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Uber pricipitierende Sera aus gekochtem Antigen®.

Von
Prof. Ferdinando Nicoletti.

Fujiwara, der Kaninchen gekochtes Blutserum als Antigen ein-
spritzte, erhielt précipitierende Seren hohen Titers und spezifischer Art,
die zwar nicht absolut, aber doch gréBer war als bei jenen Seren, welche
mit genuinem Serum immunisierte Kaninchen lieferten.

Fujiware stellte das gekochte Serum in folgender Weise dar: Das Blutserum
wurde im Verhiltnis von 1:10 mit destilliertem Wasser verdimnt und ihm 1/, Vo-
lumen gesattigte Chlornatriumlésung nebst einigen Tropfen Essigsdure zugesetzt.
Das Ganze wurde im Wasserbad bis zur vollsténdigen Pricipitation der Serum-
albumine gekocht. Alsdann wurde durch Filtrierpapier filtriert, die auf dem
Filter zuriickgebliehenen Albumine wurden der Trocknung iiberlassen und unter
Toluol verwahrt. Von dem so erhaltenen Antigen wurde eine kleine Menge, etwa
0,02 g in 2 ccm physiologischer Kochsalzlosung emulgiert und Kaninchen jeden
2. bis 3. Tag intravends eingespritzt, im ganzen 10 Einspritzungen.

Durch dieses Vorgehen erhielt Fujiwara hochwertige Antiseren vom
Titer 1 : 20000 bis 1 : 50000. Dabei blieb das Antigen lange Zeit un-
verindert.
~ Kiirzlich erhielten Dalla Volta und Del Carpio gleich aktive und
spezifische Antiseren schon nach 7—10 Tagen, indem sie das gekochte
Antigen dhnlich wie Fujiwara herstellten (Verdiinnung des Serums in
destilliertem Wasser im Verhéltnis von 1 : 10, Beifiigung von 5 g Am-
moniumsulfat und einigen Tropfen [5—6] Essigssure auf je 100 cem
einer solchen Verdiinnung, Pricipitation der Albumine durch Er-
wirmung im Wasserbad, Filtration, Trocknung der auf dem TFilter
zuriickgebliebenen Albumine und Konservierung derselben unter Toluol),
aber sie injizierten nur ein einziges Mal, und zwar endoperitoneal, eine
viel stiarkere Menge gekochten Antigens, im allgemeinen 1 g, ausnahms-
weise 1,6 g, das in lauwarmer physiologischer Kochsalzlésung emulgiert
worden war. ,

Wir haben verschiedene Male in der gerichtsirztlichen Praxis die
von Dalla Volta vorgeschlagene Technik erprobt und sind zu einem Er-
gebnis gekommen, das vollstindig mit dem von diesem Autor erzielten
iibereinstimmt. \

1 Vortrag auf dem 4. Kongrel der Ttalienischen Gesellschaft fiir gerichtliche
Medizin in Bologna vom 2. bis 4. VL. 1930.
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Nichtsdestoweniger wollten wir besondere Untersuchungen anstellen
sowohl iiber die Herstellung von Antimenschenseren mittels gekochtem
Antigen, als auch iiber den Wert der Antiseren selbst in Hinsicht der
Erfordernisse der gerichtsirztlichen Praxis. Wir beabsichtigten, genau
festzustellen:

1. ob es moglich wire, als gekochtes Antigen Leichenblut zu ver-
wenden ;

2. desgleichen, ob aus gekochtem Hamoglobin ein Antiserum ge-
wonnen werden kdnnte, das bei unverdnderter Artspezifitit nur fir
Blut spezifisch wére, oder auch die Organspezifitit darbéte, analog dem,
wie es fiir das genuine Hémoglobin bereits festgestellt worden ist (Klein,
Leers, Mirto, Cevidalli usw.).; '

3. ob und bis zu welchem Punkte die mit gekochtem Antigen er-
haltenen Menschen-Antiseren mit menschlichen, nach verschiedenen
Verfahren denaturierten Proteinen positiv reagieren konnten.

Ich mochte in gedréingter Kiirze iiber die erhaltenen Resultate be-
richten, indem ich von der Wiedergabe der iiber die einzelnen Unter-
suchungen gefithrten und in der Registratur des Instituts aufbewahrten
Protokolle absehe.

