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Die nach UHLENHUTH benannte Prizipitinreaktion zur Identifi-
zierung der Blutart wird in der gerichtlich-medizinischen Praxis im
allgemeinen in der Weise ausgefiihrt, daB ein mit physiologischer Koch-
salzlosung hergestellter Auszug des zu untersuchenden Substrates mit
verschiedenen artspezifischen Kaninchen-Immunseren (Anti-Mensch,
Anti-Rind, Anti-Schaf u. dgl.) in engkalibrigen Rohrchen zusammen-
gebracht (unter- bzw. {iberschichtet) wird; bei positivem Ausfall der
Reaktion mit einem der Testseren tritt an der Berithrungsschicht der
beiden Fliissigkeiten innerhalb von einigen Minuten ein Triilbungsring
(Ausflockung) auf (HAUSER, WALCHER I, WERKGARTNER).

Ublicherweise gelangen als priizipitierende Immunseren durch In-
jektion von Serum der betreffenden Tierart erzeugte Antiseren zur
Verwendung, im Rahmen der spezifischen Immunisierung gegen Blut
wurde indes eine Antikorperbildung auch durch Injektion von Albumin
(N1coLETTI, HERTOEN und WELKER I), Pseudoglobulin (HexToEN-
WeLKER I), Hamoglobin (zahlreiche Autoren, Lit. bei Fusiwara II),
globinfreiem Hémoglobinextrakt (HExToEN und ScHULHOF), Globin
(WeNT), Erythrocyten (KLEIN, LEERS, MIRTO, HERTORN und SCHULHOF),
Leukocyten (Yormmrtsu), MuskelpreBsaft (MaRrx), eiweiBhaltigem Harn
und pleuritischem Exudat (ZiemMk=E) erzielt. Allerdings préizipitieren die
Himoglobin- und Blutkérperchen-Antiseren nur Vollblut, Erythrocyten-
extrakt und Himoglohin (sowie Globin, Mrzoxurr), sind also antigen-
spezifisch (ebenso wie Albumin- und Globulin-Antiseren), wihrend
Serum- oder Plasma-Antiserum nur homologes Vollblut, Plasma, Serum,
Serumalbumin, Fibrinogen und Pseudoglobulin (aber nicht Blutkorper-
chen oder Himoglobin, Norr, UnLENHUTH und WEIDANZ, MEZGER,
B. MusLLER), Korperflissigkeiten, Organ- und Knochenextrakte pri-
zipitiert. Bei Immunisierung mit nativem Globin entstehen Antikérper
gegen Globin und Hamoglobin (MizokuTi, Suzuki). Himoglobinfreies
Blutkérperchenstroma erzeugt keine Antikérper (Novr, MEZGER).
Einige andere dieser Relationen sind noch nicht bekannt.
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Durch Alkoholfiallung oder Hitzegerinnung verliert das als Antigen
dienende BluteiweiBl nicht die Fahigkeit zur Antikérpererzeugung, so-
fern es nicht vollstindig denaturiert ist. Daher konnten Fustwara 1
mit kochkoaguliertem Serumeiweill und Darra Vorra und DeL Carpro
und NICOLETTI mit Albumin bzw. Himoglobin, das durch Ausfillung
mit Ammoniumsulfat und anschlieBendes Kochen aus Serum bzw.
Erythrocyten gewonnen war, hochwertige, spezifische Antiseren er-
zeugen. REin durch Immunisierung mit gekochtem Hiweil gewonnenes
Antiserum, das im Gegensatz zum gewohnlichen , Nativprazipitin‘ als
. Hitzeprazipitin“ bezeichnet wird, prézipitiert sowohl gekochtes, wie
natives homologes Eiweill (LoEFFLER, OBERMAYER und Pick, W. A.
Scamipt I, ForNeET und MULLeErR, MarRX, ROSENBERG, NICOLETTI),
das mit dem nativen Antigen hergestellte Immunserum prézipitiert
dagegen durch lingeres Kochen denaturiertes Antigen nicht mehr.

Hinsichtlich der Natur der bei der Prizipitinreaktion miteinander
in Beziehung tretenden Korper steht fest, daB der durch die Immuni-
sierung erzeugte Antikdérper vom Globulin des Immunserums nicht
trennbar, wiewohl wahrscheinlich nicht mit ihm identisch ist (BREINL
und Havrowirz). Das Blutantigen ist an das Bluteiweifl gebunden.
Die Untersuchungen und Theorien iiber das Mengenverhiltnis von
Antigen und Antikorper im Prézipitat, die Abhéingigkeit der Prazipitat-
masse vom quantitativen Antigen-Antikdrperverhiltnis, den aktiven
Anteil des Préazipitinogens an der Ausflockung, das Wesen der Reaktion
(,,chemisch® oder mehr ,,physikalisch*) und ihre optimalen Bedingungen
haben keinen unmittelbaren Zusammenhang mit den Fragen, die in
dieser Arbeit geklirt werden sollten, kénnen daher iibergangen werden.

Ein erfolgreicher Nachweis von Blut mit dem artspezifischen Anti-
serum hat zur Voraussetzung, dafi die zu untersuchende Blutspur den-
jenigen Bestandteil des Blutes enthilt, der als immunisierendes Antigen
wirksam gewesen war. So konnen Blutflecke, die nur noch aus korpus-
kuldren Elementen bestehen, bei denen also das Serum ganz ausgeprefit
und dann verdunstet oder in die Unterlage eingesickert ist, bei Ver-
wendung von Serum-Antiserum einen negativen Ausfall der Prazipitin-
probe ergeben ; es ist dies eine der moglichen Fehlerquellen der Reaktion
(MEZGER u. a., MUELLER). Das gleiche gilt fiir Blutspuren, bei denen,
etwa durch zu kurzes Extrahieren, nur Hémoglobin in die Auszugs-
fliissigkeit tibergeht (Fustwara 1T, MUELLER). Ist umgekehrt z. B. bei
einem Blutfleck nur Serum in die Unterlage eingedrungen, so wird man
bei Extraktion des Stoffes und Verwendung eines Hamoglobin-Anti-
serums keine Prizipitierung erwarten diirfen. Im iibrigen scheinen
sich sowohl die prézipitable Substanz wie das Prizipitin des Immun-
serums durch Adsorbentien, aber auch durch Aufnahme in Papier und
Seide unwirksam machen zu lassen (SHI-KONG). ’
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Dies zur Einfithrung in dieses Teilgebiet der forensischen Serologie.
In eigenen Untersuchungen wurde der Ausfall der Prizipitinreaktion
bei menschlichem Blut verfolgt, welches in vitro dem natiirlichen
Fiulnisproze unterlag oder der Erhitzung ausgesetzt wurde.

Es ist bekannt, daB Ausziige von Jahre, ja viele Jahrzehnte alten Blutflecken
noch prizipitabel sind, ebenso sind bereits kurz nach der Entdeckung der Reaktion
entsprechende Versuche mit faulem Leichenblut und im Reagensglas faulendem
Blut und mit Trockenspuren unternommen worden. So wiesen UBLENHUTH und
seine Mitarbeiter und GRAHAM-SmITH gefaultes Blut noch nach 1, 2 und 10 Jahren
als solches nach.

Was kiinstlich erhitztes Blut betrifft, so hat Mopica (1901) Blutflecke ,,einer
hohen Temperatur ausgesetzt und mit den Ausziigen Prizipitinreaktionen
erhalten. Carrara (1901) fand, daB der Priizipitationsniederschlag bei einer
Erhitzung des Fleckes itber 70°C abzunehmen begann und bei Erhitzung auf 110°
kaum noch auftrat. Nurars (1901) hat Filtrierpapier mit Blutflecken 42 Tage
bei 37° und 1 Stunde bei 100° liegen lassen, die Reaktion blieb auslésbar.

