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Einleitung.

Nicht nur die ersten Bemiihungen der Toxikologie zum Nachweis
der Pflanzenalkaloide in tierischen Organen, Geweben, Flissig-
keiten usw., sondern auch die ersten Beobachtungen iiber die Zer-
storungen des Morphins im Organismus wurden angeregt durch den
ProzeB gegen Dr. Caistaing, der wegen Giftmord mit Morphin an-
geklagt und trotz Mangels eines chemischen Nachweises des Giftes
in der Leiche, verurteilt und 1823 hingerichtet wurde.

Orfila (1) fand zuerst, daB das Morphin gleich anderen von ihm
gepriiften Giften im Blut und in den Sekretionen nur zu einer be-
stimmten Zeit der Vergiftung vorhanden sei, wihrend es sich zu
anderer Zeit nicht mchr dort vorfinde. Verschiedene Autoren fanden
dann im Harn von Morphinisten oder von mit Morphin injizierten
Hunden kein oder ganz geringe, nur kolorimetrisch zu bestimmende
Mengen Morphin, bis Marmé (2) und Tauber(3) spiter zeigten, daB
ein Teil dieses Alkaloides, das nach der Injektion iberraschend
schnell in die Magenschleimhaut ausgeschieden wird, von da in den
Darm weiterbefordert und dann durch die Fizes ausgeschieden wird.
Neuerdings wurde jedoch von Kaufmann-Asser (4) festgestellt, daB
die Nieren doch als Ausscheidungsorgan fiir Morphin bei Kaninchen
und Hunden in hoherem MaBle in Betracht kommen als bisher an-
genommen warde, und daB bei Dauerversuchen mit Morphin bis 39/,
des Alkaloides im Kaninchenharn ausgeschieden werden.
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Faust (5) zeigte dann zuerst, daB beim normalen Tier nur ein
kleiner Teil des injizierten Morphins vom Organismus zersetzt werde,
daB dagegen bei wiederholten Injektionen die Fihigkeit des Orga-
nismus, das Morphin zu zerstéren, sich steigert. Er sieht in dieser
erhthten Zersetzungsfihigkeit den Grund fur die Angewshnung und
sucht dies besonders aus der Analogie mit dem Verhalten der Oxal-
siure im Organismus so zu erkliren, da8 »das Morphin erst eine
fermentative Spaltung erfihrt und daB dann die Spaltungsprodukte
durch Oxydation und Synthese in die Endprodukte des Stoffwechsels
umgewandelt werdenc.

M. Cloetta (6), der sich schon damals mit Untersuchungen tiber
chronische Intoxikationen befaBte, bestitigte die Resultate von Faust
und erweiterte diese Experimente nach allen moglichen Gesichts-
punkten, um dabei Anhaltspunkte fir die Art der Zerstorung und
die Ursache der Angewdhnung zu gewinnen. Auf rein experimenteller
Basis gelangte er zu dem Resultate, daB bei der Zersetzung die oxy-
dativen Prozesse die Hauptrolle spielen und eine Fermentwirkung
ausgeschlossen zn sein scheine. Trotzdem eine weitere Arbeit von
B. Frenkel (7) neue Beweise fiir eine oxydative Zerstorung des
Morphins brachte, wird doch die Hypothese von Faust noch mancher-
orts anerkannt.

- Da die Art der Zerstorung voraussichtlich grundlegend ist fur
die Erklirung des Morphinismus, bemiihte ich mich, durch eine neue
Versuchsanordnung diese Frage zu losen. An das Versuchsmaterial
war dabei die Anforderung zu stellen, die Sauerstoffzufuhr zum leben-
den Protoplasma beliebig variieren zu kinnen; ferner war notig die
Gegenwart von hydrolytischen Fermenten und Oxydasen und endlich
die Vermeidung von analytischen Verlusten auch bei lingerem Kon-
takt des Morphins mit dem Protoplasma, Diesen Anforderungen
schien mir die Injektion von Morphin und seinen Derivaten in Eier
mit nachfolgender Bebriitung derselben zu entsprechen, wobei dann
die eingespritzten Eier den verschiedensten Bedingungen ausgesetzt
" werden konnten. Versuche mit Injektionen korperfremder Substanzen
in Eier sind schon von friheren Autoren gemacht worden, allerdings
nur zum Zweck teratogenetischer (MiBbildungen erzeugender) Studien
und nur mit ganz kurzer Beobachtungsdauer. Bei allen diesen Ex-
perimenten miiBten parallel mit jeder Versuchsserie auch eine gewisse
Anzahl Kontrollen ausgefiihrt werden, weil die Eier sich je nach Art
der Hithner oder der Jahreszeit sehr verschieden verhalten.

Féré (8) fand, daB Athylalkohol eine geringere teratogenetische -
Wirkung habe als Methylalkohol und dieser noch eine geringere als
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Propyl-, Butyl- und Amylalkohol. Die Isoalkohole sind giftiger als
die entsprechenden Normalalkohole.

Injektionen von Azeton (9) in Eier gaben 62,889/, normale Em-
bryonen gegentiber 80,659, n. E.f) bei einer Injektion der gleichen
Quantitit Wasser und 65,479, n. E. bei Anwendung von Athyl-
alkohol. v

Gregentiber den Angaben von Gaspard und Cl. Bernard, daf
Quecksilberdimpfe die Embryonen erst toten, wenn die Gefifle und
Nerven entstanden sind, fand andererseits Féré (10), dall denselben
eine verzogernde und teratogenetische Wirkung auch in den Anfangs-
stadien zukommt; obwohl viele Embryonen die Periode der Entwick-
lung der Zirkulation iiberschritten hatten, fand er doch keinen Tod.

Phosphordimpfe (11), denen Eier 24 Stunden lang unter einer
Glasglocke vor der weiteren Bebriitung ausgesetzt waren, drangen
durch die Schale und riefen eine allgemeine Entwwklungsverzogerung
und teils MiBbildungen hervor.

Angeregt durch eine Beobachtung von Réaumur, daB gewisse
»odeurs infectes« die Embryonen im Ei toten konnen, setzte Féré (12)
Eier unter einer Glasglocke einer Moschusatmosphiire aus und fand
dabei eine Reduktion der Normalembryonen von 80,959/, auf 45, 230/,.

Atherische Ole (13) wie Oleum Anisi, OL Lavandulae und Ol
Caryophylli zeigten nach 24stiindigem Einflul ihrer Dampfe nur Ent-
wicklungsverzogerungen, wihrend das giftige Ol. Absynthii Monstro-
sitaten bildete. Die wihrend 48 Stunden den Dimpfen nachfolgen-
der Substanzen ausgesetzten und dann bebriiteten Eier ergaben
folgende Verhiltniszahlen:

Essence de lie de vin zeigte keine n. E. gegeniiber 66,6 %/, n. E. der Kontrollen.
Ol Thymi - » 10%, » » > 70,00 > » > »

Ol. Rosmarini » 400/0 » » » \
Ol. Gaultheriae » 700, s » » [80;00/0 »o» o »

Gleichzeitig waren die Embryonen, welche sich noch normal ent-
wickelten, etwas zurlickgeblieben.

Der Einflu von Ammoniak (14) hemmte selhst nach einer Stunde
jede normale Entwicklung gegentiber 800/, der gleichen Serie ohne
Behandlung.

Jan Tur(15) lieB Eier 24—70 Stunden unter dem EinfluB eines
radioaktiven Priparates ausbrtiten; die dabei entstandenen Mifi-
bildungen sind alle gleich, was ihn auf eine spezifische teratogene-
tische Wirkung des Radiums schlieBen 1iBt. Dabei zeigte sich, daB

1} n. E. = normale Entwicklung.
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die mittleren Partien der Embryonen starke Veriinderungen aufwiesen,
wihrend die peripheren Teile normal waren.

Fir uns besonders interessant sind die Einwirkungen von Bak-
terientoxinen und Alkaloiden:

Pyocyanin erhthte nach Feére (16) die Mifibildungen von 4,16%/,
(bei nicht injizierten Eiern) auf 58,339/, in etwa 48 Stunden.

- Syphilistoxin ergab 259, n. E. gegeniiber den zu erwartenden
8,50/, n. E. Im Anschlufl daran untersuchte Féré(17), ob auch
syphilitisches Blut eine Wirkung auf die Entwicklung des Embryos
zeige, was sich bestitigte. Injektionen von normalem Blut mit etwas
Kaliumoxalat (zur Vermeidung der Koagulation des Blutes) gaben
58,339/, n. E. gegentiber 83,33%/,, wihrend syphilitisches Blut nur
noch 259, n. E. zulieB. Féré glaubt, daB der Embryo fast als
Reagens auf solches toxinhaltiges Blut dienen kann. Das gleiche
zeigte sich bei einer Injektion von Blut eines mit Schweinecholera
infizierten Kaninchens:

Injektion von normalem Blut ergab 55,09, n. E.| gegeniiber 83,33 ¢/; der
» » infiziertem » » 15,60, » » Kontrollen.

