, ‘Wochenschr., 1907,
0. 13.
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Fihigkeit durch das Endstiick zum wirksamen Komplement restituiert
zu werden, bewahrt, biift es dieselbe in physiologischer Kochsalzlosung
rasch ein. Aber es gelingt im letzteren Falle, die volle Komplement-
wirkung zu erhalten, wenn man das in Kochsalzlosung aufbewahrte
Mittelstiick isoliert an die amboceptorbeladenen Blutzellen binden 1i(t
und erst zu den durch Zentrifugieren erhaltenen Blutsedimenten das
Endstiick fagt.

Es schien von groBem Interesse zu sein, in die Ursachen, welche
der eigentiimlichen Verinderung des Mittelstiickes in physiologischer
Kochsalzlosung zu Grunde liegen, einen niheren Einblick zu erhalten.
Meine Versuchsanordnung schlieft sich- eng an diejenige von BRAND
an. Als Blut diente je 1 cem einer 5-proz. Aufschwemmung von Rinder-
blut (serumfrei gewaschen) in physiologischer Kochsalzlosung, als Ambo-
ceptor das inaktivierte Serum eines mit Rinderblut vorbehandelten
Kaninchens, von welchem 0,0015 cem geniigten, um 1 cem 5-proz.
Rinderblut unter Mitwirkung von 0,1 ccm Meerschweinchenserum als
Komplement komplett zu 1osen. Als Komplement wurde stets Meer-
schweinchenserum verwandt. Die Dialyse, welche in Fischblasen vor-
genommen wurde, erfolgte gegen fliefendes Leitungswasser 24 Stunden
lang. Das Volumen des Meerschweinchenserums war dabei in der
Regel um 20 Proz. gestiegen (von 15,0 auf 18,0 ccm). Zuweilen wurde
von dem erhaltenen Gesamtdialysat ein kleiner Teil zur Priifung auf
hamolytische Wirkung entnommen. Im iibrigen geschah die Verarbei-
tung in der Weise, daf die das Endstiick enthaltende Fliissigkeit durch
Zentrifugieren und Filtrieren geklirt wurde. Dieser AbguB wird mit
A Dbezeichnet. Das Sediment wurde wiederholt mit destilliertem Wasser
gewaschen und schlieRlich auf das entsprechende Volumen des Gesamt-
dialysats mit Wasser aufgefiillt. Sollte das Sediment in verschiedenen
Medien aufbewahrt werden, so wurden abgemessene Teile der Auif-
schwemmung in Wasser nochmals zentrifugiert und die Niederschlige
mit der betreffenden Fliissigkeit (Wasser, 0,85-proz. Kochsalzldsung,
7,8-proz. Rohrzuckerldsung) auf das Ausgangsvolumen aufgefillt.

Wir bezeichnen mit:

B: das in Kochsalzlosung aufgenommene Sediment;

C: das in Wasser aufgenommene Sediment;

D: das in 7,8-proz. Rohrzuckerlosung aufgenommene Sediment.

Das durch Kochsalzldsung alterierte Mittelstiick (B) wird in folgen-
dem kurz ,Kochsalzmittelstiick“ benannt.

Zur Priifung gelangten meist 5-fache Verdiinnungen der Materialien
in physiologischer Kochsalzlgsung, die unmittelbar vor Gebrauch her-
gestellt wurden. Kamen Mischungen von Mittelstiick und Endstick
zur Verwendung, so wurde je 1 Teil der beiden Komponenten in
3 Teilen physiologischer Kochsalzlosung aufgenommen.

Zuniichst suchte ich mich davon zu iiberzeugen, ob das Mittelstiick
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auc}'l dann .in qngeéinderter Weise wirkt, wenn das bei der Dialyse erhaltene
Sedlnllen“c In isotonischer (7,8-proz.) Rohrzuckerlosung aufbewahrt wird
Das ist in der Tat der Fall. Rohrzuckerlosung und Wasse1:
vefhalten sichin Bezugauf dieKonservierun gdes Mittel-
sti ck.es ganz analog, wihrend Kochsalzlssung die schon erdrterte
Alteration bedingt. Schon BRAND hat darauf hingewiesen, dal diese
Labilitit des Mittelstiickes in Kochsalzlsung dafiir spric’ht dalf im
B}uﬁserum Mittelstiick und’ Endstiick zum wirksamen Kompler’nent ver-
-e1.n1gt sind. Denn im Blutserum sind ja durch den Salzgehalt die Be-
dlpgungen gegeben, welche zu einer raschen Unwirksamkeit des freien
Mlttelstﬁckes fihren miiBten. Demgegeniiber kénnte man allerdings
e%nwenden, daB die bei der Dialyse erhaltenen Serumkomponenten
vielleicht tiberhaupt nicht mit den im nativen Serum bestehenden Ver-
héltnissen in Parallele gesetzt werden diirfen. Es schien daher wiinschens-
wert, noch festzustellen, wie sich dialysiertes Serum in seiner Gesamt-

heit gegeniiber dem EinfluR des Salzes verhilt. Ich verfuhr folgender-
mafen: '

Meerschweinchenserum wurde 24 Stunden lang dialysiert. Sodann

wurden je 1,56 ccm des gut durchgeschiittelten Gesamtdialysats ent-
nommen. :

]r;robe T wurde mit 0,15 ccm Wasser,
robe IT mit 0,15 cem einer 10-proz. Kochsalzlss
einem Salzgehalt von 70,91 Proz.) versetl.;t. iR m e e

Von beiden Proben wurde die aktivierende Wirkun

. g auf 1 cem

5-Proz. Rinderblut + 0,015 cem Amboceptor (ca. 10 lésende Dosen er-
mittelt und zwar sofort nach der Gewinnung und nach 24-stiindigem
Lagern.. Zur {anendung gelangten b-fache Verdiinnungen der beiden
Proben in physiologischer Kochsalzlgsung.

Das Ergebnis zeigt Tabelle 8.

Tabelle 8.

Hiimolyse von 1 ccm 5-proz. Rinderblut + 0,015 cem Amboceptor durch
Mengen des I IT

Dialysats dialysiertes Meerschweinchen- dialysiertes und wieder besalzenes
serum Meerschweinchenserum

sofort nach 24 Std. sofort ‘ nach 24 Std.

komplett komplett komplett | komplett
2 ” ” ”

» ”

fast”komp]ett fast”komplett 5 5
i;;g;]i{g stgfgl; fast komplett stark
! miBig miBig miBi
0,005 Spur Spur S ;

0 0 . 0 Pas 0 Spmb

‘ Sieht man von HuBerst geringfiigigen Differenzen, die wohl durch
%le Grenzen_ der Methodik bedingt sind, ab, so ergibt sich aus der
abelle eine gute Uebereinstimmung der hiimolytischen

Wirkung in allen vier Reihen. Das besalzene Gesamt-
~ Ehrlich, Arbeiten III, 4
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dialysat hat sich also ebenso stabil erwiesen, wie das
Salz.freie, und man kann daraus schlieBen, daB sich einerseits die
Verhiltnisse im nativen und dialysierten Serum durchaus entsprechen,
und daB andererseits auch die durch Dialyse getrennten Komponenten
sich bei Gegenwart von Salz wieder zum wirksamen Komplement ver-
einigen, ohne daf es dazu erst der Bindung des Mittelstiicks an die
amboceptorbeladene Zelle bedarf.

Meine weiteren Studien waren zunichst der Frage gewidmet,
welcher Art die Verinderung des Mittelstiicks in physiologischer Koch-
salzlosung ist. Nach der bereits durch BrAND entdeckten Tatsache,
daB das Kochsalzmittelstiick untauglich zur H#molyse im direkten
Mischungsversuch ist, aber noch zur Wirkung gelangt, wenn es iso-
liert an die amboceptorbeladene Blutzelle gebunden wird, hitte man
glauben konnen, daf es sich um eine antagonistische Wirkung handele,
welche gegen das Endstiick gerichtet ist, und deren Triger durch die
vorherige Bindung des Mittelstiickes an den Amboceptor und das Ent-
fernen der Zwischenfliissigkeit eliminiert wird. Allerdings kann man
sich das Entstehen eines solchen neuartigen Korpers nur schwer vor-
stellen, und das Experiment zeigte auch, dal diese Annahme nicht zu-
treffend sein diirfte. UnterliBt man nimlich das Entfernen der Zwischen-
fliissigkeit nach der Verankerung des in Kochsalzlosung aufbewahrten
Mittelstiickes an die amboceptorbeladene Blutzelle, so tritt nach Zu-
satz des Endstiickes ebenfalls Himolyse ein. Der entsprechende Ver-
such wurde in folgender Weise ausgefiihrt:

Meerschweinchenserum wurde 24 Stunden lang dialysiert, sodann
Abgul (A) und Sediment in der iiblichen Weise gewonnen, letzteres in
physiologischer Kochsalzlésung aufgenommen (B). Nach 24-stiindigem
Lagern von A und B wurden die folgenden Versuchsreihen ausgefiihrt:

Reihe I: 1 cem 5-proz. prépariertes?l) (0,015 com Amboceptor) Rinder-
blut - absteigende Mengen einer 5-fachen Verdiinnung von A - B.

Reihe II: 1 cem b-proz. pripariertes Rinderblut - absteigende
Mengen B (b-fache Verdiinnung) bleiben 1 Stunde bei 87° dann zentri-
fugieren, zu den Sedimenten werden entsprechende absteigende Mengen A
gefiigt (Glesamtvolumen 2 ccm).

Reihe ITI: Sedimente von je 1 cem priparierten 5-proz. Rinderblut
-+ absteigende Mengen B werden 1 Stunde bei 37° gehalten, sodann
wird direkt A in entsprechenden Mengen zugesetzt. :

Das Ergebnis zeigt Tabelle 9.

Aus der Tabelle ergibt sich, daf es durchaus nicht not-
wendig ist, die das Kochsalzmittelstiick enthaltende

1) Das Priparieren wurde in der Weise vorgenommen, daf Blut mit
Amboceptor in entsprechendem Verhaltnis 1 Stunde bei 370 digeriert
wurde. Sodann wurde die Zwischenflissigkeit durch Zentrifugieren und
Waschen entfernt und das Blut wieder 5-proz. in physiologischer Koch-
salzlosung aufgenommen.
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Tabelle 9.

Mengen der H-fachen
Verdiinnungen

cem Reihe I Reihe IT ‘ Reihe III

Eingetretene Hiimolyse

,0 Spur komplett k
] Spiirchen R Cxtpli
0

2 ”

B
2
)

2
1 fast,],(omplett fast’i(omplett
ik : stark stark
8 2 Spur wenig
0 0 Spiirchen
0 0

3

E)

Flissigkeit nach der Bindung des Mittelstiickes an das
amboceptorbeladene Blut zu entfernen, um eine Hi-
'molyse durch das Endstiick zu erzielen. Die Annahme. daR
in dem in Kochsalzlssung aufbewahrten Sediment neben dem N}ittel-
stiick noch ein zweiter Stoff, welcher die Wirkung des Endstiickes
hemmt, wirkt, verliert dadurch bereits sehr an Wahrscheinlichkeit.

Gleichwohl erwies sich das in Kochsalzlosung aufbewahrte Sedi-
ment geeignet, die Hémolyse durch wirksames Komplement — natives
Meerschweinchenserum — zu hemmen, eine Hemmung, die durch das
in Wgsser aufgenommene Mittelstiick natiirlich niemals zu erzielen ist.
In gleicher Weise wirkte das Kochsalzsediment auch antilytisch gegen-
tiber der kombinierten Wirkung von Endstiick und Mittelstiick (A+ O).
Es zeigte sich hier das eigenartige Verhalten, daff die durch das Koch-
salzsediment verursachte Hemmung erheblich markanter in Erschei-
nung tritt, wenn Kochsalzsediment (B) mit A + C gleichzeitig digeriert
wird, als weun es zuniichst mit dem Endstiick (A) allein digeriert ist
und erst spiter der Zusatz des wirksamen Mittelstiickes (C) erfolgt.
Ich lasse einen entsprechenden Versuch folgen:

Es yverden zwei Reihen angesetzt:

Relhe. I Mischungen von absteigenden Mengen Kochsalzsediment
(B) u.nd gleichen Mengen (0,04 ccm) Endstiick werden 1, Stunde bei 870
digeriert, sodann erfolgt Zusatz von je 0,04 cem Mittelstiick (C) 4+ 0,015 cem
Amb(geptor -+ 1 eem 5-proz. Rinderblut. 7

eihe IT. Absteigende Mengen Kochsalzsediment (B) 0,04 cem

A+ 0,04 cem C werden 1, Stunde bei 8370 digeriert, sodann—Eusyatz von
0,015 cem Amboceptor 4 1 cem 5-proz. Rinderblut.

Das Ergebnis zeigt Tabelle 10 (s. p. 52).

pieser Versuch zeigt also, daf die durch das Kochsalz-
sediment bhedingte Hemmung erheblich intensiver ist
Wenn alle 3 Komponenten (A, B und C) vor dem Blut- un(i
Amboceptorzusatz gemischt werden, als wenn das Koch-
Salzsediment nur mit dem Endstiick A digeriert wird
unfl der Zusatz des wirksamen Mittelstiicks (C) erst
Spiter erfolgt. Die Erklirung fiir dieses Verhalten ist wohl darin

4%
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Tabelle 10.

