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Kritik der Methodik der Wassermannschen Reaktion
und neue Vorschliige fiir die quantitative Messang der
Komplementbindung?).

Von
Prof. Dr. J. Kaup (Minchen), gemeinsam mit Irmgard Balser,
Dr. med. Hatziwassgiliu (Griechenland) und Pharmazeutfihnrich
J. Kretschmer.

(Aus dem Hygienischen Institut der Universitit Manchen. Vorstand:
Geheimer Rat Prof. Dr. Max von Gruber.)

Einleitung.

Die Sicherheit und Verldssigkeit einer Methodik. ist gewihr-
leistet durch die véllige Klirung der Beziehungen der einzelnen
Agentien, die fiir eine Methode Verwendung finden. Dies gilt
fir jede Methode, ganz besonders jedoch fir eine Methode, wie
die von Wassermann, A. Neisser und Bruck angegebene
Serodiagnostik der Syphilis, die zur verbreitetdten klinisch-sero-
logischen Methode in den letzten Jahren geworden ist.

Die Wa. R. als indirekte Methode der Komplementbindung
fir den Nachweis der Antikorper (Luesreagine nach Citron)
hat mit 5 verschiedenen Agentien zu tun, durch deren nambhafte
Zahl die Technik wesentlich erschwert ist. Die geringste qualitative
oder quantitative Verdnderung in der Beschaffenheit des einzelnen
Agens kann einen EinfluB auf das Ergebnis der Reaktion ausiiben.

1) Die wesentlichen Ergebnisse wurden durch Untersuchungen im Hand-
laboratorium des k. und k. Armeeoberkommandos festgestellt, woselbst ich
als Hygienereferent bis Weihnachten 1916 tatig war. An dem Unter-
suchungen in Teschen war Herr J, Kretschmer, an denen in Minchen Frau
Irmgard Balser und Herr Dr. med. Hatziwassiliu beteiligt. Prof. Kaup.

Archiv far Hygteoe, Bd. 87, 1
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2 Kritik der Methodik der Wassermannschen Reaktion etc.

Erleichtert wird allerdings die Methodik durch den sinnfilligen
und einfachen Vorgang der Hamolyse auf Grund der Komple-
mentwirkung. Der Vorgang der Reaktion mit ihren 2 Teilen —
Zusammenwirken von Antigen (spezifischer oder unspezifischer
Extrakt), Patientenserum als Antikorper und Aktivserum als
Komplement (Alexin) — erfordert ebenso wie der Zusatz des
himolytischen Systems als Mischung von roten Blutzellen und
entsprechenden Erythrozyten- Antiserum eine genaue quanti-
tative Dosierung. '

Nach der Ehrlichschen?) Auffassung besteht die Annahme,
daB eine Verankerung des Alexins an das Antiserum als ein Vorgang
fester chemischer Bindung zu betrachten sei und als Reaktions-
produkt sich bereits vor der Einwirkung auf die Blutzelle das
Hamolysin bilde. Auch Arrhenius?) nimmt eine chemische
Bindung von Ambozeptor und Komplement in bestimmten Mengen-
verhéltnissen hingegen im Innern der Blutzelle als feststehende
Tatsache an und bringt die Art dieser Bindung in verschiedenen
Molekulargleichungen zum Ausdruck. Eine Reihe anderer Au-
toren, wie Morgenroth und Sachs, Scheller und andere,
spricht von wechselnden Verhiltnissen in den Beziehungen zwischen
Ambozeptor und Komplement. Vielfach wird nqch an der Fer-
mentnatur des Komplements festgehalten, wie auch Ehrlich
das Komplement fiir ein proteolytisches Enzym gehalten hat.
Von einer Klirung der quantitativen Beziehungen im hémo-
lytischen System kann daher noch keine Rede sein. Immer wieder
wird auf die Notwendigkeit neuer Untersuchungen iiber die quan-
titativen Verhdltnisse hingewiesen. In groBeren Einzeldarstel-
lungen iiber die Himolyse und auch iiber die Serodiagnostik der
Syphilis ist infolge dieser Unsicherheit den néheren Beziehungen
zwischen Ambozeptor und Komplement fast &ngstlich aus dem
Wege gegangen. Den wenig befriedigende Stand der Ansichten
iber das Wesen und die Methodik der Wa. R. hat Miiller?) treffend

1) E. w. Morgenroth, Berl. kl. W. 1899, Nr. 4 u. 22; 1900, Nr. 21
u. 31; 1901, Nr. 10, 21 u. 22.

