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Die Isolierung der Serumprazipitine*

Gonzo Sunouchi

Abstract

1. Das Serumprazipitin isoliert sich reversibel aus Antigen-und Antikorperbindung. 2. Die
Isolierungsmethode und der Nachweis des Prazipitins sind noch schwieriger als die anderer Im-
munkorper, und deshalb sind folgende Bedingungen zu berucksichtigen. a) Das Immunserum
mu eine genugende Prazipitinmenge ent-halten. Diese wird erst nach vielmaliger Immunisierung
erzielt. Die Prazipitinmenge ist nach der neuen Prazipitinmeung von Ogata bestimmbar. b) Zu
Isolierungszwecken wird das Serumantigen durch Trocknen pulverisiert. Bei Mischung mit dem
Immunserum wird eine moglichst kleine Menge davon benutzt. c) Das salzfreie Medium ist
viel zweckmaiger fur die Isolierung als das salzhaltige, am zweckmaigsten ist destilliertes Waer-
medium. d) Die Temperatur zur Isolierung betragt zwischen 53&#x2103;-55&#x2103;. e) Als
Zeitdauer fur die Isolierung genugen 1/4-1/2 Stunde. 3. Die Eiweimenge des isolierten Mediums
geht nicht parallel mit der Prazipitinstarke. 4. Den komplementbindenden Ambozeptor kann man
gleichzeitig in dem isolierten Prazipitinmedium nachweisen, sogar im gleichen Mengenverhaltnis
. 5. Aus obiger Isolierung kann man die Identifizierung beider Antikorper nachweisen.

*Copyright (C) OKAYAMA UNIVERSITY MEDICAL SCHOOL



Sunouchi: Die Isolierung der Serumprazipitine

(Aus dem hygienischen Institut der med. Universitit zu Okayama
Vorstand : Prof. Dr. M. Ogata.)

Die Isolierung der Serumprazipitine
Von
Gonzo Sunouchi.

(Ezhgegahgen am 8. November 1927.)

Die Reindarstellung des Immunkorpers, frei von Immunserum, ist
ein interessantes Problem und notwendig, um die Natur des Ambozep-
tors noch genauer und sicherer erkennen zu konnen als dies im Serum
oder der Korperflissigkeit in Mischung mit anderen Bestandteilen
moglich ist. Auch konnte man auf diese Weise die praktische Anwend-
barkeit des isolierten Antikorpers finden, weil bei der Darstellung des
vom Serumeiweiss freien Antikorpers seine verschiedenen unangeneh-
men Nebenerscheinungen sich ausschalten liessen. Deswegen werden
bis heute viele Untersuchungen iiber die Isolierung des Antikorpers
aus dem Immunserum .vorgenommen und verschiedene Methoden
veroffentlicht, doch zeigt es sich, dass wir von der Erfiillung obigen
‘Wunsches noch weit entfernt sind und dass auch noch einige Antikor-
perarten (Prazipitin und komplementbindender Ambozeptor) bis jetzt
unberithrt geblieben sind. Die Isolierungsmethoden scheiden sich in
zwei Gruppen, némlich die Ausfillungsmethode und die Ausziehungs-
methode.

Die Ausfillungsmethode. Mit der Ausfillungsmethode wurde
friher als'mit der Ausziehungsmethode begonnen. Sie wurde haupt-
sichlich auf Antitoxine angewendet, weil diese in der Praxis sehr
benotigt wurden. Diese Isolierungsmethode bringt, wie der Name sagt,
durch das Eiweissfallungsmittel auch den Antikorper zur Ausfillung;
in dem erhaltenen Niederschlag findet sich der konzentrierte Antikor-
per. Durch Sittigung mit Magnesiumsulfat oder Halbsittigung mit
Ammonsulfat werden die Antitoxine gleichfalls mit Serumglobulin
ausgefillt. Zuerst entdeckte ZickD diese Tatsache bei Diphtherieanti-
seren. Dieses Phinomen wurde von Widal und Sicard® nachgepriift.
Diese fanden dabei ausserdem die Bakterienagglutinine auch in Serum-
globulin enthalten. 7%szon: und Caffani® hatten die Tetanusantitoxine
mit derselben Methode behandelt und die Antitoxine in der Globulin-
fraktion von Immunserum nachgewiesen. Nach dieser Fraktionsmethode
werden zwar die Antitoxine konzentriert, aber man ist trotzdem von der
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Reindarstellung aus Immunserum noch weit entfernt.