Ferra1 (1901) stellte fest, daB Menschenblutflecke nach einer Erhitzung von
60 Min. auf 130° 20 Min. auf 140°% 10 Min. auf 150° und 5—10 Min. auf 160°
die Préazipitabilitit eingebiilt hatten. Broxpr (1902) konnte die Befunde FERRATs
bestitigen und meinte sagen zu diirfen, dal eine linger fortgesetzte Erhitzung
bei miBig hoher Temperatur (24 Stunden bei 120°) die Serumeiweile derartig
verindert, daB beim Prézipitationsversuch ,nur eine leichte Tritbung in Er-
scheinung tritt.”* — Erwéhnt sei, da8 N1coLETTI mit durch gekochtes Antigen
gewonnenen Antiseren Extrakte aus weit hoher erhitzten Blutflecken zur Prézi-
pitation bringen konnte. ’

Neuerdings gaben SmitTH und GraisTer (1939) folgende eigene Befunde:
positive Reaktion mit Ausziigen von Blutflecken auf Stoff nach trockener Er-
hitzung auf 100° fiir 1—3 Stunden, auf 130 und 140° fiar 15 bzw. 75 Min., auf
150 und 160° fiir 15 Min. und auf 200° fir 2 Min. Negative Reaktion nach Er-
hitzung auf 230° fiir 5 Min. Fiir die Extraktion des Serums aus den iiber 160°
erhitzten Stoffstiickchen war lange Zeit erforderlich. Nach Kochen von Blut-
flecken auf Stoff in Wasser von 5 Min. bis zu 1 Stunde war die Prizipitabilitit
crhalten, aber nur bei langer Ausdehnung der Extraktion mit Kochsalzlosung .

Weiterhin beobachtete GramaM-Smrte (1903), daBl Rinderserum, das im
Wasserbad auf 64° und mehr Wassertemperatur erhitzt worden war, bei nach-
triglicher Losung in Kochsalzfliissigkeit keinen Niederschlag mit Nativ-Antiserum
mehr gab; er folgerte, dafi Serum schon nach 3miniitigem Erhitzen auf 64° die
Prizipitabilitdt verlore. OBERMAYER und Prck (1903) machten die Feststellung,
daB Rinderserum, welches 1/, Stunde auf 70° erhitzt worden war, eine deutliche
Abschwiichung seiner Ausfillbarkeit erfahren hatte. In Versuchen NuTALLs
crwies sich 1 Stunde auf 100° erhitztes Serum als nicht mehr prizipitabel.

Forxer und MULLER (1910) nahmen wahr, da8 die spezifische Prézipitabilitdt
100fach verdiinnten, iiber der Flamme aufgekochten Pferdeserums noch in Ver-
diinnungen des Serums erhalten war, die weit iiber der Titergrenze des benutzten
Antiserums lagen. Pferdeserumverdiinnungen von 1:1000 reagierten nach 8,
10 und I5miniitigem Kochen im Wasserbad (bei Anwendung der Ringprobe-
Technik) nur noch in Form einer Tritbung an der Schichtgrenze, bei 20 Min.
langem Kochen fiel die Reaktion negativ aus.

JonEs sah an bis zur Triibung erhitztem Serum eine massigere Prézipitierung
als an unerhitzten oder weniger erhitzten Vergleichsproben. Die suspendierten
koagulierten Eiweillteilchen seien, so sagt er, von einer Hiille nicht denaturierten
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Antigens umgeben, das durch das Prézipitin ausgeflockt werde und dabei die
koagulierten Eiweifiteilchen mit sich reifie. H. ScamipT glaubt indes, die inten-

. sivere Fallung sei darauf zurfickzufiihren, daB die denaturierten EiweiBmizellen
des Antigens bessere Adsorptionskerne fiir das Globulin des Immunserums ab-
geben als die nicht denaturierten.

W. A. ScEmMIDT I (1908) hat das Verhalten der Prizipitinreaktion bei erhitztem
Bluteiweill mehr systematisch untersucht. Eine 10 Min. lange Erhitzung unver-
diinnten Menschenserums bis auf 65° erwies sich als ohne EinfluB, bei Erhitzung
auf 68 und 700 ging die Reaktion mit einer gewissen Verzogerung (obwohl quali-
tativ gleich stark wie vorher) vonstatten. Bei Ausfiihrung der Versuche mit 1:1
und 1: 10 verdiinntem Serum trat. die Prazipitation (Flockenbildung) mit gewéhn-
lichem Antiserum um so langsamer und in so geringerem Malle ein, je hoher die
Temperatur gesteigert wurde; immerhin hatte Serum in der Verdiinnung von 1:1
nach Istiindiger Erhitzung auf 90° noch eine geniigende Prézipitierbarkeit behal-
ten, um seine Artdifferenzierung zu gestatten. Génzlich negativ wurde die Reak-
tion in beiden Verdiinnungen erst bei Serum, das 30 Min. bei 100° erhitzt worden
war. (Abweichend hiervon hatte Marx mit 1:10 verdiinntem, 30 Min. auf 100°
erhitztem Serum mit Muskelprefsaft-Nativprézipitin noch schwache Triitbungen
erzielt.) — Mit einem ,,Hitzeprizipitin® lieB sich die Reaktion allerdings noch
nach 3stiindigem Kochen von Serum auslésen (Scumipt I, RosenBERG I).-

Ferner erhitzte W. A. ScumipT Réhrchen mit getrocknetem Pferdeserum im
Paraffinbade und fand, daB Kochsalzausziige von 2 Stunden auf 110° erhitztem
Serum noch ebenso rasch und intensiv prizipitiert wurden, wie der Auszug des
unerhitzten Serums; 1/, Stunde auf 130° erhitztes Serum lieferte noch ,,einen
volumindsen Niederschlag*, bei 1 Stunde und 130° war der Niederschlag geringer,
aber noch ,,ziemlich kriftig*, nach ¥/, stiindiger Erhitzung bei 150° Null. NuTaLL
hatte ebenfalls mit trockenem Bluteiweill bei 1/, stindigem Erhitzen auf 100°
eine positive Reaktion verzeichnet.

Dagegen meint R. RosenBere II, dall die Prizipitinreaktion mit gewéhn -
lichen Antiseren bei itber 70 erhitzten EiweiBpréparaten ,fast vollkommen*
versage. Sie kochte tierisches, bereits gekochtes Fleisch fioch einmal 10 Min. bis
2 Stunden bei 98° im Wasserbad und erhielt mit den Extrakten weder bei Ver-
wendung ‘gewohnlichen Antiserums, noch auch eines mit hitzekoaguliertem
SerumeiweiB nach Fusiwara bereiteten Antiserums, sondern nur mit durch
Immunisierung mittels Muskelkochextrakten gewonnenen Antiseren Prizipita-
tionen. Auch WExmpaxnz und BorcuManw gelang es nicht, mit dem Fleisch heil
geriucherter und danach gebriihter Pferdewurst bei.einer Brithdauer von 15 Min.
an (Temperatur im Wurstinneren nach Kontrollversuchen von W. A. ScEMIDT
dann 86°) eine Priizipitation zu erzielen (in den Extrakten fiel auch die Eiweil-
probe negativ aus). In den Untersuchungen ForwETs und MULLERs war nach
1stiindiger Brithdauer (Temperatur im Wurstinneren 75%) noch eine Préizipitierung
moglich; 10 Min. gekochte Brithwurst bzw. Fleisch erforderten zur Auslosung
einer (fiir Fleisch nur schwachen) Prizipitinreaktion eine Kochsalzextraktions-
dauer von 48 bzw. 96 Stunden, lingeres Kochen ergab negative Resultate. Mittels
,,Hitzeprizipitinen* ist die Artdifferenzierung gekochten Fleisches allerdings
auch dann noch moglich, wenn die ,,Nativprizipitine® versagen (ROSENBERG).

