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Die Staatliche Priifung der Diphtherieimpfstoffe
und ihre experimentellen Grundlagen.

Von
R. Prigge.
Mit 6 Abbildungen im Text.

Der Werthbemessung der Diphtherieimpfstoffe mittels des
Tierversuchs standen von vornherein erhebliche Schwierigkeiten ent-
gegen. Ks erschien anfangs nicht maglich, die gewonnenen Ergebnisse
mit einer den theoretischen und praktischen Anforderungen entsprechenden
Genauigkeit zu reproduzieren, und das Verhiltnis des Immuni-
sierungswertes verschiedener Impfstoffe eindeutig festzulegen. Die
Ueberwindung der ungewohnlich groBen Schwierigkeiten gelang nur durch
die konsequente Verfolgung dreier, von einander unabhiingiger Prinzipien.

L.

Wenu sich das bei der Messung von Antikérpern seit etwa 35 Jahren
verfolgte Grundprinzip ohne Aenderung auf die Messung von Diphtherie-
impfstoffen hétte iibertragen lassen, so hiitte man etwa in folgender Weise
vorgehen konnen: Man ermittelt diejenige Dosis Toxin, gegen die eine
bestimmte willkiirlich gewiihlte Menge eines ,,Standard“-Tmpfstoffes ge-
eigneten Versuchstieren Schutz verleiht. Die Einverleibung dieser Prii-
fungsdosis des Testgiftes darf also Tiere, die mit der erwiihnten Impfstoff-
menge immunisiert sind, nicht titen. Zur Ermittlung des Immunisierungs-
wertes eines beliebigen anderen Impfstoffes immunisiert man nun Ver-
suchstiere mit wechselnden Mengen dieses Impfstoffes und vergiftet sie
Spater mit der Priifungsdosis des Testgiftes. Diejenige Impfstoff-
menge, die eben ausgereicht hat, um Schutz gegen die Toxindosis zu er-
zeugen, besitzt den gleichen Immunisierungswert wie die als MaBstab
dienende Menge des ,,Standard-Impfstoffes.

Eine zuverlissige Messung nach diesem Verfahren wiire ohne weiteres
maglich, wenn die Impfstoffmenge, die Schutz gegen eine bestimmte Gift-
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9 R. Prigge,

dosis verleiht, eine mit hinreichender Genauigkeit reproduzierbare Grofe
wire. Voraussetzung hierfiir ware, da$ die Dosis, die alle Tiere am Leben
erhilt, und die Dosis, die kein Tier schiitzt, nur um einen geringfiigigen
_ Betrag verschieden sind, Nur wenn diese Voraussetzung erfiillt ist, liefert

der einfache Reihenversuch, bei dem jede Dosis nur mit einem Tier besetzt
wird, Werte, welche sich mit geniigender Genauigkeit reproduzieren lassen.

Aber auch im giinstigsten Falle — wie er z. B. bei der Wertbemessung
des antitoxischen Diphtherieserums verwirklicht ist — erfolgt der Ueber-
gang von der einen Grenzdosis zur anderen nicht schlagartig, sondern man
kann stets Zwischendosen ermitteln, welche einen Teil der Tiere am Leben
erhalten, einen anderen Teil dagegen nicht zu schiitzen vermogen. Fir
das einzelne Tier, welches eine solche Dosis erhalten hat,
158t sich also nie voraussagen, ob es sterben oder am Leben
bleiben wird. Nur spielt dieser Umstand praktisch keine Rolle, wenn
die beiden Grenzwerte etwa nur um 10 Proz. auseinanderliegen. Wenn die
Dosen bei der Titration so abgestuft werden, daf sie sich ebenfalls jeweils
um 10 Proz. unterscheiden, so betriigt der Fehler des mormalen Reihen-
versuches, wie PricGE u. HARTocH gezeigt haben, hiochstens + 11 Proz.
bzw. — 10 Proz. des wahren Wertes.

PricGE u. Harrocm (1) haben aber nachgewiesen, dal der Fehler
des einfachen Reihenversuches auBerordentlich grof wird,
wenn die Spanne zwischen den erwdhnten Grenzdosen zu-
nimmt. Wenn die fiir alle Tiere wirksame Dosis z. B. viermal so groB ist
wie die fiir alle Tiere unwirksame Menge, so kann der Fehler + 300 Proz.
bzw. — 75 Proz. des wahren Wertes ausmachen. Man kann unter diesen
Umstinden Ueberleben oder Tod des einzelnen Versuchstieres nicht
mehr als Indikator fiir einen bestimmten Wert verwenden! Dagegen ist es
auch bei derartigen Voraussetzungen moglich, reproduzierbare Werte zu
erhalten, wenn man ein den Pharmakologen seit langem geldufiges und
auch in der Tmmunbiologie schon verschiedentlich angewandtes Verfahren
befolgt, namlich nicht das Verhalten des Einzeltieres, sondern das Ver-

halten von Tierkollektiven studiert. Denn da der prozentuale Anteil
der bei allmghlicher Erhohung der Dosis geschiitzten Tiere nach und nach

zunimmt und alle Zwischenwerte zwischen 0 und 100 Proz. in gesetzméaBiger
Weise durchschreitet, besteht ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der
Dosis und dem Prozentsatz der durch sie geschiitzten Tiere.

" Kowiw, Pricee u. Fiscurr (2) konnten nun berichten, dal bei der
Wertbemessung der Diphtherieimpfstoffe, die Antigendosis, welche alle
Tiere gegen eine bestimmte Giftmenge zu immunisieren vermag, noch
viel mehr als das Vierfache, ja sogar weit mehr als das
Zwanzigfache der bei allen Tieren unwirksamen Dosis betrigt! Dies
bedeutet, daB die Antigenmenge, welche bei den reaktionsfahigsten Tieren
zur Erzielung des Schutzes ausreicht, mehr als verzwanzigfacht werden
muB, wenn auch die am schwichsten reagierenden Tiere geschiitzt werden
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sollen. Die Immunisierbarkeit der einzelnen Individuen ist also auBer-
ordentlich verschieden. Es hiingt von unkontrollierbaren individuellen Fak-
toren ab, ob ein Tier, das mit einer zwischen den Grenzwerten liegenden
Dosis immunisiert wird, stirbt oder am Leben bleibt. Versuche, die
upter den vorhin angegebenen Bedingungen angestellt wiirden, Wﬁrden’ also
nicht nur vollig ,,unregelméBige* Reihen ergeben, sondern wiirden bei
Wiederholung auch jedesmal ein ganz anderes Resultat liefern (PRriGGE
u. Harrocm, 1). Es ist also nicht angiingig, den Tod oder das Ueber-
le.ben des einzelnen Versuchstieres als Indikator zu verwenden, wie
dies bei den klassischen Methoden der Antikirpermessung, vor allem bei
der Messung des Diphtherieantitoxins der Fall ist. Da aber der prozen-
tl‘lale Anteil der bei allméhlicher Erhohung der Tmpfstoffdosis geschiitzten
Tiere nach und nach zunimmt und alle Zwischenwerte zwischen 0 und
190 Proz. durchschreitet, ist es moglich, auch bei der Messung des Immuni-
sierungswertes von Impfstoffen zu reproduzierbaren Werten zu gelangen,
wenn man dazu iibergeht, nicht mehr das Verhalten des Einzeltieres, son-
dern das Verhalten von Tier-Kollektiven zu studieren. 7

Bei der Ermittlung des Prozentsatzes der durch eine bestimmte
Impfstoffmenge geschiitzten Tiere war es allerdings notwendig, zu-
nichst die experimentellen Bedingungen herzustellen, welche eine klare
Dgutung der Versuchsergebnisse ermiglichten. Es stellte sich némlich,
wie KoLLE u. PrIGGE (3) mitteilten, heraus, daB das Verhalten der mit
Diphtherieimpfstoffen vorbehandelten Tiere gegeniiber der Intoxikation mit
Diplltheriegift keinen vdillig eindeutigen SchluB auf den Grad der durch
d}e Autigeneinverleibung ,,erworbenen Immunitit® gestattete. Dies ergab
gleh aus der Analyse des Verhaltens von normalen, d. h. nicht
immunisierten Tieren gegeniiber Diphtherietoxin, insbesondere
gegeniiber dem Toxin T 172 (=,,Februar 1931 B%, gefillt), das zu den
Imml{nitéitsprﬁfungen verwandt wurde. Die Mindestmenge T 172, die man
bendtigt, um Meerschweinchen regelmiiBig zu toten, betriigt 0,15 mg. Dieser
Grenzwert erfihrt zwar mit dem Wechsel der Jahreszeiten gewisse Schwan-
kungen, auf die bereits von ExrLicH, ARRHENIUS, GLENNY U. SUDMERSEN,
MADS].EN u. ScamipT und anderen Autoren hingewiesen worden ist; jedoch
sind sie bei dem Frankfurter Tiermaterial ziemlich geringfiigiz. AuBerdem
haben die Schwankungen im Zusammenhang mit den hier vorgetragenen
Fr'agen keine Bedeutung. Wenn man nun annimmt, die Giftempfindlich-
keit aller Tiere wire absolut gleich, so wiirden Dosen bis herab zu dem

_ Grenzwert 0,15 mg — bei véllig gleichen #uBeren Umstéinden — stets tid-

lich v?'irken; Dosen, welche noch kleiner wéren, wiirden dagegen nicht mehr
ausreichen, um Versuchstiere zu titen. In Wirklichkeit trifft man jedoch
ganz a,n(.iere Verhéltnisse an. Die ,,natiirliche Resistenz® der verschie-
deinen Tiere gegen das Diphtherietoxin ist néimlich ganz verschieden. Und
Wz.threnfi manche Meerschweinchen schon bei geringfiigiger Verringerung der
Giftdosis unter den Grenzwert tatsichlich am Leben bleiben, gehen andere

1*




4 R. Prigge,

noch an sehr viel kleineren Dosen zugrunde. Dabei nimmt der Anteil der
getoteten Tiere mit dem Sinken der Giftdosis allmahlich ab; z. B. werden
durch 0,09 mg durchschnittlich 75 Proz. der Versuchstiere getotet. Aber
erst eine Menge von 0,03 mg wird von allen Tieren vertragen. Diese Menge
stellt somit einen zweiten, unteren Grenzwert dar. Die Unterschiede in
der natiirlichen Giftresistenz kommen also darin zum Ausdruck, dafl
manche Tiere nicht iiber 0,03 mg vertragen, andere mehr, und einige wenige
“sogar Dosen, welche nahe dem oberen Grenzwert von 0,15 mg liegen
(PriGGE, 15). —

Die Untersuchungen iiber die Immunisierungskraft der Diphtherie-
antigene wurden zundchst in der Weise ausgefiihrt, daB Meerschweinchen
vier Wochen nach der Immunisierung mit 0,4 mg T 172 vergiftet
wurden. Nimmt man nun wieder an, daB die Meerschweinchen nur hin-
sichtlich ihrer ,,Jmmunisierbarkeit* verschieden wiren, jedoch samtlich die
gleiche ,,natiirliche Giftresistenz* besafen, sodaf Dosen von 0,15 mg und
mehr bei nichtimmunisierten Tieren stets zum Tode fithrten, wéhrend
Dosen unter 0,15 mg stets vertragen wiirden, so ergibe sich folgendes:
Eine bestimmte Antigendosis moge so wirken, daB 50 Proz. der Versuchs-
tiere die Fihigkeit gewinnen, 0,3 mg Toxin oder weniger unschédlich zu
machen, wihrend die andere Hilfte mehr als 0,3 mg Toxin zu entgiften
vermochte. Bei Vergiftung mit 0,45 mg Toxin wiirden dann alle Tiere
sterben, welche nicht mehr als 0,3 mg zu entgiften verméchten; denn bei
allen diesen Tieren kiamen noch 0,15 mg Toxin oder mehr zur Wirkung.
Dagegen wiirden simtliche Tiere, welche mehr als 0,3 mg Toxin unwirksam
zu machen vermochten, am Leben bleiben, weil weniger als 0,15 mg Toxin,
d. h. weniger als die Grenzdosis zur Wirkung kéme, welche den Tod der
Tiere herbeifiihren konnte. Es wiirden somit 50 Proz. der Versuchstiere
sterben. Und umgekehrt diirfte man unter den geschilderten Voraus-
setzungen aus dem Tod von 50 Proz. der Versuchstiere den SchluB ziehen,
daB alle gestorbenen Tiere weniger, alle iiberlebenden Tiere mehr als
einen bestimmten Tmmunititsgrad erworben hitten, im gedachten Fall
also weniger oder mehr als 0,3 mg Toxin zu entgiften vermochten. Die
iiberlebenden Tiere wiiren also in allen Fillen Tiere, welche einen hoheren
Grad von Schutz gewonnen hitten als die gestorbenen.

Tatsichlich liegen aber die Dinge so, dal auch von den Tieren, welche
mehr als 0,3 mg, aber weniger als 0,42 mg zu entgiften vermogen, noch ein
gewisser Anteil sterben muB. Denn bei diesen Tieren kommen mehr als
0,03 mg Toxin zur Wirkung, also Giftmengen, die nur voun einem bestimmten,
je mach der Dosis verschiedenen Anteil der Tiere vertragen werden. Mit
anderen Worten: ein Tier, welches nahezu 0,15 mg Toxin vertragt, wird
bereits am Leben bleiben, wenn es die Eigenschaft erwirbt, etwas mehr als
0,3 mg, also 67 Proz. der gesamten Toxinmenge (0,45 mg) zu entgiften,
wihrend ein Tier, das nur 0,03 mg vertréigt, erst dann geschiitzt ist, wenn
es die Fahigkeit gewinnt, 0,3 - 0,12 mg Toxin, also 93 Proz., d. h. 26 Proz.
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der Gesamtmenge mehr zu entgiften. Hieraus ergibt sich, da8 in dem
gewihlten Beispiel nicht 50 Proz. der Versuchstiere sterben wiirden, son-
dern ein héherer Prozentsatz. :

. Wer.m also im konkreten Fall ein bestimmter Anteil der Versuchstiere
stirbt, ein anderer iiberlebt, so darf aus diesem Verhalten nicht gefolgert
werd‘en, daB alle gestorbenen Tiere weniger, alle iiberlebenden Tiere mehr
als einen bestimmten Immunititsgrad erworben hitten. Zwar ist es richtig
dE.LB alle iiberlebenden Tiere mehr als 0,3 mg entgiften konnten. Jedock;
trifft es keineswegs fiir alle gestorbenen Tiere zu, daB sie weniger als 0,3 mg
hé.ttten entgiften konnen. Vielmehr befinden sich unter den gestorlz)enen
Tler.en auch die, welche die Fihigkeit erworben hatten, mehr als 0,3 mg
Tox1_n, namlich Mengen zwischen 0,3 und 0,42 mg zu entgiften jedoéh die
restlichen noch zur Wirkung gelangenden Mengen von 0,03 b,is 0,15 m
nicht vertragen konnten. , : :

Aus d_em Gesagten geht eindeutig hervor, daB es nicht gelingt, den
Gra.d der ,erworbenen Immunitit® bei einem Tierkollektiv in’ eine
vollig eindeutige Relation zu dem effektiv beobachteten Schutz zu setzen.
Der Prozentsatz der sterbenden oder iiberlebenden Tiere ist etwas anderes
als der Prozentsatz der Tiere, bei denen der erworbene Immunititsgrad
u.nterhalb oder oberhalb eines scharfen Grenzwertes liegt. Die Ver-
glftv.lng mit 0,45 mg Toxin trennt die Tiere in solche, die weniger als 0,45 mg
Toxin ,,ertragen* und solche, die 0,45 mg und mehr ,ertragen‘‘. 7Dabei
kommt es im Versuchsausfall in keiner Weise zum Ausdruck, ob ein Tier
0,15 mg Toxin auf Grund seiner ,natiirlichen Giftresistenz* und 0.3 mg
auf Grund der ,,erworbenen Immunitit ertrigt, oder ob es von i—Iause
aus nur 0,03 mg vertrégt und 0,42 mg infolge der Vorbehandlung unschiid-
lich zu machen vermag.

