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Abstract

1. Das Antiserum, das aus bei 120&#x2103; 30 Minuten lang erhitztem Serum hergestellt
wurde, zeigt die typische Zustandsspezifitat; es reagiert auf Alkali-Hitze-Eiwei8 und Formalin-
Hitze-Eiwei[ und nur schwach auf native Antigene. Die Reaktion auf Jodeiwei/3 und Nitroeiwei[
bleibt immer negativ. 2. Das 120&#x2103;-Eiwei zeigt sowohl eine Zustandsspezifitat als auch
eine Artspezifitat. 3. Der Isoantikorper des 120&#x2103;-Eiweif3es kann nur durch mehrmalige
Injektionen erzielt werden. 4. Das Antijod- und Antinitroeiweiimmunserum zeigen nach der
Antigenverdunnungsmethode die absolute Zustandsspezifitat, nach der Antikorperverdunnungsmeth-
ode bleiben jedoch beide Spezifitaten erhalten, vorwiegend Zustands- und relative Artspezifitat. 5.
Der Isoantikorper von Jodeiwei und Nitroeiwei kann nur durch mehrmalige Injektionen erzielt
werden. 6. Der Autoantikorper des Jodeiweies wurde nur bei einem Kaninchen aus einer Zahl
von 6 Kaninchen erzielt. 7. Die Spezifitatsvariation ist durch die konstitutive Versuchsanord-
nung nach der Antikorperverdunnungsmethode klarer erkannt worden. Zum Schlu/ mochte ich
Herrn Prof. Dr. M. Ogata fur seine freundliche Hilfleitung wahrend der Durchfuhrung meiner
Untersuchungen meinen besten Dank aussprechen.
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Aus dem Hygienischen Institut der Med. Fakultat Okayama
(Vorstand: Prof. Dr. M. Ogata).

Uber die Zustandsspezifitat des Serumeiweifles
(I. Mitteilung).
Prazipitin- und Komplementbindungsversuche.

Von
Sadamu Uwazumi.

Eingegangen am 27. Oktober 1932.

Einleitung,

Die Erforschung der Spezifitat des Antigens in der Immunitits-
lehre ist seit mehr als 20 Jahren Gegenstand eifrigster Bemiihungen.
Die Grundlagen dieser Bestrebungen bilden die Arbeiten von Ober-
mayer u. Pick. lhre Ergebnisse wurden vielfach bestatigt und erwei-
tert; sie bestehen auch noch heute unverandert zu Recht. Inzwischen
ist der Stand der Frage, soweit sie sich auf Grund dieser Arbeiten
aufbauen und erweitern lat, von Landsteiner und G.h. Wells kurz
dargelegt worden. Obermayer und Pick zeigten, da Antigen mit
bedeutender Molekulargrofie im Gegensatz zu Antigen mit geringe-
rem Gewicht durch bestimmte physikalisch-chemische Eingriffe neu-
artige Spezifitatsqualitaten erwirbt. Diese auf Grund der physikali-
schen und chemischen Zustandsveranderungen des Gesamtmolekiils
entstandenen neuen Spezifitaten nannten die Autoren Zustandsspezi-
fitat.

Die bedeutende Molekiilargrofle und die durch dasselbe bedingten physikali-
schen Eigenschaften des Antigen ermoéglichen es, daB sich bei manchen Antigenen
besondere Spezifitatsqualitaten kinnstlich herbeifiihren lassen, die bei Antigenen von-
geringerem Molekillargewicht nicht nachgewiesen werden kénnen. Hierher gehdren
jene Eiweiflantigene, welche durch Erhitzen sogleich eine derartige Zustandsanderung
erfahren, daf} sich gréfle Kolloidkomplexe bilden, welche unter Umstanden—z.B. bei
saurer Reaktion und Anwesenheit von Neutralsalzen—zu sichtbarere Koagulation
fihren konnen. Die durch Hitze vorbehandelten Antigene indern ihre urspriingliche’
Antigenitit so weit, dafl dadurch gebildete Immunkdrper am stirksten auf diese
veranderte Antigene reagierbar sind.

Als originare und konstitutive Spezifitit bezeichnen Obermayer und Pick jene
spezifischen Antigeneigenschaften, die mit dem struktur-chemischen Aufbau des
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Molekils zusammenhéangen und nur durch mehr oder weniger intensive chemische
Eingriffe beeinfluBbar sind. Es liegt selbstredend in der Natur der Sache, daB eine
scharfe Trennung zwischen dieser und der Zustandsspezifitat nicht gelingt, und daf}
wir dberall Ubergange sowie gegenseitige BeeinfluBung finden. Die frither angefihr-
ten experimentell erzeugten Anderungen der Spezifitit haben stets die Artspezifitat
des Antigens intakt gelassen. Sie stellten hauptsachlich die Veranderung des physi-
kalisch—chemischen Zustandes des Gesamtmolekiils dar, entsprechen also dem,
was wir nach der Definition Picks als Anderung der Zustandspezifitit bezeichnen

mussen.
Durch intensive chemische Eingriffe auf Eiweiflantigene werden naturgemaf}

viel weitgehendere Beeinflulung derselben herbeigefiihrt, ohne daff diese Eingriffe zu
einem weitgehenderen Zerfall des ganzen Molekiils fiihren. Es genlgt, wenn es zum
Ersatze einzelner Gruppen im Molekile kommt, sodaB struktur-chemische Differenzen
entstehen. Auf diese Weise 148t sich die spezifische Wirkung eines Antigens von
Grund aus umgestalten. Man gewinnt hierdurch den Eindruck, dafl trotz der Be-
deutung, welche den physikalisch-chemischen Momenten der Spezifitatswirkung
zukommt, deren Einflufl dennoch nicht iberschatzt werden darf, und dafl die wich-
tigsten Grundlagen der differenten spezifischen Antigenwirkungen in den struktur-
chemischen Eigenschaften des Molekiils zu suchen sind.

Das native Eiweiflantigen wird nach Obermayer und Pick durch bestimmte
chemische Einwirkungen irgend eine Verinderung des Eiweifimolekiils besonders an
gewissen chemischen Gruppen hervorrufen. Die auf diese Weise substituierten
Eiweifl)korper wirken, wie ein anderer Stoff, auf die erneuerte Spezifitat durch Sub-
stitution.  Die diesbeziiglichen Versuche von Obermayer und Pick haben gezeigt, dafl
die verschiedenen chemischen Gruppen an verschiedenen Stellen im Eiweifimolekiil
die Antigenspezifitit in recht mannigfacher Weise beeinfluBen. Bei bestimmten
Prozessen gehen die so charakteristische Arteigenheit unter volliger Umpragung des
urspringlichen Charakters verloren, wihrend bei anderen das Antigen entsprechend
der eingefiihrten Gruppen und der durch diese gesetzten Veranderungen des Molekiils
eine neue besondere Spezifitat unter Beibehaltung der Artspezifitit annimmt.

Obermayer und Pick bezeichnen jene Spezifitit, welche die Arteigenheit des
Eiweiflantigens bedingt, als originire Spezifitit, und die dieser etwa zugrundeliegende
charakteristische chemische Konfigulation des Eiweifles als originire Gruppierung
desselben. Den anderen Spezifitatsfall, in welchem sich bei erhaltener Artspezifitat
durch den chemischen Eingriff eine neue scharf ausgepragte Spezifitit entwickelt
hat, nennen sie konstitutive Spezifitit und kommen dabei zu der Annahme, dafl bei
struktur-chemischen Verhaltnissen, welche diese letztere Spezifitat bedingen, die sog.
konstitutive Gruppierung verschieden ist, von derjenigen der originaren Spezifitat.
Es ist natiirlich, da8 diese zwei Spezifititsformen, welche zunachst, und wohl haupt-
sachlich, auf der chemischen Konfiguration des Molekiils basiert sind, auch auf die
friher besprochene Zustandsspezifitit bis zum einen gewissen Grad richtunggebend
sein kénnen, ebenso wie es ja auch in der chemischen Natur dieser beiden Spezifi-
tatsformen gelegen ist, dafl eine gegenseitige Beeinfluflung der originaren durch die
konstitutive und umgekehrt wohl méglich ist.

Mehrere Autoren haben die sogenannte Zustandsspezifitat, be-
sonders die Beziehung zwischen Zustandsspezifitat und Artspezifitat
durch die Einwirkung von Hitze, verschiedene Chemikalien, und
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Ferment studiert. Die Resultate ihrer Untersuchungen sind ver-
schieden. M. Makino studierte genau die Zustandsspezifitat des
Serumeiweifles durch Hitze und verschiedene Chemikalien und er
entdeckte, daf die Meinungsverschiedenheiten der Zustandsspezifitat
ganz abhangig sind von der Untersuchungsmethode. Nach der
Antikérperverdinnungsmethode veréffentlichte er die endgultigen
Resultate unter Beriicksichtigung der Immunkérpermenge.

Bei dieser Sachlage schien es mir nun geboten, durch Messung
der Antikorpermengen mit Hilfe der Ogatasche Verdinnungsmethode
einmal naher zu priifen, in welchem Verhaltnisse die chemisch tief
eingegriffene Serumeiweifle, wie Jodeiweil und Nitroeiwei} biologisch
bestehen. Dariiber haben Obermayer und Pick den Nachweis der
absoluten Zustandspezifitat, und andere interessante Einzelheiten
veroffentlicht.

Untersuchungsmethode.

1) Die Herstellungsmethode der verschiedenen Antigene.
a) 70°C-EiweiB und 100°C-Eiweif. Frisches Serum wurde mit destilliertes
Wasser 10 fach verdiinnt. 10 cc der Lésung wurde in Reagenzglaser gegossen, und
die Reagenzglaser wurden mit Watte fest verstopft, und 30 Minutenlang bei 70°C
und 100°C im Wasserbade erhitzt. Nach Abkihlung im kaltem Wasser fiigten wir
kristallisiertes Kochsalz hinzu, sodafl die Emulsion eine physiologische Kochsalz-
l6sung enthielt. Die abgekiihlte Lésung wurde als Immunogen und Prazipitinogen
beniitzt.
b) 120°C-Eiwei8. 5 cc frisches Serum wurden im Autoklav 30 Minutenlang bei
120°C erhitzt. Das koagulierte Serum wurde mit physiologischer Kochsalzldsung
bis zur Menge 10 cc versetzt, und dann 24 Stunden lang bei 37°C im Brutschrank
aufbewahrt, um das erhitzte Eiweifl gut extrahieren zu kénnen. Das Extrakt wird
abzentrifugiert und die AbguBlésung als Immunogen und Prazipitinogen beniitzt.
c) Alkohol-Eiwei.  Frisches Serum wurde mit physiologischer Kochsalzldsung 10
fach verdinnt und mit gleicher Menge 70 %igen Alkohols versetzt und eine Zeitlang
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Der zugesetzte Alkohol wurde folgender-
maflen wieder aus diesem Gemisch frei gesetzt. Die Losung wurde in einen Destil-
lator von niedrigem Druck gestellt und vollstandig destilliert. Das verdunnstete
Wasser wurde wiederum mit destilliertem Wasser bis zur urspringlichen Menge
versetzt, und dann als Prazipitinogen beniitzt.
d) Alkali-Hitze-Eiweif. Frisches Serum wurde mit physiologischer Kochsalz-
lédsung 10 fach verdinnt. 2cc der Lésung wurde mit einem Tropfen 10%iger
Lésung von Natrium carbonicum versetzt und bei 100°C 30 Minuten lang erhitzt.
Nach Abkithlung wurde die Lésung als Prazipitinogen angewandt.
e) Formalin-Hitze-Eiweif. Frisches Serum wurde mit physiologischer Kochsalz-
16sung 10 fach verdiinnt. 2ecc der Losung wurde mit einem Tropfen 40 %iger
Formaldehydl6sung versetzt, und bei 100°C 30 Minuten lang erhitzt. Nach Abkih-
lung wurde die Lésung als Prazipitinogen benitzt.
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Bei der oben erwihnten Herstellung der verschiedenen Prazipitinogene wurde die
durch Erhitzung verdunstete Wassermenge immer vor dem Versuche bis zur ur-
springlichen Menge ersetzt.

f) Pepsin-HCl-Eiweif. Frisches Serum wurde mit physiologischer Kochsalz-
lé6sung 10 fach verdinnt. 1cc der Lésung wurde mit 0.5 cc 10 %iger Pepsinlosung
(Merk) und 0.25 cc von N/10 Salzsiurelésung versetzt, und bei 37°C 4 Tagelang im
Brutschrank aufbewahrt und mit 0.25 cc N/10 Natronlauge neutralisiert. Diese
Losung wurde als Prazipitinogen beniitzt.

g) Trypsin-Eiwei8. Frisches Serum wurde mit physiologischer Kochsalzlgsung
10 fach verdiinnt. 1 cc der Lésung wurde mit 1 cc 10 %iger Trypsinlosung (Merk)
versetzt, und bei 37°C 4 Tage lang im Brutschrank aufbewahrt. Diese Lésung wurde
als Prazipitinogen benitzt. Als Kontrolle wurde das 10 fach verdiinnte Serum auch
4 Tage lang im Brutofen aufbewahrt.

h) Jod-EiweiB. Hogyes und Zeller stellten zum ersten Male das Jodeiweif her
durch Zusammenbringen von Roheiweifl mit Jodjodkaliumlésung, welches das Jod
in lockerer Bindung enthalt. Blum stellte das Jodeiweil durch Mengen von Sera,
Jodkalilésung und Natriumbikarbonat her, und Hofmeister durch Mengen von Sera,
Jodkalium, und jodsaurem Kalium und Schwefelsiure. Ich habe das Jodeiweif} auf
folgende Weise hergestellt.

200 cc frisches Serum werden mit 10g Jodkalium, 5 g jodsaurem Kalium und 20 cc
20 %iger Schwefelsaure versetzt und 4 Stunden lang bei 70°C auf dem Wasserbade
im Kolben erhitzt. Nach Abkiihlung in kaltem Wasser wird der erhaltene rétliche
braunliche Niederschlag abfiltriert, abgepreft und ca. 1.5 Liter Wasser unter Ammo-
niakzusatz gelost. Die Losung wird nochmals klar filtriert, und das Filtrat mit
Essigsidure gefillt. Um frisches Jod méglichst aus dem Niederschlag zu beseitigen,
wird der Niederschlag in folgende Weise behandelt. Der weifle flockige Nieder-
schlag wird aufs Filter gebracht, gut gewaschen, stark abgepreft. Der rotlichbraun-
liche Niederschlag wird noch mal in 5 %iger Sodalésung gelést, abermals klar filtriert,
und das Filtrat wiederum mit Essigsiaure gefillt. Dieses Fallen mit Essigsidure und
Lésen mit Sodalésung wird 3 mal wiederholt und jedesmal mit Wasser gut gewa-
schen, und der beim letzten Mal erhaltene diinne gelbliche Niederschlag wird bei
Zimmertemperatur abgetrocknet, und als JodeiweiBipulver im Exsikkator aufbewahrt.
Bei diesem Prozesse begiinstigt der Siurezusatz nicht bloss die Jodeinwirkung,
sondern ist auch unentbehrlich, um die Koagulation des Eiweifles bei Beginn des
Erhitzens zu verhiiten.

2) Herstellungsmethode der Antigene fir Immunisierung.

Vom Jodeiweilpulver wird 0.05 g mit | cc physiologischer Kochsalzlésung ver-
setzt, und 24 Stunden lang bei 37°C in Brutschrank aufbewahrt. Das Pulver wird
dabei beinahe gelost. Der Eiweifigehalt der Lésung wird durch Sulfosalyzylsaure und
die Essigsaureferrozyankaliprobe bestimmt und entspricht einer 100 fachen Verdiin-
nung des normalen Rinderserums. Diese Stammlésung wird als Prazipitinogen und
Immunogen gebracht. Das Kaninchen wurde jeden fiinften Tag erst mit 10 cc von
dieser Jodeiweif)lésung und dann in aufsteigender Dosis bei 4 tigigen Pause mehrmals
intravends injiziert, und 7 — 10 Tage nach der letzten Injektion wurde das Blut der
Carotis entnommen. Die mehrfach wiederholten Immunisierungen sind nétig, um
das Prazipitin des Jodeiweifles zu bekommen. Schon von H. Freund wurde berichtet,
dafl die Jodeiweiflimmuntiere nie vor der. 5, zuweilen erst nach der 7 bis 9 Injektionen
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Prazipitin erzeugen kénnen.

a) Nitro-EiweiB. FuBlend auf dem Obermayer und v. Firthsche Nitrierungsverfah-
ren habe ich das Nitroeiweif} auf folgende Weise hergestellt. 100 cc frischen Serums
wird tropfenweise konzentrierte Salpetersaure bis zur 2 fachen Menge zugesetzt und
das Gemisch wird gut geschiittelt und in Zimmertemperatur eine Stunde lang stehen
gelassen. Nach Dekantierung mit 1 L. Wasserzusatz wird der entstandene dinn
gelbliche Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen, abgeprefit, und in 5 %iger
Sodalosung gelést und mit Essigsaure wieder gefallt. Dieses Fallen mit Essigsaure
und Lésen mit Sodalésung wird 3 mal wiederholt, die dbrig bleibende Salpetersaure
gut gewaschen und der erhaltene diinn gelbliche Niederschlag bei Zimmertemperatur
abgetrocknet und als Nitroeiweifipulver im Exsikkator aufbewahrt. Der Eiweiflgehalt
der NitroeiweiBlésung, wovon | cc 0.0] g NitroeiweiBpulver enthalt, entspricht unge-
fahr einer 50 fachen Verdinnung des normalen Rinderserums.

b) Jodiertes Nitroeiweif. 0.6 g von dem durch oben erwihnte Methode herge-
stellten Nitroeiweifl wird in 20 cc Aq. dest. geldst und mit 1.0¢g Jodkalium, 0.5 ¢
jodsaurem Kalium und 2 cc 20 %iger Schwefelsiure versetzt. Dieses Gemisch wird
weiter wie beim oben erwahnten Verfahren der Jodierung behandelt, und das
schliefllich erhaltene Pulver nannte ich jodiertes Nitroeiweifipulver.