Bei all diesen Versuchen war indes die Reaktion nicht als Schicht-
probe ausgefiihrt, sondern nach dem sich bildenden flockigen Bodensatz
und der Intensitit der Klirung der iiberstehenden Fliissigkeit bewertet
worden (nur ForNET und MULLER bedienten sich der Schichtprobe),
zudem beziehen sie sich nur auf Vollblut oder Serum (oder Fleisch).
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Die eigenen Versuche wurden auch auf Plasma und Xorpuskeln aus-
gedebnt. -

Um einer unzweideutigen experimentellen Einwirkung und des
Angriffes des Prézipitins unmittelbar am Antigen sicher zu gehen,
wurde nicht mit ,,Flecken und ihren Extrakten oder mit nachtriglich
erhitzten Ausziigen von Blutflecken, sondern mit den nativen, unver-
dimnten Blutbestandteilen und (beim erhitzten Blut) ohne koagula-
tionshemmende Zusitze gearbeitet. Unverdiinntes hitzegeronnenes
Blut bzw. seine koagulierten Einzelbestandteile 16sen sich bekanntlich
schlecht — ein technisches Hauptproblem derartiger Untersuchungen —
so daB die Frage berechtigt ist, ob ein negativer Ausfall der Prazipitin-
reaktion geronnenen Blutes einer Strukturinderung der prézipitablen
Substanz durch die Hitze zuzuschreiben ist, oder nicht vielmehr einfach
auf die Unléslichkeit des Eiweiles infolge der Koagulation zuriickgefiihrt
werden mull. Mit anderen Worten: wird das Antigen mit der Koagula-
tion des EiweiBes so fixiert, daB es durch das Losungsmittel nicht mehr
eliminierbar ist und daher reaktionsunfihig wird, oder wird es durch
die Erhitzung spezifisch verdndert in dem Sinne, dal der Antikérper
keinen entsprechenden Ansatzpunkt mehr findet ?

Manche Autoren nehmen an, dafl die ,,prézipitable Substanz® aus
einer thermolabilen und einer hitzebestindigen Komponente bestehe,
auf diese Weise sei auch die Tatsache der , Hitzeprézipitine zu er-
klaren, indem das erhitzte Eiweif3 offenbar eine Eigenschaft des Antigens
besitze, die entweder durch das Erhitzen allein iibriggeblieben oder
durch. dieses erst gebildet worden sei und bei Immunisierung besondere
Antikoérper erzeuge, die erhitztem Hiweill dann in #hnlicher Weise
entsprichen ,,wie das Nativprézipitin dem nativen Tiwei*“ (W. A.
ScamipT I). OBERMAYER und Pick dachten an einen Ubergang der
Artspezifitdt in eine , Zustandsspezifitdt” durch das Xrhitzen; ein
solches modifiziertes EiweiB erzeuge bei Immunisierung Antikdrper,
welche auf die durch Erhitzen verinderte Zustandsphase eines er-
hitzten Antigens. abgestimmt seien. Stellt dann die hitzestabile
Substanz etwa eine , haptophore Gruppe’ dar, wie EIsENsERG und
OBERMAYER und Pick meinten, die zur Bindung an den Antikérper
notwendig, aber selbst nicht prizipitabel ist ¢ Oder enthilt das EiweiB-
molekiil, wie W.A. ScEmipT behauptete, eine ganze Kette labiler,
prizipitabler Stoffe, die bei fortschreitendem Erhitzen in allmahlichem
Ubergang abgespalten werden und somit trotz unverindertem ,, BiweiB-
gehalt® der Losung der Reaktion verloren gehen (so daB diese immer
langsamer und schwicher verlduft), bis sehlieBlich ein Punkt erreicht
wird, an dem die Fallbarkeit des EiweiBantigens — entweder durch
Vernichtung aller labilen Gruppen oder durch deren nunmehr zu gering
gewordene Anzah] — génzlich geschwunden ist ?
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Entscheiden lassen sich diese Fragen nur mit Hilfe komplizierter
Immunisierungsversuche. Die eigenen Untersuchungen beschrinkten
sich auf die Ermittlung, ob bei fortschreitender Féulnis und bei zu-
nehmender Erhitzung von Blut bzw. seinen Komponenten etwa Ver-
anderungen der prizipitablen Substanz auftreten, die im Ausfall der
Reaktion wahrnehmbar werden, d. h. konkret: ob und an welchem
Punkte bei der iiblichen Technik der Reaktion ein Schwicherwerden
oder gar ein Ausbleiben der Reaktion zu verzeichnen ist. Ergebnisse
solcher Art konnten nicht nur den Einblick in die Natur des EiweiB-
antigens vertiefen, sondern auch fiir die Praxis Hinweise geben, wie sich
Blut im Verlaufe der Faulnis verhilt, und inwieweit etwa bei Blut-
spuren, die langanhaltender oder stirkerer Hitze ausgesetzt waren,
noch auf einen positiven Ausfall der Schichtreaktion bei Verwendung

_ gewdhnlicher Antiseren gerechnet werden kann.

Methodik.

Wegen der durch die Zeitumstinde bedingten Schwierigkeiten der
Antiserumgewinnung (Mangel an Versuchstieren und Tierfutter), um
ferner die Versuche dem Routineverfahren moglichst angepafit zu
halten, und um schlieBlich nur einen Bestandteil der Reaktion abzu-
wandeln, wurde als Testserum nur Serum-Antiserum (Titer 1:10000)
verwendet; die Titerhdhe des Immunserums war bei dem rein quali-
tativen Charakter der Versuche an sich irrelevant. Die Reaktion wurde
in Glasrshrchen von 3 mm lichter Weite und 2,5 cm Hohe ausgefiihrt;
im allgemeinen wurde mittels Kapillaren zuniéichst das Antisernm
. (1—2 Tropfen) eingefiillt und dieses sodann unter starkem Neigen des
Rohrchens mit der gleichen Menge der zu untersuchenden Fliissigkeit
iiber- bzw. unterschichtet (nicht immer erwies sich das Antiserum als
spezifisch schwerer); danach wurde das Rohrchen vorsichtig aufgerich-
tet, in Plastilinmasse gesetzt und unter Herausheben wiederholt gegen
einen hellen farblosen Hintergrund betrachtet. Auch hauchfeine
Triitbungsringe waren auf diese Weise stets deutlich zu erkennen. Die
verwendeten Antiseren wurden vorher auf ihre Wirksamkeit gegeniiber
starken Verdiinnungen von Menschenserum gepriift, eine Kontrolle
ihrer Artspezifitit eriibrigte sich begreiflicherweise. Da alle Testseren
auch mit unverdiinntem Menschenserum scharfe - Tritbungsringe er-
gdben, brauchte die Moglichkeit einer initialen Hemmung nicht in die
Uberlegungen einbezogen zu werden, immerhin wurden aber einige Anti-
gensubstanzen noch verdiinnt, um eine Hemmungszone zu umgehen.

Bei der Ausfithrung der Antigenreaktion ist es allgemein iiblich,
eine Verdiinnung des zu priifenden (EiweiB-) Antigens von 1:1000
anzustreben, da bei dieser Konzentration erfahrungsgemifl das Opti-
mum der Reaktion gewihrleistet ist. Die ausschlieBlich qualitative
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Natur unserer Versuche, bei denen auBerdem gerade wegen der unaus.
bleiblichen Denaturierung der Bluteiweile eine noch mdoglichst hohe
EiweiBkonzentration erwiinscht war, verbot — zumal angesichts der
unbekannten wirklichen EiweiBkonzentration der Ausgangsfliissig-
keiten — das Arbeiten mit einer solchen Standardverdiinnung. Da
alle Ausgangssubstrate eine positive Prézipitinreaktion gaben, konnte
ein abgeschwichter oder negativer Ausfall eines der Teste im Verlaufe
der Untersuchung ohne weiteres auf eine (sei es physikalische, sei es
strukturelle) Verdnderung des Prizipitinogens bezogen werden.

Esist theoretisch nicht ausgeschlossen, dab einige der in den zu beschreibenden
Versuchen erzielten Prizipitationen eine Herabminderung ihrer potentiellen
Intensitiit erfahren hatten. Das aus Leitungswasser hergestellte destillierteWasser,
das zur Bereitung der als Verdiinnungs- und Extraktionsmedium dienenden
Kochsalzlosung verwendet wurde, enthélt durch Chlorieren reichlich freies Chlor.
Dieses wird auch bei mehrfachem Destillieren nicht ganz entfernt und kann
mit dem Eiweill der zu prizipitierenden Losung eine Chlor-Antigenverbindung
eingehen, so da dem Prézipitin kein oder weniger Antigen zur Verfiigung steht,
als eigentlich vorhanden war. DBiese Fehlermdglichkeit wurde uns indes erst be-
kannt, als die Versuche im wesentlichen bereits abgeschlossen waren.

