(Aus dem Institut fiir Experimentelle Medizin der Universitit Krakau.
Direktor: Prof. Dr. J. Nowak.)

Untersuchungen iiber Priicipitine.

Von
Prof. Dr. med. J. Olbryeht und Dr. phil. 8. Snieszko.

Mit 1 Abbildung und 7 Kurven im Text.

In dieser Arbeit soll ein Referat iiber die Art der Gewinnung von
Pricipitationsseren gegeben werden, und zwar auf Grund von Experi-
menten, die wir im Laufe mehrerer Jahre an 237 Versuchstieren aus-
gefithrt haben. Das Ziel dieser Experimente war auller der Kontrolle
der bisherigen Methoden vor allem die Beantwortung der Fragen, wie
oft, in welcher Menge, Zeit und in welchem Aggregatzustand das Antigen
verwendet werden soll, um quantitativ und qualitativ die besten Anti-
kérper zu erzielen, weiter in welchem Verhéltnis die Intensitit der
Pricipitinreaktion zum Quantum des angewendeten Antigens steht,
und endlich sollten sie die Ausarbeitung einer eigenen Methode auf
Grund der gewonnenen Erfahrungen erméglichen.

Technik der Untersuchungen.

Unser Experimentiermaterial bestand ausschliefllich aus Kaninchen, und
zwar vorwiegend gewohnlicher Rasse. Die Kaninchen wurden immer mit Serum
immunisiert, mit Ausnahme einer Gruppe von Experimenten, in welcher wir zwecks
Gewinnung von Erythropricipitinen Hamoglobin verwendeten.

Das menschliche Serum entnahmen wir entweder aus Nabelschnurblut oder
dem Blut von Aderlassen an gesunden Menschen, oder (jedoch selten) von Serum,
das zur Wassermannschen Reaktion gewonnen war. Die Sera wurden nach Moglich-
keit steril aufbewahrt oder zwecks Konservierung mit einer 0,25—0,5 proz. Karbol-
kochsalzlésung behandelt.

Die Tiersera, und zwar die Rinder-, Schweine- und Pferdesera, entstammten
dem Blute von Schlachttieren, das moglichst steril entnommen und steril oder
mittels Karbolzusatz aufbewahrt wurde. Zur Injektion dienten Sera, die einige
Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt und auf diese Weise inaktiviert waren.

Die Sera wurden in der urspriinglichen Konzentration und dem urspriinglichen
Zustand eingespritzt. Zu Injektionen kleiner Dosen von 0,1—0,2 com wurde
das Serum mit physiologischer Kochsalzlosung im Verhiltnis 1:10 oder 1:5 ver-
dimnt, um eine gréBere Menge von Flissigkeit zu gewinnen, die sich genauer
injizieren lieB. Zu intraperitonealen Injektionen benutzten wir ein Serum, das
bis 50 % mit einer 0,85 proz. Kochsalzlésung verdimmnt wurde. Nur bei Wiederholung
und Modifikation der Experimente von Fujiwara koagulierten wir das Serum nach
einer von diesem Verf. angegebenen Methode.
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Wir injizierten intravends oder intraperitoneal, meist intravends, nur zur
Verhiitung eines anaphylaktischen Shocks manchmal intraperitoneal. Gewdhnlich
jedoch (besonders in den spiteren Experimenten) injizierten wir zur Verhiitung
eines todlichen Shocks 1 Stunde vor der normalen Dosis intravenés 0,1—0,2 ccm
Serum, welches wir 5—10fach mit 0,85proz. Kochsalzlosung verdimnten. Auf
diese Weise wurden 100% der Tiere vor todlichem Shock bewahrt.

Die intravendsen Injektionen geschahen ausschlieBlich in die Randvenen
des Kaninchenohrs, was bei einiger Ubung keinerlei Schwierigkeiten bereitete.
Gewarnt wird vor subcutanen Extravasaten des Serums, mit Riicksicht auf die
Entstehung von Nekrosen, besonders bei Tieren, die bereits auf das gewisse Eiweill
sensibilisiert sind. Wir selbst haben trotz unserer zahlreichen Experimente niemals,
auch nicht bei zufilligen subcutanen Extravasaten, Nekrosen beobachtet. Durch
vorsichtiges Anstechen der Vene zuerst am Rande der Ohrspitze und allméihliche
Anngherung an die Basis des Ohres konnten wir zahlreiche Injektionen ausfithren.
Selbst nach etwa 10 Injektionen und Probeblutentnahmen aus den Ohrvenen
konnten immer noch mehr Injektionen in dieselben Ohrvenen gegeben werden.

Mit Riicksicht auf die umsténdlichere Ausfithrung und die Gefahr einer
Bauchfellentziindung bedienten wir uns der intraperitonealen Injektionen nur
in den Fallen, in denen wir eine langsame Resorption des injizierten Materials
anstrebten, um einem todlichen Shock aus dem Wege zu gehen. Das Verfahren
schiitzt frejlich nicht sicher vor einem protrahierten Shocktod; dieser ist jedoch
selten. Uhlenhuth empfiehlt, die intraperitonealen Injektionen bei senkrechter
Haltung, den Kopf nach unten, auszufithren, was die Senkung der Eingeweide
zur Folge hat, wodurch der untere Teile des Bauches sich zur Injektion besser
eignet. Er empfiehlt weiter, an der Stelle des Einstiches ein kleines Stiickchen
Haut herauszuschneiden und mittels stumpfer Nadel zu injizieren. Nach unseren
wie auch nach Pfeiffers Exrfabrungen ist es viel bequemer, die intraperitonealen
Injektionen in Riickenlage vorzunehmen und die Haut nicht herauszuschneiden,
da man damit das Kaninchen nur unniitz verletzt. Auch die Anwendung einer
stumpfen Nadel scheint uns nicht geeignet, da sie nur das Durchstechen der Bauch-
decke und der Muskeln erschwert. Wir selbst fithrten die intraperitonealen In-
jektionen in folgender Weise aus: Wir legten das Kaninchen, nur wenig gestreckt,
auf den Riicken. An der Stelle des Einstiches wird die Haut rasiert und desinfiziert
und nachher mit einer gewohnlichen Nadel oberflachlich durchstochen. Die Folge
davon ist, daB das Kaninchen reflektorisch die Bauchdecken anspannt, so daf
ein rascher StoB mit der Spritze geniigt, um in die Bauchhéhle zu gelangen. Bei
dieser Ausfiihrung der intraperitonealen Injektionen verloren wir kein einziges
Kaninchen.

Zur Probetiterbestimmung entnahmen wir bei unseren Versuchen stindig das
Blut aus den Ohrvenen der Xaninchen, welche wir durch 24 Stunden fasten lellen,
um einer Opalescenz des Serums vorzubeugen. Die Probeblutentnahme geschah
entweder mittels Spritze oder zur Gewinnung eines gréBeren Quantums Blut
durch Einschnitt am Rande des Ohrs und Auffangen des Blutes in sterilen Zentri-
fugierrshrchen. Die Blutung stillten wir mittels Druck und bei verzogerter Stillung
durch leichtes Anbrennen der Wunde. Die Kaninchen reagierten gar nicht auf
die Anbrennung, und die Wunde heilte per primam.

Nachdem das Serum abzentrifugiert war, wurden seine Wertigkeit und Spezi-
fizitat nach der Methode von Uklenhuth und Bewmer gepriiftl.

! In ganz schmale Rohrchen werden entsprechende Verdiinnungen eines
homologen bzw. heterologen Serums gegeben, in ein Stativ mit dunklem, ver-
schiebbarem Hintergrund gestellt und mit dem Pricipitationsserum in der Weise
behandelt, daf es ohne sich mit dem Antigen zu vermischen, auf den Boden der
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Zur endgiiltigen Serumgewinnung wurde eine groBere Menge Blut abgelassen
oder das Tier ganz ausgeblutet. Partielle Blutentnahmen fithrten wir gewéhnlich
mittels Herzpunktion aus. Trotzdem dieses Verfahren nicht ungefdhrlich ist,
fielen uns bei der Herzpunktion nur 2 Kaninchen, hingegen fithrten wir mehr als
100 Herzpunktionen ohne Schaden aus, ja mehrmals konnten wir die Punktionen
2—3mal an demselben Kaninchen wiederholen. Dabei hatte diese Methode der
Blutentnahme den Vorteil, daB man das Serum lingere Zeit ohne irgendwelche
antiseptische Zusitze aufbewahren konnte. Als bestes Entblutungsverfahren
empfehlen wir, nach Desinfektion der rasierten Kaninchenhaut diese und die
Muskeln scharf zu trennen und freizulegen. Die Carotiswand wird zwischen
2 Klemmen eingeschnitten und in das Lumen eine verengte und eingeschmolzene
Glascapillare von entsprechender Weite eingefithrt; nach Unterbindung des Ge-
faBes wird die proximale Klemme entfernt und dann das Blut steril in einen mittels
Gummischlauches mit der Glascapillare verbundenen Erlenmeyerkolben mit

\—

Abb. L

seitlichem AbfluBirohr geleitet (vgl. Abb. 1). Nach dem Absetzen wird das Serum
in sterile Réhrchen abgezogen und nach vollsténdiger Senkung der Blutkérperchen
auf Ampullen verteilt, die zugeschmolzen werden.

Bei der Gewinnung hochwertiger und spezifischer pricipitierender
Antisera ist die Immunisierungsmethodik der Tiere von besonderer
und prinzipieller Bedeutung. Die zahlreichen Methoden und Modifi-
kationen weichen meist nur ganz unbedeutend voneinander ab. Wir
haben deshalb unsere Aufmerksamkeit nur solchen Methoden zuge-
wendet, die wesentliche Anderungen gegeniiber den oben beschriebenen
Verfahren einfithren und haben sie zum Ausgang unserer Versuche ge-
nommen.

Roéhrchen hinabtraufelt; nach der Intensitdt und Raschheit der entstandenen Ringe
und Niederschlige an der Beriihrungsstelle des Antigens mit dem Serum liest
man den Titer des Antiserums ab. Der Ausgangspunkt zur Bestimmung der
Wertigkeit der Antisera ist eine Verdiinnung des homologen Serums im Verhéltnis
1:10, und gewéhnlich wird die Verdiinnung des Antigens so lange fortgesetzt,
bis die Hohe des Serumtiters erreicht wird. Die Spezifizitdtsprifung geschah
auf obige Weise in einer Verdiinnung der heterologen Sera von 1:10, 1:100 und
1:1000. Die Prgebnisse wurden bis zu 20 Minuten abgelesen, und zwar vom
Moment des Anstellens der Reaktion gerechnet. Geschah die Ablesung zn anderer
Zeit, so wurde es im Protokoll erwihnt.

35%
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Die kiassische Methode zur Gewinnung der Précipitine ist diejenige von
Uhlenhuth und seiner Schule und auch die nahe verwandte Methode Nuttals sowie
deren zahlreiche Modifikationen. Nach der Methode von Ublenhuth werden in
mehr oder weniger wochentlichen Intervallen 1—3 com inaktivierten Serums
intravends injiziert. Die Injektionen sollen 3-—4mal wiederholt werden. Die
weitere Immunisierung hat keinen BinfluB mehr auf den Titer des Serums. Sobald
der entsprechende Titer erreicht ist, wird das Kaninchen entblutet und das ge-
wonnene Antiserum steril im Dunklen aufbewahrt. Wie erwihnt, werden eine Reihe
von Modifikationen angefithrt, und selbst Uhlenkhuth fithrt gewisse Anderungen
in den verschiedenen Ausgaben seiner ,,Technik zur Gewinnung der Pracipitine
fur forensische Zwecke* an.

Die ,,Schnellmethode’* von Fornet und Miiller beruht darauf, dafl an 3 auf-
einanderfolgenden Tagen intraperitoneal steigende Dosen des Antigens injiziert
werden, und zwar 5, 10 und 15 cem, worauf am 12. Tage nach der letzten Injektion
das Kaninchen entblutet wird. Diese Methode wurde mehrfach kontrolliert und
bestatigt (Bonhoff und Tsuzuki, Goy und Fiizegerald, Hectoen), fand aber auch
viele Geguer (Uhlenhuth, Trommersdorf, Dold, Dikoff, H. Pfeiffer u. a.), welche
negative Resultate erzielten und betrichtliche Verluste an Tieren zu verzeichnen
hatten.

Raysky und Roéek haben eine wiederholte Immunisierung eingefithrt (1914).
Zuerst wird nach der klassischen Methode immunisiert und nach Ablauf einer
lingeren Frist, nach vollsténdigem Verschwinden der Précipitine aus dem Blute
des Tieres, wird eine zweite Serie von Injektionen gegeben. Nach Raysky geniigt
bei Tieren, welche schon nach der ersten Immunisierung gute Antisera lieferten,
nach einigen Monaten die Wiederholung einer einzigen Injektion von 0,1—1,0 g
des Antigens, um nach 6 Tagen schon sehr starke Antisera zu bekommen.

Die Methode von Roéek unterscheidet sich insofern von der Methode Royskys,
daf er einige Zeit nach der ersten Immunisierung eine griBere Dosis des Antigens
verabreicht. Er erhilt zwar auf diese Weise hochwertige Antisera, ein grofler Teil
der Tiere erkrankt jedoch nach den subcutanen Injektionen an langwierigen Ab-
scessen oder geht an anaphylaktischem Shock zugrunde.

