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Vorrede,

Die hier mitgeteilten Unfersuchungen befassen sich mit der
Wirkung des Lichtes anf Zellen und Fermente hei Gegenwart von
cewissen lichtabsorbierenden Substanzen, wodurch schon im zer-
strenten Tageslicht Totung resp. Authebung der spezifischen Funk-
tion erfolegt. Sie wurde von O. Raab unter meiner Leitung an
[nfusorien entdeckt und von mir in Verbindung mit mehreren Mit-
arbeitern, insbesondere mit A. Jodlbauer weiter gefithrt und auf
andere Zellarten, Fermente und dhnliche Stoffe ausgedehnt. Ich
habe diesen Substanzen bis zur Klirung ihrer Beziehungen zu
Fluorescenzfihigkeit und Sensibilisiernngsvermigen den Namen
photodynamische gegeben.

Beziiglich des ersteren Punktes ergab die iiber eine grobe An-
zahl von absorbierenden Substanzen ausgedehnte vergleichende
Untersuchung, dali die photodynamische Erscheinung nur bei Sub-
stanzen eintritt, welche die Fihigkeit haben in wisseriger Lisung
zn fluorescieren. Das gleiche war auch der Fall, beziiglich der
photochemischen Verinderung, welche einige einfacher zusammen-
gesetzte chemische Stofte in wiisseriger Lisung erfahren: Oxyda-
tion von Jodiden, Oxydation — Reduktion des Gemisches von Ammo-
ninmoxalat 4 Quecksilberchlorid.

Beziiglich des zweiten Punktes zeigte sich, dab die photo-
dynamische FErscheinung zwar als eine optische Sensibilisiernng
aufgefabt werden mub, aber mit der photographischen Sensibili-
sierung, um welche sich die Frage zuniichst drehte, nicht identisch
ist. Auberdem ist sie bei Zellen und Fermenten an die Gegen-
wart von Sauerstoft gebunden, wogegen Licht allein, nach den von
uns am Invertin gemachten Beobachtungen auch noch in Réiumen
zn wirken vermag, welche nach den getroffenen Versuchsanord-
nungen als sanerstottfiel anzusprechen waren.

Ob der wie es scheint in biologischen Kreisen bereits einge-
biirgerte Name .photodynamische Substanzen®, noch weiter bei-
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behalten werden soll oder fallen zu lassen ist, sel den Fachkreisen
zur Entscheidung iiberlassen. Jedenfalls wiire es nach dem oben
(esagten nicht zweckdienlich ihn einfach ohne niihere einschrin-
kende Bezeichnung mit dem Namen ,Sensibilisatoren® zu ver-
tanschen.  Aunch darf man wohl behaupten, dab die scharfe, wenn
anch iiber das Ziel hinausschiefiende Hervorhebung des Unter-
schiedes sieh fruchtbarer erwies, als die nur anf oberflichlicher
Betrachtung bernhende ldentititserklirung, denn erstere regte zu
neuen Untersuchungen an, wihrend letztere durch Verschleierung
der bestehenden Unterschiede eher geeignet war den Fortschritt
der Erkenntnis zn verzogern.

Da es zunidchst den Anschein hatte, dab die Untersnchungen
itber die Wirkung der fluorescierenden Substanzen eine raschere
Anwendung in der Therapie finden wiirden, so wurde fiir ihre Publi-
kation eine klinische Zeitschrift (D. Arch. f. klin. Med.) gewiihlt
und in derselben fortgefahren, bis ein gewisser vorliuficer Abschlub
erreicht war. Um die Untersuchungen aber nunmehr auch anderen
Kreisen bequem zuginglich zu machen, habe ich mich entschlossen,
sie zu einer Sonderausgabe zu sammeln und durch Hinzofigong
einer Inhaltsiibersicht das Auffinden der wichtigeren, in verschie-
dene Gebiete einschlagenden Beobachtungen zu erleichtern. IDabei
ergab sich auch die Gelegenheit zur Anbringung einiger nachtrig-
lichen Bemerkungen.

Miinchen im Dezember 1906.
H. v. Tappeiner.
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Uber die Wirkung der photodynamischen (fluorescierenden)
Stoffe anf Protozoen und Enzyme.

Yon

H. v. Tappeiner und A. Jodlbauer,

Bei einer auf Veranlassung des einen von uns (T.) unter-
nommenen Untersuchung iiber die Giftigkeit des salzsauren Aeridins
CsH,N fiir Infusorien (Paramiicien) erhielt Herr O. Raab als er
zur Auffindune der unteren Grenze der Giftiekeit schritt und eine
Lisung von 1:20000 untersuchte, ganz verschieden ausfallende
Resultate.- Bald waren die Paramiicien in einer Stunde tot und
zerfallen, bald lebten sie iiber einen halben Tag. Die zn jener
Zeit (Winter 1897/98) sehr ungleichen Lichtverhiiltnisse (Wechsel
von sehr trithen und hellen Tagen) legten schlieblich den Gedanken
nahe, es mochte ein Einfluf des Lichtes bei diesen sonst ganz un-
erklirlichen Versuchsergebnissen im Spiele sein.  In der Tat bhrachte
ein entsprechend eingerichteter Versuch sofort unzweifelhafte Ge-
wibheit: ,Paramiicien mit Acridinlosung 1: 20000 versetzt starben
im Sonnenlicht in 6 Minuten, im zerstreuten Tageslicht in 60 Mi-
nuten, ganz im Dunkeln gehalten, waren sie nach 60000 Minuten
noch am Leben.*

Da verschiedene Kontrollversuche, insbesondere Ausschaltung
~der Wiirmewirkung der strahlenden Energie durch Vorlage von
cesittigter Kupfersulfatlisung, an diesem Ergebnisse nichts wesent-
liches dnderten, so hatte man in ihm eine . Lichtwirkung® vor sich,
wie sie in dieser Weise in der Biologie noch nicht beobachtet
worden war.

Diese neue Lichtwirkung soll in der Folge, um sie mit einem
Namen zu fixieren, als photodynamische Wirkung bezeichnet werden.

Acridin ist durch eine hervorragende optische Kigenschaft auns-
gezeichnet, die der Fluorescenz, d. i. die Fihigkeit einen Teil der
absorbierten Strahlen als Licht anderer Brechbarkeit wieder aus-

\ 1
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zugeben. Dies gab Anlall noch einige andere fluorescierende Korper:
Phosphin, Eosin, Chinolinrot, Harmalin und Chinin zu untersuchen,
mit dem Ergebnisse, dali auch sie diese , Lichtwirkung® zeigten,
wogegen Kontrollversuche mit mehreren nichtfluorescierenden Stoffen
negatives Resunltat ergaben.

Nachdem die Untersuchung mit Lichtfiltern und die Unter-
suchung in prismatisch zerlegtem Lichte ergeben hatte, dall die
photodynamische Wirkung nur bei Zutritt von Strahlen bestimmter
Wellenlinge auftritt, wurde es schlieflich als sehr wahrscheinlich
bezeichnet, dall die Erscheinung mit der Erregung von Fluorescenz
im Zusammenhange stehe.)

Im Winter 1900 verfolgte Richard Jacobson anf Veran-
lassung des einen von uns (T) die Frage, ob die bei Paramicien
nachgewiesene Wirkung fluorescierender Stoffe anch bei Zellen
hiherer Tiere vorhanden sei, und fand dies fiir das Flimmerepithel
des Frosches bestitigt.?)

1903 folgte die Entdeckung, dal aunch KEnzyme und Toxine
durch fluorescierende Snbstanzen in ganz analoger Weise beeinflufit
werden *); gleichzeitiz ergaben therapeutische Versuche sehr auf-
fallende und vwviel versprechende Wirkungen bei carcinomatisen,
tuberkulosen und luetischen Aftektionen.') Alle diese Beobachtungen
forderten dazu auf, die photodynamische Wirkung auf dieser er-
weiterten Grundlage einer umfassenden Untersuchung zu unter-
ziehen. Die folgenden Abschnitte - enthalten den ersten Teil der
dabel gewonnenen Krgebnisse.

I. Abschnitt. Wirkung auf Protozoen.
A. Yersuche an Paramaecium candatum.

Die Versuche dieses Abschnittes wurden hauptsichlich mit
Paramaecium candatum ausgefiilhrt. [Es ist dies eine grofie, noch
mit freiem Auge eben sichtbare Infusorienart (Ciliatae). welche
vermige ihres Wimperkleides und der langen Schwanzcilien sich
duferst rasch bewegt. Sie lifit sich in Pflanzenaufgiissen oder

1) H. v. Tappeiner, Minchener med. Wochenschr. Nr.1 1900; O. Raab,
Zeitschr. . Biologie Bd. 39 u. 44.

2] Zeitschr. f. Biologie Bd. 41 8. 444,

3) H. v. Tappeiner, Uber die Wirkung fluorescierender Substanzen anf
Fermente nnd Toxine. Ber. d. D. chem. Gesellsch. Bd. XXXVT (1903) 8. 3035.

4) H. v. Tappeiner u. A. Jesionek, Minch. med. Wochenschr. 1903
Nr. 47,



dergleichen leicht in groliter Zahl und angendherter Reinkultur
‘ziichten.

Die Untersuchungen geschahen grifitenteils im hingenden
Tropfen in feuchter Kammer von bekannter einfacher Kon-
-struktion. Auf einem Objekttriger ist ein Glasring von ca. 10 mm
Hihe und 20 mm Durchmesser anfeekittet, anf dessen oberen ab-
geschliffenen und eingefetteten Rande ein Deckglas aufgelegt wurde,
auf dessen Unterseite sich eine Mischung von zwel gleich grofen
Tropfen Paramicienkultur und Versuchsliosung befand. 1In be-
sonderen Fiéllen, zumal in solehen, wo die angewandten Strahlen
direkt, ohne zwischenliegende Glasschicht, zutreten sollten, wurde
die Untersuchung in Uhrschilehen vorgenommen. 2cem Ver-
suchslosung wurden dann mit 2—3 T

3 Tropfen der Kultur versetzt.
Es wurden nur an Paramiicien reiche Kulturen verwendet, so dal
in einem Tropfen mindestens ein gutes Dutzend, im Uhrglase ent-
sprechend mehr enthalten waren. Die Beobachtung der Tierchen
geschah unter dem Mikroskope bei schwacher Vergriferung. Nor-
mal sieht man die Paramicien fast ununterbrochen geradlinig hin-
und herschiefien. Wenn die Versuchslosung zu wirken anfiingt,
werden diese Bewegungen langsam und hiren schliefilich auf. Die
Tiere machen dann noch eine Zeitlang Bewegungen in loco (rollende
Bewegung), werden dann flaschenformig aufgetrieben, wobei anch
die Flimmerbewegung zum Stillstande kommt, kornige Massen be-
ginnen aus ihrem Leibe aunszutreten und schliellich zerfallen sie
giinzlich.

Als Zeit des Todeseintrittes wurde der Beginn des Zerfalles
notiert. Bei Lebzeiten oder wihrend des Absterbens eingetretene
Firbungen der Paramiicien durch die Versuchssubstanz wurden
notiert.’) Die hauptsichlich verwendete Lichtquelle war zer-
streutes Tageslicht und zwar, da die Mehrzahl der Versuche
in die Herbst- und Wintermonate fiel, solches von sehr mibiger
Intensitit. Kin Schutz gegen die Wiarmewirkung der
strahlenden Energie, gegen welche die Paramiicien sehr

1) Fiirbungen intra vitam wurden nur bei dem kleineren Teile der
photodynamisch wirksamen Stoffe beobachtet, auch wenn sie intensive Farbstoffe
waren. In den anderen Fiillen scheint entweder das Eindringen #nllerst ge-
ringer, dem Auge nicht mehr wahrnehmbarer Mengen znr Wirkung schon ans-
zureichen, oder die photodynamische Wirkung findet nur an der Oberfliche der
Zelle statt. Eine mikroskopische Untersuchung anf eventuelle Verschiedenheiten
beziiglich der histologischen Verinderungen, welehe die Paramicien durch die
photodynamischen Substanzen im Dunkeln und im Hellen erfahren, diirfte sich

in diesen nnd anderen Fragen als lohnend erweisen.
1:&
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empfindlich sind, 1st dann unnétig. An hellen Tagen des Friihjahrs
und Sommers ist ein solcher hingegen absolut erforderlich. Bei
Versuchssubstanzen, welche ihre Absorption im brechbarerem Teile
des sichtbaren Spektrums oder im Ultravioletten besitzen, wurde
eine 4.5 em dicke Schicht von konzentrierter Kupfersulfatlosung
vorgelegt, welche bekanntlich die infraroten Strahlen villiz und
die sichtbaren Strahlen bis etwas iiber D !, E absorbiert. Bei
Substanzen, welche weniger brechbare Strahlen absorbieren, ist
eine angesiuerte 7proz. Lisung von schwefelsaurem Eisenoxydul
in 54 em dicker Schichte am Platze, welche nur die infraroten
Strahlen, diese aber bis auf 1,2°, der gesamten Strahlung absor-
biert.")

Die Versuche wurden in den Vormittagsstunden angesetzt.
War der Tod der Paramicien nicht bis zum Abend, also nach ca.
9 Stunden Belichtung eingetreten, so wurde am nichsten Tage
weiter exponiert und als Stunde des eingetretenen Todes dann die
canze Zeit von Beginn des Versuches, die Nachtstunden also ein-
cerechnet, bezeichnet. [ie so erhaltenen Todeszeiten haben natiir-
lich nur relativen Wert. Einmal war das zerstreute Tageslicht
je nach der Witterung ein wechselndes. FPhotometrische Messung
hiitte keinen Wert gehabt., da das Licht ja oft am selben Tage
ein fortwiihrend wechselndes war. Auberdem ist hervorzuheben,
dal die Paramicien. wenn sie lange Zeit kultiviert werden, sich
weniger resistenzfihig zeigen. Sehr lange fortgetriebene Inzucht
ist nicht zuldssiz: die Kulturen wurden daher von Zeit zu Zeit
mit frischem Materiale aus dem zoologischen Institute erneuert.
Fiir den vorliegenden Zweck — eine Ubersicht iiber die photo-
dynamischen Substanzen und eine Schitzung der Intensitit ihrer
Wirkung zn erlangen — war das Verfahren villiz geniicend, um
so mehr als da. wo es auf den Vergleich in einer Gruppe von
Substanzen ankam, die Versuche am selben Tage und an derselben
(zeneration von Paramiicien angestellt wurden.

Dem Tageslichte von miibiger Helligkeit ungefiihr gleich ist
das Licht einer Oberlicht- Reflektorlampe System Hrabowski von
Siemens & Halske in Abstand von 1!/, Meter, falls die stirkere
Wirmewirkung durch Vorlage von Kupfersulfatlisung ausgeglichen
wird. '

Sonnenlicht und elektrisches Kohlenbogenlicht
einer offenen Lampe von 25 Ampére und 60 Volt wurden nur

1) R. Zsigmondy, Wied. Ann. 49, 533.
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ausnahmsweise bei besonderen namhaft gemachten Anlissen ver-
wendet. Schutz gegen die Wirmewirkung der strahlenden Energie
doreh Kupfersulfatvorlage ist hier unerliblich, ganz besonders beim
Kohlenhogenlicht. Wird dieser angewendet. so vertracen Para-
miicien das elektrische Licht mehrere Stunden ohne wesentliche
Schidigung. Bei Versuchen mit gewissen photodynamischen Sub-
stanzen (Eosin) steht das Bogenlicht dem Sonuenlicht nach. weil
es eben im Verhiltnis zu den hier hauptsichlich in Betracht
kommenden griinen Strahlen zu viel infrarote, rote und ultraviolette
Strahlen aussendet. In noch stirkerem Grade als fiir Paramiicien
tritt diese Inferioritit des Kohlenlichtes bei Enzymen (Invertin)
hervor.

Die Untersuchung erstreckt sich anf nalezu simtliche
wichtigeren fluoorescierenden Stoffe, soweit deren Lis-
lichkeit und sonstigen HKigenschaften es zulieien. Die basischen
Stoffe wurden als Chleride. die samen als Natronsalze untersucht.')

Die Ergebnisse sind in den folgenden Belegen niedergelegt.
Sie sind mit durchlaufenden Nummern versehen. um spiitere Hin-
weise zu erleichtern. In Einteilung nach chemischen Gruppen. Kon-
stitutionsformeln und Angaben iiber die fluorophore Atomegruppe,
sind wir im ersten Teile Rich. Meyer? gefolgt, dem aunch
Th. Hewitt? sich angeschlossen hat. Die Untersuchungen er-
caben folgendes:

Sehr starke photodynamische Wirkung (noch in
millonenfacher Verdiimnung). zeigten: die Gruppe des Acridins, des
Phenoxazins und Thiazins, sowie das Phenylehinaldin.

Starke, zum Teil sehr starke Wirkung: die Gruppe
des Fluoresceins und Xanthons, woriiber niheres in Abschnitt IIT
enthalten ist, die Gruppe des Anthracens, das Harmalin.

Mifig starke Wirkung: die Derivate des Phenazins,
(Phenazin selbst sehr stark), die Chinolinfarbstoffe, das Hydrastinin.

Schwache Wirkung: die Naphtalinderivate und Chininsalze.

1) Eine grolie Anzahl dieser Stoffe verdanken wir den freundlichen Zu-
sendungen der Herrem Prof. Bernthsen, 0. Fischer, Kehrmann, Rich.
Meyer und G. Schultz, sowie der Badischen Anilin- und Sodafabrik, der
Farbwerke vorm. Fr. Baver u. Co., vorm. Meister Lueins u. Briining, Bihringer
u. Sihne, L. Casella u. Co. und L. Durand, Huguenin u. Co.

2) [Tber die Beziehung zwischen Konstitution und Fluorescenz einiger Sub-
stanzen. Zeitschr. f. physik. Chem. 24, 8. 468,

3 Uber einige Beziehungen zwischen Fluorescenz und chem. Konstitution,
Zeitschr. fiir physik. Chemie 34, S. 1.
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Keine deuntliche, resp. duferst schwache Wirkung
im zerstrenten Tageslichte hatten: Fluorindindisulfosinre und
Aesenlin,

Auch das Verhalten aller dieser Substanzen 1m
Dunkeln, d h. ihre Giftigkeit, in Beziehung zur che-
mischen Konstitution zeigt manches Interessante, worauf in
den Belegen hingewiesen ist.

I. Substanzen mit selektiver Absorption im sichtbaren Teile
des Spektrums (Farbstoffe).
Gruppe des Fluoresceins.
CsH, - CO
| o
G/ 9

HO OH
0

Fluorescein.

Die fluorophore Atomgruppe ist der zwischen den zwei Benzol-
kernen gelagerte Pyronring.
Simtliche Stoffe wurden als Natronsalze untersucht.
1. Fluorescein.
Farbe der Lisung: gelbgriin; Fluorescenz: griin, sehr stark. Ab-
sorption: In Lisung 1: 100000 ven Mittelgriin (13,7)1) — ins Violett.

Versuch 1. Heller Wintertag.

Konzentration | Hell i Dunkel
1:250 ; tot nach 40 Min. | lebend nach 24 St
1: 500 e L _ =
000 Bha Sehie s NG | :
1:4000 | lebend , 24 , i
Versuch 2. Mittelheller Friihlingstag, Eisenoxydulvorlage.
Konzentration | Hell Dunkel
1:250 | tot nach 20 Min. ' tot nach 30 Min.
1:500 . L 1 8t. "
1:700 ks . [ttt lebend nach 24 St.
1:1000 | SRS ;
1: 2000 R
1:4000 | L gt :
1:8000 lebend , 24

l 1) Ablesungen an der Skala eines Kriil'schen Apparates, wobei D = 10,0,
E — 1285, b — 13,35, F — 15,48 ist.



Konzentration Hell

1:500 ' tot nach 20 Min.
1: 700 : .. = =

1: 1000 e e Bt
1: 2000 Sl
1: 5000 : " _., A e
1:20000 | o pd S R
1:30000 | o R
1:35000 | Jebend= 2 24,
1:40000 | ; S Rl

-1

2. Dichlorfluorescein.
Im Phtalsiinrerest snbstituiert.

Farbe der Lisung: briunlichgriin.

Fluorescenz: griin mit etwas
gelb, sehr stark. Absorption in Lisang 1:100000: Von der Linie b
(13,2) — ins Violett.
Mittelheller Friihlingstag; Eisenoxydulvorlage.

: Dunkel
tot nach 30 Min.

n n

lebend .

3. Dibromfluorescein.
In den Resorcinresten substituiert.

Farbe der Liosung: rotlich-gelbgriin.

2 St.
24

Fluorescenz: griin mit etwas

gelb, stark. Absorption in Liésung 1:100000: Von E — Anfang

violett.

Mittelheller Friihlingstag; Eisenoxydulvorlage.

Konzentration Hell Dunkel
1:600 tot nach 1/, St. tot nach 1/, St.
1:700 SES ey
1: 1000 = s A lebend , 24
1: 20000 S S 5 : .
1:30000 | SRS e -
1:40000 | ; 7 : ; #
1:50000 | : 10} - | : CAR A
1:60000 : lebend 24 - s

Konzentration | Hell
1:1500 . —-
1:2000 |  tot nach wenigen Min.
1: 50000 tot nach 5 St.
1: 100000 it i
1:160000 | lebend , 24

4, Dijodfluorescein.
In den Hesorcinrestem snbstituniert.

Farbe der Liosung: gelbbriiunlich. Fluorescenz: moosgriin. Absorp-
tion in Lisung 1:100000: von Anfang griin (12,7) — Ende griin.

Dunlkel
tot nach 24 St.

n

lebend

24
4B
dg

48



5 Tetrachlorfluorescein.
Im Phtalsiurerest substitniert.

Farbe der Lisung: griin mit etwas braun. Fluoreseenz: griin,
kriiftig. Absorption in Lisung 1:100000: von Anfang griin (12,7) bis

ing Violett.

1. Versuch. Triiber Tag.

Konzentration Hell Dunkel
1:500 tot nach 1/, St. tot nach 1 St.
1:800 | AL i 2l ond 0
1:1000 | s " die Hilfte tot nach 24 St.,

alles tot nach 48 St.

1:2000 | AL = alles lebend nach 48 St
1:3000 | S Ly
1 : 4000 | ) . 24 1 " " n b
1: 6000 | die Hiilfte lebend nach 24 St. - - -

2. Versuch. Mittelheller Friih]_iugsfag. Fisenoxydulvorlage,

Konzentration | Hell ' Dunkel
1:500 I tot nach 20 Min. ' tot nach 30 Min.
1:700 ol o 1/, St s e T A TR
1:1000 | Ny I e = lebend nach 24 St.
1:2000 | R T |
1 . 5000 I i - 3 i
1:20000 | SRR RS S ‘

1:30000 | e T ’
1:35000 lebend . 24 ‘ 3

6. Tetrabromfluorescein (Eosin).
In den Resorcinresten snbstituiert.

Farbe der Lisung: rotgelb. Fluorescenz: griin, mifig stark. Ab-
sorption in Liésung 1:100000: von Anfang grin (12,5) bis ins Violett.

1. Versuch. Triiber Tag.

Konzentration Hell - Dunkel
1:500 tot nach 1/, St. , ebenso
1:1000 T | - ' noch lebend, aber griBtenteils

| nur mehr rollend nach 24 St.

1:2000 ATy . lebend nach 24 St.
1: 6000 RS S L , » i 1
1:20000 St et Sl ! "
1:40000 4 i '



2, Versuch.
Konzentration

1: 500

: 700

: 1000

: 20 000
: 30000
: 20000
: 6O 000

Pt ek o ok

7.

Farbe der Losung: rosarot.

Mittelheller
Hell

tot nach

£ 1

n

1
2
3
" f 7
lebend 24

n

9

Friihlingstag. Eisenoxydulvorlage.
Dunkel
4 Bt ebenso
hsge tot nach 10 St.
,, lebend , 24
. 48
¥ n

Tetrajodfluorescein (Erythrosin).

In den Resorcinvesten substituniert.

Absorption in Lisung 1:100000:

von 12,2—14.2. Fluorescenz: moosgriin, nur mit Iinse im Sonnenlichte

gehr deutlich.

Konzentration | Hell Dunkel
1:2000 tot in wenigen Min, tot nach 6 St
=2 i lebend nach 24 St.
1: 4000 | 2 : die Hilfte tot nach 48 St
1 : 6000 e L = iz alles lebend s
1:60000 tot nach '/, St. ﬂ
1: 80000 " S "
1: 160000 lebend , 24
1:320000 48

n % n . " " 3 L

8. Dichlortetrabromfluorescein,.
Chlor im Phtalsiinrerest, Brom in den Resorcinresten substituiert.

Farbe der Losung: gelbrot, Fluorescenz: gelbgriin. Absorption in
Losung 1:100000: von Mitte gelb (11,8) bis Mitte griin (13,7).

Triiber Tag.

Konzentration Hell Dunkel

1:2000 tot sofort nach dem Ansetzen tot nach 20 Min.
1:4000 b e e A lebend nach 48 St.
1 : 100000 tot nach 2 St. "
1 : 200000 - = 3 = -
1: 300000 = 5 ¥ s " %
1: 400000 - - Th e o
1: 600000 lebend 24

9. Dichlortetrajodfluorescein.
Chlor im Phtalsiinrerest, Jod in den Resorcinresten substituiert.
Farbe der Lisung: dunkelrot. Fluorescenz: moosgriin mit Linse in

Sonnenlicht, Absorption in Lésung 1:100000: von Mitte gelb (11,3)
bis Anfang griin (13,0).
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Triiber Tag.

Konzentration ! Hell Dunkel
1:12000 tot alsbald nach d. Ansetzen alles tot nach 24 St.
1: 20000 v = s - | die Hilfte tot nach 24 St,
1: 30000 % = - 5 alles lebend nach 24 St.
1 : 200000 tot nach !/, 8t
1 : 400000 " " 1 ll-'lg | b1l i
1 : 800 000 R L ' e
1 : 1600000 Ry ..

1:2000000 die Hilfte tot nach 7 St. i =
1:3000000  alles lebend nach 24 St, . ,,

10. Tetrachlortetrajodfluorescein.
Chlor im Phtalsiiurerest, Jod in den Resorcinresten substituiert.

Farbe der Liisung: blinlichrot. Fluorescenz: mit Linse in Sonnen-
licht goldgriin. Absorption in Lsung 1:100000: von Mitte gelb (11,3)
bis Anfang grin (12,8).

Triiber Tag.

Konzentration | Hell ! Trankel

: 20000 tot sofort nach dem Ansetzen tot nach 1/, St.

: 30 000 Eia e Y - T R R

: 40000 i . S die Hilfte tot nach 24 St.
: 60000 S b : . alles lebend nach 48 St.
: 200 000 tot nach 1/, St. - % = - =

: 400000 AN ko |

:800000 | : ]
: 1600000 | ) e

: 2000000 | Gl ss i3 5
: 3200000 | 4

: 4 000 000 3 4

. 6 000 000  Bvge et
: 8000000 | g IE
: 10000000 | lebend , 24

= e e e e e e e e e e e e

|
|
|
1 |
|
|
|

Die Fluoresceinsubstitutionsprodukte besitzen alle starke Photo-
dynamie, eine Zusammenstellung der Intensitit derselben ist im 3. Ab-
schnitt enthalten. Bei den rot gefirbten Stoffen sieht man, daf der
Farbstoff etwas in die lebenden Paramiicien eindringt, indem sich die-
selben rosa firben. Im Momente des Absterbens nimmt das Eindringen
des Farbstoffes sehr rasch zu.

11. Tetrabromfluoresceindthylester.

Farbe der Libsung: gelbrotlich. Absorption in Lisung von 1:100000:
12,6 —14,5. Fluorescenz: griin.



Triiber Tag.

Konzentration Hell Dunkel
1:26000 tot nach 20 Min. | tot nach 40 Min.
1: 100000 o s L | die Hiilfte tot nach 24 St.
1:200000 Lo e ST £ | alles lebend nach 24 u. 48 St,
1 : 400000 N el ge | L :
1:600000 | R he el

yon

12. Dichlortetrabromfluoresceiniithylester.

Farbe der Lisung: rosa. Absorption in Losung von 1:100000:
12,8—14,8. Fluorescenz: goldgelb,

Triiber Tag.

Konzentration | Hell Dunkel
1:26000 tot nach 4 Min. tot nach 10 Min,
1: 100000 s N AL L w n 40 4
1:200000 | 1f, St. SR S
1: 400000 ‘ LT P R alles lebend nach 48 St.
1:1000000 | 0t . ” ”
1:1500000 | 41, o

n "
Die Fluoresceinester haben starke Lichtwirkung.

13. Tetradithyl-Rhodamin.
Die beiden Hydroxyle der Resorcinreste sind durch die Gruppe N(C,H,),

b n

ersetzt; basischer Farbstoff, als Chlorid untersucht.

Farbe der Lisung: rotgelb. Absorption in Verdiinnung von 1:50000

im Anfang von griin (12,1 bis 14,2). Fluorescenz: gelb.

Konzentration | Hell Dunkel
1:2000 | tot nach 8 Min. | tot in 10 Min.
1:4000 | L e | T AT
1: 5000 | SR T L e I lebend nach 24 St.
1:10000 |  lebend nach 24 St. : b i i

14, Tetraithyl-Rhodaminithylester.
Basischer Farbstoff, als Chlorid untersucht.

Heller Tag.

Konzentration | Hell ! Dunkel
1:2000 I tot sofort | ebenso
1:5000 P | tot nach 1 St.
1:10000 | tot nach 10 Min. ‘ 11/, 8t
1:20000 | o S e | " 2 ”
1:30000 — T o
1:60000 | i | lebend nach 24 St.
1: 70000 tot nach 2 Std. | -
1:100000 ‘ lebend nach 6 St. i 5
1:150000 | 24

n 4

Die Rhodamine haben mii}ﬂip;e- phutodynaﬁiﬂﬁhe Wirkung.
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Gruppe des Anthracen.
H

CH
Anthracen.

Die fluorophore Funktion wird dem zwischen den zwei Benzolkernen
gelagerten Ringe zugeschrieben.

Die zur Untersuchung gelangten Anthracenderivate sind zwar selbst
keine Farbstoffe, sondern nur Stammsubstanzen von solchen, sollen aber
wegen der nahen chemischen Beziehung zur Fluoresceingruppe hier an-
gereiht werden.

15. Anthracen-g-monosulfosaures Kalil)
Schon kristallisiertes, in Wasser sehr schwer losliches Salz. Fluoe-
rescenz lebhaft blauviolett.
Triiber Tag.

Konzentration Hell Dunkel
1:10000 ! tot nach 5 St. lebend nach 48 St.
1:20000 - e L -
1:40000 | " ” 30 " | ”

16, ¢-Anthracendisulfosaures Natron.
Gelbliche Lisung; fluoresciert schwach blauviolett.

Triiber Tag.

Konzentration Hell : Dunkel
1:2000 tot nach 2 St. lebend nach 48 St.
1:4000 - R ' .

1: 8000 i | I
1:16000 die Hilfte . e ln e =
alle , LR b
1:32000 alle lebend , 48 "

17. 8-Anthracendisulfosaures Natron.
Gelbliche Lisung; fluoresciert stirker als vorige.

Heller Tag.

Konzentration Hell Dunkel
1:2000 die Hilfte tot nach 4 St. lebend nach 48 St.
" g Tl e
1:8000 die Hiilfte T »
alle , , 48
1:16000 alle lebend , 48 "

1) Robert E. Schmidt, Ber. d. D. chem. Gesellsch. 37 S. 66.



Entsprechend der stirkeren Fluorescenzhelligkeit ist die Lichtwirkung
schwiicher.

18. Dichloranthracendisulfosaures Natron.
Die gelbliche Lisung fluoresciert bei Verdiinnung lebhaft violett.
Heller Tag.

Konzentration | Hell , Dunkel
1:75 | sofort tot ; alle lebend nach 48 St.
1:200 tot nach 10 Min. | .
111000 B :
1: 5000 ST

1:20000 ; “ Lo iy . ’
1:40000 | U B | :
1:100000 | B e | A
1:200000 | = L e s

1 : 400 000 cesd e | ;
1:1000000 | e s raih. f i e
1:2000000 die Hilfte tot nach 26 St. | X

Die photodynamische Wirkung dieser Substanz ist eine
sehr grofe.

Gruppe des Acridins.
CH

N
Acridin ist ein Anthracen, in dessen mittlerem Kohlenstoffringe eine
CH-Gruppe durch ein Stickstoffatom ersetzt ist. Dieser mittlere Ring
ist ohne Zweifel auch der Fluorophor.

19. Salzsaures Acridin.

Die gelbe Losung fluoresciert blau.

Acridin und sein Derivat Methylphosphin wurden bereits von O, Raab
untersucht. HKs folgen hier noch einige Werte zom Vergleiche der am
selben Tage angestellten Versuche mit den folgenden beiden Derivaten;
sie sind unter Eisenoxydulvorlage angestellt.

Heller Tag.

Konzentration | Hell ' Dunkel
1:2000000 tot nach 3 St. ' lebend nach 48 St., noch in

| Konzentration von 1 :30000
1: 5000000 LR | e

1: 10000000 R LR i 7
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20, Salzsaures Chrysanilin.
Aus dem Phosphin des Handels 3 mal umkristallisiert.
Die gelben Lisungen fluoreseieren griin.

Konzentration | Hell Dhunkel
1:2000000 tot nach 5 St. lebend nach 48 8t., noch in
Konzentration wv. 1 750 000
1:5 000000 . g s L 5= | —
1:10000000 e e =
1:20000000  alle lebend , 9 . ; -
die Hilfte tot . 36

21. Salzsaures Benzoflavin.
Dem vorigen isomer.
Die gelbe Lisung fluoresciert griin, stirker als vorige.

Konzentration Hell I Dunkel

1:1000000 tot nach 1 St. ' lebend nach 48 8t,, noch in
Konzentration v. 1: 150000

1:2500000 | x MR L -

1:5 000000 SR eiss SOl : —

1:10000000| 4 9 | -

e L1r:,]1t“ irkung 1]1&1 Acridinderivate ist eine auferordent-
lieh hohe.

Gruppe des Phenazins (Azine).
N

N
Phenazin.

Von dieser Base leiten sich mehrere wichtige schén fluorescierende
Farbstofffamilien ab.,

22, Phenazinchlorid.
Das in Wasser mit schwach griinlichgelber Farbe schwer lésliche
Salz zeigt mit Linse in Sonnelicht sehr schwache griinblaue Fluorescenz.

Konzentration : Hell | Dunkel

1:100000 tot nach 3/, St. | Die Hilfte tot nach 1/, St.;
' alle nach 24 St

|
!

1: 200000 i PV S e
|

- I)le Hilfte tot nach 24 St.;
. ebenso nach 48 St.
1:400000 | SRR e | Alle lebend nach 48 St.
1:800000 | i3 S . %
1:1 600000 i e A I -
1: 2400000 R | ;



23. Diamidophenazinchlorid.

Die mibig gelbrote Lisung fluoresciert mit Linse im Sonnenlicht
sehr deutlich feurig rot. Absorption: schmaler Streifen im Rot.
Sehr heller Tag. Eisenoxydulvorlage.

Konzentration Hell , Dunkel
1:40000 tot nach 1/, St.° | bereits in Konz., von
' 1:2000 lebend nach 24 St.
1:120000 el n T |
1:200000 | A e I
1:400000 | A |

24, Dimethyldiamidotoluphenazinehlorid (Toluylenrot,
Neutralrot).

Die sehr lichtempfindliche karmoisinrote Lisung zeigt mit Linse im
Sonnenlicht schwach orangegelbe Fluorescenz. Absorption in Lisung von

1:20000: von Ende gelb (12,5) bis ins Ultraviolette,

Konzentration | Hell Dunkel
1:20000 | tot nach wenigen Min, tot nach 1 St
1:40000 i A
1:90000 a lebend nach 24 St.
1: 200000 tot nach '/, St. -

1:400 000 | e s 2N =
1:800 000 FonE S =
1:1200000 HE et gl
1:1600000 | lebend nach 36

25. Phenosafraninechlorid.

Die rote Liosung zeigt mit Linse im Sonnenlicht deutlich griinlich-
goldgelbe Fluorescenz. Absorption in Loésung von 1:100000: von Ende
gelb (12) bis zum Violetten.

Konzentration Hell Dunkel

1 : 5000 - tot nach 3 St.
1:10000 = | B
1:15000 st | lebend ., 24
1: 200000 tot nach 3 St. i -

1: 400000 Lidiaunlug . | s
1:800000 lebend n. 9 St.; tot n. 36 St.

1:1000000 |  lebend nach 36 St. | :

26. Tolusafranin (Safranin T des Handels) (Merck).

Die rote Lﬁsur;g des Chlorids zeigt mit Linse im Sonnenlicht gelbrote
Fluorescenz. Absorption: schwacher Doppelstreif bei 12,8 und 14,5
(Forminek).



Konzentration | Hell | Dunkel
1:10000 | — | tot nach 9 St.
1:40000 _ — . lebend nach 48 St.
1:200000 tot nach 3 St. H
1:400000 | L B T i
1:800000 |lebend n. 9 St.: tot n. 36 St, .
1:1000000 | lebend nach 36 St. .

97. Rosindulinchlorid,

Die rote Liosang zeigt direkt wahrnehmbare gelbe Fluorescenz. Ab-
sorption in Lisung wvon 1:25000: von Anfang pgriin (12,0) bis ins
Violette.

Konzentration Hell | Dunkel
1:40000 | tot nmach 5 Min, ' ebenso
1: 100000 el et |1 R !
1: 200000 S8 R | :
1:400000 & R TR trige sich bewegend n. 3 St.
; tot nach 5 St.
1: 800 000 et oA g ) : P
1:1600000 | die Hilfte tot n, 7 St.; lebend nach 24 St,
alle nach 18 St
1:2400000 | die Halfte tot n. 8 St.;

Die trige sich bewegenden Tiere sind deutlich rosa gefirbt.

28, Phenylrosindulintrisulfosaures Natron (Azokarmin).

Die rosa Losung zeigt mit Linse im Sonnenlicht sehr schwachen,
griinlichgelben Kegel. Absorption in Lisung wvon 1:25000: von An-
fang griin (12,0) bis ins Violette,

Konzentration Hell | Dunkel
1:2000 - — lebend nach 24 St.
1:20000 | tot nach 5 St. o
1:40000 | lebend nach 48 St. .

Firbung der Tiere nicht deutlich zu bemerken.

29, Magdalarot (L. Durand, Huguenin & Co.).

Die roten Liisungen des in Wasser schwer ldslichen Chlorids haben
gelbrote Fluorescenz. Absorption in Losung von 1:25000: von K an
bis Ende von Griin (16,0).

Konzentration | Hell Dunkel
1:50000 | tot mach !/, St. - tot nach 4 St.
1:100000 | P WL F NS 1, tot nach 24 St,
1360000 5 3.5 o B , lebend nach 24 St.
1:200000 lebend , 48 , | ebenso

Die lebenden Tiere sind rosa gefiirbt.



30. Salzsanres Naphtylrot.
(Magdalagruppe.)
Die rosa gefiirbte Lissung zeigt direkt gelbe Fluorescenz. Absorption
in Lisung von 1:25000: im Griin (12,8—15,8).

Konzentration | Hell Dunkel

1:40000 tot nach 1/, St. ‘ tot nach 1/, St.

1: 100000 S sl I

1:200000 = & 2 | die Hiilfte tot nach 9 St.,
; alle nach 48 St.

1:400 000 - B | lebend nach 48 St.

b n
1 : 800 000 lebend nach 43 | j
Die lebenden Tiere sind rosa gefirbt.

3l. Aposafranin.

Die rote Lisung des Chlorids =zeigt mit Linse im Sonnenlicht
schwache, aber deutliche rosarote Fluorescenz. Absorption in Lisung
1:10000: von I} — ins Violette.

Konzentration Hell ' Dunkel
1:20000 tot nach 2 St. ebenso
1:30000 | o e ke 8/, tot nach 9 St.
1:60000 ! 2 AR el Qe L, 4 T
1:80000 s S S e | alle lebend , 24

ebenso , 24

1:100000 |alle lebend , 48 |

32. Fluorindindisulfosaures Natron.

Die neutrale violette Losung hat sehr starke braunrote Fluorescenz.
Absorption in Liésung von 1:25000: 4 Streifen, 1. Von Anfang Rot
— Mitte Rot (8,5), 2. von D bis Mitte von Gelb (11,1), 3. im Anfang
von (rin (12,1—13,2), 4. sehr schwach im Ende won Griin (14,6 bis
15,8).

Konzentration | Hell Dunkel

1 =200 alle lebend nach 48 St. ebenso

Die Tiere zeigen keine Firbung.

- Von den sonst durchgehends starke Lichtwirkung be-
gitzenden Phenazinen macht dieser letzte eine auffallende Aus-
nahme, indem er wenigstens im zerstreuten Tageslichte keine deutliche
Photodynamie aufweist.

Gruppe dez Phenoxazins (Oxazine).
NH

0
Phenoxazin.



Die Stammsubstanz selbst wurde, weil in Wasser zn schwer loslich,
nicht untersucht, hingegen mehrere als Farbstoffe sehr bekannte saure
und basische Derivate.

33. Nilblau A.

Die blane Lisung des Chlorids zeigt mit Linse im Sonnenlicht
einen schwachen rubinroten Kegel. Absorption: Hauptstreif 8,2, Neben-
streif 9,9 [Formének].

Eisenoxydulvorlage, sehr heller Tag.

Konzentration | Hell Dunkel
1:200000 tot nach 1, St. tot nach 1 St.
1 :EBD DDH _ " " 1 " n n 3 "
1: 2000000 R it RS
1:4 000000 E: o ¥ lebend . 24

1: 8000 000 LA S o

34, Resorufin.

Dasselbe 16st sich in Alkali mit rosaroter Farbe und direkt wahr-
nehmbarer starker feurigroter Fluorescenz. Absorption in Lisung von

1:100000 von D—b, Hanptstreifen bei D.
Konzentration Hell ' Dunkel

1:2000 — lebend nach 24 St.
1:200000 | tot nach 4 St. -
1:800 000 | ' sadid ihigY ' -
Ll 000000 SRS N nE 100 , -

die iibrigen lebend n. 24 St.
1:1400000 ebenso | =
1:1800000 | alle lebend nach 48 St. | =

Firbung der Tiere nicht wahrzunehmen.

35. Fluorescierendes Blau.
Ammoniaksalz des Tetrabromresornfins.

Braunrote Paste, welche in Wasser mit rotvioletter Farbe und
griiner Fluorescenz léslich ist. Absorption: 2 Streifen, 1. im Ende von
Rot bei 9,2—9,9, 2. nach D von 10,2—10,7.

Konzentration Hell Dunkel
1:200 = tot nach 4 St.
1:2000 ' tot nmach 1 St. alle lcbend nach 48 St,
1:20000 | a L -
]. H Hﬂ 'Dnl:} a5 L] ﬁ " n
1:40000 "I"I] 0" " 8 ” "
alle s = 368

Die Phenoxazine haben starke, teilweise sehr starke Licht-
wirkung.




Gruppe des Thiodiphenylamins (Thiazine).
NH

S
Thiodiphenylamin.

36. Methylenblau.

Dieses in Wasser mit blaner Farbe lisliche Chlorid zeigt mit Linse
im Sonnenlicht rote Fluorescenz. Absorption in Lisung 1:20000:
das ganze Rot und den Anfang von Gelb — 11,0 ausloschend. In
starkerer Verdiinnung 2 Streifen: 1. bei 7,5, 2. bei 9,5.

Eisenoxydulvorlage, sehr heller Tag.

Konzentration ! Hell Dunkel

1: 60000 tot nach 1 St. tot nach 1%/, St.
1: 180000 s - . A 113505
1:350000 | | e S R e
1:800000 | R lebend , 24
1: 1600000 Spra Bl T | ;

37. Thionol.

Die violette Lisung in Alkalien zeigt mit Linse in Sonnenlicht
feurig braunrote Fluorescenz. Absorption in Verdiinnung 1:100000:
Hauptstreifen bei D (9,2—10,2) und schwiicherer Streifen von 10,7
bis 11,9.

Eisenoxydulvorlage, sehr heller Tag.

Konzentration Hell . Dunkel
1:200 000 tot nach 1/, St. 3 tot nach 24 St.
1: 600000 2 - S "
1:1200000 e lebend nach 24 St.
1:3 000000 % 3 5
1:4000000 | & . 4 -

38, Dehydrothiotoluidinsulfosaures Natron.

Ist Stammsubstanz der Farbstoffe Thioflavin (griine Fluorescenz) und
Primulin (blaue Fluorescenz); ihre gelbliche Lisung fluoresciert schén
blau. Dehydrothiotoluidin erzeugt nach Mitteilong des Herrn Prof.
(. Schultz bei vielen Personen (Laboranten) Hauntausschlige.

2



S | T

Mittelheller Tag.

Konzentration | Hell Dunkel

1 : 20000 tot nach 17/, St. alles lebend nach 24 St,
1: 40000 R il T )

1: 100000 - 4 -

1:150000 | S T

1:200000 die Hilfte tot nach 9 St. | -

Die Derivate des Thiodiphenylamins haben griftenteils starke
Lichtwirkung.

Chinolinfarbstoffe (Kondensierte Chinoline).
39. Chinolinrot.
Chemisch reines Priiparat. Die rote Lisung zeigt starke feurigrote

Fluorescenz und ist lichtempfindlich. Absorption: Hauptstreif 12,7,
Nebenstreif 15,0 [Formanek].

Konzentration | Hell Dunkel
1:200000 tot nach 4 St. sehr lebhaft nach 4 St.,
I.'rm tot b 22 "
ll;:l i " 43 "
1:300000 S R alle lebend , 24
1:400 000 '1'1“ = L -

40. Chinolinblau (Cyanin). Absorption bei 8,55 [Formanek].
1. Priiparat von Trockenplattenfabrik vorm. 0. Perutz.
Triiber Tag.

Konzentration Hell . Dunkel

1:24000 sofort tot - ebenso

1: 60000 tot nach 10 Min. i “

1:100000 blaugefiirbt, aber noch leb- -
haft n. [, 8t.,, tot n. 1 St.

1:150000 tot nach 2'/, St.

1:200000 | alle lebend nach 24 St. | X

2. Priparat von E. Merck (als purissimum bezeichnet).

Konzentration | Hell ‘ Dunkel
1: 100000 tot nach 1/, St. tot nach 1/, St.
1:150000 = SAGEE e = .
1:200000 | S 5 ; adait e
1:250000 | n n . | m i 6 7
1:300000 | - L 4 3 « S
1: 400000 die Hilfte tot nach 30 St.,! die Hiilfte tot nach 24 St.,

alle nach 36 St. alle nach 42 St,

1:500000 lebend nach 48 St. lebend nach 48 St.




Dieser Korper zeigt in einer verdiinnten gerade noch blau erschei-
nenden Liésung im Bogenlicht oder Sonnenlicht untersucht eine schwache,
kupferrote Fluorescenz, die nur zum Teile auf diffuser Reflexion an
feinsten ungelist gebliebenen Teilchen beruht. Auferdem zeigt er im
Eisenfunkenlicht eine Fluorescenz im brechbaren Teile von 440—350 up
(nach H. Lehmann)., Die Lisungen sind sehr lichtempfindlich und
zwar bleichen sie um so rascher ab, je verdiinnter sie sind, gleichzeitig
geht die Fluorescenz zuriick. Durch dieses optische Verhalten sind die
Paramiicienversuche erklirbar. Die Lisungen mittlerer Verdiinnung haben
eine merkbare, wenn auch nicht grobe photodynamische Wirkung, weil
sie fluorescieren und infolge der langsameren Zersetzung diese Eigen-
schaft bis zum Tode der Paramiicien bewahren. Ilie sehr wverdiinnten
Lésungen, die sich rascher zersetzen, zeigen keine photodynamische Wir-
kung, weil ihre Fluorescenz zu friibh erlischt.

II. Substanzen mit Absorption im Violett resp. Ultraviolett.

Naphthalingruppe.
Samtliche Kiorper wurden als Natronsalze untersucht.

41. «-Naphtoltrisulfosiure. 1. 3. 6. 8,
Fluorescenz: schwach griinlichgelb.

M:iBig heller Sommertag (Eisenoxydulvorlage).

Konzentration Hell Dunkel
1:100 fast sofort tot; Zerfall nach | ebenso; Zerfall n. 20 Min,
5 Min.
1:400 tot nach 4 St. lebend nach 36 St.
1:1000 2 e

Zusatz von 0,2", Natrinmkarbonat erhéht die Fluorescenz; die
Photodynamie hingegen nicht merklich.

42. f-Naphtoltrisulfosiure. 2. 3. 6. 8.

Fluorescenz : griinlichgelb.

MiiBig heller Sommertag (Eisenoxydulvorlage).

Konzentration Hell Dunkel
1:100 tot nach 6 St. ebenso
1:200 ‘ SERLNAINT S . lebend nach 36 St.
1:500 lebend ,, 36 &

Nach Zusatz von 0,27 Soda, welcher die Fluorescenz erhiht:

1:200 ' alles tot nach 6 St. die Hilfte tot nach 6 St.
1:500 ‘ e = 2 alle lebend nach 24 St.



43. 2. 5. Amidonaphtol-7-monosulfosiure.
Fluorescenz: violett,

Konzentration | Hell _ Dunkel
1:200 ; tot nach 4 St. —_
1:400 i g BlES Ty - >
1:1000 Bl s . I -

| alle , w 24 |
In den abgestorhenen Paramiicien sind die Kerne intensiv gefirbt.

44, g-Naphtylamindisulfosiure. S.
Fluorescenz : gesittigt griin.

Wolkenloser Sommertag (Eisenoxydulvorlage).

Konzentration | Hell i Dunkel
1:200 l tot nach 4 St. lebend nach 48 St.
1:400 | S B =
1:1000 | : S S
1:2000 lebend , 48 —

n

45. §-Naphtilamindisulfosdure C.
Fluorescenz : schin blan.

Triiber Tag (Winter).

Konzentration | Hell ‘ Dunkel
1:200 | tot nach 5 Min. ebenso
1:500 10

1:1000 | die Hilfte tot mach 24 St. | alle lebend nach 24 St.
Die bedeutend gréBere Giftigkeit der f-Sidure ist be-

merkenswert.

46, Haphtinnsﬁure.
Fluorescenz: schéon blau.

Heller Tag.
Konzentration Hell i Dunkel
1:200 tot nach 3 St. | alles lebend nach 48 St.
1:400 i N e =
1: 800 | S IR Sy
1 - ]{.DD - E 5 1 b
1:1500 o e BT e ' ;
1:2000 = <Rl '

47. Naphtsultan 2. 4. disulfosédure,
Fluorescenz : griin.

Heller Tag.
Konzentration | Hell , Dunkel
1:100 tot mach 12 St. lebend nach 48 St.

1:1000 E e LA

+




e Do e
Die photodynamische Wirkung der Naphtalinderivate ist
schwach, einige lassen, wenigstens im zerstrenten Tageslicht von miBiger

Helligkeit gar keine Wirkung erkennen.

48, MTetraamidostilbenchloriir.

Konzentration | Hell . Dunkel
1:5000 sofort tot i ebhenso
1:10000 tot nach 1 St.

1:20000 | L
1:40000 el
1: 80000 die Hiilfte tot nach 9 St.
1:120000 | alle lebend nach 24 St.

Die Substanz, die ich Herrn Dr. Escales verdanke, fluoresciert
lebhaft violettblan und ist erheblich giftiz. Es ist daher wohl anzunehmen,
daf sie in die Paramiicien eindringt. Dennoch zeigt sie keine Photo-
dynamie. Ilie Ursache ist zum guten Teile die Zersetzung der Losung
im Lichte zu braunen, viel weniger giftigen und nicht mehr fluorescieren-
den Stoffen. Dieselbe vollzieht sich um so rascher, je verdiinnter die
Lisung. FEine 5 Tage dem Tageslichte exponiert gewesene Lisung 1 : 30000
zeigte sich bereits nicht mehr giftig. Infolge dieser raschen Zersetzung
resp. Entgiftung der Losungen mittlerer und schwacher Konzentration
im Lichte kann die allenfalls vorhandene photodynamische Wirkung villig
kompensiert worden sein.

49, y-Phenylchinaldin-Chlorid.
Schon blau fluorescierender Kirper.

Konzentration Hell Dunkel
1:10000 | tot nach 1 St. ebenso
1: 30000 — lebend nach 48 St.
1:100000 | tot nach 4 St. —
1 : 500000 g —
1:1000000 g L ! e
1:2500000  die Hilfte tot nach 9 St. | —
1: 5000000 1/, tot nach 9 8t. —_

Die Substanz hat sehr starke Lichtwirkung. Sie wurde von
0. Raah (a. a. 0.) nicht erkannt, weil er nur stark konzentrierte, noch
zun giftige Lisungen untersuchte.

90. Chininsulfat.

Konzentration Hell Dunkel
1: 60000 tot nach 1 St. ebenso
1: 80000 LT L 18 Tiere tot nach 3 St.,
2 lebend, aber nur mehr
rollend

1:100000 | 18 Tiere tot, 3 lebend nach alle lebend nach 8 St.

8 St. |



LT LT

Chininsulfat 4~ 0,6 Proz. Natriumchlorid.

1:80000 | alles tot nach 3 St. 3, tot nach 3 St.
1:100000 4 tot, 6 lebend nach 8 St. alle lebend nach 8 St.

5la. Chininbisulfat. 51b. Chininbisulfat 4 0,59,
Natriumacetat.

Beide Versuche im Hellen, znm Vergleich der Wirkungsinderung
durch den Salzzusatz.

1: 60000 tot nach 11/, St. = 8fs tot mach 11/ Bt

1:80000 " ” 3 » I 3-.; n " 3 "

1:100000 | % tot und bereits stark | */. tot aber bedeutend weniger zer-
zerfallen nach 8 St. fallen nach 8 St.

Die photodynamische Wirkung der Chininsalze ist
sebr schwach; durch Zusatz von Kochsalz oder essigsaurem
Natron, wodurch die Fluorescenz zuriickgeht, wird sie noch weiter
vermindert.

Bei den Chininbisulfatversuchen in Verdiinnung von 1:100000 ohne
Acetatzusatz waren die nach 8 Stunden noch iibrigen lebenden Paramiicien
unverkennbar weniger geschiidigt, als in den Proben mit Acetat, dafiir
aber waren in diesen die toten weniger zerfallen. Dies erklirt sich wohl
daraus, daB die toten, stark zerfallenen Individuen das Chinin ganz ab-
sorbiert hatten, so dab die noech lebenden geschiitzt blieben. Dafiir
spricht auch die Beobachtung, daf die Chininwirkung bei dem Rest der
lebenden auch in den niichsten 12 Stunden keine Fortschritte mehr machte.

52. Hydrastininchlorid.
Fluorescenz : blau.

Konzentration Hell | Dunkel
1 : 8000 — tot nach 24 St.
1:16000 — lebend nach 24 St.
1:200000 | tot nach 6 St.
1 : 400 000 die Hilfte tot nach 5 St.
1:600000 '/ tot mach 24 St.
1: 800000 alle tot nach 36 St.
1:1000000 alle lebend nach 48 St.

Die Substanz hat starke Lichtwirkung.

53. Harmalinchlorid.

Fluorescenz: indigoblan. Die Zahlen sind der II. Mitteilung von
0. Raab entnommen.

Konzentration i Hell Dunkel
1:20000 | tot nach 20 Min. ebenso
1:40000 e R = tot nach 48 Min.
1:60000 | 24 1 St. tot nach mehreren Stunden

Die phutudyn;mié.che Wirkung ist gut ausgebildet.




54, Aesculin.

Fluorescenz: bldnlich. Wolkenloser Sommertag. Eisenoxydulvorlage.

Konzentration | Hell Dunkel
1: 500 I s -+ nach 48 St, lebend nach 48 St.
1:750 1, -+ nach 48 i
1:1000 lebend nach 48 St.

Die Substanz zeigt eine Spur von Lichtwirkung.

B. Yersuche an anderen Protozoen.

Iieselben hatten den Zweck sich dariiber zu orientieren. ob
anch anderen Klassen zugehirige Protozoen auf photodynamische
Snbstanzen reagieren, wie das zu der Klasse der Ciliaten gehirende
Paramaecium caudatum. Versnchsobjekte waren die Rhizopode
Amoeeba proteus und eine im Mangfallquellwasser von Professor
Emmerich aufgefundene ziichtbare Flagellate, welche von Dof-
lein als Bodo saltans oder dieser sehr nahe stehende Form be-
stimmt wurde. Die Untersuchung geschah in analoger Weise wie
bei Paramaecium caudatum und ergab, dalf auch diese Tiere in
analoger Weilse durch die photodynamischen Sub-
stanzen in ihren Bewegungen sistiert, getitet und
zum Zerfall gebracht werden, weit frither im Hellen
als im Dunkeln.

Bei Amoeba proteus sieht man alsbald, wie die Pseudo-
podien Stiick fiir Stiick langsam eingezogen und nene Fortsiitze
nicht mehr ausgesandt werden. Im nunmehr kugeligen Gebilde
15t zuniichst noch Kornchenstromung wahrzunehmen, spiiter hort
auch diese aunf. Die schon vorher bemerkbare Tingierung durch
den einwirkenden Farbstoff wird nun sehr deutlich und sehlieblich
sieht man das Tier zu Detritus zerfallen. Wenn die photo-
dynamische Substanz in sehr grofier Verdiinnung zugebracht war,
sind die Tierchen am Schlusse der ersten Exposition wohl zu fort-
satzlosen Kugeln zusammengezogen (in einzelnen Fillen vielleicht
auch encystiert), am nichsten Morgen aber findet man sie wieder
Pseudopodien ausstreckend und bewirkt dann erst die zweite Ex-
position ihren Tod und Zerfall.

Bei Bodo saltans bemerkt man wie die eigentiimlichen
sprungweisen Bewegungen sich alsbald méssigen. dann vollkommen
anfhoren und das kleine Gebilde schlieflich durch Auflosung vollig
aus dem Gesichtsfelde verschwindet.



Amoeba proteus.
Heller Tag.

—_—
== — e ———

Substanz l:;:ﬁg:i' Hell Dunkel
Eosin  (1:2000 bewegungslos n. 2 St., zer- tot nach 22 St.
fallend n. 4'/; St.
o 1:20000 bewegungslos n. 3 St., zer- lebend nach 48 St.

Tolnsafranin 1

Chinolinrot |1

Dichloran- 1:

thracendisul-
fozaures

Natron |1:

Chininsulfat 1

fallend n. 24 St.
: 50,000 bewegungslos n. 1 St., zer- zur Kugel znsammengezogen,
fallend n. 24 St. jedoch noch Kirnchenstrimung
und einzelne Psendopodien
zeigend nach 24 St.

: 80,000 bewegungslos n. 1, St., | lebh. Psendopodienbewegung
zerfallend n. 24 Std. nach 24 St.
: 200,000 bewegnngsloz n. 2 St., zer- do.

fallend n. 24 St.

: 20,000 bewegungslos n. 2 St., auch Psendopodienbewegnung nach

nach 48 St. war. keine Pseudo-' 12 St., tot nach 24 St.
podien mehr zn beobachten

: 40,000 bewegnngslos n. 3 St., auch lebh. Psendopodienbewegung

nach 48 8t. war. keine Pseudo- nach 24 Std.
podien mehr zu beobachten :

o000  bewegungslos n. 1 St., auch gute Pseudopodienbewegung
nach 48 8t. war. keine Pzendo- nach 12 St.; kugelig mit ein-
podien mehr zu beobachten zelnen Fortsiitzen nach 24 St.

10,000 noch Psendopodien n. 24 St. lebh. Psell{ltltup%tlie_uhewcguug

nach 24 st

: 1000 10 Stiick kugeliz, ohne alle mir Pseundopodien-

Fortsiitze, zwel mit Psendo-  bewegung nach 24 St.
podienbewegung nach 24 St.

Bodo saltans.
Triiber Tag.

Eosin 1

n 1

k& 1

1

o 1

Pheno- 1
safranin

1

: 1

il 1

Dichloran- 1

thracendisnl-
fosanres
Natron 1:
. 1
1

: 200,000 B A

: 1000 tot nach !/, St. | alle lebend nach 24 Sg.

: 2000 " 1 1 . | 1

: 10.000 R e

- 20,000 R -

: 40,000 | L e | n

: 50,000 tot nach 1 St. | wiele lebend nach 6 St.:
i einzeln nach 24 St

: 200,000 RN T | alle lebend nach 24 St.

- 400,000 t i, gl = 3

- 600,000 e i :

: 4000 tor nach 1 St. alle lebhaft nach 24 St.

40,000 S Eea 3] s ‘

: 100,000 il Mk e ,

1




Il. Abschnitt. Wirkung auf Enzyme, inshesondere auf Invertin.

Die in neuerer Zeit wieder in den Vordergrund tretende Aunf-
fassung, dal die Lebenserscheinungen in der Zelle wenigstens zum
Teil eine Funktion enzymartig wirkender Stoffe sind, gaben die
Veranlassung, das Verhalten der .lichtwirkenden Stoffe* zn En-
zymen in den Kreis der Untersuchung zu ziehen. Es ergab
sich in der Tat, dab viele photodynamische Stoffe aunf Diastase,
Invertin, Papayin und Trypsin eine dhnliche Wirkung ausiiben,
wie auf Infusorien.’] Wir haben in der Folge zunichst das Invertin
einer umfassenden Untersuchung unterzogen und alle bei Para-
mécien untersuchten Stoffe auch an ihm gepriift. Ausschlaggebend
fiir diese Wahl war in erster Linie die bequeme Bestimmungs-
methode. IDlas Invertin hat bekanntlich die Eigenschaft den die
Polarisationsebene rechtsdrehenden Rohrzucker in die rechtsdrehende
d-Glukose und die linksdrehende d-Fruktose zun spalten. Da nun
die Fruktose stiirker nach links dreht, als die Glykose nach rechts,
s0 geht die Rechtsdrehung mit fortschreitender Spaltung des Rohr-
zuckers fortwihrend- zuriick und schligt schlieflich auf die linke
Seite iiber. Eine Rohrzuckerlisung von 5"/, in einem Dezimeter-
rohr z B. gibt eine Drehung von -+ 3" 18; nach vollstindiger
Invertierung, welche indes auch bei sehr lange fortgesetzten Ver-
suchen bekanntlich nie ganz erreicht wird, eine solche von — 0°52°,
Der Verlauf des Fermentationsprozesses kann daher sehr bequem
und scharf durch das Saccharimeter nach Aunfkochung und Ent-
fairbung der Losung durch eben ausreichenden Zusatz von Tier-
kohle verfolgt werden.?) Das Invertin war von E. Merck be-
zogen, seine Liosung oder genaun bezeichnet, seine durch anhaltendes
Schiitteln erhaltene feine Aufschwemmung von 0,05—0,1 auf 100

1) Vorliufige Mitteilungen iiber die 3 erstgenannten Enzyme sind ent-
halten in den Dissertationen von Stark, Tillmetz und Rehm, Minchen 1903,

2) Hierzn diente ein Halbschattenapparat nach Launrent von Schmidt und
Haensch. Der Umrechnung der abgelesenen Drehung in g resp. °, des ge-
bildeten Invertzuckers wurden die Bestimmungen von Lippmann zugrunde
gelegt. Hiernach ist «p des Invertzuckers bei 20° = — 214 oder 1 g Invert-
zucker in 100 com Wasser gelist, gibt in einem Dezimeterrohr eine Drehung
von — 0,214, Da ferner «p der Saccharose — 4 66,0 oder 1 g Saccharose in
100 cem Wasser geliist in einem Dezimeterrohr eine Drehung von - 0,665 gzibt,
g0 wird durch die Entstehung von 1 g Invertzucker ans 1 g Saecharose die
Drehung um 0,579 verschoben. Die Differenz zwischen der Drehung vor dem
Invertiernngsprozesse und der bei den einzelnen Versuchen abgelesenen Drehung
durch 0,879 dividiert, mull also den Invertzuckergehalt geben.
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Wasser wurde jedesmal frisch bereitet. Sie hiilt sich bei Zimmer-
temperatur 3—4 Tage ohne wesentliche Abnahme der Wirksam-
keit; meist wurde zur Konservierung Toluol zugesetzt.

Die Versuche kamen nach zwei Anordnungen zur Ausfithrong.
Bei Anordnung I wurde 0,05 Invertin in 10 cem Wasser aufge-
schwemmt, zundchst mit 90 cem 5", Rohrzuckerlisung vermischt
und in diinner Schichte in zwei Reihen von Flaschen oder Erlen-
meyer'schen Kolben gleicher Form und Grifie verteilt, von denen
die einen durchsichtig, die anderen undurchsichtig resp. entsprechend
verdeckt waren. .Je ein Paar dieser Gliser bhekam einen Zusatz
der zn priifenden Substanz. Im durchsichtigen Glas war deren
eventuelle photodynamische Wirkung, im nndurchsichtigen die
eventuelle chemische Einwirkung (hemmende oder befirdernde) ant
die Invertierung festzustellen. Zur Eruierung des Lichteinflusses
allein war ein Paar solcher Gliser ohne Zusatz mit Saccharose-
Invertinlosung gefiillt. Simtliche Paare von Glisern wurden an
einer hellen Stelle des Laboratoriums unter sonst gleichen Be-
dingungen (inshesonders Temperatur) dem ringsum einwirkenden,
zerstrenten Tageslichte ausgesetzt.') Nach 6 oder 8 Stunden er-
folgte die erste Entnahme wvon Proben zur Bestimmung der In-
vertierungsgrifie. Nach der folgenden Nacht und einer weiteren
Exposition im ganzen also nach 22 Stunden, die zweite Entnahme.
Bei der zweiten Anordnung wurde zunichst die Invertinlisung von
0,1", ohne Zuckerzusatz in die zwei Reihen von durchsichtigen
und undurchsichtigen Glisern verteilt und zu jedem Paare ein
Zusatz der zu priifenden Substanz gemacht und beide Reihen dann
dem zerstreuten Tageslichte exponiert. Von Zeit zu Zeit wurden
Proben entnommen, mit 10 °/, Rohrzuckerlésung vermischt 15 Stun-
den im Dunkeln stehen gelassen und die Invertierungsgribe polari-
metrisch bestimmt. Die Proben aus den durchsichtigen Glisern

1) 8. Schmidt-Nielsen (Hofmeister's Beitrige zur chem. Physiol. und
Pathol. 5, 8. 357) findet diese Versuchsanordnung mit dem Fehler behaftet, dal
die Gefiille nicht mit planparallelen Wiinden verschieden und aus Glas bestanden
hiitten, infolgedessen ihmen fiir lichthiologizche Fragen nur geringe Bedentung
beigemessen werden kinne. Diese Vorwiirfe sind indes villiz unbegriindet. Da
die Versuche in zerstreutem Tageslichte gemacht wurden; ist sowohl die Form
der Gefile, vorausgesetzt, dal sie in den zusammenhingenden Versuchen die
gleiche ist, von keiner wesentlichen Bedentung., alz amch die Verwendung von
Glas zulidssig, da jener Teil der minderbrechbaren ultravioletten Strahlen, der
von der Atmosphiire nicht absorbiert wird, bekanntlich auch diinnwandiges Glas
zn durchdringen vermag.
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ergaben den Einfluf der in Priifung stehenden Substanz im Hellen
die Proben ans den dunkeln Glisern den Einfluff im Dunkeln. Ein
weiteres Paar von Glisern nur mit Invertinlisung gefiillt und
sonst analog behandelt, lllE]ltE zur Feststellning des Lichteinflusses
allein.

[ie nach beiden Methoden erhaltenen Resultate sind in den
folzenden Tabellen niedergelegt. Dieselben zeigen folgendes:

1. Auf Invertin photodynamisch wirksam erwiesen
gsich folgende Gruppen von Substanzen: Die Fluore-
sceine {mlt Jsllqllﬂ]ll'llf-‘ des Fluoresceins selbst und der gechlorten
Verbindungen) die {:rnlppe des Anthracens, die Gruppe
des Thiazins und die [‘J]nnn]lnfarhm.ntfe. Unwirksam
hingegen sind die Dervivate des Phenazins (mit Ausnahme des
Phenazins selbst und des Phenosafranins), der Phenexazine, die
Naphtalingruppe, die Alkaloide Phenylehinaldin, Chinin, Harmalin
und Hydrastinin und das Glykoesid Aesculin. Diese im Vergleiche
znr Wirkung bei Paraméicien grobe Einschrinkung beim Invertin
15t sehr auffallend und sicherlich bei einer spiter auszubildenden
Erklirung der photodynamischen Wirkung von grofer Bedentung.
Vorerst kann darauf nicht eingegangen werden, da die in Arbeit
befindliche Untersuchung anderer Enzyme, speziell des Trypsins
abgewartet werden mub. Es sei daher nur vorlinfiz bemerkt, dab
bel diesem Enzyme eine Einschrinkung wenigstens in diesem Um-
fange nicht vorhanden zun sein scheint.

