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Untersuchungen iiber Pri ic ipi t ine . .  
Von 

Prof. Dr. reed. J .  Olbrycht and  Dr. phil. S, Snieszko. 

Mit I Abbfldung und 7 Kurven im Text. 

I n  dieser  A r b e i t  soll ein Re fe r a t  fiber die A r t  der  Gewinnung  yon  
Pr~icipi ta t ionsseren gegeben werden,  und  zwar  anf  G r u n d  yon Exper i -  
menten ,  die wir  im Laufe  mehre re r  J a h r e  an  237 Versuchs t ie ren  aus-  
gef i ihr t  haben .  Das Ziel dieser  E x p e r i m e n t e  war  aul~er der  K o n t r o l l e  
de r  b isher igen  Methoden  vor  a l lem die ]3eantwor tung  der  F ragen ,  wie 
oft ,  in  welcher  Menge, Zei t  und  in  welchem A g g r e g a t z u s t a n d  das  A n t ige n  
ve rwende t  warden  soll, u m  q u a n t i t a t i v  u n d  q u a l i t a t i v  die bes ten  Ant i -  
kSrper  zu erzielen, wei te r  in welchem Verh~l tnis  die Intensi t i~t  der  
P r~c ip i t i n r eak t i on  zum Q u a n t u m  des angewende ten  Ant igens  s teht ,  
und  endl ich  sol l ten sie die A u s a r b e i t u n g  einer  eigenen Methode  auf  
G r u n d  der  gewonnenen  E r f a h r u n g e n  erm~gliehen.  

Teehnik der Untersuchungen. 
TJnser Experimentiermaterial bestand ausschliel~lich aus Kaninchen, und 

zwar vorwiegend gewShnlicher l%asse. Die Kaninchen wurden immer mit Serum 
immunisiert, mi$ Ausnahme einer Gruploe yon Experimenten, in welcher wir zwecks 
Gewirmung yon Erythropr~cipitinen tt~moglobin verwendeten. 

Das mensehliche Serum entnahmen wir entweder aus Nabelschnurbht oder 
dem ]31u$ yon Aderlassen an gesunden Menschen, oder (jedoch selten) yon Serum, 
das zur Wassermannschen Reaktion gewonnen war. Die Sera wurden naeh M6g]ich- 
keib steril aufbewahr~ oder zwecks Konservierung mit einer 0,25~0,5proz. Karbo]- 
kochsalzl6sung behandelt. 

Die Tiersera, und zwar die Rinder-, Sehweine- und Pferdesera, entstammten 
dem Blute yon Schlaebttieren, das m6glichst steril entnommen ~md steril oder 
mittels Karbo]zusatz aufbewahrt wurde. Zur Injektion dienten Sera, die einige 
Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt und auf diese Weise inaktiviert waren. 

Die Sera wurden in der urspriingliehen Konzentration und dem urspriingliehen 
Zustand eingespritzt. Zu Injektionen kleiner Dosen yon 0,1--0,2 cem wurde 
das Serum mit physio]ogischer Kochsalzl6sung im Verh~ltnis 1:10 oder 1:5 ver- 
diinnt, um eine gr6Bere Menge yon ~liissigkeit zu gewinnen, die sich genauer 
injizieren lieS. Zu intraloeritonealen Injektionen benutzten wir ein Serum, das 
bis 50 % mit einer 0,85 proz. Kochsalzl6sung verdfinnt wurde. Nut bei Wiederholung 
und Modifikation der Experimente yon Fu]iwara koagu]ierten wir das Serum naeh 
einer yon diesem Verf. angegebenen Methode. 

z. f. d. ges. Gerichtl. Medizin. 12. Bd. 35 
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Wit injizierten intravenSs oder intraperitoncal, meist intraven6s, nur zur 
Verhiitung eines anaphylaktischen Shocks manchmal intraperitoneal. GewShnlich 
jedoch (besonders in den sp~teren Experimenten) injizierten wir zur Verhiitung 
eines tSdlichen Shocks 1 Stunde vor der norma]en Dosis intravenSs 0,1--0,2 ccm 
Serum, welches wit 5--10fach mit 0,85proz. KochsalzlSsung verdiinnten. Auf 
diese Weise wurden 100% der Tiere vor tSdlichem Shock bewahrt. 

Die intravenSsen Injektionen geschahen ausschlie~lich in die Randvenen 
des Kaninchenohrs, was bei elniger ~)bung keinerlei Sehwierigkeiten bereitete. 
Gewarut wird vor subcutanen Extravasaten des Serums, mit Rficksicht auf die 
Entstehung yon l%ekrosen, besonders bei Tieren, die bereits auf das gewisse Eiweil~ 
scnsibilisiert sind. Wit selbst haben trotz unserer zahlreichen Experimente niemals, 
auch nieht bei zuf~lligen subcutanen Extravasaten, l%ekrosen beobachtet. Dutch 
vorsichtiges Anstechen der Vene zuerst am Rande der Ohrspitze und a]lm~h]iche 
Ann~herung an die Basis des 0hres konnten wir zahlreiche Injektionen ausfiihren. 
Selbst nach etwa 10 Injektionen und Probeblutentnahmen aus dan Ohrvenen 
konnten immer noch mehr Iniektionen in dieselben Ohrvenen gegeben werden. 

1VIit Riicksicht auf die umst~ndlichere Ausfiihrung und die Gefahr einer 
Bauchfellentzfindung bedienten wir nns der intraperitonealen Injektionen nut 
in den Fallen, in denen wir eine langsame Resorption des injizierten Materials 
anstrebten, um einem t6dlichen Shock aus dem Wege zu gehen. Das Verfahren 
schiitzt freilieh nicht sicher vor einem protrahierten Shocktod; dieser ist jedoch 
selten. Uhlenhuth empfiehlt, die intraperitonealen Injektionen bei senkrechter 
Haltung, den Kopf nach unten, auszuffihren, was die Senkung der Eingeweide 
zur Folge hat, wodurch der untere Teile des Bauches sich zur Injektion besser 
eignet. Er empfiehlt welter, an der Stelle des Einstiches ein kleines Stfickchen 
I-Iaut herauszuschneiden und mittels stumpfer l%adel zu injizieren. Nach unseren 
wie auch nach Ptei]]er~ Effahrungen ist es viel bequemer, die intraperitonealen 
Injektionen in Riickenlage vorzunehraen und die Haut nicht herauszuschneiden, 
da man damit das Kaninchen nut unnfitz verletzt. Auch die Anwendung einer 
stumpfen Nadel scheint uns nicht geeignet, da sic nut dam Durchstechen der Baueh- 
deeke und der Muskeln erschwert. Wit selbst ffihrten die intraperitoncalen In- 
jektionen in folgendcr Weise aus : Wir legten das Kaninchen, nur wenig gestreckt, 
auf den Riicken. An der Stelle des Einstiehes wird die Baut rasiert und desinfiziert 
und nachher mit einer gew6hnlichen IWadel obeffli~chlieh durchstochen. Die Folge 
davon ist, daB das I~aninchen reflektorlsch die Bauchdecken anspannt, so dab 
ein rascher StoB mit der Spritze geniigt, um in die BauchhShle zu gelangen. Bei 
dieser Ausfiihrung der intraperitonealen Injcktionen verloren wir kein einziges 
Kaninchen. 

Zur Probetiterbestimmung entnahmen wir bei unseren Versuchen st~ndig das 
Blur aus den Ohrvenen der Kaninchen, welche wir durch 24 Stunden fasten lieBen, 
um einer Op~lescenz des Serums vorzubeugen. Die Probeblutentnahme geschah 
entweder mittcls Spritze oder zur Gewinnung eines grSBeren Quantums Blur 
durch Einschnitt am Rande des Ohrs und Auffangen des Blutes in sterilen Zentri- 
fugierrShrchen. Die Blutung stillten wit mittels Druek und bei verzSgerter Stillung 
durch leichtes Anbrennen der Wunde. Die Kaninchen reagierten gar nieht auf 
die Anbrennung, und die Wunde heiltc per primam. 

Nachdem das Serum abzentrifugiert war, wurden seine Wertigkeit und Spezi- 
fizitat nach der Mcthode yon Uhlenhuth und Beumer gepriift 1. 

1 :In ganz schmMe ROhrchen werden entsprechende Verdiinnungen eines 
homologen bzw. heterologen Serums gegeben, in ein Stativ mit dunklem, ver- 
schiebbarem Hintergrund gestellt und mit dem Pracipitationsserum in der Welse 
behandelt, dab es ohne sieh mit dem Antigen zu vermischen, auf den Boden der 
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Zur endgiiltigen Serumgewinnung wurde eine grSBere Menge Blut abgelassen 
oder das Tier ganz ausgeblutet. Partielle Blutentnahmen fiihrten wir gewShnlieh 
mittels Herzpunktion aus. Trotzdem dieses Verf~hren nicht ungef~Lhrlich ist, 
fielen uns bei der Herzplmktion nur 2 Kaninehen, hingegen fiihrten wir mehr als 
100 tterzpunktionen ohne Schaden aus, ja mehrmals konnten wir die Punktionen 
2--3real an demselben Kaninchen wiederholen. Dabei hatte diese Methode der 
Blutentnahme den Vorteil, dull man das Serum l~Lngere Zeit ohne irgendwelehe 
antiseptische Zus~tze aufbewahren konnte. Als bestes Entbhtungsverfahren 
empfehlen wir, naeh Desinfektion der rasierten Kaninchenhaut diese und die 
Mnskeln scharf zu trelmen und freizulegen. Die Carotiswand wird zwischen 
2 Xlemmen eingeschnitten und in das Lumen eine verengte und eingeschmolzene 
GIaseapillare von entsprechender Weite eingefiihrt; naeh Unterbindung des Ge- 
f~fies wird die proximale Klemme enr und dann das ~Blut steril in einen mittels 
Gummischlauches mit der Glascapillare verbundenen Erlenmeyerkolben mit 

seitlichem Abflul~rohr geleitet (vgl. Abb. 1). Nach dem Absetzen wird das Serum 
in sterile R6hrchen abgezogen und naeh volls$imdiger Senkung der Blutk6rperehen 
auf Ampullen verteilt ,  die zugesehmolzen werden. 

Bei  der  Gewinnung  hochwer t ige r  a n d  spezif ischer  10r~cipitierender 
An t i s e r a  is t  die I m m u n i s i e r u n g s m e t h o d i k  der  Tiere  yon  besonderer  
und  pr inz ip ie l le r  Bedeu tung .  Die zahl re iehen Methoden  u n d  Modifi-  
ka t i onen  weichen Ineis t  nu r  ganz u n b e d e u t e n d  vone inandc r  ab.  W i r  
hubert desha lb  unsere  A u f m e r k s a m k e i t  n u t  solchen Methoden  zuge- 
wendet ,  die wesen~iiche J~ndcrungen gegenfiber  den  oben beschr iebenen  
Verfahren  einff ihren und  h a b e n  sie zum Ausga ng  nnserer  Versuche ge- 
noml'nen. 

RShrchen hinabtr~ufelt; nach der Intensitgt und Raschheit der entstandenen Ringe 
und Niedersebl~ge an der Beriihrungsste]le des Antigens mit dem Serum liest 
man den Titer des Antiserums ab. Der Ausgangspunkt zur Bestimmung der 
Wertigkeit der Antisera ist eine Verdfinnung des homologen Serums im VerhMtnis 
1:10, und gewShnlich wird die Verdfinnung des Antigens so lunge fortgesetzt, 
bis die I tShe  des Serumtiters erreicht wlrd.  Die Spezifizitatsprfifung geschah 
auf obige Weise in einer Verdiinnung der heterologen Sera yon 1:10, 1:100 und 
1:1000. :Die Ergebnisse wurden b i s  zu 20 Minu~en abgelesen, und zwar veto 
Moment des Anstellens der Reaktion gerechnet. Gesehah die Ablesung zu anderer 
Zeit, so wurde es im Protokoll erwi~hnt. 

35* 
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Die klassische Methode zur Gewinnung der Praeipitine ist diejenige yon 
Uhlenhuth und seiner Sehule und auch die nahe verwandte Methods .Nuttals sowie 
deren zahlreiche Modifikationen. Iqach der Methods yon Uhlenhuth werden in 
mehr oder weniger wOehentliehen Intervallea 1--3 corn in~ktivierten Serums 
intraven6s injiziert. Die In]ektionen sollen 3--~mal wiederholt werden. Die 
welters Immunisierung hat keinen EinfluB mehr auf den Titer des Serums. Sobald 
der entspreehende Titer erreicht ist, wird das Kaninchen entblutet und das ge- 
wonnene Antiserum steril im Dunklen aufbewahrt. Wie erw~hnt, werden sine l~eihe 
yon Modifikationen angefiihrt, und selbst Uhlenhuth ftihrt gewisse Xnderungen 
in den verschiedenen Ausgaben seiner ,,Technik zur Gewinnung der Prgcipitine 
ffir forensische Zwecke" an. 

Die ,,Schnellmethode" yon Fornet und Mi~ller beruht darauf, dab an 3 auf- 
einanderfolgenden Tagen intraperitoneal steigende Dosen des An.tigens injiziert 
werden, und zwar 5, 10 und 15 ccm, woraui am 12. Tage nach der ]etzten Injektion 
das Kaninchen entblutet wird. Diese Methods wurde mehrfach kontrolliert nnd 
best~tigt (Bonhot[ und Tsuzu~i, Gay und 2'itzegerald, Hectoen), ~and abet auch 
vie]e Gegner (Uhlenhuth, Trommersdor 1, Dold, Dilco]f, H. P]ei]]er u. ~.), welehe 
negative Resultate erzielten und betr~chtliehe Verluste an Tieren zu verzeichnen 
batten. 

Rays~y nnd Ro8e~ haben sine wiederholte Immunisierung eingefiihrt (1914). 
Zuerst wird nach der ldassischen Methode immunisiert und nach Ablauf einer 
]gngeren Frist, nach vollstandigem Verschwinden der Praeipitine aus dem Blurs 
des Tieres, wird sine zweite Serie yon Injektionen gegeben. I~ach Rays~y geniig~ 
bei Tieren, welche schon nach der ersten Immunisierung gute Antisera lieferten, 
nach einigen Monarch die Wiederholung einer einzigen Injektion yon 0,1--1,0 g 
des Antigens, um nach 6 Tagen sohon sehr starke Antisera zu bekommen. 

Die Methode yon RoSe/c unterseheidet sieh insofern yon der Methods Rayskys, 
dalJ er einige Zeit nach der ersten Immunisierung sine grOl~ere Dosis dos Antigens 
verabreicht. Er erhglt zw~r auf diese Weise hochwertige Antisera, sin gro~er Teil 
der Tiere erkrankt jedoch nach den subcutanen Injektionen an langwierigen Ab- 
seessen oder geht an anaphyl~ktischem Shock zugrunde. 

