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Die nach UHLEN~UT~ benannte Pri~zipitinreaktion zur Identifi- 
zierung der Blutart wird in der gerichtlich-medizinischen Praxis im 
M]gemeinen in der Weise ausgefiihrt, da~ ein mit physiologischer Koch- 
salzl6sung hergestellter Auszug des zu untersuchenden Substr~tes mit 
verschiedenen artspezifischen Kaninchen-Immunseren (Anti-Mensch, 
Anti-Rind, Anti-Schaf u. dgl.) in engkalibrigen R6hrcheu zus~mmen- 
gebracht (unter- bzw. tiberschichtet) wird; bei positivem Ausf~ll der 
Reuktion mit einem der Testseren tritt an der Berfihrungsschicht der 
beiden Flfissigkeiten innerhalb yon einigen Minuten ein Triibungsring 
(Ausflockung) auf (HAusER, WALCHERI, WERKGARTNER). 

Ublicherweise gelangen als pr~zipitierende Immunseren durch In- 
jektion voii Serum der betreffenden Tierart erzeugte Antiseren zur 
Verwendung, im Rahmen der spezifischen Immunisierung gegen Blur 
wurde indes eine Antik6rperbildung auch dureh Injektion yon Albumin 
(I~7ICOLETTI, ~-~EKTOE2q und WELKER I), Pseudoglobulin (]{EKTOEi~-- 
WELKER I), H~moglobin (zahlreiche Autoren, Lit. bei FUJI~VARA I[), 
globinfreiem H~moglobinextr~kt (HEKTO~ und Sc~vLI~Or), Globin 
(WE~T), Erythroeyten (KL]~I~, LEERS, MIRTO, HEKTOEN undScHuLI~OF), 
Leukoeyten (YORIMITSU), Muske]preBsaft (MARX), eiweiBha]tigem H~rn 
und pleuritisehem Exudat (ZIEMKE) erzielt. Allerdings pr~zipitieren die 
I-I~moglobin- und BtutkSrperehen-Antiseren nur Vollblut, Erythrocyten- 
extrakt und H~mog]obin (sowie Globin, MIZOKUTI), sind also antigen- 
spezifisch (ebenso wie Albumin- und Globulin-Antiseren), w~hrend 
Serum- oder Plasma-Antiserum nur homologes Vollb]ut, Plasma, Serum, 
Serumulbumin, Fibrinogen und Pseudoglobulin (aber nieht Blutk5rper- 
chen oder I-[~Lmoglobin, NoLF, UI-ILENItUTtt und WEIDA~Z, MEZGER, 
B. MUELLER), Kbrperflfissigkeiten, Organ- und Knochenextrakte pr~- 
zipitiert. Bei Immunisierung mit nativem Globin entstehen Antik6rper 
gegen Globin und I-t~moglobin (MIZOKUT L SUZUKI). tti~moglobinfreies 
BlutkSrperchenstroma erzeugt keine AntikSrper (NOLF, MEZGER). 
Einige andere dieser Re]ationen sind noeh nicht bekannt. 
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Durch Alkoholf~llung oder Hitzegerinnung verliert das als Antigen 
dienende Blut eiweiB nicht die F~higkeit zur Antik6rpererzeugung, so- 
fern es nicht vollst~ndig denaturiert ist. Daher konnten FUJIWARA ] 
mit kochkoaguliertem SerumeiweiB und DALLA VOLTA und DEE CARPIO 
und •ICOLETTI mit Albumin bzw. H~moglobin, das durch Ausf~llung 
mit Ammoniumsulfat und anschlieBendes Kochen aus Serum bzw. 
Erythrocyten gewonnen war, hoehwertige, spezifiscl~e Antiseren er- 
zeugen. Ein durchImmunisierung mit gekoehtem EiweiB gewonnenes 
Antiserum, das im Gegensatz zum gew6hnlichen ,,Nativpr~zipitin" als 
,,ttitzepr~zipitin" bezeichnet wird, pr~tzipitiert sowohl gekoehtes, wie 
natives homologes EiweiB (LoEFFLER, OBERMAYER und PICK, W.A. 
SCHMIDTI, FORNET und Mi~LLER, MARX, I~OSENBERG, NICOLETTI), 
das mit dem nativen Antigen hergestellte Immunserum prazipitiert 
dagegen durch langeres Koehen denaturiertes Antigen nieht mehr. 

tIinsichtlieh der Natur der bei der Prazipitinreaktion miteinander 
in Beziehung tretenden KSrper steht lest, dab der durch die Immuni- 
sierung erzeugte AntikSrper vom Globulin des Immunserums nicht 
trennbar, wiewohl wahrscheinlich nicht mit ihm identisch ist (BR]~II~L 
und tIAu~OWITZ). Das Blutantigen ist an das BluteiweiB gebunden. 
Die Untersuchungen und Theorien fiber das Mengenverhaltnis yon 
Antigen und AntikSrper im Prazipitat, die Abhangigkeit der Prazipitat- 
masse vom quantitativen Antigen-AntikSrperverhaltnis, den aktiven 
Anteil des Prazipitinogens an der Ausfloekung, das Wesen der Reaktion 
(,, chemisch" oder mehr,,physikaliseh") und ihre optimalen Bedingungen 
haben keinen unmittelbaren Zusammenhang mit den Fragen, die in 
dieser Arbeit geklart werden sol]ten, kSnnen daher iibergangen werden. 

Ein erfolgreicher Naehweis yon Blur mit dem artspezifisehen Anti- 
serum hat zur Voraussetzung, dalt die zu untersuchende Blutspur den- 
jenigen Bestandtefl des Blutes entha]t, der als immunisierendes Antigen 
wirksam gewesen war. So kSnnen Blutflecke, die nut noeh aus korpus- 
kularen Elementen bestehen, bei denen also das Serum ganz ausgepreBt 
und dann verdunstet oder in die Unterlage eingesickert ist, bei Ver- 
wendung yon Serum-Antiserum einen negativen Ausfal] der Prazipitin- 
probe ergeben ; es ist dies eine der m5gliehen Fehlerquellen der l~eaktion 
(MEzGER U. a., MUELLER). Das gleiehe gilt f fir Blutspuren, bei denen, 
etwa durch zu kurzes Extrahieren, nur I-Iamoglobin in die Auszugs- 
fliissigkeit iibergeht (FUJIWARA II, MUELLER). Ist umgekehrt z. B. bei 
einem Blutfleck nur Serum in die Unterlage eingedrungen, so wird man 
bei ]~xtraktion des Stoffes und Verwendung eines 1-Iamoglobin-Anti- 
serums keine Prazipitierung erwarten dfirfen. Im iibrigen scheinen 
sich sowohl die prazipitable Substanz wie das Prazipitin des Immun- 
serums dutch Adsorbentien, aber anch durch Aufnahme in Papier und 
Seide unwirksam machen zu lassen (SRI-KOI~G). 
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Dies  zu r  E i n f i i h r u n g  in  dieses  T e i l g e b i e t  de r  f o r e n s i s c h e n  Sero log ie .  

I n  e i g e n e n  U n t e r s u c h u n g e n  w u r d e  der  A u s f a l l  de r  P r ~ i z i p i t i n r e ~ k t i o n  

be i  m e n s e h l i c h e m  B l u t  v e r f o l g t ,  we lches  in  v i t r o  d e m  n a t f i r l i c h e n  

Fgu ln i sp roze l~  u n t e r l a g  ode r  de r  E r h i t z u n g  a u s g e s e t z t  wurde .  

Es ist  bekannt,  dal~ Auszfige yon Jahre,  ja viele Jahrzehnte alten Blutfleeken 
noch pr~zipitabel sind, ebenso sind bereits kurz nach der Entdeckung der Reaktion 
entsprechende Versuche mit  faulem Leichenblut und im Reagensglas faulendem 
Blur und mi t  Troekenspuren unternommen worden. So wiesen UHL~HUTH und 
seine Mitarbeiter und GRAHAM-SMITH gefaultes Blut  noch nach 1, 2 und 10 Jahren 
als solches nach. 

Was ki~nstlich erhitztes Blur betrifft ,  so hat  MoDIcX (1901) Blutflecke ,,einer 
hohen Temperatur"  ausgesetzt und mit  den Auszfigen Pr~zipitinreaktionen 
erhalten. CAI~RA~A (1901) fand, dab der Pr~zipitationsniederschlag bei einer 
Erhitzung des Fleckes fiber 70~ abzunehmen begann und beiErhi tzung auf 110 ~ 
kaum noch auftrat .  NVrALL (1901) hat  Ffl tr ierpapier mit  Blutflecken 42 Tage 
bei 370 und 1 Stunde bei 100 ~ liegen lassen, die Reakt ion blieb ausl6sbar. 