2. Der Einflubh der genannten photodynamischen Substanzen
auf Invertin nach Anordnung I untersucht, ist regelmiilig geringer,
als nach Anordnung II. Es greifen somit die photodyna-
mischen Substanzen das in Wasser aufgeschwemmte
Sruhende*Enzym viel stdrkeran resp.schidigen das-
selbe bis zur fast vollstindigen Aufhebung seiner
Wirkung viel leichter als das mit Zuckerlésung ver-
setzte tidtige. Dasselbe gilt fiir den Einflulb des
Lichtes allein. Derselbe war nicht bemerkbar beim tétigen
Enzyme in T'_'Fl:rﬂrainstimmung mit den Untersuchungen von 0. Emmer-
ling"); deutlich merkbar jedoch beim untitigen Enzym, in dem
die Wirkung des Invertins aus dem durchsichtigen Glase in ex-
tremen Fillen bis zu 25‘ bei der Invertierung zurickbleiben kann.
Infolgedessen ist die Bestimmung des Vorhandenseins photodyna-
mischer Wirkung bei Anordnung IT nicht so scharf wie nach An-

1) Ber. der Dentsch. chem. Gesellsch, 1801, 3s511.
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ordnung I, denn erst Drehungsunterschiede von mehr als 30
zwischen den Portionen aus hellem und dunklem Glase sind be-
weisend.

3. Zur Entfaltung der photodynamischen Wirkung
ceniigen sehr kleine Mengen. Bei dem besonders darauthin
untersuchten Eosin und Erythrosin ist sie noch in millionenfacher
Verdiinmung zu erkennen (s. Tabelle III).

4, Die Verminderung resp. die nahezu viollige Auf-
hebung der Wirksamkeit, welche das Invertin durch
die photodynamischen Substanzen erfihrt, ist eine
anhaltende. Invertin, das durch Eosin - 12stiindiger Licht-
exposition so weit geschidigt war, dal beim folgenden Invertierungs-
versuch nur mehr 11%, Invertzucker gebildet wurden, erlangte
auch nach Htigizem Stehen im Dunkeln seine Wirksamkeit nicht
wieder, wiihrend Invertin ohne Zusatz gleich lang exponiert und
Invertin 4 Eosin von Anfang an im Dunkeln gehalten dieselbe
nahezu unverdindert behalten hatten (s. Tabelle IV).

5, Der Einflub der untersuchten fluorescierenden
Substanzen auf das Invertin im Dunkeln ist verschieden.
Ohne wesentlichen Einfluf ist z. B. die Fluoresceingruppe, hemmend
wirken z B. salzsaures Dimethylphosphin, Phenosafranin, Apo-
safranin, Safranin T, befirdernd z. B. salzsaures Acridin. Dichlor-
anthracendisulfosiure.

Tahbelle I.

Substanzen mit selektiver Absorption im sichtbaren
Teile des Spektrums (Farbstoffe).

Anordnung 1.

Gruppe des Fluorescein. Natronsalze. (Triiber Wintertag.)

Daner der .

Expo- : Gebildeter |
sition in: Direhung Invertzucker Be-
: bl

i.?rtlz:llndﬂ]r | hell | dunkel '™ & (in %) merkungen
Nachtzeit | hell dunkel
Ohne Zusatz 8 -|— 1° 10 1° 10¢ 2,1 (50)(2,1 (50)
22 —U{'IU—U"IU"]G[HE]%E[HBI
Fluorescein 0,057, 8 |4-1°0" 194 23(55)2.2(53)
22 — B -—'[.l':’fl‘l 3.6(86) 3.6(86)
Dichlorfluorescein 8 41009 -+- 10 05°|2,2(52)2,2(52)]
92 400 |+0° (34(81)34(81)
Tetrachlorfluorescein ol —|- 23‘|+ 10 25° 1,9(45)/1,8(43)
22 —+ 005 - l}'—"S' 3 '%H"i']‘%ﬁ,:‘:ﬂ
DibromfAnorescein bl + 1°20¢ + L 10 5% 1‘3![4:4“2 2 (H2)

22 | 0006 — 0°12'35(83) 3.7 (88)




Dnﬂmr der| e
Xpo- | Gebildeter
. mtmg in Dreig | Invertzucker B -
' Stunden hell | dunkel | ™ & (I %) | SHSEe
inkl. der '
Nonhbaait hell |dunkel
| |
Tetrabromflnorescein 8 -+ 192001 190" 1,9(45)2,3(55)
22 — 0" 06*|— 0© M‘&Dr&h'ihmh
Dijodfluorescein 8 |4 1°25'-} 1°05' 1,8(43)(2,2(52)
22 |4 0003 |—0° 20 3.4 (81) -}b 191)
Tetrajodfluorescein I 8 4 1° 40|+ 1°08/1,5(36)(2,1(30)
|22 |4 0002 — 0° 20" 3,4(81)/3,8(91)
Dichlortetrabromfluorese. 8 -!- 102214 1°10¢ 1,9(45) 2,1 (50)|
22 -+ 0° 05 — 0% 15| i"S-H‘J E:ESSJ
Dichlortetrajodfluorescein 8 + 12154 1°0¢ [2,0(48)| ,B3(55)
22 '—l— 001 —ﬂ“&ﬂ'%J[HljiHﬂlJ
Tetrachlortetrajodfluorese. 8 |—1— 1154 1°0¢ |2.0(48)(2,3(55)
22 + 0 01'|— O 19" ";*ll,_ﬂl.l 3.8(91)
Heller Sommertag.
Ohne Zusatz [ + 1184 1" 192 (44))2 (d44)
22 — 044" — 0" 44' 4. 3(96) 4,3(96)
Eosin 6 -+ 1%51" 4 1°20°1,7 (38 1'3|’-1?|
92 (028 — 0°40' 29 (64) 4.1 (91)
Erythrosin 6 + 2° 16' 4 1°19°0,9(20;/1,9(42)
92 4 1°20" — 0° 444 1,9 (42)|4:2(94)
Gruppe dez Anthracens.
Ohne Zusatz i 18 + 1°35'| 1,6(38)
* | 22 — 0005 3.5(83)
Dichloranthracendisulfo- |
saures Natron 0,05%, | '
I. Versuch i 8 -+ 1925 4 17 15'1,8(43) 2,[}[-18|
[ — 0" 05— 0" 25° :I.DIE‘H} (03]
II. Versuch | 8 4+ 1%28 4+ 1°08' 1, ?I-H}I‘;' 1{20)
: 22 — (® 08'|— 0° 20°(3,6(86) 3 (491
| |
Gruppe des Acridins.
Ohne Zusatz 6 4 1" 30| 4-1¢ 30 Gebildeter Inmvert-
22 — 0 30| — 0° 32 ‘zncker ist nicht be-
Acridin- 0,059, 6 4 1*01'| 4 1* 15 rechnet, weil kein
22 |— 030" — 0° 30 Unterschied zwisch.
Salzsaures Dimethylphos- 6 |--2040' 4 2037 Hell u. Dunkel.

phin 0,05 | 22 |4 1080' 4 1°31|

Gruppe der Phenazine (Azine).

Ohne Zusatz 8 -+ 1% 55 !
, 29 | L 22 i
Phenazin in C1H g‘elu‘.‘rstdmm: B s ae el oo gou
neutralisiert 0,001 92 | Q027 L Qe 11 |
: Dlamldﬂphen&mnchlmnl 8 $ 200 155 :
0.001° 22 (= 0° 11" + 0e 1‘3‘
Phennsafraninul:lﬂrid 8 |4+ 2055 4 250
0,019, 92 L 2050/ L 20 5y
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\Dauer der| ' B

Expo- | - Gebildeter |
sition in | Dmh““g Iuvertzucker| p. o
Stunden | oo | qunker | 1R € (in %) RPN
{inkl. der = | L hell la
iEaf"htﬁEit | e [ HIILE]
Phenosatraninehlorid o] - 205 |4 20y’
0,001, 92 4020+ 0° 21"
Safranin T 0,001°9), | 8 i 20124 2913
| e 0" 24 (0 22¢
Rosindulinchlorid 0,001 9, 8 4+ 2°1014 20 10
o -+ 0 26¢ - (0" 24
Salzs. Naphtylrot 0,001° 8 |+ 1°585'|4 1° 55
22 —+ 0P 18+ 0° 18
Aposafraninchlorid 0,001°], 5 + 2°10° 4 2° 08
22 00271 0° 28
Fluorindindiznlfos. Natron B 10 40°(-}- 1° 35
0,05, 22 0001 — 0° 04

Gruppe der Thiazine.

Ohue Zusatz

Mit 0,05%, Dehydrothio-
tolnidinsulfosaures Natr.

8
22

8
22

+ 1035

= 0" 5
4+ 19354 1° 40"
— o4 00

Gruppe der Chinolinfarbstoffe.

Ohne Zusatz
Mit 0,0075°, Chinolinrot
Ohne Zusatz

Mit 0,002 %, Cyanin

6
6

[ Lo
0 00 D OO DS

- 003214 0036' 2,8(67) 2,7(65)
— 0929 — 0" 30 4.0(95) 4,0(95)
41912 + 1906 2,0(48) 2,2 (52),
-4 0°20' — 0°05' 3.0(71) 3.5 (83).
+ 19024 1°0" 2,3(55) 2.3 (55).
— 0°20/|— 0°21*3,8(91) 3.8 (91)|
+ 192041920 1 '9(45) 1,9 (43),
— 0002 .— 0°02' 3,5(83) 3,5(3)

Anordnung IIL

Gruppe des Fluorescein (Natromnsalze).

Ohne Xnsatz

Fluorescein 0,059,
Dichlorfluorescein 0.,059,
Tetrachlorfinoreseein

0,05 %,
Dibromfluoreseein 0,057,
Tetrabromfluorescein

0,059,
Dijodfl norescein 0.05%

(23

o]

0

|+ 0° 55 +{}“4 1(57)2,9(62)
|+ 00 ?’+G"u?‘ {ErTJ_. (60)
'—+- 1° 25 +1“2;"*1L4:3u2 (45)
4 00 57| 00 5242,7(57) 2,8(60)|
+ 1040|4- 17 35 ]qiMJ?ﬂ[42|

1“1[']'-}-[}"';-3 24(51)|2.6(55)|

1922'4- 19152 2(47)2,3(49)|
-+ 1025'+ 19272 1({45)2,1(45)
-+ 1°10¢ 4 0" 5(¢|2.4(5H1) |2 8(60)
+ 1915 4 1° 15 2 3( -l‘! 2.3 (49}
-+ 1940¢ 4 1" 35° 15] 4[} )2,0(43)
-+ 1°55' 4+ 0050 1 hf%h 2. 8(60)
-+ 20 10¢|4- 0° 45 Id[illﬂﬂiﬁﬂj
-+ 2030 L ﬂ“aﬂ'{]HflJlg‘S{Eﬂ}
== 30 02' 4+ 0°51' 0,3 (6) 2,8(60)
|4 2° 3514 00 45 {JB{I[}E 9(62)
.+ 20 500 + ﬂ“-i"‘ﬂa{ll}ﬂ ‘]fhﬂ}

‘G

Die Abnahme der
erlmn nach dieser
lan xposition
erk rt gich hier,
wie in allen folgen-
den Versuchen aus
der Zersetzung des
Fermentes bheim
lingeren Stehen.




Gruppe des Anthracen.

= T 1
R -"-Dsﬁler der {_1_“_
ipo- | sebildeter
smml] in | Drehung Invertzucker | R
.q‘-;ﬂ“{}f“ | hell | dunkel |1 & (1 %) :
inkl. der | 5
Il‘\'-ar:htzei b _ hell dunkel
Tetrajodfluorescein 0,059, 3 |—|- 3002 :-l- 0" 45 'U 3 (6) [2,9(62)
6 |4 39154 0°530,1 (2) |2,8(60)
Dichlortetrabromflnores- 3 |-|- 30 058 0.3 (6) |2,7(57)
cein 0,059, | 6 |4 3°02'|4-0"57 03 (b) | 9 1(87)
Dlal:]lurtetmjndﬂlmresue'in g I+ iﬁ }::"_l_ E::: U;] H ; }gl- ;gl:;ldl
3] 2t 1o’ Al | (60
Tetrachfurtﬂt.mmdﬂum es- 3 —|— 39 05' -+ 0 55 0.3 (8) 2,7(57)
cein 0,05 %, 6 |+3°10 - 1°0° |01 (2) 2,6(55)
| | 1

ﬁhne Zuzatz ]

+ 0% 30¢ 4 0° 20" 3,2(68) /3,4 (72)|

57 20154 200 [1,2(26)(1,5(32)|

| Anthracen a - monosulfo- 9 -+ 1°0¢ 4 0° 35 ?Emm.:! 1 f‘ﬁ}|
sanres Kali 0,01°, a7 20 55 +- 20 05 04 9) 1, -H 30)
Dichloranthracendisulfo- 9 - 1032 1 (° 15’ 2,0(43) 3,5(75)
saures Natron 0,05, 57 |4 3°10'|4 1°48'0,15(3)(1,7(36)

Gruppe des Acridins.

Obme Xusatz
Salzsaures Acridin 0,057

33
33

1935+
t (e :_}ar'

1¢ 33
0" 04"

| |
| |
|
Salaaaures Meth}'lphnsphm 5 5]
0,05,

+- 20 50| 20 50¢

Diizgoziert in der
Fermentlisung u.
fillt daher etwas
| ans, befirdert den
|l|l"i-'ﬂll-1t'l‘lll‘.12'$ rozel
auch im !‘ﬁﬁ.t‘il.
Hemmt sehr stark
hell und duankel.

Gruppe der Phenazine (Azine).

Ohne Zusatz g
Y
Phenazin in wenig CIH 9
gelist, etwas sauner rea- a7
gierend 0,02°,
Azocarmin 0,05%, 9
|
Ohne Zusatz h'E?}
Salzs. Diamidophenazin 9
0,05 °f, 57 |
Ohne Zusatz 33
Tolnilenrot {][11" 33
Rozindulin UU'!. 33
Ohne Zusatz | 33
Phenosaphranin 0,01 %/, 33
n u:lm'a I..I.r“ I 3“_3"

BRI
- 50 45¢| |00 34"

4+ 10 58| 10 42/

!_E_aﬂﬂ.

=+ 0° 3044 0°02* 3,2

_|_¢;--| 15 _|_ mﬂ
— (g

+1°10°/4-1° 11
- 20 10+ 4 20 12¢
1+ 1015¢ 4 100

+ 1015 + 190/
+ 1925 19 27
—+ 0° 53’ 4 0° 45

- 1755 - 1 Hd'
1035+ 1025/

j;zou- 4200
3"1"_]

0.3(6)

+ 20 ()

1.5(32)1,5(32)|
3015 0,2(4) 0,1(2) | 0,019, sehr stark
1,5(32)

I_FJ'E!I.I .f- ":ﬁl' 0

1.2 26)1,532) Salzsaures Phenazin
3.6(77)4.4(94) befirdert im Dun-
0,6(13) 3,1(66) keln den Invertie-

rongsprozel,

Ohne Toluol.

b,

1n

Hemmt schon in

auch im Dunkeln
den Invertierungs-
; prozel.

3
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Dauer der| s |
SXpo- sebildeter
ﬂitinﬁ in Drehung | Invertzucker | g . oo gan
Stunden | yo) | dunkel | 1M & (in %o =
e, dar | hell [dunkel
Nachtzeit ! |
Ohne Zusatz 33 |+ 15 4:'3'1:|: 1042/ Ohne Toluolzusatz.
Aposafranin_0,005 *lo 33 (4200 |4-2°0 i
tosindulin [}UU:J lo 33 |L2020'(4- 2018 a
Naphtylrot UUU:} 1o 33 i 19 50°|4- 19 45| iy
Ohne Zusatz 33 1°55'|4- 1% 55’ ! # )
Phenylfluorindin mit CIH 33 00 45 - 02 45 . Verliert seine
zelist - | Fluorescenz bei In-
| vertinzugabe, be-
. fiirdert (wohl In-
| folge der Sduren).
Magdalarot 0,05°); 33- 416041955
Ohne Zusatz | 9 +1°15 —|— 10 08 ' i Ohne Tolnol.
| 33 |+1°35 —1—1“3; , . '
Fluorindindisulfosaures | 9 =+ 19 30°|4-1° 12" ‘
Natron 0,069, 33 |4 1035+ 1012
Gruppe des Phenoxazin.
Ohne Zusatz [l - 1““25'{ 120" | Ohne Toluol.
Resorufin 0,025 %, 33 |—— 02 20° |- 00 20¢| <
Bl?lﬂuuresmiermlﬂe Paste | 33 4192644100 | =
1025 |
Nilblan f}ﬂl e | 33 + 1% 48" 11245
Ohne Zusatz | ki su'j; 00213 E{ES] 3,3(70)|
AT |+ 2915 4 200 ?’{.rdﬁj;’h[ml
Methylenblan 0,059/, | 9 42005410 aﬁ' 1,4(30) 1.6(34) M. vermindert in
| 5% -+ 20 55° |4 20 55" I}_-H‘.}} 1] 4[.]‘] 0,059, den Inver-
Ohne Zusatz 1t e 4 1°55' | 1955 1,6(34) 1,6(34) tlerungspmzeﬂ anch
Methylenblan 0,039/, 33 2045 4-200" 06(13)1 u[%' im Dunkeln. In
E 0,01 % a7 + 3% 1R+ 10 10 '[II‘{]] ) 4(61)| 0,05, Lisun
i 0,001, i 43018 +1°11'| (0) 24(51)| dringt Zu Wenig
Ohne Zusatz | 9 - 0030407 21" 3,2(68)! 3. A(70)) Licht ein. Ver-
BT |4-2° 154200 2 3(49) 2,6(55) diinntere Lisungen
! zeigen die phutuady-
I f | namische W irkung.
Thionol 0,005%, mit NaOH| ) — (12— 00 32" 4 0(85) 4 A4(94) Der Versuch mehr-
geliist; dann neutrali- 57 |4 2°35'4-1"32'0,8(17) 2 0(43) mals wiederholt,
siert ‘ verlief in derselben

Weize.

Chinolinfarbstoffe.

Ohne Zusatz l
Chinolinrot 0,02/,
Ohne Zusatz
Chinolinrot 0,005 %/,
Chinolinrot 0,00259/,
Ohne Zusatz

Cyanin 0,0075%);
Ohne Zusatz

Cyanin 0,005°],

1+ 1055/ 4 1955'(1,6(34)1,6(34)
T 800 - 2040'03(6) 07(15)
107 53* 4 09 45 2.8(60)
+ 20101419 30 1,3(28)
41955+ 1010 1.6(34)

Hemmt anch Dunkel
stark den Inver-
2 9(62) tiernngsprozel. Es
21(45)] wird dadoreh in
2:4(51) hoher Konzentration

|
4 10 254 10 23 die Lichtwirkung
-4 20 32:1_1 2030 verdeckt.
10¢ 1102 |

0 45 - 00 45|
420 30¢|4- 10 57
-1 2o lﬂ'i+ 201.0¥




Tabelle II.

Substanzen mit Absorption im Violett
resp. Ultraviolett.

Anordnung I.

Dauer der '
Expo- :
sitiuﬂ I g e | Bemerkungen
1?1%11]]11&5:11' hell | dunkel |
Nachtzeit | !
Ohne Zusatz 8 | -+ 135
P — 0P 05"
A-Naphtoldisulfosiure 0,059, & |4 130" 4 1° 80
' 22 = 0" 06' — 0° 06
Amidonaphtolmonosulfosinre .8 |4 17284 1° 28
0,057, 22 | — (P12 — (12
Natrinmnaphtionat 0,059, 8 |4 1°30"+41°30
22 — 0° 05 — 0 06|
Naphtsnltan 0,059, 8 -+ 110"+ 1° 100
22 — 07 08" — 0" 08"
Ohne Yuosatz 8 —+ 2013
g2 -+ 1°12*
Chininum sulfuricum 0,05°f; 8 [+ 200" 2°0 | Befiirdert den Prozeli
22 |+ 0212 4 0”15 im Hellen u. Dunkeln.
Salzsaures Harmalin 0,059, 8 |- 2°38 4 2035
92 |4 2020 4- 20 18
Ohne Zusatz 6 |4 1°30" 4 1230
22 — 0° 30" — (0 32
Aesenlin 0,05°; 6 + 120" 4 059  Befiirdert den In-
28 — (30 — 0o 32

Anordnung II.

vertiernngsprozel -1m
Hellen und Dunkeln.

Ohne Zunsatz

A-Naphtoltrisulfosaures
Natron 0,05°%

Ohne Zusatz

Amidonaphtolmonosulfosiure
ﬂ:ﬂa D.l}

A-Naphtylamindisnlfosiinre

Natrinmnaphtionat. 0,059
Eaphhtsultan 0,082,
v-Phenylchinaldin 0,057,

Salzsaures Harmalin 0,059,
Ohne Zusatz

Chininum sulfurie. 0,057,
2 bisulfurie.

Salzsaures Hydrastinin 0,059 |

9
at

9
a7
33

33

33
33
35
a7
33

33
33
33
33

4 0030 |+ 0° 21"

20 15 200"

0°34' 1 0° 33

2001° |4 2205
-+ 1931 4+ 1012

+ 00504 19 0*
i
+ 00 10¢ 4 00 10¢

1°31° |4 1917
1° 30 4 1° 20
— (0 12— Q022
— 0° 24— (0 32
- 29 55|} 20 48

1 19 554/ 12 55"
4+ 0025 -+ 0 25
- 00 25'|4 0° 25
4 1040 - 1 40/

Fiirdert den In-
vertiernngsprozell im
Hell nnd Dunkel.

Diissoziert in der Fer-
mentl. u. fiillt . T. ans,
Hemmt auch im
Dunkeln sehr den In-
vertierungsprozel.
Firdert im Hellen und
Dunkeln den
Invertierungsprozel.

a2
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Tabelle 1L
Wirkung auf das Invertin mit Abnahme des
Zusatzes der photodynamischen Substanz,

Tetrabromflnoreseein.
(Nach Anordnung I.)

Daner der

Expo-
sition in | Urentng
;?:l;t;lil{?:l‘ ' hell dunkel
Nachtzeit |
Ohne Zusatz 22 — a2z — e 2z
Mit 1: 100000 3 - O° 20¢ — (" 26
1 = 200 000 = -+ 012 — (v 28
1 : 400 000 : L 000 — (0 28"
1 : GO OO0 { 2 -+ g2 — (0 28
1 : T00 000 { = — 0203 — (0 28’
1 : 800 000 — (o 02 — (w22
1 : 900 000 { 3 — (" 08! — (P 22
1: 1000 000 , : — 0" 10 — 0 23
Tetrajodfluorescein.
(Nach Anordnung IL.)
Ohne Zusatz 57 419500 | 129
Mit 1 100 000 - 39 30 + 1701
= 500 000 - 20 50 ' + 1019
1 : 1 000 000 - + 2001° _ -+ 102

Tabelle IV.
Versunche beziiglich des Anhaltens der Wirkuonug.

12 8t. belichtete und nicht belichtete Eosin-Invertinlisung wurden ins Dunkle
(Eiszchrank) gebracht und 5 Tage hindurch die invertierende Kraft der Lisungen
bestimmt. (Nach Anordnung II1.)

Drehung e s

Gleich nach | Nach Stehen im Dunkeln nach Tag
der Belichtung) 1 | 2 R e B
(Ohne Zusatz [ 4 Q2 -+ 0¥ 22 4 U 16| 4 0° 25* 4 0" 32" 07 28*
0,025°, Eosin hell | 42950+ | -+ 2951 4- 2050¢ 4 2056 - 2051 :I: 90 55°
. dunkel | L 0°06* | 4 0°06 4 0° 10 - 0° 18" -L 00 14¢/-L O° 14+

Il. Abschnitt. Analyse der Erscheinung.

Die hieriiber angestellten Untersuchungen hahen vorliufig zw
foleenden Sitzen gefiihrt.

[
Wirkung beruht auf Absorption bestimmter
Strahlen, denn sie bleibt aus. wenn die Strahlen, welche die
photodynamische Substanz absorbiert. vorher abfiltriert werden,
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kommt Hingegen in nahezu vermindeérter Stiirke, wenn diese Strahlen
zugelassen, alle anderen abgehalten werden.

Zum ersten Teile dieses Satzes fithren Versuche mit
Strahlenfiltern bestehend auns einer Lisung der ver-
wendeten photodynamischen Substanz.  Bereits von
0. Raab") wurde gezeigt, dab die Lichtwirkung einer Aecridin-
losung 1:20000 auf Paramiéecien durech Vorlage einer Acridin-
losung in 4,5 em dicker Schicht und in der Konzentration von
1:500 nicht mehr zn stande kommt. Dasselbe gilt fiir Fosin mit
Vorlage von Eosinlosung von 0,05°,. Die hierzu nitige Schichten-
dicke der Vorlage bei verschiedenen Lichtquellen veranschaulicht
folgender Versuch, wobei je drei Tropfen Paramicienkultur ge-
mischt mit 2cem einer Eosinlosung 1:1200 in Uhrelisern zur
Verwendung kamen.

Dicke der vorge- St CEE Tachtuele

legten 0,05, Hosin- Offenes Bogenlicht | Zerstreutes Tabes-

WRing: dremin s ﬁ%:;fi?;p&re, : Lkt Sonne (Winter)
L |
2 Paramiicien tot nach 2', Std. | tot nach 2 Stunden
tot nach 2 Stunden
ﬁ 7 n 'I: l-li 7l m i) 'l I'E :': mn n :1 n
12 [T i sterbend nach 9 Std. el o
' (nur mehr rollende
Bewegungen)
18 alle Paramiicien ehenso Bewegnungen der
normal lebendig Paramiicien trige.

Paramiicien in Eosinlosung 1: 1200, pur durch Vorlage einer 5 em
dicken Schicht konz. Kupfersulfatlésung geschiitzt gegen die strahlende
Wirme, werden durch Zutritt dieser 3 Lichtarten in 1—1'/, Stunden
getotet, wogegen Paramiicienkultur ohne FEosinzusatz, bei Anwendung
der Kupfervorlage durch solche Beleuchtungen von 9 Stunden Dauer
nicht merkbar affiziert werden.

Der Versuch zeigt, dal bereits die Dicke von 1Smm einer
005°, Eosinlosung geniigt, um die Paramiicien von der
phetodynamischen Wirkung einer Eosinlisung von 1:1200 bei Zu-
tritt von elektrischen Kohlenbogenlicht von 25 Ampére oder zer-
streutem Tageslicht von 9 Stunden Dauer vollstiindig zu schiitzen.
Nur bei Anwendung von Sonnenlicht ist der Schutz noch kein
vollstiindiger. Analog ist die Wirkung bei Enzymen. Die photo-
dynamische Wirkung einer Lisung von 0,05/, Eosin oder Magdalarot

1) Miinchener med. Wochenschr. 1900, 8. 1 und Zeitschr, f. Biol. Bd. 39,
=, 884,



des Handels (Griibler), ein Gemenge von Dijodfluorescein und
Tetrabromdichlorfluorescein, anf Diastase und Invertin wird durch
Vorlage einer 0,05 proz. Lisung von Eosin resp. ,Magdalarot” in
5—10 em Dicke vollstindig aufgehoben.

Den zweiten Teil obigen Satzes beweisen Versuche mit
Strahlenfiltern, die nur jene Strahlen durchlassen:
welche die verwendete photodynamische Substanz
absorbiert. Bereits von O. Raab wurde gefunden, daf die
Wirkung einer Acridinlisung nicht wesentlich vermindert wird,
wenn das zutretende Licht eine Lisung von schwefelsanrem Chinin
passiert hatte, die ultravioletten Strahlen also ansgeschaltet und
die duberen violetten abgeschwicht worden waren.

In welcher Weise die photodynamische Wirkung von KEosin
und Chinolinrot, deren verdinnte Liosungen im wesentlichen nur
grilne Strahlen zwischen Wellenliinge 540 und 486 absorbieren,
durch Licht, das Strahlenfilter verschiedener Art passiert beein-
flubt wird, zeigt die Tabelle anf folgender Seite.

Die Paramiicien befanden sich im hingenden Tropfen oder im Uhr-
glas, der Eintritt des Todes ist in Stunden angegeben.

Von Strahlenfiltern wurde verwendet: Wasser in 3 em Schichten-
dicke, das einen Teil der infraroten Strahlen absorbiert, konzentrierte
Kupfersulfatlosung in 3 em Dicke, welche die infraroten, roten, orange-
roten und gelben Strahlen (bis ungefiibr zur Wellenlinge 550 up) ab-
sorbiert ; konzentrierte Pikrinsiurelosung von 1 em Dicke, welche von
Blau (477 pu) an bis in das duBerste Ultraviolett absorbiert!); eine
Mischung von 1 Teil einer gesiittigten Lisung von Kupfersulfat 4 Pikrin-
siiure mit 2 Teilen kounzentrierter Kupfersulfatlosung in 3 em Dicke,

welche nur griine Strahlen (vollkommen von 560 —490 g ) durehlifit. Kon-
trollversuche ergaben, daB Paramiicien im Dunkeln in Chinolinrotlésung

1: 100000 5 Stunden, in Eosinlésung 1200 24 Stunden am Leben blieben.

Die Tabelle zeigt, daf der Tod der Paramiicien bei jenen
Vorlagen am friithesten eintritt, welche nur einen Teil der schid-
lichen ., Wiirmestrahlen* abzuhalten vermigen (Wasser und Pikrin-
sdure). DBel den anderen Vorlagen erfolgt er spiter und zwar
macht es keinen oder keinen wesentlichen Unterschied, ob dieselben
nur griine Strahlen oder auch andere sichtbare resp. ultraviolette
Strahlen hindurch lassen.

Daf fiir die Wirksamkeit einer Eosinlisung die griinen Strahlen
das mafligebendste sind, wurde iiberdies von O. Raab auch durch
die Untersuchung in prismatisch zerlegtem Lichte erwiesen.®)

1} v. Hiibel, Die Dreifarbenphotographie. Halle 1902, 8. 129.
2) a. a. 0., 8. 538.




| Art des Strahlenfilters, Tod der Paramicien
in Stunden

Art der Lichtquelle und der g | Konz. | Pikrin- s};w;lﬁm—l——
Substanz Ohne  Wasser | Kupfer- sl
Schirm, 3 em | sulfat Tm“' s
[ | 8 em cm s‘ﬂure .
3 em

Zerstreutes Tageslicht, Chinolinrot| 1 St. 1,56 | 2. St 2 3t. 21, 8t.

1 : 100000

- Eosin 186 (L ) L P L rrnid T
1:1200

Sonnenlicht (Winter). Chinolinrot| — 1 AT R N im 2

1: 100000

= Eosin =11 il T Lo
1:1200

- Eosin — (1Y, T R 2l
1 : 5000 5

n Eosin | — 2 n El.-'.! n | 2 i 31|'Il n
1: 10000 - ' |

7]

Sis

Die Erscheinung ist indes kein einfacher Absorptions-
vorgang. Zahlreiche Farbstoffe, welche sich durch Absorption
in verschiedenen Teilen des Spektrums auszeichnen, haben keine
photodynamische Wirkung weder auf Paramicien noch anf Enzyme,
wie die folgenden Versuche dartun.

A. Versuche an Paramiicien.

Das Eindringen der Substanz konnte meist durch die Giftigkeit oder
zum Teil auch direkt durch die Firbung konstatiert werden.

55. Nitrosofarbstoff: Naphtolgriin B,

Absorption: Im Rot und Anfang Gelb (— 10,4) und von b, bis ins
Ultraviolett.

Konzentration : Hell | Dhunkel

1:200 | lebend nach 24 St. . ebenso
Paramicienfarbung nicht bemerkbar.

56, Nitrofarbstoff: Pikrinsiure.
Absorption: Blan bis ins Ultraviolett.

Konzentration Hell , Dunkel
1:2000 sofort tot i ebenso
1:5000 tot nach 5 St. .
1:10000 e S LT e tot nach 12 St
1:20000 a S ebenso
1:40000 alles lebend nach 24 St. | 4
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Azofarbstoffe.
57. Victoriaviolett 4 BS,

Absorption in Konzentration 1:20000 Ende von Rot bis Anfang
von Griin (9,2—12,5). In Konzentration von 1 :200 sind Paramacien
nach 48 St. in Hell und Dunkel normal, nicht gefirbt.

58. Azobordeaux [By].
Absorption in Losung 1 : 5000 von D-F.

Konzentration | Hell Dunkel
1: 500 tot nach 5 St. ebenso
1: 600 | - S e
1:800 ' - ot Tl ! tot nach 48 St.
1: 1000 ‘ lebend , 24 ebenso

59. Azofuchsin 8. [By] Absorption in Lésung von 1:1000 von D-G.

Konzentration Hell i Dunkel
1: 500 tot nach 5 St. ebenso
1:600 LA T s | »
1:1000 | lebend , 24 , o

60. Benzopurpurin 4 B [By].
In Konzentration 1 : 20 000 schwache Absorption im Ende von Griin.

Konzentration | Hell ' Dunkel
1:4000 | tot nach 3 St. f ebenso

1:10000 |rﬂllund nach 1 St., tot nach rollend nach 2 St., tot nach
1:20000 . 18 St. | 17, 8t.
lebend nach 48 St. i ebenso

Die Paramiicien zeigen sich bei allen Verdiinnungen geférbt.

61. Azoblau [Byl.

Absorption: geringe zwischen 8,6—9, intensivere zwischen 10 his
13,3.
In Konzentration von 1:2000 nach 24 Stunden in Hell und Dunkel
lebend, nicht gefirbt. Der Farbstoff scheint nach dem Zusatze der Para-
micien teilweise auszufallen.

62. Diamingriin G.
Absorption im Roten bei 8.
Konzentration Hell Dunkel

1:2000 tot nach 4 Min, ebenso
1:3000 | lebend nach 24 St. i
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63. Diphenylmethanfarbstoff: Auramin.
Hellgelbe Lisung. Absorption: Im Blauen.

Triiber Tag.

Konzentration | Hell Dunkel
1:100 0060 sofort tot | ebenso
1 :800 000 tot nach 1 St. 3 i
1:1200000 - s : h
1:2000000 L LT e . -

Triphenylmethanfarbstoife,

64. Methylviolett, Gemenge von Penta- und Hexamethyl-
pararosanilin.

Absorption von Mitte Hot bis Anfang Gelb.

Konzentration : Hell ' Dunkel
1:160000 tot nach 11/, St. tot nach 2 St.
1:320 000 i (LIRS s sl S e
1:500 000 g italy g
1: 700000 LR 0 R : e e | el
1:1200000 L5 SSubage) | alles lebend , 48

65. Krystallviolett, salzsaures Hexamethylpararosanilin.

Konzentration | Hell Dunkel
1:500000 | tot nach 8 St. 1/, tot nach 24 St.
1:700000 I ke e alles lebend nach 24 St.
1:1000000 s L " :
1: 1500000 TS S ;

Beide Kérper scheinen nach diesen Versuchen eine schwache, aber
unverkennbare ,Lichtwirkung“ zu besitzen, obgleich sie nicht fluores-
cieren. An diesen Ergebnissen inderte sich auch nichts, als reinstes
salzsaures Hexamethylpararosanilin (von O. Fischer, Erlangen freundlichst
iiberlassen) zur Verwendung kam. Die | Lichtwirkong® ist indes nur
eine. scheinbare. Die Kirper besitzen starke Absorption im gelben bis
orangeroten Teil des Spektrums und auBerdem mnoch ausgedehnte Ab-
sorption im infraroten.') Es war daher mioglich, daB es sich nur um
eine [Umsetzung der absorbierten strahlenden Energie in Wirme gehan-
delt habe. Wenn diese Vermutung richtic war, muBte der Unterschied
in der Wirkung zwischen Hell und Dunkel aufhiiren oder wenigstens
sehr abgeschwiicht werden, wenn der Versuch unter Vorlage einer 5,4 em
dicken Schicht von 7 proz. saurer Lisung von schwefelsaurem Eisen-
oxydul erfolgte, welche die sichtbaren Strahlen ungeschwiicht durchliBt,
die infraroten aber bis auf 1,29 dergesamten Strahlung absorbiert,?)

-'_11}1"5;,1-1 Hans Lehmann, Die ultrareten Spektren der Alkalien. Freiburg
1900,
2) R. Zeigmondy, Wied. Ann. 49, 533




60a. Krystallviolett.
Eisenoxydulvorlage.

Konzentration Hell Dunkel
1:600000 | tot nach 4 St ' tot nach 4 St.
1:700000 T b A
1: 800000 e L 1 ' ) e

gk -l 5 | alles |, - -
1: 900000 R O IS N 4
I.'rﬂ - L = B “ i :
1:1000000 s R ON - T L i e AT
g 5 on 12 n l.'l.-h... 5 # 12 .
1:1200000 PR S - s atabe oV Bian
P R

1:1400000 | alle lebend , 48 ebenso

Die Unterschiede im Dunkeln in diesem Versuche und den beiden
friitheren, erkliren sich daraus, daf dieser Versuch in einer epiiteren
Zeit mit einer anderen Generation von Paramiicien, die gegen die Gift-
wirkung des Krystallvioletts als solche ewmpfindlicher war, angestellt
wurde. Das Hauptresultat des Versuches, daf die Wirkung =zwischen
Hell und Dunkel durch die Eisenvorlage so gut wie aufgehoben ist,
wird dadureh nicht beeicfluft. Wie bedentend die Umsetzung von strah-
lender Energic in Wiirmeenergie durch eine Krystallviolettlisung ist,
zeigt nebenbei auch folgender einfacher Versuch. Eine der Sounne (Miirz)
ausgesetzte Losung wvon 1:1000 erwirmte sich in 4 Stunden von 18Y
auf 37" eine Liosung von 1: 10000 an einem anderen Tage in 3 Stun-
den von 19" auf 37", wihrend Wasser unter gleichen Umstinden das
erstemal nur die Temperatur von 33,3 ", das zweitemal eine solche von
33,2 " erreichte. Dab die scheinbare Lichtwirkung des Methyl- und Krystall-
violetts in der Tat nur in diesen besonderen Verhiltnissen liegt, er-
gaben auch die Versuche mit anderen Korpern dieser Gruppe, in denen
allen kein Unterschied zwischen Hell und Dunkel aunftrat.

66. Salzsaures Pararosanilin (Parafuchsin).

Absorption in Konzentration 1 : 50000 im Griin (von 10,5 — blau).
In Konzentration 1 : 200000 von 11,2—13,3.

Heller Tag.

Konzentration | Hell Dunkel
1:40000 | tot nach 2 St. ebenso
1:80000 5 e TG =
1:160000 | alle lebend , 9 | »
1:320000 '

n
67. Salzsaures Rosanilin (Fuchsin).
Absorption in Konzentration 1:200000 von 11,2—13,3.
Triiber Tag.
Konzentration | Hell I Dunkel
1:1000 tot sofort nach d. Ansetzen desgl.
1:16000

n n
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Konzentration | Hell Dunkel
1:20000 tot nach 2 St. ; tot nach 3 St
1:40000 ] ] 4 n I 1;'.3 n " 4 n
1:50000 ! lebend , 48 , desgl.
1:60000 =

68. Pararosolsiure (Aurin“] in neutraler Losung.

Abgorption in Konzentration 1:100000: Ende Gelb und Anfang
Griin, 11,7—13,5.

| Triiber Tag.

Konzentration | Hell Dunkel
1:20000 | tot mach !, St. ebenso
1:40000 | i :
1:80000 | e P i . *
1:160000 | I e s T ' 1l tot nach 9 St.
1:320000 |alle lebend e ebenso

69. Rosolsdure in neutraler Lisung.
Absorption in Konzentration 1: 100000 wie Aurin.
Heller Tag.

Konzentration Hell ' Dunkel
1:40000 tot nach */, St. | ebenso
1:80000 e | :
1:160000 B s 9 1/, tot nach 9 St.
1:320000 |alle lebend ,, 9 , ! ebenso

70. Malachitgriin.
Absorption: von 8,2—10,7 mit gribter Intensitit bei 9.

Konzentration Hell i Dunkel
1:2000 sofort tot ' ebenso
1:200 000 tot nach 3 St. i =
1 : 400000 AL SO
1: 800000 it B R ! 3

glles o "h e
1: 1600000 ,, 2
1:2500000 alle lebend nach 24 St. 3

Die bedeutend grobere Giftigkeit des Malachitgriins, es war die
Zinkverbindung, gegeniiber seinen chem. Verwandten ist bemerkenswert.

71. Indigodisulfosaures Natron (Indigokarmin).
Absorption in Konzentration 1:100000 von 8,4—10.

Eisenoxydulvorlage.

Konzentration Hell ‘ Dunkel
1:500 tot nach 1/, St. . ebhenso
1:1000 18 - | tot mach 24 St,
1:5000 PO || - gt : ebenso
1:20000 S tot nach 18 BSt.
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Die Versuche fielen auch bei Wiederholung sehr ungleich aus, bald
waren die hellen bald die dunkeln voraus.

72. Himatoxylin, Farbstoff des Blauholzes.

Heller Tag.

Konzentration | Hell i Dunkel
1 : 2000 tot nach !/, St. ebenso
1:10000 L b |
1:20000 B e B |

Die Losung wird auf Paramicienzusatz rot.

Invertierungsversuche.

Anorvdnung I
Azofarbstoffe und Triphenylmethanfarbstoffe.

Daner der

Exposition Drehung
in Stonden |
inklnzive
der Nachtzeit! lell dunkel

Ohne Zusatz 6 | 4 0°30° | - 0° 35
22 | — 0020} — 0° 30
Azofuchsin 0,059, ' 6 4 00 320 00 34
22 — 0 36" | — 0”38
Salzsaures Rosanilin 0,039, 6 4 2°08' | - 2013
22 | 1743 4 17 400
Ohne Zusatz 6 -+ 1°0° | 4 0057
22 — 0?30 | — 0= 29
Azobordeanx 0,05°%, (5 -+ 1°02' | 4 1° 03
22 —0°30" | — (0P 29 |
Kristallviolett 0,05°, 8 + 20 28' | - 2° 28! |
22 -+ 29 25' | + 2° 2p’
5 0,002/, 8 | 4= 1025 | 4 1° 2p'
22 | — 0% 05" | — 0° 0B’
Anordnung II.
Ohne Zusatz | 33 | -+ 1°31" 4 1°12 |
Naphtolgrim B 0,025°, | a3 — 0°03' | — 0" 04' | Befirdert den Prozel
| auch im Hellen.
Viktoriaviolett 0,019, 33 | 41230 4+ 111
Azobordeanx 0,057, : 33 |+ 1°07 |=-0"38" |
Azofuchsin 0,059, | 33 | + 1009 | L 0°39 |
ﬂ{}]”., | 33 ' —{—IDUEJ" + 0# 51 |
Benzopurpurin 0,059 I b5 4 1752 | 4= 1% 47
Azoblan 0,05, 1) a8 | 410200 | 4 10 42 |
S0t | 33 |+ 0088 4100 |
Diamingriin 0,01°), 53 + 1°00 | 4+1°01"
Aunramin 0,05 I 33 | -+ 1° 49 | - 1° 28"
Siurefuchsin 0,059 | 33 = 0% 45' | 4~ 0° 30¢ | Ohne Toluolzusatz.
Malachitgriin 0,029/, - 33 - -!" 1°32' | + 1° 01’
Ohne Zusatz ' 33 | 4053 4 0°45 | Ohme Toluolznsatz.
Kristallviolett 0,019, [ a4 (+1%1p" | 4 12 25 -
Ohne Zusatz i a7 ; —!— 1058 L 1042 .
Indigotine 0,059, 57 | 1% 20° | + 1°21*  Befordert im Hellen

| m. Dunkeln d. Prozel.
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e Erscheinung wurde bisher ausnahmslos nur an Sub-
stanzen beobachtet, welche auch die Eigenschaft zu
fluorescieren besitzen. Da die Untersuchung sich iiber eine
sehr grofe Anzahl von fluorescierenden (53) und nicht Huoresecieren-
den Substanzen (32) erstreckt, ist die Wahrscheinlichkeit, dall die
photodynamische Wirkung mit Fluorescenz im Zusammenhange
steht, eine grofe. Immerhin mull aber hervorgehoben werden, dal
so lange dieser Satz rein auf Erfahrung beruht, und seine Be-
grilmdung durch die theoretische Analyse der Krscheinung nicht
gefunden hat, die Miglichkeit besteht, dal noch photodynamische
Substanzen gefunden werden, welche nicht gleichzeitiz die Eigen-
schaft zu fluorescieren besitzen. Wenn nun die Erscheinung wirk-
lich mit Fluorescenz im Zusammenhange steht, so ist die erste
Frage, ist das ausgesandte Fluorescenzlicht das Wirk-
same?

Zur Beantwortung dieser Frage unternommene spezielle Ver-
suche haben ergeben, dab dies nicht der Fall ist. Setzt man Glas-
rohrehen mit Paramicienkultur oder einer Enzymlisung gefiillt in
ein enges Gefil, in welchem sich eine fluorescierende Fliissigkeit
befindet, dem Lichte auns, so dab das Rohrchen von allen Seiten
von Fluoreseenzlicht bestrahlt wird, so bemerkt man an den Para-
micien oder dem Enzyme keine Verinderung, selbst bei stunden-
oder tagelanger Exposition. Man kann diesen Versuchen einwenden,
dab vielleicht im Fluorescenzlichte etwas enthalten ist, das Glas
nicht zu passieren vermag und dalb gerade dies das fiir Paramiicien
und Enzyme schiidliche darstellt. Um auch diesem Einwande zn
begegnen, wurde folgende allerdings nur fiir Paramiicien ansfiihr-
bare Versuchsanordnung getroffen. Man filllt die auf dem Objekt-
triger anfgekittete feuchte Kammer mit einer fluorescierenden
Fliissigkeit bis zum Rande. Auf den gebildeten konkaven Meniskus
kann man nun das Deckglas, an dessen unteren Seite ein Tropfen
Paramécienkultur hingt, so aufsetzen, dall ein Zwischenraum mit
freiem Auge nicht mehr wahrzunehmen ist, die Luftschichte, welche
die konkave Oberfliche der fluorescierenden Fliissigkeit von der
konvexen des Tropfens trennt, also nur minimal ist. Man kann
nun dieses Priiparat intensivem zerstreuten Tages- oder Sonnenlicht
von oben und durch Spiegelvorrichtung von unten stundenlang aus-
setzen, ohne die geringste Verdnderung an den Paramicien mit
dem Mikroskope wahrnehmen zun kionnen. Die Versuche wurden
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mehrfach mit Kosin, Erythrosin, Chinolinrot, Dichloranthracen-
disulfosaurem Natron und anderen fluorescierenden Substanzen
auseefithrt.

+

Fiir die Tatsache, dab nicht das ausgesandte Fluorescenzlicht,
sondern die vom fluoreszierenden Stoff absorbierte strahlende
Energie das malgebende ist, spricht ferner folgende wichtize Be-
obachtung: In einer Gruppe chemisch verwandter fluores-
cierender Stoffe ist in der Regel die photodyna-
mische Wirkung um so griber, je geringer die Fluo-
rescenzhelligkeit. voransgesetzt. dab diese Grilie nicht unter
ein gewisses Minimum sinkt, welches praktisch in der Regel etwa
dahin bezeichnet werden kann, dall die Substanz mit kleiner Linse
in Sounenlicht untersucht, keinen deutlich (farbig) differenzierten
Lichtkegel mehr gibt. Am schinsten zeigt sich dies in der
Fluoresceinreihe. Die Fluorescenzhelligkeit nimmt ab, die
photodynamische Wirkung fir Paramécien und Invertin zu in
folgender Reihenfolge:

—_
—

| Giftigkeit fiir | Schidigung des
|Paramiicienim zer- Invertin in Proz.

hatan . AR strenten Tages- | (Versuche nach
i | hellickeit . Jicht, jene im | IL. Anordnung,
! - Dunkeln = 1 ge-| bei 3 St.
i setzt . Expositionszeit)
Fluorescein sehr stark | 11 0
Tetrachlorfluoresesin stark ! 35 10
Tetrabromfluorescein miibig | 60 a7
Tetrajodfluorescein sehr schwach | &0 59
Dichlortetrabromfluorescein | nur mit Linse | 150 89
im Sonnenlicht
bemerkbar
Dichlortetrajodfluorescein 4 j 100 | 96
Tetrachlortetrajodflnores- 2 . 150 59
cein ; |
I |

Sobald aber die Fluorescenz villiz erloschen ist (genauer be-
zeichnet, unter das oben bezeichnete Minimum gesunken ist), hort
auch die Photodynamie auf, so im Tetranitrofluorescein, im Hydro-
chinonphtalein., das sich vom Fluorescein nur durch die Stellung der
Hydroxylgruppen unterscheidet und im Phenolphtalein, in welchem
der Pyronring (die fluorophore Gruppe) gesprengt ist, zugleich ein
nener Beleg dafiir, dal die Erscheinung wirklich mit Fluorescenz
zusammenhingt.




= A4 =

UE:H* + '::-D '[ II {:4; 1" ‘-U
( 1/ ﬂ“’/
C/
HO
HO OH
_ 0
Fluorescein. Hy tlrncllmunphtdim 1. Phenolphtalein.

Analoge Verhiiltnisse ergab die Xanthongruppe, deren
Glieder je nach der Stelluong der Hydroxyle sich optisch sehr ver-
schieden verhalten. In der folgenden Zusammenstellung '), die sich
nur auf Paramiicien bezieht, da die Wirkung auf Enzyme nicht
untersucht wurde, erkennt man, dalb die photodynamische Wirkung
zunimmt, mit Abnahme der Fluorescenz und aufhirt, mit dem
volligen Erlischen derselben. Interessant ist auch die je nach der
Stellung der Hydroxyle sehr verschiedene Giftigkeit der Dioxy-
xanthone, wenn man z. B. die Konzentrationen vergleicht, welche
im Dunkeln nach 24 Stunden zum Tode fithren.

1- D'-:;l.*mnthﬁn 2- ﬂ\.}fmnrhnu 13- DIGX}'{EIl'lthﬂll
Alkalische Lisung gelblich, Alkalische Lisung gelb, sehr  Alkalische Lisung gelblich,
keine Flnorescenz, keine schwach griine Fluorescenz, ohne Fluorescenz und ohne

Photodynamie. sehr dentliche Photodynamie. Photodynamie. Letale Kon-

zentration 1: 20,000,

Cco OH 0 OH (Y
HO
| HO HO OH
0 0 0
1,6 - Dioxyxanthon. 1,7 - Dioxyxanthon. 3.6- Dioxyxanthon.

.ﬂ-]kﬂ]llm'ﬂﬂﬁ' gelblich, violette Alkalilisung griinlich gelb, Alkalilisung schwach gelb,
Fluﬂreieenz schwache Photo- ohne Fluorescenz und ohme starke violette Fluoreseenz.
dynamie. Letale Konzen- Photodynamie. Letale Kon- Sehr dentliche Photodynamie,
tration: 1 :80000. zentration: 1 : 150000, indes schwiicher als 2-Oxy-
xanthon. Letale Konzen-

tration: 1 :2000.

1) Nach R. Meyer, Z. f. physik. Ch. 24, 493, iiber einige Beziehung zwischen Fluores-
cenz und chem. Konstitution geordnet. Sie ist nicht vollstindig, da der Autor, dessen Giite
wir diese Priiparate verdanken, uns nicht mehr alle Glieder zur Verfiigung stellen konnte,
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Paramiicien.
73. Tetranitrofluorescein.

Triiber Tag.

Konzentration Hell Dunkel
1:200 . tot nach 20 Min. ebenso
1: 400 | Slledes L BB ;
1: 800 i ks S | die Hiilfte tot nach 48 St.
1:1200 | alles lebend nach 48 St. | ebenso
1: 1500

n | )

74, Hydrochinonphtalein.
Heller Tag.

Konzentration Hell | Dunkel
1: 60000 tot nach 25 Min. ' ebenso
1 : 80000 i R -
1: 100000 | lebend nach 8 St. | "

75. Phenolphtalein.
In der doppelten Menge Natriumkarbonat gelist. Triiber Tag.

Konzentration | Hell _ Dunkel
1: 30000 tot nach 45 Min. ! ebenso
1: 50000 = £ 1 St. i =
1: 80000 : - " 4 3 n
1: 100000 | £ . 8 1, St.

Die bedeutend groBere Giftigkeit des Hydrochinon-
phtaleins und noch mehr des Phenolphtaleins gegeniiber
dem Tetranitrofluorescein und den meisten anderen
Fluoreseceinen ist bemerkenswert.

76. 1-Oxyxanthon.

Vom sehr schwerloslichen Natronsalz konnte nur eine Liosung won
1:200000 hergestellt werden, sie zeigte sich ungiftic im Hellen und
Dunkeln.

77. 2-Oxyxanthon.

Konzentration | Hell Dunkel
1:2000 : tot nach !/, St. ebenso
1:20000 | : S tot mach 2 St,

1 : 40000 Jhe alle lebend nach 24 St
1: 60000 i g -

1': 80000 | e

1: 100000 die Hilfte tot mnach 7 St.,

_ 5/, nach 24 St.
1: 150000 alle lebend nach 24 St.




49

78. 1,3-Dioxyxanthon.

Konzentration | Hell Dunkel
1: 2000 tot nach '/, St. ehenso
1: 6000 g feeNpR el i
1: 10000 18
1:20000 SRl e
1:40000 lebend nach 24 St. i

79. 1,6-Dioxyxanthon.

Konzentration | Hell Dunkel
1: 2000 tot nach JE St. ebenso
1:20000 11, tot nach 4 St.
1: 40000 5 16 die Hilfte tot nach 16 St.
1:80000 s LG s tot mach 24 St.
1:150000 | die Hiilfte tot nach 24 St. | alle lebend nach 24 St.

80. 36-Dioxyxanthon,

Konzentration Hell Dunkel
1:500 tot nach 2 St. tot nach 5 St.
1:1000 S g B TR 5 ks ke
1: 2000 S ey . A T b
1:3000 pperyt 9T . lebend nach 24 St.
1: 5000 ; 1 : B
I=7000 | R '

1:9000 | lebend nach 24 St -
8l. ,L7-Dioxyxanthon.

Konzentration | Hell ' Dunkel
1:2000 tot nach 1/, St ebenso
1:20000 - 3 tot nach * St.
1: 80000 " n 4 ] " 0 "
1: 100000 - AT ebenso
1:150000 | n 82
1:200000 | lebend nach 24 St. ¥

—

Invertin.

Daner der |
Expo- Drehun '
GG i g
ERICIINCAL Bemerkung
| Stunden | 5. | Junkel
mkl. der ‘
Nachtzeit
Ohne Zusatz 5 4+ 1°10¢ 4 19 10¢
22 — 0° 10— 00 10¢|
Tetranitroflnorescein Na 0,059, 8 41154 1°15 Nach Angrdnung 1.
22 0002 |4 0° 03*
Ohne Znsatz 33 1932' 4 1°32'\ Nach Anordnung I
Tetranitrofluorescein Na 0,05°%; | 33 -4 1% 50¢|4- 1°40'IfOhne Toluol zusatz.

4
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Bei ein und derselben Substanz nimmt die photo-
dynamische Wirkung zu resp. ab, im selben Sinne wie
die Fluorescenz, wenigstens nach den bisherigen Erfahrangen ;
so nimmt die Fluorescenz der g-Naphtoltrisulfosinre anf
Zusatz von etwas Soda erheblich zu, ebenso die photodyna-
mische Wirkung (Beleg Nr. 42). Umgekehrt wirkt Koehsalz
oder Natriumacetat bei Chininsulfat und Bisulfat. )
Die Flurescenz geht hierdurch bekanntlich sehr stark zuriick und
anch die photodynamische Wirkung nimmt ab. Die Unterschiede
sind allerdings nicht sehr bedeutend, weil die Lichtwirkung der
Chininsalze iiberhaupt eine sc ) Beleg Nr. 50. Weitere

Untersuchungen in dieser EE; sicht genommen.
_--#'.—"'_

T

Chemische Zers tzu#yﬁ!e} pili%]t%d'}l amischen Sub-
stanz. Erhihung ih%er GrfePehert. ‘Sgnsibilisierung.

Nach dem Vorausgegans Inmk ﬂm pefidl ynamische Wirkung
mit einér eigenarticen UmsetzaMer=eimes Teiles der absorbierten
strahlenden Energie, die nicht wieder als Flnoreseenzlicht zom
Vorschein kommt, im Zusammenhange stehen.

Eine nihere Erklirung der Erscheinung aber ist vorerst nicht
zu geben, um so mehr, als anch die physikalische Seite der Fluores-
cenzerscheinung theoretisch noch ganz unvellkommen analysiert ist.
Man kann derzeit nur einige Richtungen bezeichnen, nach denen
sie nicht gemacht werden darf.

1. Das niichstliegendste ist die Annahme, dalB ein Teil dieser
Energie zu einer chemischen Zersetzung der photodynamischen
Substanz gefithrt habe und aunf diese die im Lichte erhohte, resp.
iiberhaupt erst auftretende Wirkung auf Zellen, Enzyme und Toxine
zguriickzufithren sei. Nun sind in der Tat nicht wenige der ver-
wendeten Farbstoffe lichtunécht, d. h. sie bleichen ab, offenbar in-
folge chemischer Umwandlung. Diese Lichtempfindlichkeit ist indes
doch bei den meisten nicht so groli, dal sie bei der verwendeten
schwachen Lichtquelle (zerstreutes Tageslicht) wiihrend der Dauer
der Versuche in Betracht kidme. Andererseits zeigen auch viele
Korper Photodynamie, welche keine Farbstoffe sind und von denen
eine Zersetzung im Lichte nicht bekannt ist. Uberhaupt wiire es
doch sehr merkwiirdiz, dall bei allen diesen photodynamischen

1) E. Buckingham, Zeitschr. £ physikal. Chem. 14, 129,
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Substanzen der verschiedensten chemischen Konstitution so leicht
chemische Umwandlung durch Lichtwirkung eintriite und dab dann
gerade immer Zellen, Knzyme und Toxine schiidigende Zersetzungs-
produkte auftreten sollten. Der z. T. schon in der ersten Mit-
teilung (1900) angefiihrte stringente Beweis, dall derartige chemische
Vorgiinge bei der photodynamischen Wirkung nicht im Spiele sind,
ist der folgende: Lisungen vom Fluoresecein, Iosin, Erythrosin,
Aeridin, Phosphin, Chinolinrot, Dichloranthracendisulfosiure ete.
lingere Zeit dem Lichte ausgesetzt und einige Zeit nachher erst
im Dunkeln mit Paramiicien oder Enzymen zusammengebracht, ver-
halten sich nicht anders als im Dunkeln bereitete.

Wenn darans der Schluf gezogen wird. dalb die photodyna-
mische Wirkung nicht anf einer chemischen Zersetzung der photo-
dynamischen Substanz durch das Licht beruhen konne, so ist da-
durch natiirlich nicht ausgeschlossen, daB Verdinderungen ganz
anderer Art, die im Dunkeln alsbald wieder riickgiingig werden,
bzw. verschwinden, vielleicht eine Rolle spielen.

Eine Erklirung der photodynamischen Wirkung von fluorescierenden
Kirpern durch ihre chemische Umwandlung in giftige Substanzen, glaubte
Ledoux-Lebard!) aus den Ergebnissen zweier hiibsch erdachten Ver-
suchsreihen, die er mit Fosin an Paramicien anstellte, entnehmen zu
diirfen. In der ersten setzte er im Dunkelzimmer Paramiicien einerseits
einer vorher lingere Zeit hindurch belichteten, andererseits einer nicht
belichteten Eosinlisung zu und beobachtete, dal in der vorher belich-
teten Eosinlosung die Tiere friither zugrunde gingen, als in der nicht
belichteten.

Als wir die Ledoux-Lebard’schen Versuche in sehr grofiem
Umfange nachmachten, indem wir im Dunkeln frisch bereitete Lisungen
zur Hiilfte dem Lichte (Sonne) aussetzten, zur anderen Hiilfte im Dunkeln
beliefen und dann nach Verlauf einiger Stunden im Dunkelzimmer beiden
Liosungen, nachdem sie auf gleiche Temperatur gebracht waren, Para-
miicien zusetzten, sahen wir, daB den Untersuchungen von Ledoux-
Lebard, was die Fluoresceingruppe anlangt. eine gewisse Richtigkeit
nicht abzusprechen ist.. Allerdings sind die Unterschiede viel weniger
scharf, als sie Ledoux-Lebard angibt, und sehr oft mit Zahlen kanm
ausdriickbar. Am deutlichsten erscheinen sie gleich beim Zusatz der
Paramiicien, indem die Tiere in den wvorher belichteten Lisungen nach
kurzer Zeit Rollbewegungen zeigen, die aber spiiter wiederum ver-
schwinden, so dal dann kein wahrnehmbarer Unterschied zwischen den
beiden Priparaten besteht. Diese anfingliche Schidigung der Tiere
bringt es aber mit sich, daf schlieBlich der Tod der Tiere in der vorher
belichteten Lisung friiher eintritt, als der in der nicht belichteten. So

1) Annal. de 'Institut Pastenr 1902 Bd. 16 p. 387, Action de la lumiére sur

a toxicité de Peoszine.
4=



sind in Uhrschiilchen, die mit je 2 cem KEosinlisung von der Konzen-
tration 1: 500, die teils vorher belichtet war (a-Schilchen), teils nicht
beiichtet war (b-Schiilehen), und 0.2 cem Paramiicienkultur beschickt
waren, die Tiere in a nach 24 Stunden alle tot, die Tiere in b nur zur
Hiilfte. Die Erscheinung fehlt dagegen giinzlich bei Chinolinrot, Dichlo-
ranthracendisulfosiinre, Chininum sulfuricum und Phenosafraninchlorid.

Wird die belichtete Eosinlosung einige Stunden im Dunkeln stehen
welassen und erst dann der Zusatz von Paramiicien gemacht, so tritt sie
ebenfalls picht mebr auf. Ebenso verschwindet sie bei der Abdampfung
der belichteten Lisung und Wiederanflosong mit Wasser, wie Ledoux-
Lebard gezeigt hat.

Es sei bei Anstellung derartiger Paramiicienversuche nochmals be-
sonders darauf aufmerksam gemacht, daf die belichteten Liésungen vor
dem Zusatze der Tiere genau auf die gleiche Temperatur der nicht be-
lichteten zu bringen sind, zumal da bei der Belichtung Eosinlésungen
sich hiéher temperieren als Wasser: KEosinlosung 1:1000 zeigte im
Sonnenlichte (Januarsonne) nach 3 Stunden eine Temperatur von 264" C,
die entsprechend gestellte Wassermenge eine solche von 24,29 C.

Wird diese Mabnahme nicht eingehalten, so ist die intensivere
Wirkung der belichteten Liosung z. T. auf die hihere Temperatur zuriick-
zufiilhren und dieser Umstand kinnte die Ursache sein fiir die grifere
Differenz in der Wirkung belichteter und nicht belichteter Lisungen bei
Ledoux-Lebard.

In der zweiten Versuchsreihe setzte ledoux-Liebard im Dunkel-
gimmer vorher belichteten Lisungen derselben Konzentration eine ver-
schieden grofie Amnzahl wvon Paramiicien zu und beobachtete, dabl die
Paramiicien in den Schiillchen, in denen wviele dieser Tierchen enthalten
waren, linger am Leben blieben, als in denen, die wenig enthielten,

Auch diese Angabe konnten wir im wesentlichen bestiitigen:

8 Uhrschilehen werden mit je 2 cem einer Fosinlosung 1:500 be-
schickt. Dann je zweien 0,1 eem Paramiicienkultur —- 0,9 cem Brunnen-
wasser (Glischen la und 1b), je =zweien 0,3 cem Paramicienkultor
~+ 0,7 cem Brunnenwasser (Glischen 2a und 2b), je zweien 0,5 cem
Paramiicienkultur -~ 0,6 cem Brunnenwasser (Glischen 3a und 3b),
endlich je zweien 0.8 cem Paramiicienkultur -} 0,2 cem Brunnenwasser
(Glischen 4a und 4b) zugegeben. Die a-Glischen werden in zerstreutes
Tageslicht, die b-Glischen ins Dunkle gestellt.

Schilchen | a : b
1 I - mach 1%/, St. 1/ o - nach 24 St.
j-'} —= lfﬂi n :.'II'LI e
3 = & EI-I-] “ ' ].-:_ﬂ: ‘!‘ = 24 "
4 —|_ n 2 2 » 20 =T = 24

Ledoux-Lebard schloB daraus, daf sich im ersteren Fall das
gebildete Gift anf viele Tiere wverteilt und dadurch auf das Einzel-
individuum nicht die tédliche Giftmenge getroffen habe, wihrend im
letzteren Falle das nur auf wenig Individuen verteilte Gift fiir den Tod




der Tiere ausreichte. Gegen diese Annahme von Ledoux-T.ebard
gpricht schon der Umstand, daf das gleiche auch im Hellen auftritt,
dafi also anch im Hellen in den Libsungen, die viele Paramiicien ent-
halten, die Tiere linger leben als in denen, die wenige enthalten. Dies
lieBe sich aber nicht erkliren mit den Anschauungen Ledoux-Lebard’s,
wonach sich immer nene Giftmengen in den Lisungen wiithrend der Be-
lichtung bilden nach dem Aufzehren des Giftes durch die Tiere. Der
obige Versuch findet seine Erklirung vielmehr darin, daf die Tiere nicht
alle zu gleicher Zeit sterben, sondern dafll die schwiicheren Tiere rascher
zugrinde gehen. Nun nehmen die lebenden Tiere nur sehr wenig Fosin
in ibr Inneres auf; im Momente- des Absterbens aber firben sie sich
sehr intensiv, wodurch die Konzentration der Lisung natiirlich etwas
abpimmt., Diese Konzentrationsabminderung aber ist geniigend, die
widerstandsfihigeren Tiere linger am Leben zu erhalten als in der an-
fanglich konzentrierten Liosung. Diese Anhiinfung des Farbstoffes in den
Paramiicien beim Absterben ist mikroskopisch leicht zu sehen.

Endlich spricht gegen die Auffassung von Liedoux-Liebard der
negative Ausfall des von uns unternommenen Versuches, eine belichtete
Eosinlosung im Dunkeln durech Paramiicienzusatz zu entgiften: 2 Uhr-
schiilchen, von denen jedes mit 2 cem einer Eosinlosung 1 : 1000 be-
schickt wurde und auflerdem das eine mit 0,2 cem Paramiicienkultur,
das andere mit 0,2 cem Brunnenwasser, standen so lange dem Lichte
ansgesetzt, bis die Paramiicien in dem einen Schillchen tot waren. Dann
wurden beide Lissungen ins Dunkle gebracht, centrifugiert und von jeder
Liosung 1 cem abgehoben und mit 0,1 cem Paramiicienkultur versetzt.
Nach der Auffassung Ledoux-Lebard’s miibte in der Lisung, die
anfinglich schon die Paramicien enthielt, weniger Gift vorhanden sein,
da die Paramiicien das Gift anfgezehrt hiitten. Der Versuch fiel aber
so aus, dab die Tiere im Dunkeln in den beiden Liésungen zu gleicher
Zeit zugrunde gingen.

Alles zusammen ist die Ledoux-Lebard’'sche Ansicht vom
Entstehen eines Giftes dorch chemische Umwandluypg des flnorescierenden
Stoffes nicht haltbar.

Dessen ungeachtet aber ist es moglich, daB in seinen Versuchen
die ersten Ansitze zu einer Erklirung der photodyna-
mischen Wirkung auf chemischen Wege enthalten sind,
bei.welcher der Sauerstoff eine wichtige Rolle zu spielen
scheint. Er sagt hieriiber ,Le contact de la solution avec l'air pur
une large surface favorise l'apparition du pouvoir toxique. Celuici est
faible lorsque la solution est contenue dans un tube fermé, effilé et
rempli de liguide jusque dans leffilure. Le vide incomplet obtenu a
I'aide de la trompe diminue également la production de substance toxique,
sous l'influence de la lomiére.“

Liedoux-Lebard scheint dabei nur an die Bildung eines toxischen
Umwandlungsproduktes der photodynamischen Substanz durch Oxydation
zu denken, Ila diese nun nach unseren Erfahrungen wenig wahrschein-
lich ist, muf an eine Beteilignng des Sauerstoffes in ganz anderer Weise
gedacht werden, deren experimentelle Priifung den Inhalt einer folgenden
Mitteilung bilden soll.