An allen Substraten wurde gleichzeitig eine Eiweifireaktion durch
Auftropfen eines Tropfens Sulfosalicylsdure zu einem Tropfen des
Extraktes auf dem Objekttriger angestellt. Diese Art des HiweiS-
nachweises war wegen der oft nur sehr geringen Fliissigkeitsmenge, die
zu priifen war, angezeigt. Das Anstellen einer Schtwumprobe mit der
Spur zur Feststellung ihres EiweiBcharakters war ausgeschlossen wegen
der geringen Mengen, und um die oft an sich schon bestehende Triibung
nicht noch zu verstérken.

1. Die Prdzipitinreaktion an faulendem Blut.

Es. wurde gepriift, wie lange auf natiirliche Weise sich zersetzendes
Blut und Blutkomponenten eine Prazipitation geben. Systematische
Versuche in dieser Richtung liegen bisher nicht vor. Zu diesem Zweck
wurden Plasma, Serum, durch Ausschleudern und nachtrigliches
Trocknen auf Filtrierpapier erhaltener Blutkuchen, sowie durch Na-
triumezitratzusatz gewonnener Blutkérperchenriickstand bei Zimmer-
temperatur und Tageslicht der Faulnis iiberlassen. Das Plasma nahm
im Laufe der Zeit einen moderigen, das Serum einen mehr fétiden
Faulnisgeruch an, der Blutkuchen und der Blutkérperchenriickstand
bekamen allméhlich einen mehr aromatischen Ton. Mit den Fliissig-
keiten bzw. Verdinnungen wurde zunichst wochentlich, spiter in
groBeren Abstinden die Prizipitinreaktion angestellt. Die Ergebnisse
waren folgende: _

1. Plasma. Wihrend die Reaktion nach 1 Woche stark positiv war,
war nach 2 Wochen eine Intensitatsabschwichung des Triibungsringes
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festzustellen, die auch im weiteren Verlauf bestehen blieb. Nach 4 Wo-
chen hatte sich das Plasma selbst so stark getriibt, da auch durch
langes Zentrifugieren keine Klirung erzielt werden konnte; um daher
die Fortsetzung der Versuche zu ermoglichen (die Reaktion kann ja
nur bei wasserklaren Medien ausgefiihrt werden), wurde das Plasma
von der 5. Woche an jeweils mit physiologischer Kochsalzlosung um
das doppelte Volumen verdinnt; eine weitere wahrnehmbare Ab-
schwichung der Reaktion erfolgte dadurch nicht, es kam unverdndert
zur Ausbildung eines feinen, aber immer deutlichen Ringes innerhalb
weniger Minuten (nur nach 6 Wochen erst nach lingerem Warten).
Nach 10 Wochen hatte sich die Flissigkeit unter Bildung eines starken
Bodensatzes wieder ziemlich geklart. Bei der nach 19 Wochen ange-
stellten Reaktion lag der Ring etwas unterhalb der Grenzschicht, das
gleiche fiel auch nach Verdimnnung des Plasmas auf 1: 3 auf. Die Eiweif-
reaktion war nach 19 Wochen ebenfalls noch stark positiv (vgl. Ta-
belle 1). Die Versuche wurden hier abgebrochen, da der Vorrat an
titerstarkem Antiserum erschopft war. Auf fortlaufende Vergleichs-
reaktionen mit frischem Plasma muBite wegen der auBerordentlichen
Knappheit an Antiserum, die zeitweise zum Geizen mit jedem Tropfen
zwang, verzichtet werden.

2. Serum. Hier erfolgte jedesmal sofort eine so dichte Ausflockung,
daB eine relativ breite wolkige Trilbungszone mit unregelméBigen Be-
grenzungslinien entstand; bei Verdiinnung mit dem gleichen Volumen
Na(l-Losung entstand ein scharfer Ring. Bei der Reaktion nach
19 Wochen trat unterhalb der Beriihrungsgrenze ein unscharfer 2. Ring
auf, in einer Verdinnung des Serums im Verhaltnis 1: 2 zeigte sich ein
schwacher 2. Ring oberhalb der Grenzschicht.

»Doppelringe* an der Schichtgrenze treten ForNer und MULLER zufolge
zuweilen bei bestimmten Antiseren auf, ohne dafl sich erkliren lieBe, warum ein
Antiserum in dieser besonderen Weise reagiert (vgl. auch CrREma). Immerhin
fand sich diese Eigenschaft hiufiger bei Hitzeprizipitinen als bei Nativseren.
Die Autoren stellten im iibrigen fest, dafl Doppelringe nur von ein und demselben
Serum, dann aber regelmiBig, hervorgerufen werden, wihrend andere homologe

* Antiseren mit den gleichen EiweiBlosungen nur einfache Ringe ergaben, dafl
ferner die Fihigkeit, Doppelringe zu bilden, den Antiseren nur im Stadium der
Bildung der Priizipitine im Tierorganismus eigen ist, und daf sich bei Uberschreiten
einer gewissen Verdiinnung der homologen Eiweifllosung sowie bei ihrenr Erhitzen
iber 80° kein Doppelring, sondern nur noch ein einfacher Ring bildet. Sie halten
es fiir moglich, daf das Antiserum mindestens zwei verschiedene Prizipitine
enthalte, die mit den ihnen entsprechenden Prizipitinogenen zwei gesonderte Prizi-
pitate bilden. Das eine der beiden Prizipitine finde sich obligat in jedem Anti-
serum; das eine der Priizipitinogene verliere offenbar durch stiirkere Verdiinnung
der. EiweiBllésung oder Erhitzen seine Reagibilitdt.

FrizpBERGER und IXEDA zufolge soll sich jeder Prizipitationsring (eigentlich
ja eine Scheibe) schon nach wenigen Minuten in zweé, durch eine klare Zwischenzone
getrennte Ringe scheiden, von denen der obere hauchartig-feinflockig, der untere
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kompakt-grobflockig sei. Der untere Ring sinke dann, zuweilen unter Zuriick-
lassen eines ,,Resﬁ'inges“, allmihlich nach unten, der obere wandere langsam
immer mehr nach oben, nach 24 Stunden sei der ganze obere Teil des Fliissigkeits-
sdulchens diffus getriibt. Die klare Zwischenschicht bleibe noch lange bestehen.

Kravs identifizierte die 2 Ringe mit den beiden FRIEDBERGERschen ,,Typen‘
des Prizipitates: FRIEDBERGER hatte ndmlich gefunden, dal etwa die Halfte der
Antiseren nicht nur das homologe bzw. das Eiweill verwandter Tierarten prizi-
pitiere, sondern auch auf heterologe Blutarten iibergreife, das isogenetische
unterscheide sich aber von dem heterogenetischen Prézipitat durch seine lockere,
grobere Flockung. Ein isogenetisches Antigen reagiere sowohl mit dem Iso- wie
mit dem Heteroprazipitin (ein heterogenetisches Antigen nur mit dem Hetero-
prizipitin) — auf diese Weise konnte man es erkliren, daf sich mit dem Antigen
der Vorbehandlung Doppelringe bilden. Kravs zufolge ist diese Tatsache der
Doppelringbildung nur mit dem homologen Antigen eine Erleichterung der foren-
sischen EiweiBbestimmung.