2) Immunochemie, Leipzig 1907.

3) Die Serodiagnose der Syphilis, Urban und 8chwarzenberg, 1913.
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in die Worte zusammengefaBt: ,,Mit der Unkenntnis des Zustande-
kommens der Komplementbindung bei Lues hingt es zum groB8en
Teil zusammen, daB wir heute weniger als je iiber eine einheit-
liche Methode verfiigen und daB auch die Bewertung der Urteile
keine gleichmiiBige ist. Es vergeht keine Woche, die nicht neue
Tatsachen iiber Theorie und Praxis der Reaktion bringt oder
frithere Ansichten umst6Bt; keine wissenschaftliche Debatte
findet statt, ohne daB schroffste Gegensétze aufeinander stoBen.’
Eine einheitliche Methode oder wenigstens eine genauere Klar-
stellung der quantitativen Beziehungen der einzelnen Kompo-
nenten der Wa. R. zueinander ist nach dem vorgefiihrten dringender
denn je. Es kann keinem Zweifel unterliegen, daB die unausge-
setzten Abédnderungsvorschlige ihren Grund in Fehlern oder
Unsicherheiten der bisherigen Methoden haben miissen. Es sind
zwar in den letzten Jahren eine Reihe von Arbeiten entstanden,
die zum Teil auch auf die Technik der Reaktion EinfluB aus-
iibten; die Unklarheiten sind jedoch noch nicht beseitigt. Die
Wichtigkeit des Gegenstandes erfordert ein niheres Eingehen
auf die Resultate der einzelnen Forschungen, und die mannig-
fachen Unklarheiten haben zugleich fiir eigene Versuche nach
verschiedenen Richtungen Veranlassung gegeben. Diese Unter-
suchungen wurden zunéchst in dem Handlaboratorium des k. u. k.
Armee-Oberkommandos angestellt und fanden spéter ihre Fort-
setzung im Hygienischen Institut der Universitit Minchen?).

I. Aligemeine Methodik.
A. Die Agentien des hiimolytischen Systems.

Fir das hiamolytische System hat Wassermann von Anfang
an Hammelblutkérperchen in Vorschlag gebracht; spiter wurden
auch andere Blutarten beniitzt, wie Pferdeblutkérperchen von
Detre sowie von Ballner und Decastello, Ziegenblut von

1) Die Fortfilhrung dieser letzteren Untersuchungen war wesentlich
erleichtert durch die munifizente Zuwendung eines groBeren Betrages seitens
des Herrn Generaldirektors v. Hochstetter der Holzverkohlungs-Industrie-
Aktiengesellschaft in Konstanz, wofiir an dieser Stelle der herzlichste Dank

ausgesprochen wird.
1 *
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Boas, Ochsenblutkérperchen von Browning, Menschenblut
von Noguchi usw. Den Hammelblutkérperchen werden be-
stimmte Vorziige gegeben. Es wird darauf hingewiesen, daB die
Normalambozeptoren im Patientenserum ein besonderes hiimo-
lytisches Vermdgen fiir Hammelblutkorperchen besitzen -—
weniger fir Ziegenblut und gar nicht fir Rinderblut — und daB
sie dadurch die antikomplementére Wirkung der Organextrakte und
auch der Untersuchungssera am besten auszugleichen imstande
sind. Auch jetzt noch werden, nach den guten Erfahrungen im
Verlaufe der Jahre, fir Himolyseversuche fast allgemein Hammel-
blutkorperchen verwendet. Als hémolytisches Antiserum wird
in diesem Falle das Serum von Kaninchen gewihlt, welches mit
Hammelblut vorbehandelt ist. Als Alexin (Komplement) wird
frisches Meerschweinchenserum allgemein bevorzugt.