Mengen von Eingetretene Héimolyse

Reihe I Reihe II

maBig
stark
fast komplett
” ”» SPUT
i i maBig
“ - stark
komplett fast komplett
2 " | komplett

zu suchen, daR im ersten Falle das Mittelstiick C eine Zeitlang bei 37°
in Kochsalzlosung gehalten wird. An und fiir sich ist darin allerdings
keine Ursache fiir die Inaktivitit gegeben, da ja gleichzeitig das End-
stiick A vorhanden ist, und die Kontrolle in Reihe IT zeigt ja augh,
daR Himolyse eintritt, wenn Endstiick und Mittelstiick gl_eichzgitig in
Kochsalzlosung digeriert werden. Diese Tatsache steht im Einklang
mit dem bereits mitgeteilten Befund, daf Gemische von Endstiick 1.1nd
Mittelstiick, resp. die Gesamtdialysate in Kochsalzlosung haltbar sind.
Wenn nun andererseits die gleichzeitige Gegenwart des Kochsalzmittel-
stiicks B Gemische von Endstiick und Mittelstiick unwirksam macht,
so liegt die Annahme nahe, daB das Mittelstiick in Kochsalzlosung derart
alteriert wird, daR es eine hohere Aviditit zum Endstiick erhélt, mit
anderen Worten, daf das Kochsalzmittelstick eine grofBere
Verwandtschaft zum Endstiick besitzt, als das native
(in Wasser aufbewahrte) Mittelstiick. Wenn dem so ist, so
wird in der Tat das Ergebnis der Tabelle 10 verstindlich. In Reihe II
wird dann nimlich das Endstiick durch das Kochsalzmittelstiick ge-
bunden, das Mittelstiick C bleibt auf diese Weise frei in Kochsalzldsung
und geht daher die bekannte Veriinderung ein. Es wird selbst hemmend
und verstirkt die antilytische Wirkung des Kochsalzmittelstiicks. In
Reihe I liegen die Bedingungen insofern andersartig, als hier das Koch-
salzmittelstiick zundichst nur mit dem Endstiick digeriert ist. Das
erst nachtriiglich zugefiigte Mittelstiick C ist in voller Wirksamkeit
vorhanden und kann noch geringe frei gebliebene Mengen des Endstiicks
zur Wirkung bringen, so daf die Hemmung der H&molyse, wenn
auch ausgesprochen, nicht den hohen Grad erreicht.

Was nun das Verhalten des Kochsalzmittelstiicks beziiglich der
Himolyse anlangt, so darf ich daran erinnern, daf amboceptorbeladenes
Blut durch ein Gemisch von Endstiick und Kochsalzmittelstiick nicht ge-
16st wird, aber noch der Himolyse anheimfillt, wenn die beiden Kompo-
nenten successive zugesetzt werden. Von der erdrterten Auffassung aus;
gehend, daf das Kochsalzmittelstiick mit dem Endstiick besonders avide
reagiert, miissen wir nun weiter folgern, daB. die Verbindung ,End-
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stiick—Kochsalzmittelstiick“ ihre Reaktionsfihigkeit mit der amboceptor-
beladenen Zelle eingebiift hat, wihrend, wie wir wissen, das freie
Kochsalzmittelstiick von der amboceptorbeladenen Blutzelle noch ge-
bunden wird. Derartige Beeinflussungen der Reaktionsfihigkeit einer
Gruppe durch die Besetzung einer anderen sind ja in der Immunitits-
forschung zahlreich bekannt. Es sei besonders an die vielfach bei den
Amboceptoren beobachteten Erscheinungen dieser Art erinnert. So
berichten z. B. EHRLICH und MARSHALLY) iiber Avidititssteigerungen,
EnrvicH und SacHs?) iiber Avidititsverschiebungen im negativen
Sinne, welche durch die Besetzung anderer komplementophiler Ambo-
ceptorgruppen -vermittelt werden.

Fig. 2. Fig. 4.
+

Fig. 2. Verdinderung des Mittelstiicks in Kochsalzlésung.
O = natives Mittelstiick; B — Kochsalzmittelstiick.

Fig. 3. Verbindungen von Mittelstiick und Endstiick. 4 — End-
stlick; C' = natives Mittelstiick; B = Kochsalzmittelstiick.

Fig. 4. Verhalten des Mittelstiicks nach der Verankerung an die

amboceptorbeladene Blutzelle. » — Receptor der Blutzelle; & = Amboceptor;
C = natives Mittelstiick; B = Kochsalzmittelstiick.

Die Verdnderungen, denen das Mittelstiick in Kochsalzlosung unter-
liegt, kann man sich danach folgendermaRen vorstellen: Die Aviditiit
des Mittelstiicks zum Endstiick wird durch den Aufenthalt in Kochsalz-
l6sung erhoht, und durch die Reaktion zwischen Endstiick und Koch-
salzmittelstiick verliert letzteres seine an und fiir sich noch vorhandene,
aber vielleicht bereits verringerte Reaktionsfihigkeit mit der amboceptor-
beladenen Zelle. Daher kommt es, daB bei successivem Zusatz von
Kochsalzmittelstiick und Endstiick Héamolyse eintritt, daB dagegen bei
gleichzeitigem Zufiigen von beiden Komponenten durch die rasch er-
folgende Verbindung derselben die Hamolyse vereitelt wird.

1) Errrice, P. und Marsmarr, H. T, Ueber die komplementophilen
Gruppen der Amboceptoren. Berl. klin. ‘Wochenschr.,, 1902, No. 25.

2) Enrrrcn, P. und Sacms, H., Ueber den Mechanismus der Anti-
amboceptorwirkung. Berl. klin. Wochenschr., 1905, No. 19/20.
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Die einschligigen Verhiltnisse diirften durch die vorstehenden
Schemen veranschaulicht werden.

In Figur 2 sind die Alterationen dargestellt, welche das Mittel-
stiick in Kochsalzlosung erfihrt. Das urspriingliche, in Wasser aufbe-
wahrte Mittelstiick (C) reagiert mit dem Endstiick (<) und hat eine hohe
Aviditit zur amboceptorbeladenen Zelle (--4-). Das Kochsalzmittelstiick
(B) besitzt eine gesteigerte Aviditit zum Endstiick (4---) und reagiert,
aber vielleicht weniger stark, mit der amboceptorbeladenen Zelle (4).

Figur 38 betrifft die aus der Vereinigung von Mittelstiick und
Endstiick resultierenden Komplexe. Die aus Endstiick und nativem
Mittelstiick (4—C) entstehende Verbindung reagiert ungeschwiicht mit
der amboceptorbeladenen Zelle (4-). Die Vereinigung von Endstiick
und Kochsalzmittelstiick (A—B) filhrt zu einem Reaktionsprodukt,
das die Aviditit zur préparierten Zelle verloren hat (—).

Wird das Mittelstiick isoliert von der amboceptorbeladenen Zelle
gebunden, so behdlt es in jedem Falle die Fihigkeit, mit dem End-
stlick zu reagieren, wie sich dies aus Figur 4 ergibt. Sowohl das native
Mittelstiick (C), als auch das Kochsalzmittelstiick (B) haben die Aviditit
zum Endstiick bewahrt (C -+, B +-).

Die entwickelte Anschauung kann bis zu einem gewissen Grade
auf ihre Richtigkeit durch das Experiment gepriift werden. Wenn nim-
lich in der Tat der Komplex Endstiick—Kochsalzmittelstiick nicht
mehr mit den priiparierten Blutzellen reagiert, so muf durch das End-
stiick die Bindung des Kochsalzmittelstiicks verhindert werden. Letz-
teres wird ja isoliert von den amboceptorbeladenen Blutzellen verankert,
und die erfolgte Verankerung kann dadurch nachgewiesen werden, daf
das derart vorbehandelte Blut durch das Endstiick geldst wird. Wenn
also das Endstiick die Bindung des Kochsalzmittelstiickes hemmt, so
diirfen die mit einem Gemisch von beiden digerierten priparierten Blut-
zellen durch Zusatz des Endstiicks nicht mehr gelost werden. In der
Tat konnte ich nachweisen, daf dies der Fall ist. Diese Verhiltnisse
lassen sich besonders deutlich zur Darstellung bringen, wenn man die
Blutzellen nicht mit einer zu groRen Amboceptormenge priipariert.
Einmal werden némlich an stark priiparierten Blutkoérperchen offenbar
auch minimale Mengen freien Kochsalzmittelstiicks gebunden, so daf
es unter diesen Umstéinden schwer ist, eine vollstindige Aufhebung der
Hémolyse zu erzielen, wenn auch die Hemmung recht markant ist.
Dann aber wirkt das Endstiick auf stark pripariertes Blut, wie dies
schon BRAND angibt, sehr oft bereits an und fiir sich mehr oder weniger
stark himolytisch. Jedenfalls ergeben sich bei einer geringeren Ambo-
ceptormenge erheblich durchsichtigere Versuchsbedingungen. Das zum
folgenden Versuch dienende Blut war in der Weise pripariert, dafB je
1 cem 5-proz. Blutaufschwemmung mit je 0,0067 (Y/45.0,1) ccm Ambo-
ceptor vorbehandelt wurde.
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Es werden Gemische von je 0,05 (*5-0,25) cem B und absteigende
Mengen A 1/, Stunde bei 370 digeriert, sodann wird iiberall 1 cem 5-proz.
prépariertes Rinderblut zugesetzt. Nach einstiindigem Verweilen bei 870
wird zentrifugiert, die Zwischenfliissigkeit abgegossen, und die Blutsedi-
mente werden in Kochsalzlosung unter Zusatz von 0,04 (Y5.0,2) cem A
aufgenommen.

Das aus Tabelle 11 zu ersehende Ergebnis ist nach 8 und nach
20 Stunden notiert.

Tabelle 11.

Hémolyse von 1 cem 5-proz. priiparierten (0,0067 ccm
Amboceptor) Rinderblut

Mengen von ’ durch 0,04 cem A nach Vorbe-
A durch _Gemische handeln mit Gemischen von
von 0,05 cem B + 0,05 cem B + absteigenden
absteigende Mengen A

Mengen A
- nach 3 Std. nach 20 Std.

Spiirchen

”

2

o b2
Spiirchen o

Spur wenig
wenig méBig
komplett komplett

Das in der Tabelle zum Ausdruck gebrachte Versuchsergebnis wird
also der gestellten Forderung vollstindig gerecht. Es zeigt sich in
der Tat, dall das Endstiick A die Bindung des Kochsalz-
mittelstiicks B an die amboceptorbeladene Zelle ver-
hindert, und es ist sogar auffallend, wie geringe Mengen
des Endstiicks zu dieser antagonistischen Wirkung aus-
reichen kénnen. Nach 8-stiindiger Beobachtung ist der Ausfall
des Versuches absolut beweisend, aber auch die nach 20 Stunden zu
bemerkende dulerst geringgradige Hémolyse kann an den Konsequenzen
dieses Ergebnisses nichts #indern. Auch diese Befunde sprechen gegen
die Annahme, daB in dem Kochsalzsediment neben dem Mittelstiick
eine zweite antilytische Substanz vorhanden ist. Denn man wiirde da-
bei nicht verstehen kénnen, warum die Bindung des Mittelstiicks dann
ausbleibt. Dagegen ist das Ergebnis im Sinne der disku-
tierten Anschauung verstidndlich, nach welcher eben
das durch Kochsalz verinderte Mittelstiick und der
hemmende Stoff eine einheitliche Substanz (B) darstellt,
die nach primérer Bindung an die amboceptorbeladene
Zelle die Héimolyse vermittelt, nach priméirer Vereini-
gung mit dem Endstiick aber ihre Reaktionsfihigkeit
einbiift und dann antilytisch wirkt.

[elelslolololelole]
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Weitere Untersuchungen betrafen die Beziehungen der beiden
Komponenten: Mittelstiick und Endstiick zu den amboceptorbeladenen
Blutzellen. Zwar war bereits durch BrawD im Prinzip entschieden,
daf nur das Mittelstiick von dem Komplex ,,Receptor—Amboceptor®
gebunden wird, das Endstiick also erst nach der Vereinigung des
Mittelstiickes mit den amboceptorbeladenen Blutzellen reagiert. Aber
es schien doch weiterhin von Interesse zu sein, die nidheren Details
dieser Reaktionen zu untersuchen, und die von ErrRLICH und MORGEN-
roTH 1) aufgefundene grundlegende Tatsache, dal bei niedriger Tempe-
ratur nur der Amboceptor, nicht das Komplement gebunden wird,
dringte dazu, speziell die Abhingigkeit der Bindungsverhéltnisse von
der Temperatur zu priifen.

Ich verfuhr folgendermafen:

In zwei Parallelreihen wurden je 1 cem 5-proz. pripariertes Rinder-
blut (0,015 cecm Amboceptor) und absteigende Mengen der 5-fachen Ver-
diinnung des Mittelstiickes:

a) 1 Stunde bei 379,

b) 11, Stunden bei 00 digeriert.

Sodann wurden die durch Zentrifugieren von der Zwischenfliissigkeit
befreiten Blutsedimente in physiologischer Kochsalzlosung unter Zusatz
von 0,03 cem (Y;.0,15) Endstiick (A) aufgenommen.

Das Ergebnis zeigt Tabelle 12.

Tabelle 12.

Himolyse von 1 cem 5-proz. priparierten
Rinderblut durch

0,03 cem A nach Vorbehandeln
mit C

bei 37° ~ bei 0°

Mengen von

komplett
”
”

komplett

0 fast komplett
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256 cem b-proz. pripariertes Rinderblut (auf 1 cem 5-proz. Auf-
schwemmung: 0,015 ccm Amboceptor) wurden mit 2,5 cem Mittelstiick (B)
-+ 22,6 cem Kochsalzlssung eine Stunde bei 8790 digeriert. Sodann wurde
das durch Zentrifugieren erhaltene Sediment mit physiologischer Kochsalz-
losung auf 25 cecm aufgefiillt. Die derart gewonnene 5-proz. mit Ambo-
ceptor - Mittelstiick beladene Blutaufschwemmung diente zu dem weiteren
Versuch. Je 1 cem derselben wird mit absteigenden Mengen von End-
stiick digeriert, und zwar.

Reihe I und IT 11/, Stunden bei 0% Reihe ITI: direkt bei 37°.

