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Dok, 616531 H7RE82 3

Aus der Dermatologischen Universititsklinik Ziirieh
Direktor : Prol, Dr. G. Miescher

Analytische Untersuchungen epicutan wirksamer Stoffe der
Staphylokokken (Staphylm:uccus aureus)

Von G, Miescher, H. Lincke und H. Storck

Die Tatsache, dal} das Ekzem an seiner Oberfliche eine reiche Bak-
terienflora. vor allem Staphvlokokken und Streptokokken beherbergt.
15t schon lange bekannt.

An der Ziircher Klinik hat 1935 Rebert durch serienweise Testungen
festgestellt, dall mit Bouillonfiltraten von verschiedensten Mikroben
(Staphyvlokokken, Streptokokken., Pyocvaneus u. a.) bei vielen Men-
schen Reaktionen erhalten werden. die nicht nur klinisch, sondern
auch histologisech dem Bild des Ekzems entsprechen (Miescher). Es
wurde dadurch fiir die Staphylokokken bestiitigt, was 34 Jahre
frither schon Bender, Bochard und Gerlach nachgewiesen haben. Leider
hat jene Arbeit i der Folge nicht die Beachtung gefunden, welche sie
verdient hiitte.

In den letzten Jahren hat Storek mit Unterstiitzung der Schweizeri-
schen Akademie der Medizinischen Wissenschaften die Versuche Roberts
auf breiter Basis fortgesetzt. wobei in erster Linie die gesamte Bakterien-
flora des einzelnen Ekzemfalles analyvsiert und am Patienten selbst durch-
getestet wurde. Aus den Untersuchungen Storcks geht hervor, dal} zahl-
reiche Ekzempatienten aul ihre eigenen. aus den Ekzemherden geziich-
teten Mikroben und auf deren Bouillonfiltrate positiv reagieren, weitaus
am hiufigsten aul Staphylokokken. Es ergibt sich hieraus der zwingende
Schlull. daf} die in den Ekzemherden oft in grofler Menge vorhandenen
Bakterien cinen wichtigen Einflul} auf das klinische Bild und den Ver-
laut des Fkzems besitzen miissen, wobei sie in der Atiologie ebensosehr
eine primiire wie eine sekundire Rolle spiclen kdénnen.

Dal} die Gegenwart von Bakterien mit ihren Stoffwechselprodukten
zum Auftreten ekzematogener Wirkungen fithren kann. ist nach der Er-
fahrung tiber die Kontaktekzeme nicht verwunderlich, geht doch daraus
hervor, dal} eine sehr grole Zahl selbst einfacher chemischer Sub-
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stanzen wie Jod, Sublimat, Resorcin, Formol u. a. Ekzeme hervorrufen
kénnen.

Yon groflem Interesse ist die Frage, welche Bakterienstoffe firr die
ckzematoiden Reaktionen verantwortlich sind. Handelt es sich um ein-
fache kleinmolekulare Substanzen wie bei den meisten Kontaktekzemen,
oder um die auch fiir die toxischen und immunbiologischen Eigenschaf-
ten verantwortlichen Exo- und Endotoxine ?

Im folgenden wird iiber analytische Untersuchungen berichtet, welche
die Isolierung des hautwirksamen Prinzipes zum Ziele haben. Wir be-
niitzen zur Verarbeitung die Staphylococcus-aurcus-Stimme 55 und
200, welche aus Ekzemherden gewonnen worden waren und sich bei der
Lappchenprobe als sehr wirksam erwiesen hatten {Rotung, Schwellung,
Knotchenbildung). Die Exotoxine dieser Stamme haben nur eine geringe
himolysierende Wirkung im Gegensatz zum Nelis-Stamm, den Robert
verwendet hat. Toxin 55 himolysicrt Kaninchenerythroeyten nur un-
verdiinnt., Toxin 200 bis zu einer Verdinnung von 1:5.

Bei unseren Untersuchungen gingen wir in der gleichen Weise vor, wie
bei der Isolierung der Endo- und Exotoxine. indem wir einerseits das
Bouillonfiltrat, anderseits die vom Nihrboden befreiten Bakterien che-
misch aufarbeiteten.

Die Testung wurde z, T. an den Patienten vorgenommen. von welchen
der Stamm gewonnen worden war, z T. auch an andern Patienten, bei
denen sich das Bouillonfiltrat bzw. die Bakteriensuspension als wirksam
erwiesen hatte. Bei allen Testungen wurden stets das Ausgangsprodukt
(Bouillenfiltrat, Bakteriensuspension) sowie etwaige dem Priparat von
der Aufarbeitung beigemengte Verbindungen zum Vergleich mitgetestet,
Da auch mit hochmolekularen Substanzen als Wirkungstriiger gerechnet
werden mullte, fiir welche die Hornschichtschranke ein miglicherweise
schwierig passierbares Hindernis darstellt, wurde nach einer Methode,
welche Sterck bei seinen Untersuchungen angewendet hat, die Testsub-
stanz zusammen mit pulverisierter Glaswolle eingerieben, um die Horn-
schicht dadurch aufzulockern. Die Uberlegung, daff im FEkzembereich
ebenfalls eine mehr oder weniger defekte Hornschicht vorliegt, recht-
fertigt diese HilfsmaBnahme. Die eingeriebene Stelle wurde in der iibli-
chen Weise mit Leinenldppchen und Billrothbatist bedeckt und die
Ablesung nach 24 Stunden vorgenommen,

Es wurden dabei registriert der Rotungsgrad (R). die Infiltration (1),
die Anwesenheit von Knétchen (K), die Schwellung (5), die Anwesenheit
von Pusteln (P). Der Reaktionsgrad wurde jeweils in rémischen Zahlen
von 0-IIT ausgedriickt, wobei I gering, II kriiftig bzw. reichlich und III
sehr kriftig bew, sehr reichlich bedeutet.
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A. Bouillonfiltrate.

