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Es vedart keiner Erorterung, dass es fiir die ganze Diphtherie-

lieilserumfrage sowohl vom praktisch - therapeutischen als vom rein
wissenschaftlichen Standpunkte aus notwendig ist, Sera von genanu
bestimmtem Werte anzuwenden.

Die so ungiinstigen Resultate, die im Jahre 1895 in England bei
der Serumbehandlung zu verzeichnen waren, beruhten, wie der be-
kannte Bericht der Lancet-Commission gezeigt hat (,The Lancet",
18. Juli 1896), nur darauf, dass die Mehrzahl der daselbst verwandten
Sera viel zu schwach war, um therapeutische Effekte zu erzielen.

Ebenso beweisen andere Untersuchungen, z B. die sehr sorg-
filtige Arbeit von Madsen in Kopenhagen (Experimentelle Unter-
sogelser over Difterigiften, 1896), dass ein fiir therapeutische Zwecke
zu schwaches Serum, namlich ein solches von etwa 80-fachem Werte,
eine sehr ausgedehnte Verwendung gefunden hat.

Derartige Vorkommnisse deuten darauf hin, dass der fir die Wert-
bestimmung dienende Massstab eine erhebliche Abschwiichung erlitten
haben muss, weil sonst nicht zu verstehen wire, dass das in den,
Handel gebrachte Serum doppelt und dreifach zu hoch bewertet wurde.

Was die Priifungsmethode anlangt, so wird wohl an den meisten
Orten die in dem Institut fiir Serumforschung und Serumpriifung ver-
wandte, zuerst in der Deutschen medizinischen Wochenschrift 1) be-
schriebene Methode der Giftserummischung angewandt, wihrend die

von Roux gewéhlte Methode, die mit lebenden Kulturen arbeitet,

1) Ehrlich, Kossel und Wassermann, Ueber Gewinnung und Ver-
wendung des Diphtherieheilserums. Deutsche med. Wochenschr., 1894. No. 16.
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ein Zuriickgreifen auf die anfingliche Behring’sche Methode be-
deutet ). Behring hat aber schon im Jahre 1893 die auf Ver-
wendung lebender Kulturen basierte Methode verlassen und dafiir mit
tiberzeugenden Griinden die Anwendung von Giftlosungen empfohlen.

Wenn es gelungen sein wird, das Antitoxin resp. das Gift in
chemisch reiner Form zu gewinnen, wird die Herstellung von Normal-
priffungslésungen auf einer einfachen Wigung beruhen und es iiber-
fliissig sein, irgendwelche Massnahmen fiir die Erhaltung der Konstanz
des Massstabes zu treffen. Von dieser Méglichkeit sind wir aber noch
weit entfernt, da die als Grundlage der Bestimmung des Antitoxins
dienenden Diphtheriegifte Rohprodukte darstellen, die ausser dem Gift
Stoffe enthalten, die die Bestimmung beeintrichtigen. Wenigstens habe
ich bei meinen Untersuchungen auch nicht ein einziges Diphtheriegift
finden konnen, welches bei genauer Priifung als eine reine Giftlosung
aufgefasst werden kénnte.

Bei dieser Sachlage schien es nicht moglich, die Antitoxineinheit in
einer mathematisch genauen Weise, wie sie fiir priffungsamtliche Zwecke
unumginglich notwendig ist, mit der Zahl der von ihr neutralisierten
Gifteinheiten in Korrelation zu bringen. Unter diesen Umstianden stellte
vorlaufig die fir das Institut massgebende ITmmunisierungseinheit
cine rein empirische Grésse dar, welche, einmal verloren, nicht wieder-
gefunden werden konnte und deshalb mit allen uns zu Gebote stehenden
Mitteln konserviert werden musste.

Grossere Schwierigkeiten bot die Lisung der zweiten Aufgabe des
Instituts. Es musste eine neue, genauer funktionierende
Bestimmungsmethode. des Serums ausgearbeitet, und
die verwickelten Beziehungen, die bei der Neutrali-

sation von Gift und Antitoxin bestehen, erforscht

werden.

1) Madsen weist auf Grund der vergleichenden Untersuchung nach, dass
die deutsche Methode schneller, biliiger, bequemer und weit genauer ist, indem
sie. noch einen Unterschied von 5-—10 Antitoxineinheiten deutlich erkennen
lisst. ITm Gegensatz hierzu ist die franzosische Methode ofter nicht imstande,
zwischen 1 : 100000 und 1 : 200000 zu scheiden.




I. Gewinnung eines definitiven Massstabes.

Da eine der Hauptaufgaben des Instituts darin besteht, die Stirke
des m Deutschland erzeugten Diphthericheilserums zu bemessen, so
war es geboten, an erster Stelle Massnahmen zu treffen, die eine Kon-
stanthaltung des Titres auf unbegrenzte Zeiten hin sichern.

