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Abstract

1. Es ist moglich das Serum in geringer Menge durch den von mir modifizierten Paulis-
chen Apparat zu mikroelektrodialysieren. 2. Die ImmunKorper werden sicher vom Antigen-
Antikorper-Komplex durch M.E.D.I. isoliert. 3. Das Prazipitin wird bei einer Spur Kochsalz
durch die M.E.D.I. isoliert und zwar findet es sich im kathodischen Raum. 4. Kochsalz spielt
bei der Isolierung des Immunstoffes durch M.E.D. eine grofe Rolle. Es wird dabei immer eine
Spur Kochsalz benotigt, doch wirkt eine grofe Menge Kochsalz umgekehrt hemmend auf die
Isolierung. 5. Bei der M.E.D.I. der Janusgrun-Kongorot-Bindung wirkt jedoch das Kochsalz im-
mer hemmend auf die Isolierung ein. 6. In dieser Weise wirkt das Kochsalz auch hemmend auf
die Kataphorese der Janusgrunlosung. Diese Untersuchung wurde von mir unter der wertvollen
Leitung und liebenswurdigen Unterstutzung von Herrn Prof. M. Ogata ausgefuhrt, dem ich hiermit
fur alle Hilfe und fur freundliche Ratschlage herzlich danke.

*Copyright (C) OKAYAMA UNIVERSITY MEDICAL SCHOOL



Asaba: Zur Methode der Mikroelektrodialyse und ihre

Aus dem Hygienischen Institut der Med. Fakultit Okayama
(Vorstand : Prof. Dr. M. Ogata).

Zur Methode der Mikroelektrodialyse und ihre
Anwendung auf die Isolierung
der Serumprazipitine.

Von
Takeichi Asaba.
Eingegangen am 30. August 1932.

In meiner vorausgehenden Mitteilung wurde tber die Isolierung
des Serumprazipitins durch Aussalzung mit Ammoniumsulfat und
durch Elektrodialyse (E.D.) und tiber die Antigenitait der Serum-
fraktionen berichtet?. In der vorliegenden Abhandlung machte ich
weitere Untersuchungen tiber die Mikroelektrodialyse und tber die
Isolierung des Immunstoffes durch die von mir ausgefihrte Mikro-

elektrodialyse (M.E.D.).

A. Mikroelektrodialyse.

Bei meinen eigenen Versuchen mit E.D. stiel ich auch auf ver-
schiedene Schwierigkeiten, die schon Ettisch u. Ewig!® beobachteten.
Deshalb mufl man wenigstens die folgenden Bedingungen berick-
sichtigen.

1. Auswahl des Apparats.

2. Benitzung von unverdinntem Serum.

3. Vermeidung starker Reaktionsverschiebungen.

4, Schnelle Fraktionierung unter Vermeidung der Temperatur-
steigerung im Medium.

5. Halbe Ausfallung der Serumproteine.

1. Auswahl des Apparats. Zu meiner Untersuchung habe ich hauptsachlich die
Apparatur von Pauli3)) benutzt, aber ich habe sie zum Zweck der Untersuchung
etwas umgebildet. Sie besitzt bei langem Elektrodenabstand zu kleine Elektroden-
flichen, so erweist sie sich im Verhaltnis zur Mafle als ungilinstig. Dieses schlechte
Verhaltnis ergibt sich aus folgender Uberlegung : Liegt z.B. eine gegebene Spannung
vor, so wird bei groflen Elektrodenflichen und kleinem Elektrodenabstand der
Widerstand der Mittelkammer schwach sein, daher steigt die Stromstarke erheblich.
Damit ist ein rascher Abtransport der lonen gegeben.
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RuppelD hatte schon durch die Konstruktion seiner dreiteiligen Tonzelle einen
bequemeren Apparat als Pauli geschaffen, der dem Maf@verhaltnis Rechnung trug.
Sein Vorteil liegt eben in der relativ schmalen Mittelkammer und den relativ groien
Elektrodenflachen. Doch kann man mit diesem Apparat, wie beim Paulischen
Glasapparat, die zeitliche Veranderung des Mediums bei Stromschliefflung nicht
genau beobachten, besonders sind bei E.D. des Serums die in der Mittelkammer vor
sich gehenden Verinderungen schwer sichtbar. Vor kurzem haben Ettisch u. Runge!l
daher einen verbesserten Apparat hergestellt, der aus einem Glaskasten besteht, in
welchen zwei auf Glasrahmen geklebte Membranen in eingeschliffene Rillen einge-
lassen werden. Damit kann man bei jeder beliebigen Flissigkeitsmenge zwischen 1
und etwa 50 cc mit gutem Erfolg elektrodialysieren.

Um Serum zu mikroelektrodialysieren, modifizierte ich den Paulischen Apparat
in folgender Weise: Anstatt der groBen Mittelkammer lie ich eine kleine Mikrozelle
aus reinem Glas herstellen mit einer Breite von etwa 0.4 und einem Durchmesser von
3 cm und eine andere mit einer Breite von etwa 0.2 und einem Durchmesser von
1.5 cm. So kann man bei Benutzung der ersteren 2.7 bis 2 cc, und der letzteren 0.5 cc
Serummenge elektrodialysieren.

2. Benutzung von unverdiinntem Serum. Gewdhnlich wird bei E.D. mehr oder
weniger verdiinntes Serum benutzt. Theoretisch scheint es wahrscheinlich, daf§ die
Proteine und sonstigen Bestandteile des Serums im nativen Zustand mit einer be-
stimmten inneren Struktur miteinander koordinieren, und dafl bei Verdinnungen je
nach der chemischen oder physikalischen Eigenschaft irgendeine Veranderung des
Serumbestandteils hervorgerufen wird. Diese Tatsache zeigt sich deutlich, wenn
man die Resultate der E.D. beim verdinnten und beim unverdinnten Serum ver-
gleicht. Vor allem sind groSe Anderungen im dielektrischen Sinne nachweisbar.
Deshalb mufl man bei E.D. verdiinntes Serum méglichst vermeiden.

3. Vermeidung starker Reaktionsverschiebungen. Wenn man bei E.D. des unver-
dinnten Serums, wie gewohnlich, zwei negative Membranen (Kollodium- oder
Pergamentmembrane) anwendet, so ist es schwer, das Globulin in einwandfreier
Weise darzustellen, weil die negative Membrane an der Anodenseite die Anionen
aus der Mittelkammer nicht leicht durchpassieren 1lafit. Es kommt infolgedessen zu
einer Siuerung, so dafl das friher gefallte Globulin bei seinem Auflésungspunkt von
etwa pH 4.0 zum Teil wieder aufgelést wird. Nur bei relativ starken Verdiinnungen
des Serums gelingt es, das starke Sauerwerden zu vermeiden. Anderseits wird
ebenfalls nach Pauli in der E.D. bei niederen Stromspannungswerten mit verdinntem
Serum diese Sauerung vermieden. - Doch mufl man sich dabei auf eine lange Dauer
gefafit machen.

