[Aus dem Institut fir Infectionskrankheiten zu Berlin.]

Beitriige zur Kenntniss der Milch immunisirter Thiere.!

Von
Prof. Dr. Brieger und Prof Dr. Bhriich.

Nachdem Ehrlich die Thatsache gefunden hatte, dass die Immunitit
durch S#iugung von der Mutter auf das Kind tibertragen wird, haben wir
uns gemeinschaftlich damit beschéftigt, die biologische Bedeutung der
Milech immunisirter Thiere néher zu studiren, Ueber die exsten Ergebnisse
unserer gemeinsamen Arbeit haben wir bereits in Kiirze berichtet.? Fir
derartige Versuche boten sich, soweit die Verhiltnisse eines Laboratoriums
in Betracht kommen, Ziegen als das geeignetste Material dar, das sich
in der That bei unseren Untersuchungen und denen unserer Nachfolger
auf das Beste bewihrt hat. Wiz haben unsere Versuche zuniichst mit
Tetanus begonnen, da von allen Infectionskrankheiten gerade bei diesen
der rein toxische Charakter der Erkrankung am schirfsten zu Tage tritt
und dementsprechend auch die Immunitét auf eine rein antitoxische
Function des Organismus zuriickzufihren ist. Erleichtert wurde unser
Vorhaben dadurch, dass die Ziegen sehr empfindlich gegen das Tetanus-
gift sind, da nach unseren Versuchen schon 0,25 ¢em einer vollvirulenten
Cultur ausreichen, um den Tod eines ausgewachsenen Thieres binnen
wenigen Tagen zu bewirken. In umserer ersten Mittheilung iiber die
Resultate der Immunisirung haben wir bereits nachgewiesen, dass die
Mileh der immunisirten Ziege schon nach 41 Tagen Antikérper in immer-
hin betrichtlichen Mengen enthielt. Es war nun unsere Aufgabe weiter
zi untersuchen

! Eingeliefert am 15. December 1892,
* Deutsche medizinische Wockenschrift, 1892. N. 18.



e ————— e

S

e et

A e e

Brieeer U. BrrLICcH: BEITRAGE % KENNTNISS DER Mmom v, 8. w. 337

1. ob die Ausscheidung des Antikorpers wihrend der ganzen Lacta-
tionsperiode erfolge und | .

2. ob, wenn dies der Iall, mit dem Steigen der Immunitit der
Gehalt der Milch an Antistoffen einen entsprechenden Zuwachs erfiihre.

Bei der Verfolgung dieser Aufgabe mussten wir zuniichst die Im-
munitit der Ziege steigern. Wir haben bei diesen Untersuchungen Be-
obachtungen gemacht, welehe auf den Verlauf des Immunisirungsganges
einiges Licht werfen, und die es gestatten, die Technik der Immunisirung
nach rationellen Gesichtspunkten zu verbessern. Ueber diese Erfabrungen
werden wir zuerst berichten, um alsdann an zweiter Stelle Unter-
suchungen mitzutheilen, welche darauf hinzielten, die schitzenden Sub-
stanzen aus der Mileh in moglichst concentrirter Form zu gewinnen.

I. Ueber den Verlauf der Immunisirung.

In unserer ersten Arbeit haben wir mitgetheilt, dass wir eine Ziege
noch am Ende der Trichtigkeitsperiode immunisirten und dass schon am
vierten Tage die Mileh des Thieres einen relativ hohen Schutzwerth besass,
den wir als mindestens 1600 bezeichneten. Es besagt dies, dass ein Cubik-
centimeter Mileh 1600 & Korpergewicht (Maus) gegen eine einfache Infec-

tion zu sehiitzen im Stande ist oder mit anderen Worten, dass durch jenes.

