
Uber die Behringschen Diphtherie- und Tetanus-Antitoxine 
Von Prof. Dr.  H E R M A N  N E .  S C H LI L T Z E + ) ,  Marburg-L. 

Aus den Behringwerken MarburglLahn 

Es scheint, daO Antikorper als struktur-modifizierte y-Globuline aufzufassen sind. Die nativen Anti- 
toxine lassen sich durch Elektrophorese in reine Fraktionen vom y-Globulin- und T-Globulin-Typ auf- 
teilen. Enzymatischer Abbau von Diphtherie-Antitoxin ergab ein Antitoxin mit Kristallisationstendenz. 
Diffusion von Antigen und Antikorper in Gelatine fuhrt zu Prazipitatbanden, deren Zahl rnit fort- 
schreitender Reinigung abnimmt. M i t  diesem Verfahren wurde das Tetanus-Antitoxin genauer differen- 
ziert und eine spezifische Toxin-Antitoxin-Verbindung gefunden. Es scheint derat i  ein Weg gegeben, 

der  in Kurze zu reinsten Antitoxinen fuhren kann. 

Anla6lich der 100. Wiederkehr des Geburtstages von 
Ernif von Behring wird aus seinem umfangreichen wissen- 
schaftlichen Vermachtnis besonders die im Jahre 1890 ge- 
meinsam rnit Kitasato veroffentlichte Arbeit: ,,Uber das 
Zustandekornrnen der Diphtherie-Irnrnunitat und der Tefanus- 
frnrnunifat bei Thieren"') in unserer Erinnerung lebendig. 
Mit ihr hat der geniale Arzt und Forscher nicht nur seinen 
Fachkollegen ein neues Heilverfahren zugangig gemacht, 
sondern zugleich den Grundstein zur spezifischen Serum- 
therapie und -prophylaxe gelegt. 

Von a r z t l i c h e r  S e i t e  wurde die Entdeckung der Anti- 
toxine gegen Diphtherie- und Tetanustoxin zum Segen der 
Menschheit erschapfend ausgenutzt. Die Literatur gibt 
klare und eindeutige Auskunft hieriiber. Sie umrei6t eine 
gro6e Epoche arztlicher Forschung, die im Begriff steht, 
rnit Ernif yon  Behring als ,,Retter der Kinder und Verletz- 
ten" in die Geschichte einzugehen. Legen wir uns aber die 
mehr a n  den C h e m i k e r  gerichtete Frage nach der Natur 
oder gar nach der Konstitution der Behringschen Anti- 
toxine vor, so miissen wir zugeben, da6 wir noch recht weit 
von ausgereiften Erkenntnissen entfernt sind. Nachstehend 
sol1 versucht werden, die chemische Problematik dieser 
Antikorper durch eine einfuhrende ubersicht und eigene 
experimentelle Beitrage klarzulegen. 

Gewinnung, Auswertung, Reinigung 
Das von Behring entdeckte antitoxische Diphtherie- bzw. 

Tetanusserum wird von gro6eren Tieren, bevorzugt von 
F'ferden, Rindern oder Schafen gewonnen, denen iiber 
einen langeren Zeitraum hochtoxische Kulturfiltrate von 
Diphtherie- oder Tetanusbazillen in allmahlich ansteigen- 
den Dosen parenteral verabfolgt werden. Im Laufe der 
Jahreist es gelungen, dieursprungliche I m m u n i s i e r u n g s -  
t e c h  n i k zu verbessern und hierdurch den Antitoxintiter 
im Serum der behandelten Tiere zu erhohen. Dabei hat  
sich die Anwendung der auch fur  die aktive lmmunisierung 
des Menschen geeigneten ungiftigen aber noch antigenwirk- 
samen F o r m o l t o x o i d e * )  und deren Adsorption a n  
schwer resorbierbare Tragersubstanzen besonders bewahrt. 

Als Grundlage fur die W e r t b e m e s s u n g  d e r  D i p h -  
t h e  r i e- u n d T e  t a n u s a n  t i t o x i  n e dient seit Behring, 
Ehrfich und Rorners) das im Kleintierversuch (Meerschwein- 
chen, Mause) durch Verdunnungsreihen feststellbare Neu- 
tralisationsvermogen eines Serums gegeniiber gerade tod- 
lichen Dosen der entsprechenden Toxine. Um jedoch zu 
*) Ausschnltte aus Vortragen iiber die Plasmaprotelne gehalten 

am 25. 9. 1953 In Karlsruhe und am 10. 11. 1953 in Glhen. 
') E.  v .  Behring U. S .  Kitasoto Dtsch. med. Wschr. 76 1 1  13 [1890]. 
p, J. L.  Burckhard, Zbl. Bikteriol., Parasltenkund;, Infektions- 

krankh. 1. 0.. 1895. 257. E. Salkowskv. Berl. kiln. Wschr. 1898. 
545. E.  Loebenslein Hyg. Infektlo&krankh. 62 491 [1909]: 
A. T. Glenny U. Sildkersen, J. of Hyg. 20, 176 [Id21]. 

'1 R. OM0 u. H .  Hetsch: Priifunr! u. Wertbemessune der Sera und 
Impfstoffe, Jena, 0. Flscher-1935. H. Schmidt: "Praxis der Aus- 
wertung von Toxinen und Antitoxinen; Jena, Verlag Fischer 
1931. Cl. Jensen: Intrakutane Kanlnchenmethode zur Auswer- 
tung von Dlphtherietoxln und Antltoxln; Kopenhagen 1933. 
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international vergleichbaren Wertzahlen fur die in 1 cmS 
Serum enthaltenen Antitoxineinheiten (AE, I E) zu ge- 
langen und auch um individuelle Unterschiede in der Gift- 
empfindlichkeit der Versuchstiere auszuschalten, wird das 
durch einen Parallelversuch ermittelte Giftneutralisations- 
vermogen eines Standardantitoxins als Bezugswert ver- 
wendet. Neben der Auswertung in vivo hat die von Ra- 
rn0n4) fur  das Diphtherieantitoxin entdeckte und von 
Scholz6) auf das Tetanusantitoxin ubertragene F I o c k u n  gs- 
r e a k t i o n  zeitweise eine gro6ere Bedeutung alsquantita- 
tive Testmethode erlangt. Obwohl feststeht, da6 in einem 
bestimmten Bereich der Flockungszonen, die in Mischungen 
elektrolythaltiger Antitoxine und der homologen Toxine 
bzw. Toxoide aufzutreten pflegen, sowohl das Antitoxin 
wie das Toxin (Toxoid) in das Prlzipitat iibergehen, hat 
man nach den Ergebnissen neuester, spater noch zu eror- 
ternder Untersuchungen damit zu rechnen, da6 das bisher 
analytisch verwertete Flockungsoptimum durch eine Viel- 
zahl unspezifischer Flockungsreaktionen iiberlagert wird, 
die das Reagenzglasverfahren der Antitoxinbestimmung 
mit einem erheblichen Unsicherheitsfaktor belasten. 

Wie bei allen Wirkstoffen ist auch fur die Erforschung 
der Antitoxine eine ausreichende R e i n i g u n g  eine wich- 
tige Voraussetzung. Mit ihr hat  sich bereits v.  Behring in 
seinen letzten Lebensjahren befa6ts) und die ersten ex- 
perirnentellen Hinweise fur die EiweiBnatur der Antitoxine 
gegeben. Es hat  sich aber bald gezeigt, da6 eine erfolg- 
reiche Serumreinigung, die eine moglichst weitgehende Ab- 
trennung inaktiver Proteine von antitoxinhaltigen Serum- 
proteinen anstreben mu6, mit weit groBeren Schwierig- 
keiten verbunden ist als die Isolierung biologischer Wirk- 
stoffe von geringerer MolekelgroBe. Die im Laufe der Zeit 
erzielten Fortschritte ergaben sich aus dern jeweiligen 
Stand der praparativen und analytischen Erfahrungen auf 
dern gesamten EiweiDgebiet. 

