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Abstract

Wenn die Prazipitation bei Bindung zwischen Toxin und Antitoxin spezifisch im engeren
Sinne, wie Ramon, Hoen, Zippe und Tschertkow u. a. behaupten, hervorgerufen wird, so ergeben
sich aus obigen Versuchsreihen viele Tatsachen, die dem widersprechen. Erstens ist dieses Prazip-
itinphanomen nicht lediglich eine Reaktion zwischen Toxin und Antitoxin, wie es Ramon u. a. mit
Prozonenphanomen verteidigen, weil mit Serumprazipitin oder BakterienPrazipitin dieselbe Reak-
tion gezeitigt werden kann, wenn man die Immunisierungsweise und Verdtinnungsweise der Anti-
gene und des Immunserums moglichst unter denselben Bedingungen vornimmt, Um die namlichen
Phanomene mit gewohnlichem Prazlpitin deutlich nachzuprufen, muss man mit stark hochimmu-
nisiert,em Prazipitinserum in grossem Umfange die Reaktion in so weit verdiinntem Antigen und
Antikorper beobachten, dass man bei beiden die Hemmung am schwach verdunnten Teile erken-
nen kann. Zweitens mochte ich die Reinheit der Toxinlosungen serologisch diskutieren. Von der
Antigenitat fur Prazipitinbilclung aus gesehen, enthalt die Toxinlosung eine geriuge Menge von
Bakterieneiweiss, die durch Antibakterienimmunserum mittels Prazipitinreaktion nachweisbar ist,
wenn auch bei Ineinem Versuche der Bouillonstoff ganz ausgeschlossen werden kann. Umgekehrt,
wenn man mit verschiedenen Antitoxinseren mittels Prazipitinreaktion oder Komplementbindung
zwischen Toxin oder Bakterienextrakt arbeitet, so reagieren diese Antitoxine mit beiden Antige-
nen immer positiv. Auf Grund dieser Tatsache darf man annehmen, dass das Bakterieneiweiss
an der Prazipitinreaktion zwischen Toxin und Antitoxin stets mitbeteiligt ist. Drittens will ich
Prazlpitinwert und Antitoxinwert kurz vergleichen. Wenn man ideal reine Toxine als Antigene
benutzt oder solche, die sehr wenig Bakterieneiweiss enthalten, so konnte der Parallelismus zwis-
chen Antitoxinwert und Prazipitinwert irgend einen naheren Zusammenhang haben. Doch um
diese quantitativen Beziehungen festzustellen, muss man Prazipitinbildung durch Bakterien und
Toxin selbst scharf differenzieren oder mit einwandfreiem Toxin, das mit Antibakterienprazip-
itin nachweislich keine Reaktion zeigt, die Prazipitinreakt,ion nachweisen. Bei meinem Versuche
zeigen beide Werte in einigen Fallen Parallelismus, aber in vielen Fallen eine grosse Abweichung.
Viertens mochte ich uber Resistenz der Toxinlosung gegen physikalische oder chemische Ein-
wirkung auf Toxitat und auf Prazipitinogenitat einiges hinzufugen. Gegen aussere Einwirkung ist,
wie schon bekannt, die Toxitat sehr labil, die Prazipitinogenitat dagegen sehr stabil. In dieser let-
zteren Hinsicht ist die Prazlpitinogenitat der Toxinlosung noch resistenter als Serumantigene und
steht den Bakterienantigenen naher. Und diese Beziehungen sind denen aus passiver Anaphylaxie
gleich, weil das durch Antitoxinserum (Prazipitintiter 1 : 50) sensibilisierte Tier auf Reinjektion
von Toxin oder Bazillenextrakt nach 24 stundiger Inkubation auch mit denselben Symptomen der
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Anaphylaxie reagiert wie beim Prazipitinversuche. Aus Antitetanusseren kann ich auch etwas
verminderte Sympbome bei Toxinreinjektion nachweisen.
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1. Einleitung.

Das Phénomen der Prizipitation bei der Toxin- und Antitoxin-
mischung wurde zuerst von Calmette und Massol¥ besonders beachtet.
Wenn man auf Antikobragiftserum Kobragift einwirken lasst, bildet
sich ein flockiger Bodensatz.

Nicolle, Césari und Débains® bemerkten einen sehr deutlichen blau-
weissen Ring, der am Neutralisierungspunkte des Toxins am auffallend-
sten auftrat, als sie auf Tetanus- und Diphtherietoxin, die vorher mit
1%igem Gelatin vermischt worden waren, je das entsprechende Anti-
toxinserum von verschiedenen Konzentrationen iiberschichteten. Sie
gaben ferner an, dass man die Menge des Antitoxins in vitro auf Grund
der Flockungsreaktion bestimmen kann. Von Georgi® wurde die
ausflockende Wirkung des Diphtherieheilserums systematisch unter-
sucht und durch die Arbeit von Ramon diese Bestimmungsmethode
praktisch angewandet.

Im Jahre 1922 veroftentlichte Ramon® die Bestimmungsmethode
des Diphtherieserums in vitro. Als er 20 cc Prufungstoxin mit Anti-
toxinserum von verschiedenen Konzentrationen in Reagenzglidschen
mischte, sah er eine Tritbung oder einen flockigen Niederschlag bei
einem geeigneten Verhaltnis des Toxins zum Antitoxin.

Neben dieser deutlichen Flockung, die sich in bestimmten Reagenz-
gléaschen gezeigt hatte, beobachtete er ausserdem eine verminderte
Prizipitinbildung, ja sogar das Ausbleiben einer Flockenbildung. Er
nannte die Erscheinung, die am auffallendsten in dem Gliaschen auftrat,
in dem sich die obengenannte Tritbung oder der Niederschlag am

¥ Gekiirzt, als Referat vorgetragen auf der 331. monatlichen Versammlung der
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frithesten und reichlichsten bildete, |, précipitin indicateur et précipité
initial . Er beobachtete auch, dass in diesem Glischen Toxin und
Ant1toxm vollkommen neutralisiert wurden. Er gab ferner an, dass
man unter Anwendung dieser Reaktion den antitoxischen Wert des
nachzupriifenden Serums bestimmen kann und dass das Resultat dieser
Reaktion mit dem des Tierversuches fast parallel geht.

Uber die Beziehung zwischen der Prizipitinogenitit und der
Giftigkeit des Diphtherietoxins dusserte er sich 19235.6) wie folgt : In
der Kultur des Bac. diphtheriae nimmt die Prazipitinogenitit bis zum
8. oder 9. Tage nach der Aussaat parallel mit der Giftigkeit zu. Hier-
nach bleibt erstere unverindert, wihrend letztere allmihlich abnimmt.

Wenn man Diphtherietoxin in 5°C hilt, so nimmt die D. L. M. bis
zum Ende eines Jahres um die Hilfte ab, wihrend die Prézipitinogenitit
unverdndert bleibt. Bei einer Hitzewirkung von 50°C geht das Ab-
steigen der Giftigkeit mit der Verdnderung der Prizipitinogenitit nicht
parallel einher. Unter der Wirmewirkung von 70°C verschwinden die
Toxitdt und die Prézititinogenitit fast ganz. Unter Finwirkung von
Jod und Formalin bleibt die Prézipitinogenitit intakt, dagegen nimmt
die Giftigkeit ab. So bleibt die Priizipitinogenitit einer Toxinlosung
unter der chemischen Einwirkung relativ stabil, wihrend ihre Giftigkeit
sehr labil ist. Dieses verdnderte Toxin nennt man nach Zkriichk Toxoid.

Ramon untersuchte diese Toxoidfrage mittels eines Anatoxinver-
suches. Renaux®9), S. Schmidt'®, Schols'D, Glenny und Okell'>, Bayne-
Jokn und S'z‘anhopew) Povitzky und Banzhaf®, und Meguro'® nahmen die
obengenannte Tatsache nach Ramon als r1cht1g an und fagten hinzu,
dass die Immunititseinheit nach der Ramonschen Methode mit dem
Ergebnis beim Tierversuche vollig iibereinstimme.

Kraus, Lowenstein und Bicher'®), Moloney und Weld'D, Zingher'® und
Hartley), die die Ramonsche Methode nachpriiften, behaupten dagegen,
dass zwischen dieser Bestimmungsmethode und dem Tierversuche kein
strenger Parallelismus zu finden sei. Zwischen den Ergebnissen dieser
Methode und denen des Tierversuches finde sich manchmal ein grosser
Unterschied, der wenigstens eine Schwankung von 50 - 609 aufweise.

Inzwischen veroffentlichten Hoen, Zippe und Tscherthouw?® eine
Bestimmungsmethode des diphtherischen Serums nach der Ringprizipi-
tation, derzufolge eine Reihe von Versuchen?l22.23.24,25,%,20) {iber die
Reaktion zwischen Toxin und Antitoxin angestellt wurden, die stark
vereinfacht werden konnten. Die Ergebnisse stimmten mit denen des
Tierversuches nach der Zirlichschen Methode vollig iiberein.

Wie oben erwihnt, bleibt nach der Ramonschen Methode die
Préazipitinogenitit immer dieselbe, wenn man auch durch Formalin die
Toxitét herabsetzt. Da aber nach dieser Ringprobe die Prizipitino-
genitit mit der Verminderung der Toxitit parallel geht, so behaupten
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sie, dass diese Methode zur Bestimmung des Antitoxinserums als die
geeignetste anzusehen sei. Auch tber die Beziehung zwischen Anti-
toxinwert und Prazipitintiter gaben Hoen und seine Mitarbeiter??) sowie
H. Schmidt*® an, ,, dass Antitoxin und Prézipitin sich nicht nur in ein
und derselben Eiweissfraktion des Serums befinden, sondern auch
unloslich miteinander verbunden sind, ein und dasselbe Wesen dar-
stellen “.