Quantum Mileh 80 Miuse & 208 gegen die gerade tddtliche Dosis ge-
schittzt werden. Seit dieser Zeit, etwa von Mitte April ab, haben wir die
Ziege mit vollvirulenten Culturen behandelt und zunichst experimenti
causa hiufig, aber relativ kleine Dosen gereicht. s zeigte sich unserer
Erwartung entsprechend, dass dieses Verfahrven zwar nicht die mindesten
Gefahren, aber auch keinerlei Vortheile bot, indem die Immunitd bei
einem so dberaus vorsichtigen Vorgehen nur sehr langsam steigh. Wir
gingen nun dazu iiber, dureh vereinzelte, dufiir aber stirkere und schuell
gesteigerte Rinspritzungen, welche in lingeren Zwischenrfiumen erfolgten,
eine lebhafte Reaction des Organismus hervorzurufen 1, Schon hei-den

1 Behring (Blutserumtherapie X) reclamirt das Princip der Immunititssteige-
mmg durch immer grosser werdende Injectionen vollgittiger Culturfliissigkeiten mir
gegeniiber als sein geistiges Bigenthum. Ich muss diesen Anspruch als einen nicht
berechtigten zuritckweisen, In den ersten Avbeiten von Behring, sowie in denen
seines Mitarbeiters Kitasato ist an keiner Stelle zu erschen, dass Behring das
Princip der Steigerung der Immunitiit erkannt habe. Im Gegentheil weisen
Aeusserungen (Deutsche medicinisohe Wochenschrift, 1890, 8. 1147 und diese Zeit-
schrift, 1891, Bd. X, 8. 299), nach denen durch die Injection vollvirulenter Culturen
bei Diphterie und Tetanus Immunitit; verschwindet, gerade auf eine entgegengesetste
Richtung hin, In meiner Arbeit iiber Ricin und Abrin habe ich, wie ich als hekannf
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ersten derartigen Versuchen fiel es uns auf, dass nach jeder Injection die
Schutzkraft der Milch in auffilligem Maasse schwanlte. Es erinnerten
diese Versuche an einige Wahrnehmungen, die Ehrlich Jahre lang
vorher an mit Ricin behandelten Kaninchen gemacht hatte. Von der
Anschauung ausgehend, dass die erste Wirkung der Injection in einer
Verminderung des im Blute der immunisirten Thiere befindlichen Anti-
korpers, des Antiricing, bestehen musste, hatte Ehrlich das Blut vor
und. nach der Injection einer vergleichenden Prifung unterzogen wund
dabei in der That ein Absinken des Werthes nachweisen kinnen. Jedoch
war es damals aus idusseren Griinden nicht moglich, den Thieren oft
genug Blut zu entziehen, um den Verlauf der Vorgiinge genauer be-
obachten zu konnen. Als wir schon nach der ersten stirkeren Injection
an der Milch #hnliche Beobachtungen machten, entschlossen wir uns, an
diesem so leicht zughnglichen Material jene Vorginge eingehend zu ver-
folgen. Dementsprechend haben wir, indem wir alle 2 Tage, gelegentlich
auch téglich, den Schutzwerth der Milch bestimmien, eine Curve con-
struirt, welche den Verlauf und die Schwankungen der Immunisirung auf’s
Klarste erkennen lisst. Derartige curvenmissige Darstellungen, wie sie
zum ersten Male von Ehrlich beim Ricin angewendet wurden, sind fiir
das ‘Verstdndniss dieser Fragen von hohem Werth, da man mit ihrer
Hilfe den gesetzméssigen Ablauf der Immumslruugsvorgdn% am besten
erkennen kann.

Bevor wir nun zur Darlegung unserer Resultate iibergehen, miissen
wir zuvor die Methoden, die bei den Prifungen angewandt wurden, des
Eingehenden schildern, da sonst ein Vergleich der Zahlen, die von ver-
schiedenen Beobachtern gegeben sind, nicht miglich ist. Bei einer Ver-
suchsreihe, die sich wie die unsrige auf fast ein halbes Jahr erstreckte,
ist es das erste Erforderniss, nach einem einheitlichen Plane zu arbeiten.
Nur auf diese Weise kann man es ermdglichen, dass die einzelnen Theile
der Curve mit einander vergleichbar sind. Wir haben dies dadurch zu
exreichen gesucht, dass wir stets ein moglichst gleichmissig ansgewihltes
Thiermaterial benutzten und die Priifungen nach ein und derselben Me-