Andere Toxine zeigten gegentiber den Embryonen eine vom
Menschen mitunter abweichende Giftigkeit. So wird z. B. Tetanus-
toxin (18), gegen welches das Huhn sehr widerstandsfihig ist, vom
Ei in starker Dosis ertragen, wenigstens wihrend den ersten 3 Tagen.
Sterile Bouillon hat fast gar keinen EinfluB. Deutlicher als die Ein-
wirkung von Tetanustoxin ist jene von Diphtherietoxin und auffallend
stark jene von Tuberkelbazillenextrakt; bei letaterer besteht ein deut-
licher Unterschied zwischen Menschen- und Vogeltuberkulose (19). Die
folgenden Zahlen belegen das Gesagte:

Injektion von steriler Bouillon zeigte 86,119/, n. E.
! » » Tetanustoxin »g 80’,5502: » } anstatt 91,667,
» »  steriler Bouillon » 86,118, » »
» » Extrakt von Menschen-- A
~ tuberkelbazillen zeigte 44,49/, » » ; anstatt 94,449/,
» » Extrakt von Vogeltu-

berkelbazillen zeigte 19,440/, » »

Im allgemeinen scheinen die Toxine jener Bakterien, fiir welche
das Huhn weniger empfindlich ist, auch weniger teratogenetisch fiir
den Embryo zu sein. '

Bei der Priifung der Alkaloide ergab sich, daB 0,001 Nikotin (20)
genligt, um 71,7/, n. E. auf 34,79/, zu reduzieren. Auffallender-
weise waren diejenigen Embryonen, welche die Giftwirkung tiber-
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wunden hatten, im allgemeinen fortgeschrittener als diejenigen der
Vergleichseier, was im Sinne einer Art Zuchtwahl zu deuten wire.

Féré(21) glaubt, daB auch bei den Alkoloiden eine gewisse Gesetz-
miiBigkeit in der Entwicklungsstorung auf den Embryo zu konstatieren
gei. Er faBt dies in folgende Worte zusammen:

»J’ai d6ja instisté sur le rapport, qui existe entre la puissance tera-
togéne et la puissance toxique des poisons: les aleools les plus toxiques
sont les plus teratogénes, les toxines microbiennes les plus nuisibles pour
la poule, sont aussi les plus nuisibles pour I'embryon, et inversement. La
morphine, qui est supportée par la poule & trés hautes doses, peut aussi
étre injectée 4 hautes doses dans l'wuf, sans nuire & Uembryon. L’atropine
va nous fournir la confirmation du méme fait.«

Bei der Injektion von Atropin sinkt das Verhiiltnis der normalen
Entwicklung entsprechend der zunehmenden Atropinmenge:

0,005 Atrop. sulf. per Ei gibt 62,59, n. E.

0,01 » » - 50,00 » »
0,02 » > > » » 3390, » » Kontrolleier 62,5
0,03 » » » > » 2500 » » bis 77,70/0 n. E.
0’04, » » » » 12’50/0 > »
0,05 » » » » » keine » o

Das ausgewachsene Huhn stirbt mit 0,67 g Atrop. sulf. per Kilo-
gramm Korpergewicht und mit 0,04 g der Embryo. Das Huhn stirbt
mit 0,8 g MorphinHCl per Kilogramm Korpergewicht und mit
0,06 ¢ per Ei der Embryo. Es besteht somit eine deutliche
Beziehung zwischen der Giftigkeit fiir das ausgewachsene
Tier und der teratogenetischen Wirkung auf den Embryo.
Alle diese Zahlen beziehen sich aber nur auf eine Brut- und Ein-
wirkungszeit von 72 Stunden = 3 Tage. '

Ahnlich verhilt sich auch die Widerstandsfihigkeit der Hiithner-
embryonen gegeniiber Kokain (22). 0,005 KokainHCl in 0,5 cem
Wasser ist nicht sichtbar schidlicher als die gleiche Quantitit Wasser

0,01 KokainHICl gibt 66,69, n. E. anstatt 72,29,

0,02 » » > 66,6% » > » 75,09/,
(0,02 also fast gleich viel wie 0,01)

0,03 KokainFICl gibt 25,009/, n. E. anstatt 66,69/,

0,04 > » » 8,330, » » » 58339

0,06 > » » keine Entwicklung.

Bei Strychnin. sulf.(23) ist 0,001 ohne jede Einwirkung; 0,012
Strychnin. sulf. gibt dagegen nur noch 8,339/, n. E. anstatt 509/,

Coffein (24) hat mit Pepton, Kreatin und Xanthokreatinin die auf-
fallende Eigenschaft gemein, daB geringe Dosen die Entwicklung
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eher zu begtinstigen scheinen und erst griéBere entwicklungshemmend
wirken:

0,012 Coffein gibt 8,319, n. E. anstatt 58,31/,

0,068 » > 6259 > » > 176,380

(Normale Embryonen haben bei dieser Dosis eine noch verzigerte
Entwicklung.)

0,004 Coffein gibt 70,839/, n. E. gegeniiber 72,220/, der Kontrollen
0,002 » » 66,650 » » » 68,059, » »

Bei 0,002 ist somit kein Unterschied mehr in der Zahl der Normal-
embryonen, wohl aber eine deutliche Differenz in der Entwicklung,
und zwar zugunsten der Coffeineier.

Injektionen von krystallisiertem Kreatin (25) ergaben 81,389/, n. E.
gegeniiber nur 69,44 9 n. E. bei Eiern mit einer Injektion der gleichen
Quantitit Wasser, und erstere gleichzeitig eine fortgeschrittenere Ent-
wicklung. Krystallisiertes Xanthokreatinin (26) zeigte 76,669/, n. E.
gegentiber 68,669/, mit bedeutend beschleunigter Entwicklung bei den
ersteren.

Auch Cantharidin (27) soll in schwachen Dosen eine Entwick-
lungsbegiinstigung hervorrufen, wihrend es in groBeren Dosen Mifi-
bildungen gibt.

Die entwicklungsanregende Wirkung ganz kleiner Dosen des
Antipyrins (28) ist dagegen weniger auffallend, als die schiidliche Wir-
kung von stirkeren Dosen.

0,0005 Antipyrin glbt 88,889/, n. E gegeniiber 77,79/, der Kontrollen

000 » 81,110/0 » » 75,000/, » »
0,0015 » » 63,880/, » » » 66,660/, » »
0,002 » > 52770y > » » 63,880/0 » »
0,0025 » » 52,6194 » » » 69,410/, » »

(Diese Versuche dauerten 44—49 Stunden.)

Da man dem Jod und seinen Salzen oft eine Wirkung im Sinne
der Sterilitiit zuschrieb und dasselbe mitunter auch als die Ursache
von Aborten betrachtete, wollte Féré untersuchen, wie weit Jod der
Entwicklung des Embryos schaden oder ihn toten konne. Zuerst
wurden Eier Joddimpfen ausgesetzt; aber selbst nach - dreitigiger
Einwirkung war nicht eine Spur Jod im Eiweiff nachzuweisen und
dementsprechend auch keine Verdnderung in der Entwicklung. Daher
injizierte er KJ (29). Bis 0,10 g KJ ist die Zahl der Normalembryonen
nur wenig tiefer als bei den Kontrolleiern. Bis 0,19 hat man noch
33,39, n. E. Beim Vergleich von KJ mit NaCl in glelcher Dose und
gleich konzentrierter Losung gab KJ 21 Normalembryonen und NaCl
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10 Normalembryonen auf 60 bebriitete Eier. Das bedeutet eine ziem-
lich starke Widerstandsfihigkeit des Embryo gegen Jod, die eher
grofBer ist als die gegen Cl. Sehr kleine Mengen NaCl haben da-
gegen einen giinstigen Einflub auf die Entwicklung. Ahnlich verhilt
sich KBr (30). 0,1 KBr, entsprechend 1,66 g per Kilogramm Korper-
gewicht gibt 2/; normale Embryonen: selbst 0,2 gibt noch normale
Entwicklungen. Strontinumbromid scheint weniger gut ertragen zu
werden,

Aus diesem groBen Versuchsmaterial von Féré geht hervor, dald
wir in den Hilhnerembryonen einen Organismus vor uns haben, der
unbestreithare Beziehungen zwischen toxischer und teratogenetischer
BeeinfluBbarkeit aufweist, und daB ferner die Art und der Grad der
Toxizitit verschiedener Stoffe mit der an anderen Organismen er-
mittelten Toxizitit tibereinstimmt.