¢) Nitriertes Jodeiweif3. 0.8 g von dem durch die oben erwihnte Methode herge-
stellten Jodeiweifl wurden tropfenweise in 40 cc konzentrierter Salpetersaure gebracht,
und dieses Gemisch wurde durch oben erwihnte Nitrierungsverfahren nitriert. Das
erhaltene Pulver nannte ich nitriertes JodeiweiB.

3) Immunisierung.

Als Versuchstiere wurden Kaninchen benitzt, die durch chemisch vorbehandelte
Rinder-, Ziegen-, Schwein-, Pferd-, Meerschweinchen-, Kaninchen- und Hihrersera
immunisiert worden waren. Dem Tiere wurde eine Art von chemisch vorbehandelten
Serumantigenen in 3 - 4 tagigen Pausen intravends injiziert, 10 Tage nach der letzten
Injektion wurde das Blut aus der Carotis entnommen. Manchmal wiederholte ich
die Immunisierung nach ungefihr einmonatlicher Pause, bis ein erwiinschter Titer des
Prazipitins erreicht war.

4) Prazipitinreaktion. :

Als Prazipitinogen wurden klare Extrakte von chemisch vorbehandelten Serum-
eiweiflen angewandt, und dabei wurde die Stamml&sung jedesmal so hergestellt, daf3
ihr Eiweifigehalt immer einer Verdinnung von Ca. 1/100 des normalen Rinderserums
entsprach. Zur Prazipitinbestimmung beniitzte ich die folgenden zwei Methoden
(Ringprobe), wobei die Reaktion bei Zimmertemperatur je nach 1/4Std., 1/2Std.,
15td. und 2Stunden abgelesen wurde :

a) Uhlenhuthsche Methode (die originale Methode). Das Prizipitinogen wurde
in absteigender Weise mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt und auf das
Originzlserum aberschichtet.

b) Ogatasche Immunkérperverdiinnungsmethode. Wenn die in absteigender
Richtung verdiinnten Prazipitinogene auf das Immunserum, das mit | %iger Gummi-
16sung oder | %iger Stirkelésung oder 10 %igem Meerschweinchenserum in gleicher
Weise verdiinnt ist, Gberschichtet werden, so kann das bis zu einem gewissen Grad
verdunnte Antigen mit Immunserum im héchsten Verdiinnungsgrad reagieren. Dieser
Grad der Antigenverdiinnung heifit die Bindungszone des Immunserums, und den
héchsten Verdiinnungsgrad des Immunserums nennen wir den Prazipitintiter nach
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der Immunkérperverdiinnungsmethode oder der Prazipitintiter. Bei der ersten Anti-
genverdinnungsmethode wird immer die Antigenitat auf eine bestimmte Antikorper-
menge untersucht, wihrend durch die zweite Methode weitere diesbeziigliche Fest-
stellungen bei gleichzeitiger Variierung der Menge beider Reagine vorgenommen
werden.

5) Komplementbindungsreaktion.

Als Hamolysin beniitzte ich ein inaktiviertes Kaninchenimmunserum fiir Ziegen
blut (in 2 fach geléster Dosis), als Komplement das frische Meerschweinchenserum (in
minimaler Komplementdosis). Die rote Emulsion war das gewaschsene 5 %ige defi-
brinierte Ziegenblut. Die eigentliche Versuchsanordnung gestaltete sich folgender-
maflen: eine Reihe von verdiinnten Antigenen (je 0.5 cc) wurde mit 0.5 cc Komple-
ment und absteigend verdiinntem Immunserum gemischt, dann wurde die Mischung
| Stunde lang im Brutschrank bei 37°C angestellt. Nach Zusatz eines hamolytischen
Systems wurden die Versuchreagenzgliser wieder 2 Stunden lang im Brutschrank
gehalten. Bei jedem Versuch stellte ich immer die notigen Kontrollen an. Auch
bei dieser Probe verwandte ich, wie bei der Prazipitinreaktion, die Bindungszone, in
der das Antigen sich mit dem héchst verdinnten Immunserum verbinden kann, um
den Serumwert zu bestimmen.

6) Absattigungsverfahren.

Mit bestimmten Serumantigenen sattigte ich das Immunserum folgendermaflen
ab: zuerst hielt ich das Gemisch beider Substanzen 2 Stunden lang im Brutschrank,
dann Gber Nacht im Eisschrank, schlieBlich wurde dieses Gemisch stark abzentrifu-
giert. Der Abgufl wurde mittels Prazipitinreaktion und Komplementbindungsreaktion
nochmals geprift.

Experimente.
Experiment 1. Hitzewirkung auf Antigene.

Uber die Zustandsinderung des Serumeiweifles durch Hitzewirkung sagte Smith,
dafl die Reagierbarkeit der Serumantigene durch langsame Erhitzung bis zu 64°C in
3 Minuten ganz erloschen sei. Schmidt hat darauf hingewiesen, dafl das Pferdeserum
durch Erhitzen bei 70°C seine Reaktionsgeschwindigkeit mit Antinativimmunserum
vermindert, dafl aber trotz einem einstiindigen Erhitzen bei 90°C die prazipitinbil-
dende Fahigkeit noch vorhanden ist, da8 aber nach dem Erhitzen bei 100°C in 30
Minuten diese Prizipitinogenitat endlich vollstindig erloschen sei, Doerr und Russ
bestatigten durch ihre Untersuchungen, dafl das Schafserum beim Erhitzen tiber 90°C
seine Prazipitabilitit mit Antischafimmunserum schon einbifit. Nach Fornett und
Maller oder Sakai sind die Ergebnisse etwas verschieden, weil das Pferdeserum durch
30 Minutenlanges Erhitzen bei 100°C die Reaktionsfihigkeit noch behalt und schiief-
lich versicherten sie, daf} eine Differenz zwischen nativen und erhitzten Serum in
Bezug auf Artspezifitat besteht. Die Ergebnisse von Obermayer und Pick sind sehr
interessant, indem bei einmaliger Immunisierung von gekochtem Rinderserum die
Prazipitinreaktion am stirksten mit gekochtem Rinderserum ist, aber schwicher wird
mit bis 60°C oder 80°C erhitztem Rinderserum, und gleich null mit nativem Rinder-
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serum. Dagegen reagierte des Immunserum bei mehrmaliger Immunisierung von
gekochten Rinderserum positiv sowohl mit nativem Rinderserum als auch mit ge-
kochtem Rinderserum. Okamoto weist experimentell nach, dafl die stark gekochte
Menschenmilch (15 minutenlanges Erhitzen bei 120°C) die Antigenitat zur Antikér-
perbildung noch behalt, wahrend die Reagierbarkeit mit dem Antiserum von roher
Milch ganz erlischt. Schmidt sagte, da das Antiserum, das durch erhitztes Serum
gewonnen wird, (30 Minuten lang bei 70°C) sowohl mit erhitztem Serum als auch
mit gekochtem und nativem Serum reagiert. Das Antiserum von Alkali-Hitze-
Eiweif, das mit 30 Minuten lang auf 70°C erhitztem und weiterhin nach Verdinnung
mit Alkali nochmal 15~20 Minutenlang erhitztem Serumantigen hergestellt wurde,
reagiert sowohl mit dem Alkali-Hitze-Eiweifl als auch mit dem erhitztem Serum,
aber nicht mit dem nativen Serum. Nach dem Experiment von Takizawa reagiert
das mit dem Formalin-Hitze-Serum hergestellte Immunserum stark mit dem Formalin-
Hitze-Serum, schwach mit dem erhitzten Serum und gar nicht mit dem nativen
Serum.

Die Einwirkung von Kalte auf Zustandsianderungen der Antigene wurde zunachst
von Perrone an bei ~15°C bis —17°C 6 Stunden lang gekiihlten Typhuskulturen gezeigt ;
er hat dabei festgestellt, dafl nach Verimpfung derartiger Kulturen im Serum der
vorbehandelten Tiere ein viel betrachtlicheres Agglutinationsvermdgen auftrat als bei
solchen, die mit normalen Kulturen geimpft worden waren. Auferdem wiesen die
gekihlten Kuituren eine bedeutend abgeschwichte, bei Zimmertemperatur jedoch
reversible Virulenz gegeniiber den normalen Kulturen auf: die mit vorbehandelten
Tiere erlangten auch bemerkenswerterweise keine Immunitat gegen virulente Kultu-
ren. Noch interessantere Ergebnisse erzielte Olivi, welcher mit bei +1 und +2°C
gekiithlten Blutkérperchen des Meerschweinchens, die schon an sich vom spezifischen,
mit normalen Blutkorperchen hergestellten Immunhamolysin schlechter gelost werden
als normale Blutkorperchen, Kaninchen vorbehandelte: er erzielte auf diese Weise
in einem von 5 Kaninchen ein Immunhémolysin (Hypothermolysin), das vorzuglich
die gekiihlten Erythrozyten lGste, aber nur wenig oder erst im groBen auf normale
Blutkorperchen wirkte.

M. Makino in unserem Institut beschiftigte sich mit der Frage der Zustands-
spezifitait der Serumantigene nach der Prazipitin- und Komplementbindungsreaktion
und stellte fest, dafl man durch Einspritzung von maifBig erhitzten Antigensera, die
bei 80°C eine halbe Stunde lang im Wasserbade digeriert wurden, weiter rezgierendes
Antiserum, das auf natives Serum, auf 100°C erhitztes Serum und auch auf mit
Karbol oder Alkohol vorbehandelte Sera stark reagiert, bekommen konnte, und daf
das Antiserum, das aus auf 100°C erhitztem Antigenserum hergestellt wurde, die
typische Zustandsspezifitat zeigt und nur selten auf native Antigene reagiert. Mit der
Beziehung zwischen Zustands- und Artspezifitat bestitigen sich die Untersuchuzgen
von Obermayer und Pick, Schmidt, Schiitze, und Fornet und Miiller usw. . Obermayer
und Pick behaupteten, dal das mit dem erhitzten Serum hergestellte Prazipitin
sowohl eine Artspezifitit wie auch eine Zustandsspezifitit besitzen miisse, weil das
Prazipitin nicht nur mit dem erhitzten Serum, sondern auch mit dem nativen Serum
reagiert. Torigafa immunisierte Kaninchen mit den 30 Minuten lang erhitzten Serum-
eiweilen und bemerkte, dafl das damit hergestellte Prazipitin sowohl Artspezifitit
wie auch Zustandsspezifitit hat. Schmidt und Schitze behaupteten, dafl das mit
erhitztem oder gekochtem Serum hergestellte Immunserum wie das Antinativimmun-
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serum eine Artspezifitit hat. Andererseits immunisierten Fornet und Miiller Kanin-
chen mit den bei 65°C erhitzten und dann geprefiten Fleischsuppen und bemerkten,
daB das damit hergestellte Prazipitin eine so starke Artspezifitat wie Antinativflei-
schimmunprazipitin nicht mehr hat, weil eine Artspezifitat durch eine starke Zustands-
spezifitdt beinahe bedeckt wurde. Zinsser und Ostenberg immunisierten Kaninchen
mit den erhitzten Sera und berichteten, dafl das damit hergestellte Prazipitin eine
ebenso starke Artspezifitit wie Antinativimmunprazipitin hat. Neuerdings berichtete
Yamazaki auf Grund seiner Studien dber Prazipitinkérnchen, dafl das durch erhitztes
Serum hergestellte Immunserum eine starke Artspezifitat hat.

Wie aus den oben erwiahnten Tatsachen ersichtlich ist, ist eine Zustandsspezifitat
der Antigene leicht nachweisbar mit Immunserum, das durch erhitztes Serum herge-
stellt wurde. Uber die Frage der Artspezifitat bei erhitzten Antigenen gehen die
Meinungen vieler Autoren auseinander. Obermayer und Pick, Schmidt, Torigata und
Sakai behaupteten, dafl sowohl Zustandsspezifitat als auch Artspezifitit in dem mit
erhitztem Serum hergestellten Immunserum nachweisbar seien. Dem widersprachen
Fornet und Miller, Zinnsser und Ostenberg mit der Behauptung, daf8 in einem solchen
Immunserum eine Artspezifitat durch eine starke Zustandsspezifitat bedeckt wiirde.
M. Makino in unserem Institut studierte genau die Beziehung zwischen Zustandsspezi-
fitat (Hitze) und Artsperzifitit des Serumantigens mittels der Prazipitinreaktion. Er
bestatigte hinsichtlich des Immunprazipitins, das durch erhitzte Serumantigene (bei
70°C 30 Minuten im Wasserbade) immunisiert wurde, dafl bei schwach immuni-
siertem Prazipitin die Art- und die Zustandsspezifitit nach der Antigenverdinnung
nachweisbar sind, jedoch bei hoch immunisiertem Prazipitinserum nur die Zustands-
spezifitit, weil die Artspezifitat durch die Zustandssgezifitit beinahe bedeckt wird.
Er konnte beide Spezifititen sowohl bei schwach als auch bei hoch immunisiertem
Antiserum nach der Antikérperverdiinnungsmethode nachweisen. Das Immunserum,
das man durch stark erhitztes Antigenserum (bei 100°C 30 Minuten) bekam, zeigte
nach der Antigenverdinnungsmethode nur die Zustandsspezifitit, aber nach der
Antikérperverdiinnungsmethode lieflen sich beide Spezifititen nachweisen. Ich
untersuchte die biologische Beschaffenheit des Serumantigens, das bei 120°C 30
Minuten lang erhitzt wurde, besonders im Hinblick auf die Beziechung zwischen dem
120°C-Eiweifl und diesen chemisch intensiv angegriffenen Eiweiflen, wie Jod- und
Nitroeiweifle, und erzielte die folgenden Resultate.

Versuch I. Zustandsinderung der Prizipitinogene.

Um festzustellen, ob die chemisch intensiv eingegriffenen Anti-
gene, wie Jodeiweifl, Nitroeiwei}, nitriertes Jodeiweifl und jodiertes
Nitroeiweifl, noch ein geringeres natives Eiweif} enthalten, unter-
suchte ich mit der Prazipitinreaktion und Komplementbindungsreak-
tion mittels hochwertigem Immunserum, das durch mehrmalige
Injektionen von nativem Ziegenserum in Kaninchen hergestellt
wurde, und das den Titer 1:10,000 nach U'scher Methode und die
Bindungszone 1:250 und den Verdinnungstiter 1:2,560 nach der
Verdinnungsmethode besitzt, wie die Tabelle | zeigt. Wie aus der
Tabelle 2 ersichtlich ist, reagiert das Immunserum positiv mit schwach
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chemisch oder physikalisch vorbehandelten Antigenen, wie erhitztes
Eiweif}, Alkohol-Eiweif}, Alkali-Hizte-Eiweif}, F ormalin-Hitze-Eiweif3,
auch mit durch Ferment vorbehandeltem Serumeiweil wie Pepsin-
HCI-Eiweif}, Trypsin-EiweiB}, aber gar nicht mit chemisch intensiv
eingegriffenem Serumeiweif}, wie Jodeiweif, Nitroeiweif}, nitriertes
Jodeiweif, jodiertes Nitroeiweil. Analog der chemischen Einwirkung
ist auch die physikalische Einwirkung auf Antigene, weil mit stei-
gender Temperaturwirkung sich die Reaktionsfahigkeit der Antigene
mit diesem Immunserum vermindert und das 120°C-Eiweif} nicht
mehr reagiert. Durch Chemikalien und Ferment vorbehandeltes
Eiweif} zeigt eine etwas weniger starke Reaktionsfahigkeit als erhi(z-
tes Eiweifl und es bleibt dabei eine 0.78 - 25 %ige Originalantigenitat
bestehen. Mittels Komplementbindungsreaktion kénnen diese Tat-
sachen auch erklart werden, und diese chemisch intensiv eingegrif-
fenen Eiweifle konnten keine positive Reaktion zeigen. Hier kann
man sagen, dafl die Zustandsinderung der Prazipitinogene nicht so
leicht erzielbar ist, und dafl besonders bei Verwendung von hoch
Immunisiertem Serum der positiv reagierbare Stoff mehr oder weniger
zuruckbleibt. Aber das Jodeiweif}, Nitroeiwei, usw. enthalten keine
Substanzen, die mit diesem Immunserum reagieren kénnen.

Ich mochte diese Beziehung mit spezifischem Immunserum um-
gekehrt nachweisen (Tabelle 1 u. 2).

Tabelle 1. Antiziegenkaninchenimmunserum.

Antik. - 8 8 & g
— o O
verd.

1,280
: 2,560
5,120

Antig.
verd.

|
|
1
1
l:
|
1
1
1

I
I
l

t: 100
1: 250
1: 500
1: 1,000
1: 2,500
1: 5,000
1 :10,000
1: 25,000

FEEEEEE
FTEEEFEFEF
FFoEFE

H + +

I

+EEFEEEEE

+FFEEEEEEE
FTEEEEEEFEE
FrFEFEFEFEEFEE

Bindungszone: 1 :250, Verdinnungstiter: 1 :2,560.
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Tabelle 2. Reaktion des Antiziegenserums von Kaninchen
(Nr. 48) auf verschiedenen Antigenen.

