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Einleitung.

Es kann keinem Zweifel unterliegen, dass bei verschiedenen
Immunreaktionen, namentlich sofern es sich um die Agglutination,
Prazipitation, Komplementbindungsreaktion und Hamolyse handelt,
das Phanomen der Bindung und Bindungshemmung zwischen dem
Immunogen und dem Immunkérper vorhanden ist. Diese Erschei-
nung, besonders die der Ringprazipitation, hat im Jahre 1927 Prof.
M. Ogataschon hervorgehoben. Er hat eine Methode fiir den
Nachweis der Prazipitation mittels der Immunkdrperverdiinnung
gefunden und mit dieser nachgewiesen, dass der Antikdrper mit dem
Antigen in einer gewissen Verdinnung d. h. in einer geeigneten
Antigenverdinnung am starksten reagiert. Er nannte diese geeignete
Antigenmenge fur Antikorper die Bindungszone. Diese Bindungs-
zone ist sowohl durch Prazipitinreaktion als auch durch Komple-
mentbindungsreaktion in gleicher Weise nachweisbar. Bei diesen
Reaktionen kann man auch eine negative Reaktion (Hemmungszone)
im Antigen- und Immunserumteil beobachten, bei der bei geeignetem
Mengeverhaltnis wieder eine positive Reaktion erzeugt wird (Siehe
Tabelle 1, 2 und 3).

Das unten angefithrte Immunserum wurde mit 1% Gummiarabicum oder 10%
Meerschweinchenserum absteigend verdinnt und auf die Immunserumverdinnung
wurden die gleicherweise mit 0.85% Kochsalzlésung verdiinrten Antigene vorsichtig
tberschichtet. Die Reaktion wurde bei Zimmertemperatur je nach 1/4, 1/2, | und
2 Stunden abgelesen.

Wie man aus Tabelle I, 2 und 3 ersieht, treten bei einer be-
stimmten Verdinnung des Antigens und des Antikorpers eine
Bindungszone und eine Bindungshemmung auf. Wie oben zu sehen,
reagiert dieses Antirinderserum am starksten mit der Antigenver-
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Tabelle 1. Prazipitinreaktion nach Ogatascher
Immunkorperverdiinnungsmethode.
Immunserum Nr. 1.
Antikorperverdiinnung
= S T B :
Antigen- - ~ b § § § § -rg\ § § §
verdinnung i B N RV = q
R R TR T T FT=T=
1: 50 HH + | — | =
l: 100 ] : + | -
1 250 HH H + | -
B.Z.
T Al
1 1,000 + | — | —
] 2,500 H Hi H H m | #H H | H - = —
1: 5,000 j I # i H|F -] == =
1: 10,000 H m R e e S B B O T
1: 25,000 i #HIH  H - - =] —| —| — ] —
1:5000 | H [ #  H |+ + | —| —| —}—| — | —| —
1:100000 | — | + | + | — | — | — | — | — | = | = | — | —
P.Z.
1:250000 | — | — | — | — | — | — | = | —m | — | —= | — | —
Antigen.........ooooiviiininiinn.. Rinderserum.
Antikérper ..ol Antirinderkaninchenimmunserum.
B.Z. bedeutet: Bindungszone.
PZ : Prozone.
i bedeutet: Positive Reaktion innerhalb 1/4 Stunde.
# . " " »  1/2 Stunde.
H » »» ”» ”» I Stunde.
-+ » » » e 2 Stunden.
Tabelle 2.  Prazipitinreaktion nach Ogatascher
Immunkérperverdiinnungsmethode.
Immunserum Nr. 2.
Antikérperverdiinnuug
—_— [2) ) ) [=] (=3
Antigen- ~ = N " § Q §
verdinnung . N . . -
R T T —T=T7=
I 50 ! i i i i - = | -
1 100 I 1t 1 .|. I — _ —
1 250 | { O i H| - —
1: 500 | b I i i it H | -] =
1: 1,000 H I 1 ] i HH — —
1: 2,500 | il I it | 1 + _
1 5,000 .{i -i-i-i- H H i H H i + 3_ zZ,| —
1: 10,000 it i HH I —_—
1: 25,000 -+ + +H H H H + — — —
1: 50,000 — —PZ| + + + - - — - -
1 : 100,000 — — - — —_ -_— —_— — —_ —
Antigen..........cooeiiiinenn.n.. .Rinderserum.
Antikorper ...l Antirinderkaninchenimmunserum.
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Tabelle 3. Komplementbindungsreaktion nach

Ogatascher Verdiinnungsmethode.
Immunserum Nr. 2.

Antikdrperverdinnung
A ) =) T =) S S S

Antigen- ~ - N 0 = < R =]
verdinnung . B 3
o100 W WM W W B — | =] —
- 250 M| H | M M| | - | = | —
oS00 | MM M| W M ow | — | — | —
R T T O N N
2500 | M| M| W Wl W oM+ | — | —
I: 5000 | M| M M oM oM+ — | —
R I T O I I I T T
1: 25,000 Mol ML | M M) W M | —
1: 50,000 + o+ M MM |+ | —
1: 100,000 - =t H | H | H |+ = =
I : 250,000 — === = =1 = | =] =

Antigen.......c.coviiiiiiniinin.., Rinderserum.

Antikorper ...l Antirinderkaninchenimmunserum.

# bedeutet: Komplette Hemmung.

#t " : Fast komplette Hemmung.

+H " : Grosse Kuppe.

-+ " : Kleine Kuppe.

” : Komplette Hamolyse.

dinnung 1:5,000-10,000 (Bindungszone), und der Titer des ver-
dinnten Prazipitins zeigt dabei 1:500. Bei der Verdinnung des
Immunserums 1 : 250 sieht man die hemmende Wirkung der Antigene
(1:25,50, 100 -500) deutlich. Bei den hohen Antigenverdiinnungen
1:10,000 - 50,000 wurde die Reaktion bei grosser Immunkérpermenge
gehemmt; gerade bei der Antigenverdiinnung | : 50,000 wurde in der
schwachen Verdinnung des Immunserums 1:25 eine deutliche
Hemmung beobachtet. Die Resultate der Komplementbindungs-
reaktion stimmen mit denen der Ringprobe des Prazipitations bei-
nahe tberein, nur geht die Bindungszone und Prozone noch in den
verdiinnten Antigenteil Gber.

Vorlaufig méchte ich aus obigen Versuchen die Folgerung ziehen,
dass die Reaktionen zwischen Antikérper und Antigene zueinander
in einem bestimmten Mengenverhiltnisse stehen und in geeigneten
Mengen die Reaktionen bis zum héchsten Verdiinnungsgrad erkenn-
bar sind. Wenn bei hochgradiger Antigenverdiinnung der Antikérper,
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oder umgekehrt, wenn bei hochgradiger Antikorperverdiinnung das

Antigen konzentriert ist, so sind Hemmungserscheinungen zu beob-
achten.

Diese Hemmungserscheinungen sind noch weiter nachweisbar an dem Pha-
nomen der Prazipitation zwischen Toxin und Antitoxinmischung. Im Jahre 1922
verdffentlichte Ramon2) eine Bestimmungsmethode des Diphtherieserums in vitro.
Als er 20 cc Prifungstoxin mit Antitoxinserum von verschiedenen Konzentrationen
im Reagenzglas mischte, bemerkte er eine Tribung oder einen flockigen Niederschlag
bei einem geeigneten Verhiltnis des Toxins zum Antitoxin, und neben dieser
deutlichen Flockenbildung, die sich in bestimmten Konzentrationen gezeigt hatte,
stellte er ausserdem eine verminderte Prazipitinbildung, ja sogar das Ausbleiben
einer Flockenbildung fest. Er beobachtete auch, dass in dieser Konzentration Toxin
und Antitoxin vollkommen neutralisiert wurden. T Inoue3) hat im Jahre 1931 diese
Zusammenhinge zwischen dem Tetanustoxin und 'dem Antitetanustoxin genau
studiert und in den Arbeiten aus der Med. Universitit Okayama (Bd. 2, Heft 3) eine
Mitteilung dariber gemacht. Er kam zu dem Schluss, dass das Ramonsche Phanomen
nichts anderes ist als die Prozoneerscheinung bei der Prazipitinreaktion. Dieses

Phanomen ist auch durch Komplementbindungsreaktion in gleicher Weise nach-
weisbar.

