
Mechanismus der Giftwirkung aromatischer Nitroverbindungen. 
i i .  Mitteilung. 

Beeinflussung der Lebensfunktionen isolierter Zellen. 
Von 

Giinther Hertwig und Werner Lipschitz. 
(Aus dem a natomischen und pharmakologischen Institut der Universitiit Frank- 

furt a. Main.) 

(Eingegangen am 17. Mal 1920.) 

In einer vorhergehenden Arbeit 1) war gezeigt worden, dab lebende 
Zellen, indem sie atmen, zugefiihrten aromatischen Nitroverbindungen 
den Sauerstoff entziehen und sic zu Phenylhydroxylaminen reduzieren, 
die im Gegensatz zu den urspriingliehen Substanzen schwerste Blut- 
gifte sind, z. ]3. 

(N02) \~  > (NO~)\~ 

I I 
NO2 NH. OH 

Es erschien nun wertvoll - - i m  Hinblick auf die schon festgestellten 
Reizwirkungen der Phenylhydroxylamine - -  den Begriff der Giftigkeit 
dieser beiden KSrperldassen zu erweitern und evtl. vorhandene direkte 
Giftwirkungen der •itroverbindungen yon der indirekten Giftwirkung 
auf das Blur abzutrennen. Ffir diesen Zweck erwiesen sich isoliert 
fiberlebende bewegliche Zellen als brauchbares Material: einmal die in 
ihrer BeeinfluBbarkeit dutch gewisse chemische Stoffe 2) sehon studierten 
Frosehspermatozoen, weiter Bakterien, z. B. Proteus vulgaris. 

Ganz parallel zu den an Muskelzellen I) gemachten Erfahrungen 
zeigte sich, dab die verschiedenen ~qitroverbindungen ungleichm~ig 
der biologischen l~eduktion unterliegen, daB n~mlieh m-Dinitrobenzol 
oder Dinitrotoluol, mit einer Aufschwemmung der ]ebenden Zellen 
gemischt, in eine kr~t ig  gelbe LSsung der m-Nitrophenylhydroxylamin- 
verbindung fibergeht, die bei Zusatz yon Soda rotviolett wird, dab 
dagegen aus symm. Trinitrobenzol oder Trinitrotoluol sich nut  in ~uBerst 
geringem Umfange ein derartiges Reduktionsprodukt bfldet. 

Mit der Reduktion der Nitroverbindung geht nun eine Giftwirkung 

1) W. Lipschi tz ,  Zeitschr. f. physiol. Chemie 109, H. 5. 1920. 
~) G. und P. Hertwig, Arch. I. mikr. Anat. 83 (II), 267. 1913. 

18" 
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auf die Zellen einher, die sich darin ~ul~ert, daft die Beweglichkeit der 
Zellen bis zu vSlliger Starre gehemmt wird; diese Erscheinung lieft 
sich besonders gut an den Spermatozoen beobachten. Man daft daraus 
schlielten, daft entspreehend der Blutgiftigkeit auch die Zellgiftigkeit 
der Nitroverbindungen eine indirekte ist, die auf der Entstehung yon 
Hydroxylaminen beruht. Eine starke Stfitze ffir diesen Schluft ist die 
direkt naehgewiesene, die Nitroverbindungen weit fibertreffende Gift- 
wirkung der Hydroxylamine. 

Die Entseheidung darfiber, ob diese Sch~digung der Zellen, die durch 
Versuche mit krystallisiertem ]3-Phenylhydroxylamin bestatigt wurde, 
in spezifischer Weise den Kern betrifft n~eh Art der Spermatozoen- 
seh~digung durch Methylenblau, Radiumbestrahlung und andere 
Agentien 1) oder eine allgemeine Protoplasmasch~digung ist, wurde durch 
Beffueh~ungsversuche im le~zten Sinne gefallt. Es wurde n~mlich ein 
Gemiseh yon Dinitrobenzol und Samenfitden sich selbst fiberlassen; 
mit herausgenommenen Spermatozoenproben wurden dann normale 
Froscheier kfinstlich in regelmiiftigen Zeitintervallen befruchtet, bis die 
Bewegliehkeit der letzten Samenf~den dureh die l~iftwirkung auf ein 
Minimum sank. Das tlesultat dieser Versuche war, daft in allen Fi~llen, 
in denen fiberhaupt noeh Befruchtung eintrat, sieh ein normaler Embryo 
entwickelte, was gegen eine isolierte Seh~digung der Spermakerne 
spricht. 

Nachdem nun erkannt worden war, ein wie auflerordentlieh emp- 
findlieher Indicator ffir die Entstehung kleinster Nitrophenylhydroxyl- 
aminmengen die mechanischen Leistungen der Froschspermatozoen 
seien, wurde noch einmal versuchg, die Bedeutung kleiner Narcoticum- 
mengen ffir Steigerung der ,,Nitro"giftigkeit experimentell zu kl~ren. 

A. a. O. 2) war 1. aus den Befunden anderer Autoren 8) fiber die 
Steigerung vieler physiologisehen Funktionen, speziell der Zellatmung, 
durch kleine Mengen Narcotica und 2. aus der selbst gefundenen Tat- 
sache des Zusammenhangs der Nitrogiftigkeit mit der Zellatmung 
ge fo lge r t  worden, dab dureh kleine Narcotieummengen auf demWege 
fiber die gesteigerte Ze]latmung die Giftwirkung der Nitroverbindungen 
gesteigert werde, und dab die LSsliehkeitssteigerung dieser Substanzen 
dutch z.B. Alkohol demgegenfiber keine ausreichende Erkli~rung ffir 
die Steigerung ihrer Giftigkeit darstelle. 