Reaktion Prézipitinreaktion Kgﬂsiergirzit:ri:n-
U'sche Methode | O’sche Methode O’sche Methode
. T ] =]
Arten . Ler U.l‘-?tc;e g —é& Bz | V. g gé\“ Bz | V. § —é&
der Antigene >0 >0 >o
natives Eiweif 1 : 10,000 100 | 1:250/1 : 2,560/ 100 (1 :1,000!1:640 100
70°C-Eiweif 1: 2,000 20 | 1:1601:3,320] 125 (1: 250/ 1:160 25
100°C-Eiweif3 1: 100 1y1: 500: 200 0.781: 100/t: 10 1.5
120°C-Eiweif 0 o — — 0 — 0 0
Alkohol-Eiweif3 1: 5,000 50 1 1:2501: 6400 25 [1: 500/ 1:160 25
A.-H.-Eiwei8 1: 800 81:2501: 160 625 v
F.-H.-Eiweif} 1: 1,000 10 | 1:2501: 160 625 / /
P-H-Eiwei | 1: 200 2 1:1001: 160 625 / | | ,
Trypsin-Eiwei8 | 1: 2,500 | 25 1:100(1: 640 25 S s S
Jod-Eiweif 0 o] — o o — o 0
Nitro-Eiweif} 0 0] — 0 0 — r 0 0
n. Jod-Eiweif} 0 0] — 0 0 — 0 0
j. Nitro-Eiweif3 0 O, — |0 0 — ! 0 0

A.-H.-Eiweifl = Alkali-Hitze-Eiweif}, F.-H.-Eiwei = Formalin-Hitze-
Eiweifl, P.-H.-Eiweil = Pepsin-HCl-Eiweif}, n. Jod-Eiweifl ==nitriertes

JodeiweiB, j. Nitro-Eiweil = jodiertes Nitroeiweif.

Versuch 2. Antiserum von iibererhitzten (120°C)

Serumantigenen.

M. Makino meinte, daB die Reaktion zwischen Anti-100°C-Eiweiflimmunserum
mit nativem Serum von allen Tieren immer negativ bleibt, wihrend die Reaktion
zwischen diesen mit Hitze, Alkohol und Karbol vorbehandeltem Serum von nahen
und sogar entfernten Spezies positiv geht. Dabei wird die Artspezifitat deutlicher.
Er stellte fest, dal bei der Beniitzung des Immunserums, das mit dem bei 100°C 30
Minuten lang erhitzten Serum hergestellt wurde, die Artspezifitat durch die Zustands-
spezifitit nach U’scher Methode beinahe bedeckt wurde. Aber nach der Antikor-
perverdiinnungsmethode sind sowohl die Zustandsspezifitat als auch die Artspezifitat
nachweisbar.

Um diese interessante Tatsache weiter zu priifen, habe ich ein
solches Serum hergestellt, das mit Ziegen-120°C-Eiweif} hergestellt
wurde, und das den Titer 1:1,000 nach U’scher Methode und die
Bindungszone 1:500 und den Verdinnungstiter | :64 nach O'scher
Methode besitzt. Ich habe schon aus dem Versuche | erkannt, daf}
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das Ziegen-120°C-Eiweil mit dem hoch immunisierten Antiziegen-
immunserum keine, auch nicht einmal eine schwache Prazipitinreak-
tion zeigt. Deshalb kann man vermuten, daf eine dem nativen
Eiweifl entsprechende Substanz in dem Ziegen-120°C-Eiweifl nicht
mehr vorhanden ist. Mittels der Prazipitin und Komplementbin-
dungsreaktion untersuchte ich die Reaktionen zwischen diesem
Immunserum und dem 120°C-Eiwei von allen Tieren, Rindern,
Schweinen, Pferden, Meerschweinchen, Kaninchen, Hithnern oder
nativem Serum. Nach U'scher Methode zeigt das Hauptantigen,
Ziegen-120°C-Eiweif8, den Titer | : 1,000, das Rinder-120°C-Eiweiffl den
gleichen Titer, Schwein- und Pferde-120°C-Eiweifl zeigten einen
50 %igen Verwandtschaftgrad und Meerschweinchen-, Kaninchen- und
Hihner-120°C-Eiweifl konnten nicht einmal mehr eine schwache
positive Reaktion nachweisen. Nach O’scher Methode reagiert das
Hauptantigen Ziegen-120°C-Eiweifl viel stirker als andere 120°C-
Eiweilantigene. Rinder-120°C-Eiweif3 zeigt einen 50 %igen Verwandt-
schaftgrad und den Titer 1:32. Schwein- und Pterde-120°C-Eiweif3
zeigten den Titer 1:16.  Das Meerschweinchen-, Kaninchen-, und
Hihner-120°C-Eiweif} reagierten ganz negativ. Doch die Zustands-
anderung bei 120°C-Eiweif} ist nicht vollkommen, weil das entspre-
chende Antiserum mit nativem Mutterserum und dem nahe ver-
wandten nativen Rinderserum positiv reagiert. Nach Absattigung
dieses Immunserums mit dem nativen Mutterserum im Mengenver-
haltnisse von | (Immunserum) : 0.03 (Antigen) versuchte ich nochein-
mal die Prazipitin- und Komplementbindungsreaktion. Dabei bleibt
die Reaktion des AbguBiserums auf erhitztem Eiwei beinahe unver-
andert, ausgenommen bei Ziegen- und Rinder-120°C-Eiweil. Auf
Grund dieser Reaktion kann man vermuten, dafl die Antikdrper
bildende Kraft bei Erhitzung auf 120°C noch unverindert bleibt und
das Antiserum mit nativen Antigenen reagiert oder nach Absittigung
mit nativem Serum die Verminderung der Reagierbarkeit bemerkbar
ist, und die Zustandsspezifitat des erhitzten Serums nicht deutlich
nachgewiesen werden kann. Aus der obigen Untersuchung mochte
ich Gber die Zustandsspezifitat der hoch erhitzten Sera zusammen-
fassend kurz folgendes schlieBen. Das auf 120°C erhitzte Serum-
antigen zeigt einerseits als Prazipitinogen andererseits als Immunogen
eine neue Eigenschaft, die noch deutlicher als beim auf 100°C er-
hitzten Antigen nachweisbar ist. Dabei wird die Artspezifitat des
Immunserums viel undeutlicher gegenuber den gleich vorbehandelten
Serumantigenen. Das Antiserum von tbererhitzten Antigenen rea-
giert jedoch schwach positiv mit den nativen Muttersera. Deswegen
i1st diese Zustandsspezifitat nicht absolut, eine Tatsache, die ich im
folgenden stufenweise nachweisen werde. (Tabelle 3.)
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Versuch 3. Reaktion des Antiserums von iibererhitzten
Antigenserum auf verschiedene Antigene.

Bei dieser Untersuchung wird der Reaktionsgrad zwischen Anti-
serum von auf 120°C erhitztem Ziegenserum und verschiedenen
vorbehandelten Serumarten ermittelt. Das Ziegenserum wurde
physikalisch, chemisch oder biologisch vorbehandelt, und diese vor-
behandelten Antigene wurden als Prazipitinogen fur Immunprazipitin,
das durch auf 120°C erhitztes Ziegenserum und entsprechendes auf
120°C erhitztes hergestellt wurde, verwandt. Als Kontrolle wurden
dabei nicht vorbehandeltes natives Ziegenserum und entsprechendes
auf 120°C erhitztes Ziegenserum beniitzt. Wie vorher angedeutet,
geht die Beziehung zwischen Hitzewirkung und Reaktionsgrad unge-
fahr parallel, d.h. der Prazipitintiter zwischen diesen Immunsera und
erhitzten Antigenen ist entsprechend bei 120°C am stirksten und es
folgt 100°C -70°C-natives. Nach U’scher Methode kann man sogar
die Differenz zwischen auf 120°C und auf 100°C erhitzte Antigene
nicht bemerken. Nach der Verdiinnungsmethode ist dieser Unter-

schied sehr deutlich, wie 120°C 100%, 100°C 50 % 70°C 25%, natives 7%.

Tabelle 4. Reaktion des Antiserums von
Ubererhitzten Antigenserum.

Reaktion Prazipitinreaktion
U’sche Methode O’sche Methode

Arten ) Titer U'sche Verwandt. Verwandt.

der Antigene Titer grad B.z. V.t grad
n )

natives Eiweif} 1: 250 25 1: 50 1: 4.5 7
70°C-Eiweif} 1: 400 40 1:100 1:16 25
100°C-Eiweif3 1:1,000 100 1:250 1:32 50
120°C-Eiweif3 1:1,000 100 1:500 1:64 100
Alkohol-Eiweif3 1: 400 40 1:100 1:16 25
A.-H.-Eiweif} 1: 1,000 100 1:250 1:32 50
F.-H.-Eiweif3 1:1,000 100 1:250 1:32 50
Pep.-HCI-Eiweif§ 1: 400 40 1:100 1:16 25
Trypsin-Eiweif3 1: 400 40 1: 50 1:16 25
Jod-Eiweif 0 0 — 0 0
Nitro-Eiweif3 0 . — 0 ”
n. Jod-Eiweif§ 0 " — 0 ”»
j. Nitro-Eiweifl 0 " — 0 "

A.-H.-Eiweifl = Alkali-Hitze-Eiweif,,  F.-H.-EiweiB =Formalin-Hitze-
Eiweifl, Pep.-HCl-Eiweil = Pepesin-HCl-Eiweif}, n. Jod-Eiweifl =

nitriertes Jodeiweifl, j. Nitro-Eiweifl == jodiertes Nitroeiweifl.
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Die Angabe von Makino werden in dieser Untersuchung auch be-
statigt, da mit Alkohol vorbehandelte Antigene und auf 70°C erhitztes
Antigen im Reaktionsgrad gegen dieses Immunserum beinahe gleich
stehen. Bei Alkali- oder Formalin-Hitze-Eiweilen konnte ich mit
blof} auf 100°C erhitzten Eiweiflen nicht differenzieren. Die Ferment-
wirkung auf Eiweifle hat in diesem Fall sowohl] bei Pepsin-HCl- wie
als auch bei Trypsinverdauung ungefihr denselben Reaktionsgrad
und zeigt 25% zu auf 120°C erhitztes Antigen. Aus dem negativen
Erfolg mit dem chemisch intensiv eingegriffenen Eiweiflen kann man
wohl schlieflen, dal die von Obermayer und Pick genannte konstitu-
tive Veranderung ganz anders ist als die durch Hitze hervorgerufene
Zustandsveranderung des Serumeiweifles. (Tabelle 4)

Versuch 4. Die Reaktion zwischen Antiserum von auf
120°C erhitztem Rinderserum und verschiedenen
Serumarten.

Nach U'scher Methode zeigt der Titer bei dem Hauptantigen
Rinder-120°C-Eiweif 1:2,500 und bei Ziegen-, Schwein- und Pferde-
120°C-Eiweifl hat man einen ganz gleichen Reaktionsgrad. Bei
Meerschweinchen- und Kaninchen-120°C-Eiweis war die Reaktion
etwas schwacher, bei Meerschweinchen-120°C-Eiweif zeigte sie einen
20%gen und bei Kaninchen-120°C-Eiweif3 einen 10%igen Verwandt-
schaftsgrad, bei nativem Rinderserum einen 20%gen. Nach der
Antikérperverdiinnungsmethode ist der Prazipitintiter beim Haupt-
antigen Rinder-120°C-Eiweif | : 80, bei Ziegen-120°C-Eiweif 1 : 40, bei
Schwein-, und Pferde-120°C-Eiweifl 1:20, bei Meerschweinchen-
120°C-Eiweif} 1: 10 und bei Kaninchen-120°C-Fiweil 1:5. Das Hiih-
ner-120°C-Eiweif hat keine Reaktion mit diesem Immunserum. Das
native Rinderserum und Ziegenserum zeigt eine schwache positive
Reaktion, aber andere Sera haben keine Reaktionen. Die Bindungs-
zone des Hauptantigens ist 1:500, Ziegen- und Pferde-120°C-Eiweifl
haben die gleichen Bindungszonen mit dem Hauptantigen. Die
Bindungszone von Schwein-, Meerschweinchen- und Kaninchen-
120°C-Eiweify ist 1:250 und niedriger als die des Hauptantigens.
Nach der Absattigung mit Rinderserum im Mengenverhaltnisse von
| (Immunserum) : 0.03 (Antigen) bleibt das Resultat unverandert, wie
die Tabelle 5 zeigt, mit Ausnahme bei Schwein- und Pferde-120°C-
Eiweifl nach U’scher Methode. Mittels der Komplementbindungs-
reaktion konnte ich Meerschweinchen- und Kaninchen-120°C-Eiweifl
wegen der Eigenhemmung des Serums'nicht priifen. Das Rinder-
120°C-Eiweif} zeigte den Titer |:40, das Ziegen-120°C-Eiweif} zeigt
einen 25%igen, Meerschweinchen- und Pferde-120°C-Eiweif} zeigte
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keinen Verwandtschaftsgrad. Im allgemeinen geht die Bindungszone
im Vergleich zu der des Prazipitintiters tiber die hohere Verdunnung
des Antigens. Bei der Prazipitinreaktion reagiert das Rinder-120°C-
Eiweiflimmunserum mit dem Kaninchen- und Meerschweinchen-
120°C-Eiweifl von entfernten Tierspezies bei beiden Prazipitinver-
suchen. Nach U’scher Methode kann man Ziegen-, Schwein- und
Pferde-120°C-Eiweifl aus dem Hauptantigen nicht unterscheiden,
und eine starke Zustandsspezifitat ist nachweisbar. Nach O’scher
Methode aber kann man das Ziegen-120°C-Eiwei aus dem haupt-
antigen klar unterscheiden, und je entfernter die Spezies ist, desto
schwacher ist die Reaktionsfahigkeit. Eine Artspezifitat ist deswegen
bei der Zustandsspezifitat auch nachweisbar. Aus der oben erwihn-
ten Tatsache kann man wohl schlieflen, daB das Rinder-120°C-Eiweif}

sowohl eine starke Zustandsspezifitat als auch eine Artspezifitat

besitzt. (Tabelle 5.)

Versuch 5. Versuch mit erhitztem Hiihnerserum.

Im vorigen Experiment habe ich schon die Reaktionen der Sera
von Kaninchen, die mit Rinder- und Ziegen-120°C-Eiweifl vorbe-
handelt waren, auf 120°C-Eiweifle von verschiedenen Saugetieren
und Vogelarten (Huhn) untersucht. War also durch obige Experi-
mente die sehr interessante Tatsache festgestellt worden, dafl fast
alle Sera von mit 120°C-Eiweifl von mehreren Siugetieren immuni-
sierten Kaninchen in 120°C-Eiweifl von verschiedenen Saugetieren,
nicht aber in Hihner-120°C-Eiweif} eine Reaktion ergeben, so fragt es
sich doch andererseits, wie sich denn Hihner-120°C-Eiweiimmun-
serum dem 120°C-Eiweif8 von Saugetieren gegeniiber verhalt. Um
diese Frage niaher zu untersuchen, habe ich ein Kaninchen mit
Hihner-120°C-Eiweif8 vorbehandelt. Mit dem gewonnenen Anti-
serum wurde die Prazipitinreaktion angestellt. Wie man aus der
Tabelle 6 ersieht, gibt das Hiithner-120°C-Eiweiflimmunserum eine
Reaktion gegen Hihner-120°C-Eiweif, aber nicht gegen die Antigene
von Saugetieren. Nach U'scher Methode zeigt das Hiihner-120°C-
Eiweifl den Titer 1:1,000. Andere 120°C-EiweiBantigene von Sauge-
tieren zeigten keine Reaktionen. Nach O’scher Methode zeigt das
Huihner-120°C-Eiweif8 den Titer 1:32 und die Bindungszone 1 : 250.
Aus dem obigen Resultat kann man ersehen, dafl die Zustandsande-
rung des Serumantigens durch Ubererhitzung nicht absolut ist, da
man zwischen entfernten Serumarten keine gemeinsame Reaktion
zustandebringen kann. (Tabelle 6.)
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Tabelle 6. Der Versuch mit erhitztem Hithnerserum.
Reaktion Prazipitinreaktion
U’sche Methode O’sche Methode
Antigen 2388 \Antik.
AR 3 RKR| Verwandt.| \ N T 00T Verwandt.
Arten = grad \verd. T grad
der Antigene - % B.z \\ —————— 0
Hihner-120°C-Eiwei{H+ +—| 100 250 |##tH++— 100
Rinder " —_— 0 — | 0
Ziege ” _—— " i ”
Schwein " —_ " —  |—— s
Pferd " —_— " - | »
Meerschw. —_—— " - | »
Kaninch. " _— " —_  |—— "
Huhnerserum H—— 25 250 |[HH——— 12.5
Rinderserum —_—— 0 - |j——— 0
Meerschw. serum —_ 0 i 0

Versuch 6. Uber die Frage der Isoantikérperbildung
durch ibererhitzte Antigene.

