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parently the activation of the hydrogen peroxide by the
hydrazine compound is promoted by the EDTA iron com-
plex. This observation seems of interest in connection
with the well-known catalytic activity of complexes be-
tween EDTA and iron%?.

Zusammenfassung. Es wird gezeigt, dass die Chelat-
bildner fiir Eisen, Desferrioxamin B und Athylendiamin-
tetraacetat (EDTA), den Abbau von Desoxyribonuclein-
siure (DNS) durch Wasserstoffperoxid stark hemmen.
Dagegen wird der durch eine Wasserstoffperoxid liefernde
Methylhydrazinverbindung bewirkte DNS-Abbau vom
ersteren Chelatbildner viel weniger gehemmt und vom
letzteren sogar verstiarkt. Diese Unterschiede zwischen
dem Effekt des Wasserstoffperoxids und dem des Wasser-
stoffperoxid-Bildners kénnen auf das Reduktionsver-
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mogen der Wasserstoffperoxid liefernden Verbindung zu-
riickgefiihrt werden.
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® TANNER ct al.? have found a catalytic activity of a phenanthro-
line-iron complex in certain systems. In our experiments it was
noted that 0.01%, of phenanthroline has a promoting effect on the
DNA degradation, both by the methylhydrazine compound as well
as by added hydrogen peroxide.

Uber die Beziehungen zwischen Albumin-
v-Globulin-Quotienten und der
immunologischen Reaktionsfdhigkeit

Die immunologische Reaktionsfdhigkeit eines Organis-
mus ist durch quantitative Bestimmung der Serumanti-
kérper nach Antigenapplikation messbar. Eine Aussage
iiber die Quantitdt der Fihigkeit zur Antikoérperbildung
eines Organismus schon vor der Antigenverabfolgung
treffen zu kénnen, wire von grosser Bedeutung fiir die
Auswahl von Tieren, die der Immunserumproduktion
dienen sollen, Die von StéckL?! an Pferden durchgefiihr-
ten Rotlaufimmunisierungen fithrten zu dem Ergebnis,
dass Tiere, die vor der Immunisierung einen hohen Albu-
min-y-Globulin-Quotienten aufwiesen, trotz geringer ap-
plizierter Kulturmengen einen hohen spezifischen Schutz-
wert des Serums erkennen liessen. Zu dhnlichen Ergeb-
nissen fithrte die Immunisierung von Kaninchen mit
Hammelerythrocyten 2.

Da wir® eine grossere Anzahl von Katzen im Rahmen
einer anderen Fragestellung immunisiert haben, mdchten
wir zu der Frage Stellung nehmen, ob der Erkenntnis von
StdcKL ein allgemeinbiologisches Prinzip zugrunde liegt.
Wir immunisierten Katzen am 1., 5. und 9. Versuchstag
mit einer hitzeabgetdteten Vakzine von Bruc. aborius und
ermittelten den Immunisierungseffekt durch Bestimmung
der agglutinierenden Antikérper. Die Seren wurden ausser-
dem papierelektrophoretisch aufgetrennt und mittels
Elutionsmethode ausgewertet.

Die Errechnung des Quotienten an 169 Seren fiihrte zu
einem Mittelwert von 3,9. Der von uns aus den STOCKL-
schen Zahlenangaben aus 32 Einzelwerten errechnete
Quotientenmittelwert betrdgt 1,4.

Um zu der aufgeworfenen Frage Stellung nehmen zu
kénnen, korrelierten wir den Wert des Quotienten jeweils
mit dem wihrend der 26tigigen Versuchsperiode erreich-
ten héchsten Titerwert der Agglutinine. Wir bezogen so-
mit das titerserologische Ergebnis unabhdngig vom Ent-
nahmetermin in die Rechnung ein, um eventuell auf-
tretende Unterschiede in der Geschwindigkeit der AK-
Bildung ausschalten zu kénnen. Wir bestimmten den Kor-
relationskoeffizienten (#), die zugehdrige Grosse ¢* und
errechneten den mittleren Fehler zu 2, m .

Eine Bestitigung der These, dass ein grosser Albumin-
p-Globulin-Quotient Voraussetzung fiir hohe Titerwerte
ist, erfolgt, wenn z grosser ist als 3 m,. Diese Forderung
wird in unserem Beispiel nicht erfiillt (2 = 0,133;

3m, = 0,2328), so dass keine signifikante positive Kor-
relation zwischen dem Quotienten und dem Antikorper-
bildungsvermégen besteht.

Da die von uns vorgenommene Immunisierung unter
der Einwirkung verschiedener Pharmaka erfolgte, erhebt
sich die Frage, ob die Betrachtung der einzelnen Gruppen
zu einer anderen Aussage fithren konnte. Neben einer
Kontrollgruppe immunisierten wir Tiere unter Megaphen-,
Chloralhydrat-, Pervitin- und Adrenalineinwirkung.

Die Korrelationskoeffizienten der einzelnen Kollektive

Anzahl 7 z My 3y
Kontrollkollektiv 28 0,28 0,29 0,2 0,6
Pervitinkollektiv 52 0,02 0,02 0,14 0,42
Adrenalinkollektiv 38 —0,09 —0,09 0,17 0,561
Chloralhydratkollektiv 23 —0,15 ~0,15 0,22 0,66
Megaphenkollektiv 28 0,03 0,03 0,2 0,6

Den Korrelationskoeffizienten errechneten wir mit folgender Formel:
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Dabei bedeuten: x:; Albumin-y-Globulin-Quotient. y: Logarithmus
des reziproken Titerwertes. #; Anzahl der verglichenen Wertepaare.