Eine originelle und neue Methode empfiehlt der Japaner Fujiwara. Als Antigen
injiziert er durch Kochen koaguliertes Serum. Er macht 10 Injektionen in kurzen
Intervallen und kleinen Dosen (0,02 g). Seine Resultate sind sehr befriedigend,
sowohl hinsichtlich des Titers wie auch der Spezifizitdt des Auntiserums. ]

H. Pjeiffer empfiehlt eine Methode, welche gewissermafen die Methoden
Rayskys und Fornei-Miillers vereinigt. Er macht 3 intravendse Injektionen
in eintégigen Intervallen mit 1—2 cem Serum oder kondensiertem Blutauszug.
Nach 6—10tagiger Pause injiziert er infraperitoneal an 2 aufeinanderfolgenden
Tagen je 2 cem Serum, welches er mit der gleichen Menge 0,85 proz. NaCl verdinnt.
Wahrend der folgenden 3 Tage injiziert er wieder intravends wie am Anfang.
Nach 10—12 Tagen Blutentnahme. Die auf diese Weise gewonnenen Antisera
sollen hochwertig und streng spezifisch sein.

Von anderen Methoden soll noch einer Methode Erwihnung getan werden,
welche von 2 Amerikanern, Bull und King, ausgearbeitet wurde. Die Kaninchen
bekommen vier intraventse Injektionen mit je 5 cem Serum in 2tdgigen Intervallen,
worauf 9-—12 Tage nach der letzten Injektion den Tieren zuerst 50 ccm Blut
und nach weiteren 2 Tagen wieder 50cem entnommen werden. Nach einer Woche
werden die intravendsen Injektionen wiederholt und auch das Blut wiederholt
entnommen. Nach den Erfahrungen dieser Autoren kann man auf obige Weise
die Tiere in 5 Serien immunisieren und in jeder Serie zweimal hintereinander das
Blut entnehmen. ‘
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Endlich wird von Stadenath eine Modifikation zur Gewinnung von précipi-
tierenden Seren eingefithrt; vor der Impfung der Kaninchen blockiert der Autor
das reticulo-endotheliale System mit kolloidaler Tusche, was eine bedeutende
Vermehrung der Pricipitine zur Folge haben soll.

1. Gruppe der Untersuchungen
enthilt die Versuche an Kaninchen, welche nach der Methode von
Uhlenhuth immunisiert wurden.

Tn der ersten Serie der Experimente, welche 81 Versuchskaninchen umfaBte,
wurden diese viermal in wichentlichen Intervallen mit 1 ccm Serum auf 1 kg Korper-
gewicht des Tieres immunisiert (Modifikation von Leers). Bei einem Kaninchen

40
35
%0 30
20 ] W -
46
n N
/ ~ 43
40
\ ” 8
s E
4 4 4
oO 3 § é § 3 % |
i S
< <3 Q =4
- + 3 § §F 5
Y E) s

Kurve 1. Die schwarze Siule bezeichnet die Tiere, welche an anaphylaktischem Shock zugrunde
gingen. Die schwarzweibe Siule bezeichnet die Tiere, welche aus anderer Ursache fielen.

erhielten wir iiberhaupt keine Pricipitine, nicht einmal in einer Verdimnung des
homologen EiweiBles von 1:10; 4 Kaninchen gaben Antisera mit Titer 1:100;
die meisten Antisera erreichten nicht den Titer 1:10000. Mit dem weiteren Steigen
des Antiserumtiters vermindert sich die Zahl der Kaninchen, so daB ein Titer
itber 1:10000 nur von 16 Kaninchen erreicht wurde; bei 13 Kaninchen kommt
der Titer auf 1:20000; bei je einem Kaninchen auf 1:40000 und 1:50000. Wéhrend
der Tmmunisierung gingen 7 Kaninchen an akutem anaphylaktischen Shock zu-
grunde, 8 Kaninchen fielen aus anderen Ursachen.

In der Kurve 1 sind obige Verhaltnisse graphisch dargestellt. Die wagerechte
Achse bezeichnet den Titer der Antisera, die senkrechte die Zahl der Kaninchen.
Nach einer ganz einfachen Berechnung (alle Antiserumtiter werden summiert und
die Summe durch die Zahl der Kaninchen dividiert) betrigt der Durchschnitts-
titer der mittels dieser Methode gewonnenen Antisera 1:8187.

Die mittels der klassischen Methode gewonnenen Pricipitationssera
geben fast immer mit stark konzentrierten Antigenen (1:10 bis 1:1000)
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innerhalb weniger Minuten grobflockige Niederschliige, welche sich
rasch auf den Boden des Rohrchens senken. In einer Verdiinnung von
1:10000 entstehen gewdhnlich nur Ringe und in weiteren Verdiin-
nungen des Antigens wird die Intensitdt der Pricipitation rapid ver-
mindert. Wir kommen darauf noch spéter zuriick.

Die weiteren 11 Kaninchen wurden mittels dreier Injektionen immu-
nisiert, welche in derselben Dosierung des Serums und in denselben Zeit-
intervallen ausgefiihrt wur-
den. Die erzielten Resul-

5 : [ 3 tate bestitigten die An-
i) 2 I PR Y 1y nahme der Verfasser, daf
o > man bereits nach der drit-

?- < % ten Injektion gute Antisera
bekommen kann. 4 von
den 11 Kaninchen gaben

einen Antiserumtiter von 1:10000, was bei dieser Immunisierungs-

methode immerhin ein gutes Ergebnis darstellt. Die Kurve Nr. 2. ist
bedeutend flacher als die Kurve Nr. 1, was auf die geringere Zahl der

Kaninchen zuriickzufithren ist. Ein Kaninchen ging an anaphylakti-

schem Shock zugrunde. Die Art der Niederschlige ist identisch mit
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Kurve 8. Die fortlaufende Linie bezeichnet den Titer nach der 1. In-
jektion, die Strichlinie nach der 2. Injektion, die Kreuzlinie nach der
8. Injektion, die Strich-Punktlinie nach der 4. Injektion.

derjenigen der vorigen Serie. Der Durchschnittstiter betriigt 1:9321,
ist also hoher als in der vorigen Serie.

Wir beschéftigten uns nun mit der Frage, nach der wievielten Injek-
tion das Antiserum bereits einen befriedigenden Titer erreicht, und in
welchem Verhiltnis die Entstehung der Pricipitine zu der Anzahl der
gemachten Injektionen steht. Zu diesem Zwecke priiften wir an einem
Material von 36 Kaninchen den Antiserumtiter unmittelbar vor jeder der
folgenden Injektionen. Die Kurve Nr. 3 belehrt uns iiber das Verhiltnis
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der Zahl und der Zeit der Injektionen zur Entstehung der Précipitine
bei der Uhlenhuthschen Immunisierungsmethode. Wie aus dieser Kurve
ersichtlich, verschiebt sie sich nach jeder Serie der Injektionen immer
mehr nach oben und erreicht die héchste Lage nach der 3. und erst dann
nach der 4. Injektion.

Der Durchschnittstiter nach der 1. Injektion betrdgt 1:676. Der
Durchschnittstiter nach der 2. Injektion betriigt 1:3360. Der Durch-
schnittstiter nach der 3. Injektion betriagt 1:9589. Der Durchschnitts-
titer nach der 4. Injektion betragt 1:7190. Bereits nach der dritten
Injektion erzielen also die Sera einen sehr hohen Titer, die 4. Injektion
beeinfluflt das Steigen desselben nur in wenigen Féllen.

Um den EinfluB der lingere Zeit wiederholten wochentlichen In-
jektionen festzustellen, immunisierten wir 1 Kaninchen mittels 11 intra-
vendser Injektionen und bestimmten den Titer vor jeder folgenden
Injektion. Der Verlauf der Injektionen und die Titerbestimmung ist
aus folgendem Protokollauszug ersichtlich:

Kaninchen 102. Gewicht 2,550 2. Antigen: intravendse Injektion von Menschen-

serum.
Injektion: Titerbestimmung:
Datam : Quantum in ccm: Datum : Ergebnis:
S 1 5
ILVIL . .. ... . ... ... 3 17. VII. 1:1000
18 VIL . . . . . . .. .. ... 3 25. VII. 1:10000
26.VIL. . . . . . . . . .. ... 3 2. VIII. 1:10000
2 Y I 3 7. VIIL. 1:15000
72 3 14, VIIL. 1:10000
4. VIIL. . . . . . .. ... .. 3.5 Ohne Bestimmung des
Titers
22, VI, .. ..o 3,5 29. VIIL. 1:1000
29.VIIL. . . .. . .. .. ... 5 13. IX. 1:5000
14.IX. . . .. . 0.0, 3,5 21. IX. 1:5000

Wie also auch aus obigem ersichtlich, erreichte der Antiserumtiter
schon nach der 3., bzw. nach der 4. Injektion seinen Héhepunkt, um
dann nach einigen Schwankungen bedeutend zu sinken. Dies einzige
Experiment bestétigt zur Geniige die Untersuchungen Uhlenkuths und
seiner Schule und stimmt auch mit unseren auf der Kurve Nr.1 dar-
gestellten Ergebnissen iiberein.

2. Gruppe der Untersuchungen.

Die Kaninchen, die wir nach drei- oder viermaliger Impfung nicht
entbluteten (hauptséchlich wegen ibres zu niedrigen Antiserumtiters)
iiberliefen wir der Ruhe, und nach einiger Zeit (3 Wochen bis 2 Monate)
fihrten wir eine zweite Serie von Injektionen in dhnlicher Weise wie die
erste aus. Die Kaninchen, welche nach der ersten Serie der Injektionen
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nicht reagierten, gaben bei der wiederholten Immunisierung viel stiarkere
Antisera.

Wie bereits erwahnt, bearbeiteten Ryasky und auch Rodek eine Methode,
welche auf wiederholter Immunisierung beruht. Abgesehen von geringen Ab-
weichungen betreffs der Zahl der Injektionen und der Dosierung des Serums ver-
hielten sich in unseren Experimenten die Kaninchen dieser Gruppe im allgemeinen
50, alg ob sie nach den Methoden obiger Autoren immunisiert wiren.

Immunisiert wurden nach obiger Methode 9 Kaninchen; an 6 wurde
nach der ersten Serie der Injektionen die Titerbestimmung ausgefiihrt.
Der Durchschnittstiter betrug nach der ersten Serie der Injektionen
1:2500, nach der zweiten 1:11333.

Wenn man also bedenkt, dafl die Mehrzahl der untersuchten Kanin-
chen nach der ersten Serie der Injektionen ziemlich schwache Antisera
lieferten (1:1000), so spricht die bedeutende Erhohung des Titers nach
der zweiten Serie der Injektionen entschieden zugunsten der wieder-
holten Immunisierung.

3. Gruppe der Uniersuchungen.

Folgende Gruppe umfafit ein Experimentierungsmaterial von
20 Kaninchen, welche nach den verschiedensten Methoden immunisiert
wurden. Da eine tabellarische oder graphische Ubersicht der Gesamt-
resultate dieser Gruppe nicht méglich ist, beschrianken wir uns auf
kurze Protokollausziige aus unseren Experimenten.

Kaninchen 1, &, 2830 g. In Zeitintervallen von 8—10 Tagen fithrten wir
4 intravendse Injektionen aus, und zwar von je 2,5-—4,5 ccm Menschenserum.
Die 18 Tage pach der letzten Injektion erfolgte Titerbestimmung ergab 1:20000
mit sebr schwachem DPrécipitationsring. 6 Tage nach der Titerbestimmung
injizierte man 2,2 ccm Serum. 23 Tage spiter dieselbe Titerhthe, jedoch mit
noch schwicheren Ringen.

Kaninchen 2, &, 2800 g. 3 intravendse Injektionen von je 2,6—4,5 cem
Menschenserum in Zeitintervallen von 810 Tagen. 18 Tage nach der letzten
Injektion Titer 1:20000 innerhalb von 10 Minuten.

Kaninchen 3, 9. 3 intraventse Injektionen in wéchentlichen Abstanden
von je 2,5 com Menschenserum. Bei der 18 Tage nach der letzten Injektion er-
folgten Titerbestimmung konstatierte man keinen Niederschlag.

Kaninchen 4, @, am Anfang der Immunisierung 3000 g, am Schlufl derselben
5550 g. 3 intravenése Injektionen: am 1., 16. und 27. Tage von je 3, 2,5 und
4 cem Menschenserum. 10 Tage nachher ergab die Titerbestimmung 1:10000 nach
15 Minuten.

Kaninchen 5, @, 2770 g. 3 intraventse Injektionen am 1., 8. und 19. Tage
von je 1,5, 2 und 1,9 ccm Menschenserum; 8 Tage darauf ergab die Titerbestim-
mung 1:10000 innerhalb von 10 Minuten. 15 Tage nach der letzten Injektion
noch eine Injektion von 1,2 cem Serum und nach 8 Tagen Titerbestimmung mit
Ergebnis 1:20000 nach 20 Minuten. 8 Tage nach dieser Injektion weitere In-
jektion von 1,2 cem Menschenserum. 10 Tage darauf erreichte das Antiserum
einen Titer. von 1:20000 nach 7 Minuten.

Kaninchen 6, @, erhielt intravends am 1. Tage 1,8 cem, am 6. Tage 1,2 ccm
und am 24. Tage 1 ccm Menschenserum. 8 Tage darauf Titerbestimmung mit
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Ergebnis 1:10000 nach 5 Minuten. Am selben Tage Injektion von 2,2 ccm Serum
und 9 Tage darauf Titerbestimmung mit Ergebnis 1:5000nach 2 Minuten. Endlich
3 Tage spiter neuerliche Injektion von 2,2 cem Serum und 12 Tage darauf
Titerbestimmung mit sofortigem Niederschlag von 1:5000 und 1:10000 nach
5 Minuten.