Um die Unannehmlichkeit dieser starken Reaktionsverschiebung ins sauere
Gebiet zu beseitigen, haben Ruppel u. Mitarbeiter*2) mit vollem Recht ihr Haupt-
augenmerk auf die Membraneeigenschaften hinsichtlich ihrer Anion- bzw. Kation-
durchlassigkeit gerichtet; nach ihrer Meinung wird die lonendurchlassigkeit wesent-
lich durch die Membrane selbst stark beeinflult. Sie haben fir die Anodenseite der
Dialysierzelle im Anschluf8 an die Versuche von Bethe u. Toropoff 2) eine positiv
geladene Chromgelatinemembrane angebracht. - Hierdurch wird ein Absperren der
Anionen in ganz erheblichem Umfange vermieden,. aber statt der Verschiebung ins
sauere Gebiet erfolgt nunmehr nach Ettisch u. Beck?) im Anfangstadium der E.D. eine
starke Alkalisierung bis zu Werten von pH 11.0. Durch Benutzung alter Membrane
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lieB sie sich auf pH 9.9 und vielleicht noch etwas weiter herabdricken. Die Ursache
dafiir lag in einer Abgabe von Ammoniumionen aus der Chromgelatinemembrane.
Ein langes Verbleiben in der alkalischen Reaktion ist aber nach Ettisch8 sehr
bedenklich, da die EiweiBkorper stark verindert werden, besonders weil dabei
schwer lésliche Kondensationsprodukte gebildet werden. Dazu kommt noch, daf3
die weitere Wirkung der Ammoniumionen auf das Ejwei} nicht zu Gbersehen ist.
Nur durch starke Verdiinnung des Serums laBt sich eine Alkalisierung des Mediums
teilweise vermeiden. Deshalb hat Ettisch®) selbst die E.D. mit der Chromgelatin-
Pergamentmembrane-Kombination als keineswegs ideal bezeichnet.

Ruppel u. Mitarbeiter??), sowie Stern?3) erstrebten es, bei Darstellung des Glo-
bulins durch E.D., die weitere Entfernung. vom Neutralpunkt zu vermeiden. Sie
haben mit verdiinntem Serum gearbeitet. Doch fehlt in ihrem Bericht eine Angabe,
ob alles Globulin ausgefallt war, besonders wie viel Globulin sich im Niederschlag
fand. Ettisch u. Beck)) konnten zuerst zeigen, dafl die Globulinausfallung bei der
E.D. durch zwei Faktoren zustande kommt: etwa 50% des Serumeiweifles flockt
infolge Elektrolytentzuges aus, der Rest wird durch Uberfihrung des Serums in die
Zone (etwa pH 7.0 bis 4.0) ausgefillt, in der das Globulin ein Stabilititsminimum
besitzt. Wenn man ohne Erreichung des isoelektrischen Punktes (i.P.) und ohne
maximale Entfernung der Elektrolyte das Globulin ausfillen 1aflt, so ist die Gewin-
nung des Globulins unvollstindig. Da nun der i.P. der Serumeiweiflkérper bei pH
5.4 fir Globulin und 4.7 fiir Albumin liegt, abgesehen von noch anderen anwesenden
Korpern, so ist theoretisch eine restlose Fraktionierung ohne Reaktionsverschiebung
des Serums nicht méglich. Der pH-Wert muf} einen Ubergang in sauere Gebiet bis
etwa 4.7 aufweisen.

Bei einer idealen E.D. sind am Schlufle alle Elektrolyte entfernt, und nur die
nicht dialysierbaren EiweiBkérper zuriickgeblieben. Da das Eiweif Ampbholyte
darstellt, so hangt nach Entfernung der Elektrolyte die Reaktion des Mediums )
von den Ampholyten bzw. ihren i.P. und (2) von den besonderen Eigenschaften der
Membranekombination ab. Wenn die letzte Bedingung aufler Acht gelassen wird,
so werden die i.P. der in der Lésung vorhandenen Eiweiflkdrper zusammen mit der
Herstellung des CO2-Gleichgewicht fir den Endpunkt maBgebend sein. Unter dem
Einflufl der Membranewirkung wird dagegen durch die Fahigkeit der Membrane,
Anion bzw. Kation in besonderer Weise durchzulassen eine Reaktionsverschiebung
eintreten. In besonderen Fallen spielt das HCO3' eine grofle Rolle. Auf die Ent-
fernung dieses lons folgt eine Absorption aus der Luft bis zu einem ganz bestimmten
Gleichgewichtszustand, bei dem genau so viele lonen an der Elektrode abgeschieden
werden, als von der Luft absorbierte CO2 lonen nachgeliefert werden.

Der ideale Vorgang der E.D. in Bezug auf die Reaktionsverschiebung darf daher
nur so verlaufen, dafl ohne Zunahme der normalen Alkaleszenz die Reaktion des
Serums ganz allmahlich von ihrem Ausgangspunkt (etwa 4.7 bis 8.5) bis zum i.P. der
gelost bleibenden Serumeiweiflkérper gelangt (etwa 4.7), ohne erheblich ins sauere
Gebiet hieinzugeraten. Jede stirkere Sauerung kann, wie Ettfisch u. Rungel) zeigten,
eine Wiederauflésung des Globulins zur Folge haben.

Haber u. seine Mitarbeiter!?) kamen zum Schlufle, daf§ die EiweiBmembranen
amphoteren Charakter besitzen. Die eingehenden Versuche von Michaelis u. Mit-
arbeitern3 haben wiederum gezeigt, da8 die Membranefahigkeit, Anionen oder
Kationen durchtreten zu lassen, mit dem amphoteren Charakter. der Membrane
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weitgehend verkniipft ist. Bei Verwendung geeigneter amphoterer Membrane wurde
alsdann ein Ansteigen auf der alkalischen Seite vollkommen vermieden, wahrend die
Sauerung ebenfalls bis zu einem gewissen Grad nicht mehr neutralisiert werden
kann.

Meine in dieser Arbeit benutzten Membranen wurden nach der Arbeiten von
Ettisch u. Ewig'® in folgender Weise hergestellt: 1. Eieralbumin-Kolloidium-
membrane. Feinst pulversiertes Eieralbumin (Merk) wurde einige Stunden lang mit
Kollodiumlésung in Ather-Alkoholgemisch (Merk) gut geschiittelt, um die groben
Teilchen sich niederschlagen zu lassen. Diese Albumin-Kollodiumlésung wurde in
diinner Schicht auf eine glatte Glasscheibe ausgegossen. Nach etwa einer halben
Stunde wurde dann ohne Alkoholspiilung sofort mit dest. Wasser gewassert, so dafl
sich nach etwa 5 bis 10 Minuten die vollkommen homologene Membrane abloste.
Sie zeigt eine Lichtdurchlissigkeit, wie eine feine Milchglasscheibe, und ist nach 24
stindiger Wisserung gebrauchsfihig. 2. Gelatinmembrane. Eine Kollodium-
membrane wurde nach 24 stiindiger Wasserung in eine 2%ige wasserige, isoelektrische
(4.7) Gelatinldsung eingetaucht und iiber Nacht stehen gelassen. Nach 48 stindiger
Wasserung der Membrane wird sie brauchbar. Vor die negative Seite legte ich
immer eine Pergamentmembrane.