Nach den eingehenden Untersuchungen bhieten die bisherigen Vor-
. schriften hierfir keine ganz ausreichenden Garantien. Diphtheriegift

und Diphtherieantitoxin sind sehr labile Korper, welche sich in ge- ;

loster Form bald schneller, bald langsamer zersetzen konnen. '
s Ich hatte vor wvielen Jahren festgestellt, dass ein stark glycerin-

haltiges Testserum, welches eine bestimmte Menge durch Toluol kon-

servierten Diphtheriegiftes neutralisierte, noch nach einem Jahre genau f
| denselben Neutralisationspunkt zeigte. Es war aus dieser Thatsache

gefolgert worden, dass beide Losungen genau denselben Wert beibe-

halten hitten, was auch durch ihr sonstiges Verhalten sichergestellt o
wurde. Auf Grund dieser Beobachtung wurde von mir bei Begriin- ;
dung der Station derselben fiir die Diphtherieserumkontrolle das betref- |
' - fende Testglycerinserum tbergeben, von dem 0,23 cem gerade die
Priifungsdosis physiologisch ausgleichen sollten. Kamen neue Gifte

- zur Verwendung, so wurde instruktionsgemiiss als Testgiftdosis das

-

Quantum angesehen, welches durch 0,25 des Testserums gerade neu-
tralisiert wurde.

Ausgedehnte spatere Untersuchungen haben jedoch erwiesen, dass
das Konstantbleiben des Neutralisationspunktes nicht immer einen Be-
weis der Konstanz der beiden sich neutralisierenden Losungen darstellt.
Im Mai und Juni 1895 wurden von mir ein neues Gift und ein neues
Serum exakt bestimmt und aufs genaueste aufeinander eingestellt. Als
: nach mehr als Jahresfrist die Priifung wiederholt wurde, ergab sich
mathematisch genau derselbe Neutralisationspunkt. Dennoch zeigte
die weitere Untersuchung, dass sowohl Serum als Gift sich ganz erheb-
lich abgeschwicht hatten. HEs war also die Abschwichung in einer

fiir beide Komponenten durchaus gleichartigen Weise erfolgf. Ein

solches harmonisches Absinken war im Hinblick darauf, dass sich
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Toxin und Antitoxin unter ganz verschiedenen Losungsbedingungen
befanden, von vornherein im hochsten Grade unwahrscheinlich ge-
wesen, nichtsdestoweniger aber doch einmal eingetreten.

Auf jeden Fall beweist diese Thatsache, von Erklirungshypothesen
abgesehen,

1) dass auch die glycerinigen Antitoxinlosungen eine Abschwiichung
erfahren konnen,

2) dass die Konstanz des Neutralisationspunktes eine sichere Garantie
fir die Konstanz der Testlosungen nicht bietet.

Es ist deshalb nach diesen Feststellungen nicht mehr gestattet,
eine Glycerinserumlésung als Massstab der Aichung zu wihlen.

Will man zu einem konstanten Massstab gelangen, so muss man
von allen Liésungen absehen und Konservierungsbedingungen withlen,
die eine mdoglichst sichere Haltbarkeit gewahrleisten. Nach den Er-
fahrungen der Chemie sind es besonders folgende Momente, die eine
Zerstorung derart zersetzlicher Korper bedingen: 1) Wasser (durch
Hydratation), 2) Sauerstoff (durch Oxydation), 3) Licht, 4) Wéarme.

Die sub 3 und 4 angefihrten Schidlichkeiten lassen sich ja leicht
durch einfache Massnahmen ausschliessen; es galt daher nur, die zweil
ersten Agentien nach Mgglichkeit fernzuhalten.

Das trockene Diphtherieserum, wie es auf Behring’s
Veranlassung in den Hochster Werkstitten in mustergiltigcer Weise
hergestellt wird, schien von allen in Betracht kommenden das beste
Ausgangsmaterial darzustellen.

Um den genannten Bedingungen zu geniigen, wird das Trocken-
serum in einen kleinen Apparat gebracht, der aus zwei durch ein
Verbindungsstiick kommunizierenden Glasréhrchen besteht, deren ecines
mit dem Serum, deren anderes mit dem am stiirksten wasserentziehen-
den Mittel, dem Phosphorsiureanhydrid, beschickt wird. Es wird
sodann die Oeffnung des Serumrohrchens abgeschmolzen, dann der
Apparat luftleer gepumpt und, sobald dies geschehen, definitiv durch
Abschmelzen geschlossen. Da es darauf ankam, den Sauerstoff so
vollkommen, als es -bei dem jetzigen Stande der Technik iiberhaupt

moglich ist, zu entfernen, wurde die Evacuirung der Rohrchen in

der Glithlampenfabrik der Allgemeinen Elektricititsgesellschaft ausge-
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fihrt, die in der entgegenkommendsten Weise ihre Apparate zur
Verfiigung stellte. Binnen wenigen Tagen ist die im Serum noch
enthaltene Wassermenge durch die sich hierbei versinternde Phosphor-
saure absorbiert, und befindet sich nun das Serum wasserfrei in einem
so gut wie sauerstofffreien Vakuum. Da nun die Apparate absolut
dunkel und kiihl gehalten werden, sind so weit wie méglich die Be-
dingungen erfiillt, die fir die endgiltive Konstanz des Antitoxins in
Betracht kommen.

Es wurde auf diese Weise eine grissere Anzahl von Rohrchen
prapariert, die mit je 2 g eines trockenen Serums vom Werte 1700
Immunitatseinheiten (IE) beschickt waren. Alle 2—3 Monate wird
ein derartiges Rohrchen vorsichtig, d. h. durch Anbohren, getffnet und
der Inhalt in 200 cem einer aus 10 9/, Kochsalzlosung und Glycerin
hergestellten Mischung, welche 50—80 Proz. Glycerin enthilt, gelost.
Man erhalt so ein Testserum von genau 17facher Stirke. Von diesem
sind 0,94 cem der 16fachen Verdimnung oder 1 cem der 17fachen Ver-

diinnung 1) bestimmt, um das 1Ofache der bis

werigen Priifungsdosis
zu ermitteln.

