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Vorwort

Der Versuch, eine Einfithrung in die Arbeitsmethoden der Chemo-
therapie herauszugeben, entspringt vor allem dem Wunsch, dieses Grenz-
gebiet zwischen Medizin, Chemie und Biologie einem griBeren Interessen-
kreis zugiinglich zu machen und dabei weniger lehrhaft und dozierend, als
anregend, einige Probleme aus diesem groSien Gebiete zu behandeln.

Die Organische Chemie, frither fast ausschlieflich wissenschaftlich-
praparativ tdtig, hat sich heute nach dieser riesigen Vorarbeit fast alle
Gebiete der Biologie oder besser gesagt der experimentellen Natur-
wissenschaften erobert. Diese Verschiebung der Problemstellungen
des Chemikers macht sich seit geraumer Zeit in immer steigenderem
MaBe bemerkbar, wenngleich manchmal die Anregungen von anderen
Disziplinen ausgehen mogen. Die innere Medizin, die Lehre von den
Hormonen und Vitaminen, das Studium der Viruskrankheiten, das
Carcinomproblem, groe Teile der Pflanzenphysiologie, es gibt kaum
noch ein Interessengebiet, das der moderne Chemiker nicht mafBgeblich
mitbearbeiten wiirde.

In der Geschichte der Chemotherapie ist dagegen bei genauerer
Betrachtung eine solche Bewegung geradezu riicklaufig gewesen. Die
anfinglichen Erfolge der Ehrlichschen und der Uhlenhuthschen Schule
auf dem Arsen- und Antimongebiet haben damals weite Kreise zur Syn-
these zahlreichster Priparate angeregt, aber die allzumeist erfolglosen
und. langwierigen Serienuntersuchungen haben dann die Geduld der
Synthetiker erschpfen lassen, so da die Chemotherapie heute fast nur,
von praktischen Gesichtspunkten geleitet, das Privileg der groBen
Industrien und wissenschaftlichen Institutionen geworden ist.

Uber dieser zweckgerichteten Forschungsweise ist die rein wissen-
schaftliche Seite der Chemotherapie unzweifelhaft vernachléssigt
worden, zum Nachteil natiirlich des gesamten Gebietes. Wenngleich
auch vielleicht in den letzten Jahren da und dort von medizinischer
Seite aus den alten Problemen mit neuer Methodik nachgegangen
worden ist, so erscheint es doch notwendig, auch von seiten der Chemiker
die wissenschaftliche Grundlage der Chemotherapie weiter auszubauen,
da nur dann eine gesunde Entwicklung zu erwarten ist.

Wenn hier versucht wurde, die Probleme mehr von der chemischen
Seite aus aufzurollen, und von dieser her zu beleuchten, so soll damit
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keineswegs gesagt sein, daf3 die Chemie allein den dominierenden Be-
standteil der Chemotherapie darstellt. Es wird jedoch immer mehr
augenscheinlich, dal zwar nicht allein die chemische Konstitution als
solche fiir die jeweilige Wirkung des Préaparates verantwortlich gemacht
werden darf, sondern daB eine Reihe physikalischer und physikalisch-
chemischer Faktoren mit hereinspielen. Aber letzten Endes stehen diese
in irgendeinem Zusammenhang mit der Konstitution, so da man doch
wieder am Schlusse zu indirekten Beziehungen zwischen Konstitution
und Wirkung gelangt, die bloB nicht so offen daliegen, wie man es friiher
vielfach vermutet hat. Diese Verhiltnisse erdffnen dem nicht einseitig
orientierten Chemiker zahireiche Moglichkeiten, mit seinen exakten
Methoden solchen Fragestellungen nachzugehen und sie, immer in Be-
riihrung mit dem lebenden Objekt, eingehender zu studieren.

Von diesen QGesichtspunkten geleitet, wurde ein eingehender
Literaturnachweis mitaufgenommen, so sehr vielleicht auch manchmal
der Gedanke naheliegen mochte, daB bestimmte Anschauungen und
Ansichten nicht von langer Dauer sein kénnen.

Wenn es gelingen sollte, mit dieser Schrift das Interesse an der
Chemotherapie in weitere biologisch-chemisch orientierte Kreise hinein-
zutragen, wenn erreicht wird, daB sogenannte chemotherapeutische
Versuche am untauglichen Objekt nach und nach aufhéren und wenn
es dann gelingt, mit dem Ausbau der wissenschaftlichen Seite der Chemo-
therapie noch bessere Grundlagen fiir die Praxis zu schaffen, so ist der
Sinn und Zweck dieser Schrift mehr als erreicht. Chemotherapie ist
chemische und biologische Kleinarbeit. Sie setzt ein gewisses Maf}
chemischen Kénnens und ein gutes Einfiihlungsvermégen in die Auf-
gaben und Fragen der Biologie voraus. Sie erfordert zweifellos ein
erhéhtes MaB von Geduld und Selbstkritik, bietet aber dafiir eine aus-
gezeichnete Schulung fiir jede biologisch-chemische Kleinarbeit.

Hamburg, im Oktober 1938.

Dr. M. Oesterlin
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Einleitung

Wenn man sich vor die Aufgabe stellt, eine Einfilhrung in die
Arbeitsweisen und Forschungsmethoden der modernen Chemotherapie
zu geben, so erhebt sich zuerst die Frage nach der Einteilung des Stoff-
gebietes. Es erscheint zwar besonders reizvoll, die verschiedenartigen
Parasiten in ihrem Verhalten gegen die chemischen Substanzen auf-
zuzeigen und darauf hinzuweisen, welche gleichartigen Erscheinungen
bei recht verschiedenen Erregern oft resultieren, aber es erscheint doch
recht fraglich, ob eine solche Gleichstellung heute schon iiberhaupt
berechtigt ist, da wir iiber den Wirkungsablauf der Substanzen doch
recht mangelhaft unterrichtet sind und daher diese Gleichstellung nur
zum Ausdruck des ,,Jgnoramus® wird. Fir den vorliegenden Fall,
der auch dem biologisch orientierten Chemiker das Gebiet niherbringen
soll, kann eine Einteilung nach nur biologischen Gesichtspunkten
wenig forderlich sein, da gerade dieses Gebiet der Chemotherapie das
Neuland bedeutet.

Allerdings lduft man, wenn die chemische Systematik der biologi-
schen iibergeordnet wird, Gefahr, die chemischen Gesichtspunkte iiber
ein MaB hinaus zu betonen, welches ihnen gar nicht zusteht. Denn der
Chemiker ist in seiner abstrakten Denkweise an die strukturgebundene
Darstellung aller Vorgénge und Reaktionen so sehr gewdhnt, daB jede
Unterstiitzung darin m. E. nur schidlich und fiir die Behandlung des
gestellten Themas hinderlich wird. Man hat zur Geniige erfahren, daf8
alle rein chemischen Betrachtungsweisen und Erklirungsversuche in
der Chemotherapie (und das sind nicht wenige!) bis heute im letzten
Grunde versagt haben und in ihren Auswirkungen enttduschten.

Um zwei Disziplinen, die in ihrem Aufbau und in ihrer Erforschung
80 heterogen sind, wie die Chemie und die Biologie, zu vereinigen, bleibt
also keine andere Moglichkeit iibrig, als diejenige, die Denkweise der
abstrakten, mehr oder weniger kiinstlich aufgebauten Chemie der Be-
trachtungsweise fiir das biologische Objekt unterzuordnen, das Neben-
thema dem Hauptthema anzupassen.

Man findet zwar immer wieder Formelzusammenstellungen wirk-
samer Substanzen und anerkannter Heilmittel unter Betonung ihrer
formalen Ahnlichkeit, allerdings auch unter gleichzeitiger und still-
schweigender Abstrahierung in der Erklirung nicht unterzubringender

Oesterlin, Chemotherapie. 1



2 Einleitung

Seitenketten und Ringgruppierungen, welche die chemische Einheitlich-
keit aufzeigen sollen, so dafl man auf den ersten Blick annehmen muB,
besonders als wenig Orientierter, daBl alles doch recht einfach wird.
Leider pflegt man in solchen Fillen zu verheimlichen, wie viele Sub-
stanzen noch existieren, mit noch viel groBerer Ahnlichkeit der Kon-
stitution und auch der physikalischen Daten, die aber trotzdem als
wertlos erkannt und beiseitegelegt wurden. Man verdeckt auf diese
Weise nur die Schwierigkeiten der Probleme und sucht zu vereinfachen,
wo es kompliziert wird!

Das Endziel jeder systematischen chemotherapeutischen Forschung
bleibt die Auffindung eines neuen Heilstoffes oder mindestens die Ebnung
des Weges zu solchem Erfolge. Es muB} hier aber mit aller Deutlichkeit
darauf hingewiesen werden, dall dieser Weg vom ersten Laboratoriums-
erfolg bis zum fertigen Handelspriparat nicht sehr einfach ist. Man
unterschétzt zu gerne die groBe Vorarbeit, welche eine eingehende chemo-
therapeutische und pharmakologische und schlieBlich auch klinische
Durchpriifung erfordert, man unterschétzt die Schwierigkeiten, welche
sich einer Einfithrung in der Praxis entgegenstellen und man verkennt
nicht selten die Kréfte, welche eine Ausbreitung zu verhindern suchen.
Im allgemeinen darf man damit rechnen, da mindestens iiber all diese
Vorarbeit zwei Jahre vergehen, oft sind es sogar noch mehr.

Das hier behandelte Stoffgebiet umfaBt durchaus nicht die ganze
Chemotherapie. Es wurde absichtlich darauf verzichtet, solche Arbeits-
methoden aufzunehmen, welche nur unter Aufwand bakteriologischer
und zoologischer Mitarbeit durchgefithrt werden kénnen, sei es, weil
es sich um hochpathogene Erreger handelt, sei es, weil ein verwickelter
Lebenszyklus des Parasiten nur dem Fachmann die Ziichtung erlaubt.



I. Allgemeine Betrachtungen

Die Aufgabe der Chemotherapie im eigentlichen Sinne besteht in Definition
der Bekiampfung von Infektionskrankheiten, also von niederen Parasiten
in héher entwickelten Tieren. Die Chemotherapie arbeitet fast immer
mit wohlcharakterisierten Substanzen und unterscheidet sich schon
dadurch rein #uBlerlich von der serologischen Methode, deren Wirkstoffe
in keinem Falle reine Substanzen im chemischen Sinne darstellen.
Ein weiterer Unterschied ist in der Tatsache gegeben, daBl die serologi-
schen Heilstoffe immer nur auf biologischem Wege gewonnen werden
kénnen, wihrend die eigentlichen Chemotherapeutica entweder syn-
thetisch hergestellte Produkte oder pflanzliche Substanzen sind. Das
soll aber nicht bedeuten, dafl Naturstoffe, deren chemische Konstitution
bis heute nicht erkannt werden konnte, oder die sich der Synthese
entzogen haben, nicht trotzdem zu den Chemotherapeuticis gerechnet
werden diirfen. Der Unterschied liegt auf ganz anderer Linie. Die
immunisatorischen Heilstoffe, also die Sera, kénnen nur aus tierischem
Material gewonnen werden und nur aus dem lebenden Objekt. TIhre
,»Synthese‘ im Tierorganismus wird kiinstlich veranlaBt und kann in
keinem Falle durch eine Synthese im Reagensglas ersetzt werden.
Anders die Chemotherapeutica. Sie sind entweder Kunstprodukte,
wie z. B. das Germanin gegen die Schlafkrankheit, oder aber Neben-
produkte im Stoffwechsel der Pflanze, wie das Chinin, das Heilmittel
gegen die Malaria. Diese Differenzierung erscheint auf den ersten Blick
bei einer allgemeinen Naturbetrachtung erkiinstelt und wenig be-
rechtigt. Bei einem eingehenderen Vergleich treten aber noch tiefere
Unterschiede zutage. Die immunisatorischen Heilstoffe, seien es Anti-
toxine gegen Schlangengifte oder Heilsera gegen Infektionskrankheiten,
bestehen immer aus hochmolekularem Material. Thre Wirkungsweise
ist gar nicht so ohne weiteres ,,chemisch*, denn sie kann sich iiber
Jahrzehnte erstrecken, also iiber Zeitrdume, in welchen jedes chemisch
wirkende Agens lingst wieder aus dem Organismus entfernt worden
ist. Die Natur und die Wirkungsweise solcher Immunstoffe bringen es
mit sich, daB sich ihre Wirkung immer nur auf einen bestimmten Erreger
bezieht, daB sie also streng spezifisch ist.

Die Chemotherapeutica dagegen wirken nur so lange, als ihr Vor-
handensein im Organismus nachgewiesen werden kann und das ist

1*
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im giinstigsten Falle ein halbes Jahr. Die niedermolekulare Struktur
der Chemotherapeutica erlaubt dem Organismus des Wirtstieres, die
verabreichte Substanz relativ schnell wieder umzuformen und in dieser
verdnderten Form auszuscheiden, sofern eine solche Umformung fiir die
Ausscheidung iiberhaupt notwendig erscheint. Diese Tendenz der Aus-
scheidung ist naturgegeben, da sich jeder lebende Organismus gegen
das Vorhandensein einer kérperfremden Substanz wehrt und irgendeinen
Weg sucht, den Fremdstoff zu entfernen, zu ,,entgiften”. Aus diesem
Grunde besitzen Stoffe, die von der lebenden Zelle relativ leicht an-
gegriffen werden konnen, immer nur eine kurze Wirkungsdauer, wihrend
von stabilen Konfigurationen eher eine lingere Wirkung zu erwarten
ist. Doch héingt der Verbleib im Organismus nicht nur von der Stabilitit
des Molekiils ab, sondern wird natiirlich von zahlreichen anderen Mo-
menten mindestens ebenso beherrscht, von der Léslichkeit, der Re-
sorbierbarkeit, von der Affinitit zu bestimmten Zellgruppen und anderes
mehr. Jedenfalls aber kann man sagen, daBl die Chemotherapeutica
im Gegensatz zu den immunisatorischen Heilstofferi keine ausgeprigte
Spezifitdt gegen bestimmte Erreger aufweisen, sondern, daB ganz all-
gemein immer ein mehr oder weniger grofes Streuungsvermégen vor-
handen ist, wobei diejenigen Stoffe, welche das gréBte Streuungsvermégen
aufweisen, fiir die Praxis am wertvollsten sind. Ein Beispiel mége den
Unterschied zwischen einem serologischen und einem chemotherapeuti-
schen Heilstoff erhellen:

Zur Behandlung einer Diphtherieerkrankung benutzt man heute
allgemein ein Serum, zu dessen Gewinnung Rinder oder Hammel in
geeigneten Zeitabstinden mit abgeschwichten oder abgetoteten Er-
regern so lange behandelt werden, bis sich im Serum des Tieres eine aus-
reichende Menge Antistoff gebildet hat. Dieser Schutzstoff ist dann im
Blute der Tiere vorhanden und wird daraus gewonnen. Man braucht
also zur Herstellung dieses Heilmittels erstens den biologischen Er-
zeuger und zweitens den Erreger. Keiner der beiden Faktoren kann
irgendwie ersetzt werden. Ganz anders dagegen die Bekdmpfung einer
Luesinfektion. Eine sero'ogische Methode versagt hier véllig. Man ist
auf eine chemotherapeutische Behandlung angewiesen, z. B. mit dem
synthetisch zugénglichen Neosalvarsan. Aber wihrend die Salvarsan-
wirkung nur so lange anhilt, als ausreichende Mengen im Organismus
vorhanden sind, die Wirkung also rasch abklingt, verleiht die Diphtherie-
serumbehandlung einen Schutz, der iiber Monate bestehen bleibt. Das
Diphtherieserum wirkt nur auf diese eine Erkrankung, das Neosalvarsan
dagegen wirkt auf andere Infektionskrankheiten ebenfalls ein, sogar
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auf eine Viruskrankheit, die Brustseuche der Pferde. Im einen Falle
haben wir die streng spezifische Wirkung des Serums, im anderen Falle
die grofle Streuwirkung des Neosalvarsans.

Die Mannigfaltigkeit der tierischen und menschlichen Parasiten
erdffnet naturgemiB der Chemotherapie ein weites Betatigungsfeld.
Zu dieser Mannigfaltigkeit der Parasiten gesellt sich eine weniger groBe
der Parasitentriger. Dies letztere erscheint zwar weniger ausschlag-
gebend, da es sich doch immer nur um héherentwickelte Warmbliiter
(Menschen und Haustiere) handelt, aber die groBen Unterschiede der
einzelnen Gattungen schon hinsichtlich ihrer Erndhrungsweise bedingen
doch ziemlich weitgehende Unterschiede bei der Verteilung eines Heil-
mittels in den einzelnen Organen. Besonders kraB wird dies natiirlich
dann zum Ausdruck kommen, wenn einmal ein Carnivore, ein andermal
ein Herbivore in den Versuch genommen wird. Schon daraus geht
recht einfach hervor, daBl der chemotherapeutische Tierversuch in még-
lichster Anlehnung an die Praxis durchgefiihrt werden muB.

Vielleicht ist es hier am Platze, einiges Grundsitzliche iiber die
Notwendigkeit des Tierversuchs und den Wert der Tierversuche in
der Chemotherapie zu sagen. Er hat vor allem den Sinn, iiber die pharma-
kologischen und iiber die chemotherapeutischen Qualititen einer
‘Substanz zu informieren. Jedes Heilmittel iibt einen vergiftenden
EinfluB auf den Parasitentriger aus. Neben diesem pharmakologischen
Effekt, der unerwiinscht ist, geht der schidigende EinfluB auf den
Schmarotzer einher, der angestrebt wird. Aufgabe und Ziel ist es also,
einen Stoff ausfindig zu machen, dessen pharmakologischer Einflu$3
moglichst klein und dessen chemotherapeutischer Effekt moglichst
stark ist. Dabei darf allerdings nicht vergessen werden, daB der er-
krankte Organismus von vornherein weniger Widerstandskraft auf-
zubringen vermag und durch die Verabreichung eines Heilmittels
weiter geschwicht werden kann. Wie spiter gezeigt wird, ist der
Organismus des Wirtstieres an dem Heilungsablauf mindestens ebenso
beteiligt, wie das Heilmittel selbst. Eine Schwichung der Organ-
funktionen des Parasitentrigers ist also in keinem Falle zweckdienlich
und kann, wie das schon mehrfach beobachtet wurde, den Gesundungs-
ablauf unter Umsténden erheblich beeintrichtigen. Das Zusammen-
wirken von Heilmittel und Wirtsorganismus im chemotherapeutischen
Geschehen ist aber eine der Hauptursachen dafiir, daB die Versuchs-
resultate in vivo, im Tier, so ganz anders auszufallen pflegen wie in
vitro, im Reagensglas. Es ist auch heute noch recht vielfach die Meinung
vorhanden, daB zur ersten orientierenden Feststellung der Qualitat

Der Sinn des
Tierversuchs

Versuch in
vivo
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eines Heilmittels der Tierversuch gar nicht notwendig ist, sondern
daB sich auch im Reagensglas, gegen dhnliche Parasiten angewandt,
schon feststellen 148t, ob sich ein Tierversuch iiberhaupt lohnt. Gewil3
erscheint eine solche Versuchsanordnung besonders iibersichtlich und
einfach, das Resultat ist oft nach Stunden schon vorhanden, und die
Methodik erlaubt ausgedehnte Reihenversuche auf kleinstem Platze.
Der Wert solcher Untersuchungen wurde frither aber vielfach weit
iiberschétzt, da man die genauen Zusammenhdnge des Abheilungs-
prozesses nicht kannte und auch weil die Ehrlichsche Anschauung des
,,chemischen Zielens“ die Ansicht verbreiten half, es handle sich um
eine innere Sterilisation. Tatsache bleibt jedenfalls, daB man die wahren
physiologischen Bedingungen in vitro nie ganz wird erreichen kénnen,
daB weiter die Heilkraft des Wirtstieres vollig auler acht gelassen wird
und dafB man oft sogar noch gezwungen ist, verwandte oder ,,ihnliche‘¢
Parasiten in den Versuch einzusetzen, wodurch sich die ganze Anordnung
immer mehr von den wahren Verhiltnissen entfernt. Darum sei hier
in aller Deutlichkeit darauf hingewiesen, chemotherapeutische Ver-
suche in vitro kénnen in den seltensten Fillen richtige Resultate fiir die
praktische Anwendung erkennen lassen, da ihre Bedingungen immer
unbiologisch sind und erkiinstelt. Sie konnen keine positiven Resultate
zeitigen, da sie sich viel zu weit von den wahren Bedingungen entfernt
haben und in ihrer Vereinfachung mafBgebliche Heilkrifte des Wirts-
tieres ausgeschaltet lassen. Gerade die moderne Chemotherapie hat
hierfiir Schulbeispiele geschaffen: Wir kennen ein ausgezeichnetes
Mittel gegen Streptokokken, das Prontosil. Chemisch stellt es einen
Azofarbstoff dar aus diazotiertem Sulfanilsiureamid und m-Phenylen-
diamin. Es wirkt im M4useversuch ganz ausgezeichnet und hat sich
in der Klinik sehr gut bewihrt. Hitten sich die Erfinder darauf ver-
lassen, was das Prontosil in vitro leistet, so wiren sie bestimmt an
diesem Priparat vorbeigegangen, denn hier ist seine Wirkung gleich
Null! Aber auch noch andere Griinde sprechen fiir die unumgéngliche
Notwendigkeit des Tierversuchs: '

Die Spezifitit der Erreger hinsichtlich ihres Aufenthaltsortes im
Wirtstier ist in den meisten Fillen streng ausgepragt. Wir kennen
Parasiten, wie die Malariaplasmodien oder die Erreger der Schlaf-
krankheit, die sich vorzugsweise in der Blutbahn und den Blut-
reservoiren aufhalten, wir kennen andere Parasiten, die vorzugsweise
in der Leber und der Milz sind, wir kennen Wiirmer der oberen und
solche der unteren Darmabschnitte und schlieBlich wieder andere,
die in den Gallengingen der Leber oder schlieBlich auch in der Mus-
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kulatur ,,zu Hause* sind. Ein Wurmmittel, das nun gegen die Parasiten
der Gallengénge gerichtet sein soll, mufl naturgemé8 nach dort gelangen,
um eine Wirkung zu entfalten. In diesem Falle sind alle anderen chemi-
schen Uberlegungen und alle Versuche in vitro vollig zwecklos, wenn
nicht schon vorher iiber die Resorptionsverhaltnisse der Substanzgruppe
und. iiber den EinfluB der Gallefliissigkeit auf die Wirkung des Pri-
parats geeignete Daten vorliegen. Es soll damit nur angedeutet sein,
daB eine genauere Kenntnis der biologischen Faktoren erste Voraus-
setzung darstellt und daf3 eine Chemotherapie vom Chemiker nur dann
einigermaflen erfolgreich betrieben werden kann, wenn er sich vorher
iiber die Lebensverhaltnisse der betreffenden Parasiten im klaren ist.

Das Milieu, in welchem sich die Parasiten bewegen, hat aber auch
noch einen anderen Einflu auf den chemotherapeutischen Heilungs-
verlauf. Das kommt besonders deutlich bei den Helminthen, speziell
den Darmhelminthen zum Ausdruck. Der oberste Darmabschnitt ist
durch die im Magen sezernierte Salzséure ausgeprigt sauer. Wurmmittel
aus der Reihe der Phenolderivate werden in diesem Teile vollstindig
als freie Oxyverbindungen vorliegen, und in dieser Form eine ganz
andere Lipoidlslichkeit aufweisen — die Cuticula der meisten Darm-
wiirmer ist recht lipoidreich — wie in den unteren Darmabschnitten,
in welchen sie infolge der vorherrschenden Alkalitit teilweise als Salze
existieren. Diese Salzbildung wird besonders dann eintreten, wenn
es sich um relativ saure Phenolderivate handelt. Diese Salze besitzen
iiberhaupt keine Lipoidloslichkeit mehr und werden sich demnach
chemotherapeutisch wesentlich anders verhalten. Man hat hier ein
Beispiel vorliegen, das deutlich zeigt, wie ein und dasselbe Produkt
im gleichen Organ ganz verschieden stark wirksam sein kann, wobei
der Unterschied nur durch das Milieu diktiert wird.

Alle diese Beispiele sollen nur darauf hinweisen, welche ver-
schiedenartigen Faktoren biologischer Natur von Fall zu Fall in Betracht
gezogen werden miissen, um allzugroBen Uberraschungen zu begegnen,
Uberraschungen, die gerade in der Chemotherapie besonders hiufig
sind. Man muf sich immer vor Augen halten, dafl die Chemotherapie
viel weniger ein chemisches wie ein biologisches Problem darstellt. Die
Chemie ist letzten Endes nur Hilfsmittel zur Lésung von Fragen und
Aufgaben am biologischen Objekt. Das Primire, Richtungweisende
bleibt die lebende Zelle, die mit allen variablen Faktoren auf den chemi-
schen Eingriff antwortet, dabei ihre Funktionen zu erhalten sucht
und jeder Storung ihre vitalen Krifte entgegensetzt. In dieser Hinsicht
stehen ihr so viele Méglichkeiten offen, da3 bald jede Substanzgruppe
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einer gesonderten Untersuchung bedarf, damit man auf diesem Wege
mit den Reaktionen und Antworten der Zelle bekannt wird. Die Syste-
matik der organischen Chemie, ihr Aufbau, ihre Einteilung in ver-
schiedene Korperklassen und nicht zuletzt ihre Betrachtungsweise
haben beim Chemiker eine bestimmte Art der Deutung der Formel-
zeichen eingeprigt, von der er sich so ohne weiteres nicht freimachen
kann. Aber diese Betrachtungsweise ist nicht am lebenden Objekt
gewonnen worden, sondern ist ein Produkt der Laboratoriumserfahrung,
die im letzten Grunde mit den biologisch ablaufenden chemischen
Reaktionen sehr wenig zu tun hat. Denn die lebende Zelle arbeitet
fast durchweg mit ganz anderen Energiequellen, wie der synthetische
Chemiker, die biologischen Reaktionen sind gekoppelte Reaktionen,
energetisch aufeinander abgestimmt. Die Stabilitdt der Temperatur,
des Milieus, die Mitwirkung der Fermente, zahlreiche Gleichgewichte
und anderes zwingen die Zelle geradezu, viel feinere und kleinere
Differenzierungen wahrzunehmen und auszunutzen. Dieser Tatsache
ist es vor allem zu verdanken, daB die bisherige Betrachtungsweise des
Chemikers den Problemen der Chemotherapie im Grunde genommen
recht hilflos gegeniiberstand und nicht im geringsten imstande war,
auch nur einen kleinen Teil seines ungeheuren Materials zur Verfiigung
zu stellen. Es handelt sich nicht darum, die chemischen Kenntnisse
in die Biologie einzuzwéingen, sondern vielmehr darum, mit den biologi-
schen Erkenntnissen die Chemie zu bereichern, sie also zu einer wahrhaft
,,organischen Chemie‘‘ auszubauen.

Was die Auswahl des Versuchstieres betrifft, so richtet sich
diese zuerst nach wirtschaftlichen Faktoren. Man kommt allerdings
in den allermeisten Fillen mit M&usen, Ratten, Meerschweinchen
und Kaninchen zurecht, die billig zu erwerben und einfach in der
Wartung sind. Bei ausgesprochenen Blutparasiten ist die Auswahl
anfangs weniger wesentlich, sofern man jene Tierart wéhlt, in welcher
der Parasit geniigende Virulenz besitzt. Wesentlich ist vor allem,
daB die Erreger fiir das Wirtstier pathogen sind und die Infektion
keinen symptomlosen Ablauf nimmt. Man hat z. B. bei den Trypa-
nosomen und, auch bei den Spirochdten mehrfach die Beobachtung ge-
macht, daB die Heilmittel wirksamer erscheinen, wenn sie gegen
pathogene, als wenn sie gegen nichtpathogene Parasiten eingesetzt
werden. Dies hat seine Ursache u. a. darin, dal der pathogene Parasit
eine wesentlich heftigere Reizwirkung auf den Wirtsorganismus aus-
iibt, so daB dessen Abwehrkrifte, im erhohten Alarmzustande, eine
ganz besondere Unterstiitzung der Heilwirkung darstellen. Der nicht
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pathogene Parasit veranlaBt dagegen eine solche Mitwirkung des
Wirtsorganismus nicht.

Der pathogene Charakter der Parasiten braucht deswegen noch
nicht so stark ausgeprigt sein, dal er unbedingt zum Tode des Versuchs-
tieres fiihrt, wie das z. B. bei Trypanosomen auf Mausen der Fall ist.
Die Luesinfektion des Kaninchens und die Malariainfektion des Kanarien-
vogels fiihren beide zu einer sogenannten spontanen Abheilung auch ohne
Mitwirkung des Heilmittels. In beiden Féllen ist zuerst ein reichlicher
Parasitenbefund vorhanden, der langsam infolge immunisatorischer
Vorgénge verschwindet. In beiden Fillen tritt aber eine véllige Aus-
heilung gar nicht ein, die Parasiten haben sich nur in bestimmte innere
Organe zuriickgezogen, wobei ein Gleichgewichtszustand zwischen
Infektion und Abwehrkraften erhalten bleibt. Neue Testobjekte auf-
zufinden und auszuarbeiten, gehért zu den reizvollsten und notwendigsten
Aufgaben der Chemotherapie. Sie erfordern allerdings sehr ausfiihrliche
und eingehende Versuche und setzen wohl auch voraus, daB schon be-
kannte Heilmittel gegeben sind, welche dann die Sicherheit und Zu-
verlissigkeit des ausgearbeiteten Testes nachpriifen lassen.

In der Chemotherapie der Helminthen ist die Auswahl des Versuchs-
tieres bedeutend schwieriger, da hier fast immer eine besonders enge
Anpassung zwischen Wirt und Parasit vorhanden ist, so dal man letzten
Endes keine groflen Variationen in der Auswahl des Wirtstieres vor-
nehmen kann. Man ist also auf die vorhandenen biologisch abgestimmten
Verhiltnisse angewiesen, deren Reproduktion im Hinblick auf die
spezifischen Vorginge in der chemotherapeutischen Abheilung zwar
sehr wiinschenswert ist, welche aber leider fiir Laboratoriumsversuche
manchmal gar nicht brauchbar sind. So lassen sich z. B. die bekannten
Oxyuren, welche bei Kindern haufig angetroffen werden, auf Versuchs-
tiere nicht iitbertragen; man ist also gezwungen, eine Abwandlung vor-
zunehmen, welche das Resultat des chemotherapeutischen Versuchs
mit einer groBen Unsicherheit belastet. Gerade in der helminthologischen
Chemotherapie kann man immer wieder beobachten, da8 sehr nahe
verwandte Wiirmer, die auf ganz verschiedenen Tieren heimisch sein
kénnen, auf die gleichen Heilmittel véllig verschieden ansprechen.
Der Grund solcher Abweichungen ist bis heute noch nicht bekannt.
Auch ist bei vielen helminthischen Infektionen noch recht unklar,
wieweit die Abwehrkrifte des Wirtes die Heilwirkungen des Priparats
unterstiitzen. Man wird allerdings nicht fehlgehen, wenn man annimmt,
daB diese Mithilfe nicht groB ist, denn die meisten Wurmparasiten
stellen typische Schmarotzer ohne bedeutsame Virulenz dar. Je weiter
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aber die Anpassung zwischen Wirt und Parasit fortgeschritten ist,
um so kleiner werden die Reizwirkungen des letzteren und um so schwerer
gelingt dessen Vernichtung.

Es wurde schon einmal darauf hingewiesen, dafBl die Austestung
der Heilmittel im Reagensglas, ,in vitro®, wenig aussichtsreich ist
und daB die auf solchem Wege erhaltenen Resultate in den meisten
Féllen zu Fehlschliissen verleiten. Ganz anders natiirlich verhilt es
sich, wenn man diese Versuchsanordnung dazu benutzen will, die
Storungen der Zellfunktionen des Parasiten durch die Heilmittel kennen-
zulernen. Studien der letzten Jahre haben immer deutlicher zu erkennen
gegeben, daBl manche Heilmittel in den vitalen FermentprozeB ein-
greifen und eine Hemmung der ineinander verkoppelten Reaktionen
hervorrufen. Die raschen Fortschritte, die bis heute auf dem Gebiete
der Fermentforschung erzielt worden sind und die fiir solche Unter-
suchungen ausgearbeiteten Methoden geben eine ausgezeichnete Grund-
lage dafiir, die Fermentvorginge nicht immer an der Hefezelle zu stu-
dieren, sondern auch an pathogenen Parasiten oder an Helminthen,
deren Stoffwechsel bisher trotz oft leichtester Beschaffung des Materials
recht wenig Erforschung erfuhr. Voraussetzung fiir eine solche Methode
ist, dal die Parasiten ohne Schidigung auBerhalb des Wirtskorpers
am Leben bleiben, eine Forderung, die fiir die meisten Protozoen und
Metazoen in der Tat auch erfiillt ist.

Die Aufgabe der Chemotherapie besteht aber nicht allein darin,
Infektionskrankheiten zu heilen oder den Abheilungsvorgang zu unter-
stiitzen. Das weitere Ziel ist vielmehr, zu verhiiten, daf3 Infektionen
iiberhaupt entstehen. Das heiit, Substanzen ausfindig zu machen,
welche jene durch Miicken, Zecken, Wanzen oder sonstwie iibertragenen
Keime sofort abfangen und ihre Entwicklung verhindern. Sehr viele
protozoische Infektionen und fast alle Helminthen machen im Warm-
bliiter einen Entwicklungszyklus zum geschlechtsreifen oder teilungs-
fahigen Stadium durch, wobei sich dieses Endstadium dann weitgehend
von dem iibertragenen Keime unterscheidet. Diese morphologische
und biologische Differenzierung ist aber nur der Ausdruck einer voéllig
anders gearteten Lebensweise, eines ganz anderen Stoffwechsels und
damit eines verdnderten Zellinhaltes. DemgemiB greifen die Chemo-
therapeutica fast immer nur ein Entwicklungsstadium an. Es liegt
aber in der geschichtlichen Entwicklung der Chemotherapie begriindet,
daB ihre Heilstoffe gegen bestehende Infektionen gerichtet wurden,
also gegen jene ausgewachsenen, geschlechtsreifen Parasiten, welche
die Krankheitssymptome hervorrufen und daher als die eigentlichen



Allgemeines 11

Erreger bezeichnet werden. Eine prophylaktische, vorbeugende Chemo-
therapie ist aber auf die Jugendformen eingestellt. Sie hat demgemi
ganz andere Zielpunkte, andere Aufgaben und andere Anforderungen.
Ihre Wirkung muf zeitlich in dem Moment einsetzen, in welchem die
Parasiten in den Wirtsorganismus eindringen, sie. mull verhindern,
daB diese wenigen eindringenden Parasiten sich weiterentwickeln
kénnen. Man sollte annehmen, daB diese Anforderungen gar nicht so
schwer sind, weil man bisher immer wieder hat beobachten koénnen,
dafl die Chemotherapeutica gerade den Teilungs- oder Vermehrungs-
prozeB nachteilig beeinflussen. Die Schwierigkeit der Aufgabe besteht
aber hauptsichlich darin, daBl der Zeitpunkt der Infektion nicht bekannt
ist. Dementsprechend wird von solchem Chemotherapeuticum verlangt,
daB seine Wirkung lingere Zeit anhilt, eine Anforderung, der allerdings
die allerwenigsten Chemotherapeutica entsprechen kénnen. Immerhin
sei hier darauf hingewiesen, dafl diese prophylaktische Chemotherapie
bis heute kaum ausgebaut, ja kaum erforscht worden ist und fast kein
einziges Priparat bekannt wurde, welches solche Eigenschaften aufweist.

Die Malaria z. B. wird von Anophelen in Form der sogenannten
Sichelkeime auf den Menschen iibertragen, in welchem dann diese
Sporozoiten eine Entwicklung zu geschlechtlichen und ungeschlecht-
lichen Formen durchmachen, zu Gameten und Schizonten. Theo-
retisch besteht also die Moglichkeit, die Malariainfektion an drei
biologisch voéllig verschiedenen Stellen anzugreifen: An den Sporo-
zoiten, welche von der Miicke iibertragen werden, an den Gameten,
welche den Kreislauf Mensch-Miicke vermitteln, klinisch aber ohne
Bedeutung erscheinen und schlieBlich an den Schizonten, welche fiir
die zahlreichen Krankheitserscheinungen verantwortlich gemacht
werden miissen. Bemerkenswerterweise ist aber eine Substanz, welche
die Sporozoiten abzutoten vermag, bis heute noch nicht aufgefunden
worden, und. erst die Literatur der neuesten Zeit weist einige Arbeiten
auf, welche sich mit diesem Problem der Malariabekimpfung auf Grund
einer Sporozoitenchemotherapie befassen. Und nicht viel anders verhalt
es sich bei anderen Infektionen. Auch hier werden immer nur die
Symptome und deren Ursachen bekémpft, aber nie ist versucht worden,
auf chemischem Wege die Entstehung der Krankheiten zu verhindern.

Es wurde schon friiher einmal darauf hingewiesen, dal jeder Orga-
nismus und jede lebende Zelle die Tendenz aufweist, fremde Stoffe
in eine ungiftige und moéglichst ausscheidbare Form umzuwandeln,
was entweder durch oxydative Abbaureaktionen oder durch Einfiigung
entgiftender und léslichkeitssteigernder Gruppen geschehen kann. Dem-
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gemal pflegen leicht oxydable Produkte nur eine kurze Wirkungsdauer
zu entfalten und es ist bestimmt kein Zufall, daB das bis heute bekannte
beste Prophylakticum, das Germanin gegen die Schlafkrankheit, ein
auBerordentlich stabiles und schwer angreifbares Molekiil darstellt.

Ein anderes Produkt, das vor wenigen Jahren Browning hergestellt
hat und das im Tierversuch ebenfalls recht giinstige prophylaktische
Wirkungen gegen Trypanosomen aufwies, ist von fast gleicher Stabilitét.
Diesen Erfahrungen zufolge kann man also schon soviel voraussagen,
dafB ein linger wirksames Prophylakticum eine stabile Struktur besitzen
muB}, und besonders oxydativen Eingriffen wenig M6glichkeit bieten darf.

Nachdem es vor wenigen Jahren gelungen ist, gegen die primitivsten
Lebensformen, die Bakterien, wirksame Heilmittel auf chemotherapeuti-
scher Grundlage auszuarbeiten, besteht kein Grund mehr, daran zu
zweifeln, daBl dies auch einmal firr die primitiven Jugendformen der
protozoischen und helminthischen Parasiten moglich sein wird. Mit
der Losung solcher Probleme wiirde allerdings die gesamte Infektions-
behandlung auf eine neue Basis gestellt werden kénnen und jene Aus-
sicht, welche wir bei manchen bakteriellen Infektionen dank der Arbeiten
Robert Kochs und v. Behrings durch die Schutzimpfung schon lingst
erzielt haben, erhoffen lassen : Nicht blo die Kranken zu heilen, sondern
zu verhiiten, daBl die Krankheiten iiberhaupt entstehen. Dieses Ziel,
das allerdings noch in weiter Ferne liegt, besitzt nicht allein volks-
wirtschaftlichen Sinn, sondern trigt bei manchen Infektionskrank-
heiten noch die Aussicht in sich, die Weiterentwicklung der Parasiten
zu unterbrechen und damit den Zwischenwirten (Miicke, Zecke,

Wanze usw.) neue Infektionsméglichkeiten zu nehmen.

" So ergeben sich auf zahlreichen Gebieten der chemotherapeutischen
Forschung ganz verschiedenartige Probleme, die in ihrem streng wissen-
schaftlichen Aufbau und in ihrer Fragestellung im letzten Grunde nur
das weite Ziel vor Augen haben, durch die Kenntnis der Lebens-
bedingungen der Parasiten ihre Bekdémpfung und Vernichtung zu er-
reichen und damit weite Gebiete der Erde fiir die Menschen bewohnbar
zu machen oder jedenfalls ihre Bewohnbarkeit und Siedlungsmoglichkeit
zu erhéhen. Ein Problem, das mit jeder Kolonisierung aufs engste ver-
kniipft ist, eine Aufgabe, die wir Deutschen vor Wegnahme der Kolonien
in so vorbildlicher Weise zu bearbeiten begonnen haben und fiir deren
Weiterfiihrung die deutsche Industrie der Nachkriegszeit so hervor-
ragende Vorarbeit geleistet hat. Es wird eine dankbare Aufgabe bleiben,
die Wissenschaft in den Dienst dieser wichtigen Probleme zu stellen.



II. Biologischer Teil

1. Der Tierversuch und die Auswertung der Heilmittel
bei Trypanosomen und Spirochaten

Man pflegt heute allgemein mit Trypanosomenstdmmen zu arbeiten,
die sich auf Miusen, Ratten, Meerschweinchen und Kaninchen ziichten
lassen und bei diesen Tieren ein mehr oder weniger ausgepragt virulentes
Verhalten aufweisen. Da die einzelnen Stdmme gegen die verschiedenen
Heilmittel recht unterschiedlich ansprechen, so ist Art und Ursprung
des benutzten Stammes immer genau zu bezeichnen und seine Resistenz
gegen bekannte und in der Zusammensetzung konstante Heilmittel
festzulegen. Diese Bestimmung dient nicht allein dazu, um gegebenen-
falls Vergleichswerte bei neuen Priaparaten zur Hand zu haben und damit
einen Uberblick und eine kritische Betrachtung des neuen Stoffes zu
erméglichen, sondern auch aus dem mindestens ebenso wichtigen Grunde,
weil sich die Virulenz der Erreger und deren Resistenz gegen Heilmittel
bei langeren Passagen éndern kann. Im allgemeinen beobachtet man
bei den Trypanosomen eine langsame Virulenzsteigerung, wenn die
Parasiten von ihrem natiirlichen Triager (Mensch, Haustier) auf Ratten
oder Miausen weitergeziichtet werden. Mit dieser Virulenzsteigerung
geht aber gleichzeitig eine Anderung der Arzneiempfindlichkeit einher,
so daB man diese biologischen ,,Konstanten‘‘ von Zeit zu Zeit, vielleicht
alle Jahr einmal, nachpriifen muf. Diese Frage der Virulenzinderung
ist in neuerer Zeit besonders von Kunert (1) untersucht worden, wobei
er gefunden hat, daB die lingere Zeit auf kleinen Nagern gehaltenen
Stamme sich biologisch véllig anders verhalten wie die natiirlichen, die
genuinen. Zu é#hnlichen Resultaten kam auch C. Browning (2). Mit
der Anderung der Virulenz geht gleichzeitig auch eine Verschiebung der
pathogenen Eigenschaften einher, dergestalt, daB z. B. die anfangs
menschenpathogenen Trypanosoma gambiense oder Tryp. rhodesiense
durch zahlreiche Tierpassagen ihre Menschenpathogenitdt verlieren
oder stark vermindern. Welch anormale Verhéiltnisse durch solche
Passagen in relativ kurzer Zeit entstehen konnen, geht auch daraus
hervor, daB sich solche Trypanosomen auf dem natiirlichen Infektions-
wege gar nicht mehr iibertragen lassen, da sie den altgewohnten Ent-
wicklungsweg in der Stechfliege ,,vergessen‘‘ haben. So beschreibt
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L. Duke (3) einen Rhodesiensestamm, der nach lingerem Verweilen
in Antilopen zwar noch die Glossinen infizierte, aber von diesen aus nicht
mehr auf Menschen zu iibertragen war. Wurden jedoch Affen damit
infiziert, so konnten von diesen ausgehend iiber die Stechfliege auch
wieder Menschen infektios gemacht werden. In diesem Falle scheint es
sich also um eine stufenweise Riickverwandlung zu handeln. Es gibt hier
jedoch keine feststehenden Zeiten, in welchen solche Anderungen ein-
treten, denn F. Corson (4) berichtet von einem Rhodesiensestamm,
der ein Jahr lang auf Antilopen gehalten worden war und in dieser Zeit
seine Menschenpathogenitét nicht eingebiflt hatte. Um dagegen die
Infektionsmoglichkeit fiir die betreffende Glossine aufzuheben, scheinen
etwas gréfere Zeitraume erforderlich zu sein, wie dies ebenfalls L. Duke (5)
untersucht hat. Ein Gambiensestamm von 1926 und ein solcher von
1930, sowie ein Rhodesiensestamm von 1923 waren nach seinen Unter-
suchungen im Jahre 1934 durch Stechfliegen nicht mehr zu ibertragen.
Ein anderer Gambiensestamm von 1930 und ein Stamm Tryp. brucei
aus dem Jahre 1927 dagegen erwiesen sich noch als schwach iibertragbar,
denn von 4272 Glossinen enthielten nur 74 die gesuchten Trypanosomen.

In diesem Zusammenhang soll auch eine Studie von C. Schilling
erwihnt sein (6), der den Infektionsmodus der Glossinen genauer unter-
sucht hat und fand, daB nur dann eine Ubertragung auf das Tier statt-
findet, wenn der Fliegenriissel in ein Blutgefal trifft. Dringt jedoch der
Riissel nicht durch die Epidermis hindurch, so findet auch keine In-
fektion statt. Dieser Befund ist sehr interessant, weil sich daraus ergibt,
daB die Trypanosomen keinerlei Aktivitit aufweisen, um die fiir sie
giinstigen Entwicklungsméglichkeiten aufzusuchen, wie man das bei
den Spirochiten und den Helminthen sehr haufig beobachten kann.

Die angeschnittene Frage der Virulenzinderung und der verlorenen
Eigenschaft der Miickenpassage, welche Beobachtungen schon langere
Zeit bekannt sind, hat schon friihzeitig zu der weiteren Frage Anlaf3
gegeben, ob iiberhaupt die Berechtigung vorhanden ist, die jahre- und
jahrzehntelang auf kleinen Nagern gehaltenen Trypanosomenstdmme
zum Vergleich mit den natiirlich vorkommenden Erregern und zur Aus-
wertung der Heilmittel heranzuziehen. H. Kunert (1) lehnt dies strikte
ab und auch A. Feldt (7) steht auf dem Standpunkt, daB die Muriden-
infektion keinerlei Vergleich mit der natiirlichen, von Rind und Pferd,
zulidBt, da die Heilmittel im allgemeinen bei den Méusen eine bedeutend
héhere Wirksamkeit aufzeigen wie spéter in der Praxis. Ja, dafl sogar
in praxi vollige Versager vorkommen koénnen, wo der Mauseversuch zu
den schénsten Hoffnungen berechtigt hat. Mit dieser Ablehnung stimmt
er besonders mit B. Freund iiberein, der die Muridentrypanose alslebendes
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Reagensglas bezeichnet hat und damit kurz die véllige Unzulidnglichkeit
dieser Versuchsanordnung kennzeichnen mdéchte.

Die Berechtigung zu solcher Kritik griindet sich aber nicht allein
auf die Umstimmung der biologischen Eigenschaften, sondern auch auf
die noch auffilligere Erscheinung, daB der Infektionsablauf in den
Muriden véllig anders vor sich geht wie beim Mensch und seinen Haus-
tieren. Die Trypanosomenzahl im peripheren Blute des Menschen
weist niemals hohe Werte auf, die Krankheitserscheinungen im ersten
Stadium sind, abgesehen von Driisenschwellungen usw., nicht sehr aus-
geprigt. Die eigentliche Reaktion, die Schlafkrankheit, setzt erst ein,
wenn die Erreger in die Lumbalfliissigkeit und ins Gehirn vorgedrungen
sind, also wenn die rein nervés begriindeten Wirkungen auftreten.

Dieses Stadium findet man aber bei der Nagerinfektion iiberhaupt
nicht vor, denn die Trypanosomen vermehren sich in diesen Tieren in
rythmischen Imtervallen und zwar solange, bis die Tiere an einer un-
geheuren Infektionsmenge und der Anhdufung von Toxinen schlieBlich
zugrunde gehen, dabei ist die Parasitenzahl beim Verenden der Tiere
ungefahr immer gleich hoch, wie dies Krygsmann (8) festgestellt hat.

Alle diese Abweichungen sprechen zwar gegen das Modell der
Murideninfektion, doch liegen die Verhéltnisse nicht so extrem, wie sie
R. Freund dargestellt hat. Die Maus als Versuchstier besitzt schlielich
doch noch Qualititen, die sie iiber das lebende Reagensglas hinausheben
und dies geht besonders aus den zahlreichen Arbeiten N.und H. v. Jancsos
hervor, die sehr hdufig die Mausetrypanose zum genauen Studium des
Abheilungsvorganges mit grofem Erfolge herangezogen haben (9).
Wie schon in der Einleitung darauf hingewiesen wurde, spielen die
phagozytédren Krafte im HeilprozeB eine sehr gewichtige Rolle und eben
diese biologische Funktion in all ihren Einzelheiten 148t sich bei Mausen
und Ratten sehr einfach und instruktiv verfolgen (10). Aus diesem
Grunde schon kann die Murideninfektion nicht so ohne weiteres ab-
gelehnt werden und sie wird auch noch weiterhin ihre maBgebliche
Rolle bei solchen differenzierten Arbeiten im Versuchslaboratorium
beibehalten. Wenn die verschiedenen Heilmittel bei dieser Infektion
und bei relativ ,,alten* Stdimmen eine wesentlich erhéhte Wirkung
gegeniiber der Praxis aufweisen, so liegt die Ursache nicht allein in der
Anderung der biologischen Stammeseigenschaften der Trypanosomen,
sondern auch in der Tatsache, da8 die Heilmitteldosis bei groBen Tieren
viel geringer ist wie bei kleinen, da die verabreichbare Menge durchaus
nicht proportional dem Lebendgewicht berechnet werden kann. Auch
darf nicht vergessen werden, daB sehr viele Medikamente eine spezifische
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Neigung zu bestimmten Organen besitzen, in welchen sie im erhéhten
MaBe aufgespeichert werden. Diese Organe sind aber nicht bei allen
Tieren im Verhiltnis des Gewichts vergréBert, so daB hierdurch ganz
unterschiedliche Verteilungsquotienten auftreten, welche selbstverstind-
lich fiir die chemotherapeutische Wirkung von ausschlaggebender
Wichtigkeit sind. Jedenfalls steht soviel fest, und das diirfte bei allem
Fiir und Wider richtunggebend bleiben, dall keine einzige trypanozide
oder spirozide Substanz bekanntgeworden ist, die bei der Muriden-
infektion versagt hat und bei der genuinen Infektion Erfolge aufweisen
konnte.

Etwas anderes ist es natiirlich, wenn es sich nicht um chemo-
therapeutische, sondern um serologische und immunititswissenschaft-
liche Untersuchungen handelt. Derartige Studien lassen sich nicht mit
den alten Passagen durchfiihren, denn die Empfindlichkeit serologischer
Reaktionsweise registriert jegliche Anderung der Type und kann in
diesem Falle zu keinem iibereinstimmenden Resultat fiihren. Fiir solche
Untersuchungen besteht die kritische Betrachtung Kunerts (1) vollig
zu Recht.

Wesentlich anders wie in Muriden verhalten sich die Trypanosomen
im Meerschweinchen und Kaninchen. Hier besitzt die Infektion einen
mehr chronischen Charakter, reichliche Trypanosomenbefunde wechseln
mit negativen Befunden ab. Wichtig vor allem aber ist, daff Kaninchen
und Meerschweinchen klinische Krankheitsbilder aufweisen, wie Ge-
wichtsabnahme, Haarausfall, entziindliche Verianderungen der Schleim-
héute. Besonders stark tritt dies bei der Kanincheninfektion auf, wo
sich schon nach kurzer Zeit 6dematdse Schwellungen an der Nasen-
schleimhaut und an den Augen bemerkbar machen. Spéter kénnen noch

" ulzerése Prozesse hinzutreten, wobei in den Exsudaten oft reichlich

Trypanosomen aufgefunden werden. Der Kaninchenversuch hat sich
bei der Auswertung des Tryparsamids durch Brown und Pearce (13) als
besonders wertvoll erwiesen, da die Abheilung dieser sekundiren Er-
scheinungen ein besonders klares Bild der Wirkung vermittelt. Bei sehr
sparlichem Trypanosomenbefund im Blute kénnen oft Zweifel iiber die
noch vorhandene Infektion bestehen. In solchen Fillen ist es unerldBlich,
auf Mause abzuimpfen, da erst hier der negative Befund berechtigt,
Parasitenfreiheit anzunehmen.
Die im Laboratorium géngigen Stdmme sind vor allem:
1. Tryp. brucei: Befillt simtliche Haustiere und 148t sich auf alle
iiblichen Versuchstiere iibertragen, auch Hunde usw. Das Ver-
breitungsgebiet ist Afrika.
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2. Tryp. evansi: Als Krankheit Surra genannt, ist in Asien, Klein-
asien, Nordafrika heimisch und befdllt dort auch Kamele. Auf
kleinen Versuchstieren ist die Virulenz schwankend.

Abb. 1. Trypanosoma brucei in Miuseblut (Giemsa-Firbung)

3. Tryp. equinum: Die Krankheit Mal de Caderas, vorzugsweise in
Stidamerika vorhanden, befillt nur Equiden. Die Trypanosomen
sind praktisch auf alle kleinen Nager zu iibertragen.

4. Tryp. equiperdum: Die Dourine, welche in Europa, Asien, Nord-
und Sidafrika, Nord- und Siidamerika vorkommt, wird bei Pferden
nur durch den Geschlechtsakt iibertragen. Betreffs der Labora-
toriumsinfektion verhilt sich equiperdum wie brucei.

Die bisher genannten Stdmme sind fiir Menschen nicht infektiés und
daher ungefihrlich zu handhaben.

5. Tryp. gambiense: Diese Schlafkrankheit des Menschen 148t sich oft
besser auf Ratten wie auf Mé#usen halten. Der Infektionsverlauf
ist jedoch nicht selten chronisch, die Parasitenzahl nimmt nicht
stetig zu, sondern wechselt in einzelnen Perioden. Das Zuriickfluten
der Erreger aus dem peripheren Blute in die inneren Organe bei
solchen Intervallen veranlaBt bei Heilversuchen oft Recidive, da
die Trypanosomen in den Organen durch die Mittel schwerer an-
greifbar sind.

6. Tryp. rhodesiense: Dieser Erreger der Schlafkrankheit von Nord-
rhodesien und Siid-Deutsch-Ostafrika ist besonders hartnickig

Oesterlin, Chemotherapie 2
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gegeniiber der Abheilung. Er zeigt auf Miusen eine ausgeprigte
Virulenz.

Schizotrypanum cruzi: Der Erreger der Chagaskrankheit wird
durch Raubwanzen iibertragen, allerdings nicht durch deren Stich,

Abb. 2. Trypanosoma equinum (Mal de Caderas. Giemsa-Firbung)

sondern durch ihre Ausscheidungsprodukte, von denen aus sich die
Parasiten aktiv in die Haut einbohren kénnen (5). Reichenow hat
verschiedentlich mit genuinen Stammen Laboratoriumsinfektionen
an Tieren durchgefiihrt (51) und konnte hinsichtlich der Pathogeni-
tat fiir Sdugetiere je nach Art des Stammes wesentliche Unterschiede
auffinden. Ratten sind nur in den ersten Lebenswochen fiir einige
Zeit infektios, wihrend bei Meerschweinchen keine Pathogenitét
beobachtet werden konnte. Die Infektion erlischt bei diesen Tieren
nach einigen Wochen wieder von selbst. Bei Mausen dagegen findet
man héufig einen virulenten Infektionsablauf, wobei sich auch hier
wie bei anderen Trypanosomen wieder zeigt (52), daB haufige
Passagen durch den natiirlichen Ubertrager — also hier die Raub-
wanze — die Pathogenitit fiir das Laboratoriumstier herabsetzen.
Das Schizotrypanum unterscheidet sich von den bisher genannten
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Trypanosomenarten besonders auch durch seinen verwickelteren
Entwicklungszyklus. Aus dem metacyclischen Stadium, das von
der Raubwanze in den Warmbliiter gelangt, bilden sich sogenannte
Leishmaniaformen, die sich in der Muskulatur und in den Driisen

Abb. 3. Schizotrypanum cruzi. Trypanosomenformen in Miuseblut
(Giemsa-Fiarbung)

ansiedeln und dort durch Schizogonie auBerordentlich zahlreich
werden konnen. Aus diesem Leishmaniastadium entwickelt sich
dann das erwachsene Trypanosom, das in das periphere Blut gelangt
und aus diesem wieder in die Ubertréger. Diese Verhéltnisse bedingen
es, dafl die peripher vorhandenen Trypanosomen nie so zahlreich
werden wie bei Miuseinfektionen mit Tryp. brucei oder Mal de
Caderas. Fir chemotherapeutische Untersuchungen geniigt dem-
nach nicht allein der Blutbefund, da ein Befall der Muskulatur
(vor allem Herz- und Beinmuskulatur) mit Leishmaniaformen immer
neuen Nachschub der Trypanosomen veranlaBt. Eine chemo-
therapeutische Heilung wire eigentlich nur dann vorhanden, wenn
beide Entwicklungsstufen durch das Heilmittel angreifbar sind und
Q%
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von diesem beseitigt werden. Vorweg sei schon hier gesagt, dafi ein

solches Produkt bis jetzt noch nicht bekannt ist.

SchlieBlich seien auch noch einige nichtpathogene Siugetier-
trypanosomen angefiihrt. Sie unterscheiden sich von den bisher ge-

Abb. 4. Schizotrypanum cruzi. Leishmania-dhnliche Formen
im -Muskelgewebe

nannten vor allem dadurch, daf sie auf eine andere Tiergattung nicht
zu iibertragen, dafiir aber auch auBlerhalb des Wirtes, auf Nahrbéden,
leichter zu ziichten sind.

8. Tryp. lewisi: Das Rattentrypanosom ist bei allen wilden Ratten
heimisch, daher ubiquitir. Die Ubertragung wird durch Ratten-
fléhe und -lduse veranlafBt.

9. Tryp. criceti: Die Trypanosomen des Hamsters. Bisher chemo-
therapeutisch wenig benutzt.

10. Tryp. nabiasi: Das Trypanosom der Kaninchen. Kréo (14) fand in
Madrid 33 9, samtlicher wilden Kaninchen damit infiziert. Die
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Ubertragung geschieht wahrscheinlich durch Flohdejekte. Dem
morphologischen Bau nach sind Tryp. criceti und Tryp. nabiasi
dem Tryp. lewisi dhnlich.