Die schematische Darstellung in Tabelle 1 wird diesen Zusammenhang
am besten veranschaulichen. In ganz willkiirlicher Weise sind hier die Gift-
mengen, die die einzelnen Tiere ertragen, als MaB fiir ihre natiirliche Re-
sistenz und fiir ihre erworbene Immunitit eingetragen. Das stehende
Rec}}teck in Fig. 1 stellt die Gesamtheit der in einem Versuch mit 0,45 mg
v?rglfte"cen Tiere dar. Dabei ist angenommen, daf die Halfte der’ Tiere
die Fahigkeit gewonnen habe, 0,3 mg oder weniger unschidlich zu machen
wihrend die andere Hilfte mehr als 0,3 mg zu entgiften vermag. Die sc-hrag:
verlaufende Linie, die das Rechteck teilt, stellt die Tiere dar, bei denen die
Summe dt?l‘ natiirlichen Resistenz und der erworbenen Immunitit so groB
ist, daB sie gerade 0,45 mg Toxin ertragen. Diese Linie trennt den Teil
des Rechtecks, welcher die getiteten Tiere darstellt, von dem Teil, der die
geschﬁtzfsen veranschaulicht, und zeigt, daB mehr als die Halfte v:)n ihnen
der Vergiftung erliegt. Nur wenn alle Individuen primér die gleiche Toxin-
menge vertriigen, wiirde die Teilungslinie in Fig. 1 waagrecht verlaufen
S_elbstverstandlich hat die schematische Darstellung lediglich die Aufgabe.
eine Vorstellung davon zu vermitteln, wieso eine Einteilung der Versuchs-’
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tiere nach dem Grade der ,erworbenen Imrpunit'at“ nicht ohne welteares
entsprechend ihrem Verhalten bei der Vergiftung vorgenommen werden
kannba es nun gerade darauf ankommt, Festst(?llungen itber dfen Gl;uil‘
der ,,erworbenen Immunitit in einem Tierkollektiv zu machen, mcht'a el1
iiber die ,natiirliche Resistenz* oder iiber die fiir das V'erhalter.l des Einzel-
tieres tatsachlich ausschlaggebende ,,Summe‘ der beiden Eigenschaften,
so muBte dem geschilderten Sachverhalt Rechnung getr:agen werden. .
Ts sei aber zuniichst ausdriicklich festgestellt, daf ‘(?l1e‘ gegebene.n Da1‘-£
legungen nicht das geringste iiber das W(.asen der ,,nz.xturhchen Reslls‘;ceilz
und der ,erworbenen Immunitiit* postulieren und dl'e Frage, ob letztere
’ nur als Steigerung der ersteren
e be Lo, anzusehen oder von ihr grund-
Erworbene Erworbene sitzlich verschieden ist, in keiper
ot raenmg Weise beriihren. Es handelt sich
nur um das quantitativ ver-
it —_— schiedene Verhalten der verschie-
denen Individuen gegeniiber dem
Toxin. Und es geniigt im augen-
blicklichen Zusammenhang voll-
auf, die ,.erworbene Immunitat*
im Gegensatz zur ,,natiirlichen
Resistenz* als den ,,Zuwachs*
an Giftresistenz zu definieren, den
die Versuchstiere infolge der Vor-
behandlung mit geeigneten Anti-
i genen erfahren. :
et o : Durch eine sehr einfache
e e Aenderung der Versuchsanord-
Fig. 1. Vergiftung Fig. 2. Vergiftung it e b nunitgeluneen. : die
m%t i i Z]:)lenr% geschilderte grundiétzliche

Schwierigkeit zu umgehen und die Verhéltnisse Pl:aktisch 80 zu gestali‘:.en,
als ob die ,natiirliche Resistenz* bei allen Indl.v.lduen gleich grof wilre.
Dies lieB sich erreichen, indem die zur Immunisierung de{ Versuchstl.ere
verwandten Antigenmengen und die zur Intoxikation beniitzten Toxu}-
dosen wesentlich gesteigert wurden. Anstelle von 0,45 mg Toxin
wurden bei der Priifung der Immunitat Giftmengen von 1,8 mg verwandt.
Tiere, welche primér nahezu 0,156 mg vertrugen, blieben also am Leb?n,
wenn sie die Eigenschaft erworben hatten, etwas rr}ehr als 1,65 mg, ads.o
92 Proz. der gesamten Toxinmenge (1,8 mg) zu entglften.. Un.d Tl‘('a;f’k 1(2
primér nur 0,03 mg vertrugen, waren geschiitzt, wenn sie die Fa 1‘g el
gewannen, 1,656 - 0,12 mg Toxin, also 98 Proz.., d. h. 6 Proz. df}l Ge-
samtmenge mehr zu entgiften. Wahrend die entsprechende D}fferer'lz
bei Verwendung von 0,45 mg Toxin 26 Proz. betragen hatte, spielt ein
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Unterschied von 6 Proz. nur eine ganz untergeordnete Rolle, zumal das
bisher vorliegende experimentelle Material dafiir spricht, daB die Mengen
Toxin, die die einzelnen Individuen nach Immunisierung mit gleichen
Antigenmengen zu entgiften vermogen, innerhalb auBerordentlich weiter
Grenzen schwanken.

Fig. 2 vermag in anschaulicher Weise zu zeigen, in welcher Hinsicht
die Verhéltnisse bei Verwendung hgherer Toxindosen geindert sind. In der
Senkrechten findet man die Toxinmengen eingezeichnet (1,65 und 2,31 mg)
welche den in Fig. 1 eingetragenen Dosen (0,3 und 0,42 mg) proportional
sind, ferner die Dosis (1,77 mg), bei deren Entgiftung auch die Tiere ge-
schiitzt sind, welche iiber den geringsten Grad an natiirlicher Resistenz
verfiigen. Wie man sieht, nihert sich die Trennungslinie, welche die Tiere
darstellt, die gerade 1,8 mg Toxin ertragen, anniihernd der Waagerechten.
Hierin kommt zum Ausdruck, daB die ,,natiirliche Resistenz* der Ver-
suchstiere unter den gewihlten Bedingungen einen praktisch
nicht mehr ins Gewicht fallenden EinfluB auf den Versuchs-
ausfall besitzt. Denn die Toxinmenge, die die Tiere auf Grund ihrer
natiirlichen Resistenz vertragen, stellt jetzt — statt 7—33 Proz. (vgl.
S. 4) — nur noch 2—8 Proz. der zur Intoxikation verwandten Gift-
dosis dar. Der Versuchsausfall hingt also im wesentlichen nur
noch von der ,erworbenen Immunitit® ab. Wenn nach Vergiftung
mit 1,8 mg Toxin z. B. 50 Proz. der Versuchstiere geschiitzt sind, so 148t
sich dieses Resultat mit einer nur geringfiigigen Ungenauigkeit so inter-
pretieren, daf alle Tiere, die am Leben bleiben, die Fihigkeit ,,erworben‘
haben, 1,66—1,77 mg Toxin oder mehr zu entgiften, wihrend alle Tiere,
die zugrunde gehen, weniger als diese Toxinmenge zu entgiften vermigen.
Ein soleher Grad von Genauigkeit kann nur dadurch erzielt
werden, daB bei Untersuchungen iiber die Immunisierungs-
kraft von Diphtherie-Impfstoffen mit Antigendosen gearbeitet
wird, welche die Verwendung von Toxin-Multipla gestatten,
deren GroBe in keinem vergleichbaren Verhiltnis zu den bei
normalen Tieren todlich wirkenden Dosen steht?). —

Die beiden Untersuchungsreihen, iiber die zunichst berichtet werden soll
(Tabelle 2 und 3) und in denen zur Priifung der Immunitit der Versuchstiere stets

0,45 mg (=5 dlys =3 dlyp9)2) T 172 verwandt wurden, sind nach einem gemeinsamen,
von Statens Seruminstitut (Kopenhagen), vom National Institute for Medical Research

1) Wahrscheinlich vermdgen gleichartic immunisierte Tierserien bei Vergiftung
mit frischen, toxoidarmen Giften héhere Multipla der ,,sicher tddlichen Dosis‘
zu entgiften als bei Vergiftung mit toxoidreichen gealterten Giften. Daher konnen
Giftmengen, die in einer geeigneten Proportion zur ,tédlichen Dosis® stehen,
vielleicht auch nach Vorbehandlung mit verhéiltnismiBig kleinen Antigenmengen
angewandt werden, falls die Immunititspriifung mit toxoidarmen Giften durchgefiihrt
wird. Die hier angedeuteten Zusammenhinge miissen freilich durch experimentelle
Untersuchungen noch weiter geklirt werden.

2) Als dljgg, dlzs, dlso usw. werden nach dem Vorschlag von TrEvaN (8) Gift-
mengen bezeichnet, die 100, 75, 50 Proz. usw. der Versuchstiere toten.
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(London-Hampstead) und vom Staatlichen Institut fiir experimentelle Therapie ’ Tabelle 3

(Frankfurt a. M.) entworfenen Arbeitsplan (17) durchgefiihrt worden. GroBere Mengen .

des in Frankfurt hergestellten Trockentoxins T 172 wurden den an den Arbeiten
beteiligten Instituten zur Verfiigung gestellt. Mit Hilfe der vereinbarten Methodik Zeit der
(s. Tab. 2 und 3) sollte einerseits ermittelt werden, ob von verschiedenen Formol- Tmmuni- Formoltoxoid F 503%) - i Formoltoxoid F 474)
toxoiden solche Mengen, welche die gleiche Anzahl von Flockungseinheiten!) ent- sierung 1 e

Zahl der gegen 0,45 mg/250 ¢ (=5 dl,s =3 dl,y,) Diphtherie-Trockentoxin T 172
geschiitzten Meerschweinchen

| | I

gepriift werden, ob die Immunisierbarkeit der Versuchstiere stets die gleiche ist oder
‘ - 16281 . . . .| 1828 . \ 16/25

jahreszeitlichen Schwankungen unterliegt. 929.1. 32 ) |
=709, =78, =649,

Tabelle 2.
(Versuch vom 19. Mai 1932 2).) 10.2.82 | .| . : . . . ) . ' .| 15/21 | 14/22
=71%,| =649,

Zur Im- Zahl der gegen 0,46 mg/250 g (=5 dl,; =3 dlo,) Diphtherie-Trocken- 19. 9. 39 ‘
munisie- toxin T 172 geschiitzten Meerschweinchen i ; : 3%6/220} . : 3 : . ‘
el 0

rung ver-
Wagndte Formoltoxoid | Formoltoxoid | Anatoxine l Toxoid 859 Anatoksin 18.2.321) . , o 8/22 . . |

Tmpfstoft- F 50 F 47 38772 L 31 b
Ef)enge (Frankf. M.) | (Frankf. M.) | (Inst. Past.) } (Hampstead) | (opennagen) ‘ 93.9.321) . |

40 L; 13/21 = 62 9, | 16/25 = 64 %, | 16/23 =70 9, | 19/23 = 83 %, | 15/24 = 63 9%,
10 L; 16/23 =70 9, | 15/25 = 60 %, | 11/22 = 50 9, | 18/21 =86 %, | 8/23 =35 Y, 30.8.32 | . . . |1gpe| . 1423 . 524
2,6 Ly 4/28 =17%, | 4/21 =199, |12/23 =529%,| 6/21 =299, | 3/26 =129 =829, =619, =219,
30.3.321)| . :

Das Ergebnis des in Tabelle 2 dargestellten Experimentes erlaubte keine Ent- ) ’ ' ’ ’ i%/%% ’ i‘:);/g)? : :41/[2;?/
scheidung iiber die Frage nach der antigenen Wirksamkeit der verschiedenen Impf- 19.5.322) . .
stoffe. Wihrend in den mit 40 L¢ und 10 Ly durchgefiihrten Versuchsreihen der eng- : ; i : g . 16/205 . 15/205 . 421
lische Impfstoff bei weitem die hochste Wirksamkeit zu besitzen schien, hob sich in 7.6.32 =64% =60% =19%
der mit 2,5 L; angesetzten Reihe der franzdsische Impfstoft sehr deutlich heraus. Dabei "It g J ’ ¥ : d ° : 20/23 19/13 12/22 | 7/23 | 5/19
war es aber noch besonders auffillig, da 10 Ly des deutschen Impfstoffes F 50 und des 7.6.321) =91%| =597 =85% =30%| =269,
englischen Impistoffes 859 besser schiitzten als die vierfache Menge (40 L), ferner - i ) : : ’ : : : 1(;/3202 15/_29 8/51.:2 7/220 2/23
daB 2,6 L; des franzoésischen Impistoffes 38772 wirksamer als 10 Lg waren. Das 30.7.89 21/23 | 20123 | 20/25 | 15/23 | 1725 =73%|=T75%| =629, =329, =9%
Gesamtergebnis war also unregelméBig und widerspruchsvoll. ; —919),| =879, | —809 =6/5°/ :G/SO/ i?f,/2205 E?;)/(?gl i9/269> _2?/2;5 18/203 14/25 | 11/24

Auch die Versuche, jahreszeitliche Schwankungen in der Immunisierbarkeit der £ . Al o| =52 | =96, =839, —88%,| =78, =56%, =467,
Versuchstiere nachzuweisen, fielen véllig unregelmifig aus und hatten kein iiber-

halten, gleiche oder verschiedene antigene Wirksamkeit besitzen. Andererseits sollte j‘lo L ’ 20 Ly | 10 Ly | 5 L; |25 L 1,251 | 80 Lf‘ 40 L; | 20 Lf} 10 I,

zeugendes Resultat, wie die in Tabelle 3 enthaltene Zusammenstellung zeigt. Aus
Tabelle 3 geht auch hervor, dal es trotz zahlreicher Versuche nicht gelungen ist, das
Wertverhiltnis der beiden Impfstoffe F 50 und F 47 besser zu kliren, als es durch die
in Tabelle 2 wiedergegebene Reihe gelungen war. Unter diesen Umstinden schien eine
weitere Einhaltung des verabredeten Arbeitsplanes keinen Erfolg zu versprechen. Es
wurde daher versucht, mit anderen als den vereinbarten Methoden zu einer Beant-
wortung der aufgeworfenen Fragen zu gelangen, ferner ein allgemeines Verfahren zur
Werthestimmung der Diphtherieimpistoffe zu entwickeln.

‘Wie oben auseinandergesetzt wurde, erwies es sich als notwendig, die
zur Priifung der Immunitdt anfinglich verwandte Giftdosis stark zu er-
hohen. Diesem Erfordernis sollte Rechnung getragen werden, bevor es
unternommen wurde, die in allen bisherigen Experimenten beobachteten

1) Ramon (9) hat gezeigt, daB in Gemischen von Diphtherie-Toxin oder -Toxoid
und -Antitoxin bei bestimmten Mengenverhéltnissen nach ldngerer oder kiirzerer
Erwirmung eine sehr charakteristische Prézipitation (,,Flockung*) auftritt. Diejenige
Toxin- oder Toxoidmenge, die mit 1 Antitoxin-Einheit optimale Flockung ergibt, wird
als ,,Flockungs-Einheit* (FLE.) oder ,,Limes Flockung* (L) bezeichnet.

2) Als Datum ist in der vorliegenden Arbeit stets der Beginn der Versuche, also der
Zeitpunkt der Immunisierung angegeben.

Unrffgelméiﬁigkeiten aufzukldren und durch ein geeignetes, spiter (s. Ab-
S(.zhmtt II) eingehend zu begriindendes Verfahren zu beseitigen. Durch
eine Reihe von Vorversuchen, die in anderem Zusammenhang (s. Tabelle 10
S. 2b) niher erortert werden sollen, wurde zuniichst ermitfelt, was fiir’
Ver'a}nderungen sich im Prozentsatz der geschiitzten Tiere ergeben, wenn
Antigen- und Toxindosen proportional verindert werden. Es ergab sich
daB hierbei wesentliche Verschiebungen nicht eintreten. Nachdem so eir;
brauchbarer Hinweis auf die GroBenordnung der erforderlichen Antigen-
mengen gewonnen war, wurde eingehender gepriift, welche Antigendosen
man anzuwenden hatte, um bei einem angemessenen Prozentsatz von
Versuchstieren Schutz gegen 1,8 mg (=20 dl,s =12 dlyy,) T 172 zu er-

.1) Der Versuch wurde mit einem durch Trocknung und Pulverisierung des Formol-
t(.)XOI(.is F 50 bzw. F 47 gewonnenen Priparat in der Weise ausgefiihrt, daB fiir je 1 Flockungs-
einheit das aus dem entsprechenden Volumen gewonnene Trockengut verwandt wurde.
. ‘2) II.I dieser Horizontalreihe sind die gleichen Versuche wie in den beiden ersten
Vertikalreihen der Tabelle 2 wiedergegeben.

3) 1 cem F 50 = 4,7 L.
4) 1 cem F 47 = 8,7 Ls.
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zeugen. Zu diesen Untersuchungen wurde neben dem bereits friiher vielfach
untersuchten Impfstoff F 47 ein von Statens Seruminstitut (Kopenhagen)
in ausreichenden Mengen zur Verfiigung gestelltes Formoltoxoid‘L 31 heran-
gezogen. Auf Grund des in Tabelle 4 zusammengefaften Ergebmsseg wurden
die nichsten Versuche jeweils mit Impfstoffmengen durchgefiihrt, in denen

raren.
20 L; enthalten ware Sl

Zahl der gegen 1,8 mg/250 g (=20 dl,; =12 dl;) Diphtherie-
Impf- toxin T 172 geschiitzten Meerschweinchen

Zeit der

Immuni-
siermg | S T30, | 0L | 2L, | 0L | b1,

1 5
28.9.1932 19/22 =869, |18/21 =869, |11/24 =269, | 9/25 =369/, | 1/23 = 4%
17?23 = 7402 18/23 =789, | 18/24 =759 | 10/24 — 429 | 6/24 =257,
21.11. 1932 92/23 — 969/, | 36/48 =75 %, | 18/25 =729, | 12/25 — 48, | 7/25 — 28,
29530 = 9702 3749 =759/ |14/22 = 649, | 1625 — 649 | 3/24 — 139/,

II.

Bei der Fortfiihrung der Untersuchungen stellte sich heraus, daB die
zahlreichen Unregelm#Bigkeiten im Ausfall der Versuche in erster Linie
auf der Verwendung einer zu geringen Anzahl von Versuchs-
tieren beruhten. Selbst dann, wenn ein und derselbe Versuch mehrmals
unter vollig gleichen Bedingungen und zur gleichen Zeit je mit etwa
20 Tieren wiederholt wurde, waren die gewonnenen Resultate von der
groBten Verschiedenheit. In 2 Serien von je 21 Meerschweinchen,' die
gleichzeitig mit der gleichen Impfstoffmenge vorbehandelt waren, erwiesen
sich bei der 4 Wochen spiter vorgenommenen Immunitétsprifung nur
8 Tiere in der I. Serie, dagegen 17 Tiere in der II. Serie gegen die In-
toxikation mit Diphtherietoxin als geschiitzt. Trotzdem es sich um Meer-
schweinchen handelte, die bei der Immunisierung praktisch gleiches Korper-
gewicht (240—260 g) besaBen, ergab sich also in einem Fall ein Schutz
bei 38 Proz., im anderen Fall bei 81 Proz. der Versuchstiere (s. Tabelle b,
Mai-Versuch mit L 31, Serie II, 2 und 4)!

