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Abstract

1. Es gibt bei der Isolierung des Antikorpers von sensibilisiertem Antigen je nach den Medi-
umarten einen wirksamsten Temperaturgrad. a) Beim Waermedium ist fur dieses Problem eine
Warmeapplikation bei 55&#x2103; am zweckmafigsten. b) Bei hypotonischem Medium, und
zwar bei einer 0.034%igen Kochsalzlosung, zeigt sich das beste Resultat gerade bei einer Warmeap-
plikation von 60&#x2103;. ¢) Die Temperatur von 65&#x2103; eignet sich fur das Medium von
physiologischer Kochsalzlosung. Unter geeigneten Bedingungen wird ein groferer Teil der An-
tikorper innerhalb einer viertel Stunde befreit. 2. Der beere Isolierungseffekt des hypotoniechen
Mediums (0.034%) bei der Warmeapplikation gilt fur die Prazipitin-, Bakterienagglutinin-, Hamolysin-
und Hamoagglutininisolierung. 3. Aus folgenden Tatsachen kann man schlieSen, dag bei der
Isolierung des Antikorpers die Bindung zwischen Antigen und Antikorper stark hemmend wirkt:
a) Native, bei 60&#x2103; und bei 100&#x2103; (2 St.) erhitzte Kolibazillen absorbieren mehr
Agglutinin als bei 80&#x2103;- 100&#x2103; (1 St.) und uber 100&#x2103; erhitzte. b) Aus
bei 100&#x2103; (2 St.) erhitztem Bazillenantikorperkomplex ist die grof3te Menge von Agglu-
tinin trennbar. Je hoher das Kolifiltrat erhitzt wird, desto weniger absorbiert es Immunkorper, lagt
aber eine relativ grofe Menge wieder frei. 4. Zwischen Rohrzucker- und Waermedium besteht
kein grofer Unterschied in Bezug auf die Isolierung des Antikorpers. 5. Es ist wahrscheinlich,
dag auch Elektrolyte eine Rolle bei den Isolierungsvorgangen spielen, obwohl noch viele andere
Faktoren mitsprechen, und dag zweiwertige Ionen darum leistungfahiger sind als einwertige, weil
zweiwertige lonen enthaltende Salze einen beeren Isolierungseffekt zeigen als einwertige. Zum
Schlufe mochte ich nicht verfehlen, Herrn Prof. Dr. M. Ogata fur seine freundliche Anleitung
und Anregung bei dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank auszusprechen.
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Von
Harumi Suma.

Eingegangen am 24. Dezember 1934.

Das Problem der Reindarstellung oder Isolierung der Antikorper,
frei von Immunserum, ist von grundlegender Bedeutung fiir die
Auffassung von threm Wesen und dem der Antikorperreaktion iiber-
haupt, sowie von ganz besonderer, unmittelbarer Wichtigkeit fir die
praktische Medizin.

Die Antikorperwirkung ist aufs engste mit der Gegenwart von
Serumeiweiflkorpern verknupft. Es war bisher nicht moglich, Los-
ungen mit Antikorperwirkung zu gewinnen, die sicher frei von
Eiweifl waren. Jedoch zeigte die Gewinnung sehr eiweiflarmer
Losungen deutlich, da8 nur ein sehr kleiner Teil der Serumeiweif3-
korper als eigentlicher Trager der Antikorperfunktion in Betracht
kommen kann. Fir die Anschaunung, daf} die Antikdrperwirkung
zum mindesten in sehr engem Zusammenhange mit den Serum-
eiweilkorpern stehen musse, spricht deren sonstiges Verhalten.
Daher sind bis heute unter dem Gesichtspunkt der Gewinnung mog-
licht reiner Antikorperlésungen zahlreiche Untersuchungen durch-
gefuhrt worden.

Die Isolierungsweisen scheiden sich prinzipiell in 3 Methoden,
namlich in die chemische, physiologische und biologische Methode.

Die chemische Methode. Diese Methode bringt durch das
Eiweifallungsmittel auch den Antikérper zur Ausfallung, in dem
erhaltenen Niederschlag findet sich der konzentrierte Antikorper.

Tizzoni und Cattani33) hatten im Jahre 1891 das Tetanusantitoxin durch Halb-
sattigung mit Ammonsulfat behandelt und das Antitoxin in der Globulinfraktion vom
Immunserum nachgewiesen. Widal et Sicard7) behandelten 1897 das Immunserum
mit Magnesiumsulfat und fanden auch das Bakterienagglutinin im Serumglobulin.
-Sehr eingehende und vielseitige Untersuchungen tber die Typhusagglutinine hat
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dann Winterberg’® durchgefiihrt, aus denen er folgert, daBl diese den Eiweilkorpern,
speziell dem Globulin, anhaften. Pick gelang auch eine weitgehende Reinigung des
Typhusagglutinins. Brieger und Kraus®) gelang mit Ammonsulfat eine Ausschaltung
von 757 des ganzen Nitrongens von Diphterieserum, wahrend der Antitoxinwert
unverandert blieb. Mittels dieser Fraktionsmethode werden zwar die Antitoxine
konzentriert, aber trotzdem bleibt man bei dieser Methode von der Reindarstellung
des Inmunserums noch weit entfernt.

Die physiologische Methode. Hierbei handelt es sich um Rein-
darstellung der Immunkérper auf der Basis der Einwirkung physika-
lischer Faktoren, Elektrodialyse, Ultrafiltration u. a., auf die Immun-
sera.

Diese Isolierungsmethode wurde zuerst nach Landsteiner?5), dann von Hirschfeld
und Klinger?), Pauli und seinen Mitarbeitern?®), Michaelis und Rona® auf der Basis
der kolloidtheoretischen Auffassung des Immunitatsproblems aufgebaut. Das Wesen
der Verinderung, welche die charakteristischen Fahigkeiten des Immunserums be-
dingt, beruht auf kolloidalen Zustandsanderungen der Serumproteine, in erster Linie
des Globulins.

Aronson), dann Marschall u. Welker3) haben Adsorptionsmethoden zur An-
wendung gebracht, von der Vorstellung ausgehend, daB die durch ihren besonderen
Dispersionszustand charakterisierten wirksamen Globuline sich bei der Adsorption
anders verhalten miifiten als die unwirksamen Serumproteine. Unter Annahme der
Dispersititsanderung eines Kolloids ist Bechhold5) mit Ultrafiltration die Trennung der
wirksamen Kolloide gelungen. Giemsa und Goldyt0) konnten mit dieser Methode
eine |- bis 3-fach erhohte Wirksamkeit der auf dem Filter bleibenden Fraktion er-
reichen. Hensvall®) stellte mit Ultrafiltration durch Kollodiummembrane fest, dafl ein
Teil des Pseudoglobulins und Antitoxins durch die Membran hindurchgeht und der
grofBere Teil der Antitoxine auf dem Filter zuriickbleibt. M. u. N. Stern32) konnten
das Globulin auf dem Filter zuriickhalten.

Die Reindarstellung bestimmter Eiweiflfraktionen aus dem Serum und damit der
Antikérper hat aber in den letzten Jahren durch die Elektrodialyse eine neue Basis
gewonnen. Nach Pauli6!) gelingt die vollstindige Trennung der hydrophilen Al-
bumine von dem hydrophoben Globulin durch Elektrodialyse. Auch Lock u. Hirscht2)
‘hatten die Elektrodialyse zur Isolierung des haemolytischen Ambozeptors mit Erfolg
benutzt. In der letzten Zeit haben Bechhold u. Rosenberg®) eine Kombination von
‘Ultrafiltration und Elektrodialyse als Reinigungsmethode fiir Kolloide versffentlicht.
Darauthin wurde diese von Laubenheimer und Vollmar?® zur Isolierung des Hamolysins
in Anwendung gebracht. Vor kurzem ist auch Asabe2) mit Elektrodialyse die
Trennung von Serumprazipitinen gelungen. Im dbrigen ware noch die Gefrierungs-
methode des Serums zu nennen, iiber welche von Hatat3 und neuerdings von Sumis!>
berichtet wurde. .

Die biologische Methode. Diese Methode ging von der Zu-
‘grundelegung der Reversibilitat aus, nach der sich die Antikorper
mit den Antigenen binden und sich dann von diesen wieder trennen
lassen.

Die ersten Versuche haben 1900 Hahkn und Tremmsdorff 1) beschrieben. Sie
konnten einen Teil der Agglutinine des Typhus- und Choleraserums durch Abspal-
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tung aus den spezifischen Niederschligen mittels schwacher Lauge oder Saure
wiedergewinnen. Landsteiner® sowie Landsteiner und Jagic2D) verwendeten diese
Methode bei der Isolierung des Hamoagglutinins und fanden die Isolierung propor-
tional zu dem Temperaturanstieg des Mediums. Lieberman und v. Fenyvessy28) gelang
es auch durch Behandlung mit n/100 Salzsiure die Hamolysine und Hamoagglutinine
zu isolieren. MatsuiZ3) isolierte Typhusagglutinine aus dem Agglutinat, das sich bei
der Verbindung von Typhusbazillen und Immunserum bildet. Israel Weinsteinl?>
isolierte aus dem Prazipitat, welches aus Typhusbazillen und Immunkérpern besteht,
die Agglutinine sowie komplementbindende und bakterizide Antikorper. Chikering?>
gelang der Nachweis, daB die Schutzkraft des Serums vollkommen in den Nieder-
schlag Gbergeht, der mit einem geeigneten Pneumokokkenantigen entsteht. Kosakai2l>
hat die Hamolysine aus roten Blutkérperperchen in Rohrzuckermedien isoliert und
bemerkt, dal Temperatur und Volumen eine grofle Rolle spielen.

Weiter ist auch Furuhatal?) die Isolierung der Hamoagglutinine und Ogatat)) die
der Bakterienagglutinine unter Einwirkung von Natronlauge gelungen. Miwa3? ge-
lang es, die Typhusagglutinine in destilliertem Wasser zu isolieren. Huntoon!® konnte
mit destilliertem Wasser, Traubenzucker und physiologischer Kochsalzlésung die
Antipneumokokken-Immunsubstanz isolieren und nachweisen, daf} die Trennung nie
vollstandig ist und daB sie abhingt von der Art der Antikorper, von der Stirke der

Sensibilisierung, vom Volumen, von der Temperetur und vom Milieu, in dem die
Digestion erfolgt.

In neuerer Zeit gelang es Sunouchi5?) das Serumprazipitin zu isolieren, was bisher
als sehr schwierig angesehen wurde, und seitdem hat die Isolierung des Prazipitins
grofle Fortschritte gemacht. Auch hat er auf Grund desselben Gedankenganges
Hamoagglutinin und Hamolysin in physiologischem Kochsalzmedium rein dargestellt.
Kageyama®3) hat die Forssmannschen Antikérper isoliert. Haku!®) isolierte auch
nach obiger Methode das Bakterienprizipitin und hat verschiedene Antikérper als
ganz identische Substanzen erhalten. Kuwana?® hat in hypertonischem Me -ium das
Serumprazipitin mit gleichem Erfolg wie in destilliertem Wasser isolieren kénnen.
Inoue!® gelang die Isolierung des Bakterientropins in salzfreiem Medium.

] Auflerdem gibt es noch eine biologische Methode unter Anwendung der Rever-
sibilitat durch spezifische Affinitat.

Wenn man einem bereits gebildeten Niederschlag aus Antigen
und Antikorper bei der Prazipitationsreaktion nachtraglich weiteres
Antigen hinzufigt, so wird der Niederschlag aufgelést (Halban und
Landsteiner'?). Diese Erscheinung ist nicht anders deutbar, als daf
aus der bereits bestehenden Verbindung zwischen Antigen und An-
tikérper letzterer auf das neu hinzugefiigte Antigen ubergeht. Direkt
1aBt sich dieser Ubersprung des Antikérpers auf das neu hinzugefiigte
Antigen durch den Ubersprungsversuch von Morgenroth®® zeigen, der
sodann von Philosofow”, Kawashima®, F. Rosenthal’®, Morgenroth
und Bieling® u. a. gepriift worden ist. Sehr bemerkenswert erscheint
es, dal auch die Wiedergewinnung unspezifischer, an Suspension,
wie Kaolin u. a., adsorbierter Antikorper augenscheinlich von sehr
ahnlichen Bedingungen beherrscht wird wie die Befreiung der Anti-
kérper aus ihrer spezifischen Bindung ( Olitzki*®, Tropp>®, Masuda®®).
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Vorbereitung und Untersuchungsmethode.

I.  Immunisierungsmethode.

1) Prazipitin. Als Prazipitin babe ich das Anti-Rinder-Serum des erwach-
senen Kaninchens benutzt. Ich habe mit 0.5 cc Rinderserum das Kaninchen oftmals,
in allen Fallen Gber 5 mal, immunisiert und 7 Tage nach der letzten Injektion nach
der Ogataschen®3) Methode den Titer, die Bindungszone und den Verdiinnungstiter
des Serums fiir das Antigen bestimmt. Es ist nétig, fir die [solierungszwecke hoch-
wertiges Prazipitin herzustellen. Daher habe ich immer Prazipitin vom Verdiin-
nungstiter iber 1000 benutzt.

2) Bakterienagglutinin. Als Bakterienagglutinin habe ich das Anticoliserum
des Kaninchens angewandt. Eine 18 stiindige Schrigagarkultur des Colibazillus
wurde zu 3 Normalosen in Kochsalzlésung emulsiert und darauf im Wasserbad von
60°C in 2 Stunden abgetdtet. Dem Kaninchen wurden aufsteigende Dosen (2, 3 und
5 cc) bei 4-tagigen Pausen mehrmals intravenés injiziert; 7 - 10 Tage nach der letzten
Injektion wurde das Blut aus der Carotis entnommen. Das Serum wurde durch ein
halbstindiges Erwarmen bei 56°C inaktiviert und dann in einem Eisschrank auf-
bewahrt. ‘

3’) Haémolysin. Dem Kaninchen wurden jeden fanften Tag 5 mal 5 cc von
gewaschenem, 10 %igem defibriniertem Ziegenblut injiziert, 7 Tage nach der letzten
Injektion wurde der Titer des Serums bestimmt und das Immunserum bei 56°C 30
Minuten lang inaktiviert.

