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Experimentalforschungen zur Chemotherapie der
Tuberkulose mit Kupfer- und Methylenblausalzen.

Ausgefiihrt mit Unterstiitzung des Kéniglich Preussischen Ministeriums
des Innern und der Lupuskommission des Deutschen Zentralkomitees
zur Bekimpfung der Tuberkulose.

Von
Prof. Dr. Grifin von Linden,

Vorst, des parasitologischen Labarotoriums der Universitit Bonn.

L.

Es war schon im vergangenen Jahre meine Absicht, die Ergeb-
nisse meiner Versuche zur Chemotherapie der Tuberkulose, deren
erste Resultate ich in Bd. XXIII dieser Zeitschrift kurz berichtet
habe und die verschiedentlich der Gegenstand von Vortrigen ge-
wesen sind, eingehend zu bearbeiten und zu verdffentlichen. Erst
jetzt ist mir die Ausfiihrung dieses Planes moglich geworden, weil
die Fortfiihrung der Versuche mir die Sichtung des immer grosser
werdenden Materials erschwert, und andere Verpflichtungen mich daran
verhindert haben, die zusammenfassende Arbeit zum Abschluss zu
bringen. Diese Verzbgerung ist aber fiir die Klirung der Fragen,
die hier ihrer Entscheidung entgegengefiihrt werden sollen, nur for-
derlich gewesen, da Experimente, die damals noch im Gange waren,
inzwischen zu Ende gefiihrt worden sind und neue Versuche zur
Bestitigung der fritheren Erfahrungen und zum theoretischen Ver-
stdndnis der Kupfer- und Methylenblauwirkung wesentlich beigetragen
*haben. Das gilt auch von den Erfahrungen, die in der Zwischenzeit
mit der Kupfertherapie bei den tuberkulésen Erkrankungen des Menschen
gewonnen wurden und die eine weitere Stiitze fiir die Richtigkeit dessen
bilden, was von mir in vitro und im Tierversuch beobachtet worden ist.

Bettrage aur Klinik der Tuberkalose, Bd, XXXIV. H. 1. 1
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2 ' Prof. Dr. Grifin von Linden. 2

Ich werde in meiner Darstellung mit dem Verhalten des Tuberkel-
bazillus gegeniiber Kupfer- und Methylenblausalzen ausserbalb und
innerhalb der Kultur beginnen und hierauf zu der Besprechung der
Tierversuche iibergehen.

Ich mochte nicht verfehlen, an dieser Stelle der Lupuskom-
mission des Deutschen Zentralkomitees zur Be-
kimpfung der Tuberkulose und einem hohen Kéniglich
Preussischen Ministerium des Innern, durch deren Unter-
stiitzung diese I'orschungen moglich wurden und deren Fortsetzung
moglich ist, meinen ehrerbietigsten Dank zum Ausdruck zu bringen.

Ein grosser Anteil an dieser Arbeit gebiihrt meinen langjihrigen
Mitarbeiterinnen, IFrau Justizrat Schenk und Friulein Zenneck.
Frau Schenk hat mir in aufopferungsvolister Weise bei der Pflege der
Tiere und der Verarbeitung des Materiales zur Seite gestanden,
Die vortrefflichen Abbildungen sind das Werk von Friulein Zenneck.
Die photographischen Aufnahmen sind in der photographischen Ab-
teilung der Farbenfabriken durch Herrn Dr. Kieser hergestellt worden,
und ich spreche Herrn Dr. Kieser fiir seine liebenswiirdige, mir so
wertvolle Miihewaltung und den Farbenfabriken fiir ihre grosse Be-
reitwilligkeit zur Forderung meiner Arbeiten beizutragen, meinen
wirmsten Dank aus. Sr. Exzellenz Herrn Geheimen Medizinalrat
Professor Dr. P. Ehrlich in Frankfurt a. M. und Herrn Professor Dr.
Kolle in Bern bin ich fiir die giitige Uberlassung von Tuberkel-
bazillenstimmen zu grossem Dank verpflichtet.

Versuche zur Feststellung der Affinitiit und der Giftigkeit
von Methylenblau- und Kupferpriiparaten fiir den Tuberkel-
bazillus.

Wenn ein chemischer Korper auf einen lebenden Organismus
einwirken soll, so muss der lebende Organismus in erster Linie
Neigung zeigen, den chemischen Korper in Losung in sich aufzunehmen.
Ist das Lebewesen ein Parasit, dessen Entwickelungslauf sich in dem
Organismus eines Wirtstieres abspielt, so kann ein Einfluss auf den
Parasiten nur dann zustande kommen, wenn das von ihm dargestellte
chemische System eine grissere Affinitit zu dem fraglichen in den
Wirtsorganismus eingefiithrten Kérper zeigt, als das System des Wirts-
organismus selbst. Die Beeintlussung eines solchen Parasiten wird um so
augenfilliger sein, je grosser und je spezifischer seine Verwandtschaft
zu dem chemischen Korper ist, mit anderen Worten, je mehr er davon
in sich aufspeichern kann und je energischer er ihn aus anderen Ver-
bindungen oder Lisungen an sich reisst. Diese Gesichtspunkte sind, wie

Google L



3] Experimentalforschungen zur Chemotherapie der Tuberkulose ete. 3

Ehrlich in seiner ,Chemotherapie der Spirillosen” eingehend
klargelegt hat, ausschlaggebend fiir die Beurteilung der Wirksamkeit
eines Medikamentes, dessen Aufgabe es ist, Krankheitserreger irgend-
welcher Art in dem von ihnen befallenen Organismus abzutéten. Eine-
weitere Forderung, die an eine zur medikamentisen Behandlung ge-
eignete Substanz gestellt werden muss, ist es ferner, dass die physio-
logische Wirkung, die der in den kranken Organismus eingefiibrte
Stoff auf den Parasiten ausiibt und dessen Absterben zur Folge hat,
nicht in gleicher oder gar in verstirktem Grade in den Kirperzellen
des Wirtes zur Entfaltung komme. Die Giftigkeit des als Medikament
verwendeten Mittels muss fiir den Organismus des Parasiten grosser
sein als fiir den des Wirtes.

Die im folgenden mitgeteilten Versuche wurden gemacht, um von
diesen Gesichtspunkten aus die Beziehungen der Methylenblau- und
Kupfersalze zu dem Tuberkelbazillus klarzulegen.

Dass der Tuberkelbazillus zu den Salzen des Methylenblaus und
des Kupfers eine ausgesprochene Verwandtschaft besitzt, ging bereits
aus den Beobachtungen hervor, die ich noch gemeinschaftlich mit
Finkler 1910 gemacht habe. Wieweit indessen diese Verwandtschaft
eine spezifische sei, musste durch weitere Experimente, namentlich
auf kiinstlichem Nihrboden, festgelegt werden.

Zuerst priifte ich das Verhalten von Tuberkelbazillen, wenn sie
in wisserige Methylenblau- bzw. Kupferlésungen verschiedener Konzen-
tration gebracht wurden. '

A. Versuche mit Methylenblau.
Wirkung in Tuberkelbazillenaufschwemmungen.

Versuch 1. Es wurde eine Losung von Methylenblau medi-
cinale verwendet, die in 100 ccm Aq. dest. 8 mg Farbstoff enthielt.
Von dieser Methylenblaulosung wurde /s cem mit 1 ccm einer Tuberkel-
bazillenaufschwemmung = 1 mg Tuberkelbazillen in einem Serumrshr-
chen, vermischt. Die Konzentration des Methylenblaus in dem Rohrchen
entsprach jetzt annihernd der Konzentration des Farbstoffes, die bei
der Behandlung der Tiere im Blut entsteht, wenn wir annehmen,
dass die ganze unter die Haut eingespritzte Methylenblaumenge im
Blute kreist und nicht an Ort und Stelle fixiert wird. In 1 ccm der
Mischung waren nach Zusatz der Tuberkelbazillenaufschwemmung
0’0(;;004 = 0,000013 g Farbstoff enthalten, wihrend dem Tiere bei
der Behandlung fiir gewShnlich 2/10 ccm einer 2: 1000 methylenblau-
haltigen Losung in 20 g Blut zugefiihrt wird, so dass auf 1 ccm

1*
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4 Prof. Dr. Gréfin von Linden. 14

Blut berechnet die Verdiinnung = 1:100000 betrigt, demnach etwas
niederer ist als im Serumréhrchen. Drei i dieser Weise vorbereitete
Serumrohrchen wurden in den Wirmeschrank bei 28 verbracht.

Nach 10 Minuten hatten sich die Bakterien bereits hellblau
gefarbt, nach 2!/ Stunden erschienen sie dem unbewaffneten Auge
deutlich blau. Unter dem Mikroskop waren sie bei schwacher Ver-
grosserung blassblan, bei Immersion betrachtet, hellte sich die Farbe
noch mehr auf. Bei vereinzelten Bakterien konnte man rotviolette
Kérnelung unterscheiden, da wo die Bakterien noch in Biindeln ver-
klebt waren, erschienen diese mehr diffus gefirbt, aber heller und
dunkler gestrichelt. Nach der Ziehlschen Methode zeigten sich die
Bakterien nicht mehr gut firbbar. Is hatte den Anschein, als ob die
Bakterien grossenteils miteinander verschmolzen wiren. Die Bakterien-
biindel bestanden zum Teil aus feinen blassrotgefirbten Bakterienresten,
dunkler gefirbten gequollenen Formen, und blaurot gefirbten Mem-
branen, in denen keine abgegrenzten Stibchen mehr zu erkennen
waren (vgl. Tafel I, Fig. 1).

Nach 19 Stunden zeigten sich die Bakterienmassen auch bei
Immersion deutlich blau gefirbt, sie liessen jetzt deutliche Strichelung
erkennen, die rotviolett gefirbt waren. In den nach Ziehl gefiarbten
Priparaten waren in den violettrétlichen saurefesten Massen kaum
noch intensivrote Stibchen zu finden, von den Tuberkelbazillen waren
aber dunkelrot gefirbte Korner zuriickgeblieben (vgl. Tafel I, Fig. 5).

Nach 42 Stunden erschienen die Bakterienmassen auch bei Im-
mersion tief blau, und es fanden sich zahlreiche dunkelrotviolett
gefirbte verkriippelte Formen. In den nach Ziehl gefirbten Pripa-
raten waren von den Bakterien noch braunrote Korner vorhanden
(vgl. Tafel I, Fig. 3, 4).

Der Versuch zeigt somit, dass die Tuberkelbazillen das Methylen-
blau aus wisseriger Losung auch bei grosser Verdiinnung rasch in
sich aufnehmen, und dass die Bakterien durch die Beriihrung mit
dem Farbstoff degenerieren und ibre Siurefestigkeit verlieren.

Versuch 2. Durch einen zweiten Versuch suchte ich zu ent-
scheiden, ob die Schnelligkeit und die Intensitit der Farbstoffauf-
nahme mit der Konzentration des Farbstoffes proportional sei, oder
ob die Vitalfirbung der Dakterien sich in weniger konzentrierten
Losungen leichter vollziehe als in konzentrierteren.

Die Anordnung des Versuches war die folgende: In sechs Serum-
bzw. Reagenzréhrchen wurden gleiche Mengen von einer Tuberkel-
bazillenkultur verbracht. Je drei Rohrchen bildeten eine Versuchs-
reihe und jedes Rohrchen derselben Versuchsreihe enthielt dieselben
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3] Experimentalforschungen zur Chemotherapie der Tuberkulose etc. 5

Farbstoffmengen (dieselbe Zahl von Farbstoffionen), aber in verschie-
dener Verdiinnung. Der Farbstoffgehalt der beiden Versuchsreihen
war dagegen verschieden. Es enthielten

1. Reihe:
Il 12 13

Jmbl: 1:1000 1:10000 1:100000 /10mgFarbstoffin 1000 bis
ccm: 0.1 1 10 100000facher Verdiinnung

2. Reihe:

11, II, II,
Jmbl: 1:100000 1:1000000 1:10000000 /1000 mg Farbstoff in
cem: 0,1 1 - 10 100000 bis 10000000-

facher Verdiinnung.

Es ergab sich: In I,, 1, und in II; firben sich die Bakterien-
haufchen am Rande momentan diffus blau.

Samtliche Rohrchen kommen bei 37° in den Brutschrank. Nach
21/z Stunden sind die Bakterien in I, tief blauschwarz gefirbt, die
Losung ist gegeniiber der Kontrolle, die von jeder Verdiinnung zum
Vergleich ebenfalls im Brutschrank steht, aufgehellt.

In I, schweben die Bakterien teils an der Oberfliche, teils
liegen sie am Boden des Réhrchens. Die in den oberen Schichten
schwimmenden Bakterien sind scharf blau gefirbt, und es gehen von
den Bakterienhiufchen dunkelblaue Schlieren aus, die nach unten
flottieren. Die auf dem Grund liegenden Bakterienkliimpchen erscheinen
weniger scharf gefirbt als die an der Oberfliche und haben die sie
umgebende Fliissigkeit entfirbt. Es ist also hier eine Reduktion
des Farbstoffes durch die Tuberkelbazillen eingetreten.

In I; und II; sind die Bakterien am Rande der Héufchen hell-
blau getont, in den Verdiinnungen II;, II;, die dieselbe Farbstoff-
menge wie II, enthalten, ist keine Firbung der Bakterien zu erkennen.

Nach 14 Stunden.

1. Reihe: I;. Die Bakterienklumpen sehen dunkelblau aus. Die
Fliissigkeit ist noch mehr entfirbt. Um die Farbe der Fliissigkeit im
Versuchsglase herzustellen, muss der Kontrolle das doppelte Volumen
an Wasser zugesetzt werden. Es ist also: 1 4+ 2H,0 im Effekt gleich
wie 1 + Tb. 16 Stunden, bei 37°.

Die Bakterien haben danach /20 mg Farbstoff absorbiert. Die
Flissigkeit im Versuchsrohrchen hat ausserdem einen gelblichen Ton
angenommen.
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0 P'rof. Dr. Griifin von Linden. 6

I,. Die vorher oben schwimmenden Bakterienklimpchen sind
zu Boden gesunken. Sie sind jetzt alle ziemlich gleichmissig blau
gefirbt, aber weniger dunkel als in der hoheren Konzentration. Auch
die Entfirbung der Fliissigkeit in dem Glischen ist nicht so auf-
fallend wie in I,.

I;. Die Bakterien sind hellblau gefirbt, und zwar erscheint die
Firbung die Kliimpchen ganz und gleichmiissig zu durchdringen und
nicht mehr am Rande angehiuft zu sein, wie bei den Bazillenhaufen
in I; und I,. Auch die Losung ist der Kontrolle gegeniiber heller
geworden, es ist aber der Grad der Entfirbung schwerer zu schitzen
als bei I;. Auch in diesem Rohrchen hat die Iliissigkeit einen gelb-
lichen Ton angenommen, und zwar besonders am Grund, wo die
Bakterien liegen.

2. Reihe: II,. Die Bakterien sind hellgriin-bliulich gefarbt,
aber nicht ganz gleichmissig, einzelne Stellen sind noch weisslich.
Der Losungstliissigkeit ist aller Farbstoff entzogen, sie hat einen gelb-
lichen Ton angenommen.

Der von den Bakterien der Farbstofflosung entrissene Farbstoff
betrigt /1000 mg Jodmethylenblau.

II;. Obwohl in der Flissigkeitsmenge derselbe Farbstoffgehalt
vorhanden ist, so erscheinen die Bakterien dennoch sehr viel heller
griinlich als in II;. Trotzdem ist auch hier die Losungsfliissigkeit
ganz entfirbt und hat gelblichen Farbenton. Die anscheinend weniger
intensive Firbung der Bakterien gegeniiber den Bakterien in II, ist
moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass der Farbstoff sich gleich-
missiger in den Bazillenhaufen verteilt hat und weniger in den Rand-
schichten liegen geblieben ist.

Il,. In dieser stirksten Verdiinnung ist eine Verfirbung der
Bakterien nur an den Randschichten der einzelnen Hiufchen wahr-
zunehmen. Der Versuch ergibt noch deutlicher als der erste, dass
die Tuberkelbazillen eine ausgesprochene Verwandtschaft zum Methylen-
blau haben und eine den Farbstoff in schwacher Konzentration ent-
haltene Fliissigkeitsmenge vollkommen entfirben konnen, indem sie
den Farbstoff in sich aufspeichern.

Handelt es sich um gleiche Farbstoffmengen in verschieden starker
Verdiinnung, so firben sich die Bakterien in hoher konzentrierten
Losungen schneller und fiir das Auge intensiver als in weniger stark
konzentrierten. Es macht aber den . Eindruck, als ob in bestimmter
Verdiinnung, hier in der zweithichsten, der Farbstoff besser in das
Innere der Bakterienhiufchen eindringen wiirde als bei stdrkerer
Konzentration.

Google o



B Experimentalforschungen zur Chemotherapie der Tuberkulose ete. 7

Wirkung auf Tuberkelbazillen in der Kultur bei Uberschichtung
derselben mit Jodmethylenblauliésungen.

Es schien mir von Wichtigkeit zu sein, das Verhalten von
Tuberkelbazillen auch unter normaleren Verhiltnissen, d. h. in der
Kultur kennen zu lernen, wenn sie mit Jodmethylenblaulosungen
iiberschichtet wurden. Es war von vornherein anzunehmen, dass die
kraftig entwickelten Kulturen, wenn sie den schiddigenden Einfliissen
ausgesetzt sein wiirden, wihrend sie sich auf ihrem normalen Nihr-
boden befinden, ihre Vitalitit linger bewahren wiirden als einzelne
kleine Bakterienhdufchen, denen nur die Farbstoftlésung als Substrat
zur Verfiigung steht. Die Versuche ergaben auch bei dieser Anord-
nung sehr interessante Anhaltspunkte iiber den Einfluss, den die
Gegenwart von Methylenblau auf den Tuberkelbazillus ausiibt.

Versuchsanordnung:

30 ccm einer Farbstoffiosung mit 1: 1000 Farbstoffgehalt wurde
auf eine sehr iippig gewachsene 5 Monate alte Tuberkelbazillenkultur
des Typus humanus, Stamm Ehrlich, gegossen. Die Fliissigkeit
fiilllte den Luftraum des Kulturréhrchens bis 1 cm unterhalb des
Wattestopfens aus. In gleicher Weise wurde mit einer ebenfalls
sehr kriftig gewachsenen, aber erst 1 Monat alten Tuberkelbazillen-
kultur verfahren. Beide Kulturen wurden mit einem, mit derselben
Farbstofflosung gefiillten sterilen Nihrboden und einem nur Farb-
stoffldsung enthaltenden Kontrollrohrchen in den Brutschrank bei
370 gebracht.

Nach 22 Stunden waren die Kolonien der 5 Monate alten Kultur
tief blau gefirbt, in der jiingeren Kultur waren nur die obersten
Kolonien blau, die unteren hatten einen Stich ins Rétliche bekommen.
Bei beiden Kulturen erschien, wenn sie gegen das Licht gehalten
wurden, die untere Hilfte der Fliissigkeitssiule — der Teil, der sich
iiber der Hauptmasse der Bakterien befand — entfirbt, wihrend
sich die obere Hilfte der Losung unverindert blau erhalten hatte.
Von beiden Kulturen wurde die Farbstofflosung abgegossen. Nach-
dem Luft in die Kulturgliser eingedrungen war, blieben die Tuberkel-
kolonien der ilteren Kultur blau, wihrend die vorher ungefirbten
der jiingeren Kultur in der Mehrzahl auch tiefblau wurden, nur ein-
zelne sehr dicke Kolonien blieben rotlich. Die abgegossene Fliissig-
keit aus Kultur 1= Augustkultur hatte einen griinlichblauen, die
aus Kultur 2 = Dezemberkultur, einen rétlichblauen Ton ange-
nommen.
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8 Prof, Dr. Griifin von Linden. [8

Verglichen mit den beiden Kontrollosungen hatten beide iiber
den Tuberkelbazillen gestandenen abgegossenen Farbstofflosungen an
Intensitit der Firbung verloren, am meisten entfirbt war die
Losung iiber der dlteren Kultur (Gewicht der auf ihr gewachsenen
Tuberkelbazillen in lufttrockenem Zustand == 20 mg, gegen 8 mg bei
der jiingeren Kultur). Auch der Nahrboden, der frei von Bakterien-
wachstum war, hatte etwas Farbstoff absorhiert.

Das Mass der Farbstoffabsorption in den verschiedenen Réhrchen
war folgendes:

Es haben gleiche Farbenintensitiit:

5 ccm Kontrollfliissigkeit 4 2 cem H,0 = 5 ccm Ndhrbodenkontrolle
b ccm Nahrbodenkontrolle + 3 cem Hy;O = 5 cem The.-Kultur II.

5 ccm ” +8 , . =5 , »” I

5 ccm Kontrolle +2 , . =05 , Nihrbodenkontrolle
5 ccm » +5 ., , =09 . frischeTbc.-Kultur I
5 ccm ” -+ 10, =15  altere The.-Kultur I

Es wurden somit absorbiert in mg des Farbstoffes:

vom Nihrboden ohne Bakterien 2/ des in 30 ccm enthaltenen
Farbstoffes der Losung 1: 100000 = /12 mg,

von der jiingeren Kultur !/2 des in 30 ccm enthaltenen Farbstoffes
= 'f1 mg,

von der ilteren Kultur 2/s des in 30 ccm enthaltenen Farbstoffes
= /5 mg.

Um die Grosse der Absorption zu bestimmen, die die Bazillen
allein ausgeiibt haben, muss der vom Nihrboden verschlungene
Farbstoff von den erhaltenen Werten abgezogen werden, es bleibt
dann fir die &ltere Kultur eine Absorption von !/s, fiir die jiingere
eine solche von /o mg. Es hat somit die iltere Bazillenkultur mit
der doppelten Bazillenmasse auch entsprechend mehr Farbstoff auf-
genommen als die jiingere Kultur.

Um die wihrend des Versuches beobachteten Reduktionsvorgiinge

noch weiter zu verfolgen, wiederholte ich den Versuch mit denselben
 Kulturen und einer ebenso stark konzentrierten Farbfliissigkeit. Die
Kulturen wurden mittags in den Brutschrank gestellt. Am nichsten
Morgen waren die Tuberkelbazillen-Kolonien der jiingeren Kultur zu
1/s entfarbt, die der dlteren Kultur waren alle graublau. Aber schon
am Nachmittag desselben Tages waren die Kolonien der jiingeren
Kultur giinzlich entfirbt, die der ilteren noch schwach griinblau. Die
Fliissigkeit iiber den Bakterien war schwach rotlich gefarbt. Am
folgenden Tag war in der Dezemberkultur noch !/s der Fliissigkeit
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— das obere Drittel — blau, %/s zu ginzlicher Farblosigkeit reduziert.
Die Bakterienrasen waren alle mit Luftblasen bedeckt, ein Teil der
Bakterienkolonien hatte sich losgerissen und flottierte in der redu-
zierten Fliissigkeit. Aunch in der idlteren Augustkultur waren die
Bakterien jetzt ginzlich entfiirbt, die Fliissigkeit war aber hier nur
bis zur Hailfte reduziert. Auf den Kolonien der ilteren Kultur waren
keine Gasabscheidungen zu beobachten.

Am folgenden Tag (19. I. 1914) war in den Kulturglidsern keine
weitere Verinderung eingetreten. Nach dem Abgiessen der Fliissig-
keit und dem Eindringen von Luft beobachtet man wie das erste
Mal, dass sich die Kulturen fast momentan blau firbten.

An demselben Tag wurde der Versuch wiederholt, aber dieses
Mal eine stirker konzentrierte Losung verwendet (1:10000). Am
folgenden Morgen waren die Bakterien in beiden Kulturglisern ent-
firbt, ebenso die untern Schichten der Fliissigkeit. Der Vergleich
mit der Kontrollfliissigkeit ergab, dass die Bakterien der #lteren
Kultur viermal mehr Farbstoff absorbiert hatten als die jiingere
Dezemberkultur. .

Es verhielten sich die Intensititen der abgegossenen Liosungen wie:

10 ccm iltere Kultur = 10 ccm Kontrolle 4 20 H,O.
10 cem jiingere Kultur = 10 ccm Kontrolle 4+ 5 HgO.

Die Bakterien, die sich von ihrem Nihrboden abgelost hatten
und an der Oberfliche flottierten, waren blau gefirbt. Die vorher
weissen, d. h. die Reduktionsfarbe zeigenden Bakterien wurden blau,
sobald die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen war.

Auf dem Nihrboden der Dezemberkultur hatten sich Farbstoff-
niederschlige gebildet, auf dem der dlteren Kultur hatten sich farb-
lose gelbliche Kristalle niedergeschlagen.

Ich liess die beiden Kulturen noch bis zum 4. Februar im
Wirmeschrank unter Farbstofflssung steben, auch dann zeigten sich
die unter der Fliissigkeit befindlichen Kolonien entfirbt, ebenso die
untere Hilfte der Farbfliissigkeit selbst. Nach dem Abgiessen der
Fliissigkeit wurden die Tuberkelbazillenkolonien auf beiden Kulturen
wieder tiefblau.

Nur ein Teil der abgeschwemmten Kolonien, die sich in das
untere Ende des Rohrchens zwischen Nihrboden und Glaswand ein-
gekeilt hatten und noch von Fliissigkeit bedeckt waren, blieben un-
gefirbt. Sobald aber diese abgeschwemmten Bakterien herausge-
nommen und in eine Glasschale verbracht wurden, so dass die Luft
mit der Oberfliche des Bakterienhiufchens in Beriihrung kam, nahmen
die Bakterien, die der #lteren Kultur, wie es mir schien, schneller als
die der jiingeren, tiefblaue Firbung an.
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Dieser Versuch zeigt nicht nur, dass die Tuberkelbazillen, auch
wenn sie auf ihrem Nihrboden in grésseren Kolonien sich befinden,
den Farbstoff einer sie umspiilenden Methylenblauljsung in sich auf-
speichern, er beweist ausserdem, dass die Bazillen stark reduzierend
auf das Methylenblau einwirken, aber nur dann, wenn sie durch die
wisserige Losung von der Luft abgeschnitten sind, bei freiem Luft-
zutritt nimmt der von ihnen aufgenommene FKarbstoff sofort die
blaue Oxydationsfarbe an. Wir huben auch bei der jiinge“en Kultur
gesehen, wo die Reduktionsvorginge energischer verlaufen, dass die
reduzierenden Bakterienkolonien mit Gasblasen bedeckt waren. Da
nun die Reduktion der Rosanilinfarbstotfe, zu denen auch das Methylen-
blau gehort, sich durch Eintreten von 2 Atomen Wasserstoff in das
Farbstoffmolekiil vollzieht, so deute ich den durch die Bakterien bei
Gegenwart von Wasser beobachteten Reduktionsprozess dahin, dass
die Bakterien das. Wasser in seine Komponenten Wasserstoff und
Sauerstoff spalten, den Sauerstoff fiir sich selbst verwenden und den
Wasserstoff an die Flissigkeit abgeben, wo er sich mit dem Farb-
stoffmolekiil zu der Leukoverbindung vereinigt. Es miisste danach der
Reduktionsprozess des Methylenblaus um so schneller eintreten und
um so vollkommener sein, je lebenskriftiger die Bakterien sind und
je mehr Sauerstoff sie fir ihr Wachstum notig haben. Diese theo-
retische Forderung wird durch den Versuch bestitigt, die jiingere,
mitten im Wachsen begriffene Kultur, entfirbte die Methylenblau-
losung schneller und griindlicher als die iiltere, obwohl auf der #lteren
Kultur die doppelte Bakterienmenge vorhanden war, und dement-
sprechend eine grossere Farbstoffaufnahme stattgefunden hat. Es ist
ferner anzunehmen, dass der Reduktionsprozess so lange zu be-
obachten ist, als sich iiberhaupt noch lebensfihige Tuberkelbazillen
in den Kolonien vorfinden, dass er allmihlich an Intensitit verliert
und schliesslich nicht mehr eintritt.

Ich hatte wiederholt Gelegenheit, bei den Tierversuchen festzu-
stellen, dass der Tuberkelbazillus auch im Korper mit Methylenblau
behandelter Tiere den Farbstoff aufspeichert und sich in die Leuko-
verbindung verwandelt. Besonders deutlich habe ich diesen Vorgang
bei Untersuchung des Eiters eines an Tuberkelbazillen sehr reichen
Einstichabszesses beobachtet. Als ich den Eiter frisch untersuchte
weil ich vermutete gefirbte Stibchen zu finden, konnte ich weder
Farbstoffniederschlige noch gefirbte Tuberkelbazillen erkennen. Nach-
dem das Priparat an der Luft getrocknet war, um es in Ol unter-
suchen zu koénnen, hatte es einen bliulichen Schimmer bekommen
und jetzt liessen sich mit der Immersion auch blau gefirbte ge-
kirnelte Tuberkelbazillen auffinden. Auch die Eiterzellen hatten
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bliuliche Firbung angenommen, wenn auch weniger intensiv als die
Tuberkelbazillen. Nachdem das Priparat lingere Zeit in Ol aufge-
hoben worden war, verlor sich die Firbung allméhlich.

Die mikroskopische Untersuchung der zu den oben geschilderten
Versuchen verwendeten Tuberkelbazillen ergab, dass die &aussere
Schicht der Bakterienkolonien in eine homogene, blau gefirbte Masse
verwandelt war, wihrend im Innern sich noch deutliche Bakterien-
massen, die bliulich getént waren, erkennen liessen. Auch die Firbung
nach Ziehl ergab, dass die Kolonien nur noch in ihrem Innern nor-
mal farbbare und sdurefeste Stibchen enthielten, wihrend der grissere
Teil der Randschichten die rote Farbe nicht mehr festhielt, oder nur
sehr schwach gefirbt war. Es machte den Eindruck, dass ein grosser
Teil der Bakterien zu einer homogenen Masse zusammengeflossen
war, die, nach Ziehl gefirbt, eine violette Tonung zeigte.