Kaninchen 7, @, 1880 g, 1., 6. und 24. Tag intravenés 1,1—1,6 ccm Menschen-
serum. Nach 9 Tagen Titerbestimmung vollsténdig negativ. Am selben Tage
intravends 1 cem Serum und intraperitoneal 3,5 cem. 9 Tage spater ergab die
Titerbestimmung 1:1000 (schwache Niederschlige). 12 Tage darauf wiederholte
Injektion von 1,3 cem Serum, die am 9. Tage erfolgte Titerbestimmung zeigte
dieselbe Hohe des Titers 1:1000.

Kaninchen 8, &, 2070 g. Intravensse Injektion von 2,3 cem Menschenserum
am 1., 8. und 15. Tage. 9 Tage darauf wurde ein Titer von 1:1000 nach 3 Minuten
festgestellt. Am selben Tage neuerliche Injektion von 2,1 cem Serum und 9 Tage
spater Titerbestimmung mit Ergebnis von 1:5000 nach 5 Minuten. 2 Tage spiter
wieder 2,1 cem Serum intravends und 12 Tage darauf wurde ein Titer von
1:10000 nach 5 Minuten, hingegen bei 1:20000 nur eine Spur von einem Nieder-
schlag festgestellt.

Kaninchen 9, @, 1870 g. Am 1., 4. und 11. Tage intravendse Injektionen von
je 2 cem Menschenserum. Die 9 Tage spiter erfolgte Titerbestimmung ergab gar
keine Pricipitation. Am selben Tage und 8 Tage spéter 2 intravenose Injektionen
von je 1,2 cem Serum und 2 Wochen darauf wurde ein Titer von 1:1000 nach
5 Minuten festgestellt.

Kaninchen 10, 2. Am 1. und 7. Tage je 2 ccm Menschenserum intravends.
9 Tage darauf Titerbestimmung mit Titer 1:5000 nach 3 Minuten. Am selben
Tage wieder intravends 2 com Serum. Die 9 Tage spiter erfolgte Titerbestimmung
ergab wieder 1:5000. 2 Tage darauf Injektion von 1,2 ccm Serum und nach
weiteren 12 Tagen hatte das Antiserum einen Titer von 1:10000 sofort und
1:20000 nach 3 Minuten.

Kaninchen 11, €, 2010 g. Am 1., 10. und 33. Tage intravenése Injektionen
von 1—2 ccm Menschenserum. 9 Tage darauf ergab die Titerbestimmung 1:1000
sofortige starke Niederschlige und 1:20000 nach 5 Minuten.

Kaninchen 12, &, 2900 g. Am 1., 11. und 27. Tage intravensse Injektion von
1,2—4 com Menschenserum. 10 Tage darauf Titerbestimmung mit Ergebnis
1:1000, sofortige starke Préicipitation und 1:40000 nach 10 Minuten.

Kaninchen 13, 3, kastriert, 8250 g. Wir fithrten 4 intravenése ‘Injektionen
mit Menschenserum aus, und zwar am 1., 15., 26. und 36. Tage, jedesmal von
2—4 cem Serum. 12 Tage darauf ergab die Titerbestimmung 1:1000 mit deutlichen
und 1:10000 schwach angedeuteten Précipitaten bis zu 2 Minuten.

Kaninchen 29, &, 1750 g. Tiaglich 3 intravendse Injektionen von je 1 com
Pferdeserum. Nach 6tigiger Pause 5 weitere intravendse Injektionen, ebenfalls
tiglich mit 1,5—4 cem Serum. 10 Tage nach der letzten Injektion erfolgte die
Titerbestimmung mit Ergebnis 1:10000. Nach 3monatiger Pause gab man
wieder 3 intravendse Injektionen in wdchentlichen Intervallen von 1,5—2 cem
Serum. Eine Woche nach der letzten Injektion ergab die Titerbestimmung 1:5000
nach 1 Minute und 1:15000 nach 10 Minuten.

_ Kaninchen 31, &, 1900 g. Tinf intraventse Injektionen von 1—2,5 . cem
Pierdeserum am 1., 2., 9., 18, und 23. Tage. Am 31. Tage Probeblutentnahme und
Titerbestimmung mit Ergebnis 1:15000. :

Kaninchen 32, 3, 2000 g. Vorgehen wie beim vorigen. Titer 1:10000.

Kaninchen 196, 2, 2350 g. Intravendse Injektion von 2 ccm Menschenserum
und nach 24 Stunden neue Einverleibung von 5 cem dieses Serums. Die nach
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7 Tagen erfolgte Titerbestimmung ergab schwache Pricipitate in einer Verdinnung
von 1:1000 nach 10 Minuten.

Kaninchen 197, 2, 2170 g. Dasselbe Vorgehen wie beim vorigen. Titer 1:100
nach 5—10 Minuten (schwache Niederschlige).

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

Kaninchen 33, ¢, 3400 g. Niederkunft wahrend der Immunisierung. Aus-
schalten des Tieres.

Die SchiuBfolgerung aus den Experimenten dieser Gruppe ist nicht
leicht, da die Kaninchen nach so verschiedenen Methoden immunisiert
wurden, daB diese Gruppe als Ganzes kaum in Betracht kommen kann.
Auch bei der Einteilung auf Untergruppen stébt man auf Schwierig-
keiten, da ja nur ausnahmsweise 2 oder 3 Kaninchen mit gleichen Mengen
Serum und in gleichen Zeitintervallen immunisiert wurden. In manchen
Fillen ergaben sich ziemlich befriedigende Resultate. Ob jedoch diese
Ergebnisse von der Art der Immunisierung oder von der Individualitit
der Kaninchen abhiingig waren, konnte nicht festgestellt werden. Im
allgemeinen kann jedoch bemerkt werden, daB verbaltnismaBig die
besten Antisera nur dann zu erzielen sind, wenn die Immunisierung
nicht iiber 3 Wochen dauert, wenn die Dosis des Antigens nicht groB
ist und dasselbe nicht zu oft verabreicht wird Die Verlingerung der
Immunisierung auf mehr als 4 Wochen ist zwecklos, es sei denn, daBl man
eine lingere Pause einschaltet, wie sie Ruysky und auch Rodéek emp-
fehlen. Der Durchschnitistiter der in dieser Gruppe der Untersuchungen
erzielten Antisera betrigt 1:12394 — ist also der hochste in allen
bis jetzt erwihnten Gruppen.

4. Gruppe der Untersuchungen

enthilt Kontrollexperimente zwecks Priifung der Resultate Fujiwaras,
welcher eine neue und originelle Methode zur Gewinnung hochwertiger
Antisera empfiehlt.

Der erwihnte Verf. fithrt 2 grundsitzliche Modifikationen ein. Erstens ver-
wendet er nicht Normalserum, sondern durch Kochen koaguliertes Serum, zweitens
nimmt er zur Immunisierung geringe Mengen des Antigens in kiirzeren Intervallen,
jeden 2. oder 3. Tag. Nach der Ausfilhrung von 5—10 intravendsen Injektionen
— was von der Menge des verwendeten koagulierten Serums abhingt — bestimmt
der Verf. die Wertigkeit des Antiserums. Die Resultate, welche Fujiwara mittels
dieser Methode erzielt, sollen sehr gut sein, wovon man sich fibrigens aus den
seiner Arbeit beigefiigten Tabellen iiberzeugen kann. Von 10 Kaninchen gab
eines ein Antiserum mit Titer 1:50000, einés 1:20000 und ein Kaninchen mit
Titer 1:10000.

An dieser an und fiir sich guten Methode wire nur auszusetzen,
dafB die Pricipitation sehr langsam vor sich geht, némlich nach 1 bis
2 Stunden, was nach der Uklenhuthschen Methode unstatthaft ist,
nach welcher bekanntlich die Zeit der Titerbestimmung 20 Min. nicht

fiberschreiten darf, ja in Verdiinnungen von 1:20000 soll der Ring
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schon nach 5 Min. zu sehen sein. Aber selbst wenn das Erscheinen des
Ringes bis zur dullersten Zeit, also bis 20 Min. beriicksichtigt wiirde,
so miifiten wir auch dann den Titer der Antisera reduzieren im
Verhdltnis zu den vom Verfasser angegebenen. In diesem Falle
kénnte nur ein Antiserum als wirklich hochwertig angesehen werden
(1:50000), die anderen hitten einen Titer von 1:20000 und 1:1000.
Es ist begreiflich, daB das Ablesen bis zu 20 Min. nur fiir praktische
forensische Untersuchungen von Bedeutung ist, wihrend bei der rein
theoretischen Bearbeitung die Ablesung auch nach 24 Stunden er-
folgen kann. In unseren Untersuchungen bestimmten wir stindig den
Titer nach der allgemein angenommenen Methode von Uklenhuth- Beu-
mer. Um also unsere Ergebnisse mit denen Fujiwaras vergleichen zu
konnen, miissen wir eine Zeitkorrektur vornehmen und die Resultate
bis zu 20 Min. ablesen.

Bei der Kontrolle der Experimente von Fujiwara hielten wir uns genauestens
an seine Vorschriften bei der Zubereitung und Einverleibung des Antigens. Wir
immunisierten 7 Kaninchen 10mal jeden 2. Tag in die Ohrvene, und zwar 3 Kanin-
chen mit Pferdeserum und 4 mit Schweineserum. Wihrend der ganzen Immuni-
sierung verhielten sich die Kaninchen normal, nabmen an Gewicht zu, ohne jede
Spur von Uberempfindlichkeit, was sehr zugunsten dieser Immunisierungsmethode
spricht. 7 Tage nach 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 ziemlich befrie-

Tabelle 1.
2|83 3 oy £
2 = = “Ea - B 2 =
EREFLEETI- il =% £
5 282 (8] § Quantum d =5 3
g |°a4 g % 2 des £ E% | g Titerbestimmung Spezifizititspriifang
2 % qa S z| S Antigens i = : -
SETLIC] S 5| 2% |z
g S8 g N |9
1221 2400 (3] g | 0,02gin Jeden |10 1:1000 nach 10 Min. | Mit Menschenserum
2630 g {2cem 0,85 zweiten 1:50000 ,, 18td.| 1:100 deutl. Ring.
& | proz. NaCl Tag
123 | 2900 (& || & desgl, desgl. |1011:10000 ,, 10Min.
2780 - 1:50000 ,, 1Std. Spezifisch
1241 2250 | @ g desgl. 2 desgl. 10 {1:10000 ,, 10Min.| Mit Menschenserum
2350 = 5 1:20000 ,, 30 ., unspezifisch 1:1000
125 2660 | @ %0 desgl, E desgl. 10 11:50000 ,, 20 ,, Spezifisch
M = 1:80000 ,  18td.
126 | 2400 | g1 .| desgl. [T | desgl. |10|1:20000 ,, 20Min. desgl.
2600 e _
127] 2050 (3 || 23| desgl. desgl. |10 |1:20000 , 20 ., desgl.
2170 95
1281 2320 | @ §.§ desgl. desgl. |10 |1:10000 , 15 ,, |Mit Hammelserum
2350 » unspezifisch 1:100
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digend. Die Antiserumwertigkeit ist in 2 Zahlen angegeben. Die obere Zahl gibt
einen Uberblick iiber das Ergebnis der Titerbestimmung bis zu 20 Minuten, die
untere bis zu 1 Stunde. Das Vorkommen einer Ziffer bedeutet, dafl nach lingerer
Zeit gar keine Anderung in der Reaktion eintrat.

Als charakteristisch fiir- die mittels dieser Methode gewonnenen
Pracipitine ist hervorzuheben, daf in einer Verditnnung des Antigens
von 1:10 und manchmal auch 1:100 eine deutliche Hemmung der
Pracipitation eintrat. Bei einer Verdiinnung von 1:1000 war der
Niederschlag am gréften und schon nach 5 Min. zu sehen. Bei weiterer
Verdiinnung des Antigens kommt es zu einer unbedeutenden Verminde-
rung der Niederschlige. Ebenfalls in Ubereinstimmung mit den Be-
obachtungen Fujiwaras sind die Ringe weniger deutlich, kommen viel
langsamer zum Vorschein und sind sehr zart. Nach der Resumierung der
Ergebnisse dieser Gruppe stimmen wir vollsténdig mit dem Verfasser
sowie mit Laguna und mit Meissner iiberein, die ebenfalls die Unter-
guchungen Fujiwaras kontrollierten. Die Spezifizitdt der mittels dieser
Methode hergestellten Antisera ist recht befriedigend.

Manche Autoren wie Obermayer, Pick, Bruyonoghe und Meissner priften noch
das Verhalten der Pracipitation bei Anwendung gekochten Antigens, um die¢ be-
sondere Spezifizitit der Antisera gegen gekochtes Eiweil (sog. konstitutive Grup-
pierung) festzustellen, was wir jedoch nicht nachkontrollierten. Nach Rosenberg
sollen die mittels gekochten Antigens hergestellten Antisera mehr artspezifisch
sein als wie die mittels ungekochten Antigens. Diese Beobachtungen finden jedoch
keine Bestétigung in den von Meissner ausgefiihrten Kontrollexperimenten. Nach
dieser Verf. ,traten im Gegenteil weitgehende unspezifische Reaktionen auf, die
durchschnittlich sowohl in der Stirke wie in der Hohe der Reaktion iiber das bei
Nativantiserum mit Nativantigen beobachtete weit hinausgehen®.

