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??? de kininespieg: in het bloed PROEFSCHRIF TER VERKRIJGING VAN DEN GRAAD VANDOCTOR IN DE WIS- EN NATUURKUNDEAAN DE RUKS=UNIVERSITEIT TE UTRECHTOP GEZAG VAN DEN RECTOR MAGNIFICUSDR. J. BOEKE, HOOGLEERAAR IN DE FACUL-TEIT DER GENEESKUNDE, VOLGENS BESLUITVAN DEN SENAAT DER UNIVERSITEIT IN HETOPENBAAR TE VERDEDIGEN OP MAANDAG8 NOVEMBER 1937, DES NAMIDDAGS TE 3 UUR DOOR FRANZ JOZEF KAISER GEBOREN TE DORMAGEN 1937 DRUK GEBRS. VAN AELST - O. L- VR. KADE lo-ll MAASTRICHT BIBLIOTHEEK DERRIJKSUNIVERSITEIT utrecht. ^fJ/
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??? Het verschijnen van dit proefschrift is mij eenwelkome gelegenheid, mijn groote erkentelijkheid tebetuigen aan de Hoogleeraren en de Lectoren in defaculteit der Wis- en Natuurkunde aan de Rijks-Universiteit te Utrecht, waarbij vooral mijn dank uit-gaat naar de Hoogleeraren Cohen, K??gl, de Graaff enKruyt. Hooggeleerde Bijlsma, Hooggeachte Promotor, ikkan U niet genoeg dankbaar zijn voor de gelegenheiddie Gij mij geboden hebt, op Uw laboratorium eenonderzoek te verrichten. Liet Gij mij zelfstandig wer-ken, toch hebt Gij onafgebroken met Uwe scherpzin-nige voorlichting de richtlijnen aangegeven. Uw grootebelangstelling in mijn werk, gevoegd bij Uw vriend-schappelijke omgang deden mij U waardeeren, nietalleen als leermeester, doch ook om Uw groote gavenals mensch. Hooggeleerde Ornstein, zeker zou dit onderzoek nietmogelijk geweest zijn, indien Gij niet Uw belangstel-

ling getoond hadt door mij zoo voorkomend de weg tezvijzen, waarvoor ik U ten zeerste dankbaar ben. Hooggeleerde Schoorl, het openstellen van Uw labo-ratorium voor mij stemt mij tot groote erkentelijkheid. Zeergeleerde Le Heux, bijzonder aangenaam is hetmij, hier openlijk uiting te kunnen geven aan gevoe-lens van dankbaarheid jegens U. Steeds waart Gijbereid mij met woord en daad bij te staan; veel heb ikdan ook van U mogen leeren op velerlei gebied.



??? Zeergeleerde Mejuffrouw Byniers, ik dank U zeervoor de onmisbare hulp welke U mij boodt bij het uit-werken der meettechniek.\ Zeergeleerde Hrnst, dat Gij mij behulpzaam waartbij het verrichten van mijn proeven waardeer ik zeer. Zeer geachte Toxopeus, het zal bij mij in dankbareherinnering blijven, dat ik nooit tevergeefs een beroepop U deed. Het personeel van het Pharmacologisch Laborato-rium dank ik voor de zoo vaak verleende hulp. De â€žVereeniging tot het bevorderen van de beoefe-ning der Wetenschap onder de Katholieken in Neder-landquot; en de commissie van beheer van het â€žDr. vanGils-fondsquot; ben ik zeer erkentelijk voor de steun bij debestrijding der drukkosten van deze dissertatie. Tenslotte betuig ik aan allen, die op de een of anderewijze hebben medegewerkt aan het totstandkomen vandit proefschrift, mijn dank.
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??? INLEIDING. Reeds drie eeuwen lang geniet kinabast de reputatievan geneesmiddel ter bestrijding van koorts, in het bij-zonder van de malaria. Ruim een eeuw geleden is ge-bleken, dat deze werking moet worden toegeschrevenaan de in de bast aanwezige alkalo??den, waarvan op ditoogenblik kinine het belangrijkste is. Tot 1870 heerschte de meening, dat de koortsweren-de invloed een gevolg was van een sedatieve werkingvan de alkalo??den op het zenuwstelsel. In 1867 verkon-digde Binz â€” op grond van eigen bevinding en dievan vroegere onderzoekers, dat vele microorganismenvoor kinine zeer gevoelig warenâ€”de theorie dat de ma-laria, die immers door kinine werd genezen, door micro-organismen moest worden veroorzaakt. Dit was dus ineen tijd, toen de verwekkers van de verschillende vor-men der malaria nog niet waren ontdekt. Dit laatstegeschiedde in 1880 door Lav^ran, wat dus

een bevesti-ging vormde van de door Binz reeds verdedigdetheorie. LavERAn's pogingen om nu ook direct de werkingvan kinine op malaria-plasmodi??n in vitro aan te too-nen, hadden geen overtuigend resultaat. Evenmin ge-heel duidelijk waren de uitkomsten die BaccKIvI.1 ver-kreeg door intraveneuze inspuiting van kinine bij pa-ti??nten. Wel verdwenen de plasmodi??n uit het bloed,doch van een directe werking der kinine op de para-sieten werd niet veel waargenomen. 1) Betreffende literatuur zie alphabetische literatuurlijst.



??? De klassieke proeven van G01.G1 (1892) toondenovertuigend aan, dat directe werking van de kinine opde ongeslachtelijke vormen van de malariaplasmodi??nbestond en wel het sterkst op de vrij in het plasmaaanwezige merozo??ten, daarna op de oudere endoglobu-laire vormen, het zwakst op de jonge endoglobulairevormen. Volgens de opvatting van G01.G1 vormt hetroode bloedlichaampje een beschermende laag om hetplasmodium, deze bescherming is des te geringer naar-mate het bloedlichaampje meer door het plasmodiumbeschadigd is. De opvatting van G01.G1 â€” door latere onderzoekersmeer of minder sterk ondersteund â€” is dus, dat hetroode bloedlichaampje moeilijk kinine opneemt en daar-door het plasmodium beschermt. Een geheel andere hypothese heeft Morg??nrothvoor ongeveer 20 jaren verdedigd. Hij is hierop nooitteruggekomen, waarschijnlijk heeft hij

niet aan dezehypothese vastgehouden. Op grond van de meening,dat in de roode bloedlichaampjes meer kinine overgingdan in het plasma, wees Morge;nroth op de mogelijk-heid, dat de uitgezwermde jonge vormen niet in staatzouden zijn om in nieuwe bloedlichaampjes binnen tedringen en daardoor gedoemd waren in het plasma vanhonger te sterven. Hier staan dus twee opvattingen tegenover elkaar.Goi^gi meent, dat de roode bloedlichaampjes weinigkinine opnemen en daardoor de malaria-verwekkers be-schermen; Morg^nroth meent dat de roode bloed-lichaampjes juist veel kinine opnemen, doch dat de



??? kinine geen direct vergift voor de plasmodi??n is, dochop deze slechts een negatief chemotactische invloeduitoefent. Zooals wij nog zullen zien, vinden beide opvattingensteun bij schrijvers die in plasma en bloedlichaampjesde kinineconcentratie hebben bepaald; in hoofdstuk IVzullen wij bespreken, waarop deze verschillende uit-komsten berusten. In beide theori??n is echter het primaire, dat om eenwerking op de malaria-verwekkers te kunnen uit-oefenen, de kinine eerst in het bloed aanwezig moetzijn. Tegenwoordig is de meest aangenomen theorie overde werking van chemotherapeutica op de parasieten vandierlijken aard (protozo??n) deze, dat door het chemo-therapeuticum een directe werking op de parasietenwordt uitgeoefend en dat de hierdoor aangetastemicroorganismen door deelen van de gastheer verderworden aangevallen en overwonnen. Deze theorie,hoeveel er ook voor te zeggen

valt, is nog niet bewezen,zelfs voor geen enkel microorganisme en geen enkelchemotherapeuticum. Doch dit behoort niet tot devraagstukken welke wij in dit proefschrift hebben terhand genomen. Wij willen er thans slechts op wijzen, dat in elkgeval als eerste gebeuren een directe werking van hettherapeuticum (in casu kinine) op het microorganisme(in casu het malariaplasmodium) wordt aangenomen.Aangezien het laatste zich in het bloed bevindt, zal hetbelangrijkste zijn, dat ook de kinine in het bloed ver-



??? schijnt. Voor een rationeele therapie moeten wij onsdus de vraag stellen hoe snel en in welke mate wordtkinine in het bloed opgenomen bij toediening langsverschillende wegen. De beantwoording van dezevraag kan ook voor de therapie van andere ziekten vanbeteekenis zijn, al kunnen zich daarbij ook vragen om-trent het binnendringen van kinine in organen voor-doen. Wij denken hier bijv. aan de voorkeur voor deintramusculaire inspuiting die vele medici aan den dagleggen bij de behandeling van ziekten als longont-steking en roodvonk met kinine. Het kan mogelijk zijndat het onderzoek naar de kininespiegel in het bloedna toediening door de mond in vergelijking met diena toediening door inspuiting in de spieren, hiervooreen rationeele verklaring zou kunnen geven.



??? HOOFDSTUK 1.OVERZICHT VAN DE METHODEN VOOR DE bepaling en extractie van kinine IN BLOED. Bij de bestudeering van de literatuur over de kinine-spiegel in het bloed na toediening van kinineprepara-ten, trekt het de aandacht, dat iedere onderzoeker vandit onderwerp weer begonnen is met het uitwerkeneener nieuwe analyse-methode. Het blijkt n.1. dat deconcentraties van de kinine in het bloed van de metdit alkalo??de behandelde menschen en proefdieren zeerklein zijn; zij liggen beneden de 10 y per cmÂŽ. Menheeft bij deze concentraties reeds zeer snel hooge pro-centueele afwijkingen, te wijten aan de groote fouten-bronnen die ieder onderdeel der gevolgde werkmethodemee kan brengen. Het uitwerken van een analysemethode is te splitsenin twee deelen: A.nbsp;De methode ter bepaling van de kinine. B.nbsp;De methode ter extractie van het alkalo??de uitbloed en wel

zoodanig, dat de uitgewerkte bepalings-methode hierna te gebruiken is. A. DE bepalingsmethoden. De bepahngsmethoden die toegepast zijn kunnen wijin drie groepen verdeden: L chemische methoden.



??? 2.nbsp;optische methoden. 3.nbsp;biochemische methoden. 1. Chemische methoden. Deze berusten op de bepahng van de mindere ofmeerdere opalescentie, die ontstaat na toevoeging vaneen alkalo??de-reagens bij een kinineoplossing. De inten-siteit dezer opalescentie zal bij gelijke dispersiteits-graad evenredig zijn met de concentratie van het alka-lo??de. Een der gevoeligste reagentia hiervoor is hetkaliumkwikzilverjodide. Gie;msa was de eerste onder-zoeker die met dit reagens de kinineconcentratie inhet bloed bij honden heeft nagegaan. In de samen-stelling waarin het door deze auteur gebruikt is, wordthet dan ook â€žGiemsa reagensquot; genoemd. De manier van bepaling die de meeste onderzoekersvolgden bestond hierin, dat men de opalescentie der on-bekende oplossingen vergeleek met die van bekendeconcentratie, of dat men de te onderzoeken vloeistofmet

water verdunde tot het toevoegen van het reagensgeen opalescentie meer gaf. Met het Giemsa-reagens hebben de volgende auteurshet kininegehalte van het bloed bepaald: Gii??msa 1908, Cahn-Bronnur 1919, Boi??ckisr 1920,Akashi 1923, Tchapk??witch 1925, Roy 1926,SvUDSKii 1927. Het kaliumkwikjodide geeft een opalescentie tot ineen verdunning van 1 : 200.000. Volgens sommigeauteurs, o.a. Boe;cke;r en Sterkin krijgt men nog een 1) 27 g HgCl^ in ISOO g aqua dest., 100 g KJ in 500 g aqua dest.,20 g ijsazijn.



??? positieve reactie bij een verdunning van 1 : 400.000.Het positief uitvallen der reactie bij deze verdunninghangt volgens StERKin echter van nog onbekende fac-toren af. Hij kon bij genoemde concentratie slechts in50% der gevallen een opalescentie waarnemen. In deonzekerheid over de gevoeligheid kunnen wij reedseen bezwaar zien tegen de methoden, welke de graadvan verdunning bepalen waarbij nog opalescentie op-treedt, zooals B0I?•CK13R, SvÂ?;dskii en Tchapki??witchdit bij hunne onderzoekingen toepasten. St??rkin en H??;i,i'Gat onderzoeken verder het rea-gens op zijn geschiktheid een stabiele en tevens repro-duceerbare opalescentie te geven. Wat betreft de re-produceerbaarheid geven zij een afwijking aan, welkeligt tusschen 16% en â€”35%, terwijl de sterkte deropalescentie in verband met de concentratie een afwij-king blijkt te hebben van gemiddeld 40%. Hieruitvolgt dat deze

methode voor nephelometrische kinine-bepalingen niet bijzonder geschikt is. Maar bovendienis een concentratie van 1 : 400.000 nog vrij hoog. Bijtoediening van normale hoeveelheden kinine ligt dezeconcentratie slechts weinig beneden de maximale con-centratie, welke in het bloed bereikt wordt. Wil mennu toch op deze manier de concentratie bepalen, danmoet men van grootere hoeveelheden bloed uitgaan ende kinine tenslotte in een kleiner volume oplosmiddeloplossen. Dit heeft het bezwaar dat men geen reeksbepalingen bij eenzelfde proefdier kan doen. Ramsd??n, Lipkin en WhiTle;y publiceeren in 1918uitvoerig een bepalingsmethode, waarbij zij het reagens



??? van Tanret gebruiken. De gevoeligheid der reactiekunnen zij aanmerkelijk verhoogen door de kinine opte lossen in een verzadigde ammoniumsulfaatoplos-sing. Zij vergelijken de verkregen troebeling met die,welke ontstaat na toevoeging van het reagens aan ver-zadigde ammoniumsulfaatoplossingen met een kinine-gehalte van 2, 4, 6, 8 en 10 y per cm^ Door verderebepaling in de nephelometer kunnen zij dan de meernauwkeurige concentratie vinden. De beste resultatenworden verkregen bij een concentratie van 3â€”5 y percmÂŽ, met een gemiddelde fout van 3%. Als bepalings-methode voor de lage alkalo??deconcentraties schijntdeze methode dus wel geschikt. Gibbs (1928) volgt dezelfde bepalingsmethode bijzijn onderzoek. Roy (1926) maakt ook gebruik vanhet gunstig effect welk een verzadigde ammonium-sulfaatoplossing als oplosmiddel voor het alkalo??deheeft. Echter

als reagens neemt hij een gewijzigdWAGNER-reagens, n.1. een 1/100 N. jodiumoplossing in1/10 N. zoutzuur. Door het zoutzure milieu wordt degevoeligheid van het Wagner-reagens verhoogd. Hijvergelijkt de roodbruine troebeling, welke ontstaat natoevoeging van de jodiumoplossing bij de te onder-zoeken oplossing met die, welke ontstaat bij een reeksstandaardoplossingen en kan aldus tusschen 45 en30 Y in 5 cmÂŽ een verschil van 2 y bepalen en tusschen30 en 1 Y een verschil van I y. Vedder en Masen (1930) merken op dat voor ditdoel een groote reeks vergelijkende bepalingen noodig 1) 1.35 g HgCl^ in 75 cm^ aqua dest., 5 g KJ in 20 cms aqua dest.



??? is en dat, daar de troebeling niet erg stabiel is, opdeze manier slechts ?Š?Šn onbekende telkens met ?Š?Šnreeks standaardbepahngen vergeleken kan worden. Degeringe stabiliteit verbeteren deze onderzoekers doorArabische gom toe te voegen. Men krijgt dan in plaatsvan het bruine neerslag een heldere bruine oplossing,waarvan de kleursterkte voldoende evenredig is metde concentratie, zoodat deze in een Dubosq-colorimeterte bepalen is. Nog betere resultaten verkrijgen zij wanneer hetWAGN?‹R-reagens vervangen wordt door een oplossingvan kaliumbismuthjodide; als oplosmiddel voor dekinine wordt dan een 2 N. zwavelzure oplossing ge-bruikt, welke verzadigd is met zinksulfaat en tenslottewordt weer Arabische gom toegevoegd. Zij kunnendan concentraties tusschen 2 en 0.2 y per cmÂŽ met eennauwkeurigheid van 0.2 y bepalen. Ook met 10 pro-centig silicowolfraamzuur als reagens

hebben zij goederesultaten verkregen door de troebeling nephelome-trisch met die van de standaardoplossingen te verge-lijken. Volledigheidshalve noemen wij de onderzoekingenvan Hai.be;rkann (1919) en van Akashi (1923) welkevoor hun proeven het alkalo??de gewichtsanalytisch be-paalden door het als kinine te wegen. Tenslotte wordenog vermeld de titrimetrische methode van Hatche;ren Wei SS (1926) welke berust op de ontkleuring vanbroomwater door het vermogen van kinine broom teaddeeren. Hiervoor is echter minstens 1 mg kinine per5 cmÂŽ noodig.