2. Solange die photodynamische Erscheinung nur fir Para-
maecien und nur fir wenige fluorescierende Substanzen bekannt
war, konnte man weiter an die Mioglichkeit denken, dal ein Teil
der absorbierten Energie zur Erhohung der Giftigkeit der photo-
dynamischen Substanz als solcher verwendet werde. Nachdem aber
erkannt wurde, dab diese Erscheinung auch auf Enzyme und Toxine
in offenbar ursiichlich ganz analoger Weise sich erstreckt, ist dieser
Erklirungsmiglichkeit keine Bedentung mehr beizulegen, denn der
Versuch einer Erklirung mull umfassender Natur sein, d. h. aunch
auf diese letzteren Wirkungen sich erstrecken, und auf diese ist
die Annahme einer Erhohung der Giftigkeit im toxikologischen
Sinne doch wohl nicht anwendbar. Uberdies haben sich im Fort-
gang der Untersuchungen mehrere Tatsachen ergeben, welche mit
Entschiedenheit dafiir sprechen, daf diese Erklirung auch nur auf
Paramicien resp. Zellen angewendet nicht zulissig ist. Dieselben
sind folgende:

a) Das lebhaft fluorescierende A eseulin ist selbst in Konzentrationen
von 1:500 fiir Paramicien im Dunkeln vollig ungiftiz und zeigte in
O. Raab’s Versuchen auch im durch Kupfersulfat gesiebten Sonnen-
lichte keine photodynamische Wirkung. Daraus wurde der Schluf ge-
zogen, dab ein fluorescierender Korper nur dann eine Lichtwirkung be-
sitze, wenn er auch im Dunkeln giftig sei.

Bei Wiederholung dieser Versuche durch uns ergab sich, dab die
Beobachtungen . Raab’s nicht absolut zutreffend sind, indem der
Kirper eine Spur von photodynamischer Wirkung erkennen Lifit, immer-
hin eine auffallend geringe (Beleg Nr. 54). Ganz analog verhilt sich
das sehr schiin fluorescierende Natronsalz der Fluorindindisulfo-
siure. Es ist selbst in Konzentration von 0,5 9/, auf Paramiicien im
Dunkeln ohne Wirkung und zeigt auch keine deutlich bemerkbare im
Lichte, wenigstens nicht im zerstreuten Tageslichte (Beleg Nr. 32). Die
Liosung ist nun durch intensive blane Farbe ausgezeichnet. Trotzdem
ist in den Paramiicien, wenn sie aus der Lisung durch Abzentrifugieren
isoliert und mehrmals mit physiologischer Kochsalzlosung gewaschen
wurden, so daB die sie umgebende Fliissigkeit farblos ist, keine Spur
von Blaufirbung zu erkennen. Der Farbstoff dringt also nicht in die
Paramiicien ein, so daf vielleicht allein schon durch diesen Umstand die
Unwirksamkeit des Kirpers bedingt sein kann. Miglicherweise verhilt
es sich so auch beim Aesculin, iiber dessen osmotisches Verhalten zu
Ziellen sich wegen der Farblosigkeit seiner Liisung direkt nichts aussagen
liBt. Wahrscheinlicher aber ist es, dal die Unwirksamkeit der Fluor-
indindisulfosinre und des Aesenlins einen allgemeineren Grund hat. Denn
diese Kirper wirken, nach den bisher angestellten Untersuchungen, auch
nicht auf Enzyme und Toxine. Hier kann das Nichteindringen wohl
kaum eine Rolle spielen. Der Grund diirfte daher optischer Natur sein.




Vielleicht gibt eine Untersuchung iiber das Verhiltnis von Absorption
zum Fluorescenzvermogen Aufschlub.

b) Man konnte erwarten, dall, wenn das fluorescierende Aesculin
deshalb nicht wirkt, weil es auch im Dunkeln so gut wie ungiftig ist,
daB es dann doch wenigstens i1mstande sei, die Wirkung einer nicht
photodynamischen, d. h. im Dunkeln und Hellen gleich giftigen Substansz
bei Zutritt des Lichtes zu erhiéhen. Der mit Morphin und Strychnin
unter Zusatz von Aesculin an Paramiicien unternommene Versuch hat
diese Erwartung nicht bestiitigt. Die Resultate waren im Hellen und
Dunkeln vollkommen gleich.

Morphinehlorid - 0,2 %/, Aesculin.
Konzentration :

des Morphins | Hell Dunkel
1:100 die Hilfte tot nach 2 St., | ebenso
_ alle nach 24 St. .
1:200 | die Hilfte tot nach 24 St. oL
1:300 alle lebend nach 24 St. -
1:400 - "
1:500 e i
Strychninnitrat -} 0,2 %/ Aesculin.
Konzentration | !
des Strychnins Hell ' Dunkel
1:4000 alles tot nach 1!/, St. ebenso

1 : 6000 die Hilfte tot nach 5 St., alle tot nach 5!, St.
alle nach 12 St.
1:8000 allesnochlebend, aufgequollen ebenso
u. nur mehr rollend n. 12 St.,
vollkommen tot n. 24 St.
1:10000 |  alle tot nach 24 St. I
1: 20000 = 5

¢) Wenn die photodynamische Wirkung in einer Steigerung der
Giftigkeit bestinde, mochte man ferner wohl auch erwarten, daf diese
Steigerung bei allen Substanzen eine amnihernd gleichmiibige sei. In
Wirklichkeit finden sich aber die groBten Verschiedenheiten. Bald ist
die Wirksamkeit im Hellen gegeniiber dem Dunkeln um das Doppelte,
bald um das 100-, ja 1000 fache gesteigert.

d) In dem schin violettblau fluorescierenden Natronsalz der Dichlor-
anthracendisulfosiure wurde eine Substanz gefunden, welche fiir
Paramiicien im Dunkeln ganz ungiftig ist, im Lichte aber sehr stark photo-
dynamisch wirkt. Im Dunkeln niimlich leben Paramiicien unverindert
48 Stunden lang in Konzentrationen von 1:75, also in Lisungen von
1,33 °%,. Der Kirper wirkt also nicht einmal so stark, wie eine an-
organische Salzlosung. Paramiicien ertragen wvon Kochsalz eine Lisung
von 0,30, im Dunkeln und von 0,29%, im Hellen, d. h. sie leben in
dieser Lisung iiber 24 Stunden. Fiir Natriumkarbonat, wasserfrei be-
rechnet, sind die entsprechenden Zahlen 0,15° und 0,14 %, Die Zahlen
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sind 1m Hellen etwas kleiner als im Dunkeln, trotzdem sie im ersteren
Falle unter Eisenoxydulvorlage gewonnen wurden, so dab es den Anschein
gewinnt, als ob hier eine Andeutung von Photodynamie vorlige. Der
Unterschied erklirt sich aber in geniigender Weige dadurch, dab in diesen
eben noch fiir gewisse Zeit ertragbaren Salzwirkungen sich im Hellen
eine weitere Schiidlichkeit, nimlich der Einflull der ,strahlenden Wirme*
hinzugesellt, weleche nur beziiglich des infraroten Teiles durch die ge-
wiihlte Vorlage ausgeschaltet wurde. Trotzdem nun also das dichlor-
anthracendisulfosaure Natron nicht einmal die gewidhnliche Salzwirkung
zeigt, wirkt es im Hellen noch in ungemein grofer Verdiinnung. Eine
solche von 1:1000000 =z B. titet noch nach 24 Stunden (Beleg Nr. 18),
womit dargetan ist, daB ein Korper im Dunkeln nicht giftic zu sein
braucht, um im Hellen starke photodynamische Wirkung zu besitzen.

3. Beruht die photodynamiseche Wirkung auf Sen-
sibilisierung? Die gewbdhnlichen photographischen Bromsilber-
gelatineplatten sind bekanntlich nur fiir die stirker brechbaren
Strahlen des Spektrums (Blau, Violett, und Ultraviolett) empfindlich.
Erst bei sehr langer Belichtung kommen aunch die links von der
Frauenhofer'schen Linie F befindlichen gelbgriinen, gelben und
roten Strahlen zur Wirkung. Nach den mit Prismenspektograph
angestellten Messungen von Hans Lehmann wird bei zerstrentem
Tageslicht die volle Wirkung bei Expositionsdaner von 10 Sekunden
erreicht von ultraviolett bis F: bei Exposition von 10 Minuten
reichte die Schwirzung bis zur Linie D: bei 20 Minuten bis
zgur Linie C. H. W. Vogel!) machte nun 1873 die Entdeckung,
dab bei (Gegenwart gewisser Farbstoffe Bromsilber auch fiir die
weniger brechbaren Strahlen empfindlich ist und zwar fiir das-
jenige Licht, welches der zugefiigte Farbstoff absorbiert. Er
bezeichnete diese auch heute noch nicht vollie aufgeklirte Er-
scheinung als Sensibilisierung und nannte die hierfiir tanglichen
Stoffe Sensibilisatoren. Seitdem spielen dieselben in der Photo-
eraphie (Herstellung von orthochromatischen und panchromatischen
Platten) eine wichtige Rolle.

Auf die Moglichkeit eines Zusammenhanges zwischen dieser
optischen Sensibilisierung und der photodynamischen Wirkung
wurde bereits in der ersten Mitteilung (Miinchener med. Wochen-
schrift 1900 Nr.1) in bestimmter Weise hingewiesen. Nach Be-
sprechung der biologischen Bedeutung der neuen Lichtwirkung
wird mit folgendem Satze geschlossen: ,Umgekelirt kinnen sich
vielleicht durch Kinverleibung resp. Auftragung von gewissen
fluorescierenden Stoffen bei Einwirkung des Lichtes auch thera-

1) Photographische Mitteilnngen 9, S. 236.
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peutisch verwendbare Wirkungen einstellen, so dal dann solche
Stoffe z B. in der Dermatologie eine dhnliche Wirkung finden
wiirden, wie es in der Photographie empirisch schon seit ca.
10 Jahren mit dem Eosin und anderen fluorescierenden Farbstoften
als  Sensibilisatoren® der Fall ist.*!)

Die Frage, ob die photodynamische Wirkung der fluoreszieren-
den Substanzen und die Sensibilisierung identische Vorgiinge sind,
kann an den iilteren Sensibilisatoren nicht entschieden werden,
weil diese eben sdmtlich fluorescieren. Verschiedene neuere, dar-
unter die derzeit besten, besitzen gliicklicherweise diese Eigen-
schaft nicht oder genaner gesagt, die Fluorescenz ist, wenn vor-
handen, so minimal, dab sie sich mit Linse im Sonnenlicht nicht
erkennen libt.

Die mit diesen Sensibilisatoren an Paramiicien und Enzymen
(Invertin) vorgenommene Untersuchung mufite daher die Frage zur
Entscheidung bringen.

Versuche an Paramiicien.

Methylviolett, Fuchsin,

Sie haben keine erkennbare photodynamische Wirkung, Beleg Nr. 64
bis 67.

82, Alizarinblau S,
Dioxyanthrachinonchinolin-Natrinmbisulfit.

Die braunen Lisungen werden nach dem Zusatz der Paramiicien
infolge der alkalischen Reaktionen derselben blau.

Triiber Tag.

Konzentration Hell ’ Dunkel
1:10000 tot nach 10 Min. | ebenso
1:20000 die Hilfte tot nach 8 St. -
1:30000 ‘ B TR e 2

1) Die wirtliche Citierung dieses Satzes ist notwendig, weil von G. Dreyer
1903 in der Dermatologischen Zeitschrift Bd. 10, 5. 578 eine Mitteilung erschien
unter dem Titel: Lichtbehandlung nach Sensibilisierung, in welcher den zeitlich
mehrere Jahre voransgegangenen Arbeiten des Minchener pharmakologischen
Institutes iiber dieses Gebiet keine Erwiihnung getan wird, so dall es dadurch
den Anschein gewinnt, als ob die Mitteilung G. Dreyer's nen und originell
wiire. Da dieser Versuch, die Entdeckung anderer sich selbst zuzuweisen, von
A.Neiller und L. Halberstidter (Breslan), Deutsche med. Wochenschr. 1904
Nr. 8, Miinchener med. Wochenschr, Nr. 14, eine Unterstiitzung erfuhr, multe
zur Wahrung der Prioritit dagegen eingeschritten werden und wurde in den-
selben Wochenschriften S. 579 resp. 714 auseinandergesetzt, dall die Arbeit
G. Dreyer’s weder beziiglich der anfgefundenen Tatsachen moch beziiglich
der Erklirung Neues von grundlegender Bedeutung enthalte.
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83—85. Diazoschwarz, Glycinrot, Nigrosin.
Triiber Tag.

In Lisungen 1 :1000 waren die Paramiicien im Hellen und Dun-
keln lebend nach 24 St., ein Eindringen des Farbstoffes war nicht zu

konstatieren.

Konzentration |

1 : 6O0O
1:30000 ’

1: 100000

86. Athylrot (Miethe).
1. Versuch. Triiber Tag.
Hell

zofort tot

Dunkel

ehenso

. tot nach 5 Min. <
1: 60000 ‘rot gefiirbt, rollend n. 1 St. 5
tot nach 2 St.

3

1: 180000 alle lebend nach 24 St.
2. Versuch. Hcllerl Tag.

Konzentration | Hell Duankel
1:100000 tot nach 1 St. tot nach 11, 8t
1:150000 g € - g
1:200000 bt Lol LA S b
1:250000 | o N St
1:300000 | I FITREEE S = ' e =, i 5

[ ale G = | fast alle , 6 :
1:350000 | g 5 " | “lo » pt G n
= il 5 oG & | alle , Wty 5
1:400000 | lebend , 24 'die Hilfte tot nach 24 St.
tot. . 3B alle e
1: 600000 % 5 e D 3w ES
alle . R
1:800000 | alle lebend nach 48 St. | alle lebend , 48

Invertinversuche.
Anordnung L

| Daner

dor|

|Exposition

[in Stunden

=
Hell | Dunkel | T Bemerkungen

Ohne Zusatz
Diazoschwarz 0,01 9/,
Nicrosin 0,01°/,
.-'i.thylmt 0,029,

Ohne Zusatz
Krystallviolett 0,05°,

5 0,0029/,

8
282
5
22
8
22
5

'+ 1° 25° 4 10 25"

.00 08 — 00 08’
+ 10 25 410 20¢
— 000 |- 00 02
410 12! 4 10 10

|— 0" 08" — 0° 08’
|-+ 2" 10"+ 2* 10 Hemmt im Hellen wie im
- 0® 50| 0° by Dunkeln.

- 00 30¢ 1 02 33

— 0o 291 — (2 30/

-+ 20 28 L 20 38 Hemmt in dieser Konde

L 20 25120 25 tration im Hellen nznn-
10 25' |4 10 25 Dunkeln.

= 0" 03— O° 06




Anordnung IIL

_'llaum:_{'_lér BT e
Exposition  Hell | Dunkel Bemerkungen
lin Stunden -

|
Ohne Znsatz 33 !-I- 0° 53 - 0° 45| Ohne Toluol.

Alizarinblan S bisulfit. 35 —
0,005 9, |
Diazoschwarz 0,005, 33 i+ 0° 45+ 0° 25" Ohne Toluol. Zur Klirnng

| 'bei der Polarisation ziem-
| lich viel Kohle nitig.

Glycinrot 0,0059, 33 (- 0° 1[} =0 10 ;
Nigrosin 0,005%, a3 i+ 0° 10 0° %
Ohne Znsatz a7 |+ 1¢ 15° - 1° 1(¢
Athylrot 00059, 2 e 1% 40 -[~ 1% 20 Hemmt im Hellen wie im
| Dunkeln.
Olne Zusatz 2] —|— 1° Q¢ |4 1° 02 Ohme Tolnol.
= 33 |4 00 45 + 00 45"
Athylrot 00059, 9 |+ 1% 30¢ 4 00 58
a3 —|—1“4?'—|—1“ 2%

Das Ergebnis dieser Versuche ist folgendes: Aunf Paramiicien
hatten Methylviolett, Fuchsin, Alizarinblau, Diazoschwarz, Glycin-
rot, Nigrosin und Athylrot gar keine photodynamische Wirkung.
Das gleiche ist fiir das Invertin der Fall. Da die untersuchten
Substanzen zu den derzeit besten Sensibilisatoren gehiren, miibte
anch ihre photodynamische Wirkung eine hervorragend starke sein.
Da dies nun ganz und gar nicht der Fall ist, lilit die anfgeworfene
Frage nach dem derzeitigen Stande der Untersuchungen nur eine
Beantwortung zu: Sensibilisierung und photodynamische
Wirkung sind keine identischen Vorginge. Die
Eigenschaft der Sensibilisierung und photodyna-
mischen Wirkung vereint, besitzen nur jene Stoffe,
welche nicht blof absorbieren, sondern auch fluores-
cieren.

Der Beweis, dal die photodynamische Wirkung mit optischer
Sensibilisierung nichts zn tun hat, kann auch in umgekehrter
Weise erbracht werden, durch den Nachweis, dall eine her-
vorragend starke photodynamiseh wirksame Sub-
stanz keine sensibilisierende Wirkung hat. Eine solche
st das Natronsalz der Dichloranthracendisulfosinre. Thre Priifung
als Sensibilisator wurde anf Veranlassung des einen von uns (T.)
von [)r. Hans Lehmann vorgenommen.

Hoehempfindliche Bromsilbergelatineplatten wurden in iiblicher
Weise mit dem Salze in Konzentration von 0,008°, und 0016°
gebadet. Die Losungen des Salzes zeigen in diesen Konzentrationen
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starke Absorption von 255—275 pu. Bei Exposition im Eisenfunken-
licht resp. Kohlenbogenlicht in der Dauer von 1 resp. 3, 6, 24,
60 Sekunden, zeigte sich nun an dieser Stelle keine Spur von
stirkerer Schwiirzung, ein Beweis, dal die Substanz nicht sen-
sibilisiert.

Gegen den Gebrauch der Bezeichnung Sensibilisierung, welche
manchen zur Annahme verleitet hat, als ob damit etwas erklirt
sel, -spricht auch noch ein allgemeiner Grund. Die Physiker be-
zeichnen nach dem Vorgange von H. W. Vogel mit Sensibilisierung
die gesteigerte Empfindlichkeit der photographischen Platte.
Im Falle der Verwendung des KEosins z. B. die Steigerung der
Wirksamkeit der griinen Strahlen derart, dab sie sich nun jener
der brechbaren nithert. Wenn nun, um mit diesem Beispiele fort-
zufahren, die biologische Wirkung des Kosins im Lichte anch nur
in einer Steigerung der Wirksamkeit der griinen Strahlen be-
stiilnde, miibten diese auch fiir sich allein Paramicien und Fermente
hei langer und intensiver Einwirkung zun vernichten imstande sein.
Das ist aber keineswegs der Fall. Paramicienkulturen durch
(laswolle filtriert, also klar, in 0,8 em dicker Schichte zeigten sich
unter Kupfersulfat - Pikrinsiurefiltern von frither erwihnter An-
ordnung oder einem Doppelfiiter aus 1 em dicker einprozentiger
Chininbisulfatlisung und 3 em konz. Kupfersulfatlisung, welche die
griinen resp. gelbgriinen bis violetten Strahlen durchlassen, 14 Tage
lang bei oftenem Fenster tiglich 5 Stunden der intensiven Mittags-
sonne ausgesetzt, nicht merkbar geschiidigt. Dasselbe ist bei
Invertinlisungen fiir die Dauer von 5 Tagen der Fall, solange
dieselben sich eben auch im Dunkeln ohne stirkere Abnahme
ihrer Wirksamkeit konservieren lassen. Ein Zusatz von KEosin
1:10000 resp. 1:100000 aber geniigt, um sdmtliche Tiere
in 15 resp. 30 Minuten zu titen. Ahmliches leistet eine Kosin-
losung 1:2000 bel Invertin. Bei dieser Sachlage kann von einer
bloGen Steigerung der Lichtwirkung, also von einer Sensibilisierung
i der von den Physikern gebrauchten Bedeutung des Wortes nicht
mehr die Rede sein. Es ist offenbar eine ganz neune Wir-
kung, welche beim Zusatz des Eosins bhzw. anderer analoger
Stoffe zur Geltung kommt. Ist die photodynamische Substanz un-
giftig, so tritt eine Schidigung der Organismen und Gewebszellen
erst im Lichte auf; ist sie giftiz, so addiert sich die photodyna-
mische Wirkung zur Giftwirkung. Der Vorschlag des einen von
uns (T.), diese Stoffe mit einem Namen zu bezeichnen: photodynami-
sche d. h. im Lichte resp. bei Bestrahlung wirkend, ist daher durch-




aus gerechtfertigt. Er priijjudiziert nichts und kann fallen gelassen
werden, wenn der weitere Verlanf der Untersuchung die unzweifel-
hafte Berechtigung gibt, von Fluorescenzwirkung resp. Fluorescenz-
therapie zu sprechen.

Schlieflich sei noch, um auch diese Seite der ,Radiologie* zu
beriithren, an die ziemlich vergessene Untersuchung von Bence
Jones ,on the existence in the textures of animals of a fluorescent
substance closely resembling quinine* erinnert,') wonach es nicht
unmiglich erscheint, dab ein Teil der Wirkung des Sonnen-
und Bogenlichtes eine photodynamische ist.

1) Medical Times and Gazette 18366.
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Uber die Wirkung photodynamischer (fluorescierender)
Substanzen auf Paramiicien und Enzyme bei Rintgen- und
Radinmbestrahlung.

Yon

A. Jodlbaner.

Diese Arbeit wurde auf Veranlassung Prof. v. Tappeiner’s
in der Absicht unternommen, zu erfahren, ob photodynamische
Substanzen bel Zutritt von Radium- und Rontgenstrahlen auf
Paramicienkulturen und Enzymlisungen eine ihnliche Wirkung
ausiitben wie bei Bestrahlung mit gewohnlichem Tageslicht.

1. Versuche mit Riontgenstrahlen.

Dieselben wurden in einem Kabinett fiir medizinische Rintgen-
photographie mit Verwendung mehrerer grobien Rohren angestellt.
Die Entfernung der Objekte von der Rohre betrug 10 em. Das
Versuchsobjekt, das stets in einer nach oben offenen (Glasschale
aufgestellt war, befand sich zur Abhaltung der gewihnlichen Licht-
strahlen unter einer Kapsel photographischen Papiers, wihrend das
Kontrollpriparat unter einer Bleikapsel war. Je 30 Sekunden lang
wurde bestrahlt, dann eine Pause gemacht von 2', Minuten, und
so fort bis zu 8 Stunden. Wiihrend der Pausen wurden die Papier-
und Bleikapsel zur Vermeidung von sehiidlichen Temperatursteige-
rungen abgehoben. Das Zimmer war dabei vollkommen dunkel.

Paramidcien,

Zuerst wurde der Einflub der Riéntgenstrahlen als solcher auf Para-
miicien festgestellt:

Eine Paramiicienkultur in Uhrschilchen zeigte nach 8 stiindiger Be-
strablung keine Veriinderung. Die Tierchen bewegten sich lebhaft, ganz
so wie im Kontrollschilchen. Auch nach 3 Wochen war in beiden
Schilchen kein Unterschied wahrzunehmen.

In ganz analoger Weise wverhielten sich die mit Eosin versetzten
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Paramiicienkulturen. Die nach 8Sstiindiger Bestrablung im Dunkeln auf-
bewahrten Paramiicien mit Eosin 1: 1200 gingen am 4. Tage gleichzeitis
mit der nicht bestrahlten und ebenfalls im Dunkeln aufbewahrten Kultur
an der Giftwirkung des Fosins zugrunde. In den Uhrglisern mit Eosin-
zusatz 1: 5000 waren die bestrahlte und die Kontrollkultur noch nach
10 Tagen am Leben.

Invertin.

10 ecem einer Invertinaufschwemmung von 1,2°%, wurden nach
8 stiindiger Bestrahlung mit Wasser auf 100 eem ergiinzt und mit eben-
soviel 10 % Rohrzuckerlisung wversetzt. 12 Stunden bei Zimmertempe-
ratur stehen gelassen. Die anfingliche Drehung von 4 3 ® 18 war nach
Ablauf dieser Zeit aut 4~ 0" 58' zuriickgegangen, ebenzoviel wie im
Kontrollversuche, dessen Drehung nach derselben Zeit 4 0" 59 hetrug.
Die Wirksamkeit des Invertine war also durch die Réntgenbestrahlung
. nicht veriindert worden. Die gleiche Invertinanfschwemmung gerade so
lange bestrahlt und eine ebensolche nicht bestrahlt, ergaben nach Zucker-
zusatz und 12 stiindiger Invertierung auch keine Drehungsdifferenz.

Ebenso war die Invertierung einer 4,5", Rohrzuckerlésung, ver-
setzt mit 0,06 Invertin, bei Gegenwart von 0,05 Eosin durch 6 stiindige
Bestrahlung nicht gehemmt worden. Die Drehung betrug nach diesen
6 Stunden — 2 weiteren Stunden Stehens im Dunkeln -+ 0,08, die-
jenige der im Dunkeln unter Bleikapsel gerade solange gehaltenen Kon-
trollprobe ebensoviel.

2. Yersuche mit Radium.

Hierzu diente ein Priparat von Radiumbromid wvon Prof.
(ziesel in Braunschweig im Gewichte von ca. 0,05, das uns von
Herrn Prof. Walkhoff freundlichst zur Verfiigung gestellt wurde
und mit welchem Walkhoff bekanntlich als erster die Wirkungen
auf tierisches Gewebe entdeckte. Alle Versuche geschahen im
Dunkelzimmenr.

Paramicien.

1. Versuache im offenen Uhrschilehen gefiillt mit 2 ecm einer Eo-
sinlosung 1: 1000 —+ 3 Tropfen Paramicienkultur. Die Radiumkapsel
befand sich 3 em iiber dem Fliissigkeitsspiegel. Die Bestrahlung danerte
ununterbrochen 24 Stunden. Unmittelbar hernach war keine Einwirkung
zu- erkennen und bei weiterer Aufbewahrung des vor Verdunstung ge-
schiitzten Priparates im Dunkeln trat das Absterben der Paramiicien
erst nach 3 Tagen ein, und zwar als Giftwirkung der Eosinlosung, da
die Tiere im uubestrahlien andauvernd im Dunkeln gehaltenen Kontroll-
ubrglischen, zur selben Zeit starben.

2. In zwei analog behandelten Uhrglischen, mit Eosinlosung 1:5000
—+ 3 Tropfen Paramiicienkultur beschickt, von denen eines 24 Stunden lang
bestrahlt und beide dann im Dunkeln unter geeigneten Kulturbedingungen
fortgehalten wurden, waren nach 20 Tagen lebende Paramiicien enthalten, im
bestrahlten micht weniger als im Kontrollglase. In einem Uhrschilehen
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ohne Kosinzusatz, ebensolange bestrahlt, fanden sich nach 20 Tagen
natiivlich auch reichlich lebende Paramiicien.

3. Paramiicien im hingenden Tropfen in feuchter Kammer in Eosin-
lisung 1: 1000 wurden 48 Stunden lang bestrahlt. Die Kapsel lag un-
mittelbar auf dem Deckglase. Die Tierchen waren nach dieser Zeit von
unveriinderter Lebhaftigkeit ibhrer Bewegungen und gingen erst nach
5 Tagen zngrunde, zur selben Zeit, wie die nicht bestrahlten im Kon-
trollversuch.

Invertin.

1. Eine Invertinlosung von 0,12%  und eine ebensolche mit Zusatz
von 0,05", Eosin wurde 36 Stunden lang in offenen Schalen bestrahlt,
sodann mit gleichen Teilen einer Rohrzuckerlosung wvon 109/, versetzt;
nach 15 Stunden langem Stehen bei Zimmertemperatur wurde der Prozef
abgebrochen und die Drehung bestimmt. Sie betrug in der bestrahlten
Lisung ohne ]]usinmsutz + 12274 in der bestrahlten Losung mit Eo-
sinzusatz 4~ 0 56, in einer nicht bestrahlten, im iibrigen analog be-
handelten Kuutrﬁl]ummg ohne FEosin - 1" 20, mit Eosin 0" 52/,
Eine Wirkung auf das Invertin durch das Hadium ist somit nicht zu
erkennen. Das Zuriickbleiben der bestrahlten Probe ohne Eosinzusatz
erklirt sich aus der Forderung, welche das Fosin im Dunkeln auf den
Intervierungsprozef ausiibte.

2. Eine Losung von 4,59, Rohrzucker mit 0,06 °, Invertin und
0,05 Eosin wurde 9 Stunden lang bestrahlt und sodann analysiert. Das
gleiche geschah mit einer im Dunkeln gehaltenen nicht bestrahlten eben-
solchen Losung und einer ebenso behandelten Rohrzuckerinvertinlésung
ohne Eosinzusatz, Die Drehungen waren 4-0° 29/, 0927, {09 56"
Also wiederum kein Einfluf der Bestrahlung.

Diastase.

Eine Diastaselésung von 0,1 °/, und eine ebensolche mit Zusatz von
0,05", Eosin wurden 12 Stunden lang bestrahlt, sodann je 10 Teile
dereelben mit 90 Teilen Stdrkelésung von 19, versetzt. Das gleiche
geschah mit einer unbestrahlt gebliebenen Diastaseeosinlésung analogen
Prozentgehaltes. In allen dreien wurde sodann der Fortschritt der
Stirkenmwandlung mittels Jodjodkaliumtiipfelprobe verfolgt: Die Zeiten,
i denen das Erythrodextrin auftrat und das Amylodextrin verschwand,
waren in allen drei Proben die gleichen. Letzteres war nach 5 Stunden
eingetreten.

Das Ergebnis der Versuche ist, dab weder Rintgen- noch
Radinmstrahlen einen Einflub anf Paramicien und Enzyme er-
kennen liefen. Die Paramicien hatten unmittelbar nach der Be-
strahlung die Lebhaftigkeit ihrer Bewegungen bewahrt und ver-
hielten sich wiihrend der nichsten Wochen ebenso wie die Kontroll-
tiere. Die Wirksamkeit des Invertins und der Diastase hatte
ebenfalls keine Einbubfe erlitten.!) Ob eine solche etwa erst

1) Fiir Trypsin ist dies bereits von J. Danysz (Compt. rend. 137, 1296)
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lingere Zeit nach der Bestrahlung sich einstellt, wurde wegen der
leichten Zersetzlichkeit dieser Enzyme nicht verfolgt. KEs ist dies
nicht sehr wahrscheinlich, da es sich hier ja nicht um Einwirkung
auf Zellen, sondern auf ,geloste® Versuchsobjekte handelt.

Ob bei den Bestrahlungen eine flnorescierende Substanz (Eosin)
zugegen war oder nicht, machte keinen Unterschied. Derartige
Substanzen in Lisung werden eben von diesen Strablenarten nicht
erregt, wie man sich leicht iiberzeugen konnte und auch dne
Physikern schon bekannt ist. Ob bel sehr langer Behandlung mit
Rontgen- oder Radiumstrahlen resp. Verwendung eines neueren
Radiumspriparates ohne Glimmerbedeckung nicht doch ein Effekt
zu erlangen wiire, bleibt dahingestellt. Die Versuche sind lediglich
als orientierende zn betrachten. Nachdem sich ergeben hatte, dal
eine Wirkung, welche jener der photodynamischen Substanzen im
Lichte entspriche, bei ungefilhr gleichlanger Einwirkungsdauer
nicht zu erkennen ist, wurden sie abgebrochen, da der Zweck
ihrer Vornahme erreicht war.

nach 14stiindiger Radinmbestrahlung gefunden worden. Der Antor fand sogar
etwas Zunahme der Wirksamkeit. Weitere Literaturangaben wiirden den kleinen
Rahmen dieser Arbeit fiberschreiten.
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Uber das photodynamische und optische Verhalten der
Anthrachinone.
Yaon
H. v. Tappeiner.
(Mit 1 Abbildung). i

Die Anthrachinone unterscheiden sich in ihrer Konstitution von
den Anthracenen durch folgende Konstitutionsformel:

CH 0
CH 0
Anthracen. Anthrachinon.

Die Derivate des Anthracens sind simtlich durch deutliche,
#. T. sehr starke Fluorescenz ausgezeichnet'!) und ihre sulfosanren
Salze haben hervorragende photodynamische Wirkung auf Para-
miicien und Enzyme.®?) sowie Toxine. Die Anthrachinonreihe hin-
gegen zeigt keine mit freiem Auge erkennbare Fluorescenz und
schien daher ein gutes Objekt fiir die Priifune, ob photodynamische
Wirkung mit Fluorescenz im Zusammenhang  steht oder nicht. Ieh
habe von diesem Gesichtspunkte aus in Verbindung mit Dr. Jodl-
hauer die Wirkung mehrerer Derivate des Anthrachinons auf Para-
miicien und Invertin im zerstrenten Tageslichte untersucht nach den-
selben Methoden, welche beiden fritheren Untersuchungen von fluores-
cierenden Substanzen angewandt wurden.?) Die Paramiicienversuche
geschahen im hiingenden Tropfen unter Anwendung von diinnen Deck-
elischen, welche bekanntlich die ultravicletten Strahlen, soweit sie
im Tageslichte vorhanden sind (bis ca. Wellenlinge 300) noch durch-
lassen. Die Invertinliosungen (0,12 prozentig) wurden teils in Glas-

1) C. Liebermann, Uber die Fluorescenz in der Anthracenreibe. Ber.
d. dentsch. chem. Gesellsch. 13, 913. L

2) H. v. Tappeiner n. A. Jodlbauner, Uber die Wirkung der photo-
dynamizehen (fluorescierenden) Stoffe aunf Protozoen und Enzyme. Abhandlung T
8,12, 81 und 33.

3) Ine Priparate (chem. rein) verdanke ich griltenteils der Gefilligkeit
der Farbwerke vorm. Bayer u. Co.
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flaschen, teils in offenen Schalen bei oftenem Fenster 12 Stunden
dem Tageslichte ausgesetzt, dann mit 10, Rohrzucker versetzt und
nach 12 Stunden die Invertierung im Saccharimeter bestimmt. Die
Drehung vor der Invertierung betrigt |+ 3° 20, nach der Invertie-
rung, welche jedoch in dieser Zeit noch nicht ganz vollendet ist

0° 54"

Hiernach kann die Schiadigung des Fermentes auns der in

der Tabelle angegebenen Drehung beurteilt werden.

1. Paramiicienversuche.
Anthrachinon-a-monosulfosaures Kali.
Weibes kristallinisches Salz in 350 Teilen Wasser loslich.

Konzentration | Hell Dunkel
1: 500 — Die Hilfte tot nach 24 St.
1:1000 —_ |  Alle lebend nach 48 St.
1 : 3000 tot nach 4 St. ‘ -
1: 6000 I 2T . <
1:10000 | L ey | g
1:20000 |Die meisten lebend n. 48 St. | i

2,7 Anth

rachinondisulfosaures Natron.

Konzentration | Hell Dunkel
1:200 — Lebend nach 24 St
die Hilfte tot nach 48 St
1:2000 tot nach 4 St, : Lebend nach 48 St.
1: 4000 < PR ' 2
1:16000 S it
1: 25000 “ f e T =
1: 30000 lebend . 48 .
Chrysophansaures Natron.
Unter Eisenoxydulvorlage.
Konzentration | Hell ' Dunkel
1: 100000 tot mach 10 Min. tot nach 24 St.
1: 300000 = s 0L s lebend . 48
I:1 000000 B 1 St E )
1:4500000 | GG e i
1: 10000000 . = T’_f_, ~ ! 2
2, Invertinversuche.
%E E Drelung Bemerkungen
:'—:r_:é hell dunkel
a) In Glasflasehen.
Ohne Zusatz 12 '— 09 30/ —D< 38

Dichloranthracendisalfos.

Natr. 0,059,

12 2% 51' —0° 27 zum Vergleiche beigegeben

o
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hell dunkel

27 Anthrachinondisulfos. | 12 |—0° 17" —0° 3(¥
Natr. 0,059,
Anthrachinon-r-monosul- ' 12 |— 0 30" —0° 2%
fos. Kali 0,0059, - i

Chrysophansinre konnte nicht untersncht werden. Konzentrationen des
Natronsalzes von 0,025%, kimmen nur bei einem gewissen, wenn auch sehr ge-
ringen Uberschusse an Natron erhalten werden, der die Invertiernng in Hell und
Dunkel vollstiindig hemmt. Durch Verdiinnung anf 0,01°%, wird dieze Hemmung
zwar hedeuntend vermindert, die Lisung scheidet dann aber infolge der Hydro-

dissoziation des Salzes allmiihlich Chrysophansiinre ab.

b) In offenen Schalen bei wolkenlosem Himmel. Der Konzentrationserhihung
durch Verdunstung wird durch von Zeit zu Zeit erfolgenden Zusatz von destil-
liertem Wasser entgegengetreten.

Ohne Zusatz | 12 |4-0° 03— 0° 20
2,7 Anthrachinondisulfo- i 12 20 05— 0° 02 Die dem Lichte ansgesetzte

sanres Natron 0,059, Lisung farbt sich allméhlich
do. 01% 12 [+2°15)—0° 01 brianulich.
Anthrachinon-«-monosulfo- 12 |+ 0° 07— 0° 11"
sanres Natron 0,0059 | i
do. 0,01%) 12 |+ 0° 38Y—0° 05

Das Ergebnis der Versuche ist folgendes:

Auf Paramiécien hatten die beiden Anthrachinonsulfosinren
ansgesprochene photodynamische Wirkung, ungefihr
g0 wie die entsprechenden Anthracensiiuren, ganz hervorragend
starke, fihnlich der Dichloranthracendisulfosiure, zeigte die Chryso-
phansiure. Auf Invertin waren die Anthrachinonsulfosiunren
in den Versuchen in Glasflaschen ohne Wirkung. Bei der Wieder-
holung derselben in offenen Schalen bei offenem Fenster,
also bei Einwirkung simtlicher im zerstreuten Tageslicht vor-
handenen ultravioletten Strahlen, hatte wenigstens das in hiéherer
Konzentration untersuchte anthrachinondisulfosaure Natron eine
bis zur totalen Schidigung herangehende Wirkung.

Die Frage, ob diese photodynamische Wirkung auf
Zellen und Enzyme bei der Anwendung des Chrysa-
robins resp. der Chrysophansiure bei Psoriasis und
bestimmten Ekzemformen parasitirer Grundlage eine
Rolle spielt, muf den Dermatologen zur Entscheidung iiber-
lassen werden.

In der Anthrachinonreihe wire die erste Ausnahme von
der Regel gegeben, dal nur solche Stoffe die Erscheinung der
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Photodynamie zeigen, welche auch die Eigenschaft der Fluorescenz
besitzen. Liebermann sagt indes .die Fluorescenz habe ich
stets nur mit blobem Auge beobachtet, da eine weitere Durch-
arbeitung des Gegenstandes, als sie der Nachweis einer bei diesen
Fluorescenzen stattfindenden Regelmiiligkeit nach chemischen Merk-
malen erfordert, nicht in meiner Absicht lag“. Anthrachinonsiinren
zeigten indes auch im Sonnenlichte mit Glaslinse untersncht keine
merkbare Fluorescenz. Auch dieses Resultat ist indes noch nicht
entscheidend. Es bleiben noch zwei Miglichkeiten. 1. Die Fluores-
cenz ist nicht sichtbar, d. h. das ausgesandte Fluorescenzlicht setzt
sich aus ulfravioletten Strahlen zusammen. KEin solcher Fall von
Fluorescenz ist bisher allerdings nicht bekannt, sein Zutreffen mulb
indes im allgemeinen als miglich bezeichnet werden, um so mehr,
als die Absorption der in Rede stehenden Anthrachinonkirper im
Ultraviolett liegt. 2. Die Fluorescenz ist sichtbar, jedoch so schwach,
dall sie nur im verdunkelten Raum, vielleicht auch nur bei An-
wendung von Lichtquellen, die reich an ultravioletten Strahlen
sind, beobachtet werden kann. Die folgende physikalische Unter-
suchung, welche ich in Verbindung mit Dr. Hans Lehmann vor-
nahm,!) ergibt, dall dies letztere in der Tat der zutreffende Iall ist.

Anthrachinon-e-monosulfosinre.

Absorption. Die wiisserige Lisung des Kalinmsalzes 0,01: 100
zeigte einen schwachen Absorptionsstreifen in der Gegend von 250 g,
in Konzentration von 0,2:100 eine starke kontinuierliche Absorp-
tion, die plotzlich bei 360 einsetzte (Ziffer 2 der Abbildung).

Fluorescenz Die Losungen wurden in der Quarzcavette
seitlich in der Weise durch Eisenfunkenlicht beleuchtet, dal nur das
eventuelle Fluorescenzlicht in den Spektrographen eintreten und
auf die photographische Platte desselben wirken konnte. Nach einer
Beleuchtung bis zn 15 Minuten Dauer liefen sich auf der Platte
keine geschwirzten Stellen erkennen, womit der wohl einwand-
freie Nachweis geliefert ist, dal der Korper im Ultraviolett nicht
flnoresciert.”) Hingegen gelang es, eine dem Auge erkennbare Fluores-

1) Mit giitiger Erlaubnis der Herren A. v. Baeyerund K. Hofimann am
Spektrographen mit Quarzoptik des chem. Laboratoriums des K. Generalkonser-
vatorinms.

2) Um die Branchbarkeit der Methode zu priifen, wurde die 001 proz.
Lisung des dichloranthracendisulfos. Natrons, welche lebhaft blanviolett fluores-
ciert und zwischen 255 u. 275 pp stark absorbiert in gleicher Weise behandelt.

Schon nach 1 Minute zeigte sich starke Schwirzung der Platte in Blan und
Violett bis zn 380 pnu (7—9 der Abbildung).



cenz nachzuweisen. Wurde nidmlich das vom Spektrographen zer-
legte Eisenfunkenlicht auf die mit der Lisung gefiillte Quarzcuvette
oder einen mit ihr getrinkten Streifen Filtrierpapier projiziert, so
zeigte sich in’ dem Spektralgebiete, wo der Korper absorbierte, also
im Ultraviolett, eine schwache gelbgriine Fluorescenz. Dieselbe
war auch deuntlich erkennbar, als die Strahlen des Eisenfunken-
lichtes mittels Quarzlinse auf die in der Quarzeuvette befindliche
Liosung konzentriert wurde. Diese schwache Fluorescenz lilit sich
durch die wenig empfindliche griinsensibilisierte Platte nicht mehr
photographisch nachweisen.

27-Anthrachinon-disulfosidure.

Sie verhilt sich dhnlich wie vorige. Ihr Natronsalz zeigte in
Konzentration von 0,1:100 eine deutliche Absorption bel 360 pu
und eine schwache, aber deutliche gelbgriine 'luorescenz, bei
Beleuchtung der Lisung durch Eisenfunkenlicht und Quarzlinse.

Bei Bogenlicht war dieselbe wesentlich schwiicher. weil hier

das erregende Ultraviolett schwiicher ist.

Chrysophansiure.

Sie wurde in etwas iiberschiissiger Natronlauge gelost. Letz-
tere zeigte, allein fir sich untersucht, eine merkliche Absorption
bei 210 g (4 der Abbildung).

Die Absorption in Konzentration ven 0,01:100 beginnt
bei ca. 360 wu, steigt allmihlich und wird bei 250 total (5 der
Abbildung). Photographisch war eine blaue oder violette Fluores-
cenz nicht nachzuweisen. Optisch dagegen zeigte der Korper im
Eisenfunkenlicht eine ganz deutliche blaugriine Fluorescenz;
mit Bogenlicht nur eine moosgrime. Chrysarobin in Eib-
essig gibt schon mit (laslinse in Sonnenlicht einen gelbgriinen
Lichtkegel.

Die physikalische Untersuchung ergibt somit, dab anch Glieder
der Anthrachinonreihe eine deutlich nachweisbare.
wenngleich sehr schwache Fluorescenz besitzen. Sie
bilden somit keine Ausnahme von der Regel, daf die photodyna-
mische Wirkung nur bei jenen Stoffen zu finden ist, welche auch
die Eigenschaft zu fluorescieren besitzen. Im Gegenteil, dieser
Satz hat an Sicherheit nicht unbedeutend gewonnen, indem die
photodynamische Reaktion zur Entdeckung der bis dahin unbe-
kannten Fluorescenz der Korper der Anthrachinonreihe gefithrt hat.
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Zur Behandlung der Hautcarcinome mit fluorescierenden
Stoffen,

Vom
A. Jesionek und H. vomn Tappeiner.
(Mit Tafel I—VI.)

Im folgenden veriffentlichen wir einen Teil der von uns nach
verschiedenen Richtungen!) mit photodynamischen resp. fluores-
cierenden Stoffen unternommenen therapeutischen Versuche. Wir
wihlen hierzu die Form von Photogrammen, da sie am besten ge-
eignet sind, die erlangten Resultate zu demonstrieren. Es sind
6 Fiille von Hant- resp. Schleimhantearcinomen, welche mit Aufpinse-
lungen und Injektionen in das erkrankte Gewebe unter moglichst
ausgiebiger Exposition im Sonnenlichte oder Bogenlichte behandelt
wurden. Photogramm A stellt den Befund vor Beginn der Be-
handlung, Photogramm B. den damit erzielten Erfolg dar.®)

Die angewandten photodynamischen Substanzen waren: Salze
der Fluoresceinreihe, insbesondere Eosin (Tetrabromfluorescein-Na-
trium), und dichloranthracendisulfosaures Natron.

Die erstgenannten Korper sind Farbstoffe, welche ihre Ab-
sorption und Fluorescenz im sichtbaren Teile des Spektrnms
(Griin bis Gelb) haben. Sie eignen sich nach den Gesichtspunkiten,
welche von dem einen von uns aufgestellt wurden,?® sowohl
fiitr Oberflichenwirkung wie fiir Tiefenwirkung. Der letztgenannte

1) Miinchener med. Wochensehr. 1903 Nr. 47.

2} Es sind Reproduktionen wvon Vergrillerungen anf Bromsilberpapier nach
der einen Hilfte stereoskopischer Aufnahmen auf orthochromatischen FPlatten.
Hierin findet der Umstand seine Erklirung, dal in der Reproduktion die rechte
Seite der linken Seite des photographierten Objektes entspricht. Dem Assistenz-
arzte der dermatologizehen Klinik Herrn Dr. Kleintjes sind wir fiir die Her-
stelling der Photogramme zu grofem Danke verpflichtet. — Ein vorlinfiger Be-
richt iiber diese Fiille ist in den Mitteilungen Jesionek, Lichttherapie nach
Prof. v. Tappeiner, Miinch. med. Wochenschr. 1904 Nr. 19, 22 u. 23 enthalten.

3)H.v. Tappeiner, Uber d. Wirkungen photodynamischer (fluorescierender)
Substanzen, Verhandlungen des XXI. Kongresses fiir innere Med. in Leipzig 1904
nnd Miinech. med. Wochenschr. 1904 Nr. 17.




Kirper gibt mit Wasser eine gelbliche Lisung, weleche haupt-
giachlich ultraviolette Strahlen absorbiert und blan-violett fluores-
ciert. Er eignet sich nur fiir Oberflichenwirkung, besitzt jedoch den
Vorteil, die behandelte Stelle nicht aunffillie zu firben.

Die Versuche sind auf der dermatologischen Klinik von Pro-
fessor Posselt zu Minchen gemacht unter Verwendung eines
a. 0. Zuschusses, welcher dem KEtat des pharmakologischen In-
stitutes zn Versuchen mit photodynamischen Stoffen vom Ministerium
fiir Kirchen- und Schulangelegenheiten bewilligt wurde.

Tafel I

Frau H. B., 70 Jahre alte Taglihnerswitwe. Multiple Car-
cinome der Haut.

A. Aufnahme am 10. September 1903.

B. Aufnahme am 14. November 1903.

JAn der linken Temporalgegend und nach abwiirts davon im
Bereiche des Arcus zygomaticus geschwulstartige Wwucherungen
carcinomatisen Gewebes, z T. 1—2 em hoeh das Niveau der ge-
sunden Umgebung iiberragend. In der linken Superciliargegend
und im Bereiche der linken Ohrmuschel Geschwiire vom Aussehen
des Uleus rodens. Seborrhoische Alterswarzen haben den Aus-
gangspunkt der earcinomatisen Erkrankung gebildet.

Behandlung: Tiglich wiederholte 6-—8 Stunden wihrende Ex-
position der carcinomatisen Herde in Sonnenlicht. zerstreutem
Tageslicht oder Kohlenbogenlicht von 25 Ampére unter stindig
erneuerter Bepinselung derselben mit verschieden stark konzentrierten
wiiBrigen Lisungen von Eosin (0,01 —5,0%,) und wiederholt vor-
cenommenen Injektionen solcher Lisungen in das Gewebe der Ge-
sehwulstmassen.

Bild B. zeigt eine pigmentierte runde Stelle in der Temporal-
grube nnd an Stelle der fritheren Geschwulstbildungen kleine Knit-
chen; diese sind von gesundem Epithel iiberzogen. Vor dem Ohre
findet sich eine ziemlich tiefereifende Uleeration.

In der Zeit nach dem 14. November 1903 erkrankte Patientin
wiederholt an Erysipelas faciei; wiihrend dieser interkurrenten
Affektion recidivierte das Carcinom im gesamten Bereiche der
fritheren Herde. Die Lichttherapie wurde anfinglich wieder aunf-
genommen, aber nur in sehr geringem Umfange durchgefiihrt, bald
vollkommen sistiert. Zurzeit sind Geschwulst- und Geschwiirsbildung
im Bereiche der linken Gesichtshiilfte betriichtlicher und umfang-
reicher denn je.
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Tafel II.

J. 1., 60 Jahre alter Taglihner. Ulcus rodens der Gla-
bella und deren Umgebung (angeblich seit 18 Jahren bestehend).

A. Aufnahme am 19. September 1903,

B. Aufnahme am 14. November 1903.

Behandlung: Eosin wie im ersten Falle.

Nachdem die Geschwiirsfliiche anfinglich nach allen Seiten hin
sich vergrifiert hatte, erfolgte von bestimmten Stellen der Rand-
partien aus Neubildung gesunden Deckepithels, das, wie implantiert,
den Substanzverlust allmihlich beinahe vollkommen anselich.

In der Folgezeit wiederholt Zerfall und unter Fortsetzung der
Behandlung neunerliche Benarbung. Patient starb am 20. Mai 1904
an Erysipelas faciei, ohne dab es gelungen wiire, eine vollkommene
Heilung zu erzielen. Wihrend die erysipelatose Rotung und
Schwellung iiber die ganze Kopfhaut sich hinzog, war es im Be-
reiche des fritheren Geschwiires aufs neue zu ausgedehntem Zerfalle

gekommen.
Tafel III.

Frau B. W., 64 Jahre alt. Ulecus rodens an der Nase
nnd an der Unterlippe.

A. Aufnahme am 28, November 1903.

B. Aufnahme am 29. Dezember 1903.

Behandlung: Belichtune unter Aufpinselung 1.0—5.0 proz.
Liosungen von Magdalarot des Handels (Griitbler) in der
Zeit vom 29. November bis 15. Dezember. Anfinglich waren an
dem nasalen Krankheitsherd auch intraparenchymatise Injektionen
vorgenommen worden.

Am 16. Dezember war das Geschwiir an der Lippe verheilt.
Vom 16. bis 20. Dezember erysipelartige Erkrankung; Ichthyolpaste.
Vom 21. bis 830. Dezember indifferente Salben. Am letztgenannten
Tage, beim Austritt der Patientin aus dem Krankenhause, war an
der Nase noch ein ,suspektes® Knitchen von Stecknadelkopfgrife
vorhanden. '

Am 5. Mai 1904 kam Patientin nenerdings in die Klinik; das
erwiihnte Knotchen hatte Mitte April begonnen sich in ein Ge-
schwiirchen zu verwandeln, das seither hiinfig blutete und Schmerzen
verursachte. Die Narbe an der Unterlippe war unverindert ge-
blieben; man hiitte aus ihrer Beschaffenheit sich nicht den Schlufi
gestatten kimnen, dall hier jemals ein Ulecus rodens gesessen habe.
Im Bereiche des fritheren Geschwiires an der Nase konstatierten
wir drei kleine Krankheitsherde; der grifite davon war ein hirse-
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korngrofies nleeriertes wenig prominentes, derbes Knitchen, die beiden
anderen Herde waren kleiner, stellten stecknadelkopferofie Erosionen
dar, die trotz ihrer Kleinheit eine gewisse Resistenz dem tastenden
Finger erkennen liefien, so daB wir nicht daran zweifelten ein
Recidiv des fritheren Caneroides vor uns zu haben. Wir haben
neuerdings unter Bepinselung mit sehr verdimnten Eosinlisungen
unsere Lichttherapie in Anwendung gezogen und haben beobachtet,
wie unter dieser Behandlung die Erosionen ihren Umfang um etwa
das Doppelte vermehrten, danm aber sich mit gesunder Epidermis
bedeckten, so dall am 1. Juni nur mehr ein einziges stecknadel-
kopferofies Geschwiirchen vorhanden war. Zum Zwecke mikro-
skopischer Untersuchung haben wir dasselbe mittels eines Flach-
schnittes am 2. Juni abgetragen. Bis zum 5. Juni war auch diese
Wunde vernarbt, so dab wir an diesem Tage Patientin geheilt ent-
lassen konnten.
Tate]l IV.

J. W, 63 Jahre alter Dienstmann. Cancroid der Nase
(Recidiv).

A. Aufnahme am 16. November 1903,

B. Aufnahme am 15. Januar 1904.

Patient stand seit dem Friithjahr 1899 wegen . Nasenkrebs®
in chirnrgischer Behandlung, hat sich wiederholt plastischen Opera-
tionen unterzogen. Hinter der intakt erhaltenen Nasenspitze fihrt
ein geschwiirig zerfallenes Loch in das Innere der Nase. Auf dem
rechten Anteile des Nasenriickens findet sich ein typisches Ulecus
rodens; auch der aus der Stirnhaut gebildete Krsatz des linken
Teiles des Nasenriickens zeigt an ein paar Stellen geschwiirigen
Zerfall,

Behandlung: Vom 17. November bis 1. Dezember, Belichtung
der Geschwiire und Bepinselung mit 1 proz. Lisungen von Fluo-
rescein; vom 9. his 19. Dezember verwendeten wir zur Be-
pinselung 1proz. und schwiichere Lisungen von Eosin.

Vom 20. Dezember bis 2. Januar 1904 Sistierung der Licht-
therapie wegen erysipelartiger Erkranknng der Gesichtshaut.

Vom 4. bis 14. Januar Belichtung und Bepinselung mit 1 proz.
und schwiicheren Lisungen von Kosin.

Simtliche Krankheitsherde waren inzwischen der Heilung zn-
eefithrt worden.

Tafel V.

J. R, 50 Jahre alter Wechselwiirter. Ulcus rodens der

Unterlippe.



auiey - AR e

A. Aufnahme am 22. Mirz 1904,

B. Aufnahme am 31. Mai 1904.

Behandlung: Belichtung unter Bepinselung mit 5—1 proz.
Lisungen von Eosin vom 23. Mirz bis 21. April, mit 0,1—0,01 proz.
vom 22. April bis 30. Mai.

Am 31. Mai war die Geschwiirsfliche mit gesund aussehendem
Epithel iiberzogen. Die wurspriingliche Hiirte der Geschwiirbasis
und der Geschwiirsriinder hatte sich bei fortschreitender Epidermi-
sierung immer mehr und mehr verringert. Immerhin war znr Zeit
der Entlassung des Patienten aus dem Krankenhaus am 31. Mai
die Konsistenz der benarbten Fliche noch ziemlich derb, gegeniiber
der Umgebung nicht unwesentlich vermehrt.

Im Laufe eines weiteren halben Jahres hat sich diese Derbheit
der Narbe so verringert. daf dieselbe kaum mehr bemerkbar ist.

Tafel VI.

Frau D., 50 Jahre alt. Ulecus rodens an der Nase.

A. Aufnahme vom 23. Janunar 1904,

B. Aufnahme vom 5. Juli 1904.

Behandlung: 24. Januar bis 26. Febrnar, Belichtung unter
Bepinselung mit 5 proz. Eosinlosung. Als Patientin am 27. Februar
die Klinik wverlieB, war der Heilungsprozef nur sehr wenig vor-
geschritten. Wir empfahlen der Patientin die Behandlung in der
Weise fortzusetzen, dal sie moglichst hiufig, soweit ihre hiuslichen
Verhiiltnisse es erlaubten, von einer 1 proz. Liosung von di-
chloranthracendisulfosaurem Natron auf die Geschwiirs-

fliiche aunfpinsele und dann dem Lichte sich anssetze. Patientin ist
i

diesem Rate nachgekommen, so gut sie konnte. Vom Fortschritt
der Heilung iiberzeugten wir uns bei wiederholten Vorstellungen
der Patientin. Anfangs Juli war die Geschwiirsfliche von gesundem
Epithel iiberzogen. An der oberen Circumferenz des fritheren Ge-
schwiires fand sich ein etwa '/, em langer 3 mm breiter Wulst,
dessen Deuntung ohne mikroskopische Untersuchung uns nnmiglich
schien; man konnte daran denken, dab von dem carcinomatisen
Prozesse Residuen zuriickgeblieben wiren, die den Ausgangspunkt
eines spiiteren Recidives darstellen kinnten, oder aber dall diesem
Waulste fibromartizes Narbengewebe entspriiche.

Nachtrag bei der Korrektur: Die Fille der Tafeln III—VI sind bis
15. Jan. 1905 recidivirei geblieben.
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V.

Die Beteiligung des Saunerstoffs bei der Wirkung
' fluorescierender Stoffe.

Yon

A. Jodlbauer und H. v. Tappeiner.

Die Miglichkeit der Erklirung der Wirkung der fluorescieren-
den Stoffe durch Bildung aktiven Sauerstoffes war schon in der
ersten ausfiithrlichen Publikation, welche aus dem Miinchener
pharmakologischen Institute iiber diesen (Gegenstand erschien, ins
Auge gefalt.') Die Priifung einer belichteten Akridinlosung mit
Jodkalistirkekleister ergab indes ein negatives Resultat, weill zu
wenig intensiv belichtet und kein Uberschuff des Reagens ange-
wandt worden war (vgl. Abschnitt II1 dieser Abhandlung).

Positive Anhaltspunkte fiir die Beteilicung des Sauerstofts
brachte sodann Ledoux-Lebard.® Kr fand die Wirkung
fluorescierender Losungen auf Paramiicien viel grofer, wenn die-
selben in einer weiten offenen Schale sich befanden, statt in einer
bis oben gefiillten geschlossenen Riohre. Belege fiir diesen Befund
sind in seiner Mitteilung indes nicht enthalten. Wir haben aut
die grobe Wichtigkeit dieses Befundes von Ledoux-Lebard
bereits in einer fritheren Mitteilung hingewiesen und die Vornahme
weiterer Versuche in dieser Richtung angekiindigt.®) Wihrend wir
damit beschiiftigt waren, erschien eine Mitteilung von W. Straub
iitber denselben Gegenstand *), welche uns nitigte, die bis dahin er-

1) 0. Raab, Zeitschr. £ Biologie Bd. 39 S. 533 1900.

2) Annalen de linstitut Pastenr 1902 8. 593,

3) Uber die Wirkung d. photodynamischen (fluorescierenden) Stoffe auf Pro-
tozoen und Enzyme. Abhandlung I p. 52.

4) W. Straub, Uber chemische Vorgiinge bei der Einwirkung von Licht
anf flunorescierende Substanzen und die Bedentung dieser Vorgiinge fiir die Gife-
wirkung. Miinchener med. Wochenschr. 1904 Nr. 25.
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haltenen Ergebnisse in einer vorliufigen Mitteilung ') zu veriffent-
lichen.

I. Notwendigkeit der Gegenwart von Sauerstoff,
a) Versuche an Bakterien.

Die Verwendung von Infusorien zur Entscheidung der Frage,
ob die Gegenwart von Sauerstoff zur photodynamischen Wirkung
auf niedere Organismen und Zellen notwendig ist, liefien wegen
der Empfindlichkeit dieser Tiere gegen Sauerstoffmangel keine ein-
deuntigen Ergebnisse erwarten. Wir wandten uns daher, nachdem
wir gefunden hatten, dal auch Bakterien photodynamisch beein-
flufbar sind ®). an diese und wiihlten das fakultativ anaérobe Bae-
terium vulgare (Proteus vulgaris Hauser); dasselbe wiichst in sauer-
stofthaltigen und sauerstofffreien Medien gleich gut. Drei mig-
lichst diinnwandige Glasrohren von 14 em Linge und 12 cem
Rauminhalt, welche oben ein Glashahn mit weiter Bohrung an-
geschmolzen war, wurden zu '/, mit physiologischer Kochsalz-
losung -+ 0,05/, Tetrabromtetrajodfluoresceinnatrinm ( Rose bengale)
—+ 06 cem einer 24 Stunden alten Bouillonkultur veon Proteus ge-
tiillt. Réhre 1 wurde sofort ins Dunkle verbracht. Rihre 2 an
einem Nordfenster dem zerstreuten Tageslicht ausgesetzt, ebenso
Riohre 3. nachdem sie mittels einer sehr gnt wirkenden Queck-
silberluftpumpe von Donle (Sprengel’s System) vollstindig evakuiert
worden war. Da nach Pfeffer? manche Bakterienarten Sauer-
stoft locker zn binden vermogen und denselben erst im sanerstoff-
freien Raum allméhlich abgeben, wurde vorsichtshalber am néichsten
Tage die Evakunation wiederholt, obgleich B. Proteus die genannte
Eigenschaft nach Pfeffer nicht besitzt.

In genaun gleicher Weise wurde mit je 3 Rohren, die mit 0,001 %,
Phenosafranin resp. 0,001°, Methylenblan versetzt waren, ver-
fahren, alles unter streng antiseptischen Kautelen. Nach 2 Tagen
(ca. 30 Lichtstunden) wurden aus allen 9 Réhren in bekannter
Weise ant’ Nihrgelatine iibertragen und die ausgegossenen Platten
in einem miibig warmen Raum aufbewahrt.

Das Ergebnis ihrer Besichtigung nach 3 Tagen war folzendes:

Die Platten der Dunkelrihren waren mit zahl-

1) A. Jodlbauer n. H. v. Tappeiner, Uber die Beteiligung des Sauer-
stoffs bei der photodynamischen Wirkung. Ibidem 1904 Nr. 26.

2) A. Jodlbaner und H. v. Tappeiner, Uber die Wirkung fluorescieren-
der Stoffe anf Bakterien. Minchener med. Wochenschr. 1904 Ny 25,

3) Zentralblatt fiir Bakteriologie II. 763.
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reichen Kolonien besetzt, ebenso die Platten der
belichteten luftleeren Platten. Die Platten der be-
lichteten lufthaltigen Rohren waren steril. Damit
ist bewiesen, dall die Anwesenheit von Sanerstoff
zur Entfaltung der photodynamischen Wirkung aunf
Bakterien und Zellen notwendig ist.

b) Versuche mit Enzymen und Toxinen.

Auf die Versuche mit den Enzymen (Invertin und Diastase)
ist besonderer Wert zu legen, da sie die Beantwortung der
Frage iiber die Beteiligung des Saunerstoffes in ob-
jektiver und quantitativ scharf bestimmbarer Weise
#zi geben erlauben.

Versuchsanordnung.

Diinnwandige Gaswaschflaschen aus einem Stiick geblasen wurden
gu 1/, mit ]Eermentlusung (+ Erythrosin) gefiillt. Hierauf wurde im
Dunkelzimmer reiner entwickelter Wasserstoff durchgeleitet, mit Queck-
silberpumpe evakuiert und nach Wiederfiilllung mit Wasserstoff zu-
geschmolzen. FEine gleiche Zahl von Flaschen erhielt in analoger Weise
eine Fiillung mit Sauerstoff. Der eine Teil der Flaschen wurde sodann
mehrere Tage hinter einem Fenster dem =zerstreuten Tageslicht ausgesetzt,
der andere Teil in einen dunkeln Raum gleicher Temperatur gestelit.
Zur Bestimmung der Intervertinwirkung wurde die aus den gedffneten
Flaschen genommene Probe mit 5%, Rohrzucker versetzt und nach
7 Stunden Stehen im Dunkeln bei Zimmertemperatur die Invertierung
polarimetrisch gemessen. Bei den Diastaseversuchen wurden 10 cem
Flascheninhalt mit 90 ccm Stiirkekleister von 0,9% versetzt und nach
7 Stonden Stehen im Dunkelzimmer 25 eem zur Analyse nach Allibn
verwendet. Das weitere besagen die Tabellen.

l. Versueh mit Invertin,

Invertin 0,12 °,. Erythrosin 0,0088 % =1/ ... normal. Exposition
d Tage. Triibes Wetter.

Drehung (zebildeter Invert-
zucker in Y,

Hell ohne Erythrosin in O -+ 0" 27 70,7
X mit L in O -+ 3% 10’ 4.1

e mit i in H -+ 0" 23 729
Dunkel ohne o in O -+ 0" 15 75,4
= mik x in O - 0° 1%/ 70,4

- mit = in H == 0% 16 75,2

9. Versuch mit Diastase.
Diastase 0,1 %;. Erythrosin 0,0088°%,. Exposition 2 Tage.
Kupferoxyd in mg
Hell ohne Erythrosin in H 136.5
-  ohne 3 in O 135.1



I{upfemx}'d m mg

Hell mit Erythrosin in H 137.3
- mit = in O 5,0
Dunkel ohne e in H 136,1
.  ohne - in O 135.6
n | it 4 in H 137,2
o mit X in O 136.9

3. Versuch mit Ricin.

Ricin (E. Merck) 1 Teil zu 99 Teilen Kochsalzlésung von 5°9/.
2 cem Blut, 1:5 verdiinnt, brauchen hiervon zur beginnenden Agglu-
tinierung 0,75 ccm, zur vollstindigen 0,9 cem. Versuchsanordnung wie
bei den Enzymen, Erythrosin 0,0088° . Exposition 2 Tage.

Dunkel ohne Erythrosin in H Zur beginnenden Agglutinierung sind not-
wendig 0,75 eem, zur vollstindigen 0,9 cem.

: ohne - in O desgl.

- mit = in H desgl.

T s in O desgl.

Hell ohne - i H desgl.

.  ohne x in O desgl.

- mit - m H desgl.
mit . in O Die Agglutinierung wird erst merkbar bei

der 15fachen Menge (3 ecm Toxin: 0,4 cem
unverdiinntes Blut) und wird auch bei noch
viel grioferem Zusatz nicht vollstindig.

Das Ergebnis dieser und anderer hier nicht wiedergegebener
Versuche ist folgendes: !

1. Fluorescierende Stoffe (Erythrosin) im Lichte
vernichten die Wirkung von Enzymen und Toxinen
(Invertin, Diastase, Ricin) nur bei Gegenwart von
Sauerstoff. In Wasserstoffatmosphiire sind sie unwirksam, wie
in den Dunkelversuchen.

2. Die zur Schidigung notwendigen Mengen von
Sanerstoff sind sehr gering. Es lehren dies mehrere unter
betriichtlicher Schiidigung verlaufene Versuche, in denen der Aus-
schlub des Sauerstoffs nicht vollkommen gelungen war.!)

3. Sanerstoff unter erhohtem Drucke scheint den-
selben Einflufl auf photodynamische Erscheinung zu
haben. wie unter Atmosphirendruck, denn in einer In-
vertin-Erythrosinflasche, welche wihrend der Lichtexposition an
eine Sauerstoftbombe unter 5 Atmosphiren Druck angeschlossen
war, wurde das Enzym ebenso intensiv geschiidigt, wie in einer
Kontrolllasche unter Atmosphiirendruck. Der Versuch wurde in

1) Stark [Inaug. Diss. Miinchen 1903.
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Ankniipfung an die bekannte Erscheinung unternommen, dal manche
Oxydationen (Phosphor) oberhalb einer gewissen Druckgrenze ge-
hemmt werden.

¢) Versuche, die frither bei Invertin unwirksam be-
tfundenen fluorescierenden Stoffe zur Wirkung zu
bringen.

Die Erkenntnis der Bedeutung des Sauerstoffes bei der photo-
dynamischen Reaktion der Enzyme legten derartige Versuche nahe.
Die in Abhandlung 1 aufgefithrten Versuche waren im Winter bei
sehr mibigem zerstreuten Tageslichte angestellt, Sauerstoff der
Luft zwar immer zugegen, aber fiir reichliche Zufulr nicht gesorgt.
Die Wiederholung der Versuche im Sommer in miglichst diinner
Sechichte (1 em), bei offenem Fenster und bestem zerstrenten Tages-
lichte. z T. mit Zuhilfenahme von Sauerstoffdurchleitung erschien
daher angezeigt. Sie ercab folgendes: Chinin und Harmalin hoben
die Wirkung des Invertins nach 2 Tagen nahezu vollstindig auf;
Acridin brauchte hierzu 4 Tage, Fluorescein bewirkte in derselben
Zeit nur eine Schidigung von ca. 50°,, »-Phenylchinaldin eine
noch geringere. Toluylenrot, Nilblau, Fluorindindisulfo-
sdure und Aeskulin zeigten auch bei 4tigiger Expo-
sition in zerstrentem Tageslicht, resp. 2tigiger in
Sonne keine deutliche Wirkuneg.

