Die Werthemessung des Diphtherieheilserums
und deren theoretische Grundlagen.

Von

Prof. Dr. P, Ehrlich,
Geh, Med,-Rat.

(Ans dem Institut fiir Serwmforschung und Serumprifung in Steglita.)

Es bedarf keiner Erorterung, dass es fir die ganze Diphtherie-
heilserumfrage sowohl vom praktisch - therapeutischen als vom rein
wissenschaftlichen Standpunkte aus notwendig ist, Sera von genan
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 bewsisen andere Untersuchungen, z B. die sehr sorg-
faltige Arbeit von Madsen in Kopenhagen (Experimentelle Unter-
sbgelser over Difterigiften, 1896), dass ein fiir therapeutische Zwecke
zu schwaches Serum, nimlich ein solches von etwa B30-fachem Werte,
eine sehr ausgedehnte Verwendung gefunden hat.

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

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

1) Ehrlich, Kossel und Wassermann, Usber Gewinnung und Ver-
wendung des Diphtherieheilsernms. Deutsche med. Wochenschr, 1894, No. 16.
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und Diphtherieantitoxin sind sehr labile Kérper, welche sich in ge-
lgster Form bald schueller, bald langsamer zersotzen kdnuen.

Teh hatte vor vielen Jahren festgestellt, dass ein stark glycerin-
haltiges Testserum, welches eine bestimmte Moncre durch Toluol kon-
servierten Dlphthelleglftes neutralisierte, noch nach einem Jahre genau
denselben Neutralisationspunkt zeigte. Bs war aus dieser Thatsache
gefolgert worden, dass beide Lo%ungen genaun denselben Wert beibe-
halten hiitten, was auch durch ihr sonstiges Verhalten sichergestellt
wurde. Auf Grund dieser Beobachtung wurde von mir bei Begriin-
dung der Station derselben fir die Diphtherieserumkontrolle das betref-
fende Testglycerinserum iibergeben, von dem 0,23 cem gerade die
Priifungsdosis physiologisch ausgleichen sollten. Kamen neue Gifte
zur Verwendung, so wurde instruktionsgemiss als Testgiftdosis das
Quantum angesehen, welches durch 0,28 des Testserums gerade neu-
tralisiers wurde.

Ausgedehnte spitere Untersuchungen haben jedoch erwiesen, dass
das Konstantbleiben des Neuntralisationspunktes nicht immer einen Be-
weis der Konstanz der beiden sich neutralisierenden Lisungen darstellt.
Im Mai und Juni 1895 wurden von mir ein neues Gift und ein neues
Seram exakt bestimmt und aufs genaueste aunfeinander 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 abgeschwiicht hatten. Es war also die Abschwichung in einer
fir beide Komponenten durchaus gleichartigen Weise erfolgt. Rin
solches harmonisches Absinken war im Hinblick darauf, dass sich
Toxin und Antitoxin unter ganz verschiedenen Lisungsbedingungen
befanden, von vornherein im hgchsten Grade unwabrscheinlich ge-
wesen, nichtsdestoweniger aber doch einmal singetreten,

Auf jeden Fall beweist diese Thatsache, von Erklarungshypothesen
abgesehen,

1) dass auch die glycerinigen Antitoxinlésungen eine Abschwichung
erfahren kounnen,

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

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

Will man zu einem konstanten Massstab gelangen, so muss man
von allen Lésungen absehen und Konserviernngsbedingungen wihlen,
die eine moglichst sichere Haltbarkeit gewshrleisten. 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), 8) Licht, 4) Wirme.
Die sub 3 und 4 angefithrten Schadlichkeiten lassen sich ja leicht
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Jurch einfache Massnahmen auss.clﬂiessen; es galt daher nur, die A
ersten Agentien nach I\‘Iﬁg]ichkelt_ fernzuhalten..

Das trockene Diphtherieserum, wie es auf Behl‘ing’s
Veranlassung in den Hochster Werkstatten in mustergiltiger Woise
hergestellt wird, schien von allen in Betracht kommenden dag beste
Ausgangsmaterial darzugtellen. .

Um den genannten Bedingungen zu genfigen, wird dag Trockan.
gerum in einen kleinen Apparat gebracht, der aus zwei durch ein
Verbindungsstiick kommunizierenden Glasréhrchen besteht, deren elnes
mit dem Serum, deren anderes mit dem am stirksten wasserentzighep.
den Mittel, dem Phosphorsiureanhydrid, beschickt wird, Ts wig
godann die Oeffnung des Serumrohrchens abgeschmolzen, dann dep
Apparat luftleer gepumpt und, sobald dies geschehen, definitiy durch
Abschmelzen geschlossen. Da es darauf ankam, den Sauerstoff g,
vollkommen, als es bei dem jetzigen Stande der Techuik iberhaupt
moglich ist, zu entfernen, wurde die Evacuirung der Réhrohen i
der Gliihlampenfabrik der Allgemeinen Elckiricitatsgesellschaft ausge-
fihrt, die in der entgegenkommendsten Weise ihre Apparate s
Verfiigung stellte, Binnen wenigen Tagen ist die im Serum neeh
enthaltene Wassermenge durch die sich hierbei versinternde Phosphor-
siure absorbiert, und befindet sich nun das Serum wasserfrei in einem
so gut wie sauerstofffreien Vakuum. Da nun die Apparate absolat
dunkel und kithl gehalten werden, sind so weit wie méglich die Be-
dingungen erfillt, die fur dic endgiltige Konstanz des Antitoxins in
Betracht kommen.

Fs wurde auf diese Weise eine grosscre Anzall von Réhrchen
prapariert, die mit je 2 g eines trockenen Serums vom Werte 1700
Immunititseinheiten (IE) beschickt waren. Alle 2—38 Monate wird
ein derartiges Rohrchen vorsichtig, d. h. durch Anbohren, gediffnet und
der Inhalt in 200 com einer aus 10 °/; Kochsalzlogung und Glyeerin
hergestellten Mischung, welche H0—80 Proz. Glycerin enthalt, geldst.
Man erhilt so ein Testserum von genau 1T7facher Stirke. Von diesem
sind 0,94 cem der 16fachen Verdinnung oder 1 cem der 17fachen Ver-
dtinnung 1) bestimmt, um das 10fache der bisherigen Prifungsdosis
zu ermitteln.

Eine erst in den letzten Tagen des Monats Februar 1897 herge-
stellte neue Lisung hat gezeigh, dass die im Institut befindlichen Gift-
l6sungen, deren eine fiir die bisher geiibte instruktionsgemisse Prifung
diente, deren zweite fiir den neuen®zu beantragenden Prifungsmodas
bestimmt war, sich unveriindert erhalten haben.

1) Zur Herstellung der Lisungen kénnen nicht die gewthnlichen, auf Aus-
fluss geaichten Volgsipebten benutzt werden, dn an deren %/andungen 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
Lasungsmittel ausgespiilt” werden.
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Es diirfte somit die beschriehene Konservierung des trockenen
Diphtherieantitoxing ausreichend erscheinen, um den Einheitsmassstab
des Diphtheriesernms auf unbegrenste 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 Jja anzunehmen und auch durch
meine eigenen Versuche ermittelt worden, dass in gleicher Weise, wio
das trockene Antitoxin, das Toxin zu diesem Zwecke geeignet sein
wird. Aber in praxi ergeben sich doch manche Momente, die vor-
laufig fir die Anwendung des Antitoxing 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 Gif: (steril und hoch-
wertig) herzustellen, eine besondere Laboratoriumsausstattung. Ausser-
dem habe ich vor Jahren konstatiert, dass feste, nach dem Brie ger-
schen Verfahren hergestellte Tetanusgifte, wenn sie, feiner gepulvert,
in grosseren Quantititen anfbewahrt wurden, eine gewisse mechanische
Entmigechung zeigten, die durch das hohere specifische Gewicht der
Ammonsulfatkrystillchen bedingt war und welche eine héhers Toxi-
citat der obersten Schichten des Toxinpulvers bedingte.

Weiterhin méchte ich es auf Grund einer — allerdings verein-
zelten — Beobachtung fiir moglich halten, dass bei den Giftfallungen
gelegentlich ein kleiner Bruchteil des Toxins Modifikationen erleidet,
welche die Priifung erschweren kénnen.

Bei dieser Sachlage empfiehlt es sich vorldufig, das so leicht
erhiiltliche 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 erhalt.

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

II. Ueber die Verbesserung der Prifungsart.

Nach der jetzigen Instituts-Instrulktion erfolgt die Wertbemessung
des Serums in der Art, dass zunichst die Testgiftdosis ermiftelt wird,
d. h. das Giftquantum, welches durch 0,1 com eines einfachen Serums

Klinisches Jahrbuch VI, 20
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gerade neutralisiert wird. Bei cinem 100fachen.Serum muss der 100,
Teil der Serummenge, also 0,001 ccm den glelchen. Effekt austibep,
Fiir die praktische Ausfithrung wird die Toestgiftdosis mit 4 com der
entsprechenden Serumverdiinnung gemengt und Meerscpweinchen von
250 g subkutan injiziert. Die Versuchstiere sollen keinerlei Kyapk.
heitserscheinungen aufweisen und im allgemeinen an der Injektions.
stelle keine Verinderungen zeigen. Greringfligige Anschwellungen, falls
gie bis zum 4. Tage riickgingig werden, bieten keine Veran]assung
zur Beanstandung.