Fiir alle Hiamolyseversuche muB als Medium eine isotonische
Kochsalzlosung Verwendung finden, d. h. alle Verdinnungen
und Erginzungen auf ein bestimmtes Volumen diirfen nur mit
physiologischer Kochsalzlésung vorgenommen werden. In diesem
Medium bleibt das Volumen der Blutzellen infolge gleicher Druck-
verhéltnisse das normale, das Stroma dicht genug, um das Hémo-
globin nicht austreten zu lassen. Werden gewaschene Blutkor-
perchen in destilliertes Wasser gebracht, so tritt bekanntlich so-
fort Hamolyse ein. Die Stromahiille reift bei geéindertem Druck
infolge zu starker Volumzunahme; aber bereits Kochsalzlésungen
von geringerer oder stéirkerer Konzentration iben auf die quanti-
tativen Beziehungen der beiden andern Reagentien des hiimeo-
lytischen Systems — das Alexin (Komplement) und das Hammel-
blut-Antiserum — bestimmte Wirkungen aus. Besteht z. B. das
Medium nur aus 0,5proz. Kochsalzlésung, so fithrt eine Spur
von Alexin bereits bei einer normalen Menge von sensibilisierten
Hbl. Hamolyse herbei; wird hingegen als Medium eine hyper-
tonische Kochsalzlosung gewihlt, z. B. eine 1,5proz. Losung, so
ist der Alexinbedarf ein wesentlich groBerer als in physiologischer
Kochsalzlésung. In einer Reihe von Versuchen haben wir diese
Unterschiede des Komplementbedarfs in verschiedenen Koch-
salzlosungen festzustellen gesucht und stets dasselbe Resultat
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erhalten. Im wesentlichen sind diese Wahrnehmungen eine Be-
stétigung der umfassenden Versuche von KiB'). Die osmotischen
Vorgiinge bei den Blutzellen sind besonders eingehendvon Koeppe?)
geschildert. Wie destilliertes Wasser schnellstens Hamolyse her-
beifithrt, so gibt es noch eine Reihe von Substanzen, welche allein,
d. h. ohne Ambozeptor oder ohne Komplement den Austritt des
Hémoglobins aus dem Stroma bewirken. Diese chemischen Sub-
stanzen wirken in den stirksten Verdiinnungen, bei denen os-
motische Druckunterschiede keine Rolle spielen kénnen. Zu diesen
Blutgiften gehoren alle Alkalien, Ather, Alkohol, Chloroform,
Sublimat, die Gallensiuren und vor allem auch die Saponin-
substanzen. Noch bedeutungsvoller als alle diese Substanzen,
die eine unspezifische Hémolyse herbeizufithren vermogen, sind
Stoffe, die umgekehrt eine unspezifische Hemmung der Hémolyse
bewirken. Bakterien, Zellemulsionen und Organextrakte sind
durchwegs Substanzen, die eine antikomplementire, eine eigen-
hemmende Wirkung entfalten konnen. Doch &uBert sich diese
Wirkung ~ nach der Ansicht der einzelnen Autoren — nicht durch
eine vermehrte Widerstandskraft der Blutkorperchen gegen die
Hamolyse, sondern durch Bindung des Komplements, das fir die
Hamolyse in einer bestimmten Menge stets erforderlich ist.

Eine weitere Voraussetzung fir jede Versuchsanordnung
zum Studium des h&molytischen Systems ist die Verwendung des
gleichen Volumens. Die Mengen der einzelnen Agentien missen
stets in einem bestimmten Volumen aufeinander einwirken. Wir
werden spiéiter zu erortern haben, welchen Einflu8 Volumsver-
&inderungen ausiiben.

Fir den Eintritt der Héimolyse ist ferner von Bedeutung
die Temperatur, bei der die einzelnen Agentien aufeinander wirken.
Wenn auch bei Zimmertemperatur und auch bei Kilte der Vor-
gang der Hamolyse sich einstellt, so wirkt doch der Aufenthalt
im Blutschrank beschleunigend. Die Beurteilung eines Ergebnisses
wird daher von der Temperatur und von der Zeitdauer des Auf-

1) Z. 1. 1. Bd. 3, 1909, 8. 558.
4) Physikalische Chemie in der Medizin, Hdolder, 1900.
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enthaltes bei den einzelnen Temperaturen in hohem Grade ab-
héngen.

Wie bereits angedeutet, tritt die spezifische Hamolyse nur
ein beim Einwirken von Antiserum (Ambozeptor) und Alexin
(Komplement) auf Blutkorperchen. Fehlt das Antiserum oder das
Alexin oder sind deren Mengen ungeniigend, so bleibt die Himo-
lyse aus.

Von allen diesen Agentien miissen jedoch ganz bestimmte
Mengen vorhanden sein, um eine vollstindige Hémolyse herbei-
zufithren. Diesen quantitativen Beziehungen wollen wir unsere
besondere Aufmerksamkeit widmen.

