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Zur Theorie der Sero-Diagnostik.
Von CARL MEZ und H. ZIEGENSPECK (Koenigsberg Pr.).

BINLEITUNG.

Seit dem Jahre 1911 werden im Botanischen Institut der Universitiit Ki3nigsberg
in Form einer Sammelforschung sero-disgnostische Untersuchungen ifber die Eiweiss-
Yerwandtschaften der Pflanzenwelt gemacht. Diese Forschungen gehen nuwr allein von
dem Gesichtspunkt aus, die phylogenetischea Verh¥ltnisse der Pflamzen-Reihen und
~Familien zu kléren; ihre Ergebnisse haben mehr und mehr Anerkennung gefunden.

¥icht beabsichtigt bei diesen Forschungen war , iiber die Trheorie der Serwm-
Reaktionen irgend welche Aufklirungen zu erhalten. Dieses Arbeitsfeld ist seit
BEHRING und EHRLICH der medisinigchen Immunit#ts-Forschung vorbehalten gewesen.
Fine grosse Menge bedeutender Arbeit wurde von den Medizinern auf diesem Gedbiete
geleistet Die Medizin mit ihrer. Erforschung der Krankheits-Atiologle, mit ihrem
Hilfsmitteln der Evkennung der Krankheitem, (auch derjenigen der Versuchstiere) ist
der botanischen Anwendung der serologischen Methoden derart iiberlegen, dass sie in
allere 'stor Linie beyufen ist, hier bahnbrechend weiter zu arbeitem. Wir baben zur
einen kleinea Abschnitt der medizinischen Porschungas-Ergebnisse su praktischer An-
wendung fiir unserse botanischen Ziele gebraucht und, unter peinlicher Innehaltung
der induktiv als vergleichbar erkannten Versuchs-Spanre, unsere Folgerungen aus
den Versuchs-Ergebnissen auf botanisch-systematischem Gebiet gezogen.

Dabei war allerdings nicht vermeidbar, dass uns bei dem Hunderttausenden von
Einzel~Versuchen, die nun den Bestand der Untersuchungen und Traditionen unseres
Instituts bilden, such Varianten der zu erwartenden Ergebnisse, Abweichungen von.
der Regel, Stdrungen der VYersuchs-Rosultate entgegen traten. Durch oft langwieri-
ge und mithevolle Parallel- und Nachuntersuchumgen varen wir gezwungen, Unstimmig-
kelten aufzukliéren wnd dadurch mehr Erfahrungen zu sammeln, als sie gemeiniglich
bei medizinischen Forschungen gewonnen werdem. So ergaben sich, gewissermassen
als Neben-Resultate, Erkenntnisse, welche wir im folgenden darizulegen uns bemtihen
wollen. Wir sind uns aber dessen bewusst, dass wir weit davon entfernt sind, ir-
gend etwas Definitives vorlegen zu kénnen. Anregungem stellen wir hier zur Diskuz--
sion mit der ausgesprochenen Bemerkung, dass durch das Resultat der Meinungs-Aus-
gerung iber die im fulgenden dargelegten Ansichicnm die eigentlichen Ergebnisse un-
serer Versuche tiber Eiweiss-Vorwandtschaften im Pflanzenreich in keiner Weise ten-
gi.ert werden. Diese grilnden sich auf lauter unter gleichen Verh#ltnissen ange-
stellte und deshald unter allen Umst#nden direkt vergleichbare Reaktionen; ihr Be-
reich ist empirisch festgestellt; ihre Giltigkeit wird ebenso wenig von der Theo-
rie berithrt wie die Voraussage von Somnenfinsternissen, m8gen diese nach den Theo-
rien des Ptolemkischén oder des Koppernikanisphen Weltbildes errechnmet sein.

DIE EHRLICH'SCHE SE]TENKETTEN-THRORIE.

Stellen wir an die §pitse der Erdrterungen die EHRLICHsche Theorie Yber die
Prézipitation: e _

Bet der Immmnisatiorn wird durch ein eingespritztes, artfremdes EBiweiss (Anti-
Ben) ain im 8orum des Versuohstieres im Lisung bleibender Eiwelss-KSrper (Ambozep-
tor) gebildet, welcher bei Gogemwart einas umbekainten thermo-labilen Eiwelss-Kir-
pors des Serums (Komplement) mit oiner Ltsung des Antigens 3ich zu einem unl8sli-
chen, deshalb ausflocksnden Eiweiss-Kirper erginzt.

Nach digser Theorie miissten die sich biddemdon Niederschlége sich durciwegs
propartional den vorhandenen Mengen von Amboseptor und Korplement verhalten; es
miissten bel positiver Reaktimm stets die Ausfille gleichmiizsig abnehmemd von den
geringeren zu den stirkeren Verdiinnungen verlaufen. Died ist tatsiichlich in einer
sehr grossen Monge von Fillen eingetroten.
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In nicht wénigen anderen Fdllen aber zeigte sich, dass der entstehende Nieder-
schlag nicht von dem einfachen Mengenverhiltnis der vorausgesetzten Eiweiss-Stoffe
abhing, sondern anderen Gesetzen folgte. Hier war es, der vorhandenen medizini-
schen Literatur folgend, suniichst wahrscheinlich, dass die Erscheinung der Komple-
ment-Adblenkung vorlag. ‘

Wenn wir der Arbeitsweise der medizinischen Porscher folgen, setzen wir eine
Untersuchungs-Reihe mit fallenden Imrunkérpern an:

=8==3====”=812===8’8'."=‘-'_=====S==..=..‘G.ISII-.=3'38."828‘.".8:8'!88.i=BBE::'I
Extrakt s Antigen Konst.Konst. Konst, onst. Xonst, Konst. Konst. Konst.
Immunserm 6,1 0,08 0,025 0,01 0,006 O©O,0025 0,001 0,0005
Komplement = Normalser. Konst.EKonst. Konst. Konst. EKonst. Konst, Konst. Konst.
Reaktion s Ausfall - - 1 2 3 2 1 -
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In dicser Reihe versagen die beidcn ersten Reslttions-Gliser. Die Erkl¥rung fiir
dieses Ph¥nomen suchten NEISSER und WECESBERG in einer v8llig folgerichtigen Anwen~
dung der sHRLICHschen Seitenketten-Theorie. Mit der von ihnen angenommenem Komple-
ment-Ablenkung verbinden sie folgende Yorstellung:

Eine ilbergrosse Menge von Ambozeptor findet nicht eine hinreichende Menge von
Koxpelment, um sich v5llig demit abzusittigen. Gemnau das Gleiche gilt fiir das An-
tigen. Es tritt also der Fell ein, dass an den Enden der dargestelltsn Reihe nur
ausserordentlich wenige Ambogzeptoren die MSglichkeit habem, sich das eine mal mit
Antigen, das andere mal mit Komplement abzusdttigen.

Dies sel, da die infrage kormender Theorien nicht einmal sHmtlichen Medizinerm,
goscktwelge denn den iibrigen Naturwissenschaftlern geliufig sind, etwas n¥her aus-
einandergesetzt. Bleiben wir bei dor oben ganz kurz beriihrten Theorie der Priézipi-
tation, so sind fiir ihr Zustandekommen drei Eiwciss- KSrper notwendig: 1. das Im-
munserum; 2. das Antigen und 3. das (in jedem frischen Blut enthalteme) Komplement.
Um nun eine Pri#zipitation zustande zu bringen, muss sich nach EHRLICH der Immmun-
korper mit einer nicht spezifischen Selte mit dem Komplement, dagegen mit seiner -
spezifischen Seite mit dem Antigen verbinden. Solche nach szwel Seiten hin wirkende
K3rper bezeichnet er als Ambozeptoren. Die Komplement-Ablenkung erkli¥rt sich nun
durch die in iibergrosser Menge zugegebenen Ambozeptoren. Bel der mur beschrinkten
Menge von Komplement kann sich nur ein Tell des Immmunserums mit diesem beladen
und dle Wahrscheinliehkeit, dass gerade die gesittigten Amboseptoren auf die Anti-
&bene stossen (was sum Zustendekommen der Reaktion notwendig ist), ist bel ihrer

erzahl gering. Die meisten Aumbozeptoren werden zwar ein Antigen, aber kein Kom-
plament fassen.

Vielleicht wird diese Theorie am besten durch ein Zahlen-Beispiel erléutert.
XHALICH B¥lt die Bildung der Prizipitate fiir ein Analogen der Siéure-Bindung durch
Alkali. Dgher kinnen wir ruhig den Begriff des Aquivalentes einfifhren, oxwrohl wir
uns dessen bewusst sind, dass dies nur ein Bild ist. ‘

Wir machen d}o Annahme, das Glas 1 der obigen Reihe enthielte nwr 5 Xquivalen-
te Immmnkérper 1), In diesem Glase vereinigen sich, gleiche Geschwindigkeit der
Vereim.gung der Ambozeptoren mit beiden Gruppen angenommen,

6I:K, 51"A; frei bdleibem 90I.

' Die Wahrscheinlichkeit, dass die zur Bildung des Priézipitats notwendige Bin-
dung K:I"A zustande kormt, ist also sehr gering; durch die kleinen Mengen der ge-

1) Im folgenden soll Kquivalent einfach durch die Zahl bezeichnet werdem; fir Im-

munkdrper werde die Abkiirzung I, fiir Komplement die Abkiirzung K, fir Antigen die-

Abklirzung A eingefifhrt. Die Ambozeptor-Eigenschaft wird durch das Zeichen " darge-

stellt, dié gegenseitige Bindung durch : . Also bedeutet K:I*, dass der Irmmn-Am-

bozeptor ein Komplement gebunden hat, wihrend seine spezifische Gruppe noch frei

i.t. - K:I"A bedeutet: es ist eine Bindung von Komplement mit Immun-Ambozeptor und
igen (also ein Pridzipitat) entstanden.
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bildeten PrHzipitate wird also eine unzweideutige Prﬁzipitation {(und nur eine sol-
che wird bei den Versuchen gowertet) nicht ersielt.

Im zweliten Glas der -obigen Reihe fallen die I auf 50. Dadurch wird folgende
Wahrscheinlichkeit der Bildung vom K:I"A zustandokommen: Die 5 K verteilen sich
bei Annahme gleicher Bildungs-Geschwindigkeit:

0,5 K:I"A 4,6 K:I" 4,5 I"A.

Somit ist auch in Glas 2 die Bildung eines PrHzipitats noch sehr gering.
Im dritten Glas liegen die VerhXltnisse bereits giinetiger: Auf 25 I kommen
5 A und geben 5 I"A und 20 I"; durch Zutritt von § K entstehen:

1 K:I*"A 4 K:I" 4 I"A.
Es soll die Gegenwart von 1 Prézipitat das eben ablesbare Erscheinen eines Nie-
derschlages bedeuten = (1).
Im vierten Glas sind 12,5 I; wir wollen aber, um der Einfachheit wegen nicht
mit Bruchzahlen zu rechnen, a.nnehmen, es selen nur 10 I. - Auf 10 I koummen § A und
geben 5:I"A und 5 I"; durch Zutritt von 5 K: gestaltet sich das Bild (2) wie folgt:

2,5 X:I%A 3,5 K:I" 2,5 :I"vA 2,5 “I".

In finften Glas kommen dann auf 5 I ebenfalls 6§ A und 5 K; wir erhalten damn
eine vollstindige, maximale Prizipitation:

5 K'I"A (3).
Im sechsten Glas fHllt der Inmunkdrper auf 2,5 I und somit das Prézipitat auf
2,6 K"I"A = (2).
Das siebente Glas gib%, da A und K beide im Uber schuss sind, auf:
1 I ein K:I"A, also (1).

Im achten Glas ist nunmehr 0,5 K:I"A, also kein ablesbarer Niederschlag mehr
vorhanden.

Aus diesem Belispiel geht hervor, dass fiir die Verswchs-Anstellung mit fallen-
dem Immunserum die Interpretation von NEISSER und WECHSBBRG (Komplement-Ablemkung )
sohr klar ist und zutreffend erscheint.

DIE SEITENKETTEN-THEORIE IST NICHT HALTBAR.

Un d1e stiérende Komplement-Ablenkung zu vermeiden, haben wir aber bei umsern
botaniach~serologischen Untersuchungen von vormeherein mit gleichbleibenden Immun-
serum-Mengon gearbeitet und das Antigen fallend angeordnet. Bel dieser Versuchs-
Anstellung bendtigt man zwar mehr Serum, adber der angestrebte Vorteil schiem den
Nachteil reichlich aufzuwiegen.

Trotzdem habon wir auch bel diesser Versuchs—-Anordnung sehr hiufig ein Versa-
gen der ersten Gldser beobachtet. Zunlichst haben wir derartig laufende Vorsuche
boil der Wertung der Versuchs-Ergebnisse villig ausgeschaltet; wir fanden dann
aber, dass (unter Vernachlidssigung der ersten Gliaser) die Reaktionen der positiv

ausfallenden folgenden Gldser mit dem Eiweiss-Verhalten, welches wir aus Gegen-
und Parallel-Reaktionen erwarten durften, trefflich iibereinstimmten und haben, zu-
ndchst mit grosser Vorsicht, dann immer guversichtlicher auch solche Reaktions-
Reihen unsern Schliissen zugrunde gelegt. Dags dies derochtigter Weise geschah,
soll im folgenden dargelegt werden:

Eine Reihe dieses Verhaltens sei im folgenden dargestellt:
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Extrakt 0,1 0,06 0,025 0,01 0,005 0,006 0,001 0,0005
Immunserum 0,1 Konst. Konst. Konst. Konst. Konst. Konst. Xonst. Konst.
Komplement Konst. Konst. Konst. Konst. Konst. Konst. Konst. Konst.
Reaktion - - 1 2 3 2 1 -
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Digse Reihe ist nach der bisherigen Auffassung der EHRLICHschen Theorie nicht
erklirlioch.

Man kSnnte allerdings, um die schom an sich "sehr anpassungsfihige™ 8B8eitenket-
ten-Theorie auch in diesem Falle su retten, folgende Amnahme machen: Auch das An-
tigen, nicht nur der Immunkdrper, kdnnte Komplement binden.

Das Zahlen-Beispiel von vorhin sel wieder herangezogen: Nehmen wir an, das Im-
mmserum enthalte mur 5 : I"K, seine spezifischen Gruppen seien berelts durch ei-
genes Komplement gesittigt und daneben seien noch 5 freie Komplemente (K:) vorhan-
den. Dann miissen wir, unsere B.uich.mmgon logisch welter entwiockelnd, folgende
Beziehungen setzen:

K: A "I: K" s K:A"I:K.

Mit Worten ausgedriickt heisst das dann, dassg Aomplament plus Antigen-Ambogzep-
tor plus Imrmnserum-Ambozeptor plus Komplement gleich Prézipitat ist.

Aus einem ternHren System wire damit ein quaternires geworden. Fur die Rech-
nung haben wir die vereinfachende, wohl statihafte Annahme der Einducg des Komple-
ments im Immunserum durch eigenen Ambozeptor gemacht. ; _

Das Extrakt enthalte in 0,1 com = 100 :A",

Die Rechnungen bleiden da.nn wie in der vorhergehenden Staffel. Im ersgten Glas
wie auch im zweiten gibt es keinem Niederachlag; in den folgenden GlHsorn golten
dazm dte Zahlen 1, 2, 8, 2, 1, O.

Mit dleser Hilta—-Anna.lne kann man sehr schin das Versagen der PrHézipitation -
in dem oben dargestellten Fall erkliiren, wenn man auch zugeben mugs, dass die An-
tigen Menge von 10C !A" sehr hoch gegriffen ist. Dieselbe Immmnssrum-Menge miisste
im ersten Fall gans ausserardentlich viel Komplement binden; im zwoiten Fall miiss-
te das Antigen sioh ebenso verhaltem.

Pieser an sich keineswegs unmdglichen Annahme (wir haben keinerlei Verfahren,
un die Mengen der einzelnen Eiweigs-Koérper zu bestimmen oder auch nmur glaubhaft
zu taxieren) widerspricht aber die Beobachtung, dass das eine ms dieselbe Serum-
Menge, das andere mal dieselbe Extrakt-Menge ablenken scll. Die: haben die rezi-
proken Versuche argeben.

Werden die Versuche nun derart angestellt, dass man Serum allein zugibt, ohne
dass man Normal-Serum zuftigt, so beobachtet man auch das Versagen der ersten Gli-
ser, wikhrend in den hintoren die FHllung eintritt. Dies geschieht , obgleich das
Antigen konstant bliedb und obgleich wir das Serum bei konstanton Antigen fallen
lieasen.

In diesem Falle kannto e8 niamals zu einer Fillung kommen, wenn dgs Antigen
ebenso wie das Immumserum ablenken wiirde. Denn im Verh#ltnis zur Verminderung von
Serum und Komplement mitsste die Ablenkung immer stlérker werden.

'Dies ist am besten rechnurgsmiissig zu erweisen. Die Theorie kann nur dann
richtig sein, wenn sich bel dieser Versuchsanordmung ein Maximm ergibt und nach
oben und unten eine Abnahme.

Wir wollen ammehmen, dass das Antigen und ebemso der Immnksrper ein Kcaple-
ment binde. Bel wv5lliger Bindung miissten beispielsweise kommen auf 100 :A*" 100
" : und 200 :K; beim Fallen der Serum-Menge gibe das dann, weil mit dem Immunkdr-
per das EKomplement im gleichen Masse fHllt:

S SR T I I T T eI I IS eI SN I eI NSRRI =TS
K:A® ‘A. K:IS____-iig__-_ﬁgi _____
100 0 100 0 0

66 34 33 17 0
40 60 10 15 0
22,6 77,5 2,5 10 0

beim Steigen dagegen:

100 0 200 0 100
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Somit ist es, wenn wir die Theorie der zweifachen Ambozeptoren einfithren, yol-
11g unméglich, dass es durch allein steigendes Serum eine Komplement-Ablenioung ge-
ben kénnte. In Wirklichkeit ist sie aber zu beobachten. Damit ist erwiesen, dass
die EHRLICHsche Seitenketten-Thoorie fiir dlese F¥lle versagt.

Zum gleichen Ergebnis kemmen wir auch bei unsern Beobachtungem #iber die Kon-
glutination. Auch hier haben wir sehr oft gefunden, dass das orste Glas oder auch
die ersten Gliser (b2 sehr hohen Eiweiss-Konzentrationen) in der Roaktion ver-
sagt haben.

Die Konglutination. ist ihrem tieferen Wosen nach eine Prizipitation mit fallen-
dem Immunserum; das Komplement wird zundchst nicht konstant gehalten. Eine Zugabe
von Rinderserum sorgt durch das in grossem Uberschuss vorhandene Konplemnt (hier
XKonglutin genannt) fiir ein "Aussalzen" des Prazipitats.

Schon wenn die (allgemem anganomgne) Voraussetzung eines eiunfachen Ambozep-
tors geuacht wird, dilrfte bei dor Konglutination ein Versagen des erstem Glagos
nicht sintreten; noch viel weniger diirfte dies der Fall sein, wonn die Vorausset-
zung doppelter Ambozeptoren eingefifhrt wird.

ANALOGIEN AUS DER KOLLOID-(}IIEHIE FUR DEN
' KURVEN-VERLAUF BEI DER PRAZIPITATION.

Na'»ch der vorstehenden Ausfiihrungen kommen wir mit der EHRLICHschen Beitenket
ten-Theorie fifr die Erklirung der von uns gefundenen Abweichungen von der durch

%8 I

—————
~
Ausfall 0 -3
1

'_s: § ! - Veardinnung 7. zu. . I
— — |
Fig. 1.

die msd.izinischen Forscher dargelegten Regel richt ans und miisson uns nach andern
Erklgrungs~Miglichkei tenn umsehen.

Um fiir unsere folgenden Lbleit‘ungen mSglichst ansckhauliche Unterlagen zu ge-
ben und die weitere Behandlung za erlsichtern, sei zunidchst eine Prizipitations-
K(;rve bel gluchhlexhendem Prizipitin und gleichbleibendem Kowplement dargestellt

igs 1).
slnf die Horizontale eines Koordinaten-Systema tragen wir die Entfernungen im
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Vorhiiltnis der Kemner der Verdiinnungen aus. 1 bedeutet dann Verdiinnmung 1 : 100,2 =
1:200, 4 = 1:400, 8 = 1:800 etc.

In den Endpunkten dieser Strecken, also der in Wirklichkeit angesetzten Gla—
ser der Varsuchsreihe, errichten wir Senkrechte.

Auf der Vertikalen tragen wir die s c hdi tzungswedise ermittelten
Stérken der Ausfdille ein; es soll also wiedergeben 1 = wahrnehmbare Fdllung, 2 =
deutliche Fillung, 3 = starke Fdllung. Dabel sind wir uns dessen bewusst, dass
solche Schitzungas-Methoden mur ganz ungefthr ermittelte Brutto-Grdssen ergeben kdn-
nen. Eine genauere, mehr oder minder quantitative Schitsung der Ausschlige, wie
sie bei HHmolysen durch kolorimetrische Methoden sich bewerkstelligen liesse, wiir-
de uns iiber den Verlauf der Kurve ein viel feineres Bild geben. Auf diesen Punkt
werden wir nochmals zurilckkommen miissen. _

Betrachten wir nun eine Anzahl solcher empirisch ermittelter Kurven verglei-
chend, 80 sehon wir bei ni edr i g e n Immnitditen zundchst einen steilen An-
stieg. Diesen hatten wir frither nicht gefunden, weil wir bereits mit Verdiinnung
1:100 anzufangen pflegen; er tritt aber bel schwHcheren Verdiinnungen, soweit wir
sehen kinnen, allgemein entgegen; der Anstleg der Kwrve darf als typisch angese-~
hen werden.