Reiner und Kopp haben indes nachgewiesen, dafl die Ursache der Doppel-
ringhildung eine rein physikalische ist; ndmlich der Verdiinnungsabfall des Anti-
gens bzw. die Verdichtungszunahme des Antikérpers in der Schichtung (bzw.
umgekehrt in der entgegengesetzten Richtung), wobei es an einer Stelle zur kolloi-
dalen Auflésung des Prazipitates durch Antigeniiberschufi, an einer benachbarten
aber durch Diffusion des Antigens wieder zur Ausfillung kommt — analog dem
»,Zonenphidnomen* bei der Titration des Antikdérpergehaltes mittels fallender
Antigenverdiinnungen. Die Autoren erzeugten mit besonderer Technik sogar
5—6 Ringe, DoERR und BERGER erhielten durch Uberschichtung von 2% Na-
triumcarbonatldsung mit 19/, Thorsulfat Doppelringe!

Damit diirften die dlteren Erkldrungsversuche dieses Phianomens
als nicht zutreffend gekennzeichnet sein. Gegen die Deutung Fornuts
and MULLERs spricht auch die Tatsache, dafl in unserem betreffenden
Versuch das gleiche (Nativ-) Antiserum benutzt wurde wie in den
vorangehenden Vérsuchen.

Die Eiweilireaktion zeigte beim Serum im iibrigen durchweg
eine stirkere Ausféllung als beim Plasma, dies war offenbar auch
die Ursache fiir den kompakteren Ausfall der Prizipitinreaktion, die
noch nach 19 Wochen unverdndert kriftig war.

3. Blutkuchen. Nach 1 Woche wurde ein etwa linsengroBes Stiick
des Cruor in 2 cem Na(l-Losung verbracht und mit der (rot verfirbten),
bei Zimmertemperatur bewahrten Fliissigkeit nach 24 Stunden die
Reaktion angestellt. Sowohl die reine, wie die auf die Hilfte verdiinnte
Extraktionsfliissigkeit ergaben nach einigen Minuten Wartens schmalc,
aber scharfe Ringe. Im Laufe der ersten 3 Wochen verfliissigte sich
die Cruormasse immer mehr, so daf} die Testfliissigkeit von da an direkt
durch Verdiinnen eines dicken Tropfens mit Kochsalzlosung bereitet
wurde. Von der 5. Woche an wurde die Reaktion wegen der tiefdunkel-
roten Farbung der Losung, die das Ablesen sehr erschwerte, in der Weise
ausgetithrt, dall der Tropfen verfliissigter Blutkuchen zunichst in
4,5 cem Na(l-Losung aufgeschwemmt wurde, die sodann weiter auf
das Doppelte verdiinnt wurde. Nach 6 Wochen war die Ringbildung
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noch deutlich, obwohl (bei Verwendung verschiedener Antiseren)
weniger intensiv und langsamer eintretend als noch nach 5 Wochen.
Nach 8 Wochen war sie recht schwaech, nach 10 Wochen wiederum
deutlich, nach 14 Wochen (trotz kriftiger Eiweifireaktion) nur fraglich,
nach 19 Wochen (bei nur angedeuteter Eiweifireaktion) negativ.

Tabelle 1. Brgebnis der Versuche an faulendem Blut.

Plasmas Serum Blutkuchen Blutkdérperchen
Nach ]
Wochen | miweis-| _Fr& | miweis- | _ET | Biweip-| Fré- iweig- | Fré-
reaktion| ZRItn- | CRGi0n aipitin- | [ tion) sipitin- | CREE, pitin-
1 S i B oh e S S S o U s ol o o SR S o -+ -+
2 (+} + -+ + -+ (+})?
3 + -+ -+ +4 Rt + +4++ 1 ()
4 (+)7 + (+) —
3 -+ 4+ + (+)
6 + ++ (+) +
8 {+) ++ (+ ?) -
10 -+ -+ +++ | ++ -+ + — —
14 + (-+) At 4 + -+ {(+)? —* —*
19 -+ + ++ +-+ (-+ 1) —

* = Reaktion mit der Ausgangsverdiinnung; (+ ?) = sehr sohwaeher Ring bzw.
EiweiBreaktion; (4)? = Ring wegen Tritbung der Medien nicht deutlich wahr-
nehmbar.

4. Blutkérperchenriickstand. Die zu prifende Losung wurde jeweils
in der gleichen Weise hergestellt wie die Cruorlésung. Die Prizipitation
war hier von Anfang an durchweg schwécher als im Falle des Blut-
kuchens und trat stets erst nach einer Wartezeit von mindestens 15 Min.
auf. Kine wahrnehmbare weitere Abschwichung der Tritbung liefl sich
(auBer einem negativen Ausfall nach 4 Wochen) bis zur 6. Woche nicht
feststellen, nach 8 Wochen war die Reaktion mit dem gleichen Anti-
serum, das mit dem faulenden Serum eine kriftige und mit dem Blut-
cruor noch eine sehr schwache, zdgernd eintretende Tribung gab,
negativ, mit einem anderen Antiserum war sie nur sehr schwach positiv.
Nach 10 Wochen war sowohl die Prizipitin- wie die Eiweilreaktion
in der iiblichen Verdiinnung negativ, in der Ausgangsverdiinnung fiel
die erstgenannte jedoch noch fraglich positiv, die Sulfosalicylprobe
positiv aus. Nach 14 Wochen waren Prizipitin- und Eiweilprobe so-
wohl in der End- wie auch in der (sehr triiben) Ausgangsverdiinnung
negativ geworden.

Dall Blutkuchen und Blutkérperchenriickstand iiberhaupt eine
positive Prazipitinreaktion mit den verwendeten Serum-Antiseren
gaben, ist auf Grund der einleitenden Darstellung und nach eigenen
Kontrollversuchen mit Hamoglobinlosurigen und den Kochsalzextrakten
serumfrei gewaschener Blutkérperchen; die das Ausbleiben der Priizi-
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pitation mit Serum-Antiserum bestitigten, vermutlich auf Rechnung
des ihnen noch anhaftenden und nicht entfernbaren Serums zu setzen.

Zusammenfassend ist zu sagen, dafl faulendes Plasma und Serum
in beinahe 5 Monaten kein Nachlassen ihrer Prézipitierbarkeit auf-
wiesen. Die .Prazipitabilitit stand offenbar in Beziehung zu dem
Eiweilgehalt, der, wie zu erwarten, ebenfalls keine sichtliche Verdnde-
rung erfuhr (Mya, Vierrzio und LuzzaTro hatten nach monatelangem
Faulen von Blut ungefihr die Halfte des urspriinglichen Globulinge-
haltes aus dem Serum zurtickgewonnen).

Gewisse feinere Schwankungen in der Bewertung der Intensitdt der Prézipi-
tationen, die aus Tabelle 1 hervorgehen, miissen vielleicht subjektiven Ablesungs-
unterschieden zugeschrieben werden; die Triitbung der Medien erschwerte die Ab-
lesung zuweilen erheblich.

11, Die Prizipitinreaktion an erhitztem Blut.

Wegen der Koagulation unverdiinnter Blutfliissigkeiten beim Er-
hitzen konnten die Versuche nur an den Ausziigen von Koagulaten
angestellt werden. Experimente mit nur erwérmtem, nicht geronnenem
Serum, wie JONES sie beschreibt, kamen nicht in Frage, da sich Serum
beim Erwirmen sogleich so tritbt, dafi die Prézipitation in Form der
Ringbildung nicht wahrgenommen werden kann. (In einem eigenen
Versuch, bei dem auf die Hilfte mit NaCl-Lésung verdiinntes Serum
5 Min. bei 720 erhitzt wirde, konnte kein Unterschied in der Schiirfe
des Ringes im Vergleich zu nicht erhitztem Serum festgestellt werden.)