Dic Aussichun gsmethode. Bei dieser Methode ging man von der
Ansicht aus, dass sich die Antikoérper mit den Antigenen binden und
danach von diesen wieder trennen lassen. Hukn und 7 rommsdorf
sind die diesbeziiglichen Versuche iiber das Typhusserum und die
Typhusbazillen gelungen. Der Versuch iiber Himoagglutinine von
Landsteiner und  Jagic® ist sehr interessant im Hinblick auf meine
Prézipitinisolierung, weil beide die Tatsache gefunden haben, dass
nach Waschung der agglutinierten roten Blutkorperchen mit physiologi-
scher Kochsalzlosung im Waschwasser Hémoagglutinine nachzuweisen
sind. Diese wieder getrennten Agglutinine vermehren sich in physio-
logischer Kochsalzlosung, proportional dem Temperaturaufstieg des
Mediums.

Sie vermuteten ausserdem, dass dabei auch die Prizipitine in
gleicher Weise wie die Agglutinine zu isolieren sind. Doch konnten
sie diese Vermutung nicht beweisen. Jichaclis® hatte die Isolierung
der Prazipitine von dem Prizipitat versucht, aber nur die antigene
Substanz in der isolierten Flissigkeit gefunden und die Prazipitine
nicht nachweisen konnen.

Die Untersuchungen von Kosaka:™, der im Rohrzuckermedium die
Hémolysine aus roten Blutkorperchen isoliert hat, stellen einen grossen
Fortschritt auf diesem Gebiete dar. Danach haben auch Zuruhata® die
Héamoagglutinine und M. Ogata® die Bakterienagglutinine unter Ein-
wirkung von Natronlauge als Ergebnisse beim Rohrzuckermedium
erhalten. Diese 3 Untersuchungen zeigen iibereinstimmend, dass
salzfreies Medium fiir die Isolierung des gebundenen Antikorpers aus
Antigen giinstig wirkt. Spéter haben auf Grund desselben Gedanken-
ganges Miwal und Hunton'd auch mit destilliertem Wasser diese
begiinstigende Wirkung nachgewiesen. In letzter Zeit hat Kageyamal®
in unserem Institut die Forsmannschen Antikorper aus entsprechenden
Antigenen, d. h. aus Schafblutkorperchen und auch. aus Meer-
schweinchenorga.nen, nach obiger Methode (Rohrzuckermedium) isoliert.
Diese Arbeit ist der Ausgangspunkt fir meine Untersuchung, weil der
Verfasser darin nachgewiesen hat, dass aus Organeiweiss Antikorper
rein dargestellt werden konnen. Aber der Nachweis des Antikorpers
erstreckt sich nur auf die Héimolysinreaktion, nicht auf die Prizipitine.
Wie schon von vielen Autoren vermutet und besonders von Zorifafal®
betont worden ist, kénnte man diese, wenn man eine bestimmte kon-
zentrierte Menge des Prézipitins isolieren konnte, auch mit der Prizi-
pitinreaktion nachweisen. Weil fiir die Reaktion eine gewisse Menge
von Prizipitinen notig ist, konnte angesichts der Schwierigkeit, diese zu
erhalten, ihre Isolierung bis heute nicht erzielt werden. Der Isolierung
des Prizipitins stehen noch viele Schwierigkeiten entgegen. Ich will

http://escholarship.lib.okayama-u.ac.jp/amo/vol 1/issl/1



Sunouchi: Die Isolierung der Serumprazipitine
Die Isolierung der Serumpriizipitine. 3

sie hier kurz anfiithren.

Erstens: das Antigen, im Gegensatz zu den anderen Immunreak-
tionen, ist nicht korpuskulir, sondern eine Kolloidalflissigkeit. Bei
der Mischung mit entsprechendem Immunserum findet die Fillung
zwar statt, aber der Niederschlagsstoff ist schwer aus diesem Kolloidal-
medium zu isolieren, weil es schwer ist, eine geniigend grosse Menge
des Prizipitats durch die Zentrifuge zu erhalten. Es ist auch nicht
wahrscheinlich, dass man nach vielmaligem Waschen dieses leichte
Prézipitat gewinnen konnte.

Deshalb habe ich auf Rat von Prof. Ogate das Antigenserum
getrocknet und korpuskuldres Serumpulver als bindendes Antigen
angewendet.