Nach 11/,-stiindigem Aufenthalt von Reihe I und II bei 00 werden
die Rohrchen der Reihe I zentrifugiert und die nach dem Abgiefen der
farblosen Fliissigkeit erhaltenen Blutsedimente in physiologischer Kochsalz-
lésung aufgenommen. Reihe II kommt direkt (ohne Zentrifugieren) in
den Brutschrank, L

Das Versuchsresultat ist aus Tabelle 18 zu ersehen.

Tabelle 13.

Mengen t
von A
cem | Reihe I

Eingetretene Himolyse

Reihe II

Reihe I1I

2 komplett
L1 stark
wenig

komplett komplett

O ”» ”
:0 ” ”
0
0

;)

” 2

star’l’{ Sta;ii

,005 Spur Spur
0 0 I())

Der gleiche Versuch wurde mit der Variante wiederholt, daB das
Rinderblut mit einer geringeren Amboceptormenge (auf 1 cem 5-proz.
Blut: 0,002 cem Amboceptor) pripariert war. Der in Tabelle 14 notierte
Versuch entspricht im iibrigen in Bezug auf Anordnung und Mengen-
verhéltnisse durchaus dem vorangehenden.

Tabelle 14.

Eingetretene Hiimolyse

0
0

fast komplett

méBig
wenig

wenig
0 0

Aus der Tabelle geht unzweifelhaft hervor,dal das Mittelstiick C
auch bei 0° von denamboceptorbeladenen Blutzellen ge-
bunden wird, wenn auch die Moglichkeit gegeben ist, dal die Bindung
bei 0° langsamer erfolgt, als bei hoherer Temperatur.

Um nun die Abhingigkeit der Beziehungen des Endstiicks zu dem
bereits gebundenen Mittelstick von der Temperatur zu ergriinden,
wurde in der Weise vorgegangen, daB zunichst pripariertes Blut mit
dem Mittelstiick bei 37° vorbehandelt wurde.

1) BmrricH, P. und MorcenrorH, J., Zur Theorie der Lysinwirkung.
Berl. klin. Wochenschr., 1899.

Reihe I

Reihe II

Reihe III
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In der folgenden Tabelle 15 sollen noch die Kontrollen angefiihrt
Wer.den, welche die himolytische Wirkung des Endstiickes A auf pré-
bariertes Blut, das nicht weiter mit Mittelstiick vorbehandelt war, be-

treffen,
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Tabelle 15.

Himolyse von 1 cem 5-proz. priiparierten
Mengen Rinderbluts durch A
von A

0,015 cem Amboceptor. | 0,002 cecm Amboceptor.

GoThi Kontrolle zu Tabelle 13 | Kontrolle zu Tabelle 14

2 fast komplett
il mikig

0 Ly

0 wenig

Spur
Spiirchen

0

”
I
)
)
)
b
)
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0:

0

005
0

Eine Durchsicht der mitgeteilten Tabellen 13—15 zeigt deutlich,
daB die Bindung des Endstiickes an das verankerte Mit-
telstiick bei 0° ausbleibt. Die Beziehungen des End-
stiickes zum Mittelstiick bei niedriger Temperatur dif-
ferieren also markant von denjenigen des Mittelstiicks
zu der amboceptorbeladenen Zelle. Diese Feststellung er-
scheint von besonderem Interesse. Wenn die SchluBfolgerungen, die
man bisher aus den Kiltetrennungsversuchen von EHRLICH und
MORGENROTH gezogen hat, und nach welchen bei 0° eine Trennung
des aktiven himolytischen Serums zwischen Amboceptor und Komplement
erfolgt, richtig sind, so hiitte man eigentlich erwarten sollen, daf be-
reits das Mittelstiick bei 0 nicht verankert wird. Im Gegensatz dazu
zeigen meine Versuche, daB die Bindung des Mittelstiickes auch bei
00 erfolgt, daB dagegen bei 0° die Bindung zwischen Mittel- und End-
stiick, die bei hoherer Temperatur eintritt, ausbleibt. Damit ist aller-
dings noch nicht gesagt, daf auch die aus Mittelstiick und Endstiick
bereits entstandene Verbindung, resp. das wirksame Komplement des
nativen Serums in der Kilte in die beiden Komponenten dissociiert
wird, wenn auch die Moglichkeit fiir ein solches Verhalten nach den
erhobenen Befunden durchaus besteht. Weitere Untersuchungen werden
dariiber Klarheit schaffen miissen. Immerhin erscheint es nicht aus-
geschlossen, daB bei der Kiltetrennung des wirksamen Hémolysins die
Spaltung nicht zwischen Amboceptor und Komplement, sondern inner-
halb des Komplements zwischen Mittelstiick und Endstiick erfolgt.

Zusammenfassung.

1) Die hdmolytische Wirkung des 6lsauren Natrons
wird durch aktives und inaktives Kaninchenserum ge-
hemmt.

2) Der Nachweis, daB inaktive Gemische von 0l-
saurem Natron und Serum auf amboceptorbeladenes Blut
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noch hdmolytisch wirken, konnte nicht erbracht werden.
Soweit dies bei Verwendung aktiven Serums der Fall
war, mulite die eingetretene Himolyse auf den Komple-
mentgehalt des Serums bezogen werden.

3) Amboceptorbeladenes Blut erwies sich der Himo-
lyse durch 6lsaures Natron gegeniiber etwas resistenter
als natives Blut.

4) Natronlauge zerstdrt in gréBerer Menge die Kom-
plemente, in geringerer Menge bewirkt sie eine inaktive
Modifikation des Komplements, die beim Neutralisieren
wieder wirksam wird (in Uebereinstimmung mit v. LIEBERMANN).

5) Durch Salzsfiure wird das Komplement, sofern
iiberhaupt eine Einwirkung stattfindet, dauernd inak-
tiviert.

6) Die bei der Dialyse des Meerschweinchenserums
im Sediment erhaltene Komplementkomponente, das
Mittelstick BRANDs, bewahrt nicht nur im Wasser, son-
dern auch in 7,8-proz. Rohrzuckerlésungseine Reaktions-
fahigkeit. ;

7) Wéahrend das Mittelstiick in Kochsalzlosung, wie
BrAND gezeigt hat, unfihig wird, in Verein mit dem End-
stiick (AbguBkomponente) als Komplement zu wirken,
bewahrt das besalzene Gesamtdialysat, ebenso wie das
salzfreie die Aktivitat.

8) Das durch den Aufenthalt in Salzlosung alterierte
Kochsalzmittelstiick erweist sich auch dann wirksam,
wenn es vor dem Zusatz des Endsttickes zu den ambo-
ceptorbeladenen Blutzellen zugesetzt wird, ohne daf es
notwendig ist, vor dem Zufigen des Endstiickes die
Zwischenfliissigkeit zu entfernen.

9) Das Kochsalzmittelstiick hemmt die Himolyse
durch wirksames Komplement, ebenso wie diejenige
durch die kombinierte Wirkung von Mittelstiick und
Endstiick. Die Hemmung ist in letzterem Falle starker,
wenn das Kochsalzmittelstiick vor Zusatz von Blut und
Amboceptor mit beiden Komponenten, als wenn es nur
mit dem Endstick digeriert wird und erst spiter der Zu-
Satz des wirksamen Mittelstiickes erfolgt.

10) Die Bindung des Kochsalzmittelstiickes an die
amboceptorbeladene Blutzelle wird durch das Endstiick
Verhindert.

11) Es ergibt sich die Anschauung, dal das Mittel-
SFﬁck in Kochsalzlésung derart alteriert wird, daB es
eine hohere Aviditit zum Endstiick erhilt, nach der Ver-
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einigung mit diesem aber seine Reaktionsfdhigkeit zur
amboceptorbeladenen Blutzelle einbiift.

12) Die Bindung des Mittelstiickesan dieamboceptor-
beladene Blutzelle erfolgt auch bei 0° diejenige des
Endstiickes an das durch die amboceptorbeladene Zelle
verankerte Mittelstiick nur bei hoherer Temperatur. Es
erscheint daher die Moglichkeit gegeben, daf die Spal-
tung des aktiven Himolysins in der Kélte nicht zwischen
Amboceptor und Komplement, sondern zwischen Mittel-
stick und Endstick erfolgt.

Beitrag

biologischen EiweiBdifferenzierung).

W. Rickmann, Deutsch-Siidwestafrika.

Kaiserlicher Veterinirrat.

1) Abd » Ziel i i i
1907 )No_ 6T‘uok aus der Zeitschr. f. Fleisch- u. Milchhygiene, XVIL Jahrg.,




Im folgenden méochte ich mir erlauben, iber einige Versuchsergeb-
nisse zu berichten, die ich wihrend einer kurzen Tatigkeit im Institut
fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M. zu beobachten Gelegen-
heit hatte. Es handelt sich um die Spezifitiit bei der biologischen EiweiR-
differenzierung. Bekanntlich stehen fiir die Untersuchung der ver-
schiedenen EiweiRarten zwei Serumreaktionen zur Verfiigung. Dem
erprobten, von UHLENHUTH und WASSERMANN in die forensische
Praxis eingefiihrten Prézipitierungsverfahren ist in neuerer Zeit durch
M. NE1ssER und SAcHSY) eine zweite Methode angereiht worden: das
sogenannte Ablenkungsverfahren, welches auf den Untersuchungen von
GENGOU?) und MorEscHI®) basiert. Ich habe beide Methoden in
vergleichenden Untersuchungen herangezogen. Zur Verfiigung stand
mir ein Serum, das vom Kaninchen durch Vorbehandeln mit Menschen-
serum erhalten war. Die Priifung dieses Antiserums erstreckte sich
auf sein Verhalten gegeniiber Menschen- und Schweineserum.

Behufs Verwendung des Antiserums zur Ablenkungsreaktion muRte
zunéichst eine sorgfiltige Bestimmung seines Wertes vorgenommen
werden. Ich lasse dieselbe in extenso folgen, um zugleich das im Frank-
furter Institut geiibte Verfahren zu veranschaulichen. Das zur Anwendung
gelangende himolytische System ist die Kombination : yRinderblut —
inaktives, vom Kaninchen gewonnenes Immunserum fiir Rinderblut
(Amboceptor) — aktives Meerschweinchenserum (Komplement)“. Zuerst
erfolgt die Einstellung des Amboceptors. Je 1 cem 5-proz. Rinderblut-
aufschwemmung werden mit je 0,1 cem Meerschweinchenserum und
absteigenden Mengen inaktivierten Serums des mit Rinderblut vor-

1) Berliner klin. Wochenschr., 1905, No. 44, u. 1906, No. 3.
2) Annales Inst. Pasteur, T. 16, 1902.
3) Berliner klin. Wochenschr., 1905, No. 37.
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behandelten Kaninchens gemischtl). Die Gemische werden 2 Stunden
bei 37° C gehalten. Danach oder bei folgendem Aufenthalt im Kis-
schrank am nichsten Morgen wird das Resultat notiert. Die Ein-
stellung des Amboceptors veranschaulicht Tabelle 1.

Tabelle 1.

Amboceptor | Komplement
cem ccm

Blut Himolyse

komplett

”

1 cem 5-proz. Rinderblut 0,0025
do. 0,0015
0,001
0,00075 *
0,0005
0,00035
0,00025
0,00015
0,0001

[y

”»

fast komplett
stark

»

=l=l=lelelele{elea)
e el s et

m’é’iﬁig

Die Tabelle zeigt, daf die komplett losende Dosis des Ambo-
ceptors zwischen 0,0005 und 0,00075 ccm gelegen ist. Wir wihlen in
der Regel zu weiteren Versuchen das 1%- bis 2-fache Multiplum der
komplett losenden Dose, in unserem Falle 0,001 cecm. Fir diese
Amboceptormenge wird nun der Komplementbedarf nach dem aus
Tabelle 2 ersichtlichen Schema festgestellt.

Tabelle 2.

Amboceptor | Komplement
ccm cem

1 cem 5-proz. Rinderblut 0,001 0,1
do. 0,001 0,075 bl
do. 0,001 0,05 fast komplett
do. 0,001 0,035 stark
do. 0,001 0,025 mafig
do. 0,001 0,015 = .
do. 0,001 0,01 wenig
do. 0,001 . —

Blut Hémolyse

komplett

Die komplett I6sende Dosis des benutzten Meerschweinchenserums
liegt demnach zwischen 0,056 und 0.075 cem. Wir verwenden wiederum
ein 11/,- bis 2-faches Multiplum, im vorliegenden Falle 0,1 ccm. Das
zu verwendende himolytische System muf also sein: ,1 cem 5-proz.
Rinderblut + 0,001 cem Amboceptor + 0,1 cem Meerschweinchen-
komplement.“

Unter Verwendung dieses Systems wurde nunmehr der Wirkungs-
wert des durch Immunisieren mit Menschenserum vom Kaninchen
gewonnenen Antiserums bestimmt. In drei Parallelreihen wurden ab-

1) In allen Rohrchen wird durch Auffiillen mit physiologischer
(0,85-proz.) Kochsalzlosung gleiches Volumen hergestellt, das in der Regel
zwischen 2,1 und 2,5 ccm liegt.
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steigende Mengen des Antiserums mit je 0,1 cem Meerschweinchen-

serum gemischt. AuBerdem enthielt:

Reihe a: 0,1 cem einer 1:100 verdiinnten Losung von Menschen-

serum ;

Reihe b: 0,1 ccm einer 1: 1000 verdiinnten Losung von Menschen-

serum ;

Reihe ¢: 0,1 cem physiologische Kochsalzlosung.

Die Reihen wurden 1 Stunde bei 370
allen Réhrchen ein Zusatz von 1 cem 5-p
Amboceptor. Tabelle 3 zeigt das Ergebnis.