Eine erst in den letzten Tagen des Monats Februar 1897 herge-
stellte neue Lidsung hat gezeigt, dass die im Institut befindlichen Gift-
losungen, deren eine fiir die bisher geiibte instruktionsgemisse Priifung
diente, deren zweite fiir den neuen zu beantragenden Priifungsmodus
bestimmt war, sich unveréandert erhalten haben.

Es diirfte somit die beschriebene Konservierung des trockenen
Diphtherieantitoxins ausreichend erscheinen, um den Einheitsmassstab
des Diphtherieserums auf unbegrenzte Zeiten festzuhalten.

Nachdem so fiir die Konstanz des Titres in ausreichender Weise
gesorgt ist, erscheint es von geringerer Bedeutung, dass diese noch
auf einem anderen Wege, durch Vermittelung des trockenen Diphtherie-

giftes, ermoglicht wurde. A priori ist ja anzunehmen und auch durch

1) Zur Herstellung der Losungen kénnen nicht die gewohnlichen, auf Aus-
fluss geaichten Vollpipetten benutzt werden, da an deren Wandungen zu viel von
dem dickfliissigen Gemisch haftet. Ich benutzte besondere von Leybold her-
gestellte und auf Inhalt geaichte Pipetten von 1 cem, welche natiirlich mit dem
Losungsmittel ausgespiilt werden.



meine eigenen Versuche ermittelt worden, dass in gleicher Weise, wie
das trockene Antitoxin, das Toxin zu diesem Zwecke geeignet sein
wird. Aber in praxi ergeben sich doch manche Momente, die vor-
liufig fiir die Anwendung des Antitoxins sprechen, insbesondere der
Umstand, dass ein solches leicht durch einfaches Austrocknen im
Vakuum iiber Schwefelsiure erhalten werden kann. Im Gegensatz
hierzu ist die Herstellung eines trockenen Diphtheriegiftes keine leichte,
und erfordert die Aufgabe, ein einwandfreies Gift (steril und hoch-
wertig) herzustellen, eine besondere Laboratoriumsausstattung. Ausser-
dem habe ich vor Jahren konstatiert, dass feste, nach dem Brieger-
schen Verfahren hergestellte Tetanusgifte, wenn sie, feiner gepulvert,
in grosseren Quantititen aufbewahrt wurden, eine gewisse mechanische
Entmischung zeigten, die durch das hohere specifische Gewicht der
Ammonsulfatkrystillchen bedingt war und welche eine hohere Toxi-
citit der obersten Schichten des Toxinpulvers bedingte.

Weiterhin mochte ich es auf Grund eciner

allerdings verein-
zelten — Beobachtung fiir moglich halten, dass bei den Giftfallungen
gelegentlich ein kleiner Bruchteil des Toxins Modifilationen erleidet,
welche die Priifung erschweren konnen.

Bei dieser Sachlage empfiehlt es sich vorliufig, das so leicht
erhéiltliche und einwandfreie Serumpulver in erster Linie zu benutzen,
ganz abgesehen davon, dass die Anwendung des Serums in technischer
Beziehung dadurch so erleichtert wird, dass die Kochsalzglycerin-
mischung wihrend mehrerer Monate sich absolut konstant erhilt.

Nichtsdestoweniger bleibt die Aufgabe bestehen, die Frage der
Verwendung des Trockengiftes, sowie die Herstellung durchaus kon-
stanter Lésungen desselben fortdauernd zu verfolgen. Die interessanten
Beobachtungen yon A. Knorr, dass sich das Gift in rein wasserigen
Losungen leicht verindert, sich dagegen in salzhaltigen gut konserviert,

sollen die Grundlage der weiteren Untersuchungen bilden.

II. Ueber die Verbesserung der Priifungsart.
Nach der jetzigen Instituts-Instruktion erfolgt die Wertbemessung

des Serums in der Art, dass zunichst die Testgiftdosis ermittelt wird,

d. h. das Giftquantum, welches durch 0,1 cem cines einfachen Serums
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gerade neutralisiert wird. Bei einem 100fachen Serum muss der 100.
Teil der Serummenge, also 0,001 cem den gleichen Effekt ausiiben. Iir
die praktische Ausfithrung wird die Testgiftdosis mit 4 cem der ent-
sprechenden Serumverdiinnung gemengt und Meerschweinchen von 250 g
subkutan 1injiziert. Die Versuchstiere sollen keinerlei Krankheitser-
scheinungen aufweisen und im allgeluei.n(m an der Injektionsstelle keine
Verinderungen zeigen. Geringfiigige Anschwellungen, falls sie bis zum
4. Tage riickgangig werden, bieten keine Veranlassung zur Beanstandang.