Wenn es auch nach den diesseitigen und anderw'artigen Er.
fahrungen nicht dem geringsten Zweifel unterliegt, dass man he
sorgfaltiger Arbeit und geniigender Lrfahrung mit Hilfe dieser Me.
thode genau arbeiten kann, so haben sich im Verkehr mit Falyi.
kationsanstalten doch wiederholte Differenzen ergeben, welche eing
Aenderung der Priifungsart winschenswert machten. Es begriinden
sich diese Differenzen zum Teil darin, dass die Art der Injektion sinen
gewissen Binfluss auf die Lokalreaktion ausibt. Da alle Versuchs.
tiere nach Beendigung des Versuches getitet 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 Flussigkeiten abgaben. Dei der Sektion zeigte
die Kohle die Stelle an, wo die Fliissigkeit gelegen hatte. Auf diese
Weise wurde festgestellt, dass bei der gewdhnlichen Injektionsart an
der Seitenfliche des Thorax die Flissigkeit nicht in das subkutane
Gewebe, sondern unter den abdominalen Hautmuskel gelangt und dass
es eines Kkleinen Handgriffes (Wahl der Einstichstelle in der Gegend
des Processus xiphoideus und medialer, rein oherflichlicher Verschis-
bung der Kaniile) bedarf, um eine rein subkutane Binspritzung ans-
zufiihren. Eg stellte sich dabei auch heraus, dass nach rein subkutaner
Injektion leichter Schwellungen eintreten, als hei der submuskuléren
Injektion, bei welcher das besonders reaktionsfihige subkutane Gewshe
nicht in direkte Bertihrung mit dem Gifte gelangt. In letzterem Falle
ruft also die Mischung eine geringere Reaktion aly bei rein subkutaner
Zufithrung hervor.

Eg hitten sich dadurch leicht erhebliche Differenzen mit den
Fabriken ergeben kénnen, wenn nicht immer im Institut bei Beur-
teilung des Lokalbefundes dem Umstand Rechnung getragen worden
ware, dass die rein subkutane Injektion eine gewisse Steigerung des
Priifungsanspruches bedeute. s musste also dem subjektiven Ermessen
der Mitglieder des Instituts ein etwas weiterer Spielraum belassen
werden, als urspriinglich vorgesehen war.
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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 Rintreten des Todes als
Kriterium der Wertbemessung zu wihlen und die Priffungsart 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-
hangig von mir Geheimrat Behring 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 erschépfendes 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 anch von Fachgenossen (den Herren Prof
Woodhead, Prof. Mac Fadyan, San-Rat Dr. Libbertz und
Dr. Enoch) zur Verfiigung gestellt waren. Besonders wertvoll war
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 Rinfluss die Gewinnungsweise, die Art der
Konservierung, das Alter der Gifte auf die Eignung zu Priifungs-
zwecken ausitbten.

Um die Gifte genau zu definieren, wurde in allen Fillen in der
folgenden gleichmissigen Weise verfahren. Es wurde zunichst die
absolute Toxicitét des Giftes in moglichst genaner Weise bestimmt.
Es ist dies, wie jeder Fachmann weiss, hiufig eine #usserst miihselige
Arbeit, die bel 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 dfter wiederholt werden
milssen. Als einfach tédliche Dosis mochte ich auf Grund meiner
20%*
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Jangjihrigen, ausgedehnten Erfahrung .das Quantum bezeichnen, dag
jedes Meerschweinchen von 250 g SIC:!JBI‘ im Laufe des 4., aller-
héchstens noch des 5. Tages totet. Lin solches Quantum kann em.
pfingliche Tiere gchon schneller, binnen 86——48. Stunden titen. Jeds
Giftmenge aber, die ausnahmslos alle Versuchstiere akut binnen 36—
48 Stunden totet, enthalt mehr als die einfach todliche Dosis 1),

Ts warde weiterhin die Neutralisation von Gift und Serum unter.
gucht, und zwar, in der Weise, dass als Serumdosis stets 1 I B, wie
eine solche in 1 com einfachen Serums enthalten ist, verwandt wurde,

Untersucht man ein belichiges Gift vermittelst einer grosseren
Reihe von Tieren, indem man der Immunisierungseinheit steigends
Dosen von Gift zufiigh, 50 golingt es fast stets, zwel Grenzwerts
(L == limes) zu ermitteln, die fiir die Charakterisierung des Giftes von
der grossten Bedeutung ¢ind. Der eine Grenzwert (L) stellt die Gift.
doge dar, die von dem Serum so gut wie vollkommen neutralisiers
wird, wihrend der andere Grenzwert (L) die Menge angiebt, bei der
trotz des Antikorpers ein soleher Gifttiberschuss manifest wird, dass
der Tod des Versuchstieres binnen 4 Tagen eintritt. Dieser Giiftiiber-

sohuss entspricht der einfach tédlichen Dosis, wie sie oben definiert

wurde,
Dritckt man die Grenzwerte L, und L, nicht in absoluten Mengen,

sondern durch die in ihnen enthaltenen Gifteinheiten aus, so ergiebt
gich unter der Voraussetzung, dass dag GHft einen einheitlichen
chomischen Korper darstelle, ohne weiteres, dass D=
(L,—L,) gleich der einfachen todtlichen Dosis sein muss,

Tch lasse nun zunichst die von mir an 11 verschiedenen Giften
gewonnenen zahlenméssigen Belege folgen, die das Resultat oiner ausser-
ordentlich mithseligen, viele Hunderte von Ticren umfassenden Arbeit
gind, Die bei L, und L, stehenden Zahlen geben die absoluten
Mengen der Bouillon und die darin enthaltenen Giftdogen an.

I Toluolgifte. 9. @&ift vom Frihjahr 1895
(Marke hellgriin).

1. Fritheres Stationstestgift
DTINO85 (0,08  M250)

(Marke blau).

DTN08 (0,07 M260 ' Ly 1,25 =42
L, 2,8 =40 L L, 0,95 =82
L, 2,3 =33 D 03 =10

D 05= 7

1) Fiir die zahlenmiissige Vergleichung bezeichne ich, entsprechend dem
Vorschlag von Behring (Fortschritte der Medizin 1897 No. 1) ein Gift, das
in: der Quantitit von C01 ein Meerschweinchen von 250 g totet, als DTN
Diphtherie-Toxin normal von einfacher Stiirke. M** bedeutet ein Meerschwein-
chen von 250 g Giewicht. '
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8, Gift vom Herbst 1895
(Marke dunkelgriin).
DTN (0,01256 7 M250)
L,048 =39
L, 0,415 == 38,2
D 0,066 = 58
Gift vom Herbst 1895
(Marke braun).
Das Gift war aus besonders
giftreichen Kolben zusammenge-
setzt und totete unmittelbar nach
seiner Herstellung M259 in einer
Dosgis von 0,008. Die im Sommer
1896 vorgenommene Prifung er-
gab eine erhebliche Abschwichung
der Toxzicitiit.
DTNLL (0,000 M289)
L, 0,386 =354
L, 0,305 = 33,4
D 000 = 6
5, Gift von Dr. Bulloch
(Marke gelb).
(Aus dem Institute for preventive
Medicine.)
DTN5 (0,02 f M250)
L, 1,16 =575
L, 0,95 =475
D 02 =10

4.
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6. Gift von Prof. Woodhead
(Marke hellblau).
DINOT (0,027 § M250)

L, 8,06 =118
Lo 26 = 96
D 045= 17

II. Earbol- und Kresolgifte.

7. Gift von Dr. Enoch
(0,2 °/, Trikresol, frisch).
DTNO8 (0,0165  M259)
L, 1,96 — 76,3
Ly 0,9 =544 (ungefihr)

D 0,36 =22

8. Gift von San.-R. Libbertz
(Carbol 0,59,; Marke orange).
DTNO (0,014 + M250)

L, 0,59 = 42
L, 05 = 85,7
D 009 = 63

III. Antinosin-Glycerin-Gift.
9. Réhrchengift (Marke karmin).

4—8-tigige Reagensglaskulturen werden in grosserer Zahl mit-
einander vermischt und mit dem gleichen Volumen Glycerin, welches
in 100 cem B cem einer B-proz. Antinosinlésung enthielt, versetzt. Die
folgenden Werte sind auf die unverdiinnte Bouillon berechnet.

DTN256 (0,0089 1 M250)
Lt 0,48 == 128

L, 042

=== 108

D 0,06

15
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IV. Konzentrierte Gifte.

10. Flissiges, konzentriertes Gift (Marke violett).

Dasselbe stellte eine Losung des ausgefallten Diphtheriogiftes
dar und war mir von Herrn Geh-Rat Behring freundlichst gy
Untersuchung iibersandt worden, mit der Angabe, dass das Gift eine
erhebliche Abschwichung erlitten hitte und dass die Priifungadosis
nicht mehr wie friher das Zehnfache der einfach tddlichen Dogig
darstelle. Die Untersuchung des Giftes bestitigte vollkommen diege
Angaben.

DTN (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 ebenfalls Herrn Geh.-Rat Behrin g,
der davon eine grissere Menge zur Verftigung 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:

1 LE. 4-0,0008 Gift (== 10-fach tédliche Dosis).

Am 1. Tag deutliches mediales Infiltrat, das am 4. Tage noch
spurweise vorhanden war. Das Tier wurde getdtet und festgestells,
dass sowohl der Hantmuskel als auch das Bindegewebo noch sine
ganz deutliche Reaktion erkennen liessen. Zwei weitere Versuche be-
stitigten dieses Resultat. Ts bot also dieses Gift bei der Bestimmung
deg L,-Wertes gewisse Schwierigkeiten, die sich jedoch bei der zur
Priifang verwandten Zahl von Tieren unter genauer Notierung des
jeweiligen Lokalbefundes eliminieren liessen, so dass der Wert L,
schliesslich in annihernd genauner Weise festgestellt wurde. Ich lagse
nun die Resultate folgen:

DTN1 83 (0,000075  M250)
L,0,0084==112
L, 00083 = 84
D 0,0021— 28

Es ergiebt sich hieraus, dess die Gifte unter sich ganz kolossale
Verschiedenheiten darbieten, die anscheinend zu einander in gar keine
Koxrelation zu bringen ‘sind.