1. Gewinnung und Aufarbeitung der Bouillon.

0.6 bis 10 Liter Bouillon wurden mit einer Staphyvlococcus-Aureus-
Suspension beimpft und wihrend 7 bis 12 Tagen im Brutschrank aufbe-
wahrt. Mit Ausnahme der Aufarbeitung IV, bei welcher der Stamm 29
zur Untersuchung gelangte, verwendeten wir immer den Stamm 55.
Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Bakterien abzentrifugiert und die
Losung zur wvolligen Klarung durch ein bakteriendichtes Filter ge-
H(]g(.‘]’L

Zur Aufarbeitung (vergleiche Schema 1) engten wir die Bouillon auf
etwa den 10ten Teil ihres Volumens ein und féllten in der Regel zuniichst
mit Ammonsulfat die Eiweif3korper aus. Nur in den zwei ersten Aufar-
beitungen erfolgte vorher die Abtrennung dey Lipoide durch Ausithern
der Liosung!). Die von den Proteinen befreite Nihrlosung kann durch
Dialyse dann weiter in restliche niedermolekulare und hochmolekulare
Komponenten getrennt werden. Die Gewinnung der niedermolekularen
Anteile nitigt, gegen téiglich erneutes stehendes Wasser zu dialysieren,
ein Verfahren, das besonders bei gréfleren Mengen umstiindlich und lang-
wierig ist und von uns daher nur in den Aufarbeitungen [, TTI und IV
angewandt wurde.

Zur Gewinnung der Glycolipoide verfuhren wir nach der von Boivin und Mesrobeanu
angegebenen Methode, indem wir den eingeengten Dialysicrriickstand mit dem 4fachen
Volumen Alkohol oder Aceton fillten. Jedoch nur bei der Aufarbeitung 1 resultierte vin
1solierbarer Niederschlag, und auch hier betrug er lediglich ein Bruehteil der nicht dialy-
sabeln Fraktion. In den iibrigen Fillen engten wir den Dialysierriickstand nach erfolg-
loser Ausfillung der Glyeolipoide im Vacuum zur Trockne ein.

Unter den niedrigmolekularen Verbindungen befinden sich vor allem anorganische
Salze, ferner cinfache Peptide. Aminosiiuren. niedrigmolekulare Kohlehydrate usw.
Unter den nicht dialysierbaren Komponenten ist hauptsichlich an hochmolekulare
Kohlehydrate und Kohlehyvdrat-Komplexe (Glykolipoide), ferner eventuell an unvoll-
stimdig abgetrennte Proteine zu denken,

Besondere Beachtung schenkten wir der Isolierung der Enweififrak-
tion, die sich bei der Testung regelmillig aktiv erwies. In der ersten Auf-
arbeitung wurden die gesamten Proteine noch mit Trichloressigsiure
ausgefillt und lediglich durch Waschen mit Wasser gereinigt. Spiter,
in den Aufarbeitungen II1 und IV, versuchten wir durch fraktionierte

1y Bei der ersten Aufarbeitung wurden diese aus der eingeengten Bouillon auf der
Schiittelmaschine mit Ather ausgeschiittelt. In den Aufarbeitungen I11 und IV erfolgte
das Ausiithern in einer Apparatur zur kontinuierlichen Extraktion von Plissigheiten
in 10 Etappen (insgesamt 745 Std.), Die einzelnen Extrakte wuschen wir griindlich mit
Wasser, trockneten sie iiber Natrivmsulfat und dampften das Losungsmittel ab. Sie
wurden zu zweien und dreien vereinigt, dann, da sie immer noch einen betriichtlichen
Gehalt an wasserléslichen Verbindungen aufwiesen, ein zweites Mal gewaschen,



Fallung des eingeengten Toxins mit Ammonsulfat eine grobe Trennung
in Globuline und Albumine durchzufithren?).

Beide Fraktionen wurden anschlieend durch drei bis viermaliges Um-
fillen aus wiisseriger Losung vom grolleren Teil der mitgerissenen Be-
standteile befreit. Wiahrend die gefillten Albumine unter Zusatz von
Wasser bis auf Spuren wieder in Losung gingen. hinterlieBen die ge-
fillten Globuline regelmilBig einen Riickstand. den wir der Kiirze halber
als «irreversibel gefilite Proteine) bezeichnet haben.

Die Testung dieser drei Eiweilifraktionen in einprozentiger Losung
(vergleiche Seite 362 und Tab. 1, Seite 363) ergab. dall das Antigen sich
i der Albuminfraktion vorfindet. Zu dessen weiterer Anreicherung wurde
daher die rohe Albuminfraktion durch Dialyse von mitgerissenen nieder-
molekularen Verbindungen befreit. Zunichst dialvsierten wir in einem
Vorversuch eine kleinere Menge Albumine gegen stehendes, tiglich
erncutes Wasser (Aufarbeitung 111, Fortsetzung). spiter, nachdem sich
gezeigl hatte, dall die wirksame Komponente nicht diffundiert, die
Hauptmenge gegen flieBendes Leitungswasser (bis zu 53 Tagen).

Im Vorversuch listen wir eine Probe von 1.0 g der getrockneten Albuminfraktion in
90 em® Wasser aul und dialysierten die dunkelgelbe, annithernd klare Lisung in cinem
verschlossenen Dalysiersehlanch unter Zusatz von 0,5%), Phenol gegen 1 Liter destillier-
tes Wasser, das im Laufe von 13 Tagen 9mal ansgewechselt wurde. Der Dialysierriick-
stund hellte rasch anf und schied eine geringe Menge eines Niederschlags ab. SeinTrocken-
riickstand betrng nach der Dialyse noch ea, 90 mg, hatte also um mehr als das Zehnfache
abhgenommen (hoher Ammonsulfatgehalt der vorgereinigten Albumine). Im Hauptver-
such wurde zor miglichst vollstindigen Entlernung der niedermolekularen Verbin-
dungen die stervile 10prozentige wisserige Lisung der restlichen Albumine 53 Tage
gegen flielendes Wasser dialysiert. Der Trockenriickstand betrug nach dieser Behand-
lung noch etwa den 50. Teil (2.3%;) der angesetzten Menge, Maglicherweise traten dureh
seringe Undichtigkeiten in der Membran Verluste an Eiweillktrpern auf.