F~RRAI (1901) stellte lest, dal3 Menschenblutflecke nach einer Erhitzung yon 
60 Min. auf 130 ~ 20 Min. auf 140 ~ 10 Min. auf 150 ~ und 5--10 Min. auf 160 ~ 
die Pr~zipitabilit~t eingebfii3t batten.  BIO~DI (1902) konnte die Befunde FERR~S 
best~tigen und meinte sagen zu dfirfen, dal3 eine l~.nger fortgesetzte Erhitzung 
bei m ~ i g  hoher Temperatur  (24 Stunden bei 120 ~ die Serumeiweil~e derartig 
veri~ndert, dal~ beim Pr~zipitationsversuch ,,nur eine leichte Trfibung in Er-  
scheinung t r i t t . "  - -  Erwiihnt sei, dal~ NICOLETTI mit  dutch gekochtes Antigen 
gewonnenen Antiseren Extrakte  aus welt hSher erhitzten Blutflecken zur Pr~zi- 
pi tat ion bringen konnte. 

Neuerdings gaben SMITH und GLAISTER (1939) folgende eigene Befunde: 
positive Reaktion mit  Auszfigen yon Blutflecken auf Stoff nach trockener Er-  
hitzung auf 100 ~ ffir 1--3 Stunden, auf 13O und 1400 ffir 15 bzw. 75 Min., auf 
150 und 1600 ffir 15 Min. und ~uf 2000 ffir 2 Min. Negative Reaktion nach Er- 
hitzung auf 2300 ffir 5"Min. Ffir die Extrakt ion des Serums aus den fiber 1600 
erhitzten Stoffstfickchen war lange Zeit efforderlich. ~Nach Kochen yon Blut- 
flecken auf Stoff in Wasser yon 5 Min. bis zu 1 Stunde war die Pri~zipitabilit~t 
erh~lten, aber nur bei langer Ausdehnung der Extrakt ion mit  Kochsalzl5sung. 

~u beobachtete G~AHA~-S~ITH (1903), dal~ Rinderserum, das im 
Wasserbad auf 64 o und mehr Wassertemperatur erhitzt  worden war, bei nach- 
tr~glicher LSsung in Kochsalzflfissigkeit keinen Niederschlag mit  Nativ-Antiserum 
mehr gab; er folgerte, dab Serum schon nach 3minfitigem Erhitzen auf 64 o die 
Pr~zipitabilit~t verlSre. OnERMnu und PICK (1903) machten die Feststellung, 
dai~ Rinderserum, welches ~/~ Stunde ~uf 700 erhitzt  worden war, eine deutliche 
Abschw~chung seiner Ausf~llbarkeit erfahren hatte. In  Versuchen NUTALLS 
crwies sich 1 Stunde auf 100 ~ erhitztes Serum als nicht mehr pr~zipitabel. 

F o ~ T  und ~r (1910) nahmen wahr, daft die spezifische Pr~zipitabilitfit 
100fach verdfinnten, fiber der Flamme aufgekochten Pferdeserums noch in Ver- 
dfinnungen des Serums erhalten war, die welt fiber der Titergrenze des benutzten 
Antiserums lagen. Pferdeserumverdfinnungen yon 1:1000 reagierten nach 8, 
10 und 15minfitigem Kochen im Wasserbad (bei Anwendung der Ringprobe- 
Technik) nur noch in Form einer Trfibung an der Schichtgrenze~ bei 20 Min. 
langem Kochen fiel die Reaktion negativ aus. 

Jo~Es sah an bis zur Trfibung erhitztem Serum eine massigere Pr~zipitierung 
als an unerhitzten oder weniger erhitzten Vergleichsproben. Die suspendierten 
koagulierten Eiweil~teilchen seien, so sagt er, von einer Hiille nicht denaturierten 
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Antigens umgeben, das durch das Pr~zipitin ausgeflockt werde und dabei die 
koagulierten Eiwei•teilchen mit sich reil3e. H. SCH~IDT g]aubt indes, die inten- 
sivere F~llung sei darauf zuriiekzufiihren, dab die denaturierten Eiweil~mizellen 
des Antigens bessere Adsorptionskerne fiir das Globulin des Immunserums ab- 
geben als die nicht denaturierten. 

W. A. SC~MID~ I (1908) hat das Verhalten der Pr~zipiiinreaktion bei erhitztem 
Bluteiwei~ mehr systematisch untersueht. Eine i0 Min. lunge Erhitzung unver- 
diinnten Menschenserums bis auf 65 o erwies sieh #is ohne Einflul~, bei Erhitzung 
auf 68 und 700 ging die Reaktion mit einer gewissen VerzSgerung (obwohl quali- 
tativ gleich stark wie vorher) vonstatten. Bei Ausffihrung der Versuche mit 1 : 1 
und 1 : 10 verdiinntem Serum trat  die Pr~zipitation (Flockenbildting) mit gewShn- 
lichem Antiserum um so langsamer und in so geringerem Mal~e ein, je h5her die 
Temperatur gesteigert wurde; immerhin hatte Serum in der Verdiinnung yon 1 : 1 
nach lstfindiger Erhitzung auf 900 noeh eine geniigende Prazipitierbarkeit behal- 
ten, um seine Artdifferenzierung zu gestatten. G~nzlich negativ wurde die Reak- 
tion in beiden Verdtinnungen erst bei Serum, das 30 Min. bei 100 ~ erhitzt worden 
war. (Abweichend hiervon hatte MARX mit 1 : 10 verdiinntem, 30 Min. auf 1000 
erhi~ztem Serum mit MuskelpreBsaft-Nativprazipitin noch schwache Triibungen 
e rz ie l t . ) - -Mi t  einem ,,Hitzepri~zipitin" lieB sich die Reaktion ~llerdings noch 
nach 3stiindigem Kochen yon Serum auslSsen (Sc~MIDT II, ROSENBERG I). 

Ferner erhitzte W. A. SC~MIDT RShrchen mit getrocknetem Pferdeserum im 
Paraffinbade und fund, da~ Kochsalzauszfige yon 2 Stunden auf l l 0  ~ erhitztem 
Serum noch ebenso rasch und intensiv prazipitiert wurden, wie der Auszug des 
nnerhitzten Serums; 1/~ Stunde auf 130 ~ erhitztes Serum lieferte noch ,,einen 
volum.i.'nSsen Niederschlag", bed 1 Stunde und 130 ~ war der Niedersehlag geringer, 
aber noch ,,ziemlich kr~t ig" ,  na6h 1/~ stiindiger Erhitzung bei 1500 Null. NVTALL 
hatte ebenfalls mit trockenem Bluteiwei~ bei 1/2 stiindigem Erhitzen auf 1000 
eine positive Reaktion verzeichnet. 

Dagegen meint R. ROSENBERG II, dal~ die Pr~zipitinreaktion mit gew6hn- 
lichen Antiseren bei fiber 70 o erhitzten Eiweil~pri~paraten ,,fast vollkommen '~ 
versage. Sie kochte tierisches, bereits gekochtes Fleisch floch einmal 10 Min. bis 
2 Stunden bei 980 im Wasserbad und erhielt mit den Extrakten weder bei Ver- 
wendung gewShnlichen Antiserums, noch auch eines mit hitzekoaguliertem 
SerumeiweiB nach FUJIWARA bereiteten Antiserums, sondern nut mit durch 
Immunisierung mittels Muskelkochextr~kten gewonnenen Antiseren Pr~zipita- 
tionen. Auch W~IDANZ und B O R C ~ A ~  gelang es nicht, mit dem Fleisch heiB 
ger~ucherter und danach gebriihter Pferdewurst bei einer Brtihdauer yon 15 Min. 
an (Temperatur im Wurstinneren nach Kontrollversuchen yon W. A. SC~MIDT 
dann 86 ~ eine Pr~zipitation zu erzielen (in den Extrakten fiel auch die Eiweil~- 
probe negativ aus). In den Untersuchungen FOrgETS und MffLL~RS war nach 
lstiindiger Briihdauer (Temperatur im Wurstinneren 75 ~ noch eine Pr~zipitierung 
mSglich; 10 Min. gekochte Briihwurst bzw. Fleisch erforderten zur AuslSsung 
einer (fiir Fleisch nur sehw&chen) Pr~zipitinreaktion eine Kochsalzextraktions- 
dauer yon 48 bzw. 96 Stunden, l~ngeres Kochen ergab negative Resultate. Mit~els 
,,Hitzepr~zipitinen" ist die Artdifferenzierung gekochten Fleisches allerdings 
auch dann noch mSglich, wenn die ,,Nativpr~zipitine" versagen (ROSEZqB]~RO), 

Bei  all  diesen Versuchen  war  indes die R e a k t i o n  nich~ als Schicht-  

p robe  ausgeffihrt ,  sondern  nach  d~m sich b i ldenden  f loekigen Bodensa tz  

und  der Intensif ier  der K l~ rung  der  i ibers tehenden  Fl t iss igkei t  bewer t e t  

w o r d e n  (nur FORNET und MffLLER bed ien ten  sich der Schichtprobe) ,  

z u d e m  bez iehen  sie sich nur  auf  Vol lb lu t  oder  Serum (oder Fleisch).  
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Die eigenen Versuche wurden aneh auf Plasma und Korpuskeln aus- 
gedehnt. 

