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VOl'wort des Vel'fassel's. 
1m Jahre 1928 schrieb ich ein kleines Buch, "Methods of Biological 

Assay", dessen Neuausgabe dies ist; es sind abel' darin so wenig Spuren 
yom ersten Buch iibriggeblieben, daB es im Englischen einen neuen 
Titel bekommen hat. 

Die ersten drei Kapitel bilden die Einleitung. Kapitel I behandelt 
den Sinn und die Anwendung von Standardpraparaten. In Kapitel II 
werden die Grundzuge del' vergleichenden Methoden auseinandergesetzt, 
abel' jegliche Mathematik vermieden. Kapitel III zeigt die Anwendung 
einiger mathematischer Verfahren. Zu Anfang dieses Kapitels habe ich 
versucht, die Formeln nach bestem Wissen zu erklaren, spateI' abel' 
habe ich auf jede Erklarung verzichtet und mich damit begnugt, an 
Beispielen zu zeigen, wie man die einzelnen Formeln anwendet. Ein 
solches Kapitel konnte man unendlich lang fortsetzen; wenn es abel' 
zu lang ist, entmutigt es den Leser. Hoffentlich finden es manche Leser 
del' Miihe wert, die Beispiele fiir sich durchzurechnen; wenn sie den 
Gebrauch einer Formel verstanden haben, werden sie zuweilen selbst 
die rationelle Grundlage entdecken. So ist mil' z. B. beim Lesen del' 
Korrekturen die Erklarung zu GADDUMS Formel fiir den Vergleich 
zweier Losungen ohne Kurve klargeworden und ich sah, daB ich sagar 
selbst eine solche Formel ZUl' Berechnung der Ergebnisse eines Insulin
tests an Mausen (S. 78) erklart hatte. 

In den spateren Kapiteln werden die Methoden einzeln beschrieben. 
Dabei ist wedel' del' Versuch gemacht, samtliche existierenden Metho
den zu beschreiben, noch eine geschichtliche Dbersicht del' Entwick
lung bestimmter Methoden zu geben, sondern es handelt 8ich vorwiegend 
urn 801che Methoden, die im Laboratorium del' Pharmaceutical Society 
angewandt werden. Meines Wissens sind es die besten Methoden, die 
augenblicklich zur Verfugung stehen, und auch falls das nicht zutreffen 
sollte, ist doch die Beschreibung keineswegs zwecklos. Beim Ausarbei
ten biologischer Methoden kann man zwei gut abgrenzbare Stadien 
unterscheiden: das erste ist die Entdeckung einer biologischen Eigen
schaft, die als Basis fitr die Methode dienen kann; das zweite ist die 
Definition del' Bedingungen, unter denen auf del' gefundenen Basis ein 
quantitativer Vergleich mit bekanntem Genauigkeitsma13 gemacht wer
den kann. Viele erheben den Anspruch, eine neue Methode angegeben 
zu haben, wenn sie erst den ersten Schritt getan haben, del' Haupt
zweck dieses Buches ist, an einer Reihe von Beispielen zu zeigen, wic 
man den zweiten Schl'itt tut. 

Die Serumstandardisierung ist nicht beschrieben, und obgleich in 
vier Kapiteln die Vitaminauswertung behandelt wird, wurde doch auf 
eine el'schopfende Darstellung del' Methoden, die auch Anweisungen fiir 



IV Vorwort. 

eine Rattenzucht enthalten muBte, verzichtet. Denjenigen, die auf 
diesem Gebiete arbeiten, sei das Buch meiner Kollegin Dr. KATHARINE 
H. COWARD empfohlen, das demnachst erscheinen wird. 

Beim Schreiben dieses Buches war mil' die Hille meiner Kollegin 
Dr. EDITH BULBRING sehr wertvoll; sie hat die Ubersetzung in die 
deutsche Sprache besorgt und dabei viele Vorschlage zur besseren Eill
teilung des Stoffes und Weglassung unwichtiger Einzelheiten gemacht. 
Ich bin auch Prof. GAD DUM fUr die Durchsicht des Entwurfs zu Ka
pitel III zu Dank verpflichtet, Dr. A. S. PARKES fur Bemerkungen zu 
den Kapiteln uber Sexualhormone, H. P. l\'lARKS fur Bemerkungen zur 
Insulinauswertung und Dr. K. H. COWARD fiir das Durchlesen del' 
Kapitel uber Vitamine. Fiir die Uberlassung von Abbildungen bin 
ich dem Controller of H. M. Stationery Office, den Herausgebern del' 
Proceedings of the Rooya.} Society, des Journal of Physiology, des Bio
chemical Journal, des Quarterly Journal of Pharmacy and Pharmacology, 
des Archivs fUr experimentelle Pathologie und Pharmakologie, del' Zeit
schrift fur Physiologische Chemie und dem Secretary of the Health 
Organisation, League of Nations, zu Dank verpflichtet. Anhang II ist 
mit Genehmigung des Verlags Oliver and Boyd aus "Statistical Methods 
for Research Workers" von R. A. FISHER entnommen. 

London, W. C. 1, Mai 1937. 
The College of the Pharmaceutical Society. 

J. H. BURN. 

Vorwort zur deutschen Ausgabe. 
Die Ubersetzung dieses Buches geschah noch wahrend es geschrieben 

wurde; und durch die enge Zusammenarbeit mit dem Verfasser waren 
die Bedingungen fur eine getreue Wiedergabe besonders giinstig. Dr. 
MARTHE V OGT mach te ich an diesel' Stelle danken fur die Durchsicht del' 
deutschen Ausgabe. Einen Ausdruck fii.r den Sinn des Ubersetzens 
findet man in einem Brief von GOETHE, del' 1827 an CARLYLE schrieb: 

"WeI' die deutsche Sprache versteht und studiert, befindet sich auf 
dem Markte, wo alle Nationen ihre Waren anbieten, er spielt den Dol
metscher, indem er sich selbst bereichert. Und so ist jeder Ubersetzer 
anzusehen, daB er sich als Vermittler dieses allgemein geistigen Handels 
bemiiht und den Wechseltausch zu befardern sich zum Geschaft macht. 
Denn was man auch von del' Unzulanglichkeit des Ubersetzens sagen 
mag, so ist und bleibt es doch eines del' wichtigsten und wiirdigsten Ge
schafte in dem allgemeinen W eltwesen. " 

London, W. C. 1, Mai 1937. 
The College of the Pharmaceutical Society. 

EDITH BULBRING. 
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Kapitel1. 

MaBeinheiten. 

Eigentlich sollte sich jeder Pharmakologe die Stadt Winchester an
sehen. 1st er nebenbei ein Realpolitiker, so geht er vielleicht durch die 
Kreuzgange del' ersten englischen Public School, die 1387 von William 
of Wykeham gegrundet wurde, oder sieht zu, wie die Knaben auf den 
Uferwiesen am Itchen Cricket spielen. 1st er ein Romantiker, so be
trachtet er vielleicht das romanische Querschiff in del' Kathedrale, 
Dder den runden Tisch Konig Arthurs und seiner Tafelrunde, an dem 
auch Tristan gesessen haben solI. 1st er abel' nul' ein Pharmakologe, 
so braucht er nul' den Turm des westlichen Stadttores zu besich
tigen, in dem einige alte Gewichte und MaBe aufbewahrt werden. 
Einstmals war namlich Winchester die Hauptstadt von England, abel' 
im heutigen englischen Leben ist aus jener Zeit nichts ubriggeblieben 
als die groBen Vorratsflaschen, die allgemein "Winchester Quarts" 
genannt werden. In dem alten Stadtturm sind jedoch die fruheren 
EllenmaBe besonders interessant, VOl' allem deshalb, well sie nicht aIle 
gleich lang sind und an manchen Stucke angesetzt sind. Die Standard
elle war namlich die Armlange des Konigs, und jedesmal, wenn ein 
neuer Konig auf den Thron kam, wurde das EllenmaB geandert. 

Betrachtet man die fruheren MaB- und Langeneinheiten, namlich 
den FuB, den Finger, die Handbreit odeI' die Handvoll, so sieht man, 
daB sie ursprunglich auf biologischen Merkmalen beruhen. Heute ge
nugen sie abel' nicht mehr, denn die Armlange eines Mannes oder del' 
Durchmesser seiner Hand, ob er nun Konig ist odeI' nicht, ist verander
lich und hat wenig Wert als MaBeinheit, die Genauigkeit erfordert. 
Obgleich nun gewiB samtliche Pharmakologen sofort die Veranderlichkeit 
del' koniglichen Armlange zugeben willden, sehen sie nul' sehr langsam 
ein, daB aIle anderen biologischen Merkmale ebenso veranderlich sind. 
Denn wenn Substanzen an ihrer biologischen Wirkung gemessen werden 
sollen, wird die Einheit immer noch durch ein biologisches Merkmal 
ausgedruckt, und alle diese Definitionen setzen voraus, daB biologische 
Merkmale konstant sind. Als man zum erstenmal die Wirksamkeit von 
Digitalis messen woIlte, nahm man als Einheit die Menge, die notig ist, 
um 1 g Frosch zu toten. Dies war die Froscheinheit. Manchmal wird 

Burn-Biilbring, Biologische Auswertungsmethoden. 1 
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sogar heute noch die Starke herzwirksamer Glykoside in Froscheinheiten 
ausgedriickt. Wie veranderlich sie aber ist, kann man an Versuchen 
sehen, bei denen dieselbe Digitalisprobe zu verschiedenen Jahreszeiten 
gepriift wurde. Die Werte in Tabelle 1 sind die jeweils im internationalen 
Standardpulver gefundenen Froscheinheiten; sie schwanken zwischen 
1310 und 3300 Einheiten pro Gramm. 

Tabelle 1. 
Die Wirksamkeit von Standard-Digitalispulver in Froscheinheiten 

ausgedriickt, wie sie zu verschiedenen Zeiten gefunden wurde. 

I Froscheinheiten Froscheinheiten 
pro Gramm pro Gramm 

Pulver Pulver 

1935: 21. September. 1670 9. April 1850 
27. 

" 
1510 21. 

" 
2380 

5. Oktober . 1850 7. Mai. 2270 
13. November 2270 14. 2170 
23. Dezember 2600 2l. 2000 

1936: 25. Januar 2940 3. Juni 1850 
1. Februar 3300 10. 2500 

12. 
" 

2630 25. 
" 2170 

13. Marz 2500 15. Juli . 1390 
20. 2170 17. 

" 1310 

Beim ersten Versuch, die Wirksamkeit von Insulin zu messen, wurde 
als Einheit die Menge angenommen, die bei einem Kaninchen Krampfe 
verursacht. Spater wurde sie abgeandert in die Menge, die den Blut. 
zucker eines hungernden Kaninchens von 2 kg Gewicht auf 0,045% 
herabsetzt. Jeder, der mit Insulin gearbeitet hat, weiB, daB diese Menge 
alles andere als konstant ist, und die so definierte Einheit wurde unter 
allgemeiner Zustimmung 1925 verlassen. 

Trotzdem man immer wieder die Erfahrung gemacht hat, daB die 
durch eine physiologische Wirkung ausgedriickten Einheiten sehr ver
anderlich sind, hat das die Einfiihrung neuer, ahnlicher Einheiten in 
keiner Weise verhindert. Es hat Katzen- und Taubeneinheiten fUr 
Digitalis, Ratten- und Mauseeinheiten fiir das brunstaus16sende Hormon, 
Kanincheneinheiten fUr die verschiedenen Hypophysenvorderlappen
stoffe, Hundeeinheiten fUr Nebennierenrindenhormon, und noch im 
Jahre 1936 die Mauseeinheit fUr das adrenotrope Hormon gegeben. 

AIle diese Einheiten sind genau so veranderlich wie des Ki:inigs 
Armlange. Erstens deshalb, weil die Tiere, sogar wenn sie innerhalb 
desselbenLaboratoriums unter den gleichenBedingungen leben, variieren. 
Zweitens hangen solche Einheiten von den technischen Einzelheiten 
del' Versuchsmethodik ab, und da die Pharmakologen nur ungern die 
Methoden anderer in allen Einzelheiten befolgen, entsteht eine weitere 
Fehlerquelle. Den Pharisaern wurde vorgeworfen, daB sie Miicken 
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seihten und Kamele verschluckten; heutzutage wollen die Pharmakolo
gen von des Konigs Arm nichts wissen, aber sie schlucken Frosche, 
Ratten und Mause, von Meerschweinchen und Tauben ganz zu schweigen. 

Vergleichende Methoden. 1m Gegensatz zu diesen miBlungenen Ver
suchen, genaue Messungen mit Hille von Tiereinheiten zu machen, sind 
die Priifungen verschiedener Untersucher, bei denen jeder zwei Prapa
rate miteinander zu vergleichen hatte, von gro.Berem Erfolg begleitet 
gewesen. Wenn zwei Praparate A und B dieselbe spezifische Wirksam
keit haben, ist es gewohnlich leicht zu entscheiden, welches das starkere 
ist, und verschiedene Beobachter kommen gewohnlich zum gleichen 
Ergebnis, obwohl ihre Methoden in wichtigen Einzelheiten voneinander 
abweichen. Werden zwei Insulinpraparate in zwei Laboratorien mit
einander verglichen, so wird in beiden gewohnlich dasselbe Wirksam
keitsverhaltnis gefunden, obwohl das eine Laboratorium die Blutzucker
methode am Kaninchen und das andere Laboratorium die Krampf
methode an Mausen benutzt. Wenn also der Versuchszweck der ist, 
zwei Praparate zu vergleichen, so daB das Verhaltnis ihrer Wirksamkeit 
bestimmt wird, dann verlieren die methodischen Einzelheiten an Be
deutung. Allerdings werden sie nicht vollkommen unwichtig, sondern 
spielen zuweilen noch eine Rolle. Wir konnen jedoch auf die absolute 
Ubereinstimmung der Methoden verzichten, wenn wir aile Wertbestim
mungen in einen Vergleich zweier Praparate miteinander verwandeln. 

Standardpraparate. Die Einfiihrung von Standarden in Form von 
trockenen und haltbaren Praparaten ermoglicht solche vergleichenden 
Methoden, denn jede Auswertung einer unbekannten Probe wird zu 
einem Vergleich mit einem Standard, bei dem festgestellt wird, wieviel 
starker odeI' schwacher sie ist. Der Begriff eines Standards stammt von 
EHRLICH. Er fiihrte ihn ein, um die Auswertung von Diphtherie-Anti
toxin zu vereinfachen. EHRLICH nannte die Antitoxineinheit nicht die 
Menge, die einem Meerschweinchen einen gewissen Grad von Schutz 
verleiht, sondern bestimmte statt dessen die Einheit als die Wirksam
keitsmenge, die in einer gegebenen Gewichtsmenge einer getrockneten 
Antitoxinprobe vorhanden war, die er in seinem Laboratorium in Frank
furt aufbewahrte. AIle Eichungen unbekannter Proben wurden danach 
ein Vergleich mit EHRLICHS Standard-Antitoxin, bei dem festgestellt 
wurde, welche Gewichtsmenge der unbekannten Probe dieselbe Wir
kungsstarke besaB wie eine bestimmte Gewichtsmenge des EHRLICHschen 
Praparats. 

Das erste trockene Standardpraparat fUr eine andere Substanz als 
Serum war der Digitalisstandard, den MAGNUS vorschlug und herstellte. 
Wenn ein Beobachter die Wirksamkeit von Digitalis in Froscheinheiten, 
ein anderer in Katzeneinheiten ausdriickt, so wird es - da die Frosch
einheit und die Katzeneinheit beide veranderliche GroBen sind -

1* 
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unmoglich, Zahlen dieser zwei Einheitssysteme zu vergleichen. Wenn 
jedoch ein internationales Standard-Digitalispulver benutzt wird, dann 
kann der Vergleich eines unbekannten Blattes mit diesem Standard
pulver entweder mit der Froschmethode oder mit der Katzenmethode 
ausgefiihrt werden, und der Ausdruck der Wirksamkeit in Einheiten.ist 
unabhangig von der Tierart. 

Es gibt heute 28 dieser Standardpraparate, die entweder im Serum
institut in Kopenhagen oder im National Institute for Medical Research 
in London aufbewahrt werden. Eine Zusammenstellung dieser Praparate 
ist im Anhang I zu finden. Als Beispiele seien die Standarde fiir Diphthe
rie-Antitoxin, fiir Hypophysenhinterlappenextrakt und fiir Vitamin A 
erwahnt. Der Standard fiir Diphtherie-Antitoxin ist getrocknetes 
Diphtherie-Antitoxin, das in Ampullen verteilt ist, die vor dem Zu
schmelzen eine Zeitlang im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd gestanden 
haben, um eine gleichmaBige Trockenheit zu gewahrleisten. Der Standard 
befindet sich im Seruminstitut in Kopenhagen. Die Einheit ist die 
spezifische antitoxische Wirksamkeit in 0,0628 mg dieses Pulvers. Der 
Standard fiir Hypophysenhinterlappenextrakt ist ein Pulver, das von 
frischen Hinterlappen mittels Acetonbehandlung und nachfolgender 
Trocknung tiber Phosphorpentoxyd hergestellt ist. Es ist auch in 
Ampullen verteilt und wird bei 0 ° C aufbewahrt. Die Einheit ist die 
spezifische Wirksamkeit in 0,5 mg dieses Pulvers. Der Standard fiir 
Vitamin A ist krystallinisches /1-Carotin, das in Ampullen abgefiillt bei 
0° C aufbewahrt wird. Die Einheit ist die spezifische Wirksamkeit in 
0,0006 mg dieser krystallinischen Substanz. Die letzten zwei Standard
praparate befinden sich im National Institute for Medical Research, 
London. 

Die Einfiihrung stabiler Standarde dieser Art bringt die Wert
bestimmung biologischer. Eigenschaften in dieselbe Kategorie wie die 
Gewichts- und LangenmaBe. Die internationalen Standarde in Kopen
hagen und London sind prinzipiell dasselbe wie das Standardmeter und 
das Standardkilogramm. 

Die Nachteile stabiler Standardpraparate. Der Einftihrung stabiler 
Standarde liegt die Theorie zugrunde, daB, sobald die biologische Wert
bestimmung zu einem Vergleich zweier Praparate miteinander wird, die 
dafiir benutzte . Methode gleichgtiltig ist. Dies trifft aber nicht immer 
zu. Es lassen sich verschiedene Beispiele finden, wo der Vergleich mit 
der einen Methode den einen Befund, mit einer anderen Methode einen 
anderen Befund ergibt. Als der britische Digitalisstandard hergestellt 
wurde, um so benutzt zu werden, wie die Britische Pharmakopoe von 
1932 es vorschreibt, wurde er in verschiedenen Laboratorien mit der 
Katzenmethode und der Froschmethode sorgfaItig mit dem inter
nationalen Digitalispulver verglichen. Verschiedene Untersucher, die 
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die Katzenmethode benutzten, fanden, daB del' britische Standard 
1,16mal soviel wirksames Prinzip pro Gramm enthielt als del' inter
nationale Standard. Dagegen fanden Untersucher, die die Frosch
methode benutzten, daB del' britische Standard 1,4mal starker war. 
Digitalisblatter enthalten mehrere wirksame Substanzen, deren relative 
Giftigkeit fiir verschiedene Tierarten verschieden ist und die in den 
einzelnen Digitalisblattern nicht im gleichen Verhaltnis vorkommen. 
Bei dem Vergleich einer gegebenen Blattprobe mit dem Standard werden 
also zwei qualitativ verschiedene Praparate, die infolgedessen fiir die 
Katze und den Frosch eine andere relative Giftigkeit besitzen, ver
glichen; daher kann das Ergebnis beider Methoden nicht dasselbe sein. 

Ein weiteres Beispiel bieten die Stoffe, die die Eigenschaft haben, 
an kastrierten Tieren Brunst auszulOsen. Es gibt augenblicklich zwei 
Standarde fiir diese Stoffe: Oestron und Oestradiolmonobenzoat. Das 
erste Standardpraparat, das hergestellt wurde, war Oestron, abel' man 
fand, daB sich das Wirksamkeitsverhaltnis je nach der Testmethode 
anderte, wenn Losungen, die veresterte Praparate des Hormons ent
hielten, mit dem Standardoestron verglichen wurden. Deshalb wurde 
der zweite Standard eingefiihrt. Es gibt verschiedene andere brunst
auslOsende Substanzen, deren Wirksamkeit im Vergleieh zu dem einen 
odeI' anderen diesel' Standarde sieh mit der jeweilig angewandten Test
methode andert. 

Ein drittes Beispiel ist das antirachitische Vitamin. Del' Standard 
daHlr ist eine Losung bestrahlten Ergosterins. Dureh einen Vergleich 
damit wird gewohnlich die Wirksamkeit von Lebertran festgestellt. 
Meistens gebraucht man Ratten fUr den Test. Theoretiseh sollte es 
abel' aueh moglich sein, statt dessen Hiihner zu benutzen. Wenn man 
jedoch Lebertran mit betrahltem Ergosterin vergleieht, findet man eine 
viel groBere antiraehitische Wirksamkeit an Hiihnel'l1 als an Ratten. 
Es bestehen neuerdings Griinde fUr die Annahme, daB die antiraehitische 
Substanz im Lebertran nicht identiseh ist mit del' im bestrahlten 
Ergosterin. 

In allen diesen Beispielen, bei denen das Ergebnis des Vergleiches 
mit dem Standard sich je nach del' Methode andert, weiehen die Sub
stanzen, die miteinander vergliehen werden, nicht nur quantitativ, 
sondel'l1 auch qualitativ voneinander abo In einer idealen 'Welt miiBte 
es fiir jede einzehle Substanz mit biologischer Wirksamkeit einen 
Standard geben, dann ware es nieht mehr notig, einen quantitativen 
Vergleieh zweier Substanzen, die qualitativ ungleich sind, anzustellen. 

Obgleieh diese Nachteile bestehen und mit del' Identifizierung wei
terer Substanzen, die die gleiche physiologisehe Wirkung haben, in 
Zukunft sogar zunehmen konnten, hat sieh doeh del' Gebrauch stabileI' 
Standardpraparate als ein groBer Fortsehritt erwiesen, dureh den die 
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wissenschaftlichen Forscher und die pharmazeutischen Firmen mit 
einem einheitlichen MaBsystem versehen worden sind. 

Ein allgemeinerer Gebrauch dieser Standarde in verschiedenen Lan
dern ware sehr wiinschenswert. In GroBbritannien sind die Standarde 
von der Pharmakopoe vorgeschrieben und die biologischen Methoden, 
die auf ihrem Gebrauch beruhen, beschrieben. Auch hat die Einfiihrung 
der Standardpraparate die wissenschaftliche Zusammenarbeit der For
scher verschiedener Lander erheblich gefordert. 

Literaturangaben der Veroffentlichungen der Gesundheitsabteilung 
des Volkerbundes, in denen die Standardpraparate beschrieben werden, 
sind in Anhang I zu finden. 

Auswertung von Praparaten, fiir die kein Standard besteht. Nach der 
Entdeckung einer neuen wirksamen Substanz kommt immer zuerst eine 
Periode, wahrend der noch kein internationaler Standard zur Verfiigung 
steht, und manchmal wird die Frage aufgeworfen, ob man denn nicht 
wenigstens fiir diese Zeit eine Tiereinheit verwenden konnte, damit die 
Fabriken die Starke der Praparate fiir den klinischen Gebrauch be
zeichnen konnen. Dem Arzt ist aber nicht damit geholfen, wenn man 
ihm sagt, daB ein Praparat eine bestimmte Anzahl Mause- oder Runde
einheiten in einem Kubikzentimeter enthalt; sondern er muB sich nur 
darauf verlassen konnen, daB jedes Praparat derselberi Substanz die 
gleiche Wirksamkeit besitzt. Deshalb soUte der Fabrikant jedes neue 
Praparat mit dem zuletzt hergesteUten vergleichen, um sicherzustellen, 
daB sich die Wirkungsstarke seiner Erzeugnisse nicht andert. Nur dies 
ist eine richtige wissenschaftliche KontroUe. Wenn man aber ohne Ver
gleich mit dem vorigen Praparat nur die Anzahl Mauseeinheiten im 
Kubikzentimeter angibt, so begniigt man sich mit einer weniger genauen 
Auswertungsmethode. 

Kapitel II. 

Einteilung der Methoden. 

Das Variationsgesetz. Der groBe Fortschritt, der in den letzten 
12 Jahren auf dem Gebiete biologischer Methoden gemacht worden ist, 
kommt vorwiegend dadurch, daB die Tatsache der Tiervariation richtig 
anerkannt worden ist. 1922 bestimmte der Verfasser die Wirksamkeit 
von Digitalis mit der RATCHERschen Katzenmethode und kam bei ver
schiedenen Katzen mit ein und derselben Probe zu sehr verschiedenen 
Ergebnissen. Die todliche Dosis war namlich, in lYIilligramm Blatt pro 
Kilogramm Katze, 75 fiir die eine, 92 fiir eine andere und 126 fiir eine 
dritte Katze. Rieraus wurde geschlossen, daB die Methode wertlos sein 
miisse, da die Resultate so sehr voneinander abweichen. Man weigerte 
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sich, die Tatsache der Tiervariation anzuerkennen. Diese Weigerung 
nimmt die verschiedensten Formen an. Es wird mit Recht sehr viel Zeit 
und Arbeit darauf verwandt, Tiere von moglichst gleicher Empfindlich
keit zu ziichten, indem man der Zucht, der Diat, dem Alter und dem Ge
wicht die groBte Aufmerksamkeit schenkt. Manche glauben aber dann, 
daB, wenn dies geschehen ist, die Tiervariation vernachlassigt und die 
Versuche gemacht werden konnten, als ob sie nicht existiere. Sie wollen 
es einfach nicht wahrhaben, daB die Variation immer noch besteht, ob
schon sie kleiner geworden ist. Es werden auch neue Auswertungsmetho
den vorgeschlagen, die ganz zuverlassig sein sollen, well die Reaktion 
der Tiere sich nicht andere. Solche Behauptungen sind nichts anderes, 
als wenn man verkiindet, man hatte das Perpetuum mobile entdeckt. 

MAGNUS' Arbeiten iiber Digitalis. In MAGNUS' Laboratorium wurde 
zuerst gezeigt, wie die Dinge wirklich liegen. 1926 veroffentlichte sein 
Schiiler DE LIND VAN WIJNGAARDEN die Ergebnisse von Versuchen an 
573 Katzen, in denen er 
zeigte, daB eine kon
tin uier liche V ada tion der 
Empfindlichkeit von 
Katzen gegeniiber Digi
talis besteht. Dabei war 
es nicht etwa so, daB 
fiir die Mehrzahl del' 
Katzen die todliche Do
sis einer gegebenen Digi
talisprobe dieselbe war, 
wahrend fiir eine Min
derheit die todliche Do
sis abwich, sondern die 
individuellen todlichen 

A!JH't'icliUI1! 
Abb. 1. Die Strcmmg urn den Mittelwert der todlichen Digit,alis
dosen fiir verschiedene Katzen. lTiir den Mittelwert ist 0 an
genommen. Die Abweichungen gehen bis zu 44 % unter und 

56% uber den Mittelwert. (DE LIND VAN WIJNGAARDEN.) 

Dosen waren iiber einen weiten Bereich verteilt. Als dann DE LIND 
VAN WIJNGAARDEN die individuelle todliche Dosis als Abszisse und die 
Haufigkeit, mit del' jede Dosis todlich war, als Ordinate nahm, erhielt 
er eine Kurve, die in Abb. 1 wiedergegeben ist. Die mittlere todliche 
Dosis war die, die am haufigsten auftrat, d. h. fiir den groBten Prozent
satz der Katzen todlich war. Andere todliche Dosen wurden mit einer 
Haufigkeit beobachtet, die gleichmaBig abnahm bis zu den Werten, die 
44% unter bzw. 56% iiber del' todlichen Dosis lagen. 

Diese Befunde zeigen, daB der Wert der fiir ein einzelnes Tier tod
lichen Dosis wenig bedeutet, und daB die wirkliche todliche Dosis der an 
einel' groBen Anzahl von Tiel'en gewonnene Mittelwert ist. Wenn man ein 
bestimmtes Pl'aparat an einel' Reihe von Tiel'en priift, so nahert sich der 
Mittelwert um so mehl' dem wahl'en Wert, je mehr Tiere benutzt werden. 
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TREVANS Arbeiten fiber die tOdliche Dosis. Der nachste Schritt wurde 
von TREVAN gemacht, der 1927 Untersuchungen iiber Toxizitatsbestim
mungen veroffentlichte, bei denen die genaue todliche Dosis nicht er
mittelt werden kann. Bei DE LIND VAN WIJNGAARDENS Arbeiten iiber 
Digitalis machte es die langsame intravenose Infusion der Droge moglich, 

100 IV tatsachlich die kleinste tOdliche Dosis ffir 
% 

80 

20 

jede Katze festzustellen. Wenn man abel' 
die Toxizitat mit einer einzelnen Injektion 
bestimmen will, so ist es nicht moglich. 
etwas anderes zu verzeichnen, als entweder 
den Tod oder das Uberleben eines jeden 
Tieres; die kleinste todliche Dosis kann 
nicht festgestellt werden. Wenn man eine 
absteigende Reihe von Dosen nimmt und 
jede Dosis zwei oder drei Tieren spritzt, so· 

o A I? S 8 sind bekanntlich die Ergebnisse ganz un-
Oosis regelmal3ig. Oft iiberleben die Tiere, die eine 

Abb.2. Die Kurve AM N stellt die groBe Dosis erhalten haben, wahrend andere 
Beziehung zwischen Dosis (Abszisse) 
nnd Mortalitatsprozentsatz (Ordi- an einer kleinen Dosis sterben. TREVAN 

nate) dar. Siehe Text. untersuchte diese Anomalie und zeigte, daB 
die Unregelmal3igkeit verschwindet, wenn man nur jede Dosis einer ge
niigend groBen Anzahl von Tieren injiziert. Es gibt einen bestimmten 
Bereich von Dosen, der in Abb. 2 durch OA dargestellt ist, die auf kein 
Tier eine Wirkung ausiiben. Die groBte Dosis dieses Bereiches ist die 
maximale vertragliche Dosis. Ebenso gibt es einen Bereich von Dosen 
jenseits OB, die alle Tiere toten. Die kleinste Dosis dieses Bereiches 

Tabelle 2. Das Verhaltnis der sicheT tod
lichen Dosis znr maximalen vertraglichen 

Dosis. (TREVAN.) 

Cocainum hydrochloricum. 
Digitalis . . . 
Echitamin .... 
Dysenterietoxin . 
Insulin (Kramp£e) 

I Tierart 

Manse 
Frosche 
Manse 
Manse 
Manse 

I: Verhaltnis 
LDIOOjLD 0 

3,85 
4,8 
5,5 

20,0 
7,5 

kann man die sicher tod-
liche Dosis nennen. Do
sen zwischen A und B 
toten nur einen gewissen 
Prozentsatz der Tiere, 
dermit VergroBerung der 
Dosis zunimmt. Wenn 
man den Mortalitatspro
zentsatz im Verhaltnis 
zur Dosis graphisch dar

stellt, bekommt man eine S-fOrmige Kurve, wie die Kurve AMN in 
Abb.2. Der steilste Teil dieser Kurve liegt bei der Dosis, die 50% del' 
Tiere totet. Das Erstaunlichste an TREVANS Beobachtungen war del' 
groBe Abstand zwischen der groBten Dosis, die kein einziges Tier totet, 
und jener Dosis, die gerade geniigt, um samtliche Tiere zu toten. Das 
Verhaltnis der letzteren Dosis zur ersteren ist fiir verschiedene Stoffe 
bestimmt worden. Die Werte sind in Tabelle 2 wiedergegeben. 
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Diese Beobachtungen zeigten, daB das bisher iibliche Verfahren, bei 
dem die kleinste todliche Dosis bestimmt werden sollte, sehr ungenau 
ist. Angenommen die Definition del' kleinsten todlichen Dosis sei die 
Dosis, die zwei von drei Ratten totet. Wenn man 99 Ratten in einem 
groBen Kafig hat und jede Ratte mit diesel' Dosis spritzt, dann werden 
zwei Drittel sterben und ein Drittel iiberleben. Wenn man abel' von 
den 99 Ratten immer nur drei gleichzeitig herausnimmt, ist es dann 
moglich, mit Sicherheit zu sagen, daB von den drei ersten, die gespritzt 
werden, zwei sterben und eine iiberleben wird ~ Natiirlich ist das keines
wegs sichel'. Es sind namlich 33 Ratten in dem Kafig, die die Injektion 
iiberleben werden, und es ist sehr leicht moglich, daB man drei von 
diesen herausgreift. Nul' in einem gewissen Prozentsatz von Dreier
gruppen werden zwei Ratten sterben und eine iiberleben. In anderen 
Gruppen werden aIle drei odeI' eine von den dreien odeI' keine von den 
clTeien sterben. 

Qualitative l\'Iethoden. 
TREVANS Bestimmung der LD 50. ·TREVAN hat vorgeschlagen, daB 

man bei Auswertungen del' oben beschriebenen Art die fiir 50% del' 
Tiere tOdliche Dosis ermitteln soli, und er fiihrte hierfiir den Ausdruck 
LD 50 ein. Del' Sterblichkeitsprozentsatz muB an wenigstens 30 Tieren 
festgestellt werden (siehe KapitelIII, S. 28). TREVAN nannte die Kurve, 
die das Verhaltnis zvvischen Dosis und Sterblichkeitsprozentsatz dar
stellte, die charakteristische Kurve fiir Tierart und Droge, aus del' man 
die LD 50 berechnen kann, wenn man von irgendeinem gefundenen 
Sterblichkeitsprozentsatz ausgeht. Man nehme z. B. an, daB eine 
Dosis d einer Substanz T, wenn man sie Ratten spritzt, 30% Sterblich
keit bewirkt, und nehme ferner an, daB die Kurve AMN in Abb. 2 
die charakteristische Kurve fiir die Wirkung von T an Ratten ist. 
Man sieht, daB die Abszisse, die 30% Sterblichkeit entspricht, OR ist, 
und die Abszisse, die 50% Stel'blichkeit entspricht, OS ist. Hieraus 
folgt, daB das Verhaltnis del' Dosis, die 50% Sterblichkeit bewirkt, zu 
del' Dosis mit 30% Sterblichkeit OS/OR ist. Da die Dosis d 30% Sterb-

lichkeit bewirkt, ist die LD 50 = d· ~~. 
BEHHENS' Arbeiten liber Strophanthin. Die Bedeutung del' Dosis

Sterblichkeitskurve in Abb.2 kann man am besten aus den Arbeiten 
von BEHRENS (1929) verstehen, del' die Variation in del' Empfindlichkeit 
von Froschen gegeniiber k-Strophanthin untersuchte, das langsam 
intravenos infundiert wurde. Seine Apparatur ermoglichte es, eine 
0,3proz. Losung mit einer Geschwindigkeit von 0,01 ccm in 30 Minuten 
zu verabreichen. Hiermit bestimmte BEHRENS die genaue tOdliche Dosis 
fiir jeden Frosch. Die Befunde an 146 Froschen zeigten, daB die durch
schnittliche todliche Dosis 0,326 rig war, daB abel' manche Frosche 
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schon von 0,186 rig getotet wurden, wiihrend fiir andere 0,483 rig notig 
war. BEHRENS teilte seine Ergebnisse in Gruppen ein. Er ziihlte die 
Frosche, fiir die die todliche Dosis zwischen 0,183 r und 0,196 rig lag, 
und dann die Frosche, fiir die die todliche Dosis zwischen 0,196 r und 
0,209 rig lag usw. Hierdurch bestimmte er die Hiiufigkeit, mit der 
Frosche einer bestimmten Empfindlichkeit vorkamen. Die gefundenen 
Werte sind in Tabelle 3 wiedergegeben. In der dritten Spalte dieser 

. Tabelle ist die Hiiufig-
Tabelle 3. Todliche Dosen von k-Strophan- keit in Prozenten aus-

thin fiir Frosche (nach BEHRENS). 

Dosis 

r 

0,183-0,196 
0,196-0,209 
0,209-0,222 
0,222-0,235 
0,235-0,248 
0,248-0,261 
0,261-0,274 
0,274-0,287 
0,287-0,300 
0,300-0,313 
0,313-0,326 
0,326-0,339 
0,339-0,352 
0,352-0,365 
0,365-G,378 
0,378-0,391 
0,391-0,404 
0,404-0,417 
0,417-0,430 
0,430-0,443 
0,443-0,456 
0,456-0,469 
0,469-0,482 

I 

° 4 
2 
8 
6 

18 
10 
9 
9 

14 
9 
8 

II 
10 
7 
4 
6 
3 
2 
2 
1 
2 

0,7 
0,0 
2,7 
1,3 
5,4 
3,8 

12,3 
6,8 
6,2 
6,2 
9,6 
6,2 
5,4 
7,5 
6,8 
4,8 
2,7 
3,8 
1,9 
1,3 
1,3 
0,7 
1,3 

0,7 
0,7 
3,4 
4,7" 

10,1 
13,9 
26,2 
33,0 
39,2 
45,4 
55,0 
61,2 
66,6 
74,1 
80,9 
85,7 
88,4 
92,2 
94,1 
95,4 
96,7 
97,4 
98,7 

gedriickt. FUr 8 Frosche 
lag z. B. die todliche 
Dosis zwischen 0,235 r 
und 0,248 r; da es im 
ganzen 146 Frosche wa
ren, ist der Hiiufigkeits
prozentsatz fiir diese 
Gruppe 5,4. In der vier
ten Spalte ist der Hiiufig
keitsprozentsatz inte
griert, niimlich zu jedem 
Hiiufigkeitsprozentsatz 
derjenige der niedrigeren 
Dosen addiert. 

Aus den Zahlen der 
beiden ersten Spalten 
von Tabelle 3 konstru
ierteBEHRENS dieKurve 
in Abb. 3, in. der die 
Hiiufigkeit, d. h. die 
Anzahl Frosche, die in 
einem bestimmten Do-
sierungsbereich getotet 

wurden, als Ordinate, und die todlichen Dosen als Abszisse graphisch 
dargestellt sind. Diese Kurve ist eine Hiiufigkeitskurve wie die in Abb.l 
und hat eine iihnliche Form. 

Das wichtigste Ergebnis aus BEHRENS' Versuchen erhiilt man, wenn 
man die integrierten Hiiufigkeiten der letzten Spalte von Tabelle 3 zu 
der Dosis in Beziehung setzt und graphisch darstellt. Die eigentlichen 
Dosen werden nicht benutzt, sondern so umgerechnet, daB fiir die bei 
50% todliche Dosis der Wert ° eingesetzt ist. Die Punkte sind in Abb. 4 
wiedergegeben und liegen nahe an der Dosis-Sterblichkeitsktirve, die 
TREVAN experimentell fiir Digitalis erzielte. Aus der trbereinstimmung 
geht hervor, daB TREV~NS Dosis-Sterblichkeitskurve als integrierte 
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Haufigkeitskurve anzusehen ist. TREVAN und BEHRENS haben beide 
Rana temporaria benutzt. Aber wahrend TREVAN Digitalis in den 

Abb. 3. Graphische Darstellung der individuellen Schwankungen in der Giftempfindlicbkeit des 
Frosches bei intravenoser Infusion von Strophanthin. Die Abweichungen erstrecken sich von 44 % 

unter bis zu 48% iiber den Mittelwert. (BEHRENS.) Vgl. Abb.1. 

Lymphsack injizierte, infundierte BEHRENS k-Strophanthin intraveni::is. 
Offenbar ist also die Haufigkeitsverteilung der Empfindlichkeit von 
Rana temporaria gegenuber Digitalis dieselbe wie gegenuber Strophan-
thin, und TREVAN be- 11717 

zeichnete mit Recht die % 

Neigung der integrierten 
Haufigkeitskurve als fur 
die Tierart charakteri
stisch. Die Ubereinstim
mung der Ergebnisse ist 
ein schi::ines Beispiel fiir 
die RegelmaJ3igkeit, die 
dem Phanomen der Tier-

817 

20 

• oJ/rans Itym,oLa)(TreLv ) ,.,. ...... 
~. 

• Strophanlhin 1i7lraVeI70s~&7r/f/ 

- IV I + 

V I 

/ I 

variation zugrunde liegt, 17 517 If(} -,]17 817 117 17 +-117 +-217 +-J17 +-If(} +-50% 
--.. J .... ....-V/ j 

- -
und ein Zeugnis fur die Oosis 

Abb.4. Verhiiltnis von Dosis zu Sterblichkeitsprozentsatz fiir 
groJ3e Genauigkeit der Frosche. (e) Digitalis Lymphsack (TREVAN), (.) Stroph-
Versuche beider Autoren. anthin intravenos (BEHRENS). 

BEHRENS' Berechnung des LD 50. BEHRENS hat eine sinnreiche 
Methode zur Bestimmung der mittleren ti::idlichen Dosis angegeben, 
wenn die Anzahl der Tiere fur eine Dosis nur klein ist. In einem Beispiel 
aus seiner Arbeit betrachtete er eine Serie von 7 Dosen, die je 6 Fri::ischen 
gegeben ~rden. Die Dosen waren proportional den Zahlen 75, 83, 91, 
100, llO, 121 und 133. Aile Fri::ische uberlebten die niedrigste Dosis, 
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und an den anderen starben in ansteigender Ordnung 1, 3, 4, 2, 4 und 
6 Frosche. BEHRENS nahm dann die Resultate del' 5 Dosen, die einige, 
abel' nicht aile Frosche toteten. Zu del' Zahl der Frosche, die eine diesel' 
Dosen bekam, addierte er die Frosche, die hohere Dosen iiberlebten. 
Er begriindete dies damit, daB z. B. ein Frosch, del' die Dosis 100 iiber
lebte, auch die Dosis 83 iiberlebt haben wiirde. AuBerdem addierte er 
zu der Anzahl del' injizierten Frosche und auch zu del' Anzahl del' von 
jeder Dosis getoteten Frosche die Frosche, die von niedrigeren Dosen 

Dosis 

133 
121 
110 
100 
91 
83 
75 

Tabelle 4. 

Beobachtete 
Sterblichkeit 

6/6 
4/6 
2/6 
4/6 
3/6 
1/6 
0/6 

Abgeieitete 
Sterblichkeit 

14/16 
10/16 
8/16 
4/15 
1/17 

getotet wurden. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle 4 wiedergegeben. 

6 Frosche erhielten die Dosis 100, 
davon starben 4. Zu den 6 inji
zierten Froschen sind die 6 Frosche, 
die hohereDosen iiberlebten, addiert. 
Zu diesen 12 sind die 4 Frosche, 
die mit niedrigeren Dosen getotet 
wurden, addiert, das ergibt 16. Zu 
den 4 Froschen, die von del' Dosis 100 
getotet wurden, sind die 4 Frosche, 

die von niedrigeren Dosen getotet wurden, addiert, das ergibt 8. Also 
ist fiir die Dosis 100 die abgeleitete Sterblichkeit 8 von 16. Die mittlere 
todliche Dosis odeI' LD 50 ist die zu diesel' abgeleiteten Sterblichkeit 
gehOrige Zahl, namlich 100. Fiir die Tabeile 4 wurden 42 Frosche be
nutzt, und wenn man fUr den Standard ebensoviele benutzt, wiirde man 
auf 84 kommen, wahrend man fiir TREV ANS Methode nm 50 Frosche 
braucht. BEHRENS' Verfahren vermeidet abel' die Bestimmung del' 
charakteristischen Kurve. 

n:AUBERS Berechnung del' LD 50. Wenn keine charakteristische 
Kurve vorliegt, berechnet man praHisch die LD 50 am besten nach 
KARBER. Da die Methode eine mathematische Formel enthalt, ist 
sie im Kapitel III, S. 29 beschrieben. Die Formel ist abel' sehr 
einfach. 

GADDmIS Berechnung del' LD 50. Fiir den Fail, daB man annahernd 
weiB, wie hoch die LD 50 ist, hat GADDUM eine einfache Methode be
schl'ieben. Eine ausfiihrliche El'klarung steht in Kapitel III. Man 
nimmt 2 Dosen del' Substanz, von denen die eine voraussichtlich bei 
weniger, die andere bei mehr als 50% wirH. Beide Dosen gibt man 
ziemlich groBen Tiergl'uppen und stellt den Wirkungsprozentsatz fest. 
Die Logarithmen del' Dosen werden als Abszissen in ein Koordinaten
system eingetragen. Aus Abb. 11 liest man die normale aquivalente 
Abweichung zu den gefundenen Wirkungsprozentsatzen abo Diese tragt 
man als Ordinaten ein. (Man beachte, daB die normale aquivalente 
Abweichung fUr Werte unter 50% negativ ist.) Die so gefundenen 
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Punkte verbindet man mit einer geraden Linie und liest den Punkt 
ab, wo dieselbe die Abszisse schneidet (wo namlich die normale aqui
valente Abweichung = ° ist). Dieser Logarithmus ist derjenige der 
LD50. 

Die Konstruktion einer Dosis-Sterblichkeitskurve. Es ware ideal, aile 
notwendigen Beobachtungen an einem Tage zu machen. Da man aber 
dazu mehrere hundert Tiere braucht, ist es gewohnlich praktisch un
durchfiihrbar, lind man muE die Ergebnisse mehrerer Tage vereinigen. 
Man macht zunachst einige vorlaufige Versuche, um annahernd fest
zusteilen, welche Dosis alle Frosche und welche keine totet. 4 Dosen, 
die zwischen diesen beiden 
Extremen liegen, werden 
dann fiir die endgilltige Be
stimmung ausgesucht. An 
jedem V ersuchstage muE die 
Wirkung von allen 4 Dosen 
gepriift werden. Es ist 
falsch, an einem Tage alle 
zur Verfiigung stehenden 
Tiere ausschlieBlich fiir 

Tabelle5. Del' N enner ist die Anzahl del' in-
jizierten l!~riische, del' Zahler die Anzahl 

del' Friische, die getiitet wurden. 

Dosis mg Blatt I 
pro Gramnl 1. Tag 

Frosch 

0,25 
0,3 
0,4 
0,5 

6/30 
10/30 
23/30 
30/30 

I 

2. Tag 3. Tag i 4. Tag 

0/30 
4/30 

14/30 
24/30 

1/30 
i 5/30 

1

15/30 
. 25/30 

I 5/30 
• 5/30 

I 
21/30 

. 29/30 

eine Dosis zu benutzen. Am folgenden Beispiel soll gezeigt werden, 
wie man die Ergebnisse der verschiedenen Tage vereinigt: Zur Be
stimmung einer charakteristischen Kurve wurde die frisch bereitete 
Tinktur einer Digitalisprobe Froschen injiziert. Die Befunde von 
4 Tagen sind in Tabelle 5 wiedergegeben. 

Wie man die Befunde vereinigt, liiBt sich an den Zahlen des ersten 
und zweiten Tages erlautern. Die Zahlen des ersten Tages werden in 
Prozenten ausgedriickt und als Ordinaten im Verhaltnis zur Dosis als 
Abszisse graphisch darge
stellt. Die Dosis, die 50 % 
Sterblichkeit bewirkt, kann 
man dann durch Inter
polation finden. Sie ist 
0,34 mg Blatt pro Gramm 
Frosch. Ebenso erhalt man 
die LD 50 fiiT den zweiten 
Tag, namlich 0,41 mg Blatt 

Tabelle 6. 

1. Tag 
----------

Dosis 

0,73 
0,88 
1,17 
1,47 

; Sterblichkeits
I prozentsatz 

20 
33 
76 

100 

Dosis 

0,61 
0,73 
0,97 
1,22 

2. Tag 

I 
Sterblichkeits

prozentsatz 

o 
13 
47 
80 

pro Gramm Frosch. Die Dosen von jedem Tage werden dann zu der 
Dosis, die an jenem Tage 50% Sterblichkeit bewirkte, in Beziehung 
gesetzt. Demnach ist die Dosis 0,25 mg Blatt pro Gramm Frosch 
0,73 der LD 50 des ersten Tages und 0,5 mg Blatt pro Gramm Frosch 
ist 1,22 der LD 50 des zweiten Tages. Tabelle 6 zeigt die so errech
neten Werte fiir die beiden ersten Tage. 
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Die Dosen von Tabelle 6 werden dann als Abszisse und der ent
sprechende Sterblichkeitsprozentsatz als Ordinate graphisch dargestellt. 
Auf diese Weise werden die Befunde zweier Tage in einer Kurve ver
einigt. Ebenso werden die Befunde des dritten und vierten Tages mit 
den beiden ersten kombiniert. 

Quantitative Methoden. 
Bei den Arbeiten von TREVAN und BEHRENS handelte es sich um 

Beobachtungen, bei denen die Wirkung auf die Tiere nicht gemessen 
werden kann. Dies gilt nicht nur fUr Digitalis, sondern auch fur ein 
Serum, wie Diphtherie-Antitoxin, oder ein Hormon, wie das brunst
aus16sende Hormon, oder ein Vitamin, wie das antineuritische Vitamin. 
Wir konnen uns nun zu den meBbaren Wirkungen wenden und eine der 
Methoden betrachten, die zuerst beschrieben wurden, namlich die Aus
wertung von Vitamin A nach COWARD, KEY, DYER und MORGAN (1930). 

SIl Junge Ratten erhalten eine 
.; Vitamin A-freie Kost, bis sie 

~ 'Ill aufhoren zu wachsen und 
~ JIl anfangen abzunehmen; jede 
.~ Ratte bekommt taglich eine 
l ''!/ ~ 6. Dosis des zu untersuchenden 
~ III Praparates, und die Gewichts-J anderung wird nach einem 
~ bestimmten Zeitabschnitt, der 
~ 
~-11l 3, 5 oder 7 Wochen betragen 

kann, festgestellt. DaB die Ge-
I t! J ¥ S 0 7 .rmg wichtsanderung dieser Ratten 

tl!/Jl!r/rtlntiosis sehr unregelmaBig ist, ist 
Abb. 5. Beziehung von Lebertrandosis zu mittlerer 
GewichtsZlmahme von Ratten in 5 Wochen. Auf der 
Ordinate ist das Ki:irpergewicht in Gramm, auf der 
Abszisse die Lebertrandosis eingetragen. (COWARD 

und Mitarb.) 

langst bekannt. COWARD und 
Mitarbeiter haben z. B. fest
gestellt, daB eine Ratte, die 
2,5 mg eines bestimmten 

Lebertrans erhielt, in 10 Wochen 38 g zunahm, wahrend eine andere 
Ratte, die 15 mg erhielt, in derselben Zeit I g abnahm. Dieselben 
Autoren zeigten aber, daB, wenn man jede Dosis einer Rattengruppe 
gibt und dann die durchschnittliche Gewichtsanderung bestimmt, man 
sehr wohl eine Abhangigkeit zwischen Dosis und Gewichtsanderung 
feststellen kann. Die Befunde liegen auf einer Kurve, die in Abb.5 
zu sehen ist. 

Bei dieser Methode ist die quantitative Reaktion die Gewichts
zunahme einer Ratte; ebensogut kann aber die Reaktion in der Gewichts
zunahme eines Organs bestehen, wie z. B. des Uterus, der Prostata, 
der Schilddruse oder der Kropfdruse von Tauben, die aIle fur ver-
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schiedene Wertbestimmungen: benutzt worden sind. Die quantitative 
Reaktion kann auch ein Zeitabschnitt sein, wie z. B. bei der Auswertung 
von Nebennierenrindenextrakt an Enterichen (BULBRING 1937), oder 
sie kann der Heilungsgrad einer rachitischen Epiphyse sein (DYER 1931), 
oder der Entwicklungsgrad des Endometriums am Kaninchenuterus 
(MOPHAIL 1934). 

Die Konstruktion einer Dosis-Wirkungskurve. Fiir die Konstruktion 
einer Kurve, die das Verhiiltnis von Dosis zu Wirkung darstellt, muB 
man zunachst einige vorlaufige Versuche machen, urn sich zu orientieren, 
welche Dosen am geeignetsten sind. Dies mogen z. B. die Dosen A, 
B, C und D sein. Dann nehme man 4 Tiere vom selben Wurf und gebe 
Dosis Adem einen, 
Dosis B dem zweiten, 
Dosis C dem dritten 
und Dosis D dem vier
ten Tier. Auf 4 Tiere 
eines anderen Wurfes 
werden die Dosen eben
so verteilt. Weitere Tier
gruppen werden hinzu
gefiigt und schlieBlich 
die Wirkung jeder Dosis 
an 10 bis 15 Tieren be-
stimmt. 

Es ist selten n6tig, 
sehr groBe Tiergruppen 
zu nehmen, um einen 
Mittelwert zu bestim
men, der sich nicht mehr 
andert, wenn die Tier
zahl vergroBert wird. 
Dies kann an Befunden, 

Tabelle 7. Ascheprozentsatz in Knochen 
von Ratten bei Rachitis bewirkender Kost, 
die prophylaktisch 30-35 Tage lang taglich 
0,01 y (= 0,1 Einheit) bestrahltes Egosterin 

erhielten. 
(HUME, PIOKERSGILL und GAFFIKIN, 1932.) 

I Ascheprozentsatz in getrockneten I 
I fettextrahierten Knochen Wurf I Geschlecht 
i Gruppe I I Gruppe II I Gruppe III I 

I 
I 

1 6 40,0 43,1 

I 

42,2 
~ 40,2 43,8 42,7 

2 3 51,6 41,7 
I 

39,8 
6 42,4 36,8 42,1 
~ 38,1 41,8 

I 
36,7 

3 6 44,5 52,4 47,6 
6 - - 41,7 
~ 45,1 45,8 -
~ 49,6 50,6 51,1 

4 6 41,3 
I 

36,7 41,3 
~ 37,7 38,8 38,0 

Durchschnittlich 43,05 I 43,15 I 42,32 

die von HUME, PICKERS GILL und GAFFIKIN (1932) erhoben wurden, er
liiutert werden. Sie bestimmten den Ascheprozentsatz in den Knochen 
rachitischer Ratten, die aIle dieselbe Dosis bestrahlten Ergosterins er
halten hatten. Es wurden Gruppen von 10 Ratten untersucht. Ob
wohl der Ascheprozentsatz individuell stark schwankte, niimlich von 
36,7 bis 52,4, stimmten doch die Durchschnittswerte fiir jede Gruppe 
so gut iiberein wie 43,05, 43,15 und 42,32. Diese Befunde sind in 
Tabelle 7 wiedergegeben. 

Ein weiteres Beispiel bieten die Untersuchungen von BULBRING iiber 
die Lebensdauer nebennierenloser Enteriche. In 3 Versuchen schwankte 
die Lebensdauer zwischen 5,25 und 10,75 Stunden, aber die mittlere 
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Lebensdauer in diesen 3 Versuchen war 8,2, 7,5 und 8,3 Stunden. 
Die Befunde sind in Tabelle 8 verzeichnet. 

Tabelle 8. Lebensdauer neben-
nierenloser Enteriche in 
Stunden. (BttLBRING 1937.) 

November I 
1935 

7,5 
9,25 

10,75 
10,5 
6,5 
7,4 
5,7 

Mittelwert 8,2 

Jannar 
1936 

5,25 
7,5 
8,75 
7,5 
7,0 
9,5 
7,0 

7,5 

Marz 
1936 

8,2 
10,0 
6,3 

10,4 
8,1 
7,6 
5,6 

10,4 

8,3 

Auswertung in Fiillen, wo keine 
Kurve zur Verfiigung steht. Diese 
Methode beruht auf der Erfahrung, 
daB die Beziehung des Logarithmus 
der Dosis zum Durchschnittseffekt 
an einer Tiergruppe meistens linear 
ist. Man nimmt also 3 Gruppen von 
5-10 Tieren, moglichst so verteilt, 
daB sich fUr j edes Tier in einer 
Gruppe ein Tier desselben Wurfes in 
den anderen Gruppen befindet. 
2 Gruppen erhalten den Standard, 
und zwar eine davon die doppelte 
Dosis der anderen, und die 3. Gruppe 

erhii.lt eine Dosis des unbekannten Praparates, die nach Moglichkeit 
so gewahlt wird, daB sie eine zwischen den Standarddosen liegende Wir
kung hat. Die an den 3 Gruppen ermittelten Durchschnittswerte werden 

c 
A 

X, X3 x.e 
lOfJorill7mus o'er iJosis 

Abb. 6. A nnd B sind die Wirkungen der 
Standarddosen; die dazu gehorigen Log
arithmen sind x, nud x,. a ist die Wir
kung des nnbekannten Praparates, die der 
Standarddosis, deren Logarithmns x. ist, 

entspricht. 

graphisch dargestellt. Die mit dem 
Standard erzielten Werte tragt man als 
Ordinaten, die Logarithmen der beiden 
Dosen als Abszissen ein. Durch die 
beiden so gewonnenen Punkte wird eine 
gerade Linie gezogen, wie' in Abb. 6, 
und darauf der durch das unbekannte 
Praparat bewirkte Wert aufgesucht. 
Die diesem Punkt entsprechende Ab-
szisse ist der Logarithmus der Standard
dosis, die der Dosis des unbekannten 
Praparates entspricht. 

Abweichende Resultate. Gewohn
lich wird bei diesen Bestimmungen 
der Fehler gemacht, daB man absicht
lich stark abweichende Resultate aus-

laBt. Wenn z. B. die kleinste todliche Dosis fUr eine Digitalisprobe an 
5 Katzen bestimmt wird, kommt es oft vor, daB vier Werte nahe bei
einanderliegen, aber der fiinfte ganz anders ist. Man ist dann versucht, 
dieses abweichende Resultat zu vernachlassigen und nur das Mittel der 
vier Werte, die nahe iibereinstimmen, zu berechnen. Uberlegt man sich 
aber, was die wahre todliche Dosis einer Digitalisprobe ist, so ist dies 
das Mittel aus einer sehr groBen Anzahl von Bestimmungen, einer so 
groBen Anzahl, daB das EinschlieBen abweichender Werte den Durch-



Kap. II. Einteilung der Methoden. 17 

;schnittswert gar nicht mehr andert. Wenn die Bestimmungen aneinem 
Tier nach dem anderen ausgefiihrt werden, so kommt del' Durchschnitts
wert ailer Resultate dem wirklichen Wert um so naher, je mehr Tiere 
verwendet werden. 1nfolgedessen ist es falsch, anzunehmen, daB del' 
Durchschnitt einer kleinen Anzahl von Resultaten der Wahrheit naher 
.kame als der Durchschnitt einer groBen Anzahl. Das Mittel aus fiinf Er
.gebnissen, von denen eins andel's ist als die anderen vier, kommt wahr
scheinlich dem wirklichen Wert naher als das Mittel aus nur vier einander 
.ahnlichen Ergebnissen. DaB diese Ansicht richtig ist, werden die meisten 
zugeben und trotzdem oft in del' Praxis nicht beriicksichtigen; dadurch 
werden die Resultate weniger genau. Wenn man vier Resultate fiinfen 
vorzieht, so rat man einfach. 

Das Mischen des Untersuchungsmaterials. Wenn man die Wirkung 
<{lines Agens auf eine Tiergruppe wissen wiil, kann man oft dadurch 
Arbeit sparen, daB man das Dntersuchungsmaterial ailer Tiere einer 
·Gruppe vereinigt. Bei del' Bestimmung der 1nsulinwirkung auf den 
Blutzucker einer Gruppe von Kaninchen kann man z. B. die Blut
proben, die man von jedem einzelnen Tier zu den entsprechenden 
Zeitpunkten entnimmt, mischen und die Zuckerbestimmung an dieser 
Mischung machen. Ebenso kann man zur Bestimmung eines Drin
bestandteils, z. B. des Calciums nach Injektion von Parathyreoid
hormon, den Drin verschiedener Tiere zusammenschiitten und die Be
;stimmung an dieser Mischung ausfiihren. 

Das Kreuzverfahren. Wenn die Zahl del' Tiere in einer Gruppe nicht 
sehr groB ist, kann del' Durchschnittseffekt derselben Dosis eines Wirk
;stoffes in zwei verschiedenen Gruppen nicht genau derselbe sein, und 
·es muB infolgedessen ein Fehler entstehen, wenn man die Wirkung eines 
Praparates an einer Gruppe mit del' Wirkung des Standards an einer 
anderen Gruppe vergleicht. 1st nun del' Versuch so geartet, daB er an 
·denselben Tieren wiederholt werden kann, so kann man den Versuchs
fehler wesentlich verringern, wenn man einen sog. Kreuztest ausfiihrt. 
Wenn man namlich zuerst den Standard an der einen Gruppe, das 
Praparat an del' anderen gepriift hat, so wechselt man beim zweiten 
Mal die Gruppen um, so daB del' Standard diesmal del' zweiten und 
·das Praparat del' ersten Gruppe gegeben wird. Dann sind Standard und 
Praparat beide an jedem Tier del' 2 Gruppen gepriift und der Durch
schnittseffekt jeder Substanz ist soweit wie moglich unabhangig von 
·der Tiervariation. MARKS (1926) hat diese Methode zuerst fiir die 
1nsulinauswertung am Kaninchen empfohlen; LAQUEUR (1935) hat sie 
fiir die Auswertung brunstauslOsender Substanzen an Ratten und 
Mausen vorgeschlagen, und BURN (1931) hat sie bei der Auswert,ung 
der antidiuretischen Wirkung von Hypophysenhinterlappenextrakt an 
Ratten benutzt. 

Burn-Biilbring, Biologische Auswertungsmethoden. 2 
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Die Steilheit der Kurve. Einerlei, ob die biologische Methode eine 
quantitative oder eine qualitative ist: der Wert der Methode hangt 
davon ab, um wieviel die Wirkung im Verhiiltnis zur ansteigenden Dosis 
zunimmt. Dies wird fiir qualitative Methoden veranschaulicht, wenn 
man die charakteristische Kurve fiir Digitalis an Froschen, die in Abb. 4 
dargestellt ist, mit der charakteristischen Kurve fiir das brunstauslosende 
Hormon an Ratten oder Mausen in Abb. 32 vergleicht. Wahrend das 
Verhaltnis der LD 100 zu LD 0 fiir die Digitalischarakteristik 4,8 ist, 
ist es fiir die Oestrincharakteristik ungefahr 10. Daraus ergibt sich, daB 
die Wirkung von Digitalis mit ansteigender Dosis viel starker zunimmt 
als fiir Oestrin, und daB eine bestimmte Anzahl Tiere daher fiir Digitalis 
eine genauere Antwort geben wird als fiir Oestrin, vorausgesetzt, daB . 
der Wirkungsprozentsatz ungefahr der gleiche ist. Wenn die Methode 
quantitativ ist, so gilt dieselbe Regel, daB die Methode um so genauer 
ist, je rascher die Wirkung mit ansteigender Dosis zunimmt. 

Diese Beobachtung lehrt, daB man beim Ausarbeiten einer neuen 
biologischen Methode nicht eher befriedigt sein soli, als bis die Kurve, 
die das Verhaltnis der Wirkung zur Dosis darstellt, steil ansteigt. 

Einfachheit der Methoden. Gute Methoden sind genau, schnell und 
einfach. Methoden sind schlecht, wenn sie ungenau sind, lange dauern 
und einer besonderen Geschicklichkeit bediirfen. DaB Genauigkeit not
wendig ist, dariiber ist man sich einig. DaB es wichtig ist, schnell zu 
einem Resultat zu kommen, dariiber sind sich die Forscher in Universi
tatslaboratorien nicht immer klar, wohl aber die wissenschaftlichen 
Fachleute in der Industrie. Wenige wissen, daB Methoden um so besser 
sind, je einfacher die Ausfiihrungstechnik ist. Man kann z. B. die 
Wirksamkeit des thyreotropen Hormons im Hypophysenvorderlappen 
an dem EinfluB auf die Schilddriise des Meerschweinchens einerseits 
histologisch bestimmen, andererseits durch die Beeinflussung des 
Schilddriisengewichts. Es ist einfacher, schneller und genauer, die Wir
kung durch Wagen als durch histologische Untersuchung festzustellen, 
deshalb ist die Wagemethode besser. Bei allen biologischen Unter
suchungen muB man an den Fehler, der durch die Tiervariation ent
steht, denken, und deshalb ist es nicht ratsam, den Fehler noch zu 
vergroBern, indem man eine unnotig komplizierte Technik anwendet, 
durch die unbemerkt wieder Irrtiimer entstehen konnen. 

Manchmal werden Bedenken geauBert gegen eine Methode, bei der 
ein Organ gewogen wird, da ja die Gewichtszunahme kein spezifischer 
Effekt sei, wahrend eine andere Methode, z. B. die histologische, spezi
fische Veranderungen zeige. Die Antwort auf diesen Einwand ist, daB 
man die quantitative Auswertung einer physiologisch aktiven Substanz 
so viel wie moglich von der qualitativen Identifizierung trennen soli. 
Wenn die Identifizierung notig ist, muB diese zu allererst durchgefiihrt 
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werden, aber in den meisten Fallen ist dies iiberfliissig, da die Herkunft 
des Materials bekannt ist. 
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Ka pitel III. 

Die mathematische Behandlung der Versuchsergebnisse. 

A. Die normale Kurve. 

Da die mathematische Statistik vielfach schwer verstandlich ist, soIl 
man sich genau dariiber klar bleiben, daB sie zwar haufig eine Hille, 
aber niemals unbedingte Notwendigkeit ist. Mathematische Methoden 
bieten das beste GenauigkeitsmaB fUr die Beurteilung der Beobachtungs
ergebnisse, man kann aber oft mit einfacheren graphischen Methoden 
zu fast denselben SchluBfolge- .4 

1:: 
~ 
~ 
'i'l ~ 

2* 
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deren Formel theoretisch berechnet werden kann. Normale Kurven 
haben die folgenden Eigenschaften: 

1. Der Mittelwert aIler t6dlichen Dosen ist die Mitte des t6dlichen 
Dosenbereiches und kommt am haufigsten vor. 

2. Um diesen Mittelwert sind die Haufigkeiten der Abweichungen 
beiderseits symmetrisch gruppiert. 

3. Die Senkrechten in den Punkten auf der Abszisse, die dem "Mittel
wert plus mittlere Abweichung" bzw. dem "Mittelwert minus mittlere 
Abweichung" entsprechen, schlieBen zwei Drittel der von der ganzen 
Kurve begrenzten Flache ein. Diese letzte Feststelhmg kann nur nach 
Besprechung der mittleren Abweichung verstanden werden. 

B. Die mittlere Abweichung. 

Die Zahlenreihe 13, 14, 14, 17, 18, 25 hat den Mittelwert oder das 
arithmetische Mittel 16,8. Dieselbe Zahl 16,8 kann der Mittelwert 
anderer Zahlenreihen sein, z. B. ist sie der Mittelwert fiir die Reihe 
2,7, 14, 17,25, 36. Die beiden Reihen unterscheiden sich voneinander 
durch die Ausbreitung der Einzelwerte; den Umfang dieser Streuung 
kann man auf verschiedene Weise messen. Es ist naheliegend, die 
Streuung so zu berechnen, daB man die Differenz jedes Einzelwertes 
vom Mittelwert bildet, aIle Differenzen addiert und die Summe durch 
die Anzahl derFaIle teilt. Fiir die erste Zahlenreihe betragen also die 
Differenzen der Einzelwerte vom Mittelwert 3,8, 2,8, 2,8, 0,2, 1,2, 8,2. 
Die Summe dieser Differenzen ist 19,0, geteilt durch die Anzahl der 
FaIle ergibt 3,16. Der Ausdruck fUr die erste Zahlenreihe ware also 
16,8 ± 3,16 und fiir die zweite 16,8 ± 9,16, woraus hervorgeht, daB 
die zweite Reihe aus viel weiter verstreuten Zahlen besteht als die 
erste. 

Wenn d die Differenz oder die Abweichungen irgendeiner Zahl vom 
Mittelwert (einerlei ob + oder -) ist, Ed die Summe dieser Abweichun
gen und n die Anzahl der FaIle in der Reihe, dann ware die durch-

schnittliche Abweichung nach der eben beschriebenen Berechnung Ed. . n 
Meistens nimmt man aber nicht diesen Ausdruck, sondern berechnet 
die Streuung fiir eine relativ geringe Anzahl Tiere nach der Formel 

V;/!:.21 . Man bildet also die Quadrate der Abweichungen vom Mittel

wert, teilt die Summe der Quadrate durch n - 1 und nennt die Wurzel 
aus dem Quotienten die "mittlere Abweichung". FUr die oben an
gegebenen Zahlenreihen sind die so berechneten mittleren Abweichungen 
4,44 bzw. 12,32, die zwar gr6Ber als 3,16 und 9,16, aber den vorher 
gefundenen durchschnittlichen Abweichungen nicht unahnlich sind. 1m 
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folgenden wird die mittlere Abweichung (a) nur nach der Formel V nl:~~ 
berechnet werden, die die "mittlere Abweichung der Einzelbeobachtung" 
ergibt. Wir k6nnen nun zur dritten Eigenschaft der normalen Haufig
keitsverteilung zuruekkommen. In Abb. 7 ist die mittlere Abweiehung 
auf der Abszisse durch die Streeke DB oder BC dargestellt. Bei einer 
normalen Haufigkeitsverteilung betragt die Flache DC E A F zwei Drittel 
der Gesamtflaehe GBH PEAF N. Die doppelte mittlere Abweichung 
ist die Strecke K B oder B L. Bei der normalen Kurve ist die von den 
Senkreehten in K und L eingeschlossene Flaehe ungefahr 21 mal so 
groB wie der auBerhalb liegende Rest oder betragt 95 % der Gesamt
£lache. 

Der Gebrauch der mittleren Abweichung. Angenommen an 5 Katzen 
wurden die todlichen Dosen einer 20mal verdiinnten Digitalistinktur 
13,9, 16,3, 16,5, 16,7 und 23,8 (cem/kg) gefunden, dann ist der Mittel
wert 17,44. Die mittlere Abweiehung einer Einzelbestimmung, naeh del' 

Formel a = V nl:~21 bereehnet, ist 3,73. Dies ist ein MaB fur die Streu

ungsbreite der Beobachtungen, aus denen del' 1\fittelwert erreehnet 
wurde. Nun braucht man noch ein MaB fUr die Genauigkeit des Mittel
wertes; diese nimmt proportional zur Quadratwurzel der Zahl del' ver
wendeten Tiere zu. Wenn a die mittlere Abweiehung einer Einzel-

beobaehtung ist, dann ist s = V:;~ = y~ die mittlere Abweichung 

des 1\fittelwertes odeI' der "mittlere Fehler". Dieser ist 1,67. Das Aus
wertungsergebnis an den 5 Katzen ist danaeh 17,44 ± 1,67. Dies be
deutet, daB bei wiederholten Bestimmungen der durehschnittlichen tod
lichen Dosis an 5 Katzen die Differenz zwischen dem gefundenen und 
dem wahren Ergebnis bei 2 von 3 Versuchen weniger als 1,67 und bei 
einer von 3 Prufungen mehr als 1,67 betragen wird. Die Folgerung geht 
aus Abb. 7 hervor, in del' die Flaehe DCEAF zwei Drittel del' von del' 
Kurve begrenzten Gesamtflache ausmaeht. 

Das Auswertungsergebnis kann auch als 17,44 ± 2· 1,67, d. h. 
17,44 ± 3,34 angegeben werden. Die Senkreehten K N und L P in 
Abb.7 begrenzen dann 95,5% der Gesamt£lache del' Kurve. Wenn man 
also die Bestimmungen je an 5 Katzen wiederholt, dann wird bei 21 
von 22 Versuchen die Differenz des gefundenen vom wahren Wert nicht 
mehr als 3,34 betragen (~= 0,955). 

Man kann jedes andere Vielfaehe del' mittleren Abweiehung nehmen. 
So sehlieBen z. B. die Senkreehten, die uber del' 2,576fachen mittleren 
Abweichung errichtet werden, 99% del' gesamten von del' KUl've be
grenzten Flaehe ein, lmd die Wahrscheinlichkeit, daB der Untersehied 
zwischen dem gefundenen und dem wahren Mittelwert mehr als 2,576 a 
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betragt, ist nicht mehr ala 1 zu 100. Tabelle 9 zeigt die Beziehung 
zwischen dem Vielfachen der mittleren Abweichung und dem Antell der 
Versuche, bei denen der Unterschied zwischen gefundenem und wahrem 

Vielfaches 
von 

G 

0,66 
0,97 
1,25 
1,60 
1,96 
2,00 
2,05 
2,33 
2,576 

Tabelle 9. 

Anteil der Versuche, bei denen 
ein groBerer Unterschied zwischen 
gefundenem und wahrem Mittel· 

wert beobachtet wird 

1 von 2 
1 von 3 
1 von 5 
1 von 10 
1 von 20 
1 von 22 
1 von 25 
1 von 50 
1 von 100 

Mittelwert dieses Vielfache tiber-
schreiten wird. 

Der Fehler der Auswahl. Ver
gleicht man zwei wirksame Sub
stanzen an verschiedenen Tier
gruppen, so kann leicht dadurch 
ein Fehler entstehen, daB die 
Tiergruppen verschieden emp
findlich sind. Diesen Fehler nennt 
man den "Fehler der Auswahl". 
Das daraus entstehende Problem 
soIl durch ein Beispiel erlautert 
werden. 

Z wei Strophanthustinkturen wurden mit der Katzenmethode aus
gewertet, jede Tinktur an 7 Tieren. Die mittlere todliche Dosis in 
Kubikzentimeter der unverdiinnten Tinktur pro Kilogramm Katze 
war fiir Tinktur A 0,0168, fiir Tinktur B 0,0199. War nun Tinktur A 
wirklich starker als Tinktur B, oder beruhte der Unterschied auf dem 
Fehler der Auswahl, d. h. darauf, daB fiir die Tinktur B etwas weniger 
empfindliche Katzen verwendet wurden als fiir A ~ Auf die Frage gibt 
es keine direkte Antwort, sondern man muB feststeIlen, wie groB die 
Wahrscheinlichkeit ist, daB der Unterschied auf dem Fehler der Aus
wahl beruht. Der mittlere Fehler des Mittelwertes fiir die Tinktur A 
war 0,00134, fiir B 0,00126. 

Die signifikante Differenz. Zur Feststellung, ob die Differenz zweier 
Resultate signifikant ist oder auf dem Fehler der Auswahl beruht, wird 

die Formel "::1 - m2 benutzt, wobei m1 und ma die Mittelwerte der 
re~ + e~ 

beiden Resultate, 8 1 und 8 2 die entsprechenden mittleren Fehler sind. 
Die Differenz der beiden Mittelwerte fiir Tinktur A und B ist 0,0031, 

so daB der Ausdruck 0,0031 = 1 68 wird. Aus der 
1"0,001342 + 0,001262 ' 

Tabelle in Anhang II kann man ersehen, wie groB die Wahrscheinlichkeit 
ist, daB eine Differenz von der beobachteten GroBe durch die zufallige 
Auswahl verschieden empfindlicher Tiere bedingt ist. In der linken 
SpaJte ist n die Summe der Werte fiir (Tierzahl- 1) beider Gruppen; 
im vorliegenden Versuch waren 7 Tiere in jeder Gruppe und n daher 
2. (7 - 1) = 12. Wenn man in derselben Zeile weiter nach rechts 1,68 
sucht, so findet man, daB dieser Wert zwischen den Spalten 0,2 und 0,1 
liegt, aber naher bei 0,1. Die "Uberschrift 0,2 bedeutet, daB die Wahr-
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seheinliehkeit, daB die Differenz del' Resultate dureh den Fehler del' Aus
wahl bedingt wird, wie 1 zu 5 ist. Die "Obersehrift 0,1 bedeutet die Wahr
seheinliehkeit 1 zu 10. Daraus geht hervor, daB del' fUr die Tinktur A 
und B gefundene Untersehied nur bei einer von 10 Beobachtungen durch 
Zufall entstehen wiirde. Jeder Untersueher muB selbst entseheiden, 
welehe Differenz er fUr signifikant halt, allgemein wird abel' verlangt, daB 
del' mit del' obigen Formel berechnete Zahlenwert 2 odeI' mehr betragen 
soil. Infolgedessen ist del' Untersehied zwischen den Tinkturen A und B 
nicht signifikant. Betragt del' Zahlenwert del' Formel 2, so ergibt sieh 
aus del' Tabelle in Anhang II, daB del' beobachtete Untersehied nicht 
mehr als einmal in 20 Versuchen durch Zufall bedingt sein wird, und er
gibt die Formel 3, so kommt del' Zufallnur einmal in 100 Versuchen VOl'. 

Auswertung mit Hilfe von Logarithmen. Die eben beschriebene 
Methode zur Feststellung einer signifikanten Differenz geniigt, wenn der 
mittlere Fehler relativ klein im Verhaltnis zu den Mittelwerten selbst 
ist. Wenn er abel' mehr als 10 odeI' 15% betragt, benutzt man bessel' 
Logarithmen, das heiBt, anstatt die mittlere t6dliche Dosis fUr jede 
Tinktur zu bereehnen, nimmt man bessel' die Logarithmen del' ein
zelnen todlichen Dosen und bereehnet den mittleren Logarithmus. 
Die Anwendung diesel' 
Berechnung fUr die 
Tinktur A ist in Ta
belle 10 als Beispiel 
wiedergegeben. 

Del' Mittelwert del' 
Zahlen in del' zweiten 
Spalte ist 2,2167. Die 
Abweiehung jeder Zahl 
del' zweiten Spalte von 
2,2167 ist in del' dritten 

Tabelle 10. 

T6dliche Dosis i I Abweichung I Quadrat 
der Tinktur A Logarithmus yom I der 

cem pro kg I Mittelwert Abweichung 

0,0154 
0,0158 
0,0171 
0,0144 
0,0124 
0,0189 
0,0234 

2,1875 1 

2,1987 
2,2330 
2,1584 
2,0934 
2,2765 
2,3692 

0,0292 
0,0180 
0,0163 
0,0583 
0,1233 
0,0598 
0,1525 

0,0008 
0,0003 
0,0003 
0,0034 
0,0151 
0,0036 
0,0232 

Spalte angegeben, und in del' vierten Spalte stehen die Quadrate der 
Zahlen aus del' dritten Spalte. Die Summe der vierten Spalte Ed2 ist 

0,0467. Die mittlere Abweiehung wird aus del' Formel V n2:!:.21 berechnet. 

Da n = 7 ist, betragt sie iO,O077. (GADDUM nennt 0,0077 die logarith
mische Varianz.) Der mittlere Fehler des mittleren Logarithmus ist 

~. mittlere Abweichung, odeI' l-r. 0,0077, was 1o,001l ergibt. Der 

Mittelwert aus den Logarithmen del' einzelnen todlichen Dosen del' 
Tinktur B war 2,2884 und del' mittlere Fehler dieses Wertes ist 
= YO,0008. 

1 2,1875 ist erne abgekiirzte Schreibweise fiir (0,1875 - 2). 
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Zum endgiiltigen Ergebnis gelangt man durch Anwendung del'" 

Formel ~l - m2, wobei m 1 = 2,2167, m 2 = 2,2884, ei = 0,001l und 
rei + e~ 

e~ = 0,0008 ist. Der Zahler (d. h. die Differenz zwischen 2,2167 und 
2,2884) ist 0,0717 und der Nenner 0,0436, also das Resultat 1,64, was. 
mit dem oben erzielten Ergebnis gut iibereinstimmt. 

Der mittlere Fehler eines Verhaltnisses. Die Wirksamkeit einer Lasung 
wird oft mit Bezug auf eine andere Lasung ausgedriickt, man muB in 
diesem Fall die mittlere Abweichung des Resultats, das ein Verhaltnis. 
darstellt, bestimmen. Das Versuchsergebnis der Strophanthustinktur A 
wurde z. B. mit dem mit derselben Methode erzielten Ergebnis einer 
Ouabainprobe verglichen. Der mittleren tadlichen Dosis von Ouabain,. 
0,06115 mgJkg, wurde die mittlere tadliche Dosis der Tinktur A gleich
gesetzt, und zwar entsprach 1 ccm Tinktur A 3,64 mg Ouabain. Wie 
groB ist der mittlere Fehler dieses Ergebnisses 1 Der mittlere Fehler 
des Ouabainresultats betrug 0,00517. Wenn ein Resultat R einen mitt
leren Fehler e1' und ein Resultat P einen mittleren Fehler e2 hat, dann 
wird der mittlere Fehler des Verhaltnisses RIP dadurch gewonnen, daB. 
e1 in Prozenten von R und e2 in Prozenten von P ausgedriickt wird_ 
Setzt man fUr diese Prozentsatze 8 1 bzw. 8 2 , dann ist der mittlere 
Fehler von RIP in Prozenten ausgedriickt -V 8i + 8~. 1m vorliegenden 
Beispiel ist R = 0,06115 und e1 = 0,00517. Wenn man e1 in Prozenten 
von R ausdriickt, ist 8 1 = 8,4. P ist 0,0168, e2 ist 0,00134, also 8 2 ist 8,0. 
Daraus ergibt sich, daB der mittlere Fehler des Verhaltnisses RIP 1l,6 % 
betragt. 1l,6 % von 3,64 ist 0,422, also betragt der mittlere Fehler des 
Wirksamkeitsverhaltnisses der beiden Substanzen ±0,422. 

Die Berechnung des mittleren Fehlers eines Verhaitnisses mit Log
arithmen. Wenn der mittlere Fehler einen groBen Prozentsatz eines ge
fundenen Wirksamkeitsverhaltnisses ausmacht, sollte man die Berech
nung immer an Logarithmen machen. Wie GADDUM (1931) sagt: "Bei 
einer biologischen Auswertung kann der Fehler + 100 % oder mehr 
betragen, aber der Ausdruck ,ein Fehler von -100%' hat praktisch 
keinen Sinn. Wenn der Fehler nicht klein ist im Vergleich zu 100%, 
ist es offensichtlich unerwiinscht, ihn in Prozenten auszudrucken." Zur' 
Anwendung des Verfahrens beim obenerwahnten Vergleich der Tink
tur A mit Ouabain werden die Logarithmen der Einzelbeobachtungen 
fUr A, wie in Tabelle 10, vermerkt. Der Mittelwert dieser Logarith
men 1st 2,2167 und die mittlere Abweichung yD,0077. Fur Ouabain 
ist der mittlere Logarithmus 2,7744 und die mittlere Abweichung 

-V0,0109. 
Um nun den mittleren Fehler des Wirksamkeitsverhaltnisses von der' 

Strophanthustinktur und Ouabain zu bestimmen, werden die Quadrate 
der mittleren Fehler addiert. Da fUr die Tinktur 7 Katzen verwendet. 
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wurden, betragt das Quadrat des mittleren Fehlers 0,0~77 = 0,001l. 