Die Hauptschwierigkeit bei diesen linger dauvernden Dialysen lag in der Sterilhal-
tung des Dialysierriickstandes, Die zu dialysierenden Lisungen wurden vor demn Fin-
fiillen in Cellophanschlinche steril filtriert, die Schliuche dicht verschlossen umd die
Dialyse gewen fliellendes mit Toluol diberschichtetes Wasser durchweeflithet (vergleiche
Abbildung 1). Trotzdem siedelten sich an der Aullenseite der Membran regelmiilliz Pilze
an, und auch der Dialysierriickstand blieb nicht immer klar und steril. Bisweilen aut-
tretende Verluste in der biologischen Wirksamkeit der Albuminfraktion nach der Dia-
lys¢ hilngen miglicherweise hiermit zusammen. kiinnen jedoch anch durch Undichtig-
keiten in der Membran bedingt sein. Erst spiter gingen wir dazn iiber, das Leitungs-
witsser zuvor mit Toluol zu sattigen und dadurch die Gefahr einer Infektion des Dialy-
sierriickstandes zu verringern,

[n den folgenden Untersuchungen (Aufarbeitung V und VI) verein-

) Die Hilfte der von 9630 auf 1300 g eingeengten und mit Ather eriindlich extra-
hierten toxinhaltigen Bouillon wurde mit dem eleichen Volumen einer bei 37" gesiittig-
ten Ammonsulfatlizung versetzt. 215 Tage im Eisschrank aufbewahrt und von den ge-
fiallten Globulinen durch Zentrifugieren befreit. Die restliche. noch die Albumine ent-
haltende Losung wurde mit Ammonsulfat gesittigt, 2-3 Tage bei 37° stehen gelassen
und dann analog behandelt,
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Abb. 1.

fachten und verbesserten wir das Verfahren dadureh. dall wir zunichst
die gesamten Proteine durch Siattigung mit Ammonsulfat ausfillten (die
gesittigte Losung wurde 2 Tage bei 37" stehen gelassen). dann in Wasser
aufnahmen. von unloslichen Anteilen (irreversibel gefillten Proteinen)
befreiten und zur Entfernung der Salze die steril filtrierte Losung 53
bzw. 15 Tage wie oben beschrieben dialysierten. Die so vorbehandelten
Losungen engten wir dann im Yacuum auf den zehnten bis zwanzigsten
Teil vorsichtig ein (ea. den hundertsten Teil des urspriinglichen Toxing)
und unterwarfen die Konzentrate der Elektrodialyse gegen flieBendes
bidestilliertes Wasser. wobel schon nach wenigen Stunden ein Nieder-
schlag (wahrschemnlich Globuline) auszufallen pflegte. Diese Dialysen
wurden bei einem Spannungsgelille von 34 bis 37 Volt pro cm bis zu 48
Tagen bzw. 365 Elektrodialysierstunden, jedentalls bis zur Konstanz

tler Stromstérke, fortgesetzt, Die 2o erhaltenen Ausbeuten an Albuminen

3
Jar

licgen zwischen 0,01 und 0.025% . Sie zeigen im biologischen Test in
0, -0 5prozentiger Verdiinnung immer noch die Wirksamkeit des ur-
spritnglichen zehnfach cingeengten Toxins, Eine weitere Bearbeitung der
Fraktion im Simmne ciner hoheren Anreicherung wurde noch nicht unter-
IROTIIme .

Hingegen fithrten wir noch einige orientierende Versuche mit der ge-
reinigten Albumintraktion aus. Um den Einflull der hyvdrolvtischen
Spaltung auf die Wirksamkeit dieser Fraktion zu bestimmen, behandel-
ten wir je eine Probe mit konzentrierter Salzsiure (5 Tage bei Zimmer-
temperatur) und mit Pepsin (48 Stunden bei Zimmertemperatur). Beide
Ansiitze buliten ihre Wirksamkeit hierbei vollkommen ein, so dal} ange-

nommen werden muB, dall durch die Hvdrolyse die hautwirksamen Eigen-
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schaften verloren gehen. Nur eine teilweise Inaktivierung erzielten wir
durch einstiindiges Erhitzen der gelosten Albumine aut dem Wasserbad
oder durch vierminiitiges Kochen in 50prozentiger alkoholischer Losung.
Zusatz von Formaldehyd schien deren Wirksamkeit cher etwas zu stei-
gern. (Yergleiche Seite 362.)

Wir fiigen an dicser Stelle noch eine Zusammenstellung der auf die
frische Bouillon bezogenen Ausbeuten der verschicdenen Fraktionen an.
Da es uns in erster Linie um eine miglichst scharfe Abtrennung der wirk-
samen Komponenten zu tun war und weniger um deren (quantitative Er-
fassung, haben diese ﬂulgaben 1ediglich orientierenden Charakter.

Fraktion Ausbeute in °

o INIRES
LlEmu]ﬂ.....,,...----~-"""""{U,l}l}-L

0,002

irreversibel mit Ammonsulfat gefallte Proteine . . . . . . . . .4 0,002

0.002

0,031 (roh)

.25  (roh)

0,001 (zereinigt)
10,0009 (zereinigt)

.45  (roh)
0,44 (roh)
durch Sittigung mit Ammonsulfat gefallte Proteine (Albumine). | § 0,016 (gereinigt)
024  (gereinigt)
| 0010 (gereinigt)

durch Halbsiittigung mit Ammonsulfat gefillte Proteine (Globul.).

duarch Trichloressigsiiure gefillte Proteine . . . . . . . . . . . 0,010
[ 0.006

nicht dialysierbare Komponenten (auller den Proteinen) . . . . . ?l[l.liﬂl
n.oons

2. Die Testung der Fraktionen.

a. Vorbereitung der Testproben. Die zu testenden Substanzen wurden
in indifferenten Losungsmitteln, gewdhnlich in Wasser oder in phvsiolo-
gischer Kochsalzlésung, getestet. Anfinglich verwendeten wir 1prozentige
Verdiinnungen, spiiter richteten wir die Konzentration der Testlosungen
nach dem « Quotienten» der Losung. Dieser gibt an, in welchem Verhilt-
nis die Konzentration der wirksamen Substanz in der Testprobe zu der
im Bouillonfiltrat steht, vorausgesetzt, dafl sich das aktive Prinzip quan-
titativ, d. h. ochne Verluste in der betreffenden Fraktion vorfindet. Die
Einfiihrung dieses Faktors an Stelle der Konzentration hat den Vorteil,
im Falle unscharfer Trennung besser entscheiden zu kénnen, in welcher
Fraktion das hautwirksame Antigen enthalten ist. Denn nehmen wir
beispielsweise an, dall bei einer Aufarbeitung von 5 Liter Bouillon neben
20 g Albuminen 0.1 g «irreversibel gefiillte Proteines resultieren, von

360



Schema 1

Bouillonfiltrat: Schema der Aufarbeitung
Boutllonfilirat
eingeengl,
Lipoide ausgeiithert

e

restliche l.gsung

Konzentrat

mit Ammonsulfat
halbgesiittigt

[ - |
irreversibel gefillte Proteine restliche Lisung

mit Ammeonsulfat

gesiitligt

|
Globuline

|
restliche Lisung
(proteinlrei)

Dialyse

I
!