Tabelle 3.

gehalten, sodann erfolgte zu
roz. Rinderblut 4+ 0,001 cem

Mengen des Antiserums

ccm

Hémolyse von 1 cem 5-proz. Rinderblut

a

0,001 cem

Menschen-
serum

b
0,0001 cem
Menschen-
serum

c
kein
Menschen-
serum

0,1
0,075

Spiirchen

Spiirchen

2

0,0 ” 0
0,035 0
:
,02 Spur
0,015 0 Wgnig
0,01 Spiirchen
0 komplett

,} komplett

ko’r’nplett

.Um nun die fir das Ablenkungsverfahren geeien i
Antlse{umS. auszuwihlen, wird folgendes zu berﬁ(g(sicitg:n I;Z;;S %a:.
man fir die praktische Anwendung fordern muB, daf das Antis.erum
mlndeste}ls Yi0000 CCm  des homologen Serums n;whzuweisen erlaubt
werdeP in Reihe b diejenigen Mengen in Betracht kommen, die einé
vollstindige Aufhebung der Hamolyse bewirken. Ferner ’diirfte es
zweckméBig sein, eine zwar sicher hemmende Menge des Antiserums
al verv.venden, aber auch das notwendige Minimum nicht zu sehr zu
iibersteigen. Von diesen Gesichtspunkten aus wurden im vorliegenden
Fall 0,2 ccm einer 6-fachen Verdiinnung des Antiserums /6-0,2
=0,033... cem) als Testdose determiniert. i
SChrigg:llmueh; (;s.rurde.‘zu den eiger}tlichen Ablenkungsversuchen ge-
e " S:;lhwe ;se:j;;];rllnai C{J’lees An.‘;lserumé auf Menschenserum einer-
gestaltete sich demnach folgenl;leéjgaieie:pruﬁ' o VR
- ie e -dO,2 ccm .Antiserum wurden mit je 0,1 ccm Meerschweinchen-
Schwein:n abstelggnden Men.gen Menschenserums (Reihe a) resp.
b serums (Reihe b)“ gemischt. Die Gemische blieben 1 Stunde

1 , sodann erfolgte iiberall Zusatz von 1 cem 5-proz. Rinderblut
+ 0,001 cem Amboceptor. Das Resultat zeigt Tabelle 4.

Die Tabelle zeigt i i i
e [abel IH.?elg, daf die gewihlte Antiserummenge (;/6.0,2 cem)
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Tabelle 4.

Eingetretene Héamolyse bei
Mengen Verwendung von
des Serums

a ) b
cem Menschenserum | Schweinesernm

0,1 0
0,01 0
0,001 0
0,0001 0
0,00001 Spur

0 komplett

komplett

noch 0,0001 cem Menschenserum durch vollstéindige Aufhebung der Hémo-
lyse anzeigt, aber auch noch bei Anwesenheit von 0,00001 ccm Menschen-
serum eine fast vollstindige Hemmung der Himolyse bedingt. Im Gegen-
satz dazu ergibt sich aus Reihe b, dal bei Zusatz von Schweineserum
auch in den groften zur Verwendung gelangten Mengen jegliche Reaktion
aushleibt. Besonders hervorgehoben sei, dal Menschen- und Schweine-
serum sowohl in nativer Form, als auch in inaktiviertem Zustande
herangezogen wurden, um dem etwaigen Einwande zu begegnen, daf
moglicherweise der Komplementgehalt "des Schweineserums in Reihe b
die hémolytische Wirkung verstirke und so eine Ablenkungsreaktion
verdecke. In beiden Féllen wurde aber das in Tabelle 4 notierte Er-
gebnis erhalten. Es folgt aus diesem Versuche, dafl das unter-
suchte, auf Menschenserum wirkende Antiserum beim
Ablenkungsverfahren in absolut spezifischer Weise
Menschen- und Schweineeiweil zu differenzieren ge-
stattet. Selbst ein 10000-faches Multiplum derjenigen Menge, in
welcher Mengchenserum noch nachweisbar ist, gibt bei Verwendung von
Schweineserum nicht die geringste Reaktion.

Wie verhélt sich nun dasselbe Antiserum gegentiber Menschen-
und Schweineserum bei Anstellung der Priizipitierungsmethode? Die
Versuche, welche diese Frage beantworten sollten, wurden in der Weise
angestellt, dal je 2 cem' der verdiinnten Serumlésungen mit dem Anti-
serum unterschichtet wurden, in der Weise, dal das Antiserum vor-
sichtig vom Rande der unten spitz endigenden Rohrchen zugesetzt
wurde. Es wurden zwei Parallelreihen angesetzt. In der einen betrug
die Menge des Antiserums nach der Vorschrift UnrevavTHS 0,1 cem,
in der anderen wurde die auch zu den Ablenkungsversuchen gewéhlte
Menge benutzt, also 0,2 cem der sechsfachen Verdiinnung. Die Reaktion
wurde zeitlich verfclgt und galt zuniichst nach 20 Minuten entsprechend
den von UHLENHUTH fir die forensische Praxis gegebenen Regeln als
abgeschlossen !). Die Rohrchen wurden sodann geschiittelt, kamen tiber

1) Cf Unnenmura, Das biologische Verfahren zur Erkennung und
Unterscheidung von Menschen- und Tierblut. Jena 1905.
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.Nach.t in den Eisschrank, und nach 24 Stunden wurde noch einmal die
1nz§mscht_an erfolgte Sedimentierung notiert. Ein Beispiel einer Reihe
gleichartig verlaufener Beobachtungen zeigt Tabelle 5A und B.

Tabelle 5.
A.

Mengen Wirkung von 0,1 cem Antiserum aunf

de§ Serums Menschenserum “
2 ccm - -

Schweineserum

sofort beobachtet {Sediment” sofort beobachtet Sediment

Yo o nach 5: 4- 9 oy
jnach 10‘: 4 (deutlich) eikiy
1 |- 7 T e,
f100 nach 5': 4 Stall.; nach 15/;: 4 7 sehr
flockig ‘Jnach 20’ : 4 (schwach) gering

{ nach 10’: 4 (schwach s .
560 nach 15°: + (deutlich)) méBig |keine Reaktion fehlt

" nach 15:? sehr
/10000 nach 20': 4 ? (duf. schw.)| gering

B.

e Wirkung von /.02 cem Antiserum auf

des Serums Menschenserum H

2 oom Schweineserum

sofort beobachtet .Sediment” sofort beobachtet ' Samem:

o — i nach 15': 4 (9) ‘
nach 20': 4 (deutlich) Wenig

o nach 5‘: 4 (Hauch) —
i nach 10 + Edeutlich) miBig Jnach 20" : + (schwach)

Spur

J nach 12: + (schwach 5 z
1000 nach 15': + %miiﬁig) ) wenig |keine Reaktion

nach 20’: 4 (deutlich)

T e : g
000 lkelne Reaktion zu sehen | in Spuren? ” —

nach 6‘: + (9) "
|

Was bei einer Durchsicht der Tabellen sofort auffillt, ist die Tat-
sache, daIS unser Antiserum auch mit Schweineserum
durch Prézipitierung reagiert. Es handelt sich um eine der
heterologen Reaktionen, die Ja, wie bekannt, nicht nur das Eiweifl ver-
“_’andifer Tierarten betreffen, sondern sich oft auf die gesamte Siuge-
tierreihe erstrecken, wie es besonders die Untersuchungen NuTTALLS
gelehrt haben. Das von uns benutzte, durch Immunisieren mit
Menschenserum gewonnene Antiserum gibt also auch mit Schweineserum
eine positive Prézipitinreaktion. Freilich ist die Menge des Schweine-
Sel‘lln.ls, welche mit dem Antiserum eben noch reagiert, 100 mal so grof
al.s die entsprechende Menge Menschenserums, und man kann daher
dl? Spezifititshreite des Antiserums gegeniiber den beiden Serumarten
mit 1:100 bezeichnen. Im Gegensatz dazu konnte bei Anstellung der
Ablenkungsreaktion eine Spezifititsbreite von mindestens 1:10000 er-

H#
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mittelt werden. Ohne aus diesen Beobachtungen irgendwelche verall-
gemeinernde Schliisse ziehen zu wollen, mochte ich doch diese Diffe-
renz bei Anstellung der beiden biologischen Verfahren hervorheben.
Sie erscheint mir aus dem Grunde von Interesse, weil sie einen Fall
betrifft, in dem die Prézipitinmethode ein zu Trugschliissen veranlassendes
positives Ergebnis zeitigt, wihrend das Ablenkungsverfahren einen
negativen, richtigen Befund ergibt.

Die Ursache, welche ein derartig verschiedenes Resultat erklart,
wire wohl zunichst darin zu suchen, daf bei der Ablenkungsmethode
eine nicht unerheblich geringere Menge des Antiserums zur Verwendung
gelangt als bei der Prizipitinreaktion. In dieser geringeren Menge ist
naturgemii die Quote der nicht spezifischen Partialantikorper sehr
reduziert, so daB auch die Gefahr der nicht spezifischen Reaktionen
vermindert ist. In dieser Erwigung habe ich die Prizipitinreaktion
auch mit derjenigen Antiserummenge, die bei dem Ablenkungsverfahren
i Anwendung kam, angestellt (/5. 0,2 ccm, cf. Tabelle 5 B). Die Reaktion
mit Schweineserum war in diesem Falle erheblich geringer, aber doch
noch immer wahrzunehmen. Gleichzeitig war aber auch die Empfind-
lichkeit der Reaktion mit Menschenserum um das Zehnfache verringert.
Aus diesem Grunde wird ja auch bei der Prizipitierungsmethode von
einer Verminderung der Antiserummenge zwecks Ausschaltung der nicht
spezifischen Reaktionen abgeraten. Bei dem Ablenkungsverfahren da-
gegen ist die Verwendung geringerer Antiserummengen nicht nur nicht
schiidlich, sondern meist sogar zweckmifig. Ob die Spezifititsbreite
beim Ablenkungsverfahren etwa allgemein eine grofere ist als bei der
Prizipitinreaktion, muf dahingestellt bleiben. Jedenfalls diirften weitere
Untersuchungen von diesem Gesichtspunkte aus erwiinscht sein. Die
Heranziehung des Ablenkungsverfahrens neben der Prizipitierungs-
methode erscheint mir in allen Fillen, in denen es sich um die Unter-
scheidung von EiweiSarten verschiedener Provenienz handelt, so auch
fir die veterinirpolizeiliche Kontrolle der verschiedenen Fleisch-
nahrungsmittel aber empfehlenswert. Der Gang der Untersuchung ist
durch die eingefiigten Tabellen gentigend skizziert. Die etwas grofere
Umstindlichkeit der Ausfiihrung ist leicht dadurch einzuschrinken, daf
sowohl der hiamolytische Amboceptor als auch das Antiserum lange Zeit
aufbewahrt werden konnen und dann stets in der einmal bestimmten
Menge benutzt werden. Zur eigentlichen Untersuchung kommen dann
nur die in Tabelle 2 und 4 notierten Versuche in Betracht.

Ueber die Spezifitit
der S
biologischen EiweiBdifferenzierung.

Dr. J. Bauer,
jetzt Assistenzarzt an der akademischen Kinderklinik zu Diisseldort.




Die Untersuchungen, iiber welche im folgenden berichtet werden
soll, stellen die Fortsetzung zu der vorstehend abgedruckten Arbeit von
RICKMANNT) dar. RICKMANN hat gezeigt, daB die Spezifitit bei der
biologischen Eiweildifferenzierung sehr verschieden in Erscheinung
treten kann, je nach dem Verfahren, welches zur Untersuchung heran-
gezogen wird. Bekanntlich stehen fiir die biologische EiweiBanalyse
zwel Methoden zur Verfiigung. Dem altbewihrten von UHLENHUTH,
WASSERMANN und ScuUTZE in die forensische Praxis eingefiihrten Ver-
fahren der Prizipitation hat sich die von M. NEISSER und Sacms?
ausgearbeitete Methode der EiweiBdifferenzierung durch die komplement-
ablenkende Wirkung der aus den EiweiRantigenen und ihren Antikérpern
entstehenden Komplexe angereiht. Rickmany hat nun gefunden, daf
ein durch Vorbehandeln von Kaninchen mit Menschenserum gewonnenes
Antiserum bei Verwendung des Ablenkungsverfahrens Menschen- und
Schweineserum auch in starker Konzentration zu differenzieren erlaubte,
wéhrend es bei Anstellung der Prézipitinreaktion auch mit Schweine-
serum, wenn auch erst in etwa 100-fach stirkerer Konzentration, re-
agierte. Dal die Spezifitit bei der Prézipitinreaktion keine absolute,
sondern eine quantitative ist, darf als allgemein bekannt vorausgesetzt
werden, und besonders war es NurTALL, der in umfassenden Versuchs-
reihen zeigte, dal ein stark wirkendes Antiserum, welches durch
Vorbehandeln mit einer Séugetierblutart gewonnen ist, mit dem Blut
der ganzen Siugetierreihe durch Prézipitatbildung reagiert. Allerdings
treten diese heterologen Reaktionen nur in konzentrierteren Blutlosungen

1) Rickmany, W., Beitrag zur biologischen Eiweifdifferenzierung.
Zeitschr. f. Fleisch- u. Milehhyg., 17. Jahrg.,, 1907, No. 6.