Dieselben Erscheinungen zeigen sich auch bei der passiven Anaphylaxiereaktion.
.S. Kuwana®) hat im Jahre 1931 hervorgehoben, dass die geeignetste Antigenmenge,
mit der man bei aktiv oder passiv immunisierten Kaninchen starke Anaphylaxie
erzeugen kann, eine der Bindungszone entsprechende Dosis ist (Sunouchid), Hakub),
Wenn beim Versuche Gber passive Anaphylaxie am Kaninchen (Blutdruckmessung),
das minimal sensibilisiert wurde, eine zu grosse Menge des Antigens reinjiziert wird,
so wird die Reaktion umgekehrt gehemmt.

Grosse Analogien zu den Hemmungserscheinungen der Immun-
reaktion zeigte auch die Kolloidreaktion. Von besonderer Wichtig-
keit fir die Immunitatslehre ist auch die gegenseitige Beeinflussung
der Kolloide. Es ist durch genaue Untersuchungen bereits festgestellt
‘worden, dass gegenseitige Fallung von ‘entgegengesetzt geladenen
Kolloidstoffen das Fallungsoptimum zeigt.

Schon Graham?) war es bekannt, dass Mischungen mancher Hydrosole zu
Niederschlagbildungen fihren. Bereits im Jahre 1899 wurde durch Borde) die
grosse Analogie hervorgehoben, welche das Phinomen der Agglutination mit der
Ausflockung von Ton-, Kaolin-, etc.-, Partikeln durch Salze zeigt. In spaterer Zeit
wurde diese Erscheinung wiederholt beschrieben (Linder u. Picton?), Lottermoser'®) u.
Hardy!). Eingehendere Versuche iiber die gegenseitige Fallung von entgegengesetzt
geladenen Kolloiden verdanken wir Biliz!2. Er konnte die Beobachtung machen,
dass nur elektrisch entgegengesetzt geladene Kolloide miteinander unter Nieder-
schlagbildung reagieren. Fir die Fallung war ein bestimmtes Mengeverhaltnis der
Reaktionskomponenten erforderlich. Bei Uberschuss von dem einen oder anderen
Kolloid bleibt die Fallung aus. Er konnte auch die Mengenverhaltnisse, mit denen
die Kolloide in Reaktion treten, feststellen und fand eine variable Proportion, wie sie
zwischen adsorbierendem Material und adsorbierter Substanz zu finden ist. Bei der
Reaktion zweier verschieden geladener Kolloide hangen die Eigenschaften der Reak-
tionsprodukte von den verwandten Mengen der Ausgangsprodukte ab. Das Reak-
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tionsprodukt besitzt gewissermassen die algebraische Summe der Eigenschaften der
Reaktionskomponenten nach ihren Mengenverhiltnissen. Da die Reaktionskom-
ponenten entgegengesetzte Ladung besitzen, so muss das Reaktionsprodukt das Vor-
zeichen des iberschiissigen Kolloids fithren. Bei bestimmten Mengenverhiltnissen
muss es zur elektrischen Neutralisation kommen, was wiederum unter sonst gunstigen
Versuchsbedingungen zur Ausflockung des Reaktionsproduktes fihren kann.

Die hier dargelegten Vorstellungen iber den beim Zusammenbringen zweier
Kolloide stattfindenden Reaktionsmechanismus erleichtern das Verstandnis des Ver-
héltnisses der Einwirkung von Elektrolyten auf denselben, die im Experiment und
Organismus eine grosse Rolle spielen und besonders fir die Immunreaktionen von
besonderer Bedeutung sind. Nach den Beobachtungen von BiltzI213), Neisser wu.
Friedemann®), Bechhold15) 16) 17) 18) 19) Porges20), begiinstigen in dieser Weise Elektrolyte
die gegenseitige Fallung von Kolloiden.

Die Erscheinungen der Ausflockungs- und Hemmungszone in der Kolloidreak-
tion sind von zahlreichen Autoren beobachtet und erdrtert worden. Von den
Forschern, welch die wichtigsten Arbeiten in dieser Richtung ausgefiihrt haben, seien
hier Bechhold, Biltz, Neisser u. Friedemann, Buxton u. Schaffer2) und Oscar Teague u.
BuxtonZ)2)24) erwihnt. Von diesen Autoren sind verschiedene Versuche unter-
nommen worden, in der Hoffnung, etwas mehr Licht auf die physikalische Seite der
interessanten Frage der Hemmung der Agglutinierung zu werfen und den Grad der
Ahnlichkeit zwischen der Agglutination von Bakterien und der Fallung unorganischer
Suspensionen zu bestimmen, ohne dass eine befriedigende Erklarung fiir ihr Auftreten
gegeben worden ware.

Im Jahre 1931 hat N. Sugimoto® iiber die Prazipitation zwischen
Mastix und Aluminiumsulfat in den Arbeiten aus der Med. Univer-
sitat Okayama (Bd. 2, Heft 2) einige Mitteilungen gemacht und die
Hemmungserscheinungen in der Kolloidreaktion nachgewiesen. Er
kam zu dem Schluss, dass bei der Kolloidreaktion sich eine optimale
Flockungszone findet, die der Bindungszone bei der immunsero-
logischen Reaktion sehr ahnlich ist. _

Zur Erganzung dieser Beziehung der Immunreaktion und Kolloid-
reaktion benutzte ich die kolloidalen Farbstoffen und studierte
besonders die Hemmungserscheinungen. Es ist der Zweck meiner
Arbeit, die Beziehung zwischen immunserologischer Reaktion und
Kolloidreaktion durch die Bindungs- und Bindungshemmungsphano-
mene zu untersuchen, indem ich als Kolloidreaktion die Fillung
zwischen Anilinfarbstoffen anwandte. Der Farbstoff ist vorteilhafter
als Suspensionen von Bakterien und ahnliche Substanzen, da wir
sowohl negative wie positive Farbstoffe wahlen kénnen, und tiberdies
beim Farbstoffversuch die Wanderung elektrischer Ladung durch
Farbenumschlag sofort beobachtet wird.

Experiment.

. Die gegenseitige Ausflockung von Farbstoffen.
Die Versuche mit Farbstoffen sind hauptsichlich mit folgenden Stoffen ange-

Produced by The Berkeley Electronic Press, 1932



Acta Medica Okayama, Vol. 3[1932], Iss. 2, Art. 8

260 K. Ohtahara: Studien tber die Bindungs- und

stellt worden ;
Negative Farbsiauren: Kongorot, Nigrosin und Biebricher Scharlachrot.
Positive Farbbase : Janusgriin.

Bei Mischung von Farbstoffen, die elektrisch entgegengesetzt geladen sind, wird
eine Ausflockung beobachtet, die besonders stark ist in bestimmten Konzentrationen
von beiden Kolloiden (Siehe , Kolloidchemie von Zsigmondy “ Teil 2, S. 188).
Wenn einer der Farbstoffe.im Uberschuss vorhanden ist, so tritt gewohnlich eine
Vorhemmungszone fir diesen Farbstoff auf, innerhalb welcher keine Ausflockung
erfolgt. Die Existenz dieser Zone, d. h. die optimale Konzentration bei gegenseitiger
Ausflockung von Farbstoffen wurde zuerst durch Neisser u. Friedemann festgestellt.
Diese Autoren beobachten bei Eosin und Bismarckbraun eine optimale Ausflockungs-
zone und Hemmungszone nach der Konzentration beider Farbstofflésungen.

Die Versuche iber die gegenseitige Ausflockung von Janusgrin und Kongorot
werden in Tabelle 4. beschrieben. Beide Farbstoffe wurden in destilliertem Wasser
gelést und je | cc von beiden Kolloidlésungen gemischt. Dann wurde in einer Reihe
von Reagenzglasern eine Kolloidlgsung in bestimmte Konzentration gebracht und
eine andere Kolloidlésung darin absteigend verdiinnt. Diese Reagenzglaser werden
| Stunde lang bei 37°C im Brutschrank aufbewahrt, dann in Zimmertemperatur
gesetzt und nach 24 Stunden makroskopisch beobachtet.