Anfanglich bestand die einzige Moglichkeit, Serumeiwei6- 
korper zu fraktionieren darin, sie auf Grund ihrer verschie- 
denen Loslichkeit in Wasser oder in mehr oder weniger 
konzentrierten Salzlosungen zu trennen. Das am meisten 
angewandte Verfahren beruhte auf der Fillung der die 
Diphtherie- und Tetanusantitoxine enthaltenden Gesamt- 
globuline durch Halbsattigung mit Ammonsulfat, der Ent- 
fernung der in 33 % gesattigter Ammonsulfat-Losung un- 
loslichen ,,Euglobuline" und der Anreicherung der Anti- 
toxine in der wasserloslichen ,,Pseudoglobulin"-Fraktion, 
die im Bereich von 33-50y0 Ammonsulfat-Sattigung aus- 
gefallt und anschlie6end dialysiert wurde. Erhebliche 
Schwierigkeiten bereitete die Gewinnung losungsstabiler 
Antitoxin-Konzentrate. Etwa 10 Jahre nach Behrings 
') G. Ramon C .  R. Seances SOC. Blol. 86 661 [1922]. 
s, W .  Sehof;, Zbl. Bakterlol. Paraslteniunde Infektlonskrankh. 

I .  0. 91 12 [I924 0. Ramon u. P .  Descohbey, C .  R. Seances 
SOC. Bldl. 95, 434]il926] 

a)  E.  v .  Behring: Einfiihrui In die Lehre von der Bekampfung von 
Infektlonskrankheiten; qerlag Hlrschwald, Berlin 1912, S. 262. 
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Tode gelang es jedoch, in den Laboratorien der Behring- 
werke (1 928), eiweiSarme Antitoxine durch schonende 
Elektrodialyse') der durch Salzfraktionierung aus Pferde- 
serum gewonnenen Pseudoglobulinfraktion zu erhalten, die 
weit uber ihre Laufzeit vollig klar blieben. In  den folgen- 
den 25 Jahren konnte die Antitoxinreinigung gro6en Nut- 
Zen aus den standig verbesserten Methoden der Plasma- 
fraktionierung ziehen, die durch moderne analytische Me- 
thoden, insbesondere die Ultrazentrifugier- und Elektro- 
phororesetechnik, wesentlich gefordert wurde7'). 

Phyrikalirch-chemische Eigenrchaften nativer 
Antitoxine 

Elektrophoretisches Verhalten' 

Bereits vor dem Kriege konnte mit Hilfe der von Tiselius 
entwickelten El e k t r o p  h o r e s e -  A p  p a r a  t u r nachgewie- 
sen werden, da6 die zuvor als einheitlich betrachtete nor- 
male Pseudoglobulin-Fraktion elektrophoretisch uneinheit- 
lich zusammengesetzt ist und zum Teil aus a-Globulinen, 
irn wesentlichen aus B- und y-Globulinen besteht. Die vom 
Pferd oder Rind gewonnenen antitoxischen Pseudoglobu- 
line lieBen mit derselben Methode zusatzlich eine Kom- 
ponente erkennen, deren elektrophoretische Beweglichkeit 
zwischen der der p- und y-Globuline liegt. Kekwick und 
Mitarb.B) rechnen sie zu den P-Globulinen, Deutsch und 
Mitarb.8) zu den y,-Globulinen. Eigene, kurzlich bekannt- 
gegebene AuswertungsergebnisselO) von Tiselius-Elek- 
trophoresen, die mit der Skalenmethodell) erhalten wdr- 
') H .  E .  Schultze, in Ullmanns Encyklopidie der techn. Chemie 

3. Auflg. 1. Band 613 [1951]. 
7 * )  Ein Referat iiber ,,Die Methoden und Ergebnisse der Plasma- 

fraktionlerung" von H. E. Schultze und H. D.  Mathcka wurde in 
den Behringwerk-Mittellungen Heft 28 veroffentilcht. 

n, R.  A. Kekwfck u. B. R. Record, Brit. J. exp. Pathol. 22, 29 
[1940]. R. A. Kekwick, B. L. J .  Y .  Knight, M. G. McFarlanr u. 
B.  R .  Record, Lancet 1941, Nr. I ,  571. L.  Levine, Brit. J. exp. 
Pathol. 32, 190 [1952]. 
H .  F. Deutsch u. J ,  C .  Nichol, J. biol. Chemistry 176 797 19481 
E .  L. Hess u. H .  F .  Deutsch J. Amer. chem. SOC. 77 '1376 [I94911 

lo) H .  E .  Scholtze, M .  Schbnenierger u. H .  D.  Matheka, Behringwerk- 
Mitteii. Heft 26, 3 (19521. 

11) 0. Lamm, Nova Acta Regiae SOC. Sci. Upsaliensls IV, 10, 1 
(19371. Th. Suedberg u. K. 0. Pedersen: Die Uitrazentrifuge; 
Verlag Th. Stelnkopff, Dresden 1940. 

Mittelw. v .  8 unters. Normalpferden . . . . . . 
Diphtheries. 2003 vor Behandlung . . . . . . . . 

,, 2003 nach 13 Antlgeninjekt. . . 

2003 ,, 20 ,, .. 

2003 ,, 23 ,, . .  

2059 ,, 28 ,, . .  

2142 ,, 34 ,, .. 
2142**) ,, 34 ,, . .  

Tetanuss. 1997 ,, 33 ,, .. 

1997**) ,, 42 ,, .. 

den, haben uns bewogen, die von Wyckoff und Mitarb.l*) 
vorgeschlagene, von Smith und Mitarb.18) ebenfalls be- 
nutzte Bezeichnung , ,T-Komponente"  fur das in anti- 
toxischen Pferde- und Rinderseren nachweisbare, schneller 
als y-Globulin wandernde Protein zu ubernehmen. 

Die Vermehrung dieser Komponente wahrend der Im- 
munisierung laRt sich auch papierelektrophoretisch mit der 
von Grassmann und Hannigl*) vorgeschlagenen Methode 
verfolgen. Wir haben uns dieses Verfahrens bedient, weil 
es schnell durchfilhrbar ist und uns auch die Moglichkeit 
bot, auf Papier getrennte EiweiSfraktionen durch Elution 
einzeln zu isolieren und auf diese Weise besonders charak- 
teristische Globulin-Typen niiher zu untersuchen. 

Rei normalen Pferdeseren und Diphtherie- sowie Te- 
tanusseren vom Pferd ergab die Papierelektrophorese die 
in Tabelle 1 zusammengefabten, mit fortschreitender Im- 
munisierungsdauer zunehmenden Verschiebungen im elek- 
trophoretischen EiweiSaufbau. 

Die stark anwachsende T-Yomponente enthalt regel- 
ma6ig mehr Antitoxin als die ebenfalls aktive p- und -(- 
Globulin-Fraktion, ihr Absolutgehalt an Antitoxin hangt 
aber vom Ausgangstiter ab. Sie erreicht sowohl bei Diph- 
therie- wie bei Tetanus-Seren Konzentrationen, die im 
Endstadium bei dem von individuellen Faktoren der Tiere 
abhangigen HochstmaS an Antitoxin-Produktion etwa 
dreimal so hoch sind als im Ausgangsstadium. AuSerdem 
ist eine Abnahme des Albumins (urn 20-30% der Aus- 
gangsgewichtsmenge) und der normalen -pGlobulin-Frak- 
tion (um etwa 20% der Ausgangsmenge) deutlich erkenn- 
bar. Die relative und absolute Vermehrung an T-yom- 
ponente ist aber vie1 g r o 6 e r  als die Abnahme an Albumin 
und y-Globulin. Sie ist somit wesentlich beteiligt an der 
Erhohung des GesamteiweiBes, die besonders stark zutage 
tritt, wenn wahrend der I mmunisierung keine groSeren 

18) J .  van der Scheer u. R.  W .  G. Wyckoff,  Proc. SOC. exp. Bioi. Med. 
-13, 427 [1940]; dieselben u. F. H .  Clarke, J. Immunol. 40, 73 

la) E. L. Smith, J. biol. Chemistry 164, 345 [1946]. E. L. Smith 11. 
R.  D .  Gerlough, ebenda 167, 679 [1947]. E.  L. Smith u. D .  M. 
Brown. ebenda 183. 241 119501. 

[1941]. 

