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Beitrag zur Frage der Differenzierung von Pflanzenarten mittelst

des biologischen Verfahrens (Komplementhindungsmethode).
Von Dr. J. THONI, Assistent

fiir Bakteriologie am Laboratorium des schweizerischen (Gresundheitsamtes Bern.

Aus dem Institut zur Erforschung der Infektionskrankheiten in Bern.
Direktor: Professor Dr. W. Kolle.
Hinleitung.

Die Entdeckung von Araus im Jahre 1897, dass Immunserum in Filtraten
der Bakterienkulturen spezifische Niederschlige — Priizipitine — erzeugt,
fithrte spiiter zu der durch Uhlenhuth und Wassermann ausgearbeiteten Prii-
zipitinmethode zur Unterscheidung von Menschen- und Tierblut. Wihrend
also die ersten Beobachtungen der Bildung von Priizipitinen durch Eiweiss-
korper der Bakterien, die den Pflanzenzellen und den Eiweisskorpern der-
selben sehr nahe stehen, erfolgte, wurde erst spiiter der Nachweis gefiihrt,
dass auch die tierischen Hiweisskorper imstande sind, Priizipitine zu bilden.
In der Folge haben dann die letzteren an praktischer Bedeutung fiir dia-
gnostische Zwecke die Pflanzenpriizipitine iibertroffen. Die Frage, ob es
moglich sei, mittelst dieser serodiagnostischen Methode auch die hiheren
Pflanzen zu differenzieren, war bereits Gegenstand verschiedener Arbeiten.
Die erste iiber Pflanzeneiweiss, auf Anregung von Prof. Kolle ausgefiihrte,
stammt von Kowarsky,') weitere Versuche veriffentlichte Schiitze.?) Beide
Autoren stellten fest, dass sich gegen pflanzliche Eiweisstoffe Prizipitine
erzeugen lassen, die aber nicht so streng spezifisch sind.

) Kowarsky, Ueber den Nachweis von pflanzlichem Eiweiss auf biologischem Wege.
Deutsche medizinische Wochenschrift XXVII, 1901.

*) Schiitze, Ueber weitere Anwendung der Priizipitine. Deutsche medizin. Wochen-
schrift XXVIII, 1902.
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Bertarelli ') konute fiir Leguminosenmehle nur quantitative Unterschiede
ermitteln, wiihrend er bei Gramineenmehlen gar keine Reaktion erhielt.
Gasa ?), Relander ®) und Werner Magnus*) kommen auf Grund ihrer Unter-
suchungen zum Schlusse, dass die pflanzlichen Eiweissstoffe « sehr deutliche
Reaktionen gaben und mindestens so spezifisch reagierten, wie die tierischen,
zumeist noch viel spezifischer (Magnus) ».

Alle hier aufgezithlten Arbeiten basieren auf dem Nachweis von Prizi-
pitinen.

Nun ist von verschiedenen Forschern, wie Uhlenhuth, Weidanz u. a. m.
gezeigh worden, dass gewihnlich in dem mit Kiweissstoffen vorbehandelten
Serum komplementbindende Stoffe gebildet werden, und von Neisser und Sachs
ist eine Methode in Vorschlag gebracht worden, wonach diese Antikirper
in ausserordentlich kleinen Quantititen noch mit grosser Sicherheit nach-
weishar sind.

Es lag daher der Gedanke nahe, zu priifen, ob es mit Hilfe der Kom-
plementbindungsmethode maglich ist, eine spezifische Differenzierung von
hoheren Pflanzen zu erreichen. An Hand einer Anzahl von Versuchen mit
verschiedenen Pflanzen und Mehlen suchten wir einen Beitrag zur Lisung
dieser Frage zu liefern.

Die Komplementbindungsmethode.

Bevor wir auf unsere Versuche eintreten, erscheint es angezeigt, das
Verfahren der Komplementbindungsmethode zu skizzieren. ‘

Ueber das Wesen und Zustandekommen der Reaktion sind die An-
sichten noch nicht abgeklirt.

Nach den Untersuchungen von Gengou und Moreschi ist die Komple-
mentbhindung stets dann zu beobachten, wenn eiweissartige Antigene bei
Gregenwart von aktivem Normalserum mit ihren spezifischen Antikiorpern
in Beriihrung treten.

Zur Ausfiihrung der Reaktion ist erforderlich :

1. Ein hochwirksames Antiserum gegen jene Hiweissart, die nachgewiesen
werden soll.

2. Frisches, komplementhaltiges Normalserum vom Meerschweinchen.

Gewaschenes Hammelblut in 5 °oiger Aufschwemmung.