Bei diesem Serumpulver habe ich noch den einen Vorteil gehabt,
dass bei Isolierung der Antikorper das Antigeneiweiss, das natiirlich
auch fiir die Endreaktion hemmend wirkt, weniger in die Isolierungs-
flissigkeit ibergeht.

Zweitens : wir miissen bei Isolierung des Prézipitins moglichst die
eiweissloslichen Chemikalien, wie Alkali oder Séure, vermeiden, weil
doch das Serumeiweiss leichter loslich ist als Bakterieneiweiss oder
Organeiweiss. '

Drittens: es bleibt eine gewisse Schwierigkeit fiir den Nachweis
des isolierten Prizipitins, weil die Prizipitinreaktion nach der Ring-
probe ganz anders ist als bei anderen Immunkorpern. Bei der
Titerbestimmung der anderen Immunkorper braucht man ihr Verdiin-
nungssystem, und die Antigenmenge bleibt immer konstant. Bei der
Prizipitinprobe muss man aber gerade umgekehrt vorgehen, um den
Prézipitinring in der Grenzschicht zu erhalten. Das Immunserum wird
dabei unverdiinnt in die untere Schicht hineingegossen, und dariiber
bringt man die verdiinnten Antigene.

Deswegen muss die untere Kolloidalschicht schwerer sein als die
Antigenschicht. Ich habe daher die isolierten Prazipitine geeignetem
Kolloidalmedium (Normalserum, Stirkelosung usw.) beigemischt und
die Reaktion geprift. (Di¢ genaue Beschreibung dieses Vorganges wird
von Prof. Dr. M. Ogata gegeben.)

Technik.

I Vorbereitung.
A. Immunisierung und Titerbestimmung.

" Ich habe mit Rinderserum das Kaninchen oft (iiber 5 mal) immu-
nisiert und nach 7 Tagen aus der letzten Injektion den Titer nach der
Uhlenkutschen Methode bestimmt. Es ist unter obigen Bedingungen
notig, dass fiir meine Isolierungszwecke der Titer des Immunserums

Produced by The Berkeley Electronic Press, 1929



Acta Medica Okayama, Vol. 1[1929], Iss. 1, Art. 1

4 Gonzo Sunouchi:

mindestens aber 10,000—20,000 mit Ringprobe ist. Die Beobachtung

des Prézipitates habe ich bei Zimmertemperatur 1/4—1/2 Stunde lang
angestellt.

B. Antigene fiir Bindungszwecke.
Das frische Rinderserum-wurde in Zimmertemperatur mit Hilfe des
elektrischen Fichers getrocknet und danach feiz pulverisiert.

Dieses Serumpulver wird im Exikator aufbewahrt, einen Teil davon
habe ich beniitzt.

C. Bindungsversuche.

1. Die Mengenverhiltnisse der Antigene fiir die Isolierungszwecke.
Lisenberg hat als erster konstatiert, dass das Absorptionsvermogen
der Antigene sich bei Prizipitinvermehrung bis zu einem bestimmten
Grade vermehrt, d. h. man kann mit einer Antigenenmenge noch mehrere
Antikorpereinheiten absorbieren, wenn das Immunserum stirker ist.

Dieser Befund wurde von Ailler bei Milchlaktoserumprizipitin, von
Cattani bei Hepatoantiserum, von 7oritatz bei Bakterienprézipitin be-
stétigt. Noch frither wurde diese Tatsache genau nach Zisenberg und
Volk bei Agglutinin studiert, und Bordet, Ehrlich, Madsen, Arrkenius,
Danyss, Morgenroth, Landsteiner ete. haben diese Mengenverhiltnisse
nachgewiesen.

Fir Isolierungszwecke ist dieser Befund deshalb verwendbar, weil
bei fibersittigtem Antigen viel leichter als bei nur wenig mit Antikorper
gebundenem ein Wiederfreimachen moglich ist.

Ich habe deshalb hoch beladenes Prizipitat fiir die Isolierung
beniitzt, lies es mit verschiedenen Antigenmengen bei bestimmten
Ambozeptoreinheiten sich verbinden und studierte die Bindungsver-
hiltnisse. B

Zu diesem Zwecke habe ich durch Untersuchung der Abgiisse die
Reste des Prizipitins konstatiert. Dabei fand ich fiir 1 co Immunserum
0.01 gr getrocknetes Antigenpulver als geeigneten Bindungsfaktor.

Tabelle 1 zeigt genau diese Mengenverhiltnisse.