Nach dem Versuche von Firth scheint mir die Isoantikorperbildung durch
Koktantigene moéglich zu sein, da bei dem Antiserum von Koktantigen mit tiberer-
hitztem isogenetischem, d.h. mit demselben Tierserum, das als Immuntier beniitzt
wurde, Serumantigen eine schwache Tribung in der Mischung beobachtet wurde.
Dabei immunisierte er Kaninchen mit erhitztem (bei 100°C 5 Minuten lang) Kanin-
chenserum und die Meerschweinchen mit erhitztem Meerschweinchenserum. Es ist
auch eine interessante Tatsache, daBl das Antikoktserum, wenn es von entfernten
Spezies hergestellt wurde, mit dem Koktserum vom Immuntier ziemlich stark reagie-
ren konnte. Deswegen habe ich diese Frage mit hoch immunisiertem Antiserum von
Kaninchen sicher nachgepriift, wobei ich als Antigene fir die Immunisierung isoge-
netisches auf 120°C erhitztes Kaninchenserum benitzte.

Vier Versuchskaninchen injizierte ich wiederholt das Kaninchen-
120°C-Eiweif}. Nur bei einem mannlichen Tier, Korpergewicht 2300 g,
das 8 malige intravenose und 3 malige subkutane Injektionen erhalten
hatte, konnte ich das Prazipitin im Blut nachweisen, und zwar zeigte
es 5-11 Tage nach der letzten Injektion veranschaulicht. Die Bin-
dungszone ist | :500 und der Verdinnungstiter |:2 fiur Kaninchen-
120°C-Eiweif}. Dieses Prazipitinserum reagiert auch mit Rinder-,
Ziegen-, Schwein-, Pferde- und Meerschweinchen-120°C-Eiweif}, aber
ganz und gar nicht mit Hiuhner-120°C-Eiweifl. Die Reaktion bleibt
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auch negativ mit nativem Kaninchenserum. Mittels der Komple-
mentbindungsreaktion erzielte ich auch ein positives Resultat, wie es
in der Tabelle 7 gezeigt wird. Bei der Verdinnung (1:500) des
Kaninchen-120°C-EiweiBantigens bindet das Immunserum (1:4) ein
wenig. Es ist bemerkenswert, dafl bei auf 100°C erhitztem Kaninch-
enserum die Prazipitinreaktion zwischen 1sogenetischem Antikorper
und Koktantigen beinahe die Reaktionsgrenze zeigt, und dafl bei
dem noch auf 120°C erhitzte Serum diese Prazipitinreaktion sicher
positiv auftritt. (Tabelle 7.)

Tabelle 7. Uber die Frage der Isoantikérperbildung
durch ubererhitzte Antigene.

Arten der Antig.

Overdd 1250 1': 500 1: 1,000 1:2,500

Antigene Antik.

verd.

1: 1 H# H + —
Kaninchen 1: 2 :‘i +H + —_

1: 4 + + —
120°C-Eiweif} 1: 8 + + — -—

1:16 — — —_ —_
Rinder } é 4:? ﬂ- E .—_
120°C-Eiweif3 1. 4 . _ _

. el H + + -
Ziegen : i __
120°C-Eiwei | |7 2 x + — -

. 1: 1 +H 4 + —_
Schwein _ _
120°C-Eiwei | | 2 + + - -

1: 1 +H + + -
Pferd i _
120°CEiwei| |7 2 x + - —
Meerschwein. } é .}_ﬁ- ﬁ i _
120°C-Eiwei| | ¢ 4 * + - -
Hihner 1: 1 — — —
120°C-Eiweif} 1: 2 — - - -—

Komplementbindungsreaktion

Kaninchen : é ? ; ? ?
120°C-Eiwei| | 4 + + T —
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Kurze Zusammenfassung.

Die Reaktionsfahigkeit des antinativen Immunserums auf ent-
sprechende Antigene wird allmahlich abgeschwacht, wenn die Fi-
weiflantigene durch Hitze, Chemikalien, und proteolytische oder
oxydative Spaltung vorbehandelt werden. Aus meinem Experiment
wird dies klar nachgewiesen, weil das stark erhitzte 120°C-Eiweif}
und die chemisch intensiv eingegriffenen Eiweifle, wie Jodeiweifl und
Nitroeiweif}, die Obermayer und Pick die konstitutiv zustandsver-
anderten Eiweifle nannten, auf antinatives Immunserum nicht rea-
gieren. In dem nativen Eiweil wird bei Zustandsanderung durch
intensive chemische Wirkung die originale Antigenitat als Prazipiti-
nogen verandert. Esistjedoch ein Unterschied zwischen Immunogen
und Prazipitinogen derselben Antigene im vieler Hinsicht vorhanden.
Das gilt auch von meinem Antiserum von auf 120°C erhitztem
Serumantigen. Das 120°C-Eiweilantiserum reagiert stark mit den
durch Chemikalien und Ferment vorbehandelten und es zeigt sogar
mit dem nativen Eiweif} eine schwache positive Reaktion. Man kann
wohl daraus schlieflen, dafl das Antiserum von stark veranderten
Antigenen einerseits die spezifische Reaktion zwischen entsprechen-
den Antigenen stark zeigt, andererseits schwacher mit den Antigenen,
bei denen auf ganz andere Weise die Zustandsanderung hervorgerufen
wird, reagiert und endlich mit originalem nativem Serum eine nur
sehr geringe positive Reaktion erzeugen kann. Interessanterweise
kénnen die chemisch intensiv eingegriffenen Eiweifle, wie Jodeiweif
und Nitroeiweifl, mit dem Anti-120°C-Eiweiflimmunserum gar nicht
reagieren. So scheinen diese Eiweifle eine ganz andere, veranderte
Beschaffenheit zu haben, die unabhingig von der durch starke Fr-
hitztung herbeigefihrten Zustandsverinderung ist. Ferner unter-
suchte ich den Reaktionsgrad der 120°C-Eiweifle von verschiedenen
Tieren mit dem Antiziegen-, Antirinder- und Antihihner-120°C-
Eiweilimmunserum. Die 120°C-Eiweifle von nahen und auch von
entfernten Spezies reagieren ziemlich stark mit dem Immunserum,
und die 120°C-Eiweifl von nahen Spezies waren gelegentlich von dem
Hauptantigen durch Prazipitinreaktion besonders nach U’scher Me-
thode schwer zu unterscheiden. Aus der bemerkenswerten Tatsache,
dafl das 120°C-Eiweifl von Kaninchen ein Isoantikérper bilden kann,
kann man das Vorhandensein einer spezifischen Antigenitat des
120°C-Eiweifle, d.h. eine Zustandsspezifitat desselben, ohne weiters
annehmen. Andererseits ist noch die Artspezifitat bei diesen er-
hitzten Antigenen vorhanden, weil, je mehr die Spezies aus dem
Hauptantigen entfernt ist, desto schwacher der Reaktionsgrad wird.

Nach der Antikorperverdinnungsmethode ist diese Beziehung
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durch Prazipitintiter leicht unterscheidbar. Sie ist auch durch die
Reaktion zwischen Végelserum und Saugetierserum nachweisbar,
weil die Antikorper durch beide erhitzte Sera keine positive Reaktion
zwischen den beiden Sera, die gleicherweise stark erhitzt wurden,
zeigen. Mit anderen Worten: es scheint die Zustandsanderung des
Serums durch starke physikalische Hitzewirkung als Prazipitinogen
absolut zu sein, jedoch ist diese Zustandsianderung aus der Artspezi-
fitat oder aus der Immunkorper bildenden Fahigkeit als relative
Anderung des Eiweifles zu erklaren.

Experiment 2. Uber die chemische Zustandsspezifitit.

Die Zustandsveranderung der groBmolekularen Systeme fiihren eine Anderung
der spezifischen Antigenwirkung herbei, wie z. B. Alkalialbuminatbildung, die ja zum
Teil auch beim Erhitzen statt, Azidalbuminbildung, die Einwirkung von Formaldehyd
auf Eiweifle oder die lingere Einwirkung von Stoffen, welche das Eiweil} durch
Férderung der Bildung gréoBerer Molekularkomplexe in dhnlicher Weise verindert
wie die Hitzewirkung, so z. B. die langsame Einwirkung von Toluol oder Chloroform.
Der Eintritt von Metallionen, wie Blei, Eisen, Quecksilber, in das Bakterieneiweifl
andert ebenfalls in dhnlichem Sinne wie das Erhitzen der Bakterien die Spezifitat
derselben, wie sich dies in dem Agglutinationsvermégen der betreffenden Immunsera
ausdriickt (O. Schwarz). Alle diese Prozesse bewirken keine durchgreifende Anderung
der Struktur des Eiweiles, sondern nur eine Zustandsinderung, die, wenn auch
zweifellos mit chemischen Prozessen einhergehend, der Hauptsache nach das physi-
kalisch-chemische Gefiige des groflen Molekils andern und dadurch die Spezifitat
des Antigens beeinfluflen kann. Schmidt behauptete, daf} die Prazipitinogenitit des
Serumeiweifles sofort nach der Einwirkung der 1/2 normalen Natronlaugelésung, und
7 Stunden nach der Einwirkung der 1/40 nomalen Natronlaugelésung verandert wird.
Tak'zawa studierte die Verminderung der Prazipitinogenitat durch die Einwirkung
des Formalins und meinte, daB8 der Verminderungsgrad der Prazipitinogenitat den
Mengen und der Reaktionstemperatur proportional sei. Kodama studierte ebenfalls
die Antigenitatsverminderung des Serumeiweifles bei der Komplementbindungsreak-
tion und sagte, dafl der Verminderungsgrad dem Prozentgehalt und der Einwirkungs-
dauer der Chemikalien proportional sei. Michaelis und Oppenheimer wiesen experi-
mentell nach, dafl wenn 10 cc Rinderserum mit | cc normaler Natronlauge und 0.3 g
Pepsin (Riedel) 30 Minuten lang stehen gelassen wurden, die Prazipitinogenitat mit
Antirinderserum ganz erloschen war. Weiter bestitigten sie, dafl durch Verdauung
bei | cc von 20 %igem Rinderserum, mit verschiedenen Mengen von 5 %igen Trypsin-
16sung 40 Stunden lang bei 37°C stehen gelassen, die Prazipitinogenitat allmahlich
vermindert wird und bei der Beniitzung von 0.25 cc Trypsin ganz erloschen ist.
Oppenheimer verdaute das Serumeiweill mit Trypsin und berichtete, dafl die Prazipi-
tinreaktion mit Antieiereiweiflimmunserum stark abgeschwacht wurde. Haku wies
die Prazipitinogenititsverminderung des Serums in der Weise nach, daB | cc von
10 %igen nativen Pferdeserum mit | cc von 10%igem Trypsin (Merk) 4 Stunden lang
bei 37°C im Brutschrank aufbewahrt wurde. Die Prazipitinogenitat nach U’scher

http://escholarship.lib.okayama-u.ac.jp/amo/vol4/issl/4

20



Uwazumi: Uber die Zustandsspezifitat des Serumeiwei & #946;es

Uber die Zustandsspezifitat des Serumeiweifles (I. Mitteilung). 73

Methode zeigt dann die Herabsetzung des Tieres um ein Viertel. Nach der Anti-
korperverdinnungsmethode bleibt der Prazipitintiter unverindert, aber die Bindungs-
zone geht allmahlich iber die niedrige Verdiinnung des Antigens und die Verhiltnisse
stimmen mit dem U’schen Prazipitintiter iiberein. Weiterhin bestatigte er, dafl bei
Digerierung, wenn 1 cc von 20 %igem Pferdeserum mit | cc von 10%igem Trypsin
24 Stunden lang bei 37°C stehen gelassen wird, der U’sche Prazipitintiter eine ein
Viertel Verminderung, und nach 48 Stunden eine ein Achtel Verminderung zeigt.
Er verglich die Zustandsveranderung durch Trypsinverdauung mit der durch Salzsiure
herbeigefihrten Zustandsveranderung des Serumeiweifles. Der Zustand des Serum-
eiweifle wird zweifellos durch Salzsiure verandert, aber nicht ganz zerstort oder nicht
zu anderen Substanzen verwandelt. Solch verindertes Serumeiweif3 reagiert noch
gut mit Antinativeiweilimmunserum. Die Zustandsveranderung ist ganz ebenso wie
die des durch Hitze herbeigefithrten Serumeiweifes. Dabei zeigt sich eine Ver-
minderung des Verdiinnungstiters, aber nicht beim U’schen Prazipitintiter. Infolge-
dessen schlofl er, dal die Untersuchung der Zustandsinderung des Antigens immer
und ausnahmslos durch die Antikérperverdiinnungsmethode ausgefithrt werden
musse. Bei der Zerstérung des Antigens, wie durch Trypsinverdauung des Eiweifles
geht die Herabsetzung der Prazipitinogenitat mit der Verminderung des U’schen
Prazipitintiters und mit der Erniedrigung der Bindungszone parallel, aber der Ver-
diinnungstiter wird nicht beeinflufit. VerhiltnismiBig gut kann man die Zustands-
adnderung des Serumeiweifles von der Zustandsverinderung durch Trypsin unter-
scheiden.

Obermayer und Pick beobachteten eine Anderung der konstitutiven Spezifitat
durch die Trypsinverdauung, indem sie durch Trypsinverdauung von koaguliertem
Rinderserumeiweifl oder Eiereiwei} selbst nach langdauernder tryptischer Einwirkung,
die in einzelnen Fallen bis zum Schwund der Biuretreaktion fortgesetzt wurde, noch
Prazipitinogene erhielten, die imstande waren, ein Immunserum zu erzeugen, das
nahezu ausschliefllich mit dem tryptischen Spaltungsgemisch und gar nicht oder nur
sehr schwach mit dem Ausgangseiweiflkérper reagierte; dagegen blieb in diesen
Fillen die originire Gruppierung vollig erhalten, was sich dadurch kundgab, daf}
dasselbe Immunserum nicht imstande war, mit den Trypsinverdauungsprodukten, die
aus Pferdeserumeiweifl erhalten worden waren, einen spezifischen Niederschlag zu
liefern. Zu den durch Substitutionsprozesse bedingten Anderungen der konstitutiven
Spezifitat scheinen Pick auch die von Dungern und Coca ausgefithrten Hamolysinver-
suche mit durch Osmium veranderten roten Blutkérperchen in naherer Beziehung zu
stehen. Dungern und Coca fixierten durch Behandlung mit Osmiumsiure Rinder-
blutkérperchen derart, dafl sie durch destilliertes Wasser nicht mehr gelost wurden,
und immunisierten mit den so verinderten roten Blutkérperchen Kaninchen:; Das
mit Osmiumblut erzeugte Hamolysin I5ste viele stirker osmierte Blutkorperchen als
das normale Immunhamolysin, wahrend in der Einwirkung auf normale Blutkérper-
chen kein nennenswerter Unterschied der beiden Immunsera zu konstatieren war.

Die experimentellen Grundlagen fiir die konstitutiven Spezifititen werden durch
nachfolgende Tatsachen angegeben: jodiert oder nitriert man Eiweiflk6rper, so
werden die antigenen Eigenschaften des Eiweiflkérpers in Bezug auf die Immunkér-
per bildende Fahigkeit nicht zerstért, sondern nur in ihrer Spezifitit derart verindert,
dafl die Artspezifitit des betreffenden Eiweifles mit einem Schlage verschwunden ist.
Dies erhellt am sichersten daraus, dafl solche substituierten Eiweiflantigene nunmehr
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imstande sind, auch bei jener Tierart, der sie selbst entstammen, immunisatorisch zu
wirken, sich also so verhalten wie artfremde Antigene. Stellt man z.B. aus Kanin-
chenserumeiweifl durch Vorbehandlung desselben mit konzentrierter Salpetersaure
ein Nitroeiweif}, das sogennante Xanthoprotein her, so gelingt es leicht, mit dem-
selben Kaninchen zu immunisieren und ein Immunprazipitin zu erhalten, das sich in
seiner Wirkung durchaus nicht von einem Prazipitin unterscheidet, welches mit
einem Xanthoprotein einer artfremden Abstammung hergestellt worden war; beide
80 gewonnene Immunsera vermégen mit den Xanthoproteinen der ganzen Tierreihe
zu prazipitieren, wihrend sie die Fihigkeit, mit dem normalen Serumeiweif zu
prazipitieren, mehr oder weniger eingebiifit haben. Ahnliche Verhaltnisse bieten die
jodierten Eiweiflkérper dar. Man kann so Jod in Xanthoprotein, andererseits Nitro-
gruppen in Jodeiweif} einfiihren, und ersieht, daf} schon durch diese wenigen Prozesse
eine relativ grofle Variationsfahigkeit der Antigene erzielt werden kann, welcher auch
im groflen und ganzen ein Wechsel der Spezifitit entspricht. Recht deutlich zeigt
sich die Abhangigkeit der Spezifitit von den hintereinander eingefithrten Gruppen,
wenn man die so vorbehandelten Antigene als Prazipitinogene verwendet und die
erhaltenen Immunsera einmal mit den einfach, das andere Mal mit den mehrfach
substituierten Eiweiflderivaten in Reaktion treten laft; die spezifische Prazipitat-
bildung 13t dann erkennen, in welcher Weise die eingefiihrten Gruppen die Spezifitat
beeinfuflt haben. Man ersicht leicht, daf} jeder Eingriff eine besondere Spezifitat
schafft, und dafl auch die Reihenfolge der Substitution nicht gleichgiltig ist und
ihren Ausdruck in der Spezifitat findet; so unterscheidet sich schon sehr wesentlich
das jodierte Xanthoprotein vom nitrierten Jodeiweif} in seinen biologischen Eigen-
schaften, ebenso wie auch diese beiden Produkte sich in ihren spezifischen Eigen-
schaften von dem einfach substituierten Jodeiweifl oder Xanthoprotein scharf sondern.