Da die Technik des Trypanosomenversuchs in aller Ausfiihrlichkeit
von M. Mayer (11) beschrieben worden ist, kann hier davon Abstand

Abb. 5. Trypanosoma Lewisi

genommen werden. Noch weitere Einzelheiten auch iiber die Tierhaltung
und die Ubertragungstechnik sind bei Collier (12) niedergelegt.

Die experimentelle Spirochéiteninfektion unterscheidet sich von der spirochsten-
Trypanosomeninfektion hauptsichlich darin, daB die einzelnen Spiro- fektion
chitenarten eine viel gréBere Spezifitit zu den Versuchstieren auf-
weisen, und demgemifl nur auf einer beschrinkten Auswahl geziichtet
werden konnen. Auch hier findet man Anderungen der Virulenz und
der Pathogenitit, wenn die Parasiten lingere Zeit auf Muriden gehalten
werden. Aber die Umstimmung scheint doch wesentlich langsamer vor
sich zu gehen wie bei den Trypanosomen. So konnte ein Stamm Spir.
duttoni beobachtet werden, der 18 Jahre lang auf Miusen geziichtet
worden war und in diesem langen Zeitraum seine Menschenpathogenitit
nicht eingebiilt hatte (15). Ein anderer Duttonistamm dagegen verlor
plétzlich seine Menschenpathogenitit nach 12 Jahren, wobei neben
diesem Verlust eine Steigerung der Virulenz den Méausen gegeniiber
auftrat (16). Der gleichzeitig auf Nahrboden gehaltene Stamm soll
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diese Anderung nicht erfahren haben. Manchmal wird auch beobachtet,
daB nach besonderen Passagen die Tierpathogenitit wechselt. So kann
die Spir. obermeieri nicht direkt vom Menschen auf die kleinen Nager
iibertragen werden. Nimmt man aber vorher eine Affenpassage vor, so

Abb. 6. Amerikanische Rekurrenzspirochiiten

lassen sich jetzt auch die Muriden infizieren. Nach kurzer Zeit zeigen dann
die Rekurrenzspirochiten auch beiden Mausen denrecidivierenden Verlauf.

1. Spirochite obermeieri: Der Erreger des europiischen Riickfallfiebers,
der besonders in Osteuropa vorkommt, wird durch Kopf- und Kleider-
liuse iibertragen. Die Virulenz frisch vom Menschen iibertragener
Stamme nimmt anfangs auf Muriden zu. Schlossberger und Prigge
konnten den Erreger auch auf Kaninchen iibertragen (17), doch lauft
dort die Infektion symptomlos ab.

2. Spir. duttoni: Ist bekannt als die Ursache des afrikanischen Zecken-
fiebers, das in fast ganz Afrika eine ungeheure Verbreitung aufweist.
Die Ubertragung auf Méuse und Ratten gelingt leichter als bei der
Spir. obermeieri. Auch lassen sich Meerschweinchen und Kaninchen
damit infizieren (18), wobei die Spirochiten beim Kaninchen vorzugs-
weise im Gehirn aufgefunden werden (19).
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3. Spir. hispanica: Wird ebenfalls wie Spir. duttoni durch Zecken
iibertragen und verhilt sich beziiglich der Impfung der Labora-
toriumstiere wie die Spir. duttoni. Auf Kaninchen geht die Infektion
besonders gut bei intraperitonealer Infektionsweise an. Es treten

Abb. 7. Afrikanische Rekurrenzspirochiiten

jedoch nur wenige Riickfille auf, das periphere Blut wird bald wieder
parasitenfrei und die Erreger haben sich im Gehirn angesiedelt.
Dort sind sie noch nach iiber 2 Monaten nach der Infektion aufzu-
finden (20).

Fiir die bis jetzt aufgefithrten Rekurrenzspirochéten besitzen wir
in der weien Maus und in der Ratte ein treffliches Versuchsobjekt fiir
chemotherapeutische Zwecke. Allerdings darf bei solchen Arbeiten
nie vergessen werden, da8 die Erreger immer noch menschenpatho-
gen sind. Diesbeziigliche Vorsicht beim Arbeiten ist also geboten!

4. Spir. pallida: Das klassische Objekt zur Priifung von Arsenderivaten
und anderen Anti-Syphilitica ist das Kaninchen. Uber die Art des
Infektionsmodus liegen begreiflicherweise so zahlreiche Angaben vor,
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daB hier nicht der Platz ihrer Erérterung sein kann, um so mehr als
dieses Thema durch Collier eine eingehende Wiirdigung an leicht zu-
ginglicher Stelle erhalten hat (12).

5. Leptospira icterohaemorrhagia: Fir den Erreger der Weilschen
Krankheit, der allerdings fiir chemotherapeutische Anfangsversuche
kaum in Frage kommen
diirfte, ist das Meerschwein-
chen das beste Ziichtungs-
objekt. Schon nach 4 bis
6 Tagen tritt die charakte-
ristische Gelbfirbung der
Skleralgefafle auf, spiter
jene der Schleimhiute und
der Ohren. Die Uberimp-
fung geschieht zweckmaBig
durch Herstellung einer
Leberemulsion des kranken
Tieres, welche intraperito-

neal verabreicht wird.
6. Spir. gallinarum: Die Hiih-
nerspirochéte kann subcu-
Abb. 8. Weilsche Leptospiren (Dunkelfeldaufnahme) tan, intramuskuléir, intra-
peritoneal oder auch per-
cutan durch die unverletzte Haut iiberimpft werden. Diese Erschei-
nung, durch die unbeschéidigte Haut zu dringen, findet man bei sehr
vielen Spirochiten, was die Gefahrlichkeit ihrer Handhabung natur-
gemiB bedeutend erhéht. DaB Trypanosomen diese Aktivitit nicht
seite 14 aufweisen, wurde schon gesagt. Die Parasiten vermehren sich im
Huhn sehr schnell und erreichen am 5. Tag im peripheren Blute ein
Maximum. Dann klingt die Infektion wieder ab. Die Erreger lassen
sich auch noch auf andere Végel, wie Truthuhn, Kanarienvigel,
Reisvogel, Gans und Ente iibertragen (21, 22). Beim Sperling geht

die Infektion nicht an.

Versuch Neben den chemotherapeutischen Versuchen am Tier spielen die
in vitro Studien in vitro eine verhiltnismaBig untergeordnete Rolle, da, wie
schon frither betont wurde, die chemotherapeutischen Resultate des
Reagensglases in keiner Weise mit dem Ergebnis am lebenden Tier
verglichen werden koénnen. Wenn auch Yorke und Murgatroyd (23)
zeigen konnten, daB stark wirksame Arsenobenzole in vitro noch in
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groBter Verdinnung wirksam sind, wihrend die Arsinsduren erst bei
relativ hoher Konzentration destruierend wirken, so 1a8t sich dieses
Prinzip doch nicht umkehren und aus einem guten in vitro-Effekt auch
eine einigermaBen bemerkenswerte Heilkraft im infizierten Tiere ab-
leiten. Jedoch spielen die Trypanosomen- und Spirochitenkulturen
dort eine Rolle, wo es gilt, langsam wirkende Substanzen, wie Ger-
manin (24), in ihrer Wirkungsweise genauer zu erforschen oder aber die
Stoffwechselprodukte der Erreger eingehender zu analysieren. Da gerade
auf diesem Gebiete noch manches getan werden kann, sollen diese
Kulturmethoden niher aufgezeigt werden.

Man muBl unterscheiden zwischen Kulturen, die nur eine Lebens-
verlingerung der aus dem Warmbliiter isolierten Trypanosomen be-
zwecken und anderen, die regelrechte Passagen durch Wochen und
Monate hindurch erlauben. Dieser Unterschied liegt im Verhalten der
Trypanosomen in der Kultur begriindet. Anfangs wachsen nidmlich
die urspriinglichen Blutparasiten in der Kultur, nach und nach jedoch
wandeln sich die Trypanosomen in jene Form um, wie sie im Darm
der iibertragenden Miicke vorkommt. Diese Formen verhalten sich
biologisch véllig anders wie die Ausgangstrypanosomen, da sie fiir die
Warmbliiter nicht mehr infektids sind. Ohne Zweifel besitzen sie auch
einen vollig anders gearteten Stoffwechsel, iiber den meines Wissens
noch keinerlei analytische Daten vorliegen. Da aber nur solche Trypano-
somen in die Miickendarmform iibergehen konnen, welche die Glossine
als Zwischenwirt ben&tigen, so schlieBt Reichenow (25) mit Recht, daB
andere, wie z. B. das Tryp. equiperdum, die jhre Entwicklungsfahigkeit
in der Miicke verloren haben, aus diesem Grunde auf die Dauer auch
nicht kulturfihig sein kénnen. Das gleiche gilt aber auch fiir jene
Trypanosomenstimme, die durch jahrelange Muridenpassagen ihre
Infektionsfahigkeit in der Glossine verloren haben. Auch sie haben den
Ubergang in den Crithidiazustand vergessen und sind in Kultur nicht
lange lebensfihig. Aus alledem geht also hervor, dafi langdauernde
und durch viele Passagen laufende Trypanosomenkulturen nur mit
frischen, aus natiirlich infizierten Warmbliitern zu gewinnenden Er-
regern erzielbar sein kénnen. Die Spirochéiten verhalten sich in dieser
Hinsicht wesentlich stabiler, da die Kulturspirochiten im allgemeinen
immer infektits fir den Warmbliiter bleiben, wenngleich manchmal
ein Virulenzwechsel statthaben kann, Wahrscheinlich hingt dieses
gegen die Trypanosomen unterschiedliche Verhalten der Spirochéiten
damit zusammen, daB diese in den Zwischenwirten allem Anschein nach
keinen weiteren Entwicklungszyklus durchmachen, wie dies bei den

Allgemeines
iiber Tryp.-
Kulturen
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meisten Trypanosomen bekannt ist. Man konnte namlich feststellen,

daB infizierte Zecken an jedem Tage nach der Infektion gleichermafen

fiir Affen infektiés blieben, was keinen Anhaltspunkt dafiir bietet,

daB die Erreger in irgendein Zwischenstadium iibergehen. Mit Trypano-

somen infizierte Stechfliegen verhalten sich hierbei bekanntlich anders.

o ulbur- 1. Novy-Mc Nealscher Nihrboden. Der Extrakt von 125 g Rind-

far Trypa- fleisch in 1000 cem Wasser wird mit 25 g Agar, 20 g Pepton, 5 g Kochsalz,

HO%MEN 10 com N /1 Sodalosung sterilisiert. Man fiillt ihn zu 3 bis 4 ccm bei 559

in kleine Gldschen ab und versetzt dann mit dem gleichen Volumen

Kaninchenblut. Man hélt die Rohrchen noch 1/, Stunde bei 55° und

1aBt sie dann in schréiger Lage erstarren. Nun stellt man die R6hrchen

24 Stunden in den Brutschrank bei 37°, um eventuell verunreinigte

Glaschen auszuschlieBen, schlieft mit Paraffin oder Gummikappe ab

und bewahrt im Eisschrank auf. Das Trypanosomenblut wird in das

abgesetzte Kondenswasser geimpft. 1 bis 2 Tropfen davon geniigen.

Die Rohrchen sind auch im beimpften Zustande immer verschlossen

zu halten. Jene Glédser, die eine hellrote Farbe aufweisen, eignen sich

besonders zur Kultur. Die Uberimpfung muB} anfangs alle 8 Tage, spiter

alle 2 bis 3 Wochen erfolgen. Der Nahrboden von Novy-Mc-Neal eignet

sich nur fiir apathogene Trypanosomen, wie Lewisi und auch fiir Schizo-
trypanum cruzi.

Frische pathogene Trypanosomen, die keine lange Tierpassage
hinter sich haben, lassen sich sehr sch6n auf dem Néhrboden von Razgha
und Reichenow (25, 26) ziichten. Wesentlich dabei ist, daB nur Affen-
blut oder Menschenblut verwendet wird, da nach eingehenden Unter-
suchungen der genannten kein anderes Warmbliiterblut dafiir in Frage
kommt.

2. Ndhrboden von Reichenow und Razgha. In spitz zulaufenden
Rohrchen, wie man sie in der Zentrifuge benutzt, werden 1 ccm Ringer-
I6sung (mit 0,6 %, NaCl-Gehalt) sterilisiert. Dazu gibt man 1 ccm
steriles Citratblut, das man aus gleichen Teilen Blut und Citratlésung
herstellt. Die Citratlosung hat einen Gehalt von 29, Natriumcitrat
und 0,85 9%, Kochsalz. Die Mischung geschieht natiirlich in der Spritze
selbst, die man zur Blutentnahme aus der Vene benutzt hat. Die optimale
Temperatur zum Wachstum ist 249. Im Laufe der Zeit macht sich in
den Kulturréhrchen eine langsame Hémolyse bemerkbar. Diese scheint
aber bei der Nahrung der Trypanosomen eine wesentliche Rolle zu
spielen, denn Lwoff fand, daB simtliche Flagellaten aus der Klasse der
Trypanosomiden Himatin zum Fermentaufbau benétigen (28). Schon
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am 3. oder 4. Tag machen sich die verdnderten Formen der Miicken-
darmtrypanosomen bemerkbar, welche Umwandlung oft mit einer
bedeutenden Abnahme der Trypanosomenzahl in der Kultur verbunden
ist. Fir Tryp. cruzi dndert Reichenow den Nahrboden dergestalt ab,
daB er an Stelle der Ringerlosung die Locke-Losung benutzt, ebenfalls
mit einem Kochsalzgehalt von 0,6 %,. Zusatz von Zucker zu den Nihr-
boden bietet keinen Vorteil.

Ganz anders dagegen verhalten sich jene Trypanosomen in der
Kultur, die eine Umwandlung in die Miickendarmform nicht mehr
bewerkstelligen kénnen. Hier findet man nach anfiinglicher Teilung ein
langsames Absterben der Parasiten, wobei die Lebensdauer der Trypano-
somen abgesehen von anderen Faktoren hauptsichlich auch mit dem
Zuckergehalt der Nahrlosung zusammenhangt (30). Yorke und seine
Mitarbeiter haben konstatiert, daBl die Trypanosomen in der Serumkultur
absterben, wenn der Zucker darin aufgebraucht ist (29). Durch erneuten
Zusatz kann die Vitalitit der Parasiten wieder angeregt werden. Da
das Blut selbst einen Zuckerverbrauch bei der Glykolyse aufweist, so
arbeitet Jancso in relativ verdiinnten Blutlosungen (24). Sein Verfahren
ist wie folgt:

Hammelserum wird mit dem gleichen Volumen Ringerlésung
verdiinnt und nach dem Stehen im Eisschrank iiber 24 Stunden durch
ein Seitz-E.K.-Filter keimfrei filtriert. Daraufhin wird das Serum bei
600 in etwa 40 Minuten inaktiviert. Man kann auch 30 Minuten bei 62°
oder 1 Stunde bei 58° inaktivieren. Die inaktivierten Lésungen unter-
scheiden sich manchmal je nach der benutzten Temperatur in ihrer
Kulturfahigkeit. Fernerhin wird eine Glucoselésung mit einem Gehalt
von 0,02 9%, Zucker hergestellt. Die Losung wird zweckméiBig wéihrend
15 Minuten im Kochen gehalten. Nach dem Abkiihlen setzt man pro
100 cem Zuckerlosung 10 cem der Ringer-Serumlésung zu. Die Kulturen
werden in Kolben mit je 50 ccm der Mischung angelegt. Die zugegebene
Blutmenge mit Trypanosomen richtet sich natiirlich nach dem Trypano-
somengehalt. Die Auszdhlung der Parasiten nimmt man in einer Biirger-
kammer vor, wobei ein Gehalt von 150000 bis 200000 Trypanosomen
pro cmm optimale Verhéltnisse gewéhrleistet. Man entnimmt das Blut
direkt aus dem Herz des Tieres durch Punktion, wobei man die Spritze
mit Heparin-Kochsalzlgsung in solcher Menge anfiillt, als man nachher
Blut entnehmen will. Von dieser Mischung 1:1 gibt man nun soviel
Tropfen Blut in die Néahrlosung, daf in dieser nachher nicht mehr als
1000 Trypanosomen pro cmm enthalten sind. Hohere Werte verursachen
ein zu rasches Absterben, niedere Parasitenzahlen im Originalblut
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zwingen zu gréBeren Zusitzen an Blut, welches glykolytisch den Zucker
verbraucht. Bei allzustarken Infektionen der Tiere sind schon zahlreiche
geschidigte Parasiten vorhanden, die spéter in der Kultur nicht angehen.
Aus diesen Griinden sind die angegebenen Mittelwerte gut einzuhalten.
Steriles Arbeiten ist selbstverstidndlich Voraussetzung, da die Kulturen
bei 37° gedeihen. Der auffallendste Unterschied in den beiden Kultur-
methoden liegt sicherlich darin, daB im einen Fall das Kohlenhydrat
unersetzliches Nahrungsmittel fiir die Trypanosomen darstellt, wahrend
es bei den Miickendarmformen gar nicht mehr gebraucht wird. Da der
Zuckerverbrauch der Bluttrypanosomen nach allen bisherigen Messungen
recht bedeutend ist, diirfte es eine reizvolle Untersuchung sein, fest-
zustellen, in welcher Weise sich der Atmungsquotient der Miickendarm-
trypanosomen verindert hat und welche Stoffwechselprodukte diese
Formen aufweisen.

Zur Kultur von Rekurrenzspirochiten liegen verschiedene Néhr-
boden vor, die entweder mit Gehirnextrakten oder Kaninchenserum
bereitet werden konnen. So beschreibt Aristowsky (31) seinen mit
groBem Erfolg benutzten Kulturboden:

Gehirn von Kaninchen oder Rind wird in kleine Stiickchen zer-
schnitten, die Teile in kleine Réhrchen verteilt und diese mit physio-
logischer Kochsalzlésung gefiillt. Man sterilisiert im Autoklaven
15 Minuten bei 120°. Man gieBt den Rohrcheninhalt in ein anderes iiber,
das einen kleinen Wiirfel steriles Hirn enthilt.  Dann wird frisches
Pferdeserum zugefiigt und, beimpft. Besonders Spir. obermeieri wichst
sehr gut, wenn man anfangs alle 48 Stunden iiberimpft. Spéter konnen
die Kulturen aus dem Wéirmeschrank in den Eisschrank genommen
werden, wodurch man nur noch alle 2 Wochen iiberimpfen muB.

Illert (32) arbeitet mit Kaninchenserumnihrboden:

Steriles Serum von jungen Kaninchen wird in 7 mm weite und 6 cm
hohe Glischen gefiillt und mit Paraffin iiberschichtet. Man inaktiviert
das Serum bei 60° und setzt unmittelbar vor der Beimpfung eine kleine
Menge Kaninchenblut mit einer Kapillarpipette zu. Anfinglich werden
die Kulturen bei 37° spiter bei 30 bis 32° gehalten.

Zur Kultur der Spir. pallida hat sich allem Anschein nach der Nihr-
boden von Reiter (33) gut bewihrt:

Kaninchenserum mit 19%, Normasollosung wird mit kleinen Ka-
ninchengehirnstiickchen versetzt und 24 Stunden bei 56° gehalten. Man
148t dann noch 24 Stunden bei 37° stehen, um eventuell nicht sterile
Rohrchen auszuschalten.
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Man impft mit der Kapillare das Spirochétenblut iiber und bedeckt
den Nihrboden mit sterilem, fliissigem Paraffin.

Manchmal, besonders nach ldngerem XKulturverfahren, versagt
dieser Boden langsam und man geht nach Reiter (34) zweckmaBig zu
folgendem iiber:

250 g Rinderleber, die gallefrei sein soll, wird mit 800 ccm Lei-
tungswasser 1 Stunde gekocht. Man stellt mit Lauge oder Sdure auf
pa = 8 ein, gibt 2 9%, Traubenzucker zu und kocht nochmals eine halbe
Stunde. Die Leber wird nun in Streifen von 1 bis 2 cm Linge ge-
schnitten und 1 Stunde sterilisiert. In jedes Reagensglas kommen
drei bis fiinf solcher Leberschnitten und 8 cem der Bouillon. Hierauf
wird nochmals sterilisiert.

Da die Spirochiten Anaerobier sind, jedenfalls aber besser ohne
Sauerstoffzufuhr gedeihen, hat Hilgermann (35) den Versuch unter-
nommen, den Pallida-Kulturen kleine Mengen gelben Phosphors zuzu-
setzen, um moglichst allen Sauerstoff aus dem Néhrboden fernzuhalten.
Seinen Angaben zufolge bietet diese Methode auBerordentliche Vorteile
und laBt sich fiir alle Arten von Pallida-Ndhrbéden, ob starr, halbstarr
oder fliissig, mit Erfolg anwenden. Ob der Phosphorzusatz auch bei den
Kulturen der Rekurrenzspirochiten benutzt werden kann, ist allem
Anschein nach nicht bekannt. Auch diese phosphorhaltigen Néhrbéden
der Spir. pallida lassen die Virulenz und Infektiositit des Parasiten
ziemlich unveridndert. Hilgermann iiberschichtet nicht mehr mit
fliassigem Paraffin, das beim Reinigen der Glidser unerfreuliche Kom-
plikationen verursacht, sondern verschlieBt mit einer Gummikappe oder
mit festem Paraffin von entsprechendem Schmelzpunkt.

Zur Festlegung der chemotherapeutischen Wirkung einer Substanz
sind vor allem zwei Daten notwendig, nimlich die Giftwirkung auf das
infizierte Tier und die Reaktion auf den Parasiten. Der Begriff des
chemotherapeutischen Index, der schon seit Ehrlichs Zeiten gehandhabt
wird, vereinigt diese beiden voneinander unabhingigen Daten in einem
mathematischen Verhaltnis. Die Giftwirkung der Substanz ist natiirlich
abhéngig von der Applikationsart, ob subcutan, intraperitoneal, intra-
vends oder peroral. Jeder dieser Verabreichungswege kann beschritten
werden, wenn die Substanz in neutraler Reaktion wasserléslich ist,
ohne Riicksicht darauf, ob genau isotonische Lésungen vorliegen.
Ist man gezwungen, zu 6ligen Losungen, z. B. bei bestimmten Wismut-
salzen, zu greifen, so bleibt nur noch die orale, subcutane und intra-
peritoneale Applikationsart iibrig. Schwer losliche Substanzen, die in
geniigender Konzentration nicht verabfolgt werden kénnen, werden
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zweckmiBig mit 5 %jiger Gelatose im Achatmérser feinst angerieben.
Sie gehen dann unschwer durch die iiblichen Kaniilen. Sie diirfen natiir-
lich nicht intravenés gegeben werden. Die Toxizitdt einer Substanz
muf vorher an allen den Tieren bestimmt werden, die spiter im chemo-
therapeutischen Versuch Benutzung finden. Dabei soll man sich nicht
bloB einer Applikationsart bedienen, weil durch solche Daten schon ein
Anhaltspunkt iiber die Verteilung im Organismus gewonnen werden
kann. Auch achtet man zweckméaBig, wenn es sich um farbige Stoffe
handelt, auf die Farbung der Ausscheidungsprodukte, schon deswegen,
weil sich solche unverdndert ausgeschiedene Farbkoérper begreiflicher-
weise keiner Beliebtheit erfreuen. Die intravenése Verabreichung bei
Miusen macht anfangs kleine Schwierigkeiten (36), aber mit etwas
Ubung kommen kaum mehr Fehlschlige vor. Uber die intravenose
Behandlung von Meerschweinchen hat sich Fortner sehr klar aus-
gedriickt (37).

Bei der Bestimmung der Dosis letalis minima und der Dosis tolerata
rechnet man heute immer pro 20 g Maus bzw. pro 100 g oder pro kg
Ratte, pro kg Meerschweinchen und Kaninchen. Man geht dann bei der
Bestimmung so vor, da8 man auf irgendeine Applikationsweise mog-
lichst groBle Mengen eingibt und je nach der Raschheit, in der der Tod
des Tieres eintritt, mit der Menge herabgeht. Glaubt man die Dosis
tolerata bei einem oder zwei Tieren erhalten zu haben, so behandelt man
eine groBere Anzahl mit der gleichen Menge, um festzustellen, ob samtliche
Tiere ohne besondere Erkrankungserscheinungen am ILeben bleiben.
Diese Dosis wird als Dos. tolerata bezeichnet. Im allgemeinen kann man
damit rechnen, dafB3 bei subcutaner oder intramuskulédrer Verabreichung
groBere Mengen vertragen werden wie bei einer Applikation, welche
eine noch raschere Resorption bedingt, also intraperitoneal oder intra-
vends. Allerdings gibt es auch hier wieder Ausnahmen, z. B. das Neo-
salvarsan, welches subcutan von Miusen schlechter vertragen wird als
intravenés. Aus diesen Griinden der Resorptionsgeschwindigkeit ist die
Giftwirkung nicht allein von der Heilmittelmenge, sondern auch von
der Konzentration der Losung abhingig. Unter der Dosis letalis minima
wird jene Menge verstanden, welche eben zur Totung aller Tiere ausreicht.

Bei den relativ rasch ablaufenden Trypanosomeninfektionen der
Miuse ist es nicht gleichgiiltig, zu welchem Zeitpunkt die Behandlung
begonnen wird, da manche Substanzen so langsam wirksam sind, daf}
ihre Entfaltung bei der groBen Vermehrungsgeschwindigkeit nicht rasch
genug vor sich geht. Aus diesem Grunde wird die Behandlung im all-
gemeinen immer bei nur schwachem Trypanosomenbefunde begonnen,
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was auch den Vorteil mit sich bringt, daBl man wihrend des Abheilungs-
vorganges von Zeit zu Zeit Blutausstriche anfertigen kann, um morpho-
logische Verdnderungen der Trypanosomen zu untersuchen. Allerdings
existieren auch Heilmittel, die bei stirkerem Trypanosomenbefunde
besser reagieren, z. B. der Brechweinstein. Zu den langsam wirkenden
Priparaten zédhlen neben Germanin eine Reihe von Farbstoffen und
das Derivat einer Phenylstibinsaure, das Stibosan. Bei gréBeren Ver-
suchstieren, den Kaninchen oder Meerschweinchen, hat man die Auswahl
zwischen der Behandlung der Blutinfektion am Anfang und der mani-
festen Krankheit mit ihren Sekundérerscheinungen. Das zweite Stadium
ist begreiflicherweise schwerer zu heilen.

Am Hamburger Tropeninstitut werden seit vielen Jahren fiir diese
Trypanosomenversuche auf Vorschlag Giemsas Tabellen mit geeignetem
Vordruck benutzt (S. 32/33), welche sich durchweg recht bewihrt haben.
Bei jedem erfolgreichen Heilversuch miissen die Tiere mindestens
3 bis 4 Wochen nach der erfolgten Abheilung weiterhin beobachtet
bleiben; dabei ist allerdings eine tégliche Blutuntersuchung nicht mehr
notwendig, es geniigt, die Priifung auf Trypanosomenfreiheit alle 2 bis
3 Tage vorzunehmen. Die Recidive kénnen recht, verschieden auftreten,
manchmal wurden sie sogar erst nach Monaten festgestellt (38). Aller-
dings sind derartige Fille sehr selten. Bei Kaninchen und Meerschwein-
chen, welche keinen regelméfligen Trypanosomenanstieg im Blute auf-
weisen, ist der Parasitenbefund manchmal schwer zu erbringen. Man
benutzt dann entweder sehr dichte Blutpraparate oder farbt die ,,dicken
Tropfen“. Am einwandfreiesten ist allerdings eine Blutiibertragung auf
Méuse, welche selbst bei kleinstem Trypanosomengehalt des iibertragenen
Blutes eine Infektion erfahren.

War ein Trypanosomenstamm lingere Zeit nur auf Mausen gehalten
worden und will man damit Heilmittelwirkungen, z. B. bei Ratten,
feststellen, oder war er auf Ratten gehalten worden und man will zum
Méiuseversuch greifen, so tut man gut daran, vorher einige Passagen
auf den neuen Tieren durchzuimpfen, da bei solchen Ubergingen oft
schwankende Werte erzielt werden. Diese Erscheinung steht einerseits
mit einer gewissen Anpassung der Parasiten, andererseits mit der Tat-
sache im Zusammenhang, daB bei solchem Tierwechsel eine nicht un-
bedeutende Menge artfremden Blutes iibertragen wird, welches zu
antigenen Reizen und Antikérpern veranlafBt, was einer Belebung der
Abwehrkrifte entspricht.

Die kleinste Menge Heilmittel, welche eben eine recidivlose Ab-
heilung bewerkstelligt, ist die Dosis curativa minima. Der Quotient
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Tryparsamid
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aus der Dosis curativa minima und der Dosis tolerata wird als chemo-
therapeutischer Index bezeichnet. Er kann erklirlicherweise nie grofer
als 1:1 sein und erreicht z. B. beim Germanin im M&useversuch noch
den Wert 1 : 360. Kikuthhatte sogar einmal bei einer anderen Infektions-
krankheit mit Hilfe einer Arseno-stibio-Verbindung einén Index von
1:3500 feststellen kénnen. Das sind aber Zahlenwerte, die immer
seltene Ausnahmen in der Chemotherapie bleiben werden.

AuBer der Bestimmung der Heilwirkung am schon ldnger infizierten
Tier spielt der sogenannte Simultanversuch zur Beurteilung ebenfalls
eine wesentliche Rolle. Bei diesem wird Infektion und Heilmittelgabe
nur durch ein ganz kurzes Intervall getrennt, wobei man den Appli-
kationsort entweder verschieden oder gleichartig wihlen kann. Auch
ganz frische Mischungen des infektiosen Blutes mit dem Heilmittel
zéhlen noch unter diese Rubrik. Damit kommt man schon der prophy-
laktischen Wirkung niher, bei der man zuerst das Heilmittel, dann
spiter die Infektion setzt. Auch hier sind alle erdenklichen Zeitspannen
moglich, die einen sehr interessanten Einblick in das Wesen der Wirkung
erlauben. Beim Brechweinstein wurde z. B. konstatiert, dal er praktisch
iiberhaupt nicht die geringste prophylaktische Wirkung auslésen kann.
Diese Erscheinung héingt wahrscheinlich mit der chemisch lingst be-
kannten Tatsache zusammen, da8 das Kaliumantimonyltartrat bei der
Wasserstoffionenkonzentration der Kérpersifte gar hicht lange existenz-
fihig ist. Besonders bei intravenoser Injektion mufl man also einen
Zerfall des Komplexsalzes annehmen, wobei das freiwerdende Antimon- -
oxyd vielleicht teils kolloid, teils grob dispers ausfillt und an phago-
cytire Zellen gebunden wird. Denn das Fuadin, ein anderes und viel
stabileres Antimonkomplexsalz zeigt diese extrem kurze prophylaktische
Wirkung nicht. Die Fuadinwirkung hélt linger an. Auch bei dem be-
kannten Malariaheilmittel Plasmochin hat Roehl (39) festgestellt, daB
seine Prophylaxe keine 2 Stunden anhilt. Diese Substanz ist ebenfalls
nicht sehr stabil.

Die prophylaktische Wirkung steht damit also in unmittelbarem
Zusammenhang mit der Stabilitdt einer Molekiilform und man kann
ganz allgemein sagen, daB wenig stabile Substanzen auch keine pro-
phylaktische Wirkung von lingerer Dauer auslosen kénnen. Ein
weiterer Faktor ist in der Ausscheidungsgeschwindigkeit gegeben, die
in bestimmten Grenzen mit der Loslichkeit verbunden ist, wenngleich
hier keine allgemeinen Regeln aufzustellen sind, da das Molekulargewicht
noch dabei in Rechnung gezogen werden muf. So konnte festgestellt
werden, daf das leicht wasser- und serumlésliche Germanin eine Bindung
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mit bestimmten EiweiBfraktionen des Serums eingeht, so dafl sein
Molekulargewicht auBerordentlich erhght wird, womit seine Diffusion
aus der Blutbahn. praktisch verhindert ist (41). Dieser Affinitdt also
verdankt Germanin seine langanhaltende Wirkung. Gibt man jedoch
Germanin oral, wie dies Zschucke untersucht hat (40), so ist die Wirkung
des Praparates unsicher und keineswegs anhaltend, da die groBle Loslich-
keit eine rasche Ausscheidung durch den Magen-Darmkanal begiinstigt.
Ahnliche Verhiltnisse liegen bei einem von Browning und Gulbransen (42)
hergestellten Styrylchinolinderivat vor, das nur bei parenteraler Appli-
kation eine lange Prophylaxe gewihrleistet. Bei dieser letztgenannten
Substanz addiert sich allerdings zu der Stabilitdt des Molekiils eine
gewisse Schwerloslichkeit, welche bei subcutaner oder intraperitonealer
Verabreichungsweise zu ausgedehnter Depotbildung veranlaBt. Wie
wichtig solche Depotwirkungen sind, geht auch aus den Untersuchungen
von Kolle (43) hervor. Er legte beim Kaninchen mittels unléslicher
Wismutverbindungen sogenannte Wismutplomben an, bei deren An-
wesenheit eine Luesinfektion keine Krankhejtssymptome hervorbringen
konnte. Wurde diese Plombe aber dann operativ entfernt, so entwickelte
sich nach einer lingeren Inkubationszeit der iibliche Kaninchenschanker.
Eine Heilung der Spirochiteninfektion konnte also mit den kleinen
Mengen Wismut, die laufend von der Plombe resorbiert werden, nicht
erzielt werden.

In diesem Zusammenhang soll nicht unerwahnt bleiben, dal die
Konzentration der Heilmittellosung nicht allein die Giftwirkung,
sondern auch die Heilwirkung, bei gleichen Mengen, beeinflufit. So
zeigten Kroo und Mano (44), daB Neosalvarsan und Altsalvarsan in
groBerer Verdiinnung bei Rekurrenz- und Naganainfektionen intensiver
wirksam sind, wihrend der Brechweinstein gerade umgekehrte Ver-
hiltnisse bietet. Ahnliches fand auch Scholz (45), welcher in Reihen-
versuchen feststellte, daB die mehrfache Verabreichung kleiner Dosen
besser ist als die einmalige Gabe der Gesamtmenge.

Bei der Rekurrenzinfektion der Maus treten im Laufe der Infektion
verschiedene Recidive auf, die mit der Zeit immer schwécher werden.
Die chemotherapeutische Behandlung setzt in diesem Falle immer bei
dem ersten deutlichen Spirochétenbefunde ein und man bestimmt dann
haufig (46) die sogenannte Dosis efficax. Das ist jene Menge Heilmittel,
die imstande ist, die Spirochiten innerhalb von 24 Stunden zum Ver-
schwinden zu bringen.

Bei Kaninchenlues lassen sich die chemotherapeutischen Indizes
der Priparate nicht mit der Genauigkeit bestimmen, wie sie z. B. bei
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den Trypanosomeninfektionen der Muriden resultieren. Man beginnt
die Behandlung der Kaninchen erst, wenn die Schanker gut ausgebildet
sind und der Spirochitenbefund positiv gefunden wird. Das zu unter-
suchende Material entnimmt man zweckméaBig mit einer Glaskapillare,
welche man nachher verwirft. Da die Tiere in der GréBe der entstehenden
Schanker bedeutende Unterschiede aufweisen, so lassen sich diese
duBeren Merkmale nicht ohne weiteres zum Vergleich heranziehen.
Doch ist es bei genauer Protokollierung notwendig, den Riickgang der
ortlichen Lésionen infolge des chemotherapeutischen Eingriffs messend
zu verfolgen und den jeweiligen Spirochitenbefund festzustellen.
Allerdings geht auch der unbehandelte Kaninchenschanker nach wenigen
Monaten spontan zuriick, was bedeutet, dall die Behandlung nicht zu
spit einsetzen darf, da sonst scheinbare Erfolge vorgetduscht werden
kénnen. Auf die Impftechnik soll in Anbetracht der Ausfiihrungen
Colliers (12) nicht naher eingegangen werden.

Wie genau heute die Priifung der Salvarsanpréaparate durchgefiihrt
wird, geht aus den Vorschriften der staatlichen Priifung der Salvarsan-
priparate hervor, die Kolle und Leupold (47) ausgearbeitet haben. Das
Priifungsverfahren wurde hauptséchlich deswegen eingefiihrt, weil die
verschiedenen Chargen bei der technischen Herstellung des Salvarsans
unterschiedliche Heil- und Giftwirkungen aufweisen, die teilweise in der
kolloiden Struktur der Arsenobenzole begriindet liegen. Die Uneinheit-
lichkeit der Salvarsane in chemischer Beziehung hat diese MafBnahme
bei der breiten Verwendung des Salvarsans notwendig gemacht, um so
mehr, als mehrfach beobachtet werden konnte, da8 die im Tierversuch
relativ giftigeren Chargen bei der klinischen Verwendung nerviose
Symptome veranlassen kénnen. Da die zur Verwendung kommenden
Nagana-Trypanosomen im Laufe der Jahre wechselnde Arsenempfind-
lichkeit zeigten, fiihrte Kolle ein Standard-Salvarsan zum Vergleich
ein, damit dieser Fehler bei der Untersuchung wegfillt. Bei der Be-
stimmung der Toxizitit wird nun so vorgegangen, daf 0,3 g des Pro-
duktes in etwa 6 ccm Wasser geschiittet werden. Dann wird nachher
auf 10 ccm aufgefiillt. Von dieser Stammlésung werden nun genaue
Verdiinnungen bereitet durch Verdiinnen mit 0,6 %iger Kochsalz-
l6sung. Je 5 Miuse erhalten je 1 cem der Verdiinnung 1: 135 bzw. der
Verdiinnung 1 : 120, intravends pro 20 g Maus. Ferner erhalten Ratten,
die zwischen 100 und, 150 g wiegen, pro kg 4,5 bis 6,75 ccm der Stamm-
l6sung intravends in die Schwanzvene. Die Applikation erfolgt langsam,
innerhalb von 1/, bis 1/, Minute. Die Mause werden nun 3, die Ratten
6 Tage beobachtet. Das Priparat ist dann brauchbar, wenn von den
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Méusen mit der hoheren Dosis 50 %, von denen der niederen Dosis
60 9% am Leben bleiben. Von den Ratten diirfen nicht mehr als 40 %
sterben.

- Die Heilwirkung wird ausgemessen bei Miusen, die am Tage zuvor
so stark intraperitoneal infiziert worden waren, daB sie nach 24 Stunden
einen Befund von (+) aufweisen, das sind 4 bis 9 Trypanosomen in
40 Gesichtsfeldern. Dann werden 9 Mause mit dem Standardsalvarsan,
9 oder 18 Tiere mit dem Priifungssalvarsan intravends behandelt. Die
mikroskopische Untersuchung wird bei 400facher VergréBerung vor-
genommen, wobei bedeutet:

+ sw = 1— 3 Parasiten in 40 Gesichtsfeldern,
+w = 4—9 ' ,, 40 »
+ = 10—40 ” ,, 40 ’
++4+ = 3— 8 Parasiten in jedem Gesichtsfeld,

+++4+ = 9 und mehr in jedem Gesichtsfeld.

Diese Bezeichnung des Blutbefundes ist auch sonst bei Beschreibung
der Murideninfektion {iblich.

Fiir jede der angegebenen Verdiinnungen in der Tabelle werden
3 Méuse benutzt.

Welch hohe Anforderungen mit dieser Priifungsvorschrift vorliegen,
geht auch aus den Untersuchungen Rothermundts (48) hervor, der eine
groBere Anzahl nichtdeutscher Préparate vergleichsweise untersucht
hat und bei sehr vielen entweder eine erhohte Giftigkeit oder eine
mangelhafte Heilwirkung auffinden konnte. Allerdings machen Kerl
und. Wiedmann (49) darauf aufmerksam, daB trotz aller bestehenden
VorsichtsmaBnahmen noch Differenzen im Befunde eines und desselben
Priparates auftreten konnen, je nach der Erndhrungslage der Tiere.
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Neben der Art des Futters — ob sauer oder basisch — spielt allem
Anschein nach auch die Vitaminzufuhr eine bemerkenswerte Rolle.
Fir Salvarsanderivate von der Art des Sulfoxysalvarsans, welche nur
eine schwache Naganawirkung haben, wird in analoger Weise die Re-
kurrenzinfektion der Maus als Test benutzt.

Zuletzt sei noch einiges iiber die Farbung der Trypanosomen und
Spirochéten gesagt. Da hier nicht der Platz ist, alle die verschiedenen
Farbemethoden, die im Laufe der Jahre ausgearbeitet worden sind und
zum Teil zwecks morphologischer Untersuchungen auch Spezial-
farbungen darstellen, anzufiihren und durchzusprechen, soll hier nur
die praktisch sehr bewihrte Giemsafirbung angefithrt werden. Zur
Durchmusterung eines Préiparates mit wenigen Parasiten oder zur
Untersuchung von morphologischen Anderungen der Trypanosomen
kann man praktisch immer die Giemsafirbung benutzen, die neben
einfacher Handhabung bei Beachtung einiger Fehlermdoglichkeiten
nie versagt. Giemsa hat vor kurzem eine sehr interessante Entwicklung
seiner Fiarbung beschrieben (53). Danach besteht seine Farblosung aus
einem Gemisch von Azur II-Eosin mit Azur II, gelost in einem Glycerin-
Methylalkoholgemisch. Azur II stellt chemisch ein Gemisch verschie-
dener Thionine dar, die durch Entmethylierung aus Methylenblau
entstehen. Die fertige Farblosung, die unter dauernder Kontrolle
Giemsas steht, liefert heute die Firma Dr. K. Hollborn, Leipzig, Harden-
bergstrafle 3.

Den wichtigsten Faktor bei dieser Farbung stellt das vollig sédure-
freie Wasser dar, denn selbst die normalerweise darin gelésten Kohlen-
sduremengen wirken schidlich. In solchem Falle erscheinen die Zell-
kerne entweder gar nicht oder nur schwach blau gefirbt, wihrend die
Blutkérperchen eosinophil werden konnen. Enthilt dagegen das Wasser
Alkali, so firben sich die Erythrocyten sowie das Plasma der Erreger
so stark blau, daB die Differenzierung auBeroxdentlich darunter leidet.
Daher wurde von Weise (54) ein Puffergemisch von py = 7,2 empfohlen,
das diese Fehlerquelle ausschaltet. Eine zweite Fehlerquelle kann
eventuell der zum Hirten der Ausstriche benutzte Methylalkohol
sein (55), so daB auch hier nur Methanol puriss. verwendet werden darf.
Selbstverstindlich miissen auch alle anderen benutzten Gliser und
Chemikalien durchaus rein sein.

Einen kleinen Blutstropfen bringt man an das Ende eines Objekt-
trigers und fithrt von dort aus mit einem etwas schmaleren Objekttriger
die Blutmenge als diinnen Film iiber die ganze Lénge des ersten hinweg.
Auf diese Weise erhilt man einen ziemlich gleichméfigen Film, ohne
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daB die Parasiten oder die Blutelemente gequetscht werden. Man
trocknet nun den Ausstrich durch Hin- und Herschwenken an der Luft
rasch ab und legt ihn iiber eine Glaswanne in horizontaler Lage, den
Ausstrich nach oben. Nun wird das Praparat gehirtet, indem man den
Objekttrager mit Methanol puriss. iibergieBt und mindestens 5 Minuten
stehenldBt. AnschlieBend tupft man die Priparate vorsichtig ab und
iibergieBt sie, auf der Farbewanne liegend, mit der Farbmischung.
Diese Mischung wird derart bereitet, da man in einen weiten Me8-
zylinder soviel ccm Pufferlésung einfiillt, als nachher Tropfen Original-
l6sung zugesetzt werden. Der Zusatz der Farbstammlésung geschieht
aus einem Tropfglischen unter dauerndem leichtem Umschwenken des
MeBzylinders. Starkes Schiitteln der Loésung ist zu vermeiden. Mit
diesem Gemisch werden dann die Priparate vollig iibergossen und 30 bis
40 Minuten stehengelassen. Man giet anschlieBend die Farblésung ab,
wascht mit destilliertem Wasser nach und trocknet in schriger Lage.

Sind nur wenige Parasiten im Praparat zu erwarten, so benutzt man
nicht die diinnen Ausstriche, sondern die Methode des dicken Tropfens,
bei der ein grofer Blutstropfen moglichst gleichmafig auf einer Flache
von ungefihr 1 gem verteilt wird. Man 148t den Tropfen gut antrocknen
und firbt direkt, ohne vorherige Hirtung mit Methylalkohol. Firbe-
dauer mindestens 30 Minuten. In diesem Falle wird aber nicht mit
flieBendem Wasser abgespiilt, da sich dann manchmal der ganze Tropfen
ablost, sondern man schwenkt den Objekttrager vorsichtig in einem
grofleren Becherglas mit destilliertem Wasser um. Bei gelungener
Farbung hat der Ausstrich einen zarten rotlich violetten Hauch.

Ausstriche, die nicht sofort gefirbt werden sollen, bewahrt man in
Filtrierpapier eingewickelt, iiber Chlorcalcium in einem Exsikkator
auf. In feuchter atmosphérischer Luft werden geringe Alkalimengen
aus dem Glas an die Blutbestandteile gebunden, welche auch bei neu-
traler Farbflotte keine gute Farbung mehr erlauben.

Schwer farbbare Objekte, wie die Spir. pallida, kann man auch in
ganz schwach alkalischem Medium (1 bis 2 Tropfen 1/, %iges Natrium-
carbonat auf 20 ccm Wasser) férben (56).
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2. Der Tierversuch und die Auswertung der Heilmittel
bei Plasmodien und Halteridien

Im Gegensatz zu den Trypanosomen und Spirochiten hat der
Tierversuch bei der Chemotherapie der Malaria bedeutend linger auf sich
warten lassen, obgleich es hierbei an den mannigfachen Versuchen und
Bemiihungen nicht gefehlt hat. Die anfinglich von Morgenroth und
seinen Mitarbeitern gehegten Hoffnungen, einen chininempfindlichen
Stamm Tryp. brucei zu solchen Versuchen heranziehen zu kénnen,
erwiesen sich als triigerisch, da dieser Stamm seine Chininempfindlich-
keit bald verlor und sich anschlieBend herausstellte, dal ein anderer
chininempfindlicher Trypanosomenstamm iiberhaupt nicht mehr vor-
handen war. So blieben alle Versuche, die Resultate Morgenroths
nachzupriifen, vergeblich, und man darf vielleicht sogar die Frage er-
heben, ob die Experimente Morgenroths iiberhaupt zu Recht bestanden
haben.

Heute wissen wir jedenfalls, daB, selbst wenn chininempfindliche
Trypanosomen vorhanden wiren, sie sicherlich keinerlei MaBstab fiir die
malarizide Wirkung irgendeiner Substanz oder Korperklasse abgeben
kénnten, da die Spezifitit der Heilmittelwirkung solche Abwandlungen
bestimmt nicht zulaflt. Analog verhalt es sich mit den Bemithungen von
C. Binz (1), der mit freilebenden Protozoen — Paramicien und Colpi-
dien — gearbeitet hat und die Wirksamkeit des Chinins und seiner
Verwandten noch in groBer Verdiinnung bei diesen niederen Tieren fest-
stellen konnte. Den Versuchen von Binz und Morgenroth kommen
demnach fiir die Entwicklung der Malariachemotherapie keinerlei Fort-
schritte zu, wenn auch ihr Wert fiir die intimere Arzneimittelunter-

Der Para-
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suchung fortbestehen mag. Wenn K. Kindler dessenungeachtet noch
vor wenigen Jahren schrieb (2): ,,— — es besteht hiufig ein Parallelis-
mus in der Giftigkeit fiir Paramécien und in der Giftigkeit fiir pathogene
Protozoen. Man kann daher aus den aufgefundenen GesetzméiBig-
keiten praktischen Nutzen haben beim Suchen nach Heilmitteln fir
Krankheiten, die von pathogenen Protozoen verursacht werden. Denn
nunmehr kann man sich auf die Priifung (gemeint ist das Tierexperiment)
solcher Verbindungen beschrianken, die eine gewisse Aussicht auf Erfolg
haben,*“ so scheint das doch ein Riickgriff zu sein auf die Versuche von
Binz aus dem Jahre 1868, denen jede wissenschaftliche exakte Fun-
dierung leider fehlt. Jedenfalls gibt es bis heute kein Heilmittel, das
auf solcher Grundlage hatte gefunden werden kénnen. In diesem Zu-
sammenhang soll auf den klassischen Versuch von P. Miihlens hin-
gewiesen werden, der menschliche Malariaplasmodien in physiologischer
Kochsalzlosung mit Chinin (1 :5000) 12 Stunden bei 37° hielt und die
Erreger anschlieBend mit Erfolg auf Versuchspersonen iiberimpfen
konnte! Das bis vor kurzem dominierende Malariaheilmittel versagte.
Wie ganz anders sind dann erst Experimente in vitro zu betrachten mit
Protozoen von solch heterogenem Charakter, wie sie die Paramécien
aus einem HeuaufguBl und die Malariaplasmodien darstellen.

Der chemotherapeutische Modellversuch soll, und das kann nie
oft genug betont werden, ein méglichst getreues Abbild der natiirlichen
Infektion darstellen und jede Abweichung, jede Variation hinsichtlich
irgendeiner Versuchsbedingung zieht nur Abweichungen und damit
auf Irrwege fiihrende Resultate nach sich.

Der Vogel- So bedeutete es einen groBen Fortschritt, als Marks (3) zeigen
malariatost konnte, daBl sich der Erreger der Vogelmalaria (Plasmodium praecox,
Grassi und. Feletti), der im Blute vieler Vogelarten besonders der warmen
Lander anzutreffen ist, sich leicht intramuskuldr iiberimpfen laBt.
Da der Entwicklungszyklus dieser durch Stechmiicken verbreiteten
Vogelinfektion manche Ahnlichkeit mit dem Entwicklungszyklus der
humanen Malaria aufweist, so war zum mindesten das Parasitenmodell
gegeben. Im Jahre 1911 hatte Copanaris (4) die Chininempfindlichkeit
dieses Stammes entdeckt, ein Befund, der spiter von den Briidern
Ed. und Et. Sergent (5) eingehender studiert wurde. Roehl (6), der
verdienstvolle Forscher der I. G. Farbenindustrie in Elberfeld arbeitete
dann eine quantitative Methode mit der genannten Vogelmalaria aus,
die sich bis heute ausgezeichnet bewahrt hat. Zwar hatten Giemsa und
seine Mitarbeiter (7) im gleichen Jahre eine dhnliche Versuchsmethodik
vorgeschlagen, die allerdings nicht wie Roehl das Medikament oral,
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sondern subkutan verahfnlgte. Da die Behandlungsweise der mensch-
lichen Malaria in den meisten Fillen jedoch ebenfalls oral erfolgt, ist
die Roehlsche Methodik als Analogieversuch*zweckméiBiger, so daB sie
spiter auch Giemsa (8) als ,,Standardmethode allgemein vorge-
schlagen hat.

Die Malariainfektion des Kanarienvogels wird im Gegensatz zur
Trypanosomeninfektion der Maus oder Ratte durch ein Heilmittel nicht
abgeheilt, d. h. es tritt keine vollige Desinfektion des Organismus ein.
Der Effekt beruht vielmehr darin, da die Inkubationszeit, also jene
Frist zwischen Infektion und dem Erscheinen der Parasiten, durch
irgendeine wirksame Substanz vergroBert wird. Bei intramuskuldrer
Infektion mit parasitenhaltigem Blute findet man 5 oder 6 Tage spiter
im peripheren Blute des Vogels die ersten Parasiten, die sich in den
folgenden Tagen dann rasch vermehren, am 9. bis 10. Tag erreicht die
Infektion den Ho6hepunkt, um anschlieBend wieder abzufallen, so da@
nach 14 bis 18 Tagen der Vogel wieder parasitenfrei erscheint. Aber
hierbei handelt es sich nicht um eine spontane Ausheilung, sondern um
eine latente, chronische Infektion, denn eine Neuinfizierung a8t sich
bei einem schon einmal erkrankten Vogel nicht mehr durchfiihren.
Die Parasiten sind nur aus dem peripheren Blute verschwunden und
haben sich in den inneren Organen angesiedelt. Die Tabelle zeigt einen
solchen Infektionsablauf.

Die Frist, in welcher die Parasiten demnach ohne weiteres nach-
weisbar sind, ist wie ersichtlich, relativ kurz und diese Tatsache hat
wohl Roehl veranlaBit, die Behandlung schon wiahrend der Inkubations-
zeit anzusetzen. Wihrend Giemsa und Mitarbeiter (7) am 3. bis 5. Tag
nach der Infektion das Heilmittel subcutan verabfolgen, appliziert
Roehl (6) das Medikament wenige Stunden nach der Infektion und an
den fiinf darauffolgenden Tagen, also im ganzen sechsmal. Die Ver-
spitung, mit der nun die Parasiten im Blute auftreten, die Anzahl der
Verzogerungstage, bedeutet einen MaBstab fiir die Wirkungsstiarke des
Produktes. Dieser Wert hat mit dem chemotherapeutischen Index
direkt nichts zu tun, da dieser bekanntlich die Wirkungsbreite einer
Substanz angibt, der im Falle der Vogelmalaria gesondert bestimmt
werden muBl. Die Wirkungsstérke gibt zwar einen ungefahren Anhalts-
punkt dariiber, ob ein neues Produkt der Chininwirkung iiberlegen ist
oder nicht, aber dieser Effekt 148t sich nicht so ohne weiteres gleich-
zeitig fiir die menschliche Malaria angeben, schon allein deswegen, weil
hier die verschiedenen Malariaformen (Malaria tertiana, quartana,
tropica usw.) nicht gleichméBig von allen bekannten Produkten beein-
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0101
Tabelle Proteosema praecox 5o
No. wfiziert am 7. 11. 1935 oral
No. 1 . 2 1 Kontrollen ' ,
Gewicht 18 ’ 18 \ |‘ f ’ )l
mg 15 15

7. 11. | Dosis pro 20 g Vogel cem | 0,3 | 0,3 — —

7. 11. | Dosis pro Tier . . .cem | 0,27 | 0,27 | — —

8. 11. 0,27 | 0,27 | — —

9. 11. 027/027| — | — -
10. 1L 027]027| — | — | | |
11. 11. 0,27 | 0,27 | — —

12. 11. 0,27 (0,27 | — —

13. 11. 0 0 + +

14. 11, 0|0 | + [++

15. 11. ' Lo o [++[++|
16. 11. )| 0 | ++|++ )
17. 11, 0 +

18. 11, 0 | +

19. 11. 0 | (+)

20. 11. 0 [(+)

21. 11. (+) ] 0

22, 11. (+)

23. 11. +

24. 11. +

25. 11. -+

26. 11. ++

27. 11. +

28. 11. ! (+)
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fluBt werden. Diese Differenzierung lafit sich bis jetzt im Tierversuch
nicht verifizieren, hier kann nur das Resultat der Klinik entscheiden.
Anders verhilt es sich natiirlich mit dem chemotherapeutischen Index,
der auch hier nie groB genug erzielt werden kann, da in praxi doch eine
Dezimierung dieser biologischen Werte resultiert.

Abb. 9. Proteogsoma praecox. Blutbild (Giemsa-Férbung)

Wichtiger als die Bestimmung der Wirkungsbreite ist die Frage
nach dem Angriffspunkt des Malariamittels. Wihrend man bei der
Trypanose der Maus nur einen einzigen Entwicklungsmodus vorliegen
hat, steht man dank der verwickelten Genese der Plasmodien bei der
Malaria ganz verschiedenen Entwicklungsstadien gegeniiber, die sich bio-
logisch und chemotherapeutisch streng voneinander trennen (Abb. 9u. 10).

Durch den Stich der Miicke dringen die Sporozoiten in den Organis- Die Ent-
mus ein, sie machen dort wahrscheinlich in den retikulo-endothelialen }gﬁ%‘el;n%;
Zellen einen ReifungsprozeB durch (8) und erscheinen nach einer In- M2ri®
kubationszeit von 10 bis 14 Tagen in den Blutkérperchen des peripheren
Blutes. Dort wachsen die Parasiten weiter, vergréBern sich und teilen
sich schlieflich unter Zerfall des ehemaligen Erythrocyten. Die neu-
gebildeten Erreger dringen wieder in neue Blutzellen, so da eine sehr
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rasche Vermehrung abliuft. Neben diesem ungeschlechtlichen Teilungs-
modus besteht jedoch noch ein anderer, geschlechtlicher. Einzelne
Malariaparasiten entwickeln sich zu ménnlichen und weiblichen Ge-
schlechtsformen, den Gameten, welche allem Anschein nach fiir den
menschlichen Organismus ziemlich harmlos sind. Durch einen Miicken-

Abb. 10. GeiBelnde Gameten von Proteosoma praecox

stich werden diese nun in den Miickenorganismus aufgenommen, in
welchem es zu einer Kopulation der Geschlechtsformen kommt, an die
sich ein weiterer Entwicklungszyklus anschlieft, der hier nicht inter-
essiert. Diese Verhiltnisse bringen es also mit sich, dafl im infizierten
Warmbliiter drei Malariaformen dem Heilmittel gegeniiberstehen:

1. Die Sporozoiten, bzw. deren Reibungsformen, die Merozoiten.

2. Die ungeschlechtlichen Entwicklungsformen, die Schizonten.

3. Die geschlechtlichen Entwicklungsformen, die Gameten. (Siehe
Abb. 11, S.47)

Die chemotherapeutische Vernichtung der Sporozoiten oder Mero-
zoiten bedeutete eine direkt gerichtete Malariatherapie, welche auch
die Neuinfektion von Stechmiicken verhindern wiirde. Liegt der An-
griffspunkt bei den Schizonten, so werden dadurch hauptséichlich die
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klinischen Symptome beeinfluflt, wihrend die Vernichtung der Gameten
der Verbreitung der Malaria entgegenwirkt. So besitzt jeder der An-
griffspunkte sein besonderes Interesse und jeder dieser Angriffspunkte
muB auf besondere Weise im Tierversuch gepriift und ausgetestet
werden. Die hauptsichlichsten Untersuchungen dariiber verdanken

Abb. 11. Entwicklungszyklus der Malariaparasiten im Warmbliiter (Stilisiert dargestellt)

wir besonders W. Kikuth in Elberfeld, der zur Erkennung der Schi-
zonten- und Gametenwirkung zwei sehr interessante Verfahren aus-
gearbeitet hat.

