lieber die Entgiftung der Toxine durch die Superoxyde, sowie
thierische und pflanzliche Oxydasen.

Von
X. Sieber.

((AAus dem chemischen Laboratorium «les Institutes fur experimenteile Medicin
in Petersburg.)

(Der Redaction zugegangen am iS). Mai tiKH.)

Anlasslich meiner gemeinschaftlich mit Prof. M. Nencki
und Frau Dr. Schumoff-Simanowski ausgeflihrten Unter-
suchung Uber die Entgiftung der Toxine durch die Verdauung*-
saftel] haben wir gefunden, dass allerdings einzelne Toxine
wie z. 11. das Diphtherie- und Tetanotoxin durch die Ver-
dauungssafte sehr energisch zerstort werden, sodass ihre Un-
schadlichkeit hei Verabreichung per os dadurch vollkommen
erklart wird. Andererseits fanden wir bei der Fortsetzung
unserer Untersuchung,*) dass andere Toxine, wie z. 11. das Abrin,
von keinem der Verdauungsséafte weder einzeln, noch im Ge-
mach in dem Maasse veradndert werden, dass dadurch ihre
Unschadlichkeit hei Verabreichung per os erklart werden
konnte. Ls mussen also noch andere Factoren sein, welche
im Verdauungscanal die Entgiftung des Abrins bewirken. Um
der Frage ndher zu treten, habe ieli daher die Einwirkung
solcher oxydirender Agentien, welche mit den Oxydationsvor-
gangen im Organismus Analogien haben, auf die Toxine unter-
sucht. Ich wahlte dazu das Wasserstoffsuperoxyd und Calcium-
superoxyd. Dieses letztere Salz, dessen Spaltung in Kalk und

Il Nencki. Sieber und Sehnmoff-Simano\vski. Centralb. fir
Bader., erste Abtheil., Bd. 21t, S. HIO. e

-) S. Dzierzgowski und N. Sieber. Archives deZOSciences
biologiques, Bd. VIII.



Sauerstoff im Verdauungstractus und den Geweben schon von
M. Nencki und .. Zaleski1 constatirt wurde, war fur meinen
Zweck ganz besonders geeignet. Das Calciumsuperoxyd =
GaG2, durch Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Kalk-
wasser dargestellt, ist ein weisses krystaHinisches,jin Wasser
unldsliches Pulver,, das 4 Molekulle Krystallwasser enthalt. Bel
Ziinmertemperatnr trocken aufbewahrt, halt es sich lange Un-
verandert. Bei der Bruttemperatur dagegen mit Wasser an-
geriihrt, zersetzt es sieh, wie ich gefunden habe, allmahlich
unter, Entwickelung von Sauerstoff. Als in einem Versuche
5 g Galeiumsuperoxyd mit 100 ccm. Wasser Ubergossen und
bei 87° in einem mit Ableitungsrohrchen versehenen Koélbchen
aufgestellt wurden, begann schon nach etwa einer viertel bis
halben Stunde eine lebhafte Gasentwicklung. Am néachsten
Tage, circa ;lH Stunden spater, wurde eine Probe des
entweichenden Gas”s Uber Quecksilber aufgefangep uqd die
guantitative Bestimmung ergab” dass das Gas aus 48 Volum-
procent Sauerstoff und 52 Volumprocent Stickstoff — von der
eingesehlossenen Luft herrihrend — bestand.

Lasst man nun Diphtherietoxin-, Tetanotoxin- oder
Abriulésungen vom bekannten Giftwerthe (es sind die 8 Toxine,
mit denen ich bis jetzt experimentirte) mit CaO.» bei Brut-
temperatur stellen, so werden in kurzer Zeit diese 8 Toxine
vollkommen entgiftet. So wurde beispielsweise vom ADbrin
die fur Meerschweinchen 20 fach tddtliehe Dose durch 0,5 ¢
schon in L (f Minuten entgiftet. In anderen Versuchen wurden
5 ccm. Abrinlésung, wovon 0,001 ccm. fur Meerschweinchen
einfach todtliehe Dose war, durch 0,5 g Ca0.2 innerhalb vier
Stunden entgiftet. Ebenso wurden 5,0 ccm. Diphtherie-
resp. Tetanotoxinlésung, die 1000fach todtliehe Dose re-
presentirend, durch 0,5 g Gorit innerhalb einiger Stunden
entgiftet. Knntrollverstiche mit gleichen Mengen Kalkhydrat
zeigten, dass das letztere den Toxinen gegentiber unvergleichlich
weniger wirksam war. Wasserstoffsuperoxyd war insofern fir

0 Nencki und Zaleski; Diese ZHtsehr., Hd. XXVII, S. 487.
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meine Versuche ungeeignet, als es fur die Thiere selbst bei subcu-
taner Injection giftig ist. Ich benutzte eine 2°/oige Ldsung, wo-
von 1 ccm. = 0,02 g FLOS, Meerschweinchen subcutan injicirt,
eine diffuse, harte Schwellung und Entziindung des Unterhaut-
zellgewebes verursachte. Ers( die halbe Dose davon, namlich
0,5ccm. = 0,01\ H202, wurde von den Thieren ohne merk-
lichen Schaden vertragen. Durch 0,5 ccm. dieser H202-L6sung
wurden 10—100-fach todtliche Abrindosen in 10—15 Minuten,
vom Diphtherie- und Tetanotoxin sogar 600fach todtliche Dosen
nach wenigen Stunden entgiftet. Die energische Zerstorung
der Toxine durch diese Oxydationsmittel war flr mich eine Auf-
forderung, auch die Wirkung der in der letzten Zeit so eingehend
und vielseitig von vielen Autoren wie z. B. von Scjidnbein,
Traube, Pfluger, Schmiedeberg, Jaquet, Salkowski,
Spitzer, Medwedeff, Abelous und Biarnes, Bertrand,
Bourgelot und viele Anderen mehr untersuchten pflanzlichen
und thierischen OxydaSen auf die Toxine zu prifen.