4, Schnelle Fraktionierung unter Vermeidung der Temperatursteigerung im Medium.
Als ein wichtiges Moment bei der E.D. mufl die Temperaturgrenze des Mediums
gelten und die Temperatur des Inhaltes in der Dialysierzelle mufl innerhalb einer
bestimmter Grenze beibehalten werden. Besonders wenn man Wert auf native
Proteine legt, so mufl man die Temperatur, die zur Denaturierung der Eiweifkérper
fihrt, mit Vorsicht vermeiden. Andererseits mufl man fir méglichst rasche Frak-
tionierung sorgen. Die rasche Fraktionierung wird durch Arbeiten mit groflen
Stromstarken erzielt. Dieses aber hat wiederum zur Folge, dafl durch Bildung von
Joulescher Wiarme eine betrichtliche Temperaturerhohung eintritt. Dabei sind ein-
gelegte Kiithler nur von relativ geringer Wirkung, um die Temperatursteigerung zu
vermeiden. Schnelle Fraktionierung wird auch bei Beriicksichtigung des sehr labilen
Zustandes der Proteine erwiinscht, die im elektrischen Feld aus ihren normalen
Zustandsbedingungen entfernt werden. In diesem Dilemma kann man diejenige
Membranekombination anwenden, die eine fir beide lonenarten moglichst gleich
rasche Durchwanderung bei moglichst guter Warmeleitung zulaBt. Wiederum
kommt es also auf eine passende Membrane an und man kann einen guten Erfolg
mit einer Eieralbumin-Kollodiummembrane vor der Anode und einer Pergament-
membrane vor der Kathode erzielen.

5. Halbe Ausfillung der Serumproteine. SchlieBllich bleibt noch die Frage, inwie-
weit mit obiger Membranekombination eine vollstindige Fraktionierung der Proteine
mbglich sei. Praktisch mul man zufrieden sein, wenn man eine vollstindige Globu-
linausfallung bekommt, also etwa 50% des Serumeiweifles. Es taucht hierbei noch
die Frage auf, ob der bei der E.D. gewonnene Eiweifiniederschlag mit den Proteinen,
die durch die Salzfillungsmethode gewonnen werden, identisch sei. Die von Ettisch
u. Sachsse!2) ausgearbeitete Methode der Affinitatsbestimmung von Protein zu Kupfer
ergibt, daB8 das durch ein Drittel der Ammoniumsulfatsittigung erhaltene Euglobulin
mit der Globulinfraktion bei der E.D. iibereinstimmt. Bei meiner eigenen Untersuch-
ungsmethode wurden die Pergamentmembranen vor den beiden Polen angebracht
und dann das verdiinnte Serum zur E.D. benutzt. Uber den durch E.D. gewonnenen
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Niederschlag machte ich beziiglich seiner Eigenschaften eine serologische Unter-
suchung. Dabei fand ich, daf das Globulin durch E.D. von dem durch Aussalzung
gewonnenen Globulin etwas verschieden ist, und daf3 das erstere aus einer héchst
kleinen Menge von Albumin und aus einer groflen Menge von Pseudo- und Euglo-
bulin besteht. Der Unterschied zwischen dem Ergebnis von Ettisch u. Sachsse!? und
dem meinen besteht darin, dafl die Untersuchungsmethode differiert.

Den elektrischen Strom entnahm ich direkt einer Gleichstromleitung von 100
Volt Spannung. Im Anfang der E.D. darf man aber nicht die ganze Spannung
verwenden, wenn die Mittelkammer eine gut leitende Flassigkeit, wie das Serum,
enthalt. Durch die grofle Stromstirke erfolgt dann eine zu starke Erwarmung,
wodurch das Serum véllig denaturiert wird. Bei der E.D. soll man aber niemals die
Temperatur iiber 30°C hinaus ansteigen lassen. In der Mikrozelle darf der elektrische
Strom niemals 60 bis 70 Milliamp. berschreiten. Deshalb legte ich einen entspre-
chenden Vorschaltwiderstand in der Form eines Lampenwiderstandes davor und
regulierte dadurch die Stromstirke. Im Verlaufe der E.D. mit verschieden Serum-
arten, die von Ettisch u. Ewig!®) bearbeitet worden sind, wird als einfacher und bester
Indikator fir die Hohe der zu verwendenden Stromstirke stets die Temperatur in der
Mittelkammer angegeben. Infolgedessen ist fiir praktische Zwecke statt der Benut-
tzung eines Milliampermeters der Gebrauch eines in die Mittelkammer gelegten
Thermometers zu empfehlen. Man 1afit also zu Beginn der E.D. fiir kurze Zeit den
ganzen Strom hindurch und schaltet bei Anstieg der Temperatur jeweils so viel
Widerstand ein, dafl die Temperatur stets unter 30°C gehalten wird. Mit zuneh-
mendem Elektrolytentzug sinkt nach 10 bis 20 Minuten die Temperatur wieder, und
schrittweise schaltet man den Widerstand weiter aus. In der Regel kann man nach
20 Minuten E.D. den Widerstand ganz entfernen. Dann setzt man die E.D. so lange
fort, bis die Temperatur der Mittelkammer die Ausgangstemperatur wieder erreicht.
Bei Benutzung der geeigneten Membranekombination kann man nach | Stunde mit
der E.D. des Serums in der Mikrozelle aufhéren.

Als wichtiges Moment habe ich beim Studium der Membranewirkungen wahrend
der E.D. das Verhalten der Reaktion in der Mittelkammer erkannt. Ich habe zu dem
Zwecke stets elektrische pH Messungen ausgefiihrt. Es ist von besonderer Bedeu-
tung festzustellen, ob im Anfang der E.D. eine Reaktionsverschiebung nach der
alkalischen Seite erfolgt. Fiir eine einwandfreie E.D. des Serums haben Ettisch u.
Ewigl® gefordert, dal die Reaktion weder starker ins alkalische Gebiet geht, als etwa
der Ausgangsreaktion des Serums entspricht, noch im weiteren Verlauf wesentlich
unter pH 5.0 heruntergeht. _ '

Ich habe zur Kontrolle des Verlaufs der E.D. aller 10 Minuten oder in noch
kiirzeren Abstanden eine Probe gemacht zur Bestimmung des pH-Wertes und ebenso
des Eiweiflgehaltes und zwar am Anfang und am Ende. Zu haufigen elektrischen
pH Messungen scheint mir der Inhalt der Mikrozelle ungeniigend. Aber der von mir
modifizierte kleine Apparat fir die pH Messung, bei dem statt der groflen Elektrode
eine kleine in einem schmalen Réhrchen eingeschaltet wird, ist auch bei geringerer
Inhaltsmenge fir die pH Messung geeignet. Es ist wichtig, vor der Prifung der
Reaktion mit einem Glasstab oder Thermometer die Fliissigkeit der Mittelkammer
gut zu mischen. Ferner ist streng darauf zu achten, dafl man mit der Pipette die
Membranen nicht direkt berihrt, weil die Reaktion in unmittelbarer Nahe der
Membranen von der in der Mitte der Kammer stark verschieden ist.
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Fir die Bestimmung des Eiweifigehaltes wurde ein Eintauchrefraktmeter von
Zeiss benutzt. Es ist wohl klar, daB die Refraktmetrie nicht absolut genaue Eiweifl-
werte ergibt, da der Brechungsexponent der einzelnen EiweiBkorper des Serums
wechselt und da ein Teil der NichteiweiBkorper auch brechend wirkt. Aber diese
Abweichungen spielen gegeniiber den grofilen Differenzen, die die Ausfillung des
Globulins ergibt, eine untergeordnete Rolle.

Experiment .

(Albumin-Kollodiummembrane vor der Anode,
Pergamentpapier vor der Kathode).

