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Den Hoogleeraren van de Medische en Philosophische faculteiten
van de Groningsche en van de Amsterdamsche Hoogeschool zeg ik dank
voor het van hen genoten onderwijs,

Hooggeleerde Bijlsma, Hooggeachte Promotor! Ken experimenteel
onderzoek onder Uw leiding verricht te hebben, beschouw ik als een
groot voorrecht.

Het nauwe contact met U, die eep sfeer in Uw Laboratorium weet
te scheppen, waardoor icdere inspanning daar tot ecn ontspanning
wordt; Uwe voortdurende belangstelling in mijn werk, waarbij Gij mij
steeds voortgeholpen hebt, als mijne vermogens te kort schoten; en het
vele, wat ik van U als geleerde en als mensch, door woord en daad, heb
kunnen leeren, — stemmen mij tot grooten dank.

Hooggeleerde Snapper! Gedurende dep tijd, dat ik Uwe gastyrij-
heid op Uw vorig Laboratorium genoot, hebt Gij, door Uw werk en
Uwe persoonlijkheid, mijne belangstelling in Pathologisch- Physiolo-
gische vraagstuklken tot een blijvende gemaakt. Hierdoor hebt C iij mij
zeer aan U verplicht. In Uw kliniek mij onder [y leiding verder te
kunnen ontwikkelen, wordt door mij als een groot voorrecht be-
schouwd.

Hooggeleerde de Haan! Dit proefschrift 21) U een bewijs ervoor,
dat Uwe lessen en opvattingen blijvende indruklken op Uwe leerlingen
achterlaten. Voor de groote moeiten, welke Gij U voor mij hebt willen
getroosten ben ik U zeer erkentelijk.

Zecrgeleerde le Heux! Uw raad en hulp bij mijn onderzoek en e
vriclldsclmppelijlm houding zijn door mij zeer gewaardeerd. (Jntv;mgt
daarvoor mijn grooten dank.

Zeergeleerde Hannema! Zeergeleerde van Paassen! Yoor het
van U genoten klinische onderricht ben ik U zeer veel dank verschuldigd.

Weledelgeleerde Schleurholz-Boerma! Door je vriendschap en
door je reeds als student bepaalde medische dmllﬂ'ichting, welke bij mij
weerklank vond, heb je je jaargenoot blijvend aan je verplicht,

Zeergeleerde van Esveld! Zonder de, door mij zeer op prijs ge-
stelde samenwerking met U, waren mi) vele, hier uitgewerkte, vraag-
stukken onoplosbaar gebleven,



Zeergeleerde van Creveld!, De Kleijn!, Griinbaum!, ITonde-
link! Ontvangt mijne dankbetuiging voor de moeilijk te schatten
verplichtingen, welke ik aan U heb voor van U verkregen vriendschap
en kennis.

Waarde ten Kleij! De van U verkregen samenwerking bij het
onderzoek beschreven in het 6¢ Hoofdstuk heb ik zeer op prijs gesteld.

Hooggeachte Mevrouw en Mijnheer Philips! Voor de jarenlange
vriendschap en gastvrijheid door mij van U genoten betuig ik U op
deze plaats mijne erkentelijkheid.



Inleiding.

De aanleiding tot het hier beschreven onderzoclk vormde het feit,
dat door het Rijks Instituut voor Plmrmuco—Th('.mpuutisc-h Onderzoek
de behoefte gevoeld werd, nadere gegevens te verkrijgen over de werking
an de galenische produlkten afkomstig van bladpoeder van de Digi-
talis Lanata.

Deze Digitalissoort wordt veelvuldig in Qostenyi ik gekweekt en het
is gebleken, dat haar gehalte aan  Digitalisglucosiden aanmerkelijk
grooter is, dan dat van de, in de geneeskunde officinec] gebruilte,
Digitalis Purpurea.

Bij de kontroleijkingen van Liquor Digitalis (Digisol) en van Pulvis
Foliorum Digitalis door het hovengemelde Instituut, bleek herhaaldelijk
dat de sterkte aanzienlijk hooger was dan die, welle iy de Nederlandsche
Pharmacopee wordt voorgeschreven,

Men meende te doen te hebben met producten, welke hereid waren
uit Digitalis Lanata.

Op verzoek van het Tnstituut werd nu door Dr. van Esveld, phar-
macoloog aan het Centraal Laboratorium te Utrecht en door mij, een
studie verricht, \VvH{O zich ten doel stelde, vergelijkende gegevens te
verschaffen over de werking van Lanataprodukten en Purpurea-
praeparaten.

Van Esveld nam op zich na te gaan, hoe het stond met et cumi-
leerend vermogen der verschillende extracten uit heide Digitalissoorten.
In het Pharmacologisch Tnstituut der Rijksuniversiteit wor ke door
Professor Bijlsma in staat gesteld een oordeel te vormen over de vele
andere, eventueel voor heide Digitalissoorten verschillende, werkingen
in het dierlijke organisme.

Terwijl in den eersten tijd in deze 1'i(-,ht1'ng werd gewerkt, bleek
mij spoedig dat een breedere opvatting van mijn taak gewenscht was,
waardoor mijn onderzoek een zelfstandig karakter kreeg.

Uit de zoo door mij verkregen gegevens, kon een grondslag worden
samengesteld voor de door van Esveld revonden cumulatie-verschijn-
selen, na mspuiting der onbehandelde galenische produkten. (Mede-
deelingen van het Rijks Instituut voor Pharmaco-T herapeutisch Onder-
zoek.  1930. No. 20.)

Zij konden bovendien in dezen vorm worden beschreven, waarvoor
ilk de Medische Faculteit te Utrecht dank 7eg.



I. Das Verhalten von Digitalisglykosiden in Blut
und Gewebsfliissigkeit.
Mit 3 Textabbildungen.

In Versuchen an isolierten Organen habe ich als Speisefliissigkeit
diejenige IFliissigkeit verwenden wollen, weleche man nach einer von

s

de Haan? beschriebenen Methode aus der Bauchhihle eines Kaninchens
erhillt. Diese Methode besteht darin, dall dem Kaninchen 1/,1 Ringer-
losung intraperitoneal eingebracht wird, welehe dann nach 1/, Stunde
mittels eines ,, Troikart™ wieder abgehebert wird. Die so erhaltene Fliissig-
keit ist am besten mit der Lymphe, welche in der Umgebung leichter
akuter Entziindungen gebildet wird, zu vergleichen. Tsolierte Siugetier-
herzen funktionieren sehr gut, wenn sie mit dieser Bauchhdhlenfliissigkeit
gespeist werden. Nach Verdiinnung mit der halben Menge Wasser bildet
sie auch ein gutes Milien fiir Froschherzen, Froschgefilie usw.

In einem meiner ersten Versuche zeigte sich die merkwiirdige Er-
scheinung, daly ein Froschherz (Rana esculenta) nicht vergiftet werden
konnte durch Digitoxin (Merck), wenn dieses in einer solchen Bauch-
hohlenfliissigkeit gelist ist.

Die Bauchhiéhlenfliissigkeit spielt hier eine dhnliche Rolle wie das
Blutserum in den Versuchen von Oppenheimer2. Dieser Autor stellte
fest, dali Digitoxin, gelist in Kaninchenserum, fiir das isolierte Frosch-
herz vollig unwirksam war, dagegen in Froschserum gelist, fiir dasselbe
Organ wieder ebenso giftiz war wie in Ringerlisung. Oppenheimer

t.J.de Haan, Dissertation, Groningen 1920. — J. de Haan und K. J. I'e-
ringa, Kon. Acad. v. Wetensch,, Amsterdam 1920, Bd. 22, 8. 962, und Phiigers
Arch. f. d. ges. Physiol. 1922, Bd. 197, S. 404. — J. de Haan, Nederlandsch
tijdschr. v. geneesk., 1. u. 2. Hiilfte, 1924, Bd. 68, 8. 2110.

2 E. Oppenheimer, Biochem. Zeitschr. 1913, Bd. 55, S. 134.

Archiv f, experiment. Path. u, Pharmakol. 1
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vermutet, daB wir es hier mit chemischen Prozessen oder vielleicht mit
physiko-chemischen Zustandséinderungen des Glykosides zu tun haben,
welche nicht in arteigenem Serum auftreten. Im (Gegensatz zu den Ver-
suchen mit Digitoxin fand Oppenheimer, daf Strophanthin durch Ka-
ninchenserum nicht entgiftet wurde.

Die Versuche von Oppenheimer, welche ich, wie unten ausgefiihrt
wird, vollkommen bestitigen kann, stimmen nicht mit allen Literatur-
angaben iiberein. Werschinin? teilt mit, da sowohl Strophanthin wie
auch Digitoxin in ihrer Wirkung am Froschherzen durch Kaninchenserum
verstéirkt werden. Schwierig damit in Einklang zu bringen ist auch die
von Lhotak von Lhota2, Yernaux® und Oppenheimer selber
(a. a. 0.) wahrgenommene Tatsache, daB in defibriniertem Pferde- oder
Kaninchenblut das Digitoxin noch fiir das isolierte Frosehherz giftig ist,
das defibrinierte Blut sich also anders verhilt als das Serum. Dagegen
sei nach v. Lhota im von Hirudin ungerinnbar gemachten Blut die
Digitoxinwirkung wieder aufgehoben.

Fiir die Erkenntnis der Verteilung des Digitoxins im Korper ist es
erwiinscht, diese Tatsachen niher zu betrachten und wo miglich fest-
zustellen, was mit dem Digitoxin im Serum (oder in der Bauchhihlen-
tliissigkeit) geschieht.

Die in dieser Mitteilung zu beschreibenden Versuche geschahen
hauptsiichlich mit dem isolierten Froschherzen (Rana esculenta) an der
Straubkaniile und mit dem isolierten Kaninchenherzen im Langendorff-
apparat. Als Speisefliissigkeit fiir das Froschherz dienten Ringerlisung,
Froschserum 1 : 6, isotonisch gemachte Bauchhihlenfliissigkeit des Kanin-
chens (s. oben) und Kaninchenblutserum 1: 6, fiir das Kaninchenherz
Locke-Ringerlosung, Kaninchenserum 1: 1000 (auf Locke-Ringer) und
Katzenserum 1 : 1000 (hohere Serumkonzentrationen vert rigt das Siinge-
tierherz nicht).

Nachdem ich wiederholt gesehen hatte, daB Digitoxin, in Bauch-
hihlenfliissigkeit gelost, fiir das Frosehherz ungiftig war, habe ich den
folgenden Versuch angestellt, um zu erforschen, ob das Digitoxin ver-
nichtet wurde oder nicht. In 60 cem Bauchhihlenfliissigkeit wurde dje
doppelte fiir ein Kaninchen von 1,78 kg Gewicht todliche Dosig (also
2 X 1,78 x 0,75 mg = 2,7 mg) Digitoxin (Merck) gelist. Von dieser

! Werschinin, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1909, Bd. 60, S. 328:
1910, Bd. 63, S. 886,

? Lhotak von Lhota, Biochem. Zeitschr. 1913, Bd. 48, 5. 144,

3 Yernaux, Arch. internat. de pharmaco-dyn. et de thérapie 1908, Bd. 18,
S. 117,
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Losung wurde 1 cem froschisotonisch gemacht und in die Straubkaniile
cingefiihrt (Digitoxinkonzentration 1:33000); das Herz wurde nicht
vergiftet (in Ringer gelost ist Digitoxin 1: 100000 die Grenzkonzen-
tration).

Die noch iibriggebliehene Kliissigkeit wurde durch Kochen nach Zu-
satz von 0,179 Essigsiure enteiweiit. 30 cem des eiweiBfreien Filtrates
wurden einem Kaninchen von 1,78 kg Gewicht intravenis eingespritzt,
das Tier starb nach 20 Minuten unter typischen Digitalissymptomen, das
Herz stand in Systole, das Digitoxin war also noch in wirksamer Form
anwesend. Die prizipitierten EiweiBe wurden mit Alkohol extrahiert,

AN

Abb. 1. a: Froschherz, Rana esculenta, Str:luhlmnhh Beim Pfeil Digitoxin 1:8000 in Katzenserum

1: 6, froschisotoniseh., b: Nach 20 Minuten. c¢: Froschherz, Rana escule nta, Straubkaniile. Beim

Pfeil Digitoxin 1: 8000 in froschisotonisch gems uhkrh Il!lll{]l(ll!ulll(]l]lnh]pn[l[]hmg_l“ it. d: Nach 20,
e: nach 45 Minuten.

il

il

der Kxtrakt eingedampft und in Ringer gelist, diese Lisung war fiir
ein Froschherz ungiftiz. An die koagulierten EiweiBe war also kein
Digitoxin gebunden.

Um zu untersuchen, was mit dem Glykosid in der Bauchhihlen-
flissigkeit geschieht, brachte ich eine Digitoxinlosung 1: 20000 in Bauch-
hihlenfliissigkeit iiber Ultrafilter verschiedener Dichte, hergestellt aus
3—T%igen Losungen von Kollodium in Eisessig. Die Versuche scheiterten
jedoch, weil das Digitoxin, auch aus wiisserigen Lisungen, vollstindig
an den Ultrafiltern adsorbiert wurde.

Wenn man in ein solches Ultrafilter die Bauchhihlenfliissigkeit
bringt und in dem eiweiBfreien Ultrafiltrat Digitoxin list, so ergibt sich,
dafi hierin das Digitoxin genau so giftig fiir das I*IO\(}I}I(‘II, 1st als wenn
esin Ringer gelost ist (Grenzkonzentration 1: 100000, Stillstand innerhalb

1%
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D Minuten durch 1:12000, sofortiger Stillstand durch 1:8000). Das
eiweilifreie Ultrafiltrat entgiftet also nicht.

Demgegeniiber zeigt Abb.1,wie das Froschherznicht vergiftet wird durch
Digitoxin 1: 8000 in Katzenserum 1:6 und in Bauchhéhlenfliissigkeit.

Es gibt sogar Herzen, die noch weiter pulsieren in Digitoxinlisungen
1:2000 in Bauchhéhlenfliissigkeit. Diese starke Entgiftung sah ich nur
in den Monaten September bis zum Dezember, nach dieser Zeit war die
Entgiftung derartig hoher Konzentrationen weniger vollstiindig.

Die Versuche mit dem Ultrafiltrat zeigen schon, dall wir hier mit
einer Wirkung der Kolloide zu tun haben. Versuche, in welchen ich
Cholesterin oder Lezithin in Ringer suspendierte, zeigten, in Uberein-
stimmung mit Karauwlow?, dall diese Substanzen keinen Einflufy auf die
Digitoxinwirkung haben. s liegt also auf der Hand, an eine Erscheinung
zu denken, welche sich zwischen Digitoxin und den Eiweilien abspielt.

Die Tolgenden Versuche beweisen, dafl diese Meinung richtig ist, und
dall die Erscheinung physikalisch-chemischer Natur ist:

a) Die Losung von Digitoxin in Bauchhéhlentliissigkeit wird unter
Zusatz von Hssigsiure gekocht, abfiltriert, neutralisiert mit Bikarbonat
und dann wieder in die Straubkaniile gefithrt. Das Herz zeigt die typi-
schen Digitalissymptome, die Grenzdosen sind dieselben wie in Ringer.
Alles Digitoxin erscheint also unzersetzt im Filtrat.

b) Digitoxin 1: 8000 in Bauchhihlenfliissigkeit wird digeriert durch
Pepsin oder Trypsin (6 Stunden bei 40° und passender p,,), dannneutrali-
siert. Die Liosung hat dann die vollstindige Digitoxinwirkung zuriick-
erhalten.

Reine Bauchhihlenfliissigkeit, in dieser Weise behandelt, ist fiir das
Froschherz nicht giftig.

¢) Digitoxin 1:8000 in Bauchhihlenfliissigkeit wird eesiittigt mit
Ammoniumsulfat, die prizipitierten Eiweilie werden abfiltriert, ausge-
waschen mit gesitticter Ammoniumsulfatliosung, getrocknet, dann im
Soxleth mit absolutem Alkohol extrahiert. Man bekommt in dieser Weise
die ganze Menge Digitoxin zuriick.

Kontrollversuche lehren, dali Digitoxin auch aus Ringerlisung dureh
Sittigung mit Ammoniumsulfat auskristallisiert, man erhilt in diesem
Falle jedoch das Glykosid nicht quantitativ zuriick,

d) Ganz sichergestellt wird die Eiweili-Digitoxinbindung mittels des
von Willstiatter? hergestellten Aluminiumhydroxyds B. Dieses adsor-
biert quantitativ die Kolloide aus einer Eiweililisung,

o Th. Karauwlow, Biochem. Zeitschr. 1911, Bd. 32, 8. 2 u. 145,

2 R. Willstiitter, Ber. d. dtsch. chem. Ges. 1924, Bd. 57, S. 1082,
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Wird eine Digitoxinlosung in Ringer mit diesem Aluminiumhydro-
xyd B behandelt, dann enthilt das Aluminiumgel kein Digitoxin. Eine
Lisung von Digitoxin in Bauchhthlenfliissigkeit wird durch diese Be-
handlung enteiweifit, das Kiltrat ist glykosidfrei, aus dem mit Wasser
gewaschenen Aluminiumhydroxyd-Eiweili-Digitoxinkomplex kann das
Digitoxin freigemacht werden.

Aus diesen Versuchen geht hervor, daff in Bauchhihlenfliissigkeit
und in Blutserum (womit die Versuche genau so ausfallen) das Digitoxin
an Eiweill gebunden ist. Folgende Versuche beweisen, dafi diese Bindung
physikalischer Natur ist.

A. Ein Froschherz zeigt gar keine Symptome, wenn es auf 1 cem
Ringer - 1/g Teil seines Gallenblaseninhaltes klopft. Das Herz klopft
in 1 cem einer Digitoxinlosung 1:8000 in isotonischer Bauchhihlen-
tliissigkeit ebensogut weiter. Wenn ich jetzt /4 des Gallenblaseninhaltes
hinzufiige, so steht das Herz schnell in digitalisartiger Weise systolisch still.

MI\MMMIN\I\MLN I MMM I

Abb. 2. Froschherz, Rana esculenta, Straubkaniile. Belm ersten Pfeil Digitoxin 1:8000 in frosch-
igotonisch gemachter Kaninehenbauchhohlenfliissigkeit. Deim zweiten Pleil Zusatz einer an sieh
unwirksamen Menge Digitsaponin.

Hier ist die physikalische Adsorptionsbindung verbrochen durch die,
die Oberflichenspannung erniedrigende Funktion der gallensauren Salze,
Das Digitoxin wird frei und iibt seinen Einflull auf das Herz aus.

B. Eine Lisung von Saponin purissinum ,,Merek* 1: 20000 hat keine
Wirkung auf das isolierte Froschherz.  Dasselbe Herz klopft normal
weiter in einer Digitoxinlosung 1: 8000 in isotonischer Bauchhihlen-
flitssigkeit. Bringe ich jetzt in die Straubkaniile dieses Herzens eine solehe
Menge Saponin, dall dessen Konzentration in der Digitoxinlisung
[: 20000 wird, so werden beim Herzen plitzlich deutliche Digitalis-
symptome hervorgerufen. Es geht schnell in systolischen Stillstand
ither,

Auch die reinen Saponine aus den g;lloniwhvu Priparaten der Digi-
talis purpurea haben diese Wirkung (Abb. 2

Wir sehen hierans, wie oberflic ]l[‘llh]!.lllllll1li{l‘l‘]lii'(l['i;{t‘ll(]l‘ Mittel im-
stande sind, den unwirksamen Eiweill-Digitoxinkomplex derartig zu



6 R. A. HOEKSTRA:

beeinflussen, daB das Digitoxin wieder wirksam wird, sich also aus seiner
Bindung befreit.

C. Auch die Wasserstoffionenkonzentration ist von vorherrschender
Wichtigkeit bei der Entstchung der Digitoxin-Eiweibbindung, Meine
Iroschherzen vertrugen Flissigkeiten, deren py variierte zwischen 6,2
und 8,35. 2

Ich séiuerte Ringerlisung an mit Essigsiure oder setzte eine 109 ige
NaHCO;-Lisung zu. Bei einer P von 6 geht das Herz in diastolischen
Stillstand iiber, welcher schnell wieder auswaschbar ist. Ist die py iiber
8,4, s0 sind ehenfalls keine Kontraktionen maoglich.

Komiyamal hat festgestellt, daB bei einer P <5 oder einer
P = 12 irreversibler Stillstand ecintritt, wihrend Serebren nikov2 als
hichste py, welche das Herz vertrigt, 8,35 findet.

I

i
|

i\

D

|

Abb. 3. Froschherz, Rana esculenta, Straubkaniile, withrend 10 Minuten klopfend auf 1 cem frosch-
isotonischer Kam{nchcnhnuchhiihleuflt"!sslgrkcit mit Digitoxin 1:8000. Beim ersten Plejl Zusatz von
7 Tropfen 10%iger N:lHC();—I,ﬁsl:n;!, beim zweiten Pleil Ringer. Nicht auswaschbar,

Habe ich ein wieder richtig klopfendes Froschherz in 1 cem Digi-
toxinlosung 1:8000 in isotonischer Bauchhihlenfliissigkeit des Kanin-
chens und bringe ich die p,; dieser Fliissigkeit mittels 7 Tropfen 10%iger
NaHCO,-Lisung auf eine Pir = 8,3, s0 endet das Herz sofort digitalisartig
in Systole (Abb. 3).

Auch hier wieder eine Freimachung von Digitoxin aus seiner Bin-
dung unter Einfluf der Wasserstoffionenkonzentration seiner Um-
gebung,

Ieh nehme also an, daB Digitoxinum purissinum ,,Merck in Bauch-
hihlenfliissigkeit des Kaninchens sich an die in der Fliissigkeit anwesen-
den Kiweifie bindet, und zwar in der Form einer physikalischen Ad-
sorbtion.

Alle obengenannten Versuche verlaufen in derselhen Weise, wenn
verdiinntes (1:6) Kaninchenserum statt Bauchhohlenfliissigkeit ver-

' Komiyama, Arch. f exp. Pathol. u. Pharmakol. 1929, Bd. 139, 8. 100.

* Serebrennikov, Russky fisiologicesky Zurnal 1918, Bd. 11, S. 109.
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wendet wird. Manche dieser Versuche wurden mit demselben Resultat
mit Katzenserum wiederholt.

Ganz anders verlaufen die Versuche, wenn man statt artfremder
EiweiBlosung verdiinntes Froschserum verwendet.

Wenn man in die Straubkaniile verdiinntes Froschserum mit Digi-
toxin 1:8000 einfiillt, so tritt die Digitaliswirkung in #ihnlicher Weise
auf, wie wenn das Digitoxin in Ringer gelist wiire. Ich komme hierauf
spiter zuriick.

Im Blattpulver von Digitalis lanata ist ebenfalls ein digitalisartig
wirkender Korper anwesend, von mir frither Lanogen genannt (vermut-
lich identisch mit dem Lanadigin Mannichs, Mohs’ und Mauss’1) das
sich an KorpereiweiBe bindet.

Bei obengenannten Versuchen benutzte ich als Objekt hauptsiichlich
das Froschherz an der Straubkaniile.

Zum Studium des Benehmens des Siiugetierherzens dem gebundenen
Digitoxin gegeniiber wurden Versuche angestellt mit dem isolierten
Kaninchenherzen am Apparat von Langendorftf.

Wird das Koronarsystem von einer Digitoxinlisung 1: 1000000 in
Locke-Ringer durchstromt, so treten bald toxische Digitalissymptome
auf. UnregelmiBigkeiten, wie Extrasystolen, Blockzustinde mit Herz-
beschleunigung, systolischer Stillstand, entstehen innerhalb 10 Minuten
bei einer Digitoxinkonzentration 1: 500000.

Genan wie beim Froschherzen ergeben sich dieselben Grenzdosen in
arteigenem frischem Serum (1: 1000).

FFrisches Katzenserum (1 cem auf 11 Locke-Ringer) LiBt das
Herz schneller mit griferen Amplituden weiterklopfen. Bringt man in
diese Serumliosung das Digitoxin in der Verdiinnung 1: 1000000 oder
1: 500000, so zeigt das Kaninchenherz keine Digitalissymptome.

Die todliche Konzentration des Digitoxins liegt bei Anwesenheit von
Katzenserum bei 1: 50000.

Auch das Serum des Hundes zeigt diese entgiftende Kigenschaft am
isolierten Kaninchenherzen.

[naktiviertes artfremdes Serum hemmt gar nicht (einige Ver-
suche deuten hier vielmehr auf eine Forderung der Digitoxinwirkung).

In Hithnereiweill (1/, Eiereiweill auf 11 Locke-Ringer) zeigte sich
erst eine Digitoxinlgsung 1: 20000 toxisch. Wir sehen also, wie eine
geringe Menge artfremdes Eiweill imstande ist, das Kaninchenherz bis
zur etwa zehnfach tédlichen Konzentration zu schiitzen.

L C. Mannich usw., Siidd. Apotheker-Zeitung 1930, S. 534.
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Es zeigte sich, dall die Eiweile aus 1 cem Bzuu‘.hhLihlonﬂiissigkcit
(Eiweiligehalt 11/,%—21/,%) sicher imstande sind, eine Menge Digitoxin
von 0,125 mg zu binden. Vermutlich ist diese Bindungsmiglichkeit eine
noch griflere, denn ich fand wicderholt, dafi Digitoxin 1: 2000 ebensogut
canz gebunden wurde. Bel dieser Konzentration mufl man bei der Her-
stellung der Digitoxinlosung darauf achten, dall nicht soviel Alkohol
hinzugefiigt wird, dal} die Eiweillemulsion sich triibt.

Bringt man EiweiB im UbermaB und danach Aluminiumhydroxyd B
in Losungen von Digitoxin 1: 2000 und zentrifugiert das Gemisch,
wodurch die Eiweilie mit dem Aluminiumhydroxyd abgeschleudert wer-
den, so ist die obenstehende klare Fliissigkeit aus der Zentrifugenrihre
atoxisch geworden. Ich kann also annehmen, dafB jede Digitoxinkonzen-
tration bei Anwesenheit geniigender Mengen Serumeiweifie oder Bauch-
hihlenflitssigkeitseiweifie quantitativ an diese Eiweifle gebunden ist.

Wir haben gesehen, dal koagulierte Eiweifle das Bi"rulu11{;5\*01‘111&'3;\;011
verloren haben.

Aber auch Serum, welches 1/, Stunde auf 5990 erhitzt ist, ist nicht
mehr imstande, das Digitoxin quantitativ zu binden. Obwohl das
Aluminiumhydroxyd aus einer Digitoxinlosung 1: 8000 in diesem in-
aktivierten Serum eine grofie Menge Digitoxineiweill adsorbiert. bleibt
immer noch ungebundenes, freies Digitoxin zuriick, das imstande ist,
das isolierte Ilerz zu vergiften.

Kasein und Hithnereiweild entbehren ebenfalls, wie inaktiviertes
Serum, die Eigenschalt, das Glykosid quantitativ zu binden. Es ist sehr
wohl miglich, dali sie mit dem Digitoxin eine dissoziabele Bindung cin-
gehen. Lost man Digitoxin in einer Kaseinsuspension und zentrifugiert
man bis die obenstehende Fliissigkeit kaseinfrei geworden ist, so befindet
sich in diesem kaseinfreien Wasser dennoch ungebundenes Digitoxin.
Das abzentrifugierte Kasein wird einige Male mit Wasser ausgewaschen
und dann mit absolutem Alkohol extrahiert.

In diesem Extrakt ist deutlich Digitoxin nachweisbar, aber es findet
sich hierin nur ein geringer Teil der Ausgangsmenge Glykosid. Das Digi-
toxin war also nur partiell an das Ubermafl Kasein gebunden.

Man braucht also in vivo die von Veil und Heilmeyer! nach-
gewiesene Zunahme der EiweiBkonzentration im Blute nach Digitalis-
gebrauch per os gar nicht, um anzunehmen, dal} die Digitoxinfraktion,
in welcher Form man sie auch gibt, sich an die Serunikolloide bindet.

Es wire miglich, daf die in den galenischen Produkten mitgegebenen
Saponine (Digitsaponin ¢, § und p und Gitine) dem Zustandekommen

t Veil und Heilmeyer, Dtsch. Arch. f. klin. Med. 1925, Bd. 147, S. 22,
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der Bindung im Blute entgegenarbeiten oder diese eventuell wieder
lisen,

Iiir diese Digitalissaponine ist die Resorption aus dem Magen-Darm-
traktus nicht studiert. Im allgemeinen werden Saponine nach Kobert
nur teilweise im Magen-Darmkanal resorbiert?.

Kruskal? zeigte, dall im Falle einer anwesenden spontanen oder
durch die gegebenen Saponine selbst hervorgerufenen Enteritis, die
Resorption der Saponine eine vollstéindigere ist. Jedenfalls kann man
mit, per os gegebenen Saponinen Vergiftungssymptome hervorrufen, und
immer ist das Zerlegungsprodukt Sapogenin im Urin anwesend, unge-
achtet wieviel Saponin man eingebracht hat.

Derjenige Teil der Digitalissaponine, welcher also resorbiert wird
und in der Bluthahn anlangt, wird an dasim UbermaBim Blute anwesende
Cholesterin-Lezithin gebunden®. Hierdurch sind sie fiir die Wirkung auf
die Digitoxin-Eiweifibindung lahmgelegt.

Wir haben also geschen, dafl Digitoxin an Serumeiweill gebunden
wird. Wenn man 1 eem Digitoxin (1: 8000) in Bauchhohlenfliissighkeit
mit Aluminiumhydroxyd B behandelt, so ist die obenstehende Fliissig-
keit fiir das Froschherz atoxisch, d. h. der Digitoxingehalt dieser Fliissig-
keit ist weniger als 1: 150000. s kann also hichstens etwa b % des Digi-
toxins freigeblieben sein, wihrend mindestens 959, adsorbiert worden ist.

Besteht in vivo im Blute auch eine idhnliche Digitoxin-Kiweil-
bindung, so mufl hier praktisch alles Digitoxin gebunden sein, denn
im stromenden Blut findet sich ein viel griBeres UbermaB an Eiweil.

In Hinsicht auf die oben zitierten Arbeiten von Werschinin und
Oppenheimer, die ja nicht immer eine definitive Aufhebung der Digi-
toxinwirkung erwihnen, sondern oft nur eine Hemmung konstatieren,
kann folgendes bemerkt werden.

Auch in meinen Versuchen war in den Monaten Januar bis zum Mai
die Entgiftung weniger vollstiindig; immer war jedoch eine gewisse Hem-
mung der Digitoxinwirkung deutlich. Da in diesen Monaten sich die
Eiweilibindung physikalisch-chemiseh, wie zu erwarten war, ebenso voll-
stindig nachweisen liel, mull der Unterschied wohl dem Zustand der
Frische zugeschriecben werden. In der folgenden Mitteilung wird diese
Miglichkeit weiter ausgearbeitet werden.

Wihrend nun Werschinin Temporariaherzen verwendete, Oppen-
heimer seine IFroschart nicht angibt und ich immer mit Eskulenten
! Kobert in Heffters IHandb. d. exp. Pharmakol. Bd. 2. 11, S. 1503.

2 Kruskal, Arh. a. d. pharmakol. Inst. Dorpat 1891, Bd. 6. 8. 129.
4 Liffschiits, Hoppe-Seylers Zeitschr. £ physiol. Chem. 1921, Bd. 117, 8. 201,
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arbeitete, kann auch in diesem Umstande eine Erklirung [iir gewisse
quantitative Unterschiede liegen.

Eine zweite bemerkenswerte Tatsache aus der Arbeit Oppenhei-
mers ist diese, daB die Hemmung der Giftwirkung viel stirker ist. durch
Serum als durch Blut. Werschinin findet diesen Unterschied nicht.
Tch habe selber nur wenige Versuche mit Blut gemacht, und leider
nur in einer Zeit, wo die Hemmung der Digitoxinwirkung durch Serum
relativ gering war. Ein deutlicher Unterschied zwischen Blut und
Serum lieB sich dabei nicht feststellen. Die Méglichkeit besteht natiir-
lich, da} in dazu besser geeigneten Monaten doch ein solcher Unterschied
sich bemerkbar machen wiirde.

Mit reiner Himoglobinlisung (Katzenhimoglobin) lieB sich auch
cine Kntgiftung einer Digitoxinlosung 1: 20000 am Froschherzen nach-
weisen.

Es ist schwer, Versuche anderer Autoren iiber diese Frage zu kriti-
sieren. Die Menge der anwesenden Eiweilie, die Alkoholkonzentration
der Digitoxinlosungen (s. folgende Mitteilung), vielleicht auch die Frosch-
art, aber gewiB die Jahreszeit spielt hierbei eine unabsehbare Rolle,
wenn nicht alles in den Protokollen verzeichnet ist. Vorldufig ist es mir
nicht klar, weleher physikalisch-chemische Einfluf} fiir einen eventuellen
Unterschied zwischen Blut und Serum verantwortlich sein kinnte.

Wie verhalten sich die anderen Digitalisglykoside: das Gitalin und
das Bigitalin?

Liquor Digitalis (Ed. V. N. Ph.), welcher hauptsichlich aus Gitalin
und Bigitalin besteht, wird ganz wenig, Strophanthin gar nicht in ihrer
Auswirkung auf das Froschherz durch Bauchhohlenfliissigkeit oder
durch Kaninchenserum gehemmt. Ob sogar das Strophanthin in
Kaninchenserum dem Froschherzen gegeniiber verstiirkt wird, konnte
ich nicht feststellen.

Das Benchmen des Strophanthins in Korperfliissigkeiten ist ein
anderes, und zwar weicht es von dem des Digitoxins ab, insofern keine
Bindung von Strophanthin an Eiweifie nachweisharist. DasStrophanthin
bleibt frei, bei welchem Sduregrad man auch untersucht.

Ebensowenig sah ich die Strophanthinwirkung durch Cholesterin ge-
hemmt.

Es ist also erlaubt anzunehmen, dali Strophanthin ungebunden im
Blute anwesend ist. Dieser Tatsache ist es wahrscheinlich wenigstens
teilweise zuzuschreiben, daB man im vergifteten Tierblut! wohl immer
pharmakologisch Strophanthin nachweisen kann, aber kein Digitoxin.

TStra_ub, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1919, Bd. 84, 8. 223.
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Es gelang Cloétta nur Digitoxin und Spaltungsprodukte des Digitoxins
im Blute nachzuweisen, nachdem er eine Methode eingefiihrt hatte, wobei
er die untersuchten Kérperteile mit Sand und Ammoniumsulfat behan-
delte, bis alles Eiweil} niedergeschlagen war. Dann kochte er mit Essig-
siure und extrahierte mit Alkohol. Wenn er jetzt neben dem Digitoxin
eine Menge (renine antrifft, kann dieses Resultat ebensogut dem grofBen
Eingriff zugeschrieben werden, und ich sehe hier keinen Beweis fiir die
tatsiichliche Anwesenheit der Genine als solche in vivo.

Ohne dali ich danach suchte, habe ich selber anch mehrere Male
aus reinem Digitoxin Produkte entstehen sehen, welche das Froschherz
partiell reversibel enden liefien. Das waren also Substanzen, welche mit
den Geninen Cloéttas pharmakologisch identisch waren. Das geschah
nur, wenn ich den Digitoxineiweilbikomplex, priizipitiert durch Ammo-
niumsulfat, bei einer Temperatur von iiber 1000 C trocknete. Die so er-
haltene Substanz wurde noch durch Eiweil3 entgiftet. Die Tatsache, daf3
es duberst zweifelhaft ist, ob die von Cloétta gefundenen ,,Genine*
wirklich in vivo im Blute und in den Geweben anwesend sind, hat noch
eine wichtigere Konsequenz, da sie die Grundlagen der Cloéttaschen
Theorie iiber die Digitaliskumulation erschiittert.

Von allen Autoren ist Cloétta der einzige, der nicht annimmt, dab
die Kumulation ecines Digitalispriparates nur von der Menge Gift ab-
hiingt, welche im Herzen selbst sich absetzt. Cloétta meint, daB die
Glykoside von quergestreiften Muskeln gespeichert werden und allmiih-
lich das Glykosid wieder abgeben in der Form ihres Genins, welches wieder
Herzwirkung haben soll.

Fischer! hat die Cloéttasche Theorie zu beweisen versucht.

Ifrischer Skelettmuskel wird in der Hackmaschine und im Morser
zerkleinert.  Mit diesem Muskeleiweilibrei wird weiter gearbeitet, der
Verfasser sagt aber schon, dall die Fixationsfihigkeit des unverletzten
lebenden Muskels kleiner ist, als die des Muskelbreies, wo viele Membranen
verletzt und geschiidigt sind.

Als Fischer Digitoxin im Muskelbrei liste, war eine deutliche
Fixation am Substrat bemerkbar. Ir bewahrte diese Digitoxinlisungen
im Muskelbrei 5—6 Tage auf, und es stellte sich heraus, daB} sich in den
oberen Schichten der Muskelemulsion fettartizge Substanzen gebildet
hatten und dall diese Lisung eiweiBreich war. Durch die Abtrennung
dieser EiweiBsubstanzen hat der Verfasser zweifellos anch das anwesende
Digitoxin entfernt.

UIL Fischer, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1928, Bd. 130, 8. 111.
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Als er den Muskelbrei nach 18 Stunden untersuchte, hatte sich
weniger EiweiB gebildet, er entfernte also weniger Glykosid und fand
mehr Digitoxin in den Muskelresten als nach 6 Tagen.

Die experimentelle Grundlage der Cloéttaschen Kumulations-
theorie ist damit wohl angegriffen.

Liquor Digitalis (Digisol) soll die von Meulenhofl dargestellte
Gitalin-Bigitalinfraktion aus dem Blatt der Digitalis purpurea seinl.
Auch diese Fliissigkeit wird in ihrer Wirkung wenig durch artfremdes
Serum oder Bauchhihlenfliissigkeit gehemmt.

Weil ich kein zuverlissiges reines Gitalin- oder Bigitalinpriparat
hatte, konnten in der ersten Zeit keine Versuche mit diesen Glykosiden
angestellt werden.

Spiiter bereitete ich selbst Gitalin und Bigitalin aus den galenischen
Produkten von Digitalis purpurea und von Digitalis lanata.

In eciner spiiteren Mitteilung wird das gute Recht verteidigt, den
von mir erhaltenen Glykosiden diese Namen zu geben und sie mit den
gleichnamigen Glykosiden der urspriinglichen Autoren zu identifizieren.

Auch dieses Gitalin und Bigitalin bindet sich nicht an Eiweifie, auch
nicht wenn die py nach der sauren oder der alkalischen Seite hin ver-
schoben wird.

Thre Wirkung ist in Ringerlosung und in der Bauchhohlenfliissigkeit
oder im Serum eine gleich intensive.

Aluminiumhydroxyd B adsorbiert sie nicht; auch nicht bei Anwesen-
heit von EiweiBen, und sie werden nicht prizipitiert durch Sittigung
ihrer Losung mit Ammoniumsulfat. Weder Lezithin noch Cholesterin
haben auf sie irgendeinen Einflul.

Das Lanatoxin (das kumulierende Glykosid der Digitalis lanata, ver-
mutlich identisch mit dem Glykosid II von Mannich, Mohs und
MauB) und das Lanatalin (= Glykosid 111 der genannten Verfasser) ver-
halten sich hier in gleicher Weise wie die Gitalin- und Bigitalinfraktion
der Digitalis purpurea.

Diese Priparate werden also nach ihrer Einnahme, genau wie
Strophanthin, im Blut frei gelist sein.

Es gibt noch andere digitalisartig wirkende Kérper, welche sich durch
eine spezielle Bindungsmiglichkeit unterscheiden. Diese Produkte stehen
canz dicht bei einer Gruppe von Stoffen, die doch schon nahe den Digi-
talisglykosiden verwandt sind: niimlich den Saponinen.

Digitonin, Helleborein2 und Glykosid IV aus Digitalis lanata hiimoli-
sieren noch in grofen Verdiinnungen, withrend sie sich ebenso wie die

I Sluyters, Dissertation. Utrecht 1920. 2 Karauwlow, a. a. O.
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Saponine an Cholesterin binden. Diese Bindung vernichtet ihre digitalis-
artige Wirkung dem isolierten Froschherzen gegeniiber.

Zusammenfassung.

Die Versuche an isolierten Froschherzen zeigten folgende Resultate:

Froschherz

Ringer + Digitoxin . steht still

,, -+ Kanincheneiwei3 -+ Digitoxin . . . . . unwirksam
- Katzeneiweil3 -+ N A N
., - Froscheiweil3 -+ 1 « « o .. | steht still
.+ Kanincheneiweil3 - B (pg=63). unwirksam
== - -d= 5 (p=8.3) . ‘ steht still
+ * - 1 —+ Galle. . . 1
, =+ 1 -+ % —+ Saponin . v
.+ gekochtes Kaninchen-
eiweild -+ T S e By 7 %
o durch Pepsin verdautes
IKanineheneiweild - - m ol o
»  +durch Trypsin verdauntes
Kanincheneiweill - 5,
., -} inaktiviertes Kaninchen-
eiweild 4+

Aus Kanineheneiweill - Digitoxin ist Kiweili-Digitoxin auszusalzen
mit (NH,;),S0, oder adsorbierbar durch Aluminiumhydroxyd B.

Das Digitaliselykosid Digitoxin, das kumulierende Prinzip der IFolia
Digitalis purpurea, bindet sich an die Kolloide des Serums und an die
der Bauchhohlenfliissigkeit des Kaninchens,

Diese Bindung ist physikalischer Natur, sie lost sich bei einer py 8,3
und wird durch die oberflichenspannungerniedrigenden Substanzen auf-
aehoben.

Die Siaugetierciweill-Digitoxinbindung ist ungiftig fiir das Frosch-
herz, fiir das Kaninchenherz wird Digitoxin analog durch Katzeneiweil
entgiftet. Arteigenes Serum entgiftet das Glykosid nicht. Koagulierten
Eiweifien fehlt das Bindungsvermagen.

Inaktivierte Eiweibe, Hiihnereiweili und Kasein binden nicht quan-
titativ.

Das Lanogen (Lanadigin) bindet sich in gleicher Weise wie das
Digitoxinum purpureae.

Den sonstigen Digitalisglykosiden fehlt- dieses Eiweilibindungsver-
misgen. Daraus geht fiir die bisher untersuchten Glykoside hervor: Nach
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Einnahme digitalisartig wirkender Kérper kommen im Blute und in der
Gewebefliissigkeit diese Arzneien in folgender Weise vor:

1. Gebunden an die EiweiBfraktion: Digitoxin, Lanogen (Lanadigin).

2. Gebunden an die Cholesterin-Lezithinfraktion: Digitonin, Helle-
borein, Glykosid IV aus Digitalis lanata.

3. Frei anwesend: Gitalin, Bigitalin, Lanatoxin (das kumulierende
Prinzip der Digitalis lanata) und Lanatalin (= Glykosid 111 von Man-
nich, Mohs und Mau8, identisch mit Digitalinum verum von Kiliani).



11. Das Eindringen der Digitalisglykoside in die Organe.
Mit 2 Textabbildungen.

Beim Studium dieses Problems fiir die verschiedenen Digitalisglyko-
side ist man bisher von einem einzigen Standpunkte ausgegangen. Man
setzte voraus, dahl die Glykoside alle in dhnlicher Weise in die zun be-
einflussenden Zellen hineindiffundieren. Doch it sich fragen, ob man
ohne weiteres berechtigt ist, in dieser theoretischen Frage die Digitalis
als einen einheitlichen Korper zu betrachten.

Die folgenden bekannten Tatsachen zeigten schon mehr oder weniger
in dieser Richtung.

a) Die Glykoside haben eine ganz verschiedene Resorptionsge-
schwindigkeit aus dem Darmkanal.

b) Aufisolierte Herzen tritt die Wirkung der Glykoside verschieden
schnell auf; so gibt Strophanthin sofort, Digitoxin aber nach einer be-
stimmten Latenzphase Symptome.

¢) Die Wirkung der versehiedenen Glykoside anf das Herz ist un-
oleich reversibel.

d) Die Kumulationsfihigkeit ist fiir jedes Glykosid eine andere.

¢) Die Gefabwirkung (am dentlichsten zu beobachten an den Nieren-
cefiflen) ist nicht fir jedes Glykosid dieselbe.

In der 1. Mitteilung habe ich ecine weitere Differenz zwischen den
Digitalisglykosiden hinzufiigen kionnen, und zwar:

f) der Transport der Glykoside durch das Blut geschieht in drei
verschiedenen Weisen.

In dieser Mitteilung handelt es sich darum, die Konsequenzen dieses
letzten Unterschiedes im Benehmen der Digitalisglvkoside im tie-
rischen Organismus auszuarbeiten.

Wiihrend nach Einverleibung galenischer Produkte der Digitalis pur-
purea das Digitoxin im Blute quantitativ von den SerumeiweiBen
festeehalten wird, sind die nicht kumulierenden Kérper Gitalin und Bi-
gitalin ungebunden in der Blutbahn da. Die Digitalissaponine binden sich
an die Lipoidfraktion des Blutes.
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Es ist klar, dal} hierdurch die Aufnahme des Digitoxins durch die
Gewebe sich auf ganz andere Prozesse griinden muB als die Aufnahme des
Gitalins und Bigitalins.