Nach den Untersuchungen der meisten Autoren ist die.
Wirkung dieser Oxvdasen unabhangig von Lebensprocessen
der Zelle. NachAbelous und Biarnésl) wird die oxvdirende
Eigenschaft dieser Korper durch Erhitzen auf 70° vernichtet.
Die Oxydation, welche durch diese Substanzen verursacht wird,
ist mit Sauerstoffabsorbtion und GO2-Ausscheidung verbunden,
Pepsin, Papaiotin verdauen die Oxvdasen nicht. Die Oxvdasen
gehen nicht durch Pergamentscheidewand hindurch. Als Re-
agentien, durch welche die Anwesenheit der Oxvdasen bewiesen
wird, sind: 1. Guajactinctur, 2. Reactiv von ROhnjann und
Spitzer (Paraphenylendiamin, «-NaphtoJ und Soda), 3. ein
Reactiv, bestehend aus wasseriger Losung 10/00 des Meta-
toluidins und Paraphenylendiamins in alkalischer Ldsung und
andere mehr. In meinen Versuchen bediente ich mich haupt-
sachlich der Guajactinctur.

Verschiedene Organe des gleichen Thieres, sowie Organe
von verschiedenen Thieren enthalten diese Oxvdasen in ver-

0 Abelous et Biarnes, Comp. rend, de la Société de Biologie,
tK*a. 1897 und 1898.
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sehiedenen Quantitaten. Das Gewebe eines jungen Individuums
oxydirt viel intensiver als das Gewebe eines alten. Da nach
Abelous et Biarnés die Globulinoxydasen durch reines Wasser
nicht extrahirbar sind, so schlagen sie daflir vor, die Ldsungen
von Neutralsalzen als wie: 10«/oiges CINa, 2°/oiges Fluornatrium
und 8°,i)iges salpetersaures Kali. Slowzowl!) hat vorgeschlagen,
6°/oige Salmiakldsung zum Ausziehen der Oxydase aus der Parotis
vom Hunde zu verwenden. Bei meinen Versuchen verwendete
ich die Oxydasen aus Milz und Fibrin aus Kalbsblut un<l
der Parotis vom Hunde. Fibrin aus Pferdeblut erwachsener
Thiere, wie schon Abelous und Biarnes angeben und ich
bestatigt gefunden habe, enthalt keine Oxydase. Dagegen er-
wies sich Fibrin aus dem Blute gegen Diphtherie hoch immii-
nisirter Pferde als sehr reich an Oxydase und auch sehr
wirksam gegen die Toxine. Ich komme weiter unten hierauf
zurlck. Fine pflanzliche Oxydase habe ich aus der Schwarz-
wurzel dargestellt. >

Die Versuche mit den Oxydasen haben nun ergeben, dass
sie sehr energisch zerstorend auf das Diphtherie- und Tetano-
toxin einwirken.! Dagegen war die Entgiftung des Abrins
nur eine sehr geringe. Beispielsweise zerstorte 1,0 ccm. nach
der im experimentellen Theil angegebenen Vorschrift darge-
stellter Emulsion aus der Milz, der Parotis, dem Kalbsfibrin die
It K)— (HX) fache todtliche Dose des Diphtherie-, 100—200 fache
des Tetanotoxins, bei Bruttemperatur in wenigen Stunden.

In den meisten meiner Versuche habe ich zwar das Ge-
misch von Toxin und Oxydase, bevor es den Meerschweinchen
Injicirt wurde, mehrere bis 24 Stunden im Thermostaten stellen
gelassen. Iclv habe aber gesehen, dass, wenn das Gemisch
von Toxin und Oxydase sofort den Thieren injieirt wurde.
auch dann die Entgiftung der Toxine nicht ausblieb. Ich in-
jieirte auch Meerschweinchen und Kaninchen in die eine Korper-
halfte die 10720 fache todtliche Dose des Toxins und sofort
darauf in die andere die Oxydase, auch in diesen Versuchen
blieben die Thiere am Leben.

I) Slowzow. Dissertation, russisch. J. 1000.



Zu hochst interessanten Resultaten fihrten die Versuche
mit dem Fibrin normaler und gegen die Diphtherie inununi-
sirter Pferde. Wahrend das Fibrin der ersteren keine direkt
Guajactinctur blauende Oxydase enthéalt, sondern erst nach Zu-
satz von Wasserstoffsuperoxyd blauende, sogenannte indirekte
Oxydase enthdlt — Linossier s,l) ferments oxydants —, er-
hielt ich bei gleicher Behandlung aus dem Fibrin immunisirter
Pferde Extrade, die Guajactinctur sofort intensiv blauten und
auf die Toxine, ebenso wie die Milz oder Parotisextraete ver-
nichtend wirkten. Allgemein war die Oxvdasewirkiing am
intensivsten bei den frisch bereiteten Extracted, -Nach einiger
Zeit lasst die Wirkung nach. Bemerkenswerth:ist es, dass
bei Bruttemperatur die Oxydasen langer, als bei niedriger
Temperatur haltbar sind. Selbstverstandlich bei Ausschluss
der Faulniss, wodurch die Oxydasen, &hnlich wie durch hohere
Temperaturen, starkere Sauren und Alkalien, zerstort werden.

Experimenteller Theil.