Vergleichende derartige Versuche nun yon L i p s c h i t z  an Kulturen 
yon Rfibsamenkeimlingen waren schlieBlieh daran gescheitert, dab die 
Keime in keinem Stadium des Wachstums yon ausreichend tiberein- 
stimmender Reduktionskraft, d.h. yon ahnlicher Anzahl der Einzel- 

~) Her twig ,  l. cir. 
~) W. Lip sehitz, 1. cir. S. 211. 
a) Literatur bei Wir/terstein, ?Die Narkose. Springer 1919. 
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zellen, zu gewinnen waren, um Unterschiede der durch g e s t e i g e r t e  
Atmung entstehenden Nitrophenylhydroxylaminmengen gegenfiber 
normal entstandenen reproduzierbar zu gestalten. Ein viel gfinstigeres 
Material stellten dagegen die Froschspermatozoen dar, yon denen be- 
reits dutch die Untersuchungen yon O s c a r  I - I e r tw ig  i) bekannt  war, 
dab sie auf geringe Alkoholdosen mit  gestcigerter Beweglichkei~ reagieren. 

Es liel~ sich nunmehr experimentell ganz allgemein zeigen, d~l~ 
Narcotic~ in passenden niederen Dosen einerseits die Beweglichkeit 
der Zellen f~r viele Stunden erhShten - -  und damit  nach vielfachen 
Versuchen anderer Autoren den Gaswechsel - - ,  anderseits abet  in 
Kombinat ion mit  dem reduzierbaren m-Dinitrobenzol eine gegenfiber 
Kontrollen verfrfihte Bewegungshemmung bewirkten. Da vorher be- 
felts bewiesen wurde, dab nicht die ~Nitroverbindung selbst die Zellen 
schidigt, sondern die biologisch aus ihr entstehende Hydroxylamin-  
verbindung, so scheint die Kausal i ta t  zwischen Alkoholzufuhr und 
Verst~rkung gewisser Giftwirkungen in folgendem Sinne lfickenlos 
hergestellt zu sein: 

Narcotica in ---~ gesteigerte gesteigerte --~+ gesteigerte Hydroxyl- 
kleinen Mengen Zellatmung ---~ Nitroreduktion amin-Giitwirkung, 

besonders bei Berficksichtigung der frfiheren Versuche2), nach denen 
hShere Narcoticumdosen (16%)[ thy la lkohol ,  4% )[ther) einerseits 
Hemmung der Zellatmung, anderseits t{emmung der • 
und Hydroxylaminbildung bewirken. 

Ganz entsprechende Resultate wie dutch kleine Mengen ~ r c o t i c a  
wurden dutch Nicotin in niedrigen Konzentrationen, yon dem bereits 
friiher festgestellt war, dal~ es die Beweglichkeit der Spermatozoen er- 
heblich steigert, nnd durch Saponin erzielt, das gleichfalls bewegungs- 
fSrdernd wirkt*). Dutch Kombinat ion dieser Substanzen mit  der Nitro- 
verbindung wurde die Giftwirkung weitgehend gesteigert, so dal~ fiir 
die Erkl~rung, die giftigkeitssteigernde Wirkung der Narcotica beruhe 
auf LSslichkeitssteigerung der ~itrokSrperS), weder Raum noch Be- 
dfirfnis mehr bleibt. 

Der Mechanismus der Steigerung vitaler Funktionen durch Nicotin 
und Saponin ist im einzelnen noch nicht als endgfiltig geldir t  zu 

l) 0. t te r twig,  Sitzungsber. Akad. d. Wiss. 31. 1912. 
s) W. L i p s c h i t z ,  1. cir. 
~) Chilian, Inaug.-Diss. Wiirzburg 1902. -- E. Rost ,  Enzykl. Jahrb. d. ges. 

Heilkunde. N.F. 2. Bd. iNitrok5rper. 
*) Im gleichen Sinne ist die Beob~chtung der steigernden Wirkung yon klein- 

sten ~iengen Nikotin oder Strychnin ~uf die H e f e g i r u n g verwertbar (Lie big, 
Anna]. 1153, 152. 1870) und der ebenso ~nfinglich steigernden Wirkung yon 
Ammoniakderivaten, u. ~. Nikotin auf die O x y d a t i o n s p r o z e s s e in den Zellen 
(E. Gr a le ,  Zeitschr. f. physiol. Chemie 79, 421. 1912); dabei spielt das sehr diffe- 
rente TeilungsverhMtnis-zwischen 01 und Wasser ffir die Wirkung keine Rolle. 
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bezeiehnen, ebenso wie die atmungssteigernde und - -  w o n  auf dieser 
Basis erklgrbare therapeutisehe - -Wi rkung  kleiner MetallsMzmengen 1). 
Immerhin geben gerade ffir die Auffassung der Saponin- und Nieotin- 
wirkung Versuehe J. L o e b s  u.a .  fiber kfinstliehe Entwieklungs- 
erregung nnbefruehteter Seeigeleier eine Handhabe. L o e b  ~) land, 
dab Saponin dutch seine lipoidl6senden Eigensehaften bef~hig~ ist, 
die Membranbildung und embryonale Entwieklung - -  also meehanisehe 
Leis~ungen - -  yon Seeigeleiern anzuregen - - ,  ein Vorgang, der naeh 
L o e b wohl an die Verflt~ssigung der oberfl~ehliehen Zellipoide gebunden 
ist und bei grSgerer Intensit~tt zur Cytolyse ffihrt. - -  Im gleiehen Sinne 
sind naeh S. I s a a c  und K. ?~[Se kel  3) die Saponinwirkungen am h~ma- 
topoetisehen Apparat zu beurteilen; ihr Wesen beruh~ auf einer Wuehe- 
rung der zelligen Elemen~e in den Blutbildungsst~ten Knoehenmark 
und Milz. 