Ich fiihre hier zunichst nur an, dass der Wert L,, der nach
den bisherigen Annahmen etwa 100 tddliche Dosen enthalten sollte,
thatsdichlich in minimo 27 (Gift No. 10), in maximo 109 (Gift No. 9)
enthalten hat, Ebenso zeigte der Wert von D, der ja theoretisch
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einer Gfteinheit entsprechen soll, nicht weniger erhebliche Differenzen.
Nur in einem Falle (Gift No. 10) wurde ein Wert ermittelt (1,7,
der unter Berticksichtigung 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. FEine 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 Theoric der Giftneutralisation in
kurzen Ziigen klarznlegen.

B. Ueher die Antitoxinwirkung. Theorie der Immunitiit.

Seit Behring's Entdeckung der antitoxischen Funktionen hat
die Frage nach dem Wesen dieser Erscheinung andauernd das Inter-
osse fast aller Vertreter der modernen Richtung beschaftigt, wie zahl-
reiche diesbeziigliche Publikationen beweisen. In einer jingst ver-
sffentlichten Mitteilung (Fortschritte der Medizin, 1897, No. 2) habe
ich den jetzigen Stand dieser Frage kurz pracisiert und durch Reagens-
glasversuche vorlinfig fir das Ricin den Beweis erbracht, dass sich
Gift und Gegengift direkt chemisch beeinflussen. In Verfolgung dieser
Untersuchung habe ich in einem weiteren Falle, iiber den ich be-
sonders berichten werde, durch Reagensglasversuche den Nachweis
erbringen konnen, dass die Vereinigung von Gift und Antikdrper
in konzentrierten L&sungen weit schneller vor sich
geht, als in verdinnten Lidsungen; weiter, dass Wirme
den Zusammentritt beschleunigt, Kalte ihn verlang-
samt. Analoge Erscheinungen finden sich vielfach in der reinen
Chemie, vorwiegend aber bei der Bildung der Doppelsalze. Es dirfte
daher immerhin wahrscheinlich sein, dass auch die Neutralisation
der Toxine durch Antikérper eine Doppelsalzbildung darstelle. Wie
dem auch sei, so sprechen doch alle Beobachtungen, insbesondere die
Méglichkeit, die Antikérper ganz genau zu titrieren (die jetzige Methode
arbeitet unter ginstigen Verhiltnissen mit einem Fehler von 1 Proz.)
dafiir, dass die Einwirkung von Gift und Antitoxin sich nach Verhalt-
nissen einer reinen Aequivalenz abspielt. Ein Molekil Gift bindet
eine ganz bestimmbe, unverénderliche Menge Antikdrper.

Man wird annehmen miissen, dass diese Fahigkeit, Antikrper zu
binden, auf Anwesenheit einer specifischen Atomgruppe des Giftlkom-
plexes zuriickzuftihren 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.
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Die zwingende Notwendigkeit, im Toxin und Antitoxin zwei dey.
artig aufeinander abgepasste Gruppen anzunehmen, diirfte auch eipey
Hinweis darauf geben, wie man sich die so ritselhafte Entstehung
der Antitoxine am leichtesten denken konnte.

s ist wohl von der Mehrzahl der Forscher die Ansicht Boh ring’s
acceptiert, dass die Antikérper Reaktionsprodukte des lebenden Organis.
mus, nicht aber Umwandlungsprodukte des eingefiihrten Giftes day.
stellen?). Wie aber ein solcher Reaktionsvorgang zu erklaren ist,
bietet dem Verstiindnis doch erhebliche Schwierigkeiten. Wenn may
einem Chemiker die Aufgabe stellen wiirde, gegen ein Alkaloid odep
ein sonstiges Gift ein Antidot zu finden, das eine physiologisch ungd
chemisch indifferente Substanz darstellen sollte, die weder das Gif
zerstoren, noch in unléslichem Zustande ausfallen darf, und welches
nichtsdestoweniger imstande sein soll, beliebig grosse Quantititen deg
Giftes unschadlich zu machen, so wiirde er ein solches Thema sicher
als eine Chimiire zuriickweisen. .

Nichtsdestoweniger ist der lebende Organismus imstande, diese
Aufgabe sozusagen spielend, héufig in einer Spanne weniger Tage und
fiir eine Vielheit von Giften zu losen, Es wirde in die Zeiten der
Naturphilosophie zurfickfiihren, wenn man dem Organismus, resp,
seinen Zellen eine, ich mochte sagen, erfinderische Thitigkeit vindi-
zieren wollte, die sie befihigte je nach Bedarf neuartige Atom-
gruppiernngen zu schaffen. Entsprechend ungeren Kenntnissen van
der Zellfunktion, insbesondere von den synthetischen Vorgingen,
werden wir vielmehr annehmen miissen, dass es sich bei der Bildung
von Antikérpern nicht um eine Schaffung neuartiger Atomgruppierungen,
sondern um eine Reproduktion normaler Zellleistung handle. Eg
miissen sich im Organismus resp. dessen Zellen physiologische Ana-
loga der specifisch bindenden Antikérpergruppe vorfinden.

Zu der gleichen logischen Folgerung gelangt man aber auch
auf einem ganz anderen Wege. Am einfachsten lassen sich diese
Verhiltnisse am Tetanus exemplifizieren. Fiabrt man einem Versuchs-
tier Tetanusgift in geringen Quantititen zu, so lisst sich in scharfer
Weise erweisen, dass dasselbe schuell vom Centralnervensystem, wohl
den motorischen Ganglienzellen, fost gebunden wird, dass das Central-
nervensystem vor allen anderen Organen das Tetanusgift an sich reisst
und die einmal anfgenommenen Giftmolekille ausserordentlich fest hilt,
Die Pradilektion des Nervengystems, die langsame Entwickelung
der ersten Krankheitserscheinungen einerseits, deren lange Persistens
andererseits weisen darauf hin, dass im Nervensystem, resp. seinen

... 1) Im Gegensatz hierzu nimmt Buchner an, dass die Antitoxine modi-
fizglerte Toxine darstellen. Den gleichen Standpunkt nehmen Smirnow und
Metschnikoff ein, wie aus dessen jiingster Veroffentlichung - (Handbuch der
Hygiene von Weyl), Bd. IX, Hefi 1, 8. 48) ersichtlich,
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Ganglienzellen, Gruppen vorhanden sein missen, die zum Tetanusgift
eine maximale specifische Verwandtschaft besitzen. ,
Tn meiner Schrift iiber das Sauerstoffbediirfnis des Organismus
habe ich angenommen, dass jedes funktionierende Protoplasma aus
einem Kern, dem Leistungskern, und demselben angefiigten Seitenketten
von verschiedener Tunktion bestehe. Wenn man annimmt, dass eine
derartige Seitenkette die specifisch bindende Atomgruppierung trigt,
g0 erklaren sich die Erscheinungen der Tetanusvergiftung sehr einfach,
Fs wird mit Hilfe dieser Seitenkette das Tetanusgift an die Zelle
sozusagen fest verankert, und dadurch das lebende Protoplasma, so-
lange eben die Bindung wiahrt, unter den andauernden physiologischen
Einfluss des Tetanusgiftes gebracht, der langsam einsetzende und lang-
wihrende Funktionsstorungen bedingt. Nimmt man an, und die lange
Krankheitsdauer spricht dafiir, dass die gegenseitige Bindung von Seiten-
kette und Gift eine danernde ist, so gelangen wir jetzt zu der An-
schanung, die die Entstebung der Antikbrper zu erkliren gesignet ist.
Bs ist ganz gelbstverstindlich, dass in der Norm diese specifisch
bindende Gruppe bestimmte physiologische Funktionen ausitbt und dass
es ein ausser jeder Beziehung zur pormalen Zellleistung stehendes und
daher gewissermassen zufslliges Zusammentreffen ist, wenn sie zu gleicher
eit auch die Eigenschaft besitat, 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 G Weigert
entwickelt sind, anzunehmenist, durcheine Neubildung
derselben Gruppe ersetzt werden Fihrtman nun in angemes-
senen Zeitriumen und in entsprechender Dosierung ein neues Quantum
Gifs zu, so werden die neugebildeten Gruppen wieder vom Gift
oceupiert 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. DBei derartigen Ragenerutionsvorgingen
ist micht die Kompensation, sondern eine TUeberkompensation dis Regel,
und wird es bei den gewaltigen Steigerungen der Giftdogen endlich
o1 einem Punkte kommen miissen, an welchem ein solcher Ueberschuss
von Seitenketten produziert wird, dass dieselben, um ginen trivialen
Ausdruck zu gebrauchen, der Zelle selbst zu viel werden und als un-
nittzer Ballast nach Art eines Exkretes an das Blut abgegeben werden.
Bs stellen nach dieser Auffassung die Antikdrper die
ibermissig erzeugten und daher abgestossenen Seiten-
ketten des Zellprotoplasmas dar Dieselben missen also
eine specifische Verwandtschaft zum Gift besitzen, Dass die in Freiheif
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gesetzte Seitenkette nicht nur die gleiche, sonc;lerg sogar eine grigseye
Verwandtschaft zum Tetanusgift besitzt, als in II%rem urspriinglichey
Verbande mit dem grossen Protoplasxlna%(omplgx,' ist meh‘r als wahy.
scheinlich, Wenigstens deuten darauf die 1m|mun151erenden, insbesondepe
aber die heilenden IFunktionen der Antikorper hin 1),

