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Ueher Antiserumgewinnung «in Vitro ».
Von Dr. CH. SCHWEIZER

(Aus dem Laboratorium des Eidgenossischen Gesundheitsamtes,
Vorstand: Dr. J. Werder.)

Bei ihren Arbeiten {iber serologische Differenzierung von Pflanzen-
arten wollen Mez und Ziegenspeck!) die Beobachtung gemacht haben,
dass es moglich sei, in vitro kiinstliche Antisera durch Zusammenbringen
normaler Sera mit Pflanzenausziigen als Antigen herzustellen.

Fiir die gewohnlichen Verwandtschafts-Reaktionen zur Aufstellung
des botanischen Stammbaumes wurden nur die Ablesungen nach 12 Stun-
den beriicksichtigt. Bei den spiteren Ablesungen fanden dann Mez und
Ziegenspeck, dass sich die Niederschlige zunichst vergrosserten. Spiter
wurden die bereits entstandenen Niederschlige wieder gelost, erschienen
aber im weiteren Verlaufe wieder. Diese Erscheinung fiihrten sie auf
den Abbau des Antigens durch im Serum vorhandene Fermente zuriick,
durch welchen Abbauprozess spezifische Immunkorper entstehen sollen.
7u einer sichtbaren Reaktion soll es aber erst kommen, wenn das Antigen
nicht mehr als Schutzkolloid wirken kann.

Mez und Ziegenspeck wollten ihre Vermutung an folgendem Versuch
priifen: Sie versetzten das vollig blanke und nicht hiimolytische Serum
eines Kaninchens mit der gleichen Menge eines isotonischen Kochsalz-
auszuges 1:100 von feinst gepulverter Vaucheria. Die Dauer der Ex-
traktion hatte 1/, Stunde betragen, worauf ganz blank filtriert wurde.
Zur Verhinderung unerwiinschter Umsetzungen durch Bakterien setzten
sie Karbolsaure zu. Bereits nach 12 Stunden machte sich ein Niederschlag
geltend, der vollig einer Préazipitation glich. Schon nach 24 Stunden hatte
sich dieser Niederschlag aber wieder vollkommen gelost. Das Serum hatte
nun jenen opalen Schimmer bekommen, wie man ihn bei zu frither Blut-
entnahme nach Antigen-Einspritzung beobachtet. Nach 2 Tagen hatte
sich von neuem ein Niederschlag gebildet, welcher aber viel geringer war
als der zuerst aufgetretene. Ein Kontrollglas Extrakt und ein auf gleiche
Konzentration gebrachtes Serum zeigten innerhalb der Versuchszeit keine
Triibung. So glaubten die Verfasser eine «Prazipitation» durch Digerieren
von Serum mit Antigen erhalten zu haben, wodurch sie zu weiteren Ver-
suchen ermutigt wurden.

Nach 14-tigigem Stehen eines Ansatzes (1:200, 1:300, 1:400 und
1:500) wurden die noch vorhandenen Niederschlige durch Filtration be-
seitigt und das klare Serum mit isotonischer Kochsalzlosung auf das
zehnfache verdiinnt (die Versuche von 1:200 und 1:400, sowie diejeni-
gen von 1:300 und 1:500 wurden vereinigt), sowie 0,500 Phenol dazu-

) Botan. Archiv, 12, 197 (1925).



gegeben. Mit den so hergestellten kiinstlichen, in vitro erzeugten Anti-
seren wurden darauf Konglutinations-Versuche vorgenommen. 7. B. wurde
ein Extrakt aus Cucurbita-Samen, die mit Alkohol-Weingdure (Alkaloid-
extraktion) und Aether (Fett- und Lipoidextraktion) ausgezogen (und
gleichzeitig sterilisiert) worden waren, im Verhidltnis 1:200 angesetzt
und folgende Versuchsreihe aufgestellt:

Immunserum . 0,3 0,15 0,1 0,05 0 0,3
Extrakt . . . 1 1 1 1 1 0

Hierbei sollen unzweideutige Resultate erhalten worden sein, welche
Mez?2) veranlassten, die so erhaltenen Sera auch noch auf Spezifitit zu
priifen. Den Beweis, dass die «Natursera» und die «Kunstsera» die glei-
chen artspezifischen Stoffe enthalten, will Mez auf folgenden zwei ver-
schiedenen Wegen erbracht haben:

1. Dutzende von parallel erzeugten Natur- und Kunstseren sollen vél-
lig gleiche spezifische Reaktionen ergeben haben;

2. Bei hunderten von mit Kunstseren allein angesteliten Reaktionen
soll sich gezeigt haben, dass die mit ihrer Hilfe gewonnenen Angaben iiber
die Verwandschaften der zu ihrer Erzeugung verwendeten Pflanzen absolut
zu den Ergebnissen der Naturserumreaktionen passten. Mez ist ndmlich
der Ansicht, dass wer ein wohlgetiigtes Mosaikbild vor sich hat, beim Ein-
setzen eines neuen noch fehlenden Steines ganz genau merkt, ob dieser
zu en bereits vorhandenen passt oder nicht.

Nach Mez konnen sich Natur- und Kunstsera beliebig vertreten, wo-
raus sich die Identitdt der in den beiden vorhandenen spezifischen Stoffe
ergeben wiirde.

Die Kunstsera sollen den Vorteil haben, dass sie weit besser diffe-
renzieren, namentlich diejenigen mit schwachem Titer, als die natiirlichen.
Ferner wiirde man keine vorridtigen Sera mehr brauchen, da sich ja jeder-
zeit die gewiinschten Immunsera ohne Versuchstiere herstellen lassen
wiirden. Die in der Praxis wohl bekannte und oft hinderliche Erscheinung,
dass sich die vorritig gehaltenen Sera getriibt haben und in ihrer Wirkung
unzuverlissig geworden sind, wire damit ausgeschaltet.

Mez und Ziegenspeck?3) zeigen, wie man starke oder schwache Im-
mungera in vitro erzeugen koénnen soll und wie die Reaktionen mit den-
selben angestellt werden sollen.

Ist ein niedriger Titer erwiinscht, wie dies bei den Versuchen dieser
Verfasser der Fall war, bei denen es hauptséchlich darauf ankam, die
Einzelheiten in die bereits in grossen Ziigen festgelegten botanischen
Stammbaum-Zweige einzuzeichnen, so sollen in sterilen Glidsern erster
Qualitat angesetzt werden:

2) Leopoldina, 2, 144 (1926).
3) Botan. Arch., 12, 197 (1925).
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1. 2 em? Antigenextrakt 1:200 -~ 0,8—1,6 cm? absolut klares, nicht
hédmolytisches Rinderserum;

2. 2 em? Antigenextrakt 1:200 -} 0,8—1,6 em? isotonische Koch-
salzlosung ;

3. 2 cem? isotonische Kochsalzlosung -~ 0,8—1,6 em? des Rinder-
Serums.

Die Versuche sollen so eingerichtet werden, dass in jedem Glase
0,506 Phenol vorhanden ist. Nun beobachtet man die im Brutschrank
stehenden Gemische. Tritt die Bildung von «kiinstlichem» Immunserum
ein, so muss sich in dem Ansatz eine Triilbung meist schon am 2. Tage
einstellen, wihrend die Kontrollen noch klar bleiben. Im Verlaufe der
acht Tage, welche die Erzeugung des «Kunstserums» braucht, kann sich
in den Kontrollen eine geringe Triibung einstellen, aber sie erreicht meist
keine grossen Ausmasse. Derartige Kontrolltriilbungen deuten auf einen
sehr grossen Gehalt des Rinderserums an Alexinen (Abwehrfermenten);
sie weisen auf die Gefahr hin, dass der Titer des Kunstserums sehr hoch
wird oder gar dass auch, neben den spezifischen gewiinschten Immun-
stoffen, Prizipitine aus dem Rinderserum erzeugt werden. Ein solches
Serum sollte auf Haltbarkeit nach dem Versetzen mit Rinderserum ge-
prift werden.