Wihrend nun aber Féré bei allen seinen Experimenten festzu-
stellen versuchte, inwiefern die Gifte MiBbildungen hervorriefen, bin
ich den umgekehrten Weg gegangen. Ich priifte den Einflufl der
Entwicklung des Embryos auf die Zerstérung der einge-
spritzten Alkaloide. Auch in der zeitlichen Ausdehnnng differieren
unsere Versuche sehr. Féré begniigte sich mit einer Beobachtungs-
dauer von 72—96 Stunden; ich habe die Eier weit linger bebriitet,
um groBere und auch unter sich schon weiter differenzierte Zellen-
mengen auf die Alkaloide einwirken zu lassen. Es schien mir so
nach der ganzen Versuchsanordnung am ehesten moglich, genau quan-
titativen AufschluB tiber die GroBe der Zerstorung und die Bedingungen,
die dazu fiihren, zu erhalten. Um diesen Weg mit Erfolg beschreiten
zu konnen, miissen wir zuerst versuchen, uns iiber die chemischen
Vorginge zu orientieren, die sich bei der Bebriitung im Ei abspielen.

Jacques Loeb (31) bat zuerst eine rein chemische Erklirung der
Befruchtung und Entwicklang des tierischen Eies gegeben, indem
er sich von dem bis damals geltenden Begriff der Reizung eman-
zipierte. Auf Grund der Beobachtung, daB bei frisch befruchteten
Eiern durch Sauerstoffentzug eine Kern- und Zellteilung verunmoglicht -
wird, kommt Loeb zu dem Schluf, daB eine wesentliche Wirkung
des Eindringens des Spermatozoons ins Ei in der Anregung oder Be-
schleunigung von Oxydationsvorgiingen bestehe.

Auch O. Warburg (82) hat gezeigt, daB mit der Befruchtung der
Sauerstoffverbrauch des Eies plotzlich auf das Sechs- bis Siebenfache
erhoht wird. Allerdings gehen im reifen, unbefruchten Ei auch Oxy-
dationsvorginge vor sich, analog wie Ostwald (33) nachgewiesen hat,
daBl sowohl Froscheier als auch Spermatozoen schon fertige Oxydasen
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enthalten; sie erschtpfen sich aber rascher. Die Oxydationsvorginge
im befruchteten Ei sind aber nicht nur die Vorbedingung der mecha-
nischen Entwicklung der Kernzellteilung, sondern auch der chemischen
Prozesse, wie z. B. der Nukleingynthese. Die Tatsache, dafl einerseits
die Nukleinsynthese aller Entwicklung und jedem Wachstum bei Tieren
und Pflanzen zugrunde liegt, und daB andererseits dieser Vorgang
sowie die Kernteilung nur in Gegenwart von freiem Sauerstoff moglich
ist, ergibt eine breitere Grundlage fir das Verstéindnis der Bedeufung
des Sauerstoffs fiir die Lebenserscheinungen als die bloBe Bertick-
sichtignng der durch ihn bedingten Wirmebildung. Warum ohne
freien Sauerstoff die Vorginge der Kernteilung und der Nuklein-
synthese im befruchteten Ei unmoglich sind, kann man mit dem
heutigen Stand unseres Wissens nicht bestimmt angeben. Selbstver-
stindlich sind die Oxydationsprozesse nicht die einzigen Vorginge,
die der Kernsynthese zugrunde liegen, bzw. sie beglinstigen. Im Ei
miissen vielmehr durch die Befruchtung noch andere Prozesse an-
geregt, bzw. beschleunigt werden, die auch bei Sauerstoffmangel vor
sich gehen. Aber auch solche Vorginge, wie z. B. die Spaltungen,
erfordern fur eine rationelle Entwicklung doch auch Oxydationen
nebenher, damit die dabei entstandenen allfilligen schidlichen Pro-
dukte durch Oxydation entgiftet werden konnen, und nicht durch ihre
Anhiiufung zum Tode der Zellen fiihren.

Nimmt man an, daBl im Ei durch die Befruchtung derartige Spal-
tungen angeregt werden, so konnen wir verstehen, warum das be-
fruchtete Ei rascher bei Sauerstoffmangel oder Unterdriickmng der
Oxydationen leidet, als das unbefruchtete, da in letzterem keine oder
nur relativ geringe Hydrolysen stattfinden. Das Skelett der Nuklein-
siinre scheint eine Phosphorsiure zu sein, an die sich wenigstens
zwei weitere chemische Gruppen anschliellen: die eine Gruppe sind
Purinbasen, wie Adenin und Guanin oder moglicherweise andere Re-
prisentanten dieser Gruppe; die zweite Gruppe sind Kohlehydrate,
eine Pentose und eine Hexose. 1

0

Thymin-Hexose—O O—Hexose Cytosin

Pentose—0—P P———O—+HP P-O—Pentose
Adenin/\o/ l\\ / '\O/\Guanin
OH OH OH OH
(Schematische Darstellung der Konstitution nach Burian (34).)

Die Zellkerne bestehen fast ausschlieBlich aus einem Salze der
Nukleinsiiure, wobei gewisse Eiweilistoffe, Protamine, Histone oder
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ihnliche Korper den basischen Bestandteil bilden. Gestiitzt auf die
Tatsachen, daB alle jungen, rasch wachsenden Zellen relativ viel
Lezithin enthalten, worauf z. B. Hoppe-Seyler aufmerksam gemacht
hat, ferner, daB das Eidotter, wie K ossel gezeigt hat, keine Nuklein-
giure vorgebildet enthilt, daB aber beim Ei nach der Befruchtung
eine rasche Synthese von Kernmaterial auf Kosten des an Lezithin
sehr reichen Nahrungsdotters entsteht, darf man wohl annehmen, daB
das Lezithin das Material fiir einen Teil der Nukleinssure liefert. Um
diesen Aufbau zu ermoglichen, ist es aber notig, daB das Lezithin-
molekill erst eine Spaltung erleidet. Zweifelsohne gehen also neben
Oxydationen anch Spaltungen bei der Entwicklung des Embryos im
Ei vor sich, und diese Vorgiinge erfordern die Gegenwart von Enzymen,
die wir aber noch nicht gentigend kennen. Dall solche Prozesse der
Spaltungen, z. B. des Lezithins, und Oxydationen wirklich vorkommen,
ist analytisch nachgewiesen. So komnten R. H. Anders Plimmer
und F. H. Scott (35), welche die verschiedenen Phosphorsiurekombi-
nationen des Eies wihrend der Brutzeit untersuchten, folgende Zahlen
fiir die #therlosliche Phosphorsiureverbindung finden, berechnet auf
den Gesamtphosphorsiiuregehalt des Eies.

Vor der Bebritung . ... ... 64,89/,
Am 7. Tage der Brutzeit . .. 64,1%,
Am 13. Tage der Brutzeit. . . 66,09,
Am 16. Tage der Brutzeit. . . 62,39,
Am 19. Tage der Brutzeit. 51,09/,
Am 20. Tage der Brutzeit. . . 36,00/,

Beim ausgeschliipften Hﬁhnchen 19,39/,

In bezug auf die Oxydatlonsvorgange fanden Cl. Bohr und
K. A. Hasselbach (36), daB die Kohlensidureproduktion des Hiihner-
embryos relativ gleich groB ist, wie die des erwachsenen Huhnes,
wodurch es wahrscheinlich gemacht wird, daBl im Embryonalleben
potenzielle Energie ebenso grofen Umfanges wie im erwachsenen Or-
ganismus entwickelt wird.

Ui weiteres Material fiir die chemischen Vorgiinge bei der Be-
briitung beizubringen, hat man versucht, den respiratorischen Stoff-
wechsel festzustellen. Schon lingst war bekannt, daB das Gewicht des
Eies wihrend der Bebriitung abnimmt. Vergleiche in dieser Beziehung
zwischen beéfruchteten und unbefruchteten Eiern wihrend der Bebriitung
hatten aber ergeben, daB der Gewichtsverlust bei beiden Arten fast
gleich groB war und somit nur auf einem Wasserverlust beruhte.

Sehr wichtig ist dagegen die durch Bohr und Hasselbach
festgestellte Tatsache, daB die CO,-Produktion von der Entwicklung
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des Embryos, speziell von dessen Gewicht, abhiingt, und zwar in
so enger Beziehung, daB man aus der GroBe der CO,-Abgabe mit
ziemlicher Genauigkeit das Gewicht des Embryos auszurechnen
vermag.