Digitonin, Helleborein oder Glykosid IV aus Digitalis lanata, welche
sich auch an die Lipoidfraktion des Blutes binden, miissen ihr Ziel wicder
aul andere Weise erreichen. Es ist leicht verstiindlich, daf das Digitoxin,
gebunden an Kanincheneiweif und im Froschherzen an der Straub-
kaniile eingefiihrt, nicht mehr imstande ist. in die Froschherzzellen ein-
zudringen. Hierdurch kann es keine Wirkung auf das Herz ausiiben: das
Glykosid ist also durch Kanincheneciweiff fiir das isolierte Froschherz
entgiftet.

Aber es war ganz auffallend, daB, sobald ich eine I intgiftung des
Digitoxins im Froschserum festzustellen versuchte, das Froschherz
immer bald digitalisartig endete; die toxischen Grenzdosen waren jetzt
dieselben wie in Ringerlosung. Ich wies schon darauf hin. dafl im allge-
meinen das Digitoxin, in arteigenem Serum gelost, seine Vollwirksam-
keit behilt, wihrend sich dasselbe Glykosid in artfremdem Serum
wirkungslos verhiilt. In beiden Fillen ist jedoch physisch-chemisch
eine Digitoxin-EiweiBbindung nachweisbar (s. 1. Mitteilung). Von
einem Zerlegungsprozel des Digitoxins im artfremden Serum war nicht
die Rede.

Hinsichtlich der Eindringungsweise des Digitoxins in die Gewebe
gibt es also drei Maglichkeiten:

L. Das Digitoxin, gelost im arteigenen Serum, wird unmittelbar bei
den Zellen aus seiner Eiweilbindung befreit und tritt jetzt als freier
Kirper in dieselben hinein. Die Zellen sind dagegen nicht imstande, einen
Einflul auf das mit Glykosid beladene artfremde Eiweif auszuiiben.

Das Digitoxin bindet sich nur teilweise an die Serum-IKiweiB-
fraktion. Das noch frei im Blute iibric iggebliebene Gift kommt bei den
/v”t‘n an und tritt jetzt als freier Korper in dieselben hinein.

- Der Digitoxin-EiweiBkomplex dringt als Ganzes in die Zellen
f'iu, wenn das Eiweill genuiner nativer arteigener Natur ist. Ist
das letzte nicht der Fall, so sind die Zellen fiir den Giftkomplex unzu-
winglich,

In der letzten Zeit hat de Taan das Permeabilititsproblem der
tierischen Zellen mit Auffassungen erneuert, welche fiir das hier zu cr-
orternde Problem duBerst wichtig sind.

de Haan meint, dal der ProzeB der Phagocytose als passiver Vor-
gang auf eine Linie zu stellen ist mit der fortwiihrenden Durehliissigkeit
der dubersten Zellhiille fiir Eiweimizellen. Die Phagocytose wie auch
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dic Durchlissigkeit der Zellhiille fiir native genuine EiweiBe sind die
Folgen des Zellstoffwechsels.

Nur die Grifie der einzunehmenden EiweiBpartikel varriiert bei den
beiden im Grunde gleichartigen Prozessen, welche fiir das Leben dieser
Zellen von groBer Bedeutung sind. Im Mesenchymgewebe ergeben sich
die griofiten Varietiiten, sowohl was die Phagoeytose als was die Eiwei-
permeabilitit anbelangt: stark phagocytierende Zellen (wie die Mono-
¢yten) und die fixen Bindegewebezellen (bei welchen Phagocytose selten
beobachtet wird) kommen nebencinander vor.

de Haan! arbeitete mit vitalen Farbstoffen und zeigte, daB die
sauren vitalen Farbstoffe, wie Trypanblau, in vivo und in vitro quanti-
tativ an die Serumeiweibie gebunden sind. In seinen Versuchen mit durch-
Stromten Gewebekulturen in vitro zeigte de Haan2, wie das Trypanblau
bei Anwesenheit von Zelltriimmern auBerordentlich viel stirker phago-
zitiert wurde als ohne dieselben; dadurch wurde wahrscheinlich, dafl die
Trypanblauspeicherung nur ein Ausdruck der Phagocytose bzw. der Auf-
nahme von Eiweilien ist.

Daraus ergab sich, dafi der Trypanblau-EiweiBkomplex aufge-
nommen werden konnte; also sicher auch das arteigene Eiweiy an sich
ohne Trypanblau.

Fiir die Pharmakologie ist es nun wichtig zu priifen, ob man die
de Haansche Theorie auch folgendermaBien formulieren darf: Heil-
mittel, weleche sich nach ihrer Einnahme an Serumeiweif)
binden, dringen zugleich mit dem Eiweill in dafiir geeignete
Zellen ein. In dieser Mitteilung werde ich die oben genannte These fiir
das System Digitoxin-Herzzelle priifen.

Bevorich dazu schreite, mul3 ich erst das unter2 cenannte besprechen:
nimlich die Moglichkeit, dafl das Digitoxin sich nur teilweise an die extra-
zelluliren EiweiBe binden wiirde. Durch die vollstindige Bindung des
Digitoxin-EiweiBkomplexes an Aluminiumhydroxyd B. habe ich schon
in der I. Mitteilung diese Miglichkeit ausgeschlossen. Aber die bekannte
Theorie von Storm van Leeuwen?, nach welcher manche Heilmittel
im Plasma teilweise gebunden, teilweise frei vorkommen sollen, macht es
notwendig, meine Versuchsergebnisse noch im Zusammenhang mit dieser
Theorie zu diskutieren.

1'J. de Haan, Pfiigers Arch. f. d. ges. Physiol. 1923, B, 201, Hft. 3/6.
S. 393,

* Derselbe, Arch. f. exp. Zellforsch. 1928, Bd. 7, S. 283,

3 Storm van Leeuwen, Leerboek d. algem. Pharmacologie 1923,
Blz. 194,

Archiv f. experiment. Path. u. Pharmakol. 5]
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Pilokarpin® %, Atropin® ¥, Skopolamin3, Kokain® 7, Strychnin® *,
Chinin®, Kurare? usw. binden sich an kolloidale Bestandteile des Blut-
serums.

Storm van Leeuwen nennt diese Bestandteile, welche das Gift
binden, ohne dali eine physiologische Reaktion daraus hervorgeht:
sekundire Chemorezeptoren, im Gegensatz zu den dominanten Chemo-
rezeptoren, welche sich in den Organen befinden, worauf das Gift eine
spezifische Wirkung ausiibt. Nach den Versuchen von Storm van
Leenwen u. a. binden sich die genannten Gifte nicht quantitativ an
die sekundiren Chemorezeptoren.

Es bleibt also immer etwas zur Verfiigung der dominanten Rezep-
toren, wodurch eine Wirkung eintreten kann. Diese Theorie ist also ge-
wissermalien ein Analogon der Ehrlichschen Seitenkettentheorie.

Lie Adsorptionsisotherme des Giftes an Kaninchenserum oder an
Tierkohle war der Konzentrationswirkungskurve des gebundenen Heil-
mittelst? gleichartig.  Wir sehen hier einen deutlichen Unterschied zwi-
schen dem Befinden der zitierten Autoren und meinen Ergebnissen mit
Digitoxineiweil, wobei ja das Digitoxin quantitativ gebunden wird.

Storm van Leeuwen schreibt in seinen Versuchen hauptsichlich
der Lipoidfraktion des Blutes die sekundire Chemorezeptorenfunktion
zu beim Digitoxin ist-es zweifelsohne nur das Eiweil, welches das Digi-
toxin bindet.

Die Storm van Leeuwensche Theorie (das ist die unter 2 genannte
Miglichkeit der Digitoxineindringungsweisen), die eine nur teilweise
Bindung zur Voraussetzung hat, trifft also fiir das Digitoxin nicht zu.
Die unter [ und 3 genannten Voraussetzungen werden auf 8. 24 diskutiert
werden.

! Storm van Leeuwen und J. W. le Heux, Pfliigers Arch. f. d. ges.
Physiol. 1919, Bd. 177, 8. 250.

2 Jendrassik, Arch. néerland. de physiol. de 'homme et des anim. 1925,
3d. 10, Hft. 3, S. 401,

# Storm van Leeuwen en v.d. Made, Nederlandsch tijdschr. v. geneesk.,
1. Hilfte 1921, S. 3252,

4 Kunz Krause, Kolloid-Zeitschr. Bd. 25, S. 136.

? Storm van Leeuwen und Von Scent Gydrgyi, Journ. of pharmacol.
a. exp. therapeut. 1922, Bd. 18, S. 449,

@ Hilgenberg und Thomann, Dtsch. Zeitschr. f. Chir. 1923, Bd. 180,
Hit. 4/6, S. 267.

“ Czyolars und Donath, Zentralbl. f. inn. Med. 1900, Bd. 21, S. 321.

8 Zondek, Biochem. Zeitschr. 1921, Bd. 116, Hft. 1/6, S. 246.

U Beutner, Journ. of pharmacol. a. exp. therapeut. 1925, Bd. 25, S. 365.

10 Storm van Leeuwen und J. W. le Heux, a. a. 0.
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Wenden wir uns jetzt wieder der auf S. 17 fiir pharmakologische
Probleme formulierten de Haanschen Theoric zu. Nach Overton?
dringen rasch in die Muskeln ein: einwertige Alkohole, Halogenkohlen-
wasserstoffe, Ather, Ester, Urethane, Aldehyde, Ketone, Nitrile; lang-
samer penetrieren: Glykole und Séureamide, noch langsamer: Glyzerin,
Harnstoff; nicht merklich dringen ein: Pentite, Hexite, Hexose, Di-
saccharide und Aminoséiuren.  Er spricht gar nicht von arteigenen
genuinen nativen EiweiBkirpern.

Inmeinen Versuchen habe ich erst mit vitalen Farbstoffen gearbeitet.
Ich tat dies auch deshalb, weil schon mehrere Untersucher Analogien be-
merkt haben zwischen Farbstoffen und den Digitalisglykosiden.

S0 haben Fithner2 und Sluyterman?® das Methylviolett eingehend
studiert. Dieser Farbstoff wird elektiv vom Herzmuskel gespeichert und
er hat auf die Herzfunktion einen digitalisartigen EinfluB. Bethe* hat
fiir viele saure Farbstoffe das Benehmen dem Herzmuskel gegeniiber
verfolgt.  Wenn saure Farbstoffe in Zellen eindringen, denen kein frejer
Sauerstoff zur Verfiigung steht, so werden sie hier reduziert.

Das entstehende farblose Leukoprodukt wird herausdiffundieren und
neuer nicht reduzierter Farbstoff eintreten kimnen. Bethe arbeitete mit
den sauren Farbstoffen Thiocarmin und [ndigotin.  Obwohl beide Pro-
dukte keine im Mikroskop erkennbare Firbung des Herzmuskels bewirken,
macht er doch ganz annehmlich, dal die Farbstoffe dennoch in das Zell-
innere eingewandert sind. Dieser Autor trigt mit der Tatsache keine
Rechnung, daf die sauren Farbstoffe (zwischen bestimmten Pu-Werten)
an die Kolloide gebunden sind, welehe Kolloide in jedem isolierten Organ
vorhanden bleiben. Diese Bindung ist von Bennholds noch einmal
nachgewiesen,

Bei meiner Fragestellung ist es gerade diese Eigenschaft der sauren
vitalen Farbstoffe, welche ich zu studieren habe, denn in dieser Beziehung
verhiilt sich ihnen gegeniiber das Digitoxin dihnlich. Die Frage: dringt
der EiweiB-Digitoxinkomplex in die Zelle ein, 1iBt sich vielleicht Zuersf;
S0 studieren, dall man statt dessen irgendeinen Eiwei-Farbstoffkomplex
untersucht.

Versuche mit vitalen Farbstoffen,

Einem gut klopfenden isolierten Froschherzen an der Straubkaniile
wurde, mit oder ohne Sauerstoffzufuhr, die zu untersuchende Farbstoff-
1 Overton, Pfiiigers Arch. f. d. ges. Physiol, 1902, Bd. 92, S. 115.

* Fithner, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1908, Bd. 59, 8. 164

4 Sluyterman, Dissertation Utrecht 1911,

1 Bethe, Biochem. Zeitschr. 1922, Bd. 127, S. 18.

? 1. Bennhold, Kolloid-Zeitschr. 1927, Bd. 43, S. 828,



20 R. A. HOEKSTRA:

losung einverleibt. Nach bestimmter Zeit wurde das Herz von der Kaniile
logpripariert und noch pulsierend mittels Kohlensiure befroren. Es
wurden Gefrierschnitte angefertigt, welche unfixiert in Livulose einge-
schlossen und mikroskopisch untersucht wurden.

Ich loste jeden Farbstoff in artfremdes Serum, in arteigenes Serum
und in Ringerlésung. Die von mir verwendeten sauren Farbstoffe waren
u. a.: Trypanblau, Pyrrholblau und Séurefuchsin. Mit Bethe sah ich
nie eine Firbung der Muskelfasern auftreten. Keine der untersuchten
sauren vitalen Farbstoffe hatte eine digitalisartige Wirkung. Versuche
mit Methylenblan hatten dassclbe Resultat.

Obwohl ich mit Bethe die Auffassung hege, daf diese Farbstoffe
dennoch in das Muskelinnere durchdringen, habe ich ihr Benehmen nicht
weiter untersucht.

de Haan weist in seiner Publikation auf die Erfahrungen Benn-
holds! mit dem Brillantkongorot (IIollborn & Griibler, Leipzig) hin.
Dieger saure vitale Farbstoff bindet sich nach Bennhold quantitativ
an die SerumeiweiBe bei weit auscinanderlaufenden p,;-Werten.

Der Strukturformel dieses Disazofarbstoffes gleicht der des Trypan-
blaus; das Brillantkongorot und das Trypanblau sind also nahe verwandt:

Trypanblau: Brillantkongorot (Kriigener 1886 )—
. 1. ~Amidonaphtholdisulfosiure|( 1. 1. @ Naphthylaminsulfosiiure
(Tohdm ; Amidouaphtholdisu]fosliurc) (‘POhdm NG Naphthylmnindisu]f'os:l"ml'e)
OH N, NSk
N —— N// \\/ 2 N N — J N,-"” \"\,"" \\
‘Jl.[; / \ 1]()';8\\ /'.‘\ , SO;H CH” o \'-\ ]]:O;;S \‘__\ ; \ /, SOJ}{
S i v A v X i
-
// N 2 \‘\
CH,. CH. ,
iy OH NH, R LBy
N——=N/"\/\ N=—==NZEE
10,8, | JSogH . SOH
RGN NN

Bennhold bringt ganz verschiedene Farbstoffe iiber 3 cem genau
gegen Phenolphthalein neutralisierte Gelatine 5%, in Reagenzrihren. Die
meisten sauren vitalen Farbstoffe in wiisseriger Lisung dringen jetzt in
die Gelatine ein. Das Brillantkongorot aber ist nicht imstande, in die
Gelatine einzudringen, der Farbstoff firbt die Gelatine nicht und bleibt

t Bennhold, a.a. O.
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an der Oberfliche liegen. Der Auntor bringt ferner 2 cem Serum iiber die
Gelatine. Nach 4 Tagen wurde untersucht, bis wie weit das SerumeiweiB
in die Gelatine vorgeschritten war. Zu diesem Zwecke wurden die Gelatine-
rohren in ein Kiltegemisch gestellt (Kochsalz und Eis), die Reagenzrihren
wurden zerbrochen und das gefrorene Gel in Scheiben von 2—4 mm
Dicke geschnitten. Nach dem Auftauen wurde in jeder Gelatinescheibe
reagiert mit:

Ehrlichs Dimethylaminobenzaldehyd,

Glyoxylsiure,

Sulfosalizylsiiure,

Kochprobe mit Essigsiiure.

Die ersten Reagenzien zeigen die Anwesenheit gebundenen Trypto-
phans an. Wo Gelatine kein Tryptophan enthiilt, so weist eine positive
Reaktion auf die Tatsache hin, daB SerumeiweiB in die urspriingliche
Scheibe eingedrungen ist.

Es zeigte sich in dieser Weise, daB das Serum nach 4 Tagen bis auf
0.8 em unter der Oberfliiche vorgedrungen war. Jetzt wurde Brillant-
kongorot in Serum gelist und in dieser Losung iiber Gelatine gebracht.

Nach 4 Tagen war die Gelatine rot gefirbt, eben bis 0,8 em unter der
Oberfliche, und genau bis an die Stelle, wo die SerumeiweiBreaktionen
noch positiv ausfielen.

Trypanblau in Ringer gelist firbt nach 5 Tagen die ganze Gelatine
diffus blau. Aber wenn man das Trypanblau mit Serum zusammen iiber
Gelatine bringt, so reicht die blaue Farbe in der Gelatine nur so weit, wie
das Serumeiweiff eingedrungen ist. Wihrend man ohne Serum also einen
ganz blauen Inhalt antrifft, ist mit Serum nur eine 1 em dicke ober-
flichliche Schicht blau gefirbt. Basische Farbstoffe, wie Methylviolett,
diffundieren leicht in die Gelatine. Hinzugefiigtes Serum findert an dieser
Tatsache nichts.

Ich konnte Bennholds Befunde vollstindig bestitigen. Nach
4 Tagen fand ich, mit oder ohne Serum, die ganze Gelatine vom Methyl-
violett gefirbt. Bennhold nennt den EinfluB, welchen das Serum auf
die Permeation des Brillantkongorots in kolloidale Substanzen ausiibt
(welcher EinfluB also von iiberwiegender Wichtigkeit ist, denn sonst
wiirde der Farbstoff gar nicht penetrieren), den embatischen Effekt
des Serums. Nach Bennholds Auffassung griindet sich dieser embatische
Effekt auf Peptisation des grobdispersen Farbstoffes.

Das Serumeiweif wiirde imstande sein, die grofen FFarbstotfteilchen,
welche nicht zwischen die Gelatineteilchen dringen kimnen, in kleinere
Teilehen zu sprengen, wodurch das Eindringen jetz miglich wird.
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Inwieweit diese Aulfassung zutrifft, kann ich nicht sagen, jeden-
falls ist es interessant zu versuchen, ob dieselbe Tatsache auch fiir das
Digitoxin besteht.

Ieh verwendete genau dieselbe Methodik wie Bennhold., Die
Reagenzrohren wurden wihrend 1 Stunde in verdiinnter Salzsiure oo-
kocht und dann mit destilliertem Wasser ausgespiilt. Dann wurden
sie 1/, Stunde im Trockenschrank auf 1000 erhitzt. In steriler Weise
konnte die reine meutralisierte Gelatine (Rijks Serologisch Instituut,
Utrecht) in sie eingefithrt werden. Genau wurde auf dem Glas ver-
zeichnet, wo sich die Oberfliche der Gelatine befand. Dann wurde die zu
untersuchende Losung auf die erstarrte Gelatinesiule gegossen, und man
liefy sie bei 150 C ruhig stehen. Nach gewissen Zeiten wurden die Rihren
in Eis-Kochsalz gefroren und in Scheiben geschnitten. Zum Serum-
eiweilinachweis wurden die einzelnen Scheiben in Wasser gelist und die
auf 5. 21 genannten Reaktionen ausgefiihrt. Zum Digitalisnachweis in
den Scheiben trocknete ich die Gelatine auf 600, zerrieh sie im Mirser und
extrahierte mit absolutem Alkohol. Als die Gitalinfraktion untersucht
wurde, extrahierte ich mit Chloroform. Der Extrakt wurde cingedampft,
der Riickstand gelost in Ringerlosung und in das isolierte Iroschherz an
der Straubkaniile eingefiihrt. Um sehr kleine Mengen Digitalisglykosid
in den tiefsten Schichten nachzuweisen, wurden mehrere (vier) Scheiben
aus entsprechenden Rohren zusammen verarbeitet. Die oberste Schicht
von einer Dicke bis zu 4 mm entfernte ich, weil die aufgequollene Grenz-
schicht und die sofort darunterliegenden Lagen cine verinderte Gel-
struktur haben, wie das von Pietrkowskil insbesondere fiir Stroph-
anthin gezeigt wurde.

Ich habe die folgenden Digitalisglykoside auf ihre Permeations-
fahigkeit aus Ringerlosung in Gelatine untersucht: Gitalin, Bigitalin,
Lanogen (= Lanadigin von Mannich, Mohs und Mauss = Glykosid 1
aus Digitalis lanata), Lanatalin (= Glykosid IIT aus Digitalis lanata),
Lanatoxin (das kumulierende ( ilykosid aus Digitalis lanata), Strophanthin
und Digitoxin.

Ieh konnte nur fiir das Lanatalin ein gewisses Eindringen in Gelatine
nachweisen. Die iibrigen genannten Digitaliskirper gehen nicht in dic
Grelatine ein.

Als dieselben Glykoside statt in Ringer in Serumverdiinnungen
(Kaninchen- und Troschserum) geliist wurden, zeigte sich die folgende
merkwiirdige Tatsache: Gitalin, Bigitalin und Strophanthin dringen

I Pietrkowski, Biochem. Zeitschr. 1898, Bd. 123, 8. 92,
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auch jetzt nicht in die Gelatine cin. Dagegen verhiilt sich das Digi-
toxin genau ebenso wie Brillantkongorot. Wiihrend aus Digitoxin in
Ringer 1:4000 nichts in die Gelatine eindringt, fand ich, als Digitoxin
1:4000 in Froschserum, in Kaninchenserum oder in Bauchhihlenfliissig-
keit gelist iiber die Gelatine gebracht war, 4 Tage spiter eine deutliche
Penetration des Glykosids. Die gefrorenen Gelatinekugeln wurden wie
in den Brillantkongorotversuchen wie folgt geschnitten: Oberste Schicht
von 4 mm nicht weiter untersucht; dann 4 Scheiben von je 21/, mm und
schlieBlich der Rest (5. Scheibe), welche sich also 1,4 em unterhalb der
Oberfliche hefand.

Die genannten EiweiBireaktionen fielen jedesmal in der 5. Scheibe
negativ aus. In den Scheiben [—4 waren sie aber positiv. Das Serum war
also vorgeschritten bis in die 4. Scheibe, das ist bis 1,15—1.4 em unter-
halb der Oberfliiche. Die Extrakte der 5. Scheibe zeigten auf das Frosch-
herz keine Digitoxinwirkung. Bei den Extrakten der 4. und anderen
Scheiben tritt jedoch die Digitaliswirkung deutlich hervor. Dieser Ver-
such wurde wiederholt angestellt, immer mit demselben Resultat.

Wir sehen also, dali das Digitoxin wie die sonstigen Digitaliselykoside
nicht imstande ist, in Gelatine hinein zu diffundieren. Sobald Serum da
ist, dringt das Digitoxin aber in die Gelatine hinein, und zwar genau so
weit wie Eiweill nachweisbar ist: in diesen Versuchen bisin die 4. Scheibe.
Meines Krachtens bildet diese Tatsache nicht nur einen weiteren Beweis
dafiir, dal} das Digitoxin an das Serumeiweils gebunden ist; es liegt hier
iiberdies die Sicherheit vor, dab das Serum ebenso wie bei dem Brillant-
kongorot eine ganz wichtige Funktion ausiibt bei dem Eindringungs-
prozeld des Digitoxing in die Gelatine.

Die Frage ist jetzt so zu formulieren:

Dringt der Eiweili-Digitoxinkomplex ebenso wie in die Gelatine
auch in die Herzzellen e¢in? Dabei kann es sich nur handeln um den
Komplex mit arteigenem Eiweill, withrend der Komplex mit artfremdem
siwelll dann nicht aufeenommen werden darf.

Ein Vergleich zwischen dem isolierten Herzen und der Gelatine ist
unmiglich: Die Gelatine enthilt kein natives EiweiB, das isolierte Herz
enthéilt immer nicht nur extrazellulires intramurales arteigenes EiweiB,
sondern sogar die Ringerfliissigkeit in der Straubkaniile ist nie, auch nicht
nach wiederholtem Auswaschen, vollstindig eiweilfrei. Das Digitoxin
findet also immer arteigenes Eiweill, woran es gebunden werden kann.
Der Versuch, worin Digitoxin in Ringer gelost iiber Gelatine gebracht wird,
kann also am Herzen nicht reproduziert werden. In diesem isolierten
Organ findet sich das Digitoxin enfweder an arteigenes oder an einge-
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fithrtes artfremdes Eiwei gebunden. Dieser Umstand schlieBt die Mig-
lichkeit aus, auf direktem Wege den Beweis zu erbringen, daB das Digi-
toxin nicht als solches, sondern nur in Verbindung mit Eiweil (und zwar
arteigenem EiweiB) in die Herzzellen eindringen kann. Der Unterschied
zwischen arteigenem und artfremdem Eiweif liBt jedoch wieder die
Moglichkeit eines Vergleiches mit Karbstoffen zu.

Das Eindringen von Brillantkongorot und Digitoxin in das Herz bei
Anwesenheit von EiweiB.

Beim Froschherzen zeigt sich eine Brillantkongorotlisung 1:150 in
Ringer an der Straubkaniile tédlich. Das Herz zeigt keine Digitalis-
symptome wie bei Methylviolett. Es endet immer in diastolischem Still-
stand. Die Herzmuskelfasern sind diffus rot gefirht. Brillantkongorot
dringt also mikroskopisch sichtbar in die Herzmuskelfasern ein, durch
welches Benehmen dieser Farbstoff den iibrigen sauren vitalen Farb-
stoffen gegeniiber eine merkwiirdige Sonderste llung einnimmt. Wenn das
Brilliantkongorot statt in Ringer in verdiinntem Froschserum gelist wird,
so tritt die Vergiftung des Herzens ebenso schnell ein, und die Muskel-
fasern sind ebenso stark gefirbt. Wenn jedoch die Lisung statt Frosch-
serum artfremdes Eiweif (Kaninchenbauchhihlenfliissigkeit, Kaninchen-
serum 1:6, Katzenserum 1:6) enthalt, so klopft das Ierz in Brillant-
kongorot 1:150 normal weiter; die Herzmuskelfasern bleiben ungefirbt.
Es gelingt auch mit stiirkster Brillantkongorotlisung nicht mehr, das
Herz zu vergiften, wenn artfremdes Eiweifi im UbermaB da ist.

Am isolierten Kaninchenherzen im Langendorffapparat ist eine
Lisung von Brillantkongorot 1:2400 in Locke-Ringer tédlich. Mikro-
skopisch liBt sich hier eine Ifirbung, der geringen verwendeten Konzen-
tration wegen, nicht nachweisen. Lost man jedoch den Farbstoff in
Locke-Ringer, welche pro Liter 1 cem artfremdes Serum oder 1/, Hithner-
eiereiweil enth.llt so klopft das Herz ohne toxische Symptome weiter.
Artfremde Eiweilie verhindern also das Eindri ingen des Brillantkongorots
in die Herzmuskelfasern. List man Brillantkongorot in Kaninchen-
serum (arteigenes), so ist die toxisehe Grenzdosis wieder dieselbe wie in
Ringerlosung (1:2400).

Die auf 8. 16 unter 1 und 3 genannten miglichen Eindringungsweisen
des Digitoxins lassen sich jetzt niher betrachten.

Der direkte Beweis, daB der Eiweil- Brlllantlmntrorothomva\ in das
unverletzte Herz (vgl. dagegen bei pathologischen Herzen S, 30) als
Ganzes eindringt und nicht extrazellulir gespalten wird, ist nicht zu er-
bringen.
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Es ist aber sehr unwahrscheinlich, dal man bei der extrazelluliren
Spaltung so groBe qualitative Unterschiede zwischen arteigenem und
artfremdem Eiweill finden wiirde. In diesem Falle miiBte ja derselbe
KanincheneiweiB-Farbstoffkomplex in der Nihe der Froschherzzellen
nicht, in der Nihe der Kaninchenherzzellen wohl gespalten werden,
wihrend andererseits doch wieder der Froscheiweill-Farbstoffkomplex
wohl in der Niihe der I'roschherzzelle angegriffen werden miifite. Die ge-
wihnlichen physikalisch-chemischen Einfliisse wiirden fiir eine solche Er-
scheinung nicht verantwortlich gemacht werden kinnen.

Diese Moglichkeit habe ich iiberdies so weit wie miglich durch
folgende Versuche und Erwiigungen ausgeschlossen:

L. py-Verschiebungen bis zu 8,3 mittels NaIlICOg4 10% sind nicht im-
stande, das Brillantkongorot vom Eiweill zu losen, denn auch bei dieser
Py dringt bei Anwesenheit von Kanincheneiweill das Brilliantkongorot
nicht in die Herzmuskelfasern des Frosches ein. Stirkere py-Verschie-
bungen sind in der Nithe der Herzmuskelzellen unmiglich, denn bei noch
hiherer p;; steht das Herz still. Ein Freiwerden des Farbstoffes durch
irgendeinen Einfluff der Wasserstoffionenkonzentration in der Nihe der
Zellen ist also ausgeschlossen.

2. Weder durch Galle noch durch Saponine ist es miglich, den
Eiweif-Farbstoffkomplex zu spalten (Versuche am Froschherzen). Ein
Freiwerden des Brillantkongorots durch eventuelle oberflichenspannung-
erniedrigende Substanzen in der Niihe der Herzmuskelzellen ist also eben-
falls auszuschliefen.

3. Eine eventuelle Adsorptionsverschiebung zwischen EiweiB und
Herzzelle kinnte unmoglich den Unterschied zwischen arteigenem und
artiremdem Kiweill erkliren.

Soweit ich sehe, bleibt dann keine andere Miglichkeit ithrig als
eine schnelle extrazellulire Verdauung nur des arteigenen KiweiBes.

Solange die dafiir bendtigten extrazelluliren Fermente nicht im
Herzen experimentell nachgewiesen sind, kann ich diese Méglichkeit nicht
anerkennen.

Es bleibt also nichts anderes iibrig als anzunehmen, daB
der Komplex arteigenes Kiweill-Brillantkongorot ungespal-
ten durch die Herzmuskelzelle aufgenommen wird.

Ich habe versucht mittels des Refraktometers von Abbe nachzu-
Wweisen, ob das isolierte Herz imstande ist, aus einer Eiweiblisung Kolloide
aufzunehmen. Mit dieser Methode und auch mit 20%iger Sulfosalicylsiure
licB sich bestimmen, daB ein solches Froschherz im Gegenteil betriicht-
liche Quantititen KiweiB der Ringerlisung sowohl wie den arteigenen
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Eiweililisungen abgibt. Besonders cin durch Alkohol verletztes Ierz
oder ein 24 Stunden altes isoliertes Priiparat gibt der Lissung deutlich
Kiweill ab. LaBt man ein isoliertes sorgfiltig ausgewaschenes ITerz in
Ringer pulsieren, so 1afit sich schon nach b Stunden abgegebenes Eiweil
nachweisen. Dies geschieht ebensogut in Froschserum, ein fiir das Herz
duberst giinstiges Milieu. Es ist also nicht gelungen, hier eine Kiweil-
aufnahme nachzuweisen, weil die Abgabe jedenfalls grifer war als die
eventuelle Aufnahme. Wo wir aber jetzt sehen, daB cine Permeabilitiit
fiir Eiweill von innen nach aufien besteht, spricht das eher fiir als gegen
die Moglichkeit einer Permeabilitiit von auBen nach innen. Ubrigens zeigt
der folgende Versuch, dall wenigstens unter besonderen Bedingungen
EiweiB in das Herz hineinwandern kann.

Ein Froschherz an der Straubkaniile, gespeist mit Ringer, wurde ver-
giftet durch Hinzugabe von 6%, Alkohol zur Speisefliissigkeit. Die Alkohol-
lisung wurde entfernt. Tch fiihrte in das Herz eine Brillantkongorot-
lisung 1:800 in isotonischer Kaninchenbauchhohlenfliissigkeit ein. Nach
1 Stunde zdgte sich diese Losung entfirbt, die zuvor positive Eiweil-
kochreaktion (EiweiBgehalt der Banchhiéhlenfliissigkeit =11/,—21/,9) war
jetzt verschwunden, und die Muskelfasern hatten sich diffus rot gefirbt.

Die Schlubfolgerung muf also gezogen werden, dall das Brilliant-
kongorot, an arteigenes oder an artfremdes Eiweill gebunden, mit diesem
Eiweill zusammen von den durch Alkohol vergifteten Herzmuskelzellen
aufgenommen wird. Fiir das unvergiftete Herz bildet dieser letzte Ver-
such an sich zwar keinen Beweis. Im Zusammenhang jedoch mit allen
oben angefiihrten vier Tatsachen bildet derselbe doch wieder ein weiteres
Argument fiir die Auffassung, daB der Komplex: Eiweif-Brillant-
kongorot ungespalten von der Herzmuskelzelle aufgenommen wird; d. h.,
dali die Herzmuskelzelle permeabel ist fiir das arteigene Eiweib.

Zwischen Brillantkongorot und Digitoxin bestehen weitgehende
'UI)('rvinsﬁmmungt'n: Bindung an Eiweill in vitro, analoge Permeation
in Gelatine, Ungiftigkeit fiir das isolierte Herz, wenn an artfremdes Eiweil
gebunden. Durch Trypsin oder Pepsin lassen sich sowohl Digitoxin wie
Brillantkongorot wieder frei machen. Das Brillantkongorot wird ebenso
wie Digitoxin elektiv aus einer Lisung in Ringer oder arteigenem Serum
gespeichert.

Dagegen sind die auf S. 25 angefiihrten Griinde, worauf eine Spaltung
des Brillantkongorot-Eiweifkomplexes ausgeschlossen wurde, nicht fiir
den Digitoxin-Eiweikomplex zutreffend. Denn durch pg-Verschiebung
auf 8,3, durch Galle und durch Saponin lift sich der Digitoxin-Eiweil-
komplex sprengen.
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Auch koagulierte EiweiBkirper (durch Kochen mit Essigsiure und
nachherige Neutralisierung entstanden) fahren fort, den Farbstoff quanti-
tatiy zu binden, im Gegensatz zu Digitoxin. Digitoxin 1t sich nicht von
Aluminiumhydroxyd B. adsorbieren: Brillantkongorot dagegen wird fast
quantitativ vom genannten anorganischen Gel gebunden. Interessant ist
weiter, wie in inaktivierter artfremder Bauchhihlenfliissigkeit oder Serum
das Brillantkongorot ebensowenig das Froschherz firbt (also quantitatiy
gebunden ist). Das Digitoxin wurde im Gegensatz dazu nicht linger
quantitativ von diesen inaktivierten Korpereiweillen adsorbiert.

Alle diese Unterschiede zwischen Brillantkongorot und Digitoxin
sind quantitative physisch-chemische; prinzipielle Unterschiede bestehen
hier nicht. Weiter lassen sich die folgenden zwei biologischen Unter-
schiede anfithren:

1. Wiihrend die Digitoxinwirkung irreversibel ist (weder durch Aus-
waschenmit Ringer noch mitarteigenem Serum), lilitsich ein durehBrillant-
kongorot stillzelegtes Herz wieder durch Auswaschen mit Ringer zum Schla-
gen bringen: das Herz entfarbt sich dabei, die Ringerlosung firbt sich rot.

2. Die Aufnahme von Methyvlviolett durch das isolierte Froschherz
wird durch Digitoxin beschleunigt, dagegen durch Brillantkongorot ge-
hemmt (eventuell aufgehoben).

s ist natiirlich keineswegs zu verwundern, dall zwei Substanzen,
migen sie auch in physisch-chemischer Hinsicht viel Ubereinstimmune
zeigen, doch auch noch Unterschiede aufweisen. ISs ist daher nicht von
vornherein sicher, dab alles, was vom Brillantkongorot bewiesen ist, auch
fiir Digitoxin zutreffen muB. Wenn man jedoch die Frage praktisch aui-
falit, so handelt es sich nur hierum: ob das Herz ebenso wie es den Kom-
plex Eiweill-Brillantkongorot aufzunehmen imstande ist, auch Eiweil-
Digitoxin ,,phagocytieren‘* kann. Der einzige Fall, worin moglicherweise
Digitoxin in anderer Weise vom Herzen aufgenommen werden kinnte als
Brillantkongorot, kiinnte dieser sein, dafl in der Nihe der Herzzellen ent-
weder eine p,; von 8,3 bestiinde, oder daly sich hier oberflichenspannung-
erniedrigende Substanzen beféinden, welche den Eiweili-Digitoxinkomplex
zerlegen kimnten.

Diese Miglichkeiten, obgleich sie nicht mit mathematischer Sicher-
heit, auszuschlieBen sind, sind auf S. 25 schon kritisiert worden. Jeden-
falls bilden sie eine unnitige Voraussetzung, ohne welche die Digitoxin-
aufnahme ganz einfach erklirt werden kann.

Wenn die Zelle imstande ist einen Eiweil-Farbstoffkomplex als
solchen aufzunehmen, muf} ihr doch zweifellos auch dieselbe Fihigkeit
fiir einen EiweiB-Digitoxinkomplex zukommen.
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Bei dem jetzigen Stande der Wissenschaft kann man annchmen, daB
das Digitoxin, welches an arteigenes Eiweil gebunden ist, mit diesem Ei-
weili zusammen in das Herzzellinnere eindringt.

Ob das Glykosid in das Herz (wie in die Gelatine) nur mittels dieses
Eiwcibies eindringen kann oder ob es auch im hypothetischen Falle, daf3
kein Kiweill anwesend ist, frei hineindiffundieren kann, dariiber geben
meine Versuche keinen Aufschlub.

Es liegt auf der Hand zu fragen, ob die Speicherung des Digitoxins
mit der EiweiBbindung zusammenhingt. Dies kann aber hiichstens teil-
weise der Fall sein, denn auch Substanzen, welche nicht an Serumeiweil
gebunden sind, werden gespeichert: Methylviolett am Froschherzen,
Strophanthin nach Weese! am Siugetierherzen usw.

DaB das Methylviolett sich nicht an das Eiweil bindet, habe ich noch
besonders untersucht, obwohl es bekannt ist, daB basische vitale Farb-
stoffe sich im allgemeinen nicht quantitativ an Eiweiff binden. Methyl-
violett, in Ringerlisung oder in Serum iiber Gelatine gebracht, diffundiert
immer in 4 Tagen bis an den Boden der Rohren, wihrend das Eiweill
weniger tief vordringt.

Fiir das isolierte Froschherz ist das Methylviolett ebenso toxisch in
artfremdem Serum als in arteigenem Serum oder in Ringerlosung. Das
Herz fiirbt sich dabei immer gleich stark. Die Eindringungsweise des
Methylvioletts in das Herz kann also wahrscheinlich als eine einfache
Diffusion aufgefalit werden. _

Gitalin, Bigitalin und andere Glykoside, welche sich nicht an Eiweif
binden, werden wohl in gleicher Weise in das Herz penctrieren.

Es ist vorliufig nicht moglich, die de Haansche Theorie auch anzu-
wenden auf Gifte, welche sich an Lipoide binden. Die bekannten Glyko-
side (s. 5. 12), welche von der Lipoidfraktion des Blutes festgehalten
werden, bediirfen also in dieser Hinsicht eines nitheren Studinms.

Alles oben Angefiihrte betrifft die Aufnahme der Glykoside durch
das Herz. Es steht fest, daB auch anderswo im Korper Digitalisglykoside
aufgenommen werden (s. u. a. Weese2). Ich habe einen Versuch ange-
stellt mit einer Monocytensuspension, welche aus der Bauchhihle eines
Kaninchens nach der von de Haan? beschriebenen Methode erhalten war.
Diese Monocytensuspension enthilt nur spirliche Polynukleiiren und
Lymphocyten. Wurde dieser Suspension in Ringer Digitoxin zugesetzt,

! Weese, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1928, Bd. 135, 8. 228.

2 Derselbe, Ebenda 1929, Bd. 141, S. 829

3J. de Haan, Arch. f. exp. Zellforsch. 1927, Bd. 3, 8. 219. Nederlandsch
tijdschr. v. geneesk. 1924, Bd. 68, 8. 2110.
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nach einiger Zeit abzentrifugiert, die Monocyten wiederholt gewaschen,
dann getrocknet und mit Alkohol extrahiert, so fand sich das Glykosid
zum grifiten Teil in diesem alkoholischen Extrakt.

Auch diese Monocyten sind also imstande, Digitoxin aufzunehmen.
In der sie umgebenden Fliissigkeit war immer Eiweill anwesend, so dal
auch hier die Moglichkeit einer Aufnahme von Digitoxin in der Form des
EiweiB-Digitoxinkomplexes vorliegt.

Fiir die quergestreifte Muskulatur bestehen Untersuchungen von
Fraser und Tillie! und von Buchbinder2. Sic sind der "\lmnunﬂ' dal}
Digitoxin nicht in die quergestreiften Muskelzellen eintritt. Die Er-
fdhlung vieler Forscher, welchen es nicht gelang, Digitoxin in Muskeln
oder anderen Organen nachzuweisen, lehrt, daf ein direkter chemischer
Nachweis hier unmaiglich ist. Ich habe mich daher auf eine Untersuchung
des Brillantkongoroteintritts in die quergestreiften Muskeln von kalt-
bliitigen Tieren beschriinkt. Tch durchstrimte Frische mit Losungen
von Brillantkongorot 1:800 in Ringer. Tch verwendete die Trendelen-
burgsche Versuchsaufstellung. Eine diinne Kaniile wurde in die Bauch-
aorta eingebracht und hierdurch die Farbstofflosung eingestromt. Die
rot gefirbte Iliissigkeit kam wieder aus der Bauchvene hervor, nachdem
sie die Hinterbeine durchstrimt hatte. Es zeigte sich, daB die querge-
streiften Muskelfasern sich nicht mit dem Farbstoff firbten. Ich habe
darauf einem durchstromten Frosch rhythmisch jede 5 Sckunden den
N. ischiadicus elektrisch cereizt, um zu sehen, ob vielleicht ecin funktio-
nierender Muskel fiir Brillantkongorot permeabel wiirde, aber auch dies
war nicht der Fall. Es ergibt sich hier also ein merkwiirdiger Unter-
schied zwischen dem Herzmuskel und dem quergestreiften Muskel; es
zeigh sich néimlich, daB diese Muskelarten dem Brillantkongorot gegen-
iber eine wesentlich andere Permeabilitit haben. Es scheint mir hijchst
wahrscheinlich, daB, dem Digitoxin gegeniiber, die beiden Muskelarten
sich ebenfalls verschieden verhalten, in dem Sinne, daB der Herzmuskel
fir das Digitalisglykosid zugiinglich ist, der quergestreifte  Muskel
aber nicht.

Es ergibt sich also, dali man nicht alle Organe einander gleichstellen
kann:

Die Monocyten, welche dem stark phagoeytierenden Retikuloendo-
thelialsystem angehiren, nehmen das Digitoxin leicht auf, die querge-
streiften Muskelfasern wahrscheinlich nicht.

! Fraser und Tillie, Arch. internat. de pharmaco-dyn. et de thérapie

1899, Bd. 5, 8. 319.
* Buchbinder, Proc. soc. exp. biol. e. med. 1930, Bd. 27, S. 543.
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Die Aufnahmefihigkeit der einzelnen Gewebe fiir native genuine
Eiweilikérper wird fiir die Digitoxinaufnahme wahrscheinlich ent-
scheidend sein.

Dies 1aBt sich nicht von Gitalin und Bigitalin sagen.

Das Eindringen von Brillantkongorot und Digitoxin in das Herz in
pathologischen Umstinden.

Kliniker sowohl wie Pharmakologen haben schon ofters bemerkt,
dal}y unter abnormen Bedingungen die Empfindlichkeit von Menschen,
Tieren und sogar isolierten Herzen der Digitalis gegeniiber eine andere
sein kann.!

Von dieser verinderten Empfindlichkeit kann ich hier zwei neue
Beispicle anfiihren, welche den Vorteil bieten, daf sic zugleich zZeigen,
worauf die gedinderte Empfindlichkeit beruht:

[. Alkoholvergiftung. Die Empfindlichkeit von durch Alkohol
vergifteten Herzen fiir Digitoxin ist eine grifere. Die tidliche Dosis fiir
normale isolierte Froschherzen (R. esc.) liegt bei 1:100000 bis 1:60000.
Durch Alkohol verletzte Terzen endigen nach kurzer Zeit in Digitoxin-
losungen 1: 175000 bis 1:100000.

Isolierte Froschherzen hekamen Verdiinnungen von Alkohol: im all-
gemeinen klopften diese Herzen weiter in Verdiinnungen Ringer: Alkohol
=16:1. Die meisten Ierzen wurden allmihlich verletzt, indem jede
5 Minuten die Alkoholkonzentration erhiht wurde.

Andere Male wurde das Herz sofort durch eine hohe Alkoholdosis
vergiftet. In dem Augenblick, worin diese Herzen diastolisch endeten,
wurde schnell und wiederholt mit Ringer gewaschen, bis das Herz wieder
spontan schlug. Meistens schlug das Herz dann erst langsam und unregel-
mabig, oft waren die Hubhohen griBer als vor der Alkoholvergiftung,
wie auch von Toyoshima Junkichi2 bemerkt worden ist. Wie schon
auf 8. 26 mitgeteilt wurde, gibt ein solches mit Alkohol hehandeltes erz
viel mehr Eiweill ab als ein normales. Auf 8. 26 findet sich auch schon die
Mitteilung, dali ein solehes Herz permeabel ist fiir Brillantkongorot, das
an artfremdes Eiweiff gebunden ist und hier sicher zugleich mit dem art-
fremden Eiweill aufgenommen worden ist. Die mit Alkohol vergifteten

' Edens, Die Digitalishehandlung, Berlin 1916. — Stokvis. Nederlandsch

tijdschr. v. geneesk, Feesthundel Donders 1888, 8. 465 — Bijlsma und
Roessingh, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1922, Bd. 94, 8. 235, — Rost,
Ebenda 1923, Bd. 97, 8. 386. — Sollmann. usw.. Journ. of pharmacol. a. exp.

therapeut. 1914, Bd. 6, S. 533,
* Toyoshima Junkichi, Fol. Japon. Pharmakol. 1928, Bd. 8, 8. 12.
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Herzen bekamen cine Digitoxinlsung 1:8000 bis 1:20000 in isotonisch
gemachter Kaninchenbauchhihlenfliissigkeit. Die entgiftende Wirkung
dieser Fliissigkeit war verschwunden und die Herzen endeten schnell in
Systole, Die Digitoxinlosungen hatten jetzt ihre villige Toxizitiit be-
halten. Auch der Digitoxin-KanincheneiweiBkomplex kann also jetzt in
die Herzzellen eindringen und Digitalissymptome treten auf.