Tabelle 4.
Ausflockungsreaktion zwischen Janusgriin und Kongorot.
In jedem Réhrchen I cc von jedem Farbstoff. Die angegebene Prozentgehalte
bedeuten die endgiiltige Konzentration von jedem Farbstoff. Beobachtung nach

24 Stunden.
1 ce— Janusgriinkonzentration in Prozent
1/100 1/200 1/400
Kongorot-
kgnzlgntration Fallung l&:r;ii's Fallung I&fg}ii‘g Fallung [{:/Iaerll)iiis
1n 'rozent
1/ 40 - braun — braun —_ f:if:
‘ / 60 - » - ” - ”
braunlich _ braunlich _
17100 - violett violett ”
1/200 +H farblos —_ " - ”
1/240 Ht » — ” — -
1/280 4 blassblau — ” - »
] / 320 H ”» - ” - ”»
1/400 H " + farblos — blassrot
1 / 480 H blau H ”» - »
1/560 — " + blassblau —_ "
1 / 800 - ”» - ” ' - ”

+ bedeutet: makroskopisch sichtbare geringe Ausflockung.
+ bedeutet : makroskopisch sichtbare stirkere Ausflockung.
H# bedeutet : makroskopisch sichtbare starke Ausflockung.
— bedeutet: makroskopisch keine Ausflockung.
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In Tabelle 4 sieht man eine interessante Fallungserscheinung bei
der Kombination von beiden Farbstoffmengen. Auf eine ahnliche
Erscheinung bei der Prazipitinreaktion habe ich ja vorher hinge-
wiesen. Wurde mit 1/100 %igem Janusgriin absteigend verdiinnt Kon-
gorot gemischt, so machte sich nach 24 Stunden eine Flockungszone
in geeigneter Kongorotmenge (1/200-1/480%) deutlich bemerkbar,

' wobei das Gemisch in dieser Zone beinahe entfirbt wurde. Ausser-
halb dieser Zone blieb die Flockenbildung sowohl im noch ver-
dinnten als auch im konzentrierten Teil des Kongorotes negativ.
Deswegen kann man diesen konzentrierten Teil als die Hemmungs-
zone des Kongorotes auf Janusgriin betrachten. Eine Reihe von
Versuchen, bei denen die Konzentration des Janusgrins in 1/2009
verdinnt wird, verschiebt diese Flockungszone noch weiter in
1/480 %iger Losung von Kongorot. Bei 1/400 %iger Lésung von Janus-
grin kann man die Flockungszone nicht mehr beobachten.

Wir finden also bei der Reaktion von entgegengesetzt geladenen
Farbstoffen das Optimum der Fallung, mit anderen Worten, es
besteht eine Bindungszone und in dieser erscheint auch die Farbe
des Mediums ganz oder nahezu farblos.

Die optimale Ausflockungszone zweier Farbstoffe ergibt sich aus
folgenden Prozentsatzen :

Janusgrin Kongorot Farbe des Mediums
171009 _ 1/200 % farblos
1/200 % 1/400 - 1/480 % farblos

Wir finden auch, dass in Bezug auf den optimalen Ausflockungs-
punkt sich die beiden Farbstoffe ungefahr wie 2:1 verhalten, d. h.
dass bei Mischung zweier Teile von Janusgriin und einem Teile von
Kongorot vollstandige Ausfillung eintritt. Wenn die Menge des
Janusgrins im Verhaltnis zum Kongorot grosser wird, so verandert
sich auch diese Fallungsreaktion, wie auch trotz der Flockenbildung
die Farbe des Mediums blaulich bleibt, wodurch angedeutet wird,
dass das tuberschiissige Janusgriin, d. h. der Teil, der tber 2:1
hinausgeht, an der Fallung nicht mehr teilnimmt. Ausser dieser
Ausflockungszone neigt sich die Farbe des Mediums nach der
Eigenfarbe des uberwiegenden Stoffes. Es ist auch interessant, dass
man beim Querlesen dieser Tabelle findet, dass bei bestimmtem
Prozentsatz des Kongorotes das Janusgriin absteigend verandert
wird. Bei Mischung von 1/560 %igem Kongorot und 17100 %igem Janus-
grun tritt keine Ausflockung ein, wenn aber das Janusgriin auf 1/2009%
verdinnt wird, so erfolgt Flockenbildung. Dieses Phianomen hat
eine grosse Analogie mit den Prozoneerscheinungen in der Immun-
reaktion, wo das Janusgriin an Stelle des Immunkérpers und das
Kongorot an Stelle des Antigens treten kann.
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Um diese gegenseitige Fillung der Farbstoffe noch weiter zu
studieren, habe ich statt Kongorot Nigrosin und Biebricher Schar-
lachrot nach Teague u. Buxton angewendet.

Tabelle 5.

Ausflockungsreaktion zwischen Janusgriin und Nigrosin.
In jedem Roéhrchen | cc von jedem Farbstoff. Die angebenen Prozentgehalte
bedeuten die endgiiltige Konzentration. Beobachtung nach 24 Stunden.

| cc— Janusgriinkonzentration in Prozent
1/60 1/100 1/200 1/400
qu:xtgzz?ion Fallung l\i:/.laer:iiri.s Fallung &:‘S’;i's Fallung I&fg&i’s Fallung
In rozent
1/ 40 — b‘ljcl:lliﬁl - violett — violett -
1/ 60 — " — ” — o —
L A L
1/ 200 H# blau H ioletr | — R -
1/ 240 H# " H# blassblau —_ » —
1/ 280 H " H ” - » -
1/ 320 H# " H farblos + " -
1/ 400 H# " H# blassblau H " -_
1/ 480 H " H " +H farblos —_
1/ 560 +H » H blau +H " —_—
1/ 800 + " + " + blassblau —
1/1600 — " — . — . —

+ bedeutet: makroskopisch sichtbare geringe Ausflockung.
+H » : » " starkere Ausflockung.
H# » : » " starke Ausflockung.
— ” - " keine Ausflockung.

Die Versucchsergebnisse, wie sie in Tabelle 5 und 6 gezeigt
werden, sind analog mit denen der Tabelle 4, soweit die Feststellung
eines bestimmten Optimalpunktes innerhalb der Ausflockungszone
in Frage kommt, aber das Mengeverhaltnis der Farbstoffe in ‘der
Optimalzone scheint drei Teile Janusgrin auf einen Teil Nigrosin
und einen Teil Biebricher Scharlachrot zu betragen. Wie aus
Tabelle 6 ersichtlich ist, ist die Ausflockungszone viel breiter bei
gegenseitiger Ausflockung von Janusgriin und Biebricher Scharlach-
rot als von Janusgriin und Kongorot, doch ist die Flockenbildung
beim Optimum auch etwas schwacher, weshalb die ubrigbleibende
Flussigkeit relativ stark gefarbt ist. Aus diesen Tatsachen schliesse
ich, dass der Grad der Ausflockung und die Breite der Ausflockungs-
zone durch die kolloidale Natur der verwendeten Stoffe bedingt sind,
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Tabelle 6. Ausflockungsreaktion zwischen Janusgriin
und Biebricher Scharlachrot.
In jedem Roéhrchen | cc von jedem Farbstoff. Angegeben ist die Endkonzentra-
tion. Beobachtung nach 24 Stunden.

1 cc— Janusgriinkonzentration in Prozent
1/60 1/100 1/200 1/400
Biebr. Sch.- ‘ A
| Fillung| [t | Fllng | Farbe & | tlng Forbe & | il
zent
1/ 40 — | Béunlich| | — braunlich | _
1/ 60 + ” — T — " -
e I
I R
1/240 H blau +H blassblau H " -
1/280 H# , H# " +H blassblau —
1/320 +H " H# " +H " -
1/400 H " H blau + " —
1/480 + " + " + ” -
1/560 — ,, + . + . —_—
1/800 L= " —_— . — Y —_

+ bedeutet : makroskopisch sichtbare geringe Ausflockung.
H ” : " ” starkere Ausflockung.
H# » : » " starke Ausflockung.
— " : " keine Ausflockung.

weil, wie wohl schon bekannt, Janusgriin hochkolloidal, Kongorot
vollstandig kolloidal und Biebricher Scharlachrot gering kol]oid‘al ist.