Die angefithrten von Obermayer und Pick mittels der Prazipitinreaktion experi-
mentell festgestellten Tatsachen sind in dankenswerter Weise zunichst von H.
Freund an jodiertem Eiweifl nachgepriift und durchaus bestatigt worden; auch Freund
fand, daB die Antikorper, welche durch JodeiweiBlinjektion erzielt werden, mit
Jodeiweifl ohne Unterschied der Abstammung, sogar mit jodiertem arteigenen Eiweifl
reagieren, und schlielt aus seinen Versuchen, dafBl der artspezifische Atomkomplex
an die aromatischen Kerne des Eiweifimolekils gebunden ist. Wie aus den oben
erwihnten Tatsachen ersichtlich ist, nennt man theoretisch die konstitutive Spezifitat,
die mit den struktur-chemischen Aufbau des Molekiils zusammenhangt und mehr
oder weniger durch intensive chemische Eingriffe beeinfluBbar ist. Man nennt auch
die Zustandsspezifitat, bei der die Artspezifitat immer intakt bleibt, und die mit dem
physikalisch-chemischen Zustand des Gesamtmolekiils zusammenhangt.

Bei dem Jodeiweifl und Nitroeiweifl, die nach Obermayer und Pick Vertreter der
konstitutiven Spezifitat sind, habe ich die Beziehung zwischen der Zustands- und
Aurtspezifitat mittels der Prazipitin- und Komplementbindungsreaktion untersucht.

Versuch 1. Antiziegenjodeiweifimmunserum.

Schon habe ich erwahnt, dafl das stark erhitzte 120°C-Fiweif
biologisch keine Beziehung zu den chemisch intensiv eingegriffenen
Eiweiflen hat, und berichtet, dafl diese Fiweifle eine ganz. andere
Beschaffenheit haben als das 120°C-Eiweifl. In diesem Experiment
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habe ich bei Antiziegenjodeiweiffimmunserum die biologische Be-
ziehung zwischen den durch Hitze, Chemikalien und Ferment vorbe-
handelten EiweiBlen und diesen chemisch intensiv vorbehandelten
Eiweiflen und die Spezifitatsveranderung durch Versuchsanordnung
in diesem Jodeiweifl und Nitroeiweifl untersucht. Ich bekam ein
AntiziegenjodeiweiBimmunserum, das durch 6-malige iniravenose
und 2-malige subkutane Injektionen von 10 cc Ziegenjodeiweiflésung,
die 0.5g Jodeiweipulver enthalt, hergestellt wurde, und das den
Titer 1:2,500 nach U’scher Methode, den Verdinnungstiter 1:128
und die Bindungszone 1:250 nach der Antikorperverdiinnungsme-
thode besitzt, wie die Tabelle 8 zeigt.

Wie aus der Tabelle 9 ersichtlich ist, zeigt das Rinderjodeiweif
nach U'scher Methode den Titer 1:2,500 und einen 100 %igen Ver-
wandtschaftsgrad. Andere Jodeiweifle von 4 Saugetieren, Schwein,
Pferde, Meerschweinchen und Kaninchen, zeigen einen 50 %igen
Verwandtschaftsgrad. Das Huhnerjodeiweif besitzt auch den Titer
1:1,000 und zeigt den gleichen Verwandtschaftsgrad bei den 4
Saugetieren. Bei diesem Experiment hat das native Ziegenserum
interessanterweise gar keine positive Reaktion mit diesem Immun-
serum. Nach der Antik&rperverdﬁnnungsmethode reagiert das Zie-
genjodeiweifl mit dem Titer |:128, Rinder- und Schweinjodeiweif
haben einen 50 %igen Verwandtschaftsgrad. Pferde-, Kaninchen- und
Meerschweinchenjodeiweifile zeigen den Titer | : 32, das Hihnerjod-
eiweif} zeigt eine mafige positive Reaktion und besitzt einen 12.5%igen
Verwandtschaftsgrad. Die Bindungszone von Ziegen-, Rinder- und
Schweinjodeiweif} ist 1:250, die Bindungszone von anderen Antigenen
1:100. Bei diesem Versuche haben Ziegenserum und Rinderserum
keine positive Reaktion, daher bedarf es nicht des Absattigungsver-
fahrens.

Bei der komplementbindungsreaktion ist das Resultat fast ebenso
wie bei der Priazipitinreaktion. Mit diesem Immunserum reagiert
das Ziegenjodeiweil mit dem Verdinnungstiter 1 :64. Das Rinder-
jodeiweifl zeigt einen 50%igen, das Hihnerjodeiweif sogar einen
12.5 %gen Verwandtschaftsgrad. Mittels der Prazipitin- und Komple-

mentbindungsreaktion kann ich bestatigen, da dieses Antiziegen- -

jodeiweiflimmunserum nicht nur mit dem Jodeiweifl von Saugetieren,
sondern auch stark mit dem Jodeiweifl von Végelarten (Huhn)
reagieren kann. Nach U'scher Methode reagiert das Rinderjodeiweif3
bei dem gleichen Titer des Hauptantigens, ‘und alle anderen finf
JodeiweiBlantigene haben den gleichen Verwandtschaftsgrad. So
wird die Artspezifitat durch die starke Zustandsspezifitat bedeckt.
Nach der Antikorperverdiinnungsmethode ist das Rinderjodeiweif
leicht unterscheidbar von dem Hauptantigen, das Huhnerjodeiweifd
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zeigt einen 12.5%gen Verwandtschaftsgrad und ist biologisch von
den Jodeiweiflen von Siugetieren unterscheidbar. Nach der Anti-
korperverdinnungsmethode kann man bei Ziegenjodeiweil eine
schwache, aber nennenswerte Artspezifitat unter der starken Zu-
standsspezifitat nachweisen. (Tabelle 8 und Tabelle 9)

Tabelle 8. Antiziegenjodeiweiflimmunserum.
Prazipitinreaktion Komplementbindungsreaktion
Antik.

—Toon3g
T: 100 | it # # H + — [ 100 |/ /++ + + —
1: 250 O+ — 1: 250 S S+ + + =
1: 500 #H WM —— 1: 500 S /S + +—
1:100 | HHH+———— 1:100 |/ / + + —— —
1:2,500 + 4+ - - - — 1:2,500 S S ===
1:5000 | — — — — — — — — 1:5,000 J S S —— = — —
Bindungszone 1:250 Bindungszone 1:500
Verdunnungstiter 1: 128 Verdinnungstiter 1 : 64

Versuch 2. Reaktion des Antiziegenjodeiweifles auf
verschiedene vorbehandelte Ziegeneiweife.

Nach U'scher Methode reagiert das nitrierte Ziegenjodeiweif3
mit einem 40 %igen Verwandtschaftsgrad und zeigt den Titer 1 : 1,000,
das jodierte Ziegennitroeiweify zeigt eine schwache positive Reaktion
und den Titer 1:250. Jedoch hat das Nitroeiweil keine positive
Reaktion. Andere, durch Ferment, Chemikalien, und Hitze vorbe-
handelte Eiweifle zeigen gar keine oder nicht einmal eine schwache
positive Reaktion mit diesem Immunserum. Nach der Antikorper-
verdinnungsmethode vermindert sich der Reaktionsgrad des nitrier-
ten Jodeiweifles und jodierten Nitroeiweifles. Das nitrierte Jodeiweif3
besitzt die Bindungszone 1:250 und den Verdiinnungstiter 1 :8, das
jodierte Nitroeiweifl zeigt einen 6%gen Verwandtschaftsgrad und
besitzt den Titer | :4 und die Bindungszone 1:250. Andere Antigene
haben keine Reaktion mit diesem Immunserum, wie bei der U’schen
Methode. Aus der Tatsache, dafl die chemisch intensiv eingegrif-
fenen Eiweifle, z.B. nitriertes Jodeiweil und jodiertes Nitroeiweif3,
eine Reaktionsfahigkeit mit diesem Immunserum haben, kann man
wohl auf die Existenz von struktur-chemisch gemeinschaftlichen
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Substanzen mit dem Jodeiweif} schlieBen, und der negative Ausfall
beim Nitroeiweif ist hinreichend, die folgenden Ergebnisse zu er-
klaren, daB8 namlich das Nitroeiweil durch Einfihrung von Nitro-
gruppen zu einem ganz andere Molekiilarstruktur besitzenden Eiweif3
verandert wird. Bei dem vorigen Experiment reagierten dieses
Jodeiweifl und jodiertes Nitroeiweif nicht mit einem solchen Immun-
serum, das durch mit Hitze vorbehandeltes 120°C-Eiweif3 hergestellt
wurde. Bei diesem Experiment wurde festgestellt, daf das Jodeiwei
biologisch etwas anderes ist als die durch Hitze, Chemikalien, und

Ferment vorbehandelten EiweiBle. (Tabelle 10.)

Tabelle 10. Reaktion des Antiziegenjodeiweifles auf
verschiedenes vorbehandeltes Ziegeneiweif.

\_\Wchungs- |
\ w - Usche Methode | O’sche Methode
\ |

“\Antigen- |2 3 388
Arten \\ verd. |V 20 f{

Antik.

verd.

AN

. N SR
der Antigene \

Ziegen Jod-Eiweifl |t #++ —i 100 | 250 (HH#HHH++— 100
» 1. Jod-Eiweil |H++—— 40 250 |HH———— 12.5
» 1. Nitro-Eiweif3 +——— 10 250 |‘H+———— 6
»  Nitro-Eiweif3 —_—— 0 —_ —— 0

Verwandt.
grad
%

» rypsin-Eiweif3 —_— -

P.-H.-Eiweil |=—— | . — |—
» F.-H.-Eiweif§ —_ " - |
» A.-H.-Eiweif} _— —_ =
»Alkohol-Eiweif} —_— " —_ |
" 120-Eiweify |—— » - |

,» natives Eiweif} —_—— , - |

Versuch 3. Antirinderjodeiweifimmunserum.

Bei Antirinderjodeiweiffimmunserum zeigt das Hauptantigen,
Rinderjodeiweifl, den Titer 1:10,000 nach U’scher Methode, das
Ziegenjodeiweifl besitzt einen 100%gen Verwandtschaftsgrad und
das Schwein-, Pferde-, Meerschweinchen- und Kaninchenjodeiweifl
haben einen 50%igen und das Huhnerjodeiweifl einen 25%igen Ver-
wandtschaftsgrad. Rinderserum und Ziegenserum ergeben keine
Reaktion mit diesem Immunserum. Nach der Antikérperverdiin-
nungsmethode besitzt das Hauptantigen, Rinderjodeiweif}, den Ver-
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dinnungstiter | : 64, Ziegenjodeiweif} hat einen 50 %igen, das Schwein-,
Pferde- und Meerschweinchenjodeiweify zeigen einen 25%igen Ver-
wandtschaftsgrad, das Kaninchenjodeiweif3 zeigt einen 12.5 %igen und
das Huihnerjodeiweil einen 6.25%igen Verwandtschaftsgrad. Bei
diesem Versuch hat das Rinderserum keine Reaktion mit diesem
Immunserum. Die Bindungszone ist 1:1,000 beim Hauptantigen,
1:500 bei Ziegen-, Schwein- und Pferdejodeiweifl. Andere Anti-
gene haben die Bindungszone 1:250. Das Resultat bei der Komple-
mentbindungsreaktion ist fast ebenso wie bej der Prazipitinreaktion.
Das Rinderjodeiweifl zeigt den Titer |:32, das Ziegenjodeiweif hat
einen 50 %igen, das Schwein-, Pferde- und Meerschweinchenjodeiweif3
haben einen 25%igen, das Kaninchenjodeiwei hat einen 12.5%gen
Verwandtschaftsgrad, und das Hiihnerjodeiweifl kann wegen der
Eigenhemmung des Serums keine positive Reaktion zeigen. Mittels
Prazipitin- und Komplementbindungsreaktion vermag das Antirin-
derjodeiweiffimmunserum mit den Jodeiweiflen von allen Saugetieren,
sogar mit dem Immuntier-(Kaninchen)-jodeiwei3, ferner mit dem
Hihnerjodeiweifl zu reagieren. Es ist beachtenswert, dafl das Im-
munserum von Jodeiweifl gegen das native Fiweifl nicht reagieren
kann.

Aus den folgenden Tatsachen, dal nach U’scher Methode das
Ziegenjodeiweif} einen gleichen Titer wie das Hauptantigen zeigt, 4
andere Antigene von Siugetieren einen gleichen Titer zeigen, und
das Hihnerjodeiweil mit diesem Immunserum stark reagiert, und
daf} andererseits nach der Antikorperverdiinnungsmethode das Zie-
genjodeiweifl am starksten in allen Jodeiweiflen von Saugetieren
reagiert, und je entfernter zoologisch das Tier vom Rinde ist, desto
schwacher der Reaktionsgrad des Antigens ist, kann man wohl
schlieflen, dal das Rinderjodeiweifl nicht nur eine starke Zustands-
spezifitat, sondern auch eine bemerkbare Artspezifitat hat. (Tabelle

11.)

Versuch 4. Antischweinjodeiweifiimmunserum.

Das zu dieser Untersuchung beniitzte Antischweinjodeiweif}-
immunserum zeigt den Titer |:25,000 nach U'scher Methode, den
Verdinnungstiter 1:32 und die Bindungszone 1:2,500. Nach U'scher
Methode zeigen das Rinderjodeiweifl und Ziegenjodeiweifl einen
100 %igen Verwandtschaftsgrad mit diesem Immunserum und 4 andere
Antigene, Pferde-, Meerschweinchen-, Kaninchen- und Huhnerjod-
eiweifl besitzten den gleichen Titer 1:10,000. Das native Schwein-
serum reagiert nicht mit diesem Immunserum. Nach der Antikorper-
verdinnungsmethode zeigen die finf Antigene, Rinder-, Ziegen-,
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Pferde-, Meerschweinchen- und Kaninchenjodeiweif, einen gleichen
50%igen Verwandtschaftsgrad und nur das Hihnerjodeiweif} besitzt
einen 25 %igen Verwandtschaftsgrad. Die Bindungszone von Rinder-»
Ziegen-, Meerschweinchen- und Kaninchenjodeiweif} ist | :500, die
Bindungszone von Pferde- und Huihnerjodeiwei) ist 1:250. Also
bedarf es nicht eines Absattigungsverfahrens, da das native Schwein
serum mit diesem Immunserum nicht reagieren kann. Mittels de-
Komplementbindungsreaktion zeigt das Hauptantigen, Schweinjodr
eiweif}, den Titer | : 16, Rinder-, Ziegen-, Pferde-, Meerschweinchen-
und Kaninchenjodeiweifl besitzen einen 50 %igen Verwandtschafts-
grad und das Hihnerjodeiweifl hat keine positive Reaktion. Das
Resultat bei der Komplementbindungsreaktion ist fast ebenso wie
bei der Prazipitinreaktion.

Zusammengefafit das oben erwahnte Resultat: bei der Prizipitin-
und Komplementbindungsreaktion reagiert das Antischweinjodei-
weiflimmunserum nicht nur mit dem Schweinjodeiweifl am stiarksten
sondern auch mit den anderen Jodeiweiflen von Saugetieren, ja sogar
auch mit dem Hihnerjodeiweifl. Nach der Antigenverdiinnungs-
methode reagieren das Rinder- und Ziegenjodeiweil mit einem
gleichen Titer, wie der des Hauptantigens ist. Man kann das
Huihnerjodeiweil aus den Jodeiweiflen von Saugetieren nicht unter-
scheiden, da das Hiihnerjodeiweifl einen 50 %igen Verwandtschafts-
grad zeigt. Die Artspezifitait wurde vollstandig durch eine starke
Zustandsspezifitat bedeckt. Nach der Antikorperverdiinnungsme-
thode jedoch kénnen das Rinder- und Ziegenjodeiweil aus dem
Hauptantigen unterschieden werden, und das Hihnerjodeiweif} rea-
giert mit diesem Immunserum schwicher als die Jodeiweifle von
Saugetieren. So kann man nach der Prazipitin- und Komplement-
bindungsreaktion die Artspezifitat dieses Schweinjodeiweifles noch

nachweisen. (Tabelle 12.)

Versuch 5. Antipferdejodeiweiffimmunserum.

Wie aus der Tabelle 15 ersichtlich ist, reagiert das Hauptantigen,
das Pferdejodeiwei}, nach U’scher Methode am starksten (1 :10,000)
mit dem Antipferdejodeiweifimmunserum, das durch 9 malige intra-
venose und 2 malige subkutane Injektionen von Pferdejodeiweif
hergestellt wurde. Das Rinder-, Ziegen- und Schweinjodeiweifl
zeigten einen 100%igen Verwandtschaftsgrad und sind von dem
entsprechenden Hauptantigen schwer zu unterscheiden. Auf Meer-
schweinchen-, Kaninchen- und Huihnerjodeiweifl reagiert es etwas
schwicher, doch zeigt es den Titer I : 5,000.

