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Das Mengenverhéltnis der Absorptionshlutkiorperchen zu dem
zu absorbierenden Serum als Ausdruck der Receptorstirke.

(Eine Methode.)
Von
Dr. med. habil. Albert Ponseld, Dozent.

Mit 1 Textabbildung.

Einleitung.

Der Empfindlichkeitsgrad von Blutkérperchen fiir die Isoagglutinine
Anti-A und Anti-B, also die Ausstattung der Blutkdrperchen mit A- und
" B-Receptoren, 1Bt sich gegentiber einem gegebenen Serum auf zweierlei
Weise priifen: 1. durch die Bestimmung der schwéchsten Serumkonzen-
tration, die noch eine Reaktion gibt, und 2. durch die Bestimmung der
geringsten Blutkérperchenmenge, die allen in einem gegebenen Serum-
volumen enthaltenen Antistoff zu absorbieren fihig ist (Thomsen).

Es ist iiblich, die Bindungsfahigkeit von Blutkérperchen durch die
Agglutination in der niedrigsten Konzentration einer Verdiinnungsreihe
zum Ausdruck zu bringen. Hiernach dient der Agglutinations(!)-Titer als
MafBstab der Receptorstédrke. Da aber das Titrieren eine Methode ist,
die eigentlich zur Bestimmung der Zusammenballbarkeit dient, haben
wir uns die Aufgabe gestellt, eine Methode auszuarbeiten, in der die
Bindungsfdhighkeit bestimmt wird, und zwar aus der geringsten Blut-
kérperchenmenge, die allen in einem gegebenen Serumvolumen enthalte-
nen Antistoff zu absorbieren fihig ist. Unsere Methode stellt also die
von Thomsen dargelegte zweite Moglichkeit der Bestimmung des Emp-
findlichkeitsgrades bzw. der Receptorausstattung dar.

I. Methodik.

Das Messen dieser geringsten Blutkérperchenmenge wird in dem von
uns geiibten Verfahren nach dem Hématokritprinzip vorgenommen,
d. h. die Absorptionsblutkérperchen werden als Sediment (Zentrifugat)
im Verhéltnis zu einem bestimmten Testserum gemessen. Dieses ist
insofern bestimmt, als es (zu Vergleichszwecken) stets von ein und
derselben Person stammen muf.

Beim Zusatz der Absorptionsblutkérperchen ist eine sog. optimale
Einstellung zu dem zu absorbierenden Serum anzustreben, d. h. es wer-
den nur soviel Blutkorperchen zugesetzt, als erforderlich sind, das Serum
gerade zu ,erschopfen”. Da diese Menge von vornherein nicht genau
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feststeht, wird eine Reihe von Proben mit verschiedenen Absorptions-
blutkorperchenmengen angelegt, wobei in einigen dieser Proben eine
nicht ausreichende, in einer eine ausreichendé¢ und in den anderen eine
iiberschiissige Menge zugesetzt ist. Bei der Probe, bei der die gerade
ausreichende Menge zugesetzt worden war, liegt die optimale Einstellung.

‘Wenn beispielsweise die zur Absorption erforderliche Blutkorperchen-
sedimentmenge etwa 20 % der Menge (des Volumens) des Testserums aus-
macht; so werden diesem, das in 3 Capillarréhrchen vorgelegt worden ist,
an Blutkorperchen in dem einen Rébrchen 20%, in dem anderen 15%
und im dritten 25% zugesetzt.

Im Anschlufl an die Absorption wird eine qualitative Auswertung
vorgenommen. Tritt hierbei eine Zusammenballung der Testblutkérper-
chen bei demjenigen Rohrchen (Serum) ein, bei welchem an Blutkorper-
chen 20 % zugesetzt worden waren, wihrend bei dem Rohrchen, bei dem
an Blutkérperchen 25% zugesetzt worden waren, eine Zusammenballung
ausbleibt, so bedeutet das, dal der Grenzzustand (=optimale Einstel-
lung) zwischen den Blutkdrperchensedimentmengen von 20% und 25%
liegt, also etwas iiber 20% —— um beim Beispiel zu bleiben. Durch
Anlegen einer neuen Absorptionsreihe innerhalb dieser Mengen von 20
und 25% kann eine weitere Einengung des Grenzwertes erreicht werden.