Zu den Versuchen mit Calciumsuperoxyd benutzte ich
das von der chemischen Fabrik von Heyden Nachfolger in
Dresden unter dein Namen «GoriU k&ufliche Praparat. Das
krvstallwasserhaltige Salz, das 4 Molekile Krystallvvasser ent-
halt, sollte, entsprechend der Zersetzungsgleichung Ca02 -f-
H.,0 = Ca<OH)2-f O fir je 1 g des Salzes 77 ccm. Sauerstoff,
auf 0° und 7(50 mm. Barometerstand bezogen, liefern. Das
k&ufliche Praparat enthielt weniger Krystallwasser und ergab,
mit Jod und unterschwefligsaurem Natron titrirt, durchschnitt-
lich 90 ccm. Sauerstoff fir 1,0 g des Calciumsuperoxyds. Je
ein halbes Gramm des Ca02 wurde mit der Toxinlosung, die
10 facher bis 1000 facher todtlicher Dose entsprach, vermischt
und im Thermostaten 10 Minuten bis 24 Stunden stehen ge-
lassen. Da, wo die Giftdose klein war, wurde sie mit Wasser
verdinnt, sodass das Volumen der Flissigkeit 2—5 ccm. betrug.
Nach Verlauf der bestimmten Zeit wurde die Emulsion mit

0 Linossier, Comp. rend, de la Soc. de Biologie. 1H9%, p 373.
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etwasWasser zu einem dunnen Brei angeridhrt und einem
Meerschweinchen subcutan eingespritzt. An der Injections-,
stelle entstanden immer subcutane Verhartungen, von dem
nicht gelosten Kalk herrihrend, denn selbst in Fallen, wo die
Thiere nicht die geringsten specitischen Krankheitserscheinungen
zeigfeen und gleich in den ersten Tagen nach der Injection ihr
Kdrpergewicht zugenommen hatte, waren die Verhartungen
an den Injectionsstellen immer vorhanden.

Wie man aus den nachfolgenden Tabellen ersieht, haben
0,5 g des Calciumsuperoxyds sowohl das Abrin wie das Diph-
therie- und Tetanotoxin, auch in den starksten Giftdosen, mit
denen ich experimentirte, nach 24 standiger, auch kirzerer
Einwirkungszeit entgiftet. Wahrscheinlich ist die entgiftende
Wirkung noch viel grosser und in meinen spéteren Versuchen
behalte ich mir vor, die Grenzwirkung des Calciumsuperoxyds
zu ermitteln. Die erhaltenen Resultate sind ohne weitere Er-
klarung aus den nachfolgenden Tabellen ersichtlich.

Tabelle 1.
Einwirkung des Calciumsuperoxyds auf Abrin.
Todtliche Dose Abrin == 0,001 ccm.

Gpwirht | !

M ~Kin- j Gewicht
Zah «ler dzr;ge wirkungs- <k*s des
) iniitirtn 7 dauer des - wieer- ! hes |
al- alcium- ai | THieres :
Hufaeh Schwein- R e ni e rkungcn
o vium-  Superoxyds 2 Wochen 9
tudtli «<hon auf chens " 1 der
~ Glftilosen SUer_ Abrin vor  vor der |
Pl osy"s. /der Injection Injection | ‘I“r'uectlon
I .
1 ao facile 0.5 g 15 St. 550 ¢ 500 g .
| 580 7
2 loo 0.5 . 20 .KK 0@0 »
Y 200 05 v .20 > 540 > 570 Nach 50 Tagen alle
4 200 » " 025 1 5 570 * ' 505 v i |
5 m 0.5 4 » 410 I 480 > Thiere gesund.
« 500 I»nl 0.25 L 4 1 5<85 > | 650 »
. | 520 »
i 1000 »' 105 » ., N\ VVW 420 *
‘ ] ...V Am » Tage nach der Injection
8 1000, 11 0.5 . a4 > 520 >. ~= gestorben an Lungcnentzirr |.
u 1000 *'' 05 ot 505 I 420 »
10 2000 0.5 1 4 «00 » «10 » Nach 50 Tagen alle
11 5000 '» 0.5 -5 400 410 > Thiere gesund.
12 50fK) ¢ 05 r 5

7. 560 | 5807



Tabelle II.

Einwirkung des Calciumsuperoxyds auf Diphtherietoxin.

Todtliche Dose des Diphtherietoxins .== 0,000 cem.
oXIr _ .
Menge _Ein- Gewicht )
Zahl »ler . g \éva:lrjlélrmc?:s des Gewicht
| injioirton Cesl Calcium. ~ Meer- de8
einfach ciu?n- superoxyds schwein- | Thieres Hemer klingen
tudtlichen auf chens IS Worhen
. super- ! Dlphtherle vor der naoh der
Giftdosen ¢y, i ¢ toxin var d s o
njec on J Injection nieid,on
| |
1 20fache 05 g 15 St 440 g 480 g
2 100 05» 20 » 450 490 i
g8 200 v 05 » 4 805 » 420 Nach 30 Tagen alle
4 400 > 05 4. 50«00 > Thiere gesund.
5 «00 » 0,5 » 4 » 270 »  BIO
0 KHK) > 05> 4 400 s 420V
Tabelle IlI. >
Einwirkung des Calciumsuperoxyds auf Tetanotoxin.
Todtliche Dose des Tetanotoxins = 0,005 ccm.
| : _Ein- Gewicht .
| zahl der | Menge wirkungs-  ges  Gewicht
| injicirten des dauer des Meer- des
|- Calcium- ] Thi
j einfach | Superoxyds schwein- \eres Bemerkungen
e s cium- auf 2 Wochen
j tddtlichen or. Tetanotoxin chens
| Giftdosen UPer™ T8 O der | vor der hach der Ci T\
45 |njection Injection  IMJection
1 20fache 059 *20 St B80 g 420 g
2 50 + jOo5+ 20 » 400 + 400 >
B 100 100 . 5 BoO » 890 » Nach BO Tagen alle
4 200 | 0.5 » 4 » BOO » 840 »
5 400 105 v 4 =+ 240 > 270 » Thiere gesund.
« «00 0,0 » 4 > 415 > 450 v
71000 0,5 > 4 450 >,

den Toxinen und Wasserstoffsuperoxyd mit.