Wir sehen also, dass die Aufnahme des Methylenblaus durch
die Tuberkelbazillen fiir diese schidlich ist, dass es zur villigen Zer-
storung der Bakterien fiihren kann. Am meisten und schnellsten
geschidigt werden die Bakterien, die unmittelbar mit der Farbstoff-
l16sung in Beriithrung kommen und ebenso macht sich eine stirkere
Wirkung auf die jingeren Bakterienkulturen geltend als auf die
ilteren. Aus den spiter beschriebenen Versuchen auf farbstott-
haltigen Néhrboden werden wir sehen, dass die Tuberkelbazillen am
meisten geschidigt werden, wenn der Farbstoff dem Nihrboden zu-
gesetzt wird.

B. Versuche mit Kupfersalzen.
Wirkung in Tuberkelbazillenaufschwemmungen.

Die den vorhergehenden entsprechenden Versuche wurden auch
mit Tuberkelbazillen und Kupferlosungen gemacht. Die Ergebnisse
waren weniger in die Augen fallend, weil die stark verdiinnten Kupfer-
ldsungen, die ich zu den Experimenten verwendete, fiir das Auge
kaum gefirbt erscheinen, so dass eine Entfirbung der Fliissigkeit
und ein sich Firben der Bakterien nicht so deutlich in die kr-
scheinung trat.

Die erste Versuchsanordnung ergab folgendes:

Es wurde eine Platinise Tuberkelbazillen aus einer 4 Monate
alten Kultur in ein Serumréhrchen gebracht, das 2 cem einer Kupfer-
chloridlésung enthielt von der Konzentration 1: 1000 auf Kupfer
berechnet. Das Rohrchen enthielt somit 2 mg Kupfer. Die Lésung
war in dieser Verdiinnung wasserhell, nur in dicken Schichten er-
schien sie bldulich.
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Das Rohrchen wurde in den. Brutschrank gesetzt bei 37° und
nach drei Stunden wieder herausgenommen: die Bakterien hatten sich
griinlich gefirbt. Die Losung war wie vorher wasserhell geblieben.

Ein zweiter Versuch wurde in gleicher Weise angesetzt, aber
als Kupferlosung diente Dimethylglykokollkupfer (= Lésung H)
in der Verdiinnung von 1 : 10000 auf Kupfer berechnet, in dem Rohrchen
befand sich demmnach nur der zehnte Teil der im vorhergehenden
Versuch verwendeten Kupfermenge, d. h. 0,2 mg. Die Losung
hatte hell ultramarinblaue Fiarbung. Nach dem Eintragen der
Tuberkelbazillen firbten sich diese nach etwa 10 Minuten, an der
Oberfliche des Haufchens blidulich, auch -dieses Rohrchen wurde fiir
drei Stunden in den Brutschrank gestellt. Nach dieser Zeit war die
Farbe der Bazillen in griin verdndert, sie war aber weniger intensiv
als die der im Kupferchlorid befindlichen Bakterien, entsprechend
dem weniger hohen Kupfergehalt der Losung.

Dasselbe Resultat ergab ein dritter Versuch, bei dem eine Leku-
tylemulsion (zimtsaures Kupferlezithin) an Stelle der Kupfer-
lésungen verwendet worden war,

Wirkung auf Tuberkelbazillenkulturen.

Wie mit Methylenblau, so wurde auch mit den Kupferlésungen
eine zweite Reihe von Versuchen angestellt, in denen die erwachsenen
Kulturen auf ihrem Nihrboden verblieben und mit Kupferldsung
iiberschichtet wurden und wie bei dem Farbstoff ergaben diese Ver-
suche sehr interessante Anhaltspunkte fiir die Kupferspeicherung der
Tuberkelbazillen. Ich bediente mich zu diesem Experiment der sehr
iippig gewachsenen #lteren Augustkulturen. Eine derselben wurde mit
Kupferchloridlosung, die zweite mit Dimethylglykokoll-
kupfer und die dritte mit Lekutylemulsion iibergossen. Das
Kupfer war in der Verdiinnung von 1: 1000000 in den Losungen ent-
halten, auf 30 ccm Losung kamen somit 0,03 mg Kupfer. Die Losungen
erschienen in dieser Verdiinnung ungefirbt und nach 3 Stunden war
auch keine Firbung der Bakterienkolonien zu beobachten.

Ich wiederholte den Versuch mit konzentrierteren Losungen,
deren Kupfergehalt 1:10000 betrug. Die Dimethylglykokoll-
kupferlosung schien sich sehr bald zu entfirben. Am nichsten
Morgen, nach 17 Stunden, war diese Entfirbung sehr deutlich
gegeniiber der Kontrollosung, ausserdem war ihre Farbe griin statt
blau. Verglichen mit der Kontrollésung war der Kupfergehalt, der
durch die Intensitit der Farbung zum Ausdruck kam, 1:20000,
also um die Hilfte kleiner geworden; Kupferabsorption = 1,5 mg
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Auch die Bakterienkolonien ‘waren griin gefirbt, und zwar die weiter
nach oben gelegenen Kolonien mehr als die unteren, was dadurch
zu erkliren ist, dass die Fliissigkeitsschicht iiber den oben gelegenen
Kolonien dicker war als am Grund des Riohrchens, wo der Nihr-
boden mehr Raum beanspruchte. Die oben gelegenen Kolonien hatten
unmittelbar mehr Kupfer zur Verfiigung als die unteren. Auch die
kleineren Kolonien waren intensiver griin als die grossen.

In der Kupferchloridlésung, deren Farbe ebenfalls griin-
lich geworden war, hatten sich die Bakterienkolonien auch griin
gefirbt, die oberen intensiver als die unteren. Die Losung hatte den-
selben Farbenton wie die, welche Dimethylglykokollkupfer enthielt,
die Kontrolle war in dieser Verdiinnnng und Schichtendicke un-
gefarbt. Dieser Farbenumschlag in griin, der nur in den Bukterien
enthaltenden Rohrchen eintritt, ist deshalb interessant, weil dadurch
angezeigt wird, dass von den Bakterien produzierte Abscheidungen, die
vorher in der Losung iiberwiegenden zweiwertigen blauen Kupriionen
\b eine nicht dissozierte Verbindung iiberfiihren, wie es auch, wie
wir spiter sehen werden, bei Tuberkulinzusatz der Fall ist. Es
ergab sich ferner merkwiirdigerweise, dass die beiden Logsungen,
nachdem sie iiber Tuberkelbazillenkulturen gestanden hatten, in der
Flamme Kupferreaktion zeigten, wihrend die Kontrollosungen die
Reaktion in dieser Verdiinnung nicht erkennen liessen.

Die Fliissigkeit in dem Kulturrohrchen, das Lekutylemulsion
enthielt, war statt blaugriin schmutzig briunlichgriin geworden, die
Kontrolle, die mit den anderen Kontrollréhrchen ebenfalls im Brut-
schrank gestanden, hatte ihre blaugriine Firbung behalten. Die
Bakterienkolonien waren schmutziggriin gefirbt. Bei Entfernung des
Wattestopfens zeigte die Fliissigkeit ausgesprochenen Zimtséure-
geruch, sie gab aber in der Flamme keine Kupferreaktion.

Um festzustellen wie gross die von den Bakterien absorbierten
Kupfermengen annihernd waren, beschickte ich zwei Reagenzrohrchen
mit gleichen Mengen destillierten Wassers und einem Tropfen einer
Ferrozyankaliumlosung. In das eine dieser Rohrchen tropfte ich
hierauf 20 Tropfen der Kupferchloridlgsung, die zur Kontrolle ge-
dient hatte. Es trat eine sehr deutliche Rotfirbung ein. Um mit
der Losung des Versuchsrohrchens dieselbe Reaktion auszulosen waren
25 Tropfen der durch die Bakterien kupferirmer gewordenen Fliissig-
keit notwendig. Es war somit ein Viertel des urspriinglichen Kupfer-
gehaltes der Losung verschwunden, bzw. in der Kllﬁt\ll' festgelegt
ca. 0,7 mg Cu. .

Ich wiederholte den Versuch, und es ergab sich wieder, dass die
Losungen am andern Tag ihre Farbe in griin verindert hatten und
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eine Absorption des Kupfers eingetreteri war. Der Farbenvergleich
der beiden Dimethylglykokollkupferlosungen (Versuchsréhrchen und
Kontrolle) zeigte gleiche Intensitit, wenn man die Kontrollssung mit
dem gleichen Volumen Wasser verdiinnte:

5H 4 5H,0 = 5H -+ The.

Dasselbe Verhiltnis ergab die Priifung mit Ferrozyankalium-
losung: bei gleicher Tropfenzahl musste die Kontrolle mit ebensoviel
Wasser verdiinnt werden, um die Reaktionsfarbe des die Versuchs-
fliissigkeit enthaltenden Rohrchens zu erreichen:

20 H,0 + 12H Kontrolle = 10H,0 - 12 H Tbe.

In den 30 ccm Fliissigkeit, die den Bakterien zur Verfiigung ge-
standen hatten, waren 3 mg Kupfer enthalten, davon wurde die
Hilfte, also 1,5 mg von der Kultur, d. h. von den Bakterien
und dem Nihrboden gebunden.

Die Konzentration der Kupferchloridlésung war in diesem
Falle 1:37000 gewesen. Der Farbenvergleich der Losungen — Kontrolle

und Versuch — ergaben gleiche Intensitit, wenn von der Kontroll-
l16sung /s, von der Versuchslosung 3/5 in 10 ccm Wasser eingetragen
wurde :

10 H,0 + /5 CuCly Kontrolle = 10 H,0 + 5/5 CuCl, Tbc.
Nihrboden und Tuberkelbazillen hatten somit 4/s des in der Kupfer-
chloridlésung urspriinglich vorhandenen Kupfers absorbiert.

Aber auch schon der Nihrboden allein hatte einen Teil Kupfer
verschluckt, der sich nach der Ferrozyankaliumreaktion als die Hilfte
des Kupfergehaltes der Kontrolle bestimmen liess. Es entfillt dem-
nach auf die Absorption durch die Bakterien nicht 4/5 sondern
8/10—5/10 = 8/10 des Gesamtkupfergehaltes. Bei einer 37%o00 Kupfer-
losung, so wie sie hier verwendet wurde, enthalten 30 ccm 0,011 mg
Kupfer, 3/10 von dieser Menge wiiren 3,3 mg. Die Kultur hatte unter
der 4mal stirker konzentrierten Kupferlosung von Kupferchlorid
etwa doppelt soviel Kupfer aufgenommen als in der H-Losung mit
einem Viertel des Kupfergehaltes. :

Der Versuch wurde mit denselben Kulturen nochmals wiederholt,
um zu sehen, ob sie imstande waren, noch weitere Kupfermengen zu
fixieren. Nach etwa 18 Stunden war die Losung von Dimethylglykokoll-
kupfer fast ganz entfiarbt, es hatte somit noch weiter Kupferaufnahme
stattgefunden, die Kupferchloridlésung war weniger stark verindert.
Nach weiteren 24 Stunden (am 19. L) priifte ich die Kupferauf-
nahme mit Ferrozyankalium. Es zeigte sich, dass 8 ccm der ent-
firbten Versuchsfliissigkeit des Dimethylglykokollkupfers ebensoviel
Kupfer enthielten wie 5 ccm der Nahrbodenkontrolle und wie 3 ccm
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der Kontrolle ohne Nihrboden. Bei der Kupferchloridljsung war
kaum ein Unterschied wahrnehmbar, hier war keine weitere Kupfer-
speicherung zu beobachten. Berechnen wir die von der Kultur in-
der H-Losung jetzt wieder aufgenommene Kupfermenge, so finden
wir, dass diese 8 ccm Versuchsfliissigkeit ebensoviel Kupfer enthalten
wie 3 ccm Kontrollfliissigkeit = 0,3 mg. Der Kupfergehalt von 8 ccm
der verwendeten Losung war vor dem Versuch 0,8 mg, es sind also
aus 8 ccm verschwunden = 0,5 mg Kupfer. Auf 30 ccm Versuchs-
fliissigkeit berechnet, wiirde dies einer Kupferabsorption von 2,0 mg
entsprechen. Da aber, in derselben Weise berechnet, die Nihrboden-
kontrolle 1,2 mg Kupferverlust durch Fixierung im Nihrboden er-
litten hat, so fallen auf die Bakterien nur 2,0 — 1,2 = 0,8 mg.

Wenn wir die wihrend der verschiedenen Tage aufgenommenen
Kupfermengen zusammenrechnen, so beliuft sich die Gesamtmenge
fir die mit Dimethylglykokollkupfer iiberschichtete Kultur auf
ca. 8,8, die von der Kupferchloridkultur auf 4,0 mg Kupfer.
Das Gewicht der Tuberkelbazillen war bei den beiden Kulturen 23 mg
= Bakterien der H-Kultur und 3% mg = Bakterien der CuCl,-
Kultur. Die Bakterien der U,-Kultur wogen 41 mg.

Es schien mir von Wichtigkeit, festzustellen, ob nur die nach
aussen gelegenen Tuberkelbazillen Kupfer aufgenommen und von dem
Kupfer geschidigt worden waren, oder ob die Kupferljsung auch in
das Innere der grossten Kolonien eingedrungen war. Zu diesem
Zweck verbrachte ich die von der Kultur abgenommenen Kolonien
in destilliertes Wasser und dann in eine Losung von Ferrozyankalium.
Die vorher griinen Kolonien fiarbten sich alsbald roétlich. Nach
mehreren Stunden, wenn angenommen werden konnte, dass die Lisung
den Bakterienkomplex durchdrungen hatte, wurden die Kolonien wieder
abgewaschen und auf einem Objekttriger zerdriickt und nach dem
Trocknen unter Ol untersucht. Es ergab sich, dass die Rotfirbung
bis in das Innerste der Kolonien hineinreichte. Die Bakterien waren
als stark lichtbrechende, geblihte, zu krustenartigen Verbinden
zusammengelagerte Stibchen zu erkennen, daneben fanden sich fast
strukturlose, heller gelbgefirbte Massen, die durch eine meist sehr un-
deutliche, bei starker Abblendung sichtbare feine Strichelung ihre
Zusammensetzung aus Bakterien erkennen liessen.

Wurden die Priparate nach Ziehl gefiirbt, so blieben die Bak-
terienkrusten gelb, wihrend die vorher heller gelb erscheinenden
Massen sich grosstenteils diffus rot firbten, sich somit als siiurefest
erwiesen und in ihrem Innern auch noch allerdings sehr diinne aber
siiurefeste Stibchen erkennen liessen. Die Bakterien waren somit
in ihrer morphologischen Beschaffenheit auch im Innern der Kolonien
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verindert. Der Grad der Verinderung war aussen grisser als innen,
was auch selbstverstindlich ist. So bedeckten z. B. die gelben
Krusten, in denen die Bakterien ihre Sdurefestigkeit verloren hatten,
die Aussenseiten der Kolonien, wihrend deren Zentrum noch Rot-
farbung festhielt.

Am griindlichsten war die Zerstorung der Bakterien in der
Kupferchloridkultur, wo eine vierfache Kupferkonzentration eingewirkt
hatte. Die deutlichsten Bakterienfirbungen ergaben die unter Lekutyl
gestandenen Kulturen, bet denen ich die Kupferlisung nicht ge-
wechselt hatte, denen also geringere Kupfermengen zur Verfiigung
standen. Aber auch da waren die noch fiarbbaren Bakterien in Kérn-
chen zerfallen.

Wieweit die Bakterien in den verschiedenen unter Kupfer und
Methylenblau gestandenen Kulturen noch lebensfihig und virulent
waren, habe ich durch die spiter mitgeteilten Tierversuche ent-
schieden. Eine Vergrosserung der Kolonien, d. h. ein Weiterwachsen
der Bakterien in der Kultur selbst, habe ich nicht beobachtet
und es war dies auch nicht zu erwarten, da die Nihrboden sowohl
Methylenblau wie auch Kupfer aufgenommen hatten und die Tuberkel-
bazillen, wie wir aus den folgenden Ausfithrungen ersehen werden,
gegen die geringsten Spuren von Methylenblau und Kupfer im Nihr-
boden sehr empfindlich sind.

Kultur-Versuche auf Methylenblau- und Kupfersalzen ver-
setzten Niihrboden. (Taf. I—XIIL)

' Durch eine dritte Serie von Versuchen sollte festgestellt werden,
bis zu welcher Verdiinnung die bisher in wisseriger Losung erprobten
Kupfer- und Methylenblaupriparate auf das Wachstum des Tuberkel-
bazillus entwickelungshemmend einwirken, wenn sie dem kiinstlichen
Nihrboden zugesetzt werden. Ich habe zu diesem Zweck verschiedene
Versuchsreihen mit festen Nihrboden gemacht, denen ich die be-
treffenden Substanzen in der bestimmten Verdiinnung beimischte.
Der Erfolg dieser Experimente ist aus den Tafeln II—VI zu ersehen.

Bei diesen Versuchen bediente ich mich des gew6hnlich fiir die
Kultur von Tuberkelbazillen beniitzten eiweisshaltigen Glyzerinagar-
Nahrbodens. Dem in die Roéhrchen abgefiillten Néhrboden wurden
vor dem Erstarren die zu priifenden Substanzen in sterilisierter
Losung oder Emulsion in gleichem Volumen zugesetzt. Es musste
dabei besonders darauf geachtet werden, dass die das Priparat ent-
haltende Fliissigkeit und der Nihrboden gleichmissig gemischt
wurden, was sich durch kreisformiges Schwenken der gefiillten
Rohrchen erreichen liess. Ich habe mit Absicht keinen fliissigen und
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keinen eiweissfreien Nihrboden zum Versuch genommen, weil ich die
Verhiltnisse im Organismus so weit wie mdglich kopieren wollte, wo
der Tuberkelbazillus auch genétigt ist, das Kupfer oder das Methylen-
blau aus seinen in dem Zellsaft der befallenen Herde enthaltenen
Verbindungen zu entnehmen.

Die erstarrten Nihrboden wurden nach 24stiindigem Stehen im
Brutschrank mit einem, mir von Exzellenz Ehrlich iiberlassenen bisher
auf Bouillon geziichteten Tuberkelbazillenstamm Typus humanus
geimpft, den ich auch zu Infektionsversuchen am Meerschweinchen ver-
wendet bhatte. Der Stamm zeigte auf dem zu den Versuchen gebrauchten
Glyzerinagarnihrboden ein sehr schnelles und iippiges Wachstum.

Die Bazillen wurden auf der schrig erstarrten Néhrbodenfliche
mit der Platindse in diinner Schicht ausgestrichen, ausserdem ver-
brachte ich aber auch einzelne grissere Kulturstiickchen auf die
Agarfliche, um zu sehen ob die entwickelungshemmende Wirkung sich
auch auf Tuberkelmassen geltend machte, wo nicht jeder Bazillus in
unmittelbare Beriihrung mit dem Nihrboden und mit dem in ihm
gelosten Salze kam. Ich dachte auch, dass es moglich sein wiirde
bei den grosseren gut sichtbaren Bazillenhdufchen etwaige Verfir-
bungen, die durch Ansammeln von Kupfer und Methylenblau entstehen
konnten, genau verfolgen zu kinnen und eventuell auch Anhaltspunkte
iiber die morphologischen Verinderungen der Bakterien unter dem
Einfluss der Nihrbodengifte zu erhalten:

Die Ergebnisse dieser Versuche sind die folgenden:

Versuch 1. Den Nihrbiéden war zugesetzt:

Substanz: Verdiinnang:
Jodmetbylenblau = Jmbl 2:1000 — 2: 1000000,
Zimtkupferlezithin = U, 1:1000—1: 1000000,
{ Jmbl2:1000 —2: 10000000}
R Us + Jmbl ' Cul:1000—1:10000000
Kupferchloridlezithin =U, 1:1000—1: 1000000,
Kupferchlorid

Jmbl 2:1000 —2: 1 000
. . Ui+ Jmbl { et 1000 1. 1000000
Dymethylamidoessigsaures Kupfer =H - 1:1000—1: 1000 000.
Mit jeder Verdiinnung waren zwei Rohrchen beschickt worden,

5 Rohrchen mit normalem Nihrboden dienten als Kontrollen. Geimpft
wurden die Rohrchen am 27. August 1912. Am 7. IX., nach 11 Tagen
war bei den Kontrollen beginnendes Wachstum zu sehen, auch die
auf den Nihrboden iibertragenen Bakterienhiufchen hatten sich ver-
grossert und ihre normale Firbung behalten. Von den Versuchs-
rohrchen machten mir die beiden Verdiinnungen

1:10000000 U,

2:10000000 Jmbl
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18 Prof. Dr. Griifin von Linden, [18

den Eindruck, als ob auch hier die Bakterien sich auf der Fliche
des Niahrbodens vermehrt hitten. Die griosseren Bakterienhiufchen
waren rotgelb verfirbt und sahen weniger lebensfihig aus.

Am 5. Oktober waren die Kontrollen iippig gewachsen, ebenso
die heiden Roéhrchen CuCly 1:1000000 und in den mit H versetzten
Niahrboden waren auf der Verdiinnung 1:100000 und 1:1000000
in je einem Rohrchen verschiedene von den Bakterienhdufchen zu
iippigen Kolonien herangewachsen. Die beiden anderen Rohrchen
waren steril geblieben. Dasselbe Resultat war am 15. Nov. zu kon-
statieren,

Es hatte sich also ergeben:
Kein Wachstum oder friithesten Wachstumsstillstand:
bei: Jmbl 2:1000 —2: 1000000
U, 4 Jmbl {1:1000—1:10000000}=Cu

2:1000 — 2: 10000000 ) = Jmbl
» U 1:1000 —1: 1000000
s Uy 1:1000—1: 1000000
» CuClg 1:1000—1: 100000
, H 1:1000—1:  10000.

Spiatesaber dann iippiges Wachstum einzelner Kolonien:

bei: CuCly 1:1000000 beide Rohrchen
» H 1: 100000 ein Rohrchen, das andere steril,
, H 1:1000000 ein Rohrchen, das andere steril.

Von Anfang an normales und tippiges Wachstum:
bei: Kontrollen. '

Die Weiterimpfung der noch sichtbaren, aber nicht gewachsenen
Bakterienhdufchen auf normalen Nihrboden ergab:

bei: Us; Jmbl 1:1000000 kein Wachstum.
Die Weiterimpfung der gewachsenen Kolonien:
bei: H 1: 100000 kein Wachstum,
» H 1:1000000. schwaches Wachstum,
» CuCly 1:1000000 iippiges Wachstum.

Verschiedene Tiere wurden mit den nicht gewachsenen aber noch
sichtbaren Bakterienhiufchen in den Jodmethylenblau- und Kupferchlorid
Kulturen (Kupfergehalt: 1:100000) geimpft, aber ohne positiven Er-
folg, die Tiere sind gesund geblieben und haben auch keine ortlichen
Reaktionen gezeigt. Es ist also anzunehmen, dass die Bakterien
auch in den anderen Verdiinnungen von Jodmethylenblau und Kupfer-
lezithin, die kein Wachstum mehr zeigten, abgetotet waren. Von
hohem Interesse war die Beobachtung wie schnell die Bakterien Farb-
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19] Experimentalforschungen zur Chemotherapie der Tuberkulose etc. 19

stoff und Kupfersalz auch aus den grossen Verdiinnungen an sich
reissen.

Nach 4 Tagen waren die iiberimpften Tuberkelbazillenhdufchen
auf den Jodmethylenblaunéhrboden bis zu der Verdiinnung 1 : 100000
tiefblau gefirbt, obwohl die letzte Verdiinnung fiir das Auge kaum
gefiirbt erschien. In den Konzentrationen 1:1000000, in denen der
Nihrboden keine Spur Verfirbung erkennen lidsst, hoben sich die
Kolonien als deutlich graublau gefirbte Punkte ab.

Auf dem mit Kupfer gemischten Jodmethylenblaunihrboden
zeigten die Tuberkelbazillen in den Verdiinnungen 2: 10000 tiefblaue
in 2: 100000 braungraue, in 2:1000000 und 10000000 rotgelbe,
Firbung. In den hoheren Konzentrationen herrschte somit zuerst der
Farbenton des Methylenblaus, in den schwicheren Konzentrationen
der des Kupfers vor, bei lingerer Versuchsdauer. war das Umgekehrte
der Fall (Tafel II, Fig. 2—6). A

In den Kupferlezithinndhrbéden U; und U, wurden die Tuberkel-
bazillenhdufchen nach 4 Tagen in den Konzentrationen 1: 100000 bis
1: 1000000 braunnrot, in den stirker konzentrierten Kupfermischungen
blieben sie merkwiirdigerweise gelblich und nahmen erst viel spiiter briun-
liche Farbung an (Tafel II, Fig. 3). Dasselbe war auch bei den H- und
CuCl,-Nihrboden zu konstatieren, auch hier firbten sich die Bakterien-
haufchen in den schwachen Kupferkonzentrationen schon in den ersten
Tagen griinlich, in den stirkeren blieben sie zuerst gelblich. Die in
der Verdiinnung CuCl, 1:1000000 iippig wachsenden Kolonien waren
auch noch im November wie von einer griinen Patina iiberzogen, spiter
verloren dieselben zum Teil die griine Farbe und wurden gelblich wie
die Kolonien in den Kontrollkulturen. Man hatte den Eindruck, als
ob das Kupfer von den Bakterien allmihlich ausgeschieden wiirde
(Tafel I1I, Fig. 5—7). In Versuch 3 zeigen, wie wir noch sehen werden,
auch die durch Methylenblan gefirbten Kolonien in Verdiinnungen
1:15000000 ehe sie weiterwachsen Entfirbung (Tafel II, Fig. 5).

Durch die mikroskopische Untersuchung konnte festgestellt
werden, dass die auf Methylenblaunihrboden gewachsenen blauen
Kolonien vital gefirbte, zum Teil aus Reihen blauer Korner be-
stehende, Tuberkelbazillen enthielten (Tafel I, Fig. 2—4). Die Bakterien
machten einen stark gequollenen Eindruck und waren teilweise zu langen
kolbigen Fiaden geworden. Karbolfuchsin wurde von den so verinderten
Bakterien nur noch teilweise angenommen. Die mikroskopischen
Praparate solcher Bakterienhdufchen ergaben nach Ziehl ge-
firbt mehr oder weniger intensiv rote Schollen, in denen noch
Tuberkelbazillen von normaler Beschaffenheit als rotblaue Stib-
chen zu erkennen waren, und diese Schollen waren bedeckt von

2‘
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20 Prof. Dr. Griifin von Linden. 120

den blauen Bakterienmassen, die den Farbstoff aus dem Nihr-
boden in sich aufgespeichert hatten und reine Methylenblaufarbung
zeigten, oder da wo noch eine Aufnahme des Karbolfuchsins statt-
gefunden hatte, schmutzig lila erschienen:(Tafel I, Fig. 1 u. 5). Die Farb-
stoffansammlung durch die Bakterien war in den Nihrbéden mit konzen-
trierterem Farbstoftgehalt grosser als in den Nihrbéden, in denen weniger
Methylenblau enthalten war, auch die Verinderung der Bakterien
war in hiberen Farbstoffkonzentrationen grisser als in weniger hohen.
Trotzdem hatten sich die Bakterien in den Verdiinnungen von
2:1000000 ebenfalls intensiv blau gefirbt, es waren nur weniger
Bakterien-Kolonien, die in den hohen Verdiinnungen diese Farbstoff-
ansammlung zeigten.

Die auf Kupfernihrbiden gewachsenen rotgelb oder braunrot ver-
farbten Tuberkelbazillenhdufchen erscheinen unter dem Mikroskop bei
schwacher Vergrisserung als kristalldrusenibnliche Gebilde von griinerbis
braungriiner Farbung (Tafel I, Fig. 6). Im Ausstrich und mit der Immer-
sion betrachtet losen sich die griin bis braungriin gefirbten strahligen
Massen in griinlich schimmernde, braun gekornelte Bakterien auf.
Es macht den Eindruck, als ob das in dem Nihrboden enthaltene
Kupfer zuerst in den Mantel der Bakterien eintreten und hier geldst
den Bakterien eine diffuse griine Farbung verleihen wiirde, um spiter
in den Bakterienleib einzudringen und hier zu brauan gefirbten Nieder-
schligen reduziert zu werden.

Noch mehr als auf den Methylenblaunihrboden verlieren die
Bakterien auf den kupferhaltigen ihre spezifische Firbbarkeit. Es
werden die Bakterien namentlich auf den mit Kupferlezithin-
salzen versetzten Nihrboden in grosser Zahl aufgelost, so dass
schliesslich eine zusammenfliessende nach Ziehl noch farbbare Masse
(aufgeloste Wachsmiintel ?) zuriickbleibt, in der noch in Reihen an-
geordnete, braune Kérnchen zu erkennen sind.

Bleiben die Bakterienhdufchen lingere Zeit — 2 Monate — auf
dem kupferhaltigen Niahrboden, so werden dieselben vollkommen zer-
stort und in eine schmierige aus griin gefirbten Tropfen bestehende
Masse verwandelt (Tafel I, Fig 9—10). Nach Zusatz von Ferrozyan-
kalium zeigen diese Tropfen ausgesprochene Kupferreaktion. Dieselbe
Reaktion ergibt sich auch bei den frisch gefirbten, nur kurze Zeit auf
kupferhaltigem Nihrboden gewachsenen Kolonien.