W .  Grussmann u. g. Hoinig Hoppe-Se lers Z .  physioi. Chem. 
290, 1 [1952]; 292, 32 [1953j. Vgl. aucx diese Ztschr. 62, 170 
[ 19501. 

Antitoxin 
1. cm' EiwelD 

- 7,1 

80 AE I 7,3 

330AE I 6,9 

' / s o  AE 790 

Antltoxinverteilung 

Antitoxinverteiiung 

Antitoxinverteiiung 
650AE I 7,9 

700 A E  1 9,0 

9 0 0 A E  I 8,7 
Antitoxinvertellung 

Antltoxinverteilung 
AE/1 g Eiwein 

2300 A E  9 2  
1600 AE I 797 
1300 IE***) 9 3  

Antitoxinverteilung 
IE/ l  g EiweiR 

Antitoxinverteilung 
IE/I g Elwell3 

650 IE 1 7,6 

- 
Albu- 
min 

29,9 
33.4 
29,O 

27,5 

24,5 

20.9 

20,8 

17,7 
20,6 
16,3 

23,2 

- 
am- - 
14,7 
10,5 
13,2 

13,6 

14,3 

15,l 

11,8 

10,s 
10,9 
i2,4 

10,5 

12,9 
597 
7,4 

- 
I4,3 

28 % 
16000 
10,8 
13,2 
15,l 

12% 
10000 
12,5 

15 % 
10 000 

83% ! 
j '32,G' 

66 % I 23 600 

33,6 
13937 

I39,3 

, 28,O 
78 % 

!I5700 

- 
f-Gio- 
bulin 

23,5 
20.6 
24,O 

30 % 
19,3 

39 % 
17,s 

14% 

- 

16,8 

6 %  
16,3 
8 % 
7000 
16,3 
78,6 
72,4 
8 %  

8300 
20,o 
7 %  

2950 

Tabeile I .  Elektrophoretlsche Zusammensetzung antitoxischer Pferdeseren 

*) Wir fanden diese Kornponente nur be1 5 von 8 untersuchten 
Normalpferden und bezeichneten sie ebenfalls a h  T-Kompo- 
nente well sie dieselbe Wanderungsgeschwindigkeit wle die 
nach irnmunislerung stark vermehrte T-I(omponente aufweist. 

**) Die Serumproben entstammen Blutentnahmen, denen an drei 
Vorta en Aderlisse von j e  4 I vorausgingen. 

***) Die dertbemessung der Antitoxineinheiten (AE) in Tetanus- 
seren geschleht selt dern 1. Juli 1950 in internationalen Ein- 
heiten (IE); 2 friihere AE entsprechen I IE. Versuchstier: Maus. 
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Blutentnahmen vorgenommen werden. Nach starkeren 
Aderlassen sinken GesamteiweiB, T-Yomponente und mit 
ihr der Antitoxintiter, wobei der zur Konstanthaltung des 
Blutvolumens schnell einsetzende osmotische Verdiinnungs- 
effekt bereits nach 24 h von einem Ansteigen der Normal-y- 
Globuline begleitet wird. Die Resynthese des Albumins 
folgt langsamer. 

Zwischen der Albumin-Synthese und der Antitoxin-Pro- 
duktion besteht nach dem derzeitigen Wissensstand kein 
direkter Zusammenhang. HypoalbuminBmien ksnnen be- 
kanntlich auch durch Organfunktionsstorungen (Arterio- 
sklerose, Nierenentziindung, Lebercirrhose, Plasmocytom, 
Makroglobulinamie) ausgeltist werden's), bei denen keine 
Antikorperbildung stattfindet. Wahrscheinlicher ist eine 
Beziehung der Antitoxinbildung zur y- G l o b  u l i  n-  S y n-  
t h e s e .  Bekanntlich fiihren natiirliche Infektionen des 
Menschen im Stadium der Antikorperbildung zu einer Ver- 
mehrung der y-Globulin-Fraktion, in der die gebildeten 
Immunstoffe auch in der Regel nachgewiesen werden 
konnen. Auf diese und andere Beobachtungen griindet sich 
die zur Zeit a m  besten fundierte Auffassung, da6 die fur 
die Produktion von y-Globulinen beflhigten Zellen (Plas- 
mazellen des Knochenmarks, Zellen des Reticuloendothel- 
systems) auch die Bildungsstatte fur  Antikorper sind, daR 
aber die normalen y-Globuline unter der Einwirkung eines 
Antigens ein spezifisches, komplementares S t r u k t u r -  
m e r k m a l  erhalten und die entstandenen A n t i k o r p e r  
s o m i t  a l s  m o d i f i z i e r t e  y - G l o b u l i n e  aufzufassen sind. 
Bei der kiinstlichen lmmunisierung von Pferden hat  Kek- 
wfck*) durch Ammonsulfat-Fraktionierung im Anfangs- 
stadium eine bevorzugte Bildung von Diphtherie-Antitoxi- 
nen vom y-Glabulin-Typ festgestellt, die dann bei fort- 
gesetzter Antigen-Behandlung in einen elektrophoretisch 
beweglicheren Typ iibergehen. Cinader und W e i f P )  mach- 
ten kiirzlich eine entsprechende Feststellung bei Tetanus- 
pferdeserum. Auch unsere Untersuchungen zeigen eine 
standige Abnahme des Antitoxin-Gehalts in elektrophore- 
tisch isolierten y-Globulinen und eine zunehmende An- 
reicherung in der schneller wandernden T-Yomponente, 
deren Vermehrung im Verlaufe der Hyperimmunisierung 
bereits von Wyckoff und Mitarb.l*) beobachtet wurde. 
Deuisch und NichoP) fanden in durch Alkohol fraktionier- 
ten Diphtherie- und Tetanus-Seren vom Pferd die Haupt- 
menge der Antitoxine in der y,-Globulin-Fraktion, deren 
Wanderungsgeschwindigkeit (u = -2,8.10-6 bei pH €46 und 

F .  Wuhrmann u. Ch. Wunderly: Die BlutelwelBk6rper des Men- 
schen: Verlag B. Schwabe, Base1 1952. H .  Bennhold, Med. Kiln. 
49, 8 [1954]. 

lo) B.  Cinoder u. B.  Weifr, J. of Hyg. 57, 293 [1953]. 

lonenstarke 0,l) mit der von uns durch Elektrophorese 
abgetrennten T-Yomponente nahezu iibereinstimmt (u = 
-3,1.10-6, Tabelle 2). Die rnit Alkohol isolierte y,-Fraktion 
(u = -l.lO-s bei pH 8,6 und Ionenstarke 0,l) von Deufsch 
entspricht unserer y-Globulin-Fraktion und enthielt wie 
diese weit weniger Antitoxin als die beweglichere Kom- 
ponente. Somit liegen nun bereits mehrere Befunde vor, 
die fiir die Annahme sprechen, da6 auch beim GroStier die 
Bildung antitoxischer Immunstoffe mit der Produktion 
normaler y-Globuline in Zusammenhang steht, da6 aber 
unter fortgesetzter ' Antigeneinwirkung die Entstehung 
eines stgrker modifizierten Antikorpertypus mit erhohter 
negativer Ladung begiinstigt wird. 

Wghrend unsere Albumin- und a-Globulin-FraktIonen 
fret von Antitoxinen waren, fanden wir verhaltnismB6ig 
vie1 Antitoxin in der @ - G l o b u l i n - F r a k t i o n .  Hierzu 
ist aber zu bemerken, da6 die elektrophoretische Trennung 
von @-Globulinen und T-Komponente weit grb6ere Schwie- 
rigkeiten bereitet als die Trennung der letzteren von den 
y-Globulinen. Wiihrend sich im normalen Pferdeserum 
die PI- und @,-Globuline deutlich abheben, gehen beide 
Fraktionen mit fortschreitender Immunisierungsdauer im- 
mer mehr in die stark zunehmende T-Yomponente iiber, 
wie es durch Bild 1 veranschaulicht wird. 