Von dem in diesen Fallen niederer Imaunitdt rasch erreichten Hhepunkt ab
fa1lt die Kurve langsam und stetig.

Jedes Immungerum hat so fiir jedes Antigen eine ganz charakteristische Kurve;
auf diesen fiir die Spezifitgt dor Eiwciss-Stoffe bezeichnenden Punkt worden wir
noch zuriickkommen. Bol aller Mgrnigfaltigkeit dsr Einzelfdlle aber kiénnen wir die
Regel aufstellen: Jedes Irmmnserum gibt, mit einer fallenden Monge Antigen ver-
setzt, wenn o3 selbst ebenso wie das Komplement konstant bleibt, eine Maximum -
Optimum - Minimum-Kurve,

Boetrachten wir die Kurve von der rochten Scito beginnend, so muss eine be-
stimmte Menge Antigen vorhanden gein, um mit einem bestimmten Immunkdrper ifber-
haupt eins Prézipitation zu gebem (Minirmum).

Mit steigender Menge, sher nicht in einfachem Verhdltnis hierzu, steigt dor
Ausschlag bis zu einem Optimum.

Bei weiterem Steigen fH1lt die Prizipitat -Menge wn von einer gevwii gson Gridsse
ab zu verschwinden (Maximm).

Dieselbe Rogel kann auch fiir die fallenden Sera bei gleichbleibender Antigen-
und Komplement-Menge beobachtet werden. Damit nirmt die Regel die Form an:

Sowohl ein Uberschuss von Serunm wie oin Uberschuss von Antigen verhindert die
Prizipitation. Sorum wie Antigen miissen im richtigen Verhiltnis zueinander abge- -
stimnt sein, um eine optimale Féllung (fir den Fall, dass das ndtige Komplement
vorhanden ist) zu erzeugen.

Andererseits bedarf os eines bestimmten Minimums von Antigen wie von Irrmun-
kérper, wn iiberhaupt eine Prizipitation zu ermdglichen.

Wenn, wie wir gezeigt habemn, fiur dies Verhalten die aus der EHRLICHsc“en Sel-
tenketten-Theorie genommenen Vorstellungen keine Erklirung bieten kdnnem, so miis-
sen wir uns in der Kolloid-Chemie umsehen um hior vielleicht Analoga zu finden. .
Die Eiweiss-Stoffe sind Kolloide, nach dem Versagen der andern chemischen Betrach-
tungen kdnnen wir wohl am ehesten in der Kolloid-Chemie Abnlichkeiten erwarten.
Insbesondere das Kapitel der Schutz-Kolloide rmuss zum Vergleich herangezogen wer-
den. - Auf die Arbeiten wvon BILTZ (Ber. D. chem. Ges.) seil hier besonders verwie-
sen.

Bringen wir zwei disperse Systemes, von denen das eine positiv, das andere ne-
gativ geladen ist, zusammen unter Variation der Mengen, s0 kdnnen folgende Fy)le
eintreten:

1. Der Betrag der negativen Ladung iiberwiegt don der positiven oder umgekehrt;
dann wird die disperse Phase vollkommen umgeladen, im orsten Fall negativ, im zwei-
ten positiv, und es bleibt ein Sol in Lysung, desson Teilchen die Ladung der Haupt-
menge tragen.

2. Der Batrag beidor Ladungen ist ungefdhr von gleicher Gr¥sse; 6s erfolgen
<.nn Niedsrschllge #hnlich etwa der Elektrolyt-Koagulation. Die Fdllung ist nur
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vollstindig, wonn die Ladungen beider Teilchen nahezu gleich gross ist, sonst
tritt nur eine teilweise FHllung ein.

BEs f@llt auf, dass diese boiden Fglle eine merkwiirdige Xhnlichkeit mit den bai
den serologischen NiederschlHgen beobachteten Mglichkeitem aufweisen: hier verhin-
dert der Ulberschuss der beiden Korponenten, iiber deren Ladung wir nichts auszusa-
gon vermdgen, die Ausflockung vollstindig oder teilweise. So kiénnte uns das Bei-
spiel ein Verstdndnis der Immunisations-Wirkungen vermitteln. Nur kann nicht entge-
hon, dass es insofern nicht ohne weiteres zutrifft, als bei ihm zwei Kirper die Re-
aktionen miteirander eingehem, wihrend zu der Prizipitations-&nsfkllung dreie not-
wendig sind. Aber auch fiir diesen Fall Scheinsn in der Kolloid-Chemie Analoga vor-
handen zu sein.

Betrachten wir das System kolloidales Aluminium-Sol und kolloidales Kieselsdu-

re-Socl, so stellt es ein gutes Beispjel fiir eine einfache Schutzkolloid-Wirkung
dar. Geben wir nun als drittes Kolloid-Sol die Humugsiure gzu, so erhalten wir zu-
nichst, ebenso wie dies bei unserm Serum-Wirkungen der Fall ist, innerhald be-
" stimmter ‘Grengzen fiberheupt koinen Ausfall von Ton {(dem Prizipitat zu verglei-
chen). Die Fdllungen treten erst auf, wenn die Mengen des HurmsgsMure-Sols begtirm-
te Grenzen iiberschreiten; mit noch weiter steigenden Mengen der Hwmsshiuren héren
sie wieder auf.

Die Verhimderung der Fyllung stellt also eine Schutzkolloid-Wirkung dar; die
Fillung hat sowohl nach der Seite der fallenden wie auch der steigenden Mengen ihi'e
Grenzen. Oder mit andern Worten: das Hums-Xolloid ruft im Uberschuss die Fdllumg
eines aus Aluminium-S80l und Kieselstiiure~Sol bestehenden Systems hervor; dann kommt
‘ein Bereich, in dem das ohnedem erfolgende Ausflocken zu Ton unterbleibt infolge
der Schutzkolloid-Wirkung des Humus; aber auch diese hat mit sinkender Menge ihre
Grenze.

Versuchen wir, diese aus der Kolloid-Chemie genommene Auffassung auf den ein-
fachen Fall der serologischen Priizipitation anzuwenden:

Bei Gegenwart eines Komplements in konstanter Menge vormag ein Immin-Serum ei-
ne bestimnte Menge von Antigen zy féllen; sobald aber ein Uberschuss des einen
oder andern Kolloids vorhanden ist, wird eine Schutzkolloid-Wirkungs ausgelsst.

Doch ist gegeniiber don anorganischon Kolloiden offenbar ein sehr erheblicher
Untorschied vorhanden, welcher in einem spezifischen Abgestimmt-sein von Komple-
ment und Antigen besteht. Das, was dis gegenseitige Ausféllung il unsern Fillaen
hervorruft, wird schwerlich ein Ladungsausgleich sein, sondem die beiden Kirper
missen, was eben aus ihrer Spezialitdt hervorgeht, eine "AffinitHt" zu einander
‘besitzen.

Irmerhin kennen wir solche "Affinitiéten", solches aufeinander Abgestimmtsein.
von Fermenten her und es erscheint demnach nicht unmSglich, auch dieseén Begriff
der Affinitdt unsern kolloid-chemischen Betrachtungen einzufiigen. Nur ist hier zu
erdrtern, wie es denkbar ist, dass zwischen Molekillen und Molekiil-Gruppen (wie es
Ja die Kolloide sind) Affinititen auftreten kidnnen.

- Inwieweit fermentative Vorgidnge mit unsern Reaktionen verquiokt sein kdnnen,
sei an dem recht verwickelten Beispiel der kvlloidalen Betrachtung der WASSERMANN-
Regktion dargestellt:

Hier kénnte die Gegenwart einer bestimmten Menge von Komplement - auf ein System
" hdmolytisches Serum und Blutkérpershen als Schiztzkolloid wirken. Die - -Gegenvrart el-
nes zwelten Systems Antigen und Imrmunkdrper wird durch das Komplement ebenfalls
beeinflusst. Es entstehen Ausflockungen oder Vergrtberungen der Sole, welche in
mehr oder minder hohem Masse das Komplement adsorbieren und niederreissen. Dadurch
kann' die noch iibrig bleidende geringe Menge vom Komplement (welches eventuell gans
verschwunden sein kann) das nach der Sensibilation sugegebene aus himolytischem
Serum und Blutkérperchen bestchende System nicht mehr beoinflussem. Dann werden
die Blutkdrperchen gans oder teilweise nicht mehr peptisiert. - Hier kann die Fin-
wirkung des Komplements unmittelbar mit der Ldsung von Ton durch Humus-Kolloide
verglichen werden. '

Auoh die sonstigen serologischen Reaktionen lassen sich ebenso in dem kolloid-
chemi schen Gowande- interpretieren.
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Wie bereits gosagt, bereitet unserer Anschauung die Spezifitit der Reaktionen
eine gewisse Schwierigkeit. Aber dieselbe Schwierigkeit besteht auch flr die EEHR-
LiCHsche Seitenketten-Theorie und wir haben darauf hingewiesemn, dass die geforder-—
te "APPipitHt" sich in der ganzen Chemle der Fermente wiederfindet. Das BEild von

©

Fig. 2.

Schloss wnd Schliissel ist zwar sehr schin, aber es ist nur eime Umschreibung dor
beobachteten Tatsachen und sagt uns iiber diese nichts Neues aus. EHRLICH denkt
dabei an reine Oberfléchen-Strukturen; wir méchten eher an chemische Nebenvalen-
zen denken. Debei sind wir uns der v8llig hypothetischen Bedeutung der folgenden
Gedankenglinge wohl bewusst.

Ein Beispiel aus der organischen Chemie m3ge zur Grundlage unserer Ableitun-
gen dienen: dor dreiwertige Kohlenstoff im Triphenylmethyl (Fig. 2). Bei dieser
Verbindung nirmt man an, dass die vierte Valens des Kohlenstoffes deshald nicht
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so recht in Wirkung treten kann, weil die drei Phenyl-Reste keinen Platz mehr fir
eine gegenseitige Verbindung zu Hexamethyléthan iibrig lassen.

Auch wonn wir uns von der Auffassung der Valenger als Linien frei machen und
nur an Kraftlinien donken, welche von dem in sich komplexen Zentral-Atom ausgeiibt
werden, kenn man sich die Bache dadurch begreiflich machen, dass die Valenzkr#fte
auf die Atome oine bestimmte Reichweite besitsen. Je ferner die beiden sich bindsn-
den Kohlenstoff-Atome zu liegen kormen, umso leckercr und schlechter ist ihre ge-
- genseitige Bindung ZEs gHbe fiir diese Auflockerung einer Valenz durch "Abdringen"
infolge Beladens des Atoms mit
riumlich susgedehnteren Gruppen
eine Reithe von Fillen. Diese
Tatsachern m8gen hier (natiirlich
nur fir ¥icht-Chemiker) ausge-
fithrt und durch Bilder erléu-
tert werden. - Aber auch aus
dem Reich der Nebenvalenzen,
also der Wirkungen von ganzen
1,4 Butylendiamin. Molekitlen aufeinander vermit--
telc besonders goeigncter Ato-
e gibt es eine ganze Reihe sol-
chor Unméglichkeiten vom Bin-
dungen infolge réymlicher Un-
miglichkoiten der Bindurg

Wir mdchten de die Bindung
der Diamine (Fig. 3) als ein
geeignates und wohl bekenntes
Beispitel hervorheben, Uberhanpt
sind wir der Ansicht, dess sich
noch viele Eigenschaften der
Rolloide auf Nebenvalenzen oder
gnaltoge Dinge werden zuriickfih-
ren lassen. )

‘ Wihrend zum Beispiel ein
dreiwertiges Kobalt-, Chrom-

§ 13 Progylendiamin. oder Eisen-Atom zwel seiner ¥Né-
: tenvalengen durch das Kthylen-
diamin oder 1,3 Propylendiamin
absHttigen 1isst, vermag ein
1,4 Butylendiamin das mir mit
........ Nebenvalenzen, ¢inor Nebenvalenz 3869893 ver-
—Hauyptvalenzen. mag ein l e Butylendiamiﬁ Zwes,
Valenzen m sittigen. - Pie Ur-
sache dieser Erscheinungen
liegt nur in der rauinldichen.
Entfernung der beiden ebenfalls
oine Nebenvalenz #Hissernden
Amino-Gruppen.

Dass bei solchen Bindungen
1.3 Aethylendiamin. durch Neben-¥alensem ein v81li-
gos Absittigen etwm nach Art
des Priphenylmethyl such statt-
finden kann, ist sehr wohl
denkbar.

Diese Vergleiche gzeigen,
dass eine Spozifitdt von Kol-
loiden fm Hinblick auf gegen-
Fig. 3. ' seitige Abs¥ttigung von ladun-

gen, also eine wechselnds Affi-
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nitit, wohl vorstelldbar ist. _

Aber immer bleidbt diese qualitative Seite der Immnisations-Reaktionen (eben-
30 wie die der Ferment-Reaktionen) uns noch v$11ig r¥tselhaft. Hypothesen werden
dadurch gestiitzt, wenn man sie mit andern wpotheeen, wie es die geschilderten
Struktur-bedingten Eigenschaften sind, in Verbindung dbringt, aber sie bleiben doch
immer hypothetisch. Nur sagem uns solche Erwigungen allerdings etwas mehr, als
dies das Bild von 8chloss und Schliissel zu tun vermag.

Bevor wir unsere Erfahrungen bei steigenden Immunitdten schildern wollen, miis-
son wir noch auf einige Erscheimungen zuriickkommen, welche bei der derzeit iibli-
chen Ablesung durch Abschiétzen der Niederschlags-Mengen nur seltem, wir mdchten
sagen nur in gans extremen Fidllem, zur deutlichen Beobachiumg kommen.

DIE ZWEI~- ODER GAR MEBRGIFFLIGKEIT DER REAKTIONSKURVEN.

Die im folgenden darzustellenden Versuchs, Beobachtungen und Theorien hatten
eine Immnication mit 4solla behufs Verwandtschafts-Feststellung dieses Wasser-
farns zur Grundlage.

Ea ist bekannt, dess 4zolla niemals rein fiir sich allein vorkommt, sondern

stets mit der endophytischen 4nabaena Azollae vergesellschaftet. Das Immnisations-

Mgtoerial rmusste hier 21s0 aus zwei, und zwar systematisch sich sehr fern stehenden
Pflanzenformen zusammengesetrt sein: einem Wasserfarn und einer Blau-Alge.

Nachdem die Reaktionen mit den Azolla pahe stehenden Farnen zu einem vollen
Ergetmis gefiihrt hatten, wurde des Interesses halber mit dem gleichen Serum anch
mit von den Untersuchungen STEINECKEs her noch vorhamdcrem Blau-Algen-Material
resgiert, Auch diese Reaktionen hattem Erfolg. Daraus wurde zuniichst geschlossen,
dass in dem erhaltenen Immun-Serum ein Gemenge von 4zolla- und von Anabaena-spe-
zifischen Antikdrpern vorlag.

Dies ist von bedeutendem theorotischem Interesse und seigt, dass die eimzel-
nen Eiweiss-Stoffe nicht Kombinationen der Irrmnstoffe liefern, sondern (wir wer-
den weiter unten noch andere Vergleiche mit den durch die Erbschafts-Analyse auf-
gedeckten Frscheinungen zu ziehen haben) in ihren Wirkungen jeweils getrennt blei-
ben. und aus dem mecharischen Gomenge fir sich herausgeholt werdem k3nnen.

Natiirlich ist dies damn nicht der Tell, wenn wir mit 4zolla-Serum auf Azolla
5elbst reagiercn: unter diesen Unstinden bleibt eim scheinbar einheitlicher Reak-
tions-Bereich vorliegend, da ja dem Irrmunkbrpor-Gemenge seine beiden spezifischen
Antigene zur Resktion geliefert werden. - Anders dagegen verh¥lt es sich bel Ver-
wandtschafts-Reaktionen, welchc mit reinem Matorial angestellt werden Xkdnnen.

Die mit dem 4xolle-Immunserum erhaltenen Reaktionon warem die folgemnden:
(EONRADI ) :

Praoccipitation.
SIS T e e I I I T I S S T T I I R T T I I I I T T T T T I I I S S T IS TSI I I IS SRS NS SN s E RIS TS
Azolla 1 1 1 1 1 1 1
Aneimia 3 3 2 1 1 1 -
Trichomanes 2 2 2 1 1 1 -
Pilularia 2 2 2 1 1 tr -
Nostoc 1 1 tr - - - -
Osciilaris 2 - - - - - -
Conglutination.
20! 40" 60! 90" 120 150"
Azolla - tr 1 D | 1l 1l
- tr 1 1 1 1
- - - tr 1 1
- - - - 1 1

__________________ u - - . [ ——
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Conglutination cont.

IS 7:323:2::3:::3;2::: ‘2::2_:_"211::'323:!2:====2=:::::::::2—.:::2:::::::‘:::::::::
Trickuuu s - tr tr 1 1 1

- tr tr 1 1l 1

- - tr 1 1l 1

- - - 1 1 1
Ancimiea - tr tr 1 1 1

- tr tr 1 1 1

- - tr tr - -

- - - - - tr
Pjlularia - - - 1 1l 1 1

- - - tr 1 1

- - - - - 1 1

- - - - - tr tr
Nostoc - - - 1l l 1l 1

- - - - tr tr tr
Oscillaria -~ - 1 1 1l 1l

- - - 1 1 1l
-.-=============-.§-aass===:========aa=s==========:====.-: ============"=3=“="==="- ==

Die beiden Methoden der Praszipitatien und der Conglutination liefern also
gut iiberoinstimmende Ergebnisse, aus welchen hervorgeht:

Die scheinbar einheitliche Kurve von Axolla mit sich salbst muss in =wei sich
iiberlagernde Kurven aufgeldst werdem, welche sich aus den. 1. (nicn Yorwandt:ochafts-
Reaktionen ergeben. Von diesen RKurven ist die eine, zu den Cyanophyceen ningohen-
de und zu 4nabaena gehirige ganz kurz und steil; die andere, zu 4zolla selbst ge-
hdrige dagegen linger gedehnt und insbesondere soniger steil.

Auf diese Ergebnisse hin wurden auch frithere Protokolle daraufhLin durchgese-
hen, ob sich irn ihnen gleichfalls Beweise fiir vorhandene Mehrgipfeligkeit wvon Re-
aktions-Kurven ergebem, welche dann, ebengo wie dies offenbar bei 4Azolla plus
Anabaena vorliegt, gleichfalls auf verschiedene Eiweiss-Arten (a.ber von einer und
derselben Pflanze stammend) gedeutet werden k¥mnten.

Den Arbeiten von GUTTMANN. (in Mez, -chiv VI 1924, p. 421 ff.) und STEINECKE
~ (in Mez, Archiv X, 1925, p. 82 £f.) selen einige Reaktionen entnormen und hier te-
sprochen. Wir heben hervor, dass beide Beobachter von den hier dargelegtem Theo-

rien vi{llig unbeeinflusst waren, weil diese Gedankenginge erst viel spHter bei
un.. auftauchten. - Fiir die Theorie der Serum-Reaktionen halten wir das im Kinigs-
‘berger Botanischen Institut erarbeitete Material gerade deshald fiir besonders
wertvoll, weil es absolut empirisch, ohne jede Theorie iiber das Zustandekommen
roesp. den Mechanismms der Reaktionen gewonnem wurde.

STEINECKE.
Nitella mit Chaetomorpha 2 1 1 tr 1 b
Vaucheria mit Vaucheria 2 1 2 1
Cladophora mit Scenedesms 1 tr 1 -
Riccia mit Marchantia 1 2 2 1 tr tr 1 tr tr -
Riccia mit Microspora 3 2 1 tr 1 - -
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GUTTMANN.
Cyeas mit Cycas 2 2 2 2 - 1 - -
Marattis mit Marattia 3 3 2 3 2 2 1 1 -
Fquisetum mit Selaginella 2 1 2 2 2 2 -
Sphagnum mit Sphagnum 2 1l 2 3 2 2 2 1 -

Bevor wir elne Erklirung fiir vdi'eselben darstellen, sei a.n Hand der Fig. 4 be-
trachtet, wie sich in einem besonders elndeutigen Fall das Steigen der Immunitit
auswirkt.

Fig. 4.

BunMohst haben wir (die erste Kurve) einen so steilen Anstieg, dass das Ver-
Jegon dor Anfengs~Reekiion nieht wahrdchmbar ist.

Beim Ansteigen dor Immuni tét tritt ein Verssgen der Anfangs-Reaktion (reap,
der Anfangs-Reaktionem)} ein, wie zu erwarten, riicken mit diesem Hinausschieban
der Minima auch die Optima weiter hinaus: die ersten Glidser versagen immer mehr
und der Kurvern-Anstieg wird immer flacher.

Hieraus lkonnen wir Polgerde SHtze ableiten: Auvf eine bestimute Monge Antigen
kormt eine bestirmte Menge Immimetoff. Fihe grosse Meage Antigen yorbraucht eine
“loine Menge Immunstoff; eine kleine Menge Antigen verbrauecht eine grosce Menge
[mranstoff.

Von besonderem Interesse ist hun die Wirkung eimer solchen ansteigenden Immus
nisations-Rethe auf ein zwdar systomatisch nahe stehendea, ahor dooh vorachiedenes
Antigen., Dies ist in Pig. § fur 4 verschiedene Irmmunisetions-Stirken und filr zwei
Antigene, ein nitheres umi ein farmeres, dargestellt.

- Bei der niedrigsten Imrnitit sehen wir den stecilen Anstieg der Reaktion dos
zugehdrigen, ‘und wenn auch hadeutend schwilcher und litrzer, des nither stehenden
Antigens (Fig. 8, I).

3eim An.,télgen dor Immunitit riickt die art-eigene Kurve umtor Versagen am An-
fang nach hinten; dus nahe stehonde Antigen hat bei gegem I. vorgrdeserter Reich-
woite don stéilen Enstieg, wolchen in I. das art-sigenc Antigen gezeigt hatte;
das fornere Antigem zeigt eine niedrige, steile und kurze Kurve (Fig. 5, II).