voraussetzen darf, als erster eine genaue zahlenmiissige Untersuchung iiber Im-
munitdt und Immunititssteigerung vorgenommen. Diese meine Arbeit ist nachher
wiederholt von anderer Seite als Ausgangspunkt von Immunititssteigerung ganz in
dem Sinne, wie sie jetzt Behring als sein Eigenthum anspricht, benutzt worden.
Auch bei der Immunititssteigerung bei Tetanus kommt es, wie neuerdings gezeigt
worden ist, nicht auf die Zufuhr lebender Bakterien an, sondern auf die BEinver-
leibung eines hochst giftigen Materials, auch wenn dies keimfrei ist: ‘
- Tch hiitte also weit eher die Berechtigung, Herrn Behring gegeniiber Recla-
mamon zu erheben. - Ehrlich.
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thode vornahmen, Das Grundprincip, welches bei der Priifung der im-
munisivenden Kraft der Milch benutzt wurde, beruhte auf der Methode
der Multipla, welche zuerst von Ehrlich in systematischer Weise beim
Ricin und Abrin angewandt worden ist. Man sucht die Hohe der Im-
munitit durch das Multiplom der einfach tGdtlichen Dosis zu bestimmen,
welches nach Einverleibung einer bestimmten Menge Milch von dem
Versuchsthier ertragen wird. Eine andere Prifungsart beruht darauf,
dass man das Minimum der immunisirenden Substanz festzustellen sucht,
das vor der einfach todtlichen Dosis schiitzt. Bei der ersten Methode
variirt die Menge des zugefiithrten Giftes, bei der zweiten die Menge des
Antikorpers. Es besteht kein principieller Unterschied zwischen beiden
Prifungsmethoden. Voraussetzung aller Prifungen ist die Verwendung
eines constanten Giftmaterials. Wir benutzen hierzu mnoch immer eine
Mischung gleicher Theile Tetanushouillon und Glyecerin, Dieses Geemisch
erfilrt in den ersten Zeiten nach der Darstellung eine Abschwichung,
erreicht aber bald einen Endwerth, der sich, wie wir uns durch fortlau-
fende Untersuchungen tiberzeugt haben, Monate hindurch unveréndert
erhilt. Dieses giinstige Resultat verdanken wir wohl dem Umstande,

dass wir das Gemisch von dem Beginn der Untersuchung ab vor Wirme,

Licht und Sauerstoff schiitzten. Zu diesem Zweecke fillten wir es in
Kleine, fast genau bis zum Stopfen gefillie Flaschchen, die ausserdem
durch Paraffin oder Collodium moglichst gedichtet wurden?.

Da wir den vollen Schutzwerth der Milch feststellen wollten, haben
wir nie Mileh und Gift gleichzeitie injicirt, sondern stets erst die Mileh ein-
gefithrt und erst spiter, um eine vollkommene Resorption abzuwarten, das Gift
einverloibt. In der exsten Zeit der Untersuchung haben wir die Einver-
leibung des Giftes etwa nach 4 bis 6 Stunden vorgenommen, spéter aber
der vollkommenen Gleichmissigheit halber 24 Stunden gewartet. Im
Interesse der Homogenitiit haben wir den Versuchsthieren stets das gleiche
Quantum Mileh, 0-2¢m injicirt. Ausserdem haben wir stets fir einen
cinheitlichen Infectionsmodus gesorgt, indem wir immer dicht rechts von
der Schwanzwurzel das Tetanusgemisch injicirten und zwar durchschnitt-
lich jin Quantititen von 0.2 bis 0.4°m, TUnmdglich dagegen war es,
bei einer viele Hundert Miuse umfassenden Versuchsreihe, immer gleich-
missige Miuse zu verwenden. Thiere unter 13" haben wir principiell
nicht zur Verwendung gebracht, Thierc von 16 bis 185™ wurden be-
vorzugt. Doch sehwankte das Gewicht hiufig von 14, 16 bis 208™ und

3 In einigen Féllen haben wir auch — im Mai dieses Jahres — dem Gemisch
stark reducirende Korper, die besonders der Reihe der photographischen Entwickler
entnommen waren, zugesetzt und uns in der That iiberzeugt, dass diese Bouillo;:l