Versuch 2. Derselbe Versuch wurde am 20. IX. 1912 mit den-
selben Mitteln in verschiedener Kombination wiederholt. Dieser Ver-
such ist insofern missgliickt, als durch ein Versehen die Zusatzfliissig-
keiten nicht geniigend sterilisiert worden waren und die Rohrchen
unmittelbar nach dem Erstarren der zu priifenden Nihrboden beimpft
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21] Experimentalforschungen zur Chemotherapie der Tuberkulose etc. 21

worden sind. Es kam auf den meisten Rohrchen eine iippige Flora
von Spaltpilzen und Schimmelpilzen zur Entwickelung. Ganz ver-
loren war aber auch dieser Versuch nicht, denn es ergab sich aus
demselben, dass die entwickelungshemmende Wirkung der
Kupfer- und Methylenblaupriaparate auf die Tuberkel-
bazillen eine sehr viel stirkere ist als auf andere
Spaltpilze und auf Schimmelpilze. Ferner zeigte  sich,
dass, trotz der Anwesenheit unzihliger Kolonien anderer Bakterien,
die Tuberkelbazillen Farbstoff und Kupfer gerade so in sich auf-
speicherten, wie in nicht verunreinigten Nihrboden. Von dem dichten
Bakterieniiberzug hoben sich auch hier die Tuberkelbazillenhdufchen als
blau oder braunrot bis braungriin gefirbte Kolonien ab (Tafel I, Fig. 1),
wahrend bei den Verunreinigungen in der Regel keine Speicherung von
Farbstoff oder Kupfer beobachtet werden konnte, nur bei einzelnen Kolo-
nien war auf methylenblauhaltigen Ndhrboden eine griinlichblaue diffuse
Verfiarbung eingetreten. Bei den Tuberkelbazillen war in den stirkeren
Jodmethylenblaukonzentrationen in diesem Versuch bereits nach
24 Stunden eine intensive Blaufirbung wahrzunehmen. Die Blaufirbung
auf kupferhaltigen Nihrboden trat auch in den Kulturen mit geringem
Kupfergehalt 1:1000000 frither ein als in den kupferreicheren.

Als wachstumshemmend erwiesen sich Methylenblau und Kupfer
fir die Tuberkelbazillen und die Verunreinigungen in folgenden Ver-
diinnungen.

Priiparat: Hemnt die Entwickelung von Verunreinigungen:
Tuberkelbazillen :
U; -+ Jmbl 1:1000—1: 1000000 1:1000—1: 100000,
H -+ Jmbl 1:1000—1:1000000 1:1000--1: 100000 Schimmel wiichst,
H 1:1000—1: 100000 1:1000 Schimmel wiichst,
CuCly 1:1000—1: 100000 1:1000

CuCl; + Jmbl 1:1000—1: 100000 1:1000 Schimmel wiichst.

Dieser unbeabsichtigte Versuch hat somit gezeigt, dass die
Tuberkelbazillen eine viel hohere Affinitit zu Kupfer
und Methylenblau besitzen als andere Bakterien und
deshalb auch in hoherem Masse durch diese Substanzen
geschidigt werden.

Versuch 3. Am 28. XI. 1912 wiederholte ich den Versuch mit
denselben Priparaten, aber etwas anderen Verdiinnungen (Tafel IV—VI):

Uz + Jmbl 1:15000—1 : 15000000,

CuCl, 4 1:15000—1 : 15000000,
CuCly 4 Jmbl 1:15000—1 : 15000000,
H 1:15000—1 : 15000000,
H 4 Jmbl 1:15000—1 : 15000000.
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Bereits nach 24 Stunden zeigten sich die Bakterien in den methylen-
blauhaltigen Rohrchen griinlich bis blau gefirbt und nach 48 Stunden
war die Firbung eine ganz intensive. Selbst in den Verdiinnungen 1 : 15
Millionen, wo der Nihrboden keine Spur von Blaufirbung zeigte, hoben
sich die Bakterienhdufchen nach wenigen Tagen wie kleine blaue Tiirkise
von der gelben Niahrbodenfliche ab (Tafel 3, Fig. 4; Tafel 1I, Fig. 4—6).
Am Rand der Bakterienhiufchen, da wo sie mit dem Nihrboden in un-
mittelbarer Berithrung standen, war nach den ersten 24 Stunden auch
bereits die erste Kupferfirbung zu boobachten. Diese Randpartien
der Kolonien zeigten einen rétlichen oder braungriinen Farbenton,
und die Bakterien liessen unter dem Mikroskop braunrote bis schwarz-
braune Kornchen in ihrem Innern erkennen, sie gaben Kupferreaktion.
Die morphologischen Verinderungen, die die Bakterien auf den ver-
schiedenen Nahrboden durch die Einwirkung der aufgenommenen
Salze erlitten, waren in diesem Versuche dieselben, wie sie bereits im
ersten beschrieben worden sind. Verfirbung und Verinderung der
Bakterienmassen waren proportional der dem Nihrboden zugesetzten
und von den Bakterien aufgenommenen Kupfer- und Methylenblau-
Mengen. Auch die Wachstumshemmung wuchs mit der Konzentration
der den Nihrbiden zugesetzten Substanzen. Wie aus den Bildern Tafel IV
bis VI zu ersehen ist, hemmen simtliche Priiparate das Bakterienwachs-
tum bis zu einer Verdiinnung des Kupfers von 1: 1500000, und zwar so,
dass die auf dem Nihrboden ausgestrichenen Bakterien, die die hem-
menden Substanzen zuerst aufnehmen, nicht zur Entwickelung kommen.
Die grisseren auf den Ndhrboden iiberimpften Bakterienhaufen zeigen
bei 1 : 1500000 noch keinen villigen Wachstumsstillstand. Die stéirkste
hemmende Wirkung zeigte in diesem Versuch H und Uz -+ Jmb],
weniger stark wirkten H -4 Jmbl und CuCl,. CuCly .+ Jmbl unter-
schied sich nicht wesentlich von der Kupferchloridwirkung.

Tierversuche mit abgeschwiichten Tuberkelbazillen.
Abschwiichung durch Methylenblau. (Tafel VII—X\)

Wirkung kleinster Mengen von Methylenblau auf Tuberkelbazillen-
Aufschwemmungen.

1 mg Tuberkelbazillen werden in 1,5 ccm einer Methylenblau-
losung von der Verdiinnung 1:30000 aufgeschwemmt und verbleiben
21/» Stunden bei 37° in der Farblosung. In der Losung waren enthalten
0,045 g Methylenblau medicinale. Die Bakterien setzten sich
zu Boden, die iiberstehende Fliissigkeit wurde abgesaugt, die Bakterien
mit physiologischer Kochsalzlosung nachgewaschen und einem Meer-
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schweinchen unter die Bauchhaut eingespritzt. Ein zweites Tier wird
in der gleichen Weise infiziert. Ein drittes Meerschweinchen wird mit
Tuberkelbazillen infiziert, die 19 Stunden, ein viertes mit solchen, die
42 Stunden in der Farblosung waren. Zur Kontrolle werden zwei
Meerschweinchen mit den gleichen Mengen unbehandelter Tuberkel-
bazillen infiziert.

Es ergab sich, dass bei allen Versuchstieren mit Ausnahme eines
einzigen, dem nach 19 Stunden infizierten, das nach wenigen Tagen
einer Diplokokkensepsis erlag, die Tuberkulose ausbrach und im Ver-
lauf von drei Monaten zum Tode fithrte. Die Farbstoffmenge
von 0,045 mg Methylenblau hatte somit nicht geniigt, um
1 mg Tuberkelbazillen abzutéten.

Wirkung griésserer Mengen reduzierten Methylenblaus auf Tuberkel-
bazillenaufschwemmungen.

Eine 2%ige Losung von Methylenblau medicinale wird mit
Ferrum reductum versetzt und erwiirmt, die blane Lésung entfirbt
sich und wird durch einen Tropfen Olivendl vom Luftzutritt abge-
schlossen, die Lisung bleibt farblos. Zu 2 ccm einer Tuberkelbazillen-
aufschwemmung, enthaltend 1 mg Tuberkelbazillen, wird 1 ccm’ der
reduzierten Methylenblaulosung zugesetzt. In der Losung befinden
sich 20 mg Methylenblau als Leukoverbindung, und 1 mg Tuberkel-
bazillen. Die Fliissigkeit bleibt auch nach dem Ubertragen in die
Bakterienaufschwemmung entfirbt, dagegen firben sich die Bakterien
blaulich. Nach 24 und nach 48 Stunden wurden zwei Meerschwein-
chen mit !/2 mg Tuberkelbazillen geimpft. Eines der Impftiere starb
wenige Tage nach der Infektion an Diplokokkenseuche. Es zeigte
weder ein Iofiltrat an der Infektionsstelle noch sonstige tuberkuldse
Verinderungen. Bei dem zweiten Meerschweinchen blieb die In-
fektionsstelle ebenfalls reaktionslos, es bildete sich kein Infiltrat und
kein Abszess, auch die Inguinaldriisen schwollen nicht an, das Tier
entwickelte sich ganz normal, ohne Krankheitserscheinungen zu zeigen.
In den ersten 14 Tagen nach der Impfung trat ein Gewichtsabfall
ein, auf den in der Folgezeit regelmissige Gewichtszunahmen zu ver-
zeichnen waren, .die denen gesunder Tiere entsprachen.

Als nach % Jahren sich noch keinerlei Krankheitssymptome
bemerkbar machten, wurde das Meerschweinchen zm einem anderen
Versuch verwendet (2. XI. 1912). Da es sich bei der Infektion dieser
beiden Tiere um denselben Bazillenstamm gehandelt hat, der im
ersten Versuch zu einer todlich verlaufenden Erkrankung fiihrte (vgl.
ersten Versuch), so kann angenommen werden, dass die Tuberkel-
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bazillen in diesem Falle durch die grosseren Mengen
Methylenblau, die in reduziertem Zustand inder Lésung
enthalten waren, abgetiotet oder doch so stark abge-
schwicht worden sind, dass eine Weiterentwickelung
der Krankheitserreger im Kérper des Meerschweinchens
nicht mehr méglich war.

Wirkung kleiner Mengen von Jodmethylenblau bei {'berschichtung
kriiftig gewachsener Tuberkelbazillenkulturen und langer Ein.
wirkungsdauer.

Versuch vom 16.1. 1914: Zwei gut gewachsene Tuberkelbazillen-
kulturen, Stamm Ehrlich, 1 bzw. 5 Monate alt, werden an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen mit 30 ccm einer Jodmethylenblaulésung
von 1:100000, am dritten Tag mit gleichen Mengen einer 1:10000
konzentrierten Farbstofflosung itberschichtet. Vor dem Zugiessen
frischer Losung bleiben die Kulturen mehrere Stunden im Wirme-
schrank, um den Luftzutritt nicht zu lange abzuschneiden. Die
Losung 1:10000 bleibt vom 19.1. bis 4. II. auf den Kulturen stehen,
wird aber wiederholt abgegossen, um den Bakterien die Sauerstoff-
aufmahme zu ermoglichen. Die Kulturen befinden sich wihrend des
ganzen Versuches bei 37°. (Vgl. S. Tff)

Es wurden den Bakterien wihrend der ganzen Vorbehandlung
36 mg Farbstoff zugefiihrt, und man konnte an der Entfirbung der
Fliissigkeit und der Blaufirbung der Bakterien erkennen, dass diese
einen Teil des Farbstoffes aufgenommen hatten. Durch Farbenver-
gleichung konnte festgestellt werden, dass von der é&lteren Kultur,
deren Bakteriengewicht ca. 20 mg betrug, annahernd 8 mg Farbstoff
festgehalten worden war, von der jiingeren Kultur mit 8 mg Bakterien
nur ca. 1,8 mg. Auf 1 mg Bakterien gerechnet, hatte die iltere
Kultur 0,4, die jingere 0,2 mg Jodmethylenblau aufgenommen. Nach
14 Tagen wurde die Farbstofflosung endgiiltig von den Kulturen ab-
gegossen und diese wieder 6 Wochen in den Thermostaten verbracht,
um zu sehen, ob eine Weiterentwickelung der Bakterienkolonien
stattfinde. Als nach Ablauf dieser Zeit eine Vergrisserung der
Kolonien scheinbar nicht stattgefunden hatte, iiberimpfte ich 1 mg
Tuberkelbazillen von beiden Kulturen auf zwei Meerschweinchen. Es
trat nach den ersten Tagen an der Impfstelle eine lokale Schwellung
auf, die aber bald vollig resorbiert warde und keine Geschwiirsbildung
zur Folge hatte. Auch die Inguinaldriisen schwollen nicht an. Eines
der Tiere ist noch in Beobachtung, das andere wurde nach abge-
laufener Inkubationszeit zu anderen Versuchen verwendet. Nach
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diesem Experiment zu urteilen, waren die mit stark ver-
dinnten Jodmethylenblaulésungen iiberschichteten, mit
ihren Nihrbéden in Verbindung gebliebenen Tuberkel-
bazillenkulturen soweit abgeschwicht, dass ihre Uber-
impfung auf Meerschweinchen zu keiner Erkrankung
mehr fiihrte.

Wirkung sehr kleiner Methylenblaumengen, wenn sie dem Niihr-
boden von Tuberkelbazillen zugesetzt werden.

5 ccm einer Jodmethylenblaulosung von der Konzentration 1 : 5000
werden 5 ccm Glyzerinagarnihrboden zugesetzt. Der Nihrboden ent-
halt 1 mg Farbstoff. Auf diesen Nihrboden werden ca. 2 mg Tuberkel-
bazillen iibertragen und diese teils fein ausgestrichen, teils in kleine
Hiufchen verteilt. Nach 4 Wochen, als keine Weiterentwickelung der
Bakterien stattgefunden hatte, wurde eines der grisseren, inzwischen
blau gefiirbten Bazillenhdufchen auf ein Meerschweinchen iiberimpft.
(16. XI. 12.) Die Impfstelle schwoll etwas an, es bildete sich aber
kein Abszess und nach drei Wochen war das anfangs entstandene
Infiltrat vollkommen resorbiert. Die Driisen in der Inguinal- und
Axillargegend auf der Infektionsseite schwollen nicht an, und nachdem
das Meerschweinchen nach einem halben Jahr Beobachtungszeit
keinerlei Krankheitssymptome zeigte, wurde es zu anderen Versuchen
verwendet. Das Tier befindet sich noch am Leben und ist
gesund.

Es ist aus diesen Versuchen zu schliessen, dass Methylen-
blau Tuberkelbazillen abzutéten vermag, einerlei ob
dieselben sich in feiner Verteilung in der Farbstoff-
l6sung befinden, in kompakten Massen in der Kultur
von der Farbstofflosung iiberschichtet werden oder auf
farbstoffhaltige Nahrbdden iibertragen sind. Es bedarf
wenn auch kleiner, so doch wigbarer Methylenblaumengen, um den
Tuberkelbazillus soweit zu schiadigen, dass er, wenn auf Meerschweinchen
iiberimpft, nicht zu tuberkultser Erkrankung fiihrt. Ist der Farbstoff
in grosser Verdinnung in der Losung enthalten, so muss die Ein-
wirkungszeit eine lingere sein, als bei konzentrierteren Losungen.
In der Farbstofficsung aufgeschwemmte Bakterien werden schneller
geschidigt als Bakterienkolonien. Am wirksamsten ist es, wenn
der Farbstoff dem Nahrboden zugesetzt wird, auf dem
sich die Bakterien entwickeln sollen.
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Wirkung klciner Kupfermengen auf in der Lisung aufgeschwemmte
Tuberkelbazillen,

a) Wiisserige Kupferlésungen.

Versuch vom 17. VII. 1911: mit schwach virulentem Bakterien-
stamm. 0,4 mg Tuberkelbazillen werden in 1 Tropfen einer 1%bigen
Kupferchloridlosung fein verteilt; in der Losung sind 0,18 mg Kupfer
enthalten. Die Bakterien bleiben wihrend 1 Stunde in der Losung.
Die gleiche Bakterienmenge bleibt 24 Stunden in einer gleich kon-
zentrierten Kupferlosung. Zwei Meerschweinchen werden, das erste
nach einer, das zweite nach 24 Stunden mit den also vorbehandelten
Bakterien infiziert. Bei Versuchstier 1 (nach 1 Stunde geimpft)
entsteht an der Impfstelle ein Infiltrat (12. VIII. 1911). Dasselbe
wird nicht resorbiert, es bildet sich ein tuberkuldser Abszess, der
sich durch eine kleine Fisteloffnung nach aussen entleert. Der Ab-
szess reinigt sich und die Fistel verheilt nach 4 Monaten. Die In-
guinaldriisen schwellen auf der Infektionsseite bis zu Erbsengrosse
an (30. XII. 1911), bilden sich aber wieder zuriick, so dass sie schliess-
lich (1. IV. 1912) nicht mehr palpabel sind. Ein Jahr nach der In-
fektion (19. VIII. 1912) bilden sich beiderseits in der Inguinalgegend
starke Driisenpakete. Am 20. XII. 1912 abszediert die verheilt ge-
wesene Infektionsstelle von neuem und am 19. III. 1913 geht das
Tier infolge einer Ruptur eines Lebergefisses ein. Die Sektion er-
gibt: Verwachsungen der Haut mit den Bauchdecken an der Infektions-
stelle, vergrésserte, gelb-rotlichen Eiter enthaltende Inguinaldriisen
auf der Infektionsseite, vereinzelte frische Tuberkel auf der sonst
noch nicht makroskopisch verinderten Leber, zahireiche frische Tb.-
Herde auf der sonst lufthaltigen Lunge, etwas vergrisserte Milz eben
falls mit frischen Th.-Herden an der Oberfliche. Das Meerschwein-
chen ist an Verblutung zugrunde gegangen, alle Organe zeigen
aber frische, zum Teil ausgebreitete tuberkulése Herde.
Die einstiindige Vorbehandlung der Bakterien mit Kupferchloridlosung
hat somit nur dazu beigetragen, dass die Erkrankung sich sehr viel
langsamer entwickelte als bei den Kontrolltieren, die Bakterien
warendurch den einstiindigen Aufenthalt in einem Tropfen
1%iger Kupferchloridlésung nur abgeschwécht und nicht
abgetotet.

Bei dem nach 24 Stunden infizierten Versuchstier bildete sich
an der Impfstelle eine Nekrose, die nach 8 Wochen (14. X. 1911)
vollkommen verheilt war. Die Inguinaldriise auf der Infektionssei*_ae
hatte sich zu einer flachen Bohne vergrissert. Spiter gingen die
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Driisen wieder etwas zuriick und waren schliesslich in ein so dickes
Fettpolster eingebettet, dass sie kaum noch gefiihlt werden konnten.
Bis Ende Miirz 1912 blieb das Tier vollkommen normal, um diese Zeit
erkrankte es an einer Stallseuche (Diplokokkeninfektion), der es am
9. IV. 1912 zum Opfer fiel. Bei der Sektion war die Infektionsstelle so
glatt verheilt, dass die Narbe nicht mehr aufgefunden werden konnte, die
vergrosserte Inguinaldriise war sklerotisiert, enthielt aber in ihrem
Zentrum noch etwas Eiter. Die inneren Organe liessen keiner-
lei tuberkulése Verinderungen erkennen. Die 24stiindige
Einwirkung des Kupferchlorids hatte demnach die Bak-
teriensoweitabgeschwicht, dassaussereinertuberkulés
verianderten Inguinaldriise, keine fErkrankung nachzu-
weisen war.

Weitere Versuche mit wisseriger Kupferlosung wurden mit einem
hochvirulenten Tuberkelbazilienstamm (Stamm Bern) am 27. IL. 12
aufgenommen.

Zweimal 0,25 mg Tuberkelbazillen werden je in einen halben cem
Kupferchloridlosung eingelegt und nach 5 bzw. 24 Stunden
je einem Meerschweinchen unter die Bauchhaut eingeimpft. Der
Kupfergehalt der Losung betrigt in jedem Glas 1,8 mg auf Kupfer
berechnet.

Nach vier Tagen entstand bei beiden Versuchstieren an der
Impfstelle ein kleines Infiltrat, das sich bis zum 19. III. 12 nur
wenig vergriosserte, dann aber erweichte und den Eiter nach aussen
entleerte. Es bildete sich iiber der Fisteloffnung ein Schorf, unter
dem Eiterung bestehen blieb. Die Inguinaldriisen vergrosserten sich
beiderseits nur wenig, sie waren von der Grdsse kieiner Linsen. 14
Tage nach der Infektion setzte kontinuierliches Fieber ein, das bis.
kurz vor dem Tod des einen Tieres, der am 7. Mai, 10 Wochen
nach der Infektion erfolgte, bestehen blieb. Die Temperaturen be-
wegten sich zwischen 39,7 und 40,2°. Die Gewichtskurve war bei
beiden Tieren von Anfang an eine sehr schlechte. Bei dem nach
finf Stunden infizierten Meerschweinchen fiel das. Kérpergewicht so-
fort ab, bei dem nach 24 Stunden geimpften war in den ersten
Wochen eine kleine Gewichtszunahme zu verzeichnen, von der dritten
Woche an nahm aber auch hier das Gewicht langsam ab.

Der Tod trat bei dem nach fiinf Stunden geimpften Meerschwein-
chen nach 8 Wochen, bei dem andern nach 10 Wochen ein. Bei

beiden ergab die Sektion tuberkulése Verinderungen in
Leber, Lunge und besonders in der Milz, die bei dem nach
finf Stunden geimpften Tiere zu miliarer Ausbreitung neigten. Von
den Kontrolltieren unterschieden sich diese Meerschweinchen nicht
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im klinischen Verlauf der Erkrankung, wohl aber in den Verinde-
rungen der Organe, die bei beiden Kontrollen mit Miliartuberkel
besit und durchsetzt waren, wihrend die mit den vorbehandelten
Bakterien geimpften Meerschweinchen weniger ausgebreitete Krankbeits-
herde zeigten.

Bei einem zweiten Versuch verwendete ich statt dieser Kupfer-
chloridlosung eine solche von Kupfernatrium-Tartrat. Die
Tuberkelbazillen blieben wie im ersten Versuch 5 bzw. 24 Stunden
in der Losung und wurden nach dieser Zeit auf zwei Meerschweinchen
iiberimpft. Beide Tiere erkrankten an Tuberkulose, aber der Ver-
lauf der Erkrankung und der Organbefund liessen, wenigstens bei
dem nach 24 Stunden geimpften Meerschweinchen, eine deutliche Ab-
schwichung der Bakterien erkennen. Bei beiden Tieren bildete sich
an der Infektionsstelle ein tuberkuloser Abszess, der sich bei dem
nach 24 Stunden infizierten Tiere entleerte und ausgesprochene Heilungs-
tendenz zeigte. Unter dem Schorf, der sich iiber der gereinigten
Abszesshohle bildete, ging der Eiterungsprozess nicht weiter. Die In-
guinaldriisen schwollen bis zu der Grosse kleiner Erbsen an. Die
Kirpertemperatur blieb bei diesem Tier eine Woche linger normal,
als bei den Kontrollen und den Tieren aus dem Kupferchloridver-
such. Am 18. Mirz 1912 setzten plotzlich Fiebertemperaturen ein,
die bis zum Tod des Tieres, der nach weiteren drei Wochen erfolgte,
bestehen blieben, und bis zu 41 Grad anstiegen. Die Sektion des
Meerschweinchens ergab als unmittelbare Todesursache Peritonitis
infolge einer Diplokokkeninfektion, die Bauchorgane zeigten
fibrinosen Belag, in dem die Diplokokken in Reinkulturen enthalten
waren. Die tuberkuldosen Verinderungen der Organe waren nur wenig
ausgedehnt. Auf der Lunge befanden sich ganz vereinzelte Tuber-
kelknotchen, auf Leber und Milz fehlten dieselben an der Oberfliche,
im Ausstrich der Organe liessen sich aber mikroskopisch vereinzelte
Tuberkelbazillen nachweisen, so dass ein spiaterer Ausbruch der
Krankheit nicht ausgeschlossen gewesen wire. Die Leber war normal
gefirbt, weich'und hatte eine glatte Oberfliche. Die Milz war sehr
wenig vergrossert.

Die Erkrankung des nach 5 Stunden geimpften Meerschwein-
chens war sehr viel schwerer. Der Impfabszess hatte keine Neigung
zu verheilen; wihrend die kraterférmige Abszesséffnung sich mit
Schorf bedeckte, ging die Eiterung in den tieferen Schichten weiter.
In der Umgebung des Impfabszesses kam es zur Bildung neuer In-
filtrate. Vierzehn Tage nach der Infektion schwollen die Inguinal-
dritsen auf der Infektionsseite stark an und erreichten am 8. Mai,
sechs Wochen nach der Infektion, Walnussgriosse. Auf der anderen
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Seite waren die Driisen ebenfalls krankhaft verindert und etwa
bohnengross. Der Tod des Tieres erfolgte am 25. Mai, also drei
Monate nach der Infektion. Die Sektion ergab, dass wohl am Grund
des Impfabszesses Vernarbung eingetreten war, dass sich aber in der
Unterhaut oberhalb des Impfabszesses zahlreiche kleine Tuberkel-
knotchen neu gebildet hatten. Die Inguinaldriise der Impfseite war
erweicht und mit kisiger Masse erfiillt, die zufithrenden Gefissstringe
rechts und links mit Kniotchen besetzt, die Driisen der anderen Seite
enthielten ebenfalls Kéise, waren aber aussen sklerotisiert. In gleicher
Weise waren die Bronchial- und die Mesenterialdriisen veriindert.
Nicht weniger schwer waren die inneren Organe erkrankt. Das
Netz war dicht mit Tuberkelknotchen besetzt. Leber und Milz waren
vergrossert, die Leber von kornigem, Aussehen mit vereinzelten Tu-
berkelknotchen an der gelblichen Oberfliche, die griin gefleckt war.
Die Milz 4!/s cm lang, rotbraun mit gelben vorspringenden Herden,
an ihrer Oberfliche fanden sich vereinzelte frische Tuberkel. Die
Lunge in allen Teilen mit dlteren grosseren, vorspringenden, zusammen-
geflossenen tuberkulosen Herden besetzt. Beim Durchschneiden der
Lunge zeigte es sich, dass das Innere der griosseren Herde zerfallen,
dass Kavernen entstanden waren, eine Erscheinung, die beim Meer-
schweinchen selten beobachtet wird und auf einen chronischen Ver-
lauf der Erkrankung, wie er bei Infektionen mit weniger virulenten
Bakterien entsteht, hinweist. Die Kérpertemperatur dieses Tieres war
von Anfang an wenig konstant, von der dritten Woche nach der In-
fektion an stieg dieselbe im Mittel iiber 39° und erhob sich bis zum
Schluss allmihlich ansteigend im Mittel bis zu 40°. Es deutet auch
dieses allmihliche Steigen der Temperaturkurve aunf einen chronischen
Verlauf der Erkrankung hin.

Wir sehen aus diesen Versuchen, dass der 24stiindige Aufent-
halt dieser Tuberkelbazillen in Kupfernatrium-Tartrat-Losung die
Bakterien soweit zu schidigen vermochte, dass der Ausbruch der
Krankheit, wie der Organbefund der eingegangenen Tiere nach sechs
Wochen zeigte, zum mindesten hinausgeschoben war. Die kurze Ein-
wirkungszeit der Kupferlosung von fiinf Stunden zeigte sich indessen
nur insofern von Einfluss, als die Erkrankung dadurch einen mehr
chronischen Verlauf bekam, eine Verinderung der Bakterienvirulenz,
die ebenfalls als ein Ergebnis ihrer Abschwichung zu betrachten ist.

b) Olige Kupferemulsionen.

Die im folgenden mitgeteilten Versuche zeigen, dass die schidi-
gende Wirkung der Kupfersalze auf den Tuberkelbazillus weit grisser
ist, wenn sie statt in wisseriger Losung als Lezithinverbindung
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in 6liger Emulsion, speziell in Lebertran emulgiert in An-
wendung kommen. Auch die Bakterien des sehr virulenten Stammes,
mit dem die vorhergehenden Versuche ausgefiilhrt worden sind und
die durch wisserige Kupfersalz-Losungen nicht abgetttet wurden,
verloren in der Kupferlezithin-Lebertranemulsion nach
24 Stunden ihre Entwickelungsfihigkeit vollkommen.