Wurde etwas Vollblut oder Serum im Wasserbad bis zur Gerinnung
erhitzt und ein etwa bohnengrofles Stiickchen der geronmnenen Masse
72 Stunden in etwa dem 3fachen Volumen Kochsalzlésung bei Zimmer-
temperatur ausgezogen, so fiel — wie orientierende Vorversuche
zeigten — die Prizipitinreaktion fiir Vollblut sehr schwach positiv, fiir
Serum zwar deutlich, aber wesentlich schwicher positiv als in der
Kontrolle mit frischem Serum aus. Vollblut, Zitratblut, Blutkuchen
und Serum, die ¥/, Stunde im Wasserbad nahe dem Siedepunkt erhitzt
'worden waren, ergaben (nach Trocknen der Gerinnsel auf Filtrierpapier
und 72 stiindiger Extraktion eines Teilchens in Kochsalzlésung) negative
Reaktionen. Die Sulfosalicylsdurereaktion war hier ebenfalls negativ
(die Prazipitin- und die Eiweifireaktion mit ungekochtem Blutkuchen
positiv). Nach lingerem Stehen bildete sich in jedem Réhrchen ober-
halb der Berithrungsschicht der beiden Medien ein schwach angedeu-
teter, unscharfer Ring, der im Laufe der nichsten Stunden noch weiter
nach oben riickte; das Auftreten eines solchen ,,Pseudoringes, der-
mit dem sich innerhalb der Grenzschicht bildenden und danach zu
Boden sinkenden, echten Triibungsring nicht verwechselt werden darf,
wurde bei Ausbleiben der Prazipitation &fters wahrgenommen (s. auch

Zeitsehr. f. gerichtl, Medizin, Bd. 39. i2
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" 8.180 u.182); ob diese Erscheinung etwas mit dem kolloidphysikalischen
Phinomen des oben besprochenen ,,Doppelringes“ zu tun hat, 148t
sich nicht sagen. Wir beobachteten das Auftreten eines solchen Pseudo-
ringes auch einmal in der 1., 2. und 3. Waschfliissigkeit des abzentri-
fugierten Blutkorperchenriickstandes, ferner bei titerschwachen Anti-
seren, sowie hier und da auch bei Bestimmungen der Blutart in der
téaglichen Praxis, ebenfalls vornehmlich bei Antiseren mit niedrigem
Titer.

Da das negative Resultat der vorstehenden Versuche anscheinend
auf die mangelhafte Fahigkeit der NaCl-Losung, das hitzekoagulierte
Eiweill zu lsen, beruhte, wurde von jetzt an die Extraktion grund-
sétzlich mit Natronlauge vorgenommen. (W.A. SceMIDT hatte lange
gekochtes und vollstéindig koaguliertes Serumeiweil, dessen Kochsalz-
ausziige auch mit , Hitzeprizipitinen nicht mehr reagierten, durch
vorsichtiges abermaliges Erwirmen mit verdiinnter Natronlauge
wieder in Losung und damit zum Prézipitieren — mit Hitzeprizipitin-—
gebracht.) Der Nachteil von Versuchen mit erhitztem Blut besteht ja,
wie schon erwihnt, darin, da8 infolge der Gerinnung des Eiweilles
niemals mit der verinderten Blutsubstanz selbst, sondern mit Extrakten
des Koagulates gearbeitet werden muB}, und wenn das Lisungsmittel
nicht imstande ist, das unloslich gewordene Eiweill zu lésen, muB die
Prizipitation versagen. — Im einzelnen entwickelten sich die Versuche
nunmehr in folgender Weise: )

Die Rohrchen mit den Blutflilssigkeiten wurden eine bestimmte
Zeit in kochendes Wasser gesetzt (die Temperatur im Innern der
Rohrchen diirfte auf etwa 1—2°¢ niedriger als die des Wassers geschitzt
werden), nach dem Abkiihlen wurde die geronnene Masse mit einem
Glasstab aufgelockert und jeweils etwa das doppelte Volumen n/;,
Normal-Natronlauge zugegeben. Nach 1 Stunde (spater nach lingerer
Zeit) wurde dann die freie Fliissigkeit aus dem Réhrchen entnommen;
wo die Natronlauge ganz in das gequollene Gerinnsel eingedrungen
war, wurde dieses auf einem Uhrglas ausgebreitet, und der Flissigkeits-
rest mit einer Kapillare aufgesogen. Die so erhaltene Fliissigkeit wurde,
wenn notwendig, mit n/ , Normal-Salzsiure unter Farbvergleichung
mit Universal-Indicatorpapier neutralisiert (py von 7—=8); in der Regel
geniigten hierfiir 1-—2 Tropfen HCl (das Optimum der Priizipitin-
reaktion liegt bei schwach alkalisch). Ein beim Neutralisieren etwa
entstehender Niederschlag wurde abzentrifugiert. Auf diese Weise
hergestellte Extraktionsfliissigkeiten von bis zur Gerinnung erhitztem
Vollblut, Plasma und Serum ergaben — im Gegensatz zu dem Resultat
des 1. Vorversuches — bereits eine scharfe Ringbildung (bei kraftiger
EiweiBfallung mit Sulfosalicylsiure). Beim Zusammenbringen eines
leeren NaOH-HCl-Gemisches mit Antiserum trat keine Prazipitation ein,
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Es wurden nunmehr Serumproben eine ansteigende Minutenzahl in
kochendem Wasser belassen und mit den Laugenextrakten die Prizi-
pitinreaktion angestellt (das Serum — welches auch seine urspriingliche
Farbe gewesen sein mochte — verfiarbte sich beim Einbringen ins
kochende Wasser sofort weili-gelblich). Es ergab sich ein positiver
Ausfall der Reaktion bei 1 bis zu 11 Min. Erhitzungsdauer, die Sulfo-
salicylprobe war ebenfalls durchweg positiv. In einigen Fillen blieb
zunichst eine Prizipitation aus, offensichtlich infolge zu geringer
EiweiBextraktion durch die Natronlauge, bei Wiederholung der Versuche
lieBen sich aber immer scharfe Triilbungsringe erzielen. Ab und zu war
die Extraktionsfliissigkeit im ganzen so triibe (dariiber hat auch
R. RosexBERG geklagt), daB die ringformige Triibungsschicht nicht
unterschieden werden konnte, Wiederholungen fithrten indes auch
hier regelmiBig zum Erfolg.

In einem weiteren Serienversuch wurde sodann ein doppelter Satz
Roéhrchen mit frischem Vollblut, durch Zentrifugieren gewonnenem
Blutkuchen und Serum je 15, 30, 45 und 60 Min. in kochendem Wasser
erhitzt, und nach Abkiithlen und Auflockern der geronnenen Masse zu
der einen Hiifte das Doppelte Volumen Kochsalzldsung, zu der anderen
Normalnatronlauge gegeben.

a) Ergebnis der Extraktion mit Natronlauge. Die Lauge war vom
Inhalt der 15-, 30- und 45-Minuten- Vollblut- Réhrchen nach-24stiindiger
Extraktion so weitgehend aufgenommen worden, daB aus dem 15-Mi-
nuten-Roéhrchen trotz langen scharfen Zentrifugierens fiberhaupt keine,
aus den beiden anderen Rohrchen nur eine geringe Menge dunkel-
brauner Fliissigkeit zuriickgewonnen werden konnte. Die Prazipitation
des 30-Minuten-Ausziges war infolge seiner Tritbung nur fraglich, im
45-Minuten-Extrakt bildete sich eine grobflockige, tiefbraune Nieder-
schlagszone, wiahrend der (hellgelb verfirbte) 60-Minuten-Auszug
einen scharfen weillen Tritbungsring gab. Die EiweiBreaktion war in
allen 3 Fillen stark positiv (im Falle des 30-Minuten-Auszuges war der
ausfallende Niederschlag ebenfalls von brauner Farbe). Moglicherweise
ist die ungewdhnlich grobe Ringbildung des 45-Minuten-Auszuges
darauf zuriickzufiihren, da8 durch die verhéltnismiBig lange Ex-
traktion besonders viel Eiweill in Loésung gegangen war (darauf weist
auch die Grobheit des Eiweiiniederschlages), allerdings wird dadurch
nicht die braune Farbe der Ausflockung erklirt.

Auch aus den 15 und 45 Min. erhitzten Blutkuchen-Rohrchen war
(nach 48stiindiger Extraktion) nur ein geringer, grob-braunflockiger
Fliissigkeitsrest zu gewinnen, der mit 1 Tropfen physiologischer NaCl-
Losung aufgehellt werden muBte. Im iibrigen bildeten sich hier in
allen 4 Proben scharfe Triibungsringe (bei stark positiver EiweiB-
fallung).