1. Herstellung von Antiseren mit gekochtem Leichenblut.

Von Leichen, die nicht iiber 2—3 Tage alt waren, wurde Blut aus
dem Herzen, den groBen Venen und vor allem aus den costovertebralen
Gefallen entnommen, und zwar in Mengen von etwa 100—200 ccm.
Das Blut wurde bei gewohnlicher Temperatur ungeféhr 24 Stunden
ruhig stehen gelassen. Innerhalb dieser, manchmal auch noch in kiir-
zerer Zeit, vollzog sich die Abscheidung des Serums. Im allgemeinen
wurde wenig Wert darauf gelegt, ein vollstindig klares Serum zu er-
halten, was immer sehr schwer zu erreichen ist.

Das so erhaltene Serum wurde mit destilliertem Wasser im Ver-
héltnis von 1 : 10 verdiinnt, wonach zu jeweils 100 ccm der Verdiinnung
5 g Ammoniumsulfat und 5—6 Tropfen Essigsiure zugefiigt wurden.
Dann wurde im Wasserbad bis zur vollstédndigen Pricipitation der Al-
bumine gekocht und filtriert. Die auf dem Filter zuriickgebliebenen
Albumine wurden im Thermostaten getrocknet und unter Toluol auf-
bewahrt. Es wurde dann nach dem Verfahren von Dalla Volta und
Del Carpio das bereits unter Toluol verwahrte Antigen getrocknet und
fein zerrichen. Davon wurde 1—1,5g in lauwarmer physiologischer
Kochsalzlésung emulgiert und intraperitoneal Kaninchen eingespritzt.

In allen Fillen ergab das durch Aderla nach etwa 1 Woche und
spitestens am 10. Tage gewonnene Blut die Bildung von spezifischen
nnd ausgesprochen aktiven Antikorpern. Der Antiserumtiter war fast
immer nicht hoher als 1 :1000, nahm dann in den folgenden Tagen
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rasch zu bis auf 1 : 20000, selbst bis 1 : 50000, worauf er allmihlich
wieder abnahm, so daf ungefihr 1 Monat nach dem AderlaBl jede
gpezifische Aktivitit erloschen war. Von den 10 auf diese Weise im-
munisierten Kaninchen starb keines, und keines bot irgendwelche
nennenswerten Stérungen.

In einer 2. Untersuchungsreihe wurde das Leichenblut in toto ver-
wendet, also nicht das Serum allein. Das in destilliertem Wasser im
Verhéltnis 1 : 10 verdiinnte Blut wurde wie vordem mit gekochtem Anti-
gen versetzt. Damit wurden Kaninchen nach der Technik von Dalla
Volta immunisiert.

In allen Fillen lieBlen sich in dém nach etwa 1 Woche durch Aderla$}
entnommenen Blut spezifische Antikérper mit dem Titer 1 : 1000 nach-
weisen. Nach einigen Tagen stieg der Titer des Serums auf 1 : 10000
bis 1 :20000, ja einmal sogar bis 1 : 50000. Von den 7 immunisierten
Kaninchen starb keines. Alle reagierten positiv mit der Produktion
von spezifischen Antikérpern.

Die Moglichkeit, auf so einfache und bequeme Weise das zur Immuni-
sierung der Tiere erforderliche Antigen zu gewinnen, veranlaSte uns,
in den folgenden Untersuchungen das auf dem Filter zuriickgebliebene
Antigen sogleich Kaninchen einzuspritzen und so das langsame Trocknen
der Albumine im Thermostaten und die iibrigen eine gewisse Zeit be-
anspruchenden Hantierungen auszuschalten.

Zu diesem Zwecke wurden 10 ccm Leichenblut mit 100 cem destil-
liertem Wasser verdiinnt und wie in den vorbergehenden Fallen 5 g
Ammoniumsulfat und einige Tropfen Essigséure zugesetzt. Das Ganze
wurde im Wasserbad gekocht. Nach Filtrierung wurden alsdann die
auf dem Filter zuriickgebliebenen und in lauwarmer physiologischer
Kochsalzlosung aufgeschwemmten Albumine Kaninchen intraperitoneal
eingespritzt. Die Kaninchen vertrugen im allgemeinen gut eine derartige
massive Kinspritzung. Bisweilen gelang es sogar, das aus 15 ccm Leichen-
blut erhaltene Material einzuspritzen, ohne daf besondere Stérungen
sich bemerkbar machten.