4) Hdimoagglutinin. Das Hiamoagglutinin wurde dadurch erzeugt, daf8 das
Kaninchen jeden fiinften Tag 5 mal mit 5 cc von gewaschenem, 10 %igem defibrinier-
tem Huhnerblut injiziert wurde; 7 Tage nach der letzten Injektion wurde das Blut
entnommen. Auch wurde es bei 56°C 30 Minuten lang inaktiviert.

II. Prazipitation.

Prazipitinogen. Als Prazipitinogen wurden Rinderserum und Colifiltrat ver-
wandt. Das Colifiltrat wurde folgendermafBlen behandelt : eintagige Agarkultur wurde
in sterilem destilliertem Wasser aufgeschwemmt, eine Stunde lang bei 60°C weiter
stehengelassen, zwei Tage lang bei 37°C gehalten, danach durch Berkefeld-Kerze
filtriert. lhr Eiweiflgehait entspricht 1:1,000 der Serumeiweimenge. Vor dem
Versuch wurde Kochsalz bis zu einem Gehalt von 0.85 % zugesetzt.

Zur Prazipitinbestimmung benutzte ich folgende 2 Methoden :

a). Uhlenhuthsche Methode. Diese Methode zeigt die Verdiinnungsgrenze
des Antigens, das mit dem Prizipitin reagierbar ist. Ich gebrauchte sie nur zur
Antigengehaltsbestimmung.

b). Immunkérperverdiinnungsmethode. Diese Methode ist von Prof. Ogatat®
zum ersten Male veroffentlicht worden. Wenn die in absteigender Weise verdiinnten
Prizipitinogene auf das Immunserum, welches mit 10 % Meerschweinchenserum oder
| % Gummikochsalzlésung in gleicher Weise verdiinnt wurde, iiberschichtet werden,
so ist die Reaktion am starksten bei einem gewissen Grad der Antigenverdiinnung.
Diese geeignete Antigenverdinnung wird als ,, Bindungszone * (B.Z.) des Immun-
serums bezeichnet. Der ,, Verdannungstiter “ (V.T.) ist der héchste Antikorper-
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verdinnungsgrad, der bei der Bindungszone reagierbar ist.
Es 1aBt sich daher an der Bindungszone die Eigenschaft des Antikorpers und am
Verdinnungstiter die Menge des Antikérpers nachweisen.

IIl.  Agglutination.

Bazillenemulsion. 3 Normalésen von 18-stiindiger Schragagarkultur von Koli-
bazillen wurden in 10 cc Kochsalzlésung gemischt, gleichmaBlig aufgeschwemmt und
dann durch 2-stiindiges Erwiarmen bei 60°C abgetotet,

Untersuchungsmethode: 4 Tropfen dieser Bazillenemulsion wurden je | cc von
in absteigender Weise verdinntem Immunserum zugesetzt. Dieses Gemisch wurde
2 Stunden bei 37°C im Brutschrank gehalten, dann der Zimmertemperatur ausgesetzt
und am nachsten Morgen mit dem Agglutinoskop beobachtet.

IV. Himolyse.

Frisches Ziegenblut wurde defibriniert und 3 mal mit Kochsalzlésung gewaschen.
l cc von 2.5 %igem Ziegenblut und die doppelte Dosis von Komplement (Meer-
schweinchenserum) und im absteigender Weise verdiinntem Immunserum wurden
gemischt, dann wurde die Mischung 2 Stunden im Brutschranke bei 37°C stehen
gelassen und dber Nacht im Eisschrank gehalten: sodann wurde abgelesen.

V. Himoagglutination.

Je 4 Tropfen von 2 %iger Hithner-rote-Zellen-Suspension wurden dem in abstei-
gender Weise verdinnten Immunserum zugesetzt, 2 Stunden lang im Brutofen
digeriert und dann ber Nacht im Eisschrank aufbewahrt. Das Resultat wurde am
nachsten Morgen abgelesen.

Experiment.

I. Bindung.

Bas Mengenverhaltnis zwischen Antigen und Antikérper spielt eine groBe Rolle
far die Isolierung der Immunsubstanz aus diesen beiden gebundenen Stoffen. Wenn
das Antigen mit Antikorper Gbersattigt wird, so wird der Antikérper viel leichter aus
der Bindung befreit als bei schwach sensibilisiertem Antigen. Als Antigen wurden
verschiedene Stoffe verwandt, wie Kolibazillen, Bazillenfiltrat, rote Zellen von Ziegen
und solche von Hihnern. Die Antigene wurden zunichst in einem bestimmten
Mengenverhaltnis mit Immunserum gemischt, worauf das Gemisch nach Schiittelung
bei 37°C 2 Stunden lang digeriert wurde. Dabei kam die Agglutination oder Prazi-
pitation im Reagenzglas zustande, doch bleibt ein Teil derselben im Abgufiserum
zurick. Durch Zentrifugieren wurde der Niederschlag von dem Serum getrennt.
Danach wurde der Abguf vorsichtig in ein anderes Rohr abpipettiert, um den nicht
gebundenen Immunkérper zu priifen.
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2. Waschung.

Der Bodensatz wurde 3 mal unter Zentrifugieren gut ausgewaschen, um den
Serumrest moglichst zu beseitigen. Nach dieser 3-maligen Waschung waren keine
nachweisbaren Prizipitine mehr im Waschwasser vorhanden. Dieses serumfreie

Prazipitat wurde mit den entsprechenden verschiedenen Medien bis zur ursprang-
lichen Menge aufgefalit.

3. Isolierung.

Nach starkem Schitteln wurden die Réhren 30 Minuten lang auf dem Wasserbad
bei verschiedenen Temperaturen digeriert. Dabei wurden die gebundenen Immun-
kérper wieder befreit. Danach wurden diese Gemische durch Zentrifugierung wieder
in Bodensatz und Abgiisse getrennt. Die Abgiisse wurden in andere Rohren ab-
pipettiert. Da es fir die Prazipitationsreaktion nétig ist, dafl in allen Medien
méglichst die gleiche Salzmenge enthalten ist, setzte ich den Abglssen Kochsalz-
kristalle oder hypertonische Losung bis zu einem Gehalt von 0.85 % der Lésung zu.

4. Medium und Temperatur.

Seit dem ersten Versuch von Hahn und Trommsdorff 11D, die die isolierten
Agglutinine mittels schwacher Lauge oder Saure befreien konnten, wurden viele
Anstrengungen zur Losung dieses Problems gemacht. Es wurden, seit Kosakai2ld
10 %ige Rohrzuckerlosung als Medium benutzt und gute Erfolge erzielt hatte, grofle
Fortschritte in der [solierung erreicht, worauf Furuhatal?) das Hamoagglutinin und
Ogata#!) das Bakterienagglutinin im Rohrzuckermedium erlangen konnte. Nach der
Suggestion des Rohrzuckermediums verwendeten Miwa¥) und Furuhata!? destilliertes
‘Wasser und erzielten ebenfalls gute Resultate. Neuerdings hat Sunouchi’2) bei
physiologischem Kochsalzmedium eine Trennung der Immunsubstanz erreicht und
fand dabei einen interessanten Zusammenhang zwischen dem Medium und der
Temperatur fir die Isolierung. Mit hypertonischem Salzmedium konnte Kuwana?2>
die gebundenen Antikérper frei machen, ebenso wie beim Salzmedium und bei
physiologischem Kochsalzmedium.

Nach obigen Untersuchungen bei der Isolierung des Antikdrpers aus dem
Antigen-Antikérperkomplex lassen sich die nonelektrolyten Medien, wie Rohr-
zucker, destilliertes Wasser oder hypertonisches Medium als am geeignetsten erken-
nen. Da die Elektrolyte fir die Antigen-Antikdrperreaktion wichtig sind und bei
hypertonischem Salzgehalt die Antikérperbindung bis zu einen gewissen Grade
gehemmt wird, so wird bei diesen Medien die Antigen-Antikérperbindung zu einer
Reversion gezwungen. Doch hat Sunouchi>2) bei physiologischem Kochsalzmedium
bei geschickter Temperaturanwendung ebenso gute Erfolge wie bei elektrolytefreiem
Medium oder hypertonischer Lésung erzielt. Dabei bemerkte er, daf auBer dem
Medium die Warmeapplikation eine wichtige Rolle spielt.

Bisher stimmten die verschiedenen Autoren beziiglich des Einflusses der Warme-
applikation fir die Isolierung nicht dberein. Pietro Rondoni*® bemerkte keinen
Unterschied fiir die Isolierung bei einer Warmeapplikation zwischen 0° - 37°C.
Dagegen fanden Landsteiner?>) u. Kosakai?), dafl die Menge des freigewordenen
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Antikérpers proportional mit der Temperaturhohe des Mediums geht.  Sunouchi®®
hat als geeignete Temperatur fiir Isolierung in Kochsalzlésung eine Temperatur von
65°C gefunden. Dabei ist die Antikérpermenge dieselbe wie bei den anderen
Isolierungsmethoden, im Zuckermedium oder Wassermedium.

Aus obigen Ausfiihrungen ergibt sich die interessante Tatsache,
daf bei [solierung des Antikorpers, der mit den Antigenen gebunden
worden ist, die Menge des freigewordenen Immunkérpers in inniger
Beziehung zu der Temperatur und den Medien steht. Infolgedessen
beschaftigte ich mich auf Anregung und unter Leitung von Prof.
Ogata mit der Isolierung der Immunsubstanz, wobei ich besonders
das hypotonische Medium beriicksichtigte, iiber das bis jetzt noch
niemand berichtet hat.

Die Medien, in denen die Antikorper digeriert werden, sind so
dargestellt, da} die physiologische Kochsalzlosung in absteigender
Weise verdinnt wird, d.h. 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50, 1| : 100,
1:250. 1:500, Aq. dest. Die Warme wird bei 45°C bis 70°C appliziert.

Experiment I. Isolierung des Serumprdzipitins.

Zwar gibt es viele Untersuchungen Gber die Isolierung des Prazipitins mittels
chemischer oder physiologischer Methoden, doch standen solchen mittels biologi-
scher Methoden vielerlei Schwierigkeiten entgegen, bis die Titerbestimmung des
Prazipitins nach der Verdiinnungsmethode verdffentlicht war, und die Schwierigkeiten
von Sunouchi’2) als erstem {iberwunden worden waren.

Es ist sehr wichtig, das geeignete Mengenverhaltnis zwischen Antigen und
Antikdrper fir die Bindung und Isolierung zu finden. Die Niederschlagsbildung
hangt von bestimmten Mengenverhaltnissen der an der Reaktion beteiligten Faktoren
ab. Bei konstanter Prazipitinogenmenge und steigendem Priazipitin nimmt das Prazi-
pitat zu, jedoch so, dafl es nicht proportional steigt. Bei Steigerung der Prazipitin-
menge nimmt die Prazipitatmenge nicht stetig zu, sondern erreicht ein Maximum.
Bei gleichbleibender Prazipitinmenge und steigendem Prazipitinogengehalt erreicht
der Niederschlag die Acme und sinkt dann wieder ab. Diese Mengenverhaltnisse fir
das Bindungsvermégen haben Hamburger$), Arrhenius, Eisenberg und Volk®), Land-
steiner?®) nachgewiesen. Ogata®3) hat mittels der Verdinnungsmethode diese Be-
ziehungen klargestellt. Sunouchi’2) bemerkte bei der Isolierung des Serumprazipitins,
dafl die Antigenmenge, die zu der Prazipititinisolierung benutzt wird, einen groflen
EinfluB auf den Isolierungsquotienten austibt. Kuwana?®) untersuchte genau die
Mengenverhaltnisse zwischen Antigen und Antikdrper, und kam zu folgendem
Schlufle. Die geeignetste Antigenmenge wird nach dem Titer des Prazipitins, der
durch die Immunserumverdiinnung gezeigt wird, und nach der Bindungszone des
Prazipitins fir Antigen verschieden angegeben, und die zur Isolierung des Immun-
korpers (1 cc) erforderliche Antigenmenge wird nach der Formel kurz folgendermaBen

angezeigt: a=0.025 X % (a=die zur [solierung geeignetste Menge des Anti-

gens; Z == die Bindungszone des Immunserums; T = der Prazipitintiter des Serums.)
Als Antigen gebrauchte ich Rinderserum und als Prazipitin Antirinderserum von
Kaninchen. Das ,, geeignete “ ‘Mengenverhaltnis zwischen Antigen und Antikdrper
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wendete ich nach Kuwana an. Ich benutzte als Prazipitine beinahe gleich starke
Immunsera, um die lsolierung bei allen Versuchen unter gleichen Bedingungen ver-

folgen zu koénnen. 2 cc Antigen, welches 0.025 X . von Rinderserum in | cc ent-

z

halt, wurde gemischt mit 2 cc Original-lmmunserum. Dann folgt die Digerierung,
Waschung und Isolierung.

Versuch |. Isolierung bei 45°C.

Da die Temperaturerhéhung fir die Isolierung gunstig wirkt, so
habe ich die Untersuchung mit 45°C angefangen. Bei diesem Ver-
suche benutzte ich ein Prazipitin, das den Verdiinnungstiter | : 1,000
nach der Verdinnungsmethode und die Bindungszone | :250 besitzt.
Die Abgiisse sind alle gleich vom Verdinnungstiter 1:500. Wie
oben gesagt, wird die Bindung zwischen Antigen und Antikorper bei
jedem Versuch unter gleichen Bedingungen angestellt: es bindet
sich dabei hinzugefligtes Prazipitin halb mit Antigen fest und es
bleibt im Abgufle noch die andere halbe Prazipitinmenge frei. Die-
ser Uberschufl von Prazipitin wird durch 3-maliges Waschen aus dem
Bodensatz befreit. Im Abgufle der dritten Waschlésung bleibt die
Prazipitinreaktion immer negativ. Nach der Isolierung erhielt ich die
in Tabelle | ersichtlichen Resultate. Bei diesem Fall der [solierung
zeigen bei Medien 1) -6) alle Prazipitintiter (v. t.) 5, und bei Medien
7)-10) alle 10. Da das Prazipitat dreimal stark gewaschen wurde
und dabei kein Prazipitin vorhanden war, so stammt es wohl nicht
aus dem Immunserum, sondern aus dem Niederschlag.