Versuchsanordnung: In !/, ccm Zimtkupferlezithin-Leber-
tranemulsion von gleichem Kupfergehalt wie die wisserigen Kupfer-
losungen, wurden 0,25 mg Tuberkelbazillen des Berner Stammes ein-
gelegt und darin moglichst fein verteilt. Diese Bazillen wurden
nach 8 Stunden einem Meerschweinchen unter die Bauchhaut einge-
spritzt. Die gleiche Menge ebenso vorbehandelter Bakterien wurde
einem zweiten Meerschweinchen nach 24 Stunden eingeimpft. Bei
dem nach 5 Stunden geimpften Tier war in den ersten 8 Tagen
keinerlei Infiltrat an der Infektionsstelle zu beobachten, im Gegen-
satz zu den Kontrolltieren dieses YVersuches und den Meerschweinchen
der vorher beschriebenen Versuche. Erst in der zweiten Woche
nach der Infektion entstand eine strangférmige Schwellung, die sich
von der seitlich gelegenen Impfstelle bis in die Mitte des Bauches
ausdehnte. Dieser Strang bildete sich aber im Verlauf von vier
Wochen zuriick (1. IV. 12), so dass nar noch ein kleiner harter
Knoten die Stelle bezeichnete, wo die Infektion erfolgt war. Bis zum
1. IV. 12 waren auch die Inguinaldriisen normal geblieben. Im Laufe
des Monats April begannen die Driisen in der Inguinalgegend auf
der Infektionsseite zu schwellen, sie wurden etwa bohnengross und
es war damit erwiesen, dass die Bazillen des Impfmaterials nicht
ginzlich abgetiotet waren, sich im Kérper wieder vermehrt hatten und
voraussichtlich zu einer allgemeinen Tuberkulose fiihren wiirden. Auch
die Temperaturkurve bestitigte diese Annahme (Tafel VIII).. Bis zum
27. Mirz, somit vier Wochen nach der Infektion, war die Korper-
temperatur des Impftieres normal geblieben, von diesem Zeitpunkt an
stieg die Temperatur, die vorher im Mittel 39° nicht iiberschritten
hatte, sogar meist unter 39° geblieben war, auf 39.3°, einen Monat
spiter auf 39,5° im Mitte] mit einem Maximum bis zu 40° Aus
diesem sehr langsamen Ansteigen des Fiebers und der nicht sehr hohen
Maximaltemperatur war zu schliessen, dass die Infektion durch die
Vorbehandlung der Bakterien einen weniger akuten Charakter ange-
nommen hatte, das kontinuierliche Fieber zeigte aber auch, dass
die Allgemeinerkrankung im Fortschreiten begriffen war.

Das Tier ging 11 Wochen nach der Infektion an einer fibri-
nosen Peritonitis, die durch Diplokokken hervorgerufen war,
zugrunde. Bei der Sektion des Tieres stellte sich heraus, dass an
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der Infektionsstelle unter der Haut ein abgekapselter Kiseherd zuriick-
geblieben war, der sich von aussen als hartes Kndtchen anfiihlte.
Die Winde dieser kornig zerfallene, trockene Kiisemassen enthal-
tenden Tasche waren abgeleilt und der Inhalt des kleinen Abszesses
zum Teil resorbiert. Die bohnengrosse Inguinaldriise war ebenfalls
verkist, die der anderen Seite normal, wie auch die Axillar- und
Halsdriisen. Alle Bauchorgane waren mit einem dicken Fibrinbelag
belegt, in dem sich Diplokokken in Reinkuituren nachweisen liessen.
Leber und Milz waren vergrissert, wie es bei tuberkuloser Allgemein-
erkrankung die Regel ist, die Leber zeigte aber nur wenige gelb ver-
firbte Flecken am Rand, es war weder allgemeine Verfettung noch
ausgesprochene Bindegewebswucherung eingetreten, ihre Oberfliche
erschien glatt ohne frische Tuberkel. Die Milz war blaurot gefirbt
und hatte gelbe Flecken an ihrer Oberfliche, die tuberkulésen Ver-
anderungen dieses Organes waren ausgesprochener als in der Leber.
Die Lunge zeigte an ihrer Spitze mehrere glasige Knitchen, vereinzelte
braunliche Flecken auf den Unterlappen waren, als Reste kleiner
Blutungen, zuriickgeblieben. Trotzdem das Tier die Infektion mit
am lingsten iiberlebt batte, waren die tuberkulosen Verinderungen
sowohl lokal wie in den Driisen und Organen sehr viel geringfiigiger,
als bei allen bisher beschriebenen Tieren dieser Versuchsreihe.

Von iiberraschender Wirkung war der 24stiindige Aufenthalt
der Tuberkelbazillen in der Zimtkupferlezithin-Lebertranemulsion.
Das mit diesen Bakterien geimpfte Meerschweinchen zeigte an der
Infektionsseite selbst weder Infiltrat noch Abszess. 14 Tage nach
der Infektion war allerdings ein kleiner Abszess ein Finger breit
oberhalb der Infektionsstelle zu beobachten, der aber in keinem Zu-
sammenhang mit dieser stand und wahrscheinlich von einer Bissver-
letzung herriihrte. Gleichzeitig beobachtete man in der Mitte des
Bauches eine strangformige Schwellung, die sich ebensowenig nach
der Infektionsstelle verfolgen liess. Die Inguinal- und Axillardriisen
blieben auf beiden Seiten normal, wenigstens bis zum 8. VIII. An
diesem Tage beobachtete ich, dass sie auf Erbsengrosse angeschwollen
waren. Nach einer Einreibung mit Kupferlezithinsalbe wurden die
Driisen wieder normal und auch das Infiltrat in der Mitte des Bauches
hatte sich verloren. Von da an zeigte das Tier nicht die geringsten
Andeutungen einer tuberkulosen Erkrankung, es entwickelte sich be-
sonders kriftig. Im Mai 1913 erlag es nach einem Kampf mit
anderen Bocken infolge innerer Verblutung. Bei der Sektion war
nur noch an der Infektionsstelle ein kleiner bindegewebiger Strang
als Narbe sichtbar. Die Inguinaldriisen waren etwas vergrossert aber
vollig sklerotisiert. Keines der inneren Organe zeigte tuberkulose
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Verinderungen, auch keine abgeheilten tuberkulésen Herde (Tafel X). In
diesem Fall waren somit die Tuberkelbazillen durch den
24stiindigen Aufenthalt in der Kupferlezithin-Leber-
tranemulsion so stark geschidigt, dass sie im Organis-
mus des Tieres keine Allgemeinerkrankung mehr her-
bei fiihren konnten. Interessant ist bei diesem Versuchstiere
auch das Verhalten der Temperaturkurve, die mit dem Organbefund
durchaus iibereinstimmend war. Unmittelbar nach Uberimpfung der
Bakterien, machte sich eine kleine Temperatursteigerung bemerkbar,
die nach wenigen Tagen abgeklungen war, von da an fiel die Tem-
peratur, so dass sie den grossten Teil der Zeit im Mittel 38,5° betrug
(Tafel IX). Kurz zusammengefasst ergaben die Abttungsversuche an
Tuberkelbazillen in verschiedenen Kupfersalzlosungen das Folgende:

Bei schwach virulentem Tuberkelbazillenstamm.

Kontrollen: Infiziert mit 0,5 mg Tuberkelbazillen, Lebens-
dauer im Mittel 28 Wochen.

Sektionsbefund:

Infektionsabszess nicht verheilt, Driisentuberkulose, mehr oder
weniger ausgebreitete tuberkulése Verinderungen in allen Organen.

Versuch:

Die Bakterien liegen, bevor sie zur Infektion ver-
wendet werden, in Kupferchloridlésung, Kupfergehalt:
0,18 mg auf 0,4 mg Bakterien:

Wirkungsdauer: 1 Stunde. Lebensdauer des Versuchs-
tieres 32 Wochen. Sektionsbhefund: Infektionsstelle verheilt. Tuber-
kulése Inguinaldriise auf der Infektionsseite. Beginnende Leber- und
Milztuberkulose. Frische, ausgedehnte Lungentuberkulose.

Todesursache: Innere Verblutung infolge Ruptur eines Leber-
gefisses.

Wirkungsdauer: 24 Stunden. Lebensdauer des Ver-
suchstieres 36 Wochen. Infektionsstelle glatt verheilt. Inguinal-
driise auf der Infektionsseite aussen sklerotisiert, innen etwas Eiter.
Organe frei von tuberkulosen Veriinderungen.

Die 24 stiindige Einwirkung von 0,18 mg Kupfer als Kupfer-
chlorid war ausreichend, um 0,4 mg eines schwach virulenten
Tuberkelstammes Typus humanus so weit abzuschwichen, dass ein
mit den Bakterien geimpftes Meerschweinchen nicht mehr allgemein
erkrankte, der einstiindige Aufenthalt in Kupferchlorid reichte
dazu nicht aus.
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YVersuche mit stark virulenten Bakterien.

Kontrollen mit 0,25 mg Bazillen infiziert.
Kontrolle I. Lebensdauer 8 Wochen.
Sektionsbefund:
Infektionsstelle abszediert. Driisentuberkulose.
Lunge: Zahlreiche Tuberkel besonders auf dem Mittellappen

und an den Spitzen in Gruppen beisammenstehend. Auf dem Unter-
lappen vereinzelt.

L eber: Oberfliche kirnig, besit mit Miliarknstchen.
Milz: 6 cm lang, braunrot, besit mit Miliarknotchen.

Kontrolle II. Lebensdauer 12 Wochen.
Sektionsbefund:

Abszess an der Impfstelle. Driisentuberkulose.

Lunge: Zablreiche grosse zusammengeflossene Tuberkelherde
besonders im Unterlappen und linken Oberlappen.

Leber: Gelbbraun, kornige Oberfliche, besit mit Miliarknétchen.

Milz: 7 cmlang, 4 cm breit, braunrot mit grossen weissen Flecken
(Koagulationsnekrose), auf den roten Stellen Miliarknotchen.

Versuchstier I.

Die Bakterien 0,250 mg liegen, bevor sie zur Infektion
verwendet werden, in Kupferchloridlésung = 1,8 mg Cu.

Einwirkungsdauer: 5 Stunden. Das Versuchstier lebt

8 Wochen. ,
Sektionsergebnis:

Abszess an der Impfstelle verschorft, nicht verheilt, Driisen-
tuberkulose.

Lunge: Lufthaltig, vereinzelte Tuberkelknoten auf allen Lappen
zerstreut.

Leber: Leicht kornige Oberfliche, zerstreute grossere Tuberkel-
herde, dazwischen Miliarkndtchen.

Milz: 6,56 cm lang, Milliarknotchen an der Oberfliche.

Versuchstier II.

Einwirkungsdauer: 24 Stunden. Das Versuchstier lebt
10 Wochen.
Sektionsergebnis:
An der Infektionsstelle tiefe Nekrosen. Driisentuberkulose.
Lunge: In der Tiefe an der rechten Spitze grissere Tuberkel.
Leber: Leicht kornige Oberfliche. Firbung normal. Vereinzelte
Tuberkel an der Oberfliche. '

Beitrige znr Klinik der Tuberkulose. Bd. XXXIV. H. 1. 3
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Milz: 8 cm lang, rotbraun mit weissen Flecken (Koagulations-
nekrose). Keine Miliarknotchen an der Oberfliche.

Versuchstier III
Die Bakterien 0,25 mg liegen, bevor sie zur Infektion
verwendet werden, in Kupfer-Natrium-Tartrat-Lésung,
Kupfergehalt 1,8 mg.
Einwirkungsdauer: 5 Stunden. Das Versuchstier lebt

12 Wochen.
Sektionsergebnis:
Abszess in der Umgebung der Infektionsstelle. Ausgebreitete
Driisentuberkulose.

Lunge: Auf allen Lappen grosse, vorspringende Tuberkel. Diese
enthalten Kavernen. :
Leber: Gelbgrau gefirbt, mit grossen griinen Flecken an der
Oberfliche, vereinzelte Tuberkel.
Milz: 45 cm lang, gréssere vorspringende Tuberkel an ihrer
Oberflache.
Versuchstier IV.

Einwirkungsdauer: 24 Stunden. Das Versuchstier lebt

32 Wochen.
Sektionsergebnis:

Abszess an der Infektionsstelle verschorft, Driisentuberkulose.

Lunge: Ganz vereinzelte Tuberkel.

Leber: Glatte Oberfliche normale Farbe, keine Tuberkel an
der Oberfliche.

Milz: 3 cm lang, ganz vereinzelte Tuberkel.

Versuchstier V.

Die Bakterien liegen, bevor sie zur Infektion ver-
wendet werden, in Lekutyl, Kupfergehalt 1,8 mg Cu.

Einwirkungsdauer: 5 Stunden. Das Versuchstier
lebt 44 Wochen.

Sektionsergebnis:

An der Infektionsstelle ein abgekapselter Kiseherd. Die
Inguinaldriisen auf der Infektionsseite tuberkulds.

Lunge: An der Spitze vereinzelte Tuberkel.

Leber: Am Rand gelbe Flecken. Auf der Oberfliche keine
Tuberkel.

Milz: Vergrossert, 5 cm lang, blaurot mit gelben Flecken.

Todesursache: Fibringse Peritonitis infolge von Diplokokken-
infektion.
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Versuchstier VI.

Einwirkungsdauer: 24 Stunden. Das Versuchstier
lebt 68 Wochen.
Sektionsergebnis:

Infektionsstelle von aussen nicht mehr sichtbar, glatt ver-
narbt. Inguinaldriisen auf der Infektionsseite vollkommen sklerotisiert.
Die innern Organe sind ohne jede nachweisbare tuber-
kuldse Verinderung (Tafel X). Linge der Milz 2,5 cm.

Todesursache: Innere Verblutung infolge Ruptur eines
Lebergefisses.

Klinischer Verlauf, Lebensdauer und Organbefund nach der
Sektion ergeben, dass Kupfer in Form von Lekutyl, d.h. als Zimt-
kupferlezithin-Lebertranemulsion die Tuberkelbazillen sehr
viel mehr schidigt als Kupfersalze in wisseriger Losung. Bei der
Verwendung von Kupferlezithinlebertran geniigt, auch wenn es sich
um stark virulente Bakterien handelt, eine Einwirkungszeit von 24
Stunden, um die Bakterien so weit zu schwichen, dass eine Allge-
meinerkrankung des Impftieres nicht mehr zustande kommt.

Am 26. V. 14 wurden noch weitere Abtdtungsversuche begonnen,
die sich von den bisher besprochenen dadurch unterschieden, dass die
Bakterien nicht in feiner Verteilung, sondern in Klumpen
in die Losung eingelegt wurden. Je 1 mg Tuberkelbazillen von einer
sehr virulenten Bakterienkultur (Stamm Ehrlich) wurde unzerteilt
in Kupferchloridlésung bzw. Dimethylglykokollkupferlésung gebracht
und 24 bzw. 48 Stunden darin gelassen.

Soweit der Erfolg bisher zu iibersehen ist, sind alle mit diesen
Bakterien geimpften Tiere tuberkulds erkrankt, 2 Tiere sind auch schon
mit tuberkuléser Verinderung der Organe eingegangen:
CuCl, (48 Stunden) nach 10 Wochen, H (24 Stunden) nach 13 Wochen.
Der Verlauf der Erkrankung unterscheidet sich klinisch in ganz
charakteristischer Weise von dem der Kontrolle, die nach acht Wochen
an schwerer Miliartuberkulose zugrunde ging. Dieser Unterschied
kommt besonders darin zum Ausdruck, dass die Erkrankung
bei den mit durch Kupfer abgeschwichten Bakterien
geimpften Tieren, ihren akuten Charakter, der sich bei
der Kontrolle zeigt, verloren hat und einen fast fieber-
losen Verlauf nimmt. Die Kontrolle fieberte vom 15. Tag
nach der Infektion an kontinuierlich und ziemlich hoch. Bei
CuCl; (48 Stunden) setzte die hohere Temperatur nach ca. 3 Wochen
ein. Bei H (24 Stunden) begann das Fieber erst nach der 11. Woche,
die Lebensdauer des Tieres war 13 Wochen. Die beiden andern

3*
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iiberlebenden Meerschweinchen waren am 3. September 1914 noch
fieberfrei ).

Wirkung kleiner Kupferinengen bei Uberschichtung kriftig
wachsender Tuberkelbazillenkulturen mit der Lisung.

Versuch vom 16. I. 14. Eine gut gewachsene Tuberkelbazillen-
kultur (Stamm Ehrlich) wird mit 30 ccm einer Kupferchloridlosung,
Kupfergehalt = 11 mg, iiberschichtet. In ein zweites Kulturréhrchen
wird in derselben Weise 30 ccm Dimethylglykokollkupferiosung, in
eine dritte Kultur Zimtkupferlezithinemulsion gegossen. Der Kupfer-
gehalt der Losung in den Kulturen 2 und 3 betrigt je 3 mg.

Die Bakterien in Kultur I wogen: 23 mg,

” s I, 38 ,
” , I, 41

Die Kulturen blieben 24 Stunden im Brutschrank, nach dieser Zeit
wurde die Kupfersalzlosung abgegossen. Erst am Nachmittag wurde
neue Kupfersalzlosung eingefiillt, die wieder 24 Stunden iiber den
Kulturen stehen blieb. Die Bakterien in Kultur I hatten in dieser
Zeit, wie es sich annihernd berechnen liess, von den ihnen zur Ver-
fiigung stehenden 2 )X 11 mg Kupfer 4,3 mg aufgenommen, in Kultur 11,
der nur 6 mg zur Verfiigung gestanden hatten, waren 3,7 mg
zuriickgehalten worden. In der Kultur I betrug das Bakteriengewicht
23 mg, es hatten also hier, wo eine konzentriertere Kupfersalzlosung
Verwendung gefunden hatte, je 5 mg Tuberkelbazillen 1,0 mg Kupfer fest~
-gehalten. In der zweiten Kultur, in der die Kupfersalzlosung weniger
konzentriert war, kam 1 mg Kupfer auf 10 mg Tuberkelbazillen. Fiir
Kultur III konnte die Kupferaufnahme nicht berechnet werden.

Nach dem verschieden grossen Sittigungsgrad der Tuberkelbazillen
mit Kupfer war anzunehmen, dass eine griindlichere Schidigung der
Bakterien in der Kupferchloridkultur stattgefunden haben mausste,
als in den beiden anderen Kulturen, wo den Bakterien weniger Kupfer
zur Verfiigung gestanden und auch weniger aufgenommen worden
war. Der Tierversuch bestitigte auch diese Annahme fiir die Kultur II,
wo die Bakterien mit Dimethylglykokollkupfer iiberschichtet worden
waren. Nachdem die drei Kulturen noch bis zum 16. III. frei von
Kupferlosung in dem Brutschrank gestanden hatten, wurden von
jeder Kultur je 1 mg Tuberkelbazillen auf ein Meerschweinchen iiber-
impft. Von den Impftieren erkrankte nur eines an Tuberkulose und

1) Inzwischen sind auch diese an einer sehr langsam verlaufenden Tuberkulose
mit ausgesprochen fibrésem Charakter zugrunde gegangen. H (48 Stunden) nach 5,
CuCl; (24 Stunden) nach 6 Monaten 1 Woche. kntsprechend dem wenig akuten

Verlauf der Erkrankung war auch die 4 bzw. 8 Wochen vor dem Tod einsetzende
Temperaturerhshung eine subfebrile.
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zwar das mit Kultur II geimpfte. Die mit Kupferchlorid-
l16sung und Kupferlezithinemulsion iiberschichteten
Bakterien waren soweit abgeschwicht, dass keine Kr-
krankung erfolgte. Es zeigte sich in diesem Versuch, dass die
Kupferlezithinverbindung auch trotz ihres geringeren
Kupfergehaltes an Wirksamkeit der stirkeren Kupfer-
chloridlosung gleichkam.

Das Verhalten der Kupfersalze zum Tuberkulin.
Tafel XI.

Die im vorhergehenden mitgeteilten Experimente haben gezeigt,
dass der Tuberkelbazillus in hohem Grad kupferaffin ist. Wir
haben auch. gesehen, dass die Tuberkelbazillen, wenn sie auf dem
Nahrboden mit Kupfersalzlésung iiberschichtet werden, mehr Kupfer
in sich aufspeichern als der eiweisshaltige Nihrboden der Kontroll-
rohrchen, auf dem sichh keine Bakterien entwickelt haben. Fiir
die mit Dimethylglykokollkupferlosung iiberschichteten Tuberkelbazillen-
kulturen fanden wir ferner, dass 10 mg Tuberkelbazillen 1 mg Kupfer
festhalten, wihrend in der konzentrierteren Kupferchloridlosung auf
5 mg Bazillen 1 mg Kupfer kam. Es ist daraus zu schliessen, dass
die Resorption des Metalles durch die Tuberkelbazillen proportional
ist zu der verfiigbaren Kupfermenge.

Es kann nun die Frage aufgeworfen werden, welche Substanzen
im Tuberkelbazillus es sind, die das Kupfer festhalten. Es wire
naheliegend anzunehmen, dass die Fettsiuren des Wachsmantels mit
dem in Fettsiuren leicht loslichen Metall eine Verbindung eingehen,
und dass die Eiweisskorper des Bazillenplasmas erst in zweiter Linie
" in Frage kommen. Dass der Wachsmantel von den Kupfersalzen
durchdrungen und das Kupfer in ihm gebunden wird, scheint mir
schon daraus hervorzugehen, dass die schmierige Masse, in die das
Kupfer, einerlei ob es die Kulturen in Losung iiberschichtet, oder
im Niahrboden enthalten ist, zuerst die Aussenschichten der Bakterien-
kolonien verwandelt, ausgesprochene Kupferreaktion gibt, aber auch
noch sidurefeste Eigenschaften zeigt. Ich fasse diese schmierigen
Massen als die geldsten und zusammengeflossenen Wachsmintel ab-
gestorbener oder absterbender Bakterien auf, denn es konnen in
ihnen schmichtige Bazillen nachgewiesen werden, die nur noch wenig
saurefeste Substanz in ihrer Hiille enthalten.

Aber auch die von ihren Wachsminteln vollkommen befreiten
Tuberkelbazillen zeigen Kupfergehalt an, denn auch sie firben sich
auf Ferrozyankaliumzusatz rot. Dadurch scheint mir bewiesen zu
sein, dass die Kupfersalze nicht in dem Mantel der Bakterien an
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Fettsiuren gebunden zuriickgehalten werden, sondern, dass sie auch
in den Bakterienleib eindringen und dort von dem Bakterienplasma
reduziert werden.

Von besonderer Wichtigkeit schien es mir, festzustellen, wie
sich das Kupfer zu den fiir den Wirtsorganismus giftigen Be-
standteilen des Tuberkelbazillus verhilt, zu den Endotoxinen, die in
dem Tuberkulin enthalten sind. Um hieriiber Aufschluss zu erhalten,
habe ich die im folgenden beschriebenen Reagenzglasversuche gemacht.

Die Versuchsanordnung war die folgende (Taf. XI):

Es wurden hergestellt:

1. eine 1:1000 Losung von Alttuberkulin Koch

2. eine 1:1000 Losung von albumosefreiem Tuberkulin A.F.

5 Reagenzrohrchen wurden mit 2 ccm der Liosung 1, 5 Reagenz-
rohrchen wurden mit 2 com der Losung 2 beschickt.

In die Rohrchen 1—5 beider Reihen wurden 1, 2, 4, 6,8 Tropfen

- einer 1%oigen Kupferchloridlgsung eingetropft.

5 Reagenzgliser werden als Kontrollen mit 2 ccm Wasser gefiillt
und diesen ebenfualls 1, 2, 4, 6, 8 Tropfen einer 1°9/,igen Kupfer-
chloridljsung zugesetzt.

In den Versuchsglisern bildet sich nach einiger Zeit ein zuerst
bldulich, dann weisslich-gelb erscheinender Niederschlag. Der Nieder-
schlag ist in den mehr Kupfer enthaltenden Glidsern grésser als in
den weniger Kupfer enthaltenden, er ist auch volumindser in den
Glasern mit Alttuberkulinlosungen als in denen, die albumosefreies
Tuberkulin enthalten.

Nach 24 Stunden werden simtliche Rohrchen auf 5 ccm mit
destilliertem Wasser aufgefiillt, und aus jedem Glas 1 ccm der
Mischung in eine andere Reagenzgliaserreihe eingetragen und jedem °
Glas der neuen Reihe 5 ccm Aq. dest. zugefiigt. In eine zweite
Reagenzgliserreihe werden zu 5 ccm destillierten Wassers 2 cem der
zu priifenden Fliissigkeit aus den Versuchsglisern eingefiillt. Mit der
Kontrollfliissigkeit wird ebenso verfabren. Wir haben nun die Reihen:

I und II Kontrollen: C C C C C
124638

Die Zahlen bedeuten die Tropfenzahl der Kupfersalzlosung, die
urspriinglich zugesetzt worden war.

I und II Alttuberkulin: Tr Tr Tr Tr Tr
1 2 4 6 8

} = Tropfen Cu-Losung.

: = Tropfen Cu-Lisung.

I und II albumosefreies
T'uberkulin: AiF. AéF. A_/.LI'. Aél‘. AéF. } — Tropfen Cu-Losung.

In diesen Glisern befinden sich aliquote Teile (1 bzw. 2 ccm)
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der Versuchs- und Kontrollfliissigkeiten, und durch Zusatz von einer
Ferrozyankaliumlosung wird bestimmt, wieviel gelostes Kupfersalz
noch in der Fliissigkeit vorhanden ist, was durch die intensivere
oder weniger intensive Rotfirbung der mit Ferrozyankalium ver-
setzten Flissigkeit zum Ausdruck kommt. Als Vergleichsbasis dienen
die Kontrollgliser. Es ergibt sich: sowohl in den Reihen, wo nur
1 cecm Versuchsfliissigkeit zugesetzt worden ist, als auch in den
Reihen mit 2 ccm, dass die Intensitit der Losung und damit der
nachweisbare Kupfergehalt gleich ist bei:

Tr AF. .
1 2 2 == Tropfen Cu-Lésung
C Tr AF.
2 4 4 = » »
C Tr AF.
4 6 6 = » »
C Tr AF.
6 8 8 = " »

Es ist somit im zweiten Versuchsglas der Cu-Gehalt von einem
Tropfen, ‘in den anderen der von je zwei Tropfen der 1°/;igen
Kupferchloridlosung durch das in den Versuchsglisern enthaltene
Tuberkulin gebunden worden. Die, wenn auch wenig verschiedene
Intensitiat der Farbung in den Tr bzw. A.F. enthaltenden Fliissigkeiten
zeigt auch, dass Alttuberkulin mehr Kupfer absorbiert als das
albumosefreie Priparat.

Wenn wir es versuchen zu berechnen, in welchem Verhiltnis
Tuberkulin Kupfer bindet, so ergeben sich folgende Werte:

Jedes Versuchsglas enthdlt 2 ccm = 2 mg Tuberkulin, da die
Konzentration der Tuberkulinlésung 1:1000 war.

Aus der fiir die Kupfersalzlosung beniitzten Pipette gehen 2,5 Tropfen
auf /,, ccm. _

1 Tropfen Kupferchloridlésung 1°/, =1/;; ccm = 0,00016 Cu (be-
rechnet nach der Formel: CuCl, 4+ 2 H,0).

Es befanden sich somit in den Versuchsglisern bei Beginn des
Experimentes 2 mg Tuberkulin und 0,00016, 0,00032, 0,00004,
0,00096, 0,00128 g Cu.

In den Kontrollglisern waren nur die Kupfermengen enthalten.
Durch die mit dem Tuberkulin eingegangene Verbindung verminderte
sich der Kupfergehalt in den Versuchsglisern derart, dass:

verschwunden:
C = 0,00016 Cu gleich wurde TrA.F. = 0,00032 Cu = 0,00016 Cu
1 2
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C = 0,00032 Cu gleich wurde TrA.F. = 0,00064 Cu = 0,00032 Cu

2 4
C=000064 Cu , , TrAF.=000096 Cu= 000032 Cu
4 6
C —00009 Cu , , TrA.F.= 000128 Cu= 0,00032 Cu
6 8

2 mg Tuberkulin haben somit in der schwichsten Konzentration
0,16 mg Kupfer gebunden, bei stirkerer Konzentration des Metalls
0,32 mg.

Nach lingerem Stehen der Rohrchen wurden die durch die
Farbenreaktion angezeigten Kupfermengen noch geringer, so dass
jetzt gleich gefirbt waren (Taf. XI):

: verschwunden: verschwunden :

Cy =Tr,A.F.,=0,32 mg Cu Cy = Tri,AF.,=0,32 mg Cu
Cg = TrgA.F.g = 0,48 mg Cu
C, =Tr;A.Fy=0,64 mg Cu
Das Verhiltnis der Bindung wiirde danach bald nach Eintritt
der Reaktion sein: ;
bei Anwesenheit kleinster Kupfermengen:
1 Teil Kupfer auf 12 Teile Tuberkulin = !/i2;
bei hoherer Kupferkonzentration:
1 Teil Kupfer auf 6 Teile Tuberkulin = /s.

Ich babe den Versuch verschiedene Male wiederholt und immer
wieder dieselben Bindungsverhiltnisse gefunden. Das Bindungs-
vermogen zwischen Kupfer und Tuberkulin steht also in einem ge-
raden Verhiltnis zur Konzentration der Kupfersalzlosung, es entspricht
somit dem Verhalten, das wir beobachtet haben, wenn in der Kultur
Tuberkelbazillen-Kolonien mit Kupfersalzlésungen in Beriihrung kamen,
da auch hier die mit weniger konzentrierter Kupfersalzlosung iber-
schichteten Bakterien absolut weniger Kupfer aufgenommen haben
als die mit konzentrierteren Lisungen behandelten Kulturen.