Ja es zeigte sich in meinen Versuchen, daB, wenn ein Herz auf be-
stimmte Alkoholkonzentrationen weiterklopfte ohne abnorme Symptome,
dasselbe Herz ebenfalls gleich starke alkoholische Digitoxinlosungen in
|\(111mtlwnlmuch]mhlm]f]uaswlxmt ertrug. Mit anderen Worten: ein Herz
eririgt diejenige Digitoxinkonzentration gelost in artfremdem Material,
worin die Alkoholkonzentration (notwendig um das Digitoxin zu losen)
cine unschiidliche ist fiir dasselbe Herz.

Ieh konnte also durch Feststellung der unwirksamen Alkoholgrenz-
dosis fiir ein gewisses Herz voraussagen, wieviel in Alkohol gelbstes Digi-
toxin dieses Herz in artfremdem Material ertragen wiirde.

Zum Beispiel, meine Digitoxinlisung in Alkohol hatte eine Konzen-
tration 1:500; 1 eem dieser Alkohollosung brachte ich in 15 cem Baueh-
hishlenfliissigkeit; die Digitoxinkonzentration war jetzt also 1:8000 und
die Alkoholkonzentration 1:16. Diejenigen Herzen, welehe ohne Schaden
Alkohol in Ringer 1:16 ertragen, klopfen ebenfalls weiter in einer Digi-
toxinlosung 1:8000 in Bauchhiohlentliissigkeit.

Diejenigen Herzen,. welche Alkoholvergiftungssymptome zeigen in
Alkohol-Ringer 1:16, stehen schnell in digitalisartizer Weise still, wenn
denselben eine Digitoxinlisung 1:8000 in Kaninche ‘nbauchhihlenfliissig-
keit zugesetzt wird. Ertrigt das Herz alkoholische Lisungen in [{mgu
von 1:10, so ertriigt es auch Digitoxin 1:5000 in artfremdem Material
(Alkoholkonzentration 1:10). Mit dieser Arbeitsmethode fand ich Herzen,
die durch Digitoxinlosungen 1:2000 noch nicht vergiftet wurden (die tid-
liche Dosis von Digitoxin in Ringer ist nie hiher als 1:60000).

Aus dem Gesagten geht hervor, dali Alkohol auf die Froschherzzelle
¢inen KinfluB ausiibt, wodureh diese Zelle ganz andere Permeabilitiits-
verhiltnisse aufweist.

War die Zelle von vornherein artfremdem Eiweils unzugiinglich,
nach Alkoholvergiftung lilit sie dieses Kiweill eintreten. Dies erklirt
die auftretenden Digitalissymptome und die dann auftretende Fiir-
bung mit Brillantkongorot, wenn das Eiwei mit diesen Substanzen
beladen ist.

Anaphylaktische Herzen. Eine folgende Versuchsreihe bildet
die Untersuchung von gegen das Kaninchen sensibilisierten Frischen.
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Fride und Ebert! zeigten, daB Kaninchenserum nicht toxisch ist
fiir Frosche. Die Frische werden leicht und sicher anaphylaktisch. Aus-
fithrlich hat P. Rylant das Benehmen des sensibilisierten Herzens dem
Antigen gegeniiber studiert2.

Dieser Autor arbeitete mit Kaninchen, welche gegen Pferdeserum
anaphylaktisch gemacht waren. Pferdeserum wurde in das isolierte Herz
dieses Kaninchens gebracht. Es ergab sich eine Fre quenzvermehrung mit
groBen Schwankungen in der Pulszahl. Die Vorhoffunktion @inderte sich
aber nicht.

Manwaring und Williams3 zeigten, dal ein Kaninchenherz im
Apparat von Langendorff eine griBere Resistenz hat gegen Ziegen-
serum, wenn das Kaninchen zuvor gegen Ziegenserum sensibilisiert
worden war.

Teh spritzte an 3 aufeinanderfolgenden Tagen jeden Tag Frischen
1 cem Kanine l1011]}.111('hlmhlvnf]uucurrlw]t in den Lymphsack. 9 Tage nach
der Ietzten Injektion wurden die Frische dezerebriert und wurde unter-
sucht, ob sie anaphylaktisch seien. Alle zeigten cinen schénen ana-
phylaktischen Shock mit Herz- und Atembeschleunigung, Riickenlage
und Kriampfe.

Die Herzen sensibilisierter Frosche wurden an der Straubkaniile
pripariert und in Ringer ihr normales Benehmen heobachtet. Hierauf
wurde die lunw*llntlmg durch isotonische Kaninchenbauchhihlenfliissig-
keit ersetzt. In der ersten Versuchsreihe zeigten sich drei der sechs
Herzen unfihig, in der KanincheneiweiBlisung weiterzuklopfen,  Die
tibrigen drei Herzen zeigten fraktionierte gruppierte Kontraktionen,
welche an sich UnregelmiiBigkeiten hatten und zwischen denen Pausen
fielen von 2—10 Minuten.

Die Herzen endeten in diastolischem Stillstand, jedoch trat dieser
Stillstand nie friiher als 3 Stunden nach dem Speisefliissigkeitswechsel ein,

Ich stellte jetzt zehn sensibilisierte Herzen auf, welche ich in iso-
tonischer Bauchhohlenfliissigkeit plus Digitoxin 1:8000 klopfen lief,

Die in den oben beschriebenen Versuchen beobachteten Rhythmus-
stirungen bzw. Stillstinde kamen jetzt nicht vor.

Alle Herzen klopften regelmifiig weiter, jedoch trat in einigen
Sekunden eine ausgesprochene I‘l(‘(111(’11//lllmhlll(‘ ein. Ohne Rhythmus-
storungen, ohne gruppenweise Kontraktionen, ohne irgendwelche Pausen

! Fride und Ebert, Trudy mikrobiol. Naueno-isslectova tel skogo inst.
Bd. 2, 8. 95.

2 P. Rylant, Arch. intern. d. physiol. 1924, Bd. 23, 8. 61 u. 375

# Manwaring und Williams, Journ. of immunol. 15).&.-5, Bd. 8, S
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wurden die Kontraktionen
immer kleiner und erhoben
sich dabei ihre FuBpunlkte,
bis ein systolischer Stillstand
eintrat. Die Zeit, nach welcher
das Herz stillstand, betrug
durchschnittlich 45 Minuten.
Wenn man ein normales oder
ein sensibilisiertes Herz mit
derselben Digitoxinkonzentra-
tion in Ringer vergiftet, so
steht das Herz durchschnitt-
lich nach 2 Minuten still (s.
Abb. 2).

Es zeigt sich also, wie fiir
anaphylaktische Herzen (ab-
geschen von der Zeit, nach
welcher der endgiiltige Still-
stand eintritt) das artfremde
Eiweil} (= Antigen) nicht mehr
imstande ist, das Gift, welches
gquantitativ.an das Kiweil3-
antigen gebunden ist, zu ent-
giften. In einer Zeiteinheit
aber kann nur eine ganz gering-
liigige Menge Gift in das Herz
eindringen. Das wird wohl so
zu erkliren sein, dalb nur sehr
kleine Mengen artfremdes Ei-
weill eindringen, und damit
auch das Digitoxin sehr lang-
sam penetriert und zur Wir-
kung gelangt.

Mit der Brillantkongorot-
methode habe ich den ganzen
Versuch wiederholt. Das be-
ladene Antigen (Kaninchen-
eiweil-Brillantkongorot)  war
imstande, einen anaphylak-
tischen Shock hervorzurufen.

Archiv f. experiment. Path. u. Pharmakol.
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Beim ersten Pfeil wird die Ringerfliissigkeit

ird wieder mit Ringer ausgewaschen.

sierten Frosches (Rana esculenta) an der Straubkanfile.

ezen [roschisotoniseh gemachte Kaninchenbauchhéhlenfliissigkeit.

Herz elnes gegen Kanineheneiweil sensibili

cewechselt

Abb. 1.

Beim zweiten Pfeil w
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hihlenfliissigkeit ohne Farbstoff gleich. Mikroskopisch lieB sich in einem
tlndp]n'laht]k(hon Herzen, klopfend auf eine Brillantkongorotlisung

1:800, in isotonischer BauchhuhlonHuaawl\ml aber nie Farbstoff nach-
\wwn Beweist dies, daB kein Farbstoff und also auch kein Eiweif} in die
Herzzellen e ingedrungen ist? Meines Erachtens ist die Sache nicht so ein-
fach. Fiir den mikroskopischen Nachweis muB ziemlich viel Farbstoff
eingedrungen sein.

Wenn wenig Farbstoff penetriert ist, 1iBt sich derselbe nicht nach-
Weisen. Die Maglichkeit ist also nicht ausgeschlossen, daBl auch hier
Kleine Mengen EiweiB- Farbstoftkomplex in die Herzzellen eingetreten
sind.

Zusamme nfassung.

Brillantkongorot und Digitoxin, in wiisser riger Lasung iiber Gelatine
gebracht, dringen nicht in die Gelatine ein.

Werden die beiden genannten Substanzen in Serum oder Bauch-
]HJh](‘]l”llH\I"’Ix( it gelist, so sind sie imstande in die Gelatine einzudringen.
Man findet dann den Farbstoff ebenso wie das Digitoxin genau so weit
Vorgedrungen wie die SerumeiweiBle. So weit dies das Brill: antkongorot
betrifft, ist dies ecine Bes titigung der Befunde von Bennhold.

l)u- sonstigen  Digitalisglykoside mit Ausnahme von Lanatalin
dringen weder aus der wiisserigen noch aus der Losung in Serum oder
R:lll(h]l[l]l](‘lllIll‘v\]”']\( it in die Gelatine ein. Dag Iunmmlm findet man in
geringer Menge in der Gelatine.

Brillantkongorot, celist in Ringer oder in arteigenem Serum, firht
(im Gegensatz zu anderen sauren I arbstoffen) die Irose hlll']/l]m\]\l -
fasern diffus rot. Wenn geliost in artfremdem ciweibhaltigem Material,
liirbt es die Muskelfasern nicht, und ist jetzt auch atoxisch. Es verhiilt
sich also ebenso wie das Digitoxin, dessen Wirkung auch durch artfremdes
Eiweif aufgehoben wird, nicht durch arteigenes. Aus dieser Analogie
wird der Schluly gezogen, dall das an artfremdes Eiweil3 gebundene Digi-
toxin nicht in das Herzzellinnere eindringen kann, dal} aber der Komplex
Digitoxin-arte igenes Eiweill als Ganzes von der Zelle aufgenommen wird.,

Es wird {hklxll’flt‘l[ dali andere in Betracht kommende ) Miglichkeiten
(unvol ]\hm(llﬁ't’ Buuiunn' oder Lisen der Bindung) ausgeschlossen werden
kinnen, K ist, weil immer arteigenes Eiweill im Herzen anwesend ist,
Unmiglich zu untersuchen, ob Digitoxin auch ohne Eiweif von lh'uvn
aufgenommen werden kann.

Methylviolett sowie Gitalin, Bigitalin, Lanatalin, Lanatoxin und
htmplmnthm werden als solche von der Herzzelle aufgenommen.

3%
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Das durch Alkohol vergiftete Froschherz wird durch Brilliantkongo-
rot in artfremdem Eiweill auch rot gefirbt. Ebenso wird das durch
Alkohol verletzte Herz vergiftet durch Digitoxin, das an artfremdes Ei-
weill gebunden ist. Es ergibt sich daraus, daB das durch Alkohol ver-
giftete Herz fiir artfremdes Eiweil permeabel geworden ist.

Die Entgiftung von Digitoxin durch artfremdes Eiweil ist auch auf-
gehoben fiir Herzen von Frischen, welche gegen dieses Eiweill sensibili-
siert worden sind.



L1I. Die Zusammensetzungen der galenischen P diparate ans dem
Blattpulver von Digitalis purpurea und Digitalis lanata.

Die physiologische Wertbestimmung der Digitalispriiparate zeigt uns
die Gesamtwirkung aller darin enthaltenen Aktivglykoside, ausgedriicks
in Katzen- oder Froscheinheiten. Wie in einer friiheren Mitteilung (L)
schon angefiihrt, ist es keineswegs erlaubt, alle Digitalisglykoside alg
gleichwertig zu betrachten. s ist daher von besonderer Wichtigkeit,
nicht nur die Gesamtstirke der Blitter und der hicraus bereiteten Prii-
parate zu kennen, sondern auch die quantitative Zusammen-
setzung dieser Heilmittel. Das mag vielleicht bei dem Blattpulver
selber nicht sehr wichtig scheinen, seit Straub! und Meyer2 gezeigt
haben, daB hierin das Verhiltnis Digitoxin : Gitalin : Bigitalin (=Di-
gitalein) ein nahezu konstantes ist, und zwar etwa 1:1: 1. Fiir die galeni-
schen Priiparate besitzen wir jedoch keine solchen Angaben. Es ist sicher,
dal} sich in diesen Priaparaten ein anderes Verhiiltnis finden wird, und
auch die Priparate untercinander sehr verschieden sein werden. Der
Therapeut wird aus den galenischen (und Handels-) Priiparaten keine
Wahl treffen kinnen, wenn er die quantitative Zusammensetzung
nicht weil3.

Mein Befund (Mitteilung I), dall man mit Hilfe von nativen genuinen
EiweiBen das Digitoxin isolieren kann, gibt die Moglichkeit, dieses (ily-
kosid quantitativ aus allen Priiparaten zu entfernen und quantitativ zu
bestimmen. Die ithrigen Glykoside kiinnen dann mittels Chloroform ge-
trennt werden in die chloroformlisliche (Gitalin-) und die ehloroform-
unlisliche (Bigitalin-) Fraktion.

Nachdem verschiedene Schwierigkeiten iiberwunden waren, gelang
€8, eine zuverlissige und genaue Methodik auszuarbeiten.

! W. Straub, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1916, Bd. 80, 8. 52. Miinch.
med. Wochenschr. 1917, Nr. 16, S. 513—514.
* E. Meyer, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1917, Bd. 81, 8. 260.
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Die Werthestimmung der erhaltenen Fraktionen wurde grund-
sitzlich mach der Methode ITatcher-de Lind van Wijngaarden
gemacht.

Methodisches.

In der Mitteilung T habe ich bewiesen, daBl das Digitoxinum Purissi-
mus ,,Merck™ sich an genuine native Eiweifie bindet. Diese Bindung
wird durch py-Verschiebung nach der alkalischen Seite hin und unter
anderem durch Saponine aufgehoben.

In allen galenischen Produkten gibt es nun gerade diese die Ober-
flichenspannung erniedrigenden schaumbildenden Substanzen. Wenn
man algo Serum mit z. B. Infusum Digitalis purpurea mischt, so bindet
sich das Digitoxin wegen der Saponine nicht an die EiweiBe des Serums.
Es ist also notwendig, jedesmal vor dem Serumzusatz die Saponine zu
entfernen. Dies geschieht am besten mit Cholesterin, wie Windaus? an-
gibt. Karanlow?2 zeigte an dem isolierten Froschherzen, daBl das Pur-
pureainfus nicht in merkbarer Weise seinen Wirkungswert verliert, wenn
es mit Cholesterin vorbehandelt worden ist. Oppenheimer? bestiitigte
das fiir die reinen Glykoside. Die von Kraft und Kiliani isolierten
Digitsaponine aus Digitalis purpurea hatten keine digitalisartige
Wirkung.

Ieh liste den durch Abfiltrieren erhaltenen Cholesterin-Saponin-
komplex in Chloroform. Nach 2 Stunden waren die nicht in Chloroform
lgslichen Saponine in feinen Nadeln auskristallisiert und sie konnten ah-
filtriert werden.

Mit Chloroform gewaschen und gelést in Ringer und dann ing Frosch-
herz an die Straubkaniile gefiihrt, verursachten sie keine Digitalis-
symptome. Durch hohe Dosen stand das Herz diastolisch still. Die Wir-
kungwar derandereruntersuchten Saponine (Saponin. Puriss. Merck) gleich.

Zur Feststellung, dal bei dieser Entfernung der Saponine kein Ver-
lust an Totalwirksamkeit eintritt, habe ich mit der Methode von de Lind
van Wijngaarden gecicht: Infusum Digitalis purpurea 0,5/100; saponin-
armes Infusum purpurea; Tinctura Digitalis purpurea zubereitet mit ab-
solutem Alkohol, saponinfreie Tinctura Digitalis purpurea (wie oben);
Tinetura purpurea, der eine erhebliche Masse Saponine, herriithrend ans
60 cem dhnlicher Tinktur, hinzugefiigt wurde; Liquor Digitalis purpurea
(Ned. Pharm. Ed. V), saponinfreier Liquor purpurea, Liquor purpurea,

I Windaus, Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 42, 8. 238,
* Karatlow, Biochem. Zeitsehr. 1911, Bd. 82, 8. 145.
i Oppenheimer, Ehenda 1913, Bd. 55, 8. 134,
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dem Saponin Puriss. Merck 1:200000 hinzugefiiet wurde; Strophanthin
1:200000 in Ringerlosung, Strophanthin 1:200000 plus Saponin Puriss.
Merck 1:50000, Strophanthin 1:200000 plus Saponin Puriss. Merck
1:100000.

Es zeigte sich, dab es gar keinen Einfluf auf die tidliche Dosis des
Produktes ausiibte, ob die Saponine entfernt wurden oder ob sie in
oben genannten Konzentrationen den Priparaten hinzugefiigt
wurden. Die ausgefithrten Eichungen werden spiiter angefiihrt werden.
Die Entfernung der Saponine aus den galenischen Produkten ist also bei
der Isolierung der wirksamen Bestandteile ohne weiteres gestattet.

Bei Infusen und Maceraten schiittelte ich wihrend 1/, Stunde 200 cem
des Priiparates mit 1/, ¢ Cholesterin ,,Merck* im Schiittelapparat und
filtrierte den Cholesterin-Saponinkomplex ab. Durch dieses Verfahren
werden die Produkte nicht absolut saponinfrei, denn sie hiimolysieren
noch gewaschene Blutkorperchen, jedoch geniigend saponinfrei fiir meine
Methode, denn das Cholesterin des Serums oder der Kaninchenbauch-
]u'ihh‘nl'liissigkvit bindet die jetzt noch zuriickgeblicbenen Saponine.

Als ich Tinkturen untersuchte, loste ich das Cholesterin in Ather und
fiigte im Destillierapparat der Tinktur diese Cholesterinlisung zu.

Der Ather wurde abdestilliert. Dann wurde in Vacuo weiter destil-
liert unter allmithlicher Zufuhr von Wasser, bis aller Alkohol ithergegangen
und das Cholesterin wieder im Destillierkolben auskristallisiert war, wo-
bei alle anwesenden Saponine gebunden waren. Dann wurde filtriert unter
sorgfiltigem Nachspiilen mit Wasser. Wie bekannt, wird das Gitalin
durch Kochen mit Alkohol-Ather zerstort; die Tinkturen, hergestellt mit-
tels absoluten Alkohols, enthalten kein Gitalin, so dab hier gezeiet werden
konnte, daB die Entfernung der Saponine aus den Tinkturen prinzipiell
auch gestattet ist. Andererseits kann man hierans aueh den Sehluf3
zichen, dali der Verlust, welcher eintritt, wenn mittels Spiritus fortior
oder mittels Spiritus dilutis hergestellte Tinkturen so verarbeitet werden,
dem Unwirksamwerden der Gitalinfraktion zugeschrichen werden mub.
In dieser Weise erhielt ich meine Zahlen fiir den Gitalingehalt der ge-
nannten Tinkturen. Ich habe diese Tatsache auf andere noch zu be-
sprechende Weisen kontrolliert.

Die Liquoren wurden mit Cholesterin 1/, Stunde in Vacuo im Destillier-
apparat erhitzt. Hierdurch wird der Alkohol entfernt und die Saponine
binden sich (jetzt nur in wiisseriger Lisung) quantitativ an das Choleste-
rin. Ein Wertverlust tritt nicht ein.

Bei der Untersuchung der Saponine aus Digitalis lanata zeigte sich
der in der Cholesterinlisung in Chloroform auskristallisierte Digitalis-
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kirper fiir das isolierte Herz toxisch; das Herz zeigte typische Digitalis-
symptome. ITier hatte ich also einen saponinihnlichen Digitaliskorper;
es war notwendig, dieses ,,Glykosid IV* aus Digitalis lanata auch quanti-
tativ bei allen galenischen Lanataprodukten zu verfolgen. Die (reringheit
der Menge dieses Glykosids in den galenischen Produkten machte eine
Digitaliseichung auf mindestens drei Katzen unmiglich. Um dennoch von
den anwesenden Mengen Glykosid TV einen Eindruck zu bekommen, be-
stimmte ich den Wert einer Bigitalin- (Rest-) Fraktion aus Infusum Digi-
talis lanata vor und nach der Entfernung dieser Digitalissaponine.

s ergab sich ein Wertunterschied von 4,49, also innerhalb der
Fehlerbreite der Methodik.

Nachdem also die Saponine aus den Digitalisheilmitteln entfernt sind,
wird Korpereiweill zugesetzt, und zwar in der Form der schon beschrie-
benen Kaninchenbauchhéhlenfliissigkeit. Ein einziges Kaninchen ist im-
stande, in der von de Haan® beschricbenen Weise eine Menge Bauch-
hishlenfliissigkeit zu liefern, welche fiir alle ausgefithrten Versuche zu-
langt. Tm Gemisch: saponinfreies galenisches Produkt-Kaninehenbauch-
hihlenfliissigkeit tritt jetzt eine Digitoxin-EiweiBbindung ein.

Meistens fiigte ich etwa 30 Katzeneinheiten (1 Katzeneinheit ist die
Menge Digitalis, welche bei intraveniser Infusion 1 kg Iebende Katze
tiitet) 200 cem Bau(-.hhiih](-nﬂi]ssigkvit zit. Man wiirde hier etwa 90 ¢cem
Serum brauchen.

Jetzt gibt es zwei Wege zur Bestimmung des Digitoxins, einen direk-
ten und einen indirekten. Fiir die direkte Methode muB der Eiweil-
Digitoxinkomplex isoliert, das Digitoxin befreit und dann bestimmt wer-
den, fiir die indirckte Methode mufi man den Eiweili-Digitoxinkomplex
entfernen und bestimmen, wieviel der urspriinglichen Wirksamkeit ver-
lorengegangen ist.

In den Zahlen, welche hier unten veriffentlicht werden, wurde immer
die indirekte Bestimmung bevorzugt ; die dirckte Bestimmung wurde nur
zur Kontrolle auseefiihrt.

Bei der direkten Methode wird das Gemisch von saponinfreier
galenischer Produkt und Bauchhihlenfliissigkeit gesittict mit Ammo-
niumsulfat und filtriert. Der Riickstand wird mit frischer gesiittigter
Ammoniumsulfatlosung in Wasser gewaschen und bei 60900 ( ge-
trocknet. Im Soxhletapparat wird der pulverige Riickstand mit Alkohol
extrahiert. Der alkoholische Extrakt wird eingedampft bis trocken, der
Rest wieder in Alkohol gelist, filtriert und wieder eingedampit bis auf

1J. de Haan, Nederlandsch tijdschr. v. geneesk. 1924, Bd. 68, 8. 2110.
Arch. f. exp. Zellforseh. 1927, Bd. 3, S. 219.
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etwa 5 cem. Withrend man schiittelt wird dieser Losung tropfenweise
0,99 NaCl zugesetzt und die so erhaltene Fliissigkeit auf Katzen geeicht.

Sorgfiiltiges Nachwaschen der Filtrierpapiere und der Gefilie ist zur
quantitativen Erhaltung notwendig.

Es wurden nun folgende Kontrollversuche angestellt:

1. Das oben erhaltene, mit (NHy),S50, gesiitticte Filtrat wird in
Vacuo eingedampft bis zu trocken und mit absolutem Alkohol extrahiert:
der Alkohol wird verjagt, der Riickstand wird gelost in Ringer und in das
isolierte Froschherz an die Straubkaniile gefithrt. Das Herz zeigt keine
Digitalissymptome.

2.Dasbiszu trocken eingedampfte oben genannteFiltrat wird mitChloro-
form extrahiert. Dieser Chloroformextrakt wird am Froschherzen auf seine
Digitalishestandteile untersucht. Er enthiilt keine wirksamen Glykoside.

3. Das Filtrat wird nicht bis zu trocken eingedampft, sondern sofort
withrend 1/, Stunde mit Chloroform geschiittelt. Im Chloroformextralt
ist auch jetzt wieder kein Digitaliskorper nachweishar.

4. Perkolation des bei etwa 800 eingedampften Filtrates im Perko-
lator, mit Chloroform oder mit absolutem Alkohol liefert kein wirksames
Perkolat: nur die EiweiBfraktion (Digitoxin) ist villig wirksam zuriick-
gehalten. Tm Filtrat sind die ibrigen Fraktionen unwirksam geworden.

. b cem Filtrat wird sehr schnell bei 1000 C im Trockenschrank ein-
gedampft. Das auskristallisierte Ammoniumsulfat wird mit absolutem
Alkohol oder mit Chloroform extrahiert. Diese Kxtrakte werden einge-
dampft und ihre Riickstinde in Ringer geldst und in das Froschherz an
die Straubkaniile gefiihrt. Jetzt zeigen die Herzen Digitalissymptome.
Sie stehen bald systolisch still. Der Stillstand ist reversibel,

[ch meine also, dabl die sonstigen Digitaliskirper im mit Ammonium-
sulfat gesiittigten Filtrat einem schiidlichen EinfluB ausgesetzt sind,
Wirkt dieser schiidliche EinfluBf nur kurze Zeit auf sie ein, so sind die
Glykoside eben noch pharmakologisch nachweisbar. Sobald aber ihre
Isolicrung einen lingeren Zeitraum braucht, werden sie im schiidlichen
Miliew in unwirksame Substanzen zersetzt.

Bei der Anwendung irgendeiner Methode zur Isolierung von Digi-
talisglykosiden, wobei eine villige Salzsiitticung des Rohproduktes statt-
findet, muf man damit rechnen, daf Gitalin und Bigitalin ihre pharmako-
logische Wirkung verlieren, wenn sie linger als hiichstens 10 Minuten im
gesiittigten Milieu verbleiben miissen (siche Isolierungsmethoden von
Straubl, Cloétta® u. a.).

L Straub, a. a. O.
2 Cloétta, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1906, Bd. 54, S. 294,
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Zur quantitativen Bestimmung kommt also nur der Digitaliskirper
in Betracht, welcher sich an KorpereiweiBe bindet und dann niederzu-
schlagen ist mit (NH,),S0,.

Es wird gezeigt werden, daB wir in dieser Weise eine Digitoxin-
wertbestimmung der galenischen Produkte ausgefithrt haben. Zur Be-
stimmung des Digitoxins nach der indirekten Methode und zur Dar-
stellung der sonstigen Fraktionen benutzte ich die von R. Willstitter?
zur Isolierung von Enzymen aus tierischen und pflanzlichen Organen
ausgearbeitete Methode. Willstéatter beschreibt verschiedene Alumi-
niumhydroxyde, welche in verschiedener Weise aus Ammoniak und Alu-
miniumsulfat hergestellt werden. Die Aluminiumhydroxydgele haben
ungleiche physikalische Eigenschaften, z. B. ein verschiedenes Adsorptions-
vermigen den einzelnen Enzymen gegeniiber. iir meinen Zweck eignet
sich das von Willstatter Aluminiumhydroxyd B. genannte Prodult.
Dieses wird in folgender Weise hergestellt:

Die siedende Liosung von 500 g Aly(304)5 + 18 1,0 in 11/51 Wasser
tragen wir auf einmal und unter krifticstem mechanischem Rithren in ol
209, igem Ammoniak ein, diec im Emailletopf auf 600 erwiirmt sind, Die
Temperatur steigt bis 70°9; man fihrt mit dem Riithren noch 1/o Stunde fort
und labt die Temperatur auf 600 sinken. Dann wird die Sulfatlauge von
frischem Ammoniak verdriingt, indem man sie dekantiert, noch dreimal
ebenfalls unter dem Dekantieren mit Wasser nachwischt und dann durch
41 209 icen Ammoniak ersetzt. Dieses Gemisch erwiirmt man wieder im
Emailletopf unter lebhaftem Riithren nur 1/, Stunde aul 600,

Nach dem Erkalten gieft man die Suspension in gliserne Filtrierstiitzen
und wiischt sie unter miglichst vollstandigem Dekanticren hiinfig mit Wasser,
nimlich bis sie sich nicht mehr klar absetzt, und auch dann noch zwei weitere
Male; dies gelingt im ganzen zehn- bis zwalfmal.

Beim Siauregrad des Milieus, worin das Digitoxin sich an Eiweil}
bindet, adsorbiert auch das Aluminiumhydroxyd B. das EiweiB. 1 ccm
des besunkenen Gels ist imstande, etwa 10—15 cem Kaninchenbauch-
hishlenfliissigkeit zu enteiweiBien. Wenn Digitoxin an dieses Eiweill ge-
bunden ist, so ist auch das Glykosid vom Aluminiumhydroxyd B. ad-
sorbiert.  Dies ldBt sich in zwei Weisen zeigen: Kiner Digitoxinlisung
1:8000 in Bauchhihlenfliissigkeit wird Aluminiumhydroxyd B. hinzu-
gefiigt. Jetzt wird 5 Minuten zentrifugiert (2500 Touren pro Minute), und
die eiweibfreie klare Fliissigkeit am Froschherzen untersucht. Weder
direkt noch nach Eindamplen in Vacuo und Extrahicren mit Alkohol ist
Digitoxin nachweisbar: die oben stehende Fliissigkeit ist vollkommen

! Willstiitter, Ber. d. dtsch. chem. Ges. 1923, Bd. 19, Nr. 1, S. 149; 1923,
Bd. 158, Nr. 5, 8. 1117; 1924, Bd. 215, Nr. 7, S. 1082; 1925, Nr. 10, S. 2448.
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atoxisch. Das verwendete Aluminiumhydroxyd wird einige Male mit
Wasser ausgewaschen und dann in der von Willstitter beschriebenen
Weise eluiert. (Sogar Extraktion des Gels im Soxhlet mit Alkohol 16st
kein Digitoxin aus seiner Bindung: auch py-Anderungen bis 10,1 ergeben
keine Spaltung der Adsorptionsbindung  Aluminiumhydroxyd B.—
Eiwl'iI.i—(]-l_\'k(_lsi(l.) 57 Teile Diammoniumphosphat 19, 3 Teile Normal-
ammonia und 40 Teile Wasser werden gemischt und iiber das Gel ge-
bracht. Es wird kriiftig geschiittelt und dann zentrifugiert. Die jetzt
oben stehende eiweilireiche Fliissigkeit wird mit Chloroform geschiittelt
oder sofort eingedampft und mit Alkohol extrahiert. In dem erhaltenen
Extraktist jetzt dag Digitoxin leicht nachweisbar. Aber sogar noch bei der
sechsten Elution wird immer noch Digitoxin vom Gele abgegeben, Will-
stitter eluiert iibrigens in seinen Versuchen zwilfmal. Diese Methode
reicht also nicht aus, wenn man das Digitoxin quantitativ nachweisen will.

Kontrollversuche zeigten, dall Digitoxin in wisseriger und alkoholi-
scher Lisung nicht von Aluminiumhydroxyd B. adsorbiert wird. Das
Eiweil spielt hier also eine unentbehrliche Rolle. Das Aluminiumgel wird
in ein saponinfreies Infusum Digitalis purpurea gebracht. Nach kriftigem
Schiitteln wird abzentrifugiert und das Gel dreimal mit Wasser ausge-
waschen. Dann wird in oben beschriebener Weise eluiert. Es zeigt sich,
dali auch hier sich kein Digitalisglvkosid an das Aluminiumhydroxyd
bindet, Ganz anders ist es, wenn zuvor Eiweille in dem galenischen
Priiparat oelist sind. Willstitter bemerkt, dafl einige Enzyme an
sich nicht imstande sind, sich vom Aluminiumhydroxyd B. adsorbieren
zu lassen. Sie brauchen dafiir ein ,,Ko-Adsorbens®™, wofiir das Serum-
eiweily dienen kann. Genau dhnliche Verhiiltnisse liegen hier vor.

Wenn man dem Digitalispriiparat Serumeiweils zusetzt, und man
zentrifugiert jetzt mit Aluminiumhydroxyd B., so ist die oben stehende
eiweilBifreie Fliissigkeit toxisch geblieben, wihrend auch im ausgewasche-
nen Gel Digitalis durch Elution nachweisbar ist. Das Aluminumeel hat
aubler dem EiweiB-Digitaliskomplex aunch Chlorophyll und andere un-
wirksame Bestandteile mitgeschleppt. Eine zweite Behandlung des Roh-
produktes mit Eiweil und Aluminiumhydroxyd B. ergibt keinen weiteren
Wertverlust desselben. Eine einmalige Entfernung der EiweiBfraktion ist
also geniigend. Dies stimmt mit meinen Angaben iiber die totale Bindung
des anwesenden Glykosids an die Eiweille iiberein.

Das Benehmen des reinen Digitoxinums Purissimus,, Merek* ist auch
hier analog mit dem unserer Eiweibfraktion.

Nach -\\"ill.s't dtter kann man annchmen, dald iiberdies die vorkom-
menden Fermente ins galenische Digitalisprodukt bei unserer Bewirkung
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mit abzentrifugiert worden sind. Durch eine einmalige Behandlung der
galenischen Préparate mit Serum und Aluminiumhydroxyd B. kann man
also aus ihnen entfernen: Pilanzenschleimstoffe, Chlorophyll, Fermente
und die sich an Eiweil bindende Digitalisglykosidfraktion.

Nach vielen orientierenden Versuchen wurde folgende Arbeitsweise
als praktisch und zuverlissig befunden: Ein von Saponinen hefreites
galenisches Préiparat, worin etwa 30 Katzencinheiten (K. L), erhilt
200 cem Kaninchenbmmllhijhlen[]iissigkvit. Dann werden 20 cem gut
besunkenes Aluminiumhydroxyd B. hinzugefiigt und geschiittelt. Jetzt
wird 5 Minuten zentrifugiert. Die klare Fliissigkeit wird abgesogen und
der Bodenkorper wird dreimal mit Wasser ausgewaschen. Dieses Wasser
wird der durch das Absaugen erhaltenen Fliissigkeit hinzugetiigt, diese
Losung wird dreimal wihrend 1/, Stunde im Schiittelapparat mit Chloro-
form extrahiert. Diese Chloroformfraktion wird im Destillierapparat in
Vacuo in Wasser iibergefithrt. Die iibriggeblichene ausgeschiittelte Rest-
fraktion wird eingedampft und der Riickstand in Alkohol gelist. In
dieser Weise habe ich also eine Chloroformfraktion und eine Restiraktion
dargestellt; die Eiweilfraktion wird mit dem Aluminiumhydroxyd B.
entfernt. Die Folge der Kingriffe kann cinigermaBen variiert und ver-
einfacht werden: ein galenisches Produkt wird sofort mit Chloroform oe-
schiittelt. Die wisserige Restfraktion enthilt jetzt noch die in Chloro-
form unlislichen Saponine - Bigitalin. In das Chloroform gehen: Gitalin
und Digitoxin. Mittels Eiweille und Aluminiumhydroxyd B. sind diese
Glykoside jetzt zu trennen. Man kontrolliere immer nach dem Zentri-
tugieren, ob alles Eiweill entfernt worden ist.

In einer fritheren Mitteilung (I) habe ich bewiesen, daf die Eiweil}-
menge aus 200 cem Bauchhohlenfliissigkeit geniigt, um mindestens 25 mg
Digitoxir purpurea (d. h. etwa 64 K. E.) zu binden. Man kann also mit
Bestimmtheit sagen, daB alles anwesende Glykosid, das sich iiberhaupt an
Eiweill binden kann, auch wirklich gebunden ist und spiiter entfernt wird.
Nach dieser Entfernung kann es noch eine technische Schwieriglkeit geben
bei der Chloroformausschiittung.  Auf der Grenze zwischen Chloroform
und Wasser im Scheidefrichter setzen sich schleimartige Massen ab
welche eine genaue Trennung erschweren.

Man kann jetzt eine Trennung hervorrufen, dadurch, dafi man
1 Stunde zentrifugiert (2500 T pro Minute). Die schleimigen Substanzen
gehen wieder in die oben stehende Fliissigkeit in Losung. Diese in der
Zentrifugenrdhre oben stehende wiisserige Phase wird abpipettiert und
enthélt dann quantitativ nur diejenigen Digitaliskirper, welehe nicht in
Chloroform Iéslich sind, und welche sich nicht an EiweiBe binden. Nie

s
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darf dem galenischen Priparat zuerst Aluminiumhydroxyd zugesetzt
werden und spiiter die EiweiBe. Auch kann man nicht im voraus die Ki-
weiBe von Aluminiumgel adsorbieren lassen und sie spiter ing galenische
Produkt einfiihren.

Es liBt sich fragen, ob es erlaubt ist, den Wert einer Iraktion (Digi-
toxin) dadurch zu berechnen, daf man den Wert der iitbrighleibenden
Fraktionen (Gitalin + Bigitalin) vom Gesamtwert abzieht. Dazu ist fol-
gendes zu bemerken: Modokal stellte fest, dall bei Kombination von
Strophanthin, Digitalin, Convallamarin, Digifolin und Digitalisinfus
untereinander nie Potenzierung, sondern nur Addition stattfand. Soweit
mir hekannt, ist eine entgegengesetzte Meinung nie verteidigt worden.
Ich habe auch direkte Beweise: Ein Infusumn Digitalis purpurea wurde
untersucht (s. u.). Bei der direkten Methode fand ich, dal} 339 der
Wirksamkeit dem Digitoxin zuzuschreiben ist, bei der indirekten Me-
thode, daB Gitalin zu 34,7%, Bigitalin zu 33,99 an der Totalwirksamkeit
beteiligt war. Zusammen also 101,6%, also ein Fehler von 1,6%. Nach
der indirekten Methode berechnet gibt es einen Digitoxingehalt von
31,4%, nach der direkten Methode von 33%, es besteht also ein Unter-
schied von etwa 5% (innerhalb der Fehlerbreite).

Die folgenden Griinde fithren zu der Schlubfolgerung, dali meine niit
Eiweif entfernte Glykosidfraktion nur aus Digitoxin besteht:

I. Die EiweiBfraktion aus Digitalis purpurea bindet sich, ebenso wie

Digitoxinum Purissimus Merck®, an Serumeiweil.

I1. Die folgenden Reaktionen fallen fiir die Eiweil{raktion positiv aus:

a) Reaktion von Grandeau aul Mercks ,,Digitalinum verum®,.
Konzentriertes HoS0, -|- Produkt —> goldgelber Niederschlag auf Schei-
dungsfliche, welcher mit KCIO; blut- bis purpurrot wird.

b) Reaktion von Kiliani-Keller. Produkt wird geltst in 100 cem
Acid. acetic. glae. 41 cem einer Ferrisulfatlisung (b g auf 100 cem H,0).
Vorsichtig wird iiber diese Iliissigkeit eine Menge 11,50, plus Ferri-
sulfat gebracht (100 cem Hy504+1 cem der obigen Ferrisulfatlisung).
s zeigt sich auf der Scheidefliche ein indigoblauer Ring.

¢) Reaktion von Brissemont Derrien. Produkt gelost in Glyoxyl-
siiure, diese Lisung langsam flieBen lassen tiber konzentriertes HaS0, —
apfelgriine Zone.

d) Reaktion von Lafon. Das Produkt lisen in: 1 Teil HyS0, -
1 Teil absoluten Alkohols. Erhitzen mit einem Tropfen FeCl,. Es tritt
eine blaugriine Iarbe auf.

! Modoka, Okayama Igakka® Zasshi 1929, Bd. 41, S, 2250—2264.
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Diese Reaktionen sind alle nicht typisch fiir das Digitoxinum pur-
purea an sich.

IIL. Das sich an Eiwei8 bindende Glykosid aus Digitalis purpurea
ist leicht Ioslich in Chloroform und Alkohol. Es ist in Wasser unlsslich.
s ist also keinenfalls Bigitalinum purpurea, welches gut loslich ist in
Wasser und unlislich in Chloroform.

IV. Die Eiweilifraktion ertrigt wihrend 1 Stunde Erhitzung auf
1000 C und ist verschiedenen schidlichen Einfliissen gewachsen, z. B. dem
Kochen in Alkohol-Athergemisch, worin Gitalin bald zugrunde geht,

V. Lisungen, welche Digitoxin enthalten, werden in ihrer Wirkung
dem isolierten Froschherzen gegeniiber durch Kaninchenbauchhihlen-
flissigkeit gehemmt. Solche Hemmungen sind nicht nachweisbar fiir
Digitalispraparate (Maceratum Digitalis purpurea), welche nur aus
Gitalin-Bigitalin bestehen (Straub). Meine EiweiBfraktion stimmt also
in dieser Hinsicht quantitativ und nur mit Digitoxin iiberein.

VI. Pharmakologisch unterscheidet sich die EiweiBfraktion wesent-
lich von den hekannten Gitalin-Bigitalinfraktionen, weil sie heim Frosch-
herzen immer einen irreversibelen Stillstand hervorruft, auch mit der
kleinsten Dosis, welehe iiberhaupt zum Herzstillstand fiihrt. Dies ist eine
typische Eigenschaft des Digitoxins.

VIL Das Digitoxin ist der kumulierende Bestandteil des Digitalis
purpureae, und es ist eben diese Kumulationsfihigkeit, wodurch die deut-
lichsten Unterschiede zwischen meiner Eiweibiraktion und den zwei
anderen Kraktionen hervortreten. In der folgenden Mitteilung werden die
diesem Punkte zugrunde liegenden Versuche publiziert.

In allen bekannten chemischen, physikalisch-chemischen und phar-
malkologischen Reaktionen stimmt also meine Eiweilifraktion mit Digi-
toxinum purpureae iiberein. Ich werde denn auch weiter einfach von
Digitoxin reden. Alle bekannten pharmakologischen und chemisehen
Eigenschaften des Gitalins stimmen genau mit meiner Chloroformfraktion
iiberein: Loslich in Chloroform und in Wasser, nicht hitzebestiindig, bei
300 schon zersetzt in Alkohol-Atherlisung, reversibler Stillstand des
Froschherzens, nicht kumulierend.

Meine Restfraktion enthiilt das leicht wasserliosliche, alkohollisliche,
chloroformunlisliche Glykosid, das hitzebestiindig ist auch in alkoholisch-
itherischer Losung, in wiisseriger Losung nicht sehr haltbarist, heim Frosch-
herzen reversiblen Stillstand hervorrult, bei der Katze nicht kumuliert.

Wo ein spezieller Eingriff notwendig war, habe ich sie fiir jedes Heil-
mittel gesondert beschrieben; wobei weiter nichts erwihnt wird, folgte
ich dem oben besprochenen Verfahren.
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Die Zusammensetzungen der galenischen Priparate aus Pulvis
foliorum Digitalis purpureae.

Wie spiter ausgefithrt werden wird, sind die in den Priparaten ent-
haltenen Saponine nicht ohne Bedeutung. Ich habe daher diesen Saponin-
gehalt zu bestimmen versucht. Dazu wurden die Verdiinnungen der
galenischen Priiparate bestimmt, welche in isotonischer Losung eben noch
imstande waren, gewaschene Kaninchenblutkirperchen zu himolysieren.
Es ergab sich dabei, daB die Grenzverdiinnung 1u~trug:

fiir Infus (0,5: 100) kg
Tinktur (1:10) 1l _‘0
Macerat (0,5: 100) 15 49
Liquor 1:20.

Wenn man diese Zahlen auf gleiche Giftdosen umrechnet, so ergibt
sich, daB fiir gleiche Giftigkeit der Saponingehalt von Infus: Tinktur:
derat. Liquor sich verhalten wie folgt: 1,5 2 B e

I. Die Zusammensetzung von Infusum Digitalis purpurea
0,5 : 100.

A. Das Infus wurde hergestellt aus dem Intern ationalen Stan-
dardpulver 1926. Die D.I. (Dosis letalis) pro Kilogramm Katze des
Infuses =1 K.J5.— 17,94 cem nach einer von van Esveld gleichzeitig ge-
machten Wertbestimmung. Aus 1g Blattpulver bekommt man durch

‘)(]ﬂ

Infundieren also: T — 11,16 K.E.

Direkte Bt'btlmmun{! des Digitoxingehaltes. 14 g Pulver
(=14 % 11,15 K.E.=156,1 K.E.) werden infundiert und die erhaltenen
9800 cem Infus mit 1040 cem Bauchhihlenfliissigkeit: gemischt und das
zanze gesittigt mit (NH,),S0y, filtriert, Niederschlag gewaschen. Filtrier-
rest im Soxhlet extrahiert mit Alkohol. Sorgfiltiges Nachspiilen der
Apparate mit Alkohol. Alkoholischer Extrakt betrigt 96 cem. Zur Wert-
hestimmung wurde eine Verdinnung 1:10 in isotonischer NaCl-Lisung
verwendet.