Das Quadrat des mittleren Fehlers fiir Ouabain (wozu 9 Katzen ver
wendet wurden) ist 0,0012. Die Summe ergibt 0,0023. Daraus wird 
die Wurzel gezogen, die ±0,0479 ergibt, und der Antilogarithmus auf
gesucht. +0,0479 ist der Logarithmus von 1,117 und -0,0479 = I,9521 
ist der Logarithmus von 0,896. Die Werte 0,896 und 1,1l7 bedeuten, 
daB die Fehlerbreite des Resultats zwischen 89,6 und 111,7% liegt. 
Das Ergebnis lautete: 1 ccm Tinktur = 3,64 mg Ouabain. 89,6% von 
3,64 ist 3,26 und 111,7% von 3,64 ist 4,065, also betragt der mittlere 
Fehler des Verhiiltnisses +0,425 und -0,38. Diese Zahlen stimmen 
ungefahr mit dem Resultat des ersten Verfahrens ±0,422 iiberein. 
Dieses zweite Verfahren ist aber genauer. 

c. Quantitative Reaktionen. 
Die Gleichung der Regressionslinie. 1m Kapitel II ist eine Methode 

beschrieben zur Konstruktion einer Kurve, die das Verhaltnis von 
Dosis zu Durchschnittswirkung auf verschiedene Tiergruppen darstellt. 
Als Beispiel ist eine Arbeit von COWARD, KEy, DYER und MORGAN (1930) 
iiber Vitamin A angefiihrt, in der die Wirkung an der Gewichtszunahme 
von Tiergruppen beobachtet wurde. Stellt man nun aber die Beziehung 
des Logarithmus der Dosis zur Durchschnittswirkung der Dosis graphisch 
dar, so findet man meistens, daB die Punkte auf einer geraden Linie 
liegen, der sog. Regressionslinie. Beispiele fiir die lineare Abhangigkeit 
zwischen Logarithmus der Dosis und Durchschnittswirkung bieten die 
Bestimmungen des thyreotropen, des brunstauslosenden, des Neben
nierenrindenhormons, des Prolaktins u. a. Fiir eine solche gerade Linie 
gilt die folgende Gleichung (FISHER, 1925) 

Y = Y + b (x - x), 
wobei y der Mittelwert von y und x der Mittelwert von x (Logarithmus 
der Dosis) ist und LY(x _ x) 

b = 2;(x _ X)2 • 

Wendet man diese Berechnung auf die Arbeit von BULBRING iiber 
Nebennierenrindenextrakt an, so laBt sich die Formel aus den Ver
suchsergebnissen an Enterichen ableiten, wie Tabelle II zeigt. 

Ta belle II. 

Dosis I Mittlere ttber- I 
cern Log. Dosis, x lebensdaner i (x--i) (x-x)' y(x-x) 

(Stunden) y 

0,05 2,6990 = -1,3010 

I 

9,8 -0,4203 0,1767 -4,1189 
0,1 1,0000 = -1,0000 13,0 -0,1193 0,0142 -1,5509 
0,2 1,3010= -0,6990 

I 
19,9 0,1817 0,0330 3,6158 

0,3 1,4771 = -0,5229 24,0 0,3578 0,1280 8,5872 
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x = -0,8807, 1: (x - X)2 = 0,3519, 1:Y(x - x) = 6,5332 und 1;= 16,67, 

Also ist 

und die Gleichung ist 

b = 6,5332 = 18 6 
0,3519 ' 

oder 
y = 16,67 + 18,6 (x + 0,8807) 

Y = 18,6 x + 33,1. 

Gebrauch der Gleichung. Um das Wirksamkeitsverhaltnis zweier 
Rindenextrakte zu bestimmen, wendet man die Gleichung folgender
maBen an: Die stiindliche Verabreichung der Dosis 0,1 ccm Extrakt A 
hewirkte an einer Gruppe von 10 Enterichen eine mittlere Lebensdauer 
von 15 Stunden, und 0,15 ccm Extrakt B an einer zweiten Enterich
gruppe eine mittlere Lebensdauer von 20 Stunden. Setzt man 15 fiir y 
ein, so wird die Gleichung 

also 
15 = 18,6 x + 33,1 

x = -0,9731 

= I,0269. 

Dies ist der Logarithmus von 0,1064. 

Setzt man 20 fiir y ein, so ist 

also 
20 = 18,6 x + 33,1 

x = -0,7043 

= I,2957. 

Dies ist der Logarithmus von 0,1976. 

Demnach ist das Verhaltnis der Wirksamkeit von 0,1 ccm Extrakt A 

zu 0,15 ccm Extrakt B wie ~:~~~ = 0,538. Also ist 1 ccm Extrakt A 

= 0,538 . 1,5 ccm Extrakt B = 0,81 ccm Extrakt B. 

Der Fehler der Auswahl im Versuchsergebnis (GADDUM, 1931). Um 
den Fehler der Auswahl im Versuchsergebnis zu finden, d. h. um zu 
wissen, inwieweit das Vergleichsresultat durch verschiedene Empfind
lichkeit der Tiergruppen beeinfluBt wird, muB man zuerst die mittlere 
Abweichung der Einzelwerte, aus denen der Mittelwert berechnet ist, 
bestimmEm. Wenn also 0,1 ccm Rindenextrakt an 10 Tieren eine mittlere 
Vberlebensdauer von 14,7 Stunden bewirkt, so kann die Lebensdauer 
der einzelnen Enteriche doch von 9,25 bis 21,25 Stunden schwanken. 

Die Streuung dieser Zahlen wird nach der bekannten Formel a = -V nL'~21 
berechnet. Am besten gewinnt man den Durchschnittswert fiir a aus 
einer groBen Versuchszahl, wobei das "Gewicht der Beobachtungen" 
zu beachten ist, d. h. der Mittelwert so korrigiert wird, daB die an der 



Kap. III. Die mathematische Behandlung der Versuchsergebnisse. 27 

gr6Bten Tierzahl gewonnenen Beobachtungen sozusagen am schwersten 
wiegen. 1st also ein Mittelwert (jl aus den Beobachtungen an n1 Tieren, 
ein anderer Mittelwert 112 an n2 Tieren gewonnen, so ist del' nach dem 

G . h d B b h k' . Mitt I t n1 C11 + n2 C12 ewlC t er eo ac tungen ornglerte ewer (j = + . n1 n2 
Hat man den so nach del' Anzahl del' Tiere korrigierten Mittelwert (j 

(fUr den BULB RING die Zahl 3,9 Stunden angibt) gefunden, so erhalt 
man die mittlere Abweichung des Logarithmus eines Ergebnisses, indem 
man (j durch die Neigung del' Linie teilt, die die Abhangigkeit del' 
Wirkung vom Logarithmus del' Dosis darstellt. Die "Neigung del' 
Linie" ist durch den Regressionskoeffizienten b aus del' im vorigen 
Abschnitt besprochenen Gleichung gegeben. In del' Gleichung fUr die 
Enteriche ist b = 18,6, also ist im vorliegenden Beispiel die mittlere 
Abweichung des Logarithmus einer Beobachtung 

C1 3,9 021 
b = 186 = , . , 

Diese Zahl wird nun auf folgende Weise benutzt: Beim Vergleich 
zweier Rindenextrakte ergibt sich die mittlere Abweichung des Log
arithmus del' relativen Wirksamkeitsbestimmung (fUr die GADDUM die 
Bezeichnung ). eingefUhrt hat) aus del' Formel: 

wobei n1 die Anzahl Tiere, die den einen Extrakt, und n 2 die Anzahl 
C1 

Tiere, die den anderen Extrakt bekamen, ist. Da b = 0,21 und 
n l = n 2 = 10 ist, ergibt sich 

}.2 = (0,21)2 (fc, + rt) 
= 0,0088, 

also ist }. = ±0,0938. 

Die obere Fehlergrenze ist +0,0938 und die untere ist -0,0938. Nun 
ist +0,0938 del' Logarithmus von 1,241 und -0,0938 = 1,9062 del' 
Logarithmus von 0,806. Also bei zwei von drei Wiederholungen ist die 
Fehlerbreite 80,6 bis 124,1 %. Fur das Auswertungsergebnis del' Rinden
extrakte, namlich 1 ccm Extrakt A = 0,81 ccm Extrakt B, kann man 
sagen, daB bei zwei von drei Wiederholungen das Resultat zwischen 
0,65 und 1,0 ccm Extrakt B liegen wird. 

Die fUr 21 von 22 Versuchen giiltige Fehlerbreite ist 2}. = ±0,1876. 
Nun ist +0,1876 del' Logarithmus von 1,54 und -0,1876 = 1,8124 del' 
Logarithmus von 0,6493. Del' Fehlerbereich liegt also zwischen 64,9 
und 154%. 
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D. Qualitative Reaktionen. 
Die Tierzahl in der Grnppe. Will man den Prozentsatz des Auf

tretens einer Reaktion bestimmen, so mu.B man zunachst entscheiden, 
wieviel Tiere man in der Gruppe verwenden will. Spritzt man einer 
groBen Anzahl von Tieren die mittlere todliche Dosis oder LD 50 einer 
Substanz, dann wird die Halfte sterben; spritzt man sie aber riur 
wenigen Tieren, so sterben nur manchmal gerade 50%. Der Prozent
bereich, innerhalb dessen das Eintreten des Todes erwartet werden kann, 
wird aus der Formel fiir die mittlere Abweichung ypqN berechnet, 
wobei p die Wahrscheinlichkeit des Todes, q die Wahrscheinlichkeit des 
"Oberlebens und N die Tierzahl ist. Spritzt man die LD 50, dann ist 
p = q = 0,5. Die mittlere Abweichung bei 30 Tieren betragt dann 2,74. 
FUr jede mit der LD 50 gespritzten Gruppe von 30 Tieren ist die Wahr
scheinlichkeit ungefahr 20 zu 1, daB nicht mehr als 15 + 2 . 2,74 und 
nicht weniger als 15 - 2 . 2,74 Tiere sterben werden, d. h. die Wahr-
1UU scheinlichkeit ist ungefahr 
% 20 zu 1, daB nicht mehr als 

M~HH~~--~----r----+----~--~ 

20,5 und nicht weniger als 
9,5 Tiere sterben. DerSterb
lichkeitsprozentsa tz liegt 
also zwischen 32 und 68 % . 

Durch Vermehrung der 
Tierzahl kann man diesen 
Spielraum einengen, wah
rend er bei weniger Tieren 
groBer wird. Abb. 8 zeigt 
den Bereich des Sterblich-
keitsprozentsatzes, der bei 

U 2U 'f{} 6U 8U 1UU 
A17zIl171 T7ere 13U Injektion verschieden gro

Ber Gruppen mit der LD 50 
durch Zufall bedingt sein 
kann. Es geht daraus her
vor, daB man praktisch nie 
weniger als 30 Tiere in der 

Abb. 8. Die Grenzen, innerhalb derer der Mortalltiitspro
zentsatz durch Zufall bedingt sein kann, wenn die LD 50 
verschieden groJ3en Tiergruppen gespritzt wird. Der Be
reich wird durch die Rohe der Linien, die den Prozent
satz der verwendeten Tiere darstellen, begrenzt; sie ent
sprechen der ±3fachen mittleren Abweichung von der 

wahren MortaUtiit. (TREVAN.) 

Gruppe haben sollte. 
Die mittlere Abweichnng eines Wirknngsprozentsatzes. Injiziert man 

eine Substanz einer Gruppe von N Tieren, so daB jedes Tier dieselbe 
Dosis erhalt und p % positiv reagieren, dann ist die mittlere Abweichung 

dieses Prozentsatzes V~, wobei q = 100 - p ist. Tritt also bei Ver

wendung von 25 Tieren die Reaktion in 50 % ein, so ist die mittlere 
Abweichung 10 % . Bei zwei von drei Wiederholungen des Versuches 
wird demnach die Reaktion bei mehr als 40 % und weniger als 60 % 
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der Tiere eintreten, und in einem von drei Versuchen wird sie bei weniger 
als 40 % oder mehr als 60 % eintreten. 

Die relative Wirkungsstarke zweier Losungen wird oft mit Hille 
einer vorher festgelegten charakteristischen Kurve, wie der in Abb. 32, 
gefunden. Die Dosis, die bei 50% eine Reaktion hervorruft, hat den 
Wert 1. Angenommen eine Standarddosis d1 hat an 40 Tieren eine 
Reaktion von 60% und die Dosis d2 einer unbekannten Losung an 
40 Tieren die Reaktion von 35 % hervorgerufen, dann geht aus der 
Kurve in Abb. 32 hervor, daB das Wirksamkeitsverhaltnis von Dosen 
mit 60% und 35% Wirkung wie 1,14 zu 0,775 ist. Hieraus ergibt sich 

d1 Standard16sung = 1,14 = 1 47 
d2 unbekannte Lasung 0,775 ,. 

Der mittlere Fehler dieses Verhaltnisses kann erst aus den mittleren 
Abweichungen von 1,14 und 0,775 berechnet werden. Da das Standard
praparat an 40 Tieren bei 60 % eine Reaktion bewirkte, betragt nach 

der Formel V~ die mittlere Abweichung dieses Prozentsatzes 7,75, so 

daB in zwei von drei Fallen die Reaktion zwischen 52,2 und 67,7% 
auftreten wird. Diese Prozente entsprechen den Abszissen 1,03 und 
1,27, also ist die mittlere Abweichung von 1,14 ungefahr ±0,12. Die 
mittlere Abweichung von 0,775 ist ebenfalls ±0,12. Jede mittlere Ab
weichung wird nun in Prozenten ausgedruckt; namlich 0,12 ist 10,5% 
von 1,14 und 15,5% von 0,775. Der mittlere Fehler des Wirksamkeits
verhaltnisses der beiden Losungen ist die Wurzel aus der Summe der 
Quadrate dieser Prozente, was 18,7% ergibt. Also hat das Wirksamkeits
verhaltnis 1,47 einen mittleren Fehler von ±0,275. 

KARBERS lUethode zur Bestimmung der LD 50. Bei dieser Methode, 
die fUr die Toxizitatsbestimmungen bisher unbekannter Substanzen sehr 
wertvoll ist, braucht das Verhaltnis von Dosis 
zu Wirkungsprozentsatz nicht vorher bekannt zu 
sein. Gibt man einer Reihe kleiner Tiergruppen 
verschiedene Dosen einer Substanz, so kann man 

Tabelle 12. 

Dosis lHortalitiit 

09 5 von 5 die LD 50 nach dem folgenden Beispiel berech- ' 4 
0,8 " ;) 

nen. Angenommen mehrere Gruppen von 5 Fro- 0,7 2" 5 
schen erhielten verschiedene Dosen einer Digi- 0,6 4" 5 
talistinktur (in ccm pro 100 g Gewicht) mit dem 0,5 3" 5 
in Tabelle 12 wiedergegebenen Ergebnis, dann ist 0,4 1" 5 

der Logarithmus der LD 50 = Xo _ .L: (Pl ~ P2) d , 0,3 0,,;) 

wobei Xo der Logarithmus der Dosis, die aIle Tiere totete, und der zweite 
Ausdruck die Summe einer Reihe von Produkten ist. Jedes einzelne 
Produkt wird erhalten, indem das Mittel aus zwei aufeinanderfolgenden 
Beobachtungel1 mit der Differenz der Logarithmen der dazugehorigen 
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Dosen multipliziert wird. 1m vorliegenden Beispiel ist Xo = log 0,9. Das 
erste Produkt ergibt sich, wenn man 4 von 5 als 0,8 und 2 von 5 als 0,4 

schreibt. Dies ist PI und P2 in der obigen Formel. Pi -;- P2 = 0,8 -;- 0,4 

= 0,6. d ist log 0,8 - log 0,7 = 0,0580. Also ist das erste Produkt 
0,6' 0,0580 = 0,0348. Das zweite Produkt erhaIt man in derselben 
Weise aus dem nachsten Dosenpaar 0,7 und 0,6, das dritte aus 0,6 und 
0,5 usw. Die Summe der 5 Produkte ist 0,1816. Also ist der Log
arithmus der LD 50 = log 0,9 - 0,1816 

= 1,7726 
und die LD 50 = 0,59. 

Der Fehler dieses Ergebnisses kann nur dann berechnet werden, wenn 
die Dosen fUr den Versuch so gewahlt wurden, daG die Differenz d der 
Logarithmen aufeinanderfolgender Dosen immer gleich groG ist. Dann 
ergibt sich das Quadrat der mittleren Abweichung des Logarithmus der 
LD 50 aus der Formel 

In dieser Formel ist q = 1 - P, also fUr die Dosis 0,5 im obigen Bei
spiel ist pq 0,6.0,4 

n;=--5-

Die mittlere Abweichung kann aber in diesem Beispiel nicht bestimmt 
werden, da d bier nicht konstant ist. 

E. GADDUMS Behandlung einer Wirkungsprozentsatzkurve. 

Wenn man das Verhaltnisvon Dosis zu Wirkungsprozentsatz ex
perimentelI kurvenmaBig festlegt, erhalt man, nach GADDUM, mit dem 
folgenden Verfahren die besten Ergebnisse. Zunachst wird eine neue 
Kurve konstruiert, bei der statt der Dosis der Logarithmus der Dosis 
als Abszisse und statt des Wirkungsprozentsatzes die "normale aqui
valente Abweichung" (s. u.) eingetragen wird. 

Der Logarithmus der Dosis. KROGH und HEMMINGSEN (1926) haben 
zuerst vorgeschlagen, statt der Dosis den Logarithmus der Dosis zu 
verwenden. StelIt man die Beziehung von Wirkungsprozentsatz zu 
Dosis graphisch dar, so hangt die Neigung der Kurve von der Starke 
der benutzten Losung abo Wenn also OB (in Abb. 9a) die Kurve fUr 
die Abhangigkeit des Wirkungsprozentsatzes yom V olumen der ver
abreichten Losung ist, so wird die Kurve OE entstehen, wenn man die 
wirksame Losung zu gleichen Teilen mit Wasser verdiinnt. Jede Ab
szisse DE ist doppelt so groG wie die entsprechende Abszisse DB, und 
da die Kurve OB steiler als OE ist, wird der Eindruck erweckt, als sei 
die Empfindlichkeit der Tiere gegenuber der starkeren Losung weniger 
veranderlich als gegenuber der schwacheren, wahrend das in Wirklich-
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keit gar nicht der Fall ist. Tragt man namlich statt dessen die Log
arithmen der Dosen als Abszissen ein, so werden die beiden Kurven 
parallel (s. Abb. 9b), und der horizontale Abstand zwischen beiden ist 
in jedem Punkt die Differenz zwischen den Logarithmen der Dosen 
gleicher Wirkung. Wenn X I X 2 der horizontale Abstand ist, so ergibt sich 

. Dosis B 
Xl Xl! = log Dosis B - log DOSIS A = log D---;-A. Also ist Xl X 2 dem 

OSIS 

Logarithmus des Dosenverhaltnisses gleichzusetzen. 

a 

(J Oosis wgarifllmus tier Oosis 

Abb.9. a) Links sind die Dosen als Abszisse eingetragen. OB zeigt das Verbliltnis von Dosis zum 
Wirkungsprozentsatz fiir eine Losung, OE dasselbe Verhaltnis, wenn die Losung zu gleichen TeHen 
mit Wasser verdfumt wird. DE = 2 • DB. Die beiden Kurven haben eine verschiedene Neigung. 
b) Rechts sind die Logarithmen der Dosen als Abszissen eingetragen; nun sind die Kurven parallel. 

Die Auffassung, daB es besser sei, statt der Dosen die Logarithmen 
der Dosen zu gebrauchen, findet in der Arbeit von HEMMINGSEN (1933) 
iiber die Insulinauswertung an Mausen eine weitere Unterstiitzung, da 
die Verteilung der Logarithmen der wirksamen Einzeldosen einer nor
malen Streuungskurve viel mehr entsprach als die Verteilung der Dosen 
selbst. 

Die normale aquivalente Abweichung. Wie oben gezeigt wurde, war 
bei quantitativen Reaktionen die Beziehung yom Logarithmus der 
Dosis zur Wirkung linear. Bei qualitativen Reaktionen ist aber das 
Verhaltnis yom Logarithmus der Dosis zum Prozentsatz der Tiere, bei 
denen die Wirkung eintritt, nicht linear, sondern S-formig. Es bleibt 
also noch die Aufgabe, auch fiir die qualitativen Reaktionen eine lineare 
Abhangigkeit zu finden. GADDUM hat vorgeschlagen, die normale 
aquivalente Abweichung zu gebrauchen, d. h. statt des Wirkungs
prozentsatzes selbst die diesem Prozentsatz entsprechende oder aqui
valente Abweichung auf der normalen Streuungs- oder Haufigkeits
kurve einzusetzen. In Abb. 10 (aus HEMMINGEN, 1933) ist eine normale 
Haufigkeitskurve (ausgezogen) und eine integrierte Haufigkeitskurve 
(punktiert) gezeigt, letztere ist eine Wirkungsprozentsatzkurve. Die 
Abszissen der normalen Kurve sind die mittleren Abweichungen, und 
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da die Abweichung des Mittelwertes vom Mittelwert 0 ist, ist der Mittel
wert auf der Abszisse O. Die Punkte links davon sind negativ, rechts 
positiv. Nun entspricht die Ordinate 50% auf der integrierten Kurve 
dem Mittelwert 0 auf der normalen Kurve. Also erhalt der Wirkungs-
100 prozentsatz 50 den Wert 0, 

/ \ -" ... % d. h. diesem Abweichungs
</" 

80 
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/ I 
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wert auf der normalen 
Kurve ist der Prozentsatz 
aquivalent. Die Senkrech
ten auf der Abszisse in den 
Punkten (Mittelwert + a) 
und (Mittelwert - a) be
grenzen ungefahr 66,6 % 
der von der normalen L I....,."" "~ 

.. J Kurve eingeschlossenen 2 -1 0 +1 +3 
norma-Ie tiquiva-Ienle AbweicIJung {N.A.A} 

Abb. 10. Die Beziehung zwischen Wirkungsprozentsatz 
und normaler aquivalenter Abweichung. (HEMMINGSEN.) 

Siehe Text. 

Flache; 33,3 % liegen auBer
halb. Da die Aufteilung 
symmetrisch ist, betragt 
die Flache links vom (Mit

telwert - a) ungefahr 16,6 % und rechts vom (Mittelwert + a) auch 
ungefahr 16,6 %. In Wirklichkeit entspricht der Wirkungsprozentsatz 
15,9 der Abweichung -1 auf der normalen Kurve und der Wirkungs
prozentsatz 84,1 der Abweichung +1. Die Senkrechten auf der Abszisse 
der normalen Kurve in -2,0 und +2,0 umschlieBen ungefahr 95,5% der 
Gesamtflache. Der Rest von 4,5% liegt auBerhalb. Also ist die Flache 

Tabelle 13. 

Integrierte I N ormale 
Kurve aquivalente 

% Abweichung 

2,27 
15,9 
50 
84,1 
97,72 

-2,0 
-1,0 

o 
+1,0 
+2,0 

von der Senkrechten in -2,0 ungefahr 2,25% der 
Gesamtflache. Tatsachlich entspricht die Ordi
nate 2,27 % auf der integrierten Kurve der Ab
szisse ~2,0. Ebenso entspricht die Ordinate 
97,72% der Abszisse +2,0. 

Die den Abszissen der normalen Haufigkeits
kurve aquivalenten, als mittlere Abweichung ge
messenen Punkte der integrierten Kurve stellen 
sich also dar wie in Tabelle 13. 

Die zwischen diesen Werten liegenden Zahlen kann man aus Tabellen 
ersehen (s. BLISS, 1935). Bequemer sind sie aus der graphischen Dar
stellung (nach GADDUM, 1933) abzulesen, Abb. n. 

Der Gebrauch der normalen aquivalenten Abweichung. Angenommen 
die Priifung einer wirksamen Substanz ergab mit der einen Dosis eine 
Reaktion an 40% der Tiere, mit einer anderen Dosis an 60%. Man 
geht dann von der Voraussetzung aus, daB die wirkliche Beziehung (die 
man nicht kennt) von Dosis zu Wirkungsprozentsatz eine integrierte 
Haufigkeitskurve (s. Abb. 10) und die Haufigkeitsverteilung eine nor-
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male Streuungskurve ist. Auf Grund dieser Annahme werden die nor
malen aquivalenten Abweichungen der beobachteten Wirkungsprozente 
als Ordinaten und di& Logarithmen der Dosen als Abszissen graphisch 
dargestellt. Eine gerade Linie durch die so gewonnenen Punkte stellt 
dann die Beziehung des Logarithmus der Dosis zur normalen mittleren 

Burn-Biilbring, Biologische Auswertungsmethoden. 3 

.. 
~ 

1,1 
~'" ,,~ 

tll~ 
""A 
~~ 
;;; 

~~ 
~8. 
1[1 
~.~ 
~tl ,,-
~~ 
13· :i 
" .. 
1~ 
0;" 

l2i~ 

.siil .. 
~g 
lSv 

.!;>, 
.... 0 

~~ ., 
~~ 
~7" s.e; 
A'" 

f~ 
~;" 
1::-;: 
o.~ 

::;10 
~., 

l>. ..," 
0" 0-
"'0 

>0 

~./\ 
!ll>. 

il O 
~s 
l:l.o:: ., 0:: 

~~ 
~. 
~~ .. 
•• 0:: 
" ::s .,.., 
OJ.<=: ... " ., .. 

. .0 ..0 
"':0 

" .I'Q ,.. ,.. 
~ 
...: 



34 Kap. m. Die mathematische Behandlung der Versuchsergebnisse. 

Abweiehung dar und man kann die bei 50% wirksame Dosis direkt 
ablesen. 

Ein Beispiel fUr die Umreehnung del' auf einer Wirkungsprozentsatz
kurve liegenden Punkte in die normalen aquivalenten Abweiehungen 

Dosis 

rng 

2,5 
7,5 

Tabelle 14. 

Log I w· k I Normale Ir ungs- aq uivalen te 
Dosis prozentsatz Abweichung 

0,3979 7,7 -1,43 
0,8751 34,4 -0,4 

bieten die Zahlen fiir den Wir-
kungsprozentsatz von Oestrin (Co
WARD und BURN, 1927) in Ta
belle 14. 

Die fUr jede Bestimmung be
nutzte Tierzahl war 90. 

Die Werte del' zweiten und 
vierten Spalte von Tabelle 14 k6n
nen, wie in Abb. 12, als Abszissen 

bzw. Ordinaten graphiseh dargestellt werden. Bequemliehkeitshalber ist 
del' MaBstab del' Abszisse fiinfmal so groB gewahlt als del' MaBstab 
del' Ordinate. Die Linie, die diese Punkte verbindet, heiBt Regressions
linie. Man kann den Verlauf graphiseh odeI' algebraiseh bestimmen. 

10,0 1,0000 44,4 -0,14 
12,5 1,0969 61,1 +0,28 
17,5 1,2430 84,4 +1,01 

A BV 
!I ),,-o,O'lit4Ofil I 

/ V1=417 
, 

D 
'/ pi),,=PJJ 

I / V V ~ i / ./' 

II I / V /0 ... ~=a10 
II r/ ? Vi ....... 

.......... 
......-::: 

II V ........ , 
I I ..... I , 

J'" I 
I I 

-2,0 
tog(!rlilimtls der Posis (x 5) 

Abb.12. Die normale aquivalente Abweichung (Ordinate) irn Verhiiltnis zurn Logarithrnus der 
Dosis (Abszisse), graphisch dargestellt. Meistens besteht cine linearc Abhangigkeit, und die Neigung 
der Linie ist ein MaD fill' die Ticrvariation. J. ist der reziproke Wert der Neigung. (A Ouabain, 

B Neosalvarsan, C Magnesiumsulfat, D Oestrin, E Acetonitril, F Pneurnococcusantiserum.) 
(G.mDnr.) 

Die Neigung der J~inie. Del' Neigungswinkel einer auf diese Weise 
gewonnenen Linie ist ein MaLI fiir die Tiervariation; denn wenn die 
Einzelreaktionen del' Tiere ziemlieh nahe iibereinstimmen, so wird die 
Lillie steil, wahrend sie flaeh verlauft, wenn die Tiervariation groB ist. 
Die Neigung ist die Tangente des Winkels, del' von del' Linie mit del' 
x-Aehse gebildet wird, d. h. das Verhaltnis jeder Ordinate zur ent
spree hen den Abszisse. Nimmt man als Ordinate eine normale aqui
valente Abweiehung I, dann ergibt sieh naeh GADDUM aus del' zu-
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gehorigen Abszisse das MaB fUr die Tiervariation. Dies wird A genannt, 
und Linien mit verschiedenen Werten fUr A sind in Abb. 12 aus GADDUMS 

Arbeit wiedergegeben. Die Neigung der Linie ist b = ~. 
Die Berechnung einer Regressionslinie. GADDUM (1933) sagt: "Sind 

y~, y'z ... usw. die gefundenen normalen aquivalenten Abweichungen, 
die durch die Dosen (in Logarithmen gemessen) x~, x; ... usw. hervor
gerufen wurden, dann ist die Formel der diesen Beobachtungen ent
sprechenden geraden Regressionslinie 

b=Y-Y 
x-x' 

wobei x und y die nach dem Gewicht del' Beobachtungen (B) korrigierten 
. ( S (Bnaf) Mittelwerte (s. u.) der gefundenen Werte x' und y' d. h. -S(Bn) und 

SS(fB~~») und b, die Neigung del' Linie, durch die Formel 

b = S (Bny~ (X' - x» 
S(Bn(af - X)2) 

gegeben ist." 
Das Gewicht einer Beobachtung. Bevor das Beispiel fUr den Gebrauch 

del' obigen Formel weiter ausgefUhrt wird, ist es notig zu erkiaren, was 
das Gewicht einer Beobachtung bedeutet. Angenommen es wurden zwei 
Wirkungen beobachtet, eine bei 5%, die andere bei 45%, dann fallt die 
letztere schwerer ins Gewicht, weil ja aus der Form del' Wirkungs
prozentsatzkurve hervorgeht, daB del' Dosenbereich mit 5 % Wil'kung 
breiter ist als del' Dosenbereich mit 45 % Wirkung. Findet man also 
einen Wirkungsprozentsatz von 5 %, so ist die Bestimmung nicht sehr 
genau und deshalb nicht so schwerwiegend. 

Bei 50% ist das Gewicht einer Beobachtung am groBten. Das Ge
wicht verschiedener Wirkungsprozente ist in Abb. 11 dargestellt. 

Beispiel der Berechnung einer Regressionslinie. Die Zahlen del' 
Oestrinwirkung aus Tabelle 14 sollen nun zur Berechnung del' Re
gressionslinie benutzt werden. 

1. Die Berechnung von ii, dem nach dem Gewicht der Beobachtttngen 
korrigierten Mittelwert der normalen aquivalenten Abweichungen (N.A.A.). 
In Tabelle 14 ist del' erste N.A.A.-Wert -1,43. Das Gewicht B wird 
aus Abb.11 abgelesen, und da del' Wirkungsprozentsatz 7,7 betragt, 
ist B = 0,285. Da 90 Tiere verwendet wurden, ist Bny~ = 0,285 . 90 
. -1,43 = -36,68. Del' zweite N.A.A.-Wert in Tabelle 14 ist -0,4. 
FUr den Wirkungsprozentsatz 34,3 ist B = 0,603, und bei del' Tierzahl 90 
ist Bny; = -21,71. Die iibrigen Wel'te fUr Bny' sind -7,96, +15,65 
und +39,15. Also ist die Summe aller dieser Werte S(Bny') = -11,55. 

S B ) . 231 4 AI . - S (Bny') ( n 1st ,8. so 1St Y = S(Bn) - = -0,0498. 

3* 
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2. Die Berechnnng von X, dem nach dem Gewicht der Beobachtnngen 
korrigierten M ittelwert der Logarithmen der Dosen. Zunachst werden die 
einzelnen Werte fUr Bnx' gefunden. Wie oben ist der erste Wert fUr 
B = 0,285, n ist 90 und x' ist 0,3979; also ist Bnx~ = 10,2061. Die 
iibrigen Werte sind 47,4916, 56,88, 61,3057 und 48,6634. Also ist 

S{Bnx') = 224,5468; S{Bn) = 231,84, wie oben. Also ist x = 2~:i~:!8 
= 0,9685. 

3. Die Berechnnng von b, der N eignng der Regressionslinie. Der Zahler 
ist die Summe der Zahlenwerte fUr Bny' (x' - x). Der erste Wert fUr 
Bny' war -36,68; x' war 0,3979 und x war 0,9685; also ist x' - x 
= -0,4294 und Bny' (x' - x) = -36,68' -0,4294 = 15,75. Die an
deren Werte werden ebenso ausgerechnet. Die Summe betragt 35,46. 

Der Nenner ist die Summe der Zahlenwerte fUr Bn(x' - X)2. Der 
erste Wert fUr Bn ist 25,65 und x' - x = -0,42!)4; also ist Bn {x' - X)2 
= 4,8. Die iibrigen Werte werden ebenso berechnet, und die Summe 

ergibt 12,75. Also ist b = ~~:~~ = 2,78. Die Formel fiir die Regressions-

linie ist also 

oder 

2 78 = y + 0,0498 
, x - 0,9685 

Y = 2,78 x - 2,74. 

Die Anwendung der Formel fUr die Regressionslinie. Der Gebrauch 
der Formel ist am besten aus einem Beispiel ersichtlich. Wenn eine 
Dosis d1 eines unbekannten Oestrinpraparates bei 14 von 40 Ratten 
Oestrus bewirkt und eine Standarddosis d2 bei 24 von 40 Ratten, dann 
wird das Wirksamkeitsverhaltnis der beiden Dosen auf folgende Weise 
berechnet: 

lci ist 35 % . Die normale aquivalente Abweichung von 35 % ist 
-0,385. Infolgedessen ist 

also 
-0,385 = 2,78 x - 2,74 

x = 0,8471. 

~ ist 60%. Die normale aquivalente Abweichung von 60% ist 0,26. 
Infolgedessen ist 

also 
0,26 = 2,78 x - 2,74 

x = 1,0791. 

Die Differenz dieser beiden Werte fUr x ist 0,232. Diese Zahl ist 
der Logarithmus des Wirksamkeitsverhaltnisses der beiden Dosen; es 
ist also das Verhaltnis von 

Standarddosis d2 _ 1 7 
Unbekannte Dosis d1 - , • 
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Die Berechnung des mittleren Fehlers. Der mittlere Fehler dieses 
Resultats wird mit Hilfe der Formel 

berechnet. Hierbei ist AM die mittlere Abweichung des Logarithmus des 
Wirksamkeitsverhaltnisses, d. h. AM ist die mittlere Abweichung von 

log 1,7 und A = ~. 1m vorigen Abschnitt wurde b = 2,78 gefunden, 

also ist A = 0,36. AuBerdem ist Bl das Gewicht der Beobachtung 35%, 
was nach Abb. 11 0,605 betragt, und n1 = 40. B2 ist das Gewicht des 
Resultats 60%, namlich 0,624, und n2 = 40. Werden die Zahlen in die 
Formel eingesetzt, so ergibt sich 

also ist 

12 (0,36)2 ( 1 I) 1 
AM = 40 0,605 + 0,624 = 0,0 05, 

AM = ±0,lO25. 

Der Antilogarithmus zu +0,1025 ist 1,27, der zu -0,lO25 = r,8975 
ist 0,79. lnfolgedessen erstreckt sich die Fehlerbreite fiir zwei von drei 
Wiederholungen des Versuches von 79 % bis 127 %. Die Fehlerbreite 
des Verhaltnisses 1,7 liegt demnach zwischen 1,34 und 2,16. Also 
betragt der mittlere Fehler ungefahr ±0,41. 

Nimmt man 2}'M' so kann man die Fehlerbreite fiir 21 von 22 Wieder
holungen des Versuchs berechnen. 

F. GADDUMS Verfahren fiir den Vergleich del' Wirkungsstal'ke zweiel' 
Losungen ohne Bezugnahme auf eine vorher bestimmte Kurve. 

Die Methode soll an den beim Vergleich zweier Strophanthustinkturen 
S und T erhobenen Befunden erlautert werden. Besteht die Vermutung, 
daB eine Losung starker 
ist, so muB man diese Tabelle 15. 

so verdiinnen, daB beide Volumcn Tinktur in I Froschzahl 
100 cern KochsalzHisung ! gespritzt 

Froschzahl 
tot 

moglichst gleich stark 
werden. Beim vorliegen
den Versuch wurde zu
nachst keinerlei Verdun
nung vorgenommen, da 
man annahm, daB beide 
Tinkturen gleich stark 
waren. 

Bei der Methode muB 
die Wirkung von je zwei 
Dosen jeder Losung be
stimmt werden, und zwar 

0,6 eem T 
0,7 cem T 
0,6 eem S 
0,7 cern S 

15 
15 
15' 
15 

3 
6 

11 
12 

Daraus wurden folgende Bereehnungen ge
macht (mit Hilfe von Abb.Il): 

Volumen 
Tinktur 

0,6 ecm T 
0,7 cern T 
0,6 cem S 
0,7 cern S 

lIIortalitats-! 
prozentsatz 

Normale 
aquivalente 
Abweichung 

I 20 
40 
73,3 
80 

-0,84 (y;) 
. -0,25 (yj) 
I +0,63 (y;') 

--;-0,84 (y~') 

I 

I 
Gewicht 

der Beob
achtung B 

0,49 
0,62 
0,55 
0,49 
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derselben Dosen von beiden Losungen. Es wurde also von der Tinktur S 
erstens 0,6 cern auf 100 cern und zweitens 0,7 cern auf 100 cern verdiinnt. 
Ebenso wurden 0,6 cern und 0,7 cern der Tinktur T auf 100 cern ver
diinnt. Von jeder der vier Verdiinnungen wurden 0,02 cern pro Gramm 
Frosch je 15 Froschen injiziert. Die Resultate sind in Tabelle ·15 
gezeigt. 

Danach wurde d berechnet. d ist der Logarithmus des Verhaltnisses 

beider Dosen, d. h. d = log~'~ = log 1,66 = 0,067. Der Mittelwert fiir 
B ist 0,538. . , 

Die N eigung der Regressionslinie b wird berechnet nach der Formel 

b = ~ = (y~ + y'i) - (y~ + y'() 
}, 2d 

(-0,25 + 0,84) - (-0,84 + 0,63) 
2.0,067 

0,8 
0,134 

= 5,97. 
Nun ist 

Also 

10 Wirksamkeit von T = M = (y~ + y~) - (yi' + y';) 
g Wirksamkeit von S 2 b 

(-0,84 - 0,25) - (0,63 + 0,84) 

-2,56 
2.5,97 

= -0,214 

= 1,786. 

2.5,97 

Wirksamkeit von T = ° 611 
Wirksamkeit von S ' , 

oder T ist 61,1 % von S. 
Den mittleren Fehler dieses Resultats kann man durch die Be

stimmung von A~[ berechnen . 

. ) 1 (1112) 1 (( -0,214)2\ 
J.j] = Bnh2 \ I + (j2 = 0,538 . 15. (5,97)2 I + (0,067)2) 

1 ( 0,046) 
= 287,1 . 1 + 0,0045 

11 
287,1 

= 0,0383 
Also ist 

J,"Vi = ±0,195. 

Da +0,195 der Logarithmus von 1,56 und -0,195 = 1,805 der 
Logarithmus von 0,638 ist, liegt die Fehlerbreite fiir zwei von drei 
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Versuchsergebnissen zwischen 63,8% und 156% des ge£undenen Wertes. 
Einer Bestimmung mit so groBer Fehlerbreite kann man sehr wenig 
Gewicht beimessen. Quan-
titativ liiBt sich das Ge- Ta belle 16. 

wicht der Beobachtung 

durch -1. ausdriicken; dies 
/l.J1I 

. ~-- ')61 1st 0,0383 - '" , . 

Volumen Tinktur in Froschzahl 
100 cern Kochsalzlosung gespritzt 

0,6 cern T 20 
0,9 cern T 20 
0,6 cern S 20 
0,9 ccm S 20 

Froschzahl 
tot 

7 
19 
2 

16 Da nach dem ersten 
Versuch die Tinktur T 
61,1 % der Tinktur S be
trug, wurde beim zweiten 
Versuch S 1,5mal ver
diinnt, um beide Losun
gen moglichst gleich stark 
zu machen. Die Dosen 
wurden geandert: statt 
0,6 ccm und 0,7 ccm wur
den 0,6 ccm und 0,9 ccm 

Daraus wurden fo1gende Berechnungen ge
macht (mit Hilfe von Abb. 11): 

Volumen I ~fortali tilts-I 
Normale I Gewicht aquivalente der Beob-Tinktur prozentsatz Abweichung achtnng B 

0,6 cern T -0,39 (y;) I 0,6 
0,9 ccm T +1,65 (y~) 0,21 
0,6 cern S -1,28 (y~') I 0,34 
0,9 cern S I +0,84 (y'.;) I 0,49 

gegeben. _ Die Resultate sind in Tabelle 16 
verzeichnet. 

d = log ~.: = log 1,5 = 0,176l. , 

Der Mittelwert fiir B ist 0,41 

Also 

b = 11,8 

1 Wirksamkeit von T = M = ° 072 
og Wirksamkeit von S ,. 

Wirksamkeit von T = 1 18 
Wirksamkeit von S ,. 

Da aber S 1,5mal verdiinnt worden war, ist tatsachlich das Verhaltnis 
1,18 = 078'" 
1,5 ' I. 

Also enthii.lt T 78,7% der Wirksamkeit von S. 
Da Afu- = 0,001025 ist, ergibt sich AM = ±0,032. 
+0,032 ist der Logarithmus von 1,209 und -0,032 = 1,968 ist del' 

Logarithmus von 0,929. Also erstreckt sich die Fehlerbreite bei zwei 
von drei Versuchsergebnissen von 92,9 bis 120,9% des gefundenen 
Wertes. Diese Fehlerbreite ist viel geringer als die des ersten Be£undes 
und infolgedessen ist das zweite Ergebnis zuverlassiger. Das groBere 
Gewicht wird ausgedriickt durch: 

1 1 
).31 0,001025 = 976. 
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Man erhiiJt das endgiiltige Auswertungsergebnis, indem man den 
nach dem Gewicht der Beobachtungen korrigierten Mittelwert aus-

. .., Wirksamkeit von T 
rechnet. Der Loganthmus des Verhaltrnsses Wirksamkeit von S war 

im ersten Versuch 1,786 und im zweiten 1,896. (Dies ist der Logarithmus 
von 0,787.) Dnter Weglassung von I wird jeder Logarithmus mit dem 
dazugeh6rigen Gewicht der Beobachtung multipliziert, also 0,786·26,1 
= 20,5146 und 0,896·976 = 874,4. Die Summe dieser Produkte, 894,9, 
wird dividiert durch die Summe der Gewichte, 1002. Der Quotient ist 
0,8964. Setzt man nun I wieder ein, so ergibt sich 1,8964; dies ist der 
Logarithmus von 0,7877. Der nach dem Gewicht der Beobachtungen 
korrigierte Mittelwert fftrdas Auswertungsergebnis von T in bezug 
auf S lautet also 0,7877, oder That 78,77% der Wirksamkeit von S. 

G. Die Binomialreihe und die Wahrscheinlichkeit des Todes. 

Bei dieser Gelegenheit m6ge das von DURHAM, GADDUM und MAR
OHAL (1929) grundlich untersuchte Problem besprochen werden, nach 
welchen Gesichtspunkten eine Toxizitatspriifung ausgearbeitet werden 
soll. Die hier folgende Besprechung beruht auf dieser Arbeit. Die For
derung, daB eine Probe einen bestimmten Toxizitatsgrad nicht uber
steigen darf, kann theoretisch so ausgedriickt werden, daB eine Dosis 
nicht mehr als einen gewissen Sterblichkeitsprozentsatz bewirken darf. 
Bei einem offiziellen Test jedoch muB die Anzahl der zu injizierenden 
Tiere und die Anzahl der erlaubten Todesfalle naher festgelegt werden, 
d. h. 50% Mortalitat muB ausgedruckt werden als 5 von 10 Mausen, 
oder 10 von 20, oder 15 von 30. Obwohl die Standarddosis, die 50% 
Mortalitat bewirkt, an mehreren hundert Tieren bestimmt worden jst, 
wird sie doch, wenn man sie 10 Mausen injiziert, nicht unbedingt 5 
t6ten. lVlan kann sich einen groBen Kafig mit 100 Mausen vorstellen, 
von denen 50 durch die LD 50 getotet und 50 uberleben wiirden. Wenn 
man 10 Mause aus dem Kafig herausnimmt, besteht die M6glichkeit, 
daB man entweder 10 von denen, die aIle uberleben, oder 10 von denen, 
die alle sterben, herausgreift. Nur in einigen von den Zehnergruppen 
wiirden gerade 5 sterben und 5 uberleben. Wenn also bei einer Toxi
zitatspriifung gefordert wird, daB die Proben nicht toxischer als der 
Standard sein durfen, und dies so formuliert wiirde, daB die der LD 50 
des Standards gleichwertige Dosis nicht mehr als 5 von 10 Mausen 
t6ten darf, wiirde der Standard selbst oft die Priifung nicht bestehen. 

Wenn man die Dosis, die auf Grund genauester Bestimmung an 
einer groBen Anzahl von Tieren 50 % der Mause t6tet, einer einzelnen 
Maus injiziert, so ist die mathematische Wahrscheinlichkeit p, daB sie 
stirbt, ;'fJJ. Also p = j-. Wenn die LD 50 verschiedenen Gruppen von 
je 2 Mausen gegeben wird, werden in manchen keine, in manchen eine, 
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in manchen beide sterben. Die Verteilung dieser verschiedenen Resul· 
tate erhalt man durch den Ausdruck (i- + i-)2, der ausmultipliziert 
i- + i- + i- ist. Hieraus ersieht man, daB in i- der Priifungen keine, in 
der HiiUte eine und in i beide Mause sterben werden. Ebenso erhii.lt 
man die Verteilung der verschiedenen Resultate, wenn man die LD 50 
Gruppen von je 3 Mausen gibt, durch den Ausdruck (i- + i-)3 = i- + t 
+ t + i-, d. h. in i- der Versuche wird keine Maus sterben, in t eine, 
in t zwei und in i- aIle dreL 

Nimmt man statt der LD 50 die LD 66, das ist die Dosis, die 66 % 
der Mause totet, dann ist die Wahrscheinlichkeit, daB eine einzelne 
injizierte Maus stirbt, f. Die Wahrscheinlichkeit, daB sie iiberlebt, f. 
Wenn man Gruppen von je 5 Mausen diese Dosis injiziert, so erhii.lt 
man die Resultate der verschiedenen Gruppen durch den Ausdruck 
(i- +i-)5. Allgemeingilt folgende Regel: Wird eine Dosis, die lOOp % der 
Mause totet, Gruppen von n Mausen injiziert, so ist das Ergebnis in 
den verschiedenen Gruppen gleich dem Ausdruck (q + p)"', wobei 
q = 1 - P ist. Die Wahrscheinlichkeit, daB von n Mausen genau r 
sterben werden, ist das (r + 1)te Glied der Binomialreilie (q + p)"". 
Diese ist 

n! r ",-r 
r!(n-r)!'pq . 

(N. B. n! = n' (n - 1)· (n - 2)· .... 1. 

Also 6! = 6 . 5 . 4 . 3 . 2 . 1.) 

Wenn man z. B., wie oben gezeigt wurde, Gruppen von je 3 Mausen 
die LD 50 injiziert, so werden in t der Priifungen 2 Mause in jeder 
Gruppe sterben, also ist die Wahrscheinlichkeit, daB 2 Mause getotet 
werden, gleich t. Der Bruch -;- ist das dritte Glied der Reihe (i- + i-)3. 
Wenn man Gruppen von 7 Mausen die LD 80 spritzt, so ist die Wahr. 
scheinlichkeit, daB genau 5 sterben, das sechste Glied der Reihe (i- + f)7. 
Dieses Glied ist: 

~ . (~)5. (~)2 
5! 2! 5 5 

21.45 

~ 

21·1024 
78125 

= 0,275. 

Also in 275 von 1000 Priifungen werden genau 5 Mause sterben. 
DURHAM, GADDUM und MARCHAL (1929) haben Tabellen fiir diese 

Wahrscheinlichkeiten angegeben, wovon einige im Anhang III abo 
gedruckt sind. Dabei ist zu beachten, daB in diesen Tabellen nicht die 
Wahrscheinlichkeit, daB eine genaue Anzahl Tiere getotet wird, z. B. 
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5 von 10, angegeben ist, sondern statt dessen 5 oder weniger von 10. 
Mit anderen Worten: Die Wahrscheinlichkeit keines Todesfalls ist zu 
der Wahrscheinlichkeit eines Todesfalles addiert worden, diese Summe 
zu der Wahrscheinlichkeit zweier Todesfalle usw. Die Tabellen sind 
abgedruckt, weil sie allgemeinen Wert besitzen fUr solche, die offizielle 
Auswertungsbestimmungen ausarbeiten, in denen der Wirkungsprozent
satz (sei es Tod oder andere physiologische Veranderungen) an einer 
beschrankten Anzahl von Tieren gepriift werden solI. Die Anwendung 
mag an der Toxizitatsbestimmung von Neosalvarsan erkHi,rt werden. 

Anwendung fiir Neosalvarsan. 

Die LD 50 des Neosalvarsanstandards fUr 14 g schwere Mause betragt 
nach Abb. 64 0,58 mg/g. Die Toxizitatsvorschrift fill unbekannte Pra
parate konnte sein, daB diese Dosis eines Praparates nicht mehr als 
5 von 10 damit injizierten Mausen toten darf. Auf Grund der Tabelle 
im Anhang ist die Wahrscheinlichkeit, daB eine Probe von derselben 
Toxizitat wie del' des Standards 5 oder weniger Mause totet, 0,623; 
d. h. das Praparat wiirde nur 62,3 % der Priifungen bestehen. Das ist 
eine zu strenge Forderung. Und sie wird nicht etwa weniger streng, 
wenn man mehr Tiere benutzt. Denn spritzt man dieselbe Dosis 
30 Mausen, von denen nicht mehr als 15 sterben diirfen, dann wiirde 
ein Praparat von derselben Toxizitat wie der des Standards sogar nur 
57,2 % der Priifungen bestehen. 

Die Frankfurter Konferenz (1928) beschloB daher, daB Proben, die 
20% toxischer waren als der Standard, freigegeben werden sollten. 
Also ein Praparat, dessen LD 50 gleich i· 0,58 mg/g odeI' 0,48 mg/g 
fill 14 g schwere Mause ist, sollte die Priifung bestehen. Der Effeki 
diesel' Vorschrift, daB eine Dosis von 0,48 mg/g von 30 injizierten 
Mausen nicht mehr als 15 toten darf, solI zunachst an Praparaten, die 
die gleiche Toxizitat wie der Standard besitzen, betrachtet werden. In 
der Kurve (Abb. 64) entspricht 0,48 mg einer wahl'en Sterblichkeit von 
15 % . (Wahre Ster blichkeit ist die an einer sehr groBen Tierzahl ge
fundene Sterblichkeit.) Die Tabelle im Anhang III zeigt, daB aIle Pra
parate die Priifung bestehen werden. Wenn die Probe 10% toxischer 
als der Standard ist, wird die vorgeschriebene Dosis von 0,48 mg del' 
Standarddosis von 0,53 mg/g gleichwertig sein. Diese entspricht einer 
wahren Mortalitat von ungefahl' 25 % . Ein solches Praparat besteht 
99,9% der Priifungen. 1st das Pl'aparat 20% toxischel' als del' Standard, 
dann ist die vorgeschriebene Dosis del' Standarddosis 0,576 mg/g, die 
einer wahren Sterblichkeit von 45% entspricht, gleichwertig. Ein 
solches Praparat besteht 77% der Priifungen. Praparate, die 30% toxi
scher als der Standard sind, bestehen nur 6,5 %, und solche, die 40 % 
toxischer sind, keine der Priifungen. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 17 
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aufgestellt, zusammen mit denen an 20 Mausen, von denen nicht mehr 
als 10 getotet werden durfen, und Priifungen an lO Mausen, von denen 
nicht mehr als 5 sterben 
durfen. 

Die Tabelle zeigt, daB bei 
Verwendung von 30 Mausen 
nur eines von lOOO Prapa
raten, die lO% toxischer als 
der Standard sind, verworfen 
wird. Von solchen, die 20% 
toxischer sind, bestehen 23 % 
die Priifung nicht; wenn aber 

Toxizitilt des 
unbekannten 
Prilparates 

Standard = 100 

100 
110 
120 
130 
140 

Tabelle 17. 

Prozentsatz bestandene Priiiungen 

30 Miluse 

100 
99,9 
76,9 

6,5 
0,0 

20 Miluse I 10 Miluae 

100 
99,6 
75,1 
12,2 
0,2 

99,8 
98,0 
73,8 
24,8 

3,3 

die Praparate 30% toxischer als der Standard sind, werden 93,5% ver
worfen. Die Zunahme der Prozentzahl nicht bestandener Priifungen 
mit steigender Toxizitat erfolgt nicht so rasch, wenn weniger Tiere be
nutzt werden. Man kann durch solche Berechnungen feststellen, wie 
scharf die Grenze zwischen erlaubter und nicht erlaubter Toxizitat bei 
einer gegebenen Vorschrift gezogen wird. 
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Kapitel IV. 

Hypophysenhinterlappenextrakt. 

Der Standard. Der internationale Standard ist ein trockenes Pulver, 
das aus frischen Ochsenhypophysenhinterlappen hergestellt und durch 
griindliches Extrahieren mit Aceton entwassert und entfettet worden 
ist. Dieses Praparat wurde zuerst von SMITH und MCCLOSKY (1924) 
hergestellt und auf den V orschlag von V OEGTLIN hin auf der Genfer 
Konferenz 1925 von der Hygienekommission des Volkerbundes als 
Standard angenommen. Das Pulver ist ungefahr 7 mal so wirksam wie 
dieselbe Gewichtsmenge frischen Materials. 

Nach den Vorschriften der Konferenzen, die 1925 in Genf und 1928 
in Frankfurt abgehalten wurden, stand es jedem Untersucher frei, nach 
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den Angaben von SMITH und MCCLOSKY ein Pulver herzustellen und 
dieses als internationalen Standard zu betrachten. Urspriinglich war 
der internationale Standard keine bestimmte Menge des Pulvers, die in 
einem Zentralinstitut aufbewahrt wurde und zur allgemeinen Verfiigung 
stand. 1935 aber beschloB die standige Kommission fiir biologische 
Standardisierung, daB es wiinschenswert ware, einen internationalen 
Standard zu haben, auf den man zuriickgreifen konnte, und wahlte 
hierfiir das Material, das im National Institute for Medical Research, 
London, zu diesem Zweck aufbewahrt wurde. Dieses Material war 1926 
als britischer Standard fiir Hypophysenhinterlappenextrakt hergestellt 
worden. 

Ein Pulver von der Art des internationalen Standards wird in der 
folgenden Weise hergestellt. Die Hypophysen werden vom Schlacht
haus geholt und so schnell wie moglich nach der Herausnahme gefroren. 
Fiir 10 bis 20 Driisen geniigt ein Reagensglas, das man in einer Thermos
£lasche, von einer Eis- und Salzmischung umgeben, ins Laboratorium 
bringt. Die Abtrennung des Hinterlappens ist viel leichter, wenn die 
Driisen hart gefroren sind. Die Hinterlappen werden in Aceton gelegt, 
4 ccm Aceton fUr jeden Lappen, und 3 Stunden darin gelassen. Dann 
werden sie in kleine Stiickchen geschnitten und in dasselbe V olumen 
frischen Acetons gebracht, worin sie iiber Nacht bleiben. Das Aceton 
wird dann abgegossen und die Driisenstiickchen in einem luftleeren 
Exsiccator iiber Phosphorpentoxyd oder Calciumchlorid getrocknet. 
Das getrocknete Material wird in einem Morser fein zerrieben und durch 
ein Sieb Nr.40 passiert. Das Pulver wird dann iiber Nacht in einem 
Exsiccator getrocknet und danach 3 Stunden mit Aceton in einem Soxhlet
Dauerextraktionsapparat extrahiert. SchlieBlich wird es noch einmal 
im Exsiccator getrocknet. 
:' Das Pulver halt sich am besten in einem Exsiccator iiber Phosphor
pentoxyd, oder aber in verschlossenen Glasrohrchen, die vor dem Zu
schmelzen mit trockener Luft gefiillt worden sind. Dazu miissen die 
Rohrchen eine Verengerung haben, die in einem Glasgeblase rasch zu
geschmolzen werden kann. Zuerst werden gegebene Mengen des Pulvers 
eingefiillt und die Ampullen aufrecht in einen Exsiccator iiber Phosphor
pentoxyd gestellt. Der Exsiccator wird sodann evakuiert und bleibt 
24 Stunden verschlossen. Danach wird er langsam mit Luft gefiillt, die 
durch eine Reihe von 3 Waschflaschen geleitet wird, deren erste und 
letzte konzentrierte Schwefelsaure und die mittlere Phosphorpentoxyd 
auf Watte enthalt. Die Ampullen werden dann aus dem Exsiccator 
genommen und rasch zugeschmolzen. 

Ein in dieser Weise hergestelltes Pulver kann nun entweder dieselbe 
oder eine andere Wirkungsstarke haben als der internationale Standard. 
Dieser wird von dem National Institute for Medical Research, Hamp-
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stead, London, abgegeben. Die einem Laboratorium jeweils iiberlassene 
Menge ist klein, und im allgemeinen stellt sich jedes Laboratorium ein 
eigenes Pulver her, das es - nachdem es sehr sorgfaltig mit dem inter
nationalen Standard verglichen worden ist - als den eigenen Sub
standard benutzt. Es mussen 5 bis 10 verschiedene Vergleiche durch
gefiihrt werden, bevor das Verhaltnis von Substandard zu internatio
nalem Standard als endgiiltig bestimmt angesehen werden darf. Die 
Hauptursache fiir Schwankungen in del' Wirksamkeit verschiedener 
Extrakte liegt in del' Verschiedenheit del' Zeit, die zwischen dem Tod 
des Tieres und dem Gefrieren del' Driise verstreicht. Die Wirksamkeit 
von Ochsendriisen, die so frisch wie moglich gewonnen wurden, variiert 
sehr wenig. Andererseits geht del' Wirksamkeitsverlust nach dem Tode 
des Tieres ziemlich schnell VOl' sich, und manchmal ist es schwierig, die 
Zeitspanne festzustellen. 

Die Einheit. Die internationale Einheit des Hypophysenhinter
lappenextraktes ist die Wirksamkeit von 0,5 mg des internationalen 
Standards. Diese Einheit wird manchmal als V OEGTLIN -Einheit be
zeichnet, weil del' Gebrauch des Pulvers als internationaler Standard 
von VOEGTLIN vorgeschlagen worden ist. Aus der Definition ergibt 
sich, daB del' internationale Standard 2000 Einheiten pro Gramm 
enthalt. 

Herstellung eines Auszugs. Zur Herstellung eines Auszugs aus dem 
Standard wird eine Menge von nicht weniger als 10 mg in einem Wage
glas abgewogen. Bewahrt man das Pulver in einem evakuierten Ex
siccator auf, so muB erst langsam Luft, die man durch 3 Waschflaschen 
streichen laBt, hereingelassen werden, bevor man den Exsiccator offnet. 
Dann bringt man rasch etwas von dem Pulver in ein Wageglas, das 
sofort verschlossen wird. Die Wagung darf nicht auf einem Uhrglas 
geschehen, da das Pulver sehr hygroskopisch ist. G.A.DDUM (1927) zeigte, 
daB es in 2 Minuten um 10 % an Gewicht zunimmt. Man nimmt pro 
Milligramm Pulver 1 ccm einer 0,25proz. Essigsaure und iiberfiihrt da
mit das Pulver quantitativ in ein Reagensglas. Das Glas wird mit Watte 
verschlossen, fUr 2 Minuten in ein bereits kochendes Wasserbad gebracht, 
dann unter del' Wasserleitung gekiihlt und auBen abgetrocknet. Del' 
Inhalt wird durch ein kleines trockenes Filter in ein anderes Reagens
glas filtriert. Das Filtrat ist ein 0,1 proz. Auszug des Standards. 

Fiir Auswertungen del' uteruserregenden (oxytocischen) Wirksam
keit wird das Filtrat lOfach mit 0,25proz. Essigsaure verdiinnt und in 
eine Serie Reagensglaser verteilt, die mit Watte verschlossen in einem 
Wasserbad 3 Minuten sterilisiert werden. Nach dem Abkiihlen werden 
diese Glaser im Eisschrank aufbewahrt. Die Wirksamkeit bleibt mehrere 
Monate unverandert, vorausgesetzt, daB die Wattepfropfen nicht ent
fernt werden. 
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A uswertungsmethoden. 

Hypophysenhinterlappenextrakt hat eine uteruserregende, eine blut
drucksteigernde und eine diuresehemmende Wirkung. Die auf der 
Diuresehemmung an Ratten beruhende Methode erfordert die geringste 
Apparatur, am wenigsten thmng und Geschicklichkeit und hangt am 
wenigsten von der Beurteilung des Untersuchers abo Die chemische 
Abtrennung der einzelnen wirksamen Prinzipien ist sehr kompliziert und 
wird bei der iiblichen Herstellung wasseriger Ausziige nie ausgefiihrt. 
Viele Forscher nehmen daher an, daB die Wirksamkeit, die man mit 
der Diuresemethode bestimmt, sich von der, die man mit der Uterus
methode findet, nicht unterscheidet. Theoretisch wenigstens kann dies 
bezweifelt werden. Die Uterusmethode, die am langsten besteht, soIl 
zuerst beschrieben werden. 

A. Die Auswertung del' uteruserregenden Wirksamkeit. 

Die alteste und gebrauchlichste Methode ist die von DALE und 
LAIDLAW (1912), in der der Uterus von jungen Meerschweinchen benutzt 
wird. Sie hat den Nachteil, daB man nicht immer die geeigneten Tiere 
bekommen kann, und desI:alb fiihrte P. TRENDELENBURG (1928) den 
Gebrauch von Muskelstreifen aus dem Uterus des Schafes ein. 

Aus dem Schafuterus wird ein Muskelstiick von ungefahr 3 cm Lange 
und 2 mm Breite herausgeschnitten. Es wird in einem GefaB mit warmer 
Tyrode16sung ausgespannt, die am besten jedesmal frisch aus den 
Stammlosungen A und B hergestellt wird. 

z usa mm en se tz un g der Tyrodelasung: 

Lasung A 

NaCI 20,0% 
KCI 0,5% 
CaCl2 0,5% (ca. 1,0% Calcium chlorat. cryst. 

CaCI2 • 6 H 20) 
::VlgCI 0,25 % (ca. 0,5 % Magnesium chlorat. 

cryst. MgCI2 • 6 H 20) 

Herstellung der frischen Lasung zum Gebrauch: 

Lasung B 

NaHC03 5,0% 
NaH2P04 0,25% 

80 ccm der Lasung A werden mit destilliertem 'Vasser auf 1 Liter verdiinnt, 
40 cem der Lasung B werden mit destilliertem Wasser auf 1 Liter verdiil1l1t. 

Beide werden gemischt und 2,0 g Dextrose hinzugefiigt. (Ein anderes 
Rezept fiir Tyrode16sung zum Gebrauch fiir isolierte Kaninchendarm
streifen und andere Zwecke unterscheidet sich von dem oben angegebenen 
dadurch, daB esnur den 10. Teil der Magnesiumchloridmenge enthalt. 
Die fertige Losung enthiiJt nur 0,01 gil, wahrend das obige Rezept 
0,1 gil enthalt.) Del' Schafuterus wird unmittelbar nach dem Toten des 
Tieres entnommen und darf nicht gefroren werden. Manche Uteri sind 
fUr die Auswertung ungeeignet, da sie nach der Kontraktion zu langsam 
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erschlaffen. Die Pausen zwischen den einzelnen Dosen, die in das 
Tyrodebad gegeben werden, sollen ziemlich lang sein, sonst ermiidet del' 
Muskel rasch und reagiert schwacher auf wiederholte gleich groBe Dosen. 
Wie aile quantitativen Methoden, die auf del' Kontraktion eines aus
geschnittenen Muskels beruhen, erfordert auch diese einige Ubung, 
bevor brauchbare Resultate erzielt werden konnen. Das Auswertungs
verfahren an sich ist dasselbe wie bei del' Meerschweinchenmethode. 

Die Meersch we inch en u terusmethode. 

Apparatnr fUr den ausgeschnittenen Uterus. Die Apparatur ist in 
Abb. 13, die in genauem MaBstab gezeichnet ist, dargestellt. Sie besteht 
aus einem Kupferbad A, das als Heizbad fiir den inneren Glasbehalter 
B dient. Die Temperatur des Wasserbades wird von einer Kohlenfaden
lampe K konstant gehalten, deren Griff in del' Fiihrung M liegt und 
die sich in einem seitlich iiber dem Boden des Bades hineinragenden 
Kupferzylinder befindet. Del' Glasbehalter B steckt in einer zentral 
im Boden des Bades angebrachten Offnung, die nach dem gleichen 
Verfahren wie das Gewinde eines Wasserleitungshahnes mit Asbest ab
gedichtet ist. Del' Behalter B, dessen Inhalt 25 bis 100 cern sein kann, 
steht durch den Glashahn emit einer Heizschlange D und einem 
Reservoir in Verbindung. Die Vorrats.Ringerlosung ist in einer Flasche, 
von del' sie nach Bedarf nach dem Reservoir hiniibergehebert wird. In 
dem Reservoir wird die Ringerlosung auf 37 0 bis 40 0 C gebracht. Durch 
()ffnen des Hahnes C kann die Ringerli:isung in den Behalter B hiniiber
flieBen. 

Ein Ende des Uterus wird an eine Platinnadel gesteckt, die am Ende 
eines Glasrohres angeschmolzen ist. Das Glasrohr wird von einer 
Klammer gehalten und ist in del' Zeichnung so dargestellt, daB es sowohl 
den Sauerstoff durchleitet als auch den Uterus halt. Del' Schreib
hebel N, an dem ein Faden hangt, del' mit einem Haken an dem freien 
Ende des Uterus befestigt ist, muB leicht sein. Die Abbildung zeigt ihn 
in del' Mitte an einem massiven Hartgummiradchen befestigt, von dem 
etwas weniger als die Halfte abgeschnitten worden ist, so daB del' 
Schreibhebel eine Sehne zum Kreis des Radchens bildet. Del' Schreib
hebel ist 19 cm lang und wiegt mit dem Hartgummiradchen 7 g. Del' 
Teil des Hebels zwischen Radchen und Schreibtrommel hat Einkerbun
gen, in die man an verschiedenen Stellen kleine Gewichte hangen kann. 
Del' am Uterus befestigte Faden ist so am Schreibhebel angebracht, daB 
auf del' Trommel nul' eine geringe VergroBerung del' Uteruskontraktion 
entsteht. 

Es ist angenehm, die Moglichkeit zu haben, den Schreibhebel still
zustellen, wenn man die Fliissigkeit auswechselt; dies kann man mit 
einem Schlauchausli:iser, wie man ihn zum Photographieren benutzt, 
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erreichen, indem, sobald man auf den Knopf druckt, ein kleiner Stahl
stab unten radial gegen das Hartgummiradchen geschoben wird. Sehr 
geeignet ist der von LOVATT EVANS beschriebene Stirnschreiber. Er 
besteht aus einer Glascapillare von der in der Abbildung gezeigten Form, 

Abb. 13. Apparatur fUr den ausgeschnittenen Uterus. Siehe Text. 

deren unteres Ende zu einer feinen Spitze ausgezogen ist. Diese ist mit 
einem Scharnier aus Peritonealmembran am Hebel befestigt. Zwei 
Stiickchen gummiertes Papier werden so auf die Peritonealmembran 
geklebt, daB ihre gerade abgeschnittenen Rander mit etwa 1 mm Zwi-
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schenraum parallel zueinander liegen; die Membran wird dann um
gedreht und zwei andere Stiickchen gummiertes Papier werden in der
selben Weise auf die Riickseite geklebt, daB sie genau auf die beiden 
ersten passen. Das freigebliebene Stiick Membran dient als Scharnier; 
das Papier des einen Endes wird zurechtgeschnitten und am Hebel, das 
andere an der Glascapillare befestigt. Dies geschieht am besten mit 
einer Art Siegellack (telegraphic cement. CRATTERTONS compound). Die 
Spitze schreibt auf ein diinn beruBtes Papier, das vom Kymographion 
nur urn 0,5 cm in der Minute fortbewegt wird. 

RingerlOsung. Das destillierte Wasser, das zur Ringerlosung ge
braucht wird, muB in einer Glasapparatur kondensiert und aufgefangen 
werden. Es ist nicht ratsam, Wasser zu benutzen, das nach der Destil
lation mit irgendeinem Metall in Beriihrung gekommen ist. 

Das Rezept der Losung ist: 
NaCl . 
KCl .. 
CaCl2 • • 

NaHC03 

Dextrose 
Wasser. 

9,0 g 
0,42 g 
0,24 g (wasserfrei) 
0,5 g 
0,5 g 

1000,0 g 

Oft werden 2,5 g MgCl2 hinzugefUgt, aber ob dies etwas ausmacht, 
ist nicht sicher. Das Calciumchlorid kann als Stammlosung mit 20% 
CaCl2 vorratig gehalten werden. Hierzu werden 40 g krystallinisches 
Calciumchlorid (CaCl2 ' 6 H 20) in 100 ccm Wasser gelost und die noch 
fehlende Menge Wasser zugegeben, nachdem die genaue Konzentration 
an wasserfreiem Salz mit einer Standard-Silbernitratlosung bestimmt 
wurde. Das Natriumbicarbonat darf erst kurz vor dem Gebrauch hinzu
gefiigt werden. 

Das Meerschweinchen. Die groBte Schwierigkeit der Methode liegt 
in der wechselnden Brauchbarkeit der verschiedenen Uterusmuskelstiicke 
fiir die Auswertung. Wenn die zu beschreibenden VorsichtsmaBregeln 
nicht beachtet werden, besteht wenig Aussicht, daB die Methode zu
friedenstellende Resultate ergibt. Die jungen weiblichen Meerschwein
chen werden, sobald sie entwohnt sind, herausgesucht und von den 
Mannchen getrennt. Es ist schwierig, das Gewicht genau festzusetzen. 
In den Herbst- und Wintermonaten, von September bis Anfang Marz, 
nimmt man am besten schwerere Tiere, bis zu 350 g, wahrend im 
Friihjahr und Sommer leichtere Tiere von ungefahr 230 g geeigneter 
sind. Es ist liingst bekannt, daB der Muskel wahrend der Brunst vollig 
unbrauchbar ist, weil er dann geschwollen und hyperamisch ist und, 
wenn er in das Bad gebracht wird, sehr bald eine spontane Tatigkeit 
beginnt. STOCKARD und PAPANICOLAOU haben gezeigt, daB im Di
Oestrus (wenn das Tier nicht briinstig ist und fiir den Test gebraucht 

Burn·Biilbring, Biologische Auswertungsmethoden. 4 
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werden kann) die Vagina durch ubermiWiges Epithelwachstum ganz 
verschlossen ist. Die VaginalOffnung ist halbmondformig, die Spitzen 
liegen lateral und zeigen ventral. Das Vorhandensein einer Membran, 
die die VaginalOffnung vollig bedeckt, ist ein Zeichen del' Brunstruhe. 
Die Vaginaloffnung ist auBerdem wahrend del' Schwangerschaft ge
schlossen; wenn abel' die Weibchen zur Zeit del' Entwohnung von den 
Mannchen getrennt werden, dfufte eine Schwangerschaft ausgeschlossen 
Seln. 

Das Praparieren des Uterusmuskels. Das Meerschweinchen wird ge
totet und entblutet. Mit einer kleinen Pinzette faBt man ein Ovarium 
und durchschneidet das Ligament, das es mit Niere und Bauchwand 
verbindet. Das Uterushorn wird dann freiprapariert, indem man das 
breite Ligament an del' Langsseite bis dort, wo beide Horner zu
sammentreffen, abtrennt. Del' Uteruskorper wird abgeschnitten und 
die beiden Horner geteilt. Dadurch ist ein Horn, an dem das Ovarium 
noch festhangt, herausgelOst. Man muB beim Praparieren sorgfaltig 
darauf achten, das Horn nicht zu dehnen. Das zweite Horn kann in 
RingerlOsung im Eisschrank aufbewahrt und am folgenden Tage noch 
benutzt werden. 

Die Platinnadel, die an dem Glasrohr angeschmolzen ist, wird durch 
das untere Ende des Uterushornes gesteckt, wahrend das kleine Hakchen 
mit dem Faden am Ovarium befestigt wird. Dann wird del' Muskel im 
Behalter B in del' Ringerlosung ausgespannt, die 37 0 C warm und reich
lich mit Sauerstoff durchstromt sein muB. 

Die Auswertung. Wenn del' ausgeschnittene Uterus aufgespannt ist, 
laBt man ihm zuerst 15 Minuten Zeitzum Erschlaffen. Dies wird 
dadurch unterstutzt, daB man ein kleines Gewicht von etwa 0,4 g 
nahe an die Spitze des Schreibhebels hangt. Dann wird eine Dosis 
Hinterlappenextrakt in das Bad gegeben. Die GroBe del' Dosis hangt 
von dem Inhalt des Bades abo Wenn dieses etwa 35 ccm ist, dann ist 
die Dosis eines gewohnlichen Hinterlappenauszugs, del' ungefahr 10 Ein
heiten pro Kubikzentimeter enthalt, 0,4 ccm des 50mal verdunnten 
Auszugs. Oft hat die erste Dosis nul' einen kleinen Effekt und man 
erhalt erst bei del' dritten die regelmaBige Kontraktion. Um die Wir
kungsstarke einer Dosis zu beurteilen, muB man folgende Punkte be
achten: 1. die Geschwindigkeit, mit del' die Spitze des Schreibhebels 
gehoben wird; 2. wieweit diesel' Anstieg durch kurze Pausen unter
brochen wird; 3. die Hohe des Anstiegs. Wahrend man sich das Urteil 
hauptsachlich aus del' Hohe des Anstiegs bildet, konnen doch die 
Punkte 1 und 2 manchmal wichtige Hinweise geben. Die Dosis, die 
man braucht, muB unbedingt kleiner sein als die, die einen maximalen 
Effekt bewirkt. Die maximale Kontraktion erkennt man an einer 
horizontalen Linie auf del' Hohe del' Kurve. Submaximale Dosen be-
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wirken ein Ansteigen bis zu einem Gipfel, von dem ein spontanes Ab
sinken erfolgt. Oft ist die Kurve oben gezackt. Je kleiner diese Zacken 
sind, um so groBer ist die Wirksamkeit der Dosis. Die Dosis, die man 
braucht, soll ungefahr 70% der Maximaldosis betragen. Sie bewirkt 
eine Kontraktion, deren Rohe kaum geringer ist als das Maximum. 
Sobald sie den Rohepunkt erreicht hat und der Schreibhebel langsam 
anfangt abzusinken, laBt man die Ringerlosung aus dem Bad ablaufen 
und ersetzt sie durch frische. Dabei stellt man die Trommel und den 
Schreibhebel am besten still. Der Muskel erschlafft dann zu seiner 
urspr-anglichen Lange. Die Pause zwischen den Dosen mag in ver
schiedenen Versuchen zwischen 10 bis 15 Minuten schwanken. Sie soll 
aber in jedem einzelnen Versuch konstant gehalten werden, und man 
stellt das jeweils richtige Intervall am besten fest, indem man dieselbe 
Dosis eines Extraktes mehrmals hintereinander gibt. Wenn die Wirkung 
der zweiten Dosis kleiner ist als die der ersten, war die Pause fUr die 
Erholung des Muskels nicht lang genug. Jede Dosis wird nach der Uhr 
gegeben und die Zeit auf der Trommel vermerkt. 

Der Zweck des Versuches ist herauszufinden, welche Dosis des un
bekannten Auszugs eine Kontraktion von derselben Rohe bewirkt, wie 
eine gegebene Dosis der Standardlosung. Man kann nun so vorgehen, 
daB man immer eine Dosis der unbekannten Losung und des Standards 
abwechselnd in das Bad gibt, bis die Kontraktionen gleich groB sind; 
aber dies Verfahren unterliegt einer erheblichen Fehlerquelle, weil es 
vorkommt, daB das Uterushorn aufhort verschiedene Dosen zu unter
scheiden und gleich stark reagiert, welche Dosis man auch immer geben 
mag. Aus diesem Grunde ist es gefahrlich, sieh auf Kontraktionen 
gleicher Rohe zu verlassen, und viel sicherer, Differenzen zu bestimmen. 
Beim Feststellen von Ungleichheiten muB man standig die Moglichkeit 
im Auge behalten, daB der Uterus langsam seine Empfindlichkeit 
andern kann, so daB er auf dieselbe Dosis einmal starker, ein anderes 
Mal schwaeher reagiert. Deshalb haben zwei Kontraktionen direkt 
nebeneinander keinen Wert, denn wenn eine groBer ist als die andere, 
braucht die Differenz noch keinen Unterschied in del' Wirksamkeit der 
beiden Dosen zu bedeuten, sondern kann lediglich zeigen, daB die 
Empfindlichkeit des Uterus zu der Zeit, wahrend del' die Reaktionen 
erzielt wurden, schwankte. Es ist deshalb am besten, eine Serie von 
vier Kontraktionen zu nehmen, die man erhalt, indem man zweimal 
den Test und zweimal den Standard gibt. Man kann die Dosen ab
wechseln, wie in Abb. 14. Dies kann jedoeh zu einem Fehlurteil f-ahren, 
weil es manehmal, wenn ma,n dieselbe Dosis mehrmals gibt, vorkommt, 
daB die Kontraktionen abweehselnd groBer und kleiner sind. So zeigen 
die ersten vier Kontraktionen in Abb.14, daB 0,5 ccm A eine starkere 
Wirkung hatten als 0,4 cem B; als die Dosen abel' in umgekehrter 

4* 
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Reihenfolge gegeben wurden, wurde das Gegenteil beobachtet. Die beste 
Methode ist, eine Serie von vier Kontraktionen zu nehmen, die man 
erhalt, indem man die Dosen in der Reihenfolge A, B, B, A gibt, wie 
Abb.15 zeigt. Wenn beide Kontraktionen nach Dosis B groBer sind 
als beide nach Dosis A, so ist es hochst wahrscheinlich, daB Dosis B 
starker ist als Dosis A. 

Nachdem man auf diese Weise eine Dosis des unbekannten Extraktes 
gefunden hat, die starker ist als die Standarddosis, sucht man eine 
Dosis, die schwacher als die Standarddcisis ist. Man muB versuchen, 
den Grad del' Abweichung moglichst einzuengen. Wenn namlich ein 

Abb. 14. Manchmal sind die Uteruskontraktianen ab
wechselnd graB nnd klein. Wechselt man nUll die Dasen 
des Standards und des unbekannten Priiparates ab, so 
entsteht sehr leicht ein Fehler. Dies HiBt sich an den 

letzten 4 Dasen der Abbildung erkennen. 

Resultat ergibt, daB del' un
bekannte Extrakt weniger 
als 20, und ein anderes, daB 
er mehr als 10 Einheiten 
pro Kubikzentimeter ent
halt, dann muB man ver
suchen herauszufinden, ob 
er weniger als 18 oder melu' 
als 12 Einheiten pro Kubik
zentimeter enthalt, usw. Es 
sei ein Beispiel gegeben: 

Ein Hinterlappenauszug 
wurde verglichen mit einem 
Extrakt, del' frisch aus dem 
Standard-Hinterlappenpul
vel' hergestellt war, so daB 
1 cern zwei internationale 
Einheiten enthielt. 

Del' zu untersuchende Auszug wurde zum Gebrauch 100mal ver
diinnt (= T /100) und del' Standardextrakt lOmal (= St/lO). 

Erster Uterus. Meerschweinchen 215 g. 

a) 0,6 cern T/100 ist groBer als 0,3 cern St/lO, 
b) 0,5 cern T /100 ist kleiner als 0,5 cern St/lO. 

Zweiter Utertls. Meerschweinchen 220 g. 

c) 0,4 cern T /100 ist groBer als 0,2 cern St/lO, 
d) 0,4 cern T/I00 ist groBer als 0,25 cern St/lO, 
e) 0,4 cern T /100 ist kleiner als 0,4 cern St/l0. 

Dritter Uterus. Meerschweinchen 235 g. 

f) 0,6 cern T /100 ist kleiner als 0,6 cern St/lO, 
g) 0,6 cern T /100 ist kleiner als 0,5 cern StllO, 
h) 0,6 cern T/100 ist groBer als 0,3 cern St/l0. 
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Aus d) geht hervor, 
daB 1 ccm T starker 
ist als 6,25 ccm Bt, daB 
es also mehr als 12,5 
Einheiten enthalt. 

Aus g) geht hervor, 
daB 1 ccm T schwacher 
ist als 8,2 ccm Bt, daB 
es also weniger als 
16,6 Einheiten enthalt. 
Also ist anzunehmen, 
daB 1 ccm T 14,5 Ein
heiten enthalt. 

Mit dem ersten 
Uterus gelang es nur 
zu zeigen, daB der un
bekannte Auszug mehr 
als 10 und weniger als 
20 Einheiten pro Ku
bikzentimeter enthielt. 
DerVersuch, zuzeigen, 
daB er mehr als 12 und 
weniger als 18 Ein
heiten enthielt, schlug 
feW, da aIle Kontrak
tionen gleich groB wa
ren. Es waren Beob
achtungen an 3 Uterus
h6rnern mit einem 
Zeitaufwand von 21/2 
Tagen n6tig, bevor ge
zeigt werden konnte, 
daB der unbekannte 
Auszug 14,5 Einheiten 
pro Kubikzentimeter 
enthielt. 

Nachweis einerVer
unreinigung mit Hista
min. Da gefunden 
wurde, daB schwache 
Extrakte manchmal 
Histamin enthalten, 
entweder infolge von 

Abb. 15. Die obere Kurve zeigt, daB 0,2 ccm T schwacher als 
0,4 cern St ist; die dritte Kurve, daB 0,25 cern T starker als 
0,3 cern St ist; die zweite und vierte ergeben keinen merklichen 
Unterschied zwischen 0,25 cern T und 0,4 cern St oder zwischen 
0,25 ccm T und 0,35 ccm St. Der Extrakt T enthalt weniger 
als 20 Einheiten und mehr als 12,5 Einheiten, aher er kann ent-

weder 14, 16 oder 18 Einheiten enthalten. 



54 Kap. IV. Hypophysenhinterlappenextrakt. 

Autolyse, oder weil es kiinstlich hinzugefiigt wurde, ist ein Verfahren 
angegeben worden, Histamin nachzuweisen. Eine bestimmte Menge 
Extrakt wird mit dem gleichen Volumen 2 n NaOH versetzt und eine 
Stunde bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die Natronlauge wird 
dann mit 2 n HOI neutralisiert, und die Losung wird am ausgeschnittenen 
Uterus untersucht. J ede noch vorhandene Wirksamkeit ist dann mit 
groBter Wahrscheinlichkeit auf Histamin zuriickzufiihren, denn das 
Alkali zerstort die spezifische uteruswirksame Hinterlappensubstanz. 
Manche Autoren verlangen, daB nach der oben beschriebenen Alkali
behandlung nicht mehr als 5 % der urspriinglichen Wirksamkeit iibrig 
sein soll. 

Die Genauigkeit der Uterusmethode. Die Genauigkeit der Methode 
hangt von der Empfindlichkeit des Uterus abo Gelegentlich unter
scheidet ein Uterus Dosen mit 10% Unterschied, aber meistens konnen 
Unterschiede von weniger als 20% nicht nachgewiesen werden. Wenn 
der Uterus gerade erst im Bad aufgehangt wurde, hat er manchmal 
zunachst keine Unterscheidungsfahigkeit, sondern entwickelt diese erst 
spater. Es kann auch vorkommen, daB die Unterscheidungsfahigkeit 
nach 2 bis 3 Stunden verschwindet. Es ist ganz unmoglich vorherzu
sagen, wie lange eine Auswertung danern wird, da dies einen halben 
oder 3 Tage in Anspruch nehmen kann, je nach der Eignung der zur 
Verfiigung stehenden Uteri. 

Die mit der oben beschriebenen Methode erhobenen Befunde haben 
20% Genauigkeit. Also wird ein Auszug, bei dem 10 Einheiten im 
Kubikzentimeter festgestellt wurden, gewohnlich nicht weniger als 8 
und nicht mehr als 12 Einheiten pro Kubikzentimeter enthalten. Ge
legentlich ist der Fehler viel groBer und kann bis zu 100 % betragen, 
infolgedessen solI man seiner Befunde niemals allzu sichel' sein, bevor 
man sie mehrmals bestatigen konnte. 