In Fig. 8, II1. zeigen sich sowohl beim art-eigenen wie bei dem nH.her stehen-~
den und dem fernsr stohenden Antigen die Folgen der Ausbreitung der Kurve, wemn
auch in verschiedenem Masse. 30 ist in den ersten Glésern beim art-eigenem keine,
beim art-niheren eine schwache Reaktion erkennbar. - Welche Erkliédrung man fiir das
elnmalige Ablepken des Komplements und das Fehlem der Erscheinung beim zwelten
‘Antigen und doc¢h gleichen Mengemswon Serum und Komplement vom EHRLICHschen Stand-
punkt aus geben kinnte, ist nicht einzusehen.

In Fig. 5, IV. wird dieser Vorgang noch deutlicher. Wihrend das sur Immunisa-
‘tion gehdrige Antigen erst im achten Glas eine Reaktion gibt, sind bei den fermer
ctehenden Antigonen die Reaktionen in den arsten Gldsern nosoh vorhanden.
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Damit scheint uns eine Erklirung fiir die Reaktionen heterogener Eiweiss-Stoffe
gegeben zu sein: die Immunit#t ist so hoch gewordem, dass das Tier "uberspritzt"
ist, wie wir wuns amsdriicken. Bol solchen Tieren gebon die der Reaktions-Regel ent-
sprechend angesotzten Gliser mit ihren steigendon Verdiinnungen innerhalb der ange-
wandtén Roaktions-Spenne, wie sie somst allgemein die Immnisations-Wirkungen um-
schliesst, keine Reaktion mehr., Werden dagegen (nermal bei den Untersuchungém nicht
mehr inbetracht gezogene) noch weitere Verdiinmungen angesetzt, so tritt die Reak-
tion auf; sie ist also mur hinsusgeschoben. - Mit solchen Serem ist es mSglich, und
erklirt sich aus unserer Ableitung, mit art-fremdem Antigenen moch Reaktionen zu
bekommen, wenn das art-eigens Antigen (innerhald dor normalen Reaktions-Spanne)
keine Reaktion mehr gibt. - Dies erscheint uns schr beachtenswert und bildet eine
Erklérung fiir manche anscheinend grobe Unstimmigkeitem, welche aufgstroten sind
und, durch mithevolle Nachuntersuchungen nachgepriift, deshald fiir dic Beurteilung
der Verwandtschafts-Verhdltnisse als "fehlerhaft" ausgeschieden wurden, well die
Vergleichs-Untersuchungen (anscheinend) andere, mehr Zutreamen erweckende Resultate
ergeben hatten. - Der Fehler lag in diesen Fillen nicht an der Sorum-Reaktion, son-
dern an der geringen Achtsamkeit, mit welcher die (oft sehr pl8tzlich ansteigende)
Inmunisation mittels Probeblut-Abnalmen {iberwaoht worden war!
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Fig. 5.

Verdndorung der Bigenkurve -----—--und der Kurve aweler Vervamndter - - - - 00000
boim 8teigen der Imrmnitiét. I - IV.

Un mit unseran Ableitungen welter zu kammen, wollen wir nun annehmen, wir hit-
ten oin Tier mit einem Gemenge von Eiwclss-Stoffon immnisisrt, von denen einar in
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S .

W~ Kirvendereich einer Formanden mit den Jeslkurven a’'b'und ¢! melche denen geringer Mengena bunde.

Berde Arfen kaben mehrere FimerBarten gemein nur die eine kleinere Mengen.

(entsnrechen)

«“‘ Karvenbereich der aur Tmmunisation vermendeten JArt mit den Tetlkurven ' a,bundec.

“5

Beide Arten kabern nur eine beschrinkte Zahl von Ez'mglﬂarz‘en gemein (£.8. &
Kurvendereick der zur. Jmmunisation vermendeten Art mit den

eilbkurven a b c.

Kurvenbererck der Yermander: welche nur erne geringe Anzakl b aber in grofer Menge b enthalt die
* anderen Live:Be d und e redsieren nrcht.

1 X

Zusammenminken der Lirveifde a b undc. unter Erzeugung
einer einginfeltgen Kurve.

%

AN

o~

Fig. 6.

Breiginfelige Kurve durch Zusammenmirken von den Eimweifien a.b undc.
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grogser, der andere in kleiner Menge vorhanden gewesen sei.

Setzen wir nun unsere Leaktioner mit gleichen Mengen beider Antigens a.n, 80 er-
halten wir von dem einen, in grosser Menge vorhandenen Elweiss-Stoff eime EKurve,
wolche vorne versagt und ihr Optimum welter hintem hat. Dac andere, in geringerer
Menge vorbandene Antigen hat eine steil ansteigcnde Kurve mit vorn gelegenem Opti-
mlm‘

Die Figuren 6, V-VIII veranschanlichen die Verhaltnisse fiir drei gleichzoitig
oingespritste verschiedene Antigane.

Sind die beiden Kurven-Optima woit voneinandsr entfernt, was bei grosser Diffe-
renz der angewandten Antigen-Mengen eintritt, so arhalten wir oeine zwelgipfelige
Kuarve (Fig. 6, VI). - Fallen, was bei nicht allzu verschiedener Antigen-Menge ge-
wdknlich ist, die beiden Optima nicht weit auseinander, so kann das Bild einer ein-
gipfoligen Kurve vorgetiduscht werden (Fig. 6, V.).

Damit haben wir zuniichst eine ErklH¥rung fiir die oft beobachteten zwei-~ bis
mehrgipfeligen Kurven in dio Hand bekammen. Niemand wird bebaupten wollen, dass
ein als Antigen beniitzter Biweiss-Stoff einheitlich sein miisse oder amch nur wahr-
scheinlicher Weiso einheitlich sein werde. Mag das als Antigon beniitzte Eiwelss
auch aus. demselben Organ einer und dersélben Pflanze stammen, also fiir die Praxis
der Soro-Diagnostik einheitlich sein (wcil wir es in seine Konstituentea zu schei-
don noch mnicht gelvrnt haben), so bestoht es doch stets aus einem unifborsehbaren
Gemenge verschisdener Ziwclss-Stoffa, welcho (jedenfalls in quantitativer Hinsicht,
vielleicht auch qualitativ) stark von einandor abzuweichen scheinem. Ist, bei An-
nahme von nur zweien (wic wir dies dor Einfachheit wegen tun wollen), da,., 8ine Fi-
welss in sehr kleinoer Menge vorhanden, das andere dagogen in sehr grosser, so er-
zouist das erste eine geringe Impunit#t, doren Furve kurz ist, das andere dagegen
eing hohs Immunitdt mit welter Rurve.

Tingckehrt wird mit Sichcrheit aus dam oft beobachteten Auftreten von mehrgip-
foligen Kurven d:.e Komplexitdt der als Antigene vorwondeten Eiwelss-Stoffe er-
schlosgen.

ERKLARUNG DER VEKRWANDTSCHA¥TS-REAKTIONEN.

Abor noch in anderer linsicht ist die hiser gewonnene Erkemntnie von grosser
theoretischsr Wichtigkeit: sis scheint uns zum ersten mal eine Erklérungs-Mtglioch-
keit filr die Vorwandtschafts-Reaktionen zu bleten und damit etwas mehr zu leistem,
als das Bild von Schloss und Schliissel zu geben vermag.

Jo weiter entfernt sich zwel Arten stchem, desto weniger Eiweiss-Stoffe haben
3ie gemeinsam. Wonn die zur Immunisation dienende Art nur eine geringe lenge oi-
nes Eiwelas-Stoffes enthalten hat, der fiir g9ine andere fernstehende Art den sero-
logischen Anschluss vermittelt, so kann durch sie auch nur eine guringe Menge von
Immunstoff erzeugt werden, Dieser reagiert nur mit grossen Mengen des fremdcn Ei-
weiss~-Stoffes, also nur in den ersten Gldsern mit den starken Fromd-Extrakten.

Hat der fremde Formenkreis viele Eiweilss-Stoffe mit dem zur Iumunisation ver-
wendeten gemeinsam, ist aber zugleich derem Menge nur gering, so wird die Kurve,
wie in Fig. 6, VII - VIII gezelichnet ist, kurz sein. - Sind die gemeinsamen Bi-
welss-Stoffe zwar sahlreich, aber in der fremden Art in nahezu gleichen Mengenm
vorhanden, s0 wird man eine sehr flache aber weit nach hinten reichonde Kurve eor-
halten. - Bg ist daher nicht zu verwundcrn, dass das Versagen der ersten Glhser .
besonders bei Reaktionem nach fernstehonden Formen hin auftritt.

Dos weiteren ist die Art der Kurve auch in gewisser Hinsicht ein Anzeichen
filr das gegenseitige Mengen-Verhiltnis der differenten Eiweiss-Stoffe in der zur
Immnisation verwendetem Form sslbst. Wo eine Kurve mit breitem Optimum auftritt,
da sind die Eiweiss-8Stoffe in allmihlig abfallenden Mengem vorhanden. Wo die Eur-
ve dagegen flach verlHuft, sind sle in anndhernd gleicher Menge anwesend - Bei
den mehrgipfeligen Kurven sind eine Anzahl von Elweiss-Stoffen in gr&sserer und
andere in kleinerer Menge vorhanden.

Auf diese Weise kinnen wir, wenn vor der Hand auch nur schitzupgs- und andeu-
tungsweise, vielleicht einen Zinblick in dle Mengenverhidltnisse der Antigene, al-



178. Moz und Ziegenspeck, Zur Theorie der Scoro-Diagnostik.

80 der differenten Eiweiss-Stoffe, in jeder Pflanzenfamilie tun.

PARALLELEN MIT DEN BEI DER VERERBUNGS-FORSCHUNG
FESTGESTELLTEN TATSACHEN.

Nehmen wir mun mit der jetzt fast allgemein gewordenen Uberzeugung der.Verer-
bungs-Forscher an, dass die Vererbung auf der Substanz der Zellkerne, besonders
auf derepn Chromatin, als Trlger begriindet ist. Nun ist aus unserer serologischen
Praxis festzustellen, dass wir seit vielen Jahren schon mit Extrakten mittels Na-
tronlauge bei unsern Immunisationen mit Erfolg arbeiten. Die Natronlauge-Aussiige
‘bewirken also Immunisation; in ihnen sind besonders auch die Nucleo-Proteide 13ds-
lich, welche ja die Substanz der Chromosomen ausmachen diirften.

' Wie wir eben dargelegt haben, konnton wir fir jede Pflanze eine Mehrzahl,
vielleicht eine Vielzahl von Antigenen, also von ver schiedenen serologisch nash-
welsbaren Eiweiss-Stoffen wahrscheinlich machen.

‘Immer wieder haben wir mit Nachdruck betont, dass die Differoenz der biologi-
schen Formen auf der Differenz der Emeiss-—Stoffe beruhe, also eine chemische
Grundlage habe. Nun kann vielleicht in vor der Iand noch durchaus hypothetischer
aber immerhin der weiteren Forschung zugHnglicher Weise diese chemische spezifi-
sche Differens, welche sich bei der Vererbung kund tut, in dor Weise prizisiert
werden, dass sie wesentlich auf der Verschiedenheit von lucleo-Proteinenm beruht.
Inwieweit diese Anschauungen die Vererbungslehre zu beriihren vermdgen, sei zu-
nHohst dahingestellt; jodenfalls gewinncen durch.dte serologisch festgestallten
Tatsachen die Ansichten von der stofflichen Grundlage der Vererbung und der Zu-
samnengesetztheit des Idioplasmas eine neus chemisch in Angriff nehmbare Seite
und eine iiber das Morphologische hinansgehende Vertiefung.

Die Erfahrungen der Koppelungs-Erscheinungen und ihre Erklirung durch HORGAN”
fordern eine stoffliche, nicht nur strukturelle Verschiedenheit der Zonem der
Chromosomen. Auch die polymeren Faktorem cerscheinén nun in einem anderm, aber
nicht mindsr interéssanten Licht. Es ist sshr wohl méglich, dass es sich in man-
chen Fdllen nur um Massen-Unterschiede desselben Eiwelss~-Stoffes handelt, wia
£.B. bel den, k6 Rot-Faktoren der von NILSON-EHLE aufgeklirten rotfriichtigen Wei-
zen~Rassen 2). Aber Erscheinungen wie lotale Faktoreom, unfruchtbare Bgstarde etc.
k3mnte man zwanglos auch durch Stérungen kolloidaler Natur erkliren; uns er-
scheint dies sogar wahrscheinlicher.

fierartige hypothetische Cedankenginge 7eiter auszuspinnen, hat hier keinem
Zweck; wir wollten nur hervo:,"xeben, dass wir sehr wohl eine Synthese der stoff-
licb.en Ansichten von KLEBS 9 mit dar Chromosomen-hhre Lir moglich halten. Auch
die chemischen Vorbindungem haben ihre Geschichte '

Fihren wir aber derartige kolloid-chemische Botrachtungsweisen in die Verer-
’bungslehre ein, so 18t offenbar auch eine Beeinflussung der vom Zollkern getra-
genen und iiberliefertsn Eigenschaften durch das Plasma miglich. Bie Frage der
"reziproken Bastarde" taucit hisr auf Lmd Jamit ein moglicher Unterschied zwi-
schen direkter und indirekter Versrbung ° , wobel die dix"ekte Vererbung wohl
durch das Idioplasma des Kerns badingt ist, die indirekte aber durch das Milieu,
das Plasma, in welchem sicii dsr lorn befindet.

1) MORGAN, 1922, Die stoffliche Grundlage der Vererbung, deutsch von NACHTEHEIM,
Berlin.

2) E. BAUR, Einfithrung in die experimentelle Vererbungslehre, 1921, Berlin;
SCHMID?T, Einfilhrung in die Vererbungswissenschaft, 1920, Berlin,
Bei beiden weitere Literatur.

‘3) KLEBS, 19056, in Pringheims Jahrbuch XLII, 293.
4) ROSEN, 1925, in Cohn's Beitr. XIV, Heft 2.
5) ZIEGENSPECK, 1925, in Mez, Echo I, p. 17.
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UBER DEN SERO-DIAGNOSTISCHEN STAMMBAIM.

Un die Sache susammenzufasgen, wollen wir unsere Ansicht lkurz folgendermassen
darstellen: Das Idioplasma Jjedes Lebewesens setzt sich aus einer &rossen Anzahl
verschiedenor Eiweiss-Stoffe zusammen. Es diirfte sich wohl um Nucleo-Proteine han-
‘deln. Das Mengenverhgltnis sowohl wie der chemische Aufbau derselbem ist fir jede
Art, Gattung, Familie und Ordnung verschieden aber charaktaristisch. Je mehr ge-
meinsame Eiweliss-Stoffe die einzelnen Formen habem, umso niher stehen sie sich
auch norphologisch. Wird nun ein Tier mit einer Pflanze immnisiert, so wirken die
in grosster Anzahl vorhandenen Antigene am energischasten auf das Versuchstier ein
und erzeugen die wirksamstem Immunkdrper in grésster Zahl. Die daneber in nur ge-
ringer Anzahl vorhandensn Antigene erzeugen nur eine geringe ImmnitHt. Resgleren
wir nun mit einem nahe stehenden rarmenkreis, so werden die in grosser Zahl vor-
handenen Antigene eine Reaktion gerade in hohen Verdiinnungen hervorrufen, das Se-
rum wird also weit wirken. Reagieren wir mit elnem Formenkreis, weloher fermer
steht, 80 enthidlt dieser seinerseits diejenigen Antigens, fiir welche Imzunkbrper
in groser Zahl im Serum vorhanden sind, nur in kleinar Anzahl. Bs ktnnen alao 1n
diesem Fall nuy die eérsten Gldser das Minimum der Wirkung {fberashreiten.

Die in der fernatehenden Form aber in grosser Zahl vorhandemen Stoffe sind in
dor zur Immunisation vorwendeten, der Ausgangsform der Reaktion, nur in gerirgerer
Anzahl vorhanden. Daher ist im Serum mur eine geringe Menge von aus ihnen entstan-
denen ImmunkSrpern vorhanden; diese kénnen, wie oben gezeigt wurde, nur bei gros-
ser Konzentration des Antigans, also gleicnfalls nur in den .ersten Gldsernm; zur
Reaktion fithren.

Haben wir also mit einem fremden Eiweiss reagiert, so darf keine v8llige "Ab-
.sittigung" eingetreten seln, sondern das Filtrat muss immerhin noch geeignet sein
zur Reaktion mit der eigenem, zur Immnisation verwendeten Art. Dies ist auch tat-
‘gfiohlich der fall. Aber bei diesen Reaktionen darf ein spHter noch su behandeln-
der Umstand nicht ausser Acht gelassen werden.

Unter allen Umstinden ist dlese Tatsache, dass nach dem Abfiltrierem der mit
artfremden Eiweigs-Stoffen erzielten Niederschluge noch Art-eigene Reaktionem er-
zielt werden k¥nnen, ein Bewcis fiir die Annahme, dads die Immnisations-Stoffe,

" unserer Anschauung nach das Idloplasma, komplexer Natur sind, eus verschiedenen
Stoffen in wechselnden, aber fir die Einzelformen charakter* stischan Mengen ba-~
. stehen.

Nit grossger chkhaltung glauben wir hier qine Beobe.chtung basprechen zu mis-
sen, welche wir dem grossen Schets der in uunserm Institut gewonnsnen Erfahrungea
auf dem Gebiet der Verwandtschafts-—Reslktionen entnemmern zu zu dirfen glaubem:

Bs macht den Eindruck, als ob mit Pflanzenformen, welche a1 Grund unseros
Starmbaums oder an den Verzweigungsstellen desselben stehen, lcicht hohe Ianuni-

sationen erzielt werden kdnnen. Dagegen scheint es viel schwersr zu sein, diesel-
ben hohen Immnisations-Titres zu erzlelen mit Pflansan, dic an den Gipfeln von
Seiteni{sten stehem.

Wenn diese Beobachtungen richtig sind, konnte aus ihnen geschlossen wexrden,

- dass bel den erstbezeichneten Pflanzen gewisse Antigene in ibergrosser Masse vor-
handen sind, wihrend.im sweiten Fall sehr vielerlei Eiweiss~Stoffe, aber in ge-
ringerer llenge, vorliegen kdnnten.

- Hier k3nnte eine Briicke zu der Becobachtung 1) geschlagen werden, dass, im Ge-
g:matz su den primitiven oder relativ primitiven Formenkrelsen bei den auf den
Seiteniisten des serologischen Stammbspms (besonders an den Enden der Seiteniiste)
Iohnl.lorten fypen eine weitgehende morphologische Differensiation vorliegt. Man
ist versucht, den Verglaioch mit einem bis ins Kleinste auf einon Spezial-Artikel
#ingestellten Fabrilmtions-Betrieb zu ziehen, dor ungemeih kompliziert organi-
siert ist. Wenn ein soloher Betrieb unter verinderten Bedingungen arbeitem soll,
,ao lmnn er sioch mar aohwer od.er garnicht mehr umtellen. ~ Ebenso"hiilt es schwer,

-1) Vergl. ZIEGENSPBGK, serologiacher Stambaum und Phytopallontologie, in Mez Ar-
chiv IX (1925).
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bei Gegenwart einer Vielheit unter sich sehr verschiedener formbestimmender Stoffe
aus ihnen einen gemeinsamen Typ herzustellen. Solche iiber-spezialisierte Typen
sterben bei Anderung der Lebensbedingungen zumeist aus, wihrend einfaoher organi-
sierte sich viel leichter “"umstellen", und aus ihrem gleichméssigeren Idioplasma
leichter zu newsn "Eigenschaftsstoffen" gelangen kinnen.

Dieser Gedankengang sei an einem aus der Mille unseres Reaktions-Materials
willkiirlich ausgewihlten Zahlen-Beispiels eridutert: Auf 100 Teile Antigen s0ll
Riccia 90 Toile Gesamt-Idioplasma enthalten; davon missen dann Narchemtia und Psi-
lotum etwa 80 Teile fiihren; die thalldsen Lebermoose habon nurmehr 70, die frondo-
sen nurmehr 30 Teile davon; Selaginella hat davon gleichfalls noch 70, draucaria
und Pinus noch 30, Podocarpus und Magnolia nurmehr 10, Reseda noch 7 Teils; bis
ganz herauf haben sich noch 4 Tolle erhalten.- Diese Zahlen stellen reins Schitzun-
gen dar; nach den tatsichlicn gefallemen Reaktlonen werden sie ungaefithr richtig
sein.

Fun haben wir von jeher die Forderung dsr Reziprezitdt der Serum-Reaktionen
erhoben 1/, Wenn ein Formenlrels mit oinem endern Reaktion gibt, so muss notwendi-
gor Weise auch dieser andere mit dem ersten wiseder zur Reaktion gebracht werden
kdnnen. Nur wird (nach unserer hier angestellten Uberlegung) in der leichtigmeit,
mit welcher die geniizenden Imrmmnisationsm, die zum Nachweis der Reziprozitit not-
~ wendig sind, eintreten, offenbar ein Unterschied bestehen. Es liegt auf dsr Eand,
dass e8 26-mal leichter sein muss, ¢in Tier mit Riccia dsrart zu imanicsieren,
dass 68 das Ende des Stammbaums, aiso z.B. eine Composite, erreicht, als un;skshrt.
Diese Prwigungen sind nicht nur fir die Praxis dér Serum-Reaktionemn ftir d:n Jjowsi-
ligen Beweis ihrer Richtigkeit von Bedeutung, sondern sie haben auch rein theore-
tisches Interesse. Fiir die Praxis der Serologie bedeuten sie unter anderm, dass
es leichter sein wird, Reasktionen von unten herauf, als solche von oben herunter
zu orhalten; dass die Reaktionen von oben herunter bei gleichor Zahl der dem Ver-
suchstier gegebenen Einspritzungen weniger weit reichem, also mghr spezifigch soin
worden, als die Reaktionen von unten herauf. Wir haben frither 2 ausgesprochen,
dass es fifr die Begriindung unserer systematischen Methode ein gliiocklicher Zufall
war, dass mit weit abgeleitetem, an den Enden von Stammbaum-Ksten stehenden For-
menkreisen die Untersuchungen begonnem wurden, weil wir bei der dort herrschenden
relativ geringen Reaktions-Spanne (mach abwirts) zu einer bedsutenden 8icherheit
besgiiglich der Richtigkeit und Brauchbarkeit unserer Ergebnisse kommen konnten.
Unsere hier rein theoretisch aufgestellten Betrachtungem sind die Bogrimdung fir
das empirisch gefundene Faktum.