Die Abschwiichung der Tuberkulinwirkung durch
Kupfer.
Mit Tafel XIL

Wir haben gesehen, dass das Tuberkulin und zwar sowohl das
Alttuberkulin Koch, wie das albumosefreie Tuberkulin A.F. Kupfer
bindet, wenn es mit Kupfersalzlosungen — Kupferchloridlosung —
in Beriihrung kommt. Es ergab sich ferner, dass das Tuberkulin
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um so mehr Kupfer aufnahm je konzentrierter die Kupferlosung war.
Von der entstandenen Kupfertuberkulinverbindung fiel ein Teil als
weisslicher Bodensatz aus, ein anderer Teil blieb in Losung und ver-
wandelte die vorher blaue Farbe des Kupferchlorids in griin, d. h.
es kam durch das Hinzutreten des Tuberkulins eine Losung zustande,
in der die blauen Kupriionen nicht mehr die Farbe bestimmten. Von
diesen Beobachtungen ausgehend war es naheliegend zu untersuchen,
ob' die spezifische Wirkung des Tuberkulins auf den tuberkuldsen
Organismus in dieser Kupferverbindung noch zum Ausdruck kommt,
und ob das Kupfer in dieser Bindung seine Giftigkeit und Atzwirkung
vermehrt oder vermindert. Tuberkulése Meerschweinchen reagieren
bekanntlich schon auf verhiltnismiissig kleine Tuberkulindosen mit
hohem Fieber. Grossere Mengen, 0,1—0,5 g, sind imstande, die Ver-
suchstiere in kurzer Zeit nach 6—30 Stunden zu téten, je nachdem
der tuberkultse Prozess mehr oder weniger weit fortgeschritten ist.
Diese Reaktionen mussten abgeschwiicht verlaufen, fiir den Fall, dass
das Tuberkulin in seiner Verbindung mit dem Kupfer an Wirksam-
keit verloren hatte. Die Abschwichung der Kupferwirkung konnte
in einer grisseren Toleranz gegen das Mittel, also in verminderter Gift-
wirkung im allgemeinen und lokal in geringerer Nekrosenbildung an
dem Ort der Einspritzung zum Ausdruck kommen.

Ich beniitzte zu den Versuchen, die diese Fragen kliren sollten,
3 Meerschweinchen, die durch Uberimpfung kranker Organteile an
Tuberkulose eingegangener Meerschweinchen tuberkulés geworden
waren. Die Versuchstiere waren 8 Wochen vor Verabfolgung der
Einspritzung infiziert worden und bei allen war die tuberkulése Er-
krankung zum Ausbruch gekommen. An den Impfstellen waren tuber-
kulose Abszesse aufgetreten, die sich nach aussen geiffnet hatten,
und unter dem zeitweilig gebildeten Schorf noch Eiterung zeigten.
Auch die Inguinaldriisen waren erkrankt, bei einem Tier waren  sie
erbsengross, bei den beiden anderen schon walnussgross geworden.
Bei einem der Meerschweinchen waren auch die Axillardriisen ver-
grossert und die Mesenterialdriisen konnten deutlich palpiert werden.
Das Korpergewicht hatten die Versuchstiere noch ziemlich gehalten;
da sie bei Beginn des Versuches schon ausgewachsen waren, so konnten
auch keine regelmissigen Gewichtszunahmen mehr erwartet werden.

Die der Priifung unterworfenen Tuberkulinlésungen waren in
folgender Weise zusammengesetzt:

I. Tuberkulin A.F.

II. Tuberkulin A.F. + Kupferchloridlosung in dem Verhiltnis
gemischt, dass in 1 ccm Tuberkulin /10 ccm einer 50°/oigen Kupfer-
chloridldsung enthalten war.
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III. Tuberkulin A.F. 4+ Kupferchlorid in dem Verhiltnis gemischt,
dass 1 ccm Tuberkulin %/10 ccm einer 50%oigen Kupferchloridlisung
zugesetzt wurden.

Von Losung I wurde dem am kriftigsten erscheinenden Meer-
schweinchen 0,1 ccm subkutan eingespritzt, eine Dosis, die eine deut-
liche Reaktion hervorrufen musste, das Versuchstier aber nicht zu
toten brauchte.

Von Losung II wurde einem der krinkeren Tiere dieselbe Menge
eingespritzt und ihm damit 0,09 mg Tuberkulin und 1,8 mg Kupfer
einverleibt.

Von Losung III, die mit Wasser auf 2 ccm aufgefiillt wurde,
erhielt das dritte ebenfalls schon krinkere Versuchstier 0,2 ccm
und damit eine Tuberkulindosis von 0,1 und eine Kupferdosis von
9,2 mg.

Die Versuchstiere waren schon mehrere Wochen vor Beginn des
Versuchs regelmiissig morgens und abends gemessen worden, so dass
wir iiber deren normale bzw. durch die Organiiberimpfung bedingten
Temperaturschwankungen vollkommen orientiert waren.

Nach den Tuberkulineinspritzungen wurden die Temperaturen
wiihrend mehrerer age zweistiindlich bestimmt, und es zeigte sich
dabei, dass bei den verschiedenen Tieren eine deutlich abgestufte
Tuberkulinreaktion eintrat. Die hochste und schnellste Fieber-
reaktion wurde bei Versuchstier I beobachtet, das Tuberkulin
ohne irgendwelchen Zusatz bekommen hatte. (Taf. XIIy) Die
Temperatur stieg innerhalb von 4 Stunden von 39 auf 41,19, also um
2,1°. Schon am Abend war die Temperatur wieder auf 39,6 gefallen,
nach 24 Stunden trat aber eine zweite Erhebung auf 39,8 ein, die bis
zum Abend wieder bis 39 abgeklungen war. Die akute Tuberkulin-
wirkung war nun iiberwunden, es machte sich aber die interessante
Erscheinung bemerkbar, dass das Meerschweinchen von da
an leicht fieberte, wihrend seine Temperatur vorher nur ab
und zu einmal die Norm iiberstiegen hatte. Drei Wochen nach
der Einspritzung setzte dann hoheres Fieber ein im Mittel 39,4
bis 39,5 und nach 6 Wochen erfolgte der Tod des Tieres, das
inzwischen stark abgemagert war. Der Impfabszess hatte sich
nach der Tuberkulinbehandlung nicht geschlossen, die Driisen hatten
sich noch mehr vergrossert, ebenso die Milz und Leber. Der Organ-
befund nach der Sektion des Tieres bestiitigte den durch die klini-
schen Erscheinungen gewonnenen FEindruck, dass infolge der
Tuberkulineinspritzung aus dem vorher chronisch ver-
laufenden Krankheitsprozess eine in schneller Aus-
breitung begriffene Miliartuberkulose geworden war,
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denn alle Organe, sogar die Nieren, waren mit frischen Tuberkeln
besit.

Eine geringere, aber doch noch erhebliche Fieberreaktion und
einen nur wenig abweichenden Krankheitsverlauf zeigte Versuchstier II,
das mit Tuberkulin, dem pro ccm nur wenig Kupfer (/10 ccm = 1,8 mg)
zugesetzt worden war, eingespritzt wurde. (Taf. XIIy;.) Die maximale
Temperaturerhéhung trat bei diesem Tier erst nach 6 Stunden ein und
betrug 1,5° (39,3—40,8). Auch hier fiel am Abend die Temperatur auf
39,6, am nichsten Morgen auf 39, es erfolgte aber sowohl an diesem
Nachmittag wie am Nachmittag des foigenden Tages eine abermalige
Temperatursteigerung auf 39,7 bzw. 39,8. Von da an zeigte die
Temperatur die deutliche Tendenz zu fallen, wenn auch dazwischen
kleinere Fieberstosse die Kurve unregelmissig gestalteten. Sechs
Tage nach der Einspritzung schien das Tier vollkommen entfiebert
zu haben. Die Temperatur war regelmissig geworden und niederer
als vor der Behandlung: im Mittel 39,1. In den darauf folgenden
8 Tagen trat wieder eine kleine Erhohung der Temperatur ein: im
Mittel 39,3 und diese hielt an bis zum Tod des Tieres, der nach
weiteren 7 Tagen infolge einer Milzblutung in die Bauchhéhle erfolgte.
Die Sektion ergab auch hier, dass die Infektionsstelle keine Heilungs-
tendenz zeigte, die noch in Fett eingelagerten Inguinaldriisen waren
vergrossert und verkist, Leber und Milz waren stark vergrossert, die
Leber mit narbigen Einziehungen, die Milz mit frischen Miliarknét-
chen an ihrer Oberfliche. Von den Nieren war nur die rechte mit
Miliartuberkeln bedeckt, die linke erwies sich als gesund. Auf der
Lunge fanden sich vereinzelt stehende, &ltere Krankheitsherde, die
Herde waren zablreicher auf der linken Lunge, also auf der Seite,
auf der die Infektion erfolgt ist. Der Organbefund erweckte den
Eindruck, dass die mit Kupfer kombinierte Tuberkulineinspritzung
den Verlauf der Krankheit weniger ungiinstig beeinflusst hatte, als
die mit reinem Tuberkulin, weil namentlich die Ausbreitung der
frischen tuberkulésen Herde keine so allgemeine war.

Bei Meerschweinchen III, dem 0,2 ccm der mit Kupfer
reicheren Tuberkulinlosung, in 0,2 ccm waren 9,2 mg Kupfer ent-
halten, eingespritzt wurde, war die Abschwichung der Tuber-
kulinreaktion sehr deutlich. (Taf. XII;;;.) Die maximale
nach 4 Stunden eingetretene Temperatursteigerung betrug nur
0,7: 39,2—389,9, bis zum Abend war die Temperatur wieder
pormal. Eine zweite Reaktion erfolgte aber am folgenden Tag mit
einem Temperaturmaximum von 40,2. Das Fieber dauerte in an-
nihernd gleicher Hohe 48 Stunden lang, worauf ein regelmissiges
Abfallen der Temperatur bis zur normalen beobachtet wurde. Im
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Gegensatz zu den beiden anderen Meerschweinchen, bei denen die
Tuberkulinwirkung schon am Anfang stirker war und spiiter leichte
TemperaturerhShungen mit Fieberstossen bestehen blieben, wurde hier
der Verlauf der Temperaturkurve in den ersten 14 Tagen nach der
Injektion ein sehr regelmissiger. Nach Ablauf dieser Zeit setzten
aber plotzlich ganz unnormal niedere Temperaturen ein: 37°% die
mit grossen Schwankungen weitere 14 Tage bis zum Tode des Tieres
anhielten.

Der Organbefund nach der Sektion des Tieres ergab als be-
sonders auffallende Erscheinung eine sehr ausgesprochene
Bindegewebsvermehrung, in der Unterhaut auf der Bauchseite,
in den Driisen der Inguinalgegend und in Herzbeutel und Pleura.
Der Boden des Infektionsahszesses zeigte frisches Granulationszewebe
und von den Rindern ausgehendes Wachstum. Die stark ver-
grosserten Inguinal- und Axillardriisen auf der Infektionsseite ent-
hielten noch Kiseherde, die kleineren waren durch und durch
sklerotisiert. In den Bauchorganen war die Tuberkulose viel weniger
weit fortgeschritten als bei den beiden vorher beschriebenen Tieren.
Die Leber war nicht vergrossert, hatte keine gelben Flecken
und keine Miliarknotchen an ihter Oberfliche, auf ihrer Unter-
seite fanden sich narbige Einziehungen. Durch die Ammoniak-
reaktion, die mit dem Lebergewebe Blaufirbung ergab, konnte
die Gegenwart von Kupfersalzen nachgewiesen werden. Die Milz war
nur missig vergrossert, kleine weisse Flecken an ihrer Oberfliche
liessen aber auf tuberkulése Erkrankung schliessen. Die beiden
Nieren waren gesund. Bei Eroffnung der Brusthohle fanden sich
Herzbeutel und Pleura schwer erkrankt, sie waren in eine derbe
Schwarte verwandelt und -mit der Brustwand verwachsen. Unter der
Pleura liessen sich im Lungengewebe ziemlich zahlreiche dltere tuber-
kulose Herde erkennen, die von Entziindungsgewebe umgeben waren,
an einzelnen Stellen schienen sie in braune Knoten verwandelt zu
sein. Die Beschaffenheit der Organe machte den Kindruck, dass eine
eruptive Verbreitung der Infektionserreger nach'der Einspritzung,
wie es bei Versuchstier I, das mit reinem Tuberkulin gespritzt worden
ist, nicht stattgefunden hat. Ob die entziindlichen Verinderungen
in Lunge, Pleura und Herzbeutel auf Tuberkulinwirkung oder auf
eine dazugetretene Brustseuchenerkrankung zuriickzufithren ist, ist
schwer zu entscheiden. Tuberkuldse Verinderungen waren auch hier
vorhanden, sie trugen aber den Charakter eines linger bestehenden,
langsam fortschreitenden Prozesses, ausserdem war eine
Tendenz zur Heilung und Abkapselung der Krankheits-
herde nicht zu verkennen.

Google



45] Experimentalforschungen zur Chemotherapie der Tuberkulose etc. 45

Das Meerschweinchen hatte in diesem Versuch eine ausserordent-
lich hohe Kupferdosis ertragen. Es war zu keiner akuten Vergiftung
gekommen, weil das Kupfer, das an das Tuberkulin gebunden war,
erst allmihlich frei und wirksam wurde. Aus diesem Grund war
auch die lokale Atzwirkung der Kupferchlorideinspritzung nicht
grosser, als man sie schon bei viel kleineren Kupfermengen (2 mg)
beobachtet. Das Kupfer hatte sich, soweit es nicht schon wieder
ausgeschieden war, in der Leber abgelagert, zu kapillaren Blutungen
oder Verfirbung, z. B. der Leber, die nach Kupfervergiftungen auf-
treten, war es nicht gekommen, ich glaube deshalb auch nicht,
dass die bei dem Tier in den letzten 14 Tagen seines Lebens aufge-
tretenen Untertemperaturen als Symptom einer Kupfervergiftung an-
zusehen sind, um so weniger als diese unnormal niederen Temperaturen
sehr hiufig nicht nur im kachektischen Stadium der tuberkulésen
Erkrankung, sondern auch in friiheren Stadien beobachtet werden,
wenn eine Infektion mit Stallseuchen dazutritt.

‘Wenn wir die im vorstehenden- mitgeteilten Ergebnisse zusammen-
fassen, so tritt die Verschiedenheit in dem Verlauf der Temperatur-
reaktion bei den drei mit derselben Tuberkulindosis gespritzten Meer-
schweinchen vor allem als bemerkenswert hervor. Besonders auf-
fallend ist der verschiedene Verlauf der Reaktion bei Meerschweinchen I
und III. ‘

Wihrend bei Versuchstier I das reine Tuberkulin eine schon
nach 4 Stunden einsetzende sehr heftige Temperatursteigerung zur
Folge hatte, trat bei Versuchstier IIl am Tage der Einspritzung nur
eine geringfiigige Erhebung der Temperatur ein, die erst am 2. und
3. Tag zu einer gleichmissigen hoheren Fieberreaktion wurde. Mit
anderen Worten, die Tuberkulinreaktion wird durch die
Gegenwart von Kupfer nicht aufgehoben, sie setzt aber
weniger stiirmisch ein, sie braucht eine gewisse Zeit,
um sich zu entfalten.

Bei Versuchstier II trigt die Temperaturkurve noch mehr den Cha-
rakter der spezifischen Tuberkulinreaktion. DasTemperaturmaximum ist
aber auch da nicht so hoch und es trat am zweiten Tag eine Nach-
wirkung ein, entsprechend der kleinen von dem zugefiihrten Kupfer
gebundenen Tuberkulinmenge. Es scheint demnach, dass die Ab-
spaltung des in den Korper eingefiihrten Kupfertuberkulins in den
ersten drei Tagen nach der Einverleibung vor sich geht.

Interessant ist es ferner, dass die durch die Einspritzung
mit reinem Tuberkulin im tuberkulésen Organismus er-
zeugte gesamte Wiarmemenge fast dieselbe ist wie die
durch Einspritzung des Kupfertuberkulins hervor-
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gerufene Temperatursteigerung. Wenn wir niamlich die in
den ersten 4 Tagen nach der Einspritzung gemessenen Wirmegrade,
soweit sie 39 iibersteigen, addieren, so erhalten wir nahezu dieselben
Werte: 1=125; Il =124; IIl = 117. Es ist daraus zu schliessen,
dass der Reiz, der durch die Tuberkulinreaktion in einem tuberkuldsen
Organismus auf das Wirmezentrum ausgeiibt wird, im ganzen ge-
nommen derselbe bleibt ob reines Tuberkulin oder mit Kupfer ver-
mischtes eingespritzt wird, es wird nur im einen Fall eine plotzliche,
im anderen Fall allmihlich eine Reihe von Teilreaktionen ausgeldst.
Das andas Tuberkulin gebundene Kupfer hebt die Tuber-
kulinreaktion nicht auf, es schwéicht sie nur wenig ab
und regelt den zeitlichen Verlauf derselben. Die Reaktion
kommt zustande, sobald im Korper des Tieres die Abspaltung des
Tuberkulins vom Kupfer erfolgt.

Das Verhalten der Methylenblau- und Kupfersalze
im tierischen Korper.

Mit Tafel XIII u. XIV..

Wir haben aus den vorhergehenden Ausfiihrungen ersehen, dass
der Tuberkelbazillus fiir Methylenblau- und Kupfersalze eine spezifische
Bindefihigkeit besitzt. Es hatte sich gezeigt, dass er die beiden
Substanzen nicht nur aus Losungen, sondern auch aus damit ge-
trinkten Nihrboden entnimmt, in sich aufspeichert und selbst in
iippiger Kultur durch verhiltnismissig sehr geringe Mengen des Farb-
stoffes und des Metalles geschidigt und schliesslich abgetotet wird.
An diese Beobachtung reiht sich die Frage, wie die Methylenblau-
und Kupfersalze den tierischen Organismus beeinflussen, denn nur
wenn ihre Affinitdt zu den tierischen Geweben kleiner ist als zum
Tuberkelpilz und wenn sie fiir den tierischen Organismus viel weniger
giftig sind als fiir den Bazillus, konnen diese Mittel fiir die Abtotung
des Parasiten im Wirtskérper in Frage kommen.

In erster Linie ist es wichtig zu wissen, in welchen Geweben
die fraglichen Substanzen fixiert und durch welche Organe sie aus-
geschieden werden, ob fiir sie eine besondere Bindungsfihigkeit
durch das tuberku)ése Gewebe besteht, mit andern Worten, ob sie
in der nichsten Umgebung der Krankheitserreger aufgespeichert
werden. Ich suchte diese I'ragen zuerst fiir die Methylenblausalze
zu entscheiden.
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Versuche im Reagenzglas: Wird einer Blutlosung vom
Menschen oder vom Meerschweinchen Jodmethylenblau in kleinen
Mengen zugesetzt (in 10 ccm Blutlosung waren 2 ccm einer Jod-
methylenblauldsung 1:100000 enthalten), so farbt sich die Blutlosung
braunlich, als ob sich Methimoglobin gebildet hitte. Spektroskopisch
lisst sich indessen nachweisen, dass eine Verinderung des Blutfarb-
stoffes nicht stattfindet und dass der Farbenwechsel durch Mischung
von Rot und Blau zu erkliren ist. Nach 6 Stunden sind die Blut-
korperchen zu Boden gesunken und bilden einen blaurot erscheinenden
Bodensatz, d. h. die Blutkdérperchen sind von einer Ldsung von Blut-
farbstoff umgeben, auch die iiberstehende Fliissigkeit ist rotlichbraun
gefarbt: es ist Himolyse eingetreten.

Die himolysierende Wirkung entfaltet der Farbstoff aber nur
unter dem Einfluss des Lichtes, durch die im Sonnenlicht zustande-
kommende Aktivierung des Sauerstoffs.

Wenn wir Blut, dem Methylenblau zugesetzt worden ist, mikro-
skopisch untersuchen, so zeigen sich die weissen Blutzellen
blau gefdrbt, wihrend die roten sich nicht verindern und den
Farbstoff nicht aufnehmen. Nach lingerem Stehen zerfallen die
Leukozyten und es finden sich dann in dem Bodensatz nur noch
blau gefirbte Koérnchen und Schollen.

Versuche am lebenden Tier: Einem Kaninchen werden in
die Ohrvene 2 ccm einer 1%o0 Methylenblaulosung eingespritzt, nach-
dem dem Tier vorher aus demselben Gefiss eine Blutprobe zur An-
fertigung von Priparaten entnommen worden ist. In Intervallen von
5 Minuten, !/« Stunde, !/ und 1 Stunde wird aus einer Vene des
andern Ohres Blut entnommen und wie zu Beginn des.Versuches zu
Praparaten verarbeitet. Fiir das Auge ist die Farbe des Blutes nach
der Einspritzung nicht wesentlich verindert, das Tier befindet sich
wohl. Beim Vergleich der Priparate ergibt sich folgendes: das Pri-
parat. aus dem vor der Einspritzung entnommenen Blut zeigt im
numerischen Verhalten der roten und weissen Blutzellen ein normales
Bild, schon in dem 5 Minuten nach der Einspritzung entnommenen
Blut finden sich zahlreiche polynukleire Leukozyten, die blaulich ge-
farbt sind, ebenso finden sich Anhdufungen von bliulichen Kérnchen,
die den auch in vitro beobachteten Leukozytentrimmern entsprechen.
Die Leukozyten sind im dritten Priparat — nach !4 Stunde — noch
zahlreicher zu Haufen vereinigt und verklebt. Sie sind wie auch die
Kérnchenhaufen blau gefirbt. Nach !/2 Stunde ist das Bild nicht
wesentlich verindert, die weissen Blutzellen erscheinen jetzt zum Teil
etwas gebliht. Eine Stunde nach der Einspritzung ist das Blutbild
wieder anndherend dasselbe, wie zu Anfang, vor der Einspritzung,
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die Leukozyten haben an Zahl abgenommen, sie sind aber noch
schwach bliulich gefirbt und hingen mit Kérnchenanhiufungen zu-
sammen. Wir finden also, dass wenn Methylenblau in den Blutstrom
eines Tieres eingefiihrt wird, nur die weissen Blutzellen eine
Verinderung erleiden, Der Farbstoff wird von ihnen
aufgenommen und bewirkt eine kurz andauernde Uber-
schwemmung des Blutes mit diesen Zellen. Die Leukozyten
scheinen aber auch durch Methylenblau geschidigt zu werden und
zur Agglutination und zum Zerfall zu kommen. Der auf die Leuko-
zyten ausgeiibte Reiz dauert indessen nicht linger als cine Stunde,
nach dieser Zeit entfirben sich dieselben wieder, und das Blutbild
wird, auch was die Zahl der weissen Blutzellen betrifft, wieder
normal. Das Methylenblan ist somit, wenn es in die Blutbahnen
gelangt, fiir die roten Blutzellen indifferent, firbt und schidigt
aber die Leukozyten und bewirkt eine voriibergehende Vermehrung
dieser Zellelemente im peripheren Blut.

Nach den Versuchen von Ehrlich und Kowalewsky ver-
schwindet der intravends in den tierischen Organismus eingefiibrte
Farbstoff dadurch aus dem Blutstrom, dass er schon nach kurzer
Zeit teils in den Organen als Leukoverbindung fixiert und teils aus-
geschieden wird. Bei den Versuchen der genannten Forscher, die an
Hunden und Katzen ausgefiihrt worden sind, trat der Farbstoff bei
dieser Art der Einverleibung schon nach wenigen Minuten in den
Harn, die Galle, den Speichel und die Trinenfliissigkeit iiber. Nach
Entblutung der Versuchstiere aus der Karotis fand sich Methylenblau
in Pankreas, Hypophyse, Lymphdriisen, Magen, Bronchialdriisen und
bisweilen auch in Nieren und Leber. Im Gehirn firbte sich die
graue Substanz allméhlich blau. (Kobert: Intoxikationen II. Auflage
II. Bd. p. 652.)

Wird Methylenblau statt intravends, subkutan einverleibt, so fallt
das ausserordentliche Diffusionsvermdgen des Farbstoffes
auf. Schon geringe Mengen geniigen, um unter der Einspritzungsstelle in
grosserem Umkreis die Muskulatur und die unter derselben gelegenen
Organe blau zu firben. Besonders leicht diffundiert der Farbstoff,
wenn wir ihn unter die Bauchhaut einspritzen. Ein in dieser Weise
kurz vor dem Eingehen behandeltes Tier zeigt oft, nachdem die
Bauchhéhle eroffnet und der Luft Zutritt gegeben ist, intensiv blau
gefirbte Leber und Darm, ist die Milz vergrossert, auch ebenso ver-
firbte Milzbezirke, die soweit reichen, als die Muskulatur gefirbt
erscheint. Die Blaufirbung wird aber erst sichtbar, wenn dem Farb-
stoff, der in den Geweben und Organen als Leukoprodukt enthalten
ist, Gelegenheit zur Oxydation gegeben wird. Ferner beobachtet man
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nach subkutanen Einspritzungen, dass die Hautgefisse und auch die
Gefisse der Muskulatur den Farbstoff aufnehmen, sie stellen auch weit
iiber das Diffusionsbereich hinaus blaugefirbte Stringe dar. Am hiufig-
sten beobachtet man diese Verfirbung der Gefisse in der Umgebung
der Inguinaldriisen, und so kann es vorkommen, dass die Lymph-
driisen selbst und deren umgebendes Bindegewebe einen bliulichen
Ton annehmen. Die Meerschweinchen, bei denen ich die subkutanen
Einspritzungen ausgefiihrt habe, resorbierten den Farbstoff nicht
immer gleich gut. Bei krinkeren Tieren war die Resorption eine
viel schlechtere als bei gesunden, und die Diffusionserscheinungen
traten dann noch mehr in den Vordergrund, d. h. der Farbstoff blieb
linger am Ort der Einspritzung liegen. Die Einspritzungen, die sonst
gut ertragen werden und keine Reizerscheinungen auslésen, verur-
sachen bei septischen Erkrankungen lokale Entziindungen, die unter Ge-
schwiirsbildung abheilen. Auch bei tuberkuldsen Tieren ist die Resorption
des Farbstoffes eine schlechte, sobald allgemeine Kachexie eintritt.

Eine Blaufirbung der Lunge habe ich bei Methylenblaubehand-
lung gesunder Meerschweinchen nicht beobachtet, sie tritt aber ein,
wenn die Lunge tuberkulés ist und die Einspritzangen lingere
Zeit fortgefiihrt worden sind. Der Farbstoff gelangte in den von mir.
beobachteten Fillen nicht durch Diffusion und Resorption von der
Pleara aus in das Lungengewebe, sondern war auf dem Blutweg
dorthin gefiihrt worden, und hatte sich in den Tuberkeln aufge-
speichert. Wird eine solche Lunge aus der Brusthohle entnommen,
so erscheinen die Tuberkelknotchen zuerst grau oder gelblich, ver-
firben sich aber, nachdem sie einige Zeit der Luft ausgesetzt waren,
mehr oder weniger intensiv blau. In einzelnen Herden liessen sich
mit der Lupe sogar dunkelblaue feinste Gefisse erkennen!). Das
tuberkulése Gewebe hat iiberhaupt eine ganz ausgesprochene Fihig-
keit, Methylenblau in sich aufzuspeichern, so kann man beobachten,
dass sich der Eiter aus den tuberkulésen Impfabszessen, wenn er
einige Zeit der Luft ausgesetzt war, blau oder griinlich firbt, und es
gelang bisweilen darin blau gefirbte gekornelte Stibchen, die in ibrem
Aussehen mit Tuberkelbazillen iibereinstimmen, aufzufinden. Auch in
den Tuberkeln der Lunge, die sich mit Methylenblau intensiv gefiarbt
hatten, waren in vereinzelten Fillen Tuberkelbazillen als blaugefirbte
Stibchen enthalten.

1) Eine Abscheidung des Farbstoffes in Form von Krystallen und Kornchen
im Sputum von mit Methylenblau behandelten Phtbysikern bat auch schon Ein-
horn beobachtet (Compendium 1907). Meine Beobachtungen beim Meerschwein
werden durch Lydia M. De Witt (Methylen Blue in the treatment of Tuberculosis.
Journ. f, Infect. Diseases Vol. 13. Nr. 8. Nov. 1913) bestitigt.