B. Die Bestimmung del' Mutdrucksteigernden Wirksamkeit. 

Wenn man einer dekapitierten Katze eine bestimmte Dosis Hinter
lappenextrakt sechs- odeI' siebenmal hintereinander intravenos injiziert, 
so nimmt die Hohe des jedesmal erzielten Blutdruckanstiegs rasch ab, 
bis zu einem Punkt, nach dem jede Dosis denselben kleinen Effekt hat. 
Von diesem Stadium, in dem die Blutdruckerhohung klein, abel' konstant 
ist, hat man friiher Gebrauch gemacht, urn die relative Wirksamkeit 
verschiedener Ausziige zu bestimmen. HOGBEN, SCHLAPP und MAc
DONALD (1924) haben jedoch gezeigt, daB auch Histamin in der de
kapitierten Katze oft einen Blutdruckanstieg bewirkt, und daB die 
Methode sich daher gelegentlich als eine Bestimmung des evtl. vor
handenen Histamins erweisen kann. AuBerdem haben HOGBEN, 
SCHLAPP und MAcDoNALD gefunden, daB bei Dosen, die im Abstand 
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von einer Stunde gegeben werden, keine Verminderung der blutdruck
steigernden Wirkung eintritt, so daB es auf diese Weise moglich ist, 
die initiale Blutdruckerhohung verschiedener Extrakte am selben Tier 
zu vergleichen. 

Das Praparieren der Katze. (Methode nach ELLIOTT.) Ausgewach
sene mannliche Katzen von 3 bis 4 kg Gewicht sind fiir den Zweck am 
geeignetsten. Die Katze wird mit Chloroform narkotisiert und auf dem 
Operationstisch befestigt. Die Trachea wird freigelegt und eine Tracheal
kaniile eingefiihrt, durch die die Katze aus einer W OULFFschen Flasche 
Chloroform oder Ather atmet. Beide Carotiden werden abgebunden. 
Dann wird die Katze umgedreht, so daB sie auf dem Bauch zu liegen 
kommt, die Beine werden festgebunden, abel' der Kopf freigelassen. 
In del' Hohe vom langen Spinalfortsatz des zweiten Halswirbels wird 
das Riickenmark freigelegt. Zu diesem Zweck wird die Haut in der 
Mittellinie vom Kopf bis zu den Schultern gespalten und mittels be
schwerter Haken auseinandergehalten. Der Operateur nimmt den Kopf 
der Katze in die linke Hand, um die hinteren Halsmuskeln anzuspannen, 
und durchtrennt die oberste Muskelschicht in der Mittellinie 6 bis 8 cm 
vom Schadel abwarts. Diese Muskeln werden auch mit beschwerten 
Haken auseinandergehalten. Man kann den Dornfortsatz des zweiten 
Halswirbels in der Mittellinie fiihlen. Er wird beiderseits von Muskeln 
befreit, die man moglichst dicht am Knochen durchschneidet, jedoch 
nicht zu nahe am Kopf. Die am unteren Ende des Spinalfortsatzes 
inserierenden Muskeln werden durchschnitten und nunmehr del' ganze 
Fortsatz mit einer Knochenzange entfernt. In diesem Stadium der 
Operation muB die Katze so tief wie moglich narkotisiert sein, um den 
Blutverlust auf ein Minimum zu beschranken. Knochenblutungen lassen 
sich leicht mit Plastilin stillen. Andere Gewebsblutungen kann man 
immer mit einem Stiick Watte stillen, das man in heiBe Kochsalz16sung 
taucht, auspreBt und fiir 1 bis 2 Minuten auf die blutende Stelle driickt. 
Mit einer kleinen starken Knochenzange wird nun del' Wirbelknochen 
iiber dem Riickenmark langsam Stiickchen fiir Stiickchen entfernt, bis 
ein etwa 1 cm langes Stiick del' Dura mater in ihrer ganzen Breite frei
gelegt ist. Jetzt wird del' Kopf del' Katze von einem Assistenten gehalten 
und Dura und Riickenmark mit einer Schere durchschnitten. 1m selben 
Moment wird das Narkoticum weggenommen und kiinstliche Atmung 
begonnen. Mit einem 3 bis 4 mm dicken Stab, den man durch das 
Foramen magnum schiebt, wird das Gehirn zerstort. Dann wird del' 
Stab herausgezogen und an seine Stelle ein lang ausgezogener Plastilin
stab rasch hineingesteckt. Das Foramen magnum wird mit einem 
kleinen Kork, den man fest hereinpreBt, geschlossen. Man entfernt alle 
abgebrockelten Plastilinstiickchen aus dem Wirbelkanal, so daB das 
obere Ende des Riickenmarks sauber und glatt durchgeschnitten daliegt 



56 Kap. IV. Hypophysenhinterlappenextrakt. 

mit ungefahr 1 em Abstand vom unteren Ende des Korks. Manehmal 
blutet es aus dem Riiekenmark, was man mit Watte, die mit heiBer 
Koehsalzltisung (60 0 C) getrankt ist, bald stillen kann. Die Nackenhaut 
wird zusammengenaht und die Katze wieder auf den Riicken gelegt. 

Man bindet eine Kaniile in die linke Arteria carotis communis, um 
den Blutdruek zu schreiben, und eine in die rechte Vena jugularis externa 
ZUlli Injizieren. Nach der oben beschriebenen Operation kann der Blut
druck eine Rohe von 150 mm Rg erreichen. Innerhalb einer Stunde 
fallt er gewohnlich bis zu einem Niveau ab, das dann oft 24 Stunden 
lang konstant bleibt, vorausgesetzt, daB man die Korpertemperatur des 
Tieres nicht absinken laBt. Nach Beendigung der Operation deckt man 
die Katze am besten warm zu und laBt sie so etwa eine Stunde liegen. 
Der Blutverlust beim Praparieren ist verschieden und kann sogar be-

Abb. 16. Die Bestirnrnung der blutdrucksteigernden Wirknng an der Spinalkatze. 0,3 cern ..4./10 ist 
schwacher als 0,9 cern B/l0 und ebenso wirksarn wie 0,7 cern B/1O. 

unruhigend werden; er ist aber niemals so groB, daB die Katze fiir die 
Auswertung unbrauchbar wiirde. Mit einiger mung kann man die 
Blutung erheblich reduzieren. 

Die Auswertung. Die Injektionen von Rinterlappenextrakt werden 
in Abstanden von 1 Stunde gemacht. Bei manchen Katzen kann die 
Pause auf eine halbe Stunde oder sogar 20 Minuten abgekiirzt werden, 
das muB man ausprobieren. Ein Auszug, von dem man annimmt, daB 
er 10 Einheiten im Kubikzentimeter enthalt, wird 10mal verdiinnt, und 
von der Verdiinnung werden 0,2 bis 0,5 ccm, also 0,2 bis 0;5 Einheiten, 
injiziert. Der aus dem Standardpulver bereitete Extrakt mit 2 Einheiten 
im Kubikzentimeter wird mit dem gleichen V olumen Kochsalzltisung ver
diinnt. Wenn man dann findet, daB 0,3 ccm des unbekannten Auszuges 
(10 mal verdiinnt) dieselbe BlutdruckerhOhung bewirken wie 0,3 Ein
heiten des Standards, dann muB der Auszug 10 Einheiten im Kubik
zentimeter enthalten. In Abb.16 ist ein Beispiel der Auswertung gegeben. 
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c. Die Bestimmung der antidiuretischen Wirksamkeit. 
Zur Bestimmung der antidiuretischen Wirksamkeit sind Runde, 

Kaninchen, Ratten und Mause benutzt worden. Aber welche Tierart 
man auch nehmen mag, immer muB die Methode eine vergleichende 
sein, denn die Reaktion jedes einzelnen Tieres oder jeder Gruppe von 
Tieren auf eine gegebene Menge diuresehemmender Substanz schwankt 
hochgradig. Es ist deshalb ein variables und kein konstantes MaB, wenn 
man die Einheit der Wirksamkeit als diejenige Rormonmenge ausdriickt, 
die notig ist, um die Wasserausscheidung eines Rundes oder einer Anzahl 
Mause um eine bestimmte Zeiteinheit zu verzogern. Da die Reaktion 
verschiedener Tiere schwankt, ist es notwendig, die durchschnittliche 
Wirkung an einer Gruppe von Tieren zu bestimmen, und kleinere Tiere, 
also Ratten und Mause, sind dazu geeigneter als Hunde oder Kaninchen. 
GmBs (1930) hat zuerst Mause vorgeschlagen. In seiner Methode werden 
8 Mause genommen und jede wird auf ein weitmaschiges Drahtnetz in 
einen Glastrichter gesetzt, jeder Trichter wird mit einem kleineren um
gekehrten Trichter zugedeckt. Man stellt die Trichter in einen Stander 
und sammelt den unten abflieBenden Urin in MeBzylindern. Jede Maus 
erhii.lt 1 ccm warmes Leitungswasser intraperitoneal. 4 Mause erhalten 
Hinterlappenextrakt subcutan, und 4 werden als Kontrolltiere ge
nommen. Nach etwa 2 Stunden sezernieren die Kontrollmause zu
nehmende Mengen Urin, die injizierten Tiere nichts. GmBs schlug vor, 
die kleinste Menge HintEirlappenextrakt zu bestimmen, die die Wasser
ausscheidung um 3 Stunden verzogert. 

Die Messung der Urinmenge, die von Mausen ausgeschieden wird, 
ist ziemlich ungenau, da sie so klein ist. Deshalb sind Ratten vorzu
ziehen. BURN (1931) hat eine Methode angegeben. 

Die Auswahl der Tiere. Man nimmt 16 mannliche, ungefahr gewichts
gleiche Ratten. Weibchen werden nicht gebraucht, da sie in ihrem Ver
halten viel starker schwanken. Die Ratten sollen nicht weniger als 140 g 
und nicht mehr als 240 g wiegen. Am Abend vor dem Versuch wird 
das Futter weggenommen; wenn dies nicht geschieht, werden die Re
sultate zu ungleichmaBig. 

Die Verabreichung des Wassers. Zu Beginn des Versuchs wird jede 
Ratte gewogen und mit einer Magensonde 5 ccm Wasser pro 100 g 
Gewicht gegeben. Ein weicher Gummikatheter Nr. 3 ist ffir den Zweck 
geeignet, da er zu dick ist, um in die Trachea zu rutschen. Eine IO-ccm
Rekordspritze wird durch ein Stiick Gummischlauch mit dem Katheter 
verbunden und mit angewarmtem Wasser gefiillt. Das Ende des Kathe
ters wird in Glycerin getaucht, damit man fun leichter in den Magen 
der Ratte einfiihren kann. Ein kleiner Holzknebel (s. Abb. 17), der in 
der Mitte ein Loch ffir den Katheter hat, wird mit einer Klammer, die 



58 Kap. IV. Hypophysenhinterlappenextrakt. 

an einem stabilen Stander befestigt ist, horizontal gehalten. EinAssistent 
halt die Ratte vertikal und schiebt vom freien Ende her den Knebel 
seitlich in das Maul del' Ratte bis zu dem Loch; dann wird das freie 
Ende des Knebels mit einer zweiten Klammer fixiert. Del' Katheter 
wird durch das Loch in den Oesophagus geschoben, wobei man keinerlei 
Gewalt anwenden dad. Wenn 
es schwer geht, so liegt das 
meistens daran, daB del' Assi
stent die Haut am Genick del' 

--------0 ~ C ____________ ------
Abb.17. Holzknebel fiir Ratten (7 em lang). 

Ratte zu fest halt. Ein guter Griff ist, die Nackenhaut zwischen Daumen 
und Zeigefinger zu nehmen und den Mittelfinger gegen die Wirbelsaule 
zu driicken. Man kann das Einfiihren des Katheters auch dadurch er
leichtel'll, daB man gleich anfangs den Knebel ganz nach hinten schiebt, 
bis die Zunge VOl'll zwischen Knebel und Unterkiefer zu liegen kommt. 

Die Dosierung des Hinterlappenauszugs. Sofort nachdem das Wasser 
gegeben ist, muB del' Hinterlappenextrakt subcutan gespritzt werden. 
Ein vom Standardpulver bereiteter Auszug, del' 2 Einheiten pro Kubik
zentimeter enthalt, wird so verdiinnt, daB er 0,02 Einheiten pro Kubik
zentimeter enthalt. Von diesel' Verdiinnung werden 0,2 ccm pro 100 g 
Ratte injiziert, so daB also die Dosis 0,004 Einheit pro 100 gist. Da 
die Empfindlichkeit del' Ratten schwankt, kann es vorkommen, daB 
diese Menge keine geniigende Verzogerung del' Diurese bewirkt. Ge
wohnlich ist sie abel' ausreichend. Von einem unbekannten Extrakt, 
del' 10 Einheiten im Kubikzentimeter enthalten solI, wird 0,2 ccm auf 
100 ccm verdiinnt; davon werden 0,2 ccm pro 100 g Korpergewicht 
injiziert. 

Das Sammeln des Drins. Nach del' Injektion werden die Ratten in 
runde Kafige (25 cm Durchmesser) mit einem weitmaschigen Draht
boden gesetzt und die Kafige in groBe Glastrichter gestellt, die den Urin 
in MeBzylinder leiten. Es kommen 4 Ratten zusammen in einen Kafig, 
so daB die mit dem Standard injizierten Tiere in 2 Kafigen, und die mit 
dem unbekannten Auszug gespritzten Tiere in 2 weiteren Kafigen sind. 
Del' Urin wird in 1O-ccm-Zylindel'll gesammelt, die notigenfalls in groBere 
GefaBe ausgeleert werden. 

Die Bestimmung der alltidiuretischen Wirkung. Fiir das Verab
reichen von Wasser und die Injektionen von 4 Ratten braucht man 
gewohnlich 6 bis 8 Minuten. Del' Zeitpunkt in del' Mitte dazwischen 
wird notiert und als Anfangszeit fiir die Gruppe gerechnet. Die Berech
nung del' Zeit, die bis zum Eintritt del' maximalen Wasserausscheidung 
verstreicht, versteht man am besten an Hand del' Tabelle 18. 

Die Ratten del' Gruppe I erhielten um 11 Uhf vormittags Wasser 
und Injektion. Um 12.30 nachmittags edolgte die erste Urinausschei
dung; es wurden 1,4 ccm notiert. Von da an wurde aIle 15 Minuten 
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die Gesamtmenge festgestellt, bis 3 Uhr nachmittags, als anzunehmen 
war, daB weitere Beobachtungen iiberfliissig waren, da die vier letzten 
Einzelmengen aIle klein waren. In der dritten Spalte der Tabelle 18 sind 

Tabelle 18. 

Erste Gruppe von 4 Ratten Zweite Gruppe von 4 Ratten 

Wassergabe und Injektionen von Wassergabe und Injektionen von 
Hinterlappenauszug urn 11 vormittags Hinterlappenauszug urn 11.25 vormittags 

Gesamtmenge Einzelmenge in 

I 
Gesamtmenge I Einzelmenge in 

Zeit den letzten Zeit den ietzten Urin 15 l\1Inuten Urin 15 Minuten 

12.30 1,4 I - 12.05 \ 
0,5 I -

12.45 1,6 0,2 12.20 I 0,5 i --I 

1.00 4,2 
I 

2,6 12.35 i 0,5 
I 

-
1.15 7,8 3,6 12.50 

I 
2,2 1,7 

1.30 14,8 7,0 1.05 

i 
3,5 

I 
1,3 

1.45 17,0 2,2 1.20 6,3 2,8 
2.00 20,5 3,5 1.35 8,2 

I 
1,9 

2.15 21,6 1,1 1.50 13,0 4,8 
2.30 23,2 1,6 2.05 14,4 1,4 
2.45 24,3 1,1 2.20 17,5 3,1 
3.00 24,3 0,0 2.35 20,0 2,5 

2.50 
! 

22,0 2,0 
3.05 22,0 I 0,0 I 

Zeit bis zum Eintritt der maximalen Zeit bis zum Eintritt der maximalen 
Wasserausscheidung 145 Minuten Wasserausscheidung 140 Minuten. 

die in je 15 Minuten ausgeschiedenen Urinmengen verzeichnet, zusammen 
22,9 ccm, wobei die zu allererst sezernierteMenge unberiicksichtigt bleibt. 
Die Halfte. von 22,9 ist 11,4; dazu wird die anfangliche Menge 1,4 ccm 
addiert, das ergibt 12,8 ccm. Diese Menge wurde zwischen 1.15 und 
1.30 nachmittags erreicht. Um 1.15 nachmittags waren es 7,8 ccm, um 
1.30 nachmittags 14,8 ccm. Den Zeitpunkt der Ausscheidung von 12,8 ccm 
findet man, indem man die 15 Minuten von 1.15 bis l.30 im Verhaltnis 
5 zu 2 teilt, namlich etwa 1.25 nachm. Von 11 Uhr vormittags bis 
1.25 nachmittags sind 145 Minuten; diese werden als die Zeit bis zum 
Eintritt der maximalen Ausscheidung genommen. Dieser Versuch sieht 
so aus, als ob man den Zeitpunkt bis zur maximalen Wasserausscheidung 
durch direkte Betrachtung der dritten Spalte in Tabelle 18 sofort hatte 
herausfinden k6nnen. In anderen Versuchen, z. B. bei der zweiten 
Rattengruppe, ist aber die einfache Betrachtung wenig wert und eine 
feste Regel zur Berechnung des Maximums erforderlich. 

Man kann fragen, warum nicht einfach der Zeitpunkt genommen 
wird, zu dem die halbe Gesamturinmenge ausgeschieden war. Hierzu 
ist zu sagen, daB gelegentlich nach einer initialen Ausscheidung von 
1,0 bis 3,0 ccm Urin eine Pause von einer halben bis einer Stunde ein-
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tritt, in der nichts sezerniert wird. In einem solchen Fall scheint die 
Anfangsmenge nicht zu der wirklichen Ausscheidungsperiode zu gehoren 
und sollte daher auch die Bestimmung des Mittelwertes nicht zu stark 
beeinflussen. In den meisten Versuchen liegt allerdings der maximale 
Ausscheidungspunkt nahe bei dem Zeitpunkt, zu dem die HaUte der 
Gesamtmenge ausgeschieden war. Es kann auBerdem noch die Frage 
auftauchen, ob denn die Feststellung des Eintritts der maximalen Aus
scheidung nicht durch die Lange der Zeit, wahrend der man beobachtet, 
beeinfluBt wird. Sobald die Ausscheidung annahernd vollstandig ist, 
d. h. wenn von 4 Ratten 20 bis 30 ccm Urin gewonnen wurden, ist es 
praktisch gleichgiiltig, wie lange die Beobachtung fortgesetzt wird, und 
die errechnete Zeitspanne bis zur Maximalausscheidung andert sich 
hochstens um 1 oder 2 Minuten. 

Die Verwertung der Befunde. Wenn der unbekannte Auszug nur 
einmal mit dem Standard verglichen wird, so unterliegt der Vergleich 

Datum 

23. Sept. 

Ratten· 
gruppe 

Tabelle 19. 

~ I Standard I 

~ I un~~annt I 
----1--

~ I Unb~~annt I 25. Sept. 

~ I Sta~~ard I 

dem FeWer der verschie
denen Empfindlichkeit 

Zeit bis zum Ein· der Tiergruppen. Deshalb 
tritt der maximalen 
Wasserausscheidung fiihrt man den Versuch 2 

136 Minuten 
131 
176 
144 

121 Minuten 
124 
166 
149 

oder 3 Tage spater noch
mals aus, indem man nun 
den Ratten, die das erste 
Mal den Standard er
halten hatten, den unbe
kannten Auszug gibt, und 
umgekehrt. Die Werte in 
Tabelle 19 zeigen ein Bei
spiel. 

Der Durchschnittswert fiir aile mit dem Standard gespritzten Ratten 
ist 145 Minuten, fiir den unbekannten Auszug 141 Minuten. Die dieser 
Wirkung entsprechenden Dosen findet man aus der Kurve in Abb.18, 
in der die Dosis zum Zeitpunkt der maximalen Wasserausscheidung in 
Beziehung gesetzt wird. Die Kurve zeigt, daB die Ordinate 145 der 
Abszisse 2,3, und die Ordinate 141 der Abszisse 2,1 entspricht. Die 
Dosis des unbekannten Auszugs war 0,0006 ccm pro 100 g, die der 
Standardlosung entsprach 0,003 mg Standardpulver pro 100 g. Also ist 

0,0006 ccm unbekannter Auszug 2,1 
0,003 mg StandardpUIver 2,3 

oder I ccm unbekannter Auszug = 4,5 mg Standard = 9 Einheiten. 
Die Kurve, die das Verhiiltnis von Dosis zu Wirkung darstellt. 

Die Kurve in Abb.18 wurde aus Beobachtungen, die an 4 Tagen an 
64 mannlichen Ratten gemacht worden waren, konstruiert. An jedem 
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dieser Tage wurden 0,004, 0,006, 0,008, 0,012 Einheiten pro 100 g je 
einer Gruppe von 4 Ratten gegeben. Tabelle 20 zeigt das Ergebnis. 

Dosis des Hinter
lappenauszugs 

Einheit pro 100 g 

0,004 
0,006 
0,008 
0,012 

Tabelle 20. 

Befunde an verschiedenen 
Gruppen von je 4 Ratten 

(Minuten) 

126, 138, 144, 152 
140, 145, 178, 163 
191, 156, 159, 159 
210, 174, 163, 175 

In Abb. 18 sind die Dosen willkfulich als 2, 
Abszisse, die durchschnittlichen Wirkungen auf 

Durchschnitts
werte 

(Minuten) 

140 
156,5 
166 
180,5 

3, 4 und 6 auf der 
der Ordinate einge-

I 

/ V 
)t"" 

/ 
/ 

V 
/ 

tragen. Diese willkfulichen Werte sind 
mit Absicht statt der tatsachlichen 
Dosen gewahlt worden, um deutlich 
zu zeigen, daB die Kurve nicht dazu 
benutzt werden kann, um aus einem 
gegebenen Befund die Wirksamkeit 
direkt in Einheiten abzulesen, son
dern man muB den Vergleich mit 
dem Standard machen. Wer die Me
thode viel gebraucht, solite die Kurve 
fUr sein Laboratorium speziell be
stimmen. 

1 2 .J fI 5 
Oos/s (re/qlive Werle) 

$ 

Die Fehlergrenze. BURN (1931) 
hat die Zahlen von 8 Vergleichen 
angegeben, bei denen die wirklichen 

Abb. 18. Die Beziehung zwischen der Dosis 
von Hypophysenhinterlappenauszug zur Zeit, 
die bis zur maximalen Urinausscheidung 
verstreicht. Ordinate: Zeit in Minuten, 
Abszisse: Angabe des GroBenverhaltnisses, 

nicht der wirklichen Dosen. 

relativen Werte bekannt waren. Die gefundenen vVerte wichen bis zu 
23% ab, die mittlere Abweichung betrug 12%. 

Der Vergleich mit am Uterus gewonnenen ResuItaten. WOKES (1932) 
verglich eine Reihe von Hinterlappenauszugen mit beidenMethoden, und 
seine Befunde zeigten, daB das Verhaltnis von diuresehemmender und 
uteruserregender Wirksamkeit bei 16 Extrakten von 0,64 bis zu 1,35 
schwankte. Da beide Auswertungsmethoden experimentellen Fehler
quellen unterliegen, scheint es, als ob die Wirksamkeit in Einheiten 
pro Kubikzentimeter ausgedruckt in beiden Methoden dieselbe war. Bei 
vier anderen Extrakten war das Verhaltnis 1,57, 2,44, 0,59 und 0,56. 
Hier scheint ein Unterschied zwischen den Ergebnissen der beiden 
Methoden zu bestehen, doch muB man, bevor man diesen SchluB zieht, 
folgendes bedenken: Erstens hat die Auswertungsmethode am aus
geschnittenen Uterus gelegentlich 100 % Fehler; zweitens ist der Her
stellungsprozeB eines Handelspraparates aus Hypophysenhinterlappen 
so einfach, daB es unwahrscheinlich ist, daB die eine oder andere Sub-
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stanz im Hinterlappen starker extrahiert wird. WOKES Befunde machen 
es vielmehr wahrscheinlich, daB in den meisten Extrakten die uterus
erregende und diuresehemmende Wirksamkeit gleich groB ist, si,e lassen 
es ungewiB, ob dies fiir alle Extrakte zutrifft. 
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Kapitel V. 

Insulin. 

Fiir die Entwicklung der biologischen Methoden ist die Insulin
standardisierung von ausschlaggebender Bedeutung gewesen. In der 
Klinik ist absolute Genauigkeit bei der Standardlsierung des Insulins 
von viel groBerer Bedeutung als bei der Standardisierung irgendeiner 
anderen Substanz, denn fiir den diabetischen Patienten kann ein Dnter
schied von 10 % in der Wirksamkeit des Insulins ernste Folgen haben. 
1st das Insulin starker als gewohnlich, so treten hypoglykamische Er
scheinungen auf, ist es schwacher, so wird mehr Zucker im Drin aus
geschieden. Die Insulinstandardisierung ist deshalb in allen Einzelheiten 
untersucht worden; die Befunde konnen jedoch in diesem Kapitel nur 
ganz kurz wiedergegeben werden. Denjenigen, die regelmaBig uber 
Insulin arbeiten, seien die Veroffentlichungen von HEMMINGSEN und 
]\lURKS (1932), ]\lURKS (1932), HEMMINGSEN (1933), HEMMINGSEN und 
MARKS (1933) und auch das Quarterly Bulletin of the Health Organi
sation of the League of Nations, Special Number, November 1936, 
empfohlen. Letzteres enthalt alle Einzelheiten der Methoden, die in 
sechs verschiedenen Laboratorien angewandt wurden, um den neuen 
internationalen Standard von 1935 mit dem alten internationalen 
Standard von 1925 zu vergleichen. 

Der Standard. Der erste internationale Standard fiir Insulin wurde 
auf del' Konferenz in Genf 1925 angenommen. Er bestand aus einem 
trockenen haltbaren Pl'aparat, und laut Vereinbarung enthielt 0,125 mg 
eine Wirkungseinheit. Der jetzige Standard wuide 1935 angenommen. 
Er ist eine Probe des reinsten Insulins, das man durch Dmkrystallisieren 
der krystallinischen Substanz erhielt. Die ganze Materialmenge wurde 



Kap. V. Insulin. 63 

von dem Insulinkomitee del' Universitat Toronto in den Connaught 
Laboratorien hergesteilt. Die Entdeckung von D. A. SCOTT, daB 
krystallinisches Insulin ein Zinksalz ist, machte es moglich, ungefahr 
51 g dieses reinen Materials zur Verfiigung zu steilen. 

Fiir Nordamerika wird del' Standard vom Insulinkomitee del' Uni
versitat Torontozur Verteilung bereit gehalten. Fiir aile anderen Lander 
wird er im National Institute for Medical Research, London, auf
bewahrt. 

Del' Standard ist auf Ampuilen verteilt, die je ungefahr 20 mg ent
halten. Diese Ampuilen wurden vorher mehrere W ochen lang in vacuo 
iiber Phosphorpentoxyd aufbewahrt, bis das Pulver vollkommen trocken 
war, dann wurden sie mit getrocknetem Stickstoff gefiillt und zuge
schmolzen. Sie werden unter 0° C im Dunkeln aufbewahrt. 

Die Einheit. Als Ergebnis des Vergleichs zwischen diesem neuen und 
dem alten Standard beschloB man, als Einheit die spezifische Insulin
wirksamkeit in 1/22 mg des neuen Standards 1935 zu bezeichnen. Also 
enthalt del' augenblickliche internationale Standard 22 Einheiten pro 
Milligramm. 

Der Gebrauch des Standards. Urn von dem Standard eine Losung 
herzusteilen, wird eine Ampulle geoffnet und del' Inhalt in ein Wageglas 
gegeben, ausgewogen und in destilliertem Wasser aufge16st, das 0,85% 
Natriumchlorid enthalt, so viel Salzsaure, urn ein PH von 2,5 zu erzielen, 
und 0,3 % Trikresol, urn das Wachstum von Schimmel zu verhiiten. 
Man verwendet so viel Losungsmittel, daB man eine runde Zahl, z. B. 
20 Einheiten pro Kubikzentimeter, erhalt. Wenn man diese Standard-
16sung in einem gut verschlossenen GefaB aufbewahrt, moglichst kalt, 
abel' so, daB sie gerade noch nicht gefriert, halt sie sich wenigstens 
ein JahI'. 

Vergleichsmethoden. 

Zum Vergleich zweier Insulinproben gibt es zwei bewahrte Methoden, 
erstens die Blutzuckermethode an Kaninchen, und zweitens die Krampf
methode an Mausen. Mit beiden Methoden erhalt man gewohnlich die 
gleichen Ergebnisse, auBer wenn ein verunreinigtes Insulinpraparat mit 
einem sehr reinen verglichen wird. Als z. B. das krystailinische Insulin, 
das jetzt del' internationale Standard 1935 ist, mit dem friiheren, weniger 
reinen internationalen Standard verglichen wurde, beobachteten ver
schiedene Untersucher, daB das krystallinische Insulin nach del' Ka
ninchenmethode 20 bis 22 Einheiten pro Milligramm, dagegen nach del' 
Mausemethode 24 bis 28 Einheiten pro lVIilligramm enthielt. Die Be
funde verschiedener Laboratorien sind in Tabelle 21 wiedergegeben, die 
dem obenerwahnten Quarterly Bulletin of the Health Organisation ent
nommen ist. 
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Tabelle 21.' 

Kanincheninethode Mausemethode 

\ L6sungsmittei 

' I 
Laboratorium Ergebnis Ergebnis I I Temperatur 

Einheiten Einheiten . L6sungsmittei im 
pro mg pro mg ! Thermostat 

Toronto 
(Hershey & Lacey) 21,3 Saure Koch- 24,8 Saure Koch- 37,5° 
(Scott) salzlOsung 24,0 salzlosung 37,5° 

"A.B." Insulin-
Laboratorien . 21,9 

" 
28,0 

" 
37° 

W ellcome-La bora- Neutrale 
torien . 27,04 Kochsalz- 34° 

lOsung 
Kopenhagen 25,4 i Saure Koch- 29° 

: salzlosung 
Indianapolis 21,9 

" I Hampstead. 20,4 Wasser 20,6 Wasser 29° 

Mittelwert . 21,5 AuBer 
Hampst. 

25,2 

Das Insulin wird heute fabrikmiiBig sehr rein hergestellt und gibt 
deshalb gewohnlich beim Vergleich mit dem neuen internationalen 
Standard 1935 mit beiden Methoden dasselbe Resultat. 

A. Die Auswertung an Kaninchen. 
Diese Methode wurde zuerst von MARKS (1926) eingefUhrt. Sie 

beruht auf der durch Insulin bewirkten Blutzuckersenkung. 
1. Auswahl und Vorbereitung der Tiere. Es werden Kaninchen von 

1,5 bis 2 kg Gewicht mit moglichst groBen Ohrel1 ausgesucht. Sie er
halten eine Kost von Hafer (etwa 100 g taglich), Heu und GrUnfutter. 
Man braucht fiir jede Auswertung 12 bis 20 Kaninchen und muB zuerst 
feststellen, ob sich darunter welche befinden, die leicht Krampfe be
kommen. Als Vorbereitung fiir die AuswertU\lg nimmt man deshalb an 
einem Nachmittag das Futter weg (Wasser wird im Kafig gelassen) und 
spritzt am nachsten Tage jedem Kaninchen eine Einheit Insulin sub
cutan. Man beobachtet sie dann 5 Stunden lang, urn zu sehen, ob sie 
Krampfe bekommen. Ungefahr 15 % der Kaninchen reagieren auf diese 
Insulindosis mit Krampfen und miissen vor dem Insulintest durch 
solche, die nicht mit Krampfen reagieren, ersetzt werden. 

2. Die Durchfiihrllng des Tests. An einem anderen Tage, fUr den 
die Kal1inchen wieder durch Fasten iiber Nacht vorbereitet werden, 
teilt man sie in zwei gleiche Gruppen. Die erste Gruppe erhalt den 
Standard. Dazu wird das Standardpulver so ge16st und verdiinnt, daB 
jedes Kaninchen im Injektionsvolumen von 0,5 ccm eine Einheit ent
halt. Man spritzt subcutan seitlich oder am Riicken, wo die Haut locker 
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sitzt. Da sich das Gewicht der Tiere wahrend der Versuchsdauer 
nicht andert, ist es unnotig, die Dosis nach Korpergewicht zu be
rechnen. Die zweite Gruppe erhalt eine Dosis des unbekannten Prapa
rates, von der man annimmt, daB sie einer Wirkungseinheit entspricht. 

% 
'10 

Vor der Insulineinspritzung wird von 
jedem Kaninchen eine Blutprobe ent
nommen, und nach der Injektion wieder 
in Abstanden von je einer Stunde 5 Stun-
den lang. Es ist sehr wichtig, daB die t 30 

Insulindosis nicht groBer ist als 0,5 Ein- lil 
~ 

heit pro Kilogramm, also 1. Einheit fiir 1S 20 

ein 2 kg schweres Kaninchen. MARKS hat ~ 
~ 

die Beziehung der Dosis zum hypoglyka- cq 
10 mischen Effekt bestimmt und gefunden 

(s. Abb. 19), daB bei Steigerung der Dosis 
uber 0,75 Einheit pro Kilogramm kein 
weiterer Wirkungsanstieg erfolgt. N ach 

o 

I 
~ 

/ 
/ 

J 
/ 
/ 

45 . ~O Cinh/kg1.5 
Dosts 

Abb. 19 liegen die Effekte hoherer Dosen Abb. 19. Eine an 40 Kaninchen ge-
wonnene Kurve fiir das Verhiiltnis von 

auf dem horizontalen Teil der Kurve, sind 
also der Dosis nicht mehr proportional 
und stellen deshalb keine Werte dar, aus 
denen die Wirksamkeit des unbekannten 
Praparates ersichtlich ware. 

Insulindosis zu Blutzuckersenkungs
prozentsatz. Durch Steigerung der 
Dosis iiber 0,75 Einheit pro Kilo
gramm wird keine Zunahme der Wir
kung auf den Blutzucker mehr cr-

zjelt. (lI1ARKS.) 

3. Die Blutentnahme. Es ist nicht unbedingt notwendig, das Kanin
chen zur Blutentnahme festzubinden. Manche Untersucher setzen es 
zwischen 2 Bretter, so daB es sich nicht seitlich bewegen kann; manche 
8etzen es in einen Kasten, aus dem nur der Kopf hervorguckt. An der 
AuBenseite eines Ohres wird das Haar vorsichtig abrasiert, dann wird 
das Ohr erwarmt, am besten 1 bis 2 Minuten lang mit einer elektrischen 
Lampe oder durch Reiben. Die Vene, die an der AuBenkante entlang 
lauft, tritt dann deutlich hervor und bleibt einige Minuten lang er
weitert. Das Geheimnis der Blutentnahme besteht darin, daB das Ohr 
vorher grundlich erwarmt und dann erst der Einstich gemacht wird. 
Nahe am Ansatz des Ohres wird eine kleine Arterienklemme auf die 
Vene gesetzt und die Vene entweder mit einer scharfen dreikantigen 
Nadel oder mit der Spitze eines scharfen ophthalmologischen Skalpells 
angestochen. Der Einstich wird in der Richtung des Venenverlaufs 
nach dem Ohransatz hin gemacht, ungefahr 1 bis 2 em von der Arterien
klemme entfernt. Sobald man die Nadel herauszieht, tropfelt das Blut 
rasch aus der Einstichstelle heraus. Meistens ergeben 25 bis 30 Tropfen 
1 ccm Blut. Manchmal laBt die anfangliche Geschwindigkeit nach, das 
Tropfeln wird langsamer oder hort ganz auf. Man kann es dann wieder 
in Gang bringen, indem man die Mitte des Ohres nahe dem Ansatz mit 

Burn-Biilbring, Biologischc Auswertungsmcthodeu. 5 
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dem Finger reibt. Wenn sich ein Gerinnsel an der Einstichstelie fest
setzt, kann lllan es mit einem Stiickchen Watte entfernen und den 
Einstich mit der Nadel wieder offnen. Man solite aber die Nadel so 
wenig wie Illoglich gebrauchen, um die Vene moglichst wenig zu schadi
gen. Sobald genug Blut aufgefangen ist, nimmt man die Arterienklemme 
weg und halt ein Stiickchen Watte auf die Einstichstelie, bis es aufhort 
zu bluten. Das :Slut wird in zylindrischen GlasgefaBen mit flachem 
Boden, ungefahr 8,5 em hoch und 2,5 cm weit, aufgefangen. V orher tut 
man in jedes Glas Kaliumoxalat, ungefahr 5 mg/ccm Blut. 

4. Die Blutzuckerbestimmung. MARKS benutzt zur Blutzuckerbe
stimmung eine kombinierte Methode, bei der er die EiweiBfaliung nach 
SOMOGYI (1930) und die Zuckerbestimmung nach HAGEDORN und 
JENSEN (1923) macht. 

Lasung .A: 
Zinksulfat (ZnS04, 7H20) 
N ·Schwefelsaure 
Destilliertes Wasser 

Lasung B: 
N·N atronlauge 
Destilliertes Wasser 

ad 

ad 

25 g 
62,5 cern 

2000 cern 

100 cern 
2000 cern 

Lasung B muB so eingestellt werden, daB 8 cern davon 
4 cern der Lasung .A genau neutralisieren. 

Ein Gemisch der beiden Losungen in diesem Verhaltnis darf mit 
Phenolphthalein nicht rot werden, und bei weiterer Zugabe von Losung B 
darf die klare iiberstehende Fliissigkeit keinen weiteren Niederschlag 
von Zinkhydroxyd ergeben. 

Lasung C: 
Kaliumferricyanid 0,825 g 
Wasserfreies Natriumcarbonat 5,3 g 

gelast in destilliertem Wasser und ad 1250 cern verdfumt. 

Lasung D: 
Eisessig 
Destilliertes Wasser 

Lasung E: 
ad 

3,0 cern 
100 cern 

10 cern der Lasung El auf 90 cern der Lasung E z• 

Lasung E 1 : 

Kaliumjodid 
Destilliertes Wasser 

Lasung E 2 : 

Zinksulfat 
Natriumchlorid 
Destilliertes Wasser 

Lasung F: 
N/IO-Natriumthiosulfat 
Natriumbicarbonat 
Destilliertes Wasser 

ad 

ad 

ad 

25 g 
100 cern 

25 g 
125 g 
450 cern 

5 cern 
0,01 g 

100 cern 
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Als Indikator wird eine Starkelosung bereitet,indem man 1 g los
liche Starke mit etwas destilliertem Wasser anriihrt und dann in 100 ccm 
kochende gesattigte Kochsalzlosung schiittet. 

Ausfiihrung der Bestimmung. In einem Reagensglas gibt man 
0,5 ccm Blut zu 4 ccm Losung A. 8 ccm Losung B werden hinzugefiigt, 
das Reagensglas wird geschiittelt und 2 bis 3 Minuten in ein kochendes 
Wasserbad gestellt. Die Fliissigkeit wird dann durch ein trockenes 
Filter filtriert. 5 ccm des Filtrats und 5 ccm der Losung C werden in 
ein Reagensglas gegeben, -auf das ein kleiner Glastrichter aufgesetzt 
wird, um das Verdampfen der Fliissigkeit auf ein Minimum zu be
schranken. Dies Reagensglas kommt fiir 15 Minuten in ein kochendes 
Wasserbad. Darauf wird abgekiihlt und 2 ccm der LOsung D sowie 
3 ccm der Losung E hinzugefiigt. Die Titration erfolgt mit Losung F 
aus einer Biirette, indem man als Indikator die Starkelosung benutzt. 

Bei genauer Befolgung dieser Vorschrift muB die Leertitration, d. h. 
der Verbrauch an Losung F, 
ohne Hinzufiigung des Blut
filtrats, also bei Abwesenheit 
von Zucker, genau 2 ccm be
tragen. Tabelle 22 gibt die 
Blutzuckerprozente an, die den 
Thiosulfatmengen unter 2 ccm 
entsprechen. Diese Tabelle ist 
allerdings fiir die gewohnliche 
HAGEDORN - JENSEN - Methode 
hergestellt, bei der nur 0,1 ccm 
Blut benutzt wird. Da hier 
aber 5 ccm Blutfiltrat hinzu-

cern N/200 
Thiosulfat 

0,0 
0,1 
0,2 
0,3 
0,4 
0,5 
0,6 
0,7 
0,8 
0,9 I 

Tabelle 22. 

Blutzucker- cern N/200 I Blutzucker-
prozentsatz Thiosulfat prozentsatz 

0,385 1,0 0,177 
0,355 1,1 0,159 
0,331 1,2 0,141 
0,310 1,3 0,124 
0,290 1,4 0,106 
0,270 1,5 0,088 
0,251 1,6 0,070 
0,232 1,7 0,052 
0,213 1,8 0,034 
0,195 1,9 0,017 

gefiigt wurden, die 0,2 ccm Blut entsprechen (in 12,5 ccm sind 0,5 ccm 
Blut, in 5 ccm sind 0,2 ccm Blut), muB man die Werte fiir den Blut
zuckerprozentsatz in der Tabelle durch 2 teilen. 

Die zwischen diesen Zahlen liegenden Werte kann man bestimmen, 
indem man die in der Tabelle angegebenen Zahlen graphisch darsteIlt, 
wobei man die Kubikzentimeter N /200 Thiosulfat als Abszisse, den 
Blutzuckerprozentsatz als Ordinate eintragt. 

6. Die Verwendung von Mischproben. Es ist unnotig, die Zucker
bestimmung in jeder der 5 Blutproben, die nach der Insulineinspritzung 
stiindlich entnommen werden, einzeln vorzunehmen, sondern es geniigt, 
eine Doppelbestimmung an Mischproben zu machen, und zwar in fol
gender Weise: Man entnimmt von jedem Kaninchen bei jeder Blut
entnahme etwas mehr als 0,2 ccm und gibt davon je 0,1 ccm in 2 Reagens
glaser mit je 4 ccm Losung A. In diese beiden Reagensglaser kommen 
also aIle 5 Blutentnahmen eines Kaninchens, so daB sich am Ende des 

5* 
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Versuches in jedem Reagensglas 0,5 ccm Blut befinden, mit einem 
Zuckerprozentsatz, der dem Durchschnittsgehalt der fiinf einzelnen 
Proben entspricht. Die EiweiBfiUlung geschieht durch Hinzufiigung der 
8 ccm Lasung B, und man verfahrt weiter, wie oben beschrieben. 

6. Der Kreuztest. Am ersten Versuchstage wird die Halfte der 
Kaninchen mit einer Einheit Standardinsulin gespritzt und die andere 
Halfte mit einer Menge des unbekannten Praparates, von der man an
nimmt, daB sie etwa eine Einheit enthalt. Am zweiten Versuchstage 
werden die Gruppen so ausgewechselt, daB die Tiere, die vorher den 
Standard erhielten, jetzt mit dem unbekal1l1ten Praparat gespritzt 
werden, und umgekehrt. Wird die zweite Halfte des Versuches sofort 
am nachsten Tage gemacht, so laBt man die Kaninchen zwischendurch 
fasten. Man kann aber auch mehrere Tage dazwischen vergehen lassen. 

7. Der Ausdruck fiir die hypoglykamische Reaktion. Man berechnet 
den hypoglykamischen Effekt beim Kaninchen in folgender Weise: 
Wenn del' anfangliche Blutzucker 0,106% betrug und del' Durchschnitt 
der 5 Blutentnahmen 0,080 %, dal1l1 ist die durchschnittliche Blutzucker
senkung wahrend dieser 5 Stunden 0,026 %. Dies wird in Prozenten des 
Anfangswertes ausgedriickt und "Blutzuckersenkungsprozentsatz" ge
nannt; fiir dieses Beispiel betragt er: 

(~:~~~ .100) = 24.5%. 

TabeIle 23 ist ein Beispiel einer voIlstandigen Insulinauswertung an 
12 Kaninchen. 1m ersten Versuchsteil wurden aIle Kaninchen, die den 
Standard erhielten, mit einer Einheit Insulin gespritzt, und aIle Kanin
chen, die das unbekannte Praparat erhielten, mit einer Menge, von del' 
man annahm, daB sie eine Einheit enthielt. Die Reaktion war zu stark, 
d. h. del' durchschnittliche Blutzuckersenkungsprozentsatz war un
gefalir 40. Deshalb war es natig, den Kaninchen in einem zweiten Ver
suchsteil nUl' 0,5 Einheit des Standards und entsprechend nUl' die halbe 
Menge des unbekannten Praparates zu verabreichen. Derdurchschnitt
liche Blutzuckersenkungsprozentsatz war 25 bis 30. 

8. Die Berechnung des Ergebnisses. Die in den 2 Versuchsteilen er
hobenen Befunde kann man zur Illustration verschiedener Punkte bf
nutzen. 1m ersten Teil erschienen das unbekannte und das Standard
praparat gleich stark, wahrend im zweiten Teil das unbekannte Praparat 
schwacher wirkte. Der Grund fUr diese Divergenz ist, daB die Dosen 
beim ersten Versuch zu hoch und die Effekte fast maximal waren, ob
wohl die Dosis nUl' eine Einheit pro Kaninchen, also ungefahr 0,5 Einheit 
pro Kilogramm betrug. Beim zweiten Versuch betrug die Dosis nUl' 
0,5 Einheit pro Kaninchen und der Blutzuckersenkungsprozentsatz 
25 bis 30. D as Insulinkomitee des Laboratoriums in Toronto gibt als 
Dosis 2 Einheiten fiir ein 2 kg schweres Kaninchen an; entweder sind 
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Tabelle 23. 

Erster Tag. 
1. Versuchsteil: 

Standard. Dosis: eine Einheit pro Kaninchen. 

Kanlnehen I Gewieht Anfangswert. I Mischprobe Blutzueker-
Blutzueker von 5 Stunden. senkungs-Blutzueker 

Nr. g rng pro 100 cern rng pro 100 cern prozentsatz 

1 1800 112 60 46,4 
2 2000 106 54 49,0 
3 2150 102 73 28,4 
4 1950 102 60 41,1 
5 1800 106 66 37,7 
6 1900 106 54 49,0 

251,6 

Unbekanntes Praparat. Dosis: 0,5 cern des 20mal verdiinnten 

7 
8 
9 

10 
11 
12 

Praparates pro Kaninchen. 
1750 112 70 
2000 110 64 
1900 102 54 
1900 116 76 
1550 106 66 
2500 100 50 

Zweiter Tag. 

Unbekanntes 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

Praparat. Dosis: 0,5 cern des 
Praparates pro Kaninchen. 

1800 86 40 
2000 90 40 
2150 100 66 
1950 100 66 
1800 96 70 
1900 104 54 

37,5 
41,8 
47,1 
34,5 
37,7 
50,0 

248,6 

20 mal verdiinnten 

53,5 
55,5 
34,0 
34,0 
27,1 

~ 
252,2 

Standard. 
1750 
2000 
1900 
1900 
1550 
2500 

Dosis: eine Einheit pro Kaninchen. 
7 
8 
9 

10 
11 
12 

100 66 
94 66 

104 46 
112 66 
96 46 
94 64 

34,0 
29,8 
55,8 
41,1 
52,1 

~ 
244,7 

Gesamtwert fiir die Kaninchen, die den Standard erhielten: 496,3. 

69 

Gesamtwert fiir die Kaninchen, die das unbekannte Prap!trat erhielten: 500,8. 
Die Wirkung des unbekannten Praparates betragt also 101 % der Standard-

wirkung. 

also die Kaninchen in Toronto viel insulinresistenter als die Kaninchen 
in London, oder die in Toronto benutzte Dosis ist zu hoch. 



70 Kap. V. Insulin. 

Tabelle 23 (Fortsetzung). 

2. Versuchsteil: 
Erster Tag. 

Standard. Dosis: 0,5 Einheit pro Kaninchen. 

Kaninchen Gewicht I Anfangswert.. I Mischprohe Blutzucker-Blutzucker von 5 Stun den. senkungs-Blutzucker 
Nr. g rng pro 100 cern rng pro 100 cern prozentsatz 

1a 2000 I 110 92 16,4 
2 2250 92 64 30,4 
3 2250 112 80 28,6 
4 1850 lOO 66 34,0 
5 1950 92 66 28,2 

137,6 

Unbekanntes Praparat. Dosis: 0,5 cern des 40mal verdunnten 
Praparates pro Kaninchen. 

7a 
8 
9a 

10 
12 

2300 
2200 
1950 
2000 
2250 

86 54 
100 76 
102 80 
106 80 
92 52 

37,2 
24,0 
21,5 
24,5 
43,5 

150,7 

Zweiter Tag. 

Unbekanntes Praparat. Dosis: 0,5 cern des 40mal verdunnten 
Praparates pro Kaninchen. 

1a 2000 110 80 27,3 
2 2250 86 60 30,2 
3 2250 100 72 28,0 
4 1850 110 86 21,9 
5 1950 100 80 20,0 

127,4 

Standard. Dosis: 0,5 Einheit pro Kaninchen. 
7a 2300 I 96 

I 
54 43,8 

8 2200 I 100 76 24,0 
9a 1950 96 80 16,6 

10 2000 94 72 23,4 
12 2250 86 46 46,5 

154,3 

Gesamtwert fur die Kaninchen, die den Standard erhielten: 291,9. 
Gesamtwert fiir die Kaninchen, die das unbekannte Praparat erhielten: 278,1. 
Die Wirkung des unbekannten Praparates betragt also 95,2% der Standard-

wirkung. 

a) Korrektion des Blutzuckerantangswertes. Man kann die Resultate 
auf Grund von Unterschieden zwischen den Anfangswerten korrigieren. 
1m zweiten Versuchsteil ist die Summe der Blutzuckeranfangswerte fiir 
die Kaninchen, die den Standard erhielten, 978 (mgjlOO ccm Blut), die 
Summe fiir die Kaninchen, die das unbekannte Praparat erhielten, 992. 
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Die letzteren Kaninchen fingen also mit einem h6heren Blutzucker
anfangswert an. Waren nun die Zahlen fiir die Blutzuckersenkung ein 
ideales MaB fiir die Insulinwirkung, so miiBten sie vom Blutzucker
anfangswert unabhangig sein. HEMMINGSEN und MARKS (1932) haben 
aber gezeigt, daB das nicht der Fall ist, sondern die Werte fiir den Blut
zuckersenkungsprozentsatz zunehmen, je hoher der Blutzuckeranfangs
wert ist. Wenn also der Anfangswert fiir das unbekannte Praparat h6her 
liegt als fiir den Standard, wird der Wert fiir die Blutzuckersenkung 
relativ zu hoch werden. Da es keine genaue Korrektionsmethode gibt, 
vernachlassigen manche Untersucher den Unterschied der Anfangswerte. 
Am besten macht man aber erfahrungsgemaB die Korrektur, indem man 
die Differenz zwischen den Summen der Anfangswerte mit 0,22 multi
pliziert und das Produkt zu der Summe der Blutzuckersenkungsprozent
satze derjenigen Seite, die den geringeren Anfangswert hatte, addiert. 
Im zweiten Versuchsteil ist z. B. die Differenz zwischen der Summe der 
Anfangswerte 992 - 978 = 14. 14 multipliziert mit 0,22 ist 3,08. Dies 
wird zu. der Summe der Blutzuckersenkungsprozentsatze fiir den 
Standard addiert, da der Standard mit einer niedrigeren Anfangssumme 
anfing. Also betragt der Senkungsprozentsatz fiir den Standard 
291,9 + 3,08 = 294,98. Die Wirkung des unbekannten Praparates ist 

also 22:4~~18· 100, oder 94% des Standards. 

b) Das Verhiiltnis von Dosis zu Wirkung. Nachdem man zu dem 
korrigierten Ergebnis fiir das Wirkungsverhaltnis zwischen dem un
bekannten und dem Standardpraparat gekommen ist, muB man daraus 
die relative Wirksamkeit bestimmen. Viele Befunde sprechen dagegen, 
daB diese Beziehung linear ist, wie man manchmal angenommen hat. 
MARKS hat zweimal das Wirksamkeitsverhaltnis zweier Praparate von 
sehr verschiedenem Reinheitsgrad mit einem Zwischenraum von zehn 
Jahren bestimmt, und da er jedesmal zu denselben Ergebnissen kam, 
kann man wohl annehmen, daB sie richtig sind. In Abb. 20 ist eine 
Kurve aus MARKS' Arbeit im Quarterly Bulletin of the Health Organi
sation, Nov. 1936, wiedergegeben, aus der man die Wirkung des un
bekannten Praparates (als Prozentsatz der Standardwirkung angegeben) 
zu dem Logarithmus des Wirksamkeitsprozentsatzes des unbekannten 
Praparates in Beziehung setzen kann. Die Neigung der Linie ergibt 
pro 1 % Unterschied im Wirkungsverhaltnis eine Differenz von 0,0066 
fiir den Logarithmus der Dosis. Bei dem oben angefiihrten Beispiel ist 
das Wirkungsverhaltnis 94%, also ein Unterschied von 6% gegeniiber 
dem Standard. Der Unterschied fiir den Logarithmus der Dosis ist also 
6 . 0,0066 = 0,0396. Da die Wirkung 6 % weniger als die des Standards 
ist, muB man -0,0396 oder 1,96041 setzen. Dies ist der Logarithmus 

1 1,9604 ist eine verkiirzte Schreibweise fiir (0,9604 - 1). 
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von 0,9128. Die Wirksamkeit del' unbekannten Probe betragt also 
91,28% des Standards. 

Manche bevorzugen folgende Formel, die das Ergebnis sofort in 
Einheiten pro Kubikzentimeter liefert. Die "angenommene Wirksam-
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A bb. 20. Die gcraden Linien stellen die Beziehung dar zwischen dem Logarithmus des Wirksamkeits· 
prozentsatzes des unbekannten Praparates (Abszisse) und der Wirkung des unbekannten Praparatcs, 

als Prozentsatz der Standardwirkung angegeben (Ordinate). (l'ilARKS.) 

keit" ist die auf dem Schildchen verzeichnete Starke, von derman, um 
die Dosis del' unbekannten Probe zu bestimmen, annimmt, daB sie 
richtig ist. 

Log des Ergebnisses = Log der angenommenen Wirksamkeit 

+ ~ (WirkUllg des Ullbekallllten _ 1) 
3 Wirkullg des Standards . 

Fur das 0 ben angefiihrte Beispiel ist: 
2 '2781 ) 

Log des Ergebnisses = Log 40 + 3" (294,~8 -- 1 

= Log 40 + 1 (0,94 - 1) 

= 1,6021 - 0,04. 

Also ist das Ergebnis 36,5 Einheiten pro Kubikzentimeter. 

c) Hiiujige Irrtilmer. Viele Untersucher benutzten gar keine Formel, 
um die relative Wirkung in die relative Wirksamkeit umzurechnen, 
sondern sie nehmen einfach an, daB die Wirksamkeit der Wirkung direkt 
proportional ist. Da experimentell festgestellt ist, daB die Beziehung 
nicht direkt proportional ist, wird ein solches Vorgehen zu schwer
wiegenden Irrtiimern fiihren. Nimmt man z. B. an, daB die Dosis des 
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unbekannten Praparats starker sei als die Dosis des Standards, so wird 
die dadurch hervorgerufene Wirkung nicht im selben Verhaltnis groBer 
sein, sondern verhaltnismaBig geringer. Wenn man eine direkte Pro
portionalitat annimmt, unterschatzt man dadurch die Wirksamkeit des 
unbekannten Praparates. Andererseits wird man das unbekannte Pra
parat uberschatzen, sobald die Dosis schwacher ist als die des Standards. 
Nach welcher Richtung sich auch die beiden Praparate unterscheiden, 
jedesmal wird die Differenz verkleinert. 

Die Fehlerquelle wird durch die Befunde von WALDEN im Quarterly 
Bulletin (1936) sehr gut illustriert. Als er krystallinisches Insulin 
im Vergleich zum fruheren Standard auswertete, nahm er zuerstan, 
daB die Krystalle 24 Einheiten pro Milligramm enthielten. Er fand 
22,9 pro Milligramm. Darauf nahm er an, daB sie 22 Einheiten pro 
Milligramm enthielten und fand 21,9. SchlieBlich nahm er 20 Einheiten 
pro Milligramm an und fand 20,9. Die Befunde, die er an jeweils 113, 
55 und 119 Kaninchen erzielte, hingen also von seiner vorher gemachten 
Annahme abo Diese Abhangigkeit eines Befundes von del' vorher ge
machten Annahme macht die Methode ganz lacherlich und wiirde sehr 
viel geringer gewesen sein, wenn das wirkliche Verhaltnis, das in Abb. 20 
dargestellt ist, benutzt worden ware. 

9. Fortlaufende Insulinauswertungen. Wenn man fortlaufend In
sulinbestimmungen macht, kann man das Verhaltnis, das in Abb.20 
dargestellt ist, fUr Kaninchen seines eigenen Laboratoriums in den 
Routineversuchen gleichzeitig mitbestimmen. Man macht es am besten 
so, daB man jedesmal 2 Standarddosen spritzt, namlich 0,9 Ein
heit und 1,1 Einheit pro Kaninchen statt 1 Einheit. Die Halfte del' 
Kaninchen, die den Standard erhalten, werden mit del' kleineren, die 
andere Halfte mit del' groBeren Dosis gespritzt. Die kleine Abweichung 
del' Dosen von 1,0 kann man bei del' Berechnung del' Wirksamkeit des 
unbekannten Praparates vernachlassigen, abel' im Laufe del' Zeit 
sammelt man eine groBe Menge von Befunden, durch die man die Lage 
del' beiden, 0,9 und 1,1 entsprechenden Punkte in Abb.20 feststellen 
kann. Eine gerade Linie durch diese beiden Punkte ergibt dann das 
Verhaltnis von \Virksamkeit zu Wirkung. 

B. Die Mausemethode. 

Die Krampfmethode an Mausen ist im Prinzip sehr einfach. Sie 
besteht in dem Auffinden einer Dosis des unbekannten Praparates, die 
bei demselben Pl'ozentsatz del' Mause Krampfe erzeugt wie eine Dosis 
des Standards. Die folgende Beschreibung beruht auf Angaben von 
TREVAN und MARKS, sowie auf den Arbeiten von HEMMINGSEN. 

Die Versuchsbedingungen. Bei del' AusfUhrung des Versuches muS 
man zwei Bedingungen besonders beachten: erstens die Temperatur, 
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und zweitens die vorangehende Hungerperiode. Bei Zimmertemperatur 
bewirkt sogar eine hohe Insulindosis an manchen Miiusen niemals 
Kriimpfe. Um bei anniihernd 100% Kriimpfe zu erzeugen, muB man 
die Temperatur erhohen .. TREVaNarbeitet bei 340 C, HEMMINGSEN bei 
29° C. Ebenso wichtig ist die Hungerperiode. TREVAN liiBt seine Miiuse 
17 bis 22 Stunden, HEMMINGSEN 11/2 Stunden vorher hungern. HEM
MINGSEN undMARKs (1933) haben gezeigt, daB die Neigung der Kurve, 
die das Verhiiltnis zwischen Insulindosis und dem Prozentsatz der 
Miiuse, bei denen Kriimpfe auftraten, darstellte, steiler verlief, wenn 
die Miiuse 24 Stunden vorher hungerten und bei 37° C zum Versuch 
kamen, als nach 11/2 Stunden Hungerperiode und 29° C. LieBen sie die 
Hungerperiode unveriindert, so hatte der Temperaturunterschied keinen 
EinfluB auf die Neigung der Kurve. 

Macht man die Auswertung nach TREV AN, so sterben mehr Miiuse. 
Wenn man also moglichst viele Miiuse noch einmal verwenden will, ist 
HEMMINGSENS Methode besser. Von manchen Seiten wird es iiberhaupt 
abgelehnt, dieselben Miiuse zweimal zu gebrauchen, und der Standpunkt 
vertreten, daB man besser Kaninchen benutzt, wenn man wenig Miiuse 
zur Verfiigung hat. 

Apparatur zur Temperaturregulierung. Die verschiedensten Appa
rate sind im Gebrauch, um die Miiuse auf der gewiinschten Temperatur 
zu halten. TREVAN hat ein Wasserbad beschrieben, und HEMMINGSEN 
ein Luftbad. Das einfachere Wasserbad sei zuerst beschrieben. 

Die Miiuse kommen in 12,5 cm groBe wiirfelformige, um den oberen 
Rand zur Durchliiftung perforierte Zinkkiistchen, die dreiviertels in ein 
Wasserbad von 34 ° C eingetaucht sind. Die Kiistchen haben Glasdeckel 
(Abb.21). Ein Wasserbad faBt 10 Kiistchen, und in jedem Kiistchen 
sind 4 Miiuse. Das Wasser wird mit 4 Kohlenfadenlampen konstant 
auf einer Temperatur von 34 ° C gehalten und fortwiihrend durch einen 
Luftstrom gemischt. Man muB die Apparatur vor Zugluft schiitzen. 

Das Luftbad, das MARKS benutzt, beruht auf den Angaben von KROGH und 
HEMMINGSEN. Es besteht aus einem holzernen Schrank, auf dessen Regalen sieh 
die GlasbehiHter mit den Mausen befinden. Man beobaehtet die Mause dureh 
Glasfenster in den Turen. Auf beiden Seiten des Sehrankes sind die Abteilungen 
fur die Mause, in der Mitte ein elektriseher Ventilator, der die Luft in Bewegung 
halt, und ein Thermoregulator. Die InnenmaBe des Sehrankes sind: 114 em Hohe, 
147 em Breite, 14 em Tiefe. Der mittlere Teil, in dem sieh keine Regale befinden, 
ist 15 em breit. Der aus 1,6 em diekem Holz gemachte Schrank ist, mit Ausnahme 
der Vorderseite, von einem warmeisolierenden Material umsehlossen. Vorne be
finden sieh 4 Tiiren mit Glasfenstern zu den beiden Seitenabteilungen und eine 
Holztur in der Mitte. Auf jeder Seite befinden sich 7 Faeher, so daB der Schrank 
mit 6 Behaltern auf jedem Regal nnd 2 Mausen in jedem Behalter im ganzen 
168 Mause fassen kann. Gewohnlieh wird das nntere Fach nieht benutzt. Die 
Regale bestehen aus Holzstangen, die 5 em voneinander entfernt sind nnd nnten 
mit einer perforierten Zinkplatte verbunden sind. Die Glasbehalter stoBen direkt 
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an das dariiberliegende Regal, so daB die Mause nicht entschliipfen konnen, und 
dennoch eine gute Luftzirkulation~innerhalb des Schrankel! und eine gute Venti· 
lation fiir~ die Mause gewahrleistet ist. 

Der Schrank wird mit einem Drahtwiderstand, der in Glasrohren direkt unter 
den Mausebehaltern Iiegt, geheizt. Der Draht fangt in der Mitte an, lauft am 
obersten Fach entlang zur Seite, dann am nachsten Fach entlang wieder zur Mitte, 
usw. Der einfache Drahtkreis ist ungefiihr 10 m lang und hat einen Widerstand 
von ungefahr 500 Ohm. Es ist zweckmaBig, einen zweiten Stromkreis zu haben, 
der parallel geschaltet werden kann, um den Brutschrank vor dem Versuch schnell 
anzuheizen, und auch hintereinander geschaltet werden kann, urn die Warme· 
regulation bei kaltem Wetter zu erleichtern. 

Der Ventilator wird auf straff gespannten Druckschlauch gestellt, so daB eine 
Vibration des Brutschrankes vermieden wird. 