Tabelle |I. Isolierung bei 45°C.

Medium Prazipitintiter (V.m.) Bind. | Isolier. Antigen- NM
Nr.| (Nac) | Abgisse Isolierte | Quot. | Quot. gehalt -vienge
Losung
i 1 1 1:500 1: 5 1:2 1:100 | 5:100,000 0.0175
2 1: 2 " 1: 5 " 1:100 | 5:100,000
3 1: 5 ” 1: 5 ” 1:100 | 5:100,000
4 I: 10 " I: 5 - 1:100 | 5:100,000 0.0245
5 I: 25 ” 1:5 ” 1:100 { 5:100,000 0.028
6 1: 50 " 1: 5 " 1:100 | 5:100,000
7 1:100 " 1:10 " 1: 50 | 10: 100,000 0.028
8 1:250 " 1:10 " 1: 50 10: 100,000
9 1:500 " 1:10 " 1: 50 | 10:100,000
10 | Agq. dest. ” 1:10 » 1: 50| 10: 100,000 0.0315
A. Serum; V.T.=1:1,000 B.Z.=1:250 N-Menge = 1.0115

Wenn wir die Differenz zwischen dem urspriinglichen Prazipitin-
titer des Immunserums und dem des Abgusses als Bindungsquotienten
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und das Verhaltnis zwischen den gebundenen und isolierten Prazipi-
tinen als Isolierungsquotienten ansehen, so ergibt sich fir den er-
steren 1:2, fir den letzteren 1:100-1:50. Beim Kochsalzmedium
zeigt der Isolierungsquotient | : 100, beim Medium von Agq. dest. 1:50.
Hier tritt kein nennenswerter Uberschufl von hypotonischem Medium
auf. Im Punkte des Isolierungsquotienten steht das Medium von Aq.
dest. voran.

Uber ein Vorhandensein des Antigens in isoliertem Prazipitin

wurde von Kosakai?), Miwa®>, Sunouchi®?, Haku® und Kuwana?®
berichtet.

Es ist schwierig, aber notwendig, das zur Verwendung gelan-
gende Antigen nicht in die isolierten Losungen hineinkonmmen zu
lassen, weil die Antigene der Reaktion des isolierten Antikérper
grofle Hindenisse bereiten. Doch ist es schwer, das Antigen ganz
auszuschalten. Daher untersuchte ich immer die Antigenmenge, die
in die Losung tibergeht.

Die Antigenmenge wurde mittels Uhlenhuthscher Methode be-
sttimmt, indem die isolierte Lésung als Antigen auf ein bekanntes
Immunserum (Titer nach Uscher Methode | : 100,000) verdiinnt tber-
schichtet wurde. Bei der Uschen Methode zeigt der Prazipitintiter
den Reaktionsgrad des Antigens gegen das Originalserum, daher ist
sie fir die Bestimmung der Antigenmenge anwendbar. Der Anti-
gengehalt in den Lésungen zeigt in Medien 1)-6). 5:100,000, in
Medien 7)-10) 10:100,000, d.h. 5:100,000 oder 10:100,000 vom
Rinderserum gehen in die isolierten Lésungen tiber.

Es ist bei der Isolierung auch nétig, die Eiweilmenge in der
isolierten Losung zu kdnnen, weil man aus ihr auf die Beziehungen
zwischen Antikérpermenge und Eiweifl schlieBen kann. So habe
ich nach der Kjehldahlschen Methode in verschiedenen Medien den
Stickstoffgehalt in jedem Falle bestimmt. Dabei fand ich, daB8, je
hypotonischer das Medium war, desto starker sich die Eiweilmenge
in der Losung vermehrte. Im Kochsalzmedium war sie geringer als
im Medium von Agq. dest..

Versuch 2). Isolierung bei 55°C.

Bei dieser Untersuchung wurde das Immunserum von V. T. I:
1,000, B.Z. 1:500 angewandt. Die Abgiifle sind alle von V.T. 1 : 500.
Bindungsquotient | :2. Isolierte Prazipitine zeigen in Medien N-4)
den Titer 1:10, in Medien 5)-7) 1:25, in Medien 8) - 10) 1:50; die
Isolierungsquotienten sind dementsprechend 1:50, 1:20, 1:10. Es
steigern sich also in allen Medien die Isolierungseffekte parallel mit
der Temperatur. Auch bei diesem Fall ist der Isolierungsquotient
im Medium von Agq. dest. am gréften, im physiologischen Kochsalz-
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Tabelle 2. Isolierung bei 55°C.

Medium Prazipitintiter (Vm) Bind. | Isolier. Antigen- N
“Nr.| (Nacl) Abgiisse ligt:':: Quot. | Quot. gehalt -Menge
1 1 | 1:500 1:10 1:2 1:50 | 10: 100,000 0.028
2 1.2 " 1:10 " 1:50 | 10: 100,000
3 1: 5 " 1:10 " 1:50 | 10:100,000 0.0315
4 1: 10 " 1:10 ” 1:50 | 10: 100,000
5 1: 25 ” 1:25 ” 1:20 | 10: 100,000 0.0315
6 I: 50 " 1:25 " 1:20 | 10: 100,000
7 1:100 " 1:25 » 1:20 | 20: 100,000
8 1:250 - 1:50 ” 1:10 | 20: 100,000 | 00385
9 1:500 " 1:50 " 1:10 | 20: 100,000
10 | Aq. dest , 1:50 ” 1:10 | 20: 100,000 0042
B. Serum; V.T.=1:1,000 B.Z.=1:500 N-Menge = 0.9870

medium am kleinsten, und beim hypotonischen Medium liegt er in
der Mitte. Die Antigenmenge in der isolierten Losung vermehrt sich
im allgemeinen ebenfalls. In Medien 1) -6) 10: 100,000, in Medien
8)-10) 20:100,000. Hier ist auch die Antigenmenge im Medium von
‘Aq. dest. grofler als im hypotonischen sowie physiologischen Koch-
salzmedium. Der N-gehaltin der Lésung steigert sich im allgemeinen
auch parallel mit der Temperatur. Er ist im Medium von Aq. dest.
etwas grofler als im anderem Medium.

Hier besteht auch keine bemerkbare Uberlegenheit des hypotoni-
schen Mediums fir die Isolierung. Von der isolierten Antikérper-
menge aus betrachtet, ist das Medium von Ag. dest. als das fir die
Isolierung geeigneste vorzuziehen, obwohl der Antigengehalt und
der N-gehalt etwas grofler ist gegeniiber den anderen Medien.

Versuch 3). Isolierung bei 60°C.

Bei dieser Untersuchung ist das benutzte Immunserum von V.T.
1:1,000, B.Z. 1:500. Bindungsquotient 1:2. Isoliertes Prazipitin: in
Medien 1)-3) 1:25, in Medien 4) -6) |:50, in Medien 7) - 10) 1 : 25.
Die Isolierungsquotienten. zeigen, jeder fir sich, entsprechend 1 :20,
1:10, 1:20.

Es ist interessant, dafl das isolierte Prazipitin in den Medien 1) -
6) allmahlich mit der Temperatur abnimmt, dagegen das im Medium
7) gleich wie in dem Falle von Versuch 2 gleich bleibt und das in den

‘Medien 8)-10) nicht nur stehen bleibt, sondern auch vermindert
wird. Ich werde hier zunachst das hypotonische Medium den ande-
ren vorziehen als dasjenige, welches den besten Isolierungseffekt hat.
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Besonders das Medium 5) ist in seiner Isolierungskraft am stirksten
gegenuber den anderen Medien, d.h. ein 0.034 %iges Kochsalzmedium
ubertrifft die anderen Medien gerade bei einer Warmeapplikation
von 60°C. Das isolierte Prazipitin im Medium von Agq. dest. ist bei
der Warmeapplikation von 60°C geringer als bei einer solchen von
55°C. Der Effekt von Medium Agq. dest. fir die Isolierung hatte also
bei einer Warmeapplikation von 55°C seine Acme.

Tabelle 3. I[solierung bei 60°C.

Medium Prazipitintiter (V.m.) Bind. | Isolier. | Antigen- N-Menge
Nr.| (Nacl) Abgiisse Ilf_%l;z‘:; Quot. | Quot. gehalt
I 1 1 1:500 1:25 1:2 1:20 | 10: 100,000 0.0385
2 | 2 " 1:25 " 1:20 | 10: 100,000
3 1 5 1:25 ” 1:20 | 10: 100,000
4 I: 10 " 1:50 ” 1:10 | 10: 100,000 0.0455
5 1: 25 " 1:50 " 1:10 | 10:100,000 0.0455
6 1: 50 " 1:50 ” 1:10 | 20:100,000 0.049
7 1:100 " 1:25 " 1:20 | 20: 100,000
8 1:250 " 1:25 " 1:20 | 20:100,000
9 1:500 " 1:25 " 1:20 | 40: 100,000
10 | Agq. dest. ” 1:25 " 1:20 | 40: 100,000 0.07
C. Serum; V.T.=1:1,000 B.Z.=1:500 N-Menge = 1.0220

Dieses Resultat stimmt mit der Untersuchung von Sunouchis?®
uberein. Sunouchi®® untersuchte dieses mittels Aq. dest., indem er
die Temperatur von 37°C-55°C graduell steigerte und dabei die
Menge des freigewordenen Prazipitins ma8}, und fand so ein Parallel-
gehen von Temperaturhdhe und isolierter Prazipitinmenge. Er kon-
statierte jedoch bei destilliertem Wassermedium als zweckmafBigste
Temperatur 53°C - 55°C und bemerkte, dal eine hohere Temperatur
dagegen schadigend wirkt.

Die Antigenmenge in der Ldsung ist in physiologischem Koch-
salzmedium 10: 100,000, im 0.034%igen Kochsalzmedium (hypotoni-
sches Medium) ist sie auch 10:100,000, im destillierten Wasser-
medium betragt sie dagegen 40:100,000. Die N-Menge, die in die
isolierte Losung tibergeht, ist in physiologischem Kochsalzmedium
0.0385 g in 100 cc, in 0.034%igem Kochsalzmedium 0.0455 g, also etwas
grofler, und im Medium von Ag. dest. noch gréBer und betragt hier
0.07 g in 100 cc. Aus den giinstigen Bedingungen fiir die Isolierung
berechnet, d.h. durch einen Vergleich der isolierten Prazipitinmenge,
des Antigengehaltes und der N-Menge, ist das 0.034 %ige Kochsalz-

medium am zweckmaiBigsten fiir die Isolierung gerade bei dieser
Temperatur. '
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Versuch 4). Isolierung bei 65°C.

Bei diesem Versuch wurde Immunserum von V.T. 1:1,000, B.Z.
1:500 gebraucht. Bindungsquotient 1:2. Nach der Isolierung bei
65°C weist, wie Tabelle 4 zeigt, das isolierte Prazipitin in Medien 1) -
4) 1:50, in Medien 5)-8) 1:25 und in Medien 9)-10) 1:10 vom
Verdinnungstiter auf. Dementsprechend sind die Isolierungsquo-

tienten | : 10, 1:20, 1:50.

Tabelle 4. Isolierung bei 65°C.

Medium Prazipitintiter (Vm) Bind. | Isolier. | Antigen- N-Meage
Nr.| (Nacl) Abgisse ligl;3:: Quot. | Quot. gehalt
1 1 1 1:500 1:50 1:2 1:10 | 20: 100,000 0.0455
2 1 " 1:50 " 1:10 | 20: 100,000
3 I: 5 o 1:50 " 1:10 | 20: 100,000
4 1: 10 " 1:50 " 1:10 | 20: 100,000
5 1: 25 " 1:25 " 1:20 | 20: 100,000 0.063
6 1: 50 " 1:25 " 1:20 { 20: 100,000
7 1:100 " 1:25 ” 1:20 | 40: 100,000 0.063
8 1:250 " 1:25 " 1:20 | 40: 100,000 0.07
9 1:500 » 1:10 " 1:50 | 40: 100,000
10 | Aq. dest. » 1:10 " 1:50 | 40: 100,000 0.0805
D. Serum; V.T.=1:1,000 B.Z.=1:500 N-Menge = 0.9940

Bei diesem Versuch zeigt sich ein anderes Resultat als bei dem
vorigen. Das Kochsalzmedium ist am giinstigsten fiir die Isolierung,
darauf folgt das hypotonische Kochsalzmedium, das Medium von
Aq. dest. wird immer ungiinstiger. Es 138t sich auch erkennen, da8,
da das Kochsalzmedium bei 65°C den Isolierungsquotienten 1:10
hat, der Isolierungseffekt gréBer ist als bei 60°C. Dagegen hat das
hypotonische Medium den von 1:20, der kleiner ist als der im vorigen
Versuch, und das Aq. dest. Medium hat den von 1:50, der sich immer
mehr erniedrigt. Der Antigengehalt betrigt in den Medien 1)-6)
20:100,000, in den Medien 7)-10) 40:100,000. Der N-Gehalt lauft
etwa parallel mit dem Antigengehalt, wie aus der Tabelle ersichtlich
ist. Im Kochsalzmedium betrigt er 0.0455 g, im hypotonischen Koch-
zalzmedium (0.034%) 0.063 g und im Agq. dest. Medium 0.0805 g in
100 cc. Aus allen diesen Bedingungen wird klar, dafl bei dieser
Temperatur der Isolierungseffekt des Kochsalzmediums den der
anderen Medien ubertrifft.

Das hypotonische Medium ist nicht imstande immer seine tber-
ragende Rolle fiir die Isolierung zu behaupten, die es nur bei 60°C
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spielt. Bei 65°C trat das hypotonische Medium von der ersten Stelle
ab und das Kochsalzmedium kam zur Geltung. Sunouchés? fand als
beste Warmeapplikation fir Kochsalzmedium eine Isolierung bei
65°C. Sie ist auch bei meinem Versuch die geeignetste.

Versuch 5). Isolierung bei 70°C.