Bevor darauf eingegangen werden kann, mufl vorher noch einiges
iiber die verschiedenen Parasiten fiir die Vogelmalariaversuche gesagt
werden. Wie aus den immunbiologischen Untersuchungen Kikuths
hervorgeht (10), existieren zur Zeit mindestens fiinf Kanarienvogel-
plasmodienarten, ndmlich Pl. praecox, Pl.inconstans, welch letztere
mit praecox sehr nahe verwandt ist und wahrscheinlich nur eine
Variationsform darstellt, ferner Pl. cathemerium, PI. elongatum und
pl. circumflexum. Da sich diese Stdmme hinsichtlich ihres Verhaltens
den Malariamitteln gegeniiber nicht wesentlich verschieden erwiesen
haben, so besteht keine Ursache einer Bevorzugung. Die giinstigen
Ubertragungs- und Infektionsverhéltnisse bei Pl. praecox haben diesen
Stamm trotzdem in den meisten Féllen bevorzugen lassen, so daf er
in vielen Laboratorien Europas gehalten wird. Allerdings hat sich

Plasmodien-
stimme
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gezeigt, daB sich der Stamm P. cathemerium (11) leichter wie Pl. praecox
auf Miicken iibertragen it und aus diesem Grunde fiir Prophylaxe-
versuche besser tauglich erscheint. Bei allen diesen Vogelmalaria-
stémmen 148t sich jedoch nicht nachweisen, ob eine Substanz gametocide
oder Schizontenwirkung besitzt, da ja das Heilmittel wihrend der
Inkubation gegeben wird und nur eine Entwicklungshemmung zu beob-
achten ist.

Um einen Entscheid dariiber treffen zu kénnen, benutzte Kikuth (13)
die Infektion des Reisvogels mit Haemoproteus orizivorae. Diese
Infektion, welche schon vorher von Collier und Krause (12) bei Plas-
mochinstudien benutzt worden war, verhélt sich grundsitzlich anders
wie die Pl. praecox-Infektion des Kanarienvogels. Die ungeschlechtlichen
Formen entwickeln sich bei Haemoproteus immer nur in den inneren
Organen und werden daher bei der Untersuchung des peripheren Blutes
nie gefunden. Dort liegen nur die Gameten vor und ein Heilmittel,
das spezifisch auf diese Entwicklungsform wirkt, bringt die Gameten
dann solange zum Verschwinden, als seine Wirksamkeit anhilt und der
Nachschub aus den inneren Organen Zeit beansprucht. Sollte das
Produkt eine Wirkung auf beide Formen, auf Schizonten und Gameten
aufweisen, so wird der Reisfink vollig geheilt.

Substanzen, die dagegen nur eine Schizontenwirkung besitzen,
beeinflussen die Infektion des Reisfinken nicht, da die gametociten
Formen im peripheren Blute davon nicht beriihrt werden. Durch diese
Methode, die eine auBerordentliche Bereicherung der Malariachemo-
therapie bedeutet, ist es also moéglich geworden, die Resultate der
Kanarienvogelinfektion einer genaueren Analyse zu unterwerfen.

Eine andere Methode beruht auf dem Geilelungstest (17). Auch
diese Methode hat W. Kikuth ausgearbeitet und bei der Untersuchung
eines weiteren synthetischen Praparates erfolgreich angewendet. Kurz
nach dem Hohepunkt der Kanarienvogelinfektion mit Plasmodium
praecox enthélt das Blut reichlich ménnliche, reife Gameten, sogenannte
Mikrogameten. Fertigt man ein Deckglaspraparat von solchem Blute
an und bewahrt es 5 bis 10 Minuten in einer feuchten Kammer von 37°
auf, so beginnen diese Mikrogameten zu geileln, ein Vorgang, der unter
biologischen Verhiltnissen im Miickenmagen eintritt. Diese Geilelung
kann nun durch solche Substanzen unterbunden werden, welche eine
spezifische Gametenwirkung besitzen, wahrend die Schizontenmittel
den Geiflelungsvorgang nicht beeintriachtigen. Nach den Angaben
Kikuths erlaubt dieser Test noch weit bessere Wertmessungen und Ver-
gleiche, wie der vorher angefiihrte Reisvogeltest. Allerdings ist seine
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Durchfithrung im Reihenversuch nicht ganz einfach, da die GeiBelung
nicht immer mit der gleichen Sicherheit eintritt.

Was die Technik des Prophylaxeversuchs betrifft, so wird nach
den Angaben Kikuths (11), die neuerdings Warren (14) bestéitigen konnte,
dafiir zweckmaBigerweise das Pl. cathemerium benutzt, welches sich
sehr leicht auf Culex pipiens iibertragen laBt. Sobald in den Speichel-
driisen der infizierten Miicken die Sporozoiten nachweisbar sind, kann
man damit gesunde Kanarien infizieren. Obgleich eine Infektion durch
den Miickenstich ,,biologischer* wire, zieht man doch vor, die Sporo-
zoiten vorher aus den isolierten Speicheldriisen herauszupréparieren
und damit gleichmaBig die Vogel zu behandeln. Auf diese Weise hat
man die sichere GewiBheit einer {ibereinstimmend gleich starken In-
fektion, die auch tatsachlich in praktisch 100 %, der Fille erfolgt. Die
natiirliche Infektionsweise mittels Miickenstich dagegen hat bei
Rusell und Nono (15) nur 2,6 %, Infektionserfolge ergeben. Die an-
schlieBende Inkubationszeit betrigt 7 bis 8 Tage. Interessant ist in
diesem Zusammenhang der Befund von Warren (14), der die Sporozoiten
intramugkulir verimpft und anschlieBend 1 bis 24 Stunden nach der
Infektion das Blut auf gesunde Vogel iiberimpft. Dabei findet er, da3
die Uberimpfung erst 120 Stunden nach der Sporozoitenapplikation
gelingt. Werden dagegen die Sporozoiten intravends gegeben, so ist
eine Weiterimpfung auf gesunde Végel entweder nach 1 Stunde oder
nach 120 Stunden und spéiter méglich, wihrend in der Zwischenzeit
keine Plasmodieniibertragung moglich war. Dieser Befund spricht eben-
falls fiir die oben erwihnte Vermutung, daB die Sporozoiten allem
Anschein nach einen ReifungsprozeB in den inneren Organen durch-
machen, der sie befihigt, die Erythrocyten zu befallen.

Der chemotherapeutische Versuch mit Plasmodium praecox wird,
mach Angaben von Roehl (6) derart ausgefiihrt, daBl die Kanarienvégel
wenige Stunden nach der Infektion sowie an den fiinf nichstfolgenden
‘Tagen die Substanz oral verabfolgt bekommen. Roehl und auch sein
Nachfolger Kikuth geben die jeweilige Menge Heilmittel immer in
1 cm geldst, aber Giemsa und Oesterlin (8) geben an, daB bei Verab-
reichung solcher groflen Fliissigkeitsmengen die Gefahr besteht, daB
<in Teil der Losung wieder herausgewiirgt wird. Aus diesem Grunde
bevorzugen sie kleinere Mengen, etwa 0,5 ccm. Die Verabreichung
‘wird mit einer Mauseschlundsonde durchgefithrt: Ein Uretherkatheder-
stiick, das am Ende eine seitliche Offnung aufweist, also das Endstiick
ist, wird iiber das gekiirzte Stiick einer Kaniile gezogen, so daB es dicht
anliegt. Man spannt den Vogel mit den Fliigeln in eine Apparateklammer
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ein und gibt ihm durch ein Querholz die geeignete Stiitze. Nun faBt
man den Kopf von der Seite an und 6ffnet durch leichten Druck den
Schnabel, den man etwas nach oben richtet. Mit der rechten Hand
fiihrt man daraufhin die Schlundsonde ohne jeden Druck ein. Manchmal
ist die Cardia des Magens verschlossen, so daBl die Applikation nicht
moglich ist. In solchen Fillen bewegt man die Sonde leicht und ohne
Druck auf und ab, bis man bemerkt, daBl sich der VerschluB geoffnet
hat. Zur Sicherheit markiere man die Linge, die man einfiihren muB,
durch einen Farbring um die Sonde, diese Léinge betrigt etwa 6 cm.
Es ist zwecklos, den Verschlufl gewaltsam iiberwinden zu wollen oder
die Losung in den Oesophagus zu spritzen. Im letzteren Falle fiillt sich
der ganze Schnabel mit der Losung und. der Vogel erstickt binnen
kurzem. Es gehoért ohne Zweifel eine kleine UUbung zu diesem Verfahren,
so daB anfangs Todesfille nicht zu vermeiden sind. Zum Uberimpfen
des Infektionsmaterials entnimmt man das Blut aus der Fliigelvene
und verdiinnt mit Kochsalz. Das Uberimpfen nehme man immer lieber
vor dem Hohepunkt als nach dem Hohepunkt der Infektion vor, da
sich dann manchmal schon bedeutende Mengen Schutzstoffe gebildet
haben, welche fiir die Neuinfektion nicht giinstig sein kénnen.

Bei der Infektion des Reisfinken mit Haemoproteus orizivorae
handelt es sich um eine latente Infektion, die einen ziemlich gleich-
bleibenden Parasitenbefund aufweist. Ein wirksamer chemotherapeuti-
scher Eingriff bewirkt ein voriibergehendes Verschwinden der Parasiten,
das allerdings bei kleinen Dosen, die eben noch wirksam sind, erst in
3 bis 4 Tagen eintreten kann. Darum priift man zweckméiBigerweise
schon wenige Tage vor dem Versuch den Parasitenbefund des Tieres,
verabfolgt nach den Angaben von Altman (16) an 5 Tagen oral
und, kontrolliert den Befund weitere 6 bis 8 Tage. Auch bei den besten
Schizontenmitteln ist nur eine voriibergehende Parasitenfreiheit vor-
handen, die in diesem Falle nicht die Wirkungsstéirke angeben kann,
sondern eher noch die Wirkungsdauer, da der Anstieg der Parasitenzahl
im peripheren Blute einzig und allein von der Nachschubmoglichkeit
aus den inneren Organen abhingt. Die bis heute bekannten Derivate
aus der Chinolinreihe besitzen durchweg nur eine kurze Wirkungsdauer
ohne jede Nachhaltigkeit. Chinin dagegen weist iiberhaupt keine
Wirkung auf diese Infektion mit Haemoproteus orizivorae auf, da es
kein Gametenmittel ist.

Liegt also ein Praparat vor, das zwar bei der Infektion des Kanarien-
vogels mit Proteosoma praecox mehrere Verzogerungstage und bei der
Infektion des Reisfinken keine Wirkung entfaltet, so kann man mit
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Sicherheit sagen, daB dieser Stoff ein Schizontenmittel ist. Zur Unter-
stiitzung dieser Annahme hat K¢kuth (13) ein solches Schizontenmittel
mit einem Gametenmittel] zusammen beim Reisfinken verabreicht,
in der Annahme, da das eine Produkt die Gameten im peripheren
Blute, das andere die Schizonten in den Organen destruiert, so daB
eine voéllige Heilung des Vogels erreicht wird. Der Versuch hat diese
Annahme in vollem Umfange bestitigen kénnen.

So haben sich in den letzten Jahren durch intensive biologische
Studien neue Wege zur Analyse der Malariamittel er6ffnen lassen.
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3. Der Tierversuch und die Auswertung der Heilmittel
bei Amdben

Eine weitere in tropischen und subtropischen Gegenden weit ver-
breitete Infektionskrankheit ist die Amébenruhr, die durch die Entaméba
histolytica hervorgerufen wird. Die experimentelle Unterlage im Tier-
versuch, die Vorarbeit zum chemotherapeutischen Modell, wurde schon
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vor ldngerer Zeit durch Lésch (1875) begonnen, der zum ersten Male
diesen Parasiten mit Erfolg auf junge Hunde iibertragen konnte. Kar-
tulis in Agypten fiihrte dann die Katze als ebenfalls leicht infizierbares
Tier ein und Hlava in Béhmen versuchte spiter auch Kaninchen, Meer-
schweinchen, Hiihner zu infizieren, allerdings mit negativem Erfolg.

Abb. 12. Entamoba hystolytica (in der Mitte eine Cyste)

Derartige Ubertragungsversuche wurden bis in die letzten Jahre fort-
gesetzt, wobei besonders kleinere Laboratoriumstiere erhéhte Be-
achtung fanden. Aber leider erwiesen sich z. B. Ratten (1) dafiir als
nicht geeignet, da die Infektion dabei in kleinerem Prozentsatz — etwa
40 9%, — wohl angeht, aber innerhalb von 10 bis 14 Tagen wieder spontan
erlischt, so daB das Rattenmodell fiir chemotherapeutische Zwecke
nicht dienlich erscheint. Aus den bisher erzielten Resultaten geht
jedenfalls hervor, daBl man bei der experimentellen Amébenruhr nur
mit gréBeren Tieren arbeiten kann, wobei vor allem Hunde und Katzen,
beide in jiingerem Alter, zu nennen sind.

Bei der Entamdoba histolytica sind drei Stadien der Entwicklung
zu unterscheiden:
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1. Die vegetative Form (Tetragonaform), die ungefahr 20 bis 30 u
groB ist, allerdings auch bis zu 50 yu beobachtet wurde. Man trifft
diesen Entwicklungstypus hauptsichlich in diinnen blutigen Stiihlen
an. Ektoplasma und Entoplasma sind auch im Ruhezustand gut von-
einander zu unterscheiden, die Zellen enthalten meist zahlreiche Erythro-
cyten.

2. Die Minutaform, die ebenfalls eine vegetative Form darstellt
und nach Ansicht Reichenows die eigentliche Ruhramdobe repréisentiert.
Die Minutaform ist wesentlich kleiner, 12 bis 20 p gro8}, allerdings wurden
auch schon Zellen von 8 bis 9 p. gemessen. Diese Form ist immer nur
im Darmlumen anzutreffen und nicht, wie die grofle vegetative Form,
auch in der Darmwand. Die Minutaform soll ein Ubergangsstadium
darstellen in die Cystenform, welch letztere sich auch auBerhalb des
Wirtskorpers lingere Zeit am Leben halten kann.

3. Die Cystenform. Unter geeigneten Bedingungen, die noch nicht
niher bekannt sind, geht die Minutaform in die Cyste iiber, unter
wesentlicher Umiénderung ihres morphologischen Baues. Auf feuchtem
Untergrund und im Wasser bleibt diese Entwicklungsform sehr lange
am Leben und entwickelt sich — wahrscheinlich durch Einwirkung von
Pankreasferment und Magensaft — zu einer anfinglich vierkernigen
Amébe, die sich dann in die grofie vegetative Form oder in die Minuta-
form wumwandelt. Allerdings liegen auch Untersuchungen vor,
in welchen eine Entwicklung der Cyste ohne das genannte Ferment
erzielt wurde, so daB es nicht bestimmt ist, ob dieser biologische Faktor
des Wirtstieres durchaus notwendig ist (2) (3). Die beiden letzten Ent-
wicklungsstadien, die Minuta- und die Cystenform, kommen immer
dann zur Beobachtung (in der Humanmedizin), wenn keine akute
Amébendysenterie vorliegt, sondern eine latente Infektion ohne be-
sondere Darmerscheinungen.

Diese Verhiltnisse sind allerdings bei den experimentellen In-
fektionen von Hund oder Katze gar selten anzutreffen, da hier der
Ablauf, besonders bei jungen Tieren, sehr stiirmisch ist und oft in wenigen
Tagen zum Tode fithren kann. Wie Wagner angibt (4), hingt die Lebens-
dauer der infizierten Tiere vom Alter ab. In allen Fillen aber sind immer
heftige Darmerscheinungen zu beobachten, so daB in den Stiihlen
die groBlen vegetativen Formen vorwiegen.

Was die Infektionsweise der Tiere anlangt, so wird allgemein
die intrarektale Applikation von Amében aus Kulturen oder aus Kranken-
stiihlen bevorzugt, obgleich auch eine stomachale Infektionsméglichkeit
mit Amobencysten moglich wére.

Der Infek-
tionsmodus
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Die vegetativen Formen der Ruhramdbe lassen sich stomachal
nicht verimpfen, da diese Form den Siureverhiltnissen des Magens
nicht standhélt. Andererseits sind bei der oralen Verabreichung von
Cysten die positiven Impferfolge nicht durchweg vorhanden, so daB
es fiir die experimentelle Chemotherapie bei der rektalen Infektions-
weise bleiben muB, iiber die Wagner (4) das Material seiner jahrelangen
Versuche niedergelegt hat. Er beschreibt die Durchfiihrung der In-
fektion bei Katzen wie folgt:

Man reinigt den Dickdarm der Katze durch Einldufe mit kérper-
warmer physiologischer Kochsalzlésung, indem man ein etwa bleistift-
dickes Darmrohr aus Gummi von etwa 30 cm Linge an eine grofle
Rekordspritze befestigt, das Darmrohr einfiihrt, den Kopf der Katze
nach unten haltend, dann 20 bis 30 ccm Kochsalzlésung einspritzt. Man
1aBt die Fliissigkeit einige Zeit im Darm verweilen, dreht den Kopf
der Katze wieder nach oben, wodurch sich der Darminhalt entleert.
Sind die vorhandenen Kotmassen entfernt — was bei der zweiten oder
dritten Reinigung sichtbar wird —, so wird auf analoge Weise das In-
fektionsmaterial in den Darm eingefiihrt, wobei man entweder von
Krankenmaterial aus Menschenkot, von einer anderen infizierten Katze
oder von Kulturamében ausgehen kann. Die Entnahme von infiziertem
Stuhl aus einer Katze wird technisch genau so wie ein Reinigungs-
einlauf durchgefiihrt, indem man dann die ablaufenden Fliissigkeits-
mengen in einer Schale auffingt.

In der tiberwiegenden Mehrzahl der Fille weist der Stuhl der Katze
schon nach zwei Tagen einen positiven Amdbenbefund auf; natiirlich
kommen auch lingere Inkubationszeiten vor, aber im allgemeinen
erstrecken sich diese nicht iiber 8 bis 10 Tage. Das Alter der Tiere hat
mit der Inkubationszeit nichts zu tun, vielmehr ist es fiir den Ablauf
der Erkrankung von Bedeutung, da alte Tiere manchmal wieder spontan
ausheilen kénnen. In manchen Fillen wird mit der ersten Infektion
kein Erfolg erzielt. In diesem Falle liegt keine Resistenz vor, sondern
andere nicht niher bekannte Ursachen verhindern die Entwicklung.
Wiederholungen der Infektion fithren dann fast immer zum Ziele.

Mit dem Auftreten der ersten Stuhlamében éndert sich rasch das
Verhalten der Tiere, ihre FreBlust 148t nach, die Kotabginge wieder-
holen sich héiufiger als normal, das Fell wird struppig und der Reinigungs-
drang der Katzen hért auf, so daBl sie bald unsauber und verschmutzt
sind. Mit dem Starkerwerden der Infektion dndert sich die Konsistenz
und Farbe des Kotes, er wird zuerst heller, spiter enthilt er glasige
Kliimpchen und im Héhepunkt besteht er nur mehr aus Blut und
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Schleim. Die Krankheitsdauer der Tiere unter 1 kg Gewicht betrigt
hochstens 5 Tage, wahrend der Prozentsatz der Lebensdauer der Tiere
tiber 3 kg derart verschoben ist, daB 239, davon in 6 bis 14 Tagen
eingehen.

Entsprechend dem raschen Ablauf der Infektion muB die chemo-
therapeutische Einwirkung, auch bei rektaler Anwendung des Heil-
mittels, schon nach dem ersten sicheren Parasitenbefunde einsetzen.
Leberabszesse, die bei der humanen Amdbendysenterie eine so wichtige
Rolle beim Heilungsprozell bzw. bei der Heilmittelwirkung spielen, sind
bei der Infektion der Katze selten zu beobachten. Ihre chemothera-
peutische Beeinflussung ist also im Tierversuch nicht so ohne weiteres
zu reproduzieren, héchstens bei einem sehr groBien Tiermaterial.

Bei Hunden, vorzugsweise jungen, betrigt die Inkubation bei
analoger rektaler Applikationsweise des Materials mindestens 2 Tage.
In den meisten Fallen sind hier die Amében nach 4 bis 7 Tagen nach-
zuweisen. Auch hier lokalisiert sich -die Infektion vorzugsweise im
Dickdarm und gelangt nur in selteneren Fillen in den Diinndarm.
Beim Hunde verlduft jedoch die Infektion in mehr chronischer Weise,
die Tiere sterben nicht so rasch und die Abscheidung des blutigen und
schleimigen Stuhles kann sich unter Umstinden durch Monate hin-
ziehen. Trotzdem sind auch hier Leberabszesse sehr selten. Uberein-
stimmend mit dem chronischen Charakter der Infektion sind bei Hunden
Spontanheilungen viel haufiger vorhanden als bei Katzen.

Da die Virulenz der Entamdéba histolytica durch das Kulturverfahren
nicht beeintrachtigt wird, so kann man zur Aufrechterhaltung eines
geeigneten Amdbenstammes neben der Tierinfektion die Kultur be-
nutzen. Selbstverstindlich sind auch hier wieder verschiedene Nihr-
bdden ausgearbeitet worden, die ihr Entstehen weniger dem schlechten
Kulturvermégen der Ruhramébe verdanken, als der Tatsache, daf8 sich
das aus Mensch oder Tier erhaltene Infektionsmaterial praktisch nicht
bakterienfrei gewinnen 1aft, wodurch neben der Amébenkultur immer
eine Bakterienkultur angelegt wird, deren iippiges Wachstum das
Amébenwachstum natiirlich nicht immer zu férdern braucht. Aus
diesem Grunde ist man bemiiht, durch einen dauernd vorzunehmenden
Nahrbodenwechsel die Bedingungen fiir die Bakterienflora zeitweilig
ungiinstig zu gestalten und auf diese Weise dem Wachstum jener zu
steuern. In der protozoologischen Abteilung des Tropeninstituts hat
sich vor allem folgende Methode seit langem bewihrt: Man benutzt
laufend dreierlei Nahrboden, die in je drei Rohrchen angelegt werden,
im ganzen also neun Gliser. Diese Rohrchen werden beimpft und nach
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2 bis 3 Tagen untersucht. Von jedem der drei Nahrb6den wird die beste
Kultur herausgesucht und diese auf alle drei neuen Nahrbiden weiter-
geimpft, so daBl also dauernd eine Kreuzung der Nahrlosungen statt-
findet.

1. 20 g Agar werden 12 bis 24 Stunden in 1000 ccm gepufferter
Ringerlosung (pg = 7,4) im Dampfschrank durch Watte filtriert und
dann in Réhrchen zu 3 bis 4 ccm abgefiillt. Man 148t den Inhalt ziemlich
steil erstarren. Man iiberschichtet diesen Nahrboden nach dem Ab-
impfen mit folgender Losung: 1 g Dextrin wird in Ringer-Phosphat-
puffer zu 1 9, geldst und bei 100° sterilisiert. Dazu mischt man zu gleichen
Teilen eine HithnereiweiBlosung, welche man aus einem frischen Hithnerei
mit 100 cem Ringerlosung erhélt und anschlieBend 1 : 20 verdiinnt hat.
Diese Verdiinnung wird ebenfalls mit Ringerlésung durchgefiihrt.
Nach der Beimpfung gibt man noch etwas Reisstarke zu.

2. 4 Teile steriles Pferdeserum werden mit 1 Teil gepufferter
Ringerlésung vermischt und in Rohrchen zu 3 bis 4 ccm abgefiillt.
An drei aufeinanderfolgenden Tagen wird je 1 Stunde bei 70 bis 80°
sterilisiert. Dieser Ndhrboden wird mit der HiihnereiweiBlosung iiber-
schichtet, die ebenfalls einen kleinen Zusatz von Reisstirke bekommt.

3. 1 Pfund Rinderleber wird in 500 cem Leitungswasser 20 Minuten
im Dampftopf unter Umriihren erwirmt, dann noch 90 Minuten im
Dampftopf weiter erhitzt und schlieSlich filtriert. Das Filtrat von
500 cem wird mit 500 ccm Leitungswasser verdiinnt, dann werden
20 g Agar zugesetzt, 10 g Pepton Witte, 5 g Kochsalz und das ganze
30 Minuten im Dampftopf erwirmt. Man liBt auf 60° abkiihlen, stellt
auf pr = 7 ein, mischt noch das EiweiB eines Hithnereies dazu, behandelt
wieder 90 Minuten im Dampftopf, filtriert und fiillt auf Réhrchen zu
3 bis 4 ccm. Dieser Niahrboden wird mit Pferdeserum iiberschichtet.

Was schlieBlich noch den Nachweis der Amében im Stuhle betrifft,
so haben hieriiber in jiingster Zeit Gonnert und Westphal (5) ausfiihrliches
Material gesammelt, wobei sie zu dem Resultat kamen, dafl die An-
farbung des mit Kochsalz verdiinnten Stuhles durch Eosin keinerlei
Vorteil bietet. Die Eosinmischung sollte eine Féarbung des Unter-
grundes bewirken, wodurch die Amében besser sichtbar werden. Sie
empfehlen in Fillen, in denen kein reichlicher Parasitenanfall zu erwarten
ist, die Firbemethode nach Heidenhain, welche sie zu einer Schnell-
methode ausarbeiten konnten.

Man streicht das Material mit einem Deckglas aus und fixiert
sofort, unter Vermeidung des Antrocknens in Schaudinns Sublimat-
alkohol (2 Teile gesittigte wisserige Sublimatlésung mit 1 Teil abs.
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Alkohol) 20 Minuten oder beliebig linger. Nun gibt man 20 Minuten
in Jodalkohol (2 ccm Jodtinktur auf 100 ccm 60 %igem Alkohol), dann
mindestens 30 Minuten in 70 %igem Alkohol, schlieBlich 1 Stunde
in 4 9Y,ige Eisenalaunlosung von 4 %,. Man spiilt kurz mit Wasser ab,
fairbt mit der kiuflichen unverdiinnten Eisenhdmatoxylinlésung nach
Heidenhain, spiilt mit Wasser und differenziert. Dazu gibt man die
Priparate wieder in den Farbetrog, setzt 30 ccm 2 %ige Eisenalaun-
16sung zu und nach je 1 Minute weitere 20, 15, 30 ccm 4 %,ige Eisenalaun-
16sung. Nach Ablauf der vierten Minute ist die Differenzierung beendet,
es mull aber darauf geachtet werden, daB wihrend des Prozesses die
unbedeckten Teile des Priparates nicht eintrocknen. Anschliefend
wird wieder mit Wasser behandelt. Die Differenzierung kann bei
Zimmertemperatur durchgefitlhrt werden. Man achte darauf, daB
die Priparate im Fiarbetrog nicht zu eng aufeinander liegen, damit die
Kapillarwirkung zwischen den einzelnen Objekttrigern die Durch-
mischung der einzelnen Eisenalaunzusitze nicht erschwert oder gar
verhindert. Diese Methode gibt ganz ausgezeichnete Kern- und Plasma-
farbungen, wobei auch die Centrosomen sehr gut dargestellt werden.
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4. Der Tierversuch und die Auswertung der Heilmittel
bei Piroplasmosen

Eine wirtschaftlich auBerordentlich bedeutsame Rolle in simtlichen
Agrarstaaten spielen die verschiedenartigen Erreger, welche zu den
Babesien und Theilerien gerechnet werden und unter dem Sammel-
begriff Piroplasmosen zusammengefat wurden. Man kennt heute
etwa 10 verschiedene Babesien und 4 Theilerien, die in Rind, Pferd,
Schwein, Schaf oder Hund parasitieren und durch verschiedene Zecken
iibertragen werden. Diese Mannigfaltigkeit der Parasiten und ihrer
Zwischenwirte verwickelt die Chemotherapie der Piroplasmosen ganz
bedeutend, wozu auch noch der Umstand hinzutritt, daf haufig sogar
noch Mischinfektionen beobachtet werden konnten und dafB die Virulenz
der Parasiten bedeutsamen Schwankungen unterworfen sein kann,
welche auf geographische und andere biologisch. eingreifende Faktoren
teils noch unbekannter Art zuriickgefithrt werden miissen. So entsteht
ein auBerordentlich variantes Bild der genuinen Infektionsverhiltnisse
und. ihrer Erscheinungen, das sich selbstverstindlich ebenso bedeutsam
im chemotherapeutischen Heilversuch ausdriickt.

Schon bei der Ubertragung durch Zecken, Ixodiden, mu3 man zwei
Arten unterscheiden: Die massenhaft abgelegten Eier der Zecken
entwickeln sich auf feuchtem Untergrunde zu Larven, die sich an
Grashalmen festsetzen und von dort aus die weidenden Tiere befallen.
Nach dem Blutsaugen hauten sie sich und werden zu Nymphen. Diese
Nymphen saugen nun entweder am gleichen Tiere von neuem Blut,
wechseln also den Wirt nicht, oder aber sie lassen sich nach der Blut-
nahrung zu Boden fallen und gehen auf einen neuen Wirt iiber. In beiden
Fillen resultiert aus der zweiten Blutnahrung eine zweite Hautung,
aus der dann die Imagines hervorgehen. Es ist ganz offen ersichtlich,
daB schon das biologische Verhalten der verschiedenen Ixodiden ent-
scheidend fiir die Ausbreitung und Infektion der Haustiere ist.

Der Parasit des Texasfiebers, Pir. bigeminum, der fiir Rinder
spezifisch ist und sonst bei keinem anderen Haustier oder Hufer vor-
kommt, wurde verschiedentlich auf andere Tiere zu {ibertragen versucht,
z. B. auf Schafe, Pferde, Esel, Schweine, Hunde, Katzen, Mause, Ratten,
Meerschweinchen, Tauben und Hiihner, chne daf3 diese Bemiithungen
Erfolge aufweisen konnten. Die ungeheure Verbreitung des Texas-
fiebers in Europa, den Donaulindern, in Frankreich und Sardinien,
in Siid- und Ostafrika, in Nordamerika und diejenige des Kiistenfiebers,
hervorgerufen durch die Theil. parva, welches bekanntlich die ganze
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ostafrikanische Kiiste von Erythria bis Kapstadt beherrscht, hat es
nicht an Versuchen fehlen lassen, dhnliche Infektionen an kleineren
Laboratoriumstieren zu erzielen. Alle diese Mithen sind bis heute ver-
geblich geblieben, so daBl der grolen Mannigfaltigkeit dieser Krankheits-
erreger in der Natur eine ganz bescheidene Laboratoriumsinfektion in

Abb. 13. Theileria parva. Blutbild (Giemsa-Firbung)

Form der Hundepiroplasmose, Pir.canis, gegeniibersteht, als dem
einzigen leicht zugénglichen Modell fiir den chemotherapeutischen
Versuch.

Die Hundepiroplasmose wurde erstmals von Piana und Galli-
Valerio 1895 in Mailand beobachtet und spéiter hiufig in Siidafrika,
Ost- und Westafrika, Mittelamerika, Indien und China wiedergefunden.
Threm verbreiteten Vorkommen entsprechend, hat sie sehr zahlreiche
Benennungen erfahren, wie ,,malignant jaundice®, , biliary fever of
dogs, ,,jaunesse maligne des chiens*, , fiévre biliense“. Fiir chemo-
therapeutische Testversuche wurde die Hundepiroplasmose zuerst von
Nutall und seinen Mitarbeitern (2) benutzt, denen es dann in systemati-
schen Versuchen gelungen ist, das Trypanblau als Heilmittel aufzufinden.

Neben der natiirlichen Infektion durch Zecken 148t sich die Hunde-
piroplasmose auch durch Blutiibertragung weiterimpfen, wobei eine

Der Modell-
versuch
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Inkubationszeit von 3 bis 10 Tagen beobachtet werden kann. Dabei
spielt die Art der Ubertragung — ob intraperitoneal oder subcutan —
eine untergeordnete Rolle. Die Erreger, die immer nur in den Blut-
korperchen schmarotzend, nie im Blute frei angetroffen werden, sind
infolge ihrer geringen GréBe nur in gefarbten Ausstrichen — Giemsa-

Abb. 14. Theileria parva, Milzausstrich (Kochsche Kugeln,
Giemsa-Firbung)

farbung — zu erkennen. Die Erkrankung der Hunde wird anfinglich
durch das Auftreten von Mattigkeit, FreBunlust, Durst und Abmagerung
erkennbar. Auch treten Fiebererscheinungen auf, die allerdings be-
deutendem Wechsel unterworfen sind. Bei stirker werdendem Parasiten-
befunde macht sich eine Andmie bemerkbar, die schlieBlich zur Hamo-
globinurie fiihrt, wahrscheinlich hervorgerufen durch den starken
Zerfall der Erythrocyten. Bei der Kleinheit der Parasiten ist an-
zunehmen, daB dieser Blutzerfall hauptsichlich durch entstehende
Toxine hervorgerufen wird und nicht allein durch die AuBlerkraftsetzung
der befallenen Blutkérperchen, da beispielsweise bei Malariainfektionen
bedeutend héhere Infektionsbefunde auftreten konnen, ohne dall es
dadurch zu einer Hamoglobinurie zu kommen braucht. Die klinischen
Erscheinungen erlauben jedenfalls die Wirkung eines Heilmittels ge-
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nauer zu untersuchen und den gesamten Ablauf eingehender zu
studieren.

Die Virulenz der einzelnen Canisstimme kann sehr verschieden virgeng
groB sein und auch bei ein und demselben Stamm bedeutsamen Schwan. Verbéltnisse

kungen unterliegen, wobei chronische Infektionen mit stark wechselndem
Parasitenbefunde nicht zu den Seltenheiten gehoren. Immer sind

Abb. 15. Babesia canis. Befallene Blutkdrperchen und freie Formen
(Giemsa-Firbung)

jedoch junge Hunde wesentlicher empfinglicher und fiir die Infektion
empfindlicher, so daB bei einem einigermafen virulenten Stamm haufig
todlich verlaufende Infektionen zu beobachten sind, wihrend #ltere
Tiere mehr zu latenten Infektionen neigen. Aus diesem Grunde ist es
empfehlenswert, zur Aufrechterhaltung des Piroplasmosestammes
groBlere und iltere Tiere zu verwenden und die chemotherapeutischen
Teste an jungen Hunden vorzunehmen. Auch beziiglich der Hunde-
rassen liegen allem Anschein nach Differenzierungen vor, so daB rasse-
reine Tiere empfindlicher erscheinen wie solche, die zu den weniger gut
definierbaren Mischrassen gehoren. Eine solche Beobachtung konnte
wenigstens bei einem anderen Hundepiroplasmoseerreger, Pir. gibsoni,
gemacht werden (3). .
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Der Ablauf der Infektionen, der nach den vorhandenen Angaben
demnach nicht mit konstanter GleichméaBigkeit vor sich geht, veranlaBt,
sich nicht bloB mit dem Blutbefunde zufrieden zu geben, sondern die
genannten klinischen Erscheinungen hinsichtlich der Blutzusammen-
setzung, der Bestimmung des Hiamoglobins usw. nebenher zu verfolgen
und iiber eine lingere Frist nach der Behandlung hinaus fortzusetzen.

Abb. 16. Babesia gibsoni in befallenen Blutkdrperchen
(Giemsa-Farbung)

Gegebenenfalls ist der Parasitenbefund durch eine Blutiibertragung
auf gesunde junge Tiere sicherzustellen. C. Schilling (4) gibt noch an,
daB die Virulenz der Erreger mittels Passagen durch junge Tiere wieder
angefacht werden kann, sofern sie eine Minderung erfahren hat. Auch
hier kann die Ubertragung des Blutes intraperitoneal oder subcutan
erfolgen. Bei wenig virulenten Stdimmen ist die erstere Art vorzuziehen.
Hinzuzufiigen wéire noch, daB sich die Parasiten im Blutausstrich
besonders an den Réndern des Ausstriches anhéufen und dort in relativ
groBerer Dichte vorgefunden werden.

SchlieBllich soll noch auf die schon obenerwihnte zweite Hunde-
piroplasmose hingewiesen werden, die Pir. gibsoni. Sie kommt bei
diesen Tieren besonders hiufig in Ostasien und Indien vor und ist in
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ihrer morphologischen Struktur noch zierlicher und kleiner wie Pir.
canis. Der am Hamburger Tropeninstitut vorhandene Stamm zeigt
eine etwas groBere Virulenz als ein gleichzeitig vorhandener Canis-
stamm. Was iiber letzteren hinsichtlich seiner Entfaltung bei jungen
und alten Tieren und den Krankheitsverlauf mit seinen klinischen
Erscheinungen gesagt worden ist, 1aBt sich unbedenklich auch fiir
Pir. gibsoni anwenden. Auch hier werden hiufig latente Infektionen
beobachtet, besonders bei dlteren Mischrassen, wobei der Parasitengehalt
manchmal auflerordentlich niedrig und erst bei sorgfiltiger Durch-
musterung der Priparate augenscheinlich wird. Ubertragungsversuche
auf Zecken hat Reichenow (1) durchgefiihrt.

Die Auswertung der Heilmittel geschieht bei der Hundepiroplasmose
nach dem iiblichen Prinzip durch Festlegung des chemotherapeutischen
Index. Allerdings sind  die Priparate, die schon bei einmaliger Verab-
reichung eine Heilung erzielen, noch sehr selten, so daB man hiufig zu
mehrfacher Applikation greifen muBl. Die Applikationsweise richtet
sich vor allem nach der Natur des Pridparates, doch ist bei der Aus-
arbeitung neuer Priparate daran zu denken, daB in der Praxis Praparate
mit subcutaner oder intramuskulirer Verabreichungsweise bedeutsame
Vorteile bieten gegeniiber solchen, die nur intravenés gegeben werden
diirfen. Sicherlich verdienen solche Stoffe, die mit dem Trinkwasser
oder Futter verabreicht werden kénnen, besondere Beachtung. Des-
wegen sei nochmals auf den anders gearteten Verdauungsvorgang der
Wiederkiduer hingewiesen.
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5. Der Tierversuch und die Auswertung der Heilmittel
bei Helminthen

Die experimentelle Chemotherapie der Helminthen hat mit einer
Reihe von Schwierigkeiten zu kdmpfen, die den bisher genannten In-
fektionskrankheiten weniger oder gar nicht anhaften, so daf man hier
vor Aufgaben gestellt wird, die vor allem ein eingehendes Studium der
biologischen und. zoologischen Verhiltnisse erfordert. Schon allein die
Tatsache, daBl diese parasitierenden Metazoen in ihrem Leibesaufbau
eine viel weitergehende Differenzierung besitzen und sich zuallermeist
in ganz spezifischer Weise an den Wirt angepalt haben, erschwert
das Problem der chemotherapeutischen Einwirkung. Denn es ist ganz
selbstverstindlich, daB die im biologischen System wesentlich hoher
stehenden Parasiten dem ,,chemischen Zielen‘‘ viel weniger Treffmdglich-
keiten bieten kénnen, ohne daBl gleichzeitig auch der Wirtsorganismus
mitbetroffen wird. Obgleich die in Mensch und Tier parasitierenden
Metazoen in tropischen und subtropischen Gegenden eine mitunter
ganz enorme Verbreitung aufweisen und zur Bekémpfung nachdriicklichst
auffordern, hat, im Gegensatz zur Chemotherapie der Protozoen, jene
der Helminthen noch lange nicht die Bearbeitung erfahren, die man
eigentlich von ihr erwarten sollte.

Fischl (1) meint, daB diese Vernachlissigung der chemotherapeuti-
schen Forschungen auf dem europiischen Festlande hauptsichlich
durch den Aufstieg der Bakteriologie und die Arbeitsweisung Kochs
und Pasteurs hervorgerufen worden ist, so daB z. B. in Nordamerika
die helminthologische Forschung einen Stand erreicht hat, der schwer
wieder von den europiischen Laboratorien eingeholt werden kann.
Sicherlich mégen diese Faktoren eine nicht unwesentliche Rolle gespielt
haben, weit maBgebender aber erscheint die Tatsache, daf in der
helminthologischen Chemotherapie das Testobjekt weit schwieriger zu
beschaffen ist und bei der Vielheit der Metazoen dann noch lange keine
Gewihr vorhanden ist, daB der Testversuch auch spiter in der Praxis
die Bestitigung findet. Denn wihrend bei der Malaria, der Schlaf-
krankheit, den Spirochitosen und schlieflich auch beim Kiistenfieber
immer nur Blutparasiten mit ganz dhnlich vorliegendem Aufenthalts-
orte vorhanden sind, der Unterschied also durchaus nach der zoologi-
schen Seite hin verschoben ist, haben wir bei den Wiirmern neben den
verschiedenen Klassen, Gattungen und Unterordnungen auch noch
.entsprechend wechselnde Aufenthaltsorte, Entwicklungsstadien und zu
allem noch wechselnde Wirtstiere. Und selbst innerhalb solcher ein-
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zelnen Gattungen treffen wir auf chemotherapeutische Dissonanzen,
welchen der Testversuch — mindestens vorldufig — noch nicht gewachsen
ist. So liegen eine fast uniibersehbare Anzahl Varianten biologischer,
physiologischer und laboratoriumstechnischer Natur vor, die eine
erschépfende Darstellung der Chemotherapie der Helminthen nicht im
entferntesten erlaubt.

So sehr hier auf der einen Seite das Bestreben vorliegt, méglichst
nur auf solche Infektionen hinzuweisen, die kolonisatorisch oder volks-
wirtschaftlich von einschneidender Bedeutung sind, so kann dieses
Prinzip bei der experimentellen Chemotherapie der Helminthen nicht
mehr ganz aufrechterhalten werden, da allzumeist die betreffenden
Parasiten einen Lebenszyklus aufweisen, der eine Aufrechterhaltung
des Infektionsmaterials nur unter ganz bestimmten Voraussetzungen
technischer Art und wissenschaftlicher Kenntnisse erlaubt. Die Ent-
wicklung mancher Wiirmer in einem oder zwei Zwischenwirten — meist
Mollusken und Fischen — setzt nicht bloB das notwendige Wirtsmaterial
aus tropischen Gegenden voraus, sondern auch die Kenntnis von dessen
Lebensbedingungen und die Nachbildung dieser im Laboratorium.
Eine Aufgabe, die gar nicht immer verwirklicht werden kann.

Alle diese Griinde veranlassen eine Auswahl unter den ver-
schiedenen helminthischen Infektionen zu treffen, welche in diesem
Falle also weniger vom praktischen (esichtspunkte als vom wissen-
schaftlich-experimentell durchfiilhrbaren Testobjekt diktiert worden ist.
Aus diesem Gedankengange heraus wurden folgende Helminthen in
den Kreis der Betrachtung genommen:

I. Nematoden: II. Trematoden:
a) Hakenwurm, a) Katzenleberegel,
b) Ascaris, b) Schafleberegel.
¢) Strongyloides, IIT. Cestoden:
d) Trichinen. Bandwiirmer, Finnen.

Als Anhang seien dann noch aus der Klasse der Nematoden die
Filarien, aus der Klasse der Trematoden die Schistosomen erwihnt.

I. Nematoden

a) Ancylostomen. Die Entwicklung der Nematoden vom wurm-
férmigen Embryo bis zum geschlechtsreifen Parasiten geht unter Wachs-
tum und Héautungen vor sich, wobei man meist vier Hiutungen unter-
scheiden kann. Auch nach der letzten Hautung ist das Wachstum der
Nematoden oft nicht beendet, sie kénnen sich auf das Doppelte ihrer

Oesterlin, Chemotherapie 5

Entwick-
lung
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Liange vergroBern. Die zeitliche Aufeinanderfolge der einzelnen Héiu-
tungen wechselt bei den verschiedenen Nematoden, sie ist auch von
klimatischen und anderen Faktoren abhéngig (2, 3). Bei den Ancylosto-
miden legen die Weibchen die Eier im Darme des Parasitentrigers ab,
so daB diese mit dem Kot ins Freie
gelangen. Die Eischale ist bei den
Hakenwiirmern, im Gegensatz zu
den Ascariden, relativ diinn, was
damit in Zusammenhang steht, da
die Larven die Eihiille sehr bald
verlassen, wihrend sie den Ascari-
denlarven lingere Zeit Schutz bie-
tet. In frischem Kot weisen die Eier
meist vier Furchungszellen auf, die
sich bis zu 16 Furchungszellen je
nach Alter und Entwicklungssta-
dium vermehren kénnen. Die Eier
entwickeln sich im Freien sehr
rasch, das Optimum liegt bei 25
bis 30°. Temperaturen iiber 509,
Frost und Austrocknung dagegen wirken rasch zerstérend. Bei Sauerstoff-
mangel wird die Entwicklung verzégert, was immerhin auf einen Material-
austausch mit der Umwelt hinweist. Jedoch kann dieser nicht sehr be-
deutend sein, da die Eier gegen die iiblichen Desinfektionsmittel ziemlich
resistent sind. Im begiinstigten Falle schlipfen die Larven nach
30 Stunden aus, wobei sie eine Linge von 0,2 bis 0,5 mm aufweisen.
Sie besitzen einen dreiteiligen Oesophagus, demzufolge sie als Rhab-
ditisformen angesprochen werden. Die Larve erndhrt sich vom Kot,
wiéchst langsam weiter und hiutet sich nach 3 bis 5 Tagen, ohne Anderung
ihrer Gestalt. Nun wird sie 0,7 bis 0,8 mm lang, verliert ihre rhabditide
Form, wird schmichtiger und bereitet eine neue Hautung vor, ohne
daB3 dabei die alte abgeworfen wird. Die Larve ist filariform. Diese
Larve verliBt nun den Néhrboden, da sie keine Nahrung mehr aufnimmt,
und sucht feuchte Erde oder Wasser auf. Da die nunmehr ansteckungs-
fahige Larve in der alten Kutikula wie in einer cystenartigen Hiille ge-
schiitzt liegt, ist sie gegen aullere Einfliisse recht widerstandsfihig.
Dementsprechend vermag die Larve in geméBigter Zone mehrere Monate,
unter tropischen Verhéltnissen einige Wochen am Leben zu bleiben,
wobei sie sich ausschlieflich von ihren Reservestoffen erndhrt. Da den
Larven die Eigenschaft zukommt, an Gegenstéinden, die benetzt sind,

Abb. 17. Hakenwurm-Ei mit Larve
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emporzuklettern, so finden sie sich hiufig an taufrischem Gras usw. vor
und gelangen von dort aus an den Endwirt. Sie dringen durch die Haut
hindurch und gelangen auf dem Blut- oder Lymphwege mit dem Kreis-
lauf in die Lunge. Hier verlassen sie, da sie in den Kapillaren stecken
bleiben, den Blutweg und gelangen in die Lungenalveolen und damit
in das Bronchialsystem. Durch das Flimmerepithel der Trachea passiv
weiter transportiert, kommen
sie dann iiber den Schlund in
den Magen und Darm. In
diesem machen sie nun ihre
dritte Hautung durch, wo-
durch sie eine kleine, mit
vier Zahnen ausgestattete
Mundkapsel erhalten. Diese
gibt ihnen die Fahigkeit, sich
an den Schleimhéduten fest-
zuhalten und dort ihre Nah-
rung aufzunehmen. Nach
weiteren 10 Tagen schlieBlich
erfolgt die vierte Hautung,
die sie zum geschlechtsreifen
Tiere macht. Erfolgt die In-
vasion nicht percutan, son-
dern oral, so machen die
Larven, wie Fiilleborn und
Yokagawa (4) bei Ancyl.
caninum bewiesen haben,
die Lungenwanderung nicht
durch, sondern siedeln sich Abb. 18. Ancylostomum. Larve
gleich im Darme an. Zur Er-
klirung der Larvenwanderungen parasitischer Nematoden hat Pintner (5)
die Hypothese aufgestellt, dafl die Larven nach ihrer Entwicklung im
Freien den gesamten Glykogenvorrat aufgebraucht haben und diesen
auf dem Wege durch das Blutsystem wieder ersetzen miissen, bevor sie
sich im Darme ansiedeln kénnen. Dagegen spricht aber das Verhalten
der Hakenwurmlarven, wenn sie auf oralem Wege in den Endwirt ge-
langen, da hier nach den Untersuchungen Fiilleborns die Entwicklungs-
moglichkeit in der Blutbahn wegfallt.

Zur chemotherapeutischen Priifung von Praparaten eignet sich Der Model-
am besten die Infektion des Hundes oder der Katze mit Ancylostomum versueh

H*
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caninum, dessen Entwicklungsmodus mit dem eben beschriebenen

praktisch iibereinstimmt. Zur Infektion der Tiere konnen natiirlich

nur die invasionsfihigen Larven benutzt werden, welche ihre voraus-

gehende Hiutung im Kote durchgemacht haben. Erhardt (24) hat

neuerdings iiber den Katzentest ausfiithrlich berichtet. Nach seinen

Angaben kann die Infektion percutan oder oral vorgenommen werden,

im einen Falle mit der Schlund-

sonde, im anderen Falle derart, daf3

ein mit Larven und Wasser be-

netztes Wattebduschchen an der

rasierten Bauchhaut fiir wenige

Stunden befestigt wird. Man darf

besonders bei jiingeren Tieren die

Infektionszahl nicht zu hoch neh-

men, da sonst die Tiere eingehen.

Allerdings ist die Infektionsstarke

bei den Tieren mit oraler Verab-

reichung der Parasiten recht ver-

schieden. So gibt Erhardt an, dall

bei der Infektion mit 800 Larven

die Katzen nach 3 Wochen zwi-

schen 51 und 535 Wiirmer im Dar-

me enthielten. Da die unter der

Einwirkung von Heilmitteln ab-

getoteten Helminthen im Darm der

Abb. 19. Ancylost}(]);f)&rgdan der Darmwand Katze rasch verdaut Werden, SO

laBt sich aus der Anzahl der ab-

gehenden Wiirmer und der bei der Sektion noch vorgefundenen kein

SchluB auf die ehemals vorhandene Infektionsstérke ziehen. Irgendeine

genauere Beziehung zwischen der im Kote vorhandenen Eizahl und der

im Darme parasitierenden Helminthen besteht jedenfalls nicht. Im

Gegenteil. Erhardt stellt fest, dal manchmal fiir ein oder zwei Tage

die Ausscheidung vollstindig absetzen kann, wobei u. a. die Nahrungs-

verhiltnisse eine Rolle spielen. Auch konnte er beobachten, daf}, wenn

die Kost der Tiere von Fleisch- auf Fischnahrung gewechselt wird, nicht

allein die Eiabscheidung verandert wird, sondern sogar die Helminthen

mit dem Kote den Darm verlassen. Aus diesem Grunde ist bei infizierten
Tieren ein Kostwechsel sehr vorsichtig auszufiihren.

Zur Gewinnung dieser Larven verfahrt man am besten nach der

Fiillebornschen Trichterkulturmethode: Der Apparat besteht im wesent-
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lichen aus einem Trichter, der in einem Becherglase hingt, welches in
einem Blechzylinder steht. Dieser ist in einem groflen Praparatenglas,
das verschlossen werden kann, untergebracht. Der Trichter wird mit
Gaze ausgekleidet, welche mit Tannin-Eisen schwarz gefirbt wurde.
Diese Firbung dient nur dem praktischen Zwecke, die weiBen Larven
besser erkennen zu kénnen. Auf die Gaze kommt eine Schicht mit
Sand, der nafBl gemacht

wurde. Und auf diesen Sand

wird eine Mischung von eier-

haltigem Kot und Carbo

medicinalis zu gleichen Tei-

len gebracht, welche natiir-

lich ebenfalls gut ange-

feuchtet wurde. Indas Pri-

paratenglas gibt man ver-

diinnte Lauge oder stéirkere

Sodalésung, in den Blech-

zylinder heiBles Wasser, so

daB der Luftraum des

groflen Glases mit Wasser-

dampf gefiillt wird. Man liBt das ganze an einem warmen Orte
stehen, so daf nach einigen Tagen die Larven aus dem Kote ausschliipfen
und infolge ihrer hydrostatischen Fihigkeiten an der iiberhingenden
Gaze hochklettern und von dort mit der Platinése weggenommen
werden kénnen. Die in dem groBien Glase befindliche alkalische Fliissig-
keit hat den Zweck, ein Weiterkriechen der Larven auf die Wandungen
des Praparatenglases zu verhindern und so Selbstinfektionen zu ver-
meiden. (Abb. 20.)

Die Verabreichung der invasionsfihigen Larven erfolgt beim Hunde
am besten oral, entweder mit der Schlundsonde oder mit dem Trink-
wasser. In beiden Fillen mul man vorsichtig arbeiten, da Ancyl. cani-
num auch fiir den Menschen infektiés sein kann. Bis zum Heranreifen
der geschlechtsreifen Parasiten vergehen etwa 14 Tage, so daB vor
diesem Termin keine Wurmeier im Kote zu erwarten sind. Der Nach-
weis der Eier im Kote kann entweder nach der eben genannten Kultur-
methode geschehen oder durch mikroskopische Untersuchung des
Kotes, nachdem die ausgeschiedenen Eier auf zweckmifBige Weise an-
gereichert worden sind. Die zahlreichen Methoden, die zur Anreicherung
von Wurmeiern aus Fizes bekannt wurden, arbeiten entweder nach
der Absetzmethode oder nach der Methode der Flotation. Bei der
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Untersuchung auf Hakenwurmeiern ist die Flotation die geeignetere
Untersuchungstechnik. Nach Fiilleborn wird dazu in einem 200 ccm
fassenden Becherglase ein Teil Kot mit 20 Teilen konzentrierter Koch-
salzlésung gut vermischt und bei Anwesenheit groferer Detritus durch
ein Sieb filtriert. Man lifit dann !/, bis 3/, Stunden das Glas ruhig stehen
und hebt anschlieBend mit einer Ose ein Flissigkeitshautchen von der
Oberfliche ab. Es wurde verschiedentlich versucht, die F1illebornsche
Methode zu verbessern, z. B. dadurch, dal man die Oberfliche des
Wasserspiegels verkleinerte. Aber die Benutzung eines Erlenmeyer-
Kolbens an Stelle des Becherglases bringt deswegen keine Vorteile,
da die aufsteigenden Eier an der schrigen Wandung des Glases haften
bleiben. Dagegen schligt Fuilleborn vor, schon zu Anfang ein Deck-
glischen auf die Wasserfliche zu legen. Nach Ablauf der 3/, Stunden
braucht es nur abgenommen und, auf den Objekttriger gelegt zu werden.
Verschiedentlich wurde versucht, die Kochsalzlosung durch andere
spezifisch ebenso schwere Fliissigkeiten zu ersetzen, aber diese Variationen
haben zu keinem bemerkenswert wichtigen Vorteil gefithrt. Man kann
allerdings die Anreicherung der Eier an der Oberfliche dadurch be-
schleunigen, daB man die Zentrifuge zu Hilfe nimmt. Die Genauigkeit
der Methode Fiilleborns wird dadurch allerdings nicht erhéht, es tritt
héchstens eine kleine Zeitersparnis ein. Die Kochsalzmethode ist eine
qualitative Methode. Wenn man die Stuhluntersuchung der Tiere
immer nach dem gleichen Schema vornimmt, so lassen sich natiirlich
einige ungefihre quantitative Vergleiche anstellen, aber bei den wenigsten
Wurmkrankheiten sind die Beziehungen zwischen der ausgeschiedenen
Eizahl und der Anzahl vorhandener Wiirmer klargelegt. Es werden
wohl auch in den wenigsten Fillen derartige mathematische Verhaltnisse
vorhanden sein, besonders, wenn chemotherapeutische Eingriffe gemacht
worden sind. Denn es ist ja schlieBlich gut denkbar, dall irgendein
Heilmittel nicht direkt vermicid oder vermifug wirkt, sondern nur einen
EinfluB auf die Eiablage des Weibchens ausiibt, so daf} zeitenweise die
Eiausscheidung dezimiert wird oder ganz aufhort, ohne daBl deswegen
die Parasiten vernichtet wurden. Solche Fille sind in der Klinik
reichlich bekannt und werden sich auch im chemotherapeutischen
Versuch immer wieder einstellen. Eine endgiiltige Entscheidung iiber
die vermifuge bzw. vermicide Fihigkeit eines Stoffes 14t sich daher
nur durch die Sektion des Tieres erzielen.

Trotzdem sind quantitative Eizahlmethoden oft sehr dienlich,
wenn sich, wie beim Katzenleberegel, solche mathematischen Abhéngig-
keiten zwischen Wurmzahl und Eiablage herausarbeiten lassen (6).
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Man kann dazu entweder die Methode von Stoll nehmen, der so vorgeht,
daB er 3 g Kot in 45 cem 1/, Lauge im Schiittelzylinder mit 10 kleinen
Glasperlen schiittelt und rasch 0,15 ccm Fliissigkeit auf den Objekttrager
abnimmt. Der Mittelwert "aus mehreren Zihlungen, multipliziert
mit 100, ergibt die Eizahl pro g Kot. Oder man benutzt die sogenannte
Hamburger Deckglasmethode Fiilleborns. Quantitativ erreicht diese
Methode nicht die Resultate der Stollschen, ist dieser jedoch iiberlegen,
wenn es sich um geringen DParasitenbefall und um geringe .Ei-
ausscheidungen handelt. Wo die Stollsche Methode versagt, liefert
die Fillebornsche Technik immer noch iibereinstimmende Werte.

Man benutzt dazu kleine Messingschilchen, die in der Mitte des
Bodens eine so groBe Delle aufweisen, daBl gerade 1 g Kot normaler
Konsistenz darin Platz hat. Man verreibt nun den Kot in der Schale
mit Kochsalzlosung und legt auf die Oberfliche der Losung drei Deck-
gliser normaler GréSe auf. Nach 1/, Stunde nimmt man die Gléiser
vorsichtig ab und zdhlt die darauf festgeklebten Eier. Man erhilt so
direkt die Eizahl pro g Kot.

Allerdings weist die Absonderung der Eier téglich durchaus nicht
immer die gleichen Werte auf, so dal man aus dem Eigehalt des Kotes
nur ganz grob die vorhandenen Wurmmengen abschitzen kann. Die
Ausscheidung ist ziemlichen Wechseln unterworfen und wird natur-
gemaf bei den Darmhelminthen von der Auswahl der Nahrung beeinflu3t.
Immerhin mufl man, nach dem Absetzen des Heilmittels, diese Aus-
scheidung noch iiber lingere Zeit hin verfolgen, da nicht selten die
Eiablage der Wiirmer nur voriibergehend gestért oder vermindert
sein kann und so eine Heilung vorgetduscht wird. Erst die Sektion
ergibt einwandfrei das Resultat bekannt.