» 480 »

Ich theile hier gleich die Resultate der Versuche mit
Wie aus den

Tabellen ersichtlich, sind sie viel weniger glnstig, als wie mit
dem Calciumsuperoxyd und bei Anwendung grdésserer Mengen

von 11,02 waren sie noch schlechter,



— 580 —

Tabelle IV.
Einwirkung des Wasserstoffsuperoxyds auf Abrin.
Todtliene Dose des Abrins = 0,001 ccm.

Ein- Gewicht )
Zahl der Menge wirkungs- | des Gewicht
injicirten des dauer des Meer- ?Ies
einfach Wasser- HjQ| auf  schwein- ThierC9 Bemerkungen
tudtlicheh stoff- Abrin vor chens 2 VWWochen
Giftdosén ~ >UPe" der vor der na.ch qer
oxyds Injection Injection Injection
; Vi v
I 50fache 0,5 ccm. 24 St. 385 g 102 g Am Leben.
2 50 » 1 ». 2f . H75 » 400 » 3 '3
3 100 » 1w »1 24 365 » —  Am 2. Tage gestorben.
f 100 » 05 » HCS » 295 g Istam Leben geblieben.
5 100 » 1 » 24 St. 470 > 495 » Gesund geworden.
6 100 » 0,5 » 24 » 440 » 465 » * »
/200 » 1 » 24 » 415 » . —  Am 2. Tage gestorben.
8 500 »> 1 » 24 395 » H15 ¢ » 4. » »
9 500 » t » HX 24 St 4H5 > 340 » » 8. » »
10 1000 » 4X24 V285 »  HHO »  OhneReaction am Leben geblieben.
11 2000 » 0,5 » 24St.HOMia. 450 » — Am 2. Tage gestorben.
Tabelle V. |
Einwirkung des Wasserstoffsuperoxyds auf Tetanotoxin.
Todtliene Dose des verwendeten Tetanotoxins = 0,005 ccm.
Ein- Gewicht )
Zahl der Menge wirkungs- des Gewicht
injicirten des dauer des Meer- o!es
einfach \Wasser- Hip* auf  schwein- Thieres Bemerkungen
todtlichen stoff- Tetanotoxin chens 2 YWochen
Giftdosen  UPer- vor der vor der na-ch ('Jler
oxyds Injection Injection Injection

1, 10fache 0,5 ccm. 24 St. 385 g 430 g Am Leben geblieben.

.2-] 20 » 05 » . 24 * 465 » 495 » 3 » »
H 100 > 05 » HX24St. 525 » 595 » » » >
4 100 = 0,5 » 24 St. 370 » 450 » » > )
5 200 » 05 v; 3X24St. 380 > 460 » » > >
6 -100 » 0.5 » 24 St. 370 » 460 » » » »
i 600 » 05 » 24 » 360 » 300 *  Gestorben.
8 1000 » 0.5 » 24 » 380 ¢ — Gestorben am 2. Tage.
9 10 » 05 » 15 Min. 430 » 450 g Am Leben geblieben.

10 20 » 05 > 15 » . 555 » 600 » v 3 3



Tabelle VI.

Einwirkung des Wasserstoffsuperoxyds auf Diphtherietoxin.
Todtliche Dose des verwendeten Diphtherietoxins == 0,000 ccm.

Ein- Gewicht Gewicht |
Menge .
Zahl der 9 .wirkungs- des
injieirten des dauer des Meer- des
Wasser- . . Thiercs
einfach HjOj auf  schwein- Bemerkungen
- . - 2 Wochen-
tidtlichen 0 Diphtheric-  chens oche
. super- . nach der
Giftdosen toxin vor vor der
oxyds Injection

der Injection Injection

1 10fache 0,5 ctm. 24 St. 355 ¢ 370 g. Gesund.

2 20 » 05 » 24 > 370 » 410 » 3

a ICH) » 1 » 2X24St. 400 » 430 » Infiltrat. Gesund.
4 100 » 0,5 a 24 St. 395 » 420 > Gesund:

5 200 » 0,5 » 24 » 430 > 450 » »

6 400 » 1 » 24 > 450 » 470 » Infiltrat. Gesund:
i 400 » 0,5 » 24 > 480 = 500 » Gesund.

8 600 » 0,5 » 24 360 » 395 » Infiltrat. Gesund.
9 10 » 0,5 » 15 Min. 61lo » 660 » Gesund.

10 20 » 0,5 » 15 » 595 » 640 - >

Versuche mit den Oxydasen.

Um wirksame Oxydasen aus der Milz* Parotis und Fibrin
zu bekommen, bin ich nach mehrfachen .VVersuchen bei fol-
gendem Verfahren stehen geblieben: [

Fein zerkleinertes Organ resp. Fibrin wird nach Abé-
lons und Biarnés mit dem 5-bis 10fachen Gewichte 8° oiger
Kalisalpeterlosung 1 bis 2 Tage unter Zusatz von Chloroform,



um die Faulnis* zu verhiten, stehen gelassen. Hierauf wird
die Losung von den Gewebsresten durch ein Tuch filtrirt und
in das Filtrat SO4(NH4)2 bis zu einem Gehalte von 50° o ein-
getragen; es entstent ein volumindser Niederschlag, welcher
abfiltrirt und direkt in einem Pergamentschlauch gegen flies-
sendes Wasser so lange dialvsirt wird, bis im Schlauchinhalte
kein Ammonsulfat mehr vorhanden ist, Da dieses Auswaschen
3 bis 4 Tage dauert, so ist es zweckmassig, dem Schlauch-
inhalte einige Stickchen Thymol zuzusetzen. Bei geringster
Flulniss ist die Einwirkung der Oxydasen auf Guajactinctur
und auch die entgiftende Wirkung auf die Toxine vernichtet.
Werden solche, gewothnlich wbel-stsslich riechende Ldsungen
mit etwas Wasserstonsuperoxyd versetzt, so wird zwar die
Guajactinctur dadurch intensiv geblaut, eine Entgiftung der
Toxine findet aber nicht statt. Es folgt daraus, dass die
entgiftende Wirkung den sogenannten indirekten Oxy-
dasen oder nach G. Linossier Perox ydasen nicht
zukommt.