Die kleine bei Fluorindindisulfosinre gefundene Differenz. die
auch bei Sonnenlicht nicht grifier wurde, ist sehr zweifelhafter
Natur.

Beleg.

Sémtliche Stoffe wurden zur selben Zeit exponiert. Nur jene, welche

Wirkung zeigten sind anfoefiihrt.

Drehung Iuvertzucker in 1 50— voll
hell, dunkel hell dunkel
2 Tage Exposition 2 Tage Exposition
OUhne Zunsatz . . . . -+ 0205 —0O0" 10 3,7 3,9
Chininbisulfat . . . . -+ 29 25" 0042 1,0 3,0
Harmalinchlorid . . . -+ 20905 L1°12 1,4 2.4
4 Tage Exposition 4 Tage Exposition
¥ihne - Zuealz . . . sl (22 4,9 4,2
Acrnidinchlonnd . . . | 4205 —0Q°05 | 1,4 5,4
Fluoresceinnatrium . . 1720 -4 0°20 | 2,3 3.4
y-Phenylchinaldinchlorid | 4 0% 55' — 0" 45° | L 4.6
Fluorindindisulfosaures : |
DT T L e S -+ 0" 25 atno’ | 3,3 3,8

Noch linger fortgesetzte Expositionen sind zwecklos, weil die
Bleichung dann sich allzusehr geltend maecht.
5
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I1. Oxyvdationsversuche.
a) Diastase,

Nachdem die Notwendigkeit der Anwesenheit des Sauerstoffs
zur photodynamischen Wirkung anf Zellen und Enzyme bewiesen
ist., erhebt sich die Frage: besteht dieselbe in einer Oxydation?
Es erschien uns nicht iiberfliissig, dieser Frage durch den Ver-
such bei einem Enzyme Verbrennungsprodukte nach-
zuweisen, niherzutreten. Im IFall dieselben nur in Wasser be-
stehen, war er aussichtslos, die Bildung von Kohlensiure aber mufite
sich feststellen lassen.

Da die Menge des bei der photodynamischen Reaktion auf
Enzyme beteiligcten Sauerstoffs nur sehr gering ist und daher
anch nur eine sehr geringe Menge von (0, zu erwarten war,
wurden die Versuche in grofem Malistabe mit je 3.2 ¢ Diastase
(E. Merck) unternommen. In 2 Versuchen bei Sommertemperatur,
ca. 22% war die in der Diastase-Erythrosinflasche hell gebildete
Kohlenséiure eben noch titrierbar, in den Kontrolllaschen nicht. In
einem Winterversuche (0% war diese Menge mnoch unbedentender
und ein dentlicher Unterschied gegeniiber den Kontrollflaschen
nicht festzustellen. Die Bildung von Kohlensidure bei der
photodynamischen Wirkung auf Enzyme (Diastase)
ist demnach selbst bei Anwendung groller Mengen
dunberst gering, und mit voller Sicherheit nicht fest-
zustellen. Die Priifung des Enzyms aus den Lichtflaschen er-
oab stets nahezu totale Schidigung.

1. Versuch. 3 geriinmige, wie Gaswaschflaschen montierte Flaschen
wurden mit je 400 cem einer wiisserigen Lisung von 0,01 /) Erythrosin,
Flasche 2 und 3 noch mit einem Zusatz von 08" Diastase (des ge-
ringeren Preises halber statt Invertin genommen) und 4" Borsiure zur
Abhaltung bakterieller Kohlensiinrebildung beschickt. Sie wuorden sodann
mit Quecksilberluftpumpe evakuiert, Sauerstoff durchgeleitet, nochmals
evakniert usw., bis man nach 5 maliger Wiederholung sicher sein konnte,
alle etwa vorher in der Lisung absorbierte Kohlensiure entfernt zu
haben. Die 3 Flaschen wuorden schlieflich mit Saunerstoff gefiillt neben-
einander an ein Nordfenster gestellt; Flasche 3 mit einer mehrfachen
Lage schwarzen Tuches vollstindig bedeckt. Nach 3 Tagen wurden aus
den Flaschen die gebildete CO, durch Sanerstoffdurchleitung in eine
Vorlage von 20 cem Barytwasser '/, normal iibergefithrt. In Flasche 1
(Erythrosin, hell, allein) war nur ein Hauch von Triibung, in Flasche 2
(Erythrosin -+ Diastase, hell) wurden zur Zuriicktitrierung gebrancht
15,4 eem 1/, Normaloxalsiure, in Flasche 3 (Erythrosin 4 Diastase,
dunkel) 19,2 cem. Da '/, Oxalsiinre 0,2 mg CO, anzeigt, sind aus
der Diastase unter dem Einflusse des Erythrosin im Lichte 0,0008 ¢ CO,
gebildet worden. Die Diastase war fast bis zur vollstindigen Unwirk-




R 0 2

samkeit geschiidigt worden, denn um gleiche Mengen von Stiirke in gleicher
Zeit umzuwandeln mufte von der Lichtflasche 50 mal mehr Enzymlésung
genommen werden als von der Dunkelflasche.

2. Die Wiederholung des Versuches unter gleichen Be-
dingungen ergab fiir die 3 Flaschen die Werte 20,0, 15,9, 18,8,

3. Bei diesem Versuche wurden 4 Flaschen (Erlenmeyerkolben) auf-
gestellt: Diastase allein hell und dunkel, Diastase 4 Erythrosin hell und
dunkel. Die quantitativen Verhiltnisse waren die gleichen wie in Ver-
such 1. Zuniichst wurde durch die Kolben im Dunkeln so lange Wasser-
stoff geleitet bis das austretende Gas beim mehrstiindigen Durchleiten
durch Barytréhre keine Spur von Kohlensiure abgab. Eine Flasche
Diastase allein und Diastase 4 Erythrosin wurde sodann 3 Tage bei
ca. 0? dem zerstrenten Tageslicht ausgesetzt, das andere Paar blieb bei
gleicher Temperatur im Dunkeln. Resultat: In den hellen Flaschen war
ein schmaler Belag von kohlensaurem Baryt gebildet (untitrierbar) und
ohne deutliche Differenz zwischen Flasche Diastase allein und Diastase
— Erythrosin ; in den Dunkelflaschen bemerkte man nur einen Hauch.

b) Versuche mit sog. Ozon-Reagentien und mit leicht
oxydabeln Substanzen.

Qualitative Versuche. Die Priifung mit verschiedenen
Reagentien, welche zum Nachweise aktiven Sanerstoffs® verwendet
werden, tilhrte bei den stdrkeren photodynamischen Stoffen zu fol-
ocenden Ergebnissen: Schwirzung metallischen Silbers
durch Bildung-von Silberoxyd, Bliuung von Guajak-
harz in Chloralhydratlésung, Bliduung der Tetra-
base von Arnold und Mentzel. Die Indophenolreaktion und
die Bliuung von Wurster's Tetrapapier konnte gleichfalls erhalten
werden.')

RQantitative Versuche. Die Priifung der Intensitit der
oxydativen Wirkung einer Reihe von Stoffen, welche zum Studium
der Peroxyde und der Oxydation in tierischen Geweben heniitzt
werden ergab folgendes.

Oxydiert wurden: Arsenige Siure zu Arsensiure, In-
digo zn Isatin, Benzylalkohol zu Benzoésiure, Salicyl-
aldehyd zn Salicylsinre, Pyrogallol unter CO,-Entwicklung.
; 1) A.lllgeregt durch unsere vorliunfice Mitteilung fand Edlefsen. dal durch

Resornfin, Eosin und Chinin im Lichte schwefelsaures Eisenoxydul zu Oxyd und
g-Naphtol zn p-Naphtochinon rasch oxydiert werden. Miineh. med. Wochenschr.
1904 Nr. 36.

Miglicherweise gehirt anch die Beschlennigung der Bleichung von
Farbstoffen durch andere Farbstoffe z. B. des Fuchsins dureh Chrysanilin, der
Lenkobasen der Fluoreseeine durch ihre Farbstoffe nsw., welche von 0. Gros,
Zeitschr. f. physik. Chem. 37, 157 niiher untersncht und als ein katalytizcher
Vorgang hezeichnet wurde, hierher. Der Umstand, dal die Farbstoffe, hei

5*
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Die Intensitit der Oxydation war iiberall gering; nach Abzug der
Oxydation dureh das Licht allein ea. 1—8 Prozent der angewandten
Substanz.')

Unoxydiert bliehen Dextrose und Formaldehyd, ob-
gleich diese Stoffe von Blut und Lebergewebe bekanntlich ziem-
lich leicht angegriffen werden.

Die geringe oder villig ansbleibende Oxyvdation
der untersuchten leicht angreifbaren Substanzen
trotz der besten Bedingungen (mehrtigice Exposition in
Sonne, bei alkalischer Reaktion und Schiittelung mit Sauerstoff)
steht in auffallendem Kontraste zur intensiven Re-
aktion des Zellprotoplasmas, der Enzyme, Toxine,
Antitoxine, Komplimente*) und Alexine®) beischwacher
Lichtintensitit und geringer Saunerstoffzufuhur.

Da die Menge des zur Schiidigung von Enzymen und Toxinen
notigen Sanerstoffs sehr gering’ist und Kohlensiurebildung sich nicht
mit Sicherheit nachweisen lilit, handelt es sich offenbar nicht um eine
Verbrennung der ganzen Molekiile, sondern um eine Verinderung sehr
beschrinkten Umfanges, um eine answihlende Wirkung auf
cewisselabile,leicht verdinderbare Gruppen, von denen
die spezifische Wirkung abhiingt. Fiir diese Auffassung libt sich
auch ein biologischer Beleg beibringen. Mit Kosin - Licht vor-
hehandeltes Diphtherietoxin wird von Meerschweinchen in viel-
fach letaler Dosis ertragen. Die Tiere blieben bis anf eins am
Leben, als ihnen 12 Tage daranf die 1%, fache letale Dosis wirk-
samen Toxins injiziert wurde. Das vorbehandelte Diphtherietoxin
hat also wie ein Antikirper gewirkt resp. zur Bildung eines solchen

welchen diese Wirkung bisher gefunden wurde lanter flnores-
cierende sind, ist wenigstens sehr auffallend.

1) Man kann diese Wirkung als Sensibilisierung ansprechen. Denn die
photodynamische Reaktion durch Licht gleicher Art und Intensitit allein ist hier
mebBbar vorhanden und die Wirkung der flunorescierenden Stoffe nur die einer Be-
schlennigung wm das 2—5fache. Die in Abhandlung I enthaltenen Versuche
und Darlegungen werden dadorch nicht beriihrt, denn sie beziehen sich auf Zellen
und Enzyme und sind gegen die Identifizierang der photodynamischen Erscheinung
mit photographischer Sensibilisierung (Dreyer w. Halberstiter) und das
unterscheidungslose Zusammenwerfen mit anderen Sensibilisierungsvorgiingen ge-
richtet.

2) Lichtwitz, Miinch. med. Wochenschr, 1904 Nr. 36.

d) Die von 0. Raab (Zeitschr. f. Biolog. 1900) heobachtete Giftigkeit
des Blutzserums fiir Paramiicien, wird durch Erwiirmung desselben anf
25" aufgehoben und den Alexinen zugeschrieben (Ledoux-Lebard, Ann. Pasteur
16. 510). Diese Entgiftung des Sernms gelingt nach einer von Gunni Busk anf

it




im Tierkirper Veranlassung gegeben. Hieraus mub wohl der Schluf
cezogen werden, dab die photodynamische Wirkung eine weit-
cehende chemische Veriinderung des Giftes nicht bewirkt haben kann.

Schlieflich mige noch hervorgehoben werden, dab zu den
photodynamisch leicht reagierenden Stoffen insbesondere anch alle
Korper zu gehoren scheinen, welche nach P. Ehrlich durch
haptophore Gruppen befihigt sind, immunisatorisch die Aus-
lisung von Antikirpern zu veranlassen.

Belege.

1. Qualitative Versuche.

Metallisches Silber. Ldbt man einen Tropfen der wisserigen
Lisung einer stark photodynamischen Substanz auf blankem Silberblech
in der Sonne verdunsten, so entstehen um den sich stetig verkleinernden
Tropfen schwarze Ringe und nach dem Abspiilen hinterbleibt ein mehr
oder weniger intensiv schwarzer Fleck. Durch Abreiben und Auskochen
m Wasser libt er sich nicht entfernen, wohl aber 16st er sich in ver-
diinntem Ammoniak und beim Dariiberleiten von Wasserstoff unter Rot-
glut wird die blanke Metallfliche sehr rasch wieder hergestellt. Die
Schwiirzung kann daher durch nichts anderes verursacht sein, als durch
Bildung von Silberoxyd. Die Reaktion fillt stark aus bei Tetra-
chlortetrabromfluoresceinnatrium, dichloranthracendisulfosaurem Natron,
Phenazinchlorid und salzsaurem y-Phenylchinaldin; sehwach oder nur an-
gedentet bei Akridinchlorid, Benzoflavin und Eosin. Sie gelingt nur,
wenn hoch konzentrierte Liosungen angewendet werden. Man kann sie
auch in der Weise anstellen, dab man die fluorescierende Lisung auf
molekulares Silber einwirken lifit, dieses dann mit verdiinntem Ammoniak
anszieht und mit Salzsiiure versetzt. Man erhilt den kisigen Nieder-
schlag des Chlorsilbers.

Guajak. Einige Tropfen frisch bereiteter Tinktur gaben in kon-
zentrierten Losungen von Akridinchlorid, Benzoflavin und Chinolinrot
emulgiert und der Sonne ausgesetzt, nach ca. 10 Minuten eine Spur
von Grinfirbung, an der Oberfliche einsetzend, ohne dall die Firbung
mit der Zeit wesentlich intensiver wurde. Starke, fast sofort eintretende
Blaufirbung gab 1%, Lisung des dichloranthracendisnlfosauren Natrons.
Da jedoch die photodynamisch wviel schwiicheren Salze der Anthracen-
¢-monosulfosiiure und der F-Anthracendisulfesiiure, die Reaktion ebenfalls
sehr intensiv geben, steht die Erscheinung hier wohl mit besonderen
Verhiltnissen der Anthracengruppe in Verbindung. Mit einer Auflisung
von 109, Guajakbarz in 50 proz. wiissriger Chlorhydratlisung ') gaben
Benzoflavin, Chinolinrot, salzsaures Harmalin fast sofort deutliche Blau-
firbung, y-Phenylchinaldinehlorid sogar sehr intensiv.

Tetramethyl-p, p'-diamidodiphenylmethan (Tetrabase).
Das zum Nachweise von geldstem ,Ozon* von Arnold und Mentzel

meine Veranlassung unternommenen Untersnchung avch leicht durch Zusatz fluo-
rescierender Stoffe und Exposition in zerstrentem Tageslicht (Tappeiner).
1) Arnold n. Mentzel, Ber. d. chem. Gesellsch., 35, 1324,



angegebene Reagens, aus 1—2 cem Silbernitratlosung von 2%, und
1—2 Tropfen der gesittigten Lisung der Tetrabase in Methylalkohol
bestehend, firbt sich auf Zusatz einiger Tropfen konzentrierter Lisung
von dichloranthracendisulfosaurem Natron, Rose bengale, Eosin, »-Phenyl-
chinaldinchlorid bereits im zerstreuten Tageslichte fast sofort, resp. nach
wenigen Minuten, blan. Die Firbung tritt wviel rascher und intensiver
auf, als bei dem dem Lichte ausgesetzten Reagens ohne Zusatz.

Salzsaures Tetramethylparaphenylendiamin (Wurster's
Tetrapapier) gab beim Betupfen mit den konzentrierten Lisungen von
dichloranthracendisulfosaurem Natron, von y-Phenylchinaldin und vielleicht
auch von Tetrajodtetrachlorfluorescein nach 2—3 Minuten eine schwache
Blivung im Sonnenlichte, stirker, als es frisch destilliertes Wasser allein
bewirkte. Da das Reagens empfindlich war, indem sehr verdiinnte salpe-
trige Sdure sofort starke Bliduung gab, ist der schwache Ausfall der
Reaktion auffallend.

¢-Naphtol - Paraphenylendiamin in alkalischer Lésung
firbte sich anf Zusatz von Eosin und anderen fluorescierenden Stoffen,
der Sonne ausgesetzt frither violett als in den Kontrollversnchen, bezonders
deutlich bei den ungefirbten Substanzen z. B, Dichloranthracendisulfosiiure.

2, Quantitative Versuche.

In den Versuchen mit Substanzen, welche im Ultraviolett absorbieren
(dichloranthracendisulfosaures Natron) befand sich die Lésung 1 em hoch
in weiten offenen Schalen bei offenem Fenster der Sonne ausgesetzt.
Hiinfig trat hierzu noch Zuleitung von Bauerstoff, der aus zahlreichen
Offnungen einer eingelegten spiraligen Glasréhre herausperlte. Die Ande-
rung der Konzentration durch Verdunstung wurde durch ifteres Zugieben
von Wasser aufgehoben. Zur Herstellung alkalischer Reaktion und
zur Bindung von Reaktionsprodukten wurde Magnesinmoxyd oder Soda
verwendet. Derartize Versuche sind in der Folge als Schalenver-
suche bezeichnet. In den Versuchen mit Substanzen, deren Absorption
den sichtbaren Teile des Spektrums liegt (Erythrosin) oder wo es auf
Hiiichtige RHeaktionsprodukte ankam, wurde die Losung in diinnwandigen
Glasréhren von 3 em Durchmesser und 1 m Lénge an den Enden U-
formig aufgebogen mit Sauerstoff auf einer Schiittelvorrichtung in der
Sonne geschiittelt: Réhrenversuche. Die Versuche nach beiden
Arten waren von entsprechenden Kontrollversuchen begleitet: eine Schale
oder Rohre in Sonne ohne fluorescierende Substanz; zwei mit und ohne
Substanz im Dunkeln.

1. Arsenige Sdure.!) Rohrenversnch., 2 Réhren gefiillt mit je
150 cem einer neutralen Lisung des Natronsalzes entsprechend 0,5408
As,0,, die eine noch mit einem Zusatz von 0,059, Eosin, wurden
nebeneinander 2 Tage lang in Sonne (Spiitherbst) mit Saunerstoff ge-
schiittelt. Dasselbe geschah mit einem zweiten Paar solcher Riihren im
Dunkeln. Die Oxydation zu As,0, wurde durch Titrierung mit '/

1) Auf die Oxydierbarkeit dieser Substanz wurden wir durch eine freundliche
briefliche Mitteilung von Prof. Heffter anfmerksam gemacht.
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Jodlosung ermittelt. In den Dunkelréhren hatte keine Oxydation statt-
gefunden, in der bestrahlten Rihre ohne KEosin war 0,0103=19"
oxydiert worden, in der bestrahlten Rohre mit Fosin 0,0403 = 7, ’1“#
Eosin hat also 55 [, arsenige Siiure oxydiert.

2. Indigo. Schalenversuch. Lisung von Indigokarmin, von den
10 cem 1,80 eem '/,,, Normal-Permanganat zur Entfirbung brauchten.
Exposition: 1 Tag in Sonne (Spiitherbst). In den Dunkelschalen hatte
keine Oxydation stattgefunden, es wurden in allen 1,80 cem gebraucht.
In den Sonnenschalen war die zur Entfirbung nitigen cem folgende:

Ohne Zusatz mit 0,025°%, Eosin mit 0,025°¢, dichloranthra-
cendisulfosaurem Natron
1,65 cem 1,65 cem 0,65 cem

Die hieraus berechnete Menge des in Reaktion getretenen
Saunerstoff betrigt ohne Zusatz 0,012 mg, bei Eosin 0,020
bei der Anthracensiiure 0,092 mg. Ein Versuch mit Askulin
konnte quantitativ nicht durchgei'uhrt. werden, weil es durch Permanganat
zu einer griinen Lisung unter Auftreten eines intensiv blan fluorescierenden
Ziwischenproduktes verindert wurde., Eine photodynamische Reaktion
war aber eingetreten, denn die belichtete Lisung war heller blan als die
unbelichtete.

3. Pyrogallol. Drei Rohren wurden gefiillt a) mit 150 cem
einer neuntralen wisserigen Losung von 1%, Pyrogallol |- 0,05% Ery-
throsin, b) mit ebensoviel einer Liésung von Pyrogallol allein, ¢) mit
Erythrosin allein. Sie wurden nebeneinander auf einen Schiittelapparat
zwei Tage in zerstreutem Tageslicht mit Sauerstoff geschiittelt und so-
dann die gebildete Kohlensiiure durch Durchleiten von Sauerstoff in einer
Vorlage von 20 cem '/;, Normalbarytlauge aufgefangen.

In Rihre ¢ war keine Kohlensiure gebildet, in Réhre b 0,002, in
Riéhre a 0,013. Es ist somit durch Erythrosin mehr Pyrogallol
oxydiert als durch Licht allein.

4. Benzylalkohol. Die Lisungen hatten einen Gehalt von 0,19,
Benzylalkohol und wurden in folgender Weise auf Benzoesiiure unter-
sucht: Fillung des grioBten Teiles Farbstoffs (der Farbsiure) durch mig-
lichst wenig HCl, Entfernung des Benzylalkohols durch Eindampfen des
Filtrates bei alkalischer Reaktion, Ausziehen mit heiBem Alkohol, Aus-
ziehen des Riickstandes nach Verdampfung des Alkchols bei saurer Reak-
tion mit Ather, Wiigung des Atherriickstandes. Derselbe war zuweilen
durch iibergangenen Farbstoff gefirbt. Der kolorimetrische Vergleich
ergab aber, dab es in allen diesen Fillen nur um unwigbaren Spuren
ca. '/,, mg handelte.

Bei einem Schalenversuch mit O-Durchleitung und 0,02 %, Dichlor-
anthracendisulfosiure trat in der belichteten Schale nach einiger Zeit
intensiver Geruch nach Benzylaldehyd auf, der in den Kontrollschalen
nur ganz schwach zu bemerken war. TUnter dem Einfluf der fluores-
cierenden Substanz war also Benzylalkohol zu Benzylaldehyd
oxydiert worden. Von Benzoésiiure nach 2 Tagen Exposition wurden
nur einige Milligramm erhalten.
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Der Versuch wurde in Réhren mit 0,05 Erythrosin -{- 0,3" CO,Na,
unter O-Schiittelung wiederholt. Nach 3 Tagen waren aus Riohre hell
-+~ Erythrosin 25 mg, aus Rihre hell 9 mg Benzoesiure gebildet.

Durch Erythrosin im Lichte wurden somit in runder
Zahl 8%, des Benzylalkohol zu Benzo ésiiure oxydiert.

5. Salicylaldehyd. In Schalenversuchen ohne Sauerstoffdurch-
leitung mit 0,29, des Aldehyds und 0,05%, Erythrosin oder Dichlor-
anthracendisulfosiure vorgenommen, lieB sich nach 8 stiindiger Exposition
Salicylsiiure nicht einmal qualitativ durch die Eisenchloridprobe nach-
weisen, selbst wenn Magnesia usta zugesetzt worden war., Die Unter-
suchuufr geschah nach dem von Schmiedeberg angegebenen Ver-
fahren: Ausschiitteln den angesduerten Versuchsflissigkeit mit Ather,
Entfernung des Aldehyds durch Natrium bisulfurosum und [Tberfithrung
des Atherauszugs in konzentrierte wiisserige Lisung.

Ein Riéhrenversuch mit 200 cem einer Lisung von 0,2°( Aldehyd
-+ 0,05, Erythrosin —- 0,39, CO;Na,, der nach dem beim Benz-
aldehyd befolgten Verfahren auf Salicylsiure verarbeitet wurde, ergab
nach 3 Tagen Exposition in Rihre hell mit Erythrosin 10 mg, in Rihre
hell ohne Erythrosin 4 mg, durech Erythrosin 4 Licht wurden
somit gebildet 1,59, Salicylsiiure.

6. Formaldehyd. ZXur Isclierung der Ameisensiure wurde zu-
nichst bei alkalischer, dann bei saurer Reaktion destilliert und die
Ameisensziure qualitat,iw. durch Quecksilberchlorid, quantitativ durch Ti-
trierang mit 1/, Normallange zu bestimmen gesucht.

Schalenversuche mit 0,59, Aldehyd.--4- 0,05 Erythrosin oder di-
chloranthracendisulfosaurem Natron fielen auch bei Zusatz von MgO ganz
negativ aus, ebenso ein Rohrenversuch mit 200 eem -~ 0,059 Erythro-
sin, 6 Tage Exposition. Es war zwar etwas Siure nnchﬁmsbar, aber
in beiden Fillen gleich viel: Die Destillate der 2 Dunkelrshren mit und
ohne Farbstoff verbranchten 0,2 cem !/, Normallauge; die Destillate
der beiden Sonnenrébren mit und ohne Farbstoff je 0,8 cem. TUm dem
Einwande zu begegnen, dal die entstandene Ameisensidure sogleich zu
Kohlensiiure weiter oxydiert worden sei, wurde in einem zweiten Ver-
suche am Schlusse der in den Réhren enthaltene Sauerstoff durch Y/,
Barytlauge geleitet. Es war jedoch in keiner der 4 Rihren eine titrier-
bare Menge von Kohlensiiure gebildet worden.

Durch fluorescierende Stoffe im Lichte wird die

Oxydation von Formaldehyd zu Ameisensiiure nicht ge-
fordert.

7. Dextrose. Das Ergebnis mehrfacher Versuche mit neutralen
und alkalischen Lisungen war folgendes: Das Reduktionsvermigen
bestimmt nach Allihn wird durch Eosin oder Erythrosin
im Lichte nur sehr wenig herabgesetzt, nicht mehr als es in
Lésungen ohne fluorescierende Substanz der Fall ist
Als Beleg sei folgender Versuch angefiihrt: Schalenversuch mit einer
Lésung von 0,29, Dextrose, 0,01 Erythrosin, 0,3°%, Soda, Sauner-
stoffdurchleitung, Exposition 2 Tage in Sommersonne. Zur Analyse ver-
wendet je 25 cem. Die erhaltenen Kupfermengen waren: In Dunkel-
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schale ohne Erythrosin 0,0938, mit Erythrosin 0,0939; in Sonnenschale
ohne Erythrosin 0.,0885, mit Frythrosin 0,0881.

IT11. Die Jodkalinmreaktion.

Wie eingangs erwihnt, gelang es O. Raab nicht, in einer
Aecridinlosung, welche mit Jodkaliumstirke dem zerstreuten Tages-
lichte ausgesetzt war, die Abspaltung von Jod zu erhalten. Der
Grund hierfiir war die zu geringe Lichtintensitit und der zu ge-
ringe Zusatz von Jodkalinm. Gliieklicher war W. Straub bei
Kosin, dadurch, dab er die Reaktion im Sonnenlichte mit einem
grofen Uberschub anstellte und die Bedeutung desselben fiir die
Sensibilitit der Reaktion erkannte. Straub scheint es entgangen
zn sein, dali Dbereits vor ihm Pinnow!?!) gefunden hatte, daf
fluorescierende Stofte (Acridin und Chinin) die photochemische Zer-
setzung der Jodwasserstoffsiure stark beschleunigen. Die Reaktion
beginnt nach Straub’s Angaben mit 0.002°; Eosin und Exposi-
tion in Sommersonne von 10 Minuten Dauer erst bei Zusatz von
0.5°%, Jodkalium und erlangt das Maximum der Empfindlichkeit
bei Zusatz von 3—6°,.

Die Empfindlichkeit der Reaktion nimmt auch zu mit
der Dichte des Stirkekleisters, wie folgende Bestimmung des

abgespaltenen Jods an je 20 cem einer Lisung von 0,002 Eosin - 0,2
Jodkaliom bei steigendem Stirkegehalt dartut.
Glas 1 mit 0,01 Stiirke verbrauchte 4,9 cem 29 Thiosulfat
n 2 . ﬂ:ﬂE' " L S-'j: n n 1
# d bl {}:EG # i) 15!4 n n H
Den gleichen EinfluB besitzt die lésliche Stirke. Agquimolekulare
Lisungen von askulin mit 39, Jodkalium verbrauchten gleiche Zeit der
Sonne ausgesetzt folgende Mengen von 29, Thiosulfat:

ohne Stirke mit Stirke

1 oo molekular = 0,332°%, - 0,4 com 2,1 cem
; 1000 n — D1D33 ”.'u D:E » l,-'[} "
: = S i TR 0.a .
(1o0om 1 ﬂﬂU 1] : 1 ! 1

Diese Beschleunigung der Reaktion ist um so bemerkenswerter, als
ihr 2 Momente entgegenarbeiten: Durch die Bildung der Jodstirke wird
der Lichtzutritt erschwert und durch die Viskositiit der Stiirke die
Reaktion verzigert.

Die Verlangsamung d er Reaktion durch andere Kol-
loide zeigt folrender Versuch: 25 eem einer Lisung von Jodkalium
— Stiirke | Eosin in Wasser verbrauchten nach 15 Minuten Exposition
in Sonne 1,6 cem Thiosulfat, die gleiche Menge Lisung mit Zusatz von
ca. 0,3%, Gelatine nur 0,5 cem. Dieses auffallende Ergebnis ist wohl

1) Ber. d. I, chem. Gesellsch. 1901 Bd. 34 8. 2528
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auf Hemmung der Schichtenbewegungen in der Lisung durch das Kolloid!)
bzw. die Erschwerung des Eindringens des Sauerstoffs aus der Luft zu-
riickzufiithren.

Die Jodkaliumreaktion wurde von Straub nur fiir Eosin und
Chinin nachgewiesen und durch Versuche mit Lichtfiliern als Ab-
sorptionserscheinung erkannt. Anhaltspunkte, dali die Reak-
tion mit Fluorescenz in Zusammenhang steht, wurden
von Straub nicht beigebracht.®?) Solange dies aber nicht
oeschehen ist, ist ihre Verwendung zu photodynamischen Unter-
snchungen ohne Berechtigung. Es war daher vor allem notwen-
dig, solche Anhaltspunkte beizuschaffen. Nachstehende Versuche ver-
folgen dieses Ziel.

Vergleichende Untersuchung einer grifieren Anzahl von
fluorescierenden und nicht fluorescierenden Stoffen.

Die Anordnung der Versueche, bei denen uns J. Weil
(Inaug. Diss. Miinchen 1904) wirksam unterstiitzte, war folgende:

Je 20 cem der Versuchslisung wurden in offenen Schiilchen von
gleichen Dimensionen 15 Minuten der Sommersonne ausgesetzt. Die
Konzentration des Jodkaliums war anf 3" beschrinkt, weil die aus-
salzende Wirkung hitherer Konzentrationen die Untersuchung einer noch
groberen Anzahl von Stoffen als so wie so schon der Fall war, unmig-
lich gemacht hitte. Die Konzentration der Versuchssubstanz konnte in
der Mehrzahl der Fille nicht hiher als 0,0025°%  genommen werden,
wegen genannter Fillbarkeit durch Jodkalium oder der die Titrierung
storenden Eigenfarbe. Wo diese hindernden Umstinde nicht zutrafen,
wurden auch hihere Konzentrationen untersucht. Jeder Versuchsreihe
wurde ein Schiilchen mit Jodkalium allein und mit Jodkaliom  Eosin
beigegeben. Die vonletzterem verbrauchten Mengen 2"/ iger Natriumthio-
sulfat, welche in den verschiedenen Reihen je nach Konzentration und
Lichtintensitit 1,7 bis 3,7 cem betrugen, wurden — 1 gesetzt und die
bei den Substanzen erhaltenen Werte daranf umgerechnet.

1. Nicht fluorescierende Stoffe.

Keine Reaktion gaben: Die Nitroso- und Azofarb-
stoffe: Naphtolgrin B, Viktoriaviolett, Azobordeaux, Azofuchsin,
Benzopurpurin; die Di- und Triphenylmethanfarbstoffe: Au-
ramin, Fuchsin, DMalachitgriin, sowie Indigokarmin und Himatoxylin.

1) H. v. Tappeiner, Uber die Wirkung der Mucilaginosa. Arch. internat.
de Pharmakodynamie et de Therapie 10 p. 67.

2) Die von Straub in dieser Absicht angestellten Versnche mit Eosin und
Chinin in saurer Lisung (S. 1095) kinnen hierauf keinen Anspruch erheben, weil
n. a. nicht beriicksichtigt wurde, dal aus saurer Jodkalinmldsung im Lichte sehon
fiir sich allein reichlich Jod abgeschieden wird. Sie wnrden fiberdies von Straunb
in seiner zweiten Mitteilung, Arch. f. exp. Pathol. n. Pharmakol. 51, 388 zuriick-
cezogen.
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Ebenso, wie besonders hervorzuheben ist, das Tetranitrofluores-
cein und die photographischen Sensibilisatoren: Alizarin-
blaubisulfit, Nigrosin, Glyeinrot und Athylrot.

Reaktion gaben: die Alkaloide Morphin und Strychnin
in 1,0 resp. 0,29, Lisung. Sie erschien jedoeh quantitativ in gleicher
Stiirke anch im Dunkeln, daher die Ausnahme nur eine schein-
bare ist. Sie werden bereits von Bach (Compt. rend. 1897 p. 952)
unter den Substanzen aufgeziihlt, welche die Reaktionen der Peroxyde
geben ,avec ou sans le concours de la lumiére*,

2 Fluorescierende Stoffe,

Die Siuren wurden als Natronsalze, die Baszen als Chloride, wie
immer, untersucht. Die Konzentration der Losungen war bei

den Fluoresceinen 0,025%,, bei den iibrigen 0,0025% . Die durch
Ultraviolett erregten Stoffe wurden bei offenem Fenster untersucht.

Verbranchtes
Thiosulfat, der
eleichzeitip fir

Verbrauchtes
Thicsulfat, dex
zleichzeitig fily

|
Fozin erhaltene ' Fozin erh: .lﬁ!"‘l"l,!:
Wert =10 [ Wert = 1.0
gesetEh resetzl

Fluorescein , . . . . . . 1,3 Phenosafranin . . . . 0.1
Tetrachlorfluoreseein . . 1.3 Fluorindindisulfosiure "} 1,6
Tetrabromfluorescein . . 1,0 Azokarmin (auch in
Tetrajodfluorescein . . . 1l | Konz. 0,025) . ... 0,0
Dichlortetrabromfluores- B 5 o s R e s 1,7

COIN SRR S e 15 | Chinolinrot. . . . . .. 0,4
Dichlortetrajodfinores- | a-Naphtoltrisulfosiure . 0,0

WEERNS S e 1,9 | S-Naphtoltrisulfosidure . 0,3
Tetrachlortetrajodfluo- | a-Naphtylamindisulfo-

rescein ., , . . . 1,6 i BEUES . . . . . s 0,0
a- u. - Anthmcendmﬂ- . ﬁNaphtllammdlaulf&-

HTMIEITE 0 5 e o e s 1,0 [ piarpe: o LT 1,5
Dmhlaranthracendmulfﬂ ' Amidonaphtolmonosulfo.

ST S R S 1,3 I e e R | 1 |
Anthrachinonmonosulfo- | Naphtionsiure . . . . . 0,0

Tl 1 e 0,1 . y-Phenylchinaldin *) Ty
erndin @y s r o, 1,7 I EEsrmelIn e e e 0.8
Methylph{:-sphm i 0,9 b e 0,1

———mer e

1) Bei Kmlzeutratlnn von 0,25 hingegen noch stirker als gleich konzen-

triertes Eosin.
~ 2) Der hohe Wert ist z. T. Folge der sanren Reaktion, welche auch das

reine Chlorid besitzt.

3] Die blane Lisung wird im Lichte alsbald ritlich, so daf die Titrierung
miiglich ist. .

4) Nur bei gunter Ansiinvernng erscheinen einzelne blane Flocken, von denen
es aber zweifelhaft bleibt, ob sie als Jodstirke anzusprechen sind, anch sind sie
wegen der sanren Heaktion nicht beweisend.

5) In hitheren Konzentrationen erhilt man aunffallend viel griilere Werte,
wie die am Anfang dieses Abschnittes bei Besprechung des Verhaltens der Stirke
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Das Krgebnis libt sich in folgende Sitze zusammenfassen:

1. DieJodkalinmreaktion ist nur fluorescierenden
Stoftfen eigen, sie fehlt allen nicht fluorescierenden.
Die Wahrscheinlichkeit,dal siemit der Fluorescenz-
fihigkeit zusammenhiingt, ist daher eine grobe.

2. Mehrere fluorescierende Stoffe, darunter solehe,
welche anf Zellen und Enzyme sehr stark wirken,
gehen die Jodkaliumreaktion nur sehr schwach oder
gar nicht. Besonders hervorzuheben sind Phenosafranin,
Azokarmin und y-Phenylechinaldin. Ferner gehiren hierher
a-Naphtoltrisulfosiure, g-Naphtylamindisulfosinre. Naphtionsiure.

3. Einige fluorescierende Stoffe, welche auf Zellen
und Enzyme unwirksam sind, wirken auf Jodkaliom
sehr intensiv, dies gilt besonders fir Fluorindindisulfo-
saure und Asculin.

Nach diesen Erfahrungen geht die Jodkaliumreaktion mit der
photodynamischen Erscheinung nicht immer parallel. Sie kann
daher nur mit Einschrinkung und unter steter Kontrolle durch
die qualitativ ihr weit iiberlegene Paramiicienreaktion und die
quantitativ ebenso scharf mefibare und empfindlich Enzymreaktion
zi photodynamischen Untersuchungen herangezogen werden.

Die Jodkalinmreaktion ist ferner vielen Fehlergquellen
anseesetzt. Wihrend aus neutraler und aus schwach alkalischer
(NaOH) Jodkaliumlisung erst durch Sonnenbelichtung von mehreren
Stunden Dauer eine wesentliche Menge von Jod freigemacht wird,
beschleunigen Spuren von Siuren und verschiedene andere Stoffe
diese Reaktion auflerordentlich.) Diese Fehlerquellen kinnen nament-
lich bei linger dauernden Versuchen in intensivem Lichte wegen der
dabei stattfindenden chemischen Zersetzung des fluorescierenden Stoffes
(Bleichung) und der Absorption von jodabspaltenden (Gasen aus der
Luft erheblich ins Gewicht fallen.

IV. Erklirungsversuche durch die ..Peroxydtheorie®.

Die in den vorausgegangenen Abschnitten anfgefiihrten Ver-
siche zeigen, dal fluorescierende Stofte bei Gegenwart von Licht
und Sauerstoft Oxydationen bewirken, welche durch Licht und
‘Sauerstoff allein entweder nicht merkbar oder nur langsam zustande
kommen. FKEs frigt sich nunmehr, in welcher Weise wird der

mitgeteilten [Versuche dartun. Die Flnorescenz des Asculins geht durch den Jod-
kalinmzunzatz stark zuriick.
1) M. Gomberg, Ber. d. D). chem. Gesellsch. 35, 1833.
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Sauerstoff hierbei .aktiviert®, als Molekill oder als Atom (lon).
Wenn der Saunerstoff als Molekiil in Reaktion tritt,
so kann an die Heranziehung der von Bachund Engler’)
aufgestellten Theorie der Autoxydationen gedacht
werden. Dieselbe wurde von Straub bereits mit grofier Be-
stimmtheit als die einzige migliche Erklirung der von ihm ge-
fundenen Jodabspaltung durch Eosin und Chinin im Lichte und der
photodynamischen Erscheinungen im allgemeinen bezeichnet, Nach
dieser Theorie lagert sich molekularer Sauerstoff an einen anderen
Kirper, den Antoxydator A, an und es bildet sich eine superoxyd-
artige Verbindung, ein Peroxyd AO,. Nur solche Stoffe kimnen
Autoxydation zeigen, welche ungesittigt (additionsfihig) sind. Es
soll vorlinfiz ununtersucht bleiben, ob diese Bedingung bei allen
fluorescierenden Stoffen gegeben ist.  Der in Peroxydform auf-
cenommene Sauerstoff kann nun in verschiedener Weise anf einen
anderen anwesenden Kiorper B, den Acceptor, iibertragen werden,
z. B. entweder zur Hilfte nach dem Schema AO, 4+ B =~ A0 4 BO;
oder wenn AO noch weiter oxydierend wirken kann, vollstindig,
so dali A sich regeneriert: AO -} B -~ A -} BO.

In der Liosung einer fluorescierenden Substanz A, in welcher
kein Acceptor (B) sich befindet, sind nun folgende Verinderungen
des wiithrend der Belichtung gebildeten hypothetischen Peroxyds AO,
nach der Versetzung ins Dunkle denkbar:

I. Das Peroxyd AOQ, zerfdllt sofort zu A4 0,. In
diesem Falle miibte aus der Lisung, wenn sie wiihrend der Be-
lichtung durch Durchleiten von Sauerstoff mit diesem Gase gesiittigt
bleibt, nach der Verdunklung Sauerstoft sich entwickeln, voraus-
oesetzt, dalb die Bildung von A0, bei Abwesenheit eines Acceptors
nicht bei einer sehr kleinen Grile stehen bleibt. Unsere Bemiih-
ungen, eine Sauerstoffentwicklung nachzuweisen, waren erfolglos.

Der Versuch wurde mit einer U-férmigen, 40 mm weiten Glasrihre
unternommen. [hr einer Schenkel war 1!/, m lang und lief in eine oben
mit gut eingeschliffenem Glashahn verschliebbare 25 mm lange Kapillare
aus, der andere war 25 em lang und mit einem Stopfen verschliebbar,
Die Rihre wurde mit 2 1 einer Lisung von Rose bengale !/ .., normal
gefiillt, in senkrechter Lage in die Sonne (Winter) gestellt und Sauer-

stoff unter Drock durch den kurzen Schenkel bei gedffneter Kapillare
durchgeleitet. Nach 10 Minuten wurde die Einleitung abgebrochen und

— = = ==

1) A. Bach, Du rile des peroxydes dans les phénoménes d'oxydation lente.
Compt. rend. d. V'acad. d. scienc. 1897 p. 951. Biochem. Zentralblatt Bd. 1. —
Engler n. Wild, Ber. d. D. chem. Geszellsch. 30, 1669, Kritische Studien iiber
die Vorgiinge der Antoxvdation. Braunschweig 1904,
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die Rohre wiihrend weiterer 15 Minuten anhaltend erschiittert. Nach-
dem dadurch die Ubersittigung mit Sauerstoff griftenteils beseitigt war,
d. h. nur mehr minimale Blischen wvon Zeit zu Zeit aufstiegen, wurde
auch die Kapillare durch Druck vom kurzen Schenkel aus mit Liosung
vollig gefiillt, der Hahn geschlossen und die Réhre mit einer mehrfachen
Liage schwarzen Tuches umwickelt, so dab nur die Kapillare sichtbar
blieb. Es zeigte sich noch Entwicklung kleinster Blischen; dieselbe war
indes keineswegs lebhafter wie vorher, sondern nahm kentinuierlich ab.
Nach “/ Stunden war eine Blase von der Grife eines Hanfkornes zu-
sammengekommen. Schon darans ist zu schliefen, daB die geringe Sauer-
stoffentwicklung nach der Verdunklung nur dadurch bedingt war, daB
die Ubersiittigcung mit Sauerstoff noch nicht vollstindig aufeehoben war.
AunBerdem verlief ein Kontrollversuch bei von Anfang an verdunkelter
Rihre genaun in derselben Weise. Der Versuch ist nur roher Natur,
weil er auf Konstanz der Temperatur nicht eingerichtet war, dieselbe
sank, in der kurzen Rohre gemessen, wihrend der Verdunklung langsam
um !/, % Er verfolgte nur den Zweck sich zu orientieren, ob auf diesem
Wege etwas zu erreichen Aussicht sei. Fine einfache Berechnung ergibt,
dab die Kapillare fast ganz sich hitte mit Saunerstoff filllen miissen, selbst
wenn npur der 10. Teil der Farbstoffmolekiile an der Peroxydbildung
mit folgender Zersetzung sich beteiligt hiitte.

II. Das Peroxyd AO, setzt sich zu zweimal AO um,
indem A sein eigener Acceptor ist, nach der Gleichung
AO, - A= A0 AO. Eine einfache Uberlegung ergibt, daf in
diesem Falle durch wiederholte kurze Belichtungen unter geniigender
Sanerstoffzufuhr alle Molekiile der fluorescierenden Substanz sehr
bald in AO umgewandelt werden miiliten. KEs wire zu erwarten,
dali eine derartize chemische Verinderung auch eine Anderung der
optischen Eigenschaften im Gefolge hiitte, welche der Wahrnehmung
nicht entgehen konnte.

IIl. Das Peroxyd AO, bleibt wenigstens zum Teil
unverdindert oder setzt sich ev. mit Wasser zu einem sekun-
didren Peroxyd um. In diesem Falle miilite sich in der Lbdsung
einer fluorescierenden Substanz auch nach der Versetzung in das
Dunkle ein Peroxvd nachweisen lassen. Der Nachweis kann auf
biologischem oder chemischem Wege gefiihrt wergden.

a) Versuch des biologischen Nachweises des
Peroxyds AO,.

Da es Straub nicht gelang, die Existenz dieses Peroxyds
durch chemische Versuche zun erweisen, erklirte er?), dalb dieser
Nachweis bereits biologisch erbracht sei, durch die Beobachtung von
Ledoux-Lebard, der zufolge vorbelichtete Eosinldsungen fiir Para-

1) Arch. f exp. Path. u. Pharm. 51. 388.
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mécien im Dunkeln giftiger sind als frisch bereitete. Diese Folgerung
W. Straub’s ist ohne Berechtigunng. Das Ledoux-Lebard-
sche Phiinomen ist durch die allmiéhlieh sich wvoll-
ziehende chemische Zersetzung des Eosins durch das
Licht (Bleichung) verursacht und mub von der aungen-
blicklich einsetzenden photodynamischen Reaktion
scharf unterschieden werden. Der Beweis hierfiir lieet in
folgenden Beobachtungen:

1. Das Phinomen Ledoux-Lebard tritt erst nach
lingerer Belichtung des Eosins auf und ist bei
photodynamischen Stoffen, weleche nur sehr langsam
bleichen. anch nach langer Exposition nicht zn erhalten.
Als Beleg sei ein Versuch mit einer Lisung von Acridinchlorid !/, ,,q0
normal = 0,0022°, angefithrt. Sie titet Paramicien in Mischung aa,
somit in Verdiinnung 1:100000, im hingenden Tropfen. hinter ge-
schlossenem Fenster bei zerstrentem Tageslicht (Winter) in 5 Minuten,
Im Dunkelversuche waren die Paramicien noch nach 48 Stunden
unverindert am Leben. Obige '/ .., Normallosung war gleich-
zeitig in dilnner Schichte in einem sehr dinnwandigen Erlenmeyer-
Kolben verschlossen 2 Tage der Sonne bei offenem Fenster auns-
cesetzt. Fine Bleichung war bei Vergleichung ihrer Fluorescenz
und ihrer Farbe (in dicker Schichte) mit einer im Dunkeln auf-
bewahrten Losung nicht wahrzunehmen. Aunf Paramiéicien im Dunkeln
zeigte sie keine Wirkung. Die Tiere blieben 45 Stunden unverindert
am Leben. Als jedoch das Priiparat nach dieser Zeit dem zerstrenten
Tageslicht ausgesetzt wurde, erfolgte der Tod innerhalb 5 Minuten.

9 Die Zersetzune des Eosins iilll't:]l‘ Bleichung er-
folgt unter Siurebildung. Sie ist die Ursache des
Phinomens Ledoux-Lebard. Das gleiche ist der Fall fiir
Erythrosin und dichloranthracendisulfosaures Natron.!') Die Siure-
bildung ist bei dem dichloranthracendisulfosauren Natron, dessen
Lisung eine gelbe Farbe besitzt, durch Titriernmg mit Phenol-
phtalein als Indikator scharf zn bestimmen. Als Beispiel sel
foleender Versuch angefithrt: Eine Lisung von 0.45°, wurde in
1 em hoher Schichte in einen Erlenmeyer-Kolben gebracht und
dieser durch mit Siegellack iliberzogenem Kork verschlossen, um die
Absorption von Siuren aus der Luft sicher auszuschlieben. Nach

1) In der Abhandlung I wurde angefiihrt, dal diese Substanz das Phiinomen
Ledoux-Lebard nicht gibe. Die Exposition war in dickwandigen Glasflaschen
vorgenommen worden, bei Exposition in diimnwandigen Kolben, welche Violett
und angrenzendes Ultraviolett noch durchlassen, erhilt man es.
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B tigiger Kxposition (Winter) waren zur Neutralisiernng von 100 ¢em
dieser durch den Lichteinfluff briunlich gewordenen Lisung 2.6 cem
Voo Normallauge notwendig. Eine ebensolange im Dunkeln auf-
bewahrte gelb gebliebene Liosung verbrauchte 0.05 cem.

Bei Tetrabrom- resp. Tetrajodfluoresceinnatrium ist eine scharfe
Bestimmung der Sdure durch Titrierung wegen ihrer Farbe nicht
moglich. Die Siurebildung kaun indes hier noch aus anderen Ver-
inderungen erschlossen werden. Die in geschlossenen Kolben expo-
nierten Lisungen bedecken sich, noch ehe eine Bleichung an der
Farbenverinderung besonders auffallend ist, mit einem z T. kris-
tallinischen Hintchen, das auns ansgefillter Farbstoftsiure hesteht.
Spiiter tritt allgemeine Triitbung auf und durch Ather libt sich
Tetrabrom- resp. Tetrajodfluorescein ausziehen.

Paramicien sind gegen Siuren duberst empfind-
lich. Setzt man zu 3 cem einer 0.1°%, Kochsalzlisung '), welche
oo Mormal Salzsinre in 100 Teilen enthilt., einen Tropfen Para-
mécienkultur, so erfolgt der Tod sofort; bei Gehalt von ',,,, nach
5 Minuten, bei ;000 Dach 2 Stunden und noch in p0000 =
0,00004 %, HCI sind nach 4 Stunden bereits *viele Exemplare tot,
nach 8 Stunden simtliche.

Neutralisiert man eine vorbelichtete Lisung von
KEosin, Ervthrosin oder dichloranthracendisulfo-
saurem Natron genau, so verschwindet die Ledoux-
Lebard'sche Erscheinung vollstindig. Die Lisungen
verhalten sich wie frisch bereitete.

Beleg 1. Zu 2 cem einer Losung von 0.088", Erythrosin
(1,400 molekular), welche 8 Wintertage (teilweise mit Sonne) exponiert
war, wurde 1 Tropfen Paramiicienkuoltur gesetzt. Der Tod erfolgte fast
sofort. In einer unbelichtet gebliebenen Liosung gleicher Konzentration -
erfolgte der Tod erst nach 1!, Stunden und das gleiche war der Fall.
nachdem die vorbelichtete Lisung mit Soda neutralisiert worden war.

Beleg 2. Eine Lisung von dichloranthracendisulfosaurem
Natron !/, molekular hatte, frisch bereitet, eine Aciditit von 0,05

1/,po normal. Die Hiilfte davon wurde 3 Tage belichtet (Winter). Ihre
Aciditit war nunmehr 1,5; jene der im Dunkeln belassenen anderen

1) In dieser Lisung erhalten sich Paramiicien 8 Stunden ohne merkbare
Verinderung, wogegen sie in 0,69, Kochzalzlosung schon nach '5 Stunde ab-
sterben. Den starkschiidigenden FEinfluf von Kochsalz und sehr verdiinnten
Schwefelsdurelisungen, im Gegensatz zur geringen Schidlichkeit des destillierten
Whassers, sowie das charakteristische, morphologiseh scharf unterschiedene Ver-
giftungsbild bei der Wirkung von H- und OH-Ionen, hat bereits H. Gold-
berger, Die Wirkung von anorcanischen Substanzen anf FProtisten. Zeitschr.
fiir Biolog. 43. 503 ausfithrlich beschrieben.




Hiilfte blieb ungeiindert. Setzte man zu 2 cem der vorbelichteten Lisung
1 Tropfen Paramiicien, so starben die Tiere sofort. Wurde die Liésung
vorher neutralisiert, so waren die Tiere noch nach 6 Stunden am Leben,
ebensolange wie in der im Dunkeln verbliebenen Lisung.

Ein weiterer Beweis, dalf das Phinomen Ledoux-
Lebard auf Siurewirkung beruht, ist das iiberein-
stimmende morphologische Verhalten der durch Sidure
und vorbelichtete Kosinlisung getdteten Parami-
eien. Die Form der Paramicien bel Siurewirkung dindert sich
selbst viele Stunden nach dem Tode nicht und hebt sich mit
scharfen Konturen von der Umgebung ab. Ein ecanz gleiches
Leichenbild erhiilt man bei Einwirkung vorbelichteter Lisungen
von Eosin, Erythrosin oder dichloranthracendisulfosanrem Natron,
im scharfen Gegensatz zum raschen Zerfalle und spurlosen Ver-
schwinden der Paramiicien bei Einwirkung frisch bereiteter
Liosungen im Lichte.

Durch die Sdurebildung erklirt sich auch die
Angabe von Ledoux-Lebard, daf Paramicien in vor-
belichteter Kosinlosung um so lidnger am Leben
bleiben, je mehr von ihrer Kultur der Liésung zu-
cefiigt wird. Ledoux-Lebard glaubte dieses Verhalten dahin
denten zu miissen. dall das durch die Fluorescenz gehildete Gift
sich nunmehr auf eine grillere Anzahl von Individuen verteile
und Straub schlof daraus, ,dab das Eosinperoxyd im Dunkeln
um so rascher seinen Sauerstoff abgibt, je mehr Reduktionsmittel
(Paramiicien) zur Wirkung kommen®. Der Sachverhalt ist ein viel
-einfacherer. Paramicienkulturen reagieren immer etwas alkalisch.
Bei groferem Zusatz von Kultur zur Eosinlosung wird daher die
bei der Vorbelichtung entstandene Siure neutralisiert und die
Lisung entgiftet.

Diese alkalische Reaktion der Paramiicienkulturen, die mit dem
lingeren Fortziichten zunimmt, ist neben den in der Abhandlung I geltend
gemachten Momenten wohl hauptséichlich die Ursache, dab wir die An-
gaben von Ledoux-Lebard nor in sehr geringem Grade, haofiz anch
gar nicht bestitigen konnten. Wir hatten eben mit ilteren Kulturen
gearbeitet als Ledoux-Liebard. Auferdem hatten wir bei der Wieder-
holung der zweiten Versuchsreihe von Liedoux-Lebard die erforder-
lichen Verdiinnungen der belichteten Hosinlésungen mit Brunnenwasser
gemacht, zur Vermeidung des salzlosen destillierten Wassers. Die
Mischung mit gleichen Teilen Miinchener Brunnenwasser aber geniigt
schon, um die in Beleg 1 und 2 vorgefiihrten belichteten Liésungen von

Erythrosin und Dichloranthracendisulfosdure zu entgiften, d. h. duoreh
den Gehalt an Bikarbonaten vollstindig #u neutralisieren. HEs ist wohl

-

i



kaum nitig anzofiibren, dal die photodynamische Reaktion durch der-
artige neutralisierende Zusiitze nicht 1m mindesten beeinflubt wird.

Einen dritten Grund bildet vielleicht das angewandte BEosinpriparat.
Unsere Versuche wurden mit einem chemisch reinen, vollstindig neutralen
nngcstclii, das wir der frenndlichen Euﬁrndung der Badischen Anilin-
und Sodafabrik verdanken. Ledoux-Lebard verwandte ein Handels-
priparat. Diese sind aber picht immer vollstindig nentralisiert, d. h. sie
enthalten etwas freie Farbstoffsiure. Tritt zu einem solchen Priiparat
dann noch die durch Bleichung gebildete Siure, so gestaltet sich das
Phiinomen Ledoux-Lebard viel eklatanter.

b) Versuch des chemischen Nachweises des Peroxyds.

Wie schon erwiihnt, besteht die Moglichkeit, dafi das Peroxyd AO,
mit Wasser zu sekundiirem Peroxyd oder Hydroperoxyd sich nmsetzt,

nach der Gleichung: AO, 4+ H,0O =» A{EE[H =»AO-+0O,H,. In

den Lisungen der fluorescierenden Stoffe (Kosin, Erythrosin,
Dichloranthracendisulfoséinre) war Hydroperoxyd mit dercha-
rakteristischen Chromsiure Atherreaktion weder
wiihrend der Exposition in Sonne noch nachher anfzu-
finden. Hingegen gaben diese Liosungen nach der Belichtung eine
deutliche, indes nur sehr langsam eintretende Jod-
reaktion im Dunkeln bei Zusatz von Jodkalium und
Stirke, wihrend mit Titansiure nur eine ganz schwache Reak-
tion erhalten wurde. Die Lisungen waren in diinner Schichte in ge-
riumigen diinnwandigen Flaschen exponiert, die, um die Aufnahme
jodabspaltender Gase und Didmpfe aus der Luoft zu verhindern, gut
verschlossen wurden. :

Wir halten uns nicht fiir berechtigt diesen Befund zur Fol-
gerung zu verwerten, dab damit das gesuchte primiire resp. sekun-
diire Peroxyd gefunden sei. Das Vermigen vorbelichteter
Losungen, im Dunkeln Jod abzuspalten, scheint uns
durchtiefergehende Zersetzuug derselben infolge der
Bleichung bedingt zu sein. Die Griinde hierfir sind #dhn-
lich den bei der Kritik des biologischen Nachweises angefiihrten.

1. Die Reaktion tritt nur nach langer und inten-
siver Belichtung ein. Dichloranthracendisulfosiinre braucht
1/, Stunde, Krythrosin und Rose bengale 2 Tage, Eosin 4 Tage
Sonnenlicht. Sie ist bei fluorescierenden Stoffen, welche
im Lichte intensiv Jod abspalten, aber nur langsam
bleichen, iiberhaupt nicht zu erhalten.

3 Lisungen von Akridinehlorid: '/, .., normal = 0,002° , 1/, .., und
o000 Wurden in diinner Schichte in sehr diinnwandigen Erlenmeyerkolben
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verschlossen 2 Tage der Sonne (Winter) ansgesetzt. Drei andere Lisungen
standen eben so lange im Dunkeln. Simtliche Lésungen wurden alsdann
im Dunkelzimmer mit 12 proz. Jodkaliumlésung zu gleichen Teilen ver-
setzt, in Exsikkatoren gebracht und diese pach voransgegangener Evakua-
tion mit Saunerstoff gefiillt. Nach 16 Stunden Zuwartens., um anndhernd
das Maximum der Reaktion zu erhalten, wurde mit Stirke versetzt und
mit 0,2 pro Mille Thiosulfat die Jodabscheidung ermittelt.

Verbrauch von Thiosulfat in eem
Konzentration der Lidsung vorbelichtet nicht belichtet

J. 100 LH l-ﬁ
I-'::nuuu {)15! 1:'r“‘:-l
]'lrmnnn 0 0
Jodkalium allein (Kentrolle) 0 0

Man erkennt, daB die vorbelichteten und die niechtbelichteten Alkri-
dinlésungen sich vollstindig gleich verhalten. Die Jodabspaltung in den
konzentrierteren hingt mit der Hydrodissociation dieser schwachen Base zu-
sammen. Die ganz verdiinnten Lissungen spalten anch nach der Vorbelichtung
kein Jod abh. Zum Beweise, dafl diese Konzentration zur Erreichung
der photodynamischen Reaktion noch geniigend grofi ist, wurde eine Probe
nach dem 16 stiindigen Aufenthalt im Dunkelzimmer gleichzeitig mit der
Kontrolle (Jodkalium allein) dem zerstreuten Tageslicht (sehr triiber Tag)
ausgesetzt. Nach 30 Miouten Exposition verbrauchte sie 1,8 cem Thio-
sulfat, die Kontrolle nichts.

2. Die Reaktion tritt nur ein, solange die Losung
sauer reagiert. Nach genauer Neutralisation der bei
der Bleichung entstandenen Siure ist sie nicht mehr
zu erhalten. Die Jodabspaltung durch flnorescierende Stoffe im
Lichte, findet dagegen auch bei neutraler und schwach alkalischer
Reaktion statt. Die Jodabspaltung durch Photodynamie
und nach Vorbelichtung sind daher zwei voneinander
verschiedene chemische Vorginge.

Aus sauren Jodkaliumlésungen wird, wie schon mehrfach erwihnt
wurde, und den Chemikern wohl bekannt ist, schon im Dunkeln Jod ab-
geschieden. Nach unseren Ermittlungen, welche mit Jodkalium (K. Merck)
garantiert (puriss. pro analys.), siurefreiem frisch destilliertem Wasser
und in, gegen die Laboratoriumsluft abgeschlossenen, mit Sauerstofi ge-
filllten (Flasglocken im Dunkelzimmer vorgenommen wurden, erhilt man
Jodreaktion bei einem Gehalte der Lésung an HCl von 1/,,, normal
0,0183 %, sofort, bei 0,0037", nach 6 Stunden, bei 0,0018° nach
18 Stunden. Die Jodabspaltung in den vorbelichteten Losungen fluore-
scierender Stoffe erfolgt ebenfalls nur ganz allmihlich, erst nach ca.
1/, Stunde wird sie merkbar und das Maximum erst nach 6 —12 Stunden
erreicht. Es erhebt sich daher die Frage, ob die Jodabschei-
dung vorbelichteter Liésungen nicht ausschlieBlich
Siurewirkung ist. Folgende Beobachtung zeigt indes, dal dieselbe
zu verneinen ist. Digeriert man eine vorbelichtete Liésung von di-

T
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chloranthracendisulfosanrem Natron einige Stunden in einem Platintiegel
bei ea. 90" (GlasgefiBe sind wegen Alkaliabgabe nicht anwendbar) so
geht die Eigenschaft, Jod abzuspalten eehr stark zuriick, die Aciditiit
(1,6 cem !/, . normal) aber bleibt quantitativ erhalten. Das Peroxyd wird
also durch das Erhitzen zerstirt oder falls Peroxyd und Siure ein und
derselbe Kirper sein sollten, die Peroxydeigenschatt geht durch das Erhitzen
verloren der saure Charakter bleibt erhalten. Dem Erhitzen analog wirkt
mehrtiigiges Stehenlassen der Liisung. Bei Fosin und Erythrosin ist der
Beweis, dall die Jodabspaltung nicht lediglich Siurewirkung ist, in dieser
Weise nicht zu erbringen. Das Vermégen der Jodabspaltung wird zwar
ebenfalls durch Erhitzen vermindert, das Verbalten der Aciditit aber
lalt sich wegen der Farbe der Liosung nicht sicher beurteilen. Der
positive, wenn aunch sehr schwache Ausfall der Titansdurereaktion spricht
aber dafiir, daB bei der Bleichung dieser Stoffe ebenfalls ein peroxyd-
artiger, auf saure Jodkaliumlésung wirkender Kborper entsteht. Auf
weitere chemische Untersuchung der bei der Bleichung der verschiedenen
fluorescierenden Stoffe gebildeten Siuren resp. Peroxyde sind wir nicht
eingegangen, weil sie fir die hier verfolgten Ziele nicht notwendig war.

¢) Untersuchungen iiber die Angabe, dali fluorescierende Sub-
stanzen auch im Dunkeln Peroxyd zu bilden vermigen.

Von Straub wurde angegeben, daf Chininbisulfat und Eosin
auch im Dunkeln eine, wenn auch sehr langsame Jodabspal-
tung bewirken.') Kr schlieft hieraus, dali die Bildung des inter-
medidren Peroxyds A0, auch unter dieser Bedingung stattfindet
und das Licht fiir die Reaktion nur die Rolle des Beschlennigers.
spielt, wie die Wirme bei sehr vielen anderen Reaktionen. Hier-
zu ist zunichst zu bemerken, daf dieser Schlub mit den bisherigen
Erfahrungen iiber dem Mechanismus der Lichtreaktionen *) nicht
vereinbar ist. Anderseits fehlt der Nachweis, dab die Bleichung
im Dunkeln hier keine Rolle gespielt hat. Nach O. GrolB ver-
dndern mehrere Farbstoffe der Eosinreihe ihre Farbe mit der Zeit
anch im Dunkeln.?)

s ist indes auch die Beobachtung nicht einwurfsfrei. Von
Straub wurde aufer acht gelassen, dall aus Jodkalinmlosung im:
Dunkeln regelmifiig sich Jod abscheidet, selbst wenn nur Spuren
von Sdure (/500 normal) zugegen sind. Fiir das saure Chinin-
bisulfat ist daher seine Beobachtung selbstverstiindlich; aber auch
bei Eosin kann die Jodabspaltung allein dadurch verursacht sein
dali er ein Handelspriparat verwandte, bei welchem die Farbsiure

1) Archiv f. exp. Path. u. Pharm. 51, 383.

2) Goldberg, Beitrag zur Kinetik photochemischer Reaktionen. Zeitschr.
1. phys. Chem. 41, 9.

3) Zeitschr. f. physikal. Chem. 37 8. 191.
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nicht vollstiindig neutralisiert war. Verwendet man neuntrales Kosin
und ebensolches Jodkalium, frisch destilliertes (siurefreies) Wasser,
sterilisierten Stirkekleister, um ihn vor Siiverung zu bewahren und
schlielit das ganze in zugesiegelten, mit Sanerstoff gefiillten Flaschen
ein, s0 erhilt man nach unseren Erfahrungen niemals Reaktion.

Zusammenfassung. .Die vorausgegangenen Untersuchungen
haben fiir die Anwendbarkeit der Bach-Engler’schen Peroxyd-
theorie auf die photodynamischen Vorginge keine experimentellen
Stiitzpunkte bisher auffinden lassen. Die von Straub hierfiir an-
oefithrten Tatsachen sind auf tiefergehende Zersetzung der fluores-
cierenden Substanz infolge der Bleichung zuriickzufiihren.

Y. Wirkung fluorescierender Stoffe bei Abwesenheit von
Sauerstoff.

lonenbildune.

Die bisher untersuchten Wirkungen sind an die Gegenwart
von Sauerstoft gebunden. Dieselbe ist indeb keine allgemeine Be-
dingung fiir das Zustandekommen solcher Erscheinungen. Die fol-
gende Untersuchung betrifit eine Reaktion, welche durch
fluorescierende Stoffe beschleunigt, bei Gegenwart
von Saunerstoff aber gehemmt wird.

Es ist die nur im Lichte stattfindende, zu photometrischen
Ziwecken beniitzte Reaktion zwischen Quecksilberchlorid
und Ammoniumoxalat') Sie verliuft zufolge Eder nach der
Gleichung: 2 HgCl, 4 2(NH,)C,0, = Hg,Cl, -+ 2 NH,Cl + 2 CO,.

Die Beforderung war bei allen fluorescierenden Stoffen, die
bisher untersucht wurden, nachzunweisen: Fluoresceinreihe ), y-Phe-
nylehinaldin, Chinin, Akridin, Antrachinondisulfosinre und Dichlor-
anthracendisulfosiure. Nur Methylenblan, das beim Zusammen-
bringen mit der Kder'schen Lisung aunsfillt, machte eine Aus-
nahme. Nicht fluorescierende Farbstoffe (Fuchsin, Kristallviolett,
Azobordeanx, Benzopurpurin usw.) zeigten die Wirkung nicht.
Sie scheint demmnach in der Tat nur fluorescierenden Substanzen
eigen zu sein. Die Versuche sind mit je 30 cem Eder'scher Lisung
in offenen (zlasschalen mit ebenem Boden von gleichem Durch-
messer (9 em) bei zerstrentem Tageslicht ausgefiihrt.