Ebenso wie Saponin wirk~ aueh Nieotin in niedrigen Dosen auf das 
unbefruehtete Seeigelei entwieklungserregend, wie W a s s i l i e f f  4) ge- 
zeigt hat. ~brigens l~gt sieh der gleiehe Effekt aueh mib Stryehnin 
naeh Versuehen yon I { i e h a r d  H e r t w i g  5) erzielen und parallel damit 
eine Steigerung der Bewegliehkeit yon Spermatozoen. 

Hand in Hand mit dieser Steigerung der meehanisehen Leistungen 
der Samenf~den ist ungezwungen aueh die ihres Gasweehsels anzu- 
nehmen. In demselben Sinne hat J. L o e b  6) die entwieklungserregende 
Wirkung dieser Substanzen auf das Seeigelei begleitet von einer Stei- 
gerung der oxydativen Vorg~nge angenommen, eine Hypothese, ffir 
die W a r b u r g  7) den experimentellen Beweis braehte. Er  beobaehtete 
n~mlieh, dab das Eindringen des Spermakopfes in die reife Seeigel- 
eizelle mit elner plStzliehen _Smderung der Eioberfl~ehe einhergeht, 
anderseits mit einem rasehen Emporsehnellen der Atmung auf das 
5--10faehe, und land Entspreehendes bei k~instlieher Entwieklungs- 
erregung des Eies. 

Man hag also wahrseheinlieh g~nz allgemein, wie bei der Eizelle 
so aueh bei den Samenfitden, die Wirkung der Nareotiea, des Saponins, 
Nieotins und anderer Zellgifte Ms eine noeh ngher zu definierende Ver- 
iinderung der Zellmembran oder Zellstruktur aufzufassen, die eine 
Steigerung der Zellfunktionen zur l%ige hat und damit in unserem 
/~alle eine mit der Zellatmung verknfipfte gesteigerte Nitrogiftwirkung. 

1) 
5) 
8) 
4) 
5) 
~) 

Berlin 
7) 

Warburg,  Ergebn. d. Physiol. 14, 253. 1914. 
Loeb, Arch. ~. Physiol. 122. 1908. 
I s a a e und M 5 c k e 1, Zei~schr. f. klin. Medizin 7~, H. 3/4. 
Wassilieff, Biol. Zentr~lbl. 2~. 1902. 
1%. Her~wig, Festschrift f. Gegenbaur. 1896. 
Loeb, Die chemische Entwicklungserregung des tierisehen Eies. Springer, 
1909. S. 51--59. 
W~rburg, Zeitschr. f. physiol. Chemie ~7, 1. 1908. 
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Experimentelles. 
I. R e d u k t i o n  de r  N i t r o v e r b i n d u n g e n  d u r c h  A u f s c h w e m -  

m u n g e n  y o n  Bac.  p r o t e u s  v u l g a r i s .  

Zwei 24-Stunden-Schri~gagarkulturen yon Proteus vulg. 1) werden 
in je 2 ccm physiologischer KoehsalzlSsung mit Hilfe einer PlatinSse 
aufgeschwemmt, vereinigt und durch Schiitteln sorgfi~Itig vermischt 
und homogenisiert. Je 1 ccm dieser Aufschwemmung wird mit einem 
(~berschuB der feingepulverten Nitroverbindungen durchgeschiittelt und 
6frets umgeriihrt. 

symm.Trinitrobenzol I Trinitrotoluol Zeit m-Dinitrobenzol 2,4-Dinit~otoluol-1 

] h braunstich. Gelbf. ~ - -  ~ - -  
11/2 h filtriert: braun- Gelbf~rbung Gelbfitrbung farblos 

stiehige Gelbfiirb. 
+ 1 Tropfen 
Sodal(isung: 

kr~ftige Violettf. kr~ftige Rosafarb. unver~ndert , farblos 

Fiirbung verblai~t a]lmlihlich [ 

Deutliche Reduktion zu 1Nitrophenylhydroxylaminverbindungen 
t r i t t  also nur  bei den Din i t rove rb indungen  ein. 

II. l % e d u k t i o n  de r  I q i t r o v e r b i n d u n g e n  d u r c h  F r o s e h s p e r m a -  
t o z o e n  u n d  E i n t r i t t  d e r  G i f t w i r k u n g .  M e c h a n i s m u s  de r  

Z e l l g i f t w i r k u n g  des  m - N i t r o p h e n y l h y d r o x y l a m i n s .  