einen ebwas hoheren Wirkungswerth behielt als die Controlbouillon.
| 22%
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dariiber. Es ist nun in praxi, wenn man z. B. einer Reihe M#use von
verschiedenem Gewicht das 1-, 2-, 8-fache der tddtlichen Dosis injiciren
will, ausserordentlich umsténdlich, fiir jedes Gewicht ecine bestimmte
Losung herzustellen. Durch einen einfachen rechnerischen Kunstgriff
gelingt es, diese Schwierigkeit zu umgehen, indem man sich dadureh von
dem Korpergewicht unabhiingig macht, dass man den Miusen stets die
auf 20 &™. berechnete Menge giebt!, Auf diesem Wege gestaltet sich die
Ausfihrung und Berechnung der Injectionen ausserordentlich . einfach,
indem wir alle Zahlen auf eine Normalmaus von 208™ beziehen konnen,
natlirlich nur unter der Voraussetzung, dass die absoluten Mengen der
zugefithrten Milch bei allen Mausen gleich sind. Bin einfaches Beispiel
mag die Richtigkeit des Gesagten beweisen. Wenn 0.28&™ Milch eine
Maus von 20&™ gegen die 10fach todtliche Dosis schiitzen, so wiirde ein
Cubikeentimeter eine Maus von 208 gegen die 50fach tidtliche Dosis
schiitzen oder 1°m f&m Maus gegen die 1000fach todtliche Dosis. Der
Immunisirungseffect wére mithin 1000. Nehmen wir aber das thatsich-
liche Gewicht der Maus, der wir die Injection gemacht haben nicht gleich
20 &=, sondern der Einfachheit halber = 108 an, so ist die Rechnung
folgende. Die 10&m Maus hat 0-2°m Milch erhalten und die fiir eine
Maus von 20&™ gehnfach todtliche Dosis. Dieses Quantum ist eben fir
die halb so schwere Maus das doppelte, d. h. das 20fache. Es stellt sich
dann die Berechnung, wie folgt: ‘ |

0-2 cm Mileh schiitzen 10 &m Maus gegen die 20fach todtl Dosis, folglich
1.Qeem ” 108m . ” » 100fach ,, also
1.00m Cdem U 1000fach ,,

‘Man sieht demnach, dass unter diesen Umstinden vollkommen iden-
tische Werthe erlalten werden. Die Werthe stimmen und miissen auch
absolut tbereinstimmen. So viel {iber die von uns angewandte Methodik,
welche Fehlerquellen, soweit sie vermeidbar sind, ausschliesst. Der beste
Beweis hierfiir ist es wohl, dass wir wochenlang bei der tiglichen Priifung
stets untereinander villig tbereinstimmende Werthe erhalten haben.
Allerdings ist ein solches Resultat nur méglich, wenn mian tiber ein
‘gleichméssiges Durchschnittsmaterial von Thieren verfiigh Ist man da-
gegen mnicht in der Lage, sich die Thiere auswithlen zu kinnen, so beein-
flusst die Individualitit der Miuse das' Resultat in der erheblichsten
Weise. So sind z. B. gewisse Varietiten der Miuse, besonders solche,

”.

_' ' Von der letzten von uns verwandten Prifungsmischung stellte 0-1 der
28fachen Verdiinnung die zehnfach t6dtliche Dosis dar. Als Normalldsung zu weiteren

Verdimnungen diente uns daher eine Losung von 1:14, von der 0-1 die 20fach t6ds-
liche Dosis darstells. ' '
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die sich durch einen schlechten Ernéihrungssustand charakterisiren, zumal
kleine Thiere, sehr empfindlich gegen Tetanus, wéhrend manche Rassen,
die sich durch ausserordentliche Wildheit, kriftigen Kérperbau und stark
hervorquellende Augen auszeichnen (sogen. Springex) bis doppelt so resistent
gegen Tetanus sein konnen. Ist man durch Thiermangel gezwungen,
derartig ungleichmissiges Material zu den Versuchsreihen heranzuziehen,
so gelingt es niemals, wie wir es wihrend drei Wochen erfahren haben,
iibereinstimmende Werthe zu erbalten,

Auf einen wellenformigen Verlauf des Immunisirungs-
vorganges wurden wir durch eine Injection aufmerksam, die wir am
27./VI. vornahmen. Wir fanden damals nach einer Injection von 75 ¢
vollvirulenter Bouillon, dass der Wirkungswerth, welcher vor der Injection
4000 betrug, am folgenden Tage schnell herabging, um dann wieder zu
7000 anzusteigen und darauf abzufullen. Wenn es auch bei dem ersten
Versuche nicht gelang, die Grenzwerthe scharf zu fassen, so war doch
so viel ersichtlich, dass die Imjection grosse wellenfoirmige Schwankungen
der Curve erzeugte. Bei cinem zweiten Versuch gelang es uns besser,
den eigenthiimlichen Verlauf zu skizziren und so einen Einblick in die
Wirkung der Injection zu gewinmen. Da es bei unserem Versuch an
erster Stelle darauf ankam, Gber den Verlauf der Erscheinung klar zu
werden, so haben wir mit der folgenden Injection so lange gewartet, bis
der Wirkungswerth der Mileh Wochen hindurch constant geworden war.
Fur die Zwecke der Irhthung der Immunitdt war ein derartiges Vorgehen

nicht empfehlenswerth, fir die Aufhellung der vorliegenden Fragen war

es aber unerlisslich. Wir lassen zuniichst die nebenstehende Curve folgen,
in welcher der Tag der Injection durch eine Marke gekennzeichmetf ist.