2) Neissur, M. u. Sacss, H., Ein Verfahren zum forensischen Nach-
weis der Herkunft des Blutes. Berl. klin. Wochenschr,, 1905, No. 44;
8. auch 1906, No. 3.
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und langsamer auf. Man kann sie auch wesentlich dadurch reduzieren,
daf man einen geringen Zusatz von Antiserum wihlt. Da aber in letz-
terem Falle auch die homologe Reaktion nicht unbetrichtlich an Em-
pfindlichkeit und Schirfe einbiiBt, so ergibt sich fir die Praxis der
forensischen Blutdifferenzierung die von UHLENHUTH und BEuMERY)
hervorgehebene Konsequenz, mit stark verdiinnten Blutlosungen
(1:1000—1:10000) zu arbeiten und die Reaktion nach spitestens
20 Minuten als abgeschlossen zu betrachten. Wenn auch bei strikter
Einhaltung dieser Regeln die Gefahr einer THuschung durch heterologe
Reaktionen sehr vermindert oder aufgehoben ist, so schien es- doch nicht
nur in wissenschaftlichem Interesse, sondern auch in Hinblick auf die
Verhiltnisse der Praxis geboten, niher zu untersuchen, ob die von
RickmANN beobachtete Ueberlegenheit der Ablenkungsreaktion in Bezug
auf die Spezifitit allgemeiner anzutreffen ist. Denn auch in der Praxis
kann es nur erwiinscht sein, die Verhiltnisse so zu gestalten, dal die
Spezifitit des biologischen Eiweifnachweises markanter und ohne
wesentliche Einschriinkung der Beobachtungszeit in Erscheinung tritt.

Bevor ich auf die Schilderung meiner Versuche eingehe, halte ich
es fir nicht tiberfliissig, auf das im hiesigen Institut iibliche Verfahren
der Komplementablenkung hinzuweisen.

Als hémolytisches System dient in der Regel die Kombination:
Rinderblut—inaktives Serum eines mit Rinderblut vorbehandelten Ka-
ninchens (Amboceptor)—aktives Meerschweinchenserum (Komplement).
Von dem Amboceptor muf die minimale komplett losende Dosis be-
kannt sein, d. h. diejenige Menge, welche 1 cem 5-proz. Rinderblut bei
Zusatz von 0,1 cem Meerschweinchenserum gerade noch komplett lost.
Als Testmenge wird das 11,—2-fache Multiplum gewéhlt. Ebenso dient
als Testmenge des Komplements das 11/,—2-fache Multiplum derjenigen
Dosis, welche 1 cem H-proz. Rinderblut bei Zusatz der Testmenge des
Amboceptors gerade noch komplett 15st.

Das Antiserum, welches als Reagens fiir die Differenzierung des
Eiweiles dient, darf nun nicht in einer beliebigen Menge verwandt
werden. DaB zu geringe Mengen zu vermeiden sind, ist selbstverstind-
lich. Aber auch ein Ueberschuf von Antiserum ist in den meisten
Fillen zu vermeiden. Einmal wirken groBere Serummengen, wie all-
gemein bekannt, sehr oft bereits an und fiir sich antikomplementir,
dann aber kann ein Ueberschuf des Antiserums, wie MORESCHI?),
NEIssER und SAcHSS), LIEFMANN ¢) gezeigt haben, auch die antihimo-

1) Unnexmurs, Das biologische Verfahren zur Brkennung und Unter-
scheidung von Menschen- und Tierblut. Jena 1905.

2) Mogrescur, C., Zur Lehre von den Antikomplementen, II. Mitt.
Berl. klin. Wochenschr., 1906, No. 4.

3) s

43 Ligrmany, H., Ueber die Komplementablenkung bei Prizipitations-
vorgingen. Berl. klin. Wochenschr., 1906, No. 15.
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lytische Wirkung verhindern. Es werden daher zur Bestimmung des
Antiserums absteigende Mengen desselben mit der Testdosis des Kom-
plements einerseits, andererseits mit Komplement + Antigen gemischt.
Als Antigen dient das homologe Serum. Da fiir die forensische Praxis
zu fordern ist, da8 '/,, .0, cem Blutserum noch nachgewiesen werden
kann, so wird als Antigendosis 0,0001 ccm des entsprechenden Serums
gewdhlt. Die Gemische bleiben 1 Stunde im Brutschrank, sodann er-
folgt Zusatz von Blut und Amboceptor. Man wihlt dann ein 11—
2-faches Multiplum der gerade noch vollstindig hemmenden Dosis des
Antiserums als Testdosis. Bedingung ist natiirlich, daB diese Menge
des Antiserums nicht etwa bereits ohne Antigenzusatz antikomplemen-
tir wirkt. Die Verwendung derart limitierter geringer Mengen von
Antiserum bietet auch den Vorteil, daf eine zu grofe Empfindlichkeit
der Reaktion, die, wie FRIEDBERGER 1) gezeigt hat, unter Umstinden
die Beurteilung- triiben kann, mit grofiter Wahrscheinlichkeit ver-
mieden wird.

Das Antiserum ist durch diese einmalige Bestimmung fiir alle
weiteren Untersuchungen eingestellt. Es eriibrigt nur, vor dem jedes-
maligen Versuch, die komplettierende Dosis eines frischen Meerschwein-
chenserums fiir einen Amboceptor von bekanntem Titer festzustellen.
In dem eigentlichen Ablenkungsverfahren sind zwei Versuchsreihen er-
forderlich :

I. Absteigende Mengen des zu differenzierenden Antigens -+ Test-
dosis Antiserum -+ Testdosis Komplement — 1 Stunde bei 37° —
Amboceptor -~ Blut.

II. Absteigende Mengen des Antigens + Testdosis Komplement
— 1 Stunde bei 37° — Amboceptor + Blut.

Die Reihe IT ist eine notwendige Kontrolle, um etwaige hemmende |

Wirkungen, welche durch die das Antigen enthaltende Losung aus-
geiibt werden, auszuschlieBen. NEISSER und SAcHS ?) haben diesen er-
ganzenden Versuch bereits empfohlen, um Fehlerquellen, auf welche
spiter UNLENHUTH ®) besonders aufmerksam gemacht hat, auszuschliefen.

Bei genauer Einhaltung dieser Angaben sind Fehlerquellen, welche
einen irrigen positiven Befund vortiduschen, ausgeschlossen. Es ist aber
ein Hinweis auf die Methodik auch darum geboten, weil einige Angaben
der Autoren, welche geeignet sind, die Gebrauchsfihigkeit des Ab-
lenkungsverfahrens zu beanstanden, offensichtlich auf eine mangelhafte

1) Frimpeureer, E., Zur forensischen Eiweildifferenzierung auf Grund
der hamolytischen Methode mittelst Komplementablenkung, nebst Bemer-
kungen iiber die Bedeutung des Prazipitates fiir dieses Phinomen. Deut-
sche med. Wochenschr., 1906, No. 15.

2) L c. und Deutsche med. Wochenschr., 1906, No. 89.

3) UnLesmuTH, Komplementablenkung und Bluteiweildifferenzierung.
Deutsche med. Wochenschr.., 1906, No. 31.
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Versuchsanordnung zu beziehen sein diirften. So haben GANGHOFNER
und LANGER?) die von mir?) empfohlene Anwendung des Ablenkungs-
verfahrens zum Nachweis von artfremdem EiweiR im Siuglingsblute
beanstandet, auf Grund von Versuchen, aus denen sie schliefen zu
miissen glaubten, daf das Ablenkungsverfahren keine groBfere Brauch-
barkeit fiir klinische und experimentelle Zwecke besitzt. Die Autoren
beschreiben in ihren Versuchen sogar eine Ueberlegenheit der Pri-
cipitationsmethode iiber das Komplementablenkungsverfahren. Ihre Ver-
suchsanordnung diirfte allerdings einer strengen Kritik nicht stand
halten. Sehr auffillig ist zuniichst der Kontrollversuch, in dem 0,001 cem
Meerschweinchenserum hinreicht, um 1 cem 10-proz. amboceptorbeladenes
Ziegenblut innerhalb 10 Minuten komplett zu lésen. Es wiirde sich
hier um eine ganz ungewdhnliche Wirksamkeit des Meerschweinchen-
komplements handeln, die sicherlich einen Ausnahmefall darstellen
milte. Es liegt daher nahe anzunehmen, daf das gleichzeitig vor-
handene Antiserum, das in der Menge von 0,5 cem zur Anwendung
kam, an dem hémolytischen Effekt mitbeteiligt war. Einmal ist die
Verwendung so auBerordentlich groBer Antiserumdosen aus den oben
erdrterten Griinden tiberhaupt von Nachteil, dann aber ist zu bedenken,
daB das Kaninchen, von dem das Antiserum gewonnen war, ein Hi-
molysin fir Ziegenblut enthilt, das augenscheinlich in den Versuchen
von GANGHOFNER und LANGER an der hiimolytischen Wirkung be-
teiligt war. Die Versuchsbedingungen liegen also schon aus diesen
Griinden fiir den Erfolg der Ablenkungsreaktion recht ungiinstig, und
es ist daher nicht zu verwundern, dal sich die Autoren bei diesem
Vorgehen von der Feinheit des Verfahrens nicht iiberzeugen konnten.

Was nun meine eigenen Versuche anlangt, so beziehen sich die
letzteren auf Antisera, welche vom Kaninchen durch Vorbehandeln mit
fremdartigem Serum erhalten wurden. Es gelangten zur Anwendung:

1) Antiserum gegen Pferdeserum,
2) Antiserum gegen Schweineserum,
3) Antiserum gegen Rinderserum,
4) Antiserum gegen Menschenserum.

Die Antisera werden im folgenden kurz durch Vorsetzen der Tierart,
gegen deren Eiweill sie gerichtet sind, als Pferde-Antiserum ete. be-
zeichnet.

Als Antigene dienten die entsprechenden 4 nativen Serumarten. Zur
Pricipitinreaktion wurden je 2 ccm der verschiedenen Verdiinnungen ver-

1) Ganegrorxer und Laneer, Ueber die Verwertbarkeit des Phinomens
der Komplementablenkung zum Nachweise von artfremdem Eiweil im Blute.
Deutsche med. Wochenschr., 1906, No. 47,

2) Baugr, J.,, Ueber den Nachweis der pracipitablen Substanz der
Kuhmilch im Blute eines atrophischen Siauglings. Berliner klin. Wochenschr.,
1906, No. 22.
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wandt. Das Antiserum lief ich vorsichtig vom Rande der unten konisch
ausgezogenen Reagenzgliser (Zentrifugenrshrchen) einlaufen, so dal das
Antiserum die Antigenlésung unterschichtete. Die Beobachtung geschah
bei Zimmertemperatur und galt zunichst entsprechend den Forderungen
der forensischen Praxis nach 20 Minuten als abgeschlossen. Die Réhrchen
wurden aber noch durchgeschiittelt iiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt,
worauf die inzwischen erfolgte Sedimentierung notiert wurde.

Fir die Ablenkungsreaktion wurde je 1 ccm der gleichen Serum-
verdiinnung verwandt; im iibrigen wurden die oben erérterten metho-
dischen Vorschriften innegehalten.

Ich lasse nun die einzelnen Untersuchungen folgen.

I Wirkung des Pferde-Antiserums.
Die Pricipitationsversuche wurden zunichst in der iiblichen Weise
angestellt, indem ein Antiserumzusatz von 1:20 gewihlt wurde.

Tabelle 1.
Pricipitation.

Grad der
Serum-

ver- ;

diinnung Pferdeserum Schweineserum Rinderserum Menschenserum

1/10 i

Wirkung von 0,1 ccm Pferde-Antiserum auf

sofort: 4 (schwach)|5: -+ (schwach) 12 4 (schwach)
10’: deutlich Sed: gering 10': deutlich
!Sed.: miBig Sed.: miBig

oo sofort: deutlich  |7‘: 4 (schwach) 0 4': 4 (schwach
2 Sed.: stark Sed.: sehr gering Sed.: gering )

=/ {500 4:: + (schwach) |20’: ?(Hauch) 10’: 4 (schwach)
6‘: deutlich Sed.: sehr gering
Sed.: miBig S

10000 6': 7 ) 0
20': 4 (schwach)
Sed.: sehr gering

1/1 00000 O 0 O O

Die Tabelle zeigt, dal die Spezifitiit des Pferde-Antiserums bei
starken Verdiinnungen des als Antigen dienenden Serums markant in
Erscheinung tritt, daR dagegen bei Verwendung konzentrierter Losungen
auch im heterologen Serum Reaktionen eintreten, welche zu Irrtiimern
Anlal geben kénnen, wenn der Grad der Serumverdiinnung nicht be-
kannt ist. Wenn man die relative Spezifitit durch diejenige Zahl aus-
driickt, welche angibt, wie viel mal stirker das heterologe Serum kon-
zentriert sein muB, als das homologe, um etwa die gleiche Reaktion
Zu ergeben, so kann man auf Grund vorliegender Tabelle die relative
Spezifitit des Pferde-Antiserums bezeichnen :

gegeniiber Schweineserum mit: 100
5 Rinderserum mit: 1000
9 Menschenserum mit: 10
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Betrachten wir nun das Ergebnis der Komplementablenkungs-
methode. Die Testmenge des Pferde-Antiserums betrug auf Grund
vorheriger Einstellung: 0,01 cecm. Das hémolytische System bestand
aus 1 cem b-proz. Rinderblut 4 0,002 ccm Amboceptor + 0,1 cecm
Komplement (cf. Tabelle 2).

Tabelle 2.

Eingetretene Hédmolyse bei Wirkung von 0,01 ccm
Pferde-Antiserum auf das Serum von

Pferd Rind Mensch

Mengen des
Serums

Schwein

stark

komplett | » komplett

komplett
fast komplett
komplett

Zu der Tabelle ist zu bemerken, daB natiirlich Kontrollen ange-
setzt wurden, in denen die Priifung ohne Zusatz des Antiserums er-
folgte. Es ist tiber dieselben aber nichts Besonderes zu sagen, da
tiberall komplette Himolyse eintrat, mit Ausnahme des Rohrchens
mit 0,1 ccm Menschenserum, in welchem das Blut, wie in Tabelle 2,
nur ,stark® gelost war. Es ist also diese minimale Hemmung der
Hémolyse nicht auf die Wirkung des Antiserums, sondern auf eine
geringgradige antihdmolytische Wirkung, welche das Menschenserum
bereits an und fiir sich ausiibt, zu beziehen. Im iibrigen ergibt
sich aug der Tabelle die absolute Spezifitit des Pferde- Antiserums
bei dem Ablenkungsverfahren. Wenn man hier von einer relativen

Spezifitit sprechen will, so ist sie jedenfalls in allen Fillen groBer.

als 1000. .