Wenn es auch nach den diesseitigen und anderwirtigen Er-
fahrungen nicht dem geringsten Zweifel unterliegt, dass man bei
sorgfiltiger Arbeit und geniigender Erfahrung mit Hilfe dieser Me-
thode genau arbeiten kann, so haben sich im Verkehr mit Fabri-
kationsanstalten doch wiederholte Differenzen ergeben, welche eine
Aenderung der Prifungsart wiinschenswert machten. Es begriinden
sich diese Differenzen zum Teil darin, dass die Art der Injektion einen
cewissen Einfluss auf die Lokalreaktion ausiibt. Da alle Versuchs-
tiere nach Beendigung des Versuches getotet wurden, so liess sich
nachtriglich durch die Sektion genau die Schicht der Bauchwand
ermitteln, in welche hinein die Injektion erfolgt war. Zu diesem
Zwecke wurden bei Herstellung der Serum - Giftmischungen immer
angekohlte Korke benutzt, welche beim Schiitteln: der Flaschen kleine
Kohlestiickchen an die Flissigkeiten abgaben. Bei der Sektion zeigte
die Kohle-die Stelle an, wo die Flussigkeit gelegen hatte. Auf diese
Weise wurde festgestellt, dass bei der gewdhnlichen Injektionsart an
der Seitenfliche des Thorax die Fliissigkeit nicht in das subkutane
Gewebe, sondern unter den abdominalen Hautmuskel gelangt und dass
es eines kleinen Handgriffes (Wahl der Einstichstelle in der Gegend
des Processus xiphoideus und medialer, rein oberflichlicher Verschie-
bung der Kaniile) bedarf, um eine rein subkutane Einspritzung aus-
zufithren. Es stellte sich dabei auch heraus, dass nach rein subkutaner
Injektion leichter Schwellungen eintreten, als bei der submuskuliren
Injektion, bei welcher das besonders reaktionsfihige sublutane Gewebe
nicht in direkte Berithrung mit dem Gifte gelangt. In letzterem Falle

ruft also die Mischung eine geringere Reaktion als bei rein subkutaner

Zufithrung hervor.
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Es hitten sich dadurch leicht erhebliche Differenzen mit den
Fabriken ergeben konnen, wenn nicht immer im Institut bei Beur-
tellung des Lokalbefundes dem Umstand Rechnung getragen worden
wire, dass die rein subkutane Injektion eine gewisse Steigerung des
Priifangsanspruches bedeute. Es musste also dem subjektiven Ermessen
der Mitglieder des Instituts ein etwas weiterer Spielraum belassen
werden, als urspriinglich vorgesehen war.

Um den Schwierigkeiten der subjektiven Beurteilung zu entgehen,
schien es notwendig, eine rein objektive Methode auszuarbeiten, um
derartige Differenzen moglichst auszuschliessen.

Am einfachsten erschien es, das Eintreten des Todes als
Kriterium der Wertbemessung zu wihlen und die Priifungsart so zu
gestalten, dass eine bestimmte Testgiftdosis, die das zehn-
fache Multiplum der bisherigen Prifungsdosis dar-
stellte, durch bestimmte Serummengen so neutralisiert
werde, dass der Tod des Versuchstieres iiberhaupt
nicht oder wenigstens nicht innerhalb einer bestimm-
ten Zeit (etwa der ersten 4 Tage) eintrete. Fir die Zweck-
missigkeit dieses Vorgehens spricht auch der Umstand, dass unab-
hingig von mir Geheimrat Behrin g zur gleichen Bestimmungsart

gelangt ist.

III. Ueber die Theorie der Wertbestimmung.

A. Analyse der Toxine.

Bei der Ausarbeitung dieses Verfahrens zeigte es sich bald, dass
die Vorginge, die sich bei der Neutralisation des Diphtheriegiftes ab-
spielen, ausserordentlich komplizierte sind. Erst durch ein systema-
tisches, zahlenmissig erschipfendes Studium einer Reihe von Giften
gelang es, einen niheren Einblick in diese Verhiltnisse zu gewinnen.

Es wurden zu diesem Behufe etwa zwolf verschiedene Diphtherie-
toxine verwandt, die zum Teil von mir selbst zu verschiedenen Zeiten
dargestellt, zum Teil aber auch von Fachgenossen (den Herren Prof.
Woodhead, Prof. Mac Fadyan, San-Rat Dr. Libbertz und

Dr. Enoch) zur Verfigung gestellt waren. Besonders wertvoll war
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die Untersuchung zweier konzentrierter Gifte, die Herrn Geh.-Rat Prof.
Dr. Behring zu verdanken sind.

Die vergleichende Untersuchung verschiedener Gifte war notwendig,
um zu ermitteln, welchen Einfluss die Gewinnungsweise, die Art der
Konservierung, das Alter der Gifte auf die Eignung zu Prifungs-
zwecken ausiibten.

Um die Gifte genau zu definieren, wurde in allen Fallen in der
folgenden gleichméssigen Weise verfahren. Es wurde zunichst die
absolute Toxicitit des Giftes in moglichst genauer Weise bestimmt.
Es ist dies, wie jeder Fachmann weiss, hiufig eine Husserst miihselige
Arbeit, die bei manchen Giften bis zu 100 Tiere erforderte. Zum Teil
begriindet sich dies darin, dass die genaueren Grenzbestimmungen ausser-
ordentlich stark durch die Individualitit der Tiere beeinflusst werden
und dass sie daher an einer Reihe von Tieren ofter wiederholt werden
miissen. Als einfach tédliche Dosis mochte ich auf Grund meiner
langjihrigen, ausgedehnten Erfahrung das Quantum bezeichnen, das
Jedes Meerschweinchen von 250 g sicher im Laufe des 4., aller-
hochstens noch des 5, Tages totet. Ein solches Quantum kann em-
pfingliche Tiere schon schneller, binnen 86—48 Stunden téten. Jede
Giftmenge aber, die ausnahmslos alle Versuchstiere akut binnen 36—
48 Stunden tétet, enthilt mehr als die einfach tédliche Dosis 1).