Man orsieht, dass die erste Wirkung der Injection darin besteht,
dass schon am Tage nach der Injection der Werth der Milch, der etwa
4000 betragen haben konute, sofort auf 1000 herabsank. Auf dieser nie-
deren Stufe erhielt er sich auch am folgenden Tage, um vom 5. Tage an
allmiihlich aufzusteigen, so dass am 17. Tage ein Maximum von 9000
erreicht war, Von da ab fiel der Werth sofort gleichmassig herab, um
am 29. Tage post injectionem einen Endwerth von 4000 zu erveichen,
der nun Wochen hindurch unverfindert blieb und dann durch spitere
Injectionen in die Hohe getrieben wurde. Auf jeden Fall deutet eine
derartige Curve auf complicirte biologische Verhiltnisse hin. Das erste
Wellenthal, das sich unmittelbar an die Injection anschliesst, erklart sich
am ungezwungensten dadurch, dass das eingefithrte Tefanusgift eine be-
stimmte Menge des im immunisirten Korper befindlichen Antistoffes direct

* bindet oder anderweitig vernichtet, und dass dem derart verringerten Be-

stande des Korpers eine geringere Ausscheidung durch die Milch ent-
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spricht. Die zweite Phase ist durch ein hohes Ansteigen gekennzeichnet,
das in diesem Falle zn dem doppelten, in anderen Féllen aber zu einem
weit hoheren Multiplum des Ausgangswerthes fithven kann., Dieser Wellen-
berg verdankt seine Entstehung einer Reaction des Organismus, die durch
eine Ueberproduction von Antikérpern den Ausfall zu decken sucht. Ana-.
logen Verhiiltnissen begegnen wir in der Biologie ausserordentlich haufig.

Curve 1.
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Wenn wir sehen, dass starke briiske Temperaturerniedrigungen, wie sie
Kairin und Thallin bei Fiebern hervorruft, so héufig von einem hyper-
pyretischen Anstieg gefolgt sind, wenn wir sehen, dass jede ausgiebige
Vernichtung. von weissen Blutkorperchen — Leukolyse — schnell von
einer hochgradigen Vermehrung der Blutkorperchen gefolgt ist — Leulko-
cytose —, so erkennen wir aus diesen Thatsachen, die wir leicht ver-




ST, |

BrITRAGE ZUR JKKENNTNISS DiR MILONR IMMUNISIRTER THIERE. 343

mehren kinnten, dass der Organismus das Bestreben zeigt, jeden Ausfall
einer Funetion sofort micht nur zu decken, sondern iiherzucompensiren.
Der Gipfel des Wellenberges unserer Curve entspricht der maximalen
Arbeitsleistung des Organismus. Eine solche ist aber stets nur eine vor-
{ihergehende. Ebenso wie, um bei den obigen Beispielen zu verweilen, die
Hyperpyrese schwindet, ebenso wie die secunddre Leukocytose micht Stand
hat, so verhilt sich’s auch mit dem Wellenberg unserer Curve. Wir
kommen hier zur dritten Phase, zu dem Abfall des Wellenberges und der
Binstellung auf einen bestimmten dauernden Endwerth. Wie das secun-
diire Ansteigen betriichtliche Zeit in Ansprach nimmt, so ist auch die
Periode des Absinkens eine relativ langsame, indem sie bei unserem Ver-
such ca. 2 Wochen erforderie. Von da ab wurde ein constanter End-
werth erreicht, und damit kommen wir zu dem vierten Theil der Curven,
welcher parallel der Abscissenlinie verliuft, d. h. zu einer constanten
Finstellung. Die Kenntniss dieser complicirten Sehwankungen ist eine
ausserordentlich wichtige, und zwar besonders naeh zwei Richtungen hin.
Zuerst betvifft dies die Beurtheilung der errcichten Immunitétshohe.