' I
Dialysat

Dialysierriichstand
{niedermolekulare (hochmolekulare Verb.,)
Yerh.) (Glycolipoide)

|
Albumine

Dialyse oder
FElektrodialyse

|
Dialysierriickstand
- (Albumine)

)

J |
H,0, 1 Std. Loy

s
Hydrolyse mit HC1
oder Pepsin

/
/

Hydrolysat
der Albumine

sinaktivierte

Albumine

-,

i
Dialvsat

™

oder Alkohol, 4 Min, 90°

G,

oY

Formol-

behandlung
%

Formuolisierte
Abbumine

denen lprozentige Losungen zur Testung gelangen. so liegt in der 1.

Probe gegeniiber der Ausgangslosung eine Anrcicherung von 2.5 (Quo-
tient 2,5), in der zweiten eine solche von 500 (Quotient 500) vor. Falls

daher ein Teil des ﬁntigﬁns in dieser zweiten IFraktion zuriickgnlnlieben

wiire, so konnte diese, obwohl sich die Hauptmenge bei den Albuminen
befindet, zu stiirkeren Reaktionen Anlafl geben und so zu Tiauschungen
o

fithren.
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3. Ergebnisse.

Mit Ausnahme der Lipoide. die bei der ersten Aufarbeitung eine urti-
carielle Sofortreaktion ergaben. erwiesen sich im Hauttest nur die Pro-
teinfraktionen als wirksam und von diesen wieder nur die nach Ganz-
sdattigung mit Ammonsulfat ausfallenden Albumine. Allerdings wurde
die Pritfung auf Glebuline und auf «irreversibel gefillte Proteines nur ein-
mal durchgefithrt. Das Ergebnis war wie folgt (Testung in 19 Losung):

Beouillonfiltran . . . . . . . . . . . . . . .. RII JII1 KII Bl 1-11
sirrev. gef. Prot.s (() sy o000 0 0 0 RIFID JO1 KO-T F -
Globuline (Q = 20y . . . . . . . . . . . . . negitiy

Albumine () = 2} . . . .+ « . « + .+ .« . RII JILIL K II Bl O-1

Hiernach zeigen zwar auch die cirreversibel gefallten Proteine» eine
geringe Reaktion. Es ist jedoch zu beachten. daB — obwohl alle Frak-
tionen in Iprozentiger Losung getestet wurden - die Fraktion der «irre-
versibel gefilllten Proteines weitaus den hichsten Quotienten aufweist
{Albumine 2, Globuline 20, «irreversibel gefillte Proteines 450),

Die iibrigen Fraktionen Glykelipoide und niedermolekulare Verbin-
dungen bewirkten keine Reaktionen.

Unsere weiteren Untersuchungen galten daher hauptsdchlich der
Albuminfraktion. Die Irage, ob die Wirksamkeit diezer Fraktion
nicht durch mitgefillte, an den Albuminen absorbierte niedermolekulare
Stoffe bedingt sei, suchten wir einerseits durch linger dauernde Dialvsen
(und Elektrodialysen) dieser Priaparate und anderseits aut Grund der
Ergebnisse ihrer hydrolytischen Spaltung zu entscheiden. Wie aus der
folgenden Tabelle hervorgeht. 1d6t sich auch nach praktisch vollstind:-
ger Entfernung der niedermolekularen Komponenten keine Wirkungs-
abnahme der Albumine feststellen. Hingegen konnten wir weder mit den
abgetrennten niedermolekularen Verbindungen, noch mit den durch
Pepsin oder Salzsiure hydrolvtisch gespaltenen Albuminen Reaktionen
hervorrufen. Diese Ergebnisse erlauben mit einer an Sicherheit grenzen-

Fraktion Reaktion
Bouillonfiltrar {10fach cingeengty . . . . . . . . RI-11 JO 1 KII Bl I-11
Albumine (dialysiert) () 13y . . . .. . . RI-IT 1 K 1-11

Dialysut {der Albumine) () L5y o o 0 0

hydrolvsierte  Albumine {(mit HCl und  Pepsin)
Fllem X0 3 R o n o oo ot B e e om e on e BL negativ

erhitzte Albumine (Wasser, Alkohol) () = 2) . . eingelne knitechen

formolisicrte Albumine(Q} - 2} (0.,00001-0,1v,) . R 11 JI1TI

R = Hoitung

J = Taliltration

K = Knitchen

Bl = Blischen

m',l_{u[i\'
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den Wahrscheinlichkeit den Schlul}, daf} das wirksame Prinzip unter den
der Albuminfraktion angehdrenden Eiweillkorpern zu suchen ist. Durch
kurzes Kochen mit 50prozentigem Alkohol (4 Minuten) oder einstiindiges
Erhitzen in wisseriger Losung auf 100° findet eine wesentliche, aber
nicht vollstindige Einbulle der Aktivitit statt. Formalinzusatz rief eine
geringe Steigerung in der biologischen Reaktion hervor.

B. Balkterienleiber.
1. Ziichtung und Retnigung der Bakterien.

Die zur Untersuchung gelangten Bakterien (Staphylococcus aureus,
Stamm 55, spiter Stamm 200) wurden mit einer Ausnahme in Bouillon,
z. T. unter Durchliiftung mit Sauerstoff geziichtet (Bebriitungsdauer
30--60 Stunden), abzentrifugiert und griindlich mit Wasser und verdiinn-
tem Alkohol gewaschen. Zur Aufarbeitung gelangten Mengen von 0,5
bis 23 g (bezogen auf gereinigte und 2 Stunden im Vacuum bei 1207 ge-
trocknete Bakterien). Verwendeter Stamm, Grofle des Ansatzes und
Zicchtungsbedingungen bei den einzelnen Aufarbeitungen sind aus den
Tabellen 2 und 3 ersichtlich.