Die in Tabelle 1 for Immunseren angegebenen @-Glo- 
bulin-Gehaltszahlen weisen nicht unbetrachtliche Schwan- 
kungen auf, die wir auf die mangelhafte Aufteilung zuriick- 
fiihren. Die ungiinstigen experimentellen Voraussetzungen 
gestatten es daher auch nicht, die Frage einer Beteiligung 
von p-Globulinen bei der Antitoxin-Synthese zu diskutie- 
ren. Es ist uns selbst durch dreimalige prlparative Elek- 
trophorese nicht gelungen, das @-Globulin des Tetanus- 
pferdeserums von der T-Yomponente zu befreien. Die Un- 
homogenitat des betreffenden Prlparates wird durch die in 
Bild 4 dargestellte, in der Tiselius-Apparatur ermittelte 
Elektrophoresekurve veranschaulicht, bei der zwar als 
Hauptkomponente das @-Globulin mit der Wanderungs- 
geschwindigkeit 3 , 5 ,  daneben aber auch betrachtliche 
Mengen T-Globulin mit der Wanderungsgeschwindigkeit 
-(2,5-3,O) zu erkennen sind. Der auffallend hohe Anti- 
toxin-Gehalt dieses @-Globulin-PrZLparates ist sehr wahr- 
scheinlich auf die starke Verunreinigung durch T-Globulin 
zuriickzufiihren. Es ist aber noch nicht sicher auszuschlie- 
Den, daR im nativen Diphtherie- und Tetanuspferdeserum 
auch kleine Mengen Antikorper von der Beweglichkeit der 
p-Globuline vorkommen. Bei Hyperimmunseren iiber- 
wiegt jedenfalls der T-Globulin-Typ sehr stark, wlhrend 
im Anfangsstadium der Immunisierung neben ihm auch 
der y-Globulin-Typ in groRerer Menge vertreten ist. 

Normales Pferdeserum 2003 Diphtherie-Pferdeserurn 2059 Tetanus-Pferdeserurn 1997 
unbehandelt nach 28 Antlgenlnjektionen nach 33 AntlgenlnJektlonen 
7,O % EiweiB 8,7 :$ EiweiB 900 AE/crna 9,B 04 EiwelB 1300 IE/crnJ 
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Bild 1 
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Die heterogene Zusammensetzung der Antiktirper gilt 
bei den Blutgruppenagglutininen als erwiesen, und Hau- 
rowiiz17) hat  plausible Griinde fiir ihre Entstehung ange- 
geben. 

Fraktionierung mit Ultrazentrifuge 
Da das elektrophoretische Verhalten nicht zur Charak- 

terisierung von Proteinen ausreicht, haben wir die elek- 
trophoretisch isolierten Nativ-Antitoxinprlparate auch in 
der U l t r a z e n t r i f u g e  (Phywe) untersucht. Dabei er- 
wiesen sich, die y-Globuline und T-Komponenten als weit- 
gehend homogen. Die ermittelten, in Tabelle 2 angeflihr- 
ten Sedimentationskonstanten streuen in dieser Versuchs- 
reihe starker als bei friiheren Untersuchungenlo), bei denen 
wir in Ubereinstimmung mit zahlreichen Literaturanga- 
be@) keinen Unterschled im Sedimentationsverhalten nor- 
maler und antitoxischer Immunglobuline vom Pferd und 
Rind fanden. Unsere friiheren Befunde erstrecken sich auf 
Protein-Fraktionen, die auf chemischem Wege gewonnen 
und noch nicht in y- und T-Globuline aufgetrennt worden 
waren. Bei den n.un untersuchten reinen, elektrophoretisch 
isolierten Unterfraktionen fallt auf, da6 die Sedimenta- 
tionskonstante der antitoxischet? T-Komponente und der 
ebenfalis Antitoxin-reichen p-T-Globulin-Fraktion gr66er 
ist als die der entsprechenden Normalglobuline und der 
relativ Antitoxin-armen y-I mmunglobulin-Fraktion. Diese, 
noch durch weitere Versuche zu stiitzende Beobachtung 
weist darauf hin, da6 die B i l d u n g  a n t i t o x i s c h  w i r k -  
s a  m e r T- G I o b u li n e  mtiglicherweise mit einer g e r i  ng-  
gr  a d i g e n  M o I e k e l v e r g r o  Be ru n g  einhergeht, die auch 
die Ursache der starker negativen Ladung des T-Anti- 
toxins gegeniiber dem y-Antitoxin sein ktinnte. Unsere 
elektrophoretisch gewonnenen y- und T-Globuline enthiei- 

tell nicht die bei der Al- 
kohol-Fraktionierung von 
Shmith und Deutsch beob- 
achtete, etwa 20% aus- 
machende Fraktion eines 
haher polymeren Produk- 
tes von S,, = 8 -  15. 

Normal-Globuline 
Tetanus-Globullne 
Sedimentations- 

konst. s g f * )  
Normal- 

Pferdeserum 
Tetanus- 

Pferdeserum 
IE/g Globulin 

tinsec 

- 
-3,6*) -3,O ' -1,4 

- - -3,5.) - -_ -3,l - 1,4 - .  

62*)  6,2; 6,3; 6,2 6,4; 6,5*10-" 

6,8*); 7,1*) 6,9; 6,9; 6.9 6,5; 6,5.1O-la 
1 6 600 1 8 600 6250 

Dagegen waren unsere normalen und Antitoxin-haltigen p- 
Globuline durch hiihermolekulare Proteine verunreinigt, 
von denen eine Komponente mit der Sedimentationskon- 
stanten sgf = 18.10-1s anteilm86ig etwa 4% ausmachte 

Tabelle 2 
Physikalisch-chemisches Verhalten nativer, elektrophoretlsch ge- 
trennter Globulin-Fraktlonen aus normalem und antitoxin-haltigem 

Pferdeserum 

**) Elne Extrapolation auf die Konzentratioti 0 liabeti wir in dleser 
Versuchsreihe nut bei den T-Globullnen vorgenommen und fan- 
den In Obereinstimmung mlt friiheren Untersuchungen, daB 
die Sedimentation der Giobuline In dem hier lnteressierenden 
Bereich konzentratlonsunabhangig ist. Den von Smith und 
Brown1*) nur bei antltoxischern T-Olobulln beobachteten Kon- 
zentrationseffekt konnten wir somit nicht reproduzleren. 
Die Ultrazentrifuglerversuche wurden von Dr. Sch6nenberger 
dle Eiektrophoreseversuche von Schmidberger in den Behringi 
werken ausgefiihrt. 

*) Hauptkomponente. 

(vgl. Bild 4). Entsprechend aufgearbeitete Fraktionen aus 
Diphtherieserum unterscheiden sich nicht merklich im 
physikalisch-chemischen Verhalten und der Antitoxln-Ver- 
teilung von den fur  Tetanusantitoxin angefiihrten Daten. 

Fur  die wichtigsten in der Tab. 2 zusammengestellten 
Yonstanten werden in den Bildern 2,3 und 4 die Sedimen- 
tations- und Elektrophoresekurven als Beleg fiir den jeweils 
erzielten Homogenitatsgrad angefiihrt. 

Z u s a m m e n f a s s e n d  diirfen wir diesem Teil der Unter- 
suchungen entnehmen, da6 sich die nativen Diphtherie- 
und Tetanus-Antitoxine des Pferdes durch praparative 
Elektrophorese in reine Fraktionen vom y-Globulin- und 
T-Globulin-Typ aufteilen lassen, von denen der erste zu- 
gunsten des zweiten im Verlauf der lmmunisierung ab- 
nimmt. Die regelma6ig den htichsten Antitoxingehalt auf- 
weisende T-Komponente, die im Normalserum nur in 

Bild 2 
Natives Normal-T-Globulin durch praparatlve Elektrophorese isoliert 

Sedimentation in der Ultrazentrifuge 

Phosphatpuffer pa - 6,s ;  Proteinkonzen- 
tration - 0.8%, 

50000 Umdr./min St:% - 6,2. 

Elektrophorese nach Tisef ius;  Lammsche 

tration = I,o$,.;'zo m AAp.; 335 Voit; 
Aufn. nach 150 min, abstelgend 

Lammsche Skalenmethode Skalenmethode 
Dole-Puffer pa 8 6 .  c - 0 1 Proteinkonzen- 

.. - - .  

17) F .  Haurowifz: Chemistry and Biology of Proteins; Acad. Press geringen Mengen vorhanden und nicht immer nachweisbar 
New York 1950 S. 288. 