‘Wenn derartige Divergenzen schon bei Verwendung eines und desselben
Impfstoffes auftreten, so war es selbstverstiandlich nicht moglich, den Untgr-
schieden irgendwelche objektive Bedeutung beizumessen, wenn verschie-
dene Impfstoffe zur Immunisierung der Versuchstiere verwandt worden
waren. Dieser Sachverhalt fand denn auch seinen Ausdruck darin, daB
zwei Impfstoffe L 31 und F 47, die wiederholt in Para]leluntersuchunge.n
miteinander verglichen wurden, sich in verschiedenen, zur gleichen Zeit
ausgefiihrten Versuchen ganz widerspruchsvoll verhielten. Z. B. schiitzte
L 31 in einem derartigen Versuch 73 Proz. der Versuchstiere, dagegen F 4'7
nur 50 Proz. (s. Tabelle 5, Mai-Versuch, Serie II, 1); L 31 erschien somit
als wirksamer. Im nichsten Versuch wurden 65 Proz. und 62 Proz. durch
L 31 und F 47 geschiitzt (Serie II, 3) und in einem dritten Versuch 48 Proz.
und 60 Proz. (Serie II, 5), sodaB also I 47 gleichwertig mit L 31 oder sogar
wirksamer zu sein schien!

Die Staatl. Priifung d. Diphtherieimpfstoffe u. ihre experim. Grundlagen. 11

Aehnliche und stirkere Streuungen im Versuchsausfall konnten
mit RegelmidBigkeit beobachtet werden, obwohl alle Ermittlungen
unter gleichen experimentellen Bedingungen vorgenommen wurden. Nur
durch Einfithrung wesentlich groBerer Versuchsreihen wurde
es moglich, die auf den individuellen Unterschieden in der Immuni-
sierbarkeit der verschiedenen Tiere beruhenden Schwankungen im Ver-
suchsausfall zu beherrschen und zu reproduzierbaren Ergebnissen
zu gelangen.

Die unregelmiBige Verteilung der durch eine bestimmte Tmpf-
stoffdosis bei einer einzigen Injektion immunisierbaren und der nicht immu-
nisierbaren Individuen auf die verschiedenen Serien, die in der »Streuung
der Versuchsergebnisse ihren Ausdruck findet, hingt lediglich vom Zufall
ab. Der Einflu des Zufalls auf die Verteilung der Versuchstiere und die
Streuung der Versuchsergebnisse wird erst dann geniigend klein, wenn
grofiere Tierserien untersucht werden. Nur durch Beriicksichtigung dieses
Sachverhaltes wurde es miglich, dahin zu gelangen, daf die in Parallelunter-
suchungen gewonnenen Resultate in Hinsicht auf das angestrebte Resultat
hinreichend genau iibereinstimmten. Z. B. waren in zwei Serien von 107
und 110 Meerschweinchen, die in gleicher Weise und zur gleichen Zeit
immunisiert waren, einmal 65 Tiere, das andere Mal 67 Tiere geschiitzt
(s. Tabelle b, Mai-Versuch, Serie I und II). Der Prozentsatz der geschiitzten
Tiere war also in beiden Serien nahezu gleich gro$ (61 Proz.). Allerdings
kann die Uebereinstimmung nicht immer eine derartig weitgehende sein
wie in diesem besonders giinstigen Falle; aber es 18t sich mit dieser Anzahl
der Versuchstiere doch erreichen, daB die Streuung im Ausfall der Ver-
suche im allgemeinen ganz erheblich eingeschrinkt wird und die Erzielung
verwertbarer, d. h. reproduzierbarer Resultate nicht verhindert.

Nachdem es gelungen war, reproduzierbare Resultate zu erzielen,
machte es keine Schwierigkeiten mehr, auch das Verhaltnis der Wirk-
samkeit von verschiedenen Impfstoffen eindeutig festzulegen.
Das Immunisierungsvermégen der eben erwihnten beiden Impfstoffe L 31
und F 47 wurde wiederholt miteinander verglichen, und es wurde bei
sechsmaliger Durchfiihrung dieses Vergleiches, der mit den friiheren Me-
thoden zu véllig widersprechenden Resultaten gefiihrt hatte, ein durchaus
eindeutiges Resultat gewonnen. Wie aus Tabelle 5 zu entnehmen ist, wich
der Prozentsatz der durch die beiden Impfstoffe geschiitzten Tiere in
keinem Falle um mehr als 45,5 vom Mittelwert ab, in zwei Fillen sogar
nur um 4 1. Und zwar entfiel der hohere Wert zweimal auf L 31, viermal
auf F 47. Die beiden Impfstoffe waren also ungefihr gleichwertig.

Wenn man das Verhalten von gleichartigen Tierkollektiven gegeniiber
verschiedenen Dosen des gleichen Impfstoffes graphisch darstellt und die
jedem Tier eines Kollektivs injizierte Dosis als Abszisse, den Prozentsatz
der durch die betreffende Dosis geschiitzten Tiere als Ordinate eintragt,
S0 gewinnt man ganz bestimmte Kennlinien, die als »Wirkungskurven
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Tabelle 5.

Zeit der
Immunisie-
rung

Zahl der gegen 1,8 mg/250 g (= 20 dl,; = 12 dlygg) Diphtherie-
Trockentoxin T 172 geschutzten Meerschweinchen

Formoltoxoid L 31%), 20 L, ‘

Formoltoxoid F 472), 20 L;

26. 1. 1933

30. 3. 1933

24. 5. 1933

19. 7. 1933

27. 9. 1933

20. 11. 1933

25. 1. 1934

O QODD . OV Hs QO DO =

OUB QOO Ot QODO - O QO DD Ot QO Do

Gt QO DO Ot QO DD

5/16 = 31 %
4/22 = 189
9/24 = 38 9, $29/107 = 27 %,
5/21 = 24 9
6/24 = 259,

9/28 = 39 9,
8/22 = 36 9%|
6/22 — 279/ 43/113 = 389,
9/24 — 389

11/22 = 509,

8/16 — 50 %,
15/22 — 68 9|
13/22 — 59 9/ 65/107 = 61 9
11/23 — 48 %[
18/24 — 75 %]
16/22 — 739

8/21 — 389
15/23 — 65 %, § 67/110 = 61 9,
17/21 — 819/
11/23 — 48 6]

17/24 = 719
20/25 = 80 9, ‘
13/23 — 576/ 1 80/120 — 67 %,
14/23 = 619, [

16/25 — 64 9,

15/28 = 65 %

15/28 = 65 9,

20/25 — 80 9/ ( 81/119 = 68 %,
13/24 — 54 9/ [

18/24 = 159,

16/25 — 64 9/,

18/24 = 759,

14/25 = 56 9] 0 72/123 = 59 %
18/25 = 52 ¢/

11/24 — 46 9]

6/18 = 33 %

9/23 = 39 9,

6/19 — 32 9/, 37/102 = 36 %,
10/22 = 46 %,

6/20 = 30 %,

10/23 = 43 %
11/24 = 46 9,
12/24 = 50 9, ) 58/118 — 49 9%,
14/24 = 58 9/,
11/23 = 48 9/

9/18 = 50 %,
9/20 = 45 %,
13/21 = 62 9,
14/24 = 58 9,
12/20 = 60 9,

16/25 = 64 %,
14/24 = 58 %,
16/28 = 70 9,
22/25 = 88 9/,
16/24 — 679,

14/25 = 56 %,
18/23 = 789/,
16/24 = 679,
17/25 = 68 9/,
16/25 — 649/

16/25 — 649,
20/24 — 83 9/ ;

57/103 = 55 %

84/121=69%, %)

81/122 — 66 9,

s

18/25 = 729
17/25 = 68 9/,
15/25 = 60 9,

14/22 = 64 9,
10/23 — 43 9
5/22 = 23 9/ | 51/109 = 47 %,
12/22 = 55 9/,
10/20 = 50 9,

86/12% = 69 Y,

bezeichnet werden kénnen. Die ,,Wirkungskurven** sind um so ,,flacher,

je groBer der Unterschied zwischen der fiir alle Tiere wirksamen und der
fiir alle Tiere unwirksamen Dosis ist, um so ,steiler, je kleiner dieser
Unterschied ist. Der Steilheitsgrad der Wirkungskurven hiéingt nicht nur
von dem untersuchten Priparat (Droge, Toxin, Antigen, Serum usw.),
sondern auch von der zu den Untersuchungen verwandten Tierart ab. Die

1)1 cem L 31 =11 L

2) 1 ecem F 47 = 8,7 Ly

8) Auf Grund der in Tabelle 7 und 8 mitgeteilten Resultate ergibe sich als korrigierter
Wert: 76 %,; vgl. Tabelle 11.
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Schwankungen im Prozentsatz der geschiitzten Tiere, d.h. die Unsicher-
heit, mit der sich der ,,wahre“ Prozentsatz ermitteln liBt, wird nun
bei der Ermittlung des Unterschiedes zwischen verschiedenen Dosen
des gleichen Priiparates bzw. zwischen verschiedenen Priparaten der
gleichen Impfstoffart um so bedeutungsvoller, ije ,,flacher* die Wirkungs-
kurven sind.

Angenommen durch die Antigendosen 0,8, 1,0 und 1,25 wiirden theoretisch 40,
50 und 60 Proz. der Versuchstiere geschiitzt. Findet man nun, daB die Antigendosis
1,0 in einem praktisch ausgefithrten Einzelversuch 60 Proz. der Tiere schiitzt, so wird
der Wert der gepriiften Antigendosis nicht mit 1,0, sondern mit 1,25 angegeben. Findet
man 40 Proz., so wird ebenfalls nicht 1,0, sondern 0,8 gefunden. Der Fehler der er-
mittelten Werte betrigt im angefithrten Fall + 25 Proz. bzw. — 20 Proz. des wahren
Wertes. :

Wenn nun aber die Wirkungskurven so ,,flach* verlaufen, daf 40, 50 und 60 Proz.
der Versuchstiere durch die Antigendosen 0,5, 1,0 und 2,0 geschiitzt werden, so ergibt
sich folgendes: Findet man, daff die Antigendosis 1,0 im Einzelversuch 60 Proz. bzw.
40 Proz. (statt 50 Proz.) der Versuchstiere schiitzt, so wird als Wert der gepriiften
Antigendosis 2,0 bzw. 0,5 gefunden. Der Fehler der ermittelten Werte betriigt
nunmehr + 100 Proz. bzw. — 50 Proz. des wahren Wertes, ist somit
wesentlich grofer als im ersten Fall!

Falls ein bestimmter Grad von Genauigkeit verlangt wird,
miissen also die Schwankungen der Prozentséitze um so kleiner
gehalten, also desto mehr Tiere zu ihrer Bestimmung an-
gewendet werden, je flacher die Wirkungskurven sind. Wird
dagegen die Zahl der untersuchten Tiere konstant gehalten, so wird die
Genauigkeit der ermittelten Resultate um so geringer, je flacher die
Wirkungskurven verlaufen.

IIT.

Man konnte nach diesen Darlegungen annehmen, eine Wertbemessung
der Diphtherieimpfstoffe lieBe sich etwa durch Ermittlung derjenigen
Antigenmenge erreichen, welche einen bestimmten Prozentsatz der
Versuchstiere gegen die Priifungsdosis eines stabilen, mit Hilfe eines
Standardimpfstoffes geeichten Testgiftes zu schiitzen vermochte. Aber die
in Tabelle 5 mitgeteilten Untersuchungen lassen bei genauerer Priifung
erkennen, daB dies nicht moglich ist, weil neben den individuellen auch sehr
erhebliche zeitliche Schwankungen in der Immunisierbarkeit der
Meerschweinchen bestehen. Periodische Schwankungen im Verhalten der
Versuchstiere waren auf Grund fritherer Untersuchungen von MADSEN
u. ScHMIDT (4) von vornherein vermutet worden, hatten sich jedoch mit
der von den beteiligten Instituten verabredeten Arbeitsweise (s. S. 8)
nicht nachweisen lassen. Die Tabelle 5 bietet dagegen eine Uebersicht iiber
derartige Schwankungen, wie sie mit Hilfe einer groBeren Tierzahl im Ver-
lauf von 14 Monaten mit den Impfstoffen L 31 und F 47 ermittelt wurden.
Hieraus ergibt sich eindeutig, daB eine unmittelbare Beziechung zwischen
dem objektiven Immunisierungswert und der aktuellen, d. h.
bei der jeweiligen Anwendung feststellbaren Wirksamkeit eines
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Impfstoffes nicht besteht. Denn gegeniiber der gleichen Toxindosis wirkt
eine und dieselbe Impfstoffmenge zu verschiedenen Zeiten sehr ver-
schieden, und zur Erzielung eines und desselben Effektes bendtigt man
zu verschiedenen Zeiten sehr verschiedene Impfstoffmengen. Worauf die
beobachteten zeitlichen Schwankungen zuriickzufiihren sind, ist noch nicht
vollig geklart. Da die Schwankungen aber nach den bisher gemachten
Erfahrungen periodischen Charakter zu tragen scheinen, ist es am wahr-
scheinlichsten, daB sie entsprechend der Auffassung von MADSEN u.
ScumipT durch Saisoneinfliisse zu erkliaren sind. Jedoch diirften neben
diesen Einfliissen noch andere Faktoren wirksam sein; denn wie das Ver-
halten des Impfstoffes F 47 im Januar 1933 und im Januar 1934 zeigt,
scheint eine bestimmte Impfstoffmenge auch zu gleichen Jahreszeiten in
verschiedenen Jahren nicht gleich zu wirken.

Die durch die zeitlichen Schwankungen in der Immunisier-
barkeit der Versuchstiere bedingten Schwierigkeiten lieBen sich nun
durch Anwendung des von Ehrlich fiir die Wertbestimmung der Antitoxine
eingefiihrten Standardprinzips iiberwinden. Ein unter zahlreichen Impf-
stoffen ausgesuchtes Formoltoxoid von mittlerer Immunisierungskraft
(F 47) wurde als Standardpréparat eingefithrt, und als Schutz-
einheit (SE) wurde — #hnlich wie bei der Einfithrung der Diphtherie-
Antitoxineinheit durch Enrrica (10) — willkiirlich eine ,,rein empirische
GroBe‘ definiert, und zwar 1 cem des Standardpraparates. Zur Gewéhr-
leistung absoluter Stabilitit des Standardpréiparates erwies es sich spéter
als notwendig, an Stelle des fliissigen Priparates ein durch Natriumsulfat
gefélltes, durch tertiires Natriumphosphat stabilisiertes, getrocknetes
und im Vakuum autbewahrtes Formoltoxoid (F 191) zu verwenden,
welches so gelost wird?), daB es mit dem ,,Urstandard* iibereinstimmt.
Ueber die bei der Eichung dieses Priparates angewandte Methode wird
weiter unten (s. S. 26f.) berichtet.

Bei der Wertbemessung der Diphtherieimpfstoffe muB die
Wirksamkeit einer Dosis des Standardantigens gegeniiber dem
Testgift fiir jede Untersuchung stets von neuem festgestellt
werden. Die Titration eines Impfstoffes kann dann so durchgefiihrt
werden, dafl man diejenige Dosis ermittelt, welche die gleiche Wirksam-
keit besitzt wie die zum Vergleich dienende Dosis des Standardantigens.
Wie groB3 die absolute Wirksamkeit im konkreten Fall ist, ist hierbei von
untergeordneter Bedeutung. Wichtig ist nur, daB die Wirkung mit der-
jenigen des Standardpriparates iibereinstimmt. Findet man etwa, daB
0,5 cem des Formoltoxoids X den gleichen Prozentsatz von Meerschweinchen
schiitzen wie 2,0 ccm des Standardpriparates, so ergibt sich hieraus, daf
0,25 cem des gepriiften Formoltoxoids das Aequivalent von 1 Schutzeinheit
bzw. 1 cem das Aequivalent von 4 Schutzeinheiten darstellt. Das ,,all-

1) Eine Losung von 1,9 mg/cem F 191 enthdlt 1 SE im Kubikzentimeter.
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gemeine*“ Standardprinzip!) findet hier zum erstenmal An-
wendung fir die Wertbestimmung von Antigenen.

Die Frage, ob die zeitlichen Schwankungen in dem Verhalten von
immunisierten Tieren gegeniiber dem Diphtherietoxin als tatsichliche
Schwankungen der ,,Immunisierbarkeit* anzusehen sind oder ob sie lediglich
der Ausdruck von Schwankungen der ,natiirlichen Resistenz* sind, ist in
theoretischer und praktischer Hinsicht von erheblicher Bedeutung, weil
sich hier enge Zusammenhéinge mit wichtigen epidemiologischen Pro-
blemen ergeben. Jedoch diirfte es kaum einem Zweifel unterliegen, daB
in erster Linie echte, von Resistenzverinderungen unabhiingige Schwan-
kungen in der Immunisierbarkeit fiir das wechselnde Verhalten der
Tiere maBgebend sind.