8. Gruppe der Untersuchungen.

Fyjiware fordert bei der Gewinnung précipitierender Sera grund-
satzlich zweierlei: 1. durch Kochen koaguliertes Antigen und 2. hiufige
intravendse Verabreichung desselben in kleinen Dosen. Zwecks Entschei-
dung, was den faktischen Vorzug der Methode Fujiwaras ausmacht,
trennten wir die oben angegebenen Prinzipien, um experimentell fest-
zustellen, ob und welchem von ihnen ein entscheidender EinfluB zuzu-
schreiben ist, bzw. ob beide untrennbar miteinander verkniipft sind.

Zur Beantwortung dieser Frage fithrten wir eine Reihe von Experi-
menten aus, in welchen wir koaguliertes Serum 4 mal in 7tégigen Pausen
intravends verabreichten, bzw. normales Serum 10mal jeden 2. Tag.
Zu diesen Experimenten verwendeten wir 12 Kaninchen, die wir in
4 Serien einteilten.

1. Serie. Um den EinfluB der Koagulation auf die Pricipitinbildung festzu-
stellen, experimentierten wir an 3 Kaninchen und injizierten 4mal in die Ohrvene
koaguliertes Menschenserum in 7—8tigigen Pausen. Die Menge des verwendeten

Materials betrug pro Kaninchen und Injektion 0,35—0,40 g koaguliertes Serum,
welches in 3—4 cem physiologischer Kochsalzlosung verrieben wurde (1 cem



Untersuchungen iiber Pricipitine. K27

Normalserum entspricht nach Fujiwara 0,2 g koagulierten Serums), Diese Serie
der Experimente wiirde also eine Kombination der Uhlenhuthschen Methode mit
derjenigen Fujiwaras darstellen.

2. Serie. Wir injizierten weiteren 3 Kaninchen 4mal in denselben Zeitinter-
vallen koaguliertes Serum jedesmal nur 0,02 g. Die Menge des in 2 cem physio-
logischer Kochsalzlosung enthaltenen Antigens ist also sehr klein, da zur ganzen
Immunisierung ein dem 0,4 com Normalserum entsprechendes Quantum verwendet
wurde.

3. Serie. Den Kaninchen dieser Gruppe injizierten wir Normalserum 10mal
jeden 2. Tag. Dieses Immunisierungsverfahren bezweckte die Feststellung, ob
mehr und héufigere Injektionen einen EinfluB auf die Wertigkeit der Antisera
ausiiben. Zu den Injektionen verwendete man jedesmal 2 com Normalmenschen-
serum.

4. Serie. Sie umfafite 3 Kaninchen und stellte sich die Beantwortung der
Frage zur Aufgabe, ob das Wesentliche der Methode Fujiwaras auf den kleinen
oft angewendeten Dosen des Précipitinogens beruht. Zu diesem Zwecke injizierten
wir den Kaninchen dieser Serie je 0,1 ccm Normalserum. Da die exakte Injektion
von 1/;, cem Fliissigkeit Schwierigkeiten bereitet, verdiinnten wir unmittelbar vor
jeder Injektion das Serum 10fach mit physiologischer Kochsalzlésung.

Samtliche 12 Kaninchen wurden gleichzeitig immunisiert; alle wurden in
gleicher Weise behandelt und gefiittert. Die Injektiorien wurden in den oben er-
wahnten Dosen in die Randvenen des Ohres ausgefiihrt; allen Kaninchen wurde
am 8. Tage nach der letzten Injektion nach 24stiindigem Hungern Probeblut .
entnommen und der Titer nach der Uhlenhuthschen Methode bestimmt.

Tab. 2 enthilt die Ergebnisse der Titerbestimmung und der Experi-
mente. Ein Blick auf die Tabelle belehrt uns, daff die Kaninchen der
1. Serie verhiltnismiBig sehr schwache Antisera lieferten. Die etrsten
2 Kaninchen (Nr. 131 und 132) reagierten normal und gaben entspre-
chende Pricipitine. Das 3. Kaninchen (Nr.133) reagierte iiberhaupt
nicht auf die Injektionen heterologen Serums und erzeugte gar keine
Pricipitine. Die Antigsera der Kaninchen 131 und 132 hemmten die
Pricipitation in Verdimnungen 1:10 und 1:100. Beim Kaninchen
Nr. 133 wurde eine Hemmung nicht beobachtet. Die Tiere wiesen fast
gar keine pathologischen Symptome auf; nur nach der 3. und 4. Injek-
tion bekamen sie einen leichten anaphylaktischen Shock, der jedoch
nie so heftig war, wie man ihn nach intravendser Einverleibung derselben
Menge von Normalserum beobachtet. Man kénnte dies so deuten, daB
das koagulierte Eiweil3 nicht imstande ist, mit den entsprechenden Anti-
kérpern sofort zu reagieren und daB kleine Dosen des sich langsam zer-
setzenden Antigens zur allmdhlichen Neutralisierung der anaphylak-
tischen Antikérper geniigen. Die Ringe, welche bei der Titerbestimmung
dieser Antisera entstehen, gleichen denen nach der Methode von Fuji-
wara, d. h. sie sind zart und entstehen langsam. Auch begegnen wir hier
dem in der Methode Fujiwaras erwihnten Phinomen der Hemmung
in Verdiinnungen von 1:10 und 1:100.

Etwas bessere Resultate erzielten wir in der 2. Serie, in welcher wir
Kleine Dosen Antigen verwendeten. Es gelang uns hier nicht, irgendeine
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toxische Wirkung zu bemerken, sie konnte also hdchstens ganz unbe-
deutend sein. Nicht die geringsten Symptome von Uberempfindlich-
keit waren festzustellen, was auf die geringen Dosen des Antigens zuriick-
zufithren wire. Zur Immunisierung geniigt ndmlich ein dem 0,4 com
Normalserum entsprechendes Quantum, also 20mal weniger als in der
Uhlenhuthschen Originalmethode. Alle 3 Antisera (134, 135, 136) gaben
gute Resultate. Zwei erreichten den Titer 1:30000, freilich erst nach
einer Stunde, das dritte 1:20000 nach 20 Min. In einer Verdiinnung
von 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 &hnelt der ersten. In beiden bei Anwendung grofler
Dosen Pricipitinogens verhaltnismifig niedrige Antiserumtiterwerte.
Die Kaninchen zeigten keine anaphylaktischen Symptome, magerten
jedoch ab, waren verstimmt, vertrugen sehr schlecht die groflen Dosen
heterologen Serums. Wir injizierten insgesamt 20 cem Antigen pro
Kaninchen, also 50mal meht als in der vorherigen Gruppe und 20mal
mehr als in der Originalmethode von Fujiwara.

Die Reaktion selbst verlduft typisch wie bei Verwendung mittels
normaler Antigene hergestellter Antisera. In Verdiinnungen von 1 : 10
starke Niederschlige, um so stérker, je grofler 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 gaben 3 Kaninchen der 4. Serie (Nr. 138, 139
und 140), welche oft und mit kleinen Dosen Normalserum immunisiert
wurden. Thre Titer iiberstiegen deutlich 1:30000. Die Methode, die
wir bei der Immunisierung dieser Kaninchen anwendeten, tibertrifft
die Methode Fugjiwaras auch darin, dal3 die Ringe tiberall sofort und
deutlich auftreten, und zwar um so stérker, je stéirker die Konzentration
des Antigens ist, sie sind jedoch nie so intensiv wie bei der Uhlenhuth-
schen Methode. Die charakteristische Hemmung, die bei der Verwen-
dung der mit koaguliertem Serum erzeugten Pracipitine auftritt, blieb
bei den Tieren dieser Serie vollstindig aus; auch Uberempfindlichkeits-
symptome wurden nicht beobachtet.

Um festzustellen, da die befriedigenden Resultate der 4. Serie bei
Immunisierung mit wiederholten und kleinen Dosen nicht zufillig sind,
immunisierten wir nach dieser Methode noch 13 Kaninchen (5. Serie,
Tab. 2). Sémtliche Kaninchen bekamen je 10 intravenése Injektionen mit
je 0,1 ccm Normalserum, das unmittelbar vorher mit 0,9 cem physio-
logischer Kochsalzlosung verdiinnt wurde. Wahrend der Immunisierung
waren die meisten Tiere vollstéindig gesund. Erst bei der 5. und 6. In-
jektion bekamen manche von ihnen ganz leichte anaphylaktische Sym-
ptome. Eine Woche nach 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 Resultaten der an 3 Kaninchen
(Tab. 2: Kaninchen Nr. 138, 139 und 140) vorgenommenen Anfangs-
experimenten iberein. Mit Ausnahme von 2 Antiseren (Nr. 159 und 170)
besaflen alle einen fiir praktische Zwecke geniigenden Titer; sechs er-
reichten sogar den Titer von 1:40000 in dem von Uhlenhuth vorge-
schriebenen Zeitpunkte. Bei anderen bisher von uns angewendeten
Methoden gehérten derart hochwertige Antisera zu den Seltenheiten.

Diese befriedigenden Resultate nach wiederholter Immunisierung
mit kleinen Dosen von Précipitinogen diirften ihre Analogie in der
Technik der Gewinnung von Agglutinationsseren (Pinner) haben, wo
bereits geringe Dosen von bakteriellem Antigen hinreichen, die Pro-
duktion von Antikorpern anzuregen, wahrscheinlich, weil so minimale
Mengen sogar hochvirulenter Bakterien dem Organismus unschédlich
sind. Es ist allgemein bekannt, dall die parenterale Einverleibung von
artfremdem Eiweill einen um so schédlicheren Einflufl auf den Organis-
mus ausiibt, je grofler die Eiweillmenge und je toxischer dasselbe ist.
Schon dieser Umstand, daB die mittels sehr kleiner Dosen immunisierten
Tiere nicht erkranken, macht es verstindlich, da sie auch eher hoch-
wertige Antikérper produzieren kénnen. Im Zusammenhang damit soll .
noch der in letzter Zeit gemachten Experimente gedacht werden, daBl
die Antikorper sogar dann entstehen, wenn nach intracutaner Injektion
des Antigens rasch die Haut herausgeschnitten wird, also noch ehe die
ganze Dosis in den Kreislauf gelangt ist.

Was die Spezifizitédt der eben erwahnten Antisera anbetrifft, so sind
die Resultate der in dieser Hinsicht durchgefiihrten Experimente (in
der Tabelle nicht erwihnt) weniger befriedigend. Wie bei anderen Im-
munisierungsmethoden gibt es auch hier einen ziemlich hohen Prozent-
satz von Antiseren, welche mit konzentrierten Lisungen von artfremdem
Eiweil} ebenfalls positive Resultate geben, wobei das Menschenpréicipitin
noch am wenigsten spezifisch gegen Schweineeiweil} sich verhilt.

Aus der Ubersicht der Experimente dieser Gruppe ersehen wir,
dafl mit der Bestitigung der Ergebnisse Fujiwaras auch gleichzeitig
entschieden werden kann, ob das Wesentliche dieser Methode in der Art
der Immunisierung bzw. Zeitpunkt und Dosis oder in der Kochkoagula-
tion liegt. Wir sehen, daB kleine, intravendse Dosen von normalem, nicht
koaguliertem Antigen geniigen, um hochwertige Antikorper zu erzeugen ;
dagegen ist die Verwendung gréBlerer Dosen Antigens zwecklos, ja schid-
lich, da das Tier erkrankt und dann nicht imstande ist, gentigend hoch-
wertige Antikorper zu erzeugen. In den Reaktionen, die mit so gewonne-
nen Pricipitinen ausgefithrt werden, treten die Ringe zwar rasch und
deutlich auf, sind jedoch nie mit den Niederschligen zu vergleichen, die
man bei der Immunisierung mit groBen Dosen Antigen erzielt, weder

Z. f. d. ges. Gerichtl, Medizin, 12, Bd. 36
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nach der Dichtigkeit noch nach der Menge der Précipitate. Ferner sank
der Titer dieser Pricipitationssera ziemlich stark und rasch, wie sich nach
wiederholten Titerbestimmungen dieser Antisera herausstellte. . Zwecks
Vermeidung dieser Fehler und Erzielung besserer Resultate gingen wir
an die weiteren Experimente.

6. Gruppe der Untersuchungen.

Sie besteht aus 2 Serien. In beiden Serien wurden die Injektionen
wiederholter kleiner Antigendosen mit der leicht modifizierten Methode
von Raysky sowie von Rodek verbunden, die auf wiederholter Immuni-
sierung beruhen. In der 1. Serie immunisierten wir in 2 Perioden mit
etwa 3monatigem Intervall, in der 2. Serie in 3 Perioden mit 2 Inter-
vallen auch von je etwa 3 Monaten. Nach jeder Immunisierung wurden
Wertbestimmungen der Antisera vorgenommen.

Die ersten 8 Kaninchen (Tab. 3: Kaninchen 142, 145, 146, 153, 154, 155,
156 und 171) bekamen jeden 2. Tag und im ganzen 7—10mal 1 cem 10fach mit
physiologischer Kochsalzlgsung verdiinntes Serum. Kine Woche nach der letzten
Injektion (bei den Kaninchen 142 und 145 nach 11 bzw. nach 10 Tagen) Probe-
blutentnahme und Titerbestimmung nach Uhlenhuth. Wie aus Tab. 3 ersichtlich,
sind die Ergebnisse ziemlich befriedigend. Nach einer Pause von iiber 3 Monaten
wurden noch 5—8 Injektionen gegeben, 1 Woche nach der letzten Injektion der
Titer wieder bestimmt. Fast alle Kaninchen gaben hochwertige Pricipitine, eines
sogar mit Titer 1:160000, 2 andere 1:80000 nach 5 Minuten. Beim Kaninchen 171
wurden nach 11tigiger Pause nur 2 Injektionen ausgefithrt und trotzdem erhéhte
sich der Titer vierfach.