Bedeutsame Unterschiede hinsichtlich der Hunderassen oder des
Alters der Versuchstiere sind bei der Ancylostomuminfektion nicht
vorhanden, wenngleich auch hier jiingere Tiere zweckméBiger sein
diirften. Aus rein technischen Griinden wird man kleinere Hunde
bevorzugen.

b) Ascariden. Die Ascariden benétigen ebensowenig wie die
Ancylostomiden einen Zwischenwirt. Die Eier werden auch hier mit
dem Kote entleert und sind infolge ihrer starken Hiille gegen dullere
Einfliisse sehr widerstandsfihig, so daf sie nur von wenigen Chemi-
kalien, darunter Phenolderivaten, angegriffen werden. Die Dauer der
Eientwicklung betrégt in geméaBigten Zonen 30 bis 40 Tage, in den
Tropen etwa 10 bis 14 Tage. Wie Zavadovsky (7) gefunden hat, benstigen
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auch die Ascarideneier zu ihrer Entwicklung kleine Mengen Sauerstoff.
Die entstandenen Larven schliipfen jedoch in der Regel im Freien nicht
aus, sondern kommen erst im Wirte aus der Eihiille. Es wurde fest-
gestellt, dal die voll entwickelten Ascariseier bis zu 5 Jahren lebens-
und infektionsfiahig bleiben kénnen. Davaine (8), der solche ent-
wickelten Eier an Ratten verfiitterte, konnte beobachten, da die Larven

Abb. 21. Ascariden-Eier; verschiedene Entwicklungsstadien

im Darme ausschliipften und, weil sie im falschen Wirte waren, mit
dem Kote ausgeschieden wurden. Ob es sich bei diesem Reiz zum Aus-
schliipfen um irgendeine Chemotaxis handelt, oder ob die Magen- und
Darmfermente einen Teil der Eihiille verdauen kénnen und so das
Ausschliipfen anregen, ist meines Wissens noch nicht genau untersucht
worden.

Hat die Larve die Eihiille im Wirte verlassen, so dringt sie sofort
in die Mukosa der Darmwand ein, kommt mit dem Venenblut durch die
Pfortader zur Leber und von dort — immer auf dem Blutwege — nach
der Lunge. Dort bricht sie nach den Alveolen durch und wandert
nach kurzem Aufenthalt in den Bronchien, wo sich eine Hautung voll-
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zieht, iiber den Oesophagus durch den Magen in den Darm. Hier reift
das Tier zur Geschlechtsreife heran. Bei sehr reichlichen Invasionen
kann es zu Lungenentziindungen, blutigem Sputum, Fieber usw.
kommen, wie einige Selbstversuche japanischer Forscher erwiesen haben.
Manche Ascariden passieren aber die Lungenkapillaren, gelangen auf
diese Weise in den' Kor-
perkreislauf und siedeln
sich von dort aus in den
verschiedensten  Orga-
nen an, besonders in
den Lymphdriisen, den
Nieren und im Gehirn.
Der normale Aufent-
haltsort der menschli-
chen Ascariden ist der
Diinndarm, jedoch wer-
den nicht selten einige
Exemplare im Magen,
ja sogar in der Speise-
réhre oder im Rachen
vorgefunden. Besonders
schwere Schidigungen
entstehen, wenn die
Tiere in die Gallengéinge
der Leber gelangen und
dort einen Choledochus-
verschluf§ herbeifiihren.

Die Entwicklung der

Ascariden des Hundes,

Toxocara canis und Be- Abb. 22, Ascaris megalocephala

lascaris mystax, geht

nach dem gleichen Modus vor sich. Die Unterscheidung durch die ver-
schiedene Struktur der ausgeschiedenen Eier macht keine Schwierig-
keiten.

Fiir Versuche in vitro kann man sich die ausgewachsenen ge- versuche
schlechtsreifen Tiere sehr leicht aus den Schlachthiusern beschaffen, ® Vitro
wo sie aus Schweineddrmen immer in groBen Mengen anfallen. Man
nimmt sie, um Schidigungen zu vermeiden, zweckméaBig in groferen
Thermosflaschen, die eine warme Kochsalzlgsung von 1,2 %, enthalten,
mit nach Hause. Das Arbeiten mit Ascariden bringt jedoch sehr bald
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eine recht unangenehm werdende Hypersensibilitit mit sich. Man fiihrt
daher alle Versuche mit iiberlebenden Ascariden unter einem gut
ziehenden Abzuge aus. In der verdiinnten Kochsalzlésung bleiben die
Tiere einige Tage am Leben, so daB3 hier sehr giinstige Verhaltnisse fiir
derartige Untersuchungen vorliegen. Natiirlich miissen die Exemplare
durch mehrmaliges Spiilen mit Kochsalzlésung von den anhaftenden
Darmresten befreit werden, besonders auch, um die gleichzeitig vor-
handene Darmflora nach Moglichkeit zu entfernen. Fast ebenso leicht
wie der Schweinespulwurm, Ascaris lumbricoides, kann auch der Pferde-
spulwurm, Ascaris megalocephala, der bis 37 cm lang werden kann,
aus dem Schlachthof erhalten werden.

Was die Ascariden des Hundes betrifft, Belascaris und Toxascaris,
so findet man diese beiden fast immer bei jungen Hunden, die wenige
Monate alt sind, vor. Die Tiere infizieren sich regelméfig durch Strafen-
kot und behalten dann die Infektion iiber lingere Zeit. Spater allerdings
findet eine spontane Heilung statt, so daB auch hier wieder maglichst
junge Tiere die giinstigsten Versuchsexemplare sind. Natiirlich 1408t
sich auch Ascaris lumbricoides auf Hunde tibertragen, wenn sie mit den
reifen Eiern gefittert werden. Nicht unerwidhnt soll sein, dafl sich
Belascaris mystax sehr hiufig bei Hauskatzen vorfindet bzw. auf diesen
Tieren angesiedelt werden kann.

Da die Ascariden als typische Darmbewohner hauptséchlich von
den Inhaltsstoffen des Darmlumens leben und sich in einem leicht
reproduzierbaren Milieu aufhalten, so besteht bei der Ascarideninfektion
die Moglichkeit und auch das Recht, in zweckméifBiger Form angelegte
in vitro-Versuche anzusetzen, um die pharmakologische Wirkung eines
Praparates zu untersuchen und festzustellen. Was im vorhergehenden
Abschnitt iiber die Anreicherungsverfahren der ausgeschiedenen Eier
gesagt worden ist, gilt auch hier fiir Ascariseier. Da die Larven von
Ascaris im Freien nicht ausschliipfen, so kommen fiir sie die Kultur-
methoden nicht in Betracht. Die Ausreifung der Eier zum infektions-
fahigen Entwicklungsstadium, da8 heiBt bis zur Bildung der Larve
im Ei, dem ,,embryonierten‘‘ Zustand, 148t sich bei Ascaris leicht durch
die Kultur in Wasser bei geeigneter Temperatur (25 bis 30°) erreichen.
Die tégliche mikroskopische Kontrolle orientiert dann iiber den Ent-
wicklungszustand, bis sie verfiittert werden kénnen.

¢) Strongyloides. Die Strongyloideninfektion des Menschen
wurde im Jahre 1876 entdeckt, als eine Anzahl Soldaten aus Cochinchina
in Toulon mit schwerer Diarrhie eingeliefert’ wurde. Der behandelnde
Arzt, Dr. Normand, fand in den Fézes der Erkrankten kleine Nematoden,
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die Bavay Anguillula stercoralis benannte. Bei der spiter erfolgten
Sektion der Soldaten stellte dann Normand im Darme, von der Cardia
bis zum Rectum, eine Nematodeninvasion fest, die Bavay mit dem
Namen Anguillalu intestinalis belegte. Erst im Jahre 1882 konstatierte
dann Leuckart, daB es sich nicht um zwei verschiedene Arten, sondern
nur um zwei verschiedene Generationen eines und desselben Nematoden
handelte. Der Entwicklungsgang von Strongyloides unterscheidet sich
also von dem der Ascariden und Ancylostomen vor allem dadurch,
daBl die Larven nicht erst im Freien oder im neuen Wirte, sondern
schon im alten Wirte zum Ausschliipfen kommen.

Die parasitisch lebende Generation bewohnt hauptsichlich das
Duodenum und den Anfang des Diinndarmes. Bei sehr starkem Befalle
koénnen die Parasiten bis in den
Magen vordringen. Die Tiere
bohren sich tief in die Schleim-
haut des Darmes ein, teils, um
dort Nahrung aufzunehmen,
vielleicht auch, um sich gegen
die Darmperistaltik zu schiitzen.

Daher werden die Eier in die

Darmwand abgelegt, wo sie zur

Entwicklung gelangen. Die Lar-

ven, welche ungefihr 0,2 mm

lang sind, gelangen nun wieder

an die Darmlichtung und wer-

den mit dem Kote nach auflen

gefiihrt. Bei geeigneter Aullen-

temperatur machen sie eine

Héutung durch und werden ge-

schlechtsreif. Liegt die Tempe-

ratur unter 20°, so findet zwar

ebenfalls eine Héutung statt,

aber die alte Kutikula wird

nicht abgeworfen, die Entwick-

lung ist gehemmt. Die Weib- Abb. 23. Strongyloides stercoralis. Larve
chen der frei lebenden Gene-

ration bringen etwa 30 bis 40 Eier hervor, die sich oft schon im Uterus
entwickeln. Die jungen Tiere besitzen, wie ihre Eltern, die Rhabditis-
form. Sie wachsen heran, hiuten sich und gehen anschlieBend in die
filariforme Larve iiber, so daB innerhalb von 8 Tagen aus der Kultur
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die frei lebende geschlechtsreife Generation verschwunden ist und nur
noch die strongyloiden Jungen vorhanden sind. Gelangen diese Para-
siten nicht wieder in den Darm eines Warmbliiters, so sterben sie ab.

Dieser recht verwickelte Entwicklungsgang gilt im allgemeinen
nur fiir Strongyloides aus tropischen Gegenden. Bei europiischen
fallt in der Regel die frei lebende Generation aus, d.h. die mit den
Fazes entleerten rhabditisférmigen Larven wandeln sich, ohne Ge-
schlechtsreife zu erlangen, in die filariformen oder strongylioden Formen
um, welche dann erst nach dem Import in den Warmbliiter geschlechts-
reif werden. Dieser vereinfachte Entwicklungsablauf hdngt ohne
Zweifel mit klimatischen Verhiltnissen zusammen, da die .aus-
geschiedenen rhabditisférmigen Larven bei niederen Temperaturen
nicht zur Geschlechtsreife kommen kénnen. Diese Formen sind iiber-
haupt gegen Temperatureinfliisse sehr empfindlich und brauchen zur
Weiterentwicklung, wie alle Jugendformen, die bisher genannt wurden,
den Sauerstoff der Luft. Daher wird auch hier beobachtet, daBl die
ausgeschiedenen Strongyloideseier in den oberen Kotschichten rascher
zur Entwicklung kommen, als in den unteren. Die Kultur der Stron-
gyloideslarven nach der im Abschnitt a genannten Fiillebornschen
Trichtermethode ist hier sehr leicht.

Die Infektion der Versuchstiere kann auf oralem Wege durchgefiihrt
werden. Der natiirliche Infektionsmodus diirfte aber auch hier wie bei
Ancylostomum der percutane sein. Jedenfalls ist beim Arbeiten mit
Strongyloides Vorsicht geboten, da die percutane Infektion beim
Menschen recht leicht vor sich geht und die Chemotherapie der Stron-
gyloideninfektion noch viel zu wiinschen iibrig 1a8t!

Versuchstier ist auch hier der Hund oder die Katze, die beide sehr
leicht zu infizieren sind. Die parasitische Generation wird 2,2 bis 2,3 mm
lang. Sie bohrt sich, im Gegensatz zu den im Darmvolumen frei lebenden
Ascariden bzw. den an der Darmwand festhaftenden Ancylostomen
in die Schleimhaut ein und ist aus diesem Grunde schon wesentlich
schwerer wie die beiden anderen Nematoden zu erfassen.

d) Trichinen. Vollig anders im Hinblick auf den Lebenszyklus
und im Hinblick auf die Spezifitit des Wirtstieres verhalt sich die
Trichineninfektion. Die Entwicklungsgeschichte der Trichinella spiralis
ist bei der kiinstlichen Infektion studiert worden, die mit dieser Nema-
todenart sehr leicht durchzufithren ist.

Beim Verfiittern der in der quergestreiften Muskulatur vorhandenen
eingekapselten Trichinen werden die encystierten Parasiten im Magen-
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safte aus der Kapsel befreit und gelangen in den Darm, vorzugsweise in
Duodenum und Jejunum. Schon am zweiten Tage tritt Begattung ein,
wobei dann am vierten bis achten Tage nach der Befruchtung die jungen
Embryonen aus dem Muttertiere ausschliipfen. Wahrend die Médnnchen
sehr bald nach der Begattung absterben, legen sich die Muttertiere
um die Darmzotten herum oder dringen in die Krypten ein, und ent-
ziehen sich so der Peristaltik des Darmes. Dieses Eindringen der Mutter-
tiere erméglicht, daf die Brut direkt ins Gewebe abgesetzt wird, wodurch
die anschlieBende Wanderung durch die Lymphgefiie, Ductus thoraci-
cus;, Blutbahn, in die Muskulatur erleichtert ist. Diese Wanderung
scheint sehr rasch abzulaufen, da schon wenige Tage (7—8) nach der
Infektion die Trichinen in der Muskulatur vorgefunden werden kénnen.

Der Nachweis der Trichinellenbrut im Blute ist sehr lange versucht
worden, bis es Stdubli gelang, durch Verdiinnen des Blutes mit Essig-
sdure und anschlieBender Zentrifugation die Jugendformen in reich-
licher Anzahl festzustellen. Obgleich mit dieser Blutwanderung Gelegen-
heit vorhanden ist, die verschiedensten Organe zu befallen, so siedeln
sich die Trichinellen vorzugsweise nur in der quergestreiften Muskulatur
an, mit Ausnahme des Herzmuskels, dem das Sarkolemm fehlt. Warum
gerade nur die Muskelfasern befallen werden und das interstitielle Binde-
gewebe davon frei bleibt, ist nicht erkannt. Moglicherweise liegt eine
Chemotaxis vor, aber damit ist ja schlieBlich nichts erklirt. Die Ge-
burtszeit der Muttertiere kann sich iiber 6 Wochen hinaus ausdehnen,
wobei von einer einzigen Trichinelle iiber 1000 Larven an das Gewebe
abgegeben werden. Die Larven bevorzugen hauptséichlich die Mus-
kulatur des Zwerchfells, die Zwischenrippenmuskeln, die Zunge und das
Augenlid. In der Muskulatur wachsen die jugendlichen Trichinellen
bis zum 10fachen ihrer urspriinglichen Gréfle an, rollen sich auf und
bilden dann nach 4 bis 6 Wochen eine Kapsel, in der sie aulerordentlich
lange lebensfihig bleiben. In diesem Stadium sind die Larven invasions-
fahig, sie brauchen nur wieder in den Magen eines anderen Wirtes zu
gelangen. Geschieht dies nicht rechtzeitig, so sterben die Tiere ab,
die Kapseln unterliegen einer fettigen Degeneration und verkalken.
Man hat allerdings nachgewiesen, daB die verkapselten Trichinellen
beim Schwein 11, beim Menschen iiber 20 Jahre invasionsfihig ver-
harren koénnen. Den hauptsdchlichsten Triger der menschlichen
Trichineninfektionen bildet das Schwein. Die Trichinella spiralis hat
den grolen Vorzug vor den bis jetzt genannten Nematoden, in fast
allen Sdugetieren entwicklungsfihig zu sein und demgemif fir den
chemotherapeutischen Versuch ein einfaches Testobjekt darzustellen.
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Soweit man aus der Infektionsstirke beurteilen kann, stellt der
Mensch den empfindlichsten Wirt der Trichinella dar, so daB es nicht
selten zu todlichem Infektionsausgang kommen kann.

Wenngleich die heute iiberall durchgefithrte Trichinenschau eine
Infektion mit groBeren Mengen praktisch verhindert, so ist ganz selbst-
verstindlich, dal dessenungeachtet beim GenuB von rohem Fleisch
immer noch schwache Invasionen méglich sind, die dann allerdings
keine klinischen Erscheinungen verursachen. Bei starken Infektionen
treten anfangs Darmstérungen auf, mit Fieber und wachsender Mattig-
keit. AnschlieBend sind sehr charakteristische 6dematose Schwellungen
des Gesichtes und der Augenlider, sowie Muskelschmerzen zu beob-
achten.

Fast ebenso empfindlich wie der Mensch ist die Ratte, bei welcher
durch wiederholte Infektionen mit kleinen Mengen ein auflerordentlich
starker Befall der Muskulatur erzielt werden kann. Man verabreicht
die Trichinen in rohem Fleisch, das man klein gehackt hat. Um gleich-
maéaBige Infektionen zu erreichen, ist es gut, wenn man den Parasiten-
befall des Muskelgewebes, das verfiittert wird, vorher feststellt, was
durch ein einfaches Quetschpriparat bei schwacher Vergréflerung
schnell durchgefithrt ist. Diese Feststellung ist deswegen notwendig,
weil die Trichinellen nur auf der Wanderung, also in den ersten 10 Tagen,
chemotherapeutisch faBlbar sind und das Auftreten der Trichinenlarven
davon abhéngt, wie rasch sie sich im Darme kopulieren kénnen. Bei sehr
geringer Infektionsdichte ist die Wahrscheinlichkeit einer raschen
Kopulierung natiirlich wesentlich geringer. Die fiir solche Versuche
zu verwendenden -Ratten miissen mit trichinenfreier Kost erndhrt
worden sein, da als Test der angegangenen Infektion der Muskelbefall
dient. Um véllig sicher zu gehen, untersucht man daher zweckmafiger-
weise einen kleinen Teil einer groBleren Aufzucht auf Parasitenfreiheit,
da man sonst Gefahr lauft, schon infizierte Ratten im Versuch zu haben.

Fast ebensogut wie Ratten lassen sich Meerschweinchen benutzen,
die den Vorteil bieten, auch bei sehr starker Infektion an den Trichinellen
nicht einzugehen, was bei den Ratten nicht selten vorkommen kann.
Ahnlich verhilt es sich mit Kaninchen. Da es nicht ganz ausgeschlossen
ist, daB die Alkalitit des Darminhaltes einen Einflu} auf die Kopulation
und, die Entwicklung der Larven besitzt, sind alle Tiere einer Versuchs-
serie mit gleicher Kost zu erndhren. Die Trichinelleninfektion ist eine
der wenigen helminthologischen Infektionen, die laboratoriumsmafig
sehr leicht und ohne besondere MafBinahmen oder Einrichtungen aus-
gefithrt werden kann, welche aber trotzdem noch wenig bearbeitet



Trematoden 79

worden ist. Wieviel dazu getan werden muf}, hat die im Jahre 1931
in Stuttgart erfolgte Trichineninfektion, die mit zahlreichen Todes-
fillen endete, gezeigt.

II. Trematoden

Wesentlich anders als die Nematoden entwickeln sich die Trema-
toden, bis sie in den geschlechtsreifen Zustand gelangen. Die Embryonal-
entwicklung beginnt meistens erst nach der Ablage des Eies und fiihrt
dann zur Ausbildung einer Wimperlarve, des Miracidiums, das im
Wasser unter besonderen klimatischen Verhiltnissen (Licht, Wérme)
die Eischale verlifit und in den ersten Zwischenwirt, der eine Molluske
darstellt, eindringt. In diesem Wirt erfolgt die Entstehung von Zwischen-
generationen, die von Fall zu Fall verschieden sein konnen. Aus den
Miracidien bilden sich zuerst die Sporocysten. Aus diesen dann entstehen
durch einen ungeschlechtlichen Vermehrungsproze neue Zwischen-
generationen, meist erst Redien, zuweilen auch noch Tochterredien,
und daraus dann die Cercarien. Manchmal wird das Redienstadium
iibergangen und die Cercarien bilden sich direkt aus den Sporocysten.
Fast immer verlassen die Cercarien ihren Wirt und encystieren sich zur
Metacercarie. Manchmal, wie bei den Schistosomen, dringen die Cer-
carien aktiv durch die Haut und befallen den Endwirt percutan. Die
Encystierung der Cercarien geschieht im Freien an Pflanzen, Tieren
oder auch toten Gegenstinden, wie z. B. beim Schafleberegel. Ofter
dagegen findet die Encystierung der Cercarien in einem zweiten Wirte
statt, der von Looss als Hilfswirt bezeichnet wurde. Der Zwischenwirt,
sofern er bekannt, stellt stets eine Molluske dar, in welcher sich die
Jugendstadien der Trematoden ungeschlechtlich vermehren. Der Hilfs-
wirt dagegen gewihrt der entstandenen Cercarie nur so lange Unterkunft,
bis sie zur Weiterentwicklung den richtigen Endwirt aufgefunden hat.
Dort wichst sie dann zum geschlechtsreifen Trematoden heran. Daher
konnen als Hilfswirte auler Mollusken auch Fische, Amphibien, Rep-
tilien, Vogel und Sadugetiere dienen.

Das erste Stadium, das Miracidium, hat mit dem ausgewachsenen
Trematoden noch gar keine Ahnlichkeit. Es ist eine zum Leben im Wasser
mit Wimperhaaren ausgestattete Larve, die an der Mundéffnung relativ
groBe Driisen aufweist, welche wahrscheinlich beim Eindringen in das
Gewebe des Zwischenwirtes eine maBgebliche Rolle spielen. Bei den-
jenigen Arten, welche Landschnecken als Wirte benutzen, schliipfen
die Miracidien aus den Eiern erst im Darme der Schnecken aus. Bei

Ent-
wicklung
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solchen ist daher das Wimperkleid mehr oder weniger zuriickgebildet,
da seine Funktion als Fortbewegungsorgan hinféllig wurde. In diesen
Féllen ist der EinfluB der Magensifte fiir das Ausschliipfen der Mira-
cidien mafigebend, wihrend bei den im Freien schliipfenden Arten auch
der Luftsauerstoff wieder eine Rolle spielt. Sind die Umweltbedingungen
nicht giinstig, so kénnen die reifen Eier bis 9 Monate entwicklungsfihig
bleiben. Die freien Miracidien sind im Wasser nur etwa 24 Stunden
lebensfahig und durchbohren meist die Haut der Schnecke, wobei man
beobachten kann, daf} sie sich immer mehrmals ansetzen, bevor sie ein-
dringen. Dann wandern sie in das bevorzugte Organ der Molluske —
meist Leber oder Keimdriise — und wandeln sich in ein sackartiges
Gebilde, die Sporocyste, um. Darin bilden sich Keimballen, aus denen
nachher die Redien hervorgehen. Manchmal entstehen aber aus den
Keimballen direkt Cercarien und man hat sogar beobachtet, dafl in
ein und derselben Sporocyste neben Redien auch Cercarien gebildet
wurden. Als spezifisches Larvenorgan ist bei den Cercarien ein kriftiger
Ruderschwanz ausgebildet, der fiir die Fortbewegung sorgt. Manche
weisen am Vorderende gut entwickelte Driisen auf, die beim Eindringen
in den Endwirt oder in den Hilfswirt eine Rolle als enzymliefernde
Organe spielen. Jedenfalls verlassen die Cercarien ihren Wirt allzumeist
aktiv und nur wenige treten erst nach dem Absterben des Wirtes heraus.
Die Cercarien dringen dann in den Hilfswirt aktiv ein, verlieren sofort
ihren Ruderschwanz und encystieren sich. In diesem encystierten
Zustande sind die Cercarien dufleren Einfliissen gegeniiber sehr wider-
standsfahig. DafB als Hilfswerte ganz verschiedene Tierarten in Frage
kommen kénnen, wurde schon erwihnt. Da die Cercarien im encystierten
Zustande vollig passiv sind, kénnen sie nur mit der Nahrungsaufnahme
in den Endwirt gelangen. Aus diesem Grunde stellen die Hilfswirte
immer die Beute der Endwirte dar.

a) Katzenleberegel (Opisthorchis felineus). Der vollstindige
Zyklus des besonders in Ostpreulen im Kurischen Haff sehr verbreiteten
Leberegels wurde erst vor wenigen Jahren von Vogel (19) genauer
erkannt. Nach seinen Untersuchungen wird der Katzenleberegel
vorzugsweise von einer Wasserschnecke, Bithynia leachi, bis zum Stadium
der Cercarie entwickelt. Andere Schneckenarten als Zwischenwirte
wurden im Kurischen Haff nicht gefunden. Die ausschlipfenden Cer-
carien encystieren sich dann vorzugsweise in Schleien, wo sie neben der
Muskulatur besonders auch die Flossen der Fische befallen. Unter
dem Einflul} zahlreich aufgenommener Cercarien findet auf den Fisch-
flossen eine deutlich sichtbare Pigmentierung statt, wobei in jedem
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Pigmentfleck zahlreiche encystierte Cercarien liegen. Bis zum Auftreten
dieser Pigmentierung und Encystierung vergehen etwa 10 Tage. Ver-
fittert man die befallenen Gewebsteile an Katzen, so treten nach ganz
kurzer Inkubationszeit die charakteristischen Eier im Kot der Katze
auf; die infizierten Tiere kénnen monatelang am Leben bleiben, wobei
sich dann allerdings verschiedene histopathologische Verinderungen
der Leber und der Gallengéinge ausbilden. Denn die erwachsenen
Trematoden gehtren, wie der Schafleberegel, wie die in Ostasien
heimische Clonorchis sinensis und wie Dicrocoelium lanceolatum, zu den
Parasiten der Gallengdnge der Sdugetiere.

Wieweit sich die Infektion der Katze mit Opisthorchis felineus
als Testobjekt fiir die in Ostasien verbreitete Clonorchis-Infektion
eignet, ist noch nicht geklirt. Im
allgemeinen sind die Parasiten der
Gallengénge wund der Gallenblase
trotz biologischer Verwandtschaften
nicht mit den gleichen Mitteln zu
fassen, das trifft besonders fiir die
menschlichen Infektionen zu. Denn
wahrend der Leberegel der Schafe
mit chlorierten Kohlenwasserstoffen
leicht abgetrieben werden kann, rea-
gieren die Opisthorchisparasiten eben-
so wie Clonorchis auf diese Behand-
lungsarten wenig.

b) Schafleberegel (Fasciola
hepatica). Zwischenwirte des auch
in Europa sehr verbreiteten Egels
kénnen  verschiedene  Siilwasser-
schnecken sein, vor allem Limnaea
truncatula, in welchen die Miracidien
zu Cercarien ausreifen. Die Entwick-
lung geht bei Fasciola hepatica iiber
Redien und Tochterredien. Die Cer-
carien gelangen dann durch eigene
Aktivitdat ins Freie und encystieren
sich nicht in Hilffswirten, sondern .. o, Gionorehis sinensis. Geschiochts-
an feuchten Grésern, Wasserpflanzen reifes Tier
und dhnlichen Gewichsen, welche von der Schnecke aufgesucht werden.
In diesem Cystenstadium werden sie dann von den Tieren mit dem Futter

Oesterlin, Chemotherapie 6

Infektion
der Katzen

Wert des
Testes
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aufgenommen, schliipfen im Darm der Siugetiere aus und wandern in
die Gallenginge, wo sie zur Geschlechtsreife heranwachsen. Da die Tiere

Abb. 25. Fasciola hepatica. Ei

vom Darm aus den Weg durch die Pfortader zur Galle wahlen, so ist
eine , Verirrung der Parasiten in andere Gewebsteile nicht selten.

Abb. 27. TFasciola hepatica und gigantica.
Abb. 26. TFasciola hepatica Geschlechtsreife Tiere

Obwohl fiir den Menschen nur gelegentlicher und seltener Parasit,
spielt der Schafleberegel als haufiger Parasit der Haustiere, vor allem
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der Wiederkduer, eine recht beachtsame Rolle. Allerdings ist seine An-
siedlung bei kleineren Laboratoriumstieren nicht so ohne weiteres er-
reichbar, da er mehr bei den Wiederkduern heimisch ist. Immerhin
1aBt er sich im ausgewachsenen Zustande recht leicht aus den Schlacht-
hofen beschaffen und kann fiir eingehendere in-vitro-Versuche, auch
hinsichtlich stoffwechsel-physiologischer Studien, ohne Schwierigkeiten
Verwendung finden.

Zur Auffindung der Trematodeneier im Stuhle benutzt man die Ei-
Absetzmethode von Stoll, die so gehandhabt wird, da eine kleine Kot- nachwels
menge mit starker oder 1:1 verdiinnter Salzsiure gut verrieben wird,
gegebenenfalls filtriert man durch ein Drahtnetz, iiberschichtet mit
Ather und schiittelt gut durch. Dann wird in der Handzentrifuge
2 bis 3 Minuten zentrifugiert und der Bodensatz mikroskopisch unter-
sucht. Dazu benutzt man Objekttriger mit eingeritzten Feldern, die
der Reihe nach durchgesehen werden.

III. Cestoden

Bandwiirmer. Die Grofle der einzelnen Bandwiirmer ist auBer-
ordentlich starken Wechseln unterworfen, denn man kennt Exemplare

Abb. 28. Taenia saginata. Ei

von 12 m Lénge und auch solche, die nur wenige mm lang sind.
Alle jedoch sind stark abgeplattet und tragen am ,,Kopf*, Scolex,
mehrere Haftorgane. Diese Haftorgane bestehen aus Saugnipfen;
zur Unterstiitzung dieser sind noch Klammerorgane, Haken oder Blologische
tentakelférmige Gebilde vorhanden. Die Anordnung dieser Haken
6*
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ist das wichtigste Merkmal zur Unterscheidung der einzelnen Arten.
Der Scolex ist durch einen meist sehr kleinen Hals mit den nachfolgenden
Gliedern, den Proglottiden, verbunden. Die Anzahl der vorhandenen
Proglottiden wechselt zwischen 3 oder 4 und mehreren 1000, wobei der
Entwicklung entsprechend die dem Scolex am nichsten liegenden
Proglottiden die jiingeren darstellen, wihrend die weiter entfernt

Abb. 29. Taenia nana. Ei

liegenden die alteren sind. In jeder einzelnen Proglottis befindet sich

ein vollstandiger Satz ménnlicher und weiblicher Geschlechtsdriisen,

so dafl von fritheren Forschern die Meinung vertreten wurde, daB8 der
Bandwurm nicht ein einzelnes Individuum darstellt, sondern vielmehr
einen Tierstock, dhnlich einem Polypenstock, der sich aus zahlreichen
Einzelindividuen, den Proglottiden, und einem ganz anderen Individuum,
dem Scolex, zusammensetzt. Da den Cestoden ein Darm véllig fehlt,
geht die Erndhrung durch Osmose von der gesamten Kérperoberfliche
aus, welche die Nahrstoffe resorbiert und Reservestoffe als Glykogen
ablagert. Da jede Proglittis ihren eigenen Genitalapparat besitzt und

die Cestoden fast durchweg Zwitter sind, kann die Fortpflanzung auf
verschiedene Weise stattfinden: Entweder durch Selbstbefruchtung

bei aktivem VerschluB des Genitalporus, durch Selbstbegattung oder
auch durch einseitige oder wechselseitige Begattung der Proglottiden
Ent- desselben oder eines anderen Bandwurmes. Die resultierenden Eier reifen
VIKINE i den meisten Arten in den Proglottiden aus und verlassen mit den
abgestofenen Gliedern den Wirt. Manchmal werden die ausgereiften
Eier abgestoBen oder durch leichte Verletzungen der Proglottis an den
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Kot abgegeben. Der von der Eischale eingehiillte Embryo, die Onco-
sphére, entwickelt sich in einigen Fillen im Wasser weiter, wo dann die
Oncosphire die Eihiille verlaBt. Meist aber muf sie von einem Zwischen-
wirt in beschaltem Zustande aufgenommen werden, wo dann die Ent-
wicklung zur Finne weitergeht. Zur Aufzucht der Oncosphiren sind
erfahrungsgemaB bestimmte Tierarten notwendig. Wahrend die Onco-
sphiren der im Darm des Menschen lebenden Taenia solium sich regel-

Abb. 80. Taenia solium. Ei

méfig nur im Schwein, und nur ganz ausnahmsweise auch in anderen
Séugetieren zur Finne entwickeln, erreicht die Taenia saginata das
Finnenstadium nur im Rind, die Taenia serrata in Hasen und Kaninchen
und Dipylidium caninum in parasitischen Insekten des Hundes
und der Katze. Die aufgenommenen Oncosphéren schliipfen im Darm
des Wirtes aus, bohren sich in die Darmwand ein und gelangen mit dem
Blutstrom in die ihnen zusagenden Organe. Die Katzentaenie bleibt
in der Leber liegen, wihrend andere Arten sich in den verschiedensten
Organen ansiedeln kénnen. Die Ausbildung zur Finne dauert ziemlich
lange. Die Taenia saginata braucht 28 Wochen, die Finne von Taenia
solium sogar 3 bis 4 Monate. Diese Finnen finden sich dann als Blaschen

Zwischen-
wirte
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von recht verschiedener GréBe vor, und lassen sich an der diinnen
Wand der Blase mit dem anhingenden Kopfzapfen von weifler Farbe
erkennen, der dem Scolex des kiinftigen Bandwurmes gleicht. Manch-
mal sind an dem Scolex schon einige Proglottiden vorhanden. Die
Weiterentwicklung der Finne zum geschlechtsreifen Bandwurme kann
nun nur in einem zweiten Wirte stattfinden, der fast immer den Jiger
des ersten Wirtes darstellt. Bei dieser Entwicklung verliert die Finne

Abb. 31. Taenia echinococcus

die Mutterblase, welche entweder verdaut wird oder abgestoBen werden
kann. Der ausgewachsene Bandwurm halt sich vorzugsweise im Diinn-
darm auf, ist dort, entgegen der allgemeinen Ansicht, recht beweglich
und. soll nach Ansicht Abderhaldens peptolytische Fermente zur Ver-
dauung der aufgenommenen Nahrung produzieren.

Bei einer Chemotherapie der Cestoden ist also zu unterscheiden
zwischen der Behandlung der Finnentriger und der Behandlung der
Bandwurmtriger. Da die Finnen bei lingerem Aufenthalt im Wirts-
korper nach und nach durch eine derbwandige fibrése Hiille abgesondert
werden, so ist ein chemotherapeutischer Eingriff nur bei relativ frischem
Material méglich, da spéter eine ausreichende Resorption des Chemo-
therapeutikums nicht mehr erwartet werden kann. Natiirlich ist auch
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die Moglichkeit gegeben; die Oncosphire auf ihrer Wanderung zu
beeinflussen, eine Gelegenheit, die in praxi kaum vorkommen diirfte
und daher nur theoretisch-wissenschaftliches Interesse besitzt. Die
chemotherapeutische Behandlung der Finnen hat allerdings damit zu
rechnen, dal das Absterben dieser relativ grofen Parasiten unvorher-
gesehene Komplikationen mit sich bringt, die einerseits durch den zur
Resorption gelangenden Inhalt der Blase, andererseits durch das Ab-
sterben des ganzen Tieres verursacht wird. Bei menschlichen Echi-
nococcen hat man daher in allen Fillen die operative Entfernung der
Finne jeder anderen Behandlung vorgezogen. Da aber auf chemothe-
rapeutischem Gebiete in dieser Hinsicht noch recht wenig Erfolge und
ebensowenig Erfahrungen bei Tieren vorliegen, diirfte die Ausarbeitung
dieses Problems manches Interesse besitzen. Als Testobjekt fiir solche
Experimente konnte vor allem Taenia pisiformis in Frage kommen,
dessen Finne sich bei Kaninchen, Maus oder Ratte anlegen 148t und als
solche Cysticercus pisiformis genannt wird. Der Bandwurm ist bei Hund
und Katze heimisch. Ahnlich verhalt es sich mit Taenia taeniaeformis,
der fast nur bei Ratte und Maus als Finne (Cysticercus fasciolaris, Cyst.
crassicollis) vorkommt und ebenfalls in Hund, und Katze als Bandwurm
parasitiert. Die Infektion der Tiere gelingt in allen Fillen entweder
durch Verfiitterung der Eier bzw. Proglottiden, die die Oncosphire
enthalten oder durch Verfiitterung der Finnen, die aus den Beutetieren
isoliert werden kénnen. Der Befund kann im Falle der Finnen nur durch
Sektion festgestellt werden, wobei darauf aufmerksam gemacht werden
soll, daB die Finne von Taenia pisiformis (Cysticercus pisiformis)
vorzugsweise im Mesenterium, auf dem Peritoneum, seltener dagegen
in anderen inneren Organen der Tiere vorgefunden wird, wihrend die
Finne der Taenia taeniaeformis (Cyst. fasciolaris) hauptséichlich in der
Leber angetroffen wird. Diese bildet dort erbsen- bis kirschkerngroBe
Cysten, in welchen die Finne aufgerollt liegt, also unschwer bei der
Sektion zu erkennen sein diirfte.

Der im Menschen parasitierende Bandwurm, Taenia solium, 148t
sich im Finnenstadium, dessen hauptsichlichsten Triger das Schwein
darstellt, nur in ganz seltenen Fillen auf andere Siugetiere, wie Hunde
oder Katzen, iibertragen.

Im Kot vorliegende Eier lassen sich bei den Cestoden recht gut
nach der Methode von Telemann anreichern und mikroskopisch auf-
finden. Auch hier beniitzt man besser verdiinntere Siure, statt der
konzentrierten, um wesentliche Formverinderungen zu vermeiden.
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Anhang

a) Filarien. Die weite Verbreitung der Filarien in tropischen
und subtropischen Gebieten und die Tatsache, daBl trotz zahlreichster
Versuche mit allen moglichen chemischen Substanzen weder praktisch
noch wissenschaftlich ein chemotherapeutischer Erfolg erzielt werden
konnte, noch nicht mal ein voriibergehender, veranlaBt, diese Infektion
hier ebenfalls zu erwdhnen. Leider besitzt sie fir Laboratoriums-
studien kein leicht zugéngliches Modell. Wahrend Infektionen des
Menschen mit sehr verschiedenen Filarien und Onchocercen bekannt
sind, kennen wir praktisch nur eine Filarie, die Filaris immitis, die sich
laboratoriumsmaBig auf Hunde iibertragen 1aB8t. Aber diese Ubertragung
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der Mikrofilarien kann nicht durch Blutiibertragung durchgefithrt
werden, sondern es mufl eine Miickenpassage eingeschaltet sein. Die
Entwicklung der durch die Stechfliege iibertragenen Keime dauert
aber im Hunde 9 bis 12 Monate, das heiit, fiir die Beschaffung infizierten
Materials bendtigt man allein ein Jahr. DaB auf solcher Basis in euro-
péischen Laboratorien keine groBen Versuche durchgefithrt werden
konnen, liegt klar auf der Hand.

Biologisch stellen die Filarien ein auflerordentlich interessantes Bau und
Material dar, da sie sich von den bisher genannten Nematoden besonders ﬁ?cﬁ;lung
dadurch unterscheiden, daf3
ihre Larven typische Blut-
parasiten sind und in die-
sem Milieu in sehr groBler
Anzahl auftreten konnen.

Diese Larven besitzen bei

den meisten Filarien eine

schiitzende Hiille — Schei-

de —, welche biologisch

nichts anderes als eine ela-

stische Eihaut darstellt, so

daB die Larven als embryo-

nale Stadien bezeichnet

werden miissen. In dieser

Form besitzen sie wahr-

scheinlich einen nur sehr

geringen Stoffwechsel, iiber

den iiberhaupt noch nichts

bekanntist. Immerhin muf3

eine Erndhrungsmoéglich-

keit durch die Scheide hin-

durch vorhanden sein, da Abb. 32. Microfilaria bancrofti

die Mikrofilarien lebhafte

Bewegungen im Blute ausfiihren. Allerdings ist nicht bekannt, welche
Lebensdauer die Mikrofilarien besitzen. Aus Kulturversuchen wird je-
doch geschatzt, dafl sie mindestens 14 Tage am Leben bleiben kénnen,
wobei akter nicht bekannt ist, ob sie dabei aus dem Kulturmilieu
Nahrungsstoffe aufnehmen, oder aus Kérpervorriten lebend bleiben
koénnen.

Die Mikrofilarien der einzelnen Arten unterscheiden sich ab- Turnus
gesehen von morphologischen Differenzierungen, auf die hier nicht naher
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eingegangen werden kann, vor allem auch durch einen ,, Turnus®. Das
heiflt, manche Larven sind nicht zu allen Tageszeiten in gleicher Menge
im peripheren Blute vorhanden, sondern nur in gewissen Tages- oder
Nachtstunden. Woher diese Erscheinungen kommen, ist trotz mehr-
facher Versuche bis heute nicht aufgeklirt worden, wenngleich es an
Hypothesen dazu nicht gefehlt hat. Bei der Fil. nocturna, die nur des
Nachts im Blute aufgefunden werden kann, war es zwar méglich ge-
worden, durch Umkehrung der Tageseinteilung, also Nachtwachen,
auch den Turnus umzukehren, aber analoge Versuche bei der Fil. diurna

. Uber- waren erfolglos. Fiir die Ubertragung der Filarien kommen verschiedene
8% Stechfliegen in Frage, je nach Vorkommen der Filarien. Die Ent-

Seite 66

wicklungsweise in  den
Stechfliegen ist bei den ein-
zelnen Arten ebenfalls klei-
nen Unterschieden unter-
worfen,  durchschnittlich
dauert diese Miickenent-
wicklung etwa 10 Tage.
Nach diesem Zeitraum ist
die Larve, die eine Hiutung
durchgemacht hat, in die
Riisselscheide vorgedrun-
gen und bohrt sich, wie ge-
naue Untersuchungen erge-
ben haben, beim Stechakt
der Miicke aktiv in die Haut
des Wirtes ein. Sie verhalt
sich also wie die Haken-
wurmlarve, welche wie aus-
gefiihrt wurde, ebenfalls zu
den Hautbohrern gehort.
Der Aufenthaltsort der
Muttertiere ist von Fall zu
Fall verschieden. Die Fil.
bancrofti bevorzugt z. B. die Lymphdriisen und die LymphgefiGe,
die Fil. loa dagegen wieder das subcutane Bindegewebe.

Die Muttertiere der scheidelosen Mikrofilarie perstans, die keinen
Turnus aufweist, werden in den Unterleibsorganen, im tieferen Binde-
und Fettgewebe des Mesenteriums, in der Umgebung des Pankreas,
den Nebennieren usw. vorgefunden.

Abb. 33. TFilaria bancrofti. Geschlechtsreife Tiere.
Minnchen und Weibchen
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Was die Filarie des Hundes, Dirofilaria immitis, betrifft, so stimmt gﬁﬁge'
ihr Entwicklungsgang mit dem vorher ausgefiihrten Zyklus der mensch-
lichen Filarien weitgehend iiberein. Die Blutlarven, die Mikrofilarien,
werden von Stechmiicken (Anopheles, Culex u.a.), beim Stich auf-
genommen. Vom Miickendarm aus dringen sie in wenigen Stunden
in die Malpighischen Ge-
faBe ein und entwickeln
sich dort weiter. Die in-
vasionsfahigen Larven
durchbrechen dann diese
Gefifle, um in die Riissel-
scheide zu wandern. Bei
einer Aulentemperatur von
260 ist diese Entwicklung
in 10 Tagen beendet. Sind
die Temperaturen niedriger,
so wird die Entwicklung
stark verzogert. Beim Stich
der Miicke treten dann die
Mikrofilarien aktiv in die
Haut tiber und wandern
mit dem Blutstrom vor
allem nach dem rechten
Herz und nach den Lungen-
venen, seltener nach den
Bronchien, der Brusthohle
und anderen Organen.
Thre Entwicklung zu ge-
schlechtsreifen Filarien und
das Auftreten von Mikrofilarien im peripheren Blute beansprucht
nahezu ein Jahr.

b) Schistosomen. Bei der Schistosemiasis des Menschen unter-
scheidet man drei Arten von Trematoden: Schistosomum himatobium,
Schist. mansoni und, Schist. japonicum. Die Entwicklung dieser Para-
siten geht ziemlich gleichartig vor sich, derart, dafl die ausgeschiedenen
Eier sich im Wasser entwickeln und das frei gewordene Miracidium in
den Zwischenwirt eindringt, um dort iiber das Stadium der Sporocyste,
Tochtersporocyste zur Cercarie heranzureifen. Die Cercarien verlassen
die Schnecke aktiv, schwirmen im Wasser aus und befallen von dort
den Endwirt percutan. Die Schistosomen brauchen demnach keinen

Abb. 34. Dirofilaria immitis. Larve
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Hilfswirt, wie die Opisthorchis. Die Verbreitung der Schistosomiasis
ist auBerordentlich stark, besonders diejenige des Schist. hamatobium,
Zwis?ﬁ: der gefiirchteten Blasenkrankheit, welche in Afrika, vor allem Nord-
afrika, in den Nilniederungen, aber auch in Innerafrika und in austra-
lischen Gebieten heimisch ist. Zur Verbreitung kommen eine Anzahl
Schnecken der Gattung Planorbis, Bullinus und Physopsis in Betracht.

Abb. 35. Schistosomum hidmatobium. Ei

Diese Bilharziose tritt sehr verschieden auf. Neben leichtem Befall,

der sich spiter in Himaturie und subjektiven Beschwerden beim Harn-

lassen auBerst, kommen besonders bei Erwachsenen schwere Erkran-

kungen vor, die sich als Blasenkatarrh, Blasenentziindung mit stirkeren

Krankheits- Schmerzen, schlieBlich in weitgehenden Veranderungen der Harnleiter
nungg;sgl(;ierlx; und Harnwege kundtun kénnen. Todesfille sind dann nicht selten,
Menschen 1, sonders wenn sekundire Erkrankungen, Abszesse usw. dazukommen.
Alle diese Erscheinungen sind auf die massenhaft abgelegten Eier
zuriickzufiihren, welche sich in den Harnwegen und im Nierenbecken
abgelagert haben und dort zum Teil in verkalktem Zustande vor-
gefunden werden. Selbst bei Mumien aus dem Jahre 1000 v. Chr.

wurden diese Bilharzioseeier gefunden. Die geschlechtsreifen Trema-
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toden halten sich beim Menschen in den Verzweigungen der Pfortader
auf, besonders in den Venen der Harnblase. Dort werden die Eier
abgesetzt, sie durchdringen dann die Harnblasenwand, kommen da-
durch in das Lumen der Blase und gelangen mit dem Urin ins Freie.
Allem Anschein nach beruht der Reiz, den die Infektion und die massen-
hafte Ablage der Eier hervorrufen, nicht allein auf mechanischen Prin-

Abb. 36. Schistosomum mansoni. Ei mit ausschliipfendem Miracidium

zipien, sondern er wird noch durch Toxine unbekannter Natur ver-
starkt. Bei Schistosomum mansoni und Schistosomum japonicum die
ziemlich nahe miteinander verwandt sind, leben die geschlechtsreifen
Parasiten in den Mesenterialvenen, so daB die abgelegten Eier vor
allem in den Darm und in die Leber gelangen, also nicht im Harn,
sondern im Stuhl aufgefunden werden.

Als Zwischenwirte kommen fiir Schist. mansoni hauptsichlich
Schnecken der Gattung Planorbis, fiir Schist. japonicum solche der
Gattung Oncomelania in Frage. Die aus ihnen schliipfenden Cercarien
sind sogenannte Gabelschwanzcercarien, mit groBlen Driisen am
Vorderende.
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Zur Durchfiihrung chemotherapeutischer Versuche mit einem der
genannten Trematoden benétigt man also die lebensfihigen Eier,
welche entweder aus klinischen Fillen oder besser aus infizierten Affen
stammen koénnen. Den moéglichst eireichen Kot 148t man zerrieben in
Wasser absitzen und reinigt ihn auf diese Weise. Sobald man dann
an einer Probe festgestellt hat, daBl die Miracidien die Eihiille ver-

Abb. 37. Schistosomum japonicum. TFreies Abb. 38. Schistosomum japoni-
Miracidium cum. Gabelschwanzcercarie

lassen, bringt man die Schnecken in die Aufschwemmung und infiziert
dadurch die Mollusken. 30 bis 35 Tage spéter ist die Entwicklung zu
den Cercarien vollendet. Bringt man die Schnecken nunmehr in klares
Wasser, am besten einzeln, und stellt sie 2 bis 3 Stunden an das helle
Sonnenlicht, so schliipfen die Cercarien aus. Sie sind schon mit der Lupe
leicht erkenntlich, besonders, wenn man die Cercarienaufschwemmung
in einen hohen schmalen Zylinder gieft und ruhig stehen lifit. Die
Larven sind etwas schwerer als Wasser und sinken langsam zu Boden.
Von Zeit zu Zeit suchen sie sich durch ruckartige Bewegungen an die
Oberfliche zu stoflen, da sie allem Anschein nach ein Sauerstoffbediirfnis
aufweisen.
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Will man Méause, Ratten, Kaninchen oder Affen mit diesen Cer-
carien infizieren, so badet man die Tiere in der Aufschwemmung. Um
zu hohe Infektionen zu vermeiden, werden die Cercarien vorher aus-
gezahlt. Zu diesem Zweck mischt man die Aufschwemmung gut durch,
entnimmt 3 oder 5ccm davon, gibt diese in ein flaches Schéilchen,
versetzt mit wenigen Tropfen '

Formol und zihlt die abgeto-
teten Cercarien unter dem
Prapariermikroskop aus.

Fir die Infektion mit
Schistosomum  himatobium
lassen sich neben Affen auch
Méuse, Ratten und Meer-
schweinchen beniitzen. Fiir
Schistosomum mansoni aber
eignen sich nur Affen oder
Mause. Zwar entwickeln sich
diese Parasiten auch in Meer-
schweinchen und Ratten, aber
bei diesen Tieren findet dann
keine Eiablage im Kot statt,
so daB fiir den chemothera-
peutischen Versuch der geeig-
nete Test fehlt. Bis zum Auf-
treten der Eier im Kot ver- . . .

. Abb. 39. Schistosomum himatobium.
gehen ungefahr 6 Wochen. Geschlechtsreifes Wurmpaar
Schistosomum japonicum wird
am zweckmiBigsten in Kaninchen angelegt. Was die Infektions-
menge fiir die einzelnen Tiere betrifft, so nimmt man fir Mause etwa
50 Cercarien pro Maus, fiir Ratten etwa 100, fiir Kaninchen einige
Hundert und fiir Affen 1000 bis 2000. Die Badezeit fiir die Tiere betragt
1/, bis 1 Stunde. Bei den Mausen muB man darauf achten, dal die
Infektion nicht zu stark wird, da wihrend der langen Inkubationszeit
von 6 Wochen sowieso schon meist iiber 50 %, eingehen, eine Zahl, die
bei starken Infektionsverhéltnissen bis auf 90 9, ansteigen kann. Da
die drei genannten Trematoden fiir den Menschen infektids sind, so
sind die geschilderten Manipulationen mit gréBter Vorsicht durch-
zufithren, jedenfalls niemals ohne Gummihandschuhe. Besondere Vor-
sicht ist bei den gebadeten Tieren geboten, da sie sich gerne schiitteln
und das cercarienhaltige Wasser verspritzen. Auch sind diese Tiere
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vor Erkéltungen zu schiitzen. Die Eiablage mufl auch nach dem Auf-
héren der chemotherapeutischen Behandlung noch lingere Zeit unter-
sucht werden, da das Aufhoren dieser Ausscheidung keine Gewéhr fiir
Parasitenfreiheit bietet. In jedem Falle ist eine Sektion anzuschlieBen.
Nicht unerwidhnt soll bleiben, daB die Schistosomen in den verschie-
denen Tieren zu verschiedener Groffle heranwachsen, je nach Gréfe

der zur Verfiigung stehenden Geféifle.




IlI. Das Problem der Arzneifestigkeit
und der chemotherapeutischen Interferenz.

Soweit man bis heute das Problem der Arzneifestigkeit tiberschauen
kann, handelt es sich hier um ein Phéinomen der Parasiten, das iiber
zahlreiche Generationen bestehen bleiben kann, in gewissem Sinne also
vererbbar ist. Aus diesem Grunde wurde die Arzneifestigkeit in den
biologischen Teil des Buches aufgenommen, obwohl sicherlich nicht
allein biologische, sondern auch chemische Momente beim Zustande-
kommen der Erscheinungen mitwirken werden. Ausgangspunkt fiir
die experimentelle Bearbeitung des allméhlich recht umfangreich
gewordenen Materials bildete die von Ehrlich und seinen Mitarbeitern
gemachte Beobachtung, da trypanosomenkranke Miuse, die mit
Parafuchsin-Keksen gefiittert. worden waren, durch diesen Farbstoff
schwerer heilbar waren, wie die Kontrolltiere. Diese Arzneiresistenz
war es dann, welche Ehrlich bewog, die Chemozeptorentheorie zur
Deutung der chemotherapeutischen Wirkung auszubauen und auf dieser
Grundlage die Variation des chemischen Molekiils zur Erzielung maxi-
maler Wirkungen einzufithren. Die Erscheinung der Arzneifestigkeit
bildet damit einen wesentlichen Bestandteil derjenigen Versuchs-
anordnungen, die sich bemiihen, das Prinzip der direkten, parasitotropen
Wirkung der Heilmittel zu erhdrten. Obgleich damit die Vielzahl der
wissenschaftlichen Publikationen gewahrleistet ist, welche dieses Problem
teils zu seiner Aufklirung, teils zur Behandlung anderer Fragen in
Bearbeitung genommen haben, so bietet trotzdem die Darstellung dieses
fiir die Chemotherapie so wichtigen Gebietes besondere Schwierig-
keiten. Diese Schwierigkeiten liegen vor allem darin begriindet, da
eine Unmenge Beobachtungen vorhanden sind, die sich oft wider-
sprechen, und aus denen nicht so ohne weiteres zu entnehmen ist, wo-
durch diese Diskrepanz begriindet ist. Diese Verwicklungen haben
darum so gut wie nichts zur Aufklirung des Fragegebietes geleistet,
sondern machen es vielmehr notwendig, mit objektiver Arbeitstechnik
alle die widersprechenden Resultate einer Priifung zu unterziehen.

Diese wenig erbauliche Arbeit haben vor einigen Jahren Yorke
und seine Mitarbeiter in Angriff genommen und ihnen vor allem ist es
zu danken, wenn die Verhiltnisse durch die Zuverldssigkeit ihrer
Methoden und Arbeitsweisen eine wesentliche Klirung erfahren haben.

Oesterlin, Chemotherapie i
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Yorke sagt selbst, dafl , unverantwortliche und oberflichliche Schluf3-
folgerungen gezogen worden sind, fuend auf gar nicht zu vergleichenden
Versuchsergebnissen. Wir finden gerade auf diesem Gebiete enorme
Uberkonstruktionen von Hypothesen, die auf einem hochst unsicheren
Fundament fragwiirdiger Tatsachen errichtet wurden‘* (1). Dieser Zu-
stand macht es sehr schwierig, richtige Literaturangaben zu machen
und irgendwelche verbindende Gedankengénge durch die Vielheit der
Erscheinungen zu flechten. Schnitzer (2) hat vor wenigen Jahren eine
umfassende Darstellung des Gebietes publiziert und dabei alle Festig-
keitserscheinungen der pathogenen Mikroorganismen zusammengestellt.
Hier interessieren nur solche Parasiten, die auch sonst chemothera-
peutisch Erwahnung finden.

Die Methoden der Arzneifestigung lassen sich nach dem Prinzip
in zwei Arten einteilen: Entweder man behandelt die infizierten Tiere
mit solchen Dosen Heilmittel, daf eine voriibergehende Parasiten-
freiheit erzielt wird und behandelt die auftretenden Rezidive von
neuem mit dem Chemotherapeuticum, indem man vorsichtig die Dosie-
rung erh6ht. Die Methode der Rezidivfestigung hat vor allem Ehrlich
angewendet. Sie liefert allerdings gefestigte Stdmme, aber diese unter-
scheiden sich serologisch von dem Ausgangsstamm. Oder aber man
behandelt die Erreger nur kurzfristig mit dem Heilmittel und impft
ohne Riicksicht auf eine eventuelle Abheilung der Tiere, z. B. die Trypano-
somen, wenige Stunden nach der Applikation des Heilmittels iiber. Die
itbergeimpften Trypanosomen werden nach ihrem Angehen mit langsam
steigenden Dosen Heilmittel behandelt, wobei man natiirlich durch
Kontrolltiere dafiir sorgen muBl, dall der Festigkeitsverlauf nicht un-
vorhergesehen in der Mitte des Weges abreif3it.

Die nachstehende Tabelle, die der Arbeit von Schnitzer entnommen
ist, gibt ein ungefahres Bild iiber die Art einer solchen Festigung.

Der Verlauf der Festigung wird durch die Art der Verabreichung
wenig beeinfluft, so dal man hierin ziemlich freie Wahl hat. Allerdings
verhalten sich die verschiedenen Trypanosomenstdmme in der Schnellig-
keit, mit der sie gegen eine Substanz arzneifest werden, verschieden,
so dal dabei wesentliche Unterschiede beobachtet werden kénnen. Im
allgemeinen hat sich das Verfahren der Festigung ohne Rezidiv in
erheblich stirkerem MaBe vor dem anderen Verfahren, der Rezidiv-
festigung, eingebiirgert und diirfte heute allgemein anerkannt und auf-
genommen sein. Die Festigung der Spirochéten liuft dagegen bedeutend
langsamer und. schwerer ab, wie schon frithere Versuche von Gonder (3)
bei Hiihnerspirochiten ergeben haben.
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Festigung von Nagana Stamm Prowazek (Berlin) gegen Bayer 205.
21. 1. 1924 bis 8. 3. 1924

Welche Ausdauer man mitunter bei solchen Festigungsversuchen
aufbringen muB, zeigen die neueren Versuche von Feldt (4), der eine
Arsenfestigung der Luesspirochiten versucht hat und im Laufe von
5 Jahren durch 16 bis 20 Passagen hindurch nur eine teilweise Festigung
erzielen konnte.