Genaue chemische Analysen, die von Bohr und Hasselbach
ausgeftihrt wurden, ergaben das eigentiimliche Resultat, daB die
Kohlens#ureproduktion bei toten Embryonen wihrend der Bebriitung
unveréndert bleibt, der Saunerstoffverbrauch hingegen abnimmt. Das
gleiche gilt filr die unbefruchteten Eier. Bei lebenden Embryonen
sinkt anfinglich die Kohlensdureproduktion, um nach dem dritten
Tage stark anzusteigen und dann bis zum letzten Tage konstant zu
bleiben. Die Kohlenséiureproduktion und Sauerstoffaufnahme sind
sozusagen gleich groB. Der niedrige Respirationsquotient 1iBt ver-
muten, daB der Stoffwechsel des Embryos hauptsichlich in einer Ver-
brennung von Fett besteht, was gemeinsam mit dem Resultat von
Plimmer und Scott, jedoch von einem anderen Standpunkte aus,
gewonnen, fiir eine Umwandlung von Lezithin in Nukleinsture sprechen
kann. Bei Respirationsversuchen mit erhohter Sauerstoffzufubr be-
obachteten Bohr und Hasselbach, daB der Effekt nicht immer ein
einheitlicher ist. Das eine Mal nimmt die Koblensiureaunsscheidung
entsprechend zu, das andere Mal bleibt sie gleich. Es scheinen dafiir
individuelle Verhiltnisse maBgebend zu sein. Bei kriiftigen Individuen
scheint die sauerstoffreiche Luft als Stimulans auf die Oxydations-
vorginge des Protoplasmas zu wirken.

Im AnschluBl an die Versuche von Bohr und Hasselbach glaubt
Heinr. H. Escher (37), daB der.Farbstoff des Htihnereidotters, Lutein,
ein Isomeres des Xanthophylls, das sich sehr leicht autoxydiert und
den Sauerstoff wieder abgibt, vor der Entstehung des Himoglobins
im Embryo die vorliufige Rolle einer Oxydase analog einem ata-
vistischen Pflanzenatmungspigmente spielen konnte.

Ich habe im vorausgehenden etwas ausfihrlicher die ziemlich
zerstreunte Literatur #iber die chemischen Verhiltnisse bei der Ent-
wicklung der Hiithnerembryonen mitgeteilt, weil auf diesen Fest-
stellungen die Grundlage meiner Untersuchung beruht. Wir haben
gesehen, dafl die Embryonen durch Gifte in #hnlicher Weise in ihrer
Entwicklung gestort werden, wie erwachsene Organismen. Durch
zahlreiche Untersuchungen ist festgestellt, daB sowohl oxydative als
fermentative chemische Prozesse sich im bebriiteten Ei abspielen, und
zwar in dhnlichen Proportionen wie beim ausgewachsenen Individuum.
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Nach alledem hielt ich mich fiir berechtigt, die Frage nach der Art
der Zerstérung des Morphins und seiner Derivate im tierischen Or-
ganismus dadurch zu 1osen, daB ich diese Substanzen in Eier ein-
spritzte und diese unter verschiedenen Umstinden der Bebrtitung
aussetzte.

Experimenteller Teil.
I. Methodik.

Da die Arbeiten von Féré keine Angaben tiber die Art der In-
jektion enthielten, war ich gezwungen, selbst eine Methode auszu-
arbeiten. Es kam dabei namentlich darauf an, zu welchem Zeitpunkt
der Entwicklung die Injektion gemacht werden sollte. Bei der ersten
Serie von 36 Eiern, fiir die ich eine Garantie von 75°/, Befruchtung
hatte, wurden die Alkaloide am ersten Tage der Bebriitung injiziert.
Als Brutapparate beniitzte ich die von Sartorius in Gottingen her-
gestellten. Die Brutdauer der Hiihner betrigt 19—24 Tage, in der
Regel 21 Tage. Als ich diese Eier am 24. Tage iffnete, fand ich
bei keinem derselben eine Entwicklung. Bei den folgenden Ver-
suchen wurden daher die Eier erst am sechsten Tage der Brutperiode
mit einem sog. Eierpriifer durchleuchtet, um festzustellen, ob iiber-
haupt eine Befruchtung und Entwicklung vorhanden war. Bei dieser
Durchlenchtung war es auch moglich, bei den befruchteten Eiern die
Stelle zu erkennen, wo das Eiweill noch nicht organisiert war. Hier
wurde in die Schale ein moglichst kleines Loch gebohrt, so da man
gerade die Pravaznadel einfiilhren konnte. Die Injektion wurde mit
einer auf 38° C erwirmten Losung und unter allen antiseptischen
VorsichtsmaBiregeln ausgefiihrt. Die Offnung wurde dann mit Leuko-
plast, Gips oder einer konzentrierten alkoholischen Kolophonium-
losung verschlossen. Am hesten bewiihrte sich Leukoplast. Die Lo-
sungen wurden, um osmotische Stirungen zu vermeiden, moglichst
konzentriert angewandt, und zwar: MorphinHC1 59/;, Codeinum phos-
phoricum 10¢/,, HeroinumHCI 2,69/,. Es hat dies auch den Vorteil,
daB man mit ganz geringen Fliissigkeitsmengen auskommt; denn mehr
als 0,5 cem sollten nie eingespritzt werden. Infektionen sind nicht
vorgekommen. Ausgeschliipfte Hithnchen wurden sofort mit Chloro-
form getotet und bis zur Analyse im Kiihlraum aufbewahrt.

Wie frithere Autoren, so machte auch ich die Erfahrung, daB bei
der kiinstlichen Bebriitung viele Hiihnchen nicht ausgeschliipft sind,
obwohl sie vollstindig entwickelt waren. Um zu beweisen, daBl dieses
Verhalten nicht etwa eine Folge der Injektion war, hatte ich zum
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Vergleich jeder Serie nicht injizierte, befruchtete Eier beigelegt, die
sich in dieser Beziehung prozentual gleich verhielten wie die inji-
zierten. Das mag in erster Linie darauf beruhen, dal die ktinstliche
Inkubation nicht gleich gute Resultate liefert, wie die natiirliche und
zweitens, daB meine Brutapparate an einem betreffend Feuchtigkeit
nicht sehr giinstigen Platze aufgestellt waren.

Zur Isolierung der Alkaloide hielt ich mich im Prinzip an die
Taubersche Methode (3), die besonders wegen des groBen Fett-
gehaltes des Analysenmaterials entsprechend modifiziert werden muBte.
Nach lingeren Voruntersuchungen schien mir das folgende Verfahren
das beste:

Die zerkleinerten Hiihnchen, inklusive Schale, bzw. die Eier wurden
in einem Morser mit Quarzsand fein zerrieben. Dieser Brei wurde dann
in einer Porzellanschale mit etwa 2 1 destilliertem Wagser verdiinnt und
unter Zusatz von Ammonsulfat und Essigsiiure bis zur Koagulation des
Eiweifles erhitzt. Der Niederschlag wurde abfiliriert, nachgewaschen und
diese Operation zweimal, bzw. so oft wiederholt, bis dle Frohdesche Re-
“aktion auf Morphin usw. negativ ausfiel. Die vereinigten Filtrate wurden
hierauf auf dem Wasserbade auf etwa 500 cem eingeengt, mit Ammoniak
neutralisiert und dann mit basischem Bleiazetat gefillt, bis sich auf der
Oberfliche eben eine Schicht von Bleikarbonat zu' bilden begann; dabei
gsetzte sich natiirlich auch das Ammonsulfat um. Der gelbliche Bleinieder-
schlag wurde nach dem Abfiltrieren mit heiflam Alkohol ausgewasehen,
bis kein Alkaloid im Filtrat mehr nachweisbar war und dann das iiher-
schiissige Blei mit H,8 gefillt und, nachdem der iiberschiissige H,S mittelst
Durchleitung von Luft vertrishen war, der abfiltrierte Bleisulfidniederschlag
ebenfalls mit heiflem Alkohol ausgewaschen. Mitunter kam es dabei vor,
dag das Bleisulfid sich nicht ausschied, sondern in einer offenbar kollmdalen
Form suspendiert blieb und die Fliismgkelt schwarzbraun firbte. In diesen
Fillen wurde die Losung mit Essigsidure angesiuert und auf dem Wasser-
bade erwirmt, bis der Niederschlag flockig wurde. Das Filtrat wurde
wiedernm auf dem Wasserbade zur Sirupkonsistenz eingedampft und dann
mit dem etwa fitnffachen Volumen Alkohol versetzt, um die Salze auszu-
fallen. Diese Mischung lief ich 3 Tage im Kiihlraum stehen und wusch
den Niederachlag, der zuerst in einem Porzellanmdrser gut pulverisiert
wurde; wieder mit Alkohol aus, um das eingeschlossene bzw. absorbierte
Alkaloid abzutrennen. Von dem Filtrat wurde dann der Alkohol abdestilliert,
was unter Anwendung von Vakuum und Kappillarrohr bei ziemlich nledeler
Temperatur geschah. Uberhaupt wurde bei allen den verschiedenen Proze-
duren darauf geachtet, dafll die Temperatur nicht zu hoch stieg. Der saure
wisgerige Rilckstand wurde dann auf dem Wasserbade noch weiter bis
auf etwa 30 ccm emgeengt wobei sich teilweise flockige braune Extraktiv-
stoffe ausschieden, die in Ather und Petrolither lewht laslich waren,