Originalserum von V.T. 1:1,000, B.Z. |- 1,000, Bindungsquotient
1:2. Wie aus der Tabelle 5 ersichtlich ist, betragt das isolierte
Prazipitin in den Medien 1) -4) 1:25, in den Medien 5)-8) 1:10, in
den Medien 9)-10) 1:5 vom Verdinnungstiter. Der Isolierungs-
quotient betragt beziehungsweise 1:20, 1:50, 1:100. Der Isolierungs-
quotient vermindert sich also im allgemeinen gegeniiber dem letzten
Versuch. Der Antigengehalt ist im Kochsalzmedium 20: 100,000, im
hypotonischen Kochsalzmedium 28 : 100,000, im Wassermedium 40 :
100,000. Der N-Gehalt betragt im ersten 0.0525, im zweiten 0.07, im
letzten 0.084 in 100 cc Lésung. Antigen- und N-Menge in der Lésung
nehmen im allgemeinen gleichmafBig nach und nach zu, doch sind
sie im Kochsalzmedium geringer als in den anderen Medien. Bei
diesem Versuch wirkt das Kochsalzmedium auch noch gunstiger als
die anderen Medien.

Tabelle 5. Isolierung bei 70°C.

Medium Prazipitintiter (V.m.) Bind. | Isolier. | Antigen- N-Menge

Nr.| (Nacl) | Abgiisse lli?ilsls:: Quot. | Quot. gehalt

1 i 1 1:500 1:25 1:2 1: 20| 20:100,000 0.0525
2 1: 2 " 1:25 ” 1: 20 | 20:100,000

3 1: 5 " 1:25 " 1: 20 | 20: 100,000

4 I: 10 " 1:25 " 1: 20| 20: 100,000

5 1: 25 " 1:10 » 1: 50 | 20: 100,000 0.07

6 1: 50 " 1:10 " 1: 50 | 40: 100,000

7 1:100 , 1:10 " 1: 50 | 40: 100,000

8 1:250 " 1:10 " 1: 50 | 40: 100,000

9 1:500 " 1: 5 » 1:100 | 40: 100,000

10 | Ag. dest » 1: 5 " 1:100 | 40: 100,000 0.084

E. Serum; V.T.==1:1,000 B.Z.=1:1,000 N-Menge = 0.9905

Aus den bisherigen Versuchen kann man einen allgemeinen
Uberblick iber das Problem gewinnen. Es ist eine interessante Tat-
sache, dafl bei der Isolierung des Antikorpers, der mit dem Antigen
gebunden worden ist, die Menge des freiwerdenden Immunkérpers
eine innige Beziehung zu der Temperatur zeigt. Es gibt jedoch eine
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gewisse Acme der Temperatur fiir jedes Medium. Der Isolierungs-
effekt der Medien Aq. dest., hypotonische Kochsalzlésung, physio-
logische Kochsalzlésung, steigert sich mit der Temperatur, bis er bei
jedem Medium die diesem eigentiimlich Acme erreicht, die fiir das
erste Medium Lei 55°C, fiir das zweite bei 60°C und fiir das letzte bej
65°C liegt. Dann fallt im allgemeinen der Isolierungseffekt allmah-
lich mit der Temperaturerhohung ab.

Kurze Zusammenfassung.

Aus obigen Versuchen ist klar geworden, da8 bei Isolierung von
gebundenem Prazipitin der Isolierungseffekt des Mediums in innigem
Zusammenhang mit der Temperatur steht. Die Menge freiwerden-
den Antikorpers geht proportional mit der Temperaturhohe des
Mediums, doch gibt es eine Acme, die je nach den Medien verschie-
den ist. Antigengehalt und N-Menge nehmen mit der Temperatur
zu, und zwar im Medium von Agq. dest. immer mehr als in hypotoni-
schem und physiologischem Kochsalzmedium. Doch bei der Tem-
peratur, die die jedem Medium eigentimliche Acme darstellt, zeigt
sich der beste Effekt von den Gesichtspunkten der Isolierungsbedin-
gungen aus betrachtet, namlich der freigewordenen Antikorpermenge
verglichen mit der Antigen- und N-Menge in den Losungen. Die
Temperatur von 55°C eignet sich fir das Medium von Agq. dest., 60°C
sind am zweckmafligsten fiir hypotonisches Kochsalzmedium, das
wirklich eine 0.034%ige Kochsalzlésung ist, und bei 65°C tibertrifft
das physiologische Kochsalzmedium die anderen Medien bei der
Antikorperisolierung.

Experiment 2. Die zur Isolierung des Serumprdzipitins
nétige Zeitdauer.

Kosakai?) teilt mit, daB8 sich innerhalb von vier Stunden kein Unterschied fir
die Isolierung der Hamolysine zeigt. Furuhata!®) konnte durch eine halb- bis 4-
stiindige Digerierung keine Unterschiede nachweisen und meinte daher, eine halbe
Stunde sei genug fur die Isolierung. Auch Ogata#) untersuchte den Einflul der
Zeitdauer und bemerkte, da8 eine halbe Stunde zur Digerierung geniige. Suno-
uchi5®) fand keine Unterschiede fiir die Isolierung des Prazipitins dber eine viertel
Stunde hinaus.

Auch ich untersuchte mittels zweier hypotonischer Medien bei
verschiedenen Temperaturen, 30 Minuten im ganzen, die [solierung
des Prazipitins. Das erste Medium, in dem das Prazipitin digeriert
‘wurde, war eine 0.034%ige Kochsalzlésung, das zweite war anfangs
ein Wassermedium, in welches nach Ablauf von 15 Minuten bei der
Digerierung sekundar Stiickchen Kochsalzkristalle bis zur 0.034%igen
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Kochsalzlosung (hypotonische Lésung) hinzugefiigt wurden. Mit
diesen zwei Medien wurde die Digerierung bei 45°C bis 70°C aus-
gefiihrt. Originalserum von V.T. 1:1,000, B.Z. 1 : 500.

Tabelle 6. Einflufl d. Zeitdauer.

[solierte Prazipitin (V.m.) Bind. | Isolier. | Antigen-
Temp|Med.| Y |2 2K K18 N-Menge
. 7. | Quot.| Quot. gehalt
450 I + 1+ | —|— ]~ |— ] 1:2] 1:100| 5:100,000
I + |+ |+ | == — " 1: 50 | 10: 100,000
550 I + !+ |+ |+ —]|— " 1: 20| 10: 100,000 0.035
| + |+ ]+ |+ |+ | — " 1: 10| 20: 100,000 0.042
60° [ + 4+ |+ |+ |+ — " 1: 10| 20: 100,000 0.042
| + |+ |+ |+ +|— " 1: 10| 20: 100,000 0.0455
65° I +i+ |+ |+ —]|— " 1: 20 | 20: 100,000
I |+ |+ |+|E|—1— . [1:20(3)] 40: 100,000
700 I + 1+ |+ || —1— " 1: 50 | 20: 100,000 0.077
ni+{+|+|——|— " 1: 50 | 40: 100,000 0.0805

—
I

Originalserum. V.

.=1:1,000 B.Z.=1:500 N-Menge = 1.0045

Aus der Tabelle ist ersichtlich, da8 die isolierte Prazipitinmenge
bei 45°C im ersten Medium 1:5, im zweiten Medium 1:10 vom Prazi-
pitintiter zeigt. Die Antigenmenge ist dementsprechend 5 : 100,000,
10:100.000. Bei 55°C nahm das isolierte Prazipitin in beiden Medien
gleichmaflig zu, war jedoch im ersten Medium |:25, im zweiten
Medium 1:50. Die Antigenmenge im isolierenden Medium war
entsprechend 10:100,000 und 20:100,000. Die N-Menge betrug im
ersten Medium 0.035 g im zweiten Medium 0.042g in 100 cc. Bei 45°C
und 55°C ist das zweite Medium giinstig fiir die Isolierung. Bei 60°C
war die isolierte Prazipitinmenge in beiden Medien gleich, namlich
1:50 vom Prazipitintiter. Der Antigengehalt war im ersten Medium
20: 100,000, im zweiten Medium 20: 100,000. Die N-Menge betrug im
ersten Medium 0.042, im zweiten Medium 0.0455 g in 100 cc Lsung.
Bei 65°C war die isolierte Prazipitinmenge im ersten Medium | :25,
im zweiten Medium 1|:25. Das Antigen betrug im ersten Medium
20:100,000, im zweiten 40:100,000. Bei 70°C: isolierte Prazipitin-
menge: im ersten Medium | : 10, im zweiten |: 10 vom Prazipitintiter.
Antigengehalt: im ersten Medium 20 : 100,000, im zweiten 40 : 100,000.
N-Menge : im ersten Medium 0.077 g, im zweiten 0.0805 g. _

Es ist bemerkenswert. da bei 45°C und bis 55°C die isolierte
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Prazipitinmenge im zweiten Medium gréfler war als im ersten. Da
fur die zweite Halfte der Zeit die Bedingungen bei beiden Medien
gleich waren, so entstammte die Differenz in der Prazipitinmenge
nur dem Unterschied der Bedingungen in der ersten Halfte der Zeit.
Das ist auf die eine viertel Stunde lange Einwirkung einerseits der
Wasserlosung zuriickzufihren. Bei 60°C sieht man keine bemerk-
baren Unterschiede in der isolierten Prazipitinmenge, obwohl in der
ersten Zeithalfte die Bedingungen verschieden waren. Bei 65°C und
75°C ergibt sich auch keine nennenswerte Differrenz in der isolierten
Prazipitinmenge zwischen beiden Medien, wenn auch im Wasser-
medium die Reaktion etwas schwacher war.

Nach den obigen Untersuchungen mufl der grofite Teil der
isolierten Prazipitine sich in der erstén viertel Stunde aus dem Prizi-
pitat ausgeschieden haben.

Experiment 3. Isolierung des Bakterienagglutinins.

Uber die Versuche zur Isolierung des Bakterienagglutinins durch Abspaltung
aus den durch dieses bewirkten spezifischen Nierderschlagen ist bereits in der
Einleitung eingehend berichtet worden.

Bakterienagglutinin konnten auf diesem Wege Hahn und Trommsdorff 11,
Huntoon'3, Israel Weinstein!?), Ogata*V, Miwat% mit gutem Erfolg frei machen.

Als Antigen gebrauchte ich dreimal gewaschene Kolibazillen.
Zwei Schragagarkulturen (18-stiindige) werden mit physiologischer
Kochsalzl6sung aufgeschwemmt; jede Bazillenemulsion wurde 3-mal
gewaschen. Die gewaschenen Bazillen wurden mit Kochsalzlésung
wieder auf 2 cc gebracht, dann wurden sie mit innativiertem Immun-
serum von 2 cc gemischt, worauf die Mischungen nach Schiitteln bei
37°C im Brutofen aufbewahrt wurden. Hier tritt Agglutination auf,
d.h. die Agglutinine verbinden sich mit den Bakterien. Das Gemisch
wurde zentrifugiert, die Abgusse wurden abpipettiert. Dann erfolgte
Waschung und Digerierung.

Als Medien benutzte ich, wie bei dem Exp. 1), physiologische
Kochsalzlosung, verschiedene hypotonische Kochsalzlésung und
Wassermedium. Die Versuche wurden wie bei der Prazipitinisolie-
rung ausgefihrt.

Versuch 1). Isolierung bei 60°C.

Originalserum, Agglutinintiter von 1:10,000. Abgusse: 1:2,500
vom Agglutinintiter, berechnet auf Originalserum. So ist der Bin-
-dungsquotient 7.5: 10. Isolierte Agglutinine: in Medien 1) -3) 1:250,
in Medien 4) -6) 1:500, in Medien 7) -9) 1:250 vom Agglutinintiter.

Isolierungsquotienten sind beziehungsweise in Medium 1)-3) 1:30
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in Medium 4)-6) 1:15, in Medium 7)-9) 1:30. Bei 60°C sind die
Medien 4) -6), besonders 5) am giinstigsten fiir die Isolierung des
Bakterienagglutinins. Das gleiche Verhaltnis wie bei der Isolierung
des Prazipitins wurde auch hier beobachtet.

Tabelle 7.
Isolierung des Bakterienagglutinins bei 60°C.

Medium I[solierte Agglutinine ) )
TR § 5 § § § § § § Bind. Isolier.
Nr.| (NaCl) — N~ = I Quot. Quot.
e |+ + |+ |+ === —|—=|—=] 75:10 1:30
20 b 2+ ++ | === === 1:30
30 5+ i+ F+ |+ === === 1:30
4 110 + |+ 1+ |+ |+ - —|=|—=|— " 1:15
5 1: 25 |+ |+ |+ |+ + + | ——|—|— " 1:15
6| 1:50 |+ |+ |+ |+ |+|—|—|—|—|— 1:15
70 1:100 |+ |+ |+ |+ |—|—|—|—|—|— " 1:30
8/ 1:250 |+ |+ 4+ |+ | —|—|—|—|—]|— " 1:30
9/Aq.dest.| + |+ |+ |+ | — — | — | —| —| — " 1:30
Abgisse |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ | —|—]|—
Original + 4+ |+ + |+ ++]|—

Aus dem Versuch konstatierte ich, dal bei 60°C die hypotonische
Kochsalzlosung (besonders 0.034%) auch die erste Stelle fiir die Iso-
lierung des Bakterienagglutinins einnimmt, ebenso wie bei der Isolie-
rung des Prazipitins.

Daher habe ich den folgenden Versuch angestellt.

Versuch 2). Isolierung des Agglutinins bei verschiedenen
Temperaturen.

In zweiter Linie habe ich die Agglutininisolierung bei verschie-
denen Temperaturen, 45°C, 55°C, 60°C, 65°C, 70°C mittels physiolo-
gischen Kochsalzmediums, 0.034%igen Kochsalzmediums und Was-
sermediums untersucht. Originalserum von Agglutinintiter: | :20,000.
Abgisse: 1:5,000 vom Agglutinintiter, berechnet auf Originalserum-
Volumen. Bindungsquotient: 3:4.