Ich stehe nicht an, diese Theorie auf die ganze Reihe der anti.
toxinbildenden Gifte auszudehnen. Wie bekannt, geht allen krystallj-
sierten Giften, giftigen Alkaloiden, Glykosiden und allen anderen,
chemisch gut definierten Substanzen die Fihigkeit ab, Antitoxine gy
‘ erzeugen. Dieselbe beschrinkt sich auf die Gruppe der Toxine, Fer.
mente und Toxalbumine, in denen wir ganz eigenartige, der jetzigen
‘ Chemie noch unzugingliche, toxophore Atomkomplexe annehmen miissen,
Es spricht die ‘Wahrscheinlichkeit dafiir, dasg alle derartigen Kérper
nur dann in einem Organismus toxisch wirken konnen, wenn dergelbs
die Fihigkeit besitst, in bestimmten lebenswichtigen Organen die
toxophoren Gruppen zu verankern, Mangelt diese Eigenschaft, so fellt
auch der Grund fiir die Giftigkeit des betreffenden Stoffes und méchts
sich mancher Fall der angeborenen Immunitit auf diesen Umstand
zurtickfihren lassen. Wenn also das Vorhandensein der-
artigeraufnahmefahiger Seitenketten die Vorbedingung
fiir das Auftreten der Giftwirkung igt, so erklirt oben
dieser Umstand nach dem gegebenen Prinzip in der
einfachsten Weise die Entstehung der Antiksrpor.

Ich behalte mir vor spiter auf die Konsequenzen dieser Auf-
fassung, nach welcher die Bildung der Antitoxine das Analogon eines
Regenerationsprozesses darstellt, ausfihrlicher zuriick zu kommen.

C. Ueber Toxoide.

Aug der kurz vorher (8. 306—808) angefithrten Tabelle geht
hervor, dass die beiden Gremzwerte L, und L., wenn sie durch das
Multiplum der einfach todlichen Dosis ausgedriickt werden, Schwan-
kungen allererheblichsten Grades aufweisen. So schwanken fiir den
Glattwert Ly die Zahlen zwischen 20 und 120 Giifteinheiten. Dieses
Verhalten ist der Mehrzahl der engeren Fachgenossen, wie mich eine
ausgedehnte Korrespondenz mit diesen belehrt, bekannt und auch von
ihnen als sehr stérendes Moment bei der Privfung empfunden worden,
Die Thatsache, dass Neutralisationsvermdgen und absolute Giftigheit
in keinem untrennbaren Zusammenhange gtehen, ist mir schon seit
vielen Jahren bekannt. Ich hatte schon sehr frithzeitig Gelegenheit,
Beobachtungen zu machen, die auf die Deutung dieser Erscheinung

. 1) Herr Prof, Donitz hat in einer im Institut ansgefiihrten Arbeit nach-
gemesen, dass man bei Vergiftung mit der doppelten Tetanustoxindosis noch nach
0 Stunden mit Hilfe des Antikérpers den EI ervenzellen das in ihnen fixierte
Gift entzichen kann,
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hinwiesen. Meine ersten Erfahrungen stammen aus dem Jahre 1893
and beziehen sich auf das Tetanusgift.

Aus gewissen theoretischen Griinden, insbesondere um Substitution der
Amidogruppen des Giftkomplexes zu erzielen, hatte ich Tetanusbouillon
mit Schwefelkohlenstoff behandelt. Es hatte sich dabei herausgestellt,
dass schliesslich bei dieser Behandlung relativ rasch eine, so gut wie
vollkommene Entgiftung der Bouillon eintrat, derart, dass man Mausen
0,6 bis 1,0 cem des modifizierten Qiftes ohne grossen Schaden zufihren
konnte. Die 80 behandelten Mause gewinnen relativ rasch, schon
pach 8 Tagen, eine Grundimmunitdt gegen Tetanusgift, withrend die-
selbe sonst bei Mausen durch unverindertes Gift nur sehr schwer und
nach ganz langen Tristen zu erreichen ist. JIch habe fiir meine Ver-
erbungsstudien (cf. Ztschr. f. Hyg, Bd. XVIII) in Gemeinschaft mit
Herrn Dr. Benario eine sehr grosse Menge von Tieren nach dieser
sehr bequemen Methode immunisiert und darum Veranlassung genommen,
das Wesen dieses Vorganges etwas aufzuklaren. Unsere damaligen
Experimente zeigten, dass das modifizierte Tetanusgift sowohl im
Reagensglas, als auch im Tierkorper befahigt ist, Antikdrper zu binden.
Tch hatte damals aus diesen Versuchen die Anschauung gewonnen,
dass sich das Toxin in eine ungiftige, aber noch mit dem specifischen
Bindungsvermogen begabte Modifikation umgewandelt habe, Seit dieser
Zeit, habe ich diesen Gesichtspunkt stets im Auge behalten und durch
die Untersuchung der spontanen Abschwichung der Diphtheriegifte
vielfach Gelegenheit gehabt, mich von der Existenz derartiger Giftmodifi-
kationen, fiir die ich den Namen Toxoide vorschlage, zu iiberzeugen.
Besonders heweisend hierfir ist der Umstand, dags vielfach Diphtherie-
gifte eine erhebliche Abschwachung der Toxicitat erleiden und dabei
doch ihren Neutralisationswert volllommen beibehalten kinnen.

Von den 11 in der Tabelle erwahnten Giften mag No. 4 (Marke
braun) hierfiir als Beispiel dienen. Der Ly-Wert betragt bei diesem
Gift jetzt 0,31. Da bei typischen, aus 29-tagigen Kulturen bereiteten
Giften fiir unsere Immunititseinheit (TK) normalerweise L, durchschnitt-
lich 100 Giftdosen betrigt, berechnet sich die absolute Toxicitit des
Giftes auf 0,008 fiir ein Meerschweinchen von 250 g. Genau diesen
Giftwert hatte aber die Bouillon unmittelbar nach
ihrer Gewinnung, wihrend sie #/, Jahr spater ginen dreimal so
geringen Giftwert, 0,009 fiir ein Meerschweinchen von 250 g, aufwies.
Bs ist mithin bei der Abschwichung dieser Diph-
theriebouillon kein Ausfall an pindenden Gruppen er-
folgt, sondern es ist die Umwandlung von Toxin in
Toxoide eine geradezu quantitative gewesen, indem
2/y der Toxine in Toxoi de tibergegangen sind. Es hat der
Prozess hiermit seinen Abschluss erreicht, indem sich in den folgenden
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Zeiten — ca. %/, Jahr — die Werte L, und L, und die absolys
Toxicitit vollkommen unveréndert erhalten haben.

Da die Toxoide aus den Toxinen entstehen und das specifigohe
Bindungsvermogen besitzen, folgt, dass sie die charakteristische bindende
Gruppe in voller Integritit enthalten. Es miissen also chemischs Ver-

, inderungen in dem sonstigen Atomkomplex vorgegangen sein, die dig
i mehr oder weniger vollkommene Vernichtung der Giftwirkung bedingen,
Derartige Vorkommnisse sind in der Toxikologie etwas ganz (Fewshn-
liches. So habe ich in einem Vortrag fber die Bedeutung der syl
stituierten Schwefelsiuregruppe (Therapeut. Monatshefte, 1887, Heft 11D
nachgewiesen, dass neurotrope Stoffe, d. h. Stoffe, die vom Central.
‘ nervensystem aufgenommen werden, durch den Eintritt eines subgti-
i tuierten Schwefelsaurerestes diese Rigenschaft und, falls es sich upy
ein Nervengift handelt, damit auch diese centrale Giftwirkung ein-
bissen. Herr Dr. H. Aronson hat in meinem Laboratorium ey
ahnliches Gesetz fiir die Karbonsiuregruppe festgestellt, das mehrere
Jahre spiter von Nencki bestatigt wurde. Ich glaube, mich mit
diesen beiden Beispielen, die leicht noch durch viele andere Gruppen
vermehrt werden konnten, begniigen zu diirfen. Da wir in die Natur
der Gifte noch gar keinen niheren Einblick haben und z B. nicht
einmal wissen, ob die besprochenen bindenden Gruppen die specifisch
giftwirkenden sind oder ob noch besondere, die specifische Giftigkeit
bedingende (toxophore) oder sie verstirkende (auxotoxe) Gruppen vor-
handen sind, so enthalte ich mich jeder Hypothese iiber die Bildung
der Toxoide.

Nach dem Gesagten ist es selbstverstandlich, dass von jedem
Toxin sich eine sehr grosse Reiho von Toxoiden ableiten kann,
die nach der verschiedemen Art ihrer Entstehung und der dadurch
bedingten Veriinderung des Atomkomplexes ganz verschiedene biolo-
gische Rigenschaften haben miissen. Dass gewisse Toxoide — die
oben besprochene Modifikation des Tetanusgiftes bietet ein Beispiel —
immunisierende Eigenschaften besitzen, ist sicher, aber ebenso un-
wahrscheinlich wire es, wenn man eine solche Funktion allen még-
lichen Toxoiden zuschreiben wollte. Bei dieser Sachlage ist eine
genaue Charakteristik der verschiedenen Toxoide voraussichtlich auf
lange Zeit unmoglich, und ist es daher notwendig, oin bestimmtes
Toxoid zunichst durch eine moglichst genaue Definition der Bedingungen,
Junter denen es sich bildet, zu bestimmen. Dass man nichtrsdestoweniger
schon jetzt gewisse grobe Rinteilungsschemata fiir die Toxoide auf-
stellen kann, wird der folgende Abschnitt zeigen.