Die filtrierte und gut nachgewaschene Fliissigkeit wird dann bei saurer
Reaktion zwei- bis dreimal mit Petrolither gut ausgeschiittelt, um alle noch
in Losung vorhandenen Verunreinigungen zu entfernen, hierauf ammoniaka-
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lisch gemacht und so lange mit einer Mischung von 2 Teilen Isobutylalkohol
und 3 Teilen Chloroform ausgeschiittelt, bis Fréhdes Reaktion negativ aus-
fiel. Wie fiir Morphin, so bewihrte sich auch fiir Heroin diese Chloroform-
Isobutylalkoholmischung als besseres Losungsmittel als Chloroform allein,
wihrend Kodein leicht in Ather tibergeht. Die Alkaloide wurden dann aus dieser
Losung in mit HCL bzw. H3PO, angessiuertes Wasser zuriickgeschittelt und
diese Losung noch zwei- bis dreimal mit Ather oder Petrolither gereinigt.
Ich erhielt so schlieBlich ganz farblose, wisserige Losungen der betreffen-
den Alkaloidsalze, deren Gehalt nun bestimmt werden mufite. Da es sich
in meinen Versuchen immer um kleine Quantititen handelte, so konnte
eine gewichtsanalytische Methode nicht in Frage kommen. Ich bediente
mich daher einer kolorimetrischen Bestimmungsart. Zu diesem Zwecke
wurden bestimmte Mengen der zur Analyse bereiten Losung in kleinen
Glasschiilchen von genau gleicher Weite und gleicher Rundung eingedunstet,
eine stets gleich bleibende Menge des Reagens zugesetzt und die Reaktion
auf weiSlem Untergrund beobachtet. Auf diese Weise ist es moglich, auch
Mengen ven 1 mg Morphin oder Heroin usw. an abwirts noch ziemlich
genau quantitativ zu bestimmen. Wenn diese Methode auch anfangs etwas
subjektiv erscheint, so gelangt man nach lingerer Ubung doch zu be-
friedigenden Resultaten. Die Empfindlichkeiten fir die Reaktion sind die
folgenden: Marquis Reagens (Formalinschwefelsiure) gibt mit !/;09 mg
Kodein noch eine deutliche Blau-Violettfirbung: Frohdes Reagens
(0,5 Molybdinssure: 100 konz. H,80,) gibt auch mit 1/,59 mg Morphin oder
Heroin eine deutliche Violettfirbung, wihrend 1/599 mg nur noch eine eben
wahrnehmbare Farbenténung gibt. Zur genauen Bestimmung wurde die
wisserige alkaloidhaltige Lisung so lange verdiinnt, bis 1 com davon gerade
1/,00 mg entsprach, was durch Vergleich mit bekannten Morphinlésungen
festgestellt wurde. Da die meisten Versuche mit Heroin und Morphin zu-
gleich ausgefilhrt wurden, so konnte man zur weiteren Kontrolle noch eine
Eigentiimlichkeit des Heroins beniitzen. Die Frohdesche Reaktion dieser
beiden Alkaloide unterscheidet sich nimlich dadurch, dafl die des Morphins
bald verschwindet, wihrend diejenige des Heroins selbst in sehr verdiinnter
Losung nach einigen Stunden in eine konstante, lingere Zeit anhaltende
Oriinfirbung iibergeht, die man leicht mit einer eingestellten Losung kolo-
rimetrisch vergleichen kann.

Aus der ganzen hier beschriebenen Methodik geht hervor, daf
es sich um eine sehr miihselige und zeitraubende Operation handelt.
Eine Analyse nimmt zu ihrer Durchfihrung jedenfalls 3 Wochen in
Anspruch. Es ist daher in Anbetracht der vielen Experimente, die
ich ausfiihrte, nicht verwunderlich, wenn 11/, Jahre zu deren Erledigung
notig waren. Alle Versuche, das Verfahren abzukiirzen oder zu ver-
einfachen, erwiesen sich stets als schiddlich fir die Genaunigkeit.
Dafiir hat man aber auch die GewiBheit, daB bei dieser Methode
auch Bruchteile von 1 mg Morphin, die man in ein Hiihnerei ein-
spritzte, bei der Analyse wieder gefunden wurden.

Max Griiter. 2
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II. Ergebnisse.
a) Bei normaler Sauerstoffzufuhr.

Ich gehe nun tiber zu den nach dem beschriebenen Verfahren
erhaltenen Resultaten. Zur besseren Orientierung numeriere ich die
Versuche fortlaufend, ohne Riicksicht auf die eigentliche Protokoll-
nummer, die in Klammern beigefiigt ist.

Versuch 1 (Nr. 2). Am 6. Tage der Inkubationszeit wird in das
Eiweif} eine Injektion von 0,1 ccm einer 59/, igen Lésung = 0,005 Morphin.
hydrochloric. gemacht; am 21. Tage ist das Hiihnchen normal ausgeschliipft;
in demselben sowie in den Eierschalen ist kein Morphin nachweishar =
vollkommene Zerstérung. )

Versuch 2 (Nr. 7). Am 6. Tage der Bebriitung Injektion von 0,2 cem
einer 50%/,igen Losung = 0,01 MorphinHCI in das Eiweil; als am 24. Tage
das Hithnchen nicht ausgeschlipft war, wurde das Ei sorgfiltig gedffnet.
Der Embryo war vollstindig entwickelt, aber abgestorben. Die Analyse
ergab 0,002 Morphin HCl = 80Y/, Zerstorung.

Versuch 3 (Nr. 7). Am 6. Tage der Bebriitung Injektion von 0,2 cem
einer 59/yigen Lisung von Morphin HCl= 0,01. Am 21, Tage ist das Hithnchen
normal ausgeschliipft. Gefunden Morphin: 2 mg == 80 0/y Zerstorung.

Versuch 4 (Nr. 60). Am 6. Tage Injektion von 0,4 cem obiger Lo-
sung = 0,02 MorphinHCL. Hithnchen am 21. Tage ausgeschliipft und sofort
getotet; Analyse ergab 0,011 = 509/, Zerstorung.

Diese Ergebnisse beweisen, daB bei der normalen und vollstin-
digen Entwicklung des Embryos sicher ein Teil, manchmal alles ein-
gespritzte Morphin zerstort wird. Entsprechend meiner Fragestellung
war somit zu hoffen, durch Variationen der Versuchsbedingungen
Niiheres iiber die Art der Zerstorung zu erfahren. Ich schlieBe nun
gleich an die Versuche mit Heroin, ebenfalls unter normalen Be-
dingungen, an:

Versueh 5 (Nr. 26). Am 6. Tage Injektion von 0,0025 HeroinHCL
Der Embryo ist vollstindig entwickelt, aber nicht ausgeschlipft. Das Ei
wird am 24, Tage aus dem Brutapparat entfernt und analysiert. Heroin
ist nicht nachweishar = vollstindige Zerstorung.

Versuech 6 (Nr. 29). Injektion am 6. Tage von 0,005 Heroin; am
21. Tage ist das Tier normal entwickelt und ausgeschliipft. Es wird sofort
getotet und samt den Eierschalen analysiert. Heroin nicht nachweishar
= vollige Zerstérung.

Versuch 7 (Nr. 83). Injektion am 6. Tage von 0,01 Heroin HCL
Embryo vollstindig entwickelt, aber nicht ausgeschliipft. Heroin nicht
‘nachweisbhar = villige Zerstsrung.

Versuch 8 (Nr. 50). Analog dem Versuch 7; Heroin ebenfalls nicht
nachweisbar =— 1009/, Zerstorung.
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. Diese Versuche zeigen, dall Heroin bei der normalen Entwicklung
des Hiihnerembryo eher noch vollstindiger abgebaut wird, als das
Morphin. Diese Tatsache, welche Bedeutung hat fiir die Frage der
Angewthnung an Heroin, konnte nur bei dieser Versuchsanordnung
festgestellt werden, weil die Giftigkeit des Heroins es verunmdoglicht,
an erwachsene Tiere so grofe Dosen zu geben, daB genaue ver-
gleichende Analysen aus den Ausscheidungen erhalten werden. Aus
den pun folgenden Vorsuchen geht sehr deutlich hervor, wie der
vollige Abbau der eingespritzten Alkaloidmengen abhiingig ist von
der bis zur ginzlichen Reife durchgefiihrten Entwicklung des Embryos.

Versuch 9 (Nr. 15). Am 6. Tage Injektion von 0,2 cem = 0,01
MorphinHCI. Hithnchen nicht ausgeschliipft; bei der Erofinung nur halbe
Entwicklung ; Analyse ergab 0,01 Morphin HCl = keine Zerstdrung.

