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MEDEDEELINGEN VAN HET SECRETARIAAT DER
NEDERLANDSCHE CHEMISCHE VEREENIGING

(Willem Witsenplein 6, 's-Gravenhage, telefoon 774520,
postrekening 7680).

Nieuwe leden.

De in het Chemisch Weekblad van 23 Januari 1937 onder
104 -106 genoemde candidaat-leden zijn thans aangenomen als
gewone of buitengewone leden.

Candidaat-leden :

136: Levi (Prof. G. R.), Milano (It.), Viale Romagna 37, prof.
a. h. Instituto di Chimica Generale; voorgesteld door Dr.
C. A. Lobry de Bruyn te Amsterdam en Dr. T. van der
Linden, den Haag.

137 : 's-Gravesande (Mej. J. S. M. L.}, chem. cand., Leiden, Witte
Singel 99; voorgesteld door drs. ]J. M. Stevels te Leiden en

. drs. E. ]. Arlman, den Haag.

138: Polak (drs. ]. ]J.). Amsterdam-C., Prinsengracht 1103!; voor-
gesteld door Mej. Dr. E. Dingemanse en Dr. H. G. K.
Woestenbrink, beiden te Amsterdam

139: Page (Mr. B. S), M. A., Librarian Armstrong College,
Newcastle upon Tyne; voorgesteld door Dr. C. A. Lobry
de Bruyn te Amsterdam en Dr. T. van der Linden, den Haag.

Veranderingen aan te br/engen in de ledenlijst 1936.
Blz. 32: Burg (Ir. J. van der), den Haag, Corn. Houtmanstraat 29.
. 33: Cats (Ir. A\), Leeuwarden, Harlingerstraatweg 64b.
» 64: Monchy (Dr. M. M. de), Oss (N. Br.), Floraliastraat 53.
» 66: Noyons (Dr. E. C.), Eindhoven, Guido Gezellestraat 44.
» 82: Tilman (Dr. G.), Amsterdam-Z., Jac. Obrechtstraat 69.
. 87: Wagtendonk (drs. W.]. van), Utrecht Merwedekade 121,

ass. org. chemie R.U.

» 91: Zaaljer (Mej. Ir. M.}, Doorn, Sparrenlaan 37.

Adresveranderingen, enz. van (candidaat-)leden, wier namen

nog niet in de ledenlijst zijn opgenomen.
Blz. 58: Lehr (drs. J. J.), Wageningen. Hamelakkerlaan 24.
- 68: Overweg (Ing. J. W.). Zirich, Zw., Nelkenstrasse 7.
» 86: Vos (A. S.), chem. stud.. Delft, Spoorsmgel 2A.
* g Xk
De Secretaris is iederen Maandagmiddag van 1.30 tot 3 uur
aan bovenstaand adres te spreken. Het Bureau is in den regel
geopend iederen werkdag van 9—12 en van 1.30 tot 4.30 uur,
des Woensdags en des Zaterdags van 9—12 uur,
’ Dr. T. VAN DER LINDEN,
den Haag, telefoon 117941,

(na 6 u. nm.)

‘a

i Contributie 1937.

De aandacht wordt gevestigd op art. 5 van het Huishoudelijk
Reglement, waarin is vastgelegd, dat de jaarlijksche contrlbutles
invorderbaar zijn van 1 Januari af.

Aan gewone leden in Nederland, Ned. Qost- en West-Indiz,
die geen reductie op de contributie genieten, aan buitengewone
en aan huisgenoot-leden wordt daarom verzocht, het door ieder
verschuldigde bedrag (resp. f 15—, f 10—~ en f 5.— zonder
Recueil, f 21.—, f 14— en f 11.— met Recueil), zoo spoedig
mogelijk te voldoen door overschrijving op postrekening 7680.
der Ned. Chem. Ver. te 's-Gravenhage.

De penningmeester doet een ernstig beroep op de leden, in, het
belang der Vereeniging te willen medewerken aan een viotte

-~ inning van de verschuldigde contributies.

'

Sectie voor Kolloidchemie.
Symposium over hydrophobe kolloiden.

Het ligt in de bedoeling van de Sectie voor kolloidchemie der
Ned. Chem. Vereeniging om op 5 en 6 November 1937 een
symposium te organiseeren met als onderwerp:

Dynamica der hydrophobe suspensies en'emulsies.

Hier zullen besproken worden de vraagstukken, welke een
inzicht verschaffen in de stabiliteitsvoorwaarden der genoemde
systemen en zal dus tevens het mechanisme der vlokking en der
dispergeering werden behandeld. .

Dank zij de gastvrijheid van Prof. Dr. H. R. Kruyt kan dit
symposium te Utrecht in het van ‘t Hoff-Laboratorium plaats
vinden.

Verscheidene sprekers hebben hun medewerking reeds toege-
zegd. Binnenkort zullen nadere gegevens bekend worden gemaakt.

De Secretaris,
R. HOUWINK,

. Uiverlaan 7, Eindhoven.

Aangeboden betrekkingen, werk, subsidies, enz. **)

Handelszaak zoekt voor de oprichting eener fabriek een Dr,
in de scheikunde of scheik. ing. als technisch mede-directeur.
Zie verder de adv. in No. 11.

LR

Research-instelling op toegepast-chemisch terrein (in Z.-H.)
zoekt eén scheikundig ingenieur of doctor i. d. chemie als secretaris.
Naast chemische kennis, uitnemende kennis van talen en organi-
satorisch talent vereischt. Zie verder de adv. in No. 11.

Gevraagde betrekkingen.
Zie blz. 243.

**) Men raadplege ook steeds de advertenties.
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OVER HET BEPALEN, REINIGEN EN

« CONCENTREEREN VAN ANTIGENEN
‘ ,EN ANTISTOFFEN,

door

A. TASMAN.

Inleiding.