Bei 45°C zeigt das isolierte Agglutinin in isotonischer Kochsalz-
16sung 1:100, in hypotonischem Medium 1| :250, in Wassermedium
1:500. So ist bei diesem Fall das Wassermedium besser. Bei 55°C
zeigt das isolierte Agglutinin im ersten Medium 1:250, im zweiten
1:500, im letzten 1:1,000 vom Agglutinintiter. Im allgemeinen ist
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Tabelle 8. Isolierung des Bakterienagglutinins.
Medium 45° 55° 60° 65° 70°
Nr.| (Nacl) Iso. | Iso Iso. | Iso. | Iso. | Iso.| lIso. | Iso.| Iso. | Iso

Agg. Quo.t. Agg. |Quot.] Agg. |Quot| Agg. |Quot| Agg. Quc;t.

1 1085% (1:1001:1501: 250/ 1:60/1: 500 1:30[1:1,000/1:15 1:500|1:30
21 0034% |1:2501; 601 : 500/ 1:30]1:1,006 1:15I: 500{1:30 |:250|1:60
3 |Aq. dest.|1:500{1: 30{1:1,000/1:151: 500/1:30[1: 500[1:30 1:2501:60

Originalserum; Agg. titer=1:20,000 Abgiisse = 1:5,000 Bind. Quot.=3:4

der Isolierungsquotient mit der Temperaturerh6hung gestiegen. Bei
diesem Fall ist auch das Wassermedium am besten. Bei 60°C zeigt
das isolierte Agglutinin im ersten Medium 1 : 500, im zweiten 1 : 1,000,
im letzten 1:500 vom Agglutinintiter. Das Agglutinin, das in das
Wassermedium ubergeht, verminderte sich gegeniiber dem letzten
Versuch, mehrte sich aber im hypotonischen und isotonischen Me-
dium. Hinsichtlich des Isolierungsquotienten ist bei 60°C das hypo-
tonische Medium am besten, wie schon in Versuch 1) konstatiert
worden war. Bei 65°C zeigt das isolierte Agglutinin im ersten
Medium 1:1,000, im zweiten und letzten 1:500. Bei 65°C hat das
isotonische Kochsalzmedium einen besseren [solierungsquotienten.
Bei 70°C: isoliertes Agglutinin im ersten Medium 1 : 500, im zweiten
und dritten 1:250 vom Agglutinintiter. Da in dieser Weise das
isolierte Agglutinin herabgesetzt ist, hat im allgemeinen doch das
Kochsalzmedium den besseren Isolierungsquotienten.

Wie aus diesen Versuchen zu ersehen ist, erhielt ich bei der
[solierung des Agglutinins die gleichen Resultate wie bei der Isolie-
rung des Prazipitins.

Versuch 3). Die zur Isolierung des Bakterienagglutinins
notige Zeitdauer.

Bei den Versuchen Exp. 2) untersuchte ich genauer die fur die
[solierung des Prazipitins noétige Zeitdauer, indem ich zweierlei
Medien verwandte. Nun habe ich mit 10%ger Rohrzuckerlosung
unter der gleichen Vermutung die folgenden Untersuchungen ausge-
fahrt. Das erste Medium ist 0.034%ige Kochsalzrohrzuckerlosung,
das zweite Medium ist anfangs nur 10%ige Rohrzuckerlésung, welcher
nach 15 Minuten langer Digerierung Stiickchen Kochsalzkristallen
bis zu einer 0.034%igen Kochsalzrohrzuckerlésung hinzugefigt wer-
den. Dann wird die Manipulation noch weiter 15 Minuten lang
fortgesetzt. »
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Tabelle 9a.
Einfluf} d. Zeitdauer und Beziehung zwischen Wasser
u. Rohrzucker.

Isolierte Agglutinine B
ind. Isolier.
Temp. Med. K g § § § § § " soner
- | e~ Quot. Quot.
450 I +i++ |~ === 3:4 1:96
I +i+ |+ |+ | === " 1:48
550 I +i+ i+ |+ |+ == " 1:24
Il + |+ |+ |+ |+ |+ — " 1:12
60° I Rl B B B o e " 112
1I |+ |+ + ]+ ]+ — " 1:12
65° I T+ + |+ |+ =] » 1:24
I +i+ |+ |+ + == " 1:24
70° 1 + + + + + - = ”» 1:24
Il +i+ i+ ]+ ]+ —— " 1:24

Originalserum. Agg. titer=1:25,600 Abgiisse =1 : 6,400

Die Resultate dieser Versuchsserie konnen durch Tabelle 9 ver-
anschaulicht werden. Wir sehen das isolierte Agglutinin im ersten
Medium bei 45°C 1: 200, im zweiten 1:400; bei 55°C im ersten | : 800,
im zweiten | : 1,600; bei 60°C im ersten ! : 1,600, im zweiten | : 1,600
bei 65°C im ersten |:800, im zweiten 1:800; bei 70°C im ersten | :
800, im zweiten 1:800. Also bei 45°C und 55°C hat das zweite Me-
dium bessere Isolierungsquotienten als das erste. Bei 60°C zeigen
beide Medien gleiche Resultate. Bei 65°C uud 70°C ist das isolierte
Agglutinin geringer als bei 60°C, doch ist seine Menge in beiden
Medien fast gleich. Der Unterschied im isolierten Agglutinin bei den
beiden Medien kénnte auf die erste Zeithalfte der Digerierung zu-
rickzufihren sein. Die meisten Antikorper diirften wohl in der
ersten Halfte der Zeit in die Lésungen iibergegangen sein. Das
Rohrzuckermedium hat bei 45°C und 55°C einen uberragenden Ein-
fluB, doch bei dariber erhéhter Erwarmung zeigt es keine besondere
Wirkung. Die gleichen Beziehungen sieht man in Tabelle 6). In
jedem Fall untersuchte ich mittels Wassermediums statt mit Rohr-
zuckermedium. So kam ich zu der nachsten Untersuchung.

Wie aus der Tabelle 10b) ersichtlich ist, wurde zwischen Rohr-
zucker- und Wassermedium kein besonderer Unterschied beobachtet.
Sunouchi®® erzielte fast die gleichen Resultate bei der Isolierung
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des Bakterienagglutinins mittels Rohrzucker- und Wassermediums.
Takeshita®® fand auch bei der Isolierung des Bakterienagglutinins
keine Uber- oder Unterlegenheit vom Rohrzucker- oder vom Wasser-
medium.

Tabelle 9b.
Isolierte Agglutinine
=T o S Bind. Isolier.
Temp. Med. A S § 2 % % §
— | - Quot. Quot.
450 Ag. dest. + |+ |+ |- —|—]|— 7:8 1: 56
Rohrzucker | + |+ |+ | — | — | — | — " 1: 56
550 Agq. dest. +i+ |+ |+ |+ —— " 1: 14
Rohrzucker | + | + |+ |+ |+ | — | — " 1: 14
60° Aq. dest. +|+|+ |+ =] —|— " 1: 28
Rohrzucker | + |+ |+ |4+ | —|— ] — " 1: 28
65° Aq. dest. +l+ £ —=|——|— ” 1: 56
Rohrzucker |+ |+ | + | —|— | —| — " 1: 56
700 Agq. dest. +| | —|—| = —|— " 1:112
Rohrzucker | + |+ |~ — | — | — | — " 1:112
Originalserum; Agg.-titer =1:12,800 Abglisse =1 : 1,600

Versueh 4). Isolierung der Immunsubstanz aus
dem erhitzten Bakterienantikérperkomplex
(Agglutinat).

Der Einflul gewisser Schadigungswirkungen, wie erhéhter Tem-
peraturen, Alkalien, Sauren u.s.w., auf das Agglutinationsphanomen
wurde bereits vor mehreren Jahren eingehend studiert.

Porges®) fand, dafl die Erhitzung auf 70°C bis 80°C Typhusbazillen und eine
Reihe anderer Bakterienarten in ihrer Agglutinabilitat stark schidigt, dafl aber die
Agglutinabilitat dieser gleichen Bakterien. wenn sie langere Zeit auf 100°C erhitzt
werden, wiederum stark erhéht wird. Dreyerf?) bestitigte diesen Befund. Porges?®)
sieht die Ursache fir dieses Phinomen in einer verschiedenen Beeinflussung des
Proteins des Bakterienleibes. Bei der Erhitzung zwischen 70°C und 80°C wird das
Protein so modifiziert, daf} es die Stabilitit der Suspension erhéht. Jobling!? fihrte
die Untersuchungen an Typhusbazillen und Bakterien der Choleragruppe, Schweine-
pest, Paratyphus B. und Mausetyphus, und zwar in Ubereinstimmung mit Porges)
aus. Eisenberg und Volk8) konstatierten die Tatsache, daB auf 62°C erhitzte Typhus-
bazillen nicht mehr agglutiniert werden. Sie unterschieden einen thermolabilen und
einen thermostabilen Anteil; der thermolabile wird ungefahr bei 60°C zerstort, der
thermostabile erhalt sich mindestens bis 165°C unverandert.
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Tabelle 10.
Isolierung des Bakterienagglutinins aus dem erhitzten
Bakterienantikorperkomplex.

60° | 80° | 80° | 100° | 100° | 100° | 100° | 120° | 150°
Antigen |Native
(1. 8e.)) (1. St.)|(2. 5t.)|(1. St.)|(2. St.)|(3. St.)|(4. St.)|(1. St.)((1. St.)
(e} (=] (o) [} S o] (=] (e}
) g/18/8|/8|8|8|8/8)| 8| 8
Abgtsse — — - o~ o~ - o) v ~ o
(o] (=] o S (e o]
oA | 2| 2|2 B B8 &8 & 8 R
) B/ 1|B|I I I I|B|1|B|1|B|I I l
Bmd. u.
lsolier. |2|2|2|2121R (222|229 |2|® 2@ 2|83
AU P (- ) N ) I 1 N (P i 0 (A B R
~ ~ ~N

Originalserum; Agglutinintiter == 1 : 10,000

Hirschfeld'9), Kraus?®), Pirquett®), Buxtont9), Neisser und Shiga? etc. bestitigten
diese Tatsache und betonten, dafl unter gewissen Umstinden ein Teil der Rezeptoren
von der Zelle abgespalten wird, die als freie Rezeptoren ihre Bindungsfihigkeit fiir
Agglutinin beibehalten. Die Abspaltung geht am reichlichsten bei erhohter Tempe-
ratur vor sich. Nur wenn wir die Bakterien auf 70°C -90°C erhitzen, gehen die
Rezeptoren in gesteigertem Mafle in die Lésung tber, und indem sie die Agglutinine
binden, bewirken sie das Fehlen der Reaktion. Bei langerem Erhitzen auf 100°C
werden aber die freien Rezeptoren zerstort. Joos2)) wies nach, dafl die lebenden
Typhusbazillen zwei verschiedene agglutinierbare Substanzen enthalten, welche sich
durch ihre Empfindlichkeit der Warme gegentiber voneinander unterscheiden. Die
erste, das d-Agglutinogen, wird bei 60°C -62°C rasch zerstort. Die zweite Substanz,
das B-Agglutinogen, findet sich ebenfalls in den normalen Typhusbazillen vor.
Werden Typhusbazillen auf 60°C - 62°C erwirmt, so bleibt das 3-Agglutinogen un-
verandert, wahrend das @-Agglutinogen zerstért wird. Nakamoto#®) bemerkte nach
genauerer Untersuchung, dal Typhusbazillen durch einstiindige Erhitzung auf 60°C
keine Veranderung im Vergleich zu nativen erfahren, dafl aber auf 62°C erhitzte
Bazillen unvollkommen agglutinierbar werden. Die Agglutinierbarkeit wurde bei
Erhitzung auf 80°C -85°C am starksten geschwacht, bei tiber 90°C wird sie wieder
stirker und deutlicher. Auf 100°C 3 Stunden lang erhitzte Bazillen stellen die Aggluti-
nierbarkeit wieder her und nach 5 stundiger Erhitzung bei 100°C vergeht diese wieder.

Als Ursache hierfir gibt er an, dafl beim Agglutinogen 2 Teile, ein thermolabiler
und ein thermostabiler, unterschieden werden kénnen. Der erste verandert sich
durch Erhitzung zu einer schleimigen Masse und wirkt als Schutzkolloid fir den
zweiten. Aber durch Erhitzung auf 100°C verliert er diese kolloidale Schutzwirkung.
Haku'® bemerkte, daBl Kolibazillen die Agglutinationsfahigkeit durch Erhitzung auf
uber 75°C teilweise einbiflen, sie aber bei 2 Stunden langer Erhitzung auf 100°C
wiedererlangen. Diese Reaktivitit der Agglutinitat vermindert sich bei einer linger
als 2 Stunden dauernden Koktion.
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Ich untersuchte die Isolierung des Agglutinins aus dem Agglu-
tinat, welches sich in einer Mischung von erhitzten Kolibazillen und
Antikolibazillenimmunserum bildete. Fiir Isolierungszwecke benutzte
ich das hypotonische Medium und die Warmeapplikation bei 60°C.

Kolibazillenemulsion, je 2 cc, wird von 60°C auf 120°C erhitzt.
Nach der Erhitzung wurde das Volumen bis zum ursprunglichen
wiederhergestellt, um die Absorbierbarkeit des Immunserums an
jedem erhitzten Antigen genauer festzustellen, da sonst Flissigkeit
verdampfen konnte und Gbriggebliebenes Immunserum im Abguf}
infolge der Volumenveranderung nicht genau vergleichbar ware.
Zwei cc von derartigem Antigen wurden mit 2 cc Immunserum vom
Agglutinintiter 1:10,000 gemischt. Die Titer der Abgisse wurden auf
Originalserumvolumen berechnet. Die Differenz zwischen der ur-
sprunglich zugegebenen und der restlichen Agglutininmenge gab uns
die absolute Menge des absorbierten Agglutinins, das Verhaltnis der
absorbierten Menge zur zugegebenen den relativen Grad der Ab-
sorption an, den wir als Bindungsquotienten bezeichnen werden.

Aus der Tabelle geht hervor, dal native und auf 60°C erhitzte
Bazillen eine gleiche Menge von Agglutinin, d.h. 9:10 absorbieren,
dafl aber bei héherer Erhitzung, wie bei 80°C (1 Stunde), 80°C (2
Stunden) 100°C (1 Stunde), die Bazillen weniger Agglutinin absorbie-
ren kénnen d.h.7:10. Wenn aber die Kolibazillen bei 100°C 2 Stun-
den lang erhitzt werden, so wird ihre Absorptionsfahigkeit bis zu der
von nativen oder auf 60°C erhitzten Bazillen, d.h. 9: 10, wieder her-
gestellt und es zeigt sich zwischen ihnen kein Unterschied.