Wie die tabellarische Zusammenstellung zu erkennen
gibt, zeigen das Adrenalin- und das Chloralhydratkollektiv
einen negativ von Null verschiedenen Korrelationskoeffi-
zienten. Diese statistisch nicht signifikanten Einzelergeb-
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nissg erweitern die am Gesamtkollektiv erhobene Aussage
dahlr}gehend, dass nicht einmal in der Positivitit des Kor-
f}alatlonskoefﬁzienten eine allgemeine Gesetzmissigkeit
iegt.

Summary. 169 cats were immunized with heat-killed
antigen of Brucella abortus. No correlation between the

Hemolysis in Immune Rabbits of Autologous
Erythrocytes Modified with Common
Enterobacterial Antigen

CeppELLINT and DE GREGORI0 ! Teported that red blood
cells modified with Vi antigen undergo rapid lysis in im-
Mune, but not in non-immune, rabbits. Subsequent ex-
Periments with #'Cr-labeled erythrocytes revealed that
hemolysis also occurs when autologous cells modified with
enterobacterial O antigen (S. #yphosa) are injected into
rabbits previously immunized with the corresponding O
antigen?. The degree of hemolysis depends upon the
amounts of antigen used for the treatment of erythro-
Cytes and the O antibody titer of the serum. The present
Study was undertaken to determine whether erythrocytes
modified with the recently discovered common entero-
bacterial antigen undergo lysis in immunized animals.

his common antigen was found in numerous species of
enteric bacteria, including Escherichia coli, Aevobacter
evogenes, Salmonella, Shigella, and Proteus®4. This anti-
8en-antibody system has several unusual features. The
antibody is elicited by intravenous injection of E. coli 014
and a few other serogroups of E. coli, but not by numerous
Other enteric bacteria containing this antigen. For unex-
Rlained reasons, too, antibodies neither cause precipita-
t}()n of soluble common antigen nor bacterial agglutina-
tion of many of the above species, but cause specific
hemagglutination of erythrocytes modified with the
antigen34, Tinally, this antigen-antibody system is not
Operative in latex agglutination4.

For immunization and challenge of rabbits (2 to 3 kg),
Common antigen was obtained from smooth strains of E,
0l 014 and 0111 and from S. typhimurium. The strains
Were grown on brain veal agar in Kolle flasks for 18 h at
37°C. The organisms were suspended in 25 ml of phosphate
hemagglutination buffer (pH 7.3; Difco). The suspension
Was heated for 1 h in boiling water and centrifuged at
23,500 % g for 30 min; the resulting clear supernate was
Used as antigen. For immunization mixtures of equal
Volumes of antigen and complete Freund’s adjuvant (0.2
ml; Difco) were injected into each of the footpads at
Weekly intervals for a total of 4 series of injections. This
mmunization procedure results in the formation of anti-

ody against the common antigen®.

Titration of antibodies against common antigen was
Carried out by means of the hemagglutination test, as
described previously4, Briefly, erythrocytes (2.5% sus-
Pension) were washed 3 times with phosphate buffer and

ei%ted with a 1:10 dilution of the common antigen. The
#utigen was obtained from a strain whose O antigen is un-
r‘?lﬂt'_ed to that used for immunization. Serial two-fold

Qutions of serum (0.2 ml) were mixed with equal volumes
o, Modified erythrocytes. The mixtures were incubated at
af7t C for 30 min, and hemagglutination was read grossly

€r centrifugation for 2 min at 1350 x g. Confirmation of

he identity of the antibody was obtained by inhibition of
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albumin-y-globulin-quotient and the level of agglutinating
antibodies could be demonstrated.
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the resulting hemagglutination by antigen from a third
strain, For example, serum from rabbits immunized with
E. coli 0111 were tested with red cells modified with E.
coli 014 antigen, and the inhibitory antigen was obtained
from S. typhimurium,

Challenge of immunized and non-immunized rabbits
was carried out in the following manner. Heparinized
arterial blood (5 ml) was obtained from the ear of the
rabbit. The erythrocytes were washed 4 times with 30 ml
of phosphate buffer. To the sediment was added common
antigen (5 ml) from cone of the above microorganisms, and
the mixtures were incubated for 30 min at 37°C in a water
bath. The red blood cells were again washed 4 times in
30 ml of buffer and resuspended in 5 ml of the same
diluent. For control purposes, erythrocytes were treated
under the above described conditions with staphylococcal
antigen, prepared in the same manner as the enterobac-
terial antigens; this antigen is unrelated to the common
antigen of gram-negative bacteria. Unmodified red blood
cells, washed in parallel, were also used. The erythrocyte
suspensions were injected into the marginal vein of the
ear. Only autologous red blood cells were used in these
experiments, and antigens for immunization and chal-
lenge were obtained from microorganisms with unrclated
O antigens.

After the injection of modified autologous erythro-
cytes, samples of blood were obtained in capillary tubes
30 min, 1 h, 21/, h, and 18 h after challenge. Hematocrit
was determined, and the degree of hemolysis of the plasma
noted by gross inspection. Urine was collected throughout
the observation period on filter paper and tested for
presence of hemoglobin with Hematest Reagent tablets
(Ames Company, Elkhart, Indiana).

The results of the challenge with modified and non-
modified autologous erythrocytes in immune and non-
immune rabbits are recorded in the Table. It can be seen
that red blood cells modified with common enterobac-
terial antigen nndergo lysis in immune animals, as evi-
denced by the finding of hemoglobinemia in 1009, and of
hemoglobinuria in 729, of animals. Hemoglobinemia, at
the times tested, was maximal 30 min after challenge and
became progressively less during the ensuing 18 h. No dif-
ference was noted between animals immunized with com-
mon antigen from E. coli 014 and challenged with com-
mon antigen from either E. coli 0111 or S. #yphimurium,
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