Indien men een mensch of dier een ,,soortvreemde”
(niet tot de eigen soort behoorende) stof inspuit, zal
dit organisme deze soortvreemde stof, welke vaak een
nadeeligen invloed op het desbetreffende organisme
uitoefent, onschadelijk trachten te maken. Dit ge-
schiedt in de eerste plaats door afbraak, resp. uit-
scheiding van deze stof. Daarnaast treedt in vele
gevallen de vorming van z.g. antistoffen op, welke in
hun physiologische werking op de een of andere wijze
tegengesteld zijn aan de eerstgenoemde stoffen, die,
op grond van hun vermogen om antistoffen op te
kunnen wekken, met den naam antigenen aangeduid
worden.

Als antigeen kunnen zeer verschillende stoffen
fungeeren. Zoowel suspensies van bacterieén (de
z.g. ,,vaccins’ 1), roode bloedlichaampjes van mensch
of dier, als zeer in het algemeen allerlei eiwitoplossin-
gemn; hebben het vermogen om, eenmaal in het dierlijk
organisme gebracht, daar antistoffen op te wekken.

Betreffende aard en werking van antigenen en
antistoffen is nog betrekkelijk weinig bekend. Vast
staan echter de volgende feiten 2):

1. Antigenen zijn in ieder geval colloidale stoffen.
Zij zijn of zelf eiwitten, of 8p de een of andere wijze
aan eiwitten gebonden. Enkele uitzonderingen op
dezen regel zullen later behandeld worden.

2. De antigene werking, d.w.z. de opwekking van
antistoffen treedt, behoudens enkele uitzonderingen,
alleen dan op, wanneer het antigeen niet via het
maag-darmkanaal, doch parenteraal door inspuiting
in of onder de huid, in de spieren, in debuikholte of
direct (intraveneus) in de bloedbaan gebracht wordt.

3. Het lichaam reageert op een bepaalden anti-
geenprikkel op nog vrijwel onbekende wijze door de
vorming van specifieke antilichamen, D.w.z. dat deze
antistoffen, zoowel in het lichaam als daarbuiten
(waarover later meer) in hoofdzaak slechts met het
bijbehoorende antigeen in reactie treden. Betreffende
het vraagstuk van deze serologische specifiteit zie o.a.
van Veen3) en Landsteiner4).

4. Indien men een individu (mensch of dier) het
een of ander antigeen inspuit, noemt men deze

1) De naam ,,vaccin” stamt uit den tijd van Jenner, die de
enting tegen de pokken toepaste. Sindsdien noemt men in het
algemeen alle stoffen, die voorbehoedend bij den mensch of het
dier ingespoten worden, met het doel dezen door de productie
van antistoffen tegen latere infecties te beschermen, ,,vaccins”.
Meer in het bijzonder slaat dit op suspensies van gedoode
bacterién (bijv. typhus-vaccin).

2) Zie voor meer bijzonderheden, speciaal de chemische zijde
van dit vraagstuk belichtende, o0.a. H. G. W e1ls, The Chemical
Aspects of Immunity, 2nd Ed., Chem. Catal. Comp., New York,
1929; C. H. Browning, Immunochemical Studies, Cons*able
and Co., London, 1925 en J. R. Marrack, The Chemistry
of Antigens and Antibodies, ‘H. M. Stat. Office, London, 1934.

3) A, G. van Veen, Chem. Weekblad 31, 567 (1934).

4) K. Landsteiner, Die Spezifitit der serologischen
Reaktionen; Springer, Berlin, 1933,
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_ bewerking immuniseeren. Het resultaat van deze

immunisatie uit zich bij het betreffende organisme in
het optreden van een immuniteit, m.a.w. het individu
is in meerdere of mindere mate immuun t.o.v. het bij
de immunisatie gebruikte antigeen. Deze immuniteit
is tweeledig en bestaat uit een humorale en ecen
cellulaire immuniteit. Onder de eerste verstaat men
het vrij in de bloedbaan circuleeren van de door den
antigeenprikkel opgewekte antistoffen. Indien, men
een op bepaalde wijze geimmuniseerden mensch of
dier bloed afneemt en dit bloed laat stollen, zijn in
de zich boven de samengetrokken bloedkoek afschei-~
dende bloedwei (serum), de specifieke antistoffen op
verschillende wijze aantoonbaar.

Onder cellulaire immuniteit verstaat men het ver-
schijnsel, dat bepaalde lichaamscellen van een ge-~
immuniseerd individu geruimen tijd na de immunisatie,
zelfs indien in het serum geen antistoffen meer aan
te toonen zijn, in een zoodanigen toestand verkeeren,
dat één enkele antigeenprikkel (bijv. in den vorm van
een prophylactische vaccininspuiting of een besmet-
ting met virulente ziektekiemen) een overvloedige
antistofproductie tengevolge heeft (waarbij de bin-
nengedrongen ziektekiemen ook nog op andere wijze
onschadelijk gemaakt kunnen worden).

Indien men vloeibare voedingsbodems van bepaalde
samenstelling (bijv. vleeschbouillon) ent met een
cultuur van diphtherie~ of tetanusbacterién, scheiden
zich gedurende den groei van deze micro-organismen
bepaalde gifstoffen af, die als zoodanig foxinen ge-
noemd worden. Zoo kent men, naast vele andere
diphtherie~ en tetanustoxine. Deze gifstoffen zijn met
de bouillon, waarin zij gevormd zijn, door filtratie van
de bacterién te scheiden en blijken eveneens antigene
eigenschappen te bezitten. Immuniseert men bijv. een
paard met langzaam stijgende doses van genoemde
toxinen, dan blijkt er in het lichaam van dit dier een
vorming van de specifieke antistoffen op te treden,
die daarom den naam antitoxinen hebben gekregen.
Men spreekt dus van diphtherie-toxine en -antitoxine,
resp. tetanustoxine en -antitoxine.