18) P .  Y.  Mutzenb&her, Biochem. z. 266, 226, 256 [19331. A. s. 
~$~$j ," i~$~~~&,{- .  " , " , . r ~ ~ , [ , l p ~ ~ ~ . E ~ n ~ . " ~ ~ ~ ~ ~  ffi$t 
Edit. 70, 113) (19381. A. M. Pappenhefmer, H .  P .  Lundgren u. 
mann U. A. M.' Pappenheimer, J. physic. Chem. 45, 1 [1941]. 

<: f ~ ~ l ~ ~ ~ ~ ~  2ok zgg"E5$: s ~ ~ ~ K ~ ~ $ ~ ~ a ; . s ~ i ~ :  
Record') S .  29. A. Rothen") S. 487. H. F. Deufsch u. J .  C. 

ist, nimmt wahrend der Immunisierung auch mengenma6ig 
stark zu. Die p-Globulin-Fraktion der Pf erdeimmunseren 
la6t sich papierelektrophoretisch nicht rein isolieren. Sie 
enthalt relativ groBeMengenT-Komponente und Antitoxin. 
In  der Tiselius-Apparatur sind die Antitoxin-haltigen Na- 
tivglobuline nicht von normalen y-, T- und @-Globulinen 
zu unterscheiden. Wahrscheinlich ist aber das Molekel- 

J .  W. Wiflfams J. exp. Medicine 77, 247 [1940]. M. L. Pefer- 

Nicholl'). E .  L. Smith u. 0. M .  BrownI*) S. 241. H. E. Schul- 
fze**) S .  395, 426. H .  E. Schuftze u. Mitarb.9.  
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gewicht der Antitoxine vom T-Typ etwas gro6er als das der 
Antitoxine vom y-Typ und der normalen y-, T- und p- 
Glo buline. 

x3 
3darec 

lassen alle Veroffentlichungen iiber den enzymatischen Ab- 
bau antitoxinhaltiger Pferdeseren erkennen, da6 - unab- 
hlngig von der Fermentart (Trypsin, Pepsin, Papain oder 
Bromelin) - die Einhaltung schwach saurer Reaktion (pH 
3-4,5) notwendig ist. Pope und Mitarb.**) haben kiirzlich 
ein pH von 3,8 als optimal gefunden. Bei stark saurer 
Reaktion werden 'die Antitoxine in inaktive Spaltstiicke 
iiberfiihrt, wrlhrend in einem mehr nach der alkalischen 
Seite verschobenen pH-Bereich die Fermenteinwirkung 
unterschwellig bleibt. Das unter optimalen Bedingungen 
angedaute Diphtherie-Serum hinterllBt ein durch die tib- 
lichen Flllungsverfahren leicht zu reinigendes Globulin mit 

einem gegeniiber Nativglo- 
bulinen deutlich vermin- 
derten Molekelgewicht. In  
Losung zeichnet sich das 
partiell abgebaute Globulin 
zusatzlich durch eine herab- 

0 gesetzte Viscositat und eine 
verringerte Hitzekoagulier- 
barkeit aus. Der besondere 
Vorteil der fermentativen 
Reinigung beruht aber auf 
der starken Anreicherung 
des Antitoxins in einer ge- 

- geniiber Proteinasen unter 
optimalen Versuchsbedin- 
gungen verhaltnismlfiig re- 
sistentenGlobulin-Fraktion. 
Man erreicht im allgemeinen 
eine 3-5fache Konzentra- 
tion, wobei zu bemerken ist, 
daB der jeweils erzielbare 
Endtiter von der Wertigkeit 
des Ausgangsserums ab- 
hangt, wie wir es zuvor bei 
der nativen T-Komponente 
beobachten konnten. Bei 
derAufarbeitung partiell ab- 
gebauter lmmunseren ent- 
stehen grodere Antitoxin- 
Verluste als bei der direkten 
Fraktionierung der nativen 
Serumproteine. Sie betragen 
nach Angaben der Literatur 
etwa 40%, lassen sich aber 
durch geeignete Modifikatio- 
nen der Verfahren auf etwa 

xa::SoV8%- 20 9,1(96,5%); xb:  S i t " =  18,2 (3,594) 25% senken. Wir erhielten 
gelegentlich aus hochwer- 

Enzymatirch abgebaute Antitoxine tigen Nativseren partiell- abgebaute Antitoxinkonzen- 

-u~1O-~crn V~lt-~sec-' 

Elektrophorese nach Tiselius; Lammsche 

Bild 3 ,  
I g - I8600 I E Natlve T-Komponente durch praparatlve Paplerelektrophorese lsoiiert 

Sedimentation in der Ultrazentrlfuge; 

Phosphatpuffer pH - 6,8;  Proteinkonzen- 
Lammsche Skalenmethode Skalenmethode 

Dole-Puffer p~ 8.6; p - 0,1 ; Protelnkonzen- 
tratlon - 0,8 %; tratlon = 1 ,O 76; 20 m Amp., 220 Volt; 

50000 Umdr./min S$$" - 6,9. Aufn. nach 150 min, absteigend 

-u ~10Jun'yoN -'sec-' 

Elektrophorese nach Tiselius; Lammsche 
Skalenmethode 

Dole-Puffer pH 8,6; p - 0,1 ; 
Proteinkonzentratlon - 1,0 %; 20 m Amp.; 
330 Volt; Aufn. nach 150 mln, abstelgend 

xinm - 
Bild 4 

Tetanus-Antitoxin 
1 g = 16600J E Native@-Globulin-Fraktion durch drelmallge praparative Elektrophorese isoliert 

Sedimentation in der Ultrazentrlfuge 
Lammsche Skaienmethode 

Phosphatpuffer pH - 6 , s ;  Protelnkonzen- 
tration - 0,s yo; 50000 Umdr./min; 

Schon zu Lebzeiten v. Behringslb) hat  man versucht, an- t ra temit  40000AE/g (Diphtherie) 6oooo IE/g (Tetanus) 
titoxische Immunseren durch Einwirkung proteolytischer 
Fermente zu reinigen. Sie haben aber erst in den Jahren Petermannas) hat gezeigt, daB bei tryptischer Andau- 
193&-40e0) zu praktisch verwertbaren Ergebnissen gefiihrt ung von Diphtherie-Pferde- und -Rinderantitoxin die 
und in Deutschland die Herstellung hochaktiver Antitoxin- genuinen Antikorper halbiert werden und da6 die Spalt- 
konzentrate (Fermoseren-Behringwerke) mit verminderter ebene normal zur langeren Achse liegt. Da die eine Hllf te  
Artspezifitat ermoglicht. Obgleich in der Folgezeit noch dieselbe Aktivitlt besitzt wie das genuine Globulin und 
zahlreiche VerbesserungsvorschlIgeP') gemacht wurden, die andere in niedere Abbauprodukte zerlegt wird, miissen 
lo) Engi. Pat. 18340, Imray 1902; E .  w. Behrind)  S. 253. die spezifischen Bindungsgruppen auf bestimmte Be-  

lisiert sein. H a u r o w i t ~ )  sieht in diesen interessanten, aber 
noch durch Weitere Experimente zu stiitzenden Befunden 
ein wichtiges Beispiel fur einen univalenten Antikorpertyp. 

ax) C. G. Pope u. M. Stevens Biol. J. exp. Pathoi. 32 314 [1951]. 
'0 M. L. Pefermann, J. Amkr. chem. SOC. 68, 106 [1846]. 

F. Haurowifzl'), S. 290. 

ohne einen Aktivitltsverlust von 20 % zu iiberschreiten. 