1. Die Menge der Blutkorperchen als Hémolyseobjekt.

Bekanntlich kommen bei Himolyseversuchen die Blutkor-
perchen, durch wiederholtes Waschen von den Serumbestandteilen
befreit, als 1,0, 5,0 oder 10proz. Aufschwemmungen in isotonischer
Kochsalzlosung (0,85 Proz.) zur Anwendung. Bei einem Ge-
samtvolumen des fir die Reaktion verwendeten Gemisches von
2,5 ccm werden gewdhnlich 0,5 ccm der z. B. 5proz. Aufschwem-
mung, bei 5ccm gewdhnlich 1,0 ccm dieser Aufschwemmungen
genommen. In dem ersteren wie letzteren Falle ist der Anteil
der Blutkorperchenmenge an diesem Volumen zwar der gleiche,
die Aufschwemmungsdichtigkeit dieselbe, die Menge der Blut-
korperchen als Hamolyseobjekt jedoch doppelt so gro8. Es sind
jedoch auch Komplementbindungsmethoden in Anwendung, bei
denen 1 oder 10proz. Blutkérperchen- Aufschwemmungen be-
nitzt werden. Auch kommt es auf die Herstellung der Auf-
schwemmung an. Das eine Laboratorium zieht bei Bereitung
der Hbl.-Aufschwemmung das Volumen des defibrinierten Blutes
in Berechnung, das andere das Volumen der gewaschenen Ery-
throzyten. Wir fillten stets.auf die Marke des ungewaschenen
Blutes auf.

Den EinfluB der Erythrozytenmenge auf den lytischen Effekt
im hémolytischen System haben Fleckseder und Steyskal?)

1) Wiener kl. W. Nr. 14, 1908, 8. 499.
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besonders hervorgehoben. Bei Reagenzglasversuchen iiber die
Losung von Menschenblut durch dagegengerichtetes Kaninchen-
gserum und aktivierendes Menschenserum, war es wiederholt auf-
gefallen, daB8 in Reihen mit steigenden Erythrozytenmengen
der lytische Effekt bei bestimmten Proben trotz ihres gréBeren
Gehaltes an aktivierendem Bestandteile geringer ausfiel als in den
vorhergehenden Rohrchen. Um diese Wahrnehmung genauer
zu studieren, stellte Noda?l) eingehende Versuche an. Ansteigende
Mengen von 10proz. Hbl.-Aufschwemmungen wurden mit je
0,2ccm /50090 inaktiven Hbl.-Immunserum vom Kaninchen
durch % Stunde in der Wiarme digeriert und nach Zusatz von
0,01 ccm aktives Serum der Losungseffekt nach 2stiindigem
Verweilen im Brutschrank beobachtet. Wihrend bei 0,3 cem
10proz. Hbl. der Lésungseffekt ein vollstéindiger war, wurden mit
der steigenden Erythrozytenmenge (bis 3,0 cem) immer geringere
Anteile — bewertet mittels des Sahlischen Himoglobinometers —
gelost, so bei 1 cem Hbl. etwa 50 Proz., bei 2 ccm 25 Proz. und
bei 3 cem Hbl. nur etwa 15 Proz.

Nach diesen Versuchsergebnissen, die eigentlich nur erkennen
lassen, daB eine bestimmte Menge Anti-Hammelblutserum und
Alexin von steigenden Mengen Blutkorperchen nur bestimmte
Anteile zu 1osen imstande sind, hat Noda eine Kurvengleichung
berechnen lassen, die mit den Versuchsergebnissen in einem be-
stimmten Widerspruch steht. DaB die Erythrozytenmenge nicht
ohne EinfluB auf den Ausfall der Hémolyse ist, haben auch Ma-
slakowitzund Liebermann3) erkannt. Sie hatten die Vorstellung,
daB eine bestimmte Menge Meerschweinchenserum von bestimmter
komplementérer Energie nur eine streng bestimmte Menge sensi-
bilisierten Erythrozyten zu hémolysieren vermag. Jede Verinde-
rung ihres gegenseitigen Verhiltnisses sowohl im Sinne der Ver-
groBerung der Menge der Erythrozyten wie auch im Sinne einer
Verringerung der Menge des Meerschweinchenserums fithrte zu
einer partiellen oder kompletten Hemmung der Hamolyse.

akt. I. Abt., Orig.-Bd. 50, H. 3, 1909, 8. 401.
Bd. 2, 1909, 8. 557.