Eine originelle und neue Methods empfiehtt der JapanerFujiwara. Als Antigen 
injiziert er dutch Kochen koaguliertes Serum. Er macht 10 Injektionen in km-zen 
Intervallen und kleinen Desert (0,02 g). Seine Resultate sind sehr befriedigend, 
sowohl hinsichtlich des Titers wie auch der Spezifizit~t des Antiserums. 

H. P]ei]]er empfiehlt sine Methode, welche gewisserma$en die Methoden 
.Rayskys und .~ornet-MiBllers vereinigt. Er m~eht 3 intravenOse Injektionen 
in eint~gigen Intervallen mit 1--2 ecru Serum oder kondensiertem Blutauszug. 
~ach 6--10tggiger Pause injiziert er intraperitoneal an 2 aufeinandeffolgenden 
Tagen je 2 ccm Serum, welches er mit der gleichen Menge 0,85 proz. IqaC1 verdiinnt. 
W~hrend der folgenden 3 Tage injiziert er wieder intraven6s wie am Anfang. 
IXTach 10--12 Tagen Blutentnahme. Die auf diese Weiss gewonnenen Antisera 
sollen hochwertig und streng spezifisch sein. 

Von anderen Methoden sell noeh einer Methode Erws getan werden, 
welehe yon 2 Amerikunern, Bull und King, ausgearbeitet wurde. Die Kaninchen 
bekommen vier intraven6se Injektionen mit je 5 ecru Serum in 2 t~gigen Intervallen, 
worauf 9--12 Tags naeh der letzten Injektion den Tieren zuerst 50 ccm Blug 
nnd nach weiteren 2 Tagen wieder 50 ccm entnommen werden. Naeh einer Woehe 
werden die intraven6sen Injek~ionen wiederholt und aueh das Blut wiederholt 
entnommen. Nach den Effahrungen dieser Autoren kann man auf obige Weise 
die Tiers in 5 Serien immunisieren and in ]eder Serie zweimal hintereinander das 
t~lut entnehmen. 
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Endlieh wlrd yon Stadenath eine Modifikation zur Gewinnung yon pr~cipi- 
tierenden Seren eingeffihrt; vor der Impfung der Kaninchen bloekiert der Autor 
das retieulo-endotheliMe System mit kolloidaler Tusche, was eine bedeutende 
Vermehrung der Pr~cipitine zur Folge haben soll. 

1. Gruppe der Untersuchungen 

enths die Versuehe an Kaninchen, welche nach der Methode yon 
Uhlenhuth immunis ie r t  wurden.  

In  der ersten Serie der Experimente, welche 81 Versuehskaninchen umfaBte, 
wurden diese viermal in wSehentliehen Intervallen mit 1 ccm Serum auf 1 kg X6rper- 
gewieht des Tieres immunisiert (Modifika~ion yon ~Leera). Bei einem Kaninchen 
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Die schwarze S~ule bezeichne~ die Tiere, welche an anaphylaktlschem Shock zugrunde 

Die sehwarzweil3e S~ule bezeJchnet die Tiere, welche aus anderer Ursache fielen. 

erhielten wir fiberhaupt keine Pr/teipitine, nieh~ einmal in einer Verdfinnung des 
homologen Eiweiges yon 1:10; 4 Kaninehen gaben Antisera mit Titer 1:100; 
die meisten Antisera erreichten nieh~ den Titer 1 : 10000. Nit dem weiteren Steigen 
des Antiserumtiters vermindert sich die Zahl der Kaninchen, so dab ein Titer 
fiber 1:10000 nut yon 16 Kaninchen erreieht wurde; bei 13 Kaninehen kommt 
der Titer auf 1:20000; beije einem Kaninehen auf 1:40000 und 1:50000. Wahrend 
der Immunisierung gingen 7 Kaninehen an akutem anaphylaktischen Shock zu- 
grunde, 8 Kaninehen fielen aus anderen Ursaehen. 

In der Kurve 1 sind obige VerhMtnisse graphiseh dargestellt. Die wagereehte 
Aehse bezeiehnet den Titer der Antisera, die senkreehte die Zahl der Kaninehen. 
Nach einer ganz einfaehen Berechnung (Mle Antiserumtiter werden summier~ und 
die Summe durch die Zahl der Kaninehen dividiert) betrfigt der Durchschnitts- 
titer der mittels dieser Methode gewonnenen Antisera 1:8187. 

Die mi t te l s  der klassischen Methode gewonnenen Pr/ieil3itationssera 

geben fast  immer  mi t  s ta rk  konzen t r i e r t en  Ant igenen  (1 : 10 bis 1 : 1000) 
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innerhMb weniger Minuten grobfloekige Niedersehl~ge, welche sieh 
raseh auf den Boden des R6hrehens senken. In einer Verdfinnung yon 
1:10000 entstehen gewShnlich nut  Ringe und in weiteren Verdiin- 
nungen, des Antigens wird die Intensit~it der Priieipitation rapid ver- 
mindert. Wir kommen darauf noch sp~iter zurfiek. 

Die weiteren 11 Kaninchen wurden mittels dreier Iniektionen immu- 
nisiert, welehe in derselben Dosierung des Serums und in denselben Zeit- 

Kurvo 2. 

intervMlen ausgefiihrt wur- 
den. Die erzielten Resul- 
tare best~ttigten die An- 
nahme der Verfasser, daB 
man bereits naeh der drit- 
ten Injektion gute Antisera 
bekommen kann. 4 von 
den 11 Kaninehen gaben 

einen Antiserumtiter yon 1:10000, was bei dieser Immunisierungs- 
methode immerhin ein gutes Ergebnis darstellt. Die Kurve ~r .  2. ist 
bedeutend flacher als die Kurve Nr. 1, was auf die geringere Zahl der 
Kaninehen zuriiekzuffihren ist. Ein Kaninehen ging an anaphylakti- 
schem Shock zugrunde. Die Art der Niedersehl~ge ist identisch mit 
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Kurve 3. Die fortlaufende Linie bezeiehnet den Titer nach der 1. In- 
jektion, die Striehlihie nach der 2. Injektion, die Kreuzlinie naeh der 

3. Injektion, die Strieh-Punktlinie nach der 4. Injektion. 

derjenigen der vorigen Serie. Der Durchschnittstiter betrggt 1:9321, 
ist also h6her als in der vorigen Serie. 

Wir besch~ftigten uns nun mit  der Frage, nach der wievielten Injek- 
tion das Antiserum bereits einen befriedigenden Titer erreieht, und in 
welchem Verh~ltnis die Entstehung der ]?rgcipitine zu der Anzahl der 
gemachten Injektionen steht. Zu diesem Zweeke priiften wir an einem 
Material yon 36 Kaninehen den Antiserumtiter unmittelbar vor jeder der 
iolgenden Injektionen. Die Kurve ~r .  3 belehrt uns fiber das Verh~ltnis 
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der Zahl und der Zeit der Injektionen zur Entstehung der Praoipitine 
bei der Uhlenhuthsehen Immunisierungsmethode. Wie aus dieser Kurve 
ersichtlich, verschiebt sie sich naeh jeder Serie der Injektionen immer 
mehr nach oben und erreicht die h6chste Lage nach der 3. und erst dann 
nach der 4. Injektion. 

Der Durchschnittstiter nach der 1. Injektion betrfigt 1:676. Der 
Durchschnittstiter nach der 2. Injektion betrfigt 1:3360. Der Durch- 
schnittstiter nach der 3. Injektion betr~gt 1 : 9589. Der Durehsehnitts- 
titer nach der 4. Injektion betr~gt 1:7190. Bereits nach der dritten 
Injektion erzielen also die Sera einen sehr hohen Titer, die 4. Injektion 
beeinfluBt das Steigen desselben nur in wenigen F~llen. 

Um den EinfluB der langere Zeit wiederholten wSehentliehen In- 
jektionen Iestzustellen, immunisierten wit 1 Kaninchen mittels 11 intra- 
ven6ser Injektionen und bestimmten den Titer vor jeder folgenden 
Injektion. Der Verlauf der Injektionen und die Titerbestimmung ist 
aus folgendem Protokollauszug ersiehtlich: 

Kaninchen 102. Gewicht 2,550 g. Antigen: 
serum. 

Injektion: 
Datum : Quantum in ccm : Datum: 
4 .  VII . . . . . . . . . . . . . .  5 

11. VII . . . . . . . . . . . . . .  3 17. 
18. VII . . . . . . . . . . . . . .  3 25. 

26. VII . . . . . . . . . . . . . .  3 2. 

2. VIII . . . . . . . . . . . . .  3 7. 

7. VIII . . . . . . . . . . . . .  3 14. 
14. VIII . . . . . . . . . . . . .  3,5 Ohne 

intravenSse Injektion yon Menschen- 

Titerbestimmung: 

22. VIII . . . . . . . . . . . . .  3,5 29. 
29. VIII . . . . . . . . . . . . .  5 13. 
14. IX . . . . . . . . . . . . . .  3,5 21. 

Ergebnis: 

VII. 1 : 1000 
VII. 1 : 10000 
VIII. 1 : 10000 
VIII. 1 : 15000 
VIII. 1 : 10000 
Bestimmung des 

Titers 
VIII. 1 : 1000 
IX. 1:5000 
IX. 1:5000 

Wie also aueh aus obigem ersichtlieh, erreichte der Antiserumtiter 
schon nach der 3., bzw. naeh der 4. Injektion seinen I-I6hepunk~, um 
dann naeh einigen Schwankungen bedeutend zu sinken. Dies einzige 
Experiment best~tigt zur Geniige die Untersuchungen Uhlenhuths und 
seiner Schule und stimmt ~ueh mit unseren auf der Kurve Nr. 1 dar- 
gestel]ten Ergebnissen iiberein. 

2. Gruppe der Untersuchungen. 
Die Kaninehen, die wir nach drei- oder viermaliger Impfung nicht 

entbluteten (haupts/~chlich wegen ihres zu niedrigen Antiserumtiters) 
iiberlieBen wir der Ruhe, nnd n~ch einiger Zeit (3 Wochen bis 2 Monate) 
ffihrten wir eine zweite Serie yon Injektionen in/ihnlieher Weise wie die 
erste aus. Die Kaninchen, welche nach der ersten Serie der Injektionen 
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n i eh t  reugler ten,  gaben  bei  der  wiederho l t en  I m m u n i s i e r u n g  viel  st~irkere 
Ant i se ra .  

Wie bereits erwghnt, bearbeiteten Ryaslcy und auch RoSels eine Methode, 
welche auf wiederholter Immunisierung beruht. Abgesehen yon geringen Ab- 
weichungen betreffs der Zahl der Injektionen und der Dosierung des Serums ver- 
hiel~en sich ia unseren Experimenten die Kaninchen dieser Gruppe im allgemeinen 
so, als ob sie nach den Methoden obiger Autoren immunisiert wgren. 

I m m u n i s i e r t  wurden  n~ch obiger  Methode  9 K~n inchen ;  an  6 wurde  
nach  der  e r s t en  Serie der  I n j e k t i o n e n  die T i t e r b e s t i m m u n g  ~usgefi ihr t .  
Der  D u r e h s e h n i t t s t i t e r  b e t r u g  ngch  der  e rs ten  Serie der  I n j e k t i o n e n  
1 : 2500, n~ch der  zwei ten  1 : 11333. 

W e n n  m~n ~lso bedenk t ,  d~l] die ~ e h r z ~ h l  der  un t e r sue h t e n  K~nin -  
t h e n  n~eh der  e r s t en  Serie der  I n j e k t i o n e n  z iemlich schw~che Ant i se r~  
l ie fer ten  (1:1000),  so sp r ich t  die bedeu t ende  E rhShung  des Ti ters  nuch 
der  zwei ten  Serie der  I n j e k t i o n e n  en t seh ieden  zuguns ten  der  wieder .  
ho l ten  I m m u n i s i e r u n g .  

3. Gru~pe der Untersuchungen. 

Folgende  Gruppe  umf~$t  e in  E x p e r i m e n t i e r u n g s m a t e r i ~ l  yon  
20 Kan inchen ,  welche nach  den  ve rsch iedens ten  Methoden  i m m u n i s i e r t  
wurden.  D~ eine t~be l la r i sche  oder  gr~phische  ~ b e r s i c h t  der  Ges~mt-  
r e su l t a t e  dieser  Gruppe  n i ch t  mSglich ist,  beschr~nken  wir  uns ~uf 
kurze  Protokoll~uszi~ge bus unseren  Expe r ime n te n .  

K~ninchen 1, ~, 2830 g. In  Zeitintervallen yon 8--10 Tagen ffihrten wir 
4 intravenSse Injektionen aus, und zwar yon je 2,5--4,5 ccm Mensehenserum. 
Die 18 Tage n~ch der letzten Injektion erfolgte Titerbestimmung ergab 1:20000 
mit sehr schwaehem Pr~cipitationsring. 6 Tage nach der Titerbestimmung 
injizierte man 2,2 ecru Serum. 23 Tage sparer dieselbe TiterhShe, jedoch mit 
noeh schw~cheren t~ingen. 

Kaninchen 2, ~, 2800 g. 3 intr~ven5se Injektionen yon je 2 , 5 ~ , 5  cam 
Menschenserum in Zeitintervallen yon 8--10 Tagen. 18 Tage nach der letzten 
Injektion Titer 1:20000 innerhalb yon 10 Minuten. 

Kaninchen 3, ~. 3 intr~ven5se Injektionen in w5chentlichen Abst~nden 
yon je 2,5 ccm Menschenserum. Bei der 18 Tage nach der letzten Injektion er- 
folgten Titerbes~immung konstatierte man keinen Niederschlag. 

Kaninchen 4~ 9, am Anf~ng der Immunisierung 3000 g, ~m Schlul] derselben 
5550 g. 3intravenSse Injektionen- am 1., 16. nnd 27. Tage yon je 3, 2,5 und 
4 ccm Menschenserum. ]0 Tage nachher ergab die Titerbestimmung 1 : 10000 nach 
15 Minuten. 

Kaninehen 5, ~, 2770 g. 3 intravenSse Injektionen am 1, 8. un4 19. Tage 
yon je 1,5, 2 und 1,9 ccm ~Ienschenserum; 8 Tage dar~uf erg~b die Titerbestim- 
mung 1:10000 innerhalb von 10 Minuten. 15 Tage nach der letzten Injektion 
noch eine Injektion yon 1,2 ccm Serum und nach 8 Tagen Titerbestimmung mit 
Ergebnis 1:20000 nach 20 ~inuten. 8 Tage nach dieser Injektion weitere In- 
jektion yon 1,2 cem Mensehenserum. l0 Tage darauf erreichte dus Antiserum 
einen Titer yon 1:20000 n~ch 7 Minuten. 