Tabelle 1.
Die Mengenverhiltnisse des Antigens fiir die Isolierungszwecke.

Menge des ' Verdiinnungsgrad des Antigens
Antigens f.
lec Antiserum| 10 | 50 | 100} 200| 500 | 1,000/ 2,000 5,000| 10,000 20,000

0.005 Abguss | 4 | + | 4| + | + | + | + | — — —_
0.01 Abguss | + | + | + | — | — | — —_ — —_ —_
0.02 Abguss | + | 4+ | + | —| =] = | = | — - —
0.05 Abguss | + | + | 4+ | —| =] — | — | — —_ _
0.1 Abguss | + | + | — | —=| =| = | = | — - -

Originalimmunsernm | + | + | + | + [ + | + l+ ]+ + | -
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2. Die fur die Bindung notige Zeitdauer. Mit obiger Antigen-
menge geht die Bindung beider Faktoren so iiberaus schnell, dass dabei
ein langes Stehen dieser Mischung nicht notig ist und nach 15 Minuten
kein grosser Unterschied mehr gefunden werden kann.

Dies Verhaltnis ist aus Tabelle 2 zu ersehen.

Tabelle 2.
Einfluss der Zeiten auf die Bindung von. Antigen und Antikorper.
Verdiinnungsgmd des Antigens
Zeit
10 | 50 | 100 200 | 500|1,000| 2,000| 5,000 10,000| 20,000
1/48t. Abguss + !+ +| = =] = | =] - —_ -
1/28t.  Abguss + ! + |+ =] - = -] = — —
1 St. Abguss + + | F| == = - = — -
2 St. Abguss + !+ |+ - =] =] - = —_ —_
24 St. Abguss + |+ - = = =] = - — -
Originalimmunserum ] + |+ + ‘ + | + |+ |+ ‘ + |+ | -

IT TIsolierungsmethode.

A. Bindung.

0.04 gr Serumpulver wurden in 4 cc Immunserum gemischt, darauf
wurde das Gemisch gut geschiittelt. Dann wurde es bei 37°C im
Brutofen 2 Stunden lang digeriert. Wihrend dieser Digerierungszeit
habe ich das Gemisch wiederholt gut geschiittelt; dabei hatte sich in
dem Gemisch einiges flockiges Prézipitat schon gebildet. Dieses
flockige Prizipitat taucht in dem Medium unter, doch konnte ich es
durch starke Zentrifugierung unten absetzen. Danach wurde der
Abguss mit Vorsicht in ein anderes Rohr abpipettiert, um den nicht
gebundenen Uberschuss des Prizipitins zu priifen.

B. Waschung.

Der Bodensatz, d. h. die gebundenen Prizipitine, wurde nach
Zusatz von 0.85%iger Kochsalzlosung 3 mal abzentrifugiert, und das
obenstehende Waschwasser jedesmal gut abpipettiert, um den Serum-
rest moglichst zu entfernen. Bei dieser Behandlung wurden auch
einige locker gebundene Prizipitine frei, doch nach 3 maliger Wa-
schung waren keine nachweisbaren Prizipitine im Waschwasser mehr
vorhanden.

Dieses serumfreie Prizipitat wurde mit destilliertem Wasser oder
mit Kochsalzlosung (Kontrollprobe) bis zur urspriinglichen Menge
(4 cc Serummenge entsprechend) aufgefiillt.
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Tabelle 3.

Prizipitin im Waschwasser.

Znbl der Verdiinnungsgrad des Antigens
Waschun-
gen 10 ’ 50 | 100 ( 200 500‘ 1,000| 2,000 5,000 10,000/ 20,000

1 Waschwasser | 4+ | 4+ | — | — | — ‘, - | = = - —
2 Waschwasser | + | 4+ | — | — | — 1 — | = = _ —_
3 Waschwasser | — | — | — | — | . S I — —_
Originalimmunserum + !+ |+ + |+ + |+ |+ + _
Abguss A+ + ] -] = l —_ ] = | - —_ -

C. Tsolierung.

Nach kriftigem Schiitteln wurden die beiden Rohren in dem
Wasserbad bei 53°C 1/2 Stunde lang digeriert, und wihrend dieser
Digerierung wurde dieses Gemisch bisweilen ebenfalls geschittelt.
Danach wurde dieses Gemisch durch Zentrifugierung wieder in Boden-
sitze und Abgtlisse getrennt. Fir die Prizipitinreaktion ist es notig,
dass in beiden Medien moglichst gleiche Salzmengen enthalten sind,
um die Diffusion beider Kolloidalschichten zu vermeiden.