Hierfiir spricht zunéichst der Umstand, daB das Maximum der Gift-
empfindlichkeit und das Minimum der Immunisierbarkeit zeitlich nicht
zusammenzufallen scheinen. Noch aufschluBreicher sind Vergleiche zwischen
dem Verhalten von normalen und immunisierten Tieren, zu denen zwei
in verschiedenen Jahreszeiten durchgefiihrte Untersuchangsreihen dje
Unterlagen lieferten. Im ersten Versuch, im Februar 1932, waren drei Serien
von Meerschweinchen mit dem Standardimpistoff F 47, und zwar mit 0,58,
1,15 und 2,3 SE immunisiert und mit 0,45 mg Toxin T 172 vergiftet worden;
und im zweiten Versuch, im September 1932, waren 3 Tierserien mit den
gleichen Antigenmengen vorbehandelt, jedoch mit 1,8 mg Toxin vergiftet
worden. Das Verhalten der Tiere ist aus Tabelle 6 zu entnehmen.

Tabelle 6.

Zahl der durch den Impfstoff F 47 geschiitzten Tiere
Schutz-

einheiten Februar 1932: Vergiftung mit | September 1932: Vergiftung mit
3 dly, T 172 (0,45 mg/250 g) 2) | 12 dlyy, T 172 (1,8 n?g/?ﬁogg) 2)

23 15/21 — 71 9 18/24 — 75°©
115 14/22 — 64 9, ‘ 10524 — 42 4;
0,58 6/22 — 27 9 | 6/24 — 25 7

insgesamt | 85/66 — 549, | 84/72 = 479,

' Wie man sieht, waren sowohl im Februar als auch im September etwa
d%e Halfte der Tiere geschiitzt, obwohl im September zur Intoxikation
viermal so viel Gift verwandt wurde wie im Februar. Die Tiere ertrugen

: 1) Als ,,spezielles Standardprinzip* wird die Eichung von Testgiften
mit Hilfe von stabilen MaBpriparaten bezeichnet; die Wertbemessung wird hier-
nach mit Hilfe der einmalig geeichten Testgifte durchgefiihrt. Als ,allgemeines
Standardprinzip* bezeichnet man die bei jeder einzelnen Wertbemessung zur
Aus.schaltung von unvermeidlichen Schwankungen der Versuchsbedingungen durch-
gefiihrte Eichung der Testgifte, der Testkulturen, des Tiermaterials usw.

2) Diese Versuchsserie ist mit der in Tabelle 3 in der zweiten Horizontalreihe wieder-
gegebenen Serie (20, 10, 5 L,) identisch.

3) Diese Yersuchsserie ist mit der in Tabelle 4 in der zweiten Horizontalreihe wieder-
gegebenen Serie (20, 10, 5 L;) identisch.
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also im September sehr viel mehr Toxin als im Februar. Wie ist dieser
Sachverhalt nun zu deuten? Wie oben auseinandergesetzt wurde, bedeutet
das Ergebnis des Februarversuches, daB alle Tiere am Leben blieben, bei
denen die ,,Summe ¢ der natiirlichen Resistenz und der erworbenen Immuni-
tit ausreichte, um sie 0,45 mg Toxin oder mehr ertragen zu lassen. Dabei
blieben von den Tieren, die von Hause aus 0,15 mg vertrugen, bereits die-
jenigen am Leben, welche die Kigenschaft erworben hatten, 0,3 mg zu
entgiften, wihrend von den empfindlichsten Tieren, die primér nicht mehr
als 0,03 mg vertrugen, erst diejenigen durchkamen, die 0,42 mg zu ent-
giften vermochten.

Tm September blieben alle Tiere am Leben, die 1,8 mg Toxin ertrugen.
Wollte man nun annehmen, daBl die Immunisierbarkeit der September-
tiere die gleiche wire wie diejenige der Februartiere und daf z. B. eine
zehnfache Steigerung der primér vorhandenen ,natiirlichen Resistenz® bei
ihnen eingetreten wire, so wiirden von den resistentesten, d. h. gegen 1,5 mg
unempfindlichen Tieren zwar wieder diejenigen durchkommen, welche min-
destens 0,3 mg zu entgiften vermdchten; von den empfindlichsten Tieren,
welche nur 0,3 mg vertriigen, wiirden dagegen erst solche durchkommen,
die wesentlich mehr als 0,42 mg, und zwar mindestens 1,5 mg zu entgiften
vermdchten. Falls die Immunisierbarkeit im September die gleiche wire
wie im Februar, wiirden also trotz zehnfacher Steigerung der ,,natiirlichen
Resistenz im September weniger Tiere am Leben bleiben als im Februar.
Noch viel weniger Tiere wiirden durchkommen, wenn nur eine fiinffache
oder doppelte Steigerung der ,,natiirlichen Resistenz* eintrite, zumal auch
von den resistentesten Tieren alsdann weniger am Leben bleiben wiirden
als im Februar.

In der Tat nmimmt aber, wie das Verhalten von nicht immunisierten
Tieren zeigt, bei dem in Frankfurt gebrauchten Tiermaterial die ,natiir-
liche Resistenz®* vom Winter zum Sommer noch viel weniger zu. Die
Grenzwerte, zwischen denen die sicher todliche Dosis im Laufe der ver-
schiedenen Jahreszeiten schwankt, unterscheiden sich nur um etwa 10 Proz.
(Pricee, 16)! Auch in anderen Laboratorien ist fiir einen bestimmten
Giftwert niemals eine Zunahme um mehr als hochstens 50 Proz. festgestellt
worden. Dall im September gegen 1,8 mg Toxin ein gleicher
Prozentsatz von Tieren geschiitzt war wie im Februar gegen
0,45 mg, 14Bt sich also nicht durch die ,sommerliche Steige-
rung der ,natiirlichen Resistenz* erkldaren. Die bei den im-
munisierten Tieren beobachtete Zunahme der Giftfestigkeit
muB vielmehr als Erhohung der durch die Antigen-Einverlei-
bung erworbenen Immunitit aufgefaBt und auf eine Steige-
rung der ,,IJmmunisierbarkeit zuriickgefiihrt werden.. —

Zu besonders aufschluBreichen Ergebnissen iiber den Zusammenhang
zwischen Impfstoffdosis und Immunisierungswirkung fiihrten
Paralleluntersuchungen, in denen jeweils zur gleichen Zeit mehrere grofie
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.Tierseri.ep mit dem gleichen Impfstoff, aber mit verschiedenen Dosen
Immunisiert wurden. Tabelle 7 gibt eine Uebersicht iiber zwei derartige

Tabelle 7.

Zur Immunisie- | Zahl der durch den Standardim
: ! . 5 pistoff F 47 gegen
1lungf verwandte | Tjer- | 1,8 mg/250 g (= 20 dl,; = 12 dlyg,) Diphtherie-Tl%cT(entoxhl
mpistoffmenge | Sepie T 172 geschiitzten Meerschweinchen
(Schutz-Ein-
heiten) 19. Juli 1933 {

25. Januar 1934

11,5 SE

0,29 SE

16/25 = 649,
14/24 = 58 9,
16/23 = 709,
92/25 = 88 %,
16/24 = 679

18/25 = 729,
15/25 = 60 %,
16/25 = 64 9,
17/25 = 68 %,
16/25 — 64 9,

11/25 = 449,
11/24 = 46 9
14/24 = 58 ¢
12/25 — 48 9/
11/24 = 469,

10/24 = 42 9,
6/23 = 26 %l
9/25 = 36 9,

10/24 — 42 9/

84/121—69% 1)

82/125=66 9,

/00 59/122—48 9,

15/19 = 79 %
20/23 = 87 %,
13/15 = 87 %,
16/22 = 73 9/
16/23 = 709,
19/24 =799,

16/25 = 64 9,
14/22 = 64 9],
18/24 = 759,
16/21 = 71 9/
19/24 = 79 ¢/

14/922 = 649,
10/23 = 43 ¢/

5/22 = 23 ¢/
12/22 = 55 9]
10/20 = 50 ¢,

9/24 — 38 9,
/24 =299
12/23 — 52 9,
15/24 — 63 9]
12/23 = 529/,

0/23 = 09
3/20 = 159,
2/23 = 994/
7/22 = 329
2/24 — 89/

1/23 = 49
1/23 = 40//;’

1/28 = 49,

99/126 =79 9/,

82/116=71 9,

51/109=479,2)

55/118=47 9,

14/112=13 v/,

10/115=9 9/,

OV QODNO - OUHs QOO = OT»#C)JL\’)I—*_ O QWO OTHE WO H O OV O DO —

/s [ 40/120=33 0, | 3/24=13%

5/24 = 21 9/ 4/22 =189

Versuchsreihen, die zur Klarung dieses Zusammenhanges durchgefiihrt
wurfien. Die Tabelle zeigt zunichst nochmals den erheblichen Unter-
sghled zwischen der Immunisierungswirkung gleicher Mengen
ein un‘d desselben Impfstoffes im Sommer und im Winter.
Zur Erz'lelung eines bestimmten Effektes benotigt man im Sommer wesent-
hch‘klemere Mengen Tmpfstoff als im Winter, und umgekehrt leistet eine
bestimmte Impfstotfmenge im Sommer wesentlich mehr als im Winter
Sodann 146t sowohl die im Sommer wie die im Winter durchgefiihrte Ver;

1) Diese Versuchsserie ist mit der in Tabelle 5 i i i i
. in der vierten Hor: X g
wiedergegebenen Serie identisch. Sl e ot e

2) Diese Versuchsserie ist mit der in Tabelle 5 i i i i
A e 5in der siebenten Hor ;
wiedergegebenen Serie identisch. e o)

Arb. a. d. Staatsinst. f. exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. XXXII. 2
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18 R. Prigge,

suchsreihe sehr deutlich erkennen, wie auBerordentlich langsam die Tmmuni-
sierungswirkung bei Erhohung der Impfstoffdosis steigt.

Die Wirkungskurven, die man gewinnt, wenn man den Prozentsatz
der auf ein biologisch wirksames Priiparat reagierenden Tiere als Funktion
der angewandten Dosis graphisch darstellt, lassen zwar erkennen, wie hoch
der Prozentsatz simtlicher auf eine beliebige Dosis reagierenden Tiere ist;
dagegen zeigen sie nicht an, wie der Prozentsatz derjenigen Tiere ist, bei
denen gerade die angewandte Dosis — nicht mehr, aber auch nicht weniger —
zur Erzielung der charakteristischen Reaktion nitig ist. Dies 18t sich
jedoch ohne weiteres feststellen, indem man von dem Prozentsatz der auf
irgendeine Dosis reagierenden Tiere den Prozentsatz der auf die nichst-
kleinere Dosis reagierenden Tiere abzieht. Man erfihrt so, wieviel Tiere ge-
rade eben auf Dosen reagieren, die innerhalb eines bestimmten Intervalles
liegen [Kisskarr (13); SmAckELL und Mitarbeiter (6); WiecHOWSKI (6);
TreVAN (7)]. Es liBt sich ohne weiteres erkennen, daB man auf diese Weise
Kurven gewinnt, die in jeder Weise den Verteilungskurven der Erblich-
keitslehre entsprechen?). Tiir die graphische Darstellung ist es natiirlich
ganz gleichgiiltig, ob man feststellt, wieviel Prozent Bohnen einen Durch-
messer von 23—24 mm haben, oder wieviel Prozent Tiere auf Giftdosen
von 23—24 mg gerade eine bestimmte Reaktion zeigen. Der englische
Pharmakologe J. W. TrEvVAN (7) hat nun gezeigt, daB die Wirkungskurven
zahlreicher Priparate die Form von normalen Aufzahlungskurven
annehmen, wenn man nicht die Dosen selbst, sondern ihre Logarithmen
als Abszissen eintrdgt?). Zu dhnlichen Ergebnissen war kurze Zeit vor
TrEVAN auch der verstorbene Prager Pharmakologe WiecHowskr (6) ge-
langt. Dementsprechend lassen sich aus den Wirkungskurven auch nor-
male Verteilungskurven, die bekannten binomialen Variabilitits-
kurven ableiten.

Wenn man nun an Stelle der Antigendosen deren Logarith-
men als Verteilungsargument verwendet, so nehmen auch die
bei der Bearbeitung des in Tabelle 7 wiedergegebenen Materials
sich ergebenden Wirkungskurven die Form von normalen Auf-
zahlungskurven an. Die experimentell bestimmten Werte er-
scheinen dabei als normale Streuungen der theoretisch ge-
forderten Punkte. Wie man aus Tabelle 8 ersieht, verlauft die
Sommer- und die Winterkurve bei dieser Darstellungsweise
parallel. Es stellt wohl keine zu weitgehende Behauptung dar, daB
Kurven, welche in den Uebergangszeiten, also im Friihjahr oder im Herbst
aufgenommen werden, den gleichen Verlauf zeigen miiBten wie die Extreme.

Von vorneherein war dieses Resultat gar nicht vorauszusehen und
konnte nur auf experimentellem Wege festgestellt werden. Es ergibt sich

1) Die Wirkungskurven selbst sind als Aufzihlungskurven aufzufassen.

2) Eine eingehende Darstellung dieses Sachverhaltes findet man in einer
Monographie von J. H. Gappuu (19).
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nun hierdurch die Moglichkeit, ein von TreEvan (7) fiir die Auswertung
des Dysenterie-Antitoxins angegebenes Verfahren in Anwendung zu l')r%ngen
und ohne eigentliche , Titration den Schutzwert eines Diphtherieimpt-
stoffes zu bestimmen. Da sich bei Verwendung eines logarithmischen
MaBstabes aus parallel verlaufenden Kennlinien als Quotient der zu einem

Tabelle 8.

Johreszeitiche Schwankungen in der Sthufzwirkung
aes Standard- Formolfoxoids £47 (542E)
Immunisierung  19.vi 1933.

Immunisierung 25. I. 1934.
Prozentsatz  Infoxikation (T 172, 200175 =12dl399 = 1,8 Mg pro 2504 ):
Noi gadlzlen 28'Tage nach der Immunisierung
et 1 com F47 = ISE (Schulz-Einheit)
100
90
80
70
60
90
40

30

;O 06081 2 6 8 D,
00 058 15 923 5 15

Fig. 8.

Ordinatenpaar gehorigen Abszissen stets der gleiche Wert ergibt, geniigt
es, den Schutzwert einer einzigen Dosis des Standardpripa-
rates und der gleichen Dosis des unbekannten Priparates zu
ermitteln. Man hat dann lediglich das Zahlenverhaltnis der
zugehorigen FuBpunkte aus irgendeiner der parallel verlau-
fenden Kennlinien abzulesen, um zugleich das Wertverhéltnis
der beiden Impfstotfe zu ermitteln. s ist allerdings notwendig,
%
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eine so groBe Anzahl von Tieren zu beniitzen, daB die individuellen Unter-
schiede der Tiere und die bei ihrer Verteilung auf die verschiedenen Ver-
suchsserien waltenden Zufilligkeiten nicht mehr ins Gewicht fallen kénnen.
Trotzdem gewéhrleistet das Verfahren, da insgesamt nur zwei Dosen gepriift
werden, gegeniiber einer ,,Titration” eine sehr betrédchtliche Tierersparnis.

Fiir die Standardisierung der zur aktiven Immunisierung gegen Di-
phtherie dienenden Impfstoffe ist es von besonderer Wichtigkeit, ob die
verschiedenen Préparate und Impfstoffarten séimtlich gegeniiber dem
gleichen Standard titriert werden konnen oder ob es notwendig ist, ver-
schiedene Standardpridparate einzufiihren. Das letztere wire dann er-
forderlich, wenn sich zeigen sollte, dal die prozentuale Erhéhung der
Impistoffdosis, welche eine bestimmte Zunahme des Prozentsatzes der
geschiitzten Tiere herbeifiihrt, fiir verschiedene Impfstoffe eine ver-
schiedene wire. Dies wiirde bedeuten, daB die Wirkungskurven, welche
sich bei graphischer Darstellung der Abhingigkeit des Prozentsatzes der
geschiitzten Tiere von der angewandten Antigendosis unter Verwendung
eines logarithmischen MafBstabes fiir die Eintragung der Antigendosen
ergeben, fiir verschiedene Tmpfstoffe einen verschiedenen Steilheitsgrad
besafen. Die Notwendigkeit, mehr als ein Standardpriparat einzufithren,
wiirde sich auch dann ergeben, wenn die Zeitspanne, innerhalb deren ein
Tierkollektiv auf das Immunititsmaximum gebracht wird, fiir ver-
schiedene Impfstoffe nicht die gleiche wire. Falls z. B. der Prozentsatz
der durch das Antigen A geschiitzten Tiere nach 4 Wochen am héchsten ist,
wahrend der Prozentsatz der durch das Antigen B geschiitzten Tiere erst
nach 8 Wochen sein Maximum erreicht, wére ein unmittelbarer Vergleich
der beiden Antigenarten selbst dann unzuléssig, wenn ihre Wirkungskurven
gleiche Steilheit hitten. Dabei wiire es von untergeordneter Bedeutung,
ob die Immunitit der mit dem Antigen A immunisierten Tiere nach
8 Wochen noch ebenso hoch wire wie nach 4 Wochen oder ob sie bereits
wieder abgenommen hitte. Von H. Scumipr (18) und anderen Autoren
ist die Vermutung ausgesprochen worden, da die Wirkung der zur Depot-
bildung fiihrenden Impfstoffe (TAF usw.) im Vergleich zu den fliissigen
Priparaten (Formoltoxoid, TA usw.) verzogert sei. Untersuchungen mit
wirkungssteigernden Zusétzen, iiber die im V. Abschnitt berichtet wird,
bieten aber keinen Anhalt fiir die Vorstellung, daB depotbildende Zusitze
(Kali-Alaun) die Immunitétsentwicklung verzogerten. Jedenfalls waren die
Tiere, die den mit Kali-Alaun versetzten Impfstoff erhalten hatten, nach
4 Wochen wesentlich besser immunisiert als die Kontrolltiere (s. Tab. 13).
Die Annahme, da sich die verschiedenen Impfstoffarten, zwischen denen
in quantitativer Beziehung zweifellos groBe Unterschiede bestehen, auch
in qualitativer Hinsicht nicht vertreten konnten, scheint also bis jetzt
nicht hinreichend gestiitzt zu sein. Es geniigt daher zuniichst, ein ein-
ziges Standardpraparat einzufiihren, wobei es im Prinzip vollig gleich-
giiltig ist, welche Art von Impfstoff hierfiir gewahlt wird. —
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Als normale Aufzéhlungskurven verlaufen die Wirkungskurven der
Diphtherieantigene — bei Verwendung eines logarithmischen DosenmaB-
stabes — innerhalb eines Bereiches, welcher den Ordinaten von 20—80 ent-
spricht, nahezu linear (vgl. Tab. 8). Dies bedeutet, dal innerhalb dieses
Bereiches die Aenderungen des Prozentsatzes der geschiitzten
Tiere proportional den Aenderungen des Logarithmus der An-
tigendosis sind. Diese Tatsache konnte AnlaB zu Vergleichen mit dem
WeBER-FECHNERSchen Gesetz geben.