AufriB 
tuftzufunr 

~~~~ 
tlruna'riB 

00000 
o ~ 

00000 
Abb.21. Apparatur fiir Manse nach TREVAN nnd BOOCK. Siehe Text. 

Die Vorbereituug der Mause. Einige Tage vor dem Versuch werden 
die Mause mit WeiBbrot und Milch gefiittert. Das Futter wird entweder 
urn 5 Uhr nachmittags am Vortag oder 11/2 Stunden vor dem Versuch 
weggenommen, je nachdem, welche Hungerperiode man bevorzugt. Die 
Mause miissen gewogen und in 2 Gruppen geteilt werden, in denen sich 
die gleiche Anzahl Mause yom selben Gewicht befindet. Bei dem Ver
gleich des krystallinischen Insulins mit dem friiheren Standard brauchte 
TREVAN 0,4 bis 0,5 y krystallinisches Insulin oder 0,009 bis 0,011 Einheit, 
die er den Mausen in einem Volumen von 0,5 cern Kochsalzlosung pro 
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20 g Maus injizierte. HEMMINGSEN spritzte eine ahnliche Dosis und 
benutzte jedesmal gewichtsgleiche Mause. MARKS nahm 2 Dosen, von 
denen die groBere das Doppelte der kleineren betrug. Die groBere Dosis 
war 0,023 bis 0,03 Einheit pro Maus, ungeachtet des Korpergewichts. 
Er injizierte groBere Dosen, weil er sie in destilliertem Wasser gab. 
1m allgemeinen sollten aIle Verdiinnungen mit auf PH 4 angesauerter 
Kochsalz16sung gemacht werden. 

Nach der Insulininjektion werden die Mause sofort in das Wasserbad 
oder in den Warmeschrank gesetzt und 1 und 2 Stunden spater an
gesehen. 

TREVANS Methode. Zum Vergleich eines unbekannten Praparates mit 
dem Standard wahlt TREVAN gewohnlich nur eine Dosis von jedem. 
Diese spritzt er einer groBen Anzahl Mause und bestimmt den Prozent
satz der Tiere, bei denen die Reaktion positiv ist. Eine positive Reaktion 
ist entweder das Eintreten von Krampfen oder das Steifwerden der 
Mause mit ausgestreckten Beinen und hochgestelltem Schwanz, oder 
die Unfahigkeit der Maus, sich aus der Ruckenlage umzudrehen. TREVAN 
gebraucht meistens 200 bis 300 Mause in einer Gruppe. Fur den Ver
gleich des krystallinischen Insulins, das als internationaler Standard 
(1935) angenommen wurde, mit dem fruheren internationalen Standard 
stellte er sich z. B. eine Losung von jedem her, die 1 mg/ccm einer 
Kochsalzlosung enthielt, die mit Salzsaure auf PH 2 angesauert war. Zur 
Injektion wurde die Losung weiter verdunnt, namlich 0,5 ccm des alten 
Standards zu 160 ccm Kochsalz16sung, und 0,5 ccm des neuen Standards 
zu 500, 550 oder 600 ccm Kochsalz16sung gefUgt. 0,5 ccm dieser Ver
dunnungen wurden subcutan pro 20 g Maus gespritzt. Ein Teil seiner 
Befunde ist in Tabelle 24 wiedergegeben. 

Tabelle 24. 

KrystaIlinisches Insulin I Alter Standard 

verdiinnnngi 
Anzahl I AnzahI Tod I AnzahI 

I AnzahI Tod gespritzter oder Symptome Verdiinnnng gespritzter oder Symptome Manse Manse 

I 
I 

I I 0,5/500 300 I 224 0,5/160 300 215 
0,5/600 I 300 I 204 0,5/160 300 216 

Die Betrachtung der Tabelle zeigt, daB die Verdunnung 0,5/160 des 
alten Standards eine Wirkung ausubt, die in der Mitte zwischen den 
Verdunnungen 0,5/500 und 0,5/600 des krystallinischen Insulins liegt. 
0,003125 Teile des alten Standards sind also 0,000916 Teilen des krystal
linischen Insulins aquivalent, oder das krystallinische Insulin ist 3,41 mal 
starker als der fruhere Standard. 

Aus diesem Beispiel geht hervor, daB man 2 Praparate miteinander 
vergleichen kann, ohne die Dosiswirkungskurve zu benutzen. Man muB 
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nur 2 Dosen von einem Praparat finden, von denen die eine einen 
groBeren, die andere einen kleineren Prozentsatz Krampfe erzeugt als 
die Dosis des anderen Praparates. 

TREVAN benutzt auch eine Kurve, die das Verhaltnis der Insulindosis 
zum Prozentsatz der Mause, bei denen die Krampfe auftreten, darstellt. 
2 Formen dieser Kurve sind in Abb. 22 zu sehen. Abb. 22a ist die Kurve, 
die TREVAN und BOOCK (1926) zuerst beschrieben haben. Abb. 22b ist 

'0 10. 
% 

(J 

a / 
/ 

~ 

V 
/ 

/ 
./ 

111J(J(J§ qotJl 4otJ15 q(Ja?nw 
Dosis 

'5 _ b 
'0 V 
'0 V 

V 
'() 

'/ 

() / 

/ 

/ 

logorill7mus der Oasis 
(i Tei/slricl1- /og. t25) 

Abb.22. a) Verhaltnis von Insulindosis zum Prozentsatz der Manse mit Krampfen, bei 37° C 
('l'REvAN nnd BOOCK). b) VerhiiltIiis des Logarithmus der Insulindosis Zll der normalen aquivalenten 

Abweichung (HE~aIINGSEN). 

die gerade Linie, die dann entsteht, wenn man die Dosis als Logarithmus 
und den Krampfprozentsatz als normale aquivalente Abweichung aus
driickt. Die Linie b stammt von HEMMINGSEN (1933). 

MARKS' Auswertungsmethode. HEMMINGSEN (1933) hat Beweise da
fiir erbracht, daB die Neigung der Linie b nicht konstant ist, sondern 
sich von Zeit zu Zeit andert. MARKS vermeidet die Frage, ob die Neigung 
der Linie veranderlich ist, und benutzt eine Methode, die am besten 
durch ein Beispiel aus seinem Vergleich des friiberen mit dem neuen 
Insulin standard erlautert wird. Er benutzte 4 Gruppen von je 40 Mausen. 
2 Gruppen wurden mit 
Dosen des friiberen 
Standards gespritzt, die 
1/88 und 1 /44 Einbeit ent
sprachen, und 2 Grup

Tabelle 25. Zur Illustration von MARKS' 

Mausemethode. 

Priiparat 

pen mit 0,473 y und Friiherer Standard 

0,946 i' krystallinischen Kry~tall. Insulin 
Insulins. (Die beiden 
letzten Dosen wurden 

Dosis I Anzahl I Anzahl mit 
Manse Symptomen 

11/88 Einheit 40 6 

1
1/44 " 40 24 
0,473 Y 40 7 
0,946 Y 40 22 

unter der Voraussetzung gewahlt, daB das krystalliniscbe Insulin 24 Ein
heiten pro Milligramm enthielt.) Die Befunde sind in Tabelle 25 wieder
gegeben. 
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Die Berechnung del' Ergebnisse beruht auf del' Arbeit von HEM
MINGSEN (1932), del' zeigte, daB das Verhiiltnis zwischen dem Logarithmus 
del' Dosis und dem Krampfprozentsatz einer normalen integriel'ten 
Haufigkeitskurve entspricht. Zwischen 15 und 85% ist diese Haufig
keitskurve fast eine gerade Linie, und deshalb kann man annehmen, 
daB innerhalb diesel' Grenzen del' Prozentsatz an Krampfen odeI' 
sonstigen Symptomen dem Logarithmus del' Dosis direkt propor
tional ist. 

Da sich in jeder Gruppe dieselbe Anzahl Mause befindet, ist es nicht 
notig, die Anzahl >derer, bei denen Krampfe auftreten, in Prozenten an
zugeben, sondern kann man die Zahlen selbst benutzen. Aus den Be
funden kann man zunachst ersehen, welchen Effekt eine Verdoppelung 
del' Dosis auf die Anzahl Mause, bei denen Krampfe auftreten, hat. 
Die Summe del' Mause, die auf hohe Dosen mit Krampfen reagieren, 
ist 24 + 22 = 46. Die Summe derer, die auf die niedrigen Dosen beider 
Praparate mit Krampfen reagieren, ist 13. Die Halite del' Differenz 
zwischen diesen Summen, 16,5, ist del' mittlere Wirkungsunterschied, 
del' durch die Verdoppelung del' Dosen erzielt wird. 

Danach berechnet man den Wirkungsunterschied zwischen krystal
linischem Insulin und dem friiheren Standard. Die Differenz zwischen 
del' Anzahl Mause, die auf die hohen Dosen mit Krampfen reagieren, 
ist 2. Die Differenz del' Anzahl, die auf die niedrigen Dosen mit Krampfen 
reagieren, ist 1 (allerdings in umgekehrter Richtung). Die mittlere 

Differenz ist also 2 --; 1 = 0,5. 

Nun haben wir den oben berechneten Wirkungsunterschied (16,5), 
del' durch Verdoppelung del' Dosen erzielt worden war, und auBerdem 
die Differenz zwischen del' Wirkung des krystallinischen Insulins und 
dem friiheren Standard. Da nun die Wirkung dem Logarithmus del' 
Dosis direkt proportional ist, ist 

16,5 Logarithmus 2 
0,5 x 

wobei x del' Logarithmus des Wirksamkeitsverhaltnisses del' beiden 
Praparate in den gespritzten Dosen ist. In diesem FaIle ist x = 0,009, 
und das Wirksamkeitsverhaltnis del' beiden Praparate also 1,021. Del' 
Effekt des krystallinischen Insulins war kleiner, also ist 0,946 y krystal-

linisches Insulin = 1,~21 . ~ Einheit, odeI' krystallinisches Insulin ent

halt 23,5 Einheiten pro Milligramm. 

Andere Methoden zur Berechnung der Befunde. Die in Kapitel III 
angegebenen Methoden konnen auch zur Insulinauswertung verwandt 
werden. Eine vollstandige Erorterung findet sich in den Arbeiten von 
HEMMINGSEN (1933) und von MARKS im Quarterly Bulletin (1936). 
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C. Die Auswertung von Protamin-Insulin-Suspensionen (zinkhaltig). 

Seit der Einfiihrung von Protamin-Insulin durch HAGEDORN be
finden sich zweierlei Insulinpraparate im Handel, die eine protrahierte 
Wirkung haben sollen. Das eine Praparat besteht aus 2 Losungen, von 
denen die eine Insulin und Protamin, die andere Natriumphosphat ent
haIt; beim Mischen beider Losungen entsteht eine Suspension, die dem 
Patienten gespritzt wird. Das andere Handelspraparat ist. efue schon 
fertige InsulinsuspenSion, dem noch Zink zugefiigt ist. 

Jede Firma sollte bei der Herstellung dieser fertigen Insulinsuspension 
die zu beschreibenden Priifungen, die vielleicht in Zukunft noch modi
fiziert werden, ausfiihren. Sie umfassen: 1. die iibliche Wirksamkeits
bestimmung, 2. eine Priifung, ob das Endprodukt eine verlangerte 
hypoglykamische Wirkung hat, 3. ob das Insulin im Endprodukt voll
standig gebunden ist. 

Wirksamkeitsbestimmung. Vor der Herstellung der Suspension 
wird das Insulin in der iiblichen Weise auf seine Wirksamkeit gepriift, 
die so sein muB, daB nach Verdiinnung mit dem Suspensionsmittel die 
Wirkungsstarke der fertigen Mischung mit der auf dem Schildchen ver
merkten Wirksamkeit iibereinstimmt. 

Die Priifung der verlangerten Blutzuckersenkung. Fiir diese Priifung 
wird die Wirkung der Suspension mit der Wirkung des internationalen 
Standards verglichen. Es wird dazu der iibliche Kreuztest an wenigstens 
10 Kaninchen gemacht und gleich viele Tiere fiir den Standard wie fiir 
die Suspension verwendet. 

a) Dosierung und I njektion. Die Dosis in Einheiten hangt von den 
Kaninchen ab, d. h. die Standarddosis solle eine 5 Stunden anhaltende 
Wirkung ausiiben. Dies kann man meistens mit einer Einheit pro 2 kg 
erzielen. Dauert aber die Blutzuckersenkung langer als 5 Stunden, so 
muB man die Dosis verringern. Die Suspension muB ohne vorherige 
Verdiinnung verabreicht werden, also in derselben Konzentration, wie 
sie Patienten gespritzt wird. Deshalb braucht man eine Spritze, mit 
der man ein Volumen von 0,025 ccm genau abmessen kann. (Die von 
TREVAN angegebene Mikrometerspritze ist geeignet; zu beziehen von 
Burroughs Wellcome & Co., London.) Der Standard wird in derselben 
Konzentration wie die Suspension verabreicht. AIle Injektionen werden 
subcutan gegeben. 

Angenommen, eine Einheit des Standards habe die erwiinschte Wir
kung. Enthiilt dann eine Suspension angeblich 40 Einheiten im Kubik
zentimeter, so erhalten die Halite der Kaninchen je eine Einheit des Stan
dards in 0,025 ccm, und die andere Halite je 0,025 ccm der Suspension. 

b) Blutzuckerbestimmung. Der Blutzuckerprozentsatz wird 6 Stunden 
lang nach der Injektion stiindlich bestimmt. Dabei diirfen die einzelnen 
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Blutproben jedes Kaninchens aber nicht zusammen gegeben werden, 
sondern sie miissen jede einzeln untersucht werden. 

c) Die Feststellung des protrahierten Ettekts. Der mittlere Blutzucker
wert fti.r jede Stunde wird sowohl fiir die Standardgruppe als auch fiir 
die mit der Suspension gespritzten Kaninchen bestimmt. Dann werden 
aile Blutzuckermittelwerte in Prozente von mittleren Anfangswert um
gerechnet. Wenn z. B. der Anfangswert 0,122% war, dann ergibt sich 
fiir 0,076 der Wert 0,062. Aus diesen Werten werden Kurven konstruiert, 
die den hypoglykamischen Effekt des Standards und der Suspension 
darstellen. 

Auf der Standardkurve wird der Punkt vermerkt, an dem der Blut
zucker gerade zum Ausgangswert zuriickgekehrt ist. Zu diesem Zeit
punkt darf der Blutzucker der Kaninchen, die die Suspension erhielten, 
nicht mehr als 80 % des Ausgangswertes betragen. 

Hat der Blutzucker der mit dem Standard gespritzten Kaninchen 
am Ende der Versuchszeit den Ausgangswert noch nicht erreicht, so 
nimmt man den Punkt, an dem der Blutzucker auf 90% des Anfangs
wertes zurUckgekehrt ist. Zu diesem Zeitpunkt darf aber der Blut
zucker der mit der Suspension gespritzten Kaninchen nicht mehr als 
72 % des Ausgangswertes betragen. 

Die Priifung auf vollstaudige Bindung. Das Endprodukt ist ein an 
Protamin gebundenes Insulin. Um sich von der Vollstandigkeit dieser 
Bindung zu iiberzeugen, wird die Suspension durch Zentrifugieren auf
gehoben. Danach solI die iiberstehende Fliissigkeit nicht mehr als 2,5% 
der gesamten Insulinwirksamkeit enthalten. Die Prillung geschieht ent
weder mit dem Kreuztest an6 Kaninchen oder an Mausen unter Ver
wendung von 60 Tieren. Es ist niitzlich zu wissen, daB eine Losung 
reinen krystallinischen Insulins mit einer Einheit pro Kubikzentimeter 
ungefahr 0,007 mg Stickstoff pro Kubikzentimeter enthalt. Wenn also 
die iiberstehende Fliissigkeit auch nur so wenig Stickstoff enthalt, kann 
darin nicht mehr als die erlaubte Menge Insulin vorhanden sein. 

Die zweite und dritte Priifung beziehen sich auf das Endprodukt 
und konnen in irgendeinem Laboratorium ausgefiihrt werden; die erste 
Priifung aber bezieht sich auf das Insulin, bevor es suspendiert wird, 
und muB also yom Hersteller vorgenommen werden. Eine annahernde 
Bestimmung des vorhandenen Insulins kann man jedoch machen, indem 
man die Suspension mit saurer Kochsalz16sung verdiinnt und dann in 
der iiblichen Weise mit dem Standardinsulin vergleicht. Bei 20facher 
Verdiinnung z. B. wird die Suspension zerstOrt. 
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Kapitel VI. 

Die Hormone der Nebenniere. 
A~ Nebennierenrindenextl'akt. 

Del' Standard. V orlaufig gibt es noch keinen Standard fiir die Aus
wertung von Nebennierenrindenextrakt. Es werden sowohl Runde- wie 
Ratteneinheiten gebraucht, abel' beide sind so variabel, daB die Vor
stelhmg einer genauen Standardisierung damit illusorisch wu'd. Die 
Schwankung del' Rundeeinheit kommt daher, daB es unm6glich ist, 
groBe Gruppen von nebennierenlosen Runden zu benutzen, und daB es 
sehr schwierig ist, eine Dosis zu bestimmen, die gerade genugt, einen 
solchen Rund am Leben zu erhalten. Das Schwanken del' Ratteneinheit 
kommt durch den EinfluB, den die Nahrung und zweifellos auch noch 
andere Faktoren auf die Menge Rindenhormon, derer die Ratten be
durfen, ausubt. Eine bestimmte Dosis Rindenextrakt wirkt verschieden 
auf zwei verschiedene Rattengruppen, sogar wenn sie aus derselben 
Zucht stammen und dieselbe Kost erhalten. Ein Beispiel hierfiir ist 
in Tabelle 26 wiedergegeben: dieselbe Dosis desselben Extraktes wurde 
in 2 Versuchen 2 Gruppen von 12 nebennierenlosen Ratten gegeben. 
Die Injektionen erstreckten sich uber 5 Tage. 

Versuch 

NT. 1 
Nr.2 

Tabelle 26. 

Unbehandelte Ratt~ ___ 1 

Anzahl Ratten I Ge,,:ichtsanderung I 
in einer Gruppe e~ner Gruppe 

III 6 Tagen 

II 
II I -26 g I 

-27 g 

Ratten, die 5 Tage lang dreimal 
taglich 0,0125 cern erhielten 

Anzahl Ratten 
in einer Gruppe 

12 
12 

I 
Gewichtsanderung 

einer Gruppe 
in 6 Tagen 

-45 g 
+31 g 

Die Tabelle zeigt, daB die unbehandelten Tiere in beiden Versuchen 
an Gewicht abnahmen; bei dem ersten Versuch nahmen die gespritzten 
Ratten auch ab, abel' im zweiten Versuch nahmen sie zu. Del' Unter
schied zwischen den gespritzten Ratten und den unbehandelten Ratten 
im zweiten Versuch zeigte sich auch deutlich an del' Uberlebensdauer. 
Am sechsten Tage waren aIle unbehandelten Ratten tot, abel' nul' eine 
del' gespritzten Ratten. 1m ersten Versuch· war diesel' Unterschied 
nicht vorhanden. 

Burn-Biilbring, Biologische Auswertungsmethoden. 6 
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Vergleichende Methoden. 
Die Standardisierungsmethoden fiir Nebennierenrindenextrakt be

schriinken sich infolge des obenerwiihnten Fehlens eines Standards auf 
Methoden, bei denen die Wirksamkeit von 2 Extrakten an Tiergruppen 
verglichen wird. 1936 hat SCHULTZER eine Methode beschrieben, bei 
der Ratten, und 1937 BULBRING eine Methode, bei der Enteriche benutzt 
werden. 

1. Die Auswertung an Enterichen. 

Der Vergleich der Wirksamkeit zweier Extrakte geht am schnellsten 
an Enterichen. PARKES und SELYE (1936), die sich fiir Gefiederver
iinderungen nach Herausnahme der Nebennieren an Vogeln interessierten, 
fanden, daB die Tiere nach dieser Operation sehr schnell starben. Die 
Entfernung der Nebennieren ist leichter an Enten als an Hiihnern, und 
wiederum leichter an Enterichen als an Enten. Deshalb untersuchte 
BULBRING (1937) die Lebensdauer nebennierenloser Enteriche und deren 
Beeinflussung durch Nebennierenrindenextrakt. 

Operationstechnik. Enteriche von 1,4 bis 1,9 kg Gewicht sind fiir 
die Operation am geeignetsten und sollten moglichst zur selben Rasse 

Abb. 23. Operationsbrett fiir Enteriche. 
Siehe Text. 

gehoren. Sie brauchen nicht durch 
eine Hungerperiode vorbereitet zu 
werden. Man spritzt jedem Vogel 
5 mg Atropin in die Brustmuskulatur 
und narkotisiert mit einem Gemisch 
von 3 Teilen Ather und einem Teil 
Chloroform. Als Narkosemaske dient 
ein Conus aus durchlochertem Me
tall, der mit Mull iiberzogen wird. 
Die Vogel lassen sich oft nur schwer 
narkotisieren; manche sperren sich 
sehr und sind wiihrend der Operation 
nie ganz ruhig. Wiihrend die Nar
kose eingeleitet wird, rupft man die 
Federn in der Umgebung des Ope
rationsfeldes unter den Fltigeln. 

Als Operationstisch dient ein Holzbrett 45 X 40 em, siehe Abb. 23. 
An 3 Stellen ist doppelter Gummischlauch tiber das Brett gespannt und 
zu beiden Seiten an Haken befestigt. Der Vogel wird auf die Seite gelegt, 
und beide Beine werden an einer Ecke des Brettes mit 2 Gummischliiuchen 
festgehalten. Die Fltigel nimmt man zusammen in eine Hand, schiebt 
sie unter die quer tiber das Brett gehenden Gummischliiuche und dreht 
diese zur Sicherheit zweimal herum, so daB der Schlauch um den Ansatz 
der Fltigel gewickelt ist. Hierdurch werden die Beine nach hinten 
zurtickgezogen, und die Fliigel nach oben. 
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Man macht einen ungefiihr 6 cm langen Rautschnitt parallel zu den 
Rippen, gerade vor dem Kniegelenk. Mit einer langen stumpfen Schere 
wird ein Loch in die Intercostalmuskeln zwischen den beiden tiefsten 
Rippen, die man erreichen kann, gemacht. Diese cJffnung wird durch 
stumpfe Priiparation mit 2 Fingern erweitert, und die Rippen mit einem 
Wundspanner ungefiihr 4 bis 5 cm auseinander gespreizt. Zur Beleuch
tung des Operationsfeldes dient eine Kopflampe, zum Operieren zwei 
lange, gerade, spitze Pinzetten. Urn die Mitte der hinteren Bauchwand 
freizulegen, muB zuniichst ein Luftsack zerrissen werden. Auf der 
rechten Seite liegt die gelbliche Nebenniere, direkt auf der Vena cava, 
zwischen Lungen, Niere und Roden. Die Niere ist ein dunkelbraunes, 
weiches, leicht verletzliches Gewebe, das der hinteren Bauchwand an-

IWJge! 

a 
Abb.24. Topographie der Nebennieren beim Enterich. a) rechts, b) links. L = Lunge, R = Niere, 

S = Nebenniere, T = Testis, v = Vene. 

liegt, hinten und schwanzwiirts von der Nebenniere. Der Roden, der 
oft sehr groB ist, ist nierenformig und liegt etwas schwanzwiirts und vor 
der Nebenniere. Die Lungen liegen hinten und kopfwiirts. Die Topo
graphie ist in Abb. 24 zu sehen. Auf der linken Seite ist sie iihn
lich, nur hat die Nebenniere hier einen Fortsatz nach hinten, der 1/2 bis 
1 cm lang sein kann und sich bis unter die Kapsel des Rodens er
streckt. 

Mit einer langen geraden spitzen Pinzette wird die Kapsel uber der 
Nebenniere moglichst sauber entfernt. Etwa zuruckgelassene Reste be
hindern spiiter die Rerausnahme der Druse. Eine Vene (v in Abb. 24a), 
die von der hinteren Bauchwand zur Druse geht, wird einige Minuten 
lang mit einer Arterienklemme abgeklemmt. Zwischen der Klemme und 
der Druse kann man sie dann einfach zerreiBen und spiiter die Klemme 
abnehmen; das Unterbinden ist unnotig. 

6* 
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Man fangt dann auf der rechten Seite damit an, die Driise mit kleinen 
Watteballchen, die man in einer geraden langen Pinzette halt, von der 
Unterlage weg zu reiben. Man arbeitet yom hinteren Rande zur Vena 
cava hin und walzt die Driise nach vorn. Manchmal kann man sie auf 
diese Weise ganz herauslosen, bis auf eine Stelle, an der die Vene aus 
der Driise in die Vena cava miindet. Diese Vene kann mit 2 Pinzetten 
zerrissen und die Operation mit verhaltnismaBig geringem Blutverlust 
dadurch beendigt werden. Meistens ist es aber nicht moglich, die Driise 
durch einfaches stumpfes Praparieren von der Vena cava abzu16sen, da 
manche Teile fest damit verwachsen sind. Diese entfernt man zweck
maBig, indem man sie mit einer Vakuumpumpe absaugt. Man benutzt 
dazu ein Glasrohr, das sich am einen Ende zu einer 1 mm weiten Offnung 
verengt. Diese muB scharf abgeschliffen sein, so daB man den Rand 
der Offnung gleichzeitig sowohl zum Abkratzen als auch zum Saugen 
benutzen kann. Die Blutung ist verschieden stark; meist ist sie nur 
venos und kommt bald zum Stillstand. Zuweilen wird jedoch eine kleine 
Arterie, die iiber dem hinteren Teil del' Driise liegt, zerrissen. Man kann 
sie unterbinden. Gelegentlich entsteht ein Loch in der Vena cava. 
Auch dieses kann meistens rasch mit einer Klemme gefaBt und unter
bunden werden. Sobald man sich genau davon iiberzeugt hat, daB kein 
Driisengewebe zuriickgeblieben ist und keine profuse Blutung mem 
besteht, befeuchtet man das Bett mit 5proz. Ferrichlorid. Dann wird 
die Wunde verschlossen. Die Rippen werden mit einem starken Faden 
zusammengehalten und die Haut zugenaht. Danach wird del' Vogel 
umgedreht, um die linke Seite zu operieren. Hier ist die Operation 
etwas schwieriger wegen des schon erwahnten Gewebefortsatzes. Sonst 
geschieht alles wie auf der rechten Seite. Die kleine Arterie am hinteren 
Abschnitt der Driise und die Vene zwischen dem vorderen Abschnitt 
und dem Hoden konnen Schwierigkeiten verursachen. 

Operationssterblichkeit. Die Enteriche erwachen sehr schnell aus del' 
Narkose, und wenn diese schon gegen Ende der Operation weniger tief 
war, stellen sie sich manchmal sofort hin und trinken Wasser. Die 
Operationszeit betragt fiir den Geiibten 20 Minuten, einschlieBlich Vor
bereitung. Es kommen gelegentlich Todesfalle infolge der Narkose oder 
des Blutverlustes vor. Die Mortalitat hangt wesentlich von der Ge
schicklichkeit des Operateurs und der Sorgsamkeit des Narkotiseurs abo 

Lebensdauer unbehandelter Enteriche. Wamend einiger Stunden 
nach del' Operation konnen die Vogel stehen und laufen wie im Normal
zustand. Danach setzen sie sich hin; beschleunigte Atmung ist das erste 
Zeichen des herannahenden Todes. Das Ende tritt sem p16tzlich unter 
Krampfen ein. Die mittlere Lebensdauer nach del' Operation ist nach 
BULBRING 7,5 bis 10,5 Stunden. 5 Versuche sind in Tabelle 27 wieder
gegeben. Die Einzelbeobachtungen fiir die Versuche im November, 
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Januar und Marz schwanken zwischen 5,25 und 10,4 Stunden. 1m Juni 
hort die Brutzeit auf, eine Periode von Senilitat beginnt und dauert 
3 Monate. Wahrend diesel' Zeit ist die Lebensdauer der operierten Tiere 
offenbar etwas verlangert und, wie. man spateI' sehen wird, geniigt eine 
geringere Menge Rindenextrakt, um das Leben um eine bestimmte Zeit 
zu verlangern. 

Tabelle 27. Lebensdauer unbehandelter Enteriche nach Herausnahme 
der N e bennieren (in Stun den). 

INovember 19351 Jannar 1936 1 Mi1rz 1936 Jnli 1936 1 November 1936 

7,5 5,25 8,2 6,7 10,1 
9,25 7,5 10,0 8,8 6,7 

10,75 8,75 6,3 15,0 5,3 
10,5 7,5 10,4 9,5 6,7 

6,5 7,0 8,1 9,3 1l,7 
7,4 9,5 7,6 8,9 1l,0 
5,7 7,0 5,6 15,2 

10,4 
I 

12,8 
8,6 

Mittelwert: I 8,2 7,5 8,3 10,5 8,6 

Der EinfluJ3 von Rindenextrakt auf die Lebensdauer nebennierenloser 
Enteriche. Es ist moglich, die Lebensdauer nach del' Herausnahme del' 
Nebennieren durch Injektion von Rindenextrakt um ·eine gewisse Zeit 
zu verlangern, abel' die Verlangerungszeit nach einer groBen odeI' einer 
kleinen einmaligen Dosis ist ungefahr gleich lang. Nach BULBRING gilt 
dies auch fUr 4 Injektionen, die 1, 3, 5 und 7 Stunden, und auch fUr 
solche, die 21 / 2, 5, 71 / 2 und 10 Stunden nach del' Operation gegeben 
wurden. Hormonmengen, die so groB sind, daB sie das unmittelbare 
Bediirfnis iibersteigen, werden also nicht aufgespeichert, sondern ent
weder zerstOrt odeI' ausgeschieden. Man kann jedoch die Wirksamkeit 
eines Extraktes feststeilen, indem man die mittlere Lebensdauer von 
Enterichgruppen bestimmt, denen die Dosen jede Stunde fiiI' eine will
kiirlich angenommene Periode von 20 Stunden gespritzt werden. Wenn 
die Dosis groB genug ist, kann man damit aile Vogel in del' Gruppe fiir 
diesen Zeitraum am Leben erhalten. Mit kleineren Dosen bleiben 
manche, abel' nicht aile Vogel am Leben. Mit noch kleineren Dosen 
dagegen wird kein Vogel am Leben erhalten. Die Ergebnisse eines Ver
suches von BULB RING sind in Tabelle 28 wiedergegeben. 

Die mittlere Lebensdauer von Enterichen, die mit 0,05 ccm Extrakt 
stiindlich gespritzt wurden, war kaum mehr als die del' unbehandelten. 
Die Lebensdauer del' mit 0,1 ccm gespritzten Enteriche war 14,7 Stundcl1. 
und mit 0,2 ccm 19,8 Stunden. 1m gleichen Sinn stieg die Anzahl del' 
Enteriche, die die ganze Periode iiberlebten, von 1 von 9 Vogeln auf 8 
von 10 Vogeln. 
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Tabelle 28. Lebensdauer (in Stunden) nebennierenloser Enteriche, die 
nach der Operation stiindlich 20 Stunden lang oder bis zum Tode ge
spritzt wurden. Die bei jeder Injektion gege bene Dosis ist angege ben. 

Extrakt C. 

0,05 cern I 0,1 cern I 0,2 cern I 0,3 cern 

6,7 9,25 22,0 I 27,4 . 
13,5 13,75 22,8 27,75 
9,4 13,5 13,8 17,0 
8,7 15,75 17,2 21,75 

12,25 13,6 18,0 15,75 
7,75 21,25 22,75 22,3 
8,0 16,7 23,25 29,0 
9,7 18,9 25,1 25,2 

12,25 10,1 13,2 25,0 
24,3 

Mittelwert .. . . 9,8 I 14,7 I 19,8 23,5 

Zahl der Tiere, die die I 

I I 20 Stunden iiberlebten 0/9 I 1/9 5/9 8/10 

Veranderungen der Empfindlichkeit. Die Zahlen in Tabelle 28 gaben 
die Moglichkeit, eine Einheit fiir den Rindenextrakt durch die Lebens

Sf, 
z. 
(i 
'5 

1J 

'5 

(J 

5 

/ 
I 

/ 
/ / / 

/ I /' 
/ / 

a 
2,1 2,'1 2,7 to 1,3 t8 

£ogarifl7mlls der Oosis 
Abb. 25. Abszisse: Stiindliehe Dosen 
Rindenextrakt. Ordinate: Mittlere Le
bensdauer nebennierenloser Enteriehe 
(in Stunden). .A: Resultate im Mai; 

dauer von nebennierenlosen Enterichen 
zu definieren. BULBRING fand aber, daB 
sich die Empfindlichkeit der Enteriche 
zwischen Ende Mai und Juli so ver-
andert, daB im Juli nur ein Viertel der 
Dosis vom Mai notwendig war, um die 
Enteriche fiir dieselbe Zeit am Leben zu 
erhalten. Befunde, die mit demselben 
Extrakt zu verschiedenen Zeiten erhoben 
wurden, sind in Tabelle 29 wiedergegeben. 

Tabelle 29. Le bensda uer ne bennieren
loser Enteriche, die mit demselben 
Extrakt im Mai und Juli gespritzt 

wurden (in Stunden). 

Dosis cern 
Datum 

I I 0,025 0,05 0,1 0,2 0,3 

Mai 
12,0 ! 

- 1l,2 

I 
19,9 24,6 

,Tull 18,7 23,7 - -

Die Zahlen in der Tabelle zeigen, daB 
man nicht annehmen darf, daB die Emp
findlichkeit der Enteriche in der Periode 

B: ResuItate im Juli. (BULBRING.) zwischen Mai und Juli konstant ist, und 
neuere Beobachtungen zeigen, daB die Empfindlichkeit von Oktober bis 
Januar zuriickgeht, um dann von Februar bis Mai wieder langsam zuzu-
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nehmen. lnfolgedessen muB die Methode immer vergleichend sein und die 
relative Wirksamkeit von 2 Extrakten bestimmt werden. Die Befunde 
von Tabelle 29 sind zusammen mit anderen zur selben Zeit gemachten 
Beobachtungen in Abb. 25graphisch dargestellt; der Logarithmus der 
Dosis ist als Abszisse und die mittlere Lebensdauer als Ordinate ge
nommen. Die Gleichung der so entstandenen geraden Linie, S. 25, ist 
in Kapitel III A berechnet. Sie lautet: 

y = 18,6x + 33,l. 

Der Gebrauch der Methode fiir Routinezwecke. Zur Erklarung diene 
ein Vergleich zwischen einem Extrakt T und einem Extrakt S, der als 
Standard benutzt wurde. Am ersten Tage, an dem S und T verglichen 
wurden, wurde aIR vorlaufige Dosis 0,05 ccm S drei Vogeln gegeben, well 
man erwartete, daB diese Dosis die Enteriche fUr ungefahr 16 bis 
17 Stunden am Leben erhalten wiirde. Da man annahm, daB T schwacher 
sei, wurde 0,1 ccm T drei Vogeln und 0,2 ccm T drei anderen Vogeln ge
geben. Die Ergebnisse waren: 

0,05 cern S, mittlere Lebensdauer 21,9 Stunden (3 Vogel) 
0,1 T, 13,9 (3" ) 
0,2 T, 18,9 (3" ) 

Der Gesamteindruck dieser vorlaufigen Versuche lieB darauf schlieBen, 
daB die Wirksamkeit von T weniger als 50% derjenigen von S betrug. 
1m Hauptversuch am nachsten Tage wurde 5 Vogeln 0,1 ccm T gespritzt. 
Die Dosis fiir S wurde halbiert, well die Lebensdauer von 21,9 Stunden 
zu nahe beim Maximaleffekt gelegen hatte. Aus demselben Grullde 
wurde fiir T 0,1 ccm statt 0,2 ccm gewahlt. Die Ergebnisse waren: 

0,025 ccm S, mittlere Lebensdauer 12,0 Stunden (5 Vogel) 
0,1 T, 13,2 (5" ) 

Am dritten Tage wurde der Vergleich abgeschlossen und 5 Vogeln 
0,05 ccm S und 4 Vogeln 0,1 ccm T gespritzt. Es ware allerdillgs besser 
gewesen, 0,2 ccm T zu spritzen. Das Ergebnis war: 

0,05 cern S, mittlere Lebensdauer 17,8 Stunden (5 Vogel) 
0,1 T, 12,4 (4" ) 

Wenn man die Befunde der 3 Tage zusammennimmt, stellen sie sich 
dar wie in Tabelle 30. 

Offenbar betrug die Wirksam-
Dosis 

0,025 ccm S 
0,1 T 
0,05 S 
0,2 T 

Tabelle 30. 

Anzahl : 
der Vogel i 

5 
12 
8 
3 

Mittlere 
Lebensdauer 

12,0 Stunden 
13,4 
19,4 
18,9 

keit von T annahernd 25 % der
jenigell von S. Das genaue Ver
haltnis von S zu T kann man ent
weder graphisch aus Abb. 25 ab
lesen, oder algebraisch aus der 
Gleichung der Regressionslinie be
rechnen. Beide Methoden konnen an 
tigen Beobachtungen erlautert werden, 

dem ersten Paar der endgiil
daB namlich 0,025 cern Seine 
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mittlere Lebensdauer von 12 Stunden und 0,1 ccm T eine mittlere 
Lebensdauer von 13,4 Stunden bewirkt. Die Abszissen in Abb. 25, 
Linie A, die 12 und 13,4 Stunden entsprechen, werden abgelesen, und 
da sie Logarithmen sind, werden die entsprechenden Antilogarithmen 
aufgesucht. Das Verhii.ltnis der Wirksamkeit von 0,025 ccm S zu 
0,1 ccm T ist dann dem Verhiiltnis dieser Antilogarithmen gleichzusetzen. 
Dies ist die graphische Methode. Bei der algebraischen Methode benutzt 
man die Gleichung der Regressionslinie y = 18,6x + 33,1. Wenn man 
12 fiir y einsetzt, dann ist x = -1,134 oder 2,866 1• DieseZahl ist der 
Logarithmus von 0,734. Wenn 13,4 fiir y eingesetzt wird, dann ist 
x = -1,059 = 2,941. Diese Zahl ist der Logarithmus von 0,0873. 
Also ist 0,1 ccm T _ O,O~~ _ 119 

0,025 ccm S - 0,0734 - , • 

Also ist 1 ccm T = 0,297 ccm S. Oder That 29,7% der Wirksamkeit 
von S. 

So wie die Methode hier beschrieben ist, erstreckt sie sich tiber 3 Tage, 
wenn man den ersten fiir einen vorlaufigen Orientierungsversuch nimmt. 
Das Beispiel zeigt aber auch, daB man schon am ersten Tage sehr ntitz
liche Resultate erhii.lt, so daB die darauffolgenden Tage hauptsachlich 
dazu dienen, diese Resultate zu bestatigen oder zu verbessern. Die 
Berechnung der mittleren Lebensdauer aus einer geringen Anzahl Tiere 
ist oft weniger zuverlassig, als man erwarten konnte. Bei dem vorlaufigen 
Versuch war die mittlere Lebensdauer fur 0,1 ccm T tatsachlich 20,2, 
13,0 und 8,5 Stunden. Diese Zahlen sehen so aus, als ob die Berechnung 
ihres Mittelwertes sehr leicht zu einem Irrtum fiihren konnte. Nichts
destoweniger ist der MittelwertI3,9, also kaum anders als der endgiiltige 
Mittelwert 13,4 fiir 12 Vogel. 

Die Genauigkeit der Methode. Die Genauigkeit der Methode kann 
man prufen, indem man die mittleren Fehler der mittleren Lebensdauer 
berechnet. Zum Beispiel ist in Tabelle 28 die mittlere Lebensdauer fiir 
0,1 ccm 14,7 Stunden, der mittlere Fehler dieses Wertes ist 1,44 Stunden 

, ..... d2-

nach der Formel V n(7:: -1). Der mittlere Fehler der Lebensdauer 

19,8 Stunden fiir 0,2 ccm ist 1,45 Stunden. FUr drei andere Mittelwerte 
sind ebenfalls die mittleren Fehler bestimmt worden. deren Werte 0,95, 
1,6 und 1,3 Stunden waren. Das Mittel aus diesen 5 Werten ist 1,3 Stun
den. Wenn man nun die Lebensdauer 14,7 Stunden in Tabelle 28 fiir 
die Dosis 0,1 ccm nimmt, so sieht man, daB in 2 von 3 Fallen das Re
sultat zwischen 13,4 mid 16 Stunden liegen wird. 13,4 entspricht 2,94, 
dem Logarithmus der Dosis 0,08~ ccm (Abb. 25), und 16,0 Stunden 
1,075, dem Logarithmus der Dosis 0,1l9 ccm. Also wird in 2 von 

1 2,866 ist eine verkiirzte Schreibweise fiir (0,866 - 2). 
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3 Fallen, bei denen 0,1 ccm gespritzt wird, del' Befund ergeben, daB 
nicht weniger als 0,087 ccm und nicht mehr als 0,119 gespritzt wurden. 
Del' Fehler del' Beobachtung wiirde also nicht mehr als 16% betragen. 
In 21 von 22 Fallen wird del' Fehler nicht mehr als 32 % sein. Diese 
Werte sind aus Versuchen berechnet, bei denen 10 Vogel pro Dosis 
benutzt wurden, urn die mittlere Lebensdauer festzustellen. Del' mittlere 
Fehler des Wirksamkeitsverhaltnisses zweier Extrakte bei Benutzung 
von je 10 Vogeln wird aus del' Formel 1ai + ~ berechnet, in del' G1 

del' in Prozenten ausgedruckte mittlere Fehler del' Bestimmung mit dem 
ersten Extrakt und G2 del' in Prozenten ausgedruckte mittlere Fehler 
del' Bestimmung mit dem zweiten Extrakt darstellt. In diesem Fall ist 
G1 = G2 = 16, und del' mittlere Fehler des Wirksamkeitsverhaltnisses 
beider Extrakte = 22,6 % . 

2. Die Auswertung an nebennierenlosen Batten. 

SCHULTZER hat kurzlich eine Methode zur Auswertung von Neben
nierenrindenextrakt beschrieben, zu del' er junge, 40 bis 50 g schwere 
Ratten braucht. Nach Rerausnahme del' Nebennieren werden sie 21 Tage 
lang mit Rindenextl'akt gespl'itzt und festgestellt, wieviel Prozent del' 
Ratten durch die taglich gegebene Dosis am Leben erhalten wurden. 

Die Nebennierenexstirpation an der Ratte. Die Ratte wird mit 
Ather narkotisiert, auf den Bauch gelegt, das Raar in del' Mitte des 
Ruckens kurz geschnitten, mit Alkohol befeuchtet und ein 3 bis 5 cm 
langeI' medianer Rautschnitt gemacht. Die hintere Bauchwand wird 
mit einem kleinen, etwa 0,5 ccm langen Schnitt im Winkel zwischen del' 
letzten Rippe und del' Wirbelsaule eroffnet. Wenn man von unten her 
gegen die Eingeweide druckt, kann man die Niere durch diese Offnung 
herausluxieren. M;eistens sieht man dann gleich am oberen Nierenpol 
die Nebemliere. Das Ligament, das die Nebenniere kranial fixiert, wird 
mit einer kleinen gebogenen Arterienklemme gefaBt und abgerissen; dabei 
kommt die Nebenniere mit, sowie ein Stuck del' Nierenkapsel, del' sie 
anhaftet. Damit ist die Exstirpation beendet, die Niere wird in die 
Bauchhohle zuruckgeschoben und die Offnung in del' Muskulatur mit 
einem Catgutstich zugenaht. Die Operation wird auf del' anderen Seite 
genau so gemacht. Dann wird die Raut mit Seide genaht. 

Lebensdauer der Ratten naeh Nebennierenextirpation. SCHULTZER 
fand, daB unbehandelte Tiere zwischen dem dritten und zwolften Tage 
nach del' Operation sterben. Die durchschnittliche Lebensdauer von 
77 Ratten war 5,7 Tage. SCHULTZER spritzte verschiedenen Gruppen 
nebennierenlosel' Ratten Rindenextrakt und berechnete die Dosen nach 
dem Gewicht fl'ischer Druse, einschlie.Blich Mark. Er gab von einer 
taglichen Dosis, die 100 g Druse entsprach, bis zu 1,5 g Druse pro Ratte. 
Von einem Extrakt genugten 12,5 g Druse, um die Mehrzahl del' Ratten 
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21 Tage lang am Leben zu erhalten, dagegen waren Dosen von weniger 
als 3,1 g Druse unwirksam. Tabelle 31 zeigt die Befunde. 

SCHULTZER fand, daB aIle Ratten starben, wenn man mit den In
jektionen aufhorte, und zwar durchschnittlich 6,3 Tage spater. Er kam 
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Abb. 26. Abbangigkeit des Prozentsatzes neben
nierenloser Ratten, die die Operation 3 Wochen 
iiberlebten, von der taglichen Dosis Rindenextrakt 
(in Gramm frischer Driise). Die beiden Kurven 
zeigen diese Abhiingigkeit fiir zwei verschiedene 

Extrakte. (SCHULTZER.) 

Tabelle 31. 

Tagliehe Zahl Zahl der Prozentsatz 
Dosis der ge- Ratten,die der uber-

Nebenniere spritzten 21 Tage lebenden 
g Ratten iiberlebten Ratten 

3,1 24 3 12,5 
6,2 46 14 30 

12,5 20 17 85 
25 26 23 88 
50 15 15 100 

zu dem SchluB, daB man mit 
dieser Methode 2 Extrakte mit
einander vergleichen konnte. Z urn 
Beispiel hielt von einem anderen 
Extrakt die Dosis, die 12,5 g 
Druse entsprach, nur 12% der 
Ratten 21 Tage am Leben, 25 g 
Druse 60 % und 50 mg Druse 

100 %. Die graphische Darstellung dieser Befunde zeigt Abb. 26, zu
sammen mit denen von Tabelle 31; man kann die relative vVirksam
keit beider Extrakte bestimmen, wenn man die Dosen, die denselben 
Prozentsatz der Tiere am Leben hielten, vergleicht. 

Der EinfluB der Kost auf die Lebensdauer. Zweifellos ist die Lebens
dauer junger Ratten nach Herausnahme der Nebennieren im hochsten 
Grade von der Kost abhangig. CLEGHORN, CLEGHORN, FORSTER und 
MCVICAR (1936) haben gezeigt, daB die Zugabe von Brat das Leben 
verlangert, und auch andere Forscher haben dies beobachtet. SCHULTZER 
gab den Ratten GUDJONSSONS K0stform (1930): 

Pulver aus abgerahmter Milch 30% 
Reismehl . . . . . . 40 % 
Autolysierte Hefe . . 15 % 
Gehartetes Cocosnufi6l und Haifisch-

lebertran . . . . . 15% 

Viele Untersucher haben gefunden, daB die Ratten, die durch Rinden
extrakt 21 Tage lang am Leben erhalten waren, nicht aIle sterben, sobald 
man mit Spritzen aufhort. Kleine Stucke von Rindengewebe, die bei 
der Operation zuruckgelassen wurden, hypertrophieren im Laufe dieser 
Zeit, und wenn dies bei mehreren Ratten eintritt, so wird das Resultat 
des Tests entwertet. 
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B. Adrenalin. 
In 2 Fallen ist eine biologische Auswertung von Adrenalin erforder

lich: erst ens , wenn eine bestimmte Adrenalinprobe darauf gepriift 
werden muB, ob sie die volle Wirksamkeit del' reinen Substanz besitzt; 
zweitens, wenn kleine, chemisch nicht mehr nachweisbare Adrenalin
mengen ermittelt und annahernd gemessen werden sollen. FUr den ersten 
Fall ist del' Test am Blutdruck del' Spinalkatze am besten; fur den 
zweiten del' am ausgeschnittenen Kaninchendarm. 

1. AU8wertung am Blutdruck der Katze. 

Ausgewachsene mannliche, nicht kastrierte Katzen sind am geeig
netsten. Das Praparieren del' Spinalkatze ist in Kapitel IV, S.55, be
schrieben. Ein niedriger konstanter Blutdruck bietet die besten Be
dingungen fUr die Auswertung; schwankt del' Blutdruck, so ist es zweck
maBig, das Ruckenmark zu zerstoren, indem man einen harten Draht 
in den Wirbelkanal schiebt. 
Nach Herausziehen des 
Drahtes verschlieBt man 
das obere Ende des Wirbel
kanals mit Plastilin, um die 
Blutung zu stillen. Die Zer
storung des Ruckenmarks 
bewirkt eine so starke 
Blutdrucksenkung, daB die 
Katze sterben kann, wenn 
man sie nicht sofort um· 
dreht und eine intravenose 
Adrenalininjektion macht. 

Ais Standard wird ein 
Adrenalin benutzt, das mit 
allen chemischen Proben 
als rein befunden wurde; 
die optische Drehung einer 
4proz. Losung in Normal
salzsaure muB -50 0 bis 
-53 0 betragen. Aus diesem 

Abb.27. Adrenalinauswertung am Blutdruck der Spinal
katze. Siehc Text. 

Adrenalin wird eine Losung in schwacher Salzsaure hergestellt und mit 
physiologischer Kochsalz16sung auf 1 in 40000 verdiinnt, Sie muB gegen 
Lackmus sauer reagieren, sonst zersetzt sie sich. Genau solche Losung 
macht man mit dem unbekannten Praparat. Als erstes ermittelt man 
eine Standarddosis, die sich fUr den Vergleich eignet. Eine Dosis, die 
einen submaximalen Effekt ausiibt, wird ausgewahlt, jedoch darf die 
Dosis nicht weit von del' maximalen entfernt sein, da in diesem Bereich 
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die Wirkung am gleichmiWigsten ausfiUlt. Die Adrenalinbestimmung 
mit diesel' Methode ist sehr genau und man kann damit Unterschiede 
von 6% feststellen. Abb. 27 zeigt eroen Vergleich, bei dem die Standard
injektion und die des unbekannten Praparates abwechselnd gegeben 
wurden. Aus der ersten Gruppe geht hervor, daB 0,3 ccm Standard 
starker als 0,3 ccm des Unbekannten sind, aus der zweiten Gruppe ist 
ersichtlich, daB 0,3 ccm Standard etwas schwacher als 0,33 ccm des 
Unbekannten sind. Also sind 0,32 ccm der unbekannten Losung 0,3 ccm 
der Standardlosung gleichwertig. Man stellt zweckmaBig jeden Ver
gleich so an, daB man sowohl eine Standarddosis ermittelt, die groBer, 
als auch eine Standarddosis, die kleiner als die Dosis des unbekannten 
Praparates ist. 

2. Die Auswertung am Kaninchendarm. 

Die Apparatur fUr ausgeschnittene Organe ist im Kapitel IV be
schrieben. Das Darmstuck wird in einer Tyrode16sung, deren Zusammen
setzung auf S. 46 angegeben ist, aufgehangt. Es muB frisch aus einem 
eben getoteten Kaninchen entnommen und etwa 3 bis 5 cm lang sein. 
Der Schreibhebel wird so beschwert, daB der Darm jedesmal zur selben 
Grundlinie erschlafft. Die Temperatur wird konstant auf 35 bis 36 0 C 
gehalten und die Sauerstoffzufuhr sorgfaltig reguliert; ein zu rasches 
Durchperlen stort den Eigenrhythmus des Darmes. Wenn die Kon
traktionsamplitude zu klein ist, kann man sie durch Zusatz von Pilo
carpin vergroBern, man gibt dann 0,01 mg Pilocarpin in 100 ccm Tyrode-
16sung. Am empfindlichsten sind Stucke aus dem Ileum; eine Adrenalin
verdiinnung von nur 1 in 230 Millionen (oder 0,3 y in ein Bad von 
70 ccm) bewirkt eine Hemmung der rhythmischen Kontraktionen. 
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Kapite1 VII. 

Schilddrtise. 

Die Auswertung der biologischen Wirksamkeit von getrocknetem 
Schilddrusenpulver ist noch nicht endgultig festgelegt. Es wird vielfach 
die Ansicht vertreten, daB die Wirksamkeit dem organisch gebundenen 
Jodgehalt proportional sei. So schreibt z. B. die Pharmakopoe der 
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Vereinigten Staaten (X und XI) vor, daB die Schilddriisenpraparate 
0,17 bis 0,23 % Jod enthalten miissen. HARINGTON hat gezeigt, daB das 
organisch gebundene Jod in 2 Formen, namlich als Thyroxin und als 
Di-Jodtyrosin, vorkommt. Von diesen beiden Substanzen ist nur das 
Thyroxin biologisch wirksam, dagegen ist Di-Jodtyrosin unwirksam. 
Aus diesem Grunde werden nach der britischen Pharmakopoe von 1932 
die Schilddrusenpraparate nicht nach ihrem gesamten organischen Jod
gehalt standardisiert, sondern nach dem in Form von Thyroxin vor
handenen Jod. Dieses als Thyroxin gebundene Jod macht 30 bis 60% 
des gesamten Jodgehaltes aus. Neuere Untersuchungen seit 1932 haben 
es aber wahrscheinlich gemacht, daB der gesamte Jodgehalt derSchild
druse wirksam ist. 

Es ist unmoglich, Thyroxin und Trockenschilddruse direkt zu ver
gleichen, da ersteres seine volle Wirksamkeit nur dann entfaltet, wenn 
es gespritzt wird und Schilddriisenpulver nicht gespritzt werden kann. 
Man hat aber ein Thyroxinpeptid durch intensive Verdauung von 
Thyreoglobulin mit Pepsin hergestellt, das sowohl intravenos als auch 
per os gegeben werden kann. Diese Verbindung hat man mittels intra
venoser Injektion mit Thyroxin und nach peroraler Verabreichung mit 
Schilddriisenpulver verglichen. Wenn die jeweils verglichenen Dosen 
denselben Jodgehalt hatten, dann wirkte das Thyroxinpeptid ebenso 
stark wie das intravenos gegebene Thyroxin und auch wie das per os 
verabreichte Schilddrusenpulver. HARINGTON (1935) deutete das Er
gebnis dahin, daB das gesamte Jod der Schilddruse wirksam sei und 
nicht nur das als Thyroxin gebundene Jod. Man kann also daraus den 
SchluB ziehen, daB bei der Standardisierung der Gesamtjodgehalt be
stimmt werden soll. 

A. Die Bestimmung des gesamten organisch gebundenen Jods. 
10 g Sehilddriisenpulver werden 4 Stunden lang mit 100 eem N-Natronlauge 

unter Benutzung eines RiiekfluBkiihlers gekoeht. Man filtriert die Fliissigkeit, 
solange sie noch heill ist, mit Hille einer Saugpumpe und verdiinnt nach dem 
Abkiihlen das Filtrat mit Wasser auf 500 ccm. 25 cem werden auf einem Wasserbad 
"auf 5 ccm eingeengt, die man in einen Nickeltiegel gibt. Dazu fiigt man 5 g Natrium
hydroxyd und verdampft das Wasser dureh Erwarmen. Nach Zusatz von einigen 
Milligramm Kaliumnitrat erhitzt man das Ganze auf einem Sandbad, bis aile 
organischen Bestandteile verbrannt sind. Nach dem Abkiihlen fiigt man naeh und 
nach 200 ccm destilliertes Wasser zu und iiberfiihrt den Riickstand damit in einen 
Glaskolben von 500 ccm. Man fiigt Methylorange, 1 ccm IOproz. Natriummeta
bisulfitlosung (Na2S20S) und so viel konzentrierte Phosphorsaure hinzu, bis die 
Losung sehwaeh rosa ist. Dann gibt man so viel Brom dazu, bis die Losung stark 
gelb gefarbt ist, und koeht 10 Minuten, wobei man dureh einige Glasperlen das 
StoBen verhindern muB. Nun werden 10 Trop£en 5proz. Natriumsalicylatlosung 
und nach dem Abkiihlen 5 ccm IOproz. Kaliumjodidlosung sowie 5 cem konzen
trierte Phosphorsaure hinzugefiigt. Man titriert mit D/200-Natriumthiosulfat und 
Starke als Indicator. 1 cem D/200-Natriumthiosulfat entspricht 0,1058 mg Jod. 
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B. Die biologische Auswertung. 

Wahrend man dtIrch die chemische Bestimmung des Gesamtjods am 
schnellsten einen Anhaltspunkt fiir die Wirksamkeit gewinnen kann, 
werden dennoch biologische Methoden gebraucht, obwohl sie meistens 
zu ganz anderen Ergebnissen fiihren . Eines der altesten Verfahren ist 
der Acetonitriltest nach REID HUNT (1905); eine andere Methode beruht 
auf der Bestimmung der Gewichtsabnahme von Meerschweinchen nach 
KREITMAIR (1928), und noch eine andere auf der Gasstoffwechselsteige
rung, bei der entweder der Sauerstoffverbrauch oder die Kohlensaure
abgabe (MORCH, 1929) bestimmt wird. 

1. Der Acetonitriltest. 

Die Methode beruht auf del' Beobachtung, daB Schilddriisenfiitterung 
bei Mausen die Resistenz gegeniiber der Giftwirkung von Acetonitril 
steigert. Es geht aber unter anderem aus den Arbeiten von WOKES (1935) 
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Abb. 28. Beziehung von Acetonitrildosis (A bszisse) zu Mortalitatsprozentsatz von Miinsen bei vcr
schiedenen Temperat.uren. Dick ausgczogene Kurve: 38 0 , diinn ausgczogene Kurve: 28', ge· 

strichelte Kurve: 15 bis 18' , punktierte Kurve : 7 ' . (WOKES.) 

hervor, daB die Beziehung zwischen del' Acetonitrildosis und dem Prozent
satz vergifteter Mause nicht befriedigend ist. Die Anzahl del' von 
Acetonitril get6teten Mause steigt bei Zimmertemperatur nicht iiber 
60% , auch nicht bei hohen Dosen, wie Abb. 28 zeigt. Nimmt man 
2 Gruppen von Mausen, so kann es geschehen, daB die eine Gruppe zu 
den sem empfindlichen, die andere zu den weniger empfindlichen geh6rt. 
Hat man nun die Schilddriise gerade den weniger empfindlichen Mausen 
gegeben, so kann es so aussehen, als ob diese dadurch geschiitzt worden 
waren. Eine Methode dieser Art kann aber nur dann mit Erfolg an
gewandt werden, wenn die Dosiswirkungskurve steil auf 100 % ansteigt. 
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W OKES fand, daB sie tatsachlich bei hoherer Temperatur steiler wurde 
und bei 37 0 C ideal aussah. Leider verschwand aber bei dieser Tem
peratur von 37 0 auch die Schilddriisenschutzwirkung. Auch GADDUM 
und HETHERINGTON (1931) konnten mit der Acetonitrilmethode nicht 
zu genauen Ergebnissen kommen. 

2. Die Auswertung auf Grund der Gewichtsabnahme von 
Meerschweinchen. 

KREITMAIR (1928) hat eine Methode beschrieben, bei der die Schild
driisenwirksamkeit an Meerschweinchen durch Herabsetzung des Korper
gewichts bestimmt wird. Er schlug vor, die kleinste Dosis zu bestimmen, 
die bei taglicher Schilddriisenfiitterung an einer Gruppe von 4 Meer
schweinchen innerhalb von 7 Tagen 10% Gewichtsverlust hervorruft. 
Da die Wirkung einer bestimmten Schilddriisendosis auf das Korper
gewicht einer kleinen Gruppe von Meerschweinchen groBen Schwankun
gen unterliegt, ist die Genauigkeit einer Auswertung dieser Art zweifel
haft. Man kann allerdings den Test an denselben Tieren in der Form 
eines Kreuztestes wiederholen. 

Die Wirksamkeit zweier Schilddriisenpraparate kann man an vier 
Gruppen zu je 6 Meerschweinchen vergleichen. Je 2 Gruppen erhalten 
dasselbe Praparat, eine davon die doppelte Dosis der anderen. Nach 
einer Zwischenpause von 14 Tagen wird der Versuch wiederholt und die 
Tiergruppen so ausgewechselt, daB diejenigen, die vorher das eine 
Praparat erhielten, nun das andere bekommen. Die Einzelheiten nach 
WOKES (unveroffentlicht) sind wie folgt: 

4 Gruppen von 6 mannlichen Meerschweinchen wurden ausgesucht. 
Die Gewichte waren in den einzelnen Gruppen moglichst gleichmaBig 
verteilt. Die Durchschnittsgewichte am Anfang des Versuches waren 
225, 263, 260 und 267 g. Die Kost bestand aus gekochten Kartoffeln, 
Kleie und Griinfutter. Die Kartoffeln wurden gar gekocht und mit der 
Kleie im Gewichtsverhaltnis 4: 1 fein vermischt. Jedes Meerschweinchen 
erhielt taglich 40 g dieser Mischung und 50 g frisches Griinfutter. Sobald 
die Tiere gleichmaBig zunahmen, wurde 6 Tage lang das Schilddriisen
praparat dem Futter zugegeben. Dazu wurde Schilddriisenpulver in die 
Kleie getan, so daB es 2 % der Futtermischung ausmachte, auBerdem 
Carmin zugefiigt, bis die rote Farbe gleichmaBig verteilt war. Die Ver
mischung der Kleie mit den Kartoffeln geschah wie vorher. Die Meer
schweinchen wurden morgens friih gewogen und erst danach gefiittert. 
Von den' 2 Schilddriisenpraparaten, S und T, wurden je 10 mg und 
20 mg taglich gegeben, Das Anfangsgewicht am Tage vor der Schild
driisenbehandlung und das Endgewicht am Tage nach der 6tagigen 
Schilddriisenbehandlung wurden bestimmt. Tabelle 32 zeigt die Be
funde. 
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Tabelle 32. Durchschnittsgewichte von 6 Meerschweinchen. 

Meerschweinchen I Dosis \ Anfang~eWicht I Endgewicht I Gewichtsverlust I Gewichtsverlust 
Grnppe mg g g % 

1 

I 
108 278,5 264 14,5 5,2 

2 20 8 285 254,5 30,5 10,7. 
3 10 T 275,5 262 13,5 4,9 
4 20 T 279 251 28,0 10,0 

3 10 8 310 286 24,0 7,7 
4 20 8 302 271 31,0 10,3 
1 10 T 324 294 30,0 9,2 
2 20 T 322,5 285 37,5 11,3 

Die Durchschnittswerte fiir die Gewichtsabnahmen in Tab. 32 sind: 
1. nach 10 mg 8 Gewichtsverlust von 6,45 % 
2. 20 " 8 " 10,50% 
3. 10 " T 7,05% 
4. 20 " T " 10,65% 

Aus diesen Befunden geht hervor, daB T etwasstarker als 8 ist. 
Das genaue Wirksamkeitsverhaltnis kann man nach del' Methode von 
MARKS fiir die Insulinauswertung an Mausen (s. S. 77) berechnen. Es 
wird vorausgesetzt, daB die Wirkung dem Logarithmus del' Dosis pro
portional ist. Zuerst wird del' Effekt nach Verdoppelung del' Dosis 
berechnet, diesel' ist fiir 8 10,50 - 6,45 = 4,15, fiir T = 3,60. Das 
Mittel von 4,15 und 3,60 ist 3,875. Danach wird del' Wirkungsunter
schied zwischen 8 und T berechnet, diesel' ist fi.b: 10 mg 0,60, fiir 20 mg 
0,15. Das Mittel hieraus ist 0,375. Wenn x del' Logarithmus des Wirk
samkeitsverhaltnisses von 8 und T ist, dann ist 

odeI' 

3,875 0,375 
Log 2 x 

0,375. 0,301 
x = 3,875 

= 0,0287. 

Dies ist del' Logarithmus von 1,068. Also ist die Wirksamkeit von 
T = 106,8% von 8. 

Die chemische Bestimmung des organischen Jodgehaltes ergab fiir 
80,64% und fiir T 0,38%. Del' als Thyroxin gebundene Jodanteil war 
fUr S 0,26% und fiir T 0,16%. Die biologische Wirksamkeit und del' 
Jodgehalt stehen offenbar in keinem Verhaltnis zueinander. 

3. Die Auswertllug auf Grund der GasstoUwechselsteigerung. 
M0RCH (1929) hat eine Auswertungsmethode fiir Schilddriisen

praparate beschrieben, die auf del' Gasstoffwechselwirkung beruht. 
GADDUM und HETHERINGTON (1931) haben die Methode mit wenigen 
Anderungen benutzt, und 'die hier folgende Beschreibung enthalt einiges 
davon. 
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Auswahl der Tiere lmd Kostform. 18 bis 28 g schwere mannliche 
Mause wurden ausgesucht und wahrend des ganzen Versuches bei 
moglichst konstanter Temperatur gehalten. Wenn sie sich nicht im 
Apparat befanden, in dem die Temperatur 23 ° betrug, waren sie in einem 
Raum von 21 ° C. Das Futter bestand aus 70% ganz ausgemahlenem 
<Mehl und 30% Trockenmilch. Jede Maus bekam taglich 4 g dieser 
Mischung mit 5 ccm Wasser angeruhrt. Wenn Schilddrusenpulver 
gegeben wurde, wurde es einer ganzen Monatsration beigemengt. Um 
eine innige Vermengung zu gewahrleisten, wurde Cochenillepulver hinzu
gefUgt und das fertig gemischte Futter mikroskopisch untersucht. 

Der Hergang des Versuchs. Die Mause wurden 8 Tage lang bei 
diesel' Kost gehalten, dann einzeln in die Respirationskammern gesetzt 
und die Kohlensaureabgabe fUr 4mal24 Stunden nacheinander bestimmt. 
Die Mause blieben tatsachlich 5mal 24 Stunden im Apparat; die Kohlen
saureabgabe des ersten Tages wurde abel' nicht berucksichtigt. Aus den 
Ergebnissen del' nachsten 4 Tage wurde del' Mittelwert fUr 24 Stunden 
berechnet. Die Mause bekamen dann 3 Wochen lang Schilddrusenpulver 
enthaltendes Futter, und am Ende diesel' Zeit wurde wieder in derselben 
Weise die Kohlensaureabgabe in 24 Stunden bestimmt. 

Bestimmung der Kohlensaureabgabe. Die von MoReH benutzte 
Apparatur ist in Abb. 29 gezeigt. GADDUM und HETHERINGTON setzten 
die Maus und den Futternapf in einen Glasbehalter von 500 ccm Inhalt 

Abb. 29. Apparatur zur Bestimmung der CO,·Abgabe an Mausen. (M0RCH.) 

tmd tauchten diesen in ein Wasserbad von 23° C. Mit einer Geschwindig
keit von 12 LiteI'll pro Stunde wurde Luft, die vorher durch einen 
Zylinder mit Natronkalk strich, durch den Glasbehalter gesaugt. Die 
herauskommende Luft stromte durch 2 Absorptionsflaschen nach WINK
LER mit 100 ccm CO2-freier 1,5.N ·Natronlauge und dann durch eine kleine 
Flasche mit Kalkwasser und Thymolblau, um zu sehen, ob die Kohlen
saure vollig absorbiert war. Nach 24 Stunden wurde die Apparatur 
auseinandergenommen, die Natronlauge aus den Absorptionsflaschen 
quantitativ herausgewaschen und auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt. 
Ein aliquoter Teil wurde mit N-Salzsaure titriert. Ais Indicator diente 

Burn-Biilbring, Biologische Auswertungsmethodeu. 7 
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Thymolblau. Der CO2-Gehalt der Losung wurde nach der Sauremenge 
berechnet, die, nachdem die Losung gelb geworden war (PH 8,4), ver
braucht wurde, um den Umschlag in Orange zu bewirken (PH 2,5). Bei 
PH 8,4 ist das nicht neutralisierte .Alkali praktisch nur in Form von 
Bicarbonat vorhanden (NaHC03), und man miBt die danach noch zur 
Zersetzung des Bicarbonats in NaCl und CO2 benotigte Saure. Die 
Titration muB besonders vorsichtig gemacht werden, da sonst durch 
jeden Sauretropfen, bevor er sich mit dem Ganzen mischt, schon vor 
der ersteri Ablesung Kohlensaure frei wird. Dies wurde vermieden, indem 
man die Saure ganz langsam durch ein Glasrohr einflieBen lieB unter 
die Oberflache del' Losung, die man fortwahrend mit durchperlendem 
Stickstoff in Bewegung hielt. Zur Kontrolle der Genauigkeit wurden 
Losungen von bekanntem Natriumbicarbonat- und Natriumhydroxyd
gehalt titriert. Tatsachlich waren 1 ccm N-Saure dem theoretisch berech
neten CO2-Gewicht (0,044 g) fast genau aquivalent. Die Titration konnte 
in 10 Minuten ausgefiihrt werden, ohne vor der ersten Ablesung Kohlen
saure zu verlieren. 

Schilddriisendosierung. M0ROH gibt als tagliche Dosis 0,1 bis 
1,0 mg getrockenetes Schilddriisenpulver pro 20 g Maus an. GADDU~I 

und HETHERINGTON muBten 5mal so groBe Mengen nehmen. Sie be
statigten M0RoHs Feststellung, daB die CO2-Produktion wahrend der 
ersten 2 bis 3 Wochen ansteigt und dann konstant bleibt. 

Berechnung der Befunde. Das Ergebnis wird durch den Prozentsatz, 
um den die Kohlensaureproduktion pro Gramm Maus zunimmt, aus
gedriickt. Einige Zahlen aus del' Arbeit von M0RoH sind in Tabelle 33 
wiedergegeben; sie bedeuten die Kohlensauremengen pro Maus in 
24 Stunden. 

Tabelle 33. (Nach MoRCH.) 

Tagliche Schilddriisendosis 

0,1 mg pro 20 g 
0,25" " 20" 
0,4 ,,20 " 

Gewicht 
der lIraus 

18,7 
13,9 
13 

Gesamte CO,-Abgabe pro lIIaus 
in Gramm in 24 Stunden 

Anfangswert I Nach 30 Tagen 

3,25 
2,71 
2,36 

3,52 
3,71 
3,18 

GADDUM und HETHERINGTON fanden, daB die durchschnittliche 
CO2-Abgabe pro Gramm Maus 0,193 g in 24 Stunden betrug, der mittlere 
Fehler war = 0,0028. In Abb. 30, auch aus M0ROHS Arbeit, ist das Ver
haltnis von taglicher Schilddriisendosis in Milligramm zu dem Prozent
satz, urn den die Kohlensaureabgabe zunimmt, dargestellt. Die Wirkung 
ist dem Logarithmus der Dosis direkt proportional. 

Anwendung der ll'Iethode. Selbstverstandlich muB die Methode als 
Vergleichsmethode gebraucht werden, d. h. zur Bestimmung der relativen 
Wirksamkeit zweier Praparate. Aus M0ROHS Befunden geht hervor, 
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daB die Beeinflussung des Stoffwechsels dem organischen Jodgehalt 
nicht proportional ist. Seine Zahlen sind in Tabelle 34 aufgestellt. 

Tabelle 34. (Nach M0RcH.) 

Schild- Jod- Schilddriisendosis, 
driisen- gehalt die 15 % . Znnahme 
praparat der CO,-Abgabe bewirkt 

A 0,20 0,22 mg pro 20 g 
B 0,19 0,46 

" " 20 " 
C 0,35 0,32 

" " 20 " 
D 0,23 >2,0 " 20 " 
E 0,30 0,44 

" " 20 " 
G 0,35 0,20 

" 
., 20 " 

Eines del' Priiparate, die M0RCII 
untersuchte, niimlich D, hatte keine 
Wirkung auf den Stoffwechsel, es 
enthielt abel' mehr Jod als das Prii-
parat A, das eines del' wirksamsten 

50 
% 

I 
I 

I' 

./ 
l-----

V/ 

o 41 42 43 (jf/ (},5 to mg Je20g t5 
fiJgliche J"cI7i/ddrusendosis 

Abb. 30. Verhiiltnis von taglicher Schilddriisen
dosis (Milligrannn pro 20 g) zu Steigerung der 

CO,-Abgabe. (M0RCH.) 

Priiparate in bezug auf den Stoffwechsel war. GADDUM und HETHE
RINGTON fanden, daB eine ebenso groBe Diskrepanz zwischen dem als 
Thyroxin gebundenen Jodgehalt und del' im Miiuseversuch gefundenen 
Wirksamkeit bestand. 

Fur die Auswertung von Substanzen mit Schilddrusenwirkung, die 
injizierbar und sofort wirksam sind, kann man die Methode von OBER
DISSE (1931) gebrauchen. M0RCIIS Methode dient zur Auswertung von 
Schilddrusenpulver, das nul' per os gegeben werden kann und sehr 
langsam wirkt. 

Literatur. 
GADDUCIf und HETHERINGTON, Quart. J. Pharm. Pharmacol. 4, 183 (1931). 
HANlNGTON, Lancet 228, 1199, 1261 (1935). - HUNT, BioI. Chern. 1, 33 (1905). 
KREITMAlR, Z. exper. Med. 61, 202 (1928). 
M0RCH, J. of Physiol. 61, 221 (1929). 
OBERDISSE, Arch. f. exper. Path. 162, 153 (1931). 
WORES, Quart. J. Pharm. Pharmacol. 8, 54 (1935). 

Kapitel VIII. 

EpitheUrorperchenextrakt. 

Del' Standard. Es gibt noch keinen internationalen Standard fiir Para
thyreoidextrakt, und es gibt auch noch kein haltbares Trockenpriiparat 
des Hormons, das man als Standard benutzen konnte. DYER (1936) 
versuchte ein Pulver herzustellen nach demselben Verfahren, mit dem 
man Hypophysentrockenpulver macht, fand dies abel' unmoglich. Er 

7* 
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behandelte dann die Driisen direkt mit Pikrinsaure, fiihrte das Pikrat 
in Sulfat liber und nahm die Ausfallung des Rormons beim isoelektrischen 
Punkt vor. Er reinigte das Material, indem er es aus konzentriertem 
Phenol mit Ather ausfallte. Auf diese Weise erhielt er ein wasserlosliches 
Pulver, das die spezifische vVirksamkeit besa.l3. Die Ausarbeitung'des 
Verfahrens ist aber noch im Anfangsstadium. Infolgedessen muB man 
zur Auswertung einen Vergleich mit einem friiher ausgewerteten Praparat 
ausfiihren, damit die Wirksamkeit der nachher hergestellten Extrakte 
konstant bleibt. 

Auswertungsmethoden. 

Es sollen drei Auswertungsmethoden beschrieben werden. Die erste 
beruht auf der durch den Extrakt bewirkten erhohten Calciumausschei
dung im Urin von Ratten. Die zweite beruht auf der durch den Extrakt 
bewirkten Verminderung del' Giftigkeit von Natriumoxalat odeI' der 
Rerabsetzung del' narkotischen Wirkung von Magnesiumsulfat an 
Mausen. Die dritte ist die Originalmethode von COLLIP, die auf dem 
durch den Extrakt bewirkten Anstieg des Serumcalciums von Runden 
beruht. Bisher ist keine dieser Methoden ganz befriedigend. Die Ratten
methode ist unten als Kreuztest beschrieben, bei dem zwei Extrakte 
an zwei Rattengruppen verglichen werden, die dann im zweiten Ver
suchsteil, wenn der Extrakt wieder gespritzt wird, vertauscht werden, 
so wie man das mit den Kaninchen bei del' Insulinauswertung macht. 
Leider reagieren abel' nun die Ratten beim zweitenmal nicht immer 
ebenso auf das Parathyreoidhormon und es kommt dann im zweiten 
Versuchsteil zu keinem Calciumanstieg im Urin. Die Mausemethode 
hat ahnliche Nachteile, da es gelegentlich vorkommt, daB del' Para
thyreoidextrakt wedel' die Toxizitat des Natriumoxalats noch die nar
kotische Wirkung des Magnesiumsulfats geniigend herabsetzt. 

A. Die Rattenmethode. 
Runde sind deshalb praktisch fiir Routinezwecke lUlgeeignet, weil 

man meistens nicht viele auf einmal unterbringen kalUl. Bei einer guten 
Methode soll man abel' die Moglichkeit haben, einen Durchschnittseffekt 
an einer Tiergruppe zu bestimmen, wobei die Tiergruppe groB genug sein 
muB, um den durch die Tierwahl bedingten Fehler auf ein Minimum zu 
reduzieren. Deshalb sind die kleinen Laboratoriumstiere, wie Ratten 
und Mause, den Runden vorzuziehen. Die Bestimmung del' Blut
zusammensetzung hat den Nachteil, daB die Konzentration del' einzelnen 
Blutbestandteile nicht nur von del' Abgabe derselben in das Blut, sondeI'll 
auch von del' Ausscheidung aU8 dem Blut abhangt. Nach del' Injektion 
von Epithelkorperchenextrakt erfolgt eine Calciumabgabe aus den 
Knochen und ein Calciumanstieg im Blut. Aus dem kreisenden Blut 
wird das Calcium in den Zellen del' verschiedenen Organe abgelagert, 
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besonders in der Niere, von der es im Urin ausgeschieden wird. Der 
Serum-Calciumanstieg einige Stunden nach der Injektion von Para
thyreoidextrakt ist deshalb kein rechtes MaB fiir die gespritzte Extrakt
menge, da sicher etwas von dem Knochenkalk schon wieder aus dem 
Blut in andere Gewebe verschwunden ist. Um einen MaBstab fiir den 
Effekt zu gewinnen, ist es daher besser, nicht das Blut, sondern ein Ge
webe oder eine Fliissigkeit zu untersuchen, in denen der Calciumanstieg 
irreversibel ist, wie z. B. den Urin. Spritzt man einem Tier Parathyreoid
extrakt, so muB die Vermehrung del' Calciumausscheidung im Urin von 
der Hormonmenge abhangig sein. 

Auswahl der Tiere und Kostform. DYER nimmt eine Gruppe von 
lO Ratten von 120 bis 160 g Gewicht, moglichst alie vom selben Ge
schlecht. Die Kost enthalt ungefahr 1 % Calciumcarbonat. Es zeigte sich, 
daB Parathyreoidextrakt die Calciumausscheidung im Urin viel mehr er
hoht, wenn die Kost calciumreich .ist; auBerdem lieB sich bei calcium
reicher Kost die erhohte Calciumausscheidung im Urin einige Tage spater 
an denselben Tieren wiederholen. Auf den EinfluB calciumreicher Kost 
wurde von BULBRlNG (1931) hingewiesen, die zeigte, daB Epithelkorper
chenextrakt eine viel starkere Calciumverarmung der Knochen bewirkte, 
wenn man die Ratten calciumreich ernahrte. Die von DYER benutzte 
Kost war: 

Mais (gemahlen) . . 65 Teile 
Weizen (gemahlen). 20 
Trockenmilch .. 20 
Casein . . . .. 9 
Getrocknete Hefe 5 
Calciumcarbonat . I Teil 
Natriumchlorid. 0,5 " 

Nachdem man die Ratten einige Tage mit dieser Kost gefiittert hat, 
werden sie einzeln in Stoffwechselkafige gesetzt. Dabei ist darauf zu 
achten, daB nichts von dem Futter in den unten aufgefangenen Urin 
falit. Hat man den Futternapf auBerhalb des Kafigs, so verstreut die 
Ratte doch etwas Futter im Kafig, hat man ihn im Kafig, so setzt sich 
die Ratte in den Futternapf und etwas Urin geht verloren. Um diesen 
Schwierigkeiten zu begegnen, machte DYER eine Paste aus: 

Butter . . . . . . . 10 Teile 
Pulvis Tragacanth . . 10 
oben aufgestellte Kost 80 

In einem groBen vorgewarmten Morsel' wird der Tragacanth mit der 
geschmolzenen Butter vermischt und die Futtermischung langsam zu-

1 Pulvis Tragacanthae compositus: 
Traganth, fein gepulvert 
Gummi arabicum . 
Starke ... 
Rohrzucker. . . . 

150 g 
200 " 
200 " 
450 " 
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gefiigt. SchlieBlich fiigt man so viel destilliertes Wasser zu, daB die 
Masse zusammenklebt und nicht kriimelt. Ein Ball von 10 g wird 2mal 
taglich in jeden Kafig gegeben; die Ratten fressen dies sehr gern. . 

Die StoHwechselkiifige. Man kann speziell zum Sammeln von Urin 
konstruierte Kiifige fertig kaufen. Gewohnlich haben sie einen weit
maschigen Drahtboden, durch den Urin und Faeces in einen Trichter 
fallen. An der Trichteroffnung ist eine Glasbirne umgekehrt aufgehangt, 
so daB die Spitze in das SammelgefaB fitr den Urin hineinhangt. Die 
Faeces fallen an der Glasbirne seitlich ab, wahrend der Urin daran 
entlang in das SammelgefaB rinnt. 

Die Calciumbestimmung im Urin. Taglich wird der Trichter des 
Stoffwechselkafigs mit destilliertem Wasser in das SammelgefaB aus
gewaschen. Del' Urin und das Waschwasser von 5 Kafigen (mit 5 Ratten) 
werden zusammengegossen und mit destilliertem Wasser auf 100 ccm 
verdiinnt. Davon werden 50 ccm auf einem Sandbad in einem 125-ccm
Kolben bis zur Trockne eingedampft, wobei man mit Glasperlen das 
StoBen verhindern muB. Auf den Riickstand gibt man 1 bis 2 ccm 
konzentrierte Salpetersaure, setzt einen kleinen Glastrichter auf die 
Kolbenoffnung und erhitzt wieder bis zur Trockne. Das Hinzufiigen 
von Salpetersaure wird wiederholt, manchmal 4- bis 5mal, bis ein rein 
.weiBer Ascheriickstand bleibt. Die Asche wird je nach der Menge in 
5 bis 10 ccm 50proz. Salzsaure gelOst. Zu diesem Zweck muB man den 
Kolben erwarmen, wobei die uberschussige Salzsaure entweicht. Die 
Losung wird auf 10 ccm aufgefiillt. Davon gibt man 5 ccm in ein 
Zentrifugenglas (das 15 ccm faBt), neutralisiert gegenuber Methylrot 
mit einer 2proz. AmmoniaklOsung, fugt 1 ccm 4proz. Ammoniumoxalat 
zu und laBt uber Nacht stehen. Am nachsten Tag wird zentrifugiert. 
(10 Minuten bei 2000 Umdrehungen pro Minut.e), so daB sich der Nieder
schlag fest. auf dem Boden ansetzt. Man gieBt dann die uberstehende 
Flussigkeit ab und stellt das Zentrifugenglas fur fiinf Minuten umge
kehrt auf FlieBpapier. Danach wascht man den Niederschlag in 2proz. 
Ammoniakwasser und zentrifugiert wieder wie oben, gieBt die Flussig
keit ab und stellt das Glas umgekehrt auf. Der Niederschlag wird in 
2 ccm N-Schwefelsaure aufgelost und im Wasserbad auf 70° C erwarmt. 
Man titriert, indem man aus einer Burette 0,01 N-Kaliumpermanganat
lOsung tropfenweise zufiigt, bis die rosa Farbe bestehen bleibt. Wahrend 
del' Titration muB die Temperatur auf 70° C gehalten werden. Die 
0,01 N -KaliumpermanganatlOsung muB jedesmal frisch aus einer starkeren 
hergestellt.werden. (N-KaliumpermanganatlOsung enthalt 3,16gfl. 1 ccm 
einer 0,01 N-Losung entspricht 0,2 mg Calcium.) 

Die Wirkung des Parathyreoidextraktes auf die Calciumausschei
dung im Urin. Tabelle 35 zeigt die Wirkung des Epithelkorperchen
extraktes auf die Calciumausscheidung im Urin. Del' Calciumgehalt im 
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Urin von 5 Ratten wurde 4 Tage lang taglich bestimmt; er betrug durch. 
schnittlich 1,3 mg am Tage. Es wurde dann an drei aufeinanderfolgenden 
Tagen taglich emmal Para
thyreoidextrakt gespritzt, 
worauf die Calciumaus
scheidung an diesen 3 Ta
gen sowie am darauffolgen
den Tage auf durchschnitt
lich 7,8 mg taglich anstieg. 
Wahrend der drei nachsten 
injektionslosen Tage sank 
die Tagesausscheidung wie
der auf 3,8 mg, um, sobald 
die Injektionen wiederholt 
wurden, nochmals auf tag

.Hch 10,4 mg anzusteigen. 
Einzellieiten der Aus

wertung. Man nimmt fiir 
die Auswertung 2 Gruppen 
zu wenigstens 5 Ratten. 
Von jeder Gruppe wird die 
tagliche Calciumausschei

Tabelle 35. 
Tagliche Calciumausscheidung im Urin 
von 5 Ratten vom Gesamtgewicht 750 g. 

. i Gesamt-Calcium- Durchschnitts-
Tag ParathyreOId- : ausscheidung menge tagllch 

extrakt I 
I mg mg 

1 - I 1,5 

I] 
2 - 0,8 

I 1,3 3 - ! 1,9 
4 - I 0,9 

5 0,4 ! 6,5 

I] 6 0,4 8,5 
7 0,4 8,5 7,8 

8 - i 7,7 

9 - i 2,2 

} 10 - i 4,0 3,8 
11 -

I 
5,1 

12 0,4 11,1 

I] 
13 0,4 17,0 

10,4 14 0,4 , 7,2 
15 - 6,3 

dung im Urin 4 Tage lang bestimmt. Man muB den Ratten, wie 
oben schon erwahnt, ein paar Tage vorher die calciumreiche Kost 
geben, damit sie sich, bevor sie in die Stoffwechselkafige kommen, 
daran gewohnen. Sie werden dann 3 Tage lang mit Epithelkorperchen
extrakt gespritzt, die eine Gruppe mit dem als Standard benutzten, die 
andere mit dem unbekannten Praparat. Die Tagesdosis pro Ratte ist 
ungefahr 0,4 ccm eines dem Parathormon (ELI Ln.LY) entsprechenden 
Praparates. Wahrend der 3 Injektionstage und dem darauffolgenden 
Tage wird der Calciumgehalt des Urins bestimmt. Danach wendet man 
den fiir Insulin beschriebenen Kreuztest an. Man bestimmt wieder die 
Calciumausscheidung im Urin an 4 injektionslosen Tagen und gibt dann 
3 Tage lang den Ratten, die vorher das unbekannte Praparat erhielten, 
den Standard, und umgekehrt. Am SchluB hat man dann die Wirkung 
von beiden Praparaten an beiden Rattengruppen festgestellt. 

Die Beziehung von Wirksamkeit zli. Wirkung. Die bisherigen Be
obachtungen deuten darauf hin, daB die Beziehung zwischen Para
thyreoiddosis und Calciumausscheidung linear verlauft. Da das Ver
haltnis aber bisher noch nicht feststeht, muB man versuchen, eine Dosis 
des unbekannten Praparates zu finden, die dieselbe Wirkung hat wie 
die Standarddosis. Der oben beschriebene Test dauert 16 Tage; muB 
er wiederholt werden, so dauert die Auswertung 32 Tage. In groBen 
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Betrieben, wo die Praparate lange vor dem Gebrauch zur Verfiigung 
stehen, ist das keine unliberwindliche Schwierigkeit. 

B. Die Mansemethode. 
Die toxische Wirkung von Natriumoxalat fiir Mause kann man ent

weder mit Calcium oder, wie KOCHMANN (1934) gezeigt hat, mit Epithel
k6rperchenextrakt herabsetzen. Ebenso kann man, wie SIMON (1935) 
fand, die narkotische Wirkung von Magnesiumsulfat mit Epithel
k6rperchenextrakt vermindern. DYER (unver6ffentlicht) bestimmte 
das VerhaItnis von Natriumoxalatdosis zum Sterblichkeitsprozent-
% satz der Mause, WOKES (1935) die Be-

a / b V 
80 ziehung der Magnesiumsulfatdosis zum 

I / 
I II 

/ 
/ / 

20 

Prozentsatz der narkotisierten Mause. 
Diese beiden Kurven (a) und (b) sind 
in Abb. 31 wiedergegeben. Danach kann 
man eine Natriumoxalatdosis, z. B. 5,5 mg 