Katzen; D.J. pro Kilogramm Katze bzw.: 17,3 cem, 13 cem,
12,5 cem, 18 cem, 28,8 cem, 16,2 cem, 17,7 cem. Mittlerer Fehler: 149,
Fiir die Berechnung .11151,3"0&(’11]{1.\'8{‘11! Katze Nr. 2, 3 und 5. Durchschnitt-
licher Wert pro Kilogramm Katze = 17,3 cem. Stimmt iiberein mit

- e - : 96
1,73 cem des urspriinglichen Extraktes, worin also . 17 K.E. =55, .E.,
5h,b S, ! : .
das ist E»l o — 35,6 %. Der Digitoxingehalt ist also 35,59 der ganzen

Wil’lismnkul. des Infuses aus dem internationalen Pulver.
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B. Ein Infus, hergestellt aus ,,Starke Pulver B von de Lind
van Wijngaarden (1924).

a) Direkte Bestimmung des Digitoxingehaltes. Das Infus
wurde hergestellt aus ,,Starke Pulver B* von de Lind van Wijn-
gaarden 1924.

Wertbestimmung  dieses Infuses. 4 Katzen; D.1. pro Kilogramm
Katze bzw.: 15,8 cem, 16 cem, 22,2 cem, 16,7 cem.  Mittlerer Kehler:
8,9%. Ausgeschaltet: Katze Nr.3. Durchschnittlicher Wert: 16,2 cem. Aus

2

1g Pulver bekommt man durch Infundieren also: "QU KE. =123 K.E.
(Von de Lind van W 1]11gaarden dnﬂ'eﬂ'(‘hellel Wml [l‘ 7‘4] 124 K.E.)

11 g Pulver (11 X 12,3 K.E.=135,: ®dnslar:
haltene Infus (2200 cem) mit bOO cem Brulvhhoh]enﬂu:nlﬂkmt gvm]qcht
und das ganze gesittigt mit (NH,),80,. Filtriert usw. Filtrierrest im
Soxhlet extrahiert mit Alkohol. Alkohol eingedampft und mit NaCl
0,99, verdiinnt bis 720 cem.

4 Katzen; D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 17,2 cem, 13,4 cem,
18,6 cem, 15,3 cem. Mittlerer Fehler: 11%. Durchschnittlicher W‘mt pro

. 790)
Kilogramm Katze: 16,1 cem. Anwesend waren also: 16,1 - K.E. Digi-

: 44.7
toxin= 44,7 K.E. oder ; {;’ %%_ 83 9%.

b) Bestimmung des Gitalingehaltes. Es wurde ein Infus he-
reitet aus demselben Pulver.

I. Aus b g Blattpulver wurde die Gitalinfraktion isoliert und gelist
in 102 ecem NaCl 0,9%. Zur Werthestimmung dieses Extraktes wurde
verwendet eine Verdiinnung 102:360 NaCl isotonisch.

7 Katzen; D.L bzw. 15,7 cem, 23,4 com, 17,5 cem, 14 cem, 25 com,
21,9 cem, 22,4 cem. Mittlerer Fehler: 199. ])Lu(lmhml’r]m]w Wert:

360

1 KE.=19,6 cem. Anwesend also: 196 K.E.=18,3 K.E. Der Gitalin-
. 18,3 - lU(J
gehalt des Infuses betriigt also: 5.19.3 % =29,8%.

2. Diese Werthestimmung wurde wiederholt mit einer Gitalinfraktion
aus 7g Pulver, gelost in 80 cem NaCl isotonisch. Verwendet wurde eine
Verdiinnung 1:10.

3 Katzen; D.1. bzw.: 22,7 cem, 23,1 cem, 24,4 cem. Mittlerer Fehler:
8,5%. Dm‘(?]lschnittlichm \\-’mt 23,4 cem = 2,34 cem der urspriinglichen
Gitalinlosung, worin also I\_ E.—34,1 K.E., dasist > 100 _ 89,6 9.

2,3 7.-12.3
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Das Mittel der beiden Bestimmungen ergibt als Gitalingehalt des

24
Infuges: =° i —l—JEJ Vo = 84,7

¢) Bestimmung des Bigitalingehaltes. Bei der ersten Bestim-
mung lieferte die Trennung im Scheidetrichter grobe Schwierigkeiten
wegen der schon beschricbenen schleimartigen Massen. Diese schleimigen
Massen habe ich entfernt und dafiir einen Verlust von 10%, angenommen.
Die zweite Bestimmung habe ich ausgefiihrt, nachdem ich in der Zentrifuge
solange zentrifugierte, bis eine scharfe Scheidungsfliche zwischen den
Schichten bestand, und also ohne Verlust gearbeitet wurde. In Vacuo
wird die ganze wasserige Fliissigkeit eingedampit bis trocken und der
Riickstand in der Hitze (RiickfluBkiihler) mit Alkohol extrahiert.

1. Aus b g ,,Starke Pulver B wird die Bigitalinfraktion geldst in
280 cem NaCl 0,99.

3 Katzen; D.1. pro Kilogramm Katze bzw.: 16,7 cem, 15eem, 16,5 cem.
Mittlerer Fehler: 4,39. Durchschnittlicher Wert: 1 K.E.=16,1 cem.

11 191 - 100

A—l(!l] ]4 ST
10 li]ll CE. oder 519

Aus 7g ,.Starke Pulver B wird die Bigitalinfraktion gelost in
188 cem NaCl 0,99%. Verwendet wird eine Verdiinnung 138:460,
3 Katzen; D.L. pro Kiln«rraunm Katze bzw.: 15,1 cem, 15 cem,
13,3 cem. Mittlerer Fehler: 5,39%. Durchschnittlicher Wert: 1 K.,

Also in b g Pulver: = 81.%.

14,5 cem.

460 . 31,7-100
Also in 7g Pulver: 145 K.E. = 31,7 K.E. oder 7.193 o6=86,8%.
J
: S ., 314368,
Der Bigitalingehalt des Infuses ist: 5 Jo=33,9%. In dem

,,Starke Pulver B finden wir also 33,9% Bigitalin und 34,79, Gitalin, es
bleiben dann fiir das Digitoxin 31,4% iibrig. Die direkte Digitoxin-
bestimmung lieferte einen Gehalt von 33%. In dem Standardpulver 1926
fand ich auf direktem Wege 35,0%, d. h. etwa einen gleich grofen Teil.

Diese zwei Digitalispulvermuster haben also, was das Digitoxin he-
trifft, etwa dieselbe Zusammensetzung. Praktisch lilit sich also sagen,
daB im Infus (und also im Purpureablatt) von jeder Ifraktion eine etwa
gleich groBe Menge anwesend ist. Das stimmt mit den von Straub
(s. oben) auf anderem Wege erhaltenen Resultaten iiberein.

Ausgedriickt in K.E. finden sich im Infus aus 1 g Blattpulver (total
12,3 K.E.):

Archiv f. experiment. Path. u, Pharmakol. 4



50 R. A. HOEKSTRA:

TR 314 A
an Digitoxin: 12,3 . 100 = 3,8 K.,
s 7 [ 4‘1
., Gitalin ;123 . JTU(? — 4.3 K.E.
Pty oyl 93,9
,» Bigitalin : 12,3 . = 42 K.E.

IT. Die Zusammensetzung der Tinkturen, hergestellt mittels
Spiritus dilutus, Spiritus fortior und Alkohol absolutus aus
Blattpulver des Digitalis purpurea.

Je nachdem man mit hiher konzentriertem Alkohol extrahiert, ent-
hiilt die entstehende Tinktur weniger Wirksamkeit.

a) Wertbestimmung von Tinctura purpurea (Standard.
Intern. 1:10 mit Spiritus dilutus). Verdiinnung 1:20. Drei Katzen;
D.L pro Ki]ogrmum Katze bzw.: 18,8 cem, 18 cem, 17,8 cem.  Mittlerer
Fehler: 2,29;. Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 18.2 cem.

In10g Tinktur (5. G. Spir. dil. =0,89), also: 739;_0780]& E.—12.35 K.E.
Mittels Infusion wird aus 1g Digitalis Blattpulver (Intern. Stand.) ex-
trahiert: 11,15 K.K.

Spiritus dilutus extrahiert also in diesem Falle! mehr Wirksamleit

ar

12,38
aus dem Blattpulver als Infundieren, und zwar (HH)’ Y% =110,8%.

b) Werthestimmung von Tinctura purpurea (Stand. Intern.
1:10 mit Spiritus fortior [S. G.= 0,81]). 1 K.E. = 1,507 cem Tinktur
10
an Esveld). Tn 10 g Tinktur als
65 f;“ld) In 10g Tinitur also &1 1507

ist: i 1’11_ or =840, der Wirksamkeit, welche man mittels Infusion aus
L1115

1 g Blattpulver bekommt.

¢) Werthestimmung von Tinctura Digitalis purpurea
(,Starke Pulver B 1:10 mit Alkoholabsolutus|[S. G. Alk. absol.:
0,79]). Zur Wertbestimmung wurde verwendet eine Verdiinnung 1:15
der Tinktur. Drei Katzen; D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 18,6 cem,
20,4 cem, 21,6 cem. Mittlerer Fehler: 5,19%. Durchschnittlicher Wert
pro Kilogramm Katze: 20,2 cem.

g y 10-15 ., . S % y

In 10 ¢ Tinktur also: 909 - H(] K.E. =94 KE. Mittels Infusion
wird aus 1 g Digitalishlattpulver ”bim“ ke Pulver B* extrahiert: 12,3 K.E.

KE. =82 K.E., das

t Vgl. de Lind v. Wijngaarden, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol.
1926, Bd. 114, S. 21. Dissertation Utrecht 1925.



Die Zusammensetzungen der galenischen Priiparate. 1

o ; 9.4 : : e .
Die Tinktur hat also: 0 1’00- o, = 76,49, dieser Wirksamkeit aus dem Pul-
PRty

ver entfernt.

Bei der Bestimmung der Zusammensetzung der Tinkturen ergab sich
bald, daB in der Tinktur mit absolutem Alkohol nur eine Spur Gitalin
nachzuweisen war. Dieser qualitative pharmakologische Gitalinnachweis
geschieht folgomlerlm,[;}un: Die Tinktur wird mir der fiinffachen Menge
Wasser gemischt, dann mit Chloroform geschiitfelt; das Chloroform
wird abgetrennt, und unter allmihlichem Zusatz von Wasser in Vacuo
wird das Chloroform und der Alkohol verjagt. Die erhaltene wisserige
Liosung wird jetzt wieder mit Chloroform geschiittelt und von
neuem der jetzt nur Gitalin und Digitoxin enthaltende Chloroform-
extrakt in Vacuo gegen Wasser wie oben eingedampft. Jetzt wer-
den iibermifig EiweiBe und Aluminiumhydroxyd B hinzugefiigt und
die oben stehende Fliissigkeit auf Gitalinwirkung auf das Froschherz
untersucht.

Dazu kann man die wisserige Losung sofort benutzen oder dieselbe
durch nochmalige Chloroformausschiittelung konzentrieren. s zeigt sich
nun, dall ans einer mittels absoluten Alkohols hergestellten Tinktur hich-
stens eine Spur Gitalin herauszubekommen ist: aus 60 cem Tinktur be-
kommt man noch nicht geniigendes Gitalin, um ein Herz an der Straub-
kaniile zum Stillstand zu bringen. Die Tinkturen mit Spiritus fortior ent-
halten etwas mehr, die mit Spiritus dilutus bedeutend mehr Gitalin
(s. unten). Wenn man jedoch eine solche gitalinhaltige Tinktur zwecks
Bindung der Saponine mit dtherischer Cholesterinlisung in Vacuo ein-
damplt, so findet man nach dieser Behandlung gar kein Gitalin mehr. Das
(zitalin vertriigt diese Behandlung nicht, was iibrigens auch schon bekannt
war. Da die Mengen Gitalin auflerordentlich klein sind und auch nur unter
hedentendem Verlust isoliert werden konnen, habe ich den Wertverlust,
welchen die Tinkturen durch Eindampfen in Vacuo mit Ather zeigen, als
Giitalin betrachtet. Voraussetzung dabei ist, daf} die Entzichung der Sa-
ponine an sich keinen Wertverlust verursacht. Das kann man beweisen
mit Tinktur hergestellt mit absolutem Alkohol (gitalinfrei): 40 cem einer
solchen Tinktur (D.1. pro Kilogramm Katze in der Verdiinnung 1:15=
20,2 cem) wird gemischt mit édtherischer Cholesterinljsung, dann unter
tropfenweiser Hinzufiigung von Wasser in Vacuo eingedampft, bis Alkohol
und Ather entfernt sind. Dann wird soviel Alkohol und Wasser hinzu-
gefiigt, bis 400 cem Fliissigkeif erhalten ist mit einem Alkoholgehalt von
79%. Durch Zusatz von 3,6 ¢ NaCl wird die Fliissigkeit isotonisch ge-
macht und zur Werthestimmung verwendet.

4*
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d) Wertbestimmung der saponinfreien Tinctura Digitalis
purpurea (,,Starke Pulver B* 1:10 mit Alkohol absolutus, Ver-
diinnung 1:10). Fiinf Katzen; D.1. pro Kilogramm Katze bzw.: 16,6 cem,
10,7 cem, 13,2 cem, 12,9 cem, 16 cem.  Mittlerer Fehler: 12,49, Durch-
schnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 13,7 cem, d. h. 1,5 < 13,7 cem
— 20,65 cem einer Verdiinnung 1:15. Durch diese Behandlung hat also
ein Verlust von 1,79 stattgefunden, d. h. innerhalb der Fehlergrenze.
DaB die Saponine an sich keinen Einflul auf die tidliche Dosis ausiiben,
kann man auch durch Zusatz von reinen Digitsaponinen beweisen. In
einer spiteren Mitteilung wird dariiber ausfithrlich berichtet.

¢) Werthestimmung des Gitalingehaltesvon Tinctura Digi-
talis purpurea (,Starke Pulver B“) mit Spiritus fortior 1:10.
Die Tinktur mit Spiritus fortior entfernt 73,49, derjenigen Wirksamkeit
aus den Blittern (,,Starke Pulver B*), \\-v](he mittels Infusion aus den-
selben zu extrahieren ist. Der Gitalingehalt dieser Tinktur ist ganz
gering. Die Menge ist sicher zu gering fiir eine \‘vortbvstnumung an
Katzen. Ich habe deshalb die in der oben besprochenen Weise isolierte
Gitalinfraktion an isolierten Froschherzen (Rana esculenta) geeicht. Wenn
eine K. E. Gitalin in 46 cem Ringerscher Fliissigkeit gelost wird, steht ein
isoliertes Froschherz innerhalb 5 Minuten mit dieser Lisung still. Dag
traf fiir alle untersuchten Herzen zu. Jetzt wurde aus 10 K.E. Tinktur so
quantitativ wie moglich die Gitalinf fraktion isoliert und in 10 cem Ringer-
lisung aufgenommen. HKine zweifache Verdiinnung dieser Gitalinlosung
hat dem isolierten Froschherzen gegeniiber dieselbe W 1r]\ungs1ntm1mdt
als 1 K.E. gelost in 46 cem Ringer. Es war also an Gitalin anwesend etwa,

100
1(; K.E.—0,430 K.K., das ist 0,435 10 % =435% der Totalwirk-
) i

samkeit.

f) Werthestimmung des Bigitalinrr('haltes von Tinctura
Digitalis purpurea (Stand. Intern. 1:10 mit Spiritus fortior),
D1 pro Kilogramm Katze (van Esveld): 1,507 cem.

__ - 12:
[. Ausgegangen von 123 cem Tinktur, also von 1 ’0? K.E.=81,6 K.E.

Die Bigitalinfraktion wird in 670 cem NaCl 0,9% gelist.
Vier Katzen; D.I. pro Kilogramm Katze bzw.: 13,7 cem, 10 cem,
18 cem, 12,9 cem. Mittlerer Fehler: 11,29%. Ausgeschaltet: Katze Nr. 2
Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: '13,2 cem. Der Bigitalin-
670

0,7
rar o P E S f l),{"]i 2 {J_;L]-
gehalt war also: 139 K.E.=50,7 K.E., das ist 0816/ = 62,19
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2. Ausgegangen von 82 cem Tinktur, also von 15 U:Ix E.=b014K.E.
D

Die Bigitalinfraktion wird in 1170 cem NaCl 0,9% geltst.
Drei Katzen; D.J. pro Kilogramm Katze bzw.: 34 ccm, 39,2 cem,
29,5 cem.  Mittlerer Fehler: 9,6%. Durchschnittlicher Wert: 34,2 cem.
1170 2

B E P

Also anwesend - 340 K.E.=34,2 KE., das ist also 0544 oL, =62,99,

Beide Bestimmungen geben einen durchschnittlichen Wert von:

1 J" h"‘ —62,0%.

Stv]lc ich den Gitalingehalt wie bei der Tinktur aus ,,Starke Pul-
ver B* auf 4,35%, so ergibt sich ein Digitoxingehalt von: 100% — (62,5%
—+4,35%) = 33,15%.

Die Zusammensetzung einer Tinctura Digitalis purpurea 1/10 mit
Spiritus fortior, hergestellt aus ,Starke Pulver B, welcher 73,49 der
totalen Wirksamkeit aus den Blittern extrahiert, wire also:

734 3315 .
100" 100 K.E.= 3.0 K.E.

73,4 43D

Gehalt an Digitoxin: 12,3 -

yitalin  : 12,3 - . —— KE. =04 KE,
. 5 Gitalin 3300 ° 100 0,4 K.
Biitalin : 128 - 2. 920 kB 56 KE

' 121 alln ;I l&y 100 100 AL, = 0,0 L1,

Wenn man den gitalinfreien Tinkturen in der beschriebenen Weise
Saponin entzieht, bringt dies keinen Verlust mit sich. Deshalb darf man
die bei der Untersuchung von gitalinhaltigen Tinkturen auftretenden
Verluste als durch die Zersetzung des Gitaling bedingt auffassen. Daraus
ergibt sich die folgende

o) Werthestimmung der Gitalinfraktionaus Tincetura Digi-
talis purpurea (Stand. Intern. 1/10 [Spiritus dilutus]). D.1. des
urspriinglichen Produktes (1:20) = 18,2 cem (s. oben).

[. Nach Saponinentfernung mittels Kochen in Vacuo mit Ather und
Cholesterin usw. wird die urspriingliche Fliissigkeit 15 mal verdiinnt unter
Hinzufiigung von Alkohol in gleicher Konzentration wie die der Roh-
produktverdiinnung (1:20).

Drei Katzen; D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 16,7 cem, 16,5 cem,
15,7 cem. Mittlerer Fehler: 2,4%. Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm

- . : s " 20

atze: 16.3 ce e I nt e n BTV BT 9N.1pa . & e
Katze: 16,3 cem. Daswiire bei einer Verdiinnung 1:20: 16,3 - - =21,Tcem.
' N ¢ ) € e 0 o= = 100
Der Wertverlust ist also 21,7 cem — 18,2 cem = 3,5 cem oder 3,5 - . %

1827
=19,2%.
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2. Kine zweite Werthestimmung der Gitalinfraktion, aus Tinctura
purpurea 1/10 mit Spiritus dilutus hergestellt, wurde ausgefiihrt. Jetat
wurde nur in Vacuo gekocht mit Ather, ohne Cholesterin. Die Saponine
blieben also in der Liosung. Verdiinnung des urspriinglichen galenischen
Produktes: 1:15.

Vier Katzen; D.J. pro Kilogramm Katze bzw.: 14,3 cem, 9,2 cem,
16,9 cem, 17 cem. Ausgeschaltet Katze Nr. 2, weil sie einen Wert angibt,
welcher etwa zweimal hoher ist als der festgestellte Wert der 30-cem-
Tinktur, welche ich bearbeitete. Mittlerer Fehler: 7,2%. Durchschnitt-

S

licher Wert pro Kilogramm Katze (Katzen Nr.1, 3 und 4): 16,1 cem.

e v " A e :
Das wiire bei einer Verdiinnung 1:20: 16,1 - —=21,0 ccm. Der Wert-

0

. - e - S ()() .
verlust ist also 21,5 cem — 18,2 cem = 3,3 cem oder 3,3 + s 0% =18.19,.

Die zwei Werthestimmungen ergeben einen durchsehnittlichen
Gitalingehalt in Tinctura Digitalis purpurea 1:10 (Spir. dil.) von:
1814192

—18,6%.

a9

=]

0O

Die Tinktur extrahiert aus dem Blattpulver 12,35 K.E. An Gitalin

. . .e 181(. oy r -
geht also in die Tinktur iiber: "'100, 12,35 K.E.=2,8 K.E.

Fiir die Digitoxin- und Bigitalinfraktionen in der Tinktur (Spir. dil.)
bleibt also 10,05 K.E. iibrig.

Im Infusum Digitalis Stand. bestimmte ich auf direktem Wege
(s. oben) einen Digitoxingehalt von 30,0% oder aus 1g Blattpulver
3,96 K.I5. Digitoxin.

Nach dieser Behandlung ist mittels Alkoholextraktion kein Digitoxin
mehr aus den Blittern zu extrahieren. Isist nicht annehmbar, dafl Digi-
toxin bei der Infusion zersetzt worden ist. Die Tinktur kann also maximal
3,96 K.I. Digitoxin extrahiert haben, was auch geschehen wird, weil
Digitoxin gut in Alkohol lislich ist. An Digitoxin- Bigitalin sind
10,05 K.E. da, wenn davon 3,96 K.I&. Digitoxin sind, bleibt fiir das Bi-
gitalin 6,1 K.E. iibrig. Daraus sicht man, daf in Tinctura Digitalis mit
Spiritus dilutus noch mehr Bigitalin iibergeht als in Tinctura mit Spiritus
fortior. Zum Vergleich der verschiedenen galenischen Priiparate habe ich
all diese Werte umgerechnet fiir eine Tinktur aus ,,Starke Pulver B,
unter der Voraussetzung, daB auch diese 1,108 mal soviel Wirksamkeit
enthalten wiirde als das Infug aus diesem Blattmuster. Wir berechnen
dann: Zusammensetzung einer Tinctura Digitalis purpurea
,Starke Pulver B¥, Spiritus dilutus 1:10.
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. 110 Slproks graiy] gl
Extrahiert aus 1 ¢ Blattpulver: 100 12 SEKIEN=10 G EKO L
iy I | 516 S S
Gitalingehalt: 13,6 - 100 K.E. = 25 K.E.

Digitoxingehalt (wie im Infus) = 5.8 IKLE.
Bigitalingehalt (berechnet) = 7,5 K.E.

Tinctura Digitalis purpurea (1:10). Absol. Alkohol.

Teh hatte von dieser Tinktur nur eine kleine Menge. Nach Entfer-
nung der Saponine wurde das Digitoxin mittels Serum und Aluminium-
hydroxyd B. entfernt. Die iibrighleibende Wirksamkeit (Bigitalin) habe
ich am isolierten Froschherzen mit der urspriinglichen Tinktur ver-
glichen. Es ergab sich, dal} die ]3I”lid]lll\\11]\9(1111]\(‘11 etwa /g der Total-
wirksamkeit betrug, und da nur ecine Spur Gitalin anwesend war, mubite
der Digitoxingehalt etwa 8/, d. h. etwa 37,0%, der Totalglykosidmenge

betragen.

111 Die Zusammensetzung desMaceratums Digitalis purpurea
0,5/100.

Dieses galenische Produlkt wurde hergestellt, indem ich 0,5 g Blatt-
pulver (,,Starke Pulver B) wihrend 6 Stunden im Schiittelapparat mit
100 cem Wasser schiittelte. Isotonisch gemacht mit NaCl, unverdiinnt
reeicht.

Sechs Katzen; D.1. pro Kilogramm Katze bzw.: 28,2 cem, 16,8 cem,
20,7 cem, 28,2 cem, 25,4 cem. Mittlerer Fehler: 14,69%,. Ausgeschaltet
Katze Nr. 2. 1)uruhsch1uLtl|clw1‘ Wert pro Kilogramm Katze: 23,8 cen.
= 15 , ) 200
In 200 cem Maceratum gibt es also 958 8,4 K.E.

Zuerst habe ich versucht, ob Digitoxin qualitativ nachweisbar war.
Es zeigte sich, dab w eder durch die direkte Methode noch durch Eluierung
der Alumlmumlm]l0\\, deiweiB-Digitoxinbindung ein Digitaliskirper iso-
lierbar war. Daraus ergibt sich, dafl im Maceratum kein Digitoxin an-
wesend ist. Das Maceratum wurde dreimal mit Chloroform geschiittelt.
In der Zentrifuge und im Scheidetrichter wurde die Chloroformfraktion
(= Gitalin) von der Restfraktion getrennt.

a) Werthestimmung der Gitalinfraktion. Die Gitalinfraktion
aus 1564 cem Maceratum (= 65,7 K1) wird gelistin 450 cem NaC10,9%
Unverdiinnt zur Wertbestimmung verwendet.

Drei Katzen; D.. pro Kilogramm Katze bzw.: 12,3 cem, 12,9 cem,
11,8 cem. Mittlerer Ifehler: 3%. Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm
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450

Katze: 12,3 cem.  Gefunden also: o
12.0

36,6
0,607 °

b) Wertbestimmung der Bigitalinfraktion. Die Bigitalin-
fraktion wird gelést in 700 cem 0,9% NaCl. Unverdiinnt zur Wert-
bestimmung verwendet.

Vier Katzen: D.1. pro Kilogramm Katze bzw.: 33,3 cem, 56,1 cem,
28,5 cem, 29,1 cem.  Ausgeschaltet Katze Nr. 2. Mittlerer Fehler 6,69%.
Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 30,3 cem.  Gefunden:

K.E.= 36,6 K.E. Gitalin oder

T

~
— Di

-
.-f%-

=

700 e SN 93,1 o
503 K.E.= 23,1 K.E. Bigitalin, d. h. 6@7% —35,29.

Weil diese Bestimmung nicht den Anforderungen von de Lind
van Wijngaarden entspricht (zu grofie Verdiinnung), ist sie nicht sehr
zuverlissig. Ks ist deshalb wahrscheinlich, daB man eine genauere Zahl
bekommt, wenn man den gefundenen Gitalingehalt (55,7%) vom Total
abzieht und die iibrigen 44,39, als Bigitalin betrachtet.

Die Zusammensetzung des Maceratums Digitalis purpureae ist also:

Digitoxinfraktion: 0 9,
Gitalinfraktion  : 55,7 9/
Bigitalinfraktion : 44,3 o/

(45

In absoluten Zahlen finden wir also in einem Macerat 0,5:100 aus
1 g Digitalis Blattpulver (total 8,4 K.E.) an:
Digitoxin: 0 K.E.

Gitalin: 4,7 K.E.

Bigitalin: 3,7 K.E.

IV. Die Zusammensetzung der Liquor Digitalis purpurea.
Ed.5 Ned. Pharm. (Digisol.).
Standardisiert durch das Rijks Instituut voor Pharn1;1(:0—1#]101”:11)011-
tisch Onderzock. D.1 pro Kilogramm Katze: 2,06 cem.
a) Werthestimmung der Gitalinfraktion. Ausgegangen von
)1?;2 K.E. = 48,5 K.I. Gitalinfraktion gelst in

—

100 ¢em Liquor, also von -

440 ecem NaCl 0,99,

Vier Katzen; D.. pro Kilogramm Katze hzw.: 12,6 cem,
11,5 cem, 14,3 cem, 12,1 eem. Mittlerer Fehler: 6,59%. Durchschnitt-
licher Wert pro Kilogramm Katze: 12,6 cem. An Gitalin also anwesend:
440 100

96 K.E. =35 K.E., das ist 35 - T 72,29,
o,0 L& 1
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b) Wertbestimmung der Bigitalinfraktion. Ausgegangen von
100 cem Liquor, also von 48,6 KLE. Bigitalinfraktion gelost in 232,5 cem
NaCl 0,99;.

Eine Katze; D.1. pro Kilogramm Katze: 50 cem. Diese Wert-

9325 ;

bestimmung ergibt also: 50—’-- = 4,60 K.E., anwesend in der Bigitalin-
fraktion. Mir blich zu wenig Bigitalinlésung iibrig, um eine vollstéindige
Bestimmung zu machen. Den folgenden drei Katzen habe ich erst die
Hilfte der todlichen Dosis Strophanthin 1:200000 intravends einver-
leibt. (D.1. des Strophanthins: 22,564 cem pro Kilogramm Katze [van Es-
veld].) Unmittelbar danach wurde die Bigitalinlosung eingestrimt.

Drei Katzen; D.. pro Kilogramm Katze: 32,5 cem, 32,4 cem,
27,8 cem. Mittlerer Fehler: 9,79%. Durchschnittlicher Wert pro Kilo-

~y i 2320
gramm Katze: 31 cem. An Bigitalin also anwesend: ——— =75 K.E,,
w)
: . 100 o
das ist: 7,5 - oRe=r1514 o/
as ist: 7,0 1’5 0 2,4 %

Die Zusammensetzung des Liquor Digitalis purpurea (Digisol.) ist

also:
Gehalt an Digitoxin: 12,4%, (berechnet)
Gitalin: 72,29, (zute Bestimmung)

ay

Bigitalin: 15,49 (nicht ganz zuverlissig).

1]

Aus einer kleinen Menge Liquor wurde mittels Bauchhihlenfliissig-
keit und (NH,),S0, das Digitoxin entfernt und am isolierten Frosch-
herzen untersucht. KEs ergab sich dabei ein Digitoxingehalt von etwa
189, was also mit den oben angefiihrten Zahlen befriedigend iiberein-

stimmt.

V.Die Zusammensetzung der galenischen Priparate aus Ifolia
Digitalis lanata.

Die Digitalis lanata Ehrl. hat in den letzten Jahren die Aufmerk-
samkeit auf sich gezogen wegen seines hohen Gehaltes an Digitalis-
olykosiden. Geziichtet in Osterreich, wird sie jetzt wohl iiber die ganze
Welt verhandelt. Die niederlindische Pharmakopoea liBt nur den Ge-
brauch von Digitalis purpurea zu.

In den ,,Mededeelingen van het Rijksinstituut voor Pharmaco-thera-
peutisch onderzoek, Nr. 20°° wird iiber den bisweilen viel zu hohien Wert
der zu untersuchenden Digitalispriparate berichtet, und dabei ergab sich,
daly oft Produkte aus Digitalis lanata angeboten worden waren. Wiihrend
ich, im Auftrag dieses Institutes, mit dieser Untersuchung bemiiht war,
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isolierten Mannich, Mohs und Mauss? aus dem Blattpulver vier Glyko-
side auf chemischem Wege.

Das von mir schon benannte Lanogen zeigt sich identisch mit ihrem
Lanadigin. In dieser Mitteilung ersetze ich den in einer vorliufigen Mit-
teilung? benutzten Namen Lanogen durch Lanadigin.

Das Lanadigin bindet sich an Korpereiweifie wie das Digitoxinum
purpurcae. Es ist alkohol- und chloroformlislich, unlislich in Wasser
und es vertrigt Erhitzung anf 1009 C. Seine Wirkung auf das isolierte
Froschherz ist jedoch reversibel, und Kumulationsversuche auf Katzen
wiesen aus, daB das Lanadigin nicht im Korper kumuliert (s. Mit-
teilung IV). Hierdurch kann man das Glykosid nicht La}l];tf,;L—I)fgitf)xill
nennen.

Das Lanataglykosid II von Mannich c. s. ist identisch mit meiner
Chloroformfraktion, es ist unldslich in Alkohol, schwer loslich in Wasser,
und ist nicht hitzebestindig. Nach 1/, stiindiger Erwirmung auf 900
haben gowohl Gitalin (aus Purpurea) wie Lanataglykosid 1T 2/, ihrer
Wirksamkeit verloren.

Dennoch wiirde der Name Lanata-Gitalin irrefiihrend sein, denn es
ist eben dieses Glykosid, welches fiir Digitalis lanata das kumulierende
Prinzip bildet (Mitteilung IV). Seine Wirkung ist aufs Froschherz irrever-
sibel. 'Wo Mannich c. s. hier keinen Namen einfiihrt, kann ich hier an
meiner alten Nomenklatur Lanatoxin festhalten.

Meine Restfraktion (Lanatalin) kumuliert nicht, hat eine reversible
Wirkung, ist leicht loslich in Wasser und Alkohol und vertrigt Erhitzung
auf 1000 C. Es wird identisch sein mit Glykosid T1T von Mannich,
Mohs und Mauss.

Zum Schlufy isolierten die genannten Verfasser ein viertes Glykosid,
das keine fiir Digifalis typische Farbreaktionen gab, aber dennoch eine
reversible digitalisartige Wirkung besal. Es ist meine saponinartige
Fraktion IV, welche sich bindet an Cholesterin, lislich ist in Wasser und
Alkohol, unlislich in Chloroform. Thre Lisung schiumt kriiftic und
hiimolysiert in ziemlich hohen Verdiinnungen. Es ist also ein saponin-
artiger Korper mit Digitaliswirkung, der Gruppe von Digitonin wnd
Helleborein angehorend. Es wiire nun sehr wichtig, zu wissen, ob es
auBler diesem vierten Glykosid noch echte, nicht auf das Herz wirkende
saponine gibt. Weder Smith3, Mannich usw.4 noch Perrot, Bourcet

! Mannich, Mohs und Mauss, Pharm. Zentralbl. 1930, Bd. 71, S. 615.

2 Mededeel. v. h. Rijks-Inst. v. pharmaco-therap. onderzock Nr. 20.

4 Smith, Journ. of the chem. soc. (London) 1930, Bd. 133, S. 508.

4 Mannich usw. 8. o.
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und Raymond ITamet?! reden von anwesenden Digitsaponinen, obwohl
sie vier statt drei digitalisartig wirkende Kérper aus dem Blatte der Digi-
talis lanata isolierten. '

Es ist mir nicht gelungen, die Saponinfraktion in eine herzwirksame
(viertes Glykosid) und eine herzunwirksame zu trennen. Ich halte es vor-
laufig fiir p\'ahr's‘(-]winlich, daB es neben dem vierten Glykosid keine
anderen Saponine in den Lanatapriiparaten gibt. Ich habe auf Grund
dieser Auffassung das Glykosid IV durch vergleichende Iamolyse-
versuche bestimmt, nachdem ich an dem Infusum lanatae eine Wert-
bestimmung ausgefiihrt hatte, die die Moglichkeit schul, die Héamolyse-
cinheiten in Katzeneinheiten umzurechnen.

VI. Zusammensetzung des Infusums Digitalis lanatae T0,1/100.
(D.l. pro Kilogramm Katze: 16,66 cem [van Ksveld].) Durch
Extraktion mittels Infusion wird also aus 1 g Blattpulver extrahiert:

100( .
) K.E. — 60 K.E.

]il_f))
a) Direkte Werthestimmung des Lzlna.diffingch.alt{‘s. Aus-
: 911.3
gegangen von 911,83 cem Infusum, also von: ' K.E. = 4,7 K.E.
Sty - 16,66

Die Lanadiginfraktion wurde gelist in 35 cem absolutem Alkohol. Zur
Werthestimmung wurde eine Verdiinnung dieser Losung von 1:10 ver-
wendet. '

Sechs Katzen; D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 19,6 cem, 15,1 cem,
14,2 cem, 21 cem, 14,8 cem, 18,6 cem. Mittlerer Fehler: 14,59,. Ausge-
schlossen Katze Nr.4. Durchschnittlicher Wert pro 'l‘(ilntrr;nnm Katze:

33 - 10 Sy (]

]\ E. =20 K.E., das ist: 20 - - : 0 —

16,5 cem. Also anwesend: 16,5 7

36,69

b) Indirekte Werthestimmung des La‘nzuligingvhnltos. Aus-
gegangen von Infusum Digitalis lanata 11 D.L. pro Kilogramm Katze:
20,17 cem (van Esveld). Durch L\tm]xtmn mittels Infusion wird also

- 10 S
ans 1 ¢ Blattpulver extrahiert: 50, 17 S, — — 49,6 LK. Anwesend war
i 63 (]| g—— oyt }
600 cem Infus, das sind also: 5017 K.E. = 29,7 K.E. Nach Abzentri-

fugieren des Aluminiumhydroxydeiweil-Lanadiginkomplexes wird die
ubuggebhobmw (Lanatoxin-Lanatalin-) Fraktion in Vacuo eingedampft

1 Perrot, Bourcet, Raymond Hamet, Bull. des I'acad. de mdéd. 3¢ Ser.
1930, Bd. 104, S. 303. Bull. des sciences pharmacol. 1931, Bd. 38, 8. 1.
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bis auf ein Volum von 298 cem. Nach Zusatz von 0,9% NaCl zur Wert-
bestimmung verwendet.

Drei Katzen; D.1. pro Kilogramm Katze bzw.: 17.3 cem, 16,6 cem,
19,5 cem.  Mittlerer Fehler: 6,3%. Durchschnittlicher Wert pro Kilo-
gramm Katze: 17,8 cem. Also anwesend an Lanatoxin -+ Lanatalin:

208 !
9 1 E.= 16,7 K.E. oder 16,7 %0 o 56,2 %.

)i)’“‘ =

I1 iir Lanmhgm+(rlykusul IV bleiben also 43.89, der Wirksamlkeit
iibrig.

1. Wertbestimmung der Glykosid IV enthaltenden Rest-
fraktion (Lanatalin - Glykosid IV). Ausgegangen von 1100 cem Tnfu-
1106
sum Digitalis lanata I, also von 50. 13 K.E.= 54,50 K.E. Sofort wurde
mit Chloroform dreimal ausgeschiittelt und die s»saponinhaltige’* Rest-

fraktion in 600 ccm NaCl 0,99% gelost.

Fiimf Katzen; D.1. pro Kilogramm Katze hzw.: 21,6 cem, 17 eem,

16,7 cem, 24,4 cem, 20,8 cem.  Mittlerer Fehler: 12,79 Ausgeschaltet
Katze Nr.4. Durchschnittlicher Wert pro I\IIO"IHI]H}I Katze: 19 cem.
: s ()
Anwesend waren also an Lanatalin | Glykosid IV: *] ; K.E. =31 6K,
oder 31,6 100 R v R/
C 94,0 “345 /0 — v Jjg.

2. Werthestimmung der vom Glykosid IV befreiten Rest-
fraktion (Bestimmung des Lanatalingehaltes). Auwmr"mm Yon

o e . 110
1100 ¢cem Infusum Digitalis lanata II, also von ”, KE.=5H45 K.E,

Ausschiittelung withrend 1 Stunde mit Cholesterin usw. Lanadigin und
Lanatoxin entfernt mittels Chloroform. Das iibrigbleibende Lanatalin
gelost in H00 cem NaCl 0,99%.

Vier Katzen; D.. pro Kilogramm Katze bzw.: 17 cem, 13.1 cem,
16,9 cem, 17,5 cem. Mittlerer Fehler: 9,4%. Ausgeschaltet Katze Nr. 9.
Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 17,1 cem. Anwesend

e T D00 TR TRl Mot S 100
also an Lanatalin: 71 K.E.= 292 K.E. oder 29,2 - 505 % = 03,6 9%,.
Al Hd.h
Gehalt an Lanatalin - Glykosid IV= 58 9/
1] " 9 = '}': (,/“
Gehalt an Glykosid IV: 4,49

Die Werthestimmungen haben einen mittleren Fehler von 6. 67%:
11% der Eichungen haben ecinen groBeren Fehler als 89, Die Wert-
bestimmung des Glykosids IV fillt also innerhalb der (renauigkeit der
Methode.
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Die gefundene Zahl von 4,4% darf also nicht als zuverlissig be-
trachtet werden. Wohl steht fest, daB der Gehalt des Infuses an Glyko-
sid IV dullerst gering ist.

Dic indirekte Lanadiginbestimmung ergibt also einen Lanadigin-
gehalt von: 43,89 — 4,4% = 39,4%.

Bei der direkten Bestimmung wurde gefunden 36,6%, es gibt also
eine hefriedigende Ubereinstimmung.

¢) Indirekt liBt sich jetzt auch der Lanatoxingehalt bestimmen,
und zwar wie folgt:

Gehalt an Lanatoxin -~ Lanatalin = 56,29,
Lanatalin = 53,6%,

1] ¥ ]

o=t 0/

GGehalt an Lanatoxin = PR

Eine direkte Bestimmung auf Katzen des Lanatoxins ist also wegen
der kleinen Mengen unmiglich. Dieses Glykosid ist aber gerade dag wich-
tigste, weil es das kumulierende Prinzip des Digitalis lanata bildet. An
isolierten Froschherzen habe ich kontrolliert, ob der oben berechnete
Wert ein richtiger ist. Dazu brauchte ich erst 1 K.E. Lanatoxin. Es ist
nicht moglich, diese aus einem Infus zu isolieren. (Fiir die Eichung des
erhaltenen Produktes wiirden 81 Infus nitig sein.) Wohl gelang mir die
Isolierung des Lanatoxins in ceniigender Menge aus einem  Macerat
(s. unten). Nun konnte 1 K.I. von diesem Lanatoxin in 10 cem Frosch-
ringer gelost und eine Grenzdosis Tir die tidliche Wirkung innerhalb 5 Mi-
nuten auf das Frosehherz an der Straubkaniile bestimmt werden. Ich
; & L0 |7 R
isolierte aus 201,7 cem Infusum lanatae, das sind 5017 K.E = 10 K.E.,
eine Menge Lanatoxin, dessen Wirkungsintensitit aufl das Froschherz mit
0.38 I.E. Lanatoxin iibereinstimmte. In dieser Weise zeigte sich also ein

. 100 T S S
Lanatoxingehalt von 0,38 - 10 on — 3,89,. Ks ergibt sich hieraus, dal}
mein berechneter Wert mit dem gefundenen im Einklang ist.

Die Zusammensetzung von Infusum Digitalis lanatae 0,1/100 ist

demnach:
Gehalt an Lanadigin — 39,49
" ,, Lanatoxin (berechnet) = 269,
., 5 Lanatalin — 03,69

Glykosid 1V (berechnet)= 4,49,

3] 3

Die Zusammensetzung eines Infuses 0,1/100 aus 1 g Folia Digitalis

lanata, worin aus dem Blattpulver 49,6 ICE, dibergehen, ist berechnet
wie folgt:
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Giehalt an Lanadigin = 195 K.E.
. .» Lanatoxin = 1,3 K.E.
55 ,» Lanatalin = 26,6 K.E.

. Glykosid TV— 22 K.E,

VII. Zusammensetzung der Tinktur mittels Spiritus dilutus,
bereitet aus Blattpulver von Digitalis lanata II 1: 10,
D.1. Verdiinnung 1:75 = 16,79 cem (van Esveld). Durch Extrak-

tion mittels Alkohol 70% (8. G.= 0,89) wird also aus 1 g Blattpulver

extrahiert: 10 - (),L] lh g K.E.= 50,2 K.E.

a) Bestimmung des Glykosid-IV- Gohnl['o s. Die hiamolysie-
rende Grenzkonzentration des Glykosids ist 2,2 K.E. auf 8000 cem NaCl
0,9%." Die hiimolysierende Grenzkonzentration der Tinktur ist: 1:300.
Es gibt also in (In' Tinktur von 1 g Blattpulver einen Gehalt an Gly-

e .800-10
kosid IV Von. 800() 089 K.E. =09 K.E., das ist in Prozenten ans-

“Pdl"(‘]\t ‘{)) /o — 1 h(rﬂ
b) Bestmnnungd(fs‘I}ztnutoxingohnIt(\. : 1. Bestimmung., Aus-
10 -
gegangen von 10 cem Tinktur, also von T [xL =447 K.E. Nach
Y

Kochen in Vacuo mit Ather und Cholesterin wird die iibergebliehene
Fraktion (Lanadigin-- Lanatalin) in 750 cem NaCl 0 9% gelost.

Fiinf Katzen; D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 14,7 cem, 19 cem,
20,6 cem, 20,8 cem, 21,9 cem.  Mittlerer Fehler 10%. Durchschnitt-
licher Wert pro Kilogramm Katze: 20,5 cem.

750
J() J"

0 = , o
oder 36,6 _}S?“E,—S_I,E %. Verlust durch Behandlung mit Ather-

Cholesterin: 1009, —81,99%, =18,1%,

Also anwesend an Lanadigin - Lanatalin: K.E. =36,6 K.E.

Gehalt an Lanatoxin - Glykosid TV = 18,19},
(:l\lmml V=R R0/

2 2

Giehalt an Lanatoxin = lh i",{.;

Bestimmung. Ausgegangen von 16,79 cem Tinktur, also von
16,79 - 75
16,79
jagen von Ather und Alkohol gegen Wasser.
Restiraktion (Lanadigin - Lanatalin) gelost in 1298 cem NaCl 0,99,

K.E. =7 K.E. Ather-Cholesterinbehandlung in Vacuo. Ver-
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Drei Katzen; D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 21,8 cem, 20,4 cem,
22,6 cem.  Mittlerer Fehler: 3,7%. Durchsehnittlicher Wert pro Kilo-
gramm Katze: 21,6 cem.

" . 1208
Also anwesend an Lanadigin -} Lanatalin: 516 K.E. = 60,1 K.E.
( 1 Sl U
oder 60,1+ v —80,1%
(2

Verlust durch Behandlung mit Ather-Cholesterin: 1009, —80,1%,
‘:]9,[ (}r‘o. L

Gehalt an Lanatoxin 4+ Glykosid 1V = 19,99,
- - Glykosid 1V = 1, b“’

Gehalt an Lanatoxin = ]8,1‘3{).

Diese zwei Bestimmungen ergeben also einen Lanatoxingehalt von:
163 4- 181 y
2 9 — % =17,2%.