Indessen scheinen die Ergebnisse der Nachpriifungen mehrerer
Autoren mit Hoens Bericht nicht tibereinzustimmen (Jzvanoff 2, Takeda®
u.a.). Nach Zakeda zeigen die Ergebnisse der Versuche Ramons und
Hoens nicht bloss mit denen des ZAirlichschen Tierversuches Uberein-
stimmung, sondern es spielt auch das Eiweis im Niahrboden bei dieser
Flockenbildung zwischen Toxin und Antitoxin eine Hauptrolle.

Nach Bessemans, Pother et Dekess?® reagiert, wenn man auf vorher
mit Diphtherietoxin, Anatoxin und Baec. diphtheriae immunisiertes
Pferde- und Kaninchenserum Antigen wirken lisst, ein Teil des ersteren
mit Pepton oder Bouillon, des letzteren mit Toxin, Anatoxin oder
Bakterien. Daher gaben sie an, dass wegen der Unbestimmtheit der
Ergebnisse die Ramonsche Reaktion nicht ohne weiteres als die spezi-
fische Reaktion anzusehen sei.

Bronfenbrenner und Reichert3 untersuchten bei Botulinusinfektion
die Anwendbarkeit der Ramonschen Flockungsreaktion, um dadurch
den Nachweis von dem Vorhandensein von Toxin im Blute zu erlangen,
und behaupteten, dass das Auftreten der Ausflockung nicht von dem
Antitoxingehalt des Serums, sondern davon, dass es einen antibakteriel-
len Immunkorper enthalte, abhénge.

Zingher'® priifte die Ramonsche Ausflockungsmethode nach und
kam zu dem Schlusse, dass die Ausflockungsreaktion wahrscheinlich ein
spezifisches bakterielles Prizipitationsphdnomen sei. Die Berichte iiber
Tetanusheilserum sind jedoch auf diesem Gebiete noch sehr mangelhaft.

Im Jahre 1924 kam Scko/z3® auf Grund seiner Untersuchungsergeb-
nisse zu der Schlussfolgerung, dass die Flockungsreaktion als Aus-
wertungsmethode zu wenig empfindlich sei. 1926 teilten A4 und
Lrber’® mit, dass ein bedeutender Prozentsatz von Tetanusheilserum
mittels Flockungsmethode mit Erfolg titriert werden konne und nur ein
kleiner Prozentsatz dieser Seren unregelmissig oder garnicht flocke.
S. Schmidf3® gusserte sich 1928 iiber die Schwierigkeit der Auswertung
des Tetanusheilserums mittels der Flockungsreaktion. Dagegen teilte
Kalic® mit, dass die Flockungsmethode mit Erfolg fiir die Auswertung
von Seren gebraucht werden konne.

Hoen und Tscherthous® gaben an, dass der Prizipitintiter zwischen
dem Toxin und dem Antitoxinserum mit den Resultaten in vivo {iber-
einstimmte, als sie ihre Bestimmungsmethode im Reagenzglase des
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Diphtherieserums zur Wertbestimmung des Tetanusheilserums anwand-
ten.

Ich beschaftigte mich auch mit folgenden vier Fragen:
1. Tritt die Prézipitation zwischen Tetanustoxin und Antitoxin ebenso
wie bei Diphtherietoxin und Antitoxin auf?
2. Ist die Prézipitation zwischen Toxin und Antitoxin spezifisch, und
ist das Kamonsche Phénomen auf die Toxin-Antitoxinbindung allein
beschrankt ?

3. Besteht ein Parallelismus zwischen dem Prézipitinwert und dem

Antitoxinwert ?
4. TIst das Bakterieneiweiss an der Prizipitation zwischen Toxin und
Antitoxinserum beteiligt ?

Umn diese Fragen zu beantworten, stellte ich mit Tetanustoxin und
Antitoxinserum den nachfolgenden Versuch an.

2. Untersuchungsmethode.

A. Tetanustoxin und Antitoxin.

Zum Versuche verwandte ich getrocknetes Pulver von dem Tetanus-
toxin unseres Institutes, das in der Menge von 0.000001 ¢ ein Miuschen
mit dem Korpergewicht von 13 g sicher abtoten konnte.

Als Antitoxin beniitzte ich eigenes Antitoxinserum, das durch
mehrmalige Immunisierung (iiber 35 mal) von gesunden Kaninchen
(iber 2,000 g K. G.) bei 5 tigigen Pausen mit aufsteigenden Dosen dieses
Toxins (von 0.00005 bis 0.2 g) hergestellt wurde. Fiir die erste Injektion
wurde 0.00005 g desselben verwendet, mit Kochsalzlosung verdiinnt und
durch Papierfilter abfiltriert. Daneben habe ich kidufliche Antitoxinsera
von Pferden als Kontrolle beniitzt.

B. Wertbestimmung der Toxine und Antitoxine.

Zur Wertbestimmung des Antitoxinserums und der Toxitit des
Toxins beniitzte ich Miuse von 12-13g Korpergewicht. Bei der
Messung der Antitoxineinheit wurde Toxin in 2-facher Menge der
D. L. M. mit Antitoxin in verschiedenen Verdiinnungen gemischt. Als
Injektionsmenge wurde immer 0.5 cc von dieser Mischung verwendet,
die Mischung von Toxin und Antitoxin 20 Minuten lang in Zimmer-
temperatur digeriert und subkutan dem Versuchstiere injiziert. Die
Versuchstiere wurden in bestimmten Kisten 4 Tage lang beobachtet.
Zur Bestimmung der D.L.M. des Toxins wandte ich die minimale
‘Toxinmenge an, die 4 Tage nach der Injektion das Versuchstierchen
sicher abtoten konnte.
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C. Emulsion der Tetanusbazillen.

Tine 4-5 tigige Bouillonkultur wurde abzentrifugiert und der
Bakterienleib angesammelt; dann wurde der Bodensatz mit 0.85%iger
Kochsalzlosung vielmals gewaschen und abzentrifugiert. Zuletzt wur-
den Bakterien in Kochsalzlosung in geeigneter Menge aufgeschwemmt.
Diese Aufschwemmung beniitzte ich als Antigen fiir die Immunisierung.

D.  Extrakt der Tetanusbazillen.

Der oben erwihnte ausgewaschene Bakterienleib wurde in sterilem
Aq. destillata aufgeschwemmt, 4 -5 Tage lang bei 37°C im Brutschrank
gehalten und wihrend dieser Zeit ofter umgeschiittelt; dann wurde er
durch Berkefeld-Kerze filtriert. Zuletzt wurde Kochsalz bis zu 0.85%-
Gehalt zugesetzt. Dieser Bazillenextrakt wurde als Prézipitinogen ver-
wendet.

E. Prizipitation.
Die Reaktion wurde nach Uhkleniuthscher Methode und Ogatascher
Verdiinnungsmethode ausgefiithrt. Als Verdiinnungsfliissigkeit ge-
brauchte ich 1%ige Arabiagummi-Kochsalzlosung. Eine genaue Be-

schreibung hieritber wurde schon frither in dieser Zeitschrift 1. Band 2.
Heft S. 247 (Haku?®) gegeben.

F. Komplementbindung.

Als Hamolysin beniitzte ich ein inaktiviertes Antiziegenkaninchen-
serum (in 2-fach geloster Dosis), als Komplement wurde frisches Serum
von Meerschweinchen (in 2-fachem Komplementtiter) verwendet. Das
Blut war gewaschenes 5%iges defibriniertes Ziegenblut.

Bei dieser Probe liess ich zuerst das Gemisch von Antigen (Toxin-
losung u. a.), Immunserum (Antitoxinsera u.a.) und Komplement eine
Stunde lang im Brutschrank bei 37°C digerieren, um die Bindung der
Antigene mit den Antikorpern zu fordern, alsdann, nach Zusatz der
Blutkorperchenaufschwemmungen und der Himolysinlosung, hielt ich
es 2 Stunden lang im Brutschrank, endlich iiber Nacht im Eisschrank.
Bei jedem Versuche setzte ich ausserdem stets Kontrollen an, um zu
erfahren, ob die Antigene oder das Immunserum selbst auf die Komple-
nente hemmend wirkten, ob das himolytische System geniigend beniitzt
wiirde, oder ob die Komplemente allein himolytisch keine. Wirkung
héatten.

G. Anaphylaxie.

Bei dem anaphylaktischen Phinomen beniitzte ich ein Meerschwein-
chen von 230-250g Korpergewicht. Das Meerschweinchen wurde
durch die intravenose Injektion des Immunserums sensibilisiert, und
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nach 24 Stunden wurde das Antigen intravenos reinjiziert. Als anaphy-
laktische Symptome zeigt das Tier sprungartigen Krampf, Temperatur-
sturz, heftige Lungenautblihung, Niesen, Kratzen der Nase, Striubung
der Haare, Unruhe, Atemfrequenz usw.. Ich unterschied bei dem
Anaphylaxiesymptom 4 Grade je nach der Symptomstirke, nimlich :
schwache-, mittelmissige-, starke anaphylaktische Symptome und tot-
lichen Anaphylaxieschock.

H. Xoliemulsion und Koliprizipitinogen.

1. Eine 18 stiindige Schrigagarkultur des Kolibazillus wurde in
10 ce Kochsalzlosung emulgiert und durch Erwéirmen im Wasserbad bei
60°C abgetotet. Diese Aufschwemmung beniitzte ich als Antigen fir
die Immunisierung.

2. Das Koliprizipitinogen wurde auf folgende Weise hergestellt :
Eintigige Agarkultur wurde in sterilem destilliertem Wasser aufge-
schwemmt, eine Stunde lang bei 60°C erhitzt, zwei Tage bei 37°C
gehalten und dann durch Berke/eld-Kerze filtriert. Vor dem Versuche
wurde Kochsalz bis zu 0.85% Gehalt zugesetzt.