Ferner kamn wohl folgende Uborlegung hier angekniipft werden: von dem in unserm
eben angefithrten Beispiel vorhandemsn Riccig-Idioplasma habe Magneliéa, Fodocarpus
nurpehr noch den zehnten Teil. Nun ist es wohl denkbar, dass von den 80 nicht mehr
Riccia~spezifischen Teilen Magnolia 70 Teile in einen gleichen, Magnolia-spezifi-
schen Stoff umgewandelt hat, Podooarpus dagegen kann aus diesen iibrig bleibenden
70 Teilen vielleicht 30 verschiedene Eiweiss-Stoffe geformt haben, die . jeweils,

im Vergleich zu den 70 Nagnolig-spezifischen, nur in goeringen Mengen vorhanden
sind.

Yun hat sich bei unsern Reaktionen ergebemn, dass wir vielleicht die Regel auf-
stoellen kfnnem: die an den Kreuzungspunkten des serologischen Stammbaums stehen-
den Formenkreise ergeben bei der Immunisation flachere, zugleich nach unsern obi-
gen Darstellungen weiter refichende Kurvem als die an den Enden lokalisierten For-
menkreise. Dies wiirde darauf deuten, dass bei den die Kreuzungs-Stellen darstel-
lenden Familien eine relativ grosae Menge von gleichen Eiweiss-8toffen vorhanden -
sind, bei den a.bgelettet.exr da.gegeur eine grissere 8pezlialisation der Eiweiss-Stof-
fe vorliegt. Belege fiir solche Anschawngen wiirden die nicht kongruenten rezipro-
ken Karven von Cuourbita zf Diospyros und umgekehrt sowiée von Klaeoocarpus zu Ery-
throxylon und timgekehrt bieten., Doch sei betont, dass wir diése Dinge nwr-'mit al-
lergrdsster: Reserve ‘hier vorbringen und noch viele weitere Bestdtigungen abwartan
miissen, bevor wir wirklich ‘¥én einér vm'liegenden Regel sprechen k3nnen.

1) MEZ und GOHLER in Cobn's Beitr. XII.
") #€2 in Abderhalden, Handbuch, XI,1.
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DI® SERUM-REAKTIONEN ALS KOLLOID-CHEMISCHE REAKTICNEN.

Unsere bisherigen Ausfiihrungen haben oben eine Begriindung von kolloid-chemi-
‘schen Anschauungén iiber die Serum-Reaktionem gebracht; theoretische Ausblicke wur-
den angeschlossen. Nun liegt es uns ob, uns nach Erfahrungen in der Literatur um-
zusehen, welche diese kolloid-chemischen Hypothesen bekriftigen oder bekiémpfen kin-
ten.

Zundchst m8ge hervorgehoben werden, dass bei den serologisohen Erschelinungen
offenber sehr lockere Bindungen vorliegen, welche keinen streng stdchiometrischen
Gesotzen folgen, sondern stark von Massenwirkungen abhingen. Darauf hahen insbeson-
dere ARRHENIUS und MADSEN hingewiesen und sehr beachtenswerte Parallelen zur Bin-
dung einer mittelstarken Bage durch sine mehrwertige Sidure gezogen. Sie haben die
serologischen Reaktionen mit der Absdttigung von Ammoniak mit Borsidure verglichen.-
Obgleich diese Gedankenginge tatsichlich eine Menge von Khnlichkeiten beider Pro-
zesse aufweisen, ist das verwendete Bild trotzdem wviel szu einfach.

Die colloidalen Reaktionen sind zwar Hhnlich geartet wie die angezogene Bin-
dung Ammoniak - Bors¥ure, aber sie gzeigen ihrerseits dazukommsnd noch eine Msnge
von Eigentiimlichkeiten, welche sie mit den serologischen Reaktionen gemeinsam ha-
ben, die aber in keiner Weise zu dem verglichemen einfachen Bild passen. Die von
ARRHENIUS-MADSEN dargestellten Verhiiltnisse sind ein enger Tell dessen, was bel
den Serum-Reaktionen entgegentritt. Sind wir uns dessen bewusst, so kdnnen wir al-
le Erfahrungen dieser beiden Forscher in das Bild unserer Auffassung {{bernehmenm.
Sie passen aber ebenso wenig zu dem Theoremen der EHRLIOHschen Seitenketten~Theo-
rie wie unsere sigenen Anschauungen.

Fiir unsere wei teren Darlegungen eignet sich als Ausgangspunkt am besten die
Bindung der Toxine und Antitoxine, schon deshald, weil hier ausserhald des Tier-
kdrpers im Reagenzglas beobachtbare Verhdltnisse vorliegen; es sei vor allem an
die Sprengung derselben erinnert, welche im Tierksrper ebenso wie im Reagenzglas
zu verlaufen scheint.

Hierfilr einige Beispiele: Bringt man ein fiir Meerschweinchea abgestimmtes Ge-
menge von Diphterie-Toxin und Antitoxin in deren Blutbahn, so tritt keine Giftwir-
kung ein. Dasselbe Cemenge aber dem Menschen injiziert, wirkt giftig. Dies ist ein
Beweis dafiir, dass es sich bei diesem Vorgeng nicht um einfache Absdttigungs-Vor-
ginge handelt, sondern dass das Medium einen gewichtigen Elnfluss ausiibt.

Die Bindung der beiden Kirper braucht 24 Stundon bei 15 Grad, dagegen nuvr cinc
Stunde bei 40 Grad. - Wenn man das Antitoxin im richtigen Verhdltnis auf einmal
zugibt, so wirkt es viel energischer, als wenn eg in zweimsliger Portion zur liHif-
te angewendet wird.

EHRLICH ungeht diese Kiippe durch die Annahma verschiedensr Toxine. Nach ihu
gibt es ein Toxon neben einem Toxcid und Toxin. Da: Toxin binde sich schlschter.
Aber nicht einmal das Toxin ist einheitlich: es setzt sich aus Prototoxin, Dsute-
rotoxin und Tritoxin zusammen, doren Bindefthigkeit in dor Reihnenfolge der Aufzih-
lung fallen soll. Am schlechtesten soll sich das Toxon binden. ~ In das weniger
- giftige Toxoid gehen die Ksrper beim Abbau verschieden rasch iiber. Das Tritoxin
soll sich am leichtesten verwandeln; dabei s0ll sich als Zwischenstufe das Hewi-
toxin bilden. Am schwersten umbildbar sei das Prototoxin, widhrend das Deuteroto-
xin zwischen beiden stehe.

Es ist ein grosses Verdienst von ARRHENIUS und LADSEN, diesem immer welter go-
honden Turmban imnmer neuer Toxine das Gesetz der Massenwirkung entgegengestellt
zu haben. Denn auch das Toxin-Antitoxin-Gemenge zeigt frisch hergestellt oder ver-
diinnt verschiedene Eigenschaften. Nur seine Bestlindigkeit beim Altern konnten sio
nicht-erkliren, doch bereitet auch diese der kolloid-chemischen Auffassung keine
Sohwierigkeiten.

ARRHENIUS und MADSEN heben mit Recht hervor, dass das Zusetzem vorschiedener
Mengen von Reagenz das Vorhandensein verschiedener Reoaktions-Kdrper vortduschen
kann, wihrend es sich dabei doch nur um Massenwirkungen handelt.
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' Bors!iure in Menge 1 zugesetzt neutraliuiere die HHilfte des Amonia.ks,

dann bindet die Menge 2 - 2/3 "
" on i m 3 - 3 /4 " "
n " " " 4 V o= 4 /5 " "

Hierzu einige Beispliele: Jequirity-Gilf, im richtigen Verh¥ltnis mit seinem
Antikdrper gemischt, wirkt erst nach einiger Zeit auf die Bindshaut. Wenn man die
beiden Kirper, obgleich sie der Menge nach abgestimmt waren, derart auf die Binde-
haut einwirken ldsst, dass zucrst das Serum und dann das Toxin zur Anwendung kommt,
8o treten trotzdem Giftwirlmngen auf. - Wenn man die Resorption des Serums durch
Zuga.be von Adrenalin verhindert, so kommt die Toxin-Wirkung allein im Tierversuch
zur Wirkung; dies ist ein Zeichen dafiir, dass die gegenseitige Bindung Toxin - An-
titoxin nur nach dem Ma.sgeuwirk\mgs—cesetz sta.ttha.tte und ungemein leicht spreng-
bar ist.

Filtriert man Mischungen von Schlangengift und Antitoxin durchk Filter, welashe
das Antitoxin zuriickhalten, so kann man unmittelbar nach dem Mischem noch Giftwir-
kungen erzielen, spiter dagegen nicht mehr. Da das Antitoxin geringere Hitsze-Be-
stindigkeit hat, so kann man die Bindefestigkeit auch durch Erwtrmenm auf 80 Grad,
wobei dleses unwirksam wird genau wie durch Filtration feststellen. - In diinnen
Kongentrationen erfolgt eine langsamere Entgiftung des Schlangengiftes als in
stidrkeren. In schwidcheren Konzentrationsen ist die Mioglichkeit des Zusammentretens
von Teilchen geringer.

Oben wurde von dem kolloidalen System Ton ausgegangen. Seine einfache Betrach-
tung zeigt, dass bei Kolloiden die Bindungen nicht fest sind, sondern durch
Schutskolloide gelsst werden kiémnen. Die frisch gefdllten Hydrosole sind dabei im-
mer leichter 18slich als Hltere Gele. Dafiir ist unter anderm das Ferrihydroxyd-
Gel ein wohl bekanntes und in der Pechnik der Darstellung meancher Eison-Priparate
sogar verwertetes Beispiel. Um z.B. Eisensaccharat und Eisenpeptonat herzustellen,
muss man frigch gefilltes Ferrihydroxyd-Gel verwenden.

Werden die Hydrosole aus den LSsungen gefHllt, 80 tritt eine allmihlige Ver-
grosserung ihrer Teile ein; im Anfang kann man sie leicht l¥sen, spiter dagegsn
schwer oder garnicht mehr. Bei der gegenseitigen Bindung welten keine streng stoé-
.chiometrischen Verhkltnisse; diese liegen aber innerhalb gewlisser Grenzen. In ei-
ner durch Rohrzucker igotonisch gemachten L3sung kann keine Himolyse auftreten.
:13 auf die Quellungs- und peptischen Vorgxnge habeu die Jonen einen starkem Ein-

luss.

Auf die optimale Wirkungsbreite eines Serums 1ist wahrgcheinlich die Erfahrung
mit gewissen Antigenem zuriickzufiihren, weclche bei der WASSERMANNschen Reaktion
zwar auf das Syphilis-S8erum wirkungslos sind, jedoch auf normales Serum einwirken.

Auch fiir unsere Auffassung der Zusanmngesetztheit der Immnk$rper wie der
Ant:lgone gibt es eine Reihe von Angabem in der Literatur. Wir haben oben von den
vielen durch EHRLICH geforderten Toxin-Abarten gosprochem. Viellejicht steokt im
diesen Anschauungen doch ein wahrer Kern. Mit dem Schlangengift kann man verschie-
dene Wirkungen erzielen, In ihm verhanden sind Himolyeir, Cyrtolysinm, die Blutge-
rinnung verhindernde Substanzen, forner thermostabile Neurotoxine und thermolabi-
le Himorhagine. Das Neurotoxin wirkt enf die Zentral-Nervensubstans, das Himorha-
gin zerstdért das Blut und die Epithelien. - Ebenso uneinheituch 1st dag Antito-
xin.

Ahnlich zusammengesetzt sollen die Prizipitine nach v. DUNGERN das Tetanus-
und Diphterie-Toxin nach v. DUNGERN und SACHS und die Agglutinine naoh JOES sein.
Uber diese Dinge kann man sich aus der medizinischen Literatur unterrichten. 8ie
stimmen gut iberein mit- dem, was wir eben {iber die Komplexheit der pflanzlichen
Antigene und deren Analyse durch die Kurven-Verliufe auseinandergesetzt haben.

DIE ENTSTEHUNG DER IMNUNKORPER.

'Es ist selbstverstindlich, dass wir uns schon frifh Gedanken iiber die Entste-
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bhung der Immunkdrper im Blut gemacht haben 1). De bei unsern Antigenen in ihrer
iibergrossen Vielzahl mit don regelmissig ihnen entsprechenden spezifischen Imrmn-
kérpern ein ungsheures Erfahrungsmaterial vorlag, welches das der Mediziner mit
ihren wenigen untersuchten Krankheits-Erregern weit iibertrifft, konnten wir uns
von Anfang an des Eindrucks nicht erwehren, dass die Anschauungen BUCINERS iiber
die Entstehung deor Immnkbrper durch Abban der Antigene im Blut zu Recht bestehan.
Nachstehend geben wir einige Gedankenginge zu dicsem Kapitel. Da dererlei Dinge
aber ausserhalb des Rahmens unserer Forschung liegen, so vurden sie nicht weiter
verfolgt und seien hiermit berufeneren Stellen unterbreitet.

Die Literatur ilber die WASSERMANNsche Syphilis-Reaktion enthilt verschiedens
Angaben, welcher unserer Meinung nach geeignot sind, einiges Licht auf die Entste-
hung dieser Kérper zu werfen. - Fiir die Nicht-Mediziner, denen diese Reaktion und
ihre theoretischen Grundlagen nicht unmittelbar geldufig sind, mige eine gansg kur-
ze Charakteristik folgen.

Das Prinzip der WASSERMANN-Resktion ist der Bedarf einer bestimmten, in jedem

~Falle wechselnden Menge von Komplement zu jedor Reaktion, ob sie nun in Hirolyse
bestehe oder anders goartet sei. Dieses Komplement wird durch die Reaktion ver- .
-braucht. Ldsst man pun auf eine bestimmte Menge Komplement, das eine Himolyse ge-
rade hervorrufen kamn, ein anderes auf Immunkdrper zu priifendes Gemenge von zu un
tersuchendem Serum und Antigen, deremn "fliichtige" Komplemente durch Erwdrmen be-
seitigt oder zerstdrt wurdem, einwirken, nock bevor die Hiimolyse eingesetzt hat,
80 wurde bei Eintreten der Reaktion das Komplement schon ganz oder doch teilweise
verbraucht und die Himolyse findet nicht genug Komplement. Deshald kann sie gar-
nicht oder nur unvollst:i.ndig erfolgan. Dies erkennt man am Absetszen von ungelds-
ten Blutkirperchéh in den Glicern. _ '

Als Antigen hat man zunichst nur Ausziige mit physiologischer Kochsalzlisung
aus syphilitischen Organen verwendet. Aber mit alkoholischen Ausziigen geht die Re-
aktion gerade so gut. Daraus folgt, dass es sich bei der 'ASSERIANN—Reaktion gar-—
nicht um Eiweiss-Korper, sondern vielmehr um "Lipoidkdrper" handelt.

Bald stellte sich ferner heraus, dass man auch Extrakte von nicht luetischen
Organen anwenden kann; nur wirken diese meist erst in stérkerer Konzentration.

- Endlich fand man, dass sich auch die "kiinstlichen Antigene'} wie Lecithin und
oleinsaures Natron zur Verwendung eignen. Wir midchten hier ganz besonders hervor-
heben, dass das 3lsaure Natron, wie alle aus pflanzlichen Ulen dargestelltem Stof-
fe, Phytolipoido, also Phytosterin etc enthHlt.

Nech diesen Erwdgungen méchten wir die WASSERMANNsche Syrhilis-Reaktion als
eine unter Komplemen4bindung verlzufnnde Reaktion auf lipcids bezeichnen.

Eg 1st den Mediztasrn bekanny, dass man bei der WASSERMANN~Reaktion einen spe-
zifischen Teil, fiir welchen die bel Lues auftretenden Linoide massgebend sein 35? -
len, und einen nicht spezifischen Teil, weclcher rjt jedemn Lipoid eintreten soil,
unterscheidet. Die Ausflockung der Lipoide durch Globulin des Serums soll bel ge-

- nauem Austitrieren keine der Komplement-Verankerung parellele Reihe geben. Da sber
die serologischen Reaktionen mehr oder minder Kolloid-Reaktionen sind, 80 ist mit
dieser Tatsache nicht allzu viel anzufangen, Mit SEELIGMANN sind wir der Meinung,
dass in einem Fall spezifische, im andein nicht spezifische Komplement-Bindung
vorliegen kamm. Ein Schutzkolloid muss nicht in allen Fillen die gleichen Knrven
zeligen.

Den spesifischen Teil der WASSERMANNschen Reaktion kdnnte mav daher als eine
kolloid-chemische Reaktion bestirmter ImmunkSrper auf bestimiate menschliche Lipoi-
de unter Adsorption von auf Himolyse als Schutskolloid wirkendem Komplement. be-
trachten. Diese Immunkdrper sind auf die, sagen wir bei "fettiger" Degeneration
infolge von Lues gus den Organen in grosser Menge erscheinenden Lipoide des Men-

schen eingestimmt. Sie sind vornehmlich bei lmes in bestimmten Stadien vorhandenm, |
kdnnen aber auch bei anderen Erln-ankungen (Iaepra, Malaria, Scharlach) in bestimm-

1) MEZ in Moz, Archiv I (1922), P 1'?'7 - '78 hier wird auch von den Immunk3drpern

als von den inm Blut entstehenddn “Verdauwgs-rrodukten" der Antigene gesprochen.
mmt 8ind dis hier vorgetragenen Anschaiungen bereits angedeutet.
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ten Stadien oder immer auftreten. Durch die spezifischen Lipoide wird die Reaktionm
am intensivsten hervorgorufen, durch dic nicht spezifischen nicht so stark. Auch
scheint die Komplement-Verankerung verschieden zu sein, Daboi mige dahingestellt
sein, ob die kiinstlichen Antigene weniger Lipoid enthalten und die andoren Stoffe
auf das System einen fallenden oder schiitzenden Einfluss ausiiben, oder ob diese
Stoffe an sich einen anders gearteten Einfluss auf Immunkdrper und Kompelment aus—~
iben.
' Fir s ist das Wesentliche, dass diese Immmkdrper bei bestimmten Krankhci-
ten immer oder nur in.bestimmten Phasen in hervorragendemn Masse auftreten. Da aber
im normalen menschlichen Kbrper stdndig Zellen zerfallen und dadurch, wenn auch
nur in geringen Mengem, diese spezifischen Lipolde erzeugt werden, so ist die Eig-
nung auch normaler Organe als Antigene erklidrlich. Andererselits miissen sich diese
Antikérper auch im normalen Blut vorfinden. Das beweisen die iiberstarken Antigene
aus luetischen Organen, welche mit syphilitischen Serem nicht, dagegen mit norma-
len Seren gut reagieren. Es wurde ja oben darauf hingewiesen, dass grosse Mengen
Antigen nur geringe Mengen von ImmunkSrpern brauchen.

Andererseits miisste es, wenn diese Gedankenginge richtig sind, miglich sein,
durch bestimmte Manipulationen das normale Serum mit Imrmnk8rpern anzureichern.
Dies ist FRIEDMANN tatsdchlich dadurch gegliickt, dass er normalen Seren die aus
ihnen gleichen Seren gefilltem Globulin-Fraktionen zugab. Die rnun an Immnk3rpern
reicheren Seren ergaben die WASSERI{ANNsche Reaktion.

Nach alledem handelt es sich bei der WASSERMANNschen Reaktion um eine Vermseh-
rung der in jedem Serem vorhandenen Komplement-Bindung bei Auftreten bestimmter
Krankhéiten, vor a2llem von lueg, wenn es auf gowisse, ebenfalls bei dieser Krank-
heit besonders vermehrte Inhaltsstoffe des Gewebes einwirkt.

Viel wesentlicher fiir die Auffassung von der Entstehung der Imunkbrper er-
scheinen uns Versuche von BRINK und STERN: Digeriert man ein normasles Organ mit
normalem Serum, ¢o kann das normale Sorum positiv auf die WASSERMANNsche Reaktion
einwirken.

Hierfir scheinen uns drei PErkl¥rungs-MSglichkeiten vorhanden: entweder, das
Serum wird mit den Inhaltsstoffen dorart angercichert, dass es die zur Erreichung
der Schwelle dem Antigen der Versuchs-Anstellung noch fehlende Antigen-Monge er-
h#lt., - Oder aber: im normalem Serum kreisen Formente, wolche die Eigenschaft be-
sitzen, absterbende oder abgestorbene Organe so abzubauen, dass die sich bilden-
den Abban-Stoffe wie ImmunkSrper (oder sagen wir besser: als Immmkdrper) umter
Komplement-Bindung mit andern Stoffen dieser Organe und dem Antigen des Versuches
reagioren. - Oder drittens: Die Abbau-Stoffe werden durch Autolyse von dem Organ
geliefort und haben die Eigemschaft, unter Einwirkung des Sorums auf Lipoide,
oder sagen wir vorsichtiger auf Inhaltsstoffe der Gewebe zu resgicren.