Es kann kein Zweifel bestehen, dal die Ueberlegenheit der Ab-
lenkungsreaktion in Bezug auf die Specifitit wenigstens zu einem grofen

Teil darauf zuriickzufiihren ist, daB die zur Anwendung gelangende

Antiserummenge erheblich geringer ist, als bei der Pricipitation. Trotz-
dem gelingt es bei der Pricipitationsmethode nicht immer, die hetero-
logen Triibungen durch die Reduktion des Antiserums auf die bei dem
Ablenkungsverfahren ermittelte Testdosis zu vermeiden. In der fol-
genden Tabelle 3 ist ein Versuch wiedergegeben, in dem als Priicipitin
nur 0,01 cem (0,1 cem einer 10-fachen Verdiinnung) des Pferde-Anti-
serums dienten. ’

Die Tabelle zeigt, dal trotz der geringen Antiserummenge die
heterologen Reaktionen nicht beseitigt sind. Ueberdies aber ist die
Empfindlichkeit der Probe so herabgesetzt, daf die praktische Ver-
wendung nicht in Betracht kommt.
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Tabelle 3.

Grad der
Serum-
ver-
diinnung

Wirkung' von 0,01 cem Pferde-Antiserum auf das Serum von

Pferd

‘ Schwein

Rind

Mensch

10

sofort: -+ 1)
Sed.: stark

|10' 4+
Sed.: wenig

10 + )
Sed.: wenig

10’: + (schwach)?)
15‘: deutlich
Sed.: miBig-stark

1/100

2t 4+ (schwach)
5': deutlich
Sed.: miBig

0

201 ?
Sed.: ?

20': sehr schwach
Sed.: sehr gering

1/1000

15’: gsehr schwach
Sed.: sehr gering

0

0

1;
/10000

0

0

0

0

Ueber die Untersuchung der tibrigen Antisera, deren Ergebnisse
im wesentlichen analog sind, gebe ich eine tabellarische Uebersicht.

II. Wirkung des Schweine-Antiserums.
Tabelle 4.

Grad der
Serum-
ver-
diinnung

Pricipitierende Wirkung von 0,1 cem Antiserum auf das Serum von

Schwein

Rind

Pferd

Mensch

L

/10

3’: 4 (schwach)
6': deutlich
Sed.: miBig

10’: + (schwach)
30': schwach-deut-
lich

Sed.: gering

5': 4 (sehr
schwach)
Sed.: gering

9’: + (schwach)
20’: deutlich
Sed.: gering

25': 4 (sehr
schwach)

40': schwach
Sed.: sehr gering

0

3‘: 4 (schwach)
5’: schwach-deut-

c
10: deutlich
Sed.: miBig

25': + (sehr
schwach)
Sed.: sehr gering

0

1/10000

15‘: Hauch

20': + (ziemlich
deutlich)

Sed.: gering

1/100000

0

Relative Specifitit gegeniiber:

1) Da in diesen

Rinderserum =
Pferdeserum =
Menschenserum =

10—100.
100—1000.
1000.

Proben Antigen und Antiserum gleich stark ver-

diinnt waren, erfolgte die Unterschichtung schwer, so dafl sich die Reak-
tion zun#chst in einer diffusen Triibung dokumentierte.
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Tabelle 5.

Komplementablenkung.
Héimolytisches System: 1 cem 5-proz. Rinderblut 4 0,002 cem Amboceptor
+ 0,075 cem Komplement.
Testdosis des Schweine-Antiserums: 0,01 cem.

Torio Eingetretene Hémolyse bei Wirkung von 0,01 ccm
Mengen des g : 3 ; s
Serums Schweine-Antiserum auf das Serum von

Pferd | Mensch

cem Schwein Rind

0,1 0 méBig
0,01 0
0,001 0
0,0001 0
0,00001 0
0,000001 | wenig

0 koniplett

komplett | ¢ komplett

komplett

Zu bemerken ist, dal in den Kontrollen ohne Antiserum die
Schweineserum enthaltenden Rohrchen simtlich komplett geldst waren,
die iibrigen mit Tabelle 5 iibereinstimmten. Es treten also bei dem
verwandten Schweineantiserum die Empfindlichkeit des Ablenkungs-
verfahrens (bei !/i99000 ccm Schweineserum vollstindige Hemmung der
Himolyse) und die strenge Specifitit der Reaktion markant in Er-
scheinung. Die Grenze der relativen Spezifitit ist bei 10000 noch nicht
erreicht.

Tabelle 6.
Préizipitation mit 0,01 ccm Schweine-Antiserum.

Grad der |

Serum-
ver-
diinnung

Wirkung von 0,01 cem Schweine-Antiserum auf das Serum von

Pterd Mensch

1 ?
|Sed.: sehr gering

Schwein Rind ‘
l/ 10 T

schwache diffuse |schwache diffuse
Triibung ) Triitbung )
Sed.: sehr gering [Sed.: sehr gering

100 — 0 0
Yoo | B't & (schwach) 0 0
15': deutlich
Sed.: gering

Yoo |4D’: hauchartige
Triibung
Sed.: ?

1/100000 0 7 0 0 O

Bei Verwendung der geringen Menge des Schweine- Antiserums
ist also die relative Spezifitit erhoht, gleichzeitig aber die Empfindlich-
keit der Pricipitinprobe erheblich reduziert.

1) Cf. die Anmerkung zu Tabelle 3.
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III. Wirkung des Rinder-Antiserums.
Tabelle 7.

Grad d
Serum
ver-

er

diinnung

Pricipitierende Wirkung von 0,1 ccm Antiserum auf das Serum von

Rind

Schwein

|

Pferd

’ Mensch

Y10

sofort: + (deutlich)
Sed.: stark

sofort: + (deutlich)
Sed.: miBig

sofort: + (deutlich)
Sed. : miBig

1/100

sofort: 4 (schwach)
4': deutlich
Sed. : miBig

5': Hauch
20': schwach-deut-
lich

5': Hauch
20': + (schwach-
deutlich)

Sed.: gering Sed.: gering

Y1000 [sOfort: + (deutlich) 60': sehr schwach [60‘: sehr schwach [60': Andeutung
Sed.: stark Sed.: sehr gering [Sed.: ? Sed.: ?

10000 |sOfOTE: 4 (schwach) 0 0 0
Sed.: miBig

60’: Andeutung
Sed.:? (sehr gering)

1/‘100000

Relative Spezifitit gegeniiber:
Schweineserum = 100
Pferdeserum = 100—1000
Menschenserum = 100—1000

Tabelle 8.
Komplementablenkung.

Da das Rinder-Antiserum einen betrichtlichen Gehalt an hiimolytischen Ambo-
ceptoren fiir Rinderblut aufwies, wurde als Amboceptor das inaktivierte Serum eines
mit Schweineblut vorbehandelten Kaninchens und dementsprechend Schweineblut ver-
wandt.

Héimolytisches System: 1 ccm 5-proz. Schweineblut -+ 0,1 cem Amboceptor
+ 0,1 cem Meerschweinchenserum.
Testdosis des Rinder-Antiserums: 0,01 ccm.

Mengen des

Eingetretene Himolyse bei Wirkung von 0,01 ccm
Serums

Rinder-Antiserum auf das Serum von
Rind Schwein Pferd | Mensch

l méBig stark

stark
komplett

[ komplett

komplett } komplett

Zu bemerken ist, daB in den Kontrollversuchen ohne Antiserum
0,1 cem des Pferde- und Menschenserums die gleiche geringfiigige
Hemmung verursachte. Im iibrigen ergibt sich auch aus diesem Ver-
such die Ueberlegenheit der Komplementablenkung iiber die Pricipi-
tation in Bezug auf die Spezifitit. Was die prizipitierende Wirkung
einer geringen Menge des Rinder-Antiserums anlangt, so gibt die fol-
gende Tabelle 9 Aufschluf.
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Tabelle 9.
Prizipitation mit 0,01 ccm Rinder-Antiserums.

Grad der
Serum-
ver-
diinnung

Wirkung von 0,01 cem Rinder-Antiserum auf das Serum von

Rind

Schwein '

Pferd

Mensch

o

2': diffuse Trithg.b)
Sed.: miBig

2': diffuse Triibg.!)|2‘: diffuse Triibg.")

Sed.: miBig

Sed.: miBig

1/1()0

5t 4 (sehr
schwach)

20': deutlich

Sed.: gering

5': 4 (sehr
schwach)

12: schwach-deut-
lich

Sed.: gering

5': + (schwach)
12‘: schwach-deut-
lich

Sed: gering

1/1000

2’ + (schwach)
5t 4 (deutlich)
Sed. : miBig

0

0

0

1/1000()

0

0

0

0

Bei Verwendung der geringen Menge des Rinder-Antiserums' fiir
die Prizipitinreaktion ist also die Empfindlichkeit erheblich reduziert,
ohne daB es gelungen wire, die heterologen Reaktionen auszuschalten.

suchung.

IV. Wirkung des Menschen-Antiserums.
Schlieflich gelangte noch ein Menschen-Antiserum zur Unter-

Tabelle 1

0.

Grad der
Serum-
ver-
diinnung

Pricipitierende Wirkung von 0,1 cem Menschen-Antiserum auf das Serum von

Mensch

Schwein

\ Rind

Pferd

1/10

2': 4 (deutlich)
Sed. : méiBig

2': + (deutlich)
Sed.: (miBig)

Bl 2
10‘: + (deutlich)
Sed.: maBig

Ueber die Spezifitat der biologischen Eiweildifferenzierung.

. Tabelle 11.
Himolytisches System: 1 ¢

Komplem

cm 5-proz. Rinderblut + 0
+ 0,1 cem Komplement.

entablenkun

Testdosis des Antiserums: 0,02 cem.

31

,gbz cem Amboceptor

Mengen des
Serums

Eingetretene Himolyse bei Wirkung von 0,02 cem

Menschen-Antiserum auf das Serum von

Schwein |  Rind

Mensch Pferd

miBig
stark
komplett

‘miBig

I komplett

m

komplett

I J

iBig

komplett

In den Kontrollen ohne Antiserum hemmten 0,1 eccm Pferde- und
Rinderserum in der gleichen Weise.

Tabell

e 12. Pricipitation mit 0,02 cem Menschen-Antiserum.

Grad der
Serum-
ver-
diinnung

Pricipitierende Wirkung von 0,02 ccm Menschen-Antiserum auf das
Serum von

Mensch

Pferd

Schwein

Rind

"o

3‘: diffus. Triibg. 1)
Sed.: gering

3': diffus. Triibg. 1)
Sed.: gering

diffuse Tritbung )
Sed.: gering

1/1!)0

Bla?

8': + (schwach)
20': + (schwach-
deutlich)

Sed. : milig

5t + (schwach)
Sed.: gering

20’: + (schwach)
Sed.: gering

1/

11000

2t + (deutlich)
Sed.: miBig

20‘: 4 (schwach)
Sed.: sehr gering

1/10000

2‘: 4+ (schwach)
8': + (deutlich)
Sed.: gering

0

l/l 00000

0

Relative Spezifitit gegeniiber:

Schweineserum
Rinderserum
Pferdeserum

100(—10)
100—1000
100—1000.

1) Cf. die Anmerkung zu Tabelle 3.

100 0 0 10: + (sehr schwach)
Sed.: sehr gering
3’: Hauch 0 0 0
15': 4 (deutlich)
Sed.: miBig

10 .72
30": ~+ (sehr schwach)
Sed.: sehr gering

Also auch im Falle des Menschen-Antiserums treten trotz so starker
Verminderung der Précipitinmenge, daR die Reaktion bereits erheblich
an Feinheit einbiiBt, noch immer heterologe Reaktionen auf.

Ueberblicken wir nunmehr die mitgeteilten Versuchsergebnisse, so
ergibt sich iibereinstimmend, daf das Ablenkungsverfahren einen bisher
noch wenig gewiirdigten Vorzug vor der Pricipitinreaktion besitzt, der
In der groferen Spezifitiit besteht. Diese Tatsache hat zunichst nichts
Sonderbares insofern, als ja allgemein bekannt ist, daB man die Im-
munititsreaktionen durch Verdiinnen des Antiserums spezifischer ge-
Stalten kann. Konnen doch durch dieses einfache Hilfsmittel die stets
in geringerer Konzentration vorhandenen heterologen Partialantikﬁrper
S0 weit eliminiert werden, daB sie praktisch nicht mehr in Betracht
kommen, wihrend die homologen Antikdrper noch immer in den ver-
diinnten Losungen geniigend stark wirken. Bei der Priicipitations-
methode ist aber leider eine wesentliche Verminderung der Antiserum-
menge nicht tunlich, da dann auch die homologe Reaktion an Intensitiit

1/1000

1/1 0000

80 einbiifit, daf die Wahrnehmung der Pricipitation bei so starken
e

1) Cf. die Anmerkung zu Tabelle 3.