Um einer nnzweideutigen experimentellen Einwirkung und des 
Angriffes des Prgzipitins nnmittelbar am Antigen sieher zu gehen, 
wurde nieht mit ,,Fleeken" und ihren Ext rak ten  oder Init nachtrgglich 
erhi tzten Ausziigen yon Blntflecken, sondern mit den nativen, unver- 
diinnten Blutbestandteilen und (beim erhitzten Blur) ohne koagula- 
t ionshelnmende Zus'~tze gearbeitet. Unverdiinntes hitzegeronnenes 
Blur bzw. seine koagulierten Einzelbestandteile 15sen sich bekanntlich 
sehlecht - -  ein technisches ]-Iauptproblem derartiger Untersuehungen - -  
so dab die Frage bereehtigt ist, ob ein negativer Ausfa]l der Prgzipitin- 
reaktion geronnellen Blutes einer Struktur~nderung der pr~zipitablen 
Substanz dnreh die I-Iitze znzusehreiben ist, oder nieht viehnehr einfaeh 
auf die UnlSsliehkeit des EiweiBes infolge der Koagulation zurtickgeftihrt 
werden mul~. Mit anderen Worten : wird das Antigen mit der Koagula- 
t ion des EiweiBes so lixiert, dab es durch das LSsungsmittel nicht mehr 
eliminierbar ist und daher reaktionsunfghig wird, oder wird es dureh 
die Erhitznng spezifiseh veriindert in dem Sinne, dab der AntikSrper 
keinen entspreehenden Ansatzpunkt mehr finder 

Manche Autoren nehmen an, dab die ,,prgzipitable Substanz" aus 
einer thermolabi]en und einer hitzebestgndigen Komponente bestehe, 
auf diese Weise sei aueh die Tatsaehe der ,,I-IitzeprgzipitJne" zu er- 
klgren, indem das erhitzte EiweiB offenbar eine Eigensehaft des Antigens 
besitze, die entweder dutch das Erhitzen allein tibriggeblieben oder 
dureh dieses erst gebildet worden sei nnd bei Imlrtunisierung besondere 
Antik5rper erzeuge, die erhitztem Eiweil~ dann in ~hnlieher Weise 
entspr~ehen ,,wie das Nativprgzipitin dent nativen ERveiB" (W. A. 
SCItMIDT I). OBER~CIAYER und PICK dachten an einen Ubergang der 
Artspezifitat in eine ,,Zustandsspezifitgt" durch d~s Erhitzen; ein 
so]ches modifiziertes EiweiB erzeuge bei Immunisierung AntikSrper, 
welehe auf die dutch Erhitzen vergnderte Zustandsphase eines er- 
hi tzten Antigens. ,,abgestimmt" seien. Ste]lt dann die hitzestabile 
Snbstanz etwa eine ,,haptophore Gruppe" dar, wie ~EISENBERG und 
OBEI~MAY]~R und PICK meinten, die zur Bindung an den Antik6rper 
notwendig, aber selbst nieht prgzipitabel ist ? Oder enthgR das EiweiB- 
molekiil, wie W.A.  SCI~MIDT behauptete, eine ganze Kette ]abiler, 
prgzipitab]er Stoffe, die bei fortschreitendem Erhitzen in allmghliehem 
~Tbergang abgespalten werden und somit trotz unvergndertem ,,t~iweig- 
gehalt" der L6sung der Reaktion verloren gehen (so dab diese immer 
]angsamer und schwgeher verlguft), bis sehlieB]ieh ein Punkt  erreicht 
wird, an dem die Fgllbarkeit des EiweiBantigens - -  entweder durch 
Vernichtung a]ler labi]en Grnppen oder dureh deren nunmehr zu gering 
gewordene Anzahl - -  ggnz]ieh geschwunden ist ? 
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]~ntscheiden ]assen sich diese Fragen nur mit Hilfe komplizierter 
Immunisierungsversuche. Die eigenen Untersuchungen beschr~nkten 
sich auf die Ermit t lnng,  ob bei fortschreitender Fi~ulnis und bei zu- 
nehmender ]~rhitzung yon Blut bzw. seinen Komponenten etwa Ver- 
~inderungen der pr~zipitablen Substanz auftreten, die im Ausfall der 
Reakt ion wahrnehmbar werden, d .h .  konkret:  ob und an welchem 
Punkte  bei der fiblichen Technik der l~eaktion ein Schwiicherwerden 
oder gar ein Ausbleiben der Reaktion zu verzeichnen ist. Ergebnisse 
solcher Art  kSnnten nicht nnr  den Einblick in die l~atur des EiweiB- 
antigens vertie~en, sondern such ffir die Praxis I-Iinweise geben, wie sich 
Blur im Verlaufe der F~ulnis verh~lt, und inwieweit etwa bei Blut- 
spuren, die ]anganhaltender oder st~rkerer ~ i t ze  ausgesetzt waren, 
noch auf einen positiven Ausfall der Schichtreaktion bei Verwendung 

�9 gew6hnlicher Antiseren gerechnet werden kann. 

Methodilc. 
Wegen der durch die Zeitumst~nde bedingten Schwierigkeiten der 

Antiserumgewinnnng (Mangel an Versuchstieren und Tierfutter),  um 
ferner die Versnche dem Routineverfahren mSglichst angepa~t zu 
halten, und um schliel~lich nur einen Bestandteil  der l~eaktion abzu- 
wandeln, wurde als Testserum nur Serum-Antiserum (Titer l : i 0 0 0 0 )  
verwendet;  die TiterhShe des Immunserums war bei dem rein quali- 
ta t iven Charakter der Versuche an sich irrelevant. Die geakt ion  wurde 
in GlasrShrehen von 3 mm lichter Weite und 2,5 cm HShe ausgeffihrt; 
im allgemeinen wurde mittels Kapillaren zun/~chst das Antiserum 
(1--2 Tropfen) eingefii]]t und dieses sodann unter starkem Neigen des 
RShrchens mit der gleichen Menge der zu untersuchenden Flfissigkeit 
fiber- bzw. unterschiehtet  (nicht immer erwies sich das Antiserum als 
spezifisch schwerer); danaeh wurde das gShrchen vorsiehtig aufgerich- 
tet, in Plastilinmasse gesetzt und unter  I-Ierausheben wiederholt gegen 
einen hellen farblosen Hintergrund betrachtet .  Auch hauchfeine 
Trfibungsringe waren auf diese Weise stets deutlich zu erkennen. Die 
verwendeten Antiseren wurden vorher auf ihre Wirksamkeit  gegenfiber 
starken Verdfinnungen yon Menschenserum gepriift, eine Kontrolle 
ihrer Artspezifit~t erfibrigte sich begreiflieherweise. Oa alle Testseren 
auch mit  unverdfinntem Menschenserum scharfe Tri ibnngsringe er- 
g~ben,,branchte die M6glichkeit einer initiMen Hemmung nicht in die 
Uberlegungen einbezogen zu werden, immerhin wurden aber einige Anti- 
gensubstanzen noch verdiinnt, um eine tIemmungszone zu umgehen. 

Bei der Ausffihrung der Antigenreaktion ist es Mlgemein iiblich, 
eine Verdfinnung des zu prfifenden (Eiweil~-) Antigens yon 1:1000 
anzustreben, da bei dieser Konzentra t ion erfahrungsgem/s das Opti- 
mum der Reaktion gew/s ist. Die ausschliel~lich qual i ta t ive 
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Natur  unserer Versuche, bei denen auBerdem gerade wegen der unaus- 
bleiblichen Denaturierung der Bluteiweil~e eine noch mSglichst hohe 
Eiweii3konzentration erwiinscht war, verbot  - -  zumal  angesichts der 
unbekannten  wirklichen Eiwei]konzentrat ion der Ausgangsfliissig- 
keiten - -  das Arbeiten mit einer solchen Standardverdfinnung. Da 
alle Ausgangssubstrate eine positive Prazipit inreaktion gaben, konnte 
ein abgeschwi~chter oder negativer Ausfall eines der Teste im Verlaufe 
der Untersuchung ohne weiteres auf eine (sei es physikalische,:sei es 
strukturelle) Veranderung des Pr~zipitinogens bezogen werden. 

Es ist theoretisch nicht ausgeschiossen, dal3 einige der in den zu beschreibenden 
Versuchen erzielten Pr~zipitationen eine gerabminderung ihrer potentiellen 
Intensit~t erfahren hatten. Das aus Leitungswasser hergestellte destillierteWasser, 
des zur Bereitung der als Verdiinnungs- und Extraktionsmedium dienenden 
Kochsalzl6sung ve1~wendet wurde, enth~lt durch Chlorieren reichlich freies Chlor. 
Dieses wird auch bei mehrfachem Destillieren nicht ganz entfernt und kann 
mit dem Eiweifl der zu pr~zipitierenden L6sung eine Chlor-Antigenverbindung 
eingehen, so dal3 dem Pr~zipitin kein oder weniger Antigen zur Verfiigung steht, 
als eigentlich vorh~nden war. Diese FehlermSgliehkeit wurde uns indes erst be- 
kannt, als die Versuche im wesentlichen bereits abgeschlossen waren. 