Der salzfrei ausgewaschene Schlauchniederschlag enthélt
den grossten Theil der Oxydase und in der Ldsung ist nur
wenig davon enthalten. Bei meinen Versuchen erwies es sieh
alsdas Zweckmassigste, diesen Niederschlag mit 0,850 oiger
GINa zu einer Emulsion zu verreiben und nach Zusatz der
loxinlésungen bei der Bruttemperatur auf* die letzteren ein-
\virken zu lassen. Man kann auch die salzfreie Oxydase ah-
filtriren, mit Alkohol und Aether nachwaschen und im Vacuum
uber SO4H2 trocken aufbewahren. Die Wirkung solcher ge-
trockneten Préparate ist etwas schwacher. Bei meinen Ver-
suchen dber die entgiftende Wirkung der Oxydasen benutzte
iclr meistentheils den durch die Dialyse salzfrei ausge-
\\a>chenen Schlauchinhalt. Der flockige Niederschlag wurde
in der Schlauchfltssigkeit zu einer Emulsion fein zerrieben
und Oy;> bis > ccm. dieser Emulsion mit den Tcixinlésungen

AysH (i. ..Linossiei. (! lend, de la Société de* Biologie. IKv'S.
Seite .$72
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von bekanntem Giftgehalte vermischt. Der Gehalt aii festem
Ruckstand in solcher Emulsion schwankt natirlich je nach dem
Material, aus welchem sie bereitet wurde, innerhalb ziemlich
weiter Grenzen. Die Emulsionen aus der Milz z. B. enthalten
mehr feste Stoffe als wie die aus dem Fibrin. Ich fand in
meinen Emulsionen den Procentgehalt an festem Ruckstand
zwischen 0,03°/o0 bis 0,1 ft/o. Wie viel darin Oxydase und wie
viel indifferente beigemengte Eiweissstoffe sind, das entzieht
sich vorlaufig jeder genaueren Bestimmung. - Die Planung'der
Guajactinctur durch diese Emulsionen aus thierischem Ma-
terial. wie Milz, Parotis oder Fibrin, war ziemlich gleich und
bedeutend schwacher als wie durch die pflanzlichen Oxy-
dasen, durch welche ceteris paribus die Guajactinctur intensiv
blau gefarbt wird.

Aus dem oben Gesagten geht hervor, dass ich nur mit
in Salpeterlésungen 16slichen thierischen Globulinoxydasen,
nicht aber mit den wasserléslichen Oxydasen experimentirte.
Wahrscheinlich wirken auch die wasserloslichen thierischen
Oxydasen auf die Toxine gleich wie die in Salpeter |6slichen;
wenigstens wurden durch die einzige wasserlosliche pflanzliche
Oxydase aus der Seorzenerawurzel, mit der ich experimentirte,
die loxine ebenfalls entgiftet. Die Gemische der Oxydase-
emulsionen mit den Toxinlésungen liess ich, bevor ich sie den
Thieren injicirte, vorerst 15 Minuten bis M Stunden im Thermo-
staten stehen. Wie aus der nachfolgenden Tabelle ersichtlich,
wird durch die Oxydasen relativ am energischesten das Diph-
therietoxin entgiftet, indem 1 ccm. der Oxydaseemulsion die
000—800fach, nicht aber die 1000fach tddtliche Dose unwirk-
sam macht. Schon schwacher ist die Wirkung auf das Tetano-
toxin, indem 1 ccm. der Emulsion hochstens die Wirkung der
200 fach todtlichen Dose paralysirt. Auf, Abrin erwiesen sich
die von mir untersuchten Oxydasen als sehr wenig wirksam,
indem 1 ccm. der Oxydaseemulsion nicht mehr als die einfach
todtliche Dose entgiftete. Uebrigens lasse ich jetzt die 3 Ta-
bellen tolgen, aus welchen das Resultat ersichtlich ist.



kk

krri 1 Jdr' T r

Tabelle \/II.
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Einwirkung der Oxydase aus Kalbsmilz auf Diphtherietoxin.
Todtliche Dose des verwendeten Diphtherietoxins = 0,005 corn.

Gewicht
des
Thieres
2 Wochen
nach der
Injection

480 ¢
470 »
400 »
245 »

290 »
455 »
505 »
290/
325 >
415 »
380 »
325 »
300 »
345 »
330 *

420 >
kk-./"k™k

Bemerkungen

Nach 30 Tagen alle

Tliiere gesund.

Einwirkung der Oxydase aus Parotis vom Hunde auf

440 ¢
290 »
385 »
460 k
405 »
390 k
315

280 »

Il<</\>-/-'-li(kkk Ein- Gewicht
' Zéhi der Menge wirkungs- des
injicirten der dauer der Meer-
einfach Oxydase auf schwein-
todtlichen Oxy- Diphtherie- chens
Giftdosen dase toxin vor vor der
der Injection Injection
kN Av-k-kv,
1  10fache o ccm. 24 st. 410 ¢
2 | 10 > 2 » 24 » 420 »
3 20 » 5 > 24 » 345 »
4 20 > 2 :» 24 220 »
rr>i 20 > 1 » 24 > 375 v
G 100 » 5 v 24 > 265 »
i, 100 » 2 , 24 = 430 >
8 100 » 1 > 24 = 480 »
0O 200 » 1 > 24 > 265 »
10 400 > 24 305 »
H 500 » t > 24 400 »
™ 600 » 1 ) 24  » 350 k
13 1000 » l » 350 »
14 10 > 2k»:;. 15 Min. 308 »
157 10 » 2 » HO » 265 k
16 . 10 * 2 1 St. 315 a
17 20 - 2 2 k;i 205 »
IS 20 * |2 > 5 » 400 >
krk
Diphtherietoxin.
1 20 fache 2 c¢nn 24 St. 380 g
2 20 bon, i » ! 24 ~ 245 >
§ 50 » 05 » 243y 330k
4 60 » 1 kki 21%cC 410 »
KH) 1 » 24 > 370 *
6 2tH) 24 + 350 >
/ 490 > 1 24 » 285 »
1o,, -t .
8 15 Min. 250
9 20 285 »

»"30 »

320 :* 3

Nach 30 Tagen all?