??? 2. Optische methoden. De optische methoden berusten op de vergelijkingvan het fluorescentieverschijnsel dat oplossingen vankininesulfaat vertoonen, indien zij met ultraviolet lichtbestraald worden. Deze fluorescentie maakt het aan-toonen van kinine tot in een verdunning van 1 :50.000.000 mogelijk. De toepassing van deze inderdaadzeer gevoelige methode wordt echter bemoeilijkt doorde groote storende invloed van verontreinigingen ophet fluorescentieverschijnsel. Denig?¨s (1903) bepaalde reeds op deze manier hetkininegehalte van bloed en van urine. Hij vergeleekde door extractie verkregen kinineoplossingen bij hetlicht van een brandende magnesiumband. Ook Hart-mann en Zii,a (1918) onderzochten de concentratie vankinine in bloed volgens deze methode. Ofschoon hunresultaten in vele handboeken worden aangehaald,kan men echter geen beschrijving van hun bij de

be-paling gebruikte opstelling vinden. Vele auteurs heb-ben vervolgens de eigenschap der fluorescentiestralingslechts gebruikt als schatting voor het meer of minderaanwezig zijn van kinine. Pantschenkow en Kirstner (1920) vergelekenvoor quantitatieve doeleinden de onbekende kinine-sulfaatoplossing met een reeks standaardoplossingen.Zij hielden de oplossingen, welke zich in reageerbuizenbevonden, onder een kwartslamp. De gevoeligheid be-reikte dan haar grens bij 1 : 2.000.000. Wij kunnenhier echter nog niet van een nauwkeurige methode



??? spreken. De concentraties van hun standaardreeksklimmen met 50% op, d.w.z. dat dit ten naastenbij hunproeffout is. Binet en Fabr?? (1926) maakten gebruik van eenmethode, waarbij zij met behulp van de fotografischeplaat de sterkte der fluorescentiestraling â€” opgewektmet licht van een bepaalde golflengte â€” vergeleken. Ook zij beschrijven geen nauwkeurige opstelling engeven geen waarden voor hun foutengrenzen aan. Hunpublicatie houdt een afbeelding in van een aldus ver-kregen fotografische plaat. Daarop is het verschil tus-schen de oplossingen, welke een concentratie hebbenvan 1 : 10.000 en 1 : 25.000 niet zeer duidelijk. Bij dehierbij gebruikte belichtingstijd heeft de oplossing meteen concentratie 1 : 50.000 reeds geen effect meer opde plaat. Als bepalingswijze zal deze methode, wil zijvoldoende nauwkeurig zijn, ook zeer omslachtig zijn. 3. Biochemische methoden. Om het

kininegehalte in het bloed te bepalen, ver-meldt MorgknroTh (1918) een methode welke berustop de anaesthetische werking van kinine op de corneavan het konijn. De fout bij deze bepaling is zooals hijzelf, wellicht nog wat optimistisch, aangeeft 25%. Retzi^afF (1921) maakt gebruik van de remmendewerking, welke kinine heeft op de groei van Paramae-cium caudatum. Deze werking is het sterkst bij eenconcentratie van 1 : 200.000 tot 1 : 220.000. SchnabEi,(1921) heeft ook onderzoekingen over kinine gedaan.Hij gebruikt de door hem voor optochine toegepaste



??? bepalingsmethode. Zij berust op de eigenschap van hetoptochine, de reduceerende werking van pneumococ-cen op methyleenblauw te be??nvloeden. Rona en Bi,och (1921) hebben de ferment-vergifti-gende werking van kinine op de splitsing van tributy-rine door serumlipase toegepast. Uit het verschil derreactieconstanten, die zij stalagmometrisch bepalenvoor en na het toevoegen van kinine, kunnen zij dekinineconcentratie berekenen. Deze methode is geschiktom een concentratie van 2 y in 10 cmÂŽ vloeistof tebepalen. B. DE extractiemethoden. Ook aan methoden om kinine uit bloed en organente isoleeren heeft het niet ontbroken. Als extractie-vloeistoffen voor kinine zijn gebruikt alcohol, aetheren chloroform. Deze oplosmiddelen zullen behalvekinine, natuurlijk ook andere stoffen uit het bloedextraheeren. Om de bovengenoemde chemische bepa-lingsmethoden toe te passen,

moet men deze stoffenechter zorgvuldig verwijderen, daar de reagentia ookhiermede reageeren en neerslagen vormen. Bij de flu-orescentiemetingen hebben deze stoffen een nog groo-tere storende invloed, zooals wij later zullen zien. Alvorens de isolatiemethoden te bespreken, moetenwij er de aandacht op vestigen, dat kinine en haarzouten zeer gemakkelijk aan verschillende oppervlak-ten geadsorbeerd worden, zooals bijv. filtreerpapier,neerslagen en kool. Bij vele der gebruikte methodenwordt echter het vormen van neerslagen of herhaald



??? filtreeren niet vermeden. Het verlies tengevolge vanhet groote adsorptievermogen van kinine zal dus voor-al bij de kleine hoeveelheden waarmede men hier tedoen heeft, een aanzienlijk percentage kunnen be-dragen. De wijzen ter extractie van kinine uit het bloedvallen te onderscheiden in: 1.nbsp;Extractie uit de gedroogde stof. 2.nbsp;Extractie uit de bloedoplossing a.nbsp;met onteiwitten, b.nbsp;zonder onteiwitten. 1. Droge extractie. Men laat hiertoe de te extraheeren vloeistof opdro-gen op stoffen die de oppervlakte vergrooten, zooalsnatriumsulfaat, natriumbicarbonaat of zand. Ook kanmen voor dit doel het bloed over asbest laten uitvloeien.De gedroogde massa wordt dan na fijnpoederen, bijv.in een soxhlettoestel, ge??xtraheerd. Vedder en Masen passen het indrogen op asbest bijhun methode toe. Volgens dezen zou het bloed voldoen-de alkalisch zijn om de kininebase met aether te extra-

heeren z??nder voorafgaande toevoeging van alkali. Zijpipetteeren 5 cmÂŽ bloed op asbest en extraheeren ditgedurende 2 uren in een voor dit doel geconstrueerdextractietoestel, met aether. Na verdampen van deaether wordt het residu in 5 cmÂŽ 0.5 N. zoutzuur op-gelost en gefiltreerd door een speciaal filter; het isdan voor hun concentratiebepaling geschikt.



??? John (1932) heeft dit onderzoel: over de kininecon-centratie in het bloed van met kinine behandelde per-sonen volgens deze methode voortgezet. Pantschenkow en KirstnER, die volgens de fluo-rescentiemethode bepalingen verricht hebben, beschrij-ven een wijze van extractie, die bij toepassing opkininevrij bloed een oplossing geeft welke niet zoufluoresceeren. Aan deze eisch is zeer lastig te voldoenen dit is dan ook wel een der hoofdredenen, waaromde fluorescentiemethode zoo weinig door de verschil-lende onderzoekers voor quantitatieve doeleinden ge-bruikt is. De genoemde auteurs gaan als volgt te werk.Zij mengen het kininehoudend bloed met een voldoen-de hoeveelheid natriumbicarbonaat en laten ditmengsel op een waterbad gedurende 1 tot iy2 uurindrogen. Na fijnpoederen wordt dan 24 uur in eensoxhlettoestel met aether ge??xtraheerd, de aether ver-dampt en het

residu in 1 tot 2 cmÂŽ zwavelzuuropgenomen. Deze oplossing wordt dan op de hierbovengenoemde manier onder de kwiklamp vergeleken metde standaardoplossingen. Sterkin en HeIvFGat beschrijven een zeer omslach-tige methode, waarbij zij het bloed op natriumsulfaatlaten indrogen. Deze massa wordt 2 maal gedurende24 uur met alcohol ge??xtraheerd, vervolgens 3 maal 24uur met aether en dan nog eens 24 uur met 0.01 N.zoutzuur. De filtraten worden ingedampt, het residuin zoutzuur opgenomen, gefiltreerd en het fikraatdrooggedampt. De achterblijvende rest wordt in chlo-roform opgenomen, gefiltreerd en de chloroform weer



??? verdampt. Het residu is nu na opnemen in zoutzuurvoor bepaling van het kininegehalte geschikt. 2. Extractie uit de bloedoplossing. a. Met onteiwitten. Het nadeel van de methoden welke op extractie vanhet bloed na onteiwitten berusten, is het zeer volumi-neuze neerslag dat hierbij gevormd wordt. Met deeiwitten zal ook een aanzienlijk gedeelte van het alka-lo??de neerslaan en herhaald uitwasschen is nu zekereen vereischte. Verder is bij de extractie uit bloedoplossingen her-haald schudden noodig, waarbij de sterke emulsie-vorming veel ongemak oplevert. Als extractiemethode, waarbij onteiwitten van hetbloed plaats heeft, kunnen wij de bekende methodevoor alkalo??de-extractie van Stasâ€”Ottoâ€”Ogiernoemen. Van deze methode hebben Hartmann en Zii,a(1918) en ook FabrE (1926) gebruik gemaakt. Deonderzoekers volstaan met het noemen dezer extractie-methode. Controleproeven of

opgaven over verliezenworden niet aangehaald. In hoeverre kininevrij bloedna de bewerking het fluorescentieverschijnsel, waarophun bepaling berust, vertoont, is eveneens bijna nietaangeroerd. Een andere reeks auteurs hebben met ammonium-sulfaat onteiwit, zooals dit het eerst is beschreven doorRamsdEn en Lipkin (1918). Acton, King, Chopra



??? (1921), Roy (1926) en Gibbs (1926) hebben van dezemethode gebruik gemaakt. Zij komt op het volgendeneer: 5 cmÂŽ bloed worden verdund met 5 cmÂŽ water. Hier-bij worden 20 cmÂŽ eener verzadigde ammoniumsul-faatoplossing die 0.6% zwavelzuur bevat en nog 5 gvast ammoniumsulfaat gevoegd. Dit mengsel wordtdan gekookt en het gevormde neerslag door een Gooch-kroes afgefiltreerd. Het neerslag wordt weer met 20cmÂŽ aangezuurde ammoniumsulfaatoplossing behan-deld en afgefiltreerd. Deze bewerking wordt 10 maalherhaald. Bij de verzamelde fikraten (Â? 200 cmÂŽ)wordt 10 cmÂŽ ammonia gevoegd en nu met respectieve-lijk, 20, 15, 15 en 10 cmÂŽ aether uitgetrokken. Na ver-dampen van de aether wordt het residu in 10 cmÂŽverzadigde ammoniumsulfaatoplossing opgenomen.Volgens de opgave van Ramsd??n en Lipkin is de fouthierbij 4%. Toch kunnen

Acton en King en ook Gibbsna toevoegen van 50 y kinine bij bloed hoogstens 75%ervan terugvinden. Het verlies wordt aan het ont-eiwitten toegeschreven, want bij de extractie van eenwaterige kinineoplossing vinden zij op deze manier95% terug. b. Zonder onteiwitten. Nu gaan wij over tot het bespreken van een veeltoegepaste methode n.1. de directe extractie van kinineuit het bloed, nadat hiervan een homogene vloeistofis gemaakt. Het eenvoudigste voorschrift is dat van Giemsa en



??? ScHAUMANN, dat echter o.a. volgens Retzi,afp eenverlies van 25% geeft. De onderzoekers gaan voorserum als volgt te werk: het serum wordt alkalischgemaakt en met aether uitgetrokken. De aether wordtverdampt, de achterblijvende rest in verdund zwavel-zuur opgenomen en gefiltreerd. In het fikraat wordtdan met het Giemsa-reagens het kininegehalte bepaald.Volgens vele auteurs krijgt men echter op deze manierook bij kininevrij bloed een duidelijke opalescentie. HalbERKANN (1919) en Akashi (1921) geven eenbeter uitgewerkte methode aan, welke zij bij hun ge-wichtsanalytische bepalingen gebruikten. Bij 40 cmÂŽbloed worden 50 cmÂŽ water en 10 cmÂŽ 15% natronlooggevoegd. Dit mengsel wordt 3 maal met 100 cmÂŽ aetherin een scheitrechter uitgetrokken. De aether wordt ge-filtreerd, vervolgens 2 maal met 20 cmÂŽ 0.1 N. zout-zuur en nog 1 maal met 15 cmÂŽ water behandeld.

Dezeoplossingen worden dan nog eens met aether behan-deld en nu na alkalisch gemaakt te zijn, de kinine metaether uitgeschud. De aetherische oplossing wordt metnatriumsulfaat gedroogd, gefiltreerd en verdampt.Het residu wordt bij 110Â° gedroogd en gewogen. Akashi vindt op deze manier na toevoeging vanbijv. 0.2 gr kinine 96% terug. BoEckUr gebruikteen dergelijke methode, maar past ze toe bij kleinerehoeveelheden kinine. Als laatste noemen wij het werk van Hatch??R enWei ss, die chloroform-extractie toepassen. OokGibbs verwacht van chloroform, ofschoon hij deze zelfniet gebruikt, als extractiemiddel goede resultaten. De



??? werkwijze van Hatch??r en Weiss is als volgt:100 cmÂŽ bloed wordt met 10 cmÂŽ 30% natronloog ver-warmd, tot een homogene oplossing ontstaan is. Dezewordt dan enkele malen met chloroform behandeld.Het residu, na verdampen van de chloroform, wordt inverdund zwavelzuur opgenomen, alkalisch gemaakt ende kinine weer met chloroform uitgetrokken. Deze wordtdan afgedestilleerd en het alkalo??degehalte door broom-titratie bepaald. Dat kinine door het verwarmen metde sterke loog niet ontleed wordt, controleeren zij doorde volgende proef: 50mg kininesulfaat opgelost in10 cmÂŽ 40% loog worden gedurende 1 uur op het water-bad verwarmd. Zij vinden dan de toegevoegde hoe-veelheid kinine bijna quantitatief terug. Uit deze opsomming der extractiemethoden blijkt,dat de onderzoekers hierin een moeilijke taak hebbengezien, waarvan de uitwerking zeer tijdroovend

is.Het is dan ook een voordeel der meeste biologischebepalingsmethoden, dat deze mogelijk zijn zonder dekinine uit het bloed te isoleeren.



??? HOOFDSTUK 11. de bij dit onderzoek toegepastemethoden. 1. DE BEPAUNGSMETHODE. Teneinde de concentratie van een oplossing vankininesulfaat te bepalen, werd gebruik gemaakt vanhet fluorescentieverschijnsel dat deze op zichzelfkleurlooze oplossing geeft, indien er ultraviolet lichtinvalt. Het blauwe fluorescentielicht van zulk een op-lossing is nog tot in een verdunning van 1 : 50.000.000duidelijk waar te nemen. De betrekking welke tus-schen de intensiteit van het fluorescentielicht en deconcentratie bestaat, heeft Enneking experimenteelnagegaan. Hij heeft zijn lichtmetingen o.a. uitgevoerdmet de Pulfrich-photometer, en gebruikt hierbijkininesulfaat oplossingen in 0.1 N. zwavelzuur. Be-neden een concentratie van 100 y per cmÂŽ vindt hij eenlineair verband tusschen de intensiteit der fluorescen-tie en de concentratie. Voor ons doel is het niet noodighier verder op in te gaan. Voldoende is

het, te wetendat in het bepalingsgebied beneden de 10 y per cmÂŽ,met iedere bepaalde concentratie â€” onder overigensgelijke omstandigheden â€” een bepaalde intensiteit vanhet fluorescentielicht overeenkomt. Wij hebben, om de intensiteit van de fluorescentiete bepalen, een photometrische methode gebruikt,waarvoor de benoodigde opstelling grootendeels ana-loog is aan een opstelling welke op het Physisch Labo- 1) Samenvattende literatuur: P. Danckwortt â€žLumineszenzanalysequot;1934 Leipzig Akad. Verlagsges. m. b. H.



??? ratorium te Utrecht in gebruik is. De methode berustop de visueele vergelijking van de intensiteiten van hetfluorescentielicht en het licht eener standaardlichtbron. Voor deze vergelijking wordt uitgegaan van deeigenschap van ons oog, om met groote nauwkeurig-heid een verschil in lichtintensiteit te kunnen vast-stellen, indien stralen â€” die een gelijke kleurindruk ge-ven â€” op twee vlakjes vallen waarvan het een het an-dere geheel omringt. Om dit in ons geval toe te passen,laten wij het fluorescentielicht uit een opening tredendie omringd is door een wit vlakje, dat beschenenwordt door het licht van een vergelijkings-lichtbron.Dit licht moet ter vergelijking dezelfde kleurindrukgeven als het fluorescentielicht. De stralen van destandaardlichtbron moeten dus door een bepaald kleu-renfilter gaan. Om volgens dit principe een vergelijking der lichtin-tensiteiten te kunnen uitvoeren, wordt

gebruik gemaaktvan een horizontaal liggend cylindervormig cuvetje,waarin zich de oplossing van kininesulfaat bevindt.Het glazen cuvetje is aan de buitenzijde wit geverfd.Aan de vlakke voorzijde is door wegkrabben der verfeen venster gemaakt. Door een ronde opening aan debovenzijde valt het ultraviolette licht in de oplossingen brengt deze tot fluorescentie. Het fluorescentielichttreedt dan door het venster naar buiten. Door deterugkaatsing op de wit geverfde zijwanden wordt deintensiteit van het uittredende fluorescentielicht ver-groot. Op het witte voorvlak valt nu verder het lichtvan de standaardlichtbron. De lichtstralen zullen door



??? het venster in de oplossing dringen en door de wittezijwanden van het cuvetje diffuus verstrooid worden. Indien enkel de standaardlamp brandt, zien wij hetvenster dan ook donker afgeteekend op het lichte voor-vlak. Omgekeerd moet, wanneer zich in het cuvetjeeen oplossing van kininesulfaat bevindt en de ultra-violetlamp alleen brandt, enkel het venster helder af-geteekend zijn op het donkere voorvlak. Om dit effectte bereiken moet dus op het voorvlak alleen licht vanhet standaardlampje vallen en moeten de zichtbarestralen der ultravioletlamp zooveel mogelijk afge-schermd zijn. Indien aan de voorgaande eischen voldaan is, zienwij op het voorvlak de beide lichtsoorten naast elkaar.Naargelang de standaardlamp verder van het cuvetjeaf staat, zal de intensiteit van het licht ervan op hetvoorvlak minder groot zijn. Bij een bepaalde standvan de standaardlamp zal de intensiteit gelijk zijn aande

intensiteit van het fluorescentielicht in het vensteren ziet men dus het voorvlak als ?Š?Šn gelijkmatig ver-licht vlak. De beoordeeling hiervan mag echter nietafhankelijk zijn van de kijkrichting naar het voorvlak.Hieraan o.a. voldoet de samenstelling der witte verfdie op het cuvetje is aangebracht. 1) De samenstelling der witte verf is als volgt:4 gewichtsdeelen zinkoxyde1nbsp;â€žnbsp;spiritus 4nbsp;â€žnbsp;celluloselak het mengsel aanroeren tot dikke pasta; bij gebruik verdunnen met 2deelen spiritus. De celluloselak wordt bereid door15 gewichtsdeelen kamfer100nbsp;â€žnbsp;spiritus 10nbsp;â€žnbsp;kleurlooze cellulose te roeren tot alles is opgelost.



???