Was die Genese der Toxoide anbetrifft, so finden sich diese, wie
-6in Blick auf die Tabelle zeigt, in lange gelagerten, mit Konservierungs-
mitteln (Toluol, Phenol, Krésol) behandelten Diphtheriegiften gewohn-
lich in relativ grossen Mengen. Welche Einfliisse im speciellen Fall
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fiir diese spontane Intstehung verantwortlich sind, welche Rolle die
Bedingungen fir Hydratation (Salzgehalt nach Knorr), die umgebenden
Temperaturen, die wechselnde Alcalescenz, die Art des Konservierungs-
mittels spielen, bedarf noch eines eingehenden Studiums. Dennoch
muss betont werden, dass auch frische Bouillon, wie sie aus dem
Briitschrank herausgenomimen wird (selbst bei nur 8-tigigen Kulturen),
picht frei von Toxoiden ist. Ob diese letzteren Toxoide als solche
von der Bakterienzelle secerniert sind, oder nur der unter dem Ein-
flugs der Brittofenwérme erfolgenden Umwandlung des priméaren Toxins
ihre Entstehung verdanken, wird sich vielleicht durch die Unter-
suchung ganz junger, 9—38-tagiger Kulturen entscheiden lassen.

Auch bei den pflanzlichen Toxalbuminen (Ricin, Abrin, Robin,
Crotin) findet man gichere Indizien, die fiir die Anwesenheit von
Toxoiden sprechen. Besonders bemerkenswert erscheint mir hier die
Thatsache, dass das durch das Robin, das Toxalbumin der Robinia
pseudoacacia, erzeugte Antitoxin in seinen Figenschaften fast voll-
kommen dem Antiricin entspricht, trotzdem die beiden Ausgangskorper,
Robin und Ricin, sicher verschieden sind. Es deuten diese Ver-
haltnisse darauf hin, dassdas s viel ungiftigere Robin
ein natirlich vorkommeundes Toxoid des Ricins dar-
stellt. Ich zweifle nicht, dass dieser Gesichtspunkt fiir die Erklirung
des so dunklen Giebiets der vicariierenden Immunisierung vielfach wird
herangezogen werden miissen. S0 ist z B. von Calmette nach-
gewiesen worden, dass das Serum von Tieren, die gegen Schlangen-
gift immunisiert sind, auch erhebliche Quantititen Skorpionengift zu
neutralisieren vermag. Diese Thatsache legt die Moglichkeit nahe,
dass auch das Skorpionengift zum Schlangengift im Verhiltnis eines
Toxoids zum Toxin stehen konnte. Bowiesen wire allerdings diese
Vermutung erst dann, wenn auch das Skorpionenserum gegen das
Schlangengift schitzende Wirkung entfalten wiirde.

D. Gruppierung der Toxoide vom priifungstechnischen Stand-
punkt. Epitoxoide. Wahre Bedeutung der Werte
Ilo, .L+ 1111(1 ]).

Wenn auch die Existens der Toxoide ohne weiteres erklart, dass
de durch dio einfache Tmmunisierungseinheit ermittelte Priifungsdosis
nicht eine konstante, sondern eine in weiten Grenzen, bis zum 4-
und B-fachen schwankende Zahl von Gifteinheiten darstellt, so ist mit
dieser Ermittelung fiir die aichamtliche Technik noch wenig gewonnen.
Hierbei handelt es sich darum, prinzipiell zu entscheiden, ob mit wach-
gender Grosse des Giftfaktors die Genaunigkeit zunimms und ob speciell
durch die Forderung eines konventionellen Maximalwertes, z. B. Ly =100
Giftdosen, eine ganz exakte Wertbestimmung-erreicht ist. Dass derartiges
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thatsichlich nicht der Fall ist, ist mir schon lingst bekannt, und hattg

ich deshalb schon bei der Begrindung der K-.Olltro'llstat':ion mein Votumy
dahin abgegeben, dass die Testgiftdo&us.mcht in ein starr zahlen.
missiges Verhaltnis zu der einfach tédlichen Minimaldosis gebracht
werde. Dagegen ist es mir erst im letzten Jahre gelungen, diege
gewisg auffallige Thatsache zu erkliren.

Wenn die angewandten Giftlosungen thatsichlich ausser indiffe.
renten Materialien nur das wirkliche Diphtheriegift enthielten, s
miissten die Werte Ly und Ly ausserordentlich mnahe aneinander
liegen. Da L, die Giftdosis darstellt, die vollk ommen neutralisier
wird, L, diejenige Giftdosis, bei der trota Zufigung einer Tmmuni-
sierungseinheit gerade eine einfach todliche Dosis wirksam bleibt, so
folgt ohne weiteres, dass theoretisch Liy——L, = D die einfache Dosi
letalis darstellen muss. Es gebt aber ans der tabellarischen Ueber.
sicht der von mir untersuchten Gifte hervor, dass mit Ausnahme
eines einzigen Giftes (No. 10) alle anderen Gifte weit héhere Werts
fir D ergeben haben, die durchschnittlich von 5—338 einfachen Gift-
dosen schwanken. Diese hohen Werte von D weisen darauf hin,
dass die betreffenden Gifte keine reinen Toxine sind, sondern dass
hier Toxoide vorhanden sein miissen und zwar solche Toxoide, die die
Teststellung der Endwerte, im besonderen von L4, storend beeinflussen,

Welche Eigenschaften miissen nun Toxoide he-
sitzen, um auf den Wert D vergrdssernd einwirken zu
ksonnen? Hier kommt ausschliesslich ein Moment, namlich die ver-
schiedene Affinitat der 'Toxoide =zum Antikdrper, in DBetracht. In
dieser Beziehung kénnen nur 3 Gruppen von Toxoiden exi-
stieren, namlich 1) Protoxoide, die eine grossere Verwandtschaft
zum Antikérper besitzen, als das Toxin, 2) Syntoxoide von gleicher
Affinitat, 3) Epitoxoide, die eine geringere Verwandtschaft zum
Antilérper zeigen.

Was zunichst die Protoxoide anbetrifft, so folgt aus ihver
grosseren Verwandtschaft zum Antitoxin, dass in einem (femenge von
Protoxoiden und Toxin successive zugefithrtes Serum zuerst das Pro-
toxoid in Beschlag nehmen und dasselbe vollkommen absiittigen muss,
bevor die Sattigung des Toxing selbst beginnen kann. So wird, um
einen grob chemischen Vergleich zu benutzen, in einem Gremische

zweier verschieden starker Sauren, z. B. von Salzsdure — Analogon
des Protoxoids — und von Essigsinre — Analogon des Toxins —
durch zugefiigtes Alkali — Analogon Antitoxin — erst die gesamte

Salzsiure gebunden und nachher erst essigsaures Salz gebildet. Es
lisst sich nun leicht zeigen, dass die Anwesenheit der Protoxoide, und
swar ganz beliebiger Mengen, die Gienauigkeit der Titration nicht im
mindesten stort, sondern dass eine protoxoidhaltige Lissung sich hierbel
ganz genaw so verhalt, wie eine reine Toxinlésung. Nehmen wir z B.
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an, dass in einer Diphtheriebouillon 99 Teile Protoxoid und 1 Teil
Toxin enthalten seien, 80 wird das durch Antitoxin vollkommen auf
glatt neutraligierte Gemisch folgendem Schema entsprechen:

I 99 Protoxoid-Antitoxin - 1 Toxin-Antitoxin = physiologisch

neutral.
99 NaCl -+ 1 essigsaures Natron == chemisch neutral.
Tragh man diesem Gemisch 1 Aequivalent Protoxoid zu, resp. 1 Aequi-
valent Salzsiure, so andern sich die Gleichungen um zu:
1I. 100 Protoxoid-Antitoxin -~ 1 freies Toxin = L.
100 NaCl - 1 Essigsure.

Da oin Toxiniquivalent die einfach todliche Giftdosis darstellt,
wird das der Gleichung II entsprechende Gemenge von Toxin und
Antitoxin den Tod des Versuchstieres binnen 4 Tagen herbeifiithren
miissen. Hervorzuheben ist, dass, um ein neutrales Protoxoid-Toxin-
gemisch (Gleichung I) giftig zu machen, man demselben gar kein
Toxin zuzufigen braucht, sondern dass die Zugabe geringerer Mengen
des ungiftigen Protoxoids das Freiwerden von Gift (Analogon Essig-
siure in der Gleichung IT) bewirkt.

Was die Syntoxoide anbetrifft, so sind diese Korper dadurch
ansgezeichnet, dass sie genau dieselbe Verwandtschaft zum Antitoxin
besitzen, wie das Toxin selbst. Tiigt man einem physiologisch neutralen
L,-Gemisch von Toxin und Syntozoid weitere Mengen des urspriing-
lichen Gemisches von Toxin und Syntoxoid zu, so findet kein Zer-
getzungsvorgang statt, sondern es tritt der Tod dann ein, wepn in
dem zugefiigten Giftgemenge cin Ueberschuss von einer Gifteinheit
enthalten ist. Hs hetragt also bei der Anwesenheit von Syntoxoiden,
gleichgiltig, welches ihre Menge sei, der Wert D eine einfach tod-
liche Dosis.