1) Eder und Valenta, Beiftriige zur Photochemie II, 8.1, Wien 1304,

2) Eine Mitteilung fiiber die Beschlennigung der Eder’schen Reaktion
durch einige Derivate des Fluoresceins findet sich, indes ohne Bezugnahme anf
Flnorescenz bereits bhei 0. Gros, Zeitschr. f. physik. Chem. 37, 158
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1. Versuchsreihe Nieder- 2, Versuchsreihe Nieder-
Exposition 25 Minuten 'fﬂhlﬂg Exposition 2 Stunden _-"af-‘-h]ﬂg'
in mg in mg
[hue Zusals: iicouriai we 20 Obne Zmsatz . . . < ... 89
Tetrachlorfluoreseein Methylenblan '/, .4, Dormal 85
b niron, MOTHALESIAG SEEe 37 Akridinehlorid 1/, 0000 norm. 163
Tetrabromfluorescein Chinipsulfat '/, ,,,, normal , 126
3 ies e DORMEL = wn by 206 Fuchsin !/, ;000 Normal . . 83
Tetrabromfluoreseein Kristallviolett '/, o5, normal 89
TPy o] B 107 Azobordeaux '/, 000 Dormal 82
Tetrachlortetrajodfluorescein Benzopurpurin '/, o norm, 89
A} dnop mormal. L 32 Rosolsiure '/, . normal . 87
Tetrachlortetrajodfluorescein Parasolsiiure '/, ... normal 90
e T 1) L e e 34 Alizarinblaubisulfit?/, . n. 80
Dichloranthracendisulfosaur, Athylrot '/ ,0000 Dormal . . 82
Natron ! .. ..o Dormal . 34 |
2,7 Anthrachinondisulfosaur,
Natron '/, o00nn Dormal , 68
y-Phenylchinaldinchlorid
2 obi DOTMEL SRR SRR TR

Die Reaktion zwischen Quecksilberchlorid unnd Ammoninm-
oxalat bedarf nach der oben angegebenen Gleichung weder der
Aufnahme von Sauerstoff’ noch eines anderen Gases. Man kinnte
demnach glauben, dali sie von der Qualitit des mit der Lisung in
Berithrung stehenden gasfirmigen Medinms unabhiingig sei. Dies
ist indes keineswegs der Fall. Die Anwesenheit von Sauer-
stoff wirkt hemmend, um so mehr, je grober seine Tension
ist; im Vakuoum resp. O-freien Medium ist sie beschleunigt?)
und zwar gilt dies sowohl fiir die Wirkung des Lichtes allein, wie
filr die Forderung bei Zusatz von fluorescierenden Stoffen. Folgende
Versuche in Gaswaschflaschen, aus einem Stiick geblasen, mit
30 cem Eder'scher Liosung und verschiedenen Gasen angefiillt und
nach dem Zuschmelzen einige Minuten zerstreutem Tageslichte aus-
gesetzt, ergaben dies in unzweidentiger Weise.

Versuchsreihe ohne Zusatz. Exposition 5 Minuten.
: in Sauer- in Kohlen- in Wasser-
in Luft | stoff luftleer sl stoff
Niederschlaginmg 3,5 | 0,9 66 | 70 | 68

Versuchsreihe mit Kosin '/, ,,,, molekular.

Exposition 2 Minuten, in Wasserstoff
ohne Zusatz mit Zusatz
Niederschlag in mg 19 246

1) Hiernach ist die bereits von Roloff (a. a. 0.) beobachtete Beschleuni-
gung der Eder'schen Reaktion durch Kohlensiiure keine ihr eigenartige.
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Soweit die Mercuri-Oxalat-Reaktion sich derzeit iibersehen lilt,
ist eine Erklirung ihrer Beschleuniguug durch fluorescierende Sub-
stanzen bei Sauverstoffabwesenheit durch die Peroxydtheorie nicht
zi geben. Dieselbe befriedigt auch in anderer Hinsicht nicht,
wenigstens nicht in ihrer rein chemischen Gestalt, da sie iiber die
Beziehung der photodynamischen Erscheinung zur Fluorescenz nichts
aussagt. Iine Hypothese spezieller Art dariiber autzustellen ist
gegenwiirtiz nicht miglich, da die Anschaunungen iiber die Mecha-
nik der photochemischen Prozesse im allgemeinen und iiber die
Fluorescenz im besonderen noch nicht weit genug entwickelt sind.
Man kann vorliufig aussagen, dall eine solche Hypothese anf dem
Boden der elektromagnetischen Lichttheorie sich bewegen wird und
mub sich zuniichst darauf beschriinken auf die Anwendung hinzu-
welsen, welche diese Theorie zur Erklirung der photochemischen
Vorgiinge und der Fluorescenzerscheinungen bisher gefunden hat.

Nach Roloff!) besteht die Lichtwirkung in vielen Fillen
wesentlich in einem Transport von lonenladungen und Nernst®)
kniipft an die Beobachtung, dal die Geschwindigkeit der photo-
chemischen Reaktionen mit zunehmender Temperatur im Gegen-
satze zn den gewihnlichen chemischen Reaktionen nur sehr wenig
ansteigt, folzende Erwiigung: Man wird sich also die photochemi-
schen Prozesse nicht so denken diirfen, dal durch die Wirkung
des Lichtes direkt der Zusammenhang der Atome im Molekiilver-
bande gelockert wird: vielmehr diirfte der primire Effekt in einer
Wirkung auf den Lichtither bestehen.

Fir die Wirkung der fluorescierenden Stoffe mit ihrer eigen-
artigen Energienmwandlung diirfte dies in noch erhiéhtem Male
der Fall sein.®)

Auf die Ionisierung der Luft durch die kurzwelligen ultra-
violetten Strahlen und dem Auftreten von Ozon als Folge mag an
dieser Stelle ebenfalls hingewiesen werden. In Anlehnung an
diese Anschanungen und Erfahrungen kann man daher woll die
Vermutung aussprechen, daf Ionenbildung, welche durch
die absorbierte Lichtenergie hervorgerufen ist, den
Wirkungen der fluorescierenden Substanzen zu-
grunde liegt.

1) Zeitschr. f. physik. Ch. 13, 327.
2} Theoretische Chemie 1903, 733.
3) Vergl. E. Wiedemann und G. C. Schmidt, Ann. d. Phys. 56, 246, u. a.
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Wirkung der fluorescierenden Stoffe auf Spalt- und
Fadenpilze.

Von

A. Jodlbauer und H. v, Tappeiner.

. Bakterien.

Uber die Wirkung fluorescierender Stoffe auf Bakterien sind
zuerst von (. Raab Versuche angestellt worden.?)

Je 3 Reagierrihren, von denen die erste destilliertes Wasser,
die zweite und dritte eine Lisung der Versuchssubstanz enthielten,
wurden mit einer frischen Kultur von Bacillus pyocyaneus geimpft.
Rohre 1 und 2 wurden 3 Stunden dem Sonnenlichte unter Vorlage
von Kupfersulfatlosung aunsgesetzt, withrend Rihre 3 im Dunkeln
oehalten wurde. Hieranf wurde auf Agar iibertragen. Die Be-
sichticung dieser Kulturen nach einigen Tagen ergab, dab anf den
Platten ans den Rohren 1 und 3 zahlreiche Kolonien gewachsen
waren; Sonnenlicht allein hatte somit in dieser Zeit nicht merklich
schidigend gewirkt, ebenso auch nicht die fluorescierende Substanz
im Dunkeln. In Ubertragungen aus den Réhren 2 (fluorescierende
Substanz -4 Licht) aber war eine Schiidigung wahrzunehmen. In
den Platten ans der Lisung von Chinin 1:500 und aus der Lisung
von Chinclinrot 1:200 waren eine erheblich geringere Zahl von
Kolonien aufgegangen und in der Ubertragung aus der Lisung
Harmalinchlorid 1:1000 waren selbe ganz ausgeblieben. Die bak-
tericide Wirkung war also unverkennbar; da die Zahl der Ver-
suche aber eine geringe war, blieb eine Bestitigung sehr win-
schenswert.

Versuche mit Erythrosin an B. prodigiosus im Finsen'schen
Konzentrationsapparat hat sodann G. Dreyer?) ausgefilhrt. Seine

1) Miinchener med. Wochensehr. 1901 8. 1510.
2) Mitteilungen aus Finsen's Lichtinstitut 7. Heft 1904 S. 132.
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Resultate sind indes nicht durchsichtiz eenug. Im entscheidenden
Versuche bei Vorschaltung von einer Glasplatte findet er sogar
keine Wirkung, die Totungszeit ist ohne und mit Erythrosin voll-
stindig gleich: 9 Minnten. Es ist zu vermuten, daf die Exposi-
tion zu lange dauerte, bei fritherem Abbrechen derselben hiitte
wohl eine deutliche Differenz sich ergeben miissen. Das Resultat
geiner zweiten Versuchsanordnung ist ebenfalls nicht eindeutig,
Er projiziert mittels Quarzprisma das Spektrum einer Bogenlampe
1, Stunde lang auf je eine Plattenkultur von Prodigiosus in Agar
mit und ohne Zusatz von Erythrosin und findet, daf in der Platte
ohne Zusatz die Bakterien in der Zone getitet wurden, welche
vom ultravioletten Licht getroffen war, in den Erythrosinplatten
aber auferdem auch Toétung im Bereiche der gelben und gelb-
griimen Strahlen stattfand. Da die Absorption des Erythrosin
(Tetrajodfluorescein) nicht im gelben, sondern im griinen Teile des
Spektrum sich befindet, hitte man diese zweite Stelle weiter
rechts, hauptsichlich bei der Linie E und b erwarten sollen,
vorausgesetzt, dalb ein reines Priparat zur Anwendung kam.

Es war demnach erforderlich, die Raab’schen Versuche noch-
mals anfzunehmen. ?)

1. Versuche mit Belichtung und folgender Ubertragung
in Niihrgelatine.

Eine Anzahl von sehr dinnwandigen Reagenszylindern wvon
14 mm Durchmesser, gefilllt mit je 5 cem physiologischer Koch-
salzlosung wurden paarweise mit 0,1 cem einer Lisung von fluores-
cierender Substanz von bekanntem Gehalte versetzt. Das letzte
Paar (Kontrollrihrehen) erhielt nur einen Zusatz von destilliertem
Wasser. Die Zylinder wurden sodann mit Wattepfropf versehen
und nach der Sterilisation mit je 0,5 cem einer 24 Stunden alten
Bouillonkultur vom Bacillus prodigiosus resp. Proteus vulgaris ge-
impft. Die eine Hilfte der Zylinder wurde an einem offenen Nord-
fenster 7 Tage lang bei den Versuchen mit Prodigiosus, 10 Tage
bei den Versuchen mit Protens dem zerstreuten Tageslichte (Mai)
ausgesetzt. Die andere Hiilfte der Rohren blieb im selben Raume
im Dunkeln anfbewahrt. Am Abende jeden Tages wurde aus jeder
Rohre mittels Platintse in verfliissigte Gelatine iibertragen, aus
dieser eine Ose in eine zweite Gelatine und aus dieser zweiten

1) Ein vorliufiger Bericht iiber die Ergebnizse der folgenden Untersuchung
erschien Miinch. med. Wochenschr. 1904 Nr. 25.
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zwei Osen in eine dritte, Die drei Gelatinen wurden sodann in
Petrischalen ausgegossen und in einem verdunkelten Raum bei
Zimmertemperatur aufgestellt. Nach 3 Tagen wurden sie besichtigt
und das Resultat notiert. In gewissen Fillen ergab sich hierbei,
dab in den 3 zusammengehirigen Petrischalen noch in der ersten,
welche die meisten Keime enthielt, einzelne Kolonien aufgegangen
waren, in den Verdiinnungen (2. und 3. Schale) nicht mehr. Diese
Fille sind in der folgenden Zusammenstellung mit unvollstindiger
Totung bezeichnet, |

Bacillus prodigiosus.

a) Dem Lichte ausgesetzt.

Ergebnis der EThE]‘tIﬂgll]]g in

Art des Zusatzes 3o e

NaCl Keine merkbare Schidigung
Eosin 0,1—0,2 9, aetotet nach 5—7 Tagen Exposition
Erythrosin 0,05—0,1Y i g7 o (. .

Erythrosin 0,2 " 5 2 : "
Methylenblau 0.0005 %, . = 3 : ;
Methylenblan 0,001 %/, 2 ,, 2 A o

b) Im Dunkeln anfbewahrt.

In allen Ubertragungen zahlreiche Kolonien, die Zusiitze be-
fanden sich somit unterhalb der toxischen (Grenze.

Proteus vulgaris.

a) Dem Lichte ausgesetzte Rohren.

Art des Zusatzes Ergebnis der Ubertragung
NaCl Keine auffallende Schidigung
Eosin 0,19, Tod nach 10 Tagen (unvollstindig)
Erythrosin 0,05—0,1%, a w B—D 4

Rose bengale 0,05"/, = o 1—2
(Tetrachlortetrajodfiuoresc. Na)
Phenosatraninchlorid 0,001 % - , 1 Tage
Methylenblau 0.001—0,005 . . 1—2 Tagen
Dichloranthracendisulfos. Na

0,05—0,1 %, ohne bemerkbare Wirkung

b) Im Dunkeln aufbewahrte Rihren.

Erythrosin 0,1°,, Phenosafranin und Methylenblan bewirkten
eine unvollstindige Totung nach 10 Tagen; Rose bengale eine
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soleche nach 7—10 Tagen. Genannte Zusitze sind somit fiir Proteus
noch etwas giftig.

2. Versuche mit Belichtung und folgender Ubertragung
in Giirungsrohrehen,

Bacterium acidi lactiei.

Die Vorbereitung der Reagenszylinder und die Anordnung bei
der Exposition blieb dieselbe wie in den Versuchen mit Prodigiosus
und Protens. Am Ende jedes Expositionstages wurde in sterili-
sierte Girungssaccharometer iibertragen, welche mit 2 prozentiger
Traubenzockerpeptonbouillon gefiillt waren und in einen auf 37°
eeheizten Thermostaten gestellt wurden. Die folgende Tabelle
verzeichnet in Kubikzentimetern die Kohlensiinremenge, welche
nach 15stiindigem Stehen im Thermostaten in den Saccharometern
abgelesen wurde,

Entwickelte Gasmenge in cem nach Exposition von

SRR 2 Tagen 3 Tagen 4 Tagen
| hell dunkel hell dunkel hell |dunkel hell |{lunkel

Ohne Zusatz . . . . .| 2H 2.3 1.6 (‘14 1,3 1.4 10 | 10
Bogin 005%,. . . . .| — — — | = 1.5 LA e | 07
i e = — — | — 1,2 10 |06 1,6
Erythrosin 0,056%, . . .| — — — — 0.8 0.8 0 |-038
- 1 1L R A 2T 29 1.0 2.0 0 1,8 0 1,2
Methylenblau 0.001°, . 04 249 0 2.2 0 038 0 1,0
= 000a°%, .| O 2.7 1] 1.0 0 0.5 (0 0.5
Dichloranthracendisnlfos. | '
Bia DOBSS . .. |20 26 | 20 20 0,8 1.0 10 | 1,2
Dichloranthracendisulfos. ,
L L e S0 T 26 | 14 b T 1 L8 T (85

Die Tabelle ergibt folgendes: In den Rohren ohne
Zusatz war jedesmal Gasentwicklung eingetreten, in jenen der
spiteren Tage weniger als in denen vom ersten Tage. Die hiermit
angedeutete Schidigung ist auf ungiinstige Erndihrangsbedingungen
in der sehr verdiinnten Bouillonkochsalzlosung zuriickzufiihren, sie
war in hell und dunkel gleich stark vorhanden. In gleicher Weise
verhielten sich die Rohren mit Eosin 0,05%,. Selbst nach 8 Tagen
Belichtung, wie zur Ergiinzung der Tabelle hier hinzugefiigt sei,
war ein Unterschied zwischen hell und dunkel nicht zu bemerken.
Bei Eosin in 0,1 proz. Lisung zeigte sich ein solcher am 4. Tage.
Starker wirkte Erythrosin: In 0,05 proz. Konzentration trat keine
Girung mehr anf nach dem 4. Tage, bei 0,1 proz. nach dem 3. Tage.
Am stiirksten hatte auch hier Methylenblau gewirkt. Die Gérung
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wurde von 0,001 Proz. am 2. Tage, von 0,005 Proz. schon am 1. Tage
unterdriickt. In allen diesen Fiillen setzte sie auch beim lingeren
Stehenlassen im Saccharometer nicht ein. Dichloranthracendisulfo-
saures Natron war ebenso wie bei Proteus ohne jede Wirkung.

Yergleichung der Ergebnisse an Bakterien und an Paramiicien.

Die vorausgegangenen Versuche ergeben, dal
Bakteriendurech fluorescierende Stoffe in zerstreutem
Tageslichte zu einer Zeit getitet werden, in welcher
weder im Dunkeln noch bei Einwirkung des Lichtes
alleineine Schiddigung merkbar ist. Methylenblan, Pheno-
safranin, Tetrachiortetrajodfluorescin titete in durchschnittlich
1—2 Tagen, Erythrosin in 2—7 Tagen, Kosin in 7—10 Tagen.
Dichloranthracendisnlfosiure war wirknngslos.

Bei dem Vergleiche mit der Wirkung bei Paramiicien fallen
zwel Punkte besonders ins Auge.

1. Die Zeit, welche zur Tiétung von Bakterien
durch photodynamische Stoffe nitig ist, ist eine
sehr viel griolfere als bei Paramicien Man kann ge-
radezn sagen, was bei Paramiicien in zerstreutem Tageslichte in
wenigen Minuten oder Stunden erreicht wird, gelingt bei Bakterien
erst in ebensoviel Tagen.

An der Erzengung dieser Differenz hat die verschiedene Ver-
suchsanordnung jedenfalls nur einen kleinen Anteil. Die Versuche
an Bakterien wurden in Reagenszylindern angestellt. Es ist an-
zunehmen, dal die Bakterien wihrend der Exposition gribitenteils
am Boden der Zylinder angesammelt waren, so dali der zur Wirkung
notwendige Sauerstoff ans der Luft erst durch eine ca. 5 em dicke
Fliissigkeitssiiule zu ihnen gelangen konnte, wihrend er in den
Versuchen an Paramiicien im hingenden Tropfen oder in Uhr-
clisern viel dimnere Schichten zn durchmessen hatte. Bei den
Versuchen an Fadenpilzen wurde diesem Umstande auch Rechnung
getragen und in Schiittelversuchen die O-Versorgung miglichst
reichlich gestaltet. Beim Vergleich der Ergebnisse dieser ,Schiittel-
versuche” mit unfer sonst gleichen Verhiltnissen angestellten ,,Stand-
versuchen® ergibt sich nun allerdings eine Abkiirzung der Tiétungs-
zeiten. Der Unterschied ist indes keineswegs grof, so dal man
anch beziiglich der Bakterien annehmen kann, dab der etwas er-
schwerte Sauerstoffzutritt zur Erklirung der sehr grofen Differenz
welche die Paramiicien- und Bakterienversuche ergeben haben, nicht
ausreichend ist und nach weiteren Ursachen gesucht werden mub.
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Als eine solehe weitere Ursache kimnte eine grilbere Resistenz des
Bakterienprotoplasma in Frage kommen. Sie kann vorhanden sein,
indes wohl kaum in einem so bedeutenden Grade, wie er zur aus-
reichenden Erklirung angenommen werden miilite.

Hingegen hat es viel Wahrscheinlichkeit, dab die Hauptursache
der in Rede stehenden Differenz mit einer morphologischen Ver-
schiedenheit der Paramiicien und Bakterien in Beziehung steht.
Die Bakterien sind von einer viel derberen Membran
umkleidet, als die Paramicien, wodurch das Eindringen
der fluorescierenden Stoffe in das Zellinnere sehr verlangsamt wird.
Diese Auffassung gewinnt an Berechtigung, als sie auch zur Er-
klirung des folgenden Unterschiedes als die einzig zureichende
erscheint.

2. Die Bakterien verhalten sich zu den photo-
dynamischen Stoffen elektiv. In stirkstem Grade zeigt
sich dieses Verhalten bei der Dichloranthracendisnlfosinre. Bei
Paramiicien wirkt dieser Korper dulerst intensiv, auf Bakterien
auch bei 7tigiger Einwirkung noch nicht in merkbarer Weise.
In umgekehrter aber nicht so ausgesprochener Weise tritt dieses
Verhalten bei Methylenblau hervor. Dasselbe wirkt bei Para-
micien deutlich schwiicher als das Tetrachlortetrajodfluorescein
(Rose bengale), bei Bakterien hingegen ist sein Einflul mindestens
ebensogrob. Nach dem gegenwiirtigen Stande der Untersuchung
erscheint dieses elektive Verhalten am besten dureh die An-
nahme erkliarlich, daf die derbe Membran der Bak-
terien fiir die fluorescierenden Stoffe in sehr un-
oleichem Grade durchlissig ist. Eine gewisse Stiitze
fiir diese Erklirung bildet die Angabe von Nakanishi,') das von
den vielen von ihm zur ,Lebendfirbung® von Bakterien versuchten
Farbstoffen das Methylenblan sich am geeignetsten erwies.

Wirkung der von Bakterien produzierten fluorescierenden
Stoffe anf Paramiicien.

Von gewissen Bakterienarten werden bekanntlich Stofte er-
zeugt, welche die Eigenschaft haben, in wiisseriger Liosung zu
fluorescieren. Hierher gehort: Bacterium pyocyaneum. Durch die
Freundlichkeit des Herrn Prof. Emmerich hatten wir Gelegen-
heit, eine sterile Bouillonkultur desselben beziiglich ihrer photo-

dynamischen Wirkung auf Paramiicien zu untersuchen. Sie fluores-

1) Zentralbl, f. Bakteriol. 30 97.
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cierte nur schwach griinlich-blan. Trotzdem zeigte sich, dal bei
Vermischung mit Paramicienkuoltur zun gleichen Teilen und Ex-
position in zerstreutem Tageslicht die Paramiicien schon nach einer
Stunde zugrunde gegangen waren, wihrend sie im Dunkeln nach
24 Stunden griltenteils am Leben waren.

Il. Fadenpilze.

Die an Bakterien gewonnenen interessanten und zum Teil
unerwarteten Ergebnisse machten die Ausdehnung der Untersuchung
anf Fadenpilze wiinschenswert. Sie wurde von L. Essinger?)
ithernommen. Versuchsobjekte waren der bekannte allgemein ver-
breitete Sechimmelpilz Penicillium glancum und der Favuspilz
{Achorion Schonleinii). Als Niahrfliissigkeit diente Bierwiirze. Da
die Verwendung der unverdiinnten, braungefirbten Bierwiirze nicht
angezeigt erschien, weil die Mdiglichkeit bestand, daf zu wenig
Licht in die tieferen Schichten gelange, wurde sie durch Zumischen
von physiologischer Kochsalzlosung (5 Teile) soweit verdiinnt, dab
sie durchsichtiz wurde und doch noch als gute Nihrfliissigkeit
angesehen werden konnte.

Die Zusiitze der fluorescierenden Substanzen erfolgten in Kon-
zentrierter Lisung von bekanntem Gehalte 0.2 ¢em anf 10 cem
verdiinnte Bierwiirze. Die Kontrollrohren (Nullversuche) erhielten
an ihrer Stelle 0.2 cem destilliertes Wasser.

Penicillium glaucum.
a) Standversuche.

Diinnwandige Reagierzylinder von gleichen Dimensionen wurden
paarweise mit je 10 ecm verdiinnter Bierwilrze unter Zusatz fluores-
cierender Substanz in beschriebener Weise gefiillt; ein Paar als
Kontrolle ohne Zusatz. Die Fliissigkeit nahm ca. den 5. Teil des
Volums der ganzen Rohre ein. Nach der Sterilisierung wurden
sie mit einer zweli Tage alten Kultur von Penicillinm in verdiinnter
Bierwiirze geimpft und an einem oftenen Nordfenster aufgestellt,
die eine Hilfte unbedeckt, so dal das zerstrente Tageslicht all-
zeitig zutreten konnte, die andere Hilfte durch Hiilsen von licht-
dichtem Papier davor geschiitzt. .Jeden Tag wurde das Wachstum
in den Zylindern notiert. In der folgenden Tabelle ist nur das
Protokoll vom 2. und 8. Tage aufgenommen.

1) Essinger, Uber die Wirkung photodynamischer (fluorescierender) Stoffe
anf Fadenpilze. Inang.-Diss. Miinchen 1905.
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Das Zeichen - bedeutet sehr iippiges Wachstum

"

miibiges -
-= spirliches
0 kein i

Am 10. Tage wurde aus allen Rohren eine Impfung in un-
verdiinnte Bierwiirze gemacht, das Resultat mit - = Wachstum
und 0 = kein Wachstum notiert.

Hell “ T .Dut;]cel

Wachstum !Errﬁ{;}:nis Wachstum Erﬁ:;mi“
in den f:xpunierten, {Ther- |in den exponierten | {Ther-
Rohren ' :mpfunr‘r Rihren impfung
v am am
2. Tag | 8. Tag Im Tag | 2 Tag | 8. Tag |10, Tag
Ohne Zusatz . . . |- H + I =
L0 e PR R I L B 2L
Erythrosin 0,05%, . |-+ BT 0 L1 Ard [} CR o BB
HRose bengale 0,05%, | +— - 0 0 —- 0 0
, 0005811 | 0 0 |+ |+
Phenosafraninchlorid |
00019, . 'i 0 0 - i 4+
Methﬂeuhlau D{}ﬂl“ === T - dd e e -
J!LI-I:mhn-:l11v|:|n1|dﬂ'[)[I;“"ﬂ 4 | Il ! L == s
_DlﬂhlﬂlaﬂthlaEEIIﬂIHIﬂ |
fosanres Natron 0,06%,| +—1—+ |++11 e e e SIS EE S -+

Das Ergebnis dieser Versuche ist folgendes: Im
Hellen hatte Erythrosin 0,05 %/,, Phenosafranin 0,001 °,, und Rose
bengale 0,005°%, Totung des Pilzes zur Folge. FKosin und Akri-
‘din brachten es nur zu einer Verziogerung des Wachstums, Methylen-
blan und Dichloranthracendisulfosiure waren ohne jede merkbare
Wirkung; ebenso Licht allein. Im Dunkeln wirkte Rose bengale von
0,05 %, noch titend, also giftig, in Konzentration von 0,005"/, nicht
mehr; alle anderen Substanzen waren ungiftig.

Die Versuche wurden in zehnmal niedrigerer und in zehmmal
hiherer Konzentration wiederholt. Beide Male war viel geringere
resp. gar keine Wirkung zu beobachten. TIm ersten Falle infolge
der zu grofien Verdiinnung, im zweiten Falle offenbar infolge der
hohen Konzentration, so daf die wirksamen Strahlen schon in den
ersten Schichten der Losung villie absorbiert wurden und nicht
zu den Pilzen, die zufolge ihrer Schwere am Boden sedimentiert
waren, gelangen konnten.

b) Schiittelversuche.

In der vorigen Versuchsreihe wurde regelmifig beobachtet,
dab in den belichteten und mit fluorescierender Substanz versetzten
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Rithren, wo Wachstum eingetreten war, die Kolonien durchweg nur
in der unteren Hilfte des Fliissigkeitszylinders sich befanden,
wihrend in den Réhren ohne Zusatz und in allen Dunkelrihren
die ganze Fliissigkeitssinle mehr oder weniger dicht durchwachsen
war. Diese Beobachtung weist darauf hin, dal die photodynami-
sche Wirkung dort am stirksten anftritt, wo Sanerstoff reichlich
hingelangen konnte, also an der Oberfliche der Fliissigkeitssiule.
Ks war daher zn vermuten, dab man intensivere Wirkung erhalten
werde, wenn die geimpften Proben wiihrend der ganzen Exposition
von Zeit zu Zeit durch Schiittelung in allen ihren Teilen mit atmo-
sphiirischer Luft in Berithrung kimen. Es wurden daher in einer
zweiten Versuchsordnung die Reagenszylinder an 20 em langen
Drahtstiften, welche in eine drehbare Scheibe von 45 em Durch-
messer eingesetzt waren wie die Speichen an einer Radnabe, tangen-
tial derart befestigt, dali das Licht allseitig frei zutreten konnte.

Die Scheibe wurde In nahezu senkrechter Stellung an einem
.offenen Fenster dem zerstreuten Tageslichte aunsgesetzt. Sie
machte 30—40 Umdrehungen in der Minute, ebenso oft erfolgte
also eine Umschiittelung in den Reagenszylindern. Diese wurden
in der gleichen Weise wie in den fritheren Versuchen mit
10 cem Bierwiirze beschickt, jedoch nicht mit Wattepfropf ver-
schlossen, sondern mit sterilisierten Korkstopfen, iiber welche noch
eine Kappe von steriler Watte gezogen war. In gleicher Weise
waren auch die in schwarzen Papierhiilsen steckenden Dunkel-
rihren beschickt und befestigt. Die Exposition dauerte 6 Tage.
An den ersten beiden Tagen (Mirz) war das Wetter hell, an den
iibrigen sehr tritbe. Am SchluB des 6. Tages erfolgte Uberimpfung
in Bierwiirze.

Hell Dunkel

Wachstum in den Ergebnis | Wachstum in den | Ergebnis

exponierten Riéhren| ..9€T lexponierten Rihren . der
P Ubér- P | Uher-

2. Tag | 6. Tag |impfung| 2. ’l‘ag| 6. Tag |impfung

i
Sl
I

Ohne Zusatz
Eosin 0,06°%, .
Erythrosin Uﬂa‘“
Rose bengale U'U::-
Phenosafranin
121D} ey FEREEE
Methy Imnhl‘m 0, Uf}l “
Akridin 0029, .
Ihehloranthracendi-
sulfosdure 0.05°, .| +—— +———-|

=R = = =

SR
++o oot
:
-

-+ ot

:l
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Das KErgebnis der in vorstehender Tabelle zu-
sammengestellten Beobachtungen ist folgendes:

Eosin, Akridin und Methylenblau bewirkten im Hellen stirkere
Wachstumshemmung als in den Standversuchen, indem erst nach
dem 2. Tage die Keime sich zun entwickeln begannen. Erythrosin,
Rose bengale und Phenosafranin liefien auch in den folgenden Tagen
kein Wachstum aunf kommen; die I"Ihm-impi'ungen ergaben ein
negatives Resultat, die Keime waren mithin getitet worden.
Dichloranthracendisulfosiure zeigte anch in dieser Anordnung keine
Wirkung. 1In der Kontrollrhre hell und in allen Dunkelrihren
war das Wachstum ein iippiges, es hatten also weder die mecha-
nische Bewegung noch der Zusatz der flnorescierenden Substanz
als solcher merkbar geschidigt. Nur die Dunkelrdhre Rose bengale
war steril, weil diese Substanz in der Konzentration 0,059, noch
stark giftig ist.

Favus-FPilz.

Nach den guten, bei Penicillinm gemachten Erfahrungen mit
Schiittelong  wurden die Versuche mit diesem Pilze auf der
Rotationsvorrichtung ausgefiihrt. Je eine Flocke desselben aus
einer frischen Kultur in Agar wurde in die Reagenszylinder,
welche mit 5 cem verdiinnter Bierwiirze usw. gefiillt waren, iiber-
tragen und im iibrigen verfahren wie bei Penicillium angegeben.
Die Exposition danerte 4 Tage bei sehr miligem zerstreutem Tages-
lichte (tritbe Tage im Mirz). Ein merkliches Wachstum des Pilzes
war in dieser Zeit in keiner Rohre eingetreten und konnte auch
nicht erwartet werden, da der Pilz erst bei hioherer Temperatur
rascher wichst. Die Wirkung konnte daher nur aus den Kr-
gebnissen der Uberimpfungen beurteilt werden. Es wurde daher
am Schlusse des 4. Tages aus jeder Rohre mittels Platinise die
Pilzflocke herausgefischt, auf Agar tbertragen, nachdem sie durch
Eintanchen in sterile Bierwiirze von anhiingender fluorescierender
Substanz befreit war. Die geimpften Agarrdhren kamen sodann
In den auf 37" geheizten Thermostaten. Die folgende Tabelle ver-
zeichnet das Wachstum nach dem 1., 2. und 8. Tage der Uber-
impfung. -

Resultat: 1. Im Hellen hatten getitet Eosin,
Erythrosin, Rose bengale und Phenosafranin; nur
Wachstumsverzigerung bewirkten Methylenblan und Akridin; un-
wirksam war Dichloranthracendisulfosiure.

8
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Hell Duankel
l. Tag|2. Tag|8. Tag|l. Tag|2. Tag|8. Tag

(i ] Lo 12 ) P R S e = e . 4= =k

Eogin 0,05%, i) i} i) - 5 T
Erythrosin 0,05%, (i 0 0 i = e =1
Rose bengale 0,059 0 0 0 0 0 &
l’lteunsafrﬂnmchlnrl{l 0, [JUI“ ] 0 0 - _i_ —!—
Methylenblan 0,001 ¢ i 0 -1l 1 1l 2K
Akridinehlorid LH.'I;’“(, 0 0 = 4 1 4

Dichloranthracendisnlfosanres "% r:1:r1um| .
R SRS R R S ST | [ e 4+ | 4+ | ==

2. Im Dunkeln waren sdmtliche Stoffe ohne Wirkung, mit
Aunsnahme von Rose bengale, welches Wachstumsverzigerung zor
Folge hatte.

Achorion Schinleinii scheint demnach photodynamisch empfind-
licher zu sein als Penicillium, denn Kosin hat hier getitet,
Methylenblanu und Akridin intensiv geschwiicht.

Yergleichung der an Fadenpilzen erhaltenen Ergebnisse mit
jenen an Bakterien und Paramiicien.

Das Verhalten der Fadenpilze zu den fluorescierenden Stoften
ist dem Verhalten der Spaltpilze sehr dhnlich. Phenosafranin und
Rose bengale hatten auch hier am stiirksten gewirkt, Methylenblan
allerdings teilweise versagt. Es beruht dies aber wohl nur darauf,
dali das Methylenblau von den Fadenpilzen reduziert wird, wofir
anch der Umstand spricht, dal mikroskopisch entweder zar keine
oder nur eine sehr schwache Firbung des Zellinhaltes der Faden-
pilze durch diesen Farbstoff wahrzunehmen war. Abgesehen von
dieser Ausnahme ist die Analogie eine weitgehende. Darum gibt
auch der Vergleich der photodynamischen Wirkung bei den Faden-
pilzen mit jener bei Paramiicien dieselben auffallenden Differenzen.

1. Die tidliche Wirkung tritt sehr viel langsamer
ein, als bei Paramicien.

2. Die Fadenpilze verhalten sich auswidhlend. Die
bei Paramicien sehr wirksame Dichloranthracendisulfosiure ist
ohne merkliche Wirkung und das bei Paramiicien ebenfalls sehr
wirksame Alkridin brachte es nur zu einer Wachstumsverzige-
rung.

Die Ursache diirfte anch hier wie bei den Bak-
terien hauptsidchlich die derbe Membran sein, welche




115 —

den Zellinhalt der Fadenpilze umgibt und den Eintritt der wirk-
samen Substanz verzigert oder volliz verhindert.

Wenn diese Erklirung richtig ist, so ergibt sich daraus das
Postulat, dafl die photochemische Wirkung bzw. das
Auftreten von lonen (Elektronen), mit der die photo-
dynamische Erscheinung wahrscheinlich in Verbin-
dung steht, nur im unmittelbaren Bereich der Mole-
kiile der fluorescierenden Substanz statfhat.

Im allgemeinen wird daher die Aufnahme in die Zelle der
Wirkung vorangehen miissen; anderseits sind aber auch Fille denk-
bar, wo die Wirkung von aullen nach innen fortschreitet, indem
zuniichst die Grenzschichten angegriffen und in ihren osmotischen
Eigenschaften verindert werden.



VII.

Uber die Wirkung des Lichtes auf Enzyme in Sauerstoff-
und Wasserstoflatmosphiire, verglichen mit der Wirkung
der photodynamischen Stoffe.

YVon

A. Jodlbauer und H. v. Tappeiner.
(Mit 1 Abbildung.)

In unserer ersten Abhandlung ') wurde nachgewiesen, da die
photodynamische Erscheinung mit der von H. W. Vogel entdeckten
optischen Sensibilisierung an Bromsilbergelatineplatten insofern nicht
identisch sein konne, als erstere Erscheinung nur bei Substanzen,
welche die Fiihigkeit haben in wiisseriger Lisung zu fluorescieren,
beobachtet wurde, letztere aber auch Substanzen eigen ist, welchen
diese Eigenschaft abgeht und weil ferner eine sehr stark wirkende
fluorescierende Substanz, das dichloranthracendisulfosanre Natron
keine Sensibilisierung der photographischen Platte bewirkt.

Die weitere Frage, ob die photodynamische Erscheinung iiber-
haupt auf Sensibilisierung beruht, blieb unentschieden, da die
Wirkung des Lichtes allein noch nicht geniigend erforscht war. Fiir
Paramiicien konnte damals eine Wirkung der durch ein Griinfilter
gegangenen Sonnenstrabhlen nicht nachgewiesen werden, ebenso
auch nicht fiir Invertin, in Ubereinstimmung mit Emmerling?),
der selbst das gesamte sichtbare Sonnenlicht bei 6 tigiger Kin-
wirkung ohne erkennbare Wirkung fand. Auf Diastase®) und Chy-
mosin *) ist nach den Untersuchungen von Green und Schmidt-
Nielsen sichtbares Licht ohne merkbaren Einfluf, durch ultra-
violette Strahlen hingegen werden diese Enzyme =zerstirt analog
wie Bakterien und andere niedere Organismen. In diesen Wirkungen

1) I. p. 5b—60.
2) Berichte d. D. chem. Gesellsch. 34, 3811 (1901).

3) Philos. Transactions of the E. Society of London 188, 167, (1897).
4) Hofmeister's Beitrige 5, 355 (1904).
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der stiirker brechbaren Strahlen wurde von anderen Autoren der Beweis
erblickt, daf die photodynamische Erscheinung eine Sensibilisierung
sei. HKs wurde hierbei indes aufier acht gelassen, dab Totung resp.
Zerstorung von Bakterien und Enzymen auf verschiedene Weise
bewirkt werden kann und die Wirkung des Lichtes allein und
des Systems Licht -4 fluorescierende Substanz erst
dann als gleichartige Vorginge betrachtet wer-
den diirfen, wenn der Nachweis erbracht ist, dab sie
unter denselben Bedingungen zustande kommen., Fir
die Zerstirung von Bakterien und von Enzymen durch fluorescierende
Substanzen wurde in einer friiheren Abhandlung von uns der Nachweis
erbracht, daB die Anwesenheit von Sauerstoff eine notwendige Be-
dingung sei.’) Die Frage hingegen, ob diese Bedingung auch fiir
die Wirkung des Lichtes allein Geltung hat, ist derzeit noch un-
beantwortet. Beziiglich der Bakterien liegen zwar mehrfache Unter-
suchungen vor, die Ergebnisse sind indes widersprechende; der
letzte Bearbeiter V. Bie®) kommt am Schlusse seiner ausfithrlichen

kritischen und experimentellen Untersuchung zu folgendem im

1) Dieses Archiv Bd. 82 p. 521. Hierzu sei noch folgendes bemerkt: Die Ver-
suche mit den Bakterien wurden in sehr gutem zerstrentem Tageslicht (Juli) mit
dem intensiv wirkenden Tetrachlortetrajodfluorescein wiihrend zweier Tage durch-
gefiihrt. Gegen das hier befolgte Verfahren der unterbrochenen
Belichtung scheint nun ein Einwand gewisse Berechtignng zu
haben, welcher von V. Bie (Finsen Heft 9 p. 18) gelegentlich der kritischen Be-
sprechung der Arbeiten iiber die bakterizide Wirkung des Lichtes und die Rolle des
Sauerstoffes gemacht hat: ,Wenn der Versuch sich iiber mehr als einen Tag er-
streckt, so riskiert man, dab die Bakterien wihrend der Nacht etwas von der Vitalitiit,
welche sie bei der Belichtung am Tage verloren haben, zuriickgewinnen. Wenn
nun der Sanerstoffmangel das Absterben der Bakterien micht verhindert, sondern
nur verzigert, so wird das Abbrechen der Belichtung in besonders hohem Grad
dazu beitragen, den Unterschied zwischen der Wiederstandskraft der sanerstoff-
freien nnd der sanerstoffhaltigen Kulturen zu erweitern.” Die Bedeutung dieses
Einwandes wird indes sebr wesentlich abgeschwiicht durch die Angabe von
K. Hertel (Zeitschr. fiir allg. Physiol. 5, 120), daf die an Zellen héherer Tiere
schon lange bekannte sogenannte Latenzperiode (Spiitwirkung) anch
bei niederen Organismen vorhanden ist, und am deutlichsten znr Be-
obachtung gelangt, wenn das einwirkende Licht sehr schwach resp. von kurzer
Dauer ist. Paramiicien zum Beispiel, welche numittelbar nach einer 30 Sekunden
wiihrenden Belichtung durch Strahlen der Wellenlinge 260 up keine direkt wahr-
nehmbaren Verinderungen anfwiesen, zeigten sich 8 Stunden darauf getitet. Da
es nun kanm einem Zweifel unterliegt, dall anch bei Bakterien dhnliche Verhiilt-
nisse hestehen, so wird bei unseren Versuchen mit zweitiigiger Dauner die am
ersten Tage erreichte Wirkung der Belichtung wihrend der Nacht sich wahr-
scheinlich vertieft, jedenfalls aber nicht vermindert haben.

2] Mitteilungen ans Finsen's med. Lichtinstitut 1905, Heft 9 p. 73,
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Drucke hervorgehobenem Resiimee: ,Die bakterizide Wirkung des
Lichtes ist nicht in dem Sinne ein Oxydationsprozeli, daf das Vor-
handensein des Sauerstoffes eine Bedingung fiir dieselbe ist. Das
Licht vermag néimlich Bakterien zu titen, selbst wenn jede Spur von
Sanerstoff fehlt, uind wenn sich wiihrend der Belichtung kein neuer
Sauerstoff durch Dekomposition chemischer Stoffe bilden kann.“
Beziiglich der Enzyme fehlt eine entsprechende Untersuchung.
Sie hat gegeniiber Bakterien den Vorteil, dal sie in quantitativer
Weise gefithrt werden kann und Wirkungen auch geringeren Umfangs
sich feststellen lassen. Wir haben die aufeeworfene Frage daher an
einem Objekte dieser Art, dem Invertin, zu losen versucht, indem wir
die Verinderungen, welche seine Lisung in Wasserstoff- und Sanerstoft-
atmosphiire im Lichte erfiihrt, mit dem Invertiernngsvermigen wvon
Liosungen verglichen, welche im Dunkeln gehalten, im iibrigen aber
in gleicher Weise behandelt waren. Auferdem wurde in gleichzeitigen
Versuchen auch der Einfluh, den ein Zusatz von Eosin in optimaler
Konzentration, d.i. '/,,,,-normal,!) unter diesen Bedingungen aus-
iibt, ermittelt. Zur Belichtung diente intensives Sonnenlicht, an
wolkenlosen Tagen des Juli. Seine ultravioletten Strahlen wurden
durch vorgelegtes (Glas ausgeschaltet. Von der Anwendung von kon-
zentriertem elektrischem Lichte mubte abgesehen werden, da mit den
derzeit iiblichen Konstruktionen nur kleine, fiir guantitative, ver-
gleichende Versuche unzureichende Riume belichtet werden kinnen.
Versuchsanordnung. Das Invertin war ein von E. Merck
bezogenes Priparat. Es loste sich sehr gut in Wasser und wurde
in halbprozentiger, durch Zentrifugieren
noch villie geklirter Lisung verwendet.

N Je 20 cem kamen in gliserne Gefille -
\ zylindrischer Form, welche wie Wasch-
flaschen konstruiert und aus einem Stiick

geblasen waren (s. Fig. 1). Die zufiithrende
Riohre war im Innern des Gefilles kapillar
ansgezogen, um den Lichteinfall moglichst
wenig zu storen. Der Rauminhalt, 100 ecm,
war so bemessen, dab ein Ubersteigen der
schiinmenden kolloiden Invertinlosung wih-
\_) rend der nun folgenden Evakuierung der

Flaschen mittels einer Quecksilberpumpe
nach Sprengel’s System und der Durchleitung von Sauerstoff oder

1) "-"'m:liiuﬁge Mitteilung iiber die Beziehung der Wirkung der photodynamischen
Stoffe zu ihrer Konzentration erfolgte in Miinch. med. Wochenschr. 1905 Nr. 47.
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Wasserstoff nicht moglich war. Nach mehrmaliger Wiederholung
dieser Prozeduren wurde die zu- und abfithrende Rihre ab-
geschmolzen und die als Dunkelflaschen bestimmten Gefille mit
einer doppelten Stanniollage umhiillt. Simtliche Gefisse wurden
hierauf ans dem Dunkelzimmer in eine im Hofe des Institutes auf-
gestellte mit Wasser gefiilllte Wanne auf Binken von Drahtgitter
horizontal gelegt und dariiber eine Scheibe von farblosem Glase
befestict. Ilie Dicke der Scheibe betrug 4,4 mm, die Wandstiirke
der Flaschen 1,2 mm, die Hihe der Wasserschicht iiber den Flaschen
war in der ersten und zweiten Versuchsreihe 22 mm, in der dritten
97 mm. Durch diese die infraroten Strahlen grilitenteils absor-
bierende Wasservorlage und die fortwiihrende Erneuerung des
Wanneninhaltes durch Leitungswasser wurde einer thermischen
Schidigung des Fermentes durch Strahlung und Leitung entgegen-
gewirkt. Der Erfolg dieser Malbnahmen lief sich durch 2 Thermo-
meter kontrollieren. Das eine befand sich im Wasser der Wanne,
das andere (berufite) im Innern einer beigegebenen Flasche. In
den Zwischenzeiten der Exposition befanden sich die Flaschen
in Eis.

Nach beendeter Versuchszeit wurde ein gemessener Teil der
Fermentliosung mit Rohrzuckerlisung versetzt und die Invertierung
sodann mittels eines Halbschatten-Apparates nach Laurent be-
stimmt. Die Grifle des Zuckerzusatzes und die Dauer der In-
vertierung sind in den Versuchstabellen angegeben.

Tabelle 1.

Exposition 2 Tage (15 Stunden Sonne); Temperatur im Kiihlwasser
12,5" am beruften Thermometer 18". Wiihrend der Mittagzeit stieg
sie auf 145" bzw. 23". Nach der Exposition wurden je 5 cem Ferment-
losung mit 5 cem Rohrzuckerlosung von 159/, versetzt und der Grad der
Invertierung nach 4 Stunden bestimmt. Die Drehung der Mischung vor
der Invertierung ist 4+ 4° 59°, nach derselben — 1" 37"

Gebildeter Invertzucker, wenn

Drehung vollstindige Invertierang —
100 gesetzt wird

Wasserstoffflasche dunkel — 45" 87,0

; hell — 0" 47! 87,4

Sauverstoffflasche dunkel — 0" 48" 87.8

,, hell 40" 34 6.0
Wasserstoffflasche -4 Eosin

dunkel — 0° 48 87,8

Wasserstoffflasche 4~ Eosin
hell B T 87,3
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Tabelle 2.

Exposition 2 Tage (18 Stunden Sonne), Temperatur verhiltnismiaBig
dieselbe wie in Tab. 1; Bestimmung der Drehung nach 2!/, Invertierungs-
stunden.

Gebildeter Invertzucker, wenn

Drehung vollstindige Invertierung =
100 gesetzt wird
Wasserstoffflasche hell + 0" 34¢ 66,8
Sanerstoffflasche dunkel 40" 35 66,8
hell -+ 2°30° 37,8
Tabelle 3a.

Exposition 2 Tage (16 Stunden Sonne). Temperatur am unberuBten
Thermometer durchschnittlich 11,7 " (Maximum wihrend der Mittagzeit
13,5, am berubten 18,5 (Maximum 21,5". Nach der Exposition
wurden je 5 cem der Fermentlosung mit 5 cem 159, Rohrzuckerlisung
versetzt und nach 2 Stunden die Drehung bestimmt.

Grebildeter Invertzucker, wenn

Drehung vollstindige Invertierung —
: 100 gesetzt wird
Wasserstoffflasche hell +1°41° 50,2
Sauerstoffflasche dunkel + 1%44" 49,9
- hell +3°%12¢ 27,1
Tabelle 3b.

Beim Versuche der Tabelle 3a wurden nach der Exposition noch
weitere 5 cem Fermentlésung mit 10 cem 30° Rohrzuckerlésung ver-
setzt und nach 16 Stunden die Drehung gemessen. Berechnet wiirde sie
vor der Invertierung —{-13° 18‘, nach der vollstindigen Invertierung
— 4017 sein.

(zebildeter Invertzucker, wenn

Drehung vollstindige Invertierung —
100 gesetzt wird
Wasszerstoffflasche hell +0%15" 74,2
Sauerstoffflasche dunkel 1 0%14' 74,4
5 hell -+ 5°01° 7,1
Tabelle 4.

5 Flaschen mit 0,5°, Ferment und Eosin '/,,,, molekular in Sauer-
stoffatmosphire ; 4 dieser Flaschen wurden 10—40 Minuten der Sonne
exponiert, 1 Flasche mit Stanniol umhiillt daneben gelegt. Nach der Ex-
position wurden je 5 cem Ferment mit 7,14 %/ Zunckerlosung #a versetzt
und nach 4!/, Stunden die Invertierung bestimmt.

Gebildeter Invertzncker, voll-
Exposition  Drehung  stiindige Invertierung = 100
gesetzt
1. Flasche hell 10 Min. + 3949 15,1
2. - i 20 —+ 408" 9.0




— 121 —

Gebildeter Invertzucker, voll-
Exposition  Drehung  stindige Invertierung — 100

resetzt
3. Flasche hell 30 Min. 4 4°26¢ 4.9
4, = 40 -+ 4° 33 3,0
5. g dunkel 11 —1v15¢" 95,5

Die in den vorausgegangenen Versuchstabellen erhaltenen
Resultate lassen sich in folgende Sitze znsammenfassen:

1. Die Wirkung der fluorescierenden Stoffe auf
Enzyme ist auch bei intensivem Licht an die Gegen-
wart von Sauerstoff gebunden, denn eine merkbare Ver-
dnderung der besonnten Invertin-Eeosinlisung in Wasserstoffatmo-
sphiire gegeniiber einer im Dunkeln gehaltenen war nicht zn er-
kennen. Fiir weniger intensives Licht (zerstrentes Tageslicht) warde
dies bereits frither festgestellt.

2. Sonnenlicht, dessen nltraviolette Strahlen ab-
filtriert sind, ist fiir sich allein noch imstande In-
vertin zu schidigen. Bedingung hierfiir ist die Gegen-
wart von Sauerstoff. Der Beweis liegt in der Beobachtung,
dab das Invertierungsvermigen einer besonnten Invertinlésung in
Wasserstoffatmosphiire dasselbe bleibt wie jenes einer im Dunkeln
“gehaltenen Lisung in Wasserstoff- oder Sauerstoffatmosphiire. Eine
iiber die Grenze der Versuchstehler hinausgehende Differenz tritt
erst auf bei Belichtung des Invertins in Sauerstoff.

Gegen die Beweiskraft dieser Versuche kiénnte der Einwand
erhoben werden, dab die Lésung des Invertins mit Toluol
versetzt war und dieses Toluol bei Saunerstoffgegenwart
durch das Licht zu einer, das Ferment schidigenden Sub-
stanz oxydiert worden sei. Obgleich nun die Menge des zu-
gesetzten Toluols sehr gering war (eben zur Siittigung ausreichend, in
dem der UberschuB durch Zentrifugieren entfernt worden war) und eine
derartige Verinderung des Toluols aus chemischen Griinden nicht wahr-
scheinlich ist, so wurde sicherheitshalber doch folgender Kontroll-
versuch angestellt.

Eine etwas iibersiittige Lisung von Toluol, welche in Sauerstoff-
atmosphire in gleicher Weise wie die Invertinlosung 16 Stunden be-
lichtet worden war, wurde mit Invertinlésung von 0,89 zu gleichen
Teilen versetzt und 2 Tage im Dunkeln bei 18° stehen gelassen. Das-
selbe geschah mit einer Tuluollosung, welche nicht belichtet worden war,

Nach dieser Zeit wurden den Mischungen 109, Rohrauckerlésung
zu gleichen Teilen zngesetzt und die Invertierung nach 2 und npach
4 Stunden am Polarimeter bestimmt.
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Ablesung am Polarimeter

nach 2 St. nach 4 St.
Versuch mit belichtetem Toluol -+ 1" 25 — 0002
Versuch mit unbelichtetem Toluel 1" 27° — 003"

Die Versuche ergeben, daf eine, das Invertin schidi-
gende SBubstanz durech Oxydation des Toluols im Licht
nicht entstanden ist.

3. Die Wirkung der fluorescierenden Substanz im Lichte und
die Wirkung des Lichtes allein ist also an dieselbe Bedingung —
Sauerstoffeegenwart — gebunden. Hieraus folgt mit hoher
Wahrseheinlichkeit, dall beide Prozesse identische
sind und die photodynamische Erscheinung in einer
Beschleunigung der einfachen Lichtwirkung besteht.

Unterstiitzt wird diese Auffassung durch die Tatsache, dab
die Jodabscheidung aus Jodiden und die Kalomelbildung in der
Eder'schen Lisung durch fluorescierende Stoffe ebenfalls eine
Sensibilisierung ist und zwischen der Wirkung der flnorescierenden
Stoffe auf Jodide und Enzyme und der von O. Gros gefundenen
katalytischen Beschleunigcung der Oxyvdation von Farbstoffen durch
Stofte der Fluoresceinveihe sehr nahe Beziehungen bestehen.!) Es
unterliegt daher wohl kanm einem Zweifel, dali auch die Wirkung der
fluorescierenden Stoffe auf Bakterien (Zellen) ein Sensibilisierungs-
vorgang ist und dal das dieser Auffassung entgegenstehende Kr-
gebnis der Untersuchung von V. Bie nur dadurch erhalten wurde,
dal es nicht gelang denselben vollstindig auszuschlieBen. ®)

4. Unter dieser Voraussetzung wiirde sodann der Unterschied
zwischen der Wirkung des Lichtes allein und der
Kombination von Liecht und photodynamischer Sub-
stanz der sein, dab bei letzterer auber der giberen
Tiefenwirkung durch Ausniitzung der penetrieren-

1) A.Jodlbauner und Tappeiner, Berichte d. D. chem. Gesellsch. 38. 2602
und Miinch. med. Wochenschs. 1905 Nr. 47.

2) Aunbler der Moglichkeit, dali der verwendete H mnicht rein, oder die
Leitung nicht dicht war, kommt vielleicht auch der Umstand in Betracht, dal
eine wichtige Beobachtung von W. Pfeffer (Zentralbl. f. Bakteriologie 1896
IT; 763) nnberiicksichtigt blieb. Nach W. Pfeffer speichern manche Bakterien-
arten Sanerstoff anf, und geben denselben erst allméhlich im sanerstefireien Raum
wieder ab. Ob der von V. Bie benmntzte Staphylococens pyog. aurens dazu ge-
hiirt, ist nicht bekanut, da er von Pfeffer nicht untersncht wurde. Staphylo-
coccus citrens aber besitzt dieses Vermigen. In unseren Versuchen mit FProteus
vulgaris wurde der Beobachtung von Pfeffer Rechnung getragen, obgleich dieses
Bakterinm das genannte Vermiigen nicht besitzt.
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den langwelligen Strahlen auch die Mioglichkeit
einer weitgehenden auswihlenden Wirkung besteht.

Nach den bereits veriffentlichten Erfahrungen an Bakterien
und Fadenpilzen ist nédmlich die Aufnahme der photodynamischen
Stofte in die Zellen wenigstens in diesen Fiillen eine Vorbedingung
fir die Wirkung. Die Aufnahmsfihigkeit aber variiert je nach
Art der Zelle und der fluorescierenden Substanz. Durch die
Wahl eines nur von gewissen Zellarten aufnehmbaren Stoffes kann
daher die cellulire Sensibilisierung zu einer elektiven gemacht
werden. ')

b. Die Beschleunigung der einfachen Licht-
reaktion durch fluorescierende Stoffe ist eine sehr
bedeutende. Nach Einwirkung der Kombination Sonnenlicht und
Eosin in Konzentration von ', - molekular (Optimum)} von 10 Mi-
nuten Dauer betrigt die Schidigung bereits ca. 80/, ist also un-
gefiihr 4 mal so grof als nach Einwirkung von ultraviolettfreiem
Sonnenlicht von 15 Stunden Dauer. Der weitere Fortschritt der
Schidigung ist langsamer, immerhin ist das Ferment nach 40 Mi-
nuten Kxposition schon fast vollstindig vernichtet (Schidigung ca.
97°,). Dieses langsamere Fortschreiten kann nicht durch die
gleichzeitiz einhergehende Verminderung der Konzentration des
Eosins durch Bleichung bedingt sein, da diese sich sehr viel lang-
samer vollzieht und die Wirkung der niichsten schwiicheren Kon-
zentrationen der Wirkung der optimalen noch sehr nahesteht.

6. Die In den vorausgegangenen Sitzen niedergelegten Be-
obachtungen geben keine Anhaltspunkte fiir das Bestehen
einer photochemischen Wirkung gewissermalen
doppelter Art, einer raschen bei O-Gegenwart und
einer langsamen bei O-Mangel, wie es von einigen Autoren
bei der bakteriziden Wirkung des Lichtes angenommen wird. Nach-
dem von uns der Nachweis geliefert wurde, dab das System Licht
—+ flnorescierende Substanz im allgemeinen sowohl bei O-Gegen-
wart wie bel O-Abwesenheit wirksam ist, und es nur von der
Natur des exponierten lichtempfindlichen Stoffes abhéingt, ob der
eine oder der andere Fall eintritt, so wiire das Stattfinden beider
Vorgiinge an ein und demselben exponierten Stoffe wohl denkbar.
Man kinnte sich z. B. vorstellen, dab bei O-Gegenwart eine labilere
Gruppe des Enzyms resp. Protoplasmas angegriffen (oxydiert) wird,

1) Diese Verhiiltnisse geben Mittel an die Hand, um Zellen von dichter
Aulienmembran von solchen mit zarter zu sondern, desgleichen Zellen von
Enzymen und Toxinen, welche im Aunlenmedinm enthalten sind.
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bei O-Mangel eine schwerer angreifbare reduziert wird oder auch,
dal der Angriftsort in beiden Fillen zwar der gleiche ist, derselbe
aber fiir photochemische Oxydation empfindlicher wiire als fiir
Reduktion.

Nachdem von uns aber in dieser Abhandlung gefunden wurde,
dab durch das System Licht 4+ Eosin die Vernichtung des Enzyms
bei O-Gegenwart in 40 Minuten nahezu total ist, bei O-Ausschluf
hingegen eine Schiidigung nach 18 Stunden noch nicht wahrnehmbar
ist, wilrde obige Vorstellung einer zweifachen Art von photochemi-
scher Wirkung eine so gewaltige Verschiedenheit der Empfindlich-
keit voraussetzen, dal dieselbe als sehr unwahrscheinlich zu be-
zeichnen ist.

Die vorstehenden Betrachtungen beziehen sich selbstverstind-
lich vorerst nur auf die durch Wasser und Glas filtrierten (sicht-
baren) Sonnenstrahlen und auf das Versuchsobjekt Invertin. Ver-
suche mit ultraviolettem Licht und anderen Versuchsobjekten sind
in Angriff genommen.
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Weitere Untersuchungen, ob eine ,Dunkelwirkung* der
fluorescierenden Stoffe statthat.

Yon

A. Jodlbauer.

Die Angabe von W. Straub!), dab fluorescierende Stoffe
(Eosin und Chinin) Jod aus Jodkalinm auch im Dunkeln abzuspalten
vermigen, wurde bereits in einer fritheren Abhandlung ®) auf Ver-
suchsfehler zuriickgefithrt; bei Ausschaltung derselben erhiilt man
durchaus negative Resultate. In der folgenden Arbeit iiber Toxine
nun ist die Beobachtung gemacht, dab Tiere, welche im Dunkeln
mit Eosin versetztes Toxin injiziert erhalten hatten, bisweilen spiter
starben als mit Toxin allein behandelte. Obgleich es aulier Frage
steht, dalb derartige, in ihrer Eindeutigkeit fragliche Beobachtungen
an lebenden Organismen bedeutend geringeren Wert besitzen als
die in ihren Bedingungen leicht iibersehbaren chemischen Versuche,
s0 forderten sie doch in Anbetracht der grolien theoretischen Be-
deutung der Frage auf, die Untersuchung nochmals aufzunehmen
und auf Enzyme und Toxine auszudehnen.

Unsere Vorstellungen iiber das Wesen der photodynamischen
Erscheinung miibten, wie nicht weiter anseinandergesetzt zu werden
braucht, erheblich modifiziert werden, wenn eine ,Dunkelwirkung*
der flnorescierenden Substanzen existierte.

I. Versuche mit Jodkalinum.
Zum Unterschied der frither ausgefiihrten Versuche wurde
diesmal absichtlich Siure zugesetzt, um eventuell gquantitativ fest-

stellbare Unterschiede in der Jodspaltung zwischen den Versuchen
mit floorescierenden Substanzen und den Nullversuchen zu erhalten.

1) Arch. f. exp. Patholog. 51, 383.
2) V. ¢), p. 100.
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Auferdem wurden sie in Platingefifien statt in Glasgefiben ge-
macht, da letztere bekanntlich Alkali abzugeben vermigen. Die
mit den im Dunkeln bereiteten Liosungen gefiillten Gefile wurden
in leere Exsikatoren gestellt, welche mit Sauerstoft’ gefiillt wurden
und 14 Tage im Dunkelzimmer bei ca. 20" stehen bliecben. Hierauf
folgte der Zusatz von Stirkekleister und die Titriernng mit /40,
Thiosulfat bei miglichst schwacher Beleuchtung.

Die Versnche, welche mit 3°/, reinstem Jodkalium unter Zusatz
von Y peee-n0rmal Salzsiiure angesetzt waren, gaben ein vollstindig
negatives Resultat. Keine Spur von Jodbildung sowohl in den
Lisungen ohne wie mit Zusatz von fluorescierender Substanz.

Die Versuche mit Zusatz von '/,,,-normal Salzsiure gaben
folgendes:

verbranchtes Thiosulfat in cem

Art des Zusatzes Bigs :
7 fiir je 30 cem Versuchslisung

0 3.9
0 : 4.1
') 000 - molek. diehloranthracendisulfos. Natron 4.0
1,'I1u i ) " ] 'LCI
g . Hosin 2.4
: .ll'l Chiia i n 3"5

Das Resultat ist, dab eine Dunkelwirkung der
beiden fluorescierenden Substanzen innerhalb der
Versuchszeit (14 Tage) nicht wahrzunehmen war. Die
Menge des im Dunkeln freizewordenen Jod in den GefiBien ohne
Zusatz und mit Zusatz von dichloranthracendisulfosaurem Natron
ist vollkommen gleich. In den Gefifien mit Tetrabromfluorescein-
Natrium (Eosin), besonders in dem Versuche mit '/,,,-normal, ist
sie sogar geringer. HKEs erklirt sich dies daraus, dalf auf den Zu-
satz des HCI etwas Tetrabromfluorescein freigemacht und in Form
einer leichten Tritbung ausgefallen war. Hierdurch hatte die
Aciditiit des (Gemisches, welche das Freiwerden des Jods begiinstigt,
etwas abgenommen.

DaB das Reaktionsgemisch fiir das Freiwerden von Jod sehr
aiinstig zusammengesetzt war, ergab die Prifung auf seine Licht-
empfindlichkeit: Als die Lisungen nach der Titrierung der Sonne
ausgesetzt wurden, erfolgte die Bliuung derselben in den Gefiben
mit Dichloranthracendisulfosiiure und Eosin fast augenblicklich i
jenen mit Jodkalinm allein nach 10 Minuten.
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I1. Versuche mit Diastase.

Eine zentrifugierte und filtrierte Lisung von Diastase von ca.
0,59, Gehalt wurden mit Toluol wversetzt und in Flaschen mit
reichlichem Luftranme abgefiillt. Flasche a) blieb ohne Zusatz,
b) erhielt einen Zusatz von '/,,,,-normal dichloranthracendisulfo-
saurem Natron, ¢) einen Zusatz von '/,,,, Eosin, d) einen solchen
von /,q 000 - NOTmMal.

Die 4 Flaschen wurden 15 Tage lang im Dunkeln in Eis auf-
hewahrt. Hierauf wurden im Dunkelzimmer je 10 cem ihres In-
haltes mit 90 cem einprozentiger Stirke versetzt stehen gelassen,
Zuniéichst beobachtete man den Verlanf der Verzuckerung durch
die sog. Tipfelprobe mit Jod-Jodkalium. KEs errab sich, dal
die Stérke- resp. Dextrinfirbung in allen 4 Flaschen in genau
derselben Zeit verschwand.

Sodann wurde der in 2 Stunden gebildete Zucker nach der
Methode von Allihn bestimmt, wobei je 25 cem aus jeder Portion

zur Analyse kamen.
Ca in Mg.

Portion a 155,
D 163,6
e 159,0
| 158,6.

Die Mengen des erhaltenen Kupfers sind in den
Flaschen mit Kosin und Dichloranthracendisulfosinre ebenso grol
wie in der Flasche ohne Zusatz.

Das Ergebnis ist also auch hier, dab eine Dunkel-
wirkung nicht nachzuweisen ist.

I1I. Versuch mit Ricin.

Um auch einen Versuch mit einem Toxin zu machen, wurde
die Beeinflussung der agglutinierenden Wirkung des Ricins unter-
sucht. Die Wirkung der frisch bereiteten 1%/, Lisung in 5%, Koch-
salz war folgende: 04 cem erzeugten in 1 cem mit physiologischer
Kochsalzlosung im Verhiltnis von 1:5 verdiinnten Blutes eben
noch vollstindige Agglutinierung, 0.3 cem eine eben noch merkbare

Die Ricinlosung wurde nun in 6 Flaschen verteilt, welche so
grob gewiihlt waren, dall die Flissigkeit nur '/, des Rauminhaltes
einnahm. Zwel derselben blieben ohne Zusatz, zwei erhielten
dichloranthracendisultosanres Natron '/,,,, und '/, 00 - normal, zwei



Eosin ,,0 und '/, 400 -normal.  Sie woarden hierauf unter Tolunol-
zusatz 14 Tage unter Kis im Dunkeln gehalten.

Die Untersuchung des Agglutinierungsvermigens
nach 14 Tagen ergab, dab dasselbe in allen 6 Portionen
vollkommen unverindert geblieben war. Als die mit
fluorescierender Substanz versetzten Ricinlosungen sodann zur Gegen-
probe 11, Stunden dem zerstreuten Tageslichte (sehr heller Tag,
Juli) ausgesetzt wurden, vermochten sie selbst in doppelter Menge
(0,8 ccm) zugesetzt eine Agglutinierong in 1 cem verdiimnten Blutes
nicht mehr hervorzurnfen.

Die drei Versuchsreihen haben somit zn folgendem Ergebnisse
gefiihrt: Kine Dunkelwirkung der fluorescierenden
Stoffe, welche mit der photodynamischen Erschei-
nung Beziehungen hat, ist nicht nachzuweisen.

Eine solche Wirkung miifte in einer Erhthung der Reaktions-
geschwindigkeit der schon im Dunkeln stattfindenden Prozesse be-
stehen. Bel der mit !/, ,,,-normal Salzsiure versetzten Jodkalinm-
losung, wo der Prozel der Jodbildung im Dunkeln deutlich melbbar
ist, war aber eine solche Erhihung nicht eingetreten. Bei den
anderen Lisungen, deren Verinderung im Dunkeln wohl nur darum
der Wahrnehmung entging, weil sie unter den eingehaltenen Be-
dingungen sehr langsam verliunft, hatte der Zusatz von fluorescie-
render Substanz ebenfalls keinen Einflub.




IX.

Uber die Wirkung fluorescierender Stoffe auf Toxine.

Yon

A. Jodlbauer und H. von Tappeiner.

Nach der Erkentnis, dab sowohl Protozoen und Zellen hoherer
Organismen, als auch Enzyme durch geringe Zusiitze von Stoften,
welche die Fihigkeit besitzen, in wisserigen Lisungen zu fluores-
cieren, im Lichte getitet, respektive unwirksam gemacht werden,
war bei den Beziehungen, welche zwischen Enzymen und Toxinen
bestehen, die Ausdehnung der Untersuchung auf Toxine und ver-
wandte Kirper nahegelegt. Uber das Ergebnis wurde bereits in
einigen kurzen Mitteilungen berichtet.’) Im folgenden sollen diese
Versuche ausfiihrlich dargelegt werden. Sie wurden teils aufer-
halb des Organismus (in vitro) teils innerhalb des Organismus (in
corpore) angestellt. Krstere Versuche sind in den Abschnitten I—VII,
letztere in Abschnitt VIII und IX beschrieben.

I. Agglutinierende Wirkung des Ricins.

Das Priiparat war von E. Merck bezogen und kam in der
Regel in 10"}, Kochsalzlisung gelist in Verwendung. Nur in jenen
Féllen, wo die Zusatzsubstanz®) durch diese Lisung ausgefillt
wurde, war 2'/,", Kochsalzlosung das Lisungsmittel. Zur Priifung
auf Agglutinierung wurden nach der Vorschrift von Stillmark
5 cem defibriniertes Rindsblut, mit 25 cem physiologischer Koch-
salzlosung verdimnt, und 5 ecm der Ricinlisung zugesetzt. Die
Wirksamkeit des Priparates war derart, dal eine Lisung von

1) H. v. Tappeiner, Ber. d. D. chem. Gesellsch. 1903, 3. 3035 und Ver-
handlungen des XXI. Kongresses fiir innere Medizin zu Leipzig 1904, — A, Jodl-
baner und H. v. Tappeiner, Minch. med. Wochenschr, 1904 Nr. 17.