Bei dem normalen Ablauf der Herstellung der Kunstsera soll sich
der im Anfang entstandene flockige Niederschlag geballt oder sich mehr
oder weniger vollstindig gelést haben. Darauf verdiinnt man das Serum
auf die 10fache Menge mit karbolisierter isotonischer Kochsalzlosung.
Durch Zugabe von 2-—8 e¢m? Rinderserum sollen die verbrauchten Alexine
(das «Komplement») ersetzt werden. Durch Variation dieser Zugabe
wiirde man es in der Hand haben, ein alexin-reiches oder -armes, ein
prazipitin-reiches oder -armes Serum herzustellen. Fir jeden Spezial-
fall sollte man ausprobieren, welche Art des Serums am besten wirkt.

Da nun die Methode von Mez und Ziegenspeck von grosser Bedeu-
tung fiir die Lebensmittelserologie hitte werden kénnen, suchten wir in
analoger Weise ein Prizipitin von niedrigem Titer fiic den Pferdefleisch-
nachweis herzustellen. Zu diesem Zwecke wurde 1 g Pferdefleisch zer-
kleinert und mit 100 ¢m? isotonischer Kochsalzlosung wihrend 1/, Stunde
ausgezogen. Dann wurden folgende Reaktionen angesetzt:

1 11 IIT IV Vv
Je 1 em3 Pferdefleischextrakt 1:100 1:200 1:1000 1:10000 1:20 000
Rinderserum (em3) . . . 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

und zu jedem Rohrchen noch je 0,2 em? 50pbiges Phenol hinzugefiigt.

Beim Zusetzen des Phenols entstand in allen Réhrchen an der Ober-
fliche eine Ausfidllung. Nach dem Mischen mittels einer Kapillare waren
die ganzen Rohrchen sehr schwach getriibt, was das Beobachten des Auf-
tretens einer Prazipitattriibung erschwert. Eine so starke Desinfektions-
mittel-Konzentration soll aber hier unbedingt notwendig sein.
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Nach 14 Tagen wurden beobachtet in:
Rohrchen I: Diffuse Triibung, sehr schwacher Bodensatz;
Roéhrchen II: Diffuse Triibung, deutlicher Bodensatz;
Rohrchen III: Diffuse Triibung, schwacher Bodensatz;
Rohrchen IV: Schwichere Triibung, deutlicher Bodensatz;
Rohrchen V: Diffuse Triibung, deutlicher Bodensatz.

Rohrchen II wurde filtriert und folgende Reaktion angesetzt:

1 em? Pferdefleischextrakt 1:100 -}- 0,1 ¢cm3 Filtrat des Rohrchens II.
Lb ergab sich eine deutliche Triibung.

Nun wurde das Filtrat des Rohrchens II nach Mez mit isotonischer
Kochsalzlésung auf das 10-fache verdiinnt und 8 cm? Rinderserum (Ale-
xine) zugesetzt. Dann wurde angesetzt:

1 em? Pferdefleischextrakt 1:100 -+ 0,1 em? Verdiinnung des Iil-
trates von Rohrchen II.

Auch jetzt wurde wieder eine deutliche Triibung erhalten.

Das gleiche wurde wiederholt mit Réhrchen V. 1 e¢m3 Pferdefleisch-
extrakt 1:100 -}~ 0,1 cm? Filtrat von Rohrchen V ergaben wieder eine
deutliche Triibung. Mit dem auf das 10-fache verdiinnten und diesmal
nur mit 2 em? Rinderserum versetzten Filtrat war dagegen das Prazi-
pitat in diesem Falle bedeutend schwécher (schwache Triibung).

Das verdiinnte und mit Alexin versetzte Filtrat wurde nun auf 0,59
Phenolgehalt gebracht, wodurch eine diffuse Triibung entstand, die spiter
einen Bodensatz bildete.