Einen Hinweis auf die Giiltigkeit des psychophysischen Grund-
gesetzes (WEBER-FEcHNERschen Gesetzes) bei pharmakologischen Re-
aktionen, insbesondere bei der Einwirkung von Adrenalin auf den Blut-
druck hatte bereits Lvon (8) gegeben. Aber erst WriecHowskr (6) hat
darauf aufmerksam gemacht, dal bei der Messung pharmakologischer Wirk-
samkeit am lebenden Tier mit Riicksicht auf die allgemeine Giiltigkeit des
WeBER-FECHNERSchen Gesetzes eine geometrische Abstufung der an-
gewandten Dosen?) erfolgen miisse, wenn eine normale Verteilung zustande
kommen solle.

Fiir die Anwendung des WEBER-FEcHNERschen Gesetzes auf immun-
biologische Vorgénge ist nun folgendes zu beriicksichtigen: Aus der Tat-
sache, daB die Aenderungen des Prozentsatzes der geschiitzten Tiere pro-
portional den Aenderungen des Logarithmus der Antigendosis sind, darf
noch nicht der SchluBf gezogen werden, die Differenzen der
Immunititsgrade beim Einzelindividuum miiten ebenfalls den
Aenderungen des Logarithmus der Antigendosis proportional
sein! HEs muB nachdriicklich betont werden, daf zunichst nur in der
Formulierung der beiden Gesetze eine Uebereinstimmung festzustellen
ist. Die Tatsache der linearen Zunahme des Ueberlebensprozentsatzes
gestattet jedenfalls — fiir sich allein — keineswegs den Schluf auf eine
logarithmische Beziehung zwischen den Antigendosen (,,Reizen‘) und den
durch sie bei einem bestimmten Tier zu erzeugenden Immunitétsgraden
(,,Reaktionen*).

Abgesehen davon, daf die Zunahme der Ueberlebensprozentsitze bei
Verwendung eines logarithmischen DosenmaBstabes auch im Idealfall gar
nicht als eigentlich linear zu denken ist, sondern in Wirklichkeit einer
mhormalen  Aufzahlungskurve entspricht, wihrend ein dem WEBER-
Frecunmrschen Gesetz entsprechender Nexus zwischen Antigendosis und
Immunitétsgrad bei gleicher Darstellungsweise tatsdchlich durch eine
Gerade wiedergegeben wird, ist zu beachten, daB die bisher besprochenen
Relationen zwischen Antigendosis und Schutzwirkung das Gesamtverhalten
von Tierkollektiven betreffen. Diese Relationen sind abhingig von den
individuellen Unterschieden in der Immunisierbarkeit der Tiere und

1) Eine normale Verteilung resultiert selbstverstindlich auch bei arithmetischer
Abstufung der Dosen, sofern man fiir die tatsichlich gewihlten Dosen nur einen
zweckentsprechenden, also logarithmischen MaBstab wihlt.
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von der ,,Verteilung®, d. h. von der relativen Anzahl der auf die einzelnen
Immunisierbarkeitsklassen entfallenden Individuen. Beim WeBER-FrCHNER-
schen Gesetz handelt es sich dagegen um die Beziehung zwischen ReizgroBe
und Reaktion beim Einzelindividuum, hier also um die Beziehung
zwischen Antigendosis und Immunitéitsgrad. Das ist etwas prinzipiell

anderes, Im ersten Fall wird etwas iiber die Einteilung der Tiere nach der

GroBe der zur Erzielung eines bestimmten Immunitétsgrades bei den ver-
schiedenen Individuen erforderlichen Antigendosen bzw. iiber die Prozent-
sitze der durch verschiedene Antigendosen geschiitzten Tiere, im zweiten
Fall iiber die bei einem einzelnen Tier durch verschiedene Antigendosen
erzielbaren Immunititsgrade ausgesagt.

Hemminesen (14) hat aus der Tatsache, daB die Kennlinien der Insulinwirkung
bei Verwendung eines logarithmischen DosenmaBstabes die Gestalt von normalen
Aufziahlungskurven annehmen, wenigstens auf die Giiltigkeit des WrBERschen Gesetzes
schlieBen wollen.

Dieses sagt nur aus, daB der Reizzuwachs, welcher den geringsten feststell-
baren Empfindungszuwachs bewirkt, proportional dem Reiz ist. Nach dem WrBEr-
schen Gesetz miissen also die in Betracht kommenden Empfindungsinderungen nur in
qualitativer Hinsicht tibereinstimmen: sie miissen »gerade noch feststellbar* sein.
Damit ist aber an sich nicht gesagt, daB sie auch in quantitativer Hinsicht iiber-
einstimmen, d. h. gleich groB erscheinen miiBten. Frcmxer hat nun zuséitzlich die
Annahme gemacht, daB der gerade noch feststellbare Empfindungszuwachs einen ganz
bestimmten, immer gleichbleibenden Empfindungswert repriisentieren miisse, und hat
dadurch erst die Moglichkeit gefunden, iiber den Zusammenhang zwischen Reiz und
Empfindungs-GroBe eine Aussage zu machen.

Hieraus geht hervor, daB eine Uebertragung des WeBrrschen Gesetzes auf
Physiologische oder pharmalkologische Phinomene gar keinen angebbaren Sinn hitte.
Denn die Feststellung, daB jedem Reizzuwachs, welcher in einer bestimmdten Proportion
zu dem Reiz steht, irgendwelche Aenderungen der Realktion entsprechen, die unter-
einander nicht iibereinzustimmen brauchen, iiber deren GroBenverhiltnis aber keine
Angaben gemacht werden konnen, besagt héchstens, daB eine Beziehung zwischen
Reiz und Reaktion besteht, aber nicht, welcher Art diese Beziehung ist. Die Feststellung
ist somit inhaltslos. Die Darlegungen von Hemyinesew, die sich mit den Unterschieden
in der Reaktion eines Versuchstieres gegeniiber verschiedenen Dosen eines biologisch
wirksamen Priparates (Insulin), d. h. mit prinzipiell meBbaren GréBen beschiftigen,
erhalten also erst dann einen angebbaren Inhalt, wenn sie nicht auf das WEBERsche,
sondern auf das WeBER-FECHNERSche Gesetz bezogen werden, d. h. auf ein Gesetz,
welches tatsichlich Aussagen iiber die Beziehung zwischen Reiz und Reaktions grofBe
macht,

In durchaus berechtigter Weise setzt HeMMINGSEN die Insulinkrdmpfe, also eine
ihrer Stirke nach hinreichend definierte Reaktion, fiir einen bestimmten Empfindungs-
grad und verwendet als MaB fiir die Resistenz bzw. Empfindlichkeit eines Individuums
die Insulindosis, die gerade ausreicht, um Krimpfe zu erzeugen. Den Beweis fiir die
Giiltigkeit des WreBErschen Gesetzes sucht er nun zu tithren, indem er eine Reihe von
Annahmen iiber die Resistenz und das Reaktionsvermégen der Versuchstiere gegeniiber
Insulin macht. Er hilt es fiir selbstversténdlich, daB der kleinste bestimmbare Unter-
schied in der Empfindlichkeit verschiedener Versuchstiere, die ,,Einheit der Empfind-

lichkeit* in engem Zusammenhang mit dem kleinsten bestimmbaren Unterschied in
der Reaktion eines einzelnen Tieres gegeniiber verschiedenen Reizen, der ,,Einheit
der Empfindung* stehen miisse (,,must be closely dependent:)
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Dies wiirde bedeuten, daf zwischen dem Reaktionsvermdégen des ein-
zelnen Tieres und dem Unterschied, den es hinsichtlich der Resistenz
gegeniiber der nichsthéheren oder nichsttieferen Variante zeigt, ein
innerer Zusammenhang bestiinde. Geht man nun von der Giiltigkeit des
WesERschen Gesetzes bzw. von der Annahme aus, daB der Dosenzuwachs, der
notig ist, um einen bestimmbaren Unterschied in der Reaktion hervorzurufen, pro-
portional der Dosis ist, so wiirde sich — falls der von HeMyinNGsen angenommene
enge Zusammenhang wirklich bestiinde — ergeben, daf auch der klems.te be-
stimmbare Unterschied in der individuell wirksamen Insulindosis der Dosis pro-
portional wire, d. h. daB sich eine schiefe, nach rechts abgeflachte ‘Verteilung er-
giibe, welche durch Einfiihrung eines logarithmischen DosenmaBstabes normal wiirde.
Und umgekehrt kénnte aus der Tatsache, daB sich fiir die Insulinresistenz (gemegsen
durch die individuell wirksame Dosis) eine derartige schiefe Verteilung ergibt,
der Schlufl gezogen werden, daf das WrBErsche Gesets fiir die Reaktivitit des Fin-
zelindividuums mafigebend sein miisse.

Dies sind die SchluBfolgerungen, mit deren Hilfe Hemminesex die Giiltigkeit
des WrBERschen Gesetzes nachweisen zu konnen glaubt. Sie miissen jedoch als
durchaus unzulidssig angesehen werden, weil der von HEMMINGSEN unterstellte
Zusa,mnienhang zwischen dem Verhalten des Einzeltieres und dem Resistenzunter-
schied verschiedener Tiere in keiner Weise bewiesen ist. Und gerade auf diesem
unbewiesenen Zusainnienhang sind die SchluBfolgerungen von HeMMINGSEN aufgebaut!

Man konnte nun einwenden, daB sich die charakteristische Schiefheit der Ver-
teilung der individuell wirksamen Dosen im Falle der Nichtgiiltigkeit des WEBER-
Feonwurschen Gesetzes vielleicht nur fiir einen bestimmten Reaktionsgrad ergeben
konne, wihrend diejenizen Dosen, welche einen héheren Realktionsgrad bewirken,
eine andere Verteilung erkennen lieBen (Tab. 9, Fig. 4), und kénnte in der Unwahr-
scheinlichkeit solcher Verhiltnisse ein Argument zugunsten des WrBER-FECHNER-
schen Gesetzes erblicken. .

BEs kann jedoch gezeigt werden, daB die fiir einen bestimmsen Re'%ktlons.;grad
giiltige Verteilung der individuell wirksamen Dosen bei allen anderen Reaktionsstirken
erhalten bleiben kann, auch wenn die Reaktivitit der Finzeltiere nicht dem WEzEBER-
Fecunerschen Gesetz entspricht. Fig. b (Tab. 9) moge die individuellen Reaktion.S-
kurven von vier aufeinanderfolgenden Varianten darstellen. Der Unterschied in
der ,,Resistenz*, d. h. in der individuell wirksamen Dosis, die_ zur Erzielung des
Effektes ,,1% (es mége sich z. B. um , leichte Insulinkrdmpfe* handeln) gerade aus-
reicht, moge der individuell wirksamen Dosis proportional sein. Das gleiche gilt fiir die
Dosen, die den Effekt ,2¢ (,,schwere Insulinkrimpfe’) bewirken usw. Der Dosen-.
zuwachs, welchem eine gewisse Zunahme des Effektes (3—2 = 2—1 usw. = 1) bei
ein und demselben Tier entspricht, ist dagegen der Dosis keineswegs proportional,
sondern stellt einen — von Tier zu Tier verschiedenen — konstanten Wert dar. Es ist
lediglich festzustellen, daf das Verhiltnis der Dosen, welche ein und demselben Wir-
kungszuwachs, z. B. dem »Kkleinsten bestimmbaren Wirkungszuwachs® (2—1 =1) ent-
sprechen, bei verschiedenen Tieren stets das gleiche ist.

Fig.6 (Tab.9) gibt die gleichen Verhiiltnisse wie Fig. 5 unter Verwendung eines
logarithmischen Dosenma@stabes wieder; den Unterschieden zwischen den einzelnen

Varianten entsprechen hier gleich groBe Abstiinde. Diese Darstellung macht ohne
Weiteres anschaulich, daf der Unterschied in der individuell wirksamen Insulindosis
der Dosis auch dann proportional sein kann, wenn die Reaktivitit der Einzeltiere
dem Wesrschen bzw. dem WEBER-FronNERschen Gesetz nicht entspricht?).
—

1) Auf Hemminesens Versuch, die Verteilungsasymmetrie der Insulinresistenz
auf Grund der bekannten Kapreynschen Vorstellungen iiber das Zustandekommen
schiefer Verteilungen durch die Annahme zu erkliren, daf die Wirkungen der variations-
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Ob trotz dieser Austiihrungen die besondersartige Verkniipfung der
Antigendosis mit dem Prozentsatz der geschiitzten Tiere einen Hinweis auf
Tabelle 9. eine dem WEBER-
FrcuNErschen  (e-
setz  entsprechende
Beziehung zwischen

Antigendosis und
Immunitétsgrad des

Einzelindividuums
enthélt, wird in der
nachfolgenden  Ar-

beit erértert werden.
Wesentliche Be-
deutung beansprucht

Schiefheit der Verteilung bei Eifelct T in diesem Zusam-
Normalitit ,, - noow I menhang auch die

Effekt oben schon kurz ge-
streifte Frage, wie
sich die Fahigkeit

des Einzelindivi-
duums, Toxin zu ent-
giften, mit der An-
tigendosis verindert,
Die in Tabelle 10
wiedergegebenen, in
mancher Hinsicht er-

ganzungsbediirfti-
Effekt gen Untersuchungen
gewédhren einen ge-

wissen Einblick in

diese Zusammen-

hange.

bedingenden Faktoren
proportional der Grgfe
der bereits entwickel-
ten Varianten seien,
braucht in diesem Zu-
sammenhang nicht ein-
gegangen zu werden.
Die von Hrmmivaesen
fiir die Giiltigkeit des
WEBERschen Ge-

setzes angefiihrten Argumente gewinnen durch die Verkniipfung mit dem Kapreyx-
schen Theorem nicht an Beweiskraft. Die Frage, ob sich dieses Theorem zur Er-
kldrung der schiefen Verteilung der individuell wirksamen Dosen eignet, wird je-
doch durch diese Kritik nicht beriihrt (vel. die nachfolgende Arbeit, Abschn. 5).
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Tabelle 10.
Zahl der durch den Impistoff F 47 geschiitzten Tiere

rsuch 2. Versuch 3. Verguch 4, Vel:such
(7.1 .JXI%S?!S%) (7. Juni 1932) | (30. Juli 1932) | (30. Juli 1932)

Anzahl Anzahl Anzahl . An.za.hl
der ge- der ge- der ge- : der ge-
schiitzten schiitzten schlgtzten schl}tz.ten
Tiere Tiere Tiere . Tiere

Giftdosis T 172

Schutz-
einheiten
Schutz-
einheiten
Schutz-
einheiten

©
Do

l

16/24 22/24 21/25
= izsd;ig}%o ¢ — 679, — 929, — 849,

— | 115 1925
6 dl 1619 | 23 | 9/16 15| 1
— 0,9 mg)250 g — 849, =569, =769,

ﬁ
[=2]

>
[e2}

3 dlyge 2,3 10/17 1,15 | 12/22 2,3 22/2b 0,68 | 14/25
=0,45mg/25022) = b9 o/

=bb %, =889, = b6 9

Das Ergebnis, das diese Untersuchungen fiir die jetzt erorterte Frage
gebracht haben, 148t sich kurz so zusammenfassen, daB del: Prozeptsatz
der geschiitzten Tiere bei proportionaler Vermehrung von {&nﬂgendosm und
Toxindosis zumindest konstant zu bleiben, also jedenfalls nicht abzune.}}men
scheint. Soweit aus diesen Beobachtungen Schliisse gezogen werden dl%rfen,
deuten sie darauf hin, daB die Fihigkeit des Ein.zelindwlduu{ns, Toxuln zu
entgiften, mit der Antigendosis selbst oder viellelch.t noch s.tarkgr wichst.
Die Frage, ob dieser Sachverhalt etwas gegen die logajrlthr.ms‘ch'e Ver-
kniipfung von Antigendosis und Immunititsgrad fles Elnzehndlwdltlilms
besagt, wird ebenfalls in der nachfolgenden Arbeit untersucht werden.

IV.