Zweitens ist, um die feinen Prizipitatkornchen an der Grenzschicht
festzuhalten, eine bestimmte Viskositit beider Medien notig.

Daneben ist es erwiinscht, dass das spezifische Gewicht beider
Wedien sich unterscheidet, natiirlich muss die obere Antigenschicht
leichter sein als die untere Immunkorperschicht. Um obigen Be-
dingungen zu entsprechen, habe ich der isolierten Fliissigkeit (destil-
liertem Wasser) Kochsalzkrystalle bis zu 0.85% zugesetzt. Mit Riicksicht
auf die eben erwiahnten zwei Faktoren habe ich mit normalem Kanin-
chenserum oder 10.0%igem Meerschweinchenserum oder einem anderen
Kolloidalmedium, wie 1.0%iger Stirkelosung unter Beibehaltung von
0.859% Kochsalz diese isolierten Abgiisse verdoppelt. Ein Teil dieses
verdiinnten Prézipiting wurde wie bei der Uhklenhutschen Originalme-
thode in Kapillarreagenzgliser verteilt.

Zur Vorsicht fiigte ich die Antigensera hinzu und wartete die
kommende Reaktion ab. Das erste Resultat ist in Tabelle 4 angezeigt.
Wie oben ersichtlich ist, kann man bei Isolierung des Prézipitins die
Vorziige des destillierten Wassers erkennen, ebenso auch bei anderen
Immunkérpern. ’

Wirkung der Temperatur.

Nach Zandsteiner geht bei Isolierung des Agglutinins die Menge
des freigewordenen Antikorpers proportional mit der Temperaturhohe
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Tabelle 4.

Die isolierten Prézipitine.

Verdiinnungsgrad des Antigens

10 | 50 | 100| 200 500 1,000 2,000/ 5,000 10,000/ 20,000
Isolierte A + |+ |+ +| ]+ + |+ - | -
Prizipitine K + |+ + + +| =] = —_ —_ —_
Originalimmunserum + |+ + ]+ ++ ]+ + + -
Abguss + |+ +| -] = = | = = —_ -

A = destilliertes Wassermedium.
K = Koechsalzmedinm.

des Mediums. Nach der Untersuchung von Zsreal TWeinstein ist zur
Trennuug des Agglutinins eine Temperaturhohe von 37°C bis 54°C
erforderlich, aber bei diesen Wirmegraden hatte er keine grossen
Unterschiede fiir die Isolierung gefunden. Auch nach Furuhata (bei
Hamoagglutinin) und Ogasa (bei Bakterienagglutinin) wurde die geeig-
nete Temperatur fiir die Isolierung mit 42°C angegeben, aber von
keinem der beiden Forscher wurde iiber den Parallelismus zwischen
Temperatur und Menge des isolierten Agglutinins etwas Bestimmtes
ausgesagt. Bei obigen 3 Isolierungsmethoden wirken auch andere
Faktoren mit, wie die Chemikalien, jedoch fehlt der Parallelismus zwi-
schen Temperaturhohe und der isolierten Antikorpermenge.

Wenn man dagegen zur Isolierung nur einen Faktor anwendet, z.
b. nach Alvsakai bei Hamolysinisolierung, so findet man diese Tempera-
turwirkung viel deutlicher. Je mebr die Temperatur steigt, desto
mehr isolierte Hamolysine kann man bekommen. Dies gilt auch fiir
meine Prézipitinisolierung, weil dabei fiir die Trennung nur die Tem-
peraturwirkung als einziger Faktor in Betracht kommt.

Ich habe in diesen Untersuchungen die Temperatur von 37°C bis
55°C graduell gesteigert und dabei die Menge des freigewordenen
Prizipitins gemessen. Wie aus untenstehender Tabelle 5 zu ersehen
ist, habe ich den Parallelismus zwischen Temperaturhohe und isolierter
Prizipitinmenge gefunden. Eine Temperatur iiber 55°C konnte man
fir die Isolierung nicht anwenden, weil eine hohere Temperatur schi-
‘digend wirkt ; bei 56°C habe ich nur noch geringe Mengen Prézipitin
bekommen.

Die zur Isolierung notige Zeitdauer.