Aber wenn man noch weiter dariiber hinaus erhitzt, so z. b. bei
100°C (3 St), 100°C (4 St), 120°C (1 St), wird ihre Absorptionskraft
deutlich abgeschwiacht, 4:10-1:10. Schller™ fand, daf} bis zu 100°C
erhitzte Typhusbazillen eine gréfere Menge des Agglutinins absor-
bieren als unerhitzte. Kubota?D bemerkte, daB8 bei der partiellen
Absorption lebende und auf 60°C erhitzte Bakterien die grofite Menge
des Agglutinins absorbieren. Die auf {iber 65°C erhitzten Bakterien
kénnen daraus aber nur wenig Agglutinin absorbieren. Wenn die
Typhusbazillen auf 60°C oder 100°C je 30, 60 oder 120 Minuten lang
erhitzt werden, so zeigen sie keine Veranderung in ihrer Absorptions-
fahigkeit.

Aus allen den oben angefiihrten und vielen berichteten Ver-
suchen werden wir uns zunichst im allgemeinen dariber klar, daf
einerseits die Agglutinierbarkeit, andererseits die Absorptionsfshig-
keit der Bakterien durch Hitzeapplikation verschiedenartig beeinflufit
‘wird, d.h. native und bis auf 60°C erhitzte Bazillen absorbieren eine
grole Menge Agglutinin, dariiber hinaus erhitzte Bazillen absorbieren
weniger Agglutinin, aber bei auf 100°C erhitzten Bazillen ist die
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Absorptionskraft wieder gleich der bei nativen oder auf 60°C erhitz-
ten Bazillen; noch dariiber (iiber 100°C) hinaus erhitzte Bazillen
verlieren in deutlicher Weise ihre Kraft.

Was die Isolierung des Immunkérpers aus dem Agglutinat von
erhitzten Bazillen und dem Antikérperkomplex betrifft, so liegt sie
anders als die Absorptionsbeziehung. Aus der Tabelle ersehen wir,
dafl bei den nativen und auf 60°C erhitzten Bazillen das isolierte
Agglutinin 1:500, bei 80°C (1 St) -80°C (2 St) 1:750, bei 100°C (1 St)
1:1,000, bei 100°C (2 St), 1:1,500 und bei den noch weiter erhitzten je
1:500, 1:500, 1:250, 1:50 vom Agglutinintiter betrug. Die nativen
und erhitzten Bazillen machen eine geringere Menge von Immunsub-
stanzen los, wenn sie eine groflere absorbiert haben. Die bei 80°C -
100°C (1 St) erhitzten, welche eine geringere Menge absorbiert haben,
geben eine etwas gréflere Menge frei. Aus den bei 100°C (2 St)
erhitzten Bazillen wird die grélere Menge abgetrennt und aus den
dariiber hinaus erhitzten Bazillen weniger. Das kénnte auf den
Affinitatsunterschied zuriickgefiihrt werden und darauf, daf8 durch
Hitzewirkung die Affinitat von Antigen zum Immunkorper schwacher
geworden sein konnte.

Die nativen und auf 60°C erhitzten Bazillen geben wegen stirk-
erer Affinitat zur Immunsubstanz trotz ihrer grofien Absorption des
Immunkérpers, weniger Immunsubstanz los. Dagegen lassen bei
60°C (1 St.) erhitzte viele Immunkérper los, wenn sie auch weniger
Immunkorper besessen hatten. Die bei 100°C (2 St.) erhitzten Bazil-
len machen die meisten Immunkérper wegen ihrer gréBeren Absor-
bierbarkeit mit schwacherer Affinitat frei. Aus den dariiber hinaus
erhitzten wird eine geringere Menge getrennt, weil sie trotz ihrer
geringeren Affinitat weniger absorbiert haben.

Versuch 5). Isolierung des Bakterienprazipitins.

Was die [solierung des Bakterienprazipitins betrifft, so ist diese
noch nicht viel untersucht worden. Checkering” isolierte eine pro-
tektische Substanz aus dem Prazipitin von Pneumokokkenextrakt
und Antipneumokokkenimmunserum. Uber die Isolierung des Bak-
terienprazipitins von Kaninchen wurden von Haku'® zuerst genauere
Untersuchungen angestellt. .

Als Antigen benutzte ich Kolifiltrat. Das Filtrat wurde folgen-
dermaflen behandelt: eintigige Agarkultur wurde in destilliertem
Wasser aufgeschwemmt, eine Stunde lang bei 60°C erhitzt, zwei Tage
bei 37°C gehalten und dann durch Berkefeld-Kerze filtriert. Vor dem
Versuch wurde Kochsalz bis zu einem Gehalt von 0.859% zugesetzt.

Je 2cc von Kolifiltrat wurden von 60°C bis 120°C (1 St.) erhitzt. Nach
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dem Ende der Erhitzung wurde das Ursprungsvolumen mit Koch-
salzlésung wieder hergestellt, um die ungebunden gebliebenen Anti-
korper genau zu bestimmen, wie es im Versuch 4) geschildert worden
war. Die Isolierung wurde mit hypotonischem Medium ausgefuhrt,
wobei eine Warme von 60°C appliziert wurde. Originalserum, 1:
400 vom Verdinnungstiter. Die Titer der Abgiisse wurde auf das
originale Serumvolumen berechnet.

Tabelle 11.
Isolierung des Bakterienprazipitins.
Antigen Prazipitintiter (V.m.) Bind. Isolier. Ade.
Original | Abgisse | Isol. P. Quot. Quot.
Native 1 : 400 1:100 1:20 3:4 1:15 1:2,000
60° (1. St.) " 1:100 1:20 3:4 1:15 1:2,000
80° (1. St.) " 1:200 1:20 1:2 1:10 1:2,000
80° (2. St.) " 1:200 1:20 1:2 1:10 1:2,000
100° (1. St.) " 1:200 1:20 1:2 1:10 1:2,000
100° (2. St.) " 1:200 1:20 1:2 1:10 1:1,000
100° (3. St.) " 1:250 1:10 3:8 1:15 1: 500
120° (1. St.) " 1:300 1: 5 1:4 1:20 1: 250

Aus der Tabelle ersehen wir, daf natives und auf 60°C erhitztes
Kolifiltrat mehr Immunkérper absorbiert als auf 80°C (1 St.)-100°C
(2 St) und auf noch mehr als 100°C (3 St.) und 120°C erhitztes Anti-
gen. Es kam nun darauf an zu zeigen, daf, je hoher das Bakterien-
filtrat erhitzt wird, es desto weniger Immunsubstanz absorbiert.

Winterberg® fand, daB nach Erwarmung keimfreier Typhus-
Bouillon-Filtrate, die, ohne daB eine solche vorausgegangen ware,
stets typische, spezifische Niederschlige bildeten, diese ganz regel-
mafig gar nicht oder nur sehr zweifelhaft auftreten, wenn die Er-
hitzung im kochenden Wasser auch nur 20 bis 35 Minuten gedauert
hatte. Haku'® fand nach der Prazipitinmethode der Antigen-Anti-
korperverdinnungsmethode, dafi der Titer sich graduell mit der
Hitzeeinwirkung auf das Antigen (Kolifiltrat) vermindert, obwohl
sich nach der Uhlenhuthschen Prazipitinmethode der Titer durch
2-stindige Erhitzung auf 100°C steigert.

Isoliertes Prazipitin aus nativem und auf 60°C erhitztem Koli-
filtrat: 1:20 und bei 80°C (1 St)-100°C (2St) auch 1:20 vom
Prazipitintiter. Aus bei 100°C (3 St.) und 120°C (I St.) erhitzten
Bazillen 1:10 und 1:5. Der Isolierungsquotient ist anders; je héhere
‘Hitze auf das Kolifiltrat einwirkt, desto relativ mehr Immunkérper
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sind aus dem Prazipitin trennbar. Aber noch hoher erhitzte Bazillen
machen wenig Prazipitin frei, was ich auf geringere Absorbierbarkeit
zurickfilhren mochte. Es ist wahrscheinlich, dafl je mehr Hitze auf
das Filtrat wirkt, desto geringer die Affinitat des Antigens zum Anti-
kérper wird.

Ich prifte die Agglutination des Kolibazillenleibes mit diesem
isolierten Bakterienprazipitin. Die Agglutination geht parallel mit
der Prazipitation, d.h. der Agglutinationstiter hangt von dem Titer
des isolierten Prazipitins ab. Haku'® und Toma®® bewiesen mit
isoliertem Prazipitin, dafl Prazipitin und Agglutinin aus identischen
Kraften bestehen.

Experiment 4. Isolierung des Hdamolysins.

Die Trennung des Immunhamolysins aus einem spezifischen
Niederschlag wurde zuerst von Lieberman und Fenyvessy® und dar-
auf von Pietro Rondoni* ausgefihrt. Kosakai?”? sind mit Rohrzucker-
medium gute Erfolge beschieden gewesen.

Tabelle 12.
[solierung des Hamolysins.
\, | '
Medium l 450 550 600 | 650 700

NaCh e |1 Q |LHa|LQ |[LHa|LQ|LH&|LQ |LHa|LQ
0.859% T:50 1:50/1: 50[1:50 | 1:100{t:25 |12200/1:12.51:100/ 1:25
0.034 9, 1250 1:5011:10001:25 |1:200/t:12.51:1001:25 |[1: 50| 1:50
Agq. dest. 1:1000 1:2511:20001:12.5/1:100/1:25 |[1:100[1:25 |[1: 50/ 1:50

Originalserum T=1:5,000 Abgisse=1:2,500 B.Q.=1:2

Als Antigen benutzte ich das Stroma, da das rote Blutkdrperchen
selbst bei hoheren Temperaturen aufgelost wird. Das defibrinierte
rote Blutkérperchen von Ziegen wurde mit destilliertem Wasser auf-
geldst und mehrmals mit physiologischer Kochsalzlosung gewaschen;
dann erhielt man das weifle Stroma. Zweicc von Ziegen-Stroma-
emulsion welche aus 3 cc Blutkorperchen gewonnen waren, wurden
mit 2 cc von Antiziegen-roteblutkérperchen-Serum vom Hamolysin-
titer 1:5000 gemischt. Zwei Stunden lang wurde das Gemisch bei
37°C gehalten, dann wurde der Bodensatz 3-mal gewaschen und
dann im Isoliermedium behandelt.

Wir konnen auch beweisen, daf das hypotonische Medium
(0.034%) bei einer Warmeapplikation von 60°C fir die Isolierung des
Hamolysins ebenfalls giinstiger ist als andere Medien.
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Experiment 5. Isolierung des Héamoagglutinins.

Die hierher gehorigen Versuche haben schon Landsteiner und
Jagic® sowie Lieberman u. v. Fenyvessy® mit mehr oder weniger
Erfolg vorgenommen. Weiter hat Furuhata'? mit Rohrzuckermedium
gute Erfolge erzielt.

Tabelle 13.
Isolierung des Hamoagglutinins.

Medium 45° 55° 60° 65° 70°
(NaCl) Iso. Iso. Iso. Iso. Iso.

H.ag. L Q. H.ae. LQ H.ag. LQ H.ag. LQ H.ag. L Q.
085 % 1:1000 1:50|1:100/1:50 |1:200|1:25 1:4001:12.511:200/ 1;25
0.034 %, 1:100 1:50]1:200:25 1:400(1:12.5/1:400/1:12.51:100] 1:50
Ag.dest. [ 1:200] 1:25|1:400/1 :12.51:2001:25 |1:200l1 :25 12100 1:50

Originalserum T =1:10,000 Abgtsse = 1:5,000 B.Q.=1:2

Als Antigen benutzte ich Stroma von Huihnerblutzellen. Zweicc
Immunserum wurden mit 2 cc Stromaemulsion gemischt, welche aus
I cc Hihnerblutzellen hergestellt war. Die Manipulation wurde wie
bei der Isolierung des Hamolysins ausgefuhrt.

Die Resultate dieser Versuchsserie werden durch die Tabelle
veranschaulicht, welche zeigt, da8 das hypotonische Medium auch
fir die Isolierung des Hamoagglutinins bei Warmeapplikation von

"60°C den besten Erfolg hat.

- Experiment 6.

Nunmehr will ich mich der Isolierung des Prazipitins aus spezi-
fischem Niederschlag mittels verschiedener Elektrolyte beschaftigen
und den EinfluB der Elektolyte auf dieses Problem untersuchen. Ich
wahlte die Salze: NaCl, KCl, K250, MgSOs4, NazHPOs, Na2C20s4,
K4Fe(CN)s aus der Tabelle von Pincussohn®?.

Tabelle 14.
Mit Blut isotonische Ldsung.

Salze Mol. gew. Proz-Gehalt |g-Mol. in Liter
Chlornatrium (NaCl) 58.5 0.85 0.143
Chlorkalium (KCI) 745 1.10 0.149
Kaliumsulfat (K,SO,) 174.0 1.90 0.110
Magnesiumsulfat. (MgSO,) 246.0 5.50 0.236
Natriumphosphat (Na;HPO,) 246.0 2.00 0.143
Natriumoxalat (Na,C,0,) 134.0 1.34 0.100
Ferrocyankalium (K,Fe(CN)g) 422.4 4.45 0.110
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Versuch 1). Isolierung des Prazipitins mit verschiedenen
Salzmedien (isotonische Lésung bei 65°C).

In diesem Versuch habe ich aus dem Prazipitat, welches durch
Antigen-Antikdrper in physiologischem Kochsalzmedium, wie ge-
wohnlich, gebildet wurde, in verschiedenen Salzmedien von isotoni-
scher Losung bei 65°C das Prazipitin wieder frei gelassen. Die
Titerbestimmung der isolierten Lésung wurde darauf in physiologi-
schem Kochsalzmedium nach der Verdiinnungsmethode ausgefuhrt.