Beitrige zur Klinik der Tuberkulose. Bd. XXXIV. H. 1. 4
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Es ist also nicht nur der Tuberkelbazillus, sondern auch das
tuberkulose Gewebe, das eine spezifische Bindungsfahigkeit fiir den
Farbstoff zeigt, ein Bindungsvermigen, das das der gesunden Gewebe
so sehr iibertrifft, dass sich die Krankheitsherde schon makroskopisch
durch ihre Firbung von den gesunden Teilen unterscheiden. Der
Tuberkelbazillus muss demnach in dem erkrankten Organ in Beriihrung
mit dem fiir ihn giftigen Farbstoff kommen, womit die Moglichkeit
seiner Schidigung auch innerbalb des Wirtsorganismus gegeben ist.
Voraussetzung ist es natiirlich, dass es die Giftigkeit des Methylen-
blaus erlaubt, eine geniigend grosse Menge desselben in den Korper
einzufiihren, um die Konzentration innerhalb der Krankheitsherde zu
erreichen, die zur Abtotung oder doch wenigstens zur Abschwichung
des Tuberkelbazillus notwendig ist. Um das Tuberkelbazillenwachs-
tum in der Kultur zu hemmen, muss die Konzentration des Methylen-
blaus im Nihrboden 1:1000000 -betragen. Im Korper eines 500 g
schweren Meerschweinchens wire dieser Methylenblaugehalt mit der
Einfiihrung von !/ mg Farbstoff erreicht. Wir haben aber gesehen,
dass das in den Korper eingefiilhrte Methylenblau nur zam Teil in
den Korpergeweben fixiert zum andern Teil ausgeschieden wird. Um
den Bazillus dauernd zu schiidigen, muss die Methylenblauzufuhr des-
halb eine sehr viel ausgiebigere, oder eine linger fortgesetzte sein.
Bei intravencser Behandlung konnen grossere Dosen gegeben werden,
nicht aber bei subkutaner Verabreichung, weil hier wenigstens bei
Meerschweinchen Mengen, die 3/10 mg iibersteigen, lokale Reizungen
zur Folge haben. Ich habe daher bei Versuchen mit diesen Tieren
durch eine monatelang fortgesetzte subkutane Behandlung mit kleinen
tiglichen oder jeden zweiten Tag eingespritzten Farbstoffmengen (0,1
bis 0,3 mg)} die notwendige Konzentration im Siftestrom und in den
Geweben zu erreichen gesucht. Wie aus der sichtbaren intensiven
Blaufirbung der Lungenherde zu ersehen ist, war eine solche Auf-
speicherung grosserer Methylenblaumengen am Orte der Erkrankung
eingetreten und die Tiere hatten dabei nicht gelitten. Auch fiir den
Menschen hat sich das Methylenblau als ein wenig giftiges Mittel er-
wiesen, so dass eine hshere Dosierung, wie namentlich die Arbeiten
von Ehrlich 1890, Ehrlich-Guttmann 1891, Stilling 1890,
Schindler 1892, Noguera 1904 und vieler anderer zeigen, nichts
im Wege steht. Gewohnlich wird der Farbstoff dem Menschen in
Kapseln eingeschlossen innerlich verabreicht, da er von dem Darm
aus schnell resorbiert wird. Seine Abscheidung erfolgt durch die
Nieren, und zwar firbt sich der Harn meist schon nach wenigen
Stunden blau und bleibt es mehrere Tage. Als Einzeldosis wird in
der Regel 0,1 g verabreicht, es kann aber nach Schindler bis zu
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1 g gestiegen werden. Diese hohen Dosen verursachen bei den ersten
Gaben manchmal unangenehme Nebenerscheinungen, wie Nausea,
Tenesmus, Strangurie, die jedoch, wie Schindler berichtet, bei
Fortsetzung der Behandlung bald verschwinden, abgesehen von einzelnen
Fillen absoluter Idiosynkrasie gegen das Mittel. Um im menschlichen
Korper eine auf den Tuberkelbazillus noch wirksame Verdiinnung zu
erzielen, ist es aber gar nicht notwendig, bis zu den nicht mehr ganz
gut vertriglichen Dosen zu steigen. Bei 60 Kilo Korpergewicht wiirde
eine Tagesdosis von 1 g Methylenblau schon einer Konzentration des
Farbstoffes von 1:60000 entsprechen. Es wiirde also geniigen, um
den theoretischen Forderungen zur AbtGtung der Bazillen zu ent-
sprechen, nur den zehnten Teil — 0,1 g Methylenblau — téglich zu
verabreichen, und da von Kobert angenommen wird, dass dasMethylen-
blau unzweifelhaft schleimhautreizend wirkt, so diirfte bei sehr langem
innerlichen Gebrauch des Mittels, wie es die Behandlung einer tuber-
kuldsen Erkrankung voraussetzt, eine Beschrinkung auf die notwendige
Menge wohl geboten sein.

Auch intravenose, subkutane und intramuskulire Einspritzungen
sind beim Menschen mit Methylenblau ausgefiihrt worden. Es kénnen
aber auf diesem Wege nur sehr viel kleinere Mengen des Farbstoffes
zugefiihrt werden. Strauss beobachtete, dass bereits nach intra-
vendser Einspritzung von 10 ccm 1%o00 Losung = 10 mg Methylen-
blau wiederholt Schiittelfrost, in einem Fall Kollaps auftrat. Die
subkutanen Einspritzungen von 3--5 ccm einer 2% Losung des
Farbstoffes wurden meist gut vertragen (Meissen, Strauss) und
man beobachtete auch bei der Zufuhr so kleiner Mengen griinliche
Verfirbung des Harnes. In grosseren Dosen verursacht das Methylen-
blau auch beim Menschen subkutan angewendet schmerzhafte Infiltrate,
ahnlich wie es beim Meerschweinchen beobachtet wird, so dass auch
hier bei subkutaner Applikation eine lange Behandlung mit kleinen
Mengen die notige Farbstoffkonzentration im Organismus bewirken
muss, die bei der innern Darreichung mit seltener gegebenen grosseren
Dosen erreicht werden kann. Auf jeden Fall ist es aber sowohl beim
Tier wie beimn Menschen moglich, soviel Farbstoff in den Organismus
einzufithren, dass eine Schiadigung des Tuberkelbazillus aller Wahr-
scheinlichkeit nach eintreten muss,” ohne den Korper zu schidigen,
da der Krankheitserreger, wenigstens in der Kultur, schon bei einer
Methylenblaukonzentration im Nihrboden von 1:1000000 in seinem
Wachstum gehemmt wird und der Organismus des Menschen Methylen-
blau in einer Verdiinnung von 1:60000 ertragen kann, ohne wesent-
liche Storung zu zeigen.

4‘
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Das Verhalten des Kupfers im tierischen Organismus.

Wir haben aus dem Vorhergehenden ersehen, dass wenn Methylen-
blau in den Blutkreislauf eines Tieres eingefiilhrt wird, es in den
weissen Blutzellen Aufnahme findet und auf diese Zellelemente einen
deutlichen Reiz ausiibt. Gegen die roten Blutzellen verbilt es sich
indifferent, solange nicht die Strahlen des Sonnenlichtes durch
Aktivierung des Sauerstoffes zur Himolyse fithren. Umgekehrt ver-
hilt sich das Kupfer, wenn es in Mengen und Verbindungen, die
keine Eiweissfillang im Serum und keine Gerinnung des zarten
Zelleibes der Leukozyten bewirken, in den Blutstrom gelangt. Es
ist indifferent fiir die weissen Blutzellen, obwohl im
Kerne der Leukozyten kleine Kupfermengen gebunden
werden, aber keineswegs fiir die roten. Schon Kobert
und seine Schiiler, namentlich Klemptner, haben nachgewiesen,
dass wenn Kupfersalze mit Blut in Beriihrung kommen, der Blut-
farbstof mit dem Metall eine Verbindung eingeht. Klemptner
hat uns in seiner eingehenden Arbeit: ,,Zur Wirkung des Kupfers
auf den tierischen Organismus“ (Inaug.-Diss. Jurjew 1894) gezeigt,
wie bei Hinzufiigung einer Kupfernatriumtartratlosung zu einer Blut-
16sung, ein briunlich gefirbter Kérper ausfillt. Es entsteht Kupfer-
himol. Ist zu wenig Kupfer zugesetzt worden, um allen Blutfarb-
stoff in die Kupferverbindung zu verwandeln, so bleibt die iiber dem
Bodensatz stehende Fliissigkeit ritlich gefirbt, wurde das Bindungs-
verhiltnis zwischen Himoglobin und Kupfer getroffen, so ist die rote
Farbe aus dem Serum verschwunden, ist ein Kupferiiberschuss vor-
handen, so zeigt das Serum blduliche Firbung. Das Kupferhimol
enthilt nach Klemptner 2% Kupfer. Langsamer vereinigt sich
das Kupfer mit dem Blutfarbstoff, wenn die Kupfersalzlosung in un-
gelostes Blut eingetragen wird, es kommt aber auch hier die Bindung
zustande, um so vollstindiger, je konzentrierter die Kupfersalzlosung
und je gleichmissiger ihre Verteilung im Blute ist. Es muss eben,
solange das Himoglobin noch in den Blutkérperchen enthalten ist, erst
die Hiille derselben von dem Metallsalz durchdrungen werden, ehe
eine Beriihrung mit dem Farbstoff zustande kommen kann. Das Ein-
dringen der Kupfersalze in die' Blutzellen wird dadurch erméglicht,
dass die Hiille derselben aus einem fettihnlichen Kérper — aus Lezithin
der Lezithinverbindungen — aufgebaut ist und Kupfersalze i n solchen
Substanzen 16slich sind. Es ist also anzunehmen, dass sich das Metall
erst in der Erythrocytenhiille aufspeichert und allmiahlich in das Innere
vordringt, wo es mit dem Blutfarbstoff das braune Kupferhimol bildet.
Gleichzeitig verindert sich aber auch, wie Klemptner beobachtet
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hat, die Bluthoérperchenhiille, indem sie widerstandsfihiger wird, so
dass durch Zusatz von destilliertem Wasser keine Hédmolyse, keine
Auflosung der Blutkérperchen mehr bewirkt werden kann. Die Kupfer-
menge, die notig ist, um eine bestimmte Menge roter Blutzellen mit
Kupfer zu siittigen, so dass aller Blutfarbstoff in Kupferhimol ver-
wandelt wird, hingt von dem Himoglobingehalt der Blutkérperchen
ab, je hoher derselbe ist, desto mehr Kupfer ist notig, um diese Ver-
wandlung herbeizufilhren. Auf die Schnelligkeit der Umwandlung,
die Ausfillung des Kupferhimols und die Schidigung der Blutzellen
ist die Zusammensetzung des verwendeten Kupfersalzes von Einfluss,
wie die im folgenden mitgeteilten Experimente beweisen.

'Wir ersehen aus diesen Versuchen, dass Kupferchlorid (Taf. XIII,
Fig. 1 v. 2) mit Himoglobin eine im Serum lésliche Verbindung
bildet, wahrend das Kupferhimol Koberts, das durch Hinzufiigen
von Kupferoxydnatriumtartrat entsteht, als brauner Bodensatz aus-
gefillt wird (Taf. XIII, Fig. 3 u. 4). Unléslich ist auch die durch
dimethylamidoessigsaures Kupfer ausgefillte Hamoglobinverbindung
(Taf. XIII, Fig. 5 u. 6). Zusatz von Methylerblau stort die Reaktion nicht
und hat nur Einfluss auf die Farbe der Losung und des Nieder-
schlages. Die Versuche bestitigen, dass die Vereinigung .des Kupfers
mit dem Blutfarbstoff in der Blutlosung eine sehr viel schnellere
ist, als in nicht hdmolysiertem Blut, in dem die roten Blutzellen den
Farbstoff enthalten. Es zeigte sich auch sowohl bei Verwendung
anorganischer wie organischer Kupfersalze, dass eine hohere Kupfer-
konzentration die Kupferhimolbildung beschleunigt.

Durch den Ubergang des Blutfarbstoffes in Kupferhimol, werden
die Blutkorperchen ihrer Fahigkeit Sauerstoffiibertriger zu sein, d. h.
den Sauerstoff leicht aufnehmen und”leicht abgeben zu konnen, be-
raubt. Bei Zusatz von Kupferchlorid in starker Verdiinnung bleiben
die Blutkirperchen noch eine Zeitlang soweit reaktionsfihig, dass sie
beim Schiitteln mit Luft ibre Farbe verindern in #hnlicher Weise wie
normales Blut. Bei den beiden organischen Kupfersalzen dem Kupfer-
oxydnatriurntartrat und dem dimethylamidoessigsauern Kupfer habe
ich eine solche Veriinderung bei der Beriihrung mit Sauerstoff nicht
beobachten kdnnen, vielleicht weil hier das gebildete Kupferhimol in
den Blutkorperchen nicht gelost bleibt, sondern zur Ausfillung kommt.

Die iussere Gestalt der Blutkorperchen wird durch den Zusatz
von Kupferchlorid am besten erbalten, die Blutzellen erscheinen in
dem Sediment der Rohrchen, denen Kupferchlorid zugesetzt wurde,
in ihrer Form sehr gut fixiert. Es hingt dies wohl damit zusammen,
dass Kupferchlorid eine verhiltnismissig starke eiweissfillende Wirkung
hat, und diese auf die eiweisshaltigen Bestandteile des Erythrozyten-
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56 Prof. Dr. Grifin von Linden. [56

geriistes ausiibt. Bei Zusatz von Kupferoxydnatriumtartrat und di-
methylamidoessigsauerem Kupfer nahmen die Blutzellen bei gleicher
Konzentration des Kupfersalzes Stechapfelformen an und bei lingerem
Stehen kam wenn auch schwache Himolyse zustande. Unter dem
Mikroskop erschienen vereinzelte Blutkorperchen ausgelaugt.

Bei genau gléicher Konzentration der Blutfliissigkeit und gleichem
Kupfergehalt der zugesetzten Kupfersalzlosung fithrt, wie aus Tabelle IT
(vgl. Taf. XIV, Fig. 1—3) hervorgeht, Kupferchlorid zu rascherer Kupfer-
hamolbildung und zu schnellerer Sedimentierung der Blutkorperchen. Am
langsamstenwirkt das nukleinsaure Kupfer. Wird statt einer
einfachen Kupfersalzlosung eine Kupferlezithinemulsion verwendet, so
wird die Vereinigung des Kupfers mit dem Blutfarbstoff noch mehr
verzogert, die Gegenwart von Lezithin steigert aber die hdmoly-
sierende Wirkung der organischen Kupfersalze. Aus den folgenden
Ausfilhrungen werden wir ersehen, dass diejenigen Kupfersalze in
dem Organismus eines Tieres die grosste Giftwirkung entfalten, bei
denen sich die Kupferhimolbildung am schnellsten vollzieht. Es
werden deshalb als Kupferlezithinverbindungen, auch intra-
vends eingefilhrt, Kupfermengen ertragen, die die Dosis letalis
eines einfachen Kupfersalzes um das Doppelte iibersteigen. Denn
das Kupfer ist in toxischen Dosen einverleibt in erster Linie
ein Blutgift und schidigt den Organismus dadurch, dass es die
roten Blutzellen, in denen der Blutfarbstoff in Kupferhimol ver-
wandelt ist, untauglich macht ihre physiologische Funktion zu ver-
richten und die Zellen des Organismus mit Sauerstoff zu versorgen.
Die mit Kupfer gesiittigten roten Blutzellen werden aber nicht nur
fiir ihre physiologische Funktion untauglich, sie werden zu mechanischen
Hindernissen, weil die starr gewordene Hiille ihre Formverinderlichkeit
beeintrichtigt. Sie wirken in den Blutgefissen wie Fremdkorper, fiihren
zur Verstopfung der feinen Kapillaren und zur Schiidigung der Ge-
fasswinde. Auf diese Weise entstehen nach Einfiihrung zu hoher
Kupferdosen in das Blut Lisionen im ganzen Bereich des Zirkulations-
apparates und vielfache Blutungen in den Organen. Klemptner
hat bei seinen Tierversuchen, in denen es sich um akute und subakute
Vergiftungen handelte, regelmissig solche Verinderungen beobachtet und
fand, dass die weissen Blutzellen mit Triimmern von roten Blutzellen
erfiillt waren und diese zum grossen Teil in der Milz deponierten.

Die hier geschilderten Verhiltnisse beziehen sich auf Versuche,
in denen Kupfer in toxischen Dosen dem Organismus einverleibt
worden war, oder in denen das Blut ausserhalb des Korpers auf
seine Kupferaffinitit gepriift werden sollte. Die Ergebnisse sind aber
wesentlich verschieden, wenn wir am lebenden Tier nur mit thera-
peutischen Dosen arbeiten und die Zwischenrdume zwischen den
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Behandlungstagen so wahlen, dass das Metall keine Giftwirkung ent-
faltet. Ich habe eine grissere Anzahl von Kaninchen von diesen Ge-
sichtspunkten aus mit intravendsen Kupfereinspritzungen behandelt. Ich
bediente mich dabei verschiedener Kupfer-Lezithinpriparate — nuklein-
saures und zimtsaures Kupferlezithin — und eines organischen Doppel-
salzes — Dimethylglykokollkupfer — und habe iibereinstimmend ge-
funden, dass das Blut, wenn das Metall in vertriaglichen
Dosen in den Kreislauf eingefiithrt wird, keinerlei nach-
weisbare Verinderung erleidet. Es ergab sich aber ausser-
dem, was ich nach dem bisher Bekannten nicht erwartet hatte, dass
nicht nur die roten Blutzeilen sich mit Kupfer beladen, sondern,
dassauch das Serum eine ziemlich konstante Kupfer-
menge enthiélt, die die in den roten Blutzellen ge-
bundene sogar iibertrifft. Ferner zeigte sich, dass auch die
Kerne der Leukozyten kleine Kupfermengen aufnehmen. Der Nach-
weis des Kupfers im Blutserum gelang mir zuerst durch die Flammen-
reaktion. Nach Zusatz von etwa 5°o Schwefelsiure firbt ein Tropfen
Blutserum mit Kupfer behandelter Tiere die Flamme mehr oder
weniger intensiv griin, je nachdem die Behandlung vor kiirzerer
oder lingerer Zeit stattgefunden hat. Die Richtigkeit dieser Be-
obachtung wurde durch die quantitative Analyse bestitigt. Von
ganz besonderer Wichtigkeit ist es aber, dass auch, wenn die
Kupfereinspritzungen ausgesetzt werden, das Kupfer noch wochenlang
weiter im Blute kreist, und ganz alimihlich aus demselben abge-
schieden wird. Die Blutkérperchen verlieren ihren Kupfergehalt
schneller als die Blutfliissigkeit; in den von mir gepriiften Fillen
war in den Blutkdrperchen, wenn die Behandlung ausgesetzt hatte,
schon nach 14 Tagen nur noch bei einzelnen Tieren Kupfer nachzu-
weisen, wihrend das Serum noch nach 4 Wochen deutliche Kupfer-
reaktion zeigte. Aber auch aus dem Serum verschwindet das Metall
bei einem Tier schneller als bei dem andern.

Dadurch dass das in den Korper eingefiihrte Kupfer, ob auf
intravendsem, intestinalem oder subkutanem Wege eingefiihrt, ist
gleichgiiltig, noch lange im Blut kreist, wird es in den Organen
gleichmissig verteilt, die sich entsprechend ihrer Affinitit zu dem
Metallsalz mit ihm siittigen kénnen.

Die Analysen mit Kupfer behandelter Tiere ergeben ferner dass
die Hauptmasse des eingefiihrten Metalles in der Leber zur Ablage-
rung kommt. Nach Kobert!) wird das Kupfer in der Leber als
Nukleinat gebunden. Wird z. B. in einen Ast der Pfortader Kupfer-

') Vergl. auch Chittenden: Rept. U.S. Dept. Agric. 1911—18, 97, p. 435. —

Titze u. Wedemann: Art. a. d. K. Gesundheitsamte 1911—12, 38, p. 125. —
Harry J. Corper: Journ. of Infec. Diseases. Vol. 15, 1914, p. 518.
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salz eingespritzt, so ertragen die Versuchstiere die doppelte Kupfer-
menge, weil die Leber einen Teil des Metalles sofort abfingt und
entgiftet. Nach Kobert und Klemptner wird das in der Leber
deponierte Kupfer mit der Galle zum Teil in den Darm abgeschieden,
zum andern Teil wieder in das Blut aufgenommen und mit den
Exkrementen als Schwefelkupfer bzw. mit dem Urin nach aussen
befordert. Auf Grund der Analysenergebnisse meiner Versuche
wird bei Zufiihrung von ertriaglichen Kupfermengen die Abscheidung
hauptsichlich durch die Nieren vollzogen. Beim Menschen kann,
nach den Mitteilungen Koberts, das Metall drei Monate lang
in der Leber deponiert bleiben, und bei einem Meerschweinchen habe
ich gefunden, dass 7 Monate, nachdem die Kupferzufuhr aufgehort
hatte, in der Leber noch deutlich nachweisbare Kupfermengen (der
Kupfergehalt der Leber betrug 0,0005 g) vorhanden waren.

An diese Beobachtungen reiht sich die Frage, aus welchen Ursachen
gerade in der Leber die Hauptmasse des in den Kérper eingefiihrten
Kupfers wiedergefunden wird. Ist es nur deshalb, weil die Leber die
iibrigen Organe, wie Lunge, Niere, Milz, Gehirn an Masse iibertrifft
und sehr blutreich ist, oder sind in den Leberzellen Stoffe enthalten, die
zu Kupfersalzen eine besonders ausgesprochene Verwandtschaft haben.

Um hieriiber Aufschluss zu erhalten, habe ich den relativen Kupfer-
gehalt der verschiedenen Organe mit Kupfer behandelter Meerschwein-
chen und Kaninchen festgestellt und aus diesen Bestimmungen, die
im wissenschaftlichen Laberatorium der Farbenfabriken von Fried.
Bayer, Leverkusen in dankenswertester Weise fiir iich ausgefiihrt
wurden, auch iiber die Verlagerung des Kupfers im tierischen Or-
ganismus und iiber dessen Abscheilung sehr interessante Anhalts-
punkte gewonnen.

Analysen.
Meerschweinchen.

L.
Behandlung: perkutan.

Gefundene | 24! 100 g
. h
Organ Gewicht Cu-Menngrec mete | Gu-Konzentration
. g mg | mg
!
Leber . . . . . 36,4 320 - 90 1187:1
Darm . . . ., . 86,1 16,0 17 5400:1
Luoge . . . . . 11,5 0,05 0.5 280000:1
Niere . . . . . 6,3 020 3,0 815000:1
Milz. . . . .. 8,9 0,05 \ 0,6 1780000:1
48,30

In 6 Tagen verabreichte Cu-Menge == 78 mg. 6 Tage vor dem Tode = 11 mg Cu.
An Cu festgehalten = 48,3 mg = 6190,

Google ]



59] Experimentalforschungen zur Chemotherapie der Tuberkulose ete. 59
IL
auf 100 5
o Gowicht Gefundene berechnete 1 K
rgan Cu-Menge Cu-Konzentration
g mg | me | .
Leber 28 29 104 \ 9655 : 1
Lunge 20 0,06 i 0,3 3‘33333 1
Niere 9,5 0,07 | 0.7 135714 :1
Milz . 6,0 0,00 l‘ 0,0
3,03

In 6 Wochen verabreichte Cu-Menge == 70 mg. 2 Tage vor dem Tode = 4,5 mg.
An Cu festgehalten = 3,03 mg = 4 %o.

Bei den Meerschweinchen (I u. II) wurde das Kupfer perkutan als
Kupferlezithinsalbe (Lekutyl) einverleibt. Meerschweinchen I wurde
auf diese Weise 78 mg Kupfer innerhalb von 6 Tagen zuge-
filhrt, es ging 6 Tage nach der letzten Behandlung ein.

Meerschweinchen II wurde mit annihernd gleichen Kupfer-
mengen 70 mg behandelt, die Behandlung dauerte aber 6 Wochen, die
einzelnen Einreibungen waren sehr viel schwacher als bei I. Das Tier
starb zwei Tage nach der letzten Behandlung an Tuberkulose.

In beiden Fillen sehen wir, dass in der Leber sowohl absolut
wie auch relativ die Hauptmenge des Kupfers abgelagert war. Im
Verhiltnis zur Leber war der Kupfergehalt der iibrigen Organe ver-
schwindend klein.

111
Behandlung: per os.
“auf 100 g | o
. Gefundene berechnete .
Organ Gewicht Cu-Menge Cu-Konzentration
& mg | mg .
Leber . 70 14 l 20 1: 50000
Darm . 64 0,2 031 | 1:320000
Lunge 18 0,25 1,40 \ 1:72000
Niere 10 0,05 0.50 | 1:200000
Milz . . 15 0,20 ‘ 1,30 1:75000
Gebirn . 3 0,10 3,30 1:30000
Haut 62 0,40 ’ 0,60 1:155000
Kadaver 210 8,10 | 3,80 1:26000
Blutserum . 0,20 .
Blutkdrperchen . } 5 cem 0,10 } 0,30 ; } 1:16666
11,00

In 18 Wochen verabreichte Cu-Menge — 74 mg. 3 Tage vor dem Tode = 2,5 mg.
An Cu festgehalten = 11 mg = 74 %. Ohne Haut- und Kadavergehalt = 8,5 °o.
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60 Prof. Dr. Grifin von Linden. (6L

IV.
T "1 B auf 100 g
Organ ' Gewicht ety berechnete Cu-Konzentration
'8 ,‘ Cu-Menge
o | g mg | mg
i ;
Leber . . . .| 83 200 ' 240 1:41500
Darm u. Magen . 47+14 0,10+0,017 10,20 40,12 = 1:521370
0,32
Lunge . . . . . 13 . 0,05 :i 0,40 1:260000
Niere . . . . . 75 | 0,150 | 2,00 | 1:50000
Milz. . . . . . 19 0,075 i 0,40 ‘ 1:253000
Gehirn . . . . . 3 0,017 0,56 1:176500
Haut . . . . . 120 0,800 0,70 1:150000
Kadaver . . . . 220 0,400 0,15 1:550000
Blutserum . 0.100 —
Blutkérperchen . } ¢ 10 com 0,075 } 0,175 — 1 } 1:57111
3.780

In 18 Wochen verabreichte Cu-Menge = 74 mg. 5 Tage vor dem Tode = 2,5 mg.
An Cu festgehalten = 3,78 mg = 5. Ohne Haut- und Kadavergehalt = 4 %o.

V.
| Gefundene | BUF 100 8
. hnet
Organ Gewicht C u_Me:;;ec net® | Cu-Konzentration
_ g _mg ! mg
Leber . . . . . 3715 1 0,600 1,60 1:62500
Lunge, Herz u. Blut 23,0 [ 0,150 0,65 | 1:153300
Korper . . . . . 465 ; 1,600 0.34 | 1:290625
Blutserum . . . . — Spuren - : —
Blutkdrperchen . . — . 0075 - | -
2,425

In 2 Wochen verabreichte Cu-Menge = 20 mg. Letzte Fitterung vor 6's
Monaten mit 5 mg. An Cu festgehalten — 2,425 mg = 12 %.

In den Fillen III—V war den Meerschweinchen das Kupfer als
Kupferlezithin per os einverleibt worden und zwar hatten die Tiere
IIT und IV innerhalb 4 Monaten 73%: mg Kupfer erhalten. Die
letzte Fiitterung mit 2,5 mg hatte bei III 3 Tage, bei IV 5 Tage
vor dem Tode stattgefunden. An V waren vor 6'/2 Monaten inner-
balb von 14 Tagen 20 mg verfiittert worden.

Die Analyse zeigt, dass bei Meerschweinchen III der Kadaver
absolut und relativ am kupferreichsten war, in zweiter Linie hatte
den hichsten absoluten Kupfergehalt die Leber, den relativ hochsten
aber das Gehirn. Relativ am kupferirmsten war der Darm, trotz-
dem das Metall auf diesem Wege in den Kérper eingefiihrt worden war.
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61] Experimentalforschungen zur Chemotherapie der Tuberkulose etc. 61

Bei Meerschweinchen IV, das b Tage vor seinem Tod die
letzte Kupfergabe bekommen hatte, war wie bei I und II der Kupfer-
gehalt der Leber relativ und absolut am grossten. Aus den iibrigen
Organen war das Metall bis auf kleine Reste geschwunden, auch aus dem
Kadaver. Nur in der Haut war ausser der Leber eine Cu-Anhiufung
zu konstatieren. Auch der Kupfergehalt der Nieren war gestiegen,
‘und zwar zeigte sich die Konzentration des Kupfers in diesem Organ
annihernd gleich gross wie im Blute, den Kupfergehalt von Blutserum
und Blutkorperchen zusammengerechnet. Bei V war absolut genommen
am meisten Cu im Kadaver, relativ am meisten in der Leber. Nach
diesem Ergebnis kann demnach als der Ort linger bestehender Kupfer-
depots die Leber und der Kadaver angesehen werden, wenigstens bei
perkutaner und innerlicher Darreichung. Besonders zeigt Analyse I,
dass die Leber sehr hohe Kupfermengen aufspeichert und entgiftet
und dass sie von dieser Fahigkeit Gebrauch macht, besonders dann,
wennjdem Korper in kurzer Zeit grossere Dosen einverleibt werden.

Die folgenden Analysen VI und VII geben ein Bild iiber die Kupfer-
speicherung bei subkutaner Behandlung. Bei Meerschweinchen VI
ist ebenfalls die Leber am kupferreichsten, bei Meerschweinchen VII,
das vier Wochen vor seinem Tod zum letzten Male behandelt worden
ist, wurde der Kupfergebalt der Leber von dem des Kadavers und
der Haut weit iibertroffen. Es sind hier die Leberdepots grossten-
teils in den Kadaver und in die Haut abgeschieden worden.

VI
Behandlung: subkutan.
Gefunde'ne auf 100 g
Organ Gewicht Ca. Me:;:echnete Cu-Konzentration
8 mg | mg
. |
Leber . . . . . 66,0 2,40 i 3,6 1:27500
Lunge . . . . . 15,0 0,15 1,0 1:100000
Gehirm . . . . . 3,0 0,10 3,3 1:30000
Nieren . . . . . 7,5 0,10 1,3 1: 75000
Milz. . . . .. 10,0 0,075 0,75 1:133333
Magen . . . . . 12,0 0,050 041 1:240000
Darm . . . . . 83,0 0,050 0,06 1:166000
Hamt . . . . . 78,0 0.300 0,38 1:260000
Einspritzstelle . . 3,0 0,050 1,60 1:60000
Blatserum . . . 0,100 — 1:80000
} 8 ecm

Blutkdrperchen . Spuren —

3,375

In 21 Wochen verabreichte Cu-Menge = 6,75 mg. Letzte Einspritzung
6 Tage vor dem Tode = 0,5 mg. An Cu festgehalten = 3,375 mg = 50 %.
Ohne Hautgehalt — 43 %%.
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VIL
i _ Gefundene l?:rfecllf)l?etge
Organ | Gewicht Cu-Mengeo Cu-Konzentration

— . __& mg ! mg
Leber . . . . . 47,00 0,250 0,53 1:188000
Lunge . . . . . 11,00 0,050 0,45 1:220000
Gehirm . . . . . 3,00 0,100 3,33 1:30000
Nierem . . . . . 8.00 0,100 1,25 1:80000
Miz. . . . .. 37,00 0,070 0,20 1:585710
Magen . . . . . 5,00 0,100 2,00 1:50000
Darm . . . . . 43,00 0,200 0,17 1:215000
Haut . . . . . 120,00 0,500 0,40 1:240000
Kadaver . . . . 240,00 7,400 3,09 1:32430

8,770

In 19 Wochen verabreichte Cu-Menge = 5,5 mg subkutan + ¢. 10,0 mg
perkutan = ¢. 15,5 mg Cu. Letzte Einspritzang 27 Tage vor dem Tode = 0,5 mg. An
Cu festgehalten — 8,770 mg = c. 56 °%/0. Ohne Kadaver- und Hautgehalt = c. 16 %bo.