In unsern an zweiter und dritter Stelle aufgefiihrten Mdglichkoiten habdben die
Abbau-Produkte die Eigenschaft erlangt, formentativ die noch vorhandenen Inhalts-
‘stoffe anzugreifen. Wenn aber die Antigen-Mengen bei dor Versuchsanordmnung stel-
gen, so erfolgt Vergr8berung des Hydrosoles oder auch Prizipitation unter Komple-
ment-Bindung.

Un in diese Fragen etwas mehr licht zu bokommen, missen wir uns nach woiteren
Tatsachen auf dem Geblet dor Serologie umsehon.

Wenn unsere Annahme zu Recht besteht, dass Eiweiss-abbauende Stoffe vom S8e-
rum geliefert werden, so miissen bei gewiosen Zustdnden oder Kra.nkhoiten abbauen-
de Fermonte im Organismus in erhShtem Masse vorhanden sein.

Die Untersuchungen von ABDERHALDEN ijber die Abwehrfermente beweisen, dass
dies der Fall ist. Wenn diese Formente von manchon Praktikern als wegen ihrer
Nicht-Spezifitdt zur Stellung von Diagnosen ungeeignet erachtet werden, so kann
uns dios hier nicht stdren. Eine v8llige Spezifitidt wird sich bei der rclativen
Gleichheit im Orgen-Aufban ja auch kaum erwarten lassen; wir kdnnen nur eine Vor-
mehrung der Foerment-Wirkung auf bestimmte Gewebe erwarten. Bei unsoren {Uberlegun-
gen handelt es sich nicht um die Verwendbarkeit der Spezifitit zur Stellung von
Diagnosen, sondern darum, dass die Fermente, und zwar nach ciner bestimmton liich-

g nin, iiborhaupt vermehrt werden. - Auf diese Dingc werden wir spHter noch
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einmal zuriickzukommen haben. '
In einer grossen Zehl von Fdllen ist sowohl die Anwesenheit dieser Fermente

wie deren quantitative Spezifitdt im obigen Sinne sicher gestellt. - Hir dle mit
diesen Dingsn nicht vertrauten Naturwissenschaftler sei die ABDERHALDENache Metho-
de lurz umrissen:

Das Serum von Individuen in ungewohnten Zustlinden oder Krankheitem besitzt die
Bigenschaft, die diese Umstiénde bedingenden Fremdkdrper gleicher Art (also Placen-
targewebe bei Schwangerschaft, Krebsgeschwiilste) aufzuldsen. Die Organe, welche
die Reagentien darstellen, miissen durch Auskochem von allen ldslichen Stoffen be-
freit sein. Dadurch werden sie auch gotbtet, ein besomders wichtiges Momemt. Donn
in lebendige Zellen dringen diese Fermente nicht ein; sie sind daher keine "Abwehr-
formente" in des Wortes eigentlicher Bedeutung, sondern sie r¥umen im Kdrper mit
den abgestorbenen Elementen auf. Diese Fermentwirkung wird dadurch erkannt, dass
entweder das Serum durch Aufnahme optisch aktiver Abbau-Produkte seine Drshung der
Polarisations-Ebene vorHdndert hat, oder dass diese Stoffe dialysierbar sind und im
Dialysat durch "Eiweiss-Reagentien" nachgewiesen werden (Ninhydrin).

Dass das ein Vorgehen ist, welches natiirlich nicht Abbau-Produkte spezifischer
Art allein erfasst, sondern nuwr Abbau-Produkte iiberhaupt, liegt auf der Hand.

Wenn wir ein Tier mit einem artfremdem Elweiss~-Stoff immunisieren, 80 kann man
erwarten, dass solche Fermente in besonders hohem Grade vorhanden sind. Aber auch
im normalen Blut miissen sie, wenn auch in geringorer Menge, sich vorfinden, demn
im Kiérper findet Ja stédndiger Zerfall von Zellen statt und diese werden nicht nur
durch Fress~Zellen abgebaut. - Diese Fermente vermdgen aber die lebenden Zellen
nicht anzugreifen. Ob die Ursache dafiir in Gegenstoffen besteht, oder ob diese
"Alexine", wie wir sie in etwas weiterem Sinn mit BUCHNER nennen wollen, unfihig
sind, in das lebendige Plasma einzudringen, ist eine Frage fiir sich und soll hier
nicht behandelt werden. Auf jeden Fall rdumen diese Fermente zusarumen mit dem
Fress-Zollen unter den toten Elamenten auf.

, Diese normal nur in relativ geringer Menge vorhandenmem Alexine treten auf
Grund von Reizen in erhShtem Masse auf. Wir werden das noch an Versuchen gu zeigen
haben. '

Dafiir, dass die lebendigen Zellem im Kérper nur sehr langsam und schwer abge-
baut werden, gibt es eine Reihe von Belegen experimenteller Natur. Wir wollen hier
nur kurs einige Beispiele von ZIMMERMANN anfiihren, welche dic Unschddlichkeit der
lobenden Zellen, solange sie eben noch nicht abgestorben sind, und die Giftigkeit
dersclben Zellen, sobald sie abget8tot wurden oder auch (siehe unten) des betref-
fendon Blut-Serums erweisen.

Injiziert man peritoneal Tauben-Erythrocyten, welche man durch Auswachsen in
physiologiqcher Kochsalz-L¥sung vom Serum, also von toten Eiwciss~-Stoffen befreit
hat 350 werden sie rasch aufgenommen und das Versuchstier zeigt auf die Injektion
von 2.B. 18 ~ 20 ccm keine Schddigung. - Nimmt man dagegen 16 cem unausgewaschenos
Blut fiir gleich schwere Tiere, so treten die stirksten Anzeichen einer "Ferment-
Intoxication" auf: das Blut gerinnt in der Leibeshshle und der num erfolgende Ab-
bau ruft die schwerste Erkrankung des Tieres hervor.

Noch nach Monatem waren im Froschblut die BlutkSrperchen des Schafes nachzu-
welsen, die ohne Serum eingespritzt waren.

Nun selen einige eigene Versuche, die angeregt durch die Frage der Abwehr-For-
mente angestellt wurden, hier aufgefiihrt: '

Das vdllig blanke und nicht himolytische Serum eines Kaninchens wurde mit der
gleichen Menge eines physiologischen Kochsalz-(phK. im folgenden geschrieben) L¥-
sung-Auszugs 1 : 100 von feinst gepulverter Vaucheria versetst. Die Dauer der Ex-
traktion betrug 1/4'St.unde, worauf ganz blank filtriert wurde. Durch Zugabe von
Karbolsiure wurden unerwiinschte Unsetsumgen durch Bakterien etc. verhindert. - Be-
relits nach 12 Stunden machte sich ein YNiederschlag geltend, der v51lig einer Pridzi-
pitation glich. Schon nach 24 Stunden hatte sich dieser Niederschlag aber wiedor
vollkommen geldst. Das Serum hatte nun jenem opaken Schimmer bekammen, wie man ihn
bei zu frither Blut-Entnahme nach Antigen~Einspritzung beobachtet. Nach 2 Tagen hat-
te sich wieder ein Niederschlag gebildet; welcher aber viel geringer war als der
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- zuerst aufgetretene. -~ Ein Kontrollglas Extrakt und ein auf gleicho Konzentration
gebrachtes Kontrollglas Serum waren innerhalb der Versuchszeit klar geblieben.

S0 war eine "Prizipitation" durch Digerieren von Serunm mit Antigen entstanden,
und dies ermutigte zu weiteren Versuchen.

DIX HERSTELLUNG VON 'IMMUNKORPERN "IN VITRO".

Wir nahmen ein etwas hiimolytisches Serum eines Tieres, das gehungert hatte.
Auf je 0,8 ocm kamen im ersten Glas 1 ccm Extrakt aus entfettetem Cuocurdita-Samen
1l : 100, im zweiten Glas 1 : 200, im dritten Glas 1 : 400, im fiinften Glas 1:800.-
Das filnfte Glas erhielt 1 cem phK.-Lisung und endlich das sechste nur -den Extrakt
1 : 100. Dadurch, dass alle Materialien, sofern sie Ursache zur Infektion hitten
geben kdnnen, durch Hitze oder lange Bebhandlung mit Ather (behufs Entfettung) ste-
rilisiert worden waren und dazu noch der Gehalt der Versuche auf 0 4o % Karbol ge-
bracht war, erscheint das Auftreten von Bakterien resp. durch sie bedingtem Ei-
welss~Abbam ausgeschlossen.

Die gresse Mengen "Antigen" fiihronden Gldser gaben zuerst eine opalescente
Triibung;+ die verdiinnten L¥sungen folgten allm#hlig nach. Die Trifbungen verdichte-
ten sich, man mdohte sagen, die Kolloide wurden griber; besonders in dem seitlich
hineingehenden Lichtkegel eirer lupe ist diese das TYNDALL-Phaencmen gebende Er-
scheinung zu beobachten.

80 trat also ein sich immer weiter vermehrender Nioderschlag auf..Bis zum Ende
des zwoiten Tages blieben die Kontrollen klar; solange konnten algo die Versuche
gewertet werden. Dann aber kam eine Triibung der Serum~Kontrolle und der Versuch
wurde abgebrochen.

Genau ebenso verfuhren wir mit dem Ansctzen eines Cuaurbita-kntigens mit dem
Serum eines Tieres, welches mit dem Lebermoos Plagiochila am Tag vorher injiziert
worden war. Es hatte einen sehr starken "idiosyncratischen" Schock erhaltem, der
aber am nHchsten Tag itiberstanden war. - Da wir nach den Erfahrungen mit den Ab-
wehr-Fermenten annehmen konnten, dass ein Tier in diesem Zustande besonders reich
an Alexinen sein miisse, s0 verw:=ndeten wir dies (etwas hh'molytische) Scrunm. - Cu-
ourbita und Plagtochila stehen sich verwandtschaftlich dermassen fern, dass an ei-
ne Verwvandtschafts-Reaktion nicht zu denken ist.

Wie bei dem vorigen Versuch mit dem Normal-Serum erschienen wieder Triibung
und Niederschlag, nur trat dies viel frither ein, Nach einiger Zeit aber zeigte
sich, dass der Niederschlag sich wietier 18ste. - Als sich das Kontroll-Serum nash
48 Stunden triibte, wurde der Versuch zundichst abgebrochen und des durch Digestion
- mit Cuocurbdita erhaltene Serum auf seine Cuycurbdita-Spezifitidt gepriift. - -Es stell-

te sich heraus, dass in vitro ein Immnserum von Cucurbite entstanden war, wel-
ches weiter unten in seinen Reaktionem genauer behandelt werden wird.

Gleichfalls wurde das Serum eines Tieres, welches mit Riccia immmnisiert wor-
den war, vorgenormen. Das Tier hatte die erste Spritze mit 0,02 g Suspension
feinst gepulverter Riccia ohne Schaden ertragen; eine zweite gleich hohe Dosis
war ebenfalls ohne erkennbare Einwirkung geblieben. Erst emf die dritte, 0,05 g
batragende Gabe war ein michtiger anaphylaktischer Schoock eingetreten. -~ Nach
Ablauf desselben wurde eine Probe-Blutabnahme durchgefiilrt; es war eine schwache
Immunisation zu konstatieren, welche (Ablesung nach 12 Stundem, 0,1 ccm und 1 ocm
Antigen-Lysung in phK.) folgende Werte mit Riccia selbst orgab:

1 : 100 1 : 200 1 : 400 1 : 800 1 : 1600
2 2 1 tr -

Dieses Serum wurde anderweitig zu Prizipitationen gebra.udht; daher konnten .
nur geringe Mengen davon su unsern hier darzustellenden Versuchen Verwendung fin-
den. .

Auf 0,4 com des Serums, welches vollkorxien blank und farblos war, kam nun
wieder Cucurdita-Eiveciss als Antigen: im 1. Glas = 1 : 100, im 2. Glas 1 : 1000;
im 3. Glas 1 cem phK.-Lésung; das letzte Glas war Antigen-Kontrolle.
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Der Ausschlag des in diesem Falle in vitro entstandenen Cucurbita-Immnserums
war genau derselbe, wie der mit dem nach ":ldiosy;ﬂu'a.tischem" 8chock gewonnenen Im-
munserun.

Aus diesen Versuchen konnten wir ableiten: Jedes normale Serum enthilt gerlnge
Mengen von Stoffen, welchs fermentartig auf fremde Piweiss-Stoffe einzuwirkenm ver-
mégen; bel Tieren jedoch, welche unter der Eimwirkung einer (mit anderem, v8llig
fremdem Eiweiss orzeugten) "idiosynkratischen" oder "anaphylaktischen" Bispositiaon
standen, waren diese Stoffe vermehrt. - Bei den Versuchen wurden absichtlich rela-
tiv grosse Serum-Mengen zur "Verdauung" der Antigene verwendet.

Zweitans zeigte sich bel diesen Versuchen, dass bei der Einwirkung der Sera
auf die Antigens zunlchst Stoffe entstehen, welche geeignet sind, als erstes das
Antigen su fillen, wobei die entstehende FHllung sich nachtriglich wieder lost.

- Bs kann keinem Zweifel unterliegen, dass diese Féllung und dann bei griésserer
Binwirkung folgende Lisung eine grosse Ahnlichkeit mit den Prigipitationen hat.
Der Schluss dridngt sich auf, dass zundchst in vitro kleine Mengen von "Immunkds-
pern" gebildet werden, welche solange nicht zur sichtbaren Reaktion fithren, a.ls
‘das Antigen noch als Schutsz~Kolloid wirkt.

Findet diese Schutzkolloid-Wirkung nicht mehr statt, so erfolgen Ausflockungen,
welche zun¥chst nur grodb disperse Sole darstellen. Die Erzeugung von Immnk3rpern
aus dem Antigen geht aber weiter und fiihrt zu deutlichen Ausflockungen. - .Bildet:
sich aber eine grissere Menge voh Immunkérpern, 80 wirken diese wieder als Schutez-
Kolloid und das Prizipitat lﬁst sich wieder mehr und mehr zu einem grob dispersen
Sol.

Div Analogie war so fra.ppant, dass wir es, a.llerdings ohne zunichst eine umbe-
dingt beweisende Reihe zu erhalten, versuchten, mit diesem "kiinstlichen, in vitro
erhaltenen Immunserum” spezifische Reaktionen ansusetzen.

Hier miissen wir die oben lkurz erwihnten Ergebnisse der bel Besprschung der
WASSERMARNN-Reaktion geschilderten Digestion von normalen Organen mit Normsl-Serum
heranziehen. Sie haben ganz sichere Komplement-Bindung ergeben. Die Erklérung die-
ser Versuche lag darin, dass im Scrum abbalende Stoffe vorhanden sind, wobei dia
entstehenden Abbau~-Produkte die Eigenschaft haben, mit den Inhalts-Stoffen der
luetischen Organe und gleichfalls, wenn auch schwicher, mit denen der normalem Or-
gane awu reagieren.

Werden diess Versuche zur Erzeugung kiinstlicher Prﬂzipitationen und deren par-
tislle Lssung gowiirdigt, so lag der Verdacht nahe, dass sie eine Parallele zu un-
sern Erzeugungen "kiinstlicher Imzunisationen in vitro" darstellen.

Wenn wir die hypothetisohe Annshme machen, dass in dem Reagonzglase durch die
Binwirkung irgendwelcher Fermente (seien 6s nun die Abwohr-Fermente zur Zerstdrung
abgestorbener Elemente des Kirpers, seien es Verdauungsfermente, wslche das Pepton
oder die Albumosen odér gar geringe Mengen noch hoéher konstitulerter ins Plasms
gedrungener Eiwoiss-8toffe weiter abbauen), Imrunkdrper als Frilchte erzeugen, so
miis ste nach unsern BErwidgungen und Erfahrungen dor Vorgang etwa folgendermasson
verlaufen: ~ ‘

Sobald dic Menge des Prﬁzip:ltins 80 gross geworden ist, dass das Antigen kei-
ne Schutgkolloid-Wirkung mehr auf das Pra.zipitat. aus zuiiben - vermag, russ eine Tril-
bung auftreten. Mit fortschreitender Vermehrung des Pr#zipitins wichst die Grosse
des Hiederschla.ges. Sobald ein bestimmtes Optimum #iberschritten ist, nimmt die
Menge des Niederschlages wieder ab, weil nummehr das Prézipitin als Schuts-Kolloid
wirkt. Der Endpunkt witrde seine vollstindige Lssung sein. Da es sich aber (wie
oben ausgeftihrt) bei unsern Untersuchungen wohl niemals um eiufache Eiweiss-Stoffe,.
" sandern stets um eine Vielszahl von Antigenen handelt, so wird dieser Endpunkt
‘nicht s> unmittelbar in Erscheinung treten. Am Anfang des Auftretens wie vor der
vblligan Losung muss ein Bydrosol von geringer Dispcrsitiit zur Wahrnehmyng kommen.
Dic ‘I8sung wird eine deutliche Opaleszenz, ein starkes TYNDALL-Phinomen besitzén.
Erst eine solche lisung enthielte das Prazipitin im Uberschuss. Doch kann dieger
Moment nie villig in Erscheinung treten, well mit dem fortschreitenden Abbau auch
die Eiweiss-Stoffa des Sorums selber dem Abban u.nterhegen. Dio PrHzipitation,
oder sagen wir bYessor die Auto-PrHzipitation, kommt erst sehr spdt in Erscheinung,
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denn die Masse des Auto-Antigens ist sehr gross und wirkt deshalb als Schutz-Kol-
loid. Wenn das in Erscheinung tritt, dann wird das unveriéinderte Serum trtibe. Dies
ist auch wirklich der Fall. duch beéi diesem Vorgang sieht man das allmihlige immer
mehr beschleunigte Ausféllen, aber zur Wieder-Lisung konmt es meist nicht, weil
die Fermente eher ihre Wirksamkeit verlieren.

Mit diesen theoretisch abgeleiteten Erscheinungen stehen nun Uie tatsdchlichen
Bofunde bei solchen Untersuchungen in allerbtester Ubereinstimmung.

Von besonderef Interesse sind die Eraschelnungen in den PrHzipitations-Versu-
chen mit Immunserum, sofern man die Baobachtungs-Dauer {iber 12 Stunden ausdehnt.
Eine solche lédngere Dauer der Beobachtungen haben wir bei unserm praktischen Un-
tersuchungen bisher niemals stattfinden lagsen, weil wir uns bisher von den dann
eintretenden Erscheinmungen kein theoretisches Bild machen konnten und die unter
solchen Bedingungem beobachteten Abweichungen von den nommalen Rogktionen su deu-
ten nicht imstande waren.

Wird die verlingerte Beobachtungs-Zcit cingefiisrt, so kann man das immer mehr
sich verstirkende Ausfallen von PrHzipitationem beobachten. Da diese Versuche aber
noch anderes zeigten, was von Wichtigkeit ist, so migen einige Reihen derselben
hier aufgefiihrt werden. Es handelt sich um eine sohr schwache Immunisation mit
Plagtoohila. Die Versuche dienten zur Feststellung der Verwandtschafts-Verhiltnis-
se innerhalb der Lebermoose.

In der ersten Reihe der folgenden Tabellen sind die Ablesungen nech 12 Stun-
den, in der zwelten die nach 36 Stunden, in der dritten die nach 56 Stunden einge-
tragen. - Die Vertikal-Reihen bedeuten: die erste 1 com Extrakt 1 : 200, die zwel-
te 1 : 300, die dritte 1 : 400, die visrte 1 : 500. - In dor fiinften Vertikal-Rei-
he ist angegeben die Reaktion von 1 com Extrakt 1 : 200 mit dem Serum eines norma-
len Tieres. - Die Versuche liefen nur so lange, als das Immunserum allein klar
blieb. In die Gl¥ser 1 - 4 waren Je 0,1 ccm Immunserum gugegeben.
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Nur unserer theoretischen Erwigungen wegen kommen wir hier auf die nach linge-
rer Zeit gemachten Ablesungen, denn sie sind fur uns hier von grosser Bedeutung;
bei wnsern gewshnlichen Verwandtschafts-Reaktionen vermeiden wir die spiiter ein-
tretenden Komplikationen ganz allgemein, indem wir mur die Ablesungen nach 12 Stun-
den beriicksichtigen.

Bei den spiteren Ablesunger finden wir zunlichst, dass sich die Niederschlige
vergrissern. Dafiir gibt es unserer Meimmng nach nur die einzige Erklirung, dass
7as S8erum fortfihrt, die Eiweiss-Stoffe abzubauen.
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Zweitens erscheinen nun die oben bereits besprochenern Doppelkurven. Es werden
bereits entstandene NiederschlMge wieder geldst. Aber in denselben Gldsern erschei-
nen dann die Niederschldge von neyem. Das sind Erscheinungen, die uns zunlchst un-
erklirlich waren, welche aber unsere jatzigen Anschauungen iiber ein Fortschreiten
des Abbaus der Eiweiss-8toffe durch das Serum erheblich stiltzen und unter diesem
Gesichtswinkel ihre Erkl#rung finden. Wenn der Reihe nach fiir alle verschiedenen
Stoffe des Idioplasmas nacheinander die Kurven erzeugt und weiter verschoben wer-
den, so miissen solche Gesamt-Reaktionen eintreten.

Ist nun die Annahme der Erzeugung von Immunkdrpern als Abbauprodukte der Anti-
gene richtig, so muss ein Ansatz, wie er in den Versuchem mit Seren vorlag, die
lange Zeit unter Karbol-Sterilisation auf Antigene einwirkten, geeignet sein, so-
wohl Conglutination wie PrHzipitation hervorrufen. - An diese Yersuche sind wir su-
niichst sehr skeptisch herangegangen.