Die Versuche wurden mit 2 cc und 0.5 cc von Antirinderserum
vorgenommen. Wie Tabelle | zeigt, ist nach Verlauf von | bis 1.1/2
Stunden die E.D. beendet. Dabei zeigt sich eine Temperatursteige-
rung in der Mittelkammer zwischen 20°C und 26°C. Die pH-Kurve
verlauft in den ersten 15 Minuten langsam bis zur Neutralitatsgrenze,
in den nachsten 25 Minuten schnell zu pH 4.8, darauf wird die Kurve
wieder flacher und erreicht nach 1.1/2 Stunde mit pH 5.2 den End-
punkt. Die Ursache fir diese pH Verianderung ist darin zu suchen,
daB die Hydrolyse um so stirker werden mufB, je langer die E.D.
dauert .da ja, wie Ettisch u. Ewig'® beobachteten, die Kationen die
Mittelkammer schneller verlassen als die Anionen. Daneben beteiligt
sich an diesen pH Veranderungen der Faktor, daBl es dem Serum
eine Zeitlang moglich ist, diese Reaktionsverschiebung teilweise
wegzupuffern. Die Elektrolyte in der Mittelkammer werden allmah-
lich wahrend der E.D. entzogen, die EiweiBkorper vermindern auch
ihre Pufferkapazitat und so wird die pH Anderung starker. Schlie3-
lich wird die Pufferwirkung der Proteine erschopft und die Elektrolyte
entfernen sich. Dieser Zustand dauert nicht lange. Unter dem
EinfluB anderer lonen tritt eine Auswanderung der H-lonen ein und
es beginnt eine riicklaufige Reaktion zum Neutralpunkt (Tabelle 1).

Tabelle 1. Albumin-Kol]oc{iummembrane vor der
Anode, Pergamentmembrane vor der Kathode.
A.
Mikroelektrodialyse (2.5 cc).
ch:‘;zl:s' Stromstarke Temgeratur oH Eiweiflgehalt| Pratipit. Titer
Min. mA. ¢ h Bz VT
0 0 20 8.2 7.0 500 | 1000
5 60 26 8.2 Vi Vi
10 60 26 8.2 / /
20 60 26 6.6 / /
30 13.5 23 6 / /
40 6 23 48 / /
60 15 205 55 4 %
75 1.5 20.5 5.4 / /
90 1 20 5.2 3.7 500 | 500
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B.
Mikroelektrodialyse (0.5 cc).

Vc&'::;:t‘" strom;tirke Temgératur pH Eiweiflgehalt| Prazipit. Titer
Min. ma. BZ | VT

0 0 22 8.2 7.0 500 ’ 1000

20 20 2 / / 7
% 05 2 49 37| 500 | 500

B.Z. = Bindungszone nach der Ogataschen Methode.
V.T. == Verdiinnungstiter nach der Ogataschen Methode.

Das ausgefallte Eiweifl betragt regelmaflig ca. 50% der im Serum
vorhandenen Proteine. Wie in der Tabelle | ersichtlich ist, wurde
der Titer des Prazipitins vor und nach der E.D. bestimmt. Von den
Antikérpern sind nach der E.D. bei dieser Membranekombination
sicher 50% im Niederschlag nachweisbar. Wenn auch die geringe
Menge von 0.5cc des Antiserums als Versuchsmaterial gebraucht
wird, so kann man doch sicher, ebenso wie bei der E.D. von 2 cc des
Serums, 50% des Immunstoffes fraktionieren.

Experiment 2.

(Gelatinmembrane vor der Anode und Pergamentpapier

vor der Kathode).

In diesem Versuch wurden 2 cc von Antirinderserum dialysiert.
Wie Tabelle 2 zeigt, war der Verlauf der E.D. ungefahr der gleiche
wie in Experiment |. Dabei schwankt die Temperatur in der Mittel-
kammer zwischen 17°C und 28°C. Von den Antikorpern wurden
auch nach der E.D. bei dieser Membranekombination 50% im Nieder-
schlag nachgewiesen. Die ausgefallte Eiweifmenge betragt ebenfalls,
wie bei der vorhergehenden Membranekombination ca 50% der im
Serum vorhandenen Proteine (Tabelle 2).

Tabelle 2. Gelatinemembrane vor der Anode,
Pergamentmembrane vor der Kathode.

Versuchs- Stromstarke | Temperatnr Eiweiflgehalt| Prazipit. Titer
dauer A 5 pH 9 it
Min. ma. BZ. | VT.

0 0 17 8.2 5) 500 I/ 1000
5 60 28 8.3 .
10 10 28 8.3 / /
20 10 25 8.2 / /
30 5 20 8.1 / yd
45 ) 20 6.5 / /
60 3.5 18.5 49 / /
70 1.8 18.5 49 / /
90 1.8 18 49 / /
120 1 17 49 3.7 500 | 500
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Der pH-Verlauf ist dabei etwas anders als in der fritheren Mem-
branekombination, weil die Kurve in den ersten 35 Minuten langsamer
zur Neutralitatsgrenze verlauft als bei der anderen Membranekombi-
nation und in den nachsten 25 Minuten sich viel schneller zu pH 4.9
bewegt und den Endpunkt erreicht.

Die obigen zwei Versuchsreihen kann man kurz folgenderweise
zusammenfassen: Es ist moglich, das Immunserum mit dem von
mir modifizierten Paulischen Apparat zu mikroelektrodialysieren und
fast gleiche Resultate wie mit der Membranekombination von Eftisch
u. Ewig'®, zu erzielen.

B. Isolierung des Antikérpers mittels Mikro-
elektrodialyse (M.E.D.I.).

Die Reindarstellung des Antikorpers aus Immunserum hat nicht
nur eine theoretische Bedeutung, sondern auch eine unmittelbare
Beziehung zur praktischen Medizin. Deswegen sind bis heute in
Bezug auf die Isolierung der Antikorper viele Untersuchungen vorge-
genommen worden. Die zur Antikérperisolierung angewandten
Methoden lassen sich als chemische, physikalische und biologische,
resp. als Kombination dieser drei Arten unterscheiden.

Die chemische Methode. Die Konzentrierung der Immunkérper wurde zunichst
aus klinischen Bedirfnissen heraus mit dem Antitoxinserum versucht. Die chemische
Methode besteht darin, dafl sie den Antikérper mit dem Eiweifallungsmittel mit-
fallen 1a8t. Im erhaltenen Niederschlag finden sich dann die konzentrierten Anti-
kérper. Durch Sattigung mit Magnesiumsulfat oder Halbsattigung mit Ammonium-
sulfat werden die Antitoxine gleichfalls mit Serumglobulin ausgefillt. Die Aus-
fallungsmethode wurde zuerst von Tizzoni u. Cattani4%) angewandt und sie erbrachte
schon in Jahre 1891 den Nachweis, dal das Tetanusantitoxin nicht dialysierbar, also
ein Kolloid ist, und dafl es durch Alkohol oder Ammoniumsulfat gefallt wird. Mit
Schwermetallsalzen wurde neuerdings die Isolierung der Globuline zur Darstellung
der Antitoxine aus Diphtherieserum von Freund u. Sternberg!® dargestellt, nachdem
unterdessen schon durch die Untersuchungen von Dieudoné” oder von Belfanti u.
Carbone® gezeigt worden war, daf} der Antidiphtherietoxingehalt der Globuline von
ihrer Darstellungsmethode abhingt. Wenn man die Arbeiten beziglich der Bezie-
hungen zwischen Globulin und Antikdrper priift, so findet man, daf zuerst von Pick3®)
die fraktionierte Aussalzung der Globuline in Anwendung gebracht worden war.
Widal u. Sicard*D) fanden die Bakterienagglutinine in Serumglobulinteil. Brunner u.
Pinkus®) haben ein Verfahren zur Reinigung der Heilsera veroffentlicht, in dem
Natriumsulfat zur fraktionierten Aussalzung an Stelle des Ammoniumsulfats benutzt
wurde. Das Diphtherieantitoxin wurde im Pferdeserum in den mittleren Fraktionen,
die den Pseudoglobulinen entsprechen, stark konzentriert. In Bezug auf andere
Immunkérper habe ich in meinen vorausgehenden Arbeiten!) genau berichtet.