~w
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Leschly!), dem wir eine umfassende Studie iiber die Be-
zichungen zwischen Komplement und Ambogzeptor verdanken,
hat in einem kurzen Versuch bei absteigenden Mengen einer
5proz. Hbl.-Aufschwemmung und verschiedenen Alexinmengen
den jeweiligen Bedarf an Immunserum bestimmt und hierbei
gefunden, daB fir eine 214, proz. Aufschwemmung der Bedarf an
Immunserum 0,0002, fiir eine Sproz. Aufschwemmung 0,0004
und fir eine 10 proz. Aufschwemmung 0,0008 betrug, gleichgiiltig,
ob er 0,05 Komplement, 0,1 oder 0,2 Komplement (Alexin) verwen-
dete. Leschly hat diesen Versuch nur nebenbei erwidhnt und
hierbei weniger Gewicht auf den Bedarf an Antiserum als an
Alexin gelegt. Es schien daher angezeigt, durch besondere Ver-
suche zunéchst den Zusammenhang zwischen den Mengen an
Hbl. und Antihammelblutserum vollig zu kléren. Die n#chsten
Versuche wollen dariiber Aufschluf geben

Gesamtmenge 2,5 ccm, hievon 0,5 ccm der verschieden proz.
Hbl.-Aufschwemmungen, 0,5 ccm des Antierythrozytenserums in
den angegebenen Verdinnungen, 0,05 ccm des frischen Meer-
schweinchenserums als Komplement (Alexin), 1 ccm einer 0,85-
rozzentigen Kochsalzlosung zur Auffillung, welcher Zusatz bereits
zu den Hbl.-Aufschwemmungen gegeben wurde. Die Ablesungen
erfolgten nach Verweilen von 1% Stunde im Brutschrank und nach
einer weiteren Stunde bei Zimmertemperatur.

1) Z. {. I. Bd. 24, H. 5, 1916.

L . . . - ]
Nach !/, Stunde Brutschrank Nach { weiteren Stunde Zimmertemperatur
Immunserum- -

Versuch 1 Versuch [I Versuch L Versuch 11

verdGnnungen -—

2,5%) 5% 17.5%(10°/5]12,5%,( 5% |7,5%[10%/4 [2,5%0| 5% |7,5%/5|10 %s§2,5%,(7.6%| 5% | 10%s
1: 500 LIL|L|/dHjL|L | L|L|JL|LJL|L{L|L{L|L
1: 1000 L|L|LieH|L|L|L|L|JL|(L|L {feH|L|L{L |L
1: 1600 L | L |dH|cH|{L |L |[dH|fcH| L |L |sH|cH| L | L |sH|fcH
1: 2000 L |sH{¢cH|{cH| L |sH|{fcH/cH] L | L. |dH|cH L | L |[dH|cH
1:2500 |[ssH{fcH|cH|cH| L |[dB|{cH|cH|] L |fcH|cH|cH| L |sH|fcH|cH
1:3000 |dH|(cH|cH|cH| L |{{cH/cH|cH| L |cH|(cH|cH| L {dH|cH|cH
1:3500 |cH|cH|cH|cH| L |cH{cH{cH|L (cH|cH|cH| L [cH|cH[cH
1:4000 |cH|cH|cH|cH|sH|cH|cH|cH| L |¢cH|{cH|¢cH| L |cH|cH|cH
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Der Titer des Immunserums war von den Serumwerken in
Dresden mit 1 : 2000 angegeben; wiederholte Titerbestimmungen
ergaben zumeist den gleichen Titer bei Verwendung von stets
0,05 ccm Aktivserum, selten einen niedrigeren oder hoheren Titer.

Die fir die Versuche gestellte Frage la8t sich nach den Er-
gebnissen eindeutig beantworten: Bei steigenden HbI.-
Mengen ist in demselben Verhidltnis eine steigeﬁde
Menge von Immunserum zur Himolyse bei einem be-
stimmten KomplementiiberschuB erforderlich. Fiir die
Gesamtmenge von 2,5 ¢cm waren

fur die 2,5proz. Hbl.-Aufschwemmung 0,00026 Immunserum, Titer 1:4000

"N » 5Pr°z- ” ”» 0)0005 ” ” 1:2000
» ow  1,5proz. " 0,001 " » 1:1000
» s i0proz. " 0,002 " ,» 1:500

notwendig. Allerdings war der Titer fiir die 10proz. Hbl.-Auf-
schwemmung beim II. Versuch nicht 1:500, sondgrn 1 :1000,
doch zeigen die néchsten Hemmungswerte mit s H') und fc H
fir die beiden letzten Aufschwemmungen derartige Unterschiede,
daB fir die 10proz. Aufschwemmung ein Mehrbedarf an Immun-
serum ebenfalls zu erkennen ist. Die gleichgebliebene Komple-
mentmenge, die fir die 2,5proz. Hbl.-Aufschwemmung einen
groBeren UberschuB als fir die 10 proz. darstellt, scheint den Aus-
fall nicht beeinfluBt zu haben.

