113

Uber die Adsorptionsfahigheit von Kaohn gegenuber
Typhusteilagglutininer.

Von

Yoshio -Aok1 (& A % %) und Reisui CHUg (I A N

Aus dem Hygienisch-Bakteriologischen Institut der Taikyuw Medizinischen Fachschule
(Vorstand: Prof. Dr. Y. AokI) und aus dem Baktenologlschen Institut der:
Medizinischen Fakultit zu Nagasaki (Vorstand: Prof“Dr T. Nxriro).

(Eingegangen am 17. Dezember 1940.)

Unsere Anschaunung iiber die Rezeptorzusammensetzung “der Typhus.
bazillen ist neuerdings durch den Umstand erheblich kompliziert worden, dass
man ausser dem bekannten thermolabilen L (gleichbedeutend mit d -nach
KAUFFMANN) ‘den thermostabilen Antigenteil der Typhusbazillen in noch mehrere
Faktoren teilen kann.” Nach den friiheren Untersuchungen von K. Aok und
ANJU sowie von uns (Y. Aokr; Nairo, Y. Aokt und Tsupa) gibt es bei den
thermostabilen Antigenen zwei Arten, nimlich X und S, .deren Differenzierung
durch die Agglutinationsbeschaffenheit und die Paratvphusgruppenagg]utm-
abilitdt ermoglicht wird. Das. letztere, S entspricht dem Antigenkomplex IX-
XII nach KAUFFMANN, das erstere, X findet sich nicht in dem sog. KAUFFMANN-
WHaitE-Schema. Beziiglich des X-Antigens haben sich Y. Aoki, ANN und R.
AoOK1 weiter genau bemiiht, und wir haben heute den Eindruck, dass bei der
Agglutination mit gekochtem Typhus-LX-Stamm nach der Art der Serumbher-
stellung (lebendes oder gekochtes Verhalten des Immunogens) und nach der
Lebendigkeit bzw. Erhitzbarkeit der Bakterienkultur als’ Adsorbens wir den
thermostabilen Antigenfaktor dieses Stammes noch eingehender analysieren
konnen, in. folgender Weise :
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Ausserdem tritt, falls man die’ gekochte LX-Kultur mit dem mit dem
lebenden LX gewonnenen Serum mittels der sog. 52°C-Methode agglutinieren

lasst, noch eine vergleichend unterwertige grob-kornige Reaktion ein.

Diese
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116 Y. Aokt und R. CHIN:

Tabelle II veranschaulicht die Agglutinationstiter der Faktorenseren. d trigt den hochsten
Titer und zwar 12800. Darauf folgenI X und Vi: 800. X und X;: 400. X; und XII: 200. Alle
entsprechen annihernd den Titern, wie sie schon in Erfahrung gebracht worden sind. Unstreitig
zeigen alle Agglutinationsreihen auch jede fiir sich eigenartige Ausflockungsbeschaffenheit.

Methode der Agglutininadsorption mit Kaolin.

Wir sind der Meinung, dass wir die Verwendung von Kaolin versuchen wollen, nicht nur
um eine Adsorptionsfihigkeit auszuschliessen, sondern auch — soweit moglich —um die Eigen-
artigkeit in den einzelnen Adsorptionsreihen vergleichend zu ermitteln. Um dies zu kldren,
miissen wir zum mindesten entweder die Menge von Agglutinin als Adsorptiv oder die von
Kaolin als Adsorbens abwechseln lassen, und die Konzentration der noch in der Lésung befind-
lichen Agglutinine von Fall zu Fall bestimmen. In unserem Versuch wurde die Kaolinmenge
nach geometrischer Reihe veriiert (0.02, 0.04, 0.08, 0.16 und 0.32 g), und die einzelnen Mengen
mit den Agglutininen zur Reaktion gebracht, indem wir die Kaolinmenge jede fiir sich pro 1cc
Serummedium in gleichkonzentrierter Wirkungsstirke brauchten. Es fragt sich nun, ob man
einerseits aus Serum mit ungleichmissigem Agglutinationstiter Agglutininlésung mit gleichmdssiger
Wirkungsstirke gewinnen kann, und andererseits, ob sich eine Methode zur méglich ausfihr-
lichen Bestimmung der Restagglutininmenge nach der Adsorption finden ldsst. Es ist uns in
dieser Mitteilung nur provisorisch gelungen, diese Fragen wie folgt zu kliren, wihrend wir mit
dieser Beantwortung uns selbst noch nicht zufrieden geben.