Zooals bekend verondersteld mag worden, worden
voorbehoedende entingen tegen diverse ziekten op
ruime schaal toegepast. Als voorbeeld mogen genoemd
worden de enting tegen typhus, cholera, pokken, pest
(vaccin-Otten) en diphtherie. De enting tegen
diphtherie wordt in hoofdzaak uitgevoerd met het
zoogen. diphtherie-anatoxine. Dit is een product, dat
bereid wordt uit diphtherie-toxine, door deze vloei-
stof met 0.4 % formol gedurende 4—5 weken bij 39°
te bewaren. Als gevolg hiervan gaan de giftige eigen-
schappen van het diphtherie-toxine geheel verloren,
terwijl de antigeenfunctie voor het allergrootste deel
behouden blijft. Dit product kan dus zonder bezwaar
voor de enting van kinderen toegepast worden 5).

In al deze gevallen worden gezonde personen met
een bepaald vaccin geimmuniseerd om hen immuun of
onvatbaar voor de correspondeerende ziekte te maken.
Deze immuniteitstoestand is dus een actieve, zelf ver-
kregene. Het organisme heeft zelf de antistoffen ge-

5) De naam ,anatoxine” stamt van Ramon. Glenny
beweert echter reeds veel eerder een dergelijk product gevonden
te hebben en spreekt van ,toxoid”. De naam ,toxoid” wordt
algemeen gebruikt voor die stof (of stoffen), welke op de een
of andere wijze uit toxine ontstaan en hiermede physiologisch
alleen verschillen wat de giftigheid betreft. Ieder toxine (bijv.
diphtherie- of tetanustoxine) gaat op den duur voor een meer
of minder groot gedeelte in toxoid over.

~
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vormd, die dus, gebonden aan de soorteigen lichaams-
eiwitten, langen tijd blijven bestaan en derhalve,
tezamen met de reeds eerder genoemde cellulaire
immuniteit geruimen tijd bescherming tegen infectie
verleenen. Daar gewoonlijk echter meer. antigeen-
injecties met zekere tijdsintervallen gegeven moeten
worden, duurt het vaak een zekeren tijd, voordat een
voldoende actieve immuniteit verkregen is. In som-~-
mige gevallen is het echter niet mogelijk, zoolang te
wachten. Indien een patiént diphtherie heeft of zoo-
danige verwondingen heeft opgeloopen, dat men een
infectie met tetanusbacillen moet veronderstellen, kan
men niet wachten totdat de patiént zichzelf actief van
antistoffen voorzien heeft, doch moet hem onmiddel-
lijk een groote hoeveelheid antistof, in dit geval anti~
toxine, toegediend worden. .

Men spuit hem nu z.g. diphtherie- of tetanusserum
in. Dit is serum, gewonnen van paarden, schapen of
runderen, welke van te voren in hooge mate tegen de
desbetreffende ziekten geimmuniseerd zijn en dus
groote hoeveelheden antistoffen in hun bloed be-
vatten. Ook ter onmiddellijke bescherming van ,,con~
tactpersonen’ (bijv. kinderen in een gezin, waarvan
een der leden lijdt aan diphtherie) past men deze
werkwijze toe. In dit laatste geval spuit men dus het
voorbehoedende antitoxine in, gebonden aan soort-
vreemd eiwit (paard of schaap). De verkregen
passieve immuniteit is derhalve een kortdurende en
moet zoo mogelijk t.z.t. door een actieve vervangen
worden.

Antigenen en antistoffen kunnen buiten het lichaam,
dus in vitro op verschillende manieren met elkander
in reactie treden. Bij het uitvoeren van deze reacties
maakt men in de eerste plaats gebruik van het principe
van de reeds eerder genoemde specifiteit. D.w.z. ook
buiten het lichaam reageert een bepaald antigeen in
meerdere of mindere mate, meestal zelfs uitsluitend
met het specifieke antilichaam. Deze reactie kan op
verschillende wijzen tot uiting komen.

1. De schadelijke werking voor een proefdier van
een bepaald antigeen (bijv. diphtherietoxine t.o.v.
caviae) wordt uitsluitend door het specifieke anti-
serum (antitoxisch diphtherieserum) onwerkzaam ge-
maakt. Deze reactie vindt dus bijv. niet plaats, indien
men het diphtherietoxine v66r de inspuiting in plaats
van met diphtherieserum, met tetanusserum mengt en
omgekeerd.

2. Indien men een suspensie van bepaalde bac-
terién samenbrengt met het serum van een tegen deze
bacterie geimmuniseerd dier, worden deze bacterién
geagglutineerd, d.w.z. samengeklonterd.

Men kan het desbetreffende serum vaak sterk ver-
dunnen (bijv. 1000 maal), zonder dat aan de duidelijk-
heid van de reactie afbreuk wordt gedaan, m.a.w. er
is vaak slechts zéér weinig antistofhoudend serum
noodig om de reactie uit te voeren.

3. De meeste opgeloste antigenen vertoonen, met
het bijbehoorende antiserum in bepaalde verhoudin-
gen samengebracht, een zoogen. precipitatie-reactie.
Hierbij scheidt zich een complex van antigeen .en
antistof, tezamen met eiwitten uit één of beide com-
ponenten afkomstig, als vlokken uit het oorspronkelijk
heldere mengsel af.

4. Indien men bijv. een komnijn immuniseert met
schapenbloedlichaampjes (erythrocyten), heeft het

serum van dit konijn de eigenschap om deze
schapenbloedlichaampjes, in samenwerking met een
bepaalde stof, welke zich o.a. in versch serum bevindt
en complement genoemd wordt, op te lossen, waar-
door de roode bloedkleurstof vrij komt (haemolyse).
Op deze in wezen tamelijk ingewikkelde reactie,
waarbij ook het verschijnsel der complementbinding
een rol speelt, zal hier niet verder ingegaan worden.

Uit het bovenstaande blijkt voldoende, welk een
enorm practisch belang er verbonden is aan de groote
verscheidenheid der antigeen-antistofreacties. Het be-~
hoeft geen nader betdog, dat bijv. voor de toepassing
van antitoxische sera (bijv. diphtherie- en tetanus-
serum) een juiste kennis van hun gehalte aan anti-
toxine ten zeerste gewenscht is. Ook voor tal van
diagnostische onderzoekingen ter bepaling van den
aard van een of ander infectieproces is een dergelijke
kennis der antigeen- en antistofconcentraties in de
gebruikte reagentia onmisbaar.