4. Inaktives, vom Kaninchen gewonnenes Immunsernm gegen Hammel-
blut (Ambozeptorenserum).

5

') Bertarelli. Die Verwendung der biologischen Methode zur Auffindung und Dia-
gnose der Hiilsenfruchtmehle, mit besonderer Beriicksichtigung der Wicke. Zentralblatt
fiir Bakteriologie, Abt. II, Bd. XI, 1904.

*) Gasa. Ueber die Unterscheidung verschiedener Pflanzeneiweissarten mit Hilfe
spezifischer Sera. Berl. klin. Wochenschrift, 1908.

%) Relander, Lauri Kr. Kann man mit Priizipitinreaktion Samen verschiedener Pflanzen-
arten und Abarten unterscheiden ? Zentralblatt fiir Bakteriologie, Abteilung I, Bd. XX, 1908.

Y Magnus, Werner. Die Erkennung von Mehlverfilschungen durch die serumdia-
gnostische Methode. Landw. Jahrbiicher, Bd. XXXVIII, Erginzungsband V, 1909,
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Hammelblutkérperchen, Ambozeptorenserum und Komplement bilden
zusammen das sogenannte heemolytische System. Die Auflosung der Ery-
throcyten findet statt bei Gegenwart von Komplement, wenn das letztere
nicht von anderer Seite gebunden wird. Dies tritt, wie oben bemerkt, dann
ein, wenn mit dem Komplement ein Kiweisskorper und dessen Antikorper
in dem Gemische zugegen ist. In einem solchen Falle bleibt dann, infolge
einer Bindung des Komplementes, die Haemolyse aus und dies gestattet, da
die Natur des verwendeten Fiweissimmunserums bekannt ist, einen Schluss
auf die Provenienz des fraglichen eiweisshaltigen Materials.

Von ausserordentlicher Wichtigkeit bei der Ausfithrung des Komple-
mentbindungsversuches sind die quantitativen Verhiltnisse der einzelnen
dabei verwendeten Reagentien. Es muss daher eine sorgfilltige Bestimmung
ihrer Wirksamkeit dem eigentlichen Versuche vorausgehen. Dabei wird
mit der Hinstellung des Ambozeptors begonnen. Zu je 1 cm?® der 5 %b.
Hammelblutaufschwemmung wird je 1 em?® 5 °o. Komplement hinzugesetzt
und mit absteigenden Mengen des inaktivierten Ambozeptors gemischt. Nach-
dem die Gemische 1 Stunde bei 37° C gestanden haben, kann das Resultat
abgelesen werden. Fiir die weiteren Versuche wird die doppelte Menge der
ermittelten, komplettlosenden Dosis beniitzt. Hs empfiehlt sich, in analoger
Weise auch das Komplement auszutitrieren.

Unter Verwendung eines derartigen Systemes wird nun der Wirkungs-
wert des Hiweissantiserums, das zur Indentifizierung der fraglichen Substanz
dienen soll, bestimmt. Das Antiserum darf aber ebenfalls nicht in beliebiger
Menge verwendet werden, indem ein Ueberschuss davon an und fiir sich
komplementbindend wirken kann. Es muss daher mit jedem Antiserum ein
Vorversuch angestellt werden, wobei das Antiserum in abgestuften Mengen
einmal allein, gleichzeitig in einer Parallelreihe mit einer vorher bestimm-
ten, gleichbleibenden Menge des Antigens gepriift wird.

Sind diese Fragen gelost, so wird der eigentliche Komplementbindungs-
versuch in der Weise ausgefithrt, dass neben dem zur Herstellung des Anti-
serums verwendeten Eiweissextrakte noch andere Ausziige eiweissartiger
Natur in Anwendung kommen. Die frither ermittelte Menge inaktivierten
Antiserums wird nun mit der Testdosis, Komplement und absteigenden
Mengen der verschiedenen Eiweissextrakte gemischt und nach einstiindigem
Aufenthalt im Brutschrank Hammelblutaufschwemmung und Hammelblut-
ambozeptor zugesetzt. Ausserdem sind analoge Kontrollen, ohne Antiserum,
anzulegen, die nur das zu priifende Antigen und Komplement enthalten und
nach einer Stunde, wie die iibrigen Rohrchen, mit Blut und Ambozeptor
beschickt werden.