Festgestellt werden zuerst die Agglutinationstiter der einzelnen Faktorenseren vermittels
der gewthnlichen 2-fach-Verdiinnungsmethode. Die einzelnen Losungen, welche auf die gewiin-
schten Endtiter gebracht werden, enthalten also die geringste, aber gerade noch reaktionsfihige
Agglutininmenge (vorlidufig minimale Agglutininménge genannt) in einer bestimmten Mengenein-
heit der Fliissigkeit. Wird die Konzentration solcher Lésungen genau auf 1:20 des urspriing-
lichen Zahlenwertes (z. B. Serum mit 1600-fachem Titer auf 80-, mit 400-fachem Titer auf 20-
fachen Titer u. dgl. m.) gesteigert, so wird jede einzelne minimale Agglutininmenge auf das 20-
fache konzentriert. Wir heissen solche Losungen Standard-Agglutininlésungen, und dabei ist es
selbstverstindlich, dass man sie alle einheitlich ebenso .wie die Faktorenseren mit Titer 1:20
behandeln kann. ,Unvl eine wirksame Menge von Agglutinin in Erscheinung zu bringen, miissen
wir mit den Standard-Agglutininldsungen Verdiinnungsprogressionen von 1 (unverdiinnt) bis 20-
fach im letzten Glase ansetzen, und dann die Bekterienemulsion in die einzelnen Rohrchen bei-
fiigen. Es springt in die Augen in diesem Fall, dass man die Agglutininwirksamkeit ausfiihr-
licher ablesen kann durch Ansetzten einer mit geometrischer Progression fortlaufenden .Ver-
diinnung — wie in dieser Arbeit — als einer mit arithmetischer Progression. In einer Reihe von
Rohrchen fiigt man je 1.0 cc Ldsungen mit naturgesetzlich zunehmender Konzentration (1, 2, 3
....20), dazu kommt je 1 Tropfen lebender oder gekochter Bakterienaufschwemmung; man lésst
die Rohrchen unter den fiir die Darstellung des bezweckten Agglutinins besonders giinstigen
thermischen und zeitlichen Bedingungen stehen, und beobachtet sie mit Hilfe des Agglutinoskops.

Der obige Versuch mit den Standard-Agglutininlésungen entspricht dem Vorversuch bei
der Kaolin-Adsorption. Beim Hauptversuch werden in 1cc von Standard-L&sung der einzelnen
getrennten Typhusagglutinine die schon genannten 5 variierten Mengen von Kaolin zugesetzt, 2
Stunden lang im Brutschrank stehen gelassen (4 Mal stiindlich gut geschiittelt), mit 3000 Mal
Minutendrehungsschnelligkeit 30 Minuten lang zentrifugiert, der klare Fliisgigkeitsteil aufgesogen
und wie oben die Agglutininwirkung ermittelt.

Die Ergebnisse der Kaolinvorbehandlungen einschliesslich der Reaktion
mit nichtvorbehandelter Serumlésung sind der Ubersichtlic}]keit wegen in
einer Tabelle (Tabelle III) zusammengestellt. Daraus ersieht man, dass die
Agglutininadsorptionswirkung des Kaolins nach der Art des Agglutinins deut-
liche Unterschiede aufwies.. Man kann dieselbe in zwei-Teile teilen, nimlich
d und Vi einerseits und die anderen drei andererseits. Im allgemeinen wird
mit 0.02 g Kaolin keine nennenswerte Adsorption verursacht, aber durch Ver-
wendung von 0.04 g Kaolin und dariiber besonders nur bei d- und Vi-Agglu-
tinin kommt gemiss der Kaolinmenge eine merkliche Herabsetzung der Nach-
agglutination vor, wihrend die anderen so geringfiigig beeinflusst werden, dass
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TaseLre I