Sodann wurde noch die Spezifitit wie iiblich bestimmt (je 1 cm?
Antigenlosung -+ 0,1 cm® verdiinntes Filtrat). Es zeigten sich nur un-
deutliche Triibungen, die auch in den Kontrollen (andere Fleischarten
und isotonische Kochsalzlosung) entstanden. Auch bei Verwendung von
1 em? verdiinnten Filtrates an Stelle von 0,1 ecm?® konnten keine deut-
lichen Unterschiede festgestellt werden. Dasselbe war auch mit dem
unverdiinnten Filtrat der Fall.

Wir wiederholten nun noch den gleichen Versuch mit Pferdenormal-
serum als Antigen und stellten folgende Reaktionen an:

B 1T I1I v A%
Je 1 cm3 Pferdenormalserum 1:10 1:100 1:1000 1:10000 1:20000
Rinderserum em3 . . . . 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

—+ je 0,2 em? 59piges Phenol.

Natiirlich entstanden auch hier wieder beim Zusetzen des Phenols
die gleichen Triilbungen wie bei Verwendung von Pferdefleischextrakt.

Nach 4 Tagen hatte sich im Rohrchen I eine Triibung gebildet,
die sich im weiteren Verlauf zu kornchenartigen Flockchen kondensierte.
Nach 14 Tagen konnte auch noch ein schwacher Bodensatz festgestelit
werden, wihrend in der dartiberstehenden Fliissigkeit immer noch feine
Kornchen schwammen., Das gleiche Bild zeigte nach 14 Tagen auch
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Rohrchen II, wihrend in den iibrigen Glisern iiber dem schwachen Boden-
satz nur eine diffuse Triibung der dariiberstehenden Fliissigkeit festgestellt
werden konnte.
Rohrchen I wurde filtriert und folgende Reaktion angestellt:

1 em3 Pferdenormalserum . . 1:10 —+0,1 em3 Filtrat des Rohrchens I
L » » . . 1:100 40,1 » » » IR |
1 » » . . 1:10004+0,1 » > » » I

In allen drei Rohrchen konnte nur eine undeutliche Triibung beobach-
tet werden.

Nun wurde das Filtrat von Roéhrchen I nach Mez mit isotonischer
Kochsalzlosung auf das 10-fache verdiinnt und 8 cm? Rinderserum (Ale-
xine) zugefiigt. Dann wurde wieder angesetzt:

1 em3 Pferdenormalserum 1:10 0,1 em3 Verd. des Filtrates von Rohr. I
1 » » 1:100 0,1 » » » » » » I
1 » » 1:1000+0,1  » » » » » e Al

Diesmal entstand eine etwas deutlichere Triibung in allen drei
Réhrchen. L

Die Spezifititpriifung mit dem verdinnten und mit Alexin sowie
Phenol versetzten Filtrat ergab aber auch hier keine deutlichen Unter-
schiede. Das gleiche war der Fall mit dem unverdiinnten Filtrat.

Wir haben nun noch die Herstellung eines Serums von hohem Titer
versucht. Will man ein hochwertiges Antiserum erzeugen, so soll man
nach Mez und Ziegenspeck?) das Serum eines Kaninchens nehmen, das
man durch Injektion eines beliebigen fremden Eiweisses zur Alexinbildung
angeregt hat. 7. B. soll gich Milech zu diesem Zwecke sehr gut eignen.
Nach etwa 12 Stunden scheint das Blut auf diese Weise einen sehr
hohen Alexingehalt erreicht zu haben. Dann soll man dem Tier die ge-
wiinschte Blutmenge aus der Ohrvene entnehmen und weiter wie bei
der Prézipitingewinnung mit niederem Titer verfahren. (Hier triibt sich
die Kontrolle eher.) Auf diese Weise soll man durch Zusatz stérkerer
Extrakte die Bildung grosser Mengen von Immunkérpern erzielen kénnen.

Mit dem alexinreichen Kaninchenserum stellten wir nun unter Ein-
haltung der gleichen Konzentrationen wie bei den Versuchen zur Gewin-
nung eines schwachen Antiserums Versuche sowohl mit Pferdefleisch-
extrakt -als auch mit Pferdenormalserum als Antigen an. Dabei fiel es uns
auf, dass die Phenoltriibungen schwicher ausfielen, als mit Rinderserum.
Wiederum konnten allerlei Triibungen beobachtet werden, ein spezifisch
prizipitierendes Antiserum wurde aber nicht erhalten.