Auf den drei Prinzipien der Verwendung hoher Toxin-
multipla fiir die Priifung der Immunitat, dﬁer ) Anwend.ung
groBer Tierreihen zu den Versuchen und dcfr Einfithrung eines
Standardantigens beruht die neue Methodik der" We]-rtbestln'a-
mung der Impfstoffe. Mit dieser Methodik konnte zuniichst das Wert-
verhéltnis zwischen dem dénischen Formoltoxoid L 31 und dem deutschen
Standardimpfstoff F 47, ferner der Schutzwert des Trocken-Standard—
priparates F 191 genau festgelegt werden. 1K

Die Anzahl der auf 1 Kubikzentimeter, 1 Milligramm oder 1 Flockungs-Einheit
eines gepriiften Impfstoffes entfallenden Schutz-Einheiten (SE/cem, SE/mg bzw. SE/Ly)
errechnet sich folgendermaBen. Bezeichnet man mit

m : eine bestimmte Menge (ccm, mg, Lj) des gepriiften Impfstoffes,

X : die Anzahl der in m enthaltenen Schutzeinheiten,

I : die Anzahl der in der Vergleichsdosis des Standardpriiparates enthaltenen
Schutzeinheiten,

1) ,,dl;0, = sicher todliche Dosis. .

2) Die in dieser Horizontalreihe enthaltenen Zahlen sind identisclh mit Resultaten,
die in der 9. Horizontalreihe (20, 10 Ly) und in der 11. Horizontalreihe (20, 5 I;) von
Tabelle 3 hereits mitgeteilt wurden.
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Ay : die Abszisse, welche dem Prozentsatz der durch x geschiitzten Tiere in einer
beliebigen der in Tabelle 8 reproduzierten parallelen Kennlinien zugeordnet ist,
A;: die Abszisse, welche dem Prozentsatz der durch r geschiitzten Tiere in der
gleichen Kennlinie zugeordnet ist,
dann ergibt sich

(a) xiE=A A ;
denn bei Verwendung eines logarithmischen MaBstabes ergibt sich aus parallel ver-

laufenden Kennlinien als Quotient der zu einem Ordinatenpaar gehorigen Abszissen
stets der gleiche Wert. Es ist also '

. Ax
(b) X:]-'Es

(¢) SE/cem (SE/mg, SE/Ly) :% =% . %.

Die Dosen, deren Wirksamkeit durch die in Tabelle 5 wiedergegebenen
Versuche gepriift und miteinander verglichen wurden, waren jedesmal die
gleichen, und zwar

fir L 31:1,82 cem = 20 L,

fir F 47:2,83 cem =23 SE = 90 L,.
Tabelle 11 gibt eine Uehersicht iiber die fiir den Gehalt des Tmpfstoffes I, 31
an Schutz-Einheiten ermittelten Werte. Wie hieraus hervorgeht, waren
die beiden Tmpfstoffe L 31 und F 47, auf die Volumeinheit be-

Tabelle 11.

Gehalt des Impfstoffes L 31 an Schutzeinheiten
in 1 com (SEfcem) | in1L; SEL) |

Zeit der Immunisierung

0,82 ‘ 0,075
0,75 0,068
1,69 0,154
0,821) 0,075
1,33 0,121
0,79 0,072
geometrisches Mittel 0,977 0,091

Wertverhéltnis von L 81 SE/cem L 31: SEjcem T 47 SE/L; L 31: SE/L; F 47
und F 47 =0,977:1 = 0,977 = 0,091: 0,115%) = 0,79

rechnet, villig gleichwertig; auf die Flockungseinheit berech-
net, besaB der Impfstoff L 31 etwa achtzig Prozent der Wirk-
samkeit von F 47. —

Die Ergebnisse der zur Ermittlung des Schutzwertes des Trocken-
Standard-Priparates F 191 durchgetiihrten Untersuchungen sind in Ta-
belle 12 zusammengestellt.

Bei ihrer Bewertung ist zu beriicksichtigen, daB zwei Untersuchungen
nur mit je etwa 65 Tieren durchgefiihrt wurden, wihrend zu den iibrigen
je 125 Tiere beniitzt wurden. FaBt man die Ergebnisse der erwihnten

1) Dieser Wert wurde durch direkte Entnahme aus der zur gleichen Zeit ermittelten
Gesamt-Kennlinie (vgl. Tab. 7 u. 8) gefunden : dem Prozentsatz der durch 1,82 cem L 81
geschiitzten Tiere (67 Proz.) entsprechen dort 1,49 SE; auf 1 cem L 81 entfallen also 0,82 SE.

2)leem F 47=1SE =87 L¢; auf 1 Lt F 47 entfallen also 0,115 SE.
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Tabelle 12.

F 47 \

F 191

Zeit

muni-

der Im-| Zur Tmmuni-

sierung ver-

sierung|wandte Menge

Zahlder gegen
1,8 mg/250 g
T 172 ge-
schiitzten
Meerschwein-

Losung

Zur Immuni-

sierung ver-

wandte Menge

Zahldergegen
1,8 mg/250 g
T 172 ge-
schiitzten
Meerschwein-

Schutzwert
von F 191

chen chen

w0
=

62/124=50 %,|10 cem| 1,5 cem 103/124
21.8.34 i’f)l,gmélE / %|10 mg/ e iy

96.9.34 58/124=47 9, 4mg/ccm| 2,08ccm 80/123=65 %,
.9. s

8 cem| 3,0 cem 55/62
Pl —2img | =887
85/124 2mg/cem| 3,0 cem 96/125

= Gé,(i % = =6 mg ='76,8/%,

0,5 3,0 cem 16/65
mg/cem =1,6 mg = 24,69,

II
ot DO
p =]
Fe R

H =
5 il
aR o=

I Il II
- e 90
(=) %}m GUJ
B g H 4
u aQ

o]

beiden Versuchsreihen in der Weise zusammen, daB man ihr geometrisches
Mittel (1 SE =3,12 - 4,1 = 3,68 mg) einsetzt, so Igssen sie.sich mi‘t dfan
iibrigen Resultaten leicht vereinigen. Als geometrisches Mittel der v1e2r
Hauptresultate wird dann 1 SE = y2,06 - 1,67 - 1,37 - 3,58 = 2,0 meg?)
gefunden. DaB eine 2 mg/cem enthaltende Losung des .Trockenfmmol—
toxoids F 191 die antigene Wirksamkeit von 1 SE besitzt, geht ohne
weiteres auch aus der direkten Gegeniiberstellung des Prozentsatzes der
durch diese Losung geschiitzten Tiere (76,8 Proz.) und des Prozentsatzes
der durch das Vergleichspriaparat geschiitzten Tiere (68,6 Proz.) hervor;
die beiden Werte weichen nur um -+ 4,1 vom Mittelwert ab.

Vs

Nach Festlegung der methodischen Prinzipifen mrurde auc}} eingehend
gepriift, ob ein Zusammenhang zwischen dem mit Hilfe qle.s Tierversuches
ermittelten, in Schutzeinheiten ausdriickbaren Immumswrungswert dejr
Diphtherieimpfstoffe, insbesondere der Formoltoxoide und ihrem mit
Hilfe der Ramonschen Flockung nachweisbaren Gehalt an Flocku.ngs -
einheiten besteht. Die in Tabelle 13 zusammengestellten Versuche er]'ormgen
zunichst den sicheren Nachweis, daB ein ,,Parallelismus* z'vnsehen
der Immunisierungskraft der Diphtherieformoltoxou?e und
ihrem Gehalt an Flockungseinheiten nicht besteht. Es gibt z. B.
Zusitze, die die Wirkung der Impfstoffe erheblich steigern kti.nnen,
z. B. Kali-Alaun (GLenny) oder Tapioka (Ramon). Von 50 Tieren,

1) In diesem Versuch wurde an Stelle des Formoltoxoids F 47 das wirkungsgleiche
Formoltoxoid L 81 verwandt.

2) Der genaue Wert ist 1,89 mg. Die Methode zur Berechnung dieses Wertes
ist in der nachfolgenden Arbeit in Abschn. 2d entwickelt.
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Tabelle 13.

Yeit dep Zahl der gegen 1,8 mg/250 g
Immunisie- | Tmpfstoff Lg/cem | Injizierte Dosis (=20 dly, = 12 dlog) Diphtherie-
rung Trockentoxin T 172 geschiitaten
Meerschweinchen

22. 12. 1932 F 47 | 8,7 | 5 L 8/50 = 16 9,

Fdr+29 | 87 %
Kah’alauno 2 48/50 = 96 9,

27. 9. 1933 L 31 11 20 I, 15/28 = 65 %,
15/23 = 65 %,
20/25 = 80 91 81/119—68, 1)
18/24 = 54 )
18/24 = 75 ¢,

8/24 — 839,
10/22 — 46 %,
14/25 — 56 6 ¢ 57/118 = 48 9
12/24 — 50 9
13/23 = 57 ¢
20.11. 1983 | L3t : 1619 = 64
18/24 — 759/
14/25 — 56 6 72/128=59% %)
13/25 = 52 9/ [
11/24 = 46 9]

18/25 = 72 9
16/25 = 64 %,
23/25 = 92 9/ ) 92/125 — 74 9,
20/25 = 80 6/
15/25 = 60 9]
19. 12. 1934 | F1919) 38 [85cem=1331L, 85/122 — 70,

S1 3,6 3,5 cem =12,6L, 0/118 = 09
24. 1. 1935 F1913) 38 | 4cem=152 L, 84/116 =729

B8 14 4 com =56 L, | 46/116 = 40 9,

die im Dezember 1932 mit 5 Flockungseinheiten F 47 immunisiert worden
Ware.n, besafen 8 einen Schutz gegen 1,8 mg T 172, also 16 Proz.: von
50 Tieren, zu deren Immunisierung eine gleiche, aber mit 2 Prog. Ka,]j—z,&lauu
versetzte Menge des gleichen Impfstoffes, also auch die gleiche Anzahl
von Flockungseinheiten verwandt worden war, waren dagegen 48 geschﬁtit
also 96 Proz.! Aber auch ohne derartige Zuséitze zeigen die Formoltoxoide,
fmf Flockungseinheiten berechnet, die erheblichsten Unterschiede. Tn einen;
Im September 1933 ausgefithrten Versuch waren von 119 Tieren, die mit
20 Flockungseinheiten deg Impfstoffes I 81 immunisiert waren ,81 gegen
12 sic.her todliche Dosen T 172 (1,8 mg) geschiitzt, d. h. 68 1,31'02‘ Von
118 Tieren, die mit 20 Flockungseinheiten des Impfstotfes F 89 immunisiert

1) DIeSe Velsuchsselle ist mit del n T&beﬂe 5 mn de =
T fil 1f en HOIlZOIlbaIIeIhe Wledel

2) Diese Versuchsserie ist mit der in Tabelle 5 in d i i rei i
oot e T er sechsten Horizontalreihe wieder-

3) Eine 1,9 mg/cem enthaltende Losung des Trocken-Formoltoxoids F 191.
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waren, besaflen nur 57 einen Schutz, d. h. 48 Proz. In einem ganz ihn-
lichen Versuche wurde im November 1933 der Impfstoff F 72 mit L 31
verglichen. Von 123 mit 20 Flockungseinheiten des Impfstoffes L 31
immunisierten Tieren waren diesmal 72 geschiitzt, also 59 Proz., wihrend
von 125 mit 20 Flockungseinheiten des Impfstoffes F 72 vorbehandelten
Tieren 92, also 74 Proz. geschiitzt waren. Der Immunisierungswert von
20 Flockungseinheiten des Impfstoffes F 89 war also geringer als der
Immunisierungswert von 20 Flockungseinheiten des Impfstoffes L 31.
Dagegen war der Immunisierungswert von 20 Flockungseinheiten des Tmpf-
stoffes I 72 hoher als der Immunisierungswert von 20 Flockungseinheiten
des Impfstoffes L. 31.

Besonders aufschluBreich war das im Dezember 1934 bei der Priifung
des Formoltoxoids S 1 im Vergleich mit dem Standardpriparat F 191 er-
zielte Ergebnis. Wihrend 13,3 Flockungseinheiten F 191 von 122 Tieren 85,
also 70 Proz. zu schiitzen vermochten, waren von 118 Tieren, die mit
12,6, also ungefahr der gleichen Anzahl Flockungseinheiten S 1
vorbehandelt waren, 0 Proz. geschiitzt! Die Tiere zeigten nicht
einmal eine Verlingerung der Absterbezeiten, sondern verhielten sich wie
unbehandelte Kontrolltiere. Es ware nach derartigen Erfahrungen
nicht mehr zu verantworten, wenn man Impfstoffe zum Ge-
brauch beim Menschen zulassen wollte, deren antigene Eigen-
schaften lediglich im Reagensglasversuch gepriift sind. SchlieB-
lich sei noch ein Formoltoxoid B 8 erwihnt, das in Mengen von 56 Flockungs-
einheiten nur 46 von 116 Tieren, d. h. 40 Proz. zu schiitzen vermochte,
wihrend 15,2 Flockungseinheiten F 191 (also ungefihr nur ein Viertel der
bei B 8 angewandten Anzahl) von 116 Tieren 84, d. h. 72 Proz. schiitzten.
Die mitgeteilten Untersuchungsergebnisse zeigen, daB sich
Impfstoffmengen, die in ihrem Gehalt an Flockungseinheiten
iibereinstimmen, hinsichtlich ihrer antigemen Wirksamkeit
ganz verschieden verhalten konnen.

Trotzdem ist wohl nicht daran zu zweifeln, daB zwischen einer so
eminent spezifischen Reaktion wie der Ramownschen Flockung und dem
Immunisierungsvermégen der Formoltoxoide ein Zusammenhang bestehen
mub. Soweit das bisher vorliegende Material Schliisse zuliBt, l:iBt sich
dieser Zusammenhang so formulieren, daB bei Impfstoffen gleicher
oder dhnlicher Herstellungsart die Zahl der in 1 cem ent-
haltenen Schutzeinheiten proportional der Quadratwurzel aus
der Zahl der in 1 cem enthaltenen Flockungseinheiten ist. Be-
zeichnet man die im Kubikzentimeter enthaltenen Flockungseinheiten mit
Lg/cem, die im Kubikzentimeter enthaltenen Schutzeinheiten mit SE/ecm,
S0 ergibt sich die Gleichung

SE/ecm = K - L jecm,
Wo’t_)ei der Koeffizient K je nach der Herstellungsweise der Impfstoffe ver-
schiedene Werte annimmt. Die Verhiltnisse liegen also so, daB der Schutz-
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wert der Impfstoffe zwar mit der Zunahme des Flockungswertes steigt,
aber in viel geringerer Progression.

Wenn z. B. von zwei gleichartig hergestellten Impfstoffen der eine (A)
8,7 Ly/cem, der andere (B) 34,8 Ly/cem, also das Vierfache enthalt, ist der
Gehalt an Schutzeinheiten bei A — 1, bei B =2, also nur doppelt so hoch.
Und der Schutzwert von 17,4 Ly des Impfstoffes B ist nicht hiher als der
Schutzwert von 8,7 L, des Impfstotfes A. Umgekehrt besitzen solche
Mengen der Impfstoffe A und B, die in ihrem Gehalt an Flockungseinheiten
libereinstimmen, ganz verschiedene antigene Wirksamkeit; z. B. entfallt
bei A auf 8,7 L; 1 SE, hei B dagegen nur 0,5 SE.

Trotzdem ist der Wert des Impfstoftes B, auf die Volumeinheit berech-
net, héher als derjenige des Impfstoffes A. Nur der Wert des Quo-
tienten SE/L;, d. h. die Menge der auf 1 L; entfallenden
Schutzeinheiten ist hei A — 1/8,7, bei B =1/17,4, also bei B
geringer.

Die Verhialtnisse entsprechen somit der Ramonschen Hypo-
these nur insofern, als der Schutzwert der Formoltoxoide bei
gleichartiger Herstellung mit ihrem Flockungswert zunimmt.
Dagegen kionnen gleiche Mengen von Flockungseinheiten ver-
schiedene antigene Wirksamkeit besitzen. Dies ist der Fall bei
gleichartig hergestellten Impfstoffen mit verschiedenem Flockungstiter
(Lg/ecem), kann aber auch bei Impfstoffen mit iibereinstimmendem Flockungs-
titer festgestellt werden, wenn der Koeffizient K infolge grofBerer Unter-
schiede in der Herstellung verschiedenen Wert hat. Unter diesen Um-
sténden wird es sogar vorkommen, da Tmpfstoffe mit geringem Flockungs-
titer besseren Schutzwert haben als Impfstoffe mit hiherem Flockungstiter.

Als Beispiel fiir diesen Zusammenhang mége hier der Gehalt an Schutz-
einheiten und an F' lockungseinheiten angefiihrt werden, der bei zwei Gruppen
von Impfstoffen verschiedener Herstellungsart gefunden wurde (Tab. 14).

Aus der Gleichung SE/ccm — K-VLf/ccm ergibt sich durch einfache Um-
formung (Division durch Li/cem) die Beziehung
K
Y Lifoom
Diese Formulierung fiihrt zu den folgenden Ueberlegungen:

L. Fir zwei Impfstoffe, bei denen die Werte fiir K gleich, fiir L¢/cem jedoch
verschieden sind, ergibt sich, daB der Quotient SE/L¢, also der ,,Immunisierungs-
wert von 1 Flockungseinheit” hej demjenigen Impfstoff kleiner ist, der den
héheren Le/cem-Wert aufweist.