12+
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In der Serumreihe war der Inhalt des 15-Minuten-Rohrchens so stark
kolliquiert, dafl nur eine winzige Spur Fliissigkeit zu isolieren war,
die in 1 Tropfen Kochsalzlésung aufgenommen wurde. Die Prizipi-
tation fiel auch mit diesen 4 Ausziigen positiv aus (die Eiweillreaktion
war hier deutlich schwicher).

Eine Kontrolle der Laugenextrakte der Blutkuchen- und Serumreihe
mit Antirindsgrum hatte ein negatives Resultat, wobei am 30-, 45- und
60-Minuten-Extrakt wiederum das oben bereits erwéhnte Phinomen
eines schwachen ;,Pseudoringes” oberhalb der Beriihrungsschicht zu
sehen war, der sich allerdings nur im 30-Minuten-Extrakt auch ein
v eites Mal produzieren lieB.

b) Ergebnis der Extraktion mit Kochsalzlosung. Nach 72stindiger
Extraktion im Eisschrank gaben simtliche 12 Ausziige einen feinen,
aber scharfen Tritbungsring, ihre EiweiBreaktion war durchweg schwach
positiv (nur mit den Extrakten des 15 Min. gekochten Vollblutes und
des 30-Minuten-Blutkuchens stirker positiv, und mit dem des 45 Min.
gekochten Blutkuchens negativ). Dieses Resultat steht im Gegensatz
zu dem Ausfall der eingangs beschriebenen Vorversuche, bei denen
eine viel weniger intensive Erhitzung bei gleichartiger Extraktion
negative Prizipitin-, allerdings auch negative Eiweilireaktionen zur
Folge gehabt hatte. (Diese Diskrepanz kann hier nur als solche
vermerkt werden, eine Wiederholung jenes unsystematischen Vor-
versuches zur Nachpriifung des Befundes war nicht mdglich, da die
Temperatur des Wassers hier withrend. der Erhitzungsdauer nicht
konstant gewesen war.)

Auf Grund-dieses Ergebnisses darf angenommen werden, dall auch
Kochsalzlosung imstande ist, das Antigen aus intensiv hitzedenatu-
riertem BluteiweiB zu extrahieren, sofern sie nur lange genug mit dem
geronnenen Blut bzw. seinen Komponenten zusammengelassen wird.
Zu dem gleichen Schluf kamen WaLcHER IT und ScHECH sowie
Swrre und GLAISTER beziiglich der Extrakte aus erhitzten Blut-
flecken auf Stoff. Diese Ansicht findet eine Bestétigung in dem
Ausfall eines anderen Nebenversuches, bei dem Roéhrechen mit Serum
und Plasma eine Viertelstunde nach der Hitzekoagulation in Wasser
nahe dem Siedepunkt belassen worden waren, und die Extraktions-
fliissigkeit (NaOH) nach Istiindigem Ausziehen keine Prézipitation
und keine Eiweifreaktion ergeben hatte, nach darauffolgender
Imonatiger Extraktion mit Kochsalzlosung aber ein deutlicher Pré-
zipitationsring und eine (schwach) positive EiweiBireaktion zu ver-
zeichnen war. Eine monatelange Extraktion bei hitzekoaguliertem
Serum rét auch WELLS an. .

Da die bisherigen Versuche gezeigt hatten, daB eine Erhitzungs-
dauer bis zu 60 Min. die Prézipitierbarkeit des Blutes nicht beein-
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Tabelle 2. Ergebnis der Versuche an erhitzten Blutbestandteilen.

Minuten Vollblut Serum Blutkuchen
h(%ggulflgs- BiweiB- | Prazipitin-] EiweiB- Praz—;ﬁitin- Hiwei- | Prazipitin-
dauer reaktion . reaktion | reaktion reaktion reaktion reaktion
i -
1 , ++ ++
2 f -+ +
3 + +
4 | + +
5 | + +
6 ! -+ + '
7 (+) (+) !
8 + 1) ;
9 | +
10 l + + ?tritbe
11 + +
51 31818831818 § 3¢
2 z | Z Z Z Z 4 z z Z Z 7
] I !
15 | + e T G R B S O B B o S A S
80 () bbb+ (R A R+
45 () FHH )+ = e+ A+
60 [(H) 4+ 4+ F B AR ]+
120 [(H)| () |+ |+ ]+ R B |+
180 [(+)| +-+ , ! |[(+) <+>'+} A EC o NI o B B -
240 j | — ] =1

tréchtigt, wurde Vollblut, Serum und Blutkuchen nunmehr 2, 3 und
4 Stunden in der angegebenen Weise gekocht. Uber die Resultate unter-
richtet Tabelle 2. Es ist hierzu zu bemerken:

Im 2 Stunden-Versuch wurde die Natronlauge nach dem Erkalten
der Gerinnsel in diese eingeriihrt; es stellte sich aber heraus, daB sie
hierbei von den Vollblut- und Blutkuchenkoagulaten so intensiv ad-
sorbiert wurde, daB sich nach der Extraktion nur ein Fliissigkeitsrest-
chen abnehmen liefl, und zur Gewinnung von Test{liissigkeit aus der
Blutkuchenmasse ein Stiickchen derselben in Kochsalzlosung aufge-
schiittelt werden muBte (die Losung verfarbte sich hierbei gelblich und
schiumte stark). Die Extraktionsdauer fiir die Laugenreihe betrug
24 Stunden, fiir die Kochsalzreihe 72 Stunden. Die Laugenextrakte des
Vollblutes und der Blutkuchenmasse konnten erst durch langes Zentri-
fugieren geklirt werden. Die Ringbildung war zunichst fraglich, erst
nach 2 Stunden zeigten die Voilblut- und Blutkuchen-Proben deutliche
Ringe (bei schwacher EiweiBireaktion), im Serum war der Ring etwas
schwicher (trotz kraftigerem Eiweifiniederschlag). — In den der Pri-
zipitierung unterworfenen Kochsalzextrakten bendtigten die Ringe bei
Vollblut und Blutkuchen 21/, Stunden bis zu ihrer deutlichen Ausbildung.
Die EiweiBfillung war nur schwach positiv; das Serum bildete (bei
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stirkerer EiweiBfallung) nach 30 Min. einen schwachen, nach 60 Min.
einen deutlichen und nach 24 Stunden einen recht kréftigen Ring.

Im néchsten Versuch (3stiindiges Kochen) wurden die Koagulate
nach dem Erkalten in Koélbchen mit der Auszugsflissigkeit iibergossen
und unter mehrfachem Schiitteln 72 Stunden extrahiert. Die Lauge
wurde zunéchst im gleichen Volumen wie die Gerinnsel zugesetzt, erwies
sich aber vom Vollblut- und Blutkuchengerinnsel auch hier nach kurzer
Zeit wieder so stark aufgesogen, daB ein . weiter Schul Lauge zugege-
ben werden mufBte. Bei der Prézipitinreaktion trat bei Vollblut und
Blutkuchenmasse sowohl mit Antimensch-, wie mit Antischaf- und Anti-
pferd-Serum schon nach einigen Minuten an der Berithrungsgrenze der
beiden Medien ein, sich im Laufe der Zeit kaum wesentlich verstir-
kender, ganz schmaler Ring auf, der indes vermutlich mit dem untersten
Rand der zwar klaren, aber briunlich verfirbten Extrakte identisch
war und sich als Abgrenzung gegen die schwach gelblichen Antiseren
optisch téuschend als Ring darstellte. Das gleiche ist zu beobachten,
wenn man eine triibe iiber eine klare Losung schichtet (am deutlich-
sten ausgeprigt war der ,,Ring‘* iibrigens in den Blutkuchen-Anti-
mensch- und Antipferd-Réhrehen). Gegen einen echten Prizipitations-
ring sprachen auch das rasche Auftreten der scheinbaren Triibung,
ihr Gleichbleiben und ihre Feststellbarkeit bei den artfremden Anti-
seren, sowie vor allem die Tatsache, daB} sich nach etwa 5-—6 Stunden
im Vollblut-Antimenschtest ein zwar schwacher, aber deutlicher,
offenbar echter Prazipitatring entwickelt hatte, wihrend in den Anti-
pferd- und Antischafserum-Kontrollen jetzt tiberhaupt keine begrenzte
Tritbung mehr wahrzunehmen war. Die EiweiBireaktion gab einen
kraftigen Niederschlag. Beim Serum war nach einigen Stunden ein
scharfer Ring vorhanden, dessen allmihliche Bildung sich gut hatte
verfolgen lassen. Er unterschied sich deutlich von den erwéhnten
Scheinringen. Pferd- und Schaf-Antiserum blieben hier ganz ohne
" Effekt. Die EiweiBreaktion war etwas schwiicher als bei den anderen
beiden Ausziigen. — Die Kochsalzextrakte waren hier so opaleszent, daf
eine sichere Entscheidung iiber den Ausfall des Préazipitationsversuches
nicht getroffen werden konnte; ihre EiweiBréaktion war schwach
positiv.