Ist das Antiserum wirksam und spezifisch, so darf, nach nochmaliger
Aufstellung bei 37° C wihrend ' Stunde nur in denjenigen Rohrchen, die
Eiweissextrakt -+ homologes Antiserum enthalten, Hemmung sich zeigen,
withrend der Inhalt der iibrigen Gléiser Heemolyse aufweisen muss.
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Experimenteller Teil.
I. Herstellung der Pflanzenextrakte und ihr Verhalten mit Erythrocyten
und hamolytischem System.
Zu den vorliegenden Untersuchungen wurden folgende Pflanzen benutzt :
1. Blatter von Plantago lanceolata, Spitzwegerich ;
2. Blitter von Plantago media,;
3. Blétter von Hedera Heliz, Epheu,
An Mehlen:
Gersten- und Weizenmehl.

Die Blétter dieser Pflanzen wurden in griinem Zustande gesammelt,
dann gehorig gewaschen und im Brutschrank getrocknet. Nachdem sie gut
ausgedorrt waren, wurden sie im Morser moglichst fein verrieben und nach-
her extrahiert. Als Extraktionsfliissigkeiten dienten teils physiologische Koch-
salzlosung + 0,5% Phenollosung, teils Antiformin in 2°piger Lisung. Auf
je 3 g Pflanzenpulver verwendeten wir 10 em? des Losungsmittels. Nach
Durchmischung der Pflanzenteile mit der Extraktionsfliissigkeit kamen die
Mischungen wihrend 3 Stunden in den Brutschrank zu stehen und nachher
wurden sie 24 Stunden lang mittelst Schiittelapparat geschiittelt. Durch
Zentrifugieren gelang es gewdohnlich nicht, ein klares Extrakt zu erhalten,
und so filtrierten wir die Mischungen durch gewdhnliche Papierfilter. Bei
dem Antiforminextrakt wurde nach der Filtration das Antiformin mittelst
Schwefelsiure und Natriumnitrit noch neutralisiert.

Die Mehle hatten wir selbst, um ihrer Reinheit sicher zu sein, aus
Kérnern gemahlen. Die Mahlextrakte wurden in der beschriebenen Weise,
wie bel den Blittern, bereitet. .

Bevor nun diese Pflanzenextrakte zur Immunisierung von Tieren ver-
wendet werden konnten, war es notwendig, zu priifen, ob sie allein ohne
Komplement heemolytisch wirkende oder komplementbindende Stoffe ent-
halten. Ueber diese beiden Fragen geben die nebenstehenden Tabellen 1
und II néhern Aufschluss. Tabelle I zeigt das Verhalten der Pflanzen-
extrakte mit 5 °foiger Hammelblutaufschwemmung und Tabelle IT das Ver-
halten der Extrakte mit dem hemolytischen System.

Einzig bei Hedera Heliz (Tabelle I) bewirkte die Menge von 1,0 und
0,5 em? vollstindige Heemolyse, wihrend die iibrigen Pflanzenextrakte die
Erythrocyten unvertindert liessen. Bei einer weiteren Priifung war auch
bei Hedera keine Losung mehr zu konstatieren.

Bei Gegenwart von haemolytischem System (Tabelle 1I) zeigen die stiir-
keren Konzentrationen von Hedera Helix wieder ein abweichendes Verhalten
gegeniiber den schwiicheren Dosen und den iibrigen Pflanzenextrakten, indem
die Heemolyse bei der einen ganz ausbleibt, bei der andern eine unvollkom-
mene ist. In noch stirkerem Masse war dies bei dem Antiforminextrakt von
Plantago lanceolata, der in der Tabelle nicht aufgefiihrt wird, der Fall. Eine
Losung der Erythrocyten erfolgte nur bei der Dosis von 0,1. Fiir die wei-
teren Versuche beniitzten wir gewohnlich als Antigenmenge 0,2 cm?; die
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Tabelle 1.