'') J. A. ParfmfieW U.S.Pat. 2065196 [19361' 2123198 [19381. z i r k e  d e r  u r s p r o n g l i c h e n  A n t i k o r p e r m o l e k e l  loka- 
C. G. Pope Brit: J. exp. Pathol. 20 133, 201 119391. H .  E .  
Schulfre Blbchem. z. 305 196 [19401; '308 266 [ I ~ ~ I I .  A. Han- 
sen eb&da 299 363 [193b]. F. Modern u.'G. Ruff ebenda 299, 
377"19381. G. ;andor, c .  R. Seances soc. B I ~ I .  ~ s b ,  840 (19391; 
737, 461, 1224 [1939]. 
P .  J. Moloney u. J. N. Hennessy, Canad. Publ. Health J. 7942 
157. M. L. Petermann, J. blol. Chemistry 144, 607 119421. 0: 
Hdxfer  u. D .  Decoussan Memorias d. Inst. Butantan, Sao Paulo 
27 187 [1948]. A. I.' Harms Biochemic J. 42, 390 19481. 
A.' Hansen, Acta pathol. mlcrobiol. Scand. 25, 460 [l94&. 
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Pope und Heafey2E-) erzielten bei Diphtherie-Antitoxin 
einen Reinheitsgrad von 130000 AE/g, wenn sie Pepsin 
bei pH 3,5 auf das beim Vermischen iquivalenter Toxin- 
und Antitoxin-Mengen entstehende Fallungsprodukt (T-A- 
Flocken) einwirken lie6en. Zu etwa derselben Aktivitats- 
anreicherung gelangte NorfhropaB) durch Trypsin-Spaltung 
der ebenf alls zuvor isolierten Toxin-Antitoxin-Verbindung. 
Seine Beobachtung, da6 durch Fraktionierung des Vbr- 
dauungsansatzes rnit Ammonsulfat ein D i p  h t h e r i e -  A n -  
t i t o x i n  rni t  d e u t l i c h e r  K r i s t a l l i s a t i o n s t e n d e n z  
isoliert werden kann, konnten wir bestatigen. Leider muI3- 
ten wir uns aber bei der Nacharbeitung des Norfhropschen 
Verfahrens davon uberzeugen, da6 der technischen Ver- 
wirklichung erhebliche wirtschaftliche Bedenken entgegen- 
stehen. 

Phyrikalisch-chernirche Eigenrchaften 
partiell abgebauter Antitoxine 

Nach Untersuchungen RofhensZ7) verhalt sich das von 
Northrop isolierte Diphtherie-Antitoxin mit etwa 130 bis 
140000AE/gin der U l t r a z e n t r i f u g e  homogenund weist 
eine Sedimentationskonstante von 5,5 f 0,1.lO-l3 auf, der 
ein Molekelgewicht von etwa QOOOO entspricht. In der 
E I e k t r o p  h o  r ese-Apparatur ermittelte Rofhen fur das- 
selbe Praparat eine fur y-Globuline charakteristische Wan- 

X l  

gene verhalten. Durch den enzymati- 
schen Abbau kann die Tierspezifitat 
zwar vermindert aber nicht vollstan- 
dig zum Verschwinden gebracht wer- 
dena8). Das Flockungsvermbgen mit 
der homologen Toxin-Art wurde bis 
vor kurzem als spezifisch fur die An- 
titoxine betrachtet, obgleich schon 
vor vielen Jahren gezeigt werden 

Blld 5 konnte, da6 nativess0) und partiell 
Tetanus-Antitoxin abgebautes 31) Diphtherie -Antitoxin 

auch mit nicht toxischen Bestand- 
Elektrophorese nach Tiselius teilen des Diphtherie-Bazillus ein Pra- 

zipitat zu bilden vermag. Die Fol- a :  Dole-Puffer pH 8,6; p - 0,1 ; 
20 m Amp.;  323 Volt; gerung, da6 nichttoxische Antigen- 

b: Dole-Puffer prr 8,6; p - 0 1 mit 
CaCI! (c = m l P o )  auf - 0,25 e;hb;ht; Quoten der zur Immunserumgewin- 

20 m Amp.; 147 Volt; nung benutzten Kulturfiltrate neben Protelnkonzentratlon - 1,5 9/0 ; 
Belde Aufnahmen nach 150 mln, ab- den Antitoxinen auch u n s p e z i f i s c h e  

stelgend A n t i  k o  r p e r hervorzurufen vermogen, derungsgeschwindigkeit von u = -0,4.10-s (m/15 Veronal- 

erhaltenen partiell abgebauten Diphtherie-Antitoxin mit in ihrem AusmaB unterschatzt worden. Uberschatzt 

1 g - 62000 1 E Partiell durch Pepsin hydrollslerte Hauptkomponente nach 
elektrophoretlscher Relnlgung 

Sedimentation in der Ultrazentrlfuge 
Lammsche Skalenmethode Lammsche Skalenmethode 
Phosphatpuffer pH - 63; 

Protelnkonzentratlon - 0,8 %;  
50000 Umdr./min; S ; f %  - 5,4. 

____ 

puffer, pH 7,3). Wir-fandenPB) bei einem direkt aus Serum die dann ebenfalk an der F1ockung t e i l n e h m e n ,  ist 

36000 AE/g ebenfalls cine Sedimentationskonstante von wurde dagegen die Einhei t l ichkei t  des lIach Eaton 

5,6'10-'' und bei einem entsprechend gewonnenen, durch 
praparative Papierelektrophorese von geringen P-Globulin- 
Verunreinigungen befreiten Tetanus-Antitoxin mit 62000 
IE/g die gleiche I(0nStante VOn 5,4.!0-". Die Einheitlich- 
keit dieses Praparats belegt Bild 5, welches auch zeigt, daI3 

C .  G .  Pope u. M. Heale Brit. J. exp. Pathol. 20, 213 [1939]. 
In) J .  H .  Northrop J. gen. &I slol. 25, 465 [1942]. 
17) A. Rothen, ebehda 25, 487 r1942). 
Is) H. E.  Schultze, dlese Ztschr. 62, 395, 426 [1950]. 

2s) A. J. Weil, J. A. Parfentjev u. K .  L. Bowman, J. Immunology 
35, 399 [19381. R .  D .  Coghill, N .  Fell, M. CreiRhton U. G .  Brown, 
ebenda 39, 207 [1940]. H. G. Arlt, Miinchener Med. Wschr. 1940, 
696. H .  Domrich U. F .  Hubert, zbi.  Chirurgle 1940, 14. w. Hel- 
lap, ebenda 7943, 200. Ch. Senst, Med. Klin. 74, 301 [1946]. 
F .  Blittersdorf z. ges. inn.  Med. 3 212 19481. P. A. Christinsen 
u. Roy. J .  E .  sot, Kerrich J. lmmunolgy 138 499 [1d511. 56 21 11948,. P. Hartley, Proc. 

") H .  Schmidt u. W .  Scholz, 'Arch. Hyg. 96, 185, 294 [1926]; Z. 
Immunforsch. 48 217 [1926]. 64 193 [1929]. 

31)  H .  E .  Schultze Biochem. Z. jO8 583 [19411. 
11) M. D .  Earon, 'J. Bacteriology 31, 347, 367 [1936]. 

-i 

sein Verhalten bei mehrstiindiger Tisefius-Elektrophorese 
gleichfalls typisch fur y-Globulin bei pH 8,6 ist. p- und T- 
Globuline, die Haupttrager der Antitoxin-Aktivitat der 
Nativfraktionierung, sind nicht mehr nachweisbar. Nach 
Erhohung der Ionenstarke durch Zusatz von CaCI, zeigt 
das Tetanus-Antitoxin die von Rofhen bei hochgereinigtem 
Diphtherie-Toxin beobachtete Diffusionsverminderung 
wahrend der Elektrophorese. Demnach stellen die partiell 
abgebauten Antitoxine einen physikalisch s e l b s t a n d i g e n  
P r o t e i n - T y p  dar. Ihr gegeniiber nativen Antitoxinen 
vermindertes Molekelgewicht weist darauf hin, da6 sie in 
einer hoherpolymeren Form (vorwiegend als T-Kornpo- 
nente) gebildet werden, wahrend die mit dem partiellen 
Abbau einhergehende Riickverwandlung des nativen T- 
Globulin-Typs in einen elektrophoretisch weniger beweg- 
lichen y-Globulin-'ryp den Schlu6 erlaubt, da6 die starker 
negative Ladung des primaren T-Globulin-Typs nicht 
durch spezifische Gruppen der Antitoxine verursacht wird. 
Da sich partiell abgebaute Antitoxine verschiedener Ak- 
tivitat und Spezifitat bei der Sedimentationsanalyse und 
der Elektrophorese gleichartig verhalten, ergibt sich als 
zusammenfassende S c h l u 6 f o l g e r u n g ,  daD die klassi- 
schen Methoden zur Differenzierung von Proteinen zur 
Charakterisierung der partiell abgebauten Diphtherie- und 
Tetanus-Antitoxine vom Pferd nicht ausreichen. 