Nach l4-tHgigem Stghen der Versuchs von Tieren verschiedener Zustiinde wurden
die nooch vorhandenen Niederschlige durch Filtration besejitigt und das erste und
dritte sowle das zwoite und vierte Glas zusammengenommen mit phK-Lisung anf das
zehnfache Volumen verdiinnt. Die Zugabe von 0,5 % Phenol versteht sich von selbst.

Mit den 80 hergestellten kiingtlichen, in vitro erzeugten 8S8eren vurden darauf
Conglutinations-Versuche in dor von uns allgemein geilbten Weise vorgenommen, nur
vurden die Mengen der "kiinstlichem Immunsera" etwas grisser gewidhlt, weil wir die
allzu grosse Verdiinnung fiirchteten.

Das Extrakt war aus Cucurbi{ta~Samen, die mit Alkohol und Ather ausgezogen ge-
‘weBen warem, im Verhiltnis 1 : 200 angesetszt. Folgende Ergebnisse fielen:
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ldiosycratisches 8erum, Glas 1 und 3.

Imrunserum Extrakt 20" 40" 60" 90" 120" 150!
0,3 oom 1l cenm 0 0 tr tr tr tr
0,15 ccm l com 1l 1 1 1 2 1l
0,1 com ) cem o 1 1 1 } 1
0,05 ocm 1 cem o 0 1 1 1 1
0O . ocom l com 0 0 0 0 0 0
0,3 ccm 0 com 0 0 0 o 0 0
Idiosyncratisches Serum, Glas 2 und 4.

Imomans erum Extrekt  20° 30' 60! 90'  120' 150
0,3 cocm 1 ccm 1 1l 1 1 1 1
0,15 com 1l oom 0 1 1 1 1 1
0,1 ocom 1 oonm 0 0 0 1 1 1
0,05 com 1l cem 0 0 ) 0 tr 1
Q ocm 1 occm 0 0 0 0 0 0
0,3 ocom 0 com - 0 0 0 0 0 0

Himolytisches Normalserum, Glas 1 und 3.

Imuungerun Extrakt 20° 40" 60" 90" 120" 180"
0,3 cca 1 cenm tr 1 1 1 } 1
0,15 cem 1l com tr 1 1 1 1 1
0,1 cca 1 com 0 tr tr tr tr tr
0,06 com 1 com 0 0 0 0 tr tr
0 cem 1 ocm 0 0 -0 0 g 0
0,35 com 0 com o ) o 0 0
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HEmolytisobag Normalserun, Clas 2 und 4.

Immmserum Extrakt - 20 40° 60°* 90* 120* 150°
0,3 oom 1l cem 0 tr tr tr tr tr
0,15 ocm 1 cem 1l 1 1 1l 2 2
0,1 ocm 1 cem tr 1 -1 2 2 2
0,05 cem 1l com 0 0 0 tr 1 1
0 cem 1 com 0 (¢} 0 0 0 0
0,3 ccm 0 cem 0 ] o 0 0 0

Riociaserum, Glas 1 und 3.

Immnserum Extrakt 20' 40" 6o0* 90" 120" 150°
0,3 oocm 1 om 1 1 1 1 1 2
0,15 com 1 oom 0 V) 0 0 tr tr
0,1, ocmm 1l cen 0 0 0 0 0 o
0,06 oom 1 com 0 0 0 0 0 Y
0 com 1l com 0 0 0 0 0 0
0,3 ecm O cem 0 0 .. 0 0 0 0

o > - . -—

 Ricclaserum, Glas 2 und 4.

Immungerum Extrakt 20°' 40° o0 90 120 150"
0,3 com 1 cem 0 tr tr tr tr tr
0,16 oom 1l com 0 0 Y tr tr tr
0,1 cem 1 oom 0 0 0 1 1 1
0,08 ccm 1 omm 0 0 0 1 1 1
0 com -1 com 0 0 0 0 0 0
0,3 0 cem o 0 -0 0 0 0

cem

Diese unzweideutigen Ausschlige der Conglutination ermutigen uns nun vollends,
das Serum auch noch auf Spezifitdt zu untersuchen. Um véllige Objektivitdt zu wah-
ren, liessen wir die AnslHtze durch einen Doctoranden des Instituts anfertigen. Das
Ablesen geschah in vlliger Unkenntnis des Gehalts der Gldser, wie das jJa immer in
ungerm Institut iiblich ist. Das nqoch vorhandene Serum wurde aus allen zusammenge-
gossen, da die Menge sonst nicht =ausgereicht hitte. '

u
n
n
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[]
]
[]
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i
]
[
[}

.’8"331,1”’-'.8.‘..:’.ﬂ======8’====888==332=======2==============’ -----
Cucurbdbita - S . 2 1l 1 tr 0 0 0 0 0
Carica 2 1 p 2 0 0 0 0 0 0
Vatica 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
Turnera 2 2 2 1l 0 0 0 0 0 0
Canella 1 1 @ 0 0 0 0 0 0 0
Viola 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
Passiflora. 3 2 1 1 (] 0 0 0 0 0
HBypericum tr 3 "1 0 0 0 0 0 0 0
Dillenia 2 2 0 0 0 0 o 0 0 0
Styrax tr 0 0 0 o] 0 0 0 0 0
Coratula 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Carmpanula 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Reseda 1 1 tr tr 0. 0 0 0 0 0
Lomacia - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Vaucheria,. 0] 0 0 0 0 0 o . 0 0 0
berispermum o ... ____¢ __0 0. 0 0 0 0 0

- - et o e -
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Die Ergebnisse dieses kiinstlich in vitro hergestellten Cucurbtte-Ilmmunserums
beziiglich der Verwandtsshafts-Resktionen der Cucurbitaceen decken sich vollstindig
mit den frither bereits von PREUSS (Cohn's Beitr. XIII, 1917) verdffentlichten, mit
"patiiriichem” (d.h. durch Immmisation eines Tieres mit Cuourbitad gewonnenem) Im-
mmserun erzielten. Insbesondere tritt mit diesem "kiinstlichem" Immmnserum klar die
nahe' Verwandtschaft der Caricaceae, Turneraocece (von PREUSS nicht -nntersucht):-, Pas-
sifloraceae mit den Cucurditaceae, aber auch deren Beziehungen su andern Farieta-
les-Formenkreisen sowie zu den Campanulatae hervor.

Wir kénnten ferner zur Untersgtiitzung und zu weiveren Beweisen flir die Spezifi-
t¥t der auf dem angegebenen Weg, durch Verdauung der Antigene mittelst Normalserum
(resp. idiosynkratisch resp. anaphylaktisch aktiviertem Normalserum) gewonneneh
‘kiinstlichen Immunsera die Ergebnisse heranziehen, welche ausgehend von Didspyros,
Styrax, Campanula, Fraoxinus, Viola, Reseda, Podophyllum, Rarunculus, Nenilsperwmum
und Chrysophyllum als Lieferanten des der Beeinflussung durch Normalserum unterwor-
fonon Antigens gewonnen wurden. Sie ermbglichten, die Ergebnisse der Untersuchun-
gen von PREUSS iiber die Parietales nachzupriifen und zu bestiitigen; das Ergebnis war
also eine v8llige Verifikation des von uns aufgestellten sero-diagnostischen Stamm-
baums in seinen wesentlichen Aussagen iiber die Parietales und damit die Sicherung
der Tatsache, dass die "kiinstlich" in vitro erzeugten Immnsera die gleichen Reak-
tionen geben wie die "nmatiirlichen", durch die Versuchstlere erseugten; demmach die-
selben Kirper darstellen. - Auch bei Gymnospermen wvurden mit einem "Kunstserum",
von  Picea ausgehend, Frgebnisse erzielt, welche nicht nur die Angabem von KIRSTEIN
(Mez, Arckiv II, 1922) und MISCHKE (Mosz, Archiv XI, 1925) bestitigten, sondern
insbesondere auch durch bessere Differenzierung der Abietineae wesentlich erghnz-
ten. Die Bedeutung der "Kunstsera" fiir die Verwandtschaftsforschung wird bald gris-
sor werden als die der "Natursera".

Damit sind die ersten "kiinstlichen" Imrmnsera hergestellt worden. Die von MEZ,
Archiv 1, 1922, p. 192, zuerst gedusserte Vermutung, "dass es sich dabei um eine
fermentartige, durch das (Immun-) Serum bewirkte Umwandlung der Eiweiss-Kdérper des
Extrakts, tm eine ImnunkSrper-Bildung in vitro handelt",  hat ihre experimentelle
Bastitigung erfahren. '

THEOHETISCHE FOLGERUNGEN AUS DEN EXPERIMENTEN MIT
KUNSTLICE ERZEUGTEN IMMUNKURPERN.

Es besteht somit die Tatsacha zu Recht: Die Alexine und Abwehr-Fermente des
normalen, besser moch eines idiosynkratischen oder anaphylaktischen Tisras sind im-
stande, die artfremden Eiweiss-Stoffe abzubauen. Diese Abbau-Stoffe odsr -zum minde-
sten oin bostimmtes Stadium der sich béim Abbau entwickelnden Kette besitzen die
Eigenschaft, als Immunkbrper zu wirken. Sie sind spezifisch.

Demmach sind dimsse Immunstoffe nicht die Resultanten von Reizen, sondern der
auf das Tier ausgeiibte Reiz fithrt nur zu einer Vermehrung der (neutralen, nicht
spezifigchen) abbauonden Fermente und deren Einwirkung auf die Antigene erseugt
die Immunkdrper. :

Der bereits von BUCHNER ausgesprochene Satz: "Die Antitoxine sind nichts als
entgiftete Toxine" hat demnach durch uns seine expsrimentelle Bestdtigung erfahren.
" Wir wollen uns nun des weiteren noch nach einigen Erfahrungen umsehen, welche

von unserm so gewonnenen Standpunkt aus ihre Erkldrung finden kSnnem:

MICHAELIS und OPPENHEIMER fanden, dass eine Verdauung mit Pepsin-Salzsdure Ei-
weiss-Stoffe ungeeignet macht, im Reagenzglas als Antigen zu wirken. Aber mit die-
sen als Roagenz ungeeigneten Peptonen kann man nichtsdestoweniger im Tier Antito-
xine erzeugen. ]

Perner: durch Binspritsen von Toxihen, welche durch Antitoxine unschiéddlich ge-
macht sind, kann man von neuem Immunkdrper erzeugen.

Auch scheint uns die ganze Fremd-Eiwelss-Therapie mit den hier angestellten
Erwiigungen in innlgem Zusammenhang zu stehen: durch Injektion irgendwelcher Ei-
welss-Kérper werden die Abwehr-Fermente im Blut stiirmisch vermehrt; diese wirken
nun auch suf eingedrungene Krankhelts-Erreger und erzeugen aus ihner spozifische
InmunkSrper. : i
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Die von MATTHES zuerst empfohlens Fremdeiweiss-Thorapie kann man etwa wise
folgt kennzeichnen: sie ist auf den drei grossen Gruppen: Eiweiss, Lipoid und
FPott aufgebaut und richtet sich nicht gegen oinen bestimmten Krankheits-Erreger,
sonderm 1st iiber diese enge Begrenzung hinaus auf den ganzen KSrper eingestellt.
Diesen durch die rasche, energische und nachhaltige Steigerung aller seiner Abwehr-
krifte ungesiumt wehrhaft zu machen und auf solchem indirekten Weg zur Uberwindung
von Krankheiten gu befihigen 1st Zlel und Zweck dleser Eingriffe. Durch eine sol-
che verhdltnismissig harmlose Binwirkung auf den Kdrper erfolgt eine rasche Um-
stimmng des gesamten Organismus, bestehend in {fberaus starker Vermehrung der
(nicht spesifischen) Abwehr-Fermente; darauf folgend die erhthte Einwirkung aut
die Krankheits-Erreger, gefolgt von schnellerer Entfieberung und Abkiirzung der
Krankheits-Dauer.

Dieses Verhalten ist belegt durch unsere Erfahrungen mit dem rascheren und
vollstéindigeren Einwlirken anaphylaktischer oder idiosynkratischer Serem, welche
diese Elgenschaften durch irgend ein beliebliges Eiwelss erhalten hatten, auf die
"Verdauung" der Antigens in vitro (siehe oben); das Verhalten des Ksrpers bei der
"Fremdkérper-Therapie” ist ein schlagender. Beweis dafiir, dass nicht die AntikBr-
per in ihrer ganzen Spezifitit durch den auf den Organismus ausgeilbten Reiz er-
zeugt worden, sondern nur die Fermemte, welche nun ihrerseits auf die Fremdstoffe
einwirken und aus ihmen die spezifischen Antikdrper erzeugen. Was wir einspritzen,
ist letzten Endes einerlei; es muss nur geeignet sein, eine Relzwirkung amnszulld-
sen, die zur Bildung von Abwehr-Fermenten fihrt.

Abweichend von den unter den Medizinern herrschenden Anschauungen hat MEZ (in
Mcz, Archiv I (1922) p. 177 - 1%8) mit BUCHNER betont, dass die spezifischon Im~
munkrper aus dem Antigen stammen, durch Abbau desselben hervorgebracht werden.
MEZ war ausgegangen davon, dass die Tier-eigene Bildung der Antikdrper nur denk-
ber sel bel solchen Antikdrpern, welche gegen verbreitete Krankheitem spezifisch
sind und die "eigene" Antikdrper daher durch Selektion im phylogenetischem Sinn
erworben habem kénnten, nicht aber beli solchen Antikdrpern, welche auf das Bi-
weiss von Pflangen spezifisch wirken, die nachweisbar niemals mit dem tisrischen
Organismus in Beritihrung gekommen sind. Mit solcken aber haben wir von jeher bai
unsern Arbeiten iiber die Verwandtschaften der Pflanze zu tun gehabt. - Nun gewin-
nen diese Ansichten durch unsere Erzeugung "kinstlicher" Immunkdrper in vitro ih-
re sichere experimentelle Begriindung.

DIE SERO-DIAGNOSTISCHE VERSUCHSANORDNUNG.

Nach dlesen Erfahrungen mit der kiinstlichen Darstellung von Immunk8rpern
durch "Verarbeitung" oder "Verdauung" von Antigenem durch Normalsera erscheint
es angebracht, eimmal die Vorsuchsanordnung unserer serologischen Experimente
von Neusm zu betrachten. Wir wollen auch hier bei der von uns am meisten geiibten
Prizipitation bleiben. '

Besonders bei deren Form als Conglutination war man bisher der Meinung, das
im Rinderserum enthaltene Conglutin beschleunige die sonst nur langsam verlau-
fonde FEllung. Gleichgzeitig solle die grosse Menge des im Rinderserum enthalte-
nen Komplementes die Fidllung sicher stellen. Aber dariiber, dass beobachtungsge-
miss ein Uberschreiten der Dauer von 150 Minuten der Einwirkung fir die Brauch-
barkeit dor Reaktionem zu Schliissen iibor die Verwandtschaften sch¥dlich war,
konnte man sich kelne Vorstellunsen machen. Aus welchem Grund trifbem sich nach
den als Reaktionsspanne empirisch festgestcllten 150 Minuten die Kontrollen? -
Wir hatten uns zurecht gelegt, im Laufe der Zeit wirke ebem das Conglutin auch
okne Gegenwart von Immunkdrperm fillend auf die Eiweiss-Stoffe. Aber dies war
offenbar nur eine Umschreibung des empirisch gofundenen Verhaltens, also keine
Erklirung.

Von unserm nun gewonnenen Standpunkt aus wird das vielleiocht verstindlioh.
Die Reaktion diirfte auf folgende Weise zustande kommen: Jedes Serum enthilt nur
eine gowisse Menge von Immunkd3rpern. Daneben sind darin aber anch noch Alexine
rorkanden, welche wdhrend des Versuches aus dem Antigen neue Immunkdrper ergeu-
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gon. Eine spezifische Reaktion rufen von beiden natiirlich nur die von Anfang an
vorhandenen Immunk3rper hervor, denn die nachher erzeugten stimmen mit den erst-
vorhandenen nur dann Hberein, wenn die Rtick-Reaktion mit der Ausgangs-Spezies ge-
macht wurde, nicht aber bei Verwandtschafts-Reaktionen, insbesondere mit ferner
stehenden Formenkreisen. .~ = ' '

 Unter allen Umst#nden entstehen aber bei der Einwirkung der Alexine auf die
bei .der Verwandtschafts-Reaktion verwendeten Eiwsuiss-Stoffe dann Fgllungen, wenn
die Zeit der Einwirkung lang genug war: die an .sich unspezifischen Alexine erzeu-
gon allmihlig spezifische, aber iiber die Verwandtschaft des erst verwendeten Ei-
woisses nichts aussagende, sondern mit den Reaktions-Eiweissen zusammengehirige
ImmunkBrper. Das sind dann Fehler, die nur durch die genaue und empirisch ermit-
telte Beobachtung der Einwirkungs-Zeit ausgeschaltet wurden. .

Auch durch bei den Reaktiomen stets mitlaufende Kontroll-Versuche schiitzen
wir uns vor solchen Fehlern: durch den Ansatz von Eiweiss-Arten, von denen wir ab-
solut sicher wissen, dass sie in keiner irgendwie vorhandenen n¥heren Verwandt-
schaft mit dem Ausgangs-Formenkreis stehen (z.B. Endglieder fernstehender Zweige
der Phanerogamen, niedere Kryptogamen bei Reaktionen mit Gymnospermen etc.) Dann
miissen neben den positiven Reaktionen mit Verwandten auch negative mit nicht Ver-
wandten vorhanden sein. Enthdlt ein Serum eine ifbergrosse Menge von Alexinen, so
wird es letzten Endes, besonders, wenn die Reaktionszeit geniigend lange bemesasen
wird, mit allen Eiweiss-Arten eine F#llung erzeugen. Wir haben stets nur solche
Reaktionen gewertet, bel denen neben den positiven auch negative vorhanden waren;
die Wertung der positiven durfte niemals l¥nger statthaben, als bis in einem si-
chér ferm stehenden und erst negativen Eiweiss die erste Triibung auftrat. - Dies
ist in praxi dasselbe, n¥mlich die Bildung von Immunstoffen aus dem Reaktions-
Eiweiss, was uns zu der von Anfang an stets getibten Praxis der Kontrolle: Normal-
serum plus Antigen brachte: wird dieses Probeglas triibe, so ist dies ein Beweis
dafiir, dass in vitro Immunstoffe erzeugt wurden; ihr Auftreten muss alle Verwandt-
schafts-Reaktionen illusorisch machen. Deshaldb wurde jeder Versuch, bei dem Trii-
bung dieser Kontrolle eintrat, verworfen. - Uber eine andere Art, diesen bei Ver-
wandtschafts-Reaktionen verhiingnisvollen Fehler zu vermeiden, wird weiter noch
unten gehandelt werden. .

Die Ursache dafiir, dass wir mit dem Schlachten des Tieres wenn irgend mSglich
6 Tage nach der letzten Spritze warten, liegt darin, dass nach dieser Zeit die
Abwehr-Reaktion im KSrper schon einigermassen abgeklungen ist, die Alexine gich
dann der normalen Menge wieder ndhern. Je grisser die Menge der Alexine bei nor-
malen Versuchen, umso leichter kommen die eben behandelten Stérungen zustande.
Sera von Tieren, welche man unmittelbar nach einem idiosynkratischen oder anaphy-
laktisochen 8chock hat notschlachten miissen, bediirfen bei den Reaktionen einer be-
sonders peniblen Anwendung aller Kontrollen. Ist aber nach den bezeichneten 6 Ta-
gen das Serum wieder in seinen Eigenschaften dem Normalserum Hhnlich geworden,

80 gewinnen die Kontrollen mit Antigen und Normalserum ihre iiberzeugende Kraft.
Nur dann ist ein Versuch zu verwerfen, wenn die betreffende Eiweiss-Art nicht mit
dem Normalserum reagiert hat. '

Aber nicht nur die Versuchs-Anordnung und ihre Kontrollen, welche wir seiner-
zeit gewissenmassen blindlings ans den Anleitungen des hygienigchen Instituts Ko-
nigsberg tibernommen hatten und welche dort gleichfalls als Ergebnis der Empirie
goilbt wurden, erscheinen uns nun erst voll verstindlich, sondern auch das langsa-
me Eintreten der Reaktionen und ihre allmihlige Steiger :

Das, was in kurzer Zeit susfillt, etwa die UHLENHUTHschen Ringe, geht auf den.
Gehalt des Serums an ImmunkSrpern unmittelbar zuriick. Mit Recht hebt UHLENHUTH
diese Ringe 8o besonders hervor. Bei tierischen Versuchen ist das unbedingt rich- -
tig; hierbel kann man sogar mit ganz kleinen Mengen auskormen. Aber bei pflanzli- °
chen Objekten ist man mancherlei Widerwdrtigkeiten ausgesetzt, sodass wir mit die-
;:r‘ sonst so bequemen Versuchsanordmung nieht immer gute Erfahrungen gemacht ha-

n. :

Der bei der Prizipitation ummittelbar nach dem Ansetzen erfolgende Ausschlag

ist auf' die schon im Immunserum vorhandenen Prizipitine zu rochnen. Dies ist aber
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oine Menge, welche nur fiir ganz nahe und in grosser Menge vorhandene Antigene aus-
reicht. Wenn man nun den Versuch stehen l¥sst, so entwickeln sich in allen Gldsern
von neuem Immunk3rper, die auf das jeweils verwendete Reaktions-Fiweiss gestimmt
sind. Sobald die Menge des schon vorhandenen und des neu entstandenen Prisipitins
hinreichend ist, ertolgt der Ausfall. - Es liegt nun auf der Hand, dass in diesem
Relais-System die nahe verwandten Pflanzen am ehesten reagieren miissen, weil hier
am ehesten die Bedingungen zum Ausfall gegeben sind.

Daher empfiehlt sich, bei der Prizipitation schon nach der halben der bisher
#blichen Zeit, also schon nach etwa 6 Stunden, die erste Ablesung vorzunehmen.