50, Hammel-

Gesamtmenge

Pfanzenextrakte S blutauf- in den Rihren Befund
menge ‘ _ (Mit physiolog. Koch-
schwemmung | salzlising aufgefillt) ;
Plantago lanceolata . 1.0 cm?® 1 cm? 4 cm?® ungelist
» » 05 » LS 4 » »
» » 0.2 » ][l 2 »
» » 01 » 15> 4 » »
Plantago media 1o » 1 » 4 » »
» » 05 » 1w 4 » »
» » 0.2 » 1 s 4 »
» » Qa3 1 » 4 > »
Hedera Helix Lo » L 4 » komplette Lisung
» » 0.5 » ] » 4 » »
» » 0.2 » [ 4 » ungel st
» » 0.1 » ] 4 > »
‘Weizenmehl lo » 1 4 » »
» b5oo» ] B 4 » »
» 0.2 » 15 4 458 »
> 0.1 » lectis 4 » »
Gerstenmehl lo » 5% 1 4 > »
> st 4 >
» 2 = 1 » 4 o »
» 0.1 » j \ 4 » »
Tabelle 1l.
Pflanzenextrakte Antigen- Heemolytisches | Total em® in
S . ‘ 5 Befund
(wiisserige) menge System den Réhrchen
Plantago lanceolata 1l.o cm? 3 em? 4 komplette Losung
» » 5 » 3 » 4 » »
» » O2rls 3 » 4 » 5
» » 0.1 » Sitd 4 > »
Plantago media . lo » 3 » 4 » »
» » 05 » S 4 » >
» » O,z » 3 » 4: b4 »
» » 0 S S 4 » »
Hedera Helix Lo s 3 » 4 ungelist
» » (B ¥ 3 » 4 nur teilweise Losung
» » 0.2 » 3 » 4 komplette Losung
» » (P iers s S 4 » »
Weizenmehl . lo » Bites 4 » »
» 33 e 3 3 » 4 » »
» =08 > 3 » 4 » »
» 0.1 » 3 » 4 » »
Grerstenmehl 5o 3 » 4 » »
» 9 ® Jonty 4 » »
» 02 » 3 » 4 » »
» g3 s S 4 » »




grosseren Mengen 1,0 und 0,5 cm?® zeigten bei lingerem Stehen zuweilen
Methemoglobinbildung. Einzig bei dem Antiforminextrakt wurde die Dosis
von 0,1 em? verwendet.

2. Gewinnung der Antisera und die damit im Zusammenhange stehenden Vorversuche.

Zur Erzeugung des spezifischen Serums wurden nur Kaninchen benutzt.
Vor Beginn der Immunisierung war es notwendig, die Sera der zur Behand-
lung vorgesehenen Tiere auf ihr Verhalten mit hemolytischem System allein
und mit hemolytischem System -+ Antigen zu priifen, da die Moglichkeit
nicht ausgeschlossen ist, dass im Serum noch nicht behandelter Tiere oder
im Serum -}- Antigen Stoffe vorhanden sind, die komplementbindend wirken
konnen. Wie aus den Tabellen III und IV ersichtlich ist, war dies bei un-
seren Tieren nicht der Fall.

Die Injektion der Pflanzenextrakte geschah teils intravends, teils intra-
peritoneal. Bei den intravends gespritzten Tieren betrug die Anfangsdosis
2 em® bei den intraperitoneal behandelten 10 em?. Die Extraktmenge
wurde allmihlich gesteigert und in einem Zeitraum von zirka 6 Wochen,
bei 4—>btigigen Injektionen, auf 8 bezw. auf zirka 35 e¢m?® gebracht. Zur
Immunisierung beniitzten wir die wisserigen Extrakte von Plantago lanceo-
lata, Hedera Helix, Gersten- und Weizenmehl, ferner das Antiforminextrakt
von Plantago lanceolata. Die Tiere ertrugen die pflanzlichen Kiweisslosungen
gut ; anfiinglich war wohl meistens ein geringes Abmagern zu beobachten,
aber sie erholten sich im allgemeinen rasch wieder. Nach 6 —8wichent-
licher Dauer der Behandlung wurde damit aufgehdrt. Um iiber den Gang
der Immunisierung orientiert zu sein, entnahmen wir aus der Ohrvene den
Tieren von Zeit zu Zeit Proben von Blut. Zeigte ein Serum gegen sein
homologes Extrakt eine deutliche Reaktion, die auch in grisseren Verdiin-
nungen noch. nachweishar war, so wurde das betreffende Tier durch Oeffnen
der Carotis entblutet und das daraus gewonnene Serum zum Zwecke der
Moglichkeit des lingeren Aufbewahrens mit —111—, des Volums 5 °foiger Car-
bolséurelosung versetzt.

3. Verhalten der mittelst verschiedener Pflanzenextrakte, als Antigene,
gewennenen Antisera.

Um den Gehalt des Serums an spezifischen komplementverankernden
Stoffen fiir die einzelnen Pflanzeneiweisse festzustellen, wurde in folgender
Weise verfahren.