Nach der Antikérperverdiinnungsmethode haben die 3 Jodei-
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weifle, das Rinder-, Ziegen- und Schweinjodeiweifl einen 50 %igen
Verwandtschaftsgrad im Vergleich zum Pferdejodeiwei3, das Meer-
schweinchen-, Kaninchen- und Hithnerjodeiweifs haben einen 25%igen
Verwandtschaftsgrad. Die Bindungszone des Hauptantigens ist 1 :
1,000, die Bindungszone von Ziegen- und Schweinjodeiweif} ist 1: 500,
die 3 anderen Antigene liegen in der niedrigen Verdiinnung | : 250,
Bei der Komplementbindungsreaktion zeigt das Hauptantigen den
Titer 1:64. Das Resultat ist im allgemeinen fast gleich dem bei der
Prazipitinreaktion. Das native Pferdeserum reagiert ganz und gar
nicht mit diesem Immunserum. Nach U’scher Methode kann man
also das Rinder-, Ziegen- und Schweinjodeiweifl von dem Haupt-
antigen nicht unterscheiden, und die Differenzierung zwischen dem
Huhnerjodeiwei und dem Meerschweinchen- und Kaninchenjod-
eiweif} ist mit diesem Immunserum schwer. Die Artspezifitat wurde
durch die starke Zustandspezifitat bedeckt, die Zustandsspezifitat
scheint beinahe absolut zu sein. Aus der Antikorpermenge kann
durch Prazipitinreaktion, besonders durch Komplementbindungs-
reaktion die noch zuriickbleibende Artspezifitat nachgewiesen wer-

den. (Tabelle 13.)

Versuch 6. Antihiihnerjodeiweifimmunserum.

Die Beziehung zwischen jodiertem Vogel- und Siugetierserum
mochte ich in diesem Experiment mit Antikdrper von Huihnerjod-
eiweifl noch umgekehrt nachweisen. Ich bekam ein Antihiihnerjod-
eiweifimmunserum, das durch 7 malige intravendse Injektionen von
Huhnerjodeiweifl hergestellt wurde, und das den Titer | :5,000 nach
U’scher Methode, den Titer | : 64 und die Bindungszone 1:500 nach
der Antikorperverdiinnungsmethode zeigte. Nach U’scher Methode
reagieren die 6 Saugetierantigene, alle mit einem 50 %igen Verwandt-
schaftsgrad. Das native Hihnerserum reagiert nicht mit diesem
Immunserum.

Nach der Antikérperverdiinnungsmethode zeigen das Rinder-,
Ziegen-, Schwein-, Pferde- und Meerschweinchenjodeiweifl den glei-
chen Titer 1:16. Nur das Immuntierjodeiweif}, d.h. jodiertes Kanin-
chenserum, reagiert noch schwicher auf dieses Immunserum, Titer
1:8 und 125%ger Verwandtschaftsgrad. Die Bindungszone von
Rinder-, Ziegen- und Pferdejodeiweif} ist 1:250, die Bindungszone
der 3 ande.ren Antigene | : 100.

Das Resultat bei der Komplementbindungsreaktion ist fast gleich
dem bei der Prazipitinreaktion.

Aus dem obigen Experimente ist leicht ersichtlich, daf das
Antihihnerjodeiweiflimmunserum nicht nur mit dem Huhnerjod-
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jodeiweif}, sondern auch mit den anderen Jodeiweiflen von Sauge-
tieren ziemlich stark reagiert, und daf8 eine Reagierbarkeit gegen
natives Hihnerserum in diesem Immunserum nicht nachweisbar ist.
Mit anderen Worten: durch das Jodierungsverfahren verandert sich
das native Eiweif} sehr stark in bezug auf seine Antigenitat, wodurch
die Reaktion zwischen Saugetier- und Vogelserum auftritt. Wir
konnen das Vorhandensein der Zustandsspezifitat bei Jodeiweifl
sicher bestatigen. Andererseits ist diese Zustandsspezifitat durch
die Antikorperverdiinnungsmethode bei der Prazipitinreaktion oder
bei der Komplementbindungsreaktion nicht absolut, wie es vorher
allgemein anerkannt war. (Tabelle 14.)

Kurze Zusammenfassung.

Die obigen Befunde iiber die Zustandsspezifitat des Jodeiweifles
lassen sich folgendermafien zusammenfassen. Durch Jodierung des
nativen Serums wird eine neue Antigenitat geschaffen, weil die
nativen Eiweifle und die durch Hitze, Chemikalien und Ferment
vorbehandelten Eiweifle auf die Antikorper dieser jodierten Antigene
nicht mehr reagieren, sondern nur die durch das Jodierungsverfahren
hergestellten Sera, die nicht nur Saugetiersera, sondern auch Vogel-
sera umfassen. Das Jodeiweil scheint also in bezug auf Spezifitat
ein typisches Beispiel von Zustandsspezifitat zu sein, da nach der
Prazipitinreaktion dieser Reaktionsgrad zwischen verschiedenen jodi-
erten Saugetiersera, sogar zwischen Saugetier- und Vogelsera, gleich
steht. Nach der Antikorperverdiinnungsmethode kann man die
Differenz zwischen dem als Antigen fiir Immunisierung beniitzten
Tierserum und anderen Tiersera oder die zwischen Saugetier- und
Vogelserum feststellen. Eine Bestatigung der sogar schwacheren
Artspezifitat in den starken Zustandsspezifitat, die bis jetzt infolge
der angewandeten Methode unmoéglich war, wird durch meine Ex-
perimente klar erreicht. Die Resultate mittels der Komplementbin-
dungsreaktion stimmen in den meisten Fillen mit denen der Prazipi-
tinreaktion uberein, jedoch ist der Titer aus der Immunkorperver-
dinnung oft einen gewissen Grad niedriger, wogegen die geeignete
Antigenmenge fir Prazipitin (Bindungszone) umgekehrt hoher steht.
Im ganzen gehen die beiden Reaktionen bei der Antikorperverdin-
nung parallel und es scheint eine feste Basis zu bestehen, die, was
die Bindungszone anbelangt, zur Erklarung der strukturchemisch-
gemeinschaftlichen Beschaffenheit der verschiedenen JodeiweiBanti-
gene dienen kann, weil sie bei dem entsprechenden Antigen und
Antikérper immer in der héchsten Verdiinnung des Antigens steht.
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Versuch 7. Antiziegennitroeiweiffimmunserum.

Wie aus der Tabelle I5a ersichtlich ist, bekam ich Antiziegen-
nitroeiweiffimmunserum, das durch 8-malige intravenése Injektionen
von Ziegennitroeiweifl durch Kaninchenimmunisierung hergestellt
wurde, und das den Titer 1:5,000 nach U’scher Methode, den Ver-
dinnungstiter | : 64 und die Bindungszone 1 : 250 besitzt. Mit diesem
Immunserum untersuchte ich die Reaktion mit den verschiedenen
Eiweilantigenen, die aus den durch Hitze, Chemikalien und Fermente
vorbehandelten Ziegeneiweiflen bestanden. Wie man aus der Tabelle
15b ersieht, zeigte das jodierte Nitroeiweifl einen 20 %igen Verwandt-
schaftsgrad und das nitrierte Jodeiweil einen 4%gen Verwandt-
schaftsgrad nach U'scher Methode. Dagegen bleibt auf Jodeiweif3
die Reaktion negativ. Die anderen vorbehandelten Ziegensera, wie
Trypsin-Eiwei8, Alkohol-Eiweif}, 120°C-Eiweifl und natives Eiweif3,
reagieren ganz und gar nicht mit diesem Immunserum. Nach der
Antikorperverdinnungsmethode zeigt das jodierte Nitroeiweifl den
Verdinnungstiter |:8 und die Bindungszone 1:100, das nitrierte
Jodeiweif} hat einen 3 %igen Verwandtschaftsgrad mit diesem Immun-
serum. Verschiedene andere Antigene zeigen keine Reaktionsfahig-
keit mit diesem Immunserum. Bei der Komplementbindungsreaktion
zeigt nur das Hauptantigen eine positive Reaktion, eine Reaktion mit
anderen Antigenen wurde wegen der Eigenhemmung des Immun-
serums nicht beobachtet. Das AntiziegennitroeiweiSimmunserum
reagiert am starksten mit dem entsprechenden Nitroeiweifl, das
jodierte Nitroeiweifl und das nitrierte Jodeiweifl zeigen eine ganz
schwache positive Reaktion.

Tabelle 15 a. Antiziegennitroeiweiffimmunserum.
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Man kan daraus wohl schlieBen, dafl durch 2-maligen Eingriff,
wie bei jodiertem Nitroeiweifl und nitriertem Jodeiwei}, das Antigen
in die dem Nitroeiweif3 entsprechende Molekilargruppe eingefiihrt
wurde. Aus augenblicklichen Materialmangel werde ich die Reak-
tion des Antiserums gegen andere nitirerte Tiersera erst im folgenden
Kapitel mit dem Antirindernitroeiweifimmunserum zusammen be-

schreiben. (Tabelle 15.)

Versuch 8. Antirindernitroeiweiflimmunserum.

Nach U’scher Methode zeigt das Hauptantigen, das Rindernitro-
eiweifl, den Titer 1:5,000, das Ziegennitroeiweifl hat den gleichen
Titer und das Schwein-, Pferde-, Meerschweinchen-, Kaninchen- und
Huhnerjodeiweifl zeigt einen 50%igen Verwandtschaftsgrad. Auf
dieses Immunserum reagiert das native Rinderserum nicht mehr.
Nach der Antikérperverdiinnungsmethode zeigt das Rindernitroei-
weifl den Titer | : 32, das Ziegennitroeiweif} zeigt eine starke positive
Reaktion bei 100%igem Verwandtschaftsgrad. Diesen 100 Yigen Ver-
wandtschaftsgrad habe ich zuerst bei Immunserum von nitirerten
Antigenen erzielt. Die anderen Schwein-, Pferde-, Meerschweinchen-
und Kaninchennitroeiweil von Saugetieren haben einen 50 %igen
Verwandtschaftsgrad, das Hiihnernitroeiweifl besitzt einen 25 %igen
Verwandtschaftsgrad. Das native Rinderserum hat keine Reaktion
mit diesem Immunserum. Die Bindungszone des Hauptantigens ist
1:100, die Bindungszone von Ziegen- und Schweinnitroeiweif} ist
1:250. Diese 3 anderen Antigene von Siugetieren besitzen die
Bindungszone 1: 100, die des Hihnernitroeiweifles ist 1:50. Bei der
Komplementbindungsreaktion zeigt das Rindernitroeiweifl den Titer
1:16, die 5 anderen Nitroeiweifs von Saugetieren haben einen 50 %igen
Verwandtschaftsgrad und den Titer 1:8. Das Hiihnernitroeiweil
zeigt keine positive Reaktion wegen der Eigenhemmung des Immun-
serums. Bei der Komplementbindungsreaktion steht die Bindungs-
zone in der héheren Verdiinnung des Antigens, und der Verwandt-
schaftsgrad des nitrierten Ziegenserums wird um 50% vermindert.
Nach U’scher Methode haben die 4 anderen Nitroeiweifle von Sauge-
tieren und sogar das Hihnernitroeiweifl den gleichen Titer, daher
kann man die Nitroeiweifle von Saugetieren und die von Vogelarten
nicht unterscheiden. Nur nach der Antikorperverdinnungsmethode
zeigt das Huhnernitroeiweifl eine schwachere Reaktion als das Nitro-
eiweifl von Saugetieren. Die Zustandsspezifitat ist in diesem Fall

starker als Jodeiweifl bemerkbar. (Tabelle 16.)
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Versuch 9. Antischweinnitroeiweifimmunserum.

Ich bekam ein Antischweinnitroeiweiflimmunserum, das durch
7-malige intravendse Injektion von Schweinnitroeiweid hergestellt
wurde, und das den Titer 1:10,000 nach U'scher Methode, den
Verdinnungstiter | : 128 und die Bindungszone | : 500 nach der Anti-
kérperverdiinnungsmethode besitzt.

Nach U'scher Methode zeigten das Rinder-, Pferde-, Meer-
schweinchen-, Kaninchen- und Hithnernitroeiweifl den gleichen Titer
und besitzen einen 50%igen Verwandtschaftsgrad. Bei diesem Fx-
periment reagiert das Ziegennitroeiweifl mit diesem Immunserum mit
dem gleichen Titer wie das Hauptantigen. Das Schweinserum ergibt
keine Reaktion mit diesem Immunserum. Nach der Antikorperver-
dinnungsmethode zeigen das Rinder- und Ziegennitroeiweifl einen
25 %igen Verwandtschaftsgrad und den Titer 1 : 32, das Pferde-, Meer-
schweinchen- und Kaninchennitroeiwei} einen 12.5%gen Verwandt-
schaftsgrad. Das Hihnernitroeiweif} reagiert mit diesem Immunserum
am schwachsten und zeigt den Titer 1:8. Die Bindungszone von
Ziegen- und Pferdenitroeiweifl ist 1:250, die Bindungszone von
Rinder-, Meerschweinchen- und Kaninchennitroeiweif ist 1: 100, die
des Hihnernitroeiweifles 1:50. Das Resultat bei der Komplement-
bindungsreaktion ist fast gleich dem bei der Prazipitinreaktion. Das
Hauptantigen zeigt den Titer |:64 und die Bindungszone 1:1,000.
Das Huihnernitroeiweifl zeigt einen 12.5%gen Verwandtschaftsgrad
und den gleichen Titer wie die Nitroeiweifle von Meerschweinchen
und Kaninchen. Die Bindungszonen liegen im allgemeinen in einer
héheren Verdinnung des Antigens als bei der Prizipitinreaktion.

Nach U’scher Methode kann man nicht nur die Nitroeiweifle von
Saugetieren aus dem Schweinnitroeiwei}, sondern auch das Hiihner-
nitroeiweifl aus den Nitroeiweilen von Saugetieren mittels der
Prazipitinreaktion nicht unterscheiden. Die starke Zustandsspezifitat
ist in der Reaktion nachweisbar:

Nach der Verdinnungsmethode konnen das Rinder- und Zie-
gennitroeiweifl, die in einem nahen verwandtschaftsgrad zu dem
Schweinnitroeiweifl stehen, von dem Hauptantigen unterschieden
werden. Die Nitroeiweifle von Kaninchen und Meerschweinchen,
die zu vom Schwein entfernten Spezies gehoren, zeigen eine schwa-
chere Reaktion mit diesem Immunserum als das Rinder- und Ziegen-
nitroeiweifl, das Hithnernitroeiweifl reagiert mit diesem Immunserum
ziemlich stark, kann aber von den Nitroeiweiflen von Saugetieren
unterschieden werden. Man kann also eine zuriickbleibende Art-
spezifitat in der starken Zustandsspezifitat annehmen. (Tabelle 17.)
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Versuch 10. Antihiihnernitroeiweiflimmunserum.

Wie aus der Tabelle 18 ersichtlich ist, reagiert das Hauptantigen,
das Hithnernitroeiweil, mit dem Antihihnernitroeiweiimmunserum
am starksten, es zeigt den Titer |:2,500 nach U'scher Methode. 6
andere Nitroeiweifle von Saugetieren reagieren mit diesem Immun-
serum mit dem gleichen Titer und zeigen einen 50%igen Verwandt-
schaftsgrad zu dem Hauptantigen. Das Hithnerserum ergibt keine
Reaktion mit diesem Immunserum. Nach der Antikdrperverdin-
nungsmethode zeigt das Hithnernitroeiweil den Verdiinnungstiter
1:32 andere Nitroeiweifle von Saugetieren zeigen den Titer |:8
und einen 25%igen Verwandtschaftsgrad. Die Bindungszone des
Huihnernitroeiweifles ist 1:250, die von Rinder- und Schweinnitro-
eiweify 1:100, die von 4 anderen Antigenen von Saugetieren 1 :50.
Das native Hihnerserum zeigt bei diesem Versuche keine positive
Reaktion. Mittels der Komplementbindungsreaktion zeigt nur das
Hihnernitroeiweif} eine positive Reaktion und den Titer 1:16. An-
dere Antigene konnten keine positive Reaktion zeigen. Sowohl
nach U’scher Methode als auch nach der Antikorperverdinnungs-
methode reagieren die Nitroeiweifle von Saugetieren ziemlich stark
mit dem Antihihnernitroeiweilimmunserum, wahrend das Haupt-
antigen, das Huihnernitroeiweif}, spezifisch am starksten reagiert.
Daher ist der Unterschied zwischen den Nitroeiweilen von Sauge-
tieren und Vogelarten deutlich nachweisbar. (Tabelle 18.)

Kurze Zusammenfassung.

Mit dem Antirindernitroeiweifimmunserum reagierten die Anti-
gene, die mittels Nitrierungsverfahrens hergestellt und als Immunogen
injiziert wurden, stark spezifisch, weil das native Eiwei und die
durch Hitze, Chemikalien und Ferment vorbehandelten Eiweile mit
diesem Immunserum nicht reagieren konnen. Hinsichtlich der Be-
ziehung zwischen der Zustandsspezifitat und der Artspezifitat haben
sowohl bei der Antigenverdinnungsmethode wie auch in einigen
Fallen bei der Antikérperverdiinnungsmethode die Nebenantigene
den gleichen Titer wie das Hauptantigen; das Hiihnernitroeiweif3
zeigt auch den gleichen Verwandtschaftsgrad wie das Nitroeiweifl
von Saugetieren. Also werden die Antigensera bei der Nitrierung
ebenso wie bei der Jodierung angegriffen.