Es wurde weiterhin die Neutralisation von Gift und Serum unter-
sucht, und zwar in der Weise, dass als Serumdosis stets 1 I. E., wie
eine solche in 1 cem einfachen Serums enthalten ist, verwandt wurde.

Untersucht man ein beliebiges Gift vermittelst einer grosseren
Reihe von Tieren, indem man der Immunisierungseinheit steigende
Dosen von Gift zufiigh, so gelingt es fast stets, zwei Grenzwerte
(L = limes) zu ermitteln, die fiir die Charakterisierung des Giftes von
der grossten Bedeutung sind. Der eine Grenzwert (L) stellt die Gift-

dose dar, die von dem Serum so gut wie vollkommen neutralisiert

1) Fiir die zahlenmissige Vergleichung bezeichne ich, entsprechend dem |
Vorschlag von Behring (Fortschritte der Medizin 1897 No. 1) ein Gift, das
in der Quantitit von 0,01 ein Meerschweinchen von 250 g totet, als DTNt
Diphtherie-Toxin normal von einfacher Stirke. M** bedeutet ein Meerschwein- |
chen von 250 g Gewicht.

\

\
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wird, withrend der andere Grenzwert (L.) die Menge angiebt, bei der

trotz des Antikérpers ein solcher Giftiiberschuss manifest wird, dass .

der Tod des Versuchstieres binnen 4 Tagen eintritt. Dieser Giftiitber-

schuss entspricht der einfach todlichen Dosis, wie sie oben definiert

wurde.

Driickt man die Grenzwerte L, und L, nicht in absoluten Mengen,

sondern durch die in ihnen enthaltenen Gifteinheiten aus, so ergiebt

sich unter der Voraussetzung, dass das Gift einen einheitlichen

chemischen Korper darstelle, ohne weiteres, dass D=

(L,—L,) gleich der einfachen todlichen Dosis sein muss.

Tch lasse nun zunichst die von mir an 11 verschiedenen Giften

.gewonnenen zahlenmissigen Belege folgen, die das Resultat einer ausser- :

ordentlich miihseligen, viele Hunderte von Tieren umfassenden Arbeit

sind. Die bei L, und L, stehenden Zahlen geben die absoluten

Mengen der Bouillon und die darin enthaltenen Giftdosen an.

I. Toluolgifte.
1. Friheres Stationstestgift
(Marke blau).
DTNOMS (0,07  M250)

4. Gift vom Herbst 1895
(Marke braun).
Das Gift war aus besonders
giftreichen Kolben zusammenge-
setzt und totete unmittelbar nach .

L, 2,8=40 seiner Herstellung M25° in einer
L, 2,3—33 Dosis von 0,003. Die im Sommer
T 0,5 ST 1896 vorgenommene Priifung er- :
gab cine erhebliche Abschwachung \
9. Gift vom Frihjahr 1895 | der Toxicitat. .
(Marke hellgriin). DTN (0,009 § M250)
DTN%33 (0,03 1 M250) L, 0,355 = 39,4
L, 125 — 42 10805 — 35,4 :
L, 0,95 =32 1) 0M0hy = (5
iD) {0)5h = 1l(0) 5. Gift von Dr. Bulloch
(Marke gelb). ¢
3. Gift vom Herbst 1895 (Aus dem Institute for preventive l
(Marke dunkelgriin). Medicine.)

DTN (0,0125 + M250)
L, 048 —39
L, 0,415 = 33,2
D 0,066—= 58

DTN (0,02  M250)

-]
L, 1,16 =57
L, 0,95 — 47
D02 =10

E
5]
5
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GG v on B rof S Wiolod hiem i Gt von San e Ry Tiibiblert
(Marke hellblau). (Carbol 0,59,; Marke orange).
DTN (010‘37 T M250) DTN (0,014 M250)
[ L, 3,056 =113 L, 059 —42
| i Ly 26 = 96 L, 06 =357
| 1D {0 = ily( D 009= 63
|4 IT. Karbol- und Kresolgifte.
| 7. Gift von Dr. Enoch
0,2/, Trikresol, frisch).
2 DTN%6 (0,0165 + M250)
T, 1,26 = 76,3
L, 0,9 = 54,4 (ungefihr)
D 0,36 =22
III. Antinosin-Glycerin-Gift. '
!
9. Rohrchengift (Marke karmin). F
| 4—8-tiagige Reagensglaskulturen werden in grosserer Zahl mit- i
einander vermischt und mit dem gleichen Volumen Glycerin, welches iy
in 100 cem 5 cem einer 5-proz Antinosinlosung enthielt, versetzt. Die i
& folgenden Werte sind auf die unverdiinnte Bouillon berechnet.
DTN25% (0,009 1 M250)
~ L, 048 =123
g L, 0,42 =108
| r DN 0,06i— 15

IV. Konzentrierte Gifte.
10. Fliissiges, konzentriertes Gift (Marke violett).
Dasselbe stellte eine Losung des ausgefillten Diphtheriegiftes
dar und war mir von Herrn Geh-Rat Behring freundlichst zur
= Untersuchung iibersandt worden, mit der Angabe, dass das Gift eine
erhebliche Abschwichung erlitten hitte und dass die Prifungsdosis
nicht mehr wie frither das Zehnfache der einfach todlichen Dosis

darstelle. Die Untersuchung des Giftes bestitigte vollkommen diese

Angaben.