Versuch 10 (Nr. 30). Am 6. Tage Injektion von 0,005 HeroinCl;
der Embryo bleibt in der Mitte der Brutzeit in der Entwicklung stehen
und stirbt ab; das Ei wird am 24. Tage dem Brutapparat entnommen und
analysiert. Gefunden 0,005 Heroin = gar keine Zerstérung.

Versuch 11 (Nr. 81). Am 6. Tage Injektion von 0,01 Heroin HCL
Der Versuch verlief in gleicher Weise wie Versuch 10. Am 24. Tage aus
dem Brutapparat entfernt; die Analyse ergab 0,01 HeroinHC! = keine
Zerstorung.

Im Anschluf an diese Versuche, bei denen der Bebriitungsvorgang
seinem normalen Verlauf iiberlassen war, habe ich noch solche mit
vorzeitiger willkiirlicher Unterbrechung der Bebriitung ausgefiihrt, und
zwar sowohl mit Morphin als Heroin. Es zeigt sich auch hier, ent-
sprechend den Fillen mit spontanem Absterben des Embryos, dafl
die vorzeitige Unterbrechung der Entwicklung normaler Embryonen
ebenfalls die Zerstorung des Alkaloids vollstindig aufhebt. Auf
welche Weise die Unterbrechung zustande kommt, erscheint gleichgiiltig.
Diese Kontrolle war deswegen notig, weil die Frage naheliegend war,
ob bei den spontan absterbenden Embryonen die Nichtzerstorung der
Alkaloide vielleicht auf eine abnorme Veranlagung zuriickznfiihren sei.

Versueh 12 (Nr. 37). Am 6. Tage 0,2 cem = 0,01 Morphin HCI
injiziert. Unbefruchtet. Am 5. Tage nach der Injektion aus dem Brut-
apparat entfernt. Analyse ergab 0,01 Morphin HCL

Versnch 13 (Nr. 38). Befruchtet und entwickelt. Am 6. Tage In-
jektion von 0,2 ecm = 0,01 MorphinHCl. Am 5. Tage nach der Injektion
aus dem Brutapparate entfernt; Analyse ergab 0,01 Morphin HCI.

Versuch 14 (Nr. 51). Befruchtet und entwickelt. Am 6. Tage In-
jektion von 0,01 Heroin HCl. Gleichzeitig wurde der Embryo mit der Nadel
durchstochen, um die Entwicklung einzustellen. Am 24. Tage aus dem
Brutapparat entfernt. Analyse ergab 0,01 HeroinHCI.

Versuch 15 (Nr. 52). Analog dem Versuch 14, aber mit 0,01 Mox-
phinHCL. Analyse ergab 0,01 Morphin HCI. ,
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Es erscheint nach dem Vorausgehenden eigentlich selbstverstind-
lich, daB unbefruchtete Eier auch bei noch so langer Bebriitung gar
keine Zerstérung hervorbringen kounen, immerhin habe ich in dieger
Richtung auch noch einige Versuche ausgefiihrt:

Versuch 16 (Nr. 47). Unbefruchtet. Am 6. Tage Injektion von
0,01 Heroin. Am 24. Tage aus dem Brutapparat entfernt. Analyse er-
gab 0,01 Heroin.

Versuch 17 (Nr. 48). Unbefruchtet. Am 6. Tage Injektion von
0,01 Morphin HCl. Am 24. Tage aus dem Brutapparat entfernt. Analyse
ergab 0,01 Morphin HCIL

Da nach dem Ergebnis von Bouma (38) das Kodein beim Hunde
ein anderes Verhalten zeigt als Morphin, indem es auch bei lingerer
Anwendung nicht zerstdrt wird, so habe ich auch mit dieser Substanz
meine Bebriitungsversuche ausgeftihrt:

Versuch 18 (Nr,17). Injektion am 6. Tage von 0,1 cem einer 109/yigen
Lsung von Cod. phosphor. = 0,01 Cod. phosphor. Der Embryo ist voll-
stindig entwickelt, aber nicht ausgeschlipft. Das Ei wird am 24. Tage
dem  Brutapparat entnommen und in toto analysiert. Gefunden 0,01 Cod.
phosphor. = gar keine Zerstérung.

Versuch 19 (Nr. 18). Genau der gleiche Verlauf wie im vorher-
gehenden Versuche. Analyse ergab 0,01 Cod. phosphor.

Versuch 20 (Nr. 19). Am 6. Tage Injektion von 0,2 eem obiger
Lisung — 0,02 Cod. phosphor.; halbe Entwicklung; Embryo behaart.
Am 24. Tage aus dem Brutapparat entfernt; Analyse ergab 0,02 Cod.
phosphor.

Versuch 21 (Nr. 62). Analog Versuch 20. Analyse ergab 0,02 Cod.
phosphor.

Versuch 22 (Nr. 23). Am 6. Tage Injektion von 0,3 cem obiger
Lgsung = 0,03 Cod. phosphor.; halbe Entwicklung. Am 24. Tage aus
dem Brutapparat entfernt. Analyse ergab 0,03 Cod. phosphor.

Diese Versuche 18 bis 23 bilden somit eine Bestitigung der Re-
sultate von Bouma. Sie sind auch zugleich ein Beleg dafiir, dafl
die chemischen Verhéltnisse in bezug auf die Zerstérung der Alkaloide
bei der Entwicklung des Hithnerembryo offenbar parallel liegen den-
jenigen im erwachsenen Korper, wie sich dies ja schon aus der Ein-
leitung als wahrscheinlich ergeben hatte.

Aus dem Umstand, daB die Embryonen bei der Anwendung von
Kodein sich weniger gut entwickelten und oft frithzeitiger abstarben
als beim Morphin, zusammengehalten mit der nachgewiesenen Un-
zerstorbarkeit des Alkaloides, darf man wohl mit Bouma den SchluBl
ziehen, daB eine Angewthnung an dieses Morphinderivat sehr schwer
eintritt.
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b) Versuche mit reduzierter Saunerstoffzufuhr.

Zur Entscheidung, ob die im vorhergehenden festgestellte Zer-
storung von Morphin und Heroin in den spiteren Stadien der Ent-
wicklung mehr bedingt sei durch Oxydationen oder durch Spaltungen,
habe ich versucht, die Sauerstoffzufuhr wihrend der Bebriitung ver-
schieden zu gestalten. Zunichst wurden Versuche mit reduzierter
Sauerstoffzufuhr gemacht. Zu diesem Zwecke wurden die Eier am
6. Tage der Brutperiode teils ganz, teils halb im Lingsschnitt mit
Asphaltlack bedeckt und unter Normalbedingungen bis zum 24. Tage
weiterbebriitet. Eine teilweise Reduktion des Sauerstoffes ist natiir-
lich identisch mit einer Entwicklungsverzogerung, ein TotalabschluBl
der Luft mit einer Entwicklungseinstellung. Somit standen die Al-
kaloide wihrend der zweiten Hilfte der Brutzeit in der Hauptsache
unter dem EinfluB verschiedener Fermente, von denen wir wissen,
daB sie in den ersten 6 Tagen der Bebriitung jedenfalls schon ak-
tiviert waren. Dieselben konnten somit lingere Zeit bei einem Op-
timum der Temperatur auf die Alkaloide einwirken. Nachdem die
Lackierung am 6. Tage der Bebriitung vollzogen worden war, wurden
die Injektionen erst am 8. Tage vorgenommen, in der Meinung, daf
der eventuell im Ei noch vorhandene Sauerstoff seit der Lackierung
chemisch gebunden werde. Versuche mit Lackiernng zur teilweisen
Reduktion der Sauerstoffaufnahme wurden schon vor mir von Paul
Mitrophanow (39) ebenfalls zu teratogenetischen Studien gemacht.

Versuch 23 (Nr. 78). Injektion ins Eiweil von 0,01 MorphinHCL
Befruchtet, halb lackiert, gut halbe Entwicklung, Embryo behaart. Analyse
ergab 0,01 Morphin HCL

Versueh 24 (Nr. 80). Befruchtet, halb lackiert. Injektion von
0,01 HeroinHCI, Entwicklung sofort nach der Injektion eingestellt. Analyse
ergab 0,01 HeroinHCL

Versuch 25 (Nr. 83). Injektion von 0,01 Morphin HCL. Unbefruchtet,
halb lackiert, Analyse ergab 0,01 MorphinHCL

Versuch 26 (Nr. 84). Injektion von 0,01 HeroinHCL Unbefruchtet,
halb lackiert, Analyse ergab 0,01 Heroin IICL

Versuch 27 (Nr. 86). - Injektion von 0,01 MorphinHCI, befruchtet,
ganz lackiert, Analyse ergab 0,01 MorphinHCL

Versuch 28 (Nr. 88). Inmjektion von 0,01 HeroinHCI, befruchtet,
ganz lackiert, Analyse ergab 0,01 HeroinHCL

Versuch 29 (Nr. 92). Iunjektion von 0,01 MorphinHCI, unbefruchtet,
ganz lackiert, Analyse ergab 0,01 Morphin HCL

Versuch 30 (Nr. 95). Injektion von 0,01 Heroin HCI, unbefruchtet,
ganz lackiert, Analyse ergab 0,01 HeroinHCL.