3. Experiment.

A. Die Prizipitinbildung zwischen Toxin und Antitoxin.

Wenn man ein Antifoxinserum mit einer entsprechenden Toxin-
losung mischt, so tritt Ausflockung in der Mischung auf. Oder wenn
man auf ein Antitoxinserum eine Toxinlésung iiberschichtet, so erscheint
ein weisser Ring an der Beriihrungsstelle. Diese Tatsache wurde zum
ersten Male schon bei dem Cal/mette- und Massolschen Experiment iiber
Kobragift bemerkt. Hiernach wurde sie besonders nach der Angabe
von Ramon und Hoen als eine spezifische Prizipitinreaktion anerkannt,
und viele Nachfolger traten dieser Ansicht bei, doch gibt es auch eine
ibr widersprechende Meinung.

Um diese Frage zu losen, stellte ich mit Antitetanustoxinserum von
Kaninchen die nachstehende Untersuchung an.

a) Um den Antitoxinwert des Immunserums zu bestimmen,
stellte ich den folgenden Versuch an :
1) Bestimmung der minimalen Dosis letalis.

Einer Reihe von Versuchstieren wurden verschiedene Toxinmengen
mit Kochsalzlosung verdiinnt (0.2 cc¢) subkutan injiziert (12.5-13 g
Miuschen). Die Ergebnisse sind folgende :

Mit 0.000001 g dieses Toxins kann man das Tierchen in 4 Tagen
abtoten.

2) Bestimmung des Antitoxinwertes.
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Tabelle 1.

- dK?&gf:‘sgc‘;":i:’? ¢ Toxinmenge Verlauf (Tuge)

: 8 (8 l 2 3 4 5
1 13 0.00000025 - - + + +
2 12,5 0.0000005 - + + + st.
3 13 0.000001 + +H H st.
4 13.5 0.000002 +H H st.
5 125 0.000004 H st.

+. H H-  zeigt d. Grade d. tetanischen Symptome.
—_ ” keine Symptome.
st. ” gestorben.

Die 2-fache totliche Minimaldosis des Toxins wurde mit Antitoxin-
serum, das vorher mit Kochsalzlosung absteigend verdinnt worden war,
gemischt. Diese Toxin- und Antitoxinsgemische (0.5cc) wurden 20
Minuten lang bei Zimmertemperatur angestellt und dann den Versuchs-
tieren subkutan injiziert. Aus der Serummenge berechnet, neutralisier-
ten 0.0001 cc die einfache totliche Minimaldosis des Toxins und 0.0002 ce
des Serums die zweifache totliche Minimaldosis, weil, wie aus der
folgenden Tabelle ersichtlich, im ersten Falle das Tier am Ende des
vierten Tages mit Tetanussymptomen starb, wihrend es im zweiten
Falle vollkommen gerettet wurde.

Tabelle 2.
Nr. dK%g?lgg‘i\Zfl;t TOX]'nn% enge Ar;g:g):lllr-l— Verluuf (Tage)
: g (&) menge (ce)| 1 2 3 4 5

1 12.5 0.000002 0.00002 + st.

2 13 " 0.00004 | + | + | st

3 13 " 00001 | — | — | 4 | st
4 13 ” 0.0002 —_ — —_ — —
5 12,5 ” 0.0004 _ - - - —
6 135 ” 0.001 - - _ _ —
7.k) 125 ” - H | W] st

k = Kontrolle.

b) Ringprizipitinprobe (nach der Uklenhuthschen -und der
Verdiinnungsmethode).

Prazipitinogen. Das Toxinpulver wurde genau gemessen und 0.01 g
desselben vorsichtig in 1ce Kochsalzlosung aufgelost. Dann wurden
aus dieser Stammlosung (1:100) die verschiedenen Verdiinnungen des
Prazipitinogens hergestellt.
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Uhlenhuthmethode. Das Autitoxinserum von Kaninchen wurde im
Original als solches in kleine Prizipitinrohrchen verteilt und das
Prizipitinogen tberschichtet.

Verdiinnungsmethode. Das Antitoxinserum wurde mit 1%iger
Gummiarabicumlosung mit physiologischer Kochsalzlosung, wie unten
angegeben, verdiinnt. Das verdiinnte Prizipitinserum wurde wie das
Originalserum bei der Uhlenhuthschen Methode zuerst in Rohrchen
verteilt und dann das Prizipitinogen vorsichtig aufgeschichtet.

Die Reaktionen wurden bei beiden Verfahren, wie folgt, beobachtet :

Tabelle 3.
Antitoiin- Toxin-Verdiinnung
Verd. 1:100 | 1:250 | 1:500 {1:1,000]1:2,500(1 :5,000 |1: 10,0001 : 25,000
1. 1 i H H ## i +H - -
1: 25 Hit it it Ht i H = -
1: 5 i i Hit it H# it + -
1: 10 H H H Hit H H - -
1: 25 H H # HHit H H - -
1: 50 +H H H H +H + - -
1:100 + + + H + - - -
1:250 - - - + - - - -
1:500 - - - - — - - —
(B.2.) (R)

. Positiv in 15 Minuten.

H- ” # 30 Minuten.

+H- ” # 1 Stunde.

+. ” 7 2 Stunden.

Negativ im ganzen Zeitverlanfe.

Wie obiges Ergebnis zeigt, reagiert das Toxin mit dem Original-
serum bis zur Verdiinnung 1:5,000. Die Toxinmenge ist nach Gewicht
0.0002 g. Die Reagierbarkeit der Toxine geht noch etwas weiter bei
einer Verdiinnung des Immunserums 1:2.5 und ist am stirksten bei
1:5.

Nach der Ramonschen Angabe entspricht dies dem Resultate bei
einer Toxinverdinnung 1:10,000, weil dabei die hemmende Zone bei
dem unverdiinnten Serumteile deutlich gesehen werden kann (R).

Nach der Verdiinnungsmethode des Prizipitins kann man auch eine
interessante Bindungszone des Immunserums beobachten, weil dies
Antitoxinserum in geeigneter Antigenverdiinnung (1:1,000) am stirksten
reagiert.

Als Prézipitinwert kann man mit diesem Versuche den Prizipitin-
titer feststellen, und zwar nach Uhleniuti 1:5,000, nach der Verdiin-
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nungsmethode 1 :250 bei Bindungszone 1 : 1,000.
¢) Mischprobe.

Es ist auch in unserem Institute bei der Serum- oder Bakterien-
prazipitinprobe bestétigt worden, dass die Bindungszone des Immun-
serums, d. h. die geeignete Antigenverdinnung, fir jedes Immunserum
vorhanden ist, sowohl bei der Ringprézipitinmethode als auch bei der
Mischprobe gleich ist und dabei bei der Mischprobe die Scharfe der
Reaktion als Ringprobe sich viel triger zeigt.

Bei den Ramonschen Phiénomenen, bei denen die Hemmungszone
des Immunserums bei bestimmter Antigenverdiinnung bemerkt wurde,
sind auch eine Prézipitinreaktion oder andere Immunreaktionen beob-
achtet worden.

Um mit meiner Flockungsreaktion zwischen Toxin und Antitoxin
diese Phiinomene nachzuahmen, habe ich aus der vorliegenden Prazipi-
tinprobe die Toxinverdinnung 1 :10,000 bentitzt, weil dabei die Hem-
mungszone des Immunserums schon beobachtet worden war.

1 ce verdiinnte Toxinlosung (1:10,000) wurde mit absteigend ver-
dinntem Antitoxinserum (1 ce¢) vermischt und 6 Stunden lang Dbei
Zimmertemperatur moglichst steril gehalten. Wie unten angegeben,
kann man das Ramonsche Phinomen deutlich beobachten, weil das
Antitoxinserum bei einer 1:5 Verdiinnung am stérksten und bei einer
grosseren oder geringeren Verdimnung schwicher oder garnicht re-

agiert.
Tabelle 4.
Nr. d. Reagenzglischen 1 2 3 4 5 6 T
Toxinmenge (1 : 10,000) (ce) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Antiserummenge (1 cc) 1:11/1:25] 1:5|1:10{1:20| 1:40| 1:80
Resultate + + H +H + - -

d) Komplementbindung zwischen Toxin und Antitoxin.

Es sind zwar schon viele Arbeiten iiber Komplementbindung
zwischen Toxin und Antitoxin veroffentlicht worden ; trotzdem ist es
aber nicht iiberfliissig, von einem neuen Gesichtspunkt aus diese Frage
nochmals nachzupriifen. Die in unserem Institute vorliegenden Ergeb-
nisse (OgatadD, Sunouchi®®, Makino®™, Sasaki*®, Sugimoto'V), besonders
Haku?®) haben den sicheren Nachweis erbracht, dass der komplement-
bindende Antikorper als identisch anzusehen ist mit Prézipitin oder mit
dem anaphylaktischen Antikorper. Dabei reagiert das Immunserum
mit derselben Antigenverdiinnung (Bindungszone) des Prézipitinver-
suches bis zur hochsten Verdimnung des Immunserums. Von diesem
Gesichtspunkt aus will ich Toxin und Antitoxin anwenden. Wie schon
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im Abschnitte Methodik vorher gezeigt wurde, gibt es nichts Besonderes
bei unserer Komplementbindung, nur muss dabei die geeignete Anti-
genverdiinnung fir Immunserum (Bindungszone) und der Titer des
Immunserums genau bestimmt werden.