Die giinstigsten Ausbeuten erzielten wir unter Verwendung sauerstoff-
durchliifteter Bouillon und bei einer Bebriittungsdauer von 50 Stunden.
Sie betrugen pro Liter Bouillon unter diesen Bedingungen durchschnitt-
lich 666 mg Bakterientrockengewicht. Der verwendete Sauerstoffstrom
wurde vorher durch Filtration mittels einer bakteriendichten Glassinter-
platte sterilisiert,

Zur Reinigung der Bakterien crwies sich folgendes Verfahren am vor-
teilhaftesten: Nachdem man die Erreger von der Bouillon abzentrifu-
giert hat, schlemnmt man sie sorgfiltig in 25prozentigem Alkohol auf,
schleudert erneut ab und wiederholt das Verfahren mit 50 und ein
drittes Mal mit 60prozentigem Alkohol. Die Vercinigung der einzelnen
Anséatze erfolgt ebenfalls mit 60prozentigem Alkohol. So behandelt kon-
nen sie im Eisschrank ohne Gefahr lingere Zeit autbewahrt werden, was
namentlich bei der Aufarbeitung grillerer Mengen, bei denen sich die
Gewinnung des Materials uber lingere Zeit erstreckt, von Bedeutung ist.
Zudem erleichtert die Verwendung von wisserigem Alkohol das Zentri-
fugieren betrichtlich.

Indessen ist zu beachten, daB durch diese Behandlung den Bakterien
eine betrichtliche Menge von Stoffen entzogen wird, Proteine, Farbstoffe
(z. B. der gelbe Aureus-Farbstoff) u. a. m. Die Testung dieser Fraktionen
ergab aber, daf} sie in der Hautprobe unwirksam sind, ihre Entfernung
fir unsere Zwecke daher kein Nachteil, sondern eher ein Vorteil ist.

364



(pueassprnarsien)
aurajod usdunp (1vsdjerq) wadunp Ay YR
rzdﬂumu.}h .-uh.m-._._q..uﬂ_-.-__”..-__.__.__..:n.ﬂ_ .._u._._"_.___.w._...—r _m._ﬁ._”.n..uﬂu_ﬂﬂ—h:.mu...._.._ —.n:ﬁium—.f, .:_D_...md_waﬂ.w 5.._.. H...f. u._N
= gL =i 4 08 == 0 b 091 0O 7 pun | aaynaixy
Aunso] [1 depyostapary [ Arasdapaly uajdurazas Iap AUNZIIEII0 J
- - - Funj[uejnsuouury ITIA
| | | | | | | o+
1 _ | | v unojimog _
_ _m - booor o L 0F S 0F m 0 IS 04 7 63°6T HU I11A
Fesfirts 008 - 0
Lfde  gg s ] Z pun | 2yeaXif I1ap
Aunso [ Seposaapay [ Bepasaapary purIsyonIIsATRL([ RUNZ}EE1I0 ]
| I . e ! ._.._E—... “nn ._”“_n:.::.‘.._n_..m_ﬂh-..*. i IA
000T | _. _ _ _ | i g .
00z | _ | m ——— 0T .
0@ + ] 2 -+ g 4 ¢ POy | uopunoy Mg 1A
z _ pun o #6208
. L _ R 1 I ‘PIS 09 | uoqmog 0ng A
2 | pun (g A
| | “ . _ . I 0 -
. | 0og _ [ [ = I L P 09 | UoInogy e Al
n m _ . _ _ pun og | 569 _
H i N_C e _
¥ 7 = [ _ PIS 09 | uoquog 00z | 111
| ! ! pun g 761
¢ ™S 0y \.Emf. 4
3 | " 2 Fae i T G pun gg | S ZR'TI i _ II
_ | . MO _
. Eh 8 Aun g | ce _ I
¥ | 0 | v | O u | 0 H O | v | o | _
|.”. |M.|v_|. e T - I = - R HHU—:..:.,_.
sprodrijoyspa) M Yon . ppeaxy Ienxgy Munxy aanep ~IRN pun Sy x
S RIXY i A2y |.__A YIUN e . ..rg.w;....___..a 'z |m__._,wq.”_.:_ﬁ.x 1 |mﬁﬂ—5u5hﬁ# :..u_hm-%u“_.ﬁm_” g ..mb.;.n_..w._.@ﬂh_.
-:k:ﬂxﬂ_mmwuaﬂdu R PP CR S | L - -ag] R _ -y
“,m_,_:ﬂn_“w”m PUIII0A] DU[RIIR ANESFISS0I0[OIL], JTu AR, | _m

UAUONYOL T - UL DL -8 T i1t |7 L3} 551U G Muﬂ.-?ﬁ,ﬁ & *[*9E.L

365

I R

Med, W

Akl

Bull. Schweiz.

2



| . |
_ | | 0+
= | 008 == 007 _ _ 7 P 0L ooy 00% IXI
_ﬂ _ _ fegel
| | | | ;
”_ _ | _ ! | o+
— | 0001 — 0001 _ | Mg o0c | uopmog | 00z L3
J “ _ o Beger |
| | | ‘o0 -+
| | uojpmog
_, JAOYIG nez | m + 08 Lo 'ms st B 00% 00g 11A
N S — O O R S—— _ I S
u 0 ¥ | 0 i it 0 | u |
ey S - — uapoq
puesyanf Aunso Funsory Sunsor| PUEISy I pnep -IEy] pun S T
-SRUNJI9SI0 A 1aAIIasTEM IDSLISS M SN0 o -SRUNJIISID 4 sfumnag | uatisyeg uruielg AT
snE P{RIIX] S0 INEIIXG] ARSI ] L[S0 -@ﬂ.. i .Emw HTM ’ BN
- R — -.@u:ouﬂum__._.h
UIBUNPUIGID 4 ATII[SO[IITI U UNPUN|Ia A S[SO[UNIIY1E

Hard ey u._pu.:m.qw..mm.nr_.ﬁ_.m.ﬁ 43P WallO11xod.J

&PEL

366



2. Aufarbettung der Bakterien.

a. Trennung in Iiweifkirper, restliche hochmolekulare und in nieder-
molekulare Verbindungen. Entsprechend der von Boivin und Mesrobeanu
angewandten Methode haben wir die wie oben erwihnt geziichteten und
vorbehandelten Bakterien in destilliertem Wasser suspendiert®) und bei
0% mit dem gleichen Volumen 0.5n Trichloressigsiure versetzt (End-
konzentration an Trichloressigsdure 0,.25n). Die Zellen werden auf diese
Weise aufgeschlossen, die Proteine koagulieren, wihrend die in der ver-
diinnten Trichloressigsfiure léslichen Anteile hinausdiffundieren.