Der Inhalt  der Samenblasen oder - -  in den meisten F a l l e n -  der 
wasserige Extrakt  (0,3proz. ~aC1-LSsung) der Hoden 2) krMtiger 
Temporariermi~nnchen wurde soweit mit 0,3proz. NaC1-LSsung ver- 
diinnt, d~B eine Zellsuspension von gleichmi~Big grauweiBer Farbe ent- 
stand, in der die Sperm~tozoen in lebhafter Bewegung sich befanden. 
Gleiche Mengen dieser Suspension wurden dann auf kleinen Uhrgli~sern 
sorgf~ltig mi~ den feingepulverten ~itroverbindungen durchmischt 
und in feuchter Kammer aufbewahrt. Zur mikroskopischen Betrachtung 
wurden - -  mSglichst unter Fernhalten yon Krystallen - -  jeweils kleine 
Proben der Suspension auf einem Objekttr~ger mit der gleichen Koch- 
salzlSsung auf das Doppelte verdiinnt und unter einem Deekglas sofort 
betrachtet. Die Resultate gehen aus folgender tabellarischer ~ber-  
sicht hervor: 

1) Fiir ihre freundliche Uberlassung sagen wir dem Direktor des Hygien. In- 
stituts, tterrn Geh.-Rat Prof. Neisser, und seinem Assistenten Herrn Dr. Klein 
herzlichen Dank. 

~) Zur Methodik vgl. G. und P. Hertwig,  Arch. f. mikr. Anat. 83 (II), 270. 
1913. 
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S u b s t a n z  

V e r s , -  Ver$ .  o 
Nr. D a u e r  

2.  1/2h 

I~/~ h 

3. 3/4h 

2h 

4. ~/~ 

l~/h 

11/2h 

5. 1 h 

F 
i11/2 h 

6. 1/h 

2~ 

Dinitrobenzol 
r 

Spermatozoen starr; ! 
Farbe der Suspen- I 
sion: gelb; bell 
Sodazusatz: vio- 
lett, allm/~hlich 
verblassend 

Spermatozoen noeh 
gut beweglieh. 
Farbe: gelb. 

Spermat. fast sii, mt- 
llch starr: Farbe 
bei Sodazusatz 
stark rosa 

Spermetoz. starr. 
Soda-Reakt. : rosa 

Spermatoz. m/iBig 
beweglieh; Gelb- 
f/~rbung 

Spermatoz. starr; 
starke Gelbf~rbg. 
Soda-R. : krEftig 
rosa, allmKhlich 
verblas~end 

Spermatoz. starr; 
Gelbf/irbung 

Gelbf~rbung; 
! Spermatoz. starr; 

Soda-R. : starkviol., 
allm~hl, verblass. 

! Dinitrotoluol 

Spermatoz. starr; 
Farbe: gelb 

Soda: rosa 

Spermatoz. starr; 
Farbe naeh Soda- 
zusatz: rosa 

Spermatoz. m/il3ig 
beweglich, Gelb- 
f/~rbung 

Spermatoz. starr; 
starke Gelbf/~rbg. 

Soda-R. : violett, 
allm~hlieh ver- 
blassend 

3?rinitrobenzol Trinitrotoluoi 

Spermatozoen noch 
gut bewegl. Farbe 
der Suspension: 
schwach gelb; bei 
Sodazusatz: un- 
ver~ndert 

Spermatoz. gut be- 
weglich. Farbe: 
schwach gelb 

Spermat. schwach 
beweglieh. Farbe: 
bei Sodazusatz: 
unver/~ndert 

Spermatoz. in guter 
Bewegung. Farbe 
br~unlich. 

Spermatoz. gut be- 
wegl. Soda-R. : ? ? 

Braunf/irbung 
Spermutoz. gut be- 

weglieh 

Spermat. teils gut, 
tells schwach be- 
weg]., teils starr. 
Soda-R. : fraglich 

Spermatoz. gut be- 
weglich 

j Spermat. schwach 
beweglich. Soda- 

i Reaktion: - -  

Spermatoz. gut be- 
weglich. Farbe 
unver/~ndert 

Spermatoz. gut be- 
weglich 

Soda-R. : -- 
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Substanz 
ers,- 
Nr. I Dauer 

7. lhl0 ' 

3h20' 
1 
I 

8. i23/4 h 
41/~ h 
103/4 ~ 

9. 

Lo I 

1 h 

1 h 

12h10 ' 

Dinitrobenzol Dinitrotoluol Trinitrobenzol Trinitrotoluol 

Sp. roll bowoglich 

,, noch ganz gut 
beweglich 

Soda-l~. : -- 
Sp. gut beweglich 

,. s/imtlich starr 
Soda-R. : schwgchst 

rosa 
E s k u l e n t e n -  Sp. 