lrnrnunchernische Eigenrchaften 
mtiver und partiell abgebauter 

Antitoxine 

Diphtherie-Antitoxin 

Langjahrige Erfahrungen haben ge- 
zeigt, da6 die Diphtherie- und Teta- 
nus-Antitoxine auch nach der Reini- 
gung sich wie artspezifische Vollanti- 
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und Pappenheimeraa) gereinigten Diphtherie-Toxins, das 
2170 Flockungseinheiten (Lf) je mg N enthielt. In  jiing- 
ster Zeit konnten Pope und Mitarb.a4) zeigen, da6 ein 
Toxin von diesem Reinheitsgrad noch eine groBe Zahl 
unspezifischer Antigene enthalt. Zum Nachweis derselben 
bedienten sie sich der Methode von Oudins*), bei der 
man Antigen und Antikorper in Agar (Gelatine) diffun- 
dieren la6t und die Zahl der entstandenen P r i z i p i t a t -  
b a n d e n  bestimmt. Sie fanden im rohen Diphtherie- 
Toxin mindestens 24 verschiedene Antigene, von denen 
15 proteolytisch aktiv waren. Mit fortschreitender Rei- 
nigung nimmt die Zahl ab. Gleichzeitig wird die beim 
direkten Vermischen von Toxin und Antitoxin auftre- 
tende, optisch meRbare Flockungszone schmiler und geht 
in einen Flockungspunkt iiber. Pope und Mitarb.84.40) 
sehen daher in der Tatsache, daO Healey und Pinfiefdse) 
sowie Pappenheimer und Robinsona7) fur das bisher 
reinste Diphtherie-Toxin (2200 Lf/mg N) und das eben- 
falls als rein betrachtete partiell abgebaute Diphtherie- 
Antitoxin mit 135000 AE/g eine breite Flockungszone fan- 
den, einen Beweis fur  die unzulhgliche Reinheit. Diese 
Kritik, die nicht unwidersprochen bliebaa) konnte inzwi- 
schen von Pope und Stevensa9) dadurch gestiitzt werden, 
da6 ihnen die Isolierung eines k r i s t a l l i s i e r e n d e n  Pro- 
teins aus rohem Diphtherie-Toxin gliickte, das nach Be- 
seitigung amorpher Anteile nur e i n e  e i n z i g e  A n t i g e n -  
A n t i k o r p e r b a n d e  im Diffusionstest ergab und etwa 
3300 Lf je mg N enthielt. 

as) A. M. Papptnheimer J. biol. Chemistry 120 543 [1937]* vgl. 
auch M. Eisler, W. h e r s w a l d  u. H .  Eibl,  Wlen. Kiln. hschr. 
65, 768 [1953]. 
C. G. Pope M. S.  Stevensen E .  A. Caspary u. E.  L. Fenton, Brit. 
J. exper. Pathol. 32 246 [lb51]. 

ss) J. Oudin C. R. hebb. Seances Acad. Sci. 222 115 [1946]; Bull. 
SOC. chi&. blol. 29 140 [1947]* Ann. Inst. Pasteur 75 30 109 
119481* C.  R. hebd. Seances Aiad. Scl. 228 1890 (19441. 6. D. 
Elek Brit. Med. J. 1948 I 493. (I. 0ucht;rlony Acta pathol. microbial. Scand. 25 186[1b48]* Ark. f. Keml 7'55 [1950]. J.  
Munoz u. E. L. Beikcr J. Imhunology 65, 47'[1950]. E.  L. 
Becker, J .  Munoz C .  Ldpresle u. L. J. Le Beau, ebenda 67, 501 
(19511. H .  Bowen) J. Immunology 68 429 [I952 C.  L. Oakley 
u. A. J .  Fullhorp;, J. Pathol. Bacterlblogy 65, 4b (19531. E.  L .  
Becker Fed. Proc. 72 717 [1953]* B.  V. Jager ebenda S. 723. 
H .  F .  beutsch ebendis .  729. W.'H. Telfer ebehda S .  734. 
M. Healey u.'S. Pinfield. Brit. J. exp. Pithol. 76, 535 [1935]. 

") A .  M. Pappenheimer u. E .  S .  Robinson, J. Immunology 32, 291 
[193q. 

a*) H .  E .  Bowen, B .  Polky  u. J .  Huang, ebenda 72, 112 [1954]. 
C. G. Pope 11. M .  F .  Stevens, Lancet 265, I190 [1953]. 

Durch die verfeinerte immunchemische Diagnostik ha t  
auch die Reinigung des Diphtherie-Antitoxins nellen Auf- 
trieb bekommen. Pope und S f e ~ e n s ~ ~ )  beschiiftigen sich 
z. Zt. damit, partiell abgebautes Diphtherie-Antitoxin 
durch Absorption an toxinfreie Bestandteile der Diph- 
therie-Bazillen oder ihrer Kulturfiltrate mgglichst weit- 
gehend von nicht-antitoxischen AntikSrpern zu befreien. 
Sie haben bereits ein Antitoxin mit 21 lo00 AE/g gewinnen 
kSnnen, das aber beziiglich seines immunchemischen Rein- 
heitsgrades noch nicht voll befriedigt. 

Tetan us-Antitoxi n 
Wir haben das D i f f u s i o n s v e r f a h r e n  in der von Pope 

beschriebenen Technik z u  r A n t i kor p e r  d iff e r  e nz i  e r u n g  
d e s  T e t a n u s - A n t i t o x i n s  benutzt, das bekanntlich mit 
Tetanustoxin unter Bildung einer spezifischen T-A- 
Flockung und einer von Ramon41) naher untersuchten 
Pseudoflockung reagiert. Da wir schon friiher4') eine Anti- 
gelatinase als Bestandteil der spezifischen Flockung nach- 
weisen konnten und mit dem Vorkommen nicht-antitoxi- 
scher Gei6elantikorpefla) in der Pseudoflockung rechnen 
muBten, haben wir eine Vielzahl von Prazipitatbanden er- 
wartet. Tatsachlich haben wir in 12tagigem Diffusions- 
versuch bei 4-6 O C  in der iiber den Antitoxin-Losungen 
(gleichma6ig 500 IE in 1 cma 2proz. Gelatinelosung) be- 
findlichen Gelatineschicht (2proz.), die mit 1 cms eines 
rohen, durch Ultrafiltration konzentrierten Tetanustoxins 
( D L ,  Maus-0,0000004) bedeckt wurde, bis zu 8 Flok- 
kungszonen festgestellt. Die Bilder 6-10 veranschaulichen 
die Antigen-Antikorperreaktion bei den friiher beschriebe- 
nen elektrophoretisch gereinigten Tetanus-lmmunglobuli- 
nen. 

Die Aufnahmen der Diffusionsansltze lassen bei allen 
I mmunglobulinen mindestens ein starkes Prazipitatband 
erkennen, das wir auf die spezifische Toxin-Antitoxin- 
Verbindung zuriickfuhren. Die jeweils verschiedene Zahl 
zusatzlicher Banden ist fiir die unspezifischen Antikorper 

C .  0. Pope u. M. F. Stevens Brit. J. exp. Pathol. 34 241 [1953. 
0. Ramon, Rev. Immunol. +herap. antimicroblenne 8, 73 [1940]; 
vgl. H .  Schmidt: Grundlagen d.  spez. Theraple, B. Schultz- 
Verlag, Berlin 1940. 

'9 H .  E .  Schultze. Hoppe-Seylers Z .  physiol. Chem. 271, 157 [1942]. 
A. -R .  Prevot, C. R. Seances SOC. Biol. 727, 1166 [1938]. 

Nachweis der Antikorper In nativen und partlell abgebauten Tetanusantitoxinen') 

Blld 6. Bild 7. Blld 8. Blld 9. Blld 10. 
P-Globulin T-Globulin ~-Globulln Partlelles Abbaupro- T-Globulin 

dukt (62000 IE/g) (Normalpferd) (16600 IE/g)  (18600 IE/g) (6250 IE/g) 
Zahl und Starke der Antigen-Antik~rperprezipltate in der Gelatineschicht ~. 