Das Sediment wird in Copillarréhrchen angelegt, und zwar, um
die Menge der Blutkdrperchen an der Héhe des Sedimentes mefbar
zu machen. '

II. Technik.
A. Das Absorbieren.

1. Das Anlegen eines Ausgangsblutkirperchensedimentes.

Das Blut wird bei der Entnahme in Capillarrdhrchen® (10 em lang, dimnn-
wandig, /,~?/, mm weit) aufgefangen. Das Entnahmershrchen ist vorher mitb
einem gerinnungsverhiitenden Mittel, z. B. mit 5proz. ,,Liquoid La Roche” zu
beschicken, und zwar geschieht das dadurch, daf das Capillarrohrchen hiermit
durchspiilt wird und daB in dem Capillarrohrchen eine Liguoidmenge zuriick-
gelassen wird, die ungefahr eine Siulenlénge von 1 cm einnimmt.

Das Capillarrdhrchen wird an den heraustretenden Bluttropfen herangehalten,
und zwar mit dem Ende, an welchem sich das vorgelegte gerinnungsverhiitende
Mittel befindet. Wahrend der Blutentnahme ist der Inhalt mehrmals zum Hin-
und Herfliefen zu bringen, damit das Blut ausgiebig mit dem Liguoid durch-
mischt wird.

Bei eingesandtem, d. W. Blut wird das Sediment von einer Aufschwemmung
hergestellt (s. Abb. [1]). _

Das Capillarrdhrchen wird an dem beim Blutauffangen unbenetzt gebliebenen
Ende, von welchem die eingedrungene Blutsiule etwa 1 cm entfernt bleiben muB,
itber der Sparflamme eines Bunsenbrenners zugeschmolzen. Das geschieht, um

1 Zu beziehen bei Firma Max Kiihn, Stiitzerbach (Thiir.).
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das Blut in demselben Capillarréhrchen zu zentr1fug1eren, in dem es aufgefangen
wurde.

Bei einem Zentrifugieren mit einer Tourenzahl von 3000 und einer Dauver von
15—20 Minuten ist eine annihernd gleichmaBige Dichte in der Anhiufung der
Blutkorperchen innerhalb des Sediments erreicht. Die GleichmiBigkeit dieser
Dichte ist die Voraussetzung fiir die MeBbarkeit der Blutkérperchenmenge beim
Zusetzen zum Serum (s. Abb. [2]).

2. Das Vorlegen des zu absorbierenden Testserums.

Dieses Serum, das, wie betont, als Testserum stets von ein und derselben
Person stammen muB, wird in einem Capillarrdhrchen vorgelegt, d. h. es werden
soviel Capillarréhrchen mit Testserum beschickt — in der Regel geniigen 3 bis
5 Rohrchen — als Absorptionsstufen angelegt werden sollen.

Wieviel Serum vorgelegt werden soll, das ist an jedem einzelnen Capillar-
réhrchen vorher festzulegen. Da das Capillarréhrechen nicht tiber die halbe
Lange hinaus angefiillt werden soll, weil sonst spiter die Mischbarkeit von Serum
und Blutkdrperchen beeintriachtigt wird, wird in jedem Rohrchen eine Serum-
menge vorgelegt, die einschlieBlich der zuzufiigenden Blutkérperchenmenge un-
gefahr die Hilfte des Rohrchens einnimmt (s. Abb. [4]).

Das Capillarrohrehen wird an einem mit, Millimeterstrichen graduierten MaB-
stab herangehalten oder auf einen Bogen Millimeterpapier aufgelegt und der
Punkt, bis zu dem das Serum aufgezogen werden soll, am Capillarréhrchen (mit
Tinte) markiert. HEs wird also beispielsweise bei einem Blutkérperchensediment-
zusatz in der Menge von 10% bei einem 10 em langen Capillarrohrcheén der Punkt
von 40 mm und derjenigen von 44 mm markiert. Dieser zweite Punkt ist derjenige,
bis zu dem sich beim nachfolgenden Zusatz der Blutkérperchen das Ende der
Serumséule zu verschieben hat. Bei einem Zusatz von Blutkérperchen in der
Menge von 20% werden die Punkte von 40 mm und von 48 mm markiert.

Nachdem nun diese Markierungen vorgenommen sind, wird das zu absor-
bierende Serum bis zu dem ersten Punkt, dem 40 bzw. 35 mm-Punkt, aufgezogen
(= vorgelegt).