= r I =

DTN 10 (0,001 § M250)
L, 0,0292 =292
L, 0,0275 =275
D 0,0017= 1,7

11. Festes, konzentriertes Gift (Marke griin).

Dasselbe verdankt das Institut ébenfalls Herrn Geh.-Rat Behring,
der davon eine grossere Menge zur Verfiigung stellte. Die Unter-
suchung des Giftes zeigte, dass in demselben ein Kérper vorhanden
war, der die Neutralisation auf vollkommene Reaktionslosigkeit der
Injektionsstelle etwas storte, wie folgender Versuch'zeigte: A

1 LE. 40,0008 Gift (= 10-fach todliche Dosis).

Am 1. Tag deutliches mediales Infiltrat, das am 4. Tage noch
spurweise vorhanden war. Das Tier wurde getotet und festgestellt,
dass sowohl der Hautmuskel als auch das Bindegewebe noch eine
ganz deutliche Reaktion erkennen liessen. Zwei weitere Versuche be-
stiatigten dieses Resultat. Es bot also dieses Gift bei der Bestimmung
des L,-Wertes gewisse Schwierigkeiten, die sich jedoch bei der zur
Priifung verwandten Zahl von Tieren unter genauer Notierung des
jeweiligen Lokalbefundes eliminieren liessen, so dass der Wert L,
schliesslich in anniihernd genauer Weise festgestellt wurde. Ich lasse
nun die Resultate folgen:

DTN #3(0,000075  M220)
L, 0,0084 =112
L, 00063 = 84
D 0,0021= 28

Es ergiebt sich hieraus, dass die Gifte unter sich ganz kolossale
Verschiedenheiten darbieten, die anscheinend zu cinander in gar keine
Korrelation zu bringen sind.

Ich fithre hier zunichst nur an, dass der Wert L, der nach
den bisherigen Annahmen etwa 100 todliche Dosen enthalten sollte,
thatsiachlich in minimo 27 (Gift No. 10), in maximo 109 (Gift No. 9)
enthalten hat. Ebenso zeigte der Werl von D, der ja theoretisch

einer Gifteinheit entsprechen soll, nicht weniger erhebliche Differenzen.

I\
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Nur in einem Falle (Gift No. 10) wurde ein Wert ermittelt (1,7),
der unter Beriicksichtigung der Bestimmungsfehler annihernd der
theoretischen Forderung entsprach. Bei den von mir hergestellten
Toluolgiften schwankte der Wert D von 5 bis 10 Giftdosen, betrug
also durchschnittlich 7 Giftdosen. Eine ganz erhebliche Grosse er-
reichte er bei Gift No. 6 (17), bei Gift No. 9 (14) und bei Gift
No. 11 (28!).

Bevor ich auf die wirkliche Bedeutung dieser Zahlen eingehen
kann, ist es notwendig, zuerst die Theorie der Giftneutralisation in

L]
kurzen Ziigen klarzulegen.

B. Ueber die Antitoxinwirkung. Theorie der Immunitiit.

Seit Behring’s Entdeckung der antitoxischen Funktionen hat
die Frage nach dem Wesen dieser Erscheinung andauernd das Inter-
esse fast aller Vertreter der modernen Richtung beschiftigt, wie zahl-
reiche diesbeziigliche Publikationen beweisen. In einer jiingst ver-
offentlichten Mitteilung (Fortschritte der Medizin, 1897, No. 2) habe
ich den jetzigen Stand dieser Frage kurz pracisiert und durch Reagens-
glasversuche vorliufig fiir das Ricin den Beweis erbracht, dass sich
Gift und Gegengift direkt chemisch beeinflussen. In Verfolgung dieser
Untersuchung habe ich in einem weiteren Falle, tiber den ich be-
sonders berichten werde, durch Reagensglasversuche den Nachweis
erbringen konnen, dass die Vereinigung von Gift und Antikdrper
in konzentrierten Losungen weit schneller vor sich
geht, als in verdiinnten Losungen; weiter, dass Warme
den Zusammentritt beschleunigt, Kéalte ihn verlang-
samt. Analoge Erscheinungen finden sich vielfach in der reinen
Chemie, vorwiegend aber bei der Bildung der Doppelsalze. Es diirfte
daher immerhin wahrscheinlich sein, dass auch die Neutralisation
der Toxine durch Antikérper eine Doppelsalzbildung darstelle. Wie
dem auch sei, so sprechen doch alle Beobachtungen, inshesondere die
Moglichkeit, die Antikérper ganz genau zu titrieren (die jetzige Mefthode

arbeitet unter giinstigen Verhaltnissen mit einem Fehler von 1 Proz)

dafiir, dass die Einwirkung von Gift und Antitoxin sich nach Verhilt-
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nissen einer reinen Aequivalenz abspielt. Bin Molekiil Gift bindet
eine ganz bestimmte, unverinderliche Menge Antikorper.