Wie erwahnt, enthielt die 2. Serie 2 Intervalle, zwischen der 1. und 2. Serie
der Injektionen eine ungefdhr 3monatige Pause, zwischen der 2. und 3. Serie
eine 4monatige (Tab. 3: Kaninchen 152, 157 und 158) oder 11 t4gige Unterbrechung
(Nr. 163 und 164). Nach jeder Injektionsreihe, die stets nach derselben Methode
ausgefithrt wurde, wurden die Titer bestimmt und die Tiere zu weiteren Injektionen
reserviert. Bei den ersten 3 Kaninchen (Nr. 152, 157 und 158) erhohte sich der
Titer nach jeder Serie fast um das Doppelte; in einem Falle ergab sich sogar der
ausnehmend hohe Titer 1:160000; der Pracipitationsring erschien nach 15 Minuten,
war zart, jedoch ganz deutlich. Die restlichen 2 Kaninchen (Nr. 163 und 164)
gehorten zu Tieren, welche tiberhaupt gar keine Pricipitine produzieren und deren
Serum trotz 3maliger Tmmunisierung selbst in kleinsten Verdiinnungen keine
Niederschlige erzeugte. Auch in dieser Gruppe der Experimente konnte man
— wenn auch in geringerem MaBstabe — wie in den vorigen Gruppen das inter-
essante Phinomen beobachten, daB die mit kleinen Dosen Antigen gewonnenen
Pracipitine trotz hohem Titer keine so starken Niederschlige geben wie die Anti-
sera der mittels hoher Dosen von heterologem Eiweill immunisierten Tiere. Da
uns leider der Apparat von Nuttal und Inchley nicht zur Verfiigung stand, konnten
wir die quantitativen Unterschiede in den mittels verschiedener Methoden ge-
wonnenen Antiseren nicht feststellen. Die Unterschiede in der Tritbung beurteilten
wir somit nur mit dem Auge. Zwecks Vermeidung auf Suggestion beruhender
Irrtiimer wihlten wir eine Reihe von Antiseren mit gleichnamigem Titer von nach
verschiedenen Methoden immunisierten Tieren, fithrten die Reaktionen in dem-
selben Stativ aus und konnten verhaltnismifBig genau vergleichsweise feststellen,
wo und in welcher Intensitdt der Niederschlag auftrat. Auf Grund dieser Experi-
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mente iiberzeugten wir uns, dal kleine und oft wiederholte Dosen Antigen, in -
einer oder mehreren Injektionsreihen angewandt, im allgemeinen viel hochwertigere
Antisera geben als diejenigen, welche mittels groBer Dosen Antigen nach’ alteren
Methoden erzielt werden; die Intensitit der Ringe ist jedoch schwicher und
unterliegt in verschiedenen Konzentrationen von homologem Eiweil kleinen
Schwankungen. Hingegen erzielten wir mit diteren Methoden, z. B. der Uhlenhuth-
schen, Antisera, die zwar nicht so hochwertig waren, die jedoch sehr deutliche
und rasch auftretende Niederschlige in kleinen Verdinnungen des Antigens er-
zeugten (1:100 und 1:1000); in weiteren Verdiinnungen werden die Ringe zarter,
um endlich in Verdimnungen, welche sich dem Titer des Antiserums nihern, kaum
bemerkbar zu machen.

Die Tatsache, dafl bei Anwendung desselben Antigens die mittels
verschiedener Methoden gewonmenen Antisera verschiedene Nieder-
schldge erzeugen, verschafft uns einen gewissen Einblick in das Ent-
stehungsproblem der Précipitine. Bei der Immunisierung mit kleinen
Dosen Antigen erhalten wir zwar hochwertige Antisera, jedoch mit
schwachen Niederschligen. Diese Antisera sind also quantitativ nicht
schlecht, qualitativ minder gut. Umgekehrt erhalten wir bei der Immu-
nisierung mit grofen Dosen Antigen .qualitativ sehr gute Antisera, die
jedoch quantitativ sich verschieden verhalten (deutlich und rasch auf-
tretende Niederschlige bei verschieden hohem Titer). Man kénnte daraus
den Schluf ziehen, dafl Quantitit und Qualitit der Pricipitine im Serum
immunisierter Kaninchen in keinem stabilen Verhdltnis zueinander
stehen, daB sie je nach der Immunisierungsmethode oder anderen noch
unbekannten Faktoren Schwankungen unterliegen kénnen.

Im Zusammenhang damit kénnte man das Sinken des urspriinglichen
Titers der Pracipitationssera erkliren. Bekanntlich sinkt der Titer der
Antisera am meisten kurze Zeit nach der Entblutung des Kaninchens.
Nach diesem anfénglichen, ziemlich raschen Sinken des Titers lassen sich
manchmal die Antisera monatelang, sogar jahrelang aufbewahren,
ohne an ihrer Wertigkeit besonders viel einzubiifen. Wenn wir also
ein exquisit-quantitatives Serum vor uns haben, welches noch in sehr
hohen Verdiinnungen langsam auftretende und schwache Niederschlige
gibt, so kénnte man annehmen, daB dieses Antiserum in der Volumeinheit
wenige gewissermaflen akkumulierte Pricipitine enthilt, somit zartere
Niederschlige erzeugt, sich rascher erschépft und binnen kurzer Zeit
seinen Titer verliert und derart minderwertig wird, daB es fiir praktische
Zwecke sich nicht mehr eignet. Hingegen, je mehr Antikdrper in einer
Volumeinheit des Pricipitationsserums akkumuliert sind, desto linger
148t es sich ohne hedeutendere EinbuBie an seiner Wertigkeit aufbewah-
ren. Um also ein Antiserum, welches sich lingere Zeit und unveréndert
halten kann, zu erzielen, miiite man die Tiere mit gréBeren Dosen Anti-
gen immunisieren. Man muB also den Organismus nicht nur zur Produk-
tion der Pricipitine anregen, sondern ihn auch zwingen, dieselben in
groflerer Menge zu erzeugen.

36*
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Tabelle 3.
z Immunisierung I Immunisierung IT
=
£ & 8
h=1 = o
= © g | = 2] see Zeitintervall iti
= = s eB g & g Zeitintervall ! g 5 . Zeitintervall
. E § z = % g % £ 5 | zwischen der | Zwischen Im- g % lzljlnverle;- zwischen der
| & é% 2 '”Ec:i =B 2 £ | letzten Injek- | munisierung | = £ dungzaz' letzten Injek-
3 s |NElISS Ej tion und Blut-] TundI |33 o8 n: * | tion und Blut
- E N = E 3 probeentnahme N = ge probeentnahm
z & '
=]
142 | 26520 | @ 2 10 10 Tage 110 Tage 5 S 7 Tage
1452100 g | 2 | 10 m o, 0 5 g3 7 .
14611970 | & | 2 | 10 o, i, 5 a4 e 7 .
153 1 2600 | @ | 2 7 7, 105, 8 EE8 7 .,
1542400 | & | 2 T 05 7 . 05 8 2eH 7 .
155 | 2450 | g | 2 7 ] 7T . 105, 8 2% 7 .
156 | 2850 | & | 2 7 i T 05 ., 8 £Ee 7.
1711870 | 8 | 2 7 s 10 ., m o, 2 .gg.aé 8
152 | 2900 | @ | 8 9 z 7 . 105, 5 | 0 .
157 | 2200 | & 8 7 ] 7 105 8 &o.? c§a T .
2 S8
wel2s00| 2l 8 | 71 = 7, 05, 8 g 7,
163 (228012 | 8 | 10 8 7T, 89, 7 EaE 0 .,
164 (200 2| 8 |10 g 7T, 8 T ) 885 0,
172 | 3150 | @ | 2 9 - — 7, 3 Nsmg. 6 .
1758 (8000 | ¢ | 2 9 - — 7 . 3 R 6
174 18650 | 2 2 | 9 | 2 - 7 . 3 [lag<E2 6
175 1 2650 | @ | 2 9| 3 — 7 . 3 |[|Ez¥g & 6
176 | 2850 | & | 2 9 5 — 7., g3 |J58H 6 .
il b BRI IR - 2o, L) esgal 7o
178 | 2600 | @ | 2 8 g - 2 ., 1 g= gL 7 5
o200 3| 2| 8| & - ®» 1 SEZE 7T .
180 | 250 | ¢ | 2 8 E — 2, 1 ] &858 7 .
199 18100 | 2 | 2 9 g 8 Tage 24, 2 ) 7 .
3300 SEa
200 {8100 | ¢ | 2 9 g 8 %, 2 BEE 7
2550 © g4n
o01 32002 2| 9| 2 8 . %, 2 g8 7 .
5200 = £°¢
o02 2850 a| 2 | 9| 2 8 . 6, 2 g7 7.
2500 5 2o g
203 (2509 | L | 9] & 8 . 2, 2 gg° 7,
204 | 250 | & | 2 9| 4 8 . 2%, 2 S5 8 7 .
2650 » m3E
2051950 | 2 | 2 9 3 8 2%, 2 g “,.5 T,
2300 Z S8
206 | 1950 [ @ | 2 9 g 8 %, 2 2%y T .
2200 = ST
207|200 | 8| 2 10 Gl 7T . 38 2 = 5E T W
= ERa
208 | 2600 | ¢ | 2 | 10 e 7, 8 2 ZEZ 7 .,
209 8300 ¢ | 2 |1 & 7 . 3 2 =2 7w
o0 (2000 | g | 2 [ 10 5 (- B . 2 || Zad 7.
2100 & 22§
211 {2000 ¢ | 2 |10 £ 7. 8, 2 232 (.
2200 = : 22 .
212 [ 2550 | ¢ | 2 [ 10 7. 8 ., 2 W 7 .
2250 Bo g
213 2600 | ¢ | 2 | 10 7 . 88 2 g 7,
2600 J NE

Anmerkung: Kaninchen Nr., 152, 157, 158 wurden nach 180 Tagen zum dritten Male in ana-
loger Weise immunisiert. Titer ihrer Sera stieg mach Immunisierung ITY ziemlich erheblich, und
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Tabelle 3.
Titer nach Immuni- | Titer nach Immunisie- - Spezifizitdtspriifung Art des Pricipiting

sierung 1

rung 1T

1:20000 nach 5 Min.
1:20000 , 10 ,
1:30000 , 10 ,,
1:20000 ,, 8
1: 1000 ,, 5 ,,
1:20000 ,, 5 ,
1:40000 , 10
1:10000 , 15
L:20000 , 5 ,,
1:20000 , 10 ,,

!

1:160 000 nach 20 Min.
1: 80000 , 5 ,,
1: 80000 , b5 ,,
1: 40000 , b5
1: 1000 ,, 5 ,
1: 40000 , 8 ,
1: 40000 , 5 ,,
1: 40000 , 8
1: 10000 , 156 ,,
1: 40000 ; 8
1: 40000 , 5

Trotz dreimaliger Immunisierung besitzt nicht
einmal Titer von 1:10

Mit Pferde- u. Schweineserum 1 :1000
Spezifisch
desgl.
desgl.
Mit Rinderserum 1:100
Spezifisch
Mit, Menschenserum 1:10
Spezifisch
desgl.
Mit Menschen-, Pferde- und Rinder-
serum 1:1000
desgl.

Spezifisch

Mit Menschen- und Rinderserum 1:10
Mit Menschen- u. Schweineserum 1: 100
Mit Rinder- und Schweineserum 1:10
Spezifisch

Mit Schweineserum 1:100

Mit Pferdeserum 1:100

Mit Pferdeserum 1: [00
Mit Sehweineserum 1:10
desgl.

Mit Pferdeserum 1 :1000
Mit Schweineserum 1:100

vor Immunisierung IT

Mit Pferde- und Schweineserum 1:100

Mit Pferde-, Schweine- und Menschen-
serum 1:1000
desgl.

Tod wihrend Immunisierung II

— 1: 40000 nach 10 Min.

— 1: 60000 , 15

— 1: 20000

— 1: 60000 ,, 10 ,,

— 1: 10000 , 10 ,,

— 1: 80000 ., 20 ,,

Tod vor Titerbestimmung

— 1: 20000 nach 15 Min.