Die physikalische Methode. In diese Methode will ich ein Verfahren, daf8 den

http://escholarship.lib.okayama-u.ac.jp/amo/vol 3/iss4/4



Asaba: Zur Methode der Mikroelektrodialyse und ihre

ihre Anwendung auf die Isolierung der Serumprizipitine 569

Antikérper durch E.D., Ultrafiltration und Elektroultrafiltration u.a. darstellen kann,
einschlieflen. Diese Methoden sind auf der Basis der kolloidalen Auffassung der
Immunkérper aufgebaut, wie sie zuerst von Landsteiner3®, dann Hirschfeld u. Klinger'®),
Pauli u. seinen Mitarbeitern3”), Michaelis u. Rona3%) entwickelt wurde. Im engeren
Sinne wird die Darstellung der Immunkérper durch diese Methode bedeutend ver-
bessert. Nach ihren Vorstellungen wird der spezifische Charakter des Immunkérpers
als kolloidale Zustandinderung der Serumproteine, besonders der Globuline aufgefaft.
Da der Dispersititszustand eines Koiloides stets von der Teilchengréfle des Kolloides
bedingt wird, so kann man fiir Inmunsera die zuerst von Bechhold¥) zur Untersuchung
und Trennung verschiedener Kolloide angegebene Ultrafiltration anwenden, und so
ware unter geeigneten Bedingungen eine Trennung der wirksamen von den unwirk-
samen Kolloiden méglich. Giemsa u. Godoy!>) haben aus diesem Gedankengang
heraus als erste die Untersuchungen angestellt und mit bestimmten Ultrafiltern ein
etwa dreifach wirksameres Antitoxin auf dem Filter gefunden. Henseval!® hat die
verschiedenen Verhiltnisse der mit diinnen Kollodiummembranen durch Dialyse
isolierten Globuline und Albumine festgestellt. Bei Filtration durch Kollodium-
membrane unter Druck sind das Pseudoglobulin und Antitoxin schwer durchlaBig,
jedoch bleibt der groBere Teil der Antitoxine und Globuline auf dem F ilter zurick.
M. u. N. Stern*® waren imstande auch die Globuline auf dem Filter zuriickzuhalten.
Paul37) erzielte durch E.D. die vollstandige Trennung der hydrophilen Albumine von
den hydrophoben Globulinen. Ruppel u. seine Mitarbeiterd) studierten noch genauer
die spezifischen Wirkungen des Elektroosmoseprozesses und kamen zu dem Schlufle,
dafl die Trennung der einzelnen Eiweiflkérper durch E.D. nicht nur auf der Beseiti-
gung der Salze aus dem Serum im 3-Zellen-Apparat beruht, wodurch antitoxinfreies
hydrophobes Euglobulin ausfallt, sondern daf8 sie vielmehr von den direkten Ein-
wirkungen des elektrischen Stromes auf die geldsten Eiweilkérper abhangt, wodurch
die Wanderungsrichtung und die Geschwindigkeit des Eiweiflkérpers mitgeteilt
werden. Zur Antikérperkonzentration, insbesondere zur Reindarstellung der Anti-
toxine haben neuerdings Wernicke®, Wernicke u. Moderni® mit Erfolg die E.D.
verwandt. Lock u. Hirsch?®®) haben auch mit der E.D., nach Pauli allerdings, die
Isolierung des hamolytischen Ambozeptors erzielt. Ich habe auch vor kurzem durch
E.D. verschiedene Antikérper konzentriert!).

In der allerletzten Zeit haben Bechhold u. Rosenberg) als Reinigungsmethode fiir
Kolloide eine Kombination von Ultrafiltration mit der E.D. veroffentlicht, die sie als
Elektroultrafiltration bezeichnen. Fiir die Antikérperisolierung des Hamolysins
wurde das Verfahren von Laubenheimer u. Vollmar2) zur Verwendung gebracht.

Die biologische Methode. Eine Reihe von Untersuchungen hat die Reindar-
stellung des Antikérpers aus einer Antigen-Antikérper-Bindung, die als von reversibel
erkannt wurde, angestrebt. Die ersten hierhingehérigen Versuche haben schon 1900
Hahn u. Trommsdorf20) beschrieben. Sie konnten mittels schwacher Lauge oder
Saure einen Teil der Agglutinine des Typhus- und Choleraserums aus den sensibili-
sierten Bazillen wieder frei lassen. Landsteiner u. Jagic31) haben dann durch Extraktion
mit Kochsalzldsung bei 45°C die Hamoagglutinine des Rinderserums weiter gereinigt,
Als Versuchsmaterial werden spater meistens das Pneumokokken und sein Antiserum
benutzt. Weinstein50) behandlte mit schwachem Alkali das Prazipitat von Typhus-
serum und Typhusbazillenextrakt und fand im Extrakt des Prazipitates Agglutinine,
komplementbindende und bakterizide Antikérper. Ebenso konnten Hurska u.
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Pfenniger aus agglutinierten Paratyphusbazillen B durch Digestion in Sacchrose-,
Laktose- oder Glukosemedium bis 25% der Agglutinine wieder frei lassen und
Huntoon2) stellt mit seinem Mitarbeiter in dest. Wasser die systematische Isolierung
mit dem Antipneumokokkenserum aus Antigen-Antikorper-Bindung dar. Ramon4®)
hat auf der Grundlage seiner Flokkulationsreaktion auch die Reindarstellung des
Diphtherieantitoxins aus den Niederschligen mit Erfolg in Angriff genommen.
Kosakai??) hat als erster das Hamolysin mit Rohrzuckermedium frei gelassen. Ogata®6)
hat die Bakterienagglutinine und Furuhata?® hat die Hamoagglutinine im Rohrzucker-
medium unter Einwirkung von Natronlauge aus der Antigen-Antikérper-Bindung
isoliert. Spater ist Kageyama26) in unserem Institut die Isolierung des Forssmanschen
Antikérpers, und im letzten Jahre Sunouti®s) die des Serumprazipitins gelungen. Die
Isolierung des Prazipitins war bis dahin nicht erzielt worden. In gleicher Weise
hatte Haku?) in dest. Wasser mit Bakterienprazipitinen, Agglutininen, Bakteriolysinen
und komplementbindenden Antikérpern mit der Isolierung jedes Antikérpers Erfolg
gehabt und die Identitat der einzelnen Antikérper bewiesen.

Die kombinierte Methode. Zur Darstellung eines gereinigten Antirizins aus
Kaninchenimmunserum verwendete Jacoby?5) eine Kombination von Aussalzung und
Verdauung. Das durch Ammoniumsulfatfraktionierung gewonnene, gelste Antirizin
wurde 7 Tage lang bei 37°C der Wirkung einer ebenfalls durch Aussalzung gerei-
nigten Trypsinlésung tberlassen, dann wieder durch Sattigung mit Ammoniumsulfat
gefallt, wodurch ein wirksames Priparat entstand, das nur einen kleinen Teil der
Serumkolloide enthielt. In gleicher Weise haben Préscher3®), sowie Pick3®) versucht,
aus dem durch Ammoniumsulfatfraktionierung isolierten Pseudoglobulin des Diphthe-
rieserums das Antitoxin durch Trypsinverdauung rein zu gewinnen. Eine kombinierte
Methode verwandten auch Liebermann u. Fenyvessy33) zur [solierung der Hamolysine
und Hamoagglutine, indem sie aus den mit Immunkérpern beladenen Blutkérperchen-
aufschwemmungen durch Behandlung mit Salzsaure die beiden Kérper frei brachten
und sie dann durch wiederholtes Neutralisieren und Ausschitteln mit Ather noch
mehr reinigten.