3. Das Zusetzen der Absorptionsblutkorperchen zum Absorptions-Testserum.

Alsdann werden Blutkorperchen vom vorher angefertigten Ausgangssediment
(Zentrifugat) aus dem einen Capillarrdhrchen zu dem (in einem anderen Capillax-
rohrchen) vorgelegten Serum hinzugefiigt. Hierzu wird am Ausgangssediment
einerseits der dariiberstehende Serumanteil entfernt (abgefeilt), andererseits das
zugeschmolzene Endstiick, iiber dem sich das Blutkorperchensediment befindet
(s. Abb. [3]). Das Sediment ist, obgleich es sic hlediglich aus Blutkérperchen zu-
sammensetzt, durch Aneinanderhalten der beiden Capillarrohrehen und bei leichter
Neigung ohne weiteres zum HeriiberflieBen® zu bringen, denn der Fliissigkeits-
gehalt der Blutkorperchen selbst ist ein so betrachtlicher, dafl das Blutkorperchen
sediment als Ganzes eine fliissige Masse darstellt (s. Abb. [4]).

Wihrend die Blutkdrperchen an einem Ende der Serumséule zugesetzt werden,
wird das andere Ende der Serumsiule genau ins Auge gefaft und die Verschiebung
dieses Endes vom ersten Punkt aus, dem 40 mm-Punkt, bis zu dem anderen (mar-
kierten) Punkte verfolgt. Sowie dieser erreicht ist, wird das Zusetzen von Blut-
korperchen abgebrochen (s. Abb. [5]).

1 Voraussetzung ist, daB die Capillarrohrchen dimnwandig und damit relativ
weit in jhrer Lichtung sind. Bei dickwandigen (= enges Lumen) sto8t das
Hertiberfliefenlassen auf Schwierigkeiten.
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4. Die Absorption.

Mit dem Moment, wo nach Zusatz der Blutkérperchen eine Agglutination
eintritt, setzt auch eine Absorption ein. Da nun die Serumsiule und die Blut-
kérperchensiule zunichst nur eine ganz geringe Berihrungsfliche haben, ist der
Inhalt des Rohrchens zur Durchmischung mehrmals zum Hin- und Herflieen
zu bringen (s. Abb. [6]). Hierbeiist besonders darauf zu achten, dall nichts vom
Inhalt aus dem Capillarrdhrchen herausfliet, denn dann ist eine quantitative Be-
stimmung nicht mehr - durchfithrbar. Das Hin- und HerflieBenlassen hat also
langsam zu erfolgen, ohne daB dabei der Imhalt (die Saule) die Offnungen des
Capillarrohrehens erreicht.

Das Absorbieren ist bei Zimmertemperatur 10—15 Minuten lang fortzu-
setzen. Diese Zeitpunkte sind unter der Voraussetzung gewahlt, da der Ab-
sorptionsvorgang abgeschlossen ist, wenn der Agglutinationsvorgang beendet ist.
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1 = Anfiillen eines Capillarrohrchens mit Blutkorperchen zum Anlegen des Ausgangssedimentes,

2 = An einem Ende zugeschmolzenes Capillarrfhrechen mit Ausgangssediment und dariiber ab-
geschiedenem Serum.

3 = Abfeilen dieses Serumanteiles und des zugeschmolzenen Endes. -

4 = Ubertragen des Sedimentes aus dem Capillarrshrehenteilstiick in ein neues Capillarrhrchen,
in welchem das Testserum vorgelegt ist.

5 = Markierung der Punkte, um welche sich die Testserumsiule beim Zusatz des Sedimentes ver-
schieben soll.

6 = Mischen des Testserum-Absorptionsblutkérperchen-Gemisches durch Hin- und HerflieSen-
lassen im Capillarréhrehen.

7 = Zuschmelzen einer Capillarréhrchendffnung nach AbschluB der Absorption.

8 = Zentrifugieren, wobei sich die Absorptionsblutkdrperchen als Sediment abscheiden.

9 = Ausmessen der Linge dieses Blutkdérperchensedimentes durch Heranhalten eines MaBstabes.

10 = Abfeilen des Serums vom Sediment.

11 = Zusatz von Testblutkdrperchen zu dem auszuwertenden Serum aus der Veniile, aus der das
Ausgangsmaterial entnommen wurde, ev, unter Zuhilfenahme eines anderen Capillarrohrchens.

12 = Die beiden Mobglichkeiten des Reaktionsausfalles bei der qualitativen Auswertung: aus-
bleibende, wenn geniigend (=) bzw. iliberschiissig (<) Blutkdrperchen zugesetzt wurden
und eintretende Agglutination, wenn das Serum () iiberschiissig war.

13 = Anlegen einer Absorptionsreihe mit verschiedenen Absorptionsblutkérperchenmengen. (Uber-
sicht von 1—12.) .

14 = Auswerten dieser Reihe.
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B. Das Auswerten.
1. Das M esséfz.

a) Das Ausmessen der Siulenlinge des Sedimentes.