Uberraschend ist bei beiden Meerschweinchen der bedeutende
Kupfergehalt des Gehirnes, der bei VI dem relativen Kupfergehalt
der Leber annihernd gleich ist und in VII trotz der langen Behand-
lungspause diesen sogar noch iibertrifft. Es zeigt sich also hier, dass
das Kupfer auch im nervosen Zentralorgan lange Zeit deponiert
bleiben kann. Da ausserdem der Kupfergehalt des Gehirnes sebr
konstant ist (vgl. Analyse 1II, VI, VII), so darf wohl angenommen
werden, dass hier die kupferaffinen Stoffe bei den verschiedenen
Tieren in annihernd gleichen Mengen vorhanden sind und ihrem
Mengenverhiltnis entsprechend sich mit den im Blute zirkulierenden
Kupfersalzen sittigen. Es sind auch im Gehirn wohl die Lezithine
und Nukleine, die mit dem Kupfer fiir die Zellen indifferente und
nur langsam zerfallende Verbindungen bilden. Die Nieren zeigen bei
der subkutanen Behandlung in beiden Fillen einen ziemlich hohen
relativen Kupfergehalt, der auch nach lingerer Behandlungspause
noch bestehen bleibt. Am schnellsten verschwindet das Kupfer aus
den Lungen, eine Erfahrung, die wir auch bei der internen Behand-
lung gemacht haben. Es scheinen sich in der Lunge wenig Sub-
stanzen zu befinden, die Kupfersalze fixieren und der Kupfergebalt
dieses Organes scheint mit dem des Blutes auf- und abzugehen. Von
Einfluss auf den Kupfergehalt der Lunge ist das Gewicht derselben,
wie es in der folgenden Zusammenstellung zum Ausdruck kommt:

IV. Lungengewicht = 13 g Kupfergehalt, relativer = 0,40 mg,

VIIL. ” =1lg » » = 0,45 mg,
VI. » = 15g ” » = 1,00 mg,
1II. " = 18 g ” ” = 1,40 mg.
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Da es sich in allen diesen Fillen um tuberkulose Lungen handelt,
so wird das Gewicht der Atmungsorgane nicht nur durch ihren Blut-
gehalt, sondern auch durch die Wucherungen des Bindegewebes be-
stimmt, die in den und um die abheilenden tuberkulésen Herde ent-
stehen. Der Kupfergehalt der Lunge scheint danach auch durch den
Grad ihrer tuberkulésen Infektion beeinflusst zu werden.

Die folgenden Analysen der Organe verschiedener Kaninchen
zeigen wie sich die Verteilung des Kupfers bei diesem Versuchstier
und bei intravendser Einverleibung gestaltet.

Kaninchen.

L

Behandlung: intravends.

Gefundene | 2uf 100 8
. berechnet
Organ Gewicht Cu-M enge:eo "% | Cu.Konzentration

g mg ! mg
Leber . . . 80 350 . 40 1:23000
Luoge . ... 12 0,80 ! 64 1:15000
Herz . 12 0,10 ‘ 0,8 1:120000
Gebirn . . . 10 0.64 6,4 1:15625
e 5,04

In 19 Stunden verabreichte Cu-Menge = 15 mg. An Cu festgehalten =

5,04 mg = 383 °%o.

IL.
. “"auf 100 g T
Gewicht Gefundene berechnete .
Organ Cu-Menge Cu-Konzentration
g mg | mg

Leber . 75 1,79 240 1:41900
Lunge 20 0,2 1,00 1:100000
Herz . - —_ — —
Gehirn . 6 0,1 1,7 1:60000
Niere 15 0,2 1,0 1:75000
Milz . 5 0,10 2,00 1:50000
Magen . 85 0,20 0,23 : f‘;g?ggg
Darm 170 1,00 0,60 1:170020
Urin . 24 015 | 060 1: 160000

3,74

In 8 Wochen verabreichte Cu-Menge — 20 mg. Letzte Einspritzung 5 Tage

vor dem Tode = 2,5 mg Cu.
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III.
auf 100
or Gowicht Gefundene b erechnetge Cuk ‘
gan Cu-Menge u-Konzentration
L3 mg mg
Leber . . . . . 51 1,92 3,84 1:26562
Luoge . . . . . 16 0,10 0,64 1:160000
Gehirn . . . . . 5 0,00 0,00 —
Niere . . . . . 10 0,40 4,00 1:25000
Milz. . . . . . 3 0,10 3,33 1:30000
Blutserum . . . . } 4 0,05 } 01 2,50 —
Blutkorperchen . 0,05 ! —_ 1:40000
2,62

In 16 Wochen verabreichte Cu-Menge — 39,5 mg. Letzte Einspritzung
4 Tage vor dem Tode — 5 mg. An Cu festgehalten = 2,62 mg = 7 %b.

1V.
Gefundene auf 100 g
Organ Gewicht Ca-M e:;:echnete Cu-Konzentration
g mg | mg

Leber . . . . . 68 3,04 4,40 1:22894
Lunge . . . . . 18 L0,05 0,40 1:260000
Gehirn . . . . . 7 0,20 8,00 1:85000
Nieren . . . . . 13 0,20 1,50 1:65000 .
Milz. . . . .. 4 0,10 2,50 1:40000
Darm . . . . . 175 2,09 1,50 1:67564
Blutserum . . . . 0,20 11,25 1:8800
Blutkorperchen . J 0,25 joss T —

6,63

In 17 Wochen verabreichte Cu-Menge — 44 mg. Letzte Einspritzung 2 Tage
vor dem Tode = 3.2 mg. An Cu festgehalten = 6,68 mg — 15°%. Ohne den
Cu-Gehalt des Darmes = 4,04 mg = 9 %o.

V.
auf 100 g
o Gewicht Gefundene berechnete oK )
rgan Cu-Menge u-Konzentration
Z mg ! mg
Leber . . . . . 99 0,600 0,600 1:165000
Lunge, Herz . . . 29 0,250 0,862 1:116000
Gehirn . . . . . 9,5 0,400 | 4,000 1:23750
Nierem . . . . . 16. 0,400 : 2,500 1:40000
Milz. . . . .. 2 0,150 7,500 1:18333
Blutserum . . . . } 4 0.050 } 01 2,500 1:40000
Blutksrperchen . 0,050 ) —_ —_
1,900

In 17 Wochen verabreichte Cu-Menge = 37,5 mg. Letzte Einspritzung
4 Tage vor dem Tode = 2,5 mg. An Cu festgehalten = 1,900 mg = 5 %o.
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Alle Kaninchen sind mit nukleinsauerem IKupferlezithin intra-

vends behandelt worden. Kaninchen I erhielt eine einmalige Kupferdosis
von 15 mg und ging nach 19 Stunden an himorrhagischer Nephritis
zugrunde. Bis zum Mittag nach der Einspritzung zeigte sich das
Kaninchen ganz normal, frass und bewegte sich wie ein gesundes
Tier. Am Abend — 10 Stunden nach der Einspritzung — reagierte
es mit den Loffeln auf Anrufen, zeigte sich aber sonst apathisch und
vermied es sich zu bewegen, Die Atmung war normal, Lihmungen
-waren noch nicht eingetreten, denn die Beine wurden normal ange-
zogen, das Tier machte mehr einen miiden Eindruck. Es schnupperte
an der Nahrung ohne aber zu fressen. Durchfall trat nicht ein.
Ausser braunroten Flecken in Leber und Milz, waren bei der Sektion
nur Verénderungen in der Niere, besonders in der linken Niere
nachzuweisen. Der Harn war blutig gefirbt, eiweiss- und blut-
zylinderhaltig. Das Kaninchen II erhielt innerhalb 8 Wochen 20 mg
Kupfer. Es starb an Diplokokkenseptikimie 5 Tage nach der letzten
Einspritzung. Pathologische Verinderungen, die auf Kupfervergiftung
schliessen liessen, waren nicht vorhanden. Das Biut war mit Diplo-
kokken iiberschwemmt.

Kaninchen III bekam innerhalb 16 Wochen 39,5 mg Kupfer, es
starb 4 Tage nach der letzten Einspritzung ebenfalls an Diplokokken-
seuche, die auch bei IV die Todesursache bildete, dem innerhalb
17 Wochen 44 mg Kupfer eingespritzt worden sind und das 2 Tage,
ehe es einging, noch mit 3,2 mg Cu behandelt worden war. Kanin-
chen V ging 4 Tage nach der letzten Einspritzung ebenfalls infolge
von Diplokokkeninfektion zugrunde, es waren ihm innerhalb 17 Wochen
37,5 mg intravenos zugefiithrt worden.

Aus den 5 Kaninchenanalysen geht hervor, dass auch bei intra-
venoser Zufuhr des Kupfers der absolute Gehalt der Leber an
diesemm Metall immer am grdssten ist. Mit Ausnahme der beiden
perkutan behandelten Meerschweinchen zeigte sich der relative Kupfer-
reichtum der Leber bei den Kaninchen héher als bei den Meer-
schweinchen, denen das Kupfersalz durch den Darm oder als Ein-
spritzung unter die Haut einverleibt worden ist. Der relative Kupfer-
gehalt des Gehirnes ist bei den Kaninchen dem der Meerschwein-
chen durchschnittlich gleich, ist aber, wie auch das Hirngewicht selbst,
grosseren Schwankungen unterworfen, und zwar nimmt der Cu-Gehalt
mit wachsendem Hirngewicht zu:

Gehirngewicht: Cu-Gehalt : Letzte Behandlung vor:
6 g 1,7 mg 5 Tagen
7 g 3.0 mg 2,
95¢g 4,0 mg 4
Beitrige zur Klinik der Tuberkulose, Bd. XXXIV. H. 1. b
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Die Zeit, die zwischen der letzten Behandlung und dem Tod
verstrichen war, hatte bei einem Spielraum von 2—5 Tagen keinen
Einfluss auf den Cu-Gehalt des Gehirnes. Die zugefiibhrten Kupfer-
mengen waren in diesen drei Fillen ziemlich gleichgross, und die
kleinen Verschiedenheiten kamen in den Analysen nicht zum Aus-
druck. Nur bei Kaninchen I, das eine einmalige sehr hohe — letale —
Kupferdosis intravenis bekommen hatte, machte sich auch im Gebirn
ein abnorm hoher Kupfergehalt bemerkbar. Der Kupfergehalt des
Gehirnes ist beim Kaninchen auf 100 g Substanz berechnet, durch-
schnittlich fast gleich dem der Leber.

Der relative Kupfergehalt der Nieren ist beim intravends be-
handelten Kaninchen durchschnittlich bedeutend héher als beim Meer-
schweinchen. Es scheint, dass derselbe mit der Grosse des Organes
nicht steigt, sondern im Gegenteil abnimmt; eine Ausnahme bildet
nur Kaninchen V, bei den iibrigen bilden Organgewichte und Kupfer-
gehalt folgende Reihen:

Kaninchen.

Organgewicht: Cu-Gehalt: Letzte Behandlung vor:
10,0 g 4,0 mg 4 Tagen
13,0 ¢ 1,5 mg 2 ,
15,0 ¢ 1,0 mg 5

(V) 16,0 g 2,5 mg 4
Meerschweinchen.
63 g 30 mg 6 Tagen
15 g 2,0 mg 3 ,
75 g 1,3 mg 6
8,0 g 1,25 mg 2
95 g 0,7 mg 2

Wir sehen aus diesen Zahlen, dass beim Meerschweinchen eine
Regelmissigkeit noch deutlicher ausgeprigt ist.

Auch die Milz der intravents behandelten Kaninchen finden wir
relativ sehr viel kupferreicher als die der subkutan, per os, und per-
kutan behandelten Meerschweinchen, und zwar steigt auch hier der
Kupfergehalt umgekehrt proportional zum Milzgewicht:

Kaninchen.
Organgewicht: Cu-Gehalt Letzte Behandlung vor:
2 g 75 mg 4 Tagen
3¢g 3,33 mg 4
4 g 2,50 mg 2
5¢g 2,00 mg 5 ,

Google ]



67] Experimentalforschungen zur Chemotherapie der Tuberkulose etc. 67

Meerschweinchen.
Organgewicht: Cu-Gehalt: Letzte Behandlung vor:
89 ¢g 0,6 mg 6 Tagen
10,0 g 0,75 mg 6
150 g 1,30 mg 3
190 g 0,40 mg 5
370 g 0,30 mg 21,

Beim Meerschweinchen ist, wie wir sehen, das Umgekehrte der
Fall, hier pnimmt der Kupfergehalt mit dem Milzgewicht bis zu einer
bestimmten Grenze zu, es mag dies damit zu erkliren sein, dass es
sich in den analysierten Fillen um tuberkulose Tiere gehandelt hat.
Die Grosse der Milz ist ein Massstab fiir die tuberkulose Erkrankung
des Organes und wir haben bereits bei der Lunge gesehen, dass die
Zahl der tuberkuldsen Herde die Fihigkeit des Organes Kupfer zuriick-
zuhalten steigert. Bei der Milz geschieht dies aber nur bis zu einer
bestimmten Grenze, denn der Kupfergehalt geht zuriick, bei den ganz
grossen und schweren Milzen, in denen der grosste Teil des Organes
durch Koagulationsnekrose in eine schlecht vaskularisierte tote Masse
verwandelt ist, zu der eine Kupferzufuhr kaum mebr stattfinden kann.

“Was nun den Kupfergehalt des Blutes betrifft, so ist derselbe sowohl
beim Meerschweinchen wie beim Kaninchen in ausgesprochener Weise
von der Zeit abhingig, die seit der letzten Behandlung und dem Tod
der Tiere verstrichen ist. Diese Regel kommt, wenn wir die Konzen-
tration des Kupfers im Blute berechnen, in folgender Weise zum Ausdruck:

Kaninchen.
Aus den Analysen berechnete Nach der letzten Behandlung ver-
Kupferkonzentration: strichene Zeit:

Gesamtdosis

1: 8800 2 Tage =44 mg

1: 40000 4 =395,

1: 40000 4 =37 ,

Meerschweinchen.

Gesamtdosis

1: 16000 3 Tage =74 ,

1: 57111 5 =74 ,

1: 80090 6 — 6,7,
1:260625 6% Monate =20 ,

Wir sehen aus dieser Zusammenstellung aber auch, dass der
Sattigungsgrad des Blutes mit Kupfer nach einer bestimmten Zeit
derselbe wird, einerlei ob vorher viel oder wenig Kupfersalz dem

Organismus zugefiihrt wurde.
'5‘
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Der absolute Kupfergehalt des Darmes bei den intravends be-
handelten Kaninchen zeigt an, dass ein grosser Teil des in die Blut-
wege eingefithrten Metalles auf diesem Wege den Korper verldsst, aber
es wird, wie aus Analyse II hervorgeht relativ ebensoviel mit dem Urin
durch die Nieren abgegeben. Die Abscheidung durch den Darm ist
in den ersten Tagen nach der Behandlung grisser als spiter, und
zwar nimmt dieselbe schnell ab (relativer Kupfergehalt nach 2 Tagen
1,5, nach 5 Tagen 0,6 mg). Daraus ist zu schliessen, dass der Orga-
nismus bestrebt ist, sich der iiberschiissigen Kupfermengen, die nicht
zur Sittigung seiner Kupferaffinititen dienen, moglichst schnell zu
entledigen, dass aber fiir ihn nicht toxische Mengen nur sehr lang-
sam abgeschieden werden, so dass das Kupfer in kleinen Quantititen
noch Wochen und Monate nach abgeschlossener Behandlung im Korper
nachweisbar bleibt. Die grosste Kupferspeicherung in den Organen
ist, nach den bisherigen Erfahrungen zu urteilen, ohne den Kérper
zu- schidigen, beim Meerschweinchen durch perkutane Einver-
leibung moglich, und zwar findet sich in Leber und Darm die
Hauptmasse der zugefithrten Kupfermenge (vgl. Meerschweinchen-
analysen I und II). Am schnellsten ausgeschieden und am
wenigsten gespeichert werden die durch den Darm einge-
filhrten Kupfersalze (Meerschweinchenanalysen III—V). Am lingsten
bleiben die subkutan eingespritzten kleinen Kupfermengen im Korper
(Meerschweinchenanalysen VI u. VII) und am gleichmissigsten in
den Organen verteilt ist das intravenos zugefiihrte Kupfer, das
auch die griosste toxische Wirkung entfaltet (Kaninchen-
analysen I—V). Im einzelnen ist die Ausniitzung der auf verschiedenem
Weg in den Organismus eingefiihrten Kupfersalze die folgende:

Gefunden in In % der

Perkutan: Leber, Lungen, zugefiihrten i::ggeaf;luzl;;t: Vor
Niere, Milz: Menge: ’

» 32,30 : 41 78 mg 6 Tagen

» 3,03 43 “w , 6 ,

Per os: 1,90 2,6 4, 3

) 2,30 . 3.1 4, 5

Subkutan: 2,66 39 6,75, 6

» 0.47 8,5 55 , 27T ,
Intravends: 4,9 33 15 , 19 Stunden
” 2,20 11 20 , 5 Tagen

. 9252 7 39 , 4 ,

. 3,59 8 4 , 2

» 1,40 3,1 3, 4 ,



69) Experimentalforschungen zur Chemotherapie der Tuberkulose etec. 69

Wenn wir die Analysen Meerschwein und Kaninchen I nicht be-
riicksichtigen, weil in diesen beiden Fillen Kupfermengen zur Ver-
wendung gekommen sind, die so hoch sind, dass sie fiir den Menschen
praktisch nicht in Frage kommen, so steht beziiglich der Ausniitzung
die subkutane Behandlung mit 39 %o oben an, es folgen die intra-
venose mit 11 %o, die perkutane mit 4 %o, die interne mit 3 %. Bei
dieser Berechnung sind nur diejenigen Kupfermengen beriicksichtigt,
die in Leber, Lungen, Nieren und Milz abgelagert wurden, die Aus-
niitzung erhoht sich wesentlich, wenn auch der Kupfergehalt des Ge-
hirnes, des Blutes und des Kadavers in Rechnung gezogen wird.

Wir haben aus den vorhergehenden Ausfiihrungen ersehen, dass
das in den Organismus eingefithrte Kupfer noch lange im Blute
kreist und in den verschiedenen Organen kiirzere oder lingere Zeit
festgehalten wird und schliesslich, soweit es nicht ausgeschieden wird,
zam grossen Teil in der Leber zur Ablagerung kommt, in einer
Form, die fiir den Organismus ungiftig ist. Da sowohl Blutserum
wie rote Blutzellen lange Zeit Kupfer entbalten, so ist der Blut-
gehalt der Organe in erster Linie entscheidend fiir
ihren Kupfergehalt, im spiteren Verlauf ist dafiir die Gegen-
wart von Stoffen in den Zellen massgebend, die ein erhéhtes Losungs-
und Bindungsvermigen als das Blut fiir Kupfer besitzen. Kupfer-
ablagerungen werden auch dort entstehen kénnen, wenn bei toxischen
Gaben die kupferhaltigen Triimmer roter Blutzellen durch weisse Blut-
zellem, die sie wie Klemptner berichtet aufnehmen, verschleppt
werdlen z. B. in die Milz.

Was nun die Giftigkeit des in den Kérper eingefiihrten Kupfers
betrifft, so ist die Wertung derselben sehr verschieden, was schon daraus
zu ersehen ist, dass als Dosis letalis der atzenden Kupfersalze von den
einen Mengen von 0,4—0,5 g (Hasselt), von den anderen solche von
30—60 g (Taylor und Bécker) angegeben werden. Im allgemeinen
wurde und wird das Kupfer fiir giftiger gehalten als es in Wirklich-
keit ist, und Fille von Vergiftungen auf seine Rechnung gesetzt, in
denen das Kupfer unbeteiligt war und Beimischungen von anderen
Substanzen wie Blei oder Eiweissgifte die Ursache der Erkrankung
bildeten. (Toussaint, Leistungen der Hygiene, Cannstatt, Jahres-
bericht 1857, S. 64 und Meissen, Die Toxizitit des Kupfers in
Zeitschr. f. Tuberkulose, Bd. XXI, Heft 5, 1913.) Trotzdem konnen,
wie wir auch schon aus dem Vorhergehenden ersehen, griossere Mengen
des Metalles in das Blut eingefiihrt zu akuten Vergiftungen mit tod-
lichem Ausgang fiihren.

Die zu einer Vergiftung fithrenden Mengen sind verschieden gross,
je nach der Art des Kupfersalzés und der Art seiner Einverleibung.
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Ausschlaggebend fiir den toxischen Effekt, sind die gleichzeitig
in das Blut gelangenden freien Kupferionen. Kupfer in
festerer komplexer Verbindung wie es im Kupferalbuminat und
Kupferlezithin enthalten ist, wirken viel weniger toxisch, auch
wenn sie unmittelbar in das Blut eingefiibrt werden, weil hier
das Metall aus seiner Verbindung erst austreten muss und seine
Verankerung mit den Blut- und Korperzellen ganz allméhlich vor
sich geht.

Die Symptome, die eine Kupfervergiftung anzeigen, sind ver-
schieden, je nachdem wir das Metall durch den Magen, die Haut oder
unmittelbar in den Kreislauf einfiihren. Durch den Magen einverleibt
bedingen die dtzenden Kupfersalze (Kupferchlorid, Kupfersulfat, Kupfer-
azetat) in erster Linie gastrische Storungen, die sich durch die Reizung
der Schleimhiute des Verdauungskanales erkliren. Auch bei der
gsubkutanen und intramuskuliren Anwendung, treten die lokalen Reiz-
erscheinungen in den Vordergrund, und die resorptiven Erscheinungen,
die wir bei der intravenosen Einverleibung am reinsten kennen lernen,
kommen erst in zweiter Linie zur Beobachtung. Die intravenose
Einspritzung toxischer Kupfermengen geht mit besonders auffallenden
Storungen des motorischen Apparates einher, die sich von einer Un-
lust zur Bewegung bis zur Parese der Glieder steigern. Die Sensi-
bilitit bleibt dabei erhalten. Ferner wurde das allméhliche Er-
loschen der Atmungs- und Herztiitigkeit und Erweiterung der
Pupillen beobachtet. Blutige Durchfille und blutiger Urin, sowie
die nach der Sektion sichtbaren Stauungen und Blutaustritte aus
den feinsten Gefissen in allen Organen zeigen pathologische Ver-
anderungen im Kapillarnetz an, die ausser auf die frither erwihnten
mechanischen Storungen auf eine lihmende Beeinflussung der Vaso-
motoren schliessen lassen.

Trotz der lokalen Reaktionen, die durch grissere Mengen in den
Magendarmkanal eingefiihrten Kupfers entstehen, werden auf diesem
Weg die allergrossten Kupfermengen ertragen. Auch fiir intramuskulir
und subkutan einverleibtes Kupfer ist der Organismus toleranter als
fiir intravenos eingespritztes, weil ein Teil des Kupfers an Ort und Stelle
in schwerer resorbierbare Eiweissverbindungen iibergefiihrt wird. Bei
dem von dem Magendarmkanal aus resorbierten Kupfer kommt noch
in Betracht, dass es in den Pfortaderkreislauf gelangt, mit ihm die
Leber passiert, wo, wie von Kobert festgestellt worden ist, ein Teil
des Metalles abgefangen und entgiftet wird. Die folgende Zusammen-
stellung der Versuchsergebnisse Klemptners, Selleis und eigener
Experimente veranschaulicht das eben Gesagte:
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Zusammenstellung tédlich wirkender Kupfermengen verschiedener
Kupfersalze und bei verschiedener Einverleibung.

Per os .
Tierart Salz Kupfer- |Subkutan) Intra- | Ge- 1y, gy  Zeit
in mg vends | wicht inStunden
menge
Kaninchen® | Kupfernatrium- — 40 8—12 | — — —
tartrat
Hund . 48—56 | 820 200 - - ‘-
" Kaninchen » — 20—24 — 2150 | 10—12 | 24—30
= . » — — 16—24 | — | 1,6—24 —
2 » » 40—48 — - — | 40—48 24
E - Kupferkalium- | 90—96 — 16—24| — |16—24 —
- tartrat
: » Kupferoxyd- — — 12 — 12 —
F albuminat
“ Katze Kupfernatrium- — 64 4,8 — 64 8
tartrat (2 Einspr.) (@ Ezmspr-)}
Kaninchen ” 73,6 — — mittl. —_ 4
in 2mal Grdsse
i » Dimethyl- - — 8 — 4 ertragen
E glykokoll-Kupfer
I » » — — 8, noch- | — 4 24
=] mals nach
8 42 Tagen
g R . — — 12 - 3,4 24
3 . Nukleinsaures — - 15 — 7—8 19
- Kupferlezithin
P . , — - 15 — | 7-8 19
oo (Meerschwein Kupferkalium- — 3,7 - 250 g 148 |2—3 Tage
g= tartrat — 5,0 — 250 , 20,0 24
“a . Kupferchlorid — 9,2 — 250, | 87 5—8

Kurz zusammengefasst miissen somit als toxische Kupferdosen
pro Kilogramm Korpergewicht bezeichnet werden:

Beim Kaninchen:

bei intraveniser Anwendung von Kupfernatriumtartrat

»

»

” »
bei subkutaner Anw

»n n
n »

”

per os gegeben

b b4 n
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ehdung

»
»
”
»

Dimethylglykokollkupfer
Kupferlezithin
Kupferoxydalbuminat
Kupfernatriumtartrat
Kupfernatriumtartrat
Kupferkaliumtartrat

1,6 mg

3—4
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Gut ertriglich sind dagegen beim Kaninchen als
einmalige Dosen:
bei intravenoser Anwendung von Dimethylglykokollkupfer 2 mg
»” » » » Kupferlezithin 4—-5 ,
Bei wochentlichen Einspritzungen und monatelanger
Dauer der Behandlung:

bei intraveniser Anwendung von Kupferlezithin . 25 ,
subkutan Kupferlezithin 8
per os Kupferlezithin 8—10,

. Beim Meerschwein:
Todliche Dosen pro Kilo Korpergewicht nach Sellei:

subkutan Kupferkaliumtartrat 14—20 mg
. Kupferchlorid 3T,
Ertrigliche Dosen:
subkutan Kupferchlorid, einmalig,
bzw. alle 14 Tage bis
4 Wochen 3 mg
subkutan Kupferlezithin 4
per os Kupferlezithin bei wochent-
licher Darreichung und
lingerer Dauer 5—10,,

Beim Menschen:

Beim Menschen hat namenilich Lenzmann, Duisburg die
ertrigliche Kupferdosis bei intravendser Anwendung genau bestimmt,
und zwar fiir das Dimethylglykokollkupfer, er fand, dass von einer
190-Losung dieses Salzes 10 ccm = 100 mg Cu noch gut ertragen
wurden, eine Menge, die auf das Korpergewicht bezogen bei Annahme
eines Durchschnittsgewichtes von 70 kg einer Kupferzufubr von 1,4 mg
pro Kilo entspricht. Bei Steigerung der Dosis fand Lenzmann,
dass Blidsse und Abmagerung zuweilen auch leichter Ikterus eintrat.
Lenzmann bezeichnet deshalb 100 mg als 1°/o Dimethylglykokoll-
kupfer intravenis verabreicht als die Hochstdosis. Die Mehrzahl der
Heilstidttenirzte, die sich mit der Priifung des Kupferpriparates be-
fasst hatten, sind bei wochentlichen Einspritzungen ni¢ht iiber 3 cem
1°%/0-Dimethylglykokollkupferlosung — 30 mg Cu gestiegen und haben
die Behandlung mit kleinen Mengen begonnen.

Die subkutane Anwendung des Kupfers beim Menschen muss sich
in sehr viel engeren Grenzen halten, weil hier die 6rtliche Reizwirkung
eine hohere Dosierung unmoglich macht. Eine Kupferzufuhr von
10 mg pro Dosis auf das Gesamtgewicht bezogen, kann hier kaum
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iiberschritten werden, so dass hier eine allgemeine Giftwirkung iiber-
haupt nicht in Frage kommt.

Bei Tieren, die fiir lokale Reizwirkungen weniger empfindlich sind,
z. B. bei Rindern, kann pro Dosis intramuskulir bis zu 300 mg gestiegen
werden bei Beniitzung der Dimethylglykokoll-Kupferlosung. Die Ein-
spritzungen haben aber auch hier mit kleineren Anfangsdosen zu
beginnen — 50—100 mg — und sind allmihlich zu steigern. Bei
einem Korpergewicht von 150—200 kg wiirde die maximale Kupfer-
zufubhr pro Kilo 1,5—2 mg Kupfer entsprechen und somit die Hochst-
dosis bei intraventser Zufuhr beim Menschen wesentlich iibersteigen.