Aus diesen Versuchen geht iibereinstimmend hervor, dafl unter
keinen Umstiinden eine Zerstorung von Morphin oder Heroin statt-



— 29 __

gefunden hat bei teilweisem oder ganzem Sauerstoffentzug. Jeden-
falls bildet also der Sauerstoff kein Hindernis fiir die Fermentvor-
ginge zur Spaltung des Morphins; denn sonst hiitte sich hier im
Vergleich z. B. mit den Versuchen spontaner oder willkiirlicher Unter-
brechung der Entwickluug irgendein Zeichen des Abbaues einstellen
miissen. Somit konnen wir wohl annehmen, daB eine rein fermentative
Spaltung des Morphins oder Heroins ausgeschlossen ist.

¢) Versuche mit erhthter Sauerstoffzufuhr.

Bei diesen Versuchen wurde die Bebriitung genau in der gleichen
Weise durchgefiihrt wie bei den anderen. An Stelle der gewinlichen
Luftzufuhr wurde ein bestimmtes Quantum Sauerstoff in sehr langsamem
Strom durch den Bratraum geleitet, so daB in 30 Stunden 15 Liter
Saunerstoff verbraucht wurden. Von 32 Eiern entwickelten sich dabei
nur zwei vollkommen, die Tiere sind aber nicht spontan ausgeschliipft.

Versuch 31 (Nr. 100). Befruchtet. Am 6. Tage Injektion von
0,01 Morphin HCL. Entwicklung gleich nach der Injektion eingestellt.
Am 24. Tage aus dem Brutapparat entfernt. Analyse ergab 0,01 Mor-
phinHCL

Versuch 32 (Nr. 114). Unbefruchtet. Injektion am 6. Tage von
0,01 MorphinHCl in das Eiweil}. Bis zum 24. Tage bebriitet. Analyse er-
gab 0,01 Morphin HCL.

Versuch 33 (Nr. 108). Befruchtet. Injektion am 6. Tage von
0,01 Heroin HCL. Bald nach Injektion Entwicklung eingestellt; bis zum
24. Tage weitergebriitet. Analyse ergab 0,01 Heroin HCI.

Versuch 34 (Nr. 116). Unbefruchtet. Injektion am 6. Tage von
0,01 HeroinHCL Bis zum 24. Tage weitergebriitet. Analyse ergab
0,01 Heroin HCL

Versuch 35 (Nr. 106). Befruchtet. Injektion am 6. Tage von
0,02 Morphin HCL. Entwicklung bald nach Injektion eingestellt. Bis zum
24, Tage weitergebriitet. Analyse ergab 0,02 Morphin HCI.

Versuch 36 (Nr. 111). Befruchtet. Injektion am 6. Tage von
0,02 Heroin HCI. Entwicklung bald nach der Injektion eingestellt. Bis zum
24. Tage weitergebriitet. Analyse ergab 0,02 Heroin.

Versuch 37 (Nr. 115). Unbefruchtet. Injektion am 6. Tage von
0,02 Heroin HCI; bis zum 24. Tage weitergebriitet. Analyse ergab 0,02
Heroin HCL

Versuch 38 (Nr. 117). Befruchtet. Injektion am 6. Tage von
0,02 Heroin HCI; Entwicklung noch etwa 5 Tage fortgesetzt, dann einge-
stellt. Bis zum 24. Tage weitergebriitet. Analyse ergab 0,02 Heroin HCL

Versuch 39 (Nr. 124). Befruchtet. Injektion in das EiweiB. 0,01 Mor-
phinHOL am 6. Tage. Embryo vollstindig entwickelt, aber nicht ausge-
schliipft. Morphin nicht nachweisbar.

Versuch 40 (Nr. 126). Befruchtet. Am 6. Tage Injektion ins Eiweil
von 0,02 Morphin HCl; Embryo vollstindig entwickelt, aber nicht ausge-
schitipft. Morphin nicht nachweisbar.
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Aus all diesen Versuchen ergibt sich, dal kein wesentlicher
Unterschied besteht in bezug auf die Alkaloidzerstérung bei vermehrter
Sauerstoffzufubr gegentiber der Bebriitung bei gewbthnlichen Ver-
hiiltnissen. Das aktive Prinzip scheint nicht der verfiigbare Sauer-
stoff an sich zu sein; auch die priformiert vorhandenen Fermente
iihen unter der stirkeren O,-Zufuhr keinen zerstorenden EinfluB aus.
Das MaBgebende ist die Entwicklung des Protoplasmas, uud zwar
geniigt offenbar nicht nur iiberhaupt eine gewisse Organisation des
Eiweifles, sondern es braucht schon eine ziemlich weitgehende
Differenzierung in der Zellbildung und dem Gewebeaufbau, damit
eine Zerstdrung der Alkaloide eintritt. Ist diese Bedingung erfiillt,
0 konnen auch die gewihnlichen Sauerstoffmengen der atmosphirischen
Luft zur Zerstérung vollkommen geniigen; allerdings scheint diese
letztere bei vollentwickeltem Embryo und reichlicherer
Sauerstoffzufuhr eher eine vollstindigere zu sein, wie ein
Vergleich der Versuche 2, 3 und 4 mit Versuch 39 und 40 ergibt.
Da wir einerseits die in der beschriebenen Weise in das bebriitete
Ei angefiihrten Injektionen gleichsam als eine chronische Intoxikation
mit Morphin nsw. betrachten konnen, andererseits die chemischen
Einflisse die gleichen zu sein scheinen wie bei erwachsenen Tieren,
$0 gestatten uns die erhaltenen Resultate auch gewisse Schluifolge-
rungen auf die Ursache der Morphinzerstorung beim Morphinismus.
Es ist, wie wir gesehen haben, nicht ein beliebig organisiertes Proto-
plasma, das dieselbe ilbernimmt, sondern wahrscheinlich ein erst am
Ende der Entwicklung des Embryo vollstiindig ausgebildetes Zeli-
system. Diese kann dafiir sprechen, daB die Zerstorung durch eine
unter dem Einflusse der Angewihnung erworbene Fihigkeit des
Nervensystems zustande kommt. Wiirden durch die chronische An-
wesenheit des Morphins Fermente gebildet, welche die Aufgahe hitten,
dasselbe zu zerstiren, so sollte man erwarten, dafl solche Vorgiinge
auch schon in den friitheren Stadien der Bebriitnng zustande kommen.
Das ist aber sicher nicht der Fall. Das Problem der Morphinzer-
storung scheint somit eine ausgesprochene morphologische Basis zu
besitzen, wobei offenbar eine Oxydation die Hauptrolle spielt. Im
Zusammenhang mit den klinischen Ergebnissen der Morphinabstinenz
spricht dieser Umstand dafiir, daB die Ursache der Morphinzerstérung
beim Morphinismus auf eine erworbene Zellfunktion des Zentral-
nervensystems zurlickzufiihren ist. Damit schlieBe ich mich der
von Cloetta gegebenen Auffassung des Morphinismus bzw. der Er-
klirung fiir die bei demselben beobachtete vermehrte Zerstirung des
Morphins an. Mit dieser Anffassung liBt sich die pharmakologische
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Tatgache in Beziehung bringen, daBl die Empfindlichkeit gegen die
lahmenden Wirkungen des Morphing in der Wirbeltierreihe mit
der hoheren Entwicklung des Nervensystems zunimmt und daB bei
diesen hoher entwickelten Individuen anch leichter die Angewthnung
eintritt.