¢) Bestimmung des Lnnata.lingohultes. 1. Ausgegangen von

: 10 - 1 S .
10 cem Tinktur, also von T rq— K.E. = 44,7 K.E. Ather-Cholesterin-
)7
behandlung. Verjagen von Alkohol gegen Wasser. Abfiltrierung des
Cholestering. Dreimalige Auschiittelung mit Chloroform. Restfraktion
(= Lanatalin) gelost in 600 cem NaCl 0,99%.

Vier Katzen; D.1. pro Kilogramm Katze bzw.: 22,7 cem, 20 cem,
18,7 ecem, 18 cem. Mittlerer Fehler: 7,56%. Durchschnittlicher Wert pro
Kilogramm Katze: 19,85 cem.

Also anwesend an Lanatalin:

600 . o 100
— K.E. — 30,2 K.IE. oder 30,2 - or —"T0%.
19,80 ’ A A 28
) e o 3,48 .75
Ausgegangen von 13,43 cem Tinktur, also von I’l‘ Y ]1]
. I‘q[

= 60 K.E. Behandlung wie oben. Lanatalinfraktion gelost in 583,3 cem
NaCl 0,9%.

Drei Katzen; D.1. pro Kilogramm Katze bzw.: 11,5 cem, 11, 3 cem,
14,1 cem. Mittlerer Fehler: 7,2%. Durchsehnittlicher Wert pro Kilo-
gramm Katze: 12,3 cem.

Also anwesend an Lanatalin:

<
'_);__%3 KE. =474 K.E. oder 474" f(? s =T19%,.

Diese zwei Bestimmungen ergeben einen Lanatalingehalt von:

70 79

T Nk ,’ —"77 0
= ==l D

“
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d) Bestimmung des Lanadigingehaltes. Oben wurde gefunden
fiir Lanadigin - Lanatalin: 81,9 bzw. 80,19, im Durchschnitt: 819,. An
Lanatalin gefunden 74,5%, bleibt fiir Lanadigin: 6,5%.

Versucht wurde, eine geniigende Menge Lanadigin fiir cine Werthe-
stimmung zu isolieren: Ausgegangen von 10 cem Tinktur, also von
10 f()
16,79
1501101‘t und in 160 cem NaCl 0,99 geltst.

Drei Katzen; D.1 pro Kilogramm Katze bzw. 22,4 cem, 31,8 cem,
44,6 com. Mittlerer Fehler: 229, Esist dies also eine Bestimmung, welche
den Anforderungen von de Lind van Wijngaarden nicht entspricht.
Durchschnittlicher Wert 1)1‘0 Kilogramm Katze: 33 cem. Es ist also an-

wesend an Lzumdigin: - h E. =48 K.E. oder 4,8 2001 — 10,7%

23 P ] (/o
(nicht ganz zuverliissig).

Als cinen Kontrollversuch betrachtet, stimmt der berechnete Lana-
digingehalt dennoch befriedigend mit dem durch direkte Bestimmung
gefundenen iiberein.

Die Zusammensetzung einer Tinktur 1: 10, mittels Spiritus dilutus
aus 1 g Digitalis Lanatablattpulver hergestellt (worin aus dem Blatte
50,2 K.E. iibergehen), ist wie folgt berechnet:

KE. =447 K.E. Mit der direkten Methode wird das Lanadigin

(]

Gehalt an Lanadigin = 3,3 K.E.
s ., Lanatoxin = 8,6 K.E.
0 ,, Lanatalin = 574 K.E.

- ., Glykosid IV= 0,9 K.E.

VIII. Die Zusammensetzung des Maceratums Digitalis lanatae
11 0,1/100.

D.1. pro Kilogramm Katze: 23,64 cem (van Ksveld).

Durch Kaltwasserextraktion bekommt man also aus 1 g Blattpulver

)

i??,i KE. =423 KE.

a) Bestimmung des Glykosid-IV-Gehaltes. Die hiimolysie-
rende Grenzdosis des Infusums Digitalis lanatae ist eine Verdiinnung 1: 8,
worin also eine Konzentration Glykosid IV von: 2,2 K.E. auf 81. Die
himolysierende Grenzdosis des Maceratums Digitalis lanatae ist eine Ver-
diinnung 1:6. Es gibt also im Maceratum eines Grammes Blattpulver

2.9

einen Gehalt an Glykosid IV von: 1000« 6 - -=1,60 K.E., das ist in
100 8{]00

Prozenten ausgedriickt: 1,65 5 d}/{, — L

!
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b) Bestimmung des Lanatoxingehaltes. Ausgegangen von
820 . ;
820 cem Maceratum, also von 3361 K.E.=34,7 K.E. Die Lanatoxin-
fraktion wurde gelést in 225 cem NaCl isotonisch.
Drei Katzen; D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 26,3 ccm, 27 cem,
29.5 cem.  Mittlerer Fehler: 4,6%. Durchschnittlicher Wert plO Kilo-

gramm Katze: 27,6 cem. Anwesend waren also an Lanatoxin: Ix E.

> e 00
= 8,16 K.E. oder b,l:)-fu—?‘}{,, 23,5%,.
= M
¢) Bestimmung des Lanatalingehaltes. Ausgegangen von
\;) s )
820 cem Maceratum, also von 53,61 K.E. =34,7 K.E. Die Lanatalin-

fraktion wurde gelist in 307 cem 0,9% NaCl.
Drei Katzen; D.L pro Jxllogm‘mm Katze bzw.: 12,8 cem, 15 cem,
11,8 cem. Mittlerer Fehler 9,1%. Durchschnittlicher Wert: 13,2 cem.

. 907 e
Anwesend waren also an Lanatalin: Twl LE. = 23,3 K.E. oder
oo, 100 ” =
23,3 - 347 % =67,1%

d) Bestlmmung des Lanadigingehaltes. Durch Berechnung
ergibt sich ein Lanadigingehalt von: 100% — (4% --23,5% - 67,1 %)
= 5,4%

Diese Menge Gift gestattet wieder nicht eine Werthestimmung mittels
Katzen zu machen. Am isolierten Kroschherzen konnte ich aber kon-
trollieren, daf dieser berechnete Wert praktisch mit dem wirklichen
iithereinstimmt.

Die Zusammensetzung eines Maceratums 0,1/100 aus 1 g Folia Digi-
talis lanata, worin aus dem Blattpulver 42,3 K.E. iibergehen, ist wie folgt
berechnet:

(Gehalt an Lanadigin = 2,3 K.E.
o ,, Lanatoxin = 99 KE.
” ., Lanatalin = 284 K.E.

Glykosid IV = 1,7 K.E.

wooon
IX. Die Zusammensetzung der Liquor Digitalis lanata.
(ﬁ[—fergestollt von Dr. Meulenhoff.) D.1. pro Kilogramm Katze Ver-
diinnung 1: 25=22,45 cem (van Esveld).
Diese Fliissigkeit himolysiert gar nicht und bildet keinen Schaum.
Sie ist also (Saponin) Glykosid-IV-irei.
| a) Bestimmung des Lmmtoxingehaltes. Ausgegangen von

_ 4492
44,9 cem Liquor, also von — 45
29,

Archiv f. experiment. Path. u. Pharmakol. b

= b0 K.E. In Vacuo wird der an-
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wesende Alkohol verjagt. Die Lanatoxinfraktion wird gelost in 204 cem
NaCl 0,9%.

Drei Katzen; D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 11,8 cem, 12,1 cem,
13,4 cem. Mittlerer Fehler: 5,1%. Durchschnittlicher Wert pro XKilo-

9

- ‘ .. 204
gramm Katze: 12,4 cem. Anwesend waren also an Lanatoxin: 1 ‘T‘iK'E'

ghsy T
— 16,45 K.E. oder 16,45 - ,—5(?% — 32,99

—

b) Bestimmung des Lanatalingehaltes. Ausgegangen von
44,9 - 26
22,45
der Alkohol verjagt. Die Latanalinfraktion wird gelost in 305,5 cem

NaCl 0,9%.
Drei Katzen; D.1. pro Kilogramm Katze bzw. - 32,2 cem, 31,2 cem,
34,7 cem.  Mittlerer Fehler: 4,19%. Durchschnittlicher Wert pro Kilo-

44,9 cem Liquor, also von

=50 K.E. In Vacuo wird wie oben

» AT 300,56
gramm Katze: 32,7 cem. Anwesend waren also +55 K.E. =93 KE.
oz,

e [ bl L ;
oder Q,S-E % =18,6%. Daraus crgibt sich ein Lanadigingehalt von

100(%) s (3219% +1836L:{J) = 49*50/0-
Die Zusammensetzung der Liquor Digitalis lanata ist also in Pro-
zenten ausgedriickt:

(iehalt an Lanadigin = 49,69
i ,»» Lanatoxin = 32,9%,
= .» Lanatalin = 18,69,
; » Glykosid IV= 0 9

In den umstehenden Tabellen sind die erhaltenen Zahlen iiber-
sichtlich zusammengestellt.

Bei der Betrachtung dieser Tabellen ergibt sich folgendes: Die Digi-
toxinfraktion aus dem Blatte des Digitalis purpurea geht sowohl in das
Infus wie in die Tinktur iiber.

In dem Kaltwasserextrakt, entstanden durch 6stiindige Ausschiitte-
lung mit der 200fachen Menge Wasser, wird dem Blatte kein Digitoxin
entzogen, wihrend dagegen durch 48stiindige Ausschiittelung mit der
8fachen Menge Wasser das Digitoxin teilweise gelost wird (Liquor pur-
purea). Die Gitalinfraktion wird am besten mittels Kaltwasserextraktion
extrahiert, auch durch Infundieren wird sie ganz oder fast ganz gelost.
Die Differenz der Zahlen ist so klein, dal} sich nicht mit Bestimmtheit
sagen libt, ob geringe Mengen hier schon im Blatte zuriickbleiben, oder
(was wahrscheinlicher ist) durch die erhihte Temperatur in unwirksame
Bestandteile zersetzt werden. In der Tinktur aber geht das Gitalin nur
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Die Zusammensetzungen der galenischen Priparate.

Tabelle 1. Zusammensetzung und Stirke der galenischen Pripa-

rate, hervestellt aus 1g Pulvis foliorum Digitalis purpureae.
Fraktion A Fraktion B Fraktion C
Galenisches Priiparat EiweiBfraktion {!hlorofo.rm.frakt.ion Res.ti.rak?-ion
Digitoxin Gitalin Bigitalin
| InK.E.1 | in ¢} in K.E. | inY% in K.E. | in?9
: : |
Infusum, 0,5/100=123 KE. 38 | 31,4 \ 43 | 347 \ 42 | 339
Tinctura (Spir. dil) 1:10 = 3.8 28,0 2.5 18,6 73 | 534
13,6 K.E. 4
Tinctura (Spir. fort.) 1:10 = 3 33,3 ‘ 04 | 43 | 5,6 ‘ 62,4
) 9 K.E. . ! 1 ;
Tinctura (Spir. absol) 1:10 | 38, 315 Spur - ‘ 59 62,0
= 94 K.E. i |
Maceratum 05/100=8AKE. | — | — | 47 | 857 | 87 | 143
Liquor. (in %) || R R = o R R e
Tabelle 2. Zusammensetzung und Stirke der galenischen Prii-

parate,

hergestellt aus 1g

Pulvig foliorum Digitalis lanata.

1 Fraktion A Fraktion B

| Fraktion ¢

Fraktion D

Galenisches Priparat | Eiweilfraktion ICh](Jrc.u'nrmfrfﬂ\'(.iun Rcstfmktjon Sai}‘;ﬁﬁgg'g"
Lanadigin . Lanatoxin Lanatalin | (i]ylmsid v
inEE.| in% |in KE | In% |[mKE| in% |inKE | in%
Infusum 0,1/100 =| 195 | 894 18 | 26 | 266 | 836 | 22
49,6 K.E. | ] | |
a 77 -0 ] |
Tinctura! (Spir. dil) 33 | 65 86 | 17 .1?_,4 | 45 09 \ 18
1:10=502K.E. | \ | | |
Ty 0,1 100 | 9 b, 99 | 235 | 284 | 671 | 17 | 40
=423 K.E. ‘ ‘
[ ; [ 3 7
Liquor. in %) | — | 49,5 5 W eEm I = el RS

teilweise iiber; je hoher die verwendete Alkoholkonzentration, desto
weniger wn‘lxstunea Gitalin die Tinktur enthilt. Der hierdurch ent-
standene Wertverlust der Tinkturen wird, wenn Spiritus dilutus zur Her-
stellung verwendet wird, durch die ausgicbige Kxtraktion des Bigitalins
aus dem Blatte iiberkompensiert. Auch in den iibrigen Tinkturen findet

1 KE. =
zu titen.

eine Katzeneinheit = die Menge Gift, benitigt um 1 kg Katze
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sich mehr Bigitalin als im Infus. Die Wertunterschiede der Tinkturen,
je nachdem man Spir. dil., Spir. fort. oder Spir. absol. verwendet, wird
hauptsichlich verursacht durch das Benehmen des Gitalins, welches
Glykosid sich schwer in hoheren Alkoholkonzentrationen list. Das Bi-
gitalin geht besser in warmwiisserige Losungen als in kaltwisserige iiber.
Das Infusum ist nicht ein ,idealer* Extrakt: es wird durch Infundieren
nicht alle Wirksamkeit dem Blattpulver entzogen.
Theoretisch sind in 1 g Pulver anwesend:

An Digitoxin — 3,8 K.E.
, Gitalin = 4,7 KE.
. Bigitalin = 7.3 K.E
Total = 15,8 K.E.

Die von Straubt angegebene Methode zur quantitativen Extraktion
aller anwesenden Glykoside aus dem Blatte hesteht darin, dall man erst
das Blattpulver maceriert und darauf dasselbe Pulver mit Spiritus
dilutus extrahiert.

Aus meiner Tabelle 1 geht hervor, dafi eine solche Methode sich in
der Tat zur Erhaltung eines Idealextraktes bewihrt. Aber auch durch
einfache Perkolation mittels Spiritus dilutus kann man sehr wohl der
Idealextraktwirksamkeit nahekommen.

Die Lanadiginfraktion ist am groBten im Infusum lanatae. Auch
im Liquor lanatae gibt es eine bedeutende Menge dieses Glykosids.
Merkwiirdigerweise ist das Maceratum nicht lanadiginfrei (vgl. das digi-
toxinfreie Maceratum purpurea), und geht nur wenig Lanadigin in die
Tinktur, obwohl das Glykosid sehr gut alkohollislich ist. Die Lanatoxin-
fraktion findet sich in der Tinktur, in Liquor und Maceratum. Das nicht
hitzebestiindige Produkt ist nur spurweise im Infus nachweisbhar.

Die Lanatalinfraktion wird am besten mittels Alkohol extrahiert.
Warmwiisserige Extraktion des Lanatablattpulvers ist offenbar fiir das
Lanatalin die am wenigsten geeignete Methode.

Durch die vollstindige Extraktion des Lanatalins geht die grifite
Menge wirksamer Bestandteile des Blattes in die Tinktur iiber. Aber
dennoch gibt es auch unter den Lanataprodukten keinen Extrakt, worin
alle wirksamen Bestandteile des Blattpulvers in eine wirksame Form
libergegangen sind. Den absoluten Gehalt an Glykosiden des Lanata-
blattpulvers kann man berechnen, wenn man fiir jede Fraktion die
hichsten Zahlen addiert:

1 Straub, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1917, Bd. 80, S. 52.
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Lanadigin = 19,6 K.E.
Lanatoxin == 9,9 K.E.
Lanatalin = 57,4 K.I.
Glykosid IV= 2,2 K.E.
Inggesamt 69,0 K.E.

Theoretisch kann ein Tdealextrakt also 69 K.E. auf 1 g Blattpulver
o
enthalten.

Maceriert man das Lanatablattpulver, extrahiert man dann mit
Spiritus dilutus und infundiert man zuletzt, so wird theoretisch ein solcher
Extrakt entstehen.

In einem Stadium dieger Untersuchungen, worin mir noch nicht all
diese Tatsachen bekannt waren, habe ich einen Extrakt hergestellt, wobei
ich zuerst macerierte, dann infundierte:

(:) Werthestim mung dieses Extraktes aus 1 g Blatt-
1] UIVGT von ])Igltﬂ-h-"‘s lanata. Das ].)lll\"l‘l' \‘r’"i[’d erst 6 Stu]ldﬁ']l ]Tlit
500 cem Wasser ausgeschiittelt, dann wird es, wihrend 1/, Stunde mit
500 cem frischem Wasser infundiert. Durch Zusatz von Waschwasser ist
1200 cem NaCl 0,99, anwesend.

Vier Katzen; D.1. pro Kilogramm Katze bzw.: 233 cem, 18 cem,
18,8 cem, 22,9 cem. Mittlerer Fehler: 11,2%. Durchschnittlicher Wert

3 g

. - : ) 1200 TR

pro Kilogramm Katze: 20,7 cem. Anwesend sind also 5007 K.E.=b8K.E,
= ,‘

oder 58—49,6 =8,4 K.E. mehr als im Infus,

Wenn ich jetzt diesen Befund analysiere, so ergibt sich folgendes:

Durch Maceration habe ich extrahiert an Lanatoxin: 9,9 K.I., an Lana-
talin: 28,4 K.E.

Durch nachherige Infusion wird aus dem Blattpulver extrahiert an Lana-
digin: 19,56 K.E., an Glykosid IV: 2,2 K.E.

Insgesamt habe ich also aus dem Blattpulver 9,9 K.E. -
419,56 K.E. - 2,2 K.I. = 60 K.E. extrahieren kinnen.

-28,4 K.E.

Mein Befund kommt damit befriedigend iiberein und ist ein Beweis
dafiir, daBl meine Zahlen zuverlissig sind.

Bei Digitalis lanata ist es also deutlich nachweishar, daB bei der
Erklirung der auftretenden verschiedenen Stirken der galenischen Pri-
parate die mehr oder weniger vollstiindige Bigitalin- (Lanatalin-) Extrak-
tion eine wichtige Rolle spielt.
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Zusammenfassung.

s ist mir gelungen, in allen galenischen Priiparaten von Digitalis
purpurea und Digitalis lanata die einzelnen Fraktionen zu bestimmen.
Dabei hat es sich herausgestellt, dafl im Digitalis lanata vier Fraktionen
anwesend sind, welche ich, so weit dieses miglich war, mit denen von
Mannich e. s. identifiziert habe.

In einigen Fillen, wo zwei verschiedene Muster von Purpurea- oder
Lanatabliatter zur Untersuchung kamen, wurden nur unbedeutende
Unterschiede zwischen den Mustern gefunden.

Dagegen liefern die Tabellen 1 und 2 ein buntes Bild, woraus sofort
hervorgeht, wie grofi der Unterschied zwischen den verschiedenen Prii-
paraten aus demselben Blattpulver ist.

Entgegen friiheren Meinungen aus dem hiesigen Institut scheint aus
meinen Versuchen hervorzugehen, dali doch nicht alle Wirksamkeit aus
dem Blattpulver in 1/,% Infus iibergeht.

Es mull dann angenommen werden, dall beim Infundieren ein Teil
des Bigatilins zerstort wird. Bekannt ist, dal durch Behandlung der
Blatter mit Alkohol diese bisweilen beim spiiteren Infundieren mehr
Wirksamkeit liefern als die unvorbehandelte Droge. Das beruht wahr-
scheinlich darauf, daff durch die Alkoholbehandlung das Bigitalin wider-
standsfahiger wird.

Meulenhoff spricht schon seit Jahren von ,,Stabilisieren® der
Bliitter durch Alkoholdampf.

Aus dem Lanatablatt ist auch ohne die Verwendung von Alkohol ein
Extrakt herzustellen (indem man hintereinander maceriert und inf undiert),
der zwar noch nicht alle Wirksamkeit aus dem Blatt enthilt, jedoch ]‘,l',_
deutend stiirker ist als das Infus.

Es bleiben natiirlich noch Fragen zu beantworten, z. B. weshalb in
das Infus aus Purpurea so viel Gitalin iibergeht, wihrend doch das reine
Glykosid sehr wenig hitzebestiindig ist: weshalb in das Macerat nicht,
in den konzentrierten kaltwiisserigen Extrakt (woraus der Liquor herge-
gestellt wird) wohl Digitoxin itbergeht?

Hier liegen offenbar noch komplizierte Verhiiltnisse vor, die durch
das Studium der reinen isolierten Glykoside nicht gelist werden kinnen,
sondern wobei auch die anderen Bestandteile des Blattes in Betracht ge-
zogen werden miissen.

Die Miglichkeit solcher Versuche liegt jetzt, wo wir die Fraktionen
aus jedem Priiparat bestimmen kinnen, vor.



IV, Die Kumulation der galenischen Priiparvate aus Folia Digitalis
nrpurea und aus Folia Digitalis lanata, im Zusammenhang mit ihrem
Gehalt an reinen GlyKosiden.
Mit 1 Textabbildung.

Die Kumulation ist eine der wichtigsten Eigenschaften der Digitalis-
iparate. Vor kurzem hat van Esveld! mit einer genau beschriebenen
verlissigen Methodik bestimmt, wie stark die Kumulation der ver-
liedenen galenischen Priiparate nach intravenoser Injektion der halben

tadlichen Dosis ist. :

Wo ich jetzt (ILL Mitteilung) die Zusammensetzung dieser Pripa-
rate kenne, ist es moglich zu studieren, ob die Kumulation des Produktes
vollstindig durch seine Zusammensetzung aus Digitoxin, Gitalin und
Bigitalin (s. Lanadigin, Lanatoxin, Lanatalin und Glykosid IV) zu er-
kliren ist.

Dazu braucht man, auBer der quantitativen Zusammensetzung, auch
die Kumulationswerte der reinen Glykoside. Dann kann die Kumulation
der galenischen Priparate berechnet und mit den von van Esveld
empiriseh bestimmten Zahlen verglichen werden.

In der Abb. 1 (aus der Arbeit von van Esveld) finden sich seine
simtlichen Resultate. Ich habe in meinen Versuchen die Kumulation
nieht an verschiedenen Tagen, sondern nur am 2. Tage bestimmt. Ks
handelt sich also in dieser Mitteilung nur um die Verhiltnisse am 2. Tag
nach der Injektion.

Aus den van Esveldschen Untersuchungen geht im allgemeinen
hervor, daB die Produkfe aus Digitalis lanata weniger kumulieren als
Purpureaprodukte. Betrachtet man das Kumulationsvermigen der Prii-
parate untereinander, 80 ergeben sich ganz andere Verhiiltnisse bei La-
nata- als bei Purpureaprodukten.

7. B.: Das Infusum und die Tinctura purpureae kumulieren etwa
gleich stark und etwa gleichartig.

Bei Digitalis lanata aber kumuliert die Tinktur mehr als das Infusum.

t yvan Esveld, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1931, Bd. 160, S. 375.
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Eine zweite Merkwiirdigkeit liefert die Betrachtung der Liquores
der beiden 1 Jigitalisarten. Der Liquor Digitalis purpurea ist namentlich
in der Absicht hergestellt, ein wenig kumulierendes Digitalisprodukt zu
bvkommen, nehenbei aber auch zur intravenisen Injektion.

Unter den Purpureaprodukten bildet der Liquor in der Tat ein
solches Heilmittel. Aber bei Digitalis lanata ist das gar nicht der Fall:
der Liquor lanatae kumuliert mehr als das Infusum lanatae.

Am aunffallendsten ist die Vergleichung der kalt- und warmwiisserigen
Extrakte, der Macerate und Infuse. Straub? lenkt schon die Aufmerk-
samkeit darauf hin, daBl das Maceratum purpureae ein brauchbares, nicht
kumulierendes Purpureaprodukt ist. Bei dem Digitalis lanata aber kon-
statiert van Esveld fiir das Maceratum einen dreifach htheren Kumula-
tionswert als fiir das Infus.

Zum SchluB ist das duberst geringe Kumulationsvermigen des In-
fusum lanatae in den Versuchen von van Esveld auffallend.

Welche Faktoren spielen hier eine Rolle?

In dieser Mitteilung wird angegeben, inwieweit der verschiedene
Glykosidgehalt der Produkte hier von Bedeutung ist.

Von den reinen Glykosidfraktionen wurden untersucht: Digitoxin,
Gitalin, Bigitalin, Lanadigin, Lanatoxin und Lanatalin. Die Isolierungs-
methode und die Werthestimmungen der Glykosidlosungen sind in der
IIT. Mitteilung publiziert.

Der Katze in Athernarkose wurde 509 der D.l. mit einer kon-
stanten Geschwindigkeit von 1 ¢cem pro Minute intravends einverleibt,
Die Injektion dauerte etwa 20 Minuten. Die Hautwunde wurde mig-
lichst steril behandelt.

2 Tage nach der Infusion der halben todlichen Dosis wurden die
Katzen wieder mit Ather narkotisiert. Mit der Digitaliswertbestimmungs-
methode von Hatcher-de Lind van Wijngaarden wurde jetzt
wieder die tidliche Dosis der urspriinglichen Glykosidlosung an diesen
Katzen bestimmt.

Der Unterschied zwischen dieser und der tidlichen Dosig bei unvor-
behandelten Tieren zeigt, wieviel Prozent der D.L nach 2 Tagen noch
durchschnittlich in den Versuchstieren zuriickgeblichen ist. Gravide
Katzen wurden nicht mitgeziihlt. Die Berechnung der D.1. pro Kilo-
gramm Katze 2 Tage nach der ersten Injektion geschah nach dem Ge-
wicht, welches die Tiere am Tage des Todes besaBen. Dieses Gewicht
war durchschnittlich weniger als 100 g zuriickgefallen. Nach Infusion
der Rohprodukte ist dieser Gewichtsverlust durchschnittlich hiher.

! Strau b, Dtsch. med. Wochenschr. 1922, Nr. 24,
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Protokolle.
I. Digitoxinfraktion.
(Kiweilifraktion aus Digitalis purpurea.)
D.L. pro Kilogramm Katze 17,3 cem.
1. IT1. 1930. Vier Katzen bekommen in etwa 20 Minuten einen intra-
venosen EKinlauf von 509, der D.L
3. III. 1930. 48 Stunden nach dem ersten Einlauf wird bei diesen
Katzen mit dhnlicher Einlaufsgeschwindigkeit und mit demselben Pri-
parat (welches im Kiihlzimmer [-1° bis 4-3°] aufbewahrt wurde), die
todliche Dosis bestimmt. Diese war bzw.: 16,1 cem, 11,2 cem, 9,2 cem,
10,1 eem. Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 11,7 cem.
Durchschnittlich pro Kilogramm Katze zuriickgeblieben: 17,3 cem
113(,}\ % = 32,4%, der D.1.
van Esveld schaltet bei dieser Berechnung Katzen aus, welche
mehr als 209 vom durchschnittlichen Wert abweichen.
Schalte ich Katze Nr. 1 ans, so ist der Kumulationswert des Digi-
toxins: 419 der D.L

—11,7 cem = 5,6 cem oder 5,6 -

I1. Gitalinfraktion.
(Digitoxinfreie Chloroformfraktion aus Digitalis purpurea.)

D.L pro Kilogramm Katze: 23,4 cem.

Fiinf Katzen. Nach 48 Stunden war die D.1. pro Kilogramm Katze
bzw.: 18,4 cem, 27,2 cem, 26,6 cem, 21,4 cem, 33,3 cem.

Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 25,4 cem. (Schaltet
man die Katzen Nr. | und 5 aus, dann ist dieser Wert: 25,1 cem. )

Jedenfalls ist keine Kumulation nachzuweisen.

ITT. Bigitalinfraktion.
(Restfraktion aus Digitalis purpurea.)

D.1. pro Kilogramm Katze: 14,5 cem.

Iiinf Katzen. Nach 48 Stunden war die D.1. pro Kilogramm Katze
bzw.: 15 ecem, 21,8 cem, 11,1 cem, 20,9 cem, 12,7 cem.

Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 16,3 cem.

Schaltet man bei der Berechnung die Katzen Nr. 2, 5 und 4 aus,
dann ist der durchschnittliche Wert: 13,85 cem und man schliet nach
2 Tagen auf eine Kumulation des Bigitalins von: 14,5 cem—13,86 cem
114(1(“ of = 4.5% der D.L.
IV. Lanadiginfraktion.

(Eiweibfraktion aus Digitalis lanata.)

D.L pro Kilogramm Katze: 19,4 cem. Sechs Katzen. Nach 48 Stun-

den war die D.1. pro Kilogramm Katze bzw.: 13,6 ccm, 18 cem, 14,3 cem,

= 0,656 cem oder 0,65 -
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17 cem, 21,8 cem, 16,4 cem. Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm
Katze: 16,85 cem.  Durchschnittlich zuriickgebliehen pro Kilogramm

Katze: 19,4 cem—16,85 cem = 2,00 cem oder 2,55 - 104 =] S 180
der D.L 1%

Schaltet man Katze Nr. 5 aus, dann ist der durchschnittliche Wert:
15,9 ¢cem und man schlieft nach 2 Tagen auf eine Kumulation des Lanadi-

gins von: 19,4 cem—15,9 cem = 3,0 cem oder 3,5 - :qﬂ{: or —189%, derD.l.
V. Lanatoxinfraktion.
(Chloroformfraktion aus Digitalis lanata.)

15 ¢ Lanatablattpulver werden mit 3 Teilen Wasser und 1 Teil
Chloroform (jedesmal 400 cem) im Schiittelapparat ausgeschiittelt. Im
Scheidetrichter wird das Chloroform von der Restfliissigkeit getrennt.
Dag Chloroform wird in Vacuo verjagt unter allméhlichem Beitropfen
von Wasser. Jetzt wird 300 cem Kaninchenbauchhéhlenfliissigkeit (s.
Mitteilung I111) hinzugefiigt und mit 50 cem Aluminiumhydroxyd zentri-
fugiert. Die Lanatoxinlosung steht als Klare Fliissigkeit in den Zentri-
fugenrihren. Sie wird verdiinnt bis 1060 cem NaCl 0,99 und zur Wert-
bestimmung verwendet. Drei Katzen. D.L pro Kilogramm Katze bzw.:
16,4 cem, 19,4 cem, 18 cem. Mittlerer Fehler: 5,6%. Durchscehnittlicher
Wert pro Kilogramm Katze: 17,9 cem.

Bestimmung des Kumulationswertes dieser Fliissigkeit.

Fiinf Katzen. Nach 48 Stunden war die D.1 pro Kilogramm Katze:

8.3 cem, 10,8 cem, 8,6 cem, 12,0 cem, 6,1 cem. Durchschnittlicher Wert

pro Kilogramm Katze: 9,26 cem. Durchschnittlich zuriickgebliehen:
- ; 100

17,9 cem—9,26 cem = 8,64 cem oder 8,64 - e o, = 48,39, Schaltet
L5

man Katzen Nr.4 und b aus, dann ist der durchschnittliche Wert:

0,23 cem und man schlieBt nach 2 Tagen auf eine Kumulation des Lana-

: s o " .~ 100
toxing von: 17,9 cem—9,23 cem =8,67 cem oder 8,67 + 9 — 48,49

der D.1. A
V1. Lanatalinfraktion.
(Restfraktion aus Digitalis lanata.)

D.L pro Kilogramm Katze: 11,65 cem. Vier Katzen. Nach 48 Stun-
den war die D.1. pro Kilogramm Katze bzw.: 14,9 cem, 19 cem, 13,3 cem.
Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 15,73 cem Lanatalin-
lisung. Das Lanatalin kumuliert also nicht. Ich weise darauf hin, dal
diese Katzen sogar eine etwa 409 hohere tidliche Dosis ertragen. Diese
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Tatsache kann nicht durch einen eventuellen Riickgang der Toxizitit -
des Lanatalins in den 2 Tagen erklirt werden. Ich habe auch Katzen
mit Lanatalin vorbehandelt und nach 2 Tagen mit Strophanthinlisungen
injiziert: gegen Strophanthin zeigten sich die Tiere auch widerstands-
fahiger. Ich komme hierauf spiter zuriick.

Um meine Ergebnisse soviel wie moglich mit den van Esveldschen
in Einklang zu bringen, verwende ich die Kumulationswerte der einzelnen
Glykoside, welche sich aus meinen Protokollen nach Ausschaltung der-
jenigen Katzen ergeben, welche mehr als ¢ 209 von dem durchschnitt-
lichen Wert ihrer Gruppen abweichen.

Meine Berechnung stimmt dadurch vollig mit der von van Esveld
iiberein. Ubrigens besteht in meinem Falle nur ein schr geringer Unter-
schied, ob man diese stark abweichenden Zahlen ausschaltet oder nicht.
Durch das Ausschalten werden die Werte fiir Digitoxin, Bigitalin und
Lanadigin etwas hiher.

Kumulationsversuche mit Glykosid IV sind nicht angestellt worden.
Weil das Glykosid TV sehr leicht answaschbar aus dem Troschherzen ist,
kann man annehmen, daB es auch nicht kumuliert.

Lusammoz.lfa:;seml habe ich mit einer meiner Meinung nach zuver-
lissigen Methode gezeigt, daB, wenn 50% der todlichen Dosis intravenis
einverleibt wird, nach 2 Tagen in der Katze noch anwesend sind von

Digitoxin: 41 9, der D.I. oder 82 9, der eingespritzten Dosis
ts SO /0 I

Gitalin: s R h sy b O r 1
Bigitalin: 4D B i T L .
Danadigin=ia] 8 S S e Lo B 4 i
LanatoxinsiA S d S i 6 B . g

Lianatalin e (R S () ) i

Wenn ich jetzt einer Katze von 2 kg intravenis eine halbe tidliche
Dosis eines Digitalisproduktes injiziere, das ist also 1 K.E., so bin ich
Imstande, fiir jedes Priparat die folgende (hier fiir das Infusum pur-
purea ausgearbeitete) Berechnung zu machen: der Katze wird einver-
leibt 1 KXE. Gift, das sind also (s. Mitteilung T1T): 0,314 K.E, Digitoxin,
0,347 K.E. Gitalin und 0,339 K.E. Bigitalin.

Nach 2 Tagen mul} davon noch anwesend sein:

an Digitoxin: 0,82 . 0314 K.E. = 0,257 K.E,

»» Gitalin: 0,000 - 0,347 K.E. = 0,000 K.E.

»» Bigitalin: 0,090 - 0,339 K.E. = 0,03 K.E.
Nach 2 Tagen ist vom Infus theoretisch noch 0,287 K.E. da.

Das ist 28,7% der injizicrten Dosis und 14,35% der D.1. des Versuchs-
tieres. Wird, statt Infusum Digitalis pupurea, Tinctura Digitalis pur-
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Purea 1: 10 (Spiritus dilutus) injiziert, so ist nach 2 Tagen noch im Orga-‘
nismus zu erwarten:

0,28 - 0,82 K.E. (Digitoxin) + 0,186 -0 K.E. (Gitalin) 4 0,534 -
0,090 K.E. (Bigitalin) —= 0,234 K.E., das ist 23,4% der injizierten Dosis
oder 11,79 der D.1.

Die in gleicher Weise berechneten Werte fiir die sonstigen Priiparate
(ausgedriickt in der D.1) sind:

B Nach 2 Tagen im Versuchstier
Priiparat g =

noch

Infugum Digitalis purpurea 05:100 . . . . . . . . 14,3 o
Tinctura : i 1,0: 10 (Spiritus dilutus) 11.7 |,
115 Ol O F (F fort.) | 164

o " o 1.0: 10 (Alkohol absolut.) | 18,2
Maceratum .. o (), ) S | 2,00
Liquor % Gl { 0,75
Infusum 1502t e O} =i 00 S ' 83 .,
Tinetura {l » 1.0: 10 (Spiritus dilutus) f J.08
Maceratum ., o 0,1:100 Wl
Liquor 5 7 PG A 248 |,

Es zeigt sich also, dall, wenn man einer Katze die halbe tidliche
Dosis Digitalisrohprodukt intravends injiziert (und man setzt voraus,
dali es blof die Glykoside sind, welche die Kumulation des Rohpro-
duktes verursachen), man nach 2 Tagen ganz verschiedene zuriickgeblie-
bene Mengen des Produktes im tierischen Organismus erwarten kann,
je nachdem man das eine oder das andere Priparat untersucht.

Welche Werte findet nun van HEsveld, der gerade diese Werte
empirisch bestimmt hat? )

Ieh drucke hier eine vergleichende Tabelle ab von den empirisch
gefundenen Kumulationswerten der galenischen Produkte und den von
mir , theoretisch* bestimmten Kumulationswerten derselben Priiparate:

Kumulation nach 2 Tagen

Priiparat berechnet gefunden
(Hoekstra) (van Ksveld)

in 9, in o)

Infosum Digitalis purpurea . . . . . . . . J 14,3 35,0
Tinctura + 5 (Spiritus dilutus) 11,7 320
Liquor 5 7 PR e bN| 26,2
Infusum Digitalis lanata . . . . . . . . . 83 3,8
Tinctura " i T et L T, | 95 | 233
Liquor m . ‘ 248 | 21,6
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Ehe ich jetzt die hervortretenden Einzelheiten bespreche, muf ich
darauf eingehen, inwieweit hier Schlubfolgerungen gezogen werden diirfen.

Eine der Ursachen fiir die Differenzen zwischen den von mir berech-
neten und den von van Esveld empirisch gefundenen Werten kiinnte
eine Addierung der Fehlerquellen sein. Wir wissen, daB cine Wert-
bestimmung, ausgefithrt unter den von de Lind van Wijngaarden
formulierten Kautelen, einen mittleren Fehler ergibt von 6,67% und
dalh noch 11% der Werthestimmungen einen grofieren Fehler haben
als 89.

van Isveld hat gezeigt, daB bei einer Kumulationshestimmung
mit einem bedeutend grilieren Fehler gerechnet werden mub.

Die Isolierung und die Bestimmung der Glykoside — in der TIT. Mit-
teilung beschriehen — geschieht natiirlich auch mit den nicht zu um-
gehenden Fehlern., Die gefundenen Werte der verschiedenen Fraktionen
werden mit Kumulationszahlen multipliziert, welche an sich cl“(h wieder
eine nur verhiltnisméfige Genauigkeit besitzen.

Es ist iibrigens klar, daff das berechnete, aus Addierung zweier
Zahlen entstandene Resultat weniger Sicherheit verschafft als der von
van Esveld in direktem Versuch gefundene Wert, um so mehr, weil
jede dieser Zahlen eine ziemlich grofie Fehlergrenze hat.

Es wiirde aber falsch sein, die Verschiedenheiten zwischen den ge-
fundenen und den berechneten Kumulationswerten nur in dieser Weise
erkliren zu wollen. Bei dem Digitalis purpurea wird die Kumulation
durch den Digitoxingehalt beherrscht. Wenn nun der berechnete Wert
tatsiichlich hoher wire, so miifite doch auch dieser Digitoxingehalt im
selben Verhiiltnis grofier sein, als ich ihn gefunden habe.

Beim Infusum Digitalis purpurea miilite dann der Digitoxingehalt

30
143
aber im Infus sicher nicht. Die von mir ausgefithrte Werthestimmung
des Digitoxins geschah mit einer Fraktion, welche nach der direkten
Methode isoliert worden war. Der gefundene Wert stimmte iiberein mit
dem gefundenen Kontrollwert, welchen ich erhiclt, als ich die Gitalin-
Bigitalinwerte von dem urspriinglichen Wert des Infuses subtrahierte.
In der IIL Mitteilung habe ich darauf hingewiesen, daB es eben die
Digitoxingehaltshestimmung aus den Rohprodukten ist, bei welcher am
wenigsten mit einem Verlust zu rechnen ist. Wo die gefundenen Kumula-
tionswerte der einzelnen Glykosidfraktionen mit und ohne Ausschaltung
nicht iibereinstimmen, habe ich immer die hichsten Zahlen (mit Aus-
schaltung) genommen.

31,3% =15,9% sein. Einen Digitoxingehalt von 75,99, gibt es
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Wenn es hier also einen Fehler gibt, so lLilit sich erwarten, daB der
von mir bhestimmte Wert zu hoch ist.

DaB sich die auffallenden Unterschiede zwischen van Esvelds
Zahlen und den meinigen nur auf Addierung der Methodikfehler griinden,
kann man als ausgeschlossen betrachten.

Aus der Tabelle geht also hervor, daB bei den Purpureapriparaten
die Kumulation bedeutend hiher ist, als aus dem Glykosidgehalt zu er-
Warten wire.

Bei Digitalis lanata ist das nur der Fall, soweit es sich um die Tinktur
handelt : die Zahlen fiir Infusund Liquor sind hier kleiner als die berechneten.

Wenn man vorliufig nur die Purpureapriparate betrachtet, so sieht
man, daf die Reihenfolge der Priiparate bei van KEsveld und mir die-
selbe ist. Daraus geht hervor, dab die Zusammensetzung der Priparate,
was die Glykoside betrifft, doch sicher die Kumulation mithestimmt.

Riir die Tatsache, daB die galenischen Priparate — jedes fiir sich —
80 viel stiirker kumulieren als aus dem Glykosidgehalt hervorgeht, miissen
andere Erklirungen gefunden werden.

Dariiber wird in der V. Mitteilung berichtet werden.

Bei den Lanataprodukten komme ich durch Berechnung zu einer
anderen Reihenfolge, als van Esveld sie gefunden hat. Auch hier liegen
also Verhiltnisse vor, welche eines niheren Studiums bediirfen.

In Bezug auf ihre Zusammensetzungen aus reinen Glykosiden kann
jetzt von jedem Priiparat folgendes gesagt werden:

{. Infusum Digitalis purpureae 0,5:100,

Dieses Priiparat besitzt den hiichsten Kumulationswert (u. a.), weil

sein Giehalt an Digitoxin der hichste unter den Purpureaprodukten ist.

2. Tinctura Digitalis purpureae 1:10. (Spirvitus dilutus.)

Kumuliert fast ebenso stark wie das Infusum purpureae, hauptsiich-
lich weil sein Digitoxingehalt fast ein gleich hoher ist als der des Infusum
purpureae.

Wenn die Tinkturen mit hiher konzentriertem Alkohol hergestellt
werden, so ist der Gitalingehalt geringer, die akute Giftigkeit also kleiner;
da jetzt ein nicht kumulierender Teil vernichtet ist, ist die Kumulation
solcher Tinkturen hiher.

3., Maceratum Digitalis purpureae 0,5 : 100,

Unter den Purpureaprodukten mul dieses Priparat das am wenig-
sten kumulierende sein. Dieses Heilmittel wird noch weniger im Korper
gespeichert als der Liquor purpurea.
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4. Liquor Digitalis purpureae standardisata (Digisol). (Ed.V.Ned. Pharm.)
Dieses Priiparat, welches in Holland vielfach verwendet wird, nimmt

eine Stelle ein zwischen Tinktur und Infus einer- und Maceratum anderer-
seits.

5. Infusum Digitalis lanata 0,1:100.

Unter den Lanataprodukten ist dieses Priiparat das am wenigsten
kumulierende. Kumulation ist hier ausgeschlossen durch den sehr ge-
ringen Gehalt an Lanatoxin. Wihrend also das Purpureainfus am meisten
kumuliert, ist das Verhiltnis bei Lanata gerade umgekehrt. Es mub
darauf hingewicsen werden, von welchem Interesse es ist, bei der IHer-
stellung des Infuses genau die Temperatur, wobei infundiert wird, zu
beachten. Das Lanatoxin wird durch Wirme nimlich unwirksam. In-
fundiert man also bei niedriger Temperatur, so besteht die Gefahr, daB
weniger Lanatoxin vernichtet wird und man also ein ganz anderes Pro-
dukt mit hiherem Kumulationswert erhiilt.

6. Tinctura Digitalis lanatae 1:10. (Spirvitus dilutus.)

Hierin gibt es mehr Lanatoxin; dadurch kumuliert das Priiparat
deutlich mehr als das Infusum lanatae. Es kann aber gar nicht mit
Tinctura purpurea verglichen werden. Jedenfalls kann aus diesem Prii-
parat nicht ebensoviel vom Organismus gespeichert werden, als aus dem
Maceratum und dem Liquor lanatae.

In einem Versuch, welcher noch nicht erwiihnt wurde, bestimmte
ich den Lanatoxingehalt einer mittels Spiritus fortior hergestellten Tink-
tur auf 7,1 KE. pro 1 g Ausgangsdroge, d. h. 1.b K.E. weniger als
in der Tinktur mit Spiritus dilutus. Es zeigt sich also, daB bei Ver-
wendung von konzentriertem Alkohol weniger Lanatoxin in die Tinktur
ithergeht.

Da das Lanatoxin der kumulierende Bestandteil ist, wird also die
Tinktur aus Lanata weniger kumulieren, je hiher die Alkoholkonzentra-
tion ist. Oben sahen wir, dal bei Purpurea die Verhiltnisse gerade um-
gekehrt liegen.

7. Maceratum Digitalis lanatae 0,1:100,

Diese Tliissigkeit enthilt das kumulierende Prinzip. Der Kalt-
wasserextrakt aus Digitalis lanata wird also viel mehr vom tierischen
Organismus gespeichert, als der analoge Ixtrakt aus Digitalis purpurea.
Wiithrend das Maceratum purpureae weniger kumuliert als das Infusum
purpureae, sind die Verhiltnisse bei den Lanataprodukten umgekehrt.
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8, Liquor Digitalis lanatae.

Dieses Priiparat enthilt wieder viel Lanatoxin, es kommt hier sogar
noch in einem hiheren Prozentsatz vor als im Maceratum.