Ich habe auch durch E.D. aus Antigen-Antikdrper-Bindung die Isolierung des
Immunstoffes dargestellt. Die vorausgehenden Erfahrungen der E.D. mit Immunsera
geben mir bei diesem Versuch eine Grundlage.

Das Verfahren der E.D. zur Isolierung des Immunkdrpers wird mit dem von
mir modifizierten Paulischen Apparat ausgefithrt. Dieser besteht aus einem rund-
lichen Gefif}, in welchem Mikrozellen aus reinem Glas enthalten sind, die durch
Einlage von vier Diaphragmen in 5 Riume geteilt werden. Die zwei duBeren Raume
dienen zur Aufnahme der Platinnetzelektroden. Das der Anode zunichst gelegene
Diaphragma hat positives, und das an der Kathode liegende negatives, elektrisches
Potential. Die von diesen beiden Diaphragmen begrenzte Mittelkammer wird durch
zwei Diaphragmen (harte Filterpapiere), die zwischen den Mikrozellen eingeschaltet
sind, in drei Rdume geteilt, namlich in den anodischen, den zentralen und den
kathodischen Mittelraum (Abb. | und Photo.).

Der zentrale Mittelraum wurde mit 2 cc von der mit verschiedenen Medien ver-
diinnten Antigen-Antikérper-Bindung und die beiden Mittelriume wurden mit 3 cc
dest. Wasser angefillt, und in den dufleren beiden Riumen wurde dest. Wasser zu-
und abgefithrt. Den elektrischen Strom entnahm ich direkt einer Gleichstromleitung
von 100 Volt Spannung.
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Abb. 1.
Apparat der M.LE.D.I.

M.Z.| [ [MZ.] | |[M.2.

i a

K.R. =Kathodischer Mittelraum. C.R. == Zentraler Mittelraum.

A.R.== Anodischer Mittelraum. F.=Hartes Filterpapier.
P.M. == Pergamentmembrane. A.M. = Eieralbuminmembrane.
E.= Elektrode (Platinnetz). D. == Destilliertes Wasser.

M.Z. = Mikrozelle.

Ich immunisierte jeden 4 Tage dreimal das Kaninchen mit 0.5 cc Rinderserum
intravends und wiederholte nach zweiwochiger Pause die Immunisierung mehrmals.
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Der Titer des Prazipitins wurde am 7. Tage nach der letzten Injektion mittels Ver-
dinnungsmethode bestimmt. Es ist fir meine Isolierungszwecke nétig, dafl der
Verdiinnungstiter des Immunserums nach der Ogataschen Methode mindestens tber
1: 1,000 betragt.

Antigen-Antikérper-Komplex wird folgendermaflen hergestellt; 2 cc der 1%igen
Rinderserum-Kochsalzldsung wurden mit 2 cc Immunserum versetzt, worauf das Ge-
misch stark geschittelt wurde. Dann wurde es 2 Stunden lang bei 37°C in Brutofen
digeriert und dber Nacht im Eisschrank aufbewahrt. Die dabei sich ergebenden
Niederschlage wurden durch starke Zentrifugierung am Boden des Gefafles abgelagert.
Dann wurde der AbguB in einem Probierglas vorsichtig abpipettiert, um die dbrig-
bleibenden Prazipitine zu prifen. Nach Absaugen des Abgufles wurde der Bodensatz
mindestens 3 mal mit Kochsalzlésung durch Zentrifugierung gut gewaschen. Die
Niederschlige wurden dann mit verschiedenen Medien bis zur Ausgangskonzentration
verdinnt,

Der Eiweifigehalt jeder Losung wurde mit Ferrozyankalium-Essigsiaureprobe in
den Serumwert umgerechnet und der pH-Wert wurde elektrometrisch in der Hydro-
chinonelektrode bestimmt.

Experiment.

Nach der Isolierung mittels Mikroelektrodialyse (M.E.D.L) im
dest. Wassermedium findet man, wie Tabelle 3 zeigt, die Immunkér-
per nach | Stunde im kathodischen Mittelraum ohne nennenswerte
Temperatursteigerung, dagegen nicht im anodischen Mittelraum. So
kann man annehmen, da der Immunstoff von Antigen-Antikérper-
Komplex durch ME.D.I, ebenso wie bei der biologischen Methode
in héher Temperatur (60°C), sicher isoliert wird. Um diese interes-
sante Tatsache weiter zu bekraftigen, stellte ich als Kontrolle Ver-
gleichsversuche an.

Wie Tabelle 3 zeigt, schliet man unter den gleichen Bedingungen
wie den obigen den elektrischen Strom nicht, so findet man in keiner
Kammer Immunstoff, wenn auch der Komplex tber 2 Stunden lang
aufbewahrt wird (Tabelle 3). Im Filtrat des Antigen-Antikorper-
Komplexes, welches durch hartes Filterpapier abfiltriert wird, ist der
Immunkérper auch nicht nachweisbar.

Aus den Versuchen kann man sicher feststellen, dafl durch
M.E.D.I der Immunstoff in den kathodischen Raum ubergeht. Weiter
versuchte ich die Isolierung in anderen Medien. Aber im Medium
des dest. Wassers sowie der hypertonischen Kochsalzlésung (8.5%)
wird kein Immunkérper in den drei Raumen nachgewiesen, wenn die
Temperatur dabei auch in der Mittelkammer sich mehr erhht als
beim vorhergehenden Versuch. Aus diesem Resultate kann man
schlieBen, dal im Kochsalzmedium durch M.E.D.I. kein Antikorper

aus dem Komplex freigelassen wird, wihrend das beim dest. Wasser-
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Tabelle 3.
Vor der ME.D.L
Prazipitintiter.

B.Z. V.T.

Original 500 1000

Abgufl 500 250

Waschwasser 500 0

A.
Nach derM.E.D.I. bei dem dest. Wassermedium.
K.M.R. C.M.R. AMR.
Prazipitintiter. 4 0 0
Eiweifigehalt 1/500 — 1/500
pH 6.4 — 48
Ausgangstemp. — 17°C —
Maximaltemp. — 17°C —
Dauer der E.D. | Stunde
B.
Vergleichsversuche. Ohne elektrischen Strom.
K.M.R. C.M.R. A.MR.
Prazipitintiter. 0 0 0
Eiweiflgehalt 1/500 —_ 1/500
pH 6.4 6.4 6.4
Temperatur — 17°C —
) Dauer der E.D. 2 Stunden
B.Z. = Bindungszone. V.T.== Verdiinnungstiter nach Ogata. KMR. =

Kathodischer Mittelraum. C.M.R.==Zentraler Mittelraum. A.M.R.= Anodischer
M.E.D.I. = Mikroelektrodialyseisolierung. Eine Bruchzahl des
Eiweiflgehaltes ist gegen originales Serum. E.D. = Elektrodialyse.

Mittelraum.

medium der Fall war (Tabelle 4). Kosakai?? untersuchte schon den
Einfluf} der Elektrolyte auf die Isolierung des Immunkérpers mit der
Schiittelungsmethode bei hoher Temperatur. Hierauf untersuchte
ich weiter den Einflufl des Kochsalzes auf den Komplex bei M.LE.D.IL..