Nachdem das Antiserum durch halbstiindiges Erhitzen auf 56° C inak-
tiviert war, wurde es in fallender Dosis von 0,2, 0,1, 0,05, 0,02, 0,01 und
0,005 em® in die Rohrchen eingefiillt und Pflanzenextrakte als Antigen in
konstanter Menge zugesetzt. Hiezu kam ferner 1 e¢cm? 5 vige frisch ge-
wonnene Meerschweinchenserumlosung (Komplement). Das Ganze wurde ge-
horig durchgeschiittelt und fiir 1 Stunde in den Brutschrank bei 37° C ge-
bracht. Dann wurde dem Gemisch 1 cm?® 5°bige Hammelblutkorperchen-
Aufschwemmung und die Testdosis inaktivierten Kaninchenserums, das gegen



Tabelle 11].

Total
Inaktiviertes Heemolytisches |  Rihrehen- :
: - > : Befund
Kaninchenserum System in cm?® inhalt
em®
Serum I . .| 0.2 cm? 3 4 komplette Hemolyse
0.1 » 3 4 » »
0.05 » 3 4 » »
Serumn LI 0.2 » 3 4 » »
0.1 » 3 4 » »
0.05 » 3 4 » »
Serum "IIT .. | 02" » 3 4 » »
0.1 » 3 4 » »
0.05 » 3 4 > >
Serum BV . o 020 3 4 » »
0.1 » S 4 » »
005 » 3 4 » »
Serum V . .| 0z » 3 4 » »
0.1 » 3 4 » »
0.05 » 3 4 » »
NerrmE NI S R0 Sy 3 4 » »
0.1 » 3 4 » »
0.05 » 3 4 » »

Tabelle 1V.
Antigen- Tnaktiviertes| Hiimol. | Tofal
Pflanzenextrakt wenge | Kaninchen- | System i{}?ehrt: Befund
in em® | serum inem® in em® | jppalt |
em®
Plantago lanceolata (wiisserig) 0.2 0.2 8 5 komplette Lisung
0.2 0.1 3 bt » »
0.2 0.05 3 D » »
0.2 0 3 5 » »
Plantago lanceolata (niformin) . 0.1 0.2 3 b » »
0.1 0.1 3 bt » »
0.1 0.05 5 D » »
0.1 0 3 bt » »
Weizenmehl (wiisserig) . 0.2 0.2 - 3 G} » »
: 0.2 0.1 3 5 » »
0.2 0.05 3 D » »
0.2 0 3 ) » »
Gerstenmehl (wiisserig) . 0.2 0.2 3 5 > »
0.2 0.1 3 5 » »
0.2 0.05 3 5 » »
0.2 0 3 b) » »
Hedera Helix (wiisserig) . . 0.2 0.2 3 5 » »
0.2 0.1 3 5 » »
0.2 0.5 3 5 » »
0.2 0 3 5 » »
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Hammelblutkdrperchen haemolytisch wirkt, zugefiigt. Nach gutem Umschiit-
teln kamen die Glidser fiir 'z Stunde nochmals in den Brutschrank und
dann wurde das Resultat abgelesen.

Bei einigen Versuchen wurde ferner an Stel]e der fallenden eine kon-
stante Dosis Antiserum gewiihlt und die Pflanzenextrakte in fallenden Mengen
verwendet.

a. Verhalten des mit wdsserigem Fxtrakt von Plantago lanceolata
erhaltenen Antiserums.

In einer ersten Versuchsserie priiften wir das Antiserum mit dem homo-
logen Extrakt, wobei in einer Reihe von Glisern (Tabelle V) die Antiserum-
dosis konstant, die Antigendosis fallend, und in einer 2. Reihe (Tabelle VI)
die Antiserummenge fallend und die Eiweisslosung konstant zugesetzt wurde.

Tabelle V.
Plantago lan- Kaninchen- Heaemolyt. TOtd] -
ceolata Fx- se‘l.m'n System Réhrchen- Befund
(Antiserum) :
trakt cm?® om® cm® inhalt em?® |
0.2 0.1 3 b) Hemmung
0.1 ‘ 0.1 3 D »
0.05 ‘ 0.1 3 bt »
0.03 ‘ 0.1 3 ) »
0.02 " 0.1 3 5 ; »
0.01 0.1 3 ) | schwache Hemmung
0.005 0.1 3 5 Heemolyse
0 | 0.1 3 ) | 2
|
Tabelle VI.
Plantago lan- | Kaninchen- Heemolyt. Total
ceolata Ex- e System Rihrchen- Befund
(Antiserum) a
trakt cm® cm?® em?® inhalt em®
0.1 0.2 | 3 \ H Hemmung
0.1 ‘ 0.1 3 : D »
0.1 ‘ 0.05 | 3 ‘ 5 »
0.1 0.03 S j 5 »
0.1 0.02 3 : 5 >
0.1 0.01 3 ) Heemolyse
0.1 0.005 3 ‘ b »
0.1 0 ‘ 3 i 5% »
1 i

Wie man sieht, sind im Serum der mit wésserigem Extrakt behandelten
Tiere komplementhindende Stoffe gebildet worden, die noch Hemmung be-
wirkten in der Antigendosis von 0,01. Umgekehrt zeigt die Tabelle VI, dass
Hemmung noch erfolgte durch eine Serummenge von 0,02.