Kaninchen 6, 9, erhielt intr~ven5s am 1. Tage 1,8 ecru, ~m 6. Tage 1,2 ccm 
und am 24. Tage 1 ccm Menschenserum. 8 Tage darauf Titerbestimmnng mit 
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Ergebnis 1:10000 naeh 5 Minuten. Am selben Tage Injektion yon 2,2 eem Serum 
und 9 Tage darauf Titerbestimmung mit Ergebnis 1:5 000.nach 2 Minuten. Endlich 
3 Tage sp/~ter neuerliche Injektion yon 2,2 ccm Serum und 12 Tage darauf 
Titerbestimmung mit  sofortigem Niederschl~g yon 1 : 5000 und 1 : 10000 naeh 
5 Minuten. 

K~ninchen 7, 9, 1880 g, 1., 6. und 24. Tag intravenSs 1,1--1,6 cem Menschen- 
serum. N~eh 9 Tagen Titerbestimmung vollst&ndig negativ. Am selben Tage 
intravenSs 1 ccm Serum und intraperitoneal 3,5 ecru. 9 Tage sparer ergab die 
Titerbestimmung 1:1000 (schwache ~iederschl&ge). 12 Tage darauf ~dederholte 
Injektion yon 1,3 ecm Serum, die am 9. T~ge erfolgte Titerbestimmung zeigte 
dieselbe tIShe des Titers 1:1000. 

Kaninehen 8, ~, 2070 g. IntravenSse Injektion yon 2,3 ccm Menschenserum 
am 1., 8. und 15. Tage. 9 Tage darauf wurde ein Titer yon 1 : 1000 naeh 3 Minuten 
festgestellt. Am selben Tage neuerliche Injektion yon 2,1 ccm Serum und 9 Tage 
sparer Titerbestimmung mit' Ergebnis yon 1 : 5000 nach 5 Minuten. 2 Tage sparer 
wieder 2,1 ccm Serum intravenSs und 12 Tage darauf wurde ein Titer yon 
1:10000 nach 5 Minuten, hingegen bei 1:20000 nur eine Spur yon einem ~qieder- 
sehlag festgestellt. 

Kaninchen 9, 9, 1870 g. Am 1., 4. und 11. Tage intraven6se Injektionen yon 
je 2 cem Mensehenserum. Die 9 Tage sp&ter erfolgte Titerbestimmung ergab gar 
keine Pracipitation. Am selben Tage und 8 Tage sparer 2 intravenSse Injektionen 
yon je 1,2 ccm Serum und 2 Wochen darauf wurde ein Titer yon 1:1000 naeh 
5 Minuten festgestellt. 

Kaninehen 10, ~. Am 1. und 7. Tage je 2 eem Mensehenserum intravenSs. 
9 Tage darauf Titerbestimmung mit  Titer t :5000 naeh 3 Minuten. Am selben 
Tage wieder intravenSs 2 ecru Serum. D i e  9 Tage sparer erfolgte Titerbestimmung 
ergab wieder 1:5000. 2 Tage darauf Injektion yon 1,2 eem Serum und nach 
weiteren 12 Tagen hatte das Antiserum einen Titer yon 1:10000 sofort und 
1:20000 nach 3 Minuten. 

Kaninehen 11, 9, 2010 g. Am 1., 10. und 33. Tage intravenSse Injektionen 
yon 1--2 cem Mensehenserum. 9 Tage darauf ergab die Titerbestimmung 1:1000 
sofortige starke Niederschl~ge und 1:20000 nach 5 Minuten. 

Kaninchen 12, ~, 2900 g. Am 1., 11. und 27. Tage intravenSse In]ektion yon 
1,2--4 ecm Menschenserum. 10 Tage darauf Titerbestimmung mit  Ergebnis 
1:1000, sofortige starke Precipitation und 1:40000 naeh 10 Minuten. 

Kaninchen 13, ~, kastriert, 3250 g. Wir ffihrten 4 intravenSse Injektionen 
mit Mensehenserum aus, und zwar am 1., 15., 26. und 36. Tage, jedesmal yon 
2- -4  ccm Serum. 12 Tage darauf ergab die Titerbestimmung 1 : 1000 mit  deutliehen 
und 1:10000 sehwaeh angedeuteten Pr~eipitaten bis zu 2 Minuten. 

Kaninchen 29, ~, 1750 g. T~glieh 3 intravenSse Injektionen yon je 1 eem 
Pferdeserum. Naeh 6t~giger Pause 5 weitere intraven6se Injektionen, ebenfalls 
ts mit  1,5--4 cem Serum. 10 Tage naeh der letzten Injektion erfolgte die 
Titerbestimmung mit  Ergebnis 1:10000. Naeh 3monatiger Pause gab man 
wieder 3 intravenSse Injektionen in wSehentliehen Intervallen yon 1,5--2 cem 
Serum. Eine Woehe naeh der letzten Injektion ergab die Titerbestimmung 1 : 5000 
naeh 1 Minute und 1:15000 nach 10 Minuten. 

Kaninchen 31, ~, 1900 g. Ffinf intraven6se Injektionen yon 1--2,5 c c m  
Pferdeserum am 1., 2 ,  9., 18. und 23. Tage. Am 31. Tage Probeblutentnahme und 
Titerbestimmung mit  Ergebnis 1 : 15000. 

Kaninehen 32, ~, 2000 g. Vorgehen wie beim vorigen. Titer 1:10000. 
Kaninehen 196, ~, 2350 g. IntravenSse Injektion yon 2 eem Menschenserum 

und naeh 2~ Stunden neue Einverleibung yon 5 ecm dieses Serums. Die naeh 
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7 Tagen erfolgte Titerbestimmung ergab schwache Precipitate in einer Verdfinnuug 
yon 1:1000 nach 10 Minuten. 

Kaninchen 197, 9, 2170 g. Dasselbe Vorgehen wie beim vorigen. Titer 1 : 100 
naeh 5--10 Minuten (sehwaehe iNiedersehl~ge). 

Kaninehen 198, 9, 2450 g. Dasselbe Vorgehen wie bei Nr. 196 und 197. 
Einige Stunden nach der 2. Injektion ging das Tier zugrunde. 

Kaafinehen 33, 9, 3400 g. Niederkunft wahrend der Immunisierung. Aus- 
sehalten des Tieres. 

Die Sohluf~folgerung aus don Experimenten dieser Gruppe ist nieht 
leieht, da die Kaninehen naeh so versehiedenen Methoden immunisiert 
wurden, dab diese Gruppe als Ganzes kaum in Betraeht kommen kann. 
Aueh bei der Einteilung auf Untergruppen stSBt man attf Sehwierig- 
keiten, da ja nut ausnahmsweise 2 oder 3 Kaninchen mit gleichen Mengen 
Serum und in gleiehen Zeitintervallen immunisiert wurden. In  ma.nehen 
F~llen ergaben sich ziemlieh befriedigende Resultate. Ob jedoch diese 
Ergebnisse yon der Art der Immunisierung oder yon der Individualit~t 
der Kaninchen ~bhgngig waren, konnte nicht festgestellt werden. I m  
allgemeinen kann jedoeh bemerkt werden, dal] verhgltnismgftig die 
besten Antisera nur dann zn erzielen sind, wenn die Immunisierung 
nicht fiber 3 Woehen dauert, wenn die Dosis des Antigens nicht grol3 
ist und d~sselbe nieht zu oft verabreieht wird Die Verlgngerung der 
Immunisierung auf mehr als 4 Wochen ist zwecklos, es sei denn, da~ man 
eine lgngere Pause einseh~ltet, Wie sie Raysky und aueh RoSek emp- 
fehlen. Der Durehschnittstiter der in dieser Gruppe der Untersuchungen 
erzielten Antisera betrggt 1:12394 - -  ist also der h6chste in allen 
bis jetzt erwghnten Gruppen. 

4. Gruppe der Untersuchungen 
enthglt Kontrollexperimente zwecks Prfifung der Resultate Fujiwaras, 
welcher eine neue und originelle Methode zur Gewinnung hochwertiger 
Antisera empfiehlt. 

Der erwghnte Verf. fiihrt 2 grundsgtzliehe Modifikationen ein. Erstens ver- 
wendet er nicht l~ormalserum, sondern dureh Koehen koaguliertes Serum, zweitens 
nimmt er zur Immunisierung geringe iKengen des Antigens in kiirzeren Intervallen, 
jeden 2. oder 3. Tag. Naeh der Ausfiihrung yon 5--10 intravenSsen Injektionen 

- -  was yon der Menge des verwendeten koagulierten Serums abh~ngt - -  bestimmt 
der Verf. die Wertigkeit des Antiserums. Die Resultate, welehe Fufiwara mittels 
dieser Methode erzielt, so]len sehr gut sein, woven man sich iibrigens aus den 
seiner Arbeit beigeffigten Tabellen fiberzeugen kunn. Von 10 Kaninehen gab 
eines ein Antiserum mit Titer 1:50000, ein@s 1:20000 und ein Kaninehen mit 
Titer 1 : 10000. 

An dieser an und tilt sich guten Methode w~tre nur auszusetzen, 
daI~ die Praeipitation sehr langsam vor sich geht, n~mlich nach 1 bis 
2 Stunden, was nach der Uhlenhuthschen Methode unstatthaft  ist, 
n~eh welcher bekanntlich die Zeit der Titerbestimmtmg 20 Min. nieht 
fibersehreiten darf, ja in Verdfnnungen yon 1:20000 sol.i der Ring 
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schon nach  5 Min. zu sehen sein. Aber  selbst  wenn das  Ersche inen  des 
Ringes  bis zur /iuBersten Zeit ,  also bis 20 Min. ber f icks icht ig t  wfirde, 
so mf ig ten  wir  auch  d a n n  den  Ti te r  der  An t i se ra  reduzieren  im 
VerhMtnis  zu den  yore  Verfasser  angegebenen.  I n  d iesem Fa] le  
k6nn te  nu r  ein A n t i s e r u m  als wirk l ich  hochwer t ig  angesehen werden 

(1 :50000) ,  die ande ren  h g t t e n  e inen Ti te r  yon  1 :20000  und  1 :1000.  
Es  is t  begreif l ieh,  d a b  das  Ablesen  bis  zu 20 Nin .  nur  ffir p rak t i s ehe  
Iorensische Un te r suchungen  yon  B e d e u t u n g  ist ,  w/~hrend bei  der  re in  
theore t i schen  B e a r b e i t u n g  die Ablesung  aueh nach  24 S tunde n  er- 
folgen kann .  I n  unseren  Un te r suchungen  b e s t i m m t e n  wir  st/~ndig den  
Ti te r  nach  der  a l lgemein  angenommenen  Methode  yon  U h l e n h u t h - B e u -  

mer .  U m  also unsere  Ergebnisse  m i t  denen  .Fu]iwara8 vergle ichen zu 
k6nnen,  mfissen wir  eine Z e i t k o r r e k t u r  vo rnehmen  und  die Resu l t a t e  
his zu 20 Min. ablesen.  

Bei der Kontrolle der Experimente yon Fu]iwara hielten wir uns genauestens 
an seine Vorschriften bei der Zubereitung und Einverleibung des Antigens. Wir 
immunisierten 7 Kaninehen 10real jeden 2. Tag in die Ohrvene, und zwar 3 Kanin- 
chert mit Pferdeserum nnd 4 mit Schweineserum. W/~hrend der ganzen Immuni- 
sierung verhielten sich die Kaninchen normal, nahmen an Gewicht zu, ohne jede 
Spur yon ~berempfindlichkeit, was sehr zugunsten dieser ImmunMerungsmethode 
sprieh~. 7 Tage naeh der letzten Injektion gingen wir an die Probeblutentnahme 
und Titerbestimmung des Antiserums. Die Ergebnisse, die einige Male alle paar 
Minuten abgelesen wurden, sind aus Tab. 1 ersichtlich und sind ziemlieh befrie- 

Tabelle 1. 

0 : :o  

~  

i 

Quantum 
des 

Antigens 

! 
Titerbestimmung Spezifizit~ttsprfifung 

122 

123 

124 

125 

126 

127 

128 

2400 
2630 

2900 
2780 
2250 
2350 
2550 

2400 
2600 
2050 
2170 
2320 
2350 

g 

" 4  

3 

0,02 g in 
2 ecru 0,85 
proz. NaC1 

desgl. 

desgl. 

desgl. 

desgl. 

desgl. 

desgl. 

geden 
zweiten 

Tag 
desgl. 

desgl. :8 

desgl. 

desgl. 

desgl. 

desgl. 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

1:1000 naeh 10Min. 
1:50000 ,, 1Std. 

1:10000 ,, 10Min. 
1:50000 ,, 1Std. 
1:10000 ,, 10Min. 
l:20000 ,, 30 ,, 
1:50000 ,, 20 ,, 
1:80000 ,, 1Std. 
1:20000 ,, 20Min. 

1:20000 ,, 20 ,, 

1:10900 ,, 15 ,, 

Mit Mensehenserum 
1 : 100 deutl. Ring. 

Spezifisch 
Mit Menschenserum 
unspezifisch 1 : 1000 

Spezifisch 

desgl. 

desgl. 

Mit Hammelserum 
unspezifiseh 1 : 100 
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digend. Die Aritiserumwertigkeit ist in 2 Zahlen angegeben. Die obere Zahl gib~ 
einea ~berbliek fiber das Ergebnis der Titerbestimmung his zu 20 ~inuten, die 
untere bis zu 1 Stunde. IJas Vorkommen einer Ziffer bedeutet, dab naeh l~ngerer 
Zeit g~r keine ~mderung in der Reaktion eintr~t. 

Als charakteristisch fiir" die mittels dieser Methode gewonnenen 
Pr~cipitine ist hervorzuheben, d ~  in einer Verdiinnung des Antigens 
yon 1:10 und m~nchm~l auch 1:100 eine deutliche Hemmung  der 
l~r~cipitation eintrat.  Bei einer Verdiinnung yon ] :1000 war der 
Niederschl~g am grSi]ten und schon nach 5 Min. zu sehen. Bei weiterer 
Verdiinnung des Antigens kommt  es zu einer unbedeutenden Verminde- 
rung der Niedersehl~ige. Ebenialls in ~bere ins t immung mit  den Be -  
obaehtungen ~u]iwaras sind die Ringe weniger deutlich, kommen viel 
langsamer zum Vorschein und sind sehr zart. I~aeh der Resumierung der 
Ergebnisse dieser Gruppe s t immen wit vollstiindig mit  dem Verfasser 
sowie mi t  Laguna und mit  Meissner iiberein, die ebental]s die Unter-  
suchungen ~u]iwaras kontrolHerten. Die Spezifizit~it der mittels dieser 
Methode hergestellten Antisera ist reeht befriedigend. 

M~nehe Autoren wie Obermayer, Pic~, Bruyonoghe and Melssner pri~ten noch 
~tas Verhalten der Precipitation bei Anwendung gekochten Antigens, um dig be- 
sondere Spezifizit~t der Antisera gegen gekoehtes Eiweil~ (sog. konstitutive Grup- 
pierung) iestzustellen, was wit jedoch nieht naehkontrollierten. ~aeh l~osenberg 
sollen die mittels gekoehten Antigens hergestellten Antisera mehr artspezifiseh 
sein Ms wie die mittels ungekoehten Antigens. Diese ~eobaehtungen finden jedoeh 
keine t~est~tigung in den von Meissner ausge~t~hrten Kontrollexperimenten. Naeh 
dieser Verf. ,,traten im Gegenteil weitgehende unsloezifische Reaktionen auf, die 
durehsehnittlich sowohl in der Starke wie in der H6he der Reaktion fiber das bei 
Nativantiserum mit l~ativantigen beobachtete' weir hinausgehen". 