Man wird annehmen miissen, dass diese Féhigkeit, Antikorper zu
binden, auf Anwesenheit einer specifischen Atomgruppe des Giftkom-
plexes zuriickzufithren ist, die zu einer bestimmten Atomgruppe des
Antitoxinkomplexes eine maximale, specifische Verwandtschaft zeigt
und sich an sie leicht einfiigt, wie Schliissel und Schloss nach einem
bekannten Vergleich von Emil Fischer.

Die zwingende Notwendigkeit, im Toxin und Antitoxin zwei der-
artlg aufeinander abgepasste Gruppen anzunehmen, diirfte anch einen
Hinweis darauf geben, wie man sich die so ritselhafte Entstehung
der Antitoxine am leichtesten denken kinnte.

Es 1st wohl von der Mehrzahl der Forscher die Ansicht Behring’s
acceptiert, dass die Antikorper Reaktionsprodukte des lebenden Organis-
mus, nicht aber Umwandlungsprodukte des eingefiihrten Giftes dar-
stellen ). 'Wie aber ein solcher Reaktionsvorgang zu erkliren ist,
bietet dem Verstindnis doch erhebliche Schwierigkeiten. Wenn man
einem Chemiker die Aufgabe stellen wiirde, gegen ein Alkaloid oder
ein sonstiges Gift ein Antidot zu finden, das eine physiologisch und
chemisch indifferente Substanz darstellen sollte, die weder das Gift
zerstoren, noch in unléslichem Zustande ausfillen darf, und welches
nichtsdestowen‘iger imstande sein soll, beliebig grosse Quantititen des
Giftes unschadlich zu machen, so wiirde er ein solches Thema sicher
als eine Chimire zuriickweisen.

Nichtsdestoweniger ist der lebende Organismus imstande, diese
Aufgabe sozusagen spielend, hiufig in einer Spanne weniger Tage und
fiir eine Vielheit von Giften zu losen. Es wiirde in die Zeiten der
Naturphilosophie zuriickfithren, wenn man dem Organismus, resp.
seinen Zellen eine, ich mdchte sagen, erfinderische Thitigkeit vindi-
zieren wollte, die sie befihigte je nach Bedarf neuartige Atom-

gruppierungen zu schaffen. Entsprechend unseren Kenntnissen von

1) Im Gegensatz hierzu nimmt Buchner an, dass die Antitoxine modi-
fizierte Toxine darstellen. Den gleichen Standpunkt nehmen Smirnow und
Metschnikoff ein, wie aus dessen jlingster Veroffentlichung (Handbuch der
Hygiene von Weyl), Bd. IX, Heft 1, S. 48) ersichtlich.




der Zellfunktion, insbesondere von den synthetischen Vorgingen,

werden wir vielmehr annehmen mussen, dass es sich bei der Bildung
von Antikérpern nicht um eine Schaffung neuartiger Atomgruppierungen,
sondern um eine Reproduktion normaler Zellleistung handle. Es
missen sich im Organismus resp. dessen Zellen physiologische Ana-
loga der specifisch bindenden Antikérpergruppe vorfinden.

Zu der gleichen logischen Folgerung gelangt man aber auch
aul einem ganz anderen Wege. Am einfachsten lassen sich diese
Verhiltnisse am Tetanus exemplifizieren. Fiithrt man einem Versuchs-
tier Tetanusgift in geringen Quantititen zu, so lasst sich in scharfer
Weise erweisen, dass dasselbe schnell vom Centralnervensystem, wohl
den motorischen Ganglienzellen, fest gebunden wird, dass das Central-
nervensystem vor allen anderen Organen das Tetanusgift an sich reisst
und die einmal aufgenommenen Giftmolekiile ausserordentlich fest hilt.
Die Pradilektion des Nervensystems, die langsame Entwickelung
der ersten Krankheitserscheinungen einerseits, deren lange Persistenz
andererseits weisen darauf hin, dass im Nervensystem, resp. seinen
Ganglienzellen, Gruppen vorhanden sein miissen, die zum Tetanusgift
eine maximale specifische Verwandtschaft besitzen.

In meiner Schrift iber das Sauerstoffbediirfnis des Organismus
habe ich angenommen, dass, jedes funktionierende Protoplasma aus
einem Kern, dem Leistungskern, und demselben angefiigten Seitenketten
von verschiedener Funktion bestehe. Wenn man annimmt, dass eine
derartige Seitenkette die specifisch bindende Atomgruppierung trigt,
so erkliaren sich die Erscheinungen der Tetanusvergiftung sehr einfach.
Es wird -mit Hilfe dieser Seitenkette das Tetanusgift an die Zelle
sozusagen fest verankert, und dadurch das lebende Protoplasma, so-
lange eben die Bindung wahrt, unter den andauernden physiologischen
Einfluss des Tetanusgiftes gebracht, der langsam einsetzende und lang-
withrende Funktionsstérungen bedingt. Nimmt man an, und die lange
Krankheitsdauer spricht dafiir, dass die gegenseitige Bindung von Seiten-
kette und Gift eine dauernde ist, so gelangen wir jetzt zu der An-
schauung, die die Entstehung der Antikorper zu erkliren geeignet ist.