An allen Substraten wurde gleichzeitig eine Eiweil~reaktion durch 
Auftropfen eines Tropfens Sulfosalicylsaure zu einem Tropfen des 
Ext rak tes  auf dem Objekttr~ger angestellt. Diese Art des EiweiB- 
nachweises war wegen der oft nur  sehr geringen Fliissigkeitsmenge, die 
zu priifen war, angezeigt. Das Anste]len einer Seh~umprobe mit  der 
Spur zur Feststellung ihres Eiweil~charakters war ansgeschlossen wege n 
der geringen Mengen, und um die oft an sich schon bestehende Triibung 
nicht noch zu verst~rken.  

I. Die Priizipitinreaktion an /aulendem Blut. 

E s  wurde gepriift, wie lange auf natfirliche Weise sich zersetzendes 
Blur und Blutkomponenten eine Pr~zipitat ion geben. Systematisehe 
Versuche in dieser Richtung liegen bisher nicht vor. Zu diesem Zweck 
wurden Plasma,  Serum, durch Ausschleudern und nachtri~gliches 
Trocknen auf Fil tr ierpapier  erhaltener Blutkuchen, sowie durch Na- 
t r iumzi t ra tzusatz  gewonnener ]31utk5rperchenrfickstand bei Zimmer-  
t empera tu r  und Tageslicht der F~u]nis iiberlassen. ]:)as Plasma nahm 
im Laufe der Zeit einen moderigen, das Serum einen mehr fStiden 
F~ulnisgeruch an, der Blutkuchen und der BlutkSrperchenrfickstand 
bekamen allm~hlich einen mehr aromatischen Ton. Mit den Fliissig- 
keiten bzw. Verdfinnungen wurde zun~tchst w5chentlich, sp'hter in 
gr513eren Abst~nden die Pr~izipitinreaktion angestellt. Die Ergebnisse 
waren folgende : 

1. Plasma. Wiihrend die Reakt ion nach 1 ~r stark positiv war, 
war nach 2 Wochen eine Intensit~tsabschw~Lchung des Triibungsringes 
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festzustellen, die auch im weiteren Verlauf bestehen blieb. Nach 4 We- 
chert hatte sich das Plasma selbst so stark getriibt, dab aueh dutch 
langes Zentrifugieren keine Kl~rung erzielt werden konnte; um daher 
die Fortsetzung der Versuche zu ermSglichen (die Reaktion kann ja 
nur bei wasserklaren Medien ausgefiihrt werden), wurde das Plasma 
yon der 5. Woche an jeweils mit physiologiseher KochsalzlSsung um 
das doppelte Volumen verdiinnt; eine weitere wahrnehmbare Ab- 
sehw~ehung der Reaktion erfolgte dadureh nieht, es kam unver~ndert 
z u r  Ausbildung eines feinen, aber immer deut]ichen Ringes innerhalb 
weniger Minuten (nur nach 6 Wochen erst nach langerem W~rten). 
Nach l0 Woehen hatte sich die Fliissigkeit unter Bildnng eines sturken 
Bodensatzes wieder ziemlieh geklgrt. Bei der nach 19 Woehen ange- 
stel]ten Reaktion lag der Ring etwas nnterhMb der Grenzschieht, das 
gleiche fiel auch nach Verdiinnung des Plasmas ~uf 1 : 3 auf. Die Eiweif~- 
reaktion war nach ]9 Wochen ebenfMls noch stark positiv (vgl. Ta- 
belle 1). Die Versuche wurden hier abgebrochen, da der Vorrat an 
t i ters tarkem Antiserum erschSpft war. Auf fortlaufende u 
reaktionen mit frischem Plasma mul~te wegen der aul~erordentlichen 
Knapphei t  an Antiserum, die zeitweise zum Geizen lnit jedem Tropfen 
zwang, verzichtet werden. 

2. Serum. t t ier erfolgte jedesmal sofort eine so diehte Ausfloekung, 
da2 eine relativ breite wo]kige Triibungszone mit unrege]mal~igen Be- 
grenzungslinien entstand; bei Verdfinnung mit dem gleiehen Volnmen 
NaC1-LSsung entstand ein scharfer Ring. Bei der Reaktion nach 
19 Wochen trat  unterhalb der Beriihrungsgrenze ein unseharfer 2. Ring 
auf, in einer Verdiinnung des Serums im Verh~ltnis ] : 2 zeigte sich ein 
schwacher 2. Ring oberhalb der Grenzschicht. 

,,Doppelringe" an der Sehichtgrenze treten F o ~ s r  und MfdLLER zufolge 
zuweilen bei bestimmten Antiserert auf, ohne dab sich erklaren lieBe, warum Bin 
Antiserum in dieser besonderen Weise reagiert (vgl. auch CR]~MA). Immerhin 
land sich diese Eigenschaft haufiger bei Hitzepr~izipitinen als bei Nativseren. 
Die Autoren stellten im iibrigen lest, da~ Doppelringe nut yon ein und demselben 
Serum, dann aber regelmaBig, hervorgerufen werden, w~hrend andere homologe 

' Antiseren mit den gleichen Eiweil~lSsungen nur einfache Ringe ergaben, dab 
ferner die Fghigkeit, Doppelringe zu bilden, den Antiseren nur im Stadium der 
Bildung der Prazipitine im Tierorganismus eigen ist, und da$ sich bei f~Tberschreiten 
einer gewissen Verdiinnung der homologen EiweiBlSsung sowie bei ihren" Erhitzen 
fiber 80 o kein Doppelring, sondern nur noch ein einfacher Ring bildet. Sie halten 
es fiir mSglich, dal] alas Antiserum mindestens zwei verschiedene Prgzipitine 
enthMte, die mit den ihnen entsprechenden Pr~izipitinogenen zwei gesonderte Prazi- 
pirate bilden. Das eine der beiden Prazipitine finde sich obligat in jedem Anti- 
serum; das ein~ der Prazipitinogene verliere offenbar durch st~rkere Verdtinnung 
der Eiwei~lSsung oder Erhitzen seine lgeagibilit~tt. 

FRIEDBERGEI~ and IKEDA zufolge sell sich jeder Prazipitationsring (eigentlieh 
ja eine Scheibe) sehon naeh wenigen Minuten in zwei, dureh eine klare Zwisehenzone 
getrennte Ringe scheiden, yon denen der obere hauchartig-feinfloekig, der untere 
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kompakt-grobflockig sei. Der untere Ring sinke dann, zuweilen unter Zuriick- 
lassen eines ,,Restringes", allm/s nach unten, der obere wandere langsam 
immer mehr nach oben, nach 24 Stunden sei der ganze obere Teil des Flfissigkeits- 
s/~u]chens diffus getrfibt. Die Mare Zwischenschicht bleibe noch lange bestehen. 

KRAUS identifizierte die 2Ringe mit den beiden FRIF.D]3E~GERschen ,,Typen" 
des Pr/izipitates : F~I~DBERG~R hatte n~mlich gefunden, dab etwa die tt/~lfte der 
Antiseren nicht nur das homologe bzw. das Eiweig verwandter Tierarten pr/~zi- 
pitiere, sondern aueh auf he~erologe Blutarten iibergreife, das isogenetische 
unterseheide sich aber yon dem heterogenetischen Pr/~zipitat dureh seine lockere, 
grSbere Floekung. Ein isogenetisehes Antigen reagiere sowohl mit dem Iso- wie 
mit dem Heteropr/izipitin (ein heterogenetisehes Antigen nur mit dem Hetero- 
pr/s - -  auf diese Weise k6nnte man es erk]/~ren, dag sieh mit dem Antigen 
der Vorbehandlung Doppelringe bilden. KRACS zufolge ist diese Tatsache der 
Doppe]ringbildung nur mit dem homologen Antigen eine Erleiehterung der foren- 
sisehen Eiweigbestimmung. 

t~EI~E~ und KoPP haben indes nachgewiesen, dal3 die Ursache der Doppel- 
ringbildung eine rein physikalische ist; n~mlich tier Verdfinnungsabfa]l des Anti- 
gens bzw. die Verdiehtungszunahme des Antik6rpers in der Sehiehtung (bzw. 
umgekehrt in der entgegengesetzten Richtung), wobei es an einer Stelle zur kolloi- 
dalen Aufl6sung des Pr/~zipitates dureh AntigeniibersehuB, an einer benachbarten 
aber durch Diffusion des Antigens wieder zur Ausf/~llung kommt - -  analog dem 
,,Zonenph/inomen" bei der Titration des Antik6rpergehaltes mitte]s fallender 
Antigenverdiinnungen. Die Autoren erzeugten mit besonderer Technik sogar 
5--6 Ringe, DOEm~ und BERGER erhielten durch Uberschichtung yon 2% Na- 
triumcarbonatlSsung mit l~ Thorsulfat Doppelringe! 