5. Gruppe der Untersuchungen. 
~'u]iwara fordert bei der Gewinnung priicipitierender Sera grnnd- 

s~tzlieh zweier]ei: 1. durch Koehen koaguliertes Antigen und 2. hgulige 
intravenSse Verabreiehung desselben in kleinen Dosen. Zwecks Entsehei- 
dung, was den faktisehen Vorzug der Methode ~'u~iwaras ausmaeht,  
t rennten wir die oben angegebenen Prinzipien, um experimentell fest- 
zustellen, ob und welehem yon ihnen ein entseheidender Einflul~ zuzu- 
sehreiben ist, bzw. ob beide untrennbar  miteinander verkniipft  sind. 

Zur Beantwortung dieser Frage ifihrten wir eine lqeihe yon Experi- 
menten aus, in welehen wir koaguliertes Serum 4 real in 7 t~gigen Pausen 
intr~venSs verabreichten, bzw. normales Serum 10mal ]eden 2. Tag. 
Zu diesen Exper imenten verwendeten wit 12 Kaninchen, die wir in 
4 Serien einteilten. 

1. Serie. Um den Einflul~ der Koagulation uuf die Prs festzu- 
steUen, experimentierten wir an 3 Kaninehen und injizierten 4mal ia die 0hrvene 
koaguliertes Menschenserum in ~--8t~gigen Pausen. Die Menge des verwendeten 
Materials betrug pro K~ninehen und Injektion 0,35--0,40 g koaguliertes Serum, 
welches in 3--~ ecru physiologischer Kochsalzl6sung verrieben wurde (1 ecru 
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)Iormalserum entsprieht naeh ~u]iwara 0,2 g koagulierten Serums). Diese Serie 
der Experlmente wfirde also eine Kombination der Uhlenhuthsehea Methode mit 
derjenigen l~u]iwaras darstellen. 

2. Serie. Wir injizierten weiteren 3 Xaninehen 4mal in denselben Zeitinter- 
vallen koaguliertes Serum jedesmal nut 0,02 g. Die 1Vienge des in 2 ecru physio- 
logiseher Koehsalzl6sung enthaltenen Antigens ist also sehr klein, da zur ganzen 
Immunisierung ein dem 0,4 ecru Normalserum entsprechendes Quantum verwendeb 
wurde. 

3. Serie. Den Kaninehen dieser Gruppe injizierten wit I%rma]serum 10real 
jeden 2. Tag. Dieses Immunisierungsverfahren bezweckte die Feststenung, ob 
mehr und h~ufigere Injektionen einen EinfluB auf die Wertigkeit der Antisera 
ausfiben. Zu den Injektionen verwendete man jedesmal 2 cem Normalmensehen- 
serum. 

~. Serie. Sie umfaBte 3 Kaninehen und stellte sich die Beantwortung der 
Frage zur Aufgabe, ob das Wesent]iche der Methode Fu]iwaras auf den kleinen 
oft angewendeten Desert des Pr/~cipitinogens beruht. Zu diesem Zwecke injizierten 
wir den Kaninehen dieser Serie je 0,1 cem Normalserum. Da die exakte Injektion 
yon 1/10 eem Fliissigkeit Sehwierigkeiten bereite% verdfinnten wir unmittelbar vor 
jeder Injekgon das Serum 10faeh mit physiologiseher Koehsalzl6sung. 

Sgmtliche 12 Xaninehen wurden gleiehzeitig immunisiert; alle wurden in 
gleicher Weise behandelt nnd gefiittert. Die Injektiorien wurden in den oben er- 
wghnten Dosen in die I~andvenen des Ohres ansgefiihrt; allen Kaninehen wurde 
am 8. Tage naeh der letzten Injektion nach 24stiindigem tIungern Probeblut 
entrlommen nnd der Titer naeh der Uhlenhuthsehen Methode bestimmt. 

Tab. 2 enth~lt die Ergebnisse der Ti terbest immung und der Experi- 
mente. Ein Blick auf die Tabelle belehrt uns, dab die Kaninchen der 
1. Serie verhs163 sehr sehwa~he Antisera lieferten. Die ersten 
2 Kaninehen (Nr. 131 und 132) reagierten normal und gaben entspre- 
chende Prgeipitine. Das 3. Kaninehen (Nr. 133) reagierte i iberhaupt 
nicht auf die Injekt ionen heterologen Serums and erzeugte gar keine 
Prs Die Antisera der Kaninchen 131 und 132 hemmten die 
Pr/~eipitation in Verdiinnungen 1 : 10 und 1 : 100. Beim Kaninchen 
Nr. 133 wurde eine t t emmung  nieht, beobachtet.  Die Tiere wiesen fast 
gar keine pathologischen Symptome auf; nur nach der 3. und 4. Injek- 
%ion bekamen sie einen leiehten anaphylaktischen Shock, der jedoch 
nie so heftig war, wie man ihn nach intravenSser Einverleibung derselben 
Menge yon Normalserum beobaehtet.  Man k6nnte dies so deuten, dab 
das koagulierte EiweiB nicht imstande ist, mi t  den entspreehenden Anti- 
kSrpern sofort zu reagieren und dab kleine Dosen des sich langsamzer-  
setzenden Antigens zur allm/~hliehen Neutralisierung der anaphylak- 
tischen AntikSrper geniigen. Die Ringe, welehe bei der Ti terbest immung 
dieser Antisera entstehen, gleiehen denen nach der ~Iethode yon Fuji .  
wara, d. h. sie sind zart  und entstehen langsam. Auch begegnen wir hier 
dem in der Methode Fu]iwaras erw/~hnten Ph~nomen der t I emmung  
in Verdtinnungen yon 1 : 10 und 1 : 100. 

Etwas bessere l~esultate erzielten wir in der 2. Serie, in weleher wir 
kleine Dosen Antigen verwendeten. Es gelang uns bier nicht, irgendeine 
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toxisehe Wirkung zu bemerken, sie konnte also h6ehstens ganz unbe- 
deutend sein. Nieht die geringsten Symptome yon ~berempfindlich- 
keit waren Iestzustellen, was auf die geringen Dosen des Antigens zuriiek- 
zuftihren w/ire. Zur Immunisierung geniigt namlich ein dem 0,4 ecru 
Normalserum entspreehendes Quantum, also 20real weniger als in der 
Uhlenhuthsehen Originalmethode. Alle 3 Antisera (134, 135, 136) gaben 
gute Resultate. Zwei erreiehten den Titer 1:30 000, freilieh erst nach 
einer Stunde, das dritte 1:20000 naeh 20 Min. In eider Verdiinnung 
yon 1:10 wurde eine starke, 1:100 eine geringere Hemmung beobach- 
tet. Die Art der Ringe und die Zeit ihrer Entstehung ist dieselbe wie 
bei Verwendung koagulierten Antigens. 

Die dritte Serie ahnelt der ersten. In beiden bei Anwendung groBer 
Dosen Prgeipitinogens verh~iltnism&gig niedrige Antiserumtiterwerte. 
Die Kaninehen zeigten keine anaphylaktisehen Symptome, magerten 
jedoch ab, waren verstimmt, ~'ertrugen sehr sehlecht die grol3en Dosen 
heterologen Serums. Wit injizierten insgesamt 20 ccm Antigen pro 
Kaninehen, also 50mal mehr als in der vorherigen Gruppe und 20real 
mehr als in der Originalmethode yon Fu]iwara. 

Die Reaktion selbst verliuft typisch wie bei Verwendung mittels 
normaler Antigene hergestellter Antisera. In Verdiinnungen yon 1 : 10 
starke Niedersehlage, um so starker, je grSger die Konzentration des 
homologen Serums ist (also ganz ohne Hemmung). Der Titer ist nied- 
riger als in der 2. und 4. Serie. 

Die besten Ergebnisse gabon 3 Kaninchen der 4. Serie (Nr. 138, 139 
und 140), welehe oft und mit kleinen Dosen Normalserum immunisiert 
warden. Ihre Titer fiberstiegen deutlieh 1: 30000. Die Methode, die 
wit bei der Immunisierung dieser Kaninehen anwendeten, iibertrifft 
die Methode Fu]iwaras auch darin, daft die Ringe iiberall sofort und 
deutlich auftreten, und zwar um so starker, je starker die Konzentration 
des Antigens ist, sie sind jedoeh hie so intensiv wie bei der Uhlenhuth- 
sehen Methode. Die eharakteristische Hemmung, die bei der Verwen- 
dung dermi t  koaguliertem Serum erzeugten Pracipitine anftritt, bIieb 
bei den Tieren dieser Serie vollstandig aus; auch Sdberempfindlichkeits- 
symptome ~ wurden nicht beobaehtet. 

Um festzustellen, dab die befriedigenden Resultate der 4. Serie bei 
Immunisierung mit wiederholten und kleinen Dosen nieht zufiillig sind, 
immunisierten wit nach dieser Methode noch 13 Xaninchen (5. Serie, 
Tab. 2). Samtliehe Kaninehen bekamen je 10 intravenSse Injektionen mit 
je 0,1 ccm Normalserum, das unmittelbar vorher mit 0,9 ccm physio- 
logischer Koehsalzl6sung verdtinnt wurde. Wihrend der Immunisierung 
waren die moisten Tiere vollst/indig gesund. Erst bei der 5. und 6. In- 
jektion bekamen manehe yon ihnen ganz leichte anaphylaktisehe Sym- 
ptome. Eine Woehe naeh der letzten Injektion (beim Kaninchen Nr. 141 
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nach 11 Tagen) machten wir Probeblutentnahme und Titerbestimmung. 
Die Ergebnisse (Tab. 2) stimmen mit den l~esultaten der an 3 Kaninehen 
(Tab. 2: Kaninehen Nr. 138, 139 und 140) vorgenommenen Anfangs- 
experimenten fiberein. Mit Ausnahme yon 2 Antiseren (Nr. 159 und 170) 
besa~en alle einen f~ir praktische Zweeke genfigenden Titer; seehs er- 
reichten sogar den Titer von 1:40000 in dem yon Uhlenhuth vorge- 
sehriebenen Zeitpunkte. Bei anderen bisher yon uns angewendeten 
Methoden gehSrten derart hoehwertige Antisera zu den Seltenheiten. 

Diese befriedigenden Resultate nach wiederholter Immunisierung 
mit kleinen Dosen yon Priicipitinogen diirften ihre Analogie in der 
Teehnik der Gewinnung yon Agglutinationsseren (Pinner) haben, we 
bereits geringe Dosen yon bakteriellem Antigen hinreichen, die Pro- 
duktion yon AntikSrpern anzuregen, wahrscheinlieh, weft so minlmale 
Mengen sogar hoehvirulenter Bakterien dem Organismus unseh~dlieh 
sind. Es ist allgemein bekannt, dab die parenterale Einverleibung von 
artfremdem Eiweil] einen um so sch/~dlicheren Einflul~ auf den Organis- 
mus ausiibt, je grSfter die EiweiBmenge und je toxiseher dasselbe ist. 
Schon dieser Umstand, dab die mittels sehr kleiner Dosen immunisierten 
Tiere nicht erkranken, maeht es verst~ndlieh, dab sie aueh eher hoeh- 
wertige AntikSrper produzieren kSnnen. Im Zusammenhang damit sell 
noch der in letzter Zeit gemachten Experimente gedacht werden, dab 
die AntikSrper sogar dann entstehen, wenn nach intracutaner Injektion 
des Antigens rasch die Haut herausgeschnitten wird, also noeh ehe die 
ganze Dosis in den Kreislauf gelangt ist. 

Was die Spezifizitg.t der eben erw/~hnten Antisera anbetrifft, so sind 
die Resultate der in dieser Hinsicht durchgeftihrten Experimente (in 
der Tabelle nieht erw~thnt) weniger befriedigend. Wie bei anderen Im- 
munisierungsmethoden gibt es aueh hier einen ziemlich hohen Prozent- 
satz yon Antiseren, welche mit konzentrierten LSsungen yon artfremdem 
EiweiB ebenfalls positive l~esultate geben, wobei das Mensehenpr/~eipitin 
noeh am wenigsten spezifiseh gegen SehweineeiweiB sich verh/~lt. 

Ans der l)bersicht der Experimente dieser Gruppe ersehen wir, 
dab mit der Best~tigung der Ergebnisse Fu]iwaras auch gleiehzeitig 
entsehieden werden kann, ob das Wesentliehe dieser Methode in der Art 
der Immunisierung bzw. Zeitpunkt und Dosis oder in der Kochkoagula- 
tion liegt. Wit sehen, dab kleine, intravenSse Dosen von normalem, nieht 
koaguliertem Antigen gentigen, um hoehwertige Antik6rper zu erzeugen ; 
dagegen ist die Verwendung grSi~erer Dosen Antigens zwecklos, ja sch/~d- 
lieh, da das Tier erkrankt und dann nleht imstande ist, geniigend hoch- 
wertige AntikSrper zu erzeugen. In den Reaktionen, die mit so gewonne- 
nen Pr/~cipitinen ausgefiihrt werden, treten die Ringe zwar rasch und 
deutlieh auf, sind jedoeh nie mit den Niederschl/~gen zu vergleiehen, die 
man bei der Immunisierung mit grol~en Dosen Antigen erzielt, weder 

Z . f . d .  ges. GerichtL Medizin, 12.Bd, 36 
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naeh  der  D ieh t igke i t  noch  nach  der  Menge der  P r e c ip i t a t e .  l%rner  sank  
der  Ti te r  dieser  P r~c ip i t a t ionsse ra  ziemlich s t a rk  und  rascl% wie sich nach  
wiederhol ten  T i t e r b e s t i m m u n g e n  dieser An t i se ra  h e r a u s s t e l l t e .  Zwecks 
Vermeidung  dieser  Feh le r  und  Erz i ehmg besserer  R e s u l t a t e  g ingen wir  
an  die wei te ren  Expe r imen te .  

6. Gruppe der Untersuchungen. 

Sie bes t eh t  aus 2 Serien. I n  be iden  Serien wurden  die ] n j e k t i o n e n  
wiederho l te r  kleiner  An t igendosen  m i t  der  le icht  modi f iz ie r ten  Methode  
yon  Raysl~y sowie yon  Ro~ek verbunden ,  die auf wiederhol te r  I m m u n i -  
s ierung beruhen.  I n  der  1. Serie immun i s i e r t en  wi r  in  2 Per ioden  m i t  
e twa  3 m o n a t i g e m  In t e rva l l ,  in  der  2. Serie in 3 Pe r ioden  mi t  2 In t e r -  
va l len  aueh  yon  je e twa  3 Monaten .  N a c h  jeder  I m m u n i s i e r u n g  wurden  
W e r t b e s t i m m u n g e n  der  An t i s e r a  vorgenolnmen.  