Die so erhaltenen Resultate tibertrafen bei weitem unsere Erwartung.
Bei 3 Kaninchen konnte man im Aderlaffblut, das 6 Tage nach der im-
munisierenden Einspritzung entnommen worden war, das Vorhanden-
sein von spezifischen Antikorpern mit dem Titer 1 : 1000 nachweisen.
Nach einigen Tagen stieg der Titer auf 1 : 10000 bis 1 : 20000 und dann
bis 1 :50000. Weitere 6 ebenso behandelte Kaninchen reagierten
gleichfalls gut. Im allgemeinen bildete sich das spezifische Antiserum
nicht spiter als 1 Woche nach der immunisierenden Einspritzung.

In allen Fillen waren 30—40 Tage nach der Immunisierung die
spezifischen Antikérper wieder verschwunden. Das précipitierende Se-
rum dagegen, das steril in zugeschmolzenen Rohrchen aufbewahrt wurde,
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behielt noch lange die spezifische Fahigkeit, deren Abnahme nur gering
war: pracipitierende Seren mit dem Titer 1 :10000 bis 1 :20000
reagierten noch 8 Monate nach dem EinschluB in den Rohrchen positiv
mit menschlichem Serum in Verdiinnung von 1 :1000 bis 1 :5000.
Wir sind darum {iberzeugt, eine bequeme und einfache Technik- zur
Herstellung spezifischer Antisera mit gekochtem Antigen gefunden zu
haben. In 6—7 Tagen ist es jetzt moglich, auch mit Leichenblut spe-
zifische précipitierende Seren mit hohem Titer zu erhalten. Wir er-
blicken in dem Verfahren die Methode der Wahl, die vollstindig den
Erfordernissen der gerichtsérztlichen Praxis entspricht,

11. Dagrstellung spezifischer Antisera mit gekochitem Hdimoglobin.

Die mit Leichenblut erzielten befriedigenden Resultate bewogen uns,
auch mit Hiamoglobin aus Leichenblut derartige Untersuchungen an-
zustellen.

Von Leichen, deren Tod nicht mehr als 2 Tage zuriicklag, wurden 150 bis
200 cem Blut fast ausschlieBlich aus dem Herzen und den groSen GefiBSen ent-
nommen. Das im Erlenmeyer-Kolben aufgefangene Blut wurde bei Zimmer-
temperatur 24 Stunden lang der Sedimentierung iiberlassen, darauf durch wieder-
holte Pipettierung das abgeschiedene Serum entfernt und der Rest, der fast aus-
schlieBlich aus roten Blutkorperchen. bestand, in physiologischer Kochsalzlosung
3—4mal jeweils 15—20 Minuten lang zentrifugiert. Nach Entfernung der Spiil-
fliissigkeit wurden zu 10 ccm des Restes, nimlich der roten Blutkorperchen,
100 cem.  physiologische Kochsalzlosung, 5 g Ammoniumsulfat und 10 Tropfen
Essigsiiure zugesetzt. Alsdann wurde die Mischung im Wasserbade gekocht bis
gur vollstindigen Pricipitation der Chromoproteide und der anderen Protein-
substanzen. Das Ganze wurde auf Filtrierpapier filtriert, worauf, entsprechend
unserer Technik, das auf dem Filter zuriickgebliebene Material in lauwarmer
physiologischer Kochsalzlosung aufgeschwemmt und alsdann Kaninchen intra-
peritoneal eingespritzt wurde.