Agglu- Kaoiin- i Verdiinnungsgrad der Standard-Agglutininlésungen Kont-
tinin | menge | 4 5 3 4 5 G 7 g 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 | ™°U°
0 mmmmmmmmmm+++++++++++++++=+=| -
0.02 | HE HE HE HE HE HE HE MM H B B H B H+ + + -] —
R R L T o o e o e Rl B
0.08 |+t HHH++++++++++++-—-—| —
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082 [+ ++++++++H--—-—-——————— -
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008 |HHHMH++++++++[-———-—-—-—-— - -
016 |+ +++ ++ 4+ H|-—-—-—--—-—-—-———— -
032 |4+ + + 4]— — — — = — = — — — — — — — — — -
0 HHHHHHHHHHH ] -
0.02 |+ + +H H H HHHHHHH B+ + 4+ + [ -
X 0.04 +++++++++++++++++++++,++++++|_—’— -
0.08 |HHHHHH++++++++++++[——| —
0.16 [HH HMHH++++++++++++[-——| —
032 |HHHH+++++++++++++|—-——| —
0 e i S I i S S e S S o S SR S
N002 |+ A+ A A A+ -
x, | 00 ++++++++++++++++++r—=— -
1 008 |+ +F+++++++++++++++ H[——| —
I G e e i s T S S S i el
032 |+ ++++++++++++++++H--—-1 —
0 HHHHHH+ +++++++++++++]| —
0.2 #++++++++++++++++H-—| —
R R Rt i b i i S s Il
P00 |+4++++++ A A+ - -
0.6 |+ 4+ ++++++++++++++—-—-—-—| —
032 |[++++++++F++++++++|]-—--—] =
0 HECHE HE M HEOHE HE B OHE HE OB OB H M R H A+ + | —
0.02 | A HE HE HE HE HE B HEHEHE BE B H B B H S+ + + ] —
[x | O-0% | HEHEHEHE B HE RO H ] —
0.03 | HH HF HE HE HE HE HE HE B BB M H B+ + + -] —
0.16 | H Ht HE HE HE HE HE B M H H H H B H + + + ]| —
0.32 | HE HE HE HE HE MM BEH R H H H H S+ + - =
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120 Y. Aokl und R. CHIN:

Worten méchten wir die dabei hervorgerufene Agglutinin-Adserption auf ihre
Wesensgleichheit mit der Adsorption in phystko-chemischem Sinne zuriickfiihren.
Die Reaktion von X, XII u.a. gehort dagegen vielleicht in eine andere
Kategorie. Wenn man dabei die Punkte zahlreicher und genauer ausrechnen
wiirde, . konnte. man mit denselben in Fillen von negativer Adsorption ein
Diagramm aifstellen, das eine von der Lingsachse ziemlich entfernt liegende,
ihr fast parallel laufende Gerdde ergeben wiirde. Ausserdem fillt es auf den
ersten Blick als merkwiirdig auf, dass die Kurve des d-Agglutinins hinsichtlich
der Neigungswinkel und der Kreuzpunkte gegeniiber den beiden Achsen nicht
derselben Art ist wie die des Vi-Agglutinins. Wir méchten diesbeziiglich
annehmen, dass die m- und k- Werte im Laufe beider Reaktionen sich ungleich
verhalten haben. Wegen der Unangemessenheit unserer Methodik zu scharfer
Trennung muss diese Frage, deren endgiiltige Beantwortung unser Ziel sein
miisste, leider noch weiterem Studium vorbehalten werden.

Wie Schon im einleitenden Teil dieser Arbeit erwihnt, stellen wir uns
jetzt die Aufgabe, die als Agglutinin aktiven Substanzen der Typhusbazillen
auf der einen Seite immunologisch, auf der anderen Seite chemisch oder
physiko-chemisch vom analytischen Standpunkt aus zu charakterisieren, und
die bisherigen Versuche von Aoxki, OBr und Tanaka, Kawazor, OsBi, sowie
Aokl und ZEN sind dabei teilweise als unserem Zweck dienlich zu betrachten.
Wir haben uns unter Verwendung von Kaolin als unspezifisches Adsorbens auf
dasselbe Ziel hingewandt, und konnten hier zum mindesten zwischen dem Vi-
und X Agglutinin tiefliegende Unterschiede aufdecken. Selbstverstindlich ist
aber diese letztere Vorstellung nur dann zuldssig, wenn die Annahme, stimmt,
dass im allgemeinen die Eigenschaften der Antikorper die jenigen der Antigene
wiederspiegeln.

Zusammenfassung.

Nach dem jetzigen Stand unserer Antigenanalyse sind in den Typhus-
Antiseren 7 Teilagglutinine nachweisbar, niamlich d, Vi, X, X,, X,, IX und
XII. d und Vi in den Teilagglutininen werden durch die Behandlung mit
Kaolin eigenartig beeinflusst, und zwar in vorziiglicher Verfassung fiir die
Entstehung der FreunbpLicHschen Adsorptionsisotheme.
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