Die ersten 8 Kaninehen (Tab. 3: Xaninchen 142, 145, 146, 153, 154, 155, 
156 und 171) bekamen jeden 2. Tag und im ganzen 7--10Inal 1 ecru 10faeh mit 
physiologiseher KoehsalzlSsung verdfinntes Serum. Eine Woche nach der letzten 
Injektion (bei den Kaninchen 142 und 145 naeh 11 bzw. naeh 10 Tagen) Probe- 
blutentnahme und Titerbestimmung naeh Uhtenhuth. Wie aus Tab. 3 ersichtlieh, 
sind die Ergebnisse ziemlich befriedigend. Naeh einer Pause yon fiber 3 Monaten 
wurden noch 5--8 Injektionen gegeben, 1 Woche naeh der letzten Injektion der 
Titer wieder bestimmt. Fast  alle Kaninchen gaben hochwertige Praeipitine, eines 
sogar mit Titer 1:160000, 2 andere 1:80000 nach 5 Minuten. Beim Kaninchen 171 
wurden naeh l l tagiger  Pause nut 2 Injektionen ausgeffihrt und trotzdem erh6hte 
sich der Titer vierfaeh. 

Wie erwahnt, enthielt die 2. Serie 2 Intervalle, zwischen der 1. und 2. Serie 
der Injektionen eine ungefahr 3monatige Pause, zwisehen der 2. und 3. Serie 
eine 4monagge (Tab. 3: Kaninehen 152, 157 und 158) oder 11 tagige Unterbreehung 
(Nr. 163 und 164). Nach jeder Injektionsreihe, die stets nach derselben Methode 
ausgefiihrt wurde, wurden die Titer bestimmt und die Tiere zu weiteren In]ektionen 
reserviert. Bei den ersten 3 Kaninchen (Nr. 152, 157 und 158) erh6hte sich der 
Titer naeh ]eder Serie fast um das Doppelte; in einem Falle ergab sich sogar der 
ausnehmend hohe Titer 1 : 160 000; der Praeipitationsring ersehien nach 15 Minuten, 
war zart, jedoch ganz deutlich. Die restllehen 2 Kaninehen (Nr. 163 nnd 164) 
gehSrten zu Tieren, welehe iiberhaupt gar keine Praci]Sitine produzieren und deren 
Serum trotz 3maliger Immunisierung selbst in kleinsten Verdfinnungen keine 
Niedersehlage erzeugte. Aueh in dieser Gruppe der Experimente konnte man 

wenn aueh in geringerem Mal]stabe - -  wie in den vorigen Gruppen das inter- 
essante Phanomen beobaehten, dab die mit kleinen Desert Antigen gewonnenen 
Pracipitine trotz hohem Titer keine so starken Iqiederschlage geben wie die Anti- 
sera der mittels hoher Dosen yon heterologem Eiwei2 immunisierten Tiere. Da 
uns leider der Apparat yon Nuttal und Inchley nicht zur Veffiigung stand, konnten 
wir die quantitativen ldnterschiede in den mittels versehiedener Methoden ' ge- 
wonnenen Antiseren nieht feststellen. Die Untersehiede in der Trfibung beurteilten 
wir somit nur mit dem Auge. Zweeks Yermeidung auf Suggestion beruhender 
Irrtiimer wahlten wir eine Reihe yon Antiseren mit gleichnamigem Titer yon nach 
verschiedenen Methoden immnnisierten Tieren, fiihrten die Reaktionen in dem- 
selben Stativ aus un4 konnten verhaltnisma2ig genan vergleichsweise feststellen, 
we und in weleher Intensitat der Niederschlag auftrat. Auf Grund dieser Experi- 
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mente iiberzeugten wir uns, d~$ kleine und oft wiederholte Dosen Antigen, in 
einer oder mehreren Injektionsreihen ~ngewandt, im allgemeinen viel hochwertigere 
Antiser~ geben als diejenigen, welehe mittels gro~er Dosen Antigen nach ~lteren 
Methoden erzielt werden; die Intensitat der l~inge ist jedoch sehw~eher und 
unterliegt in verschiedenen Konzentr~tionen yon hqmologem Eiweil~ kleinen 
Schwankungen. ttingegen erzielten wir mit alteren Methoden, z. B. der Uhlenhuth- 
schen, Antisera, die zwar nicht so hoehwertig waren, die jedoch sehr deutliche 
und raseh ~uftretende Niedersehl~ge in kleinen Verdfinnungen des Antigens er- 
zeugten (1:]00 und 1:1000); in weiteren Verdiinnungen werden die Ringe zurter, 
um endlich in Verdiinnungen, welche sieh dem Titer des Antiserums n~hern, kanm 
bemerkbar zu maehen. 

Die Tatsaehe, da~ bei Anwendung desselben Antigens die mittels 
versehiedener Methoden gewonnenen Antisera versehiedene Nieder- 
sehl~ge erzeugen, verschafft uns einen gewissen Einbtick in das Ent-  
stehungsproblem der Pr~eipitine. Bei der Immunisierung mit  kleinefl 
Dosen Antigen erhalten wit zwar hochwertige Antisera, jedoch mit  
schwachen ]~iedersehl~gen. Diese Antisera sind also quanti tat iv nicht 
schlecht, qualitativ minder gut. Umgekehrt erhalten wir bei der Immu- 
nisierung mit grol~en Dosen Antigen ,qualitativ sehr gate Antisera, die 
jedoeh quanti ta t iv  sich verschieden verhalten (deutlich und rasch auf- 
tretende Niederschl~ge bei versehieden hohem Titer). Man kSnnte daraus 
den Schlu$ ziehen, dal~ Quantitiit und Qualitat der Pr~teipitine im Serum 
immunisierter Kaninehen in keinem stabilen Verh~ltnis zueinander 
stehen, da[~ sie je naeh der Immunisierungsmethode oder anderen noch 
unbekannten Faktoren Schwankungen unterliegen kSnnen. 

Im Zusammenhang damit kSnnte man das Sinken des urspriingliehen 
Titers der Pr/icipitationssera erkl/s Bekanntlich sinkt der Titer der 
Antisera am meisten kurze Zeit nach der Entblutung des Kaninehens. 
Nach diesem anfi~ngliehen, ziemlich rasehen Sinken des Titers lassen sich 
manehmal die Antisera monatelang, sogar jahrelang aufbewahren, 
ohne an ihrer Wertigkeit besonders vie1 einzubiiSen. Wenn wir also 
ein exquisit-quantitatives Serum vor uns haben, welches noch in sehr 
hohen Verdfinnungen langsam auftretende und schwache Niederschl~ge 
gibt, so kSnnte man annehmen, dal~ dieses Antiserum in der Volumeinheit 
wenige gewissermal]en akkumulierte Pr/icipitine enth/~lt, somit zartere 
~iederschl/ige erzeugt, sich raseher erschSpft und binnen kurzer Zeit 
seinen Titer verliert und derart  minderwertJg wird, dal~ es fiir praktisehe 
Zweeke sich nicht mehr eignet. Hingegen, je mehr AntikSrper in einer 
Volumeinheit des Pr/~cipitationsserums akkumuliert sind, desto 1/~nger 
1/~Bt es sieh ohne bedeutendere Einbul~e an seiner Wertigkeit anfbewah- 
ren. Um also ein Antiserum, welches sieh 1/s Zeit and anver/s 
halten kann, zu erzielen, miiI3te man die Tiere mit grSl~eren I)osen Anti- 
gen immunisieren. Man mul3 also den Organismus nicht nur zur Produk- 
tion der Pr/~eipitine anregen, sondern ihn aach zwingen, dieselben in 
gr5J~erer Menge zu erzeugen. 

36* 
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Tabelle 3. 
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I m m u n i s i e r u n g  I 

~2 

~ Z e i t i n t e r v a l l  
. ~  z w i s c h e n  d e r  

�9 ~ ~ l e t z t e n  I n j e k -  
~ t i o n  u n d  B l u t -  
~ p r o b e e n t n a h m e  

Z e i t i n t e r v a l l  
z w i s c h e n  Im- 
m u n i s i e r u n g  

Iund IX 

I 
I 

~ . - r  r 

I m m u n i s i e r u n g  I I  

Z e i t i n t e r v a l l  
E i n v e r l e i -  z w i s c h e n  dez  

b u n g s a r t  l e t z t e n  I n j e k  
d e s  A n t i -  t i o n  u n d  B l n t  

g e n s  p r o b e e n t n a h n  

142 
145  
146  
158  
154 
155  
156 
171 
152 
157 

158 
163 
164  

172 
178 
17~ 
175 
176 

177 

178 

179 

180 

199 

2O0 

201  

2 0 2  

2 0 3  
2O4 

2O5 

206  

2O7 

208  
2O9 
210  

2 1 1  

212 

213  

2 
2 

2 7 
2 7 
'2 7 
2 7 
2 7 
B 9 
8 7 

g 7 
8 0 
3 0 

2 9 
2 9 
2 9 
2 9 
2 9 

2 8 

2 8 

2 8 

2 8 

2 9 

2 9 

2 9 

2 9 

1 9 
2 9 

2 9 

2 9 

2 

2 
2 
2 

2 

2 

2 

10 T a g e  
11 ,, 
11 

7 ,, 
7 . 
7 :, 
7 ,, 

10 ,, 
7 ,, 
7 ~ 

7 ,. 
7 ,, 

8 T a g e  

8 ,~ 
o 

8 . 

8 

ai  8 . 

8 ~, 

8 . 

7 . 

7 . 
7 ~ 
7 ,, 

7 . 

7 ,, 

110 T a g e  

110 ,, 
110 ,, 
105 ,, 
105 ,, 
105 ,, 
105 ,, 

11 ,, 
105 ,, 
105 ,, 

105 ,, 
89  ~, 
89  ,, 

7 :, 
7 ~ 
7 ,, 
7 , ,  
7 ,, 

22  . 

22  . 

22  ,, 

22  ,, 

2~ ,~ 

24  ,, 
24  ,, 

83  ,, 

83  

33  

88  ~, 

33  ~, 

83  

5 ~ 
5 ~ d  

8 :a "~ ,~ o f ~ m  

8 e~ ~ 

8 > ~ - ~  

7 ~ 

a I ~  ~ ~ , f 
8 "~ ~ ~ I / ~  ~ ~ ~ ~ /  o o] 
i I + ~  f 
~L !/ ~ . = . ~  i ~ ~ J 
1 } ~ ~ ] 

2 ~ o 

2 o , ~  

�9 2 m m  

2 % - -  

7 T a g e  
7 ,~ 
7 ,, 

7 ~ 

7 ,, 
8 ,, 

10 ., 
7 ~ 

7 ~, 
10 ,, 
10 . 

6 ,, 
6 ,, 
6 :, 
6 

7 ~ 

7 ,7 

7 ,, 

7 ,, 

7 ,, 

7 ,, 

7 . 

7 ,, 

7 ,, 

7 ,, 

7 ,, 

7 
7 ,1 

7 ,, 

7 ,~ 

Anmerkung: K a n i n c h e n  l~r .  152, 157,  158 w u r d e n  n a c h  133 T a g e n  z u m  d r i t t e n  l~Iale i n  a n a -  

l o g e r  W e i s e  i m m u n i s i e r t .  T i t e r  i h r e r  S e r a  s t i e g  n a c h  I m m u n i s i e r u n g  I I I  z i e m l i c h  e r h e b l i c h ,  u n d  
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T i t e r  n a c h  I m m u n i -  T i t e r  n a e h  I m m u n i s i e -  
s i e r u n g  I r u n g  I I  

S p e z i f i z i t i i t s p r i i  f u n g  Ark  d e s  P r i t e i p i t i n s  

1 : 2 0 0 0 0  n a e h  5 M i n .  
1 : 2 0 0 0 0  ,, 10 ,, 
1 : 1 0 0 0 0  ,, 10 ,, 
1 : 2 0 0 0 0  ,, 8 ,, 
1 : 1 0 0 0  ,, 5 ,, 
1 : 2 0 0 0 0  ,, 5 ,, 
1 : 4 0 0 0 0  ,, 10 ,, 
1 : 1 0 0 0 0  ,, 15 ,, 

1 : 2 0 0 0 0  ,, 5 ,, 

1 : 160 000  n a e h  20 Min .  
1 : 8 0 0 0 0  ,, 5 ,, 
1 : 8 0 0 0 0  ,, 5 ,, 
1 : 4 0 0 0 0  ,, 5 ,, 
1 :  1 0 0 0  ,, 5 ,, 
1 : 4 0 0 0 0  ,, 8 ,. 
1 : 4 0 0 0 0  ,, 5 ,, 
1 : 4 0 0 0 0  ,, 8 ,, 
1 : 1 0 0 0 0  ,, 15 ,, 
1 : 4 0 0 0 0  ~, 8 ,, 

1 : 2 0 0 0 0  ,, 10 ,, 1 : 4 0 0 0 0  ,, 5 ,, 
T r o t z  d r e i m a l i g e r  I m m u n i s i e r u n g  b e s i t z t  n i c h t  

e i n m a l  T i t e r  y o n  1 : 10 

- -  1 : 40  000  n a e h  10 Min .  
- -  1 6 0 0 0 0  ,, 15 ,, 
- -  1 : 20 000 
- -  I 1 : 6 0 0 0 0  ,, 10 ,, 
- -  1 : 1 0 0 0 0  ,, 10 ,, 

- -  1 : 8 0 0 0 0  ,, 20 ,, 

T e d  v o r  T i t e r b e s t i m m u n g  

- -  1 : 2 0 0 0 0  n a e h  1 5 M i n .  

- -  1 : 4 0 0 0 0  ,, 10 ,, 

1 : 1 0 0 0 0  n a c h l 5 l V I i n .  1 : 2 0 0 0 0  ,, 20  ,, 

[ :  100 ,, 5 ,, l :  1 0 0 0 0  ,, 20  ,, 

[ : 1 0 0 0 0  ., 10 ,, 1 : 1 0 0 0 0  ,, 2 , ,  

t :  1 0 0 0  ,, 20  ,, 

l :  1 0 0 0  ,, 15 ,, 
[ : 100 ,, 5 ,, 

[ :  1 0 0 0  ,, 10 ,, 

i : 1 0 0 0 0  ,, 5 ,, 

[ : 2 0 0 0 0  ,, 10 ,, 

L : 1 0 0 0 0  5 ,, 
L: 1 0 0 0  ,, 5 ,, 
L: 1 0 0 0  ,, 3 ,, 

i :  1 0 0 0  ,, ~ ,, 

: 1 0 0 0 0  ,, 10 ,, 

: 1 0 0 0 0  ,, 10 ,, 

M i t  P f e r d e -  u.  S e h w e i n e s e r u m  1 : ] 000 
�9 S p e z i f i s e h  

d e s g L  
desg l .  