Ganz anders ist das Verhalten der Epitoxoide. Stellen wir uns
ein physiologisch neutralisiertes Gremenge von Toxin - Epitoxoid vor,
entsprechend der Gleichung:

90 Toxin- Antitoxin -+ 10 Epitoxoid - Antitoxin == physiologisch

neutral.
Fiigt man dem Gemenge 11 Toxineinheiten zu, so erhilt man die
Gleichung: '

100 Toxin-Antitoxin - 1 Toxin frei -+ 10 Epitoxoid frei = L.

Wir sehen also, dass in diesem Falle das =zugefiigte Gift an-
scheinend verschwindet und erst dann Gift iberschiissig wird, wenn alles
durch Antitoxin gebundene Epitoxoid in TFreiheit gesetzt ist. Unter der
Voraussetzung, dass ein Diphtheriegift nur aus Toxin und Epitoxoid

besteht, ist der in Gifteinheiten ausgedriickte Differentialwert D nach

Abzug einer Gifteinheit genau gleich der Zghl der in der Bouillon
gehen also aus diesen

enthaltenen Aequivalente Epitoxoids. Wir 7
Darlegungen, dass nicht die Anwesenheit von Pro- und
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Syntoxo id
von Epitoxo i

hohen. .
Fine wertvolle Bestitigung dicser Anschauungen giebt die Analyss

der Tierversuche, die in das Differentialgebiet fallen. Da gur Ep.
mittlung des L -Wertes gewdhnlich 80 verfahren werden musste, dass
die fiir Ly gefundens Giftdosis schrlttweise? gesteigert wurde, bis ay
4. Tage der Tod des Tieres eintrat, bot swh'ausserordentlioh hinfig
Gelegenheit, die Wirkung der in das Differentialgebiet fallenden Gifi.
dosen zu beobachten. s haben sich dabel konstant ganz erhebliche
Abweichungen von dem Bild der Diphtherievergiftung ergeben, In.
jiziert men einem Meerschweinchen einen Bruchteil, etwa 1/, 1/, 1/,
dor todlichen Dosis, so treten, wio bekannt, znnichst ausgedehnte In-
durationen auf, die zu einor umfangreichen Nekrose der Haut und
siner dieselbe umgebenden, wolt ausgebreiteten LEnthaarung fithren,
Derartiges beobachtet man dagegen so gut wie nie bei den hier in
Betracht kommenden Versuchen. Is bilden sich zwar auch hier In-
durationen aus, und zwar um so stirker, jo mehr man sich dem L-War
nihert. Dieselben sind aber fir gewohnlich relativ geringfigiy und
werden rasch rickgingig. Zu ausgedehnten Hautnekrosen kommt eg
nie, und habe ich nur in ganz seltenon Fillen allerkleinste Nekrosen
auftreton sehen. Ebenso fehlt der vollkommene Haarausfall, und findet

en, sondern aussc}'lllesshch die Anwesenheit
den imstande ist, den Wert von D zyu gp.

“sich dafir hochstens ein Sparlicherwerden des Haarwuchses.

Es geht ans diesen Beobachtungen hervor, dass das im Differential-
gebiet zur Wirkung kommende Epitoxoid sich von dem Diphtheriegift
dadurch unterscheidet, dass ihm selbst in grossen Dosen sowohl die akut
toxische als auch die nekrotisierende Wirkung abgeht. So erklart es
sich, dags wie aus der Tabelle ersichtlich, bei den Giften 5, 6 und 11
ganz bedeutends Epitoxoidmengen, die 17—28fachen Toxindosen ent-
sprachen, ohne erheblicho Schadigung der Versuchstiere erfragen
wurden. Erwihnenswert ist, dass man im Gegensatz zu der akuten
Vergiftung nicht ganz selten diphtheritische Lihmungen, denen die
Miere grosstenteils erliogen, beobachten kann. Dieselben treten beim
Meerschweinchen gewohnlich im Laufo der 8. Woche, vom 14. bis zum
91. Tage auf, whhrend sie bei einem Kaninchen erst am 26. Tage
entstanden. Auch Madsen (I ¢) berichtet iiber entsprechende Be-
obachtungen, nur mit dem Unterschiede, dass bei seinen Versuchstieren
die Lahmungen gewthnlich etwas spéter, am TEnde der 8. Woche, auf-
tauchen, was wohl darin seine Erklirung hat, dass meine Versuche sich
auf 10fach grossere Dosen bezishen. [Es scheint mithin, als ob die Epi-
toxoide neurotroper Funktionen nicht enthehren und daher gelegentlich
auch Storungen im Bereiche des Nervensystems hervorrufen konnen.
An der Hand dieser Vorstellungen gelangt man ungezwungen zi
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ger Erklarung der Bedeutung der Werte L, und L. Da, wie ans der
Tabelle crsichtlich, vou den untersuchten Giften alle, mit Ausnahme
des Giftes No. 10, das nur andere Toxoide, wahrscheinlich Hyntoxoide
u otwa 3/, enthielt, ausnalimslos Epitoxoide enthielten, and zwar an-
scheinend um so mehr, je stirker und je frischer die Gifte an und fir
gich waren,
Gifehouillon Epitoxoide vorhanden sind, Ausserdem ist es selir wabr-
scheinlich, dass sie gewohnlich ausser diesen beiden Kompoueuten noch
andere Toxvide, Syntoxoide und Protoxoide 1), enthalten. Man wird
Jaher die Koustitution einer Diphtherie-Bouillon im allgemeinen nach

go wird man annehmen wmissen, dass in jeder normalen

dem Schema schreiben miissen:
x Toxoide 4+ y Toxin + z LEpitoxoid.

Was die Bedeutung des Wertes L, anbetrifft, so eutspricht diese
unter der Voraussetzung, dass der Glattwert ecine vollkommene Neu-
tralisation aller bindungsfahigen Grappen hedeutet, dem Schema:

1. L, (gesittigt) == x Toxoid gesittigt + y Toxin gesittigt -

z Epitoxoid gesattigt.
Berechnet man die in dem ILi,-Wert absolut enthaltenen tddlichen
Dosen, so entspricht die gefundene Zahl « genau den Aesquivalenten
des Toxins (y)-

Was den Li,-Wert anbetriffs, so bedeutet derselbe, dass in der
(leichung I die z Epitoxoid-Antitoxine durch Toxin zersetzt sind und
dass noch eine freie, den Tod herbeifithrende Toxingruppe iberschiissig
geworden ist. s entspricht mithin das Schema fiir T, folgender
Formel:

I Ly (+ 1 Immunisierungseinheit) == x Toxoid gesittigt

(y 4+ z) Toxin gesittigt + 1 Toxin frei -~ z Epitoxoid frei.

Aus der Bestimmung des Wertes fir L, die joderzeit leicht aus-
fihrbar ist, gewinnt man eine weitere Zahl, § == (D—1), die unter der
Voraussetzung, dass die Bouillon nur aus Toxin und Epitoxeid besteht,

genau der Zahl der Acquivalente der in L, enthaltenen Epitoxoide
entspricht. In diesem Falle entspricht also § genau dem Werte z
Sind aber, wie die Gleichung II ausdriickt, noch andere Toxoide vor-
handen, so reprisentiert § nur einen relativen, keinen absoluten Wert
und soll daher als eine Funktion von § mit F(3) bezeichnet werden.
Es éntspricht mithin die Koustitution einer genau bestimmten Gift-
bouillon dem Schema
x Toxoide 4 « Toxin 4+ F(8) Epitoxoid.

,; o DIn fol%eudem bezeichne ich als Toxoide xat’ efoydv Toxoide, die nicht
' &pltgéﬁnde sind. Dieselben konnen Pro- oder Syntoxoide resp. Gemische beider
argtellen.

Klinisches Jahrbuch. Vi, 21




D

P. Ehrlich, Die Wertbemessung des Diphtherieheilserums,

320

L. Absolute Bestimmung des Bindungsvermogens dep
21 1. Tmmunitiitseinheit.

Es ist von grosster Wichtighkeit , daritber Klarheit zu gewinuen,
wie gross angefahr der auf dis Toxo.ide beztigliche Wert von x, den
wir vorlauflg experimentell nicht bestimmen kénnen, sein kann, da mit
1 dor Bestimmung dieset Zahl aunch die so bedeutsame Frage nach denm
1t absoluten Sattigungswert der Tmmunisierungseinheit sich sofort erledigt,

Bei der Wichtigkeit dieses Gegenstandes ist es vielleicht ange-
bracht, etwas néher auf die in dieser Beziehung in Frage kommenden
Momente einzugehen. Es muss auf Grund des von vielen Seiten vor-
liegenden Materials als eine unzweifelhafte Thatsache angesehen werden.
‘ dags man sehr hiufig Diphtheriegifte findet, die so beschaffen sind‘,
3 dass bei Verwendung der einfachen ITmmunititseinheit die L,-Dosis
ca. 100 einfachen Giftdosen entspricht. Gift No. 6 mit 96, Gift No. 9
mit 108 entsprechen von den in der Tabelle niedergelegten Giften
am genauesten dieser Regel. Dagegen entfernt sich die Mehrzahl der
Gifte, 8 unter 11, ganz erheblich von dieser Zahl. Jedoch ldsst
sich fiir die Mehrzahl der Nachweis erbringen, dass auch
in diesen Giften urspringlich die verlangten 100 Giftdosen
vorhanden waren und dass die Abschwichung, die im Laufe von
langerer Zeit eingetreten war, nach ganz einfachen Zahlenverhaltnissen
yor sich gegangen ist. Tel habe schon in den vorhergebenden Abschnitten
darauf aufmerksam gemacht, dass Dei der Aufbewahrung der Bouillon
haufig eine quantitative Umwandlung von Toxin in Toxoide stattfindet.
Epitoxoide, die in den aus dem Briitofen kommenden Kulturen stets
vorhanden sind, scheinen sich bei der sekundiren, in der Kilte statt-
findenden Umsetzung nicht zu bilden, sondern nuv die anderen Arten
von Toxoiden, Syn- und Protoxoide. Ks scheint daher, als ob die
Bildung der Epitoxoide nur bei orhdhter Temperatur, nicht aber bel
Zimmer- und Eisschranktemperatur erfolgt. Da die einmal bestehenden
Epitoxoide ziemlich haltbar sind, giebt ihre Bestimmung woll noch
nach Jahren Aufschluss dartiber, wie die urspringliche Bouillon in
frischen Zustande sich verhalten hat.