??? Na deze uiteenzetting van het principe der bepa-lingsmethode kunnen wij overgaan tot de beschrijvingvan de opstelling, welke gebruikt wordt en die natuur-lijk in een donkere kamer geplaatst is. De opstelling(fig. I) bestaat uit de volgende onderdeelen: A.nbsp;De bron van het ultraviolette licht. B.nbsp;Het cuvetje voor de oplossing van kininesulfaat. C.nbsp;De standaardlichtbron. D.nbsp;Het filter voor dit standaardlicht. E.nbsp;De kijker. A. De Bron van het ultraviolette licht. Wij hebben hiervoor een in het laboratorium aan-wezige Hanauer kwartslamp van 220 volt gelijkstroomgebruikt. Aan deze kunstmatige hoogtezon zijn, om delamp voor ons doel geschikt te maken, eenige verande-ringen aangebracht. Het uittreden van het zichtbarelicht moet n.1. volkomen verhinderd worden. Te dieneinde wordt de reflectorkap aan de onderzijde geheelafgesloten door een koperen plaat, waarin een openingis van 3

X 5 cm; hierin wordt een lichtfilter voor hetultraviolette licht bevestigd. Voor het afvoeren van degroote hoeveelheid warmte, die bij het branden van delamp vrij komt, is aan de bovenzijde van de kap eendubbele elleboogpijp aangebracht. Hierdoor is na ver-loop van een kwartier de ruimte onder de reflectorkapop een constante temperatuur gekomen. Dit o.a. heefttot gevolg dat de intensiteit van het licht voldoendeconstant blijft en dat de lamp niet uitgaat door te hoogetemperatuur onder de kap.



??? Om een constante intensiteit van het ultraviolettelicht te verkrijgen, moet verder de lamp met een con-stante stroombron gevoed worden. Hiertoe wordt eenaccumulatoren-batterij van 220 volt gebruikt en wordteen regelbare weerstand van 24 ohm in serie tusschen-geschakeld. De stroomsterkte wordt op een amp?¨re-meter, die tot 10 amp?¨re aanwijst en waarop schom-melingen van 0.1 amp?¨re goed zijn waar te nemen,afgelezen. Bij het inschakelen van de kwiklamp is destroomsterkte ongeveer 7 amp?¨re; deze daalt snel enna ongeveer 15 minuten wijst de amp?¨remeter constant2.7 amp?¨re aan. Als filter voor het ultraviolette licht wordt eenuviol-glasfilter gebruikt, dat in hoofdzaak de stralenvan het golflengtegebied van 3100 tot 3600 AÂ° door-laat. Dit glas is bij Schott (Jena) verkrijgbaar onderde naam uviolglas U.G.2. Het heeft een dikte van 4mm. De lamp is zoo opgesteld, dat

het midden van dekwartsbuis zich 30 cm boven het cuvetje bevindt. Hetglasfilter is op 10 cm afstand van de kwiklamp aan-gebracht. B. Het cuvetje voor de kininesulfaatoplossingen. Over dit glazen cuvetje hebben wij reeds het een enander gezegd. De juiste vorm is duidelijk op de teeke-ning te zien. Het is 41/2 cm lang, heeft een doorsnedevan 2 cm en een inhoud van 9 cmÂŽ. De zijwand steekt4 mm buiten het voorvlak uit. Dit laatste bestaat uiteen glazen plaatje, dat geheel vlak aan de zijwandvastgesmolten is. De ronde opening van het cuvetje is



??? 1.1 cm in doorsnede en heeft een opstaande rand. Het bedekken van het cuvetje met een ondoorzich-tige verflaag geschiedt, door het eenige malen teverven en telkens de aangebrachte verflaag goed telaten indrogen. Op het voorvlak wordt deze laag danover een oppervlakte van 3X2 mm weggekrabd. Omeen scherpe afteekening van het venster bij de be-lichting te verkrijgen moet ervoor gezorgd worden,dat het wegkrabben van de verf zoo geschiedt, dat derand van de verflaag een scherpe hoek met het glas-plaatje maakt. Door het opstaande kraagje van de cuvettenopeningis het mogelijk, deze telkens op dezelfde manier in decuvettenhouder te plaatsen. De cuvettenhouder bestaatuit een stuk koperen buis, welke precies om het cuvetjepast. Uit deze buis is een reep koper gesneden terbreedte van het opstaande kraagje. Hierdoor wordt hetcuvetje na iedere vulling in dez?Šlfde stand in de hou-

der geschoven. De ruiter, waarin de cuvettenhoudergeklemd is, wordt vastgeschroefd op een rail en zoo-danig opgesteld dat de lichtstralen van het standaard-licht onder een hoek van ongeveer 30Â° op het voorvlakvan het cuvetje vallen. c. Het standaardlicht. Als vergelijkingslichtbron dient een gloeilamp van6 volt, 40 watt welke met een accumulator van 6 voltgevoed wordt. De stroomsterkte waarmede het lampjebrandt, moet gedurende de bepaling constant blijven.Om de regeling van deze stroomsterkte in de hand te



??? hebben, is een schuif weerstand van 1.5 ohm in deketen opgenomen en tevens een amp?¨remeter die tot10 amp?¨re aanwijst en een schaalverdeling van 0.1 am-p?¨re heeft. Om de lamp niet aan een te sterke stroom-stoot bloot te stellen, wordt bij het sluiten van de ketende weerstand geheel ingeschakeld en dan langzaamverminderd tot de stroomsterkte 5 amp?¨re is. Na onge-veer 15 minuten blijft deze constant; de weerstandvan de schakeling verandert dan niet meer, daar detemperatuur van het geheele systeem constant is ge-worden. Om tijdens de meting een verandering in destroomsterkte uit te sluiten, moet er zorg voor gedragenworden, dat de accumulator steeds voldoende geladenis, de verbindingsdraden dik zijn en de contacten goedsluiten, daar dit alle bronnen zijn van veranderingenin de stroomsterkte. Wij constateerden dat een schom-,meling van 0.05 amp?¨re

reeds een goed merkbare ver-andering in de lichtintensiteit van het lampje gaf. De lamp is gemonteerd in een cylindervormige me-talen huls die van binnen dof zwart geverfd is. De hulsheeft een doorsnede van 5 cm. Aan de voorzijde is zijafgesloten door een plaat waarin in het midden eenronde opening van 4.5 mm doorsnede is aangebracht.Het geheel wordt bevestigd op een ruiter, die over eenrail van 1 m lengte heen en weer kan geschoven wor-den. Aan deze ruiter bevindt zich een wijzer die op een50 cm lange lat â€” welke in millimeters verdeeld is â€”de stand van de lichtbron aangeeft. Ken kleine openingaan de onderzijde van de huls laat een lichtbundel opde wijzer vallen, zoodat de stand gemakkelijk in het



??? donker kan afgelezen worden. Aan de achterzijde vande huls is nog een afgeschermde opening om de vrij-komende warmte naar buiten te laten treden. D.nbsp;Het filter voor het standaardlicht. Het licht van de standaardlamp moet door een zoo-danig filter gaan, dat de kleur op het voorvlak van hetcuvetje gelijk is aan de kleur van het fluorescentie-licht. Wij mengden hiertoe een oplossing van het paars-achtige pyrrolblauw en het groenachtige patentblauwin een cuvet van 3 X 10 X 10 cm. Door telkens enkeledruppels van de eene oplossing of van de andere toete voegen, hebben wij het gewenschte resultaat bereikt.De cuvet wordt met een glazen plaat afgesloten. Dekleur der oplossing is gedurende de geheele reeks vanmetingen niet veranderd. e.nbsp;De kijker. Aan de houder van het cuvetje voor de kininesul-faatoplossingen is een kijker bevestigd, waardoor destand van het oog bij iedere bepaling

dezelfde is. Hijbestaat uit een kartonnen koker van 14 cm lengte, meteen doorsnede van 3 cm. Aan de naar het cuvetje ge-keerde zijde is een diafragma met een opening van1.5 cm doorsnede bevestigd. De lengteas van de kijkervalt samen met die van het cuvetje. Indien wij doorde koker naar het cuvetje kijken, zien wij enkel hetvoorvlak. Ons oog bevindt zich dan op een afstand van25 cm van het cuvetje, dus op de afstand van duidelijkzien. Voor het meten zijn nu nog een reeks standaard-



??? oplossingen noodig. Voor het bereiden hiervan werduitgegaan van een kininesulfaat 8 aq. dat 74.15%kinine bevatte. Dit was geanalyseerd volgens de me-thode aangegeven in de commentaar op de Nederland-sche Pharmacopee Ed. V. De oplossingen werden ge-maakt in 0.1 N. zwavelzuur en bevatten het volgendeaantal Y per cmÂŽ: 8.0, 7.5, 7.0, 6.5, 6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0,3.5, 3.2, 3.0, 2.7, 2.5, 2.3, 2.1, 2.0, 1.9, 1.8, 1.7, 1.6, 1.5,1.4, 1.3, 1.2, 1.1, 1.0, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5. Deze oplossingen werden ongeveer iedere maandververscht, daar zij aan bederf onderhevig zijn. meetmethode. De vergelijking der lichtintensiteiten gaat in onsgeval het gemakkelijkst wanneer de afstand van delamp tot het cuvetje varieert tusschen de 80 en 40 cm;o.a. wordt ons oog dan het minst snel vermoeid. Indienwij de sterkten van de fluorescentie der standaard-oplossingen onderling vergelijken, dan

blijkt het ver-schil in intensiteit van het fluorescentielicht eeneroplossing die bijv. 8 y per cmÂŽ bevat en het licht eeneroplossing die 1.5 y per cmÂŽ bevat zoo groot te zijn, datde standaardlamp in het laatste geval veel te ver weg-geschoven moet worden om gelijke intensiteit op hetvoorvlak te krijgen. Wij kunnen echter ook de sterktevan het fluorescentielicht verzwakken of versterken.Immers door de stand van het cuvetje onder het uviol-filter te veranderen, verandert de intensiteit van hetinvallend ultraviolette licht en dus ook de intensiteitvan het fluorescentielicht. Bij een stand loodrecht



??? onder het filter zal de fluorescentie-intensiteit hetgrootst zijn. Moeten wij de lamp buiten het gebied tusschen 80en 40 cm verschuiven, dan veranderen wij de standvan het cuvetje zoodanig dat de meting in het genoem-de afstandgebied te verrichten is. Dit sluit in, dat dedoor ons gevolgde methode geen absolute, maar eenvergelijkende methode is, waarbij bepaald wordt metwelke bekende concentratie van kininesulfaat de on-bekende oplossing overeenkomt. Dit is voor ons doelde geschiktste manier. Wij hebben er zoodoende slechtsvoor te zorgen, dat bij ?Š?Šn bepaalde serie metingen defactoren welke de lichtintensiteiten be??nvloeden, gelijkblijven. Het verloop van de bepaling der concentratie eeneroplossing van kininesulfaat is nu als volgt: 5 cmÂŽ der onbekende oplossing worden in het cuvetjegepipetteerd. De standaardlamp wordt op een afstandvan ongeveer 60 cm gesteld. Het cuvetje wordt

nu doorverschuiven van de cuvettenhouder dusdanig onderhet ultraviolette licht geplaatst, dat de te vergelijkenlichtintensiteiten op het voorvlak ongeveer even sterkzijn. Door schuiven van de standaardlamp wordt nuenkele malen op gelijkheid van intensiteit ingesteld.Voor eenzelfde oplossing liggen de verschillende instel-lingen niet verder dan 0.5 cm uit elkaar. Nadat destand van de lamp genoteerd is, worden 5 cmÂŽ van eenstandaardoplossing, die naar schatting ongeveer de-zelfde concentratie heeft als de onbekende oplossing,in het cuvetje gepipetteerd en vervolgens wordt met



??? de standaardlamp weer op gelijkheid van intensiteitingesteld. Na eenige oefening valt het niet moeilijkvast te stellen, welke der oplossingen uit de standaard-reeks wij moeten gebruiken, temeer daar de eigenlijkekininebepalingen in bloed alle ongeveer in hetzelfdeconcentratiegebied liggen. Is op deze manier de standvan de lamp voor de oplossingen met de naast hoogereen met de naast lagere concentratie bepaald, dan kanhieruit door toepassing der kwadraten-wet de sterkteder onbekende oplossing berekend worden. Immersdoor de groote afstanden, welke wij bij onze bepa-lingen hebben, mag het standaardlicht als puntvormigelichtbron beschouwd worden. De lichtintensiteiten ophet voorvlak zullen dus bij benadering omgekeerdevenredig zijn met de kwadraten der afstanden. Hier-mede zijn dus ook de concentraties der oplossingenomgekeerd evenredig. Thans volge een

uitgewerkt voorbeeld van de bepa-ling eener oplossing met de onbekende concentratie X. Op de beschreven manier vinden wij voor deze op-lossing als lampafstand 75.0 cm. Voor de standaardop-lossingen met de concentraties van 0.8 y en 0.7 y zijndeze afstanden respectievelijk 72.5 en 77.0 cm. Doortoepassing van de kwadraten-wet is de concentratievan X nu te berekenen:t.o.v. 0.7 Y per cmÂŽ; 77.0^ : 75.0^ X : 0.7; X = 0.73^ y0.8 Y per cmÂŽ; 72.5^ : 75.0^ = X : 0.8; X = 0.74^ yWerkelijke waarde van X is 0.72 yDoor toepassing van de kwadraten-wet is de af-



??? stand die wij voor de concentratie van 0.7 y haddenmoeten vinden ook te berekenen:0.7 : 0.8 ==72.5^ : a^a = 77.5 cm; gevonden a = 77.0 cm. In dit verschil van 0.5 cm komt de instelfout totuiting. Het is ook mogelijk de onbekende concentratie doorrechtlijnige interpolatie tusschen de afstanden 72.5 en77.0 cm te berekenen; dit geeft dan voor X een waardevan 0.74^ y- Uit de uitkomst welke wij op deze maniervinden blijkt, dat het gebruik van rechtlijnige inter-polatie bij dergelijke kleine concentratieverschillen(zfc 10%) en groote afstanden geoorloofd is. Wij pas-ten dan ook rechtlijnige interpolatie bij onze bepalin-gen geregeld toe. Als toetsing der methode werden voor ons onbeken-de oplossingen onderzocht. Van oplossingen met eenconcentratie hooger dan 8 y per cmÂŽ werden verdun-ningen gemaakt. tabel 1. Aanwezige hoeveel-heid Y per cm^ Gevonden waardenY per cmÂŽ Fout in % 27.0 26.7

â€”1.1 20.0 20.0 0 18.0 17.6 â€”2.2 10.0 10.0 0 7.50 7.36 â€”1.9 5.00 4.85 â€”3.0 3.30 3.14 0.80 0.80 0 0.72 0.74 2.8



??? Op deze manier kunnen wij dus de concentratie vaneen kininesulfaatoplossing met voldoende nauwkeurig-heid bepalen n.1. met een fout van 2â€”3%; terwijl bijde concentraties beneden 2 y per cmÂŽ de afwijkingongeveer 0.05 y is. De minimum hoeveelheid die wij met de door onsgebruikte opstelling kunnen bepalen bedraagt 0.5 y percmÂŽ of 1 : 2.000.000. 2. de extractiemethode. De volgende taak was nu, een methode te vinden omde kinine zoo quantitatief mogelijk uit het bloed teisoleeren. Ons doel was een serie bepalingen bijieder proefdier te doen. Dit sloot dus in, dat voor iedereextractie slechts een kleine hoeveelheid bloed beschik-baar was; tevens moest de extractie niet te veel tijdeischen om gelijktijdig de verschillende bloedmonsterste kunnen behandelen. Zooals wij reeds in Hoofdstuk I opmerkten, warendoor het groote adsorptievermogen van kinine en haarzouten de

methoden van onteiwitten of droge extractieniet geschikt. Ook het schudden in een scheitrechterwas minder gewenscht door de hinderlijke emulsie-vorming die hierbij optreedt en de groote hoeveelheidextractiemiddel die noodig is. Het bleek ons, dat de gunstigste resultaten verkre-gen werden door van het bloed een homogene vloeistofte maken door er sterke loog aan toe te voegen en ditmengsel te verwarmen. Als extractiemiddel kozen wijchloroform, die vele voordeden boven aether heeft o.a.



??? J



??? is de kinine hierin beter oplosbaar. Om het bloed opeen gemakkelijke manier met een soortelijk zwaar-dere vloeistof te extraheeren gebruikten wij het doorScHOORi. geconstrueerde extractietoestel, dat hierbij isafgebeeld, (fig. 2). Na het be??indigen der extractie en het verdampender chloroform moest het residu nog verder behandeldworden, daar dit niet geheel uit zuivere kinine bestond,maar ook nog andere mede ge??xtraheerde bloedbe-standdeelen bevatte. De door ons toegepaste extractiemethode was ten-slotte de volgende: Van het met natriumcitraat onstol-baar gemaakte bloed werden 5 cmÂŽ in een kolfje ge-pipetteerd. Het pipetteeren van het bloed gebeurde meteen uitvloeipipet. Bij het bloed voegden wij nu 2.5 cmÂŽ30% natronloog, waardoor het tot een geleiachtigemassa stolde. Na ongeveer 10 minuten verwarmen op=t 80Â° werd deze massa geheel vloeibaar en

waren ergeen vaste deeltjes meer in waar te nemen. De bruinevloeistof schonken wij na afkoelen voorzichtig op dechloroform in de perforator. De kolf werd 2 maal meteen weinig water nagespoeld en daarna nog 1 keer metchloroform. In de erlenmeyerkolf van het extractie-toestel bevond zich ongeveer 10 cmÂŽ chloroform. Gedurende 3 uren werd nu in een electrische ver-warmingsoven ge??xtraheerd. Bij een regelmatig ver-loop der extractie was de chloroform in de erlenmeyer-kolf geheel kleurloos. De perforator en de kolf werdenuit de oven genomen; door scheefhouden van de perfo-rator lieten wij de chloroform door de zijbuis zooveel



??? mogelijk in de erlenmeyerkolf vloeien, goten nog eenseen weinig chloroform in de perforator en vingen dezedan weer in de kolf op. De chloroform werd door des-tillatie verwijderd tot het residu geheel droog was endit niet meer naar chloroform rook. Bij deze rest voeg-den wij 2 cmÂŽ aether, zwenkten even om en pipetteer-den er 5 cmÂŽ 0.1 N. zwavelzuur bij. Na goed schuddenwerd de aether bij lage temperatuur op een kookplaatverdampt. Op de zwavelzure oplossing kwam een vet-achtig vliesje. Teneinde dit uit de zwavelzure oplos-sing van de kinine te verwijderen, schudden wij dezemet een weinig petroleumaether (Kp. 40Â°â€”60Â°),waarna wij de kolf even lieten staan. Er vormden zichtwee duidelijk gescheiden lagen: petroleumaether enzwavelzuur. De petroleumaether werd â€” door scheef-houden van de erlenmeyerkolf â€” voorzichtig afge-schonken. De bewerking met petroleumaether

werdnog eens herhaald en tenslotte verdampten wij de nogna af schenken achtergebleven petroleumaether op dekookplaat. De zwavelzure oplossing was nu geheelhelder en kleurloos, en geschikt voor de bepaling vanhet kininegehalte. De geheele bewerking geschiedde dus in dezelfdeerlenmeyerkolf. Het volume der toegevoegde 5 cmÂŽzwavelzuur veranderde tijdens de behandeling niet,zoodat het kininegehalte hierin gelijk aan het gehaltein de 5 cmÂŽ bloed was. Voor het verkrijgen van goede resultaten bij defluorescentiemeting is het noodzakelijk, met eenheldere en kleurlooze oplossing te werken. Om dit met



??? de besproken extractiemethode te bereiken, bleken devolgende punten van belang te zijn: 1. De duur van de extractie.Door het bepalen van het alkalo??degehalte van kinine-oplossingen van bekende sterkte in water en ook inbloed, vonden wij 3 uur de meest geschikte extractie-tijd. Door langer extraheeren van het kininehoudendbloed kregen wij veel te lage waarden, hetgeen toege-schreven moet worden aan de mede ge??xtraheerde ver-ontreinigingen, welke een doovende werking op hetfluorescentielicht uitoefenen. Deze doovende werkingbleek uit het volgende: 5 cmÂŽ kininevrij bloed, dat met loog behandeld was,werd gedurende verschillende tijden ge??xtraheerd. Hetresidu dat overbleef na destilleeren van de chloro-form werd met 2 cmÂŽ aether overgoten en hierbij 5 cmÂŽ0.1 N. zwavelzuur, dat een bekende hoeveelheid kininebevatte, gevoegd en weer verder als boven

behandeld.Bij bepaling vonden wij de concentraties te laag (zietabel 4 en 5). Bij extracties welke langer dan 5 urenduurden, was de chloroform ook herhaaldelijk geel.Door verdere behandeling kon dan geen volkomenkleurlooze en zelfs geen heldere zwavelzure oplossingworden verkregen. Om ervoor te zorgen dat de extractietijd voor allebepalingen dezelfde was, moesten de gebruikte toestel-len gelijkmatig verwarmd worden. Om dit te bereiken,maakten wij gebruik van het afgebeelde verwarmings-oventje, waarin 8 toestellen konden worden geplaatst.