2. Wenn ein Impfstoff verdiinnt wird, nehmen SE/cem und L¢/cem proportional
abl); der Wert des Quotienten %//000%? = SE/L; bleibt also unverindert, wihrend K

entsprechend der Verénderung von Lg¢/cem abnimmt. Bei dem durch Verdiinnung

SE/Lf =

1) Es hat sich keinerlei experimenteller Anhalt dafiir gefunden, daB das Immuni-
sierungsvermogen einer Impistoffmenge durch Verdiinnung mit indifferenten Fliissig-
keiten (physiol. NaCl-Losung) irgendwie verindert wiirde; auch Einengung bis zur
volligen Trocknung und nachfolgende Wiederauflosung ist ohne erkennbaren EinfluB.
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hergestellten Impfstoff findet man somit fiir den Quotienten SE/L¢ einen kleineren
Wert als bei einem nicht verdiinnten Impfstoff gleichen Lg/ccm-Wertes.

Tabelle 14.

Schutzeinheiten pro cem

) IFlockungseinheiten
Pl P10 .com berechnet gefunden?)

POOOHMH O
ohRmwvwoo i~

PO O
moukvHS o

1

=}
[eb]
[\V]

14
16
| 20,5

coo
QO QOO
BSOS

. 3
| 4
‘ 5

1

3. Da anzunehmen ist, da Impfstoffe gleicher Herstellungsart 'h'insichtlich Aihl'es
Gehaltes an unspezifischen, das Immunisierungsvermogen des. spezifischen Antigens
beeinflussenden Substanzen ziemlich iibereinst%mmen, .diirfte die auf 1 ILg ent-falle.nde
Menge an unspezifischer Substanz um so geringer sein, je mehr Flockungseu.llllelten‘
im Kubikzentimeter enthalten sind. Die auf 1 L; entfallende Menge an unSPeZl‘fISCh(?I
Substanz wire auch in einem durch Verdiinnung hergestellten Impistoff kleiner als in
einem unverdiinnten Impfstoff gleichen Lg/ccm-Wertes. Man darf also vermuten, daf
der Wert des Koeffizienten K bzw. des Quotienten SE/Ls neben anderem v?n der
Konzentration bzw. von der auf 1 Flockungseinheit entfallenden Menge der erwihnten

unspezifischen Substanzen abhingig sind. ‘

Fiir die Richtigkeit dieser Vermutung spricht, daB es gelungen ist, den
Immunisierungswert eines Formoltoxoids durch Zuﬁafﬁz‘ des
durch Séttigung mit Natriumsulfat gewonnenen P_raz1p1tats
von Leerbouillon (Pope-Bouillon) erheblich zu steigern. Es
gelang 50, aus Formoltoxoiden mit einem Floekungswe‘rt von rupd 5-0 L¢/cem,
bei denen fiir den Quotienten SE/L; nur ein verhiltnisméBig niedriger Wert
(etwa /5) zu erwarten war, ein Trockenpriparat (F 191) herzustellen,
bei dem SE/L; =?/,,3) war, also etwa das Fiinffache der Wertes betrug,

1) Der Unterschied zwischen den beiden Impfstofferuppen beruht nach Auskunft der
Hersteller auf dem verschiedenen Phenolgehalt. )

2) Alle Abweichungen vom berechneten Wert liegen innerhalb der Fehlergrenzen der
Werthestimmungsmethode; vel. die nachfolgende Arbeit. )

3) Eine Lésung von 1,9 mg/cem dieses Priparates ‘(1 mg = 2 Lg) entha%t
3,8 Lgcem und 1 SE/cem. Der Koeffizient K, der bei dieser Liosung den Wert
>/_i—= 0,51 hat, dndert sich mit der Konzentration des Trockenpriparates. 7. B.
Y38 1
wird K fiir eine 0,95 mg/cem (1,9 L/cem) enthaltende Losung 1/7_6 = 0,36. Der Quo-
tient SE/L; behilt dagegen, unabhiingig von der Verdiinnung, den Wert 1/3,8 (pro-
portionale Verinderung von K und ]/Lf/ccml)
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den man ohne den Zusatz erwarten konnte. Bei einer Ausheute von 60 Proz.
der vorhandenen Flockungseinheiten?) wurden somit aus jedem Kubik-
zentimeter Rohmaterial an Stelle von 1,b SE etwa 8 SE
gewonnen.

Die mitgeteilten, mit leicht léslichen Bouillonpriizipitaten erzielten
Ergebnisse lassen es als fraglich erscheinen, ob die durch Kali-Alaun,
Aluminiumhydroxyd, Tapioka usw. erzielbare Steigerung des Immuni
sierungswertes der Diphtherieimpfstoffe lediglich durch die resorptions-
verzogernde Wirkung dieser Zusitze erzielt wird. Umgekehrt kann wohl
auch die schlechte Wirksamkeit der gereinigten Formoltoxoide, in denen
die Konzentration der unspezifischen Begleitstoffe betrichtlich reduziert
ist, nicht nur durch Resorptionserleichterung erklirt werden, zumal ein
sehr erheblicher Unterschied in der Resorbierbarkeit zwischen Rohtoxoiden
und gereinigten Priiparaten kaum bestehen diirfte.

VI

Da die statistische Auswertung des experimentellen Materials und die
MeBgenauigkeit der neu entwickelten Methode zur Wertbestimmung von
Diphtherieimpfstoffen in der nachfolgenden Arbeit eingehender behandelt
werden, geniigt es, im vorliegenden Zusammenhang einige Fragen von
prinzipieller Bedeutung kurz zu erértern.

1. Eine Verbesserung der bis jetzt erreichten MeBgenauigkeit
wird voraussichtlich durch Verwendung besonderen Tiermaterials zu er-
reichen sein. Zu allen Untersuchungen iiber Diphtherieimmunitiit, die in
den verschiedenen Laboratorien durchgefiihrt worden sind, ist bisher Tier-
material verwandt worden, welches in genetischer Hinsicht mehr oder
weniger inhomogen war. Infolgedessen war man gezwungen, Tiere zu ver-
wenden, deren Immunisierbarkeit auBerordentlich verschieden war: auf der
einen Seite kamen Tiere in den Versuch, die schon mit extrem kleinen
Antigenmengen gegen eine bestimmte Toxindosis geschiitzt werden konnten,
wihrend bei anderen Tieren extrem hohe Antigenmengen zur Erreichung
des gleichen Zweckes nitig waren. Ein Fortschritt wird sich hier erst er-
ziglen lassen, wenn es sich ermoglichen 148t, alle Unters uchungen mit
sogenannten ,reinen Linien“, also mit Inzuchttieren durch-
zufiithren. Man hat hierdurch den V orteil, daB nur solche Meerschweinchen
verwandt zu werden brauchen, die hinsichtlich ihrer Immunisierbarkeit
groflere Gleichformigkeit aufweisen; dies kommt darin zum Ausdruck, daB
der Unterschied zwischen den Antigenmengen, die zur Immunisierung der

am besten und der am schwichsten reagierenden Tiere notig sind, geringer
wird. Im Gange befindliche Untersuchungen sprechen dafiir, daB die
Wirkungskurven, deren ungewshnlich flacher Verlauf (s. Tab. 8) besonders
hohe Anforderungen an die Genauigkeit stellt, mit der der Prozentsatz

1) Die zur Herstellung von F 191 verwandten Rohtoxoide waren vor der Trock-
nung ebenfalls mit Natriumsulfat prizipitiert worden.
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der geschiitzten Tiere in jedem Versuch bes.tinlmt wird, bei Veerandtung
von Inzuchttieren in der Tat wesentlich stellel: werden. Man .gemﬁlr]la 1'51(1
die Moglichkeit, bei gleichbleibender Tierzahl dlfi MeBgen.aulg_kelt er eMuIzs _
steigern oder bei wesentlich herabgesetzter Tlerzah.l die blshenge e
genauigkeit erzielen zu konnen. Aus Versuchen, die MA‘DSEN,d BGHMI}JIJT
u. JensEN (12) verdffentlicht haben, darf entnommen werden, da ’W{x r-
scheinlich auch Kaninchen steilere Kurven geben als Meerschweine 1efn.
Bs hat sich namlich gezeigt, daB die beiden Impfstoffe L 31 und F. 47, delen‘
Wirksamkeit bei der in Frankfurt vorgenommenen Priifung an Meerschweinchen nur

i i -6 Ber ter-
wenig verschieden war, in Kopenhagen bei der Priifung an Kaninchen g}ofl?)el}? ngeise
schiede aufwiesen. Diese Divergenzen diirften sich auf die angedeutete einfache

ax l( b . . . 5 .
erklal%laﬁ:;% bei der Wertbestimmung der Antitoxine eine erhohte Steil-

heit der Wirkungskurven durch Verdnderung der éLuB.eren \(;ersu?s-
bedingungen erzielt werden kann (BLAKE u. O.KELL), S(.}hemt es bemr ige
Moglichkeiten bei der Werthemessung von Antlgen.en 111(3}.1‘5. zu geben. —
9. Wihrend die zur Wertbestimmung der D.1pht'he1'1e1mpfstof_fe.> ver
wandten Tiere so ausgewihlt werden konnen, daB sie b.el der Immumswn:ing
oleiches Gewicht haben, nehmen sie wihrend der. bis zur V(-)rna,hmeM er
tin’coxikation verstreichenden Zeit in recht verschlfzdenel‘ .Welse zu. han
hatte nun die Wahl, allen Tieren trotz d.el: Verscluedeqhefc dgr Ge.wm ts};
zunahme die gleiche Toxinmenge zu inj1z1‘e1'en oder die T0x1{1fd0‘s1s Tcn
dem Korpergewicht abzustufen. Inallenhier ]{)esprochenﬁr‘l e‘l sue. ;t
wurde der letztere Weg gewahlt u.nd eine denq KOI.]pelgewu.:t"t
proportionale Toxindosis eingesprltzt.. ‘Wenn Sl‘(?h die Imr];n}mdan
unabhingig von der Gewichtszunahme entwmkelt('a, muﬁ.te n}.an- eét ‘%
schwereren, mit groBeren Toxinmengen gepriiften Tl.el‘el.l eine hohele} eé ]
lichkeit feststellen als bei den leichteren Tieren. Dies ist ]fedoch nlqht er
Fall. BEs wurde vielmehr regelmiBig festgestellt, ‘daB .dle Sterbhcl.lkelt-
bei den schwereren Tieren trotz der hoheren Toxindosis etwas gerl.ngel
war als bei den leichteren Tieren. Es wire also falsch gewesen, Fu]len Tieren
ohne Riicksicht auf ihre Gewichtszunahme die gleiche Toxinmenge zu
“111/11;1 ei\ll.it besonderer Sorgfalt wurden die Tiere stets auf _die einzelnen
Versuchsserien verteilt. Es sollte unter allen Umsténden vermieden werden,
dal Tiere, zwischen denen ein niherer genetischer Zusalenn}enhang bestehen‘
~ konnte, geschlossen in ein und dieselbe Versuchsreih.e hineingelangten. Zul.
Erzielung einer gleichméBigen Mischung wurden fhe am Versuchstag zur
Verfiigung stehenden Meerschweinchen, dem GreW}cht nach getreput, Zu-
nichst in drei groBen Laufkiisten untergebracht, im e}rsten_dw Tlgl'e von
240 £ 5 g, im zweiten die Tiere von 250 -5 g und im d1:1tten d}e Tiere
von 260 +£5 o. Aus den Laufkisten, in denen sich die Tiere frei durch-
einander bewegten, wurden die Meerschweinchen nach dem Zufall heraus-
gefangen und so auf die Einzelserien (je 25 Tiere) verteilt, daB da.s Vert
hiiltnis der drei Gewichtsklassen in allen Serien das gleiche war. Hierbei
Arb. a. d, Staatsinst. f. exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. XXXII. 3
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| wurde so vorgegangen, daB immer erst eine Serie komplettiert

| wurde, bevor mit der Auswahl der fiir die folgende Serie be-

' stimmten Tiere begonnen wurde. Diese Verteilungsweise wurde auch
dann noch beibehalten, als griBere Serien (125 Tiere) zu den Versuchen
verwandt wurden; diese Hauptserien bestanden also jeweils aus fiinf gleich-
artigen Unterserien von 25 Tieren.

Erst in den spéiteren Versuchen (Tab. 13) wurde die Verteilung so ge-
handhabt, daB eine Einteilung in 25er Serien nicht mehr stattfand, sondern
nur noch die Hauptserien (125 Tiere) beriicksichtigt wurden; diese muBten
hinsichtlich des Verhéltnisses der Gewichtsklassen selbstverstindlich iiber-
einstimmen. Auf Grund von statistischen Erwigungen, die in der nach-
folgenden Arbeit besprochen werden, wurde aber noch eine zweite Aende-
rung durchgefithrt. Die Tiere wurden so verteilt, daB immer eine Serie
nach der anderen je ein Tier erhielt und daB auch die Reihenfolge der Zu-
teilung jedesmal wieder umgekehrt wurde, wenn alle Serien um ein Tier
vermehrt waren.

4. Zum ersten Male ist es jetzt gelungen, die Wertbestimmung und
Standardisierung eines Antigens nach den exakten Prinzipien durch-
zufithren, die fiir die Messung von Antikorpern, insbesondere Anti-
toxinen seit 35 Jahren maBgebend sind. Eine neue Gruppe von bio-
logisch wirksamen Stoffen ist damit der objektiven Messung
zugénglich gemacht worden. Von grundsitzlicher Bedeutung ist es
daher, sich klarzumachen, was das eigentliche Ziel ist, das bei der Wert-
bemessung der Diphtherieantigene verfolgt wird. Wie schon der Aus-
druck ,,Werthemessung** anzeigt, geniigt es nicht, die in den verschiedenen
Impfstoffen enthaltenen ,,Mengen* des spezifischen Substrates quantitativ
zu bestimmen. Die Ramonsche Flockung wiirde diese Aufgabe in den meisten
Fallen viel leichter lgsen als der Tierversuch. Aber wie oben gezeigt wurde,
konnen gleiche Mengen von F lockungseinheiten, also gleiche ‘Substratmengen
auBerordentlich verschieden wirken. Gleiche Substratmengen kénnen
somit ganz differente Antigenmengen repriasentieren! Es kommt
also darauf an, iiber den ,,Zustand* der Impfstoffe, und zwar iiber ihre
antigene Wirksamkeit bestimmte Aussagen zu machen. Was der Arzt
bendtigt, ist ein Werturteil iiber die Impfstoffe, und zwar iiber ihre
Fahigkeit, Immunitit zu erzeugen. Aufgabe der biologischen
Standardisierung muB es sein, die Grundlage fiir derartige Werturteile
zu schaffen und einen zahlenmiBigen Ausdruck fiir sie zu finden. Deshalb
ist auch jeder Streit, ob die Flockungsmethode oder der Tierversuch
das bessere Verfahren zur Standardisierung der Diphtherieimpfstoffe sei,
ganzlich sinnlos. Denn beide Methoden messen etwas ganz verschiedenes;
die Flockung mift ein Substrat, der Tierversuch miBt eine Eigen-
schaft.

Die ,Fihigkeit, Immunitit zu erzeugen‘, soll also durch den
Tierversuch ermittelt werden. yImmunitit® bedeutet im vorliegenden
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Zusammenhang nichts anderes als das durch Antigeneinxr.erleibu.ng
erworbene Vermdgen der Tiere, mit dem Gift des Diphtherie-
bazillus fertig zu werden. Um iiber die Impfstoffe etwa§ aussagen zu
konnen, ist es daher notwendig, die durch sie erzeugte Immunitit zu messen
und den gemessenen Immunitdtsgrad in Relation'zur Im.pfstoff—
dosis zu bringen. Da die einzelnen Individuen auf gleiche Antigendosen
auBerordentlich verschieden reagieren, war es notig, das Verhalten von
Tierkollektiven zum Ausgangspunkt fiir alle Untersuchungen zu v@hlen
und aus den Unterschieden in dem Verhalten von gleichab.r.tlgen
Tierkollektiven die Unterschiede zwischen den zu ihrer Immunisierung
angewandten Impfstoffen zu ergriinden. . ! ‘

Wenn man etwas ilber das Vermogen eines Tieres, mit Gift fertig zu
werden, zu erfahren wiinscht, so bedeutet dies selbstverstindlich nichts
anderes, als daBl man die Reaktion des Gesamtorganismus kennen lern.en
will. Es ist aber nicht erlaubt, das Gift-Neutralisierungsvermﬁger.l ein-
zelner Organe, z. B. des Blutes oder der Haut, zu priifen und. die ge-
fundenen Werte als MaB fiir die Gesamtimmunitit, d. h.'fiir die Reak-
tionsfahigkeit des lebenden Organismus zu verwenden. Ein solches Ve'r-
fahren wire nur dann statthaft, wenn der Nachweis gelinge, da.IS ein
strenger Parallelismus zwischen der Immunitat des gesgmtfan Ol'ge_ml§mus
und bestimmter Organe besteht. Der Beweis hierfiir ist in befriedigen-
der Weise bisher nicht erbracht worden. Die bisher festgesjce]lten Tat-
sachen sprechen sogar mehr gegen als fiir die Zulassigkeit einer solchgn
Annahme. So geht aus Untersuchungen von HARTLEY (1.1) hervor, d.aB c.he
Giftfestigkeit der Haut nur im groben Durchschnitt mit dem Antitoxin-
gehalt des Blutes zunimmt. Offenbar ist sie aber noch von anderen Fak-
toren abhiingig: z. B. schwankte bei Tieren, deren Serum 0,02 AE/cem
enthielt, die von der Haut neutralisierte Giftmenge zwischen 2 und
2b Schickdosen, also um mindestens 1000 Proz. Von einem ,,Parallelis-
mus* der Immunititsreaktionen kann also nicht die Rede sein. DaBl auch
die Gesamtimmunitit des Organismus vom Antitoxintiter weitgehend bfa—
einflut wird, unterliegt selbstverstindlich gar keinem Zweifel. Aber die
Annahme eines strengen Parallelismus konnte doch erst dann gemacht
werden, wenn die nach Vergiftung mit Diphtherietoxin sterbenden .und
iiberlebenden Tiere durch einen scharfen Grenzwert des Antitoxintiters
geschieden wiiren. Jedoch ist der experimentelle Nachweis hierfiir noch
keineswegs gelungen. Es darf auch nicht auBer acht gelassen werden,
dab der Antitoxintiter von immunisierten Individuen rasch wieder absinkt,
wihrend die Tmmunitét des Gesamtorganismus lange Zeit erhalten bleibt.
Bevor eine eindeutige Klirung der aufgeworfenen Fragen erfolgt ist, ist
¢8 jedenfalls nicht statthaft, einen vollen Parallelismus zwischen Organ-
Immunitit und Gesamtimmunitit zu unterstellen.