- Das von 6 auf diese Weise immunisierten Kaninchen durch Aderlafl
gewonnene Blut enthielt nach 8—12 Tagen spezifische Antikérper von
dem Titer 1 : 1000 und nach einigen Tagen noch solche von dem Titer
1 : 10000 bis 1 : 20000. In einem Falle ergab die AderlaBprobe in Ver-
diinnung mit Menschenblut erst 15 Tage nach der immunisierenden Ein-
spritzung eine positive Reaktion, nach 25 Tagen war jegliche précipi-
tierende Wirkung ‘' aufgehoben. Am 40. Tage wurde alsdann, wie das
erstemal, und vor der Anaphylaxierung mit kleinsten Dogen desselben
Antigens, eine weitereintraperitoneale Einspritzung mit gekochtem Hamo-
moglobin vorgenommen. Die erste, 6 Tage nach der letzten Reinjektion
vorgenommene AderlaBprobe gab mit der Blutlésung 1 : 1000 eine po-
sitive Reaktion, Die folgenden Aderldsse zeigten das Vorhandensein
von spezifischen Antikdrpern mit allméhlich steigendem Titer bis zu
1 :10000. ‘
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In allen Fillen erwies sich das mit gekochtem H#moglobin ge-
wonnene Antiserum nicht nur art-, sondern auch organspezifisch.
Sperma, Nasenschleim, Vaginalsekret erfuhren eine leichte Triibung
erst bei einer Verdiinnung von 1 : 100 und nur bei Zusatz von Antiseren
hohen Titers (1 : 20000), eine Tritbung, die sich in jedem Falle deuntlich
unterscheiden lie von der raschen und in die Augen fallenden Schicht-
reaktion, die immer auch bei starken Verdiinnungen menschlichen Blutes
eintrat. Stirkere Verdiinnungen der genannten Substanzen dagegen
gaben keinerlei Reaktion mit Antiseren vom Titer 1 :1000. In dem
einen oder anderen Falle konnte man eine leichte Triibung nach halb-
stiindigem Verweilen im Thermostaten beobachten.

Wurde also als Antigen gekochtes Hamoglobin unter Benutzung von
Leichenblut verwendet, so war es mdoglich, ein Antiserum von hohem
Titer, mit Art- und Organspezifitit oder, in unserem Falle, ein Anti-
serum zu erhalten, das nur fiir Menschenblut spezifisch war und deshalb
vollkommen den Erfordernissen der gerichtsérztlichen Praxis entsprach.
Dabei ist das Verfahren einfach und rasch ausfiibhrbar, sicherlich dem
umsténdlichen Laboratoriumsverfahren der Immunisierung mit ge-
nuinem Himoglobin vorzuziehen.

III. Wirkung der mit gekochtem Antigen hergestellten Antimenschenseren
auf das in verschiedener Art denaturierte menschliche Blut.

Bei diesen Untersuchungen wurde das Augenmerk besonders auf
diejenigen denaturierenden chemischen Stoffe gerichtet, welche am
meisten auf Blutflecken vorkommen kénnen und die vorzugsweise in der
gerichtgirztlichen Praxis als Losungsmittel alter Blutflecken Verwendung
fanden. Weiter bezog sich die Untersuchung auf Blutflecken, die dem
Einfluf} verschieden hoher Temperaturen ausgesetzt worden waren.

Es sei daran erinnert, daB sich seinerzeit bereits Carrare in besonderer Weise
mit dhnlichen Untersuchungen beschiftigt hat, soweit es sich wmn précipitierende
Seren aus genuinem Antigen handelte. Er fand, daf das Blut nach Einwirkung
von Cyankalium, Ammoniak, Kalium- und Natronlauge keine Pricipitinreaktion
mit wirksamem Serum gab; daB Blut nach Einwirkung von Salzsiure, Schwefel-
saure und Essigsdure zwar einen Niederschlag gibt, der aber diagnostisch wertlos
ist, da er bei Zusatz von Normalserum entsteht, daf aber die mit gesattigter
Boraxlosung - und Pacinischer Fliissigkeit behandelten Blutflecken noch einen
charakteristischen Niederschlag lieferten, wenn sie mit wirksamem Serum ver-
setzt wurden. Was die der Hitzewirkung ansgesetzten Blutflecken betriftt, so
konnte Carrara feststellen, daB das Précipitat bei einer Temperatur von 70°
abzunehmen begann und bei 110° fast- ganz fehlte.

Zur Ausfiihrung der Untersuchungen wurden verschiedene Menschen-
blutflecke in Reagensglisern, die jeweils Salzsdure, Schwefelsdure,

Bssigséiure, 10proz. NaOH, 10proz. KOH, Ammoniak enthielten, der
Maceration iiberlassen. Ich hielt es nicht fiir nétig, auch Versuche in
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gesiittigter Boraxlosung und in Pacinischer Fliissigkeit anzustellen,
da die von Carrara erhaltenen positiven Resultate eine geniigende Ge-
wihr fiir die iibereinstimmende Anwendung dieser Substanzen bilden,
natiirlich bei Pracipitinseren aus genuinem Antigen.