pro 20 g Maus, aussuchen, die 80% der 
Mause t6tet, und sehen, um wieviel ge
ringer die Sterblichkeit nach vorheriger 

~ If 6 10 20 30 Verabreichung von Parathyreoidextrakt 
Nafriumoxolo/ 1'&'J'14t·7~O ist. In derselben Weise narkotisiert die 
fog je 20!!! [l7l{f je 20!!! 

Abb. 31. a) Beziehung zwischen Na- Magnesiumsulfatdosis 30 mg pro 20 g Maus 
triumoxaIatdosis und Sterblichkeits- 80% der Tiere, wenn aber vorher Epithel
prozentsatz; b) Beziehung zwischen 
Magnesiumsuliatdosis und Prozent- korperchenextrakt gespritzt wird, ist der 

satz narkotisierter Miiuse. Prozentsatz geringer. 

Bei beiden Methoden flittert man die Mause auch schon ein paar 
Tage vorher mit calciumreicher Kost, genau wie sie oben fiir Ratten 

Tabelle 36. 
Die Wirkung von Parathyreoidextrakt 
(3 Injektionen im Abstand von 2 Stun
den) auf die durch Magnesiumsulfat 
(1,5 mg pro Gramm 11/2 Stunde nach der 
letzten Injektion des Parathyreoid-

extraktes) bewirkte Narkose. 

Gesamtdosis Anzahl Miiuse Prozentsatz Parathyreoid I narkotisiert narkotisiert Extrakt pro 20 g gespritzt 

- 47 

I 
41 87 

0,3 ccm 27 19 70 
0,6 " 

27 

I 
14 52 

0,9 " 
20 4 20 

angegeben ist. 
Einzelheiten der Answer

tung. Es Hegen bisher mehr 
Angaben liber die Magne
siumsulfatnarkose als liber 
die Natriumoxalatvergiftung 
vor. DYER fand, daB man 
die starkste Parathyreoid
wirkung erzielt, wenn man 
die Extraktmenge in 3 In
jektionen verteilt im Ab
stand von 2 Stunden gibt 
und F /2 Stunden nach der 

letzten Injektion das Magnesiumsulfat spritzt. 15 bis 30 Minuten nach 
der Magnesiumsulfatspritze sind die Mause narkotisiert; bei manchen 
dauert die Narkose nicht langer als 20 Minuten, bei manchen mehrere 
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Stunden, meistens abel' ist sie 3/4 Stunden naeh del' Magnesiurnsulfat
injektion zu Ende. Eine Maus wird als narkotisierl gezahlt, wenn sie 
in Riickenlage verharrt und keinen Versueh macht, sich umzudrehen. 

Die Ergebnisse eines Versuches, bei dem verschiedene Parathyreoid
dosen gespritzt wurden, sind in Tabelle 36 aufgestellt. Es geht daraus 
hervor, daB man die Dosis sehr steigern muB, urn eine wesentliche 
Anderung des Prozentsatzes narkotisierter Mause hervorzurufen; z. B. 
reduziert die Verdoppelung del' Dosis von 0,3 ccm auf 0,6 ccm den 
Prozentsatz nur von 70 % auf 52 %. Erh6ht man die Dosis weiter um 
50%, so sinkt del' Prozentsatz narkotisierter Mause auf 20%. Man muB 
also sehl' viele Mause fUr den Vergleich zweier Prapal'ate verwenden, 
z. B. 100 bis 200 in einer Gruppe, urn zuverlassige Werte fUr den wirk
lichen Prozentsatz zu bekommen. 

C. COLLIPs Originalmethode. 
Nach COLLll' ist eine Einheit Parathyreoidextrakt ein Hundertstel 

del' Menge, die dazu n6tig ist, das Serumcalcium eines 20 kg schweren 
Hundes urn 5 mg pro 100 cern Blutserum zu steigern. Dazu wird del' 
Calciumgehalt im Serum an 10 ungefahr 20 kg sehweren Hunden be
stimmt. Urn 6 Uhr abends wird del' Extrakt subcutan gespritzt, und 
am nachsten Morgen urn R Uhr, 15 Stunden nach del' Injektion, wird 
die Andel'ung des Caleiumspiegels ermittelt. Del' durchschnittliche 
Calciumanstieg wird festgestellt; betragt diesel' gerade 5 mg, so enthi1lt 
die injizierte Dosis 100 Einheiten. 

Einzelheiten der Auswertung. Man kann beim Hund die Blutprobe 
leicht aus del' Ohrvene entnehmen. Am auBeren Rande des Ohres wird 
das Haar kurz geschnitten und (trocken) abrasiert. Reibt man das Ohr, 
so tritt die Vene alsbald deutlieh hervor. Mit einem kleinen ophthal
mologischen Skalpell wird die Vene angestochen; wenn man am Ohr
ansatz die Vene staut, tropft das Blut rasch heraus. Del' Hund spUrt 
davon wenig, und die kleine Wunde schlieBt sich ohne weiteres. Man 
fangt ungefahr 10 cern Blut in einem Zentrifugenglas auf, das 15 cern 
faBt. (Man muB die Zentrifugenglaser sorgfaltig reinigen, indem man 
sie erst in Chromschwefelsaure stellt, dann in destilliel'tem Wasser aus
wascht und sie in einem Of en v6llig trocknet.) Man stellt die das Blut 
enthaltenden Glaser warm bei 37 0 , damit sich del' Blutkuchen zusammen
zieht und sich soviel wie m6glich Serum absetzt. Den Rand des Gerinn
sels lOst man mit einem Platindraht yom Glas abo Dann zentrifugiert 
man so lange, bis man 4 ccm Serum abpipettieren kann. In 2 Zentri
fugenglaser gibt man je 2 cern Serum, fiigt 2 ccm destilliertes Wasser 
und 1 ccm 4proz. Ammoniumoxalat zu und laBt iiber Nacht stehen. 
Weiter verfi1hrt man wie bei del' Bestimmung des Calciumgehaltes im 
Urin und titriert ebenso mit Kaliumpermanganat. FUr das Calcium in 
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2 ccm Serum braucht man ungefahr 1 ccm O,01-N-Kaliumpermanganat
losung, was 0,2 mg Calcium entspricht. 
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Kapitel IX. 

Die Hormone des Ovariums. 

A. Das brunstauslOsende Hormon. 
Das Standardpraparat. Es· gibt 2 Standardpraparate fUr das brunst

auslOsende Hormon: Oestron und Oestradiol-Monobenzoat. Oestron wird 
aus dem Drin von Schwangeren gewonnen und wurde 1932 von der stan
digen Kommission fUr biologische Standardisierung als internationaler 
Standard angenommen. Es ist die Hydroxyketonform des Hormons. Das 
Material, das sich im National Institute for Medical Research, London, 
befindet, wurde groBtenteils von GIRARD, auBerdem auch von LAQUEUR, 
DOISY und BUTENANDT zur Verfugung gestellt. Die einzelnen Proben 
wurden gemischt und auf Ampullen verteilt, die dann 10 Wochen lang 
im Vakuum uber Phosphorpentoxyd stehengelassen wurden. Dann 
wurden die Ampullen mit trockenem Stickstoff gefullt und zuge
schmolzen. 

In den Jahren nach del' Einfuhrung dieses Standards hat man ver
esterte Formen des Hormons hergestellt und angefangen, diese regel
maBig zu gebrauchen. Als man sie aber mit dem Standard verglich, 
fand man, daB die relative Wirksamkeit sich je nach dem Losungsmittel 
und je nach del' Tierart, die fUr die Auswertung benutzt wurde, ver
anderte. 1935 entschloB man sich deshalb bei einer zweiten Konferenz, 
einen zweiten Standard einzufiihren, del' das Monobenzoat der Dihydroxy
form des Hormons sein sollte und Oestradiol-Monobenzoat genannt 
wurde. Das Material wurde von LAQUEUR, GIRARD lmd BUTENANDT 
zur Verfugung gestellt. Es wurde gemischt und unter denselben Vor
sichtsmaBregeln auf Ampullen verteilt wie del' erste Standard. 

Die Einheit. Als Oestron als Standard eingefiihrt wurde, bezeichnete 
man als Einheit die spezifische brunstauslOsende Wirksamkeit in 
0,0001 mg Standard. Bei del' Einfuhrung von Oestradiol-Monobenzoat 
als zweiten Standard bezeichnete man ebenfalls als Einheit fUr die 
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Benzoesaurepraparate des Hormons die Wirksamkeit in 0,0001 mg des 
Standards.' Dies sollte jedoch nicht' bedeuten, daB die in einer Einheit 
der beiden Standardpraparate enthaltene Wirksamkeit dieselbe seL 

Die Zubereitnng der Injektionslosung. Vom brunstauslosenden 
Hormon kann man wasserige oder olige Losungen herstellen. Fiir die 
Auswertung muB das Standardpraparat in demselben Losungsmittel 
gelOst werden wie das unbekannte. Das Standardpraparat ist in alkoholi
scher Losung gut haltbar, wie aus den Arbeiten von ROWLAND und 
CALLOW (1935) hervorgeht. Die Herstellung einer 0,1 proz. LOsung in 
97,5proz. oder absolutem Alkohol wird dadurch erleichtert, daB man 
den Alkohol erwarmt, bevor man ihn auf die Krystalle schiittet, die auf 
einem Uhrglas ausgewogen wurden. Die Krystalle miissen lange ver
rieben werden, damit sie sich auflosen. Man bereitet eine wasserige 
Losung, indem man das erforderliche V olumen der alkoholischen Losung 
zu einem viel groBeren Volumen Wasser hinzufiigt. Um eine olige Losung 
herzustellen, wird das 01 in einem Becher gewogen, nicht gemessen, 
sondern das Volumen wird aus dem spezifischen Gewicht berechnet: 
9,15 g Olivenol entsprechen 10 ccm. Die alkoholische Losung wird hinzu
gefiigt und der Alkohol durch Erwarmen auf einem Wasserbad ab
gedampft. Das Injektionsvolumen fiir Mause ist 0,1 ccm, fiir Ratten 
0,2 ccm. 

Die Bestimmung der Wirksamkeit. Urn die relative Wirksamkeit 
von brunstauslosenden Hormonpraparaten festzustellen, gibt es zwei 
Methoden, namlich die Vaginalabstrichmethode und die Methode der 
Feststellung des Uterusgewichtes. Bei der ersten Methode ist die Re
aktion auf das Hormon qualitativ, und die Wirkung wird an dem 
Prozentsatz der Tiere, bei denen die Reaktion eintritt, gemessen. Bei 
der zweiten Methode ist die Reaktion quantitativ. Die erste Methode 
wird noch allgemein gebraucht, die zweite ist aber zuverlassiger, da 
Fehler auf Grund verschiedener Auslegung nicht vorkommen konnen. 
Fiir beide Methoden braucht man kastrierte Tiere. 

Die Herausnahme des Ovariums bei Ratten und Mausen. Die Tiere 
werden mit Ather narkotisiert. Es ist nicht notig, streng aseptisch zu 
arbeiten, nur sehr sauber. 

Der Hautschnitt wird 0,5 bis 1 cm lang gemacht. Die Leichtigkeit 
der Operation hangt davon ab, ob man diesen Einschnitt an die richtige 
Stelle setzt. Sie soli halbwegs zwischen der letzten Rippe und dem Knie 
liegen, ungefahr 1 ccm lateral von der Wirbelsaule. Nach dem Haut
schnitt wird ein paralleler, aber kiirzerer Schnitt durch die Muskulatur 
gemacht. An der richtigen Stelle sieht man unmittelbar darunter in der 
Peritonealhohle Fettgewebe liegen, das mit einer Pinzette durch das 
Loch herausgezogen wird. Man findet darin das Ovarium, das am Uterus 
festhangt. Meistens unterscheidet es sich durch seine rote oder rotlich-
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gelbe Farbe, ist abel' gelegentlich farblos. Das Ovarium und gleich
zeitig soviel wie moglich von dem daranhangenden Fett Wird mit einem 
Seidenfaden abgebunden und herausgeschnitten. Danach legt man das 
Uterusende wieder in die Peritonealhohle zuriick. Ein Catgutstich 
geniigt, um die Muskulatur zusammenzuhalten. Die Haut wird .mit 
Seide zusammengenaht. Das Ovarium del' anderen Seite wird in ent
sprechender Weise herausgenommen. Die vollstandige beiderseitige Ope
ration braucht nicht langeI' als 6 Minuten zu dauern. Nach del' Operation 
muB man die Tiere warmhalten. Sie erholen sich dann schnell. 

Wenn die Vaginalabstrichmethode benutzt wird, entfernt man 
zweckmaBig nicht nur das ganze Ovarium, sondern auch einen Teil des 
darangrenzenden Uterus, da dann eine geringere Regenerationsgefahr 
besteht. Fiir diese Auswertung braucht man wenigstens 40 Tiere. 

1. Die Vaginalabstrichmethode. 

Die urspriingliche Methode, einen Vaginalabstrich zu machen, bestand 
darin, daB ein Glasstab odeI" ein Metallspatel mit einem glatten runden 
Ende an del' Vaginalwand entlang gestrichen wurde und die so ge
wonnenen Zellen mit einem Tropfen Wasser auf einem Objekttrager 
vermischt wurden. Es ist besser, die Tropfen Wasser in die Vagina 
einzufiihren und ihn dann zur Untersuchung wieder herauszunehmen. 
Man benutzt dazu zweckmaBig eine kleine, mit Gummikappe versehene 
Pipette, die sich am Ende zu einer Offnung von 2 mm Durchmesser 
verengt. Del' Rand diesel' Offnung muB glatt sein. Ein Tropfen Wasser 
wird mit diesel' Pipette in die Vagina del' Ratte odeI' del' Maus eingefiihrt, 
dann wieder herausgesaugt, auf einen Objekttrager gebracht und mit 
einer schwachen VergroBerung mikroskopisch untersucht. Man findet 
drei verschiedene Zellsorten: 

a) die polymorphkernigen Leukocyten, 
b) die groBeren, runden, kernhaltigen Zellen, 
c) die groBen, schollenformigen Epithelzellen, die oft verhornte Zellen 

genannt werden. 
In dem Abstrich einer nicht mit Hormon gespritzten kastrierten 

Maus odeI' Ratte befinden sich gewohnlich sehr viele Leukocyten, auBer
dem einige runde kernhaltige Zellen und gelegentlich vereinzelte Schollen
zellen. 

FUr den Oestrus charakteristische Veranderungen. Das Epithel del' 
Vagina eines kastrierten Tieres ist diiml und besteht aus sehr wenigen 
Zellagen. Infolgedessen durchdringen die Leukocyten leicht das Epithel 
und werden daher auf del' Oberflache gefunden. Unter dem EinfluB des 
Hormons wird die Epithelschicht dicker. Die kernhaltigen Zellen ver
mehren sich rasch, und diejenigen,die nahe an del' Oberflache liegen, 
verlieren ihre Kerne und bilden dann die groBen Schollen. Durch diese 
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Lage von kernbaltigen Zellen und verhornten Schollenzellen konnen die 
Leukocyten .nicht mehr durchdringen. 

Diese Veranderungen erreichen ungefahr 48 Stunden nach del' ersten 
Injektion des Hormons ihr Maximum. Wie lange die dicke, verhornte 
Schollenschicht erhalten bleibt, hangt vom Tier und von del' gespritzten 
Hormonmenge abo Weml diese abel' nicht besonders groB war, dauert 
das Stadium nur wenige Stunden. Wenn man also die Vagina um diese 
Zeit nicht untersucht, kann man die volle Entwicklung des Oestrus 
nicht feststellen, obwohl sie stattgefunden haben mag. Da man nun die 
Vaginaluntersuchung bei Routinearbeiten nicht sehr oft wiederholen 
kann, muB del' Untersucher nicht nul' dariiber entscheiden, welche Tiere 
sich gerade im Oestrus befinden, sondern auch, welche Tiere wahr
scheinlich bald soweit sein werden und welche Tiere gerade das Stadium 
hinter sich haben. 

VOl' dem Oestrus enthalt del' Abstrich entweder nur runde, kern
haltige Zellen odeI' eine Mischung von kernhaltigen Zellen und Schollen. 
Wahrend des Oestrus enthalt er ausschlieBlich Schollen. Nach dem 
Oestrus finden sich in dem Abstrich Schollen und viele Leukocyten, die 
dann auftreten, wenn sich das verhornte Epithel von del' Vaginalwand 
ablost. 

Die Auswertung. Von einer oligen Losung wird die Dosis in einer 
einzigen Injektion verabreicht. Von einer wasserigen Losung gibt man 
die Dosis entweder in 3 Injektionen im Abstand von 4 Stunden odeI' in 
4 Injektionen im Abstand von 12 Stunden. Wenn das Hormon in 
wasseriger Losung gespritzt wird, nimmt man an, daB es schnell aus
geschieden wird, und deshalb gibt man mehrere Injektionen. Del' Ab
stand zwischen den einzelnen Injektionen und il1J:e Anzahl muB jeder 
Untersucher selbst entscheiden, vorausgesetzt, daB dieselbe Einteilung 
fUr den Standard wie fUr das unbekannte Praparat vorgenommen wird. 
Man injiziert subcutan, nicht intramuskular. 

Wenn man die Injektionen in oliger Losung gibt, tritt die positive 
Reaktion gewohnlich am dritten Tage ein, obwohl man sie gelegentlich 
auch erst am vierten Tage beobachtet. (Gibt man die Injektionen in 
wasseriger Losung, im Abstand von 12 Stunden, so tritt die Wirkung 
erst am vierten oder fiinften Tage ein.) Der Vaginalinhalt wird zweimal 
am dritten und einmal friih am vierten Tage untersucht. Die eindeutigste 
positive Reaktion, die man beobachten kann, ist das ausschlieBliche 
Auftreten von Schollen. Die haufigste positive Reaktion, die man 
jedoch beobachtet, ist ein Gemisch von kernhaltigen Zellenund Schollen 
bei del' ersten Untersuchung am dritten Tage und ein Gemisch von 
Schollen und Leukocyten bei der zweiten. Man kann auch solche Re
aktionen als positive zahlen, bei denen man nul' kernhaltige oder ein 
Gemisch von kernhaltigen Zellen nnd Schollen bei beiden Untersuchungen 
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am dritten Tage findet. Das Hauptmerkmal aller positiven Unter
suchungen ist das Verschwinden del' Leukocyten, obgleich dies Ver
schwinden mehr relativ als absolut ist, denn wenn man danach sucht, 
wird man meistens eine gewisse Anzahl von Leukocyten unter den 
Zellen finden. 

Hieraus folgt, daB verschiedene Untersucher unter einer positiven 
Reaktion nicht immer dasselbe verstehen. Einen Befund, den del' eine 
fiir positiv halt, halt del' andere fiir negativ. Fiir manchen ist die Re
aktion erst dann positiv, wenn del' Vaginalkanal in seiner ganzen Lange 
von verhorntem Schollenepithel bedeckt ist. Angeblich soll die Begat
tung im normalen Tier nul' unter dieser Bedingung stattfinden. Andere 
zahlen eine Reaktion schon als positiv, wenn del' Abstrich vorwiegend 
solche Zellen zeigt, die in del' Vagina eines unbehandelten Tieres nicht 
vorhanden sein wiirden, sogar wenn sich darunter ein kleiner Prozent
satz von Leukocyten befindet. AIle diese Unterschiede erklaren die 
groBe Schwankung del' Angaben tiber das Quantum von verschiedenen 
Praparaten, das "eine Mauseeinheit" odeI' "eine Ratteneinheit" ent
halten soll. 

Die Verteilung der Tiere iiir die Auswertung. Man braucht 40 Tiere, 
20 davon erhalten eine Dosis des Standards und 20 eine Dosis des un
bekannten Praparates. Die Gruppen sollen so eingeteilt sein, daB sich 
ftir jedes Tier eines bestimmten Gewichts del' einen Gruppe ein anderes 
Tier von demselben Gewicht in del' anderen Gruppe befindet. Dadurch 
ertibrigt es sich, die Dosis genau nach dem Korpergewicht zu berechnen. 
AIle Tiere in del' einen Gruppe erhalten dieselbe Dosis des Standards, 
und alle in del' anderen Gruppe erhalten dieselbe Dosis des unbekannten 
Praparates. Man bestimmt dann den Prozentsatz del' Tiere in jeder 
Gruppe, bei denen eine positive Reaktion eintritt. Manchmal werden 
vorlaufige Untersuchungen an wenigen Tieren gemacht, um eine zweck
maBige Dosis des unbekannten Praparates fiir die Injektion del' 20 Tiere 
zu finden. Oft sind jedoch die Resultate, die man an nur wenigen Tieren 
VOl' her gewonnen hat, so ilTeftihrend, daB man mit solchen Unter
suchungen wenig Zeit spart. Manche Untersucher verwenden die Tiere 
fiir die Auswertung nicht after als einmal in 14 Tagen. Wenn man sie 
in kiirzeren Zwischenraumen benutzt, wird die Reaktion haufig durch 
die Nachwirkung del' vorherigen Injektion verstarkt. Vorausgesetzt, daB 
man jedesmal zum Vergleich del' Halfte del' Tiere das Standardpraparat 
spritzt, kann man die Nachwirkung einer frtiheren Injektion vernach
lassigen und die Tiere jede Woche benutzen. 

Die Dosierung des Oestrons. Die Angaben verschiedener Autoren 
tiber die Menge Oestron, die an Wirksamkeit einer Ratteneinheit odeI' 
einer Mauseeinheit entspricht, sind sehr verschieden, so verschieden, 
daB del' Ausdruck "Ratteneinheit" odeI' "Mauseeinheit" ganzlich be-
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deutungslos ist. In Tabelle 37 sind einige Werte angegeben, die aus den 
Veroffentlichungen willkiirlich herausgegriffen sind. 

Tabelle 37. 

Oestronmenge (y), die einer,Ratten-

Tierart oder Mauseeinheit entsprieht 

Wasser 
I 

01 

CURTIS und DOlSY 

I 
Ratte 0,3 

I 
-

BURN und ELPHICK. 
" 

0,6 1,0 
D'AMoUR und GUSTAVSON. 

" 
0,74 1,3 

HAIN und ROBSON 
" 

2,5 3,3 

BUTENANDT und HILDEBRANDT :Maus - 0,125 
:MARRIAN. " 

0,06 -
ROWLAND und CALLOW " 

I 
0,047 -

BURN und ELPHICK. " 
0,36 -

SCHOELLER, DOHRN, HOHLWEG. " 
- 0,5 

Die Dosiswirkungskurve. Die Beziehung zwischen der Hormondosis 
und dem Prozentsatz der Tiere, bei denen eine positive Reaktion eintritt, 
wurde von COWARD und BURN (1927) bestimmt. Die Autoren machten 
ihre Beobachtungen an 90 Ratten und 70 Mausen und fanden an beiden 
Tiera~·ten dasselbe Ver- 100 

r-haltnis zwischen Dosis 
und Wirkungsprozent
satz. D'AMoUR und 
GUSTAVSON (1930) er
hielten eme ahnliche 
Kurve, und ebenso Row
LAND und CALLOW 
(1935). Die Ubereinstim
mung del' Kurve von 
COWARD und BURN mit 
der von ROWLAND und 
CALLOW ist deshalb in-
teressant, weil die ersten 
Autoren em ziemlich 
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Abb. 32. Yerhaltnis der Dosis von brunstauslosendem Horman 
ZUlU Prozentsatz Mause oder Ratten, bei denen Oestrus ein
tritt. Die Zahlen fiir die Dosen sind nieht absolute, sondern 

relative Wertc. 

rohes Praparat in oliger Emulsion und die letzteren krystallinisches 
Oestron in wasseriger Losung injizierten. Die Kurve ist in Abb.32 
wiedergegeben. Hierin ist die Dosis, die 50% positive Reaktion be
wirkt, mit 1 bezeichnet. 

Der Krellztest. LAQUEUR hat vorgeschlagen, daB ein Test, in dem 
ein unbekanntes Praparat mit einem Standard verglichen wird, in zwei 
Stadien durchgefiihrt werden solI. 1m ersten Stadium bekommt eine 
Tiergruppe das unbekannte Praparat und eine andere den Standard, 
im zweiten Stadium werden die Gruppen vertauscht. Die Auswertung 
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einer unbekannten krystallinisehen Substanz, die mit dem internationalen 
Standard vergliehen wurde, ergab z. B. folgende Befunde: Von beiden 
Praparaten wurde eine Lasung hergestellt von 1 mg in 25 cern 97proz. 
Alkohol. Von beiden alkoholisehen Lasungen wurde eine alige Lasung 
hergestellt, die 0,001 mg in 0,2 cern enthielt. Beide Lasungen wurden 
je 20 Ratten gespritzt, die Dosis fill jede Ratte war 0,2 cern. Die Be
funde eines Kreuztestes, der an 2 Tagen mit einer Woehe Zwisehenraum 

Tag 

1. 

Tabelle 38. 

Injektions' 
material 

Standard 
unbekannt 
Standard 
unbekannt 

I Batten-I 
grnppe 

A 
B 
B 
A 

Oestrus
prozentsatz 

2 von 20 
6 " 20 

12 20 
10 " 20 

ausgefiihrt wurde, sind in Tabelle 38 
wiedergegeben. 

Die Injektion des Standards be
wirkte Oestrus bei 14 von 40 Ratten, 
oder 35%. Die Injektion des un
bekannten Praparates bei 16 von 
40 Ratten, oder 40%. Aus Abb. 32 
geht hervor, daB das VerhiiJtnis 

der Dosen, die 40 bzw. 35% Wirkung entspreehen, wie 0,86: 0,77 ist. 

Also ist die Wirksamkeit des unbekannten Praparates ~:~~, oder 1,12mal 

so groB wie die des Standards. Infolgedessell enthalt das unbekannte 
Praparat 11200 Eillheiten pro Milligramm. 

2. Die Methode, die auf dem Uterusgewicht beruht. 

BULBRING und BURN (1935) haben eine Auswertungsmethode be
sehrieben, die auf der Gewiehtszunahme des Uterus beruht, die das 
brunstauslOsende Hormon an kastrierten Ratten bewirkt. Man nimmt 
dazu junge weibliehe Ratten von ungefahr 40 g Gewieht, magliehst so 
viele aus demselben Wurf, wie man versehiedene Gruppen benutzen 
will. Die Ovarien werden unter Athernarkose herausgenommen, indem 
man sorgfaltig darauf aehtet, nieht von dem daran grenzenden Uterus 
abzusehneiden. 2 Tage spateI' erhalt ein Teil del' Tiere die erste Dosis 
subeutan in 0,2 cern Olivenal. Man wiederholt die Injektion an den drei 
darauffolgenden Tagen und totet die Tiere 2 Tage naeh der letzten In
jektion, urn die Uteri herauszupraparieren. Wenn also del' Operationstag 
als erster Tag bezeichnet wird, werden die Injektionen am mitten, vierten, 
fiinften und seehsten Tage gegeben und die Tiere am aehten Tage getotet. 
Die Uteri werden in BOUINS Fliissigkeit fixiert, die aus 750 cern gesattigter 
Pikrinsaure, 150 ccm Formalin, 100 cem Eisessig und 10 g Harnstoff 
besteht. Nach 24 Stunden werden die Uteri zwischen Filtrierpapier ge
trocknet und gewogen. Um eine einheitliche Behandlung zu gewahr
leisten, soll das Praparieren del' Uteri von ein und derselben Person 
ausgefiihrt werden. BULBRING und BURN bereehneten das Uterus
gewicht pro 100 g Ratte. Wenn also eine 52 g schwere Ratte einen 19 mg 
schweren Uterus hatte, so entsprieht dieses Gewicht 36 mg pro 100 g. 
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Es ist noch nicht sicher, ob diese Umrechnung vorteilhafter ist, denn 
die absoluten Werte mogen ebenso befriedigend sein, da das Gewicht 
der Ratten, die fUr das Experiment ausgewahlt werden, in jedem Fall 
so einheitlich wie moglich sein solI. Tabelle 39 zeigt die Beziehung der 
Dosis krystallisierten Oestrons zu der Gewichtszunahme des Uterus. 

Eine bestimmte Oestrondosis bewirkt an verschiedenen Ratten nicht 
immer dasselbe durchschnittliche Uterusgewicht. Dies geht aus Abb. 33 

Tabelle 39. Die Wel'te sind Uterus-
gewicht in Milligl'amm pro 100 g. 

Dosis, vier Tage lang 

Wurf Un- taglich gespritzt 
behandelt 

I 0,2 r 0,4 r 0,8 r 

1 42 - 124 -
100 

2 28 106 116 145 
3 26 72 88 135 
4 31 42 68 115 
5 - 64 111 136 
6 28 70 111 133 
7 - 56 68 85 
8 36 42 63 87 
9 38 65 70 I 150 

63 72 I 

Mittelwel't 33 64 I 90 I 123 

hervor, in der das Verhaltnis 
zwischen mittlerem Uterusge
wicht und dem Logarithmus der 
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Abb. 33. Beziehung zwischen dem Logarith
mus der taglichen Oestrondosis und durch
sclmittlichem Uterusgewicht (Milligramm 

pro 100 g) von Ratten. 

Dosis aus 4 Versuchen dargestellt ist. Die Ergebnisse zweier Versuche 
liegen auf einer Linie, die des dritten und vierten auf anderen Linien; 
aber alle drei verlaufen parallel. Hieraus folgt, daB in einem bestimmten 
Dosierungsbereich eine einfache lineare Beziehung yom Logarithmus der 
Dosis zur durchschnittlichen Gewichtszunahme besteht. Diese Beziehung 
kann selbstverstandlich zum Vergleich zweier Priiparate benutzt werden. 

Vergleichsmethode. Urn eine ungefahre Vorstellung von der Wirk
samkeit eines unbekannten Praparates zu erhalten, wahlt man fUr einen 
vorlaufigen Versuch eine Dosis, von del' man annimmt, daB sie etwa 
dieselbe Wirkung wie 0,4 y Oestron hervorruft. Diese Dosis wird 
6 Ratten gegeben und die durchschnittliche Gewichtszunahme del' Uteri 
an diesen bestimmt. Auf Grund des Befundes wahlt man dann die Dosis, 
die zum Vergleich mit dem Standard benutzt wird. 

Yom Standard injiziert man 0,2 y und 0,4 y je 6 Ratten. Yom un
bekannten Praparat injiziert man 2 Dosen, von denen man auf Grund 
des vorlaufigen Versuches annehmen kann, daB sie den Standarddosen 
entsprechende vVirkungen hervorrufen, wiederum je 6 Ratten. Jede 
Dosis wird in 0,2 cern Olivenol verabreicht. Tabelle 40 gibt ein Beispiel 
eines solchen Vergleiches. 

Burn-Biilbring, Biologische Auswertungsmethoden. 8 
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Die Wirksamkeit des unbekannten Praparates wurde berechnet, in
dem die Uterusgewichte in Beziehung zu den Oestrondosen, wie in 

Tabelle 40. Die Werte sind Uterus
gewicht in Milligramm pro 100 g. 

Oestrondosis Dosis der unbekannteu 

Wurf Losung 
r----,---

O~0075 ccm I 0,2 r i 0,4 Y 0,015 ccm 

1 54 152 61 92 
2 49 71 74 63 
3 51 112 51 -
4 - 58 60 102 
5 81 }02 -. 120 
6 63 - 83 105 
7 126 - 83 108 

Mittelwert 70 [ 99 69 [ 95 

Abb. 33, graphisch dargestellt 
wurden. Daraus ergab sich, 
daB die Dosen del' unbe
kannten Losung 0,195 y b~w. 
0,375 y Oestron entsprachen. 
Daraus lieB sich berechnen, 
daB 1 ccm. del' unbekannten 
Losung 25,5 y Oestron ent
hielt. 

Del' V ortell diesel' lUethode. 
Urn mit del' Vaginalabstrich
methode ein moglichst ge
naues Resultat zu erhalten, 
muB man immer einen Kreuz

test ausfiihren, so wie er auf S.112 beschrieben ist. Infolgedessen dauert 
del' Vergleich einer unbekannten Losung mit dem Standard mindestens 
14 Tage, wenn man die Ratte jede Woche spritzt, und wenigstens drei 
Wochen, wenn man es fur notig halt, 14 Tage zwischen 2 Injektionen 
verstreichen zu lassen. Zahlt man dazu die Zeit fiir etwaige orientie
rende Beobachtungen, dann dauert die vollstandige Auswertung 3 bis 
6 Wochen. Dagegen fiihrt die hier vorgeschlagene Methode schon 
in 2 Wochen zum gleichen Resultat. Die Tiere werden allerdings 
getotet und konnen nicht wieder benutzt werden. Praktisch wird abel' 
diesel' Verlust durch die Ersparnis an Futter und Pflege aufgewogen. 

B. Auswertung von Corpus luteum-Extrakten. 
(Progestin. ) 

Del' Standard. Auf del' internationalen Konferenz in London 1935 
wurde beschlossen, Progesteron als internationalen Standard zur Aus
wertung von Progestin anzunehmen. Del' Standard wird yom National 
Institute for Medical Research, London, verteilt. 

Die Einheit. Als Einheit wurde die spezifische Wirksamkeit in 1 mg 
Progesteron bezeichnet. 

Auswertungsmethode. Bisher ist die bequemste Methode die an 
jungen immaturen Kaninchen. CLAUBERG (1930, 1931) hat als erster 
die Methode angegeben, und MCPHAIL (1934) hat sie quantitativ aus
gearbeitet. Progesteron selbst hat nul' eine geringe odeI' gar keine 
Wirkung auf den Uterus junger Kaninchen. Die etwa vorhandene 
Uteruswirkung von Corpus luteum-Extrakten beruht auf darin vor
handenen oestrogenen Substanzen. Spritzt man jungen Tieren Oestrin, 
dann entwickelt sich del' infantile Uterus (Abb. 34, 1) zum Brunst-
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zustand (Abb. 34, 2); der Durchmesser wird 3- bis 4mal so groB, aber 
das Endometrium bleibt kompakt; es finden sich nur wenige Driisen 
gleichmaBig im Stroma verteilt, die epitheliale Auskleidung des Lumens 

1 

Abb. 34. Querschnitte der Uteri von Kaninchen, denen Oestrin und verschiedene MeDgen Progestin 
gespritzt wurden. 1 = normalcr infantiler Uterus; 2 = Uterus nach Oestrinbehandlung; 
3 bis 6 = Oestrinvorbehandlung, danach verschiedenc Mengen Progestin. (MCPHAIL.) 

ist nur selten von Driisen unterbrochen. Wird nun in diesem Ent
wicklungszustand Progesteron gespritzt, dann kommt es zur typischen 
Schwangerschaftsproliferation. Der Grad der Veranderung ist abhangig 

8* 
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von der Dosis. In Abb. 34, 3 bis 6, sind die verschiedenen Stadien ab
gebildet, die weiter unten beschrieben werden. MCPHAIL hat eine Skala 
angegeben, bei der die Stufenwerte verschiedenen Proliferationsstadien 
entsprechen. Seine Methode besteht in der Bestimmung des Stufenwertes 
fiir den durchschnittlichen Proliferationsgrad bei einer mit einer. ge
gebenen Progestindosis behandelten Kaninchengruppe. Als seine Arbeit 
veroffentlicht wurde, gab es noch keinen Standard. Da jetzt aber 
Progesteron isoliert worden ist, mtissen bei allen Auswertungen die 
unbekannten Prapani.te mit Progesteron verglichen werden. 

Die Versuchstiere. Die Kaninchen sollen moglichst 750 bis 950 g 
wiegen; MCPHAILS auBerste Gewichte waren 700 bis H20 g. Beim Aus
suchen weiblicher Tiere muB man sehr sorgfaltig vorgehen, da es bei 
jungen Kaninchen oft schwer ist, das Geschlecht zu unterscheiden. 

Die Injektionen. Die Oestrininjektionen erstrecken sich tiber 6 Tage; 
man kann sie entweder taglich oder am ersten, dritten und fUnften Tag 
geben. Die Dosis betragt 25 Einheiten taglich, oder 50 Einheiten 
(= 5 Y Oestron) jeden zweiten Tag. Man spritzt 0,2 ccm einer oligen 
Losung in die Oberschenkelmuskulatur, abwechselnd rechts und links. 
Die Gesamt-Oestrondosis ist also 150 internationale Einheiten. 

Am siebenten, achten, neunten, zehnten und elf ten Tage wird taglich 
Progestin gespritzt. Eine geeignete Gesamtdosis ist 0,5 mg Progesteron, 
die auf tagliche Dosen in 0,1 odeI' 0,2 cern 01 verteilt wird. Wenn man 
Zeit sparen muB, so kann man auch das Progestin nur 3 statt 5 Tage 
lang injizieren, muB aber dieselbe Gesamtdosis geben; die Ergebnisse 
MCPHAILS fUr die beiden Versuchsperioden sind fast gleich. 

Das Praparieren und Schneiden der Uteri. Die Kaninchen werden 
am Tag nach der letzten Injektion getotet und die Uteri untersucht. 
Es gibt viele geeignete histologische Methoden. Das Gefrierschneiden 
des frisch en Uterusgewebes nach SCHULTZ-BRAUNS wird weiter unten 
beschrieben werden. Man kann auch kleine Stucke 10 Minuten in 
wal'mem Formalin schnell fixiel'en, answaschen und gefl'ierschneiden; 
es besteht aber die Gefahr, daB del' zentrale Teil des Gewebsschnittes 
herausfallt. Langsamer sind Einbettungsmethoden entwedel' in Gelatine 
oder in Paraffin. Letztere kann man wesentlich abktirzen, indem man 
statt Alkohol nnd Aufhellungsmitteln Dioxan (Diathylendioxyd) 
(WEISSBERGER, YOUNG nnd CARLETON, 1934) benutzt. Kleine dtinne 
Gewebsstii.cke werden in Dioxan innerhalb von 2 bis 3 Stun den wasser
frei. Andere Methoden sowie aIle technischen Einzelheiten findet man 
in den Btichern von CARLETON (1925) nnd ROMEIS (1932). 

Das Gefrierschneidcn (les frischen, unfixierten lUaterials nach SCHULZ
BRAUNS. Bei einem gewohnlichen Gefriermikrotom von LEITZ muB der Gefrier· 
tisch durch einen Tisch mit einer geradcn Kante ersetzt werden, die clem Messer 
in der Endstellung parallel gerichtet wird. AuBerdem ist ein Messerktihler, 
dessen Diise iiber clem Messer aufschraubbar ist, erforderlich. 
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Das Kaninchen wird get6tet, der Uterus herausgenommen und ein 5 mm 
langes Stiick aus der l\'litte eines Uterushorns herausgeschnitten. Dies wird dicht 
an die Gefriertischkante des l\'likrotoms so aufgesetzt, daB die Schnittrichtung 
quer ist. 1st der Uterus sehr dunn, so kann man mehrere Stiicke von mehreren 
Stellen nebeneinanderstellen, so daB sie sich gegenseitig stutzen, und diese gleich
zeitig schneiden. Es ist zweckmaBig, ein nasses Stiickchen Filtrierpapier unter
zulegen, damit del' Gewebsblock besser haftet. Man gefriert nun das Gewebe und 
auch das Messer. Dabei ist zu beachten, daB das Gewebe nicht zu hart gefroren 
wird, denn dann werden die Schnitte rissig. Das Messer soli leicht bereift sein. 
Bilden sich Tropfen an den Seiten, so ist es zu warm. 1st das Gewebe zu warm, so 
werden die Schnitte weich, noch bevor man sie auffangim kann. Hat man den 
richtigen Kaltegrad erreicht, so schneidet man den Schnitt nicht sofort ganz 
durch, sondern halt etwa 1 mm vor der Kante an. Meist rollt sich der Schnitt 
auf und muB deshalb mit einem feinen Haarpinsel geglattet werden. Einen sauberen 
fettfreien Objekttrager stiitzt man mit einer Schmalseite gegen die Diise des 
Messerkiihlers, senkt ihn dicht an den auf dem Messer ausgebreiteten Schnitt 
(ohne jedoch dabei die Messerschneide zu beriihren!), worauf sich der Schnitt von 
selbst an das Glas anlegt. In diesem Augenblick wird er ganz abgeschnitten. 
Danach wird er uber Osmiumsaure 10 bis 20 Sekunden fixiert, d. h. der Objekt
trager wird in ein verschlieBbares GefaB gestellt, auf dessen Boden sich mit Os
miumsaure befeuchtetes Filtrierpapier befindet; dariiber legt man einige Glas
perlen, damit der Objekttrager nicht von der Saure benetzt wird. Der Schnitt 
bleibt durch sein eigenes EiweiB am Glas kleben. Man stellt das Praparat fiir 
kurze Zeit in 60proz. Alkohol und kann es danach sofort mit Hamatoxylin farben, 
wassern und unter dem l\'likroskop betrachten. 

Die ProlHerationsstadicn. 1m Anfang der Schwangerschaftsproli
feration entwickeln sich die Drusen urn das Uteruslumen herum, bleiben 
aber kurz und dringen nicht tief in das Stroma ein. Diesem Stadium 
gibt MCPHAIL den Stufenwert 1 (s. Abb. 34, 3). 1m Verlauf der Ent
wicklung nehmen die Drusen an Zahl und Lange zu, doch bleibt das 
tiefer gelegene Stroma unberuhrt und nur schwach farbbar; dies ist der 
Stufenwert 2 (Abb. 34,4). Wahrend der weiteren Entwicklung ver
zweigen sich die Drusen, dringen tiefer ins Stroma ein, dessen Aus
dehnung im Querschnitt abnimmt. Die Drusen haben noch dunne 
Schlauche, bilden abel' nicht mehr einen gleichmaLligen Rand urn das 
Lumen; dies ist der Stufenwert 3 (Abb. 34,5). SchlieBlich dringen die 
Drusen fast bis zur Muskelschicht vor, vom Stroma bleibt nur etwas 
im Innern jeder Endometriumfalte ubrig. Die Drusenschlauche sind 
erweitert und das Endometrium aufgelockert; dies ist der Stufenwert 4 
(Abb. 34, 6). 

Der quantitative Verglcich. Zum Vergleich eines unbekannten Ex
traktes mit dem Standard Progesteron muLl man wenigstens 2 Gruppen 
von 5 Kaninchen verwenden. Die ersten 5 erhalten aile clieselbe Dosis 
des zu prufenden Extraktes, die anderen 5 aile dieselbe Standarddosis. 
Durch die histologische Untersuchung der Uteri alIer Tiere wird del' 
durchschnittliche Proliferationsgrad fUr beide Gruppen bestimmt. Das 
Wirksamkeitsverhaltnis von Dosen, die verschiedene Proliferationsgrade 
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bewirkten, ist aus Abb. 35, die naeh der Kurve in MCPHAILS Arbeit 
konstruiert ist, ersiehtlieh. Angenommen, die Gesamtdosis d eines un

bekannten Extraktes bewirkte 

V 
~ .1,0 

/ 

V 
/ 

o q5 to t5 
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~ eine durehsehnittliehe Prolifera
tion mitdem Stufenwert 1,5, und 
die Progesterondosis 0,5 mgden 
Stufenwert 2,5, dann geht aus 
Abb.35 hervor, daB das Ver
haltnis der Dosen mit dem Wir
kungsverhaltnis 1,5 zu 2,5 wie 
0,65 zu 1,15 ist. Also enthalten 
deem unbekannter Extrakt 
0,65 ~ P d 
1 15 . 0,0 mg rogesteron, 0 er 

, 028 
Abb. 35. Verhiiltnis von Progestindosis (relativer 
Maflstab) zum durchschnittlichen Proliferationsgmd 
drs Endometriums des Kaninchenuterus (Ordinate). 

1 eem Extrakt = T mg Pro-
0,28 Einh . gesteron = d etten. 

(MCPHAIL.) 
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Kapitel X. 

Die mannlichen Sexualhormone. 

Die wirksamen Substanzen. Es gibt mehrere Substanzen, die die 
Wirksamkeit mannlieher Sexualhormone besitzen, und mindestens drei 
davon kommen im Organismus vor. Die erste lsolierung einer krystal
linisehen Substanz aus dem Urin von Mannern gelang BUTENANDT (1931), 
der sie Androsteron nannte. RUZICKA und Mitarbeiter (1934) stellten 
es synthetiseh aus Epieholestanol her. 1m selben Jahr isolierten Bu-
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TENANDT und DANNENBAUM Dehy(hoandrosteron aus marmlichem Drin, 
was RUZICKA wiederum durch Abbau von Cholesterin synthetisch her
stellte. 1935 isolierten DAVID, DINGEMANSE, FREUD und LAQuEUR 
eine krystallinische Substanz aus dem Hoden, die sie Testosteron 
nannten; BUTENANDT und HANISOH synthetisierten es aus Dehydro
androsteron. 

Die praktische Bedeutung diesel' Substanzen fiir die Standardisierung 
besteht darin, daB sich ihre physiologischen Eigenschaften qualitativ 
voneinander unterscheiden; z. B. bewirken sowohl Androsteron als auch 
Testosteron VergroBerung des Kapaunenkammes; wenn man abel' Dosen, 
die denselben Effekt auf den Kamm ausuben, kastrierten mannlichen 
Ratten injiziert, so ist die Wirkung beider Substanzen auf die akzessori
schen Geschlechtsorgane, besonders auf die Samenblaschen, ganz ver
schieden (DEANESLY und PARKES, 1936). Mannliche Sexualhormon
praparate, die aus dem Drin gewonnen sind, enthalten gewohnlich so
wohl Androsteron als auch Dehydroandrosteron. Auf del' internationalen 
Konferenz in London 1935 wurde beschlossen, daB alle Vergleiche mit 
Androsteron mit del' Kapaunenkamm-Methode ausgefiihrt werden sollten. 
Diese Methode wird deshalb hier zuerst beschrieben. Die Bedingungen, 
unter denen die Rattenmethode angewandt werden muB, sind noch 
nicht ganz festgelegt, denn del' Test ist nicht ganz spezifisch. Wahr
scheinlich kann man damit Testosteronvergleiche anstellen. Da del' 
Rattentest einfach ist, wird er hier auch beschrieben. 

Das Standardpdiparat. Del' internationale Standard ist synthetisch 
hergestelltes krystallinisches Androsteron, mit dem Schmelzpunkt 183,5 
bis 184,5° C (korrigiert) und einer optischen Drehung (rx)i;" + 97,3 in 
absolutem Alkohol. Es wurde in del' Hauptsache von MIESOHER, Ciba
Werke, Basel, zur Verfiigung gestellt. Die feinen zerriebenen Krystalle 
wurden auf kleine Glasrohrchen verteilt, in denen sie in vacuo uber 
Phosphorpentoxyd getrocknet wurden. Danach wurden die Rohrchen 
mit Stickstoff gefiillt und zugeschmolzen. Die Ampullen enthalten 
etwa 50 mg und werden im National Institute for Medical Research, 
London, bei _2° C im Dunkeln aufbewahrt. 

Fur die Auswertung wird eine bestimmte Gewichtsmenge del' 
Krystalle in 01 ge16st, und da man weiB, daB die olige Losung sogar 
bei 150 0 C 24 Stunden lang haltbar ist, kann man sie zur Auflosung 
del' Krystalle unbesorgt erhitzen. Man muB darauf achten, daB sowohl 
del' Standard als auch del' zu vergleichende Extrakt in dem gleichen 
Losungsmittel verabreicht werden; auch muB die Einteilung sowie del' 
Zeitabstand zwischen den Dosen del' gleiche sein. Auf del' internationalen 
Konferenz wurde die Meinung vertreten, daB kiinstlich veresterte Pra
parate des mannlichen Sexulahormons nicht mit dem Standard Andro
steron verglichen werden konnen. 
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Die Einheit. "Die internationale Einheit des mannlichen Sexual
hormons ist die in 0,1 mg des internationalen Standards enthaltene 
Wirksamkeit, gemessen an einer spezifischen biologischen Reaktion." 

A. Die Kapaunenkamm-Methode. 

Meistens benutzt man fiir diese Methode braune Leghornkapaune. 
Die verschiedenen Huhnerrassen sind nicht alle gleich geeignet; CALLOW 

und PARKES (1935) fanden, daB eine gegebene Androsteronmenge bei 
Plymouth-Rocks viel schwacher wirkte als bei braunen Leghorns. 
Braune Leghorns sind aber sehr groBe Vogel; sie nehmen im Labora
torium viel Platz ein und fressen entsprechend mehr. PARKES (1936) 
fand, daB die kleinen englischen Zwerghuhner (Old English Game 
Bantam) viel einfacher zu balten sind. Ausgewachsene Vogel wiegen 
oft nicht mehr als 500 g. Die Kastrierung ausgewachsener Leghorn
hahne ist schwierig, so daB man sie gewohnlich an 1 bis 2 Monate alten 
Vogeln vornehmen und dann 6 Monate warten muB, bevor man sie fUr die 
Auswertung benutzen kann. Demgegenuber kann man die Zwerghahne 
im ausgewachsenen Zustand kastrieren und sie scbon 2 Monate spater 
benutzen. Wenn man Zwerghabne kauft, muB man darauf achten, daB 
sie vollstandige Kamme haben; manchmal wird der Kamm coupiert. 

Operationstcchnik. Der Vogel wird mit Ather narkotisiert und seitlich 
auf einem Brett befestigt, indem die Beine nach hinten und die Flugel 
aufwarts ausgestreckt werden. Die Lage ist die gleiche, wie sie fiir die 
Enterichoperation (S. 82) beschrieben ist. Man rupft die Federn uber 
den zwei letzten Rippen und macht den Hautschnitt gerade vor dem 
Kopf der Tibia. Dann durchtrennt man die Muskeln zwischen den zwei 
letzten Rippen und halt sie mit einem kleinen Wundspanner auseinander. 
Der Operateur tragt eine Kopflampe, um das Operationsfeld zu be
leuchten. Der Hoden ist beim jungen Vogel ein etwa 1 bis 1,5 cm langes 
und 0,3 bis 0,5 cm breites Organ. Er befindet sich nahe der Mittellinie 
der hinteren Bauchwand neben der Vena cava. Um heranzukommen, 
muB man den Darm zur Seite schieben und halt ihn am besten mit 
Wattestiickchen zuruck. Der Hoden ist von einer durchsichtigen Kapsel 
uberzogen, und der Erfolg der Operation hangt davon ab, ob es gelingt, 
diese Kapsel zu ero££nen. Versucht man namlich den Hoden in der 
Kapsel herauszunehmen, so entsteht eine Blutung. Wenn man jedoch 
die Kapsel mit Hille von langen spitz en Pinzetten und einer feinen 
Schere 6££net, kann man den Hoden leicht in ein oder zwei Stuckchen 
ohne Unterbindung herausbekommen. Man muB dabei vermeiden, das 
Organ zu zerdrucken, sonst besteht die Gefahr, daB kleine Stuckchen 
zuruckbleiben. Die beiden Rippen werden mit einem Faden zusammen
gehalten, die Haut wird zugenaht. Dann wird die Operation an der 
anderen Seite vorgenommen. 
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Die Kastrierung ausgewachsener Zwerghahne (Old English Game 
Bantam) geschieht in der oben beschriebenen Weise, nur wird bei diesen 
Vogeln der Hoden abgebunden. Er ist viel weniger fest verwachsen als 
bei anderen Hiihnerrassen, und wenn man die Unterbindung fest zu
zieht, kann man den Hoden in seiner Kapsel unbeschadigt herausholen. 
Der Hodenstiel und der Stumpf des Ductus efferens werden kauterisiert. 

Messung des Kammes. Um das Wachstum des Kammes zu messen, 
sind verschiedene Methoden angegeben worden. Am einfachsten nimmt 
man einen Zirkel und bestimmt die Summe von Lange und Hohe. 
Manche Untersucher photographieren den Kamm und messen die GroBe 
der Photographie mit einem Planimeter. Man kann die GroBe auc4 
elektrisch bestimmen, indem man den Kamm zwischen eine Lichtquelle 
und eine photoelektrische Zelle bringt. GALLACHER und KOCH haben 
die Resultate direkter Messungen mit den MaBen der Photographien 
verglichen und gefunden, daB direkte Messung zuverlassiger ist. 

Die Injektionen. Man gibt die Injektionen einmal taglich, 5 Tage 
lang, und zwar 0,2 ccm einer oligen Losung, in die Brustmuskulatur. 
Die Wirkung hangt von der gespritzten Olmenge abo Man hat namlich 
gefunden, daB eine bestimmte Hormonmenge in einem Volu~en von 
0,2 ccm 01 starker wirkt, als wenn sie in 1,0 ccm gespritzt wird. Die 
Dosis wird unabhangig vom Korpergewicht berechnet. 

Als Gesamtdosis eignen sich 10 bis 20 Einheiten, d. h. 2 bis 4 Ein
heiten taglich, 5 Tage lang. Die Anzahl der Injektionen muB fiir das 
unbekannte Praparat und fiir den Standard dieselbe sein. 

Die Dosiswirkungskurve. GREENWOOD, BLYTH und CALLOW (1935) 
benutzten fiir einen Versuch 5 Gruppen von 5 Leghornkapaunen. Die 
Gruppen erhielten die Gesamtdosen von 0,5 bzw. 1,0, 2,0, 4,0 und 8,0 mg 
Androsteron. Taglich wurde 1/5 dieser Gesamtdosen in 0,2 ccm Arachisol 
gegeben. Die Beziehung der durchschnittlichen Wirkung an jeder 
Gruppe zur Dosis ist in Abb. 36a gezeigt, in der die Gesamtdosis als 
Abszisse und die KammvergroBerung nach 5 Tagen (Lange + Hohe) 
als Ordinate eingetragen ist, In Abb. 36b ist der Logarithmus der Dosis 
genommen. Dann liegen die Punkte auf einer geraden Linie. 

Auf Grund dieser Befunde kann man also den Vergleich zwischen 
einem unbekannten Praparat und dem Standard an 2 Gruppen von je 
5 Vogeln machen. Die durchschnittIiche mittlere Abweichung der Be
funde von 25 Vogeln betragt nach GREENWOOD, BLYTH und CALLOW 
2,1 mm. Wenn also 5 Vogel in der Gruppe sind, ist der mittlere Fehler 
±1,0 mm, und ein Unterschied in der KammgroBe ist nur dann signi
fikant, wenn er mindestens 3 mm betragt. Eine brauchbare Kamm
vergroBerung (L + H) ist ungefahr 10 mm, was in diesen Versuchen 
von einer Gesamtdosis von 2 mg Androsteron (= 20 Einheiten) bewirkt 
wurde. 
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Wenn das Verhiiltnis zwischen Dosis und KammvergroBerung fiir 
ein Laboratorium noch nicht festliegt, benutzt man 3 Gruppen zu 
5 Vogeln, um ein unbekanntes Praparat mit dem Standard zu ver
vergleichen. Einer V ogelgruppe gibt man das unbekannte Praparat 
wie oben, den beiden anderen den Standard, und zwar der einen Gruppe 
die doppelte Dosis der anderen. Die Berechnung der Befunde soil in 
einem Beispiel erlautert werden. 

Vom Standard wurde eine Gesamtdosis von 10 Einheiten gegeben, 
die ein Wachstum des Kammes um 6,1 mm bewirkte. AuBerdem wurden 
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Abb.36. a) Beziehung von Androsterondosis zum Wachstum des Rahnenkammes (Lange + Rohe). 
b) Beziehung des Logarithmus der Dosis zum Kammwachstum. (GREENwOOD, BLYTH und CALLOW.) 

20 Einheiten injiziert, die ein Wachstum von 10,4 mm bewirkten. An 
einer dritten Vogelgruppe bewirkte die Gesamtdosis d des unbekannten 
Praparates ein Wachstum von 13 mm. Das Verhaltnis der durch den 
Standard bewirkten VergroBerungen zu den Logarithmen der Dosen 
wurde graphisch dargestellt; durch die beiden so gewonnenen Punkte 
wurde eine gerade Linie gezogen. Die durch das unbekannte Praparat 
bewirkte GroBenzunahme wurde auf der geraden Linie abgetragen und 
der entsprechende Logarithmus der Standarddosis aufgesucht, die die
selbe GroBenzunahme bewirkt haben wiirde. Die Dosis d des unbe
kannten Praparates entsprach dann dieser Standarddosis. 

Pause zwischen 2 Versuchen. Wenn man die Einspritzungen unter
bricht, geht die GroBe des Hahnenkammes wieder zuruck. War die 
Zunahme mehr als einige Millimeter, so dauert es sehr lange, bis die 
anfangliche GroBe wieder erreicht wird, es ist aber nicht notig, darauf 
zu warten, bevor man eine weitere Auswertung vornimmt. Betragt die 
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Pause wenigstens 26 Tage, so beeinfluBt der erste Versuch den zweiten 
sehr wenig. So fanden GREENWOOD, BLYTH und CALLOW, daB eine 
Gesamtdosis von 2 mg Androsteron ein durchschnittliches Wachstum 
von 10,6 mm beim ersten Versuch und 12,8 mm beim zweiten Versuch, 
der 26 Tage nach BeendigUDg des ersten Versuches an den gleichen 
Vogeln ausgefiihrt wurde, bewirkte. GALLAGHER und KOCH betonen den 
EinfluB vorangehender Versuche; und wenn man als Einheit die Hormon
menge bezeichnet, die notwendig ist, um ein gewisses Wachstum des 
Kammes hervorzurufen, mag der EinfluB vorangehender Versuche tat
sachlich eine Rolle spielen. Wenn aber die AuswertUDg ein Vergleich 
des unbekannten Praparates mit dem Standard ist und aIle Vogel bei 
allen Versuchen gleichzeitig benutzt werden, dann kann man vorher
gehende Versuche vernachlassigen UDd nur die Pause von 26 Tagen ein
halten. Bei Zwerghahnen kann die Pause sogar kiirzer sein. 

Alter und Gewicht der Vogel. Die Kammveranderung auf eine be
stimmte Hormondosis ist UDabhangig vom Alter der Vogel, z. B. die
selbe, ob die Vogel 4 Monate oder 6 Jahre alt sind. Auch braucht man 
die Dosen nicht nach dem Korpergewicht zu berechnen, da man ge
funden hat, daB sich die Wirkung einer bestimmten Dosis an 1500 g 
schweren Vogeln von der an 3000 g schweren Vogeln nicht wesentlich 
unterscheidet. 

Die Anfangslange des Kammes. GALLAGHER und KOCH sind der 
Meinung, daB man fiir die Anfangslange des Kammes eine Korrektion 
machen miisse. Sie beriicksichtigen nur die Lange, nicht Lange + Hohe, 
und machen eine Korrektion von 0,2 mm fiir jeden Millimeter, um den 
sich die Anfangslange von 57 mm unterscheidet. Wenn die Anfangs
lange z. B. 62 mm ist und die GroBenzunahme 10 mm, dann wiirde die 
korrigierte GroBenzunahme 9 mm betragen. GREENWOOD, BLYTH UDd 
CALLOW konnten aber keine Beziehung zwischen dem Effekt und der 
anfanglichen KammgroBe feststellen. Die Kammreaktion solI durch 
Licht beeinfluBt werden, deshalb miissen alle Vogel in denselben Be
lichtungsverhaltnissen gehalten werden. 

B. Die Rattenmethode . 
. Diese Methode beruht darauf, daB man junge mannliche Ratten 

kastriert und die Wirkung des Hormons an dem Gewicht der Prostata 
und Samenblasen bestimmt. 

Die Kastrierung. Junge, 30 bis 40 g schwere Ratten werden mit 
Ather narkotisiert, auf den Riicken gelegt und die Hinterbeine gespreizt 
an den Seiten des Operationsbrettes festgebunden. Das Haar iiber der 
Scrotalgegend wird kurz geschnitten UDd ein 1 cm langer transversaler 
Hautschnitt gemacht. Spreizt man die Wunde, so sieht man die Testes 
sofort. Mit einer chirurgischen Pinzette faBt man einen Hoden und 
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trennt ihn stumpf von dem umgebenden Gewebe. Der Roden ist von 
der durchsichtigen Tunica vaginalis iiberzogen. Ein Schnitt in das Ende 
der Tunica bewirkt, daB sie sich zuriickzieht und der Roden heraus
schliipft. Man bindet einen Seidenfaden um die Tunica vaginalis und 
die darin liegenden RodengefaBe und schneidet den Roden sowie das 
daranhangende Fett abo Den zweiten Roden entfernt man auf dieselbe 
Weise. Die Raut wird mit Seide zugenaht. Werden die Instrumente, 
der Tisch und die Rande sauber gehalten, so sind aseptische Vorsichts
maBregeln unnotig. In den Tagen nach der Kastrierung nehmen 
Prostata und Samenblasen langsam an Gewicht ab, und man soil die 
Ratten nicht eher benutzen, als bis diese Verminderung praktisch zum 
Stillstand gekommen ist. 10 Tage geniigen wahrscheinlich; manche 
Untersucher ziehen es aber vor, 30 Tage zu warten. 

Die Versuchsanordnung. Zum Vergleich zweier Praparate mit
einander nimmt man am besten eine Gruppe von unbehandelten Tieren, 
2 Gruppen, die das eine, und 2 Gruppen, die das andere Praparat er
halten. Wenn jede Gruppe Tiere vom selben Wurf enthalten soil, kann 
man nur solche Wiirfe gebrauchen, in denen sich 5 mannliche Tiere 
befinden. Deshalb muB man sich oft mit 4 Gruppen begniigen und auf 
die unbehandelte Kontrollgruppe verzichten. Man gibt die Injektionen 
in 01, taglich, an wenigstens 5 Tagen. DEANE SLY und PARKES (1936) 
geben die Injektionen 10 Tage lang. Dieselben Autoren haben gezeigt, 
wie wichtig das Volumen und die Zusammensetzung des Oles ist, in dem 
das Androsteron und Testosteron gelost sind. Gaben sie 10 mg Andro
steron in einer Gesamtdosis von 5 ccm Arachisol, dann war das durch
schnittliche Gewicht der Prostata 128 mg, gaben sie es aber in 1 ccm 
Arachisol, dann war es 66 mg. Bei einem anderen Versuch verglichen 
sie die Wirkung der Gesamtdosis von 10 mg Androsteron in einem 
Volumen von 2 ccm OlivenOl mit derselben Dosis im selben Volumen 
Arachisol, Ricinusol und Propylen-Glykol (ein Losungsmittel, das sich 
mit 01 und Wasser mischt). Die Durchschnittsgewichte der Prostata 
waren 78 mg bzw. 133 mg, 149 mg und 199 mg fUr die 4 Losungen. 
Diese Unterschiede sind groB und zeigen deutlich, daB die Zusammen
setzung des Losungsmittels von groBter Bedeutung ist. SchlieBlich 
haben DEANESLY und PARKES (1936) gezeigt, daB die Wirksamkeit von 
Testosteron verstarkt wird, wenn man Arachisol mit 10% Palmitin
saure benutzt. Eine Gesamtdosis von 2 mg in 5 ccm Arachisol bewirkte 
ein Prostatagewicht von 183 mg; wenn die 5 ccm Arachisol 0,5 g Pal
mitinsaure enthielten, stieg das Gewicht auf 252 mg. 

Fiir Routineauswertungen muB jeder Untersucher Volumen und 
Zusammensetzung des Oles, das er benutzt, festlegen. Eine geeignete 
Tagesdosis ist 0,5 ccm, die an verschiedenen Tagen an verschiedenen 
Stellen gespritzt wird. 
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Das Praparieren der Organe. Die folgende Beschreibung der Prostata 
und Samenblasen der Ratte beruht auf der Arbeit von CALLOW und 
DEANE SLY, aus der die Abb. 37 wiedergegeben ist. Die Prostata besteht 
aus: 1. den kranialen Drusenlappen, die an der Langsseite der Samen
blasen sitzen; 2. den dorso-Iateralen Lappen an der Basis der Samen
blasen und fast rings urn die Urethra; 3. den ventralen Lappen, die 
nur an ihren AusfUhrungsgangen hangen. Das Praparieren ubt man am 
besten an groBen Ratten, wo man die verschiedenen Teile leicht sehen 
kann. Danach kann man es an kleinen Ratten versuchen. 1st man im 
Zweifel, ob das Gewebe Prostatagewebe ist oder nicht, so kann man es 
unter dem Mikroskop untersuchen. Die Konvolute der Prostata kann 
man nicht verkennen. Besonders muB man darauf achten, die ventralen 
Lappen nicht abzuschneiden. Die Organe werden sauber von Fett-
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Abb.37. Prostata und Samenblasen der Ratte; a) von vorn, b) von hinten. (CALLOW und DEANESLY.) 

gewebe befreit, SO, wie es in Abb.37 gezeigt ist, und uber Nacht in 
BouINscher Flussigkeit fixiert (s. S.112). 1st Fettgewebe zuruckgeblieben, 
so schwimmt das Gewebe an der Oberflache; ist es sauber prapariert, 
so sinkt es unter. Am nachsten Tage wird das Gewebe zwischen FlieB
papier getrocknet, die noch daranhangenden Stlickchen vom Vas 
deferens und soviel wie moglich von der Urethra werden abgeschnitten 
und das Ganze gewogen. Man hat dann das gemeinsame Gewicht der 
Prostata, Samenblasen und des eingeschlossenen Stucks der Urethra. 
Man kann auch das Gewebe aus der BouIN-Losung in 70proz. Alkohol 
uberfuhren, die Samenblaschen von den kranialen Prostatalappen ab
praparieren, dann von den dorso-Iateralen Prostatalappen trennen und 
einzeln wagen. Wenn man von unten her prapariert, lassen sich die ven
tralen und dorso-Iateralen Lappen der Prostata von der Urethra trennen. 
Die einzelnen Teile der Prostata kann man dann auch zusammen wagen. 

Das Verhaltnis von Dosis zu Wirkung. Die Beziehung zwischen dem 
Logarithmus der Dosis und der Wirkung a) auf die Prostata, b) auf die 
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Samenblasen ist in Abb. 38 a und b zu sehen. Das Verh!iJtnis ist sowohl 
fur Androsteron als auch fur Testosteron dargestellt. Die Beziehung 
ist nicht linear, sondern s-fOrmig. Die Kurven fur die Wirkung beider 
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Kurven sind nirht parallel. (DEANE SLY und PARKE8.) 

Substanzen auf die Prostata sind ungefahr parallel, woraus man ent
nehmen kann, daB der Unterschied zwischen den beiden nur quantitativ 
ist. Die Kurven fur die Wirkung der beiden Substanzen auf die Samen
blasen sind aber ganz verschieden, was darauf schlie Ben laBt, daB hier 
nicht nur ein quantitativer, sondern auch ein qualitativer Unterschied 
besteht. 
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Kapitel XI. 

Hypophysenvorderlappen. 

Man weiB heute noch nicht, wie viele Hormone im Hypophysenvorder
lappen vorhanden sind. Es besteht wohl allgemein die Ansicht, daB es 
Fakt.oren gibt, die das Wachstum der Schilddruse, der Milchdrusen und 
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der Keimdrusen beeinflussen. Die Existenz eines speziellen Wachstums
faktors wird jedoch angezweifelt, und ebenso die eines Faktors, der auf 
die Nebennieren wirkt. Zur Ausfuhrung der Vergleichsmethoden ver
schiedener Praparate braucht man nicht unbedingt an die Vielheit der 
Faktoren zu glauben, sondern fUr die Auswertung konnten die ver
schiedenen Wirkungen ebensogut von einer einzigen chemischen Sub
stanz hervorgerufen werden. 

Einige Bemerkungen uber die Nomenklatur sind hier am Platze. 
Der Gebrauch der AusdrUcke thyreotrop, gonadotrop und adrenotrop 
ist offensichtlich unkorrekt. Ein "thyreotropes" Hormon bedeutet ein 
Hormon, das von der Thyreoidea angezogen wird, infolge eines Reizes, 
der von der Thyreoidea ausgeht. Der Faktor im Hypophysenvorder
lappen, der die Schilddruse beeinfluBt, ist aber, soviel man weiB, nicht 
eine Substanz, die von der Schilddruse angezogen wird, sondern eine 
Substanz, die ihrerseits die Schilddruse beeinfluBt. Ebenso wird das 
gonadotrope Hormon nicht von den Keimzellen angezogen, sondern ist 
ein Faktor, der seinerseits die Keimzellen anregt. Da nun aber die 
Einfuhrung neuer Termini technici die Fortschritte der Wissenschaft nur 
behindert, soli hier keine neue Terminologie eingefuhrt werden. Die 
bereits im Gebrauch befindlichen Bezeichnungen werden also trotz der 
erwahnten Bedenken verwandt. 

FUr keines der Hypophysenvorderlappenhormone gibt es bisher einen 
internationalen Standard. Aile zu beschreibenden Methoden sind deshalb 
Vergleichsmethoden der Praparate untereinander zur Bestimmung ihres 
Wirksamkeitsverhaltnisses. 

A. Das thyreotrope Hormon. 
Zur Auswertung dieses Hormons kann man entweder die Schilddruse 

histologisch untersuchen oder die Gewichtszunahme bestimmen. Es ist 
naturlich moglich, fur eine histologische Veranderung einen quantitativen 
Ausdruck zu finden, es ist jedoch umstandlich und nur annaherungsweise 
durchfiihrbar. Einfacher und genauer ist die Gewichtsbestimmung. Es 
wird zuweilen die Ansicht vertreten, daB die Gewichtsanderung der 
histologischen Veranderung nicht entsprache und deshalb unbrauchbar 
sei. Wahrscheinlich beruht aber diese Ansicht darauf, daB fUr die 
histologische Methode zu wenig Tiere gebraucht werden. Es ist jeden
falls sehr unwahrscheinlich, daB es im Hypophysenvorderlappen zwei 
schilddrusenwirksame Substanzen gibt, von denen die eine das Gewicht 
und die andere das histologische Bild andert. Gibt es also nur einen 
einzigen Faktor, dann ist es besser, seine Wirksamkeit mit der genaueren 
Methode zu bestimmen. 

Die Auswertung nach ROWLAND und PARKES (1934). Man ver
wendet weibliche Meerschweinchen, die moglichst genau 200 g wiegen. 
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ROWLAND und PARKES fanden, daB die Schilddriisen von Meerschwein
chen dieses Gewichts, wenn sie sauber herausprapariert und iiber Nacht 
in BOUINS Fliissigkeit fixiert waren, durchschnittlich 31 mg wogen; 
wahrend des weiteren Wachstums der Tiere erfolgte fiir jede Gewichts
zunahme von 6 g eine Zunahme des Schilddriisengewichts um 1 mg. 
Die Zahl 31 mg schwankt infolge der Tiervariation und wird wahr
scheinlich auch durch die Fixationsmethode beeinfluBt; z. B. wogen in 

!l einem anderen Laboratorium bei einer rJ 

'm Gruppe von 5 Meerschweinchen, die 225 
~ 8, bis 260 g wogen (Durchschnittsgewicht 

~9 

/ rJ 

~ 
§, 238 g), die Schilddriisen 20 bis 27 mg, 
lil7i '0 / 
,~ durchschnittlich nur 22,6 mg. 
~ Die Auswertungsmethode beruht auf / 

V 
rJ '§;6: 

~ der Beziehung zwischen taglicher Vorder-
~ 51 lappendosis und mittlerer Gewichtszu-V 

"0 
~ nahme der Schilddriise an Meerschwein-
~ / 0 ~ 'I chengruppen, die in Abb. 39 graphisch 

dargestellt ist. Bei dem in Abb. 39 dar-
2 'I tmg 10 gestellten Versuch befanden sich 10 Meer-

Oosis(togorilllmenskola) schweinchen in jeder Gruppe, die 5 Tage 
rJ 

Abb. 39. Abszisse: Logarit.hmen der 
Hypophysenvorderlappendosen. Ordi· 
naw: Durchschnit.t.sgewichte der Schild· 
driisen von Meerschweinchen (Milli-

gramm). (ROWLANDS und PARKES.) 

lang taglich je 2, 4, 7 und 10 mg erhielten. 
Die Tiere wurden subcutan gespritzt und 
am Tage nach der letzten Injektion ge
tOtet. Die durchschnittlichen Schild-

driisengewichte nahmen proportional zur Dosis zu, und wenn man die 
Werte graphisch zum Logarithmus der Dosis in Beziehung setzt, ergibt 
sich eine gerade Linie. 

Der Vergleich zweier Praparate. Da es noch keinen internationalen 
Standard gibt, sollte der Hersteller jedes neue Praparat mit einem 
friiheren vergleichen, um zu gewahrleisten, daB die Wirkungsstarke 
seiner Fabrikate gleichbleibt. Man macht den Vergleich am besten so, 
daB man 3 oder 4 Gruppen, weibliche, ungefahr 200 g schwere Meer
schweinchen nimmt. 2 Gruppen erhalten taglich das schon bekannte 
Praparat, das als Standard benutzt wird, und zwar die eine Gruppe 
die doppelte Dosis der anderen. Die dritte Gruppe, und wenn moglich 
noch eine vierte, erhalten das unbekannte Praparat. In jeder Gruppe 
sollen sich wenigstens 5 Tiere befinden. Die Injektionen werden taglich, 
5 Tage lang, subcutan verabreicht. Am sechsten Tage werden die Schild
driisen herausprapariert. Die Zahlen in Tabelle 41 zeigen die Variation, 
die innerhalb einer Gruppe vorkommen kann. 

Die durchschnittlichen Werte des als Standard benutzten Praparates 
werden graphisch als Ordinaten, die Logarithmen der Dosen als Abszissen 
dargestellt. Die so gefundenen Punkte ergeben eine gerade Linie. Der 
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Mittelwert del' Drusengewichte del' Tiergruppe, die das unbekannte 
Praparat erhalt, wird auf diesel' Linie aufgesucht und dazu del' Log
arithmus del' Standarddosis gefunden, die diese Wirkung ausgeubt haben 
wiirde. Del' Antilogarithmus ist die del' unbekannten Dosis gleichwertige 
Standarddosis. Ta belle 41. 

Histologische Metho
den. Diejenigen, die sich 
fUr histologische Metho
den interessieren, finden 
sie in den Arbeiten 
von ARON (1930, 1932), 
LOESER (1932), SEVRING
HAUS (1933) und HEYL 

Unbehandelte Tiere Gespritzte Tiere 
Korper- I Schildriisen- Korper- I Schildriisen-gewicht gewicht gewicht gewicht 

g mg g mg 

235 24 205 73 
240 22 220 56 
260 27 205 57 
225 20 220 41 
230 20 200 46 

(1933). Mittelwert: 238 22,6 210 54,6 

B. Prolactin. 

Die Taubenrnethode. RIDDLE, BATES und DYKSHORN (1933) haben 
eine Methode an Ringtauben angegeben, bei denen Prolactin ein Wachs
tum und Milchsekretion del' Kropfdrusen sowohl beim Weibchen als 
auch beirn Mannchen hervorruft. 1m Ruhezustand sehen die Drusen 
nur wie eine runzelige Stelle in del' Schleimhaut aus. Wenn man abel' 
Tauben mit einem wirksamen Ex
trakt spritzt, wachsen die Drusen in 
einer deutlich a bgegrenzten Struktur. 
Abb. 40 zeigt die Lage del' Drusen. 

RIDDLE und Mitarbeiter haben 
in ihren Arbeiten Kurven veroffent
licht, die das Verhiiltnis des Kropf
drusengewichts einzelner Vogel zur 
gespritzten Hormondosis darstellen. 
Leider sind dabei wedel' Drusen
gewichte noch Dosen die tatsachlich 
gefundenen Gewichte und Dosen, 
sondern es sind korrigierte Werte, 
aus denen sich nur schwer die ein
fache Beziehung zwischen Dosis und 
Wirkung ersehen laBt, die zum Ver
gleich zweier Praparate notwendig Abb.40. Die Lage der Kropfdriisen bei Tau-

ben. Der Kropf ist von vorn aufgeklappt. 
ist. DYER (1936) hat an Gruppen von 
220 bis 530 g schweren Tauben, deren Durchschnittsgewicht ungefahr 
350 g betrug, eine Reihe von Versuchen gemacht. Die Schwierigkeiten, 
die durch die groBen Gewichtsunterschiede entstanden, wurden dadurch 
behoben, daB er die Vogel so auf die einzelnen Gruppen verteilte, daB 

Burn-Biilbring, Biologische Auswertungsmethoden. 9 
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das Gesamtgewicht der Gruppen ahnlich wurde. So betrug das Gewicht 
-von 4 Gruppen zu 6 Vogeln 2290, 2145, 1950 und 2240 g. AIle Vogel 
derselben Gruppe erhielten dieselbe Dosis ohne Rucksicht auf das 
Korpergewicht. Die Injektionen wurden dreimal taglich 4 Tage lang 
in die Brustmuskulatur gemacht. Am fiinften Tage wurden die Vogel 
getOtet, die Kropfdrusen wurden herausprapariert, mit FlieBpapier ge

Tabelle 42. 
Die Werte stellen das Gewicht (g) der 

Kropfdriisen einer Taube dar. 

Tagesdosis 

Unbehandelt I 0,25 ccrn I 0,5 ecrn I 1,0 ccrn 

0,3 1,3 1,8 I 3,9 
0,4 1,4 2,0 4,2 
0,8 1,6 2,1 4,8 
0,9 2,2 2,9 4,9 
1,0 3,7 3,4 5,2 

____ 1...:.,5_~-3"-,8--'--...;.5"-,9-~12,6 
Mitte1wert: 0,8 2,3 3,0 5,9 

trocknet und gewogen. Die 
Resultate eines Versuches 
sind in Tabelle 42 aufgestellt. 

Aus den Werten in Ta
belle 42 kann man erkennen, 
wie groB die Schwankung 
der Kropfdrusengewichte bei 
verschiedenen Vogeln ist, und 
daB die Zunahme des Durch
schnittsgewichtes im Verhalt
nis zur VergroBerung der 
Dosis relativ gering ist. In 
spateren Versuchen wurden 

die Injektionen zweimal taglich sieben Tage lang gegeben. Diese Ver
suche wurden im April und Mai gemacht und die Gewichtszunahme 
der Kropfdrusen war um diese Zeit viel groBer. Die Durchschnittswerte 
der beiden Versuche, in denen derselbe Extrakt verwandt wurde (der 
viel starker war als der fiir Tabelle 42 benutzte), sind in Tabelle 43 
aufgestellt. 

Tabelle 43. Die Werte stellen das Durchschnittsgewicht (g) der Kropf
driisen von 5 Tauben dar. 

Tagesdosis 

Unbehandelt 0,025 cern I 0, 5 cern 0,1 ccrn 

Versuch I 1,2 1,35 4,1 10,1 
II 1,15 2,1 4,5 9,8 

RIDDLE hat eine Einheit angegeben, die durch die Wirksamkeit, die 
in einem von ihm hergestellten Pulver enthalten ist, definiert ist. Als 
dieses Pulver mit der oben beschriebenen Methode ausgewertet wurde, 
namlich zweimal taglich 7 Tage lang einer Gruppe von 5 Tauben gespritzt 
wurde, fand sich, daB eine Dosis von 2,5 mg ein Wachstum der Kropf
drusen auf durchschnittlich 4,8 g bewirkte. 

Der Vergleich zweier Praparate. Zum Vergleich zweier Praparate 
nimmt man 3 Gruppen zu 12 Tauben. Die Vogel sollen moglichst 
gewichtsgleich sein und das Gesamtgewicht jeder Gruppe ungefahr 
ubereinstimmen. 2 Gruppen erhalten das als Standard benutzte Pra-
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parat, die eine die doppelte Dosis der anderen. Die dritte Gruppe erhiilt 
das unbekannte Praparat. Die Injektionen werden dreimal taglich 
4 Tage lang gegeben. Am fiinften Tage wird das mittlere Gewieht der 
Kropfdriisen jeder Gruppe bestimmt. Die mit den 2 Standarddosen 
erzielten Resultate werden als Ordinaten, die Logarithmen der Dosen 
als Abszissen graphiseh dargestellt. Eine gerade Linie verbindet die so 
gewonnenen Punkte. Auf dieser Linie werden dieWerte fiir das un
bekannte Praparat aufgesueht und auf der Abszisse der Logarithmus 
der Standarddosis gefunden, der die Dosis des unbekannten Praparates 
entsprieht. 

c. Das Wachstumshormon. 
Die Auswertung des Waehstumshormons im Hypophysenvorder

lappen maeht man meistens an hypophysektomierten Ratten. 
Die Hypophysektomie ander Ratte. Die Besehreibung stammt von 

BULBRJNG; sie ist eine Modifikation der von SELYE benutzten Technik. 
Die Ratte wird mit Ather narkotisiert. Das Holzbrett, auf dem sie zur 
Operation fixiert wird, ist 26 em lang und 20 em breit (s. Abb. 41). 
In der Mittellinie, 5 cm von einer Schmalseite entfernt, ist ein Metall
biigel eingeschlagen, so tief, daB man die oberen Schneidezahne der 
Ratte gerade darunter schieben kann. 3 em weiter befestigt man einen 
aus dickem Draht gefertigten Kopfhalter, der den Hinterkopf umfaBt 
und der gerade so biegsam ist, daB er fiir jedes Tier adaptiert werden 
kann. Die Beine werden naeh unten gezogen und mit breiten Gummi
bandern, die dureh Einschnitte im Brett gezogen und auf der Unterseite 
festgenagelt sind, festgehalten. Es ist wichtig, daB die Ratte in Riieken
lage ganz genau geradegestreckt liegt und der Kopf sieh nicht seitlieh 
drehen kann. Man befeuchtet das Operationsfeld mit Alkohol und 
maeht einen 2 em langen medianen Hautsehnitt, vom Jugulum vor
warts. Die groBen Speicheldriisen werden zur Seite gesehoben, die 
Muskeln iiber der Trachea in der Mittellinie durchtrennt und etwas 
unterhalb des Kehlkopfes mit einer Nadel ein kleines Loch in die 
Trachea gemaeht, durch das man eine feine Glascapillare hineinschiebt. 
Am besten benutzt man ein kurzes Glasrohr, das in einem Winkel von 
ungefahr 135 0 abgeknickt und zu einer kurzen Capillare ausgezogen ist. 
Diese liegt dann in der Richtung der Luftr6hre, aber das weitere Anfangs
stiick fallt nach der rechten Seite der Ratte heriiber, so daB es die 
Operation nicht behindert, und dient zur Fortsetzung der Narkose, indem 
man etwas mit Ather benetzte Watte darunterlegt. Unmittelbar medial 
vor der Sehne des linken Muse. digastricus prapariert man nun stumpf 
in die Tiefe. Man fiihlt sofort den rundlichen Processus mastoideus, 
der bei der Ratte stark hervortritt, und dringt unmittelbar medial von 
dem groBen N. lingualis gegen die Schadelbasis vor, langsam nach der 
Mittellinie hinarbeitend. Mit einem kleinen, stumpfen, mit Gummizug 

9* 
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versehenen Haken halt man den Nerv und die groBen GefaBe links zur 
Seite, rechts muB man einen weiteren Haken mit Gummizug verwenden, 
urn Trachea und Pharynx zur Seite zu ziehen. Durch Reiben mit kleinen 
Watteballchen kann man den Knochen der Schadelbasis sauber frei
legen, wobei man darauf achten muB, die medial von den Proc. mastoidei 
zum inneren Ohr fiihrenden GefaBe und die Hinterwand des Pharynx 
nicht zu verletzen. 

a 
Abb.41. Hypophysektomie an det Ratte. a) Vorderansicht der Halsmuskeln; die linke Speicheldriise 
ist nach aullen geklappt; die Stelle medial von der Sehne des lIf. digastricus, an der man aniangt, in 
die Tiefe zu praparieren, ist schwarz markiert. b) Auf dem Operationsbrett fixierte Ratte mit 
Trachealkaniile und freigelegter Schadelbasis. c) VergroJlerter Ausschnitt, um die Trepanationsstelle 

zu zeigen. Siehe Text. 

Es soUte sich dann folgendes Bild darbieten: Rechts und links die 
vorgewolbten Processus mastoidei, dazwischen eine quer verlaufende 
blauliche Knochennaht (Sutura spheno-occipitalis), auf die von hinten 
median eine langsverlaufende Knochenleiste stoBt. Diese kann man oft 
besser fiihlen als sehen (s. Abb. 41, c). Zur Trepanation verwendet man 
einen Zahnbohrer Nr. 10 bis 12, je nach der GroBe der Ratte. Die 
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TrepanatiollSstelle liegt gerade vor dem Punkt, an dem die mittlere 
Knochenleiste auf die blauliche Knochennaht stoBt. Macht man das 
Loch weiter nach vorn, so erofinet man leicht den Venensinus, macht 
man es weiter nach hinten, so legt man nur die hintere Hiillte der Hypo
physe frei und kann nicht mit Sicherheit die ganze Driise entfernen. 
DasselQe gilt fiir seitliche Verschiebung. Bei der Trepanation schont 