??? De toestellen rustten op een koperen plaat welke be-dekt was met een asbestplaat. Hierdoor verkregen wijeen gelijkmatige verwarming. Gedurende de extractiewees de thermometer een temperatuur van 90Â°â€”100Â°aan. Door de erlenmeyerkolven af te schermenwerden de perforatoren niet warm, waardoor de chlo-roform reeds tegen de wand condenseerde en regel-matig op het bloed afvloeide. De hinderlijke schuim-vorming tengevolge van het druppelen van de chloro-form uit de koelers konden wij zoodoende vermijden. 2.nbsp;Het residu, dat overbleef na destilleeren van dechloroform, lostte niet geheel in het verdunde zwavel-zuur op. Dit moet worden toegeschreven aan eenlaagje vetachtige substantie dat de kinine omsloot.Daarom losten wij deze substantie eerst in aether op.De sterk aan de glaswand hechtende kinine kon nugemakkelijk in het toegevoegde zwavelzuur wordenopgenomen.

3.nbsp;Het vetachtige vliesje, dat zich na verdampenvan de aether vormde, verdween meestal direct bijschudden met de petroleumaether. Indien de oplossinghierna nog niet helder was, werd nog eens met petro-leumaether geschud. De behandeling met petroleum-aether gaf geen merkbaar verlies. Dit controleerdenwij door bekende oplossingen van kininesulfaat inzwavelzuur met petroleumaether te schudden. Wij gebruikten petroleumaether, daar de. mengver-houdingen verdund zwavelzuur-petroleumaether veelgunstiger zijn dan voor andere vetoplossende middelen,



??? zooals aether. Ook het verdampen van de laatste restpetroleumaether gaat gemakkelijker dan dit vooraether het geval is. 4.nbsp;De onderdeelen van het extractietoestel moestenonderling verbonden zijn door slijpstukken. Kurkengaven telkens bij de extractie stoffen af, die een on-gunstige invloed hadden op de intensiteit van het flu-orescentielicht. 5.nbsp;Verder moet er nog aandacht geschonken wor-den aan de soort bloed waarmede te werk gegaanwordt. Op genoemde manier behandeld honden- ofkattenbloed gaf een zwavelzure oplossing, waarvan defluorescentie zwakker was dan die eener kininesulfaat-oplossing met een concentratie van 0.05 y per cmÂŽ. Hetbleek ons echter dat wanneer wij kininevrij geiten-bloed aldus behandelden, de tenslotte verkregen zwa-velzure oplossing vrij sterk fluoresceerde. Als toetsing van de uitgewerkte extractiemethodewerden ons 16

bloedmonsters gegeven om hiervan hetkininegehalte te bepalen. Als grootste toelaatbareproeffout hadden wij 10% vastgesteld. Na opwerkinggaven slechts 2 bepalingen waarden, die buiten dezegrens lagen. De duplobepalingen hiervan klopten on-derling echter ook niet, zoodat dit wel aan een routine-gebrek kan worden toegeschreven.



??? Aanwezige hoeveel-heid Y per cmÂŽ Gevonden waardenY per cmÂŽ Gemiddelde Fout in % 16.80 17.7 17.8 17.8 5.9 14.40 13.3 13.7 13.5 â€”6.3 13.50 12.4 12.3 12.4 â€”8.1 10.80 â€” 10.4 10.4 â€”3.7 10.80 10.4 10.4 10.4 â€”3.7 9.60 9.00 9.06 9.03 â€”5.9 2.00 2.00 1.96 1.98 â€”1.0 1.75 1.72 1.70 1.71 â€”2.3 1.60 1.60 1.60 1.60 1.40 1.32 1.36 1.34 1.30 1.20 1.25 1.23 â€”5.4 1.20 1.15 1.18 1.17 â€”2.5 1.10 1.04 1.05 1.05 1.10 1.06 1.07 1.07 â€”2.7 Gemiddelde afwijking Uit deze reeks bepalingen zien wij dat de uitge-werkte methode geschikt is om met voldoende nauw-keurigheid het kininegehalte in bloed te bepalen. Dewaarden welke gevonden worden liggen gemiddeld 4%te laag. De grootste afwijking is 8%. Hier volgen nu nog eenige waarden, welke gevondenwerden bij de bovengenoemde controlebepalingen.1. Extractiemethode toegepast op kininesulfaatop-lossingen in water.



??? tabel 3. Aanwezige hoeveel-heid Y per cm3 Gevonden waardenY per cm3 Gemiddelde Fout in % 50.0 49.0 49.8 49.4 â€”1.2 27.0 27.0 26.9 26.8 â€”0.7 27.0 â€” 26.5 â€”â–  10.0 9.6 9.8 9.7 â€”3.0 10.0 9.8 9.9 9.9 â€”1.0 0.9 0.88 0.89 0.88^ â€”1.6 II. Extracties van bloed, waaraan een bekende hoe-veelheid kinine was toegevoegd en waarbij de extractie-tijd gevarieerd werd. tabel 4. AanwezigehoeveelheidY per cms Gevonden waar-den Y per cmÂŽ Gemiddelde Fout in % Extractietijdin uren 9.4 ^5.8 5.9 5.9 â€”37 16 7.5 '5.5 5.3 5.4 â€”28 8 10.0 7.4 7.0 7.2 â€”28 6 7.5 6.3 6.0 6.2 â€”17 6 9.4 8.1 8.8 8.5 â€”10 2 Wij zien uit deze tabel, dat door langer extraheerende resultaten slechter worden en tevens, dat extractiekorter dan 3 uren niet voldoende is.III. Om de doovende werking der mede ge??xtraheer-de stoffen aan te toonen, werd bij bloedextract een be-kende

kininesulfaatoplossing gevoegd.



??? tabel s. Aanwezige hoeveel-heid Y Pequot;quot; cmÂŽ Gevonden concentr.Y per cm^ Fout in % Extractietijdin uren 4.5 3.7 â€”18 20 5.0 2.8 16 10.0 7.6 â€”24 6 6.0 5.2 â€”13 5 6.0 5.3 â€”12 5 2.7 2.68 â€” 1 3 2.1 2.06 â€” 2 3 1.5 1.44 â€” 4 3 0.9 0.85 â€” 5 3 In de overeenstemming der procentueele fouten bijdeze bepalingen met de onder II genoemde bepalingen,komt het ongunstig effect van te lange extractie duide-lijk tot uiting.



??? HOOFDSTUK III. DE PHARMACOLOGISCHE PROEVEN. Nu wij door middel van de beschreven methode instaat waren, in een klein volume bloed op een weinigbewerkelijke manier het kininegehalte te bepalen, kon-den wij overgaan tot het eigenlijke onderzoek. Wij hebben de kininespiegel in het bloed vergelekenna toediening van kininezouten langs verschillendewegen en wel intraveneus, intramusculair en per os.Bij de intramusculaire injectie hebben wij het effectnagegaan van stoffen welke de oplosbaarheid van ki-ninezouten vergrooten, zooals antipyrine en urethaanen tevens de invloed die de pH der geinjicieerde oplos-sing heeft op de resorptie. Bij de toediening per oswerd het verschil in resorptie van oplosbare en onop-losbare kininezouten onderzocht en ook de stijging derconcentratie in het bloed bij vergrooten der toegedien-de hoeveelheid kinine nagegaan. Alvorens de

resultaten van het experimenteele ge-deelte te vermelden, zullen wij de gang van zaken bijhet verrichten der dierproeven beschrijven. Voor intraveneuze toediening werd ongeveer 5 cmÂŽeener oplossing van kininechloride in de vena saphenaexterna van de hond langzaam geinjicieerd. Op be-paalde tijden hierna werden d= 12 cmÂŽ bloed afgenomendoor hartpunctie. Het bloed werd opgevangen in eendroge erlenmeyerkolf, waarin zich een weinig vastnatriumcitraat bevond. Om de stolling van het bloed



??? te voorkomen moest tijdens het opvangen goed omge-zwenkt worden, zoodat het natriumcitraat snel oploste.Wij pasten hier hartpunctie toe, omdat dit de snelstemanier (duur ongeveer een halve minuut) is om 12 cmÂŽbloed te verkrijgen. Immers, zooals uit de resultatenblijkt, daalt de concentratie de eerste minuten na detoediening zeer snel. Voor intramusculaire toediening werd het kinine-zout opgelost in Â? 5 cmÂŽ water of physiologischekeukenzoutoplossing en zeer langzaam in de spier vande rechter voorpoot geinjicieerd. Ook in dit geval werdhartpunctie gedaan om het bloed af te nemen. De toediening per os geschiedde met behulp van demaagsonde. Het kininezout werd in 100 cmÂŽ water van37Â° opgelost. Na de toediening werd nog met 50 cmÂŽwater nagespoeld. De onoplosbare zouten werden toe-gediend door er een suspensie in water van te maken.Het afnemen van het bloed had op

de verschillendetijden plaats door punctie der vena saphena externa.Het bloed druppelde uit de voor dit doel gebruiktecanule in de erlenmeyerkolf. Het duurde ongeveer 3minuten om 12 cmÂŽ te verzamelen; daarom werd hetoogenbUk waarop de helft van het bloed was opge-vangen als â€žtijd na toedieningquot; genoteerd. Wanneer de honden meerdere malen met kinine be-handeld werden, was de tusschentijd van de proevenzeker een week. Wat betreft de voeding der dieren merken wij hetvolgende op. Als regel werden de dieren de avond voorde proef om 5 uur gevoed. Waar in de tabellen vermeld



??? staat, dat zij gevast hebben, wil dit zeggen dat deavond voor de proef de voeding achterwege bleef. De volgende dierproeven werden verricht:I. Intraveneus: 10 mg kinine per kg lichaamsge-wicht in de vorm van:kininechloride. Grafiek A, hond H, B, J, T.II. Intramusculair: 10 mg kinine per kg lichaams-gewicht in de vorm van:kininechloride. Grafiek B, hond B, Z.kininechloride-urethaan. Grafiek C, hond T, B.kininechloride-antipyrine (pH 6.8). Grafiek D, hond B, B, P.kininechloride-antipyrine (pH 7.2). Grafiek E, hond Q, R, P, Q, (Q.).Solvochine. Grafiek E, hond B, T, Z, F, P.III. Per os: 10 mg kinine per kg lichaamsgewicht inde vorm van: kininechloride. Grafiek G, hond B, Z, H, B.30 mg kinine per kg lichaamsgewicht in de vormvan: kininechloride. Grafiek H, hond B, Z.kininetannaat. Grafiek J, hond H, Z, H, F.Euchinine. Grafiek K, hond H, K.3 maal 10 mg kinine per kg lichaamsgewicht

inde vorm van: kininechloride. Grafiek L, hond J, T. Nu nog enkele opmerkingen over de gebruikte ki-nine-preparaten:



??? Kininechloride, Hydrochloras Chinini,C,â€ž H,, N, O, HCL, 2H,0. Het bij ons onderzoek gebruikte zout had een kinine-gehalte van 81.80%. Euchinine, Aethylocarbonas Chinini, de ester vankoolzuur, aethyl-alkohol en kinine. Het is een in wateronoplosbare verbinding, welke dus geen bittere smaakheeft. Het kininegehalte van het gebruikte preparaat was 80.21% (proef K). Kininetannaat, Tannas Chinini, het in water nietoplosbare preparaat met een kininegehalte van 30.2%(proef J). Voor de intramusculaire injectie van kininezoutenworden vaak stoffen toegevoegd, die de oplosbaarheidvan het kininezout verhoogen. Een veel gebruikte com-binatie is die van kininechloride met aethylurethaan(proef C) of met antipyrine (proef D) in een verhou-ding van 2 : 1 (Pharmacother. Vademecum). De pHdezer oplossingen is 6.8. Daar men in deze lichte zuur-graad een oorzaak zag voor de nevenwerking

derkinineoplossingen, n.1. de prikkelingsverschijnselen,heeft men de zuurgraad aangepast aan die van hetweefselvocht. Dit is bereikt door een deel van hetkininezout te vervangen door de vrije kininebase (Sol-vochine), of door bij het mengsel een voldoende hoe-veelheid natronloog te voegen (volgens Vogei^En-zang). Er wordt dan zooveel loog of kininebase toe-gevoegd dat de oplossing een pn van 7.2 heeft. De oplossing van kininechloride met antipyrine



??? (2:1) waaraan natronloog is toegevoegd om de ge-wenschte pH te krijgen, is niet onbegrensd met watermengbaar. Slechts bij een bepaalde natronloog-concen-tratie is een tienvoudige verdunning mogelijk, zonderdat hierdoor de kininebase neerslaat. Een oplossingmet een pH van 7.2, welke de gewenschte verdunningverdraagt, heeft de volgende samenstelling: kininechloride 30, antipyrine 15, N. natronloog 6cmÂŽ, aq. dest. ad 100 cmÂŽ. Deze oplossing werd door ons gebruikt (proef E.I-V). Solvochine wordt als volgt beschreven (Pharmaco-ther. Vademecum) â€žeen oplosbaar, met de lichaams-vochten isotonisch praeparaat, waarvan de zuurgraad7.2 is en dat 25% kinine bevat. Het bevat basischkinine, Hydrochloras Chinini en antipyrinequot;. (proef F)- Solvochine bevat in tegenstelling met de hierboven-genoemde oplossing, die slechts 15% antipyrine heeft,20% antipyrine.

Vogei^Enzang geeft het volgende voorschrift vooreen antipyrine-kinine-oplossing, welke het Solvochinekan vervangen: Hydrochloras Chinini 30, antipyrine 20, N. natron-loog 7.5 cmÂŽ, aq. bidest. ad 100 cmÂŽ. Deze oplossing,welke een pn heeft van 7.3, verdraagt slechts een ver-dunning met 3 volumina water. Dit is een verschil metSolvochine, dat veel sterker te verdunnen is. Dezeoplossing werd gebruikt in proef E. V.