In dem vorangegangenen Kapitel habe ich schon die fiir Isolierung
des Priizipitins geeigneten Bedingungen, wie salzfreies Medium und
die notige Temperatur, gefunden; hier werde ich die Zeitdauer, die
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Tabelle 5.

Temperatureinfluss auf die Prézipitinisolierung.

Verdiinnungsgrad des Antigens

Temperntur | Medinm i '
. 10 | 25 | 50 | 100|250 500 1.0002,5005,00010,000I25,OOO
370 A +i+ |+ |+ |+ |+ =] =] = - -
K tl+ === =] =] =|=] =] =
42°CQ A +|+ |+ + |+ |+ + =] = -
X +ti+| == ==] =] =] =] = -
53°C A +|+ |+ |+ |+ |+ ]+ +] - -
K it == == === -] =
5500 A + + + + + + + + + - -
K tl+ |+ |+ |+ =] =] = = - -
Originalimmunserum + i+ |+ |+ ]+ + |+ F+]F] + -
Abguss + |+ |+ + | == = = =] = -

A == destilliertes Wussermedium.
K = Kochsalzmediam.

zur Isolierung erforderlich ist, angeben. Ich vermute, dass die Wieder-
abtrennung des gebundenen Prizipitins aus Antigen in dem Augen-
blick vor sich geht, in dem das Medium fiir diese Bedingungen un-
zweckméissig wird. Denn ich habe keinen grossen Unterschied iiber
1/4 Stunde hinaus bei der Isolierung gefunden.

In Tabelle 6 zeigen sich diese Beziehungen bei 1/4, 1/2 und 1
Stunde, natiirlich vorausgesetzt, dass die anderen Bedingungen die
gleichen bleiben.

Tabelle 6. .

Einfluss der Digerierungszeit auf die Prézipitinisolierung.

Verdiii.mungsgmd des Antigens

Zeit Medium |
10 | 25 | 50 [ 100|250 | 500 1,000 2,5005,000|10,00025,000
1/4 St. A S I I o I I o o [y
K i+ |+ |+ [+ |+ === =] =
]/ZSt. A + |+ 1+ + |+ |+ + + | + - -
K +i+ |+ + |- === - -
1 st A ol I S I I O (R [N
- K S I o e e e e A
Originalimmunserum + |+ + |+ |+ |+ +]F+] +| + +
Abguss + |+ |+ |+ |- = =] = =] = —

A — destilliertes Wassermedium.
K = Kochsalzmedinm.
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Uber die Mengenverhaltnisse des frelgewordenen
Prazipitins.
(Quotient der Bindung und Isolierung)

‘Es ist klar geworden, dass nach der Zlenutschen Originalmethode
das Menoenverhaltms des Prizipitins nicht erkennbar ist, weil bei ihr
nur die Reagierbarkeit des Immunserums fir Antigen angezeigt wird.
(Vergleich :  Die Prasipitinbestimmung aus dem Immunké per; Prof. Dr.
M. Ogata.) Bei meiner Isolierung erreicht der Titer des isolierten
Prizipitins in Tabelle 4 bei halbstiindiger Isolierung eine solche Hohe,
dass der isolierte Priizipitintiter ungefihr bis zur Hilfte des Original-
serums steigt. Bei anderer Antikorperisolierung nach derselben Me-
thode, wie bei Agglutinin nach Ogaza, zeigt der Titer der isolierten
Agglutinine, aus den gebundenen Agglutininen selbst berechnet, noch
geringere Verhiltnisse, und bei Originalserum noch weiter eine schlech-
tere Isolierung. Deswegen habe ich zur Kontrolle, ob dabei der Rest
des Prézipitins mitwirken kann, die Verdiinnung des Originalserums
mit physiologischer Kochsalzlosung ausgefiihrt und gefunden, dass bei
stark verdiinntem Immunserum das Phinomen der Prizipitation ganz
anders auftritt. Bei tiber 100 maliger Verdiinnung des Originalserums
tritt die Prazipitinreaktion nur bei geeigneter Bindungszone der
Antigene auf, deshalb kann ich behaupten, dass die isolierten Prizipi-
tinreaktionen nicht aus Serumgemisch entstehen, sondern infolge
wieder freigewordenen Priizipitins auftreten miissen, weil bei dieser
Isolierungsmethode nach der Waschung das Originalserum iiber
tausendmal verdinnt und bei so stark verdiinntem Serum die Prizipi-
tinreaktion nicht mehr sichtbar ist.