in ihrer Beweg- 
lichkeit geschadigt 

Soda-R. : schw~chst 
rosa 

Eskulenten-Sp. lob- 
haft beweglich 

viele lebhafb bewegl. 
Beweg]ichkeit ein- 

geschr~nkt 
Soda-R. : -- 

Aus diesen Versuchen ergibt sieh mit  aller Deutliehkeit, dab die 
Gift~4rkung der Nitroverbindungen auf die Spermatozoen mi~ dem 
Auftreten der Ni~rophenylhydroxylaminreaktionen p~rallel geht: Gelb- 
fi~rbung in neutraler, Rotviolettfi~rbung in sodaalkaliseher LSsung, 
und dab diejenigen Nitroverbindungen, die eine minimale Reduktion 
eingehen, ~uch yon unverhi~ltnismi~l~ig geringerer Giftwirkung sind. 
Die Leiehtigkeit der biologisehen Reduzierbarkeit  der Nitroverbindungen 
ist bei allen un~ersuehten Zellarten (Muskelzellenl), Bakterien, Sperma- 
tozoen) in gleiehem Sinne abgestuft:  1. Dinitrobenzol und -toluol, 
2. Trini~robenzo], 3. Trinitrotoluol. Immerhin  liel~ sich auch an dieser 
]etzten Substanz zeigen, dal~ sie sehlieBlieh in sehr geringem Umfange 
reduziert wird, und dab entsprechend der dann erkennbaren schwi~eh- 
s~en Rosafiirbung dureh Sod~zusa~z, die Spermatozoen ~bgetStet 
werden. 

Es blieb noch fibrig, an analysenreinen Substanzen beider KSrper- 
klassen: der Nitro- und t tydroxylaminoverbindungen direkt zu zeigen, 
dalt die starken Giftigkeitsunterschiede ihnen in gleieher Weise gegen- 
fiber Zellen zu eigen sind, wie es beziiglich des Meth~moglobinbildungs- 
verm6gens bereits 1) bewiesen wurde. ~tir diesen Zweck wurde hier 
jedoch nicht das m-Nitrophenylhydroxylamin mit  m-Dinitrobenzol 

1) W. L i p s c h i t z ,  1. cir. 
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verglichen, weil erst eine LSsung in 201oroz. Alkohol sieh einige Zeit 
klar halt und damit die Alkoholwirkung auf die Spermatozoen das 
Wirkungsbild trfiben wiirde, sondern das in Wasser 15sliche fl-Phenyl- 
hydroxylamin mit dem in Wasser gut emulgierbaren Nitrobenzol. Es 
is~ selbstverst~ndlieh, dab die Phenylhydroxylaminkrys~alle stets ganz 
f r i s c h  in der 0,3i0roz. NaCI-L6sung gelSst und sofort zum Versueh 
benutzt wurden, da die L6sung sich beim Stehen an der Lufg in kurzer 
Zeit dutch Abseheidung yon Azoxybenzol ~rfibt. 

Es wurden stets gleiehe Mengen Sperma~ozoensusloension und 
ReagenslSsung miteinander gemisch~ und die I~eagenskonzentration 
im fertigen Gemiseh berfieksiehtigt: 

Zeit Nitrobenzol Zeit fl-Phenylhydroxylamin 

Konzentr~tio~ 0,5 % 0,1 ~ 
1 t Spermatozoen guf beweglich 1/, Spermatozoen gut beweglich 
u ,, m~t~io- ,, 21/~ ~ die meisten Spermatozoen starr 
8 ~ schwach 

17' ,, fast s~mtlich starr 

Konzentration 0,050/0 0~05 ~ 
41 ~ 2' Spermatozoen gut beweglich 

20' ~ Spermatozoenin lebhafter Bew. 5' viele Spermatozoen starr 
8" die meisten Spermatozoen starr 

10' ein kleifier Rest o'anz schwach 
! beweglich 

Diese starken Giftwirkungen des Phenylhydroxylamins, yon denen 
die Giftigkeit der entsprechenden Nitroverbindung um das Vielfaehe 
iibertroffen wird, s~ehen in guter L?bereins$immung mit der keim- 
t6tenden Kraf t  trod der Zellgif~igkeit des t tydroxylamins (NH~OH) 
selbst, die yon O. L o e w  1) beobaehte~ wurde. 

Es war nun die Frage zu beantworgen, ob die Zellsch~digung der 
Phenylhydroxylamine eine elek~ive Wirkung auf den Zellkern dar- 
sgelle, oder ob im Loewschen  Sinne die Hydroxylamingruppe ,,ein 
Gif~ in des Wortes allgemeinster Bedeu~ung" sei. Die folgellden Ver- 
suehe sprechen ffir die letzte Auffassung. 

Konzen~rierte dureh Zerzupfen der Hoden gewonnene Samenmilch 
wurde mi~ Dinigrobenzolkrystallen sorgf~l~ig verrfihrt. Aus dem Ge- 
miseh warde dann naeh steigenden Zeitintervallen durch Verdtinnen 
mit 0,31oroz. KochsalzlSsung die zur Besamung geeignete Sperma- 
konzentration hergestellt. Da es yon Wichtigkei~ war, eine direk~e 
Gifgwirktmg auf die Eier zu vermeiden, also keine Dinitrobenzol- 
krystalle mi~ den Eiern in Berfihrung gebracht werden durften, wurde 
gewartet, his sich die Krys~alle in dem verdtinnten Gemiseh zu Boden 

1) O. Loew, Arch. f. d. ges. Physiol. 35, 516. 1885. -- Vgl. L. Lewin, Arch. 
f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 25, 306. 1889. 
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gesenkt hatten, und erst dann nnter Vermeidung des Bodensatzes die 
Samenfliissigkei~ mit einer Pipette aul die Eier gespritzt, die mittels 
eines Glasstabes auf Uhrsch~lehen aufgesetz~ worden waren. 