Nach 4stiindigem Kochen (72stiindige Extraktion) bildeten sich im
Kochsalzauszug des Serums mit Antimensch-, Antipferd- und Antischaf-
Serum schon innerhalb der ersten 10 Min. feine deutliche Pseudoringe
oberhalb der Grenze der Medien (bei negativer EiweiBlreaktion), die
noch 4 Stunden spéter scharf gezeichnet und im Laufe dieser Zeit
mehr und mehr nach oben geriickt waren — im (egensatz zu einem
echten Prazipitationsring, der allméhlich ,,fallschirmartig® nach unten
sinkt. Es wire daran zu denken, ob nicht lange erhitztes Bluteiweil
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die Eigenschaft erlangt, mit heterologen Antiseren Tritbungen zu
bilden — fiir das Prdpizitin hatten ForNET und M6riEr und FurtH
wahrgenommen, dafl das durch Immunisierung mit erhitztem Eiweils
gewonnene Antiserum (Hitzeprézipitin) statt (oder neben) der Art-
spezifitdt offenbar eine ,,Zustandsspezifitit’* gewonnen hatte derart,
daB es auch (erhitzte) heterologe Eiweifilgsungen (wiewohl nur stiirkerer
Konzentration, etwa bis 1:100 und sehr langsam) prizipitierte. Im
Laugenestrakt war (bei schwach positiver EiweiBfallung) mit Anti-
mensch-Serum nach 15 Min. ein leicht wolkiger Ring ausgebildet, nach
30 Min. hatte dieser Ring sich nach oben in den Extrakt hin verlagert,
an der Berithrungsschicht blieb nur ein ganz schwacher Ring zuriick.
Nach 1/, Stunden hatte der obere Ring sich verdoppelt, der Grenzring
war unveréindert. Bei einer Wiederholung der Uberschichtung bhildete
gich in 15 Min. wiederum ein deutlicher, ziemlich scharfer Ring an der
Mediengrenze, der danach unter allméhlicher Auflosung ebenfalls lang-
sam nach oben wanderte. Nach 3 Stunden befand sich ein scharfer
Ring unmittelbar unterhalb des Fliissigkeitsspiegels. Es ist zu be-
merken, dafl das bei diesem Versuch verwendete Mensch-Antiserum
nur einen Titer von 1:100 besa. Daher kann aus dem Befund keine
Folgerung gezogen werden. Mit Antipferd- und Antischaf-Serum trat
hier keine Tritbung auf. —

Die gewonnenen Resultate erlauben die abschliefende Feststellung,
daBl die Prazipitierbarkeit erhitzter Blutfliissigkeiten durch Nativ-
Antiseren offenbar weit linger erhalten bleibt, als bisher angenommen
wurde. Moglicherweise hitte aber auch W.A. SoaMIDT bei seinen iiber
900 erhitzten Seren noch positive Reaktionen erzielt, wenn er die Ring-
methode angewandt hétte, denn’er sagt selbst: ,,Das Nativ-Prizipitin
ist zwar noch fahig, das héher erhitzte Serum zu binden und spezifische
Triibungen hervorzurufen, aber es kommt nur noch in geringem MaBe
zur Prézipitation — lies Ausflockung — des Reaktionsproduktes; die
obenstehende Flissigkeit bleibt wegen der unvollstindigen Abscheidung
derselben triibe”. Die Ringprobe ist dem Verfahren der Messung der
Hohe des sich bildenden Priizipitationsniederschlages und der Beobach-
tung der Klirung der {iberstehenden Flissigkeit an Empfindlichkeit
und Einfachheit der Ablesung zweifellos iiberlegen.

Bestatigt werden konnte die von ScEMIDT und von Warcner 1T
sowie SMITH und GLAISTER beschriebene Verzigerung und Intensitiits-
abschwdchung der Prazipitation héher erhitzter Blutbestandteile, die
Verzogerung (der Flockenbildung) ist nach Scmmiot ,,eine charakte-
ristische Eigenschaft des durch Hitze verinderten, aber noch reak-
tionsfahigen EiweiBes®.

Man kann sagen, daf die prizipitable Substanz —im Gegensatz zum
Prizipitin, das schon durch 1/, stiindiges Erhitzen auf 70° inaktiviert
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wird — in der Tat ,eine geradezu hervorragende Widerstandskraft
gegen Hitze besitzt, ja daB ,,ihre Vernichtung allein durch Erhitzen
vielleicht iiberhaupt nicht méoglich* ist (Scmmrpt). Eine ,,Grenze
der Thermostabilitit der prézipitablen Substanz konnte jedenfalls
in unseren Versuchen nicht gefunden werden.

Fiir die praktischen Zwecke des Gerichtsarztes 148t sich aus den
Ergebnissen ableiten, daBl man eine Prizipitabilitit auch hoch und
lange erhitzten Blutes mittels gewohnlichen Antiserums erwarten kann,
wofern nur Vorsorge getroffen wird, daB, wie es immer Vorbedingung
einer positiven Prézipitinreaktion ist, geniigend Bluteiweif}, d. h. aber
hier: geronnenes Eiweill in die Auszugsfliissigkeit iibergeht. Nation:
lauge ist hierfiir geeigneter als Kochsalzlésung, aber auch diese ist im- -
stande, auf die Dauer geniigend Prizipitinogen aus dem Koagulat
auszuziehen.

Die Extraktionsdauer bemesse man also recht lang, der Reaktion
selbst gewihre man ausreichend Zeit (unter Umsténden viele Stunden);
eine Prizipitation braucht um so mehr Zeit, je schwicher die Antigen-
konzentration ist — sei es, dall von Anfang an zu wenig Antigen vor-
handen ist, sei es, da} es durch Faulen oder Erhitzen denaturiert wurde,
sei es, daB das Eiweifl als Antigen stark geronnen und daher nur schwer
l6slich ist. Die Bedingung, dal der Prizipitatring sich innerhalb kurzer
Zeit nach dem Zusammenbringen des Antiserums mit dem Extrakt
bilde, hat hier keine Geltung.

Zusammenfassung.

1. Faulendes Menschenblutplasma und Serum zeigten innerhalb
von 5 Monaten kein Nachlassen ihrer Prizipitierbarkeit mit Serum-
Antiserum :

2. Langes Erhitzen von Vollblut und Serum (in geringem MaBe
auch von Blutkuchen) bei 100° hebt die Prizipitabilitit mittels gewthn-
lichen Antiserums nicht auf.

3. Bei durch Faulnis oder Erhitzen denaturiertem Blut und Blut-
bestandteilen ist zur Herstellung der Ausziige eine sehr lange Ausdeh-
nung der Extraktion anzuraten. Die Reaktion selbst soll erst nach
lingerem Warten bewertet werden.

4. Zum Ausziehen des BluteiweiBles aus Hitzekoagulaten ist Natron-
lauge an sich geeigneter als Kochsalzlgsung, bei sehr langer Extraktion
kann indes auch Kochsalzlésung mit Erfolg verwendet werden.
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