D a m i t  d i i r f t en  die  / i l teren Erkl~irungsversuche dieses Phf inomens  
als  n ich t  zu t re f fend  gekennze ichne t  sein. Gegen die D e u t u n g  FOrgETs 
und MffLI~l~s spr ich t  auch  die  Ta t sache ,  dab  in  unserem be t r e f f enden  
Versuch  das  gle iche ( N a t i v - ) A n t i s e r u m  b e n u t z t  wurde  wie in den  
v o r a n g e h e n d e n  Vdrsuchen.  

Die E iwe iBreak t ion  zeigte  be im  Serum im fibrigen d u r c h w e g  
eine s t / i rkere  Ausf~l]ung Ms be im P la sma ,  dies war  offenbar  auch  
die  Ursache  ffir den k o m p a k t e r e n  Ausfa l l  der  P r / t z ip i t in reak t ion ,  d ie  
noch  nach  19 W o c h e n  u n v e r / m d e r t  kr/~ftig war.  

3. Blutkuchen. N a c h  1 Woche  wurde  ein e twa  l insengroBes S t i i ck  
des  Cruor  in 2 ccm NaC1-LSsung v e r b r a c h t  und  m i t  der  (rot verf~rbte~ ), 
bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  b e w a h r t e n  F l i i s s igke i t  nach  24 S tunde n  d ie  
R e a k t i o n  anges te l l t .  Sowoh] die reine,  wie die auf  die H/i l f te  ve rd i inn t e  
Ext rak~ionsf ] i i ss igke i t  e rgaben  nach  einigen Minu ten  W a r t e n s  schmalc ,  
a b e t  scharfe  Ringe.  I m  Laufe  der  e rs ten  3 Wochen  verf] i issigte sieh 
die  Cruorma.sse immer  mehr,  so dab  die  Tes t f l i i ss igkei t  yon da  an d i r e k t  
du reh  Verd i innen  eines d icken  Tropfens  mi t  Kochsa lz lSsung  b e r e i t e t  
wurde .  Von der  5. Woehe  an  wurde  die R e a k t i o n  wegen der  t i e fdunke] -  
ro ten  F~trbung der  LSsung,  die das  Ablesen  sehr  erschwer te ,  in der  Wei se  
ausget t ihr t ,  dab  der  Tropfen  verf l i i ss ig ter  B lu tkue he n  zun/ iehst  in  
4,5 eem NaC1-LSsung au fgesehwemmt  wurde,  die sodann  wel te r  auf  
das  D o p p e l t e  ve rd i i nn t  wurde.  Naeh  6 Woehen  war  die g i n g b i l d u n g  



176 F .L .  SC~n~rER: 

noch deutlich, obwohl (bei Verwendung versehiedener Antiseren) 
weniger intensiv und langsamer eintretend als noch nach 5 Wochen. 
Nach 8 Wochen war sie recht schwach, nach I0 Woehen wiederum 
deutlich, nach 14 Wochen (trotz kr~ftiger EiweiBreaktion) nur fraglich, 
nach 19 Wochen (bei nur angedeuteter  EiweiBreaktion) negativ. 

Nach 
Wochen 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
8 

10 
14 
19 

Tabel le  1. Er 

Plasma 

EiweiB-I zPf~" 
" n  p,n~ reaktlo !reaktion 

+ + +  + + +  
(+) 

+ + +  + 

( ) 
4- 
�9 (+) 

ebnis der Ver'suche an [aulendem Blur. 

Serll~l 

.o t Pra- EiwelD- t i i '" �9 z p ~m- 
~ e a k t l ~  ~ 

+ + +  ++++ 

+++ 

%+ 
+ +  § + §  
++-+  -~ + 
+ +  + +  

Blutkuchen 

- - P r ~  - EiweiB . . . .  
r e a K  . . . .  ' , r e a k t i o n  

§ 

(+) 
(++ ~) 

+ +  (+) ? 
( ~  ?) - -  

Blutk5rperchen 

Eiweifl- i Pra- 
reak~ion[ zipitin- 

reaktion 

+ 

3 + 3  

+ 
(+)? 
(3)  

(+) 
+ 

* = R e a k t i o n  m i t  d e r  Ausgangsve rd i innung ; :  ( +  ?) ~ s e h r  s c h w a c h e r  R i n g  bzw.~ 
E iwe iBre~k t ion ;  ( §  ? ~ R i n g  wegen  Tr i ibung  d e r  Med i en  n i c h t  deu t l i ch  wahr -  

n e h m b a r .  

g. Blutk6rperchenr,~ckstand. Die zu priifende LSsung wurde jeweils 
in der gleichen ~u hergestellt wie die CruorlSsung. Die Pr~zipitation 
war hier yon Anfang an durehweg sehwgeher als i.m Falle des Btut- 
kuchens und t ra t  stets erst nach einer Wartezeit  yon mindestens 15 Min. 
auf. Eine wahrnehmbare weitere Abschw~ehung der Triibung lieB sich 
(au]er  einem negativen Ausfa]l nach 4 Wochen) bis zur 6. Woehe nicht 
festste]len, nach 8 Woehen war die Reaktion mit  dem gleichen Anti- 
serum, das mit dem fanlenden Serum eine krgftige und mit dem Blut- 
cruor noch eine sehr schwache, zSgernd eintretende Trfibung gab, 
negativ, mit einem anderen Antiserum war sie nur sehr schwach positiv. 
Nuch 10 Wochen war sowohl die Priizipitin- wie die EiweiBreaktion 
in der tiblichen Verdfinmmg negativ, in der Ausgangsverdiinnung fiel 
die erstgenannte jedoch noeh fragtich positiv, die Sulfosalieylprobe 
posit iv aus. Na.ch 14 Wochen waren Prgzipitin- und EiweiBprobe so- 
wohl in der End- wie auch in der (sehr trfiben) Ausgangsverdiinnung 
negativ geworden. 

DaB Blutkuchen und BlutkSrperchenriiekstand iiberhaupt eine 
positive Prgzipit inreaktion mit  den verwendeten Serum-Antiseren 
gaben, ist uuf Grund der einleitenden Darstellung und n~ch eigenen 
Kontrollversuehen mit H~mogl.65in16su~gen und den Koehsalzextrakten 
serumfrei gewasehener BlutkSrpercheh~ die das Ausbleiben der Prgzi- 
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pitat ion mit Serum-Antiserum best~ttigten, vermutlich auf t~echnung 
des ihnen noch anhaftenden und nicht entfernbaren Serums zu setzen. 

Zusammen/assend ist zu sa, gen, dal~ faulendes Plasmg and  Serum 
in beinahe 5 Mona.ten kein Nachlassen ihrer Prgzipitierbarkeit auf- 
wiesen. Die .Prgzipitabilitgt stand offenbar in Beziehung zu dem 
EiweiBgehMt, der, wie zu erwarten, ebenfMls keine siehtliche Ver~nde- 
rung erfuhr (MYA, VIGL~ZIO und LUZZATTO hatten nach monatelangem 
Faulen yon Blur ungefi~hr die H~i.lfte des urspriingliehen Globulinge- 
haltes aus dem Serum zuriiekgewonnen). 

Gewisse feinere Schwankungen in der Bewertung der Intensitat der Pr~zipi- 
tationen, die aus Tabelle 1 hervorgehen, miissen vielleicht subjektiven Ablesungs- 
unterschieden zugeschrieben werden; die Triibung der ~edien erschwerte die Ab- 
lesung zuweilen erheblich. 

I L  Die Priizipitinrea/stion an erhitztem Blut. 

Wegen der Koagulation unverdiinnter Blutfliissigkeiten beim Er- 
hitzen konnten die Versuehe nur an den Ausziigen yon Koagulaten 
angestellt  werden. Experimente mit nur erw~irmtem, nieht geronnenem 
Serum, wie JoNEs sie besehreibt, kamen nicht in Frage, d~ sieh Serum 
beim Erw/irmen sogleich so trtibt, dM3 die Pr~i.zipitation in Form der 
Ringbildung nicht wahrgenommen werden kann. (In einem eigenen 
Versuch, bei dem auf die It~]fte mit NaC1-L5sung verdfinntes Serum 
~5 Min. bei 720 erhitzt wt~rde, konnte kein Untersehied in der Sehi~rfe 
,des Ringes im Vergleich zu nicht erhitztem Serum festgestellt werden.) 