??? Wijze van toediening: intraveneus; 10 mg kinineper kg lichaamsgewicht als kininechlorideoplossing meteen kininegehalte van 2.5%. grafiek a. o.Â?o 3.60 SS Ot Â?oo JÂ?-T O l h \ quot;tl ti 1 â–  \ -ÂŠOâ€”- \ . \ sh / \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ S. \ v n \ \ \ p\ â€”oH 'H A fi / R r A TUD.Cl 10



??? TABEL 6, curve ALHond H, gewicht 12.S kg. Toegediende hoeveelheid: 5 cm^ der oplossing. Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cm3 GemiddeldY / cm3 01^.02' 2.51 2.51 2.51 01^.03' 2.36 2.49 2.43 2.46 2.50 2.48 0^.15' 2.24 2.29 2.26 0.33' 2.82 2.78 2.80 1'^.42' 2.46 2.43 2.45 411.O ' 2.21 2.19 2.20 0.73 0.66 0.70 TABEL 7, curve A ILHond B, gewicht 15 kg.Toegediende hoeveelheid : 6 cm3 der oplossing. Tijd na Concentratie in bloed Gemiddeld toediening y / cm^ y / cms O'^.Ol' 5.54 5.51 5.53 0^.04' 4.62 4.50 4.56 OM 5' 3.09 3.30 3.20 Oi'.OS' 3.28 3.12 3.20 0''.36' 5.16 4.83 5.00 1M2' 3.10 â€”. 3.10 4^.0 ' 1.39 1.44 1.42 6^.0 ' â€” 0.93 0.93 lt;0.25 â€” lt;0.25 TABEL 8, curve A IIL Hond J, gewicht 12.5 kg. Toegediende hoeveelheid : 5 cm^ der oplossing. Tijd na Concentratie in bloed Gemiddeld toediening y / cm3 y / cm3 01\05' 2.53 2.53 2.53 01^.10' 2.32 2.42 2.37 (y^Av

2.34 2.30 2.32 11^.0 ' 2.16 2.16 2.16 2^.15' 1.47 1.46 1.47 3quot;. 16' 1.16 1.18 1.17 5^0 ' 0.95 0.86 0.90 7\45' â€” lt; 0.5 lt;0.5



??? Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cmÂŽ GemiddeldY / cmÂŽ 0^.04' 2.36 2.41 2.39 0^.12' 2.10 2.14 2.12 0^27' 2.20 2.09 2.15 l^.OV 1.06 0.96 1.01 2^.05' 0.80 0.82 0.81 4^.0 ' 0.50 0.50 0.50 611.0 ' minder â€” minder Wijze van toediening: intramusculair; 10 mg kinineper kg lichaamsgewicht als kininechlorideoplossing meteen kininegehalte van 2.4%. GRAFIEK B. rgt; Q.__ -2 Q ___Q â€”\ \ TJD. r^ ir



??? TABEL 10, curve B I.Hond B, gewicht 15 kg. Toegediende hoeveelheid : 6.3 cm^ der oplossing. Tijd na Concentratie in bloed Gemiddeld toediening Y / cm3 Y / cm3 0K07' 2.22 2.12 2.17 2.10 2.04 2.07 0K26' 2.23 2.25 2.24 0^.44' 2.25 2.27 2.26 1K25' 1.50 1.50 1.50 41^.0 ' â€” 1.23 1.23 51^.30' 1.10 1.10 1.10 6^.45' 0.98 0.96 0.97 TABEL 11, curve BH. Hond Z, gewicht 13 kg. Toegediende hoeveelheid : 5.4 cm^ der oplossing. Tijd na Concentratie in bloed Gemiddeld toediening Y / cms Y / cm3 Oi'.O??' 2.31 2.27 2.29 0^.18' 1.95 2.05 2.00 0K26' 2.16 2.20 2.18 0\42' 2.08 2.03 2.06 (fi.OV 2.03 2.00 2.02 1.89 1.90 1.90 4K25' 1.98 1.95 1.97 6\20' 0.75 0.77 0.76



??? Wijze van toediening: intramusculair; 10 mg kinineper kg lichaamsgewicht als kininechloride-urethaan-oplossing met een kininegehalte van 2.4% en eenurethaangehalte van 1.4%. GRAFIEK C. e.oQ'(.aoj.ao0.60 f \ i- \ \ - T A ( TABEL 12, curve Cl.Hond T, gewicht 17 kg. Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cmÂŽ GemiddeldY / cmÂŽ 0''.04' 1.39 1.30 1.35 0^.12' 1.97 1.96 1.97 1.60 1.63 1.62 01^.24' 1.61 1.70 1.66 2'gt;.46' 1.40 1.34 1.37 0.97 0.95 o:56 5'gt;.45' 0.91 0.85 0.88



??? Toegediende hoeveelheid : 6.9 cm^ der oplossing. Tijd natoediening Concentratie in bloedY /cm3 GemiddeldY / cm3 01^.05' 2.50 2.57 2.54 OMl' 2.75 2.70 2.73 0)^29' 2.98 2.92 2.95 1^.04' 2.96 2.80 2.88 2^.10' 2.05 2.07 2.06 4^.30' L73 - 1.73 6^.25' L18 1.16 1.17 Wijze van toediening: intramusculair-, 10 mg kinineper kg lichaamsgewicht als kininechloride-antipyrine-oplossing met een kininegehalte van 2.4% en een anti-pyrinegehalte van 1.5%. (pn 6.8).



??? Tijd na Concentratie in bloed Gemiddeld toediening Y / cm 3 Y / cmÂŽ 0^.04' 1.88 1.80 1.84 01^.13' 2.03 2.00 2,02 0K26' 1.90 1.97 1.94 lh.09' 1.72 1.67 1.70 31^.27' 1.24 1.29 1.27 51^.17' 1.20 1.21 1.21 6\52' 1.00 0.98 0.99 TABEL 15, curve D 11. Hond B. gewicht 16.5 kg. Toegediende hoeveelheid : 6.9 cmÂŽ der oplossing. Tijd na Concentratie in bloed Gemiddeld toediening Y / cmÂŽ Y / cmÂŽ 3.23 3.30 3.27 011.13' 3.85 3.80 3.83 Oi'.31' 3.00 3.07 3.04 lli.lO' 2.55 2.53 2.54 211.25' 1.83 1.76 1.80 411.IO' 1.52 1.46 1.49 TABEL 16, curve D III. Hond P, gewicht 12 kg. Toegediende hoeveelheid: 5 cmÂŽ der oplossing. Tijd na Concentratie in bloed Gemiddeld toediening Y / cmÂŽ Y / cmÂŽ 01.05' 2.12 2.24 2.18 01.14' 1.90 1.82 1.86 011.31' 2.15 2.05 2.10 11.0 ' 1.73 1.80 1.77 21.0 ' 1.53 1.48 1.51 31.3O' 1.20 1.17 1.19 51.5O' 0.95 0.95 0.95



??? Wijze van toediening: intramusculair; 10 mg kinineper kg lichaamsgewicht als kininechloride-antipyrine-oplossing met een kininegehalte van 2.4% en een anti-pyrinegehalte van 1.5%. (pH 7.2.). Uitgezonderd E V.(samenstelling volgens Vogelenzang). GRAFIEK E. i.ftiik^o ??.ao3.S0 M- U-V V V 8001.60lÂ?00.60 OAO lO 5 6tabel 17, curve EI.Hond Q, gewicht 11.5 kg. Toegediende hoeveelheid : 4.8 cmÂŽ der oplossing. Tijd natoediening Concentratie in bloed Y / cmÂŽ GemiddeldY / cm3 0''.05' 2.39 2.39 0^.14' 2.83 2.90 2.87 0^.32' 2.50 2.38 2.44 1^.05' 2.26 2.30 2.28 2^.05' 2.75 2.60 2.68 2.44 2.40 2.42 2.40 2.37 2.39 ??i'.lS' 1.97 2.05 2.01



??? Tijd na Concentratie in bloed Gemiddeld toediening Y / cm Y / cm?¤ 01^.05' 2.65 2.48 2.57 Oh.17' 2.70 â€” 2.70 0^.40' 3.45 3.28 3.37 3.28 3.10 3.19 2^.0 ' 2.95 2.80 2.88 3K37' 2.54 2.63 2.59 5M5' 2.07 2.05 2.06 TABEL 19, curve EHLHond P, gewicht 12 kg. 5 cm3 der oplossing. Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cm3 GemiddeldY / cm^ 0'i.06' 2.03 1.97 2.00 0^^.16' 2.05 1.96 2.02 0^.32' 2.26 â€” 2.26 1^.0 ' 2.26 2.13 2.20 21^.10' 2.03 1.99 2.01 3^^.45' 1.58 1.68 1.63 5i'.ll' 1.17 1.15 1.16 61^.41' 1.12 1.03 1.08 TABEL 20, curve E IV.Hond Q, gewicht 12.2 kg. Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cm3 GemiddeldY / cm' 01^.04' 3.62 3.60 3.61 0^.14' 3.08 â€” 3.08 3.09 3.16 3.13 2.69 2.60 2.65 31^.0 ' 1.83 1.72 1.78 41^.35' 1.80 1.73 1.77 6^.0 ' 1.40 1.46 1.43



??? TABEL 21, curve E V.Hond Q, gewicht 11.5 kg. Toegediende hoeveelheid : 4.8 cmÂŽ eener oplossing gemaakt door ver-dunnen met phys. water, van het kinine-antipyrine mengsel volgens Vogelenzang. Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cmÂŽ GemiddeldY / cmÂŽ 0^.05' 4.94 4.88 4.91 01Â?. 13' â€” 4.16 4.16 0'^.26' 4.86 4.75 4.81 1M9' 3.52 3.58 3.55 2t.40' 2.85 2.98 2.92 41^.42' 2.10 2.03 2.07 ?“^.O ' 1.40 1.36 1.38 Wijze van toediening: intramusculair-, 10 mg kinineper kg lichaamsgewicht als oplossing van Solvochinein phys. water, met kininegehalte van 2.4% en een pnvan 7.2. GRAFIEK F. S20 AOO 3SO3.20 8.00I.6Qi.ao ?? lil 11 r 1 '\\l ' m\ / ^ 1 ' \ 1 A, \ y \ \ \ ^ \ \ \ \\ N \ \ \ gt; \ \ \ \ \ N, \ \ ?? T N XI - Ni rr n T?œD.



??? Tijd natoediening ConcentratieY / cm in bloed 3 GemiddeldY / cm^ 4.12 â€” 4.12 O'^.OS' 4.05 3.90 3.98 0^.19' 2.82 2.90 2.86 1^.06' 3.62 3.55 3.58 1.91 1.96 1.94 4'gt;.20' 1.26 1.30 1.28 71^.0 ' 1.25 â€” 1.25 TABEL 23, curve FII.Hond T, gewicht 17 kg. Toegediende hoeveelheid: 7 cmÂŽ der oplossing. Tijd na Concentratie in bloed Gemiddeld toediening Y / cm Y / cm^ 0^.02' 2.85 2.72 2.79 0^.10' 5.06 â€” 5.06 0^.15' 4.48 4.38 4.43 Oi-.SO' 3.23 3.26 3.25 2^.0 ' 1.70 1.76 1.73 5^.30' 1.32 1.24 1.28 6^.30' 0.74 0.78 0.76 TABEL 24, curve F III. Hond Z, gewicht 12 kg. oplossing. Toegediende hoeveelheid: 5 cm^ der Tijd na Concentratie in bloed Gemiddeld toediening Y / cm3 Y / cm^ 0^.06' 2.28 2.33 2.31 01^.17' 1.60 1.67 1.64 01^.30' 1.70 1.68 1.69 O''.48' 1.62 1.65 1.64 1.30 1.34 1.32 3^.26' 0.86 0.86 0.86 5^.0 ' 0.73 0.77 0.75 7^0 ' 0.56 0.50 0.53



??? TABEL 25, curve FIV.Hond F, gewicht 6.5 kg. Toegediende hoeveelheid: 2.7 cmÂŽ der oplossing. Tijd na Concentratie in bloed Gemiddeld toediening Y / cmÂŽ Y / cmÂŽ 01.04' 3.55 3.59 3.57 01.10' 3.65 3.82 3.74 01.19' 3.00 3.16 3.08 21.0 ' 2.20 2.26 2.23 41.35' 1.40 1.49 1.45 61.10' 0.93 â€” 0.93 71.15' 0.56 0.58 0.57 TABEL 26,( curve F V.Hond P, gewicht 12 kg. Toegediende hoeveelheid: 5 cmÂŽ der oplossing, (welke met water verdund was). Tijd natoediening Concentratie in bloedY/cmÂŽ GemiddeldY / cmÂŽ 01.04' 4.80 4.87 4.84 01.15' 3.43 3.41 3.42 01.32' 4.43 â€” 4.43 01.30' 3.70 3.80 3.75 31.0 ' 3.41 3.36 3.39 4^'.10' 2.91 2.86 2.89 51.45' 1.50 1.57 1.54



??? Wijze van toediening: per os', 10 mg kinine per kglichaamsgewicht als kininechlorideoplossing. GRAFIEK G. Concentratie in bloedY / cm' GemiddeldY / cm' 1.00 1.04 1.02 1.33 â€” 1.33 1.31 1.36 1.33 1.07 1.10 1.09 0.76 0.78 0.77 0.74 0.74 0.74 0.69 0.69 0.69 0.5 â€” 0.5 Tijd natoediening O^.OS'(f'.l?'0^.32'l'i.O '11^.48' 4''.25'6^.30'



??? Toegediende hoeveelheid : 183 mg kininechloride. Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cmÂŽ GemiddeldY / cmÂŽ 0^1.15' 2.21 _ 2.21 01.30' 2.73 2.67 2.70 11.0 ' 2.35 2.30 2.33 11.45' 2.03 1.96 2.00 31.15' 1.31 1.28 1.30 51.05' 0.59 0.58 0.59 71.10' lt;0.5 lt; 0.5 TABEL 29, curve GUL Hond Z (gevast), gewicht 12.5 kg. Toegediende hoeveelheid: 150 mg kininechloride. Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cmÂŽ GemiddeldY/cmÂŽ 01.11' 0.65 0.70 0.68 01.19' 0.60 0.60 0.60 01.39' 1.22 1.24 1.23 11.09' 1.42 1.50 1.46 11.59' â€” 1.47 1.47 41.0 ' 0.89 0.81 0.85 51.30' 0.4 â€”. 0,4 71.0 ' minder lt; minder TABEL 30, curve GIV. Hond H (gevast), gewicht 14.5 kg. Toegediende hoeveelheid: 177 mg kininechloride. Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cmÂŽ GemiddeldY / cmÂŽ 01.08' 0.51 _ 0.51 01.18' 0.72 0.68 0.70 01.37' 0.92 0.95 0.93 11.02' 1.00 1.02 1.01 11.53' 1.22

1.16 1.19 41.15' 0.4 â€” 0.40 51.45' minder â€” _ 71.45' rt â€” --



??? Wijze van toediening: per os', 30 mg kinine per kglichaamsgewicht als kininechlorideoplossing. GRAFIEK H. n O ] \ff V I \ - i \ \ E TUD. TABEL 31, curve Hl.Hond B, gewicht 15 kg. Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cmÂŽ GemiddeldY / cmÂŽ 0^.15' 1.76 1.80 1.78 2.31 2.33 2.32 1^.20' 2.56 2.58 2.57 2K0 ' 2.66 2.74 2.70 2.15 2.30 2.23 Si^.O ' 1.92 2.00 1.96 6^.30' 1.80 1.83 1.82 0.96 0.95 0.96



??? TABEL 32, curve H II.Hond Z, gewicht 12.5 kg. Toegediende hoeveelheid: 461 mg kininechloride. Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cms GemiddeldY / cm3 C.IS' 2.45 2.35 2.40 2.10 1.96 2.03 0^.46' 2.42 2.34 2.38 2.46 2.46 2.46 2''.30' 2.18 2.10 2.14 3''.45' â€” 1.50 1.50 6^30' 0.87 0.91 0.89 81^.0 ' 0.63 0.57 0.60 Wijze van toediening: per os', 30 mg kinine per kglichaamsgewicht als Euchinine. GRAFIEK J. 10 TUP.



??? Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cm' GemiddeldY / cm' O'^.IO'0^.27'l^'.O '21^.0 '35^.0 'S'^.O ' gi'.SO' TABEL 34, curve JHond K, gewicht 1Toegediende hoevee 0.40 â€”0.80 0.832.65 2.502.14 2.162.16 2.131.73 1.711.69 1.701.61 1.58 1 II. 3 kg. Iheid : 486 mg Euchinine. 0.400.822.582.152.151.721.701.60 Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cm' GemiddeldY / cm' P.O ' 2^.3{y 51^.50'7h.25' 2.71 2.772.60 2.652.52 2.582.05 2.101.95 1.991.74 1.831.24 1.20 2.742.632.552.081.971.791.22



??? Wijze van toediening: per os] 30 mg kinine per kglichaamsgewicht als kininetannaat. GRAFIEK K. nO O \ / [ ! / [ \ gt;T \ .â€”â€žn ^ / / 1 IZ tlid. 10 TABEL 35, curve KLHond H, gewicht 11.5 kg. Toegediende hoeveelheid: 1.12 g kininetannaat. Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cm^ GemiddeldY / cmÂŽ 0^.13' lt;0.4 lt; 0.4 0^30' 0.50 0.50 0.50 P.05' 1.11 1.15 1.13 2i\0 ' 1.30 1.26 1.28 3'^.0 ' 1.50 1.53 1.52 41^.30' 1.68 1.64 1.66 61^.15' 1.68 1.67 1.68 1.50 1.54 1.52



??? TABEL 36, curve KILHond Z feevast), gewicht 12 kg. Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cm' GemiddeldY / cm' 0^.15' 0.73 0.67 0.70 0^31' 0.70 0.63 0.67 li'.O ' 0.75 0.75 0.75 lh.45' 0.77 0.80 0.79 31^.0 ' 0.85 â€” 0.85 41^.10' 0.90 0.95 0.93 61^.30' 1.14 1.06 1.10 71^.30' 1.02 0.98 1.00 24^. lt;0.4 lt;0.4 TABEL 37, curve KIII.Hond H, gewicht IS kg. Tijd na Concentratie in bloed Gemiddeld toediening Y / cm 3 Y / cm' 0^.11' 0.88 0.81 0.85 0^^.27' 1.78 â€” 1.78 111.05' 2.23 2.26 2.25 1^55' 2.30 2.29 2.30 2^.40' 2.05 2.20 2.12 4\30' 1.64 1.68 1.66 ff'.O ' 1.45 1.35 1.40 0.83 0.77 0.80 TABEL 38, curve KIV. Hond F (gevast), gewicht 6 kg. Toegediende hoeveelheid: 0.59 g kininetannaat Concentratie in bloedY / cm' GemiddeldY / cm' Tijd natoediening 2.521.451.241.200.940.790.62lt;0.4 2.521.401.231.200.950.770.60 2.511.501.251.200.930.800.63lt;0.4 11^.45'2i'.45'31^.30'41^.30'5i'.30'61^.30'8^.0 '9^.0

'



??? Wijze van toediening: per os] iedere 3 uur 10 mgkinine per kg lichaamsgewicht als kininechloride-oplossing. GRAFIEK h. tabel 39, curve li.Hond J, gewicht 11.S kg. Toegediende hoeveelheid : iedere 3 uur 140 mg kininechloride. Concentratie in bloedY / cm3 Tijd natoediening GemiddeldY / cm3 O'3gt;'.0 '3^.25'4''.50'6''.0 '61^.20'6gt;'.50'71^.45'Qh.SO' 0.53 0.570.47 hoeveelheid toegediend1.23 1.171.37 1.381.05 1.10 hoeveelheid toegediend1.74 1.791.87 â€”1.37 1.30 0.550.47 1.201.381.08 1.771.871..34



??? Toegediende hoeveelheid : iedere 3 uur 183 mg kininechloride. Tijd natoediening Concentratie in bloedY / cmÂŽ Gemiddeldy / cmÂŽ 01.45' 0.97 1.02 1.00 11.50' 0.97 0.98 0.98 31.0 ' 0.94 0.96 0.95 31.0' hoeveelheid toegediend 31.40' 1.70 1.64 1.67 51.0' 1.33 1.32 1.33 61.1 ' 0.97 0.90 0.94 61.0' hoeveelheid toegediend 61.55' 1.85 1.85 1.85 81.25' 1.38 1.34 1.36 Uit deze reeks proeven blijkt: 1.nbsp;Hoe hooger de per os toegediende dosis kinine-chloride is geweest, des te hooger is de top van decurve (grafiek G en H), evenwel ligt de top bijeen dosis van 30 mg kinine gemiddeld op 2.58 yper cmÂŽ, bij 10 mg kinine gemiddeld op 1.63 y percmÂŽ. Bij stijging van de dosis met 200% ligt detop dus slechts 58% hooger. Echter is de curve na de groote dosis veel breeder:3 uur na de toediening van 30 mg is de concentra-tie in het bloed gemiddeld 2.14 y per cmÂŽ, 3 uur nade toediening van 10 mg kinine

is de concentratiegemiddeld 1.0 y per cmÂŽ. Na 6 uur zijn deze cijfersrespectievelijk 1.44 en 0.60 y per cmÂŽ. 2.nbsp;Bij toediening per os van kininechloride is reedsna 8 minuten kinine in het bloed aanwezig, de con-centratie stijgt daarna nog slechts betrekkelijkweinig, (grafiek G en H).