Auf Grund dieses Lanatoxingehaltes und des ebenfalls hohen Ge-
haltes an dem mittelmiBig stark kumulierenden Lanadigin, erwartet man
hier, daB der Liquor lanatae das am meisten kumulierende Priparat der
ganzen untersuchten Reihe sein muf, wihrend der Liquor purpureae in
dieser Bezichung die letzte Stelle einnehmen muf.

van Esveld findet merkwiirdigerweise, dai beide Produkte etwa
gleich stark kumulieren. Der Grund, weshalb die Zahlen von van Esveld
andere sind als die von mir berechneten, wird in der folgenden Mit-
teilung analysiert werden. Iier kann jedoch schon die Aufmerksamlkeit
darauf gelenkt werden, daf der Liquor lanatae stérker kumulierende
Glykoside enthilt als der Liquor purpureae. Wenn unter bestimmten
Umstiinden, wie sie in den Versuchen van Ksvelds vorlagen, dieser
Unterschied nicht nachzuweisen ist, go darf daraus keineswegs die Schlul-
folgerung gezogen werden, daf dieser Unterschied niemals, auch nicht
bei der klinischen Anwendung, hervortreten wird. IKine Ver-
wechslung der beiden genannten Priiparate ist also nicht erlaubt.

Die Werthestimmung der einzelnen Fraktionen der Digitalisprapa-
rate bildet also ecine pharmakologisch und pharmazeutisch wichtige
Untersuchung, woraus man, im Zusammenhang mit anderen noch zu be-
sprechenden Faktoren, die Kumulationsfihigkeit der Priiparate nach be-
stimmter Zeit ungefiihr ableiten kann.

Zusammenfassung.

Die Kumulation der reinen Glykosidiraktionen aus Digitalis pur-
purea und aus Digitalis lanata wurde nach 2 Tagen bestimmt. Es zeigte
sich, daB in Bezug auf diese Eigenschaft die Glykoside sich fc)lg('ndér-
weige reihen lagsen: 1. Lanatoxin, 2. Digitoxin, 5. Lanadigin, 4. Bigitalin,
b., 6. und 7.: Gitalin, Lanatalin und Glykosid 1V.

Wenn man den Gehalt der galenischen Priparate an diesen Glyko-
siden kennt, kann man berechnen, wieviel Glykosid aus jedem Priparat
nach 2 Tagen noch anwesend sein mub.

s ergibt sich nun, daf die so erhaltenen Zahlen nicht vollstindig
iibereinstimmen mit den von van Ksveld empirisch bestimmten Kumu-
lationswerten; sie geben aber jedenfalls teilweise eine Erklirung fiir die
verschieden starke Kumulation der unvorbehandelten Priparate.

Archiv f, experiment. Path. u. Pharmalkol. 6
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der Digitalis purpureae.
Mit 1 Textabbildung.

Aufer den Digitalisglykosiden (Digitoxin, Gitalin und Bigitalin), gibt
es in den Digitalisprodukten noch viele nicht . mdigitalisartig® auf das
Herz wirkende Substanzen.

Fourbon?! fand in étherischen Extrakten aus Blat ttpulver: Iso-
raleriansiure, Normalbuttersiure, Essigsiure, Propionsiiure, Ameisen-

siiure, withrend beim Kochen in die galenischen Produkte die, von
Pyrame-Louis schon im Jahre 1845 gefundene, Anttrthm~.<um' ent-
stand. Typisch fiir Purpurea ist sein hoher Mangangehalt2 (0,9 14—8,12 mg
pro 100 g Pulver). Unter den anwesenden anorganischen Salzen nimmit
die Pottanch{z eine wichtige Stelle ein. Daneben gehen schleimartige Sub-
stanzen in die Galenika iiber, und es gibt typische Saponinen, welche
leicht Schaum bilden, wenn man die Fliissickeit schiittelt.

Digitalisspezialititen (Digipuratum, Digalen usw.) wollen konzen-
trierte Lisungen der reinen Digitalisglykoside sein. Aus der grolien Menge
solcher Spezialititen geht hervor, dall ein Bediirfnis an solchen Pi riipa-

raten empfunden wird.

Es gibt aber auch Autoren, welche hierzu entschieden Stellung neh-
men: ,, Weil ... wichtige wirkungssteigernde und gefahrmindernde Stoffe
aus den Blittern, bei der Herstellung des Digipuratums (usw.) entfernt
werden, so verdient das Digipuratum nicht, als gereinigten Digitalis-
extrakt, oder als eine Verbesserung der Folia Digitalis titrata bezeichnet
zu werden* (Focke3).

Dieser Autor bemerkt folgendes: Wenn ein Infusum Digitalis pur-
purea in den Diinndarm eingefiihrt wird, so werden die wirksamen Be-
standteile daraus ebenso schnell resorbiert, wie dies bei gleich starken

reinen Priparaten der Fall ist. Das Infus aber, per os gegeben, und mit
einem Gehalt an reinen Glykosiden von 0,269, hat eine gleich starke
Herzwirkung, als Digipuratum mit 0,49 reinen Glykosiden.

! Fourbon, Bull. des sciences pharmacol. 1918, Bd. 35, S. 689.
* Wester, Ber. d. dtsch. pharmazeut. Ges. 1920, Bd. 30, 6, S. 376.
3 Focke, Dtsch. Arch. f. klin. Med. 1913, Bd. 110, S. 180.
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Es muf} also im Infus einen Stoff geben, welcher die Wirkung der
Glykoside steigert (potentiiert), und welcher bei der Herstellung des Digi-
buratums wieder verschwunden ist.

Weiter behauptet Focke, im Anschlull an obiges, dal} zwischen
therapeutischen und toxischen Dosen bei den galenischen Produkten ein
viel griferer Raum liegt, als bei den reinen’ Priparaten. Viele Kliniker
haben nie das rohe Blattpulver oder die sonstigen galenischen Digitalis-
heilmittel entbehren wollen. Noch ein anderer deutscher Digitaliskenner
riumt den ,,Beistoffen‘* einen wichtigen Platz in der Arznei ein. Nach
Straub? ztiere ich: ,,Die Beistoffe der Galenika wirken in unbekannter
Weise auf die Rv.‘uorptionsgvsrlnﬁudigknitcn derDigitalisprodukte ein usw.*

Welche nun diese wichtigen Beistoffe sind, zeigen die folgenden
Untersuchungen.

Kofler und Kaurek? haben an Frischen und Kaninchen fest-
gestellt, daB per os gegebenes Digitoxin und Strophanthin durch Zusatz
von Saponinen giftiger werden. Diese Autoren fiitterten ihre Versuchs-
tiere mit dem Glykosid-Saponingemisch.

Sie sehen keine Wirkungssteigerung, wenn Digitoxin und Saponin
zusammen in den Lymphsack des Frosches eingespritzt wird. Sie schlielien
denn auch aus ihren Versuchen, dafl Saponin nur die Resorption aus dem
Darmkanal erhiht.

Spiiter ist auch von vielen anderen Stoffen die Steigerung der Resorp-
tion aus dem Magen-Darmkanal unter Einflull von Saponinen festgestellf
(Literatur s. bei Kofler und Fischer3).

Wenn Paranjpét Digitalisglykoside in der Form eines Infuses (worin
Saponine)in den Lymphsack des Frosches bringt, so werden diese Glykoside
nicht schneller resorbiert, als wenn man die reinen Glykoside an dieser Stelle
einspritzt. Ior schlieBt daraus, daly die, sichim Infus befindenden Rohstoffe,
keinen Einfluff auf die Resorption der wirksamen Bestandteile ausiiben,

Jedoch ist die von Kofler und Kaurek festgestellte Weise, woraut
Saponinen die Digitaliswirkung beeinflussen, keineswegs die einzige. Das
geht schon aus dem untenstehenden Literaturverzeichnis hervor: Die
Resorption der reinen Glykoside aus dem Darmkanal ist von Ogawa,
studiert worden5. Die in Chloroform loslichen Glykoside werden langsam
resorbiert. Im Magen findet keine Resorption statt.

t Straub, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1926, Bd. 80, S, 72,
2 Kofler und Kaurek, Ebenda 1925, Bd. 109, 8. 362,

3 Kofler und Fischer, Ebenda 1928, Bd. 130, 5. 362.

4 Paranjpé, Inaug.-Dissert. Heidelberg 1919,

5 Qgawa, Dtseh, Arch. f. klin. Med., Bd. 108, 5. 554,
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Die Latenzzeit, zwischen dem per os Aufnehmen von Digitalis und
seiner Wirkung sei, seiner Meinung nach, dieser Tatsache zuzuschreiben.

Die Glykoside konnen cinige Stunden den Verdauungsfermenten
Widerstand leisten. Die Resorption von Digitalispriiparaten ist weiter
von Alday Redonnet® studiert worden. Er bestimmt an 400 Katzen
wieviel Digitalis, per os gegeben, eine gleich starke Wirkung auf das
Herz ausiibt, als ein intravenis zugefiihrtes gleichartiges und gleichstar-
kes Digitalisprodukt. Er bestimmt mittels der Hateher-de Lind van
Wijngaarden-Methode die Stirke der verschiedenen Digitalispriipa-
rate, d. h. also die Wirkungsintensitéit der Glykoside nach intraveniser
Infusion. Jetzt gibt er die verschiedenen Priiparate per os, und bestimmt
wieviel von der intravenis-todlichen Dosis per os gegeben werden mub,
um den Tod herbeizufiihren. Es zeigte sich dabei, daf per os immer
mehr gegeben werden mubB, als intravends; das Verhiltnis zwischen tid-
licher Dosis per os und intravends ist bei den untersuchten Priparaten
sehr verschieden. Die Digitalispriiparate die ,,nur* Digitoxin enthalten,
erreichen per os ungefihr die Hélfte der Wirkungskraft wie hei der In-
jektion.

Das Digifolin hat nur 299, der Wirkungskraft, die Tinkturen sowie
verschiedene Spezialititen (Digival, Digalen, Digipuratum usw.) 15 his
20%, schlieBlich Pandigal und Verodigen nur 4%. Nach Redonnet sind
es diese Werte, welche sich auch in der Klinik in Spanien bewiihrt haben.

Annau und Hergloz?2 spritzten Versuchstieren (Froschen, Kanin-
chen) intravents Saponine cin. Sie verwendeten Saponinum purissimus
albiss. sec. Merck oder das Saponin aus Rad. saponaria. Dann { iitterten
sie die Tiere mit einer Kost, worin sie Strychnin, Kurare, Pikrotoxin,
Morphin, Kokain oder Magnesiumechlorid gemischt hatten. Die Wirkung
der Gifte war jetzt stark potentiert.

Sie schrieben dies nicht nur einer Resorptionsvermehrung, sondern
auch einer die Zellpermeabilitit erhohenden Funktion der Saponine zu.
Es kann ja hier nicht die Rede von einer direkten Wirkung der Sapo-
ninen auf die Darmmukosa sein. Die Durchlissigkeit der Zellen wird
durch die Saponine erhiht, die Potentiierung der Alkaloidwirkung findet
seine Erklirung in der besseren Eindringungsmiglichkeit derselben in
die Zellen hinein. Diese Versuche wurden, soweit mir bekannt, nicht mit
Digitalisglykosiden ausgefiihrt. Diese Liicke wird jedoch durch Ver-

! Alday Redonnet, Extraido de Archivos de Cardiologia et Hematologia
1927, Bd. 8, Nr. 12,

> Annau und Hergloz, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1927, Bd. 127,
S. 92,
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suche an isolierten Herzen ausgefiillt. Postojeff! stellte fest, dali eine
I)igitm:inl%ung 1:100000 nicht imstande ist, seine isolierten Krosch-
herzen an der Straubkaniile innerhalb 30 Minuten in systolischen Still-
stand enden zu lassen. Wird ein Froschherz einer Digitoxinlosung
1 100000 4- Quillajasaponin 1: 100000 ausgesetzt, so tritt sofort systoli-
scher Stillstand des Herzens ein. An sich vermag eine dhnliche Saponin-
lisung die Herzfunktion nicht zu dndern. Frommel?2 hat gezeigt, daf
eine fihnliche Funktion den Saponinen aus den Digitalisblittern zukommt.
Als ich diese Versuche auch machte konnte ich die Befunde bestiitigen:
Das Phiinomen zeigt sich schon bei Digitoxinverdiinnungen 1: 150000,
mit einer Saponin Purissimus-Merck-Konzentration von 1:20000. Iiir
das Froschherz ist eine Saponinverdiinnung 1: 1500 erst toxisch.

Die schnell auftretende Vergiftung kann darauf beruhen, daf in der
Zeiteinheit das Herz jetzt mehr Digitalisglykoside aufnehmen kann.
Diese, zuerst von Annau und Hergloz gezeigte, durch Saponin ver-
ursachte, Permeabilititserhohung der dubiersten (Herz)zelllagen fiir Heil-
mittel findet eine schine experimentelle Grundlage in den Versuchen
Pascuceiss. Dieser schloB gliserne Rohre mit einem kiinstlichen Halse
von Cholesterin-Lezithin ab. In das Rohr brachte er Himoglobin und
stellte dieses unter Wasser.

Als er nun diesem, das Rohr umgebende Wasser, Saponine hinzu-
fiigte, wurde die Lipoidmembran durchlissig, und das Himoglobin trat
aus den Rohren in die umgebende Fliissigkeit.

Die Saponine haben also eine, die Durchlissigkeit der Lipoidmem-
bran erhohende Funktion. TIhr Einflull auf den Wirkungsgrad von
Heilmitteln muB meines Erachtens so erklirt werden, dal die Saponine
die duBersten Zellagen besser durchlissig fiir dieselben machen. Diesen
EinfluB kann man eine Sensibilisation der Zelle, dem Gift gegeniiber,
nennen. Darum nenne ich weiter auch diese Wirkung der Saponine auf
die Digitaliselykosidwirkung, eine Sensibilisationserscheinung,

Trendelenburg konstatiertet bei der Wirkung von Digitalisglyko-
siden auf das isolierte Herz ein Latenzstadium, worin keine \'t,-'ii*kung
auftritt, obwohl das Gift schon anwesend ist. Dieses Latenzstadium ist
fiir jedes Glykosid in bestimmter Dosis ein konstantes. Am lingsten
dauert es bei Digitoxin. (Meiner Ansicht nach wegen der ]ﬁ)igit(_)'xin—

1 Postojeff, Biochem. Zeitschr. 1911, Bd. 36, S. 335,

2 Frommel, Arch. infernat. de pharmaco-dyn. et de thérapie 1928, Bd. 34,
S, 355.

3 Pascueci, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 1905, Bd. 6, 8. 534, zitiert

aus Heffters Handb. d. exp. Pharmakol. 1924, Bd. 2, HIit. 2, 8. 1499.
4 Trendelenburg, Arch. f. exp. Pathol. w. Pharmakol. 1909, Bd. 61, 8. 256.
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EiweiBbindung, welcher Komplex langsamer eintreten wird, als freies
Glykosid). Die Alkoholwirkung auf das isolierte Herz ist von Krawlko w1
studiertworden. Bei derVergiftung des Herzens durch Alkohol unterscheidet
der Untersucher: 1. Eintrittphase. 2. Erséittigungsphase. 3. Austrittphase.
Diese Phasen wurden von Garcawy Landau2 auch bei der Digitalis-
wirkung gefunden. Fischer3 nennt sic auf Grund anderer theoretischer
Auffassungen: 1. Membranphase. 2. Fixationsphase. 3. Wirkungsphase.

Fiigt man einer reinen Glykosidlosung Saponine zu, so fehlt die erste
Phase und treten sofort Digitalissymptome auf (Frommel, s. oben).
Durch unwirksame Saponine dringt eine grifiere Menge wirksamer Digi-
talisglykosiden pro Zeiteinheit in das Herz ein (Frommel). Diese er-
hihte Aufnahme ist von grofier Wichtigkeit fiir den schlieBlichen Tod
(Stillstand) des isolierten ITerzens.

Noch eine andere Wirkung der Saponine 1Bt sich am isolierten
Froschherzen (Rana temporaria) feststellen.

Bekanntlich ist das isolierte Herz von Rana temporaria imstande,
elektiv aus einer Digitoxinlisung das schr verdiinnte Glykosid zu ent-
fernen, wiithrend aus Strophanthin-, Gitalin- oder Bigitalinlisungen keine
solche Speicherung stattfindet (Strauhb).

Das Verhiiltnis zwischen dieser Speicherung des Glykosids im iso-
lierten Herzen, und der Kumulation beim intakten Tier ist nicht deut-
lich; das isolierte Siugetierherz speichert ja alle Glykoside, sowohl kumu-
lierende wie nicht kumulierende (Weese?). Durch Erwiirmen des Tempo-
rariaherzens, oder durch Hinzufiigung von Siponin, gelang es Lsse kutzé,
Strophanthinlisungen (Digitalinlosungen) nahezu glykosidfrei zu machen:
Das Herz speicherte in diesen Fiillen alles anwesende Glykosid.

Weizsicker? arbeitete mit dem speicherungsunfiihigen Digitalin.
Wenn er das verunreinigte Digitalin untersuchte, und zwar in der Form
eines Priparates, welches den galenischen Produkten ganz nahe stand,
80 wurde das Digitalin speicherungsfiihig.

Das Digitalin war im zweiten Falle, wie Weizsiclker sagt, mit Sapo-
nine gemischt. Auch Griinwald® hat diese Erscheinung bei anderen
speicherungsunfithigen Glykosiden bemerkt.

Wie steht es nun um das Herz in situ?

Krawkow, Russki Wratsch 1911, Nr. 41.

Gareawy Landau, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1925, Bd. 108, 8. 207.
Fischer, Ebenda 1928, Bd. 130, S. 111.

Straub, Biochem. Zeitschr. 1910, Bd. 28. 8. 392.

Weese, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1928, Bd. 228, 8. 135.
Issekutz, Ebenda 1915, Bd. 78, S. 155.

Weizsiicker, Ebenda 1913, Bd. 72, S. 282,

8 Griinwald, Ebenda 1912, Bd. 68. 8. 231.
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Ist ein Digitalismittel nach Zusatz von Saponinen toxischer ge-
worden? THieriiber bestehen keine genauen Angaben. In meinen Ver-
suchen iiber diese Frage, verwendete ich das Saponinum purissimus
»Merck' (Sapoalbin). Die hiimolysierende Grenzdosis liegt bei: 1:150000.

Mit der Methode Hateher-de Lind van Wijngaarden versuchte
ich eine tidliche Dosis des Saponins bei der Katze festzustellen. Kine Lisung
1:1000 des Saponins in NaCl 0,9% wurde langsam (1 eem pro Minute)
intravends injiziert. Nachdem der Katze (3,5 kg) 150 cem in 21/, Stunden
(ringespritzt worden war, also 150 mg Saponin, horteich mit dem Einlauf auf.

Am Herzen des Tieres hatte ich keine wichtigen Symptome konsta-
tiert: Es klopfte normal weiter, die Atmung war schnell.

Teh titete das Tier; bei der Sektion ergab sich eine kriftige Hiamolyse
des Blutes und Hiamoglobinurie. Organverinderungen fanden nicht statt.
Die kaum festzustellende tidliche Dosis des Saponins ist also bei der
Katze grofier als 42,8 mg pro Kilogramm Tier.

s versteht sich, daB bei Tieren, deren Erythroeyten einen hitheren
Kaliumgehalt besitzen (Mensch), die Giftigkeit des Saponins, via die
Hémolyse, griber ist.

In meinen Versuchen habe ich nie eine griBere Saponinkonzentra-
tion verwendet als: 1:20000. Die Menge Digitalislosung war in den
Werthestimmungen nie griBer als 55 cem, worin also hochstens etwa
05000
20000
pro Kilogramm Tier.

In den entscheidenden Kumulationsversuchen erhielten die Tiere
Saponin 1: 20000 und 1 : 200000, also pro Kilogramm Tier bzw. etwa:
0,5—0,6875 mg und 0,05—0,06875 mg Saponin pro Kilogramm Katze.
Das sind sicher fiir dag Versuchstier atoxische Mengen, welche im in-
takten Tier keine pharmakologischen Symptome verursachen.

mg = 2,75 mg Saponin anwesend war, das ist etwa 1—1,376 mg

I. Wertbestimmungen von Glykosiden plus Saponine in Konzentra-
tionen, welche eino Erhohung der akut todlichen Wirksamkeit der
Priparate verursachen.

a) Werthestimmung einer g-Strophanthinlésung 1: 200000,
worin gelost Saponinum purissimus , Merck™ 1: 20000,
(D.L. [nach van Esveld] der reinen Strophanthinlisung 1: 200000 =
92 54 cem pro Kilogramm Katze.)

Vier Katzen. D.1 pro Kilogramm Katze bzw.: 22,8 cem, 18,25 cem,
17,8 cem, 17,3 cem. Mittlerer Fehler: 9,8%. Ausgeschaltef Katze Nr. 1.
Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 17,8 cem.
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Die Wirksamkeit des Strophanthins hatte also pro Kilogramm Katze

A

s : . 474 _
22,54 cem—17,8 cem = 4,74 eem, oder ) ‘)"‘»ﬁi % =219% zugenommen.

b) Werthestimmung einer g-Strophanthinlosung 1: 200000,
worin gelost Saponinum purissimus ,,Merek® 1: 33000.
Drei Katzen. D. L pro Kilogramm Katze bzw.: 19,8 cem, 21,5 cem,

21,1 cem. Mittlerer Fehler: 4,79,. Durchschnittlicher Wert pro Kilo-

gramm Katze: 20,8 cem. Die Wirksamkeit des Strophanthins hatte also

A
3

(s {aton- 1= [y ) e T 3/
pro Kilogramm Katze: 22,54 cem—20,8 cem=1,74 cem oder 09954 /0

=1,79% zugenommen.

¢) Wertbestimmung von Liquor Digitalis purpurea (Digisol)

(Ed. V.Ned. Pharm.)1: 10, worin gelist Saponinum purissimus

,Merck®in Konzentrationen, bzw. 1:25000, 1: 50000, 1: 100000,
1: 150000.

(DL der Liquorlosung: 22,93 cem [nach van Esveld].)

Vier Katzen. D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 15,7 cem, 12,4 cem,
13,4 cem, 15,9 cem. Mittlerer Fehler: 10, %. Durchsehnittlicher Wert
pro Kilogramm Katze: 14,35 cem. Die Wirksamkeit des Liquors hatte
also pro Kilogramm Katze durchschnittlich 22,93 cem—14.35 cem —

=

o 8,08 -
8,08 cem, oder 09995 /0= 37,4% zugenommen.
y i A8

Es zeigt sich also eine deutliche Vermehrung der Wirksamkeit durch
Hinzufiigung von Saponinen in nicht toxischen Mengen. K fragt sich
jetzt, ob die Digitsaponine in den galenischen Produkten, einen EinfluB
auf die akute todliche Wirksamkeit der anwesenden Digitalisglykosiden
ausiitben.

Zur Lisung dieser Frage stellte ich Werthestimmungen mit saponin-
freien Praparaten an, wovon die todliche Dosis pro Kilogramm Katze
genau bestimmt worden war.

ITa. Wertbestimmung eines saponinarmen
Infusum Digitalis purpureae 0,5/100,
(D.L des Rohproduktes: 16,2 cem [IIL Mitteilung].)

200 cem Infus wurden withrend 1/, Stunde mit 1 g Cholesterin aus-
geschiittelt. Das Cholesterin wurde abfiltriert. Der so vorbehandelte
Digitalisextrakt schdumte jedoch noch schwach und himolysierte noch,
zwar in hoher Konzentration. Es kann also nur saponinarm genannt
werden. Es wird mittels NaCl isotonisch gemacht.
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Vier Katzen. D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 17,9 cem, 22 cem,
18 cem, 16,9 cem. Mittlerer Fehler: 8,8%. Ausgeschaltet Katze Nr. 2.
Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 17,6 cem. Wertverlust:

17,6 cem—16,2 cem = 1,4 cem oder (}_'Iﬁ‘i % =8,6%. Das ist nur wenig

mehr als der mittlere Fehler (6,67%); diese Bestimmung 16t also keinen
sicheren Schluff zu.

IIb., Wertbestimmung einer saponinfreien Tinktura Digitalis
purpureae 1:10 (Alk. absol.).

(D.1. pro Kilogramm Katze des unvorbehandelten Rohproduktes;
Verdiinnung 1: 15=20,2 cem [IIL Mitteilung].)

1 g Cholesterin wird gelist in 20 cem Ather, und mit 60 cem Tinktur
gemischt. Alkohol und Ather werden jetzt in vacuo abdestilliert, unter
fortwithrendem Beitropfen von Wasser. (Uber die Folgen dieses Ver-
fahrens fiir die Digitalisglykoside, s. IIL Mitteilung.) Jetzt wird abfil-
triert und alles sorgfiltic mit Wasser nachgewaschen. Das Filtrat schaumt
oder hiimolysiert nichf mehr, ist also saponinfrei, und hat ein Volum
von 600 cem: die Tinktur ist jetzt zehnfach verdiinnt, und wird mit
Na(l isotonisch gemacht.

Fiinf Katzen. D.L. pro Kilogramm Katze bzw.: 16,4 cem, 10,6 cem,
13,1 eem, 12,8 cem, 14,9 cem. Mittlerer Fehler: 12,49, Ausgeschlossen
Katze Nr.1 und 2. Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze:

= 3 : S AT L O — -
13,6 cem, stimmt iiberein mit 13,6 - 10 =20,4 cem. Tinktur 1: 15.

Es ist also kein Wertverlust durch Saponinentfernung nachweishar.

IIc, Wertbestimmung einer Tinktura Digitalis purpureae, hergestellt

mit absolutem Alkohol, dem eine Menge Saponin hinzugefiigt wurde,

welche ich bekam aus 60 cem fihnlicher Tinktur, mittels Cholesterin
und Auskristallisierung in Chloroform.

Verdiinnung 1: 15,

Drei Katzen. D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 19,4 cem, 24,2 cem,
20,6 cem.  Mittlerer Fehler: 8,7%. Durchschnittlicher Wert pro Kilo-
gramm Katze: 21,4 cem. (Durchschnittlicher Wert der Tinktur: 20,2 cem.)
Es ergibt sich also, da} dieser Zusatz von Saponinen, die akute Giftigkeit
des Priiparates nicht erhiiht.
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ITd. Wertbestimmung ecines saponinfreien Liquor Digitalis
purpureae (Digisol),
(D.L des Liquors 1:10 pro Kilogramm Katze: 22,93 cem.)

Der Liquor wurde in Vacuo mit fein verteiltem Cholesterin gekocht,
bis der anwesende Alkohol (129%) iibergegangen war. Zur Wertbestim-
mung wurde eine Verdiinnung des saponinfreien Liquors von 1:8 ver-
wendet.

Drei Katzen. D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 15,6 cem, 17 cem,
18,6 cem. DMittlerer Ifehler 6,59,. Durchschnittlicher Wert pro Kilo-

~ - : o . - = 10 =
gramm Katze: 17,4 cem, stimmt iiberein mit 17,4 . Q= 21,75 cem.

Liquor 1:10. Durch Saponinenentzichung wird hier also kein nachweis-
barer Wertverlust der urspriinglichen Kliissigkeit verursacht.

Wie man sieht, haben die Saponine in den galenischen Priiparaten
keinen Einflufl auf ihre akute Wirksamkeit, wenn man dicse Wirksam-
keit mit dem IHatcher-de Lind van Wijngaardenschen Verfahren
bestimmt, d. h. mittels intravendser Injektion der Digitalispriparate.

Is lag nahe zu denken, dali diese Tatsache nur dadurch verursacht
wird, dal} die Saponinkonzentration in den galenischen Produlten eine
zu geringe ist, um die akute Toxizitit des Priparates zu erhohen. Darum
habe ich nach Grenzdosen gesucht, wobei die Saponilm’irlmng nicht mehr
merkbar ist, wenn man die todliche Dosis des Produktes, vor und nach
Saponinzugabe untersucht.

ITI. Feststellung der Grenzkonzentrationen von Saponinum purissi-
mus ,,Merck‘* gelost in Digitalisglykosidlésungen, worin die Sa-
ponine keinen Einflufi auf die akute todliche Wirksamkeit der
Glykoside ausiiben.

a) Werthestimmung von Strophanthin 1:200000-+Saponin
1 : 100000,

(D.1. der Strophanthinlisung 1:200000 pro Kilogramm Katze: 22,54 cem.)

Drei Katzen. D.1. pro Kilogramm Katze bzw.: 24,2 cem, 21,6 ce,
22,8 cem. Mittlerer Fehler: 4%. Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm
Katze: 22,9 cem.

b) Werthestimmung von Strophanthinlosung 1: 200000

-+ Saponin 1:50000.

Drei Katzen. D.1. pro Kilogramm Katze bzw.: 25,7 cem, 22,2 cem,
28,1 cem.  Mittlerer Fehler: 8,3%. Durchschnittlicher Wert pro Kilo-
gramm Katze: 25,3 cem.
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In der auf S.88 publizierten Wertbestimmung von Strophan-
thin - Saponin 1: 33000 (1:20000), tritt die Erhhung der Giftigkeit
des Strophanthins durch die Saponine ein.
Wir sehen also, daf Saponine in einer Konzentration 1: 50000 nicht,
in einer Konzentration 1: 20000 sehr wohl imstande sind, die akute
Giftigkeit des Priiparates zu erhihen.

¢) Werthestimmung einer Gitalin-Digitoxinlisung aus
Digitalis purpureae.
(Gitalin : Digitoxin=19:1.)

25 ¢ Purpureapulver wurden infundiert mit 200 cem Wasser. Das
121/,9/ jge Infus wurde mit Chloroform ansgeschiittelt und der Chloro-
formextrakt in 1300 cem Wasser NaCl isotonisch gefiihrt.

Sechs Katzen. D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 22,2 cem, 17,9 cem,
17,3 cem, 17 cem, 16,4 cem, 15 cem. Mittlerer Fehler: 6,19. Durch-
schnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 17,5 cem.

d) Wertbestimmung derselben Gitalin-Digitoxinlosung,
worin gelost: Saponin 1:200000.

Drei Katzen. D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 18 cem, 19,1 cem,
17,4 cem. Mittlerer Fehler: 3,0%. Durchschnittlichers Wert pro Kilo-
gramm Katze: 18,2 cem.

Hinzufiigung von Saponin 1: 200000 iindert also die D.1. einer Pur-
purea-Glykosidlosung nicht.

¢) Werthestimmung von Liquor Digitalis purpureae (Digisol)
-~ Saponin 1:200000.
(D.L. der Liquor 1:10=2293 cem.)

Drei Katzen. D.IL pro Kilogramm Katze bzw.: 22,4 cem, 20 cem,
26,1 cem. Mittlerer Fehler: 9.3%. Durchschnittlicher Wert pro Kilo-
gramm Katze: 22,8 cem.

Es zeigt sich keine Toxizititsvermehrung, im Gegensatz zu hitheren
Konzentrationen (s. oben 5. 88).

Hieraus geht also hervor, dafl Saponine in niedrigen Konzentrationen,
keinen Einfluf auf die akut-tédliche Wirksamkeit der anwesenden Gly-
koside ausiiben. Offenbar ist auch in den untersuchten galenischen Prii-
paraten dazu die Saponinkonzentration zu niedrig.

Denn bei reinem Strophanthin liegt die, die Toxizitit nicht erhohende
Saponingrenzkonzentration bei 1:50000. Bei dem schon digitsaponin-
haltigen Liquor ist diese unwirksame Grenzkonzentration viel geringer.
Das erkliirt sich wohl aus der Tatsache, dall den schon anwesenden
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Saponinen nur wenige Saponinmengen hinzugetiigt zu werden brauchen,
um zusammen cine toxizititserhghende Wirkung auszuiiben.

In hioheren Saponinkonzentrationen jedoch, werden die Priparate
durch Saponinzusatz giftiger, was sich auf eine Sensibilisierung der Herz-
zellen, den Glykosiden gegeniiber, griindet.

Aber aus folgendem wird sich ergeben, daB die Saponine, in den
Konzentrationen wie sie in den galenischen Priiparaten vorliegen, cine
bestimmte und wichtige Wirkung ausiiben. Nicht in Bezug auf die
akut-todliche Wirkung, sondern auf die Kumulation der Glykoside.

IVa. Kumulation einer Strophanthinlésung 1 : 200000 nach 1 Tage.
(D.I. pro Iilogramm Katze: 22,54 cem.)

Fiinf Katzen bekommen in etwa 20 Minuten einen intravenisen Kin-
lauf von 509, der D.1.

24 Stunden nach dem ersten Einlauf wird bei diesen Katzen mit dhn-
licher Einlaufsgeschwindigkeit und mit demselben Priiparat, die tod-
liche Dosis bestimmt. Diese war bzw.: 20,93 cem, 17,9 cem, 22,79 com,
18,1 cem, 16,5 cem.  Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze:
19,24 cem. Daraus schliefit man auf eine Kumulation des Strophanthins

B
et )

o/

nach einem Tage von: 22,04 cem—19,24 cem =3,3 cem, oder 03551 /o

=14,69% der D.L
IVb. Kumulation einer g-Strophanthinlésung 1: 200000 nach 2 Tagen,
(D.1. pro Kilogramm Katze: 22,54 cem.)

Drei Katzen bekommen in etwa 20 Minuten einen intravenisen Ein-
lauf von 509, der D.1.

48 Stunden nach dem ersten Einlauf, wird bei diesen Katzen mit
dhnlicher Einlaufsgeschwindigkeit und mit demselben Priparat, die tid-
liche Dosis bestimmt. Diese war bzw.: 22,8 cem, 22,3 cem, 21,4 cem.
Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 22,17 cem.

Daraus schlieft man auf eine Kumulation des Strophanthins nach

B7
- . 3 « 99 R 2 ). 2 oan 7 0 i ~ 14 7 !
2 Tagen von: 22,54 cem—22,17 cem = 0,37 cem, oder 09554 % = 1,6%
der D.I. (Also 3,2%, der eingespritzten Dosis.)

IVe. Kumulation einer g-Strophanthinlésung 1 : 200000 -+
Saponinum purissimus ,,Merck‘¢ 1 : 50000 nach 2 Tagen.
(D.L. pro Kilogramm Katze ist dieselbe als die der saponinfreien
Strophanthinlsung =22,54 cem pro Kilogramm Katze.)
Sechs Katzen. Die fiinfte Katze starb 12 Stunden nach der Injek-
tion. Sektion ohne Befund. Nach 2 Tagen, D.l. pro Iilogramm Katze
bzw.: 18,2 cem, 19,4 cem, 19,2 cem, 13,4 eem, 15,3 cem.  Durchsehnitt-
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licher Wert pro Kilogramm Katze: 17,1 cem. Nach 2 Tagen ist also von
der halben todlichen Dosis zuriickgeblieben: 22,54 cem—17,1 cem =
5,44 cem. Das ist also: 0%;%)44 or =24.1% der D.l (= 48,2% der inji-
zierten Dosis). Wir sehen wie eine o-Strophanthinlésung, welche nach
2 Tagen nicht kumuliert, durch Saponinzusatz in eine ziemlich stark
kumulierende Substanz geindert wird.

Das Saponin war in einer Konzentration gegeben, worin es gar keinen
Einfluf auf die akut-todliche Dosis des Produktes ausiibt.

Zur Untersuchung ob die in den galenischen Priiparaten anwesenden
Digitsaponine auf die Kumulation des Produktes einen dhnlichen Ein-
flu haben, sind mit digitsaponinfreien galenischen Digitalis-purpurea-
priparaten Versuche angestellt worden.

Va. Kumulation eines saponinfreien Liquor Digitalis purpureae.
(Ed. V Ned. Pharm,) 1:10.
(D.1. pro Kilogramm Katze: 22,93 cem.)
1. Nach 24 Stunden.
Drei Katzen. D.L pro Kilogramm Katze bzw.: 17,5 cem, 15,2 cem,
16,1 cem.  Durchschnittlicher Wert pro Katze: 16,3 cem,
Nach 24 Stunden ist also von der halben tiodlichen Dosis zuriick-
6,63

ochlieben: 22,93 cem — 16,3 cem = 6,63 cem. Das ist also 0,2203 %

—l—J,(.

=28,99% der D.L
Nach 48 Stunden.
Drei Katzen. D. L pro Kilogramm Katze bzw.: 20,5 cem, 20,8 cem,
21,3 cem.  Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 20,9 cem.

Nach 48 Stunden ist also von der halben todlichen Dosis zuriick-
;) i

: - . W
gebliehen: 22,93 cem—20,9 eem = 2,03 cem. Das ist also 079905 0% =8,8%,

gy ==l

der D.1L

ran Isveld hat diese Werte bestimmt fiir den unbehandelten
saponinhaltigen Liquor purpureae.

Er fand nach 24 Stunden 26,8% und nach 48 Stunden 26,29, zuriick.
Der Verfasser lenkt wieder einmal die Aufmerksamkeit auf die Erschei-
nung, daB man bei fast allen Digitalisrohprodukten nach 48 Stunden
etwa gleich grofie Mengen im Tier zuriickfindet als nach 24 Stunden.

In einer fritheren Mitteilung habe ich die Kumulationsfihigkeit des
Liquors nach 2 Tagen auf 5,7% der D.L berechnet. Dieser Wert stimmt
also befriedigend iiberein mit der hier empirisch von mir nach 2 Tagen
gefundenen Kumulation, von dem saponinfreien Liquor.



94 R. A. HOERSTRA

Hieraus geht hervor, dal auch in Bezug auf die Kumulation des
galenischen Produktes, keine Potentierung der Glykoside untereinander
besteht. Wenn ich also die JXIIIIllll&TIOIlH\\OItP der cinzelnen Glykosid-
fraktionen in einer fritheren Mitteilung addiert habe, so ist dabei sicher
kein Fehler entstanden, wodurch dJe Resultate sich triihen kénnten.

Vb. Kumulation eines Liquor Digitalis purpureae, woran zugefiigt
Saponinum purissimus ,,Mereck‘¢ 1: 200000.
(D.L pro Kilogramm Katze: 22,93 cem; dieselbe als die des saponinfreien
Liquors.)

Vier Katzen. Die vierte Katze starh 6 Stunden nach der ersten In-
fusion. Sektion: Ohne Befund. Nach 48 Stunden war die D.1. pro Kilo-
gramm Katze -bzw.: 14,1 cem, 15,7 cem, 15,4 cem.  Durchsehnittlicher
Wert pro Kilogramm Katze: 15,1 cem.

s war also zuriickgeblieben: 22,93 cem—15,1 cem — 7,83 cem, oder

7.83
0,223 % =

=

wert des unvorbehandelten Liquors (26,29,).

=34,1% der D.L; also noch etwas hiher als der Kumulations-

VIa. Kumulation einer saponinfreien Tinktura Digitalis purpurecae
(absoluter Alkohol) 1:10.
Verdiinnung 1: 15 (D.L. pro Kilogramm Katze: 20,2 ¢em.)

Sechs Katzen. Nach 2 Tagen wurde die todliche Dosis einer Stro-
phanthinlisung 1: 200000 (D.1. des Strophanthins pro Kilogramm fiir
die unvorbehandelte Katze: 22,54 cem) an vier Katzen bestimmt.

Die D.1. des Strophanthins war bzw. pro Kilogramm Katze: 22,5 cem
22 cem, 30,4 cem, 24,2 cem. Mit van Esveld schalte ich bei der Berech-
nung aus: Katze Nr. 3, weil das Tier mehr als 26% vom durchschnitt-
lichen Wert abweicht. Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze:
22,9 cem Strophanthinlosung.

s ist also jetzt keine Kumulation nachweisbar. Als Kontrolle habe
ich an zwei Katzen die D.l. der iibriggeblicbenen und im Kiihlraum
aufbewahrten Tinktur bestimmt. Die D.L der Tinktur war jetzt pro
Kilogramm Katze bzw.: 25,4 cem, 22,9 cem; durchschnittlich 24,15 cem.
Auch hier ist keine Kumulation nachweisbar, ja die mit saponinfreier
Tinktur vorbehandelten Katzen ertragen sogar nach 2 Tagen eine hihere
Menge Digitalis pro Kilogramm Korpergewicht. Ebenso wie bei der Ku-
mulationshestimmung der Bigitalinfraktionen, weise ich hier wieder auf
die Tatsache hin, daf es scheint, daf die Katzen, der Digitalis gegeniiber,
durch die vorherige Injektion mehr resistent geworden sind.



Die Funktion der Saponine in den galenischen Priiparaten. g5

VIb. Kumulation einer Tinktura Digitalis purpureae 1:10 (absoluter
Alkohol) mit zugefiigten Digitalissaponinen (siche S, 89).
(D.1. der Verdiinnung 1:15: 20,2 cem.)
~ Sechs Katzen. Katze Nr. b starb an Pneumonie etwa 36 Stunden
Nach der ersten Infusion.

48 Stunden nach der Injektion der halben tidlichen Dosis Tinktur,
wurde an drei Katzen eine Wertbestimmung mit einer g-Strophanthin-
Iosung 1: 200000 (D.1. 22,54 cem pro Kilogramm K&.tzv) gemacht.

Die D.I. der Strophanthinlésung war jetzt pro Kilogramm Katze
bzw, - 14,4 cem, 18,5 cem, 13,7 cem. Durchschnittlicher Wert: 15,3 cem.
In p e wartzlsonn ot 22,04—15.3 =,

N Prozenten der D.1. ausgedriickt, war also in den Katzen - 090Ed

PYereis

=352,1% der D.l. zuriickgebliehen. An den zwei iibrig gebliebenen Katzen
Wurde eine Werthestimmung mit der urspriinglichen Tinktur gemacht.
D.L. der Tinktur war jetzt bzw.: 15,4 cem, 14,8 cem. Durchschnittlicher
Q0092175 1
Wert: 15,1 cem. Zuriickgeblieben also "—U’(-L 201;201[ 0n =20,29.
Berechnet man die Menge Tinktur, welche nach 2 Tagen im Kirper
noch anwesend ist durchschnittlich auf alle fiint Katzen, so ergibt sich,

dafl die saponinreiche Tink- ¥

tur 29,89 kumuliert. n [ timsiaton s ‘ﬂ"_”

~ Durch die anwesenden _,(;;.‘D AT “T erecner
Digitsaponine ist also ein gar n a9 ,r.;ﬁ{{{ﬁf

Nicht  kumulierendes  Digi-
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hr.:-rvor, dali den Saponinen,

auch in den galenischen Prii- S BENET gl TRl e
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Paraten, eine wichtige Funk- BURgi g BN EE. e TR
tlon zukommt, nimlich diese, §0 &=l e TR o
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daB durch sie die Kumulation i 3 & o 3
o | el s @
l‘]l()l[l ““d' Abb. 1. Graphische Darstellung der Kumulationgwerte

In der Abb. 1 finden sich nach 2 Tagen von galenischen Priiparaten von Digitalis
" 5 . " purpureae und von Digitalis lanata, sowie von g-Strophan-
die Kumulationswerte filr  thin. Die Kumulationswerte der galenischen Priiparate,
. S g s wie diese von van Esveld bestimmt wurden, sind als
die untersuchten g;l][‘]llb[]l“ﬂ weille Sinlen angegeben, die Summe der Kumulations-
Vs : . . 3 wranwesenden reinenGlykoside s 3 ffierte
I rtl»I}ﬂI‘ilT(‘, wie sie von van \'\_ertml(r.m\\i senden rl.inll n(. 1:\ km.!.d‘ Hml_uls 80 ?n-mfurh.
., Siule daneben gesetzt, Die weille Siiule beim g-Strophan-
ES\' eld f{'g’[.g[i:-j.toll[; worden  thin bezieht sich auf eine Lisung welcher Saponin zu-
"l l : ‘1 1 ]— gesetzt worden ist, die schraffierte Sdule vertritt die
sind und auch die Kumu- reine Strophanthinldsung.
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lationswerte, welche ich fiir die Summe der darin enthaltenen reinen
Glykosiden gefunden habe. Fir die Differenzen zwischen den beiden
Gruppen von Zahlen kann man sicher die Beistoffe der galenischen Pri-
parate verantwortlich machen.

Von diesen Beistoffen kennen wir jetzt die Bedeutung der Saponine
in den Purpureapriparaten.

Aus den oben beschricbenen Versuchen geht noch eine andere merk-
wiirdige Tatsache hervor. Betrachtet man den Verlauf der Ausscheidung
von Liquor Digitalis purpureae aus dem tierischen Organismus, so ergibt
sich, dal}, wenn Saponine nicht anwesend sind, die Kumulation aus-
schlieBlich von dem Gehalt an reinen Glykosiden abhiingt. Dieser Glyko-
sidgehalt wiirde nach 2 Tagen eine Kumulation von 5,7% der D.I. herbei-
fiihren. Empirisch bestimme ich eine Kumulation des entsaponinten
Liquors von 8,8%. Diese Zahlen stimmen hefriedi gend miteinander iiberein.
Nach einem Tage gibt es im Korper noch 28,99 an saponinfreiem Liquor.

Wir schen also, daB ein saponinfreies galenisches Priiparat gleich-
mébig wicder aus dem Kirper entfernt wird, wodureh nach 2 Tagen eine
bedeutend geringere Menge Glykosid im Kirper nachgewiesen wird, als
nach einem Tage.

Sind Saponine zugleich dem Priparat zugesetzt, oder untersucht
man, wie van Esveld, das digitsaponinhaltige unbehandelte galenische
Produkt, so stellt sich heraus, dal am 2. Tage ebensoviel oder sogar
mehr Glykosid im Korper zuriickgeblichen ist als nach einem Tage.