K i t  R i n d e r s e r u m  1 : 100 
S p e z i f i s e h  
M i t  M e n s c h e n s e r u m  1 : 10 
S p e z i f i s c h  

desg l .  
]Kit  :Menschen- ,  P f e r d e -  u n d  K i n d e r -  

s e r u m  1 : 1000 
de sg l .  

S p e z i f i s c h  
M i t  ~ e n s e h e n -  u n d  R i n d e r s e r u m  1 : 1 0  
M i t  M e n s e h e n -  u.  S c h w e i n e s e r u m  1 : 100 
M i t  R i n d e r -  u n d  S e h w e i n e s e r u m  1 : 1 0  
S p e z i f i s e h  

M i t  S e h w e i n e s e r u m  1 : 100 

M i t  P f e r d e s e r u m  1 : 100 

M i t  l ~ e r d e s e r u m  1 : 1 0 0  
M i t  S c h w e i n e s e r u m  1 : 10 

desg l .  

M i t  ~ e r d e s e r u m  1 : 1 0 0 0  
M i t  S c h w e i n e s e r u m  1 : 100 

1 :  ] 0 0 0  ,, 2 ,, 

T e d  v o r  I m m u n i s i e r u n g  I I  

1 :  1 0 0 0  n a c h  2 M i n .  M i t  

1 : 1 0 0 0 0  ,, 15 ,, 

1 : 2 0 0 0 0  5 ,, P f e r d e -  u n d  S e h w e i n e s e r u m  1 : 100 

1 : 4 0 ~ ] 0 0  ,, 10 ,, M i t  P f e r d e - ,  S e h w e i n e -  u n d  M e n s e h e n -  
s e r u m  1 : 1000 

1 : 2 0 0 0 0  ,, 8 ,, desg l .  
T e d  w i i h r e n d  I m m u n i s i e r u n g  I I  

1 :  1 0 0 0  n a c h  5MSn.  S p e z i f i s c h  

' M i t  1YIensehen 1 : 2 0 0 0 0  ,, 20  " ,I s e r u m  1 : 1 0  ~'v S c h w e i n e -  u n d R i n d e r -  

1 : 40  000 ,, 20 ,, M i t  ~ e n s c h e n - ,  S e h w e i n e -  u n d  R i n d e r -  
s e r u m  1 : 10 

1 : 2 0 0 0 0  , 10 ,, / M i b  R i n d e r s e r u m  1 : 1 0  
M i t  S e h w e i n e -  u. M e n s c h e n s e r u m  1 : 100 

M e n s c h e n p r i i c i p i t i n  
desg l .  
desg l .  

S e h w e i n e p r i i c i p i t i n  
desg l .  
desg l .  
de s g l .  

P f e r d e p r a e i p i t i n  
de s g l .  

S c h w e i n e p r i ~ e i p i t i n  

desg l .  
P f e r d e p r i i c i p i t i n  

d e s g L  
desg l .  
desg l .  
desg l .  
desg l .  

M e n s c h e n p r i i c i p i t i n  

desg l .  

desg l .  

d e s g L  

des g l .  

d e s g L  

d e s g L  

desg l .  

de s g l .  
de s g l .  

d e s g L  

desg l .  

P f e r d e p r ~ i c i p i t i n  

desg l .  
desg l .  
desg l .  

desg l .  

desg l .  

desgL  

z w a r  b e i m  K a n i n c h e n  N r .  152 b is  1 : 2 0  000,  K a n i n c h e n  Hr .  157 b is  1 : 8 0  000,  K a n i n c h e n  Nr .  158 b is  

1 : 1 6 0 0 0 0 .  K a n i n e h e n  H r .  200 G e b u r t  y o n  5 $ u n g e n  n a c h  9 I n j e k t i o n e n .  
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Auf Grund der obigen Experimente und Erfahrungen kamen wir zur 
Uberzeugung, dab die Quantit~t des zur Immunisierung angewandten 
Antigens in direktem Verh~ltnis zur Quantit~t des Niederschlages steht, 
selbstverst~ndlieh bis zu einer gewissen Grenze. Wenn n~mlich die 
Dosen des Antigens zu grol~ sind, sch~digen sic den immunisierten 
Organismus und erschSpfen ihn derart,  dal~ seine F~higkeit zur Bildung 
yon AntikSrpern herabgesetzt wird. Die Mehrzahl der ffiiheren all- 
gemein angcwandten Methoden zur Gewinnung der Pr~eipitationssera 
bediente sich bei der Immunisierung groI3er Dosen yon heterologem 
EiweiiL Fu]iwara fiihrte eine I%uerung ein, indem er nachwies, dal~ man 
mittels Injekt ion aueh kleiner Dosen Antigen hochwertige Antisera er- 
zeugen kann. Bei Anwendung ~ilterer Methoden erzielten wir zwar 
selten quant i ta t iv  hoehwertige Pr~cipitine, jedoeh yon ausgezeiehneter 
Qua]it~t des Niederschlages. Hingegen bei dcr Immunisierting der 
Tiere mit  kleinen Dosen Pr~cipitinogens erzielten wir quant i ta t iv  hervor- 
ragende Antisera, die/qiederschl~ge sind jedoch quali tat iv weniger s tark 
und deutlich. 

In  Beriicksiehtigung obiger Ergebnisse unserer Experimente,  daft 
die F~higkeit  der Pr~cipitine, starke oder schwache Niederschl~ge zu 
erzeugen, sowie die Sensibilit~t der Reakt ion yon der Quantit~t des 
Antigens und der Art  der Immunisierung abh~ngen, versuchten wir in 
der folgenden Gruppe der Experimente die auf groi~en Dosen heterologen 
Serums beruhende Immunisierungsmethode mit  der Methode der oft 
wiederholten und kleinen Dosen zu vereinigen und ein Antiserum zu ge- 
winnen, welches die Eigenschaften beider Methoden in sieh vereinigt. 

7. Gruppe der Untersuchungen. 

Wit experimentierten an 24 Kaninchen, die wir in 2 Serien ver- 
teilten. 

Bei den Kaninehen der 1. Serie ffihrten wit 9 intraven6se Injektionen aus 
mit je 1 ccm 10fach in physiologiseher Kochsalzl6sung verdiinntem Normalpferde- 
serum. Nach 1 wOehiger Pause wurden (zwecks Vermeldung yon anaphylaktischem 
Shock) intraperitoneale Injektionen yon je 4 ccm unverdiinntem Normalpferde- 
serum an 3 Tagen gegeben. 6 Tage nach der letzten Injektion Probeblutentnahme 
und Titerbestimmung nach der Uhlenhuthschen Methode. Die Ergebnisse sind 
aus Tab. 3, Nr. 172--176 ersichtlich. 

In der 2. Serie, welche 19 Kaninchen umfaBte, iniizierten wir im 1. Teil der 
Immunisierung kleine Antigendosen (0,1 ccm), welche wir 8--10real jeden 2. Tag 
wiederholten. Nach 22--33t~gigem Lutervall 2. Tell der Immunisierung und 
zwecks Vermeidung yon Anaphylaxie Verabreichung yon 0,15--0,2 ccm verdiinnten 
Serums in der vorhin erwahnten Weise. Nach 1 Stunde Seruminjektion ent- 
sprechend 1 ccm auf 1 kg KSrpergewicht. Am n~chsten Tage wiederholte Injektion 
derselben Dosis. Um Vergleiche anzustellen, ffihrten wir die Ti~erbes~immung 
nach der 1. und 2. Immunisierung BUS. Die Ergebnisse obiger Experimentc sind 
auf Tab. 3, Nr. 177--213, dargestellt. 
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Wie aus obiger Tabelle ersichtlieh, sind die Antiseratiter beider 
Serien sehr hoeh. Bei der Ausfiihrung der Immunisierung nach ~lteren 
Methoden mit grol~en Dosen Antigens waren solehe Antisera yon 
1 : 60 000 oder 1 : 80 000 Seltenheiten. Die yon Fu]~wara erzielten Anti- 
sera sind zwar hoehwertig genug, besitzen jedoch die oben erw~hnten 
M~ngel, welche seine Methode fiir praktisehe Zwecke wenig geeignet 
maehen. Die bereits erw~hnte Modifikation der Methode lvu]iwaras, 
welche auf Anwendung yon kleinen Dosen nichtkoagulierten hetero- 
logen Serums beruht, beseitigt nur zum Tell die Fehler seiner Original- 
methode. Die mittels dieser modifizierten Methode hergestellten Anti- 
sera verursachen keine Hemmung des Antigens in Verdfinnungen yon 
fiber 1:10, die I~iederschl~ge sind jedoch nicht viel deutlicher als in 
der Origin~lmethode Fu]iwaras. Die Reaktion dieser Antisera ist zwar 
quantitativ stark, ]s aber an qualitativer Intensits viel zu wfinsehen 
fibrig. 

Wie erwartet, gaben die Kaninchen beider Serien die besten Antisera 
yon allen bisher erw~hnten Methoden. 

Offenb~r reizten die anf~ngliehen Injektionen mit oft wiederholten. 
kleinen Antigendosen den Organismus des Kaninehens zur Produktion 
spezifischer, quantitativ hochwertiger Pracipitine, welehe selbst auf 
geringfiigige Dosen Antigen reagierten. I~ach der 1. Serie der Injek- 
tionen sind jedoch diese Antisera qualitativ noeh ungenilgend, sie geben 
nur ganz zarte Niederschls selbst in niedrigen Antigenverdiinnungen. 
Erst nach der 2. Immunisierungsserie kommt es zu einer bedeutenden 
~nderung dieses Brides. In kleinen Verdiinnungen entstehen fast sofort 
starke floekige Niedersehls und auch die Rasehheit und Intensits 
der Reaktion wird verdoppelt. Der Durehschnittstiter der menschliehen 
Pr~eipitationssera steigt nur unbedeutend, hingegen kommt es zu einem 
raseheren Niederschlag, die Qualit~t und Quantit~t der Precipitate 
wird viel starker. Der Durehschnittstiter der mensehlichen Pr~cipitine, 
der naeh der 1. Immunisierung 1:5512 betrug, steigt bei der wieder- 
holten Immunisierung auf 1:8857. Hingegen erreieht der Titer der 
Pferdeantisera, welcher nach der 1. Immunisierung 1 : 8714 betrug, 
bei der 2. Immunisierung 1:23500. Die Intensit~tt und der  Verlauf 
der Reaktion sind die gleichen wie bei Anwendung yon mensehlichen 
Pr~ieipitinen. Worauf dieser bedeutende Unterschied im Titer der 
Menschen- und 1Jferdeantisera dieser Grutope der Untersuehungen be- 
ruht, ist zur Zeit schwer zu beantworten. 

.Wir kommen nun zur Besprechung der Spezifizit~it der Antisera. 
In dieser Hinsicht fiberprilften wir die Mehrzahl der auf Tab. 3 ange- 
gebenen Antisera mit den am meisten iiblichen heterologen Seren, und 
zwar mensehliche Pr~eipitine mit Rinder-, Pferde- und Schweineserum, 
Pferdeprs mit Mensehen-, Rinder- und Schweineserum. Wie aus 
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Tab. 3 hervorgeht, sind die Antisera um so weniger spezifiseh, einen je 
hSheren Titer sie erreiehen. Dieses Phi~nomen k6nnte man mit  der grogen 
Anzahl der Injektionen erklgren, was die Annahme yon Manteu/el und 
Beget best~tigen wiirde, dub mehr als 3 Injekt ionen die Spezifizit~t der 
Prgcipitine herabsetzen. Gegen diese Ansicht sprechen die Experimente 
yon Fujiwara, welcher ebenfalls zwar mit  kleinen, jedoch oft wiederholten 
Antigendosen immunisierte. Man bemfihte sich auch - -  mehrmals  
sogar mi t  Erfolg--naehzuweisen,  dal~ eine gr6Bere Spezifizitgt der Pr~ei- 
pitine dutch erw&rmte Antigene zu erreichen ist, Die nach der Methode 
Fujiwaras gewonnenen menschlichen ]?rgzipitine sollen sehr schwach 
selbst auf AffeneiweiB reagieren, was fibrigens der Verfasser selbst an- 
gibt. Manteu/el und Beger stellten bei der Kontrolle der Exloerimente 
Fu]iwaras eine grSBere Spezifizitgt der auf diese Weise erzielten Pr~ci- 
pitine lest mi t  Ausnahme der nahe verwandten Tierarten, wo eine Ab- 
grenzung der Heterologie nieht zu bemerken ist. Die letztens yon Meiss- 
her ausgeffihrten Experimente weisen keine wesentlichen Unterschiede 
in der Spezifizitgt der mi t  normalem nnd gekoehtem Antigen gewonnenen 

-Antisera auf. Sowohl auf Grund eigener Beobachtungen, wie aueh hier 
angefiihrter fremder Experimente l~13t sieh auf jeden Full schwer an- 
nehmen, dab nicht denaturierte Antigene eine merkliche Unspezifizit~t 
verursachen kSnnten. Man kann  hSchstens voraussetzen, da~ die vor.  
bereitenden Injektionen in der 1. Serie der Immunisierung gerade wegen 
der ldeinen Dosen Antigen eine Allergie hSheren Grades hervorrufen 
als die in anderen Methoden ausgeffihrten Injektionen mit  grol~en Dosen 
Antigens, wo die Reakt ion des Organismus einen mehr sloezifischen als 
Gruppencharakter  aufweist. 

Erst nueh Beendigung der Experimente dieser Gruppe ersehien die Arbeit 
yon Blumenthal, welehe sieh an die Erfahrungen yon Yoshiolci (Antipneumo- 
kekkenserum), Fornet nnd M~ller, sowie tZu]iwara anlehnt. Der Vorzug der Me- 
rhode Blumenthals beruht auf der wiederholten Verabreichung des Antigens nach 
einem mindestens so langen Zeitlnterv~ll, wie Zur Entstehung der ~berempfind- 
liehkeit nStig ist. Das erinnert stark ~n die veto Verf. nicht erw~hnten :Experi- 
mente yon t~ays~y und yon /~o~Jc, welehe uns als Grundlage fiir die yon uns 
bearbeitete Modifik~tion der wiederholten Immunisierung dienten. Sowohl die 
Experimente/Blumenthals wie auch die unserigen geben ganz gute Ergebnisse und 
beide Arbeiten best~tigen ein~nder. 