??? 3.nbsp;Wordt 30 mg kinine, in 3 gedeelten met tusschen-ruimten van 3 uur per os gegeven, dan wordt tenslotte een lager maximum bereikt dan wanneer degeheele dosis in eens is toegediend. Ook wordt,wanneer de kinine in refracta dosi is toegediend,niet gedurende langere tijd een hooge concentratiein het bloed behouden. Voor zoover de duur vande proeven het toelaat conclusies te trekken,schijnt de daling na de derde dosis even snel plaatste vinden als na de groote dosis ineens (grafiekLenH). 4.nbsp;Bij toediening per os van Euchinine is de opnameslechts iets langzamer dan na toediening van hetkininechloride (grafiek J en H); bij toedieningvan het tannaat is de snelheid der opname in dehelft der proeven veel langzamer (grafiek K). NaEuchinine ligt de top even hoog als na het chlo-ride; bij het kininetannaat ligt de maximale con-centratie in de h?Šlft der proeven even hoog,

in deh?Šlft aanmerkelijk lager. Bij beide onoplosbareverbindingen daalt de curve langzamer dan na hetkininechloride. 5.nbsp;Bij vergelijking der toedieningen van kinine-chloride per os en intramusculair (grafiek B enG) zien wij, dat na intramusculaire toedieningde top eerder wordt bereikt (reeds na enkele mi-nuten) en de concentratie langer hoog blijft. Te-vens geeft intramusculaire inspuiting de hoogsteconcentratie, met uitzondering van een der proe-ven per os (curve G II).



??? 6.nbsp;Bij de intramusculaire inspuiting gaf de toevoe-ging van urethaan gemiddeld geen verschil t.o.v.de kininechloride-oplossing (grafiek B en C). 7.nbsp;Toevoeging van antipyrine in een verhouding van2 kininechloride op 1 antipyrine, gaf na intramus-culaire inspuiting in twee proeven geen duidelijkverschil met de kininechloride-oplossing. In ?Š?Šnproef gaf het kinine-antipyrine mengsel een veelhoogere concentratie in het bloed (grafiek B en D). 8.nbsp;Wordt van het mengsel kininechloride-antipyrine(2 : 1) de pH op 7.2 gebracht, dan ligt de top dercurven duidelijk hooger en blijven de concentratiesook langer op dit niveau, dan wanneer de pH vande ingespoten oplossing 6.8 bedraagt (grafiek EIâ€”IV en D). 9.nbsp;Nog veel hooger ligt de top wanneer de intramus-culair ingespoten oplossing van kinine-antipyrinebij eenzelfde pn een V/3 maal zoo hoog gehalteaan antipyrine bezit (curve E V).

Evenwel daaltde curve in dit geval sneller. 10.nbsp;Dit laatste geval (curve E V) komt geheel over-een met de hooge uitkomsten der concentratie naintramusculaire inspuiting van Solvochine (gra-fiek F). Dit preparaat geeft de hoogste concentra-ties, welke bij een toediening van 10 mg kinineper kg lichaamsgewicht zijn bereikt, evenals de zelfbereide oplossing van gelijke samenstelling. 11.nbsp;Vergelijken wij de intraveneuze inspuiting metde intramusculaire inspuiting van ons optimaal



??? kinine-antipyrine mengsel (grafiek A en F), danblijkt, dat in beide proef reeksen een uitzonderingbestaat. Bij de intraveneuze inspuiting ligt dezeuitbijter hooger dan de rest, bij de intramusculaireinspuiting ligt deze uitbijter (F III) lager. Latenwij deze uitzonderingen even buiten beschouwing,dan blijkt dat na intraveneuze injectie de waar-genomen maximale concentratie lager ligt dan naintramusculaire injectie van het mengsel. Dit be-teekent natuurlijk, dat de intraveneus ingespotenkinine met zeer groote snelheid uit het bloed ver-wijderd is. De curve na intraveneuze injectie daaltongeveer even snel als die na intramusculaire in-spuiting van kininechloride-antipyrine 3 : 2 ensneller dan na intramusculaire injectie van het2 : 1-mengsel. 12. Wanneer de curven, verkregen in de belangrijksteproefreeksen worden gemiddeld, krijgt men eenvolgend overzicht der concentraties:



??? 0quot;.06' OM 5' 0^30' r.0 2\0 3\0 5\0 Intraveneus kininechloride (10 mg) 2.73 2.50 2.84 2.38 1.86 1.53 1.04 Intramusculair kininechloride (10 mg) 2.22 2.05 2.19 1.89 1.67 1.63 1.38 Intramusculair kininechloride- urethaan 2 : 1 (10 mg) 1.97 2.42 2.29 2.27 1.82 1.63 1.26 Intramusculair kininechloride- antipyrine 2 : 1 (Ph6.8) (10 mg) 2.44 2.53 2.35 2.08 1.70 1.45 1.23 Intramusculair kininechloride- antipyrine 2: 1 (Ph7.2) (10 mg) 2.62 2.64 2.99 2.65 2.46 2.21 1.85 Intramusculair kininechloride- antipyrine 3 : 2 2.43 2.08 (Ph7.2) (10 mg) 3.87 3.42 3.37 3.12 1.48 Per os kininechloride (10 mg) â€” 1.20 1.47 1.47 2.49 1.03 0.55 Per os kininechloride (30 mg) â€” 2.08 2.19 2.43 1.31 2.14 1.60 Per os kininetannaat (30 mg) â€” 0.63 0.99 1.34 1.64 1.45 1.33 Per os Euchinine 1.81 (30 mg) 0.40 0.58 0.90 2.66 2.37 2.22



??? HOOFDSTUK IV. DE VERDEELING VAN DE KININETUSSCHEN DE BLOEDLICHAAMPJES ENHET PLASMA. De in hoofdstuk I genoemde onderzoekers hebbenzich bijna allen met het vraagstuk der verdeeling vanhet alkalo??de tusschen de bloedlichaampjes en het bloed-plasma bezig gehouden. Toch bestaat over dit punt noggeen eenheid van opvatting. De vraag n.1. of de concen-tratie van de kinine in de bloedcellen hooger of lageris dan in het omringende plasma, kan uit de genoemdeonderzoekingen niet met zekerheid worden beant-woord. Meyer en Gottlieb schrijven hierover in hunbekend boek â€žExperimentelle Pharmakologiequot; 1936:â€žUeber die Frage, ob sich das Chinin im Blute selbstst?¤rker in den Erythrocyten anreichert als im Plasma,besteht noch keine Einhelligkeitquot;. Dat nog geen beslissend antwoord op dit probleemkan gegeven worden is naar onze

meening o.a. tewijten aan het niet scherp gescheiden houden van deresultaten bij de proeven in vitro en die in vivo ver-kregen. Bij de proeven in vitro kiest men de concen-tratie van het alkalo??de zoodanig, dat de bepalings-methode hiervoor voldoende gevoelig is. Het verschilmet de concentratie waarmede men in vivo te makenheeft, wordt dan gemakkelijk uit het oog verloren.Ook het feit dat in vitro â€” al worden de proeven ge-daan met totaal bloed â€” de omstandigheden toch nog



??? anders zijn dan in vivo is van belang. Immers is er invitro geen contact meer van het bloed met de weefsel-cellen. Thans volgt een kort overzicht van de proeven,welke door de verschillende onderzoekers over dezeverdeeling verricht zijn. In dit overzicht is vooral deaandacht geschonken aan de alkalo??de-concentratieswaarmede te werk werd gegaan bij de proeven in vitro.GiEmsa en Schaumann vinden, na toediening per osvan een groote dosis kinine aan honden, een dag laterslechts zeer kleine hoeveelheden in het bloed terug enwel in het serum, maar bijna niet in de cellen. HarTmann en Zila vermelden ook ?Š?Šn proef waar-bij zij de verdeeling in vivo hebben nagegaan. Zijdeelen enkel het resultaat mede en wel een concentratiein het plasma van 8.3 y per cmÂŽ en in de bloed-lichaampjes van 5 Y per cmÂŽ. In een 1918 verschenen publicatie geeft Morgen-roTH een hypothese over de werking

der kina-alkalo??-den bij de malaria-therapie (zie inleiding). Hij grondtdeze hypothese op de feiten welke hij met zijn biologi-sche methoden vindt, n.1. dat de erythrocyten in vitroin staat zijn deze alkalo??den op te hoopen. Wij kunnenzijn proeven wat de concentraties betreft in drie groe-pen verdeelen t.w. met een alkalo??de-concentratie van1 : 500, 1 : 10.000 en 1 : 100.000. Deze proeven heb-ben het volgende verloop gehad: Bij een optochineoplossing van de concentratie1 : 500 werden bloedlichaampjes van een geit gevoegd.



??? zoodat een 5% suspensie ontstond. Na centrifugeerenbleek de cellenbrij een duidelijke anaesthetische wer-king op de konijnencornea te hebben, terwijl de boven-staande vloeistof deze werking bijna geheel miste.Ook kinine gaf een dergelijk resultaat. Bij zijn proe-ven met kleinere concentraties moet hij een anderemethode toepassen. In dit geval wordt de groeirem-mende werking van het alkalo??de op een pneumo-coccen- of een streptococcencultuur bepaald. Hij neemtgedefibrineerd geitenbloed en geitenserum, waaraangelijke hoeveelheden optochine worden toegevoegd.Het bloed wordt gecentrifugeerd en de werking vande bovenstaande vloeistof nu vergeleken met die vanhet serum. Voor een beginconcentratie van 1 : 10.000vindt hij op deze manier dat de cellen 4 maal zooveelzouden bevatten als het serum, terwijl betreffende deconcentratie 1 : 100.000 â€” dit is de

concentratie welkein vivo optreedt â€” het volgende wordt gezegd: -----dass aus der Optochinverd??nnung 1 : 100.000 in Vollblut eine Optochinmenge zu Verlust gegangenist, die sich um 50% der urspr??nglich vorhandenenMenge bewegt. Die Versuchsanordnung entscheidetnicht ob es in Wirklichkeit z.B. 75% oder etwa 25%sind.quot; Indien wij op onze resultaten vooruit loopen, kunnenwij ook reeds bij deze proeven, waaraan in de litera-tuur zeer veel aandacht is geschonken, een verschui-ven der kinineverdeeling ten gunste van het plasmazien bij afnemende alkalo??deconcentratie. Schilling en Boecker voegen bij een suspensie



??? van 0.2 cmÂŽ geitenbloedlichaampjes in 2.8 cmÂŽ physio-logische keukenzoutoplossing (Â? 7% erythrocyten!)0.1 mg optochinechloride en vinden dan in de cellen eenconcentratie die 30 maal hooger is dan in de omge-vende vloeistof. Deze waarde wordt gevonden door debepaling der concentratie met het kaliumkwikjodide-reagens in de heldere oplossing, welke overblijft naafcentrifugeeren der cellen. In dit milieu, waarin zichtoch ook nog eiwitten bevinden die de reactie storen,zal deze bepaling niet bijzonder nauwkeurig zijn.Echter vermelden Schilling en Boecker dat wanneergeen optochine is toegevoegd, de oplossing ook geentroebeling geeft met het reagens. Verder moeten wijde aandacht vestigen op de zeer kleine erythrocyten-concentratie van 7%, welke zij â€” evenals MorgEN-roTh in enkele proeven â€” gebruikt hebben. Een kleinefout in de bepaling der concentratie van de

omgevendevloeistof zal bij berekening der concentratieverhou-dingen van cellen en vloeistof een aanmerkelijke ver-andering opleveren. Opmerkelijk is ook hun waarneming dat de bloed-lichaampjes van â€žkinineresistentequot; malaria pati??nten,d.w.z. van pati??nten bij welke kinine niet werkzaamis, de eigenschap der ophooping missen. De onderzoekers die volgens de meer nauwkeurigemethode van RamsdEn het kininegehalte in het bloedbepaald hebben, vinden over het algemeen weer eenhoogere kinineconcentratie in het serum. Allereerstnoemen wij het onderzoek van RamsdEn-Lipkin,waarbij bijv. een cavia 500 mg kinine intraperitoneaal



??? geinjicieerd wordt. 45 Minuten na deze injectie vindenzij in 100 cmÂŽ serum 5.1 mg en in 100 cmÂŽ cellen 1.5 mgkinine. Hun, uit enkele proeven getrokken, conclusieis, dat zich in het serum 3 maal zooveel alkalo??de be-vindt als in de bloedlichaampjes.Acton en King gaan dit in vitro na. Zij voegen bij17 cmÂŽ gedefibrineerd schapenbloed, dat 50% cellenbevat, 0.1 mg kinine. Na extractie vinden zij hiervanslechts 0.076 mg terug. Dit is over de cellen en hetserum in een verhouding van 46 : 54 verdeeld. In an-dere proeven vinden zij voor dit quoti??nt 45 : 52 en53 : 47. Hieruit wordt dan tot een gelijke verdeelingvan de kinine tusschen cellen en serum besloten.Gibbs vindt na intraveneuze injectie van 25 mg kinine-chloride bij een konijn een hoogere concentratie in hetserum. Zijn proeven in vitro over de verdeeling doenhem besluiten tot een gelijke concentratie in de cellenen in het

plasma. Toch zien wij bij nadere beschouwingvan zijn uitkomsten ook hier een hoogere concentratiein het serum optreden. Gibbs zelf wijt dit aan de groo-tere extractiemoeilijkheid bij de concentratiebepaHngin de cellen, waardoor de gehalten lager uitvallen. Retzlaff vindt bij zijn proeven in vivo, door hetverschil in werking van kininevrij en kininehoudendserum en tevens van het kininevrij en kininehoudendtotale bloed op een Paramaecium caudatum-cultuur,een 4 maal hoogere concentratie in het totale bloed danin het serum. ScHNAB?‹L voegt bij 0.9 cmÂŽ gedefibrineerd konij-nenbloed 0.1 cmÂŽ eener 1% oplossing van kininechlo-



??? ride. Verschillende aldus gemaakte oplossingen wor-den op 37Â° verwarmd en na bepaalde tijden gecentri-fugeerd ; het kininegehalte in het serum wordt bepaalddoor de invloed op het reduceerend vermogen van pneu-mococcen op methyleenblauw na te gaan. In plaats vande verwachte 1 : 1000 concentratie vindt hij een lagereconcentratie in het serum. Deze neemt echter van 1 :2500 tot 1 : 1500 in de loop van een uur toe, terwijlzij hierna 1 : 1500 blijft. Dit wijst erop, dat de erythro-cyten de eigenschap zouden hebben het alkalo??de in hetbegin op te hoopen en daarna weer af te geven. HaIvBUrkann gaat de kinineverdeeling op gewichts-analytische manier na. Hierbij wordt de hoeveelheidkinine in het serum bepaald en het verschil met de toe-gevoegde hoeveelheid alkalo??de komt dan op rekeningder erythrocyten. Dit laatste is een hoeveelheid welkevarieert van 35 tot 54.5% van de toegevoegde

kinine. Akashi, die in aansluiting op Halberkann ook ge-wichtsanalytisch te werk is gegaan, heeft 0.2 g kininebij 100 cmÂŽ eener suspensie van paardenbloedcellen inkeukenzoutoplossing gevoegd. Als verhouding der al-kalo??deconcentratie in de cellen en in de vloeistof vindthij 5.3 : 1. Vervolgens heeft hij bepalingen gedaan inhet bloed van 4 konijnen die ongeveer 0.2 g kinine toe-gediend kregen. De volgende verhoudingen wordengevonden voor de concentraties in de cellen en in hetserum: 17 : 66 en 51 : 51 in 2 proeven, terwijl in de2 andere gevallen deze verhouding opgegeven wordtvoor het totale bloed en serum n.1. 10 : 26 en 80 : 72. Uit deze quoti??nten wordt de conclusie getrokken



??? dat in dierproeven de verhouding der concentraties nietconstant is en dat de concentratie in het serum zelfs ( !)grooter kan zijn dan in de erythrocyten. Rona en Bloch voegen bij een suspensie van bloed-lichaampjes in 15 cmÂŽ physiologisch water 4 mg kinine.Met een haematokrietwaarde van 24 vinden zij aldusdat 67.1% van de kinine gebonden wordt. Als gemid-delde vinden zij bij deze bepalingen een 4.2 maal groo-tere concentratie in de cellen. Ook in vivo hebben zijeen dergelijke verhouding gevonden voor de verdee-ling van de kinine in het kattenbloed. De waardenschommelen hierbij echter sterker dan in vitro. Zelfszijn er gevallen bij waarin de alkalo??deconcentratiein het serum grooter is. Hatch??R en Weiss voegen bij 90 cmÂŽ kattenbloed,dat met 10 cmÂŽ 10% natriumcitraatoplossing onstol-baar wordt gemaakt, 126 mg kininechloride, opgelostin 5 cmÂŽ physiologische

keukenzoutoplossing. Na 1 nurverdunnen zij dit mengsel met 105 cmÂŽ physiologischwater en centrifugeeren het. Hierna wordt de concen-tratie in de verkregen 55 cmÂŽ cellen en in de 155 cmÂŽverdund plasma bepaald, waarbij dan voor de celleneen concentratie 1 : 1392 en voor het verdunde plasma1 : 2952 gevonden wordt. Pantschenkow en Kirstn??r geven aan dat voormenschenbloed de kinineconcentratie in de erythrocy-ten 3 maal hooger is dan in het plasma. Dit concludee-ren zij uit waarnemingen welke zij als volgt samen-vatten: â€žW?¤hrend sich der Chiningehalt im Gesamt-blut nur wenig von der Chininkonzentration in den