Wenn man das Prazipitat von Anfang an mit dest. Wasser
mehrmals wascht und im dest. Wassermedium zur M.E.D.I. bringt, so
findet man keinen Immunkérper in irgend einem Raum. Setzt man
dagegen diesem Antigen-Antikorper-Komplex einige Tropfen phy-
siologischer Kochsalzlasung zu, welches beim dest. Wassermedium
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Tabelle 4.
Nach der M.E.D.I. bei dem 0.85%igen NaCl-Medium
K.M.R. C.M.R. AMR
Prazipitintiter. 0 0 0
Eiweifigehalt 1/500 — 1/500
pH —70 6.4 37
Ausgangstemp. — 17°C —
Maximaltemp. — 20°C —
Dauer der E.D. 1 Stunde
Nach der M.ED.L. bei dem 8.5%igen NaCl-Medium.
K.MR. C.M.R. AMR.
Prazipitintiter. 0 0 0
Eiweiflgehalt 1/500 — 1/500
pH —100 6.4 1.9
Ausgangstemp. — 17°C —
Maximaltemp. — 27°C -
Dauer der E.D. 1 Stunde

durch M.E.D L nicht isoliert wird, so wird der Immunstoff wieder im
kathodischen Raum nachgewiesen (Tabelle 5).

Dann fiihrte ich auf umgekehrte Weise die Versuche der M.ED.L

mit Immunkérper aus. Der Antigen-Antikorper-Komplex wurde so

Tabelle 5.
Vor der M.ED.L

Prazipitintiter.
B.Z. V.T.
Original 500 1000
Abguﬁ 500 250
Waschwasser 500 0
A.
Nach der M.E.D.I. bei dem dest. Wassermedium.
K.M.R. CMR. A.MR.
Prazipitintiter. 0 0 0
Eiweifigehalt 1/500 - 1/500
pH 6.4 5.8 48
Ausgangstemp. — 17°C —
Maximaltemp. — 17°C —
Dauer der E.D. | Stunde
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B.
Nach der MLE.D.L bei dem zu dest. Wasser mit vier Tropfen
0.85%ige NaCl versetzten Medium.

K.M.R. C.MR. AMR.
Prazipitintiter. 8 0 0
Eiweiflgehalt 1/500 — 1/500
pH 5.2 43 3.2
Ausgangstemp. — 17°C —
Maximaltemp. — 17°C —_
Dauer der E.D. 1 Stunde

schwach gewaschen, dafl sein Waschwasser noch den Immunstoff
enthielt. Von diesem Komplex wurde der Immunkorper im dest.
Wassermedium naturlich isoliert und zwar befindet er sich im katho-
dischen Raum. Weiter wurde dieser Komplex, welcher nur unge-
nugend gewaschen war, 24 Stunden lang im dest. Wasser durch einen
Kollodiumsack einfach dialysiert. Bei diesem dialysierten Komplex
wird der Immunstoff im anodischen oder im kathodischen Raum
durch M.E.D.I. nicht isoliert, sondern bleibt im zentralen Raum wie
vorher (Tabelle 6).

Aus den Untersuchungen kann man feststellen, dal Kochsalz in
der MLE.D.I. des Immunkérpers aus dem Komplex eine grofle Rolle

spielt und daB die Elektrolyte von der M.E.D.1. sehr abhangig sind.

Tabelle 6.
Vor der M.LED.L

Prazipitintiter.
B.Z. V.T.
Original 1000 1000
Abguf} 1000 500
Waschwasser 1000 4
A.
Nach der M.E.D.I. bei dem dest. Wassermedium.
K.M.R. C.M.R. AMR.
Prazipitintiter. 16 0 0
Eiweiflgehalt 1/500 _ 1/500
pH 59 5.5 3.7
Ausgangstemp. — 17°C —
Maximaltemp. — 17°C —
Dauer der ED | Stunde
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Nach der MLE.D.I. bei dem mit Kollodiumsack

B

dialysierten Medium.

K.M.R. C.M.R. AMR.
Prazipitintiter. 0 4 0
Eiweiflgehalt 1/500 — 1/500
pH 6.7 6.7 6.1
Ausgangstemp. — 17°C —
Maximaltemp. — 17°C —
Dauer der E.D. 1 Stunde

Zum zwecke der Isolierung mit M.E.D. wirkt eine Spur von Kochsalz
immer beférdernd, wahrend ein UbermaB davon hemmend wirkt.

Aus diesen Versuchen habe ich nun die Anschauung gewonnen,
dafl das Immunserum auch im kathodischen Raum durch die M.ED.L
nur in einem sehr diinnen Salzmedium isoliert wird. Deshalb habe
ich die folgenden Versuche angestellt.

Bei der MEED.I. mit Antiserum finden sich die Immunstoffe
sowohl im kathodischen als auch im anodischen Mittelraum. Dage-
gen finden sich bei dem gleichen mit Kollodiumsack 24 Stunden lang
im dest. Wasser dialysierten Antiserum die Immunstoffe nicht im
kathodischen Mittelraum (Tabelle 7). Ich konnte auch bej dem
Antigen-Antikérper-Komplex die Isolierung des Immunkaorpers durch

die M.EE.D.L darstellen und feststellen, da8 die Elektrolyte bei der

Tabelle 7.
Vor der M.ED.L

Prazipitintiter.
B.Z. V.T.
Original 250 500
A.
Nach der M.E.D.I. des nicht behandelten Antiserums.
KMR. C.MR. AMR.
Prazipitintiter. 32 — 32
Eiweiflgehalt 1/250 — 1/250
pH —75 6.4 2.7
Ausgangstemp. — 17°C —
Maximaltemp. — 20°C —
Dauer der E.D. 1 Stunde
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B.
Nach der M.E.D.I. des mit Kollodiumsack 24 Stunden

lang dialysierten Antiserums.

K.M.R. C.M.R. AMR.
Prazipitintiter. 16 — 0
Eiweifigehalt 1/250 — 1/250
pH 6.9 6.8 6.3 -
Ausgangstemp. — 17°C —
Maximaltemp. — 17°C —
Dauer der E.D. | Stunde

M.ED.. eine grofle Rolle spielten, daher machte ich weitere Unter-
suchungen, um zu sehen, ob dies Verhaltnis auch bei der reinen
Kolloidreaktion gilt. Eine 1/100%ige positiv geladene Janusgrinlésung
wurde mit gleichem Volumen einer 17200 %iger negativ geladener
Kongorotlosung gemischt. Dabei wurde eine deutliche Ausflockung
im Gemisch gebildet. Dann wurde der Niederschlag aus dem Abguf}
durch Zentrifugierung abgetrennt. Der dabei sich ergebende Nieder-
schlag wurde mit dest. Wasser oder mit physiologischer Kochsalz-
l6sung nach Waschen durch Zentrifugierung zur Ausgangskonzent-
ration verdunnt.