Umstritten ist die Frage, ob zwischen Komplementmenge
und ‘geloster Blutmenge ein bestimmtes Verhiltnis besteht.
Scheller?®) hat diese Frage folgendermaBen zu 13%en ver-
sucht: Blutkérperchen in 10 proz. Aufschwemmung wurden
mit einer gleichen Menge von Immunkérperlésung von 1:1000

1) Die Ablesung gibt den Zustand der Hbl.-Kdrperchen direkt an —
keine Losung des Hbl. als ¢cH == komplette Hemmung, Spuren einer Lésung
mit fcH = fast komplette Hommung, starkere Ldsung, aber noch mit Hbl.
am Grunde, sog. kleine Kuppe, dH == deutliche Hemmung, und fast voll-
stindige Losung in 2 Abstufungen mit sH == schwache Hemmung und
ssH == sohr schwache Hemmung. Mit diesen Bezeichnungen ist lediglich
der Zustand der Losung oder des UnbeeinfluBtseins als Hemmung der
Blutkérperchen zum Ausdruck gebracht.

2) Zentralbl. {. Bakt. Abt. I, 56. Bd., 8. 124.
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sensibilisiert; von diesen sensibilisierten Blutkorperchen wurden
Mengen von 1% ccm bis 8 ccm steigend genommen, das Volumen
mit physiologischer Kochsalzlosung auf 9 ccm gebracht und
nun zu dieser Menge der sensibilisierten Blutkérperchen-
aufschwemmung absteigende Mengen von Alexin und zwar von
0,04 ccm bis 0,00125 ccm, aufgefiillt auf 1 ccm gegeben. Es zeigte
sich nun, daB die Komplementmenge von 0,04, 0,02 und 0,01 ccm
auch bei der groSten Menge sensibilisierter Blutkorperchen aus-
reichte, um vollstindige Hémolyse herbeizufiihren. Die kleineren
Alexinmengen jedoch erzielten einen immer unvollstéindigeren
Effekt und in der keinsten Dosis nur mehr Spuren einer Hamolyse.
Scheller folgert aus diesem Ergebnis, daB das Komplement,
sofern die angewandte Konzentration, in welcher es wirkt, dieselbe
bleibt, quantitativ die gleiche Wirkung entfaltet, unabhéingig
von der Menge der sensibilisierten Blutkorperchen, auf welche
es wirkt. Hier wird bereits die Bedeutung der Konzentration des
Komplements hervorgehoben, die wir spéter ausfithrlich erértern
wollen. Scheller erwihnt im Texte jedoch andere Versuche,
wonach bei gleicher Immunkérpermenge beim Zusetzen von ver-
schieden groBen Mengen von Blutkorperchen eine mit der Menge
der Blutkorperchen steigende Konzentration von Komplement
zur Lfsung notwendig war.

Andere Untersucher haben die Angaben Schellers nur
teilweise bestéitigen konnen. Liefmann und Andreew?) fanden,
daB8 das Komplement, welches mehr Blutkorperchen als die Menge,
fir welche es bestimmt ist, zu lésen vermag, komplette Losung
nur bei einer unbedeutend groBeren Menge hervorrufen kann.

Leschly?) kam zu den gleichen Ergebnissen und fand, da8
die fir eine bestimmte Blutmenge - erforderliche Komplement-
menge im Maximum nur die doppelte Blutmenge komplett zu
losen vermoge. Die relativ gelosten Blutmengen schwankten jedoch
in den einzelnen Versuchen recht bedeutend. Eigene Versuche
hatten folgende Ergebnisse:

1) Z. t. 1. Orig.-Bd. 11, 1911, 8. 855,
2) L. c
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Tabelle II.
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Gesamtmenge: Stets 2,5 ccm und zwar 0,5 ccm verschieden
proz. Hbl.-Aufschwemmung, 0,5 ccm des 4fachen Ambozeptor-
titers der jeweiligen Hbl.-Menge, abgestufte Komplementmengen
und Ergénzung auf die Gesamtmenge mit physiologischer Koch-
salzlésung.