??? roten Blutk??rperchen unterscheidet, ist dieselbe imPlasma etwa 3 mal geringer.quot; En inderdaad vermeldenzij in de tabel, welke 4 waarnemingen omvat, devolgende waarden: kinineconcentratie in het bloed1 : 100.000, kinineconcentratie in de erythrocyten 1 :100.000, kinineconcentratie in het plasma 1 : 300.000. Hoe dit mogelijk kan zijn, is niet te begrijpen. Fabre en BinET deelen in hun publicatie mede dateenige tijd na de toediening van kinine in het plasmageen alkalo??de meer gevonden wordt, terwijl de ery-throcyten er nog sterk mede beladen zijn. Zij dieneneen hond 0.8 g (!) kininechloride â€” in oplossing ge-bracht door toevoegen van urethaan â€” intraveneustoe en bepalen de concentraties 1, 48 en 96 uur na deinspuiting. Zij verkrijgen de volgende resultaten:in de cellen op de respectievelijke tijden 1 : 10.000, 1 : 40.000, 1 : 500.000in het plasma op de respectievelijke tijden 1 : 25.000, 1 :

500.000, lt; 1 : 500.000. Opmerkelijk is in dit verband de waarneming vandl MaTTEi, die in vitro aantoont dat urethaan invloedop de verdeeling van kinine in runderbloed heeft. Detoevoeging van urethaan zou de concentratie in decellen vergrooten. Inderdaad blijkt uit deze resultaten, dat er geenuniformiteit van opvatting heerscht betreffende deverdeeling van de kinine in het bloed. Zelfs bij afzon-derlijke beschouwing der uitkomsten van de proevenin vivo zien wij de meeningen in beide richtingen ver-



??? deeld; er zijn evenveel voor- als tegenstanders der op-hooping van de kinine in de roode bloedlichaampjes. Het vraagstuk van de verdeeling van de kinine tus-schen de bloedcellen en het plasma is ook door onsnader bestudeerd. Om te beginnen hebben wij bij de verschillende dier-proeven in het vorige hoofdstuk beschreven, naast debloedbepalingen ook enkele plasmabepalingen verricht.Bij het afnemen van het bloed vingen wij op verschil-lende tijden, bij de diverse proefdieren grootere hoe-veelheden (Â? 30 cmÂŽ) bloed op. Een gedeelte hiervanwerd gebruikt voor de betreffende concentratiebepa-lingen in het totale bloed, de rest ervan werd gecentri-fugeerd. Na ongeveer 20 minuten centrifugeeren, werder 2 maal 5 cmÂŽ helder plasma van afgepipetteerd. Indit plasma werd dan op dezelfde manier als in hetbloed het kininegehalte bepaald. De volgende tabel geeft een

overzicht over de aldusverkregen waarden: TABEL 42. -O Concentratie Concentratie Tijd iiatoediening ??O Toedieningswij ze in bloed, in plasma, K Yper cmÂŽ Y per cmÂŽ z 10 mg/kg per os 1.46 1.61 i^. (y K 30 mg/kg per os 1.79 2.05 7quot;. 25' B 30 mg/kg per os 1.82 2.04 30' T 10 mg/kg intrav. 2.12 2.33 0'^. 12' J 10 mg/kg intrav. 2.32 2.35 O'*. 41' B 10 mg/kg intramusc. 0^. 19' (Solvochine) 2.86 3.25 B 10 mg/kg intramusc. 2quot;^. 46' (kinine-urethaan) 1.38 2.03



??? In enkele gevallen werden ook de haematokriet-waarden van het bloed bepaald.Met deze waarde,die het volumeprocent der cellen aangeeft, kan de con-centratie in de lichaampjes berekend worden, door toe-passing van de volgende vergelijking. Concentr. bloed = (concentr. plasma X vol. % plasma concentr. cellen X vol. % cellen) : 100.Voor proef 2, waar als haematokrietwaarde 31 werdgevonden, geeft deze vergelijking de volgende waardevoor de concentratie in de cellen: 1.79 = 2.05 x 0.69 X x 0.31waaruit volgt, dat X = 1.21 en de concentratie in hetplasma 1.7 maal zoo groot is als de concentratie in decellen. Voor proef 6 vinden wij voor deze verhouding 1.5 : 1. Uit deze bepalingen bUjkt dat â€” zonder uitzonde-ring â€” de concentratie in het plasma hooger is dan diein de cellen. De verschillen zijn meerendeels grooterdan 10%. Zij vallen dus zeker buiten de bepalingsfout. Proeven in vitro

moesten ons nu over dit verschijn-sel iets meer leeren. Allereerst werd nagegaan of deverdeeling ook afhankeUjk was van den tijd, gedurendewelke de kinine in het bloed opgelost was. Bij 200 cmÂŽ met 600 mg natriumcitraat onstolbaargemaakt bloed, werd 0.5 cmÂŽ eener kininesulfaatoplos-sing gevoegd met een kininegehalte van 0.8 mg per 1) De haematokriet werd ons ter beschikking gesteld door ProfessorRinger, waarvoor wij hem onzen dank betuigen.



??? cmÂŽ. Dit mengsel werd goed geschud en op 37Â° gehou-den. Na verschillende tijden werd een gedeelte hiervangecentrifugeerd. Van het heldere plasma bepaaldenwij vervolgens het alkalo??degehalte. Het centrifugee-ren duurde telkens 15 minuten. Ook werd de concentra-tie in het totale bloed bepaald. TABEL 43. Tijd na toevoegingvan kinine Concentratie in plasma^Y per cm' Qii. 0' 2.39 ??^. 7' 2.28 Oh. 19' 2.44 Qii. 39' 2.43 Oii. 57' 2.33 P. 16' 2.29 Hieruit blijkt dus, dat de concentratie in het plasmain de loop van een uur niet verandert. Ook is dezehooger dan de concentratie in het bloed, waarvoor wijeen gemiddelde waarde vonden van 1.92 y per cmÂŽ. Om de afhankelijkheid der verdeeling van de oor-spronkelijke kinineconcentratie na te gaan hebbenwij enkele proeven als volgt verricht: Een hoeveelheid bloed werd met natriumcitraat, datin zoo weinig mogelijk water opgelost

was, onstolbaargemaakt. De hoeveelheid natriumcitraat bedroeg 0.3%van het gewicht aan bloed. Vervolgens werd een op-lossing van kininesulfaat toegevoegd, van zoodanigesterkte dat per 100 cmÂŽ bloed hoogstens 1 cmÂŽ noodigwas om de bij de proef gewenschte concentratie



??? te krijgen. Na goed mengen werd van dit bloed â€” datwij het totale bloed noemen â€” het volgende bepaald: a)nbsp;de kinineconcentratie en de haematokrietwaarde; b)nbsp;de kinineconcentratie in het plasma, dat verkregenwerd door centrifugeeren van het totale bloed; c)nbsp;de kinineconcentratie en de haematokrietwaardevan het cellenrijk bloed, dat verkregen werd doorhet plasma na het centrifugeeren zooveel mogelijkaf te schenken en de overgebleven cellenbrij goedop te roeren. Uit de gegevens dezer bepalingen kon nu, op dezelfdemanier als dit in het voorbeeld bij de proeven in vivouitgewerkt is, de alkalo??deconcentratie in de cellen be-rekend worden. Hierbij verkregen wij dan bij ?Š?Šnproef 2 waarden voor deze concentratie n.1. een waar-de uit de plasmaconcentratie en de concentratie in hettotale bloed; een tweede waarde uit de plasmaconcen-tratie en de concentratie in het

cellenrijke bloed. Deovereenstemming dezer beide berekende waarden waseen controle op de nauwkeurigheid van onze werkwijze.Het is onnoodig te zeggen dat alle bepalingen in duplogebeurden; de opgegeven waarden zijn de gemiddel-den uit deze bepalingen. (Tabel 44) De bepalingen der hooge concentraties (boven 200 yper cmÂŽ) geschiedden door de 5 cmÂŽ bloed of plasmana het homogeen maken met de natronloog tot 500 cmÂŽmet water aan te vullen. Van deze verdunning werddan 5 cmÂŽ ter extractie afgepipetteerd.
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??? De conclusie, welke wij uit tabel 44 trekken is datbij ?Š?Šn bloedmonster de verhouding van de concentra-ties in het plasma en in de roode bloedlichaampjes af-hankelijk is van de concentratie der kinine in het totalebloed. Bij de concentraties welke in vivo kunnen optreden isdeze verhouding grooter dan 1, m.a.w. de kininecon-centratie in het plasma is hooger dan die in de cellen. Bij hoogere concentraties, zooals 200 y per cm^ isde verhouding daarentegen kleiner dan 1. Duidelijk komt dit in proef F. en G. tot uiting, waaraan eenz?¨lfde bloedmonster zoowel groote als kleinehoeveelheden kinine zijn toegevoegd. In tabel 45 hebben wij de resultaten der proeven invitro volgens de kinineconcentratie in het totale bloedgerangschikt. TABEL 45. Concentr. inbloed, y per cmÂŽ Concentr. inplasma,Yper cmÂŽ Berekende conin cellen, y pei 0.97 1.47 0.09 1.35 2.05 0.58 1.65 2.15 0.95 1.90 2.00 1.81 1.92 2.36

1.25 2.64 3.16 1.91 2.92 3.14 2.48 7.20 7.33 7.04 11.60 12.66 10.07 18.0 21.9 10.00 190 139 240 190 160 232 276 198 372 554 428 717 Concentratiein plasma Concentratiein bloedlich. 16 3.52.31.11.9 1.61.31.11.22.20.580.690.530.60



??? Men kan in de laatste kolom, ook reeds bij de con-centraties beneden 20 y per cmÂŽ, waarbij het plasmawel een grootere kinineconcentratie heeft, een kleinerworden der verhouding van de concentratie in hetplasma en de cellen zien optreden bij toenemendekinineconcentratie. De waarde welke wij voor dezeverhouding vinden, zal â€” juist bij de kleine concen-traties â€” sterk be??nvloed worden door de gevoeligheidder bepalingsmethode. De fouten bij de concentratie-bepalingen en de bepaling der haematokrietwaardenzullen bij de berekening der concentraties in de cellenjuist in deze gevallen groote afwijkingen geven. Ookzullen de andere factoren waarvan het quoti??nt af-hangt een groot gewicht in de schaal leggen. Met dezefactoren, zooals het toevoegen van natriumcitraat, hetCO2- en Oa-gehalte van het bloed, zal bij verder onder-zoek ook rekening moeten gehouden

worden. Om de invloed van aethylurethaan op de verdeelingvan de kinine, zooals di Matti??i deze geconstateerdhad, na te gaan hebben wij de volgende proef gedaan:Bij 3 bloedporties van 40 cmÂŽ â€” met 0.3% natrium-citraat onstolbaar gemaakt â€” werd 1 cmÂŽ eener oplos-sing gevoegd die respectievelijk als volgt was samen-gesteld : a.nbsp;kininesulfaat opgelost in physiologisch water, metals kinineconcentratie 80 y per cmÂŽ. b.nbsp;eenzelfde oplossing als onder a. genoemd, waarbij40 y per cmÂŽ aethylurethaan was gevoegd (dit is deverhouding van kinine tot urethaan die in de genees-



??? kunde gebruikt wordt). c. eenzelfde kinineoplossing als onder a. genoemd,waarbij 400 y per cmÂŽ aethylurethaan was gevoegd(dit is de verhouding zooals di Matte;i die gebruik-te). Na een half uur werden de bepalingen weer op dehierboven beschreven manier uitgevoerd, d.w.z. van elkmonster dus totaal bloedbepalingen, plasmabepalingen,bepalingen van bloed met verhoogd aantal bloed-lichaampjes en de verschillende haematokrietwaarden. TABEL 46. O lt;Lgt; iigK c c Â° O O O s Â§ cS O O â€” C . , -O OJ ^ (uâ– 2 c S On quot;quot; â€”gt; C g rtâ€?O ?? ?‹ S S S Â§ ??-E oS.s , c i V H-v quot; s.s tM a O, c3.s O OJ C OO rlt; O-S a. 37 68 1.96 1.31 2.72 0.67 0.65 4.1 b. 37 78 1.91 1.19 2.59 0.75 0.79 3.4 c. 37 80 1.92 1.05 2.69 0.62 0.64 4.3 Uit deze tabel blijkt dat het urethaan geen invloedheeft gehad op de verdeeling van de kinine tusschenplasma en cellen. De onderlinge verschillen welke

bijde plasmabepalingen zijn gevonden, liggen binnen deproef fout.



??? HOOFDSTUK V. DE OPNAME VAN KININE DOOR DELONGEN. Reeds geruimen tijd worden kininepreparaten alsspecifiek middel tegen de door pneumococcen veroor-zaakte longontsteking toegepast. De in dit verband verrichte onderzoekingen vanCahn-Bronner en BoeckER en ook de bepalingen vanAkashi wijzen op een sterke ophooping van de kininein de longen. Boecker vond, dat de concentratie vande kinine in dit orgaan tot 7 X grooter was dan inde lever. Akashi kon bij konijnen een concentratie inde longen vast stellen, die 2â€”100 X sterker was dandie in het bloed. Er bestaat een uitgesproken voorkeur der artsenvoor de toediening der kininepreparaten door inspui-ting; verscheidene schrijvers vermelden zelfs dat toe-diening door de mond bij longontsteking de goedeuitwerking mist. Dat bij de therapie vooral vanSolvochine gebruik wordt gemaakt zou wellicht geheelaan

de reclame voor dit specialit?Š kunnen worden toe-geschreven. Het is echter ook mogelijk dat inderdaadSolvochine gunstiger werkt dan andere kinineoplos-singen. De voorkeur voor de intramusculaire inspuiting derkininepreparaten kan misschien verklaard worden uitde uitkomsten van de proeven, die in hoofdstuk iiibeschreven zijn. Daar toch bleek dat na inspuiting in



??? de spieren â€” in het bijzonder van Solvochine â€” deconcentratie van kinine in het bloed een belangrijkhoogere top bereikt dan bij toediening door de mond.In hoofdstuk IV bleek echter dat bij stijging van deconcentratie van de kinine in het plasma, deze in debloedlichaampjes veel minder toeneemt. Dit laatstewas voor ons een waarschuwing dat niet zonder naderonderzoek de conclusie mag getrokken worden, dat eenhoogere kinineconcentratie in het bloed ook tot eensterkere ophooping van kinine in de longen voert. Wij hebben nu proeven verricht, welke een oplos-sing zouden kunnen geven voor de genoemde proble-men. Het bleek niet mogelijk om op een eenvoudigewijze de kinineconcentratie in het longweefsel te be-palen. Wij hebben daarom een andere weg gevolgd enwel de opgenomen kinine berekend uit de hoeveelheidkinine, welke bij de doorstrooming van een ge??soleerdlongpreparaat

uit het bloed verdwijnt. Deze berekeningis alleen dan toelaatbaar wanneer de long tijdens deproef de kinine niet omzet. Blijkens de cijfers van dehierna te beschrijven proeven is dit ook niet, of inuiterst geringe mate het geval geweest. Wij maakten gebruik van de opstelling volgensBrodi??, zooals Magnus en Sorgdrager deze uitvoerigbeschreven hebben. Voor de proeven hebben wij delongen van katten gekozen daar deze resistenter zijndan die van bijv. honden. Het verloop der proef was als volgt:De kat werd in aethernarcose verbloed, canules inhet linker atrium en in de arteria pulmonalis gebracht



??? en vervolgens de longen met physiologisch water door-stroomd tot dit geheel kleurloos bleef. De longen en eengedeelte van het hart werden dan uit de borstkas geno-men en in een glazen cylinder gebracht. Gedurende degeheele bewerking ademden de longen kunstmatig. Na aansluiting aan het toestel van Brodie werdhierin een bepaalde hoeveelheid gedefibrineerd katten-bloed geschonken. De longen werden nu eenigen tijddoorstroomd met het verdunde bloed, d.w.z. het meng-sel van het toegevoegde bloed en de physiologischekeukenzoutoplossing welke in de longen en in hettoestel aanwezig was. Het volume van dit verdundebloed werd berekend uit het volume van het toegevoeg-de bloed en de verhouding der haemoglobinegehaltenvan het oorspronkelijke bloed en het verdunde bloed.De haemoglobinegehalten werden vergeleken â€” na om-zetting in haematine â€” in de

colorimeter van Klett. Nadat ongeveer 10 minuten doorstroomd was, werdde gewenschte hoeveelheid kininesulfaat, opgelost inphysiologisch water, toegevoegd. Na bepaalde tijdenwerden bloedmonsters genomen en de kinineconcentra-tie hierin bepaald. Tegen het einde van de proef, welkeongeveer anderhalf uur duurde, begon een weinigvloeistof (Â? 10 cmÂŽ) uit de longen te lekken. Hetkininegehalte hiervan was echter ten naasten bij gelijkaan de eindconcentratie van de kinine in het bloed. De beginconcentratie van de kinine in het verdundebloed is bekend daar wij het volume van het verdundebloed bepalen en een bekende hoeveelheid kinine toe-voegen.



??? Proef I. Gewicht kat 3.2 kg. Toegevoegd volume bloed 50 cmÂŽ. Berekend volume verdund bloed 115 cmÂŽ.Toegevoegd 5 cmÂŽ kininesulfaatoplossing, bevattende 800 ykinine. Beginconcentratie verdund bloed 6.7 y per cmÂŽ. Tijd van afneming:nbsp;5'nbsp;30'nbsp;45' Concentratie y per cmÂŽ:nbsp;1.18 0.81 In de longen is dan een hoeveelheid kinine aanwezig gelijk aan : 800 â€” 120 X 0.76 = 709y . Berekend per g long geeft dit 24.6 y. (het gewicht der longenwordt op 9 g per kg lichaamsgewicht geschat). Proef II. Gewicht kat 3.2 kg. Toegevoegd volume bloed 80 cmÂŽ. Berekend volume verdund bloed 140 cm^.Toegevoegd 5 cmÂŽ kininesulfaatoplossing, bevattende 800 ykinine. Beginconcentratie verdund bloed 5.5 y per cmÂŽ.Tijd van afneming:nbsp;5' 45' 60' 75' Concentratie y per cmÂŽ: 1.94 1.01 0.97 0.89In de longen aanwezige hoeveelheid kinine: 800 â€” 145 X0.89 = 671 y . Per gram

long geeft dit: 23.3 y.Proef III. Gewicht kat 3.3 kg. Toegevoegd volume bloed 75 cmquot;. Berekend volume verdund bloed 93 cmquot;.Toegevoegd 10 cmÂŽ kininesulfaatoplossing, bevattende 1600 ykinine. Beginconcentratie verdund bloed 15.5 y per cmquot;.Tijd van afneming:nbsp;30'nbsp;45'nbsp;60' Concentratie y per cmÂŽ:nbsp;3.14 2.54 2.50 In de longen aanwezige hoeveelheid kinine: 1600 â€” 103 X2.50 = 1342 Y- Per gram long geeft dit: 45.2y .Proef IV. Gewicht kat 3.2 kg. Toegevoegd volume bloed 80 cmÂŽ. Berekend volume verdund bloed 160 cmquot;.Toegevoegd 10 cmquot; kininesulfaatoplossing, bevattende 1600 ykinine.