Tliiere gesund.



Tabelle VIII.

Einwirkung der Oxydase aus Kalbsfibrin auf Diphthérietoxin.
Todtliche Dose des verwendeten Diphtherietoxins =0,005*ccm.

Ein- Gewicht
Zahl der Menge Wwirkungs- des Gewicht
| injicirten der dauer der  Meer- des
| einfach O Oxydase auf schwein- Thieres Bemerkungen
i tudtlichen *Y" Diphtherie- chens 2 Yvochen
. Giftdosen dase  toxin vor  vor der Nach der
der Injection Injection Injection

1 10 fache 2 ccm. 15 Min. 375 ¢ 390 R

6 20 » 2 » 80 ., 408 > 448 » .

8 100 » 2 » 4 St. 886 > 420 »

4 200 * 2 o> 24 > 858 > 890 » Alle Thiere gesund.
0 4u0 » 2 24 » 848 » 889 *

G 600 » 2 > 24 » 859 » 390 *

7 800 » 2 » 24  » 888 » 405 »

Einwirkung der Oxydase aus dem Fibrin von gegen Diphtherie
hochimmunem Pferde auf Diphtherietoxin:
Das Serum dieses Pferdes enthielt 250 Heileinheiten
in einem Gubikcentimeter.

i 10 fache’ 1 ccm. 15 Min. 250 ¢ 280 ¢
9 20 » 1 » 30 » 285 » 325 »

3 100 » 1 5 St 275 » 310 » Nach 30 Tagen allé
4 200 » 1 '» 24 » 305 > 360 »

' Thiere gesund.

o 400 > 1 24 » 310 » 330 >

6 600 » 1 > 24 » 350 » 370 »

Einwirkung der im Vacuum wahrend 2 Monaten aufbewahrten

Oxydase auf Diphtherietoxin.
0,65 g in 65 ccm. physiologischer Kochsalzlosung aufgeldst.

1 | 10fache 2 ccm. 24 st. 410 g *410 g

2 : 20 » 2 » 24 > 350 » 392 » Nach 30 Tagen alle
3 100 » 2 » 24 > 385 » 435 » Thiere gesund.
4 1200 » 2 » 24  » 364 » 390 *

Einwirkung der gekochten Oxydase aus Kalbsmilz auf
Diphtheritoxin.

I 20fache 12 ccm. 24 st 350 ¢ — jTod am nachsten Tage
2 10 » 2 - 24 > 285 » — » » 2. Tage.
3 2 2 » 24 > 300 » — 3 » 2. » |



Tabelle IX.
Einwirkung der Oxydase aus Kalbsmilz auf Tetanotoxin.
Todtliche Dose des verwendeten Tetanoluxins = 0,005 ccm.

ooy

Kin- Gewicht

Zahl der Menge wirkungs- des Gewicht
iujicirten der datier der Meer- des

i . Thieres

fach f _

oiac Oxy. ydase aut schwein Bemerkungen
todtlichon Diphtherie- chens ¢t YWochen
Gittdosen dase toxin vor vor der Nach der

Injection

- der Injection |njection

10fache 2 ccm. 24 St. 425 g 450 g

1
2 20 » 2 24 828 »  HI50 >.
8 20 - 2 24 885 » B Nach HO Tagen all.
4 100 5 ' .
z 24 » 480 » 60 » Tliiere gesund
5 100 5 » 24 » 520 » 550 »
200 * 5 -1 24 :45 485, 525,

Einwirkung der gekochten Oxydase aus Kalbsmilz auf

Tetanotoxin,
20fache 2 ccm,j 24 St — | *Tod am néchsten Tage.
= 10 24 — | Tod am zweiten Tage
Einwirkung der im Vacuum wahrend 2 Monaten aufbewahrten

Oxydase auf Tetanotoxin.
0,<)5 g in (>5 ccm. physiologischer Kochsalzlésung aufgelost,

I 10fache 2 ccm. 24 st - HHOg
2 20 2 24 890 | 450
H UM) 24 H50 Tod.

Einwirkung der Oxydase aus Hundeparotis auf Tetanotoxin.

1 2fache 01 oom. 21 st 415 g 495 ¢

2 o . 05 . 21 - . 870 > 898 »

H 4 01 | 21 - 850 - Alle Thiere gesund
4 10 -~ 055 21 880 - 425 »

5 20 - 1 % 21 . 4t0.- ' 490 -

b 100 05~ 21 400 ~  .500; ». Schwacher Tetanus, nachher gesund
1100 . 05 48 . g5 4804

8 UH) | y 21 .. 21M) 880 » gesund gehliehen.

f. .
Fauwi rkung <ler ()xy<lase aus Kalbsfibriii

I 10fache 2 ccm. 24 St. | 450 =~ 490 g
2 20 ) / }’> Wi 24 H7S - 480 . | Alle Thiere gesund
4 100 © 2 - 21 . 820 " 4150
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Einwirkung der Oxydase aus dem Fibrin von gegen Diphtherie,
hochimmunen Pferden auf Tetanotoxin.