Die Glykolipoidfraktion: Der Trichloressigsiiureextrakt enthilt - na-
tiirlich neben einer Menge anderer Substanzen — ein hochmolekulares
Glykolipoid, das durch Dialyse von den iibrigen Verbindungen abgetrennt
werden kann?). Wir dialysierten gewohnlich 2-3 Tage gegen flieBendes
Leitungswasser, dann 1 Tag gegen langsam fliclendes destilliertes Wasser
(insgesamt 50 Liter) und schlieBlich noch 1-3 Tage gegen stehendes de-
stilliertes Wasser, Die verwendeten apparativen Einrichtungen waren
di¢selben wie bei den Exotoxin-Aufarbeitungen. Die Ausbeute an rohem
Glykolipoid wurden auf Grund des Trockengewichts einer eingeengten
Probe des Dialysierriickstands berechnet. Die gefundenen Werte
schwankten zwischen 1,1 und 5.2%, und betrugen im Mittel 2,959, be-
zogen auf das Trockengewicht der Bakterien. (Boivin gibt auf Grund
seiner Untersuchungen an anderen Erregern Werte zwischen 2 und 59,
an.)

Die Titration nach Hagedorn-Jensen ergibt, dall das frische Endo-
toxin (Glykelipoid) ein geringes Reduktionsvermbgen aufweist, das wiih-
rend der Verseifung mit 2n Salzsiure auf dem kochenden Wasserbad
im Yerlaufe von 100 Minuten um etwa das 25fache zunimmt und dann
ziemlich konstant bleibt. Nimmt man an, daB es sich hierbei um einen
Zerfall in Hexosemolekiile handelt, so berechnet sich fiir das Glykolipoid
(Rohprodukt) ein Zuckergehalt von 15-26%, (Boivin fand 40-509). Zu
denselben Ergebnissen gelangten wir durch Titration des Endotoxins
nach Willstiatter-Schudel mit Hypojodit, woraus geschlossen werden
kann, dal} e¢s sich um eine Aldose und nicht um eine Ketose handelt.
Durch Ausiithern 4Bt sich aus dem Verseifungsgemisch des Glykolipoids
ferner einc fettartige Substanz isolieren, die wir jedoch, infolge der
duflerst geringen verfiigbaren Mengen chemisch nicht niher untersucht
haben.

Die Proteinfraktionen: Die in der verdiinnten Trichloressigséure nicht

3 50 mg Bakterientrockengewicht pro coem.
4) In einigen Fdllen wurde der Extrakt vor der Dialyse mit Natrinmearbonat neu-
tralisiert.
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loslichen Anteile der Bakterien, hauptsichlich Enweifikorper, wurden zur
Entfernung der Siure zunéichst 3-5>mal mit Wasser gewaschen und dann
zur weiteren Trennung dreimal bei einem py von in der Regel 8-9 mit
verdiinnter Natriumcarbonat- oder Natriumphosphatlésung extrahiert
(meistens 1-3 Tage bei 0°%). Da sich auf Grund der Testung die fir die
Hautreaktion verantwortlichen Komponenten hauptsichlich im ersten
und zweiten Extrakt vorfinden (sie gehen schon bei einem p,; von 7.3 in
Losung), wurden diese Fraktionen in einigen Fillen weiter untersucht.
Es zeigte sich hierbel erstens, daf} die wirksamen Stoffe nicht dialysabel
sind®) und zweitens, daf sie sich bei der Ialbséttigung ihrer Lésungen
mit Ammonsulfat im Niederschlag anreichern®). Auch diese Betunde
sprechen fir ihre FiweiBnatur,
Schema 2
Bakterienletber: Schema der dufarbeitung

rohe Bakterien

3mal mit Alkohol gewaschen

gereinigte Bakterien alkoholischer Extrakt
mit Trichloressigsfure auf- Dialyse gegen
geschlossen, zentrifugiert stehendes Wasser
L.
Dialvsat Dalysierritckstand
niedermolek,  hochmolekul, Verb.
Verbindung { Proteine)
| |
Bakterienproteine Trichloressigsdureextrakt
bei pr 8-9 mit verdiinnter dialysiert gegen
Na,CO,-Lésung extrahiert fliefendes dest, H,0
[ ' I i i
Riickstarned 1. Extralt DHalvsat Dialysierriickstand
2. Extralkt niedermolek. hochmolekul. Yerb.
3. Extrakt Verbindung (Clykolipoide)
mit Ammon- dialysiert gegen
sulfat gefillt flieBendes Wasser

g
~

[ [ I |
Lisung Niederschlag Dialysierriickstand Dialysat

5y Wir dialysierten die eingeengten Extrakte 11 Tage gegen flielendes Leitungswasser,
8) Durch nachtriigliche Ganzsiattigung dieser Losungen mit Ammonsulfat lieBen sich
aus diesen Lisungen nur noch Spuren an Proteinen ausfillen.
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Die gesammelten alkoholischen Waschlisungen der Bakterien englen
wir unter vermindertem Druck vorsichtig auf ein kleines Yolumen ein
und unterwarfen das resultierende dunkelgelbe Konzentrat unter Phenol-
zusalz der ,[}i.&ﬂ}-‘se geoen l"i?gl':l!‘llﬁ[.“g uu:-igﬂh't’.‘chr'\t?] Les df?ﬁtillit_’.l‘l(::'é “’F‘EI.SHE‘]"._
das laufend ecingeengl wurde, Sowohl der Dialysierriickstand, der, wie
die Untersuchung zeigte, geliste Proteine enthielt, als auch das die nie-
dermolekularen Anteile des Extraktes enthaltende Dialvsat erwies sich
im Hauttest als wirkungszlos.