Ein Fehler haftet aber der ganzen Prézipitation an: das ist die verschiedene
Abbau-Geschwindigkeit verschiedener Eiweigs-Stoffe mit dem Immunserum. Dies ist
der nun begreifliche Grund daflir, dass im Kdnigsberger Institut (empirisch gefun-
den) stets Prizipitation und Konglutination zusammen parallel verwendet wurden tnd
die Ergsbnisse nur nach dem Ausfall beider Methoden gewertet wurden.

In mancher Hingicht ist die Konglutination besser als die Prgzipitation; ihr
Vorteil besteht nicht allein (wie wir zuerst glaubten) in der geringsren Serum-
Menge, die fiir die Versuche notwendig ist. Bei der Konglutination ist dle vorhan-
dene Menge von Rinderserum bedeutend gr3sser als die des lmmunserums und in allen
Gldsern gleich. Die Kontrollen reagieren daher eigentlich viel schirfer.

"Aber der Nachteil der Konglutination liegt an dem oft nicht raschen Abdau der
‘Antigene, sodass die Eintrittszeit der Reaktion nicht in #hnlicher Weise ablesbar
ist, wie bei der Priéasipitation; die Ausschlige kommen erst zuletszt. - Bei der Kon-
glutination ist das genane Einhalten der Versuchszeit gans undbedingt notwendig.

Da sich bei den vorschreitenden und {iberaus vielseitigen Untersuchungen in un-
serm Institut manche in der friiheren Anweisung (MEZ in Mez, Archiv I, 1922) noch
nicht beschriebenen Verbesserungen, Abweichungen und Voreinfachungen der Methodik
ergeben haben, m3ge zundéchst unsere jetzige Praxis bei der Immunisation von Tieren
dargestellt werden:

Zun¥chst hat sich herausgestellt, dass ein generelles Auszishen des Materials
mit Alkohol unter Zugabe einer kleinen Menge von WeinsHure von Vorteil ist. Diese
Manipulation wurde behufs Beseitigung von Alkaloiden eingefiihrt; sie hat sich ganz
allgemein bewihrt, denn es werden dadurch nicht nur giftige Bestandteile der Pflan-
zenpulver beseitigt, sondern, zusammen mit der folgenden Ather-Anwendung, liefert
diese -Behandlung aunch klarere Extrakte. -.Unter Umstlinden empfiehlt sich eine mehr-
malige Wiederholung dieser Alkohol-WeinsHure-Extraktion. Darauf folgt prinzipiell
ein griindliches Auséthern. Dieses hat den Zweck, zundchst die bei den Reaktionen
sich st3rend bemerkbar machenden Fette und Lipoide zu beseitigen. Die Lipoide be-
sitzen, wie wir oben bei Besprechung der WASSERMANN-Reaktion ausfithrten, eine un-
spszifische Einwirkung auf die Sera; ihre Beseitigung ist daher von grosser Bedeu-
tung.

Ferner ist die durch Ather-Alkohol-Anwendung eintretende Sterilisation micht
ohne Bedeutung. Zwar werden die Mikroorganismen schon durch die "desinfizierende”
Kraft des Serums selbst sowie durch den stets angewendeten Phenol-Zusats (0.3 %)
zuriickgehalten, wenn nicht gar vernichtet. Wir haben keine Einbusse von Tierem in-
folge bakterieller Intoxikation mit so behandeltem Material zu verzeichnen gehabt,
doch 1st dieser Punkt wegen der "baktericiden Kraft" der Bauchhdhle weniger ins
Gewicht fallend. Dagegen liegt eine nicht zu verachtende Fehlerquelle in der Ver-
unreinigung des Materials mit Schimmelpilzen vor. Seitdem wir wissen, dass sich
bei gemischtem Antigen Doppel-Immunisationen mit beiden Komponenten geltend machen,
ist immer eine gewisse Gefahr in der Reaktion durch Schimmelpilze zu befiirchten.
Denn diesec kénnen (und ihre verhreitetstem Formen sind wohl) auf jedem toten Pflan-
zenteil vorhanden ssin. - Fiir die zu Versuchen beniitzten Antigene ist diese Gefahr
der Fehlerquelle nicht so gross, wenn nur das Impfmaterial vdllig frei von Schim-
mel war. Wir haben experimentell in manchen Pillen Sehimmelpilze mit angesetzt und
doch, bei gutem Reaktions-Material, keine Reaktionen mit ihnen bekommen. Dies kann
wohl, als im allgemeinen beruhigend, mitgeteilt werden. Doch ist diese Pehlerquel-
le theoretisch stets zu beriicksichtigen.

Dieselbe Fehlerquelle ist selbstverstindlicher Weise auch mit Bakterien gege--
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ben. Besonders bei im Wasser lebenden Pflanzen (Algen etc.) ist diese Frage akut
goworden und musste berticksichtigt werden. Auch wird hier vieilleioht die eine oder
andere Reaktion noch einmal mit absolut bakterien-frelem Material nashzupriifen
sein. Aber, wenngleich die Bakterien niemals véllig auszuschliessen sind, so kann
doch ihre Menge derart reduziert werden, dass die Reaktion keine Std3rung erfihrt.
Verifiziert kdnnen solche Reaktionen iibrigens dadurch werden, dass mit dem (viel-
leicht aus unreinem Material gewonnenen) Serum Reaktionen ‘direkt mit Bakteriea ge-
macht werden. Bei dem negativen Ausfall solcher-Kontrollen wird man zu der Haupt-
Reaktion das nStige Zutraun haben diirfen. - Wird einmal die serologische Untersu-
chung der Verwandtschafteverhiiltnisse des Tierreiches in Angriff genommen, 80 wer-
den die hier erdrterten Gesichtspunkte eine noch erh3hte Bedeutung besitzen. Hier
wird vor allem wohl der Darm entfernt und trotzdem auch noch bei niederen Tisren
mit Bakterien-Kentrollen gearbeitet werden miissen.

Handelt es sich bef der Untersuchung um leicht verderbliche KSrper, wie etws
fleischige, sum Faulen neigende Pflanzenteile, so tut man am besten, die gereinig-
te Substanz gleich in Alkohol zu werfen und erst nach dem Athern zu trocknen. Dies
Verfahren macht auch das Trocknen sehr leicht.

Die Trockensubstanz wird am besten {iber ungelSschtem Kalk in Trockenk¥sten
oder in extremen FHllen (Algen stc.) iber Chlorcalcium resp. Phosphorpentoxyd ir
Exiccator soharf getrocknet. Dadurch wird sie ganz sprdde und in den meisten FKl-
'len léicht pulverisierbar. Auf diesen Umstand soll man ein miglichst grosses Ge-
wicht legen. Das Pulver ist durcli THicher feinst zu beuteln. - Andererseits gibt es
wieder Eingelf¥ille (z.B. holzige Pilze etc.), die auf die angegebene Weise nicht
klein zu bekommen eind. 8ie miissem am besten nass serriedben werden, wobei die Zu-
. gabe von Bimsstein notwendig sein kann. Der Bimsstein wirkt wie feime Messer, zer-
reigst die Zellen und zerpulvert die Iphalte. Durch hMufiges Umgiessen kann man
die leichteren organischen Telle des Pulvers noch etwas von.den Bimssteinteilchen
befreien. - Bei der Untersuchung der Pilze mussten alle Antigene auf diese VWeisge
mit Bimsstein verrieben werden, weil es auf andere Weise nicht gelang, zum Inhalt
deor Zelien zu gelangen und drauckbare Ausziige zu erhalten. ,

Zur Injektion sind wir mehr und mehr auf Ausztige mit verstérkter Natronlauge
(bis 1 %) tbergegangen, welche abfiltriert oder auch nur abgegossen wurden. - Die-
se Lisung ist vor der Injektion in die Bauchhdhle des Tieres zu neutralisieren;
eine Filtration ist dabei nicht nur unn3tig, sondern sogar direkt fehlerhaft, weil
durch die Neutralisation die Nucleo-Proteide gefdllt werdex:, in deuncid wir nun-mit
aller Wahrscheinlichkeit die Trrger der spezifiechen Reaktionen zu sehen haban,
die also die bei der Serum-Untersuchung gewollten Wirkungen bedingen.

Im allgemeinen ist diese Extrakt-Beroitung mittels Matronlaugs bei allea L3~
ren Pflanzen leicht durchfiihrbar; sie versagte aber vllig bel Piizen und Mooseiy,
wie sie auch bei den Algen schon, gewissermassen instinktiv und empirisch, abgstn-
dert gewesen war. Bei Moosen und Pilzen werden die Tiere oft nach 20 Spritzen noch
nicht immun.

Durch die Arbeiten von ZIMMERMANN (vergl. ZIEGENSPECK in Mez, Echo I, 1925)
wurden wir auf die bei Blut-Transfusionea gewonnenen Ergebnisse aufmerksam, welche
dartun, dass von den Versuchstieren nicht nur L3sungen, sondern auch feinste Sus-
pensionen im Zwerchfell aufgenommen werden. Damit versuchten wir nun unser Heil.

Zunichst traten viele Tierverluste ein, weil die Tiere unter stiirmischen idio-
synkratischen Erscheinungen zugrunde gingen. Hatten sie aber diese iiberwunden, so
verendeten sie bei der nlichsten Spritze h¥ufig, nochmals (ganz gegen die Regel)
nun "anaphylaktisch” erkrankend.

Eine M3glichkeit, auf diesem Wege vorzugeheén, bestand dagegen, wenn wir mit
ganz verschwindend kleinen Menggn, etwa 0,02 g begannen. Wurde das zwelte mal eben-
falls 0,02 g eingespritzt, so erhielten wir oft bereits nach diesen Dosen gute Im-
- munitéten; die nkichste Spritze kann auf 0,03 - 0,04 g bemessen werden. Dadurch wur-
de in fast allen Pllen pei Pilzen die gewiinachte Serum-Stirke erzielt. - Bei hShe-
ren Pflanzeh und auch bei Moosen begannen wir mit 0,05 g und steigerten iiber 0,1 g
bis 0,3 g. - Die enorm starke Wirkung der eingebrachten Suspensionen zeigte sich
in fast sllen FHillen dureh iiberaus starke Reaktion der Tiere.
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In manchen Fillen, so s.B. bel Auriculariaceen, Tremellaceen und andern stark
gallertartigen Pilzen geht eine Injektion von Extrakten i{berhaupt nicht; aber auch
eine Injektion von Suspensionen ist pur dann mdglich, wenn die Objekte ganz staub-
fein gepulvert sind und sofort eingespritst werden. Die Wirksamkeit ist aber selbst
dann nur minimal. - Hier habem wir uns so geholfen, dass wir das staubfeine Pulver
mit reinem Ol anrtthrtem und so in die Bauchhthle injizierten. Die Tiere vertragen
die 0l1-Behandlung gut, und die Wirksamkeit der Eiweiss-Stoffe als Antigen leidet
bei dieser Applikation nicht. - Es hat den Amschein, als ob die mit Fett durch-
trinkten Teilchen nicht se leicht verquellen und damit nicht die "Maschenweite" des
Zwerchfelles tiberschritten, also in die durch Austreten von Fressszellen geschaffe-
nen Poren eindringen k3nnen. - Das Blut des Versuchstieres trennt dann Pils-Biweiss
und Fett gans vorschriftsmissig und verhilft ersterem zu seiner immunisierenden
Wirkung.

" B8 whire vielleicht moch zu untersuchea, ob man auf diesem Wege durch Anlage
von "Depots" nicht eine langsamere, aber von geringeren Tierverlusten begleitete
Immunisation erzielen kann. Darauf mSge im Hinblick auf die "Depotanlage" in der
Wismut-Therapie hingewiesen werden, wie ja iiberhanpt, was die Technik betrifft,
die Serologie bei dem Medizinernm in die Schule gehen muss.

Jeden sweiten Tag spritsen wir nun die Tiere, wilhrend wir frtther, den Anleitun-
gen der medizinischen Forscher folgend, erheblich léngere Zeit warteten. Bei die-
ser, nicht allein auf Beschleunigung, sondern auch auf zuverléssigere Immunisation
gislendes schmellen Aufeinanderfolge der Injektionen ist es aber ganz unbedingt
notwendig, die Tiere aufs genaueste zu bheobachten. Entweder nach der ersten Sprit-
ze mit Antigen-Aufschwemmung, fast immer aber nach der zweiten erkranken die Tiere
sofort unter den oft beschriebenen Erscheinungen. Wihrend nun dieser Schook meist
rasch verklingt, leiden manche Tiere sehr darunter und siechen dahin. - Jedes mal,
wenn oin Tier 30 stark auf eine Einspritzung reagiert hat, entnimmt man nach 2 Ta-
gen Probedblut aus der Ohrvene. Das Serum zeigt dann zumeist bereits eine mehr oder
minder hohe Immunitit.

Da es flir unsere sero-diagnostischen Zwecke nur erwiinscht ist, mdglichst klei-
ne Reichweiten zu erzielem, weil diese eine viel bessere Ausdeutung ermdglichen,
80 ist die Uberwachung der Tiere unbedingt notwendig. Legt aber nach etwa 12 Stun-
den ein Tier auch den Kopf auf die Seite und ist ganz apathisch, so ist es hichste
Zait 4ie Notsochlachtung vorsumehmen. Auf diese Weise haben wir oft schon sehr gute
Bera erhalten. - Um die Wirkumg der Abwehr-Fermente bei den Reaktionen m8glichst
auszuschliessen, empfiehlt sich ein Verdiinnem solcher Sera oft mit der zeohnfachen
Monge physiologischer Kochsalz-L3sung. Die Reaktionen bleiben dann gut und besit-
gzon nicht die durch die Alexine zum einen Teil, durch die tibergrosse Menge von Im-
munkérpern zum andern Tell bedingte libertriebene Reichweite, mit der fast nichts
anzufangen 1st, wenn es sich um genauere Anreihungen der Formenkreise handelt. -
Gewinnt ein solches iiberaus weit tragendes Serum durch einfache Kochsalz-LSsungs-
Verdiinmung die erwiinschten Figenschaften einer differenzierten Reaktion auf die
nahen Verwandten, so bekommt auch der Anfiénger in der Serologie, der ratlos vor
der Erscheinmung gestanden hatte (wir selbst haben frither uns oft mit ihr herumge-
quiflt) v5lliges Vertrauen zu der Methode.

- -Auch bel eingetretenen Todesfillen der Versuchstiere haben wir nun gelernt,
unter Umstlinden das Ergebnis nicht fahren zu lassen, sondern noch einiges wenig-
stens zu retten. Man 3ffne das Tier und entnebme das Blut aus dem Herzen. Es wird
meist sehr stark himolytisch sein. Daraus abzentrifugiertes Serum versetze man
mit 10 Teilen physiologischer Kochsalz-Ljsung, fiige Normal-8erum etwa in Menge
1 : 10 zu und mache Probeblut-Reaktionen. Neben dem Antigen, mit dem geimpft wor-
den war, setze man gleich zwei Proben mit an, die nach ihrer verwandtschaftlichen
Stellung nicht reagieren kinnem und zwei, welche nach ihrer Position im serologi-
schen Stammbaum vielleicht gerade eben noch reagierenm k¥nnten. Tritt nun in den
Kontrollen keine Reaktion ein, dagegen in dem Impf-Antigen und vielleicht noch in.
den beiden andern Glésern, so ist das Serum verwendbar. Je nach seiner Beichweite
kann man es zu den definitiven Verwandtschafts-Versuchen mehr oder weniger verddn-
nen. Fur achte man darauf, dann auch stets in Form von Normal-Serum Komplement
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beizugeben. - Mit manchen Scren mussten wir Verdiinnungen 1 : 200 anstelien, um ei-
ne brauchbare Differenzierung der Reaktionen zu erzielen. - Nach diesem Rezept

#ird man auch beim Auftreten iibergrosser Immunitdten (Hbergrosser Reichweiten, sie-
he oben), insbesondere boi "“iiberspritzten" Tieren verfahren, und auch diese Sera
noch fiir die Untersuchung retten. S

Ist aber bei dem gewonnenen Serum ein pl8tzliches Sinken der Reichweite zu be-
ebachten, oder ergeben sich Triibungen auch mit den Kontrollen, die nach ihrer sy-
stematischen Stellung unmbglich reagieren kénnen, so riihrt dies von dem tfbergros-
sen Gehalt an Alexinem und dor von diesen bewirkten Imunkdrper-Bildung in vitro
(siehe oben) aus den zugegebenen fremden Eiweiss-Stoffen her. Ein solches Serum
ist unbrauchbar.

Wir haben frither uns sehr grosse Mihe gegeben, Sera aufsubewahren, um sie fiir
Nach- und Kontroll-Untersuchungen .zur Verfiigung zu halten. Dabei haben wir in uns
damals ibersehbarer Weise sehr wechselnde Erfolge gehabt. Jetzt wissen wir, dass
nicht hlimolytische Sera sich unter Umstinden ganz gut halten, unter keinen Umstkn-
den aber hémolytische. Diese besitzen meist einen szu grossen Gekalt an Abwehr-Fer-
menten und geben trotz Karbolssdure und allen andern angewendeten Mitteln nur zu
bald mit sich selbst FHllungen, weil in einem gewissen Crade, wie oben dargelegt
wvarde, auch aus den eigenen Eiweiss Immunkdérper erszeugt werdem, dioc dann das eige-
ne Piweiss féllen. Da im allgemeinen die Masse der 'm Serum vorhandenen Eiweiss-
Ksrper sehr gross ist, so wirken sie als Schutz-Kolloid, und es kann zu keiner
Fdllung kommen. Dies ist aber nicht der Fall bei den zu stark abdbauenden, insbeson-
dere den hl¥molytischen Seren.

REAKTIONEN MIT "KUNSTSEREN"

Dass die oben angemerkte Miglichkeit, ohne lebende Versuchstiere (also mit
Blutserum z.B. vom Schlachthof) Immunsera zu erzeugen, eine praktische Bedeutung
besitzen kann, sei besonders bemerkt; fiir diese Methode wurde der gesetsliche
Schutz bereits nachgesucht.

Diese Erzeugung von "Kunstsera" wird von uns fiir unsere Untersuchungen in fol-
gender Weise vorgenoumen:

Jo nachdem man hohe oder niedere Immunisations-Titres erreichen will, ist das
Vorgehen etwas verachieden.

Ist ein niederer Titre erwiinscht, und dies ist in dem Stadium, in welchem sich
unsere Untersuchungen (bei denen es nun hauptslchlich darauf ankommt; die Détails
in die bereits in grossen Ziigen festgelegten Stammbaum-Zwoige cinzuzeiochnen) gegen-
wirtig definden, fast immer der Fall, dann gibt man in ein Glas 2 ocom Antigen-Ex-
trakt 1 : 200 und 0,8 - 1,6 com avsolut klares, nicht hidmolytisches Rinder-Serum;
Zur Kontrolle stellt man daneben ein Extrakt-Glas mit 2 ¢om Extrakt und 0,8 btis
1,6 ccm physiologische Kochsalz-Lsung sowie als zweite Kontrolle noch 2 ccm phy-
siologische Kochsalsz-Lysung mit 0,8 - 1,6 com des Rinder-Serums. Man richtet die
ganzen Versuche so ein, dass in jedem Glas 0,5 % Fhenol vorhanden ist. Eine so
starke Kongsentration des Desinfektions-Mittels ist in unserm Falle unbedingt not-
wondig. Ferner empfiehlt sich die Verwendung von wirklich guten Glas-Gerktem und

"deren Sterilisation.

Nun beobachtet man die im Brutschrank stehenden Gemische. Tritt die Bildung
von "kiinstlichem" Immungerum ein, so muss sich in dem Ausatz eine Triibung meist
schon am zweiten Tage einstellen, wdhrend die Kontrollen noch klar bleidben. Im
Verlauf der acht Tage, welche die Erzeugung des "Kunsgtserums" braucht, kann sich
in den Kontrollen eine geringe Triijbung einstellen, aber sie erreicht meist ksinme
grossen Ausmasse. Derartige Kontroll-Triibungen deuten auf einen sehr grossen Ge-
halt des Rinderserums an Alexinen; sie weisen auf die Gefahr hin, dass der Titre
des Kunstserums sehr hoch wird oder gar, dass auch, neben den spezifischen ge-
winschten Immunstoffen, Prizipitine aus dem Rinderserum erzeugt worden. Ein sol-
ches Serummuss man auf Haltbarkeit nach dem Versetsen mit Rinderserum priifen.

Bei dem normalen Ablauf der Herstellung der “Kunstsera" hat sich der im An-
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fang entstandeme flockige Niederschlag geballt oder sich mehr oder weniger voll-
sténdig geldst. Darauf verdiinnt man das Serum auf die zehnfache Menge mit karboli-
sierter physiologischer Kochsals-Lisung. Durch Zugabe von 2 - 8 ccm Rinderserum
ersetzt man die verbdrauchten Alexine (das "Komplement").

Durch Variation dieser Zugabe hat man es in der Hand, ein Alexin-reiches oder
-armes, ein Pridzipitin-reiches oder -armes Serum herzustellen. Mir jeden Spezial-
fall ist auszuproben, welche Art des Serums am besten wirkt.

Will man dagegen ein hochwertiges Serum erzeugen (was in unserer Stammbaum-
Forschung gegenwiirtig nur noch selten uns erwiinscht ist), so nimmt man das Serum
eines Xaninchens, das man durch Injektien eines beliebigen fremden Eiweisses sur
Alexin-Bildung angeregt hat. Zum Beispiel eignet sich Milch zu diesem Zweck sehr
gut. Nach etwa 12 Stunden hat das Blut einen hohen Alexin-Gehalt erreicht. Nun
entnimat men dem Tier die gewlinschte Biutmenge aus der Ohrvene und verfihrt weiter
wie oben angegeben. : ‘

Hier trtibt sich die EKomtrolle eher. - Auf diege Weise kann man auch durch Zu-
satz stiirkerer Bxtrakte die Bildung grosser Mengen von Immunkdrpern erzielen.