Auf diese Weise wurden vier Versuche angestellt, indem der Samen 
15, 30, 45 und 50 Minuten mit dem Dinitrobenzol in Bertihrung blieb. 
Noch li~nger lieg sich die Einwirkung der Substanz nieh~ fortsetzen, 
da dutch die GiItwirkung die Bewegliehkei~ der Samenfgden so stark 
lift, dab sie die Eihiillen nich~ mehr zu durchdringen vermochten. 
Sehon bei den 45- und 50-Minutenversuchen blieb eine grol~e Anzahl 
der Eier unbesamt, nur 20% furehten sieh, w~hrend bei den kfirzer 
dauernden Versuehen fast alle Eier sieh teilten. In allen Versuchen 
verlief die Furchung und Gastrulation v611ig normal, und-es wurde 
eine groge Anzahl kr~ftiger Larven erhalten, die bis zum 14. Tage, 
an dem der Versuch beendet wurde, keinerlei EntwieklungsstSrungen 
zur Sehau ~rugen. 

III .  S t e i g e r u n g  de r  G i f t i g k e i t  y o n  m - D i n i t r o b e n z o l  d u r c h  
K o m b i n a t i o n  m i t  A l k o h o l ,  C h l o r a l h y d r a t ,  I q i e o t i n  u n d  

S a p o n i n .  

Dutch Vorversuche wurde festgestellt, daft fiir das Gelingen des 
I~aehweises einer Giftigkeitssteigerung eine n ie  d r i g e K o n z e n t r a t i o n 
de r  S p e r m a t o z o e n  yon grSftter Bedeutung is~. Befinden sich n~m- 
lieh in dem Gemiseh mit Dinitrobenzol zu viel atmende Zellen, so ge- 
schieh~ die Reduktion in einem solchen Umfange, also das Absterben 
der Samenf~den dutch Hydroxylaminwirkung mit solcher Sehnelligkeit, 
dab keine zeitlichen Unterschiede mehr deutlieh fes~zustellen sind. 
Man hat in die sem Falle also die gleichen Schwierigkeiten, die L i p -  
s e h i t z  in seinen Versuehen mit Riibensamenkeimlingen vorfand. 

Es l~ftt sieh nieht angeben, wie hoch die Konzentration der Samen- 
f~den zu w~hlen ist oder wie hoch sic in den Versuchen war, da ja die 
Froschhoden ganz verschieden stark spermatozoenhaltig sind. Immer- 
bin mSge als Anhalt dienen, daft die Spermatozoenaufschwemmung, 
die im Versueh benutzt  wurde, eine zart-graue Fliissigkeit darstellte, 
die nach Verdfinnen auf die H~lfte bei mikroskopischer Betrachtung 
und einer VergrSf~erung 330:1 m~13ig zahlreiche, einzeln sehwimmende 
Zellindividuen enthielt, - -  und die nach Beendigung der Versuche noeh 
nicht erkennbar gelb oder bei Sodaz~sat'z rosa wurde. 

Selbstverst~ndlich wurde fiir die Vergleichsreihen das Material stets 
-con der gleichen sorgf~ltig homogenisierten Spermatozoenverdiinnung 
mi~ gleicher Pipette entnommen, und zwar wurden fiir jeden Einzel- 
versueh 5 Tropfen der Stammsuspension auf einem passenden Uhr- 
seh~lchen mit 5 Tropfen der ReagenslSsung (stets 0,3% NaC1 enthaltend) 
oder - -  in den Kontrollen - -  mit 5 Tropfen der IXIaC1-L6sung nnd mit 
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a) J(thylalkohol. 
~ T  

Vers.-I~rOa~e n .i ~ Hauptkontrolle Reag.-Kontr. ohne 
~r. ~ Hauptversuch ohne Reagens Dinitrobenzol 

1 

211. 3 

~'~ 

.s~. 

4u.  5 
cf.2u.3 

,[0905% 

0,05~ 

Spermatoz. sehwlieher 
beweglieh als im Kon- 
trollversuch 

teuil, sehleehterbewegl. 
alsira Kontrollversuch 

etwa die Hiilfte der 
Sperm. stal% die an- 
dere noch gut bewegl. 

die Mehrzahl starr 

Spermatozoen gut be- 
weglieh 

Sperm~tozoen m~il~ig 
gut beweglieh 

Sp. ~]le ~o,~t b ~ 7 ~  

Sp. m~i~ig gut beweg'l. 1 
doeh erheblieh besser 
als im Hauptversuch 

Spermatoz. gu~ 
beweglieh 

Spermatoz. gut 
b eweglich 

etwa die Hiilfte der I Sp. samtlich gut bewegl. 
Sperm. st arr~ die an- 
dere noch gut bewegL 

die Mehrzahl starr Sp. m~s gut bewegl, ! Spermatoz. gut 
doch deutlich besser I beweg'lich 
als im Hauptversuch ._ 

sehr lebhafte Bewegung 
lebhafte Bewegung lebhafte Bewegung 
schwache 9, noch g'anz gute Beweg. 
ganz schwaehe Bewe- , . . 19 sehr lebhafte 

gung; die meisten Bewegung 
Spermatoz. v(illig starr 

lebhafte Bewegung 
noch ganz gute Beweg. 

]ebhafte 
Bewegung 

Sp. gut bewegL 

sehr lebhafte Bewegung 
[ebhafte Bewegung 
~chwache 9~ 
schwachste Bewegung; 

die meisten Sperma- 
tozoen vOllig starr 

b) Chloralhydrat 
' i 60 l al e Spermatozoen start Sp. gut beweglich 

7 5 ' _  vide Sp. s t a ~  

30'llebha~e Bewegung lebhafte Bewegung 
I gute Beweglichkeit 45' I gute Bewegliehkeit ,, . 