Der 4fache Ambozeptor wurde aus bestimmten, spiter zu
erorternden Griinden gewiihlt.

Der Komplementbedarf war ungeachtet der steigenden Blut-
korperchenmenge bei diesem AmbozeptoriibérschuB ein annéhernd
gleicher oder nur wenig erhohter. Zum mindesten ist ersichtlich,
daB nicht entsprechend dem fir die groBere Erythrozyten-
menge gesteigerten Ambozeptorbedarf auch in gleicher Weise
gesteigerte Alexinmengen fir die Hémolyse erforderlich waren.
Gleichzeitige Versuche mit gleich gesteigerten Blutkorperchen-
mengen und der einfachen im Vorversuch ermittelten Ambozep-
tordosis ergaben ebenfalls nur einen wenig gesteigerten Komple-
mentbedarf. Die Reaktion verlief nur tréger. Spitere Versuche
mit 214, 5, 10 und 15proz. Hbl.-Aufschwemmungen ergaben hin-
sichtlich des in gleicher Weise gesteigerten Bedarfs an Immun-
serum stets dasselbe Resultat. Der Komplementbedarf war bei
Verwendung der 4- oder 5fachen im Vorversuch ermittelten
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Ambozeptordosis bei steigenden Erythrozytenmengen stets nur
wenig gesteigert.

~Wir enthalten uns einstweilen, weitergehende Schliisse aus
diesen Resultaten zu ziehen. Wir wollen vielmehr auf die engeren
Beziehungen zwischen Komplement (Alexin) und Immunserum
(Ambozeptor) bei gleichbleibender Erythrozytenmenge n#her
eingehen.

2. Hamolytisches, inaktiviertes Immunserum (Ambo-
zeptor, Praparin) und Aktivserum (Komplement, Alexin).

Die quantitativen Beziehungen dieser beiden  Agentien im
hamolytischen System wurden zunédchst voh Dungern!) ange-
deutet, als er den Beweis zu bringen suchte, daB der Immun-
kérper und des Komplement (Alexin) im Immunserum quanti-
tativ von einander unabhéingig sind. Die himolytische Wirkung
von Immunseren wurde durch Zusatz von Komplement (nor-
males Kaninchenserum) in einzelnen Fillen ganz auBerordentlich
gesteigert. Konnte frisches Serum eines mit Rinderblut vor-
behandelten Kaninchens z. B. die 10fache Menge 5proz. Rinder-
blutes vollstéindig lackfarben machen, so vermochte es bei genii-
gendem Zusatz von Aktivserum, die 320fache Menge vollkommen
aufzuldsen. Je mehr Immunkérper in dem einzelnen Immunserum
vorhanden war, desto bedeutender wurde die Verstirkung der
hémolytischen Wirkung durch den Komplementzusatz. Gruber?)
wies bei der Besprechung der Wirkung bakterizider Immunsera
darauf hin, daB hochgradig praparierte (sensibilisierte) Menschen-
blutkorperchen durch ein Minimum von aktivem Normalserum
(0,02 bis 0,04 ccm) gelost werden konnen. Auch schon vorher
hat Gruber®) nach den Erfahrungen mit Agglutinine betont,
daB die Wirkung der Immunsera streng den angewendeten Mengen
proportional ist. '