Ehrlich, Arbeiten III,
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Verdiinnungen des Antigens, wie sie besonders die forensische Praxis
fordert, nicht mehr moglich ist. Bei der Komplementablenkung ist das
Arbeiten mit geringen Antiserumdosen moglich, ja sogar, wie erwihnt,
in vielen Fillen ein Erfordernis. Es ist also von vornherein zu er-
warten, daB die Eiweildifferenzierung mittels der Komplementablenkung
bei folgerichtiger Versuchsanordnung sich spezifischer gestaltet, als bei
der Pricipitation, und die mitgeteilten Erfahrungen sprechen in diesem
Sinne. Andererseits aber muR hervorgehoben werden, daf auch bei
Verwendung der gleichen geringen Antiserummengen, wie sie zur Ab-
lenkung verwandt wurden, noch heterologe Reaktionen auftreten, wenn
auch nicht zu verkennen ist, daR sie reduziert sind und langsamer in
Erscheinung treten. Diese Befunde stehen gleichfalls mit den Be-
obachtungen von RickmANN in Einklang. Besonders mochte ich die
Aufmerksamkeit auf solche Fille richten, in denen einerseits bei der
Priicipitation heterologe Reaktionen wahrzunehmen waren bei nega-
tivem Ausfall der Komplementablenkung, andererseits homologe Reak-
tionen bei der Pricipitinmethode fehlten, wihrend die Ablenkung positiv
ausfiel. Wenn man die Tabellen 2—3, 5—6, 8—9, in denen es sich
um Ablenkung und Pricipitation mit der gleichen geringen Antiserum-
menge handelt, miteinander vergleicht, so zeigt sich in der Tat, dal
fiir die Differenzierung des homologen EiweiRes das Ablenkungsverfahren
die empfindlichere Methode darstellt, heterologe Reaktionen dagegen nur
bei der Pricipitation wahrzunehmen sind. Wir haben also Verhltnisse
gegeben, in denen bei negativem Ausfall der Priicipitation die Ab-
lenkung ein positives Resultat zeitigt und umgekehrt der, wenn auch
schwach positive Ausfall der Précipitinreaktion mit einem negativen
Befund der Komplementablenkung vergesellschaftet ist. In beiden
Fillen aber entspricht der Ausfall der Ablenkungsmethode den tatséich-
lichen Verhiltnissen. Es hat daher den Anschein, als ob heterologe
Komplexe von Antigen und Antikérper bis zu einem gewissen Grade
der Fihigkeit der Komplementbindung entbehren, wéhrend die Ver-
bindungen von homologem Antigen und Antikérper auch dann Komple-
ment-absorbierend wirken, wenn das Resultat der Pricipitinreaktion
unterhalb der Grenze der Sinnfilligkeit gelegen ist. Ob dieser Unter-
schied der beiden Methoden auf eine Verschiedenheit der précipitieren-
den und die Komplementbindung vermittelnden Antikorper zu beziehen
ist, soll dahingestellt bleiben. Man konnte ja, wenn es sich um differente
Antikorper handelt, annehmen, daf diejenigen vom Amboceptortypus spe-
zifischer sind, als die Pricipitine. Aber diese Fragen bediirfen weiterer
Analyse, bevor ein bindender Schluf gezogen werden kann. Jedenfalls
ergibt sich aus den vorliegenden Untersuchungen, daf die Kom ple-
mentablenkungsmethode es erlaubt, die Eiweifdifferen-
zierung nicht nur empfindlicher und sinnfélliger, son-
dernauchspezifischerzu gestalten, als die Précipitation.

Uber
die Differenzierung des EiweiBes
in Gemischen verschiedener
EiweiBarten.

Von

H. Sachs und J. Bauer.




In der vorangehenden Arbeit dieses Heftes hat der eine von uns (B.)
gezeigt, dal die Komplementablenkungsmethode die Differenzierung des
EiweiRes in mehr spezifischer Weise gestattet, als die Pricipitinreaktion.
Es gelingt zwar, wie bekannt, auch mit letzterer, die Herkunft von
EiweiBlosungen zu ermitteln, wenn man sich an die besonders von
UHLENHUTH ') stets betonten Kautelen der Verwendung verdiinnter
Losungen und einer beschrinkten Beobachtungsdauer hilt. Diese Vor-
schriften sind dadurch veranlaft, dal die heterologen Reaktionen erst
in konzentrierteren Losungen der heterologen Eiweifart und in der Regel
erst nach mehr oder weniger lingerer Zeit in Erscheinung treten. Bei
der Komplementablenkung koénnen diese Beschriinkungen fortfallen, weil
sich aus den bereits erwihnten Untersuchungen und denjenigen RICK-
MANNS ?) ergeben hat, daR das Ablenkungsverfahren auch bei Verwendung
konzentrierter EiweiBlosungen keine Triibungen durch heterologe Reak-
tionen erfihrt. Die Ursache fiir dieses differente Verhalten kann gewill
zu einem grofen Teile in dem Umstand erblickt werden, daff man bei
der Komplementablenkung mit weit geringeren Mengen des Antiserums
arbeiten kann und muB, als sie fiir die Précipitation erforderlich sind.
Es.hatte jedoch den Anschein, als ob die Reaktion, welche dem Ab-
lenkungsverfahren zu Grunde liegt, auch an und fir sich spezifischer
ist, als die Précipitation.

Was nun die praktische Konsequenz dieser Feststellungen und ins-
besondere ihre Bedeutung fiir die forensische Bestimmung der Herkunft

1) Unnexnors, Das biologische Verfahren zur Erkennung und Unter-
scheidung von Menschen- und Tierblut. Jena 1905.

2) Riokmaxy, W. Beitrag zur biologischen Eiweildifferenzierung.
Zeitschr. f. Fleisch- u. Milchhygiene, 17. Jahrg., 1907, No. 6, und Arbeiten
aus dem kgl. Institut fir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M,
Heft 8, Jena 1907.
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des Blutes anlangt, so wird es ja in der Mehrzahl der Fille gelingen,
eine EiweiRlosung herzustellen, welche den von URLENHUTH geforderten
Verdiinnungsgrad (1:1000) aufweist. Gleichwohl ist es nicht immer
einfach, diesem Postulat nachzukommen, wie sich auch UHLENHUTH
und BEUMER?Y) in dieser Hinsicht folgendermalien #uBern : »S0 leicht
es ist, dieses Verhiltnis zu bestimmen bei flissigem Blut oder Serum,
so schwierig ist es bei gerichtsirztlichen Untersuchungen von Blut-
flecken.“  Giénzlich ausgeschlossen aber erscheint es, diese fir die
Précipitationsprobe notwendigen Bedingungen zu erfillen, wenn es sich
um die Differenzierung einer EiweiBart in Gemischen von Eiweil ver-
schiedener Herkunft handelt. Solche Verhéltnisse koénnen natiirlich in
der Praxis leicht vorkommen, sei es daR der Delinquent, um
sich zu entlasten, absichtlich z B. auf einen Menschen-
blutfleck Tierblut gieBt, sei es daB es sein Beruf mit
sich bringt, daB an seinen Effekten Tierblut in mehr
oder weniger groBer Menge haftet. Soweit uns bekannt, liegen
in der Literatur hinsichtlich der beriihrten Frage nur wenige Angaben
vor. So geben UHLENHUTH und BEUMER an, daB aus der Mischung
mehrerer Blutarten jede einzelne fiir sich erkannt werden kann.
NurrALL?) und ZIEMKES) berichten iiber Versuche, nach denen die
Anwesenheit mehrerer Blutarten nicht stérend auf die Reaktion wirkt.
Sie arbeiteten aber mit Mischungen, die aus gleichen Teilen der ver-
schiedenen Blutarten hergestellt waren. Wenn auch unter solchen
Bedingungen natiirlich die Diagnose durch geeignetes Verdiinnen er-
moglicht ist, so stellen die gleichen Mengenverhiltnisse doch nur
einen ganz bestimmten Fall aus der Reihe der Moglichkeiten dar,
der fiir die EiweiBdifferenzierung keine wesentlich groferen Schwierig-
keiten bietet, als die Untersuchung der einzelnen in der Mischung vor-
handenen EiweiBarten. Ganz anders werden aber die Bedingungen,
wenn die Mischung mehrere Eiweifarten in verschiedener Konzen-
tration enthiilt. Es wird dann nicht sehr schwierig sein, das in stirkerer
Konzentration vorhandene Eiweif zu ermitteln, indem man nach dem
Vorgange UnLENHUTHS das Gemisch in geeigneter Verdiinnung zur
Anstellung der Précipitinprobe heranzieht. Will man aber diejenige
EiweiBart nachweisen, welche nur in relatiy geringer Menge
in dem Gemisch vorhanden ist, so kann man den Forderungen, welche
UnLENHUTH fir die Ausfiihrung der Reaktion stellt, nicht mehr nach-
kommen. Denn es kann zwar das gesuchte homologe Eiweil gerade in

1) Unresaurh, L c.

2) Nurrarn, G H. F., Blood immunity and blood relationship.
Cambridge 1904.

8) Zimykm, E. Weitere Mitteilungen tiber die Unterscheidung von
Menschen- und Tierblut mit Hilfe eines spezifischen Serums. Deutsche
med. Wochenschr., 1901, No. 42.
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einer geeigneten Verdiinnung vorhanden sein, gleichzeitig befindet sich
aber dann das heterologe Eiweill in einer weit stirkeren Konzentration
in der Losung, so daR bei positivem Ausfall der Reaktion die Frage
entsteht, ob sie durch das verdiinnte homologe EiweiB, oder durch das
unter den erérterten Umstinden sicher stark konzentrierte heterologe
Eiweil bedingt ist. Solche Verhiltnisse kommen in der Tat in der
Praxis vor?), und wir méochten in dieser Hinsicht eine forensische
Untersuchung erwihnen, die vor einigen Jahren, zu einer Zeit, als das
Komplementablenkungsverfahren noch nicht zur Verfiigung stand, im
hiesigen Institut vorlag. Es handelte sich um die Kleidungstiicke eines
Metzgers, von denen von der gerichtlichen Behdrde als wahrscheinlich
angenommen wurde, dal die auf ihnen befindlichen ausgedehnten Blut-
flecke zum groBten Teil von Rinder- oder Schweineblut herriihrten.
Die Frage lautete aber, ob sich unter diesem Blute auch Menschenblut
befindet. In den aus den Blutlosungen hergestellten Extrakten konnte
nun mittels der Pricipitinreaktion ohne weiteres Schweineeiweif nach-
nachgewiesen werden, und zwar noch in Verdiinnungen, in denen
die Reaktion mit einem Antiserum fiir Menscheneiweil absolut negativ
ausfiel. In stirkeren Losungen ergab jedoch auch der Zusatz des
Menschen-Antiserums eine deutliche, wenn auch schwiichere Reaktion.
Da aber in starken Losungen von reinem Schweineserum die Reaktion
mit Menschen-Antiserum in gleicher Weise eintrat, konnte ein Schlufl
auf das Vorhandensein von Menscheneiweifi nicht gezogen werden,
wenn auch letzteres durchaus nicht auszuschliefen war. In solchen
Bedingungen sind also Grenzen der Précipitinreaktion gegeben, auf
welche, wie es uns scheint, bisher zu wenig geachtet wurde.

Es war nun nach den erwihnten Untersuchungen des einen von
uns anzunehmen, daf bei der groBeren Spezifitit der Wirkung, welche
man bei der Ablenkungsmethode leicht erreichen kann, auch die Grenzen
fir die Differenzierung des EiweiBes in Eiweifigemischen erheblich
weitere sein diirften, als bei der Pricipitation. Die folgenden Unter-
suchungen hatten den Zweck, dieser Annahme durch vergleichende
Priifung eine experimentelle Basis zu verleihen. Was die Methodik
anlangt, sei auf die Arbeit von BAUER (I. ¢.) verwiesen. Wir gingen
in der Weise vor, daB wir kiinstliche Mischungen aus verschiedenen
Seris herstellten und die in geringerer Menge vorhandene Serumart
mittels Pricipitation einerseits, mittels Komplementablenkung anderer-
seits zu differenzieren suchten. Die Antisera waren vom Kaninchen
durch Vorbehandlung mit dem entsprechenden Blutserum gewonnen.

1) Es sei hier ganz besonders auch auf die Moglichkeit hingewiesen,
daf der Delinquent die etwa an seinen Kleidungsstiicken befindlichen
B_lutﬂecken auswascht und den verbleibenden Rest durch Uebergiefen mit
émer anderen Blutart zu verdecken sucht,
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I. Versuche mit Menschen-Antiserum.

Wir beginnen mit einer Versuchsreihe, welche den Nachweis von
Menscheneiweil betrifft. Es wurden zwei Gemische bereitet:

A: 1 cem Schweineserum + 0,01 cem (Y490 1,0) Menschenserum + 8 ccm
0,85-proz. Kochsalzlosung.
B: 1 cem Schweineserum + 9 cem 0,85-proz. Kochsalzlosung.

Die Gemische wurden in verschiedenen Verdiinnungen verwandt,
bei der Pricipitinreaktion in der Menge von 2,0 ccm, bei der Ab-
lenkungsmethode je 1 cem. Bei der Pricipitation wurde sofort 20 Mi-
nuten lang beobachtet und am nichsten Tage das ausgefallene Sediment

notiert.
Tabelle 1.

Verdiinnungs- Pricipitierende Wirkung von 0,1 ccm Menschen-
rad der Antiserum auf

semische A B

s 2': + (deutlich) 2': + (schwach-deutlich)
Sed.: stark fé’ :ddeuﬂ'i[cs}'l
ed.: miBig

e 2': 4 (schwach) 10‘: Hauch
10: + (deutlich) 20': -+ (schwach-deutlich)
Sed.: miBig Sed.: gering

o 20': -+ (schwach) 20': -+ (schwach)
- |Sed.: gering Sed.: sehr gering

1000 0 0

Wie die Tabelle zeigt, reagieren beide Gemische bei der
Priifung auf Menscheneiweill positiv, obwohl letzteres
nur in der Mischung A enthalten ist. Zwar sind in der Stirke
der Reaktion Differenzen vorhanden, dieselben sind aber sicherlich zu
gering, um im praktischen Fall ein Urteil dahin abzugeben, daf in dem
einen Gemisch Menscheneiweif vorhanden ist, in dem anderen nicht.
Ganz anders aber liegen die Verhiltnisse bei der Ablenkungsreaktion,
iiber welche Tabelle 2 Aufschluff gibt.

Tabelle 2.