60' viele Sp. starr9 verein- 
zelte noch schwach 

3u. 4 
cf.2u.3 
t tnter 

a) 

90' beweo'lieh !viel~ Sp. start 

6~, i i Sp. gut bewegL 

60' I vide starr "-i 
so'  ndere 

i gut beweglich 
90' , lebh Be'a 
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b) Chloralhydrat (Fortsetzung). Konzentration 0,05% . 

285 

u Z e i t  H a u p t v e r s u c h  Hauptkontrol le  Reag.-Kontr. ohne 
ohne Reagens Dinitrobenzol 

3u.  4 
ef2u. 3 
unter a) 

5 

6u. 7 

40' 
60' 
80' 

90' 

60' ' 
90" ! 

75' 

90' 

75 t 

90; 

Sp. mal~ig gut bewegl. ] 
viele start 

samtlich starr 

sehr ]ebhafte Bewegung 
viele Spermatoz. starr 
alle Spermatozoen starr 

Sp. ma~ig gut bewegl. 
die meisten starr~ der 

Rest schwach bewegl. 
alles starr 

Sp. ma$ig gut bewegl. 
die meisten starr~ der 

Rest schwaeh bewegl. 
alles starr 

gut beweglich 

viete starr~ andere noeh 
gut beweglich 

sehr lebhafteBewegung 
gute Beweglichkeit 
Sp. miil~ig" gu~ bewegl. 

gut beweglich 

maltig gut beweglich 

gut beweglich 
mlil~ig gut beweglieh 

Sp. in lebh. Bew. 

Sp. yell bewegl. 

Sp. roll bewegl. 

Sp. roll bewegl. 

45' 

60' 
75' 

45' 

60' 

90' 

e) Nikotin. Konzentration 0~05~ . 

Alle Sp. starr, Gemisch 
stark gelb~- Soda: rosa 

Spermat. gut beweglich 

alle Sp. starr, Gemisch 
ge]b~ ~- Soda: rosa 

6 h 

60' 

_ _  90___~' 

30' 
45' 
60' 

- - 6 - ~ -  viele 

Sp. in sehr lebh. Beweg. 
viele starr~ einige noeh 

sehwach beweg]ich 
alle starr 

Spermat. gut beweglich 

die meisten starr~ Gem. 
gelb, + Soda: rosa 

Kontro]le 1 ~ Spermat- 
2 J gut hew. 

Kontrolle 1 ~ Spermat. 
2 t gut hew. 

i Kontrolle 1 ~ nurverein: 
Sp. noch 

~1. ~ ) beweglich 

Sp. in sehr lebh. Bew. 
Spermatoz. gut bewegl. 

Sp. roll bewegl. 

noch gute Bew. 

Sp. miil~ig gut bewegl, guteBeweglichk. 

Sp, miil~ig gut bewegl. ] Spermat. gut beweglich 
alle starr , , , 

sehr lebh. Bew. 

5~ 6 u. 7 Sp. start, vereinz. Spermat. gut beweglich 
I _ _ 1 ~  noch schwach bewegl. 

_ _ _ _ j  noeh sehwaeh bewegl. _ _ _ _  

I 60' l alles starr 

Sp. lebhaft 
beweglich 
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e) Nikotin. Konzentration 0,05 ~ (Fortsetzung). 

Vers.-Nr. Zeit 

8,9u. 10 45' 
75' 

---g7-- 
75' 

75' 

Hauptversuch 

Sp. mi~l~ig gut bewegl. 
Spermat. s~tmtlieh start 

HauptkontroIle 
ohne Reagens 

Spermat. gut beweglieh 
Sp. ma$ig gut bewegl. 

Sp. m~tl~ig gut bewegl. Spermat. gut beweglich 
Spermat. samtlich start Sp. ma~ig gut bewegl. 

Sp. m~tl~ig gut ~ '  
Spermatozoen starr 

Spermat. =oat beweglich 
Spermat. gut beweglich 

Reag.-Kontr. ohne 
Dinitrobenzol 

Steigerung der Giftigkeit des Trinitrotohol durch Chloralhydrat und Nicotin. 
Konzentration 0,050/,. 

- -  Z e i t -  1 Kontrolle ohne I ttauptversueh mit 
~ :Reagens*) I Chloralhydrat 
�9 L 

I h 10' Temporarier-sperm. roll bow. Ivoll beweglich 

2 h [ , die meisten bewegl, 

I aber wenig lebhaf 
2 h 40' 
3 h 20' ] noch ganz gut bew. sehwlichste Beweg. 