Eine Ubersicht iiber den Gang der gesamten Aufarbeitung findet sich
imn Schema 2 dargestellt,

b. Isolierung der Dakterienlipotde (Fettsiuren und Unverszeifbares).
Um auch die Lipoide der Bakterien einer Prifung zuginglich zu machen,
verseiften wir in zwei Fillen die wie ablich vorbehandelten Bakterien
durch fianlstindiges Erhitzen mit 2Zn Salzciiure auf dem kochenden
Wasserbad. in einem Iall durch Behandlung mit alkoholischer Kalilauge.
Die Verseilungzgemische wurden dann mit Ather bzw. Petroliither griind-
lich extrahiert. die Extrakte gewaschen und cingeengt. Sie hinterliefien
hellbraune fettartige Riickstinde. Die Ausbeute, die bet der ersten Un-
tersuchung 13.5% betrug. sank spiiter aul 3 und 5%;,. Ob diese Differenz
auf die ctwas verschiedenen Wachstumsbedingungen zuriickzufithren
ist, bedart noch der Pritung.

Schema der Aufurbeitung
gereinipte Bakterien

Verseifung mit HCI oder KOH

wentrifugieren
Riickstand saure Lisung
ausgeiithert ausgeiithert
I "" | ~ | i
Atherextrakt vxtr. Riickstand Atherextrakt extr. Lisuny
(Lipoide) (Lipoide)

3. Die Testung der Fraktionen.
o

Die Konzentration der Testproben wurde durchwegs durch den Quo-
tienten angegeben, der in vielen Fillen gleich 1, in anderen (besonders
bei den Glykolipoiden) oft auch bedeutend hoher gewiihlt wurde. Er be-
zieht sich bei den Endotoxinaularbeitungen auf eine Bakteriensuspen-
sion von 25 mg Bakterientrockengewicht cm?®, die zugleich als Vergleichs-
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priparat bei jeder Aufarbeitung mitgetestet wurde. Im iibrigen verwei-
sen wir auf die diesbeziiglichen, bei der Besprechung der Exotoxine ge-
machten Angaben.

.Ergrbnis:m.

Auf ihre hiolf)gifﬁchv. Wirksamkeit im Hauttest untersucht wurden
haupteiichlich die verschiedenen Protein-, ferner dic Glykelipoidfraktio-
nen., in drei Fallen die Bakterienlipotde und nur in cinem IFall das Dialy-
sat, d. h. die grofle Masse der iibrigen niedermolekularen Verbindungen.
Diese erwivsen sich im Hauttest als unwirksam. Die Resultate sind in
Tab. 2 und 3 zusammengestellt.

Abgesehen von einer toxischen Lipoidwirkung ergaben die Protein-
fraktionen, vor allem der erste und zweite Natriumcearbonatextrakt, re-
velmilig die stirksten Hautreaktionen. Fine Ausnahme macht Aufar-
beitung 111, bei der iberhaupt keine Fraktion wirksam war. Die meisten
Proteinfraktionen wurden in Verdiinnungen getestet, die etwa der ciner
Baktericnaufschwemmung von 25 myg Bakterientrockengewicht pro em®
dquivalent waren ((} — 1 oder 2) und ergaben quantitativ anch ungefihr
dasselbe Reaktionsbild wie diese Aulzchwemmungen, Konzentriertere
Priparate zeigten zwar stirkere Reaktionen. jedoch nabhm die Wirk-
samkeil nicht in dem Malle zu, wie nach der Anreicherung zu erwarten
gewesen wilre,

Die Glykolipoide mit ihren meistens negativen, hie und da schwach
positiven Reaktionen weisen ein bedeutend unklareres Bild auf. Sie
wurden z. T. in 500-1000facher Anreicherung untersucht, ergaben aber
selbst dann nicht immer cine Reaktion. Jedenfalls scheinen sie [iir die
Wirkung, die die Bakterien aul die Haut ausiiben, von untergeordneter
Bedeutung zu sein.

Ebenfalls noch nicht abgeklart ist die Wirkung der Bakterienlipoide.
Die erste Pritfung derselben (Aufarbeitung VII) fiihrte zu einem aus dem
iblichen Rahmen herausfallenden Reaktionsbild von ausgesprochenem
toxischen Charakter (scharlfrandige Begrenzung der Reaktion auft das
Kontaktfeld, Blasenbildung und Rotungshof). In den folgenden Unter-
suchungen ergaben die Lipoidfraktionen fiberhaupt keine Wirkung (Auf-
arbeitung [ Xa und IXb). Auf die grofien Unterschiede in den Ausbeuten
wicsen wir bereits hin (Aufarbeitung VII: 13.59%,, Aufarbeitung TXa und
IXb: 3 baw. 5%,). Es ist »u bemerken, dall die Bakterien der Aufarbei-
tung VII ausnahmsweise unter Durchliiftung der Bouillon mit COy-halti-
gem Sauerstofl (5%, CO,) gezichtet wurden. wiithrend in allen ibrigen
Fillen reiner Sauerstoff zur Anwendung gelangte. Wir lieflen dieses Ver-
fahren infolge der bedeutend schlechteren Ausbeuten an Bakterien da-
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mals wieder fallen. Ob die Toxizitit der Lipoide damit in Bezichung
steht, mull noch abgeklirt werden.

Schlufibetrachtungen.

Aus den Untersuchungen geht hervor, dafl die epicutan wirksamen
Stoffe der Staphylokokken und ihrer Bouillonfiltrate in der Gruppe der
Proteine enthalten sind, und zwar, soweit die Aufarbeitung der Bouillon-
filtrate dariiber Aufschlull gibt, in der Gruppe der Albumine. Ob sie mit
den Exotoxinen der Bakterien. die ebenfalls Eiweillcharakter haben.
identisch sind. 1aBt sich vorerst nicht entscheiden und ebensowenig die
Frage, ob zwischen den exobazilliren und den endobazilliren wirksamen
Stoften [dentitdt besteht. Die in 2 Fillen auf Himolyse untersuchte
Proteinfraktion ergab auch in der den Verhiltnissen in der Ausgangs-
bouillon entsprechenden Konzentration (Q = 1 und 2) keine Himo-
lyse, was angesichts des schr geringen himolytischen Titers des Aus-
gangsmaterials nicht viel besagt.