8. Gruppe der Untcr~uchungen. 
Aus dem %nstitut H. P]ei//ers erschien die Arbeit yon Standenath, in welcher 

der Verf. auf Grund seiner an 2 Kaninchen ausgefiihrten Experimente zur ~ber- 
zeugung gelangt, dal~ die Ergebnisse bei der Gewinnung der Serumpr&cipitine sich 
steigern, wenn vor der eigentlichen Immunisierung das reticulo-endotheliale 
System bloekiert wird. Zu diesem Zwecke verwendet der Veff. eine neutrale 
kolloidale Tuscheemulsion. Diese Tusche, yon der ~irma Gri~bler in Leipzig eigens 
zu diesem Zwecke hergestellt, ist vollkommen steril, ohne Zusatz sch~dlicher Anti- 
septic~. ]~inige Tage vor der Serumimmunisierung injiziert der Veff. intravenSs 
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die en~sprechend mit destilliertem Wasser verdfinnte Tusche und geht erst dann 
an die eigentliehe Immunisierung des Kaninchens. Wie sehou erw/ihnt, fiihrt der 
Veff. Ms Beweismaterial nur 2 Kanlnchen an; 2 weitere Kaninehen, welche in 
derselben Weise mit Serum immunisiert werden, jedoeh ohne vorherige Blockade 
des Reticulo-Endothels, dienen zur Kontrolle. Die mit vorangegangener Blockade 
des Re~ieulo-Endothels immunisierten Kaninehen produzieren gute Pr/~eipitine; das 
eine mit Titer 1:20000, das ~ndere 1:40000, w/~hrend bei den Kontrolltieren der 
Titer nur 1:2500 und 1:10000 ausmaeht. Das endgfiltige Ablesen der Ergebnisse 
gesehah nach 16 Stunden, hingegen gibt der Veff. nicht an, wie hoch der Titer 
nach der fibliehen Ablesung, d.h.  naeh 20 Minuten sich stellte. 

Da n ich t  lange darauf  die Pub l ika t ion  yon  Nadine-Collon erschien, 

nach  welcher die I n j e k t i o n e n  yon  Tusche die P roduk t ion  der Serum- 
pr~cipi t ine n ich t  beeinflussen u n d  die Blockade des ret iculo-endothel ia-  

len Systems auch bei der Gewinnung  anderer  Ant ikSrper  eine un te r -  
geordnete Rolle spielt, besehlossen wir, die Sache nachzukontrol l ieren,  
indem wir einerseits die Originalexper imente  Standenaths wiederholten,  
andererseits  unserer  in  Gruppe 7 beschr iebenen Methode die Blockade 

des Ret iculo-Endothe]s  vorausschickten.  Als K o n t r o l l m a t e r i a l  be- 
n u t z t e n  wir Versuchskaninchen,  welche zwar in  e inem anderen  Zeit- 
punk t ,  jedoch in  derselben Weise immunis i e r t  wurden  wie die K a n i n c h e n  
mi t  vorheriger Blockade. U m  uns  die exakte  Vergleichung der Ergeb- 

nisse zu erm6glichen, bent i tz ten  wir zur Im mun i s i e r ung  rni t  vorheriger 
Tuscheblockade dieselbe Anzahl  yon  Tieren, welche mit te ls  derselben 

Methode jedoch ohne vorangegangene Blockade immunis i e r t  wurden.  

Bei der Wiederholung der Versuche Standenaths ffihrten wir an 5 Kaninehen 
je 2 Injektionen mit ko]toidaler Tusche naeh P]ei]]er aus. 2 Tage naeh der 2. Tusche~ 
injektion fiihrten wir 4 Injektionen mit inaktiviertem Mensehenserum aus, mad 
zwar t~glich je 2 ccm in die Ohrvene. 10 Tage nach der letzten Injektion Probe- 
blutentnahme und Titerbestimmung. 2 Kaninchen gaben einen Titer 1:10000; 
eines einen Titer 1:1000; 2 fielen gleich nach den Tuseheiffjektionen (1 Kaninchen 
naeh der ers~n, das 2. unmittelbar nach der wiederholt0en Injek~0ion). 

Die nachsten Experimente vollffihrten wir an 18 Kaninchen und begannen 
mit der Blockade des Reticulo-Endothels, worauf wir die Tiere nach der genau 
in der 7. Gruppe der Untersuchungen besehriebenen Methode immunisierten. 

In  der 1. Serie dieser Experimente fiihrten wir zuerst 2 intravenSse Injek- 
tionen mit 1:15 bzw. 1:20 in destilliertem Wasser verdiinnter, ffltrierter und auf 
KOrpertemperatur erw/~rmter Tuschel6sung aus. Zwisehen der 2. und 3. Injektion 
machten wir eine 3t/~gige Pause. Vom n/~chsten Tage nach der letzten Tusche- 
injektion ab machten wir 10 intraven6se Injektionen, jeden 2. Tag mJt je 0,1 ccm 
10fach mit physiologischer Kochsalzl6sung verdfinntem Pferdeserum. Iqach 
17t/igiger Pause 3 Injektionen yon Pferdeserum an 3 auieinanderfolgenden Tagen, 
je 1 ecm Serum auf 1 kg KSrpergewieht des Kaninehens. Eine Stunde vor der 
1. Injektion der wiederholten Immunisierung Verabreiehung yon 1 ccm 10faeh 
verdiinnten Serums, um einem eventuellen anaphylaktischen Shock ~r 
Ein Kaninchen (Nr. 223) ging w~hrend der 1. Immunisierung an Py/~mie zu- 
grunde. 

In  der 2. Serie der Experimente gaben wir - -  wie in der 1. Serie - -  zuerst0 
2 Tuseheinjektionen, naehher iiihrten wir in analoger Weise die 1. Immunisierung 
dutch und 13 Tage naeh der letzten Seruminjektion wieder 2 Jntraven6se Tusche- 
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injektionen mit l t/~giger Pause. Diesmal enthielten die wiederholten Tusche- 
injektionen die gleichen Rosen, also je 10 t o m  7,Sproz. Tuschel6sung (ein Kanin- 
then fiel sofort nach der 2. Tuscheinjektion). 2 Tage sp~ter die wiederholte Im- 
munisierung mit Pferdeserum in derselben Weise wie in der vorigen Serie. 

In der 3. Serie der Experimente wurde zuerst mit kleinen Dosen vorimmuni- 
siert, 13 Tage sparer 2mal intr~ven6s mit lt/~giger Pause je 10 ccm 7,5proz. 

Kurve 4, Die Kreuzlinie bezeichneg die ExperimentGe an den Kaninchen Nr. 214--218. Die fort- 
laufende Linie bezeichnet die Experimen~e an den Kaninchen 219--224. Die 8trichlinie bezeichnet 
die Experimente an den Kaninchen Nr. 225--230. Die Strich-Punktlinie bezeichnet die Experi- 

mente  an den Kaninchen 231--236. 

Tusche injiziert. 2 Tage darauf Reimmunisierung in analoger Weise wie in den 
vorigen Serien. 

Es wurde also in der 1. Serie die Tusche nur vor der 1. Immunisierung, in 
der 2. Ser~e sowohl vor tier 1. wie vor der 2,  in tier 3. Serie nur vor der 2. Im- 
munisierung gegeben. 

Der Titer wurde nach der 1. und 2. Immunisierung untersucht. Die Resultate 
sind aus Tab. 4 und Kurve 4 

J 
4O 

6 6 

Kurve 5. Die fortlaufende Linie bezeichnet die Antisera, 
welche nach der in der 7. Gruppe der Experimente er- 
w~tmten lgethode erhalten wurden; Kaninehen Nr. 177 bis 
218 (mit Ausnahme der gefallenen Kaninchen.) Die Punkt- 
llnie bezeichnet die Antisera, welche nach der in der 
8. Gruppe der Experimente erw~ihnten lgethode gewonnen 
wu~den; Kaninchen Nr. 219--236 (mit Ausnahme der 

gefallenen Kaninchen). 

ersichtlich. 

Die Ergebnisse s t immen 
so ziemlich mit  der Zu- 
sammenstel lung auf Tab. 
Nr. 3 iiberein, wo die Im-  
munisierung in derselben 
Weise, jedoch ohne Blok- 
kade des Ret iculo-Endo-  
thels ausgefiihrt wurde. 

Um einen Vergleich mi t  
den Ergebnlssen auf Tab. 4 
zu ziehen, stellten wir die- 
selbe Anzahl  in gleicher 
Weise immunisierter  K s -  

ninchen zusammen,  und  zwar Kaninchen  Nr. 177, 178, 180, 199, 200, 
201, 202, 204, 205, 206, 207, 208, 210, 211, 212 und  213 (vgl. T~b. 3 
und K u r v c  Nr. 5). 

I n  der 1. Serie, in welcher die Tusche nur  vor der ersten Immuni -  
sierung verabreicht  wurde, ist der Durchschni t t s t i ter  der Antisera 
verh~ltnism~Big am niedrigsten:  1 :14000.  In  der 2. Serie, wo die 
Tusche 2mal  vor  der 1. und  nach  der 2. Immunis ie rung  angewendet  
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wurde, entstanden die besten Resultate mit  dem durchschnittlichen 
Titer 1:30000. In  der 3. Serie endlich, in we]cher die Tuschc nur 
vor der 2. Immunisierung verabreicht wurde, war der Durchschnitts- 
t i ter 1 : 18333. 

Der Durchschnittst i ter  aller in diesen 3 Serien erzielten Antisera 
betr~gt 1 : 23 750. 

In  anMoger Weise stellt sich der Durchschnittst i ter der Antisera bei 
den Kontrollkaninehen dar, er betr~gt n~mlich 1:22062. 

Die st~rkste Abweichung yon der Kontrolle besteht  in der zweiten 
Serie (Kaninehen Nr. 225--230), wo der Unterschied zwischen dem 
Durchschnittst i ter der Kontrollantisera und der Antisera dieser Serie 
1:7938 ausmaeht,  zugunsten also derjenigen Kaninehen, bei welchen 
die Blockade des reticulo-endotheliMen Systems 2mal,  d . i .  vor der 
1. und 2. Immunisierung ausgefiihrt wurde. 

Was die Spezifizit~t der Antisera anbetrifft ,  so s t immen die Ergebnisse 
ohne bemerkenswerte Unterschiede mit  denjenigen der Kontrollt iere 
iiberein, wie man sich dureh Vergleich der entsprcehenden Tabellen 
iiberzeugen kann. 

Man kann also aus obigen Experimenten den Sehlug ziehen, dab die 
Injektionen yon Tusche tatsgehlich die Bildung dcr Prgeipitine ziemtieh 
giinstig beeinflussen, jedoch nieht in dem Grade, wie in den Experimcnten 
yon Standenath, weleher mit  einer zu geringen Zahl yon Tieren cxperi- 
mentierte. 

9. Gruppe der Untersuchungen. 

Diese umfaBt eine Reihe yon Experimenten,  welche zwecks Gewin- 
nung yon Erythropri~cipitinen ausgeffihrt wurden. 

Bekarmtlich gelang es Leblanc und Klein, durch Immunisierung der Kanin- 
chert mit menschlichen It~i, mogtobinl6sungen EryghroprS, eipitine zu gewirmen, 
welehe nut in It~moglobinlSsungen und Blutextrakten Niedersehl~ge erzeugten, 
hingegen sich negativ gegen h~moglobinfreies Serum verhielten. Aueh Leers be- 
sts diese Experimente. Auf diese Weise wtirde die Erythropr~cipitations- 
reaktion infolge der spezifischen Wirkung der Erythropr~cipitine nur auf homo- 
logo H&moglobinl6sungen es ermSgliohen, sofort die Art des Itgmoglobins zu 
bestimmen und h~tte noel don Vorteil, 2 gesonderte Untersuehungen zu ersparen, 
ngmlieh die ohemisch-physikMisehe zum I-Igmoglobinnaehweis nnd biologisehe zur 
Bestimmung der Artspezifizitat des Blutes, was eine bedeutende Vereinfaohung 
in der Methodik der Blutspurenuntersuchung ausmaehen wiirde. 

In  unseren Experimenten gingen wit genau naeh den Vorsehriften 
Kleins vor, nu t  en tnahmen wit das menschliehe Blur nicht den Leichen, 
sondern aus der Nabelschnur. Nach der Blutentnahme und Defibrinie- 
rung wurden die Blutk6rperchen so lange mit  physiologiseher Koch- 
sMzl6sung gewaschen, his dieselbe keine Eiweigreaktion mehr aufwies. 
Dutch 3--4faehe Verdiinnung mit  destilliertem Wasser 16ste man  die 
BlutkSrperchen auf und zentrifugierte alsdann bis zur komplet ten Ab- 
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se tzung der B lu t scha t t en  (stromata).  Nachher  ffihrte m a n  vier in t ra-  
ven~ise I n j e k t i o n e n  yon  je 2 ccm dieser Hb-LSsung in  einwSchigen In te r -  
val len aus. Zu jeder I n j e k t i o n  benfi tzte m a n  immer  frisch hergestellte 
LSsungen.  Auf diese Weise immunis i e r t en  wir 10 Kan inchen ,  u n d  zwar 
5 mi t  t t~mmel-  u n d  5 mi t  Menschenh~moglobinlSsungen.  Die Ergeb- 
nisse dieser Expe r imen te  s ind aus Tab.  5 ersichtlich. 

Tabe l l e  5. 
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Titerbestimmung 

10--1000 sofort 
1:10000 nach 10 Min. 
1 : 1 0 0 0  ,, 10 ,, schwaeh 
1:10000 ,, 40 ,, deutlieh 
1:10000 ,, 15 . . . .  
1 : 10 ,, 10 ,, sehwach 
1 : 1 0 0 0  ,, 3 ,, deutlich 
1 : 10 000 ,, 40 ,, schwach 
1 : 10 ,, 30 . . . .  
1 : 1 0 0 0  ,, 30 ,, deutlieh 
1 : 10 000 ,, 30 ,, sohwach 
1 : 10 ,, 10 , ,, 

1 : 10 ,, 10 . . . .  
1: 10 ,, 10 . . . .  
1: 10 ,, 10 ,,. 
1: 10 ,, 10 ,, Spur 
1 : 10 000 ,, 10 ,, sehwaeh 

Anmerkungen 

H~mmelerythro- 
prgeipitin 

desgl. 

desgl. 
desgl. 

desgl. 

Mensehenerythro- 
prgeiptin 

desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 

Die Hummelerythropr i~cipi t ine  sind im Mlgemeinen ziemlich gu t ;  

auf 5 K a n i n c h e n  gaben 2 e inen Ti ter  1:1000 u n d  3 1: 10000. Hin-  
gegen lgl]t die Wer t igke i t  der Menschenerythroprgcip i t ine  viel zu wiin- 
schen i ibrig:  n u r  1 An t i s e rum gab einen Ti ter  1 :10000,  4 k a u m  

1 : 10, also soviel wic Null.  Worauf  dieser Unterschied  beruht ,  lg~t sich 
zur Zeit  schwer bean twor ten :  ob die Ant igeneigenschaf ten  der mensch- 
l ichen Hb-LSsungen  ldeiner sind, oder ob die K a n i n c h e n  der e inen Gruppe 
zuf~llig s t ~ k e r  Ms die der anderen  Gruppe reagierten.  Es ist  dies u m  so 
sonderbarer ,  als nach  den Expe r imen ten  yon  B a t e l l i  gerade die t t ammel -  
hgmoglobinlSsungen sowie die des Schweines u n d  der R a t t e  toxiseh 
u n d  hi~molytiseh auf das K a n i n c h e n  wirken im Gegensatz zu den In-  
j ek t ionen  yon  Menschen-,  Hund- ,  Ka tzen-  u n d  ~ inderh~moglob in-  
15sungen, welche yon  den K a n i n c h e n  gut  ver t ragen  werden. 
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S/~mtliche Erythropr~icipitine unserer Experimente erwiesen sieh 
als streng art- nnd organspezifisch, was auch die Kontrollexperimente 
bestiitigten. Nut 'sind die Ringe in der Erythropri~cipitationsreaktion 
viel zarter und erseheinen viel langsamer als bei den Serumpr/icipitinen, 
verursachen auch eine stiindige t temmung in Antigenl6sungen yon 1 : 10 
und 1:100, was bei Serumpri~cipitinen selten vorkommt. Die hSehste 
Intensit~tt der Ringe kommt in Antigenverdiinnungen van 1 : 1000 vor. 