Von grossem Interesse war nun die Priifung der Spezifitit des Serums.
Die diesbeziiglichen Resultate veranschaulicht Tabelle VII.
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Tabelle VII.
Serum von Kaninchen, vorbehandelt mit widsserigem Extrakt von FPlan-
tago lanceoluta,

-+ 0,2 em?® wiisseriger Exftrakt von verschiedenen Pflanzen
-+ hemolytisches System.

Kaninchen- l

Extrakt von | ;

Extrakt von ixtrakt von Extrakt von Extrakt von
serum | Plantago | e ; )
: |P]antagu lanceolata . Hedera Helix ' Weizenmehl | Gerstenmehl
(Antiserum) | media | ,
, .
| | |
0-2 ' Hemmung  Hemmung Hemolyse Hemolyse | teilweise Hemmung
O.l .} » | » ; » » | HFBlﬂOlySe
0.05 | » ‘I » ‘ » ! » »
0.02 ! » » i » » »
0.01 schwache Hemmung = Haemolyse | » » ' »
0.005 Haemolyse | » “ » ' » ‘ »
Nac]_ { » ' » ‘ » | » >
| \ \

Wiihrend also das Serum gegen das eigene Extrakt eine Hemmung
bis 0,01 zeigte, trat das gleiche Phinomen auch ein bei dem nahe verwand-
ten Plantago media und zwar bis zur Menge von 0,02. Bei Verwendung
der aus Hedera Heliv und Weizenmehl hergestellten Extrakte wurde gar
keine Hemmung beobachtet und bei Gerstenmehl war nur in der Menge von
0,2 eine nicht komplette Heemolyse zu verzeichnen. Im fernern wurde ver-
sucht, ob bei konstanter Dosis Antiserum ein quantitativer Unterschied
zwischen dem Hemmungstiter bei Plantago lanceolata und Plantago media
vorhanden sei. Dieser Unterschied ist aber, wie aus Tabelle VIII hervor-
geht, so gering, dass er wohl kaum in Betracht zu ziehen ist.

Tabelle Vil
Serum von Kaninchen, vorbehandelt mit wisserigem Kxtrakt von Plan-
tago lanceolata in konstanter Dosis von 0,1 em?,

-+ wiisseriger Extrakte in fallender Dosis,
-+ haemolytisches System.

i l Extrakt von Extrakt von
Extraktmengen | e L ‘ Mot ¢
i Plantago lanceolata | Plantago media
| ‘
|
0.1 7 Hemmung Hemmung
0.05 | » »
0.08 » ‘ »
0.02 schwache Hemmung
0.01 schwache Hemmung ‘ Heemolyse
0.005 Heaemolyse | »
NaCl » ‘ »
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b. Verhalten des mit Antiforminextrakt von Plantago lanceolata
erhaltenen Antiserums,

In Tabelle IX sind die Resultate zusammengestellt, die mit dem Serum
des mit Antiforminextrakt von Plantago lanceolata vorbehandelten Tieres
erhalten wurden. Wie daraus zu entnehmen ist, sind wohl komplement-
verankernde Stoffe gebildet worden, die aber keine Spezifitit aufweisen.

Tabelle IX.
Serum von Kaninchen, vorbehandelt mit Antiforminextrakt von Plan-
tago lanceolata in fallenden Dosen,
-+ 0,2 em?® wisseriger Extrakt aus verschiedenen Pflanzen
-+ heemolytisches System.

Kaninchenserum Extrakt von Extrakt
(Antiserum) Plantago lanceolata von Weizenmehl
0.2 Hemmung Hemmung
0.1 » »
0.05 » 3
0.02 » »
0.01 schwache Hemmung Hemolyse
0.005 Hemolyse »
NaCl [ ) 3 2
, |

¢. Verhalten des mit wisserigem Extrakt von Hedera Helix
erhaltenen Antiseruins,
Ebensowenig spezifisch wie das mit Antiforminextrakt von Plantago

lanceolata erhaltene Serum war das Serum der mit wiisserigem Epheu-
extrakt behandelten Tiere, wie aus Tabelle X zu ersehen ist.