Eine andere Festigungsmethode haben schlieBlich Yorke und Mit-
arbeiter (5) eingefiihrt. Sie arbeiten iiberhaupt nicht mehr mit Muriden-
infektionen, sondern nehmen die Festigung in vitro vor. Das heiBit,
sie lassen die Trypanosomen eine Zeitlang mit dem Medikament in der
Kultur in Kontakt, impfen auf ein gesundes Tier iiber und isolieren
daraus die vermehrten Trypanosomen von neuem, um sie wieder dem
Medikament auszusetzen. Mit dieser Methode sehr nahe verwandt ist
die Technik von N. und H. v. Jancso (6), welche zwar wieder die In-
fektion von Ratten oder Miusen zu Hilfe nehmen, aber in diesen zuvor
die Abwehrkréifte durch Kupferbehandlung und Splenektomie aus-
schalten. Im Prinzip kommt die Methode Jancsos auf die Methode
von Yorke hinaus, da in diesem Falle die Muriden nur als lebendige
Néahrboden fungieren.

Ein grofler Teil der in der Literatur vorhandenen Unstimmigkeiten
kann ohne Zweifel darauf zuriickgefiihrt werden, daf vielfach Stimme
vorlagen, die keine maximale Festigung erfahren hatten. Das Kriterium
der maximalen Festigung ist also sehr wichtig; sie hingt allerdings mit

7 *
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in vitro
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der Vertraglichkeit der Substanz fir das Wirtstier eng zusammen.
Denn schlieBlich 148t sich bei allen Methoden mit Ausnahme der von
Yorke beniitzten nur soviel Medikament gegen die Parasiten einsetzen,
als von den beniitzten Wirtstieren vertragen wird. Von diesem Stand-
punkt aus betrachtet ist der Begriff der Festigkeit ein relativer, der nicht
allein von dem Parasiten, sondern auch von dem Wirtstier bedingt
bleibt. Man erwartet bei einer maximalen Festigung, dafl die Dosis
tolerata die Parasiten nicht mehr schidigt.

Diese erzielte Festigung stellt nach Yorke (1) eine erworbene
Eigenschaft dar, die vererbbar ist und nach seinen Untersuchungen
durch nichts mehr verindert werden kann. Yorke hat in zahlreichen
Studien untersucht, ob die Arsenfestigkeit durch Passagen der Trypano-
somen in anderen Warmbliitern oder wenigstens durch die Tsetsefliege
eine Anderung erfahren kann und konstatiert, daB diese Anderung des
Nahrbodens oder die natiirliche Passage an den Festigkeitseigenschaften
nichts zu dndern vermag. Mit diesem Befunde wird das Problem der
Arzneifestigung hinausgehoben iiber ein chemotherapeutisch-wissen-
schaftliches Problem und zu einer Frage von ungeheurer praktischer
Bedeutung. Denn die Wahl der Heilmittel, die in der Praxis zur Sanie-
rung weiter Gebiete Verwendung finden, richtet sich naturgegeben
nicht allein nach der Giite des Produktes, sondern auch nach seinem
Preis. Die Verwendung weniger prompt wirkender Substanzen ver-
anlaBt aber nicht selten, daB die Abheilungen rezidivieren, so daf} die
Medikamente mehrfach in Abstinden angewendet werden miissen. Mit
dieser Behandlung iibertrigt man aber die systematische Technik der
Arzneifestigung auf das Freiland, was zur Folge haben kann, da8 die
genuinen Trypanosomenstimme mit der Zeit eine Arzneifestigung er-
fahren, eine Gefahr, die nicht bloB theoretisch konstruiert, sondern
nach den Untersuchungen Yorkes sogar heute schon in greifbare Nahe
geriickt scheint. Welche Folgen der Verfolg einer solchen chemotherapeu-
tischen Behandlungsmethode nach sich zieht, ist leicht zu erraten.
Wie dem zu begegnen ist, steht allerdings noch auf einem unbeschriebenen
Blatt. Jedenfalls fordern die Befunde von Yorke und seinen Mit-
arbeitern eindringlich dazu auf, die Chemotherapie der Schlafkrankheit
nur mit den besten Medikamenten auszuiiben und nach Moglichkeit
solche Heilmittel aus dem Arzneischatz wegzunehmen, die zu haufigen
Rezidiven fiithren kénnen, beziehungsweise eine relativ schnelle Arznei-
festigung erlauben. Denn dadurch, dal die Passage durch die Stech-
fliege keine Anderung der erworbenen Eigenschaft hervorbringen kann,
wird die Gefahr vergroBert, um so mehr, als bei eventuellen Misch-
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infektionen die chemotherapeutische Abheilung hauptséchlich den arznei-
empfindlichen Stamm beeinfluBt und die Ubertragung auf die Glossinen
dann dem arzneifesten Stamm vorbehalten bleibt.

Die auffallendste Beobachtung, die bei der Gewinnung eines arznei-
festen Stammes gemacht wird ist die, daf3 diese Festigkeit durchaus
nicht spezifisch ist, sondern fast immer auf eine ganze Reihe von Pro-
dukten tibergreift, welche chemisch gar nicht miteinander verwandt
sein brauchen. So beschrinkt sich die mit Atoxyl erzielte Festigung
nicht nur auf Arsinsduren, sondern greift auch noch auf Arsenobenzole
iiber und sogar auf zahlreiche Akridinverbindungen. Die Festigung
mit Trypanblau dagegen bleibt fiir die Klasse der Sulfosdurederivate
bestehen und dehnt sich nur auf Trypanrot und Germanin aus, wahrend
die Festigung gegen Parafuchsin sich auf analoge Farbstoffe beschrankt.
Aus diesen Ergebnissen resultiert daher die erstaunliche Tatsache, daf}
mittels Tryparsamid eine Trypaflavinfestigung und mittels Trypaflavin
eine Atoxylfestigung erreicht werden kann. Allerdings bestehen insofern
bedeutende Differenzen, als die Erzielung dieser Festigungen bei den
einzelnen Stoffen sehr verschiedene Zeiten, das heit, Passagenzahlen,
beanspruchen. Sehen wir von frither niedergelegten Daten ab und be-
achten wir nur die sorgfiltigen Versuche von Yorke und seinen Mit-
arbeitern (7), so kann man feststellen, da3 alle niedermolekularen Arsin-
siduren wie Atoxyl, Arsacetin, Tryparsamid oder Akridinderivate wie
Trypaflavin zur Festigung eines Stammes Tryp. rhodesiense durch-
schnittlich 4 bis 8 Wochen benétigen, wihrend Arsenoverbindungen,
wie Neosalvarsan iiber 3 Monate und Germanin sogar iiber 12 Monate
gebrauchen. Mit Arsenophenylglycin war iiberhaupt keine absolute
Festigung zu erzielen. Die Methode der Festigung war dabei jene ohne
Beniitzung der Rezidive im Miuseversuch. Eine Ausnahme machte
einzig das Halarsol, das allerdings zwar niedermolekular ist, aber keine
Arsinsdure, sondern ein Arsindichlorid darstellt; also zu den Arsen-
oxydderivaten zu zdhlen ist. Bei diesem Produkte wurden wie bei den
Arsenoverbindungen ebenfalls 3 Monate zur Festigung gebraucht. In
diesem Zusammenhang soll darauf hingewiesen werden, da8 das Arsen-
dichlorid sehr reaktionsfihig ist und sicherlich nicht als solches zur
Wirkung gelangt.

Die Festigungsversuche Yorkes dehnen sich auf folgende Substanzen
aus: Atoxyl, Arsacetin, Tryparsamid, reduziertes Tryparsamid, Halarsol,
Novarsenobillon (Neosalvarsan), Stibenyl, Trypaflavin, Germanin,
Brechweinstein, Atoxyl 4 Brechweinstein, Arsenophenylglycin. Auf
Grund seiner Befunde unterscheidet Yorke vier Stimme:

Die Spezi-
fitdt der
Arznei-
festigkeit

Ver-
schiedene
Stimme
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1. Denjenigen, welcher durch Festigung mit Atoxyl, Arsacetin;
Tryparsamid, reduziertem Tryparsamid, Halarsol, Novarsenobillon und
Akriflavin erhalten worden ist. Dabei ist es gleichgiiltig, welches dieser
Produkte dabei Verwendung findet, die Eigenschaften des erhaltenen
Stammes bleiben sich hinsichtlich der biologischen, chemotherapeutischen
oder morphologischen Kennzeichen in allen Féllen gleich.

2. Einen arsenophenylglycinfesten Stamm, durch Festigung mit
diesem Préparat erhalten. Der Stamm ist auch gegen die unter 1. an-
gefiihrten Arsenikalia und Trypaflavin fest. Allerdings ist diese Festigung
nicht total, weder gegen Arsenophenylglycin, noch gegen Halarsol,
reduziertes Tryparsamid oder Stibenyl.

3. Einen Stamm, der gegen Stibenyl gefestigt wurde. Dieser ist
ebenfalls gegen die Arsenikalia mit Ausnahme von Arsenophenylglycin
fest. Sowie gegen Trypaflavin. Aber seine Festigkeit greift auch auf
Brechweinstein iiber, was dem Stamm unter 1. fehlt.

4. Einen germaninfesten Stamm, der nur gegen Germanin, nicht
gegen die Arsenderivate oder Trypaflavin gefestigt ist.

Eine Festigung gegen Brechweinstein 148t sich auf dem tiblichen
Wege bei dem verwendeten Normalstamm Tryp. rhodesiense nicht
erzielen; festigt man aber vorher gegen Atoxyl, so 148t sich mit wenigen
Passagen auch eine Brechweinsteinfestigung erreichen. Die folgende
Tabelle, welche der Arbeit von Yorke entnommen ist, gibt die Verhalt-
nisse in iibersichtlicher Weise wieder.

Minimal wirksame Dosen verschiedener Arzneistoffe in mg fir
20 g Maus, infiziert mit dem normalen, bzw. verschiedenen arznei-
festen Stimmen
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Man hat, und wohl mit Recht, das Zustandekommen der Arznei-
resistenz als einen direkten EinfluB der Chemotherapeutica auf die
Parasiten gedeutet. Die Feststellungen von Yorke (7), daB3 ganz dhnliche
Verhaltnisse, wie sie bei infizierten Ratten und Miusen beobachtet
wurden, auch in vitro demonstrierbar sind, festigen diese Anschauung.
So konnte er zeigen, dafl Arsenoverbindungen und Arsinoxyde noch
in Verdiinnungen von 1 : 25000000 in vitro wirksam sind, wihrend die
Arsinsduren erst bei 1:1600 destruierend wirken. Durch die Arznei-
festigung werden aber diese Werte auch fiir den in vitro-Versuch ver-
schoben; ein atoxylfester Stamm wird z. B. von Halarsol nicht mehr
bei 1:25000000, sondern erst bei 1:800000 abgetétet.

Die einmal erworbene totale Festigung kann, wie schon erwihnt
wurde, durch keine biologische oder chemische MaBnahme wieder riick-
gingig gemacht werden. Aus diesem Anlaf bleibt die Festigung iiber
viele Jahre bestehen, unabhingig davon, in welchen Tieren die Para-
siten weitergeziichtet wurden. Yorke (54, 55) berichtet neuerdings,
daB die Festigung von Rhodesiense-Trypanosomen gegen Arsensiuren
nunmehr iiber 5 Jahre unverindert geblieben ist, wihrend, eine solche
gegen Germanin nach und nach wieder verlorengegangen ist. Diese
Abnahme der Germaninresistenz erfolgt aber nicht spontan, sondern
sukzesive, ohne daB allem Anschein nach der biologische Vorgang
irgendwie beeinflufit werden kann. Zwar liegen verschiedene andere
Beobachtungen vor, welche iiber eine spontane Uménderung eines
arzneifesten Stammes berichten; diese Beobachtungen miissen aber
nach Angaben von Yorke mit groBer Vorsicht bewertet werden. Denn
man darf schlieBlich nur Befunde anerkennen, die spéter auch repro-
duzierbar sind. So berichtete z. B. Citron aus SchloBbergers Laborato-
rium, daB ein salvarsanfester Trypanosomenstamm durch mehrfache
Behandlung mit Natriumthiosulfat seine Arsenfestigkeit verloren
hatte (8). Dieser Verlust trat eigentiimlicherweise immer nach der
18. Passage auf. Schnitzer hat versucht, diesen Befund nachzubilden
und hat es nicht an Miihen daran fehlen lassen, aber seine Ergebnisse
konnen die Beobachtung Citrons nicht bestitigen. Auch Yorke hat
sich dann mit dieser Wirkung des Thiosulfats beschiftigt (9), ohne
Erfolg. So muB man denn annehmen, dafl es sich bei Citron um das
Phinomen eines ganz bestimmten Trypanosomenstammes gehandelt
hat oder was fast wahrscheinlicher erscheint, daf} diese Beobachtungen
nicht zu Recht bestehen. Spontanen Verlust der Festigkeit haben
frither Mesnil und Brimont und auch Schnitzer beobachten konnen,
aber es ist schwer, nach den Resultaten von Yorke ein klares Urteil
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iiber diese Vorginge zu fillen. Analog verhilt es sich bei denjenigen
Beobachtungen, die angeben, daB ein arsacetinfester Stamm bei lingerer
Germaninbehandlung seine Arsacetinfestigkeit verlor (10).

Die Darstellung eines goldfesten Spirochidtenstammes haben
Fischl und. Singer (11) beschrieben, die erworbene Festigkeit griff bei
diesem Stamm auch auf Arsenverbindungen iiber. Allerdings be-
schreiben Fischl und Fischl auch eine Goldfestigung von Trypano-
somen (12), die aber nicht auf Arsenderivate iibergriff. Die Berichte
iiber Spirochitenfestigungen sind jedoch so spirlich, daB iiber die
wenigen Resultate noch kein Urteil abgegeben werden kann. Hier gilt
es, eine groBe Liicke auszufiillen.

N. und H. v. Jancso (13) haben nun in jingster Zeit berichtet,
daB die Arzneifestigung viel schneller zustande kommen kann, wenn
man in den beniitzten Muriden die Abwehrkrifte durch Kupferbehand-
lung und Entmilzung véllig ausschaltet. Wiahrend, wie geschildert, die
Germaninfestigung unter normalen Verhéltnissen nahezu 12 Monate
braucht, um vollstindig zu werden, gelingt es bei Ausschaltung der
phagocytiren Elemente, diese Festigung schon in wenigen Passagen zu
erreichen. Dadurch ndhern sich die Festigungszeiten fiir Germanin
denjenigen fiir Arsacetin oder Atoxyl, fiir welche man bekanntlich
ungefihr 10 bis 12 Passagen benétigt. Die Autoren kommen auf Grund
dieser ihrer Beobachtung zu dem SchluB, daBl die phagocytiaren Krafte
bei dem Festigungsablauf eine bedeutsame Rolle spielen und ihn in
erheblichem MaBe beeinflussen. Wie spidter beim Germanin néher
ausgefithrt wird, beruht die Wirkung dieses Produktes auf einer Er-
nihrungsstérung der Parasiten, welche in solchem geschidigten Zu-
stande der Phagocytose rasch anheimfallen konnen, um so mehr, als
das Germanin nebenbei noch eine ,,opsoninartige‘‘ Wirkung entfaltet.
Wenn man sich vor Augen hilt, dal diese erndhrungsgestorten Trypano-
somen aus dem Organismus des Wirtstieres rasch beseitigt werden, so
scheint es ganz klar verstdndlich, daB nur solche Trypanosomen zum
Uberimpfen und zur Weiterbehandlung mit Germanin in Betracht
kommen, die sich dieser Germaninwirkung weitgehend entzogen haben,
das heiBt, die wihrend der Einwirkungszeit relativ wenig durch das
Medikament geschidigt worden waren.

Dies kann aber nur der Fall sein, wenn relativ wenig Germanin
zum Einsatz gelangt, da sonst die Phagocytose zu groB wird. In den
blockierten Tieren dagegen ist die Phagocytose und die opsoninartige
Wirkung des Germanins praktisch véllig unterbunden. Die Trypano-
somen stehen viel linger unter der Germaninwirkung und, was-nicht
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iibersechen werden darf, sie stehen auch hoéheren Germaninkonzen-
trationen gegeniiber. Aus diesem Grunde darf es nicht wundernehmen,
wenn die Festigkeit in den blockierten Tieren anders, das heifit, rascher
abliauft. Schon dadurch, daB es Yorke und seinen Mitarbeitern gelungen
war, die Festigungen auch in vitro zu erzielen, ist die beste Gewahr
gegeben, daf} alle diese Vorginge in den Warmbliitern nur Sekundér-
reaktionen darstellen, die mit dem Festigungsvorgang an sich nichts
zu tun haben, die hdchstens infolge der mitwirkenden phagocytiren
Vorgéinge die Dauer der Heilmitteleinwirkung abkiirzen, dadurch aber
den Festigungsverlauf verlingern. Die Arzneifestigung ist demnach
ausschlieflich eine Reaktion zwischen Parasit und Chemikal und wird
von Yorke sogar als Mutation bezeichnet. Die Tatsache, daB einzelne
Produkte zur Erzielung der Festigung lingere Zeit beanspruchen,
deutet nur darauf hin, dafl bei diesen der Abheilungsprozel im Warm-
bliiter einen verwickelteren Verlauf nimmt als bei solchen Stoffen, bei
denen die Resistenz relativ rasch erreicht wird. Oesterlin (14) kommt
daher zu der Vermutung, daB die Gewinnung eines arzneiresistenten
Stammes ein Bild von der Reaktionsweise der Substanz bietet, insofern,
als Stoffen, welche eine rasche Festigung in normalen Tieren zulassen,
eine direkt gerichtete, parasitotrope, den anderen dagegen eine mehr
indirekte Wirkung zukommt. Die Schnellfestigungsmethode v. Jancsos
in blockierten Tieren ist selbst das beste Beispiel fiir eine solche Deutung :
Solange die phagocytiren Krifte in den Wirtstieren vorhanden sind,
die Trypanosomen also vom Germanin nicht abgetétet, sondern nur
soweit geschidigt werden, daBl die opsoninartige Wirkung einsetzen
kann, solange ist die Bildung des festen Stammes erschwert. Blockiert
man aber die Muriden und transformiert man dadurch die Germanin-
wirkung zu einem ganz primitiven Desinfektionsvorgang, so &dndert
sich schlagartig der Festigungsverlauf, er ist in wenigen Passagen total.

Die beiden nahe mit Germanin verwandten Farbstoffe dagegen,
Trypanblau und Trypanrot, weisen diese opsoninartige Wirkung wie
Germanin nicht auf, sie haben keine spezifische Affinitdt zum Serum,
keine lange prophylaktische Wirkung, sie wirken wahrscheinlich viel
ausgepragter ohne Zutun des Wirtstieres, sie erlauben daher eine rasche
Festigung in wenigen Passagen, die dann, infolge der chemischen Ver-
wandtschaft und der Ahnlichkeit der Angriffspunkte auf die Trypano-
somen, auch gleichzeitig eine Germaninfestigkeit wird. Wir wissen
bis heute iiber die Wirkungsweise dieser Farbstoffe noch gar nichts.
Wir wissen nur, daf} sie keine Affinitit zu den EiweiBprodukten des
Serums haben und es ist zu vermuten, dafl ihre Wirkung mit derjenigen
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des Germanins auf den Zuckerstoffwechsel iibereinstimmt. Es wire
interessant nachzupriifen, ob dies tatsichlich der Fall ist und es wére
wichtig zu untersuchen, wie diese Farbstoffe sich bei der Festigung in
blockierten Tieren verhalten.

Ubertrigt man diese Vorstellung auf die Festigung in der Arsen-
reihe, so lassen sich auch hierfiir analoge Betrachtungen anstellen.
Atoxyl, Arsacetin, Tryparsamid und dhnliche Arsinsiuren sind auch
im Serum in niedermolekularer Form vorhanden, ihre Wirkung klingt
rasch ab, spezifische Reizwirkungen sind bei ihnen nicht nachgewiesen
worden. Ihre Wirkung scheint also ausgeprigt parasitotrop zu sein,
wobei auBler acht gelassen wird, ob diese Arsinsiuren als solche oder
erst nach einer Umwandlung in der Trypanosomenzelle zu Arsinoxyden
zur Wirkung kommen. Die Arsenobenzole dagegen sind nach den Unter-
suchungen von Bauer immer in kolloider Form im Serum vorhanden,
ihre Wirkung ist ohne Zweifel von der Funktionstiichtigkeit des phago-
cytaren Apparates abhingig und damit liegt bei ihrer Wirkung sehr
wahrscheinlich eine kombinierte — also direkte und indirekte — Reak-
tionsweise vor. Aus diesen Betrachtungen heraus miilite sich also eine
Festigung mit Salvarsan oder mit Arsenophenylglycin durch vorherige
Blockierung der Tiere ebenso rasch erzielen lassen, wie eine solche mit
Arsacetin oder Atoxyl. Es ist bedauerlich, daB8 diese Untersuchung
noch nicht in Angriff genommen worden ist. Sie wiirde eine bedeutsame
Aufklarung bedeuten und vielleicht eine Methode, den Wirkungs-
mechanismus einzelner Praparate aufzuhellen. Man hat bis in die heutige
Zeit die Arzneifestigkeit dazu -beniitzt, um iiber die verschiedenartigen
Chemozeptoren der einzelnen Substanzen ein Bild zu erhalten, da
die Meinung vertreten war, daB durch eine Arzneifestigung die ent-
sprechenden Haptophore der Parasiten ,,eingezogen‘‘ werden wiirden.
Wenn eine andere Substanz dann immer noch eine Wirkung zu ent-
falten vermochte, so schien es also, als ob dieser anderen Substanz ein
anderer Chemozeptor zur Verfiigung stinde. Schnitzer hat dieses Bild
der Chemozeptoren besonders ausgebaut (2), aber es erhebt sich die
Frage, ob solche Abbildungen heute noch zu recht bestehen, nachdem
samtliche von Ehrlich aufgestellten Acetikozeptoren, Nutrizeptoren und
andere keine Existenzberechtigung mehr auf Grund synthetischer Pra-
parate besitzen. Die endgiiltige Tatsache, daB eine Festigkeit gegen
Atoxyl mit jeder anderen Arsinsiure oder Arsenoverbindung (auBer
Arsenophenylglycin) erreicht werden kann, daB eine Germaninfestigkeit
auch mit Trypanblau erzielt wird und daB selbst Stibinsiuren eine
Festigkeit gegen Salvarsan erzielen lassen, deutet vielmehr darauf hin,
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daB3 diesen Priparaten ein gemeinschaftlicher Angriffspunkt in den
Erregern zukommt, der mehr oder weniger schnell, je nach Wirkungs-
weise der Prédparate, auller Funktion gesetzt wird, vielleicht auch von
den gefestigten Erregern geschiitzt wird. Je spezifischer in solchen
Fillen die parasitotrope Wirkung ablauft, je weniger der Wirtstier-
organismus die Abtétung der Parasiten unterstiitzt, um so rascher
selbstverstindlich reagieren die Parasiten auf diese Substanz, um so
eher tritt die erwartete Festigung ein. Diese Betrachtung lieBe darauf
schlieBen, dal dem Arsenophenylglycin eine besonders starke organo-
trope und eine nur wenig parasitotrope Wirkung eigen ist, eine Ver-
mutung, die sich durch andere Beobachtungen zwar noch festigen 148t,
deren Beweis allerdings noch aussteht. Auf diesen Punkt wird spéter
nochmals eingegangen (S. 120).

Dubois (28) hat versucht, die Arsanilsiure durch die p-Amino-
benzoesdure zu ersetzen und mit dieser unwirksamen aromatischen
Aminoséure bei Trypanosomen eine Atoxylresistenz zu erzielen. Aber
selbst in der Zeit von 4 Monaten, wihrend welcher 25 Passagen und 82
Injektionen vorgenommen wurden, lieB sich keine Anderung des be-
niitzten Trypanosomenstammes nachweisen. Auch kann er die Resultate
von Yorke bestitigen, ndmlich, daB die Atoxylresistenz auf Stibenyl
und Trypaflavin iibergreift (29). Interessant ist iibrigens auch noch
die Feststellung von Singer und Fischl, daBl die unwirksamen Akridin-
farbstoffe Atebrin und Rivanol (30) nicht bloB keine Festigung gegen
Trypaflavin z. B. erzielen lassen (iiber die Ahnlichkeit von Atebrin,
Rivanol und Trypaflavin siehe S.140), sondern daB} die Aufnahme-
fiahigkeit der Parasiten fir die Produkte noch zunimmt, wihrend beim
Festigungsverlauf eine Abnahme der Speicherung zu beobachten ist. Die
Photosensibilitdt der beladenen Trypanosomen bleibt dabei bestehen,
sine Arzneiwirkung tritt dagegen trotz erhéhter Speicherung nie auf.

Festigungs- Aber wihrend bisher alle diese Festigungsversuche mit Benzol-

versuche mit
Pyridin- derivaten des Arsens durchgefiilhrt worden sind, beschiftigten sich

derivaten Schlossberger und. Schiiffner (31, 32) mit Versuchen, die eine Festigung
gegen Arsenopyridine und Pyridinarsinsiuren zum Gegenstand hatten.
Die zahlreichen chemischen und chemotherapeutischen Studien von
Binz und seiner Schule haben eine groe Anzahl neuer Pyridin-Arsen-
verbindungen kennen lernen lassen, welche zwar bis jetzt keinen Eingang
in die praktische Therapie finden konnten, trotzdem aber ohne Zweifel
in wissenschaftlicher Beziehung sehr interessant sind (33—38). Schloss-
berger und. Schiiffner beniitzten bei diesen Studien folgende Substanzen

von Binz: BR1 = 2-Pyridon-5-arsinsiure; BR 20 = 2-Aminopyridin-
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5-arsinsiure; BR 23 = 3-Amino-2-Pyridon-5-arsinsiure ; BR 120 = NN'-
Essigsiure-55"-arseno-22'-Pyridon; BR 121 = 2-Pyridon-N-essigsiure-5-
arsinsdure. Ferner Arsenophenylglycin, Tryparsamid, und Sdt. 355,
ein Arsenostibioderivat von H. Schmidt, Elberfeld, welches den Arseno-
phenylglycinrest enthdlt. Die ganze Formel dieses Praparats ist un-
bekannt.

As As AsO;zH,
I | I
O 0 0 (o
NSNS N 0=\/
| I | NH
NH NH NH—CH,—CO—NH,
oH éH Tryparsamid. BR,.
2 2
I !
COON COON
Arsenophenylglycin.

/N~ AsO,H, H2N-/\1~As03H2 ]/\‘—ASO3H2
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HN— / 0=\ %
X Xu X—CH,—COOH
BR 20. BR 23. BR 121.
l/\\——As:As—l/\‘ Na.SO3——/\’—O\ /O——/\~803Na
Sh:
_ _ e
0=\, N /0 O\
| | S0, Na S0, Na
?Hg C1H2 Fuadin.
COOH COOH
BR 120.

Schliefilich noch Germanin und Trypaflavin. Die Arbeit von
Schiiffner und Schlossberger ist in mehrfacher Hinsicht interessant.
Wihrend Ehrlich auf Grund seiner Beobachtungen zu der Ansicht ge-
langte, dafl die Wirkung des Arsenophenylglycins durch die Arsengruppe
und die Essigsiduregruppe bedingt ist, welchen beiden Radikalen der
entsprechende ,, Arsenozeptor und ,,Acetikozeptor in den Parasiten
gegeniiberstehen, geht aus den Befunden dieser Arbeit hervor, daf3
diese ,,Regel“ weder fiir Arsenostibioverbindungen noch fiir Pyridin.
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arsinsduren zutrifft, da gerade die Priaparate BR 120 und BR 121 iiber-
haupt keine trypanocide Wirkung besitzen, obgleich doch eine besonders
giinstige zu erwarten gewesen wire. Schlossberger und Schiiffner festigen
nun einen Stamm Tryp. brucei nach iiblicher Methodik gegen Trypars-
amid und gegen BR 1. Der Vergleich dieser beiden neuen Stimme
gegen die genannten Priparate fordert die Tatsache zutage, dafl die
Festigung gegen die Benzolarsinsiure auf die Pyridinverbindungen
und die Festigung gegen BR 1 auf die Benzolarsenverbindungen iiber-
greift. Allerdings sind noch einige kleine Differenzen vorhanden, die
zeigen, daB} keine voéllige Identitdt vorhanden ist. Auffallend ist auch,
daB die Tryparsamidfestigung auf die Germaninempfindlichkeit Einflu
hat, was Yorke nicht hatte beobachten kiénnen, ebenso hat sich das
Verhalten des Stammes gegen Brechweinstein verdndert. Wie aus der
Tabelle hervorgeht, die der genannten Arbeit entnommen ist, wird der
BR 1-feste Stamm immer noch wenig von BR 1 beeinflufit, da die maxi-
male Dosis eine kleine Lebensverlingerung hervorruft, wihrend dies
beim tryparsamidfesten Stamm mit Tryparsamid nicht der Fall ist.
In der Tat erweist sich der tryparsamidfeste Stamm auch gegen Arseno-
phenylglycin, Fuadin und BR 23 fester wie der BR 1-feste. Germanin
und Brechweinstein dagegen verhalten sich gerade umgekehrt. Schon
daB iiberhaupt eine Anderung des Verhaltens gegen diese beiden letzt-
genannten Priaparate durch die Festigung eingetreten ist, steht in einem
Gegensatz zu dem Befunde von Yorke, so daB wir diese Ergebnisse
ohne Erklirungsmoglichkeiten akzeptieren miissen. Immerhin geht
aus der Arbeit hervor, daB sich die Festigkeiten nicht bedeutend unter-
scheiden und dafl die Angriffspunkte der Pyridinarsinsduren und der
Benzolarsinsduren nicht sehr verschieden sein kénnen. Schlossberger
und Schiiffner vermuten, da die héhere Wirksamkeit gerade den Pyridon-
verbindungen zukommt, da diese Konfiguration vielleicht mit einem
,,sekundéren Haptophor* in Zusammenhang stehen kénnte. Man kénnte
aber auch daran denken, dafl diese Pyridonkonfiguration etwas andere
Loslichkeits- und damit Resorptionsunterschiede bedingt, die einen
EinfluB auf die Verteilung in den einzelnen Organen nach sich ziehen.
Naito und Oka (39) haben mit Orsanine (2-Oxy-4-Acetaminophenyl-
arsinsdure), das auch Fourneau 270 genannt wird, Festigungsversuche
bei Nagana brucei durchgefithrt und stellen ebenfalls fest, dafl der
Festigungsverlauf mit Orsanine bedeutend rascher vor sich geht, wie
mit Neosalvarsan. Der erhaltene Stamm erwies sich gegen Arsinsiuren
fest, nicht dagegen gegen Arsenophenylglycin, Germanin. Die Pyridin-
arsenverbindungen BR 1, BR 23 sowie Trypaflavin und Myosalvarsan
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vermochten keine Wirkung mehr zu entfalten. Also auch in diesen
Versuchen griff die Benzolarsinsidurefestigkeit auf die Pyridinderivate
tiber.

Bei anderen protozoischen Infektionen, die hier interessieren,
wurden keine volligen Arzneifestigungen beobachtet. Zwar war es pestigungen
Kritschewski und Rubinstein (40) gelungen, in Flachszeisigen bei Malaria gi‘mﬁ’{f@ﬁ“a'
pricox eine kleine Chininresistenz zu erzielen, aber diese Resistenz
konnte nie in eine véllige Festigung verwandelt werden. Es traten in
dem behandelten Stamme nur kleine Differenzen der Verzdgerungstage
auf. Nauck (41), der mit Rhesus- und Cynomolgusaffen und Plasmodium
knowlesi gearbeitet hat, konnte ebenfalls eine gewisse Festigung gegen
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Chinin konstatieren, die auch auf Plasmochin iibergriff. Dagegen konnte
er eine Atebrinfestigkeit nie beobachten. Praktisch scheint das Problem
der Malariafestigkeit auch keinerlei Bedeutung zu haben, da es in der
Humantherapie nie ernsthafte Schwierigkeiten bereitet hat.

In ein neues Stadium gelangte das Problem der Arzneifestigkeit,
als der Nachweis gelungen war, da@} die arzneifesten Parasiten bedeutend
weniger Chemotherapeuticum zu speichern vermégen, wie die nicht-
gefestigten Stdmmel. Diese Beobachtung gelang zum ersten Male
v. Jancso bei fluoreszierenden Akridinverbindungen und wurde spiter
auch auf verschiedene Arsenpriparate ausgedehnt (Singer, Fischl).
Feldt hat dann auch den Nachweis des Goldes in Spirochiten untersucht,
muBte aber konstatieren, daB zwischen arzneifesten und normalen
Stdmmen hinsichtlich dieser Goldspeicherung kein Unterschied besteht.
Diese Angaben sind andererseits von Fischl angezweifelt worden, so daf3
iiber einige spezielle Falle noch kein endgiiltiges Urteil gegeben werden
kann. Im groBen ganzen aber, bei der iiberwiegenden Mehrzahl der
Fille, liegen die Verhéltnisse immer so, daf die arzneifesten Parasiten
weniger von denjenigen Substanzen in ihr Zellsystem aufnehmen,
gegen welche sie gefestigt sind. Das heif3t also, dafl alle gegen Atoxyl
gefestigten Trypanosomen weniger Atoxyl, Arsacetin, Holarsol, Neo-
salvarsan oder Trypaflavin speichern, wihrend die germaninfesten
Trypanosomen weniger Trypanblau oder Trypanrot aufnehmen. Die
parafuchsinfesten dagegen speichern weniger Parafuchsin oder Trypa-
rosan, das Chlorderivat des Parafuchsins.

HﬂN—/\( '/\VNH2 Hng'/\‘ /\—NH2
|
(\/‘ 0=/ A C‘_‘\/‘ -0 :\/‘ i
N 7N
?\/‘ ’\./)'C‘
NE i
Parafuchzsin. Tryparosan.

Dagegen beeinflu3t die Parafuchsinfestigkeit die Aufnahme des Trypa-
flavins nicht oder umgekehrt. Nur hinsichtlich der Substanzen Ger-
manin-Trypaflavin ist ein Synergismus festgestellt worden. Leupold (15)
hatte erstmalig beobachtet, daB eine Kombinationsbehandlung von

*) Die Methodik dieser Untersuchungen sowie die dazugehérige Literatur
ist in Teil IT des Buches, unter ,,Nachweis der Chemotherapeutica in den
Parasiten* angegeben.
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Trypanosomen mit Germanin-Trypaflavin eine Empfindlichkeits-
steigerung der Parasiten gegen Germanin verursacht und ». Jancso (16)
findet, daB ein trypaflavinfester Stamm auf Germanin leichter anspricht.
Da er das gleiche Phinomen bei einem arsenfesten Stamm nicht beob-
achten kann — er geht auf diese Unterschiede in der zitierten Arbeit
leider nicht ein — und da nach den Untersuchungen von Yorke zwischen
einem trypaflavin- und einem arsenfesten Stamm keine Unterschiede
bestehen, so sind diese Resultate vorliufig nicht zu vereinigen. Sehen
wir daher von solchen noch unerklirlichen Befunden ab, so bleibt
jedenfalls die Tatsache bestehen, daB die Festigkeit eines Trypanosomen-
stammes dadurch zum Ausdruck kommt, daf die Parasiten jene Sub-
stanzen in nur untergeordnetem Mafe zu speichern vermdgen, gegen
welche die Festigkeit gerichtet ist. Wie ausgeprigt diese Unterschiede
tatsachlich sind, hat ». Jancso analytisch gemessen: Normale Trypano-
somen (trocken) speichern pro 100 mg 1,1 mg Trypaflavin, trypa-
flavinfeste Parasiten dagegen nur 0,0265 mg, wihrend salvarsanfeste
Erreger etwa 0,035 mg aufnehmen kénnen. Analog verhilt es sich
mit der Aufnahme von Arsenderivaten, was besonders von Singer und
Fischl untersucht worden ist oder mit der Speicherung der Styryl-
chinoline, die ebenfalls von arsenfesten Erregern nur in kleinsten Mengen
gebunden werden. Allerdings finden die Autoren auch in den gefestigten
Stdmmen immer noch kleine Mengen der Chemotherapeuticis,

Die chemotherapeutische Interferenz ist in ihren Erscheinungen
mit der Arzneifestigkeit verwandt. Erstmalig wurde diese Interferenz
von Morgenroth und, Rosenthal beobachtet, welche konstatierten, da die
trypanocide Wirkung des Brechweinsteins durch Kaliumhexatantalat
aufgehoben werden kann. Im Prinzip versteht man unter der chemo-
therapeutischen Interferenz das Phénomen, daB unwirksame oder
schlecht wirksame Substanzen die Wirkungen gut wirksamer ganz
oder teilweise aufheben kénnen.

In neuerer Zeit hat auch dieses Problem recht vielseitig interessiert
und mannigfache Bearbeitung erfahren.

Man unterscheidet bei diesem Interferenzphinomen ganz ver-
schiedene Interferenzpaare, vor allem folgende:
Brechweinstein-Kaliumhexatantalat.
Arsinoxyde-Sulfhydrylverbindungen.

Trypaflavin-Parafuchsin bzw. Arsinsduren-Parafuchsin.
Arsenoverbindungen-Kaliumhexatantalat.
Arsinoxyde-Redoxfarbstoffe.

Styrylchinoline unter sich bzw. Styrylchinoline-Akridiniumsalze.
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1. Die chemotherapeutische Interferenz Brechweinstein-Kalium-
hexatantalat (17) tritt immer ein, wenn die beiden Stoffe als Mischung
gemeinsam oder getrennt durch ein kurzes Intervall verabreicht werden.
Dieses Intervall darf héchstens 4 Stunden betragen. Es ist nun auffillig,
daB3 diese Zeit von 4 Stunden mit der prophylaktischen Wirkung des
Brechweinsteins, die ebenfalls nur wenige Stunden betrigt, zusammen-
fallt. Morgenroth und Rosenthal haben weiterhin beobachtet, daB3 das
Tantalat auBer der Interferenzwirkung die Fiahigkeit besitzt, die toxische
Wirkung des Brechweinsteins herabzusetzen. Aber diese entgiftende
Wirkung des Tantalats erlischt schon nach einem Intervall von iiber
2 Stunden. Das bedeutet, dafl die Interferenzwirkung linger anhilt
wie die entgiftende Wirkung. Um eine Kldrung dieser sicher recht
verwickelten Verhiltnisse anzustreben, miissen verschiedene Punkte
beachtet werden. Der Brechweinstein ist beim py der Korpersifte
nicht stabil. Bei intraventser Verabreichung zersetzt er sich in kurzer
Zeit unter Bildung von Antimonoxyd. Diese Abscheidung von Oxyd
geht bekanntlich auch schon im Reagensglas vor sich und es ist anzu-
nehmen, dafBl dieses ausscheidende Antimonoxyd im Organismus durch
anwesende Serumkolloide eine Zeitlang in Losung gehalten wird oder
daB es durch Sulfhydrylgruppen chemisch gebunden wird. Jedenfalls
hat man eine Vielzahl von Antimonformen vorliegen, von denen gar
nicht bekannt ist, welcher davon man eigentlich die chemotherapeutische
Wirkung zu verdanken hat. Die kurze Prophylaxewirkung des Brech-
weinsteins und die Tatsache, daf dieser bei kréiftigen Infektionen
besser wirkt als bei schwachen, deutet immerhin darauf hin, da8 das
Antimon sehr rasch aus der Blutbahn verschwindet und daB die er-
wihnten neuen Bildungsformen einer raschen Eliminierung unter-
liegen. Nun geben aber Rosenthal und Morgenroth selbst an, da Brech-
weinstein mit Hexatantalat eine chemische Reaktion eingeht, die aber
immer noch nicht, bis auf den heutigen Tag, untersucht worden ist.
Bringt man eine Brechweinsteinlésung mit Kaliumhexatantalatlésung
zusammen, so scheidet sich in der Kélte langsam, in der Wiarme augen-
blicklich, ein Niederschlag unbekannter Konstitution aus. Es liegt kein
Grund vor anzunehmen, dafB} diese Reaktion im Korper ausbleibt.
Wenn nun aber die entgiftende Wirkung des Tantalats auf dieser Re-
aktion beruhen sollte, so erscheint es allerdings auf den ersten Augen-
blick erstaunlich, daB die Interferenzwirkung linger dauert, wie die
entgiftende Wirkung. Man sieht hier recht schwer durch, weil man noch
nicht weill, ob der Brechweinstein in unveridnderter oder in verdnderter
Form trypanocid. ist. Erhardt (18) neigt allerdings zu der ersten Ansicht,
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indem er die Meinung vertritt, daBl das Antimonyltartrat aus d-Wein-
sdure und jenes aus 1-Weinsidure verschiedene Wirkungen haben miisse.
Trypanosomenversuche von Oesterlin (unverdffentlicht) haben aber
solche Differenzen nicht erkennen lassen. Andererseits ist aber schon
langer bekannt, daB Brechweinstein eine lebhafte Phagocytose ver-
ursacht und dieser Effekt bedeutet, daBl Brechweinstein eine Reizwirkung
auf die phagocytiaren Elemente besitzt. Demnach mufl man die Brech-
weinsteinwirkung aufteilen in eine direkt gerichtete, parasitotrope
und eine indirekte, iiber den Phagocytoseapparat des Wirtes. Nun
besitzt, wie Oesterlin gefunden hat, Kaliumhexatantalat noch eine
biologische Wirkung, die bisher iibersehen wurde : Es vermag die phago-
cytdren Krifte zu ldhmen. Zieht man diese Wirkung noch in Betracht,
so wire das Kaliumhexatantalat nicht nur imstande, einen Teil des
Brechweinsteins infolge gegenseitiger chemischer Reaktion auller
Funktion zu setzen, sondern auch noch seine sekundidre Wirkung auf
den Wirt mindestens abzuschwéachen. Diese zweite Eigenschaft kénnte
es vielleicht erklirbar machen, warum das Intervall der Interferenz
grofer ist als das Intervall bei der entgiftenden Wirkung. Fiir diese
mehr indirekt gerichtete Brechweinsteinwirkung spricht fernerhin die
Tatsache, dafl das Priparat die Trypanosomen im Liquor nicht angreift
und weiterhin, in Ubereinstimmung mit der vorher geduBerten Theorie,
daB eine Brechweinsteinfestigung sich ohne weiteres nicht erzielen 1a8t.
Im Grunde genommen liegt hier eine gewisse Analogie vor mit den Ver-
suchen N.wv.Jancsos, der die Germaninwirkung durch Blockierung
verlangsamen konnte. Der Unterschied besteht nur darin, daB} das
Germanin nicht aus dem Kreislauf verschwindet, demgemif eine sehr
lange Wirkungsmoglichkeit besitzt, wihrend der Brechweinstein in
seiner Zersetzlichkeit in wenigen Stunden aus der Blutbahn verschwunden
ist. Unter diesen Gesichtspunkten wire es sicher interessant zu unter-
suchen, wie sich eine Brechweinsteinfestigung bei blockierten Tieren
abspielt, theoretisch wire eine solche zu erwarten, wenngleich das
Moment der kurzen Wirkungsdauer des Préaparates nicht vorteilhaft
ins Gewicht fallt. In diesem Zusammenhang wire an stabilere Komplex-
salze zu denken, vor allem an Fuadin und an Anthiomaline ; mit diesen
beiden Stoffen sind allerdings noch keine Festigungsversuche unter-
nommen worden.

2. Bei der Interferenz Arsinoxyde-Sulfhydrylverbindungen (20
bis 22) handelt es sich um einen Effekt, der noch in viel erhéhterem
MaBe vom zeitlichen Intervall abhéingig ist, wie die Interferenz Brech-
weinstein-Kaliumhexatantalat. Denn schon nach 30 Minuten Intervall
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nimmt die Interferenzwirkung der SH-Verbindungen erheblich ab,
das Maximum der Wirkung liegt eigentlich bei 1 Minute Intervall.
Voegtlin und seine Schule bringen diese Interferenzen in Zusammenhang
mit der allgemeinen Erscheinung, dafi die SH-Verbindungen, vor allem
reduziertes Glutathion, entgiftende Wirkungen beim Warmbliiter ent-
falten kénnen. Obgleich die Wirkung solcher Stoffe mit sehr stark
negativem Redoxpotential auf hohere Tiere nicht unbedingt mit dem
Verhalten gegen Protozoen verglichen werden kann, so hatte doch die
Ansicht Voegtlins manches Bestrickende fiir sich, weil nachgewiesen
werden konnte, daf die Trypanosomen Glutathion zu enthalten scheinen.
Merkwiirdigerweise wurde aber von den meisten Forschern, die dieses
Interferenzpaar Arsinoxyde-SH-Verbindungen bearbeitet haben, nie
ernstlich in Betracht gezogen, dafl die Arsinoxyde sehr reaktionsfihige
Stoffe darstellen und mit groBer Reaktionsgeschwindigkeit mit Sulf-
hydrylverbindungen reagieren kénnen. Denn schon die frische Mischung
beider Stoffe kann eine verminderte Wirkung aufweisen. Sicher jedoch
tritt dieser Effekt ein, wenn das Gemisch eine Stunde stehen bleibt.
Parallel damit tritt auch hier, wie beim Brechweinstein-Tantalat eine
Minderung der Toxizitit fiir die Versuchstiere auf. Analog steht es
mit der Interferenz Brechweinstein-SH-Verbindungen, die besonders
Schnitzer (2) beim System Brechweinstein-Thioglykolsdure naher unter-
sucht hat. Bei Verwendung von 2 bzw. 4 %igen Losungen der Thio-
glykolsdure (0,5 ccm pro 20 g Maus) und von 0,05 %igen Losungen des
Brechweinsteins (0,4 ccm pro 20 g Maus) tritt die Interferenz nach
1 Stunde Intervall noch sicher, nach 3 Stunden Intervall nur mehr
teilweise auf. In Anbetracht der Tatsache, daB die Verbindungen der
Thioglykolsdure mit Antimon weniger giftig sind und eine andere
chemotherapeutische Wirkung haben, erscheint auch diese Interferenz
mit der Umsetzungsmoglichkeit beider Substanzen zusammenzuhédngen.
Allerdings kommt noch der Faktor des Redoxpotentials dazu, der nach
den neuesten Untersuchungen von Kollath und Erhardt (23) eine sehr
maBgebliche und bisher unbekannte Rolle zu spielen scheint. Diese
Autoren wiesen nach, daf3 Antimonkomplexsalze bei bestimmten Wiirmern
in vitro ganz verschieden starke Wirkungen entfalten kénnen, je nach
dem Redoxpotential des Nihrbodens. Zweifellos wird durch die
Applikation von Thioglykolsdure der Redoxwert des Blutes der Maus
fiir kurze Zeit verschoben und da die aeroben und anaeroben Vorginge,
welche die Lebenstitigkeit der Parasiten bedingen, nichts anderes als
die Ausnutzung bestimmter Potentialdifferenzen darstellen, so wird
diese Ausnutzungsmoglichkeit mit der Anderung des Redoxwertes
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des Néahrbodens sich ebenfalls déndern. Demnach erscheinen die Inter-
ferenzeffekte mit Sulfhydrylverbindungen einen viel verwickelteren
Charakter zu besitzen, als man anfinglich angenommen hat und in
mancher Hinsicht eine Art gekoppelte Reaktionen darzustellen, die
sich in den fermentativen Reaktionen der Trypanosomen abspielen.
Vielleicht bringen auf diesem Gebiete systematische Versuche iiber den
aeroben und anaeroben Stoffwechsel der Parasiten etwas Licht in die
Verhiltnisse. Oelkers und, Vincke haben dazu schon einen bedeutsamen
Anfang gemacht (24), indem sie feststellten, da Brechweinstein die
Zellatmung hemmt und die Reduktion der Oxalessigsdure zu vermindern
vermag.

3. Am wenigsten aufgekldrt und erklirbar erscheint dagegen das
Verhalten des Interferenzpaares Parafuchsin-Trypaflavin. Eine Re-
aktion der beiden Farbstoffe scheidet von vornherein aus. Die biologische
Untersuchung forderte die Erscheinung zutage, da die Vorbehandlung
von Trypanosomen mit Parafuchsin die Aufnahme von Trypaflavin
in die Parasiten verhindert, d. h. abschwicht. Mit dieser verminderten
Resorptionsfahigkeit der Trypanosomen geht eine Minderung der
chemotherapeutischen Wirkung des Trypaflavins einher. Analog ver-
halten sich Arsinséuren an Stelle des Trypaflavins (25 bis 27). Oester-
lin (14) hat diese Befunde damit zu erkliren versucht, daB er die
analytische Bestimmungsmaglichkeit des Trypaflavins bei Anwesenheit
von Parafuchsin in Abrede stellte, weil nach seinen Messungen die
Fluoreszenzemission des Trypaflavins mit der Absorption des Para-
fuchsins zusammenfillt und die bisherigen Methoden Hasskos (27)
gerade die Fluoreszenzhelligkeit als Kriterium des Trypaflavingehaltes
benutzten. Nach unveroffentlichten Versuchen Oesterlins 148t sich sein
fritherer Standpunkt aber nicht aufrecht erhalten. Unter Verwendung
des Pulfrich-Photometers und den Filtern S.55 und S. 43 14Bt sich eine
Trennung von Trypaflavin und Parafuchsin bis 0,1 mg-%, der Losungen
durchfiihren. Dabei ergabsich in der Tat, daB die parafuchsinbehandelten
Trypanosomen weniger Trypaflavin speichern wie die normalen Trypano-
somen.

Demgemifl kann die Interferenzwirkung des Parafuchsins auf die
Trypaflavinwirkung vorlidufig nur, wie das v. Jancso schon sehr friih-
zeitig vermutet hat, damit erklirt werden, daB durch die Resorption
des Parafuchsins die Permeabilititsverhiltnisse der Trypanosomen
gedndert werden. Da die parafuchsinfesten Trypanosomen noch von
Trypaflavin und die trypaflavinfesten noch von Parafuchsin angegriffen
werden, so besitzen diese beiden Chemotherapeutica ohne Zweifel ver-
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schiedene Angriffspunkte in der Zelle. Dessenungeachtet aber ist ihnen
das Phinomen gemeinsam, den Blepharoblasten der Erreger zum Ver-
schwinden zu bringen. Dieses von Werbitzki (42) zuerst beobachtete
Phénomen hat spiter Kudicke (43) bei Tryp. Lewisi genauer untersucht
und festgestellt, daB bei dem Blepharoblastenschwund eine Wanderung
des Organs gegen die Kernmasse zu statthat. Der Organschwund
tritt bei allen Trypanosomenstémmen, auch bei germanin-trypanblau-
oder brechweinsteinfesten auf. Diese Eigenschaft, den Blepharoblasten
zum Verschwinden zu bringen bzw. seine farberische Darstellung nicht
mehr méglich zu machen, ist allen Farbstoffen der Di- und Triphenyl-
methanreihe sowie den orthochinoiden Produkten wie Pyronin und
Trypaflavin eigen. Die Ursache dieser Wirkung ist bisher unbekannt
geblieben und die Aufklirung besonders auch dadurch erschwert, daB
die Funktion des Blepharoblasten noch nicht klar erkannt werden
konnte. Da die Festigungen gegen Trypaflavin und Parafuchsin nicht
identisch sind, so ist wahrscheinlich der Blepharoblastenschwund eine
Erscheinung, die mit dem Festigungsverlauf selbst nichts zu tun hat.
Die Permeabilitatsinderungen der Trypanosomenzelle, welche nach der
Einwirkung des Parafuchsins resultieren, halten jedoch nur an, solange
noch der Farbstoff in der Trypanosomenzelle vorhanden ist. Der Effekt
erinnert an eine Beobachtung von Wilbrandt (44). Dieser stellte fest,
daB die Hamolyse der roten Blutkérperchen dadurch verdndert wird,
daB die Erythrocyten einem Fermentgift ausgesetzt werden. Besonders
wirksam in dieser Hinsicht waren Jodessigsiure, Natriumfluorid und
Natriumcyanid. Aber wihrend die Wirkung des Natriumfluorids durch
Methylenblau wieder reversibel gemacht werden konnte, gelang der
analoge Effekt bei Natriumcyanid und Jodessigsdure nicht. Dies hingt
damit zusammen, da die Angriffspunkte des Fluorids andere sind
als diejenigen des Cyanids oder Jodacetats. Nur im Falle des Fluorids
148t sich der Fermentausfall durch Methylenblau als Atmungsferment
ersetzen. Auch weist K. Ponder (45) darauf hin, daBl die Permeabilitéats-
verhiltnisse der Erythrocyten durch photoaktive Korper, wie Eosin,
Rose bengale u. a. gestért werden, wobei die Stérung anscheinend mit
der Photoaktivitit in gewisser Beziehung steht. Allerdings tritt dieser
Effekt bei den Erythrocyten nur in Kochsalzlésung auf, wihrend die
Anwesenheit von Serum oder Plasma die Reaktion verhindert oder in
Kochsalzlésung durch diese EiweiBstoffe wieder riickgingig gemacht
werden kann. In beiden Fillen handelt es sich um eine typische Membran-
wirkung, die im ersten Falle durch die Fermenttatigkeit der Zelle ge-
steuert wird, im zweiten Falle durch das Auftreten eines Oberflichen-
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films aus gerichteten EiweiBmolekiilen reversibel gemacht werden
kann. Vielleicht spielen bei der Interferenz Parafuchsin-Trypaflavin
dhnliche oder verwandte Vorginge eine Rolle. Irgendwelche Unter-
suchungen in dieser Richtung sind- noch nicht durchgefiihrt worden,
obgleich die Mitwirkung der Membran und ihrer Funktionen bei dieser
Interferenz schon sehr friihzeitig in Betracht gezogen worden war. DaB
die Interferenz tatsdchlich nur eine Reaktion ¢m Parasiten darstellt,
hat neuerdings Schnifzer (46) nachgewiesen, indem er die parafuchsin-
beladenen Trypanosomen aus dem Versuchstier isolierte, einem anderen
Tiere iiberimpfte und dort das Interferenzphinomen mit Trypaflavin
erzeugte. KEin sehr eigentiimliches Licht werfen die Ergebnisse von
Hassko (47) auf diese Interferenzverhiltnisse. Aus den Untersuchungen
von Schnitzer war hervorgegangen, daBl der Interferenzeffekt Para-
fuchsin-Trypaflavin am besten bei einem Zeitintervall von 4 Stunden
auftritt. Nun weist aber Hassko nach, daB die Speicherung von Trypa-
flavin oder von Parafuchsin in den Trypanosomen auch bei subcutaner
Verabreichung sehr rasch ansteigt, nach 1 Stunde schon den Héhepunkt
erreicht hat und dann ebenso rasch wieder absinkt, so da nach 4 Stunden
nur noch kleinste Mengen Farbstoff gespeichert vorliegen. Wihrend
z. B. nach 1 Stunde in 27 mg Trypanosomen 0,1 mg Parafuchsin vor-
handen sind, kénnen nach 4 Stunden in 19 mg Trypanosomen nur
noch 0,0027 mg Farbstoff nachgewiesen werden. Analog verhilt sich
Trypaflavin, das nach 1 Stunde zu 0,5 mg in 30 mg Trypanosomen
vorliegt, nach 4 Stunden dagegen bloB noch zu 0,036 mg in 45 mg Try-
panosomen. Demgemif tritt die Ausscheidung der wirksamen Produkte
rasch ein und es ist bisher noch unerklirlich, warum der Interferenz-
effekt zu dem Zeitpunkt am auffilligsten ablduft, in welchem nur noch
wenig Parafuchsin in den Parasiten verankert liegt. Diese Feststellung
Hasskos spricht eigentlich ebenfalls fiir Permeabilititseffekte, wie sie
vorher angefiithrt worden sind. Analoge Feststellungen hinsichtlich
der Speicherung verfolgt Hassko dann auch noch bei verwandten Farb-
stoffen der Fuchsinreihe, wie Methylviolett und Athylviolett. Prin-
zipielle Differenzen gegeniiber dem Verhalten des Parafuchsins sind aber
nicht vorhanden. Scheff und Hassko (48) haben schlieBlich das Inter-
ferenzphdnomen dieser beiden Farbstoffe auch vom Stoffwechsel-
standpunkte aus untersucht. Durch die Einwirkung von Trypaflavin
und von Parafuchsin wird der Zuckerumsatz der Trypanosomen ver-
mindert. Auch der Atmungsquotient wird kleiner. Im Interferenzeffekt
dagegen sind diese Minderungen weniger stark. Ihre Resultate sind
natiirlich nur der Ausdruck der verminderten Heilmittelaufnahme,
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die schon auf andere Weise festgestellt werden konnte. Die Autoren
vermuten, daf die Produkte besonders auf die wasserstoffiibertragenden
blausdureunempfindlichen Fermente einwirken und deren Funktion
hemmen. Um iiber diese Verhiltnisse allerdings ein klares Bild gewinnen
zu konnen, wire es notwendig, die fermentativen Fihigkeiten der
Trypanosomen etwas genauer zu untersuchen und ihre Ferment-
funktionen eingehender zu analysieren. Die zahlreichen Studien bei
Bakterien und Hefezellen, die von Warburg, Lohmann, v. Euler, Szent
Gyorgy u.a. gemacht wurden, bilden eine auBerordentlich giinstige
Grundlage, um etwas mehr hinter die Stoffwechselvorginge der Trypa-
nosomen und deren Beeinflussung durch Chemikalien chemotherapeuti-
scher Art zu kommen.