Gibt man nun Rinderserum zu, 80 ist die Gefahr einer allzu grossen Alexin-Men-
ge nicht so gross, da diese Alexine schon "aufgezehrt” sind.

Wir haben gefunden, und dies sei ganz besonders hervorgehoben, dass solche
"Kungtsera" fiir unsere Untersuchungsen sich besser eignen, als die nattirlichen Sera,
weil sle viel besser differenzieren.

" Es macht den Eindruck, als ob im lebenden Organismus ver#indernde Einfliisse auf
die Immunktrper einwirken, die im toten Serur nicht auftretem. Doch sei dies nur
mit aller Reserve hier angeffihrt; wir haben den Eindruck, als ob die ganze Sache
mit den "Eunstsera" einfasher, Hbersichtlicher verlaufe.

Der allergrdsste Vorteil aber, den die Einftthrung der "Kunstsera" gebracht hat,
berubht darauf, dass die direkte Vergleichbarkeit der Versuche erheblich gesteigert
wurde. Die bei den bisher notwendigen verschledenen Immunisationen stets vorhande-
nen, aber nie berechenbaren individuellen Differemzen der fiir jede bisherige Imm-
nisation verschiedenen Versuchstier-"Perssnlichkeiten" fallen weg. Ein sehr gros-
ges, bisher variables X der Untersuchungen, nlimlich die individuellen Sera der Ver-
suchstiere, wird zu Konstanten.

BEndlich ist die neue Versuchs-Anordnung mit den "EKunstsera" deshalb von sehr
grossem Weirt, weil die Kontrollen allgemein viel schiirfer werden. Man hat ja nun
anstelle des (stets von eimem andern Tier stammenden) Normalserums das gleiche
Rinderserum in Kontrolle, welches zur Bildung der "kifnstlichen" Immmunkdrper Verwen-
dung gefunden hat. Dema.ch wird nun auch die Wirkung der Alexine bei Versuch wie
Eontrolle gleich gesetzt. ,

Die Zuverléssigkeit der "Eanst serum-Reaktionen” 1st in unserm Institut dwrch
eine sehr grosse Zahl von Versuchen mit "blinden" Ablesungen durch das ganse Pflan-
senreich hindurch sicher gestellt; diese Verbesserung der Methode stellt eine der-
artige Vereinfachung dar, dass durch sie die Sero-Diagnostik ihre grosse Kompli-
ziertheit verliert und, nach einmaligem lmrzen Einarboiten, zum Handwerkszeug je-
des Botanikers werden kann.

Onne Tierhaltung, allein mit vom Schl;chthof geholtem Blut, kann man nun syste-
matische Zusammenhlinge sero-diagnostisch prtifen; damit ist die Serologie in Wirk-
lichkeit zur "experimentellen", allgemein anwendbaren Systematik goworden. Fur sgei
hier gleich davor gewarnt, von ihr Antworten auf zu spezielle Fragen, wie z.B. Art-
Abgrenzungen, fordern zu wollen! Soweit ist die Methode noch nicht. .

Noch grésser wird die praktische Bedsutung der "kiinstlichen" Immunsera fiir die
gerichtliche Medizin sein. Durch die Herstellung "k#nstlicher"” Immnsera mit mini-
malen Mengen von Eiweiss-Stoffen wind es nun mglich, die bisher nur einseitigen
forensischen Reaktionen auch reziprok zu erginzen und damit zu sichern. Wird bis-
her z.B. mit durch Mensgchenblut als Antigen erzeugtom Tierserum auf Menschenblut-
Spritzer reagiert und bei positivem Ausfall der Reaktion die Diagnose gestellt,

80 kann nun auch aus einem Blutspritzer das "Kunstserum" gewonnen und mit diesem
reziprok die Gegenreaktion angestellt werden. Die von uns in der Botanik von An-
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fang an aufgestellte Forderung, dass nur solche Ergebnisse su werten sind, die
auch reziprok bestitigt sind, wird nun auch in der forensischen Medizin erhoben
werden kinnen. Dass dadurch die Sicherheit der Diagnose erheblich gesteigert wird,
leuchtet ein.

Perner wird die forensische wie die botanische Serologie aus den "Kunstsera"
den grossen Vorteil ziehen, dass man nun keine vorritigea Sera mehr braucht, son-
dern sich jederseit die gewlinschten Immungera selbst leicht, ohne Versuchstiere,
herstellen kann, um mit ihnen die Reaktionen anzustellen.

Die in der Praxis wohl bekannte und oft hinderliche EFrascheinung, dass sich die
vorritig gehaltenen Sera getriibt haben und in lhrer Wirkung unzuverlissig gsworden
sind, wird damit ausgeschaltet.

UBER GIFTWIRKUNGEN PFLANZLICHER EIWBISS-STOFFE.

Zum Schluss wollen wir noch aus dem Bestand der Beobgchtungen unseres Institu-
tes einige Erfahrungen ifber die Giftwirkungen pflanzlicher Eiweiss-Stdffe bei de-
ren Injektion in die Blutbahn von Kaninchen mitteilen. Diese unter fiir unsere Un-
tersuchungen nutzloser Aufopferung von viel Arbeit zu unserm Bedauern gewonmenen
Kenntnisse haben vielleleht auck oin gewisses Interesse.

Mit dem Nachweis der i{ibaraus stark torischen Wirkung sehr vieler Pflanzen-Ei-
weiss Stoffe wird der ober zitierte BUCHNFRsche Satz, dass die Antitoxine nichts
sind als abgebaute Toxine, strikte bewlesen.

Eine der fir lmmunisationon uwmangenehmsten Gruppen waren die Coniferen, ganz-
besonders die Taxaceen und Gnetaceen. Aber beli ihnen dilrften sich die eingetrete-
nen grossen Tier-Verluste vornehmlich auf Alkaloide zurtickftthren lagsen; denn 80-
bald wir mit weinsaueérem Alkohol die Extrakte bereiteten, war die Schwierigkeit
behoben.

Daraus ist fiir uns zu lernen gewesen, dass die Mlteren Beobachtungen iiber Gift-
wirkungen von Eingpritzungen keineswegs immer auf giftige Biweiss-Stoffe zu deutex
waren. Weder Alkohol noch Ather entfernen z.B. die Alkaloide; erst mit zugesstzter
Weinsdure ist dies zu erreichen, und diese wenden wir erst neuerdings an.

Immerhin lassen sich auch aus fritheren Untersuchungen Beispiele hersusschilen,
bel denen sicher nicht als toxisch bekannte Stoffe, sondern Eiweims-Stoffe die Ur-
sache der Tier-Verluste waren. . ,

Wir erinnern daran, dass tierische tote Fremd-Eiweisse gleichfalls (wie
es scheint, ‘ganz allgemein) toxische Eigenschaften entwickeln. Vom Aal-Serum ist
dies besonders bekannt (vergleiche WEIBS in PFLUGERs Archiv LX¥ (1896), p.215 £r).

Ob tatsichlich die intensivsten Giftwirkungen von den Eiweiss-Stoffen solcher
Pflanzen auegetfbt werden, welche im serologischen Stammbaum auf dem Stamm selbat
oder in der Nihe der Basis seinen Auszwoeigungen stehen, sei vor der Hand noch da-
hingestellt. Die Ergebnisse mit den von toxisshen Stoffen freien Pormenkreisén
Rioctella, Psilotum, Elaeqocarpus etc., welche auf die Kgninchen verheerend wirken,
kinnten so gedeutet werden. Doch widerspricht dem z.B. die gleichfallg enorme Ei-
weiss-Giftigkeit von Rhododerndron, welches als Ericacee am Ende des Columniferen-
Zweiges steht.

Bei Phytolacca versagten nach MALLIGSON alsntliohe Extraktionsmittel derart,
dass die Kaninchen alle nach kiirzester Zeit eingingen und ein Immnserum nicht ge-
- wonnen werden konnte.

Selbst bei sonst ganz harmlosen Pflanzen, wie MNelandrywm und Pisus (!!), die
Ja von den Tieren als Nahrung in beliebigen Mengen gefressen werden, beobachteten
wir das Verenden oft nach lécherlich kleinen Dosen.

Obgleich aus desculus das Aesculin v§llig beseitigt war, gingen die Tiere we-
nigstens nach folgenden Spritzen stets ein! das Blutbild war in diesem Fall nicht
(wie dies nach einem Saponin-Kirper erwartet werden diirfte) hdmolytisch.

Bel Dipsacus leciniatus krepierten Tiere auf ein zu 1 : 10 verdiinntes Ixtrakt.

Die sonst v8llig ungiftigen Formen Vfola tricolor, Typlm latifolia, Aframomam
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Melegeta, Blettaria sowie das oben bereits erwihnte Rhododendron befiérderten dle
Versuchstiere bereits nach den ersten, ganz schwachen Injektionen ins Jenseits.

Obwohl WORSECK die sonst harmlosen 4lliwm Cepa, Iris und Canna mit allen mig-
lichen Mitteln vor der Injektion der Extrakte behandelte, bekam er grosse Tierver-
luste. Dabei méchten wir daran erinnern, dass man die Iris-Rhizome den Wickelkin-
dern zum Durchbeissen der 2Zdhne umhiingt, was doch sicherlich fiir deren Ungiftig-
keit spricht, wenn natiirlich auch der Mensch und das Kaninchen in toxikologischer
Beziehung nicht identisch sind.

Dass es tatsichlich die Eiweiss-Stoffe und nicht Coffein resp. Theophyllin
sind, welche die Tiere ums Leben bringen, zeigen die verhidltnismissig unschédli-
chen Samen von Coffea im Vergleich mit den ungeheuer giftigen Samen von Thea.

Weitere Pflanzen, die unverhiltnismissige Verluste an Versuchstieren brachtenm,
waren Menispermum, Arotostaphylos, Empetrum, Persea indica; auch bel ihnen drach-
ten Vorbehandlungen eingreifender Art keinen Erfolg und die Tiere gingen ein.

Gang besonders traten mun aber die Verluste hervor, wenn die (mit allen Mit-
teln extrahierten) Pflanzenstoffe als Aufschwemmungen appliziert wurden. In diesen
Fdllen ist auch eine genaunere Angabe iiber die Quantitdt der verwendeten Substanz
néglich.

Nachdem mit Aufschwemmung von 0,05 g Psilotum triquetrum sofortiger Tod des
Versuchstieres eingetreten war, wurde ein weiteres, sehr kriftiges Tier mit einer
Suspension von 0,02 g in physiologischer Kochsalz-Lisung behandelt. Unmittelbar
nach der Injektion stellte sich ein enormer Schock ein, der aber in den nlichsten
Tagen abklang. Nach zwel weltersn Tagen erhielt dasselbe Tier 0,04 g; es reagierte
wleder sehr heftig und ging an diesem Schock innerhald 24 Stunden ein, ohne dass
es miglich war, eine Notschlachtung vorzunehmen. Doch wurde das verendete Tier ge-
6ffnet und aus dem Herzen noch ungeronnenes Blut entnommen. Dies ergab ein Serum
von ungemein hohem Titre; da wir darin einen grossen Alexin-Reichtum vermmteten,
verdtinnten wir dies Psilotum-Serum 1 : 20 und dennoch reagierte es herunter bdbis
su den Ulotrichalen, herauf durch die ganzen Filicalen und bis zu den niedersten
Angiogpermen. '

Ein Riacislla-Tier von STEINECKE hatte nach 5 Spritasen von triibe verwendeten
Extrakten eine Immmnit#t von 1 : 51 200.

Bel unsern Riociella-Versuchen (MIELINSKI) fiihrten 0,08 g als Suspension gege-—
ben, prompt zum Tode; bei 0,02 g in gleicher Weigse appliziert machten sich die
schwersten Krankheits—Erschsinungen geltend.

Die gleichen Fiwelsse dagegen, dem Fressen der Tiere augesetzt, werden in encr—
men Dogen ohne weiteres ertragen.

Fir unsere eigenen, menschlichen Verhliltnisse hat vielleicht folgendes Intor-
esse: unsere beliebtesten Speisepilze, wie Boletus buldbosus und Cantharellus oi-
bariys werden in ungeheuren Mengen 'sum Markt gebracht und gegessen, ohne dass Schi-
digungen auftreten; in manchen Gegenden werden Pilze feinst gepulvert als Gewiirze
verwendet; in diesem Fall steht es sicherlich fest, dass diese Pilze nicht v3llig
unverdaut den Darm wieder verlassen, denn wenn aush nur eine geringe Menge davon
resorbiert wird, so ist es jedenfalls doch ganz ausserordentlich viel mehr, als
was _nach unsern Erfahrungen von diesen Pilgzen ins Blut gebracht, als tdtliches
Gift wirkt. Denn sowohl von Boletus dbulbosus wie von Cantharellus cidbarius wirkten
0,04 g, trotz vorheriger Bshandlung mit Alkohol-Weins¥ure und Ather, als Auf-
schwemwung verwendet, auf sehr lxriftige Tiere prampt tdtlich. Nachdem bel Cantha-
rellus ein mit 0,03 g behandeltes Tier gleichfalls eingegangen war, musste ein
mit nur 0,02 g gespritztes starkes Kaninchen nach 23 Stunden notgeschlachtet wer-
den, kruz bevor es verendete. Obgleich dieses Tier nur eine einzige Spritze bekom-
men hatte, lieferte es in der kurzem Zeit ein Serum von sehr sch¥ner Reichweite.

Beli diesen mit Pilzen angestellten Versuchen hatten wir nur damn Aussicht auf
sicheren Erfolg, wenn wir mit Dosen von 0,01 begannen; schon auf diese gsradezu
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Licherlich kleinen Mengen erfolgten "idiosynkratische" Reaktionem starker Art, bei
jeder Steigerung der Dose bei folgenden Injektionen die schlimmsten "anaphylakti-
schen"” Brscheinungen, und die Tiere magerten rapide zu Skeletten ab.

Dies zeigt, wie emergisch die durch die erzeugten Alexine durchgefiibrten Abbau-
Prozesse auf die lierkdrper einwirkten.

Des Interesses halber fiigten wir die allerfeinst verteilten Pilzpulver von Can-
tharellus und Boletus dem Trinkwasser der Versuchstiere zu; Sttrungen irgend wel-
cher Art erschienen nicht. Dies war schon von dem Gesichtspunkt aus nicht merkwiir-
dig, weil die Kaninchen andauernd in ihrer Darmflora grosse Mengen von Pilsen (2y-
gomyceten) fithren und demmach andauernd Gelegenheit haben kinnten, Pilz-Eiweiss
aufzunshmen.

Wir hatten daher anflinglich gefiirehtet, durch diesen Umstand vielleicht
schlechte resp. unzutreffende Differenziationen bei unsern Untersuchungen ifber die
Verwandtschaftsverhltnisse der Pilzreihe zu bekommen. Bs hMat sich heramsgestellt,
dass diese Befiirchtung unzutreffend war: Nicht die Spur einer Bimwirkuag der Pilz-
flora des Darms auf die Blut-Beschaffenheit konnte nachgewiesen werden.

Bedenkt man, dass in solchen injizierten Pulvern die Eiweiss-Kdrper ca.'L/ie,
die v3llig wirkungslosen Zellwinde aber 9/10 der Masse ausmachen, so kommt
die Giftigkeit der Eiweiss-Korper an die Intensit¥t heran, mit der z.B. Tuberkulin
auf spezifisch tberempfindliche Gewebe einwirkt.

Dies erinnert an die ¥rkenntnis der Tierphysiologen, dass im Verdauungs-Trak-
tus niemals Piweiss-Stoffo der Nghrung als solche, sondern stets deren bis zu den
Amino-Sduren heruntergehende Abbau-Produkte aufgenommen werden.

In der Tier-Physiologie wird dafiir als Grund angesehen, dass eben jedes Tier
sein eigenes Eiweiss aufbauen muss, und dies aus den Abbau-Produkten der Nghrung
ohne jede Schwierigkeit, ohne irgend welchen erhebliehen Energie—Verlust'.uch su
tun imstande ist. ' ’

Dies mag ohne Zweifel richtig sein; nur erscheint es uns nicht als volle Er-
klkrung der Entstehung der bekannten Tatsachen. Denn ein abgehungerter Hund fiillt,
obgleich er Hundefett besitzt wie er Hunde-Eiweiss hat, seine geleerten Magazine
bei Fiitterung mit Pflangenfetten zunYchst mit diesen auf und wandelt sie dann erst
allmdhlig in Hunde-Fett um. - '

Uns scheint der primiire Grund fifr den weitgehenden Abbau der aufzunehmenden
Eiweiss-Stoffe in deren sehr vielfach vorhandenen enormen Giftigkeit zu liegen;
nicht ohne Grund ist von den Protisten mit ihrer Nahrungs-Vakuolen-Wand ab bis zu
den hichsten Tieren herauf die Eiweiss-Nahrung mit einer Wand umgeben, welche nur
die weitgehend abgebauten Stoffe durchldsst, also das eigene Eiweiss des Organis-
mg vor den Eiweiss-Stoffen der Nahrung schiitzt.

Vereinzelt finden sich unsere Anschauungen auch bei medizinischen Autoren.

Wir sind uns dessen bewusst, dass derartige "Zweckmiissigkeit s-Auschawmungen"
nicht mit den heute in Mode stehendem Meinungen tibereinstimmen, machen aber darauf
aufmerksam, dass gorade in diesem Falle die Bntstehung der "Zweokmissigkeit® durch
Selektion, d.h. durch Tod der sich "unsweckmiissig" verhaltenden Tiere, ihre ksusa-
le Erklrung finden kann.

Dass, wie bekannt ist, und wie wir mit der Herstellung unserer "Kunst-8era"
noch besonders gezeigh haben, auch im Blut ein Eiweiss-Abbau erfolgt, bezieht sich
im normalen Leben des Tieres auf seine eigenen, im Verlauf des Lebens zugrunde ge-
henden Eiwelss-Stoffe; dazu kommt selbstverst¥ndlicher Weise nock die enorme Be-
deutung, welche solche Vorghnge bei der Beklmpfung gelegentlich ins Blut kommender
Infektions-Erreger haben.

Es wird nicht anzuzweifeln sein, dass der normale Abbau eigenen Eiweisses. es
mit fur das betreffende Tier "ungiftigen" Eiweiss-Stoffen zu tun hat; bei dem Ab-
bau von Bakterien handelt es sich um die Abwehr gegen (absolut genommen) ganz mi-
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nimale Mengen, welche dabdei oft die schwersten Symptome auslisen.

Ganz anders ist es mit den Nahrungs-Eiweiss-Stoffen: sie sind in so grossen
Quantitiiten notwendig, dass sie unter keinen Umstindem im Kirper selbst verdant
wérden kdnnem, sondern dass, gemiiss ihrer oben angegebemen Giftigkeit, ihr Abbeu
ausserhalb des Kbrpers, in den Verdauungs-Bahnen stattfinden muss.

Werden nua die bei mnsern Versuchem ins Blut eingespritsten Eiweiss-Stoffe im
Blut abgebaut, so geschieht dies durch unter :lhron Reis in erhihtem Nasse gobilde—
te Abwehr-Fermente.

Diesen Abwehr-Fermenten fallen mun aber nicht nur die artfremden Stoffe, son-
dern auch ein Teil der art-eigenen zum Opfer. Der rapide Verfall der Versuchstie-
re seigt diles.

Es findet ein erhdhter Verdrauch von Eiweiss-Stoffen statt, der sich in ver-
stiirktem Stickstoff-Gehalt des Urins quantitativ ausspricht.

Pie verstérkte Atyming, welche unmittelbar nach der Injektion stark wirkender
Eiwelss-8toffe bei Idiosynkrasie und Anaphylaxie augenscheinlich wird, zeugt von
einer Reizung des Atemzentrums. Es diirfte kein Zufall sein, dass das Blut solcher
idiosynkratisgcher oder amaphylaktischer Tiere stark EKohlens#ure-haltig und dunkel-
farbig ist, wie auch bekannt ist, dass das Atemszentrum auf eine erhbhte Kohlensiu-
re-Menge im Blut reagiert.

Die Tiere machen einen dyspnoischen Eindrusk. Man m3chte glauben, dass die Ab-
wehr-Permente eine grosse Menge von Substanz sbbanen und dadurch unmittelbar die
erh8hte Atmng erzeugen.

Ob dadurch eine Erklirung der “"astmathischen Phiinome" bei Idiosynkrasie resp.
Anaphylaxie angebahnt wird, das zu untersuchen, muss berufenerer Stelle tiberlas-
sea dleiben; doch wird es auch dem Botaniker, der viel derartiges gesehen hat,
nicht verwehrt bleiben diirfen, sich itber das Gedanken zu machen, was ihm unter
die Augern kommt.

Vielleicht sind diese Dingo auch schon v3llig geklirt: dann verzeihe man uns
Botanikern, dass wir in der medizinischen Literatur nicht gentigend Bescheid wis-

sen.
Noch viele weitere Tatsachen, die' dem Medizinerm wohl bekannt sind, kdnnten

wir hier anfijhren, um unsern Standpunkt zu begriinden, dass wir einen Unterschied
zwischen "ldiosynkrasie” und "Anaphylaxie" zu machen nicht fihig sind; unsere
vielen, leider den Versuchstierem oft so verderblichen Versuche mit den Pflanzen-
Fiwoiss-8toffen haben uns zu dleser Uberzeugung gendtigt.

Dass dieselbe aush vom dberufener medizinischer Seite geteilt wird, beweist
die Stellungnahme von DOERR auf der Imnsbrucker Naturforscher-Versammlung.

- oy onam o=

Steindruck von A. Wilutzky, Kdnigsberg Pr.
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