2) Dimethylphosphin, Chinolinrot, Aesculin, Azobordeanx, Fuchsin, Azo-
fuchsin.

49
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0,33 “/, eben hinreichte, um vollstindige Agglutinierung zu erzeugen,
so dab das Filtrat farblos, d.i. frei von Blutkirperchen, war. Zu
den folgenden Versuchen wurde eine Lisung von 0,59, verwendet,
Mit ihr wurde eine Anzahl von Flaschen, sog. Rollglisern, aus
durchsichtigem und aus schwarzem Glase zu ca. !/, gefiillt und zu
jedem Paar dieser Hell- und Dunkelflaschen ein bestimmter Zusatz
von Versuchssubstanz gegeben. Ein Paar blieb zur Ermittlung
des Verhaltens der Ricinlisung in Hell und Dunkel ohne Zusatz.
Sémtliche Flaschen wurden in Reihen in einem Zimmer anfgestellt,
so dab das zerstreute Tageslicht zwar allseitiz, indes nur in sehr
mibigem Grade einwirken konnte. Infolgedessen wurde die Be-
lichtung aut 6 Tage zu je 14 Lichtstunden ausgedehnt. Nachts
kamen die Flaschen in den Eisschrank. Am 1., 3. und 6. Tage
wurden aus allen Flaschen Proben entnommen und das Agglutinie-
rungsvermiogen gepriift. Das Ergebnis ist in folgender Tabelle
zusammengestellt:

N Arsnchesnbarans Agglutinierungsvermigen

1. Tag | 3. Tag 6. Tag
Fluorescein-Natrium . . 0059, | vollstindig ! unvollstindig | aufgehoben
3 ¥ 1 e ey el SR el R R - | unvollstindig | aufgehoben | i
Erythrogin® = - . . . . - 5 . - g
Dimethylphosphinchlorid . 2 vollstindig = unvollstindig 4
Chinolinrot . . . . . 001%, | unvollstindig  aufgehoben .
Harmalinchlorid. . . . 0Q,Ud%; i Cunvollstindig i
Aepemlins i e w b & vollstindig vollstindig vollstindig
Azobordeanx . . . . . : < : = 5
Faehsin'. & 20 0 St ; b : .
Azofuchsin . s B L -

In simtlichen Dunkelflasechen und in der Licht-
flasche ohne Zusatz war auch am 6. Tage eine merk-
bare Abnahme des Agglutinierungsvermigens nicht
zu konstatieren. In den Lichtflaschen mit fluores-
cierenden Zusitzen aber war es schon am 1. Tage in
vielen Fillen unvollstindig, am 6. Tage iiberall auf-
gehoben. Nur bei Aesculin blieb es vollstindig er-
halten; ebenso bei dem nichtfluorescierenden Azo-
bordeaux, Azofuchsin und Fuchsin.?)

1) Bei Verwendung von Gefdllen aus diinnem Glase und bei
Exposition in intensivem zerstreutem Tageslichte erhilt man nach
neneren, in der vorausgegangenen Abhandlung bereits veriffentlichten Versnchen
schon nach 1/, Stunden durch Eosin und andere fluorescierende Stoffe Aufhebung
des Agglutinierungsvermiigens. Ebenso verhilt es sich mit der Schiidigung anderer
Toxine und Enzyme.
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II. Allgemeinwirkung des Ricins.

Die letale Dosis des Ricins (E. Merck) war fiir Meerschweinchen
von 350—400 g 0,3 mg. Eine Lisung dieses Priparates in 10 resp.
21,9, Kochsalzlosung wurde in Hell- und Dunkelflaschen abgefiillt
und mit Zusiitzen versehen behandelt, wie in I beschrieben wurde.
Nach 3tigiger Exposition bei mibigem zerstreuten Tageslichte
wurde aus jeder Dunkelflasche die 5fache, aus jeder Lichtflasche
die 5fache und die 10fache letale Dosis Meerschweinchen subkutan
injiziert. Simtliche aus den Dunkelflaschen vergifteten Tiere starben
nach 1%/, Tagen. Das Verhalten der aus den Lichtflaschen injizierten
Tiere war folgendes:

Daz Wievielfache

Name der Substanz der letalen Dosis

Verhalten des Tieres

Elnoresesing . .r oo 5o latia a @ | Hfach bleibt am Leben
! 10 "
EﬂSi.I'l = 0 £ B . E ® ' ;-I LE] : ¥
1 10 ,, "
Harmalin . . 1 =
11 JA tot nach 4 Tagen
Chinolinrot a & bleibt am Leben
10 | tot nach 1!/, Tagen
Dimethylphosphin . . . . . . b [ S A
l{l] L] " " 11.III'.! n
EE T e e e e L B : gl D B
Fuchsin Bt e o
Azobordeanx b S Ve B o e
Azofuehsin 1 5 1Ys

» n n

Die Allgemeinwirkung des Ricins wird demnach
durch Fluorescein, Eosin, Harmalin und Chinolinrot
in zerstreutem Tageslichte soweit aufgehoben, daB
die 5>—10fache letale Dosis von den Tieren ertragen
wird. Dimethylphosphin wirkte nur verzigernd auf den Todes-
eintritt, wahrscheinlich weil von den erregenden brechbareren Strahlen
zu wenig durch die dickwandige Flasche dringen konnte. Aesculin

und die drei nicht flnorescierenden Farbstoffe waren vollstindig
unwirksam.

III. Hiimolytische Wirkung des Crotins.

Um auch das Verhalten eines Himolysins zun untersuchen,
wurden von einer 19, Lisung von Crotin in 0,85 °, CINa je 2 cem
in enge Reagierzylinder abgefiillt, 10 derselben bekamen einen Zu-
satz von 0,2 ccm einer Losung von fluorescierender Substanz, einer
einen Zusatz von 0,2 eem 0,85 ", Kochsalzlosung., Simtliche Rihren

9*
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wurden nebeneinander dem zerstreuten Tageslichte vor einem Nord-
fenster im Februar bei Lufttemperatur von ca. 0° ausgesetzt.
11 Kontrollzylinder in analoger Weise beschickt, kamen gleichzeitig
ins Dunkle. Nach 3 Tagen wurden die Proben mit 5 prozentiger
Aufschwemmung von gewaschenen Kaninchenblutkérperchen in 0,859,
Kochsalz in folgenden 4 Verhiiltnissen versetzt:

0,1 cem Crotinlisung: 20,0 ccm Blutaufschwemmung

n E'?l:' n n
n 2.’0 n n
” E'IE. n ”

Nach 3stiindigem Verweilen im Eisschrank war der Grad der
Hamolyse folgender: In der Kochsalzprobe hell und duonkel und
in den Proben mit fluorescierenden Substanzen im Dunkeln war
die Himolyse in allen Mischungsverhiltnissen vorhanden, in jenen
von 1:5 iiberall komplett. KEine merkbare Wirkung des Lichtes
allein oder der fluorescierenden Substanz im Dunkeln war somit
nicht zu konstatieren. Das Verhalten der fluorescierenden Stoffe
im Lichte gibt die folgende Tabelle; das Verhalten der Koch-
salzprobe hell ist zum Vergleiche beigegeben.

Verhiiltnis der Crotinlisung zur Blut-

Art des Zusatzes: - kirperchenanfschwemmung :
1:200 | 1:e60° | 21:200 | 1:5
. Hiimolyse i
Kochsalz 0,85, vorhanden | vorhanden  vorhanden | komplett
Fluoreseein-Na Y onooe ROTMal 0 | 0 Spur | vorhanden
Tetrabromflnorescein-Na Y000 » 0 0 0 | Spur
# ].'rlouuu 7 0 0 0 1i
¥ e d ] 0 Spur vorhanden
¢ e vorhanden | vorhanden vorhanden i
Tetrachlortetrajodtinorescein-Na 0 0 | = i
l.'lmp{m normal |
Acridinchlorid e vorhanden | vorhanden | . komplett
1/ x 1
L 1 100000 ” e " | - n
Aesculin Iflluﬂu # n | " | E ”

Ergebnis. Die himolytische Wirkung des Crotins
wird durch fluorescierende Substanzen (Fluorescein,
Eosin, Rose bengale) im Lichte aufgehoben Bei An-
wendung von zerstrentem Tageslichte gehiren hierzu jedoch, wenig-
stens bel den angewandten niedrigen Temperaturen, lange Exposi-
tionen. Aesculin hatte keine Wirkung, in Ubereinstimmung mit den
Erfahrungen an Enzymen und anderen Toxinen. Auffallenderweise
war auch Acridinchlorid ohne terkbare Wirkung.




— 133 —

In dieser Unwirksamkeit haben vermutlich zwei Umstinde bei-
getragen. 1. Das Acridinchlorid ist sehr leicht dissociierbar. Eine Aus-
scheidung der freien Base konnte allerdings nicht beobachtet werden,
wohl infolge der anwesenden Blutkirperchen. Ist aber Dissociation ein-
getreten, so kann die Himolyse sowohl eine Wirkung des Toxins als
auch der frei gewordenen Siure sein. Die Beobachtung, daB sich bei einer
Mischung von salzsaurem Aecridin 4 gewaschenen roten Blutkiirperchen
im Lichte nach einiger Zeit aus dem durch die Lichtwirkung frei ge-
wordenen Himoglobin Methimoglobin bildete spricht fiir letzteres. 2. Die
Exposition geschah in Reagenzzylindern aus diinnem Glase. Dieselben
lassen nach den Erfabrungen an anderen Versuchsobjekten von den
brechbareren Strahlen, welche das Acridin absorbiert in geniigender
Weise durch, im Falle des Crotins, dessen Schidigung schwerer er-
folgte als bei anderen Objekten, war es jedoch nicht ausreichend.

1V. Diphtherietoxin.

b ecem einer Standardlisung von Diphtherietoxin vom k. In-
stitute fiir experimentelle Pathologie in Frankfurt freundlichst zu-
gesandt, wurde soweit mit physiologischer Kochsalzlisung unter
Toluolzusatz verdinnt, dab 005 cem ein Meerschweinchen von
ca. 300 ¢ Gewicht eben noch sicher tioteten. Diese Verdiinnung
wurde in 4 Gliser, 2 undurchsichtige (a, b) und 2 durchsichtige (¢, d)
verteilt; Glas b und d enthielten einen bestimmten Zusatz von
fluorescierender Substanz. Die Gliser wurden 3 Tage lang in zer-
strentem Tageslichte (Mérz) stehen gelassen. Nachts kamen sie
in den Eisschrank. Nach dieser Zeit wurden aus allen 4 Portionen
steigende Dosen (bis zur 120fachen der einfachen letalen) Meer-
schweinchen subkutan injiziert.

Versuch mit Kosin 0,05%,.

Das Wie-
Dosis | vielfache Dunkel Hell
des | der ein-
Toxins | fachen | !
in cem | letalen | ohpe Fosin |  mit Eosin ohne Kosin mit Eosin
| IDosis | ; ;
0,05 1 |tot nach 4 Tagen tot nach 5 Tageu!tx:-t nach o Tagenlbleiht gesund
0,1 3 . 60 8tden.| gl : Faraa| z
02 4 o Bl . B2 Stdemn.| , 62 Stden. -~
C':d" 'B 1 43 n n 43 h n 4'8 n n
D:IE ]-E " 'u:' n n 4“ n n 4'{" il n
16 32 [nicht mehr aus-| , 32 , |nicht mehr aus- %
wefiihrt gefiihrt |
3,2 64 . Handlili :
6,0 120 - e R -
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Versuneche mit dichloranthracendisulfosaurem
Natron 005",

« |Das Wie-
Dosis | _:
des | Vielfache Dunkel Hell
Taxing deril}nms,
in cem Eiiligf;l]' ' ohne Zusatz mit Zusatz | ohne Zusatz | mit Zusatz
- |
0,1 2  tot nach 102 Std. tot nach 124 Std. tot nach 124 Std.| Simtl. Tiere
_ 2 bleiben norm.
0,2 : 4 1 2, " 93 . | . 8y Gy
Ud | 8 i 0 60 n 80 " 80 !
08 | 16 " ob n a6 " n his n b
116 | 2 |, 48 m 48 5| n 48 n "
3.2 64 | nicht gemacht | , 36, | micht gemach i
6,0 120 | . iy 5 24 , | = 3

Versuche mit Fluorescein-Natriunm 01%, und
Methylenblau 0,029,

Dosis  Das Wie-| Dunkel Hell

des !vle]fa::he i i

Toxins |d. letalen, ohne ohme | mit mit Me-
: : n Fluores- Methylen- : Fluores- .
in cem | Dosis | Zusatz P blag | Zusatz SR .th:. lenblan

tot mach tot mach tot mach | tot nach Tier bleibt Tier bleibt

0,1 2 3 Tagen 3 Tagen 3 Tagen 4 Tagen esnnd gesund
0.2 4 1, %:’ T (Tl il S {
D.-'l 8 | 1“5 b7 ] 2 ] | # ' 2 ] | T | e
08 16 nicht mehr ansgefiihrt ' x | 2
laﬁ 32 n n " | 1 I ')
32 6L | ,, X : | ) %08

Bemerkungen: Tiere 1) sind nach 10 Tagen sehr abgemagert und schwach,
An der Injektionsstelle zeigt sich starke Schorfbildung. Da diese bei Eosin und
Dichloranthracendisulfosiiure und anch in dieser Versuchsreihe bei den kleinen Dosen
des Toxins nicht auftraten, sind sie der lokalen Wirkung des nicht vollstindig
unwirksam gemachten Toxins zuzuschreiben. Tier 2) ging nach 2 Wochen ein.

Das Ergebnis dieser Versuche ist folgendes: Von Eosin und
dichloranthracendisulfosaurem Natron wurde das
Diphtherietoxin durch 3tdgige Exposition in zer-
streutem Tageslichte mabiger Intensitit so geschidigt,
daf Meerschweinchen nach Injektion der 120fachen
letalen Dosisgesund blieben. Schwicher wirkten Fluores-
cein und Methylenblau. Es wurde nur die 8fache letale Dosis
ertragen.

Das Diphtherietoxin scheint der Wirkung, so weit es sich ohne Zu-
grundelegung von Lichtintensititsmessungen beurteilen liBt, rascher zu
unterliegen als das Ricin und das Crotin. Mit diesem Verhalten wiirde
auch die Beobachtung iibereinstimmen, dal der Tod der Tiere, welche
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die 1-—4 fache letale Dosis einfach belichteten Toxins erhalten hatten
um 1[,—1 Tag verspiitet eintrat, also eine gewisse, wenn anch schwache
Schiidigung des Toxins durch das Licht allein erfolgt war. Die gleiche
Erscheinung zeigte sich bei dem im Dunkeln mit Eosin oder Dichlor-
anthracendisulfosanrem Natron aufbewahrten Toxin, Die Beobachtungen
sind zu wenig zahlreich und auch nicht eindentig genug, als dab sie im
Sinne der von W. Straub behanpteten Dunkelwirkung verwertet werden
kinnten. Es ist niimlich nicht ausgeschlossen, daB die geringe Schiidi-
gung erst in den Tieren nach der Injektion eingetreten ist, da sie in
Kifigen gehalten waren, zn denen miifliges zerstreutes Licht gelangen
konnte.

Y. Verhalten der mit geschiidigtem Diphtherietoxin
injizierten Tiere zu wirksamem Toxin.

Die Meerschweinchen, welche nach den Injektionen von mit
Eosin + Licht behandelten Diphtherietoxin bis zur 120 fachen letalen
Dosis sémtlich gesund geblieben waren, erhielten 14 Tage darauf
die 1Y/, fache letale Dosis frisch gepriiften Diphtherietoxins. Das
Tier mit der einfachen Eosin-Toxindosis verendete mnach 5 Tagen,
die Tiere mit der 3—8fachen Dosis gingen in den nichsten Wochen
ein. Die iibrigen 4 blieben am Leben, sie verhielten sich also wie
immunisierte. Die Wiederholung des Versuches mit Injektion eines
intensiver belichteten Toxins (2'/, Tage sehr helles Tageslicht im
Juli) in 18—35—b5facher Dosis ergab folgendes: Die 14 Tage
daranf injizierte einfache letale Dosis frischen Toxins wurde von
den Tieren ohne Stirung ertragen, die 1,4 fache nur von dem Tiere,
welehes die 55 fache geschiidigte erhalten hatte. Man kionnte daran
denken, daf diese Resultate dadurch hervorgerufen wurden, dalb bei
der Belichtung ein kleiner Teil des Toxins unverdndert geblieben
war. Da indes die Tiere sehr hohe Dosen des belichteten Toxins
ohne Stirung vertragen hatten, so hat diese Erklirung kaum eine
Berechtigung. KEs bleibt somit wohl nur die Miglichkeit, daf das
mit FKosin -}- Licht behandelte Toxin entweder selbst wie ein Anti-
toxin gewirkt oder die Bildung desselben im Tierkdrper veranlaBt
hat. Erstere Moglichkeit ist ausgeschlossen, weil auch die Wirkung
von Antitoxinen (Tetanus-Antitoxin) nach den Versuchen in Abschnitt
VII durch photodynamische Substanzen aufeehoben wird, hingegen ist
es wahrscheinlich, dab das Toxin durch die photodyna-
mische Reaktion eine Zustandverinderung erlitten
hat, welche nach der Auffassungsweise von P. Ehr-
lich dadurch eharakterisiert wire, dalb die toxophore
Gruppe rascher zerstirt wird, als die haptophore. Ein
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derartiges nicht zu lange belichtetes und in nicht zu kleinen Dosen
appliziertes Toxin mub zur Antitoxinbildung im Tierkirper Ver-
anlassung geben.

In diesen Beobachtungen iiber abgestufte photodyna-
mische Wirkung liegen vielleicht die ersten Ansiitze zu einem
nenen Hilfsmittel fir das Studinm der Immunitits-
reaktionen,

YI. Tetanustoxin.

Zur Verwendung kam ein Trockenpriparat von Hichst a. M.,
das von Herrn Prof. Hans Meyer auf seinen Giftwert gepriift und
uns freandlichst iiberlassen worden war. Zuniichst wurde eine
0,59, Lisung hergestellt und diese nach 1 tigigem Stehen im Kis-
schrank abzentrifugiert, sodann mit physiologischer Kochsalzlosung
aa vermischt und in 4 Flaschen, zwei undurchsichtigen a b und
zwel durchsichtigen ¢ d verteilt. Flasche b und d erhielten noch
einen Zusatz von 0,00°%, Eosin. Die Flaschen blieben 3 Tage lang
(Mirz) in zerstrentem Tageslichte stehen, nachts kamen sie in
den Eisschrank. Hierauf folgte die subkutane Injektion an Miusen.

Dosis des D88 Wie-|

g vielfache Dunkel Hell
Toxins | der ein-

10=1 | fachen . g ; P8 (135 g
mg IDusll_ﬁ.: ohne Eosin mit Eosin | ohne Eosin mit Eosin
etalis f

0,000250 1 |tot nach 86 Std./tot nach 102 St./tot nach 86 Std.|bleibtam Leben

! | |Liokaler Tetanns
gntﬁg'f‘g Ein'lz rom E:?;' n|n ]{éé allin: x Eg » | n
pLad 2 L 1~. ] ' 1
G1m£5ﬂ 10 | 2 » 32 i: ! :: # 60 ] :: : 48 : | :l
000625 95 |2 T gp T P TEag SIS SRS aa N otmach B BE
0,01250 al) Sl e o S R R R
I'}jﬂﬁf__}i_) :_:’:fii.} Sl AN Ji- m 1? nl» » 12, |» = 48
0,125 ol |, 4 1 b R [l P Gl ) (R A b |» » 48

Ergebnis. Tetanustoxin wurde durch 3tigige Ex-
position mit Eosin in zerstreutem Tageslichte mifliger
Intensitidt so geschidigt, dab Miuse nachsubkutaner
Injektion der 1--10fachen letalen Dosis am Leben
blieben. Sie hekamen keinen allgemeinen Tetanus, sondern nur
lokalen, d. h. das Bein, an welchem die subkutane Injektion ge-
macht worden war, wurde steif, so dal das Tier bei seinen Loko-
motionen es nachzog. Auf die 25fache letale Dosis trat der Tod
unter den Erscheinungen von allgemeinem Tetanus ein; da er sehr
spit erfolgte, ist es wahrscheinlich, dab wohl noch die (nicht ge-
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priifte) 20fache ohne Lebensgefihrdung ertragen worden wire. —
Licht allein hatte anf das Tetanustoxin nicht merkbar schidigend
gewirkt. Beziiglich des verspiiteten Todeseintrittes bei den Tieren,
welehe das mit Eosin im Dunkeln behandelte Toxin erhalten hatten,
oilt das bei dem Diphtherietoxin Gesagte.

VII. Tetanusantitoxin.

Das verwendete Tetanustoxin war das im vorigen Abschnitte
verwendete. Sein Giftwert fiir 1,0 betrug nahezu 80 Millionen
-+ Ms?) - 0,000,000250 titeten eine Maus von 20 ¢ Gewicht in 3—4
Tagen; 0,000,0228 (das 91 fache) titete in 14 Stunden.

Das Tetanusantitoxin war ebenfalls ein Trockenpriparat von
Hichst a. M. Seine frisch bereitete Lisung enthielt in 1,0 g nahe-
zn 3000 Millionen — Ms. Nach 3 tigigem Stehen unter Tolunol-
zusatz im Dunkeln, tagsiiber bei Zimmertemperatur, nachts im
Eisschrank enthielt sie moch ca. 2700 Millionen — Ms. Sie hatte
somit von ihrem Werte eingebiibt, jedoch nicht so bedeutend, dab
die folgende Versuchsreilie undurchfiihrbar erschien.

Es wurde daher eine Lisung von 0,0038°, Antitoxin in phy-
siologischer Kochsalzlisung unter Toluol in 4 Gliser verteilt, zwei
undurchsichtige (a b) und zweil durchsichtige (c d). Glas b und
d erhielten einen Zusatz von 0,059, Eosin. Die 4 Gliser wurden
nebeneinander bei Zimmertemperatur in zerstrentem Tageslicht
(Mirz) aufgestellt, nachts kamen sie in den Kisschrank. Nach
3 Tagen Exposition wurde auns den Glidsern in steigenden Mengen
Proben entnommen mit Toxinlosung vermischt und das Gemisch
Miunsen von ca. 20 g subkutan injiziert. Die Toxinmenge war
jedesmal die 91fache Dosis letalis minima. Der Antitoxinzusatz
war in der Versuchsreihe I so gewihlt, dal der Toxin noch nicht
vollstindig neutralisiert wurde, so dab noch der Tod der Tiere
in allen Fillen eintreten mulite. In der Reihe IT war Toxin und
Antitoxin in dquivalenten Mengen zugesetzt (0,0228 : 0,00065 mg),
in den weiteren Reihen wurde das Mehrfache des Aquivalentes
an Antitoxin zugesetzt.

Die folgende Tabelle enthiilt die Ergebnisse. Das Zeichen f
bedeuntet Tod, die danebengesetzte Zahl in wieviel Stunden der-
selbe eintrat. Das Zeichen 0 besagt, daf das Tier am Leben blieb.

1) Entsprechend dem von v. Behring eingefithrten Bezeichnungen be-
dentet 1 4 Ms die Giftmenge, welche 1 g Maus in 3—4 Tagen titet; 1 — Ms die
dquivalente Antitoxinmenge.
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Vore Verhiiltnis des | Dunkel Hell

Toxins
51“?}’5' znm Anti- ! ; = el : ot il g
LErne toxin ohne Eosin | mit Eosin | ohne Eosin | mit Eosin
IIf {?gﬁg | .+ B2h T ’fﬁ h + Etgh + 24h
- : (LK (]
11 1:0058 | 0 0 0 5
IV. 1:05 0 0 0 + 32h
V. 1:10 | 0 0 0 1 72h
VL 180 | 0 0 0 0

Ergebnis. Eosinim Lichte wirktstark schidigend
auf Tetanusantitoxin. Nach 3 Tagen Exposition in
zerstreutem Tageslichte sehr midfiger Intensitit ver-
mochte der Zusatz des 33fachen Aquivalentes den
Tod durch Tetanustoxin nicht hintanzuhalten und
erstnachdem Zusatz des 67-fachen Aquivalentes blieb
das Leben erhalten. Licht allein und Eosin im Dunkeln zeigte
keine merkbare Wirkung.

VIII. Untersuchungen iiber die fluorescierenden Stoffe, welche
zur Sensibilisation in tierischem Gewebe optisch am besten
geeignet sind.

Die in neuerer Zeit von verschiedenen Seiten iiber das .Ein-
dringen der Lichtstrahlen® in tierische Gewebe unternommenen
Untersuchungen fithrten zum Ergebnisse, dali dieses Vermigen zu-
nimmt mit der Wellenlinge. Ultraviolette Strahlen dringen nur
Bruchteile von Millimetern ein, von griinen und roten bleibt nach
dem Passieren von einigen Centimetern so viel iibrig, dal photo-
graphische Aufnahmen noch miglich sind, infrarote werden am
wenigsten absorbiert und gelangen daher in noch grifere Tiefen.?)
In Anlehnung an diese Erfahrungen ist daher zu erwarten, dab
mit flnorescierenden Stoffen eine um so grobere Tiefenwirkung
sich erzielen lassen wird, je niher ihr Absorptionsgebiet gegen
das rote Ende des Spektrums gelegen ist. Noch geeigneter wiirden
Stoffe sein, welche durch infrarote Strahlen erregt wiirden. Trotz
mehrfacher Bemithungen der Physiker ist es aber bisher nicht ge-

1) Konf. insbesondere G. Busck, Uber die relative Penetrationsfihigkeit
der verschiedenrn Spektralstrahlen gegeniiber tierischem Gewebe. Mitteil. aus
ans Finsen's Lichtinstitut Heft IV 1903. — J. Schmidt, Uber Sonnenstich
nnd - Schutzmittel gegen Wilrmestrahlung Archiv fiir Hyg. Bd. 47 p. 262, —
E. Hertel, Uber die physiologische Wirkung von Strahlen verschiedener Wellen-
linge, Zeitschr. f. allg. Physiol. V, 95.
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lungen, solche Stoffe aufzufinden.?) Dal eine Tiefenwirkung sich
erreichen laft ging schon aus einigen von O. Raab und R.
Jacobson aunsgefithrten Versuchen hervor. Mit Kosin versetzte
Paramieienkulturen wurden noch getttet, wenn das zutretende
Licht zuvor die Haut eines lebenden Meerschweinchens oder die
Schideldecke eines frisch getiteten Frosches passiert hatte.®)

Die folgenden Versuche sollen dartun, in welchem
Maflie die Tiefenwirkung bei Anwendung von fluores-
cierenden Stoffen, welche in verschiedenen Spektral-
bezirken absorbieren, sich édindert.

Als Reagens dienten Paramiicien, derselben Kultur entnommen,
und als Versuchsobjekt das Ohr eines lebenden Kaninchens. Zur
Priifung war das Ultraviolett-blau absorbierende dichloranthracendi-
sulfosaure Natron, das Griin absorbierende KEosin und das Rot
absorbierende Methylenblan in Aussicht genommen. Von diesen
Stoffen wurden nun zunichst die Konzentrationen ermittelt, bei
welchen gutes zerstreutes Tageslicht (Mittagszeit im Mai) die Para-
miicien im hiingenden Tropfen bei offenem Fenster durch ein Deck-
glas hindurch in 15 Minuten zu titen vermochte. Dieselben waren
fiir Dichloranthracendisulfosiure 1:120000, fiir Kosin 1:2000, fir
Methylenblaun 1:100000. Die beiden ersten Konzentrationen sind un-
giftig, d.h. sie sind im Dunkeln innerhalb 48 Stunden auf Para-
miicien ohne merkbaren Einfluli; das Methylenblan aber titete die
Paramiicien in obiger Konzentration noch in 8 Stunden. Um reine
Lichtwirkung zn haben, wurde daher an Stelle des Methylenblau das
ihm optisch und chemisch verwandte, aber weniger giftige Methylen-
violett (Dimethylthionolinehlorid #)) verwendet. Es fluoresciert in
wisseriger Liosung von 1:100000 in durch Linse konzentriertem
Sonnenlichte feurig rot und besitzt zwei Absorptionsstreifen, einen
stiirkeren im Rot und einen schwiicheren im Gelb. Paramiicien
wurden durch Einwirkung von zerstreutem Tageslicht von 15 Minuten
Dauer bei Konzentration von 1:500000 getitet. Im Dunkeln waren
sie selbst bei Konzentration von 1:150000 nach 24 Stunden unver-
dndert am Leben.?)

1) E. Wiedemann, Uber Fluorescenz, Festschrift der Universitit Er-
langen 1901.

2) Zeitschr. f. Biologie Bd. 41 p. 4556 und Bd. 39 p. 524,

3) Chemisch rein durch freundliche Zusendung der Badischen Anilin- und
Sodafabrik erhalten.

4) Auf Invertin wirkt Methylenviolett in Konzentration von 000059, un-
gefiihr ebenso stark schiidigend wie Methylenblau.
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Nach diesen Feststellungen wurde zum eigentlichen Versuche
iiber Tiefenwirkung iibergegangen. Hierbei wurde ein nach oben
offenes Kistehen aus Hartgummi mit doppelter Wandung beniitzt.
Durch den Zwischenraum konnte ein Wasserstrom geleitet werden,
wodurch die Temperatur im Binnenraum, kontrolliert durch ein in
denselben hineinreichendes Thermometer, anf 20—25" gehalten
werden konnte. Der Binnenraum hatte eine quadratische Grund-
fliche von 5 ><5H em und eine Hohe von 3 em, geriumig genug,
um 4 feuchte Kammern mit Paramicienpriiparaten im hingen-
den Tropfen aufzunehmen. Zwei dieser Kammern waren durch
Schwirzung resp. Verklebung mit Stanniol vollkommen lichtdicht
gemacht. Auf diese Weise konnten je 2 fluorescierende Stoffe, mit
und ohne Lichtzutritt (Kontrolle) auf einmal untersucht werden.
Auf der Oberseite des Kistchens war eine Filzplatte mit guadra-
tischem Ausschnitt festgeklebt, auf welche dann das Ohr eines
lebenden Kaninchens mit Heftpflasterstreifen und lichtdichtem Papier
unter Erhaltung der normalen Blutzirkulation so befestigt war, dab
der Zutritt des Lichtes in das Innere des Kistchens nur durch das
Ohr miglich war. Nachdem diese Vorbereitungen im Dunkelzimmer
erledigt waren, wurde in Sonnenlicht zur Mittagszeit im Mai ex-
poniert und sodann im Dunkelzimmer bei moglichst schwacher Be-
lenchtung die Paramiicien besichtigt.

Wie in allen friitheren Untersuchungen enthielten auch hier
die einzelnen Pridparate eine betriichtliche Anzahl von Individuen
(16—24), so dal Tiduschung durch das manchmal vorkommende,
etwas ungleiche Verhalten einzelner Individuen ansgeschlossen war.

Die Tabelle der folgenden Seite enthilt das Hesultat zweler
Versuchsreihen, welche an zwei aufeinanderfolgenden Tagen bei villig
gleichen Lichtverhiltnissen angestellt worden waren.

Das Ergebnis der Versuche entspricht der Erwartung:

Dasim Ultraviolett-Blan absorbierende dichloran-
thracendisulfosaure Natron hatte nach 2 Stunden Ex-
position noch nicht merkbar gewirkt, das im Griin
absorbierende Kosin die Paramiicien in dieser Zeit
ehen getitet, das im Rot absorbierende Methylen-
violett Tod und Zerfall der Paramicien schon nach
1Y, Stunden hervorgebracht. Fiir Tiefenwirkung sind
somit jene fluorescierenden Stoffe am besten ge-
eignet, deren Absorption miglichst weilt vom stéirker
brechbaren Ende des Spektrums entfernt liegt. Selbst
verstiindlich bezieht sich dieser Satz nur auf die optischen Ver-
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~ Nr. des Ver-
snches und ¥ | Konzen-
Dauer d. Expo- | Zusatz | tration Hell Dunkel
sition | .

1:120000 Sidmtliche Para- |Siimtliche Tiere un-
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| miicien tot, einige
noch rollend. Farb-
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|allen noch gering,
daher Tod erst kurz
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9. 1Y, Stunden : mehr in rollender

Bewegung also im
Ahsterben. “

Methylen- |1 : 500000 Alle Tiere tot, auf-|
violett gequollen und zer-|
' fallen. |

hiltnisse. Im Tierkérper selbst kionnen noch mancherlei andere
Momente bei der Wirkung bestimmend sein, wie der folgende Ab-
schnitt dartun wird.

IX. Yersuche an mit Ricin und Diphtherietoxin vergifteten
Tieren.

Die Versuche sind an Meerschweinchen ausgefiihrt, welche
tags zuvor am Riicken enthaart worden waren. Die Enthaarung
wurde durch Auflegen eines Breies von Calciumhydrosulfid bewerk-
stelligt, der durch Einleiten von Schwefelwasserstoff in Kalkmilch
frisch bereitet war. Nach 1—2 Minuten Einwirkung konnten die
Haare abgestreift werden, ohne daf eine bedeutendere Schidigung
der Haut zuriickblieb.

1. Versuch. 3 Meerschweinchen von 520—550 g Gewicht erhalten
eine subkutane Injektion von 0,01 Eosin (in einprozentiger
Liosung), nach einer Stunde an derselben Stelle eine In-
jektion von Ricin in einfacher letaler Dosis (0,0008 mg pro
Gramm Kirpergewicht). Die gleiche Dosis von Ricin wird 3 Kontroll-
tieren injiziert. Simtliche Tiere werden sodann 2 Tage (Mirz) der Sonne
ausgesetzt.
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Resultat. Kontrolltiere: 2 starben nach 48 Stunden

]' n n 54 n
Fosintiere: 1 e ! 5
1 n n gﬁ n

1 blieb am Leben.

2. Versuch. 18 Tiere von 520—550 Gewicht erhalten Eosin 0,01
und Ricin in einfacher letaler Dosis gleichzeitig sub-
kutan an verschiedener Stelle. Die gleiche Dosis Ricin wird
9 Kontrolltieren injiziert. KExposition in Sonne wie oben.

Resultat, Kontrolltiere: 4 starben nach 30 Stunden
w 92 )
. 42
32
36
42
48
a 72
3. Versuch: Methylenblau 0,002 oder Eosin 0,01 subku-
tan am enthaarten Riicken, Diphtherietoxin in 1—4facher
letaler Dosis 3 Stunden nachher an gleicher Stelle. Die
Kontrolltiere erhielten Kochsalzinjektionen und 3 Stunden darauf die
analogen Toxinmengen. Sidmtliche Tiere wurden sodann 2 Tage lang
der Sonne ausgesetzt.

Fosintiere :

2 3T 3 =
2 =2 3 2

"

Lo b0 00 bE Do
2 3 32 3 3

¥ =

. | Das Wie-| |
Dosis des | " Cioteache : £l : i,
Toxing | ' otalen Kontrolltiere Eosintiere | Methylenblantiere
m cem | . |
; Tosis |
0,05 1 ‘ Beide Tiere tot Beide Tiere wurden| Ebenso.
nach 3 resp. krank, blieben aber
4 Tagen am Leben. ;
0,15 3 tot nach 2 Tagen tot nach 7 Tagen | tot nach 6 Tagen
H.HD i H n 1 -E n ] n n n n 4 n

4. Versuch. Gleichzeitige Injektion von Eosin 0,025
intraperitoneal und Diphtherietoxin subkutan an einer
vom Lichte abgewandten Stelle. 3 Eosintiere und 3 Kontroll-
tiere wurden 2 Tage der Sonne ausgesetzt, je 3 Tiere ebensolange im
Dunkeln gehalten. Die weitere Zeit verbrachten sie in den gewdhnlichen
Stillen. Simtliche Tiere wogen sehr annihernd 500 g. Das Toxin
stammte aus einer anderen Standardlisung als bei den vorausgegangenen
Versuchen,

Dosis des
Toxins Kontrolltiere
hell dunkel
0,055 tot nach 14 Tagen tot nach 11 Tagen
ﬂiﬂﬁ'ﬂ n n 14 n N 1 3 "

0,070 L O o Lo B
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Dosis des
Toxins Eosintiere
hell dunkel
0,055 bleibt am Leben tot nach 10 Tagen
0,060  tot nach 16 Tagen . e
0,070 e L i i ,, o

Das Ergebnis dieser Versuche kann in folgende 4 Punkte zu-
sammengefalit werden:

1. Nach subkutaner Injektion von Diphtherietoxin
in einfacher letaler Dosis, 3 Stunden nach der an
selber Stelle erfolgten Applikationder fluorescieren-
den Substanz blieben die Tiere am Leben. Nach Injek-
tion der 3—4 fachen Dosis starben sie verspiitet, nach 3mal so-
viel Tagen wie die ebenfalls der Sonne ausgesetzt gewesenen Kontroll-
tiere (Versuch 3).

Bei gleichzeitiger Injektionder fluorescierenden
Substanz und des Toxins an verschiedener Stelle war
das Ergebnis weniger beriedigend. Es blieb nur ein Tier
am Leben, bei den zwel anderen wurde nur der Todeseintritt hin-
ausgeschoben (Versuch 4).

2. Ahnlichen Verlauf nahmen die Versuche mit
Ricin an gleicher und an getrennter Injektionsstelle (Versuch 1 und 2).

3. Die nach den Versuchen des 8. Abschnittes zn erwartende
bessere Wirkung des Methylenblaus gegeniiber dem Eosin
ist nicht eingetreten. Der Grund liegt wohl darin, dal das
Methylenblan im Warmbliiter sehr bald zu Leukobase reduziert
und somit unwirksam wird (Versuch 3).

4, Nach den in Versuch 4 erhaltenen Resultaten hat es den
Anschein, als ob Licht allein auf die mit Diphtherie-
toxin behandelten Tiere von Einfluff war. Der Tod trat
bei den Lichttieren nach 12—14 Tagen, bei den Dunkeltieren nach
7—10 Tagen ein. Die Zahl der Tiere ist indes zu klein, um einen
bestimmten Schluf zu erlauben. Auch ist es nicht ausgeschlossen,
dab die Dunkeltiere unter ungiinstigeren Ernihrungsbedingungen
standen als die Lichttiere. Die Beobachtung ist aber immerhin derart,
daB sie zu einer Wiederholung des Versuches in griferem Umfange
auffordert. Die in Punkt 1—3 aunfgefithrten Ergebnisse sind von
dieser Beobachtung, auch wenn sie sich bestiitizen sollte, unbeeinflufit,
da die Kontrolltiere in gleicher Weise der Sonne ausgesetzt waren
wie die Fosin- und Methylenblan-Tiere.

Zur richtigen Einschitzung der in 1 und 2 zusammengetfalbten
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Versuchsergebnisse mubB folgendes angefithrt werden.. Von dem
subkutan injizierten Kosin resp. Methylenblan wird nur ein Teil
rasch in das Blut aufgenommen, der andere bleibt lingere Zeit
im Gewebe liegen. Dasnachher anselbe Stelle injizierte
Toxin traf daher wahrscheinlich noch mit unresor-
bierter fluorescierender Substanzin vermutlich noch
wirksamer Form, d. h. nicht an die Gewebsfaser ge-
bunden, zusammen und die Schidigung begann daher
schon an der Applikationsstelle. Welchen Umfang sie
hier erreichte, entzieht sich der sicheren Beurteilung, weil die Ge-
schwindigkeit der Resorption des Toxins und die Intensitit der
Lichtwirkung durch die Haut nicht genan genug bekannt sind.

Die nicht ganz erfolglosen Versuche mit Injektion
von Eosin und Toxin an getrennter Stelle sprechen da-
filr, daB eine Wirkung auch nach der Resorption des
Toxins eintreten kann. Da die Injektion des Toxins an der
behaarten, vom Lichte abgewandten Bauchseite erfolgte, ist es nicht
wahrscheinlich, dalb die Wirkung auch in diesen Versuchen eine
vorwiegend Ortliche war, in der Weise, dab das noch nicht resor-
bierte Toxin durch das in die Haut wieder aunsgeschiedene Kosin
geschidigt wurde.

Die unvollkommenen Erfolege, weleche in den Ver-
suchen mit getrennten Injektionsstellen erzielt
wurden, erkldren sich teils durch die rasche Auns-
scheidung des Toxins aus dem Blute, teils wohl auch
durch die Hemmung der Sensibilisation. Beziiglich des Toxins,
spez. des Diphtherietoxins haben die Untersuchungen von Dinitz
ergeben, dab es infolge Fixierung in den Orgamen sehr rasch aus
dem Blute verschwindet.!) Die Periode der Zirkulation in den Haut-
kapillaren, wiihrend der es dem Lichte am leichtesten zugiinglich ist,
ist daher nur eine sehr kurze. Die Wirkung in den tieferliegenden
Organen aber ist unter allen Umstéinden eine viel geringere, selbst
wenn die photodynamische Substanz in einer wirksamen Form da-
hingelangen kann und das fixierte Toxin der Wirkung noch zugiing-
lich bleibt. Hierzu kommt wahrscheinlich noch der Umstand, daf nach
den von G. Busck im pharmakologischen Institute Miinchen unter-
nommenen, noch nicht wveriffentlichten Untersuchungen die photo-
dynamische Wirkung auf Zellen, Enzyme und Toxine durch das
Serum des Blutes verschiedener Tierarten in hohem Grade ge-

1) Areh. internat. de pharmacodynamie V, 425.
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hemmt wird. Nur die Anwendung relativ hoher Konzentration der
flnorescierenden Substanz im Blute verspricht Erfolg. Die Grenze
hierfiir ist aber bald gesetzt, da alle bisher zn Tierversuchen be-
niitzten fluorescierenden Stoffe nach der Resorption schon im
Dunkeln giftie sind nund die schidigende Wirkung im Lichte noch
zunimmt.')

Griofbere Aussicht auf Erfolg eriiffnen die Ver-
suche fiir gewisse drtliche Anwendungen, wenn z B,
die Wirkung des von auflen anfgenommenen Giftes im
wesentlichen eine lokale bleibt wie in vielen Fillen von
Kreuzotternbif oder wenn die Produktionsstitte des
Toxins selbst getroffen werden kann, wo es sich dann
nicht um die Vernichtung grofer Giftmengen auf einmal, sondern
um die Zerstirung kleiner nach Maligabe ihrer Bildung handelt.
Der Lichtzutritt bei solcher ortlichen Anwendung ist ein aus-
reichender und die zu applizierenden Mengen von fluorescierender
Substanz kiénnen weit unter der toxischen Grenze bleiben.

1) A. Jodlbauner u. G. Busck, Uber die Wirkungen von Fluorescein und
Fluoresceinderivaten im Lichte und im Dunkeln. Arch. intern. de pharmaco-
dynamie Vol. XV p. 263.

10



X.

Uber die Abhiingigkeit der Wirkung der fluorescierenden
Stoffe von ihrer Konzentration.

YVon

A. Jodlbauwer und H. v. Tappeiner.

Die bisherigen Untersuchungen iiber fluorescierende (photodyna-
mische) Stoffe wurden in der Regel in Konzentrationen von 0,005 bis
005", ausgefiithrt. Eine genauere Untersuchung iiber die Abhiingigkeit
der Wirkung von der Konzentration mubte wegen vordringlicherer
anderer Arbeiten bis jetzt aufgeschoben bleiben. An Zellen ist
dieselbe schwierig durchfithrbar, da die Verhiltnisse hier wegen
der Giftigkeit der Stoffe und wegen der Abhingigkeit der photo-
dynamischen Wirkung von der Aufnahme in die Zelle sehr ver-
wickelt sind. Bel Enzymen kommen diese Faktoren nicht in Be-
tracht. ks wurde daher Invertin als Untersuchungsobjekt ge-
withlt und die Jodabspaltung ans Jodkalium zum Vergleiche
herangezogen.

Uber den Einflub der Dichte des Eosins bei letzterer Reaktion
hat bereits W. Straub Versuche ausgefithrt. In der ersten Mit-
teilung ') kommt er zu dem KErgebnisse, .dal von einem gewissen
minimalen Grenzwert ab die Jodabspaltung proportional der Eosin-
konzentration wiichst.* Aus einem Versuche der zweiten Arbeit®)
aber wird die Folgerung gezogen, .daf man mit ein und derselben
Menge Eosin bei gleicher Dauer der Belichtung um so mehr Jod
abspalten kann, je verdiinnter die Eosinlisung ist.* Nach unseren
in der Folge mitgeteilten Untersuchungen kommt in keinem dieser
Sitze der wahre Sachverhalt zum Ausdrucke. Da Straub die
von ihm befolgte Versuchsanordnung nicht nédher beschreibt, so

1) Miinch. med. Wochenschrift 1904 Nr. 25.
2) Arch. f. exp. Path. n. Fharmakol. Bd. 51 383.
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kann nicht ersehen werden, wodurch er zu diesen Angaben gefiihrt
wurde.

Versuchsanordnung: Das Prinzip der Anordnung ist- ein
sehr einfaches: Losungen von Invertin und Jodkalinm versetzt mit
einer fluorescierenden Substanz in steigender Konzentration werden
unter gleichen Verhiltnissen eine bestimmte Zeit dem Lichte aus-
gesetzt und das Invertierungsvermigen resp. das abgeschiedene
Jod nachher bestimmt. Bei der Ausfithrong aber ist zu beachten,
dali erstens die Schichtendicke der lisungen so grob genommen
wird, daB die Absorption des Lichtes in allen Konzentrationen
wenigstens anndhernd vollstindig bleibt und dal zweitens der Zu-
tritt des Sanerstoffs ein aunsreichender ist. Der ersteren Bedingung
kann in Versuchen mit ruhenden Losungen in Kuvetten oder
Sechalen .Schalen- oder Standversuche® leicht entsprochen werden,
die Erfilllang der zweiten erscheint nur in Versuchen mit bewegten
Lisungen ..Schiittelversuche* gesieherft. Wir haben beide Versuchs-
arten heniitzt.

Schalenversunche: Die Verwendung allseitiz geschlossener,
planparalleler Kuvetten mit Luftraum scheiterte an dem Umstande,
dab die ohere Platte bei der Exposition in Sonne alsbald mit
dicken Tropfen verdunsteten und wieder kondensierten Wassers
sich beschlug, wodurch der Zutritt des Lichtes sehr ungleich
werden mubte. Es blieb daher nichts anderes iibrig als offene
runde Schalen mit ebenem Boden und senkrechter Wandung, sog.
Kristallisationsschalen, zu nehmen. Sie hatten einen Durchmesser
von 57—5H8 mm und wurden in der Regel mit 30 cem Lisung ge-
filllt. so dalb die Schichtendicke 1.2 cm befrug. Versuche mit
0.6 und 24 em Schichtendicke ergaben im wesentlichen dasselbe
Resultat. Bei der Exposition wurden die Schalen an einem offenen
Fenster im Kreise dicht aneinandergereiht aunfeestellt, die Seiten-
wiinde waren mit lichtdichtem Papier auben verkleidet, so dal das
Licht nur von oben zutreten konnte: bei den Versuchen in Sonnen-
licht wurde die Inzidenz durch einen Spiegel senkrecht gemacht.
Der Anderung der Konzentration der Losungen withrend der Ex-
position wurde durch Ergiinzung des Wassers so gut wie miglich
entgegengetreten, ein villiger Ausschlulf dieser Fehlerquelle war
natiirlich nur durch die folgende Methode gegeben.

wSehiittelversuehe®: Diinnwandige Reagenszylinder von
15 mm Weite und 16 em Linge wurden zu '/, mit den Lisungen
eefiillt und an der Peripherie einer nahezu senkrecht gestellten

drehbaren Scheibe befestigt. Die Vorrichtung wurde bereits in
10%
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der Arbeit iiber Bakterien und Fadenpilze verwendet und ist in
Fig.1a und 1b der folgenden Mitteilung abgebildet. Die in zer-
strentem Tageslicht oder in der Sonne aufgestellte Scheibe machte
ca. 30 Umdrehungen in der Minute, ebenso oft erfolgte also eine
['mschiittelung in den Reagenszylindern.

In den wesentlichen Ziigen fiihrten die Schiittelversuche zu
den gleichen Ergebnissen wie die Schalenversuche, so dab sie als
zuverlissige Erginzung der letzteren verwertet werden konnten.
Kine Fehlerquelle haftet indes auch ihnen an, bedingt durch die
in den verdiinnten Lisungen eintretende Hydrolyse. Sie konnte
in unseren Versuchen durch Zusatz eines Uberschusses von Alkali
(NH;) nicht korrigiert werden, weil die Jodabspaltung aus Jod-
kalium schon bei geringer Alkalescenz der Lisung nicht mehr
eintritt und das Invertin durch Alkali bekanntlich zerstirt wird.

Als Lichtqnelle diente in den Jodkalinmversuchen die
Sonne (Exposition 7—8 Stunden); in den Versuchen mit Invertin
geniigte, da seine Lichtempfindlichkeit sehr viel griber ist und die
Versuche in der besten Jahreszeit (Juli) ausgefithrt wurden, zer-
streutes Tageslicht von ®,—1%/, Stunden Dauer. Beziiglich des
zu den Versnchen verwendeten Jodkalinms sei erwiihmnt, dab es
reinstes von E. Merck bezogenes war. Zur Herstellung seiner
Libsungen (3—6 ") diente frisch destilliertes, also siurefreies Wasser.
[n solchen absolut neutralen Lisungen ist die Jodabspaltung durch
Licht allein eine sehr langsame. Infolgedessen ergaben die Null-
versuche d. h. die Versnche ohne Zusatz fluorescierender Substanz
in den (geschlossenen) Schiittelversuchen regelmifig keinen titrier-
baren Wert, wogegen in den (offenen) Schalenversuchen die .Jod-
bildung eine wechselnde war, -je nach dem Reichtum der Atmo-
sphire an jodabspaltenden Faktoren. Die Bestimmung des Jods
geschah durch Thiosulfat '/,,,-normal nach Zusatz von Stirke.
Die genaue Titriernng ist in den konzentrierteren Lisungen der
Fluoresceine keine leichte Aufeabe, da die Endreaktion schwer zu
erkennen ist. Nach unseren Erfahrungen filirt man am besten,
wenn man die Titrierung in Reagenszylindern vornimmt und selbe
so lange fortsetzt. als die einfallenden Tropfen des Thiosnlfats
bei leichtem Schwenken noch Wolken erzeugen, welche bei stirkerem
Schiitteln sich wieder ausgleichen.

Das zu den Invertinversuchen verwendete Priparat war eben-
falls von E. Merck bezogen. KEs liste sich sehr gut in Wasser.
Es kam in Lisungen von ca. 0.12 9, in Verwendung, welche durch
Zentrifugieren noch villig geklirt wurden. Zur Bestimmung des
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Invertierungsvermigens wurden sie mit 10°, Rohrzuckerlisung zn
gleichen Teilen versetzt und nach 10 Stunden Stehen im Dunkeln
die Drehung durch einen Halbschattenapparat nach Laurent
bestimmt. Die Drehung vor der Invertierung ist - 3.20° nach
derselben, wenn sie ganz vollstiindig ist, 1,04 °,

1. Versuche mit: Fluoresceinen.

Tabelle 1. Ubersichtsversuch an Jodkalium.

In Schalen zu gleicher Zeit vorgenommen. Schichtendicke
1,2 em: Exposition 10—5 Uhr in Sonne. Die Fluoresceine wurden
als Natronsalze verwendet, ebenso in den folgenden Versuchen.

Yerbraunchte cem Thiosulfat.

Tetrachlor-

Kﬂ,nzen- | Tetrachlor- | Tetrabrom- Tetrajod- :
tration des | Fluorescein | fltheies g q - tetrajod-
Farhiatotes norescein orescein uorescein | g oo coein

|
100 -nOTMAl 2,3 3,1 14,0 17,2 2
Y1000 20,2 18,0 17,0 228 | 208
Yiooco = 14,5 13.8 15,2 17,0 23.0
:_lllj_mqm | d‘ﬁh} H. 1 I :::.3 ]'F.LH | 13?[1'
000000 = 12 4,2 6.6 5,2 10,6
1] 04 |

Der Versuch ergibt fiir alle Fluoresceine das Gemeinsame, dab
die Wirkung mit abnehmender Konzentration zuniichst zn einem
Maximum, das zwischen Konzentration '/j,,,-normal und /600"
normal liegt, ansteigt und dann abfillt. Der Abfall ist bei dem
Fluorescein rascher als bei den anderen Stoften, was darauf hin-
deutet, dalb die Absorption des Lichtes in den sehr stark ver-
diimnten Lisungen dieses Stoffes bei der angewandten Schichten-
dicke nicht mehr vollstiindiz war.")

Tabelle 2. Genaunere Bestimmung des Maximums.

Die einzelnen Versuchsreihen sind an verschiedenen Tagen in
Sonne ausgefiihrt; Exposition 9—5 Uhr; sie sind daher unter-
einander nicht vergleichbar. Die Betrachtung jeder einzelnen Reihe
ergibt, dab das Maximum nahe bei Konzentration '/,,,-molekular
sich befindet.

1) Vergleiche die in der folgenden Abhandlung angefithrten Messungen von
H. Lehmann.
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Verbraunchte eem Thiosul fat.

Flnorescein Eosin

| Erythrosin

s g Eosgin
Konzentration Schalenversnch = Schalenversuch Schiittel Schalenvers,
des Farbstofies | Schichtendicke = Schichtendicke 15 Sehichten-
1,2 em 1,2 em versnch  \dicke 2.4 em
i aa-normal -- 4,0 1,2 —
o 1.0 o4 13 14,7
licen 6,1 6,1 1.6 21.0
lecos  » 11,0 6.6 2.1 21.0
100 ™ e, H.E’ 141:‘.' =
1 aogp H K 2,8 1.8 194
e 8,0 2,4 1.1 154
.'Ilu.m]u.[!l '}-H‘ 4-4 ﬂ.ﬁ 1 3..“
(1060000 ' 2.0 0,5 0.5
0 0,8 0 0] 3

Versuche an Invertin mit Eosin in
zerstreutem Tageslicht.

- =

Tabelle 3.

Schalenversuch Sohiictely 1 | Sehi .
Konzentration = Schichtendicke | Sehiittelversuch | Schiittelversnch
e 12 cm | Belichtungs-  Belichtungszeit
CERRRE Reji_chtung Zelt :t.':l- Std. I,'IJ St
3y St i
Drehung am Saccharometer.
! yop-normal — 0° 06 — 0" 8 —— L
Yaco  » — 0* 01 -+ 0° 04 4+ 07 45
1-'I10|J :r + 0" 03 ‘f‘ 0° 31° _—
Y1000 -+ 0° 15 + 121 -+ 1° 53
leogs 2 L e 32 —l— 1* 42 —l— 19 54
10000 i 0° 31° - 1R -':ﬂ;}' + 17 -'I:-':j'
! ?ﬂuﬂ'ﬂ 1 + {}“ EH“ —l_ ].“ 331 —[—‘ 1|:I Hﬂ'
I100000 =00 05 4+ 1000 10 24
],']vl]uﬂumj 58 - UD ﬂl‘ + {]“ {}u‘ — Ul} lﬂ‘
0 -+ 0° 02 <+ o* o — 0 1

Die Versuche der Tabellen 1—3 ergeben, dabdie Jod-
abspaltung aus Jodkalium und die Schidigung des In-
vertins mit abnehmender Konzentration des zuge-
setzten Fluoresceins zu einem Maximum ansteigt
und sodann Jlangsam dann rascher wieder abfillt.
Die Lage des Maximum ist nahe bei Konzentration
Ysopg-T1OrMal

Das gleiche ergeben die bereits veriftentlichten Versuche iiber
die Kder'sche Reaktion: Die Erhéhung der Geschwindigkeit
der Kalomelausscheidung durch zugesetzte Fluoresceine hat eben-
falls in der Niihe der Konzentration '/,4,,-normal ihr Maximum.’)

1) A. Jodlbauner u. H. v. Tappeiner, Das photochemische Verhalten

e
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Die Ercebnisse nnserer Versuche sind somit mit
den im Kingange erwihnten Angaben von Straub
nicht vereinbar. Sie stehen dagegen in sehr be-
merkenswerter Analogie mit der von O. Gros gefun-
denen Wirkungsweise des Fluoresceins und seiner
substituierten Derivate auf andere Farbstoffe und
Leukobasen dieser Reihe.!)

Die Verinderung, welche diese Leukobasen und Farbstoffe im
Lichte erfahren, beruht nimlich nach Gros auf Oxydation der-
selben und diese Oxydation wird duorch Zusatz von Fluorescein
oder seiner halogensubstituierten Derivate beschleunigt. Diese
katalytische Wirksamkeit betiitigt sich schon bei aufierordentlich
geringen Konzentrationen und geht mit steizender Konzentration
durch ein Maximum, das (wie in unseren Versuchen) zwischen der
Konzentration '/,,, und '/,,,,-molekular gelegen ist. Als Beleg
selen die beiden einschligigen Versuche (Tabelle 31 und 32 der
Abhandlung von Gros) hier wiedergegeben. Die Versuche sind
in zylinderfirmigen Gefiflen von 100 cem Inhalt, welche mit
50 cem der zu untersuchenden Lisung und 50 cem Sauerstoff ge-
filllt waren und auf einer Scheibe im Sonnenlichte rotierten, an-
eefiihrt.

Tahbelle 31.

Zusammensetzung der Lisung: Verbrauchter Sauerstoff
cm des Manometers

40 cem '/ o-norm. Fluoresceinleukobase -

10 cem '/;,,-norm. Tetrajodfluorescein 75,0
L 29 5

” 200 = " ?'.‘13_--.}

i ] ——

" g0 » - f?-ﬂ
a0 18,0

Tabelle 32.
40 cem '/, ,-norm. Fluoresceinleukobase -+

10 eem '/, -norm. Tetrabromfluorescein 81,7
n fsoo = 90,2
" ln'll oG n L TG'T
" j-'l-'m " . ] 445
L 13,1

des Quecksilberoxalats bei Abwesenheit von Sauerstoff und bei Anwesenheit ge-
wisser fluorescierender Stoffe. Berichte d. D. chem. Gesellsch. 38 2602,

1) 0. Gros, Uber die Lichtempfindlichkeit des Flnoresceins und seiner snb-
stituierten Derivate, sowie der Leukobasen derselben. Zeitschr. f. physikalische
Chemie Bd. 37 p. 157—192, konf. anch 0. Knoblanch ibidem 29 527,
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I1. Yersuch mit Methylenblau.

Er wurde an Invertin als Schiittelversuch in zer-
streutem Tageslichte von 12—6 Uhr an einem klaren Mai-
tage aunsgefithrt. Da Methylenblan die Invertierung hemmt (nach
den Dunkelversuchen in Abhandlung I), wurde dem Versuche eine
entsprechende Anzahl mit schwarzem Papier verkleideter Riohren
beigegeben. Die Differenz der Polarimeterablesungen aus den
Hell- und Dunkelréhren gibt die Lichtschidigung.

Tabelle 4.

hmwﬂntlatmu Drf-hung am Sau harometer
ARSI e i hell dunkel I Differenz
,,“un -normal - 20320 -+ (P 55 . -+ 1° 23
-*m}t- " —+ 20 3% + 0% 20 | 20 15°
mnnu ” -+ 1° 30 — 015 [ —+ 1" 45
Yoooon  n -+ 1° 11" — (18 i 4 10 29
I'lﬂm:mﬂ " — 0° 05 — 0° 26’ | -+ 0° 21
0 - — (° 22 — 0" 3 — 0% 02

Der Versuch ergibt, dall Methylenblau sich den
Fluoresceinen analog verhilt, indem seine Wirkung
mit steigender Konzentration durch ein Maximum
geht, das in der Ndhe von ‘,yp-molekular liegt.

ITI. Yersuche mit Dichloranthracen —2,7 disulfonsaurem
Natron.

Sehalenversuche.

0,12 proz. Invertin-
lisung,

0.5 em ‘-chu,htEm]mI-.e_.

' Exposition 7 Std. in

?.pm;r Jodkalinm-

lizung,
Kouzentration |1._cm Schichtendicke,
Exposition in Sonne |

des Fusatzes (Juni), - zcrshm;teim Tages-
Verbrauchte cem Lo
femgp Grade des Saccharo-
| Thiosulfat st
1 o =normal 382 i
e 5 253 -+ 3° 10¢
Yioo : 15.5 2
1 : S0 Fis
fhs 11,7 4 2058
hooo " 82 =
|'I‘EH'DI:I " E‘-B 2“ 15
/10000 " 5,2 -+ 0948
0 1.0 27

Resultat: Die Wirkung des dichloranthracendi-
sulfonsanren Natrons nimmt mit steigender Konzen-
tration zundchst langsam, dann rascher fortwéidhrend
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zu, so dab das Maximum der Wirkung mit dem Maxi-
mum der Konzentration zusammenfillt.

Asculin scheint sich beziiglich seiner jodabspaltenden Wirkung
in gleicher Weise zu verhalten, denn einige Bestimmungen, die
bei anderer Gelegenheit mit ihm von uns gemacht wurden, ergaben,
dab das Maximum der Jodabspaltung mit dem Maximum der Kon-
zentration zusammentillt. )

Dieses von den Fluoresceinen und dem Methylenblan villig
abweichende Verhalten der Dichloranthracendisulfonsinre kann nicht
dadurch verursacht sein, dal die Absorption des Lichtes bei der
angewandten Schichtendicke {0,5—1.2 em) nur in der hichsten
Konzentration eine vollstiindige gewesen ist, denn die Wieder-
holung des Jodkaliumversuches in 16 em Schichtendicke gab das-
selbe Resultat. Auflerdem konnte der Nachweis gefiihrt werden,
dab in dieser Schichtendicke selbst sehr verdimnte Lisungen
(Y 0o00o-olekular) noch sehr ausgiebig absorbieren. Der Versuch
wurde in Ermangelung eines Spektralapparates mit Quarzoptik auf
biologischem Wege als Schutzversuch aunf folgende Weise aus-
gefiihrt. Durch eine senkrecht gestellte Rihre aus Metall, welche
mit Wasser resp. Losung von dichloranthracendisulfonsanrem Natron
U soooo-normal gefiilllt und mit Quarzplatten verschlossen war, wurde
das durch eine Quarzlinse parallel gestellte Licht einer Kohlenbogen-
Reflektorlampe auf ein Schilchen geleitet, in welchem sich Para-
miicien in dichloranthracendisulfonsanrem Natron 1:4000 (einer im
Dunkeln vollstindig ungiftigen Konzentration) befanden. Das
Schilchen war so angebracht, daf nur Licht aus der Rihre zn
ihm gelangen konnte. Ebenso blieb es vor Beginn des Versnches
vor Licht sorgfiltiz geschiitzt. Im Versuche bei Fiillang der Rihre
mit Wasser waren die Paramiicien nach Belichtung von 1',—2 Mi-
nuten Dauer getitet, im Versuche bei Fiillung mit Dichloranthracen-
disulfosiiure liefen sich nach ', Stunde keine Zeichen von einer
Schidigung wahrnehmen. Durch das vorgelegte Filter waren mit-
hin die wirksamen Strahlen in sehr vollstindiger Weise absorbiert
worden. Die Erklirung fiir das abweichende Verhalten der Di-
chloranthracendisulfonsiure mub daher in anderen Verhiiltnissen ge-
sucht werden.

IV. Erkliirungsversuche.
Fir das bei den Fluoresceinen auftretende Wir-
kungsmaximum hat O. Gros (a. a. 0. S. 177) eine Erklirung ge-
1) V. 8. 89.
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ceben.  Nach Besprechung der Miglichkeit, dab an der Reaktion
nur die Ionen des Farbstoffes sich beteiligen und nach der Dar-
legung, dab auch in diesem Falle kein Maximum miglich ist, da
die absulute Ionenkonzentration mit steigender Konzentration des
Farbstoffes ebenfalls stets zunehmen mub, fihrt er folgendermaben
fort: .Eine Erklirung des vorliegenden Verhiltnisses ist aber
eleichwohl damit gegeben, dalfl wir die weitere Annahme machen,
dab die Absorptionsgebiete des undissoziierten Farbstoffes und
seiner Ionen sich decken oder doch teilweise zusammenfallen.
Diese Annahme gewinnt an Wahrscheinlichkeit dadurch, dal diese
Farbstoffe in wisseriger Lisung annihernd die gleiche Farbe be-
sitzen wie in einer solchen von Alkohol, Schwefelsiure, Eisessig.
In diesem Falle wiirden also, gleichviel ob nur der undissoziierte
Farbstoft oder sein Ion sich an der Reaktion beteiligen. mit
steigender Konzentration zwei entgegengesetzt wirkende Faktoren
sich betitigen. FEinmal ndmlich wird die Konzentration des wirk-
samen Bestandteils erhioht und damit die Reaktionsgeschwindig-
keit. Andererseits wird aber der andere Bestandteil, der durch
seine Absorption die Intensitit des Lichtes vermindert, ebenfalls
vermehrt, und es libt sich leicht einsehen, dab unter Umstinden
von einer gewissen Konzentration ab der Einflub des zweiten Fak-
tors den ersten iibertreffen kann und dann natiirlich ein weiteres
Steigern der Konzentration eventuell ein Vermindern der Reaktions-
geschwindigkeit zur Folge haben mub.”

Beziiglich des abweichenden Verhaltens des dichloran-
thracendisulfonsauren Natrons wurde zuniichst festgestellt,
dal seine Erklirung in einer Verschiedenheit der Absorptions-
cebiete des undissoziierten Stoffes und des ionisierten
nicht gesncht werden kann. Da in der Literatur hieriiber keine
aunsreichenden Angaben aufgefunden werden konnten'), wurden
unter Beihilfe von Herrn Dr. H. Lehmann die Absorptionsspektra
der Lisungen des Salzes in Methylalkohol und Athylalkohol und
der Sdure in konzentr. Schwefelsinre in Fisenfunkenlicht photo-
graphisch aufgenommen.®) Der Vergleich mit der Spektra der
wiisserigen Losungen gleicher Konzentration ergab, dab die Absorp-
tionsgebiete in allen Lisungsmitteln sehr annihernd sich decken.

1) Die Mitteilung von E. Lommel, Wied. Ann. 6 117, iiber die .Bisualfo-
bichloranthracenige Siure* beziehen sich nur auf die itherische Lisung und den
zichtbaren Teil des Spektrnms.

2) Mit frenndlichst erteilter Erlaubnis des Herrn A. v. Baeyer und K. Hoff-
mann ansgefithrt am Spektrographen mit Quarzoptik des chem. Laboratorinms
des kel. Generalkonservatorinms.
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Losung des Salzes.
Absorption in pu bei

Art des Liosungsmittels und Konzentration Expmitinn von 30

Methylalkohol 1: 10000 (gesittigte Lisung) 275—250

Wasser 1:10000 275—250

Athylalkohol 1:40000 (gesiittigte Lisung) 27H—244

Wasser 1:41000 273—260
Lisung der Siure.

Konzentrierte Schwefelsiure 1 : 1000 480 — 347, 317—Ende

Wasser 1: 1000 480—347, 310 — Ende

Eine stirkere lonisierung des dichloranthracendi-
sulfonsauren Natrons gegenitber den Natronsalzen der
Fluoresceinreihe in der Weise, dal die Dissociation bei ersterer
Substanz schon in den hichsten Konzentrationen eine maximale
wire, kann zur Erklirung des abweichenden Verhaltens des dichlor-
anthracendisulfonsauren Natrons ebenfalls nicht herangezogen werden,
denn die Messung seiner Leitfihigkeit ergab zwar, dab das Salz
schon bel geringen Verdiinnungen sehr weitgehend dissoziiert ist,
wesentliche Verschiedenheiten aber zwischen ihm und den Fluorescein-
verbindungen aber nicht bestehen diirften.

Herr Dr. J. Sand hatte die Freundlichkeit, die Leitfihigkeit
des dichloranthracendisulfonsauren Natrons zu bestimmen und hieriiber
folgende Mitteilung zu geben.

Aquivalent-Leitfihigkeiten

fiir
I 1L
Dichloranthracendisulfonsaures Naphtalinmonosulfonsaures Natrinm.
Natrium (Ostwald, Lehrbuch Ii, 1, 751.)
i NBraL Sl S
Aﬁﬂ;:;ﬂ?nt | diil:imu;g v '{%1;:?’1':“ Verdiinnung v (Lit.) A%‘;;:? It::'t
{ _'It,l 40 e = |
|
Apsaa el P05 L g0 64 . 69.1
(3,39, gp-n0rm.) | i

001694 | 590 | 76 - 128 719

U,ﬂl}}}:‘lﬂ | 295 ' Bl 20k 74,1

000271 ! 690 ) al2 5,0

(%74, goo-nOM.)