Doch ook uit zuiver wetenschappelijk oogpunt be-
keken, verdient een dergelijke beschouwingswijze ten
volle de aandacht. Indien men bijv. een mengsel van
kippen- en paardeneiwit heeft, is langs chemischen
weg een quantitatieve bepaling van deze twee eiwit~
ten, zooal niet onuitvoerbaar, dan toch in ieder geval
buitengewoon ingewikkeld. Zooals uit het vervolg
blijken zal, bezit men in de boven aangeduide sero-
logische reacties een betrekkelijk eenvoudig hulp-
middel om dit vraagstuk op te lossen.

Tenslotte zal het duidelijk zijn, dat ook de reiniging
en concentratie van de diverse antigenen en anti-
stoffen, zeer belangrijk is. Practisch beschouwd komt
het hierop neer, dat men van deze gezuiverde en ge-
concentreerde producten den patiénten vaak geringere
(volume-) hoeveelheden hoeft in te spuiten, met als
gevolg een in geringere mate optreden van allerlei
min of meer onaangename bijverschijnselen. Doch
vooral theoretisch zijn hier groote belangen mee ge-
moeid. Het spreekt wel vanzelf, dat men ter bestudee-~
ring van de nog in zoovele opzichten duistere reacties
der antigenen met hun specifieke antistoffen, trachten
moet deze producten in zoo zuiver mogelijken vorm
af te scheiden. In hoeverre (resp. hoe weinig) men
hierin nog geslaagd is, zal uit het vervolg blijken.

Gezien den grooten omvang van het aangeduide
gebied, is het niet mogelijk om bij de behandeling van
deze vraagstukken in een tijdschriftartikel, naar vol-
ledigheid te streven. Veelmeer zal getracht worden
aan de hand van verschillende voorbeelden die, hetzij
practisch, hetzij theoretisch op den voorgrond treden,
het wezen van enkele dezer reacties en processen
duidelijk te maken.

Hoewel zeker niet van practisch, zoowel als theore-
tisch belang ontbloot, zullen terwille van deze nood-
zakelijke beperkingen, op enkele uitzonderingen na,
alle verschijnselen, welke met bacterieele antigenen

samenhangen (agglutinatie, bacteriolysis, bepaling
van het ,antigeenspectrum” van diverse bacterie~
groepen en -stammen enz.) achterwege gelaten

worden.

Bepaling van antigeen~ en antistofconcentraties.

a. Diphtherietoxine, -antitoxine en -anatoxine. In
1884 ontdekte Loeffler den diphtheriebacil, enkele
jaren later publiceerden Roux en Yersin hun
ontdekking van het diphtherietoxine en in 1890
konden Behringen Kitasatomededeeling doen
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van hun geslaagde pogingen om diphtherie-antitoxine
te bereiden, door paarden op zeer voorzichtige ‘wijze
met het diphtherietoxine (aapvankelijk onder toe-~
voeging van joodtrichloride) te immuniseeren. In den
beginne waren de resultaten van de toepassing van
anutoxine weinig bemoedigend. Pas toen men over
betere immunisatiemethoden en dienovereenkomstig
hoogwaardiger antitoxische sera beschikte, ging de
letauteit der diphtheriepatiénten aanzienlijk acnteruit.
Dat de door Paul Ehrlich ingevoerde standaar-
disatie en titratiemethoden hierbij een belangrijke rol
gespeeld hebben, behoeft geen nader betoog.

Lorspronkelijk ging Ehrlich uit van een onder
gunstige voorwaarden bewaard. diphtherietoxine en
‘bepaalde hiervan de Dosis letalis minima (D.l.m.) d.i
de kleinste hoeveelheid toxine welke, met zoutsolutie
tot een volume van 4 cm3 aangevuld, bij een cavia
van 250 gram subcutaan ingespoten, dit dier juist in
4 dagen doodt. Vanzelfsprekend moet men een groot
aantal caviae gebruiken om de individueele verschillen
in gevoeligheid uit te drukken. Prigge$) toonde
aan, dat bij gebruik van door inteelf verkregen dier-
materiaal de individueele verschillen in gevoeligheid
zeer sterk verminderen. Ten opzichte van een een-
maal door zijn D.lm.-waarde gestandaardiseerd
toxine, vergeleek Ehrlich nu verschillende anti-
toxische sera, Als antitoxine-eenheid nam Ehrlich
aan die hoeveelheid antitoxine, welke de giftige
werKing van 100 D.lLm. toxine juist neutraliseerde.
Kort ‘daarna bleek hem echter, dat, in vacuum ge-
droogd en in geévacueerde ampullen bewaard, diph-
therieserum zich veel langer onveranderd laat bewaren
dan op overeenkomstige -wijze behandeld toxine.
Tegenwoordig gebruikt men dan ook als uitgangs-
standaard (,,oertiterstof”’) een z.g. standaardserum,
dat in gedroogden vorm in geévacueerde ampullen
bewaard wordt. Van een dergelijk serum wordt een
bepaalde hoeveelheid in 60 %-ige glycerine opgelost,
zoodanig, dat,.indien men 1 cm3 van deze oplossing
met zoutsolutie tot 10 cm3 verdunt, deze laatste ver-
dunning per ¢m3.1 Internationale Antitoxine Eenheid
(A.E.) bevat. Dergelijke preparaten worden o.a. door
het Staats Serum Institut te Frankfort a.Main en de
hygiénische commissie van den Volkenbond afge-~
leverd. - .

Men kan nu voor de eigenlijke 'titraties op twee
verschillende manieren te werk gaan 7). Van een be-
paald diphtherietoxine (dat reeds geruimen tijd in de
ijskast bwaard moet zijn geworden, zoodat er prac-
tisch geen veranderingen meer in plaats grijpen) kan
men of.de Ly(Limes-Nul)~ 6f de L, (Limes-dood)-
waarde bepalen.