4. Weniger ausgiebig wie die bisherigen Interferenzerscheinungen ist
die Interferenz Arsenobenzole-Kaliumhexatantalat bearbeitet worden.
Das Phanomen tritt hier bei einem Intervall von 6 Stunden am besten
auf und ist nur bei Arsenoverbindungen, nicht Arsinséuren, vor allem
Salvarsan und Arsenophenylglycin zu demonstrieren (2). Es ist besonders
auffallig, daB die Interferenz mit Arsinsiuren nicht eintritt und daB
auch das Aminooxyphenylarsinoxyd mit Tantalat keinen Effekt auf-
zeigt. Diese Tatsache spricht eigentlich dagegen, dall Salvarsan als
Arsinoxyd wirksam ist, wie das von manchen Forschern angenommen
wird. Oesterlin (14) hat zum erstenmal darauf hingewiesen, dafB
gerade jene Arsenobenzole, die eine nur langsame Festigung oder iiber-
haupt keine vollstindige Festigung erlauben, den deutlichsten Inter-
ferenzeffekt mit Tantalat ergeben. Auf Grund der Untersuchungen
v. Jancsos hat sich ja beim Germanin gezeigt, dafl die Ausschaltung der
Abwehrkrifte des Wirtstieres die Festigung rascher erzielen 1aBt und
Oesterlin vermutet daher, daB gewisse Zusammenhinge zwischen der
Schnelligkeit der Festigung und dem Wirkungsmechanismus vorhanden
sein konnen derart, daBl ein rascher Verlauf auf eine parasitotrope, ein
langsamer Verlauf auf eine organotrope Wirkung deuten wiirde. In
diesem Falle wire ein Hemmungseffekt auch dadurch konstruierbar,
daBl das Tantalat die Abwehrmdéglichkeiten des Wirtsorganismus teil-
weise oder ganz auller Funktion setzt. In der Tat hat sich eine solche
Wirkung auch beim Kaliumhexatantalat nachweisen lassen. Spritzt
man niamlich Miusen intravends Vogelblut ein, so verschwinden diese
Erythrocyten sehr schnell wieder aus der Blutbahn. Da die Vogel-
bluterythrocyten einen groBen mit Giemsalosung firbbaren Kern auf-
weisen, so sind sie sehr leicht im Blutausstrich zédhlbar. Behandelt man
dagegen die Méuse vorher mit maximalen Dosen Kaliumhexatantalat,
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so dauert das Verschwinden der Vogelbluterythrocyten bedeutend linger.
Dieser Effekt ist nur durch eine Storung der phagocytiren Elemente
deutbar. Wenn nun aber die Wirkung der Arsenobenzole groBenteils
auf einer organotropen und nur zum kleinen Teil auf einer parasitotropen
Wirkung beruht, so ist die AuBBerkraftsetzung der Abwehrkrifte gleich-
bedeutend mit einer Minderung der Heilfahigkeit der Priparate. In
diesem Falle miiite sich vielleicht auch eine Interferenz Germanin-
Hexatantalat ergeben. Versuche in dieser Richtung liegen aber noch
nicht vor. Morgenroth und Rosenthal (17) beschreiben, daB die lingere
Vorbehandlung der Trypanosomen mit Kaliumtantalat zu einer Resistenz
der Parasiten gegen Brechweinstein fiihrt, die sich allerdings nicht zu
einer Festigkeit ausbauen lie, da das Tantalat die Erreger in ihrer
Vermehrungstendenz stért. Dagegen wollen diese Autoren eine Brech-
weinsteinfestigkeit erzielt haben, dadurch, daB sie das Antimonsalz
zusammen mit Tantalat verabreicht haben. Nach den Erfahrungen
v. Jancsos wiirde es sich hierbei um einen Festigungsverlauf mit
teilweise ausgeschaltetem Retikuloendothel handeln, was den bis-
herigen Anschauungen konform ginge. In Einzelheiten gehende Ver-
suche stehen aber iiber dieses Interferenzphinomen noch aus.

5. Auf vollig anderer Basis liegen nun die Interferenzerscheinungen,
die N. und H. v. Jancso (49) vor kurzer Zeit ausgearbeitet haben. Sie
untersuchen die Wirkung von 3-Amino-4-oxy-phenylarsinoxyd, Fuadin
oder Brechweinstein auf Trypanosomen in Gegenwart von Farbstoffen,
welche nicht nach ihrer Konstitution, sondern nach ihrem Redoxpoten-
tialwert geordnet worden sind. Die Applikation des Heilmittels geschah
immer subcutan, jene des interferierenden Farbstoffes intraperitoneal.
Ein zeitliches Intervall zwischen den Applikationen wurde nicht ein-
gefiigt. Von 23 Farbstoffen oder anderen Produkten mit bekanntem
Redoxwert erwiesen sich etwa neun als mehr oder weniger deutliche
Interferenzstoffe und die Redoxwerte aller dieser Produkte lagen vom
0-Punkt nicht weit entfernt. Dabei war es gleichgiiltig, welche Kon-
stitution dem betreffenden Produkt zukommt. Diese Tatsache ist
besonders erstaunlich, weil demnach anzunehmen ist, daB alle diese
Koérper von den Trypanosomen aufgenommen werden. Jancso vermutet
namlich, dafl die Interferenzwirkung dadurch zustande kommt, daB
diese Farbstoffe als Atmungskatalysatoren in Funktion treten und die
durch das Medikament gestérte Atmung solange zu ersetzen wissen,
bis die Erreger den kritischen Punkt iiberwunden haben.

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Versuchsresultate
bei diesen Interferenzen der Farbstoffe mit den Arsen- und Antimon-
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verbindungen. Die Experimente wurden an Ratten durchgefiihrt,
welche im Héhepunkt der Infektion mit dem Farbstoff und dem Heil-
mittel, kurz nacheinander, behandelt worden sind.

Farbstoff Redoxwert Avsinoxyd Antimon IIT
p-Chinon . . . . . . . . .. + 271 ++ ++
2, 6-Dibromphenol-indophenol + 217 0 0
o-Kresol-indophenol . . . . . + 181 0 0
1-Naphtol-2-sulfonat-indo-

2, 6-Dichlorphenol . , . . . + 119 0 +
Toluylenblau . . . . . . . . + 115 ++ ++
Thionin . . . . . . . . .. -+ 62 ++ ++
Kresylblan . . . . . . . .. + 47 +++ +4++
Gallocyanin . . . . . . . . + 21 4+ +++
Methylenblau . . . . . . . . + 11 4+ ++
Toluidinblau . . . . . . .. + 1 ++++ +4+4++
AzurI . . . . . .. . ... + 11 ++++ ++++
Pyocyanin . . . . . . . .. — 34 + +
Janusgriin . . . . . . . . . — 35 ++ ++
Indigotetrasulfonat . . . . . — 46 0 0
Athylcapriblan . . . . . . . — 50 + +
Indigotrisulfonat . . . . . . — 81 0 0
Nilblau . . . . . . . ... — 122 0 0
Indigodisulfonat . . . . . . — 125 0 0
Gallophenin . . . . . . . . — 142 0 0
Kresylviolett . . . . . . . . — 167 0 0
Phenosafranin . . . . . . . — 252 0 0
Rosindulin . . . . . . . - — 281 0 0
Neutralrot . . . . . . . .. — 330 0 0

Als weitere Substanzen mit bestimmbarem Redoxwerte wurden
ferner Alloxan, Ascorbinsiure, Brenzkatechin und Pyrogallol gepriift
und auch bei diesen Stoffen wurden Interferenzen beobachtet. Aller-
dings ist es merkwiirdig, daB Hydrochinon keinen besseren Effekt
gibt wie Chinon, obgleich das letztere infolge seiner Toxizitit nur in
sehr kleiner Menge verabfolgt werden kann. Beim Vorhandensein
eines Redoxzustandes sollten aber solche Differenzen nicht auftreten.
Bemerkenswerterweise laft sich der Interferenzeffekt auch in vitro
durchfiihren, was durch die rasche Wirkung des Arsinoxyds in vitro
sehr gut zu demonstrieren ist. N. und H. v. Jancso erkliaren sich die
Interferenzerscheinung so, daB die fermentschidigende Wirkung der
Metallverbindungen durch die Verabreichung einer Substanz mit
atmungsfermentidhnlichen Wirkungen dadurch ausgeglichen wird, daf}
diese Farbstoffe eine Zeitlang die Fermentfunktionen tibernehmen, so
daf die Parasiten in den Stand versetzt werden, unter Aufrechterhaltung
ihrer vitalen Prozesse die Metallverbindungen zu entgiften oder aus-
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zuschalten. Im groflen ganzen diirften diese Verhiltnisse auch vorliegen.
Aber es sind doch noch einige Erscheinungen vorhanden, die mindestens
eine weitergehende Reaktion wahrscheinlich machen. Vor allem die
Tatsache, dafl das angegebene Potential des Janusgriin nicht reversibel
ist. Janusgriin stellt bekanntlich einen Azofarbstoff aus Dimethylanilin
und Safranin dar. Bei der Reduktion dieses Produktes wird zuerst die
Azogruppe reduziert, der Anilinrest spaltet sich ab und es resultiert ein
Safranin. Dieses Safranin besitzt allerdings ein reversibles Potential,
aber dieses liegt bei — 230 mV, also in einer Gegend, in welcher kein
Atmungsfermenteffekt mehr erwartet werden kann. Es wire dann
héchstens noch zu erértern, ob das Janusgriin nicht als Hydrazoverbin-
dung in Funktion tritt. Die Moglichkeit ist eigentlich nicht aus-
geschlossen, weil die Hydrazoverbindungen mit Luftsauerstoff in
Azofarbstoffe zuriickverwandelt werden, unter gleichzeitiger Bildung
von Wasserstoffsuperoxyd. Das Formelschema zeigt diese Zwischen-
stufen iibersichtlicher auf (s. folgende Seite).

Wie aber aus den zahlreichen Untersuchungen von Wieland und
seinen Mitarbeitern bekannt ist, gehen die Leukobasen der Farbstoffe,
z. B. Leukomethylenblau, ebenfalls mit Luftsauerstoff in die Farbbasen
und Wasserstoffsuperoxyd iiber, verhalten sich also in chemischer Be-
ziehung ganz analog. Uber Redoxpotentialwerte der Azoverbindungen-
Hydrazoverbindungen ist aber bislang noch nichts bekanntge-
worden. Vielleicht aber ist auf dieser Grundlage die selektive Wirkung
manches Azofarbstoffes erklirlich, da auch hier das Redoxpotential
weitgehend von der Konstitution des Gesamtmolekiils beeinfluBt ist.
Bei Spirochdten vermochte v. Jancso den Interferenzeffekt Arsinoxyd-
Redoxfarbstoff nicht auszulésen. Dies hiingt wahrscheinlich damit
zusammen, dafl die Spirochédten im Gegensatz zu den Trypanosomen
keine Atmung besitzen [Fennyvessy und Scheff (50)]. Damit erhebt
sich allerdings die neue Frage, aus welchem Anlasse dann diese Ver-
bindungen des Arsens iiberhaupt bei Spirochiten wirksam sind, wenn
eine vergiftende Wirkung auf das blausdure-unempfindliche Ferment-
system der Wasserstoffiibertragung nicht in Betracht kommt. Demnach
miifite den Arsenverbindungen und den Antimonkomplexsalzen noch
weitere Wirkungen zuzusprechen sein. Oelkers konnte auch tatsichlich
eine hemmende Wirkung auf Lipasen, Esterasen und Kathepsin (51)
konstatieren, aber es ist nicht bekannt, ob diese Wirkungsweise bei
den Spirochiten von Bedeutung ist, da auBer der zitierten Arbeit von
Fennyvessy und Scheff so gut wie nichts iiber den Stoffwechsel der
Spirochédten bekannt geworden ist.
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Styryl- 6. Die Interferenz der Styrylchinoline unter sich oder der Akri-

diniumsalze-Styrylchinoline wurde von Browning und seinen Mit-
arbeitern aufgefunden und mit einigen Beispielen erweitert (52). Das
auffallendste Merkmal bei diesen Interferenzen Brownings war vor allem
die Feststellung, daB Interferenzeffekte auch bei isomeren Stoffen vor-
handen sind. Je nach dem eingeschlagenen synthetischen Wege zur
Gewinnung eines wirksamen Styrylchinolins resultierte das verlangte
Produkt oder aber ein Stoffgemisch, das neben dem wirksamen Produkt
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ein isomeres enthielt, wobei aber diese Mischung fast keine Wirksamkeit
mehr entfalten konnte. So erhilt man z. B. durch Kondensation von
6-Acetamino-chinaldinmethylsulfat mit p-Aminobenzaldehyd einen Farb-
stoff von recht guter Naganawirkung. Synthetisiert man aber dieses
gleiche Produkt dadurch, dall man Acetaminochinaldin mit p-Nitro-
benzaldehyd kondensiert, dieses reduziert (zum p-Aminostyryl-6-acet-
aminochinaldin) und anschlieBend Methylsulfat anlagert, so erhilt
man ein Gemenge verschieden methylierter Korper, welches nicht blo8
keine Naganawirkung entfaltet, sondern auch noch jene des wirksamen
auf andere Weise hergestellten Praparates aufzuheben vermag.
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Browning hat sich iiber die Ursache dieses Effektes nicht weiter
gedullert. Nun hat sich Oesterlin (14) bemiiht, etwas Licht in diese
Vorginge zu bringen und vermutet, dafl die Interferenz dadurch zu-
stande kommt, daB alle diese Verbindungen mit finfwertigem Stickstoff
die gleiche Art der Verankerung in der Parasitenzelle aufweisen. Aber
diese Verankerung geniigt fiir die Entwicklung der chemotherapeuti-
schen Wirkung allein nicht, sondern es kommt noch der Faktor eines
anregungsfihigen Molekiilzustandes hinzu, der sich in dem Fluoreszenz-
vermégen der verankerten Substanzen ausdriickt. Nach Oesterlin
konnen nur solche Styrylchinoline und Akridiniumsalze eine Nagana-
wirkung entfalten, die im verankerten Zustande eine griine Fluoreszenz
zeigen, d. h. wenn die beladenen Parasiten im Dunkelfeld mit weiBlem
Lichte bestrahlt werden. Auf dieser Grundlage ist es dann Oesterlin
gelungen, eine groBere Anzahl weiterer Interferenzpaare aufzufinden,
was ebenfalls fiir seine Anschauung sprechen konnte. Fast gleichzeitig
mit der Publikation von Oesterlin erschien von F. Dickens (53) eine Arbeit
iiber die Einwirkung von photographischen Sensibilisatoren und De-
sensibilisatoren auf den Stoffwechsel der Méiusegehirnzelle und der
Jensen-Sarkomzelle. Bei diesen Messungen stellt Dickens fest, dal nur
solche Stoffe die Atmung der genannten Zellen verdndern, welche einen
fiinfwertigen Stickstoff besitzen und welche als photographische
Sensibilisatoren oder Desensibilisatoren fungieren koénnen. Diese
frappierende Gleichartigkeit der Ansichten, diese Verquickung von opti-
schen Momenten mit biologischem Effekt, gefunden an ganz ver-
schiedenem Material, ist in gewisser Hinsicht erstaunlich und spricht
nicht minder fiir die Moglichkeit solcher Interferenzvorginge, die einzig
und allein auf der Besetzung mafgebender Gruppen in den Parasiten
beruhen.

So geht aus der Besprechung der verschiedenen Interferenz-
erscheinungen jedenfalls hervor, daf dieser Effekt ganz verschieden-
artige Ursachen haben kann und in jedem einzelnen Falle einer genauen
Analyse bedarf, um ihn zu deuten und die Einzelheiten des Vorganges
zu verstehen. Diese Griinde diirften es auch vor allem sein, welche
eine Deutung der Arzneifestigkeit auf der Basis der chemotherapeuti-
schen Interferenz nicht so ohne weiteres erlauben. N. und H.v. Jancso
haben vor kurzem versucht (13), Zusammenhénge zwischen der Ent-
stehung einer vererbbaren Festigkeit und einer voriibergehenden Inter-
ferenz auszuarbeiten und sie unter einem gemeinschaftlichen Gedanken-
gange zu erkliren. Derartige Bemiihungen, einen grofleren Kreis von
frscheinungen unter einem gleichartigen Merkmal zusammenzufassen
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und den Ablauf von Reaktionen in ein Schema einzuordnen, kénnen
nie genug versucht werden. Aber es scheint doch schwer, in diesem
Falle einen solchen Weg zu gehen, da die Ursache der Interferenz-
erscheinungen eine ganz unterschiedliche sein kann und somit die Ver-
einheitlichung der Erscheinungen nicht so ohne weiteres erlaubt ist.

Nach allen bisherigen Erfahrungen werden die Ergebnisse der
Arzneifestigkeit und die Beobachtungen bei der chemotherapeutischen
Interferenz weitere Hilfsmittel bieten, die Reaktionsweisen der Heil-
stoffe aufzukldren und sie in ihrer Wirkungsweise zu enthiillen. Aller-
dings sind alle diese Versuche mit besonderer Sorgfiltigkeit und Vorsicht
durchzufithren und auszuwerten, damit endlich eine Kldrung und
Sichtung dieses groBen Materials durchgefiihrt werden kann und aus-
gemerzt wird, was auf falschen Beobachtungen oder experimentellen
Irrtiimern beruht. Deswegen sind auf diesem Arbeitsgebiete die Tier-
versuche in moglichster Breite anzusetzen, weil gerade auf dem Gebiete
der Arzneifestigkeit die individuellen Unterschiede der einzelnen Tiere
verwickelnd ins Gewicht fallen. Weitergefallte biologische oder physio-
logisch-chemische Gesichtspunkte bringen aber besonders hier, wie die
Versuche v. Jancsos gezeigt haben, immer wertvolles neues Material
und neuartige Einblicke hervor, die vielleicht auch einmal dazu dienen
konnen, die wissenschaftlichen Ergebnisse der praktischen Anwendung
nutzbar zu machen, denn das Problem der Arzneiresistenz ist keine
Laboratoriumskonstruktion, sondern ein Problem, das heute schon die
Praxis stellt.
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[V. Chemischer Teil

1. Die Chemotherapie der Trypanosomen
und Spirochiten

a) Allgemeines. Der Nachweis der Chemotherapeutica
in den Parasiten

Die beiden Grundprobleme der Chemotherapie sind erstens die
Wirkungsweise der Heilstoffe und daran anschlieBend zweitens die Be-
ziehungen zwischen der chemischen Konstitution und der chemo-
therapeutischen Wirkung. Wihrend aber die zweite Frage bis auf den
heutigen Tag noch kein einziges praktisches Resultat erzielen konnte
und nach wie vor in volligem Dunkel versteckt liegt, von namhaften
Forschern sogar iiberhaupt abgelehnt wird, hat die Frage nach der
Wirkungsweise der Chemotherapeutica durch zahlreiche Arbeiten der
letzten Jahre eine bedeutsame Aufhellung erfahren. Seit den ersten
Versuchen von Laveran und Mesnil hat die Frage nach der Wirkungs-
weise alle Chemotherapeuten auf das lebhafteste schon deswegen be-
schéftigt, weil zu hoffen war, dal mit einer Beantwortung gleichzeitig
Richtlinien fiir das zweite Problem gewonnen werden wiirden. Diese
Hoffnung hat sich allerdings bis jetzt noch nicht erfiillt. Schon die
Uberlegung, ob das Heilmittel direkt auf die Parasiten einwirkt, be-
ziehungsweise nur einen kleinen chemischen Umbau im Wirte oder in
den Parasiten erfihrt oder ob die Substanz nur bestimmte Abwehr-
funktionen zu mobilisieren vermag, hat die Forscher in zwei Lager
geteilt, in welchen simtliche Abstufungen der Meinungen vorhanden
waren, vom Vertreter der alleinigen direkten Wirkung bis zum Ver-
fechter der indirekten. Heute diirfte dieser langwierige Streit erfreulicher-
weise entschieden sein, dadurch, daB beide kimpfende Parteien zu Recht
bestanden haben, indem weder die eine noch die andere Ansicht das
alleinige Lebensrecht genieBt und je nach Natur und Struktur der
Parasiten und der Heilmittel beide Vorgéinge, abwechslungsweise mehr
oder weniger betont, zum Vorschein kommen (1, 2). Diese Probleme
wurden vor allem dadurch heraufbeschworen, daBl schon friihzeitig
erkannt worden war, dafl zahlreiche chemotherapeutisch recht wirk-
same Stoffe in vitro so gut wie keine Wirkung entfalten konnten und
selbst eine Vorbehandlung der Erreger im Reagensglas die Infektion

QOesterlin, Chemotherapie 9
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des Versuchstieres keineswegs beeinfluBte. War es zwar Ehrlich und
seinen Schiillern wohl moglich gewesen, die spezifische Speicherung
starker Farbstoffe in den Trypanosomen einwandfrei zu erkennen, so
blieb doch die Speicherung farbloser oder nur schwach gefirbter Pro-
dukte lange Zeit ungewill, und diese Tatsache veranlaBte, mit biologi-
schen Methoden diesem Problem der Speicherung, das heifit der direkten
Wirkung nachzugehen. Zweifellos fehlten am Anfange des Jahrhunderts
die heute ausgebauten Methoden der Mikrochemie, um so geringe
Mengen Arsen oder Antimon in den Protozoen nachzuweisen, aber es
bleibt doch die erstaunliche Tatsache iibrig, daB, wie Fischl (3) schreibt,
Ehrlich den manchmal so einfachen Beweis fiir die spezifische Speicherung
schuldig geblieben ist. Der erste, der den Versuch gemacht hat, das
. Arsen in den Trypanosomen nachzuweisen, war Levaditi mit v. Knaffl-
Der Amsen- Lenz (4), die infizierte Ratten mit Arsenophenylglycin behandelten
“332“”{',‘;:;1. und die Organe der Tiere sowie deren Blut und seine Bestandteile auf
nosomen Arsen untersuchten. Dabei stellte sich heraus, da vor allem die Nieren,
die Leber, das Serum und die Trypanosomen bedeutende Arsenmengen
aufwiesen. Zwei Jahre spater fanden dann Laveran und Roudsky (5),
daB mit einem von Kehrmann synthetisierten Farbstoff, dem 1, 3, 6-Tri-
amino-phenazoniumchlorid besonders die Blepharoblasten der Trypano-
somen stark gefarbt werden, wihrend die abgetéteten Erreger sich
diffus und unspezifisch anfirbten. Analog verhilt es sich mit dem

von Bauer hergestellten Selenderivat gleicher Struktur.
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Die Fluo- Nach diesen ersten Erfolgen des Nachweises der spezifischen

methode Speicherung bestimmter Farbstoffe und Arsenderivate setzte eine

v Janesos Jingere Pause ein, die nicht allein durch den Weltkrieg bedingt sein
konnte, denn erst im Jahre 1931 versuchten Yorke und Mitarbeiter
die Speicherung verschiedener Arsenikalia auf biologischem Wege
nachzuweisen (6). Im gleichen Jahre veréffentlicht nun Nikolaus von
Jancso die erste einer Reihe von interessanten Arbeiten (7), in welchen
gezeigt wird, daBl es mit Hilfe des Dunkelfeldmikroskops spielend
moglich ist, die Aufnahme fluoreszierender Chemotherapeutica in den
Trypanosomen sichtbar zu machen. Diese wichtige Entdeckung wird
aber zu einem Streitobjekt, da fast ein halbes Jahr spéater Fischl und
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Schwenk (8) die gleiche Methodik nochmals publizieren mit dem aus-
driicklichen Hinweis darauf, gleichzeitig die Methode der Fluoreszenz-
mikroskopie angewendet zu haben. In Anbetracht der langen Pause
zwischen der Publikation N. ». Jancsos und derjenigen von Fischl und
Schwenk scheint die Prioritdtsfrage kein Problem zu sein, so daBl wir
diese originelle und einfache Technik unbedingt N. v. Jancso zusprechen
diirfen.

Allerdings bietet die Untersuchungsmethode Jancsos vornehmlich
nur qualitative Vergleichsméglichkeiten, wie auch die obengenannte
biologische Technik Yorkes keine genauen Absolutwerte zu vermitteln
vermag. Beiden Methoden dagegen ist der bisher viel zu wenig beachtete
Vorteil zu eigen, daB sie tatsichlich die applizierte Substanz und nicht
irgendein Umwandlungsprodukt oder nur einen analysierbaren Be-
standteil des Praparates zu bestimmen vermégen, ein Vorzug, der den
meisten rein chemischen Analysenmethoden durchweg fehlt und meiner
Ansicht nach einen auflerordentlichen Fortschritt vor diesen letzteren
aufweist. Allerdings auf Kosten der Genauigkeit.

In grellem Gegensatz zu dieser langen Pause zwischen den Unter-
suchungen FEhrlichs und Levaditis einerseits und den Forschungen
Yorkes und Jancsos andererseits, in der kein wesentlicher Fortschritt
auf dem Gebiete der wissenschaftlichen Chemotherapie gebucht werden
konnte, steht die erstaunliche Tatsache, daB gerade in jenen Zeitraum
die Auffindung besonders wertvoller Heilmittel fdllt, die auch in der
Zukunft eine dominierende Rolle spielen werden. So das Germanin
von Roekl im Jahre 1916, das Tryparsamid von Jakobs und Heidel-
berger (1919), das Urea Stibamin von Brahmachari (1922), das Fuadin
von H.Schmidt (1928), das Plasmochin von Schulemann, Schinhéfer
und Wingler (1928) und schlieBlich noch das Atebrin von Mitzsch, Maus
und Kikuth (1930). So entsteht das groteske Bild, daB8 die Praxis un-
geahnte Fortschritte erzielt, wo die Wissenschaft und Theorie véllig
versagen. Diese Dissonanz findet ihren Ursprung darin, daB gerade
von den mafigebenden Chemotherapeuten immer wieder abgelehnt
wird, daB irgendwelche Beziehungen zwischen der chemischen Kon-
stitution und der chemotherapeutischen Wirkung vorhanden sind.
Es ist erstaunlich, mit welcher Ausdauer auf der einen Seite dieser
Standpunkt aufrechterhalten wird (9—12), wihrend auf der anderen
Seite immer wieder Antisyphilitica unter den Arsenobenzolen, Malaria-
heilmittel unter den Chinolin- und Acridinderivaten, Anthelminthica
unter den Phenolderivaten, Antimonkomplexsalze gegen bestimmte
Trematoden gesucht werden. Dieser Gegensatz ist eigentlich bei
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objektiver Betrachtung unvereinbar, und wenn auch heute noch das
Prinzip des kostspieligen Reihenversuchs unter empirischen Kautelen
aufrechterhalten werden muf}, dann nicht deswegen, weil keine Be-
ziehungen zwischen Konstitution und Wirkung vorhanden sind, sondern
einzig und allein aus der betriiblichen Tatsache heraus, weil wir diese
Verhéltnisse immer noch nicht definieren kénnen.

Die Unkenntnis der wahren Verhéltnisse erlaubt jedoch noch lange
nicht zu behaupten, dafBl solche Zusammenhinge gar nicht vorhanden
sind, und es wire vielmehr die Aufgabe, alle die biologischen und
biologisch-chemischen Vorginge eingehender zu erforschen, als eine
Meinung zu vertreten, die schon allein durch den Erfolg widerlegt wird.
Wenn man bedenkt, da8 bis zur Entdeckung des Germanins ungefihr
2000 Harnstoffderivate und Sulfonsiuren hergestellt und untersucht
werden mufBten, dagegen die Wirkungsweise des (Germanins erst im
Jahre 1934, also 18 Jahre nach seiner Publikation einigermafen
erforscht worden ist, so ist doch weiter kein Erstaunen dariiber not-
wendig, daf3 diese 2000 Priparate hergestellt werden mufiten. Im Gegen-
teil, es wére erstaunlicher gewesen, wenn schon das 100. Priparat den
Anforderungen geniigt haben wiirde. Nicht viel anders verhalt es sich
mit dem Plasmochin und mit allen anderen empirisch gefundenen
Heilmitteln. Denn schlieflich diirfen wir nicht vergessen, dafl die
Entdeckung des Salvarsans bei aller Systematik der Untersuchungen
Ehrlichs und Hatas doch im letzten Grunde einen Zufallstreffer bedeutet,
da die Intuitionen Ehrlichs in bezug auf seine Haptophorentheorie
spiteren Forschungen nicht standhalten konnten. Es war eine unter
falschen Voraussetzungen begonnene Arbeit, welcher der Erfolg im
ganzen AusmafBe zufiel, eine Fahrt des Columbus nach Indien, der
Amerika fand, eine Synthese des Chinins von Perkin, der den ersten
Anilinfarbstoff, das Mauvein, entdeckte.

Wie enttiduschend sind im letzten Grunde alle solche Publikationen,
die z. B. zugeben miissen, dafl aus der ungeheuren Zahl von 6000 Arsen-
derivaten die einzige Erkenuntnis entsprang, daf fast alle arsenhaltigen
Syphilismittel eine Hydroxylgruppe in para-, fast alle arsenhaltigen
Trypanosomenmittel eine Aminogruppe in para-Stellung zum Arsenrest
tragen. Wie sonderbar aber erscheint dagegen der Befund, daB fast
alle wertvollen Arsenprodukte, die Auslese aus diesen 6000, immer wieder
die 4-Oxy-3-Nitrophenylarsinsdure als Grundstoff und Ausgangs-
material in irgendeiner Form benutzen! (13).

Damit ist ja schon zugegeben, dafl doch irgendwelche Zusammen-
héinge vorhanden sind, und das gleiche Spiel finden wir auch bei der
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Beschreibung der Malariaheilmittel, Plasmochin und Atebrin, die eine
Ahnlichkeit mit dem Chininmolekiil aufweisen DaB andere genau so
ahnliche Stoffe dagegen nicht wirksam sind, liegt aber nicht daran,
daB die Beziehungen zwischen Konstitution und Wirkung fehlen,
sondern daran, daB die Formelbilder doch nur primitivste Abbildungen
der Molekiile darstellen und nur die allergrobsten chemischen oder
physikalischen Eigenschaften wiedergeben. Man hat im Laufe der
Geschichte der Chemie vergessen, was ihre Begriinder mit diesen For-
mulierungen haben sagen wollen.

Zum Nachweis der Chemotherapeutica in den Erregern dienen
sehr verschiedenartige Methoden. Man kann dem Prinzip nach unter-
scheiden zwischen Analysenmethoden, die auf rein chemischer Grundlage
aufgebaut sind, solchen, welche physikalische MeBmethoden anwenden
und schliefflich jenen, welche auf biologischem Wege den Nachweis
einer Verankerung zu erbringen suchen.

Die chemische Methodik wurde vor allem fiir den Nachweis des
Arsens und des Goldes in den Trypanosomen und Spirochéten benutzt.
Wahrend Levaditi mit v. Knaffl-Lenz (4) zum Arsennachweis eine nicht
niher beschriebene Technik nach Bertrand anwenden, haben sich Fischl
und Singer (14) eine Methode ausgearbeitet, die nach ihren Angaben
gute Erfolge bieten soll. Die Technik ist folgende:

Die mit dem Arsenpriparat behandelten reichlich infizierten Tiere
werden durch Kragenschnitt oder Herzpunktion entblutet und das
Blut in Kochsalz-Citratlosung aufgefangen. Man zentrifugiert 5 Minuten
mit 1200 Touren, hebert die durch Trypanosomen getriibte, von Blut-
koérperchen befreite Lésung ab und zentrifugiert sie bei 4500 Touren
10 Minuten lang. Der Bodensatz aus Trypanosomen wird nun verascht,
indem man ihn in Hartglasréhrchen mit kleiner Schnauze mit 20 Tropfen
Schwefelsdure (fiir forensische Zwecke) und einigen Tropfen Salpeter-
sdure sowie etwas Quarzsand vermischt. Man erhitzt iiber kleiner
Flamme, bis der Inhalt dunkel wird, gibt 2 Tropfen Salpersdure zu,
erhitzt weiter und wiederholt die Salpetersiurezugabe noch ein- bis
sechsmal, bis die Dunkelfirbung ausbleibt. Nun dampft man ein,
bis zum Auftreten von Schwefelsauredimpfen. Zur Arsenbestimmung
benutzt man Flischchen von etwa 7 cem Inhalt, in deren Hals mittels
Gummischlauch ein Glasrohr von 12 em Linge eingesetzt wird. Das
Glasrohr ist unten 4, oben genau 2 mm weit. In den unteren Teil des
Glasrohres wird ein Wattebausch eingefiihrt, der mit Bleiacetatlosung
getrankt und wieder ausgequetscht wurde. Der obere Teil des Rohres
erhilt einen Papierstreifen von 1 mm Breite und 6 cm Lénge, welcher
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mit 5 9iger alkoholischer Sublimatlésung getrinkt und dann getrocknet
worden war. Die Herstellung der Streifen geschieht aus Schreib-
maschinenpapier, das man 1 Stunde in die Sublimatlésung gelegt hat.
In das Flischchen gibt man nun die Veraschungslosung und fiillt sie
auf 3 ccm auf. Dazu legt man dann einen Zinkstreifen, etwa 2 mm dick,
moglichst immer von gleicher Fliche. Dann wird das Glasrohr auf-
gesetzt und die Wasserstoffentwicklung durch Eintauchen in warmes
oder kaltes Wasser reguliert. Nach 50 Minuten ist die Analyse beendet,
das Sublimatpapier hat sich gefarbt. Man vergleicht die Farbung
mit einem Standardpapier, das man sich aus Arsenlosungen mit be-
kanntem Gehalt und gleicher Technik hergestellt hat. Die Methode
gibt nach Angaben der Autoren noch 0,1 ¢ Arsen genau wieder, bei
Arsenwerten zwischen 1 und 0,5 . Liegen die Arsenwerte zwischen
1 und 5y, so betrigt die Genauigkeit 0,5y. Stdrkere Ausschlige sind
durch Anwendung aliquoter Teile der Veraschungslésung zu kom-
pensieren. -

Es entzieht sich meiner Kenntnis, ob die von den Autoren angegebene
Genauigkeit in allen Féllen erzielt werden kann. Eigene Versuche in
dieser Richtung haben allerdings andere Resultate gezeigt, die vor allem
darauf beruhen, daB durch das eingehingte Papierchen ja nicht die
gesamte Arsenmenge, sondern nur ein aliquoter Teil davon abgefangen
und erkannt wird. Aus diesem Grunde hingt die Farbung des Papier-
streifens weitgehend von der Geschwindigkeit der Wasserstoff-
entwicklung ab, die eine Funktion der Chemikalien und der Zink-
oberfliche ist. Ferner war es in den seltensten Féllen mdoglich, den
Streifen so in dem Rohrchen anzubringen, daB beide Seiten davon
gleichmaBig gefarbt werden. W. Deckert macht nun in einer neueren
Arbeit darauf aufmerksam (15), daBl die Bildung des Arsenwasserstoffs
aus fiinfwertigem Arsen viel langsamer stattfindet, wie aus dreiwertigem
Arsen, was natiirlich ebenfalls zu Verlusten fithren muf}, da dann der
Wasserstoff das Arsen nur in gréBter Verdiinnung enthilt. Um diesen
Ubelstand zu beheben, reduziert er vorher mit Hydrazinsulfat. SchlieB-
lich kann man bei geniigend langer Reaktionsdauer sogar noch beob-
achten, daB eine anfingliche Vergilbung — bei kleinsten Arsenmengen —
wieder aufgehellt wird, was vielleicht durch mitgerissene Nebelteilchen
verursacht wird. Aus allen diesen Griinden glaube ich die Methode
von Fischl und Singer dahin modifizieren zu miissen, dall erstens die
Reaktionslosung vorher mit kleinen Mengen Hydrazinsulfat reduziert
wird und zweitens das Papier nicht senkrecht in das Réhrchen gehdngt
wird, sondern als Spirale darin aufgerollt liegt. Man wickelt das Papier
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um ein Schmelzpunktsrohrchen, schiebt dieses dann in die Réhre ein
und zieht das Schmelzpunktsréhrchen wieder heraus. Damit liegt
der Papierstreifen eng an der Wandung an und wird nur an einer Seite
gefarbt (16). Man muf vor allem auch darauf achten, daB die Rander
des Streifens nicht faserig sind, da sich sonst dort die gréften Arsen-
mengen niederschlagen (Oberflichenwirkung!).

Zur Bestimmung des Goldes wihlen Fischl, Singer und Kotrba (17)
eine spektrographische Methode. Eine Kohlenelektrode wird ausgebohrt
und nimmt das Material auf. Dann wird der erzeugte Hochfrequenz-
funken im Zeissschen Spektrographen fiir Chemiker zerlegt und photo-
graphiert. Man verwendet Agfa Ultraspezialplatten und miBt die
Schwirzung der Linien von 242,8 und 276,6 mp, gegen die Linien aus
Standardlésungen aus. Auf diese Weise lassen sich noch 0,1 y Gold genau
bestimmen.

Diese beiden quantitativen Methoden haben natiirlich nur einen
Sinn, wenn man die Anzahl Trypanosomen kennt, aus welchen die
Arsenmenge bestimmt wird. Zu diesem Zwecke kann man entweder
die Parasiten in einer Zahlkammer auszdhlen oder, wie das Fischl und
Singer gemacht haben, man trocknet die Trypanosomen und bringt
sie zur Auswigung. Beide Verfahren haben eine Fehlerquelle. Das erste
beriicksichtigt weder die GréBe noch die oft im Teilungsstadium vor-
liegenden Formen, das zweite Verfahren verlangt eine véllige Entfernung
der Salze aus dem Zentrifugiermedium und die Trocknung bei genau
festgelegter Temperatur. Da aber natives Eiweil das in den Micellen
eingeschlossene Wasser ganz verschieden rasch abgibt, so ist auch hier
kein eindeutiges Resultat vorhanden. Der Fehler kann sogar ziemlich
grofle Ausschlige bedingen. Aus diesem Grunde ist es sicherlich viel
zweckmafiger, wenn man einen aliquoten Teil der Trypanosomen
mit Schwefelsiure verascht und darin eine Ammoniakbestimmung
vornimmt, so da3 man nachher das Verhiltnis zwischen EiweiBstickstoff
und Metallgehalt vorliegen hat, ein Zahlenverhiltnis, das bei der
Konstanz der EiweiBzusammensetzung und bei der Genauigkeit, mit
der solche Ammoniakbestimmung durchfiihrbar ist, viel sichere Unter-
lagen bietet. Unter Berlicksichtigung des Stickstoffgehaltes von Eiweil
148t sich dann. immer der Metallgehalt pro g oder mg Trypanosomen-
eiweif} festlegen.

Eine véllig andere Methode der Goldbestimmung haben vor kurzem
N.v. Jancso und Novak publiziert (18). Ihre Methode basiert auf der
Tatsache, dal das in den Parasiten verankerte Gold beim Veraschen
des organischen Materials in winzigen Kristallkeimen auf dem Objekt-
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triger zuriickbleibt, welche dann in einer iibersittigten Goldlosung
zu groBeren und damit sichtbaren Aggregaten heranwachsen kon-
nen. Eine solche iibersittigte Goldlgsung ist aber in jeder kolloiden
Goldlsung gegeben, in welcher das Metall nach Untersuchungen
Zsigmondys Kristallnatur aufweist. Die Technik wird folgendermafen
geschildert:

Das Blut der behandelten Tiere mit mdéglichst vielen Spirochiten
wird auf vollig fettfreien Objekttragern hauchdiinn ausgestrichen. Die
Priparate kénnen nicht diinn genug angelegt werden. Will man die
Blutelemente vorher entfernen, so entnimmt man durch Herzpunktion
eine groBere Menge Blut, defibriniert und zentrifugiert bei etwa
1000 Touren. Nun wird das spirochdtenhaltige Serum von den Blut-
korperchen abgehoben und bei 7500 Touren zentrifugiert. Man hebert
das iiberstehende Serum ab und kann die Spirochidten nochmals mit
inaktivem Serum (Hammelserum) waschen. Die Ausstriche werden am
besten auf geschliffenen Objekttrigern angefertigt, welche die jetzt
anschlieBende Veraschung des Materials ohne weiteres iiberstehen.
Zu diesem Zwecke werden die Priparate mit der Zange iiber eine Flamme
gehalten und vorsichtig erwdrmt. Man nihert sie der Bunsenflamme
unter steter Bewegung, immer mit der Schichtseite nach oben. Hat
sich der Ausstrich braun gefirbt, so dreht man den Objekttrager um
und nahert ihn weiter der Gasflamme, bis die Firbung verschwunden
ist. Die Abkiihlung des Priparates hat ebenso langsam zu erfolgen. Die
Entwicklung des Bildes wird in einer Schale vorgenommen, die iiber
einen Brenner zu stehen kommt. In die Schale fiillt man eine frische
Losung folgender Zusammensetzung: 100 Wasser, 2,5 Goldchlorid-
16sung, 3,0 Kaliumcarbonatlosung, 1,25 Ferricyankalilssung. Die Gold-
16sung enthilt 2,51 g AuCl,; in 1000 Wasser, die Carbonatlésung 12,4 g
Kaliumcarbonat im Liter, die Ferricyankalilssung 0,11 g des Salzes
im Liter. Die Priiparate werden auf einen gebogenen Glasstab mit
horizontalem Schenkel gelegt und in die Schale getaucht. Man erwirmt
nun langsam auf 909, stellt die Flamme klein, nimmt die Prdparate
heraus, gibt rasch 4 ccm Formalinlgsung in die Schale und taucht die
Praparate wieder ein. Die Manipulation darf nur wenige Sekunden
beanspruchen. Die Temperatur des Bades betrigt durch den Formalin-
zusatz 82°. Man 148t noch 3 Minuten entwickeln, nimmt die Glaser
heraus und spiilt sie ab. Die Formalinlésung fertigt man sich aus séure-
freiem Formalin durch Vermischen mit 99 Teilen Wasser an. Die
Glaser, Chemikalien und das verwendete Wasser miissen vollig rein
sein, da diese Faktoren einen nicht unwesentlichen Einflu} auf die Ab-
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scheidung des Goldes ausiiben kénnen. Auch diirfen die Objekttriger
keine Unebenheiten, Kratzer usw. aufweisen, da solche Fehler eine Ab-
scheidung des Goldes an falscher Stelle veranlassen.

Analog kann das Verfahren natiirlich auch fiir Trypanosomen
oder Bakterien benutzt werden. Man beobachtet in hellem Dunkelfeld,
das am besten mit einer Niedervoltlampe erzielt wird.

Nicht unerwahnt sollen an dieser Stelle die Versuche sein, die
darauf hinzielten, das gespeicherte Arsen in der noch unverinderten
Form in den Parasiten nachzuweisen. Erstmals wurde dies von Lenn-
hoff (45) versucht, indem er mit Salvarsan in vivo behandelte Lues-
spirochdten im Ausstrich mit Ferrisalz-Ferricyankalium behandelte.
Eine Blaufarbung deutete auf noch vorhandene reduzierende Substanz,
in diesem Falle Salvarsan, hin. Auch durch lingere Einwirkung von
Silbernitratlésung auf die beladenen Parasiten will ihm ein solcher
Nachweis gelungen sein. Neuerdings hat Hassko (46) diese Darstellungs-
methode mit Silbernitratammoniak wiederholt, ohne allerdings eine
Versilberung der Parasiten erzielen zu konnen. Diesem Befunde nach
miissen die Resultate von Lennkoff nicht ganz einwandfrei gewesen sein.
Roskin und Romanova (47) arbeiteten mit Rongalitwei, also der
Leukobase des Methylenblaus. Sie konstatierten, dafl Trypanosomen-
ausstriche durch dieses Priparat blau gefirbt werden, dal aber die
Fiarbung ausbleibt, wenn die infizierten Tiere vorher mit Stovarsol,
Altsalvarsan oder Neosalvarsan behandelt worden waren. Roskin
und Romanova legen den Befund so aus, dal sie eine Schiadigung einer
Oxydoreduktase annehmen, welche allerdings vorlidufig noch hypo-
thetisch ist, wahrend Fischl (48) zu der Annahme geneigt scheint, daf3
es sich um einen negativen histochemischen Nachweis reduzierender
Substanzen handeln konnte. Rosenthal benutzt die Farbreaktion
zwischen Arsenoxyden, besonders des 3-Amino-4-Oxyphenylarsinoxyds,
mit 1, 2-Naphthochinon-4-Sulfonséure (49), um die Verteilung dieser
Substanz im Organismus der Tiere bzw. ihre Entstehung aus Salvarsan
zu verfolgen. Allerdings benutzt Rosenthal diesen Test fiir die in den
Trypanosomen oder Spirochiten verankerte Arsenoxydmenge nicht.
Nach groflen Salvarsandosen findet er eine besonders reichliche Arsin-
oxydmenge in der Leber, bei Neosalvarsandosen dagegen in der Niere.
Die spezifische Speicherung in diesen Organen ist so grof}, daBl mit-
unter bis 0,5 mg pro g Gewebe festgestellt werden konnten.

Bedeutend ungiinstiger liegen die Verhéltnisse, wenn die Ver-
ankerung von Germanin und seiner Analoga an die Parasiten festgestellt
werden soll.

Andere An-
ordnungen
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Nachweis Das farblose Produkt kann als Ganzes bis jetzt in keine analysen-

Germaning fahige Form gebracht werden, so dafl v. Issekutz (19) den Germanin-
gehalt der Trypanosomen nach der von Lang (20) angegebenen Methodik
zu bestimmen versuchte. Die Trypanosomen werden nach iiblicher
Art isoliert und gewaschen und anschlieBend mit Schwefelsiure ver-
ascht. Dadurch wird das Germanin in seine Komponenten zerlegt,
die sehr widerstandsfihig sind. Die resultierenden Naphthylaminsulfon-
sduren werden diazotiert und mit «-Naphthol gekuppelt. Man kolori-
metriert gegen eine Vergleichslésung, die ebenfalls aus Germanin durch
Hydrolyse gewonnen wird. Da die Farbtiefe nicht sehr groff und die
Germaninmenge sehr klein ist, kann die Methode nicht als ideal an-
gesehen werden. Aber vorldufig stehen bessere nicht zur Verfiigung *).

Bestimmung Wesentlich einfacher gestalten sich die Bestimmungen von Farb-

Farbstofte stoffen, welche von den Parasiten gespeichert wurden. In diesen Féllen
werden die Tiere entblutet, die Trypanosomen durch Zentrifugation
getrennt, ausgewaschen, und der Bodensatz, der nur aus Trypanosomen
besteht, mit kleinen Mengen Alkohol extrahiert. Fluoreszieren die
benutzten Farbstoffe, so kann man den Gehalt aus der Fluoreszenz
und. nebenher aus der Absorption der alkoholischen Losung bestimmen.
Diese Methoden haben besonders v. Jancso, Hassko, Singer, Hawking
und andere zur Bestimmung der Speicherung von Akridinfarbstoffen
und Parafuchsinderivaten benutzt (21 —24). Allerdings macht Hawking
darauf aufmerksam, daB das Trypaflavin mit Alkohol nicht vollstandig
wieder aus den Trypanosomen extrahiert werden kann (24), ein Befund,

Seite 147 der meiner Ansicht nach auflerordentlich wichtig ist, da er die ver-
schiedene Bindungsart der Produkte aufdeckt, der aber bisher keine
weitere Beachtung fand, obgleich Fischl und Singer (22) bei den Atebrin-
speicherung durch Malariaplasmodien einen &hnlichen Fall entdeckten.
Auf diese Verhiltnisse mufB3 spédter noch nidher eingegangen werden.

Big}[t;%i;ggs Die biologischen Bestimmungsmethoden, die besonders von engli-
scher Seite mehrfach Anwendung erfahren haben, arbeiten wieder anders.

*) Eine bessere Methode geben Dangerfield und Mitarbeiter an:
Bioch. Journal 32, 59—70 (1938).
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Zuerst bestimmt man im Reihenversuche in vitro, welche Konzentration
eines Heilmittels auf eine bestimmte Anzahl Trypanosomen eben noch
einen Effekt ausiibt innerhalb einer lingeren Zeit, 2 bis 4 Stunden.
Dann wird irgendeine héhere Konzentration mit den Trypanosomen
zusammengebracht und nach festgelegter Zeit werden die Erreger ab-
zentrifugiert. Man bringt in das klare Zentrifugat neue Trypanosomen,
bestimmt die Schnelligkeit ihrer Abtétung und verdiinnt gegebenenfalls
das Zentrifugat, bis die eben noch wirksame Grenzkonzentration erreicht
ist. Aus der Differenz der Verdiinnungen kann die Menge Heilmittel
berechnet werden, welche von den ersten Trypanosomen absorbiert
worden war. Allerdings ist darauf zu achten, daB die erst benutzte
Konzentration die Trypanosomen nicht abtitet, da die getéteten Erreger
andere Absorptionsverhéltnisse aufweisen, wie das schon friither bei den
Oxazinfarbstoffen erwihnt ist. Man kann diese Methode auch bei
Farblésungen anwenden und die Zentrifugate nachher kolorimetrisch
auswerten. In beiden Féllen wird eine Bestimmung des Medikaments
und nicht nur eine Analyse eines Bestandteils vorgenommen.

Alle diese ausgearbeiteten Untersuchungsmethoden geben zwar
einen Uberblick iiber die Menge der von den Parasiten resorbierten
Substanz, ohne Angaben iiber den Bindungsort zu erlauben. Zur Fest-
stellung der spezifischen Speicherung stehen bis heute im letzten Grunde
nur zwei Moglichkeiten zur Verfiigung, die mikroskopische Unter-
suchung der Parasiten auf Vitalfirbung bei Verwendung von starken
Farbstoffen oder die Fluoreszenz der Parasiten im Dunkelfeldmikroskop
bei Verwendung fluoreszierender Produkte. Die zweite von v. Jancso
eingefiihrte Technik ist sehr einfach, da keine besonderen Apparaturen
hierfiir gebraucht werden. N.wv.Jancso untersucht seine Praparate
im frischen Blutstropfen der behandelten Tiere unter Verwendung
eines Dunkelfeldkondensors und einer Bogenlampe mit Lichtfilter
als Strahlenquelle. Die Ausschaltung des weiBen Lichtes und die alleinige
Verwendung des Ultravioletts bringt ganz ausgezeichnete Bilder, aber
Oesterlin hat nachgewiesen, dal bei gewissen Styrylchinolinen ganz
andere Fluoreszenzen beobachtet werden, wenn man nicht UV-Licht,
sondern weiBles Licht aus der Niedervoltlampe verwendet (25). Man
kann also bei ein und demselben Priparat verschiedene Fluoreszenz-
farben dadurch erzeugen, daB die erregende Lichtquelle gewechselt
wird. Auch diese Erscheinung deutet darauf hin, da die resorbierten
Produkte in verschiedenartiger Weise in den Parasiten verankert liegen.

Bei intravendser Verabreichung der Priparate kann der Fluoreszenz-
effekt sofort anschlieBend beobachtet werden. Behandelt man die Miuse
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oder Ratten subcutan, so tritt der Effekt erst nach 1 bis 2 Stunden,
je nach Resorptionsgeschwindigkeit der Losung, deutlich zutage. Dabei
brauchen bei stark fluoreszierenden Korpern lange nicht maximale
Dosen verabreicht werden.

Uber den Verankerungsort farbloser Produkte, Germanin, Arsin-
siuren oder Arsenoverbindungen oder von Antimonpréparaten kann
man heute noch nichts aussagen; allerdings wurde von Oesterlin (25)
versucht, auf indirektem Wege dariiber Klarheit zu gewinnen.

Uberschaut man die Ergebnisse, die mit dem Nachweis der Bindung
der Chemotherapeutica in den Erregern erzielt worden sind, so resultieren
aus diesen Befunden so verschiedenartige Deutungen, dafl trotz der
zahlreichen Publikationen kein einheitliches Bild gewonnen werden
kann und die Sachlage durch diese unterschiedlichen Beobachtungen
nur neue Verwicklungen erfahren hat. Die ersten Beobachtungen
N. v. Jancsos haben vermuten lassen (26), daB nur solche Produkte
aus der Akridinreihe und aus der Reihe der Styrylchinoline eine Wirkung
bei Trypanosomen dufern kénnen, welche von den Zellen aufgenommen
werden. Aber leider 146t sich dieses Prinzip nicht umkehren, weil spéter
Singer und Fischl (27) nachweisen konnten, daB auch andere nicht
wirksame Akridine eine Speicherung erfahren koénnen (22). Allerdings
begehen sie den nicht verstindlichen Fehler, im Atebrin und Trypaflavin
zwei chemisch dhnliche Stoffe zu sehen, was in Anbetracht dessen, daf3
der eine eine Base, der andere ein salzartiges Produkt darstellt, kaum
aufrechterhalten werden kann, da solche grundsitzlichen Unterschiede
nicht ohne weiteres iibergangen werden diirfen. Immerhin stellen sie
fest, daBl auch das nicht-trypanocide Atebrin von der Trypanosomen-
zelle aufgenommen wird und dort leicht nachgewiesen werden kann. Ganz
ahnlich verhilt sich das Rivanol, das ebenfalls keine Wirkung besitzt.
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Schon aus diesen wenigen Beobachtungen muf3 also geschlossen werden,
daB Speicherung und Wirkung nicht identisch sind, sondern dafB noch
andere Faktoren mit hereinspielen, deren Erkenntnis allerdings bis
heute immer noch aussteht.

Bei der Dunkelfeldbeobachtung der trypaflavinbeladenen Trypano-
somen bemerkte v. Jancso (26 —28), dall die Parasiten eine auBerordent-
lich starke Sensibilitit gegen das Ultraviolett aufwiesen, durch dessen
Einwirkung sie in kiirzester Zeit bewegungslos wurden. Diese von ihm
mit der Stoppuhr gemessene , letale Lichtzahl*“ wird nur von dem ge-
speicherten Farbstoff bedingt und héngt mit dem gleichzeitig im Blute
vorhandenen Trypaflavin nicht zusammen. Der photodynamische
Effekt ist analog demjenigen aus den Beobachtungen von E fimoff (29),
der ihn bei Einzellern in Kulturen mit verschiedenen Farbstoffen beob-
achtet hat. Aber auch diese Photosensibilitdt hat nichts mit der chemo-
therapeutischen Wirkung zu tun, denn auch die atebrinbeladenen
Trypanosomen sind photosensibel (30).

Ganz édhnliche Befunde ergaben sich bei Verwendung von Tryp.
gambiense an Stelle von Tryp. brucei und. bei Verwendung von Styryl-
chinolinen, besonders des Brownmingschen Praparates 90 S. Auch hier
wird eine bemerkenswerte Photosensibilitdt festgestellt. Hassko (31)
‘und Jadin (32) benutzen noch andere fluoreszierende Frabstoffe, wie
Eosin, Erythrosin,. Fluorescein. Sie beobachten, daB durch diese
Priparate keine Photosensibilitit der Trypanosomen hervorgerufen
wird und da die Farbstoffe keine Speicherung erfahren. Ihr Schluf,
daB fluoreszierende Stoffe ohne trypanocide Wirkung nicht gebunden
werden, ist auch wieder falsch, da diese sauren Phenolderivate nicht
gut mit den basischen Akridinen und basischen oder neutralen Styryl-
chinolinen auf eine Stufe gestellt werden kdénnen:

CHa o A

CHS/ ‘ —\
_CH=CH—/  N\_NH_CO—
N\ CH=CH < J NH-CO—-CH;.
N
7\
CH; HSO,

Priparat 908.

Schwenk und Fischl (8) benutzten nun auler den genannten Stoffen
noch andere Heterozyklen, welche als Sensibilisatoren in der Photo-
graphie Verwendung finden und miissen wiederum konstatieren, da(
auch diese keine Photodynamie gegeniiber Trypanosomen aufweisen
kénnen. Auch untersuchen sie das Absorptionsspektrum von Trypa-



142 Chemischer Teil

flavin und von dem Browningschen Priparat 90 S und koénnen nicht
die kleinste Ubereinstimmung dieser beiden trypanociden Kérper nach-
weisen. So ergibt sich aus allen diesen Untersuchungen, daf keinerlei
Beziehungen zwischen Photodynamie, trypanocider Wirkung und
Speicherung vorhanden sind und das einzige Resultat bleibt, was
schon Jancso anfangs vermutete: Nur solche fluoreszierenden Produkte
kénnen eine Wirksamkeit entfalten, welche von der Zelle gespeichert
werden.

Ohne Zweifel wire die zeitweilige Verwirrung bei diesen Forschungen
unterblieben, wenn zur Kliarung dieses Fragengebietes nicht die aller-
verschiedensten Stoffe herangezogen worden wéren, die nur nach der
Fahigkeit der Fluoreszenz ihre Auswahl fanden. Die Fluoreszenz ist
eine rein physikalische Erscheinung, hervorgerufen durch bestimmte
Elektronenanordnungen, und hat mit dem Gesamtbau des Molekiils
nichts zu tun. Aus diesem Grunde war es von vornherein verfehlt,
diesen Gesamtbau zu Gunsten des Fluoreszenzphinomens aufler acht
zu lassen und den letzteren als Richtlinie der Untersuchungen auszu-
wihlen. Diese Verhéltnisse veranlaBten Oesterlin (30), das Problem
von neuem zu bearbeiten und dabei eine einzige Substanzgruppe durch
kleine Variationen im Gesamtbau des Molekiils nach allen Seiten durch-
zupriffen. Er benutzte hierzu die von Browning und seinen Mit-
arbeitern (33) sehr zahlreich synthetisierten Styrylchinoline, die in chemi-
scher Hinsicht eine ausgezeichnete Wandlungsfahigkeit besitzen und
von denen schon mehrere trypanozide Produkte bekannt waren.

R — _N<8§13 R—7 NN\
3 _—
—NH-CO—CH, l ‘ CCH=CH_  N_
--NH, \/\N/ CH=CH N/ R

/N
CH; CH, Cl

Uber die Das Ergebnis dieser Forschungen war die Feststellung, dal zwar
ATt alle Styrylchinoline mehr oder weniger stark von den Trypanosomen
ankerung o ufgenommen wurden, daB aber diese Resorption noch lange keine

chemotherapeutische Wirkung auslésen kann. Die Beobachtung der

Trypanosomen im UV-Licht und jene im Dunkelfeld mit weilem Licht



Trypanosomen und Spirochédten. Allgemeines 143

stellte die erstaunliche Tatsache heraus, dafl ein und dasselbe Produkt
im Trypanosom verschiedene Fluoreszenzfarbe aufweisen kann. Dieser
Befund 148t keine andere Deutung zu, als daB die fluoreszierenden
Styrylchinoline in mindestens zweierlei Bindungsformen vorliegen,
die sich nur optisch unterscheiden lassen. Bei der chemischen Auf-
arbeitung der Erreger werden naturgemifl beide Bindungsarten zu-
sammen erfaBlt. Der Unterschied der Bindungen war darin gegeben,
daB die im Plasma der Protozoen verankerte Substanz genau so flu-
oreszierte wie die neutrale Losung des Farbstoffes im Reagensglas,
wihrend die im Blepharoblasten liegende Substanz eine anders geartete
Fluoreszenz aufwies und im Gegensatz zu der Reagensglaslésung durch
UV-Licht nicht zur Emission angeregt werden konnte. Dasheilt: Die im
Plasmateil resorbierte Farbstoffmenge unterschied sich von der Reagens-
glaslésung nicht, wiahrend die im Blepharoblasten verankerte Substanz-
menge ganz andere physikalische Eigenschaften zeigte. Aus diesen
Beobachtungen schloBl Oesterlin, daBl einzig und allein die im Blepharo-
blasten aufgenommene Substanz die chemotherapeutische Wirkung
veranlaft, wihrend der andere Teil wirkungslos ist.