Experiment 3. Isoantikoérperbildung durch
Jodeiweifl und Nitroeiweifl,

Wie die obigen Experimente zeigten, reagieren Jodeiweifl und Nitroeiweil nicht
mit dem hoch immunisierten Antinativimmunserum, auch das native Eiweif} reagiert
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nicht mit dem AntijodeiweiBimmunserum oder AntinitroeiweiBimmunserum. Man
kann wohl vermuten, da88 bei dem JodeiweiB und Nitroeiwei8} die originale Spezifitat
durch die Zustandsspezifitat ganz bedeckt wird, dal daneben aber das Kaninchen-
jodeiweifl und Kaninchennitroeiweif}, trotzdem das Kaninchen als Immuntier benitzt
wurde, auf das Immunserum reagieren kénnen. Uber die Beziehungen der Organ-
spezifitit debattierten manche Autoren schon langere Zeit und es war schon bekannt,
daf die Organe, die eine beinahe absolute Organspezifitit besitzen, wie z.B. die
die Augenlinse, gleichsam als eine fremde Substanz gegen die Immuntiere wirken,
wenn sie im dem Tierkérper resorbiert werden., Es ist klar festgestellt, dafl bei den
Organen, die eine starke Organspezifitat besitzten, immer die Fahigkeit der Isoanti-
kérperbildung vorhanden ist.

Uber die lsoantik&rperbildung durch die zustandverandernden Antigene gibt es
nur einem Versuch von J. Firth. FEr immunisierte mit Koktkaninchenserum und mit
Koktmeerschweinchenserum alle betreffenden Tiere und stellte so das Antiserum
her. Er bekam jedoch kein befriedigendes Resultat. Freund immunisierte Kaninchen
mit Jodkanincheneiweifl und versuchte einen Isoantikdrper des Jodeiweifles zu

bilden, konnte aber nach 7 Injektionen von Jodkanincheneiweifl den Isoantikérper im
Blute nicht nachweisen.

Ich habe die Isoantikérperbildung mit Jodeiwei und Nitroeiweif3
bei Kaninchen nochmals gepruft. Ich wahlte mannliche, gut aus-
gewachsene Kaninchen, welchen jeden finften Tag die durch die
schon erwahnte Methode hergestellte JodeiweiBllésung und Nitroei-
weillésung bei 4 tagiger Pause mehrmals intravends injiziert wurden.
Das eine von 4 Kaninchen, die mit JodeiweiBlésung vorbehandelt
wurden, starb nach der 2ten Injektion sofort. Nach etwa 6- 10-
maligen Injektionen von etwa 10 cc JodeiweiBllésung und NitroeiweiB-
losung waren die IsojodeiweiBprazipitine in 2 Kaninchen, und die
Isonitroeiwifiprazipitine in 2 Kaninchen von allen 4 Kaninchen nach-
weisbar. Dabei erhielt man das Prazipitin frithestens am fiinften
Tage, spatestens am siebenten Tage nach der letzten Injektion.

Wie aus der Tabelle 19 ersichtlich ist, konnte ich Isoantikérper
von maflig hohem Prazipitintiter durch mehrmalige Injektionen
erlangen. Der Verlauf des Antikorpers vom Immuntier war fast
ebenso wie der des Antikérpers von heterogenen Jodeiweifien und
Nitroeiweiflen. Der Isojodeiweifantikérper von Kaninchen Nr. 77,
der den Titer |:2,500 nach U’scher Methode, den Verdiinnungstiter
1':32 und die Bindungszone 1 : 250 nach der Antikorperverdiinnungs-
methode zeigte, ist auch mittels der Komplementbindungsreaktion
nachweisbar, wie die Tabelle 20 angibt.

Wie aus der Tabelle 2la ersichtlich ist, reagierten das Rinder-,
Ziegen-, Schwein-, Pferde- und Hihnerjodeiweifl mit dem Isojod-
eiweiffimmunserum und zeigten einen 40 %igen Verwandtschaftsgrad
nach U'scher Methode. Nur das Meerschweinchenjodeiweifl zeigte

den Titer 1:2,500 des Kaninchenjodeiweiles. Nach der Antikorper-
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verdinnungsmethode zeigten die finf Nebenantigene von Sauge-
tieren, Rinder-, Ziegen-, Schwein-, Pferde- und Meerschweinchenjod-
eiweif} einen 50 %igen Verwandtschaftsgrad und das Hihnerjodeiweif3
allein einen 25%igen Verwandtschaftsgrad. Man kann eine starke
Zustandsspezifitat im Kaninchenjodeiweif nachweisen. Der Iso-
nitroeiweiflantikdrper von Kaninchen Nr. 57, der den Titer | 5,000
nach U'scher Methode, den Verdiinnungstiter | :64, die Bindungszone
1:250 nach der Antikérperverdiinnungsmethode besitzt, ist auch
mittels Komplementbindungsreaktion stark positiv nachweisbar. Mit
diesem Isonitroeiweiimmunserum reagierten das Rinder-, Ziegen-,
Schwein-, Pferde-, Meerschweinchen- und Huhnernitroeiweifls mit
dem gleichen Titer 1:1,000 und zeigten einen 20%gen Verwandt-
schaftsgrad nach U’'scher Methode. Nach der Antikorperverdin-
nungsmethode zeigen die 5 anderen Antigene von Saugetieren einen
50 %igen Verwandtschaftsgrad. Die beinahe absolute Zustandsspezi-
fitat ist bei diesen beiden Isoantikorpern nachgewiesen. Besonders
bei Isoantikérpern von nitriertem Eiweifl kann man den Reaktions-
unterschied zwischen Saugetieren und Vogelarten angeben.

Wie aus meinem Experiment ersichtlich ist, ist die Isoantikorper-
bildung durch Jodeiweifl und Nitroeiweif} sicher nachgewiesen. Die
Eigenschaft des Isoantikdrpers ist ganz gleich derjenigen der hetero-
genen Nitroeiweifle und Jodeiweifie und in Bezug auf die Zustands-
spezifitat sind das Kaninchenjodeiweifl und das Kaninchennitroeiweif3

noch scharfer als der heterogenetische Antikorper. (Tabelle 19, 20
und 21.)

Tabelle 19. Isoantikorperbildung durch Jod-

und Nitroeiweif3.

' Prazipitintiter positive
Arten | n K.G. Injek. | g, 201t der "O'scher | Daver d.
der Blutentnahme | - it Bemerkungen
. Nr.| (g) | zahl S e Titer | Prazips.
Antigene n. d. letz. Inj. | g2 | T
5 Bzlve| Coee
75 12400, 8 6 1000 | 100 16 11
Jod- 1762350 2 / A4V / tot n. d.
eiweil | 77 12400 8 6 2500 | 250 32 | 13 2te Injek.
76 {2500, 8 6 - - - —
57 (2500, 7 7 5000 | 250 64 14
Nitro- | 58 [2650| 7 6 - = - -
eiweil | 59 (2450 9 5 50 | 50 8 1
60 |12500, 9 5 - = - —
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Tabelle 20 a. Isojodeiweiffimmunserum (Kn. Nr. 77).
‘ Antik. - o) Vo) N <«
Md' . . - « o
verd. - - - - - -
. I: 100 # + + + —
£g 1: 250 +H + + + -
‘8 2 1: 500 ﬁ + + — —
i 11,000 — = — —
ol 1:2,500 + — — — -
1:5,000 — — — — —
2. I: 100 J/ + + — —
E &9 [: 250 / + + — —
$2% I: 500 s+ = -
g5 8 I': 1,000 / — — — -
Moﬂ h 1:2,500 e —_ — — -

Tabelle 20b.

Isonitroeiweifimmunserum (Kn. Nr. 57).

Antik. N -

Antig. verd. . . . . .

verd. - - - - - -

§ e 50 # # H o+ o+ =
2 1: 100 i ﬁ + 4+ + -
s 1: 250 H + 4+ o+ =

g 1: 500 H+ + + - -

2 I: 1,000 T - - - = =
& I: 2,500 + - - = - =
8 1 1: 5,000 + — — — — —
ol I : 10,000 = - - - - _
g, e 50 A -
£%s I: 100 s/ + F = =
5E2 I: 250 s+ = =
a3 I: 500 S S+ + = =
E5® I: 1,000 Y
s 1: 2,500 S S = - -

Tabelle 21 a.

Reaktion des [sojodeiweiflantikérpers von
Kaninchen (Nr. 77) auf verschiedene Jodeiweife.

=

Antigen-

Prazipitinreaktion

U’sche Methode

O’sche Methode

§ § § § Verwandt.

Antik.

TDOAN TV, dt.
Arten verd. 202 srod verd. =@ e;::adn
der Antigen _———— 0 Bz N | ~ T~ b
Kaninchen-Jodeiweifl |+H+H+H— 100 250 H+++— 100
Rinder " +— 40 250 |[H++—— 50
Ziegen " H+—— 40 250 |+ 4 +—— 50
Schwein " + 4 —_—— 40 50  |H++—— 50
Pferd " H+— 40 100 +++—— 50
Meerschw. " +++— 100 100 | H++—— 50
Hahner " ++—— 40 50 ++——— 25
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Tabelle 21 b. Reaktion des Isonitroeiweifantikdrpers von
Kaninchen (Nr. 57) auf verschiedene Nitroeiweifle.

\\\Reaktion i Prazipitinreaktion
. | U'sche Meth.ode O’sche Methode
igen- 2999 . “\Antik. 5
o 7 FE3EE 3 O el T

der Antigene \\\ _____ >° *® B.z. \\ ————— ;5 %
Kaninchen-Nitroeiweifl [#HH+— 100 250 |\H+4++— 100
Rinder » H+——— 20 100 H++—— 50
Ziegen ” ++—— 20 100 |+++4—— 50
Schwein " H+—— 20 50 |H++—— 50
Pferd - ++——— 20 50 |+ +4—— 50
Meerschwein. ,, + 4 ——— 20 100 ;H. + 4+ — 50
Hihner " E'l" +—— 20 | 50 '+ ++—— 50

Experiment 4,

(a) Autoantiksrper-( Prizipitin)-bildung durch Jodeiweif.

Wenn die Organe, die eine starke Organspezifitat haben, durch irgendeine
Methode im demselben Tierkérper resorbiert wurden, dann wurde die Autoantikér-
perbildung als fremdes Eiweifl wegen ihrer Spezifitit erzielt. Ohki konnte neuerdings
die Autoantikorperbildung durch Hoden- und Spermaantigene mittels der Prazipitin-
und Komplementbindungsreaktion und der Anaphylaxieversuche nachweisen. Goto
wies ebenfalls den Autoantikérper der Linse nach. In den obigen Experimenten
habe ich schon die absolute Zustandsspezifitit von JodeiweiB und Nitroeiweif
nachgewiesen, und es ist auch klar geworden, dafl durch das Jodierungs- und
Nitrierungsverfahren das Originalserum zu einer ganz anderen Antigenitit hiniiber-
gefihrt wird.

6 gesunde, stark gewachsene Kaninchen von etwa 2500 g Korper-
gewicht wurden ausgewahlt. 7 cc Blutserum wurden aus jedem
Kaninchen und nach einer Pause von einem Tag wieder 8 cc Blut-
serum entnommen und die gesamte Blutmenge von 15cc wurde
durch die oben erwahnte Methode jodiert. Ein Drittel der herge-
stellten Jodeiweifle, 0.45 g als einmalige Injektionsmenge, wurde den
Kaninchen injiziert, und zwar jeden vierten Tag 3 mal. Nach der
letzten Injektion untersuchte ich die Prazipitinbildung jeden Tag.
Nur bei einem von 6 Kaninchen konnte ich das Prazipitin am 5. Tage
nach der letzten Injektion nachweisen. Der Ablauf des Prazipitins
ist folgendes:

Kaninchen 2750 g. Am 24/Feb. wurde die letzten Injektion ausgefithrt. Am
1/Marz konnte ich zum ersten Male das Prazipitin fiir Jodeiweifl nachweisen. (Nach
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U’scher Methode Titer | :500, nach O'scher Methode Titer | : 2 und Bindungszone
1:100). Am 3/Mairz, Bindungszone |:100, Verdinnungstiter 1:8. Am 5/Marz
nahm Prazipitintiter ab und betrug | :2, Bindungszone 1:100. Am 7/Mairz konnte

ich das Prazipitin nicht mehr nachweisen.

Tabelle

22 a.

prazipitins. (Kaninchen Nr. 91, 2750 g).

(Tabelle 22 a.)

Verlauf und Reaktion des Autojodeiweif3-

Antig.

Datum N 1100 1:250 I: 500 I: 1,000

verd.

6/Feb. Ite Blutentnahme (Serummenge 8 cc)

8/ . 2te Blutentnahme (Serummenge 7 cc)

18/ ,, lte Injektion (0.15 g)

21/ ,, 2te "

24/ 3te "
1:1 + + + —

1/Marz 1: 2 + + - —
1: 4 — — — —
1 H H + -
I: 2 H + —_ —

3/ . 1: 4 + + — —
1: 8 + — — —_
1:16 — — —_ —
1: 1 +H + + .

5/ . 1: 2 + =+ — —_
1: 4 — — — -

7, e 1 — — — -

Wie aus der Tabelle 22b ersichtlich ist, reagiert
sowohl mit Kaninchenjodeiweil als auch mit Rinder-, Ziegen-,
Schwein-, Pferde-, Meerschweinchen- und Hithnerjodeiweiff. Das
3/Marz entnommene Serum wurde bentitzt, weil dabei der Prazipitin-
Die 5 Jodeiweilantigene von Saugetieren

wert am hochsten war.

das Prazipitin

haben einen 50%igen Verwandtschaftsgrad, und nur das Hithnerjod-
eiweif} einen 25 %igen Verwandtschaftsgrad. Ich versuchte auch den
Antikorper nach der Komplementbindungsreaktion nachzuweisen,
aber ich konnte wegen der Eigenhemmung des Serums das Ziel nicht

erreichen. (Tabelle 22.)

http://escholarship.lib.okayama-u.ac.jp/amo/vol4/issl/4



Uwazumi: Uber die Zustandsspezifitat des Serumeiwei & #946;es

Uber die Zustandsspezifitat des Serumeiweifles (I. Mitteilung). 97

Tabelle 22b. Reaktion des Autojodeiweifiprazipitins
von Kaninchen Nr. 91 auf verschiedene

JodeiweiBantigene.
- N T © © Verwandt.
Arten der Antigene - grad
- - - - - b
Kaninchen-Jodeiweif3 250 H H + + — 100
Meerschwein. ,, 100 H + 4+ — — 50
Rinder " 100 H + + - — 50
Ziegen " 100 H + + - — 50
Schwein. " 100 H H + - — 50
Pferd " 100 H + + - — 50
Hihner " 100 H + — — — 52

(b) Autoantikérperbildung durch Nitroeiweif3.

Il gesunde, gut genahrte Kaninchen von etwa 2500 g Kérper-
gewicht wurden ausgewihlt. Das erste mal wurden 7 cc Blutserum
und das zweiten mal nach einer Pause von einigen Tagen 8 cc Blut-
serum aus jedem Kaninchen entnommen, und die gesamte Serum-
menge von |5cc durch die oben erwahnte Methode nitriert. Fin
Drittel der hergestellten Nitroeiweifle, 0.6 g als einmalige Injektions-
menge, wurde den Kaninchen injiziert und zwar jeden 4 Tage 3 mal
intravends. Nach der letzten Injektion wurde die Prazipitinbildung
Jeden Tag untersucht. Aber in keinem von den 11 Kaninchen konnte
ich das Prazipitin nachweisen. Es war fiir uns sehr schwierig, den
Autoantikorper des Nitroeiweifles zu bilden.

Kurze Zusammenfassung iiber den Autoantikérper
von Jodeiweifl und Nitroeiweif.

Als Ganzes ist die Autoantikorperbildung von Jodeiweifl und
Nitroeiweifl sehr schwierig. Das beruht selbstverstandlich auf dem
Mangel an kleinen Mengen der Antigene fir die Injektion. Bei der
Prazipitinbildung von heterogenem Jodeiweifl und Nitroeiweifl bedarf
es mehrmaliger Injektionen. Nur bei einem Kaninchen konnte ich
mit knapper Not das Antijodeiweifprazipitin am 5ten Tag nach der
letzten Injektion nachweisen. Dieses Prazipitin reagierte nicht nur
mit Kaninchenjodeiweif}, sondern auch mit Rinder-, Ziegen-, Schwein-,
Pferde-, Meerschweinchen- und Huihnerjodeiweifle. Das Serum des
Immuntieres wird dadurch struktur-chemisch ganz verandert und
wirkt auf die Kaninchen wie ein heterogenes Antigen.
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Experiment 5. Uber die Spezifititsanderung
durch Substitutionsanordnung.

Durch die obigen Versuche ist die urspriingliche Artspezifitait des nativen
Serums durch chemische intensive Einwirkungen wie durch Jodierung oder Nitrierung
ganz verschwunden, und an ihre Stelle tritt eine neue Spezifitat. Obermayer und Pick
haben schon behauptet, dafl diese Erscheinung durch den Charakter und die Stellung
der substituierenden Gruppen im aromatischen Kern und durch die den Substituie-
rungsprozess begleitende Anderung der Gesamtstruktur des Molekiils bedingt werden.
Es bleibt bemerkenswert, dafl zwischen den nitrierten und jodierten Produkten eine
gegenseitige Antigeneigenschaft besteht und das Jodeiweil mit Antinitroeiweif3-
immunserum nicht reagieren kann. Fihrt man in der geschilderten Weise statt einer
Gruppe gleich zwei ein, so kann man auf bequemer Weise die Stirke der gegensei-
tigen Beeinfluflung der einzelnen Gruppen auf das Zustandekommen der Spezifitat
priifen.