Der Zerfall des Toxins erfolgt nun entweder nach
dem Prinzip der Dreiteilung, und zwar derart, dass
von drei Toxinmolekilen sich zwei in Toxoide un-
, , wandeln, oder nach dem Prinzip der Dichotomie, indem
: das Toxin in gleiche Teile Toxoid und Toxin zerfallt
" Wenn man auch daran denken kann, dass diese eigenttimlichen Zahlen-
verhaltnisse viellsicht auf die Auflgsung grosser Molekilkomplexe hin-
weisen, 8o ist der chemische Vorgang bei der unbekannten Konsti-
tution der Gifte vorlaufig nicht genauer zu erforschen. An der Richtig-
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Keit des Vorganges an and fiir sich diirfte aber kaum, wie die folgenden

Zahlen zeigen, z0 zweifeln sein.

L. Dreiteilung.

Gift 1. 83 X 83 = 9V
Gift 2. 83 X 32 = 96
Gift 8. 3 X 332 == 996
Gift 4. 8 X 33,4 = 100
Gitt 8. 8 X 8b,7 = 107
. hOZ
Mittel == —— == 100.

b
I1. Zweiteilung.
Gitt 5. 2 X 475 = 9
Gitt 7. 2 X 44 = 109
Mittel — “of = 102.

2

Wir kénnen nun daran gehen, eine genaue zahlenmiissige Analyse
der Diphtheriebonillon durchzufithren.  Voraussetzung einer golchen
ist die genane Bestimmung, wie gross das absolute Bindungsvermigen
giner Immunisierungseinheit ist. In cinem reinen Gift wird dieser
Wert genau der Zahl der Toxineinheiten entsprechen, in einem
Gemisch von x Toxoid 4 ¥ Toxin -+ z Epitoxoid der
Summe von x 4+ y —+ 2z Trotz der grossen Anzahl der unter-
suchten Gifte habe ich nur 2 gefunden, nimlich Gift No. 7 und ein
noch nicht beschriebenes Gift, No. 12, in welchem ich die der Summe
entsprechende Zahl genau bestimmen konnte.

Das Gift No, 12 wurde unmittelbar nach der (#ewinnung auf
seine Konstanten gepritft. Es stellte sich die einfach todliche Dosis
auf 0,0025 pro M50, Das Priifungsschema war:

L, 026 100 Giftdosen
L, 0,126 50
D 0,185 = 1000/, — 50 Giftdosen.

Es handelte sich, wie die Zahlen beweisen, um oin halbwertiges
Gift. Es ist daher notwendig, die erhaltenen Endzahlen mit 2 zn
multiplizieren. Wir erhalten dann fir Ly, welches ja der Summe
vyon x -+ y -+ z entspricht, genau den Wert 200, Die
Konstitution dieser Bouillon wird also ausgedriiclkt durch die GHeichung:

50 Toxoide ++ 50 Toxin 4 100 Epitoxoid.

Genau zu denselben Zahlen fiihrte die Untersuchung
des Giftes No. 7, das mir von Dr. Enoch mit der Angabe zugesandt
war, dass die Dosis letal. fiir M250 grosser als 0,0075, kleiner als 0,01
sei. Ich fand bei der etwa 1 Monat spiter statfindenden Untersuchung
21 %

i




8999 P. Ehrlich, Die Werthemessung des Diphthericheilserums,
dige Abschwiichung des Giltes, indem mehr aly e

eine ganz hochgra 5 |
Das Prifungsresultat war (olgendes:

sweitache Menge notig war.

L, 1,26 = 76,3
L, 0,9 = n4,4 (ungefihr)
D 0,36 —= 400/, =22 Giltdosen.

Ts it mithin dieses Gift alg ein dichotomisch abgeschwichtes
anznsehen, und sind daber die gewonunenen Zahlen zn verdoppeln. Der
primére Zustand der Bouillon entsprach dem Schema:

381/, Toxoide -+ 100 Toxin - 662/, Epitoxoid.

Die jetzige Konstitution nach der ]'l#ﬁl.]l)(‘,l"l Abschwiichung it :
831/, Toxoide 4 50 Toxin 4 G662/, Epitoxoid
s ist ohne weiteres ersichtlich, dass man, um Tiy in Ly iher
aufiihven, wenau die Hilfte der L,-Dosis hinzuftigen muss.  Dieselbe
enthilt:

412/, Toxvide - 25 Toxin + 331/, Epitoxeid.
Um den Tod herbeizufiihren, muss noch cine Giftdosis, die in 1/, der
Gifthouillon enthalten ist, rugefiigt werden, Bs stellt sich mithim dag

Prifungsschema dar:

L, 152 x = 7%
L, 10 x = 50
D 052 x = b2 Y, == 26 Giftdosen.

Der ans dem Schema berechnete Wert fir = L, 76

entspricht genau dem thatsichlich gefundenen, der
auf 76,3 ermittelt wu rde. Da der Wert L, nicht genau ermittelt,
gondern nur ungefihr abgeschitzt war, hat der Umstand, dass der
Wort D etwas zu klein ausgefallen ist, keine Bedeutung.

Durch den Nachweis, dass die Immunisierungseinheit 200 Gift-
aquivalente sittigt einerseits, durch die Tendenz des Giftes zu dicho-
tomischer Abschwichung andererseits, erklirt sich nun ungezwungen
die so ratselhafte Thatsache, dass bei frischen Giften eine Immuni-
sierungseinheit hinfig nur gerade 100 Toxiniquivalente neutralisiert.

TUnter den iblichen Kulturbedingungen scheint das urspringliche
(polymolekulire ?) Reingift nicht lange Zelt existenzfahig zu sein,
sondern sich bald nach dem Schema der Halbteilung umszulagern. Den-
noch zweifele ich nicht daran, dass es specioll darauf gerich-
teten Untersuchungen gelingen wird, haltbare Reingifte zu erzielen.
Besonders bestirks werde ich in dieser Hoffnung durch die Angaben,
welche Madsen fiber ein von ihm erzeugtes Toxin macht. Tch ent-
nehme den diesbeziiglichen, in oxtenso vorliegenden Protokollen, dass
die betreffende Bouillon (B) in der Dosis von 0,018 sicher M2?" totete.
Da die L. -Dosis etwa 2,8 com betrug, umfasste sie 160 Todesdosen,
also eine Zahl, welche sich dem absoluten Werte von 200 schon er-
heblich nihert.
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Mit Hilfe der gewonnencn Konstante ist os nun leicht, fir jedes
Diphtlmriegift, welches in der oben (p. 305) beschirichenen Welge unter-
qucht ist, ©in Qehema der Konstitution anlzustellen.  Enthalt ein be-
liebiges Gitt « Aequivalente Toxin und 7 Epitoxoid, so ist, da die
GQumme Vol Toxoiden, Toxinen und Epitoxoiden 200 1st, folgendes die

Zusammensetzing
(‘lﬂt)a—aaz) Toxoide - a Toxin - 2 Epitoxoide.

Bringen wir das @ift dareh Hinzutigung einer Tmmunisierangsein-
heit ant den I,-Wert, 80 haben wir
d-Antitoxin -+ @ Toxin-Antitoxin -+ z Epitoxoid-

Antitoxin == L gosittigt.

Ty handelt sich nun, um zu dem L -Wert zu gelangen, darum,
Gemisch so viel von dem Auggangsmaterial zuzufiiheen,
id-Antitoxin durch das Gemisch von Toxoid 4 Toxin
cden. Itine einfache Ueberlogung zeigt, dass hierzu

(200 — a—7) Toxol

Jlem neutralen
dass die z Epitoxo
vollkommen zerlogh we

%
, ———— betragen muss.
das Inkrement 5007 g

Giftoinheiten. Da sich nun

A
g hialt dieses Inkrement & . 5rsm
s enthi S00-"n

fiir jedes @ift die absolute Menge der epitoxoidalen Gifteinheiten
leicht ermitteln ldsst als fi = L, —Lg—1 == D—1, 80 erhalten wir
.-t == und daraus \Z == 200{3)
200—z a4 p

Tch babe nach dieser Tormel {ir alle 12 Gifte die Zahl der Epi-
toxoide bestimmt. Mit Ausnahme der Gifte 2 und 10, welche sich
auch in anderen Dezichungen als regelwidrige erwedsen, habe ich
bei den itbrigen Toxinen Werte erhalten, die wn dev Zahl 100 in
den einfachsten Verhsltnissen standen.

1) Toxine mit 26 Epitoxoiden

No. III ,, 2B "
No. IV , 26 §
No. VIIL ,, 26 ”
No. IX , 23 "

[ AL
Summa 200 2b
4
9) Toxine mit 50 Epitoxoiden
No. XI , 486 "

3) Toxine mit 100 Bpitoxoiden
No. XII , 100 »
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4) Toxine mit 33 Epitoxoiden?)