— 1: 40000 , 10 ,,
1:10000 nach 15 Min. | 1: 20000 ,, 20 ,,
[: 100 ,, 5 , |1:10000 , 20 ,,
L:10000 ., 10 1: 10000 ,, 2 ,,
L: 1000 , 20 ,, 1: 1000 , 2,
t: 1000 ,, 15 ,, Tod
l: 100 ,, 5 1: 1000 nach 2Min.
l: 1000 ,, 10 1: 10000 , 15 ,,
L:10000 ,, 5 1: 20000 , & ,,
t:20000 ,, 10 , 1: 40000 , 10 ,,
1:10000 ,, 5 1: 20000 , 8
l: 1000 ,, 5
l: 1000 3 1: 1000 nach 5 Min.
11000 ,, 4, 1: 20000 , 20 ,,
110000 ,, 10 , | 1: 40000 , 20
110000 ,, 10 , 1: 20000 , 10 ,,

Spezifisch

Mit Menschen-, Schweine- und Rinder-
serum 1:100

Mit Menschen-, Schweine- und Rinder-
serum 1:10

Mit Rinderserum 1:10

f Mit Schweine- u. Menschenserum 1:100

Menschenpricipitin
desgl.
desgl.
Schweinepricipitin
desgl.
desgl.
desgl.
Pterdepricipitin
desgl.
Schweinepréeipitin

desgl.
Pierdepricipitin
desgl.
desgl.
desgl.
desgl.
desgl.
Menschenpricipitin
desgl.
desgl.
desgl.
desgl.

desgl.
desgl.
desgl.

desgl.
desgl.

desgl.
desgl.
Pierdepricipitin
desgl.
desgl.
desgl.
desgl.
desgl.

desgl.

zwar beim Kaninchen Nr. 152 bis 1:20 000, Kaninchen N1. 157 bis 1:80 000, Kaninchen Nr. 158 bis
1:160000. Kaninchen Nr, 200 Geburt von 5 Jungen nach 9 Injektionen.
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Auf Grund der obigen Experimente und Erfahrungen kamen wir zur
Uberzeugung, daB die Quantitit des zur Immunisierung angewandten
Antigens in direktem Verhéltnis zur Quantitit des Niederschlages steht,
selbstverstandlich bis zu einer gewissen Grenze. Wenn nimlich die
Dosen des Antigens zu groB sind, schidigen sie den immunisierten
Organismus und erschipfen ihn derart, daf seine Fihigkeit zur Bildung
von Antikorpern herabgesetzt wird. Die Mehrzahl der fritheren all-
gemein angewandten Methoden zur Gewinnung der Pricipitationssera
bediente sich bei der Immunisierung grofier Dosen von heterologem
Eiweil. Fujiwara fithrte eine Neuerung ein, indem er nachwies, dafl man
mittels Injektion auch kleiner Dogen Antigen hochwertige Antisera er-
zeugen kann. Bei Anwendung &dlterer Methoden erzielten wir zwar
selten quantitativ hochwertige Pracipitine, jedoch von ausgezeichneter
Qualitdt des Niederschlages. Hingegen bei der Immunisierung der
Tiere mit kleinen Dosen Préicipitinogens erzielten wir quantitativ hervor-
ragende Antisera, die Niederschlage sind jedoch qualitativ weniger stark
und deutlich.

In Beriicksichtigung obiger Ergebnisse unserer Experimente, daf}
die Féhigkeit der Précipitine, starke oder schwache Niederschlige zu
erzeugen, sowie die Sensibilitit der Reaktion von der Quantitit des
Antigens und der Art der Immunisierung abhingen, versuchten wir in
der folgenden Gruppe der Experimente die auf groBien 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 sich vereinigt.

7. Gruppe der Untersuchungen.

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

Bei den Kaninchen der 1. Serie filhrten wir 9 intravendse Injektionen aus
mit je 1 com 10fach in physiologischer Kochsalzlésung verdiinntem Normalpferde-
serum. Nach I wdchiger Pause wurden (zwecks Vermeidung von anaphylaktischem
Shock) intraperitoneale Injektionen von je 4 cem unverdimntem 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, injizierten wir im 1. Teil der
Immunisierang kleine Antigendosen (0,1 cem), welche wir 8—10mal jeden 2. Tag
wiederholten. Nach 22-—33té#gigem Intervall 2. Teil der Immunisierung und
zwecks Vermeidung von Anaphylaxie Verabreichung von 0,15—0,2 ccm verdiinnten
Serums in der vorhin erwihnten Weise. Nach 1 Stunde Seruminjektion ent-
sprechend 1 cem auf 1 kg Korpergewicht. Am néichsten Tage wiederholte Injektion
derselben Dosis. Um Vergleiche anzustellen, fithrten wir die Titerbestimmung
nach der 1. und 2. Immunisierung aus. Die Ergebnisse obiger Experimente sind
auf Tab. 3, Nr. 177—213, dargestellt.
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Wie aus obiger Tabelle ersichtlich, sind die Antiseratiter beider
Serien sehr hoch. Bei der Ausfiilhrung der Immunisierung nach &lteren
Methoden mit groSen Dosen Antigens waren solche Antisera von
1:60000 oder 1:80000 Seltenheiten. Die von Fujiwara erzielten Anti-
sera sind zwar hochwertig genug, besitzen jedoch die oben erwihnten
Mingel, welche seine Methode fiir praktische Zwecke wenig geeignet
machen. Die bereits erwihnte Modifikation der Methode Fujiwaras,
welche auf Anwendung von kleinen Dosen nichtkoagulierten hetero-
logen Serums beruht, beseitigt nur zum Teil die Fehler seiner Original-
methode. Die mittels dieser modifizierten Methode hergestellten Anti-
sera verursachen keine Hemmung des Antigens in Verdiinnungen von
iiber 1:10, die Niederschlige sind jedoch nicht viel deutlicher als in
der Originalmethode Fujiwaras. Die Reaktion dieser Antisera ist zwar
quantitativ stark, 148t aber an qualitativer Intensitét viel zu wiinschen
iibrig.

Wie erwartet, gaben die Kaninchen beider Serien die besten Antisera
von allen bisher erwihnten Methoden.

Offenbar reizten die anfanglichen Injektionen mit oft wiederholten-
kleinen Antigendosen den Organismus des Kaninchens zur Produktion
spezifischer, quantitativ hochwertiger Précipitine, welche selbst auf
geringfiigige Dosen Antigen reagierten. Nach der 1. Serie der Injek-
tionen sind jedoch diese Antisera qualitativ noch ungeniigend, sie geben
nur ganz zarte Niederschlige selbst in niedrigen Antigenverdiinnungen.
Erst nach der 2. Immunisierungsserie kommt es zu einer bedeutenden
Anderung dieses Bildes. In kleinen Verdiinnungen entstehen fast sofort
starke flockige Niederschlige und auch die Raschheit und Intensitdt
der Reaktion wird verdoppelt. Der Durchschnittstiter der menschlichen
Pricipitationssera steigt nur unbedeutend, hingegen kommt es zu einem
rascheren Niederschlag, die Qualitit und Quantitét der Pricipitate
wird viel stdrker. Der Durchschnittstiter der menschlichen Précipitine,
der nach der 1. Immunisierung 1:5512 betrug, steigt bei der wieder-
holten Immunisierung auf 1:8857. Hingegen erreicht der Titer der
Pferdeantisera, welcher nach der 1. Immunisierung 1:8714 betrug,
bei der 2. Immunisierung 1:23500. Die Intensitit und der Verlauf
der Reaktion sind die gleichen wie bei Anwendung von menschlichen
Pricipitinen. Worauf dieser bedeutende Unterschied im Titer der
Menschen- und Pferdeantisera dieser Gruppe der Untersuchungen be-
rubt, ist zur Zeit schwer zu beantworten. '

Wir kommen nun zur Besprechung der Spezifizitit der Antisera.
In dieser Hinsjcht tiberpriiften wir die Mehrzahl der auf Tab. 3 ange-
gebenen Antisera mit den am meisten iiblichen heterologen Seren, und
zwar menschliche Précipitine mit Rinder-, Pferde- und Schweineserum,
Pferdeprécipitine mit Menschen-, Rinder- und Schweineserum. Wie aus
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Tab. 3 hervorgeht, sind die Antisera um so weniger spezifisch, einen je
hoheren Titer sie erreichen. Dieses Phinomen kénnte man mit der grofien
Anzahl der Injektionen erkléren, was die Annahme von Manteufel und
Beger bestitigen wiirde, daB mehr als 3 Injektionen die Spezifizitit der
Pricipitine herabsetzen. Gegen diese Ansicht sprechen die Experimente
von Fujiwara, welcher ebenfalls zwar mit kleinen, jedoch oft wiederholten
Antigendosen immunisierte. Man bemiihte sich auch — mehrmals
sogar mit Erfolg —nachzuweisen, dafl eine gréfiere Spezifizitit der Prici-
pitine durch erwirmte Antigene zu erreichen ist. Die nach der Methode
Fujiwaras gewonnenen menschlichen Prizipitine sollen sehr schwach
selbst auf AffeneiweiB reagieren, was tibrigens der Verfasser selbst an-
gibt. Manteufel und Beger stellten bei der Kontrolle der Experimente
Fujiwaras eine groBere Spezifizitit der auf diese Weise erzielten Prici-
pitine fest mit Ausnahme der nahe verwandten Tierarten, wo eine Ab-
grenzung der Heterologie nicht zu bemerken ist. Die letztens von Meiss-
ner ausgefiihrten Experimente weisen keine wesentlichen Unterschiede
in der Spezifizitit der mit normalem und gekochtem Antigen gewonnenen
-Antisera auf. Sowohl auf Grund eigener Beobachtungen, wie auch hier
angefithrter fremder Experimente 188t sich auf jeden Tall schwer an-
nehmen, da8 nicht denaturierte Antigene eine merkliche Unspezifizitit
verursachen konnten. Man kann héchstens voraussetzen, dal die vor-
bereitenden Injektionen in der 1. Serie der Immunisierung gerade wegen
der kleinen Dosen Antigen eine Allergie héheren Grades hervorrufen
als die in anderen Methoden ausgefithrten Injektionen mit groBien Dosen
Antigens, wo die Reaktion des Organismus einen mehr spezifischen als
Gruppencharakter aufweist.

Erst nach Beendigung der Experimente dieser Gruppe erschien die Arbeit
von Blumenthal, welche sich an die FErfahrungen von Yoshioki (Antipneumo-
kokkenserum), Fornet und Miiller, sowie Fujiware anlehnt. Der Vorzug der Me-
thode Blumenthals beruht auf der wiederholten Verabreichung des Antigens nach
einem mindestens so langen Zeitintervall, wie zur Entstehung der Uberempfind-
lichkeit notig ist. Das erinnert stark an die vom Verf. nicht erwihnten Bxperi-
mente von Raysky und von Robek, welche uns als Grundlage fiir die von uns
bearbeitete Modifikation der wiederholten Immunisierung dienten. Sowohl die
Experimente Blumenithals wie auch die unserigen geben ganz gute Ergebnisse und -
beide Arbeiten bestitigen einander.

8. Gruppe der Unlersuchungen.

Aus dem Institut H. Pfeiffers erschien die Arbeit von Standenath, in welcher
der Verf. auf Grund seiner an 2 Kaninchen ausgefithrten Experimente zur Uber-
zeugung gelangt, daB die Ergebnisse bei der Gewinnung der Serumprécipitine sich
steigern, wenn vor der eigentlichen Immunisierung das reticulo-endotheliale
System blockiert wird. Zu diesem Zwecke verwendet der Verf. eine neutrale
kolloidale Tuscheemulsion, Diese Tusche, von der Firma Griibler in Leipzig eigens
zu diesem Zwecke hergestellt, ist vollkommen steril, ohne Zusatz schadlicher Anti-
septica. Einige Tage vor der Serumimmunisierung injiziert der Verf. intravends
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die entsprechend mit destilliertem Wasser verdiinnte Tusche und geht erst dann
an die eigentliche Immunisierung des Kaninchens. Wie schon erwihnt, fithrt der
Verf. als Beweismaterial nur 2 Kaninchen an; 2 weitere Kaninchen, welche in
derselben Weise mit Serum immunisiert werden, jedoch ohne vorherige Blockade
des Reticulo-Endothels, dienen zur Kontrolle. Die mit vorangegangener Blockade
des Reticulo-Endothels immunisierten Kaninchen produzieren gute Pracipitine; das
eine mit Titer 1:20000, das andere 1:40000, wihrend bei den XKontrolltieren der
Titer nur 1:2500 und 1:10000 ausmacht. Das endgiiltige Ablesen der Ergebnisse
geschah nach 16 Stunden, hingegen gibt der Verf. nicht an, wie hoch der Titer
nach der iiblichen Ablesung, d.h. nach 20 Minuten sich stellte.

Da nicht lange darauf die Publikation von Nadine-Collon erschien,
nach welcher die Injektionen von Tusche die Produktion der Serum-
pracipitine nicht beeinflussen und die Blockade des reticulo-endothelia-
len Systems auch bei der Gewinnung anderer Antikorper eine unter-
geordnete Rolle spielt, beschlossen wir, die Sache nachzukontrollieren,
indem wir einerseits die Originalexperimente Standenaths wiederholten,
andererseits unserer in Gruppe 7 beschriebenen Methode die Blockade
des Reticulo-Endothels vorausschickten. Als Kontrollmaterial . be-
nutzten wir Versuchskaninchen, welche zwar in einem anderen Zeit-
punkt, jedoch in derselben Weise immunisiert wurden wie die Kaninchen
mit vorheriger Blockade. Um uns die exakte Vergleichung der Ergeb-
nisse zu ermoglichen, beniitzten wir zur Immunisierung mit vorheriger
Tuscheblockade dieselbe Anzahl von Tieren, welche mittels derselben
Methode jedoch ohne vorangegangene Blockade immunisiert wurden.

Bei der Wiederholung der Versuche Standenaths fuhrten wir an 5 Kaninchen
je 2 Injektionen mit kolloidaler Tusche nach Pfeiffer aus. 2 Tage nach der 2. Tusche-
injektion fiihrten wir 4 Injektionen mit inaktiviertem Menschenserum aus, und
zwar téglich 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 Tuscheinjektionen (1 Kaninchen
nach der ersten, das 2. unmittelbar nach der wiederholten Injektion).

Die nichsten Experimente vollfithrten 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 beschriebenen Methode immunisierten.