Als Antigen beniitzte ich Tetanustoxinlosung und als Antikorper
das Kaninchenserum, das mit diesem Toxin nach vielmaliger Immunisie-
rung hergestellt wurde. Nach Inaktivierung des Immunserums wurden
beide Komponenten mit Komplement bei 37°C digeriert, und nach
1 Stunde wurde ihnen das himolytische System hinzugefiigt. Die
Resultate sind aus Tabelle 5 ersichtlich.

Tabelle 5.
Komplementbindungsversuch.
Toxinverdiinnung
Antisernmverd.
1:1,000(1:2,500]1:5,000 |1 : 10,0001 : 25,000]1 : 50,000|1 : 100,000
1: 10 m H H H - -
1: 50 +H +H H +H / / /
1:100 - + H + / / /
1:250 — - + + / / Ve
1:500 - - - -~ / / /
(B.Z.)
Kontrolle.
Nr. Oézszil)z{%sllzlizh Ol'(.jlsafngo(?:;' ;&%mAati; 5%1;{1??(}%1;3' sc]tleg:né)zzam Resultate
(ce) (ce)
i 2.0 1.0 - - 2.0 H
2 1.0 1.0 - 1.0 2.0 -
3 2.0 - 1.0 - 20 H#
4 1.0 - 1.0 1.0 2.0 —
5 20 - - 1.0 2.0 -
6 3.0 - - - 2.0 #H

# = komplette Hemmung oder komplette Nicht-Hiimolyse.
H = starke Hemmung.

+ = mittelmissige: Hommung,

+ — schwache Hemmung.

— == komplette Ldsung.

Nach obiger Tabelle besteht auch Komplementbindung zwischen
Toxin und Antitoxin bei Tetanus, und es zeigen sich bei verschiedenen
Antigenen und Antiserumverdiinnungen interessante Bindungsverhalt-
nisse.

Nach der Ringprobe wurde die geeignete Antigenverdiinnung fir
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dieses Antiserum als Bindungszone schon festgestellt. Dieselben Ver-
hiltnisse gelten auch fiir diese Komplementbindung, weil bei der
Toxinverdiinnung 1:5,000 die Reaktionen am stirksten auftreten und
die Antiserumverdiinnung bis 1:250 positiv reagiert. Das Ramonsche
Phénomen konnte ich nicht nachpriifen, weil das Antitoxinserum auf
das Komplement hemmend wirkte.

Kurze Zusammenfassung.

Aus der Reihe der obigen 4 Versuche kann man als Tatsache
entnehmen, dass dieses Antitoxinserum spezifisch das Toxin neutralisiert
und bei Verdiinnung des Heilserums 1 : 5,000 der 2-fachen D. L. M. des
Toxing entspricht.

Zweitens bildet dieses Antitoxinserum in vitro mit Toxin deutlich
ein Prizipitat, wenn man beide in geeigneten Mengenverhiiltnissen
mischt. Die Ringprobe zeigt aus technischen Griinden eine bessere
Anwendbarkeit als die Mischprobe und eine grossere Schirfe der
Reaktionen. Das Kamonsche Phinomen wird auch bei bestimmter
Antigenverdiinnung beobachtet. Bei der Bindung zwischen Toxin und
Antitoxin wird das Komplement mitgenommen, und diese Reaktion geht
mit der Prazipitinreaktion parallel.

Um meinen eigenen Versuch noch zu bestitigen, gebrauchte ich
ausser Immunserum von Kaninchen als Antitetanusserum solches von
Pferden, das im Handel erhiltlich ist. Die kiuflichen Antisera wurden
mit unserem Toxin in Tier- und Prézipitinversuchen nachgepriift. Die
Resultate werden in Tabelle 6 kurz angegeben.

Der Titer von Uhklenhuth zeigt bei unverdiinntem Antiserum die
Reaktionsschwelle unserer Toxinlosung. Die Titer der Verdiinnungs-
methode sind bei geeigneter Toxinverdinnung die Verdinnungsgrade
des Antitoxinserums.

Tabelle 6.
Bestimmung des Prézipitintiters und des antitoxischen Wertes von Pferdeserum.
YVerdiinnungsmethode
Serumarten T. n. U’scher Methode
T. n. Verd. Toxinldsung
. 1: 8 1:100
! 1:250 1: 2 1: 250
2 — - —
3 1:100 1: 4 1:100
1:16 1:100
4 1:500 1: 4 1:250
1: 2 1:500
. 1:16 1:100
5 1:250 1: 2 1:250
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Sernmarten Toxinmenge Minimnle Resultute

; 8 Serummenge S

1 2 fache D. L. M. 0.00001 febt

2 ” 0.000001 "

3 ” 0.000001 ”

4 ” 0.0000002 "

5 ” 0.0000002 ”

T. n. U’scher Methode = Titer nach I 4lenhuthscher Methode.,
T. n. Verd. = Titer nach Verdiinnungsmethode.

B. Uber die Beziechung zwischen dem Ramonschen
Grenzphénomen und dem Zonenphinomen
des Serumprizipitins.

Es ist ein sehr interessantes Phinomen, dass bei Toxin- und
Antitoxinbindung in geeigneten Verdiinnungen beider Stoffe die Prizi-
pitinbildung am stdrksten und amn schnellsten auftritt. Ramon® sieht
dieses Phidnomen als spezifisch fur Toxin und Antitoxinbindung und als
von der normalen Prézipitinerscheinung stark abweichend an.

Hoen und' Moloney erklirten diese Erscheinung weiter mit Peptisa-
tion der Kolloidsubstanzen. 7akeda?® sah dagegen dieses Phinomen als
Zonenphidnomen bei Prézipitinreaktion an. Ich mochte dieses Phino-
men einerseits aus der Immunisierungsweise, andrerseits aus den
Prozonen der Prazipitinreaktion, welch letztere mit Pneumokokken-
prazipitin zuerst von Friedlander, Sobotka und Banzha/ 4% beobachtet
wurden, erkldren. Xs ist schou durch frithere Arbeiten in unserem
Institute genau nachgewiesen worden, dass bei hoch immunisiertem
Prizipitin in verdinntem Immunserum die Reaktionen durch schwach
verdiinnte Antigene oft negativ bleiben. Immunserum gibt dabei eine
entsprechende geeignete Antigenverdinnung, mit der man bis zur
hochsten Verdiinnung des Immunserums die Reaktion bemerken kann.

Diese Erscheinung wurde von Prof. Ogafa als Bindungszone des
Immunserums3” bezeichnet und von 7vkeda das Phinomen nach Ramon
mit dieser hemmenden Wirkung des Antigens erklart. Dies trifft jedoch
auf das KRamonsche Phénomen nicht vollkommen zu, weil dabei eine
hemmende Zone bei schwach verdiinntem Imniunserum auftritt. Gleich-
falls interessant ist es, dass man dieser Erscheinung auch in anderen
serologischen Reaktionen nachsptirt. Mit Bezug auf Agglutinine oder
Bakteriolysine wurde dieses Phanomen schon frither beobachtet, aber
mit Bezug auf Prizipitin wurde es nur bei Pneumokokken als Prozo-
nenerscheinung beschrieben. Um diese Frage genau zu beantworten,
muss ich zuerst auf die Immunisierungsweise eingehen.
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Bei der Antitoxinherstellung wurde das Tier iiber ein Jahr lang
wiederholt mit einer kleinen Menge Toxin vielmals immunisiert. Bei
meinem Versuche wurde das Kaninchen mehr als 1/2 Jahr lang iiber
35 mal mit Toxin immunisiert. Mit diesem hoch immunisierten Anti-
serum konnte man erst die prizipitierende Kraft nachweisen. Bei
gewohnlichem Prizipitinserum ist das Verhalten ganz anders als bei
Serumantigen : bei diesen wird das Tier hochstens 5 mal immunisiert,
weil das Prézipitin bei der Originalprobe nach Uklenhuth die Reaktion
schon bei 1,000 maliger Verdiinnung des Antigens positiv zeigt. Mit
diesem schwach immunisierten Prézipitin lisst sich weder die hemmende
Wirkung der Antigene noch die des Antikorpers beobachten.

Mit gewohnlichem Prizipitinserum kann man den Titer des Prazipi-
tins nur unter 100 maliger Verdinnung des Immunserums gewinnen
und das Zonenphéinomen zeigt sich sehr undeutlich. Um das Immun-
serum herzustellen, das bei iiber 500 maliger Verdiinnung mit Antigen
ein Prizipitat bilden kann, muss man die Immunisierung tiber 5 mal
fortsetzen. Nicht selten wird in unserem Institute erst bei mehr als
30 Injektionen von Immunserum in hoher Verdiinnung eine positive
Reaktion beobachtet. Es spricht hierbei auch die Individualitit des
Kaninchens mit. Dabei bemerken wir oft die hemmende Wirkung der
Antigene in hoch verdiinntem Immunserum (Genaueres hieriiber ent-
halten die Arbeiten von Kageyama®®), Sunouchi®®, Haku®, Sugimotot,
Sasaki'®, und, in kurzem erscheinend, von Kuwana).

Bei diesem hoch immunisierten Prizipitin seben wir oft eine
Prozonenerscheinung. Das unten angefiihrte Immunserum wurde auf
folgende Weise hergestellt: Die Kaninchen wurden mit Rinderserum
zu je 0.5cc tber 15 mal immunisiert. Nach regelmissigen Injektionen
setzte ich zunichst mit der Behandlung der Tiere aus. Nach dieser
Pause (etwa 1 Monat lang) wurde die Immunisierung fortgesetzt und
mehr als 10 mal vorgenommen. Nach dieser hohen Iinmunisierung
erfolgte die Priifung. Das Immunserum wurde mit 10 Komplement,
oder 1% Gummiarabicum absteigend verdiinnt. 0.1 ce des Iimmunserums
wurde in Prizipitinrohrchen verteilt und der Reihe nach mit verdiinntem
Antigen vorsichtig iiberschichtet. Die Resultate werden in Tabelle 7. A.
genau angegeben.