Nach vollendeter Absorption, d. h. etwa 1/, Stunde nach Zusatz der
Blutkérperchen, wird die eine Offnung des Capillarrohrchens zugeschmol-
zen (s. Abb.[7]) und der Inhalt 10 Minuten zentrifugiert. Hierbei nehmen
die Blutkérperchen innerhalb des Sedimentes (s. Abb. [§]) ein lackfarbenes
Aussehen an, was jedoch nicht bedeutet, dafl eine Hémolyse eingetreten
ist, sondern daf} die Blutkérperchen sozusagen liickenlos aneinanderliegen.

Nach Abschlufl des Zentrifugierens wird die Lénge der Blutkorperchen-
séule nochmals[!] bestimmt (s. Abb.[9]), denn sie kann unter Umstiénden
— verglichen mit dem Ausgangsmal — jetzt verkiirzt erscheinen. Beim
Zentrifugieren (zur Herstellung eines Ausgangssedimentes) (s. Abb.[2]) ist
némlich die Dichte der Blutkérperchen in der Sedimentséule nicht in ihrer
ganzen Ausdehnung die gleiche, denn an der Basis (Boden) des Sedimentes
liegen die Blutkorperchen dichter zusammen (infolge gréferen Abstandes
von der Zentrifugenachse), als an dem entgegengesetzten Ende des Sedi-
mentes, da hier noch Spuren von Serum enthalten geblieben sein kénnen.
" Werden nun Blutkérperchen von der Basis zugesetzt, so ist die Linge
der Blutkorperchensdule nach dem Zentrifugieren die gleiche wie vor
dem Zentrifugieren. Werden dagegen Blutkérperchen von einer héheren
Schicht zugesetzt, so kann es vorkommen, dafl mit den Blutkérperchen
auch geringe Mengen von Serum zugesetzt werden. Wird nun nach
dem Absorbieren der Inhalt des Capillarréhrchens zentrifugiert, so
gelangt die Absorptionsblutkérperchenséule jetzt in einen anderen
(weiteren) Abstand von der Zentrifugenachse als urspriinglich, d. h. als
beim Anlegen des Ausgangssedimentes. Die Blutkorperchensidule nimmt
nun unter dem hoheren Schleuderdruck eine geringere Ausdehnung (Linge)
ein alszuvor (vgl.in Abb.[2]u.[&]) und das zwischen ihnen noch enthalten
gewesene Serum wird jetzt aus der Sedimentsiule in das vorgelegte
Testserum ausgetrieben. Dieses erfihrt dadurch eine scheinbare Ver-
lingerung seiner Siule. Hierbei handelt es sich aber nur um relative
Verianderungen innerhalb der S#ule, die in ihrer Gesamtlinge unver-
andert bleibt.

Zur Vermeidung von Fehlbestimmungen ist also die Lénge der
Serumsdulen vor dem Zentrifugieren und die der Bluthdorperchensiulen
nach dem Zentrifugieren endgiiltig, d. h. nochmals zu bestimmen (s.
Abb. [9]), da bei der vorldufigen Bestimmung (vor dem Zentrifugieren)
nicht genau genug bemessen werden kann, welche Menge von Blut-
korperchen tatsichlich hinzugesetzt worden ist (s. Abb. [6]).

Das Ausmessen der Saulenlinge des Blutkdrperchensedimentes erfolgt
durch Anlegen des Capillarréhrchens an einen mit Millimeterstrichen
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graduierten MaBstab (bzw. Millimeterpapier) (s. Abb. [9]), wie das Aus-
messen beim Vorlegen des Serums, dessen Saulenlinge jetzt nicht wieder
ausgemessen zu werden braucht, da diese ja von dem Vorlegen her
bekannt (=40 bzw. 35 mm) ist.

Die urspriinglich angelegten Markierungspunkte (s. Abb. [4] u. [5])
gelten nun nicht mehr, da durch das Zuschmelzen dér Capillarréhrchen-
offnung das Capillarréhrchen eine Verkiirzung erfahren hat und der In-
halt des Capillarréhrchens dadurch gegeniiber den Markierungspunkten
verschoben erscheint.

b) Die Bestimmung des Mengenverhiiltnisses von Absorptionsblutkirperchen
zam Absorptionsserum.

Hierzu werden die Léngenmafe (= Sdulenlingen in Mllhmeter) Zu-
einander in Relation gebracht, und zwar ohne Errechnung des Volumens.
Die Lénge der Blutkérperchensiule wird auf die Lange der Serumsiule
bezogen und das prozentuale Verhéltnis bestimmt.