In der 1. Serie dieser Experimente fiihrten wir zuerst 2 intravencse Injek-
tionen mit 1:15 bzw. 1:20 in destilliertem Wasser verdiinnter, filtrierter und auf
Korpertemperatur erwirmter Tuschelosung aus. Zwischen der 2. und 3. Injektion
machten wir eine 3tagige Pause. Vom nichsten Tage nach der letzten Tusche-
injektion ab machten wir 10 intravendse Injektionen, jeden 2. Tag mit je 0,1 cem
10fach mit physiologischer Kochsalzlosung verdimntem Pferdeserum. Nach
17tigiger Pause 3 Injektionen von Pferdeserum an 3 aufeinanderfolgenden Tagen,
je 1 cem Serum auf 1 kg Koérpergewicht des Kaninchens. Eine Stunde vor der
1. Injektion der wiederholten Immunisierung Verabreichung von 1 cem 10fach
verdiinnten Serums, um einem eventuellen anaphylaktischen Shock vorzubeugen.
Ein Kaninchen (Nr.223) ging wabrend der 1. Immunisierung an Pyamie zu-
grunde.

In der 2. Serie der Experimente gaben wir — wie in der 1. Serie — zuerst
2 Tuscheinjektionen, nachher fithrten wir in analoger Weise die 1. Immunisierung
durch und 13 Tage nach der letzten Seruminjektion wieder 2 intravendse Tusche-
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injektionen mit 1tégiger Pause. Diesmal enthielten die wiederholten Tusche-
injektionen die gleichen Dosen, also je 10 cem 7,5proz. Tuschelésung (ein Kanin-
chen fiel sofort nach der 2. Tuscheinjektion). 2 Tage spiter 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 spiter 2mal intravends mit 1tégiger Pause je 10 cem 7,5proz.
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Kurve 4. Die Kreuzlinie bezeichnet die Experimente an den Kaninchen Nr. 214—218. Die fort-

laufende Linie bezeichnet die Experimente an den Kaninchen 219—224, Die Strichlinie bezeichnet

die Experimente an den Kaninchen Nr. 225—230. Die Strich-Punktlinie bezeichnet die Experi-
mente an den Kaninchen 231—286.

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. Serie sowoh! vor der 1. wie vor der 2., in der 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
ersichtlich.

Die Ergebnisse stimmen
so ziemlich mit der Zu-

40

s Ch A8 2 ® sammenstellung auf Tab.
L) — ‘:""\5\< - Nr. 3 iiberein, wo die Tm-
b1 L ; munisierung in derselben
* : 3 8 § § § 8 Weise, jedoch ohne Blok-
o s s 8 kade des Reticulo-Endo-

Kurve 5. Die fortlaufende Linie bezeichnet die Antisera, .
welche nach der in der 7. Gruppe der Experimente er- thels a’usgefu}lrt wurde.
wihnten Methode erhalten wurden ; Kaninchen Nr. 177 bis Um einen Verg]eich mit
218 (mit Ausnahme der gefallenen Kaninchen.) Die Punks- d B bni £Tab. 4
linie bezeichnet die Antisera, welche nach der in der en nrgepnissen aut lao.

8, Gruppe der Experimente erwihnten Methode gewonnen zu ziehen. stellten wir die-
wurden; Kaninchen Nr. 219—236 (mit Ausnahme der ’ . R
gefallenen Kaninchen). selbe Anzahl in glewher

Weise immunisierter Ka-
ninchen zusammen, und zwar Kaninchen Nr. 177, 178, 180, 199, 200,
201, 202, 204, 205, 206, 207, 208, 210, 211, 212 und 213 (vgl. Tab. 3
und Kurve Nr. 5).

In der 1. Serie, in welcher die Tusche nur vor der ersten Immuni-
sierung verabreicht wurde, ist der Durchschnittstiter der Antisera
verhaltnism&Big am niedrigsten: 1:14000. In der 2. Serie, wo die
Tusche 2mal vor der 1. und nach der 2. Immunisierung angewendet



541

Feipitine.

Untersuchungen iiber Pr

0001 : T WNISSOUlOAYOS

e
‘[8s0p | M -IOPUNY ~UOUISUST I |00008:1| 3 w
00T: T WNIos ! L E 2914 or| “erjo000r:t “ o1 _ _ s
*1889p -QUOMUOS " -USUDSUOT M 10000131 © 2 & y | . 0012 | 983
0001 1 WNIISUSYISUSTT g G et o1 g1 looot 1| « or!| = _ _ 5
*18sep n -oueMUdg ~Iopury MW |0000%:T| “ & 2 w . ) ) 008% | 963
18s0p “[Bs9p w0001:1] ¢ 2| M| g et “oor| “erjooor:r oot Bl — _
1ssep | Uosyizeds 001:Twnes [ l0000z:Y| ¢ L | 2 | © et “oor| “erlooor srf 4oor) 9 - _ o | 0oL | vee
‘[8s0p | -OUPMUDE "0 -TopUlY ﬁsﬁ o000t 1l « al = | = & gL ¢ or) " erjoo00r:iy foor| & — — ¥ | 0063 | ££2
‘[Asep “Bsap o tORI IV - I g gIp o1 “ €000l i1 ¢ 0T | § 8 _ ” £ | 0ceg | 282
uppidrogad f| Q00T T WINISSCURMYDS 00002 1 ¢ & ° I L LR “ 81100008: 1 " Or T2 “ g el:T < o1 % 0048 } T8
-opIsIg ‘N -IOPUNY ~TAYDSUL I A 00007 T 058, 2 m ; 4 gLy ool 1 locooz: 1] «“ o1 i 8 « 1 aliy 0013 | 086
worselt ! g 2 ierr or| “erloooor:1l “ or .m S “oq mﬁ ”n . 01| £ | 0985 | 655
-9UoSN, 1092)9] YOUU JI0J0S SUBUOUIUEY SOp POT, M “ R " EE ' O # ] 0i05 | 8tz
13sep yostzads 0000331 g1« sl vorl “erjooor:y <oor| Eoll ¢ ori arp ¢
. L2 alerit < orl “etjooor 1l < or| ESY| « BLoL g o e
wyideeld | 00T [ wWnieseupAyds  {|0000F:T] ¢ L | = | o9y NA “ o1 W el 7 T| Qr:1 “ 0T|¥|0092 | 933
~9pla m -Iapury ‘- - : 3 : “ : . «
OPIAT Mmpwwu UOUISUITL umzﬁ 000035 11 984T, 2 m el eriTmoo o1 st L1 Mmmmﬂ.ﬁ . Mﬁ m g T et OT | £ | 008 | %5
iEIE B k e T « e
“18%9p ‘[Ssep o mﬂwowm@ﬁzomw_gm m YOBU ‘UOIPOIUTWINIGY § INU JOYNULRIY BB M M M « W MW ““ “ 0L} o0sg | 58
185D | 000 11 WRIOSAMoATR o00si1] ¢ 4| E | — —cuoer i) or | BTN e 1] e ot (2 | oo | Ges
‘13s9p n -30pury -uayosue . : @ - - LT100003:1] “ o1 | € “ . «
amdrogad g T L{0000F: T L g — _ “<orloor i ¢ o = . F ar:T ool £ 1099 | 1¢3
~apIoid « : . © I aril 0L | £ | 00%5 | 033
0000%:1|o8eLL | 2 — — areilooor 21| “ or ) eIt ‘01
880D « - | 8 oy Fg, 00t “O0T |2 0urs | 613
wpdpgd I - — looorst] < or 128 [ sext|%e o
-UOYISTATY yosyzady _ _ i _ & Qox L0112 | oges | 8T8
© - — locoot: 1| BT o1 | § 3 o2 o1
£ LOL|gggllemees | e T 012 0808 | L1
uppdiogad =) polL, g 8 % @ 01
108 . 8= — (oL T ar|®
“UOUISUSIY yosyzads _ _ 2 _ M _ E) %a .o 0903 | 976
) g - - — 10000L: 1| '3 2 ; «
a POl BeH L oF . Wa 9341 & M\o o1 qr | P | 0903 | 913
= - - - %01 won gL | 2| 001z | $12
3 S g s T
o |So2 | _|2ES g o[3=E] § |gs Z
L8 [ EEElyg|E % E |S=3 s 25§ g
ouyidiogig 82 BEES EZ|5FS E |ZEE| £ |&i% - £
19D Wy gunmadsygyzmzedy g& NEg| 58|65 g | uovonyelur | & 2 BEED & S2d gl 8 |4
s kg wE|BEH|- . = @ = 2 (383 | wuopplm |&| T | B
—E [ Seg HIE9F|ewsLIr g ] F g g 588 PO b= N -
HE |27 8|58 E88 A 2 |EE4| E |gEF| cwswT gl & oM
< =8 & o~ m o S Lm 3 a8 2 223 8 o @
383 B £ |58 2 |EE8 @ ]
N N - - RS w LR L
] N~ 0 - K M

F 2290



542 J. Olbrycht und 8. Snieszko:

wurde, entstanden die besten Resultate mit dem durchschnittlichen
Titer 1:30000. In der 3. Serie endlich, in welcher die Tusche nur
vor der 2. Immunisierung verabreicht wurde, war der Durchschnitts-
titer 1:18333.

Der Durchschnittstiter aller in diesen 3 Serien erzielten Antisera
betragt 1:23750.

In analoger Weise stellt sich der Durchschnittstiter der Antisera bei
den Kontrollkaninchen dar, er betragt nédmlich 1:22062.

Die stirkste Abweichung von der Kontrolle besteht in der zweiten
Serie (Kaninchen Nr.225—230), wo der Unterschied zwischen dem
Durchschnittstiter der Kontrollantisera und der Antisera dieser Serie
1:7938 ausmacht, zugunsten also derjenigen Kaninchen, bei welchen
die Blockade des reticulo-endothelialen Systems 2mal, d.i. vor der
1. und 2. Immunisierung ausgefiihrt wurde. :

Was die Spezifizitit der Antisera anbetriftt, so stimmmen die Ergebnisse
ohne bemerkenswerte Unterschiede mit denjenigen der Kontrolltiere
iiberein, wie man sich durch Vergleich der entsprechenden Tabellen
iiberzeugen kann.

Man kann also aus obigen Experimenten den Schluf zichen, dafi die
Injektionen von Tusche tatsichlich die Bildung der Précipitine ziemlich
giinstig beeinflussen, jedoch nicht in dem Grade, wie in den Experimenten
von Standenath, welcher mit einer zu geringen Zahl von Tieren experi-
mentierte.

9. Gruppe der Untersuchungen.

Diese umfaft eine Reihe von Experimenten, welche zwecks Gewin-
nung von Erythropricipitinen ausgefithrt wurden.

Bekanntlich gelang es Leblanc und Klein, durch Immunisierung der Kanin-
chen mit menschlichen H3moglobinlésungen Erythropricipitine zu gewinnen,
welche nur in Hamoglobinlssungen und Blutextrakten Niederschlage erzeugten,
hingegen sich negativ gegen hamoglobinfreies Serum verhielten. Auch Leers be-
stitigte diese Experimente. Auf diese Weise wiirde die Erythropricipitations-
reaktion infolge der spezifischen Wirkung der Erythropricipitine nur auf homo-
loge Himoglobinlgsungen es ermoglichen, sofort die Art des Hémoglobins zu
bestimmen und hatte noch den Vorteil, 2 gesonderte Untersuchungen zu ersparen,
namlich die chemisch-physikalische zum Hamoglobinnachweis und biologische zur
Bestimmung der Artspezifizitit des Blutes, was eine bedeutende Vereinfachung
in der Methodik der Blutspurenuntersuchung ausmachen wiirde.

In unseren Experimenten gingen wir genau nach den Vorschriften
Kleins vor, nur entnabmen wir das menschliche Blut nicht den Leichen,
sondern aus der Nabelschnur. Nach der Blutentnahme und Defibrinie-
rung wurden die Blutkérperchen so lange mit physiologischer Koch-
salzlosung gewaschen, bis dieselbe keine Eiweifireaktion mehr aufwies.
Durch 3—4fache Verdimnung mit destilliertem Wasser loste man die
Blutkorperchen auf und zentrifugierte alsdann bis zur kompletten Ab-
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setzung der Blutschatten (stromata). Nachher fithrte man vier intra-
vendse Injektionen von je 2 cem dieser Hb-Losung in einwochigen Inter-
vallen aus. Zu jeder Injektion beniitzte man immer frisch hergestellte
Losungen. Auf diese Weise immunisierten wir 10 Kaninchen, und zwar
5 mit Hammel- und 5 mit Menschenhédmoglobinlésungen. Die Ergeb-
nisse dieser Experimente sind aus Tab. 5 ersichtlich.