Dieses Antirinderserum reagiert am stirksten mit der Antigenver-
dinnung 5,000-10,000 (B. Z.1), und der Titer des verdiinnten Prizipitins
zeigt dabei 1:500. Bei der Verdiinnung des Immunserums 1 : 250 sieht
man die hemmende Wirkung der schwach verdiinnten Antigene (1:25,
50, 100, -1,000) deutlich. Dieses Phinomen fillt, wie schon oben gesagt,
mit dem ZRamonschen nicht direkt zusammen. Um das Ramonsche
Phinomen zu finden, muss man bei dem Immunserum in schwacher
Verdiinnung die hemmende Zone suchen.
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Tabelle 7.

A. Pruzipitation.

Antikorper-

Antigenverdiinnung

verdiinnung

Do
(o2}

ot
(=

100

2501500

1

,000| 2,500( 5,000{ 10,000| 25,000| 50,000{ 100,000

1 1
1: 25
1 5
1 10
1: 25
1: 50
1: 100
1: 250
1: 500
1:1,000

| T EEETE £ £
| ¥ EEFEE £ £

FEEFEFEESF
| FEEEE £ £

| T EEEEEFFE

&

| FEEEEFEEE

e S S s = o
1 ++ 4+ 11
| | 11

HEEFEFEEEEF
REEEEEEEE
l+ X FEFEFEFF 1T

(B. Z.)

Komplementbindung.

Antikorper-
verdiinnung

Antigenverdiinnung

100

250

500

1,000; 2,500, 5,000/ 10,000} 25,000| 50,000 100,000} 250,000

1: 25
1 5
1 10
1: 25
1: 50
1: 100
1: 250
1: 500
1:1,000

Kontrolle:

| FEFEFFF

| FFEFFTEF

l FFFEFEF

HEFXFFEFEF

Komplette Ldsung.

HEFEFFEF

| T FFEFFFF
+F T+ H I
1

|l +FFEFFEFEF
I +FFFxFF+H
I
!

| FFEFEFFEEFEF

C. Zorigatas Priizipitinometer.

Antigenverdiinnung

Antikdrperverdiinnung

1:1 |1:2.5 1:5 | 1:10 | 1:25] 1:50

1: 25,000

[ | e e ]

+

In obiger Tabelle 7. A mochte ich die Rubriken der Antigenverdiin-
nung in der Léingsrichtung lesen. Bei den hohen Antigenverdiin-
nungen 10,000 -100,000 kann man bei Serumprizipitin auch die Ramon-
sche Grenzerscheinung nachweisen.
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Gerade bei der Antigenverdiinnug 1:50,000 in der schwachen
Verdiinnung des Immunserums 1:2.5 tritt eine deutliche Hemmungs-
zone auf. Diese Erscheinung ist auch der Tatsache analog, dass bei der
Antitoxinprézipitation das Toxin als Antigen in sehr verdiinnter Losung
beniitzt wird. Um dies Phanomen zu bestitigen, habe ich durch
Komplementbindung mit diesem Serumprézipitin eine Untersuchung
angestellt, die aus Tabelle 7. B ersichtlich ist. Die Resultate stimnmen
mit denen des Ringprézipitins vollig iiberein, nur geht das Prozonen-
phinomen noch in den verdiinnten Antigenteil iiber.

Dieses Prozonenphidnomen kann man aus der Prizipitinmenge
nachweisen, weil bei schwach verdiinnten Immunserumteilen stets
wenigere Prazipitatmenge als bei geeigneter Immunserumverdiinnung
gebildet wird (Siehe Tabelle 7. C).

Bei Antikoliimmunserum von Kaninchen beobachtete ich ebenfalls
die gleiche Prozonenerscheinung und Bindungszone des Immunserums.
Das heisst, dieses Antikoliimmunserum reagiert am stirksten mit der
Antigenverdiinnung 1:20 (B. Z.), und der Titer des verdiinnten Prizipi-
tins zeigt 1:3,200. Bei der Antigenverdiinnung von 1 : 320, besonders
von 1 : 640 in schwacher Verdinnung des Immunserums 1:1, 1: 2.5 tritt
eine deutliche Hemmungszone auf. Dieses Antikoliimmunserum wurde
auf folgende Weise hergestellt: Das Kaninchen wurde mit einer
absteigenden Dosis (0.5 bis 6 cc) von Koliemulsion bei 4 tigiger Pause
ca. 7 mal intravenos injiziert; nach 20 tidgiger Pause wurde die Im-
munisierung fortgesetzt und noch mehr als 14 mal vorgenommen.

Auf Grund der Immunisierungsweise und des Prizipitationsphéno-
mens mochte ich behaupten, dass die Toxin-und Antitoxinprizipitation
in weiterem Sinne als gewohnliche Prizipitation angesehen werden
kann.

Tabelle 8.

Antikérper- Antigenverdiinnung

verdunnung 1 40 l | 180 ] 320 | 640 | 1280

1
2.5
5
10
25
50
100
200
400
: 800
: 1,600
: 3,200
: 6,400

| ViEFEEFEEFEEEE ©

HIEEEEEEFEFEE S

+

| HIFEEEEEEFESE

Dl +FEEEEFEEEE o
| |V +FEEFFEEFEF S

VL L+ FREEEFEFE

T O O N s o e e o o

—(B.Z)—

10 U I I B Y B o o o I

i
(Prozonenerscheinung)
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C. Uber Antitoxinwert und Prézipitineinheit.

Hoen und andere haben bereits an gegeben, dass der Prizipitintiter
von diphtherischem Antitoxinserum nach ihrer Methode mit der Einheit
des Autitoxins beim Tierversuche gleichzeitig einhergeht.

Nach meinem Experimente beim Tetanusversuche weisen aber, wie

unten gezeigt, die Mengenverhiltnisse zwischen Antitoxin und Prizipitin
grosse Abweichungen auf.

Experiment mit Antitoxinseren von Kaninchen und Pferden: Die-
se Beziehungen habe ich nach dem Hoenschen Versuche mit Anti-
tetanustoxinseren von Kaninchen und Pferden studiert. Wie schon
oben gezeigt, hat mein Antitoxinserum von Kaninchen den Prézipitin-
titer 1 : 250 bei der Toxinverdiinnung 1 : 1,000 (Bindungszone), den von
1:100 bei der Toxinverdiinnung 1:100 (s. Tabelle 3), und nach dem
Tierversuche entspricht das Antitoxinserum dem Neutralisierun gswerte
des Antitoxins fiir 2 D. L. M. des Toxins von 1 : 5,000 Serumverdiinnung
(s. Tabelle 2). Das Antitoxinserum von Pferden zeigte gleichermassen
folgende Beziehungen zwischen Prizipitinwert und Antitoxinwert :

Tabelle 9.
Tierversuch Priizipitation
Serumarten
Toxinmenge Serummenge Titer Toxinlésung
1 2 D.L. M. 0.00001 1: 8 1:100
2 ” 0.000001 unklar
3 ” 0.000001 1: 4 1:100
4 ” 0.0000002 1:16 1:100
5 ” 0.0000002 1:16 1:100

Wenn der Prizipitintiter den Antitoxinwert direkt anzeigt, laufen
beide immer parallel. Das Kaninchenserum zeigt dagegen einen hohe-
ren Prizipitinwert und einen niedrigeren Antitoxinwert als das Pferde-
serum. Im Pferdeserum selbst beobachtet man ebenfalls wider-
sprechende Wertverhéltnisse (z. B. in Tabelle 9, Seren 1 und 3).

Nach den Hoenschen Angaben suchte ich die ,Lp*“ Grosse wmit
meinem Antitoxinserum von Kaninchen. Nach dem obigen Versuche
zeigt dessen antitoxischer Wert 5,000 E. und der Prazipitintiter 1 : 100,
daher miisste die ,, Lip “ des Toxins (1 :100 Verdiinnung) 5,000/1600, d. h.
50 E. entsprechen. Deswegen kann man mit meiner Toxinlosung bis zu
50 E. des Antitoxins immer eine positive Prizipitinreaktion nachweisen.
Nach diesen Angaben stellt sich der antitoxische Wert der Seren von
Pferden in folgender Weise dar :
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Tabelle 10.
Prizipitin-| Antitoxischer Wert durch |Antitoxischer| Differenz bei

Serumarten titer Priizipitintiter Wert in vivo /den Methoden
Antitoxin . .
v. Pford 1 1: 8 8 x 50=400E. 100,000 E, 1: 250

” 2 unklar 1,000,000 E.