man die letzte, sehr diinne Knochenlamelle iiber der Hypophyse. Mit 
einem feinen Hakchen, wie es in der ophthalmologischen Praxis gebraucht 
wird, entfernt man die Knochenlamelle und zerreiBt auch die Membran, 
die die rosa gefarbte Hypophyse bedeckt. Zum Heraussaugen der DrUse 
benutzt man ein mit einer Vakuumpumpe verbundenes Glasrohr, dessen 
()ffnung in die Trepanationsoffnung gut hereinpaBt. Man saugt sehr 
vorsichtig, da es sonst leicht aus dem Sinus blutet. 1st die Hypophyse 
vollstandig entfernt, so hort die Blutung bald von selbst auf. Nach 
erfolgreicher Operation muB man die Dura sehen konnen, und darunter 
das Gehirn, das mit jedem Atemzug der Ratte pulsiert. Ein kleiner 
Wattepfropf wird fiir kurze Zeit in die TrepanatiollSofinung gesteckt. 
Inzwischen werden schon Haken und Trachealkaniile entfernt und 
notigenfalls die Trachea mit der Pumpe von angesammeltem Schleim 
gereinigt. Nach Entfernung des Wattepfropfens wird die Haut zu
genaht, und die Ratte atmet wieder auf natiirlichem Wege. Die Mortali
tat hangt von der Ubung des Operateurs und von der Operationsdauer 
abo Ohne Assistenz, so wie die Methode bier beschrieben ist, kann man 
bei einiger Ubung fiir Operation einschlieBlich Narkose 15 Minuten 
rechnen. Ein binokulares Mikroskop, das etwa zehnmal vergr6Bert, und 
eine darunter angebrachte gute Lampe sind eine wesentliche Erleich
terung zu rascher und sicherer Herausnahme der Hypophyse. 

. Die Auswertnng. Die Ratten werden fiir die Auswertung hypophys
ektomiert, wenn sie 80 bis 100 g wiegen. Sie werden dann in Gruppen 
von 6 bis 10 Ratten verteilt. Um ein unbekanntes Praparat mit dem 
Standard zu vergleichen, braucht man 3 Gruppen, von denen zwei den 
Standard und eine das unbekannte Praparat erhalten. Man gibt der 
einen Gruppe eine doppelt so groBe Standarddosis als der anderen und 
wahlt eine Dosis des unbekannten Praparates, von der man erwartet, 
daB sie eine zwischen den beiden Standarddosen liegende Wirkung 
ausiibt. Man muB die Ratten mit einer gleichmaBigen Kost fiittern, 
bei der normale Ratten wachsen. Eine geeignete Kostform ist auf S.143 
angegeben, dazu gibt man eine Zulage von Brot und Milch. Halt man 
die Ratten eine Woche nach der Operation bei dieser Kost, dann kann 
man sich vergewissern, daB das Wachstum stillsteht. Danach injiziert 
man die Dosen taglich 7 Tage lang intraperitoneal und wiegt die Ratten 
zu Anfang und zu Ende der Versuchszeit. Die mittlere Gewichtsanderung 
jeder Gruppe wird bestimmt. 
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Um die relative Wirksamkeit des unbekannten Praparates zu be
stimmen, werden die durch die 2 Standardgruppen bewirkten Resultate 

g 
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o 43 o,r; 
/'og(}'rifhmlls der Oosis 

Abb. 42. Die lineare. Abhiingigkeit zwi
schen LogarithmuB der Vorderiappendosis 
und mittierer Gewiehtszunahrne (in 7 Ta
gen) ilypophysenloser Ratten fiir zwei 

verschiedene Vorderiappenextrakte. 
(BULBRING.) 

als Ordinaten, die Logarithmen del' 
Dosen als Abszissen graphisch darge
stellt. Durch die so gewonnenen Punkte 
wird eine gerade Linie gezogen und 
del' Mittelwert fUr das unbekannte 
Praparat darauf aufgesucht. Die diesem 

Tabelle44. Gewichtsanderung pro Ratte 
in 7 Tagen (g). 

Dosis 

Unbehandelt I 0,0083 cern I 0,0166 cern I 0,0332 cern 

Mittelwert 0 I 

+ 5 I 
+16 
+11 
- 6 
+8 
+ 8 

+ 7 

+ 8 
+11 
+11 
+4 
+14 
+ 9 
+9,5 

+17 
+19 
+22 
+12 
+lO 
+lO 
+15 

Pllnkte entsprechende Abszisse ist del' 
Logarithmus del' Standarddosis, die del' 
Dosis des unbekannten Praparates 
aquivalent ist. Ein Beispiel fUr die 
Wirkung verschiedener taglicher Dosen 

aus einem Versuch von BULBRING (unveroffentlicht) ist in Tabelle 44 
wiedergegeben. Siehe auch Abb. 42. 

D. Das gonadotrope Hormon. 

Gonadotrope Praparate beeinflussen beim weiblichen Tier die 
Ovarien, beim mannlichen Tier die Testes. Da sich beim el'wachsenen 
Tier die Organe schon unter dem EinfluB des Vol'derlappens entwickelt 
haben, beobachtet man die Wirkung gonadotl'oper Substanzen am besten 
an immaturen Tiel'en, obwohl auch bei diesen die Hypophyse schon 
teilweise funktioniert. Die Wirkung auf junge weibliche Tiere kann man 
auf verschiedene Weise erkennen. Es findet eine Gewichtszunahme des 
Ovariums und eine GroBenzunahme del' darin enthaltenen Follikel statt_ 
Die Follikel werden zu Corpora lutea; auBerdem sezerniert das Oval'ium 
Oestrin, das seinerseits Veranderungen an del' Vagina hervorruft, 
namlich ihre vorzeitige Offnung und Verhornung des Schleiinhaut
epithels; auBerdem bewirkt das Oestrin eine Vergl'oBerung des Uterus. 
Die Wirkung auf junge mannliche Tiere el'kennt man an del' Vel'gl'oBe
rung del' Hoden und an del' Sekretion des mannlichen Sexualhormons, 



Kap. XI. Hypophysenvorderlappen. 135 

das wiederum eine VergroBerung der ProstataundSamenblasen bewirkt. 
Fast aile die Veranderungen werden zur Auswertung gonadotroper 
Praparate benutzt. 

Die Vaginalabstrichmethode. Der Test, bei dem jungen Ratten 
gonadotropes Hormon injiziert wird und die 6ffnung der Vagina und 
Verhornung der Schleimhaut als Kriterien benutzt werden, ist sehr 
weit verbreitet. Die Veranderung ist aber ein sekundarer Effekt des 
Hormons und deshalb bei verschiedenen Tieren im hochsten Grade 
veranderlich. Erstens schwankt namlieh die Wirkung des Hormons auf 
das Ovarium, so daB bei den einzelnen Tieren verschiedene Oestrin
mengen produziert werden. Zweitens schwankt die Wirkung einer be
stimmten Oestrinmenge, und deshalb muB die Wirkung verschiedener 
Oestrinmengen erst recht unsieher sein. 

Als weitere Schwierigkeit kommt hinzu, daB schon natilllicherweise 
der Zeitpnnkt, zu dem sich die Vagina offnet, starken Schwankungen 
unterliegt. Infolgedessen ist die Vaginalabstrichmethode nicht sehr 
geeignet zur Auswertung des Hormons, was auch aus Versuehen von 
BROWNLEE (unveroffentlieht) hervorgeht. Er verwandte einen trockenen, 
aus Schwangerenurin hergestellten Extrakt, der im Eisschrank auf
bewahrt wurde. Die Versuchstiere waren junge weibliche Albinoratten, 
21 bis 23 Tage alt, von 30 bis 35 g. Gewicht, aus einer Zucht, die seit 
10 Jahren unter unveranderten Bedingungen lebte und bei derselben 
Kost gehalten wurde. Seine Versuchstiere waren also so gleichmaBig 
wie nur moglieh. Bei jedem Versuch wurden die Ratten desselben 
Wurfes gleichmaBig auf die einzelnen Gruppen verteilt. Die Gesamt
dosis wurde an 3 Tagen auf 6 Injektionen verteilt gegeben, am ersten 
Tage urn 9 Uhr, am zweiten urn 9, 12 und 17 Uhr, und am dritten urn 
17 Uhr. Die Untersuchung des Vaginalabstriehes wurde am fiinften 
Tage urn 9 Uhr vorgenommen. Die Befunde der verschiedenen Versuche 
sind in Tabeile 45 wiedergegeben. 

Tabelle 45. Die Werte zeigen, in welchem Verhaltnis bei den Tieren 
Vaginalverhornung beobachtet wurde. 

Versuch 1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

Summe 
Prozentsatz. 

Gesamtdosis mg 
---1-' 

0,2 I 0,3 

- i 1/6 
- 5/6 
- 2/6 
1/5 -

0,4 I 

=1 
0,6 I 

2/6 I 
6/6 
5/6 
3/5 

5/6 
= I 0/5 I = 
- ,5/6 -

6/11 I 8/18 I 5/11 I 16/23 : 

44 I I 70 I 

0,8 1,2 

I 3/6 
4/6 
4/6 
2/5 

i 1,6 I 

6/10 I 13/23 I 2/5 

I 56 i I 

2,4 

4/6 
6/6 
5/6 
3/5 

18/23 
78 
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Aus den Werten del' Tabelle geht hervor, daB,_selbst wenn die Er
gebnisse verschiedener Versuche vereinigt werden, keine Abstufung del' 
Wirkung im Verhii.ltnis zur Dosis stattfindet. Eine Gesamtdosis von 
1,2 mg bewirkte eine Verhornung des Scheidenepithels bei 56% del' 
Ratten, wahrend die Halfte del' Dosis, 0,6 mg, bei 70% Verhornung 
hervorrief. Die Methode ist also sowohl aus theoretischen als auch aus 
praktischen Grunden hochst unbefriedigend. 

Die Uterusvergroflerung. Fiir die Beeinflussung des Uterusgewichtes 
gelten dieselben theoretischen Einwande wie fiir die Vaginalverande
rungen. In del' Praxis erzielt man abel' mit del' Methode oft erstaunlich 
gute Resultate, wenn auch nicht immer. Bei del' Oestrinauswertung 
am Uterusgewicht ist del' Neigungswinkel del' Kurve, die das Verhaltnis 
von Dosis zu Gewichtszunahme darstellt, auffallend konstant. Bei del' 
Auswertung gonadotroper Hormone ist abel' del' Kurvenverlauf ver
anderlich, und diese Schwankungen machen die Methode weniger 
geeignet. Die folgenden Versuche, aus denen man auch entnehmen kann, 
wie zwei Extrakte verglichen werden, bieten ein Beispiel fiir die In
konstanz del' Beziehung zwischen Dosis und Wirkung. 

Bei den in Tabelle 45 wiedergegebenen Versuchen wurde das Vorder
lappenpraparat am ersten Tage subcutan injiziert, auf 3 Injektionen 
im Abstand von 4 Stunden verteilt. 12 Wiirfe junger weiblicher Ratten 
wurden so auf 5 Gruppen verteilt, daB sich in jeder Gruppe eine Ratte 
desselben Wurfes befand. Am vierten Tage wurden die Ratten, die nun 
37 bis 51 g wogen, getotet, die Uteri herausprapariert, in BOUINS 
Flussigkeit fixiert und am nachsten Tage gewogen. Die Vel'suchsergeb
nisse sind in Tabelle 46 aufgestellt als 1. Versuch. Einige Monate spateI' 
wurde del' Versuch mit demselben Prapal'at (das als Pulver unterdessen 
bei 0° C aufbewahrt worden war) an derselben Tierzahl mit del'selben 
Technik wiederholt; die Ergebnisse sind als II. Versuch angegeben. 

Tabelle 46. Mittlere Gewichte von 12 Uteri (Milligramm). 

I Gesamtdosis mg 

Kontrolle I 0,1 I 0,2 I 0,4 I 0,8 

I V h {Gefundenes Gewicht. 20,2 36,5 53 72 78 
. ersuc G' h ewlC t pro 100 g . 51 96 130 191 202 
I V h {Gefundenes Gewicht. 19,7 41,8 42 61 -

. ersuc G . h eWlC t pro 100 g . 46,6 85,3 95,5 137,8 -
I 

In Abb.43 sind die UterusgeWichte pro lOO g Korpergewicht gl'a
phisch als Ordinaten und die Logarithmen del' Dosen als Abszissen dar
gestellt. Die gerade Linie A geht ziemlich genau durch die im 1. Versuch 
gefundenen Punkte, abel' del' Verlauf del' Linie B entspl'icht nul' an
nahernd den im II. Versuch gewonnenen Punkten. Zweifellos sind A 
und B nicht parallel. Man konnte einwenden, daB das Praparat wahrend 
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der Zwischenzeit wepiger wirksam geworden sein konnte. Darauf ist zu 
erwidern, daB die Linien A und B parallel sein miiBten, wenn der Unter
schied zwischen Versuch I und II die 
Folge eines Wirksamkeitsverlustes ge
wesen ware. Die Tatsache, daB die 
beiden Linien nicht parallel sind, be
deutet, daB die Uteruswirkung so variabel 
ist, daB selbst Gruppen von 12 Ratten 
nicht geniigen, um einen einigermaBen 
genauen Ausdruck fiir die Durchschnitts
wirkung der injizierten Dosis zu ge
winnen. 

Zum Vergleich zweier Praparate muB 
man 3 Dosen von jedem Praparat je 
12 Ratten spritzen. Gibt man nur 
2 Dosen, so kann der Effekt der hi.iheren 
Dosis maximal werden und einen falschen 
Eindruck beziiglich der Steilheit der 
Dosiswirkungskurve erwecken. Yom un
bekannten Praparat muB man ebenfalls 
3 verschiedene Dosen geben, denn wie 
die Ergebnisse in Abb. 43 zeigen, hat 
die Bestimmung eines einzelnen Punktes 
sogar, wenn er der Mittelwert von 
12 Ratten ist, eine sehr groBe Fehler
breite. Auf diese Weise ermittelt man 

°f~O-----'f3~----~f8~--~f9 
logtIrlThmus der /}osis (mg) 

Abb. 43. Die beiden Linien zeigen die 
Beziehung zwischen dem Logarithmus 
der Dosis von gonadotropem Horman 
(aus Schwangerenurin) und mittlerem 
Uterusgewicht von Ratten. Fiir beide 
Vcrsuche wurde dcrselbe Extrakt ver
wendct. Wenn die Methode zuverlassig 
ware, miillten beide Linien parallel .cin. 

dann also fiir beide Praparate die Dosen mit gleicher Uteruswirkung. 
Die VergroBerung der mannlichen Sexualorgane. Die dritte indirekte 

Methode zur Bestimmung gonadotroper Wirksamkeit ist die, bei der die 
Wirkung auf Prostata und Samenblasen mannlicher Tiere festgestellt 
wird. Ebenso wie der Uterus weiblicher Tiere, nehmen diese Organe 
mannlicher Tiere an Gewicht zu, aber die Methode gibt bessere Resultate 
als die Gewichtsbestimmung der Uteri. 

Man verwendet junge, 22 bis 25 Tage alte, mannliche Ratten. Die 
einzelnen Wiirfe werden auf wenigstens 3 Gruppen zu 5 bis 10 Tieren 
verteilt. 2 Gruppen erhalten 2 Dosen des als Standard benutzten 
Praparates und eine Gruppe eine Dosis des unbekannten. Hat man 
mehr Ratten derselben Wiirfe zur Verfiigung, so gibt man noch eine 
andere Dosis des unbekannten Praparates und behalt eine Gruppe als 
Kontrolle. 

Die Ratten werden wenigstens 3 Tage lang gespritzt; in dieser Zeit 
ist die Gri.iBenzunalime der Prostata und Samenblasen noch relativ 
gering. Die Ergebnisse eines Versuches, bei dem die Ratten 3 Tage lang 
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zweimal taglich gespritzt und am fiinften Tage getOtet wurden, sind in 
Tabelie 47 zusammengestelit. Es sind jedesmal die Durchschnittswerte 
von 7 Ratten. 

Samenblasen . 
Prostata 

Tabelle 47. 

Tagesdosis 

Kontrolle I 0,4 mg I 0,8 mg 

.1 17 mg 1 26,4 mg 1 34 mg 

. 81 mg 103 mg 120 mg 

2,Omg 

42 mg 
138 mg 

Werden die Injektionen uber langere Zeit fortgesetzt, so erhalt man 
viel bessere Resultate, da die Prostata und Samenblasen gleichmaBig 
weiterwachsen, solange gespritzt wird. Tabelie 48 zeigt den Effekt, den 
DEANESLY (1935) erzielte, wenn dieselbe Gesamtdosis uber verschiedene 
Zeitabschnitte verteilt wurde. 

Tabelle 48. Gesamtdosis 1 mg in verschiedenen Zeitabschnitten. 

Mittleres Gewicht der Prostata. . . 
Mittleres Gewicht del' Samenblasen . 

3 Tage 

60 mg 
15 mg 

Zeitabschnitt 

5 Tage I 10 Tage 

1
105 mg 1200 mg 
32 mg 80 mg 

Das Herauspraparieren von Prostata und Samenblasen ist in 
Kapitel X, S. 125, beschrieben. Innerhalb eines Versuches solite dieselbe 
Person alie Organe praparieren, denn geringe methodische Unterschiede 
beeinflussen das Ergebnis. Die Effekte der beiden Standarddosen 
werden graphisch als Ordinaten zum Logarithmus del' Dosen als Abszissen 
in Beziehung gesetzt und ergeben den Neigungswinkel del' Dosiswirkungs
lillie. Von diesel' Linie aus kann man die Standarddosis finden, die 
dieselbe Wirkung wie das unbekannte Praparat ausgeubt haben wiirde. 

Die Vel'gl'oflel'ung del' Oval'ien. Die einfachste Bestimmung del' 
direkten Wirkung gonadotroper Praparate ist die Feststeliung del' Ovar
vergroBerung. Wieweit diese Gewichtszunahme auf die Vermehrung del' 
Follikel und wieweit sie auf den luteinisierenden Effekt des Extraktes 
beruht, kann man dabei naturlich nicht ermitteln. DEANE SLY (1935) 
hat indessen die Methoden zur Auswertung von Schwangerenurinprapa
raten einerseits und Vorderlappenpraparaten andererseits am Ovar
gewicht einzeln beschrieben. Die beiden Extraktarten mussen ver
schieden behandelt werden, denn die aus Schwangerenurin bewirken 
unter den vorliegenden Bedingungen ein Ovargewicht von nicht mehr 
als 40 bis 45 mg, wahrend die Vorderlappenauszuge ein Wachstum del' 
Ovarien auf mehr als 100 mg hervorrufen konnen. Die Unterschiede 
sind aus Abb. 44 ersichtlich. 

DEANESLY nimmt 40 bis 50 g schwere weibliche Ratten und spritzt 
einmal taglich 5 Tage hintereinander. Die Ratten werden 24 Stunden 
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nach der letzten Injektion get6tet und die Geschlechtsorgane iiber 
Nacht in Bourns Fliissigkeit fixiert. Danach kommen sie in 70proz. 
Alkohol und werden sauber prapariert. Die Ovarien werden dekapsu
liert vom Hilus abgeschnitten, zwischen FlieBpapier getrocknet und 
auf einer Torsionswaage gewogen. Jede Dosis wird 10 bis 12 Ratten 
gespritzt und das mittlere Gewicht beider 90 

Ovarien fiir jede Gruppe bestimmt. mg 
Fiir V orderlappenausziige besteht eine 80 

/ lineare Beziehung von Dosis zu mittlerem 
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Abb. 44. Die graphische Darstellung zeigt, dall Extrakte aus 
Schwangerenurin (U.P.) eine andere Wirkung auf die Ovarien 
junger Ratten haben als Hypophysenvorderlappenextrakte 

(..1.1'.). (DEANESLY.) 

Ovargewicht im Bereich zwischen 30 und 
80 mg. Fiir Schwangerenurinextrakte ist die 
Abhangigkeit linear zwischen den Ovarge
wichten 20 und 40 mg. DEANESLYS Ver
suchsergebnisse sind in Abb. 45 dargesteUt. 
Denmach muB man dafiir sorgen, bei der 
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Abb. 45. Die Beziehung zwischen 
den Dosen von a) Extrakt aus 
Schwangerenurin (U.P.), b) Hy· 

pophysenvorderlappenextrakt 
(..1.1'.) einerseits und Ovargewich· 
ten junger Ratten andererseits. 

(DEANESLY.) 

gewichte von ungefahr 60 g zu produzieren und bei der Auswertung von 
Schwangerenurinextrakten Ovargewichte von etwa 30 mg. Bei jeder 
Auswertung soUte man aber 2 Dosen des als Standard benutzten 
Praparates injizieren, um die Neigung der Dosiswirkungslinie festzu
legen. 

DEANE SLY fand, daB die mittlere Abweichung der Ovargewichte je 
nach der Durchschnittsgr6Be schwankte. Waren sie groB, hatten z. B. 
ein mittleres Gewicht von 60 mg, so war die mittlere Abweichlmg 17,3. 
Der mittlere Fehler des Mittelwertes von 12 Ratten wird dann 5,3. 
Fiir kleinere Ovarien, z. B. mit einem mittleren Gewicht von 26 mg, 
war aber die mittlere Abweichung nur 3,0 und also der mittlere Fehler 
des Mittelwertes von 12 Ratten 0,85. 
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Bestimmung der Luteinisierung. Die Fahigkeit von Vorderlappen
ausziigen, Corpora lutea zu erzeugen, bestimmt man am besten mit der 
Methode von JANSSEN und LOESER (1930). Die Arbeit dieser Autoren, 
in der auch ein Standardpraparat vorgeschlagen wird, war die erste 
Beschreibung einer biologischen Methode fiir ein Vorderlappenhormon, 
bei der die Grundsatze der Standardisierung beriic~ichtigt wur.den. 
40 bis 50 g schwere weibliche Ratten wurden in Gruppen zu 10 verteilt. 
Jede Ratte erhielt 6 Injektionen des zu priifenden Praparates intra
peritoneal in regelma.6igen Abstanden von 8 Stunden. 100 Stunden 
nach der ersten Injektion wurden die Ratten getotet. Die Ovarien 
wurden herausgenommen, in Formalinkochsalzlosung fwert, in Paraffin 
eingebettet und die Schnitte mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Sie 
wurden dann auf Corpora lutea und atretische Corpora lutea untersucht. 

JANSSEN und LOESER konstruierten eine Kurve aus dem Verhaltnis 
von verabreichter Dosis zum Prozentsatz der Ratten, bei denen sich 
Corpora lutea fanden. Sie benutzten ein Vorderlappenpulver, das sie 

Tabelle 49. 
nach Acetonextrahierung des 
frischen Gewebes gewonnen 

Dosis pro Ratte Anzahl Ratten I P h tt . d f" H' t I in mg Pnlver mit Corpora lutea rozentsatz a en, Wle as ur ill er ap-
pen auf S.44 beschrieben ist. 
Von diesem Pulver wurde eine 
Suspension in Kochsalzlosung 
gemacht. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle 49 wiedergegeben. 

Sie schlugen vor, daB das 
acetonextrahierte Pulver als 

Standard benutzt werden sollte, und da 20 mg an 50% der Tiere 
Corpora lutea erzeugt hatte, bezeichneten sie als Einheit die in 20 mg 
des Pulvers enthaltene Wirksamkeit. 

10 
15 
20 
25 
30 
40 
50 

1/10 
3/9 
5/10 
5/9 
7/9 
8/10 
8/10 

10 
33 
50 
55 
78 
80 
80 

JANSSEN und LOESER geben als Beispiel die Bestimmung der 
luteinisierenden Hormonmenge in einer Probe von Schwangerenurin. 
10 Ratten erhielten je sechsmal 0,01 ccm Urin in Abstanden von acht 
Stunden. Bei 4 Ratten fanden sich Corpora lutea. Die Gesamtdosis von 
0,06 ccm Urin hatte also dieselbe Wirkung wie 18 mg des als Standard 
benutzten Pulvers. Da 18 mg 0,9 Einheiten enthalten, ergibt sich, daB 
1 ccm Urin 15 Einheiten enthalt. 

Die Ovulation bewirkende Substanz. Gonadotrope Praparate be
wirken an briinstigen Kaninchen Ovulation. Dies ist die einzige gonado
trope Wirkung, die man schnell feststellen kann. Bei der von HILL, 
PARKES und WHITE (1934) angegebenen Methode wird 20 Kaninchen je 
eine einroalige intravenose Injektion verabfolgt. Am nachsten Tage wer
den die Kaninchen in Athernarkose darauf untersucht, ob Ovulation statt
gefunden hat. Also ist das Versuchsergebnis nach 24 Stunden bekannt. 
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Ausgewachsene weibliche Kaninchen muB man erst 6 Wochen halten, 
damit eine etwa vorliegende Schwangerschaft beendet ist und die Tiere 
sich wieder im Oestrus befinden. Man spritzt den Extrakt in wasseriger 
Losung in die Ohrvene, ohne die Dosis nach dem Korpergewicht zu 
berechnen, und legt am nachsten Tage in Athernarkose mit den 
gebrauchlichen aseptischen VorsichtsmaBnahmen das Ovarium £rei. 
Hat an einem Ovarium 100 

Ovulation stattgefun- % 

den, so braucht man 
75 das andere nicht anzu

sehen. Die Beziehung ~ 

der Vorderlappendosis :t' 50 

zum Prozentsatz der :§i: 

25 

a 

l/ 
V 

--' 
~ r--

,/ V 

V 
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Kaninchen, bei denen 
Ovulation stattfindet, 
ist in Abb. 46a zu 
sehen. Die Dosis, die 
bei fast jedem Kanin
chen Ovulation bewirkt, 
ist zehnmal so groB wie 
die Dosis, die gerade 
genugt, einen kleinen 
Prozentsatz zur Ovu
lation zu bringen. Fur 
Extrakte aus Schwan
gerenurin bestehen iihn
liche Verhaltnisse; sie 
sind in Abb.46b wieder
gegeben. 
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Abb. 46. a) Das Verh111tnis der Dosis yon Hypophysen
Yorderlappenextrakt zum Prozentsatz der Kaninchen, bei 
denen Ovulation erfolgt. b) Dasselbe Verh111tnis fiir Extmkt 

aus Schwangereuurin. (HILL, PARKES und WmTE.) 

lich der auf die Injektion folgende Zustand der Pseudograviditat zu 
Ende ist und die Tiere sich wieder in Oestrus befinden. Zu weiteren 
Versuchen kann man aber die Tiere nicht noch einmal verwenden, 
da die Empfindlichkeit gegenuber der gonadotropen Substanz ab
nimmt. 

Zum Vergleich zweier Extrakte wird 20 Kaninchen der eine und 20 
der andere gespritzt. In jeder Gruppe wird der Prozentsatz der Kanin
chen bestimmt, bei denen Ovulation stattfindet. Die relative Wirksam
keit der beiden Extrakte kann man auf Grund der entsprechenden Kurve 
entweder Abb. 46 a oder 46 b berechnen. 
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Kapitel XII. 

Vitamin A. 

Der internat.ionale Standard. Auf der Londoner Konferenz 1934 
wurde beschlossen, daB der internationale Standard fUr Vitamin A ein 
Quantum reinsten /3-Carotins, C44H 56 , sein sollte. Das Material, das 
augenblicklich als internationaler Standard benutzt wird, wurde von 
KARRER hergestelit und wird im National Institute for Medical Research, 
London, aufbewahrt. Es befindet sich in kleinen, mit Glasstopfen fest 
verschlossenen Flaschen, die je 5 cern einer 0,03proz. Losung in Cocos
nuBol enthalten. Dem 01 ist 0,0l % Hydrochinon zur Konservierung 
zugefiigt. 

Die Standardlosung von /3-Carotin ist bei Temperaturen unter 26 0 C 
fest und muB deshalb zum Gebrauch erwarmt werden, aber nicht iiber 
35 0 C. Zur Verdiinnung muB man ein 01 nehmen, in dem das Carotin 
einige Wochen lang haltbar ist. Das 01 wird daraufhin gepriift, indem 
man eine 0,003proz. Carotinlosung damit macht (einer 1: 10-Verdiinnung 
der Standardlosung aquivalent) und die Farbe mit der einer 0,5proz. 
Kaliumbichromat16sung vergleicht. . Beide Losungen sollen ungefahr die 
gleiche Farbe haben. Einige Kubikzentimeter der verdiinnten Carotin-
16sung werden dann eine Woche lang in einem flachen GlasgefaB, das 
nicht ganz gefiillt ist, also noch etwas Luft enthalt, bei 37 0 C im Dunkeln 
aufbewahrt. Danach wird die Farbe wieder !nit der O,5proz. Kalium
bichromat16sung verglichen. 1st die Farbe der Carotinlosung nicht urn 
mehr als lO% helier geworden, so ist das 01 brauchbar. CocosnuBol ist 
meistens sehr geeignet. 

Es ist empfehlenswert, nach dem Offnen der Standardflasche etwas 
Stickstoff durchzuleiten, bevor man die Flasche wieder verschlieBt. 
Sowohl der Standard wie auch die Standardverdiinnung miissen im 
Dunkeln bei ungefiihr 0 0 C aufbewahrt werden. 
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Man muB mit del' Standardlosung sehr sparsam umgehen, deshalb 
stellt sich jeder Untersucher am besten seinen eigenen Substandard von 
Vitamin A fiir den Routinegebrauch her. Als Substandard kann man 
einen Lebertran benutzen, del' von Zeit zu Zeit mit del' Standard-Carotin
losung verglichen wird. 

Die Einheit. Die internationale Einheit von Vitamin A ist die in 
0,6 Y des internationalen Standardpraparates odeI' in 2 mg del' Standard
losung in CocosnuBol entha1tene Wirksamkeit. 

Auswertungsmethoden. 
Es ist unmoglich, in einem Kapite1 alle die Auswertung von Vitamin

praparaten betreffenden Probleme zu diskutieren. Das Hauptgewicht 
wird deshalb auf die Methoden gelegt, die zu einem quantitativen Aus
druck del' Wirksamkeit fiihren. Bei einer befriedigenden Methode ist 
es wichtig, daB erstens die Durchschnittswirkung an einer Tiergruppe 
bestimmt wird, und zweitens diese Durchschnittswirkung del' Dosis 
proportional ist. Die Autoren, die ihre Methode auf del' Heilung del' 
Xerophthalmie aufbauen, vernachlassigen zuweilen die beiden oben
genannten Bedingungen und messen nicht den mittleren Heilwert del' 
Vitamin A-Dosis. Es ist abel' nicht so schwer, den Heilwert von Vitamin A 
quantitativ zu ermitteln. Man kann z. B. den Prozentsatz del' Ratten, 
deren Xerophthalmie in einer bestimmten Zeitspanne geheilt wird, 
bestimmen odeI' die durchschnittliche Zeit feststellen, die notig ist, um 
eine Rattengruppe mit einer taglichen Dosis von Vitamin A zu heilen. 
Das Eintreten und die Heilung del' Xerophthalmie haben abel' nur dann 
einen Wert fiir die Vitamin A-Auswertung, wenn sie quantitativ erfaBt 
werden und die Ergebnisse del' Dosis proportional sind. 

Von den zwei Methoden, die hier beschrieben werden sollen, beruht die 
eine auf del' Beeinflussung des Wachstums, die andere auf Veranderungen 
des Scheidenepithels weiblicher Ratten. Erstere ist die von COWARD, 
KEY, DYER und MORGAN (1930), letztere die von COWARD, CAMBDEN und 
LEE (1935). 

Normalkost 
Zur Fiitterung einer Rattenzucht sind verschiedene Kostformen an-

gegeben worden. Die von COWARD, CAMBDEN undLEE (1932)besteht aus: 
Mais, gemahlen.. 65 g Getrocknete Hefe . 5 g 
Weizen, gemahlen. 20 g Natriumchlorid . 0,5 g 
Trockenmilch. .. 20 g Calciumcarbonat. 0,5 g 
Casein. . . . .. 9 g 

Zweimal wochentlich bekommen die Ratten 2 g frische Leber und 
2 g frische' Wasserkresse. Die Kost fiir die lactierenden Weibchen 
enthalt 10 g getrocknete Hefe statt 5 g. In del' dritten Lactationswoche 
gibt man keine Leber, um zu vermeiden, daB die jungen Ratten davon 
fressen. 



144 Kap. XII. Vitamin A. 

A. Der kurative Wachstumstest. 
Grundkost. COWARD benutzt folgende Kost: 

Casein. . . . . . 15% 
Starke. . . . . . . . ,. . .. 73% 
Getrocknete Hefe. . . . . .. 8 % 
Salzmischung (Steenbock Nr. 40) 4% 

Die Salzmischung Steenbock Nr. 40 besteht aus: 
NaCl. ..... . 
MgS04' 7 H20 . . 
Na2HP04, 12 H 20. 
K 2HP04 • •••• 

23,36 
24,6 
35,8 
69,6 

Ca2H 2(P04 )2' 4 H 20 . 
Ca-Lactat, 5 H 20 . 
Ferricitrat, 6 HsO. . 
KI ....... . 

68,8 
15,4 
5,98 
0,16 

Mit dieser Kost gefiitterte Ratten bekommen auBerdem 8 Einheiten 
Vitamin D wochentlich. Die Starke wird in einem Of en erhitzt, so daB 
sie teilweise dextriniert ist und Klumpen bildet, die dann etwas zer
kleinert und mit der Kost gemischt werden. 

Das kaufliche Casein kann mittels verschiedener Verfahren von etwa 
vorhandenem Vitamin A befreit werden. Manche erhitzen das Casein, 
andere extrahieren es mit Alkohol und Ather. Das Erhitzen hat den 
Nachteil, daB das Eiweill im Casein verandert wird und ein ungeeignetes 
Futter fiir die Ratten abgibt. Die Alkohol- und Atherextraktion ist 
teuer und umstandlich. COWARD und Mitarbeiter (1931) fanden, daB 
die Ratten auch aufhorten zu wachsen, wenn das in der Kost enthaltene 
Casein weder erhitzt noch extrahiert worden war, und wieder anfingen 
zu wachsen, sobald sie Vitamin A bekamen. In ihrem Laboratorium 
wurde also eine quantitative Auswertung durch das im Casein vor
handene Vitamin A offenbar nicht behindert. MORGAN (1934) fand aber, 
daB seine Ratten, die mit demselben Casein gefiittert wurden, nicht 
aufhorten zu wachsen und deshalb ffir die Auswertung ganz ungeeignet 
waren. Deshalb benutzte er eine Kost folgender Zusammensetzung, die 
kein Casein enthielt: 

Gemahlene Reisflocken 48 % 
CocosnuJ3mehl . . .. 30% 
Entfettetes Fischmehl. 10% 
Getrocknete Hefe. .. 8 % 
Salzmischung. . . .. 4 % 

Das entfettete Fischmehl wurde aus Walfischen gewonnen. J ede 
Ratte bekam 8 Einheiten Vitamin D wochentlich. MORGAN fand, daB 
mit dieser Kost gefiitterte junge Ratten nach 46 Tagen aufhorten zu 
wachsen, zu welchem Zeitpunkt sie 70 bis 90 g wogen. Sie reagierten 
dann gut auf Vitamin A-Verabreichung. -

Jeder Untersucher muB die Ausgangskost deinen eigenen Verhalt
nissen anpassen. Man muB sich aber dariiber klar sein, daB derAusdruck 
"Vitamin A-freie" Kost nur relativ, nicht absolut ist. Man kann namlich 
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auch eine Kost mit etwas Vitamin A gebrauchen, vorausgesetzt, daB es 
fUr ein fortdauerndes Wachstum der Ratten nicht geniigt. 

Vorbereitungszeit. Junge, 30 bis 50 g schwere Ratten, je nach der 
Zucht, fiittert man mit der Grundkost. Sie werden zweimal wochentlich 
gewogen, bis das Gewicht konstant bleibt oder abnimmt, dann sind sie 
zur Auswertung fertig. COWARD gibt durchschnittlich 6 Wochen fiir die 
V or bereitungsperiode an. Das hochste in dieser Zeit erzielte Gewicht 
war fiir eine Gruppe von 20 mannlichen Ratten llO g, das Durchschnitts
gewicht am Ende der Vorbereitungszeit 103 g. Die entsprechenden 
Gewichte fiir weibliche Ratten waren 105 und 100 g. 

Verabreichung von Vitamin A. Man muB darauf achten, das un
bekannte Praparat und den Standard im selben Losungsmittel zu ver
abreichen. Es ist z. B. falsch, einen mit Olivenol verdiinnten Lebertran 
und einen mit CocosnuBol verdiinnten Standard zu vergleichen. DYER, 
KEY und COWARD (1934) fanden, daB mit CocosnuBol verdiinnter Leber
tran ungefahr dreimal so stark wirkte als derselbe mit Olivenol oder mit 
gehartetem Baumwollsamenol verdiinnter Lebertran, obwohl das Cocos
nuBol selbst keine Vitamin A-Wirksamkeit besaB. Das Standard
carotin hatte dieselbe Wirksamkeit in Arachisol wie in CocosnuBol. 
Heutzutage wird hauptsachlich CocosnuBol benutzt. Man muB aber 
bedenken, daB sogar verschiedene Olproben verschieden ausfallen 
konnen, und deshalb innerhalb einer Auswertung nicht nur dieselbe 
Olart, sondern sogar dieselbe Olprobe fUr Standard und unbekanntes 
Praparat verwenden. 

Die Dosen werden gewohnlich als Tagesdosen angegeben. Es ist aber 
umstandlich und unnotig, die Dosen taglich zu verabreichen. COWARD 
und KEY (1934) haben gezeigt, daB man dieselbe Wirkung erzielt, wenn 
man die Dosen zweimal wochentlich statt taglich gibt. Am besten 
benutzt man eine Tropfpipette, die so kalibriert ist, daB das Gewicht 
eines Tropfens bekannt ist. Die tagliche Dosis ist in einem Tropfen 
enthalten, z. B. in 20 mg der Losung. Verabreicht man die Substanz 
zweimal wochentlich, so gibt man also z. B. Montags 3 Tropfen und 
Donnerstags 4 Tropfen. AIle Verdiinnungen, sowohl yom Standard als 
auch yom Lebertran, werden nach Gewicht gemacht. Eine geeignete 
Standarddosis ist 2 bis 4 mg, also 1 bis 2 Einheiten; dies solI nur als 
GroBenordnung gelten. Ebenso ist eine geeignete Lebertrandosis 
1 bis 2 mg. 

Die Versuchsanordnung. Fiir jede Auswertung wird das un
bekannte Praparat gleichzeitig mit dem Standard verglichen. Die 
Wirkung einer bestimmten Vitamin A-Dosis ist sehr veranderlich, auch 
wenn die Bedingungen, unter denen die Ratten gehalten werden, un
verandert bleiben. COWARD, KEY und MORGAN (1933) haben gezeigt, 
daB die Wirksamkeit eines bestimmten Lebertrans sich yom .Juni 1931 

Burn·Biilbring, Biologische Auswertungsmethoden. 10 
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bis Oktober 1932 fortwahrend anderte und im Juli 1932 nicht weniger 
als fUnfmal so stark erschien als im November 1931. Man hat also 
wenigstens 2 Rattengruppen im Versuch, von denen die eine das un
bekannte, die andere das Standardpraparat bekommt, odeI' man gibt 
2 Standarddosen und hat also im ganzen 3 Rattengruppen. Jedenfalls 
werden die Tiere desselben Wurfes und auch die Mannchen und Weibchen 
so gleichmaBig wie moglich auf die verschiedenen Gruppen verteilt. 

Versuchsdauer. Die Periode, in del' die Wirkungen der Vitamin
praparate durch wochentliches Wagen beobachtet werden, braucht nicht 
langer als 3 Wochen zu dauern. COWARD (1933) fand, daB die Genauig
keit nur sehr wenig zunimmt, wenn man die Versuchsdauer urn 2 Wochen 
verlangert. Der wahrscheinliche Fehler einer Auswertung an zehn 
mannlichen Ratten sinkt nur von ungefahr 20% bei einem dreiwochent
lichen Test auf 16% bei einem fiinfwochentlichen Test. Die Gewichts
anderung wahrend der 3 Wochen wird fiir jede Ratte einzeln bestimmt 
und der lMittelwert fiir die Rattengruppe dadurch berechnet, daB man 
die Summe der Gewichtsanderungen durch die Zahl der Ratten teilt. 
Auf diese Weise werden die Ratten, die an Gewicht verloren haben, 
nicht aus der Berechnung ausgeschlossen, sondern nul' ihr Gewichts
verlust von del' Gewichtszunahme del' anderen abgezogen. 

Die Berechnung des Ergebnisses. COWARD braucht eine Kurve, die 
die Beziehung zwischen der Vitamin A-Dosis und del' mittleren Gewichts
zunahme del' Rattengruppen darstellt. Zur Konstruktion del' Kurve 
wurden verschiedene Dosen ein und desselben Lebertrans Gruppen von 
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Abb, 47, Beziehung zwischen Logarithmus der Lcbertran
dosis und mittIerer Gewichtszunahmc in 5 \Yoehen. Die 
cine Unie gilt fiir miinnliche, die andere fiir wcibliche Ratten, 

(COWARD u, ~Iitarb,) 

je 30 Ratten gegeben. Die 
Befunde sind in Tabelle 50 
aufgestellt. 

Tabelle 50. Nach COWARD, 

KEY, DYER und MORGAN 

(1930). 
Lcber- Anzahl I ~Iittlere Ge-trandosis R tte wIChtszunahme 

mg a n in 5 Wochen (g) 

0,25 31 

I 

-11,5 
1,0 37 13,0 
1,5 35 17,1 
2,5 32 

I 
27,7 

7,5 31 
I 

48,2 

Werden die Befunde in solche fUr Mannchen und Weibchen getrennt 
und graphisch als Ordinaten dargestellt, wobei die Logarithmen del' 
Dosen als Abszisse eingetragen werden, so liegen sie auf 2 geraden Linien, 
die in Abb. 47 wiedergegeben sind. COWARD (1934) fand, daB dieselben 
Verhaltnisse wie in Abb. 47 auch fiir andere Substanzen als Lebertran 
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gelten, z. B. fiir Butter, Fischmehl, Trockenmilch und Weizenkeimlinge, 
vorausgesetzt, daB sie unter denselben Bedingungen in ihrem Labora
torium gepriift wurden. Die Gleichungen der Regressionslinien fiir 
dreiwochentliche Versuche sind nach COWARD (1933): 

fiir mannliche Ratten y = 29,6 x + 6,0 
fiir weibliche Ratten y = 17,9 x + 8,2 

wobei y die durchschnittliche Gewichtszunahme und x der Logarithmus 
der Dosis ist. Wie man diese Gleichungen in der Praxis gebraucht, wird 
durch das Beispiel in Tabelle 51 erlautert. 

Tabelle 51. Vergleich von Butter mit Standard-Oarotinlosung. 

I Korpergewicht Korpergewicht I Gewlchts-
Tagesdosis Wurf I Geschlecht 

z. z. d. Gewichts- am Ende zunahme stillstands der 3. Woche 
g g g 

0,1 g Butter . A mannlich 105 112 7 
0,1 g 

" 
B 

" 
105 141 36 

0,1 g 
" 

C 
" 

82 102 20 
0,1 g D 

, 
75 84 9 

" " 0,1 g E 
, 

56 67 11 
" " 0,1 g 
" 

E 
" 

56 56 ° 0,1 g 
" 

D weiblich 81 98 17 , 
0,1 g 

" 
F 

" 
71 I 83 12 

0,1 g 
" 

F 
" 

68 86 18 
0,1 g 

" 
B 

" 
67 85 18 

0,1 g G 64 84 , 20 
" " 2 Einheit. Standard G mannlich 98 112 14 

2 
" " 

D 
" 

96 i 119 23 
2 

" " 
H " 

81 I 99 18 
2 

" " 
E 

" 
82 91 9 

2 
" " 

E 
" 

79 
i 

91 12 
2 

" " 
B " 

76 I 114 38 
2 

" " 
F 

weiblich I 
56 65 9 

2 
" " 

D 77 ! 110 33 
2 

" " 
B 

" 
68 , 87 19 

2 
" " 

H 
" I 65 82 

I 
17 

2 
" " 

C 
" I 

63 
I 

89 26 
2 

" " 
A 

" 
61 73 I 12 

Aus der Tabelle geht hervor, daB aIle Ratten, die Butter bekamen, 
dieselbe Dosis erhielten, und aIle Ratten, die den Standard bekamen, 
ebenfalls dieselbe Dosis erhielten. AuBerdem, daB sich fiir jedes Tier, 
das Butter bekam, ein Tier des gleichen Wurfes findet, das den Standard 
erhielt; und schlieBlich, daB ungefahr dieselbe Anzahl mannlicher wie 
weiblicher Tiere die Butter und den Standard bekamen. Die Befunde 
sind in Tabelle 52 zusammengefaBt. 

Die Gleichung fur mannliche Ratten ist y = 29,6 x + 6,0. Setzt 
man fur y 13,8 ein, namlich den Wert fur die Mannchen, die 0,1 g Butter 

10* 
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Tabelle 52. 

Tagesdosis 

0,1 g Butter. . . . . 
2 Einheiten Standard . 
0,1 g Butter. . . . . 
2 Einheiten Standard . 

Geschlecht 

mannlich 

" weiblich 

Dmchsclmittliche 
Gewichtszunahme 

g 

13,8 
17,6 
17,0 
21,4 

erhielten, dann ist x = 0,2635. Dies ist der Logarithmus von 1,834. 
Setzt man fiir y 17,6, niimlich den Wert, den die Miinnchen, die zwei 
Einheiten des Standards erhielten, ergaben, dann ist x = 0,3919. Dies 
ist der Logarithmus von 2,465. Also: 

0,1 g Butter = 1,834 = 0744 
2 Einheiten Standard 2,465 ' . 

1 g Butter enthiilt also 14,88 Einheiten. 
In derselben Weise berechnet man aus den Wert en fiir die Weibchen 

das Ergebnis aus der Gleichung y = 17,9 x + 8,2 und nimmt das Mittel 
aus den Ergebnissen von Miinnchen und Weibchen als den endgiiltigen 
Wert an. Dieser Wert muB nach der Zahl der Tiere korrigiert sein, 
d. h. wenn sich n1 Miinnchen und n2 Weibchen im Versuch befanden, 
und wenn die Ergebnisse fiir die Mannchen r1 und fiir die Weibchen r2 

waren, dann ist das korrigierte Ergebnis 

n1 r1 + n2 /"2 

n1 + n2 

Berechnung des Ergebnisses ohne Kurve. Wenn das Verhiiltnis 
zwischen Dosis und durchschnittlicher Gewichtszunahme noch nicht 

g 
30 

o 

~ 
V 

/ 
V 

,,/ 

-1,87 0 ~3 
tOgfll'l/!J!l7U8 der /JOStS 

Abb.48. C und B sind die mit dem Stan
dard erzielten Resultate, die zmn Logarith
mus dcr Dosis in Beziehung gesetzt sind. 
A ist die mit dem nnbekannten Praparat 
erzielte Gewichtszunahme. Die Abszisse 
von A ist der I,ogarithmus der Standard
dosis, der die Dosis des unbekannten Pra-

paratcs cntspricht. 

vorher festgestellt ist, muB man bei 
der Auswertung immer 2 Standard
dosen benutzen und fiir jede dieser 
Dosen die mittlere Gewichtszunahme 
bestimmen. Die weitere Berechnung 
beruht dann auf der Voraussetzung, 
daB das Verhiiltnis der mittleren Ge
wichtszunahme zum Logarithmus der 
Dosis eine gerade Linie ist. Die 
Ausfiihrung der Berechnung solI an 
einem Beispiel erliiutert werden. An
genommen 1 mg Lebertran bewirkt 
eine mittlere Gewichtszunahme von 
16 g. 1m selben Versuch bewirkte 
eine Einheit des Standards eine 
mittlere Gewichtszunahme von 25 g 
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und 2 Einheiten eine Zunahme von 33 g. Wenn man die mittlere 
Gewiehtszunahme als Ordinate und den Logarithmus del' Dosis als 
Abszisse graphiseh darstellt, kann man dureh die beiden fUr den Standard 
gefundenen Punkte eine gerade Linie ziehen. Auf diesel' Linie wird del' 
Punkt mit del' Ordinate 16 g und die dazugehorige Abszisse aufgesueht. 
Diese Abszisse entsprieht dem Logarithmus del' Anzahl Einheiten, die 
dieselbe Wirkung hervorrufen wiirden wie 1 mg des Lebertrans. Die 
Abszisse fUr dieses Beispiel ist in Abb. 48 zu sehen, namlieh 1,671 . 

Dies ist del' Logarithmus von 0,468. Also enthalt 1 mg des Lebertrans 
0,47 Einheiten. 

Die Ergebnisse fUr Mannehen und Weibehen miissen, wie gesagt, 
getrennt bereehnet werden. 

B. Die Vaginalabstrichmethode. 

EVANS und BISHOP (1922) fanden, daB bei jungen Ratten, die mit 
einer Vitamin A-freien Kost gefiittert wurden, del' normale Brunst
eyclus unterbrochen wu'd und im Vaginalabstrieh immer Sehollenzellen 
gefunden werden, die sonst nul' wahrend des Oestrus vorhanden sind. 
COWARD, CAMBDEN und LEE (1935) haben eine Methode angegeben, in 
del' diese Veranderungen fUr die Bestimmung del' relativen Wirksamkeit 
zweier Vitamin A-Praparate benutzt wird. Die Methode ist noeh nicht 
ganz ausgearbeitet, solI hier abel' besehrieben werden, urn zu zeigen, 
wie man die Veranderungen des Vaginalabstriehes fiir einen quanti
tativen Vergleieh verwenden kann. 

Die Vorbereitung der Ratten. Man flittert junge weibliehe Ratten 
mit einer Kost, die maBige Mengen von Vitamin A enthalt, wie z. B. 
die oben besehriebene Normalkost. Sobald die Ratten ungefahr 130 g 
wiegen, werden sie taglieh daraufhin untersueht, ob sie regelmaBige 
Brunstcyclen haben. Die Untersuehungsmethode ist im Kapitel IX 
besehrieben. Man bringt einen Tropfen Wasser in die Vagina und ent
nimmt ihn wieder zur mikroskopischen Untersuehung. Sobald man 
sieh davon iiberzeugt hat, daB meistens Leukocyten vorhanden sind, 
auBer wahrend des Oestrus, del' jeden dritten odeI' vierten Tag eintritt, 
dann gibt man den Ratten die auf S. 144 angegebene Vitamin A-freie 
Kost. Tagliehe Vaginalabstriehe werden so lange vorgenommen, bis 
sieh 10 Tage hintereinander nul' Schollenzellen finden. Dann sind die 
Ratten fertig zur Auswertung. 

Verabreichung von Vitamin A. Bis jetzt ist die Methode nur zur 
Auswertung von Lebertran verwandt worden, del' in einer einmaligen 
Dosis verabreicht wurde. COWARD gab Dosen von 5 bis 200 mg, und 
zwar jede Dosis einer Gruppe von 10 Ratten. 

1 1,67 ist eine abgekurzte Schreibweise fUr (0,67 - 1). 
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Reaktion auf Vitamin A. Nachdem die Ratten die Vitamin A
Dosis bekommen haben, werden die Vaginalabstriche weiter taglich 
untersucht, bis sich wieder Leukocyten zeigen. Fur jede Gruppe wird 

Lebertran· 
dosis 
mg 

5 
10 
20 
40 
60 

100 
200 

Tabelle 53. 
die mittlere Anzahl von Tagen, 
die dazu notig sind, berechnet. 
Tabelle 53 zeigt die Beziehung 
zwischen Dosis und Anzahl 

Anzahl Ratten 
in einer Gruppe 

10 
9 

10 
10 
10 
10 
12 

x ........ 

~ 

~ 

f--- ----

x 

Anzahl Tage bis 
zum Wiederauftreten 

von Leukocyten 

9,3 
10,0 
7,0 
5,7 
5,3 
4,0 
2,9 

t--......... 

~ 
r--.......... 

Tage bis zum Wiederauftreten 
von Leukocyten. Stellt man 
diese Befunde im Verhaltnis 
zum Logarithmus del' Dosis 
graphisch dar, so erhalt man 
eine gerade Linie (Abb.49). 

~ 
i'-........ 

............... 

'" I----- r-.... 

~o t2 t'l t8 t8 2-0 2-2 2-1f 
Logorilhm{J$ der Oosis(mg) 

Abb. 49. Das Verh'iltnis des Logarithmus der einmaligen Dosis (Milligramm) Lebertran (A bszisse) 
zur mittleren Anzahl Tage (Ordinate), die verstreichen bis zum Wiederauftreten Yon Leukocyi,en im 

Yaginalabstrich. (COWARD, CA~IBDEN und J"EE.) 

Vergleichsmethode. Wahrscheinlich ist es am besten, 2 Praparate 
so miteinander zu vergleichen, daB man wenigstens 2 Dosen von jedem 
verabreicht und 10 Ratten fUr jede Dosis benutzt. Die relative Wirk
samkeit wird gefunden, indem man die Resultate graphisch darstellt. 
Die in Tabelle 53 wiedergegebenen Werte wurden durch einmalige 
Verabreichung del' Lebertrandosis erzielt. Die Wirkungszunahme nach 
Vel'gl'oBerung del' Dosis wiil'de wahl'scheinlich gl'oBer sein, wenn man den 
Lebel'tl'an taglich, natiirlich in kleinel'en Mengen, verabl'eichen wurde. 
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Kapitel XIII. 

Das antineuritische Vitamin. 

Der internationale Standard. Der internationale Standard ist 
Kaolin, an den das antineuritische Vitamin aus einem wasserigen Ex
trakt der beim Polieren von Reis entstehenden Riickstande bei PH 4,5 
adsorbiert wurde und das dann getrocknet ist. Das Praparat ist in den 
medizinischen Laboratorien in Batavia, Java, nach dem Verfahren von 
SEIDELL hergestellt. In trockenem Zustand ist es unbeschrankt haltbar. 
Die Verteilung geschieht vom National Institute for Medical Research, 
London. 

Die Einheit. Die internationale Einheit ist die in 10 mg des Standards 
enthaltene Wirksamkeit. 

A uswertungsmethoden. 

Es gibt 2 Standardisierungsmethoden: eine an Taubert und eine an 
Ratten. An Tauben bestimmt man die spezifische antineuritische Wirk
samkeit, wahrend man an Ratten nur die unspezifische Wachstums
forderung, die allerdings viel genauere Resultate ergibt, miBt. 

A. Die Taubenmethode. 

Es wird im folgenden eine Methode beschrieben, bei der die Heil
wirkung des Vitamins Bl aus dem Prozentsatz der geheilten Tauben 
ermittelt wird. 

Vorbereitung der Tauben. Man halt die Tauben im Freien in Kafi
gen mit Drahtboden und fiittert sie mit poliertem Reis und Wasser. 
Nach 14 Tagen entwickelt sich bei manchen Tauben die typische Kopf
retraktion sowie Krampfzustande. Dies ist der Zeitpunkt fiir die Aus
wertung. Es besteht fiir verschiedene Vogel ein groBer Unterschied in 
der Zeit bis zum Auftreten der Kopfretraktion. Man verwendet nUl" 
solche Vogel, bei denen sie innerhalb von 14 bis 30 Tagen auftritt, die 
anderen Tiere, die ungefahr 55 % ausmachen, werden aus dem Versuch 
ausgeschieden. 

Die Verabreichung des Vitamins Hi" Sobald sich ein Vogel in 
dauernder Kopfretraktion befindet, gibt man ihm so bald wie moglich 
das Vitaminpraparat. Die Dosis wird in 5 ccm Wasser gelost oder auf
geschwemmt und per os gegeben. Man benutzt dazu eine Pipette mit 
einem 5 em langen Stiickchen Gummischlauch am Ende, das man dem 
Vogel in die Speiserohre schiebt. Man gibt 5 ccm 'Vasser hinterher, um 
die Pipette auszuwasehen. Nach Verabfolgung des Heilmittels setzt 
man die Taube in einen Einzelkafig ins Freie. Zum Vergleich giht man 
dem einen Vogel den Standard, dem nachsten das unbekannte Praparat, 
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immer abwechselnd, um die Versuchsbedingungen fiir beide moglichst 
gleichmiiBig zu gestalten. 

Vom internationalen Standard werden meistens 3 Einheiten (30 mg) 
gegeben. Andere Substanzen wechseln in ihrer Wirkungsstarke, z. B. 
braucht man von getrockneter Hefe 0,06 bis 0,12 g. 

Die Ermittlung der Heilwirkung. Man beurteilt die Heilwirkung 
aus dem Prozentsatz der Vogel, die wenigstens 24 Stunden lang geheilt 
waren. Wenn die Taube am Ende dieses Zeitabschnittes Symptome 
aufweist, so gilt sie als nicht geheilt. Finden sich keine Symptome mehr, 
so beobachtet man den Vogel weiter, um zu sehen, wie lange die Heilung 
anhalt. Die Werte fiir die durchschnittliche Heilungsdauer werden aber 
hier nicht zur Berechnung der Wirksamkeit benutzt. Denjenigen, die 
sich dafiir interessieren, sei die Arbeit von COWARD, BURN, LING und 

% 
80 

o 

a 

I / 
.-

/LS. fHo 
/ /1 
./ 

408 413 
Oosis 

418 2-5 to 
Log(mi'hmlls tier Oosis(g) 

Abb. 50. a) Die Bcziehung zwischen der Dosis des internationalen Standards B, (Abszisse) und dem 
Prozentsatz der Tauben (Ordinate), deren Kopfretraktion dadurch geheilt wllIde (Kurve IS); ilieselbe 
Beziehung fiiI getrocknete Hefe (Kurve GH). b) Dieselben Kurven, wenn der Logarithmus dcrDosis 

und die normale aquivalente Abweichung zueinander in Beziehung gesetzt werden. 

MORGAN (1933) empfohlen. Abb.50a zeigt 2 Kurven, an denen die 
Ergebnisse eines Vergleichs von getrockneter Hefe· mit dem inter
nationalen Standard graphisch dargestellt sind. In Abb.50b ist der 
Heilungsprozentsatz als normale aquivalente Abweichung, und die 
Dosen sind als Logarithmen ausgedruckt. Gibt man noch so hohe 
Dosen, so steigt der Heilungsprozentsatz doch nicht ti.ber 80%. In
folgedessen soUte man bei jedem Vergleich mindestens 2 Dosen jedes 
Praparates untersuchen, wovon die eine weniger als 50%, die andere 
mehr als 50% Heilwirkung haben muB. Da man jede Dosis 10 Vogeln 
gibt, braucht man fUr die Auswertung 40 Tauben, was wiederum be
deutet, daB man im ganzen 100 Tauben mit poliertem Reis fUttern ruuB, 
da ja nur 40 davon die Kopfretraktion bekommen. Man ermittelt dann 
also fiir jedes Praparat die Dosis, die 50% der erkrankten Tauben heilt, 
und schlie~t daraus, daB diese beiden die gleiche Wirkungsstarke haben. 
Tauben sind billig, die Auswertungsmethode erfordert wenig Zeit und 
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ist leichter als aile anderen Vitaminbestimmungen. An wenig Tauben 
ist die Genauigkeit aber schlecht, man muB also die Moglichkeit haben, 
eine groBe Anzahl Vogel unterzubringen. 

B. Die Rattenmethode. 
Vorbereitung der Batten. Man gibt jungen Ratten von 55 bis 70 g 

eine Kost, bestehend aus: 
Casein. . . . . . . . 15 g 
Dextrinierte Reisstarke 79 g 
Agar-Agar . . . . . . 2 g 
Salzmischung (Steenbock 40) 4 g 
1m Autoklaven erhitzte Hefe. 25 g 

Jede Ratte bekommt wochentlich zweimal 5 Tropfen Lebertran. 
Die Starke wird durch Erhitzen in einem Gasofen dextriniert. Die 

Hefe kommt, in diinne Lagen ausgebreitet, in einen Autoklaven und 
wird 6 Stunden lang mit einem Uberdruck von 1 Atmosphare erhitzt. 
Danach wird sie bei nicht mehr als 100 0 getrocknet und schlieBlich 
pulverisiert. Die einzige Besonderheit der Kost ist der groBe Hefeanteil. 
COWARD und Mitarbeiter (1933) fanden, daB, sobald die Kost nur 8% 
Hefe enthielt, die Wachstumswirkung von Vitamin Bl von gleichzeitig 
in der Kost anwesenden hitzebestandigen Faktoren abhangig war. 
Sobald aber der Hefeanteil der Kost auf 20% erhoht wurde, hing das 
Wachstum nur noch von Vitamin Bl allein abo 

Man flittert die Ratten mit dieser Kost, bis sie aufhoren zu wachsen. 
Wahrend dieser Zeit, die 14 bis 18 Tage dauern kann, nehmen die 
Ratten 10 bis 20 g, manchmal sogar noch mehr zu. Sobald das Gewicht 
stillsteht, kommt jede Ratte in einen Einzelkafig mit Drahtboden 
(1,5 em weite Maschen). 

Die Verabreichung des Vitamins B1• Man gibt den internationalen 
Standard zusammen mit Dextrin, was die Ratten gerne fressen. Man 
mischt einmal 1 Teil Standard mit 4 Teilen Dextrin, auBerdem 1 Teil 
Standard mit 9 Teilen Dextrin, und gibt die Dosen auf kleinen Schussel
chen mit etwas Wasser befeuchtet in den Kafig. Die zu vergleichenden 
Praparate gibt man in derselben Weise; nur wenn das Volumen viel 
groBer ist, unterlaBt man die Dextrinverdunnung. Die Dosen werden 
taglich 3 Wochen lang gegeben. 

Die Beziehung von Dosis zu Wirknng. Das Verhaltnis zwischen 
Vitamin B1-Dosis und mittlerer Gewichtsanderung von Gruppen zu 
10 Ratten innerhalb 3 Wochen ist in Abb. 51 dargestellt. Die Gleichung 
der Regressionslinie wurde von COWARD und Mitarbeitern (1933) be
rechnet. Sie ist y = 70 x + 139, wobei x der Logarithmus der Dosis ist. 

Der Vergleich zweier Praparate. Wenn man keine solche Kurve 
wie die in Abb.51 zur Verfugung hat, verwendet man 'Wenigstens 3, 
besser sogar 4 Rattengruppen. Tiere desselben Wurfes werden moglichst 
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aufheben kann. Schneidet man die iiberfliissigen Teile des Kiefers vor 
der Entkalkung fort, so besteht die Gefahr, daB der Knochen splittert. 

Einbettungin Gelatine. Man verdiinnt den .Alkohol allmahlich, indem man alle 
lO Minutep. etwas destilliertes Wasser hinzufugt. Nach einer halben Stunde legt 
man den Zahn in destilliertes Wasser. Ein Reagensglas mit 20proz. Gelatinelosung 
wird im Wasserbad auf 40° erwarmt. Der Zahn wird in die Gelatine gelegt 'und 
bei 35 bis 40° C eine halbe Stunde darin gelassen. Danach gieBt man die Gelatine 
mit dem Zahn in eine £lache, vorher befeuchtete Schale. Man richtet den Zahn 
so, daB die Schnittfiache parallel zur Oberflache der Gelatine zu liegen kommt. 
Dann laBt man die Gelatine steif werden. Wenn sie kalt ist, schneidet man einen 
kleinen Gelatinewiirfel, der den Zahn enthalt, heraus und legt ihn in ein Reagens
glas mit 4proz. Formalinlosung. Darin bleibt er 24 Stunden lang zum Harten. 

Schneiden und Aufkleben der Schnitte. Die Objekttrager werden sorgfaltig mit 
Seife und heiBem Wasser gewaschen. Eine Seite wird mit einer dunnen Schicht 
KAISERs Glyceringelatine uberzogen. 

Dazu werden 40 g Gelatine in 210 ccm Wasser 2 Stunden lang eingeweicht, 
dann mit 250 ccm Glycerin und 5 g Carbolsaure lO bis 15 Minuten lang erwarmt. 
Die Losung wird bei 54 ° C filtriert. Beim Abkiihlen geliert sie. Vor dem Gebrauch 
wird sie auf einem Wasserbad erwarmt, bis sie wieder £liissig ist, und eine kleine 
Menge wird mit einem Glasstab auf dem Objekttrager zu einer diinnen Schicht 
ltusgestrichen. Man laBt die Objekttrager 3 Stunden stehen, damit die Schicht 
wieder steif wird. 

Der Gelatineblock mit dem Zahn kommt aus der Formaldehydlosung fiir eine 
halbe Stunde in Wasser. Von dem Zahn werden 15 J.t dicke Gefrierschnitte gemacht. 
Man fangt die Schnitte in einer Schale mit Wasser auf und klebt 6 bis 8 davon 
mit Hille einer Glasnadel auf die vorbereiteten Objekttrager. Ein Stuck Papier, 
beiderseits von 2- bis 3fach gefaltetem Papier unterstutzt, wird uber die Schnitte 
gelegt, dann mit einer dicken Papierschicht bedeckt und fest angepreBt. Wenn 
man das Papier fortnimmt, sind die Schnitte in die diinne Gelatineschicht auf 
dem Objekttrager eingebettet und bleiben darauf haften. 

Fiirbung. Es werden zweierlei Farbungen gebraucht: 
1. HANSENS Hiimatoxylin und Eosin. Zur Herstellung von HANSENS Hama

toxylin werden 3 Losungen bereitet: 
a) Hamatoxylinkrystalle . . .. 1 g 

Absoluter .Alkohol . . . .. lO ccm 
b) Kali- (oder Ammonium-)Alaun 20 g 

Destilliertes Wasser . 200 ccm 
c) Kaliumpermanganat. . . .. 1 g 

Destilliertes Wasser . . . .. 16 ccm 
Am nachsten Tage werden a) und b) gemischt und dann 3 ccm der Losung c) 

zugesetzt. Die Flussigkeit wird 1 Minute lang unter Umruhren gekocht, dann 
schnell gekuhlt, indem man das GefaB mit der Farblosung in kaltes Wasser stellt. 
Ein Objekttrager mit den Schnitten wird 6 bis 8 Minuten in diese Losung gestellt. 
Dann wird er unter flieBendem Leitungswasser lO Minuten gewassert und in 
destilliertem Wasser stehengelassen. Jetzt wird die uberflussige Gelatine ab
gewischt, denn spater laBt sie sich nur schwer entfernen. Danach verfahrt man 
wie folgt: 

a) 1 bis 2 Minuten in 0,5proz. wasserige Eosinlosung. 
b) F/2 Minuten in 96proz . .Alkohol. 
c) F/2 Minuten in frischem 96proz . .Alkohol. 
d) 3 Minuten in absolutem .Alkohol. 
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ist. Der Standard wird in verschlossenen Ampuilen, die je 0,5 g ent
halten, im National Institute for Medical Research, London, aufbewahrt. 

Zum Gebrauch wird die gewiinschte Standardmenge in glasdestillier
tern Wasser, das frisch gekocht und abgekiihlt ist, aufge16st. 

Die Einheit. Die internationale Einheit ist die in 0,05 mg des inter
nationalen Standards enthaltene Wirksamkeit. 

Auswertungsmethoden. 

Von den zwei zu beschreibenden' Auswertungsmethoden beruht die 
eine auf den Zahnveriinderungen junger Meerschweinchen, die andere 
auf der Beeinflussung ihres Wachstums. 

A. Die Zahnmethode. 

Auswahl der Meerschweinchen, Kost lInd DosierlIng (KEY und 
ELPHICK, 1931). 250 bis 350 g schwere Meerschweinchen erhalten eine 
Kost von 45% Kleie, 25% Haferflocken, 30% Trockenmagermilch mit 
zweimal wochentlich 1 ccm Lebertran, und Wasser. Wiihrend der 
14tagigen Versuchsperiode gibt man einer Gruppe von 4 bis 5 Meer
schweinchen taglich eine Standarddosis, und einer anderen Gruppe 
taglich eine Dosis des unbekannten Praparates. Die tagliche Standard
dosis ist 20 Einheiten. Besteht das unbekannte Praparat aus Frucht
saften, wie Citronen- oder Apfelsinensaft, so hangt die optimale Dosis 
von der Wirksamkeit des Saftes ab, die mindestens zwischen 10 und 
25 Einheiten pro Kubikzentimeter schwankt. 

Praparation der Zahne. Am 14. Tage werden die Tiere getotet; 
der Unterkiefer wird herausgenommen und in JENKINS Losung entkalkt. 

Konzentrierte Salzsaure 
Eisessig . . 
Chloroform. . . 
Wasser ..... 
97 proz. Alkohol. 

4 ccm 
3 cern 

10 ccm 
10 ccm 
73 cern 

Aus dieser Losung nimmt man die Knochen aile 2 bis 3 Tage heraus, 
urn lose gewordene Zahne zu entfernen. Dann werden die weich ge
wordenen Spitz en der Schneidezahne 
sowie die hinteren Teile des Kiefers mit 
einem scharfen Messer abgeschnitten. 
Da man die Praparate transversal 
durch die Wurzel des Schneidezahnes 
gerade in dem Winkel VOl' dem ersten 
Backenzahn schneiden muB, laBt man 
nur ungefahr 2 bis 3 mm des Knochens 
VOl' und hinter diesel' Schnittebene 

Abb. 53. rnterkiefer vom Mcerschwein
chen. Zwischen den heiden Lillien, die die 
Schuittrichtung angeben, liegt dcr Kno
chentei/, der histologisch untersucht wird. 

stehen (siehe Abb. 53). Das kleine Stuckchen Zahn, das dann ubrig
bleibt, wird in 80proz. Alkohol gelegt, i:n dem man es beliebig lange 
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aufheben kann. Schneidet man die uberfliissigen Teile des Kiefers vor 
der Entkalkung fort, so besteht die Gefahr, daB der Knochen splittert. 

Einbettungin Gelatine. Man verdiinnt den Alkohol allmahlich, indem man aile 
10 Minuten etwas destilliertes Wasser hinzufiigt. Nach einer halben Stunde legt 
man den Zahn in destilliertes Wasser. Ein Reagensglas mit 20proz. Gelatinelol1ung 
wird im Wasserbad auf 40° erwarmt. Der Zahn wird in die Gelatine gelegt und 
bei 35 bis 40° C eine halbe Stunde darin gelassen. Danach gieBt man die Gelatine 
mit dem Zahn in eine £lache, vorher befeuchtete Schale. Man richtet den Zahn 
so, daB die Schnittflache parallel zur Oberfiache der Gelatine zu liegen kommt. 
Dann laBt man die Gelatine steif werden. Wenn sie kalt ist, schneidet man einen 
kIeinen Gelatinewiirfel, der den Zahn enthalt, heraus und legt ibn in ein Reagens
glas mit 4 proz. Formalinlosung. Darin bleibt er 24 Stunden lang zum Harten. 

Schneiden und Aufkleben der Schnitte. Die Objekttrager werden sorgfaltig mit 
Seife und heiBem Wasser gewaschen. Eine Seite wird mit einer diinnen Schicht 
KAISERS Glyceringelatine iiberzogen. 

Dazu werden 40 g Gelatine in 210 ccm Wasser 2 Stunden lang eingeweicht, 
dann mit 250 ccm Glycerin und 5 g Carbolsaure 10 bis 15 Minuten lang erwarmt. 
Die Losung wird bei 54 ° C filtriert. Beim Abkiihlen geliert sie. Vor dem Gebrauch 
wird sie auf einem Wasserbad erwarmt, bis sie wieder fliissig ist, und eine kIeine 
Menge wird mit einem Glasstab auf dem Objekttrager zu einer diinnen Schicht 
ausgestrichen. Man laBt die Objekttrager 3 Stunden stehen, damit die Schicht 
wieder steif wird. 

Der Gelatineblock mit dem Zahn kommt aus der Formaldehydlosung fiir eine 
halbe Stunde in Wasser. Von dem Zahn werden 15 ft dicke Gefrierschnitte gemacht. 
Man fangt die Schnitte in einer Schale mit Wasser auf und kIebt 6 bis 8 davon 
mit Hille einer Glasnadel auf die vorbereiteten Objekttrager. Ein Stiick Papier, 
beiderseits von 2- bis 3fach gefaltetem Papier unterstiitzt, wird iiber die Schnitte 
gelegt, dann mit einer dicken Papierschicht bedeckt und fest angepreBt. Wenn 
man das Papier fortnimmt, sind die Schnitte in die diinne Gelatineschicht auf 
dem Objekttrager eingebettet und bleiben darauf haften. 

Fiirbung. Es werden zweierlei Farbungen gebraucht: 
1. HANSENS Hiimatoxylin und E08in. Zur Herstellung von HANSENS Hama

toxylin werden 3 Losungen bereitet: 
a} Hamatoxylinkrystalle . . .. 1 g 

Absoluter Alkohol . . . .. 10 ccm 
b} Kali- (oder Ammonium-}Alaun 20 g 

Destilliertes Wasser . 200 ccm 
c) Kaliumpermanganat. . . .. 1 g 

Destilliertes Wasser . . . .. 16 ccm 
Am nachsten Tage werden a} und b} gemischt und dann 3 ccm der Losung c} 

zugesetzt. Die Fliissigkeit wird 1 Minute lang unter Umriihren gekocht, dann 
schnell gekiihlt, indem man das GefaB mit der FarblOsung in kaltes Wasser stellt. 
Ein Objekttrager mit den Schnitten wird 6 bis 8 Minuten in diese Losung gestellt. 
Dann wird er unter flieBendem Leitungswasser 10 Minuten gewassert und in 
destilliertem Wasser stehengelassen. Jetzt wird die iiberfliissige Gelatine ab
gewischt, denn spater laBt sie sich nur schwer entfernen. Danach verfahrt man 
wie folgt: 

a} 1 bis 2 Minuten in 0,5proz. wasserige Eosinlosung. 
b} P/2 Minuten in 96proz. Alkohol. 
c} 11/2 Minuten in frischem 96proz. Alkohol. 
d} 3 Minuten in absolutem Alkohol. 



Kap. XIV. Das antiskorbutische Vitamin. 157 

e) 2 Minuten in Xylol. 
f) 5 Minuten in frisches Xylol. 
g) EinschlieBen in Canadabalsam. 

2. HANSENS Trioxyhiimatin und Bindegewebsfiirbung. 
Zur Herstellung von HANSENS Trioxyhamatin werden 2 Losungen bereitet: 

a) Eisenalaun . . . . 10 g 
Destilliertes Wasser . . .. 150 ccm 

b) Hamatoxylin . . . . . . . 1,5 g 
Warmes destilliertes Wasser 75 ccm 

Losung a) wird unter Umriihren in die Losung b) gegossen. Die Mischung 
wird erhitzt und 1/2 Minute gekocht. Nach dem Abkuhlen ist die Losung dunkel
braun und enthalt etwas Niederschlag. Vor dem Gebrauch muE sie filtriert werden. 

Ein anderer Objekttrager mit den Schnitten wird 1 Stunde lang in diese Losung 
gestellt und dann 10 Minuten unter flieBendem Leitungswasser gewassert. Die 
uberflussige Gelatine wird abgewischt und der Objekttrager in destilliertes Wasser 
gestellt. 

Die Gegenfarblmg geschieht folgendermaBen: 
100 ccm gesattigte wasserige Pikrinsaurelosung werden mit 5 ccm 2proz. 

wasseriger Saurefuchsinlosung gemischt. Diese Mischung kann man als Vorrats
losung aufbewahren. Vor dem Gebrauch werden zu 20 ccm 7 Tropfen 1 proz. 
Essigsaure gef1igt. 

Das Praparat bleibt 30 bis 40 Minuten in dieser Farblosung, wird dann in 
angesauertem Wasser (30 cem destilliertes Wasser und 20 Tropfen 1 proz. Essig
saure) wenige Sekunden abgespillt. Die Schnitte werden in Alkohol entwassert, 
in Xylol aufgehellt und in Canadabalsam eingesehlossen. 

Untersuchung der Ziihne. Urn einen Anhaltspunkt fUr den Grad 
der Skorbuterkrankung bei jedem Tier zu gewinnen, wurde eine Skala 
angegeben, in der die Zahlen 0 bis 4 die Stadien von schwerstem Skorbut 
bis zu vollkommener Schutzwirkung umfassen. Die Tafeln, Abb.54, 
zeigen das charakteristische Bild des quergeschnittenen Schneidezahnes 
in jedem Stadium. 

1. Gruppe 0, schwerster Skorbut. Die Odontoblasten sind ganz dis
organisiert. Die innere Dentinschicht ist breit und betragt ungefahr 
ein Drittel der au13eren, sie ragt in die Pulpa hinein und umschlie13t 
manchmal kleine Pulpaabschnitte. Das Pradentin ist amorph verkalkt, 
und die TOMEsschen Kanale befinden sich nur im au13eren Dentin. 

2. Gruppe I. Die Odontoblasten sind an manchen Stellen dis
organisiert, an anderen sind sie kurz und parallel und nur in del' Nahe 
der Pulpa disorganisiert. Das innere Dentin ist schmaleI' als in Gruppe 0, 
ist abel' in der Nahe del' Odontoblasten unregelma13ig. Es hat keine 
langen Fortsatze in der Pulpa. Das Pradentin ist verkalkt. Bei manchen 
Tieren dieser Gruppe kommen die TOMEsschen Kanale nur im au13eren 
Dentin VOl', wahrend man sie bei anderen auch im inneren Dentin findet. 

3. Gntppe II. Alle Odontoblasten sind parallel, aber kurz und in 
del' Nahe der Pulpa disorganisiert. Das innere Dentin ist schmal und 
gleichma13ig, das Pradentin ist zum Teil odeI' ganz verkalkt und im 
inneren Dentin sind einige TOMEssche Kanale. 
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Abb. 54. Schneidezahnschnitte von Meerschweinchen mit verschiedenen Skorbutstadien. 
o ist schwerster Skorbut, 4 iet uormal. (KEY und ELPHICK.) 

4. Gruppe III. Die Tiere dieser Gruppe haben nur einen ganz 
leichten Skorbut. Vitamin C-Mangel in der Kost beeinfluBt zuerst die 
Odontoblastenschicht des Zahnes. Die normalerweise langen, parallelen 
Zellen losen sich nach der Pulpa hin auf, bleiben allerdings lang und 
parallel geformt. Zahne mit solchen Odontoblasten kommen unter diese 
Gruppe, auch wenn sie keine innere Dentinschicht haben und die 
TOMEsschen Kanale und das Pradentin normal sind. Die Anwesenheit 
einer schmalen inneren Dentinschicht und eine geringe Unordnung del' 
Odontoblasten gentigt ftir die Einordnung sonst normaler Zahne in 
diese Gruppe. 

5. Gruppe IV. Die Zahne diesel' Gruppe sind normal. Die Odonto
blasten sind lang lmd parallel. Es besteht kein inneres Dentin. Das 
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Pradentin ist nicht verkalkt und die TOMEsschen Kanale gehen von 
den Odontoblasten durch das Dentin hindurch. 

Verhiiltnis von Dosis zu Wirkung. Hat man die Zahnschnitte der 
Meerschweinchen untersucht und bei allen Tieren eine Zahl fUr den 

'I- Grad der Schutzwirkung gegen 

o 1 2 
Tagesdosis {relative Werfe} 

Skorbut gefunden, so berechnet 
man den Mittelwert der Schutz
wirkung fiir jede Gruppe. Abb.55 
zeigt die relative Wirksamkeit ver
schiedener Vitamin C-Dosen, die 
den Tieren verschiedene Grade 
von Schutz verleihen. Ein Aus-

3 wertungsbeispiel ist in Tabelle 54 
wiedergegeben, in der die Befunde 
von 3 Meerschweinchengruppen 
aufgestellt sind. Die erste Gruppe 
erhielt kein Vitamin C, die zweite 

Abb. 55. VerMltnis von Vitamin C-Dosis zu 
mittlerem Heilungsgrad des Skorbuts. Die 
Abszisse steUt nur das Gr6BenverhKltnis, nieht 
die gegcbene Dosis dar. (KEY und ELPHICK.) 

1,25 ccm Citronensaft, und die dritte 20 Einheiten des Standards. 

Also enthielten 1,25 ccm Citronensaft = 1\34 , 20 Einheiten, oder 
1 ccm Citronensaft = 32 Einheiten. ' 

Tagliche Dosis 

Unbehandelt . 
20 Einheiten . 
1,25 ccm Citronensaft 

Tabelle 54. 

Anzahll Grad der Sehutzwirkung Mittlere 
Tiere an jedem Tier Schutzwirkung 

5 0,5 0,5 1,0 0,5 1,0 0,7 
5 1,0 0,5 3,0 3,5 1,5 1,9 
5 1,5 2,5 4,0 4,0 4,0 3,2 

B. Die Gewichtsmethode. 
(COWARD und KASSNER, 1936.) 

Entsprechende 
Abszisse 

0,08 
1,14 
2,30 

250 g schwere Meerschweinchen werden mit der bei der Zahnmethode 
beschriebenen Kost gefiittert. Sie werden in Gruppen zu 6 Tieren vom 
selben Gesamtgewicht verteilt und erhalten verschiedene Vitamin C
Dosen. Die Tiere werden 6 Wochen lang zweimal wochentlich gewogen 
und die mittlere Gewichtsanderung jeder Gruppe wird am Ende dieser 
Zeit berechnet. Mit verschiedenen Dosen Ascorbinsaure wurden die in 
Tabelle 55 gezeigten Befunde erzielt. 

Die Werte in der letzten Spalte der Tabelle 55 fiir die durchschnitt
lichen Gewichtsanderungen in 6 Wochen schlieBen die Tiere, die wahrend 
des Versuches starben, nicht ein. Tatsachlich starben nur 4 Meer
schweinchen, die die Dosis 0,125 mg Ascorbinsaure bekamen. Wenn 
man die Beziehung der Werte in der Tabelle 55 zum Logarithmus der 
Dosis graphisch darstellt, liegen sie nicht auf einer geraden Linie (siehe 
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Tabelle 55. 

Tagliche Dosis 
Ascorbinsaure 

mg 

Anzahl Tiere I Durehsehnittliehes I Durehsehnittliehe Anderung 
in einer Grnppe Anfangsgewieht (g) in 6 Woehen (g) 

0,125 
0,25 
0,5 
1,0 
2,0 

10 
10 
10 

6 
6 

245,3 
243,6 
242,1 
250,7 
239,8 

-37,3 
+33,0 
+62,8 
+71,2 
+84,2 

Abb.56). Dies ist also erne Ausnahme der allgemeinen Regel, daB die 
Wirkung eines Praparates im liDearen Verhaltnis zum Logarithmus der 
Dosis steht. Nimmt man aber nur die positiven Gewichtsanderungen, so 
erhalt man fast eine gerade Linie. • 70 
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Abb. 56. Beziehung zwischen dem Logarithmus der Vita
min C·Dosis und dem durchsehnittlichen 'Vachstum von 

Meersehweinchengruppen. (COWARD und KASSNER.) 

Es ist empfehlenswert, fUr ernen Ver
gleich 3 (oder 4) Gruppen zu 6 Meerschwein
chen zu nehmen, zweien Ascorbinsaure und 
einer (oder zwei) das unbekannte Praparat 
zu geben. Die Gewichtsanderungen in 
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Abb. 57. A und B stellen die dureh
schnittlichen Wachstumseffekte an 
Meerschweinehen von zwei Vitamin 
C-Standarddosen dar (als Logarith
mus ausgedriickt). a ist der Dureh
schnittseffekt des unbekannten Pra
parates. Die Abszisse von a ist der 
Logarithmus der Standarddosis, der 
die Dosis des unbekannten Prilpa-

rates entspricht. 

6 Wochen werden graphisch als Ordrnaten dargestellt und der Log
arithmus der Standarddosen als Abszissen. In einem Versuch bewirkten 
5 Ernheiten des Standards eine mittlere Gewichtszunahme von 33 g 
und 10 Einheiten erne Zunahme von 62,8 g. Das unbekannte Praparat 
war ern Fruchtsaft, von dem taglich 1 ccm gegeben wurde, was erne 
mittlere Gewichtszunahme von 43,2 g bewirkte. In Abb. 57 verbrndet 
die Linie A B die mit dem Standard gewonnenen Punkte. Der Punkt 
auf der Linie, dessen OrdiDate 43,2 ist, hat die Abszisse 0,8. Dies ist 
der Logarithmus von 6,3. Also enthalt 1 ccm des untersuchten Frucht. 
saftes 6,3 Wirksamkeitsernheiten. 

Literatur. 
COWARD and KASSNER, Biochemic. J. 30, 1719 (1936). 
KEY and ELPHICK, Biochemic. J. ~5, 888 (1931). 
Burn·Biilbring, Biologisehe Auswertungsmethoden. II 
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Kapitel XV. 

Vitamin D. 

Der internationale Standard. Auf einer Konferenz, die 1931 in 
London stattfand, wurde beschlossen, daB der internationale Standard 
fUr Vitamin D eine Losung von bestrahltem Ergosterin in OlivenOl sein 
sollte, die im National Institute for Medical Research, London, her
gestellt war. Bei einer zweiten Konferenz 1934 kam man iiberein, daB 
diese Losung als internationaler Standard beibehalten werden sollte 
und, sobald der Vorrat erschopft ware, sie durch eine ebenso starke 
Losung reinen krystallinischen Vitamins D in Olivenol (0,025 Mikro
gramm [0,025 y] in 1 mg Losungsmittel) ersetzt werden soUte. (Krystal
linisches Vitamin D ist Calciferol oder Vitamin D2, C23H 430H.) 

Die StandardlOsung wird in Flaschen aus braunem Glas, die mit 
10 ccm der Losung ganz gefiiUt sind, verteilt. Die Flaschen werden 
unterhalb 0° C im National Institute for Medical Research, London, 
aufbewahrt. Die Standardlosung soU immer unterhalb 0° C aufbewahrt 
werden, und Eobald man Verdiinnungen davon machen will, laBt m-;'n 
sie so lange bei Zimmertemperatur stehen, bis sie von selbst fliissig wird. 

Die Einlleit. Die internationale Einheit ist die Vitamin D-Wirksam
keit in 1 mg del' internationalen StandardlOsung von bestrahltem 
Ergosterin. Sie ist der Wirksamkeit in 0,025 Mikrogramm (0,025 y) 
krystallinischen Vitamins D gleichwertig. 

Auf del' internationalen Konferenz wurde die Ansicht vertreten, daB 
Vergleiche von unbekannten Praparaten mit dem internationalen Stan
dard immer an Ratten gemacht werden soUten und daB, wenn der 
Vergleich an einer anderen Tierart gemacht wird, die Wirksamkeit nicht 
in internationalen Einheiten auszudriicken ware. 

A uswertungsmethoden. 

Auswertungen Vitamin D-haltiger Praparate an Ratten werden in 
dreierlei Weise gemacht: mit dem "Knochenlinientest", mit Rontgen
aufnahmen und mit der Bestimmung der Knochenasche. An Hiihnern 
macht man die Auswertung entweder durch die Bestimmung der 
Knochenasche odeI' durch Rontgenstrahlen. 

A. Del' Knochenlinientest. 

(MCCOLLUM, SIMlVIONDS, SHIPLEY und PARK, 1921.) 

Vorbereitung del' Ratten. Gibt man jungen Ratten eine Rachitis 
bewirkende Kost, so werden sie dennoch nicht immer rachitisch. Um 
die Entwicklung der Rachitis zu gewahrleisten, muB man die Zuchttiere 
mehrere Generationen lang in einem Zimmer mit sehr wenig Tageslicht 
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halten und sie mit einer einheitlichen Grundkost fiittern. Die von 
COWARD mit Erfolg verwandte Kost ist auf S. 143 (siehe COWARD, 
CAMBDEN und LEE, 1932) angefiihrt. 

Man nimmt junge Ratten aus del' Zucht, sobald sie 50 bis 60 g wiegen, 