2. Der Einfluss von Elektrolyten auf die gegenseitige
Ausflockung von Farbstoffen.

Um einerseits die Elektrolytenwirkung auf die Ausflockung des
Kolloides zu studieren und um anderseits kolloidale und serologische
Reaktionen in demselben Medium zu priifen, habe ich Kochsalz zur
Farbstofflosung hinzugefigt, oder die Farbstoffe in physiologischer
Kochsalzlosung aufgelost. Dabei wurde die zugefiigte Salzmenge so
beschrankt, dass durch Elektrolyten allein die Fallung der Farbstoffe
nicht stattfand. In einer frithern Arbeit von V. Sugimoto wurde diese
Beziehung wegen der Labilitat der Mastixlésung durch Kochsalz
nicht berithrt. Doch kann man bei der oben erwahnten gegenseitigen
Ausflockung von Farbstoffen in physiologischer Kochsalzlosung die
Reaktion beobachten. Die gegenseitige Flockenbildung von Farb-
stoffen in physiologischer Kochsalzlésung wird in Tabelle 7 genau
angegeben.
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Tabelle 7. Einfluss von NaCl auf die Ausflockung von
Kongorot und Janusgrin.

Jederder Farbstoffe gelost in 0.85% Kochsalzlésung. Beobachtung nach 24
Stunden.

] clc—-* Janusgriinkonzentration in Prozent
1/100 1/200 1/400 1/800
Kongorot- ‘
kc;:z;;lé;:!;i:tm Fallung ]\ljlf:iii.s Fallung ]l\jlf:iix:‘s Fallung Il\:’lfc?iiris Fallung

1/ 40 — braun — braun | — bré:‘x:tlich —_
1/ 60 + » — " — . —
1/ 100 Ht ” — " — " —
1/ 200 H " H# blassbraun| — braun —_
1/ 240 H+ blassblau # farblos — " —
1/ 280 # blau # blassblau —_— . —
1/ 320 H " Ht " + » —
1/ 400 Ht ” H blau H# farblos —
1/ 480 H " # v H blassblau —
1/ 560 # " H " + blau —
1/ 800 # " + " + ” -
1/1600 + » — " — » —
1/3200 — » — » - " —

+ bedeutet: makroskopisch sichtbare geringe Ausflockung.

H » : » " starkere "

1t » : » " starke "

w ol w keine Ausflockung.

Die Fallungsreaktion wird durch die Anwesenheit von Salz

(0.85% NaCl) deutlich beschleunigt und man kann die gegenseitige
Fallungsreaktion von beiden Farbstoffen in weit grosserer Ver-
dinnung der Farbstoffe beobachten als es im salzfreien Medium
moglich ware. Ausserdem bemerkt man auch bei dieser Reaktion
die Fallungs- und Fallungshemmungszone. Zunachst habe ich die
Kochsalzmenge absteigend verdiinnt und die Wirkung des Salzes
auf die Reaktion genau untersucht.

Aus dieser Untersuchung wird der Einfluss der Elektrolyten noch
klarer ersichtlich, weil dadurch die Ausflockungszone in geringem
Salzgehalt schon erweitert ist.. Bei 1/200%iger Janusgriinlésung ist die
Flockungszone in destilliertem Wasser 1/400- 1/560 %ige Losung von
Kongorot. In 0.01%iger Kochsalzldsung ist die Ausflockungszone
vollkommen analog mit jener in destilliertem Wasser, und 0.05- und
0.1%ige Losungen erweitern die Ausflockungsgrenzen bis zu 1/240 %iger
und 1/1600 %iger Lisung von Kongorot. Bei weiterem Zusatz von
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Tabelle 8. Einfluss von NaCl auf die Ausflockung von

Kongorot und Janusgrin.

1 ce— " Janusgriinkonzentration in Prozent

1/100 - 1/200

Kongorot- NaCl % NaCl %
. dest.

konzentration
Wass

in Prozent 0.25 0.1 [0.05| 0.01

dest.
Wass.

e
»

" 0.5]0.25 0.1{0.05/0.01

1/ 40
1/ 60
1/ 100
1/ 200
1/ 240
1/ 280
1/ 320
1/ 400
1/ 480
1/ 560
1/ 800
1/1600
1/3200

|
|
l
I
|
|

| T+ |
| T EEEE+ |
| T x££ |
| x££ |
!

L1
+xEET 4| ||
|1

|1

+EFFEFEFFFF+
+FFEEF+

++FFEFEFFEEE+
| T *x=F=FFFEF+

| +tE=ExEEEEt+ |
|
¥
|
|
|
|
|

NaCl bis zu 0.5 %iger Losung wird die Ausflockungszone noch breiter.

3. Ultrafiltration der Farbstoffe nach Zsigmondy.
Kraft26) hat gezeigt, dass die Farbstoffe in Bezug auf ihre kolloidalen Eigen-

schaften stark verschieden sind, und dass diese Unterschiede zum grossen Teil von
der Grosse der Molekiille abhiangen. Er vertritt weiter die Ansicht, dass das Farbe-
vermogen eines Farbstoffes grossenteils auf seiner kolloidalen Natur beruht, und dass
Farbstoffe von niedrigem Molekulargewicht in der Lésung schwerer kolloidale Ag-
gregate bilden als solche von hohem.

Bei der gegenseitigen Ausflockung von Janusgriin und Kongorot,
bemerkte ich, dass ein sehr geringer Uberschuss von Kongorot die
gebildeten Prazipitate leicht auflésen kann, dagegen bei Janusgriin
ein grosser Uberschuss erforderlich ist um die Prazipitate wieder zu
losen (Siehe Tabelle 4). Diese Tatsachen sind auch aus Tabelle 5
ersichtlich, weil zur Auflésung des Prazipitates ein sehr geringer
Uberschuss von Nigrosin, dagegen ein sehr grosser Uberschuss von
Janusgriin benotigt wird. Nach Tabelle 6 wird das Prazipitat wieder
aufgelost, wenn ein relativ erheblicher Uberschuss von Biebricher
Scharlachrot einerseits und von Janusgriin anderseits vorhanden ist.

Es scheint als ob diese Verschiedenheiten in Bezug auf die
Auflosung des Niederschlags zum grossen Teil von der kolloidalen

Produced by The Berkeley Electronic Press, 1932

11



Acta Medica Okayama, Vol. 3[1932], Iss. 2, Art. 8

266 K. Ohtahara: Studien iiber die Bindungs- und

Natur des Farbstoffes abhangen, da ja Kongorot zum vollstandigen
Kolloid, Janusgriin und Nigrosin zum Hochkolloid und Biebricher
Scharlachrot zum massigen Kolloid gehért, was wohl als bekannt
vorausgesetzt werden darf. Um diese Angaben noch zu stitzen,
wurde die kolloidale Natur der Farbstoffe, die in diesem Versuche
benutzt wurden, folgendermassen gepnift.

Zur Bestimmung ihrer kolloidalen Natur wurde der Ultrafiltrationsapparat nach
Zsigmondy?7) 28) 29) 30> benutzt, um die Teilchengrésse des Janusgriins und Kongorots
zu prifen. Bei farbigen Losungen ist es nicht schwer, die Filtrierbarkeit des Farb-
stoffes durch verschiedene Membrane zu beurteilen, weil durch die Farbe des Filtrats
sofort die Durchlassigkeit des Farbstoffes festgestellt werden kann; wenn man z. B.
ein wasserklares Filtrat bekommt, so weiss man, dass die Kolloidteilchen samtlich
zuriickgehalten worden sind, ist dagegen das Filtrat gefarbt, so lasst sich schon nach
der Farbennuance die Durchlassigkeit des Farbstoffes vermuten. Ich benutzte zu der
Untersuchung 1/100%ige Lésung von jedem Farbstoffe. Die Versuchsergebnisse
sind deutlich ersichtlich aus den folgenden Tabelle.

Tabelle 9. Ultrafiltration.

Filter

Mittel Fein Feinst

] . Filtrierbarkeit H H +
anusgrun Zeitverlauf 10 Min. 15 Min. 20 Min.