Wurde etwas Vollblut oder Serum im ~Vasserbad bis zur Gerinnung 
erh i tz t  und ein etwa bohnengroI~es Stfiekehen der geronnenen Masse 
72 Stunden in etwa dem 3fachen Volumen KoehsMzlSsung bei Zimmer- 
~emperutur ausgezogen, so fiel - -  wie orientierende Vorversuche 
zeigten - -  die Pr~zipitinreaktion far  Vollblut sehr sehwach positiv, ~iir 
Serum zwar deuttich, abet wesentlieh schwgeher positiv als in der 
Kontrolle mit h'isehem Serum aus. Vollblut, Zitratblut,  Blutkuehen 
and  Serum, die l/s Stunde im Wasserbad na~he dem Siedepunkt erhitzt  
worden w~ren, ergaben (naeh Troeknen der Gerinnsel auf Filtrierpapier 
~und 72 stiindiger Extrakt ion eines Teilchens in KoehsMzlSsung) negative 
Reaktionen. Die SulfosMicylsaurereaktion war hier ebenfMls negativ 
,(die Prgzipitin- and die Eiweiltreaktion mit ungekoehtem Blutkuchen 
positiv). Naeh l~tngerem Stehen bildete sieh in jedem RShrchen ober- 
halb der Bertihrungsschicht, der beiden ~[edien ein schwaeh angedeu- 
teter, unscharfer Ring, der im Luufe der n~ehsten Stunden noeh weiter 
nach  oben r f ick te ;  das Auftreten eines solehen ,,Pseudoringes", der- 
mit dem sich innerhMb der Grenzschicht bildendeh und danaeh zu 
Boden sinkenden, echten Triibungsring nieht verweehselt werden darf, 
~vurde bei Ausbteiben der Pr~zipitation 5fters wahrgenommen (s. aueh 

Zeitschr.  f. gertchtI.  }][edizin. Bd. 39. 12  
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�9 S. 180 u. 182) ; ob diese Erscheinung etwas mit dem kolloidphysikalischen 
Ph~nomen des oben besprochenen ,,Doppelringes" zu tun hat, l~Bt 
sieh nicht sagen. Wir beobachteten das Auftreten eines solchen Pseudo- 
tinges auch einmal in der 1., 2. und 3. Waschfliissigkeit des abzentri- 
~ugierten BlutkSrperchenriickstandes, ferner bei titerschwachen Anti- 
seren, sowie hier und da auch bei Bestimmungen der Blutar t  in tier 
t~g]iehen Praxis, ebenfalls ~ornehmlich bei Antiseren mit niedrigem 
Titer. 

Da das negative Resultat  der vorstehenden Versuche anscheinend 
auf die mange]hafte F~higkeit der NaC1-LSsung, das hitzekoagulierte 
Eiweil~ zu lSsen, beruhte, wurde yon ]etzt an die Extrakt ion grund- 
si~tzlich mit  Natronlauge vorgenommen. (W. A. SCH~H)T hat te  lunge 
gekochtes und vo]lstandig koaguliertes SerumeiweiI~, dessen Kochsalz- 
auszfige auch mit , , t t i tzepr~zipitinen" nieht mehr reagierten, durch 
vorsichtiges abermaliges Erw~rmen mit  verdiinnter Natronlauge 
wieder in LSsung und  damit  zum Pr~zipitieren - -  mit Hi tzepr~zipi t in--  
gebracht.) Der Naehteil  yon Versuchen mit erhitztem Blut besteht ]a, 
wie schon erw~hnt, darin, dal~ infolge der Gerinnung des Eiweil~es 
niemals mit der ver~nderten Blutsubstanz selbst, sondern mit Ext rak ten  
des Koagulates gearbei~et werden mul~, und wenn das LSsungsmittel 
nicht imstande ist, das unlSslich gewordene Eiweig zu 15sen, mug die 
Prazipi tat ion versagen. - -  Im einzelnen entwickelten sich die Versuche 
nunmehr  in folgender Weise: 

Die RShrchen mit den Blutfliissigkeiten wurden eine bestimmte 
Zeit in koehendes Wasser gesetzt (die Temperatur  im Innern der 
RShrehen diirfte auf etwa 1--20 niedriger als die des Wassers gesehatzt 
werden), nach dem Abkfihlen wurde die geronnene Masse mit  einem 
Glasstab aufgeloekert und jeweils etwa das doppelte Volumen n/1 ~ 
Norma]-Natronlauge zugegeben. ~qach 1 Stunde (spater nach ]angerer 
Zeit) wurde dann die freie Flfissigkeit aus dem ]~Shrehen entnommen; 
wo die ~Natronlauge ganz in das gequollene Gerinnsel eingedrungen 
war, wurde dieses auf einem Uhrglas ausgebreitet, und der Fliissigkeits- 
rest mit einer Kapi]lare aufgesogen. Die so erhaltene FliissigkeiL wurde, 
wenn notwendig, mit n/, 0 ~qormal-Salzsaure unter Farbvergleichung " 
mit Universal-Indicatorpapier neutralisiert (PB von 7--8);  in der l~egel 
geniigten hierffir 1--2 Tropfen HC1 /das Optimum der Prazipitin- 
reaktion liegt bei sehwaeh alka]isch). Ein beim Neutralisieren etwa 
entstehender Niederschl~g wurde abzentrifugiert.  Auf diese Weise 
hergestellte Extraktionsfliissigkeiten yon bis zur Gerinnung erhitztem 
Vollb]ut, P]asma und Serum ergaben ~ im Gegensatz zu dem l~esultat 
des 1. Vorversuehes - -  bereits eine scharfe l~ingbi]dung (bei kraftiger 
Eiweil~fal]ung mit  Su]fosalicylsi~ure). Beim Zusammenbringen eines 
leerenNaOH-HC1-G, emisches mit Antiserum t ra t  keine Prazipi tat ion ein. 
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Es wurden nunmehr Serumproben eine ansteigende Minutenzahl in 
kochendem Wasser belassen und mit den Laugenextrakten die Pr/~zi- 
pitinreaktion angestellt (das Serum - -  welches auch seine ursprfingliche 
Farb.e gewesen sein moehte - -  verffirbte sich beim Einbringen ins 
kochende Wasser sofort weil3-ge]blieh). Es ergab sich ein positiver 
Ausfall der Reaktion bei 1 his zu 11 Min. Erhitzungsdccuer, die Sulfo- 
sa]icylprobe war ebenfalls durchweg positiv. In einigen Fallen blieb 
zun~chst eine Pr~zipitation aus, offensichtlich infolge zu geringer 
Eiwsi6extruktion durch die Natronlauge, bei Wiederholung der Versuche 
]ie~en sich aber immer scharfe Triibungsringe erzielen. Ab und zu war 
die Extraktionsflfissigkeit im ganzen so trfibe (dariiber hat aueh 
~.  ]%OSENBERG geklagt), d u g  die ringf6rmige Triibungsschieht nieht 
unterschieden werden konnte, Wiederholungen fiihrten indes aueh 
hier regelm~tl]ig zum Erfolg. 

In einem weiteren Serienversuch wurde sodann ein doppelter Satz 
RShrchen mit frischem VoIlblut, durch Zentrifugieren gewonnenem 
Blutkuchen und Serum je 15, 30, 45 und 60 Min. in koehendem Wasser 
erhitzt,  und nach Abkiihlen und Aufloekern der geronnenen Masse zu 
der einen Hg~fte das Doppelte Volumen Kochsalzl6sung, zu der anderen 
Normalnatronlauge gegeben. 

a) Ergebnis der Extraktion mit Natronlauge. Die Lauge war vom 
Inhal t  der 15-, 30- und 45-Minuten-Vollblut-R6hrchen nach. 24Sttindiger 
Extrakt ion so weitgehend aufgenommen worden, dal] aus dem 15-Mi- 
nuten-gShrchen trotz langen scharfen Zentrifugierens iiberhaupt keine, 
aus den beiden anderen R6hrchen nur eine geringe Menge dunkel- 
brauner Fliissigkeit zuriiekgewonnen werden konnte. Die Pr~zipitation 
des 30-Minuten-Auszflges war infolge seiner Triibung nur fraglieh, im 
45-Minuten-Extrakt bildete sich eine grobflockige, tiefbraune Nieder- 
sehlagszone, wghrend der (hellgelb verf~rbte) 60-Minuten-Auszug 
einen scharfen weigen Triibungsring gab. Die EiweiBreaktion war in 
allen 3 Fallen stark positiv (ira Fa]le des 30-Minuten-Auszuges war der 
ausfallende Niederschlag ebenfalls yon brauner Farbe). M6glieherweise 
ist die ungew6hnlich grobe Ringbildung des 45-Minuten-Auszuges 
darauf znrtickzuftihren, dug durch die verh~ltnism/~gig lunge Ex- 
t rakt ion besonders viel Eiweil] in LSsung gegangen war (darauf weist 
aueh die Grobheit des Eiweil]niederschlages), allerdings wird dadureh 
nicht die braune Farbe der Ausfloekung erkl~rt. 