Zur Isolierung einer Janusgrin-Kongorot-Bindung, zu der einige
Tropfen physiologischer Kochsalzlésung zugesetzt werden, betragt
die notige Zeit fir die Isolierung tber | Stunde, in der die beiden
Farbstoffe wieder aus der Bindung voneinander befreit werden.
Dagegen betrigt beim dest. Wassermedium die benotigte Zeit nur
15 Minuten. Deswegen kann man sagen, dafl die Elektrolyte in der
M.E.D.I bei der reinen Kolloidreaktion eine groie Rolle spielen, ganz
wie bei der Isolierung des Immunkérpers. Aber bei der Kolloidreak-
tion ist das Verhaltnis etwas anders als bei der Immunkérperisolie-
rung. Bei der Janusgrin-Kongorot-Bindung wirkt namlich eine Spur
Salz hemmend auf die Isolierung, jedoch ist bei der Immunkérper-
isolierung das Gegentei der Fall (Tabelle 8).

Tabelle 8.
A,
Nach der M.LED.l. des Janusgrin-Kongorotgemisches bei
dem zu 2 cc dest. Wasser mit vier Tropfen 0.85%
NaCl versetzten Medium.

KMR. CMR. ] AMR.

pH 6.2 — 5.1
Dauer der E.D. | Stunde
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B.
Nach der M.LE.D.l. des Janusgriin-Kongorotgemisches
bei dem dest. Wassermedium.

K.MR. C.MR. AMR.

pH 6.8 —_ 5.6
Dauer der E.D. 15 Minuten

Weiter untersuchte ich die Kataphorese einer 1/100 %igen Janus-
grinlésung. Bei physiologischer Kochsalzlésung betragt die benétigte
Zeit, wahrend welcher Janusgriin sich zur Kathode bewegt, 30 Minu-
ten. Dagegen betragt beim dest. Wasser die benotigte Zeit 2.1/3
Minuten. Bei der Janusgriinldsung wirkt Kochsalz auch hemmend
auf die Kataphorese ein, wie bei der Isolierung der Janusgriin-

Kongorot-Bindung (Tabelle 9).

Tabelle 9.
A.
Nach der ME.D.l. der Janusgriinlésung

bei dem dest. Wassermedium.

K.MR. C.M.R. AMR.

pH 6.3 — 6.3
Dauer der E.D. 2, 1/3 Minuten

B.
Nach der M.E.D.I. der Janusgrinlésung
bei dem 0.85% NaCl Medium.

K.M.R. C.M.R. [ AMR.
pH 3.1 — 1.9
Dauer der E.D. 30 Minuten
Schlufiworte.

Viele Autoren studierten die Ladung des Antigens und Antikér-
pers bei Agglutinin und bei der Wassermannschen Reaktion u.a., aber
man findet keine Angabe tber Prazipitin, weil die Untersuchung der
Ladung beim Prazipitin viel schwieriger ist als beim Agglutinin. Die
Versuche derIsolierung aus dem Antigen-Antikérper-Komplex durch
die M.LE.D.L fihrten zu interessanten Problemen, welche sich mit der
Ladung des Immunstoffes, d.h. des Prazipitins, beschaftigen. Des-
halb will ich etwas tiber dieses Problem hinzufiigen.
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Die urspringlich nur von wenigen vertretene Anschauung, daf
die Immunkorper Kolloide sind und daf in ihren Reaktion die allge-
meine Gesetzmafligkeit der Kolloidreaktion wiederkehrt, hat in den
letzten Jahren allmahlich auch in einem groflen Kreise Anerkennung
gefunden.

Fiir die Charakterisierung der Kolloide ist ihr elektrischer Zustand
von grofler Bedeutung. Man kann denselben durch die Richtung
der Wanderung im elektrischen Felde erkennen. Elektronegative
Kolloide werden zum positiven, elektropositive zum negativen Pole
transportiert, wahrend reines Eiweifl im elektrischen Felde nicht
leicht nachweisbar bewegt wird. Kann man ihm durch eine Spur
Saure oder Lauge eine elektrische Ladung erteilen, so wandert es
zum negativen oder positiven Pole. Solche Substanzen, die je nach
den Umstinden eine verschiedene elektrische Ladung besitzen kon-
nen, kann man als amphotere Kolloide bezeichnen. Da die Wech-
selwirkung von Kolloiden von der Moglichkeit einer gegenseitigen
elektrischen Neutralisierung wesentlich bestimmt wird, so ist die
Feststellung des elektrischen Verhaltens von Immunsubstanzen fir
die Beurteilung ihrer Reaktion von groem Werte.

Schon im Jahre 1904 hat Rémer'® Uberfihrungsversuche mit
Tetanustoxin und -antitoxin angestellt, die aber keine eindeutigen
Resultate geben, da die Priifungsflissigkeiten offenbar an den Flek-
troden geschadigt bezw. verandert wurden. Spater verdffentlichten
Field u. Teague'? eine Arbeit tiber die elektrische Ladung von Toxin
und Antitoxin und schloflen folgendermaien: Wenn die Kombina-
tion von Toxin mit Antitoxin eine wahre chemische Reaktion ware,
so mifite man erwarten, da unter dem Einflufl des elektrischen
Stromes das Toxin nach der einen Seite, das Antitoxin aber nach der
entgegengesetzten Seite wanderte. Das war aber nicht der Fall und
sie glaubten daher, daf} diese Verbindung keine wahre chemische
Reaktion, sondern ein Adsorption darstellt. Im Schlulsatz sagen die
Autoren dann noch einmal: Die Kombination von Toxin und Anti-
toxin scheint keine wahre chemische Reaktion darzustellen, sondern
die Adsorption eines Kolloids durch ein anderes. Bechhold® stellte
fest, dafl der Toxintiberschul nach der Kathode im Toxin-Antitoxin-
gemisch wandert, besonders wenn die Ubérfithrung sofort nach der
Mischung erfolgt. ‘Landsteiner u. Paul?® benutzten bei ihren Ver-
suchen ein U-Rohr und stellten fest, da Abrin, Rizin und Agglutinin
der normalen Hihnersera positiv in einer saueren und negativ in
einer alkalischen Losung sind.

Ich studierte also bei der Isolierung des Immunstoffes aus Anti-
gen-Antikérper-Komplex durch die M.E.D.I. die Ladung des Prazipi-
tins und erhielt das obige interessante Ergebnis. Aus den Ergebnis-
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sen meiner Versuche, welche bei der MEDI die Ladung. des
Prazipitins aus dem Komplex zum Gegenstand hatten, kann man die
Bestatigung finden, dafl der Immunstoff des Prazipitins sich bei einer
Spur Kochsalz zur Kathode bewegt.

Zusammenfassung.

l. Es ist moglich das Serum in geringer Menge durch den von
mir modifizierten Paulischen Apparat zu mikroelektrodialysieren.
2. Die Immunkorper werden sicher vom Antigen-Antikorper-

Komplex durch M.E.D.IL isoliert.

3. Das Prazipitin wird bei einer Spur Kochsalz durch die M.E.
D.. isoliert und zwar findet es sich im kathodischen Raum.

4. Kochsalz spielt bei der Isolierung des Immunstoffes durch
M.E.D. eine grole Rolle. Es wird dabei immer eine Spur Kochsalz
bendtigt, doch wirkt eine grofle Menge Kochsalz umgekehrt hem-
mend auf die [solierung.

5. Bei der MLE.D.I. der Janusgrin-Kongorot-Bindung wirkt je-
doch das Kochsalz immer hemmend auf die Isolierung ein.

6. In dieser Weise wirkt das Kochsalz auch hemmend auf die
Kataphorese der Janusgrinlosung.

Diese Untersuchung wurde von mir unter der wertvollen Leitung und
liebenswiirdigen Unterstitzung von Herrn Prof. M. Ogata ausgefiihrt, dem ich
hiermit fir alle Hilfe und fiir freundliche Ratschlige herzlich danke.
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