. Aus der Tabelle ersehen wir die interessante Tatsache, daf) in
den Medien MgSO4, NazHPOs4, KsFe(CN)s das isolierte Prazipitin
1:100 zeigt, obgleich es in KCI, K2SOs4, Na2C204, 1:50 ist und in
derselben Weise wie in NaCl uibergeht. Daher betragt das isolierte
Prazipitin in jenen Medien etwa das Doppelte wie in den letzteren.

Tabelle 15.
Isolierung des Prazipitins bei 55°C.

Med. (lsotonisch) Isoliertes Prazipitin (V.m.) (le:(i IsQolii)etr'
_ 1257 1:10] 1:25] 1:50(1:100] I :200 :

NaCl + + + + — —_ 1:2 1:10
KCl + + + + — — » 1:10
K,SO, + + + + - — " 1:10
MgSO, + + + + + — . 1: 5
Na,HPO, + + + + + —_ " l: 5
Na,C,0, + + + + — - " 1:10
Kqu(CN)s + + + + + - ” 1: 5

Originalserum V.T.=1: I”,OOO BZ. =1 :;50 Abgiisse = | : 500
Versuch 2).

Da bei dem Versuch Spuren von verschiedenen Salzen zum
Isoliermedium hinzugefigt werden, so ist es notig, den Einflul der
verschiedenen Salze auf die Prazipitinreaktion zu berticksichtigen.
Hier wurde das Immunserum von V. T.=1:1,000, B.Z.=1:500 verwandt.
Anfangs wurde das Originalserum mit verschiedenen isotonischen
Salz auf 1:10 verdinnt, dann, wie gewéhnlich, mit | %iger Gummi-
kochsalzlosung verdinnt und der Prazipitintiter nach der Verdiin-
nungsmethode bestimmt. Ich habe auch mittels isolierten Prazipitins
in gleicher Weise die Prifung vorgenommen. Das isolierte Prazipi-
tin, welches im Kochsalzmedium isoliert wurde, wurde mit verschie-
denen isotonischen Salzlésungen auf |:2 verdiinnt, worauf in der-
selben Weise wie vorher in der Kochsalzlésung der Titer bestimmt
wurde.
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Tabelle 16a.
Effekt von Salzspuren auf die Prazipitinreaktion.
Prazipitintiter (Vm.)
Salze
1210 1:25] 1:50| 1:100| 1:250{ 1:500]1 21,0001 : 2,000
NaCl + + + + + + + —
KCl + + + + + + + -
K.SO, + + + + + + + —
MgSO, + + + + + + + —
Na,HPO, + + + + + + + -
Na,C,0, + + + + + + + —
K.Fe(CN), + + + + + + + —
Origigalserum V.T.=1:1,000 B.Z.=1:500
Tabelle 16b.
Prazipitintiter
Salze
1:2 1:5 1:10 1:25 1:50 1:100 | 1:200
NaCl + + + + + — —
KCl + + + + + - -
K,S0, + + + + + — —
MgSO, + + + + + - —
Na,HPO, + + + + + — —
Na,C,0, + + + + + - —
K, Fe(CN), + + + + + — —
Originaleserum V.T.=1:1,000 B.Z.=1:500

Hier sind keine nennenswerten Unterschiede zwischen den ein-
zelnen Prazipitintitern bemerkbar. So kommt es sachlich nur darauf
an, den Einflul der Spuren der verschiedenen Salze auf die Prazipi-
tinreaktion, durch den die Endresultate der isolierten Prazipitintiter
voneinander abweichen wiirden, auszuschalten.

Versuch 3). Isolierung bei 60°C.

Bei diesem Versuch wurde die Isolierung mittels verschiedener
Salzmedien, vom isotonischen bis zu Aq. dest. stufenweise verdiinnt,
bei 60°C ausgefihrt. Bei 60°C haben alle hypotonischen Salzmedien
bessere Resultate als isotonische oder Wassermedien aufzuweisen.
Medien von MgSO4, NazHPO4, KsFe(CN)s haben bessere Resultate
als NaCl, KCl, Na2C204 und K2SOs.
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Tabelle 17.
Isolierung des Prazipitins bei 60°C.
Medi Isoliertes Prazipitin Bind ool A
edium nNTIo T (@2 ind. solier. ntigen-

(1:25) il N o .2 Quot. | Quot. gehalt N-Menge
NaCl + 4+ == 1:2 ] 1:10 | 20: 100000 | 0035
KCli +i+ |+ =] — ” 1:10 | 20:100,000 | 0.0385
K,S0, + |+ |+ | — | — " 1:10 | 20: 100,000
MgSO, + 1+ |4+ |+ | — " 1: 5 | 20:100,000 0.035
Na,HPO, +i+ |+ |+ — " 1: 5 ]20:100,000| 0.0315
Na,C,O, + |+ |+ |+ — " 1:10 | 20: 100,000 0.042
K,Fe(CN), +i+ |+ +|— " 1: 5 120:102,000 0.049

Originalserum V.T.=1:500 B.Z.=1:500 Abglisse =1:250 N,=1.0325

Versuch 4). Isolierung des Prazipitins aus dem Prazipitat,

welches sich im MgSQOsMedium bildete.

Bei diesem Versuch habe ich aus dem Prazipitat, welches sich
im MgSO4+Medium bildete, mit verschiedenen hypotonischen Salz-
losungen (1 : 25 von isotonischer Losung) bei 60°C die Immunsubstanz
isoliert. Auch hier ist das gleiche Verhiltnis wie im vorigen Versuch

bemerkbar. MgSOs, NazHPO4 u. K4sFe(CN)s haben bessere Resultate
als NaCl, KC], u. a.

Tabelle 18.
Medium Isoliertes Prazipitin
(1:25) 1:5 t:10 | 1:25 | 1:s0 | 1:100
NaCl + + + - —
MgSO, + + + + -
Na,HPO, + + + + —
KFe,(CN)¢ + + + + -
Originalserum V.T.=1:500 B.Z.=1:500 Abgiisse = 1:250

So konnten wir annehmen, dafl die Verbindung des Antigens
und Antikorpers im MgSO4 und NaCl-Medium dieselbe ist und das.
Prazipitat nirgends einen Einflufl auf den [solierungseffekt ausubt,
wenn die Verbindungsmedien verschieden sind. Doch der Isolie-
rungseffekt ist je nach den Salzarten verschieden.

Aus dem Versuch méchten wir schlieflen, da, da NaCl, KCl,
K2504, Na2C204 einwertige Salze und MgSQOq4, KeF e(CN)s zweiwertige
Salze sind, das zweiwertige Salz, besonders die Kation, einen bes-
seren Isolierungseffekt haben muf.
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Diskussion.

Was die Isolierung des Antikérpers anbetrifft, so bestehen viele
komplizierte Zusammenhinge zwischen den Bedingungen, unter
denen der Antikorper wieder befreit wird.

Aus obigen Versuchen kann man erkennen, daf} die Bedingungen
unter denen die Trennung des Antikdorpers aus dem Antigen-
antikorperkomplex mit guter Ausbeute gelingt, genau denen ent-
sprechen, die bei der Bindung zwischen Antikérper und Antigen
hemmend wirken. Vor allem sind also zu nennen: Temperaturer-
hohung, Verschiebung des Mediums, in dem sich Antikérper und
Antigen gebunden haben, namlich Anderung des Elektrolyten-
gehaltes; hypotonische Losung, isotonische Lésung oder Nonelekt-
rolytenmedium, Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration
nach der alkalischen oder nach der sauren Seite. Durch geschickte
Kombination dieser Faktoren kann man die Antikérper mit gutem
Erfolg wiedergewinnen.

Das Medium, in dem die Digerierung ausgefiihrt wird, ist von
ganz besonderer Wichtigkeit. In dieser Beziehung wurde bereits von
vielen Autoren vorgearbeitet.

Hahn und Trommsdorff1) machten schwache Lauge oder Saure zum Gegenstand
jhrer Untersuchungen, Lieberman und v. Fenyvessy?® N/100 Salzsaure, Israel Wein-
stein'’) schwache Lauge, Landsteiner?®), Landsteiner und Jagic?) Kochsalzlésung
Chickering’) Natriumkarbonatlésung, Kosakai2!) und Furuhata'?) Rohrzucker, Ogatat!?
Rohrzucker unter Einwirkung von Natronlauge, Miwa®® destilliertes Wasser,
Huntoon!? destilliertes Wasser, Rohrzucker und physiologische Kochsalzldsung,
Sunouchi’?) physiologische Kochsalzlosung und Wassérmedium, Kuwana??) hyperto-
nisches Medium. In dieser Weise haben viele Autoren mit verschiedenen Medien
mehr oder weniger gute Erfolge erzielt.

Ich beschaftigte mich nun mit der Isolierung des Immunkérpers
aus dem spezifischen Niederschlag und habe dabei besonders die
hypotonische Kochsalzlosung berucksichtigt, was bisher niemand
getan hat.

Die Temperaturerhohung ist auch bei diesem Problem ein maf-
gebender Faktor. ' :

Was die Temperatur betrifft, so sind die Ansichten im allgemeinen nicht dber-
einstimmend. Nach Landsteiner?) geht bei Isolierung des Agglutinins die Menge des
freigewordenen Antikorpers proportional mit der Temperatur des Mediums. Nach
Israel Weinstein'?) ist zur Trennung des Agglutinins eine Temperatur von 37°C - 54°C
erforderlich, doch soll kein groflerer Unterschied durch die Temperatur bedingt
werden. Pietro Rondoni*) behauptet, dafl bei Isolierung des Hamolysins der Quotient
der Isolierung nicht parallel mit der Temperatur laufe, und meint, daf} fir die Isolie-
rung in alkalischem Medium eine Temperatur von 0°C und 37°C gleich wirke. Nach
Kosakai?D ist die Trennung bei Hamolysin desto stirker, je hdhere Temperaturen
verwendet werden. Nach Opgata#!) sind die besten Erfolge bei 42°C -45°C zu
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erwarten und zwar mit schwach alkalischer Losung. Auch Furvhata'?) gibt bei
Hamoagglutinin gleiche Resultate an. Nach Sunouchi’?) eignet sich eine Temperatur
von 65°C fir das Kochsalzmedium, eine solche von 55°C fir destilliertes Wasser-
medium bei der Isolierung des Antikérpers am besten.

Diese Versuche veranschaulichen, dafl die Isolierungsquotienten
der Medien zu der Temperatur in enger Beziehung stehen. Die
Menge der freigewordenen Antikorper geht proportional mit der
Temperaturhohe des Mediums, in dem die Digerierung ausgefihrt
wird, doch gibt es ein Maximum in der Temperatur, welches je nach
den Medien verschieden ist. Fiur Wassermedium eignet sich eine
Temperatur von 55°C und fir Kochsalzlésung eine von 65°C, was mit
den Resultaten von Sunouchi ubereinstimmt.

Bei hypotonischem Kochsalzmedium, das wirklich eine 0.034%ige
Kochsalzlosung darstellt, liegt der zweckmaBigste Effekt gerade bei
einer Warmeapplikation von 60°C. Nach Asaba® spielt das Kochsalz
bei der Isolierung des Immunstoffes durch Mikroelektrodialyse eine
grofle Rolle, dann es wird dabei immer eine Spur Kochsalz benotigt,
doch wirkt eine grofle Menge Kochsalz umgekehrt hemmend auf die
Isolierung. Huntoon' beschadfigte sich mit hypotonischer Kochsalz-
Iosung (0.21 %) fir die Isolierung, allerdings nur bei der Sensibilisation.

Bezlglich des Uberganges von Antigen in die isolierende Lésung
hat schon Kosakai?? bei der Hamolysinisolierung gewisse Feststel-
lungen gemacht. Auch Miwa®® wies Bakterienprotein in dem iso-
lierten Agglutinin nach. Sunouchi®®,  Kuwana®®, Haku' und Asaba®
fanden ebenfalls einen Antigenibergang in das isolierte Prazipitin.
Ich beobachtete den Antigengehalt mittels der Uhlenhuthschen Me-
thode mit bekannten Immunsera. Aus meiner Untersuchung ist
ersichtlich, daB das Antigen immer in die isolierende Lésung tiber-
geht. Das Antigen geht proportional mit der Temperaturhéhe, und
zwar betragt es stets mehr im Wassermedium als im hypotonischen
und Kochsalzmedium.

Man hat verschiedene Versuche zur Isolierung des im Immunserum enthaltenen
Immunkorpers angestellt, um das ibrigbleibende Eiweifl im Serum zu beseitigen.
Ich habe die Stickstoffmenge in der isolierenden Lésung nach Mikrokjeldahlscher
Methode bestimmt. Wie aus dem Versuch zu ersehen ist, lauft die Stickstoffmenge
nicht parallel mit dem Isolierungsquotienten, sondern es findet sich oft bei geringerem
Eiweifligehalt ein hoherer Prazipitintiter in der isolierenden Lésung. Stickstoffmenge
und Antigengehalt gehen parallel mit der Temperaturhéhe; im Wassermedium sind
sie immer grofler als in hypotonischer und isotonischer Kochsalzlésung.

Vom Isolierungsquotienten aus gesehen, besagen Eiweifl- und Antigengehalt,
dafl das hypotonische Medium (0.034 %) einen besseren Effekt hat als andere Medien,
und zwar gerade bei einer Warmeapplikation von 60°C. Kosakai2!) teilte mit, daf}
sich innerhalb von vier Stunden kein Unterschied fiir die Isolierung des Hamolysins
zeigt. Furuhata'?) konnte bei 1/2 - 4 Stunden langer Digerierung keine Unterschiede
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nachweisen und erklirte eine halbe Stunde als geniigend fir die Isolierung. Auch
Ogata*!) untersuchte den Einflu der Zeitdauer und hielt eine halbe Stunde fir
ausreichend zur Digerierung. Sunouchi’2) fand keine Unterschiede fir die Isolierung
des Prazipitins bei mehr als einer viertel Stunde.

Die Untersuchungen an 0.034 higer Kochsalzlosung und die an einem anfang-
lichen Wassermedium, in welches nach 15 minitiger Digerierung Kochsalzkristalle
bis zu 0.034 % Gehalt hinzugefigt werden, lehren uns, dafl bei 45°C und 55°C die
isolierte Prazipitinmenge im zweiten Medium grofler ist als im ersten und sich bei
iber 60°C keine bemerkbaren Unterschiede mehr finden. Daher kann sich wohl
der grofite Teil der isolierten Antikérper in der ersten viertel Stunde aus dem Prazi-
pitat trennen.