Im ferneren geht aus meinen Versuchen .hervor, daB Morphin
und Heroin puncto Zerstrung sich prinzipiell gleich verhalten. Damit
steht im Einklang, daB bei Heroin ebenfalls Angewihnung beobachtet
wurde. Das Frohdesche Reagens trennt die Morphinderivate in be-
merkenswerter Weise in zwei Gruppen: das einer eventuellen Zer-
storung anheimfallende Morphin und Heroin reagieren direkt damit,
Kodein und sein n#chst hoheres Homologon Dionin, bei denen keine
Zerstorung im Tierkorper bekannt ist, geben direkt damit nicht die
charakteristische Fiarbung, sondern erst bei Zusatz von Formalin.
Babel(40) glaubt, daB in beiden Fillen, d. h. sowohl bei der Zer-
storang im Organismus als auch bei der Frohdeschen Reaktion dieses
Verhalten durch die festere Bindung der Ester zu erkliren sei. Heroin,
ebenfalls ein Ester, zeigt aber wie unsere Versuche beweisen, gegen
die Zerstorung durch den waehsenden Organismus eine geringere
Widerstandskraft als Morphin. Vielleicht spielen bei diesem quanti-
tativen Unterschied zwischen den beiden Alkaloiden physikalische
Eigenschaften eine Rolle. Schon Babel hat die hohere Fettloslich-
keit des Heroins gegentiber Morphin nachgewiesen. Zum Vergleiche
bestimmte ich die Wasserloslichkeit, und zwar folgendermaBien:

Feines Pulver von Heroinum basicam wurde in einem Zylinder
mit destilliertem Wasser tibergossen und unter dfterem minutenlangen
Schiitteln 36 Stunden lang stehen gelassen. Die Losung wurde dann
abfiltriert und 100 cem davon in einer tarierten Glasschale einge-
dunstet und bei 102° C getrocket und gewogen, wobei sich ergeben
hat, daB: '

100 cem destilliertes Wasser bei 20° C Iosen: 0,0922 Heroin, basieum
100 » » » » 20°» » 10,0923 > »

Winterstein(41) erhielt nach der gleichen Bestimmungsmethode
folgende Zahlen fiur die Morphinbase:

100 cem destilliertes Wasser 13sen bei 20° C: 0,0264 Morphin. basicum
100 » » » » » 20°»:0,0250 > »
100 » » » » » 18951 0,0248 » »

Diese wesentlich erhohte Luslichkeit des Heroins gegeniiber
Morphin in beiden Medien, Wasser und Fett, erklirt uns einerseits,
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daB dieses Alkaloid rascher in die Zelle eindringt, somit schueller
und intensiver die spezifische Vergiftung lervorruft, als Morphin,
andererseits spielen diese physikalischen Verhéltnisse wohl anch eine
begiinstigende Rolle bei der vollstindigen Zerstorung des IHeroins
durch das Protoplasma. Daneben kommt aber fiir diese letatere
noch etwas Weiteres in Betracht. Wir wissen, daB die hoheren
Individuen, speziell der Mensch, fiir Kodein und Dionin viel weniger
empfindlich sind, als fiir Morphin und Heroin. An die beiden ersten
Stoffe gewothnt sich der Korper nur sehr schwer. Es scheint somit
eine bestimmte Beziehung zn bestehen zwischen der Art der Ver-
esterung einerseits und der Wirkung und Angewthnung anderer-
seits. Der AlkylverschluB des Phenolhydroxyls ist offenbar ein sehr
fester. Es sitzt somit in dieser Gruppe die Ursache ftir die ver-
minderte Angewshnung oder Zerstorungsfihigkeit, wihrend bei Heroin
die erhthte Giftwirkung und leichtere Angewohnung unter gleich-
zeitiger leichterer Zerstorung sich auch dadurch erklirt, dall im
Organismus relativ leicht die beiden Azetylgruppen abgespalten werden,
wodurch die beiden Hydroxylgruppen frei und besonders reaktions-
fahig werden. Diesen Unterschied zwischen Azetyl und Alkylrest
in bezug auf die Abspaltbarkeit im Korper konnte ja kiirzlich von
Cloetta und Waser(42) in typischer Weise an derselben Substanz,
dem Tetrahydro-S-Naphtylamin, nachgewiesen werden. Allerdings
handelte es sich dabei um die Substitution eines Wasserstoffs einer
NH,-Gruppe. ‘

Es wire noch zu ertrtern, was aus dem Morphin und Heroin
bei deren Zerstorung im Organismus wird.

Das bekannteste Oxydationsprodukt des Morphins ist das Oxydi-
morphin, das sich leicht bei alkalischer Reaktion durch atmosphi-
rischen Sauerstoff und jedenfalls bei Gegenwart einer Oxydase bildet.
Es ist aber sehr wenig wahrscheinlich, daB die Oxydation des Mor-
phins im tierischen Organismus diesen Weg einsehlagen sollte. Zu-
dem wiirde sich dieses Produkt dem Nachweis mit Frhdes Reagens
nicht entziehen, da dessen Reaktion mit derjenigen des Morphins
ja identisch ist. Je nach dem Grade der Oxydation entstehen aber
verschiedene Zersetzungsprodukte, die chemisch weniger genau be-
kannt sind. Bei allen meinen Versuchen, bei denen eine Zerstirung
des Morphing durch den Embryo erfolgt war, beobachtete ich eine
abweichende Frohde-Reaktion, die darin bestand, daB das Rea-
gens eine lange Zeit anhaltende Rosafirbung zeigte. Das brachte
mich auf den Gedanken, daB es sich dabei nm ein Zersetzungs-
produkt des Morphins bzw. Heroins handeln kann; denn bei allen
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anderen Untersuchungen fand ich diese Reaktion nicht. Leider
sind die verwendeten Substanzmengen viel zu gering gewesen, um
irgendwelchen AufschluB iiber die Natur dieses Abbauproduktes zu
erhalten.

Bisweilen fand Marmé in Darmdejektionen und in Extrakten
der Lunge und Leber morphinisierter Hunde, wenn dieselben lingere
Zeit groBere, aber nicht todliche Dosen von Morphin subkutan er-
halten hatten, eine Substanz, die mit Frohdes Reagens nicht violett,
sondern rein blau und dann griin wuorde. Bei akuter, todlicher Ver-
giftung durch Morphin fand er diesen Korper nicht. Er glaubte,
dall es sich um Oxydimorphin bandle, dessen Reaktion von Pols-
torff so angegeben wurde. Donath (43) zeigte dann, daB die
Friohde-Reaktion fiir Morphin und Oxydimorphin die gleiche ist; so-
mit konnte es sich bei der von Marmé beschriebenen Substanz nicht
um Oxydimorphin handeln. Ich habe diese blaue Farbe mit Frohdes
Reagens auch zweimal beobachtet: einmal bei einem wihrend des
Aufbewahrens schimmelig gewordenen Ei, das natiirlich nicht in die
Untersuchungen einbezogen wurde, das andere Mal, als ich reines
Morphin mit PbS und H,S-haltigem Wasser etwa 2 Monate lang
mazerierte, um zu sehen, ob bei einer eventuell kolloidalen Lisung
des PbS dieses einen EinfluB auf das Morphin haben konnte. Im
letzteren Falle handelt es sich sicher, im ersteren sehr wahrschein-
lich um Reduktionsprozesse; denn wir kennen eine Reihe solcher
Vorginge, die durch Pilze an anorganischen und organischen Sub-
stanzen ausgelost werden konnen(44). Vielleicht handelt es sich bei
den Befunden von Marmé um ihnliche Vorginge.

Zusammenfassung.

In befruchtete und bebriitete Hiihnereier lassen sich Lisungen
von Morphin, Heroin und Kodein einspritzen, ohne dal notwendig
dadurch die Entwicklung des Embryo gehindert wird, wenn die Dosis
von etwa 2 cg nicht tiberschritten wird. _

Die nach einer besonders minutidsen Technik ausgefiibrten
. Alkoloidbestimmungen solcher eingespritzter Eier ergibt folgendes:

Ist der Embryo vollig entwickelt, so ist Heroin immer vollig zer-
stort, Morphin zwischen 50—1009/,, Kodein bleibt quantitativ erhalten.
Vermehrte O,-Zufuhr wihrend der Bebriitung bringt auch eine vollige
* Zerstorung des Morphins.

Ist die Entwicklung nur etwa bis zur Hilfte gelangt und
dann der Tod eingetreten, so finden sich simtliche Alkaloide quan-
titativ wieder. Dauraus folgt, daB es einer gewissen morphologi-
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schen Entwicklungsstufe bedarf, um die beiden Alkaloide zu zer-
storen.

Der eingespritzte Embryo ist als ein chronisch vergiftetes Indi-
viduum zu betrachten. In Analogie mit schon vorhandemen Tat-
sachen bei chronischer Vergiftung erwachsener Tiere tritt auch hier
nur die Zerstorung bei Morphin und Heroin auf, Kodein bleibt un-
beeinflulit.

Die Versuche mit vermehrter und verminderter Sauerstoffzufuhr
wihrend der Bebriitung, sowie die anderen Ergebnisse sprechen dafiir,
daB die beschriebene Zerstorung der Alkaloide durch den vollig ent-
wickelten Embryo . auf oxydativem Wege erfolgt.

Die Ursache, warum Morphin und Heroin zur Angewthnung
filhren, und dabei zerstort werden, Codein und Dionin dagegen nicht,
liegt in der Art der Veresterung des Phenolhydroxyls. Dali Heroin
am leichtesten zerstirt wird, hiingt, abgesehen von der groBeren Los-
lichkeit in Wasser und O), offenbar damit zusammen, daB die beiden
Azetylgrnppen im Koper leicht abgespalten werden.
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