Diese im Blepharoblasten auftretende Fluoreszenz lie sich dann
auch in vitro reproduzieren, indem der Farbstoff nicht in neutraler,
sondern in saurer Lésung im Reagensglas betrachtet wird. Allerdings
ist diese Nachahmung nur ndherungsweise maoglich, da die saure Farb-
stofflésung auch im UV-Licht fluoresziert, wihrend der beladene Ble-
pharoblast diese Eigenschaft nicht aufweist. Die pg-Verhéltnisse
allein kénnen demnach fiir diesen Wechsel der Fluoreszenzfarbe nicht
verantwortlich gemacht werden. Auf Grund all dieser Beobachtungen
kommt schlieflich Oesterlin zu dem SchluBl, dafl nur solche Farbstoffe
aus der Reihe der Styrylchinoline und der Akridine eine spezifische
Speicherung im Blepharoblasten erfahren, welche den heterocyclischen
Stickstoff in fiinfwertiger Form besitzen, d. h. also vor allem die Chino-
linium- und die Akridiniumsalze. Mit diesem Befunde wire erklart,
warum wohl zwar Atebrin oder Rivanol von den Trypanosomen auf-
genommen wird, jedoch keine Wirkung entfaltet. Die mikroskopische
Betrachtung der Atebrin- oder Rivanol-beladenen Erreger zeigt ndamlich,
daB diese Stoffe vorzugsweise im Plasma der Parasiten vorliegen und
nicht im Blepharoblasten. Schaut man sich in Anbetracht dieses Re-
sultates nach anderen Farbstoffen mit salzartigem Charakter um,
so trifft man immer wieder auch bei Stoffen von weniger nah verwandter
Struktur auf dieses Verankerungsprinzip. So bei dem schon vorher
erwahnten 1, 3, 6-Triaminophenazoniumchlorid und seinem Selen-
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analogon oder bei den auch von Jancso untersuchten Pyroninen, die als
Oxoniumsalze aufgefallt werden. Allerdings macht Oesterlin noch darauf
aufmerksam, daf3 zu dieser haptophoren Gruppe des Molekiils ein weiterer
Faktor hinzukommt, der in der Anzahl im Molekiil vorhandener Doppel-
bindungen gegeben ist. Je grofler die Anzahl solcher konjugierter
Doppelbindungen ist, um so mehr wird die Substanz von den Para-
siten festgehalten. Aus diesem Grunde erwies sich das Produkt von
Browning, das Priparat Nr.245, als Styrylchinolin mit maximaler
Trypanosomenwirkung.

CH
:[.I3 C/\\i//\‘/\\fc H3
S
H,N ‘\/‘\/\/INHZ
0
l
Cl
Pyronin.
NE,-{ S-0=N-/NN
T ! i JE—
\ I: — VA AN
oXN \/\\/—CH—CH—<z>—NH—CO~CH3
N

Browning 245.

Vor kurzem hat nun Oesterlin die Mitteilung gemacht, dafl ein
anderes Styrylchinolin (34) einen weiteren Einblick in die Fluoreszenz-
und die Verankerungsverhiltnisse erlaubte:

NH,—( S-co-NH-VN
—_ -
\/,5\\/ﬁCH=CH—< >—NH2.
2" _
2N

Dieses Produkt von roter Farbe wird bei intravengser Verabreichung
in reichlichem MafBe von den Trypanosomen gespeichert. Dabei farben
sich vor allem der Kern und der Blepharoblast spezifisch mit roter
Farbe an. Im Fluoreszenzmikroskop besitzt aber nur der Blepharoblast
ein Leuchtvermdgen, wihrend der Kern dunkel bleibt. Die Fluoreszenz-
farbe des Stoffes ist anfangs, wie diejenige der neutralen Lésung im
Reagensglas, orangerot. Nach 1 bis 2 Stunden jedoch wechselt diese
Farbe und geht in eine griine iiber, ein Phinomen, das sich im Reagens-
glase durch Erhoéhung der Wasserstoffionen reproduzieren lifit. So
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scheint es, als ob die anders gelagerte Fluoreszenz im Blepharoblasten
nicht augenblicklich durch bestimmte Bindungsverhéltnisse, sondern
durch Anderung der Wasserstoffionenkonzentration, die mehr oder
weniger schnell ablaufen kann, hervorgerufen wird. Immerhin ging
aus den Ausfiihrungen, die Jensch (35) auf der Chemikertagung in
Frankfurt (1937) machte, hervor, daBl das Prinzip der konjugierten
Doppelbindungen als Faktor bei der spezifischen Bindung zu Recht
besteht, da er betonte, daB gerade Cinnamoylchinoline vor anderen
Acylchinolinen sich in der chemotherapeutischen Wirkung auszeichnen.
Auch fiigte er hinzu, daB die Chinoline mit fiinfwertigem Stickstoff
im allgemeinen denjenigen mit dreiwertigem iiberlegen waren, was
ebenfalls mit dém von Oesterlin eingefithrten Prinzip der haptophoren

Gruppe im Gleichklange steht.
NH-CO—

|
CeH;—CH=CH—CO—HN/ "
NN\
N
Produkte von Jensch.

Nicht unerwihnt darf hier bleiben, da F. Dickens auf Grund ganz
anderer Untersuchungen (41), nédmlich an der Carcinomzelle, zu voéllig
gleichen Resultaten wie Oesterlin gelangte, indem er fand, da8 vor allem
Farbstoffe mit mdglichst viel konjugierten Doppelbindungen und mit
finfwertigem Stickstoff die Atmungsverhiltnisse des Tumors am
intensivsten zu beeinflussen vermochten.

So scheinen sich nach diesen mannigfachen Studien von ganz
verschiedenen Seiten die Verhiltnisse der Verankerungsfihigkeit von
basischen oder neutralen Heterocyclen etwas zu kliren, aber diese
Ergebnisse lassen sich nicht auf die Arsinsduren oder auf aromatische
Goldverbindungen iibertragen. Immerhin geht aus dem Verhalten der
fluoreszierenden Produkte hervor, dafl die Aufnahme der Chemothera-
peutica in ganz verschiedenen Elementen der Zelle stattfindet, und es
erhebt sich nach dieser Erkenntnis die Frage, ob eine Bestimmung
von farblosen Produkten in der Nagana-Zelle iiberhaupt ein Bild liefern
kann davon, ob Zusammenhinge zwischen Speicherung und Wirkung
vorhanden sind. Denn was bei den resorbierten Arsinsiuren festgestellt
wird, ist lediglich die Menge Arsen, welche in den Trypanosomen bei
der Analyse vorgelegen hat. Wo diese Arsenmenge verankert liegt
und in welcher Form sie da ist, dariiber kann die Arsenbestimmung

Oesterlin, Chemotherapie 10
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keinen Aufschlufl geben. Ganz dhnlich ist es mit der Bestimmung von
Gold in den Spirochiten bestellt. Fischl und seine Mitarbeiter (17, 37)
konnten die Goldspeicherung in Trypanosomen und Spirochidten mittels
der beschriebenen spektrographischen Methode unschwer erbringen,
auch Feldt gelang ein solcher Nachweis (38), obgleich vielleicht seine
Methode der Spirochitenabtrennung aus dem Serum nicht ganz ein-
wandfrei war. Aber N. und H.wv. Jancso miissen konstatieren, daf
verschiedene Rekurrenzspirochiten ein und dieselbe Goldverbindung
ganz verschieden speichern. Wihrend die Spir. Obermeieri das Gold
in reichlicher Menge aufnimmt, suchen die Forscher in den Spir. usbeki-
stanica vergeblich danach. Und trotzdem wirken die Goldverbindungen
auf die usbekistanica besser! Die weitere Beobachtung, da@ sich das
Gold aus den Spir. Obermeieri relativ leicht auswaschen lafit und daf
bei der von ihnen benutzten Methode der Ultrakristallisation die ganze
Spriochéite dargestellt wird, deutet darauf hin, daf weder spezifische
Bindungsorte vorhanden sind, noch dafl die Bindung des Goldes auch
nur einigermaBen fest ist. Leider haben N. und H. ». Jancso keine An-
gaben dariiber veréffentlicht, ob die Trypanosomen das Gold ebenfalls
unspezifisch im ganzen Zelleib aufnehmen, oder nur an bestimmten
Zellelementen. Immerhin driingt diese Beobachtung zu einem Vergleich
mit der Speicherung von Atebrin und Rivanol in den Trypanosomen,
wo ebenfalls eine leicht auswaschbare, vollig diffuse und unspezifische
Speicherung fluoreszenzmikroskopisch festgestellt worden war, eine
Speicherung, die bekanntlich chemotherapeutisch nichts zu bedeuten
hat. Das Problem der Speicherung der Metallverbindungen, vor allem
des Goldes, erscheint mir nach diesen Resultaten noch nicht geldst
und es wire vor allem notwendig, unter Mitarbeit exakt arbeitender
Physiker, mit ihren ausgearbeiteten Methoden der Spurensuche, diesem
Problem von neuem nachzugehen. Denn sicherlich liegen auch fiir
Chemotherapeutica dieser Art nur bestimmte spezifische Speicherungs-
orte vor, genau so wie fiir die Akridinium- und die Chinoliniumsalze.
Diese wirksamen Verankerungen sind aber, wie dies Hawking bei
Trypanosomen mit Trypaflavin und Singer bei den Malariaplasmodien
mit Atebrin beobachten konnten, nicht so ohne weiteres mit Wasser
oder Alkohol auswaschbar (24, 39).

Ist auch durch die Ultrakristallisationsmethode wv. Jancsos die
Moglichkeit ausgearbeitet, nicht bloB die Anwesenheit des Goldes in
den Parasiten festzustellen, sondern auch gewisse Entscheidungen
dariiber zu treffen, wo dieses Metall festliegt, so fehlen fiir die zahl-
reichen Produkte aus der Arsenchemie bis heute jede Unterlagen, um
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ahnliche Befunde auch fiir das Arsen niederzulegen. Um wenigstens
iber die Art der Bindung einige Aussagen machen zu kénnen, ging
Oesterlin (40) von ganz anderer Seite das Problem der Speicherung an:
Seit den Studien Landsteiners im Jahre 1918 ist bekannt, daB hoch-
molekulare Eiweillstoffe verschiedenster Herkunft ganz spezifische
Antistoffe im lebenden Organismus hervorbringen, so daB das anti-
korperhaltige Serum mit dem benutzten Eiweil einen Niederschlag,
Pracipitat, gibt. Diese Pracipitatbildung 148t sich nur mit dem parenteral
verabreichten Eiweil erzeugen. Kuppelt man das Eiweill vorher iiber
den Diazoweg mit irgendeinem organischen Stoff, der eine Saure, eine
Base, ein Kohlenhydrat oder sonst irgendeine andere Struktur haben
kann, so verliert das Eiweil seine Arteigenschaft und das erhaltene
Serum précipitiert nur noch mit dem Azoeiweil. Man kann auf diese
Weise eine beliebige Anzahl chemospezifischer Stoffe herstellen und zu
jedem dieser Korper iiber den Tierorganismus das entsprechende Anti-
serum gewinnen. Kuppelt man nun Atoxyl, die p-Aminophenylarsin-
sdure, mit einem hochmolekularen Eiwei3, z. B. Casein oder Hamo-
globin, und erzeugt mit diesem Azoeiweifl in Mausen oder Ratten die
entsprechenden Antikorper, so lassen sich diese Tiere nicht mehr in-
fizieren, wenn man die Trypanosomen vorher im Reagensglas mit Atoxyl
beladen hat. Die Reaktion tritt dagegen nicht ein, wenn man die
Trypanosomen mit irgendeiner anderen Arsinsidure vorbehandelt hat.
Die Reaktion, d.h. das Nichtangehen der Infektion ist also genau so
spezifisch wie die Landsteinersche chemospezifische Antigen-Antikérper-
reaktion. Da aber diese Serumreaktion nur zwischen hochmolekularen
Komponenten ablduft, so mul man annehmen, dal das Atoxyl in den
Trypanosomen ebenfalls in hochmolekularer Form vorliegt, also nicht
blof3 resorbiert, sondern in weiterer Reaktion auch verankert wurde.
Wie noch unversffentlichte Versuche Oesterlins ergeben haben, 148t
sich das in den Trypanosomen verankerte Atoxyl nicht mehr durch
Wasser auswaschen, da auch die mehrmals gewaschenen Trypanosomen
den Effekt geben. Danach ist also anzunehmen, da8 die Erreger eine
wirksame Substanz nicht nur aufnehmen, sondern auch in irgend-
einer Form im Gewebe festhalten. Produkte, die leicht wieder heraus-
gewaschen werden kénnen, scheinen fiir den Ablauf der chemotherapeuti-
schen Reaktion keine wesentliche Rolle zu spielen. Ob diese leichte
Entfernung einer Substanz ein Kriterium iiber ihre Wirkungsfihigkeit
darstellt, muB3 noch untersucht werden. Immerhin ist es auffallend,
daB ein solcher Befund bei dem salzartigen Trypaflavin, dem basischen
Atebrin und der sauren Arsanilsiure gemacht wurde.
10*
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Zusammenfassend wire also zu sagen, daBl unter den Akridinen
und Chinolinen nur solche Stoffe wirksam sind, die verankert werden.
Die Resorption der Substanz durch die Parasitenzelle ist keine Gewahr
fir die Entwicklung der chemotherapeutischen Wirkung. Ahnlich
scheinen die Verhéltnisse fiir die Arsinséuren zu liegen. Bei den Antimon-
verbindungen wurden noch keine analogen Bestimmungen versucht,
wihrend das Verhalten der Goldsalze bei den Trypanosomen und bei
den Spirochéten einer weiteren Aufklirung bedarf.
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b) Metallfreie Priparate

1. Sulfonsdurederivate. Eine gesonderte Stellung nicht allein Die ge-

in chemischer Hinsicht nehmen jene Stoffe ein, die man chemisch zu ‘2;’2;;‘;,’231,?:“
den organischen Sulfonsduren rechnen kann und deren erster trypano-

cider Vertreter von Ehrlich im Jahre 1904 in Gestalt des Trypanrots
gefunden worden war. Diese Substanz zeigt im Miuseversuch besonders

eine Wirkung gegen das Tryp. equinum, den Erreger der Mal de Caderas.
Wenig spiter berichteten Nicolle und Mesnil iiber Farbstoffe der Ben-
zidinreibe, unter denen besonders das Trypanblau eine bemerkens-

werte Rolle zu spielen sich anschickte. Dieses Produkt hatte sich
nédmlich trotz seiner unangenehmen firberischen Eigenschaften in der
Tiermedizin bis auf den heutigen Tag zu halten gewuBt, wobei ohne
Zweifel der geringe Preis eine wesentliche Rolle spielt. Weitere Unter-
suchungen von Mesnil und Nicolle fithrten dann zu Harnstoffderivaten,

unter denen das Afridolviolett als weiteres trypanocides Chemothera-
peuticum auffiel:
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Die Bearbeitung dieses interessanten Gebietes der Naphthalin-
sulfonséurederivate erhielt einen neuen bemerkenswerten Aufschwung,
als Heymann den Gedanken erwog, die Azogruppe N=N in dieser Ver-
bindungsklasse durch den Harnstoffrest NH—CO—NH zu ersetzen
und damit die unangenehmen Farbstoffeigenschaften auszuschalten.
Heymann lieB3, wie er in einem Vortrage mitteilte (1), p-Aminobenzoyl-
H-Siaure durch Phosgen zu einem neuen Molekiil zusammentreten,
das sich in seiner Konstitution vom Afridolviolett nur dadurch unter-
schied, daB an Stelle der Azogruppe die Harnstoffgruppe getreten war.
Trotz dieses chemisch bedeutsamen Umbaues war eine trypanocide
Wirkung erhalten geblieben, wenn auch ziemlich gering. In diesem
Produkt Heymanns diirfte die Urzelle des Germanins, wie sich Bauer
und Becker ausdriicken (2), vorliegen. Die an diesen Erfolg an-
schlieBenden Forschungen der Chemiker Kothe, Dressel und Ossenbeck,
deren Priaparate von Roehl gepriift wurden, fithrten schlieBlich zur Auf-
findung des Germanins, des Bayer 205. Wir wissen bis heute noch
nicht, wie die chemische Struktur des Germanins gebaut ist, da seine
Erfinder versiumt haben, die Formel anzugeben. Aber soviel ist sicher,
daB diese Entdeckung einen langwierigen Weg hinter sich hat, weil
spitere Untersuchungen gezeigt haben, daB geringfiigige Anderungen
an der Struktur des Germanins ausreichen, um dessen ganze chemo-
therapeutische Wirkung zu vernichten. Fourneaw (3) hat die Nach-
bildung des Germanins in Angriff genommen und erfolgreich zu Ende
gefithrt. Dieses Fourneau 309 stimmt biologisch mit den Eigenschaften
des Bayer 205 iiberein und diirfte daher mit diesem identisch sein.
Wie man aus der Formel ersieht, besteht das Molekiil des Germanins
aus 2 Naphthylaminosulfonséuren, 2 Aminobenzoesduren und 2 Methyl-
aminobenzoesiuren. Das Molekulargewicht ist 1448 und erreicht damit
eine GréBe, wie wir sie bei anderen Chemotherapeuticis nicht anzutreffen
pflegen. Bedenkt man, welche Variationsméglichkeiten nur hinsichtlich
der Verkniipfung der Komponenten vorhanden sind und wie vielerlei

Na80; NH-CO-(  DCH,  CHy(  »-CO-NH §0;Na
] |

0% N/ N \
NN N H AVAN
' | |
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Germanin (Fourneau 309).
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Naphthylaminotrisulfonsduren in Frage kommen kénnen, so wird man
sich erst der Vielheit der Derivate bewullt, welche eine gleiche chemische
Summenformel besitzen. Wie spezifisch die Wirkung mit der Kon-
stitution zusammenhéngt, geht daraus hervor, daB die Umsetzung der
Methylgruppe an den anderen Benzolkern, der niher der CO-Gruppe
liegt, die ganze trypanocide Wirkung erléschen lit. Ersetzt man die
m-Aminobenzoesidure durch die para-Verbindung, so wird ebenfalls
eine unwirksame Siure gewonnen und, die Entfernung zweier Methyl-
gruppen aus dem Molekiil 1i8t den Index um das 20fache sinken.
Bauer und Becker (2) haben eine groBe Anzahl germanindhnlicher
Stoffe synthetisiert, die hier im einzelnen nicht aufgefithrt werden
sollen, da sie heute kein Interesse mehr haben. Sie ersetzten die Naph-
thalinaminosulfonsiure durch Aminobenzolarsinsduren, Oxyamino-
benzolarsinsiuren, Aminobenzol-di-arsinsduren und Aminobenzolarsin-
sguresulfonsiure, ferner die C O-Gruppe durch die GruppenCS, CO—CO;
CO—CH,—CO und andere Reste, ohne mit dieser umfangreichen
Arbeit irgendwelche theoretische Befruchtung dieses Gebietes zu er-
zielen. Ahnlich liegen die Forschungen von King und Murch (4), die
ebenfalls germaninverwandte Harnstoffabkémmlinge mit Arsinsdure-
resten herstellten, ohne dabei auch nur entfernt den Index des Ger-
manins zu erhalten. Dieser Index ist im Miuseversuch héher als 1 : 300,
denn schon die Menge von 1/,, mg vermag eine mit Nagana brucei
infizierte Maus zu heilen, wihrend noch 10 mg symptomlos vertriglich
sind. Aber der Vorzug des Germanins liegt nicht allein in diesem hervor-
ragenden Index begriindet, sondern vor allem in der Tatsache, dal
das Germanin ein ausgeprigt prophylaktisches Verhalten aufweist,
ja das beste Prophylakticum bis heute iiberhaupt ist. Obgleich das
Trypanblau die Versuchstiere auBerordentlich intensiv anfirbt und dem-
gemiB ziemlich lange im Organismus verbleibt, hilt trotzdem seine
Wirkung nicht lange an, sie erlischt, wie verschiedentlich festgestellt
wurde, schon in wenigen Tagen. Bei der parenteralen Applikation
dagegen ist das Germanin sehr lange in der Blutbahn nachzuweisen
und demgemdB hilt seine Wirkung auch mehrere Monate lang an,
eine Beobachtung, die sich auch in der Praxis bestitigt hat. Wahr-
scheinlich liegt der Unterschied darin begriindet, dal die Azofarbstoffe
Afridolviolett, Trypanblau oder Trypanrot eine bedeutende Affinitat
zu bestimmten Zellen des Wirtstieres aufweisen und auf diesem Wege
fiir den Angriff auf die Trypanosomen ausschalten, wihrend das Ger-
manin zu den EiweiBprodukten des Serums eine Affinitit besitzt und
so immer in der Blutbahn vorhanden bleibt.
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Rochl nimmt vor allem an, dafl die Sulfogruppen der Naphthyl-
aminotrisulfonsiduren sich mit den basischen Zellbestandteilen der Pa-
rasiten zu unl6slichen Komplexen verbinden, wodurch eine Parasiten-
schidigung hervorgerufen wird. Aber so einfach liegen die Verhiltnisse
doch wieder nicht, da auf dieser Grundlage die Spezifitit der Germanin-
struktur nicht erklarbar ist.

Wirkmg:r_ Der Wirkungsmechanismus des Germanins hat bald nach seiner
mechanis- Einfiihrung die Forscher beschaftigt, wobei interessante Feststellungen
s s gemacht werden konnten. Biologisch wurde von Mayer (6) und nachher
auch von Sei (7) festgestellt, daBl das Germanin vor allem die Teilung
der Trypanosomen hemmt, so daB bei einer kleinen Germaninschidigung
solche Teilungsformen besonders reichlich im Mikroskop vorgefunden
werden. Andere Untersucher, wie Nauck (8) kamen zu dem Resultat,
daB die Germaninwirkung einen komplexen Vorgang darstellt und
nicht allein auf einer chemisch-destruierenden Wirkung beruhen kann.

Besonders auffallend war die von mehreren Seiten (Mayer und
Zeiss, v. Schuckmann, Reiner und Koveskuthi u.a.) gemachte Beob-
achtung, daB Germanin die Trypanosomen in vitro gar nicht zu beein-
flussen vermag, sofern man nicht zu unbiologisch hohen Konzentrationen
ibergeht. Aber selbst dieser Befund an den hohen Konzentrationen
wurde als Stiitze der direkten, parasitotropen Wirkung des Germanins
angesehen, obgleich die biologischen Verdiinnungen in vitro versagt
hatten. Allerdings bemerkte spater Kleine (9), daB die Wirkung des
Germanins doch nicht nur eine direkte sein kann, sondern dafl von
Seiten des Wirtstieres noch etwas dazu kommen muB3, was die Hoéchst-
leistung des Medikamentes ermdglicht. Der Gegensatz in den Beob-
achtungen in vivo und in vitro brachte daher noch eine Reihe anderer
Erklarungen zutage, von denen im letzten Grunde keine befriedigen
konnte, da die experimentellen Belege nie ausreichend waren. Wahrend
Collier glaubte, daB nur durch Vermittlung von Korpereiweill eine

- Wirkung zustande kdme (10, 11), vermuten Kligler und Weitzmann (12),
daB nur eine Virulenzabschwichung der Trypanosomen stattfinde,
die den korpereigenen Abwehrstoffen die Moglichkeit des Angriffs
auf die Trypanosomen erlaubt. Quastel (13) dagegen findet, dafl Trypan-
blau, Trypanrot, Germanin und andere Derivate von Naphthylamino-
disulfonsiuren, die vor allem Balaban und King (14) hergestellt hatten,
eine Ubereinstimmung in ihrer Substantivitit fiir die Baumwollfaser,
ihrer trypanociden Wirkung und ihrer Toxizitdit gegen Fumarase auf-
weisen, was auf einen gemeinschaftlichen Faktor oder &hnliche Ad-
sorptionsmoglichkeiten hinweist. Immerhin sprach der Nachweis des
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Germanins in den Trypanosomen, den Rodenwaldt und Dowes (15)
als erste durchfiihrten, doch wieder fiir eine parasitotrope Wirkung,
um so mehr, als spéter v. Issekutz im Warburgschen Apparat die Fest-
stellung machen konnte, dal der Zuckerstoffwechsel der Trypanosomen
durch Germanin geschidigt wird (16). Einen etwas tieferen Einblick
in die Vorgénge der Germaninabheilung brachten schlieBlich die breit
angelegten Studien N. und H. v. Jancsos. Das von ihnen ausgearbeitete
Kulturverfahren fiir Trypanosomen ermdglichte ihnen eine lingere
Beobachtungsdauer in vitro, so daB sie die bisherigen irrigen Angaben
itber die Wirkungslosigkeit des Germanins in vitro dahingehend ver-
bessern konnten, daf dieses Medikament die Trypanosomen im Reagens-
glas mit der gleichen Intensitdt zu schidigen vermag, wie im Wirts.
organismus selbst. Allerdings tritt diese Schidigung erst nach einer
Latenzzeit von iiber 20 Stunden ein, so daB sie fritheren Beob-
achtungen entgangen war. Um die Mitwirkung spezifischer Abwehr-
krifte auszuschalten, benutzen N. und H.v. Jancso ein Verfahren,
das sich auch spéter in allen dhnlichen Arbeiten iiber den Abwehr-
mechanismus auflerordentlich bewihren sollte: Die Vergiftung der
retikulo-endothelialen Zellen mit elektrokolloidem Kupfer und die
Exstirpation der Milz. Das kolloide Kupfer (Firma Heyden, Radebeul)
wird von den Uferzellen spezifisch gespeichert und vergiftet dieses
Zellsystem fiir mehrere Stunden. Die gleichzeitige Entfernung der
Milz setzt dann praktisch die ganzen Abwehrkrifte des Versuchstieres
eine Zeitlang auBler Funktion, so daB sich die Ratte oder Maus in diesem
Falle als , lebendes Reagensglas® verhilt, so daB eine auBerordentlich
weitgehende Ubereinstimmung der Resultate in vitro und im kupfer-
behandelten, splenektomierten Tiere erzielt wurde. Die Forscher
nehmen auf Grund ihrer Beobachtungen an, da8 das Germanin keine
spezifisch toxische Wirkung auf die Parasiten ausiibt, sondern den
Stoffwechsel der Parasiten, besonders die Zuckeraufnahme, stért, so
daB die Erreger an einer Ernahrungsstérung eingehen. Die Auswirkung
einer solchen Erndhrungsstérung dauert natiirlich lingere Zeit. Wenn
trotzdem in den nicht kupferbehandelten Tieren der Heilungsablauf,
d. h. das Verschwinden der Parasiten rascher vor sich geht, wie in den
vorbehandelten Versuchstieren, so hat dies seine Ursache darin, daf3
die Parasiten schon im leicht geschidigten Zustande den phagocytéiren
Kriften des Wirtstieres erliegen. Die Phagocytosebereitschaft der
Parasiten wird durch Germanin sehr stark erhéht. N. und H. v. Jancso
nennen daher das Germanin eine Substanz mit opsoninartiger Wirkung.
In einer weiteren Arbeit (18) gehen sie diesen Vorgingen genauer nach
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und kénnen in verschiedenen Versuchsanordnungen klar herausarbeiten,
dafl Trypanosomen mit Zuckerhunger genau so wie die germanin-
beladenen Trypanosomen einer raschen Phagocytose anheimfallen,
wenn die Abwehrkrifte des Versuchstieres nicht gelihmt und vergiftet
sind. Die Experimente ergaben vor allem auch die bisher unbekannte
Tatsache, dafl die Trypanosomen einzig und allein durch die Stérung
ihrer Erndhrung, also durch Zuckerentzug, fiir die Mduse und Ratten
nicht mehr virulent waren und den natiirlichen Abwehrmafnahmen
dieser Tiere erliegen konnen.

Die Applikation der elektrokolloiden Kupferlosung, die Heyden
mit 0,06 %, Cu liefert, mufl intravends erfolgen. Allerdings wechselt die
Toxizitdt der Losung mit der Herstellung, so daf in allen Fallen vorher
eine Toxizitdtsbestimmung gemacht werden mufl. Mitunter werden nach
Angabe ». Jancsos 0,1 cem der Originallosung bei Méusen vertragen,
manchmal nur 0,1 ccm der 1: 4 verdiinnten Lisung. Diese Verdiinnung
wird mit destilliertem Wasser, nicht mit physiologischer Kochsalzlgsung
gemacht.

Von rein chemisch oder physikalisch-chemischer Seite wurde das
Problem der Germaninwirkung angegriffen, nachdem Mayer, Zeiss,
Giemsa und Halberkann (19) beobachtet hatten, daB ein Gemisch von
Germanin mit Serum die anfingliche Dialysierbarkeit des Germanins
verhindert. Von anderer Seite wurde die Gerinnungshemmung des
Germanins genauer untersucht (20, 21) und der Einflul von Fallungs-
mitteln auf Albumine, Peptone und Globuline verschiedener Herkunft
mit und ohne Germaninzusatz verfolgt. Oesterlin (22) hat dann auf
Grund dieser Ergebnisse eine Methode ausgearbeitet, die recht eigen-
artige Zusammenhinge zwischen dieser Gerinnungshemmung und der
chemotherapeutischen Wirkung herausstellte. Das Prinzip ist folgendes:
Fallt man Serum mit Sublimatlésung bei bestimmten Konzentrationen,
so werden aus normalem Serum Albumin und Pepton fast voéllig, Glo-
bulin dagegen nur teilweise geféllt. Salzt man nun das Globulin an-
schlieBend mit Natriumsulfatlosung noch vollends aus, so resultiert
aus diesem globulinfreien Filtrat ein Rest-N-Gehalt, der bei normalem
Serum relativ klein ist. War aber schon von Anfang an dem Serum
eine chemotherapeutisch wirksame Sulfonsidure (Germanin, Trypan-
blau usw.) zugesetzt worden, so war infolge der gerinnungshemmenden
Wirkung auf die Albumine und Peptone der Rest-N-Gehalt des globulin-
freien Filtrates erhoht. Die Hohe dieses Wertes stand nun in einem
gewissen Zusammenhang mit dem chemotherapeutischen Index der
Substanz, derart, da der Rest-N beim Germanin z. B. fast 500mg-9,,
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beim Trypanblau dagegen nur rund 200 mg betrug, wihrend die Kon-
trollen 100 mg-9, enthielten.

Die Methode erlaubt allerdings keine Entscheidung dariiber, ob
nun die Globuline oder die Albumine oder die Peptone in ihren Féllungs-
eigenschaften durch das Germanin verédndert worden sind. Eine Deutung
hat Oesterlin seinen Resultaten nicht gegeben. Vielleicht liegen die Ver-
héltnisse so, dal bei der langsamen Reaktionsweise dieser Stoffe ein
lingerer Verbleib im Blutserum notwendig ist, der natiirlich nur dann
vorliegt, wenn eine besonders ausgeprigte Serumaffinitit besteht.
Da aber Trypanblau oder Trypanrot vielmehr eine Gewebsaffinitit
aufweisen, so werden diese Stoffe relativ rasch der Blutbahn und damit
ihrem Wirkungsfeld entzogen. Die Serumaffinitit des Germanins
kommt nun aber gerade in der Verschiebung der EiweiBfillungs-
verhéltnisse zum Ausdruck und wird dadurch analytisch faBbar. Es
wire demnach interessant nachzupriifen, ob Trypanblau und die anderen
mébig wirkenden trypanoziden Sulfonsiurederivate in vitro die gleichen
Degenerationsstadien der Trypanosomen bewirken, wie sie v. Jancso
beim Germanin festgestellt hat. In dieser Versuchsanordnung wire dann
die Gewebsaffinitit der Stoffe ausgeschaltet, und nur das Wirkungs-
prinzip, ohne Verteilungsmodus, wiirde zum Ausdruck kommen.

So sehr sich ohne Zweifel eine ganze Reihe Zusammenhinge zwischen
den einzelnen Sulfonsiduren von Farbstoff- oder von Harnstoffcharakter
haben herausarbeiten lassen, und so klar durch die verschiedenen
Untersuchungen heute der Wirkungsmechanismus des Germanins
auch sein mag, so besteht trotzdem noch eine lange Reihe von Un-
klarheiten, die vo6llig im Dunkeln geblieben sind. Vor allem die Er-
scheinung, dafl Trypanblau ein ganz gutes Chemotherapeuticum gegen
verschiedene Piroplasmosen darstellt, wihrend das Germanin bei der
gleichen Infektion restlos versagt. Oder, daBl einzelne Trypanosomen-
arten gegen das Germanin so refraktér sind, dafl von einer guten chemo-
therapeutischen Beeinflussung nicht mehr die Rede sein kann. Warum
hier eine Auswahl vorhanden ist, ist durchaus unerfindlich, weil es
sich ebenso um stark virulente Trypanosomen, z. B. Tryp. congolense,
wie um apathogene Trypanosomen, z. B. Tryp. Lewisi, handeln kann.
Auch das Tryp. cruzi wird von Germanin nicht beeinfluit. Dafiir eine
Erklirung zu finden, ist wohl nicht so einfach. Aber vielleicht wiirde
man weiter kommen, wenn einmal die Fermentverhiltnisse der Try-
panosomenernihrung etwas mehr aufgehellt werden wiirden. Wir
wissen ja jetzt, dal das Germanin den Zuckerstoffwechsel der Tryp.
brucei an irgendeiner Stelle stért, und es wire eine sehr dankbare Auf-
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gabe, diese Storungsstelle genauer zu definieren. Vielleicht liegen bei
anderen Trypanosomenarten wieder etwas andere Fermentverhiltnisse
vor, so dal der Zuckerabbau vielleicht andere Stufen durchlauft. Auf
aghnliche Weise diirften jedenfalls die Befunde von .Duke zu deuten
sein (23), der feststellte, dal die Trypanosomen in den Glossinen durch
Germanin nicht geschidigt werden. Wie eingangs ausgefiihrt wurde,
brauchen die Entwicklungsstadien der Trypanosomen in den Stech-
fliegen keine Kohlenhydrate, oder jedenfalls in nur untergeordneter
Menge, so daB3 hier das Versagen des Germanins durchaus verstdndlich
wire, da der Zuckerstoffwechsel in diesen Stadien lange nicht jene
dominierende Rolle spielt wie in den Bluttrypanosomen.

Die Erkenntnis von der Wichtigkeit der Kohlenhydrate fiir die
Lebensfahigkeit der Trypanosomen geht auf eine Beobachtung von
Schern (24) zuriick, der im Jahre 1911 die Feststellung machte, dafl
das Serum eine Substanz enthilt, welche fiir die Beweglichkeit der
Trypanosomen wichtig ist, von diesen verbraucht wird und durch
frisches Serum wieder ersetzt werden kann. Diese Substanz wurde als
Glucose identifiziert. Spitere Untersuchungen Scherns (25) wiesen dann
nach, daB auBer Glucose auch noch Dextrose, Lavulose, Maltose und
Glykogen ,,belebend‘ wirken, wihrend Maltose, Lactose, Mannit und
Stérke keine Wirkung besaflen. Dagegen konnte auch Glycerin an Stelle
von Zucker eingesetzt werden. Poindexter (26) fand nun, daB kiinstliche
Blutzuckererhéhung die Inkubationszeit bei dourineinfizierten Meer-
schweinchen abzukiirzen vermochte, wihrend die Blutzuckersenkung
mittels Insulin die gegenteilige Wirkung hervorbringt (27). Diese
lebensverlingernde Wirkung wird, wie Poindexter beobachtet, vor allem
durch einen teilungshemmenden EinfluB veranlaBlt. Reiner und
Smythe (28) untersuchten den Stoffwechsel der Trypanosomen genauer
und. messen, dafl aus 1 Mol Glucose 2 Mol Brenztraubensiure gebildet
werden. Unter anaeroben Verhiltnissen finden sie Glycerin als Stoff-
wechselprodukt, das aber in Anwesenheit von Sauerstoff wieder ver-
schwindet. Sie formulieren demnach den Zuckerstoffwechsel der Try-
panosomen folgendermaBen: Glucose = Glycerin 4 Brenztraubensiure
und Glycerin + Sauerstoff = Brenztraubensiure + 2 Wasser. DasVer-
haltnis von gebildeter Sdure (Brenztraubensidure) zu Sauerstoff betriagt
nach ihren Messungen 1,74.

Schern hat dann fast gleichzeitig mit v. Jancso die Einwirkung
von blutzuckersenkenden Substanzen auf die Murideninfektion unter-
sucht und neben Insulin auch noch andere Stoffe analoger Wirkung
gepriift (29). Urethan, Phosphor und Phlorrhizin wirken entglykoly-
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sierend und beeinflussen demnach alle die Trypanosomeninfektion,
allerdings ohne eine véllige Abheilung zu bewerkstelligen. Er nennt
diese Wirkung ,,glykopriv‘ und vertritt die Ansicht, dafl dagegen
Synthalin, (Dekamethylendiguanid) nicht bloB eine glykoprive, sondern
auch noch eine spezifisch toxische Wirkung auf die Trypanosomen
entfalten soll. Die glykoprive Wirkung des Synthalins beruht nach
Angicht von Schern auf der Einwirkung auf kohlenhydratspaltende
Fermente. Interessanterweise stellt er weiterhin fest, daB diese blut-
zuckersenkenden Stoffe keinen Effekt auf die Murideninfektion mit
Tryp. cruzi, den Erreger der Chagaskrankheit, haben, wie ja auch diese
Parasiten durch Germanin nicht geschidigt werden kénnen. Auf Grund
seiner Studien synthetisiert schlieBlich Schern und Artagaveyta-
Allende (29) ein neues Guanidinderivat, dessen Formel sie allerdings
nicht bekanntgeben. Dieses, Anticoman genannt, soll weniger toxisch
als Synthalin sein und die Nagana-Miuse rezidivlos heilen.

N. und H.v. Jancso dagegen untersuchen das Prinzip der Blut-
zuckersenkung in seiner Auswirkung auf die Trypanosomeninfektion,
nachdem sie durch das Studium des Germanins auf diese Fragen gelenkt
worden sind, (30). Neben Synthalin verwenden sie noch das Synthalin B,
welches 2 Methylengruppen mehr enthilt und ferner noch ein Thio-
guanid, das Dipentamethylenthiodtherdiguanid :

H,N NH
H N>(13 (I] SN " Synthalin.
NH—-(CH,),,—NH

H H

I-f §>(IJ ?<§ H  Synthalin B.
NH—(CH,),,—NH
NH—(CH,);—S—(CHy);—NH

141[12 §>6 (|3<11§ gs Thioguanid.

Von diesen drei Substanzen erwies sich das Synthalin am wirk-
samsten, wobei verschiedene Trypanosomenstimme zur Priifung
kamen. Mittels der schon erwihnten Blockierungsmethode konnen
N.und H. v. Jancso dann ganz dhnliche morphologische Verdnderungen
an den nichtphagocytierten Trypanosomen feststellen, wie sie schon
bei der Germaninbehandlung aufgetreten waren. Es gelang, mit wieder-
holten Dosen Synthalin die Mduse rezidivireizuheilen. N.und H. v.Jancso
kommen auf Grund ihrer Befunde zu dem Resultat, da3 das Synthalin

Glykoprive
Priparate

Seite 153



Der Einflu
des Winter-
schlafs

158 Chemischer Teil

nur allein durch seine blutzuckersenkende Wirkung die Muriden heilt,
indem die Erndhrungsverhéltnisse fiir die Parasiten so schlecht werden,
daB. sie ihre Virulenz einbiilen und der Phagocytose der Wirtstiere
unterliegen. Der Zuckerverbrauch der Trypanosomen ist nach ihren
Analysen abhéngig von der Zuckerkonzentration und bei gleichbleibender
Zuckerkonzentration abhingig von dem benutzten Trypanosomen-
stamm. Allerdings féllt bei ihren Beobachtungen auf, dafi derjenige
Trypanosomenstamm, der einen relativ kleinen Zuckerverbrauch
in vitro besitzt, trotzdem gut auf die Synthalinbehandlung anspricht,
besser sogar als ein anderer mit groBerem Zuckerverbrauch. In ihrer
mit umfassenden Literaturzitaten niedergelegten Arbeit kommen
N. und H. v. Jancso schliellich auch noch auf das Verhalten der Try-
panosomen in Winterschlaftieren zu sprechen. Nach den interessanten
Studien von Brumpt (31) lassen sich die Gartenschlifer ohne weiteres
mit Tryp. gambiense infizieren. Nach Absolvierung ihres Winterschlafes
sind die Tiere jedoch parasitenfrei und lassen sich zum zweiten Male
infizieren. Jahnel (32) erzielt mit einer Spirochiteninfektion des
Siebenschlafers analoge Ergebnisse, wahrend jene Tiere, die im warmen
Raume ihren Winterschlaf nicht halten diirfen, von der Luesinfektion
nicht geheilt werden. N. und H.v. Jancso sind nun versucht, diesen
spontanen Abheilungsvorgang der Blutzuckerabnahme zuzuschreiben,
welche bei allen Winterschlaftieren in der Kalteperiode einsetzt. Dies
mag bei der Trypanosomeninfektion durch die vorliegenden Befunde
durchaus moglich sein, aber ob fiir die Spirochiteninfektion der gleiche
Grund angenommen werden darf, ist deswegen fraglich, weil die Spiro-
chiten einen véllig anderen Stoffwechsel aufweisen. Uber diesen liegen
bis jetzt nur die Messungen von Fenyvessy und Scheff (33) vor, die
feststellten, daB die Spirochiten wohl aus Zucker Kohlensdure bilden,
aber einen durchaus anaeroben Stoffwechsel besitzen. Der Sauerstoff-
verbrauch ist nach Fenyvessy und Scheff praktisch Null. Dagegen
wiesen die Versuchstiere in der Infektionsphase (Rekurrenzspirochéiten)
einen hyperglykdmischen Zustand auf, wobei der Zuckerspiegel von
100 bis 120 mg-9, bis 180 mg-9%, erhoht liegen konnte. Diese Beob-
achtung ist den FErgebnissen der Trypanosomeninfektion geradezu
entgegengesetzt, da bei dieser von verschiedenen Autoren beschrieben
wird, daf der ziemlich konstante Blutzuckerspiegel gegen Ende, also
nahe dem Exitus, vermindert ist und. bis auf 40 bis 50 mg- %, sinken kann.
Wodurch der hyperglykidmische Zustand bei der Spirochéteninfektion
hervorgerufen wird, dieser Frage sind Fenyvessy und Scheff nicht nach-
gegangen. Ob die Luesinfektion analogen Einflufl hat, ist auch nicht
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kekannt, aber sicher ist, daB der Stoffwechsel von Trypanosomen
und Spirochidten schon hinsichtlich des Zuckerhaushaltes ganz be-
deutende Unterschiede zeigt. Diese Tatsachen lassen daher eine gewisse
Zuriickhaltung auferlegen in solchen Erwigungen, die einer eingehenden
Bearbeitung bediirfen.

Wenngleich alle diese Feststellungen iiber den Einflul des Blut-
zuckerspiegels auf den Infektionsverlauf keinerlei praktische Aus-
wirkung erfahren kénnen, weil die Stabilitit dieses biologischen Wertes
von auflerordentlicher Wichtigkeit fir die gesunden Lebenszustinde
ist, so haben sich doch mit diesen Studien recht interessante Beziehungen
zwischen Infektionsablauf und Verdnderung des Niahrbodens, des
Milieus, ergeben, die vielleicht in anderem Zusammenhang einmal
nutzbar gemacht werden kénnen. Jedenfalls aber geht daraus hervor,
dal eine Hyperglykimie die Virulenz der Trypanosomen steigert und
die Abheilungsvorgéinge mit Germanin zu hemmen vermag, ein Befund,
der vielleicht in praxi nicht selten vorkommt und manche Ausnahme
der Germaninwirkung erkldren konnte.

Zuletzt sollen noch die Versuche von Smythe und Reiner (34)
erwihnt sein, die die Einwirkung von Jodessigsdure auf Trypanosomen
zum Gegenstand der Forschung gemacht haben. Auf Grund der Tat-
sache, daf die Monohalogenessigsiuren den Zuckerstoffwechsel der
lebenden Zelle, vor allem den Milchsiurestoffwechsel, stéren, unter-
suchen die Genannten die Wirkung der Monojodessigsdure und kon-
statieren eine deutliche trypanocide Wirkung, die allerdings nicht
stark genug ist, um eine rezidivlose Heilung erzielen zu lassen. N.und
H. v. Jancso haben scheinbar von dem Bestehen dieser Arbeit keine
Kenntnis gehabt, denn sie publizieren analoge Versuche, ohne neue
Gesichtspunkte darin anzufiihren (35).

Mit der spezifischen Wirkung des Germanins auf die Trypanosomen
und ihren Stoffwechsel, sowie seiner opsoninartigen Wirkung sind aber
die Wirkungen des Germanins nicht erschopft. Denn Pfannenstiel und
Quante (36) stellen am Kaninchen fest, da8 dessen defibriniertes Vollblut
eine erhéhte Blutbactericidie aufweist, wenn die Tiere vorher mit Ger-
manin behandelt worden waren. Sie messen den bactericiden Titer
an der hamolysierenden Eigenschaft gegen Staphylokokken, gegen die
bekanntlich Germanin keine chemotherapeutische Wirkung entfalten
kann. Die Blutbactericidie wird in wenigen Stunden nach der Appli-
kation erhoht und sinkt innerhalb 48 Stunden wieder auf die Norm
zuriick. Ahnliches beschreibt Jusatz (37). In dieser Wirkungsweise
stellt das Germanin also einen Reizkérper dar, eine Erscheinung, die

Germanin
von Blut-
bactericidie
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Oesterlin (22) schon frither in Betracht gezogen und dadurch zu erkliren
versucht hat, dafl er annahm, dafl Germanin durch seine Bindung an
hochmolekulares Serumeiweil in ein chemospezifisches Antigen iiber-
gefithrt wird, was eine spezifische und vielleicht auch unspezifische
Reizwirkung auf die Abwehrkrafte zur Folge haben muB, da ja solche
chemospezifischen Hochmolekularen immer die Bildung der entsprechen-
den Antikérper veranlassen (38).

Diese Affinitat zu den Bestandteilen des Serums bringt es mit sich,
daB die Wirkung des Germanins bei intravendser Applikation am
kriaftigsten zum Ausdruck kommt, wihrend die orale Verabreichung,
im Versuch oder in der Praxis, sehr unsichere Erfolge bietet. So schreiben
Fischer und Kunert (39), dall sie selbst mit sehr groflen Tagesdosen
bei oraler Gabe keine Heilungen erzielen konnten, wenngleich zwar das
Blut voriibergehend parasitenfrei geworden war. Zschucke (40), der
die Untersuchungen der oralen Applikation von neuem bearbeitet,
kann diese Beobachtungen von Fischer und Kleine bestétigen. Inter-
essant ist iibrigens, daBl 7'rillat (41) versucht hat, stark verdiinnte
Germaninlésungen zu zerstduben und dann den Nebel von den Versuchs-
tieren einatmen lieB. Auch durch diese Verabreichungsweise wurden
Heilungen erzielt. Die notwendigen Mengen, die eine Abheilung er-
zielen lassen, sind geringer als bei oraler Verabreichung. Immerhin
aber bietet auch diese Applikationsform einen prophylaktischen Schutz,
der allerdings nicht so lange anhilt, wie bei intravendser Gabe. Auf
die Verhiltnisse des Spatstadiums der Schlafkrankheit, auf welches
das Germanin praktisch nicht mehr einwirken kann, soll hier nicht ein-
gegangen werden, da eine Reproduktion dieser Verhiltnisse im Tier-
versuch nicht gelingt.

Selbstverstindlich wurde Germanin auch bei anderen Infektionen
versucht, aber die Wirkung ist meist nur unbedeutend. Rekurrenz-
spirochdten werden nach Untersuchungen von Akazawa (42) etwas
beeinflult und auch auf Kaninchenlues soll eine Wirkung vorhanden
sein, die aber nur sehr geringfiigig ist (43). Bemerkenswerterweise
wirkt Germanin auch im Kaltbliterorganismus: Brumpt (44) zeigte,
daB mit Tryp. inopinatum infizierte Frosche durch Germanin heilbar
sind. Das Tryp. inopinatum ist die einzige Trypanosomenart, welche
fiir Kaltbliiter pathogen ist. Ubertrigt man allerdings das Blut der
Frosche auf Blutegel, so vermag das Germanin in den Egeln keine
Wirkung mehr auf Tryp. opinatum zu entfalten.

Andere Nicht unerwihnt soll schlieilich bleiben, daf3 Fischl (50) vor kurzem

Sulfon- . . .
siuren eine Sulfonsdure ganz anderer Formulierung bei Trypanosomen und
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Spirochiten gepriift hat und eine schwache spirocide Wirkung feststellen
konnte. Es handelt sich um den Farbstoff Sonnengelb, der chemisch
allerdings nicht einheitlich ist, sondern aus Azoxy-azo-distilbentetra-
sulfonsdure, ferner einem Azomethinfarbstoff unbekannter Konstitution
und. Dinitro-azo-distilbentetrasulfonsiure zusammengesetzt ist. Es ist
natiirlich nicht bekannt, welche der Komponenten wirksam ist. Haupt-
bestandteil bildet jedenfalls die Azoxy-azo-distilbentetrasulfonséiure:

SO; Na S O3 Na

| 1
CH—CgH,—N=N—CyH;—CH
I |
CH—CeH;—N—N—CyH;—CH

| N/ |
SO;Na O SO;Na
Hauptbestandteil des Sonnengelbs.
S O;Na S O3 Na

| |
CH—CyH;— N——N—CyH;—CH

Il I
CH—-C¢H;—NOy NO,—C¢H;—CH
| |
SO;Na S O;Na
Beimengung im Sonnengelb.
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2. Neutrale und basische Produkte. Von der grofien Anzahl
Farbstoffe aus der Reihe der Chinoline, Akridine, Pyronine, Eosine
und. des Triphenylmethans hat sich kaum ein einziges Produkt in der
praktischen Chemotherapie bewihrt. Dafir wurden diese Stoffe um
so mehr in der wissenschaftlichen Chemotherapie herangezogen und
oft mit groBem Erfolge fiir die theoretischen Forschungen benutzt.
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Besonders solche, welche infolge ihrer starken Farbkraft oder eines
ausgeprigten Fluoreszenzvermégens den Nachweis der Verankerung
leicht erzielen lassen und eine quantitative Bestimmung erlauben,
wurden immer wieder bevorzugt, um mit ihrer Hilfe die einzelnen
Reaktionsphasen und Vorginge zu beleuchten. Die Verschiedenheit
ihrer Struktur, ihrer Resorptionsverhiltnisse und ihrer physikalisch-
chemischen Eigenheiten lassen eine Vereinheitlichung unter irgend-
welchen gleichlaufenden Gesichtspunkten nicht zu. Aber es scheint
auf der anderen Seite nicht vorteilhaft, allzuviele Klassifizierungen ein-
zufithren, solange man iiber das Wesen der Wirksamkeit nicht Klarheit
gewonnen hat.

Besonders iibersichtlich liegen die Verhéiltnisse bei den von Brow-
ning und seinen Mitarbeitern eingehendst untersuchten Styryl- und
Anilchinolinen (1). Auf diese Verbindungsklasse kamen Browning
und, Gulbransen bei ihren Studien iiber die bactericide Wirkung der
Akridine und der Phenazine. Sie fanden, daB eine Reihe von Cyaninen
starke antiseptische Wirkungen entfalten kénnen und da8 diese Stoffe,
ahnlich wie die Akridine, in ihrer Wirksamkeit durch anwesendes Serum
nicht vermindert werden. Von chemischen Gesichtspunkten ausgehend,
hatte schon frither Kaufmann dhnliche Stoffe hergestellt (2) und damit
den Weg ihrer Synthese eréffnet. Im Prinzip handelt es sich bei den
Stoffen Brownings um 2-Styrylchinoliniumsalze, 2- Anilchinoliniumsalze,
4-Oxy-2-Styrylchinoliniumsalze (6), 2-Styrylbenzthiazoliumderivate,
2-Anilbenzthiazoliumsalze, deren Grundformel also so gebaut ist:

R—-/\\/\ R_/'\//\
’__ = _/ \_ ’ ' — — __,/ \_ ’
NN TORTOEE TR N A TR R
N N
N VAN
X Y X Y
2-Styrylchinoliniumsalz. 2- Anilchinoliniumsalz.
OH
R_[\/\ R—--/\——-'S
. \_ H= _/ \_ ' l‘ l I — _.// ~\\_ '
Ny TOH=CH=C R Ny TOH=CH=C R
N N
N N
XY X Y
4-Oxy-2-Styrylchinoliniumsalz. 2-Styrylbenzthiazoliumsalz.

11*

Styryl- und
Anilverbin-
dungen



164 Chemischer Teil

N\
X Y
2- Anilbenzthiazoliumsalz.

Die Reaktionsfahigkeit der Methylgruppe in den Chinolinium- und
Benzthiazoliumsalzen erleichtert die Herstellung der Produkte be-
deutend. Browning hat zwar iiber die Stellung der Gruppe R in den
Benzthiazolderivaten keine Angaben gemacht, aber es ist mit groBer
Sicherheit anzunehmen, daBl es sich hier um die 5-Stellung handelt.
Die vier variationsfihigen Gruppen R, R’, X und Y lassen eine un-
geheure Anzahl isomerer und naheverwandter Korper zu, so dall man
hier die Moglichkeit vorliegen hat, den EinfluB verschiedener Sub-
stituenten kennenzulernen. Browning hat sich aber damit begniigt,
seine Synthesen und seine Resultate der bactericiden und trypanociden
Untersuchungen bekanntzugeben, ohne irgendwie auf eventuelle Zu-
sammmenhénge zwischen Konstitution und Wirksamkeit einzugehen.
Es ist dies um so bedauerlicher, als das grole Material, das er in Hénden
gehabt hat, eine selten giinstige Gelegenheit zu derartigen Studien bot
und die Nacharbeit der Browningschen Stoffe einen ganz bedeutenden,
auch chemischen, Arbeitsaufwand erfordert.

Als die im Benzolanteil haftende Gruppe R wurden von Browning
Amino-, Acetamino-, Propylamino-, Caproylamino-, Dimethylamino-,
ferner Methyl-, Didthylacetamino-, Bromdidthylacetamino-, Trichlor-
acetamino- und noch weitere Reste benutzt. In den Benzolanteil des
Styrylkernes fiihrte er Amino-, Acetamino-, Propylamino-, Dimethyl-
amino- und Didthylaminogruppen ein. Auch die angelagerten Salze
wurden von ihm etwas variiert, aber dies geschah vorzugsweise aus
Loslichkeitsgrimden. Vor allem benutzte er Methylchlorid, Methyl-
bromid, Methyljodid, Methylsulfat und Methylacetat. Eines der best-
wirksamsten Priaparate aus der Chinolinreihe war das Préiparat S. 90,

Seite 141 das p-Acetaminostyryl-6-dimethylaminochinoliniummethylchlorid :

Y

_ STNAN -
/\/ —CH=CH-{  NH-CO-CH,

/
CH, Cl
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Von den Benzthiazolen zeichnete sich besonders das Praparat 333
aus, welches ein p-Acetaminostyryl-5-Acetaminobenzthiazoliummethyl-
sulfat ist:

CH;—CO—H N—i/\\]—‘s
—CH—CH—\ I/——NHMCO*CH&

NN
N

/N
CH, CH,80,

N.v. Jancso hat einen kleinen Teil dieser Styrylchinoline Brow-
nings fiir seine fluoreszenzmikroskopischen Studien iiber die Verankerung
solcher Priparate mit groBem Erfolg benutzt und stellte bei diesen
vor allem die Verankerung im Blepharoblast und Kern fest. Sie ver-
halten sich demnach ganz &hnlich wie die Kehrmannschen Farbstoffe
aus der Reihe der Aminophenazoniumsalze. Aber auch N.v. Jancso
geht nicht weiter auf die Zusammenhénge der Wirkung und Konstitution
ein, sondern priift nur ihre Fluoreszenzfihigkeit im verankerten Zu-
stande und ihre Resorption durch arzneifeste Parasiten.