1 xstark Zxstark 2xstark 1 x stark 
2 x schwach 2 x schwach Gxsehr schwach 1 x mittelstark 
1 xsehr schwach 2xschwach 

*) Die immunchemlschen Untersuchungen hat G. Schwick, Behrlngwerke, ausgefiihrt. 
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der Tetanus-Antitoxinpraparate vom Pferd charakteri- 
stisch. Die Aussichten fiir ihre Entfernung durch immun- 
chemische Absorptionsverfahren sind bei dem partiell ab- 
gebauten Tetanus-Antitoxin a m  giinstigsten, weil in ihm 
trotz starker Anreicherung der spezifischen Aktivitat nur 
noch 4 von 8 in der nativen y-Globulin-Fraktion sichtbaren 
Banden auftreten, von denen die unteren beiden erst sehr 
spat durch Aufteilung eines anf ?inglich gemeinsamen Ban- 
des entstanden sind. 

Im klassischen Flockungsversuch mit abgestuften Men- 
gen partiell hydrolysierten Tetanusantitoxins beobachteten 
Cinader und W e i W )  maximal 5 Flockungsmaxima. Wir 
bedienten uns zum Nachweis der einzelnen Flockungsreak- 
tionen von abgebautem Antitoxin und rohem, durch Ultra- 
filtration angereichertem Tetanustoxin eines optischen 
Verfahrens, das auf der UV-Absorption der in vetdtinnter 
Natronlauge aufgenommenen Prazipitate beruht. Wie 
Bild 11 zeigt, werden mit dieser Methode ebenfalls 5 Flok- 
kungsoptima registriert und im B e l c h  sehr hoher Anti- 
toxin-Yonzentrationen eine weitere Aufteilung angedeutet. 
Es bleibt nun noch zu untersuchen, ob die unspezifischen 

Begleitantikbrper des durch Abbau vorgereinigten Tetanus- 
Antitoxins als Immunpriizipitate entfernt werden k6nnen 
oder ob sich durch Aufspaltung der spezifischen T-A- 
Flockung - unter Urnstanden unter Verwendung des in- 
zwischen kristallin erhaltenen Tetanustoxins") - reinstes 
Tetanus-Antitoxin gewinnen IBBt, fiir das Mofoney und 
Hennessy*l) auf Grund von N-Analysen des spezifischen 
Prazipitats eine AktivitBt von etwa 286000 IE/g (0,0005qg 
N fur  1 IE)  errechneten. 

Wenn es somit noch nicht mSglich ist, zum 100. Geburts- 
tage von Behrings iiber die gegliickte Reindarstellung der 
von ihm entdeckten Diphtherie- oder Tetanus-Antitoxine 
") L. Pillemer, J .  E. Burell u. D .  6. Grossberg, J.  exp. Medtcine 88, 

205 [1948l. 

Bildung, Messung und 

zu berichten, so zeichnet sich doch nun der Weg ab, der 
vielleicht schon in Yiirze zu reinsten Antitoxinen fiihren 
wird. Dieser Weg ist, insbesondere wegen der Einbeziehung 
immunchemischer Methoden, bisher in der praparativen 

Bild 1 1  
Spezlflsche und unspezlfische Piockungen des partiell abgebautea 

Tetanusantitoxlns 
Je 0 5 cms Antltoxin in fortlaufender Verdunnung + 0 5 cms rohes 
Tetinustoxin, durch Ultraflltration (DLm Maus - 0 Ob00016) an- 
gerelchert - 1,5 h be1 45 OC im Wasserbad und 1 h id Kiihlschrank 
bei J; 4OC - Zentrifugiert, Prtizi itat 2mal mlt kalter physlol. 
NaCl-Lsg. p a  7 0 gewaschen und fn 0,l cm* 1 n NaOH gelbst - 
Nach Auffullen h i t  dest. Wasser aUf 3 cma wurden die Ansiitze irn 
ZelD-Opton-Spektralphotometer be1 elner Wellenlinge von 285 m/c 
gemessen. Die MeDwerte wurden zu den elner Elchkurve entnomme- 

nen Tyrosin-Aqulvalenten In Beziehung gesetzt. 

Chemie noch nicht beschritten worden. Es ist zu hoffen, 
da6 er zu Produkten ftihren wird, bei denen sich die An- 
wendung moderner chemischer Methoden zur Aufklarung 
des Aminosgure-Auf baus'') und aussichtsreicher optischer 
Verfahren zur Strukturanalyse lohnen wird. 

Eingeg. wn 22. Februar 1954 [A 5511 

(6) E.  L. Smith R .  D. Greene u. E. 6ar!ncr J. blol. Chemistry 164 
359 [1946. 'E. L. Smith u. R .  D .  Greene,'ebenda 767, 679 [I94711 
171 ,  355 119471. 

Dauer der Antikorper 
nach lmmunisierung von Menschen 

Von Prof. Dr .  M .  H E I D E L B E R G E R ,  New York*) 

Antikorper sind modifizierte Globuline. u b e r  ihre Entstehung gibt es zwei Theorien. die einander 
nicht aurschlieOen. Neue Methoden zur Gewichtsbestimmung zeigten. daO der  Verlauf d e r  Anti- 
korperbildung gegen Pneumokokken-Pdlysaccharide ein anderer ist als gegen die EiweiOkorper des 

Diphtherie-Toxins oder  Diphtherie-Toxoids. 

Die enorme Leistung v. Behrings, den wir heute feiern, 
kam zu einer Zeit, bevor die Kunst und Technik der 
Biochemie sich weit genug entwickelt hatten, um irgend- 
welche Auskunft zu geben iiber die chemische Natur des 
von ihm entdeckten und so erfolgreich angewandten Anti- 
toxins. Obschon wir heute in dieser Richtung weiter- 
gekommen sind, gibt es jedoch keine direkten experimen- 
tellen Grundlagen f u r  die beiden Theorien iiber den Me- 
c h a n i s m ~ ~  der Entstehung der Antikbrper im tierischen 
Ybrper, trotz des gro6en lnteresses dieser Frage seit den 
bahnbrechenden Tagen von Ehrlich, Behring, Bordet, 
Dungern und vielen anderen. Nach der Theorie von 
Breinl-Haurowitz-Mudd-Afexander-Paulingl) dringt das 
Antigen zur Stelle der G l o b u l i n - S y n t h e s e  vor, um 
dort den Proze5 so zu stbren, da6 die verinderten Globu- 

*) Vortrag anla6llch der Verleihuog des Behrlng-Preises am 15. Mgrz 
1954 in Marburg-Lahn. 

I )  Zuaammenfassung in: The Nature and Significance of the An- 
tibody Response A. M. Pappenhclmcr jr., Columbia University 
Press, New York: 1953. 

line nachher befahigt sind, immer wieder sich niit dem 
Antigen zu vereinigen. Nach der Theorie von Burnet') 
dagegen ist die Antigenwirkung eine indirekte, nicht auf 
die Globuline selbst, sondern eine Umschaltung der En- 
zyme der Globulinsynthese oder der ,,Gitter" fur  den 
Aufbau der Globuline. Nachdem dieser ProzeB sich einmal 
entwickelt hat, ist das Antigen niCht mehr notig. Diese 
Theorie hat den Vorteil, die schnelle und starke Anti- 
kbrperbilduug nach einer kleinen sekundlren Antigen- 
Zugabe zu erkliiren. Beschaftigen wir uns jetzt mit der 
Frage, ob diese Theorien fahig sind, die Vorgiinge nach 
der lnjektion beim Menschen von. Antigenen sowie des 
Diphtherietoxoids und der typenspezifischen Polysaccha- 
ride der Pneumokokken klar zu stellen. 

Bis etwa 1930 waren alle Antikorpermessungen stets 
relativ. Die Mengen wurden daher entweder als Ver- 
diinnungsendpunkte ausgedrtickt oder als willkiirliche 
E i n h e i t e n  auf einen Standard bezogen. Da man nichts 
wu6te iiber die chemische Natur der Antikorper und da 
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