Aueh aus den 15 und 45 Min. erhitzten B[utl~uchen-R6hrchen war 
(nach 48stiindiger Extraktion) nur ein geringer, grob-braunfloekiger 
Fliissigkeitsrest zu gewinnen, der mit I Tropfen physiologischer ~NaC1- 
L6sung aufgehellt werden muIRe. Im iibrigen bildeten sieh bier in 
allen 4 Proben scharfe Triibungsringe (bei stark positiver EiweiI~- 
fallung). 

12 ~ 
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In der Serumreihe war der Inhalt des 15-Minuten-RShrchens so stark 
kolliquiert, dab nut eine winzige Spur Flfissigkeit zu isolieren war, 
die in 1 Tropfen KoehsMzlSsung aufgenommen wurde. Die Pr~zipi- 
ration fiel auch mit diesen 4 Ausziigen positiv aus (die EiweiBreaktion 
war hier deutlich sehw~cher). 

Eine Kontrolle der Laugenextrakte der Blutkuchen- und Serumreihe 
Init Antirindsqrum hatte ein negatives Resultat, wobei am 30-, 45- und 
60-Minuten-Extrakt wiederum das oben bereits erw~Lhnte Phi~nomen 
eines schwachen ;,Pseudori~lges" oberhalb der Beriihrungssehicht zu 
sehen war, der sieh allerdings nur im 30-Minuten-Extrakt aueh ein 
z~ eites Mal produzieren lieg. 

b) Ergebnis der Extralction mit Kochsalzl6sung. Naeh 72stiindiger 
Extraktion im Eisschrank gaben s~mtliehe 12 Auszfige einen i'einen, 
aber scharfen Triibungsring, ihre EiweiBreaktion war durchweg schwaeh 
positiv (nur mit den Extrakten des 15 Min. gekochten Vollblutes und 
.des 30-Minuten-Blutkuchens sti~rker positiv, und mit dem des 45 Min. 
gekoehten Blutkuehens negativ). Dieses Resultat steht im Gegensatz 
zu dem Ausfall der eingangs beschriebenen Vorversuehe, bei denen 
eine viel weniger intensive Erhitzung bei gleichartiger Extraktion 
negative Pr~Lzipitin-, allerdings auch negative EiweiBreaktionen zur 
~Folge gehabt hatte. (Diese Diskrepanz kann hier nur als solche 
vermerkt werden, eine Wiederholung jenes unsystematisehen Vor- 
versuehes zur Nachprtifung des Befundes war nicht mSglieh, da die 
Temperatur des Wassers hier wAhrend der Erhitzungsdauer nicht 
konstant gewesen war.) 

Auf Grun&dieses Ergebnisses darf angenommen werden, dab aueh 
KoehsalzlSsung imstande ist, das Antigen aus intensiv hitzedenatu- 
riertem Bluteiweig zu extrahieren, sofern sie nur lange genug mit dem 
geronnenen Blur bzw. seinen Komponenten zusammengelassen wird. 
Zu dem gleichen SehluB kamefi WAnCHE~ II  und ScgEc~ sowie 
SMIT~ und GLAIST]~ beztiglie h d e r  Extrakte aus erhitzten Blut- 
fleeken auf Stoff. Diese Ansicht finder eine Best~tigung in dem 
Ausfall eines anderen Nebenversuehes, bei dem I~Shrehen mit Serum 
und Plasma eine Viertelstunde naeh der tIitzekoagulation in Wasser 
nahe dem Siedepunkt belassen worden warep, und die Extraktions- 
fliissigkeit (NaOlt) naeh lstiindigem Ausziehen keine Pr~zipitation 
und keine Eiweigreaktion ergeben hatte, nach darauffolgender 
lmonatiger Extraktion mit KoehsalzlSsung aber ein deutlieher Pr~- 
zipitationsring und eine (seh~vaeh) positive EiweiBreaktion zu ver- 
zeiehnen war. Eine monatelange Extraktion bei, hitzekoaguliertem 
Serum r~t auch WELLS an. 

Da die bisherigen Versuche gezeigt hatten, dab eine Erhitzungs- 
dauer bis zu 60 Min. die Pr/~zipitierbarkeit des Blutes nieht beein- 
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Tabelle 2. Ergebni8 der Versuche an erhi~zten Blutbeetandteilen. 

Minuten Vollb]ut Serum Blutkuchen 
der Er- 

hitzungs- EiweiB- i Pr~zipitln- Eiweilt- J Pr~zipitin- 
dauer reaktion . reaktion reaktion reaktion 

T i 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 

15 
30 
45 
60 

120 
180 
240 

+ ++~ 
(+) ' + + 4 -  '(+) .~ 
{+) + + +  + ? 
(+) . + + +  + 4- 
(+) (+) -~ 
(+) + +  ~ (+) 

] 

EiweiB- P raz ip i t in -  
r e a k t i o n  r e a k t i o n  

+ +  + +  
+ + 
+ + 
+ 4- 
+ + 
4- + 

(+) (+) 
+ (+ ?) 
+ + 
+ + ? triibe 
+ + 

(+) + + + 
,+t ++ ++ ++ 
(+) + 
(+) + ~ +  

+ I++ 

(+) 

(4-) + ~ +  
+ ++4-i 
- -  + + §  

(+) + + d  
,+, 
(+) 

o 

+ 4- + 
+ 

++ + 
4 -  

? ? 

trachtigt,  wurde Vollbtut, Serum und Blutkuchen nunmehr 2, 3 und 
4 Stunden in der angegebenen Weise gekocht. ~)ber die Resultate unter- 
richter Tabel]e 2. Es ist hierzu zu bemerken: 

Im 2 Stunden-Versuch wurde die Natronlauge nhch dem Erkalten 
der GerinnseI in diese eingerfihrt~ es stellte sich a~ber herons, dal~ sie 
hierbei yon den Vollblut- und Blutkuchenkoagu]aten so intensiv ad- 
sorbiert wurde, dab sigh nach der Extraktion nut ein Fliissigkeitsrest- 
chen abnehmen lie~, und zur Gewinnung yon Testflfissigkeit arts der 
Blutkuchenmasse ein Stfickchen derselben in KochsalzlSsung a.ufge- 
sehiittelt werden muBte (die LSsung verfarbte sigh hierbei ge]blich und 
sch~umte stark). Die Extraktionsdauer fiir die Laugenreihe betrug 
24 Stunden, far die Kochsa]zreihe 72 Stunden. Die Laugenextralcte des 
Vollblutes und der BlutkuchEmnasse konnten erst durEh ]anges Zent, ri- 
fugieren gekl~rt werden. Die Ringbildnng war zun~ehst fraglich, erst, 
nach 2 Stunden zeigten die Vollblut. und Blutkuchen-Proben deutliche 
Ringe (bei schwachEr EiweiBreaktion), im Serum war der Ring etwas 
sehw~cher (trotz kr~ftigerem Eiweil~niederschlag). - -  In  den der Pra- 
zipitierung unterworfenen Kochsalzextrakten benStigten die Ringe bei 
Vollblut und B[utkuchen 21/e Stunden bis zu ihrer deutlichen Ausbildung. 
Die EiwEiBfg]]ung war nur schwach positiv; das Serum bildete (bei 
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st~rkerer EiweiBf~llung) nach 30 Min. einen schwachen, nach 60 Min. 
einen deutlichen und nach 24 Stunden einen recht kr~ftigen Ring. 

I m  n~chsten Versuch (3stiindiges Kochen) wurden die Koagula te  
nach dem Erkal ten in K61bchen mit  der Auszugsflfissigkeit fibergossen 
und unter  mehrfachem Schfitteln 72 Stunden extrahiert .  Die Lauge 
wurde zuni~chst im gleichen Volumen wie die Gerinnsel zugesetzt, erwies 
sich abet  yore Vol]blut- und Blutkuchengerinnsel auch bier nach kurzer 
Zeit  wieder so s tark  aufgesogen, dab ein ~ welter SchuB Lauge zugege- 
ben werden muBte. Bei der Pr~zipit inreaktion t ra t  bei Vollblut und 
Blutkuchenmasse sowohl mit  Antimensch-, wie mit  Antischaf- und Anti- 
pferd-$ erum schon nach einigen Minuten an der Beriihrungsgrenze der 
beiden Medien ein, sieh im Laufe der Zeit kaum wesentlich versti~r- 
kender, ganz schmaler Ring auf, der indes vermutl ich mit  dem untersten 
Rand  der zwar klaren, aber braun]ich verfarbten Ex t rak te  identiseh 
war und sich als Abgrenzung gegen die sehwach gelbliehen Antiseren 
optisch t/tuschend als Ring darstellte. Das ~leiche ist zu beobachten, 
wenn man eine trfibe fiber eine klare L6sung schichtet (am deutlich- 
sten ausgepr~gt war der , ,Ring" fibrigens in den Blutkuchen-Anti-  
mensch- und Ant'ipferd-R6hrchen). Gegen einen echten Pr~zipitati6ns- 
ring sprachen auch das rasche Auftreten der seheinbaren Trfibung, 
ihr G]eiehbleiben und ihre Feststel lbarkeit  bei den ar t fremden Anti- 
seren, sowie vor allem die Tatsache, dab sich nach etwa 5 - -6  Stunden 
im Vollblut-Antimenschtest ein zwar schwacher, aber deutl ieher, '  
offenbar echter Pr~zipi tatr ing entwickelt hat te ,  w~hrend in den Anti- 
pferd- und Antisehafserum-Kontrol len jetzt  f iberhaupt keine begrenzte 
Trfibung mehr wahrzunehmen war. Die EiweiBreaktion gab einen 
kr~ftigen Niedersehlag. Beim Serum war nach einigen Stunden ein 
scharfer Ring vorhanden,  dessen allm~hliehe Bildung sich gut hat te  
verfolgen lassen. E r  unterschied sich deutlieh yon den erw~hnten 
Scheinringen. Pferd- und Sehaf-Antiserum blieben hier ganz ohne 
Effekt.  Die EiweiBreaktion war etwas schw~cher als bei den anderen 
beiden Auszfigen. - -  Die Kochsalzextrakte waren hier so opaleszent, daI~ 
eine sichere Entscheidung fiber den Ausfal] des Pr/~zipitationsversuches 
nicht getroffen werden konnte;  ihre EiweiBr@aktion war schwach 
positiv. 