’ Nach 1 Tage Nach 2 Tagen
noch im Kérper noch im Kérper
Saponinfreier Liquor purpureae . . . 28,99, 8,89,
Saponinhaltiger Liquor purpureae 26,8 9% 26,29, (34,19,

|

Diese Erscheinung, daff also nach 2 Tagen ebensoviel (oder mehr)
Glykosid im Korper zuriickgebliehen ist als nach einem Tage, ist von
vielen Forschern bemerkt worden (Gold!, Hatcher und Haag?, van
Esveld?). Diese merkwiirdige Tatsache tritt bei fast allen galenischen

’ Nach 1 Tage ‘ Nach 2 Tagen
noch im Kdorper . noch im Korper
: : , | i5)
g-Strophanthin 1 : 200000 14,69 1,6%
g-Strophanthin 1 : 200000 4- Saponin .
purissimus , Merck* 1: 50000 — ! 24,19,

! Gold, Arch. intern. Med. 1923, Bd. 32, 8. 779.

? Hatcher und Haag, Journ. of the Americ. pharmae. assoc. 1929, Bd. 18,
S. 670.

3 van Esveld, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1931, Bd. 160, S. 875.
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Priiparaten auf, wihrend es auch bei reinen Glykosiden gefunden ist
{(Gold). Ich habe Strophanthinljsungen in dieser ITinsicht untersucht.

Auch hier ist nach 2 Tagen eine deutlich héhere Kumulation des
Stl‘ﬂphanthins wahrzunehmen, als nach einem Tage, wenigstens, wenn
in letzterem Falle keine Saponine mitgegeben wurden.

Hier ist also gewiB eine Saponinfunktion nachgewiesen.

Zusammenfassend 1iBt sich iiber die Saponinfunktion in den galeni-
schen Priiparaten sagen, daf die Saponine die Kumulation des Roh-
produktes erhihen, ohne die todliche Dosis des Priparates zu beein-
flussen, und daf sie eine Rolle spielen bei der Erscheinung, dall im
Kﬂ"l“‘l‘, nach intraveniser Digitaliszufuhr nach zwel Tagen, die gleiche
Menge Glykosid zuriickgefunden wird, als nach einem Tage.

Die ’,l“;lt's;u'lw, daf diese Saponinkonzentration keinen Einflull auf
die tidliche Dosis ausiibt, deutet daranf hin, dali in das Substrat, wel-
ches fiir den Tod verantwortlich ist, keine grifere Menge Glykosid ein-
gedrungen ist. DalBl dennoch die Kumulation geindert wird, bedeutet,
daB in irgendeinem anderen Substrat wohl mehr Glykosid gespeichert
wird, und dal} dieses Glykosid fiir die Kumulation, also fiir die Herz-
wirkung nicht verloren gegangen ist. Itiir die akut-todliche | [t'rm\'irkung
hat dieses Glykosid keine Bedeutung.

Diese Tatsachen zwingen uns also zu der Annahme, dali es zwei Sub-
strate gibt: Kines fiir die akut-tidliche Herzwirkung, das andere fiir die
Kumulation. (Hierdurch wird nicht bestritten, dall auch das erste Sub-
strat sich an der Kumulation mitbeteiligen kann.)

Die Erscheinung, dal bei Liquor purp., Tinct. lan. und Liquor lan.
am 2, Tage dieselbe Kumulation gefunden wird als am 1. Tage, mit einer
Methode, welche sich nur auf das erste (,,todliche Wirkung™) Substrat
hezieht, wird dann so zu erkliren sein, dali (vielleicht u. a. unter Einflu
der Saponine) in der Zeit vom 1. bis zum 2. Tag ebensoviel oder mehr
Glykosid aus dem ,,Kumulationssubstrat™ in das ,tidliche Wirkungs-
substrat® iibertritt, als aus diesem letzten verschwindet. Bei Infusum
purpurea und Tinktura purpurea dauert diese Phase linger als 1 Tag.

Es fragt sich nun, wo diese Substrate sich befinden.

Das v.r;'tv, fiir die akut-todliche Wirkung verantwortliche Substrat,
muf} natiirlich im Herzen liegen.

Das zweite — die Kumulation verursachende — Substrat, kann
entweder intrakardial oder extrakardial gelegen sein.

Cloétta ist der einzige Autor, welcher sich fiir einen extrakardialen
Mechanismus ausgesprochen hat. Seine Auffassung, soweit es die Teil-
nahme der Genine betrifft, wurde von Weese angefochten, jedoch nicht

Archiv f. experiment. Path, u. Pharmakol. 7
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mit Sicherheit ausgeschlossen. Die Miglichkeit einer Mitbeteiligung der
extrakardialen Gewebe bei der Kumulation, braucht also nicht aus-
geschlossen zu werden, obschon sie his jetzt nicht nachgewiesen ist.

Auch die Maglichkeit, daf beide Substrate sich im Herzen befinden,
kann nicht ohne weiteres verworfen werden.

Das wiirde heien, daB die akut tédliche Wirkung der Digitalis einen
anderen Teil des Herzens angreifen wiirde, als die kumulierende W irkung.

Es ist dies cine auBerordentlich wichtige Frage, weil man dann
weiter fragen kinnte: welchen Teil des Ht‘l?(‘l]% greift die therapeutische
Wirkung an, dasselbe Substrat, welches fiir die akut-todliche Digitalis-
wirkung verantwortlich ist, oder dasjenige, welches nur fiir die Kumula-
tion wichtig ist. Im ersten Falle wiirden die S Saponine der galenischen
Priiparate keine Bedeutung haben fiir die Speicherung der Glykoside im

»therapeutischen Substrat®, im zweiten Falle aber wohl.

Abgesehen von diesen soJu wichtigen theoretischen Fragen, liBt sich
doch mit Sicherheit sagen, daf die Saponine, in der Menge wie sie in
den galenischen Produkten vorkommen, die akute Giftigkeit der Glyko-
side nicht erhihen, dagegen fiithren sic zu einer stiirkeren Kumulation,
d. h.: zu einer lingeren Nachwirkung.

Diese lingere Nachwirkung bedeutet einen lingeren, also einen
besseren therapeutischen Eifekt.

Betrachtet man nun die einzelnen Purpureapriparate und nimmt
man auch das reine Glykosid g-Strophanthin hinzu, so ergibt sich fol-
gendes:

Das Mab worin diec Kumulation durch die Saponine erhht wird,
betriigt beim Infus 2,4, bei der Tinktur 2,7, beim Liquor 4.6, beim reinen
g-Strophanthin 15.

Der Saponingehalt, auf gleichen Digitaliswert berechnet, verhilt sich
hei Infus, Tinktur und Liquor wie folgt 1,5: 2: 1.

Beim g-Strophanthin ist ein anderes Saponin verwendet, auf Grund
der hamolytischen Zahlen kann man aber sagen, dal die Menge, dem
"’-btl()])]]dllﬂlln zugesetzten Saponine von derselben Grofenordnung ist.

is ist also deutlich, daB der gmﬁw Unterschied in dem MaB, worin die
Kumulation erhiht wird (2,4, 2,7, 4.6 und 15) nicht blof von den an-
wesenden Saponinen abhiéingig sein kann.

Kine saponinfrei gemachte Tinktura purpureae (Abs. Alk.) ist nach
2 Tagen nicht mehr im Kérper nachweishar, obwohl ihr Digitoxingehalt
ein erheblicher ist. Hier mufl wohl von einer Hemmung der Kumulation
gesprochen werden, welche hervortritt, wenn die Saponine entfernt wor-
den sind.
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Es liegt also nahe zu vermuten, daf noch andere Beistoffe die Kumu-
lation mit beeinflussen. Diese Beistoffe finden sich in den galenischen
P!‘iiparetten, nicht in der Strophanthin-Saponinlisung. s ist klar, daB
¢s hier also kumulationshemmende Substanzen betrifft. Versuche dar-
tiber werden in der folgenden Mitteilung verdffentlicht werden, es kann
jetzt schon oesagt werden, daflf hier die schleimartigen Substanzen aus
dem Blattpulver eine Rolle spielen.

Die Verhiltnisse bei den Priiparaten aus Digitalis lanata liegen etwas
anders. Der Liquor lanata himolysiert nicht, ist also saponinfrei. Hier
stimmen denn auch die Zahlen von van Esveld mit den meinigen
nahezu iiberein. Wenn man dem kleinen Unterschied eine Bedeutung
Zumessen wollte, so wiirde man hier auf eine geringe Hemmung (wahr-
scheinlich durch schleimartige Substanzen) schlicBen.  Auch bei dem
Infus liegen die Zahlen nicht weit auseinander. Auch hier entsteht durch
die g(‘S{ll‘lﬂllT[‘ll Beistoffe eine geringe Hemmung der Kumulation. Schleim-
artige Substanzen sind sicher anwesend, vielleicht ist das Glykosid IV
imst:m(lv, als Saponin die Kumulation zu verstiirken. Der Einfluly des
Glykosides 1V ist dann aber geringer als die hemmende Wirkung. Bei
der Tinktur finden wir wieder eine Verstirkung der Kumulation durch
die gesamten Beistoffe.

s wurde also festgestellt, dali bei der gefolgten Methodik den Bei-
stoffen cine wichtige Rolle in Bezug auf die Kumulation zukommt. Es
fragt sich jetzt, ob auch bei der Anwendungsweise in der Klinik dieser
EinfluB zur Geltung kommt. s wurde schon bemerkt, daB es manche
erfahrenen Klinikvr"giht, welche die galenischen Digitalisprodukte (Blatt-
pulver) immer (f(‘ll__.f_{'l‘l‘[‘illigt(‘ll Glykosidlosungen vorziehen.  Offenbar
haben diese Kliniker empirisch emptunden, dafi den Beistoffen eine wich-
tige Bedeutung in der Therapie gebiihrt.

Das kann aber nur der Fall sein, wenn das per os gegehene Saponin
vom Darm resorbiert wird.

Uber die Resorption der Digitalissaponine sind mir keine Unter-
suchungen hekannt.

Nach Kobert! ist die Resorption der Saponine aus dem Magen-
Darmkanal im allgemeinen nur eine partielle. Eine Resorption findet
Statt: KErstens weil, nach Gaben per os, schwere Vergiftungserschei-
nungen eintreten kinnen, und zweitens, weil Saponin bzw. Sapogenin
in den Ausscheidungen des Korpers anwesend sein kinnen. Um die Re-
sorbierbarkeit des Guajakrindensaponing vom Magen-Darmkanal aus zun

! Kobert, Heffters Handb. d. exp. Pharmakol. 1924, Bd. 2, 11, S. 1502.
""‘-K
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beweisen, nahm Frieboes? selbst 1 g neutrales Saponin, gelist in 50 cem
Wasser, cin.

Aus den nichsten Harnportionen konnte er das reine Saponin ab-
scheiden, rein darstellen und weiter zeigen, daB die gewonnene Substanz
unzersetztes Guajaksaponin war.

Fieger2 hat diese Tatsache beim Hunde nachgewicsen. Kobert
sagt denn auch, dali die teilweise Resorbierbarkeit der Saponine und
ihre Ausscheidung durch die Nieren in irgendwelcher Form, keinem
Zweifel unterliege.

Kleinere Saponindosen wirken, wie Kruskal3 zeigte, schon toxisch,
wenn ein Darmkatarrh besteht.  Auch wenn die Saponine selbst eine
Enteritis hervorgerufen haben, werden sie vollstiindiger resorbiert. Kine
kranke Schleimhaut resorbiert viel leichter Saponine.

Die Kumulation der per os gegebenen Digitalisprodukte liegt also
ganz bestimmt zwischen den von van Esveld und den von mir be-
stimmten Werten. Denn eine teilweise Resorption der Digitsaponine aus
dem Magen-Darmkanal nach Digitalisrohprodukteaben in der Klinik
ist sicher anzunehmen.

Werden die Saponine vom Magen-Darmkanal aus resorbiert, so sind
die Kumulationszahlen van Esvelds maligebend wm so mehr, je
mehr Saponin in der Bluthahn anlangt.

Setze ich voraus, dalb die Pflanzenschleime nach Aufnahme von
galenischen Digitalispraparaten per os nicht als solche vom Magen-
Darmkanal resorbiert werden, so kinnen die folgenden Momente als wich-
tige Faktoren beim Zustandekommen der Kumulation in der Klinik gelten:

1. Der Gehalt des Priiparates an Digitoxin.

2. Der Gehalt des Priparates an Digitsaponin.
3. Der Zustand der Darmmukosa.

Zusammenfassung,

Saponin erhéht, wenn in hoher — jedoch nicht toxischer — Konzen-
tration den Digitalisglykosiden zugesetzt, die akute Toxizitit dieser
Lisungen.

In den galenischen Priiparaten ist die Saponinkonzentration eine
derartige, daff diese Erhihung der akuten Toxizitit nicht zu beobach-
ten ist.

! Frieboes, Beitriige zur Kenntnis der Guajakpriiparate, Stuttgart 1903, 8.71.
2 Fieger, Biochem. Zeitschr. 1918, Bd. 86, S. 243.

# Kruskal, Arbeiten des Pharmakologischen Instituts zu Dorpat 1891, Bd. 6,
S. 129, ;
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Es hat sich aber weiter gezeigt, dal niedrigere Konzentrationen von
Saponin, unter welehen auch die in den galenischen Priiparaten von Digi-
talis purpureae herrschenden (obgleich sie nicht die akute Toxizitiit er-
hiihen) doch einen bestimmten Einfluf haben, ndmlich daf sic die Kumu-
lation der Digitalisprodukte erheblich verstiirken. Die Kumulation reiner
Glykosidlosungen verlief in meinen Versuchen gleichmiifig, insofern
Immer am 2. Tage weniger zuriickgeblichenes Glykosid festgestellt wurde,
als am 1. Tage nach der intravenisen Injektion der halben tidlichen
Dosis.

Bei galenischen Produkten findet man oft am 2. Tage dieselbe Kumu-
lation wie am 1. Tage. Es lieB sich nachweisen, dali auch bei dieser
]Crsc,'h(-inlmg die Saponine eine Rolle spielen, denn wenn man sie den
reinen Glykosidlosungen zusetzt, so tritt das Phianomen auch hier auf.
Die Unterschiede zwischen den von van Esveld fiir galenische Pro-
dukte gefundenen Kumulationswerten, und den von mir auf Grund des
(}]_vkosidgvlml’ros berechneten Werten, lassen sich zum grifiten Teil durch
den EinfluB der Saponine erkliren.

Es hat sich gezeigt, daBl es in den galenischen Priparaten auch noch
Substanzen giht," welche die Kumulation der Glykoside hemmen.



VL Ilie Funktion der schleimartigen Substanzen in den galenischen
Priiparaten aus Digitalisbhliittern.
Mit 1 Textabhildung.

Bei fritheren Versuchen war es auffallend, daB eine von Saponinen be-
freite Tinktura Digitalis purpurea, obgleich sie bekanntlich digitoxin-
haltig ist, 2 Tage nach intraveniser Injektion ihrer halben todlichen Dosis
nicht mehr nachweisbar war bei dem nachherigen intravenisen tidlichen
Emlauf desselben Priiparates. Ja, es schien, als ob die Katzen, der Digi-
talis gegeniiber, durch die vorherige Injektion resistenter geworden wiiren.

Ein ahnliches Phiinomen trat an den Tag bei der Untersuchung der
Kumulation des Lanatalins (Glykosid 1T aus Digitalis lanata; Mannich,
Mohs und Mauss). Dieses Glykosid war aus einer Tinktura lanatae her-
gestellt. Iis wurde jedoch nicht rein isoliert, sondern es befand sich als
wirksames Glykosid in der ,, Restfraktion®, also in der nach Ausschiittlung
der chloroformléslichen Lanataglykoside iibriggeblichenen wiisserigen
Lisung. Bei der intravenisen Injektion dieses Lanatalins wurden also
mehrere, nicht digitalisartig auf das Herz wirkende Substanzen zugleich
mit dem Glykosid eingebracht. Diese ,,Beistoffe* miissen wohl dieselben
sein wie diejenigen, welche immer in den galenischen Priiparaten vorliegen.

In den zwei obengenannten Fillen kann von einer die Kumulation
hemmenden Substanz die Rede sein. Wenn es eine solche gibt, 0 mul
sie chloroformunlislich sein: sie ist ja in der mit Chloroform ausgeschiittel-
ten Restfraktion der galenischen Priiparate anwesend.

Wie wir meinen, gibt es in Lanatablittern kein echtes Saponin. Die
Unterschiede zwischen den, fiir die unvorbehandelten galenischen Digi-
talispriaparate bestimmten Kumulationswerten (van Esveld) und den
auf Grund des Glykosidgehaltes berechneten Werten (Hoekstra) sind
fiir die Lanataprodukte denn auch andere als fiir die saponinhaltigen
Purpureaprodukte. Bei Infusum lanatae und bei Liquor lanatae be-
rechnet man aus dem Glykosidgehalt einen hiheren Kumulationswert,
als man fatsichlich im Experiment findet. Auch hier denken wir also an
eine, die Kumulation der Glykoside herabsetzende, Substanz.
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Die galenischen Purpureaprodukte enthalten eine Menge Digit-
saponine, welche imstande sind, die Kumulation der anwesenden Glyko-
side 2—3(5)fach zu erhohen, ohne die akute Toxizitit des Produktes zu
becinflussen. Die Funktion der eventuell anwesenden, die Kumulation
hemmenden Substanz, wird in Purpurcaprodukten also stark von der
deutlich hervortretenden Wirkung der Digitsaponine iiberragt. Aber auch
hier gibt es Zeichen fiir eine die Kumulation erniedrigende Substanz. Das
1\'[3-15, in welchem die Kumulation durch die Saponine erhoht wird, be-
trigt beim Infusum 2,4, bei der Tinktur 2,7, beim Ligquor 4,6. Der Sa-
Poningehalt, auf eine gleiche Toxizitit berechnet, verhilt sich bei Infus,
Tinktur und Liquor als 1,5:2:1. Beim g-Strophanthin wurde gezeigt, dal
ein Zusatz von Saponin pur. ,,Merck® 1:50000 die Kumulation 15fach
erhisht, abermals ohne die akute Toxizitit des Glykosides zu indern. Auf
Grund von himolvtischen Grenzdosgenbestimmungen enthélt dann diese
verwendete Strnl;hani'hin]ijsnng eine Menge Saponin von derselben
('-l‘i}lLS(,'mn'dnung, wie gie in den galenischen Purpureaprodukten vorliegt.
Wenn hier die Kumulation des Strophanthins I5fach erhiht wird, so ist
es auffallend. daB dieselbe Saponinkonzentration bei Infusum purpurea
und bei der Tinktur die Kumulation der Glykoside nur 2,4 bzw. 2,7mal
zu erhishen vermag. Hier liegt wohl eine Hemmung vor, welehe von den
Beistoffen der gu]bnisolu*n Priiparate bedingt wird. Ifiir diese Annahme
spricht auch das Benehmen des Liquor Digitalis purpureae. In diesem
gereinigten Produkt bewirkt cine relativ geringere Menge Saponin eine
etwa zweimal hohere Kumulation als bei Infus und Tinktur. Dali die
Saponine hier offenbar besser in der Lage sind, ihre Anwesenheit kennbar
zu machen, ist wahrscheinlich der sehr kleinen Menge hemmender Bei-
stoffe in diesem Priiparat zuzuschreiben.

Jedenfalls 1Bt sich sagen, daf sich in den galenischen Purpurea-
priiparaten die kumulationserhihende Wirkung der Saponine viel deut-
licher zeigt als die kamulationshemmende Wirkung der Beistoffe.

Es ist fraglich, ob die gefundenen Kumulationswerte fiir Bigitalin
(99 der eingespritzten Dosis nach 2 Tagen) und fiir Lanatalin (0% der ein-
gespritzten Dosis nach 2 Tagen) richtig sind, denn nimmer wurden die
Versuche angestellt mit den reinen Glykosiden; es handelte sich vielmehr
um die Kumulation der Restfraktion. s ist sehr wohl miglich, daly Bi-
gitalin und Lanatalin kumulierende Glykoside sind, deren Nachweis
nach 2 Tagen durch die Anwesenheit der hemmenden Substanzen un-
miglich geworden ist. Diese Substanzen miissen dann chloroform-
unlislich sein, also in der mit Chloroform ausgeschiittelten Fliissigkeit
zuriickbleiben.
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Welche Substanzen spielen hier eine Rolle? Fourbon fand in éithe-
rischen Extrakten auns Blattpulver: Isovaleriansiiure, n-Buttersiiure,
Fssigsdure, Propionsiure, Ameisensiiure, withrend beim Kochen die von
Pyrame-Louis schon im Jahre 1845 gefundene Anthirrhinsiure in den
galenischen Produkten entstand. Typisch fiir Purpurea ist sein hoher
Mangangehalt (0,94—8,12 mg in 100 ¢ Pulver). Unter den anwesenden
anorganischen Salzen nimmt die Pottasche eine wichtige Stelle ein. Da-
neben gehen schleimartige Substanzen in die galenischen Produkte iiber,
welche sich, nach Schiittelung des Priparates mit Chloroform, an der

Scheideflache zwischen Chloroform und Wasser anhiufen.

Zur Lisung der Frage, welche Substanz fiir die Hemmung der Kumu-
lation verantwortlich ist, haben wir nach zwei Richtungen Untersuc hungen
angestellt, und zwar: erstens ob die Asche des Blattpulvers, und zweitens
ob die schleimartigen Substanzen in Betracht kommen. Den Einfluf der
anwesenden Isovalerianséiure, n-Buttersiure, Essigsiure und Ameisen-
siure haben wir nicht untersucht. Inwieweit ihnen eine Funktion
zukommt, steht also noch dahin. Es kann jedoch gesagt werden, daB
diese Stoffe micht im Liquor vorliegen, wiihrend die von uns unter-
suchten schleimartigen Substanzen in diesem Pr dparat in geringer Menge
nachzuweisen waren.

Wir untersuchten zuerst, ob die anorganischen Bestandteile cine
Rolle spielen:

10 g Pulvis Digitalis purpurea ,.starke Pulver B.* wurden im Por-
zellantopf geglitht. Der Riickstand, worin viel Mangan, wurde in ver-
diinnter Salzsiure gelist, die Lisung wurde neutralisiert und 500 cem
einer 20fach verdiinnten Tinktura Digitalis purpureae (Spiritus dilutus
1:10) zugesetzt. Die D.L der 20fach verdiinnten Tinktur ist 18,2 ecm
pro Kilogramm Katze. Die Wertbestimmung der Tinktur mit Zusatz der
anorganischen Bestandteile, worin 0,99 NaCl gelist war, ergab folgendes:

Fiinf Katzen: D.1. pro Ix]lnmmnm Katze bzw. 19,1 cem, 15,6 cem,
15,3 cem, 21,7 cem, 16,3 cem. Mittlerer Fehler 12,8%. Durchschnittlicher
Wert pro lulngmmm Katze: 17,6 ccm. Das gll)t einen Unterschied von
3,3%, was innerhalb der Fehlergrenze der Methode liegt. Die akute tid-
liche Dosis ist also dieselbe.

Kumulation dieser Tinktura Digitalis purpureae (Spiritus dilutus
1:10), 20fach verdiinnt, mit 0,99 NaCl, 500 cem, mit Zusatz von an-
organischen Bestandteilen aus 10 g Blattpulver.

D.L pro Kilogramm Katze: 17,6 ¢em.

Drei Katzen bekommen wiihrend etwa 20 Minuten einen intravenisen
Einlauf der halben tidlichen Dosis der obengenannten Fliissigkeit.
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Nach 48 Stunden wird an diesen Katzen in der iiblichen Weise die
todliche Dosis hestimmt. einer g-Strophanthinlésung 1:200 000 mit 0,9%,
NaCl, deren akut tidliche Dosis fiir unvorbehandelte Tiere genau be-
kannt igt (22,04 cem pro Kilogramm Katze). Diese neu bestimmte tid-
liche Dosis an den vorbehandelten Tieren war eine geringere und zwar
bzw. 17.6 cem., 11.4 cem und 13,7 cem pro Kilogramm Katze. Der durch-
schnittliche Wert ist also 14,2 cem pro Kilogramm Katze.

Der Unterschied zwischen diesem Wert und der Gribie der todlichen
Dosis fiir unvorbehandelte Tiere ist ein MaBstab fiir die Kumulation
des verwendeten Priiparates. Wir finden in casu eine Kumulation von
22,04 — 142

2254
unvorbehandelte Tinktur stimmt hiermit nahezu iiberein (32%). Ein
Zusatz der anorganischen Bestandteile aus dem  Digitalisblatte ver-
ursacht also keine Abnahme der Kumulationsfiahigkeit. Wir sehen hier
also einen sicheren Beweis dafiir, daB den anorganischen Bestandteilen
des Blattes keine solche Funktion zukommt, als wir den hemmenden Sub-
stanzen aus den galenischen Priiparaten zugeschrichen haben.

Wir haben uns darum an zweiter Stelle um die schleimartigen Sub-
stanzen bemiiht, welche in allen untersuchten Digitalisprodukten nach-

b =36,82,. Der von van Esveld gefundene Wert fiir die

jo — O

weishar sind.

Schiittelt man ein Infusum Digitalis mit Chloroform, so hiiufen sich
an der Grenzfliche zwischen Chloroform und Wasser eigentiimliche, weilie,
gequollene, zihe, zusammenklebende Massen auf, die mittels eines Scheide-
trichters isoliert, nach Verjagung des Chloroforms in Wasser vollstindig
lslich sind. Nach wiederholter Ausschiittelung mit Wasser und Chloro-
form bekamen wir diege schleimartigen Substanzen ziemlich rein. Voll-
stiindig glykosidfrei werden sie jedoch meistens nicht. Chlorzinkjod und
Jod wirken nicht ein, sie sind lislich in starker Lauge und Alkalikarho-
naten und in Alkohol. Die wiisserige Lisung ist viskos und bei Schiitte-
lung schaumbildend.

Bei unserer Darstellung wurden die Saponine vorher durch Behand-
lung mit Cholesterin und Abfiltrierung des (_‘.lmlvsu'rin-Sn]mninknmp]vxvs
entfernt.

Ins Froschherz gefiihrt, waren die noch anwesenden Glykoside nicht
imstande, deutliche Digitalissymptome hervorzurufen. Durch Zusatz von
Saponin (Saponin pur. Merck 1:20000) jedoch kam es zu typischem,
systolischem Herzstillstand. Die Wirkung der Glykoside wird durch das
Saponin verstirkt, wodurch wir die Anwesenheit von Glykosid nach-
weisen konnten.
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Wir miissen darauf hinweisen, dafl bei der Herstellung der schleim-
artigen Substanzen immer mit sehr groBen Verlusten gearbeitet wurde.
Wenn wir in den nachstehend angefithrten Protokollen mitteilen, dall
schleimartige Substanzen aus einer gewissen Menge Blattpulver ver-
wendet wurden, so wollen wir damit keineswegs sagen, daB wir alle der-
artigen Substanzen daraus bekommen hatten. Bei der Reinigung, wie wir
sie vornahmen, geht wohl etwa 4/; verloren.

Einer Tinktura Digitalis purpurea wurde die Lisung der schleim-
artigen Substanzen zugesetzt. Die D.l. des Produktes wurde vor wnd
nach Zusatz der Schleime bestimmt. Es ergab sich dann oft, daf die
Priiparate toxischer geworden waren. Dies ist wohl dem Umstande zu-
zuschreiben, dafi mit den sehleimartigen Stoffen etwas Glykosid mit hin-
zugefiigt worden war. Es fragt sich, ob wir hier kumulierende oder nicht
kumulierende Glykoside hinzugefiigt haben. Denn ist letzteres der Fall.
so werden wir schon hierdurch eine geringere Kumulation finden, da die
Menge kumulierendes Glykosid relativ geringer geworden ist. Diese
Fehlerquelle miissen wir also bei der Beurteilung der Resultate umgehen.
Wir haben nun angenommen, dafl nur nichtkumulierende Glykoside hin-
zugefiigt wurden, was wahrscheinlich nicht ganz der Wahrheit entspricht.
Bei der Berechnung der zu erwartenden Kumulationswerte hekommen
wir so schon eine zu niedrige Zahl. Liegt der empirisch bestimmte Wert
noch betrichtlich darunter, so haben wir ein solches Resultat als positiv
zu betrachten und liegt sicher eine Hemmung der Kumulation durch die
hinzugefiigten Substanzen vor.

Protokolle.

Werthestimmung einer Tinktura Digitalis purpurea standarisata
(Spirutus dilutus 1:10), Verdiinnung 1:20 (D.1. pro Kilogramm Katze
18,2 ¢em, s. II1. Mitteilung), mit Zusatz einer Menge schleimartiger Sub-
stanzen aus 20 g Blattpulver (Starke Pulver B), total 500 cem, 0,99, NaCl.

Drei Katzen: D.I. pro Kilogramm Katze bzw. 15,8 cem, | 6,3 cem,
13,6 cem. Mittlerer Fehler: 7.29. Durchschnittlicher Wert: (5,2 ecem
18,2 — 15,2

18,2

. P

% = 16,5%,

pro Kilogramm Katze. Toxizitatserhthung
Kumulationsbestimmung der obengenannten Fliissigkeit.

Vier Katzen bekommen innerhalb 20 Minuten die halbe tidliche
Dosis infravenis eingespritzt. Nach 48 Stunden wurde an diesen Katzen

eine Werthestimmung mit einer g-Strophanthinlisung 1:200000 ausge-
fithrt, deren tidliche Dosis 22,564 cem pro Kilogramm Katze betriigt.
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Diese war jetzt pro Kilogramm Katze bzw. 21,1 cem, 17,3 cem 21,3 cem,
18,6 cem. Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze 19,6 cem. Im
99 54 — 19,6

Ly

Kirper war noch - 9954

Die Kumulation der unverinderten Tinktur betragt 329,. Die Toxi-
zitiit war durch den Zusatz der Schleime um 16,0% erhoht.

Nehmen wir an, daf nur nichtkumulierende Glykoside zugesetzt
worden sind, so berechnen wir eine Kumulation unseres Produktes von
0,835 ¢ 829, =26,7%. Wir erwarten also eine Kumulation von wenigstens
26,724. Wenn wir hier nur 13% zuriickfinden, so weist dies sicher darauf
hin, dafl dureh den Zusatz der schleimartigen Substanzen in diesem alle
die Kumulation wenigstens 9fach erniedrigt worden ist.

Sinen iihnlichen Versuch stellten wir an mit dem Infusum Digitalis
purpureae. Wir nahmen auf 400 cem Infus (0,6:100) schleimartige Sub-
stanzen aus 10 g Starke Pulver B. Nach 2 Tagen fanden wir eine Kumu-
lation von 34%. Da van Esveld eine Kumulation von 35% gefunden
hatte, kam in diesem Versuch also kein herabsetzender EinfluBf der

or —139, der D.l. anwesend.

/0

schleimartigen Substanzen an den Tag.

Wir untersuchten weiter, ob vielleicht diese Hemmung der Kumu-
lation durch Muzilaginosa im allgemeinen hervorgerufen werden konnte;
hierzu wurde die Tubera saleb gewihlt.

Protokolle.

Werthestimmung einer Tinktura Digitalis purpurea standarisata
(Spirutis dilutus 1:10), Verdimnung 20fach, hinzugefiigt wurde ein Infus
aus 3 ¢ Tubera saleh. Total 400 ecm, 0,9% NaCl.

Drei Katzen: D.L. pro Kilogramm [Katze bezw. 22 cem, 19,3 cem,
90,2 cem. Mittlerer Fehler 5%. Durchsehnittlicher Wert 20,5 cem pro
Kilogramm Katze.

Kumulation der obengenannten Fliissigkeit.

Sechs Katzen bekommen innerhalb 20 Minuten eine intravenise In-
jektion der halben todlichen Dosis. Nach 48 Stunden wird eine Wert-
bestimmung mit g-b‘lr()plmn[,hiuliisung 1:200000 (D.1. pro Kilogramm
Katze 22,64 cem) ausgefiihrt. Die todliche Dosis pro Kilogramm Katze
war jetzt bzw. 14,9 cem, 17,6 cem, 17,5 cem. Drei Katzen starben kurz
nach der Injektion. Durchschnittlicher Wert 16,8 cem pro Kilogramm

99 i i ' Q
Katze. Im Korper zuriickgeblieben: “’t}:é‘-”lh’? % =25,4%,.

Die Kumulation ohne Zusatz von Tubera saleb betriigt 329,. Der ge-

ringe Unterschied liibt wohl nicht gleich aufl eine allgemein geltende, die
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Kumulation herabsetzende Funktion der Muzilaginosa schlieBen. Wir
kommen hieraut spiiter beim Froschversuch noch zuriick.

Bei dem Versuch mit der Tinktura mit Zusatz von Schleimen erhob
sich die Irage, wic wir uns die Wirkung der Schleime zu denken haben.
Da schon frither bewiesen wurde, daB Saponine die Kumulation der 1 )igi-
talisglykoside erhohen, lief sich denken, daB die Wirkung der schleim-
artigen Substanzen darauf beruhte, daf sie die Saponinwirku ng autheben
oder vermindern. DaB dies der Fall sein wiirde, hielten wir zwar nicht
fiir wahrscheinlich, denn das Benehmen von nicht saponinhaltigen Priipa-
raten hatte uns unter mehr zur Annahme einer hemmenden Substanz
gefiihrt.  Dennoch wurden Versuche mit von Saponinen hbefreitem
Liquor Digitalis purpurea angestellt. Wenn man lediglich mit einem
saponin-antagonistischen Einflu zu tun hitte, miiBte jetzt die Kumu-
lationshemmung ausbleiben.

Wertbestimmung eines saponinfreien Liquor Digitalis purpurea (Ned.
pharm. Ed. V) 1:8 mit Zusatz von schleimartigen Substanzen aus 20 g
Starke Pulver B. 0,99 NaCl. Total 400 cem.

Drei Katzen: D.L pro Kilogramm Katze bzyw. 17,3 ecem, 17,7 cem,
15,6 cem. Mittlerer Kehler: 4,994, Durchschnittlicher Wert 16,9 eem pro
Kilogramm Katze. Keine Toxizititszunahme (urspriinglicher Liquor 1:8,
D.1. pro Kilogramm Katze 16,2 cem).

Kumulationsbestimmung mit obengenannter Lisung.

Vier Katzen bekommen innerhalb 20 Minuten eine Injektion der
halben todlichen Dosis. Nach 48 Stunden wurde eine Wertbestimmung
mit einer Strophanthinlisung 1:200000 ausgefiihrt. Die tadliche Dosis
pro Kilogramm Katze war jetzt bzw. 21,3 cem, 23,3 cem, 21,7 cem,
15 cem. Ausgeschaltet wurde nach der Methode von van Esveld die
vierte Katze, da sie mehr als 25°, abwich.

Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm Katze: 22,1 cem. Im Kiir-
92254 — 9221

2 LSO STy [y
09 F /O T & O
22,64

ver zuriickeeblieben:
o)

Wie in einer fritheren Mitteilung erwithnt wurde, betriigt die Kumu-
lation des entsaponinten Liquors 8,8%.

Wir sehen hier also eine 4fache Herabsetzung der Kumulation unter
Einfluf der zugesetzten schleimartigen Substanzen.

Es wurde auf eine in einer friitheren Mitteilung beschriehenen Weise
eine Digitoxinfraktion hergestellt aus Infusum purpurea, wobei ver-
versehentlich der Eiwei-Digitoxinniederschlag nicht gewaschen wurde.
Das erhaltene Digitoxin war daher ein wenig mit anderen Glykosiden
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verunreinigt. Es zeigte sich im Froschherzen, dal diese Verunreinigung
hiichstens etwa 109 betrug. Der Digitoxingehalt betrégt also mindestens
{
900/ .
Protokolle.

Werthestimmung dieser Digitoxinldsung in 72 cem NaCl 0,9%.

Vier Katzen: D.L. pro Kilogramm Katze bzw. 17,2 cem, 13,4 com,
18,6 cem, 15,3 cem. Mittlerer Fehler 11%. Durchschnittlicher Wert pro
I\ilngrmnm Katze 16,1 cem. 400 cem dieser Lisung wurden 60 cem einer
Lisung von schleimartigen Substanzen aus 7,5 g Starke Pulver B zuge-
. Sk : 400 4 60 ;
ligt. Die D.I. des Gemisches berechnet sich auf 08 16,1 cem
=175 cem.

Werthestimmung obengenannter Lisung.

Vier Katzen: D.1. pro Kilogramm Katze bzw. 18,1 cem, 15,8 cem,
15,3 cem, 14,4 cem. Mittlerer Fehler 7,6%. Durchsehnittlicher Wert pro
5 . = Ay - 176 —1568 e
Kilogramm Katze 15,8 cem. Toxizititserhthung 175 OA==10 oY

Schreiben wir diese Erhiohung wiederum nieht kumulierenden Glyko-

-~

: : : % 15,8 _
siden zu, so ist der Digitoxingehalt der Lisung T 90% = 81,39,
- [ |

der Gesamiglykoside.

Nach 2 Tagen findet man im Korper 829 der eingespritzten Digitoxin-
menge zuriick. Wir komnen hier also berechnen, dall dann 81,3 3 0,829,
= 66,69 der Gesamtglykosidmenge, das ist 33,3% der D.L, nach 2 Tagen
zuriickgefunden werden muli.

Kumulation nach 2 Tagen dieser 81,3% igen Digitoxinlisung mit Zu-
satz von schleimartigen Substanzen aus 7,0 g Starke Pulver B. Todliche
Dosis pro Kilogramm Katze 15,8 cem.

Sechs Katzen bekommen innerhalb 20 Minuten eine Injektion der
halben tidlichen Dosis. Nach 48 Stunden wurde die tidliche Dosis be-
stimmt mit ciner Strophanthinlosung 1:200000. Es wurde eine neue
Li‘isung verwendet.

W(‘rtlmsi,.hnmung dieser Lisung an drei unvorbehandelten
Katzen.

D.1. pro Kilogramm Katze bzw. 22,2 cem, 20,3 com, 19,4 cem, Mitt-
lerer Fehler 52,. Todliche Dosis pro Kilogramm Katze 20,6 cem.

Die todliche Dosis dieser Strophanthinlosung war jetzt bei den vor-
behandelten Tieren 18,1 cem, 21,4 cem, 10,4 cem 18,4 cem, pro Kilogramm
Katze. Zwei Katzen waren nach der Injektion gestorben.
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Ausgeschaltet wurde nach van Esveld Katze Nr. 3, da sie 649
abwich. Durchschnittlicher Wert: 19,3 cem pro Kilogramm Katze.
Es ergibt sich eine Kumulation der verwendeten Losung  von
20,6 — 19,3

20,6
ist sie durch die Anwesenheit der schleimartigen Substanzen also Hfach
herabgesetzt.

An dieser Stelle kann jetzt das Benehmen der Tinktura Digitalis
lanatae besprochen werden. Dieses Produkt kumuliert bei intrav endser
Einverleibung mehr (van Esveld) als sein G Iykosidgehalt berechnen 18t
(Hoekstra). Die Tinkturist jedoch sehr reich an Lanatalin (74.5%). Bei
der Berechnung wurde vorausgesetzt, daf Lanatalin gar nicht kumuliert.
Die Bestimmungen des Kumulationswertes von Lanatalin und Bigitalin
waren aber immer ausgefithrt an den »» Restfraktionen*, worin sich reich-
liche Mengen schleimartiger Substanzen befanden. Es ist also sehr wohl
miglich, wie wir schon oben betonten, daB das Lanatalin ecin miBig
kumulierendes Glykosid ist, welche Eigenschaft in den Imnmlntlmla—
bestimmungen von den schleimartigen Substanzen verdeckt war. Be-
trachten wir jetzt die Menge schleimartiger Substanzen in der Tinktura
lanatae. Unter Voraussetzung, daB aus 1 g Pulver aus Purpurcablatt:
eine gleich grofie Menge Schleime herkommt als aus 1 g Lanatablattpulver,
ergibt sich, dab in der Lanatatinktur (welche verwendet wurde in einer
Verdiinnung 1:75) weniger Schleime anwesend sind als in der Tinktura
purpurea (welche 20fach verdiinnt verwendet wurde). Wir sehen hier
also ein Produkt mit sehr viel Lanatalin und verhilltnismiBig wenig
schleimartige Substanzen. Wenn nun dem reinen Lanatalin eine, sei es
auch nur geringe, Kumulation zuzuschreiben wire, wiirde diese i 1gen-
schaft hier gut imstande sein sich zu zeigen. In dieser Hinsicht lieBe sich
dann die Diskrepanz zwischen der von Hoekstra berechneten und der
von van Esveld empirisch bestimmten Kumulation deuten.

I%s fragt sich jetzt, worauf das Phiinomen der Kumulationshemmung
beruhen kann. Die zwei Versuche mit dem ents saponinten Liquor und der
Digitoxinfraktion weisen darauf hin, daf die Funktion der sc hleimartigen
Substanzen unabhiingig ist von der Anwesenheit von Saponinen. Daf}
iibrigens umgekehrt auch die Saponine wirksam sein kinnen bei An-
wesenheit der schleimartigen Substanzen, geht hervor aus den obenge-
nannten Versuchen, worin die Glykoside in den gereinigten Schleimen
noch am Kroschherzen nachgewiesen werden konnten, als man ihre Wir-
kung durch Zusatz von Saponinen verstirkte. Wir bestimmten weiter
die toxischen Grenzdosen der Saponine fiir das isolierte Froschherz mit

%=6,4%. Da die Kumulation auf 33,3% bercchnet wurde,
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und ohne diese schleimartigen Substanzen. Die Giftigkeit der Saponine
zeigte sich unabhingig von der An- oder Abwesenheit der Schleime. Eine
]'{L'nunung der Kumulation kann jedoch auch in anderer Weise zustande
kKommen. Es konnte sich um cine verringerte Eindringung der Glykoside
in das fiir die Kumulation verantwortliche Substrat handeln. Wir kinnen
das nicht leugnen, finden jedoch auch keinen einzigen Anhaltspunkt in
dieser Richtung. Ks labt sich weiter denken, dall unter Einflulf der
S(:-hloin'lm'tigon Substanzen die einmal ins Herz eingedrungenen Glykoside
Schneller zerlegt oder andersartig unwirksam gemacht werden kimnten.
s fehlen uns in dieser Bezichung alle experimentellen Daten. Schlief3-
lich besteht die Miglichkeit einer rascheren Abgabe aus dem Herzen unter
Einflug der schleimartigen Substanzen. Die unten niher behandelten
Versuche sprechen fiir diese Auffassung. Wir haben namlich versucht,
0b unter Mithilfe dieser Substanzen die Digitoxinwirkung auf das Frosch-
hery rilckgiingig zu machen ist. [Ss versteht sich, dali der Vorgang am
isolierten Froschherzen nicht ohne weiteres den Prozessen im Siugetier-
herzen im Kreislauf gleichzustellen ist. Im allgemeinen lafit sich jedoch
Sagen, daB diejenigen Glykoside, welche im intakten Tier kumulieren, nur
schwer oder gar nicht aus dem isolierten Froschherzen auswaschbar sind,
dal also doch immer ein gewisser Parallelismus zwischen den beiden Er-
Stht-inungon hesteht. Die Auswaschversuche wurden am Froschherzen an
der Straubkaniile angestellt (Rana esculenta) mit Digitoxin pur. Merck
mit und ohne 5n*hlei:.nm'tigu Substanzen (aus ,,Starke Pulver B.*). Es
wurde zuerst cine Konzentration des Digitoxins pur. Merck festgestellt,
die eine deutliche Vergiftung des Herzens innerhalb 10 Minuten hervor-
rief, Wir brauchten dazu eine Lisung von 1:60000. Iiir die Auswasch-
versuche wiithlten wir Losungen von 1:40000 bzw. 1:30000.

Nur wenige Herzen kamen bei dieser Vergiftung zu einem wirklichen
systolischen Stillstand. Die meisten zeigten nach lingerer Zeit einige sehr
unregelmiaBige Kontraktionen und gingen erst nach aktiver Dilatation
des Ventrikels in systolischen Stillstand iiber.  Es zeigte sich nun
folgendes:

I. Eine Vergiftung mit Digitoxin 1: 60000 (bis 1:30000) in Ringer
ist villig unauswaschbar mit Ringerlisung.

2. Eine Vergiftung mit Digitoxin 1: 40000 (bis 1: 30000) in Ringer
15t nur sehr wenig auswaschbar mit Ringerlosung unter Zusatz von
schleimartigen Substanzen.

Es kam in einigen Iiillen zur Aufhebung des Dissoziation zwischen
Atrium und \-'vnfrilu_;L also zu einer Krholung der Rhythmik, die Kontrak-
tionen aber hatten sehr an Grife abgenommen, und es trat keine Besse-



112 R. A. HOEKSTRA:

rung mehr ein. Die Frequenz ist auf die Hilfte herahgesetzt. Aktive
Dilatation gibt Stillstand.

8. Eine Vergiftung mit Digitoxin 1 : 40000 (bis 1: 30000) in Ringer
mit schleimartigen Substanzen ist mit Ringerlosung griBtenteils aus-
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waschbar. Die Dissoziation wird vollig aufgehoben, das Herz schligt
regelmiiBig, die Hubhohe der Ventrikelkontraktionen ist auf ungefihr
2/, herabgesetzt. Die Frequenz hat sich zuweilen villig erholt. Aktive
Dilatation gibt keinen Stillstand.

4. Eine Vergiftung mit Digitoxin 1: 40000 (bis 1: 30000) in Ringer
mit schleimartigen Substanzen ist mit Ringerlosung mit Zusatz von
schleimartigen Substanzen fast ganz auswaschbar. Es ergibt sich cine
fast totale Erhohlung von Rhythmus, Grilie der Ausschlige, I'requenz;
aktive Dilatation verursacht keinen Stillstand.