Die fehlende oder sehr geringe Wirksamkeit der Glykolipoide ist inso-
fern bemerkenswert. als diese Korper nach Boivin und Mesrobeanu.
Raistrick und Topley, Dealfield u. a. bei manchen Mikroben (Diphtherie-
bazillen, Bazillen der Salmonellagruppe) antigenen Charakter besitzen.
wobei dic Polysaccharidkomponente fir die Spezilitiit der Gegencin-
stellung verantwortlich ist.

Es ergibt sich daraus ein gewisser Widerspruch zu unserer fritheren
Auffassung. indem Robert aus seinen Untersuchungen folgert, dall das
wirksame Prinzip nicht in der Eiweillfraktion, sondern in der Alkohol-
fraktion zu suchen ist und dal} es sich wahrscheinlich wie bei Tricho-
phytin und Tuberkulin um die Kohlenhydratfraktion handelt. Diese
Auffagsung stiitzt sich auf das Ergebnis der Testungen, indem die
alkoholunlisliche, wasserlosliche I'raktion in 659, der Fille (54 von 83),
die durch Ammonsulfat gefillte Gesamtproteinfraktion nur in 10,99
der Fiille (14 von 83) eine positive Reaktion ergeben hat.

Eine Erklirung dieser Diskrepanz ist wahrscheinlich darin zu suchen.
daf} bei der Wiederauflosung der Alkoholféllung in physiologischer Koch-
salzlosung nicht nur die Glykolipoide und Polysaccharide, sondern, wie
wir uns jetst iiberzeugt haben, auch die Eiweillkérper wieder in Lisung
gehen.

Auf die Histologie der Reaktion wird in einer spiiteren Mitteilung ein-
getreten werden, zumal hier, wie schon im Bild der natirlichen parasi-
tiren Ekzeme, toxische und allergische Komponenten sich kombinieren
(oberflichliche Cytonekrose, tieferliegende Spongiose). was eine erhebli-
che Erschwerung der Interpretation bedeutet.
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Zu.smnmenfass ung

Fs wurden die Bouillonfiltrate und die vom Nihrboden befreiten Bak-
terienleiber von hautwirksamen Staphylokokken (Staphylococcus au-
reus), welche aus Ekzemherden geziichtet worden waren, chemisch aut-
gearbeitet,

Es wurde festgestellt, dall das epicutan wirksame Prinzip sowohl im
Bouillonfiltrat als auch in den Bakterienleibern enthalten ist und der
Proteinfraktion angehirt. Bei fraktionierter Aussalzung findet es sich
in der Gruppe der Albumine (nur bei den Kiweilbkorpern des Bouillon-
liltrates durchgefiihrt).

Iirhitzen hat eine Abschwichung der Wirkung, Formolisierung eher
eine Verstirkung zur Folge. Durch fermentative oder Salzsiurchyvdro-
lvse geht die Wirkung verloren.

Die Gl}'kulipoi(li.‘. reagierten selbst in Konzentrationen. welche we-
sentlich hoher waren als 1m Ausgangsmaterial. nicht oder nur schr
schwach. Widersprechende Befunde ergaben die Lipoide, die z. T, aus-
gesprochen toxische, z, T. 'i.-l.bl':l'h}:lu:[lt keimne Wirkung zeigten.

Résumé

u,

Aprés avoir cultivé, a partir de foyers eczémaleux, des souches de
staphylocoques (aurens) épidermo-pathogénes, on a étudié chimique-
ment les filtrats de bouillon ainsi que les corps bactériens débarrassés de
leur milicu de culture.

On a pu déterminer que le principe épicutané se retrouve aussi bien
dans le liltrat de bouillon que dans le corps des bactéries, et quil est con-
tenu dans la fraction protéinique. Par salage fractionné, on le sépare du
groupe des albumines (cette opération n'a ¢te effectude ([u?aw!t‘- les pro-
téines du fAltrat de bouillon).

Son action diminue par chauffage, alors que 'emploi du formol en
exalte la virulence. Il est inactivé par hvdrolyse enzymatique ou chlor-
hydrique.

Les glyeolipoides n'ont pas réagi, ou seulement faiblement, méme a
une concentration sensiblement augmentée. Les lipoides donnent des ré-
sultats contradictoires: leur action est parfois trés toxique, parfois nulle,

Riassunio
Dopo aver coltivato, partendo da focolai eczematosi, dei ceppi di sta-
filococco (aureo) patogeni per via epidermica, si ¢ studiato chimicamente
i filtrati del brodo di coltura e 1 corpi batteriei allontanati dal loro am-
biente di coltura. Si ¢ potuto determinare che il principio epicutanco si
trova tanto nel filtrato del brodo di coltura che nei corpi batterici, e che
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egli & contenuto nella frazione proteica. Per precipitazione frazionata
con sali, la si separa dal gruppo delle albumine (questa operazione non @
stata effettuata che con le proteine del filtrato del brodo di coltura). La
sua azione diminuisce dopo riscaldamento, mentre il formolo ne esalta
la virulenza. Esso & reso inattive dalla idrolist enzimatica o cloridrica. I
glicolipidi o non hanne reagito o hanno reagito soltanto in maniera de-
bole. anche a una concentrazione sensibilmente aumentata. I lipidi danno
dei risultati contradittori; talvoelta la loro azione & molto tossica. talvolta
nulla.
Summary

The bacteria of dermatogenie staphvlocoeci (staphvlococeus aureus).
grown {rom eczematous focl, were freed from culture medium and both
they and the bouillon liltrate processed chemically.

It was found that the dermatogenic principle is contained both in
the bouillon filtrate and in the bacteria and that it is connected with
the protein fraction. On fractionally salting out, it is found in the albu-
min group (only carried out on the protein bodies of the bouillon filtrate).

Heating caused a weakening of the action, while formolisation tended
to strengthen it. Enzymatie or hydrochlorie acid hvdrolysis destroyed
the effect.

The glycolipoids themselves, evenin concentrations considerably higher
thanin the starting material, reacted either not at allor only very weakly.
Contradictory results were given by the lipoids, which showed partly
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