2a/4 h gut beweglich 

41 /~  h . . 

lOS/4 ha l le  starr; Soda-R: 
sehw~tchst rosa 

3 -  ~ - -  E s k u l e n t  en-Sp. 
in ihrer Bewegung 
geschad.; Soda-R: 
schwi~chst rosa 

Hauptversuch mit Nikotin 

die weitaus meisten gut bew. 

einzelne noch gut~ die meister~ 
kaum mehr beweglich 

alle fast vslliff start 

gut beweglich 

alle starr 
Gem. gelblich, 
schwach rosa 
(bei Sodazu- 
satz) 

~qikotin - Kon- 
trolle ohne 

Trinitrotohot 

gut beweglich 
rein wei~ 

auch nachdem 
Trinitrotoluol 
frisch hinein- 
gertihrt war 

Spermat. in ihrer Bewegung 
geschadigt; rosa 

lh I ~  beweglich I I bei einem Teil Bew. erhalten 
2 h 10' I vie]e, ,, ein grolter Tell noch I fast alles starr 

bew., aber weniger I 
I lebh. als Kontrolle I 

3 h [ Beweglichk. erhalt., wie Kontrolle ~ ,, . 
aber eingeschr~nkt; : " 
S oda-E: - -  I ~ ] - -  

*) Die Versuehe dieser Kolumne sind identisch mit den gersuchen Nr. 7--10 
auf S. 281 der Arbeit. 
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Mengen yon etwa 10 mg feingepulvertem Dinitrobenzol so grfindlich 
vermischt, dab alle Teile der Flfissigkeit mit Kryst~llchen durchsetzt 
waren. Die - -  fibrigens gleich grol~en - -  Uhrgl~ser wurden in feuchter 
Kammer bei Zirnmertemperatur aufbewahrt und noch zweimal in Ab- 
st~nden von 1/4 his 1/2 Stunde mit Hflfe einer Nadel durchgerfihrt. Zur 
Beobachtung der Wirkung wurde ein kleiner Tropfen clem Gemisch 
entnommen und, mit einem grol~en Trolofen 0,3proz. NaC1 verdfinnt, 
unter dem Deckglas mikroskopisch betrachtet. 

Die Beobachtungszeit beginnt mit dem beendeten Einrfihren des 
Dinitrobenzols. Die Reagenskonzentration bezieht sich auf das fertige 
Gelnisch. 

d) Saponin .  
Vorversuche: 
1. Gleiche Mengen einer Spermatozoenaufschwemlnung und einer 

0,1proz. SaponinlSsung (0,3% NaC1) werden gemischt und heraus- 
genommene Proben unter dem Mikroskop beobachtet. Endkonzen- 
tration des Saponins also 0,05%. Nach 1 Min. lebhafte Bewegung der 
Spermatozoen, nach 2 Min. ganz vereinzelte Spermatozoen noch in 
Bewegung, die Ineisten abet sind bereits tot, indem sie eigentiimlich 
gekrfimmte Formen zeigen: 0 s e n b i l d u n g .  Wiederholung des Ver- 
suches ergibt das gleiche Resultat. 

2. Gleiche Versuchsanordnung mit einer 0,01proz. SaponinlSsung. 
Also Endkonzentration 0,005%. Iqach 1 Min. Spermatozoen in erheb- 
lich gesteigerter Bewegung, nach 85 Min. Spe~matozoen in lebhaf~er 
Bewegung, die gegeniiber einer saponinfreien Kontrolle noch gesteigert 
erscheint. 

Damit ist also eine 0,005 proz. Saponinl5sung als bewegungssteigernd 
gegeniiber Froschsloerma~ozoen festgestellt. 

Vers.-l~r. 

lu.  2 

Zeit Hauptversuch mit Hauptkontrolle ohne Saponinkontrolle 
Dinitrobenzol Saponin 

40" 
70' 
85' 

105 + 

Gute Bew. der Sperm. 

die meisten Sperm. in 
gestreekt. Form starr, 
wenige noch schwaeh 
beweglich 

alles starr 

Gute Bow. der Sperm. 

iloch schwache Beweg. 
der Spermatozoen 

Sp. in sehr lebh. 
Beweglmg 

40' gute Beweg. der Sperm. 
70' ,, ~ , ,, 
85 + viele Sperm.starr~weni- 

ge noch schwach bew. 
105 + alles starr 

gute Beweg. der Sperm. 

schwache Bew. der Sp. 

Sp. in sehr lebh. 
Bewegung 
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S t e i g e r u n g  o iner  p h y s i o l o g i s c h e n  Z e l l f u n k t i o n  (Atmung) 
d u r c h  Gif te  als U r s a c h e  e ine r  ges~e iger ten  h e t e r o g e n e n  
G i f t w i r k u n g  (der Nitroverbindungen) ist also ein wesentliches Er- 
gebnis dieser Untersuchungen. 

Damit ist abet zugleich ein wohldefiniertes Beispiel fiir den p o t e n -  
z i e r e n d e n  S y n e r g i s m u s  yon  Gi f t en  gewonnen: Man sieht z. B. 
von kleinen Alkoholdosen an Menschen oder isolierten Zellen nur ge= 
ringo Wirknngen und betrachte~ anderseits kleine Mengen der I~itro- 
kSrper als nur mgltig starke Gifte. Ganz anders aber wird die Wirkung 
bei K o m b i n a t i b n  beider: Der Alkohol greif~ an der Zellstruktur an, 
vergrSl~er~ die aktive Obeffl~iche und steigert dadurch die Zellatmung; 
die Nitrogruppe greift in die Zellatmung ein und ~ird bei ihrer Steige- 
rung in die giftige Hydroxylamingruppe in einem Marie umgewandelt, 
dessen GrSl~enordnung daraus hervorgeht, dal~ die oxydo-reduktiven 
Zellprozesse dnrch kleine Mengen Narcot~ica auf das Vie l fache  an- 
steigen. 