K . Filtrierbarkeit + - -
ongore Zeitverlauf 25 Min. 30 Min. 30 Min.

Gemiscb VOnI I//I (5)37; Filtrierbarkeit — a - -
‘[](a::;g:g? u 0 Zeitverlauf 40 Min. 40 Min. 40 Min.

Wie man aus der obigen Tabelle ersieht, passiert 1/100%ige
Losung von Janusgrin noch ein ,, Fein “-Filter in 15 Minuten, aber
nicht Filter ,, feinst “. 1/100 %ige Losung von Kongorot passiert noch
teilweise das Filter ,, mittel “, wird aber von einem Filter ,, fein“
vollkommen zurickgehalten. Das Gemisch von beiden Farbstoffen
wird also von Filter ,, mittel“ vollkommen zurickgehalten, weil
dabei die kleinen Kolloidteilchen durch Adsorption vergrossert
werden.

Es war von vornherein anzunehmen, dass die Molekile des
Kongorots grosser sind als die des Janusgriins, deswegen werden
kleine Molekiile von Janusgriin durch grosse Molekiile von Kongorot
adsorbiert und zuerst neutralisiert und dann wird die Ausflockung
gebildet. Wenn aber bei gegenseitiger Ausflockung Uberschuss von
Kongorot vorhanden ist, so werden die Anionen durch die Neutral-
teilchen adsorbiert und man erhalt ein negativ geladenes Hydrosol.
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Ist Janusgrin im Uberschuss vorhanden, so spielen dessen Kationen
dieselbe Rolle, und es wird ein positives Hydrosol gebildet. Nur bei
einem Konzentrationsverhaltnis von nahezu 2:1 bekam man die
optimale Ausflockungserscheinung.

4. Kataphoresenversuch mit Farbstoff.

Um das Verhalten der Farbstoffe gegen den elektrischen Strom feststellen,
wandte ich den Mikroelektrodialysenapparat31232) nach T. Asaba33) an. Im Jahre
1931 hat T. Asaba hervorgehoben, dass, wenn die Prézipitinogen-Prazipitinbindung
zur Elektrodialyse fihrt, ein Teil des Prazipitins sich wieder von dem Prazipitat
abtrennt und zur Kathode wandert.

Nach meinen Verguchen mit diesem Apparat, wandert 1/100%ige Janusgriin-
16sung von destilliertem Wasser nach 2 Minuten zur Kathode bei 1.5 Milliamp., und
das Medium wird vollstandig klar. Im gleicher Weise wandert 1/100%ige Losung
von Kongorot nach 1.5 Minuten bei gleichem Milliamp. zur Anode und das Medium
wird farblos. Aus diesem Versuche schliesse ich, dass Janusgriin elektrisch positiv
und Kongorot negativ geladen ist.

Um diesen Zustand der Ladung von beiden Farbstoffen noch eingehender zu
prifen wurde die Elektrodialyse mit gebildetem Niederschlag in folgender Weise
vorgenommen. Die zwei Farbstoffe werden in geeigneten Mengenverhaltnissen, um
optimale Ausflockung zu bilden, gemischt, der Niederschlag nach 24 Stunden 2 mal
mit destilliertem Wasser gewaschen, 2 cc destilliertes Wasser wird wieder zugefiigt
und das Ganze dann zur Elektrodialyse aufgestellt. Dabei bemerkte ich, dass der
Niederschlag sich nach 15 Minuten wieder abtrennt, d. h. dass das Janusgriin zur
Kathode wandert und dadurch das Hartfilterpapier auf der Kathodenseite blaulich
gefarbt wird, wihrend Kongorot zur Anode geht und die Anodenseite rétlich gefarbt
wird und die Flassigkeit in der Mitte farblos wird.

Tabelle 10. Kataphorese.

i Kathode Anode
Kataphorese HH —
Janusgriin Zeitverlauf 2 Min. 2 Min.
P.H. 6.31 6.29
Kataphorese - HH
Kongorot Zeitverlauf 1 1/2 Min. 1 1/2 Min.
P.H. 6.50 6.24
Gemisch von 1/509, Kataphorese Janusgriin Kongorot
Janusgrin u. 1/1009% Zeitverlauf 15 Min. 15 Min.
Kongorot. P, H. 6.81 6.58

Diese interessante Tatsache liefert uns einen weiteren Beweis
dafiir, dass die gegenseitige Ausflockung durch entgegengesetzte
elektrische Ladung hervorgerufen und aus diesem gebundenen
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Zustand durch Aenderung der elektrischen Stromrichtung wieder
getrennt wird.

5. Ringprazipitation zwischen den entgegengesetzt

geladenen Farbstoffen.

Diese Reaktion aus dem obigem Versuche, wonach elektrisch
entgegengesetzt geladene Farbstoffe bei Mischung in geeigneten
Mengenyerhﬁltnissen unter Niederschlagbildung reagieren, kann man
durch serologische oder chemische Fallungsreaktion nachpriifen,
indem die Ringprazipitation zwischen beiden Farbstoffen ange-
wendet wird. Mit dieser Absicht priufte ich die Ringprazipitation
zwischen den Farbstoffen und bekam befriedigende Resultate.

Zum Nachweisen des Prizipitins mittels der Ringprobe wurde in unserem
Institut folgende Immunkérperverdiinnungsmethode angewandt und die Reaktion
wurde bei Zimmertemperatur je nach 1/4, 1/2, 1 und 2 Stunden abgelesen.

Immunkérperverdiinnungsmethode: Wenn absteigend verdiinnte Prazipitino-
gene auf das Immunserum, welches mit 10% Meerschweinchenserum oder 1% Gum-
miarabicumlésung in gleicher Weise verdiinnt worden ist, iberschichtet werden, so
ist die Reaktion am stirksten in einem gewissen Grade der Antigenverdinnung.
Dieser am starksten reagierende Grad der Antigenverdiinnung heisst die Bindungszone
des Immunserums;, und den héchsten Verdinnungsgrad des Immunserums, bei
welchem in der Bindungszone noch eine weisse ringférmige Tribung auftritt, nennen
wir den Prazipitintiter nach der Immunkoérperverdiinnungsmethode.

Auch bei der Kolloidreaktion wurde diese Ringprobe angewandt, indem auf das
Janusgriin, welches mit 1% Gummiarabicumlésung in absteigender Weise verdinnt
war, das mit destilliertem Wasser in gleicher Weise verdinnte Kongorotlosung
uberschichtet wurde. Dabei konnte man an den Grenze beider Farbstoffe eine
braunlich-violette ringformige Tribung bemerken.

Die Ergebnisse werde in Tabelle 11. genau angegeben.

Wie aus den obigen Tabellen hervorgeht, sieht man zwischen
beiden Farbstoffen eine positive Ringprazipitation, die bei der
serologische Prazipitinreaktion wohl in allgemeinen bekannt ist. Des-
wegen kann man auch bei diesem Kapillarrohrchenversuch das Aus-
fallungsphanomen zwischen entgegengesetzt geladenen Farbstoffen,
wie bei Mischproben, beobachten. Janusgrinlosung reagiert dabei
am starksten mit 1/480 - 1/560 %iger Kongorotlosung und betragt dabei
die Janusgrinverdiinnung 1/800-1/1600%. Ausserhalb dieser beiden
geeigneten Fallungszonen reagierten beide Stoffe schwacher und
man bemerkt oft eine Hemmungszone bei konzentrierten Farbstoff-
teilen. Der optimale Fallungspunkt beider Farbstoffe liegt im Ver-
haltnis von nahezu 2: 1 oder 3: 1. Diese Reaktion wird erst von der
Janusgriinseite aus beschrieben. Bei verhaltnismassig starker Kon-
zentration desselben (1/100-1/200%) ist die Reaktionszone in Kongo-
rotlésung breit und ist es schwer, die zur Ausflockung geeignete
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Tabelle 11.

Ringprazipitation zwischen Janusgriin und Kongorot.