Wir geben hier unten einige Beispiele aus unseren Protokollen.

Versuch 17.
1 cem Digitoxin 1: 30000 in Ringer. 6 Minuten spiiter starke Vergiftung,
10 Minuten spiter wurde die Losung verwechselt fiir I cem Ringerlosung, worin
schleimartice Substanzen waren. Im Laufe 1 Stunde wurde dieses viermal
wiederholt, darnach wurde noch zweimal mit Ringerlosung nachgewaschen,
11/, Stunden nach der Vergiftung sehen wir: regelmiaBige Kontraktionen, par-
tieller Block, Hubhithe nur etwa /5 von derjenigen vor der Vergiftung. Aktive
-Dilatation verursacht systolischen Stillstand.

Versuch 12,

1 cem Digitoxin 1: 800000 + schleimartige Substanzen. Nach 81/, Minu-
ten deutliche Vergiftung. 30 Minuten spiiter Losung verwechselt fiir 1 cem
Ringerlisung, worin schleimartige Substanzen. Innerhalb 1 Stunde wurde dieses
fiinfmal wiederholt. Hiernach wurde die Flissigkeit verwechselt fiir 1 cem
Ringerlosung. Aktive Dilatation ergab keinen systolischen Stillstand mehr,
Fast villige Erholung des Herzens.

Versuch 15.

1 cem Digitoxin 1: 30000 + schleimartige Substanzen. Nach 10 Minuten
starke Vergiftung; 30 Minuten spiiter Losung verwechselt fiir 1 cem Ringer-
losung. Dieses wurde innerhalb 1 Stunde sechsmal wiederholt. Aktive Dilata-
tion ergab keinen systolischen Stillstand mehr. Frequenz nicht ganz erholt,
Hubhohe ungefithr 2/3 der urspriinglichen Grilie. '

Versuch 18,

1 cem Digitoxin 1: 30000 + sehleimartige Substanzen. Nach 6 Minuten
starke Vergiftunz, Nach etwa 40 Minuten wurde die Flissigkeit verwechselt
fiir 1 cem Ringerlosung, worin schleimartige Substanzen. In '/, Stunde wurde
diese Fliissickeit noch zweimal erneuert, dann durch Ringerlésune ersetzt.
Frequenz, Hubhihe, Rhythmus vollstindig erholt. Es gelang uns dieses Herz
noch ein zweites Mal zu vergiften und nachher die Vergiftung wieder auszu-
waschen, Hierbei trat an den Tag, dab das Digitoxin doch nicht villig ver-
schwunden war: die Vergiftung trat das zweite Mal rascher und hofl.igﬁr ein,
und es dauerte viel linger, ehe das Herz sich durch Auswaschen wieder erholt
hatte (mehr als 2 Stunden), was auch nicht in so hohem Grade wie das erste
Mal der Fall war.

Archiv f, experiment. Path. u. Pharmakol. 8
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Abb. 1 zeigt ein Beispiel dieser Auswaschversuche.

Auch hier haben wir die gleichen Versuche angestellt mit Pflanzen-
schleimen aus Tubera saleb. Ebenso wie bei unserem Versuche mit Tink-
tur und Tubera saleb an der intakten Katze trat auch hier keine W irkung
auf. Wir meinen also mit einer fiir die schle imartigen Substanzen aus
Folia Digitalis spezifischen Wirkung zu tun zu haben. Diese Schleime
bewirken eine Auswaschbarkeit der V ergiftung eines durch Digitoxin still-
stehenden Herzens, Es LiBt sich vermuten, dafl auch die Abnahme der
Kumulation bei der Katze auf ciner Erleichterung der Abgabe des
Digitoxins und der anderen Glykoside unter EinfluB der schleimartigen
Substanzen des Digitalisblattes beruht.

Zusammenfassu ng.

Die schleimartigen Substanzen, welche sich in den galenischen Pro-
dukten von Digitalis purpurea finden, hemmen die Kumulation der Gly-
koside aus diesem Blatte. Es ist wahrscheinlich, daB auch die Blitter von
Digitalis lanata #hnlich wirkende Wh]vlmmtlrm Substanzen enthalten.

Unter Einflufl dieser Schleimstoffe lifit sich die Digitoxinvergiftung
des isolierten Froschherzens grifitenteils riickgiingie machen.

Wir vermuten, dal die Hemmung der Kumulation durch die schleim-
artigen Substanzen auf einer leichteren Abgabe derselben aus dem
Herzen beruht.

Schleime aus Tubera saleb haben diese Wirkung nicht.
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Die von mir in fritheren Mitteilungen beschriebenen Unfersuchungen
wurden hauptsiichlich angestellt mit galenischen Priparaten, welche
aus Digitalis purpurea und aus Digitalis lanata hergestellt waren. Es
wurden eine quantitative Isolierungsmethode der Glykosidiraktionen und
Kumulationsversuche mit diesen Glykosiden beschrieben. Es stellte sich
heraus, welch eine bedeutende Rolle die Saponine in dem Digitalisgebrauch
spielten, und es zeigte sich, dafi die in den Rohprodukten anwesenden
Pflanzenschleime nicht ohne jeden Einflufi auf die ICumulation des intra-
venos einverleibten Priparates sein konnten.

Die quantitative Isolierung der Glykosidfraktionen aus den Prii-
paraten ist leicht anwendbar, auch aus Digitalisspezialititen.

Wenn man aus irgendeinem galenischen Priiparat, mit Einschluf
der Liquores, die Fraktionen isoliert und untersucht, so gelingt es daraus
den Schlull zu ziehen, ob das Priparat von Digitalis purpurea oder von
Digitalis lanata herrithrt.

Es erhebt sich jetzt die Frage, ob es auch miglich ist, durch [solierung
der Fraktionen aus Spezialititen deren Abkunft auszufinden.

Es ist mir nicht miglich gewesen, alle Spezialititen aus dem Handel
in dieser Richtung zu untersuchen und zu identifizieren. Als Probe, oh
cine solche Untersuchung miglich ist, habe ich eine der am meisten ver-
schrichenen Spezialititen gewihlt, namlich Digalen ,,Roche*. Das
Digalen ,,Roche’* (Digitoxinum solubile Cloétta) hiimolisiert rote Blut-
kirperchen nicht, ist also nicht saponinhaltig. Den Katzen per os ge-
geben, ist seine Wirkungskraft nach Alday Redonnet! 15—209, der-
jenigen nach intravenoser Einfithrung.

Zuerst wurden Versuche aul das isolierte Froschherz angestellt. Es
wurde die Grenzdosis gesucht, welche Froschherzen (Rana esculenta) an
der Straubkaniile innerhalb 5 Minuten zum Stillstand brachte.

Digalen Muster 1. Drei Froschherzen enden innerhalb 5 Minuten auf
einer Hfachen Verdiinnung des Priiparates.

I Arch. de Cardiologia y hematologia 1927, Bd. 8, Nr. 12,

v's]
%
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Muster 2. Drei Froschherzen enden auf unverdiinntem Digalen.

Muster 3. B. 303070. Drei Froschherzen enden auf einer 15fachen
Verdiinnung des Prédparates.

Es wurde dieselbe Grenzdosis gesucht fiir Gitalin (Purpurea) in
froschisotonischer Ringerlosung. KEs ergab sich, dafl diese Grenzkonzen-
tration eine Lisung war von 1 K.E. (1 K.E. = die tidliche Menge Gift
fiir 1 kg Iebende Katze) Gitalin in 46 cem Ringer.

21/, cem Digalen B. 303070 (Muster 3), pharmakologisch also ebenso

46
wurden vorsichtig in vacuo eingedampft bis 11/, cem und mit Wasser
verdiinnt auf 20 cem. Hinzugefiigt wurden 40 cem Kaninchenbauchhihlen-
fliissigkeit. Das Gemisch wurde mit Ammoniumsulfat gesiittigt. Die nieder-
geschlagenen Eiweille werden abfiltriert und mit absolutem Alkohol extra-
hiert. Dieser Extrakt wurde eingedampft und in 5 cem Froschringer gelist.

. . 153 et R R e
toxisch wie K.E. Gitalin = etwa 0,815 K.E. Gitalin purpureae,

Diege Losung kann noch fiinfmal verdiinnt werden, um das Frosch-
herz innerhalb 5 Minuten in Systole zu versetzen. Ich isolierte also eine

’ LR : Y Lt AN By
Eiweifraktion mit ciner Wirkung wie 16 K.E. Gitalin = etwa 0,04 K.E.
)

(Gitalin.

0;04 i :
% der urspriinglichen Voll-

An Wirksamkeit hatte ich also 0.00815 7°

wirksamkeit zuriickbekommen = etwa 66,5%. Mit der indirekten Me-
thode (Mitteilung I1I) versuchte ich dieses Ergebnis zu kontrollieren.

4 cem Digalen wurden vorsichtig in vacuo eingedampft, bis 2 cem
zuriickgeblichen waren, diese wurden mit Wasser wieder verdiinnt auf
H cem, 6 cem Bauchhohlenfliissigkeit und 1 cem Aluminiumhydroxyd B.
wurden hinzugefiigt. Dann wurde zentrifugiert, und die Wirksamkeit der
im Zentrifugenrohr anwesenden klaren Fliissigkeit auf Stirke an isolierten
Froschherzen untersucht.

Es zeigte sich kein merklicher Wertverlust. Die todliche Grenzdosis
lag jetzt bei einer bfachen Verdiinnung der Lisung; diese Verdiinnung ist
also eine 1Hfache des urspriinglichen Priparates, d. h. dieselbe Ver-
diinnung, in welcher unbehandeltes Digalen (Muster 3) innerhalb 5 Mi-
nuten das Herz in Systole versetzt. Die oben beschriebenen Versuche
wurden wiederholt angestellt, immer mit demselben Resultat.

Es ergab sich also die merkwiirdige Tatsache, dali eine direkte Digi-
toxingehalt-(= EiweiBfraktion-)Bestimmung mittels Eiweill und Ammo-
niumsulfat einen Gehalt von etwa 66,3% an diesem Glykosid zeigte,
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withrend die Kontrollversuche hier vollie anders ausfielen: eine Bestim-
mung der EiweiBfraktion des Digalens auf indirektem Wege, mit dem
isolierten Froschherzen als Eichungsobjekt, weist sogar auf eine villige
Abwesenheit der EiweiBfraktion hin.

Bevor ich weitere Wertbestimmungen der einzelnen Digalenglykosid-
fraktionen anstellen konnte, war es notwendig, hier genauere Angaben zu
erhalten. Tch liste dazu 1 cem Digalen inisotonisch gemachter Kaninchen-
bauchhihlenfliissigkeit.

Ein Froschherz steht in einer Digalenlosung in Ringer 1: 15 (s. oben)
innerhalb 5 Minuten systolisch still.

In der Kaninchenbauchhihlenfliissigkeit klopften die Herzen immer
weiter auf einer Digalenverdiinnung 1: 15, und die todliche Grenzdosis
lag bei 1:7.D.

Es zeigte sich also eine zwar nicht villige, jedoch deutlich nachweis-
bare Hemmung der Digalenwirkung durch artfremdes Eiweil.

30 cem Digalen wurden vorsichtig bis auf das halbe Volum in vacuo
cingedampft. Jetzt wurde dreimal mit Chloroform ausgeschiittelt und
die in Chloroform geloste Glykosidfraktion in vacuo in 58 eem frosch-
isotonischer Ringer iibergefiihrt. Diese Losung von chloroformlislichem
Glykosid wurde mit isotonisch gemachter Kaninchenbauchhohlenfliissig-
keit gemischt und in das Froschherz an der Straubkaniile gebracht. Das
Froschherz zeigte keine Digitalissymptome, sogar nicht in Glykosidlisung
[ :2. Sobald der Lisung 1 Tropfen Galle hinzugefiigt wurde oder als ich
von vornherein eine herzunwirksame Menge Saponine mit in die Lisung
brachte, endeten diese Herzen sehr schnell in Systole. Es zeigte sich also,
daB alles chloroformlisliche Glykosid aus Digalen in seiner Herzwirkung
durch Kaninchenbauchhihlenfiissigkeit, dem Froschherzen gegeniiber,
entgiftet wird.

Eine folgende Versuchsreihe wurde angestellt mit Digalen, welches
mit artfremdem Eiweill und Alumininmhydroxyd B. vorbehandelt worden
war. Die hypothetische Eiweilifraktion wurde abzentrifugiert (s. Mit-
teilung TIT) und die im Zentrifugenrohr oben stehende klare Fliissigkeit
weiter untersucht: mit Chloroform wurde dreimal wihrend einer halben
Stunde im Schiittelapparat geschiittelt. Die Chloroformfraktion und die
Restfraktion wurden beide in & cem Froschringer gelist, und sie stellten
sich als gleich toxisch heraus: beide Lisungen lieBen hochstens in fiinf-
maliger Verdiimnung noch schnell das Herz systolisch enden.

Orientierenderweise lifit sich also sagen, dall das von der hypothe-
tischen Eiweilifraktion (Digitoxin) befreite Digalen zusammengesetzt ist
aus zwel Fraktionen, welche in etwa gleich starken Mengen anwesend
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sind. Line dieser Glykosidfraktionen, und zwar die chloroformlisliche,
wird aber auch in artiremdem Material entgiftet.

Es fragt sich nun, ob in der Chloroformfraktion des unbehandeltent
Digalens mehrere Glykoside anwesend sind. Zur Losung dieser Frage
wird eine Chloroformiraktion aus 30 eem unbehandeltem Digalen in
Wasser gelist und mit Kanincheneiweill und Aluminiumhydroxyd B be-
handelt. Die in den Zentrifugenrihren oben stehende klare Fliissigkeit
wird weiter verarbeitet (s. unten).

Der abzentrigufierte Aluminiumhydroxyd B.-EiweiBkomplex wurde
dreimal mit Wassser ausgewasehen und dann mit einer ammoniakalen
Diammoniumphosphatlésung nach der Methode von Willstitter?
clutiert. Das Eluat wurde dreimal mit Chloroform ausgeschiittelt, dieser
Chloroformextrakt wurde eingedampft und der Riickstand in Frosch-
ringer gelost. Diese Ringerlosung wurde ins isolierte Froschherz sefiithrt,
welches Herz typische Digitalissymptome zeigte und in Systole endete.
Die Wirkung war irreversibel. Iis gab also sicher im Digalen ein Glykosid,
welehes sich, gebunden an ISiweill, mittels Aluminiumhydroxyd ab-
zentrifugieren lieB. Bei Digitalis purpurea und Digitalis lanata bildet
dieses Glykosid die Digitoxinfraktion. Auch hier deutet die irreversibele
Wirkung auf das Froschherz darauf hin, daBl auch beim Digalen dieses
sich an Eiweill bindende Glykosid die Digitoxinfraktion darstellt. Zu-
sammen mit Kanincheneiweil} ins isolierte Frosehhery gefithrt, ist dieses
Glykosid atoxisch. Die aus den Zentrifugenrihren abpipetierte klare
oben stehende Kliissigkeit wird in Ringerlosung ins Froschherz gefiihrt,
welches sofort in digitalisartiger Weise systolisch endet. In der Chloro-
formfraktion des unbehandelten Digalens sind also zwei Glykoside an-
wesend. Das erste Glykosid bindet sich an Eiweill und Lilt sich durch
Aluminiumhydroxyd mit dem Eiweill abzentrifugieren, es ist lislich in
Alkohol und Chloroform und hat eine irreversibele Wirkung auf das
Froschherz.

Das zweite Glykosid aber zeigt sich, ebenso wie das oben beschrichene
Glykosid, dem Froschherzen gegeniiber atoxisch in Kaninchenbauch-
hohlenflissigkeit. Es lifit sich wie Digitoxin mit (NH,),80, aussalzen,
ohne dabei zerstort zu werden (wie Gitalin aus Purpurea), withrend Galle
und Saponin sofort die Vollwirksamkeit des Glykosides im artfremden
Material hervortreten lassen. Pharmalkologisch Lilit sich also sagen, daf
auch diese ,,Gitalin“-Fraktion des Digalens sich an artfremdes Eiweil

! Unbehandeltes Digalen heit hier und weiter Digalen woraus nur der
Alkohol in vacuo vertrieben ist.

* Willstiitter und Racke, Liebigs Ann. d. Chem. 1920/21, Bd. 425, 1, S. 59.
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~bindet, sich aber aus dieser physikalischen Bindung durch Aluminium-
hydroxyd verdriingen 1iBt. Dies letzte also im Gegensatz zu der Digitoxin-
fraktion.

Die Wirkung des beschriebenen Glykosides ist teilweise auswaschbar,
wodurch es sich auch von der Digitoxinfraktion unterscheidet. Weiter
ertriigt das Glykosid Kochen mit Ather-Alkohol und 1/;stiindiges Er-
wirmen auf 900, Die Restfraktion (Bigitalinfraktion), welche nach L\uv
schitttelung des unbehandelten Digalens mit Chloroform iibrig bleibt,
ein duberst labiler Korper. Kochen in vacuo mit Ather-Alkohol, Eht R0
wie Erwirmen auf 609, zumal im schwach-sauren Milieu?, oder lingeres
Aufbewahren setzt ihn bald in unwirksame Bestandteile um. Der sehnelle
Wertverlust nach Erhitzen des Digalens ist wohl diesem Glykosid zu-
suschreiben. Die Wirkung dieses Glykosides anf des Froschherz ist leicht
auswaschbar.

Zusammensetzung des Digalens ., Roche®
Fiir die genaue Isolierungsmethodik der einzelnen Fraktionen siehe
dritte Mitteilung.

Wertbhestimmung von Digalen.
40 Flagchen Digalen entnahm ich je [eem und stellte eine Ver-
diinnung 1: 8 mit NaCl-Lisung 0,97 her.
Drei Katzen; D.1. pro Kilogramm [Katze bzw.: 11D cem, 14,8 cem,
12.9 cem. Mittlerer Fehler: 994. Durchsehnittlicher Wert pro Kilogramm
Katze: 13.1 cem. Eine Katzeneinheit Digalen =1 K. K. die Menge Gift,

E i o 1351
benitigt um 1 kg lebende Katze zu titen = o cem = 1,637D cem Digalen.

!

a) Werthbestimmung der Gitalinfraktion des Digalens.
. S . 48,06 . .
Auggegangen von 48,96 cem Digalen, also von L6375 LK, =20 9K K.
Vorsichtig wurde in vacuo destilliert, bis der Alkohol aus dem Digalen
verschwunden war. Dann wurde dreimal mit Chloroform ausgeschiittelt,

1 Wenn man vor und nach Aluminiumhydroxydapplikation die Iy der
Fliissigkeit miBt, so zeigt sich die merkwiirdige Tatsache, daB die P’y nach der
alkalischen Seite hin verschoben worden ist. Dies mull wohl erkliirt werden
durch die Anwesenheit eines Puffergemisches. Die Miglichkeit lag also vor, daB
der Gitalinkirper nur deshalb nicht vom Aluminiumbydroxyd mitgeschleppt
wurde, weil die Reaktion zn stark alkalisch war. Ieh habe darum einige Male
der Bauchhihlenfliissigkeit Essigsiiure zugesetzt, bevor das Aluminiumhydroxyd
beigefiigt wnrde. Auch jetzt aber blieb der Gitalinkirper in der Fliissigkeit.
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jedesmal wihrend einer halben Stunde: der Chloroformextrakt wurde in
racuo unter fortwiahrendem Beitropfen von Wasser eingedampft. Als alles
Chloroform iibergegangen war, wurden 300 cem Bauchhohlenfliissigkeit
hinzugefiigt und die Eiweif-Digitoxinbindung mit 40 cem Aluminium-
hydroxyd B. abzentrifugiert. Das Aluminiumgel wurde mit Wasser aus-
gewaschen, welches Wasser bei der aus den Zentrifugenrihren pipetierten
reinen Glykosidlosung gebracht wurde. Ohne Verlust war in dieser
Weise in 544 cem Fliissigkeit eine Glykosidlosung hergestellt worden,
welche mit NaCl isotonisch gemacht wurde.

Drei Katzen; D.1L pro Kilogramm Katze hzw. - 35,4 cem, 39,1 cem,

40,5 cem. Mittlerer Fehler: 5%. Durchschnittlicher Wert pro Kilogramm

. D44 gites o : e
Katze: 38,4 cem. Anwesend also: 38,4 K.E. Glykosid —14,16 K.E. oder
1416 0 4
(pRp)

b) Werthestimmung der EiweiBfraktion aus Digalen
(= Digitoxinfraktion).
Indirekte Methode (s. Mitteilung IIT).

I

245 -
—— h.]t.:H,Uh
1,6375

,

K.E. Nach Destillation in vacuo, his der Alkohol aus dem Digalen ent-

fernt war, wurde dreimal mit Chloroform ausgeschiittelt. Die im Chloro-

form gelosten Glykoside (das sind also die Gitalin- und die Digitoxin-
fraktion) werden in 288 cem NaCl isotonisch oelist,

Drei Katzen; D.L. pro Kilogramm Katze hzw.: 31,4 cem, 28 cem,

26,7 cem. Mittlerer Fehler: 6,29. Durchschnittlicher Wert pro Kilo-

288 A5
.= = 10 KLE. oder
28,7

o

Ausgegangen von 245 cem Digalen, also von

gramm Katze: 28,7 cem. Anwesend waren also

10 ’ . : : i -

Jaon 7o = 66,8% der Totalwirksamkeit an den zwei Arten von Glyko-
0,1496
siden.  Die GroBe der Digitoxinfraktion des Digalens ist demnach:
66,8 —47,4% =19,4%.

¢) Werthestimmung der mittels Eiweif und Ammoniumsulfat
erhaltenen Glykosidfraktionen :
(Kiweil-Digitoxinfraktion - Gitalinfraktion),

. . ; D Larh e gt
Ausgegangen von 30 cem Digalen, das sind 16375 K.E. =18,32 K.E.

Hinzugefiigt 200 cem Bauchhihlenfiissigkeit. Das Gemiseh gesittigt mit
(NHy),50, und die niedergeschlagenen Substanzen abfiltriert.
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Nach Extraktion des Filterriickstandes mit absolutem Alkohol und
einmaliger Umkristallisierung zeigen sich die Glykoside ganz in Wasser
unloslich. Die Wasserloslichkeit des reinen Glykosides scheint also sehr
fraglich. Die zwei Digalenglykosidfraktionen wurden aufgefangen in
120 cem 0,99 NaCl. Obwohl die Suspension sich nicht fiir Wertbestim-
mungen eignet wegen des sich im Hatcherschen Apparat bildenden Sedi-
mentes, werden dennoch Werthestimmungen an Katzen angestellt. Nach
zwei Wertbestimmungen war jedoch eine genaue Angabe iiber den Wert
des Produktes nicht mehr zu bekommen. Es hatten sich unliosliche
Glykosidkristalle gebildet, wodurch die dritte Katze bald nach dem Be-
ginn des Einlaufes starb.

Drei Katzen: D.1 pro Kilogramm Katze bzw.: 10,4 cem, 10,7 ecm,
3,6 cem. Die dritte Katze wird ausgeschaltet (Abweichung 56,29 ).

Als Kontrollversuch betrachtet, ergibt sich ein durchschnittlichor
Wert von 10,55 cem pro Kilogramm Katze. Anwesend also an reinen

120 . 11,37 |
Glykosiden: - G =11,87 KLE. oder % =02,1%. Diese Za
Glykosiden 1055 K.1 11,37 K.1 e 01838 /0 1%. Diese Zahl

stimmt also befriedigend iiberein mit dem Wert, welcher durch die in-
direkte Methode erhalten wurde (66,8%).

d) Wertbestimmung der Restfraktion des Digalens
(Bigitalinfraktion).

Es stellte sich schon bei den qualitativen Versuchen (s. oben) heraus,
daly dieses Glvkosid sehr leicht in unwirksame Bestandteile zerlegt wird.
Im Digalen gibt es eine bestimmte Alkoholmenge, welche entfernt werden
mulbl, sonst wiirde das Digalenbigitalin teilweise in Chloroform ithergehen,
Zwel Versuche, wobei nur in vacuo anf 600 (¢ gekocht wurde, bis der
Alkohol iibergegangen war (20 Minuten), ergaben, dal in der Restfraktion
nach Chloroformschiittelung nur noch 6% und 11.79/ der Totalwirksamlkeit
zuriickgebliechen waren. In Chloroform war dann 66,8% der Wirksamlkeit
nachweishar, so dali anzunchmen war, daB schon bei diesem einfachen
Eingriff die Restfraktion zerlegt worden war. Hier liegt sicher auch die
Ursache, weshalb das Priiparat nicht lange aufbewahrt werden kann und
keine Erwiirmung vertragen kann.

Diese Tatsache ist anch Straub? aufeefallen. Das Bigitalin geht
in wisseriger Lisung von selbst in unwirksame Zerlegungsprodukte iiber.
Die Flitssigkeit wird sauer2.

! Straub. Miinch. med. Wochenschr. 1917, Nr. 16, 8. 513,

2 Derselbe, Arch. t. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1917, Bd. 80, 8. 52.
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Erst Meyerl, der nicht erhitzte, sondern iiber Schwefelsiure in
racuo trocknete und dann mit Chloroformiither schiittelte, findet aus
Digalen 91,49 zuriick, wovon 58,4% chloroformlisliches Glykosid und
41,69 chloroformunlosliches Glykosid.

Wenn ich also durch genaue Werthestimmungen den Gehalt des
Digalens an chloroformlislichen Glykosiden auf 66,82 feststellte, dann
ergibt sich daraus ein Gehalt an Restfraktion im Digalen von 100— 66,89

D a0
== 3")32(,{'/0-

Die Zusammensetzung des Digalens ist demnach:

Eiweibfraktion (Digitoxinfraktion) = 19,49,
Chloroformfraktion (Gitalinfraktion) = 47,49
Restfraktion (Bigitalinfralktion) =R03190%

Wie steht es jetzt um die Kumulationsfihigkeit der einzelnen Glyko-
sidfraktionen aus Digalen?

Die Digitoxinfraktion ist in ihrer Wirkung auf das Froschherz ebenso
irreversibel wie das Digitoxinum purpureae, sie ist wohl als ein kumu-
lierendes Glykosid zu betrachten, kommt jedoch im Digalen in nicht
grofien Mengen vor.

Die Restfraktion ist sehr leicht auswaschbar, eine Kumulation im
tierischen Organismus ist wohl aunszuschliefen.

Darum habe ich versucht, zu bestimmen, wieviel von der Gitalin-
fraktion es nach 2 Tagen noch im Korper gibt.

Nach der in der IV. Mitteilung beschriehenen Methode wurde die
halbe tidliche Dosis den Katzen intravenos injiziert und nach 2 Tagen an
ihnen eine Wertbestimmung mit dem urspriinglichen Priiparate gemacht.
Die Differenz zwischen dem jetzf gefundenen Wert und der urspriing-
lichen todlichen Dosis ist ein Malistab fiir die im Kérper zuriickge-
blicbene Menge Glykosid.

Werthbestimmung einer Gitalinlésung aus Digalen.

245,4 cem Digalen wurden in vacuo bis aul das halbe Volum einge-
dampft und einmal mit Chloroform geschiittelt. Die hierin gelisten Gly-
koside wurden in Wasser iibergefiithrt und der wiisserigen Lisung wurde
viermal Kaninchenbauchhthlenfliissigheit und Aluminiumhydroxyd B.
hinzugefiigt. Nach dem Zentrifugieren war die oben stehende klare
Fliissigkeit (= Gitalinltsung) eiweilifrei.

I E. Meyer, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 1917, Bd. 81, S. 261.
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Jede Spur des Digitoxinkirpers war also entfernt worden.

In vacuo wurde bis trocken eingedampft, der Riickstand geldst und
mittels Alkohol umkristallisiert. Die alkoholische Losung des reinen
Glykosids wurde vorsichtig mit Wasser verdiinnt. Es trat jetzt keine
Tritbung auf.

Die Gitalinfraktion wurde in 714,4 cem NaCl 0,99 aufgefangen,

Acht Katzen; D.I. pro Kilogramm Katze bzw.: 10,5 cem, 13,6 cem.
22,0 cem, 20,4 cem, 17,4 cem, 14,4 cem, 17,6 cem, 18,5 cem.  Mittlerer
Fehler: 17,5%. Ausgeschaltet Katzen Nr. 1 und 3. Durchschnittlicher
Wert pro Kilogramm Katze: 17 cem.

Kumulation nach 2 Tagen von Gitalin aus Digalen.
(D1 pro Kilogramm Katze: 17 cem Gitalinlésung.)

Sechs Katzen bekommen in etwa 20 Minuten einen intravenosen Kin-
lauf von 509, der D.I. 48 Stunden nach dem ersten Einlauf wird an
diesen Katzen mit dhnlicher Einlaufgeschwindigkeit und mit demselben
Priiparat die tidliche Dosis bestimmt.

Diese war bzw.: 22,9 cem, 14 cem, 9,2 cem, 20,5 cem, 13 cem.
15,2 cem. Wie in den fritheren Kumulationsversuchen werden Katzen,
welehe mehr als 25% vom Mittel abweichen, ausgeschaltet.

Durchsehnittlicher Wert pro Kilogramm Katze (ohne Ausschaltung):
15,8 cem und nach Ausschaltung von Katzen Nr. 1,3 und 4: 14,1 cem.

Um vergleichende Zahlen zu bekommen mit meinen schon  he-
schrichenen (IV. Mitteilung) Kumulationswerten nach 2 Tagen (Glyko-
side aus Purpurea und Lanata), schalte ich die genannten Katzen hei der
Berechnung aus. Durchsehnittlich war also in der Katze pro Kilogramm
zuriickgeblieben: 17— 14,1 cem = 2,9 cem oder U—)A:.T““ =loomdens DI

(Dieser Kumulationswert wird, wenn ich nicht ausschalte. 1000

Das Glykosid kumuliert also deutlich mehr als das Gitalinum pur-
pureae, wovon nach 2 Tagen gar nichts mehr im Kirper nachweishar ist.
Von Gitalinum lanatae (Lanatoxin) ist es auch gewifs verschieden, denn
dieses kumuliert nach 2 Tagen 48,49 der D.1. Das Kumulationsvermiigen
der Gitalinfraktion aus Digalen ist ungefihr ehenso groll wie dasjenige
von Lanadigin.

Aus den beschriebenen Versuchen wiirde man in erster Linie schlielen,
dali ,,Digalen Roche® nicht der Digitalis purpurea entstammt. ebhenso-
wenig wie der Digitalis lanata (s. Tabelle 8. 124),

Wenn man (in dieser Richtung weiter denkend) mit Sicherheit aus-
machen wollte, aus welcher Digitalisvarietiit dag Digalen hergestellt ist,
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‘ Entgiftung Hitze- Alkohol- Bestindig Kumulation
Gitaliniraktion aus | durch artfremdes | bestindig | Ather- gegen S#ttigung | nach 2 Tagen

\ Eiweil (00° C) | bestindig | mit (NH,).80, | in <, der D.I.
Purpurea. . . | nein . mein | mein j nein 0
Lanata. . } w o s | N ‘ - 484
Digalen | ja & | ga | i 17,0

s0 mitlite man natiirlich alle bekannten Varietiiten in dieser Weise unter-
suchen. Das war mir leider nicht méglich. Ich bin jedoch in der Lage ge-
wesen, mit Digitalis lutea orientierende Versuche anzustellen, und zwar
in derselben Weise, wie im Anfang dieser Mitteilung fiir das Digalen he-
schrieben wurde.

Dabei zeigte sich, dali auch aus Priparaten aus Digitalis lutea-
Blittern sich zwei Glykoside durch Eiwei-Ammoniumsulfat aussalzen
lagsen, wiihrend durch EiweiB-Aluminiumhydroxyd nur ein einziges ent-
fernt wird. Dem Froschherzen gegeniitber wird sowohl . Digitoxinum*
Iuteae wie ,,Gitalinum* luteae durch artiremdes Eiweil} entgiftet. Das
dritte Glykosid ist auch bei Lutea sehr labil.

Die Schlulifolgerung liegt also auf der Hand, daff ,,Digalen Roche**
nicht aus Digitalis purpurea oder aus Digitalis lanata hergestellt sei, daB
es aber moglich wiire, dal es aus Digitalis lutea stammt. Es ist aber klar,
dali wir auf diesem Gebiet sehr vorsichtig sein miissen, besonders weil
wir nicht mit reinen Substanzen, sondern mit Fraktionen arbeiten., Zwar
wird in den offiziellen Schriften der Firma Hoffman-La Roche immer
von Digitalis geredet und bliebe also die Moglichkeit der Verwendung von
Digitalis Iutea offen, andererseits denkt doch die ganze pharmazeutische
und medizinische Welt nur an Digitalis purpurea, wenn von ,,Digitalis*
die Rede ist. Sollte also — was nur die herstellende Firma mitteilen kann
— fiir die Herstellung von Digalen doch von Digitalis purpurea ausge-
gangen werden, so wiirden hier sehr merkwiirdige Tatsachen vorliegen,
welche nur durch weitere Untersuchungen geklirt werden kimnten, Es
liefle sich z. B. die Moglichkeit denken (welche aber wenig wahrscheinlich
ist), dall es Untervarietiiten von Digitalis purpurea gibt, deren Glykoside
andere sind als die der meistens verwendeten Art. Oder es lieBe sich
denken, daf Mischvarietiten zwischen Digitalis purpurea und Digitalis
lutea bestehen, welche #duBerlich als Digitalis purpurea erscheinen, je-
doch die Glykoside der Digitalis lutea enthalten. SchlieBlich wiire es auch
denkbar, daf} bei der Herstellung des Digalens die Glykosidfraktionen der
Digitalis purpurea in solcher Weise behandelt werden, daB sie die Kigen-
schaften der Luteafraktionen bekiimen. Das wiirde dann wieder dem
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Unterschied zwischen den (Gilykosiden der verschiedenen Digitalisvarie-
titen den festen Boden entnehmen, usw. Wie gesagt, ist hier allererst
das Wort an der Firma Hoffman-La Roche. Erst nachdem diese sich
ausgesprochen hat, kinnen weitere Versuche einsetzen.

Zusammenfassung.

Aus Digalen konnen drei Glykosidfraktionen isoliert werden und es
liBt sich ihr Mengenverhiiltnis bestimmen.

Qualitativ stimmen diese Fraktionen nicht mit denen aus Digitalis
purpurea und aus Digitalis lanata iiberein.

Wohl wurde eine — insofern untersucht — vollkommene Uberein-
stimmung zwischen den Glykosiden aus Digalen und denen aus Digitalis
lutea beobachtet. Verschiedene Moglichkeiten lassen sich hier denken.
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Overzieht van den inhoud.

Het uitgangspunt dezer onderzoekingen vormde de waarneming
(hoofdstuk T), dat Digitoxine, bij aanwezigheid van natieve zoogdier-
eiwitten voor het kikkerhart ongiftig is. Bij nadere bestudecring van
dit verschijnsel bleek, dat het zoowel voor kikkerharten als voor zoog-
dierharten opging, met dien verstande dat ontgiftiging van het Digi-
toxine voor een bepaald hart alleen plaats vond door voor dit hart
soortvreemd eiwit, terwijl aanwezigheid van soorteigen eiwit de werking
van Digitoxine in het geheel niet beinvloedde.

Het bleek, dat er een physische adsorptiebinding optreedt tusschen eiwit;
en Digitoxine, welke binding op verschillende wijzen weer is op te heffen.

Een dergelijke binding gaat het Digitoxine aan met verschillende
eiwitten, echter wordt het Digitoxine alleen door de natieve genuine
ciwitten volmaakt gebonden; geinactiveerde eiwitten, kippeneiwit en
caseine binden het glucoside slechts gedeeltelijk; gecoaguleerde eiwitten
binden in het geheel niet.

Op dezelfde wijze als Digitoxine gedragen zich ten opzichte van
de eiwitten één glucosidefractie uit Digitalis lanata en twee fracties uit
Digitalis Iutea (Hoofdstuk VII). De andere glucosiden it D. purpurea,
D. lanata en D. lutea worden niet door eiwit gebonden.

Er doet zich nu de vraag voor, waarom het hart wel vergifticd wordt,
door Digitoxine, gebonden aan soorteigen eiwit, terwijl het, aan soort-
vreemd eiwit geklonken, voor het hart onschadelijk is. Van de ver-
schillende hier denkbare verklaringen (Hoofdstuk II) kon er slechts
¢én den toets van onze kritiek doorstaan: aan de hand van proeven met
brilliantkongorood werd aannemelijk gemaakt, dat het komplex Digi-
toxine-soorteigen eiwit door het hart in zijn geheel wordt opgenomen,
terwijl het komplex Digitoxine-soortvreemd eiwit niet in normale harten
kan binnendringen, wel in harten welke met alkohol vergiftigd zijn.
Voor anaphylactische harten is de cligim_\’i110-0111‘1;iftig0mlv werking van
het antigeeneiwit eveneens opgeheven.

Ik gebruikte juist het brilliantkongorood, omdat deze kleurstof zich
eveneens aan eiwit quantitatief bindt.

De gevolgtrekking, dat het hart in staat is digitoxine gebonden aan
soorteigen eiwit op te nemen, sluit in zich, dat het hart ook permeabel
moet zijn voor soorteigen eiwit alleen.

Naast deze algemeen-pharmacologische onderzoekingen werden van
hetzelfde uitgangspunt uitgaande pharmaceutische mﬁlor\\'urpvu he-
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studeerd (Hoofdstuk TII). De binding aan eiwit van Digitoxine en
overeenkomstige fracties it de andere Digitalis-varieteiten leverde de
mogelijkheid, deze Digitoxine (eiwit-) fracties van de overige glucosiden
te scheiden, en quantitatief met biologische methoden te bepalen. In
het blad van Digitalis purpurea bevinden zch nog twee glucoside-
fracties, die door chloroform te scheiden zijn en afzonderlijk kunnen
worden bepaald. In het blad van Digitalis lanata werden op dezellde
wijze drie overeenkomstige fracties opgespoord, hovendien bleek hier nog
een vierde glucoside-fractie aanwezig te zijn. In Digitalis Iutea bevinden
zich twee fracties die zich aan eiwit binden, welke op een bijzondere
wijze konden worden gescheiden (Hoofdstuk VII). Daarnaast bevat de
D. lutea nog één andere, zeer labiele, glucosidefractie. Op deze wijze
gelukte het de samenstelling van de gebruikelijke galenische preparaten
afkomstig van Digitalis purpurea en Digitalis lanata (Hoofdstuk ITI)
en van Digaleen (Hoofdstuk VII) te analyseeren.

De verkregen analyses wijzen er op dat erin het blad van het Vinger-
hoedskruid een grootere hoeveelheid werkzame bestanddeelen zif, dan
tot nu toe werd aangenomen, en wel in het bijzonder meer bigitaline.

De aandacht valt vooral op het feit, dat de verschillende galenische
bereidingen zeer wisselende totale hoeveelheden werkzame stof aan het
blad onttrekken, en bovendien de onderlinge verhouding der glucoside-
fracties zeer uiteenloopt. Daaruit blijkt, dat men niet klakkeloos de
galenische preparaten aan elkaar gelijk mag stellen.

Toen eenmaal de samenstelling der galenische preparaten opge-
spoord was, kon een poging worden gedaan om hieruit het verschillende
cumulatievermogen der galenica te verklaren (Hoofdstulk IV). Daartoe
werd de cumulatie na 2 dagen van ieder der fracties bepaald en door
eenvoudige berekening tot het cumuleerend vermogen der oorspronkelijke
preparaten besloten. De zoo verkregen cijfers konden worden vergeleken
met de cumulatiewaarden door van Esveld direct hepaald van de-
zelfde monsters. Daarbij bleek, dat niet in allen deele o vereenstemming
bestond tusschen de empiriseh gevonden en de berekende waarden. Wel
was duidelijks, dat de onderlinge verschillen tusschen de galenica van
eenzelfde bladpoeder door hun verschillend glucosidegehalte in principe
verklaard konden worden. Bij alle galenica van D. purpurea bleek
evenwel, dat de ewmmlatie van het oorspronkelijke product aanmerkelijk
hooger lag dan door het glucosidegehalte verklaard kon worden. Bij
de galenica van D. lanata leverde deze berekening een hooger cumuleerend
vermogen dan het direct gevondene voor wat betreft het infuus en den
liquor, terwijl bij de tinctuur het tegenovergestelde geconstateerd werd.
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Deze bevindingen gaven aanleiding tot het vermoeden, dat in de
galenica bepaalde stoffen aanwezig moesten zijn, welke het cumuleerend
vermogen mee bepalen. Het hierop volgende onderzoek (Hoofdstuk V)
bracht aan het licht, dat aan de Saponinen die in het blad van Digitalis
purpurea aanwezig zijn een dergelijke invloed tockomt. IIet bleek
namelijk, dat hooge concentraties van saponinen (hooger dan in de
galenica voorkomen) de acuut doodelijke werking der digitalisglucosiden
verhoogen, terwijl concentraties zooals deze in de galenica worden
aangetroffen de acute giftigheid niet beinvloeden, doch wel een belang-
rijke vermeerdering van het cumulatieve vermogen van Digitalis- en
Strophanthus-glucosiden veroorzaken.

Het is dus zaak, met de aanwezigheid der Saponinen ter dege
rekening te houden: van hunne aanwezigheid hangt de resorptie in het
darmkanaal den deele af, doch ook hebben ?.ij na resorptie (welke bij
enteritis verhoogd is) nog dezen invloed, dat ze de acute giftigheid van
de glucosiden niet beinvloeden, terwijl toch de duur van de werking
door hen wordt verlengd.

De gevonden invloed der Saponinen verklaart de waargenomen ver-
schillen tussehen direct bepaald en berekend cumulatievermogen der
calenica voor een groot deel, doch niet geheel. Bij D.lanata komt
deze verklaring zelfs niet in aanmerking, aangezien hier geen echte
Saponinen door mij gevonden zijn.

Bij de lanataproducten moet eerder worden gedacht aan een stof
die de cumulatic tegen gaat, terwijl aanwijzingen bestaan, dat ook in
de purpureaproducten een dergelijke remmende stof aanwezig moet zijn.
In Hoofdstuk VI wordt aangetoond, dat het de slijmachtige substanties
zijn welke na intraveneuse toediening de cumulatie der glucosiden remmen.

Met behulp van de aldus opgespoorde invloed der bijkomstige
stoffen (met name Saponinen en slijmachtige stoffen) kan men onge-
dwongen het cumulatieve vermogen van alle galenische preparaten van
D. purpurea en 1. lanata verklaren.

et bleek verder, dat men de anders niet vitwaschbare Digitoxine
met behulp van deze slijmachtige stoffen onder hepaalde voorwaarden
uit het kikkerhart kan wasschen.

Tenslotte werd in Hoofdstuk VII een poging gedaan, om ook uit
een speciahté de glucosideiracties te isoleeren. Daartoe werd Digaleen
gekozen. Het bleek, dat de verkregen fracties andere eigenschappen
bezitten dan de fracties uit Digitalis purpurea en die uit Digitalis lanata.
Wel bleek een — voor zoover onderzocht volkomen — overeenstemming
te bestaan met de glucosidefracties die uit Digitalis lutea werden bereid.
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6.

STELLINGEN.

Toename van bepaalde corpusculaire bloedbestanddeelen wordt mede ver-
oorzaakt door stoffen, welke vrij komen als deze elementen in het lichaam
te gronde gaan.

Cirrhosis hepatis is een ziekteproces, waarbij reticulo-endotheeleellen in de
lever zich tot een blijvend bindweefselnet ontwikkelen.
(De Haan. Archiv f. Exp. Zellforschung Bd. VII, IL 8, 8. 208, 1028),

De Kupfersche stercellen in de lever vormen een labiel systeem. Voort-
durend gaan stercellen te gronde of worden deze weder in de bloedbaan
afeestooten. Dit verlies wordt aangevuld, doordat monocyten uit het bloed
in de lever als Kupfersche stercel worden vastgehouden.

(De Haan und Hoekstra. Archiv f. Exp. Zellforschung Bd. V, H. 1/2, 5. 35, 1027).

De behandeling der acute pyelitis infantum, volgens de door Aron aange-
geven regelen, mag als rationeel worden beschonwd.
(Aron. Deutseh. Med., Wochenschr, 1925, 51).

. De voorbereiding van operaties bij toxische strumae, geschiede op de door

Plummer aangegeven methode en onder controle van de grondstofwisseling.

3ij toename van het niet diffusibele deel van het serum-caleium, verdwijnen
de symptomen van tetanie.

(Zninal, Bendien and Snapper. Acta Brevin Neerlandica de Physiol. usw., Vol, I. 3. 1031).

1

)

10.

Het voorkomen van choreatische bewegingen bij aandoeningen van de hersen-
schors, pleit niet tegen een localisatie van dergelijke mechanismen in den

(Globus Pallidus. .
(Kinnier Wilson. Modern Problems of Neurol. P, 140),

Het gebruik van Lipjodol en Jodipin om diagnostische redenen, moet zoo
veel mogelijk worden beperkt.
Bruskin und Propper. Zeitschr. f. Exp. Med. Bd. 75, H. 1/2, 5. 84. 1930).
Wil men operatief ingrijpen tegen sympatische ingewandspijnen, dan ver-
richte men een cireulaire omsnijding der betrokken spinaalzenuw op haar
nittredingsplaats uit het foramen intervertebrale.
(Van Andringa. Thése, Montpellier 1931).

Een deel der gevallen van coloboma maeunlae moet beschouwd worden als
herustend op lidteekenvorming na een ontstekingsproces.

(Mann. British Journ, of Ophthalmoelogy. Vol. XL 8. 97. 1927).
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