Dieser ermittelte Verhaltniswert hat aber nur in bezug auf ein ganz
bestimmtes Testserum seine Geltung. Das wird durch eine beson-
dere Schreibweise zum Ausdruck gebracht.

Dietrich-(Test-)Serum
2-Blutkdrperchen

Mit dem Namen Dietrich (45 Jahre alt) ist hier das Serum (Titer
1 : 64) derjenigen Person bezeichnet, die zur Blutgruppe B gehért und
stindig das Anti-A-Serum als Testmaterial lieferte. Mit dem ,,2* sind
die Blutkérperchen (derjenigen Person) bezeichnet, deren Receptor-
stirke zu bestimmen ist.

Die Zahl 25% besagt, daB eine solche Mindestmenge von Blut-
kérperchen der Person ,,x‘‘ erforderlich ist, um — bezogen auf 100 Teile
des Dietrich-Serums — dieses zu erschépfen.

Was nun die Receptorstirke anbetrifft, so stellt sie eigentlich den
reziproken Wert der errechneten Prozentzahl, in diesem Falle 25%,
also 4 dar. Denn die Receptorstirke steht in einem umgekehrten Ver-
héltnis zur Menge der Blutkérperchen. Je geringer die Bindungs-
fahigkeit, desto grofer die erforderliche Blutkérperchenmenge und
umgekehrt.

= 25%.

2. Das Auswerten des absorbierten (8. Abb. [10] u. [13]) Serums.

Dieses wird grundsitzlich nicht quantitativ in der Form des Aus-
titrierens in einer Verdiinnungsreihe vorgenommen, sondern ausschliel3-
lich als ein qualitatives.

Die Moglichkeit hierzu ist dadurch gegeben, daB in einer.der Ab-
sorptionsstufen die optimale Einstellung (hinsichtlich des Mengenver-
hiltnisses der Absorptionsblutkérperchen in bezug auf das zu absor-
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bierende Serum) bestand, dall das Serum also titerlos wurde und sich
somit eine quantitative Auswertung eriibrigt.

Als Testblutkérperchen werden nicht solche irgendeiner beliebigen
Person verwandt, sondern diejenigen Blutkorperchen, deren Receptor-
stirke bestimmt werden soll. Es wird also hierzu vom Ausgangsblut (s.
Abb. [11]) eine Aufschwemmung hergestellt bzw. direkt vom Ausgangs-
sediment (s. Abb.[2]) eine Blutkorperchenséule in der Lange von '/, mm
als Testblut zugesetzt.

Mit der Verwendung dieser (!) Blutkérperchen als Testmaterial soll
die Vollstindigkeit der durchgefiihrten Absorption festgestellt werden.
Werden diese Blutkdrperchen durch das absorbierte Serum nicht mehr
zusammengeballt?, so ist dieses (!) Serum in bezug auf diese (!) Blut-
korperchen agglutininfrei geworden. Das ist der Fall in denjenigen
Stufen, in denen iiberschiissige und in denen ausreichende Blutkorper-
chenmengen zugesetzt worden waren (s. Abb.[12]). In denjenigen Stufen,
in denen zur Absorption nicht ausreichende Mengen von Blutkérperchen
verwandt worden waren, tritt eine Agglutination ein. Die optimale Ein-
stellung (geringste ausreichende Menge) liegt also zwischen der letzten
Stufe mit nicht ausreichender und der ersten Stufe mit ausreichender
Blutkérperchenmenge (s. Abb. [14]). Der Mittelwert, der sich aus diesen
beiden Stufen (an der Grenze von vollstindiger? und unvollstindiger
Absorption) ergibt, bringt die Receptorstirke zum Ausdruck.

Zusammenjassung.

1. Nach dem von uns geilibten Verfahren wird die Agglutininbindungs-
fihigkeit von Blutkérperchen durch die Menge der Absorptionsblut-
kérperchen bestimmt, und zwar durch diejenige (geringste!) Menge, die
zur Absorption der Antistoffe einer bestimmten Testserummenge gerade
eine ausreichende ist.

I1. Dieses Ausreichen wird durch Anlegen einer Reihe von Stufen
mit verschiedenen Blutkérperchenmengen bei gleichbleibender Serum-
menge ermittelt.

III. Gemessen wird die Menge der Blutkérperchen als Sediment
(Sdulenlinge im Zentrifugat) in Capillarréhrehen (Hématokritprinzip).
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1 Cave Goldrollen!
2 DaB der Absorptionsvorgang ein asymptotischer (= ein eigentlich unvoll-
standiger) ist, kann hier auBler acht gelassen werden.