-Ondeér eerstgenoemde grootheid vestaat men die
hoeveelheid toxine, welke met 1 A.E. in 4 cm3 totaal
volume samengebracht en bij een cavia van 250 gram
onderhuids ingeSpoten, bij dit dier in 4 dagen geener-

lei diphtherische verschijnselensfeweeg brengt. De’

tweede grootheid geeft aan die hoeveelheid toxine,
welke op overeenkomstige wijze gemend met 1 AE,
na subcutane inspuiting een cavia juist in vier dagen
doodt. In de praktijk is de Lg-eenheid volledig ver-

*

8) R. Prigge, Z. Hyg. Infektionskrankh. 119, 186 (1937).
~7). Arbeiten ads dem  Staatsinstitut fiir experimentelle Theraple
und dem-Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a:M., Heft
31'R. Otto und H. Hetsch, Die Priifung und Wertbemes-
sung der Sera und Impfstoffe u.s.w.; Jena, Gustav Fischer,
1935, ; -

laten en maakt men bij titraties uitsluitend gebruik
van de L, -dosis.

"Heeft men nu eenmaal een bepaald diphtherietoxine
t.o.v. een geijkt standaardserum ingesteld, dan kan
men, met dit toxine als basis sera van onbekende
sterkte .titreeren. Men bepaalt dan die serumverdun-
ning, welke zich t.o.v. genoemd toxine als 1 A.E.
gedraagt en kan alsdan op eenvoudige wijze het aantal
A.E. per cm3 berekenen. Dat bij deze titraties steeds
de noodige contréles t.o.v. het geijkte standaardserum
verricht moeten worden, spreekt vanzelf. Ter illustratie
diene, dat van een goed toxine de D.lL.m. ongeveer
0.001 c¢m3, de L, -dosis ongeveer 0.115 c¢cm3 en de
antitoxinetiters van de door het Rijks Instituut voor
de Volksgezondheid uitgegeven twee series anti-
toxisch diphtherieserum (van paarden afkomstig)
resp. 300 en 600 A.E. per cm3 bedragen.

Hoewel deze methode in de handen van een nauw-
keurig werker steeds goede en betrouwbare resultaten
oplevert, kleeft haar als grootste bezwaar aan de be-

.trekkelijke kostbaarheid. Het spreekt toch vanzelf, dat
men voor nauwkeurige titraties van vele dieren ge-
bruik moet maken, die na een eenmalige behandeling,
ook al overleven zij de proef (bijv. als de titer van
Let te titreeren serum te laag geschat is), voor een
volgende bepaling onbruikbaar geworden zijn, Over-
leven zij n.l. de vergiftiging met diphtherietoxine (al
of niet gemengd met antitoxisch serum), dan zijn zij
dusdanig immuun. geworden, dat ze niet meer als
,versche'' caviae gelden kunnen. Een ander bezwaar
bestaat in het feit, dat men minstens vier dagen
wachten moet, alvorens het resultaat van een bepaalde
titratieproef met zekerheid afgelezen kan worden.

Glenny en Llewelyn-Jones8) werkten een
intracutane titratiemethode uit, welke in principe op
het bovenstaande berust, met dit verschil, dat de
doses der reageerende bestanddeelen veel kleiner ge-
nomen worden. Als ,antitoxine-eenheid” dient hier
een hoeveelheid serum, overeenkomende met, 1/500
A.E., welke zich, gemengd met een bepaalde hoeveel-
heid toxine, in 0.2 ¢cm3 bevindt Men bepaalt nu van
het voor de latere titraties te gebruiken toxine de z.g.
minimale reactiedosis (M.R.D.), d.i. de kleinste hoe-
veelheid toxine, welke met 1/500 A.E. in 0.2 cm3 ge-
mengd en in de huid van een geschoren cavia ge-
spoten, daar nog juist een duidelijke roodheid ver-
oorzaakt. Is deze M.R.D. eenmaal bepaald, dan kan
met dit toxine weer een reeks onbekende sera ge-
titreerd worden. Het groote voordeel van deze
methode is gelegen in het feit, dat men één cavia
vele van dergelijke intracutane injecties tegelijk toe
kan dienen en derhalve een enorme besparing van
diermateriaal bereikt. Een bijkomstig voordeel is de be-
korting van den observatietijd van vier tot twee dagen.
Door anderen (bijv. Jensen?9)) is deze methode
voor het gebruik op konijnen uitgewerkt.

Voor seriewerk leveren deze methoden echter,
vooral uit hoofde hunner kostbaarheid, groote be-
zwaren op. De in 1923 door R'am on 19) gevonden
quantitative uitvlokreactie is dan ook als een groote
vooruitgang te beschouwen. Deze reactie komt op het
volgende neer. Indien men een reeks kleine reageer-
buizen‘vult met een bepaalde hoeveelheid (bijv. 5 cm
— ~ B .

8) A, T. Glenny en M. Llewelyn;]ones, ]J. Path.
Bact. 34, 143 (1931).

1) C.Jensen, Compt. rend. soc. biol. 108, 337 (.1931). .,
"10) G. Ramon, Ann, inst. Pasteur 21, 1001 (1923), -~
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in alle buizen) van eenzelfde toxine en aan deze
buizen opklimmende hoeveelheden (bijv. 0.10—0.12—
0.14—0.16—0.18—0.20—0.22 cm3) van een bepaald
diphtherieserum toevoegt, zal men na eenigen tijd in
één der buizen een lichte uitvlokking op zien treden.
Deze vlokking beperkt zich echter niet tot één buis.
Eenigen tijd (afhankelijk van de gebruikte reagentia)
nadat men de eerste (..initiale’’) vlokking waarge-
nomen heeft, zal men in de buisjes onmiddellijk rechts
en links van het eerste buisje eveneens een dergelijke
vlokking op zien treden, enz. De vlokking breidt zich
dus over de geheele reeks (tenminste als die niet te
groot genomen wordt) naar links en rechts van het
primair vlokkende buisje uit. Het komt echter aan op
de waarneming van deze initiale vlokking. Centrifu-
geert men n.l:;, nadat het mengsel van diphtherie-
toxine en anti~toxine in dit buisje volledig uitgevlokt
is, deze vlokken van de bovenstaande vloeistof af,

‘dan blijkt deze laatste noch toxine, noch antitoxine te

bevatten, m.a.w. de beide bestanddeelen antigeen en
antistof hebben elkaar juist geneutraliseerd. Onder-
zoekt men op overeenkomstige wijze de andere buisjes
van de geheele uitgevlokte reeks, dan blijken de
bovenstaande vloeistoffen niet neutraal te zijn. De
buisjes rechts in bovengenoemde reeks blijken, op
deze wijze onderzocht, een (naar rechts toenemende)
overmaat antitoxine te bevatten, terwijl de boven-
staande vloeistoffen in de ,linker”-buisjes een (naar
links toenemend) toxine-overschot vertoonen.