” 3 1: 4 4 x 50 =200 E. 1,000,000 E. 1:5,000

” 4 1:16 16 x 50 = 800 E. 5,000,000 E. 1:6,250

y 5 1:16 16 x 50 =800 E. 5,000,000 E. 1:6,250

E. = Einheit.

Wie obige Tabelle zeigt, ist die Abweichung sehr gross, daher
suchte ich mit Pferdeserum selbst wieder die ,, Lp “ Grosse. Wenn man
die ,, Lp“ Grosse mit Antitoxinserum von Pferd 1 suchte, miisste die
,» Lip “ des Toxins 100,000/8 = 12,500 E. betragen. Deswegen wurde der
antitoxische Wert der anderen Seren in folgender ‘Weise berechnet:

Tabelle 11.
Priizipitin-| Antitoxischer Wert durch |Antitoxischer| Differenz bei

Serumarten titer Prazipitintiter Wert in vivo|den Methoden
Antitoxin = =A.
v. Knninch. 1:100 {100 x 12,500 = 1,250,000 E. 5,000 E. 250:1
Antitoxin
v. Pferd 3 1: 4 4 x 12,5600= 50,000 E.| 1,000,000 E. 1:20

V 4 1: 18 16 x 12,500 = 200,000 E.| 5,000,000 E. 1:25

” d 1: 16 16 x 12,500 = 200,000 E.| 5,000,000 E. 1:25

Bei diesen Fillen kann man eine Umrechnung des Antitoxinwertes
aus dem Prizipitinwerte nicht ohne weiteres erwarten. Wenn man den
antitoxischen Wert aus dem Prézipitintiter bei der Bindungszone
berechnete, so wirden diese beiden Werte einander ziemlich nahestehen,
weil der Antitoxinwert meines Kaninchenserums (Prizipitintiter 1:250
bei Toxinlosung 1:1,000 [B.Z.]) 12,500 E. entspricht. So neutralisiert es
bei 250-facher Verdiinnung dieses Antitoxinserums mit Toxinverdiinnung
1:1,000 (1,000 D.L.M.), d. h. 2 D.L.M. des Toxins konnen durch
0.00008 cc desselben neutralisiert werden. Fiir den antitoxischen Wert
(5,000 E.) des Tierversuches steht dieser Wert dem oben angegebenen
Antitoxinwert nach Hoen sehr nahe. Bei anderen Seren konnte ich die
Bindungszone nicht beobachten, weil bei diesen die Bindungszone des
Immunserums im schwicheren Verdiinnungsteile des Antigens stand.

D. Uber das Prizipitinogen des Toxinantigens.

Betreffs der Reaktion zwischen Toxin und Antitoxinserum behaup-
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ten Ramon und seine Anhinger (Hoen u. a.), dass es sich um eine
spezifische Reaktion zwischen Toxin und Antitoxin handle. Dagegen
teilten Kraus, Liwenstein und Bicher in ihren fritheren Arbeiten und
neulich Zakeda mit, dass die Prazipitation zwischen Toxin und Antitoxin-
serum hauptsichlich von dem Eiweiss im Nihrboden herstammt, wenn
sich auch die beiden an der Prizipitation etwas beteiligen. Auch
Zingher teilte mit, dass die Ausflockungsreaktion wahrscheinlich ein
spezifisch bakterielles Praz1p1tatlonsphanomen sei. Um diese Frage zu
entscheiden, habe ich folgenden Versuch angestellt.

Versuch 1. Uber Antigenitit unserer Tetanustoxinlosung:  Wenn
In meinem zum Experimente verwandten Tetanustoxin irgend ein
anderer Antigenstoff enthalten ist, so muss sich dieser auch an der
Prizipitinreaktion zwischen Toxin und Antitoxinserum beteiligen.
Wenn man auf Grund der Herstellun gsweise des Tetanustoxins iiberlegt,
welcher Stoff ausser dem Toxin selbst eine Antigenitit bieten kann, so
stosst man auf den Nahrbodenstoff oder das Bakterieneiweiss. Um die
Frage zu losen, ob das beniitzte Toxin eine solche Substanz enthalte,
habe ich Antipferdeserum von Kaninchen (20,000 Titer nach Uklenhuth-
scher Methode), Antirinderserum von Kaninchen (400,000 Titer nach
Uhlenhuthscher Methode) und Antitetanusbazillenserum von Kaninchen
hergestellt und die Antigenitdt meiner Toxinlosung mittels Prizipitin-
reaktion gepriift. Die Resultate sind die folgenden :

Tabelle 12.

Toxinverdiinnung

Arten d. Immunserums
1: 1001 1:200{1:400]1 :800[1:1,600[1:3,200I1 : 6,400/1 : 12.800

l

Antipferdesernm —_ —_ —_ - — - - -

Antirindersernim —_ — — — —_ — —_ _—

it | | | HH H + -

Antitetanusbazillen-
serum

Aus diesem Versuche konnte ich schliessen, dass bei meiner
Toximlosung in der Antigenitdtsfrage der Nihrbodenstoff zuerst aus-
geschlossen werden konnte. Dagegen reagiert das Antibazillenprizipitin
mit Toxinlosung stark ; daher muss man umgekehrt iiber Antitetanus-
toxin wieder diese Beziehung genau untersuchen. Der Eiweissgehalt
dieses Bazillenextraktes entspricht in unverdiinnter Losung ungefihr
dem Verhiltnis 1: 800, aus Serumeiweiss berechnet.

Versuch 2. Uber die Antikorperarten im Antitetanustoxinserum :
Um die Antigenitdt des Toxins umgekehrt aus Antitoxinserum zu
gewinnen, habe ich mit Antitetanustoxinserum von Kaninchen ver-
schiedenerlei Bouillonstoffe oder Bakterienextrakte zur Anwendung
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gebracht, weil so manche Stoffe, die durch den Antigenversuch nicht
nachweisbar sind, sich oft durch Immunkorperbildung finden lassen.
Ich habe tiber Antitoxinserum von Kaninchen Bouillon, Rinderserum,
Pferdeserum, Liebigs Fleischextrakt, Peptonlosung und Tetanusbazillen-
extrakt Giberschichtet und die Prizipitinreaktion genau beobachtet.

Tabelle 13.
Antigenverdiinnung
Art. d. Antig.
1:111:10[1:25|1:50/1:100[1:2501 +500|1 : 1,000(1 : 2,5001 : 5,000

i
Rinderserum S = = = — — - - - —
Pferdeserum = =1 = - - — — — —
Liebigs Fleisch- | :
extrakt 7 NS S - - - - - -
Bouillon —_— - - = - — —_ — — —
Peptonldsung S S| - = — - — - - -
Tetanusbazillen-
extrakt | # H + - - - - -

Aus den oben angefithrten Versuchen 1 und 2 geht hervor, dass an
der Prizipitation zwischen Toxin und Antitoxinserum auch das Bazillen-
eiweiss beteiligt ist. Diese Prazipitinbildung durch Bazilleneiweiss
kann man auch mit dem Antitoxinserum von Pferden, wie es im Handel
erhiltlich ist, nachweisen (Tabelle 14).

Tabelle 14.
Antigenarten Toxin Tetanusbazillenextrakt
Serumarten T. n. T. n. Toxinver- T. n. T. n. Extrakt-
U’scher M| Verd. M. | diinnung |U’scher M.| Verd. M. verd.
pfg‘&‘;stgf;’;“ 1:250 | 1:8 | 1:100 1:2 1:2 1:1
" 2 | unklar
” 3 1:100 l: 4 1:100 1:1 1: 1:1
” 4 1:500 1:16 1:100 1:4 1: 1:1
” 5 1:250 1:16 1:100 1:2 1:4 1:1

Wenn man den Prizipitintiter beobachtet, ist die Feststellung von
Interesse, dass das Antitetanustoxinserum von Kaninchen sowohl mit
Toxinlosung als auch mit Bazillenextrakt in gleicher Verdiinnung in
geeigneter Antigenverdiinnung gleich reagiert (Tabelle 15). Jedoch ist
in der Losung beider vom Eiweissgehalt aus die Bindungszone nicht
gleich.
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Tabelle 15.
:\ntitoxi.usep“m Bn.zillenextmkt
v. Kaninchen 1:25 1:5 1:10 1:25 1:50 1:100 , 1:9250
1: 10 HH HH 1t +H / / | /
1: 50 it H H# + / J o
1:100 H H +H + J/ P ] yz
1:250 — + + _ Y . E /
1:500 - - - — y . /

E. Uber die Beziehungen zwischen der Toxitit und der
Prizipitinogenitét des Toxins (Physikalische und
chemische Einwirkung auf Toxin).

Versuch 1. Infolge der Toxinherstellungsweise besteht bei ver-
schiedenen Toxinarten oft kein Parallelismus zwischen Toxitit und
Prazipitinogenitidt. Ich habe nun aus einer Tetanusbouillonkultur eine
schwache Toxinlosung hergestellt (B. Toxin) und diese mit meinem
vorigen Toxin (A. Toxin) verglichen. Das Verhiltnis der beiden zuein-
ander ist wie folgt :

Tabelle 16.

Arten d. Toxins D.L. M. Priizipitinogenitit (T. n. U’scher M.)
A. Toxin 0.000001 1:5,000
B. Toxin 0.05 1: 40

Versuch 2. Wie aus Tabelle 16 ersichtlich, besteht bei Toxinarten
keine innige Beziehung zwischen Toxitét und Prézipitinogenitit. Dann
habe ich die physikalische Einwirkung auf Toxin durch Wirmewirkung
genau untersucht und die Antigenititsverinderung gepriift. Dabei
habe ich diese Wirkung auf den Bakterienextrakt gleich mituntersucht,
weil nach den fritheren Untersuchungen die Prizipitinogenitit des
Toxins immer der Antigenitdt des Bakterieneiweisses nahesteht.