Kongorot- Janusgriinkonzentration in Prozent
konzentration

in Prozent 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200

1/ 40
1/ 60
1/ 100
1/ 200
1/ 240
1/ 280
1/ 320
1/ 400
1/ 480
1/ 560
1/ 800
1/1600
1/3200 —

l

| | EEEEEFETEE=F |
| FEEEEETEFET |
| EEEEEEEEF |
+EFEEFEF T |
++F+ 1 |
| I

H bedeutet: Positive Reaktion innerhalb !/4 Stunde.
#oo. . . 1/2 Stunde.
‘H” ” : » »” ” I Stunde.
+ ” : " " " 2 Stunden.
— " : Negative Reaktion im ganzen Zeitverlaufe.

Kongorotmenge gleich nachzuweisen. Bei der Verdiinnung von
Janusgrun (1/400-1/800%) reagiert Kongorot im konzentrierten Teil
(1/40-1/200 %) ganz negativ und man kann die optimale Ausflockungs-
zone zwischen 1/320-1/560 %iger Losung von Kongorot finden. Bei
noch mehr verdinntem Janusgrin (1/1600%) wird die optimale Aus-
flockungszone noch schmaler (1/480-1/560%) und bei stark verdiinntem
Janusgrin (iber 1/1600%) bleibt die Reaktion ganz negativ. Um-
gekehrt werde ich diese Reaktion nochmals von der Kongorotseite
aus Uberprifen. Dabei bemerkt man noch eine Hemmungszone im
Janusgrunteil in verdinnter Kongorotlésung. Auf 1/800 - 1/1600 %ige
Ldésung von Kongorot reagiert das Janusgriin (1/100%) nicht, dagegen
tritt bei noch grosserer Verdiinnung von Janusgrin (1/400 - 1/800 %)
die Reaktion wieder ein, genau wie bei der Prozoneerscheinung in
der Immunreaktion.

Ich mochte diese Ringprobe mit der gewdhnlichen Mischprobe
(Siehe Tabelle 4) vergleichen. Die Resultate der oben erwihnten
Ausflockungsreaktion zwischen Janusgrin und Kongorot stimmen
mit denen der Mischprobe beinahe tberein, doch in Bezug auf die
Empfindlichkeit der Reaktion, tritt die Ringprazipitation viel scharfer
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hervor als die Ausflockungserscheinung, weil die Reaktion in beiden
Lésungen auch bei 4 facher Verdiinnung der Mischprobe deutlich
erkennbar ist. Diese Ringprazipitationsprobe wird weiter bei ver-
schiedenen anderen gegenseitigen Ausflockungen von Farbstoffen
angewandt.

Tabelle 12.

Ringprazipitation zwischen Janusgriin und Nigrosin.

Nigrosin- Janusgriinkonzentration in Prozent
konzentration

in Prozent 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 .

1/ 40
1/ 60
1/ 100
1/ 200
1/ 240
1/ 280
1/ 320
1/ 400
1/ 480
1/ 560
1/ 800
1/1600
1/3200 —

|
Ll
I

| s EEEEE T+
| tEEEEEETE+ + |
| EEEEEEE T |
| FEEEE£+
+ 4+t A+ |
| x

" Hit bedeutet : Positive Reaktion innerhalb 1/4 Stunde.
#oo. " ” 1/2 Stunde.
H . " " 1 Stunde.
+ " : » " " 2 Stunden.
— " : Negative Reaktion im ganzen Zeitverlaufe.

Wie oben erwihnt, wurde Janusgriin mit 1% Gummiarabicum-
lésung absteigend verdinnt und dariiber Nigrosinlésung vorsichtig
tberschichtet. Das Ergebnis ist analog zu dem bei Janusgriin und
Kongorot und man kann die optimale Ausflockungszone oder Hem-
mungszone bestimmen. Die geeignete Nigrosinmenge zur Flocken-
bildung ist in diesem Versuch 1/400-1/480% der verschiedenen
Janusgrinverdiinnungen, wobei die héchste Janusgrinverdiinnung
1/1600% betragt. Bei einer Verdinnung der Janusgrinldésung von
17100-1/400 % bemerkt man die hemmende Wirkung der Nigrosin-
lésung bei 1740 - 1/200 %, und bei hoher Janusgrinverdinnung (1/800 -
171600 %) wird die hemmende Wirkung des Nigrosins noch deutlicher
ersichtlich. Anderseits kann man bei hoher Nigrosinverdiinnung
(1/800~1/1600%) die hemmende Wirkung des Janusgriins zeigen. In
Bezug auf die optimale Flockenbildung stehen beide Farbstoffe
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nahezu im Verhaltnis von 3: 1 oder 4: 1. In diesen Proben zeigt sich
die Ringprobe noch viel schirfer als bei der Mischprobe, und die
Reaktion bei der Janusgrinverdiinnung ist viel stirker als bei der

Mischprobe (Siehe Tabelle 5).

Tabelle 13.

Ringprazipitation zwischen Janusgriin und Biebrich. Scharlachrot.

Biebr. Scharl.- Janusgriinkonzentration in Prozent
konzentration

in Prozent 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200

I

1/ 40
1/ 60
1/ 100
1/ 200
1/ 240
1/ 280
1/ 320
1/ 400
1/ 480
1/ 560
1/ 800
1/1600
1/3200 - — —_ — — —

+

| FEEEFEEFEF
+EEFFFEFEET |
| EFEFEFFEFEE+ |
++xxF++ | |
| | |

| T EEEEEEEF

HH bedeutet : Positive Reaktion innerhalb 1/4 Stunde.
#oo. . - " 1/2 Stunde.
+H ” : ” » " I  Stunde.
+ ” : » » " 2 Stunden.
—_ " : Negative Reaktion im ganzen Zeitverlaufe.

In diesen Farbstoffen kann man auch die Bindungszone-, Hem-
mungszone- und Prozoneerscheinungen deutlich wahrnehmen. Der
optimale Bindungsprozentsatz beider Farbstoffe ist, wie beim Nigro-
sin, nahezu 3:1 oder 4: | und die Resultate der Ringprobe stimmen
mit denen des Mischprazipitations beinahe tberein, nur das Reak-
tionsgebiet und die Reaktionsfahigkeit sind viel scharfer und starker
ausgepragt als bei der Mischprobe.

Diese Hemmungserscheinungen bei der Kolloidreaktion stehen
in sehr nahen Beziehungen zu denen der Prazipitinreaktion. Die-
selben werden auch deutlich bei Antigeniiberschuss und oft bei
Antikorperniberschuss beobachtet. Wenn in dieser Weise einer der
Farbstoffe im Uberschuss vorhanden ist, so findet keine vollstandige
Neutralisation zwischen beiden Farbstoffmolekiilen statt, und dann
tritt keine Fallung oder Ausflockung ein. Nur bei bestimmten
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Mengenverhaltnissen beider Reaktionskomponenten kommt elekt-

rische Neutralisation zustande und man kann die F allung deutlich
bemerken.

6. Die Wirkung der Fillungsreaktion von entgegengesetzt
geladenen Farbstoffen auf das Komplement.

Bei einer Ubersicht tiber die vorliegenden Versuchsmaterialien,
erkennen wir, dass sehr nahe Beziehungen zwischen der gegen-
seitigen Ausflockungsreaktion von Farbstoffen und der immun-
serologischen Reaktion vorhanden sind. Wenn in der serologischen
Reaktion eine Bindung von Antigen und Antikorper stattfindet und
gleichzeitig das Komplement gebunden wird, dann tritt auch die
Komplementbindungsreaktion ein. Diese Tatsache lasst vermuten,
dass, wenn das Komplement zur Farbstofflésung hinzugefigt wird,
der Komplementschwund auch bei gegenseitiger Flockenbildung von
Farbstoffen stattfinden kann. In dieser Auffassung habe ich die
Versuche iber Komplementbindungsreaktion bei Kolloidfallung an-
gestellt, doch leider sind sie mir nach gewohnlichen Methode, wie
bei der Immunserologischen Reaktion, nicht gelungen.

Komplementbindungsmethode: Als Hamolysin benutzte ich ein inaktiviertes
Antiziegenhamolysin von Kaninchen (in 2-fach geléster Dosis) und als Komplement
frisches Serum von Meerschweinchen (in 2-fachem Komplementtiter). Die Blut-
emulsion war 3 mal mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschenes 1 oder 2.5%
defibriniertes Ziegenblut. Bei der Ausfilhrung dieser Probe liess ich zuerst das
Gemisch von beiden Farbstofflssungen und das Komplement eine Stunde lang im
Brutschrank bei 37°C stehen. Alsdann hielt ich es nach Zusatz der Blutkorperchen-

aufschwemmungen und der Hamolysinlésung 2 Stunden lang im Brutofen und dber
Nacht im Eisschrank.