Tabelle X.
Serum von Kaninchen, mit wiisserigem Extrakt von Hedera Helixz vor-
behandelt, in fallender Dosis,
+ 0,2 em? wiisseriger Extrakt verschiedener Pflanzen
-+ heemolytisches System.

Kaninchenserum  Extrakt von | Extrakt von Extrakt von Extrakt von
(Antiserum) | Hedera Heli.\:i Plantago lanceolata Weizenmehl Grerstenmehl
1
0.2 Hemmung Hemmung Hemmung Hamolyse
0.1 » » » »
0.05 » teilweise Hemmung | teilweise Hemmung »
0.02 » Haemolyse Haemolyse »
0.01 » » » »
NaC(l H=molyse » » »




Mit dem homologen Extrakt ging die Hemmung am weitesten, indem
eine Antigenmenge von 0,01 und vielleicht noch darunter (da die Grenzdosis
im vorliegenden Versuche nicht ermittelt worden ist) wirksam war, wih-
rend die Extrakte von Flantago lanceolata und Weizenmehl nur in den gros-
seren Dosen —— bis 0,05 herab -— Hemmung zeigten und das Gerstenmehl-
extrakt itberhaupt nicht hemmte. Ks kann daher bei diesem Versuche nur
von einer quantitativ verschiedenen Wirkung des [Hedera-Antiserums ge-
sprochen werden.

d. Verhalten der mit wdisserigen Fxtrakten von Gersten- und
Weizenmehl erhaltenen Antisera.

Die Untersuchungsergebnisse der mit den beiden Mehlextrakten ge-
wonnenen Antisera sind dhnliche. In den beiden Sera waren komplement-
verankernde Stoffe nachweisbar, die aber weder spezifisch wirksam waren,
noch in quantitativer Beziehung Unterschiede aufwiesen.

Die Tabellen XI und XII zeigen, wie regellos die hemmende Grenz-
dosis bei den verschiedenen Extraktzusitzen festzustellen war. Besonders
auffallend erwies sich das Verhalten des Weizenantiserums zu Gerstenextrakt.
Trotzdem die beiden Gattungen der gleichen Pflanzenfamilie, den Gramineen,
angehoren, bewirkte das Antiserum keine Hemmung mit Gerstenextrakt,
dagegen trat sie ein bei den im Pflanzensystem bedeutend weiter abstehen-
den Pflanzenarten Plantago lanceolatn und Hedera Heliz. Umgekehrt (Ta-
belle XII) zeigte das Gerstenmehl-Antiserum Hemmung mit noch kleinen
Mengen des Weizenmehlextraktes.

Tabelle XI.

Serum von Kaninchen, mit Weizenmehl vorbehandelt, in fallender Dosis.

-+ 0,2 em?® wisseriger Fxtrakt verschiedener Pflanzen
-+ heemolytisches System.

X
Kaninchenserum | Extrakt von | Extrakt von Extrakt von Extrakt von
(Antiserum) Weizenmehl Grerstenmehl Hedera Helix Plantago lanceolata
|
0.2 Hemmung Heemolyse Hemmung Hemmung
0.1 H » » »
0.05 » » schwache Hemmung »
0.02 Hemolyse » Haemolyse Hewemolyse
0.01 » » » »
Na(Cl » ! fils » »




Tabelle XII.

Serum von Kaninchen, mit Gerstenmehl vorbehandelt, in fallender Dosis,
-+ 0,2 em?® wisseriger Extrakt verschiedener Pflanzen
-+ heemolytisches System.

Kaninchenserum

Extrakt von | Extrakt von Extrakt von l Extrakt von
(Antiserum) (rerstenmehl ' Weizenmehl Hedera Helix {PI:Lllmgo lanceolata
0.2 1 Hemmung | Hemmung Hemmung | H
.2 L g | g 3 g \ emmung
0.1 ‘ » i » » ‘ »
0.05 l » : » Haemolyse »
0.02 I » ; » » : »
0.01 » Heaemolyse » Hemolyse
Na(Cl Hemolyse » » »

Bemerkungen zu den Untersuchungsergebnissen.