No. I » 31 n
‘ No. V » 837 ' w
Mittel = 50 — 3235

o4

‘ 5) Toxine mit 66 Epitoxoiden
’ ' No. VII (Enoch)==066 Epitoxoiden

Die gefundenen Zahlen entsprechen also genan der Hilfte, dem
Lo Viertel oder Achtel, resp. dem Qechstel oder Drittel des fiir die LE
gefundenen Wertes von 200.  Gewiss eine wunderbare Thatsache, an
2 der die kleinen Abweichungen, welche bei einzelnen Toxinen vorhanden,
pichts andert. Wer die unendlichen Sehwierigkeiten kennt, welche
diese Art von Arbeiten umgehen, wird keine absolut genauen Zahlen
verlangen, sondern sich mit Niherungswerten begniigen.

Schluss.

Ich glanbe durch meine Untersuchungen das Dunkel, welches bis-
her die Werthestimmung des Diphtlheriegiftes nmgab uud welches von
allen Fachgenossen bitter empfunden wurde, v einfachster Weise auf.
gehellt zn haben. Allerdings hat es hierzu langjihriger, mithevoller

and hichst monotoner Arbeiten hedurft, die dareh die komplexe Natur
der Diphtheriegiltlosung bedingt waren. Dureh den Nachweis der Toxoide
and ihrver Entstehung, durch deren Einteilung in Pro-, Syn- und Epi-
toxoide, durch die Feststellung der priifangstechnischen Bedentung der
Epitoxoide, durch die Auffindung der so einfachen Zerfallstypen des
Diphtheriegiftes und die Bestimmung der wahren Sittigungskapacitit
der Immunisierungscinheit ist es jetzt miglich geworden, fir judes be-
liebige Gift, dessen Priifungskoustanten in der beschriebenen Weise
festgestellt sind, das wahre Verhiltnis der einzelnen Komponenten,
Toxoide, Toxine, Epitoxoide, in genau zahlenmiigsiger Weise ausa-
driickon, und die allseitig orwiinschte Basis einer wirklich vationellen
Priifung zu schaffen.

Nach diesen Ermittelungen ist die Immunisierungs-
ginhoeit nicht mehr ein willkiirlicher Begriff, sondern
eine exakt bestimmbare und daher jederzeit neu zu
reproduzierende Grisse.

Anhang.

Auf Grund der in der vorliegenden Arbeit niedergelegton Er-
fahrungen habe ich folgende Abanderungen der Instruktion

1) Teh vermute, dass auch Gift G hierher gehort. Nimmb man an, dass
der L-Wert 1 Proz. zu hoch geschiitzt ist und statt 96 thatsichlich nur 95 Gift-
einheiten enthalte, so resultiort der Wert 32.
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iber die Prifung des Diphtherieheilserums beantragt,
welche durch Erlass des Herrn Ministers der geistlichen, Unterrichts- und
Medizinal-Angelegenheiten vom 20. Marz 1897 bestatigt worden sind:

,L Als Massstab fiir die Serambestimmung dient ein unter Aus-
., schluss von Sauerstoff und Wasser konserviertes Serumpulver von
! genan bekanntem Wert. Dasselbe befindet sich in genau abgemessenen
Quantititen in besonders gearbeiteten Vacuumréhrchen. Die zur Zeit
im Institut vorhandenen Apparate sind mit je 2 g eines Trockenanti-
toxing von 1700-facher Starke gefiillt.

L. Die Auflosung des Nerums hat, um eine miglichste Haltbarkeit
au gewihrleisten, in einem aus gleichen Teilen 10-proz. Kochsalzlosung
and Glycerin bestehenden Gemenge zu erfolgen. Es ist zuniichst alle
3 Monate ein Rohrchen zn offnen und eine neue Losung herzustellen.
Von dem zur Zeit im Institut aufbewahrten Trockenserum wird der
Inhalt eines Rohrchens in 200 cem des oben angegebenen (remisches
gelost und so eine Testserumlisung von 17-facher Stirke hergestellt.

III. Die jetzige Testgiftdosis wird mit Hilfe einer Immunitits-
einheit ermittelt, wie eine solche z. B. in 1 cem der 17-fachen Ver-
diinnung des in No. IT orwihnten 17-fachen Testserums enthalten ist.
Es wird diese Serummenge mit steigenden Mengen Gift versetat und
durch eine méglichst genaue Versuchareihe der Grenzwert ermittelt,
bei dem gerade ein den Tod des Versuchstieres in den ersten 4 Tagen
herbeifithrender Giftitberschuss manifest wird, Das so ermittelte Gift-
quantum stellt die jetzige Priifungsdosis dar. Mit der gleichen Serum-
dosis erfolgt zur genaueren Charakterisierung des Giftes die Bestimmung
eines zweiten Grenzwertes, welcher die Giftdose zu ermitteln hat, welche
bei der Mischung mit der obigen Serummenge gerade mneutralisiert
wird.

IV. Die Bestimmung des Wertes eines Diphtherieheilserams er-
tolgt mittelst der nach No. TII festgestellten Testgiftdosis in folgender
Weise. Die betreffende Testgiftdosis, z. B. 0,365 gines jetzigen im
Tustitnt gepriften Giftes, wird mit 4 cem einer dem angegebenen

Priifungswert entsprechenden Serummenge gemischt,
Da die Testgiftdosis anf 1 cem des 1-fachen oder 4 cem eines Y/ -fachen
Normalserums eingestellt wird, wird bei einem Serum von x-facher Stirke
die Serumverdiinnung '/, x sein miissen, also bei Priffung eines 100-fachen

Serums !/, betragen.
V. Die erhaltene Mischung wird einem Meerschweinchen von

950—280 g rein subkutan injiziert. Sterben bei der von den beiden
Mitgliedern des Instituts ausgefiihrten Priiffung die Versuchstiere inner-
halb der ersten 4 Tage, so besitzt das Serum nicht die angegebene
Starke. Sterben die Tiere innerhalb des b. and 6. Tages, so steht
das Serum knapp an der Grenze des Zulassigen, und ist, nm die voraus-
sichtlich baldige Einziehung zu vermeiden, den Fabriken eine 5—10 Proz.
betragende Autbesserung zu empfehlen. Indurationen, die bei den
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Versuchsticren auftroten, sollen dagegen keinen Grund zur Begy.

standung geben. " o
Von den gestorbenen ‘Lieren st cine Sektion vorzunehmen und ipg.

hesondere auf Komplikationen mit vorher bestehenden Krankheiten (Tl

kulose, Pseudotuberkulose, Pneumonic) zu achten, die ecine Ueberempfind-

lichkeit der Versuchstiere bedingen kinnen,

VI Als Testgifte®) kinnen sowohl fliissige  wio feste (ifte vop
wandt werden, falls bei ihnen Qe in No. I1L definierten Grenzwerty
gcharf zu ermitteln sind und die Differenz der beiden Grenzmwerte
15 einfache Todesdosen nicht iberschreitet, Kommen fliissige, dure
Toluol konservierte Gifte zur Verwendung, so soll dies nur geschelen,
wenn 1) durch langere Voruntersuchug die Hualthbarkeit der Prifungs.
konstanten erwiesen ist, 2) wenn die Pritfungsdosis 1 cem nicht iher.
schreitet. Die Untersuchungen fiber die Qualititen der Testgifte sind
weiter fortzusetzen.

VIL. Die Testgifte sind, wenn flissig, allmonatlich durch das
RKulturverfahren auf Sterilitdat zu priifen.

VIII. Das Testgift ist alle 6 Wochen mittelst der Testsernmdosis
neu zu bestimmen, indem jedesmal die Priifungsdosis und der Glatt
wert neu ermittelt wird. Sollte bei der Nachprifung sich eine irgendwie
erheblichere Abweichung der Priiffungsdosis herausstellen, so ist das Gift
als in Zersetzung befindlich anzusehen ond durch ein neues zu ersetzen,

IX. Die Fabrikationsstitten sind daranf aufmerksam zu machen,
dass das Testgift in kleineren Quantititen sich leicht zersetzt und
dass inshesondere schon eine kurze Belichtung eine erhebliche Ab-
schwichung hervorrufen kann. Es ist daher den Tabriken anzuraten,
otwa alle 8 Wochen das Gift von neuem vom Institut zu beziehen”

Was die praktische Ausfihrung der nouen Methode anbelangs,

g0 ist dieselbe nicht nur von mir, sondern auch von den Mitgliedern

des Tostituts einer eingehenden Untersuchung unterzogen worden,
Sowohl Herr Professor Donitz als Herr Stabsarzt Bonhoff
sind zur Ansicht gelangt, dass sich bei der newen Methode das Resul
tat der Prifung weit schirfer ausprigt, und dass deshalb die neus
Priifungsmethode der alten bei weitem vorzuziehen ist. Dieser Ansicht
haben sich auch die Farbwerke, vormals Meister, Lucius und Brining
in Hochst, und die Chemische Fabrik auf Aktien, vormals E. Schering
in Berlin, denen seit Monaten das Gift zur vergleichenden Prifung
itbergeben war, angeschlossen. ‘

*) Nachtriglicher Zusatz, Nach meinen Darlegungen ist es fiir die
Genauigkeit der Priffung von keinem Belang, dass die Priifungsdosis eine naxi-
male Zahl von Gifteinheiten enthalte. Vom Standpunkt des technischen Vor-
gehens bieten sogar ganz alte abgeschwiichte Toluolgifte einen erheblichen Vor-
%)el.l],J eﬁl :le. nachdem einmal die Abschwichung erfolgt ist, jahrelang ihren Titre

€1 en.

Frommannsche Buchdruckerei (Hermann Pohle) in Jena, — 1669