und gibt ihnen 3 vVochen lang die folgende Rachitis bewirkende Kost: 

Mais, gemahlen.. 76 % 
Weizenklebermehl. 20% 
Calciumcarbonat. 3 % 
Natriumchlorid .. 1 % 

Das Verhaltnis von Calcium zu Phosphor in diesel' Kost ist 4 zu l. 
Die Ratten werden jede Woche gewogen, denn diejenigen, die nieht 
wachsen, konnen nieht zum Versuch gebraucht werden. Nach del' drei
wochigen Vorbereitungsperiode beginnt del' Versuch, del' meistens 
10 Tage dauert, von manchen Autoren aber auf 5 Tage abgekiirzt wird. 
Die Ratten erhalten wahrend des Versuches dieselbe Mangelkost. In 
Versuchen, die von DYER (1931) veroffentlicht wurden, war das Anfangs
gewicht del' Ratten zu Beginn del' Vorbereitungsperiode durchschnittlich 
54,5.g, zu Beginn del' Versuchsperiode 73 g und am Ende 81,1 g. 

Wirlnmg auf die Ratten. Das Vitamin D wird taglieh oder als 
einmalige Dosis verabreicht, wirkt also wahrend del' ganzen Versuchs
periode. Danach werden die Ratten getotet und ihre Vorderbeine 1 ecm 
oberhalb des FuBgelenkes abgeschnitten. Die distalen Enden del' Radii 
und Ulnae werden vom umgebenden Gewebe gesaubert und in 4proz. 
Formalin eingelegt. Nach 24 Stunden werden die Knochen in destillier
tem Wasser abgewaschen undRadius und Ulna eines Beines voneinander
getrennt. Parallel zu diesem Trennungsschnitt wird jeder Knochen in 
del' Langsrichtung durchschnitten. Man legt die Knoehenschnitte dann 
mit den Schnittflachen nach oben in 1,5proz. SilbernitratlOsung und 
bringt sie nach ungefahr 3 lVIinuten in kleine flache Porzellanschalen 
mit destilliertem Wasser. Werden die Knochen dem Licht ausgesetzt, 
so werden sie schwarz, weil sich kolloidales Silber an den verkalkten 
Teilen niederschlagt. 

Abb. 58 zeigt in diesel' Weise behandelte Knochen. Links sind die 
Knochen rachitischer Ratten, die wahrend del' Versuehsperiode kein 
Vitamin D bekommen hatten. Diese haben einen breiten unverkalkten 
Epiphysenbereich. Rechts sind die Knochen von Ratten, die eine groBe 
Dosis Vitamin D erhielten und bei denen infolgedessen die Verkalkung 
normal ist. In der oberen Reille del' Abb. 58 sind die Radii abgebildet, 
in del' unteren die entsprechenden Ulnae. Die 7 Paare stellen ver
schiedene Stadien dar, die man zwischen den beiden Extremen unter
scheiden kann, und die mit den Nummern 0 bis 6 versehen sind, um den 
Zustand jedes Knoehens zu bezeichnen. DYER, sowie spateI' KEY und 
MORGAN (1932) untersuchten die Durchschnittswirkung verschiedener 

11* 
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Dosen bestrahlten Ergosterins auf Rattengruppen, wobei sie das Praparat 
benutzten, das 1931 der britische Standard war. Die Wirkung des 
Vitamins D auf die Rattenknochen wurde bestimmt, indem die Knochen 
mit denen in Abb.58 verglichen und die Nummer des ahnlichsten 

A 
:~ 

o 2 3 4 5 6 

Abb . 58. Vcrschiedene Heilungsstadien von Rachitis an den Radii und Ulnae von Ratten. 
o ist schwerst e Rachitis, 6 ist vollig geheilte Rachitis. (DYER.) 

Knochens als MaB der Reilung genommen wurde. Die Befunde sind in 
Abb. 59 dargestellt, in der die Vitamin D-Dosis zu dem mittleren 
Reilungsgrad in Beziehung gesetzt wurde. 3 Kurven wurden konstruiert. 

o 45 1,0 
Oasis 

Abb. 59. Verhintnis von Vitamin D-Standarddosis zu mittlerem Heilungsgrad der Rachitis. 
I = leichte, II = mittelschwere, III = schwere Rachitis. (KEY und MORGAN.) 

Kurve 3 umfaBt alle Ratten mit schwerer Rachitis (aus 17 Wiirfen). 
Kurve 2 umfaBt 4 Wiirfe mit mittelschwerer Rachitis, und Kurve 1 
die Ergebnisse von 10 Wiirfen mit nur leichter Rachitis. Aus der Abb. 59 
sieht man sofort, daB man, um die Ergebnisse erfolgreich auswerten zu 
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konnen, Ratten mit einer schweren Rachitis haben muB, denn bei einer 
Kurve, die so flach ist wie Kurve 1, wird del' Fehler del' Methode sehr 
groB. 

Dosierung. Man kann das Vitamin D entweder taglich odeI' abel' 
als einmalige Dosis zu Beginn del' Versuchsperiode geben. COWARD und 
KEY (1934) haben gezeigt, daB sowohl bestrahltes Ergosterin als auch 
Lebertran dieselbe durchschnittliche Heilwirkung ausiibten, wenn die 
Dosis 10 Tage lang taglich odeI' die Gesamtdosis am ersten Tage gegeben 
wurde. Die Gesamtdosis des Standards ist ungefahr 5 Einheiten, und 
die Gesamtdosis einer Lebertranprobe ist ungefahr 50 mg, was natiirlich 
von del' Wirksamkeit des Lebertrans abhangt. Da die Einheit die in 
1 mg des internationalen Standards vorhandene Wirksamkeit ist, ent
halten 5 mg 5 Einheiten. Jede Ratte bekommt nicht weniger als einen 
Tropfen, del' 20 mg wiegt. (Tropfen dieser GroBe werden mit einer 
speziell kalibrierten Pipette verabreicht.) Deshalb muB die Standard
lOsung viermal mit Olivenol verdiinnt werden. Man macht die Ver
diinnung nach Gewicht und fiigt zu 1 g Standard 3 g Olivenol. Jeder 
Ratte in der Gruppe, die den Standard erhalt, muB eine Ratte desselben 
Wurfes in del' Gruppe, die das unbekannte Praparat erhalt, entsprechen. 
Das Geschlecht der Ratten bleibt unberiicksichtigt. 

AuswertllngsbeispieI. Die Ergebnisse eines Vergleiches eines Leber
trans mit dem Standard sind in Tabelle 56 aufgestellt. 4 Rattenwiirfe 

Tabelle 56. 

I NumerischeI' Ausdruck I Durch-
Dosis Rattenwurf fiir die bei jeder Ratte schnittliche 

, bewirkte Heilung Hcilung 

50 mg Lebertran A 3,0 
50 mg A 2,5 
50 mg A 2,0 
50 mg B 1,0 
50 rug B 1,5 

2,10 50 rug C 2,0 
50 rug C 3,5 
50 mg D 2,5 
50 mg D 1,5 
50 mg D 1,5 

5 Einheiten Standard A 3,0 
5 A 3,0 
5 A 2,5 
5 B 1,5 
5 B 1,5 

I ~ 2,25 5 C 2,0 
5 C 3,5 
5 D 1,0 
5 D 2,5 
5 D 2,0 
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wurden gleichmaBig auf die Lebertran- und die Standardgruppe verteilt. 
Die Werte fUr die Heilwirkung wurden durch Vergleich der Knochen 
mit denen in Abb. 58 ermittelt. Die durchschnittliche, durch den Leber
tran bewirkte Heilung war 2,1, durch den Standard 2,25. Die Betrach
tung der Kurve 3 in Abb. 59 ergab, daB dem Verhaltnis 2,1 zu 2,25 das 
Dosenverhaltnis 0,146 zu 0,161 entsprach. Also enthalten 50 g Lebertran 

= ~:~:~ . 5 Einheiten, und 1 g Lebertran enthalt 90 Einheiten. 

Viele Versuche haben gezeigt, daB die Neigung der Kurve sich je 
nach dem Grad der Rachitis andert, und deshalb sollte man die Kurve 
nicht benutzen, wenn die durchschnittliche Heilung bei den beiden 
Gruppen sehr verschieden ist. Man muB dann mit anderen Dosen den 
Versuch wiederholen. Man kann auch die Verwendung der Kurve 
dadurch vermeiden, daB man 3 statt 2 Rattengruppen nimmt. Zweien 
gibt man den Standard, und zwar der einen Gruppe die doppelte Dosis 
del' anderen. Die dritte Gruppe erhalt das unbekannte Praparat, wobei 
man versucht, die Dosis so zu wahlen, daB der dadurch bewirkte Heilungs
grad gerade zwischen den durch den Standard bewirkten Heilungsgraden 
liegt. Bei der Berechnung der Ergebnisse setzt man voraus, daB die 
Heilung dem Logarithmus der Dosis direkt proportional ist und macht 
die Berechnung am einfachsten auf Grund einer graphischen Darstellung 
(s. S. 16, Kapitel II). 

B. Die Rontgenmethode. 
Die Rantgenmethode ist ill Prinzip ahnlich wie del' Knochenlinien

test, nur wird die Vitamin D-Wirkung mit Hille von Rontgenaufnahmen 
festgestellt. Auch macht die Verwendung der Rantgenstrahlen es mag
lich, die Ratten schon am Ende del' Vorbereitungszeit darauf zu unter
suchen, ob sie rachitisch sind, bevor sie in den Versuch kommen. In 
einer seit langem bestehenden Rattenzucht ist am Ende del' Vorberei
tungsperiode meistens jede Ratte schwer rachitisch, aber wenn die Zucht 
nicht mehr als 2 bis 3 Jahre alt ist, ist die Entwicklung del' Rachitis 
manchmal unregelmaBig. In solchen Fallen ist die Rantgendurch
leuchtung zur Auswahl del' Ratten fUr den Versuch sehr wertvoll und 
verringert die Fehlerquelle. AuBerdem ist die Rontgenmethode, wenn 
auch teurer, etwas genauer als del' Knochenlinientest. BOURDILLON, 
BRUCE, FrscHlv[ANN und WEBSTER (1931) haben eine wertvolle Mono
graphie libel' die Rontgenmethode veroffentlicht. 

Berechnung des Ergebnisses. BOURDILLON und Mitarbeiter zeigen 
eine Reihe von Photographien del' verschiedenen Heilungsstadien 
der Rachitis am Ende del' Versuchsperiode; sie sind in Abb. 60 wieder
gegeben. Nr. 1 zeigt den geringsten eben wahrnehmbaren Heilungsgrad 
und Nr. 12 vollkommene Heilung. Die Nummern der Photographien 
nennt man Stufenwerte. Die Vorbereitung der Ratten erfolgt genau wie 
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fiir den Knochentest, und am Ende der Vorbereitungszeit werden taglich 
10 Tage lang Vitamin D-Dosen verabreicht. Danach werden die Rontgen
photographien der Knochen mit den Bildern in Abb. 60 verglichen und 
der Stufenwert fiir jede Ratte verzeichnet. 

Als Beispiel diene der Vergleich eines Lebertrans mit dem Standard, 
bei dem die Lebertrandosen auf Grund der Voraussetzung gewahlt 
wurden, daB 1 g 100 Einheiten enthielt. Eigentlich miiBten 10 Ratten 
fiir den Standard und 10 Ratten fiir das unbekannte Praparat benutzt 
werden, in diesem Beispiel wurden aber nur je 4 Ratten verwendet. 
Man braucht nicht allen Ratten dieselbe Standarddosis, sondern kann 
jeder Ratte eine andere Dosis geben. Dann muB aber jeder Ratte, die 
den Standard erhalt, eine Ratte desselben Wurfes entsprechen, die eine 
Dosis des unbekannten Praparates erhalt, von der man annimmt, daB 
sie dieselbe Wirkung hat. Wenn z. B. eine Ratte 1 Einheit des Standards 
bekam, so bekommt eine Ratte desselben Wurfes 0,01 g Lebertran. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 57 aufgestellt. 

Tabelle 57. 

Standarddosis : Lebertrandosis I Stufenwert fiir I Stufenwert fUr I Differenz 
Einheiten i mg I den Standard den Lebertran 

1,5 15,0 I 8,0 I 6,5 I -1,5 
0,75 7,5 6,5 I 4,5 ' -2 
0,375 3,75 3,5 2,0 -1,5 
0,187 1,87 1,0 1,0 0 

Summe -5 
Mittelwert -1,25 

Die Differenz der Stufenwerte fiir jedes Rattenpaar wird bestimmt 
und daraus der Mittelwert berechnet. BouRDILLoN und Mitarbeiter 
fanden, daB eine Zunahme des Stufenwertes um 2 durch Verdoppelung 
der Dosis bewirkt wurde, d. h. eine Zunahme des Stufenwertes um 2 
entsprach einer VergroBerung der Dosis um den Logarithmus von 2, der 
0,301 ist. Infolgedessen entspricht die Differenz des Stufenwertes -1,25 

einer Verminderung der Dosis um ~,3_01. ~ -1,25) = -0,1881 = 1,8119 1• 

Dies ist der Logarithmus von 0,6485. Also enthielt der Lebertran nur 
0,6485 der angenommenen Wirksamkeit, d. h. er enthielt ungefahr 
65 (64,85) internationale Einheiten Vitamin D pro Gramm. 

c. Die Bestimmung der Knochenasche. 

Die Vitamin D-Auswertung durch Bestimmung der Knochenasche 
beruht auf der zuerst von CHICK, KORENSCHEVSKY und ROSCOE (1926) 
beschriebenen und spater von HUME, PICKERS GILL und GAFFIKIN (1932) 

1 t,8119 ist eine verkiirzte Schreibweise fiir (0,8119 - 1). 
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ausgearbeiteten Methode. Junge, 40 g schwere Ratten werden 28 Tage 
lang mit del' Rachitis bewirkenden Kost gefilttert und erhalten wahrend 
diesel' ganzen Zeit Vitamin D. Danach werden die Ratten getotet und 
die langen Extremitatenknochen fettextrahiert. Am fettfreien Knochen 
wird del' Ascheprozentsatz bestimmt. 

Man braucht 3 Gruppen zu 10 Ratten, in denen die Wiirfe so gleich
maBig wie m6glich verteilt sind. 2 Gruppen erhalten Standarddosen, 
und die dritte Gruppe das unbekannte Praparat. Aile Tiere derselben 
Gruppe erhalten dieselbe Dosis. Die tagliche Standarddosis betragt 0,1 
bzw. 0,2 Einheiten, und die tagliche Dosis des unbekannten Praparates 
soIl 0,15 Einheiten entsprechen. 

Zur Aschebestimmung werden entweder Femur, Tibia odeI' Fibula 
del' Hinterbeine odeI' Humerus und Femur genommen. Die Knochen 
werden gesaubert, durchgebrochen, getrocknet und dann mit Alkohol 
und Ather im Soxhlet-Apparat extrahiert. Die fettextrahierten ge
trockneten Knochen werden gewogen und dann in einem Tiegel erhitzt, 
bis nul' die Asche iibrigbleibt und weiteres Erhitzen das Gewicht nicht 
mehr verandert. Die endgiiltige Veraschung erfolgt in einem elektrischen 
Muffelofen. Das Ergebnis fiir jedes Tier wird durch den Ascheprozent
satz im trockenen fettextrahierten Knochen ausgedriickt. 

Obgleich del' Ascheprozentsatz verschiedener Ratten in einer Gruppe 
erheblichen Schwankungen unterliegt, ist die Konstanz des mittleren 
Prozentsatzes fiir 10 Ratten aus den in Tabeile 7 (s. S. 15) aufgesteilten 
Ergebnissen ersichtlich. Man berechnet also den mittleren Ascheprozent
satz fUr die 3 Gruppen, stellt diejenigen fiir den Standard als Ordinaten 
und die Logarithmen del' Dosen als Abszissen graphisch dar. Beide 
Punkte werden mit einer gel' aden Linie verbunden und del' Wert fiir 
den mittleren Ascheprozentsatz del' Gruppe, die das unbekannte Praparat 
erhielt, auf diesel' Linie vermerkt. Die diesem Punkt entsprechende 
Abszisse ist del' Logarithmus del' Standarddosis, die del' des unbekannten 
Praparates entspricht. 

Die Auswertung von Vitamin D an Hiihnern. 

MASSENGALE und NUSSMEIER (1930) haben gezeigt, daB das Wirk
samkeitsverhaltnis von Lebertran, verglichen mit bestrahltemErgosterin, 
an Ratten andel'S ist als an Hiihnern, daB namlich del' Lebertran auf 
die Hilhner relativ starker wirkt. Daraus hat man geschlossen, daB das 
im Lebertran enthaltene Vitamin etwas anderes ist als die wirksame 
Substanz des bestrahlten Ergosterins. Hierher geh6rt auch die Beob
achtung von BILLS, daB das Vitamin D im Thunfischlebertran andel'S 
als das im Dorschlebertran ist. Del' Wert diesel' Beobachtung hangt 
zum Teil davon ab, mit wie groBer Genauigkeit ein solcher Vergleich an 
Hiihnern gemacht werden kann, und bis jetzt war noch keine Methode 
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so zuverlassig wie die Rattenmethode. MASSENGALE und BILLS (1936) 
haben eine Hiihnermethode angegeben, bei del' del' Ascheprozentsatz in 
den Knochen bestimmt wird, und GRAB (1936) eine Rontgenmethode. 

D. Die Bestimmung der Knochenasche an Kiiken. 
Vorbercitung dcr Kiiken. Die Hiihner sollen moglichst aIle aus 

derselben Zucht stammen; weiBe, einkammige Leghorns sind geeignet. 
Die Zuchttiere erhalten ein Futter, das in 100 g 200 internationale 
Einheiten Vitamin D in Form von Lebertran enthalt. Eben ausge
schliipfte Kiiken werden in erwarmte, mit rotem Licht beleuchtete 
Stalle gesetzt und die ersten 48 Stunden nicht gefiittert. Vom dritten 
bis zum siebzehnten Tage erhalten sie folgendes Futter: 

Mais, gemahlen . 56% Trockenmagermilch 9% 
Weizenkleie. 10% Calciumcarbonat 2% 
Leinsamenmehl . 10% Natriumchlorid . 1 01-,0 

Weizenkleber . lO% Pflanzeniil 2% 

Das Pflanzenol ist Mais- odeI' Baumwollsamenol, in das dann wahrend 
des Testes del' zu priHende Lebertran gegeben wird. Das Verhaltnis Ca/P 
ist in dieser Kost 2: 1, ist abel' unwichtig, da Hiihner ganz unabhangig 
davon bei Vitamin D-Mangel rachitisch werden. Man kallli die Vor
bereitung nach MASSENGALE und BILLS also so zusammenfassen, daB 
die Kiiken von reichlich mit Vitamin D gefiitterten Hiihnern die ersten 
2 Wochen Vitamin D-frei ernahrt werden. 

Auswertung. Del' Test dauert 28 Tage, wahrend del' die Kiiken 
mit derselben Kost mit Zulage von Lebertran odeI' bestrahltem Ergo
sterin gefiittert werden. Es befinden sich immer 5 Kiiken in einem 
Kafig in einem maBig verdunkelten Zimmer bei 27 0 C. Das Vitamin D 
wird in das Futter gemischt. In diesel' Beziehung konnte die Methode 
verbessert werden, denn es wird allgemein angenommen, daB es bessel' 
ist, jedem Vogel die Vitamindosis einzeln zu verabreichen. Nach 
28 Tagen werden die Kiiken getotet und del' Ascheprozentsatz in einem 
Femur wird bestimmt. Die Knochen werden frisch herausprapariert, 
eine Minute in kochendes Wasser gelegt und von anhaftendem Gewebe 
gesaubert, wobei man den Knorpeliiberzug del' Gelenkenden schonen 
muB. Sie werden dann in 3 Stiicke zerbrochen, 12 Stunden im Soxhlet
Apparat mit Alkohol und 12 Stunden mit Ather extrahiert. Danach 
werden die Knochen bis zur Gewichtskonstanz bei 100 0 C getrocknet und 
in einem elektrischen Muffelofen verascht. Die Asche wird gewogen und 
del' Prozentsatz auf den getrockneten fettextrahiei'ten Femur berechnet. 

Zum Vergleich del' relativen Wirksamkeit zweier Substanzen muB 
man 3 Kiikengruppen benutzen. Nach MASSENGALE und BILLS solI jede 
Gruppe 10 Kiiken enthalten. 2 Kiikengruppen bekommen den Standard, 
die eine die doppelte Dosis del' anderen, und die dritte Gruppe das 



Kap. xv. Vitamin D. 171 

unbekannte Praparat. Die Berechnung des Resultats geschieht in der
selben Weise wie fiir die Ratten. 

MASSENGALE und BILLS haben eine Kurve fiir das Verhaltnis von 
Ascheprozentsatz zu Lebertrandosis und eine andere fiir bestrahltes 
Ergosterin konstruiert. Die Lebertranmenge ist in internationalen Ein
heiten angegeben, die mit dem Knochenlinientest bestimmt waren. Der 
Lebertran enthielt 77 Einheiten pro Gramm, also entsprach eine Dosis 
von 9,5 Einheiten einer Menge von 0,123 g Lebertran in 100 g Futter. 
Die Hauptergebnisse sind in Tabelle 58 aufgestellt. 

Tabelle 53. (Nach MASSENGALE und BILLS, 1936.) 

Lebertrandosis 
(Einh. in 100 g 

Futter) 

Mittlerer I Dosis von bes~rahltem 'I' Mittlerer Ergosterm 
Ascheprozentsatz (Einh. in 100 g Futter) I Ascheprozentsatz 

3 
9,5 

19,5 
38 

37,0 
42,75 
46,75 
48,3 

150 
300 
650 

1250 

38,9 
41,4 
44,8 
46,0 

Zur Bestimmung jedes Wertes fiir den mittleren Ascheprozentsatz 
wurden durchschnittlich 37 Kiiken gebraucht. Aus der Tabelle geht 
hervor, welch geringen Effekt eine groBe Steigerung der Dosis auf den 
Ascheprozentsatz hat. Eine Zunahme von 3 auf 9,5 Einheiten Lebertran, 
also auf uber 300%, erh6hte den Ascheprozentsatz nur von 37,0 auf 
42,75. Und die Steigerung von 9,5 auf 19,5 Einheiten, also auf 200%, 
bewirkte eine Erh6hung des Ascheprozentsatzes von 42,75 auf 46,75. 
MASSENGALE und BILLS sind der Ansicht, daB das Verhaltnis von Dosis 
zu Wirkung ziemHch konstant sei und fur Routineauswertungen ver
wendet werden k6nne. Da HUME und Mitarbeiter (1932) dies fiir Ratten 
nicht bestatigen konnten, ist es sicherer, bei jedem Test das Wirksamkeits
verhaltnis zu bestimmen, indem man 2 Standarddosen zum Vergleich 
heranzieht. 

E. Die Rontgenmethode an Kiiken. 
Vorbereitung der Kiiken. GRAB (1936) macht ahnliche Angaben 

wie die beim vorigen Test erwahnten. Die Huhner, deren Eier 
verwendet werden, sollen in ihrem Futter reichHch Vitamin D be
kommen. Die Kuken werden in den ersten 3 bis 5 Tagen mit zerschnitte
nen hartgekochten Eiern gefuttert, danach erhalten sie eine Vitamin D
freie Kost folgender Zusammensetzung: 

Mais, gemahlen. . 58 % 
Weizen, gemahlen. 24 % 
Extrahiertes Casein 12 % 
Calcium carbonat . 3 % 
Calciumphosphat . 1 % 
Vitamin D-freier Hefeextrakt. 1 % 
0,05proz. Carotinl6sung in Sesam61 1% 
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Da Milch und Hefe nur sehr wenig Vitamin D enthalten, ist es viel
leicht nicht notig, sie zu extrahieren, wie GRAB angibt. Auch enthalt 
del' Mais wahrscheinlich genug Carotin, so daB sich die Zugabe von 
Carotin in Sesamol eriibrigt. GRAB fand abel', daB die Kiiken diese Kost 
gel'll, und zwar taglich 30 g, fraBen. Das Ca/P-Verhaltnis ist 2,5 zu 1. 
Die Kiiken werden einzeln in Drahtkafige gesetzt, del' Futtel'llapf wird 
auBerhalb angebracht. Die Vorbereitungszeit dauert 8 Wochen, damit 
sich eine schwere Rachitis entwickeln kann. 

Auswertullg. 14 bis 17 Tage lang werden die Vitamin D-Dosen tag
lich mit del' Schlundsonde gegeben, und zwar jede Dosis einer Gruppe 

a von 10 Kiil~en. Am Ende del' Test-

b 

Abb. 61. Rontgenaufnahmen yon Kiikcnkno· 
chen. a) schwerste Rachitis, b) geheilte Ra· 

chitis. (GRAB.) 

peri ode werden Rontgenaufnahmen 
del' Kniegelenke gemacht unddaraus 
ersehen, ob Rachitis vorliegt odeI' 
nicht. In Abb. 61 sind Photographien 
aus del' Arbeit von GRAB reprodu
ziert. GRAB beriicksichtigte auBer
dem noch die klinischen Rachitis
symptome bei jedem Kiiken und 
auch den makroskopischen patho
logisch-anatomischen Befund. Die 
Dosen stiegen im Verhaltnis 
1 : 4: 16 : 64: 256 an, d. h. die Tages
dosen krystallinischen Vitamins D2 
(aus bestrahltem Ergosterin) waren 
0,2 y, 0,8 y, 3,2 y, 12,8 Y und 51,2 y. 
Sogar die Dosis 51,2 y heilte nicht 
samtliche rachitischen Kiiken, wah
rend 0,8 y schon mane he zu heilen 
vermochte. Die beiden Dosen stehen 
zueinander im Verhaltnis von 64: 1, 
woraus hervorgeht, daB del' Fehler 

del' Bestimmung sehr groB ist, wenn man nicht sehr viele Kiiken 
pro Gruppe benutzt (s. S. 28 u. 34). GRABS Ausdruck fiir die Wirksam
keit eines Praparates war die Dosis, die 8 von 10 rachitischen Kiiken 
heilte. Diese Dosis verglich er mit del' niedrigsten Heildosis fiir 
Ratten. Fiir krystallinisches Vitamin D2 war bei einem Versuch, im 
Sommer, das Verhaltnis von Rattendosis zu Kiikendosis 1: 32, bei 
einem anderen, im Winter, 1: lOO bis 400. 
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Kapitel XVI. 

Digitalis, Strophanthus und Scilla. 

A. Digitalis. 

Das Standardpraparat. Da der Digitalisstandard der erste Standard 
fUr eine andere Substanz als Immunserum war, hat die Entstehungs
geschichte einiges Interesse. Der Vorschlag, einen Standard herzusteIlen, 
stammt von MAGNUS, der ihn der Konferenz in Edinburgh unterbreitete, 
und auf Grund dieses Vorschlags wurde 1926 der erste internationale 
Standard von MAGNUS hergestellt. Das Praparat war ein Gemisch von 
10 verschiedenen Proben pulverisierter Digitalisblatter, die aIle bei einer 
Temperatur zwischen 55 bis 60° C getrocknet waren. Dies wurde in 
Utrecht in Ampullen abgefiiIlt, zugeschmolzen und im National Institute 
for Medical Research in London zur Verteilung bereit gehalten. Da das 
Gemisch aus 10 verschiedenen Proben zusammengesetzt war, war anzu
nehmen, daB die Wirksamkeit ungefahr der durchschnittlichen Digitalis
wirksamkeit entsprach. Der Standard stand also jedem zur Verfiigung, 
der ein unbekanntes Digitalisblatt damit vergleichen woIlte, um fest
zusteIlen, wieweit es mit der durchschnittlichen Digitaliswirksamkeit 
iibereinstimmte. 

Die Einheit. Bei einer Konferenz in Frankfurt wurden 1928 die 
folgenden Anweisungen herausgegeben: "Wenn die Dosierung von 
Digitalis oder eines Digitalispraparates in Einheiten ausgedriickt wird, 
ist es ratsam, als Einheit fUr jedes Praparat in jedem Lande die inter
nationale Einheit zu wahlen, namlich die spezifische Wirksamkeit, die 
in 0,1 g des internationalen Standards enthalten ist." 

Das Standardpraparat von 1936. 1m Jahre 1935 war der von MAGNUS 
hergestellte Standard beinahe aufgebraucht. Auf der Frankfurter Kon
ferenz hatte man beschlossen, daB, wenn dieser Fall eintreten wiirde, 
BIJLSMA, MAGNUS' Nachfolger in Utrecht, den neuen Standard herstellen 
sollte. In der Zwischenzeit war aber ein britischer Standard hergestellt 
worden, und die Standige Kommission fUr biologische Standardisierung 
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hatte 1935 mit der Zustimmung von BIJLSMA beschlossen, diesen als den 
neuen internationalen Standard anzunehmen unter dem Namen "Inter
nationaler Standard 1936". 

Das Ausgangsmaterial fur den britischen Standard bestand aus neun 
verschiedenen Blattproben von Digitali8 purpurea, das man von vier 
britischen und amerikanischen Pflanzern bezogen hatte. Man wuBte, 
daB diese Blatter sofort nach der Ernte zwischen 55 bis 60 0 C in Trocken
kammern getrocknet worden waren. Nachdem man die Proben ge
mischt hatte, wurde das Gemisch noch einmal in einem besonderen 
Apparat 24 Stunden lang zwischen 50 bis 58 0 C getrocknet und in einem 
Zimmer, das mit warmer trockener Luft geftillt war, auf Ampullen ver
teilt. Diese Ampullen wurden 6 Tage lang in einer Unterdruckkammer 
uber CaCl2 zwischen 30 bis 35 0 C aufbewahrt, bevor sie zugeschmolzen 
wurden. Man fand, daB der Wassergehalt ungefahr 3% betrug, was mit 
den V orschriften der Frankfurter Konferenz u bereinstimmte. 

Die Wirksamkeit des Standards von 1936. Der so hergesteIlte 
britische Standard wurde mit dem internationalen Standard von 1926 
verglichen, und zwar in drei britischen und einem hoIlandischen Labora
torium sowohl mit der Frosch- als auch mit der Katzenmethode. Der 
britische Standard wurde starker befunden, und zwar lagen die Werte 
der Froschmethode relativ haher als die der Katzenmethode. Wahrend 
man die Wirksamkeit mit der Froschmethode 1,4mal so groB fand, war 
sie mit der Katzenmethode nur 1,16mal so groB wie die des internatio
nalen Standards von 1926. 

Da nun dieser britische Standard als internationaler Standard von 
1936 iibernommen worden ist, hat seine Wirkungsstarke in bezug auf 
den bisherigen internationalen Standard von 1926 groBe praktische Be
deutung. Das National Institute for Medical Research, London, gibt 
an, daB der neue Standard 1,25mal so stark ist wie der alte, ohne Ruck
sicht auf die angewandte Vergleichsmethode. Wenn man von diesen 
Angaben ausgeht, dann ist eine Einheit, die £ruher die Wirksamkeit in 
0,1 g des Standards von 1926 war, jetzt die in 0,08 g des internationalen 
Standards von 1936. 

Vergleichsmethoden. 

1. Die Froschmethode. 

Bei der Froschmethode wird eine subcutane Injektion gemacht und 
die Wirkungen entweder nach einer oder nach drei Stunden oder am 
nachsten Morgen verzeichnet, je nachdem, welchen Zeitabschnitt man 
bevorzugt. In der Einstundenmethode totet man die Frasche aIle eine 
Stunde nach der Injektion. Diejenigen, bei denen systolischer Herzstill
stand gefunden wird, werden als tot gezahlt, und diejenigen, deren Herz 
noch schlagt, als lebendig. Die Einstundenmethode ist in der amerika-
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nischen Pharmakopoe offizinell, aber viele Autoren bevorzugen die Zeit 
von 12 Stunden, da sie eine scharfere Unterscheidung zwischen toten 
und iiberlebenden Froschen ermoglicht. 

Die Herstellung der Injektionslosung. Die einfachste Methode, die 
wirksamen Stoffe in Losung zu bringen, ist ein MacerationsprozeB, wie 
ihn BERRY und DAVIS (1935) beschrieben haben. Die Blatter werden 
zu einem Pulver zerrieben; 5 g werden in einen Glasmorser gegeben, 
70proz. Alkohol wird langsam dazugegossen, im ganzen 50 ccm. 
Das Gemisch wird in eine weithalsige Flasche, die 100 ccm faBt, um
gefiillt. Die Flasche wird verschlossen, gut geschiittelt und 48 Stunden 
stehengelassen. Dann wird das Gemisch durch feinen Musselin gepreBt 
und die Tinktur filtriert. 1 ccm enthalt dann die Wirksamkeit von 
0,1 g Digitalisblatt. 

Der Vergleich zweier Tinkturen. Eine Standardtinktur kann mit 
einer unbekannten nach jeder der in Kapitel II und III beschriebenen 
Methoden verglichen werden. Hier solI nur TREVANS Methode be
schrieben werden. 

Die Digitalistinktur wird zur Injektion mit 0,6proz. Kochsalzlosung 
verdiinnt. Die Verdampfung des Alkohols ist unnotig. Der Grad der 
Verdiinnung betragt 1,5 ccm in 10 ccm, oder 4 ccm in 10 ccm, je nach 
der Empfindlichkeit der Frosche und der Wirkungsstarke der Tinktur. 
Von der verdiinnten Losung werden 0,02 ccm pro Gramm Frosch injiziert. 
Also erstreckt sich die Dosierung der unverdiinnten Tinktur von 0,003 
bis 0,008 ccm pro Gramm. 

Die Frosche, die man fiir einen Abschnitt der Auswertung heraus
sucht, miissen alle dasselbe Geschlecht haben, so daB, wenn man z. B. 
einer Anzahl Mannchen das unbekannte Praparat spritzt, ebenso viele 
Mannchen den Standard erhalten. Weibchen, die kurz vor dem Laichen 
von Eiern geschwollen sind, diirfen nicht benutzt werden. Das Gewicht 
der Frosche, denen das unbekannte Praparat injiziert wird, solI soweit 
wie moglich demjenigen der Frosche, die den Standard erhalten, ent
sprechen, so daB sich in jeder Gruppe ebenso viele kleinere und groBere 
Frosche befinden. 

Der Test erstreckt sich gewohnlich iiber mindestens 2 Tage. Am 
Morgen des ersten Tages setzt man 12 Frosche unter Glasglocken an 
eine gleichmaBig belichtete Stelle des Laboratoriums. Jeder Frosch 
wird in einer kleinen Blechbiichse auf einer Briefwaage gewogen. Sechs 
Froschen wird das unbekannte Praparat und 6 Froschen der Standard 
gespritzt. Die Injektion wird in den Bauchlymphsack gemacht. Die 
Spritzennadel wird durch die Oberschenkelmuskulatur eingestochen, bis 
die Spitze der Nadel unter der Bauchhaut liegt. Beim Herausziehen 
verhindert dann der Muskel das etwaige HerausflieBen von Injektions
fliissigkeit. Nach 2 bis 3 Stunden kann man sehen, ob die Dosierung 
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richtig war, ob namlich etwa die Halfte der injizierten Frosche sterben 
werden. Wenn dies der Fall ist, nimmt man wieder 12 Frosche und 
spritzt sie mit derselben Dosis. Wenn jedoch in einer der beiden Gruppen 
entweder alle Frosche tot sind oder an keinem eine Wirkung zu sehen 
ist, dann wird fur die zweite Gruppe von Froschen eine andere DQsis 
genommen. Am nachsten Morgen macht man 2 weitere Versuche und 

Tabelle 59. fahrt damit fort, bis man 

Sterb~hkeit Wirksamkeit 

5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 

56 
67 
75 
80 
83,5 
87 
90 
93,5 
97 

100 

Sterblirhkeit 
% 

55 
60 
65 
70 
75 
80 
85 
90 
95 

Wirksamkeit 

103 
107 
110 
114 
118 
122 
127 
134 
146 

an 24 Froschen mit dem 
Standard, und an 24 Fro
schen mit dem unbekann
ten Praparat Befunde 
erhoben hat. Das Ver
haltnis von Ster blichkeits
prozentsatz zu Wirkungs
starke nach TREVANS 
Beobachtungen an Rana 
temporaria ist in Ta
belle 59 gezeigt. 

Folgendes Beispielmoge die Untersuchungeiner Digitalistinktur zeigen. 
Am ersten Tage der Auswertung wurde 12 Froschen je 0,00225 ccm 

einer unbekannten Tinktur pro Gramm gegeben; davon starben 9. 
12 Frosche erhielten je 0,0035 ccm der Standdardtinktur pro Gramm, 
davon starben 6. Die unbekannte Tinktur bewirkte also 75% und die 
Standardtinktur 50% Mortalitat. Die dieser Sterblichkeit entsprechende 
Wirksamkeit ist 118 bzw. 100. 

Daher ist 0,00225 ccm der unbekannten Tinktur = ~~~. 0,0035 ccm 

der Standardtinktur, oder 1 ccm unbekannte Tinktur = 1,84 ccm 
Standardtinktur. 

Am zweiten Auswertungstag totete 0,0025 ccm unbekannte Tinktur 
5 von 12, also 42 %, wahrend 0,004 ccm Standardtinktur 4 von 12, also 
33 % tOtete. Dieser Sterblichkeit entspricht die Wirksamkeit von 95 
bzw. 89. 

Also ist 0,0025 ccm unbekannte Tinktur = :: . 0,004 ccm Standard

tinktur, oder 1 ccm unbekannte Tinktur = 1,71 ccm Standardtinktur. 
Das Mittel aus beiden Resultaten, 1,78, wird als tatsachlicher Wert 

genommen. Also ist die unbekannte Tinktur 1,78mal so stark als der 
Standard und enthalt 1,78 Einheiten pro Kubikzentimeter. 

TREVAN hat berechnet, daB die zu erwartende mittlere Abweichung 
10% betragt, wenn man 48 Frosche in der oben beschriebenen Weise 
zur Auswertung benutzt. 

CHAPMAN und MORRELLS Kurve. An Froschen aus der Gegend von 
Ottawa haben CHAPMAN und MORRELL (1931) eine charakteristische 
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Kurve fUr Ouabain bestimmt. Die Arbeit ist mit der groBten V orsicht 
ausgefiihrt und in vieler Hinsicht vorbildlich fUr jeden, der sich fUr die 
Konstruktion einer cha-

Tabelle 60. rakteristischen Kurve in
teressiert. Die Autoren 
beobachteten eine gerin
gere Variation als TREVAN. 
Die Werte fiir das Ver
haltnis von Dosis zu 
Sterblichkeitsprozentsatz 
sind in Tabelle 60 wieder
gegeben. Man sieht daran, 
daB die charakteristische 
Kurve nicht fUr jedes 
Land dieselbe ist. 

SterbliChkeits-1 Wirksarokeit Sterblichkeits- Wirksamkeit 
prozentsatz prozentsatz 

5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 

83 
87,5 
90 
92 
93 
95 
96 
97,5 
99 

100 

2. Die Answertung an der Katze. 

55 
60 
65 
70 
75 
80 
85 
90 
95 

101 
102,5 
104 
105,5 
106,5 
108 
110 
112,5 
116 

Die Katzenmethode wurde 1910 von HATCHER und BRODY (1910) 
eingefiihrt und in MAGNUS' Laboratorium in Utrecht genauestens unter
sucht. Man fiihrt die von DE LIND VAN WIJNGAARDEN (1926) be
schriebene Methode in folgender Weise aus: 

Die Katze wird gewogen; sie soli nicht schwanger und nicht saugend 
sein; das Gewicht soli zwischen 1,7 und 2,7 kg liegen. Sie wird mit 
Ather narkotisiert und tracheotomiert, so daB man von Anfang an 
kiinstliche Atmung mit einem Gemisch von Luft und Ather geben kann; 
man ist dadurch sicher, daB der Tod nicht durch Atemlahmung erfolgt. 
In eine Vena femoralis wird eine Kaniile zur langsamen Infusion des 
zu untersuchenden Digitalispraparates eingebunden. Man bringt die· 
Losung in eine BUrette, von wo sie durch eine Heizspirale flieBt, bevor 
sie in die Vene kommt. Das obere Ende der BUrette ist mit einem 
durchbohrten Kork verschlossen, in dem ein Glasrohr steckt, das direkt 
unterhalb des Stopfens in eine lange Capillare ausgezogen ist, die bis 
unten in die Biirette reicht. Die Lasung flieBt nur mit der Geschwindig
keit aus, mit der Luft durch die Capillare eintritt, und solange der 
Spiegel iiber dem unteren Ende der Capillare steht, ist der Druck, 
unter dem die Lasung in die Vene flieBt, konstant. Sobald die kiinst
liche Atmung anfangt, wird die Zeit notiert und die intravenose In
fusion mit einer Geschwindigkeit von ungefahr 1 ccm pro Minute 
begonnen. Der Eintritt von Digitalis in den Kreislauf verlangsamt 
den Herzschlag wahrend der ersten 25 oder 30 Minuten, nach denen 
der PuIs plotzlich sehr beschleunigt wird. Nach etwa 15 weiteren Mi
nuten steht das Herz in Systole still. Diesen Augenblick stellt man 
durch Palpadon des Thorax fest; die Infusion wird abgestellt und 

Burn-Biilbring, Biologische Auswertnngsmethoden. 12 
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die infundierte Menge abgelesen. Die Einzelheiten del' Methode sind 
folgende: 

Die Herstellung der Losung. Digitalis kann als Infus odeI' als 
verdiinnte Tinktur gegeben werden. Den AufguB bereitet man, indem 
man in ein groBes Becherglas auf 1,25 g pulverisierte Blatter 250 cern 
Leitungswasser gieBt. Man bringt das Becherglas in ein Wasserbad, 
erhitzt es auf 89° bis 91 0 C und halt die Temperatur des Aufgusses 
15 Minuten lang unter fortwahrendem Umriihren konstant. Das Infus 
wird kalt durch Mull filtriert, so viel Kochsalz hinzugefiigt, daB es eine 
0,9proz. Lasung ergibt, und auf 250 cern aufgefiillt. 

,Von einer Digitalistinktur werden fUr die Infusion 10 cern auf 200 cern 
mit 0,9proz. KochsalzlOsung verdiinnt. 

Das .xarkosemittel. Obwohllange Zeit Ather bei diesel' Methode be
nutzt worden ist, hat er zwei Nachteile. Die durchschnittliche todliche 
Dosis einer Digitalisprobe ist urn so kleiner, je graDer del' Atherverbrauch 
ist; so wurde als todliche Dosis einer Probe, die von DE LIND VAN 
WIJNGAARDEN in Utrecht gepriift wurde, 90,5 mgjkg gefunden, wahl' end 
die Priifung im Laboratorium des Verfassers, wo mehr Ather gebraucht 
wurde, 76,3 mgjkg ergab. 1m Verlauf del' Digitalisinfusion muB die 
Athergabe auf ein Minimum reduziert werden. Del' zweite Nachteil 
wurde zuerst von MACDONALD und SCHLAPP (1930) gezeigt, die fanden, 
daB die Werte einer bestimmten Probe fiir verschiedene Katzen in 
Athernarkose viel starker schwankten als fiir Riickenmarkskatzen. Es 
ist eine Reihe von Arbeiten iiber die Narkosefrage veraffentlicht worden 
(s. EpSTEIN, 1933, CHOPRA und CHo\YHAN, 1933, DAVID und RAJAlVIA
'XICKAM, 1934, MACDONALD, 1934), in denen aIle Untersucher darin 
iibereinstimmten, daB die Variation del' Katzen graBer ist, wenn ~i\.ther 
gebraucht wird, geringer mit Paraldehyd, und noch geringer mit Chlor
eton, Chloralose und Urethan. Riickenmarkskatzen sind jedoch am 
besten von allen. MACDONALD hat ausgerechnet, daB man, urn einen 
bestimmten Grad von Genauigkeit zu erzielen, mit Athernarkose doppelt 
so viele Katzen braucht als mit Chloralose, und fiinfmal so viele als 
Riickenmarkskatzen. Die einzelnen Narkotica wurden von den oben 
genannten Autoren in folgender Weise verabreicht: 

XarkosemiHe] Dosis LOslIngsInitt.el lnjcktion 

Paraldehyd 1,6 bis 1.8 g pro kg 10% wasserige Liisung intraperitoneal 
Chloreton 0,2 g .. Alkohol 
Chloralose . 0,11 " ~ .. intramuskuliir 
Urethan. 1,8 (f 

Co ., heiDes 'Wasser 

Das Praparieren del' Riickenmarkskatze ist auf S. 5;') beschrieben. 
Nach Durchschneiden des Riickenmarks macht man eine Pause von 
4 bis 5 Stunden, damit das fliichtige Narkoticum verschwindet. Dies 
yerursacht zwar eine Verlangerung del' Auswertungszeit, die jedoch, wie 
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MACDONALD bemerkt, durch die kleinere Anzahl der benotigten Katzen 
kompensiert wird. 

Die genaue Bestimmung des systolischen Herzstillstandes. Diesel' 
Zeitpunkt soIl in nicht weniger als 30 und nicht mehr als 55 Minuten 
erreicht sein. Man kann ihn leichter feststellen, wenn man den Blutdruck 
schreibt, als wenn man versucht, den Herzschlag zu fiihlen, denn der 
Blutdruck fallt auf Null, sobald del' systolische Herzstillstand eintritt. 
Dies kann ein plOtzliches oder ein allmahliches Absinken sein. Oftmals 
fangt das Herz, nachdem es aufgehort hatte, nochmals an zu schlagen, 
man muB abel' den Zeitpunkt des endgiiltigen Stillstandes bestimmen. 

Die Berechnung des Resultats und die dazu notwendige Anzahl Tiere. 
In del' von HATCHER vorgeschlagenen Methode wurde die Wirksamkeit 
des Digitalisblattes in Katzeneinheiten ausgedriickt. Die todliche 
Dosis wurde an einer Reihe von Katzen bestimmt und die Befunde 
pro Kilogramm Korpergewicht angegeben. Del' Durchschnittswert war 
die Katzeneinheit. Diesel' Ausdruck ist abel' sem unbefriedigend, da er 
je nach del' Ausfiihrungstechnik variiert. Die Methode muB also, ebenso 
wie die Froschmethode, eine vergleichende sein, d. h. eine Probe des 
unbekannten Blattes muB mit dem Standardblatt verglichen werden, 
da ja dann Unterschiede in der Technik keine Rolle spielen, sofern man 
nur fiir beide dieselbe anwendet. 

Nichts spricht dafiir, daB die Empfindlichkeit von Katzen gegeniiber 
Digitalis mit den verschiedenen Jameszeiten schwankt, und deshalb ist 
es nicht notig, die Versuche mit dem Unbekannten und dem Standard 
gleichzeitig vorzunehmen. Man kann ruhig die mittlere tOdliche Dosis 
fUr den Standard zu einer Zeit bestimmen und spateI' die fiir die un
bekannten Blattproben, 
deren Werte dann mit den Tabelle 61. MACDONALDS Be£unde an Rucken-

vorher erzielten Standard
werten verglichen werden. 
Um die Wirksamkeit des 
unbekannten Blattes in 
Standardwerten auszu
driicken, deren mittlere 
Abweichung 10 % betragt, 
muB man 14 Katzen fiir 
den Standard und 6 fUr 
das unbekannte Blatt be
nutzen. DieseBerechnung 

markskatzen. 

Internationaler 
Ouabainstandard 

Todliche Dosis in mg pro kg 

0,100 
0,100 
0,097 
0,094 
0,092 
0,100 
0,102 

Durchschnitt 0,098 

Strophanthustinktur 
auf 1 : 500 yerdiinnt 

Todliche Dosis in cern pro kg 

17,08 
16,74 
17,92 
17,73 
17,37 

17,37 

machte TREV AN auf Grund von DE LIND VAN WIJNGAARDENS Befund, 
daB die mittlere Abweichung einer Einzelbeobachtung an einer einzigen 
Katze 13% betragt. DE LIND VANWIJNGAARDEN benutzte ein Minimum 
von Ather zur Narkose. Aus dem friiher Gesagten geht hervor, daB die 

12* 
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mittlere Abweichung fUr andel's narkotisierte odeI' Riickenmarkskatzen 
geringer ist und eine kleinere Anzahl Tiere dieselbe Genauigkeit ergeben 
wird. 1m Augenblick liegen noch nicht geniigend Beobachtungen VOl', 

urn die mittlere Abweichung fUr die anderen Narkotica anzugeben. 
Als Beispiel fiir die Methode sind die Werte von MACDONALDS Ver

suchen (1934) an Riickenmarkskatzen in Tabelle 61 zusammengestelit. 
Eine .8trophanthustinktm wmde im Vergleich zum internationalen 

Ouabainstandard ausgewertet. Aus den durehschnittlichen tOdliehen 

Dosen in del' Tabelie geht hervor, daB I;O~7 cern Tinktm = 0,098 mg 

Ouabain und 1 ccm Tinktur = 2,82 mg Ouabain ist. 

3. Die Auswertung am Meersehweinchen. 

Diese Methode, die von KNAFFL-LENZ (1926) eingefiihrt wurde, 
gleicht im wesentlichen del' Katzenmethode. Sie erfordert mehr Ge
schieklichkeit beim Praparieren des Tieres, nimmt abel' weniger Zeit und 
ist genauer, da die Variation del' Meerschweinchen geringer als die del' 
mit Ather nal'kotisierten Katzen ist. Man nimmt Meerschweinchen im 
Gewicht von 400 bis 600 g und narkotisiel't sie mit Ul'ethan. Von einer 
25pl'oz. wasserigen Losung wird eine Menge, die 1,75 g Ul'ethan pro 
Kilogramm entsprieht, subcutan injiziert. Nach 2 bis 3 Stunden wird 
das Tier auf einem Brett befestigt und etwas Ather gegeben, bis man 
eine Kaniile in eine Vena jugularis eingebunden hat. Da die Vene von 
Fett umwachsen ist, erfordert das Herauspraparieren einige Ubung. 
Nachdem die Kaniile eingefiihrt ist, wird del' Ather weggenommen. 

Man laBt das Digitalisinfus oder die verdiinnte Tinktur langsam aus 
einer kleinen Biirette in die Vene flieBen. Die Losung soli 1 ,25 % Digitalis
blatt, also 0,125 Einheit im Kubikzentimeter, enthalten und mit einer 
Geschwindigkeit von 0,5 ccm pro Minute infundiel'en. Wahrend del' 
Infusion wil'd ununterbl'ochen das Hel'z durch die Bl'ustwand befUhlt, 

Tabelle 62. 

Digitalin Standal'dtinl{tur 
Todliche Dosis in mg pro kg Todliche Dosis in cern pro kg 

5,3 1,18 1,33 
5,6 1,46 1,43 
6,5 1,55 1,74 
7,1 1,56 1,40 
6,1 1,35 1,85 
6,6 1,81 1,59 

1,63 1,78 
Durchschnitt 6,2 1,55 

gegen das Ende hin, wenn 
die Schlage schwacher 
werde~, eroffnet man den 
Thorax, so daB man 
den endgiil tigen H erzstill
stand direkt sehen kann. 
Die Infusion wird im End
stadium verlangsamt; sie 
dauert gew6hnlich 15 bis 
20 Minuten. Del' Stan
dard v;ird an einer Reihe 

Meerschweinchen ausgewertet und die mittlere tOdliche Dosis bestimmt; 
die durchschnittliche todliche Dosis einer unbekannten Tinktur kann 
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dann mit dem Standardwert wie in der Katzenmethode verglichen 
werden. 

In Tabelle 62 wird ein Beispiel der Auswertung einer Digitalisprobe 
(Digitalinum purum Germanicum) gegeniiber dem internationalen 
Standard-Digitalispulver gezeigt. Die Befunde sind einer Arbeit von 
GAGE (1933) entnommen. Die Durchschnittswerte ergeben, daB 6,2 mg 
Digitalis 1,55 ccm Standardtinktur aquivalent sind, das sind auf 
Grund der Definition 1,55 Einheiten. Also enthalt die Probe Digitalis 
250 Einheiten pro Gramm. 

4. Die Auswertung an der Taube. 

Die von HANZLIK (1929) eingefuhrte Methode beruht auf der Beob
achtung, daB Praparate von herzwirksamen Glykosiden, wenn man sie 
Tauben intravenos einspritzt, eine Brechwirkung entfalten. Wie BURN 
(1930) zeigte, schwankt die Empfindlichkeit verschiedener Vogel be
trachtlich, und es ist deshalb notig, sowohl fiir die Dosis der unbekannten 
Probe als auch fUr die des Standards den Prozentsatz der Tauben zu 
bestimmen, bei denen Erbrechen eintritt. 

Man benutzt 250 bis 450 g schwere Tauben. Jedes Tier wird gewogen, 
und wahrend es von einem Assistenten festgehalten wird, rupft man 
einige der kleinen Federn auf der Unterseite des Flugels, dort, wo er am 
Korper angewachsen ist, aus. Die Flugelvene wird dann unter der Haut 
sichtbar. Man macht die Injektion mit einer sehr spitzen diinnen Nadel. 
Wenn man sie herauszieht, blutet es gewohnlich etwas, und es entsteht 
ein subcutanes Hamatom, das aber, wenn die Nadel wirklich fein genug 
war, nur geringfUgig ist. Je kleiner das Hamatom ist, urn so kiirzer 
braucht man zu warten, bis man die Vene wieder benutzen kann. 

Digitalis wird in Form einer verdunnten Tinktur injiziert, die nach 
der Vorschrift auf S. 175 zubereitet und mit 0,9proz. Kochsalz16sung 
verdunnt wird.· Die in 50 % der Tauben Erbrechen bewirkende Dosis 
liegt gewohnlich zwischen 0,15 und 0,4 ccm der unverdiinnten Tinktur 
pro Kilogramm; am besten verdunnt man sie so, daB die Injektionsmenge 
0,1 ccm pro 100 gist. 

Urn die unbekannte Probe mit dem Standard zu vergleichen, kann 
man sich an die im Kapitel III und auf S. 176 beschriebenen Methoden 
fiir Frosche halten. Man kann entweder eine charakteristische Kurve 
konstruieren oder BEHRENS' Verfahren benutzen. Eine weitere Methode, 
die zuerst von KROGH und HEMMINGSEN (1926) beschrieben wurde, 
besteht darin, daB fur jede Tinktur eine Dosis, die bei weniger als 50% 
der Vogel, und eine Dosis, die bei mehr als 50% Erbrechen bewirkt, 
festgestellt wird. Tabelle 63 gibt ein Beispiel. 

Die Wirkungsprozente werden fur jede Tinktur als Ordinate gegen
uber den Logarithmen der Dosen als Abszisse graphisch dargestellt, wie 
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Tabelle 63. 

Tinktur Dosis Zahl I Davon I Wirkungs· 
cem pro kg der Tauben Erbrechen prozentsatz 

Standard . { 0,2 30 13 44 
0,3 30 22 73 

nbekannte . { 0,15 30 9 30 
0,2 30 17 57 

u 

Abb. 62 zeigt. Man zieht durch die zu jeder Tinktur gehOrigen beiden 
Punkte eine gerade Linie und liest die einer Wirkung von 50 % ent
sprechende Abszisse abo Die diesen Abszissenwerten entsprechenden 

% 
80 

20 L 

I if / 

/ 

II 
V 

~1CCm/kg 0.2 0.3 WI 
[}osis (i,og(JrllhmeosK(JIa;J 

Abb. 62. Beziehung zwischen dom 
Logarithmus lIer Dosis Digitalis
tinktur und dem Prozentsatz von 
'rauben, bei dencn Erbrcchcn 
auftritt. Die beiden Linicn ent-

sprechrn 2 Tinkturen. 

Dosen stellen das Verhaltnis del' Wirkungs
starken del' beiden Tinkturen dar. In Abb. 62 
sind die mittleren, zum Erbrechen fUhrenden 
Dosen des Standards und del' Unbekannten 
0,21 ccm bzw. 0,19 ccm/kg, also ist die unbe
kannte Tinktur 1,1 mal so stark wie die Stan
dardtinktur, odeI' enthalt 1,1 Einheiten pro 
Kubikzentimeter. Es ist ratsam, den Ver
gleich an 2 Tagen zu machen und jedesmal 
dieselben Tauben zu benutzen. Am ersten 
Tage erhalt die Haifte del' Vogel den Standard, 
die andere Halfte die unbekannte Tinktur. 
Am anderen Tag, del' 3 odeI' 4 Tage spateI' 
sein kallll, werden die Vogel in die Fhigelvene 
del' anderen Seite gespritzt; die Halfte, die 
vorher den Standard bekommen hatte, erhiilt 
nun die unbekannte Tinktur, und umgekehrt. 

B. Strophanthus. 
1. Die Auswertung von Strophanthus-Tinktur. 

Del' Standard. Das krystallinische Strophanthin aus Strophanthus 
gratus, das als Ouabain bekannt ist, wurde zuerst in del' Pharmakopoe 
del' Vereinigten Staaten (1916) als Standard fUr Strophanthustinktur 
eingefUhrt. 1923 wurde es von dem VOlkerbundsausschuB fill biologische 
Standardisierung angenommen. N ach del' Frankfurter Konferenz 1928 
wurde del' internationale Ouabainstandard hergestellt. In Deutschland 
ist Strophanthus gratus offizinell, und da das Ouabain eine chemisch 
reine Substanz ist, ist eine biologische Auswertung iiberfliissig. In 
Amerika wird die Tinktur aus Strophanthus Kombe odeI' Strophanthus 
hispidus, in England aus Strophanthus Kombe hergestellt. Nun haben 
JACOBS und HOFFMANN (1926) gezeigt, daB das Glykosidgemisch in 
Kombe-Samen aus Cymarin und einer verschieden groBen Menge von 
Glucosemolekiilen besteht, und daB ein solches Gemisch chemisch etwas 
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ganz anderes als Ouabain ist. Daher ist es nicht verwunderlich, daB 
beim Vergleich von Strophanthus Kombe mit Ouabain die Resultate 
von der Methode abhangen. Merkwiirdigerweise fanden BURN und 
TREVAN (1926), daB die Resultate der Katzen und Froschmethode 
(Rana temporaria) iibereinstimmten, aber EDMUNDS, LOVELL und 
BRADEN (1929) fanden, daB Strophanthustinktur, an Rana pipiens mit 
der Einstundenmethode ausgewertet, eine viel starkere Wirkung hatte. 
Die Auswertungsbefunde einer Reihe von Tinkturen, verglichen mit 
Ouabain, sind in einer wertvollen Arbeit von GADDUM (1932), aus der 
die Werte in Tabelle 64 entnommen sind, beschrieben. 

Tabelle 64. Die Zahlen sind Milligramm wasserfreien Ouabains, denen 
1 ccm Tinktur gleichwertig befunden wurde. 

Tierart 

R. pipiens . 

R. pipiens . 
R. temporaria 
R. temporaria 

Katze 
Katze 

Untersucher und Methode 

1. Auswertung an Fr08chen. 
SMITH: Methode der 

Pharmakopoe der USA. 6,5 7,9 
SMITH: 18·Std.·Methode 5,0 4,5 
GADDUM: desgleichen 3,5 3,4 
TREVAN: desgleichen 3,0 3,3 

2. Lang8ame intraven08e· Infusion. 

BURN I 3,1 3,4 
STRANGEWAYS und 

6,9 
4,0 
3,0 
2,5 

2,3 

VARTIAINEN 3,8 3,0 
Hund TIFFENEAU 

3,4 
3,1 
2,1 
3,2 

3,4 3,0 
Meerschweinchen KNAFFL·LENZ 
Kaninchen. .. UNDERHILL 

1,95' 2,6 
3,1 2,8 

7,2 
5,0 
3,8 
2,7 

2,8 

3,5 
3,0 
2,5 
3,15 

6,5 
6,1 
5,0 
3,3 

3,1 

4,2 
3,2 
2,1 
3,9 

Aus der Tabelle geht hervor, daB eine Tinktur, wenn sie nach der 
Einstundenmethode der amerikanischen Pharmakopoe ausgewertet 
wird, im Vergleich zu Ouabain dreimal so stark erscheinen kann, als 
wenn die Auswertung mit intravenoser Infusion am Meerschweinchen 
geschieht. Deshalb ist in der britischen Pharmakopoe eine Standard
Strophanthustinktur aus dem Kombe-Samen offizinell gemacht worden, 
damit die zu untersuchenden Tinkturen nicht mit Ouabain, von dem 
sie qualitativ verschieden sind, sondern mit einem Standard, von dem 
sie sich nur quantitativ unterscheiden, verglichen werden. Diese 
Standardtinktur hat die gleiche Wirksamkeit wie eine 0,42proz. Losung 
des internationalen Standardouabains oder eine 0,33proz. Losung des 
wasserfreien Ouabains. Der internationale Ouabainstandard enthalt 
20 % Krystallwasser; er hat den Vorteil, an der Luft bestandig zu sein, 
wahrend wasserfreies Ouabain, oder Praparate, die weniger Krystall
wasser enthalten, unbestandig sein sollen. Das Ouabain der amerika
nischen Pharmakopoe enthalt ungefahr 12 % Krystallwasser; und die 
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Kommission fiir biologische Standardisierung hat im Hinblick auf den 
Gebrauch verschiedener Ouabainpraparate empfohlen, die Befunde 
immer als Verhaltnis zu wasserfreiem Ouabain auszudrucken, wenn auch 
in Wirklichkeit ein anderes benutzt worden war. 

Die Auswertlmg an Frosehen. Zur Injektion von Rana temporaria 
kann man eine Verdunnung in 0,6proz. Kochsalz16sung, die 0,5 bis 1,0% 
Strophanthustinktur enthalt, hersteilen; hiervon spritzt man 0,02 ccm 
pro Gramm Frosch in den Lymphsack. Die Dosis flir Ouabain ist etwa 
0,0005 mg/g; man kann also 2,5 mg in 100 cern Kochsalz16sung auflosen 
und davol1 0,02 ccm pro Gramm Frosch injizieren. Am besten macht 
man zuerst eine 0,1 proz. Ouabainlosung in 70proz. Alkohol und ver
dunnt diese weiter mit physiologischer Kochsalzlosung. 

Die Auswertung an der Katze. Die Strophanthustinktur muBte, 
damit sie del' Konzentration, in der Digitalis gewohnlich flir die Katze 
gebraucht wird, entspricht, 900mal verdunnt werden. Aus Tabelle 61 
ist ersichtlich, daB IVIAcDONALD sie 500mal verdunnte. Ouabain kann 
in einer Losung von 0,5 mg in 100 ccm angewandt werden. 

Die Auswertung am lUeersehweinehen. Hierzu verdunnt man die 
Strophanthustinktur 250mal und gibt das Ouabain in einer Losung von 
1,75 mg in 100 ccm. 

2. Die Auswel'tung von Strophanthin. 

WOKES (1928) hat eine Reihe von Handelspraparaten von Kombe
Strophanthin untersucht und mit der Katzenmethode eine Wirksamkeit 
von 25 bis 60% derjenigen des Ouabains der amerikanischen Pharma
kopoe gefunden. Die durc~schnittliche Wirksamkeit ailer Praparate 
(ein ungewohnlich schwaches ausgenommen) war 47% Ouabain. Daraus 
ergibt sich ein nutzlicher Hinweis fur die Dosierung, namlich sowohl bei 
del' Frosch- als auch bei der Katzen- und Meerschweinchenmethode 
doppelt soviel Strophanthin zu nehmen wie die oben angegebenen 
Ouabainmengen. 

Strophanthin B. P. 1932. In del' britischen Pharmakopoe hat man 
sich bemliht, die Wirksamkeit verschiedener Proben von amorphem 
Strophanthin festzulegen, indem man vorschrieb, daB sie aIle eine 
Wirkungsstarke von 40% des wasserfreien Ouabains haben muBten. 
Fur starkere Proben ist eine Verdunnung mit Laktose vorgeschrieben. 

Urn ein unbeka,nntes Strophanthin auszuwerten, erhalt man in GroB
britannien vom National Institute for Medical Research, London, nicht 
Ouabain, sondern eine Losung von Standard-Strophanthin. Diese ist 
aus Kombe-Strophanthussamen gemacht und deshalb qualitativ einem 
unbekannten Praparat aus Kombe-Samen moglichst ahnlich. (Nul' 
Kombe-Strophanthin ist offizinell.) Unbekannte Praparate dllrfen nul' 
quantitativ von dies em Standard a bweichen; das Vergleichsresultat muB 
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also mit allen Methoden dasselbe sein. Das fiir den Standard benutzte 
Strophanthin hatte nach der Froschmethode 59 % der Wirksamkeit von 
wasserfreiem Ouabain. Das zur Verteilung kommende Standard
Strophanthin ist eine alkoholische Losung, die in 1 ccm die Wirksamkeit 
von 5 mg des in der britischen Pharmakopoe angegebenen Strophanthins 
enthint. 

C. Die Auswertung von Bulbus Scillae. 
Der Standard. Del' VolkerbundsausschuB fiir biologische Standardi

sierung hat keinen Standard fiir Bulbus Scillae festgesetzt. Man kann 
sich durch Zusammenmischen gleicher Teile einer Reihe von Scilla
tinkturen einen Standard bereiten, der dann die durchschnittliche Wirk
samkeit haben wird. Eine so im Laboratorium des Verfassers zusammen
gestellte Tinktur erwies sich an der Katze als ebenso wirksam wie eine 
Losung, die 0,013 % des Glykosids Scillaren A enthielt. 

Wenn man unbekannte Scillatinkturen mit einer aus vielen zusammen
gesetzten Tinktur als Standard vergleicht, so verdunne und dosiere man 
sie ebenso wie eine Digitalistinktur. Dies gilt fiir Scillatinkturen, die 
nach der V orschrift der britischen Phamakopoe 1932 hergestellt sind 
und 10 g Bulbus Scillae in 100 ccm enthalten. 

D. Die Auswertung nicht offizineller Praparate. 
Digitoxin. Digitoxin kann mit jeder der oben beschrieb.enen Me

thoden ausgewertet werden. Es lOst sich am besten in einer Mischung 
von 6 Teilen 90proz. Alkohols, 3 Teilen Glycerin und 1 Teil destillierten 
Wassers. Damit bereitet man eine O,lproz. Losung und verdunnt weiter 
mit physiologischer KochsalzlOsung. GAGE.(1934) hat an Froschen und 
Meerschweinchen die Wirksamkeit von 4 Proben im Vergleich zum 
internationalen Standard-Digitalispulver gepriift und Werte von 1000 
bis 1500 Einheiten pro Gramm gefunden. 

Digitalin. Digitalinum purum Germanicum ist wasserloslich und 
wird in der Praxis zu subcutanen und intramuskularen Injektionen 
benutzt. GAGE (1933) fand, daB die Wirksamkeit von 4 untersuchten 
Praparaten zwischen 55 und 250 Einheiten pro Gramm schwankte; sie 
war bei der Frosch- und Meerschweinchenmethode dieselbe. Del' Britische 
Pharmazeutische Kodex verlangt, daB Digitalin so austitriert werden solI, 
daB es 80 Einheiten in 1 g enthalt. 

E. Die Ergebnisse del' verschiedenen ~Iethoden. 

Es mehren sich die Allgaben, daB eine Digitalisprobe, wenn sie auf 
verschiedene Art und Weise mit dem internationalen Standard verglichen 
wird, nicht immer gleich stark befunden wird. So kann sie an Froschen 
l,4mal so stark und an Katzen nur l,2mal so stark wie del' Standard 
gefunden werden. WOKES (1930) hat weiterhin gezeigt, daB Digitalis-
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tinktur mit einer Geschwindigkeit von 3 % im Monat an Wirksamkeit 
verliert, wenn man sie an Fl'6schen priift, daB dies jedoch mit der 
Katzenmethode nicht erkennbar ist. Hieraus geht hervor, daB die 
relative Empfindlichkeit gegeniiber den Digitalisglykosiden bei vel'
schiedenen Tierarten eine andere ist, und wir stehen dem Problem 
gegeniiber, welche Methode die richtige Auskunft gibt. Es gibt keinen 
anderen Ausweg, dies zu 16sen, als daB man sol'gfaltige Vergleiche ver
schiedener Tinkturen an einel' groBen Zahl von Patienten macht. Einige 
Versuche dieser Art sind gemacht worden, sind aber nicht iiberzeugend. 
Die biologische Auswertung ist trotz der genannten Schwierigkeiten 
wichtig, um den Gebl'auch verfalschter und schlecht wirksamer Blatter 
bei der Behandlung Herzkranker zu vel'hindern. 
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Kapite1 XVII. 

Mutterkorl1. Secale COrl1utuIll. 

Die Zahl der Alkaloide, die im Mutterkorn gefunden werden, nimmt 
noch immer zu, aber vom phal'makologischen Standpunkt aus entfallen 
sie auf nicht mehr als 3 Gl'uppen. Die el'ste Gruppe ist die der verhalt. 
nismaBig inaktiven Alkaloide, die zweite die Alkaloidgruppe mit den 
Eigenschaften des Ergotoxins, und die dritte die mit den Eigenschaften 
des Ergometrins, des wasser16slichen Alkaloids, dessen Vorhandensein 
im Mutterkorn 1932 von Mom gezeigt, und das 1935 zuerst von DUDLEY 
und Mom als reine Substanz isoliert wnrde. 
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Die beiden Auswertungsmethoden fiir Ergotoxin, die meistens an
gewendet werden, sind die Hahnenkamm-Methode und die Kaninchen
uterus-Methode. 

A. Hahnenkamm-Methode nach HOUGHTON (1898). 
In der amerikanischen Pharmakopoe wird als biologische Auswer

tungsmethode fiir Ergotoxin die Hahnenkamm-Methode angegeben. Wenn 
man Ergotoxin in die Brustmuskulatur eines Hahnes einspritzt, so wird 
die hellrbte Farbe des Kammes dunkler. Diese Veranderung tritt am 
starksten am hinteren Teil des Kammes auf, wahrend der vordere Teil 

. weniger betroffen wird. 
Man benutzt weiEe Leghornhahne von 1,5 bis 2,5 kg Gewicht, nicht 

alter als 2 Jahre. Die Injektion wird tief in die Brustmuskulatur ge
macht und die Wirkung nach 1 bis 11/2 Stunden beobachtet. Zur Fest
stellung der Wirkung teilt man sich den Hahnenkamm in 3 Teile ein 
und gibt jedem eine Zahl, die den Grad des Dunklerwerdens nach del' 
Injektion darstellt, namlich: 

o = keine Veranderung 
I = etwas dunkler oder blaulich 
2 = mitteldunkel 
3 = sehr dunkel 

Die Ablesungen des Farbtons komlen also von ,,001" bis ,,223" gehen. 
Die Ablesung ,,001" heiEt: vorderer und mittlerer Teil unverandert, 
hinterer Teil etwas dunkler. Die Ablesung ,,223" heiEt: mitteldunkel 
im vorderen und mittleren Teil des Kammes, hinterer Teil sehr dunkel. 
Del' Grad del' Reaktion, der am geeignetsten zum Vergleich eines un
bekannten Extraktes mit dem Standard ist, liegt zwischen ,,012" und 
,,113" und solI moglichst nicht mehr als ,,123" betragen. 

Del' Standard. Der Standard, del' in del' 11. Pharmakopoe der Ver
einigten Staaten vorgeschrieben ist, ist Ergotoxin-Athansulfonat. Das 
Mutterkorn muE pro Gramm eine Wirksamkeit besitzen, die nicht 
weniger als die in 0,5 mg des Standards betragt, und del' Fluidextrakt 
des Mutterkorns muE pro Kubikzentimeter eine Wil'ksamkeit enthalten, 
die nicht weniger als 0,5 mg des Standards entspricht. Zuerst versucht 
man an jedem Hahn die kleinste Standal'ddosis (0,5 mg/ccm in 1 proz. 
wasseriger Weinsaure) festzustellen, die einen Teileffekt ausiibt. Manche 
Vogel sind weniger empfindlich fiir Unterschiede in del' Dosierung als 
andere, und deshalb muB man jeden Hahn darauf priifen, ob durch 
eine Dosis, die 25 % groEer ist, eine starkere Wirkung hervorgerufen 
wird. So voruntersuchte Vogel werden zur Auswertung von Fluid
extrakten benutzt. Wenn man mehrere Auswertungen an denselben 
VogeIn macht, solI man dies nicht Cifter als einmal in del' Woche tun 
und nicht eher als 2 Tage nachdem aUe Spuren der friiheren Verfarbung 
verschwunden sind. 
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Die Hel'stellung des Extl'aktes. Die 11. Pharmakopoe derVereinigten Staaten 
schreibt vor. daB der Extrakt aus Mutterkorn hergestellt wird, indem man 
lOOO g Mutterkorn nimmt, zu einem groben Pulver zerreibt und entfettet. Das 
Pulver wird in einen zylinderformigen Perkolator gefii.llt, gereinigter Petrolather 
so lange hindurch koliert, bis einige Tropfen der Kolatur nach Verdampfen auf 
Filtrierpapier keine Fettflecken mehr hinterlassen. Tatsachlich ist daun immer 
noch etwas Fett im Mutterkorn vorhanden. Man nimmt das Pulver aus dem 
Perkolator heraus, trocknet es an der Luft und teilt es in 3 Teile von je 500, 300 
und 200 g. Der erste Teil wird mit einer Auszugsflii.ssigkeit, die aus 2 Volumteilen 
Salzsaure und 98 Volumteilen Alkohol (49 Volumprozent) besteht, befeuchtet. 
Die so befeuehtete Droge wird in einem fest versehlossenen Behalter 6 Stunden 
aufbewahrt, daun in einen Perkolator gebracht und die Flii.ssigkeit hindurch koliert. 
Sowie die Flii.ssigkeit anfangt hindurchzusickern, sehlieBt man den Hahn des 
Perkolators fUr 48 Stunden, wahrend welcher Zeit eine Flii.ssigkeitssehicht ii.ber 
der Droge bestehen bleibt. Danaeh beginnt das Kolieren. Die ersten 200 ccm 
werden aufgefangen und beiseitegestellt (Portion A). Weitere 1500 eem werden 
in Portionen von je 300 eem aufgefangen. Diese Flii.ssigkeitsmenge wird dazu 
benutzt, die zweite Portion des getroekneten Pulvers, die 300 g betragt, zu mace· 
rieren und zu kolieren. Wieder werden die ersten 300 cem der Kolatur aufgefangen 
und beiseitegestellt (Portion B) und weitere 800 eem zum Maeerieren und Kolieren 
der dritten Portion des getroekneten Pulvers, die 200 g war, benutzt. Die ersten 
500 cem werden aufgefangen und Portion A und Portion B hinzugefii.gt. Die 
Gesamtmenge betragt lOOO eem. Dieses Kolaturgemiseh wird am Hahnenkamm 
ausgewertet. 

B. Die Kaninchelluterus-lUethode nach BROOM und CLARK (1923). 

Eine biologische Methode zur Auswertung von Ergotoxin und 
El'gotamin, die immel' noch allgemein gebraucht wird, bel'uht auf del' 
Wirkung diesel' Substanzen auf die Reaktion von Muskelstl'eifen des 
Kaninchenuterus auf Adl'enalin. Adl'enalin be'''irkt namlich eine Kon
tl'aktion des ausgeschnittenen Kaninchenuterus, und diese Kontraktion 
wird durch Ergotoxin aufgehoben. 

Apparatur. Das Wasserbad fUr isolierte Organe, so wie es im 
Kapitel IV beschrieben ist, muB mit einem zweiten Glasbehalter ver
sehen werden. Ebenso wie fUr die Auswertung von Hypophysenextrakt 
wird eine Ringer16sung ohne Magnesiumchlorid zubereitet. Uber jedem 
Glasbehalter befindet sich ein Schreibhebel, die beide nebeneinander 
auf dieselbe Trommel schreiben und die Bewegungen del' Muskelstreifen 
in 6facher VergroBerung aufzeichnen. 

Auswahl der lUuskelstreifen. Nichtschwangere Weibchen von nicht 
weniger als 2 kg Gewicht werden benutzt. Wenn man die Kaninchen 
von einem Handler kauft, sollte man sie sicherheitshalber 2 bis 3 Wochen 
halten, wahrend welcher Zeit schwangere Tiere Junge werfen wiirden. 
Aus den Uterushornern eines ausgewachsenen Kaninchens, das schon 
Junge hatte, kann man 10 odeI' mehr Paar Muskelstreifen fUr die Aus
wertung machen. Del' Uterus eines Kaninchens, das noch keine Junge 
hatte, ist oft so dunn, daB er in del' zu beschreibenden Weise nicht 
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zerteilt werden kann und man deshalb entsprechende Stiicke aus dem 
anderen Horn zur gleichzeitigen Verwendung nehmen muE. 

Vorbereitung des ll'Iuskelstreifens. Sobald del' Uterus aus dem eben 
getoteten Kaninchen herausgenommen ist, legt man ihn zwischen mit 
Ringerlosung befeuchtete Watte und kann ihn so mehrere Tage lang 
im Eisschrank aufbewahren. Von einem Horn schneidet man ein un
gefahr 1,5 em langes Stuck ab; es .vird an del' Langsseite gegenuber dem 
Mesenterium aufgeschnitten und dann auf einem Stuck Papier aus
gerollt. Das uberstehende Papier wird abgeschnitten und del' Uterus 
dann mit dem Papier zusammen in del' Langsrichtung in 2 gleiche Stucke 
zerschnitten. Jede Halite, die nun aus dem Mesenterium benachbarter 
Muskulatur besteht, wird in einem del' Glasbehalter aufgehangt. 

Auswertung. Die Schreibhebel werden ziemlich schwer belastet, urn 
eine genugende Erschlaffung des Muskels zu bewirken, und sobald diese 
stattgefunden hat, gibt man Adrenalin in das Bad, und zwar 0,02 mg 
pro 100 cern Ringerlosung. Diese Dosis muE eine Kontraktion bewirken, 
die anhalt, bis das Bad geleert und frische Ringerlosung eingefilllt wird. 
Die Regulierung del' Schreibhebelbelastung muE man so lange fortsetzen, 
bis die Kontraktionshohe fUr beide Muskelstreifen ungefahr die gleiche ist 
und groEer als die spontanen Kontraktionen. Die Gewichte miissen auch 
schwer genug sein, urn den Muskelstreifen nach jeder Kontraktion wieder 
zur selben Grundlinie erschlaffen zu lassen. Die erforderliche Adrenalin
dosis schwankt je nach del' Empfindlichkeit des Uterus und kann bis 
zu 0,2 mg fur ein Bad von 100 cern betragen; naturlich muE man in 
beide Bader die gleiche Dosis geben. Die Dauer del' Auswertung hangt 
wesentlich davon ab, ob man die geeignete Belastung del' beiden 
Schreibhebel und eine geeignete Adrenalindosis findet. 

Zu einem bestimmten Zeitpunkt, den man sich merken muE, wird 
eine Dosis Ergotoxin-Athansulfonat in das eine Bad und eine Dosis del' 
unbekannten Losung in das andere Bad gegeben. Fur ein V olumen von 
100 cern ist 0,4 cern einer Ergotoxinlosung 1 in 30000 geeignet. Dies 
entspricht einer Konzentration von 1 in 7,5 Millionen. Zuweilen ist eine 
Konzentration von 1 in 2,5 Millionen notwendig, abel' gelegentlich genugt 
schon 1 in 40 lHillionen. Nach del' Zugabe von Ergotoxin bewirkt das 
Adrenalin eine kleinere Kontraktion, die urn so kleiner wird, je langeI' 
man wartet. Deshalb muE man das Adrenalin zu einem festgesetzten 
Zeitpunkt nach dem Ergotoxin, etwa 8 odeI' 10 Minuten spater, hinzu
fUgen, und zwar muE del' Zeitabstand fUr beide Bader derselbe sein. 
1st die Ergotoxinkonzentration in beiden Badern die gleiche, so wird 
die durch Adrenalin bewirkte Kontraktion del' beiden Muskelstreifen 
im selben MaEe verringert sein. 1st die Konzentration des unbekalmten 
Extraktes geringer als die del' Ergotoxinlosung, dann wird die Adrenalin
kontraktion durch die unbekannte Losung weniger reduziert sein als 
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durch die Ergotoxinlosung. Die Kontraktionsanderungen sind in Abb.63 
gezeigt. In der oberen Kurve sind die Bewegungen des einen Muskel
streifens, in der unteren die des anderen aufgezeichnet. Wenn man von 
links nach rechts liest, sieht man, daB 0,02 mg Adrenalin an beiden die 
gleiche Kontraktion bewirkte. Danach wurde die RingerlOsung. ge
wechselt, so daB die Muskeln erschlaffen konnten. Zu einem Bad wurde 
dann 0,3 cern Ergotoxin hinzugefiigt, und zu dem anderen 0,3 cern der 
unbekannten Losung. 10 Minuten spater wurde die Adrenalingabe 
wiederholt. Man sieht, daB die Wirkung in der unteren Kurve erheblich 

Abb.63. Der Vergleich von Mutterkornextrakt, T , mit Ergotoxin-Aethansulfonat. E, am R aninchen
nterus, nach BROO~I und CLARK. Die obere Rurve zeigt die Vcrkleineruug der Adrenalinkontraktion 
(0,02 mg) durch Ergotoxin ; die untere Rurve zeigt die noch deutlichere Verkleinerung der Adrenalin-

kontraktion durch den Mutterkornextrakt. 

geringer ist als in der oberen. Die Ringerlosung wurde wieder aus
gewechselt. DaB der Adrenalineffekt in der unteren Kurve starker 
reduziert wurde als in del' oberen, wurde durch eine weitere Adrenalin
dosis bestatigt. Diese hatte unten fast gar keine Wirkung, wahl'end 
oben eine Kontraktion aufgezeichnet wurde. Hieraus lieB sich ableiten, 
daB die Ergotoxinmenge in 0,3 ccm del' unbekannten Losung groBer 
war als in den 0,3 cern del' Ergotoxinlosung 1 in 30000. 

Sobald man ein solches Ergebnis erzielt hat, werden die Muskelstreifen 
entfel'nt und fl'ische prapariel't. Man kann nicht zweimal denselben 
Muskelstl'eifen gebrauchen, da sich das Ergotoxin nicht vollstandig aus 
dem Muskel auswaschen laBt, wenn man die RingerlOsung auswechselt. 
Deshalb muB man die nachste Beobachtung an frischen Streifen machen. 
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Urn den Vergleich zwischen einem unbekannten Extrakt und einer be
kannten Ergotoxinlosung zu Ende fiihren, braucht man 5 bis 10 Paar 
Muskelstreifen. 

Folgende Befunde wurden wahrend einer Auswertung erhoben: 
a) Del' Vergleich des ersten Paares ergab ungefahr den gleiehen Effekt 

von 0,3 cern einer Ergotoxin-AthansulfonatlOsung 1 in 30000 wie von 
0,3 cern des unbekal1l1ten Extraktes' 1 in 30; del' unbekal1l1te Extrakt 
schien also ebenso stark zu sein wie eine Losung von Ergotoxin-Athan
sulfonat 1 in 1000, d. h. del' unbekal1l1te Extrakt enthielt anscheinend 
0,1 % Ergotoxin. 

b) Del' zweite Vergleich ergab, daB del' Extrakt mehr als 0,1 % 
enthielt. 

c) Del' dritte und vierte Vergleieh ergaben, daB er weniger als 
0,16 % enthielt. 

d) Del' fiinfte und sechste Vergleich ergaben, daB er mehr als 0,1 % 
enthielt. 

e) Del' siebente Vergleich ergab, daB er weniger als 0,13 % enthielt. 
f) Del' achte ergab, daB er 0,13 % enthielt. 
g) Del' neunte ergab, daB er mehr als 0,13 % enthielt. 
Aile diese Beobachtungen ergeben, daB del' Ergotoxingehalt zwischen 

0,1 bis 0,16% liegt, und daB del' Mittelwert von 0,13% nicht weit vom 
wirklichen Wert liegen kann. Bei diesel' Berechnung ist del' Unterschied 
zwischen del' Ergotoxinbase und dem Salz Ergotoxin-Athansulfonat 
unberiieksichtigt geblieben. Tatsachlich stellt die Base 83% des Salz
molekiils dar, daher entsprechen 1,2 Teile des Salzes einem Teil del' Base. 

Die Methode hat den Nachteil, daB del' Beobachter oft von del' 
Genauigkeit del' Resultate iiberzeugter ist als er eigentlich sein soilte. 
Wel1l1 man nicht sehr viele Muskelstreifen benutzt, kann del' Versuchs
fehler 100% betragen. 

C. Die Auswertung von Ergometrin. 

Es gibt noch keine biologische Auswertungsmethode fiiI' Ergometrin. 
Del' einzige charakteristische Effekt diesel' Substanz ist del', daB sie am 
ruhenden Uterus einen Zustand kontinuierlicher rhythmischer Be
wegungen bewirkt (BROWN und DALE, 1935). 

D. Die kolorimetrische Bestimmung des gesamten Alkaloidgehaltes. 

Als im Jahre 1932 die britische Pharmakopoe veroffentlicht wurde, 
wa,r das Ergometrin noch nicht entdeckt worden und man glaubte, daB 
die physiologische Wirksamkeit des Mutterkorns ganz durch das Ergo
toxin bedingt sei. Es gab keine chemische Methode, mit del' man Ergo
toxin von Ergometrin unterscheiden kOl1l1te, abel' man hatte Griinde, 
anzunehmen, daB Ergotoxin immer ungefahr 60 bis 80 % des gesamten 
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Alkaloidgehaltes ausmachte. Es gab eine kolorimetrische Methode zm 
Bestimmung des gesamten Alkaloidgehaltes, die deshalb eingefiihrt 
wurde, weil die Ergebnisse dieser Methode ungefahr dem Ergotoxin
gehalt entsprachen; wenn man z. B. einen Gesamtalkaloidgehalt von 
0,05 % festgestellt hatte, nahm man an, daB 0,03 % Ergotoxin vorhanden 
waren. Die Einzelheiten der Methode sind folgende: 

12 g pulverisiertes Mutterkorn wird mit kaltem Leichtpetroleum (Kochpunkt 
40° bis 50°) durch Kolieren extrahiert, urn das Fett zu entfernen. Die extrahierte 
Droge wird unterhalb 40° 0 getrocknet, in eine fest verschlieBbare Flasche gefullt 
und 120 ccm reiner Narkoseather hinzugefUgt. Nach 10 Minuten werden 20 cem 
'Vasser, die 0,5 g Magnesiumoxyd enthalten, zugegeben und das Gemisch 30 MinutEn 
geschuttelt. Man gibt 1,5 g Traganth zu, schuttelt griindlich und filtricrt durch 
Watte. 100 ccm des Filtrats werden in einen Scheidetrichter geflillt und nach