Was die Kupferdarreichung per os beim Menschen betrifft,
so haben die verschiedensten Korscher gezeigt, dass auf diesem Weg
verhiltnismassig sehr hohe Dosen auf lingere Zeit genommen, ohne
iible Folgen vertragen werden. Aus der Zusammenstellung von
Meissen ,Die Toxizitit des Kupfers“ ersehen wir, dass z. B.
Toussaint (Vierteljahrsschr. f. gerichtl. Med. 1887) 6 Monate lang
von verschiedenen Kupferpriparaten tiglich 0,2—0,5 g ohne Stérungen
des Befindens genommen hat. Meyerhardt verzehrte tiglich wihrend
50 Tagen 0,04 und wihrend 30 Tagen tiglich 0,08 Kupfersulfat, zu-
sammen iiber 4 g = 1 g metallisches Kupfer, also im Durchschnitt
taglich 12,6 mg, ohne irgend welche schidliche Wirkung zu verspiiren.
Kant nahm in 51 Tagen gegen 33 g des sehr leicht resorbierbaren
Kupferazetates in Tee oder Bier, das macht tiglich auf Kupfer
berechnet eine Dosis von 200 mg. In seinem Befinden trat nicht
die geringste Storung ein. (Experimentelle Beitrige zur Wirkung des
Kupfers, Dissert. Wiirzburg 1892.) Rademacher ,Erfahrungs-
heillehre“ (Berlin, G. Reimer, 1843) nahm selbst 8 Monate lang
0,24 g Kupferoxyd, insgesamt 58 g = 41 g Kupfer, oder 173 mg
Kupfer tiglich. Nach Gautier (Le cuivre et le plomb, Paris 1883)
pahmen Epileptiker Cuprum sulfuricum ammoniatum !/z—1 Jahr lang
in Gesamtmengen von 43—124 g. Der Appetit erhielt sich bei allen
diesen Kranken auf normaler Hohe und die Nahrungsaufnahme erlitt
keine Storung. Magenschmerzen wurden nicht beobachtet, zeitweilige
Leibschmerzen traten bei manchen auf, aber nur bei einem Erbrechen
und Durchfall. Einem Epileptiker wurden in nur 39 Tagen 102 g
Cuprum sulfuricum ammoniatum eingefiihrt — 26 g Kupfer, oder
ca. 700 mg Kupfer tiglich. Es wurde mit kleineren Anfangsdosen
begonnen und nach einigen Tagen hoher gestiegen. An zwei Tagen
trat Erbrechen auf, ab und zu breiige Stiihle. Wieder ein anderer
Patient bekam in 25 Tagen 18 g Kupfernitrat = 5,4 g Kupfer oder
tiglich eine Menge von 216 mg des Metalles. Ein anderer Patient
erhielt in 21 Tagen 16.3 g Griinspan (basisches Kupferazetat). Er
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begann mit 0,3 g und nach 8 Tagen nahm er abends und morgens
je 0,78 g also an einem Tag 1,56 g = 530 mg Kupfer. Bei Verab-
reichung dieser grossen Dosen traten dann allerdings Durchfille auf,
die aber wieder aufhirten, als die tdgliche Menge herabgesetzt wurde.

Tabellarisch zusammengestellt wiirden sich diese Befunde in der
folgenden Weise anordnen:

Kupfersalz szg?:. pro kg B]?ll:,;f- Geeamt-
Autor per os in mg | KOTPOr | Gaper | Mem8e
bis zu | 8ewicht | jp Tage In g
Meyerhardt Kupfersulfat 12,5 0,17 80 1
Rademacher Kupferoxyd v 170 2,40 244 41
Kant Kupferazetat 200 2,80 51 10,2
Gautier Kupferammoniumsulfat 216 3,00 25 5,4
,, . 700 10,00 89 27,8
» Basisches Kupferazetat 530 7,60 21 5,5

Wir ersehen aus dieser Tabelle, dass die fiir den Menschen er-
trigliche Kupferdosis bei innerlicher Verabreichung sehr viel hher
ist, als wenn wir das Priparat auf intravendsem Weg einfithren. Es
ergibt sich aber auch gleichzeitig aus den Versuchen der genannten
Autoren, dass dem Menschen sehr lange Zeit durch den Magen Kupfer-
salze in mittleren Dosen zugefiihrt werden kionnen, ohne ihm im ge-
ringsten nachteilig zu sein. Es gibt also wohl eine akute Kupfer-
vergiftung, eine chronische indessen nach Art der Bleivergiftung
wiirde nach diesen Erfahrungen nicht zu fiirchten sein. Die chroni-
sche Kupfervergiftung wird auch von der Mehrzahl der Forscher, die
auf diesem Gebiet gearbeitet haben, in Abrede gestellt und es haben
sich Erkrankungen, die als eine solche gedeutet wurden, bei ge-
nauerer Untersuchung der Fille meist auf andere Weise, als Wirkung
von Verunreinigungen, z. B. durch Blei, Arsen oder Zink, erkliren
lassen. :

Die akute Vergiftung kann durch Verabreichung einer einmaligen
toxischen Dosis hervorgerufen werden, oder aber durch zu schnelle
Aufeinanderfolge von maximalen Dosen, die die Konzentration des
Kupfers im Blut und den Organen, besonders in den nervisen Zentren
so schnell steigern, dass Entgiftung und Abscheidung nicht gleichen
Schritt halten konnen, und ihre Wirkung einer einmaligen toxischen
Dosis gleichkommt. Da aber, wie die Analysen ergeben, bei der Zu-
fuhr kleiner Kupfermengen eine Speicherung des Metalles im
Korper stattfindet und eine Kupferkonzentration zu erreichen ist, die
die fiir die Abtotung der Bakterien im Nihrboden notwendigen noch
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weit iibertrifft, so ist eine Anwendung maximaler Dosen, da wo kein
momentaner Effekt erreicht werden soll, iiberfliissig.

Fiir therapeutische Zwecke ist es wichtig, schon am lebenden
Objekt bestimmen zu kénnen in annihernd welcher Konzentration
das Kupfer in den Organen enthalten ist. Es kann dadurch eine
unndtige und eventuell schidliche Uberladung des Kérpers mit dem
Metall vermieden, und einem zti niederen und unwirksamen Kupfer-
gehalt abgeholfen werden. Die Analysen (vgl. Tab. IIl) zeigen,
dass der Kupfergehalt des Blutes mit dem der Organe
steigt und fillt, dass also aus dem Gehalt des Blut-
serums auf den der Organe geschlossen werden kann.
In weiten Grenzen kann der Kupfergehalt des Blutes durch. die
Flammenreaktion bestimmt werden, und zwar geniigt hierfiir schon
eine sehr kleine Blutmenge von /2 ccm, die in physiologischer Koch-
salzlosung aufgefangen, durch Zentrifugieren in Serum und Blut-
korperchen getrennt und mit einem Tropfen Schwefel- oder Salzsiure
versetzt wird. Ist das Kupfer in dem Blut in einer hiheren Konzen-

~ tration, etwa 1:20000, enthalten, so wird die Flamme von einem
mit der Platinose in ihren Mantel eingefiihrten Tropfen der Fliissig-
keit aufs lebhafteste griin gefirbt. Durch den Vergleich der Flammen-
farbung mit Kupferlosungen von bekannter Konzentration kann bei
Einbringung mdoglichst gleicher Fliissigkeitsmengen ungefahr auf den
Kupfergehalt des Blutes geschlossen werden. Genauere Bestimmungen
lassen sich durch Veraschung etwas grosserer Blutmengen, und kolori-
metrische Bestimmung erreichen.

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass es auf ver-
schiedenen Wegen moglich ist, dem tierischen und
menschlichen Organismus ohne ihn im geringsten zu
schidigen in kiirzerer oder lingerer Zeit so viel Kupfer
zuzufithren, dass alie theoretischen Bedingungen erfiillt
sind, um eine AbtStung der Tuberkelbazillen im leben-
den Organismus zu erzielen. Jedenfalls zeigen die Versuche
am Meerschweinchen und Kaninchen, dass sowohl bei seltener Ein-
fiilhrung grisserer Kupfersalzmengen wie auch bei linger fortgesetzter
Darreichung kleiner Dosen auf dem einen wie andern Weg nicht
nur im Siftestrom, sondern auch in den verschiedenen Organen eine
Konzentration des Metalles erreicht wird, die derjenigen entspricht,
der im Reagenzglas eine ausgesprochen entwickelungshemmende Wir-
kung auf den Tuberkelbazillus zukommt.
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Heilungsversuche mit Methylenblau- und Kupfersalzen Dbei
der Impftuberkulose des Meerschweinchens.

Aus den vorstehenden Ausfiihrungen war zu ersehen, dass die
Tuberkelbazillen Methylenblau- und Kupfersalze sehr leicht aufnehmen,
sowohl wenn den aufgeschwemmten Bakterien die Substanzen in
Liosung dargeboten werden, als auch wenn sie dem Nihrboden zu-
gesetzt sind. Es ergab sich ferner, dass die genannten Stoffe fiir
den Tuberkelbazillus ein ausgesprochenes Gift darstellen, indem sie
sein Wachstum in der Kultur schon in grosser Verdiinnung hemmen
und bei héherer Konzentration ihn abzutéten vermigen. Die Experi-
mente haben ausserdem gelehrt, dass Methylenblau und Kupfer fiir
den tierischen Organismus relativ ungiftig sind und ohne den Korper
zu schidigen in das Blut in einer Konzentration eingefiihrt werden
kénnen, die der Weiterentwickelung des Tuberkelbazillus, wenn wir
von den gewonnenen Erfahrungen ausgehen, eine Grenze setzen muss,
um so mehr als das durch die Ansiedelungen des Tuberkelbazillus
verianderte Gewebe Methylenblau und Kupfer besonders stark auf-
speichert.

Die Methylenblan- und Kupfersalze erfiillen somit alle Vor-
bedingungen eines zur Bekdmpfung der tuberkulosen Erkrankung ge-
eigneten Heilmittels, es bleibt uns aber noch der Beweis zu erbringen,
dass die Wirkungsweise der in den lebenden tuberkulésen Korper
eingefithrten Methylenblau- oder Kupfersalze auf den dort angesiedelten
Tuberkelpilz keine grundsitzlich verschiedene ist, von der auf kiinst-
lichem Nihrboden, mit andern Worten, dass die eingefiihrten Bazillen-
gitfte nicht in den Verbindungen, die sie im tierischen Organismus
eingehen, ihrer fiir den Bazillus toxischen Wirkung beraubt werden.

Die Experimente, die iiber das Verhalten des Methylenblaus und
‘Kupfers im tuberkulés erkrankten Organismus entscheiden sollten,
sind zum Teil bereits in meiner friiheren Verdffentlichung ,Beitriige
zur Chemotherapie der Tuberkulose der Zeitschr. 1912
mitgeteilt. Sie wurden im Sommer 1910 unter der Leitung meines
damaligen Chefs des Geheimen Medizinalrates Professor Dr. Finkler
begonnen und nach dessen Erkrankung und Tod von mir weiter-
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gefihrt. Als Versuchstiere dienten zu allen Experimenten Meer-
schweinchen, wegen ihrer grossen Empfinglichkeit fiir die tuber-
kul6se Infektion, bei der Spontanheilungen ausgeschlossen sind.

Ich beginne mit den Versuchen, die dazu dienen sollen, die
Wirkung der Kupferbehandlung auf die Impfiuberkulose des Meer-
schweinchens festzustellen, wenn das Mitttel in Salbenform durch
die dussere Haut dem kranken Organismus zugefithrt wird.

1. Die perkutane Kupferbehandlung.

Da der subkutanen, intramuskuliren und intravenésen Anwendung
der Kupfersalze bei der Behandlung der tuberkulésen Menschen noch
mancherlei Mingel anhaften, da namentlich empfindliche Patienten
die subkutanen und intramuskuliren Einspritzungen scheuen wund
die intravendsen Injektionen grosste Sorgfalt, Ubung und Geschick-
lichkeit erfordern, so legte ich mir die Frage vor, ob dem Orga-
pismus nicht auch noch auf einem andern Wege das Heilmittel
zugefiibrt werden konnte, ohne die Haut zu verletzen und den
Magen-Darmkanal zu belasten. Ich hielt es fiir moglich die dussere
Haut als Eingangspforte zu benutzen in der Art, wie es bei den
Quecksilberjunktionskuren iiblich ist. Ich dachte mir, dass auf
diese Weise in der Haut ein grosseres Kupferdepot geschaffen werden
konnte, das ganz allmihlich zur Resorption kime und den kranken
Organismus mit dem Heilmittel versorgte, ohne grossere Reaktionen
auszulosen. Von diesen Gesichtspunkten aus bin ich an die im
folgenden mitgeteilten Experimente herangetreten, die eine deutlich
giinstige Beeinflussung des tuberkulésen Prozesses durch Einverleibung
des Kupfers erkennen lassen. Diese Erfolge sind aber weniger
iiberraschend als bei der subkutinen Behandlung, mit deren Resul-
taten wir uns eingehend im nichsten Abschnitt dieser Arbeit befassen
werden.

Ein zur perkutanen Behandlung sehr gut geeignetes Priparat schien
‘mir das auch zu Injektionen beniitzte Kupferlezithin zu sein, das durch
Zusatz von etwas Lebertran in eine weiche Paste zu verwandeln ist und
schon linger von Strauss mit allerbestem Erfolg bei der dusseren
Behandlung des Lupus verwendet wurde. Einreibungen dieser Kupfer-
lezithinsalben, die ich zuerst an mir selbst ausfiihrte, zeigten, dass
auch verhiltnismissig grosse Mengen, namentlich wenn die auf-
getragene Salbe mit etwas Kampferspiritus verdiinnt und eingerieben
wurde, schnell in der Haut verschwanden. Bei geniigend langem
Nachreiben mit Kampferspiritus — nach etwa 10 Minuten — wurde
die intensiv blaugriin gefirbte Salbe so tief in die Haut ein-
gesogen, dass auch mittelst der Lupe keine Blaufirbung der Poren-
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offnungen zu sehen war. Dieses fast restlose Eindringen der Kupfer-
salbe in die Haut war besonders bei der Zimtkupfer-Lezithinsalbe,
zu beobachten, die ich zuerst zur Bereitung einer fiir Injektions-
zwecke geeigneten Emulsion zusammengesetzt hatte und die jetzt von
den Bayerschen Farbenfabriken in Elberfeld hergestellt und ,Lecutyl“
genannt wird. Eine Kupferchloridlezithinsalbe der Farbenfabriken
(U 4) rieb sich zuerst scheinbar besser ein, iibte aber einen ziemlich
starken Reiz auf die #Zussere Hautmuskulatur aus, was sich, wurde
die eingeriebene Stelle unter der Lupe besehen, durch eine Ver-
stirkung des Hautreliefs zu erkennen gab und physiologisch darin
zum Ausdruck kam, dass die zuerst in die Poren eingedrungene Salbe,
infolge von Muskelkontraktion nach einiger Zeit wenigstens teilweise
wieder ausgepresst wurde. Die Aufnahme der in die Haut einge-
drungenen Lecutylsalbe durch das Blut vollzog sich ganz allmiblich,
was sich auch darin zeigte, dass die Salbe in eine Hautstelle viel
langsamer eindrang, wenn sie mehrere Tage nacheinander eingerieben
worden war. Es bedurfte einer Pause von mehreren Tagen, bis
das Depot weggeschafft und die urspriingliche Durchlissigkeit wieder
hergestellt war.

Es handelte sich nun in erster Linie darum, festzustellen, wie-
viel von der einem Organismus perkutan einverleibten Kupfersalbe
verschiedener Zusammensetzung in den Kreislauf gelangt und den
Weg nach den der tuberkulosen Infektion zuginglichen Organen
findet. Ferner musste ermittelt werden, ob das dem Kérper in dieser
schonenden Weise einverleibte Kupfer auch seine therapeutische
Wirkung entfaltet. Zur Klirung beider Fragen stellte ich eine
Reihe von Versuchen am Meerschweinchen an, deren Ergebnisse im
folgenden mitgeteilt sind.

Die Resorption von Kupfersalben durch die #ussere Haut.
Mit Tafel XV und XVI.

Um die Resorption in die Haut eingeriebener Kupfersalben
bestimmen zu kénnen, behandelte ich eine Anzahl Meerschweinchen,
die regelmassig in Zwischenriumen von wenigen Tagen mit kleinen
Mengen der zur Priifung bestimmten Priparate an der vorher glatt
geschorenen Bauchhaut eingerieben wurden. Ausser den Kupfer-
lezithinsalben U 3 = Zimt-Kupferlezithin = Lecutyl, und U 4 = Kupfer-
chlorid-Lezithin beniitzte ich auch zwei verschiedene Kupferfettsalben,
um festzustellen, welche Art sich fiir den gewiinschten Zweck am
besten eignet. Die eine Fettsalbe bestand aus Kupferchloridvaselin
U5, die andere, die mir von Dr, von Scheibner-Ambrok zur
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Priifung iibergeben worden, war analog der Quecksilbersalbe aus
metallischem Kupfer und Vaselin zusammengesetzt. Der Kupfer-
gehalt der Lecutylsalbe war 4,5%o, der der Kupferchloridvaselin-
salbe 5%o und der der metallischen Kupfersalbe 3390, auf metallisches
Kupfer berechnet. :

Alle Einzelheiten iiber die Zahl der Einreibungen und iiber die
verwendeten Dosen sind aus den Versuchsprotokollen I—VIII zu
entnehmen. Die Versuchstiere wurden, sobald sie eingegangen oder
getotet waren, seziert, die Hautstellen, auf denen eingerieben worden,
warden ausgeschnitten, die Organe dem Kadaver entnommen und
dieser und die Organe einzeln auf ihren Kupfergehalt untersucht.
Die Kupferbestimmungen sind in dem wissenschaftlichen Laboratorium
der pharmazeutischen Abteilung der Bayerschen Furbenfabriken zu
Elberfeld auch in diesen Versuchen ausgefiihrt worden.

Die Kupferzahlen wurden in der Weise ermittelt: ,dass die
Organe mit einem Gemisch von konzentrierter Schwefelsiure und
Salpetersiiure verbrannt wurden. Nach dem Abrauchen des Siure-
gemisches wurde das Kupfer mit Schwefelwasserstoff gefillt und bei
Anwesenheit von wiigharen Mengen als Kupferoxyd gewogen, bei
geringerem Kupfergehalt nach dem Wiederauflosen in Salzsiure
hintereinander mit Ammoniak bzw. mit Ferrozyankalium kolori-
metrisch geschitzt, wobei iibereinstimmende Resultate erhalten
wurden®.

Die Ergebnisse der Resorptionsversuche sind im einzelnen aus
den Protokollen der Versuchstiere I—VIII ersichtlich und das Gesamt-
resultat ist in der graphischen Darstellung Taf. XV leicht zu iiberblicken.
Auf der Abszissenachse dieser Kurven sind die Tage der Einreibungen
verzeichnet, auf den Ordinaten ist eingetragen, wieviel Prozente von
den dem Korper allmihlich einverleibten Kupfermengen der nach dem
Tod des Tieres ermittelte Gesamtkupfergebalt der Organe und des
Kadavers mit Ausschluss der eingeriebenen Hautstelle betrigt. Und
zwar ist auf den Kurven mit der letzten Einreibung begonnen, so
dass die in dem hochsten Punkt der Kurve stehende Zahl angibt,
wieviel Prozente der bei der letzten Einreibung dem Tier zuge-
filhrten Kupfermenge in dem Analysenresultat enthalten sind. In den
folgenden Punkten sind die im Kérper wiedergefundenen Kupfer-
mengen auf die erste und zweite, bzw. auf die erste, zweite und
dritte Einreibung bezogen usf.

Aus dieser Zusammenstellung ergibt sich deutlich, dass die
Kupferlezithinsalbe vollstindig resorbiert und dass das mit ibr auf-
genommene Kupfer nur sehr langsam wieder ausgeschieden wird.
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Von den Fettsalben werden die mit gelostem Kupfersalz, die Kupfer-
chloridvaselinsalbe, besser aufgenommen als die metallische Kupfer-
salbe. Die Kupferchloridfettsalbe wird ungefihr ein halbmal so
vollkommen resorbiert als die Lezithinsalbe, und es erscheint, dass
die dem Korper mit ihr zugefiihrten Kupfermengen auch schneller
wieder abgeschieden werden.

Bei der Lecutylsalbe iibertrifft der Kupfergehalt der Organe, die mit
der letzten Einreibung zugefiihrten Kupfermengen ganz bedeutend, er be-
trug in einem Fall 430%b0, im andern 152°%, der letzten Einreibung.
(Tat. XV Fig. 1u.2.) Mit andern Worten: der nach dem Tod ermittelte
Kupfergehalt der Organe kann nicht von der letzten und auch nicht von
der vorletzten Einreibung herriihren, sondern es haben sich in den
Organen die Kupfermengen, auch der den beiden letzten Einreibungen
vorhergegangenen, gespeichert. Bei Nr. 1 ist der Kupfergehalt der
Organe, ohne Beriicksichtigung des Kadavers, 140%0o der innerhalb
von 6 Tagen ausgefiibrten 3 letzten Einreibungen. Von den 4 letzten
Einreibungen war noch 84°%, von den 5 letzten 71°0o und von allen
innerhalb von 9 Tagen ausgefiihrten Junktionen waren noch 619
der eingeriebenen Kupfermenge, d. h. 48 mg Kupfer, nachweisbar.
Versuchstier II war lungentuberkulds und kam in Behandlung, als es
bereits an starker Dyspnoe litt, es wurden ihm zuerst alle 2, spiiter alle
4—b Tage kleine Salbenmengen eingerieben, die weniger als die Hilfte
des dem ersten Versuchstier beigebrachten Kupfers enthielten (statt
11 mg. 4,5 mg pro Dosis). Auch hier fand eine ausgiebige Resorp-
tion des Kupfers statt, wenn auch der Kupfergehalt der Organe und
des Kadavers zwei Tage nach der letzten Einreibung nur 152°%o der
zuletzt eingeriebenen Kupfermenge betrug, mit anderen Worten, wenn
sich auch hier nur die Hilfte des Kupfergehaltes der vorletzten Ein-
reibung aufgespeichert vorfand. Von den beiden letzten innerhalb
von 7 Tagen verabreichten Kupferdosen waren 760, von den 3 inner-
halb von 11 Tagen vorgenommenen Junktionen waren 50°o und von
der im ganzen innerbalb von 48 Tagen eingeriebenen Kupfermenge
waren noch 9% nachweisbar. Der Kupfergehalt des Kadavers stand
zu dem der Organe im Verhiltnis von 3:5, er war also geringer als
der der Organe. Versuchstier III zeigt (Taf. XV, Fig. 3), dass gleich-
zeitige Einspritzungen von Jodmethylenblau die Kupferresorption
ausgesprochen ungiinstig beeinflussen oder die Kupferausscheidung
beschleunigen. Es wurden bei diesem Tier die Hautteile, auf
denen eingerieben worden war, nicht von der Untersuchung aus-
geschaltet, sondern getrennt analysiert und es ergab sich, dass der
Kupfergehalt der Bauchhaut ebensogross war, wie der des Kadavers
urd der Organe zusammen. Beriicksichtigen wir nun hier wie bei
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den iibrigen Versuchen allein den Kupfergehalt der Organe und des
Kadavers, so betrigt derselbe nur 33,6%0 des Kupfergehaltes der
letzten Einreibung, in der dem Meerschweinchen eine hohe Kupfer-
dosis = 22,6 mg vier Tage vor dem Tod zugefiihrt worden ist. Auf-
fallend ist der hohe Kupfergehalt der tuberkulésen und pneumoni-
schen Lunge, der den Lungenwert aller andern Versuchstiere iiber-
trifft und dem der Leber gleichkommt. Die Ausscheidung des
Kupfers ist, wie die Kurve zeigt, bei gleichzeitiger Methylenblau-
behandlung eine sehr langsame, es muss demnach tatsichlich die
Resorption durch den Farbstoff ungiinstig beeinflusst werden.

Die Resorption der Kupferchloridlezithinsalbe ist, was
nach dem frither Gesagten zu erwarten war, weniger vollkommen als
die des Lecutyls. Von der letzten Einreibung finden sich nach
3 Tagen nur noch 74%o in den Organen und dem Kadaver, obwohl
auch hier dieselben Kupferdosen gegeben worden sind, wie bei Ver-
suchstier 1. Die Ausscheidung des Kupfers ist aber ebenso langsam
wie bei der Lecutylsalbe. (Taf. XV, Fig. 4.) '

Von den Kapferfettsalben wird die Kupferchloridvaselinsalbe
U b5 am besten aufgenommen. Es finden sich bei Versuchstier V
in Kadaver und Organen 108°%bo des Kupfergehaltes der letzten Ein-
reibung, die einen Tag vor dem Tod des Tieres stattgefunden hatte.
Auch hier ist das Analysenresultat noch durch einen Rest des
Kupfers bestimmt, der von der vorletzten Einreibung herriihrte, die
6 Tage vor dem Tod ausgefiihrt worden war. Von dem Kupfergehalt
der ganzen in 31 Tagen eingeriebenen Salbenmenge fanden sich
nach dem Tod des Tieres noch 9%o. Der Verlauf der Kurve (Taf. XV,
Fig. 5) zeigt, dass die Resorption dieser Fettsalbe wohl erheblich
hinter der der Lecutylsalbe zuriicksteht, dass sie aber eher grisser ist
als die der Kupferchloridlezithinsalbe. Die Zahlen zeigen gleichzeitig,
dass das Kupfer aus der Fettsalbe erheblich schneller wieder aus-
geschieden wird, als das in der Lezithinverbindung eingefiihrte Metall.

Resorption der Zimtkupferlezithinsalbe (Lecutyl).
Nr. 1 Graugelb. Mit grésseren Dosen behandelt.

Behandlungstage : Menge: Kupfergehalt:
11. V. 1912 025 g 00112 g
2., 0,25 ,, 0,0112 ,,
18. ,, ., ) 0,50 ,, 0,0225 ,,
4. ,, ,, 0,25 ,, 0,0112 ,,
16. ,, ,. 0,25 ,, 0,0112 ,,
17. ,, 0,25 ,, 0,0112 ,,

20. eingegangen

1,75 g 0,0785 g v
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Analysenergebnis:
Leber = 0,032 g Kupfer

Darm = 0,016 ,
Lunge = 0,00005 ,, ,,
Nieren = 0,00000 ,, ,,

Milz = 0,0005 ,,
0,04810 g Kupfer

3

Der Kupfergehalt der Organe nach dem Tod betrigt 0,0481 g,

das ist in Prozenten bezogen auf den Kupfergehalt:

der letzten Einreibung = 480 9

o 2, " = 215 9% " " 4 »
” 3 ’” ” = 140 9{) » ” 6 ) 2
- 4, ” = 8% » " 7 . »
v ) »”» m = 71 (%) » »” 8 ” s’
" 6, ” = 619% ” ) 9 1

”

»

die stattfand 3 Tage vor dem Tod

- Leber und Milz waren tuberkulds verindert. In der Lungenspitze

befanden sich vereinzelte graue Tuberkel-Knotchen.

Resorption der Zimtkupferlezithinsalbe (Lecutyl).

Nr. 2.  Mit kleineren Dosen behandelt: Analysenergebnis :
Bebandlungstage: Menge: Kupfergehalt: Leber = 0,0029 ¢
11. V. 1912  0,1000  0,0045 Darm = 00011 ,,
14. , 01000  0,0045 Lunge = 0,00006 ,,
16. ,, 0,1000  0,0045 Nieren = 0,00007 ,,
18. ., 0,1000  0,0045 Milz = 0,00000 ,,

20. ,. 0,1000  0,0045 Kadav. = 0,0027 ,,

”

22, ,, . 0,1000 0,0045

0,00683 g = dem

4. ., 0,1000 0,0045 Kupfergehalt der Organe am Schluss
26. ,, 0,1000 0,0045 des Versuches, dieser entspricht in
3L, . 0,1000 0,0045 Prozenten dem Kupfergehalt:

3. VL 0,1000 0,0045

T o0 01000 00045 T o0 g
. n 01000 o005 ", " ol T
10. ,. . 01000 00045 g
12, . 01000 0,004§ L4 sse 1g .
17. . 0,1000  0,0045 s s0% 18 .
2L ,, . 01000 00045 o "
2. ,, 0,1000  0,0045 g . 190, o5 .

28. ,, ., eingegangen .10, 150, 39

17 Einreibungen 1,7000 00765 g ., 17 ,, 99 48

6'
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Bei diesem Versuchstier zeigten Leber und Milz leichte, die Lunge
sehr schwere tuberkulése Verinderungen. Die Lungenoberfliche hatte
eine leopardenhautartige Zeichnung. Die sonst weissen oder gelblichen
Zentren der tuberkulosen Herde waren vaskularisiert und dadurch
rot gefirbt. Die Grenzzone war noch weiss und dieser schmale Ring
wurde von einer wieder rot gefirbten Zone umgeben, diese stiess an
das normale lufthaltige Gewebe (Augentleckzeichnung). Die Alveolen
enthielten abgestossenen Detritus mit massenbaften Tuberkelbazillen.
Alveolarepithel zum Teil wieder regeneriert und bazillenfrei. (Reinigung
der Alveolen und Regeneration des Epithels.)

Resorption der Lecutylsalbe bei gleichzeitiger Methylenblau-

behandlung.
Nr. 3 (Rotweisse Nase, hinten weiss). Ap Tuberkulose eingegangen.
Behandlungstage: Menge: Kupfermenge: Analysenergebnis. 2. XII, 12.
1.VIIL. 1912 0,200 0,009 Leber  0,0017
6. ., 0,200 0,009 Darm  0,0014
2., . 0,200 0,009 ) Lunge 0,0016
5. ., 0,200 0,009 Nieren 0,0000
28. ,, . 0,100 0,0045 Milz 0,0000
6. 1X. 0,100 0,0045 Kadaver 0,0027
2. .. . 0,100 0,0045 Haut 0,0077
24, " 0.100 0,0045 00151 g = dem
27. ., . 0,100 0,0045 Kupfergehalt der Organe am Schluss des
. X 0,100 0.0045 Versuches; dieser e