Wie ein Blick auf die Curve zeigt, bietet die Immunititshohe nach
der Injection solche Schwankungen, dass ein Erkennen des wirklich er-
reichten Werthes durch eine zu frith ausgefithrte einmalige Priifung un-
miglich ist. Nimmt man nimlich die Priffung in den ersten Tagen nach
der Injection vor, so erhiilt man viel zu niedrige Werthe, wihrend man
in der zweiten Periode in den entgegengesetzten Fehler verfillt. Wartet
man dagegen 4 bis 5 Wochen nach der Imjection, so ist es maglich, die
wirkliche, constante Immunititshohe zu bestimmen .

In zweiter Linie beanspruchen unsere Beobachtungen auch eine ge-
wisse Bedeutung fiiv die beste Art der Hinauftreibung der Immunitit.
Im Allgemeinen muss man die Immunititserhéhung durch Injicirung
moglichst rasch gesteigerter Dosen erreichen kiénmen. Nun zeigt sich
aber, wenn man die Curve unbefangen becbachbet, dass der Zeitpunkt, an
dem die Injection erfolgen muss, kein willkiirlicher ist, sondern dass er
ein zeitlich Dbeschrinkter und auf den Raum von wenigen Tagen be-

1 In seiner kiirzlich erschienenen Monographie: .Die Blutserumtherapie I1. be-
richtet Behring, dass er in Gemeinschaft mit Caspar mit dem Urin seiner gegen
Tetanus immunisirten Pferde #hnliche Versuche angestellt hat wie wir mit dexr Mileh.
Jedenfalls hat Behring die beiden ersten Phasen der Curve, das Absinken und das
reactive Steigen Dbeobachtet, nicht aber die dritte und die vierte Periode des Ab-
sinkens und der gleichmiissigen Einstellung. Das Datum unserer Versuche beweist,
dass wir uns schon lange vor Behring’s Publication mit diesem Gegenstande
beschiftigten. Uebrigens hatten wir schon geraume Zeit vor dem Erscheinen der Mono-
graphie Gelegenheit, Hrn. Geheimrath Koch den eigenthiimlichen Verlauf der Curve
zu demonstriren.
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grenzter ist,

Wir glauben,
dass in der ersten Periode
des Absinkens die Imjec-

tionen grisserer Quanti-
titen mit gewissen Ge-
fahren fiir die Versuchs-
thiere  verbunden sind
wihrend im Gegentheil,
sobald der Gipfel der Re-
action erreicht ist, zur
Zeit also, wo die meisten
Antikirper vorhanden sind,
ungestraft ausserordentlich
grosse Mengen virulenter
Culturen injicirt werden
konnen. Bs ist daher von
Wichtigkeit, den richtigen
Zeitpunkt fiir die Injec-
tionen zu wihlen, welcher
fir die Ziege auf den 17.
bis 18. Tag nach der vor-
angegangenen Einspritzung

- fallt.

Wir haben in Folge
dessen einen derartigen
Versuch angestellt. Neben-
stehende Curve illustrirt
den steilen Abfull und die
ausserordentliche Steigung
der Curve.

Fir den Augenblick

‘begniigen wir uns auf den

wellenformigen Charak-
ter der Immunisirungs-
curven und deren Bedeu-
tung fiir die Praxis des
Immunisirens hingewiesen
zu haben.
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II. Ueber die Concentrirung der Antikdrper.

In der ersten Mittheilung hatten wir erwihnt, dass es durchaus noth-
wendig ist, die Antikorper aus der Mileh zu concentriren. Wir be-
merkten damals schon, dass nach Abscheidung des Caseins die Molke die
urspriingliche Schutzkla,ft wie die Milch . besitzt, und dass durch Ein-
dampfen dieser Molke die Wirkungskraft entsprechend erhoht wird.

Wir haben nun gefunden, dass man im Stende ist, mit einem
Schlage Substanzen von sehr betrdchtlichem Schutzwerthe aus der Milch
und auch aus anderen eiweissreichen Flissigkeiten darzustellen.

Unsere Untersuchung wurde in der Weise angestellt, dass wir bei
jeder chemischen Procedur immer mindestens durch zwel quantitative
Versuchsreihen zu je 8 Miusen priiften, wieviel Antikorper in die Fallung
iibergegangen und wieviel in der Molke zuriickgebliehen waren.