Tabelle 14. Komplementbindungsreaktion zwischen den
entgegengesetzt geladenen Farbstoffen nach gewdhnlicher
serologischer Methode.

Kongorot- Janusgrinkonzentration in Prozent
konzentration

in Prozent | 1/100|1/120|1/140|1/160|1/200|1/240|1/280|1/3201/400 | 1/800
1/200
1/240
1/280
1/320
1/400
1/800

e e R T [NV G I (I

NN
|
|
1
|
|
|
|
|
|

/ bedeutet: Eigene Hemmung.
— " : Komplette Hamolyse.
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Wie man aus der obigen Tabelle ersieht, bleibt das Komplement
bei Flockenbildung des Farbstoffes unverindert und wirkt hamoly-
tisch. Nach diesem negativen Resultate kann man vermuten, dass
die kolloidale Flockenbildung nicht so stark auftritt wie bei der
serologischen Reaktion, anderseits erfordert die Bildung von grossen
Flocken bei der gegenseitigen Farbstoffreaktion ziemlich lange Zeit,
so dass ein Stehenlassen von | oder 2 Stunden bei 37°C nicht ge-
nugend ist, wahrend beim Stehenlassen bis zu 24 Stunden in Zimmer-
temperatur, sich erst das grosse deutliche Prazipitat zeigt, weil die
Teilchen sich miteinander vereinigen und sich vergrossern.

Nach diesen Tatsachen kann man vermuten, dass bel einer
Reaktion von entgegengesetzt geladenen Farbstoffen noch langere
Zeit als bei der gewohnlichen Komplementbindungsreaktion nétig
ist um die Flockenbildung vollstandig zu machen und das Komple-
ment mitzunehmen. Deshalb verlangerte ich die Reaktionszeit des
Kongorots, Janusgriins und Komplements bis auf 24 Stunden d. h.
das Gemisch digerierte im Brutschrank bei 37°C, und blieb tber
Nacht in Zimmertemperatur stehen. Nach dieser Behandlung wurde
das hamolytische System zugefiigt und 2 Stunden lang im Brutofen
aufbewahrt. Dabei muss man bei diesem Verfahren die eigene
Hemmung seitens. eines jeden Farbstoffes auf das Komplement und
den Komplementwert vorsichtig berticksichtigen:

Die Resultate sind in folgenden Tabellen angegeben.

Tabelle 15. Komplementbindungsreaktion zwischen den
entgegengesetzt geladenen Farbstoffen.

Kongorot- Janusgrinkonzentration in Prozent
konzentration
in Prozent | 1/100|1/120|1/140(1/160|1/200|1/240|1/280{1/320(1/400|1/800
1/100 SN SN SN SN SN S S s SS
240 | LW M W | s s — | —
1/280 / H4 HH HH H — — — — —
1/320 / — + H + — — — — —
1/400 / — — —_ — — — — — -
1/800 / — — —_ — — _— — — —
/ bedeutet: Eigene Hemmung.
il " : Komplette Hemmung.
H » : Fast komplette Hemmung.
+H » . : Grosse Kuppe.
+ » : Kleine Kuppe.

" : Komplette Hamolyse.
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Kontrolle 1.
Janusgrinkonzentration in Prozent
17100 {1/120[1/140]1/160|1/200|1/240| 1 /280|1/320| 1/400| 1 /800
0.85%
Kochsalzlésung [0.5[1.5(1.0/1.50.5]1.5/0.5(1.50.5/1.5(0.5/1.5/0.5(1.50.5(1.5/0.5/1.5/0.5/1.5(0.5/1.5
CcC
Ja““’i’;c‘;bs““g 0.50.5 0.500.5/0.50.50.5/0.5(0.5/0.5(0.5/0.5(0.5(0.5/0.510.5(0.5(0.5/0.50.5
K°mpc':“‘e“t 0.5 (0.5 (0.5 0.5 0.5 0.5 (0.5 0.5 0.5 (0.5 0.5
Hé"’c‘;ly*’i“ 05 050505 05 05 (0.5 0.5l 05| sl sl los
Rote FC‘:)“IS““ 0.5(0.5(0.5(0.5(0.5(0.5(0.5/0.5(0.5/0.5/0.5(0.5(0..5(0.5(0.5/0.5/0.5/0.5(0.5(0.5(0.5/0.5
Realktion | ] i) —| H] — ] — 4] — ] sl — o — s — s — s —
H bedeutet : Komplette Hemmung.
— W : Komplette Hamolyse.
Kontrolle 2.
Kongorotkonzentration in Prozent
1/100  [1/120(1/1401/160]1/200| 1/240| 1/280| 1/320| 1/400| 1 /800
0.85%
Kochs(axz)lasung 0.5(1.5(1.01.5/0.5/1.5/0.5(1°5(0.5(1.5(0.5(1.5(0.5(1.5/0.5/1.5(0.5(1.5(0.5/1.5/0.51.5
cC
K°“8‘ZZ‘5'58““3 0.50.5 0.5(0.5/0.5/0.5(0.5/0.5/0.5(0.5/0.5/0.5/0.5(0.5(0.5/0.5(0.5(0.5/0.5(0.5
K°““;‘:me“‘ 0.5 0.5 (0.5 (0.5 (0.5 (0.5 0.5 0.5 0.5 |05 05
. i
H“‘z‘c"c‘)ys n s 050505 (05 0.5 0.5 0.5 05 05 0.5 los
Rote &'5“‘5““ 0.5/0.5/0.5/0.5/0.5/0.5(0.5/0.5/0.5/0.50.5/0.5(0.5/0.50.5/0.5(0.5/0.5/0.50.5(0.5/0.5
Resultat | HH{ HHH| — ] ) HH| I S S — B — i — B —] 8 —{
#H bedeutet : Komplette: Hemmung.
— » : Komplette Hamolyse.
Kontrolle - 3. Komplementtiter.
Komplementmenge (5%) cc
07 | 06| 05| 04| 03| 025] 02| 0.15| 0.1 | 005
Nach 1St | #t | Ht | Ht | Ht | H | # | # | &+ | — | —
Nach24St. | Hf | # | H | W | # | # | W | + | — | —

H#f bedeutet: Komplette Hamolyse.

+H

”

: Schwache Hamolyse.

: Komplette Hemmung.

http://escholarship.lib.okayama-u.ac.jp/amo/vol 3/iss2/8

20



Ohtahara: Studien uber die Bindungs- und Hemmungszone in

Hemmungszone in der Immun- und Kolloidreaktion. 275

Die Starke dieser Reaktion ist aus zeitlichen Griinden viel
schwacher als bei der spezifisch serologischen Reaktion. Dabei
wird auch die Frage nahegelegt, ob das Komplement durch gebildete
Flocken, d. h. Partikelchen vom Niederschlag, mechanisch adsorbiert
werden kann. Um diese Frage zu ldsen, habe ich nach der voll-
standigen Flockenbildung zu diesen Media das Komplement hinzu-
gefigt und nach 24 Stunden den Komplementschwund durch Zusatz
des hamolytischen Systems untersucht.

Tabelle 16.
Kongorot- Janusgriinkonzentration in Prozent
konzentration
in Prozent 1/120] 1/140| 1/160 1/200| 1/240 1/280 1/320 1/400 1/800
Fallung # H H H# + — —_ —_ —
1/240 K.B.R. —_ — — — — — — — —_
Fillng | H | H | # | # | # | + | — | — | —
/280 K.B.R. —_ — — —_ — — -— — —
CFallng | M | M | W | H | # | + | — | — | —
1/320
/ K.B.R. — — — —_ — — — — —
Fallung #oH W - =
1
/400 K.B.R. — — - — — — — — —
Fallung —_ - — — — - — —_ —_
1/800; :
/ K.B.R. — —_ | — — — — — — —_

K.B.R. bedeutet Komplementbindungsreaktion.

— »  Komplette Himolyse.