Die Macerationsfliissigkeit in den Reagensglisern wurde filtriert und so viel
destilliertes Wasser zugesetzt, bis eine gleichméfBige hell strohgelbe Farbe ent-
stand, dhnlich den zur Kontrolle angestellten Verdiinnungen von 1:1000. Zu den
verschiedenen so hergestellten und in gleichen Mengen in Reagensglischen ge-
gossenen Macerationsflissigkeiten wurde Antimenschenserum aus gekochtem An-
tigen von nicht iiber 1:10000 Titer zugesetzt. Zur Kontrolle wurde daneben in
eine 2. Gliserreihe der Auszug aus Blutflecken anderer Tierspezies (Hund, Pferd,
Schaf), der dhnlich wie die anderen erhalten war, gegossen, und dann die gleiche
Menge aus gekochtem Antigen hergestelltes Antimenschenserum zugefiigh. In
einer 3. Reihe von Réhrchen, die entsprechend sowohl den Auszug menschlicher
Blutflecken, wie die Ausziige von Blutflecken anderer Tierspezies enthielten, wurde
normales Kaninchenserum zugesetzt. Eine 4. Reihe von Réhrchen wurde schlieBlich
mit den verschiedenen Macerationsfliissigkeiten ohne jeglichen Zusatz von Serum
gefiillt. Die Resultate wurden innerhalb der ersten 5 Minuten bei Zimmer-
temperatur und nach 15, 30 und 60 Minuten langem Verweilen im Thermostaten
bei 37° notiert.

In allen Roéhrchen, die der denaturierenden Wirkung von Salzsiure,
Schwefelsiure, Essigsiure unterworfen gewesenes Blut enthielten, das
teils vom Menschen, teils vom Tiere stammte und mit pricipitierendem
Serum oder mit Normalserum gepriift worden war, konnte man; wie auch
Carrara, fast immer nach 10—15 Minuten langem Verweilen im Thermo-
staten, manchmal auch sofort, die Bildung eines mehr oder weniger
reichlichen, weiBlichen, bisweilen flockigen Niederschlags bemerken. In
den nur die verschiedenen Macerationsfliissigkeiten enthaltenden Rohr-
chen entstanden Triibung und Niederschlag nach 10—15 Minuten langem
Verweilen im Thermostaten nur dort, wo Schwefelsiure eingewirkt hatte.

In den Gléschen mit Zusatz von 109, Kalilauge und 10% Natron-
lauge zum Blut entstand fast sofort nach Zufiigung des précipitieren-
den Serums eine Schichtreaktion, die wegen der Tritbung des iiber-
stehenden Antiserums wenig sichtbar war. Nach 5—10 Minuten langem
Verweilen im Thermostaten stellte sich eine diffuse Triibung der ganzen
Fliissigkeit ein und nach 10—15 Minuten bildete sich noch ein flockiges
Pricipitat.

Ahnlich verhielten sich die Tierblutproben, die mit Kali- und Natron-
lauge behandelt waren, nur fiel hier die Schichtreaktion noch weniger
deutlich aus als in den vorigen Fillen.

Die Menschen- und Tierblutproben, die ebenso denaturiert und mit
normalem Kaninchenserum versetzt waren, reagierten gar nicht; nur
zeigte sich nach 15—30 Minuten langem Verweilen im Thermostaten
manchmal eine leichte Triibung und ein geringer schwammiger Nieder-
schlag.
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In den die gleichen Macerationsfliissigkeiten enthaltenden Reagens-
glisern, denen kein Serum zugesetzt war, trat gar keine Reaktion auf.

Tn den Rohrchen mit menschlichem, der Wirkung von Ammoniak
ausgesetztem Blut bemerkte man schon innerhalb der ersten 5 Minuten
nach Beifiigung des spezifischen Antiserums eine Schichtreaktion und
nach 15—30 Minuten langem Verbleiben im Thermostaten eine langsam
sich vollziehende flockige Pricipitation.

Ahnliche, wenn auch bisweilen weniger deutlich und weniger rasch
eintretende Erscheinungen bot das Tierblut, das auch mit Ammoniak
denaturiert war.