Man ersieht, daf schon durch diese wenigen Prozesse eine relativ grofle Varia-
tionsfahigkeit der Antigene erzielt werden kann, welcher auch im groflen und ganzen
ein Wechsel der Spezifitat entspricht. Recht deutlich zeigt sich die Abhangigkeit
der Spezifitit von den hintereinander eingefithrten Gruppen, wenn man die so
vorbehandelten Antigene als Prazipitinogene verwendet und die erhaltenen Immun-
sera einmal mit den einfach, das andere Mal mit dem mehrfach substituierten
Eiweiflderivaten in Reaktion treten lafit.

Ein Immunserum gegen nitriertes Jodeiweifl und jodiertes Nitro-
eiweif}, die miteinander durch zwei chemische Behandlungen, Jodie-
ren und Nitirieren hergestellt wurden, wurden bekommen. Ich
untersuchte den Reaktionsgrad des Immunserum mit nitriertem
Jodeiweif}, jodiertem Nitroeiweif}, Jodeiweil und Nitroeiwei nach
der Antikérperverdiinnungsmethode, fiihrte die Absattigung mit
demselben Antigen aus und konnte die Spezifitat sehr klar nach-
welsen.

Wie aus der Tabelle 23a ersichtlich ist, hat das Antiziegen-(nitri-
ertes Jodeiweifl)-immunserum den Titer | : 32 und die Bindungszone
1:250. Das jodierte Nitroeiweif3 zeigt den Titer | : 16, das Jodeiweifl
zeigen den Titer 1:2. Es wurde biologisch festgestellt, daB das
Immunserum zwei Prazipitine gegen Jodeiweifl und Nitroeiweif} ent-
halt, und dal das jodierte Nitroeiweif}, welches in umgekehrter
Versuchsanordnung im Vergleich zu dem nitrieten Jodeiweif steht,
von dem nitrierten Jodeiweif8 unterschieden werden kann. Nach der
Absattigung von Immunserum mit nitriertem Jodeiweifl im Verhaltnis
von | (Immunserum):0.06 (Antigen) reagierten alle Antigene gar
nicht, und nach der Absattigung von Immunserum mit Jodeiweifl im
Verhiltnis von | (Immunserum) : 0.08 (Jodeiweif}) blieb der Titer des
nitrierten Jodeiweifles und des Nitroeiweifles unverandert, und das
jodierte Nitroeiweifl zeigte den Titer 1:8. Das Jodeiweifl zeigte
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keine Reaktion mehr. Nach der Absattigung mit Nitroeiweifl war
das Resultat fast ebenso wie nach der Asattigung mit Jodeiweif3.

(Tabelle 23).

Tabelle 23.

a) Reaktion des Antiziegennitriertesjodeiweilimmunserums
von Kaninchen auf verschiedene Ziegeneiweife.

!‘\\\ Avn‘::l;. 1 N T ©® 0o oo Verwandt.
Arten der Antigene , \ ‘i oo o e grad
}‘ B.z. \\\: %
nitriertes Jodeiweif3 ‘ 250 ' H H H + + — 100
jodiertes Nitroeiweif} ; 100 i H H H H - — 50
JodeiweiB | 100 ‘ + + - - — — 12.5
Nitroeiweifl | 50 ! + 4+ - - - — 12.5

b) Nach der Absattigung des Immunserums mit
nitrierten Jodeiweif).
Immunserum : nitriertes Jodeiweifs = 1 : 0.06

4 \
\\ Avr;tilg. N ¥ ® v o 3 ’ Verwandt.

Arten der Antigene NErE e grad
T B

i |
nitriertes Jodeiweif3 - _— = == —_- = — 0
jodiertes Nitroeiweif3 — _ = = - = = 0
Jodeiweifl — —_ — - — = 0
Nitroeiweifl — —_—_ = = = 0

c) Nach der Absattigung des Immunserums mit Jodeiweif3.

Immunserum : Nitroeiweifl 1:0.08
Antik. | :
N ¥ © W & ¥ | Verwandt.
Arten der Antigene \/erd. R DA grad
B.z. \ %
nitriertes Jodeiweif} 200 H H H + + - 100
jodiertes Nitroeiweif3 100 H 4+ + - — — 25
Jodeiweif3 — e 0
Nitroeiweif3 50 + + - — — — 12.5
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d) Nach der Absattigung des Immunserums mit Nitroeiweif}.
Immunserum : Jodeiweif§ | :0.08

N Y ©® 0 Q3 Verwandt.
Arten der Antigene oo e e grad
nitriertes Jodeiweif} 250 H H H + + — 100
jodiertes Nitroeiweif 100 H + + — — — 25
Jodeiweif3 100 + + - - — — 12.5
Nitroeiweif3 — _— — - — — = 0

Wie aus der Tabelle 24 ersichtlich ist, bekam ich ein Antiziegen-
(jodiertes Nitroeiweifl)-immunserum, das den Titer 1:16 und die
Bindungszone 1|:250 besitzt. Bei diesem Immunserum zeigt das
nitrierte Jodeiweifl den Titer | : 4 und konnte von dem Hauptantigen
biologisch klar unterschieden werden. Jodeiweil und Nitroeiweifl
haben den Titer 1:2. Das Antiziegen-(jodiertes Nitroeiweif})-im-
munserum hat auch zwei Antikérper gegen Jodeiweifl und Nitro-
eiweif}.

Aus dem obigen Resultat ist ersichtlich, daf8 das Immunserum,
das mit einem durch zwei Vorbehandlungen gewonnenen Antigen
hergestellt wurde, zwei Prazipitine gegen zwei Vorbehandlungen
besitzt. Nach der Antikdrperverdiinnungsmethode ist die Spezifitats-
variation durch Versuchsanordnung deutlich nachweisbar, da das
jodierte Nitroeiweil bei dem Antiziegen-(nitriertes Jodeiweifl)-im-
munserum von dem Hauptantigen und das nitrierte Jodeiweifl bei
dem Antiziegen (jodiertes Nitroeiweifl) immunserum von dem Haupt-
antigen unterschieden werden konnte. (Tabelle 24.)

Tabelle 24. Reaktion des Antiziegenjodiertesnitroeiweif3-
immunserums von Kaninchen auf verschieden

Ziegeneiweifle.
Antil;. ~ < @ 0 N Verwandt.
Arten der Antigene yerd. - o - o grad
B.z. 4
jodiertes Nitroeiweif3 250 H + + + - 100
nitriertes Jodeiweifl 250 + + - - - 25
Jodeiweifl 100 + - - - - 12.5
Nitroeiweifl 100 N 12.5
Ziegenserum — - - = = - 0
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Schlufiwort.

Beziglich der serologischen Studien Gber Jodeiweifl und Nitroeiweif mittels der
Prazipitinreaktion veroffentlichten Obermayer und Pick zum ersten Male die interes-
sante Tatsache, dafl diese chemisch intensiv eingegriffenen Eiweifle eine beinahe
absolute Zustandsspezifitat haben und dafl eine Artspezifitat ganz verschwunden ist.
Sie nannten diese starke Zustandsspezifitit-die sogenannte konstitutive Spezifitat und
haben sie von der allgemeinen physikalisch-chemischen Zustandsinderung des Ge-
samtmolekiils durch Hitze und Chemikalien unterschieden, weil diese chemisch
intensiv eingegriffenen Eiweifle durch Einfithrung von Jod- oder Nitrogruppen her-
gestellt werden. Danach stellte H. Freund genaue Forschungen tber diese Eiweifle
an und auflerte sich iber das Vermégen der Reaktionsfihigkeit des arteigenen
Jodeiweifles mit Antijodeiweifimmunserum. G. H. Wells, Pick u. Yamanouchi,
Schittenhelm u. Stroebel untersuchten die immunologische Bedeutung dieser Eiweifle
bei dem Anaphylaxieversuche und diskutierten iber die Identitit des Prazipitins und
des anaphylaktischen Antikorpers, konnten aber die Zustandsspezifitat wie bei der
Prazipitinreaktion nicht nachweisen. In einer 2ten Mitteilung will ich auf die
Beschaffenheit dieser Eiweifle bei der Anaphylaxie niher eingehen.

Es ist keine Frage, dafl bei der Spezifititsuntersuchung die
Bestimmungsmethode der Reaktionsfahigkeit eine Hauptrolle spielt.
Viele Forscher, die bei der Spezifitatsforschung mit der Prazipitin-
methode arbeiteten, wandten die Uhlenhuthsche Ringprobe an, die in
Aufschichtung der mit physiologischer Kochsalzlosung stufenweise
verdinnten Antigene auf das Immunserum besteht. Unter solchen
Umstanden erscheint es mir naturlich, dafl die Forschung tber die
Spezifitat nicht von der Immunkodrperseite aus, sondern von der
Antigenseite aus vorgenommen wurde, und dafl die an Hand der
bisherigen Prazipitinmethode erzielten. Resultate je nach den ver-
schiedenen Forschern auseinander gehen, und dafl selbst ein und
derselbe Forscher von einander abweichende Ergebnisse meldet.
Diese Meinungsverschiedenheit beruht zum Teile auf der Bestim-
mungsmethode des Prazipitintiters, da nach U’scher Methode nur
das Antigen verdinnt wird, wahrend man bei allen anderen serolo-
gischen Reaktionen, wie z.B. Agglutination, Hamolysin, Bakteriolysin
usw. den Titerwert eines Serums dadurch bestimmt, dafl man fallende
Mengen des Antiserums auf bestimmte Mengen des Antigens treten
lafit.

Auf diesen Gesichtspunkt hat Sunouchi in unserem Institut Riick-
sicht genommen und mit seinem Serumversuche die Differenzierung
der Gruppenreaktion zwischen den nahverwandten Spezies mittels
einer anderen Methode festgestellt, und zwar hat er durch die Ogata-
sche Immunkorper- anstatt Antigenverdiunnung Erfolg gehabt. Die
mannigfachen Spezifitaten, wie Artspezifitat, Organspezifitat, Frak-
tionsspezifitat und Zustandsspezifitat priften mehrere Forscher in
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unserem Institut nach beiden Untersuchungsmethoden, verglichen
die Erscheinung der Spezifitat und bestatigten, dafl das richtige
Resultat immer nur nach der Antikorperverdiinnungsmethode erzielt
werden kann. Nach dieser Methode wurde festgestellt, daf} sogar
die Augenlinse, die bis jetzt als ein Vertreter absoluter Organspezi-
fitat angesehen wurde, eine relative Artspezifitat hat. Vor der Unter-
suchung von Jodeiweifl und Nitroeiweif} stellte ich Untersuchungen
an Uber stark erhitztes 120°C-Eiweifl und Uber die biologische Bezie-
hung zwischen 120°C-Eiweifl und dem chemisch intensiv angegrif-
fenen Jodeiweifl und Nitroeiweifi.

Beziglich des Antiserums, das auf 100°C 5 Minuten lang erhitzten
Antigensera hergestellt wurde, wies Fiirth eine ziemlich starke Rea-
gierbarkeit mit dem bei 120°C 30 Minuten lang erhitzten Antigenserum
und eine Unfahigkeit, mit dem nativen Serumeiweifl zu reagieren,
nach. Makino meinte, daf} das Antiserum, das auf 100°C erhitzten
Antigensera hergestellt wurde, die typische Zustandsspezifitat zeigt
und nur selten auf natives Antigen reagiert, ferner dafl die Reaktion
auf mit Alkohol oder Phenol vorbehandeltes Antigen dabei aber
immer positiv bleibt, und nach der Antigenverdinnungsmethode nur
die Zustandsspezifitat, aber nach der Antikérperverdiinnungsme-
thode beide Zustands- und Artspezifitat gezeigt werden. Nach
meinen Experimenten ist die Reaktionsfahigkeit des 120°C-Eiweifles
mit hoch immunisiertem Antinativimmunserum ganz erloschen. An-
dere, durch schwache Erhitzung, Chemikalien und Ferment vorbe-
handelte Antigensera erhalten noch ihre Reagierbarkeit mit Antina-
tivimmunserum. Das native Eiwei hat keine Zustandsspezifitat
mehr und je starker es durch Vorbehandlung angegriffen wurde,
desto mehr wurde die Prazipitinogenitat abgeschwicht. Das Anti-
120°C-Eiweiimmunserum zeigte die typische Zustandsspezifitat mit
den erhitzten, mit Chemikalien vorbehandelten Eiweilen und reagi-
erte schwach auf natives Antigen, das Immunserum jedoch kann
eine Reaktion mit diesen chemisch intensiv angegriffenen Eiweiflen,
Jodeiweifl und NitroeiweiB, nicht haben.

Aus der Bildungsfahigkeit des Isoantikorpers kann man auf eine
neue Antigeneigenschft des 120°C-Eiweifes schlieflen, die in der
starken Zustandsspezifitat bei allen Antisera von 120°C-Eiweiflen der
Saugetiere und der Végel gezeigt wurde. Das die Reaktionsfahigkeit
des Huhner-120°C-Eiweifles mit diesem Anti-120°C-Eiweifimmun-
serum von Saugetieren immer negativ blieb, und da nach der Antikér-
perverdinnungsmethode die Nebenantigene von dem Hauptantigen
unterschieden werden konnten, und auch aus der Tatsache, daf je
entfernter die Spezies des Tieres von dem Hauptantigen ist, desto
schwacher der Verwandtschaftsgrad ist, kann man eine relative
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starkere Artspezifitat nicht leugnen. Aber andererseits ist eine
Artspezifitdt auch nachweisbar, weil das 120°C-Eiweif8 der Vogel-
arten mit dem Antiserum der 120°C-Eiweifle von Saugetieren niemals
reagieren kann.

Alle von mir hergestellten Antijodeiweiffimmunsera reagieren
gar nicht mit dem nativen Serum. Gegen Antijodeiweiimmunserum
reagierten nur das Jodeiweif}, das nitrierte Jodeiweifl und das jodierte
Nitroeiweifl zustandsspezifisch, die das Jodierungsverfahren durch-
gemacht haben. Andere durch Chemikalien und Fermente vorbe-
handelten Eiweifle konnen mit dem Antijodeiweiffimmunserum nicht
reagieren. Bei allen Antisera, die mit Jodeiweifl von Saugetieren
hergestellt wurden, ist eine beinahe absolute Zustandsspezifitat
nachweisbar. Das Hihnerjodeiweif} zeigte immer eine starke Reak-
tionsfahigkeit mit dem Antiserum, das mit dem Jodeiwei von
Saugetieren hergestellt wurde, und es kann von den Jodeiweiflen von
Saugetieren biologisch nicht unterschieden werden.

Aus den folgenden Tatsachen, daf} der Isoantikérper des Jod- und
Nitroeiweifles bei 2 Kaninchen von 4 Kaninchen durch hohe Immuni-
sierungweise hergestellt wurde, daf3 die Erscheinung der Prazipitin-
bildung sehr ahnlich der der Prazipitinbildung von heterogenem
Jodeiweil und Nitroeiweif8 ist, dafl ich den Isoantikérper dieser
Eiweifle 5-7 Tage nach der letzten Injektion nachweisen konnte, daf3
die positive Dauer gleichfalls 10-14 Tage betrug, und da8 das
Prazipitin sowohl mit Kaninchen-, als auch mit Rinder-, Ziegen-,
Schwein-, Pferde-, Meerschweinchen- und Hiihnerjodeiweifle rea-
gierte, kann man eine starke zustandsspezifische Eigenschaft dieser
Eiweifle bestatigen. Die Autoantikérperbildung von Jod- und Nitro-
eiweiflen war sehr schwierig. Das Autoprazipitin wurde 5 Tage
nach der letzten Injektion positiv nachgewiesen, die positive Dauer
betrug gleichfalls 5 Tage. Das Prazipitin reagierte nicht nur mit
Kaninchenjodeiweifs, sondern auch mit Rinder-, Ziegen-, Schwein-,
Pferde-, Meerschweinchen- und sogar Hithnerjodeiweif.

Zusammenfassung.

1. Das Antiserum, das aus bei 120°C 30 Minuten lang erhitztem
Serum hergestellt wurde, zeigt die typische Zustandsspezifitat; es
reagiert auf Alkali-Hitze-Eiweil und Formalin-Hitze-Eiweil und nur
schwach auf native Antigene. Die Reaktion auf Jodeiweifl und
Nitroeiweifl bleibt immer negativ.

2. Das 120°C-Eiweifl zeigt sowohl eine Zustandsspezifitit als
auch eine Artspezifitat.
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3. Der Isoantikorper des 120°C-Eiweifles kann nur durch mehr-
malige Injektionen erzielt werden.

4. Das Antijod- und Antinitroeiweiimmunserum zeigen nach
der Antigenverdiinnungsmethode die absolute Zustandsspexzifitat,
nach der Antikérperverdinnungsmethode bleiben jedoch beide Spe-
zifitaten erhalten, vorwiegend Zustands- und relative Artspezifitat.

5. Der Isoantikorper von Jodeiweifl und Nitroeiwei kann nur
durch mehrmalige Injektionen erzielt werden.

6. Der Autoantikorper des Jodeiweiles wurde nur bei einem
Kaninchen aus einer Zahl von 6 Kaninchen erzielt.

7. Die Spezifitatsvariation ist durch die konstitutive Versuchs-
anordnung nach der Antikorperverdiinnungsmethode klarer erkannt
worden.

Zum Schlufl méchte ich Herrn Prof. Dr. M. Ogata fiir seine freundliche
Hilfleitung wahrend der Durchfithrung meiner Untersuchungen meinen besten
Dank aussprechen.
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