Kin- Gewicht
: ich
. Zahl der Menge Wwirkungs- des Gewicht
L des
injicirten dauer der Meer-
der Thieres
I einfach Oxydase auf schwein- > Woch Bemerkungen
| tivdtlienen Y Tetanotoxin  chens ochen
| Giftdosen dase vor der vor der na(-:h (-jer
Injection Injection Injection
! 10fache 2 ccm. 21 St. W5 g 1:15 g
» 9) 2 ) 9L » fijw .
. Alle Thiere gesund
1 100 > 2 % 21 " HU) 680
1 200 > 2 - 21 HOO0 620 -
|

Wie aus den Tabellen Nr. 8 und 9 ersichtlich ist, hat das
Fibrin aus dein Blute des gegen Diphtherie immunisirten Pferdes
eine Emulsion gegeben, wovon 2 ccm. die 200fach tddtliche
Tetanotoxindose und 1 ccm. die 600 Fach todtliche Dose des
Diphtherietoxins entgiftete. Das Meerschweinchen, das ein
Gemisch von 1 ccm. Emulsion mit der 1000 fachen Diphtherie-
toxindose erhielt, ist dagegen an Diphtherie gestorben. Dass
die entgiftende Wirkung dieser Oxydase nicht etwa davon her-
rihrt, dass das Fibrin mechanisch das Antitoxin initgerissen
habe, geht schon daraus hervor, dass es auch das Tetano-
toxin, wenn auch etwas schwaécher, entgiftet. Ich habe ferner
gesehen, dass proportional der Immunisation auch die Menge
der Oxydase zunimmt. Oxydase aus dem Fibrin eines Pferdes,
das nur 80 Antitoxineinheiten in seinem Serum hatte, blaute
Guajaclinctur nur ganz schwach, schon starker war die Blluung
durch die Oxvdase eines Pferdes mit 120 Antitoxineinheiten.
Am intensivsten aber Dblaute die Oxydase des Pferdes mit
250 Antitoxineinheiten. Bis jetzt habe ich meine Beobachtungen
an 1 immenisirten und 2 normalen Pferden angestellt. Weitere
Versuche werden zeigen, ob diese Proportionalitat eine wirkr
lieh constante ist. Eine zweite, aufféllige Erscheinung, welche
das Fibrin gegen Diphtherie immuner Pferde im Vergleich
zu dem der normalen zeigt, ist folgende: Wird das Fibrin
durch spontane Gerinnung des farblosen Plasmas gewonnen,
von dem anhdngenden Serum abgepresét, mit \Wasser aus-



gewaschen und sodann mit 8<\»igem Kalisalpeter unter Zu-
satz von Chloroform 24 Stunden im Thermostaten stehen
gelassen, so geht ein * heil des Fibrins in Ldsung dber und
zwar enthalt bei immunen Pferden der geloste Thbeil die
Oxydase. \\ird nun die filtrirte L6sung mit dem doppelten
Volumen O60'oigen Alkohols versetzt, so bildet sich bei normalen
Pferden eine Tribung, die erst nach 10-20 Minuten sieh
llockig, wie geronnenes Eiweiss, zusammenballt und zu Boden
setzt; Versetzt man dagegen ceteris paribus die LOsung von
immunen Pferden mit dein doppelten Volumen 96»/oigen Alko-
hols, so entstehen schon in den ersten Minuten nach dein
Vermischen langere Schleimfaden, die sich in Kkirzester Zeit
zusammenhallen und am Boden setzen. Die Erscheinung er-
innert an das Ausféallen von Mucin aus Schleimflissigkeiten
durch Alkohol und ist so auffallend im Vergleich zu dem Ver-
halten der Extrade von normalen Pferden, dass sie sicher auf
einer chemischen Verschiedenheit der aus dem Fibrin ent-
standenen Substanzen beruht. Je hoher das Pferd immunisat
ist, um so mehr geht von dem Fibrin in die Salpeterlésung
tber und um so pragnanter ist die Erscheinung nach Alkohol-
zusatz. \\ dhrend der durch Alkohol erzeugte und abfiltrhte
Niederschlag aus dem Blute normaler Pferde durch Guajac-
linelur nicht Ayird*bfaitt dieser Niederschlag aus dem
Blute immuner Pferde die Guajactinctur um so intensiver, jo
immuner das Pferd gegen die Diphtherie ist. .

Dieser aulféallige Enterschied in dem Verhalten des Fibrins
diphtherieimmuner Pferde fordert auf zu vergleichenden Unter-
suchungen des Fibrins gegen andere Infectionskrankheiten immu-
nisirter Thiere und ert6ffnet den Weg zur experimentellen Er-
forschung der chemischen VVorgange bei der Immunisation. Meine
bisherigen Beobachtungen sind wenig zahlreich, um noch weitere
Schlusse zu ziehen, aber ich setze meine Untersuchung nach dieser
Richtung weiter fort und hoffe bald noch mehr interessante
Aufklarungen Uber die Immunitét zu ermitteln. Ich benutze hier
die Gelegenheit, Herrn Dr. Dzierzgowski, dem ich das Blut
der gegen Diphtherie in verschiedenen Stadien immunisirten
Thiere verdanke, meinen besten Dank daflir auszusprechen.
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Von .grossem Werthe wird auch die Ermittelung der
Thatsache sein, in welcher Beziehung die Oxydase zu den
Antikdrpern steht, denn schon die Thatsache, dass das Blut
der immunisirten Pferde Oxydase enthdlt, das der normalen

aber nicht, deutet auf eine gewisse Beziehung dieser beiden
Substanzen zu einander.

Pflanzliche Oxydase.

Ausser den genannten thierischen Oxydasen habe ich
auch eine pflanzliche, von mir aus der Schwarzwurzel (Scor
zonera hispanica) dargestellte Oxydase auf ihre Wirkung gegen
die Toxine untersucht.