Es ist ganz selbstverstandlich, dass in der Norm diese specifisch

bindende Gruppe bestimmte physiologische Funktionen ausiibt und dass
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es ein ausser jeder Beziehung zur normalen Zellleistung stehendes und
daher gewissermassen zufilliges Zusammentreffen ist, wenn sie zu gleicher
Zeit auch die Eigenschaft besitzt, bestimmte Gifte (Diphtherie, Tetanus,
Schlangengift, Abrin, Ricin, Crotin) zu binden. Ist aber diese
Bindung eingetreten, so ist die Seitenkette durch den
dauernden Charakter derselben physiologisch ausge-
schaltet und wird der Defekt, wie dies im Sinne der
modernen Anschauungen, die besonders von C. Weigert
entwickelt sind, anzunehmenist, durch eine Neubildung
derselben Gruppe ersetzt werden. Fihrt man nun in angemes-
senen Zeitraiumen und in entsprechender Dosierung ein neues Quantum
Gift zu, so werden die neugebildeten Gruppen wieder vom Gift
occupiert und so die sekundire Regeneration weiterer Seitenketten her-
vorgerufen. Im Verlaufe des typischen Immunisierungsverfahrens wird
die Zelle sozusagen trainiert, die betreffende Seitenkette in immer ausge-
dehnterem Masse zu erzeugen. Bei derartigen Regenerationsvorgingen
ist micht die Kompensation, sondern eine Ueberkompensation die Regel,
und wird es bei den gewaltigen Steigerungen der Giftdosen endlich
zu einem Punkte kommen miissen, an welchem ein solcher Ueberschuss
von Seitenketten produziert wird, dass dieselben, um einen trivialen
Ausdruck zu gebrauchen, der Zelle selbst zu viel werden und als un-
niitzer Ballast nach Art eines Exkretes an das Blut abgegeben werden.
Es stellen nach dieser Auffassung die Antikdérper die
iibermassig erzeugten und daher abgestossenen Seiten-
ketten des Zellprotoplasmas dar. Dieselben miissen also
eine specifische Verwandtschaft zum Gift besitzen. Dass die in Freiheit
gesetzte Seitenkette nicht nur die gleiche, sondern sogar eine grossere
Verwandtschaft zum Tetanusgift besitzt, als in ihrem urspriinglichen
Verbande mit dem grossen Protoplasmakomplex, ist mehr als wahr-
scheinlich. Wenigstens deuten darauf die immunisierenden, inshesondere

aber die heilenden Funktionen der Antikorper hin 1).

1) Herr Prof. Donitz hat in einer im Institut ausgefithrten Arbeit nach-
gewiesen, dass man bei Vergiftung mit der doppelten Tetanustoxindosis noch nach
20 Stunden mit Hilfe des Antikorpers den Nervenzellen das in ihnen fixierte
Gift entziehen kann.




Ich stehe nicht an, diese Theorie auf die ganze Reihe der anti-
toxinbildenden Gifte auszudehnen. Wie l_)ekaﬁnt-, geht allen krystalli-
sierten Giften, giftigen Alkaloiden, Glykosiden und allen anderen,
chemisch gut definierten Substanzen die Fihigkeit ab, Antitoxine zu
erzeugen. Dieselbe beschriinkt sich auf die Gruppe der Toxine, Fer-
mente und Toxalbumine, in denen wir ganz eigenartige, der jetzigen
Chemie noch unzugéngliche, toxophore Atomkomplexe annehmen miissen.
Es spricht die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass alle derartigen Korper
nur dann in einem Organismus toxisch wirken konnen, wenn derselbe
die Fahigkeit besitzt, in bestimmten lebenswichtigen Organen die
toxophoren Gruppen zu verankern., Mangelt diese Eigenschaft, so fehlt
auch der Grund fiir die Giftigkeit des betreffenden Stoffes und mdochte
sich mancher Fall der angeborenen Immunitit auf diesen Umstand
zuriickfithren lassen. Wenn also das Vorhandensein der-
artigeraufnahmefihiger Seitenketten die Vorbedingung
fiir das Auftreten der Giftwirkung ist, so erklart eben
dieser Umstand nach dem gegebenen Prinzip in der
einfachsten Weise die Entstehung der Antikorper.

Ich behalte mir vor spiter auf die Konsequenzen dieser Auf-
fassung, nach welcher die Bildung der Antitoxine das Analogon eines

Regenerationsprozesses darstellt, ausfithrlicher zuriick zu kommen.

C. Ueber Toxoide.

Aus der kurz vorher (S. 10— 12) angefiihrten Tabelle geht
hervor, dass die beiden Grenzwerte L, und Ly, wenn sie durch das
Multiplum der einfach todlichen Dosis ausgedriickt werden, Schwan-
kungen allererheblichsten Grades aufweisen. So schwanken fiir den
Glattwert L, die Zahlen zwischen 20 und 120 Gifteinheiten. Dieses
Verhalten ist der Mechrzahl der engeren Fachgenossen, wie mich eine
ausgedehnte Korrespondenz mit diesen belehrt, bekannt und auch von
ihnen als sehr stérendes Moment bei der Priifung empfunden worden.
Die Thatsache, dass Neutralisationsvermogen und absolute Giftigkeif
in keinem untrennbaren Zusammenhange stehen, ist mir schon seit

vielen Jahren bekannt. Ich hatte schon sehr friihzeitig Gelegenheit,

Beobachtungen zu machen, die auf die Deutung dieser Erscheinung
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