Resultat: Bei niedrigen Konzentrationen (ca. ?/,,,-normal) zeigt
dichloranthracendisulfonsaures Na fast dieselbe Aquivalent-Leitfahig-
keit wie das Na-Naphtalinmonosulfonat, das rasche Ansteigen von
g bei dem Dinatrinmsalz deutet auf Hydrolyse hin. Nimmt man
die aus den Ostwald'schen Zahlen berechnete Endleitfihigkeit
Moo =190 (Bredig, Zeitschr. f. physikal. Chemie 13, 191) auch
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fiir das Dinatrinmsalz als annihernd giiltiz an, so berechnet sich
der Dissociationsgrad e« fiir eine 0,0339-n-Disalzlisung zu e« — 0.89;
bei den hiheren Verdiinnungen nihert sich « (wegen der Hydrolyse
nicht berechenbar) immer mehr dem Werte 1.

Der Unterschied im photodynamischen Verhalten von KEosin
und dichloranthracendisulfonsaurem Natron hingt vielleicht damit
zusammen, dab bel der Ionisation des Eosins eine strukturelle Ver-
schiebung im mabgebenden Teil des Molekuls (Chinonisierung) statt-
findet und nur die Ionen photochemisch wirken, bei der Ionisation
des dichloranthracendisulfonsauren Natrons aber dissoziierte und
nicht dissoziierte Anteile gleich konstituiert, also wahrscheinlich
anch gleich photochemisch wirksam sind.

Y. Bemerkungen zur therapeutischen Anwendung,

Fiir diese Anwendung ergeben sich aus unseren Versuchen
folzende Anhaltspunkte: Man muf trachten, das Optimum der
Konzentration in das Gewebe zu bringen. Im Falle der An-
wendung von KEosin (Natriumsalz), dessen Molekulargewicht in
Gramm 692 ist. wire dies eine Losung von ca. 0,04 °,. Wire das
Gewebe eine einfache Fliissigkeit, so wiire dieser Forderung durch
Applikation des gleichen Volumens einer Eosinlosung doppelter
Konzentration in einfacher Weise geniigt. Soll das Kosin aber in
einer Zelle versammelt werden, so kann der Transport nur durch
Diffusion geschehen. Die Geschwindigkeit derselben aber ist im
allgemeinen um so hoher, je grifier die Konzentration der Auflen-
losung ist. Daher empfiehlt es sich, wenn man rasche Wirkung
haben will, konzentriertere Lisungen anzuwenden.

Bei Dichloranthracendisulfonsiure sind hochkonzentrierte Li-
sungen schon aus dem Grunde indiziert, weil die hichste Konzen-
tration das Optimum darstellt.

Selbstverstindlich hat man bei Anwendung wvon hohen Kon-
zentrationen bei allen Substanzen zu beachten, dab sie die wirk-
samen Strahlen sehr stark absorbieren und das Vordringen der-
selben bis in das zn behandelnde. imbibierte Gewebe nur dann er-
folgen kann, wenn die Lisungsschichten, welche das Gewebe iiber-
lagern, sehr diinn sind.

Al iy Py i et a0
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XI.

Uber die Beziehung der photodynamischen Wirkung der
Stoffe der Fluoresceinreihe zn ihrer Fluorescenzhelligkeit
und ihrer Lichtempfindlichkeit.

Yon
H. v. Tappeiner.

(Mit 2 Abbildungen im Text.)

Aus den an Paramiicien und an Invertin in dieser Beziehung
semachten Beobachtungen ergab sich, dal in der Regel die photo-
dynamische Wirkung um so griber ist, je geringer die Fluorescenz-
helligkeit.!) Besonders deutlich zeigte sich dieses Verhalten in der
Fluoresceinreihe. Die Wirkung stieg hier vom Flnorescein durch
die Chlor-, Brom- und Jodderivate bis zum Tetrachlortetrajod-
finorescein.

Bei den Paramidecien kann dieses Verhalten zum Teil darin
seinen Grund haben, dab auch die Autnahmsfihigkeit der Fluores-
ceine in die Zelle in gleicher Reihenfolge ansteigt. Die an Bak-
terien und Fadenpilzen mit den Fluoresceinen erhaltenen Resultate ®)
sind geeignet, diese Vermutung zu stiitzen.

Eine Erklirung von allzemeiner Anwendbarkeit aber kinnte hier-
aus nicht gezogen werden, denn dieses Verhalten zeigte sich auch an
einem nicht organisierten Objekte, dem Invertin. Auffallender-
weise ist es hingegen bei der Wirkung der Fluoresceine anf Jod-
kalium nicht zn konstatieren. Die Mengen des abgeschiedenen Jods
waren bei allen fiinf Fluoresceinen in der Nihe der optimalen
Konzentrationen annihernd gleich, wie die Tabelle 1 der vorans-
gegangenen Abhandlung iiber die Abhiingigkeit des Sensibilisierungs-
vermigens von der Konzentration ergibt.

Dieses verschiedene Verhalten des Invertins und Jodkaliums

1) I. S.46.
2) VL. 8. 104.



— 158 —

forderte dazun auf, der Beziehung zwischen Sensibilisierungsver-
migen der fluorescierenden Stoffe und Fluorescenzhelligkeit durch
weitere Versuche nachzugehen.

Sie wurden mit den Natriumsalzen des Fluoresceins und seiner Sub-
stitutionsderivate ausgefithrt. In denselben war nach freundlicher Mit-
teilung der Bezugsquelle (der Badischen Anilin- und Sodafabrik und der
Farbwerke vorm. Meister Luecius und Briinning) das Chlor im Phtalsiure-
rest, das Brom und Jod im Resorcinrest enthalten.

I. Vergleichende Bestimmung des Jodabspaltungsvermiogens
des Fluoresceins und seiner halogensubstituierten Derivate.

Die Bestimmung des Jodabspaltungsvermigens der Fluoresceine
in der vorigen Abhandlung geschah in offenen ruhenden Schalen. Da
diese Methode nicht so vollstindige Garantien fiir Zuverlissigkeit ge-
wiihrt, wie Schiittelversuche, wurde die Bestimmung in dieser An-
ordnung wiederholt.

Diinnwandige Reagensrihren von 18 mm Durchmesser und
160 mm Linge wurden mit je 10 cem 3 proz. wiisseriger Jodkalium-
losung teils mit, teils ohne Zusatz von Farbstoff gefiillt und radiir
(Anordnung 1 in Fig. 1) auf einer Drehscheibe von 30 em Dureh-

<:'.‘

Fig. 1a. Anordnung 1. Fig. 1b. Anordnung 2.

messer befestigt. Dieselbe stand senkrecht aunf der optischen Achse
einer Kohlenbogen-Reflektorlampe von 30 Ampeére 110 Volt gegen-
iiber. Der Hohlspiegel aus Magnalinmlegierung hatte einen Dureh-
messer von 30 cm., war so gestellt. dab die reflektierten parallelen
Strahlen zur Achse zunidchst dureh ein von Wasser durchstrimtes
KiiblgefiB mit planparalleler Glaswandung gingen und dann auf
die Scheibe trafen. Die Intensitit dieser Lichtquelle (im griinen
Teile) kommt jener direkten Sonnenlichtes nache, nach einigen ver-
oleichenden Versuchen mit Jodkalinm oder Invertin 4 Kosin als
Photometer. Die Scheibe machte ea. 25 Umdrehungen in der Minute,

e e L e e v B i RS S — .‘h.. Mty e e S b £ !'l-llll i . = .
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Durch die Rotation wurde die Mischung mit Sanerstoff bewirkt und
gleichzeitig die Belichtungsverhiltnisse fiir alle Rihren gleichmiifig
eestaltet. Die Belichtungsdaner betrug 5 Stunden. Nach dieser Zeit
wurde das abgeschiedene Jod mit Natrinmthiosulfat '/, ,-n. titriert.

Verbraunchte cem "5, Thiosulfat.

—_——

Konzen- | - ! )
T . oo 4 Cl-Flnores- 4 Br-Flnores-| 4 J-Flnores- 4 C1 4 .-
t':% ﬁ;ﬂ;ﬂ:ﬁ Fluorescein cein cein | cein Fluorescain
G [[f 1 08 0,1 0.3 L =
Vaeag-normal | 3.9 3.6 3.8 34 33

].';fmn T i 30 3.1 3.6 26 36

Die Tabelle ergibt zunichst folgendes:

Die Mengen des aus Jodkalium im Lichte durch Zusatz von
Fluoreseeinen in optimaler Konzentration abgeschiedenen Jods sind
bei allen untersuchten Stoffen annihernd die eleichen. Aus dieser
(leichheit folgt, dab das Sensibilisierungsvermigen fir
diese Reaktion unabhiingig ist von der Lichtempfind-
lichkeit des zugesetzten Fluoresceins.

Die Lichtempfindlichkeit des Fluoreseeins und seiner sub-
stituierten Derivate ist bekanntlich eine sehr verschieden grofie.
Es liegt hieriiber von E. Vogel') eine eingehende Untersuchung vor,
nach der durch den Eintritt von Chlor, Brom, Jod die Lichtempfindlich-
keit zunimmt und insbesondere die jodierten Fluoresceine empfind-
licher sind als die bromierten. E. Vogel bestitigt ferner die schon
von H. W. Vogel gemachte Beobachtung, dall diejenigen Fluoresceine
am besten sensibilisieren, welche am lichtempfindlichsten sind, so
dab demnach zwischen der Sensibilisierung an photo-
graphischen Bromsilbergelatineplatten und der Wir-
kung aunf Jodkalium in wiisseriger Lisung eine be-
achtenswerte Differenz zu bestehen scheint.

Dab die Wirknng der fluorescierenden Stoffe auf Zellen, En-
zyme und Jodkalium mit der Lichtempfindlichkeit derselben in keiner
niheren Beziehung steht, wurde bereits in einer fritheren Abhand-
lung aus den Kigenschaften des Akridins geschlossen.?) Es wurde
dort gezeigt, dall dieser Korper nur wenig lichtempfindlich ist,
dessen ungeachtet aber eine sehr starke Wirkung auf diese Ob-
jekte besitzt.

Das Sensibilisierungsvermigen fiir die Merkurioxalatreaktion

1) Wied. Annal. 43 449.
2) V. .95 u. 98,
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(Eder) richtet sich ebenfalls nicht nach der Lichtempfindlichkeit
des zngesetzten Fluoresceins. ks ist bei den sehr lichtempfindlichen
jodierten Fluoresceinen erheblich geringer als bei dem nur langsam
bleichenden Fluorescein und Tetrachlorfluorescein und bei dem
nur in mibigem Grade lichtempfindlichen Tetrabromfluorescein am
hiichsten. ')

Die angefithrten Beobachtungen weisen daraufhin, dall die
photochemischen Wirkungen der fluorescierenden Stoffe in wiisse-
rigen Losungen unabhingig sind von ihrer Zersetzung im Lichte.
Hieraus resultiert die Berechtigung, die photodynamische
Erscheinung zu den katalytischen Vorgingen zu
zihlen und die fluorescierenden Stoffe als Licht-
katalysatoren zu bezeichnen.

II. Vergleichende Bestimmung der Schiidigung des Invertins
durch Fluorescein und seine Derivate.

Da die Vergleichung in der eingangs citierten Abhandlung ohne
Kenntnis der optimalen Verhiltnisse erfolgte, war eine Wieder-
holung des Versuches in dquimolekularer Konzentration notwendig.

Sie wurde als Schiittelversuch unter Anwendung von zerstreutem
Tageslicht an einem sehr hellen Tage von ',1—%,2 Uhr mittags
auf der Drehscheibe mit denselben weiten diinnwandigen Reagens-
zylindern wie in obigem Jodkalinmversuche durchgefiihrt. Die
Zylinder waren an 20 em langen Drahtstiften, welche in die Dreh-
scheibe von 45 em Durchmesser eingesetzt waren wie die Speichen
an einer Radnabe, tangential derart befestigt, dal das Licht von
allen Seiten frei zutreten konnte (Anordnung 2 Fig. 1). .Jede Rihre
enthielt 10 ¢cm Invertinlosung von 0.2Y,. Nach der KExposition
wurde mit gleichen Teilen 10proz. Rohrzuckerlosung versetzt und
im Dunkeln bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach Ablauf
von 8 Stunden zeigte sich die Invertierung im Nullversuche nahezn
vollendet, sie wurde deshalb in allen Proben abgebrochen und die
Drehung an einem Halbschattenapparat nach Laurent bestimmt.
Die folgende Tabelle enthilt die abgelesenen Drehungen. Die
Werte der im Dunkeln ohne und mit Zusatz von Fluoresceinen
gleichzeitig vorgenommenen Konfrollversuche sind nicht aunfgefiihrt,
weil sie mit dem Nullversuche Hell vollstindig iibereinstimmten.
Derselbe ergab eine Drehung von — 0° 59"

1) A. Jodlbauneru H.v. Tappeiner, Ber. d. D). chem. Gesellsch. 3% 2608.
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Drehung am Polarimeter.

- ion | & et | - e, ooy Tetrachlor-
Eﬂ:;:zﬁg;:at;gu | Fluorescein Ti?ﬁ:?::it:ﬁl 'Il-ﬁ:l.:t?;?iff;ll:l 1&?.%?3&:1 ﬁmtra_a_o_d_-_
- NOTEsCETn
0 — 0° b’ | — — ) Bl
1 sgg-normal  — (259 | — 0757 — 0 02 — 020§’ 10
in . | —ee | — et | 4 peow |t peap | o 1095
et o0 | — 0258 — 0 54! =+ 0™ 21! — ()" 30 - 1° 10

Das Ergebnis ist folgendes: Im Gegensatze zur Jod-
abspaltung aus Jodkalium ist die Schidigung des
Invertins durch die in optimaler Konzentration zu-
gesetzten Fluoresceine von verschiedener Griofle. Sie
nimmt zu vom Fluorescein und Tetrachlorfluorescein,
welche bei der angewandten Lichtintensitit (Tageslicht) und der
kurzen Exposition noch villie wirkungslos waren, bis zum Te-
trachlortetrajodfluorescein. Konform mit den fritheren
Beobachtungen wiichst sie somit in der Tat mit Abmnahme der
Fluorescenz. Ob hieraus indes auf eine nihere Beziehung heider
Erscheinungen geschlossen werden kann, ist erst durch eine ge-
genanere Vergleichung derselben miglich, welche im nichsten
Abschnitt erfolgen soll. '

III. Messung der Fluorescenzhelligkeit des Fluoresceins
und seiner Derivate.

Uber die Fluorescenzhelligkeit der Stoffe der Fluoresceinreihe
liegen zwar bereits Messungen vor.') Sie erstrecken sich jedoch
nicht aunf alle hier in Betracht kommenden Glieder. Auberdem
wurden diese Messungen an wiisserigen Lisungen ausgefilhrt, welche
zur Korrektion des durch die Hydrolyse verursachten Fehlers mit
Alkali (Ammoniak) im Uberschusse versetzt waren. Bei den photo-
dynamischen Versuchen an Jodkalinm und Invertin konnte diese
Korrektion aber nicht vorgenommen werden, weil bei alkalischer
Reaktion einerseits die oxydierende Wirkung der fluorescierenden
Stoffte anf Jodkalium schon sehr abgeschwiicht ist und anderer-
seits das Invertin sehr rasch sich zersetzt. Um vergleichbare Be-
stimmungen zn erhalten. wurde daher Herr Dr. Hans Lehmann
von mir veranlaft, im pharmakologischen Institut Bestimmungen
der Fluorescenzhelligkeit an einfachen wiisserigen Losungen der
Natriumsalze von Fluoresceinen vorzunehmen.

Die Versuchsanordnung zeigt beistehende Figur 2. Als MeE-
instrument diente ein Kriib'sches Spektrometer mit beweglichem Doppel-

1) 0. Knoblanch, Ann. d. Physik Bd. 54.
11
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spalt 8. Durch den oberen Spalt drang das Fluorecsenzlicht ein, durch
den unteren wurde mittels eines totalreflektierenden Prismas V das Ver-
gleichslicht geschickt, Durch Verinderung der Spaltbreite wurden die
beiden Spektra auf gleiche Helligkeit gebracht und ibr Helligkeitsver-
hiltnis an der Trommel T abgelesen.

Die Lichtquelle war eine 200 kerzize Nernstlampe L. ohne Glas-
hiille, die in einem lichtdichten Gehiiuse zentrisch befestigt war. Mittels
eines kleinen Diaphragmas D wurde die hellste Stelle des Nernstkorpers
herausgeblendet, um eine moglichst punktformige Lichtquelle zu erhalten.
Der Kollimator K mit Linse sandte dann ein breites, gleichmibBiges,
paralleles Strahlenbiindel auf die Glaswanne W, in welcher die zu unter-
suchende Substanz geliost war, und welche so orientiert war, dab das an
der Glaswand reflektierte Licht nicht in das Spektrometer fiel. Ferner
wurde besonders daranf geachtet, dall der Konvergenzwinkel des
Spektrometers immer gleichmiifig vom Fluorenscenzlicht ausgefiillt war.
Die Wanne war so lang, daf bei nicht zu schwachen Losungen alles
auffallende Licht absorbiert wurde.

Fig. 2.

Die Vergleichslichtquelle war ein Stiick mattschwarzes Papier P,
welches von der einen Hilfte des lichterregenden Strahlenbiindels ge-
troffen wurde und dessen Reflexionsvermigen gemessen worden war. Bei
sehr schwach fluorescierenden Substanzen wurden vor dem Vergleichs-
prisma einige Hauchglasscheiben eingeschaltet, deren Absorptionsvermiigen
ebenfalls bekannt war. Es wurde immer nur im Maximum der Ab-
sorption bzw. der Fluorescenz gemessen, da die zu untersuchenden Korper
einer (Gruppe angehorten und in bezug auf die spektrale Lage dieser
Maxima nur wenig verschieden waren,

Die Messungen der Fluorescenzhelligkeit sind natiirlich keine ab-
soluten, da sie aber unter vollstindig gleichen Bedingungen ausgefiibrt
wurden, konnen sie aufeinander bezogen werden. Die Absorption wurde
in der iiblichen Weise (nach KriiB) gemessen.

Die Messungen beginnen erst bei Verdiinnungen unter '/ . -normal,
da die Absorption in den héheren Konzentrationen bei der gewiihlten
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Schichtendicke 1 em noch total war. Den Vergleichen mit den photo-
chemischen Bestimmungen tut dies keinen Eintrag; =zur Orientierung
ist bei jedem Stoffe die Konzentration ', . -normal ausgedriickt in
.0 beigefiigt,

I. Flnorescein-Na ('ipo0o-normal = 0,0376 9,,).

Konzentration | - hsvrriigﬁiﬁ &8 Fﬁigﬂzizjm_ F/ s = Flnorescenz-
pro 1000 cem Tt 1 e higke helligkeit vermigen
(,02000 o1 S0k 379, 0,41
1000 88 9, 319, 0,50
Al 49 9, 269/, 0,53
2510) 38 o 229/, 0,58
125 14 9, 159/, 1.01

II. Tetrachlorfluorescein-Na (1 op-normal = 0,04699,.1.

0,02000 990, 379, | 0,37
1000 889/, 339, 0,39
500 589/, 29 o1 | 0,50
25() 429/, 240/ | 0,57

125 240/ 1997, | 0,30

III. Tetrabromflunorescein-Na (!jgpeo-normal = 0,064 °,,).

0,02000
1000
A00
25()
125

9379,
76,09,
'::?1{-’ L i
16,0/,

E.H “ I:l
8,3,
TAY
6,4%,

0,088
0,090
0.108
0.130
0,140

IV. Tetrajodfluorescein-Na (Yigoae-normal = 008892/,
J B0

0,02000
1000
A0

250

125

My of
15 Io
140 0
15 {0
13  0f
5 o
12 ©

16 1o
1 E
11516

000042
0.01050
(01205
(0,01633
006407

V. Tetrachlortetrajodfluorescein-Na (Y e0-normal = 0,1018%/ ).

(D200
LM
Al
2al)

125

97.5%
80,09/
56,20/
1250"
33,69/,

N etk

[ 00105
0,01459
001851

. 002153

Der Vergleich der Fluorescenzhelligkeit der Fluoresceine mit
ihrer Wirkung auf Invertin ergibt folgendes:
Das Sensibilisierungsvermigen steigt zwar von
den Stoffen griobter Fluorescenzhelligkeit zu jenen

geringster.

Dieses Ansteigen ist jedoeh kein gleich-

mibiges und geht mit dem Absinken der Fluores-

31 B
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cenzhelligkeit nicht parallel. Vom Fluoreseein (Hellig-
keit 57 °%,). das bei der angewandten kurzen Expositionszeit
wirknngslos war, zum Tetrabromfluorescein (Helligkeit 8.8 °/,) ist
ein grober Sprung; zwischen diesem und dem Tetrajodflnorescein
ist die Zunahme sehr gering, obgleich die Helligkeit von 889/,
auf unter 1°, gesunken ist. Von Tetrajod- zum Tetrachlortetrajod-
finorescein steigt die Wirkung wieder sehr stark an, die Helligkeit-
hingegen differiert zwischen beiden Stoffen nur selhir wenig (*/,;: %/, ).
Eine nihere Beziehung zwischen der Fluorescenzhelligkeit und dem
Sensibilisierungsvermigen scheint demnach nicht zu bestehen.

Die Auffindung der Ursache. weshalb die Fluoresceine auf
Jodkalium alle gleich, auf Invertin aber so verschieden wirken,
mull spiiteren Untersuchungen iiberlassen bleiben. Ich beschrinke
mich vorerst auf die Andeutung der Richtung in der dieselben viel-
leicht zuniichst sich zu bewegen haben werden. Nach den bei
Bakterien und Schimmelpilzen gemachten Erfahrungen?) verhalten
sich die fluorescierenden Stoffe gegeniiber diesen mit derberen Mem-
branen abgegrenzten Zellenarten selektiv. [hre photochemische
Wirkung scheint daher von der Durchlissigkeit der Membran ab-
hingig zu sein und nur im unmittelbaren Bereiche der (einge-
drungenen) Molekiile der fluorescierenden Substanz stattfinden zu
kénnen. Im Anschlusse hieran wiire es nun denkbar. dab eine ge-
wisse Anniherung resp. Bindung der fluorescierenden Substanz an das
Enzym eine Bedingung zu dieser Wirkung ist. Auf das villige
Fehlen einer solchen Bindung liefe sich dann auch vielleicht das
Versagen der wenigen auch in Sonnenlicht auf Imvertin unwirk-
sam befundenen Substanzen ®) zuriickfiihren,

1) VI 8.114.
9) V. § 81.




XII.

Uber Lichthehandlung blutparasitirer Krankheiten.
Yon
Gunni Busck und H. von Tappeiner.

Die zahlreichen Untersuchungen der verflossenen Jahre iiber
die mikrobiciden Eigenschatten des Lichtes haben unter anderem
cezeigt, dab Bakterien und andere Mikroorganismen im allgemeinen
weniger widerstandsfiihig gegeniiber der Einwirkung des Lichtes
sind, als tierische Gewebezellen. Hiermit ist die Maglichkeit ge-
geben, mit intensivem Lichte direkt Mikrobén zun titen, welche
in tierischen Geweben eingelagert liegen, ohne damit gleichzeitig
dieses Gewebe zu destruieren. — Darauf gerichtete Versuche an
Bakterien haben auch ein posifives Resultat ergeben.') Sie gliicken
jedoch nur dann., wenn die Bakterien sehr oberfliichlich liegen, in-
dem die geringe Penetrationsfihigkeit der kurzwelligen Strahlen
eine Einwirkung auf die tiefer im Gewebe liegenden Bakterien
verhindert. Diese prinzipielle Schwierigkeit fiir die Erlangung
einer Tiefenwirkung fiillt indessen seit der Entdeckung der Wir-
kung der fluorescierenden Stoffe weg, da nun auch die tiefer ein-
dringenden langwelligen Lichtstrahlen fiir die Tétung von Mikro-
organismen Bedeutung gewinnen und sich durch die kombinierte
Anwendung von langwelligen Strahlen mit filnorescierenden Stoffen,
welche solche Strahlen absorbieren, Aussicht auf die Erlangung
einer bedeutenden Tiefenwirkung bietet. Da durch die Versuche
von R. Jacobson?®) iiber Totung von Flimmerzellen und jene von
KRaab?) iiber Ohrnekrose nach subkutanen Injektionen von Eosin,
welche von A. Jodlbaner und G. Busck bestitigt und erweitert
wurden, erwiesen ist, dal man eine Schidigung von Zellen von

1) G. Busck, Lichtbiologie p. 96. Mitteilungen aus Finsen's med. Licht-
institut. Heft VIII 1904.

2) Zeitschr. f. Biologie. Bd. 42 p. 454 und Bd. 44 p. 16,
3) Arch. internat. de Pharmakodynamie et de Therapie XV p. 270.
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Kalt- und Warmbliitern, auch auf resorptivem Wege, d. h. nach
vorausgegangener Aufnahme von fluorescierenden Stoffen in das
Blut erzielen kann, so gilt dies a fortiori auch fiir die im Tier-
kirper angesiedelten Mikroorganismen.

(zanz besonders giinstig fiir solche mikrobicide Wirkung er-
scheinen die Bedingungen an dem zirkulierenden Gewebe — dem
Blute — zu sein. Derartige KErwiigungen veranlaliten uns, schon
frither unabhiingig voneinander, auf die Moglichkeit einer Behand-
lung blutparasitirer Krankheiten, in specie der Malaria, hinzuweisen.’)
Die folgenden Untersuchungen sind in der Absicht unternommen,
Zz1l ermitteln, ob sich diese Maglichkeit verwirklichen lift. Da fir
die experimentelle Lisung dieser Aufgabe die Verwendung von
Malariaparasiten fiir uns ausgeschlossen war, wandten wir uns an
ein anderes Versuchsobjekt der Protozoenklasse. das Trypano-
soma Brucei., Herr Hafenarzt Dr. Nocht, Direktor des In-
stitutes fiir Tropenkrankheiten in Hamburg hatte die Freundlich-
keit, einige damit infizierte Ratten uns zu iibersenden, welche wir
als Ausgangsmaterial filr weitere Ziichtung beniitzten. Das Objekt
eignete sich sehr gut fiir unseren Zweck. einmal weil es photo-
dynamisch #duberst empfindlich sich zeigte (ungefihr dreimal mehr
als Paramiicien) und zweitens weil die Krankheit bei den ein-
zelnen Tieren mit grifiter Regelmibigkeit und Gleichartigkeit ver-
lauft und man ihren Stand jederzeit in sehr einfacher Weise durch
ein Blutpriparat feststellen kann.

I. Untersuchungen iiber zweckmiibige Auswahl der
fluorescierenden Stoffe, inshesondere in Riicksicht auf deren
Wirkung und Verweilen im Blute.

Die Versuche wurden in folgender Weise ausgefiihrt. Kanin-
chen, in einzelnen Fillen auch Meerschweinchen wurden intravenis,
intraperitonal oder subkutan die Versuchssubstanz injiziert. nach
bestimmter Zeit Blutproben entnommen und im Serum dieser Blut-
proben der prozentische Gehalt an Farbstoff und seine photodyna-
mische Wirksamkeit resp. sensibilisierende Fihigkeit bestimmt.
Erstere Bestimmung geschah auf kolorimetrischem Wege; letztere
wurde an Trypanosomen oder Paramiicien vorgenommen. welche
im hiingenden Tropfen in feuchter Kammer mit dem Serum ver-

1) H. v. Tappeiner, Uber die Wirknng der photodynamischen (fluores-
cierenden) Substanzen. Verhandlungen des XXI. Kongresses fiir inn. Medizin zu
Leipzig 1904, — G. Busek, The Influence of Daylight in the Progress of Ma-
laria. Americ. Journ. of the Medic. Sciences 1904.
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mischt und dem diffusen Tageslichte ausgesetzt wurden. Da
Serum auf Paramiicien nach Raab schidigend einwirkt und diese
Schiidigung nach Ledoux-Lebard beseitict wird, wenn man
das Serum '/, Stunde auf 55°), erwirmt, so wurde nur derart
erwiirmtes und wieder abgekiihltes Sernm zur Priifung verwendet.
Aunlerdem war eine Verdiinnung desselben erforderlich. da die
Paramiicien einen Kochsalzgehalt von iiber 03°, nicht ertragen.
Der Zusatz des Serums zur Paramiicienzucht erfolgte daher im
Verhiltnis von 1 Serum : 3 Teilen Paramiicien, der Zusatz des
Serum zu den mit 0,85Y, Koechsalzlisung stark verdiinnten Try-
panosomen im Verhiiltnis von 1:1. Die in den folgenden Proto-
kollen verzeichneten Todeszeiten der Trypanosomen und Para-
miicien in den Serumproben beziehen sich immer auf diese Ver-
diinnungsverhiltnisse. Zerstrentes Tageslicht von 5—8 Stunden
Dauer war auf die Trypanosomen in Kochsalzlisung ohne Zusatz
von keinem merkbaren Einflul.

1. Methylenblau, Thionin und Methylenviolett.

Methylenblau hat sehr starke photodynamische Wirkung
und erscheint fiir Tiefenwirkung besonders geeignet, weil sein
Absorptionsbezirk im langwellicen Teile des Spektrums (rot bis
gelb) liegt. Leider erfihrt es aber im Organismus sehr schnell
eine Umwandlung zu einer Leukoverbindung, wie schon
seit P. Ehrliech bekannt ist und in letzter Zeit noch von C. A.
Herter!) untersucht wurde.

Einige wenige Versuche iiberzeugten uns auch, dab es sich
aus diesem Grunde nicht zum Gebrauch fiir unsere Zwecke eignete.
Versuche mit dem optiseh und photodynamisch #hnlichen, aber
weniger leicht reduzierbaren Thionin und Methylenviolett
gaben ebenfalls kein befriedigendes Resultat, teils
wegen der Reduktion. teils wegen der Giftiekeit oder den
schlechten Lislichkeitseigenschaften.

Belege:

I. Kaninchen, Gewicht 2650 g. - Durch Vena jugularis wurden aus

einer Biirette 26,5 cem einer 0,5 prozentigen Lisung von Methylen-
blau in 0,7 %, NaCl injiziert — also 0,05 g Substanz pro Kilo Korper-

gewicht, — Die Injektion, welche wiederholt wegen eintretender
schneller und oberflichlicher Respiration unterbrochen werden mubte —
dauerte 30 Minuten. Das Tier erholte sich schnell. — Von Art.

1) Uber die Anwendnng reduzierbarer Farbstoffe heim Studinm der Ver-
teilung von Giften, und ihre Wirknngen aunf die Zelltiitigkeit. Zeitschr. fiir
physiol. Chem. 42 1904,
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carotis wurden Blutproben 30 Minuten resp. 3 Stunden und 6 Stunden
nach Schluf der Injektion genommen. Darauf wurde das Tier getitet.
Bei der Sektion zeigte sich das Gewebe iiberall natiirlich gefiirbt — nur
Medulla oblongata ist schwach bldulich gefirbt. — Der Urin war griinlich-
blau und firbt sich beim Stehen in offenem Zylinderglas, am stirksten
in der obersten Schicht. — Nach 15 Minuten Durchleitung wvon Sauer-
stoff ergibt er einen Methylenblaugehalt, der kolorimetrisch bestimmt,
einer wisserigen Lisung von 1: 16 000 entspricht. Der griinliche Ton
ist nur dem gelben Farbstoff des Urins zuzuschreiben:; denn dieselbe
Farbe entsteht, wenn man zu normalem Urin einige Tropfen einer Methylen-
blaulésung zusetzt, wiihrend sich die Farbe rein blau hiilt, wenn der
Urin im vorans mittels Knochenkohle entfirbt wird. Man kann auBer-
dem auns dem griinlichen Urin, Methylenblan mit normal blauner Farbe
durch Schiitteln mit Chloroform ausscheiden.

Das Serum der 1. Blutprobe war blan gefirbt, das Serum der
2 letzten Blatproben hingegen nicht mehr und firbte sich auch bei
Durchleitung von Sauerstoff oder bei Zusetzung von H,0, -} Alkali
nicht blau. — Wie zu erwarten war, hatte das Serum :ler 2 letzten
Blutproben auch keine sensibilisierenden Eigenschaften.

Paramicien
Serum entnommen nach hell dunkel
1y Bt tot nach 31, St. lebend nach 24 St.
5 e lebend 24 B .
6 " n

In den 3 Blutproben wurde bei spektroskopischer Untersuchung kein
Methimoglobin gefunden.

II. Meerschweinchen: (Gewicht 500 g. — Dureh Vena jugularis
wurde 2,5 cem einer 0,25° Liosung von Thioninchlorhydrat in-
jiziert. Zur Losung wurde destilliertes Wasser verwendet, da durch
Kochsalzlbsung der Farbstoff in dieser Konzentration ausgeschieden wird.
Das Tier bekommt schon nach Injektion von 1,5 cem Krimpfe und
Respirationsschwierigkeiten. 15 Minuten nach Schluf der Injektion wird
eine Blutprobe genommen und das Tier getiitet. Von den Geweben sind
nur die Lungen schwach blau gefirbt. Das Blut enthilt Methdmoglobin
und das Serum ist blan gefirbt. Weitere Versuche wurden wegen
der grofen Giftigkeit des Stoffes aufwegeben.

2. Phenosafranin.

Einem Kaninchen von 2100 g Gewicht wurde durch Ohren-
randvene 5 ccm einer 2°/, lenn&afmnmchlm1:1 -Liosung in 0.6 9/,
Na(Cl injiziert — also ungefihr 0,05 ¢ Substanz pro Kilo Kirper-
gewicht. Nach der Injektion ist das Tier etwas angegriffen, es
erholt sich jedoch schnell.

3 Stunden nach der Injektion wird eine Blutprobe von Art.
carotis genommen. Das Serum zeigt nur sehr schwache
Fiarbung und besitzt keine deutliche sensibilisie-
rende Fihigkeit.

_ .
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3. Eosin, Erythrosin, Rose bengale.

Die genannten Stofte der Fluoresceinreihe bieten gute Aus-
sicht, weil sie grofie sensibilisierende Fihigkeit und gute Lislich-
keitselgenschaften haben und ihre Fluorescenz ebenfalls von lang-
welligen Strahlen (Griin) erregt wird.

Frithere Versuche aus dem Institute haben auberdem ergeben,
dab sie verhiltnismibig wenig giftig sind.')

Die Untersuchungen des Blutes nach Einverleibung dieser
Stoffe haben zu folgendem Hauptergebnis gefiihrt:

Nach intravendiser Injektion von 02—03 g Eosin
pro Kilo Kirpergewicht ist im Serum des Kaninchens
nach ca. 6 Stunden der Farbstoff nochim Verhéiltnis
von 1:1000, bei subkutaner Injektion im Verhidltnis
von 1:3000—1:8000 vorhanden. Ks sind dies Konzen-
trationen, welche auch bei schwacher Lichtintensi-
tdt gute Wirkung erwarten lassen. Die Priifung der
photodynamischen Wirkung dieser Sera auf Para-
macien nnd Trypanosomen ergibt jedoch, dab die-
selbe gegenitber der Wirkung wisseriger Eosinliosung
erheblieh zuriicksteht.

Mit Erythrosin wurden im grofen und ganzen die-
selben Resunltate erhalten.

Nach intravenidser Injektion von Tetrachlortetra-
jodfluorescein-Natrium (Rose bengale), das wegen
seiner griferen Giftigkeit nur zu 01 pro Kilo ange-
wendet werden konnte. ist der Gehalt des Serum noch
nach 14 Stunden 1:2500. Die sensibilisierende Fihig-
keit desselben aber ist nicht blof absolut, sondern
aunch relativ zu Eosin noch viel bedeutender herab-
gesetzt.

Die Ursache dieser Herabsetzung der sensibilisierenden Fihig-
keit hat einer von uns (Busck) znom Gegenstand einer Reihe von
Untersuchungen gemacht, deren Resultate an anderer Stelle zur
Veriffentlichung gelangen. Hier wollen wir nur andeuten, dab die
Farbstofte Bindungen mit dem Kiweil des Blutes eingehen, so
dalf ein bestimmtes Quantum Serum die Wirkung einer bestimmten
Menge des betreffenden Sensibilisators neutralisiert.

1) Conf. inshesondere die Arbeit von A. Jodlbauer und G. Busck, die
Wirknngen von Fluorescein und Fluoresceinderivaten im Lichte and im Dunkeln.
Arch. internat. de Pharmakodynamie et de Therapie XV 263.*
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Zum Belege der vorstehenden Sitze seien die folgenden Ver-
giche in extenso angefiihrt:

1. Versuch. 037 Eosinintravenis, Blutunter-
suchung 10 resp. 30 Minuten nachher. Kaninchen. 2000 g
(Gewicht. 48 cem einer 27, Eosinlisung (in 0.4°, NaCl) = 0.37
pro Kiorpergewicht werden durch Vena jugularis innerhalb 11 Mi-
nuten injiziert. Unter der Injektion firbt sich das Kaninchen
intensiv. rot und der wenige Minuten nach Sechlull der Injektion
quittierte Urin enthilt reichlich KEosin. — Blutproben werden
10 Minuten vresp. 30 Minuten nach Schluf der Injektion ge-
nommen und mit den 2 Sera: a und b, Kkolorimetrische und
photodynamische Versuche angestellt. Der Eosingehalt in a
ergibt kolorimetrisch bestimmt 04", Eosin =1:250, wihrend b
0,359, = 1:280 Eosin enthiilt. — Da das injizierte Eosinguantum
0,37 pro Kilo des Korpergewichtes des Kaninchens betrugz, macht
dies unter der Annahme, dalb das Kaninchen 70 g Blut pro Kilo
Kirpergewicht enthielt, 0,53 g Eosin fiir je 100 g Blut. — 10 Minuten
nach Schluf der Injektion enthielt also das Blut eca. 75°, der in-
jizierten Eosinmenge; 30 Minuten spiter ca. 66° .

Die Priifung der sensibilizierenden Fihigkeit er-
eab folgendes:

, Trypanesomen Paramiicien
Gehalt an | Zusatz im Verhiltnis 1:1 Zusatz im Verhiiltnis 1: 3
Sernm : : hell
Eozin ~ hel
hell dunkel (wolkiger dunkel
: Himmel)
a 1 : 250 — 30 Min.  lebend 24 St. |- 2 8. lebend 24 St.
b 1: 285 — 40 Min. u  adist L 31, St . 24 Bt

Der Vergleich dieser serumhaltigen Mischungen
mit einfachen Lisungen von Eosin in Wasser (bei Para-
mécien) oder in 0,85, Kochsalzlisung (bei Trypanosomen) ergibt
die bedeuntend stirkere Wirkung der letzteren:

Trypanosomen Paramiicien

Eosinltsung Zusatz im Verhiiltnis 1:1 Zusatz im Verhiltnis 1:1
hell dunkel hell dunkel
1 opo=mol. -~ 10 Min. | lebend 3 St. (nicht | -~ 30 Min. |lebend 3 Std. (nicht
weiter beobachtet) weiter heohachtet)
1agag-maol. - 15 Min. lebend 24 Std. 4 60 Min. | lebend 24 Std.

2. Versuch 03 Eosin intravenis, Blutunter-
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suchung 3 und 6 Stunden nachher. Kaninchen. Gewicht
3150 g. — 31 cem einer 3°, Kosinlosung werden intravenis
injiziert (ca. 0.3 g pro Kilo). In den ersten paar Stunden nach
der Injektion scheint das Kaninchen recht angegriffen mit Parese
der Extremititen, spiiter erholt es sich.

3 Stunden resp. 6 Stunden nach der Injektion werden Blut-
proben von Art. carotis genommen und das photodynamische
Verhalten ihrer Sera auf Trypanosomen und Paramicien gepriift.

Serum entnommen Trypanosomen (1 : 1) Paramiicien (1 :3
nach hell ' dunkel hell dunliel
a) 3 Std. i~ 45 Min. Ilehend n.248cd., -+ 2Y, Std. |lebendn. 24 5td.
b) 6 Std. —-— 1 Std. w n2d8td.| —+ 2 5td. w24 50d.

Serum b zeigt kolorimetrisch einen Kosingehalt von 1:
1000. — Mit einer Blntmenge von 70 cem pro Kilo Kirpergewicht
hat das Kaninchen 4,3 ¢ Eosin pro Kilo Blut bekommen. 6 Stunden
nach Schluli der Injektion enthiilt das Blut also noch ca. 23°, der
gesamten injizierten Eosinmenge, obwohl 20 cem Blut 3 Stunden
nach der Injektion entleert wurden.

3. Versuch. 0,25 Fosin intravenids. Kaninchen. Gewicht
3000 g. — 30 g einer 25", Kosinlisung werden innerhalb 10 Mi-
nuten pr. vena jugularis injiziert = 0,25 pro Kilo Korpergewicht.

Der Urin wird unmittelbar nach der Injektion spontan quittiert.
3 Stunden spiiter wird wiederum Urin mit einem Eosingehalt von
0,05 ", quittiert. — 10 Minuten nach Schlub der Injektion wird
der Urin mit Katheter genommen; Eosingehalt ist nun 01°,. —
Der Urin enthiilt kein Albumin.

10 Stunden nach der Injektion wird eine Blutprobe
genommen. — Das Serum derselben, welches einen Eosingehalt
von 1:8000 aufweist, besitzt deutliche photodynamische
Wirkung: Tod der belichteten Trypanosomen nach 3!, Stunden
(dunkler Tag).

4. Versuch. 02 Eosin intravenos. Kaninchen. Gewicht

2800 g. — 28,6 cem einer 2°, Eosinlosung in 04 ", NaCl werden
langsam intravends injiziert, — also 0.2 g Eosin pro Kilo Korper-
gewicht. — 18 Stunden nach der Injektion wird eine Blut-

probe genommen. Das Serum derselben zeigt sich nur sehr
sehwach eosingefirbt, ungefihr einer Kosinlisung von 1:
400000 entsprechend und Sensibilisierungsversuche mit
Trypanosomen ergeben negatives Resultat. Das Priiparat
hell war nach 8 Stunden noch lebend.
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D, Versuch. 02 Eosin intraperitoneal. Kaninchen.
(vewicht 2600 g. — 10 cem einer 5%, Kosinlisung werden intra-
peritoneal eingespritzt = ca. 0.2 g Eosin pro Kilo.

a', Stunden spiter wird eine Blutprobe von Art. carotis
genommen. Das Serunm hat einen Eosingehalt von 1:4000,
wirkt deutlich photodynamiseh: Tod der belichteten Try-
panosomen nach 5 Stunden (sehr dunkler Tag). Im Dunkeln lebend
30 Stunden.

6. Versuch. 023 Eosin subkutan. Kaninchen. Gewicht
2150 g. — Auf verschiedenen Stellen des Kirpers wird eine 59,
Eosinlosung, im ganzen 10 cem subkutan injiziert (0,23 g Eosin
pro Kilo Kaninchen).

5!, Stunden nach der Injektion wird eine Blutprobe ge-
nommen, deren Serum einen Eosingehalt von 1:8000 aufweist.
Der Urin, der gleichzeitig aus der Vesica genommen wird, enthilt
ebenfalls Eosin im Verhiltnis 1:8000. Deutliche photodyna-
mische Wirkung: Die mit Serum @ versetzten Trypanosomen
lebten im Hellen bis zn 4 Stunden (sehr dunkler Tag)., im Dunkeln
30 Stunden.

7. Versuch. 02 Eosin subkutan. Kaninchen. Gewicht
5000 g. — 30 g einer 29, Eosinlosung (in 04", NaCl) werden
subkutan eingespritzt (ca. 0,2 g Eosin pro Kilo Kaninchen).

Der Urin, welcher 6 Stunden nach der Injektion mit Katheter
cenommen wurde, hatte einen Eosingehalt von 1 :500.

Blutproben werden wvon Art. carotis 4 resp. 6 Stunden
nach der Injektion genommen. Der Eosingehalt der 2 Sera
erweist sich gleich grob (1:3000) und die sensibilisierende
Fihigkeit ist in beiden dentlich vorhanden.

Trypanosomen Paramiicien
Fusatz 1:1 fusatz 1:2
hell dunkel hell dunkel

— 2 Std.  lebend 308td.| 4 3 Std.  lebend 305td.

Die Versuche mit den Kaninchen 6 und 7 zeigen den Vorteil
bei der Anwendung diinner FEosinlosungen zan subkutanen Injek-
tionen.

8. Versuch. 01 Rose bengale intravends. Blut-
untersuchung 1', und 14 Stunden nachher. Eine 29,
Rose bengale-Lisung in 0,6, NaCl wird intravents injiziert; das
Tier erhilt 0.1 g Substanz pro Kilo Korpergewicht. 1%, Stunden
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nach der Injektion ist das Kaninchen stark paretisch und an-
scheinend moribund.  Eine Blutprobe — 8 cem wird von
Art. carotis genommen. Danach erholt sich das Tier wieder. —
14 Stunden nach der Injektion wird wiederum eine Blutprobe ge-
nommen. — Das Serum der [. Blutprobe (a) weist einen Rose
bengale-Gehalt von 1:1500 auf; das Serum der II. Blutprobe (b)
enthiilt 1 :2500.

Die Priifung der sensibilisierenden Fihigkeit er-
gab folgendes:

"q1hs el s
Sernm entnommen L }%tu?iaelmlt Paramiicien
Hanh (nach der Mischung mit

Paramiicien 1 : 3) hell dunke!
13, Std. 1 : 6000 | 1 8td. | lebend 24 Std.
14 Std. 1 : 10000 | —68td. |- , 245d.

Zum Vergleiche hiermit sei ein Versuch mit Rose
bengale in wisseriger Losung unter Zusatz von Paramiecien-
zucht zun gleichen Teilen angefithrt, nm die intensive Hevabh-
setzung der Sensibilisierung durch das Serum zun de-
monstrieren:

Farbstoffoehalt Eitariiaie
(nach der Mizchung mit
Param#ecien 1:1 hell dunkel
1 : GO0 S5 momentan | lebend 24 Std.
1 : 1000 000 [ 1 Std. i Lad

1 : 3000000 [ =6 Sed. 5 od

I1I. Untersnchungen an infizierten Tieren.

Die Versuche wurden mit weillen Miunsen, Ratten und Kanin-
chen vorgenommen. Wird eine Maus subkutan mit Trypanosoma
Brueei geimpft, so kann man am ersten Tage kanm Trypanosomen
im Blute nachweisen; nach 48 Stunden sind dahingegen in der
Regel etliche Trypanosomen in jedem Priparat zu finden; 3 Tage
nach der Injektion enthdlt das Blut zahlreiche Trypanosomen
und ihre Anzahl ist in bestindigem Steigen begriffen, bis die
Maus — in der Regel am 4. Tage — stirbt. Zu diesem Zeit-
punkt kann die Anzahl der Trypanosomen im Blute am leich-
testen durch Vergleich mit der Anzahl der roten Blutkirperchen
bestimmt werden. — Bei Ratten dauert die Krankheit meistens
2 Tage liinger. — Kaninchen gehen dahingegen erst ca. 3 Wochen



nach der Infektion zugrunde und die Anzahl der Trypanosomen in
dem peripheren Blut variiert wiihrend des Verlaufes der Krank-
heit auberordentlich stark von Tag zu Tag. Uberimpfungen anf
Miinse geben mit griliter Sicherheit Ausschlag; unter den meh-
reren hundert Impfungen, welche wir vornahmen, mibgeliickte keine
einzige.

Die Versuchstiere wurden immer vor der Belichtung auf dem
Riicken mittels Caleinmsulthydrat enthaart, da der grofte Teil
des Lichtes sonst durch Reflexion an dem weillen Pelz verloren
gehen wiirde. — Zu den Belichtungen wurde Sonnenlicht be-
niitzt, das in der Regel durch eine ca. 4 em hohe Schicht einer
7", schwefelsauren KEisenoxydullésung filtriert worden
war, wodurch der grofite Teil der unsichtbaren Wiirmestrahlen
zuriickgehalten wir-:l. Die Tiere waorden wiihrend der Versuche in
niedrigem Drahtkifig mit freiem Luftzug von allen Seiten
gehalten. Die Wichtigkeit dieser Mabregel geht aus folgenden
Temperaturmessungen belichteter Kaninchen hervor.

Fin weilies, auf dem Riicken enthaartes Kaninchen wird in
einem gerdumigen, welbigestrichenen Metallkasten ohne Deckel ge-
bracht und direktem Sonnenlicht ausgesetzt.

Die Belichtung begann 9*° vorm. Temperatur (im Rekt.) 37,5 "
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Die Belichtung wurde abgebrochen.

121% nachm. 5 SO 38,3 %

Beim Schlull der Belichtung war das Kaninchen paretisch;
Respiration oberfliichlich, schnappend; starke Salivation.
Eine ganz entsprechende Temperatursteigerung wurde bei

einem weilen nicht enthaarten Kaninchen erzielt. Bei Kaninchen,

welche in ganz offenen Drahtkiificen belichtet wurden, stieg die
Temperatur dahingegen nur 1—1'/, Grad unter einer 3 stiindigen
Insolation -im Juni zur Jlltt&}'."ad@lt. Vergleichende Temperatur-
messungen bel enthaarten Kaninchen ergaben aulierdem, dal eine
intravenise Eosininjektion (0,1 g pro Kilo Kirpergewicht) un-
mittelbar vor der Insolation keine weitere Temperatursteigerung
verursacht. — Aus anderen Griinden wird die Insolation trotzdem
bedeutend schlechter von den eosinisierten, als von den normalen
Kaninchen vertragen. Manchmal starben die injizierten Tiere
schon wihrend der Belichtung. wesentlich infolge des stark sinken-
den Blutdruckes; wird die Belichtung vorher abgebrochen, so kann
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die durch die Belichtung hervorgerufene ansgedehnte Nekrose,
welche in den folgenden Tagen in der Haut auftritt, sekundiir
den Tod des Tieres zur Folge haben.')

Um die Lichtbehandlung durchzufiihren erwies es sich daher
als notwendig die Eosindosis auf 0,05 g pro Kilo Korpergewicht
herabzusetzen. Die Folge hiervon war, dal keine ginstice Ein-
wirkung auf den Verlauf der Krankheit mehr beobachtet werden
konnte; die Tiere starben in der Regel gleichzeitiz mit den Kon-
trolltieren oder sogar frither als diese und im Blut liefien sich
Trypanosomen nachweisen.

Besseres Resultat ergcaben die Versuche mit
weiben Ratten und Miusen, wenn die Behandlung un-
mittelbar nach der Infektion eingeleitet wurde. ks
eelang dann die Tiere zu heilen — oder richtiger, es gelang den
Ausbruch der Krankheit zu verhindern. KEs ist ndmlich wahr-
scheinlich, dalb die Trypanosomen in diesem Falle an der Impf-
stelle subkutan vernichtet wurden, bevor sie in die Blutbahn ge-
langten.

Zwar wurden zur Impfung und Farbstoffinjektion zwei mig-
lichst entfernte Kiorperstellen — Riicken und Bauch — gewiihlt,
so dal ein unmittelbares Ubergreifen des injizierten Mittels auf
die Impfstelle ausgeschlossen war; ein [Ubertritt des Farbstoffs aus
dem Blute in das kutane Gewebe findet aber sehr leicht statt,
sobald diese Stelle durch irgend einen Eingriff geschidigt wurde.?)

Wurde die Lichtbehandlung erst am Tage nach
der Impfung eingeleitet, so gelang ¢s hingegen nicht
mehr, den Verlauf der Krankheit zu beeinflussen.

Zum Belege dieser Angaben seien zwei Versuchsbeispiele angefiihrt.

Versuch mit sofort eingeleiteter Behandlung.

3. Angust 1905, 9 Uhr vorm. 5 weille Miuse (4 30 g) werden
enthaart und subkutan auf dem Riicken geimpft, jede mit 0,25 cem
einer hochvirulenten Trypanosomenkultur. Danach subkutan auf dem Bauch
injiziert:

2 Mause — 0,1 cem einer 2" Eosinlosung.
3 = — 0,1 » 2%, Erythrosinlisung.

Eine der mit Erythrosin injizierten Miuse wird als Kontrolle ins
Dunkel gebracht, die 4 anderen Miuse werden 7 Stunden lang belichtet.

1) Eine ansfiihrliche Besprechung dieser Verbiiltnisse findet man in: A. Jodl-
baner nmnd G. Busck, Die Wirkung des Fluoreseein und Fluoresceinderivate
im Licht und im Dunkeln a. a. O.

2} Conf. Jodlbauer und Busck a. a. 0. & 270.
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5. August 1905. Eine der belichteten Erythrosinmiiuse wird am
Morgen tot vorgefunden,

6. August 1905. Bei den 3 iiberlebenden belichteten Miiusen kinnen
keine Trypanosomen im Blut nachgewiesen werden: die Untersuchung
des Kontrolltieres hingegen ergal sicheres positives Resultat.

7. August 1905, Die 3 belichteten Miuse sind frei von Trypano-
somen. Im Blut des Kontrolltieres findet man zahlreiche Trypanosomen.
Das Tier starb 5 Uhr nachmittags.

9. August 1905, Die 3 Miuse sind frei von Trypanosomen.

13. August 1905. Die 3 Miiuse sind frei von Trypanosomen,

Versueh mit Behandlung am Tage nach der Infektion.

8. Aungust 1905, 12 Miuse (4 20 g) werden enthaart und subkutan
auf dem Riicken mit 0,25 cem einer frischen Tr.-Kultur geimpft.

9. August 1905, Die gestern geimpften Méuse werden um 9 Uhr
vorm. subkutan auf dem Bauch injiziert:

7 Miause — 0,1 g einer 19, Eosinlosung.
3 w — 01 g , 1% Erythrosinlosung.

Ins Dunkle wird verbracht: 1 nicht cefirbte, 1 mit Eosin injizierte
und 1 mit Erythrosin injizierte Maus.

Die iibrigen 9 Miuse wurden 6 Stunden lang belichtet. Alle
12 Miuse starben an Trypanosomisis im Laufe des 4. Tages nach der
Impfung.

Obwolil wir die eben angefilhrte Versuchsanordnung aunf ver-
schiedene Weise variierten, ergaben die Versuche doch bestindig
dasselbe Resultat und wir glauben daher den Schlull ziehen zu
konnen, dall bei dem derzeitigen Stande unserer Kennt-
nisse eine wirksame phototherapeuntische Behand-
lung blutparasitidrer Krankheiten sich nieht durch-
fiihren laBt.

Die Ursache hierfiir ist. wenn wir unsere Beob-
achtungen zusammenfassen, hauptsidchlich in folgen-
den Verhdltnissen zu suchen:

Die sensibilisierende Fihigkeit der bisher untersuchten Farb-
stoffe ist im Blutplasma resp. Serwm bedeutend herabgesetzt. Um
eine Wirkung zu erzielen, sind daher Dosen erforderlich, welche
dicht an die im Dunkeln tidlichen Dosen grenzen. Als weitere
schidliche Potenzen der Behandlung treten hinzu die Enthaarung
der Tiere, welche Storung ihrer Wirmeregulation vernrsacht. und
die primiir und sekundidr schiidlichen Wirkungen des Lichtes ant
den mehr oder weniger total sensibilisierten Organismus.

Bei den von Jodlbauner und Tappeiner vorgenommenen
Belichtungen von Meerschweinchen, welche mit Toxinen vergiftet

i
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waren, zeigte sich die Schidigung durch diese Faktoren nicht in
diesem starken Mabe. Die Dosen waren kleiner und die Tiere
vielleicht auch nicht so empfindlich. Es wiire daher immerhin mog-
lich, dab Versuche an diesen Tieren oder anderen von dhnlicher
Widerstandskraft bessere Resultate liefern.

Wenn es nun so anch gelinge, die Schwierigkeiten zu iiberwinden
und die Totung der zirkulierenden Parasiten mit der erforderlichen
Energie durchzufithren, so wére damit doch noch endgiiltize Heilung
nicht sicher erzielt. Ks miissen auch die in tieferen Organen fest-
gelegten Parasiten getroffen werden und hierfiiv kann unter Um-
stinden die vom gefirbten Blut- und Lymphplasma herrithrende
wScheinbare® Totalfiirbung der Haut, welche als Strahlenfilter das
Penetrieren der wirksamen Strahlen beeintrichtigt, ein neues
Hindernis bilden.

12
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Uber die Wirkung der photodynamischen Substanzen auf
weilie Blutkirperchen,

Yon
Hugo Salvendi.

Bald nachdem die Wirkung fluorescierender Stoffe
im Lichte auf Protozoen (Paramicien) entdeckt war, wurden
Versuche unternommen, die die Frage entscheiden sollten, ob
ebenso die Zellen hiherer Organismen durch das System
Licht 4 fluorescierende Substanz geschiidigt resp. vernichtet werden.
Auf Veranlassung von Prof. v. Tappeiner hat R. Jakobson?)
die ersten Versuche nach dieser Richtung unternommen und folgende
Ergebnisse erhalten:

Fluorescierende Substanzen bringen bereits bei zerstrentem
Tageslicht die Bewegungen des Flimmerepithels des
Frosches nach einigen Stunden zum Stillstand. wiihrend im
Dunkeln bei gleicher Konzentration derselben das Flimmern
mehrere Tage anhiilt. Dieser Stillstand ist keine einfache Liih-
mung, denn stirkere Reize (mechanische, thermische) vermigen die
Flimmerbewegung auch nicht voriibergehend mehr in Gang zu
bringen. Es handelt sich vielmehr um ein Absterben derselben.
Dafiir spricht die verinderte kolbige Form der Flimmerhaare, das
Auspressen der Protoplasmakugeln an dem Flimmersaume und der
endliche Zerfall desselben in Detritusmasse. KEs ist somit eine
photodynamische Wirkung nachgewiesen, die nur langsamer in
Erscheinung tritt als bei den niederen Organismen. Beispielsweise
totet Kosinlosung 1:1000 und Akridinlosung 1:10000 Paramicien
je nach der Intensitit des Tageslichtes in !/,—1 Stunde, Flimmer-
epithelien erst nach 4—5 Stunden.

1) R. Jakobson, Uber die Wirkung fluorescierender Stoffe auf Flimmer-
epithel. Zeitschr. f. Biol. Bd. 39 N. F. 21.
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Uber Wirkung auf Zellen von Warmbliitern liegen aufier der
spiter zu erwiihnenden Nekrose der Ohren von Miusen nur die
Untersuchungen von Sachs-Sacharoff?) und von Pfeiffer?)
vor. Sie fanden, daB gewaschene rote Blutkirperchen
von den photodynamischen Stoffen durch intensives Licht
(Sonne) angegriften werden. Es ftritt im Lichte Himolyse ein,
wihrend im Dunkeln nur ein minimaler Austritt von Hidmoglobin
stattfindet. Auf Veranlassung Professor v. Tappeiner’s ging ich
nun daran, das Verhalten der Leukoeyvten und Lympho-
cyten gegeniiber den photodynamischen Stoffen im Lichte zu unter-
suchen. Auber der Feststellung der photodynamischen Wirkung
auf die Zellen ist hierbei auch die Frage nach der Analogie der
Wirkung des Systems Licht 4 fluorescierende Stofte und der von
Rintgenstrahlen von Interesse.

Heinecke?® hat niimlich nachgewiesen, dal die Rintgen-
strahlen einen zerstirvenden Einflub auf das lymphadenoide Gewebe
sowie auf die Milzpulpa und das Knochenmark haben. Die Zer-
storung beginnt 2—3 Stunden nach Einsetzen der Bestrahlung
ganzer Tiere (Meerschweinchen), erreicht in 10-—12 Stunden ihren
Hohepunkt und ist in 5—6 Tagen abgeschlossen.

Helber und Linser?®) zeigten dann weiter, dal eine Zer-
stirung der weifien Blutkirperchen und zwar vornehmlich der Lympho-
cyten anch im Blute statthat. Sie vermuten, daB unter dem Ein-
flusse der Rontgenstrahlen ein Leukotoxin entsteht und dieses dann
sekundir eine Insufficienz der leukocytenbildenden Organe hewirkt,
ebenso wie aunch Curschmann und Gaupp?® im bestrahlten
Lenkimikerblut einen solchen Korper nachzuweisen suchten.

Da nach den Versuchen von . Busck das Serum die photo-
dynamische Wirkung auf Zellen stark hemmt, mubite die von mir
zu wiithlende Versuchsanordnung von der obiger Autoren verschieden
sein. Ich isolierte zu dem Zwecke durch Exsudatbildung die weilien

1) Sacharoff, Sachs, Uber die himolytische Wirkung der photodynam.
Stoffe. Miinch. med. Wochenschr, 1905 Nr. 7.

2) H. Pfeiffer, Uber die Wirkung des Lichtes auf Eosin-Blutzemische.
Wiener klin. Wochenschr. 1905 Nr. 9 ; ferner Wien. klin. Wochenschr. 1905 Nr. 13.

3) Heinecke, Experimentelle Untersnchungen iiber die Einwirkung der
Rintgenstrahlen auf das Knochenmark. Deutsche Zeitschr. f. Chir. Bd. 78 8. 197.

4) Helber u. Linser, Experim. Untersuchungen der Rintgenstrahlen auf
das Blut ete. Deutsches Arch. f. klin. Med. Bd. 83 p. 479.

5) Curschmann u. Gaupp, Uber den Nachweis des Rintgen-Leukocy-
toxins im Blut bei lymphatischer Leukiimie. M. m. Wochenschr. 1905 Nr. 49.

12%
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Blutkirperchen ans dem Blute und setzte diese isolierten, in ein-
zelnen Versuchen von anhaftendem Eiweil befreiten Zellen dem
Lichte ans. Als Lichtquelle diente teils zerstrentes Tageslicht,
tells Sonne und elektrisches Licht. Bei letzterer Anordnung wurden
die Wiirmestrahlen duorch konzentrierte Kupfersulfatlosung oder
7Y, Lisung schwefelsauren Eisenoxyduls in einer Schichthihe von
h4 em abfiltriert.
Ich gehe nun zu den eigentlichen Versuchen iiber.

I. Yersuche an Kaltbliiterleukocyten.

Durch die Injektion won !, cem einer 10°, Aleuronat-
aufschwemmung in physiologischer Kochsalzlosung in irgend einen
Lymphsack des Frosches (ich benutzte gewihnlich den Bauch-
lymphsack) erhilt man ein klares, hellgelbes Exsudat, bestehend
aus grolien Leukocyten, die, unter dem Mikroskop im hiingenden
Tropfen beobachtet, ausgiebige Beweglichkeit zeigen. Die Exsudat-
bildung erreicht ihr Maximum nach ca. 12 Stunden. In dieser Zeit
erhiilt man selbst von den Winterfroschen, die ich benuntzte, ca.
b cem Exsudat. Das Exsudat selbst verdiinnte ich mit Kochsalz-
losung, um gemidl den Erfahrungen von . Busck die Eiweil-
stoffe des Exsudats miaglichst auszuschalten, und zwar erschien mir
nach einigen Vorversuchen mit Losungen verschiedener Konzen-
tration eine 0.2%, Lisung am geeignetsten. Auch die Isolierung
und Waschung der Zellen durch Zentrifugieren wurde versucht.
Doch trat hierbel eine nicht zu unterschitzende Schidizung der
Zellen ein.

Im Verlaufte der Untersuchungen erschien jedoch diese wvor-
sichtige Ausschaltung des Exsudateiweibes als unndtig; die Wirkung
war auf gewaschene Leukocyten anniihernd die gleiche wie aunf
die in unverdiinntem Exsudat suspendierten, so dab in den spiteren
Versuchen von der Verdiinnung Abstand genommen wurde. Gleiche
Mengen Exsudat wurden mit den photodynamischen Substanzen
(Fluorescein, Eosin, Rose bengale und dichloranthracendisulfosaures
Natron) in optimaler Konzentration in Uhrschilchen gemischt. Von
diesen Mischungen wurden Tropfen teils dem Lichte ausgesetzt,
teils im Dunkeln aufbewahrt. Aulerdem kamen jedesmal Kontroll-
priaparate nur mit Zusatz von physiologischer Kochsalzlosung an
das Licht resp. in den Dunkelraum. Es ergab sich nun eine je
nach der Intensitit der Belichtung verschieden rasch auftretende
starke Wirkung der photodynamischen Substanz.

P




Protokolle:

13

Froschaleuronat-Exsudat mit der 10 fachen Menge 0,2 °, Kochsalz-
lésung verdiinnt.

I .':'TLJ. T’ie- Nach Nach Nach Nach

| ginn des | _ 1yt 3 :

| Versuches o Stunden | 6 Stunden |8 Stunden |24 Stunden
. :

I. Exsudat -} Eosin I beweglich beweglich | bewegnngs- | konturlos | anfgelist
1 : 1000 belichtet los, rund, ohne,
. | Fortsiitze
II. Exsudat 4 Eosin | beweglich | beweglich | beweglich | beweglich beweglich
1:1000 dunkel | | . '
ITI. Exsudat ohne Eo- | beweglich | beweglich | heweglich |beweglich heweglich
sin helichtet : i

11 I
Froschaleuronat-Exsudat, unverdiinnt; Belichtung im Sonnenlicht
unter Kupfersulfatvorlage (7. Mirz 1906). Simtliche im Dunkeln ge-
haltene Kontrollversuche zeizen nach 7 Stunden Bewegung.

Zu Be- | .- r , =
: Nach Nach | Nach Nach A
ginn des "y e e B17 Nach

Ver- . o o ] |
Stunden Stunden | Stunden Stunden |7 Stunden

snches
I. 05 cem Exsudat beweg- rund | rund  teilweise bis auf = voll-
—0,5 Roze bengale | lich  kontur- | kontur-  gelist | wenige | kommen
1 : 2000 losz los oeliist geliist
II. 0,5 cem Exsudat L rand | kontur-  kontur- e -
—+ 0.5 dichloranthra- ' los, Gra- los blasig
cendisnlfonzanres nula Detritus
Natron 1 : 200 scharf
hervor-
tretend
IIL. 0.5 cem Exsndat 5 teilweise teilweise blal  wie nach teilweise
-+ 0,05 Eosin rund rund | kontur- 4%/, Std. aufgelist
1:200 los, Gra-
. nula ge-
' firbt
IV. 05 com Exsudat | heweg- heweg-  Fort- rond rund
—+ 0,05 Fluorescein- | lich lich siitze
Na 1:100 | teilweise
eimnge-
. Zogen
V. 0.5 ccm Exsudat . 4 L - teilweise teilweise
ohne Zusatz be- rund rund

lichtet

Uberblicken wir obige Ergebnisse, so sehen wir, dab das Eosin
nach 6 Stunden Belichtung im zerstreuten Tageslichte eine Wirkung
auf die Froschleukocyten zeigt; in der Sonne tritt dieselbe schon
nach 2—3 Stunden auf und ist viel intensiver. Von den ver-
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schiedenen untersuchten Kiérpern wirkt am schnell-
sten, dhnlich wie bei den Paramiécien, Rose bengale
und dichloranthracendisnlfosaures Natron, schwidcher
das Eosin und ganz schwach, kaum mehr sicher nach-
weishar, das Fluorescein. Die Wirkung selbst zeigt sich
zunichst in einem Aufhéren der Bewegungen der Leuko-
cyten. Es werden keine Fortsitze mehr ausgestreckt. Die einzelnen
Zellen werden rund, die Konturen sind undeutlich,
die Granula dagegen treten stirker hervor und firben
sich, wihrend die Protoplasmaleiber blal werden und blasig auf-
quellen. Nach mehreren Stunden erscheint die Zahl dieser struktur-
losen Gebilde verringert und am anderen Tage sind keine
Zellen mehr zu sehen. Im Gesichtsfeld erscheinen nur wenige
Kerntriitmmer.

Da das ohne Zusatz photodynamischer Substanz belichtete
Kontrollpriaparat nach 24 Stunden ebenfalls keine deutliche Be-
wegung mehr zeigte, so miissen wir annehmen, daf auch duorch
die Belichtung allein eine geringe Schiidigung statthat; denn die
im Dunkeln gehaltenen Priparate zeigten sowohl mit als ohne
Zusatz der fluorescierenden Substanzen nach dieser Zeit noch deut-
liche Bewegung.