??? Beginconcentratie verdund bloed 9.4 y per cm^.Tijd van afneming:nbsp;45'nbsp;60'nbsp;75' Concentratie Y per cm^:nbsp;2.11 1.89 1.76 In de longen aanwezige hoeveelheid kinine: 1600 â€” 170 X1.76 = 1301 Y- Per gram long geeft dit: 45.2y â€?Proef V. Gewicht kat 3.3 kg. Toegevoegd volume bloed 80 cm^. Berekend volume verdund bloed 160 cm^.Toegevoegd 10 cm^ kininesulfaatoplossing, bevattende 1600 ykinine. Beginconcentratie verdund bloed 9.4 y per cm^.Tijd van afneming:nbsp;5' 45' 60' 75' Concentratie Y per cm': 2.73 2.46 2.03 1.96In de longen aanwezige hoeveelheid kinine: 1600 â€” 170 X1.96 = 1267 Y- Per gram long geeft dit: 42.7y â€?Proef VI. Gewicht kat 1.4 kg. Toegevoegd volume bloed 70 cm^ Berekend volume verdund bloed 130 cm^.Toegevoegd 25 cm' kininesulfaatoplossing, bevattende 4000 ykinine. Beginconcentratie verdund bloed 25.8 y per

cm^Tijd van afneming:nbsp;5' 45' 60' 75' Concentratie Y per cm^: 12.9 10.5 10.4 10.4In de longen aanwezige hoeveelheid kinine: 4000 â€” 155 X10.4 = 2388 Y- Per gram long geeft dit: 189y â€? In tabel 47 geven wij een overzicht van de resul-taten die in deze proeven verkregen zijn. De laatstekolom geeft aan, hoeveel maal de kinineconcentratieper g long grooter is dan de eindconcentratie in hetverdunde bloed.



??? Beginconcen-tratie in verdundbloed Y per cmÂŽ Eindconcentratiein verdund bloedY per cmÂŽ Concentratiey per g long Concentratie in longenConcentratiein bloed 5.5 0.89 23.3 26 6.7 0.76 24.6 32 9.4 1.96 42.7 22 9.4 1.76 45.2 26 15.5 2.50 45.2 18 25.8 10.4 189 18 Dit experiment geeft ons aanleiding tot het trekken van de volgende conclusies: 1.nbsp;In de longen kunnen wij een orgaan zien dat grootehoeveelheden kinine kan opnemen. 2.nbsp;Dit opnemen vindt zeer snel plaats. (Men denke aanhet snelle verdwijnen der kinine uit het bloed bijintraveneuze injectie.) 3.nbsp;Er is een verband tusschen de bloedconcentratie ende concentratie in de longen. De verdeeling bereikteen evenwicht. 4.nbsp;De verhouding der concentratie in de longen en hetbloed schommelt in deze proeven om de 25, zonderdat er uit blijkt dat de verhouding een andere zouzijn bij wisselende beginconcentratie in het

bloed.Dit laatste is dus in tegenstelling met de resultaten,verkregen bij de vergelijking der kinineconcentra-ties in het plasma en de bloedlichaampjes. 5.nbsp;Deze resultaten, gevoegd bij die uit hoofdstuk III,maken aannemelijk dat de kinineconcentratie in delongen een hooger niveau zal bereiken na intra-musculaire inspuiting dan na toediening van kininedoor de mond.



??? HOOFDSTUK VI. DE KININE-UITSCHEIDING IN DE URINE. Door talrijke onderzoekingen is het komen vast testaan, dat een groot gedeelte van de kinine in de urinewordt uitgescheiden. De opgaven over de hoeveelheiduitgescheiden alkalo??de varieeren van 3â€”42% van detoegediende hoeveelheid. Meestal liggen de waardentusschen de 10 en 15%. Bij de bepaling van de kinine-concentratie in urine heeft men niet met zulke ongun-stige omstandigheden te doen als bij bloed. Men heefthier hoogere concentraties en meer uitgangsmateriaalter beschikking, terwijl ook het isoleeren van het alka-lo??de gemakkelijker is. Ofschoon het eigenlijk buiten het gestelde doel valt,hebben wij de mogelijkheid nagegaan om met de voorbloed uitgewerkte methode het kininegehalte in urinete bepalen. De urine, waaraan een bekende hoeveelheid kininewas toegevoegd, werd op dezelfde manier

als dit bijhet bloed is beschreven, behandeld. TABEL 48. AanwezigehoeveelheidYPer cmÂŽ GevondenY per waardencmÂŽ Gemiddelde Fout in % 7.50 7.35 7.40 7.38 â€”1.6 4.50 4.58 4.51 4.55 1.1 3.00 2.96 2.90 2.93 â€”2.3 1.90 1.84 1.80 1.82 1.10 1.08 1.06 1.07 â€”2.7



??? Uit deze uitkomsten zien wij, dat de methodeook zeer geschikt is om de kinineconcentratie van urinete bepalen. Wij hebben nu in een enkel geval de hoeveelheid uit-gescheiden kinine bepaald. Een proefpersoon nam,nadat de blaas geledigd was, 10 A f 1 u k i n-pillen (1pil bevat 50 mg kininesulfaat) per os in. Na bepaaldetijden werd de urine opgevangen. Van iedere portieurine werd 5 cmÂŽ ter bepaling genomen. Van de drielaatste porties werd 10 cmÂŽ genomen en na de extractiede kinine tenslotte slechts in 5 cmÂŽ zwavelzuur opgelost. TABEL 49. Tijd natoediening volume urinein cmÂŽ concentratie,Y per cmÂŽ totalehoeveelheidin mg mgper uur 0=1.30' 47 0.69 0.03 0.06 11. 31 33.5 1.04 2.08 21.30' 81 128 10.37 6.91 41.30' 113 107 12.09 6.05 91.30' 268 63.9 17.13 3.43 121. 218 24.0 5.23 2.09 211.30' 230 26.8 6.16 0.65 301. 460 4.37 2.01 0.24 451. 650 0.87 0.57 0.06 481. 134 0.50 0.07 0.02

601. 475 0.30 0.14 0.01 totaal uitgescheiden 54.84 mg kinine. In dit geval is dus 15% van de totaal toegediendehoeveelheid kinine uitgescheiden. Na een half uur isde urine reeds kininehoudend; de top in de uitschei-ding wordt binnen 4 uur bereikt; het grootste gedeelteis na 12 uren uitgescheiden; terwijl na 3 dagen nogkinine in de urine aan te toonen is.



??? SAMENVATTING. Er wordt een methode aangegeven ter bepaling vankmme in bloed. Nadat van het bloed een homogenevloeistof is gemaakt door het te verwarmen met 30 %natronloog, wordt de kinine met chloroform ge??xtra-heerd. De bepaling geschiedt door het fluorescentielichtvan de kininesulfaatoplossing te vergelijken met hetlicht eener standaardlamp. De gevonden waarden lig-gen gemiddeld 4 % te laag, de grootste afwijking is8 %. Met deze methode is de kininespiegel in het bloedvan honden nagegaan, na toediening van kininezoutenlangs verschillende wegen. Hoe hooger de per os toegediende dosis kininechlo-ride IS geweest, des te hooger ligt de maximale concen-tratie in het bloed. Reeds na 8 minuten is de kinine inhet bloed aanwezig, de concentratie stijgt hierna nogslechts betrekkelijk weinig. Bij toediening der dosis ingedeelten wordt een lager maximum

bereikt, dan wan-neer de geheele dosis ineens wordt gegeven. Na toe-diening van Euchinine per os is de opname slechts ietslangzamer dan na de toediening van het chloride; debereikte concentratie in het bloed ligt even hoog. Na intramusculaire injectie van kininechloride wordthet maximum eerder bereikt dan na toediening per osdit maximum is ook hooger. Na intramusculaire in-spuiting blijft de concentratie ook langer hoog. Toe-voeging van urethaan of antipyrine aan de kininechlo-ride-oplossing in een verhouding van 2 : 1 geeft geenduidelijk verschil in resorptie. Wordt van het mengselkininechloride-antipyrine de pn op 7.2 gebracht, danligt de maximale concentratie hooger en blijft'deze



??? ook langer hoog, dan wanneer de pH der ingespotenoplossing 6.8 bedraagt. Nog veel hooger ligt de topwanneer het mengsel, bij eenzelfde pH, een samen-stelling heeft van kininechloride antipyrnie 3 : 2 (zoo-als o.a. Solvochine). Na intraveneuze toediening wordt de kinine metzeer groote snelheid uit het bloed verwijderd. Dewaargenomen maximale concentratie ligt lager dan naintramusculaire injectie van de oplossing kininechlo-ride antipyrine 3 : 2, met een pH 7.2. In vivo is een verdeeling van de kinine tusschen debloedlichaampjes en het plasma ten gunste van hetlaatste gevonden. Ook bij de proeven in vitro, waarbijde kinineconcentratie van het totale bloed in het gebiedder concentraties ligt welke in vivo optreden, heeft hetplasma een hoogere concentratie. Echter bij grootereconcentratie van de kinine, zooals 200 y per cmÂŽ, is deconcentratie in de bloedlichaampjes grooter dan die inhet

omringende plasma. De opname van kinine door de longen wordt onder-zocht door middel van de doorstrooming van over-levende kattenlongen. De verhouding der kininecon-centratie in de longen tot die in het bloed Hgt bij dezeproeven gemiddeld bij 25 : 1, zonder dat blijkt, datde verhouding een andere zou zijn bij wisselende be-ginconcentratie. Het opnemen van kinine door de longen vindt zeersnel plaats. Tenslotte blijkt, dat de bepalingsmethode ook ge-schikt is om de hoeveelheid uitgescheiden kinine in deurine te bepalen.



??? ZUSAMMENFASSUNG. Es wird eine Methode angegeben zur Bestimmung des Chiningehaltes im Blute. Nachdem das Blut, durch Erw?¤rmen mit 30 % Natronlauge zu einer homogenen Losung geworden ist, wird das Chinin mit Chloroform extrahiert. Zur Bestimmung wird das Fluorescenz- hcht der Chininsulfatl??sung mit dem Licht einer Standardlampe verglichen. Die gefundene Werte smd im Mittel 4 % zu niedrig, der gr??sste Fehler be-tr?¤gt 8 %. Mit dieser Methode wurde die Konzentration imBlute von Hunden, nach Zuf??hrung von Chininsalzenauf verschiedenen Wegen, bestimmt. Je h??her die per os gegebene Dosis Chininchloridist, um so h??her liegt die maximale Konzentration imBlute. Schon nach 8 Minuten ist das Chinin im Blutevorhanden, danach steigt die Konzentration nur nochwenig. Nach Darreichung in refracta Dosi wird einniedrigeres Maximum erreicht, als

wenn die ganzeDosis auf einmal gegeben wird. Nach peroraler Verabreichung von Euchinin ist dieAufnahme nur wenig langsamer wie nach der Zu-f??hrung vom Chlorid; die im Blute erreichte Konzen-tration hegt eben so hoch. Nach intramuskul?¤rer Einspritzung des Chinin-chlorids wird das Maximum eher erreicht als nach Zu-fuhrung per os; dieses Maximum ist auch h??her Nachintramuskul?¤rere Injektion bleibt die Chininkonzentra-tion auch l?¤nger hoch. Hinzuf??gen von Urethan oderAntipynn bei der Chininchloridl??sung in einem Ver-h?¤ltnis von 2 : l, gibt keinen deutlichen Unterschied



??? bei der Resorption. Wird das pH vom Gemisch Chinin-chloridâ€”Antipyrin auf 7.2 gebracht, dann liegt diemaximale Konzentration h??her und bleibt sie auchl?¤nger hoch, als wenn das pH der eingespritzten L??-sung 6.8 ist. Noch viel h??her liegt der Gipfel wenn dasGemisch bei demselben pn, ein Verh?¤ltnis von Chinin-chlorid Antipyrin 3 : 2 (wie u.a. Solvochin) hat. Nach intraven??ser Applikation verschwindet dasChinin sehr schnell aus dem Blute. Die beobachtetemaximale Konzentration liegt niedriger als nach in-tramuskul?¤rer Injektion der L??sung ChininchloridAntipyrin 3 : 2, mit einem pH 7.2. In vivo wurde eine Verteilung des Chinins zwischenden Blutk??rperchen und dem Plasma zugunsten desletzteren gefunden. Ebenso ist bei den Versuchen invitro die Konzentration im Plasma gr??sser, wenn dieChininkonzentration des Gesamtblutes im Bereich derKonzentrationen liegt, welche in vivo in

Frage kom-men. Bei h??heren Chininkonzentrationen â€” wie 200 yper cmÂŽ â€” aber, ist die Konzentration in den Blutk??r-perchen gr??sser als im Plasma. Die Chininaufnahme der Lungen wird an der ??ber-lebenden, durchbluteten Katzenlunge untersucht. DasVerh?¤ltnis der Chininkonzentration in den Lungenzu der im Blute, betr?¤gt bei dieser Versuchsanordnungim Mittel 25 : L ohne dass es sich herausstellt, dassdas Verh?¤ltnis sich ?¤ndert bei wechselnden Anfangs-konzentrationen. Die Aufnahme von Chinin in denLungen findet sehr schnell statt. Schliesslich zeigt sich die Methode auch geeignet zurBestimmung des im Harn ausgeschiedenen Chinins.



??? SUMMARY. ^ A method is given for the quantitative determina-tion of quinine in blood. After the blood has beenturned into a homogeneous liquid by heating it witha 30 % solution of sodium hydrate, the quinine is ex-tracted by means of chloroform. The determination iscarried out by comparing the fluorescent light of thequinine sulfate solution with the light of a standard-lamp. The values found lie on the average 4 % too low,the greatest deviation being 8 %. By this method the quinine level in the blood ofdogs has been investigated after the administration ofquinine salts in different ways. The higher the administered dose per os of quininehydrochloride has been, the higher is the maximalconcentration in the blood. After 8 minutes already thequinine is present in the blood, the raise in the curveafter this moment is but small. When administeringthe dose in parts, a lower maximum is

reached thanwhen the whole dose is given at once. After oral ad-ministration of Euquinine the resorption is only some-what slower than after the administration of the chlo-ride. The concentration obtained in the blood is just thesame. After the intramuscular injection of quinine-hydro-chloride the maximum is reached much sooner thanafter oral administration. This maximum is higher too.After intramuscular application the concentration alsoremains high for a much longer time. Addition of ure-thane or antipyrine to the quinine hydrochloride solu-tion in a proportion of 2 : 1, does not show any distinctdifference in resorption. If the pn of the mixture of



??? quinine hydrochloride and antipyrine is brought to 7.2,the maximal concentration is higher and remains alonger time high than in the case that the pH of theinjected solution is 6.8. The top lies higher yet if themixture with the same pn, has a composition of quininehydrochloride antipyrine 3 : 2 (as a.o. Solvochine). After the intravenous administration the quinineleaves the blood very quickly. The maximal concentra-tion observed is lower than after the intramuscularinjection of the solution quininechloride antipyrine3 : 2, with a pH 7.2. In vivo a distribution of quinine between corpusclesand plasma has been found in favour of the latter. Alsowith the experiments in vitro, where the quinine con-centration of the total blood lies within the values ofthe concentrations that occur in vivo, the plasma hasa higher concentration. In case of a greater concen-tration of the quinine, however, such as 200 y per cmÂŽ,the

concentration in the corpuscles is greater than inthe surrounding plasma. The circulation through surviving cats' lungs gavean indication of the absorption of quinine by the lungs.The proportion of the quinine concentration in thelungs to that in the blood lies in these experimentson an average at 25 : 1, without any indication thatthe proportion would be different when changing theconcentration at the beginning. The absorption of qui-nine by the lungs takes place very quickly. Finally, it turns out that the method of determinationis also suitable to determine the quantity of excretedquinine in the urine.
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??? STELLINGEN. I. De verklaring van S a i t o voor het verschil in werkingvan coca??ne en novoca??ne bij de oppervlakte-anaesthesie, isniet juist. Y. Saito, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 102, 367 (1924) E. Reich el t, â€žnbsp;â€žnbsp;â€ž 187, 41 (1937) IL Acetylcholine kan niet als een potentiaalvergift wordenbeschouwd. W. S t r a u b en J. S c h O 1 z, Arch. Exp.. Pathol, u. Pharmakol. 182, 331 (1936) III. De interpretatie der absorptiespectra, welke F r o m-herz en Hartmann geven bij hun onderzoekingenover urinezuur, is onjuist. H. Froraherz en A. Hartmann, Ber. 69, 2420 (1936) H. Biltz, Ber. 69, 2750 (1936) IV. De reactieproducten welke ontstaan bij de inwerking vandiazomethaan op aminozuren bewijzen, dat er een evenwichtis tusschen vrij aminozuur en zwitterion; het verloop derreactie geeft echter geen aanwijzing omtrent de ligging vanhet evenwicht. R. K u h n en W. B r y d o w n a, Ber. 70,

1333 (1937) V. Dorn en Glockler trekken ten onrechte uit hun bijde R??ntgen-analyse van koper, lood, cadmium en antimoonverkregen resultaten de conclusie, dat deze metalen geenovergangspunt bezitten. J. D o r n en G. G1 o c k 1 e r, J. Phys. Chem. 41, 499 (1937)



??? De resultaten der proeven van Greenberg verdienende aandacht bij de beschouwingen over het gebonden waterbij lyophyle kolloiden. D. Greenberg en W. C o h n, J. Gen. Physiol. 18, 93 (1935) VIL Het onderzoek van T a n a k a sluit de mogelijkheid nietuit, dat de variola-verwekker een virus is.K. Tanaka, The Tohoku Journ. of Exp. Med. 31, (1937)
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