Himolytisches System: 1 cem 5-proz. Rinderblut + 0,002 ccm Amboceptor
(vom Kaninchen durch Vorbehandeln mit Rinderblut gewonnenes inaktiviertes Serum)
4+ 0,1 ccm Komplement (Meerschweinchenserum).

Testdosis des Menschen-Antiserums: 0,02 cem.

Mengen der Eingetretene Himolyse bei Wirkung von 0,02 cem
Gemische Menschen-Antiserum auf

A B

0
0

0 komplett
stark it

komplett
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Zu bemerken ist, daB in diesem, wie auch in allen folgenden Ab-
lenkungsversuchen die Kontrollen, welche stets ohne Antiserum ange-
setzt wurden, wenn nicht anders angegeben, komplett gelost waren.
Die vorstehende Tabelle zeigt, daf es auch in dem Gemisch,
welches 100mal soviel Schweineserum als Menschen-
serum enthilt, mittels des Ablenkungsverfahrens ge-
lingt, das MenscheneiweiBl mit Sicherheit und in sinn-
falliger Weise zum Nachweise zu bringen, wihrend das Er-
gebnis der Pricipitinreaktion nicht eindeutig ist.

Um die Verhiltnisse denjenigen der Praxis mehr anzupassen, wurden
ferner alte (ca. !/, Jahr) Blutflecken, die auf Leinen angetrocknet waren,
extrahiert. Es wurden derart Losungen aus angetrocknetem Schweine-
und Menschenblut und durch Verdiinnen mit Kochsalzlosung in beiden
eine bei kolorimetrischem Vergleich iibereinstimmende Konzentration
hergestellt. Nun wurden gemischt:

C: 9,9 cem Schweineblutlésung + 0,1 cem Menschenblutlosung.
D: 9,9 ccm Schweineblutlosung 4 0,1 cem 0,85-proz. Kochsalzlosung.

Mit beiden Mischungen wurde nun zunfichst die Pricipitinreaktion
angestellt. Das zu den folgenden Versuchen benutzte Menschen-Anti-

serum war ein anderes als in Tabelle 1 und 2.
Tabelle 3.

. Pricipitierende Wirkung von 0,1 cem Menschen-
Verdiinnungsgrad Antiserum auf
der Gemische
C | D

s 2': 4 (deutlich) 4': 4 (deutlich)
Sed.: miBig Sed. : méiBig

e 2': 4 (schwach) 4': 4 (schwach)
7': deutlich 10‘: 4 (schwach-deutlich).
Sed. : méiBig Sed.: gering
JI/IOO O O

Auch hier ist also der Unterschied in der Reaktion ein sehr geringer.
Atch wurde kein wesentlich besseres Resultat erzielt, wenn mit der
Antiserummenge heruntergegangen wurde bis zu derjenigen Dosis, die
fir das Ablenkungsverfahren verwandt wurde.

Tabelle 4.

Pricipitierende Wirkung von 0,015 cem ('/,,.0,15)

Verdiinnungsgrad Menschen-Antiserum auf

der Gemische

C D

2 10’: + (schwach) 15': + (schwach)
Sed. : miBig Sed. : gering

/- 10': + (schwach) 20 : sehr schwach
Sed. : gering Sed. : sehr gering

Auch bei Verwendung einer geringen Antiserummenge von 0,015 cem
war also noch immer eine Reaktion in der nur Schweineblut enthaltenden
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Losung zu bemerken. Dagegen wurde beim Anstellen der Komplement-

ablenkung wieder ein absolut spezifisches Resultat erzielt.
Tabelle 5.

Eingetretene Hémolyse bei
Wirkung von 0,015 ccm
Menschen-Antiserum auf

Mengen der
Gemische

C D

0

0

0 komplett
fast komplett
komplett

Himolytisches System: 1 cem 5-proz. Rinderblut + 0,002 ccm Ambo-
ceptor + 0,06 cem Komplement (Meerschweinchenserum). In den Kontrollen ohne
Antiserum war alles komplett gelost.

In den weiteren Bereich der Untersuchung wurden nun zunéchst
solche Fille gezogen, denen eine praktische Bedeutung zukommt. Es
handelt sich hier an erster Stelle um den Nachweis von Fleischver-
falschungen auf biologischem Wege. Besonders sind es Beimengungen
von Pferdefleisch zu Fleich- und Wurstwaren, deren Ermittelung in der
Nahrungsmittelkontrolle eine grofe Rolle spielt und durch Anwendung der
Prézipitation erfolgt. Die folgenden Versuche beschiftigen sich daher mit
dem Nachweis von Pferdeserum in Gemischen verschiedener Serumarten.

II. Versuche mit Pferde-Antiserum.

Es wurden folgende Gemische hergestellt:

0,5 cem (10 cem 1/,,) Schweineserum -+ 0,01 cem (1 cem Yyq0)
Pferdeserum.

0,5 cem (10 cem ',,) Schweineserum - 1 cem 0,85-proz. Koch-
salzlosung.

05 cem (10 cem '/,,) Rinderserum - 0,01 cem (1 cem Y/yq)
Pferdeserum.

0,5 ccm (10 ecm Y/50) Rinderserum +- 1 cem 0,85-proz. Kochsalzlosung.

Tabelle 6.
Précipitation.

Ver- Pricipitierende Wirkung von
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Tabelle 7.

Komplementablenkung.
Hiémolytisches System: 1 ccm 5-proz. Rinderblut + 0,002 ccm Ambo-
ceptor + 0,05 cem (bei G und H 0,075 ccm) Komplement (Meerschweinchenserum).
Testdosis des Pferde-Antiserums: 0,015 ccm.

Mengen | Eingetretene Hiimolyse bei Wirkung von 0,015 ccm
* der Pterde-Antiserum auf
Gemische

cem F G 1 H

1,0 0
0,1
0,01  |Spur

0 komplett

makig

. 0
komplett stark l»kom]{)leti;

komplett I

Die Kontrollen ohne Antiserum waren komplett gelost; bei den
Gemischen G und H trat in den ersten Rohrchen eine nur miBige
Hamolyse ein. Das Ergebnis stimmt mit den vorhergehenden Versuchen
iiberein, indem es zeigt, das Beimengungen von Pferdeserum,
die hier im Verhédltnis 1:50 gew#dhlt wurden, durch das
Komplementablenkungsverfahren erheblich exakter
nachgewiesen werden konnen, als mittels der Pricipi-
tation.

III. Versuche mit Rinder-Antiserum.

Folgende Mischungen wurden untersucht:
1 cem Pferdeserum -+ 0,01 cem (1 cem !/;o,) Rinderserum -+ 8 cem
0,85-proz. Kochsalzlosung.

K: 1 cem Pferdeserum -+ 9 cem 0,85-proz. Kochsalzlésung.

Tabelle 8.
Pricipitation.

T Priicipitierende Wirkung von

diinnungs- . 5
ad der 0,1 cem Rinder-Antiserum auf

remische |

0,01 (*/4-0,1) ccm Rinder-Antiserum auf
I | K

il K

diinnungs-
grad der
Gemische

0,1 cem Pferde-Antiserum auf

0,05('/,.0,1) cem Pferde-Antiserum auf

E

F

G

H

'y

2': 4 (schwach)
8 : deutlich
Sed. : méBig

2': (schwach)
8 : 4 (schwach-
deutlich)

20': deutlich
Sed. : méBig

9’: sehr schwach
20" : schwach
Sed. : gering

9‘: sehr schwach
20: schwach
Sed. : gering

15: Andeutung
30': -+ (schwach)
Sed. : gering

15442
30’: sehr schwach
Sed. : sehr gering

h

1': 4+ (deutlich)
Sed. : flockig-stark

1’1 4 (deutlich)
Sed. : flockig-stark

|

1/: diff. schwache
Tritbung

Sed. : miBig

1‘: diff. schwache
Triibung
Sed. : méiBig

l/IO

1‘: + (schwach)
2': deutlich
Sed.: miBig

1‘: 4 (schwach)
2': schwach-deut-
lich
4': deutlich
Sed. : miBig

3t + (sehr
schwach)

10‘: schwach-deut-
lich

Sed. : gering

3': + (sehr
schwach)
10’ : schwach-deut-
lich
Sed. : gering

45 : Andeutung
Sed.: sehr gering

45': Andeutung
Sed. : sehr gering

0

0

0

0

0
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Tabelle 9.

Komplementablenkung.

Um die hiimolytischen Amboceptoren des Rinder-Antiserums auszuschalten, wurde
als Amboceptor das inaktivierte Serum eines mit Schweineblut vorbehandelten Kanin-
chens benutzt.

Héimolytisches System: 1 cem 5-proz. Schweineblut + 0,1 cem Amboceptor
. + 0,1 cem Komplement (Meerschweinchenserum).

Testdosis des Rinder-Antiserums: 0,01 cem.

Mengen der | Eingetretene Hiamolyse bei Wirkung von 0,01 cecm
Gemische Rinder-Antiserum auf

cem ' E | K
0
0 komplett

fast komplett
komplett

Zur Tabelle ist zu bemerken, dal in den Kontrollen ohne Anti-
serum iiberall komplette Hémolyse erfolgt war. Der Versuch ist be-
sonders eklatant, da es hier bei der Pricipitation recht schwierig war,
iberhaupt einen quantitativen Unterschied zwischen der reinen Losun g
von Pferdeserum und dem auch Rinderserum enthaltenden Gemisch
festzustellen. Das Ablenkungsverfahren hat jedoch auch
hier die sinnféllige Differenzierung der beiden Ge-
mische ohne weiteres erméglicht.

IV. Versuche mit Schweine-Antiserum.

Zu den Versuchen mit Schweine-Antiserum dienten die folgenden
Gemische:
L: 1 cem Rinderserum - 0,01 cem (1 ccm /100) Schweineserum -+ & cem
0,85-proz. Kochsalzlosung.
M: 1 cem Rinderserum -9 cem 0,85-proz. Kochsalzlgsung.

Tabelle 10.

Verdiinnungs- Priicipitierende Wirkung von 0,1 cem Schweine-
grad der Antiserum auf

Gemische L M

i 1‘: + (schwach) 1’: 4 (schwach)
5': deutlich 5': deutlich
Sed.: miBig Sed.: méBig

20°: 4 (schwa:eh-deutl_ich) 20': 4 (schwach-deutlich)
30': deutlich 30’: deutlich
Sed.: gering Sed.: gering

40': ? 0
Sed.: 0
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Tabelle 11.

Himolytisches System: 1 cem 5-proz. Rinderblut 4 0,002 cem Amboceptor
+ 0,05 cem Komplement (Meerschweinchenserum).

Testdosis des Schweine-Antiserums: 0,01 cem.

Mengen der | Eingetretene Hiimolyse bei ‘Wirkung von 0,01 cem
Gemische Schweine-Antiserum auf

cem : L ‘ M

1,0 0 méiBig

0,1 0

0,01 fast komplett komplett
0 komplett

Was die Kontrollen ohne Antiserum anlangt, so hemmten 1 ccm
von L und M die Himolyse etwas; in den tibrigen Rohrchen war
komplette Hamolyse eingetreten. Auch in diesem Falle tritt also die
Ueberlegenheit des Ablenkungsverfahrens tiber die Précipitinreaktion
in bezug auf die Identifizierung des Blutes in Blutgemischen deutlich
hervor. Die Anstellung der Pricipitinreaktion mit der zur Komple-
mentablenkung benutzten geringen Antiserummenge (0,01 cem) fithrte
zu keinem Ergebnis, weil bei dieser Dosis auch in dem Schweineserum
enthaltenden Gemisch L keine Reaktion mehr wahrzunehmen war. Es
wurde daher die minimale Menge des Antiserums ermittelt, welche in
L noch eine deutlich erkennbare Reaktion verursachte. Die gefundene
Menge (0,025 cem) wurde nun als Testdosis fiir Pracipitation und
Komplementablenkung benutzt. Das Resultat ist in Tabelle 12 notiert.

Tabelle 12.

: Eingetretene Himolyse bei
Verdiinnungs- Priicipitierende Wirkung von 0,025 Wirkung von 0,025 ccm
rad der ("4-0.1) cem Schweine-Antiserum auf Schweine-Antiserum anf
semische ) 1 cecm von

L M L M

< 3': diffuse Tritbung | 3‘: diffuse Tritbung 0 fast komplett
Sed.: miBig Sed.: miBig

s 5': Andeutung 5: Andeutung komplett
10’: deutlich 15': deutlich
Sed.: miBig Sed.: méiBig

THD 60’: Andeutung 60’: Andeutung fast komplett/komplett
Sed.: 0 Sed.: 0

1000 0 0 komplett komplett

Die Tabelle zeigt also, daB auch bei Verwendung einer
moglichst geringen Antiserummenge die Pricipitation
den nur quantitativen Charakter der Spezifitit nicht
verliert und es nicht gestattet, in einem Gemisch, das,
Wie im vorliegenden Falle, 100mal soviel Pferdeserum
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als Schweineserum enthélt, letzteres zu differenzieren.
Bei dem Komplementablenkungsverfahren gelingt jedoch
unter ganz gleichen Bedingungen der Nachweis des
Schweineserums in eindeutiger Weise.

Wenn wir nun zum SchluB die mitgeteilten Versuchsergebnisse
zusammenfassen, so ergibt sich iibereinstimmend, daR der Nachweis
von Eiweil-Beimengungen in Lésungen einer anderen
EiweiBart mittels Préicipitation auf groBe Schwierig-
keiten stoBen, wenn nicht iberhaupt unmoglich sein
kann, daB dagegen das Komplementablenkungsverfahren
auch in diesen Féllen erfolgreich zum Ziele fithrt. In der
forensischen Praxis diirfte daher die Methode der Komplementablenkung
fir die Differenzierung des weniger konzentrierten EiweiBes in Ge-
mischen verschiedener Eiweifarten von ganz besonderer Bedeutung sein.
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