IL. Yersuche an Warmbliiterlenkocyten und -lymphocyten.

Die Versuchsanordnung ist hier fast die gleiche wie bei den
Froschlenkoeyten. Durch Aleuronatinjektion gelingt es beim Ka-
ninchen, - intrapleural eine gewisse Menge Exsndat, bestehend aus
polynukledren pseudoeosinophilen Zellen zu erzielen.
Kleinere entsprechende Exsudate erhiilt man beim Meerschweinchen
durch intraperitoneale Injektion. Das Exsudat bei den Kaninchen
wurde durch Aspiration, beim Meerschweinchen mittels Glas-
kapillaren entnommen. Gleiche Mengen mit 0.85°, Kochsalzlisung
verdiinnten oder unverdimnten Exsudates wurden mit den Sub-
stanzen gemischt und in einem Brutschrank, der eine Wandung
ans Glas hat, bei 37" belichtet. In spiteren Versuchen habe ich
auf die Belichtung im Brutschranke verzichtet. Da nimlich bei
Einwirkung einer intensiveren Lichtquelle: des Sonnenlichtes oder
einer groben Reflektorlampe die erzielte Schidigung schon nach
wenigen Stunden eintritt und die Vitalitit der Leukocyten in
Zimmertemperatur eine derartige ist, dal 10 Stunden nach der
Entnahme des Exsudats noch Beweglichkeit besteht, nahm ich zur
Vereinfachung der Versuche von der konstanten Temperatur von
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37° Abstand. Die Mischungen wurden in Uhrsehiilchen gemacht
und dieselben in feuchten Kammern belichtet. Stichproben wurden
nach bestimmten Zeiten entnommen und im hingenden Tropfen
untersucht.

Wiihrend die Gewinnung eines reinen, nur gleichartige poly-
nukleiire Leukocyten enthaltenden Exsudats auf keine Schwierig-
keiten stief, konnte ich ein grifieres, fiir eine Versuchsreihe aus-
reichendes reines Lymphocytenexsudat nicht erhalten. Auch die
von Prischer empfohlene intraperitoneale Injektion von Tinio-
toxin fithrte zn keinem Ziele. Durch fortgesetzte Aleuronatinjek-
tion in die Banchhdhle von Meerschweinchen gelang es jedochs
ein Exsudat zu erhalten, das Lymphocyten und Leukoeyten
etwa in gleichem Verhiltnis gemischt enthielt. Dasselbe
wurde zn dem folgenden Versuche benutzt:

Protokoll

Meerschweinchenexsudat, enthaltend Lymphoeyten und Leukocyten
(ca. 1:1). Lichtquelle: Kohlenbogenlampe von der Intensitit schwacher
Sonne, Ausschaltung der Wirme durch Eisenoxydulvorlage (79, in
5,4 em Schichtendicke). Exsudat in Uhrschilchen in feuchter Kammer.
Entnommene Stichproben im hingenden Tropfen untersucht. Kontroll-
priparate mit und ohne Zusatz fluorescierender Substanzen im Dunkeln
gehalten, nach 5 Stunden unveriindert.

d;ifuen Nach 1 Stunde | Nach 2 Stunden Nach 3 Stunden
d. Ver-| Leuko- Lympho- Lenko- Lympho- Leuko- Lympho-
suches| cyten | cyten | eyten  ¢yten cytem  cyten

I. 0,5 cem Exsudat be- | rund mit = unver- [wie nach teilweise wie nach aufgelist
—+ 0,05 cem Rose wep- scharf her- dndert | 1 Std. aunfgelost 1 Std.
bengale 1 : 2000 lich vortretend. _

| Granulis
II. 0,5 cem Exsudat as | = Zahl w'&r-_] - voll- o .
0,05 cem Rose | mindert | kommen
bengale 1:200 : | anfgelist
- | . . |
III. 0,5 cem Exsudat i = Unver- - teilweise - =
-+ 0,05 cem Eosin ' dndert | auberdem anfeelist -
1 : 200 ' ! :mthlknn- &
= ' turlos
IV. 06 cem Exsudat | rond mit Zahl vey- s | voll- * &
—+ 0,05 cem diehlor- | scharf her- mindert | | kommen
anthracendisulf. Na vortretend. _ aufgelist
1: 200 (Gran. ohne
| scharfe i
' Kontur | _

V. 05 ccm Exsndat | nnveriin-  unver- | unver- | unver- Granula | Zahl ver-
—{—!‘.}ﬂn ceim Muuruu | dert | dndert | #dndert indert scharf =mindert
cein-Na 1:100 . . . hervor-
¥ - | tretend

VI 05 cem Exsudat = 5 = ' - : o rund nnver-

+ 0,05 cem Aq. de- | i | . andert
still. . .
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Die Resultate meiner Versuche an den Warmbliiterlenkocyten
und -lymphocyten sind nun kurz zusammengefalit foleende:

Wihrend die Einwirkung der photodynamischen
Substanzen im starken Licht auf Lymphocyten eine
sehr intensive ist und in wenigen Stunden zur voll-
kommenen Auflisung der Zellen fiithrt, werden die
polynukledren Leukocyten zwar auch geschidigt,
aber nur in geringem Grade. Die Bewegung hirt nach
einigen Stunden auf und die Zellen firben sich frither als die
Dunkelkontrollpriparate: nach einizgen weiteren Stunden schwinden
die Konturen und die Granula treten sehr scharf hervor, aber es
kommt zu keinem Zerfall Um mich auch zahlenmifiig von letz-
terem Umstande zu iiberzeugen. habe ich Zihlungsversuche
angestellt. Die Mischung des Leukocytenexsudats und der photo-
dynamischen Substanzen wurde in grofen bedeckten Wigeglischen
unter oftmals wiederholtem Schiitteln bei zerstrentem Tageslicht
mehrere Tage (in einem Versuche bis zu 12 Tagen), im Brutschrank
aufbewahrt. Tiglich zweimal entnahm ich einen Tropfen und stellte
in der Thoma-Zeili'schen Zihlkammer die Zahl der Leukocyten fest.
In dem 12 Tage daunernden Versuche war die anfingliche Zahl in
Yieoo cmm 530, am 2. Belichtungstage 528, am 4. 489, am 7. 534,
am 9. 528, am 12. 518.

Um die hier gefundenen Ergebnisse in Vergleich zu setzen
mit der photodynamischen Wirkung auf Paramiicien und Flimmer-
epithel unternahm ich eine gleichzeitige vergleichende
Untersuchung dieser verschiedenen Objekte und fand
die in folgender Tabelle wiedergegebenen Werte:

Tabelle.

Anordnung: Sonnenbelichtung unter Kupfervorlage. Versuchs-
objekte im hingenden Tropfen in feuchter Kammer. Um dem
Eindringen der photodynamischen Stofte in die Zellen Zeit zu
lassen, standen die Priiparate vor der Belichtung 1 Stunde im
Dunkeln.

Flimmer- @ Leukocyten Leukocyten| Lympho-

Parami- | epithel.  d.Froszehes.  von Warm- | cyten von
cien. Aunfhiren = Aunfhiren  bliitern. Auf- Warm-
Zerfall der Be- | der Bewe- |hirven d. Be- bliitern.
nach wegnungen gungen wegungen | Auflizsung
nach nach nach nach

Fluoreseein 1: 1000 2, Std. 9 Stunden 5's Stunden! 2 Stunden —
Eosin ~1:20000 6 Minuten 1Y, . BT 2 - 3 Stunden
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Flimmer- | Leukocyten | Lenkocyten| Lompho-

Parami- | epithel. | d. Frosches \von Warm- | cyten von
clen. Aufhiiren | Aufhiren bliitern. Anf| Warm-
Zerfall | der Be- der Be- hiren d. Be- bliitern.
nach | wegungen wegungen | wegungen | Aunflisung
|  nach nach nach nach
Rosze bengale 11/; Minut. | !5 Stunde [1'/, Stunden| 1 Stunde | 2 Stunden
1: 20001
Dichloranthracendi- 2 = 1 " 11, | 2 .
sulfosanres Na
1 : 2000

Aus der Tabelle ergibt sich folgendes:

1. Die Leukocyten des Frosches, wie auch die
Leukoeyten und Lymphoeyten der Warmbliter er-
leiden ebenso wie Paramidcien und Flimmerepithel
durch die photodynamischen Substanzen im Lichte
eine Schidigung.

2. Dieselbe tritt bei den weiben Blutkirperchen
analog wie beim Flimmerepithel viel langsamer ein
als bel den Paramicien.

3. Bei Lymphoeyten ist die Wirkung eine viel
weitgehendere als bei den Leukoecyten. Erstere lisen
sich bereits nach 2 Stunden Belichtung auf, letztere selbst nicht
nach 12 Tagen Belichtung.

Wenn hiernach wie durch die Rontgenstrahlen vor allem die
Lymphoeyten angegriffen werden, so ist das dennoch kein Beweis
fiir eine Analogie beider Wirkungen. Dab eine solche in der Tat
nicht besteht, zeigen die Versuche A. Jodlbauer’s®), der bei
langer Bestrahlung von Paramiicien durch Rintgen- und Radium-
strahlen keine Wirkung auf diese durch Licht 4 fluorescierender
Substanz =0 leicht angreifbaren Zellen fand. Es sind eben die
Lymphocyten durch verschiedenartige Eingrifte leichter und inten-
siver zu schidigen als die Leukoeyten. Zum Schlusse seien noch
einige weitere, im Institute gemachte Beobachtungen bei Belichtung
von Zellen hiherer Tiere unter Zusatz von fluorescierenden Stoffen
anfgefithrt, welche ebenfalls zeigen, dal solche Objekte relativ
schwerer und langsamer zu beeinflussen sind.

So berichten v. Tappeiner und Jodlbauer? iiber E ?i-
1) Konzentration, die anf Paramicien anch im Dunkeln stark giftig ist.

2) A. Jodlbauner, II, p. 62.

3) H. v. Tappeiner, Verhandl. des XXI. Kongr. f. innere Med. Leipzig
1904 nnd A. Jodlbauer u. G. Busck, Arch. internat. de Pharmakodynamie et
de Thérap. Vol. XV p. 243,
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thelverinderungen an Fischen. Werden kleine Fische
in schmalen Glisern, welehe mit dichloranthracendisulfosaurem
Natron 1:2000 resp. Eosin 1:10000 oder Rose bengale 1 :30000
gefiilllt sind, dem Lichte ausgesetzt, so zeigt sich nach einigen
Stunden eine intensive Abstofung der epithelialen Zellen insbeson-
dere an den Flossen; die abgestolienen und gefirbten Zellen
hingen wie Lamellen an den Tieren herab. Nach 1—17, Tagen
sterben die Tiere. Die im Dunkeln gehaltenen Fische dagegen
blieben viele Tage am Leben.

Es gehoren hierher auch die zuerst von O. Raab?) be-
schriebenen Nekrosen der Ohren von Miusen, die mit Eosin
subkutan injiziert waren wund dem Lichte ausgesetzt wurden.
A.Jodlbaner und G. Busek ®) haben die Beobachtung bestitigt
md auch mit Erythrosin (0.1—0,2 pro Kilo Tier subkutan) solche
Ohrnekrosen erzeugt. Ks zeigt sich hierbei ferner, dab, wenn
nach 2tagiger Belichtung die Tiere weiter beobachtet wurden,
insbesondere an Kopf und Riicken die Haare stellenweise ausfielen,
mit oder ohne Anftreten von Hautschorfen, wohl je nach der In-
tensitiit der Belichtung. Auberdem sind die Augenlider geschwellt
und in einzelnen Fillen durch Sekret giinzlich verklebt. Bei den
Dunkeltieren fehlten diese Symptome stets.

Ob es sich bei diesen Ohrennekrosen um eine direkte Wirkung
anf das Kpithel oder um eine Wirkung aunf die feinsten Blutgefibe
ev. Verstopfung derselben mit zerstirten Blutzellen handelt, muf
hier unentschieden bleiben.

1) 0. Raab, Zeitschr. f. Biologie Bd. 44 p. 16.
2) a.a. 0. p. 248




A1V.

Uber den Ablauf der photodynamischen Erseheinung bei
alkalischer, nentraler und saunrer Reaktion.

Von

R. Dax.

Aus den Beobachtungen am Akridin') und an den Fluores-
ceinen *) konnte der Schlub gezogen werden, dab die photodyna-
mische Wirkung der fluorescierenden Stoffe unabhingig ist von
ihrer Lichtempfindlichkeit, d. h. von ihrer chemischen Zersetzung
im Lichte.

Ein weiteres Argument fiir diese Auffassung liegt in der Be-
obachtung, dafi die Beschleunigung der Eder'schen Reaktion durch
fluorescierende Stoffe bei Abwesenheit von atmosphirischem Sauer-
stoff am griBten ist?), also unter Umstinden, in denen eine Ver-
inderung des zugesetzten Stoffes (durch Oxydation) villig aus-
geschlossen ist. Wenngleich nun diese Folgerungen einwurfsfrei
erscheinen, so war es doch wiinschenswert, sie auf einem anderen
Wege zu bestiitigen. Diesen Weg bietet die Beobachtung, daf die
Bleichung des Eosins und des dichloranthracendisulfonsauren Natrons
unter Sdnrebildung einhergeht.?) Sie ldft sich in einer Lisung
des Anthracendisulfonats unmittelbar duveh Titrierung mit Lauge
feststellen und bei den nicht genau titrierbaren Hosinlisungen auns
dem Umstande erschlieben, dalf die urspriinglichen neutralen
Liosungen bei der Bleichung sich tritben und durch Ather jetzt
freie Farbséiure sich ausziehen liBt. Nach dem Prinzipe des be-
weglichen Gleichgewichtes, wonach die bei einem Vorgange ent-
stehenden Stoffe eine entgegenwirkende Kraft auf diesen Vorgang

1) Jodlbauner n. v. Tappeiner, V. 8 95 u. 98

2) v. Tappeiner, XI. 8. 159,

3) Jodlbauer n. v. Tappeiner, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellschait 38,
2608,

4) Jodlbaner n. v. Tappeiner, V. 8. 95,
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ausitben, mufl diese Sdurebildung bei alkalischer Reaktion infolge
Bindung der Siunre erhiht sein. Wenn daher die photodynamische
Wirkung der genannten flnorescierenden Stoffe mit ihrer Zersetzung
im Lichte ursiichlich verkniipft wiire, miiite man erwarten, dab
diese Wirkung bei alkalischer Reaktion erheblich stirker wiire als
bei neutraler oder saurer.

Von diesem Gesichtspunkte aus habe ich auf Vorschlag des
Herrm Professor v. Tappeiner die folgenden Versuche unter steter
Beihilfe Hertn Dr. Jodlbauer's ansgefiilirt.

I. Bestimmung der bei der Bleichung gebildeten Niuremenge,

Da iiber die Beschleunigung der Bleichung des Eosins bei
alkalischer Reaktion bereits eine Beobachtung von A. Heffter
vorliegt '), habe ich mich auf die Titrierung der bei der Bleichung
des dichloranthracendisulfonsauren Natrons gebildeten Siure in fol-
eendem Versuche heschrinkt:

Je 10 cem einer wisserigen Lisung des Salzes ', -n. wurden
versetzt 1. mit 10 cem Wasser, 2. mit 10 cem '/, ,-n. Salzsiure,
3. mit 10 ecem !/, ,,-n. Natronlange, in Erlenmeierkolben von 500 cem
Rauminhalt eingeschlossen und 3 "Tage lang hinter einem ge-
schlossenen Nordfenster dem zerstreuten Tageslichte (Winter) aus-
gesetzt.

In gleicher Weise wurden 3 weitere Kolben beschickt und
ebensolange im Dunkeln bei gleicher Temperatur gehalten.

Nach dieser Zeit wurden die Lisungen der 6 Flaschen mit
Voo Salzsiiure resp. Natronlauge und Phenolphtalein als Indikator
zuriicktitriert und die gebildete Siuremenge berechnet. KEine be-
merkbare Siurebildung im Dunkeln war dabei nicht eingetreten.
Die Aciditit war in den 3 Dunkelflaschen dieselbe = 0,15 eem
1 se-Normallange.

Die dem Lichte ausgesetzt gewesenen Flaschen ergaben
folgendes:

 Darauns berechnte Sinre-
bildung 1n cem *f,,-n.

Flasche 1 (meutral) verbrauchte 2,1 cem ¥,,,-n. Lange 2.1
2 (saner) 205 ., z = 205
3 (alkalizch) 385 o Sdnre 6.15

1) Uber die bei der Autoxydation des Eosins entstehenden Produkte. Ber.
d. Dentzch. chem. Gesellseh. 38, 3633. .1 mg Eosin in 100 Wasser geliist bleicht
bei Luftdurchleitung im direkten Sonnenlicht in 6 Stunden, eine gleiche Lisung
mit 2 Tropfen 259, Natronlange in 4 Stunden vollstiindig.” Die bei der Bleichung
des FEosins entstehenden Produkte sind nach Heffter: Bromwasserstofisiiure,
Kohlensiiure, Oxalsiinre und Phtalsiinre.

.
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Der Versuch ergibt somit, dab bei der Bleichung
der Dichloranthracendisulfonsinre bei alkalischer
Reaktion ca. 3mal soviel Sidure gebildet wurde als
bei neutraler und sanrer.

I1. Versuche an Paramiicien in neutraler und alkalischer
Losung.

a) Bei Zusatz von Eosin 1,,,, 1

Dureh Vorversuche wurde ermittelt, dab Kochsalzlosungen von
ioo—"oo-normal, Natriumkarbonat von '/,,,—'/ ,,-n. und Natron-
lauge von '/;,,-n. von Paramicien im zerstreuten Tageslichte mehrere
Stunden ohne merkbare Schidigung ertragen wurden, diese Lisungen
mithin als Medinm branchbar waren. Die Versuche wurden sodann
in folzender Weise angeordnet:

In gleichgrobe Uhlrschiilchen wurde je 1 cem der aequimole-
kularen Kochsalz- resp. Alkalilésungen gegeben und 0,2 cem einer
Paramiicienzucht hinzugefiigt, so dali in jedem Schiilchen eine
reichliche Anzahl, ca. 50 Stiick, dieser Tiere enthalten waren. Den
Losungen war so viel Eosin zugefiigt, dab dasselbe nach der Mischung
mit der Paramiicienzucht stets in einer Konzentration von /,,,,-1.,
mithin in dem fiir Invertinschiidigung und Jodbildung ermittelten
Wirkungsoptimum, vorhanden war. Diese Konzentration ist im
Dunkeln fiir Paramiécien noch ungiftig. Die mit den Para-
micien versetzten Uhrschilechen verblieben vor der
Exposition 2 Stunden im Dunkeln, um dem Eosin Zeit
zu lassen, sich mit dem Zellinhalt osmotiseh ins
Gleichgewicht zu setzen, und so den Einwand aunszuschalten,
dali ev. auftretende Wirkungsunterschiede in den neuntralen und
alkalischen Losungen durch die Verinderung der Geschwindigkeit
der Aufnahme des Kosins in die Zelle verursacht seien. Die
Schiilchen wurden hierauf um 1 Uhr mittags an einem sehr hellen
Tage des Winters hinter einem geschlossenen Fenster dem zer-
streuten Tageslichte aunsgesetzt.

Art des Medinms ; Yerhalten der Paramicien nach
|
a) neutral ! 25 Min. ' 45 Min. 60 Min.
jjrmn““- Fochsalz iL{rkl;}mq’lliﬁ:nl :-ull‘;.rt?-_ :Sétlm'l,liu'iw_ Tierchen :d;-u'!:a'!l |'.".-"f|4.rl'!iﬁl.111h;_r|
| hoben, nur mehr rol-| sind bewegungslos n.| bereits sehir deurt-
lemde Bewegnng am| in Aunfquellung be- lich.
Platze. griflen.
- [T .
J 20011 » " "

:'IIII.“].|]"|.].r " | & |
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Art des Medinms ".Prlmlten fl!.t' I’i’-ll'-'.’.llil-.ii 1En nmll
b) alkalisch 25 Min. ! 45 Min. ' G0 Min.
1 0o~M. Natr. carbonat. |"\.-=:'II langsame L-I'.ll-il:l-|"'~l hwach rollende Be- Die ZerflieBung hei
100 | motionen bei einzel.| wegnng noch bei ein- einzelnen sehr deut-

| Imdividuen, beil den| zelnen Tierchem zo| lich, Iu-:amlrarmnm

ihbrizen nur mehr roll.| sehen, die meisten La- Fti.ulrluu
Bewegung am Platze.| wegungslos und aoni-|
| gequollen. |
if |
fzﬂﬂ‘-]l" = | - an "
Y oo-1l. Natronlauge \ . Y | &

b) Bei Zusatz von dichloranthracendisulfonsaurem
Natron %fy,,-n.

Die Anordnung des Versuches ist dieselbe wie in a). Die
Konzentration des zugesetzten Anthracensalzes war eine hihere
entsprechend der Beobachtung, dall seine Wirkung auf Invertin
und Jodkalium um so hiéher ist, je hoher die Konzentration. Ks
wurde ',,,-n. gewiihlt, weil diese Konzentration fiir Paramicien
im Dunkeln noch nicht schiidlich, d. h. ungiftig ist.

Art des Medinms Verhalten der Paramiicien nach
a) neutral 5 Min. 10 Min. 30 Min.
1 oo Kochsalz Lokomotion bereits er-|Simtliche Tierchen be- Deutlicher Zerfall.
¥ loschen, nur mehr | wegungslos.

schwach rollende Be-|
wegung am Platze. |

1. a0l " ” " : ”
lJ.I-'IEII:I"]:I' i . " w LE
b) alkalizch
1 o1l Natr. carbonat. Vereinzelte Individuen Vereinzelte Individuen Beginnender Zerfall.
y noch in schwacher Lo-| noch rollend, die
| komotion, die iibrigen meisten bewegungs-
| rollend. Lo,
Yapp-12- ~.- " h l it
Y po-n. Natronlange & = :

Ergebnis: Die Wirkung der fluorescierenden Stoffe
auf Paramicien ist in alkalischer Lésung nicht
stirker, sondern im Gegentell merkbar schwicher
als in neutraler.

ITI. Versuche an Imvertin in neutraler und alkalischer Losung.

a) Ohne Zusatz fluorescierender Substanz.

Invertin ist bekanntlich gegen Alkali sehr empfindlich, es
wird schon bei geringer Alkalescenz seiner Losungen unwirksam.
Es mubte daher erst durch besondere Versuche ermittelt werden,
ob dies bei jedem Grade der Alkalescenz der Fall ist oder ob eine
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gewisse Grenze existiert, bei der auch bei Zutritt von Licht eine
Schidigung in einem gewissen Zeitraume noch nicht bemerkbar ist.
Die folgenden Versuche zeigen, dab die Alkalescenz von Y/,,,-normal
Natronlange und der Zutritt von zerstreutem Tageslicht von 6 Stunden
Dauer keine merkbare Verminderung des Invertierungsvermigens
zur Folge hatte.

Die Versuche wuarden in folgender Weise angestellt:

Die Lisung eines Invertinpriparates von E. Merck von 0479,
in Wasser, welche etwas sauer reagierte, wurde genan neutralisiert,
wozil 13 cem einer Natronlauge von !/, -mormal zu 100 cem der
Invertinlisung erforderlich waren.

Je 9 cem dieser Lisung kamen sodann in gleichgrofe diinn-
wandige Erlenmeyer-Kolben. Der Durchmesser derselben betrug
9 c¢m, so dab mithin die Lisung nur in ganz diinner Schicht den
Boden bedeckte. Nach einem Zusatz von 1 cem Wasser resp. '/, -n.°
Lauge wurden sie verschlossen und die Hilfte der Kolben dem
zerstrenten Tageslichte an einem klaren Wintertage ausgesetzt.
Die andere Hiilfte verblieb im Dunkeln. Nach der Exposition
wurde in allen Flaschen die urspriingliche Aciditit durch Zusatz
von Lauge resp. Wasser in der Weise hergestellt, dab das Volum
in allen Kolben das gleiche blieb. “u den Kolben mit neutralem
Inhalt mufite zu diesem Behufe je 1,0 cem '/, ,-n. Salzsiure 4 0.5 cem
Wasser, zu den Kolben mit alkalischem Inhalt 1,5 cem ', -n. Siure
zugesetzt werden. Es folegte hieraunt der Zusatz von je 30 ccm
einer Rohrzuckerlosung von 15°, und die Bestimmung der Polari-
sation nach 16 Stunden in der iiblichen Weise. Die (berechnete)
Drehung vor der Invertiernng ist - 7°12Y nach vollstindig voll-
endeter — 2% 19"

i Drebhung
| nach ebensolangem

Art der Lisung | nach Belichtung e wdileniin

von 11%,—5"; Std. |

| Dunkeln
9.0 cem Fermentlisung 4 1,0 com Wasser| -+ 10 02! 4+ 12 01"
5 + 05 | -+ 1% 01 : -+ 1% 041

n "
-+ 0.5 cem fs0-n. Natronlange
|

Resultat: Das Invertierungsvermigen ist in allen Lisungen
gleich. Der Alkaligehalt von ',,,-normal schidigt
Invertinlosungen weder im Dunkeln noch im Hellen
in merkbarer Weise innerhalb der angewandten Ver-
suchszeit.
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b) Mit Zusatz von Eosin ,,,,-D.
Die Versuche wurden in gleicher Weise wie in a) angestellt,
Die Exposition in zerstrentem Tageslichte danerte entsprechend
der zu erwartenden starken Schiidigung nur 1%, Stunden (von
111/,—1 Uhr).

i Drehnng
Art der Lisun i
g hell ' dunkel
9 cem Ferment - 0.5 cem Eosin - 0.5 cem) 1 49 Bas I 4 1¢ 01!
Wasser |
9 cem Ferment 4 0,5 cem Eosin -4 0,5 cem -+ 4° 40 -+ 0% 57!

Ysg-m. Lange
do. ~+ 4° 10!

|
¢) Mit Zusatz von dichloranthracendisulfosaurem
Natron 1/,,,,-0-

Versnchsanordnung wie in a) und b). Die Exposition im zer-
strenten Tageslichte daverte von 11',—5", Uhr, entsprechend der
nach fritheren Erfahrungen schwicheren Wirkung dieses Stoffes
anf Invertin.

- Dyvehung
Art der Lizung =
: 5 hell dunkel
9 cem Ferment -+ 0.5 cem Sulfonat - -+ 4° 31 -+ 1% 02*
0.5 cem Wasser
9 cem Ferment -+ 0.5 cem Sulfonat —- -+ 4° 08 4+ 1° 04
0.5 cem Yop-n. Lange
do. -+ 492 30 —

Die Versuche b) und ¢) ergeben, daf die Intensitit der
Schidigung desInvertins durch fluorescierende Sub-
stanzen im Lichte bei meutraler und alkalischer
Reaktion annihernd die gleiche ist. Sie war in alkali-
scher Liosung in einem Versuch etwas hiher, in drei anderen aber
geringer als in neutraler.

IV. Versuche an Invertin in neutraler und saurer Losung,

Paraméicien sind in sauren Medien nicht untersuchbar., weil
sie schon durch Spuren von Siuren getitet werden. Der Versuch
mubte sich daher auf Invertin, das gegen Sinren '/,,,-n wenig
empfindlich ist, beschrinken. Die Anordnung war wie in den Ver-
suchsreihen des Abschnittes 111,  Als Zusatzsubstanz konnte nur
die wasserlisliche Dichloranthracendisulfonsinre beibehalten werden.
Da die Absorption durch diese Verbindung in neutraler und saurer
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Lisung eine verschiedene ist ') und Unterschiede in der Schiidigung .
des Invertins daher durch diese optische Verschiedenheit verursacht
sein konnten, wurde das Chlorid einer Base (Methylenblan) hinzu-
genommen, deren Absorption in neutraler und saurer Lisung nicht
wesentlich differiert. Nach der Exposition wurden die sauren
Lisungen vor Beginn der Invertierung unter Konstanzerhaltung des
Volumens aller Losungen genau neutralisiert. Auf diesen Punkt
ist besonderes Gewicht zu legen, da die Invertierung durch Siuren
beschleunigt wird und die Resultate daher nicht vergleichbar wiiren.
Die Lisungen im Versuche ¢) wurden vor der Ablesung durch Kohle
entfirbt.

a) Ohne Zusatz fluorescierender Substanz
Exposition: 2 Tage (zerstreutes, friibes Licht).

Art der Lisung | Drehung
. hell dunkel
85 cem Ferment 4 1.5 com Wasser - 0° 08" L 0o o2
Bt —I— 5 3 . _|_ + 0" 04! + 00 Oy

i:,ﬂ cem 'Hl.".m-ll. HC

b) Mit Zusatz von dichloranthracendisulfonsaurem
Natron ,500-1.

ixposition: 2 Tage (zerstreutes, triibes Licht).

i i l.:}.l'f.‘,ill.tllg' ;
Art der Lisung .
3 : hell dunkel
8.5 cem Ferment - 0,5 cem Sulfonat - - 5° 05 ' -+ 0 07
1.0 ecm Wasser . e .
85 cem Ferment 4 0.5 cem Sulfonat + 4° 5%’ - 0° 06’

1,0 cem Yo;-n. HCI

¢) Mit Zusatz von Methylenblau ,,,,-n.
Exposition: 2 Tage (zerstreutes, triibes Licht).

“ Drehung
Art der L =
e hell | dunkel
8,5 cem Ferment - 0.5 cem Methylen- -+ 4" 45 i —
blau + 1,0 cem Wasser
8.5 cem Ferment 4 0,5 cem Methylen- -+ 40 38 —

blan - 1,0 cem Y/5p-n. HCI

Das Ergebnis der Versuche a), b), ¢) ist folgendes:
Das Invertierungsvermigen von Invertinlosungen
in neutraler und in saurer Lisung (Ys,-n) erfiahrt

1

1) X. 8. 155.
13
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durch mehrstiindige Exposition in zerstrentem Tages-
lichte im Vergleiche zu ebensolange im Dunkeln ge-
haltenen Lisungen keine merkbare Anderung.

Bei Gegenwart von fluorescierenden Stoffen
(Dichloranthracendisunlfonsosiure, Methylenblau) im
Lichte ist die Schidigung in nentraler und saurer
Lisung die gleiche.

Gesamtresultat.

Die photodynamische Erscheinung ist im wesentlichen nnab-
hingig von der Reaktion. IThre Intensitit ist insbesondere in al-
kalischen Fliissigkeiten nicht grilier als in neutralen oder sauren,
wie es zu erwarten wire, wenn zwischen ihr und der unter Siure-
bildung einhergehenden Zersetzung der angewandten fluorescieren-
den Stoffe im Lichte ein ursichlicher Zusammenhang bestinde.




XV.

Uber die Wirkung des ultravioletten Lichtes anf Enzyme
(Invertin).
Yon
A. Jodlbauer und H. v. Tappeiner.
(Mit 3 Abbildungen.)

Die folgende Untersuchung ist die Fortsetzung unserer Arbeit
iitber die Wirkung des Lichtes auf Enzyme in Sauerstoft- und
Wasserstoffatmosphiire.’) In derselben wurde der Nachweis er-
bracht, dal eine merkbare, iiber die Fehlergrenzen hinausgehende
Schiidigung des Invertins durch Licht, welches durch mehrfache
(+lasschichten filtriert war und somit als ultraviolettfrei angesehen
werden konnte, in der angewandten Belichtungszeit, ca. 15 Stunden
Sonnenlicht, nur bei Gegenwart von Sauerstoff stattfindet und
durch Zusatz von fluorescierender Substanz bedeutend, nach unge-
fahrer Schitzung ca. 400mal, beschleunigt werden kann. Das
Thema der gegenwiirtigen Mitteilung ist die Untersuchung der
Schidigung des Invertins unter analogen Verhiltnissen bei Hinzu-
nahme des unltravioletten Lichtes.

Versuchsanordnung.

1. Bestrahlungsgefile Zur Bestrahlung mit ultra-
violettem Licht dienten zwei flache zylindrische Kammern (Kuvetten),
welche aus je einer planparallelen Quarzplatte von 6 mm Dicke,
einer ebensolchen Platte aus gewihnlichem Crownglas und aus
einer ringformigen Glasscheibe von 6 cm inmerem Durchmesser
und 2 em Hihe zusammengestellt waren. Letztere war an einer
Stelle durchbohrt zur Aufnahme des aus einem Stiicke gefertigten
eliisernen Doppelrohres mit Schaumkegel, das die Zu- und Abfuhr

1) VII. 8. 116.
15*



— 19 —

der (zase zn vermifteln hatte (s. Fig. 1). Die 4 Stiicke waren ur-
spriinglich aufeinandergeschliffen. Da diese Vereinigungsweise indes
nicht volle Garantie fiir stundenlange Dichtheit gewihrte, wurden
sie mit einer feinen Kittlage fix miteinander verbunden. Die
Kammern hielten nun das Quecksilber-
vakuum beliebig lange. Die Reinigung
der Gefilie war durch diese Verkittung
der Teile zwar erschwert, sofort nach
dem Gebrauche vorgenommen indes sicher
erreichbar. Die Kammer hefand sich in
einer schweren Metallfassung mit Fub,

Fig. 1.

J(

E auf dem sie wihrend der Fiilllungsopera--
/ tion stand. Bei der Belichtung (unter
— r-_"i__,L Wasser) wurde sie horizontal gelegt, mit

der (Quarzplatte nach unten oder oben
gegen die Lichtquelle gerichtet). je nachdem man nur sichtbares
oder aunch ultraviolettes Licht einwirken lassen wollte.

Bei jedem Versuche kamen immer beide Kuvetten gleichzeitig
zur Verwendung. Kontrollversuche (Dunkelversuche) wurden in
den zylindrischen Glasgefifen vorgenommen, welche in der ein-
gangs erwihnten Abhandlung beschrieben und abeebildet sind.
Sie wurden mit Staniol lichtdicht wmhiillt.

2. Art der Fiillung. Das Invertin (E. Merck) wurde in
0,4 prozentiger, durch Zentrifugieren noch villig geklirter wiisse-
riger Lisung verwendet. Die Fiilllung war immer 12 cem, so dab
die Losung mithin !, des Kammerraumes beanspruchte resp. die
Schichtendicke der Fermentlisung nur ca. 5 mm betrug.

Die gefiillte Kuvette wurde nun mit dem Absorptionssystem
des Gasentwicklungsapparates, der lange vorher schon in Gang
gebracht war, verbunden. Die Verbindung geschah in allen Ver-
suchen bis auf jene der Tabelle 5, worin andere Anordnung ge-
troften war, durch einen kurzen Gummischlauch von 4 mm Wand-
stirke und 3 mm innerem Durchmesser. Im iibrigen wurden Ver-
bindungen mit Kautschukschliuchen, soweit es nur irgend miglich
war, durch direktes Anschmelzen der Absorptionsrihren und der
aus einem Stiick geblasenen Waschflaschen usw. umgangen. Die
nihere Anordnung ist in den einzelnen Versuchen angegeben. Das
ganze System (Kuvette 4~ Absorptionsrihren) wurde nun bis zu
dem auf Vakuumhaltung gepriiften Hahne des Entwicklungsappa-

1) Von Steinheil Sihne, optisch-astronomische Werkstiitte,
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rates evakuiert, dann der Hahn geifinet und das Gas langsam
durchgeleitet. Evakuation und Durchleitung wurden sodann noch
zweimal wiederholt und schlieblich die zu- und abfithrende Rohre
der Kuvette abgeschmolzen. Simtliche Operationen geschahen im
Dunkelzimmer bei miglichst schwacher Belenchtung. Die Kuvetten
waren withrend der ganzen Zeit bis zur Bestrahlung in Eis gepackt.

3. Belichtungsquelle. Benutzt warde eine Kohlenbogen-
reflektorlampe von 30 Ampére und 110 Volt von Reiniger, Gebbert
& Schall.

Die von der Lichtquelle resp. dem Magnalium-Hohlspiegel (a)
Fig. 2 ausgehenden parallelen Strahlen fielen auf einen Planspiegel
aus Magnaliumlegierung (b) und wuorden zn einer darunter befind-
Hcechen Wanne (c¢) geleitet, auf deren Wasserspiegel sie mit senk-
rechter Incidenz einfielen.

—— = = . . e T S . S i i e iy e S e e i S S S S S S, S,

[

I
|
I
AblauF! Wasserzulauf

=k —

IumHatnr:;ﬁ—_z

Die Wanne aus Blech hatte einen Durchmesser von 38 cm
und eine Hiéhe von 30 em, in 6 em Hohe vom Boden war eine
giebfirmig durchlocherte Platte (¢), antf der die Kuvetten und die
sonstigen Belichtungsgefiibe runhten. Die Wanne wurde 20 cm
hoch mit Wasser gefiillt, das durch doppelten Zu- und Ablanf sich
fortwiihrend erneuerte, so dal die Temperatur in der Hohe der
Kuvetten konstant auf 12°¢ gehalten werden konnte. Um die Be-
lichtungsverhiltnisse fiir die eingelegten Kuvetten vollig gleich zu
gestalten, stand die Wanne auf einer Drehscheibe und drehte sich
ca. 20mal in der Minute in ruhigem Gange, so dab storende
Reflexionen durch Wellenbewegungen des Wassers ausgeschlossen
waren.
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4. Bestimmung des Invertierungsvermigens. Je beem
Fermentlosung wurden nach der Exposition mit 15 cem Rohrzucker-
Issung von 159, versetzt und 10-—20 Stunden (die genauneren
Zeiten sind in den Versuchstabellen angegeben) in einem dunkeln
Raum bei Zimmertemperatur stehen gelassen.. Die Bestimmung er-
folgte mittels eines Halbschattenapparates nach Laurent.

H. Intensititund spektrale Verteilung der benutzten
Lichtquelle im Vergleiche zun Sonnenlicht. Hieriiher
eibt folgender Versuch einigen Aufschluf.

Die beiden Kuvetten wurden mit je 12 cem Fermentlisung
(04°,) + Eosin '/,,,,-n. unter Luftgegenwart gefiillt und unter
Wasser von 10° gleichzeitiz im Freien den durch den Magnalium-
Planspiegel senkrecht gerichteten Strahlen der Mittagssonne 10 Mi-
nuten lang ausgesetzt. Es war ein wolkenloser Tag im Februar,
die Sonne indes von einem leichten Dunstschleier iiberdeckt. In
der ersten Kuvette war die Quarzplatte nach oben gerichtet, in
der zweiten die Glasplatte. Letztere war noch iiberdeckt von
einer zweiten, nm das Ultraviolett villig auszuschliefen. Nach
Entleerung der Kuvetten wurde eine zweite analoge Fiillung vor-
genommen und die Kuvetten in gleicher Anordnung und gleicher
Zeitdaner (10 Minuten) den Strahlen der Reflektorbogenlampe aus-
cesetzt. Die 4 belichtet gewesenen Fermentlisungen wurden so-
dann mit Rohrzuecker versetzt und die Invertierung nach 15 Stunden
bestimmt.

Die folgende Tabelle gibt die Drehungen und die daraus be-
rechnete Invertierung resp. die Schidigung des Fermentes durch
das Licht, wenn die Invertierung im Dunkelversuche gleich 100
gesetzt wird.

Um eventuellem Miliverstindnis vorzubeugen, sei darauf auf-
merksam gemacht, dali die Berechnung der Invertiernng auf ver-
gleichbare Zahlen hier und ebenso in allen folgenden Tabellen somit
anders als in der fritheren Abhandlung ist. Dort wurde die (theo-
retisch) vollstindige Invertierung 100 gesetzt, hier die innerhalb
der Invertierungsstunden erreichte Invertierung der Dunkelversuche.

Tabelle 1.
! Invertierung |Schiidigung des Inver-
Lichtquelle . Drehung | Dunkelversuch = 100 tins Dunkelversuch
| oesetzt — [ gesetzt

Sonne durch Quarz 4+ 5 25 20.8 70
» durch Glas -+ 49 (9 47,7 52
Bogenlampe Quarz | -+ 5% 08' | 339 bb
_L Glas + 4° 2g* i 43,8 ‘ a6
Dunkelversuch | -+ 0927 | 100 0

v

Al
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Ergebnis: Im sichtbaren Teile ist das Bogenlicht dem
Sonnenlichte ein wenig iiberlegen, die Schidigung steht im Ver-
hiiltnisse von 14:13. Im ultravioletten Teile hingegen war das
Sonnenlicht erheblich voraus, das Verhiilltnis ist 5:9 nach Abzug
der Schiidicung durch den sichtbaren Teil. Der Vergleich gilt selbst-
verstindlich fiur das Absorptionsgebiet des Kosins, also fiir das
Grin des sichtbaren Spektrums und fiir das Ultraviolett von un-
gefiihr 370 wyp ab und hat nur den Wert einer ungetihren Orien-
tiernng.}) Auch ist die Lichtquelle nicht konstant im strengeren
Sinne, indem sie von der wechselnden Beschaffenheit der Kohlen
und manchem anderen abhiingig ist. I[mmerhin waren die er-
zielten Wirkungen (Schiidigung des Invertins) bei gleicher Be-
lichtungsdauer anniihernd die gleichen wie die folgenden Tabellen
ergeben.,

1. Schiidigung des Invertins bei Anwesenheit verschiedener
Gase.

1. Versuche in Wasserstoff- und Sauerstoffatmosphiire
in Quarz- und Glasgefiben.

Der Wasserstoff wurde in einem Kipp'schen Apparate aus
reinem Zink mit ausgekochtem Wasser und Salzsiure dargestellt,
Er passierte zuniichst eine Waschflasche mit Silbernitratlosung zur
Absorption etwa vorhandener Spuren von SH, und eine Wasch-
flasche mit alkalischer Pyrogallollisung, sodann ein Verbrennungs-
rohr, in welchem zwei blanke Kupferdrahtspiralen von je 12,5 em
Linge zum Glithen gebracht waren, und schlieflich eine Wasch-
flasche mit Wasser, um das (Gas abzukiithlen, mit Wasserdampf
gesiittigt in die Kuvetten zu fithren und Konzentrationsinderungen
in der Fermentlosung durch seine Durchleitung zu vermeiden. Die
Waschflasche war an das Kuvettenzufuhrrohr direkt angeschmolzen,
Die Verbindung mit dem Verbrennungsrohr aber mulite, da ein
Anschmelzen nicht ausfithrbar war, durch einen kurzen neuen
Gummischlauch von 4 mm Wandstirke und 3 mm Lumendurch-
messer bewerkstelligt werden. Im fibrigen wurden Verbindungen
mit Kantschukschlauchen, soweit es nur irgend moglich war, durch

1) Nach P. Kriii, Uber die Absorption organ. Farbstoffe im Ultraviolett.
Zeitschr. f. physik. Chemie 51, 257 absorbiert eine Eosinlisung /,,,-n. in 1 mm
Schichtendicke das Licht von der Wellenlinge 569—420 pp und einseitig von
367 pee an im Ultraviolett.
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direktes Anschmelzen der Rohren ete. umgangen. Dasselbe gilt

filr die Versuchsanordnungen aller folgenden Tabellen.

Tabelle 2.

Die Belichtungsdauer betrung 25 Stunden, die Invertierung
107/, Stunden. Der Sanerstoff wurde aus Kalinmchlorat entwickelt.

Invertiernng, | Schidigung des

Art der Bestrah- |Art der Gas-| Wasserstoft- Invertins,
TR e 2 Drehung dunkelversuch = Dunkelversuch
lang fiillang = 100 gesetzt = () gesetzt
af L]
| iy | o
Durch Quarz Sanerstoff -+ 62 32 173 ' a5
= = Wasserstoff | -+ 4° 51’ 464 od
Glas Sanerstoff —+ 30 48 64,5 35
P > Wasserstoff | - 1% 48 99,1 0.4
Dunkelversunch | Sanerstoff | -~ 1% 50 98.6 14
a Wasserstoff -~ 19 45' | 100 0

Resultat: Im ultraviolettfreien Lichte ist eine
Schidigung des Fermentes in Wasserstoffatmosphire
in merkbarer Weise nicht eingetreten, die Differenz von
0,9, liegt noch innerhalb der Fehlerquellen. Die Schidigung
bel Sauerstoffgegenwart hingegen betriagt 35°7,.

Bei Anwesenheit des ultravioletten Lichtes wurde
sie bei O-Gegenwart auf 83°, erhdéht. Eine beden-
tende Schidigung (54°,) =zeigte sich aber auch in
Wasserstoffatmosphére. Es braucht kanum erwihnt zn werden,
dal diese Zahlen nur fiir die angewandte und im Eingange be-
schriebene Belichtungsquelle Geltung haben.

2. Versuch in Kohlensidure- und Saunerstoff-
atmosphire.

Das Kohlenstofidioxyd wurde aus Marmor, mit ausgekochtem
Wasser und reiner Salzsiure entwickelt und passierte eine Wasch-
flasche mit Wasser und das Verbrennungsrohr mit Kupferspiralen.
Belichtungsdaner 12 Stunden. Invertierungsdauer in Versuch 1
17 Stunden, in Versuch 2 15 Stunden. Die CO, wurde vorher
nicht ausgetrieben; wegen der die Invertierung beschleunigenden
CO,-Wirkung (Sdurewirkung) sind daher die erhaltenen Drehungs-
abnahmen grifer als in den anderen Versuchen.

S S S
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Tabelle 3.

|I | Invertiernng, | Schiidignng
Art des Be- I Gasfilllang ix hune Mittel der ides Invertins,
strablungsgefiilies | | Dunkelversuche = Dunkelversuch
i | = 100 gesetzt = 0 gesetzt
€ [Quarz Sanerstoff I 39 b’ 419 | 58
B Kohlensiinre = - g 2 L]rli 3,[;‘1 | IEI
@ |las - — a' 100 , )
":. Dunkelversuch ; o — 0° 1} 100 . 0
|
*§ Quarz Koblensture | - {:: gg i}]{; i;}:
] ] 1 ] FNIT ( &0 :"1:
@ ) Dunkelversach | 5 — 12 1¢¢ 100 0
5 ; . — 10 12 100 0

Resultat: Die Schidigung des Invertins im ultra-
violetten Liichte zeigt sich auch in CO,-Atmosphire
und betrug 14—19%,. gegeniiber 58°%, des gesamten
Lichtes bei O-Gegenwart. Im Vergleiche zu dem folgenden
Versuche erscheint sie etwas stirker., was vielleicht dahin zu deuten
ist, dab die CO, als Sédure im ultravioletten Lichte einen gewissen
Einflub auf das Ferment hatte.

3. Versuch in Stickstoffatmosphiire,

Der Stickstoff wurde durch Erwirmung einer konz. Lisung
von Ammoniumchlorid 4+ Kaliumnitrit in einem Kolben mit Riick-
flnfkithler entwickelt. Er passierte eine Waschflasche mit 10 pro-
zentiger Schwefelséiure, eine zweite solche mit Nefler's Reagens
und eine dritte mit alkalischer Pyrogallollisung. Zwischen 1 und 2
war durch eine T-Verbindung eine 760 mm lange senkrechte (Glas-
rihre eingeschaltet, welche an ihrem unteren offenen Ende in eine
Schale mit Quecksilber tauchte. Sie diente als Ventil bei ev. vor-
iibergehend einsetzender stiirmischer N-Entwicklung.

Tabelle 4.
Belichtungsdaner 12 Stunden. ~Invertierungsdauer 15 Stunden.

Invertierung, | Schidigung des

Bestrahlungs- | Gl L Tel Mittel der Invertins,
eefil . i Dunkelversuche | Dunkelversuch
= 100 gesetzt | = 0 gesetzt
Quarz Stickstoff | 4 20 85 836 16
# > | 4 2037 | 82,9 17
Glas S T 100 0
Dunkelversuch 8 | 1% 34 | 100 _ 0
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4. Gleichzeitiger Versuch in Stickstoff- und
Wasserstoffatmosphiire.

Die Darstellung des N und H und die Vorlagen waren die-
selben wie in Tabelle 2 und 4. Die Verbindung zwischen Ver-
brennungsrohr und Kuvette aber wurde mit Weglassung des bisher
verwendeten dicken Kautschukschlauches und der zwischengeschal-
teten Wasserflasche dadurch bewerkstelligt, dal das ausgezogene
Ende des Verbrennungsrohres mit einer Lage von Picein') um-
kleidet, 5 em weit in das Zufiihrungsrohr der Kuvette eingeschoben
und durch Schmelzung des Piceins die gasdichte Verbindung her-
gestellt wurde.

Tabelle 5.

Belichtungsdauer 20 Stunden. Invertierungsdauner 15 Stunden.

i Invertierung, | Schidigung
Bestrahlungs- Mi ' e
gefil E Dunkelversuche | Dunkelversuche
= 100 gesetzt = () gesetzt
Quarz | Wasserstoff | - 3° 07" | 68,1 32
‘- Stickstoft + 3° 10 67,4 33
Dunkelversuch = - 0 51 100 ' (0

Resultat der Versuche Tabelle 4 und 5 ist: Die Schidigung
des Invertins durch ultraviolettes Licht tritt auch
in Stickstoffatmosphéidre ein und ist ebenso grofl wie
in Wasserstoffatmosphiire.

II. Schiidigung des Invertins in Wasserstottfatmosphiire bei
Zusatz von sauerstoffabsorbierenden Mitteln.

Die vorausgegangenen Versuche ergaben, dali im ultravieletten
Lichte eine Schidigung in mit H, CO,, N gefiillten Quarzkuvetten
eintritt, obwohl bei der Filllung mit derselben Sorgtalt zu Werke
gegangen wurde wie in den in der fritheren Abhandlung aufgefiihrten
Versuchen in Glasgetilien, in denen eine merkbare, iiber die Fehler-
grenzen hinausgehende Schidigung mit Sicherheit bei der ange-
wandten Lichtintensitit und Belichtungsdauer nicht beobachtet
werden konnte. Man kinnte dem entgegenhalten. dab in beiden
Versuchsreihen noch Spuren von Saunerstoff zugegen gewesen seien,

1) B. Walter, Uber einen neunen Kitt fiir physikal. Apparate. Annal. d.
Physik IV 18 1905.
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welche aber nur in den Versuchen mit Quarzkuvetten entsprechend
der grifieren Energie der nltravioletten Strahlen sich geltend machen
konnten. Bei niitherer Betrachtung wird indes die Berechtigung
dieses Einwandes sehr herabgedriickt. Erstens war das Inver-
tierungsvermiigen des Fermentes bei Belichtung in Glasgetiilien
mit Wasserstoffilllung vollstiindig gleich geblieben, gleichgiiltig, ob
ein fluorescierender Stoft (Kosin) zugegen war oder nicht, was nicht
miglich wire, wenn Spuren von Sauerstoft zugegen gewesen wiiren,
und zweitens ist in den Versuchen in Quarzkuvetten die Schiidigung
bei gleicher Belichtungsdauer sehr annihernd immer die gleiche,
was kaum miglich wire, wenn diese Schidigung nur der Ausdruck
einer zufilligen Verunreinigung mit Sauerstoff wiire,

Um aber nichts unversncht zu lassen,
wurden die folgenden Versuche mit Zusatz Fig. 3.
von Sauerstoffiingern in das Belichtungs- -!1”
gefilh vorgenommen. Zu diesem Zwecke _
wurde das aus der Kuvette ableitende (las- L
rohr in folgender Weise umgeindert (Fig. 3). |
Ein T-Rohr wurde an ihm in einem Winkel 7
von 45 Grad zur Ebene der Quarzplatte ?
angeschmolzen. Das obere, zur Luftpumpe
filhrende Ende a war offen und nur etwas
eingezogen, um das spiitere Abschmelzen zu
erleichtern, das untere, kugelig erweiterte +
Ende b war zugeschmolzen und diente i
zur  Aufnahme des Absorptionsmittels.
Man hatte es dadurch in der Hand. nach Belieben das Ab-
sorptionsmittel wihrend der Belichtung unvermischt mit der in
der Kuvette befindlichen Fermentlosung in der Absorptionskugel
zil lassen oder dasselbe der Fermentlosung durch Heriiberspiilen
zuzumischen. Vor der Belichtung wurden die Kuvetten in jedem
Versuche 20 Stunden in Eis gepackt stehen gelassen, um dem Ab-
sorptionsmittel Zeit zur ev. Absorption des Sauerstofls zu lassen.
Die Belichtung dauerte bei allen Versuchen 15 Stunden, die In-
vertierung ebenfalls 15 Stunden.

1. Versuche mit Bisulfit.

Die Quarzkuvetten wurden zuniichst in der iiblichen Weise
mit Fermentlisung gefiillt, einmal ausgepumpt und mit Wasserstoff
gefiilllt. Sodann wurde in die Absorptionskugel eine gewogene
Menge von vollstindig trockenem Natriumbisulfit rasch eingebracht
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und noch zweimal ausgepumpt resp. mit Wasserstoft gefiillt und
schliefflich die zu- und abfithrende Rihre der Kuvette zugeschmolzen.
Durch Neigen der Kuvette wurde hieranf etwas Fermentlisung in
die Absorptionskugel fliefen gelassen, um das Bisulfat zu losen.
In einem Versnche blieb die so hergestellte Lisung in der Ab-
sorptionskugel, in zwei anderen wurde sie in die Kuvette zuriick-
laufen gelassen. Die Mengen des angewandten Bisulfits waren nur
kleine., da 1 mg Bisulfit bereits ungefihr 0.1 cem Sauerstoff ab-
sorbiert. Es war daher nicht zu erwarten, daf diese Mengen, auch
wenn sie zur Fermentlosung gelassen wurden, eine Schidigung
derselben herbeifithrten. Das Ergebnis der Dunkelkontrollversuche
in Glasgefiifen, deren Ausfiilhrungsrohre in gleicher Weise wie
bei den Kuvetten umgestaltet war, bestiitigte diese Erwartung.
In den 2 Dunkelversuchen bei Mischung der Bisulfitlisung mit
der gesamten Fermentlisung war die Invertierung sogar hoher als
in dem Dunkelversuche, in welchem die Sulfitlosung aubien blieb.
Es erklirt sich dies durch die Beschleunigung, welche der Inver-
tiernngsprozeb durch das sauer reagierende Bisulfit erfihrt. In den
folgenden Tabellen ist immer der Wert des korrespondierenden
Dunkelversuches = 100 gesetzt.

Tabelle 6.

Invertierung, =~ Schidigung

Drehung | Dunkelversuch des Invertins,

Dunkelversuch
=L — 100

Bisulfit 4 mg in die Quarzkuvette| < 3° 00 71,6 28
gespiilt, belichtet ' -

» 100 mg in der Absorp- <+ 3° 25" | 76,2 . 24

tionskugel der Quarzku-| i !

vette belassen, belichtet | :

» 4 mg in das Glasgefii,| -+ 1° 12' | 100 0
dnnkel |

» 100 mg in der Ahsnrptimns-l -+ 190 55" | 100 0
kugel des Glasgefilies be-| i
lassen, dunkel , |
| {

Tabelle 7 (teilweise Wiederholung des Versuches 6).

Bisulfit 13 mg in die Quarzkuvette, - 1°¢ 58 74,0 26
3 gespiilt, belichtet |
- . 5 1ndas Glasgefil ge- — 0° 01 100 0

spiilt, dunkel

o
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2. Versuche mit Phosphor.

Nach einmaliger Evakuation und Filllung der Kuvette mit
Wasserstoft wurde, wiihrend die Wasserstoffentwicklung noch im
Gange war, ein zylindrisches Stiick Phosphor von ca. 0.2 Gewicht,
das unter Wasser bereit lag, rasch mit Filtrierpapier abgetrocknet
und in die Ausflubrihre auf den Boden der Absorptionskugel fallen
eelassen. Hieran schlob sich unmittelbar die 2. Evakuation und
Wasserstoffilllong usw. Nach dem Zuschmelzen der Leitungsrihren
wnrde der Phosphor durch vorsichtizges Erwiirmen des Bodens der
Absorptionskugel zum Schmelzen gebracht, so dab sich sein Dampf
in der ganzen Kuvefte verbreitete. Die Operation war im voll-
stindiec verdunkelten Zimmer vorgenommen. Es war keine Spur
von Leuchten wahrnehmbar. Nach 20stiindigem Stehen in Eis
wurde 15 Stunden lang belichtet und die geschmolzenen Enden
der Leitungsriohren im Dunkelzimmer abgesprengt, sofort trat leb-
haftes Leuchten in der Kuvette anf. Dasselbe war in der analog
behandelten 2. Kuvette und im Dunkelkontrollversuch mit Phosphor
der Fall. Durch die Lisungen wurde nunmehr zur Entfernung
des Phosphordampfes Wasserstoff durchgeleitet und ihre Aciditit
bestimmt. Sie war iiberall dieselbe: 1 cem Fermentlisung brauchte
0.8 eem '/,,-n. Lauge, gleich der der 2. Dunkelkontrollflasche,
welcher kein Phosphor beigegeben war. Es war somit infolge des
Phosphorzusatzes keine neue Siure gebildet worden. Die geringe
Aciditit riithrte von der urspriinglichen sauren Beschaffenheit des
Priiparates her.

Tabelle 8.

I | Invertiernng, | Schidigun ,
. s gung
| Drehung | Dunkelversuch | Dunkelversuch
1. Quarzkuvette mit Phosphor 4 29 K 799 28
2. 1 n n 7 2° b 78,0 | 22
1. Dunkelkontrollversuch mit Phos- -~ 12 35 100 U
phor
: dgl. ohne -+ 1% 33 100 0
Phosphor

Ergebnisse der Sulfit- und Phosphorversuche:
Die Schidigung des Invertins durch das nltraviolette
Licht in Wasserstoffatmosphiire bei Gegenwart von
Bisulfit oder Phosphor ist ebenfalls vorhanden und
zwar in annihernd gleicher Groffe wie in den fritheren
Versuchen. Durch letzteres wird der Einwand ent-
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kriftet, daf dieses Resultat die Folge einer schiidi-
cenden Einwirkung des Sulfits oder des Phosphors
cewesen wire, welche entgegen den Kontrollversuchen
im Dunkeln nur im Lichte anfgetreten sei.

ITI. Verhalten des Invertins in Stickstoffatmosphiire

bei Zusatz fluorescierender Stoffe,

Es erhebt sich nun die Frage: kann die nach voransgegangenen
Versuchen nunmehr mit Sicherheit anzunehmende schiidigende
Wirkung des nltravioletten Lichtes in sauerstofffreier Atmosphiire
durch Anwesenheit von fluorescierenden Stoffen beschlennigt werden ?
Zur Beantwortung dieser Frage wurden zwei fluorescierende Stoffe
ansgewihlt., deren Absorption im ultravioletten Gebiet bekannt ist.
Eg ist das von P. Krith") untersuchte Eosin und das  dichlor-
anthracendisulfonsaure Natron, deren ultraviolettes Absorptions-
spektrum in einer fritheren Abhandlung abgebildet ist.?)

Tabelle 9.
Versuch mit Eosin /;,,,-n.
Exposition 15 Stunden.

|
! ‘ Invertiernng,
|  Drehung Dunkelversuch = 100
! J gesetzt
|
Onarzgefil mit Hosin =100 43" 01,4
= ohne R i s R 50,5
Glasgefiil mit Eosin | 4+ 0% 11 98,0
,  ohme | -+ 0° OV 99.0
Dunkelversuch mit Eosin | .— 0% 01 100
- ohne | -+ 0° 04 100

Tabelle 10.

Versuch mit Dichloranthracendisulfonat */;,,-n.
Exposition 22 Stunden.

| Invertierung, Mittel-
Drehung wert des Dunkel-
versuches = 100

Quarzgefil mit Zusatz - 1° 08¢ | 94.9
: ohne 1 90 45 | 74,0
Dunkelversuch mit Zusatz -+ 1* 03 | 100
ohne AL 10 05 | 100

1)1 c.
2) TIT. /8. 71.
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Ergebnis: Bel Zusatz von Eosin oder Dichloranthra-
cendisulfonat ist dieSchidiguneg des Invertins durch
das Licht viel geringer als in den Versuchen ohne
Zusatz Im Eosinversuch ist das Verhiiltnis annihernd 1:2. Im
Anthracendisulfonatversuch, wo die Belichtung linger dauerte, 1:5.

Hieraus folgt:

1. Die Wirkung des Ultraviolett bei Saunerstoff-
abwesenheit kann durch Zusatz fluorescierender Stoffe
nicht besechleunigt werden, im Gegenteil ihre Anwesen-
heit wirkt wohl infolge von Absorption eines Teiles der strahlen-
den Energie verzogernd.

2. In der Tatsache der Nichtsensibilisierung liegt
ein neuer Beweils dafiir, dab die Schidigung des In-
vertins in Wasserstoff, Stickstoff, Kohlensiiure nicht durch Spuren
von anwesendem Sauerstoft verursacht sein kann. Nachdem lant
Versuch Tabelle 1 Kosin auch im Ultraviolett bei O-Gegenwart
stark sensibilisiert, hiitte der Versuch Tabelle 9 und 10 nicht in dieser
Weise ansfallen kinnen.

IV. Sehlulfbemerkungen.

Uberblickt man die im Vorausgegangenen beschriebenen Ver-
suche, so kann man sich des KEindruckes, daf ihre Resultate
zwingende sind, nicht verschliefen. Das Ergebnis der Versuche
mit Zusatz von sanerstoffabsorbierenden Mitteln (Bisulfit nnd Phos-
phor) und von fluorescierenden Substanzen in die Belichtungs-
kammer selbst lassen keine andere Deutung zn. als dal eine
Lichtwirkung auch bei absolutem Sauerstoffansschlub statthat und
man daher vor der Notwendigkeit steht, zwei Fille von bio-
logischer Lichtwirkung auseinanderhalten zu miissen. Selbst-
verstindlich bezieht sich diese Unterscheidung nur anf die Be-
dingungen, unter welchen die Lichtwirkung zustande kommt und
prijudiziert nichts iiber die nihere Art der Wirkung in beiden
Fillen resp. die dabei stattfindende chemische Verinderung des
Fermentes.

Der erste Fall tritt in sicher nachweisbarer Weise schon
im sichtbaren Lichte ein und ist im ultravioletten entsprechend
der grileren Absorption dieser Strahlen noch bedeutend erhiht. Er
ist dadurch charakterisiert, dal die Gegenwart von Sauer-
stoff notwendige Bedingung ist und der Zusatz von
fluorescierenden Substanzen num das Vielfache be-
schleunigend wirkt.
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Der zweite Fall tritt in deutlich nachweisbarer Weise im
sichtbaren Lichte noch nicht auf, sehr stark hingegen in jenem
Lichte, das ultraviolette Strahlen enthilt, wenigstens gilt dies fiir
die von uns angewandte Lichtintensitiit resp. Bestrahlungsdauer
(ca. 15 Stunden Sonnenlicht oder ihm gleichwertiges Kohlenbogen-
licht) und dem von uns gewiihlten Versuchsobjekte.

Saunerstoffanwesenheit ist keine Bedingung fir
ihn und der Zusatz von fluorescierenden Substanzen
bewirkt keine Beschleunigung (Sensibilisierung). wenigstens
nicht nach den bisherigen Versuchen.

Man kann es als wahrscheinlich bezeichnen, dal diese beiden
Fiille von Lichtwirkung nicht blof bei Invertin, sondern auch hei
anderen Fermenten und bei Zellen resp. bei den in ihnen tiitigen
Enzymen statthaben, da unsere bisherigen Untersnchungen iiber
die Wirkung des Lichtes bei diesen Objekten in den Hauptziigen
Jjedesmal zu den gleichen Ergebnissen gefiihrt haben.!) In dieser
Beziehung ist es daher von Interesse, die Arbeiten, welche die
Bakteriologen iiber die bakterizide Wirkung des lLichtes. insbeson-
dere hinsichtlich der Frage, ob hierzu die Anwesenheit von Sauer-
stoff’ notwendig ist, untermommen haben, zur Besprechung heran-
zuziehen. Es haben sich zahlreiche Untersucher mit dieser Frage
beschiiftigt und die Ergebnisse fielen sehr widersprechend aus.
Einige Forscher (Ledoux-Lebard, Buchner) sprachen dem O
jede Bedeutung ab; allerdings sagte Buchner von seinen Ver-
suchen selbst, daB bei seiner Versuchsanordnung von einem wirk-
lichen Ausschlusse des Sauerstoffs keine Rede sein kimne. Andere
(Downes und Blunt, Ducleaux, Roux, Dieudonné) sprechen
sich fiir die Notwendigkeit des O aus. Eine dritte Gruppe (Mamont,
Kedzior) endlich vertritt die Ansicht, dafi der O zwar die bak-
terizide Wirkung des Lichtes begiinstige. aber keine notwendige
Bedingung fiir dieselbe sei.

Der letzte Bearbeiter dieses Themas, V. Bie®). hat in zahl-

1) Aus dieser Gleichheit folgt mit groler Wahrscheinlichkeit, dall die War-
kung des Lichtes eine direkte d. h. anf das Invertin selbst gerichtete ist und
nicht sekundir durch chemische Verinderung einer die Invertinpriparate be-
gleitenden Verunreinigung oder durch eine sonstige Nebenwirkung bedingt ist.

2) Mitteilungen aus Finsen's Lichtinstitut Heft 9, S. 5—74. Hier ist auch
die Literatur ausfiibrlich kritisch besprochen.

Diie erst bei der Korrektur uns bekannt gewordene Arbeit von Thiele
und Wolf: Uber die Abtitung der Bakterien durch Licht. Arch. f. Hygiene
a7, 23, 1906 konnte nicht mehr beriicksichtigt werden.




reichen Versuchen die Wirkungen des Kohlenbogenlichtes im Finsen-
schen Konzentrationsapparat anf Kulturen des fakultativen anaéroben
Staphylococeus pyog. aureus bei Durchleitung von Luft oder von
Wasserstoff, welcher aus Zink und Schwefelsiure entwickelt
und vor Eintritt in die Belichtungskammer durch ein glithendes
mit Kupfer gefiilltes Rihrchen geleitet worden war, untersucht und
kommt zu folgenden Ergebnissen: ,Enthilt das Licht die fiuBersten
ultravioletten Strahlen, die Glas nicht passieren kinnen, so ist die
bakterizide Wirkung nur in geringem Grade vom Vorhandensein
des O abhingig. Der Unterschied zwischen der Widerstandskraft
der Bakterien in Wasserstofi und in atmosphiirischer Luft wird
dadurch wvergrioflert, wenn das licht dieser ultravioletten Strahlen
beraubt wird, indem es durch (las geht, je weniger chemische
Strahlen das Licht enthiilt, desto mehr scheint demnach die bak-
terizide Wirkung von der Anwesenheit von O abzuhiingen.”

KEs mub hervorgehoben werden, dal die Versuche von Bie.
so sorgfiltig sie aunch in der Mehrzahl der Anordnungen durch-
cefiilhrt zu sein scheinen, nicht als villic beweisend anzusehen sind.
Denn erstens fehlt der Nachweis, dali der von ihm verwendete
Wasserstoft wirklich frei von Sauerstoff gewesen ist, indem er
keine Versuche mit Zusatz von sauerstoffabsorbierenden Mitteln in
dem Belichtungsraum selbst angestellt hat und zweitens gehirt die
von ihm verwendete Bakteriumart moglicherweise zu jenen Bak-
terien, welche nach Pfeffer das Vermigen besitzen Sauerstoff
anfzuspeichern und diesen Sauwerstoff nur langsam an sauerstofffreie
Riume abgeben. FKs ist miglich, dal die von Bie gefundene,
immerhin noch recht erhebliche Wirkung des sichtbaren Lichtes
im Wasserstoffstrom z T. auf diesen Fehlerquellen beruht. Tm
iibrigen aber darf man wohl aus der Ahnlichkeit seiner und unserer
Ergebnisse den Schluf ziehen, dab zwischen der Wirkung des Lichtes
auf Invertin und auf Bakterien in der Hauptsache Wesenseleichheit
besteht und aunch bei letzteren die oben charakterisierten zwel
Fille von Lichtwirkung unterschieden werden miissen.

Was nun die chemische Verinderung, welche das Ferment oder
die Zelle in diesen beiden Fillen erfihrt, anlangt. so ist die Wirkung
im ersten Fall wohl als ein Oxydationsvorgang aufzufassen, da
Sauerstoffeegenwart eine notwendige Bedingung fiir sie ist.  DBel
dem zweiten konnte man, solange die Versuche sich nur auf
Wasserstoff beschriinkten, vielleicht an eine besondere Rolle des-
selben, gewissermalen an eine Aktivierung denken. Nachdem aber

besonders darauf gerichtete Versnche (Tab. 5) ergeben haben, dab
14
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die Sechiidigung des Invertins in Stickstoft ebenso grof ist wie
in Wasserstoff, hat diese Vorstellung keine weitere Berechtigung.

['nter den iibrigen Moglichkeiten diirften die folgenden zu-
niichst in Frage kommen: entweder es findet eine Sauerstoffabspal-
fung statt oder es spielt die Zerlecung (Autfspaltung) von Wasser
eine wesentliche Rolle. 1die erstere Annahme erscheint zufolge des
['mstandes, dal eine Sensibilisierung auf Zusatz fluorescierender
Stoffe nicht beobachtet werden konnte, nicht sehr wahrscheinlich.
letztere eriffnet vielleicht die Aussicht zu einer einheitlichen Auf-
fassung der chemischen Vorginge der biologischen Lichtwirkung
zu gelangen.

Da die genannten Moglichkeiten einer experimentellen Priifung
gugiinglich sind, so ist es angezeigt, ihre nihere Diskussion zu
verschieben. bis weitere experimentelle Ergebnisse vorliegen.

Lippert & Co. (G. Pitz'sche Buchdr.), Naumburg a. S,
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