Tabelle 5.
= B o m ] "é
: E2E |Bifg
5 § Z O:% < %E ::;: Titerbestimmung Anmerkungen
ER: § f§§§ Easd
= 8 22498
z &4 |NEg™
18112800/ & | g & |7 Tage|1: 10—1000 sofort Hammelerythro-
SFE 1:10000 nach 10 Min. pricipitin
18212750/ & |4 ¢ = |7 , |1: 1000 , 10 , schwach desgl.
& 25 1:10000 , 40 , deutlich
183(2250| @ | S 2% |7 , |1:10000 , 15 , ., desgl.
184 12050( @ | €€ < 37 , |[l: 10 , 10 , schwach desgl.
25538 1: 1000 , 3 , deutlich
° = & 1:10000 , 40 , schwach
1851950 ¢ R EEE|7 , (1: 10 , 30 , ” desgl.
SEES 1: 1000 , 30 , deutlich
:é gﬁ o2 1:10000 , 30 , schwach
186 |2300| & o= gu;-‘i 7 1: w0, 1w ., ” Menschenerythro-
= EZR préciptin
187)2600 2 |EE %17 , (1. 10 , 10, desgl.
188 122501 & o 587, 1: 0 , 10 ” desgl.
18912300/ @ 18 E S B 7 , 1: 10 . 10 , ., desgl.
1901850, ¢ S E o &7 », (1: 10 , 10 , Spw desgl.
| : 1:10000 , 10 , schwach

Die Hammelerythropricipitine sind im allgemeinen ziemlich gut;
auf 3 Kaninchen gaben 2 einen Titer 1:1000 und 3 1:10000. Hin-
gegen laBt die Wertigkeit der Menschenerythropricipitine viel zu wiin-
schen fiibrig: nur 1 Antiserum gab einen Titer 1:10000, 4 kaum
1:10, also soviel wie Null. Worauf dieser Unterschied beruht, 148t sich
zur Zeit schwer beantworten: ob die Antigeneigenschaften der mensch-
lichen Hb-Lésungen kleiner sind, oder ob die Kaninchen der einen Gruppe
zufallig stirker als die der anderen Gruppe reagierten. Es ist dies um so
sonderbarer, als nach den Experimenten von Butelli gerade die Hammel-
hiimoglobinlésungen sowie die des Schweines und der Ratte toxisch
und hémolytisch auf das Kaninchen wirken im Gegensatz zu den In-
jektionen von Menschen-, Hund-, Katzen- und Rinderhdmoglobin-
lésungen, welche von den Kaninchen gut vertragen werden.
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Samtliche Erythroprécipitine unserer Experimente erwiesen sich
als streng art- und organspezifisch, was auch die Kontrollexperimente
bestéitigten. Nur ‘sind die Ringe in der Erythropricipitationsreaktion
viel zarter und erscheinen viel langsamer als bei den Serumpricipitinen,
verursachen auch eine stindige Hemmung in Antigenldsungen von 1:10
und 1:100, was bei Serumprécipitinen selten vorkommt. Die hichste
Intensitéit der Ringe kommt in Antigenverdiinnungen von 1:1000 vor.

Die Ergebnisse aus den Experimenten dieser Gruppe bestétigen also
die Erfahrungen der mit dem Problem der Erythropricipitation sich be-
fassenden Autoren, dall die Gewinnung so hochwertiger Menschen-
erythropricipitine, wie es die Praxis voraussetzt, sehr schwer ist?, da aus
kleinen und meistens &lteren Blutspuren die Gewinnung gentigend
konzentrierter Haimoglobinlésungen nicht gelingt. Daher wird die Ery-
thropricipitationsreaktion — wenigstens so wie die Sachen jetzt stehen
— keinen festen Fuf in der gerichtlichen Medizin fassen kénnen, da man
bei der Untersuchung von Blutspuren mittels chemisch-physikalischer
Proben und der ihnen folgenden Serumpricipitationsreaktion viel
sicherer zum Ziele gelangt.

Schluffolgerungen.

Wie bereits eingangs erwihnt, stiitzten wir uns in unseren Experi-
menten auf ein Material von 237 Kaninchen, wovon 134 Mannchen,
95 Weibchen, in 11 Fillen ist das Geschlecht im Protokoll nicht be-
zeichnet, waren. Wir bemerkten hierbei in Ubereinstimmung mit anderen
Verfassern, daB die Mannchen sich besser zur Gewinnung der Précipitine
eignen als die Weibchen. Die Unterschiede sind jedoch ziemlich un-
bedeutend. Der Durchschnittstiter der Antisera der Mannchen betréigt
1:18189, der der Weibchen 1:16019 (vgl. Kurve Nr. 6).

In unseren Experimenten immunisierten wir die Kaninchen mit
Menschen-, Pferde-, Rinder- und Schweineserum. Obgleich in manchen
Serien unserer Experimente die Ergebnisse zugunsten des einen oder des
anderen Serums sprachen, bemerkten wir bei ‘der prozentualen Be-
rechnung simtlicher Experimente keine bemerkenswerten Unterschiede
in den Antigeneigenschaften der erwahnten Sera. Hingegen lieflen sich
bedeutende Unterschiede zwischen Menschen- und Hammelerythro-
pricipitinen zugunsten der letzteren nachweisen.

Was den EinfluB der Jahreszeit auf die Wertigkeit der Pracipitations-
sera betrifft, so beriicksichtigen wir — wie die anderen Verfasser —
eine kalte, wahrend welcher die Tiere nur mit Hafer, Heu und Riiben
gefiittert wurden, und eine warme Jahreszeit, wo den Tieren aufler dem
obenerwahnten Futter noch frisches Gras verabreicht wurde. Vom Ein-

1 Erst nach der Drucklegung unserer Atbeit erschien im Band 11 dieser
Zertschrift, die Mitteilung Fujiwaras iiber Herstellung hochwertiger Hamoglobin-
pricipitine.
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fluBl der Vitamine sehen wir hier ab, da sie in beiden Futterarten ent-
halten sind. Die Unterschiede im Titer der Précipitine, welche in diesen
Jahreszeiten gewonnen wurden, sind ziemlich gro8, sie betragen nam-
lich '/, des Durchschnittstiters. Der Durchschnitistiter der Précipitine
aus den Wintermonaten -November bis April betragt ndmlich 1:14617,
dagegen der aus den Sommermonaten 1:21023. In den Wintermonaten
gaben 14 Kaninchen gar keine oder nur ganz schwache Pricipitine;

hingegen betrug selbst der niedrigste Titer der Précipitine in den Som-

mermonaten 1:1000. Auch der Verlust an Kaninchen durch ana-
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4:400
4:4000
4:40.00
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4: 40000
4:460.000

Kurve 6. Die fortlaufende Linie bezeichnet das minnliche Geschlecht der Tiere; Durchschnitts-

titer der Antisera 1:18,189. Die punktierte Linie bezeichnet das weibliche Geschlecht der Tiere;

Durchschnittstiter der Antisera 1:16,019. A bezeichnet die Tiere, welche an anaphylaktischem
Shock zugrunde gingen. B bezeichnet die Tiere, welche aus anderen Griinden fielen.

phylaktischen Shock oder aus anderen Ursachen ist groBer in den Winter-
als in den Sommermonaten. Kurve Nr.7 gibt die graphische Darstel-
lung dieser Verhéltnisse. Erwihnt sel noch, daB nach den Ergebnissen
der Experimente von Manteufel und Beger sowie von Meissner auch die
Spezifizitdt der Précipitine in gewissem Grade von der Jahreszeit ab-
hingig ist. In den Sommermonaten erhielten sie nimlich eine gréBere
Menge spezifischer Antisera als in den Wintermonaten, was unsere
Experimente ebenfalls bestétigen.
Als beste Immunisierungsmethode, welche in jeder Hinsicht die
besten Priacipitine liefert, muB die Methode der wiederholten Immuni-

sierung angesehen werden, wie aus den Ergebnissen der 5, 6. und

7. Gruppe unserer Experimente hervorgeht. Simtliche Pricipitine
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dieser Gruppen gaben die hochsten Titer und reagierten sowohl quali-
tativ wie auch quantitativ am besten. Die Pricipitate entstehen prompt,
sind dicht und reichlich. In Antigenverdiinnungen von 1:10 bis 1:1000
bemerken wir schon nach einer Minute auf dem Boden des Réhrchens
einen reichlichen Niederschlag. Eine Hemmung 148t sich nicht nach-
weisen. Auch die Spezifizitiat der Préicipitine — wenn man von den ziem-
lich bedeutenden, jedoch in den forensischen Blutuntersuchungen nicht
in Betracht kommenden Konzentrationen (1:10 bis 1:100) des hete-
rologen Kiweifles absieht — bleibt hinter der Spezifizitdt derjenigen
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Kurve 7. Die fortlaufende Linie bezeichnet die Monate: November, Dezember, Januar, Februar,
Mirz und April; Durchschnittstiter der Antisera 1:14,617. Die punktierte Linie bezeichnet die
Monate: Mai, Juni, Juli, August, September und Oktober: Durchschnittstiter der Antisera 1:21,023,

B bezeichnet die

A bezeichnet die Tiere, welche an anaphylaktischem Shock zugrunde gingen.
Tiere, welche aus anderen Griinden fielen.

'

Priicipitine nicht zuriick, welche nach anderen Immunisierungsmethoden
gewonnen wurden. Die Kaninchen unserer Methode, welche wihrend
der 1. Immunisierung mittels kleiner, oft wiederholter Dosen nor-
malen Serums zur Bildung sehr empfindlicher Pricipitine angeregt
wurden, produzieren unter dem Einflusse der Antigeninjektionen bei der
wiederholten Immunisierung spezifische Pricipitine in grofer Menge.
Die 1. Immunisierung kann also gewissermalen als eine allm#hliche
Vorbereitung des tierischen Organismus betrachtet werden, um im
Bedarfsfalle eine grofere Menge von Pricipitinen produzieren zu kénnen.
Die Blockade des reticulo-endothelialen Systems vor der ersten und vor
der wiederholten Immunisierung iibt einen noch etwas giinstigeren Ein-
fluB anf die Wertigkeit der Pricipitationssera aus (wie aus der 8. Gruppe
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unserer Experimente, 2. Serie der Tiere, hervorgeht), man muf jedoch in
diesem Falle mit einem gréfieren Verlust an Tieren rechnen. Im einzelnen
wiirde sich also unsere Immunisierungsmethode der Kaninchen zwecks
Gewinnung hochwertiger Priicipitationssera folgendermafien darstellen:

1. Blockade des Reticuloendothels mittels zweier intravendser In-
jektionen von 5—7,5% kolloidaler Tuscheldsung in eintégigem Intervall.

2. Erste vorbereitende Immunisierung mittels zehn, jeden zweiten
Tag ausgefiihrter intravendser Injektionen von je 0,1 ccm Normal-
serum -+ 0,9 ccm physiologischer Kochsalzlésung.

3. Pause von einigen Wochen bis einigen Monaten.

4. Wiederholte Blockade des reticuloendothelialen Systems wie unter 1.

5. Wiederholte Immunisierung mit einigen intravendsen Injektionen
Normalserums 1 cem auf 1 kg Kérpergewicht des Kaninchens in ein-
tagigen Intervallen Zwecks Verhiitung eines anaphylaktischen Shockes
eine Stunde vor der ersten Injektion intravendse Injektion von 0,1 cem
Serum -+ 0,9 com physiologischer Kochsalzlosung.

Die Art der Antigeneinverleibung, die Ausfithrung 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 Technik der Untersuchungen dargestellt.

Was die Konservierung der Précipitationssera anbetrifft, erwies
gich von allen angegebenen Methoden die Aufbewahrung in fliissigem
Zustande, steril, an kiihlem und dunklem Orte, in eingeschmolzenen
Glasampullen als die beste. Von zahlreichen vorgeschlagenen Serum-
konservierungszusiatzen (Chloroform, Diaphtherin, Phenol, Trikresol,
Lysoform, Xylol, Benzol, Toluol, Chinosol, Sublimat, Formalin, Gly-
cerin usw.) bewihrte sich noch am meisten ein 0,25—0,5proz. Phenol-
zusatz, oder, wie es Beger empfiehlt, das Eintauchen auf etliche Tage
eines Kupferplattchens in das Serum. Wir iiberzeugten uns, dal die
nach der Methode Begers konservierten Antisera wirklich steril waren,
jedoch eine deutlich griine Farbung annahmen, was einiges Mifitrauen
beim Ankauf solcher Antisera erweckt und auch die Ablesung ihrer
Titer nicht erleichtert. Die mittels Phenolzusatz aufbewahrten Antisera
verhielten sich im allgemeinen dhnlich wie die sterilen Sera, nur fallt
ihr Titer rascher. So z. B. steliten wir einige nach derselben Methode
gewonnenen Pricipitationssera zusammen, von denen die einen mit
0,25—0,5proz. Phenollésung, die anderen aseptisch konserviert wurden.
Der Durchschnittstiter der Antisera mit Phenolzusatz, welcher nach der
Entblutung 1:28000 ausmachte, fiel nach 12—18 Monaten auf 1:4200,
also ungefihr sechsfach. Hingegen fiel der Durchschnittstiter der asep-
tisch aufbewahrten Antisera, welcher nach der Entblutung 1:18125
war, nach 12—18 Monaten auf 1:6875, also nur etwas iiber 50%. Auf
Grund unserer Experimente kamen wir jedoch zur Uberzeugung, daf

Z. f. d. ges. Gerichtl. Medizin. 12. Bd. 37
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die langer als 12—18 Monate konservierten Pricipitationssera ohne
Riicksicht auf die Art ihrer Gewinnung im allgemeinen selten einen
gentigend hohen Titer beibehalten, um in der Praxis noch verwendet
werden zu koénnen. Nur ausnahmsweise behalten manche Antisera
ihren hohen Titer eine Reihe von Jahren. So behielten z. B. von 18 steril
ohne Zusatz von Antiseptica 4—6 Jahre aufbewahrten Antiseren nur
4 einen Titer von 1:10000, also einen evtl. fiir praktische Zwecke
noch geeigneten Wert. Hingegen behielt von den mit Phenolzusatz
konservierten Antiseren nur ein Antiserum noch nach 6 Jahren seinen
anféinglichen Titer 1:5000; ein Antiserum mit anfinglichem Titer
1:20000 behielt ihn unverdndert 2 Jahre, nach 6 Jahren préicipitierte
es nur in Antigenkonzentrationen von 1:10. Auch unsere Experimente
bestitigen also in dieser Hinsicht die Erfahrungen anderer Verfasser,
vor allem Uhlenhuths, dafl die Pracipitationssera sich am besten ohne
Zusatz von antiseptischen Mitteln aufbewahren lassen.
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