Deswegen habe ich nach der Ogatuschen Methode die quantitativen
Mengenverhiltnisse ausgerechnet und ungefihr das gleiche Resultat
erzielt wie bei Agglutinin.

Das Immunserum zeigt mit Originalmethode den Titer 1 :10,000.
Durch Verdinnung mit 10.095 Meerschweinchenserum reagiert das
Immunserum bis 1:500 bei Antigenverdiinnung (1 : 2,500), die als
Bindungszone des Antigens anzusehen ist. Deshalb habe ich den Titer
1: 500 festgesetzt.

Nach Digerierung mit dem Antigen wird der Abguss abgetrennt
und wieder der Titer nach derselben Methode bestimmt. Dabei habe
ich nach der originalen Methode bei 1:100, nach der Verdiinnungs-
methode bei doppelter Verdiinnung des Abgusses keine Reaktion
beobachtet, und deshalb den Titer 1:1 bestimmt. Deswegen binden
sich ungefihr alle Priizipitine mit Antigenpulver, wenn sich bei der
Originalmethode eine starke Reaktion bei 1:100 sichtbar angezeigt
hitte. Der Bindungsquotient ist also 499/500 angerechnet. In dem
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isolierten Medium zeigt sich die Prizipitinreaktion bis zur Antigenver-
diitnnung 1: 5,000, deshalb ist nach der Originalmethode ungefihr 1/2
des Prizipitins als abgetrennt anzusehen. Nach der Verdiinnungs-
methode reagiert es aber 1 : 4 bei Bindungszone, deshalb ist der Titer 1
: 4 und der Quotient des freigewordenen Prizipiting 4/499 angerechnet.

Am Ende dieses Kapitels will ich noch iber die Spezifizitit dieser
Methode einiges hinzufiigen, weil bei diesen Versuchen die mechanische
Absorption des Immunkorpers durch Antigen beriicksichtigt werden
muss.

Deshalb habe ich statt des entsprechenden Rinderserumpulvers
Pferdeserumpulver bei der Bindung angewendet und bei gleicher
Behandlung die Isolierung ausgefiihrt. _ '

Bei dieser Behandlung bindet sich natiirlich das Pferdeserumpulver
noch viel schlechter als das Rinderserumpulver, und ich konnte im
isolierten Medium das Prézipitin nicht nachweisen, wie Tabelle 8 zeigt.

Tabelle 7.

Quotient der Bindung und Isolierung.
(Bestimmung nach Ogafascher neuer Methode)
g £

Verdiinnungsgrad des Immunkéapers

1214|8102/ 50 100 250|5oo

Isoliertes Priizipitin + + |+ | === == =] =
Originalimmunserum + i+ + |+ ]+ |+ ]+ + ]+ +
Abguss + | === =] = =] =] = =

Bindungsquotient: 499/500 Quotient der freigewordenen Priizipitine: 4/499
Bindungszone: 1:2,500 ‘

Tabelle 8.

Bindung und Isolierung mit heterogenem Antigen.
" (Pferdeserumpulver)

Verdiinnungsgrad des Antigens (Rinderserum)

10| 25| 50 | 100 250 500[1,000 2,500{ 5,000 10,000

Originnlimmunserum + |+ +] +++ + 1+ |+ +
Abguss + |+ |+ |+ F+ |+ F |+ + -
Isoliertes Prizipitin | =] = =] = = = =] = -

Immunserum: Antirinderkaninchenserum.

Uber den komplementbindenden Ambozeptor.

Es ist schon viel dariiber gestritten worden, ob die Prizipitine und
die komplementbindenden, d. h. die Bordes und Gengouschen Antikorper
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dieselben Immunkorper sind. Nach vielen Untersuchungen mit dem
Serum oder mit dem Organeiweiss haben wir in unserem Institut
bewiesen, dass nach der Verdiinnungsmethode unsere Reaktionen
sowohl qualitativ als auch quantitativ beide ibereinstimmen konnen.
(stehe Prizipitinbestimmung aus dem Immunkirper, 2. Mitteilung von Prof.
Dr. M. Ogata.) Auch von anderem Gesichtspunkt aus habe ich diese
Ansicht gestiitzt, weil ich bei dem Versuche dieser Isolierung den
komplementbindenden Ambozeptor gleich in freigewordenen Prazipi-
tinen ebenfalls nachgewiesen habe. Nach Isolierung auf dieselbe Me-
thode habe ich dem Medium des Prizipitins nur das Kochsalz bis zum
physiologischen Kochsalzgehalt hinzugefiigt. Diese Flissigkeit wird,
wie die nédchstfolgende Tabelle zeigt, abgeteilt, und dazu werden die
Antigene und Komplemente hinzugefiigt. Nach einstiindiger Digerie-
rung bei 37°C wird das héimolytische System beigemischt und 2 Stunden
lang in den Brutofen gestellt. Zu meiner grossen ﬁberraschung habe
ich dabei auch das positive Resultat nachgewiesen. Bei konzentriertem
Antigen erweist sich die Komplementbindung als ungeniigend zur
Prizipitinreaktion, aber bei verdiinntem Antigen wirkt sie etwas
stirker.