Kent men nu de antitoxinetiter van het gebruikte

serum (door middel van éen dierproef bepaald) dan
kan men met behulp van een uitvlokproef de antigeen-
concentratie (zie verder onder) van het gebruikte
toxine bepalen. Nemen we bijv. aan, dat in onze reeks
het vierde buisje de initiale vlokking vertoonde en
het gebruikte serum 500 A.E. per cm3 bevatte. De in
het ,,initiale buisje” aanwezige hoeveelheid serum be-
vatte dus 16[;99 X 500 = 80 A.E. De in het buisje
eveneens aanwezige hoeveelheid diphtherietoxine moet
dus een zoodanige hoeveelheid antigeen bevatten, dat
deze juist 80 A.E. binden kan. Deze antigeenhoeveel-
heid stellen we nu gelijk aan 80 Antigeen Eenheden.
Daar deze 80 eenheden zich in 5 ¢m3 bevonden, be-
vatte het gebruikte toxine dus per cm3 16 antigeen-
eenheden of, zooals men het gewoonlijk uitdrukt, het
toxine heeft een ,,antigeenwaarde” (A.W.)
Het is nu zonder meer duidelijk, dat, indien men een-
maal een bepaald toxine t.o.v. een nauwkeurig ge-
titreerd serum ,uitgevliokt” heeft, d.w.z. deszelfs
A.W. bepaald heeft, men met dit toxine op zeer een-~
voudige wiize een groote reeks sera met onbekende
antitoxinetiters titreeren kan. Aanvankelijk voerde
men de reactie bij kamertemperatuur uit, teqenwoor-
dig plaatst men de proefbuisjes gewoonliik in een
waterbad van 50° C, waardoor de uitvloktijden enorm
bekort worden. Met behulp van deze reactie is het
bijv. mogelijk, om het resultaat van een bepaalde
immunisatie, welke men een paard laat ondergaan,
stap voor stap te volgen. Men hoeft dan dit dier op
elk gewenscht moment slechts een kleine hoeveelheid
bloed af te nemen en kan van het zich na stolling
afscheidende serum op eenvoudige en snelle wijze de
antitoxinetiter bepalen; een onderzoek dat, met dier-
proeven uitgevoerd, enorme kosten met zich mee zou
brengen. Bovendien is het resultaat van een dergelijke
.in-vitro”~titratie onmiddellijk bekend wat vaak van
zeer groot practlsch ‘belang is. e

Omgekeerd kan men met een bepaald serum, waar-
van de titer bekend is, van een zeer' groot aantal
toxinemonsters de A.W. bepalen. Dit vindt bijv. toe-
passing bij de .bereiding in 't groot van diphtherie-
toxine. Men. kan hierbij dus op eenvoudige, weinig
kostbare wijze den inhoud van alle afzonderlijke
cultuurkolven op hun A.W. onderzoeken en de
»slechte” (lage A.W.) van de ,,goede’ scheiden.

Doch deze uitvlokreactie bezit nog een ander groot
voordeel. In de inleiding is reeds een en ander
medegedeeld over het z.g. Diphtherieanatoxine, een
product afkomstig van diphtherie-toxine, dat de anti-
gene (d.w.z. antistof-opwekkende) werking behouden
heeft, doch de giftige werking van het toxine mist.
Dit product wordt hier te lande en elders (speciaal
in Frankrijk en Denemarken) op zeer ruime schaal
voor.de immunisatie van kinderen tegen diphtherie
gebruikt. Omtrent de reacties, welke bij den overgang
van toxine tot toxoid een rol spelen, tast men nog
vrijwel in het duister (zie o.a. Hewitt1l), Bun-
neyi2), Veluz13), Gubareff en Bystre-
nini4), Schmidt15), Levaditi, Loiseawu,
Paic, Philippe en Haber16), Eisler en
Gottdenkerl?)), '

Het spreekt.vanzelf, dat men getracht heeft van
het voor de entingen te gebruiken anatoxine een
zekere immunisatiewaarde vast te stellen. Nu blijkt
een-uit diphtherietoxine verkregen anatoxine op ge-
heel overeenkomstige wijze met antitoxisch serum te
vlokken als met het uitgangsproduct (toxine) het
geval was. Men kan dus op dezelfde manier, als voor
de titratie van diphtherietoxine beschreven is, van
diverse anatoxinemonsters de A.W. bepalen.