Die Ergebnisse aus den Experimenten dieser Gruppe best~tigen also 
die Erfahrungen der mit dem Problem der Erythrolargcipitation sieh be- 
fassenden Au~oren, daB die Gewinnung so hoehwertiger Menschen- 
erythropr/icipitine, wie es die l~raxis voraussetzt, sehr schwer ist 1, da ans 
kleinen und meistens i~lteren Blutspuren die Gewinnung geniigend 
konzentrierter tti~moglobinlSsungen nicht gelingt. Daher wird die Ery- 
thropriieipitationsreaktion - -  wenigstens so wie die Sachen jetzt  stehen 
- -  keinen festen FuB in der geriehtliehen Medizin fassen kSnnen, da man 
bei der Untersuchung yon Blutspuren mittels chemisch-physikaliseher 
Proben und der ihnen folgenden Serumpri~eipitationsreaktion viel 
sieherer zum Ziele gelangt. 

Schlu[a/olgerungen. 
Wie bereits eingangs erw~thnt, stiitzten wir uns in unseren Experi- 

menten auf ein Material yon 237 Kaninehen, wovon 134 Miinnchen, 
95 Weibehen, in 11 F~llen ist das Geschlecht im Protokoll nicht be- 
zeichne~, waren. Wir bemerkten hierbei in ~bereinstimmung mit anderen 
Veriassern, dal~ die M~nnehen sieh besser zur Gewinnung der I~ri~eipitine 
eignen als die Weibehen. Die tJntersehiede sind jedoch ziemlieh un- 
bedeutend. Der Durehsehnittstiter der Antisera der Mttnnchen betri*gt 
1:18189, der der Weibchen 1:16019 (vgl. Kurve Nr. 6). 

In unseren Experimenten immunisierten wit die Kaninchen mit  
Mensehen-, Pferde-, l%inder- und Sehweineserum. Obgleieh in manchen 
Serien unserer Experimente die Ergebnisse zugunsten des einen oder des 
anderen Strums sprachen, bemerkten wir bei 'der prozentualen lge- 
reehnung siimtlicher Experimente keine bemerkenswerten Untersehiede 
in den Antigeneigensehaiten der erwghnten Sera. I-Iingegen liel~en sieh 
bedeutende Untersehiede zwisehen Mensehen- und t tammelerythro- 
prgeipitinen zugunsten der letzteren naehweisen. 

Was den Einflul~ der Jahreszeit auf die Wertigkeit der Prgeipitations- 
sera betrifft, so berticksiehtigen wir - -  wie die anderen Verfasser - -  
eine kalte, wghrend weleher die Tiere nur mit I-Iafer, Heu und Riiben 
gefiittert wurden, und eine warme gahreszeit, wo den Tieren aul3er dem 
obenerwghnten Fut ter  noeh frisches Gras verabreieht wurde. Vom Ein- 

1 Erst nach der Drucklegung unserer Arbeit ersehien im Band 11 dieser 
Zeltschrift die Mitteilung tau]iwaras fiber HersteUung hochwer~,iger ttgmoglobin- 
prgcipitine. 
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fluB der Vitamine sehen wir hier gb, da sie in beiden Fut terar ten ent- 
hMten sind. Die Unterschiede im Titer der Pr~cipitine, welche in diesen 
Jahreszeiten gewonnen wurden, sind ziemlich groB, sie betragen ngm- 
lich 1/3 des Durchschnittstiters. Der Durchschnittstiter der Pr~cipitine 
aus den Wintermonaten November  bis April betr~gt n~mlich 1 : 14 617, 
dagegen der aus den Sommermonaten 1:21023. In den Wintermonaten 
gaben 14 Xaninchen gar keine oder nur ganz sehwache Prgcipitine; 
hingegen betrug selbst der niedrigste Ti~er der Prgcipitine in den Som- 
mermonaten i:1000. Auch der Verlus~ an Kanbmhen durch ana- 
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Kurve 6. Die fortlaufende Linie bezeichnet das m~nnliche Gesci~lecht der Tiere; nurchschnitts- 
titer der An~isera 1 : 18,189. Die punktiel~e Linie bezeiehnefG das weibliche Geschlecht der Tiere ; 
Durchschnittsti~er der Antisera 1 : 16,019. A bezeichnet die Tiere, welche an anaphylakttschem 

Shock zugrunde gingen. B bezeichnet die Tiere, welche aus anderen Griinden fielen. 

phylaktischen Shock oder aus anderen Ursachen ist grSger in den Winter- 
als in den Sommermonaten. Kurve Nr. 7 gibt die graphische Darstel- 
lung dieser Verh~ltnisse. Erw~thnt sei noch, dab nach den Ergebnissen 
der Experimente yon Manteu]el u n d  Beger sowie yon Meissner auch die 
Spezifizitgt der Prgcipitine in gewissem Grade yon der Jahreszeit ab- 
h~ingig ist. In den Sommermonaten erhielten sic ngmlich eine grSBere 
Menge spezifischer Antisera gls in den Wintermonaten, was unsere 
Experimente ebenfglls bestgtigen. 

Als beste Immunisierungsmethode, welehe in jeder tIinsicht die 
besten Pracipitine liefert, mug die Methode der wiederholten Immuni- 
sierung angesehen werden, wie aus den Ergebnissen der 5 ,  6. und 
7. Gruppe unserer Experimente hervorgeht. S~mtliche Pr~eipitine 
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dieser Gruppen gaben die h6chsten Titer und reagierten sowohl quali- 
ta t iv  wie auch quantit~tiv am besten. Die Precipitate entstehen prompt, 
sind dicht und reichlich. In Antigenverdiinnnngen yon 1 : 10 bis 1 : 1000 
bemerken wir schon n~ch einer Minute auf dem Boden des RShrehens 
einen reich]ichen Niedersehlag. Eine I-Iemmung l~Bt sich nicht nach- 
weisen. Auch die Speziiizit~t der Pricipit ine - -  wenn man yon den ziem- 
lieh bedeutenden, jedoch in den forensischen Blutuntersuehungen nicht 
in Betraeht  kommenden Konzentrat ionen (1 : 10 bis 1 : 1.00) des hete- 
rologen Eiweil]es ~ b s i e h t -  bleibt hinter der Spezifizitit der]enigen 

&C 

35 

45 

4G 

5 

0 

I 

I 

. 5  
"--.a 

W 

\ ,  

4~ 

4~ 

44 

Kurve 7. Die fortlaufendc Linie bezeichnet die Monate: :November, Dezember, ganuar, Februar, 
M~rz und April ; nurehselmittsti ter der Antiser~ 1 : 14,617. Die punktierte Linie bezeiehnet~ die 
Monate : Mai, guni, Juli, August, September und Oktober: Durehschnittstiter der in t i se ra  1:21,028. 
A bezeichnet die Tiere, welche an anaphylaktischem Shock zugrunde gingen. B bezeichnet die 

Tiere, welche aus anderen Griinden fielen. 

Pr~cipitine nicht zuriiek, welche nach anderen Immunisierungsmethoden 
gewonnen wurden. Die Kaninchen unserer Methode, welche w~ihrend 
der 1. Immunisierung mittels kleiner, oft wiederholter Dosen nor- 
malen Serums zur Bildung sehr empfindlieher Pr~eipitine angeregt 
wurden, produzieren unter dem Einflusse der Antigeninjektionen bei der 
wiederholten Immunisierung spezifische Pracipitine in gro6er Menge. 
Die I. Immunisierung kann also gewissermaBen als eine allm/~hliche 
Vorbereitung des tierischen Organismus betrachtet  werden, um im 
Bedarfsfalle eine grSBere Menge yon Praeipitinen produzieren zu kSnnen. 
Die Blockade des reticulo-endothelialen Systems vor der ersten und vor 
der wiederholter~ Immunisierung iibt einen noch etwas giinstigeren Ein- 
fluB auf die Wertigkeit der Pdieipitationssera aus (wie aus der 8. Gruppe 
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unserer Experimente, 2. Serie der Tiere, hervorgeht), man muB jedoeh in 
diesem Falle mit einem gr61teren Verlust an Tieren rechnen. Im einzelnen 
wiirde sieh also unsere Immunisierungsmethode der Kaninehen zwecks 
Gewinnung hochwertiger PrEeipitationssera folgendermaBen darstellen: 

1. Blockade des Reticuloendothels mittels zweier intraven6ser In- 
jektionen yon 5--7,5 % kolloidaler Tuschel6sung in eint~gigem Intervall. 

2. Erste vorbereitende Immunisierung mittels zehn, jeden zweiten 
Tag ausgeffihrter intraven6ser Injektionen yon je 0,1 ccm Normal- 
serum-k 0,9 cem physiologiseher Koehsalzl6sung. 

3. Pause yon einigen Wochen bis einigen Monaten. 
4. Wiederholte Blockade des reticuloendothelialen Systems wie unter 1. 
5. Wiederholte Immunisierung mit einigen intraven6sen Injektionen 

Normalserums 1 ccm auf 1 kg K6rpergewicht des Kaninchens in ein- 
t~tgigen Intervallen Zwecks Verhfitung eines anaphylaktischen Shoekes 
eine Stunde vor der ersten Injektion intraven6se Injektion yon 0,1 eem 
Serum ,~-0,9 ccm physiologiseher Kochsalzl6sung. 

Die Art der Antigeneinverleibung, die Ausffihrung der Probeblut- 
entnahme und Titerbestimmung sowie der Entblutung der Tiere, wie 
sie sich auf Grund unserer Experimente als die besten erwiesen, sind 
eingangs in der Teehnik der Untersuchungen dargestellt. 

Was die Konservierung der Pr~eipitationssera anbetrifft, erwies 
sich yon allen angegebenen Methoden die Aufbewahrung in fliissigem 
Zustande, steril, an kfihlem und dunklem Orte, in eingesehmolzenen 
Glasampullen als die beste. Von zahlreiehen vorgeschlagenen Serum- 
konservierungszus~tzen (Chloroform, Diaphtherin, Phenol, Trikresol, 
Lysoform, Xylol, Benzol, Toluol, Chinosol, Sublimat, Formalin, Gly- 
cerin usw.) bew~hrte sieh noeh am meisten ein 0,25--0,5proz. Phenol- 
zusatz, oder, wie es Beget empfiehlt, das Eintauchen auf etliche Tage 
eines Kupferpl~ttchens in das Serum. Wit fiberzeugten uns, dab die 
naeh der Methode Begers konservierten Antisera wirklich steril waren, 
jedoch eine deutlich grtine F~trbung annahmen, was einiges MiBtrauen 
beim Ankauf solcher Antisera erweckt und auch die Ablesung ihrer 
Titer nicht erleichtert. Die mittels Phenolzusatz aufbewahrten Antisera 
verhielten sieh im allgemeinen ~hnlich wie die sterilen Sera, nur fs 
ihr Titer rascher. So z. B. ste]lten wir einige nach derselben Methode 
gewonnenen Pr~cipitationssera zusammen, yon denen die einen mit 
0,25--0,5proz. PhenollSsung, die anderen aseptiseh konserviert wurden. 
Der Durehsehnittstiter der Antisera mit Phenolzusatz, welcher nach der 
Entblutung 1 : 28000 ausmachte, fiel nach 12--18 Monaten auf 1:4200, 
also ungef~hr seehsfach. Hingegen fielder Durchschnittstiter der asep- 
tiseh aufbewahrten Antisera, weleher nach der Entblutung 1 : 18125 
war, nach 12--18 Monaten auf 1:6875~ also nur etwas fiber 50%. Auf 
Grund unserer Experimente kamen wir iedoeh zur Uberzeugung, dab 

Z. f. d. ges. GerlchtL .Medizin. 12. Bd. 37 
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d ie  l~nger  Ms 1 2 - - 1 8  M o n a t e  k o n s e r v i e r t e n  P r ~ c i p i t a t i o n s s e r a  ohne  

R i i c k s i c h t  au f  d ie  A r t  i h re r  G e w i n n u n g  i m  a l l g e m e i n e n  se l t en  e inen  

g e n i i g e n d  h o h e n  T i t e r  b e i b e h M t e n ,  u m  in  der  P r a x i s  n o c h  v e r w e n d e t  

w e r d e n  zu  k 6 n n e n .  N u r  a u s n a h m s w e i s e  b e h a l t e n  m a n c h e  A n t i s e r a  

i h r e n  h o h e n  T i t e r  e ine  R e i h e  v o n  J a h r e n .  So b e h i e l t e n  z. B.  y o n  18 s t e r i l  

ohne  Z u s a t z  y o n  A n t i s e p t i e ~  4 - - 6  J a h r e  a u f b e w a h r t e n  A n t i s e r e n  n u r  

4 e inen  T i t e r  v o n  1 : ] 0 0 0 0 ,  also e inen  ev t l .  f l i t  p r a k t i s e h e  Z w e c k e  

n o e h  g e e i g n e t e n  W e f t .  H i n g e g e n  b e h i e l t  y o n  d e n  m i t  P h e n o l z u s a t z  

k o n s e r v i e r t e n  A n t i s e r e n  n u r  e in  A n t i s e r u m  n o c h  n a e h  6 J a h r e n  se inen  

a n f ~ n g l i c h e n  T i t e r  1 : 5 0 0 0 ;  e in  A n t i s e r u m  m i t  a n f ~ n g l i c h e m  T i t e r  

1 : 2 0 0 0 0  b e h i e l t  ihr~ u n v e r ~ n d e r t  2 J a h r e ,  n a e h  6 J a h r e n  p r ~ c i p i t i e r t e  

es n u t  in  A n t i g e n k o n z e n t r a t i o n e n  y o n  1 : 10. A u e h  unse re  E x p e r i m e n t e  

b e s t ~ t i g e n  Mso in  d ieser  H i n s i e h t  die E r f a h r u n g e n  a n d e r e r  Verfasser ,  

v o r  a l l e m  Uhlenhuths, dal~ die  P r ~ c i p i t a t i o n s s e r a  s ich a m  b e s t e n  o h n e  

Z u s a t z  y o n  a n t i s e p t i s c h e n  M i t t e l n  a u f b e w u h r e n  lassen.  
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