Nach 4stiindigem Kochen (72stfindige Extrakt ion)  bildeten sieh im 
Kochsalzauszug des Serums mit  Antimensch-,  Antipferd- and  Antischaf- 
Serum schon innerhalb der ersten 10 IV[in. feine deutliche Pseudoringe 
oberha]b der Grenze der Medien (bei negativer  Eiweii3reaktion), die 
noeh 4 Stunden sp/iter scharf gezeichnet und im Laufe dieser Zeit 
mehr  und mehr nach oben gertiekt waren - -  im Gegensatz zu einem 
eehten Pr~zipitationsring, der alhni~hlich ,,fallschirmartig" nach unten 
sinkt.  Es w~re daran zu denken, ob nicht lange erhitztes Bluteiwei$ 
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die Eigenschaft erlangt, m i t  heterologen Antiseren Triibungen zu 
bilden - -  fiir das Prdipizitin hat ten FOR~]~T und Mi)LL]~ und FvaT~ 
wahrgenommen, dag das dutch Immunisierung mit erhitztem Eiweig 
gewonnene Antiserum (Hitzepr/~zipitin) start  (oder neben) der Art- 
spezifitat offenbar eine ,,Zustandsspezifit~t" gewonnen hatte derart ,  
dages  auch (erhitzte) heterologe EiweiB15sungen (wiewohl nut  starkerer 
Konzentration,  etwa his I :100 und sehr langsam) pr~tzipitierte. Im 
Laugenextrakt war (bei sehwaeh positiver EiweiBf/s mit Anti- 
menseh-Serum nach 15 Min. ein leieht wolkiger Ring ausgebildet, naeh 
30 5fin. ha.tte dieser Ring sieh nach oben in den Ext rak t  hin verlagert, 
an der Beriihrungssehieht blieb nur ein ganz schwaeher Ring zuriiek. 
Naeh 11/2 Stunden hat te  der obere Ring sieh verdoppe]t, der Grenzring 
war unver~ndert.  Bei einer Wiederholung der Ubersehiehtung bildete 
sieh in 15 Min. wiederum ein deutlieher, ziemlieh seharfer Ring an der 
Mediengrenze, der danaeh nnter allm~hlieher AuflSsung ebenfalls lang- 
sam naeh oben wanderte. Naeh 3 Stunden befand sieh ein seharfer 
Ring unmittelbar unterhalb des Flfissigkeitsspiegels. Es ist zu be- 
merken, dag das bei diesem Versuch verwendete Mensch-Antiserum 
nur einen Titer  yon 1 : 100 besag. Daher kann aus dem Befund keine 
Folgernng gezogen werden. Nit  Antipferd- und Antischaf-~ <erum t ra t  
hier keine Trfibung a u f . -  

Die gewonnenen Resnltate erlauben die abschliefiende Feststellung, 
dab die Pr~tzipitierbarkeit erhitzter Blutfltissigkeiten dureh Nativ- 
Antiseren offenbar weir langer erhalten bleibt, als bisher angenommen 
wurde. MSglieherweise hgtte aber aueh W.A. SCRNIDT bei seinen fiber 
900 erhitzten Seren noeh positive Reaktionen erzielt, wenn er die t~ing- 
methode angewandt hgtte, denn er sagt selbst: ,,Das Nativ-Pr~tzipitin 
ist zwar noeh f/~hig, das hSher erhitzte Serum zu binden und spezifisehe 
Trfibungen hervorzurufen, aber es kommt nur noeh in geringem MaRe 
zur Pr/s - -  lies Ausfloekung - -  des t~eaktionsprodnktes; die 
obenstehende Fliissigkeit bleibt wegen der unvotlst~ndigen Abseheidung 
derselben trfibe". Die Ringprobe ist dem Verfahren der Messung der 
HShe des sieh bildenden Prgzipitationsniedersehlages und der Beobaeh- 
tung der Kl~rung der tiberstehenden Fliissigkeit an Empfindliehkeit 
und Einf~chheit der Ablesung zweifellos fiberlegen. 

Best~tigt werden konnte die yon SCH~IDT und yon WALCHE~ I I  
sowie S~ITH und GLAISTER besehriebene Verz6gerung und Intensitiits- 
abschwdichung der Pr~zipitation hSher erhitzter Blutbestandteile, die 
VerzSgerung (der Floekenbildung) ist nach SCHMIDT ,,eine charakte- 
ristiscbe Eigensehaft des durch tIi tze veranderten, aber noeh reak- 
tionsfahigen Eiweiges". 

Man kann sagen,, dab die. prazipitable Substanz - - i r a  Gegensatz zum 
Prazipitin, das schon dureh ~/~ stfindiges Erhitzen auf 70 ~ inaktiviert  
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w i r d -  in der Tat  ,,eine geradezu hervorragende Widerstandskraft  
gegen Hitze besitzt", ja dab , ih re  Vernichtung allein durch Erhitzen 
vielleicht fiberhaupt nicht mSglich" ist (ScHMIDT). Eine ,G ren ze  
der Thermostabi l i ta t"  der prazipitablen Substanz konnte jedenfalls 
in unseren Versuchen nicht gefunden werden. 

Fiir die praktischen Zwecke des Gerichtsarztes l~Bt sich aus den 
Ergebnissen ableiten, dub man eine Pr~zipitabili tat  auch  hoch und 
lunge erhitzten Blutes mittels gew6hnlichen Antiserums erwarten kann, 
wofern nur Vorsorge getroffen wird, daB, wie es immer Vorbedingung 
einer positiven Pri~zipitinreaktion ist, genfigend BluteiweiB, d. h. aber 
bier: geronnenes EiweiB in die Auszugsflfissigkeit iibergeht: N~t~5ii: 
lauge ist hiefffir geeigneter als KochsalzlSsung, aber auch diese ist 'im- 
stande, auf die Dauer geniigend Pri~zipitinogen aus dem Koagulat  
auszuziehen. 

Die Extrakt ionsdauer  bemesse man also recht lung, der Reaktion 
selbst gewi~hre man ausreichend Zeit (unter Umst~nden viele Stunden) ; 
eine Pr~zipitation braucht  um so mehr Zeit, je schwiicher die Antigen- 
konzentration i s t -  sei es, dab yon Anfang an zu wenig Antigen vor- 
handen ist, sei es, daB es durch Faulen oder Erhitzen denaturiert  wurde, 
sei es, daB das EiweiB als Antigen stark geronnen und daher nur schwer 
15slich ist. Die Bedingung, dab der Pr~zipitatring sich innerhalb kurzer 
Zeit nach dem Zusammenbringen des Antiserums mit dem Ex t rak t  
bilde, hat  bier keine Geltung. 

Zusammen/assung. 

1. Faulendes Menschenblutplasma und Serum zeigten innerhalb 
yon 5 Monaten kein ~achlassen ihrer Pr~zipitierbarkeit  mit Serum- 
Antiserum 

2. Lunges Erhi tzen yon Vollblut und Serum (in geringem MaBe 
auch yon Blutkuchen) bei 100 ~ hebt die Pr~zipitabiliti~t mittels gewShn- 
lichen Antiserums nicht auf. 

3. Bei durch F~ulnis oder Erhitzen denaturiertem Blur und Blut- 
bestandteilen ist zur Herstellung der Auszfige eine sehr lange Ausdeh- 
hung der Extrakt ion anzuraten. Die Reaktion selbst soll erst nach 
langerem Warren bewertet  werden. 

4. Zum Ausziehen des Bluteiweil~es aus Hitzekoagulaten ist Natron- 
lauge an sich geeigneter als KochsalzlSsung, bei sehr langer Ex tmkt ion  
kann irides auch KochsalzlSsung mit Erfolg verwendet werden. 
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