Hierbij moet echter nadrukkelijk op het volgende
gewezen worden. Datgene, waar het bij de toepassing
van een bepaald anatoxine voor de immunisatie op
aankomt, de immuniseerende waarde, is een eigen-
schap, welke zich slechts in vivo, in het lichaam van
het behandelde individu, (mensch of proefdier)
openbaart. Principieel is deze eigenschap niet door
een proef in vitro te bepalen. Betreffende dit vraag-
stuk heeft zich in de literatuur een markante tegen-
stelling ontwikkeld tusschen de Fransche school
(Ramon en medewerkers) eenerzijds en tal- van
onderzoekers anderzijds. Ramon houdt nog steeds
vol, dat de immuniseerende waarde van-een bepaald

anatoxine quantitatief weergegeven wordt door de-in

vitro bepaalde A.W., terwijl bijv. Fischer18) de
volgende stelling verdedigt: .. .,dasz der Flockungs-~
wert” nach Ramon keine Anhaltungspunkte fir

‘die Immunisierungswert der Formoltoxoide (= ana-

toxine) geben kann... Als direkter Immunisierungs-
wert soll im Folgenden stets die Verhiltniszahl
verstanden werden, die den Quotienten' wiedergibt
zwischen der Anzahl Tiere, die durch die Immunisie~
rung gegen die Einverleibung einer- bestimmten
Anzahl D.lm., nach einer bestimmten’ Zeitspanne
geschiitzt sind und der Anzahl Tiere, dle, dieser

11) ‘L. F.Hewitt, 'Biochem. ]. 2? 983 (1930). -
12) W.E. Bunney, J. Inmunol.'20, 47 (1931)." -
13) L. Velluz, Compt. rend. soc. biol. 111,.289 (1932). ™
1“1) E. )Gubareff en A. Bystrenln, Blochem Z 255,
2 (1932 ¥
1“) S.Schmidt, Z. Immunitatsf. 78, 27 (1933) o ¥
16) C.Levaditi,G.Loiseau, M. Pajic,-M- Ph}llppe
en P. Haber, Compt. rend. soc. biol. 116, 609 (1934):>" 47
17) M. Eisler en F. Gottdenke? W:ener klid. Wo-
chenschr. 50, 54 (1937) R T e

18) W, Flscher, Immumtatsf 74 423 (1932) ‘&::a;j
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Priifung auf Immunitt unterzogen werden". Dat o.a.
de wijze van immuniseeren voor de totstandkoming
van een bepaalde immuniteit een groote rol speelt,
demonstreeren bijv. de proeven van Timmerman
en Brandwijk19). Zij vonden dat, indien men
twee groepen caviae met resp. verdund en onverdund
anatoxine inspoot, zoodanig, dat beide groepen
per dier eenzelfde hoeveelheid ,antigeeneenheden”
(d.w.z. door uitvlokking bepaald) ingespoten kregen,
de met verdund anatoxine behandelde dieren een
hoogeren graad van immuniteit bereikten dan de met
onverdund anatoxine behandelde dieren.

In het algemeen gaat het echter wel op, dat een
anatoxine met een hooge A.W. beter immuniseert
dan een op overeenkomstige wijze toegediend ana-
toxine met een lage A.W. Voor een algemeene
oriénteering heeft de bepaling van de A.W. dus
practisch zeker beteekenis; uiteindelijk moet echter
een immunisatieproef in vivo over de bruikbaarheid
van een bepaald anatoxinepreparaat beslissen. Der-
gelijke proeven worden in het Rijks Instituut voor de
Volksgezondheid steeds verricht, voordat een bepaald
anatoxine voor de immunisatie van kinderen afge-
geven wordt.

Tenslotte zij nog medegedeeld, dat deze uitvlok-
reactie practisch alleen mogelijk is met behulp van
antitoxisch diphtherieserum van paarden afkomstig.
Op analoge wijze van schapen gewonnen diphtherie-
serum vlokt weliswaar met diphtherietoxine, doch de
uit de ,initiale” vlokking berekende antitoxinetiter
klopt niet met die, volgens de dierproef bepaald
(Schmidt en Jensen20)),

Over het eigenlijke mechanisme der uitvlokreactie
is in den loop der jaren na haar ontdekking door
Ramon een nog steeds toenemende literatuur ver-
schenen. In de eerste plaats is uit tal van onder-
zoekingen gebleken, dat de eigenlijke ,,vlokken" voor
het allergrootste deel, zooal niet geheel, bestaan uit
van het serum afkomstig globuline (Coppo21)).
Men moet zich den gang van zaken ongeveer aldus
voorstellen. Primair vormt zich een complex van het
antigeen (toxine of anatoxine) met het specifieke
antilichaam (antitoxine). Dit complex, voor te stellen
door de formule T.A., adsorbeert serumglobuline in
met den tijd toenemende mate, waardoor de com-
binatie antigeen-antistof tenslotte macroscopisch zicht-
baar wordt. In het z.g. neutrale punt, de ,initiale”
vlokking, bestaan deze vlokken inderdaad uit één
aequivalent toxine (of anatoxine) -4 één aequivalent
antitoxine. Er zijn echter ook complexen bekend, die
op één aequivalent toxine fwee aequivalenten anti-
toxine bevatten (Healy en Pinfield22)). Deze
laatstgenoemde verbindingen, voor te stellen door het
symbool T.A, gaan in tegenwoordigheid -van een
overmaat toxine weer in den vorm T.A. over. We
kunnen voor een en ander dus de volgende vergelij-
kingen opschrijven:

(,.initiale vlokking” volgens
T +A'—>TA. Ramon)
TA +A->TA, (proeven van Healy en
TA,+T—>2TA. { Pinfield).

1) W. Aeg. Timmerman en A C. Brandwijk,
Leeuwenhoek 3, 28 (1936); Brit. J. Exp. Path. 17, 252 (1936).
20) S. Schmidt en C. Jensen, Compt. rend. soc. biol.
108 566 (1931).
21) M. Coppo, Compt. rend. soc. biol. 119, 175 (1935).

(1935).