In den Glaschen dagegen, die Menschen- und Tierblut enthielten,
das der gleichen denaturierenden Wirkung des Ammoniaks ausgesetzt,
und dem Normalserum zugegeben worden war, machte sich keinerlei
pricipitierende Reaktion geltend, auch nicht nach langem Verweilen
im Thermostaten.

In den die gleiche Macerationsfliissigkeit enthaltenden Réhrchen,
denen weder Normalserum noch pricipitierendes Serum zugegeben
worden war, kam keinerlei Reaktion zur Beobachtung.

Das mit gekochtem Antigen hergestellte Antimenschenserum (mit
einem 1 : 10000 nicht dbersteigenden Titer) gab also mit Menschenblut,
das mit Salzssiure, Schwefelsiure und Essigsiure denaturiert war, eine
Pricipitinreaktion, die aber wertlos ist, weil sie auch nach Zufiigung von
Normalserum auftrat. In, durch NaOH, KOH und NH,, denaturiertem,
Menschenblut entstand eine positive Reaktion, die sich nach Zusatz
von Normalserum nicht zeigte, aber auch mit d#hnlich behandeltem Tier-
blut auftrat.

Demnach beséBen die in Frage stehenden pricipitierenden Seren die
Eigenschaft, auf das gleiche auf verschiedene Weise denaturierte, ge-
nauer durch Einwirkung von NaOH, KOH und NH, denaturierte
Antigen zu reagieren. Sie wiren jedoch micht zoologisch spezifisch,
da sie auch auf analoges, in gleicher Weise denaturiertes Antigen anderer
Tierarten reagieren wiirden.

Was schlieBlich das Verhalten der mit gekochtem Antigen her-
gestellten Précipitinseren bei Blutflecken betrifft, die durch Hitze de-
naturiert waren, wurde folgendes gefunden:

a) Losungen aus Menschenblutflecken, die Temperaturen von 80, 90,
100, 200, 250° 10—15 Minuten ausgesetzt gewesen waren, und denen
Antimenschenserum aus gekochtem Antigen (mit einem Titer nicht iiber
1 : 10000) zugegeben wurde, zeigten immer eine rasche und charalkte-
ristische Schichtreaktion.

b) Blutfleckenlosungen verschiedener Tierspezies, die #hnlichen
Temperaturen ausgesetzt worden waren und denen Menschenantiserum

Z. f. d. ges, Gerichtl. Medizin. 17.Bd. 5
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aus gekochtem Antigen zugefiigt wurde, lieBen keinerlei pricipitierende
Reaktion erkennen.

Somit erwiesen sich die Précipitinseren aus gekochtem Antigen, im
Gegensatz zu den aus genuinem Antigen hergestellten, als spezifisch fiir
dasselbe Antigen, das bei sehr hohen Temperaturen denaturiert worden
war.

Schlupfolgerungen: Aus allen unseren Untersuchungen, die sich auf die
mit gekochtem Antigen hergestellten Antimenschenseren beziehen, geht
hervor:

a} Zur Darstellung solcher Antiseren kann man als gekochtes Antigen
gsowohl das Blutserum allein als auch das Gesamtblut von Leichen be-
nutzen.

b) Das auf geeignete Weise aus den roten Blutkérperchen der Leiche
gewonnene Hamoglobin kann ebenfalls als gekochtes Antigen zur Er-
zeugung von hochwertigen Antiseren verwendet werden, die sowohl art-
wie organspezifisch (Blut) sind.

¢) Um die fiir die Darstellung der genannten Antiseren erforderliche
Zeit abzukiirzen, kann man Kaninchen intraperitoneal das eben auf
dem Filter gesammelte und gut in lauwarmer physiologischer Kochsalz-
lésung aufgeschwemmte Antigen einspritzen.

d) Die mit gekochtem Antigen hergestellten Antimenschenseren
scheinen die Eigenschaft zu besitzen, auf das eigene, durch 10% NaOH,
10% KOH und NH, denaturierte Antigen zu reagieren (in diesem
letzten Falle deutlicher und rascher als in den 2 anderen Fillen); sie
scheinen aber nicht artspezifisch zu sein, da sie auch auf von anderen
Tierspezies stammendes, in gleicher Weise denaturiertes Antigen rea-
gieren.

e) Dieselben Antiseren geben jedoch eine spezifische Reaktion mit
gehr hoch erhitztem Menschenblut.
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