Es wurde nun noch ein Versuch mit einem konzentrierteren Pferde-
tfleischextrakt angestellt, der so hergestellt war wie fiir die Prizipitation
nach Uhlenhuth. In sterilen Reagensglisern wurden folgende Mischungen
gemacht:

%) Botan. Arch., 12, 198 (1925).
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2 om3 Antigenextrakt, . wnverdinnt 1: 10 1:100 1:1000 1:10000 1:100 000 NaCl*)
Mexinhalt, Kaninchenserum (em3) 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 »
Dann wurde zu jedem Roéhrechen 0,4 em? 50piges Phenol hinzugesetzt,
wobel wieder eine wolkige Triibung entstand. Diesmal beseitigten wir die
Phenolfdllung durch Filtration und fiillten dann die Fliissigkeit in Prazipi-
tationsglischen ab, die wir wilhrend 14 Tagen beobachteten. Es bildete
sich namentlich im ersten Rohrchen ein sehr starker Niederschlag.
Nach Abfiltrieren dieses Niederschlages konnte aber mit -der Fliissig-
keit der verschiedenen Rohrchen in keinem Falle ein spezifisches Pri-
zipitat erhalten werden; bei Zusatz von 0,1 em? zu 1 cm?® Rind-,
Schweine-, Schaf- oder Pferdefleischauszug entstand iiberall eine unge-
fahr gleich starke schwache Triitbung.

Zusammenfassung.

Einige orientierende Versuche iiber die Gewinnung von Antiserum
«in vitro» nach der Methode von Mez und Ziegenspeck haben keine An-
haltspunkte gegeben, dass dieselbe fiir die Herstellung von Pferdefleisch-
antiserum einen Vorteil bieten konnte. Wir konnten in keinem Falle
eine geniigend deutliche spezifische Prazipitation erzielen. Mez®) hat
ibrigens selbst darauf hingewiesen, dass seine Reaktionen nicht immer
in die Augen springende Verdnderungen der reagierenden Fliissigkeiten,
sondern oft nur schwache und unbedeutend erscheinende Eiweissaustlok-
kungen darstellen. Er gibt selbst an, dass es oft iberaus schwer ist,
zwischen zu wertender Reaktion und nichts beweisenden Triibungen (wie
sie inshesondere in oft sehr unangenehm tduschender Weise durch Gerb-
stotfe hervorgebracht werden) zu unterscheiden. Wir hatten aber den-
noch gehoftt, wenigstens mit der Methode zur Herstellung sogenannter
hochwertiger Antisera ein besseres Resultat zu erzielen, was uns aber
nicht gelang. In einer soeben erschienenen Arbeit hat auch Eisler®) bei
Nachpriifung dieser Angaben beobachtet, dass sowohl mit einfacher Pré-
zipitation als mit der Konglutinationsmethode (Zusatz von normalem
Rinderserum zum Extrakt-Serumgemisch, wodurch die Reaktion verstirkt
werden soll) festgestellt werden kann, dass derart hergestellte Kunst-
sera ganz unspezifisch reagieren und dass die beobachteten Triibungen
und Flockungen als unspezifische Kolloidreaktionen anzusehen sind. Die
manchmal vorgetduschte spezifische Wirkung soll durch Nichtberiicksich-
tigung der quantitativen Verhaltnisse (Gehalt der Extrakte an wirk-
samen’ Stoffen) zustande gekommen sein. Erwihnt sei endlich noch, dass
Gilg und Schiirhoff ) kiirzlich zu dem Schluss gelangt sind, dass die Sero-
diagnostik auch fir die botanische Verwandtschaftsforschung vollig un-
brauchbar sei.

*) = Isotonische Kochsalzlosung.

5) Leopoldina, 2, 150 (1926).

6) Ztschr, f. Immunititstorsch., 53, 136 (1927).
) Ber. dtsche bot. Ges., 45, 315 (1927).
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