Die Verbindung des Antigens mit dem Antikérper erfolgt in der Regel sehr
rasch, sie ist nach Eisenberg und Volk5) sowie nach Arrhenius3) nach 5 Minuten be-
endet. Wir sehen gewdhnlich diese Verbindung bei der Prazipitationsreaktion,
besonders wenn hochwertiges Serum vom Verdinnungstiter, wie in diesem Versuch,
gebraucht wird, viel rascher auftreten. Nach Mischen der beiden Reagenzien kann
man schon nach einigen Minuten das Entstehen der Tribung und der Niederschlage
beobachten, sonst ist aber im Aussehen der Niederschlige kein Unterschied zu
bemerken.

Es ist wohl wahrscheinlich, daB, wenn die Reaktion, wie eben besprochen, viel
rascher auftritt, auch die Trennung von Antigen und Antikérper rascher erfolgen
wirden. Kosakai2)) benutzte als erster das Rohrzuckermedium bei der Isolierung
des Hamolysins und erklirte fir die Isolierung im allgemeinen Nonelektrolyte als
gut brauchbar. Huntoon!?) gebrauchte in der Annahme, dafl sich Nonelektrolyt-
medien ebenso wie Rohrzucker verhalten, das Wassermedium bei der Isolierung des
Bakterienagglutinins und erzielte die gleichen Resultate wie beim Rohrzuckermedium.
Sunouchi’®) und Takeshita3 erzielten fast gleiche Resultate bei der Isolierung des
Baktarienagglutinins mittels Rohrzuckers und Wassermediums.

Ich bemerkte bei der Behandlung mit zweierlei hypotonischen Medien, da8§ sich
das Rohrzuckermedium ebenso verhalt wie das Wassermedium, und erhielt bei
einem weiterem Vergleich mit Wasser und Rohrzucker das gleiche Resultat.
Kosakai2) betonte, dal man zur Isolierung das Rohrzuckermedium gebrauchen misse.
Huntoon!® erklarte auch, daBl das Kochsalzmedium auf die Isolierung hemmend
wirke. Aber nach den zahlreichen Untersuchungen ist es nun nachgewiesen, dafl
auch salzhaltige Lésungen fiir diese Zwecke nicht nur zweckmaflig, sondern oft noch
gunstiger sind.

Der EinfluB gewisser schiadigenden Wirkungen, wie erhéhter
Temperaturen, Alkalien, Sauren u.s.w., auf das Agglutinationsphino-
men wurde bereits vor mehreren Jahren eingehend studiert. Ich
untersuchte die Isolierung des Agglutinins aus dem Agglutinat, wel-
ches sich in einer Mischung von erhitzten Kolibazillen und Immun-
kérpern bildete. Native und auf 60°C erhitzte Kolibazillen absor-
bieren eine groflere Menge Agglutinin, dariiber erhitzte absorbieren
eine geringere Menge, aber bei 100°C (2 St.) erhitzte Bazillen stellen
ihre Absorptionskraft wieder her und verhalten sich wie native oder
bei 60°C erhitzte Bazillen, doch noch weiter (iber 100°C) erhitzte
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verlieren beinahe vollkommen ihre Kraft. Uber eine Agglutinier-
barkeitsanderung der Bazillen durch Hitze wurde im allgemeinen
ubereinstimmend schon von mehreren Autoren berichtet (Porges*®
Jobling'?, Eisenberg und Volk®, Hirschfeld'®, Jooss®® u.s.w.) und eine
Absorbierbarkeitsveranderung ist von Scheller’® und Kubota’? unter
gleichen Verhiltnissen nachgewiesen worden. Aus den Versuchen
konnen wir auch beweisen, daf} einerseits die Agglutinierbarkeit,
andererseits die Absorptionsfahigkeit des Antikdrpers von Bazillen
bei Hitzeapplikation miteinander parallel gehen.

Bei der Isolierung des Immunkérpers aus dem Agglutinat von
erhitzten Bazillen und dem Antikorperkomplex liegen jedoch die
Verhaltnisse anders als bei der Absorption. Die nativen und die bei
60°C erhitzten Bazillen geben eine geringere Menge von Immun-
substanzen frei, wenn sie eine groflere Menge absorbiert haben. Die
bei 80°C-100°C (1 St.) erhitzten Bazillen, welche eine geringere
Menge absorbiert haben, geben eine etwas groflere Menge frei. Von
den bei 100°C (2 St.) erhitzten Bazillen wird der grofite Teil getrennt,
aus noch weiter und stiarker erhitzten Bazillen ein kleinerer.

Diese Erscheinung méchte ich auf den Affinitatsunterschied
zurickfihren und darauf, dafl durch die Hitzewirkung die Affinitat
des Antigens zum Immunkédrper schwacher geworden ist.

Aus nativen und bei 60°C erhitzten Bazillen werden wegen
starkerer Affinitat zur Immunsubstanz, trotz ihrer starken Absorption
von Immunkérpern, weniger Inmunkérper getrennt. Bei 80°C -100°C
(1 St.) erhitzte dagegen geben ziemlich viel frei, ungeachtet ihrer
geringern Absorptionsfahigkeit. Die bei 100°C (2 St.) erhitzten Ba-
zillen lassen den gréBten Teil der Immunsubstanz los und zwar
wegen ihrer grofleren Absorbierbarkeit und schwicheren Affinitat.
Aus den noch weiter erhitzten Bazillen wird eine geringere Menge
abgetrennt, welil sie trotz ihrer geringern Affinitat weniger absorbiert
haben. Huntoon behauptet, dafl fir die Isolierung des Bakterien-
agglutinins die auf 65°C erhitzten Bakterienantigene besser als uner-
hitzte oder noch weiter erhitzte Bazillen wirkten. Durch unerhitzte
Antigene werden viel mehr Immunkorper absorbiert als durch er-
hitzte, aber gerade diese Affinitat bietet eine groflere Resistenz gegen
Dissoziation. Wenn man Koktantigen benutzt, so ist die absorbierte
Menge der Immunkorper geringer, doch tritt die Dissoziation schnel-
ler auf. Das auf 65°C erhitzte Antigen absorbiert eine relativ grofle
Menge von Immunkérpern und die Dissoziation geschieht relativ
leicht.

Das stimmt ingewisser Hinsicht mit meinen Resultaten tiberein.
Aber Huntoon' erhitzte das Antigen bei 100°C nur 10 Minuten lang.
Dieses durfte sich jedoch anders verhalten als das bei 100°C 2 Stunden
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lang erhitzte. Winterberg® fand, dal nach Erwarmung keimfreier
Typhus-Bouillon-Filtrate, die, ohne daf} eine solche vorausgegangen
ware, stets typische spezifische Niederschlige bildeten, diese ganz
regelmaflig gar nicht oder nur sehr zweifelhaft auftreten, wenn die
Erhitzung im kochenden Wasser auch nur 20 bis 35 Minuten gedauert
hatte. Haku bemerkte nach der Prazipitinmethode der Antigen-
antikorperverdinnungsmethode, dafl der Titer sich graduell mit der
Hitzewirkung auf das Kolifiltrat vermindert.

Ich isolierte Bakterienprazipitin aus Prazipitat, welches sich in
erhitztem Kolifiltrat und Immunkorpern bildete. Hier bemerkte ich,
daf} natives und bei 60°C erhitztes Kolifiltrat relativ mehr Antikérper
als noch weiter erhitztes absorbiert, dafl aber der Isolierungsquotient
relativ kleiner ist als beim letzteren. Es ist wahrscheinlich, daf
umso mehr Hitze auf das Filtrat wirkt, desto geringer die Affinitat
des Antigens zum Antikorpers ist. Dabei habe ich auch die Agglu-
tination der Kolibazillenleibes mit diesem isolierten Bakterienprazi-
pitin gepruft. Die Agglutination geht parallel mit der Prazipitation,
d.h. der Agglutinintiter hangt von dem Titer der isolierten Prazipitin-
menge ab.

G. H. Wells» sagte: , Man hat allen Grund zu glauben, da8} die
Agglutination und die Prazipitation auf identischen Kraften beruhen,
dieselben Prozesse darstellen und sich nur darin unterscheiden, daf3
sie mit besonderem Eiweifitoff (Zellen) bei der Agglutination und
mit gelostem Eiweif} bei der Prazipitation ausgefiuhrt werden. Daher
ist es wichtig, diese beiden Reaktionen zusammen zu betrachten, als
waren sie grundsatzlich derselbe ProzeB, der sich nurin der Gréfle
der kolloidalen Aggregate unterscheidet.” Haku'® und Toma®® be-
wiesen mit isoliertem Prazipitin, dafl Prazipitin und Agglutinin aus
identischen Kraften bestehen. Der gute Isolierungseffekt der hypo-
tonischen Losung bei 60°C gilt auch fir die Isolierung des Hamolysins
und Hamoagglutinins.

Eagle®® erklarte, dafl Maximalbindung, d.h. Minimaldissoziation
beim Antigenantikorperkomplex am isoelektrischen Punkt des Se-
rumglobulins liege. Daher ist, wenn er entfernt vom isoelektrischen
Punkt liegt, die maximale Bindung erschwert und es erfolgt eine
leichtere Dissoziation.

Besonders nach amerikanischen Autoren (vor allem Shibley’,
Eagle®®) spielen die Elektrolyte bei Antigenantikérperreaktion eine
wichtige Rolle, d.h. sie rauben die oberflachliche Ladung des dena-
turierten Proteins bis zum isoelektrischen Punkt und fihren eine
sekundare Flockulation herbei. Demgemaf diirften die Elektrolyte
bei der Isolierung der Antikérper aus dem spezifischen Niederschlage
welcher an dem isoelektrischen Punkt ausfallt, dem Prazipitat die’

http://escholarship.lib.okayama-u.ac.jp/amo/vol4/iss4/2



Suma: Studien uber die Isolierung von Antikorpern (mit besonderer

besonderer Beriicksichtigung des hypotonischen Mediums). 505

Ladung erteilen, es vom isoelektrischen Punkte entfernen und sekun-
dar die Reversibilitat giinstig beeinflussen.

Durch die obige Untersuchung ist bewiesen worden, dafl Koch-
salz (Elektrolyte) die Dissoziation nicht hemmt, wie Kosakai?V oder
Huntoon'® behaupteten, sondern oft begiinstigt. Asaba® bemerkte
ebenfalls bei Mikroelektrodialyse, da8 Kochsalz eine grofle Rolle
spielt und dabei eine Spur von Elektrolyten notwendig ist. Die
Versuche lehren uns, dafl zweiwertiges lon enthaltendes Salz und
H-haltige Salze einen etwas besseren Effekt auf die Reversibilitit
ausiben als einwertiges lon enthaltende Salze. Das spezifische
Prazipitat, welches sich im MgSOs+Medium bildete, verhalt sich fur
die Isolierung ebenso wie das im NaCl-Medium gebildete. Obwohl
die spezifische Immunreaktion etwas anders ist als die Kolloidreak-
tion und bei der lsolierung nicht allein die Elektrolyte eine Rolle
spielen, sondern es viele andere Faktoren dabei gibt, so durften die
Elektrolyte doch auch eine wesentliche Rolle spielen.

Auf Grund der angestellten Versuche neige ich zu der Annahme,
dafl zweiwertiges lon- und H'lon-enthaltende Salze, welche mehr La-
dungskraft und groBlere Geschwindigkeit im elektrischen Feld haben
als einwertige, den Antigenantikérperkomplex vom isoelektrischen
Punkt in starkerem Mafle fernhalten als die letzteren und sekundir
die Reversibilitat beglinstigen.

Zusammenfassung.

I. Es gibt bei der Isolierung des Antikorpers von sensibilisiertem
Antigen je nach den Mediumarten einen wirksamsten Temperatur-
grad.

a) Beim Wassermedium ist fir dieses Problem eine Warme-
applikation bei 55°C am zweckmaBigsten.

b) Bei hypotonischem Medium, und zwar bei einer 0.034 %igen
Kochsalzlosung, zeigt sich das beste Resultat gerade bei einer
Warmeapplikation von 60°C.

c) Die Temperatur von 65°C eignet sich fiir das Medium von
physiologischer Kochsalzlosung. Unter geeigneten Bedingungen
wird ein groflerer Teil der Antikérper innerhalb einer viertel Stunde
befreit.

2. Der bessere Isolierungseffekt des hypotonischen Mediums
(0.034%) bei der Warmeapplikation gilt fir die Prazipitin-, Bakterien-
agglutinin-, Hamolysin- und Hamoagglutininisolierung.

3. Aus folgenden Tatsachen kann man schlieflen, dafl bei deT
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Isolierung des Antikorpers die Bindung zwischen Antigen und Anti-
korper stark hemmend wirkt :

a) Native, bei 60°C und bei 100°C (2 St.) erhitzte Kolibazillen
absorbieren mehr Agglutinin als bei 80°C - 100°C (1 St.) und dber
100°C erhitzte.

b) Aus bei 100°C (2St.) erhitztem Bazillenantikérperkomplex
ist die grofite Menge von Agglutinin trennbar. Je hoher das Kolifil-
trat erhitzt wird, desto weniger absorbiert es Immunkérper, 1afit aber
eine relativ grofle Menge wieder frei.

4. Zwischen Rohrzucker- und Wassermedium besteht kein
groler Unterschied in Bezug auf die Isolierung des Antikorpers.

5. Es ist wahrscheinlich, dafl auch Elektrolyte eine Rolle bei
den Isolierungsvorgangen spielen, obwohl noch viele andere Faktoren
mitsprechen, und dafl zweiwertige lonen darum leistungfahiger sind
als einwertige, weil zweiwertige lonen enthaltende Salze einen bes-
seren Isolierungseffekt zeigen als einwertige.

Zum Schlufle machte ich nicht verfehlen, Herrn Prof. Dr. M. Ogata fir seine
freundliche Anleitung und Anregung bei dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank
auszusprechen.
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