Bekanntlich hat G. Bertrandl) und schon vor ihm der
Japaner Hikorokuro Joschida in der Rinde der im std-
ostlichen Asien einheimischen Rhus-Arten eine stark pxv-
dirende Substanz gefunden. Die spateren umfangreichen Unter-
suchungen von G. Bertrand, zum Theil mit Bourquelot?)
ausgefihrt, ergaben, dass die Oxydasen mehr oder weniger
in allen Pflanzen und in verschiedenen Theilen derselben —
in Wurzeln, Knollen, Frichten, chlorophylhaltigen Theilen der-
selben und in vielen Pilzen — Vorkommen. G. Bertrand
benannte diese Oxydason mit dem Namen > Laeease» Im
Gegensatz zu den thierischen Oxydasen wirkeni die pflanzlichen
auch bei saurer Reaction. Es war nun interessant, zu er-
ermitteln, wie sich die pflanzlichen Oxydasen gegen die von
mir untersuchten Toxine verhalten werden. Da ich schon
friher die Beobachtung machte, dass der waésserige Auszug
der Schwarzwurzel Guajactinctur stark blauet, so habe ich
mit der darin enthaltenen Oxydase meine Versuche angestellt.
Die frisch vom Markte geholte Schwarzwurzel wurde ober-
flachlich mit dem Messer durch Abschaben gereinigt, sodann
klein zerschnitten, mit chloroformhaltigem Wasser (bergossen
und 2k Stunden lang bei Zimmertemperatur stehen gelassen.
Der durch Tuch colirte wasserige Auszug, welcher die Guajac-
tinctur intensiv blaute, wurde mit pulverigem Ammoniumsullat

1) G. Bertrand, Comp, rend., 1805, S. 220.
2) G. Bertrand und E. Bourquelot, Comp, rend., 1805. S. 78:1



Ubersattigt, der entstandene flockige Niederschlag abtiltrirt
und vom Ammonsullat durch Dialvse befreit. Um die so er-
haltene Oxydase, die stark Guajaetinctur blaute, zu reinigen,
wurde sie von Neuem in Wasser gel6st, aus der Losung durch
Ammonsulfat ausgefallt und durch Dialyse von dem letzteren
beireit. Das so erhaltene Produkt war etwas grau gefarbt
und gab alle fir die Oxydasen charakteristischen Reactionen.
Kurzes Aufkochen gentgte, um diese oxydirende Wirkung
zu zerstoren. Da die so isolirte Oxydase zur vollkommenen
Aullésung ziemlich viel Wasser brauchte, so habe ich auch
hier nach beendeter Dialyse den flockigen Niederschlag in der
Schlauchlliissigkeit fein zerrieben, vermischte die entstandene
Emulsion mit den Toxinlésungen von bekanntem Giltwerthe und
liess, wie mit thierisehen Oxydasen, die Gemische 24 Stunden
Im Thermostaten stehen. Wie aus der nachfolgenden Tabelle
ersichtlich, wirkt diese Oxydase aut das Abrin nicht ein. Da-
gegen wurden durch 2 ccm. der Emulsion die 100fach todt-
lichen Dosen von Diphtherie- und Tctanotoxin entgiftet.

Ly. Tabelle X.yy

Einwirkung der Oxydase aus der Schwarzwurzel auf Abrin.
Todtliche Dose == OOnl ccm.

e oy T-tee-:

Kin- Gewicht ]
Zahl <ier  Menjzo  wirkungs- des Gewicht
ilijirirtrn der datier der Meer- (?es
tiiifacii o senwein- Thieres Heine rkuii<ren
Gottlichen Xy auf Texin chens 2 Tage
Giftdosen da.se vor der vor der nachder ,.. ,
. . Injection 7777
Injection Injection
| 10 fliehe 2 ccm. 24 stil. auo g 350 ¢ Am . Tage toil.
II 2;- V.50 - 2 21 >>m-" 370 3;>0 » » 3. -
3 100 . 2 - 24 - 350 » 332 . e 3. »
4 500 - 24 > 350 - Tod in der Nacht.
Y-
Auf Tetancetoxin (todtliche Dose — o.0t)s ccm.!
5 10facile 2 ccm. 24 M. 400 g go g N |Infiltrate an den In-
0O 20 v 2 » v24 > 3sU » 410 » | jectionsstellen.
s 100 2y 24 » 4iH) > 535 *

sonst gesund.
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Auf Diphtherietoxin (todtliehe Dose = 0,005 ccm.)

Kin- Gewicht ]
Zahl der  Mentre  Wirkung.«- des Gewicht
injicirten der t «lauer der  Meer- | ‘c'les !
einfach ] *Oxydase auf Schwein- !_ Thiores _ Bemerkungen
todtlichen *¥" Tetanotoxin  clicns 12 Wochen;
Giftdosen ~ dase vor der : vor der hach der

Injection  Injection ! Ini0t,Mon
. . |
I | :
K 10fache 2 ccm. 24 Std. 295 9| 2H5 g Infiltrate an den In-

20 > 2 * 24 400 » 415 » jectionssMlen,
10 100 » 2 » 24 < HT0 » sonst gesund.

| | .

~

Schlussfolgerungen.

1. Das Calcium- und Wasserstoffsuperoxyd wirken auf
die Toxine der Diphtherie, des Tetanus und das Abrin
entgiftend. Die gleiche Wirkung haben die Jhierischen,
sowie die pflanzlichen Oxydasen auf die zwei ersten
Toxine, nicht aber auf das Abrin.

2. Die entgiftende Wirkung der Oxydasen geschieht nicht
nur in vitro, sondern auch im Thierkdrper selW hei gleich-
zeitiger Einspritzung einerseits der Toxine, andererseits der
Oxydasen in verschiedene Korperstellen.

d. Aus dem Fibrin normaler Pferde wird keine Oxydase
mittelst Kalisalpeter extrahirt, wohl aber aus dem Fibrin gegen
die Diphtherie immunisirter Pferde. ’

E Die Entgiftung der Toxine durch Oxydasen findet mir
dann statt, wenn die letzteren die Guajactinctur. direkt blauen.
Extrade, welche auf Guajactinctur nicht mehr wirksam sind,
sind ohne Wirkung auf die Toxine.

Zum Schllisse ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn
Professor Nencki fur seine Unterstitzung mit Hath und That
hei diesen Untersuchungen meinen herzlichen Dank auszu-
sprechen.
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