Oesterlin (8) hat sich eingehender mit diesen Zusammenhéngen
zwischen Wirkung und Konstitution beschéftigt und zu diesem Zwecke
einige der Browningschen Styrylchinoline nachgebildet. Er unter-
scheidet auf Grund seiner Beobachtungen zwischen einer Fluoreszenz
der Stoffe in den Parasiten, die auftritt, wenn die mikroskopischen
Untersuchungen im Ultraviolettlicht vorgenommen werden, und einer
anderen Fluoreszenz, die bei Bestrahlung mit weilem Licht festgestellt
werden kann. Je nach der erregenden Wellenlinge fluoreszieren die
resorbierten Korper in verschiedenen Farben. Um der Vielheit der Er-
scheinungen gerecht zu werden, klassifiziert er die Derivate in drei
Gruppen. In erstens solche, welche keine basischen Reste mehr auf-
weisen, also in R und R’ acylierte Aminogruppen, oder neutrale Reste
tragen. Zweitens diejenigen,. welche nur eine basische Gruppe in R
oder R’ besitzen, und schlieBlich noch jene, welche in R und R’ basische
Reste aufweisen. Die erste Gruppe, zu welcher auch das Praparat 333
(Benzthiazol) von Browning gehort, besitzt in wisseriger neutraler
Losung, wie in Trypanosomen bei UV-Licht oder weilem Lichte, immer
die gleiche Fluoreszenz. Diese Farbe éndert sich durch Anderungen
des pgr zwischen 7 und 1 nicht. Derartige Korper sind trypanocid,
wenn ihre Fluoreszenzfarbe griin ist, mit einem Maximum bei etwa
520 mp. Die Produkte mit einer basischen Gruppe dagegen weisen
in neutraler Losung eine ganz andere Fluoreszenz auf, wie im ver-

Seite 130
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ankerten Zustande. Ihre Fluoreszenzfarbe 1af8t sich jedoch auch in
wisseriger Losung durch eine pg-Verschiebung nach der sauren Seite
hin veréindern. Bei py 1bis2, nun erscheint die Fluoreszenz der wisserigen
Losung und jene der verankerten Substanz in den Trypanosomen
gleich, sofern man mit weilem Lichte die Fluoreszenz in den Parasiten
erregt. Bei den Styrylchinolinen mit zwei basischen Gruppen liegen die
Verhéltnisse noch verwickelter, weil hier in neutraler Losung, bei
pu 5 bis 6 und, bei py 1 bis 2 jedesmal andere optische Beobachtungen
gemacht werden kénnen. Bei diesen Produkten stimmt nun die Flu-
oreszenz der wasserigen Losung bei pg 5 bis 6 und, jene in den Trypano-
somen iiberein. Oesterlin kommt daher auf Grund seiner Studien zu
dem Resultat, daB nicht die py-Verhiltnisse in den Blepharoblasten
jene Anderungen der Fluoreszenzen verursachen kénnen, sondern daB
die spezifische Verankerung der Substanz dafiir verantwortlich gemacht
werden mufl. Da die wisserigen Losungen der Korper im ganzen
pu-Bereich zwischen 1 bis 7 durch Ultraviolett zur Fluoreszenz gebracht
werden konnen, wiahrend die verankerten Koérper nur mit weiflem Lichte
angeregt werden, mul} doch ein prinzipieller Unterschied im Molekiil-
zustande vorliegen, dessen Reproduktion allerdings Oesterlin in vitro
nicht gelungen ist. Er meint daher, daBl nur solche Styrylchinoline
eine trypanocide Wirkung entfalten, welche im verankerten Zustande
im Dunkelfeldmikroskop im weilen Lichte eine grine Fluoreszenz
besitzen. Man kann diese Fluoreszenz auch in vitro reproduzieren,
wenn man die neutralen Styrylchinoline bei pg 7, diejenigen mit einer
basischen Gruppe bei pr 1 bis 2 und die iibrigen, mit zwei basischen
Gruppen, bei py 5 bis 6 im Reagensglas untersucht. Oesterlin dehnt
dieses Prinzip auch noch auf die Akridinderivate aus und findet auch
hier weitgehende Ubereinstimmung. Das beste Priparat, welches
Browning hergestellt hat, das Browning 245, hat folgende Formulierung:

NH2—<—>——CO~NH—/\/\

—CH=CH—7  N_NH-CO—
A CH=CH-(_ >—NH-00—CH,

N
CH, COO—CH,

Es wird besonders deutlich von den Parasiten aufgenommen und ent-
faltet dort eine auBlerordentlich starke griine Fluoreszenz. Infolge seiner
schlechten Loslichkeit neigt es zur Depotbildung und duBert demnach
eine prophylaktische Wirkung, die nach den Angaben Brownings (5)
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sich auf nahezu 12 Monate ausdehnen kann, eine Wirkung also, welche
derjenigen des Germanins nahekommt, da auch der chemotherapeutische
Index im Méuseversuch nahezu in der gleichen Hohe gefunden wurde,
namlich 1:250. Das Priaparat zeichnet sich nach den Untersuchungen
Oesterlins durch eine besonders rasche Wirkung — im Gegensatz zum
Germanin, das langsamer wirkt — aus. Diese Reaktionsgeschwindig-
keit 1aBt eigentlich ziemlich sicher auf eine direkt gerichtete, parasito-
trope Wirkung schlieen, da die Parasitenzahl im Laufe von 2 bis
3 Stunden von stark positivem Befunde auf ein Minimum abnimmt.
Die Fluoreszenzemission dieses Produktes besitzt ebenfalls bei 520 my.
ein Maximum, aber die Emissionskurve unterscheidet sich insofern
von den anderen Fluoreszenzkurven, als hier ein besonders breites
Maximum ausgeprigt ist, d.h. daf die emittierte Strahlenenergie
in diesem Bereiche auffallend groBl ist. Browning hatte nun spater (7)

_C0-NH-¢  N_COo_NH_/
CH;—CO-NH—{  >-CO-NH

_CH=CH-/
/,\N/ CH=CH N

AN
CH,; 00C -CH,

>—NH2

—

das Isomere dieses Stoffes hergestellt und auch bei ihm eine trypanocide
Wirkung feststellen kénnen. Allerdings ist die Wirkung bedeutend
schwicher, wie diejenige des Praparates 245, aber dafiir besitzt das neue
Produkt die iiberraschende Eigenschaft der Sarkombildung. Oesterlin
hat (4) auch dieses Produkt hergestellt und seine fluoreszenzmikroskopi-
schen Verhéltnisse bei der Nagana nachgepriift. Nach seinen Fest-
stellungen ist durch den Umtausch der Acetylgruppe eine Verschiebung
der Fluoreszenzlage eingetreten und das Maximum der Emission nach
der blauen Seite hin verschoben worden. Entsprechend dem vor-
handenen kleineren Anteil einer griinen Emission hat sich auch die
trypanocide Wirkung vermindert. Es war nun von besonderem Interesse,
auch noch die beiden iibrigen Benzoylaminostyrylchinoline, nimlich das
acetylfreie und das diacetylierte kennenzulernen. Das diacetylierte
besal nach Oesterlin iiberhaupt keinen griinen Fluoreszenzanteil mehr,
wihrend das acetylfreie Produkt einen solchen im py-Bereich zwischen
5 bis 6 noch aufwies. Die Fluoreszenztheorie verlangte vom ersteren
keine trypanocide Wirkung mehr, vom zweiten eine maBige. Diese
Forderung erfiillte in der Tat der Tierversuch:
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CH;CO-NH-  M-CO-NH-
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Die Wie schon vorher im Kapitel der chemotherapeutischen Interferenz
haptophore ausgefithrt wurde, nahm Oesterlin an, daB der fiinfwertige Stickstoff
dieser Chinolinderivate als haptophore Gruppe eine bedeutsame Rolle
Seite 126 spielt, und es war demgeméif zu erwarten, dafl das diacetylierte Produkt
ebenfalls als Interferenzstoff fungieren kann, eine Annahme, die sich
ebenfalls bestatigen liel. Viel bedeutsamer dagegen erscheint die Beob-
achtung, die mit dem acetylfreien Styrylchinolin gemacht werden
konnte. Dieses stellt einen ziemlich starken Farbstoff dar und firbt
daher die Parasiten bei intravenéser Einverleibung sehr schnell an.
Seite 144 Der Farbstoff speichert sich dabei nur im Kern und im Blepharoblasten
auf, welche beide leuchtend rot aussehen. Im Fluoreszenzmikroskop
aber ist nur der Blepharoblast in orangefarbener Fluoreszenz sichbar,
wihrend der gleich stark gefarbte Kern dunkel bleibt. Diese Beob-
achtung wird kurze Zeit nach der Applikation festgestellt. LiBt man
den Farbstoff einige Zeit auf die Parasiten einwirken, ungefihr 2 bis
3 Stunden, so bleibt die Vitalfirbung &uBerlich bestehen. Das Flu-
oreszenzmikroskop aber zeigt, daB inzwischen doch Verinderungen
abgelaufen sind, denn die jetzt vorhandene Fluoreszenzfarbe des Ble-
pharoblast ist nicht mehr orange, sondern griin. Wie Oesterlin nach-
gewiesen hat, beruht diese Verschiebung auf einer Ansduerung des
Blepharoblasten, hervorgerufen durch eine Ansammlung von Milch-
saure. Diese Anreicherung eines Stoffwechselproduktes 148t darauf
schlieen, dafl die Styrylchinoline in den FermentprozeB der Parasiten
eingreifen und ihn an irgendeiner noch unbekannten Stelle unterbrechen,
so daB es entweder infolge der Anhaufung schidlicher Produkfe oder
infolge gestérter Stoffwechselverhiltnisse zu einer Abtétung der Para-

siten kommt.
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Neben der salzartigen Stickstoffgruppierung hat nach der Ansicht Der Einflug
Oesterlins auch noch die Anzahl konjugierter Doppelbindungen im Verbin TP
Molekiil auf die Verankerung einen mafBgeblichen EinfluB. Wie Krzi- dungen
kalla und. Eistert nachwiesen, haben besonders solche Naphtholfarbstoffe
eine starke Affinitdt zur Baumwollfaser, welche eine moglichst lange
ununterbrochene Kette konjugierter Doppelbindungen besitzen (8).

Dabei nehmen diese Autoren die Acetylaminogruppe in der tautomeren Seite 144
Form an und erreichen so im Formelbilde eine Verlingerung dieser
Kette:

N\ _oH OH
0O
OH

Wendet man dieses Schema auf die Chinolinium- und Benzolthiazolium-

salze an, so werden gerade bei den wirksamsten Praparaten, dem Brow-

ning 245 und dem Benzthiazolpraparat 333 eine besonders giinstige
Konstellation gefunden, eine Erscheinung, die kaum auf einem Zufall
beruhen diirfte, um so mehr, als F. Dickens auf Grund ganz anderer seite 145
biologischer Versuche, nidmlich an der Jensen-Sarkomzelle, zu ganz
gleichen Uberlegungen gelangte (9).
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In welcher Weise alle diese Praparate in den Stoffwechsel der Trypano-
somen eingreifen, ist sehr schwer zu sagen. Ihre Struktur deutet un-
willkiirlich auf die wasserstoffitbertragenden Atmungsfermente vom
Typus des Nicotinsdureamidjodmethylats hin, und das vor allem des-
wegen, weil nicht allein die Styrylchinoline, Styrylbenzothiazole, Anil-
chinoline oder Anilbenzothiazole eine gleichartige Aufspeicherung in
den Erregern nachweisen lassen, sondern auch noch die Akridine und
die Pyronine, sowie die Phenazine dazugerechnet werden konnen, also
lauter Substanzen von neutralem oder basischem Charakter mit salz-
artiger Struktur.
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Wenn nun Oesterlin annimmt, dal die Verankerung in der Try-
panosomenzelle zur Entfaltung der chemotherapeutischen Wirksam-
keit allein nicht geniigt, so kann es sich bei diesem Vorgange also niemals
nur um eine Platzverdringung der wasserstoffiibertragenden Fermente
handeln, sondern es muB noch eine Aktivitat der Substanzen dazu-
kommen. Eine solche Aktivitdit wére auf Grund eines bestimmten
Redoxpotentials denkbar, derart vielleicht, dafl infolge gleicher Platz-
ergreifung mit den Fermenten der zu iibertragende Wasserstoff infolge
anderer Redoxlage andere Wege gefilhrt wird. Aber Oesterlin hat sich
— in unverdffentlichten Versuchen — vergeblich bemiiht, die Redox-
potentiale der Styrylchinoline zu bestimmen. Wéahrend die Akridinium-
salze, sowie die Pyronine Stoffe mit stark negativem Potential, meist
unter — 200 mV, darstellen, besitzen die Styrylchinoline itiberhaupt
kein reversibles Potential. Sie lassen sich zwar sehr leicht reduzieren,
sogar schon von Leukomethylenblau, aber diese Reduktion betrifft
anscheinend die Styryldoppelbindung und ist daher nicht reversibel.
Die resultierenden Reduktionsprodukte sind durchweg farblos und nicht
mehr zu Farbstoffen oxydierbar. Allerdings lassen diese Befunde
trotzdem keinen endgiiltigen Schlul zu, weil die Fluoreszenzbilder
klar zu erkennen geben, da@3 die Verankerung besondere Molekiilzusténde
geschaffen hat, die sich in vitro nicht verwirklichen lassen. SchlieBlich
ist das Redoxpotential Acetaldehyd-Alkohol auch nur bei Anwesenheit
des Fermentes meBbar und entzieht sich ohne dieses jeglicher Messung.
Und. bei der Lactoflavinphosphorsidure hatte Kuhn feststellen kénnen,
daB3 sie im Eiweilverbande ein anderes Redoxpotential aufweist, wie
ohne Eiweifitrager (10). Immerhin dringen alle diese Beobachtungen
zu der Auffassung, daBl die Chinolinderivate einen fermentihnlichen
Wirkungskreis in den Trypanosomen entfalten, der nicht allein eine
reine Verdriangungsreaktion darstellt. Ob sich die von Oesterlin ge-
dullerte Ansicht, dafl besonders die griinfluoreszierenden Farbstoffe,
welche ein stark negatives oder iiberhaupt kein reversibles Redox-
potential besitzen, trypanocid sein konnen, aufrechterhalten lafit,
wird, sich erst an einem groferen Material entscheiden lassen (4).
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So resultieren aus diesen speziellen Studien iiber die Styryl-
verbindungen aus der Reihe der Chinoline und Benzthiazole vor allem
drei MutmaBungen: Die Substanzen erfahren eine spezifische Bindung
im Blepharoblasten und im Kern, diese Bindung wird allem Anschein
nach durch die salzartige Stickstoff- oder Sauerstoffgruppe vermittelt.
Daneben spielt noch die Struktur der Verbindungen insofern eine Rolle,
als die Verankerungsfahigkeit mit der Anzahl der konjugierten Doppel-
bindungen zuzunehmen scheint. Dieses Prinzip der konjugierten
Doppelbindungen gilt aber nur fiir diese Verbindungsklasse, denn bei
den Substanzen der Germaninreihe (Trypanblau, Trypanrot) laft es
sich nicht anwenden. Die Chinolin- und Benzthiazolderivate miissen
in einem anregungsfahigen Zustande vorliegen, der sich im Fluoreszenz-
vermdgen ausdriickt.

Die Wichtigkeit, welche Oesterlin dem fiinfwertigen Stickstoff
zumiBt, hat ihn veranlaflt, an diesem weitere Variationen vor-
zunehmen (4). Fiir diesen Zweck erwies sich das Browningsche Derivat,
das p-Dimethylaminostyryl-6-acetaminochinolinmethylsulfat, besonders
geeignet. In konzentrierter wasseriger Losung tauscht sich die Methyl-
sulfatgruppe sehr leicht mittels Kaliumbicarbonat gegen den HC O,-Rest
aus, der seinerseits dann durch alle solche Siuren ersetzt werden kann,
welche stiarker sind als Kohlenséiure.
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Oesterlin hat etwa 25 Saurereste an den Platz der Bicarbonatgruppe
eingefiigt, und zwar: Essigsiure, Chloressigsiure, Dichloressigsiure,
Trichloressigsidure, Arsanilsiure, Acetarsanilsiure, Isonitrosoacetarsanil-

Die Rolle
des
5-wertigen
Stickstoffs
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sdure, Hexosediphosphorsiaure, Phosphorsidure, phosphorige Saure,
unterphosphorige Sdure, Fumarsiure, Bernsteinsiure, Maleinsiure usw.
Die Wirkung dieser neuen Verbindungen unterschied sich, von ganz
kleinen Differenzen abgesehen, welche durch Léslichkeits- und Re-
sorptionsunterschiede erklirt werden kénnen, von derjenigen der Aus-
gangssubstanz nicht. Dabei war es gleichgiiltig, ob an dem Stickstoff
Zwischenprodukte des Zellstoffwechsels, wie Hexosediphosphorsiure
und Fumarsiure, oder ob Fermentgifte, wie Jodessigsdure oder spezifische
Chemotherapeutica, wie Arsanilsiure, hafteten. Nur eine einzige Aus-
nahme war vorhanden und diese Ausnahme bezog sich auf die Ascorbin-
sdure, das Vitamin C. Welche interne Rolle dieses Vitamin bei dem
Abheilungsvorgang einnimmt, ist nicht ganz aufgeklirt.

Uber eine praktische Anwendung der Browmingschen Styryl-
verbindungen ist nicht viel bekanntgeworden. Parkin hat einen dieser
Stoffe bei Trypanosoma brucei an Pferden gepriift (12) und findet,
daB seine Wirkung am besten bei intravendser Verabreichung zur
Wirkung kommt. Ein neuerdings von der I. G. Farbenindustrie heraus-
gebrachtes Chinolinderivat, das Surfen C, gehért vielleicht ebenfalls
in die Reihe dieser Verbindungen. Wie aus den Ausfithrungen von
Jensch (21) hervorging, stellt das Surfen C ein Chinolinderivat dar,
welches iiber die 4-Aminogruppe mit Melamin verbunden ist.

NH,
|

NH, N/C\ N NH,

I i

, N I I
N

CH—\ NS AV
N Surfen C. N

Es wurde schon verschiedentlich mit Erfolg gegen die verschiedenen
Erreger der Schlafkrankheit benutzt und soll nach Angaben von Jensch
auch gegen das bisher unbeeinfluBbare Trypanosom der Chagas-
krankheit wirksam sein. Da diese Tryp. cruzi einen abweichenden
Entwicklungszyklus besitzen, bei welchem bestimmte Entwicklungs-
formen in der Muskulatur angesiedelt sind, so ist fast zu vermuten,
daB dieses Surfen C auch gegen diese Parasitenformen wirksam ist *).
Das wire allerdings ein sehr wertvoller Befund, weil nach bisherigen

*) Nach Privatmitteilung von Herrn Dr. Jensch wirkt Surfen C auf
die Leishmaniaformen nicht ein.
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Erfahrungen die Parasiten, welche in der Muskulatur eingebettet liegen,
dem chemotherapeutischen Eingriff besonders schwer zugénglich sind.
Bennet (13) schreibt iibrigens, daf Surfen C intravends bei Pferden ziemlich
gefahrlich ist, daher besser subcutan oder intramuskulér verabreicht wird,
allerdings auch bei dieser Applikationsweise Schwellungen hervorbringt.
Die Derivate des Akridins besitzen schon seit langer Zeit koloristi-
sches Interesse, nachdem Hofmann das Chrysanilin und wenig spiter
Nicholson das Phosphin hat isolieren kénnen. Aber die ersten Versuche
von Mannaberg, das Phosphin gegen Malaria einzusetzen, waren ebenso
negativ wie die Resultate von Ehrlich bei den Trypanosomen. Erst
das schon seit 1890 bekannte Diaminoakridiniummethylsulfat, das
Trypaflavin, wurde dann 1912 von FEhrlich als erster trypanocider
Stoff der Akridinreihe erkannt. Besondere Verwendung hat dieser
Farbstoff bei der Bekdmpfung der Trypanosen aber nie gefunden,
um so mehr jedoch wurde das Trypaflavin infolge seiner baktericiden
Eigenschaften immer wieder bei verschiedenen Streptokokken, Sta-
phylokokken und Gonokokken versucht. Mit Silber kombiniert, spielt
es als Argoflavin eine bedeutsame Rolle. Die Chemotherapie der
Akridinverbindungen hat besonders von Schnitzer und Silberstein eine
systematische Bearbeitung erfahren (14). Hier soll bemerkt sein, daB
das Diaminoakridin weniger trypanocid ist als sein Methylsulfat. Das
gleiche findet sich beim Akridingelb und seinem Akridiniumsalz.
Dessenungeachtet existieren eine ganze Anzahl Verbindungen dieser
Reihe, welche auch ohne fiinfwertigen Stickstoffe eine bedeutende
trypanocide Wirkung entfalten, vor allem die von Schnitzer und Silber-
stein untersuchten Nitroverbindungen, welche in der 9-Stellung einen
‘basischen Rest tragen. Von diesen zeichnete sich das Priparat 3043a
durch einen fiir Akridine relativ hohen chemotherapeutischen Index
bei Nagana aus.
/C2H5
NH-CH;—CO—-NH—(CH,),—N
| ¢, H,
Cy Hbo_'/\‘/\l/\‘
A T
Préparat 3043a.

Es ist allerdings etwas eigenartig, daB diese trypanociden Akridine
Schnitzers mit dreiwertigem Stickstoff alle eine sdureamidartige Gruppe
aufweisen, die, soviel aus der zitierten Arbeit hervorgeht, fiir die wirk-
samkeit von Wichtigkeit ist. Dieses wirksame Prinzip treffen wir

Akridine
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spéter bei den Arsinsduren von neuem an und es erhebt sich deswegen
die Frage, ob es in irgendeinem Zusammenhang mit der Amidgruppe
steht, die auch beim wasserstoffiibertragenden Atmungsferment von
Nicotinsgureamidtypus vorhanden ist. R. Kuhn hat ja wahrscheinlich
gemacht, daf3 z. B. das Coferment Lactoflavinphosphorsdure mit zwei
Bindungen am Eiweil verkniipft ist (15) und daher ist die Moglichkeit
nicht auszuschlieBen, daB #hnliche Verhiltnisse auch bei diesem Co-
ferment vorliegen. Dieses Zusammenspiel kommt besonders deutlich
in den Untersuchungen von Oesterlin einerseits (3) und von Supniewsks
andererseits (16) zum Ausdruck. Wie schon frither erwidhnt wurde,
vermag das Rivanol keine trypanociden Momente zu entwickeln. Es
wird zwar nach den Studien von Singer in den Trypanosomen ge-
speichert, aber diese Speicherung ist nicht spezifisch, sondern diffus.
Supniewski hat nun ein Di-m-Aminobenzoylrivanol hergestellt und findet
diesen Rivanolabkémmling trypanocid. Der Einsatz von m-Amino-
benzoesdure erinnert etwas an das Germanin, aber die Spezifitit der
Germaninwirkung erlaubt deswegen noch keine Vergleiche. Immerhin
liegen in der Verbindung sidureamidartige Gruppen vor, welche irgendwie
mit der Wirkung zusammenhingen. Uber die Fluoreszenz des Pri-
parates ist nichts bekanntgeworden. Andererseits hat Oesterlin aus
Rivanol das Rivanolmethylsulfat synthetisiert und konstatiert, daB
durch diese an und fiir sich geringfiigige chemische Anderung, welche
nach seinen Untersuchungen keinen Einfluf} auf die Fluoreszenzemission
hat, das unwirksame Rivanol in das trypanocide Rivanolmethylsulfat
verwandelt werden kann. Auch das Diacetyl-Rivanolmethylsulfat ist
trypanocid.
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In beiden Fillen also wurden sogenannte haptophore Gruppen in das
Molekiil eingefiihrt und jede dieser Gruppen steht mit der Gruppierung
im Nicotinsdureamidjodmethylat in gewisser Beziehung. Der Hinweis
von Jensch, dafl seine Chinolinderivate ebenfalls besser wirksam waren,
wenn sie salzartigen Charakter aufwiesen, hauft doch diese Beobachtungen
iilber den Zusammenhang zwischen Struktur und Wirkung in be-
achtenswerter Weise an, so stark, wie man es bei anderen chemothera-
peutischen Verbindungsklassen bisher nicht gewohnt war. Die anderen
Akridine, wie Flavicid, Brillantphosphin G und andere spielen in chemo-
therapeutischer Hinsicht bei den Trypanosomen keine Rolle. Auch
nicht in wissenschaftlicher Hinsicht, da oft ihre Léoslichkeitsverhiltnisse
sehr ungiinstig sind und daher die Resorptionen verzdgert werden.
Auch die chemisch nahe verwandten Pyronine sind nur dann und wann
vor allem zu fluoreszenzmikroskopischen Studien herangezogen worden.
Auch sie haben bisher kein besonderes Interesse finden kénnen.

Interessanter vielleicht sind in dieser Hinsicht die Eosine, wie z. B.
das Eosin selbst und ‘das Erythrosin, das Tappeiner und Jodlbauer bei
ihren Sensibilisierungsversuchen oftmals benutzten (17). Diese beiden
Stoffe besitzen keine trypanocide Wirkung im Miuseversuch, sofern
man die Tiere im Dunkeln oder im schwachen Tageslichte halt. Setzt
man jedoch die infizierten und behandelten Tiere einer siebenstiindigen
Bestrahlung aus, so wirken die beiden Eosinderivate trypanocid. Es
ist allerdings sehr fraglich, ob es sich hier um eine direkte sensibilisierende
Wirkung auf die Parasiten handelt, da eigentlich schwer anzunehmen
ist, daB8 die Lichtmengen in geniigender Konzentration in die Blut-
gefaBle gelangen und dort die Sensibilisierungsreaktion bei den Try-
panosomen auslésen. Man kann auch daran denken, daB in diesem
Falle besonders starke Reizwirkungen auf den gesamten Organismus
des Tieres ausgeiibt werden, welche eine solche trypanocide Wirkung
veranlassen.

Die verschiedenen Safranine, wie Safranin T, Phenosafranin,
Safranin O usw. besitzen ebenfalls keine trypanocide Wirkung. Zwar
wurde von einem als Trypasafrol bezeichneten Produkt unbekannt
gebliebener Konstitution voriibergehend behauptet, da8 es trypanocide
Fahigkeiten besitzt, aber dieser Befund konnte von anderen Priifern
nicht bestitigt werden. Auch in anderer Hinsicht haben sie nichts
bemerkenswertes ergeben, so daB diese Farbklasse, auch wegen ihrer
starken Farbeigenschaften, keine weitere Beachtung fand. Zudem
sind die meisten der Stoffe bei parenteraler Verabreichung ziemlich
giftig.

Eosine

Safranine
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Ahnlich starke Gifte stellen auch die meisten Triphenylmethan-
derivate dar, so das Malachitgriin, das Parafuchsin und sein Dichlor-
derivat, das Tryparosan. Diese Triphenylmethanfarbstoffe miissen
ohne Zweifel in eine besondere Klasse eingereiht werden, was schon
daraus hervorgeht, daf die Arzneifestigung gegen Parafuchsin sich
nur auf diese eine Farbklasse beschriankt. Demzufolge ist bei diesen
Stoffen ein besonderer Reaktionsmechanismus anzunehmen, der aller-
dings in keiner Weise klargelegt worden ist. Ob die Wirkungsweise
mit der Carboniumstruktur zusammenhingt, ob Redoxpotentialwerte
mit hereinspielen, ob besondere Fermentvergiftungen ablaufen oder ob
gerade diese Stoffe auf die Permeabilitit der Trypanosomenzelle zu
wirken verstehen, all das sind Fragen, die einer Losung harren und die
nur von chemischer Seite aus gelést werden konnen. Aber das Problem
der Fuchsinfarbstoffe ist wie so manches andere in der Chemotherapie
vorzugsweise nur auf biologischer oder cytologischer Grundlage in
Angriff genommen und im Zusammenhang mit der Parafuchsinfestigung
experimentell bearbeitet worden. Jedenfalls weisen alle diese Stoffe
aus der Klasse der Triphenylmethane eine Naganawirkung auf, die
auffilligerweise relativ unabhingig von der Konstitution dieser Produkte
ist. Die meisten der Produkte besitzen nebenbei auch noch baktericide
Qualititen, eine Erscheinung, welche dem Verhalten der Akridinium-
salze dhnelt, ohne deswegen Analogien aufzuweisen. Das altbekannte
Malachitgriin, sein Homologes, das Brillantgriin, ist ebenso trypanocid
wie das bedeutend basischere Parafuchsin oder dessen Methylierungs-
produkt, das Methylviolett, welches seit altersher in der Wund-
desinfektion Verwendung fand und als Pyoctanin coeruleum in der
Veterindrpraxis im Gebrauch ist. Bei parenteraler Verabreichung,
besonders subcutan oder intramuskulir, verursacht es allerdings heftige
Nekrosen, die seiner weiteren Verwendung, abgesehen von seiner
ziemlich hohen Toxizitét, im Wege stehen.
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Malachitgriin. Brillantgriin.
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Viktoriablau B.

Auch das arylierte Tryphenylmethanderivat, das Viktoriablau,
wurde als trypanocid erkannt, wodurch die Unabhingigkeit zwischen
Konstitution und Wirkung bei dieser Kérperklasse weiterhin betont
wird. Aber alle diese Farbstoffe besitzen, mit Ausnahme des Trypa-
rosans vielleicht, nur eine sehr geringe Wirksamkeit, so daBl man fast
zu der Annahme geneigt wird, daB in diesem Falle die Grundstruktur,
also die Carboniumgruppierung, allein das maBgebende Moment der
trypanociden Fihigkeit darstellt.

Wie irrtiimlich oft die Angaben #lterer Autoren sein kénnen, geht
aus der Literatur des Methylenblaus hervor. Dieser von Caro 1876
zuerst synthetisierte Farbstoff hat Ehrlich bei seinen Firbungen der
vitalen Nerven grofle Dienste geleistet. Romanese (18) findet nun 1912,
daB Methylenblau trypanocid ist und 1936 stellt N. und H. ». Jancso
fest, daf es fiir die Trypanosomen unter Umsténden ein lebensrettendes
Elixier sein kann, da es fiir kiirzere Zeit die Funktion eines Atmungs-
fermentes iibernehmen kann! Wie schon friiher darauf hingewiesen
wurde, ist diese Eigenschaft mit dem Redoxpotentialwert des Methylen-
blaus verkniipft, demgemifl sich auch andere verwandte Thionine
mit dhnlichem Redoxwert genau so verhalten.

Oesterlin, Chemotherapie 12

Methylen-
blau
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Einige weitere heterocyklischen Farbstoffe wurden noch von

Fischl (19) gepruft. Pyrrolblau, Pyrrolrot, Phthalocyanin und Pro-
digiosin. Wahrend die drei erstgenannten keine Wirkung besitzen,
erwies sich der Farbstoff des Bacterium prodigiosum, dessen chemische
Aufklarung wir Wrede und Rothhaas verdanken (20), als trypanocid.

CH3—(CH2)4-H ):“}7001'13
CHg—\/fC:.\/
N N
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Prodigiosin.
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¢) Die Chemotherapie des Arsens

1. Arsinsduren und Arsinoxyde. Die Chemotherapie der
Arsenverbindungen 148t sich bis in die frithesten Anfinge der Medizin
zuriickverfolgen. Im Altertum waren es vorzugsweise die anorganischen
Sulfide und Oxyde, welche in der verschiedensten Form, als Salben,
Pillen oder in Losung Verwendung fanden und damals schon bei allen
méglichen Infektionskrankheiten eingesetzt wurden. Die erste organische
Arsenverbindung, die im Tierversuch auf ihre Giftigkeit gepriift worden
war und durch ihre Ungiftigkeit auffiel, war das von Bunsen im Jahre
1837 erkannte Kakodyloxyd. Es dauerte allerdings iiber 30 Jahre,
bis diese Verbindung durch Jochheim und andere in die Therapie der
Malaria, der Hautkrankheiten und der chronischen Tuberkulose ein-
gefiihrt wurde. Englische Forscher, wie Braid, Balfour, Livingstone
und, Bruce zogen diese anorganischen Arsenverbindungen dann am
Ausgange des letzten Jahrhunderts zur Bekimpfung protozoischer
Infektionen heran, ohne allerdings damit Dauererfolge zu erzielen.
Laveran und Mesnil haben dann im Jahre 1902 zeigen kénnen, dafB
das Natriumarsenit bei naganainfizierten Miusen, Ratten und Hunden
Heilerfolge erzielen 1a3t, die aber nicht rezidivlos bleiben. Schon damals
war die Vorstellung vorhanden, dafi die Wirkung dieser Substanzen
eine parasitotrope, direkt gerichtete sein miisse, welcher sich ein Immuni-
sierungsvorgang des Wirtsorganismus anschlieBt. Die starke Gift-
wirkung der anorganischen Arsenverbindungen und die verminderte
Toxizitit des Kakodylats brachten es nahe, analoge organische Arsen-
verbindungen mit aliphatischen Radikalen herzustellen und zu priifen.
Allerdings zeigten dann die Untersuchungen von Heffter, daB der
therapeutische Wert der Kakodylsiure darin begriindet liegt, daB ein
kleiner Teil des Molekiils gespalten wird, so daB das in anorganischer
Form vorliegende Arsen seine Wirksamkeit entfalten kann, wihrend
der groBte Teil der Kakodylsiure den Organismus unverindert durch
die Nieren verldSt.

Eine grundsitzliche Wandlung und anschlieBend eine rasche Ent-
wicklung trat erst ein, als erkannt worden war, daB die Bindung des
Arsens an aromatische Radikale die Heilwirkung der Produkte erhéht
und ihre Toxizitit mindert. Wenn auch im Anfange der kolonisatori-
schen Unternehmungen der europdischen Staaten die Probleme der
tropischen Parasitenbekdmpfungen in einem nicht so bedeutsamen
Lichte erschienen, wie das heute der Fall ist, so ist man trotzdem immer
wieder erstaunt iiber die langen Zeitldufte, welche bei der Bearbeitung
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dieses ganzen Fragengebietes voriibergingen. Im Jahre 1863 hatte
Béchamp durch Erhitzen von Anilin mit Arsen ein Produkt erhalten,
das nach seiner Auffassung ein Arsensdureanilid darstellte. Und erst
34 Jahre spiter gelang es Ehrlich und Bertheim nachzuweisen,
daB dieses Béchampsche Produkt ein aromatisches Arsenprodukt, die
heutige Arsanilséure, ist. Ehrlich hatte diese Verbindung im Jahre 1904
auf ihre trypanocide Wirkung untersucht, ohne ihr einen Wert bei-
messen zu konnen, da er, ungliicklicherweise, einen arsenresistenten
Stamm zur Priifung benutzt hatte. Im gleichen Jahre stellte aber
Thcmas in Liverpool die ausgezeichnete trypanocide Féhigkeit der
Arsanilsdure und ihre 40mal geringere Toxizitat, als ihrem Arsengehalt
entspricht, fest, was dazu fithrte, daB diese Substanz sehr bald von
Kopke und spiter von Robert Koch in grolem Mafle zur Bekdmpfung
der Schlafkrankheit Verwendung fand. Die Billigkeit und leichte
Herstellung des Atoxyls hat dieses Produkt trotz seiner gefahrlichen
Nebenwirkungen, besonders auf den Opticus — der Name Atoxyl
war also zu unrecht gewahlt worden — noch lange Jahre nach dem
Kriege das Feld beherrschen lassen und wurde erst jetzt sehr spit
durch das bedeutend ungiftigere Tryparsamid verdrangt. Dieses Beispiel
zeigt besonders deutlich, wie schwer es ist, ein eingefiihrtes Préparat,
das besondere wirtschaftliche Vorteile bietet, aus dem Felde zu schlagen
und durch ein besseres und allerdings auch etwas teureres Produkt zu
ersetzen. Diese Erscheinung finden wir in der Chemotherapie immer
wieder. Sie ist vor allem auch dadurch bedingt, daff die am meisten
verseuchten Gegenden, sei es durch protozoische oder durch helminthische
Infektionen, am wenigsten kaufkriftig sind und dadurch in erhShtem
MaBe einer Sanierung bediirfen, deren Kosten nicht von den Einwohnern
bestritten werden kann.

Auf Grund seiner biologischen und zoologischen Forschungen war
Schaudinn zu der Ansicht gelangt, dafi zwischen Trypanosomen und
Spirochiten gewisse verwandtschaftliche Beziehungen vorhanden sein
miissen und, diese Betrachtungsweise veranlaBten Uhlenhuth, Lassar u. a.,
die Arsanilsiure auch gegen diese Parasiten zu priifen. Obgleich aller-
dings die Ansicht Schaudinns nicht zu Recht bestand, erwies sich
der Gedankengang als recht vorteilhaft, indem in der Tat dieses Arsen-
produkt gegen Hiihnerspirochiten wie gegen die Syphilis des Menschen
Heilwirkungen zu entfalten vermochte. Wenngleich die anfinglichen
Hoffnungen auf diesem Gebiete nicht erfiillt wurden und das von
Uhlenhuth in Vorschlag gebrachte Kombinationspraparat aus Atoxyl
und. Quecksilber ebenfalls versagte, so deuteten doch alle diese Beob-



Trypanosomen und Spirochéten. Arsinsduren 181

achtungen auf dem Gebiete der Trypanosomen- und Spirochéten-
bekdampfung darauf hin, dafl von einem Ausbau der Arsenchemie sehr
viel zu erwarten war.

Es war schon sehr friihzeitig aufgefallen, daf das Atoxyl im Reagens-
glas auf die genannten Parasiten so gut wie keinen Effekt auszuiiben
vermochte und diese Tatsache neben dem Befunde von Binz und Schulz,
daB der Organismus die Arsensdure zu arseniger Siure zu reduzieren
vermag, veranlafte dann Ehrlich, die Reduktionsprodukte der Arsanil-
sdure und ihrer Derivate einer eingehenden Priifung zu unterziehen.
So baute sich in wenigen Jahren eine Chemie des Arsens auf, deren
Arbeitsmethoden auch heute noch zur Synthese immer neuer Arseni-
kalia dienen.

Ehrlich konnte damals fiir diese Hypothese, daBl die Arsinsduren
in reduzierter Form wirksam sind, nur einen Wahrscheinlichkeitsbeweis
erbringen. Man hat es nicht an Versuchen fehlen lassen, diese Beweis-
fithrung Ehrlichs durch bessere zu ersetzen, Versuche, die bis in die
heutige Zeit hineinreichen. Aber trotz alledem ist ein endgiiltiger
Beweis nie gelungen. Eine Bestétigung dieser Ehrlichschen Anschauung
bilden vor allen Dingen die Befunde von Levaditi, Breinl, Beck u.a.,
welche nachwiesen, dal das Atoxyl durch Organemulsionen, vor allem
der Leber, durch Blutkérperchenaufschwemmungen, durch Lecithin
und auch durch Glykogen in eine wirksamere Modifikation umgewandelt
wird. Friedberger konnte mit Thioglykolsdure eine Aktivierung er-
reichen (1) und Levaditi vermutete dann spéter, daB die Wirkung des
Lebergewebes auf seinem Glutathiongehalt beruht (2). Fiir die vorherige
Reduktion sprach weiterhin, daff das Aminophenylarsinoxyd wesentlich
rascher wirksam ist, wihrend das Atoxyl nur langsam in Funktion
treten kann. Reiner und Leonard gehen noch etwas weiter und sind der
Ansicht, dal das p-Aminophenylarsinoxyd, das sich aus dem Atoxyl
gebildet hat, in einer chinoiden Form, als Iminochinon,

H,N—( - 4s=0 — NH=<;>=AS—OH
das héchste MaB der Trypanocidie erreicht (3). Auch andere Erklirungs-
weisen fiir den chemotherapeutischen Abheilungsvorgang wurden heran-
gezogen. Die Wirkung der Kaninchenleberemulsion auf das Atoxyl
beruht hach Ansicht Levaditis vor allem darauf, daB nicht allein das
Arsinoxyd gebildet wird, sondern daB als weitere Reaktion eine EiweiB-
bindung dieses neuen Produktes erfolgt, so daBl nach Levaditi ein ,,Try-
panotoxyl“ entsteht. Das Eiweil soll nach dieser Anschauungsweise
das Bindeglied zwischen Arsenderivat und Parasit darstellen, also

Atoxyl
in vitro

Uber den
‘Wirkungs-
modus
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analog den Ambozeptoren titig sein, welche Antigen und Komplement
vereinigen. Aber auch diese Erklirungsweise lieB sich nicht halten,
nachdem Roehl (4) nachweisen konnte, dal das Aminophenylarsinoxyd
durch die Kaninchenleberemulsion entgiftet wird. Nierenstein (5)
wieder vertrat die Ansicht, da3 das Atoxyl ohne chemische Verianderung
eine EiweiBbindung eingeht. Er kam zu dieser Ansicht dadurch, daf
alle jenen Produkte aus der Arsanilsiure, welche die beiden Wasserstoffe
der Aminogruppe durch andere Reste ersetzt tragen, ihre trypanocide
Fihigkeit véllig verloren haben. Die p-Dimethylaminophenylarsin-
sdure ist im Gegensatz zur Monomethylverbindung véllig wirkungslos.
Allerdings ist die Toxizitit der Dimethylverbindung wesentlich héher,
so daB auch dadurch die trypanociden Fihigkeiten ,,verloren‘ gehen
konnen, da ja schlieBlich zwischen der Toxizitdt fiir das Versuchstier
und der chemotherapeutischen Wirkung keine direkten Beziehungen
vorhanden sind. Aber auch damit ist iiber die Wirkung der beiden
isomeren Aminophenylarsinsiuren nichts ausgesagt, denn diese beiden
Verbindungen sind annihernd wirkungslos. Auch ist deren neurotrope
Qualitit auf den Opticus im Gegensatz zum Atoxyl stark vermindert,
wenn nicht sogar iiberhaupt aufgehoben.

Im Gegensatz zu Ehrlich steht Moldovan auf dem Standpunkt,
daB die Arsinsiuren nicht durch den Wirtsorganismus, sondern erst
nach Aufnahme durch den Parasitenorganismus zu den entsprechenden
Arsinoxyden reduziert werden. Diese Annahme hat keine endgiiltige
Begriindung erfahren. Oesterlin (6) hat versucht, auf immunisatorischer
Grundlage dieser prinzipiellen Frage nachzugehen. Verbindet man Atoxyl
auf dem Diazowege mit hochmolekularem EiweiB, z. B. Himoglobin
oder Casein, so entsteht ein Azoprotein, das imstande ist, Antikérper
zu erzeugen. Dieses arsenhaltige Protein hat trypanocide Fahigkeiten,
allerdings ohne lingere prophylaktische Wirkung. Behandelt man Mause
mit dieser hochmolekularen EiweiBarsinsiure, so entstehen in wenigen
Tagen die entsprechenden Antikérper. Gibt man diesen Tieren nun
Trypanosomen parenteral ein, welche vorher in vitro mit Arsinsiuren
behandelt und damit beladen worden waren, so gehen die Erreger
nur dann normal an, wenn sie nicht mit der gleichen Arsenkomponente
beladen wurden, die auch an das Eiwei} gehéingt wurde. Das heiflt also,
daB die AtoxyleiweiBbehandlung nur das Angehen der atoxylbeladenen
Trypanosomen verhindert, nicht aber derjenigen, die mit Tryparsamid
oder anderen Arsinsiuren vorbehandelt worden waren. Diese Reaktion
stimmt mit den chemospezifischen Reaktionen Landsteiners (7) voll-
stédndig tiberein, so daf3 daraus geschlossen werden muf}, daf3 das von den
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Parasiten resorbierte Atoxyl eine weitere Umwandlung nicht erfahren
hat, da gerade diese serologische Reaktion von auBerordentlicher
Spezifitit ist. Die weitere Tatsache, dafl durch vorherige Erzeugung
abgestimmter chemospezifischer Antikérper die Heilwirkung des Atoxyls
gesteigert werden kann, deutet eigentlich ebenfalls darauf hin, daB
nicht die Umwandlungsprodukte, sondern das Atoxyl selbst das wirksame
Agens der Reaktion darstellt (8). Die langsame Wirkungsweise des
Atoxyls kann jedenfalls nicht als Kriterium dafiir benutzt werden, daB
deswegen eine vorherige Umwandlung in eine aktive Form angenommen
werden mufl, wie dies Voegtlin und Smaith (9) getan haben, denn vom
Germanin wissen wir bestimmt, da es in unverinderter Form wirksam
ist und auch dieser Stoff wirkt in vitro und in vivo relativ sehr langsam.
Man hat neuerdings die Warburgsche Apparatur zur Messung der
Stoffwechselverhéltnisse herangezogen, um den intimeren Einflul der
Arsenprodukte auf die Trypanosomen zu studieren (10). Glowazky
kommt auf Grund solcher Messungen zu dem Ergebnis, dal allerdings
das Aminophenylarsinoxyd viel rascher wie die entsprechende Arsin-
sdure die Atmungsverhiltnisse der Parasiten hemmt, aber er findet
auch, dal im einen Falle, beim Arsinoxyd, nur die Atmung, bei der
Arsinsiure aber Atmung und anaerobe Glykolyse gehemmt sind. Diese
Erscheinung wiirde eigentlich mehr fiir ein unterschiedliches Verhalten
und nicht fiir ein gleichartiges sprechen, wie es resultieren miiite, wenn
die Arsinsdure nur nach vorausgegangener Reduktion trypanocid sein
konnte. Immerhin geht aus alledem hervor, daBl diese Fragen seit
30 Jahren immer wieder aufgerollt und zu beantworten gesucht werden,
ohne daf im letzten Grunde der iiberzeugende Beweis gelingt. Singer
und Fischl (11) haben sich in neuerer Zeit wiederum mit der Wirkung
desLeberbreies auf die Atoxylwirkung beschéftigt und konnten analytisch
feststellen, daBl durch die Anwesenheit dieses Organbreies die Arsen-
aufnahme durch die Parasiten erh6éht wird. Gleichzeitig wird auch
die schidigende Wirkung gesteigert und dieser Effekt tritt in noch
erhohterem Mafle ein, wenn an Stelle des Leberbreies Glutathion
benutzt wird. Die aktive Beteiligung der Leber geht auch aus den
Versuchen von Tatum und Pfeiffer hervor, die nachwiesen, daB dieses
Organ wiahrend der Trypanosomenabheilung die meisten getéteten
bzw. abgeschwichten Parasiten enthilt (12). Yorke und seine Mit-
arbeiter haben das Problem der Reduktion der Arsinsiuren besonders
eingehend verfolgt, wobei sie hauptsichlich die Versuchsanordnung
in vitro benutzten. Sie finden, dafl Tryparsamid in Berithrung mit
roten Blutkérperchen an Wirksamkeit zunimmt und schreiben diesen
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Effekt einer Reduktion zu (13). Gleichzeitig findet auch eine Aufnahme
des Arsenproduktes durch die Erythrocyten statt. In einer anderen
Arbeit (14) stellen diese Autoren fest, dal die pentavalenten Arsen-
produkte durch die Anwesenheit von roten Blutkorperchen oder aber
von Hamoglobin in ihrer Wirkungsfihigkeit gesteigert werden, so daf
der trypanocide Titer der Losung anfangs ansteigt. Eingehende Unter-
suchungen iiber die Ausscheidungsverhéiltnisse bringen dann die Tatsache
zutage, daBl auch der Harn trypanocid ist, viel mehr sogar, als seinem
Tryparsamidgehalt entspricht. Da die Diffusion aus den Erythrocyten
langsam vor sich geht, bleibt der trypanocide Wert des Serums oder des
Blutes viel linger bestehen, als bei der Applikation eines reduzierten
Tryparsamids, welches das Arsen in dreiwertiger Form enthalt. So
sprechen diese Resultate wiederum fiir eine Umwandlung in eine aktive
Modifikation. Yorke sieht darin eine Reduktion in das dreiwertige
Arsinoxyd, ohne einen direkten Nachweis hierfiir erbringen zu kénnen.

Wihrend auf der einen Seite die Untersuchungen einer und der-
selben Substanz auf mannigfache Weise das Problem der Wirkung
aufzuhellen versuchten, wurden auf der anderen Seite zahlreiche mehr
oder weniger nahe Verwandte des Atoxyls hergestellt, mit deren Hilfe
man eine Ubersicht iiber diese verwickelten Verhiltnisse zu erhalten
hoffte. Die Acetylierung der Aminophenylarsinsiure fithrte zum Ars-
acetin, das, analog dem Verhalten des Anilins, bedeutend weniger toxisch
ist. Allerdings betrifft diese Toxizitdtsminderung nicht alle Tiere gleich-
miBig, sondern bei einigen (Pferden, Hunden) fehlt sie ganz. Auch beim
Menschen wurden keine groBen Differenzen gegeniiber dem Atoxyl
gefunden. Allem Anschein nach sind diese Warmbliiter befiahigt, die
Acetylgruppe leicht zu verseifen.

Try- Eine bedeutsame Rolle in der Chemotherapie der Trypanosen hat
P das von Jacobs und Heidelberger in systematischen Untersuchungen
gefundene Tryparsamid iibernommen, das langsam das giftigere Atoxyl
zu verdringen verstand. Diese 4-Glycinamid-1-phenylarsinsiure
zeichnet sich, wie das Atoxyl, vor seinen beiden Isomeren, dem ortho-

und dem para-Produkt aus.

Wie eigenartig aber die Beziehungen zwischen Konstitution und
Wirkung sein kénnen, ergibt sich aus einem Vergleich der Tryparsamid-
derivate mit Atoxylderivaten. Wihrend die Einfithrung einer Hydroxyl-
gruppe in o-Stellung zum Arsenrest beim Atoxyl die Wirkung steigert,
resultiert beim Tryparsamid eine mindernde Wirkung. Die Einfiihrung
von Chlor in das Tryparsamid ruft eine Steigerung der Trypanocidie
hervor, wenn das Chlor in 2-Stellung zum Arsenrest kommt, eine Ver-
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kleinerung dagegen, wenn es in 3-Stellung gelangt. Die Tatsache, daB8
die Phenylglycin-p-arsinséure, die Grundsubstanz des Tryparsamids,
auf die Tryp. Lewisi nicht einwirkt, wahrend ihr vollstindiges Re-
duktionsprodukt, das Arsenophenylglycin, eine sehr deutliche Beein-
flussung dieser apathogenen Parasiten aufweist, spricht wieder dagegen,
daf immer nur die Arsinoxyde die wirksame Form der Arsenikalia
darstellen:

As—04-Hy— >—NH-CH2—CO—NH2 Tryparsamid,

A303H2—< ~NH-CH,~COOH p-Phenyl-glycin-arsinsiure,

as—(  -NH-CH,~COOH

Arsenophenylglycin.

As—( >—~NH~CH2—COO H

Eigentiimlicherweise iibt nach Versuchen von Stratman-Thomas (15)
die Verlingerung der Seitenkette des Tryparsamids keinen Einflufl
auf dessen Wirksamkeit aus, weder einen hemmenden noch férdernden.
Auch klinisch konnten bei diesem um eine CH,-Gruppe vermehrten
Praparat keine Differenzen gegeniiber dem Tryparsamid festgestellt
werden.

AsOsH2—< >—NH-CH,~CH,—CO—NH,

Der grofle klinische Wert des seit iiber 15 Jahren bekannten Trypars-
amids besteht vor allem darin, daB es im zweiten Stadium der Schlaf-
krankheit, also beim Auftreten der Flagellaten in der Lumbalfliissigkeit,
bedeutsame Erfolge zu verzeichnen hat, in einem Stadium, in welchem
das Germanin bekanntlich infolge seiner EiweiBaffinitit versagt. Aller-
dings ist die Einwirkung auf das schwer zu destruierende Tryp. rhode-
siense nicht grof3, aber die meisten Kliniker sind iiber die guten Erfolge
bei Tryp. gambiense einig. Dieses Versagen gegeniiber Tryp. rhode-
siense ging iibrigens schon aus den vorausgegangenen Tierversuchen
hervor, was wiederum die ZweckméiBigkeit solcher Versuchsanordnungen
beleuchtet. Weniger stark ausgeprigt ist die Wirkung des Trypars-
amids bei den verschiedenen Spirochéiten. Brown und Pearce haben mit
hochvirulenten Spir. Obermeieri Ratten infiziert und konnten in der
Tat mit maximalen Dosen eine Heilung erzielen. Aber da diese Spiro-
chéiten sich auch im Gehirn ansiedeln kénnen, ist es fraglich, ob eine
vollige Sterilisation des Organismus gelungen ist, denn Rothermund
und Wichkmann haben bei Spir. hispanica auf Mausen keine Gehirn-
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sterilisation erzielen koénnen. Kaninchensyphilis wird zwar derart
beeinflufit, daBl der Schanker abheilt, aber trotzdem liefen sich immer
noch Spirochéten in den Tieren nachweisen, so daB nach allen diesen
Befunden dem Tryparsamid nur eine geringere spirochitocide Wirkung
zugeschrieben werden darf.

Ein in der chemischen Struktur dem Tryparsamid verwandtes
Priparat ist das erst vor kurzem niher gepriifte Neocryl von Yorke
und Murgatroyd (16), das ein Succinanilinomethylamidarsonat der
Formel

AsO;H,—¢  \—NH-CO—CH,—CH,~CO—NH—CH,
AN /

darstellt, welches King und Mitarbeiter (17) neben einer Reihe anderer
Arsinsduren hergestellt hatten. Es ist mindestens so vertriglich wie
Tryparsamid, weist aber im Tierversuch eine bedeutend gréBere Wirk-
samkeit gegen Tryp. rhodesiense auf, auch ist das Produkt im Gegen-
satz zum Tryparsamid gegen Syphilis wirksam, und zwar nach den An-
gaben von Yorke in allen Stadien, also auch beim Tabes. Im Miuse-
versuch erhielt Yorke folgende Daten:

Tryparsamid: Dos. tol. 40—50 mg Dos. cur. min. (Tryp. rhod.) 12,5 mg,
Neocryl: » s 40—50 ,, ’ » 6,0 ,,
In Anbetracht dessen, daB der Arsengehalt des Neocryls geringer ist
wie der des Tryparsamids, ist die Wirksamkeit des darin vorhandenen
Arsens also wesentlich gesteigert. Uber neurotrope Eigenschaften ist
nichts bekanntgegeben worden, allem Anschein nach sind sie nicht
ausgeprégt *). Diese erst in den letzten Jahren erfolgten Forschungen
zeigen, dafl auch auf dem scheinbar so abgegrasten Gebiete der Arsin-
séuren einfacher Struktur immer noch gute Priparate gefunden werden
konnen, wenngleich es machmal fast notwendiger erscheint, die schon
bestehenden und in ihrer Verabreichung und Nebenwirkung geldufigen
Stoffe einer neuen Indikation zuzuweisen.

Es ist hier nicht der Raum, auch nur einen kleinen Teil der im Verlauf
von fast 30 Jahren entstandenen Arsinsiuren aromatischer und, hetero-
cyclischer Natur zu besprechen, um so mehr, als trotz Kenntnis von
6000 Arsenderivaten es nach Angaben Bendas (16) nicht mdoglich ge-
wesen sein soll, irgendwelche intimeren Zusammenhinge zwischen
Konstitution und Wirkung zu erkennen. Solche Ubersichten sind den
Handbiichern iiberlassen (17). Welche Uberraschungen man aber bei
der Prifung auch recht einfacher Arsinsiuren begegnen kann, zeigt

*) Murgatroyd, Ann. trop. Med. 31, 473 (1937) stellte Opticusschéden fest.
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die Gegeniiberstellung von 3, 5-Dichlor-1-phenylarsinsdure, welche
sogar bei Rekurrenz eine Wirkung duBlert, mit der 3,5-Dichlor-4-Jod-
1-Phenylarsinsdure, welches Ikterus hervorruft. Dagegen besitzt die
4-Jodo-phenylarsinsdure diese Eigenschaft nicht.

AsO, H, AsO;H, AsO, H,
e a R
c-{_ /-0l a-\_J-al "
J JO

Als besonders giftig mit sehr starker Ikteruswirkung hat sich das schon
von Khrlich im Jahre 1909 hergestellte , Ikterogen‘ herausgestellt,
welches eine 2,5-Dimethyl-N-pyrrol-phenylarsinsdure darstellt.

CH,
_ I
AsOSH2< >*N<
|
Ikterogen. CH,

Welchen tiefgreifenden Einfluf} allein die Substitution der Aminogruppe
im Atoxyl bewirkt, geht aus der folgenden Zusammenstellung hervor,
welche wir vor allem den Forschungen und Publikationen Fourneaus
verdanken:

N-Substitutionsprodukte der Arsanilsidure

Priparat | N-Substituent Formel Tol. Cur. |Index
|
Atoxyl — . (NH,) 1/300 | 1/300 |1:1
457 Dimethyl w —N(CHy), 120000 — 0
Arsacetin Acethyl CH;CO— 1/40 1/40 (1:1
Arsuran Carb- NH,—CO— 180 | 1/80 [1:1
Tryparsamid || Essigsiureamid NH,—-CO—CH, 1/25 1/75 |1:3
363 Amino —NH, 1/200 — 0
Hectine Phenylsulfo CeHy;—80,— 1/195 — 0
263 p-Oxybenzoyl- OH—-C¢H,—~CO— 1/170 | 1/600 |1:3
249 p-Aminobenzoyl | NH;—CyH,—CO— | 1/260 |1/1000|1:4
265 = Sym. Harnstoff
daraus’ — — 0
266 p-Acetaminobenzoyl| CH;CO-NH-C¢H,CO| 1/250 | 1/250 | 1:1
255 p-Aminophenylacet-| NHy-C¢H,-CH,-CO-| 1/170 | 1/333 [1:2
— Methenyl- CH,= — — 0
— 0-Oxybenzyliden OH-C3gH,—CH= — — 0
— p-Oxybenzyliden OH-C,H,CH= 1/40 | 1/40 |1:1
— p-Azophenol OH-C;H,N= i = — 0
— | Azonaphthol OH-C, HgN= | — - 0

Die erhaltenen Werte, die in der Tabelle angegeben sind, bedeuten
Gramm und beziehen sich auf je 20 g Maus. Die Versuche wurden mit
Nagana durchgefiihrt.
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Eine bedeutsame Stellung unter allen disubstituierten Arsinsiduren
der Benzolreihe nimmt die 3-Amino-4-oxyphenylarsinsdure ein (Ehr-
lich 593). Ehrlich hatte schon sehr friihzeitig erkannt, dal die p-Oxy-
phenylarsinsiure sowie deren Reduktionsprodukt, das p-Oxyphenyl-
arsinoxyd, eine deutliche Wirkung auf die Rekurrenzinfektion der
Maus ausiiben, was ihn veranlaf3te, in das Molekiil noch weitere Gruppen
einzufiigen, welche die Giftwirkung auf die Parasiten steigern sollten.
Die Untersuchungen ergaben dann, dafl in diesem Falle die Amino-
gruppe in der O-Stellung zur Hydroxylgruppe ein Hoéchstmafl der
Wirkung lieferte. Die Oxyaminophenylarsinsiure und ihre Reduktions-
produkte weisen im Gegensatz zu anderen Arsinsiuren eine ausgeprigte
Spirochitenwirkung auf, wihrend die trypanocide Wirkung weniger
stark ist. Merkwiirdigerweise betridgt der chemotherapeutische Index
bei der Rekurrenzinfektion der Maus fiir die Arsinsdure 1: 2 und wird
durch den Ubergang in die Arsinoxydform oder in das Arsenobenzol
nur unwesentlich verindert. Levadit¢i hat die Ergebnisse Ehrlichs
und Hatas bestiatigen konnen. Allerdings besitzt diese Arsinsdure
ebenfalls wieder neurotrope Qualititen, welche von einer Priifung
am Menschen absehen lieBen. Die Uberfiihrung in das Arsenobenzol
beseitigte diese nervisen Besonderheiten und auf diese Weise ent-
stand das Ehrlic<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>