Drittens habe ich die Zustandsénderung des Serumeiweisses durch
Hitzewirkung als Kontrolle beobachtet. Als ich das erhitzte Toxin und
den Tetanusextrakt auf Antitetanustoxinserum und das erhitzte Rinder-
serum auf Antirinderserum iiberschichtete, zeigte sich der Titer nach
Uhlenhuthscher Methode wie folgt:
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Tabelle 17.
n.  Versuch mit Toxin,
Einwirkungsgrad Toxinverdiinnung
. Toxitit (D.L.M.)
Tempe-| piner | 1:500 1:1,0001:2,500| 15,0001+ 10,000
70°C | 1 Stunde HH H + + - 0.01 (belebt)
80°C | 1 Stunde i H + = - 0.01 (belebt)
100°C | 15 Minut. # H + + - 0.01 (belebt)
nicht erhitztes Toximl HH H + + - 0.000001
b. Versuch mit Bukterienextrakt.
Einwirkungsgrad Verdiinnung des Bakterienextruktes
Temperatur Dauer 1:5 1:10[ 1:25’ 1:50]1:100/1: 250 1: 500
70°C ‘ 1 Stunde H# i H H + + -
80°C 1 Stunde W H# H +H + + —
100°C 15 Minut. 4 H# H H + + -
nicht erhitzter Extrukt oo oM W | B+ | =
¢. Versuch mit Rinderserum.
Einwirkungsgrad Verdiinnung des Rinderserums
J"::t]é’f' Dauer 50(100{250/500|1,600/2,50015,000|10,000|25,000|50,000 100,000{200,000
60°C | 1 Stunde | HH | | Ht | # | | H H + -
70°C | 1 Stande |H#| #it H#H HH W | # | W H + — - -
80°C |1 Stunde || #H W + + | — | — — — - — -
100°C |15 Minut. (| | H| +| — | = | = | — | — | —= - -
icht erhitzte
Secura UM W WM M MW M W | | H

In Bezug auf die Thermostabilitit des Antigens wiesen in unserem
Institute schon Swnouchi**) und Haku*® an ihren Experimenten nach,
dass Bakterieneiweiss durch Einwirkung von Wirme fast keine Ver-
dnderung erleidet, wihrend Serumeiweiss dagegen sehr empfindlich ist.
Bei meinen Versuchen verhielt es sich ebenso.

Aus obiger Tabelle erhellt sofort, dass die Wirme auf das Serum-
eiweiss einen grossen Einfluss ausiibte, wihrend sie auf die Toxinlosung
und das Bakterieneiweiss hinsichtlich der Prizipitinogenitit fast keine
merkliche Wirkung hatte. Besonders blieb die Prizipitinogenitit der
Toxinlosung fast unveriindert, wenn auch ihre-Toxitit vollig verloren
ging. In diesemn Punkte stehen meine Ergebnisse zum Berichte von
Hoén u.2.*® im vollem Widerspruche. In Bezug auf die Thermosta-
bilitdt verhielt sich die Toxinlosung ebenso wie das Bakterieneiweiss.
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Versuch 3. Uber die Priizipitinogenitit des mit Formalin behan-
delten Toxins: Nach Ramon behalt das durch Formalin entgiftete
Toxin seine Prizipitinogenitidt immer weiter bei. Dagegen behaupten
Hoen 1. a., dass die Préizipitinogenitit des Toxins mit der Toxitit parallel
abnimmt. Es scheint mir, dass diese Differenz der Untersuchungs-
methode des Prazipitinwertes znzuschreiben ist.

Ich habe meine Untersuchung mit Tetanustoxin, Tetanus- und
Kolibazillenextrakt sowie Rinderserum angestellt, wobei die Antigene
durch Formalin bis zu 0.5% Gehalt zugesetzt und fiir 6 Tage lang in
den Brutschrank auf 48°C gebracht wurden. Die Resultate sind aus
Tabelle 18 ersichtlich.

Tabelle 18.
a. Versuch mit durch Formalin behandeltem Tetanustoxin.
Antigenverdiinnung .
Antigenarten (%Oiljfv?t)
1:100 | 1:500 {1:1,000|1:2,500]|1:5,0001:10,000 T
e Tona W W | w | o+ |+ | — 0000000
Formalintoxin # H H + - —_ 0.01 (belebt)

b. Versuch mit durch Formulin behandeltem Tetanusbazillen-
extrakt,

Antigenverdiinnung

Antigenarten
1:5 1:10 1:25 1:50 | 1:100 | 1:250 | 1:500

nicht behandelter
Extrakt Hit it Ht H + + -

Formalinextrakt 1 " H H + — —

c. Versuch mit durch Formalin behandeltem Kolibazillenextrnkt.

Antigenverdiinnung

Antigenarten
1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 | 1:160 ] 1:320

nicht behandelter
Extrakt L it L L +H + -

Formalinextrakt 1 W H +H + — —
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d. Versuch mit durch Formalin behandeltem Rinderserum.

Antigen- Antigenverdiinnung

arten 1) . 1,000/1 : 2,501 : 5,000[1 : 10,000]1 : 25,0001 : 50,0001 : 100,000{ 1 : 200,000
nicht be-
handeltes | i H# H Hi i HH H#H —
Serum
Formalin-
serum LU Hit i H H H - —_

Wenn man das Bakterien- und Serumeiweiss oder Toxin mit
Formalin behandelt, so nimmt die Prizipitinogenitit mehr oder weniger
ab, und die Verdnderung der Antigenitiit ist bei diesen 3 Antigenarten
tast gleich. Hinsichtlich der Toxitatsfrage gibt es keinen Parallelismus
zwischen Toxitdt und Prézipitinogenitdt in den behandelten Toxinen
und genuinen Toxinen.

Versuch 4. Der Adsorptionsversuch durch Kohle : Betreffs der
Prazipitinogenitdt und Toxitdt des Toxins wurde aus einem Adsorp-
tionsversuche mit Kohl ein interessanter Versuch nach 7ZaZeda?® beim
Diphtherieversuche abgeleitet, bei dem die Toxitdt der Toxinlosung
durch Kohlenadsorption stark vermindert wurde, die Prizipitinogenitit
dagegen unverdndert blieb. Ich habe auch die Tetanustoxinlosung mit
Tierkohle gemischt und 2 Stunden lang geschiittelt. Dies Gemisch
wurde durch Papierfilter abfiltriert und das Filtrat auf die Toxitat und
Prézipitinogenitat untersucht. Die Ergebnisse sind die folgenden :

Tabelle 19.
Antigen- Antigenverdiinnung Toxitit
arten 11 50(1 2 100[1 : 250[1 : 5001 : 1,000 : 2,500]1 : 5,000[1 : 10,000, (P-L-M-)
a
Adsomption| W | HE | # | M | # | + | + — | 0.000001
nach der " , b
Adsorption | it | it | it | it 1 1 == - 0.01 (belebt)

Das Resultat stimmt mit dem Berichte von Zakeda vollig iiberein,
indem die Prézipitinogenitdt der Toxinlosung unverindert bleibt, die
Toxitét des Filtrates wie bei Hitzeeinfluss oder Formalinwirkung
dagegen stark vermindert wird.

Versuch 5. Passive Anaphylaxie: Aus obigem Versuche geht
hervor, dass bei der Prizipitation zwischen Toxin und Antitoxinserum

das im Toxin enthaltene Bakterieneiweiss eine grosse Rolle spielt. Die’

gleiche Tatsache ist auch mit Beriicksichtigung der passiven Anaphyla-
xie nachweisbar (s. Tabelle 20).
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Wenn man also einem Meerschweinchen, das vorher mit einem
Antitetanustoxinserum sensibilisiert worden ist, nach 24 stiindiger
Inkubation Toxin oder Bakterienextrakt von Tetanus reinjiziert, so
reagiert das Tier mit starker Anaphylaxie. Ich habe auch etwas
verminderte anaphylaktische Symptome beobachtet, wenn das Tier
durch Antibazillensera von Tetanus sensibilisiert und die Toxinlosung
reinjiziert wurde.

Tabelle 20.
Sernm fiir .
e s Antigen
Nr. Sensibilisierung Tier K. G. Symptome Resultate

Arten Menge Arten [Menge
1 e yd 230g |Toxin (1?’1%((’)) keine Symptome -
2 / / 220 g |Extrakt| 4 cc (keine Symptome -

1.7 ce Striuben der Huare,

3 |Antitoxinsera| 2 cc 230g |Toxin|;" Niesen, Temp. abstieg +H

(1:100) 4.6°C, Atemfrequenz,

1.8 co Starker Krampf,
*© €C Njesen, Temp. abstieg H
(1:100) 7900
Striuben der Haare,
Krutzen der Nase,
5 |Antitoxinsern| 3 ce 240 g | Extrakt| 3.8 ce |Niesen, leichter +H
Krampf, Temp.
abstieg 5.7°C
Striuben der Huaare,
Antitetanus- . 2 cc |Kratzen der Nase,
6 buzillensera 8 cc 250g | Toxin (1:100)|Niesen, Temp. abstieg H
3.5°C
3 o Unruhe, Striuben der
3ce 230g |Toxin 1:100 Haare, Atemfrequenz, +
(1: )’I‘emp. abstieg 2°C

4 |Antitoxinsera| 3 ce 250 g | Toxin

7 Antitetanus-
buzillensera

Priizipitintiter des Antitoxinserums 1 : 50.
Prizipitintiter des Antitetanusserums. 1 : 40.
+, schwache 44, mittelmissige 4, starke anaphylaktische Symptome.

4. Zusammenfasung.

Wenn die Prizipitation bei Bindung zwischen Toxin und Antitoxin
spezifisch im engeren Sinne, wie Ramon, Hoen, Zippe und 7'schertkow u. a.
behaupten, hervorgerufen wird, so ergeben sich aus obigen Versuchs-
reihen viele Tatsachen, die dem widersprechen.

Erstens ist dieses Prazipitinphdnomen nicht lediglich eine Reaktion
zwischen Toxin und Antitoxin, wie es XRamor u. a. mit Prozonen-
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phénomen verteidigen, weil mit Serumprézipitin oder Bakterienprézi-
pitin dieselbe Reaktion gezeitigt werden kann, wenn man die Immuni-
sierungsweise und Verdinnungsweise der Antigene und des Immun-
serums moglichst unter denselben Bedingungen vornimmt. Um die
nimlichen Phinomene mit gewodhnlichem Prizipitin deutlich nach-
zupriifen, muss man mit stark hochimmunisiertem Prézipitinserum in
grossem Umfange die Reaktion in so weit verdiinntem Antigen und
Antikorper beobachten, dass man bei beiden die Hemmung am schwach
verdinnten Teile erkennen kann.