Auf diese Weise haben wir eine griossere Reihe von in der Chemie
gebriiuchlichen Fillungsmitteln wie Essigsiure, Tannin, Oxalsiure, Wein-
siure, Essigsiure und Chlornatrium, Essigsiure und Fexrocyankahum,
Alkohol,! Metallsalze, Chlornatrium, phosphorsauren Kalk, Magnesmm-
hydmxyd Alummlumhydmxyd u. 8. w. untersucht, und schhessheh in
dem auch sonst so bewdhrten Ammoniumsulfat das am meisten fiir
unsere Zwecke geeignete Fillungsmittel gefunden. Ausser dem Ammo-
niumsulfat erwies sich fiir unsere Zwecke noch das Magnesinmsulfat
als besonders brauchbar, weniger geeignet hingegen das Natriumsulfat.

Wir haben ermittelt, dass die Antikirper mit dem ersten Antheil
der Fillung, die durch 27 bis 80 Procent Ammoniumsulfat erreicht
wird, niedergeschlagen werden, wihrend das Filtrat, in welchem sich
noch sehr viel Eiweiss befindet, nur noch unbedeutende Reste dieses
Antikorpers enthiilt.* Von diesem Prineip der fractionirten Fallung
ausgehend haben wir den zuerst gewonnemen Niederschlag in Wasser
gelost, im stromenden Wasser dialysirt, dann filtvirt und schliesslich in
flachen Schaalen bei 85° C..im Vacuum eingedunstet.

Ein Liter Milch ergab alsdann ca. 1&8™ einer gelblich weissen, trans-
parenten Substanz, die 14 Procent Ammoniumsulfat enthielt, sauer
reagirte und leicht in Wasser, noch leichter in Natronlauge oder Soda

1

1 Alkohol, der besonders von Tizzoni zur Ausfillung der Antilkdrper empfohieﬁ
wird, hat bei allen unseren Versuchen stets unbefriedigende Resultate ergeben,

? Ueber die chemische Natur der Antikérper giebt diese Fallungsmethode keinen »

Aufschluss. Insbesondere lisst sich daraus kein Schluss ziehen, ob hier wirkliche
Eiweisskorper vorliegen oder nicht, da mdglicherweise durch dieFallung der Eiweiss-
korper die Antikirper mechanisch mitgerissen werden. -
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sich lost. Das trockene Pulver biisst hei hoheren Temperaturen seine
Wirksamkeit ein.

- Mit dem Ansteigen des Schutzwerthes der Milch ging natiirlich auch
die Erhthung des Immunititswerthes des daraus dargestellten Pulvers
Hand in Hand. So besass z. B. bei einem Schutzwerth der Milech von
2000 bezw. 6500 das Milchpulver eine Immunisirungskraft von 900000
bezw. 4000 000.

Aus unseren Untersuchungen geht also hervor, dass es mit einem
Schlage und mitHiilfe einfacher, durchsichtiger Reactionen gelingt, eine
pulverférmige Substanz zu erhalten, die 400—600mal so stark wirkt als
die Mileh. Selbstverstindlich haben wir noch weitere Concentration des
Anfikdrpers aus diesem Pulver versucht und zur zweiten Reinigung be-
sonders Magnesiumsulfat erprobt gefunden.?

Aysdricklich wollen wir hervorheben, dass unsere bisherigen Ver-
suche nur zur Orientirung dienen sollten. Wir haben vorliufig nur die
Vorfragen erledigt, dass der Antikérper in gentigender Menge in die Milch
libergéht und dass mit der Steigerung der Immunitétshohe auch der
Gehalt der Milech an Antikorpern wichst. Nachdem es uns auch noch
gelungen ist, die Schutzsubstanzen aus der Mileh in concentrirter Form
zu isoliren, wird es unsere weitere Aufgabe sein, dureh in grosserem
Maassstabe angelegte Versuche auch grissere Mengen von Antikdrpern
darzustellen,

_ ! Nach diesen Principien gelingt es auch, aus dem Blutserum wirksame Stoffe
auszufillen. Jedoch liefert dieses Verfahren beim Blute, wahrscheinlich durch Mit-
fallung anderer Eiweissstoffe, bei weitem nicht die Concentration, wie wir sie bei der
Milch erreicht haben. ‘