Tabelle 9.
Komplementbindungsversuch mit isolierter Prézipitinfliissigkeit.

Verdiinnungsgrnd des Antigens

10 | 50 ‘ 100 | 500 ]1,000' 2,000{ 5,000{10,000

+ |+
+ |+

+

Komplementbindung — [ —

+ |+
+ |+

Prizipitinrenktion +

Stickstoffbestimmuhg.

Man hat verschiedene Versuche zur Isolierung des Immunserum
enthaltenden Immunkorpers angestellt, um das tbrigbleibende Eiweiss
im Serum zu beseitigen. Meine zu diesem Zwecke vorgenommenen
Experimente haben bei Isolierung des Prizipitins im destillierten
Wassermedium bessere Resultate als im Kochsalzmedium ergeben.

Ich habe nach der Kjeldahlschen Methode den Stickstoff in ver-
schiedenen Medien fiir die Prizipitinisolierung bestimmt. Die Stick-
stoffmenge der freies Prizipitin enthaltenden Flissigkeit ist 0.08 gr in
100.0 cc bei destilliertem Wassermedium und 0.1gr bei Kochsalzmedium,
dagegen enthélt das urspriingliche Serum 1.01 gr Stickstoff. Bei diesen
Versuchen zeigt sich, in Ubereinstimmung mit den Resultaten von
Kosakai, Furuhata, Ogata und Kageyama, dass der Antikorpergehalt mit
dem Eiweissgehalt des Mediums nicht parallel geht. (siehe Tabelle 10)
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Tabelle 10.
Stickstoffbestimmung.
Prizipitintiter Stickstoffmenge im 100 cc
Originalimmunserum 1 :.10,000 1.01
Isoliertes Prizipitin (A) 1: 5,000 0.08
Isoliertes Priizipitin (K) 1: 500 0.1

(A) = destilliertes Wassermediam, (K)= Kochsalzmedium.

Zum Schlusse mdchte ich Herrn Prof. Dr. M. Ogata herzlichst danken fiir

seine wertvolle und frenndliche Anleitung und liebenswiirdige Unterstiitzung bei
meiner Arbeit. '

Zusammenfassung.

1. Das Serumprizipitin isoliert sich reversibel aus Antigen-und
Antikorperbindung. ' -

2. Die Isolierungsmethode und der Nachweis des Prizipitins sind
noch schwieriger als die anderer Immunkorper, und deshalb sind
folgende Bedingungen zu beriicksichtigen.

a) Das Immunserum muss eine genugende Prizipitinmenge ent-
halten. Diese wird erst nach vielmaliger Immunisierung erzielt. Die
Prizipitinmenge ist nach der neuen Prizipitinmessung von Ogata
bestimmbar.

b) Zu Isolierungszwecken wird das Serumantigen durch Trocknen
pulverisiert. Bei Mischung mit dem Immunserum wird eine moglichst
kleine Menge davon beniitzt. )

¢) Das salzfreie Medium ist viel zweckmissiger fiir die Isolierung
als das salzhaltige, am zweckmaissigsten ist destilliertes Wassermedium.

d) Die Temperatur zur Isolierung betragt zwischen 53°C—55°C.

e) Als Zeitdauer fiir die Isolierung geniigen 1/4—1/2 Stunde.

3. Die Eiweissmenge des isolierten Mediums geht nicht parallel mit
der Prizipitinstérke. :

4. Den komplementbindenden Ambozeptor kann man gleichzeitig
in dem isolierten Prizipitinmedium nachweisen, sogar im gleichen
Mengenverhiltnis. '

5. Aus obiger Isolierung kann man die Identifizierung beider
Antikorper nachweisen. : \
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