22) M. Healyen S. Pinfield, Brit. J. Exp Path. 16, 535

Uitvoerig is ook nagegaan het verband tusschen
den uitvloktijd van het T.A.-complex en de waterstof-
ionenconcentratie (lonescu, Damboviceaux23)
en Schmidt?24)), de aanwezigheid van electrolyten
(Schmidt25), Leulier, Sédallian en
Clavel26)), dehydrateerende stoffen(F reun d27) ),
de toevoeging van vreemde eiwitten (Bunney en
Kiamil28)). Verder verdient nog vermelding een,
overigens weinig geslaagde poging van M oerch29)
om het verband tusschen de verschillende groot-
heden, welke bij de uitvlokreactie een rol spelen, n.lL
de antigeenwaarde (A.W.) van het gebruikte toxine
of anatoxine, de antitoxinetiter van het serum en den
uitvloktijd door één bepaalde formule weer te geven.
De bedoelde formule, K;.a™ = K, waarin K; = uit~
vloktijd; a = A.W. van het gebruikte toxine of
anatoxine; m = constante, wisselend voor diverse
toxinen en anatoxinen; K = constante, afhankelijk
van de antitoxinetiter van het gebruikte serum, maar
tevens voor ieder serum wisselend, legt tenslotte
geenerlei practisch bruikbaar verband tusschen de ge-
noemde grootheden. Het spreekt ook wel vanzelf, dat
een biologische reactie, waarvan het wezen nog zoo
weinig doorgrond is, zich moeilijk voor een mathe-
matische behandeling leent.

De practische bruikbaarheid echter van de uitvlok-
reactie moge, behalve uit het boven reeds mede-
gedeelde, o.a. blijken uit de onderstaande tabel, die
de overeenkomst in antitoxinetiters van verschillende
sera, volgens beide methoden bepaald, weergeeft

Schmidt30)).

Titer in A. E./cm3 Titer in A. E./cm3
Serum nr. bepaald Serum nr. bepaald
in vivo in vitro in vivo | in vitro
i 300 325 10 450 450
2 450 475 11 400 400
3 375 375 12 250 250
4 250 275 13 275 250
5 <200 190 14 350 400
6 < 200 190 15 200 200
7 300 350 16 500 500
8 400 450 17 350 350
9 450 450 18 300 300

De vele honderden titraties, welke gedurende de
jaren na Ramon's publicatie in het voormalige
Rijks Serologisch Instituut en het Rijks Instituut voor
de Volksgezondheid te Utrecht, op beide wijzen ver-
richt zijn, geven een overeenkomstig resultaat te’zien.
Een enkele maal treedt een uitzondering op en
worden de beide titers verschillend gevonden, doch
deze gevallen zijn dermate zeldzaam, dat hieraan
practisch geen beteekenis gehecht behoeft te worden.
Van wetenschappelijk standpunt bezien, zijn deze
.abnormale” sera echter de aandacht ten volle waard

23) C. lonescu—Mihaesti en A. Damboviceaux,
Compt. rend. soc. biol. 91, 504 (1924).

24) S, Schmidt, Compt. rend. soc. biol. 103, 624, 625
(1930).

25)'S., Schmidt, Z. Immunititsf. 66, 292 (1930).

26y A, Leulier,P.Sédallian en Mme Clavel,~Compt.
rend. soc. biol. 108, 80 (1931).

27) J. Freund, J. Immunol. 21, 127 (1931).
(128)) . E. Bunney en M. K1am11 J. Immunol. 20, 433

931 -

J. R. Moerch, Compt. rend. soc. biol. 108, 545, 558

562 (1931).

30) S, Schmidt, Compt. rend. soc. biol. 88, 105 (1923).
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(zie Healy en Pinfield, loc. cit.). De uitein~
delijke contrdle van de voor uitgifte bestemde sera
geschiedt echter steeds met behulp van de dierproef.

b. Tetanustoxine en Tetanusantitoxine. De waar-
debepaling van deze producten geschiedt biologisch
op witte muizen en caviae, Voor het tetanustoxine
bepaalt men op overeenkomstige wijze als voor het
diphtherietoxine beschreven is, de kleinste hoeveel-
heid, welke bijv. een witte muis van ca. 15 gram in
vier dagen doodt. Een goed tetanustoxine heeft een
D.l.m. = 0.00001 cm3. Voor de titratie van het anti-
toxische serum maakt men primair ook weer gebruik
van een standaardserum, dat in opgelosten of ge-
droogden vorm afgeleverd wordt. De inhoud van een
dergelijke ampul serum wordt weer zoodanig verdund,
dat 1 cm3 van deze oplossing 1 Internationale Anti-
toxine Eenheid bevat. Hierop stelt men nu een ge~
droogd toxine in. Dit gedroogde toxine is door uit-
zouten van een vloeibaar bacteriefiltraat verkregen en
later in vacuum boven P,Oj; gedroogd en wordt in
geévacueerde ampullen bij lage temperatuur bewaard.
Voor iedere bepaling wordt hiervan een zekere hoe-
veelheid in zoutsolutie opgelost. Heeft' men eenmaal
een toxine t.0.v. een standaardserum geijkt, dan
kunnen hiermede weer tal van titraties van onbekende
sera verricht worden, op ongeveer dezelfde wijze, als
voor het diphtherieserum beschreven is. (Voor bij-
zonderheden zie eveneens Otto und Hetsch,
loc. cit.) ‘ ) :

Men heeft zich veel moeite gegeven om ook voor
de combinatie tetanustoxine-tetanusserum een bruik-
bare uitvlokreactie te vinden. Hoewel van Fransche
zijde beweerd wordt, dat men daar de voorwaarden
voor een dergelijke, in de practijk bruikbare reactie
zou hebben gerealiseerd. (Ramon en Descom-
bey31)), is men er hier te lande en elders niet in
geslaagd een zoodanige proefopstelling te vinden,
welke constante en voor practisch gebruik voldoend
nauwkeurige resultaten oplevert (Botenga32)),
alwaar vele literatuuropgaven te vinden zijn, en
(Pondman33)). Men is dus voor het tetanustoxine
en antitoxine, jammer genoeg, nog uitsluitend op
biologische ijkingsmethoden aangewezen.

c. Mengsels van verschillende eiwitten. Met be-
hulp van de precipitatiereactie is het eveneens moge-
liik, de concentratie van verschillende eiwitten naast
elkaar te bepalen. In de inleiding is reeds gewezen
op het feit, dat een der wijzen om buiten het lichaam
van het proefdier de aanwezigheid van antigeen of
antistof aan te toonen, bestaat in de z.g. precipitatie-
reactie (waartoe in wezen ook de Ram on-reactie
behoort). Spuit men een proefdier, bijv. een kon