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse zeigen, dass die Komplement-
bindungsmethode sich kaum dazu eignen diirfte, mit ihrer Hilfe Pflanzen-
arten zu identifizieren, beziehungsweise Verfilschungen von Getreidemehlen
nachzuweisen. Wenn man die Einzelheiten der Resultate niher studiert,
so kommt man zum Schluss, dass, mit einer Ausnahme, von Spezifitit der
Reaktionen der Antisera nicht die Rede sein kann. Diese einzige Aus-
nahme bildet das mittelst wdisserigem Extrakt von Plantago lanceolata ge-
wonnene Antiserum. Hier ist unverkennbar eine Spezifitit vorhanden, die
sich auf die innerhalb der gleichen Gattung vorkommenden Pflanzen, mit
quantitativen Unterschieden der Arten erstreckt, in dem Sinne, dass das
homologe Serum in noch geringerer Menge mit dem Antigen die Reaktion
der Hemmung gibt, als die andere Pflanze der gleichen Gattung. Freilich
waren diese quantitativen Unterschiede sehr gering.

Besonders auffallen musste dann das Resultat des mit Antiforminextralkt
von Plantago lanceolata gewonnenen Antiserums. Trotz des gleichen Ur-
sprungs des Ausgangsmaterials und der Verwendung moglichst gleicher
Tiere waren die Wirkungen der so gewonnenen Antisera ganz verschiedene
von denjenigen, die mit wisserigen Extrakten hergestellt wurden. Bei dem
« Antiformin-Antiserum» fehlte jegliche Spezifitit. Ohne weiteres wird man
durch diese beiden so ungleichen Resultate darauf gefiithrt, dass die Her-
stellung der Antigene von sehr grosser Bedeutung fiir die Kigenschaften
der mit ihnen gewonnenen Sera sein muss, ja dass, sobald es gelingen
wiirde, die verschiedenen Momente, die dabei in Betracht fallen, richtig zu
kennen, wohl auch die Gewinnung spezifischer Antisera ohne besondere
Schwierigkeiten moglich sein miissten. Das Antiformin lost eben offenbar
simtliche Bestandteile der Zellen auf, die nun simtliche zur Bildung von
komplementverankernden Antikérpern fithren.

Noch ein weiterer Punkt scheint uns fiir diese Fragen nicht ohne In-
teresse. HKs hat néimlich den Anschein, als ob bei lingerer Immunisierung
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mit Extrakten die Sera an Spezifitit gewonnen, wie dies an einem Beispiele
in der folgenden Tabelle zu ersehen ist.
Tabelle XI1.

Hemmende Grenzdosis des Serums eines mit Weizenmehl vorhehan-
delten Kaninchens bei wiederholter Untersuchung.

Datum der Untersuchungen
Extrakt
11, 1.'10 25. 1. 10 14. IT. 10
Weizenmehl o ..o Heemolyse ! Hemmung bis 0.02 Hemmung bis 0.05
Gerstenmehl . . . . . » Hemmung bis 0.02 Haemolyse

Ferner konnten wir die auch von anderen Serologen schon erwihnte Be-
obachtung machen, dass sich bei der Gewinnung der Antisera, trotz Verwen-
dung der gleichen Tierart, nicht alle Tiere in gleicher Weise fiir derartige
Versuche eignen. Es ist daher zur Losung solcher Fragen notwendig, stets eine
grissere Anzahl von Tieren fiir die Herstellung eines Antiserums zu beniitzen.

Zusammenfassung.

Auf Grund der mit den Pflanzen Flantago lanceolata und Hedera Helix,
Weizen- und Gerstenmehl gewonnenen Antisera zum Zwecke der Differen-
zierung von Pflanzenarten mittelst der Komplementbindungsmethode lassen
sich folgende Schlusssiitze ableiten :

1. Durch Behandlung von Kaninchen mit Pflanzenextrakten gelingt es,
komplementbindende Stoffe zu erhalten.

2. Zuweilen besitzen die mit den Pflanzenantigenen gebildeten komple-
mentverankernden Stoffe eine gewisse Spezifitiit, die sich aber nur
bis zur Unterscheidung von Gattungscharakteren erstreckt. Innerhalb
der Arten der gleichen Pflanzengattung konnten nur quantitative Unter-
schiede festgestellt werden.

3. In anderen FKiillen zeigen die Antisera iiberhaupt nur quantitative
Unterschiede bei verschiedenen Pflanzen verschiedener Gattungen. -

4. Auch finden sich Antisera, bei denen selbst die quantitativen Unterschiede

in der Komplementreaktion keine Gesetzmiissigkeit mehr besitzen.

Zur vollstindigen Lisung dieser Fragen sind noch weitere Versuche

notwendig, da es sich hier um sehr komplexe Vorginge handelt.

(W1
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