einander mit 4 Portionen von je 10 cern 1 proz. Weinsaure gesehiittelt; die wasserigen 
Losungen werden jedesmal in einer Abdampfschale aufgefangen, und nachdem 
man den darin gelosten Ather durch Erwarmung an der Luft hat verdampfenlassen, 
wird das Volumen mit Wasser auf 40 cern aufgefilllt. 

0,125 g Dimethylaminobenzaldehyd wird in einem kalten Gemiseh von 65 cern 
konzentrierter Sehwefelsaure und 35 ccm Wasser aufgelost. Zu diesel' wird 0,1 cern 
5proz. Ferrichlorid hinzugefugt. 2 ccm diesel' Losung werden '1lit 1 ccm von den 
40 cem des wasserigen Mutterkornextraktes vermiseht. Die ]\fuehung wird auf 
45 °0 erwarmt und hellem Licht ausgesetzt, bis die blauviolette Farbe ihr Maximum 
el'reicht hat. Ein zweites Gemisch wird hergestellt, das aus 2 cem Dimethylamino
benzaldehydlosung mit 1 ccm von 0,012proz. Loslmg Ergotoxil1-Athansulfonat in 
1 % vVeinsaure besteht. Auch diese wird erwarmt und in derselben Weise dem 
Licht ausgesetzt. Die Farben del' beiden Mischungen werden im Kolorimeter ver
glichen. 1st die Misehung, die den Mutterkornextrakt enthalt, intensiver, dann 
muB der Mutterkornextrakt weiter verdiinnt und der Vergleieh wiederholt werden. 
Del' Prozentsatz an Gesamtalkaloiden im Mutterkorn kann daIm als Ergotoxin 
berechnet werden. 'Venn z. B. die beiden Mischungen, die zuerst zubereitet wurden, 
die gleiche Farbintensitat besaBen, dann entsprieht 1 eem des wasserigen 
Mutterkornextraktes 0,12 mg Ergotoxin-Athansulfat odeI' 0,1 mg del' Ergotoxin
base. Folglich entsprechen 40 cern des wasserigen Extraktes aus 10 g Mutterkorn 
4 mg El'gotoxin; also enthalt das Mutterkorn 0,04% Gesamtalkaloid als Ergotoxin 
gel'eehnet. 

E. Die Bestimmung von Ergotoxin und Ergometrin. 

HAMPSHIRE und PAGE (1936) haben kurzlich eine Methode be
schrieben, mit der man die wasserlOslichen Alkaloide getrennt von den 
wasserunlOslichen Alkaloiden im Mutterkorn bestimmen kann. Ergo
metrin ist wahl'scheinlich der Hauptbestandteil der ersten Gruppe, und 
Ergotoxin der der letzteren. Die folgende Beschreibung der Methode 
stammt aus der Arbeit von HAMPSHIRE und PAGE. 

,,10 g Mutterkorn, das ziemlich fein pulverisiert ist (44/60), ~ird mit Leicht
petroleum (KochpUIIkt 40 bis 50° C) in einem Daucrextraktionsapparat extrahiert, 
bis es vollig fettfrei ist. Die extrahierte Droge wird bei einer Temperatur, die 
nicht hoher als 40 0 C sein soli, getroeknet und in eine Porzellanschale gefUllt. 
Es wird gerade so viel Narkoseather dazugegeben, daB eine dickfliissige Masse 
entsteht, sodann 2 cern einer starken AmmoniakJosung und das Ganze mit einem 
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Glasstab umgeriihrt. Del' Ather soll moglichst ganz verdampfen, del' Riick
stand wird wieder in den Dauerextraktionsapparat zuriickgefiillt und mit 
100 ccm Narkoseather ungefahr 5 Stunden lang erlrahiert. Die atherische 
Fliissigkeit wird durch ein kleines Filter filtriert; Flasche und Filter werden 
mit kleinen Mengen Narkoseather nachgewaschen, bis das Gesamtvolumen 
120 ccm betragt. 

Gesamtalkaloidgehalt_ 60 ccm del' atherischen Losung werden nacheinander mit 
10, 10, 5 und 5 ccm einer 1 proz. wasserigen WeinsaurelOsung geschiittelt. Die 
4 Portionen saurer Losung werden zusammengeschiittet und in wa=er Luft leicht 
erwarmt, nach Abkiihlung werden sie mit Wasser auf 30 ccm verdiinnt. 1 ccm 
diesel' Losung wird mit 2 ccm Dimethylaminobenzaldehydlosung vermischt und 
5 lHinuten fltehengelassen. Ebenso wird 1 ccm einer Ergotoxin-Athersulfonat
losung mit 2 ccm Dimethylaminobenzaldehydlosung vermischt und 5 Minuten 
stehengelassen. Man bestimmt das Verhaltnis del' Farbintensitat mit einem 
geeigneten Kolorimeter. 

Wasserunlosliche Alkaloide. Die iibriggebliebenen 60 ccm del' atherischen 
Losung werden nacheinander mit verschiedenen Portionen von 20 ccm Wasser, 
das mit Ammoniak gegeniiber Lackmus gerade alkalisch gemacht ist, so lange 
geschiittelt, bis 1 ccm del' abgelassenen wasserigen Losung keine blaue Farbe 
mehr annimmt, wenn man 2 ccm Dimethylaminobenzaldehydlosung zugibt. 
Nun wird die atherische Losung nacheinander mit 10,10,5 und 5 ccm einer 
1 proz. wiisserigen WeisiiurelOsung ausgeschiittelt. Diese sauren Losungen werden 
vereinigt, und del' Ather durch leichte Erwiirmung in Luft entfernt. Nach 
Abkiihlung wird mit Wasser auf 30 ccm verdiinnt und dann del' kolorimetrische 
Vergleich mit einer Ergotoxin-Athansulfonatlosung, wie oben beschrieben, 
ausgefiihrt. 

Durch diese beiden Methoden wird del' gesamte Alkaloidgehalt und del' wasser
unIosliche Alkaloidgehalt bestimmt, beide als Ergotoxin gerechnet. Durch Sub
traktion erhiilt man den Gehalt an wasserloslichen Alkaloiden, auch als Ergo
toxin gerechnet. Hieraus berechnet man den wasserloslichen Anteil als Ergometrin 
berechnet, indem man mit dem Faktor 0,538 multipliziert; in diesen Werten ist 
etwa vorhandenes Ergometrinin enthalten." 

Wenn bekannte Mengen Ergotoxin und Ergometrin dem pulveri
sierten Mutterkorn zugefiigt wurden, konnten die Autoren diese mit den 
oben beschriebenen Methoden wieder bestimmen. Del' Faktor 0,538 
wurde gefunden, indem die relative Farbintensitat der Basen Ergotoxin 
und Ergometrin nach Behandlung mit Dimethylaminobenzaldehyd be
stimmt wurde. Die durch die beiden Basen bewirkten Farben sind 
spektt'oskopisch identisch. Ergometrin ergibt eine Farbe, die 1,86mal 
intensiver ist als die del' Ergotoxinbase. Del' reziproke Wert von 1,86 
ist 0,538. 
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Kapitel XVIII. 

Organische Arsen - und Antimonverbindungen. 

A. Toxizitatsbestimmungeil. 
Die gebrauchlichsten organischen Arsenverbindungen sind N~o

salvarsan und Myosalvarsan. Sie werden durch intraven6se Injektion 
an Ratten und Mausen auf ihre Toxizitat gepriift. Bis auf den heutigen 
Tag begniigen sich viele Untersucher damit, das zu priifende Praparat 
ohne gleichzeitigen Vergleich mit einem Standard auszuwerten; sie 
nehmen an, daB die Resistenz verschiedener Mause- und Rattengruppen 
nicht von Zeit zu Zeit wechselt. MORRELL und CHAPMAN (1933) haben 

.jedoch festgestellt, daB die Empfindlichkeit von Ratten schwankt, und 
daB es n6tig ist, gleichzeitig einen Vergleich mit dem Standard anzu
stellen. Die LD 50 einer Probe von Neosalvarsan schwankte bei mann
lichen Ratten von 382 bis 500 mgjkg. WIEN (1936) zeigte, daB eine 
Dosis von 400 mgjkg 80 % del' Ratten t6tete, die an Vitamin A- odeI' 
Vitamin D-Mangel litten, jedoch nur ungefahr 40% del' Kontrolltiere 
aus demselben Wurf t6tete, die Carotin odeI' bestrahltes Ergosterin 
erhalten hatten. Unterschiede in del' Kost beeinfluBten auch die 
Resistenz von Mausen. WIEN (1936) fand, daB eine Dosis von 8 mg 
Neosalvarsan pro Maus von 14 g Gewicht, 56% del' mit Brot und Milch 
gefiitterten und 78 % del' mit Hafer- odeI' Weizenk6l'llel'll gefiitterten 
Tiere t6tete. 

Diese Befunde zeigen, wie zu erwarten war, daB die Resistenz gegen 
die toxische Wirkung von Neosalvarsan von vielen Faktoren abhangt 
und daB eine konstante Giftigkeit del' Neosalvarsanpraparate nul' dann 
gewahrleistet werden kann, wenn man zur Toxizitatsbestimmung jedes
mal den Standard zum Vergleich heranzieht und del' Unterschied ein 
bestimmtes MaB nicht iiberschreitet. Wenn die Vorschrift den Vergleich 
mit dem Standard nicht enthalt, sondel'll sich darauf beschrankt, daB 
eine bestimmte Dosis nicht mehr als einen gewissen Prozentsatz del' 
Tiere tOten darf, dann kann es vorkommen, daB manche Praparate von 
normaler Giftigkeit verworfen werden, nur weil die Tiere, die damit 
gespritzt wurden, gegen die toxische Wirkung auBerordentlich empfind
lich waren. 

Die international en Standardpraparate. Bei del' Genfer Konferenz 
1925 wurde eine V orschrift zur biologischen Auswertung del' Heilmittel 
del' Arsenobenzolgruppe mit bezug auf eine Reihe von Standardprapa
raten angenommen. Die Herstellung und Verteilung del' Standard
praparate wurde KOLLE, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt a. M., anver
traut. VOEGTLIN, National Institute of Health, Washington, wurde 
gebeten, das Standardpraparat fiir Myosalvarsan herzustellen, und auf 
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der Genfer Konferenz 1935 wurde beschlossen, dem National Institute 
for Medical Research, London, die Herstellung und Verteilung dieser 
Standardpraparate zu iibertragen. 

Neosalvarsan. Der internationale Standard fiir diese Substanz, die 
auch als Neoarsphenamin und Novarsenobenzol bekannt ist, wird jetzt 
in London aufbewahrt und ist dasselbe Material, das wahrend der ver
gangenen Jahre vom Georg-Speyer-Haus verteilt wurde; es ist in 
Ampullen abgefiillt und wird in einem Kiihlraum aufbewahrt. Neo
salvarsan wird dadurch gewonnen, daB man an die Aminogruppe des 
Salvarsans (Arsphenamin) eine Methylensulfoxylsauregruppe einfiihrt. 
Diese EinfiIhrung kann an eine oder beide Aminogruppen geschehen, 
meistens ist es eine Mischung dieser beiden Verbindungen. Der inter
nationale Standard ist die Doppelverbindung, Dioxydiamino-Arseno
benzol-di-N-methylensulfoxylsaures Natrium, die nicht wegen ihrer Zu
sammensetzung, sondern deshalb, weil sie in bezug auf Toxizitat und 
therapeutische Wirksamkeit befriedigend war, gewahlt wurde. 

Myosalvarsan (Sulpharspllenamin). Der internationale Standard ist 
erst kiirzlich hergestellt worden und wird im National Institute for 
Medical Research in London aufbewahrt. Myosalvarsan wird dadurch 
gewonnen, daB der methylenschweflige Saurerest an die Aminogruppe 
des Salvarsans eingefiihrt wird. Del' internationale Standard hat ein 
Radikal an einer Aminogruppe und zwei an der anderen, so daB es 
Dioxydiaminoarsenbenzol-tri-N-methylenschwefligsaures Natrium ist. 

Die Wirksamkeit nnbekannter Praparate. Auf der internationalen 
Konferenz wurde beschlossen, daB die Toxizitat unbekannter Neo
salvarsanpraparate die des internationalen Standards um nicht mehr 
als 20% iiberschreiten und die therapeutische Wirksamkeit nicht mehr 
als 20 % niedriger sein diirfte. Die vorgeschriebenen Grenzen fiir Myo
salvarsanpraparate in bezug auf den internationalen Standard sind 
dieselben. 

Gebraucll der Standardpraparate. In der Anweisung des National 
Institute for Medical Research, London, fiir den Gebrauch der Standard
praparate steht nicht, daB bei der Toxizitatsbestimmung jedes unbe
kannten Praparates ein Vergleich mit dem Standard gemacht werden 
miiBte, sondern nur, daB jeder Untersucher in seinem Institut einmal 
die LD 50 des Standards fiir die Tiere, die dort gebraucht werden, be
stimmen miiBte. Findet man z. B., daB die LD 50 fiir Mause von 18 bis 
20 g Gewicht 0,46 mg/g getragt, dann werden unbekannte Praparate 
bei allen spateren Auswertungen die internationale Vorschrift erfiillen, 

5 
wenn 6' 0,46 = 0,38 mg/g nicht mehr als 50% del' Tiere totet. In der 

Gebrauchsanweisung wird vorausgesetzt, daB in einem Laboratorium, 
in dem die Tiere immer von derselben Bezugsquelle stammen und immer 

13* 
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in derselben Weise gefiittert werden, keine nennenswerte Empfindlich
keitsveranderung auftritt. Haufig zeigt sich abel', daB dies nicht zu
trifft, und dann muB eben jedes unbekannte Praparat gleichzeitig mit 
einem Standard verglichen werden. 

Die Zubereitung del' InjektionsHisung. Es ist bisher nicht geniigend 
beachtet worden, daB die Giftigkeit einer Neosalvarsanlosung rasch zu
nimmt, wenn man sie nicht VOl' Luftzutritt schiitzt. Es ist natiirlich 
langst bekannt, daB die Toxizitatszunahme stattfindet, abel' die Ge
schwindigkeit, mit del' dies eintritt, ist erst neuerdings betont worden. 
MORRELL und CHAPMAN (1933) haben an Ratten gezeigt, daB die 
Giftigkeit einer Losung, die 25 Minuten an del' Luft gestanden hat, un
gefahr 56 % groBer ist als die einer 5 Minuten alten Losung, sogar wenn 
man sie in einem verschlossenen MeBzylinder stehen laBt und nicht 
schiittelt. WIEN (1935) hat dieselben Beobachtungen an Mausen ge
macht und gefunden, daB die Giftigkeit in 15 Minuten durchschnittlich 
urn 17,5 % zunimmt. Solch rasche Giftigkeitszunahme zeigt deutlich, 
warum besondere VorsichtsmaBregeln ergriffen werden mussen, um 
Oxydation zu vermeiden, selbst dann, wenn man aIle Injektionen inner
halb 15 Minuten nach del' Zubereitung del' Losung macht. MORRELL und 
CHAPMAN nehmen frisches destilliertes Wasser. Dies wird gekocht, und 
wahrend es kocht, wird auf die Oberfliiche eine 0,5 cm dicke Schicht 
Paraffinum liquidum geschiittet. Dann wird es abgekiihlt. Man Mfnet 
nun eine Ampulle Neosalvarsan, wiigt schnell einen Teil des Pulvers und 
gibt ihn in ein trockenes GefiiB. Das benotigte Volumen Wasser unter 
del' Paraffinschicht wird mit einer Pipette el1tnommen und zum Neo
salvarsan gegeben. Die Obedliiche wird sofort wieder mit Paraffinum 
liquidum bedeckt, und das Neosalvarsan wird durch Umruhren mit 
einem Glasstab unter del' Paraffinschicht gelost. Sowohl MORRELL und 
CHAPMAN als auch WIEN fanden, daB in diesel' Weise geschiitzte Losungen 
in 2 bis 3 Stunden nicht toxischer wurden. 

Die Auswahl del' Tiere. Man dad die Mause und Ratten nie in 
Raumen halten, in denen Arsenpriiparate irgendwelcher Art aufbewahrt 
werden, denn sie absorbieren kleinste Spuren von Arsen aus del' Luft 
und entwickeln dadurch eine abnorme Widerstandsfahigkeit gegenuber 
diesen Mitteln. Da die Injektion in die Schwanzvene gemacht wird, 
mussen die Tiere helle Schwiinze haben. Die Kost muB gleichmaBig sein, 
und wenn frische Mause ins Laboratorium kommcn, so mflssen sie eine 
Woche mit diesel' Kost gefiittert werden, bevor sie fiir die Auswertung 
benutzt werden konnen. DURHAM, GADDUlVl und MARCHAL (1929) 
fanden, daB gewichtsgleiche Mause bessere Resultate ergeben als ungleich 
schwere. Sie bestimmten eine Kurve aus dem Verhaltl1is von Dosis zu 
Sterblichkeitsprozentsatz fiir Mause von 13 und 35 g Gewicht, von denen 
die Mehrzahl15 bis 25 g wog. Die Dosen waren pro Gewicht eingestellt. 
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AuBerdem konstruierten sie eine Kurve fiir gewichtsgleiche Mause 
(18 bis 20 g). Diejenige fiir 18 bis 20 g schwere Mause war viel steiler 
und symmetrischer, also miissen diese Mause genauere Resultate ergeben. 

Um die Beziehung zwischen Dosis und Korpergewicht festzustellen, 
bestimmten DURHAM, GADDUM und MARCHAL auch eine Kurve fiir 
13 bis 15 g schwere Mause, die in Abb. 64 mit del' fiir 18 bis 20 g schwere 
Mause zusammen dargestellt ist. Die beiden Kurven sind nicht identisch; 
sie wiirden sich decken, wenn die Einstellung del' Dosis zum Korper
gewicht genau ware. 13 bis 15 g schwere Mause vertragen verhaltnis
maBig groBere Dosen als 100.-----,-----r---=_.....g;......--,--c= 

solche von 18 bis 20 g. % 

Einer Dosis von 7 mg pro 
Maus von 14 g Gewicht 
entsprechen genau 7,6 mg 
pro Maus von 19 g Gewicht; 
zwischen 19 und 25 g muB 
abel' die Dosis 0,4 mg/g 
und dem Korpergewicht 
genau proportional sein. 
DURHAM, GAD DUM und 
MARCHAL haben folgende 
Regeln aufgestellt: 

1. Man nehme moglichst 
Mause, deren Gewicht um 
nicht mehI' als 2 g verse hie
den ist. Am besten wahlt 
man 13 bis 15 g, weil bei 
diesem Gewicht kein Unter
schied in del' Empfindlich
keit zwischen den beiden 
Geschlechtern besteht. Bei 

20~--/-~----f 
o 18-20g 
x 18-20g 
• 13-15g 

"2'1-~6g 

Abb.64. Das Verhiiltnis des Logarithmus der Dosis zum 
Prozentsat,z der mit Neosalvarsan get6teten Mause. III 
und IV wurden mit dem internationalen Standard erzielt, 
und zwar III an 18 bis 20 g schweren Mausen, und IVan 
13 bis 15 g schweren Mausen. Die Zahlen neben den Punk
ten bedeuten die verwendcte Tierzahl. (DURHAM, GADDUM 

und MARCHAL.) 

18 bis 20 g sind Weibchen um 8 bis 10% empfindlicher als Mannchen, 
obwohl del' Fehler, wenn man gleich viele Mannchen und Weibchen 
benutzt, nicht mehr als 3 % betragt. 

2. Stehen keine Mause zur VerfUgung, die nur um 2 g differieren, 
so ben"iitze man solche zwischen 13 und 19 g Gewicht. Man mache keine 
Korrektion auf Grund des Gewichts, sondern behandle sie so, als ob 
sie gleich schwer waren. 

3. Wenn die Mause schwerer als 19 g sind, muB die Dosis dem Korper
gewicht direkt proportional sein. 

Vol'bereitnng del' Manse nnd Injektion. Ein bequemes VerfahI'en ist 
folgendes: Die Manse werden am Abend gefuttert. Am Tage del' In
jektion werden sie VOl' dem Fiittern gewogen und werden nicht frUber 
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als eine Stunde nach dem Futtern injiziert. Fiir die Injektion wird die 
Maus in einen durchlocherten Zinkzylinder von 8 bis 9 cm Lange und 
2,5 cm Durchmesser gesteckt, del' an beiden Enden offen ist. Ein Kork, 
in den eine Rinne eingekerbt ist, schlieBt das eine Ende, durch das del' 
Schwanz, del' in del' Rinne liegt, heraushangt. Das andere Ende wird 
mit Watte verstopft. VOl' del' Injektion wird del' Schwanz in ein Wasser
bad von 60 0 C getaucht. Nach einer halben Minute sind die Schwanz
venen vollig erweitert und leicht zu sehen. Man klemmt dann den 
Behalter horizontal in eine Klammer, halt den Schwanz in einer Hand, 
die Spritze in del' anderen. Es muB eine gute, in 0,01 ccm eingeteilte 
Spritze sein; eine 1 ccm-Tuberkulinspritze mit einer sehr spitzen, feinen 
Nadel ist geeignet. Genau uber der groBten Vene wird die Nadel in den 
Schwanz gestochen und 0,5 bis 1 cm in die Vene hineingeschoben. Of tel'S 
liegt die Nadel gerade auBerhalb del' Vene, was man dadurch feststeUt, 
daB eine kleine Schwellung entsteht, wenn man leicht auf den Kolben 
druckt. Liegt die Nadel innerhalb del' Vene, so injiziert man ganz 
langsam. Sobald man die Nadel herausgezogen hat, druckt man den 
Finger einen Augenblick auf die EinstichsteUe. Wenn die Nadel scharf 
ist, ist das Injizieren leicht. Die Mause werden 3 Tage lang beobachtet, 
um die Sterblichkeit festzustellen. 

Anzahl Manse und Dosierung. DURHAM, GAD DUM und MARCHAL 
fanden, daB die LD 50 fiir Standardneosalvarsan 8,1 mg fUr eine Maus 
von 13 bis 15 g Gewicht betrug, also 0,58 mg/g; sie betrug 8,9 mg fiir 
eine Maus von 18 bis 20 g Gewicht, also 0,47 mg/g. Jeder Dntersucher 
soUte diesen Wert fiir die Mause, die er benutzt, bestimmen, nnd sobald 
er unbekannte Praparate answertet, f diesel' Dosis in einel' 2proz.Losung 
injizieren. 

Da del' Zweck del' Auswel'tnng nicht darin liegt, die eigentliche 
Giftigkeit zu bestimmen, sondern nur in del' FeststeUung, ob die Dosis 
weniger als 50 % del' Manse totet, haben DURHAM, GAD DUM und MARCHAL 
folgendes . Verfahl'en vorgeschlagen: 

Zuerst werden 10 Manse injiziert. Wenn nicht mehr als 2 stel'ben, 
wird das Pl'aparat fl'eigegeben und del' Test ist beendet. Wenn also nicht 
mehl' als 2 von 10 Mausen stel'ben, nimmt man an, daB auch nicht mehr 
als 15 von 30 sterben. Wenn abel' mehr als 2 sterben, wird del' zweite 
Abschnitt des Tests angefangen und 10 weitere Mause injiziert. Wenn 
nicht mehl' als 8 aus del' Gesamtzah120 sterben, nimmt man an, daB anch 
nicht mehl' als 15 von 30 sterben und gibt das Praparat frei. Wenn mehr 
als 15 stel'ben, wird das Praparat verworfen. Wenn mehr als 8, aber 
weniger als 15 sterben, fli.hrt man den dritten Abschnitt del' Prufung 
durch und injiziert wiederum 10 Mause. Wenn von allen 30 nicht mehr 
als 15 sterben, wird die Probe freigegeben, wenn mehr als 15 stel'ben, 
wird sie verworfen. 
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Del' Nachteil del' Methode besteht darin, daB sie lange dauert, und 
del' einzige Vorteil ist, daB man vielleicht 20 Mause spart. Das ganze 
Verfahren beruht auf del' Ansicht, daB es unnotig sei, einen gleichzeitigen 
Vergleich mit dem Standard zu machen. Besser spritzt man abel' gleich 
30 Mause mit einer Standarddosis, von del' man weiB, daB sie del' LD 50 
entspricht, und 30 Mause mit einer Dosis des unbekannten Praparates, 
die t del' Standarddosis betragt. Die relative Toxizitat des unbekannten 
Praparates kann aus Abb. 64 ersehen werden. Man kann so innerhalb 
von 3 Tagen zum Ergebnis kommen. 

Die Injektion von Ratten. Man spritzt in die Schwanzvene. Die 
Ratte wird in einem Tuch von einem Assistenten festgehalten und del' 
Schwanz in etwa 60° heWes Wasser getaucht. Sobald die Venen er
weitert sind, preBt del' Assistent mit den Fingern seiner freien Rand 
das Blut von del' Ansatzstelle zur Schwanzspitze und halt sie dem, del' 
injiziert, hin. Die Injektion wird dann ebenso gemacht wie bei del' Maus. 
Die Schwierigkeit, in eine Rattenschwanzvene zu spritzen, hangt von 
del' Dicke del' Raut ab; bei jungen Ratten ist del' Schwanz gewohnlich 
nicht zu dick. 

Anzahl Batten und Dosierung. CHAPMAN und MORRELL haben ge
funden, daB die LD 50 des Standard-Neosalvarsan fUr Ratten von 
100 bis 150 g Gewicht, die man 18 Stundenvorher hatte hungern lassen, 
0,45 mgJg betrug. Sie fanden, daB die LD 50 sich je nach del' Empfind
lichkeit del' Ratten anderte, deshalb erfordert die Auswertung an Ratten 
unbedingt einen gleichzeitigen Vergleich mit dem Standard. Das Ver
haltnis zwischen Dosis und Sterblichkeitsprozentsatz ist in Tabelle 65 
wiedergegeben. Darin hat die 
Dosis, die 50% Sterblichkeit 
bewirkt, den Wert 100. 

Fur die Auswertung bereitet 
man eine 4proz. Losung. Yom 
Standard wird eine Dosis, die 
del' LD 50 entspricht, injiziert, 
vom unbekannten Praparat * 
diesel' Dosis. Es liegt kein 
Grund dafiir VOl', weniger Rat
ten als Mause zu benutzen, 
abel' es ist naturlich schwierig, 
fiir jede Auswertung 60 Ratten 

Tabelle 65. 

SterbliChkeits-j Relative I SterbliChkeits-j Relative 
prozentsatz Dosis prozentsatz Dosis 

5 
10 
15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 

I 

I 

74,5 
80,5 
84 
87,5 
90 
92,5 
94,5 
96,5 
98 

100 

55 
60 
65 
70 
75 
80 
85 
90 
95 

102, 
104 
106 
107,5 
110 
111,5 
114 
117 
121 

zur VerfUgung zu haben, obgleich man eigentlich 60 benutzen sollte. 
Wegen del' Schwierigkeit del' Beschaffung so vieler Ratten ist die Aus
wertung an Mausen vorzuziehen. 

Die Toxizitat von Myosalvarsan. Man bestimmt die Toxizitat von 
Myosalvarsan in derselben Weise wie die von Neosalvarsan, mit dem 
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einzigen Unterschied, daB die Injektion subcutan und nicht intraverros 
gegeben wird. Man spritzt eine 2proz. Losung. Findet man z. B., daB 
die LD 50 des Standards fiir Mause von 13 bis 15 g Gewicht 0,6 mg/g 
betragt, so injiziert man 0,5 mg/g yom unbekannten Praparat. 

Ein Erganzungstest zur Feststellung, ob das Praparat keine lokale 
Reizung verursacht, wird an 5 Ratten mit einer 1Oproz. Losung vor
genommen, von der man 0,35 mg pro Gramm Korpergewicht injiziert. 
Man rupft die Haare in einem kleinen Bereich seitlich am Korper des 
Tieres aus und injiziert an dieser Stelle unter die Haut. Praparate, die 
Odem oder Nekrose bewirken, werden verworfen, auch wenn sie den 
Anforderungen des Mausetests entsprochen haben sollten. 

Die Toxizitat von Salvarsan und Silbersalvarsan. Diese Substanzen 
werden so wenig gebraucht, daB bisher keine Kurven fur das Verhaltnis 
von Dosis zu Sterblichkeitsprozentsatz bestimmt worden sind. Daher 
sind die zu beschreibenden Methoden die alten, unvollkommenen Aus
wertungen an zu wenig Tieren. 

a) Salvarsan. Es ist ublich, 0,1 g auszuwagen und in ungefahr 6 ccm 
Wasser zu lOsen, 0,45 ccm 2 N-Natronlauge hinzuzufugen, zu schiitteln 
und auf 10 ccm aufzufullen. Von diesel' 1 proz. Losung bekommen 
5 Mause je eine Dosis, die 0,1 mg/g entspricht, und 5 Mause je 0,125 mg/g 
intravenos. Das Praparat wird als nicht zu toxisch betrachtet, wenn fur 
jede Dosis wenigstens 3 von 5 Mausen 4 Tage uberleben. 

b) Silbersalvarsan. Dosen von 0,125 mg und 0,15 mg pro Gramm 
werden in 1 proz. Losung intravenos gegeben. 5 Mause erhalten die 
kleinere, 5 die groBere Dosis. Nicht mehr als 2 Mause in jeder Gruppe 
durfen wahrend del' 4 Beobachtungstage sterben. 

B. Die Bestimmung der therapeutischen Wil'ksamkeit. 

Man bestimmt die ,Virksamkeit der organischen Arsen- und Antimon
verbindungen meistens an ihrer Wirkung anf Trypanosoma equiperdum, 
mit denen man Ratten oder Mause infiziert. VOEGTLIN und HOMER 
SMITH (1920) haben eine Methode beschrieben, in der sie Ratten mit 
dies en Trypanosomen infizierten und die Infektion sich 2 Tage lang in 
den Ratten entwickeln lieBen. Nach diesel' Zeit fanden sich Trypanoso
men im peripheren Blut. Ratten, bei denen die Infektion denselben 
Grad erreicht hatte, wurden fUr die Auswertung herausgesucht, indem 
die Trypanosomen im Blut ausgezahlt wurden. Die ansgewahlten 
Ratten wurden mit del' Arsenverbindung gespritzt nnd die Wirknng auf 
die zirkulierenden Trypanosomen nach 24, 48 und 72 Stunden beob
achtet. Auch heute noch wird diese Methode mit allerlei Anderungen 
allgemein gebraucht. Sie hat aber zwei Nachteile. Erstens ist die Aus
wahl der fiir die Auswertung geeigneten Ratten oder Manse durch die 
Auszahlung der Trypanosomen im Blut sehr umstandlich. Zweitens 
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genugt die Bestimmung zwar, um Unterschiede zwischen 2 Praparaten 
festzustelien, sie kann abel' nicht gut dazu benutzt werden, das Verhaltnis 
ihrer Wirksamkeit genau zu bestimmen. 

GRAY, TREVAN, BAINBRIDGE and ATTWOOD (1931) haben eine 
wichtige Modifikation diesel' Auswertung zum Vergleich del' therapeuti
schen Wirksamkeit organischer Antimonverbindungen angegeben. Bei 
diesel' Methode wurden die Mause, wie in dem oben beschriebenen Ver
fahren, mit Trypanosomen infiziert, abel' anstatt 2 Tage mit del' Verab
reichung des Heilmittels zu warten, wurde es am selben Tage in die 
Schwanzvene injiziert. Eine Mausegruppe erhielt eine Dosis des un
bekannten Praparates, eine andere den Standard. Dann beobachteten 
sie die Mause und verglichen die durchschnittliche Lebensdauer del' mit 
dem unbekannten Praparat gespritzten Mause mit del' Lebensdauer del' 
mit dem Standard gespritzten Mause. Bei diesem Verfahren wird das 
Auszahlen del' Trypanosomen zwar vermieden, es macht abel' einen 
quantitativen Vergleich nicht moglich, sondern zeigt nur, ob eine be
stimmte Dosis des unbekannten Praparates starker odeI' schwacher als 
die Standarddosis ist. 

BURN (1937) hat die Methode weiter untersucht, und gefunden, daB 
man damit fur Arsenverbindungen Unterschiede von 20% in del' Dosis 
unterscheiden kann, sogar wenn man nur kleine Mausegruppen benutzt. 
4 Gruppen von je 10 Mausen werden infiziert, und am selben Tage gibt 
man 2 Gruppen den Standard und 2 Gruppen das unbekannte Praparat. 
Die beiden Standardgruppen erhalten Dosen, die um 20 % verschieden 
sind, die anderen beiden Gruppen erhalten vom unbekannten Praparat 
auch 2 Dosen, die um 20 % verschieden sind. Hiel'durch kann man eine 
quantitative Beziehung zwischen dem unbekannten und dem Standard
praparat finden. 

Die hier folgende Aufsteliung umfaBt die Beschreibung del' drei 
Methoden, die zur Bestimmung del' therapeutischen Wirksamkeit del' 
organischen Arsen- und Antimonverbindungen benutzt werden konnen. 

Das Unterhalten der Trypanosomeninfektion. Die Infektion von 
Trypanosoma equiperdum (nach allgemeiner Ansicht fUr den Menschen 
nicht pathogen) kann man an Ratten, Mausen odeI' Meerschweinchen 
unterhalten. Sie verlauft bei Ratten und Mausen sehr schnell und fiihrt 
in 3 bis 5 Tagen zum Tode. Beim Meerschweinchen verlauft sie langsamer 
und dauert gewohnlich 3 Monate. Deshalb infiziert man zur Sicherheit 
auBer den Ratten immer 1 bis 2 Meerschweinchen. 

Werden Mause fur die Auswertung gebraucht, so in:fiziert man sie 
von einer kranken Ratte. Zuerst wird das Blut del' R,atte daraufhin 
untersucht, ob es viele Trypanosomen enthalt. Dazu macht man einen 
Einstich in eine Ohr- odeI' Schwanzvene, fangt einen Bluttropfen mit 
einem Deckglas auf und untersucht ihn unter dem Mikroskop. Finden 
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sich geniigend Trypanosomen, so wird die Ratte mit Leu~tgas getotet, 
die Kehle durchschnitten und das Blut in einem Becher, der 30 ccm 
einer I proz. NatriumcitratkochsalzlOsung enthalt, aufgefangen. Ratten 
und Mause werden mit dieser Suspension von Blut in Citratkochsalz
lOsung infiziert, indem 0,1 bis 0,5 ccm intraperitoneal injiziert wird, 
wobei man darauf achten muB, daB die Suspension immer gut ge
mischt ist. 

Man kann die Suspension auch mit Kaninchenserum machen, nach 
MORRELL, CHAPMAN u:o.d ALLMARK. Das Blut einer infizierten Ratte 
wird in einem Becher, der etwas Natriumcitrat enthalt, aufgefangen. 
Danach wird es sofort 20fach mit Kaninchenserum verdiinnt. Das 
Kaninchen wird am Nachmittag vorher getotet, und man gewinnt das 
Serum, indem man das Blut iiber Nacht im Eisschrank stehen laBt und 
es am Morgen zentrifugiert. Die Verdiinnung I : 20 mit Kaninchenserum 
muB zur intraperitonealen Injektion in andere Tiere weiter verdiinnt 
werden. War es stark infiziertes Blut, so verdiinnt man 6- bis 8mal und 
spritzt einer Maus 0,2 ccm. 

FUr jede der beschriebenen Methoden werden die Trypanosomen in 
der Suspension gezahlt, und man verdiinnt auf eine bestimmte Anzahl 
pro Kubikzentimeter, bevor man die Ratten oder Mause infiziert. Dieses 
Auszahlen hat den Vorteil, daB der Untersucher sicher weiB, daB er 
nicht zu stark und nicht zu schwach infiziert. Praktisch ist die Zahlung 
allerdings, wenn sie nicht mehrmals wiederholt wird, nicht sehr genau 
und nicht unbedingt notwendig. Der Anfanger kann sie unterlassen und 
zunachst die Auswertung in der einfachsten Weise vornehmen. Sobald 
er da~ von der Zuverlassigkeit seiner Resultate iiberzeugt ist, wird er 
natiirlich auf Eleganz seiner Technik Wert legen und die Trypanosomen 
immer auszahlen. 

Sowohl fiir die Bestimmung der Wirksamkeit als auch der Toxizitat 
ist es sehr wichtig, niemals die Arsenpraparate in demselben Zimmer 
aufzubewahren, in dem sich die Ratten, Mause oder Meerschweinchen 
entweder vor oder nach der Trypanosomeninfektion befinden. 

1. Der Heilungstest. 

(Auf Grund der Methode des National Institute for Medical Research, 
London.) 

Infektion der Mamie. Eine Suspension von infiziertem Rattenblut 
in Citratkochsalzlosung wird, wie oben beschrieben, hergestellt. Die Zahl 
der Trypanosomen pro Kubikmillimeter dieser Suspension wird be
stimmt (s. unten) und die Suspension mit CitratkochsalzlOsung weiter 
verdiinnt, bis sie ungefahr 7000 Trypanosomen pro Kubikmillimeter 
enthalt. Fiir eine Auswertung, bei der ein unbekanntes Praparat mit 
einem Standard verglichen wird, werden 25 bis 30 Mause von 18 bis 25 g 
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Gewicht infiziert, indem man jeder Maus 0,5 cern der verdiinnten 
Suspension intraperitoneal injiziert. Danach wartet man 2 Tage. 

Auswahl der infizierten Manse. Nach Ablauf dieser Zeit wird zu
nachst das Blut der Mause untersucht, indem man einen Tropfen, den 
man durch einen Stich in die Schwanzvene nahe der Spitze erhaIten hat, 
mikroskopisch betrachtet, undfeststellt, welche Mause eine mittelschwere, 
und welche eine schwere oder leichte Infektion haben. Diejenigen, die 
so wenig Trypanowmen haben, daB nur 1 oder 2 in mehreren Gesichts
feldern zu finden sind, sind ebenso unbrauchbar wie die, bei denen die 
Zahl der Trypanosomen derjenigen der roten Blutkorperchen nahe
kommt. Die mittel schwer infizierten Mause werden nun weiter unter
sucht, indem man die Menge der Trypanosomen pro Kubikzentimeter 
Blut auszahlt. 

Trypanosomen - Zahlmethode. Hierfiir wird folgende Farblosung 
bereitet: 

L08ung A. 30 ccm Glycerin werden mit 80 cem destilliertem Wasser gemischt. 
Zu diesel' Mischung werden 0,25 g Methylviolett gefligt und gut gesehiittelt. 

L08ung B. 8 g Natriumsulfat werden in 80 eem destilliertem Wasser gelost. 
Zu diesel' Losung wird 1 g NaCl gefiigt. 

Wenn die Salze gelost sind, werden Losung A und B gemiseht und 6 eem 
40proz. Formalin hinzugesetzt. 

Jedesmal, wenn die Farbe benutzt wird, filtriel't man eine kleine Menge dureh 
ein getl'oeknetes PapieIiilter. 

Man entnimmt das Blut von der Maus oder der Ratte, indem man 
die Schwanzspitze abschneidet und dort das Blut herauspreBt. Es wird 
in einer gewohnlichen Erythrocytenpipette aufgesogen, 1 : 200 mit Farb
stoff verdiinnt und ein Tropfen in eine Blutkorperchen-Zahlkammer 
gegeben. Nach 10 Minuten werden die Trypanosomen in 200 kleinen 
Quadraten gezahlt. 

Angenommen, x sei die Anzahl der Trypanosomen in 200 kIeinen 
Quadraten. Dann ist die Anzahl der Trypanosomen im Kubikmillimeter 
Mauseblut 4000 :r. 

Die Pipetten lassen sieh einfaeh reinigen. Mit einer \Vasserstrahlpumpe wird 
die Fliissigkeit herausgesaugt, mit Wasser und Alkohol naehgewasehen und sehlieB
lieh mit Ather getroeknet. Manehmal wird die Pipette dureh ein Blutgerinnsel 
verstopft. Man stelle sie dann in eine 0,5proz. Natriumearbonatlosung, del' etwas 
Pankreatin zugefligt wurde, bei 37 0 C, damit das Gerinnsel durch tryptisehe Ver
dauung aufgelost wird. 

Wenn man die Mause auf diese Weise untersucht hat, werden die
jenigen, die denselben Infektionsgrad haben und im Kubikmillimeter 
Blut nicht weniger als 100000 und nicht mehr als 500000 Organismen 
enthalten, herausgesucht. Diese Manse werden auf 1 g genau gewogen 
und gefiittert. Dann wird 2 bis 3 Stunden gewartet, bevor man injiziert. 
1m allgemeinen lassen sich aus 25 bis 30 infizierten Mausen 20 mit 
gleichem Infektionsgrad heraussnchen. 
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Tabelle 66. Wiederga be einer Auswertung, in der das unbekannte 
Praparat den Anforderungen entsprach. 

Gewicht I Zahl der I Dosis in I I " Blutuntersuchung 
de:- Maus TryI?anosomen mg pro g v.%:~. 

1. Tag 
I 

2. Tag 1 3. Tag 14. Tag III g III cem 0,2% Lsg. 

Standard 18 I 368000 I 0,03 I 0,27 - ! - I -
I 

-
17 216000 , 0,03 0,26 - - ! - -

" : i 
I 

19 200000 0,03 0,28 .L - -
" I 

" 
18 184000 0,03 0,27 - -

! 
- -

" 
18 112000 

I 
0,03 0,27 - - I - I -

I 

" 
23 288000 

I 
0,025 0,29 - - I - -

" 
23 232000 0,025 0,29 +++ +++ i++++ T 

" 
17 232000 I 0,025 0,21 + - - -

" 
23 152000 i 0,025 0,29 + - - -

" 
18 112000 ! 0,025 0,23 ++ - j - -

Unbek. 
I 

, 

I I Praparat I 18 336000 0,3 I 0,27 - - - -
18 216000 0,3 0,27 - - I - -

" 
" 

17 208000 0,3 0,26 + - - -

" 
19 144000 0,3 0,29 ++ - - -

" 
23 128000 0,3 0,25 + - - -

" 
20 280000 0,025 0,25 - - - -

" 
18 224000 0,025 0,23 + - - -

" 
19 240000 0,025 0,24 

I 
++ +++ +++ T 

" 
22 160000 I 0,025. 0,28 - - - -

" 
18 104000 0,025 0,23 - - - -

Wiedergabe einer Auswertung, in der das unbekannte Praparat 
den Anforderungen nicht entsprach. 

Standard 15 344000 0,03 0,23 
14 248000 0,03 0,21 
15 224000 0,03 0,23 
12 128000 0,03 0,18 
15 392000 0,025 0,19 
16 248000 0,025 0,2 ++ 
16 216000 0,025 0,2 
15 192000 0,025 0,19 , T T 

Unbek. 
Praparat 13 336000 0,03 0,2 + 

13 240000 0,03 0,2 .L T 
14 224000 0,03 0,21 +++ 
16 136000 0,03 0,24 +.L.L 

I I 

15 344000 0,025 0,19 ++++ T 
15 248000 0,025 0,19 +++ ++++ T 
16 256000 0,025 0,2 ++++ ++++1++++ T 
15 96000 0,025 0,19 +++! - I -

In diesen Tabellen bedeutet die Blutuntersuchung am ersten Tage diejenige, 
die 24 Stunden nach der Injektion gemacht wurde. - bedeutet das Nichtvor
handensein von Trypanosomen in 20 mikroskopischen Gesichtsfeldern, + bedeutet 
einige, ++++ bedeutet massenhaft Trypanosomen, T bedeutet tot. Man be
achte, daB gelegentlich einige Miiuse sterben, sogar wenn am Tage vorher keine 
Trypanosomen gefunden worden waren. 
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Injektionsdosis und Auswertung. Zur Injektion muB man die Losungen 
mit derselben Sorgfalt vorbereiten wie fUr die Toxizitatsbestimmung. FUr 
Neosalvarsan macht man eine 0,2proz. Lasung und spritzt 0,03 mg/g 
und 0,025 mg/g, jede Dosis 5 Mausen, sowohl von dem unbekannten 
als auch von dem Standardpraparat. Nachdem die Injektionen in die 
Schwanzvene gemacht wurden, wird das Blut der Mause taglich 7 Tage 
lang untersucht, indem man einen Blutstropfen unter dem Mikroskop 
betrachtet. Nach 72 Stunden kann man die gespritzten Mause scharf 
in 2 Gruppen einteilen. In der ersten Gruppe sind diejenigen, bei denen 
die Blutuntersuchung zeigt, daB die Zahl der Trypanosomen so reduziert 
worden ist, daB man gewahnlich keine oder hachstens 1 bis 2 in 20 Ge
sichtsfeldern findet. In der anderen Gruppe sind die Tiere, bei denen 
man in jedem Gesichtsfeld eine betrachtliche Anzahl Trypanosomen 
findet. Die erste Gruppe lebt gewahnlich 10 bis 14 Tage, bis wieder 
Trypanosomen im peripheren Blut auftauchen. Die zweite Gruppe stirbt 
in 2 oder 3 Tagen. 

Tabeile 66 zeigt ein Beispiel einer solchen Auswertung. 
1m National Institute for Medical Research wurde die Erfahrung 

gemacht, daB die therapeutische Wirkung des Standards ungefahr kon
stant ist. Wenn infolge der wechselnden Widerstandsfahigkeit des 
Trypanosomenstammes aile Mause innerhalb von 24 Stunden mit beiden 
Dosen sowohl yom Standard wie von del' Probe frei von Trypanosomen 
sind, ist ein Vergleich unmaglich, und die Auswertung muB mit einer 
niedrigeren Dosis del' beiden Praparate, die eine weniger rasche HeHung 
bewhkt, wiederholt werden. 

Priifung der therapeutischen Wirkung von Myosalvarsan. 

Die Auswertungsmethode fUr Myosalvarsan ist ahnlich wie die fUr 
Neosalvarsan, nur wird es subcutan injiziert. Man gibt 0,05 mg/g und 
0,04 mg/g in 0,2proz. Lasung. Die HeHung erfolgt nicht so rasch; die 
graBere Dosis bringt die Trypanosomen meist nicht VOl' 72 Stunden zum 
Verschwinden, die kleinere Dosis nicht vor 96 Stunden. Jedes un
bekannte Praparat wird mit dem Standard verglichen. 

Priifung der therapeutischen Wirkung von Salvarsan. 

Man bereitet eine 1,0proz. Lasung wie zur Toxizitatsbestimmung. 
Diese wird auf 0,05% verdiinnt. 5 Mausen wird 0,01 mg/g und 5 Mausen 
0,008 mg/g in die Schwanzvene injiziert. Es gibt keinen Standard; das 
Praparat wird frei gegeben, wenn die Trypanosomen aus dem Blut ailer 
Mause verschwinden. 

Priifung der therapeutischen Wirkung von Silbersalvarsan. 

Man bereitet eine 0,05proz. Lasung. 5 Mause erhalten 0,009 mg/g, 
5 Mause 0,007 mg/g in die Schwanzvene. Es gibt keinen Standard; das 
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Praparat wird frei gegeben, wenn die Trypanosomen aus dem Blut alIer 
Mause verschwinden. 

2. Die Methode nach GRAY, TREYAN, BAINBRIDGE und ATTWOOD (1931). 

Man stellt mit dem Blut einer infizierten Ratte eine Aufschwemmung 
von Trypanosomen in Citratkochsalz16sung her, wie auf S. 202 beschrieben 
ist. Die Trypanosomen werden ausgezahlt und die Suspension verdlinnt, 
so daB sie 1000 bis 2000 Trypanosomen pro Kubikmillimeter enthalt. 
0,5 ccm dieser Aufschwemmung wird einer Anzahl Mausen intraperi
toneal injiziert, also nur ungefahr 1/4 des im vorigen Test verwandten 
infektiosen Materials. Anstatt nun 2 Tage zu warten, bevor man das 
Heilmittel gibt, wird es am selben Tag in die Schwanzvene injiziert. 
Eine unbehandelte Maus stirbt nach ungefahr 4 Tagen. Die gespritzten 
Tiere leben langer, entsprechend del' 'Virksamkeit der injiziel'ten Sub
stanz. Die Tl'ypanosomen im Blut del' Mause werden nicht ausgezahlt, 
sondern die Zahl der Tage, die jede Maus iibel'lebt, wil'd festgestellt. 
Beim Tode wird etwas Herzblut mikroskopisch auf Trypanosomen 
untersucht, die man noch bis zu 24 Stunden nach dem Tode finden 
kann. Die Mause, bei denen nach dem Tode keine Trypanosomen nach
weisbar sind, werden ausgeschieden. 

Wenn man also an einer Gruppe von Mausen, die aIle mit del'selben 
Dosis gespritzt wurden, die durchschnittliche Ubel'lebenszeit beobachtet, 
so erhalt man dadul'ch ein MaD del' Wil'kung. 

Beispiel der Allswertungsmethode. Als Beispiel mogen Werte aus 
der Arbeit von GRAY, TREVAN, BAINBRIDGE and ATTWOOD (1931) liber 

Tabelle 67. 

Mans T>tgliche Blutuntersuclmng Xr. 

1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2 T 
2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 4 T 
3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4 T 
4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4 T 
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 3 4 T 
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 4 T 
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 3 T 
8 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 T 

9 1 1 0 0 0 0 0 1 3 4 T 
10 1 0 0 0 0 0 1 2 4 4 T 
11 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 T 
12 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 T 
]3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2 3 T 
14 1 0 1 0 0 0 0 1 1 4 4 T 
15 0 0 0 0 0 0 0 1 1 3 4 T 
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4 4 T 
17 1 0 0 0 0 0 0 1 3 T 
18 1 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4 T 
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die Auswertung von Antimonverbindungen dienen.Sie benutzten 
Stibaminglykosid als Standard nnd verglichen "Urea Stibamine" mit 
diesem Standard. Das Gewicht der Manse lag zwischen 10 nnd 15 g. 
In Tabelle 67 erhielten die Manse Nr. 1 bis 8 1,5 mg Urea Stibamine 
pro 20 g Karpergewicht und die Mause Nr. 9 bis 18 3,0 mg Standard 
pro 20 g. In diesem Versuch wurde das Schwanzblut taglich auf Try
panosomen untersncht. Wurden keine gefunden, so ist das in der 
Tabelle mit ° verzeichnet, wahrend die Zahlen 1, 2, 3 und 4 bedeuten, 
ob wenig oder viele vorhanden waren. T. bedeutet Tod. 

Die Durchschnittszahl der Tage bis zum Tod ist fUr die Mause der 
ersten Gruppe 16,5 und fUr die zweite Gruppe 12,4. Daraus geht hervor, 
daB 1,5 mg Urea Stibamine eine starkere therapeutische Wirkung haben 
als 3,0 mg Standard. Das Ergebnis von 3 Versuchen ist in Tabelle 68 
wiedergegeben. Tabelle 68. 

Dosis 
mg 

Anzah! 
Tiere 

1m ersten Versuch 
dieser Tabelle wurden 
gleiche Dosen von Urea 
Stibamine und Standard 
verglichen; das Urea 
Stibamine wurde starker 
befunden. 1m zweiten 
Versuch wurde die Stan-

I 
D11rchschnittliche I 

Ubcr!ebenszeit 

-------------~------~--------~~----I 1. Urea Stibamine 
Standard ... 

2. Urea Stibamine 
Standard .... 

3. Urea Stibamine 
Standard .... 

1,5 
1,5 
1,5 
3,0 
1,0 
3,0 

11,8 
8,4 

16,5 
12,4 
7,4 
6,7 

8 
7 
8 

10 
11 
11 

darddosis verdoppelt, aber Urea Stibamine war immer noch starker wirk
sam. 1m dritten Versuch war die Standarddosis dreimal so groB und 
der Heilerfolg fast gleich. Daraus wurde geschlossen, daB 0,33 mg Urea 
Stibamine die gleiche Wirksamkeit vvie 1,0 mg Stibamineglykosid hat. 

3. BURNS AU8wertungsmethode. 

Dies Verfahren ist aus der eben beschriebenen Methode von TREVAN 
entwickelt. Eine infizierte Ratte wird mit Leuchtgas getotet, die 
Kehle durchschnitten und das Blut in 30 ccm Citratkochsalz16sung 
aufgefangen. Nach Anszahlung der Trypanosomen in der Suspension 
wird sie so weit mit Citratkochsalz16sung verdiinnt, daB sich 7000 1 Try
panosomen im Kubikmillimeter befinden. Davon wird 40 Mausen je 
0,5 ccm intraperitoneal gespritzt. Man muB die Suspension dauernd 
umriihren, wahrend man die Injektionsmenge in die Spritze aufzieht. 

Eine 0,2proz. Lasung von Neosalvarsanstandard sowie eine 0,2proz. 
Lasung des unbekannten Praparates werden frisch bereitet und mit 
Paraffinum liquidum, wie oben beschrieben, vor Lnftzutritt bewahrt. 
Vom Standard spritzt man je 10 Mansen eine Dosis von 0,024 mg/g, 
nnd eine andere Dosis von 0,02 mg/g. Dieselben Dosen des nnbekannten 

1 Noch bessere Resultate erzielt man mit 30000 Trypanosomen im Kubik
millimeter. 
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Praparates werden je weiteren 10 Mausen gespritzt. Wahrend del' 
nachsten 7 Tage werden die 4 Mausegruppen beobachtet. 

Die Ergebnisse des Vergleichs einer Standardlosung mit einer 
zweiten, die als unbekanntes Praparat benutzt wurde, sind in Tabeile 69 
wiedergegeben. 

Tabelle 69. Anzahllebender Mause in einer Gruppe von 10. 

Tage nach Injektion 
1. Vel'such 

3 ! 4 I 5 I 6 I 7 I 8 I 9 110 In 112 I ' 

Standard 0,024 mg/g . 10 9 8 7 6 6 6 5 4 2 
Standard 0,02 mg/g 10 10 4 3 3 2 ° Unbekamltes Praparat 0,024mg/g 10 10 9 8 8 8 6 4 1 1 
Unbekanntes Praparat 0,02 mg/g 10 9 1 ° 

Aus del' Tabelle geht hervor, daB nach einer Dosis von 0,024 mg/g 
am 12. Tage noch nicht aile Mause tot waren, wahrend nach 0,02 mg/g 
am 9. Tage aIle tot waren. Wenn das unbekannte Praparat 20% starker 
als del' Standard ware, wiirde die Dosis 0,02 mg/g dieselbe Wirkung wie 
die Standarddosis 0,024 mg/g haben. Dnd wenn das unbekannte Pra
parat 20 % schwacher ware, wiirde 0,024 mg/g keine groBere Schutz
wirkung ausuben als die Standarddosis 0,02 mg/g. Bei dem angegebenen 
Versuch war del' Dnterschied zwischen den beiden Dosen des Standards 
sowie des unbekannten Praparates schon am fUnften Tage nach del' 
Inj ektion zu sehen. Bei anderen Versuchen war er manchmal schon am 
vierten Tage bemerkbar. Das Auswertungsergebnis ist also meistens 
innerhalb von 6 Tagen bekannt. 

Literatur. 
BURN, Quart. J. Pharm. Pharmacol. 1937 (im Druck). 
DURHAM, GADDUM and lVIARCHAL, Med. Res. Coun., Spec. Rep. Ser., No. 128 

(1929). 
GRAY, TREVAN, BAINBRIDGE and ATTWOOD, Proc. roy. Soc., Ser. B, 108, 54 

(1931). 
MORRELL and CHAr::lIAN, J. of Pharmacol. 48, 391 (1933). 
VOEGTLIN and SMITH, J. of Pharmacol. 15, 475 (1920). 
WIEN, Quart. J. Pharm. Pharmacol. 8, 631 (1935); 9, 48 (1936). 

Kapitel XIX. 

Malariaheilmittel. 

Seit ROEHLS Arbeit (1926) uber die Wirkung von Plasmochin auf 
die Vogelmalaria wird die Prillung von Malariamitteln in del' Weise 
ausgefUhrt, daB eine Reihe von Kanarienvogeln durch intramuskulare 
Injektion mit Plasmodien infiziert und das Blut taglich auf Parasiten 
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untersucht wird. Durch Punktion einer Fliigelvene gewinnt man einen 
Blutstropfen, von dem man einen diinnen Ausstrich macht und nach 
GIEMSA-RoMANOWSKY farbt. Bei unbehandelten Vogeln erscheinen die 
Parasiten nach 4 bis 5 Tagen im Blut. Werden die Vogel aber vom 
Tage der Uberimpfung an 6 Tage lang mit einem Malariamittel be
handelt, dann verzogert sich das Auftreten der Parasiten im Blut bis 
zu 10 bis 20 Tagen nach der Infektion. Das Malariamittel wird in 
einem Volumen von 1 ccm pro 20 g Korpergewicht mit der Schlundsonde 
verabreicht. 

ROEHL achtete nur darauf, ob das Auftreten der Parasiten verzogert 
war, aber nicht darauf, wie lange die Verzogerung genau dauerte; des
halb bestimmte er die Wirksamkeit in Form der niedrigsten wirksamen 
Konzentration einer Substanz. Er fand, daB Chinin in einer Verdiinnung 
von 1; 800 die Verzogerung bewirkte, aber in 1; 1600 nicht mehr. Er 
nannte die Wirkungsbreite von Chinin 1--;-4, da eine Verdiinnung von 
1 ; 200 noch vertragen wurde und 1 ; 800 noch therapeutisch wirksam 
war. Fiir Plasmochin betrug die Wirkungsbreite 1--;-30, da die Ver
diinnung von 1; 1500 noch gut vertragen wurde und 1; 50000 noch 
deutlich wirksam war. 

Man muB die Vogel VOl' del' Verabreichung des Malariamittels in
fizieren; wenn namlich das Plasmochin nul' 2 Stunden VOl' del' Infektion 
gegeben wird, bleibt es wirkungslos. Beim Menschen haben allerdings 
groBe Plasmochindosen eine prophylaktische Wirkung. 

Infektion der Vogel. Es ist wichtig, daB bei del' experimentellen 
Arbeit darauf geachtet wird, mit welcher Art von Vogelmalaria die 
Vogel infiziert sind. Die therapeutischen Ergebnisse an mit Proteosoma 
praecox infizierten Vogeln stimmen z. B. nicht mit denen an Plas
modium cathemerium iiberein. 

Zur Uberimpfung auf gesunde Kanarienvogel entnimmt man Blut 
von einem kranken Vogel. Dies kann man entweder aus del' Vene an 
del' Innenseite des Beines gewinnen, die am nicht befiederten Teil leicht 
sichtbar ist, odeI' indem man den Kopf des kranken Vogels abschneidet, 
das Blut durch Glaswolle filtriert, um die Federn zuriickzuhalten, und 
in Kochsalz16sung, die 1 % Natriumcitrat enthalt, auffangt, so daB das 
Blut 5- bis lOfach mit Citratkochsalz16sung verdiinnt ist. Von diesel' 
Suspension werden 0,2 bis 0,3 ccm in die Brustmuskulatur odeI' die 
Beinvene des gesunden Vogels injiziert. Nach SWEZEY (1935) ent
wickelt sich die Infektion nach intravenoser Uberimpfung in 3 bis 
5 Tagen, wahrend es nach intramuskularer Uberimpfung 7 bis 10 Tage 
dauert. Man muB die intravenose Injektion sehr langsam vornehmen. 
Die Suspension wird wahrend del' Injektionszeit auf 37 0 C gehalten. 

Zur Untersuchung gametenwirksamer Stoffe verwendet man nicht 
Kanarienvogel, sondern Reisfinken (Munia orizivora L.), die man mit 

Burn-BiiIbring, Biologische Auswertungsmethoden. 14 
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Haemoproteus infiziert. Dabei sind nur die Gameten im Blut vorhanden, 
und die Schizonten finden sich in den Endothelzellen der inneren Organe. 

Die Verabreichung des Malariamittels. Meistens wird das Malaria
mittel per os verabreicht, aber Atebrin wird auch intramuskuliir oder 
intravenos gegeben. Um eine Dosis per os zu geben, wird der Kanari~n
vogel von einem Assistenten festgehalten. Mit der linken Hand streckt 
er den Kopf nach oben, mit der rechten Hand zieht er die Beine nach 
unten. Die Fliigel ruhen in der linken Hand. Man offnet den Schnabel 
mit einer kleinen Pinzette und schiebt die Schlundsonde, die an einer 
1 ccm-Rekordspritze befestigt ist, hinein. Die Schlundsonde ist ein 
8,5 cm langes Stiick Ureterenkatheter. Das eine Ende wird an eine kurz 
abgeschnittene Rekordnadel geklebt, die auf die Spritze aufgesetzt wird. 
Man darf weder beim Halten des Vogels noch beim Einfiihren der 
Schlundsonde Gewalt anwenden, und es bedarf einiger tJbung, bis man 
lernt, wie weit man sie einschieben darf. 

Die Herstellung des Blutausstrichs. Wenn die Vogel infiziert und 
mit dem zu priifenden Malariamittel behandelt worden sind, muB das 
Blut wiederholt untersucht werden. Die Blutprobe entnimmt man am 
einfachsten aus der Beinvene,um die man nach der Punktion etwas 
Watte wickelt; am Bein ist die Gefahr der Hamatombildung nicht so 
groB wie bei einer Fliigelvene. Man macht den Blutausstrich in der 
iiblichen Weise auf einem Objekttrager. Zur Farbung verwendet man 
Giemsa-Losung, eine methylalkoholische Azur-Eosinlosung (GRUBLER). 
Man fixiert das lufttrockne Praparat 2 bis 3 Minuten in wasserfreiem 
reinem Methylalkohol, trocknet zwischen FlieBpapier und legt es dann 
10 bis 15 Minuten in eine wasserige Verdiinnung der FarblOsung. Diese 
Verdiinnung muB jedesmal frisch in einem kleinen MeBzylinder bereitet 
werden, und zwar nimmt man auf je 1 ccm destillierten Wassers 
1 Tropfen Giemsa-Losung. Danach wird das Praparat mit Wasser ab
gespiilt und zum Trocknen aufgestellt. 

Bei Betrachtung mit der 6limmersion sieht man die Parasiten in 
den roten Blutkorperchen. Es wird ausgezahlt, welcher Prozentsatz der 
roten Blutkorperchen Parasiten enthalt. Man muB zur Sicherheit viele 
Gesichtsfelder durchsuchen. 

Die Wirkung verschiedener Malariamittel. Bisher hat man noch 
keine Substanz ~ntdeckt, die auf die Sichelkeime der Plasmodien wirkt. 
Bei der gewohnlichen Vogelmalaria, d. h. bei der Proteosoma praecox
Infektion der Kanarienvogel, sind Chinin, Plasmochin und Atebrin aIle 
wirksam; Atebrin wirkt aber schwacher als Plasmochin, d. h. 1: 3000 
Atebrin entspricht 1: 50000 Plasmochin. Atebrin ist bei der Hamo
proteusinfektion der Reisfinken unwirksam, wahrend Plasmochin als 
Gametenmittel ein voriibergehendes Verschwinden der Parasiten aus 
dem Blut bewirkt, wonach es aber zum Rezidiv kommt. Nur bei kom-
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binierter Behandlung von Plasmochin, das auf die Gameten wirkt, und 
Chinin oder Atebrin, die auf die Schizonten wirken, ist es moglich, eine 
Dauerheilung zu erzielen. 

Auswertnngsmethoden. Die beste der bisher veroffentlichten, 
quantitativ ausgearbeiteten Methoden ist die von BUTTLE, HENRY und 
TREVAN (1934), bei der Chinin als Standard zum Vergleich verwendet 
wurde. Sie benutzten Gruppen von 6 Kanarienvogeln; eine Gruppe 
blieb unbehandelt, eine erhielt 6 Tage hintereinander taglich 5 mg 
Chinin, und andere Gruppen bekamen 6 Tage lang verschiedene un
bekannte Substanzen. Die Tagesdosis wurde in einem Volumen von 
0,5 ccm pro 20 g Vogel ver
abreicht. FUr jede Gruppe 
wurde die Durchschnitts
zeit bis zum Erscheinen 
der Parasiten im Blut be
stimmt. Tabelle 70 zeigt die 
Ergebnisse von einer mit 
Chinin behandelten Gruppe 
(6 Dosen von 5 mg), aus 
denen die Schwankungen 
in der Reaktion verschiede
ner Vogel deutlich hervor
gehen. 

Tabelle 70. Die Proportion Parasiten 
enthaltender roter Blutkorperchen. 

VogelNr.1 
" Nr.2 

Nr.3 
Nr.4 
Nr.5 
Nr.6 

16 

o 
o 
o 
o 
o 

18 

(Tot am 5. Tag) 
V 1/15 11/50 I 
o 0 0 I 0 
V 1/15 1/15 
V 1/10 1/10 I 
o 1/20 1/100 

(V bedeutet vereinzelte Parasiten, 

o 

1/40 

d. h. 1 bis 2 in mehreren Gesichtsfeldern.) 

Neuerdings hat BUTTLE die Heilwirkung einer Reihe von Chinin
dosen untersucht. Er gab fiinf verschiedene Dosen, jede fiinf mal so 
groB wie die vorhergehende. Die Ergebnisse sind noch nicht veroffent
licht und werden hier mi.t BUTTLES Erlaubnis angefiihrt. Das Chinin 

Tabelle 71. 

I I Durchschnittszeit 
bis zum Auftreten Tligliche I Anzah! Anzah! von Parasiten bei Chinindosis I behandelte geheilte nicht geheilten 

Vogel Vogel Yiigeln 
mg Tage 

- I 6 0 ! 4,2 
0,004 

\ 

6 0 4,2 
0,02 6 0 5,0 
0,1 5 0 5,4 
0,5 

I 
6 1 10,6 

2,5 5 I 3 20,6 

wurde sechs Tage lang 
gegeben, die erste Dosis 
vier Stunden nach der 
Infektion verabreicht. 
BUTTLE fand, daB die 
Dosen 0,004 mg und 
0,2 mg an Gruppen von 
sechs Kanarienvogeln 
wirkungslos waren; bei 
allen Vogeln fanden sich 
am sechsten Tag zahI
reiche Parasiten. 0,1 mg 
Chinin hatte nur eine geringe Wirkung, aber 0,5 mg und 2,5 mg 

das Auftreten der Parasiten oder heilten 
Die Befunde sind in Tabelle 71 zusammen-

verzogerten entweder 
die Infektion ganz. 
gestellt. 

14* 
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Man kann einen Ausdruck fiir die Heilwirkung groBerer Dosen 
gewinnen, wenn man die Anzahl geheilter Vogel mit dem Grad del' 
Verzogerung des Auftretens von Parasiten bei nicht geheilten Vogeln 
kombiniert. Z. B. kann man solche Vogel als geheilt zahlen, bei denen 
30 Tage lang keine Parasiten zu finden sind. Wendet man dies Ver
famen an, so ergibt sich fUr die beiden letzten Werte del' vierten Spalte 
13,9 und 26,2. 

Literatur. 
BUTTLE, HENRY and TREVAN, Biochemic. J. 28, 426 (1934). 
ROEHL, Beihefte z. Arch. Schiffs- u. Tropenhyg. 30, 311 (1926). 
SWEZEY, Amer. J. trop. Med. 15, 529 (1935). 
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Anhang I. 

Internationale biologische Standarde. 

Standartprliparat Abge- I Internationale I Internationale 
nommen Einbeit mg Verteilung 

Diphtherie-Antitoxin 
Tetanus-Antitoxin 
Anti.Dysenterie-Serum (Shiga) 
Gasgangran-Antitoxin (perfringens) 

(Vibrion Septique) 
(oedematiens) . 

" ,,(histolyticus) . 
Staphylococcus-Antitoxin 
Anti-Pneumococcus-Serum (Typ 1) 
"" ,,(Typ 2) 

Diphtherie-Antitoxin fiir Flockung 
Alt-Tuberkulin . 
Insulin 
Hypophysenhinterlappen-Pulver 
Oestrus bewirkendes Hormon 

1. Hydroxyketonform . 
2. Monobenzoat der Dihydroxyform 

Mannliches Hormon (Androsteron) . 
Corpus luteum-Hormon (Progesteron) . 

Salvarsan 
Neosalvarsan .. 
Myosalvarsan. 

Vitamin A CB-Carotin). 
Vitamin Bl (Absorptionsprodukt von 

Vitamin Bl) 
Vitamin C (I-Ascorbinsaure) . 
Vitamin D (bestrahltes Ergosterin) 

(Calciferol) 
Ouabain . 
Digitalis. 

1922 
1928 
1928 
1931 
1934 
1934 
1935 
1934 
1934 
1934 
1935 
1931 
1925 
1925 

1932 
1935 
1935 
1935 
1925. 
1925 
1925 
1931 

1931 
1934 
1931 
1934 
1928 
1925 

0,0628 
0,1547 
0,0500 
0,2660 
0,2377 
0,2681 
0,3575 
0,5000 
0,0886 
0,0894 

0,045 
0,5 

0,0001 
0,0001 
0,1 
1,0 

0,0006 

10,0 
0,05 
1,0 
0,000025 

80,0 

Veroffentlichungen der Gesundheitskommission 
fur biologische Standardisierung. 

Staatliches 
Serum

Institut, 
Kopenhagen, 
Danemark 

The 
National 
Institute 

for 
Medical 

Research, 
Hampstead, 

London, 
England. 

Report of the International Conference on the Standardisation of Sera and 
Serological Tests. London, 1921 (document C.533.M.378.1921.llI). 

Report of the Second International Conference on the Standardisation of Sera 
and Serological Tests. Paris, 1922 (document C.H.48). 

Report of the Technical Conference for Considerations of Certain Methods of 
Biological Standardisation. Edinburgh, 1923 (document CA.M.4.1924.Ill). 

Reports on Serological Investigations presented to the Second International 
Conference on the Standardisation of Sera and Serological Tests. Paris, 1922 
(document C.168.M.98.1923.Ill). 

The Standardisation of Dysentery Serum, by K. SIDGA, H. KAWAMURA and 
K. TSUCIDYA. 

First Report (document C.177.M.49.1924.Ill). 
Second Report (document C.177(a).MA9(a).1924.llI). 

Beitrage zur Standardisierung des Dysenterieserums. 
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1. Uber Eigenschaften, Wirkungsart und Wertbestimmung des Dysenterif'
seums. Von W. KOLLE, H. SCHLOSSBERGER und R. PRIGGE. 

2. Uber die Auswertung der antitoxischen Dysenteriesera am Kaninchen. 
Von Seigo KONDO. 

(document C.H.213.1924.) 
Rapport de la Commission permanente de Standardisation biologique. Paris, 

1924 (document C.H./S.S./!'" session P.V.). 
Second International Conference on the Biological Standardisation of Certain 

Remedies. Geneva, 1925 (document C.532.M.183.1925.III). 
Memorandum on the Present Position with regard to the Testing of Salvarsan 

and its Allied Compounds in Different Countries, by H. H. DALE (document C.H./ 
C.P.S./2.1925). 

Memorandum on the Determination of Vitamins, by Professor P. E. POULSSON 
(document C.H.jC.P.S./3.1925). 

Memorandum on the Biological Standardisation of Pituitary Extracts, by 
Professor CARL VOEGTLIN (document C.H./C.P.S./4.1925). 

Beitrag zur Eichung von Digitalis mit besonderer Berncksichtigung derWa,rm
blntermethode, von Prof. R. MAGNUS (document C.H./C.P.S./5.1925). 

Beitrag zur pharmakologischenAuswertung von Secale Cornutum und vonSecale
praparationen, von Prof. PAUL TRENDELENBURG (document C.H./C.P.S.j6. 1925). 

The Biological Standardisation of Insulin, including Reports on the Preparation 
of the International Standard and the Definition of the Unit (document C.H.398. 
1925). 

Rapport sur Ie titrage (standardisation) des tuberculines, par Ie professeur 
A. CALMETTE et Ie Dr DE POTTER (document C.H.429.1926). 

Report of the Permanent Commission on Biological Standardisation. Geneva, 
1926 (document C.H.517). 

Memoires sur Ie titrage du serum antidysenMrique: 
1. Sur Ie titrage de la toxine et du serum antidysenMriques, par C. IONEscu-

MmAEST! et D. COMBIESCU. 
2. Recherches sur Ie titrage du serum antidysenMrique, par P. CONDREA. 
(document C.H.483.1926.) 
Memoranda on Cardiac Drugs, Thyroid Preparations, Ergot Preparations, 

Filix Mas, Suprarenal Preparations, Vitamins, Pituitary, Salvarsan, Oil of Cheno
podium, Insulin, by Professor E. KNAFEL LENz (document C.H.734.1928). 

Report of the Permanent Commission on Biological Standardisation. Frank
fort-on-Main, 1928 (document C.H.717). 

Memoranda on the International Standardisation of Therapeutic Sera and 
Bacterial Products, by Professor C. PRAUSNITZ (document C.H.832.1929). 

Report on the Work of the Laboratory Conference on Blood Groups. Paris, 
1930 (document C.H.885). 

Report of the Permanent Commission on Biological Standardisation. Geneva, 
1930 (document C.H.945). 

Report of the Conference on Vitamin Standards. London, 1931 (document 
C.H.I055(1)). 

Report of the Permanent Commission on Biological Standardisation. London, 
1931 (document C.H.I056(1)). 

Report of the Conference on the Standardisation of Sex HOTmones. London, 
1932 (Special Number, January 1935, of the Q'llarterly Bulletin of the Health Orga
nisation). 

Report of the Second International Conference on Vitamin Standardisation. 
London, 1934 (Extract No. 15 from Volume III of the Quarterly Bulletin ot the 
Health Organisation). 
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216 .Anhang III. Tabellen nach DURHAM, GADDUM und ·MARCHAL. 

Anhang 

Tabellen nach DURHAM, 

aus denen man die Wahrscheinlichkeit ab1esen kann, daB eine bestimmte Anzahl Tiere aus 

Ver~~che an 

Anzahl Wahre Sterblichkeit 
Tiere, die 

I 1 sterben 2·5 5 7·5 10 15 20 25 30 35 40 
i 

0 ·8811 ·7738 ·6772 ·5905 ·4437 ·3277 ·2373 ·1681 ·1l60 ·0778 
I oder ·9941 ·9774 ·9517 ·9185 ·8352 ·7373 ·6328 '5282 ·4284 ·3370 weniger 
2 " 

·9998 ·9988 ·9962 ·9914 ·9734 ·9421 ·8965 ·8369 ·7648 ·6826 
3 

" 
>-9999 >-9999 ·9999 ·9995 ·9978 ·9933 ·9844 ·9692 ·9460 ·9130 

4 
" 

- - >-9999 >-9999 ·9999 ·9997 ·9990 ·9976 ·9947 ·9898 

Versuche an 

Anzahl Wahre Sterblichkeit 
Tiere, die ------

I I 
---

I I I sterben 2·5 5 I H> 10 15 I 20 25 30 1 35 40 

0 ·7763 ·5987 I ·4586 ·3487 I ·1969 ·1074 ·0563 ·0282 i ·0135 ·0060 
I oder ·9754 ·9139 ·8304 ·7361 '5443 ·3758 ·2440 ·1493 ·0860 ·0464 weniger 
2 

" 
·9984 ·9885 ·9661 ·9298 ·8202 ·6778 ·5256 ·3828 ·2616 ·1673 

3 
" 

·9999 ·9990 ·9954 ·9872 ·9500 ·8791 ·7759 ·6496 ·5138 ·3823 
4 

" 
> .99991 ·9999 ·9996 ·9984 ·9901 ·9672 ·9219 ·8497 ·7515 ·6331 

5 " - !<.9999 >-9999 ·9999 ·9986 ·9936 ·9803 ·9527 ·9051 

1 

·8338 
6 

" - - - >-9999 ·9999 ·9991 ·9965 ·9894 ·9740 ·9452 
7 " 

- 1 -
I 

- - >-9999 ·9999 ·9996 ·9984 ·9952 ·9877 
8 " 

- - - - - >-9999 >-9999 ·9999 ·9995 I ·9983 
9 " 

- - I - i - : - - - '>-9999 >·99991 ·9999 

Versuche an 

Anzahl Wahre Sterblichkeit 
Tiere, die 1------,--

sterben 

o 
I oder 

weniger 

2 " 
3 " 
4 " 
5 " 
6 " 
7 " 
8 " 
9 " 

10 " 
II " 
12 " 
13 " 
14 " 

2·5 5 15 20 25 30 

·6840 ·4633 ·3105 I '2059/'0874 ·0352 ·0134 ·0047 ·0016 ·0005 
·9471 ·8290 ·6882 ·5490 ·3186 ·1671 ·0802 ·0353 ·0142 ·0052 
·9943 ·9638 '9026! ·8159 ·6042 ·3980 ·2361 ·1268 ·0617 ·0271 
·9996 ·9945 ·9779 ·9444 I ·8227 '6482 -4613 ·2969 ·1727 ·0905 

>-99991 ·9994 ·9962 ·9873 ·9383 I ·8358 ·6865 ·5155 ·3519 ·2173 
- I ·9999 ·9995 ·9978 I ·9832 I' ·9389 ·8516 '7216 '5643 ·4032 
- 1>-9999 ·9999 ·9997 I ·9964 ·9819 ·9434 '8689 '7548 ·6098 
- , - >·9999 >-9999 ·9994 I ·9958 ·9827 ·9500 ·8868 '7869 
- , - - ·9999. ·9992 ·9958 ·9848 ·9578 ·9050 
- I - - >-9999! ·9999 ·9992 ·9963 ·9876 ·9662 
- I - - - 1>-9999 ·9999 ·9993 I ·9972 ·9907 
- - - - - - >-9999 ·9999 ·9995 ·9981 
- - - - - i - - >-9999: ·9999 ·9997 = = = = I = = = =; >-9999 >-9999 

1 Erk1arung auf 
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III. 

GADDUlU und MARCHAL!, 

einer beschrankten Tiergruppe sterben oder eine andere physiologische Reaktion geben wird. 

5 Tieren. 

Prozent. 
--

I ! I I 
I 

I 97-5 45 50 55 60 65 70 75 80 I 85 I 90 I 92-5 95 
I I 

·0503 ·0313 '0185 1'0102 ·0053 ·0024 ·0010 ·0003 ·0001 ·0000 .0000 I - -
·2562 ·1875 ·1312 ·0870 ·0540 ·0308 ·0156 ·0067 ·0022 ·0005 ·0001 ·0000 ·0000 
·5931 ·5000 ·4069 ·3174 ·2352 ·1631 ·1035 ·0579 ·0266 ·0086 ·0038 ·0012 ·0002 
·8688 ·8125 ·7438 ! ·6630 ·5716 ·4718 ·3672 I ·2627 ·1648 ·0815 ·0483 '0226 ·0059 
·9815 ·9688 ·9497 . ·9222 ·8840 ·8319 '7627' ·6723 '5563 ·4095 '3228 ·2262 ·1189 

10 Tieren. 

Prozent_ 

45 50 

·0025 ! ·0010 '0003j'0001 . ·0000 I ·0000 
·0000 I .0000 

- I - - -

I 

-
'00051'0001 i I 

'0233 ·0107 ·0045 ·0017 - I - - I - -
·0996 ·0547 '0274 1'0123 ·0048 ·0016 ·0004 ·0001 ·0000 - - I - -
·2660 ·1719 ·1020 ·0548 ·0260 ·0106 ·0035 ·0009 ·0001 ·0000 I -

·0000 I 
-

·5044 ·3770 ·2616 : ·1662 ·0949 ·0473 ·0197 ·0064 ·0014 ·0001 ·0000 -
·7384 ·6230 ·4956 : ·3669 ·2485 ·1503 ·0781 ·0328 ·0099 ·0016 ·0004 '0001 ·0000 
'8980 ·8281 ·7340 1'6177 ·4862 ·3504 ·2241 ·1209 ·0500 ·0128 ·0046 '0010 ·0001 
·9726 ·9453 ·9004 ·8327 ·7384 ·6172 ·4744 ·3222 ·1798 ·0702 '0339 '0115 ·0016 
·9955 ·9893 ·9767 ; ·9536 

I 
·9140 ·8507 ·7560 - ·6242 ·4557 ·2639 ·2696 ·0861 ·0246 

·9997 ·9990 ·9975 I ·9940 i ·9865 ·9718 ·9437 ·8926 ·8031 ·6513 I '5414 ·4013 ·2237 

15 Tieren. 

Prozent. 

45 50 70 I 75 80 85 I 90 I 92-5 I 95 I 97-5 

·0001 ·0000 I 
I 

I - - I - - - - - - I - - , I -
-0017 ·0005 ·0000 '0000 ·0000 - - - - I --

j 

- - I -
·0107 ·0037 ·00ll -0003 -0001 ·0000 

, 

·0000 I = . - - - - -
·0424 ·0176 ·0063 -0019 ·0005 ·0001 - -

I 
- - -

·1204 ·0592 ·0255 1-0093 ·0028 ·0007 ·0001 I ·0000 - - - - -
I 

·2608 ·1509 '0769. ·0338 ·0124 ·0037 ·0008 : ·0001 ·0000 - - - -
·4522 ·3036 ·1818 ·0950 ·0422 ·0152 ·0042 I ·0008 ·0001 - - - -
·6535 '5000 ·3465 ·2131 ·1132 ·0500 ·0173 i ·0042 ·0006 ·0000 '0000 - -
'8182 ·6964 ·5478 ·3902 ·2452 ·1311 ·0566 I .0181 ·0036 ·0003 ·0001 '0000 -
·9231 ·8491 ·7392 ·5968 ·4357 ·2784 ·1484 ·0611 ·0168 ·0022 ·0005 '0001 ·0000 
·9745 ·9408 ·8796 ·7827 ·6481 ·4845 ·3135 ·1642 '0617 ·0127 ·0038 ·0006 ·0000 
·9937 ·9824 ·9576 ·9095 ·8273 ·7031 ~ ·5387 ·3518 ·1773 '0556 ·0221 ·0055 ·0004 
·9989 ·9963 ·9893 ·9729 ·9383 ·8732 I ·7639 ·6020 ·3958 ·1841 '0974 ·0362 ·0057 
·9999 ·9995 ·9983 ·9948 ·9858 ·9647 ·9198 ·8329 ·6814 '4510 ·3118 ·1710 ·0529 

~ -9999 >9999 ·9999 ·9995 ·9984 ·9953 I ·9866 ·9648 ·9126 '7941 '6895 '5367 ·3160 

S. 41 und 42. 



218 
Anzah! 

Tiere, die 
sterben 

0 
1 oder 

weniger 
2 

" 3 " 4 
" 5 " 6 " 7 " 8 " 9 " 10 " 11 " 12 " 13 
" 14 " 15 
" 16 
" 17 
" 18 
" 19 
" 

Anzahl 
Tiere, die 

sterben 

o 
1 oder 

weniger 
2 " 
3 " 
4 " 
5 " 
6 " 
7 " 
8 " 
9 " 

10 " 
11 " 
12 " 
13 " 
14 " 
15 " 
16 " 
17 " 
18 " 
19 " 
20 " 
21 " 
22 " 
23 " 
24 " 
25 " 
26 " 
27 " 
28 " 
29 " 

Versuche an 

Wahre Sterblichkeit 

2-5 5 7-5 10 15 20 25 30 I 35 40 

-6027 -3585 -2103 ·1216 -0388 -0115 ·0032 -0008 -0002 ·0000 
-9118 '7358 ·5514 -3917 ·1756 -0692 ·0243 ·0076 -0021 -0005 
·9870 ·9245 '8140 ·6769 -4049 ·2061 -0913 ·0355 -0121 -0036 
·9986 -9841 ·9418 '8670 -6477 I -4114 ·2252 ·1071 ·0444 -0160 
·9999 ·9974 ·9858 ·9568 ·8298 -6296 ·4148 -2375 -1182 ·0510 

>9999 -9997 ·9973 -9887 ·9327 -8042 ·6172 ·4164 -2454 ·1256 
- >9999 ·9996 ·9976 -9781 -9133 -7858 -6080 -4166 -2500 
- - ·9999 ·9996 -9941 ·9679 -8982 -7723 -6010 ·4159 
- - >9999 ·9999 -9987 ·9900 -9591 -8867 -7624 -5956 
- - - >9999 ·9998 ·9974 -9861 

I 
-9520 -8782 -7553 i 

- - - - ~>9999 1lIl94 "9961 1"1lS29 -9468 -8725 
- - - - - -9999 I ·9991 ·9949 -9804 -9435 
- - - - - >-9999 ·9998 -9987 -9940 ·9790 
- - - - - - >9999 1 -9997 ·9985 '9935 
- - - - - - - !>9999 ·9997 ·9984 
- - - - - - - 1 - >9999 '9997 
- - - - - - - 1 - - >9999 
- - - - - - - -

I 

- -
- - - - - - - - - -
-

, 
- -- - - - - - -

Versuche an 

--,-----,----~r--- ____ ~-~Wahre Sterblichkeit 
2.51-5 I 7·5 ! 10' 1 15 1 20 I 25 I 30 i 35 I 40 

-4679 
·8278 
·9616 
-9936 
-9992 
·9999 

>9999, 

-2146 '0964 
-5535 -3310 
-8122 -6068 
-9392 -8155 
-9844 ·9297 
·9967 -9779 
·9994 -9942 
·9999 ·9987 

> ·9999 -9997 
- >9999 

=i= 

-0424 -0076 '0012 
·1837 ·0480 -0105 
-4114 ·1514 -0442 
·6474 -3217 -1227 
-8245 -5245: ·2552 
-9268 -7106 -4275 
·9742 -8474 ·6070 
-9922 -9302: ·7608 
-9980 -9722 i ·8713 
·9995 -9903 -9389 
·9999 i ·9971 -9744 

>9999· ·9992 ·9905 
- '·9998 ·9969 
- >9999 I -9991 
- -: ·9998 
- - i -9999 
- - 1>9999 

- 1-

'0002 -OOOO! - -
·0020 -0003 I -0000 -
-0106 -0021 I -0003 -0000 
-0374 -0093 I' -0019 -0003 
-0979 ; -0302 -0075 ·0015 
-2026 : -0766 1 -0233 -0057 
-3481 I .1595 i -0586 -0172 
-5143 . -28141' ·1238 ·0435 
·6736 I -4315 -2247 -0940 
·8034 . -5888 -3575 ·1763 
-8943 i -7304 ·5078 ·2915 
-9493 i -8407 ·6548 ·4311 
-9784 I ·9155 -7802 ·5785 
-9918 1 -9599 -8737 .7145 
·9973 ·9831 -9348 ·8246 
·9992 ·9936 -9699 '9029 
·9998 -9979 ·9876 -9519 
·9999 ·9994 ·9955 -9788 

- >9999 ·9998 ·9986 -9917 
- >9999 ·9996 -9971 
- - ·9999 -9991 
- - >·9999 -9998 
- - - >9999 

_I_ 
I 



20 Tieren. 219 
Prozent. 
----;-----,----- ~-----

95 I 97-5 45 50 55 60 65 

·0000 - -1-
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'0009 ·0002 
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'0553 '0207 
·1299 ·0577 
·2520 ·1316 
·4143 ·2517 
'5914 ·4119 
'7507 ·5881 
·8692 ·7483 
·9420 ·8684 
·9786 ·9423 
·9936 ·9793 
·9985 ·9941 
·9997 ·9987 

>-9999 ·9998 

·0000 - -
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·1308 ·0565 '0196 
·2493 ·1275 '0532 
·4086 ·2447 ·1218 
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·8701 1'7500 1'5834 
·9447 '8744, '7546 
·9811 ,9490' ·8818 
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·9991 ·9964 1 ·9879 

- >-9999 ·9999 ·9995: ·9979 
- - >-9999 >-9999 ·9998 
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45 50 I 55 
I 

60 I 65 1 
- - I - - i -
- - , - - -
- - i - - -

·0000 - - - i -
·0002 ·0000 - - -
·0011 ·0002 ·0000 - -
·0040 ·0007 ·0001 I - -
·0121 ·0026 ·0004 : '0000 -
·0312 ·0081 , ·0016 ' ·0002 ·0000 
·0694 ·0214 ·0050 ·0009 ·0001 
·1350 ·0494 ' ·0138 ·0029 : ·0004 
·2327 '1002 I .0334 ·0083 i ·0014 
·3592 ·1808 ·0714 ·0212 I ·0045 
'5025 ·2923 ·1356 ·0481 ·0124 
·6448 ·4278 ·2309 ·0971 ·0301 
'7691 '5722 ·3552 ·1754 ·0652 
·8644 ·7077 '4975 ·2855 ·1263 
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·9666 ·8998 '7673 '5689 : ·3452 
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·1133 ·0409 ·0100 ·0013 ·0001 ·0000 -!
·2277 ·1018 ·0321 ·0059 ·0004 ·0001 - -
·3920 ·2142 ·0867 ·0219 ·0024 ·0004 ·0000' -
'5836 ·3828 ·1958 ·0673 ·0113 ·0027 ·0003 '0000 
'7625 '5852 ·3704 ·1702 ·0432 ·0142 ·0026 '0001 
'8929 ·7748 ·5886 ·3523 ·1330 ·0582 ·0159 '0014 
·9645 1'9087 ·7939 '5951 ·3231 ·1860 ·0755 '0130 

i ·9924 : ,9757, ·93081·8244 ·6083 ·4486 ·2642 '0882 
i ·9992 ; ·9968 , ·9885 i ·9612 '8784 ·7897 ·6415 '3973 

I 70 I 75 I 'so 85 I 90 
, 

92·5 I 95 ! 97-5 

- != - - - - 1 - i -
- - - - - - -
- , - - - - - - : -

I - i - - - , - - - : -
I - I - - - - - - -
! - - - - - - - -1 - - - - - - - -

-

1 

- - - - - I - ! 
-

- - - : - - - - I 
-

- - - - - - - i -
, ·0000 ! - - - - - - -

I .0002 1'0000 - - - - , - -, 
I ·0006 ·0001 - - - - - -

: '0021 ·0002 ·00001 - I - , - - -

, ·0064 ·0008 ,0001, - - - - -
, ·0169 ·0027 ·0002 - - - - -
: ·0401 ·0082 ·0009 '0000 - - - -
I ·0845 ·0216 '0031' ·0002 - - - -, 
I ·1593 ·0507 ·0095 ,·0008 ·0000 - - -
, ·2696 ·1057 '0256

1

'0029 ·0001 - - -
·4112 '1966 ·0611 ·0097 ·0005 ,0000, - -
'5684 ·3264 ·1287 "0278 ·0020 -'0003 1'0000 : 

·9996 '9974 I ·9879 '9565' ·8762 ·7186 ·4857 ·2392 i ·0698 ·0078 ·0013 ·0001 -
·9993 ,9960, ·9828 I ·9414 ' ·8405 ·9999 

>9999 I I 
'9998 ·9989 ·9943 1 ·9767 , ·9234 

>-9999 ·9998 ·9985 ·9925 ·9698 
- >-9999 ·9997 "9981 ·9907 
- - > ·9999 ·9997 ·9979 

- - - - >-9999 ·9997 

·6519 ·3930 i ·1526 ·0258 
'7974 '5725 i ·2894 ·0732 
·9021 ·7448 ·4755 ·1755 
·9626 : '8773 ·6783 ·3526 
'9894 1'9558 ·8486 ·5886 
·9980 ·9895 ·9520 i ·8163 

·0058 ,0006' ·000 
·0221 '00331'000 

o 
1 
8 ·0703 

·1845 
·3932 
·6690 

,0156' ·000 
·0608' ·00 
'1878 1'038 
·4465 ·172 
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