1) M. med. W. Nr. 20, 1900, S. 677.
2) W. kl. W. Nr. 15, 1902, 8. 387.
3) M. med. W. Nr. &6, &7, &8 u. &9, 1901.
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Eingehender behandelten Morgenroth und Sachs?) die
Frage der quantitativen Beziehungen von Ambozeptor und Kom-
plement. Bei ihren Versuchen wurde stets mit 5proz. Blutkor-
perchenaufschwemmungen und gleichen Flissigkeitsvolumen ge-
arbeitet. Versuche mit Hammelblut, Hammelblut-Antiserum
und Meerschweinchenserum als Komplement ergaben bei stei-
genden Ambozeptormengen (meist von 0,05 ansteigend bis 0,4
oder 0,5) im allgemeinen einen abnehmenden Komplementbedarf.
Doch war der Komplementbedarf fir die gleiche Menge von 0,05 cem
Ambozeptor in 4 Versuchsreihen sehr verschieden (0,008, 0,025,
0,4 und 0,08). Wurde die Ambozeptormenge ungefihr um das
10fache erhoht, so war der Komplementbedarf zweimal um das
6fache, ein drittes Mal um etwa das 10fache vermindert. Die
Beziehungen fir diese Kombinationen wurden dahin ausgedriickt,
daB hei Gegenwart groBerer Ambozeptormengen kleinere Kom-
plementdosen zur Hémolyse geniigen. Viel weniger ausgesprochen
war jedoch die Erscheinung mit der Kombination Ochsen-
blut, entsprechenden Antiserum und Meerschweinchenserum als
Komplement. Bei Erhéhung der Ambozeptormengen bis auf die
100fache Dosis verringerte sich der Komplementbedarf bei 2 Ver-
suchen nur um das 3 bzw. 4fache, in einem Falle sogar nur um das
114fache. Als besonders charakteristisch wird von den Autoren
die Erscheinung hervorgehoben, daB der geringste Komplement-
bedarf bei einem geringen Multiplum der Ambozeptoreinheit
beinahe erreicht ist und mit weiterer Vermehrung des Ambozep-
tors sich nicht mehr wesentlich #ndert. Eine Erklirung dieser
Erscheinung versuchten Morgenroth und Sachs mit dem Hin-
weis auf die schwankende Menge der Rezeptoren fiir die Blut-
korperchen, auf die verschiedenen Aviditatsverhéltnisse von Am-
bozeptor und Komplement und schlieBlich mit dem Hinweis auf
die Vielheit der Ambozeptoren. Die zum SchluB ausgesprochene
Ansicht, daB sich die verschiedenen Phénomene in Verhiltnis
von Ambozeptormenge und Komplementbedarf mit Beriicksich-
tigung der drei erwihnten Faktoren in ungezwungener Weise er-

1) B. kl. W. Nr. 35, 1903, S. 817.
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klaren lassen, konnen wir nicht teilen. Eine einfachere Erklérung
soll am Schlusse dieser Abhandlung versucht werden.

In der Folge wurden von Noda!) die Losungseffekte
bei fallenden Mengen von Immunserum festzustellen gesucht,
die ebenfalls theoretisches Interesse beanspruchen. Zunichst
ist die Wahrnehmung von Noda bemerkenswert, da8 man gelegent-
lich Meerschweinchenseren antrifft, die eine gewisse Menge von
Hbl.-Korperchen im Kontrollversuch ohne himolytisches Immun-
serum direkt zu losen vermogen. Mit diesem Hinweis ist ange-
deutet, daB eben hie und da Aktivsera mit einer nicht unbetricht-
lichen Menge an. Normalambozeptoren gefunden werden. Diese
Sera wurden aus den Versuchen ausgeschaltet. In einer Versuchs-
reihe verwendete er eine konstante Menge von Erythrozytenbrei,
ebenso eine konstante Menge von Meerschweinchenserum als Alexin
(Komplement) 0,05 ccm und wechselte lediglich die Kongentration
des Immunserums von einer Verdiinnung 1:10000 in 5 Stufen
bis zu 1:50000. Hiebei ergab sich, daB der Losungseffekt nahezu
vollig: proportional mit der abnehmenden Menge an Immunserum
geringer wurde. Dieses Versuchsergebnis deckte sich mit einem
Befund von Liebermann und Fenyvessy?). Diese beiden
Autoren fanden ebenfalls bei Versuchen mit konstanten Komple-
mentmengen und Verdiinnungen eines inaktivierten Immunsernms
bei gleichen Erythrozytenmengen proportional diesen Verdiinnungen
auch eine Verringerung des Losungseffektes auf Grund von Hémo-
globinbestimmungen. Auch Manwaring3®) hatte bei #hnlichen
Versuchen ein gleiches Ergebnis. Alle diese Versuche brachten
eigentlich nur die Bestétigung, daB eine Proportionalitat zwischen
den Blutkorperchen- und Immunserummengen fiir die Himolyse
besteht, die bereits im Jahre 1901 von Gruber erkannt worden
war. Bei steigenden Erythrozytenmengen muf auch die Menge
an Immunserum entsprechend gesteigert werden, und bei gleichen
Erythrozytenmengen und fallenden Ambozeptordosen nimmt der
h#molytische Effekt in gleichem MaBe ab.

1) Z. f. Bakt. Orig.-Bd. 50, H. 3, S. 405.
2) Biochem. Ztschr. V. Bd., H. 1, 1907.
3) Zentralbl. f. Bakt. Abt. 1, Orig.-Bd. 40, 1906.