Zweitens mochte ich die Reinheit der Toxinlésungen serologisch
diskutieren. Von der Antigenitit fiir Prizipitinbildung aus gesehen,
enthilt die Toxinlosung eine geringe Menge von Bakterieneiweiss, die
durch Antibakterienimmunserum mittels Prizipitinreaktion nachweisbar
ist, wenn auch bei meinem Versuche der Bouillonstoff ganz ausge-
schlossen werden kann. TUmgekehrt, wenn man mit verschiedenen
Antitoxinseren mittels Prézipitinreaktion oder Komplementbindung
zwischen Toxin oder Bakterienextrakt arbeitet, so reagieren diese
Antitoxine mit beiden Antigenen immer positiv. Auf Grund dieser
Tatsache darf man annehmen, dass das Bakterieneiweiss an der Prazipi-
tinreaktion zwischen Toxin und Antitoxin stets mitbeteiligt ist.

Drittens will ich Prazipitinwert und Antitoxinwert kurz verglei-
chen. Wenn man ideal reine Toxine als Antigene beniitzt oder solche,
die sehr wenig Bakterieneiweiss enthalten, so konnte der Parallelismus
zwischen Antitoxinwert und Prizipitinwert irgend einen nédheren Zu-
sammenhang haben. Doch um diese quantitativen Beziehungen fest-
zustellen, muss man Prizipitinbildung durch Bakterien und Toxin
selbst scharf differenzieren oder mit einwandfreiem Toxin, das mit
Antibakterienprizipitin nachweislich keine Reaktion zeigt, die Prézipi-
tinreaktion nachweisen. Bei meinem Versuche zeigen beide Werte in
einigen Fillen Parallelisinus, aber in vielen Fillen eine grosse Ab-
weichung.

Viertens mochte ich iiber Resistenz der Toxinlosung gegen physi-
kalische oder chemische Einwirkung auf Toxitdt und auf Prézipitino-
genitit einiges hinzufiigen.  Gegen #ussere Einwirkung ist, wie schon
bekannt, die Toxitit sehr labil, die Prazipitinogenitit dagegen sehr
stabil. In dieser letzteren Hinsicht ist die Prézipitinogenitidt der
Toxinlosung noch resistenter als Serumantigene und steht den Bak-
terienantigenen niher. Und diese Beziehungen sind denen aus passiver
Anaphylaxie gleich, weil das durch Antitoxinserum (Prazipitintiter 1:50)
sensibilisierte Tier auf Reinjektion von Toxin oder Bazillenextrakt nach
24 stiindiger Inkubation auch mit denselben Symptomen der Anaphy-
laxie reagiert wie beim Prazipitinversuche. Aus Antitetanusseren kann
ich auch etwas verminderte Symptome bei Toxinreinjektion nachweisen.
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Schluss.

Aus meinen Experimenten mochte ich folgende Schliisse ziehen :

1. Durch Tetanustoxin kann man auch das Prizipitinphinomen
bei Bindung zwischen Toxin und Antitoxin nachweisen.

2. Die Prizipitation zwischen Toxin und Antitoxinserum ist nicht
eine spezifische Reaktion, sondern man kann mit Serumprizipitin oder
Bakterienprazipitin dasselbe Phéanomen darstellen.

3. Das Ramonsche Phinomen ist nichts anderes als die Prozonen-
erscheinung bei der Prizipitinreaktion, und dieses Phinomen ist auch
durch Komplementbindung gleich nachweisbar.

4. Um die Neutralisierungsfrage mit Prizipitinreaktion zu kliren,
muss man erst die Reinheit des Toxins bestimmen, weil dabei eine
Prizipitinbildung aus dem Nihrboden oder aus dem Bakterieneiweiss
moglich ist.

5. Das Bakterienweiss spielt bei der Antitoxinprizipitation eine
grosse Rolle.

6. Was die Resistenz gegen #dussere Einwirkung anbetrifft, so ist
Toxin sehr labil, Prazipitinogen in Toxinlosung dagegen viel stabiler.

Zum Schlusse mdchte ich Herrn Prof. Dr. A7 Ogata herzlichst danken fiir
seine ebenso wertvolle wie freundliche Anleitung und seine liebenswiirdige
Unterstiitzung bei meiner Arbeit.

Literatur.

1 Calmette and Massoly Ann. de L’inst. Past., T. 23, p. 155, 1909. — 2 Nicolle,
Césari v, Débains, Ann. de L’inst. Past., T. 34, p. 596, 1920. — 3 Georgi, Med. Klin.,
Nr. 41, 8. 1061, 1920. — 4 Ramon, Compt. r. Soc. Biol., T. 86, p. 661, 1922. — 5 ebenda,
Compt. r. Soe. Biol,, T. 89, p. 2, 1923. — 6 ¢éenda, Compt. r. Scc. Biol.,, T. 88, p. 167,
1923. — 7 ebenda, Ann. de L’inst. Past., T. 38, p. 1, 1924. — 8 Renaux, Compt. r. Soc.
Biol., T. 89, p. 92, 1923. — 9 ebenda, Compt. r. Soc. Biol., T. 90, p. 968, 1924, — 10 S,
Schmide, Compt. r. Soe. Biol.,, T. 88, p. 105, 1923. — 11 Se/o/z, Centralbl, f. Bukt., Bd.,
91, 8. 72, 1924. — 2 Glenny u. Okell, Journal of Puth. a. Bakt., Vol. 27, p. 187,1924, &
Vol. 28, P. 464, 1925. — 13 Bayne-Jokn, Stankote, Journal of Immunol. Vol, 9, p. 481,
1924. — 1 Povitzky and Banzhaf, Proe. Soe. f. exper. Biol. & med., Vol. 22, p. 11,
1924. — 15 Meguro, Tjikoron, No. 853-654, 1925 (Taishd, 14 Nen) (Japanisch). — 16 Kraus,
Lowenstern u. Backer, Wiener Klin. Wochenschr., S. 561, 1924, — 17 Moloney n. Weld,
Journal of Puth. & Bakt., Vol. 28, p. 655, 1925. — 18 Zingher, Proc. Soc. f. exper. Biol.
& Med., Vol. 22, p. 454, 1925. — 19 Hartley, The British Journal of exper. Path., Vol. 6,
P- 112, 1925. — 20 Hoen, Zippe u. Tscherthow, Zeitschr. f. Immunititsforsch., Bd. 45, S.
387. 1925. — 21 Hoen, Zippe 0. 7'schertkow, Zeitschr. f. Immunititsforsch., Bd. 47, S.
277, 1926. — 2 Hoen, Zippe u. Tscherthow, ebenda, Bd. 48, S. 191, 1926. — 28 Hoen,
Zippe u. Z'schertkow, ebenda, Bd. 51, S. 53, 1927. — 24 Hoen, Zippe n. Z'scherthow

http://escholarship.lib.okayama-u.ac.jp/amo/vol 2/iss3/5

26



Inoue: Studien uber die Prazipitation zwischen Tetanustoxin und

Studien iib. d. Priizipitation zwischen Tetanustoxin u. Antitetanustoxin. 395

ebenda, Bd. 55, S. 149, 1928. — 25 Llen, Zitpe 0. Tschertkow, ebendn, Bd. 58, S. 143,
1928. — 6 Loen, Zippe . T'schertkow, Zeitschr. £. Hyg., Bd. 108, 8. 61, 1928. — 27 Hoen,
Criinfeld 0. T'scherthow, Centralbl. f. Bakt., Bd. 107, S. 459, 1928. — 23 Twanoff,
Zeitschr. f. Hyg., Bd. 107, S. 225, 1927. — 29 Zakeda, Jikken Tgaku Znasshi, Bd. 12, p.
163, 1928 ( Shdwa 3 Nen) (Japanisch). — 30 Bessemans, Pother et Deless, Compt. r. Soc.
Biol., No. 25, p. 743, 1927, — Bronfenbrenner u. Reichert, Prce. Soc. f. exper. Riol. &
Med., Vol. 22, p. 391, 1925. — 32 Schelz, Centralbl. f. Bukt., Bd. 92, S. 434, 1924, —
33 A4bc et Erber, Ann. de I’inst, Past., T. 40, p- 659, 1926. — 34 S. Schmide, ebenda, T.
42, p. 63, 1928. — 35 D. Aalic, Compt. r. Soc. Biol., T. 98, p. 649, 1928. — 36 Haku, Arb.
aus der med. Universitiit Okayama, Bd. 1. H. 2, S. 246, 1929, — 37 Ogata, Kongress-
berichte der byg., mikrobiol. w. pnrusitol. Generalversnmmlung. 1927. — 38 Sunouchi,
Arb. aus der med. Universitit Okayama, Bd. 1, H. 1, 8.1, 1928, — 39 Makino, Oknyama
Igakkai Zusshi, Nr. 484, S. 989, u. Nr. 485, S. 1338, 1930. — 40 Sasaki, Arb, aus der
med. Universitit Okayama, Bd. 1, H. 4, S. 550, 1930, u. Okuyama Tgakkai Zasshi, Nr.
484, 8. 1238, 1930. — 4 Sugimoto, Arb. nus der med. Universitit Oknynma, Bd. 2, H. 2.
S. 584, 1930. — 42 Friedlander, Sobotka a. Banzhaf, The Journal of exper. Med., Vol. 47,
No. 1, p. 57-79, 1928. — 48 Augeyama, Oknyanma Igakkai Znsshi, Nr. 469, S. 392,
1929. — 4 Susnouchi, ebendn, Nr. 474, 8. 1533, 1929. — 46 Haku, ebenda, Nr. 468, S. 66,
1929. — 46 A Schmidt, Zeitschr. £. Immunititsforsch., Bd. 48, 8. 217, 1926.

Produced by The Berkeley Electronic Press, 1930

27