+ bedeutet: makroskopisch sichtbare geringe Ausflockung.
H " : » ” starkere "

H# » : " " starke "

» : » keine Ausflockung.

Die obige Tabelle zeigt, dass nach vollstandiger Flockenbildung
von Janusgrin und Kongorot das Komplement 24 Stunden lang in
diesem Gemisch unverandert bleibt und bei Zusatz des hiamoly-
tischen Systems hamolytisch wirkt. Aus diesem Versuche kann
man ersehen, dass das Phanomen der Komplementbindung mit dem
Prazipitinbildungsvorgang in sehr inniger Beziehung steht und dass
dagegen das gebildete Prazipitat nicht so stark auf den Komplement-
schwund einwirkt.

Bei jedem Versuche wurden immer genaue Kontrollen angesetzt,
um zu wissen, ob das Janusgrin oder Kongorot selbst auf die

Komplemente hemmend wirkte, ob das hamolytische System ge-.

nigend benutzt wurde, oder ob die Komplemente allein hamolytisch
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keine Wirkung hatten, und tberdies besonders ob die Komplement-
titer bei 24 stiindiger Erhaltung unverandert blieben.

Zusammenfassung.

Wie die oben aufgefiihrten Tatsachen lehren, zeigen die Ag-
glutinin- und Prazipitinreaktionen die sinnfalligsten Ahnlichkeiten
mit den Ausflockongserscheinungen der Kolloide.

Man kann bei der Agglutination und Prazipitation nach Bordets Vorgang zwei
getrennte Reaktionsphasen unterscheiden: 1. Die eigentliche primare Reaktion, die
sog. Bindung, 2. Die sekundare Reaktion, die Fallung. Fir das Zustandekommen
der sekundiren Reaktion ist in vielen Fallen ein bestimmtes Mengenverhdltnis der
Reaktionskomponenten erforderlich. Bei Uberschuss der einen oder anderen Kom-
ponente bleibt die Fallung oft aus. Die quantitativen Verhaltnisse der Bindung
haben zuerst Landsteiner u. Jagic3¥) 35) mit den analogen Beziehungen bei der Kolloid-
reaktion verglichen. In eingehenden Versuchen hat dann Biltz diese Frage behandelt,
wie oben erwihnt, und den Nachweis erbracht, dass das Bindungsgesetz, das fir
die Reaktionskomponente der Prazipitation Geltung hat, auch beziglich der Wirkung
der Kolloide aufeinander zu beobachten ist. Vor allem zeigt die gegenseitige Fallung
von Kolloiden, besonders die gegenseitige Ausflockung von Farbstoffen, typische
Reaktionen, die den Zoneerscheinungen in der Immunreaktion sehr nahe stehen.

Wie obige Versuche zeigten, ist fir das Zustandekommen der
Fallungsreaktion ein bestimmtes Mengenverhialtnis der Reaktions-
komponenten erforderlich, und es bleibt bei Uberschuss der einen
oder anderen Komponente sowohl bei der Prazipitinreaktion als
auch bei der gegenseitigen Farbstoffausflockung die Fallung aus.

Das Zustandekommen der Reaktion ist weiter von der Anwesenheit von
Elektrolyten, besonders der H-lonenkonzentration, abhingig, und beziiglich der
Prazipitinreaktion wiesen Michaelis36), Davidsohn3") Fleischmann u. Michaelis3®) wu. a.
analoge Verhaltnisse nach. In meinem Versuch wurde auch die Farbstoffallung
durch massigen Zusatz von Kochsalz beférdert.

Die Phanomene der optimalen Fallung oder der negativen Reaktion werden bei
der Kolloidreaktion durch elektrische Ladung erklart. Diese Erklirungen sind schon
vor Jahren von mehreren Autoren erdrtert worden. Doch werden diese Phanomene
auch durch Veranderung des spezifischen Gewichtes und der Viskositat (Miller39),
oder der Oberflachenspannung (Hardy, Ostward4®, Joos*), Friedberger*2) und Freund-
lich¥) mehr oder weniger beeinflusst. Nach meinen Versuchen mit Ultrafiltration
und Elektrodialyse wird, sofern es sich wenigstens um die gegenseitige Ausflockung
handelt, dieses Phanomen hauptsachlich von der elektrischen Ladung beeinflusst.
Der Grund ist folgender: Wenn zwei Farbstoffe (Janusgriin und Kongorot) in einem
solchen Verhaltnisse gemischt wird, dass eine vollstandige Ausflockungserscheinung
erzeugt wird, und das Prazipitat zur Elektrodialyse gebracht wird, so wird das
Prazipitat wieder abgetrennt. Dabei wandert das positiv geladene Janusgriin zur
Kathode und das Hartfilterpapier auf der Kathodenseite wird blaulich gefarbt,
wahrend das elektrisch negativ geladene Kongorot zur Anode geht und die Anoden-
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seite rétlich farbt, wobei die dazwischen befindliche Fliissigkeit farblos wird.

Uber die Komplementbindungsreaktion der Kolloide sind von zahlreichen
Autoren Beobachtungen und Erdrterungen gemacht worden. Schon vor Jahren war
es bekannt, dass Witte-Pepton (Léwenstein), Pflanzenschleim (Lingelsheim*), Glyko-
gen (Wandelstadt45)), Pulver und Niederschlige die Komplemente binden. Als dann
spater die Komplementbindung zum Nachweis einer Antigen-Antikérper-Reaktion
benutzte wurde, wandte man sich diesem Phanomen mit grésserem Interesse zu.
Landsteiner u. Stankovic*2 47) haben systematisch diese Frage vom kolloidchemischen
Gesichtspunkt aus behandelt und festgestellt, dass simtliche Kolloide, insbesondere
aber Niederschlage und Fillungen, imstande sind, Komplement zu adsorbieren.

Ich habe weiter ausser diesen Adsorptionsphinomenen den
Komplementschwund bei Prazipitatbildung, wie bei Prazipitinbildung
von Antigen-Antikdrperreaktion, sowie bei Fallungsreaktionen zwi-
schen entgegengesetzt geladenen Farbstoffen nachweisen konnen,
wie aus Tabelle 15 ersichtlich ist. Dabei kann man die mechanische
Adsorption ausschliesen, weil durch das gebildete Prazipitat das
Komplement nicht so stark beeinflusst wird wie bei der Prazipitat-
bildung. Doch ist diese Wirkung nicht so stark wie bei der sero-
logischen Komplementbindung und erfordert dabei noch langere
Zeit als bei letzterer.

Schluss.

Die wesentlichsten, in den vorhergehenden Experimenten zu
beachtenden Punkte sind folgende :

1. Die Immunreaktionen, besonders die Prazipitinreaktion, zei-
gen gleiche Phanomene in Bezug auf optimale F lockenbildung oder

Hemmungserscheinungen mit gegenseitiger Ausflockung von Farb-
stoffen.

2. Die gegenseitige Ausflockung von Farbstoffen ist am voll-
standigsten, wenn die beiden Farbstoffe in geeigneten Mengenver-
haltnissen stehen. Uberschuss der einen oder anderen Komponente
hebt die Fallung auf.

3. Die Anwesenheit von Elektrolyten erweitert die Aus-
flockungszone betrachtlich.

4. Bei diesen Fallungserscheinungen von Farbstoffen kann man
durch Kapillarrohrchenversuch, wie beim Ringprazipitinversuch, die
Prazipitatbildung in der Grenzschicht beider Farbstoffe beobachten.

5. Hochkolloidale Farbstoffe haben eine enge Zone vollkom-
mener Ausflockung, wahrend wenig kolloidale Farbstoffe eine
unvollkommene Ausflockung mit einer ausgedehnten Zone besitzen,
mit andern Worten, der Grad der Ausflockung und die Breite der
Ausflockungszone werden durch die kolloidale Natur der verwende-
ten Stoffe bedingt.
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6. Wenn gegenseitige Fallung eintritt, sind die Farbstoffe im-
stande, das Komplement zu adsorbieren.

Zum Schlusse méchte ich Herrn Prof. Dr. M. Ogata herzlichst danken fiir
seine ebenso wertvolle wie freundliche Anleitung und seine liebenswiirdige
Unterstitzung bei meiner Arbeit.
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