Selbstverstindlich darf aus diesen Feststellungen nicht
der SchluB gezogen werden, als sei eine Standardisierung der

3
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Diphtherieantigene nicht auch méglich, indem man die bei
Versuchstieren infolge der Immunisierung gebildeten Anti-
toxinmengen miBt.

Es war in Kopenhagen aufgefallen, daff die mit dem Impfstoff F 47 immuni-
sierten Tiere mehr Antitoxin gebildet hatten, als die mit I 81 vorbehandelten In-
dividuen. Da andererseits der Schutzwert der beiden Impistoffe in Frankfurt zu-
nichst ungefihr gleich groff zu sein schien, konnte der Anschein entstehen, als ob
das Vermdgen, die Antitoxinbildung anzuregen und die Widerstandstiahigkeit der

Korperzellen gegen das Toxin zu steigern, getrennte Funktionen der Impt-
stoffe darstellten.

Man hétte hiernach dem Impifstoff I 81 stiirkere zellulire, dem Impfstoff F 47
stirkere humorale Wirkungen zuschreiben und annehmen miissen, daB beide Wir-
kungen im Gesamtergebnis zum Ausgleich gekommen wiren. s wire so zu verstehen
gewesen, warum der Schutzwert der beiden Impistoffe trotz des Unterschiedes in
ihrem Antitoxinbildungsvermagen der gleiche gewesen wire. Nachdem aber jetzt
festgestellt ist, daB sich die beiden Impfstoffel) hinsichtlich ihres Schutzvermogens
wie 4:5 verhalten (s. Tabelle 11, S. 26), darf erwartet werden, daB sich kein AnlaB
finden wird, solche komplizierten Hilfsvorstellungen zur Erklirung der beobachteten
Tatsachen heranzuziechen und an der Identitit der zelluliren und humoralen Wir-
kungstahigkeit der Diphtherieantigene zu zweifeln.

Damit ist aber nicht gesagt, daB auch bei allen Tieren das Verhiiltnis
der humoralen und der zelluliren Reaktion immer das gleiche sein miifte.
Wie bereits dargelegt wurde, sprechen im Gegenteil manche Griinde fiir die
Annahme, daB zwischen dem Antitoxintiter und der Gesamtimmunitit
schutzgeimpfter Individuen kein strenger Parallelismus, sondern nur eine
Korrelation besteht. Unter der Voraussetzung, daB die zellu-
liren und humoralen Reaktionen tatsichlich durch eine ein-
heitliche #uBere Ursache ausgelost werden, diirfte es aber
trotzdem méglich sein, eine Standardisierung der Diphtherie-
impfstoffe auch auf Grund des Antitoxinnachweises bei den
immunisierten Tieren durchzufiihren und hierbei im Prinzip
die gleichen Ergebnisse zu gewinnen, wie durch Priifung der
Gesamtimmunitiat. Nur ist es unerldaBlich, zunichst die Rela-
tion zwischen verschiedenen Dosen des gleichen Imptstoffes
und den zugehiorigen mittleren Antitoxinwerten zu ermitteln,
bevor ein fiir Messungen brauchbarer Vergleich zwischen ver--
schiedenen Impfstoffen moglich wird. Es miiten also fiir diese
Methode Wirkungskurven geschaffen werden, die fiir jeden
Punkt den Antigenwert (Abszisse) und den zugehorigen mitt-
leren Antitoxintiter (Ordinate) angeben. Dabei ist zu be-
riicksichtigen, daB derartige Kurven nicht als Aufzahlungs-
kurven?) gedeutet werden kénnten!

Prinzipiell neue Moglichkeiten fiir die Werthemessung der Impfstoffe
ergeben sich aus diesem Verfahren jedoch nicht. Das geht aus folgenden

1) auf L; berechnet!
2) vgl. S. 18.
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Ueberlegungen hervor. Zur Erzielung einer Immunitit gegen Qine be-
stimmte Toxinmenge, z B. gegen 12 sicher todliche Dosen, benttigt man
bei manchen Individuen sehr kleine Antigenmengen, bei anderen Tieren
etwas groBere, wieder bei anderen sind mittlere, groBe, sehr grofie Dosen
erforderlich. Hierin driicken sich die Unterschiede in der ,,Jmmunisierbar-
keit** der Tiere aus. Bei der Intoxikation mit der erwihnten Giftmenge
kommt es nur darauf an, ein Tierkollektiv, dessen Individuen sédmtlich
mit der gleichen Antigendosis vorbehandelt sind, in zwei groBe Klasse_n
einzuteilen. Die Tiere, welche gegen die injizierte Toxindosis durch die
tatsichlich angewandte Antigenmenge oder durch khleir{ere
Mengen hitten immunisiert werden konnen, bleiben am Leben. Die Tiere,
deren Immunisierung mehr als die angewandte Antigenmenge er-
forderlich gemacht haben wiirde, gehen zugrunde. Unterschiede im Proze.mt-
satz der geschiitzten Tiere, d. h. Unterschiede im Verhalten gle1ch§1't1ger
Tierkollektive, zeigen also Unterschiede in der angewandten A11.t1gen-
menge an. Bei der Intoxikation der immunisierten Tiere blel.bt .der
Immunititsgrad des einzelnen Individuums zwar unberiicksichtigt;
jedoch kommt es hierauf auch gar nicht an, wenn es sich darum handel.t,
Unterschiede zwischen den Impfstoffen nachzuweisen. Denn nicht die
individuellen Unterschiede im Verhalten der ein Kollektiv zusammen-
setzenden, gleichartig behandelten Einzeltiere, sondern die Untersch%ede
im Verhalten von gleichartigen Tierkollektiven machen die Unterschiede
zwischen den verschiedenen zu ihrer Immunisierung verwandten Antigenen
erkennbar.

Feststellungen iiber den immunbiologischen Zustand einzelner Organe,
vor allem des Blutes, bieten von vornherein die Moglichkeit, Unterschiede
zwischen den einzelnen Individuen zu studieren. Selbstverstindlich
beanspruchen derartige Studien iiber die Verschiedenheit des individuellen
Immunititsgrades der Tiere groBtes biologisches Interesse. Unter-
suchungen iiber die Verschiedenheit der Impfstoffe und iiber
deren Werthemessung verfolgen aber ein prinzipiell ganz
anderes Ziel.

Diesem Ziel kann man durch die Analyse der individuellen Unterschiede
nicht wesentlich niher kommen. Das Studium der individuellen Unter-
schiede wiirde lediglich eine Einteilung der Versuchstiere in kleinere Klassen
ermoglichen. Dagegen miissen die Werte, die sich in jedem der mit ver-
schiedenen Antigendosen immunisierten Kollektive vorfinden, erst wieder
zusammengefalt werden, wenn die Wirksamkeit der Antigendosen
verglichen werden soll! Auf diese Weise ergibt sich also fiir jedes
Kollektiv doch nur ein einziger fiir die Antigenmessung ver-
Wwendbarer Wert, genau wie bei der Einteilung in zwei Klassen!
Es wiire also lediglich zu erwégen, ob sich Vorteile fiir den Fehlerausgleich
ergeben, wenn man den Tmmunitiitsgrad der Einzeltiere ermittelt und die
S0 gefundenen Werte zusammenfaBt oder wenn man die Moglichkeit aus-
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niitzt, die ,,Einteilung in zwei Klassen® mehrmals durchzufiihren, d. h.
den Prozentsatz immunisierter Tiere nicht nur mit Bezug auf einen,
sondern auf mehrere Immunititsgrade zu ermitteln und den Vergleich
zwischen den verschiedenen Antigendosen mehrmals durchzufiihren.

5. Ein fiir die Analyse der Immunitéitsvorgénge wichtiges Phéinomen
soll in diesem Zusammenhang noch kurz gestreift werden. Als ,einfach
todliche Dosis bezeichnet man nach Emrricm die kleinste Giftmenge,
welche normale (d. h. nicht immunisierte) Meerschweinchen von 250 g
Gewicht bei subkutaner Injektion mit Sicherheit innerhalb der ersten
5 Tage nach der Injektion titet ). Diese Dosis tétet also ,,100 Prozent der
Tiere; sie wird daher nach dem Vorschlag von TrevAn auch als lhstt
bezeichnet. Die Absterbezeit betrégt bei den mit dieser Dosis vergifteten
Tieren 36—120 Stunden (Emruicw, 10). GroBere Giftdosen fithren noch
frither zum Tod; z. B. totet eine Toxinmenge von 12 dl,,, simtliche Tiere
nach 12—30 Stunden, und zwar die tiberwiegende Mehrzahl von ihnen
18—24 Stunden nach der Vergiftung. Nach Injektion eines Bruchteiles
der dl;gy, z. B. einer nur fiir 75 Proz. der Tiere todlichen Dosis (,,dl,5)
bleiben 25 Proz. der Tiere iiber den fiir alle Berechnungen maBgebenden
Stichtag, also iiber den 5. Tag hinaus am Leben. Aber alle diese Tiere
sind stark geschadigt; sie zeigen mnicht nur schwere ortliche und all-
gemeine Krankheitserscheinungen, sondern gehen auch nach und nach zu-
grunde. Der Krankheitsverlauf ist bei den einzelnen Tieren symptoma-
tisch und zeitlich zwar sehr verschieden, zeigt aber dem auf diesem Gebiet
erfahrenen Experimentator im ganzen ein charakteristisches Bild; dabei
verteilen sich die Sterbezeiten iiber 4, in manchen Fillen sogar iiber b,
héchstens 6 Wochen (PriceE, 16). Auch nach Injektion noch kleinerer
Dosen, bis herab zur »»dl5e" kommt es nur auBerordentlich selten vor, daB
ein Tier wieder ganz gesund wird und ,,definitiv** am Leben bleibt. Der
Anteil der definitiv iiberlebenden Tiere nimmt erst zu, wenn die Giftdosis
unter dem erwihnten Wert liegt, z. B. nach Vergiftung mit einer dlge:
aber schwerere oder leichtere, zumindest ortliche Erkrankungen machen
auch die iiberlebenden Tiere immer durch. Erst Giftmengen, welche kleiner
als die dl, sind, also kein Tier mehr vor Ablauf des 5. Tages zu toten ver-
mogen, sind fiir eine bestimmte Anzahl von Individuen unwirksam
(Pricer, 16). Aus all dem geht hervor, daB die unter natiirlichen Ver-
haltnissen bestehenden Resistenzunterschiede ein im grofen und ganzen
noch recht #hnliches Verhalten der Tiere bedingen. Es kommt nicht vor,
daB in einer und derselben Versuchsserie manche Tiere sehr frith sterben
und andere iiberhaupt nicht geschédigt werden. Und in Kollektiven,
die mit einer zwischen der dlygy und der dl, gelegenen Toxindosis vergiftet

sind, in denen also der eine Teil der Tiere vor dem Ende des Stichtages
stirbt, wihrend der andere Teil diesen Zeitpunkt iiberlebt, wird weder

1) Diese Dosis wird haufig auch als ,sicher tédliche Dosis* bezeichnet.
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das eine noch das andere beobachtet: hier fehlen also beide Extreme, und
es kommt nur eine mittlere Skala der Reaktionen zur Beobachtung.
Ganz anders liegen die Dinge bei immunisierten Tieren. Mit der-grbﬁten
RegelmaBigkeit hat sich bei monatelanger Beobachtung der einzelnen
Versuchsserien immer wieder gezeigt, dal von den Individuer%, .Welche das
Ende des Stichtages iiberlebten, ein recht groBer Anteil ,,defimtl_v“ gerettet
war — ja, viele Tiere wurden nicht einmal krank oder‘ zeigten sogar
keine Verdnderungen an der Injektionsstelle des Giftes! Dlesgs Verhal.ten
ist auch dann zu beobachten, wenn nur ein kleiner Antellider Tiere
— 25 Proz. oder weniger — den Stichtag iiberlebt. Selbstverstindlich werden
auch bei immunisierten und vergifteten Tieren chronisch Verlaufepde Krajnk-
heitsfiille und Spéttode beobachtet, aber viel seltener als bei den nicht
immunisierten Tieren. Dagegen sind frithe Tode, 18—36 Stunde_n nach
der Injektion, wieder sehr hiufig. In vielen Fillen er.ltsche.ldet s%ch das
Schicksal der Tiere innerhalb der ersten beiden Tage: viele Tiere, die dann
nicht gestorben sind, kommen ganz durch. : . -
Man kann sich diese Verhiltnisse in schematischer Weise erklareI},
wenn man sich vorstellt, daB die verschiedenen Tiere jg nach ihreH} ImI.num-
titsgrad kleinere oder groBere Bruchteile der .injizlerten Tox.lnndosm zu
entgiften vermogen und daB die Tiere eines bestimmten Immumta,tsgra.des
auf den nichtentgifteten Rest entsprechend ihrer natiirhchen.Toxm—
resistenz reagieren. Demgem#lB verteilen sich die Absterbezeiten "der
Individuen, die sich am schlechtesten immunisiert haben, ungefihr gber
den gleichen Zeitraum wie die Absterbezeiten von normalen (d. h. nlcht
mit Antigen vorbehandelten) Tieren, welche mit der zur I'mmumtats-
priifung beniitzten Toxindosis, z. B. bei Ver'.wendl.mg des Giftes T 172
mit 1,8 mg = 12 dl,, vergiftet werden; derartige Tiere s1ferben .al.so inner-
halb der ersten 30 Stunden. KErst bei Tieren, die besser 1mmun151_ert smql,
verlingern sich die Absterbezeiten. Tiere, welche d_ie Priifungsdosis soweit
zu entgiften vermogen, daB gerade 1 dlyg zur Wirkung gelangt,' Wgrden
also 36—120 Stunden nach der Vergiftung zugrunde gehen. Bei Tlferen,
welche noch hohere Immunititsgrade besitzen, kommen noch _klemer.e
Mengen (z. B. die dly, dlys usw.), schlieBlich bei den am besten immuni-
sierten Tieren nur solche Dosen, welche unter der dl, liegen, zur Wirkung.
Viele von diesen Tieren sind ,,definitiv*‘ gerettet oder bleiben sogar vor
Erkrankung geschiitzt. Es ist also ohne weiteres verstindlich, warum der
Sterbetypus, welcher bei normalen, mit einer zwischen der dl;o, und der
dly gelegenen Dosis vergifteten Tieren die Regel ist, bei immumswrt.en
Tieren verhaltnismiBig selten zur Beobachtung gelangt und warum hu.ar
gerade die extremen Fille, Friihtod und volliges Gesundbleiben, so haufig
sind. Die Skala der Reaktionen, die sich bei normalen (nichtimmunisierten)
Tieren z. B. nach Injektion einer dly, ergeben, 148t sich nicht mit d?r
Skala der Reaktionen vergleichen, die bei einem immunisierten Kollektiv
beobachtet werden, in welchem 50 Proz. der Tiere iiber das Ende des
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Stichtages hinaus am Leben bleiben. Der Reaktionstypus, der im ersten
Fall im Vordergrund steht, beherrscht im zweiten Fall nur einen gewissen
mittleren Teil der Skala und tritt dementsprechend nicht mehr auffallig
in Erscheinung.
VIL

Fiir die staatliche Priifung der Diphtherieimpfstoffe gilt erstens der
Grundsatz, daB sie geniigend entgiftet sein miissen. Dies wird festgestellt,
indem Meerschweinchen das Fiinffache der Hbchstgebrauchsdosis injiziert
wird. Die Tiere miissen dauernd frei von Léhmungen bleiben und miissen
8 Wochen beobachtet werden; denn Spatlihmungen, die das Vorhandensein
kleiner Giftreste in den Impfstoffen beweisen, treten bisweilen erst nach
Verlauf mehrerer Wochen auf. Impfstoffe, die in der genannten Dosis bei
Tieren noch Léhmungen hervorrufen, werden unter allen Umstinden zuriick-
gewiesen. Die Impfstoffe miissen ferner steril sein. Und endlich miissen
sie in bezug auf ihre Immunisierungskraft mindestens dem Standard-
praparat!) entsprechen bzw. 1 Schutzeinheit im Kubikzentimeter enthalten.

Wie eben angedeutet wurde, muB von jedem Impfstoff das Fiinffache
der Menge, welche als Hbchstgebrauchsdosis beim Menschen Anwendung
finden darf, von Meerschweinchen ohne Schédigungen vertragen werden.
Allerdings sehen die Priifungsvorschriften vor, dal} nur solche Impfstoffe
zum Verbrauch zugelassen werden, von denen mindestens 5 cem fiir Meer-
schweinchen vertriglich sind. s ergibt sich hieraus, daB nur Impfstoffe
zugelassen werden, von denen.dem Menschen mindestens 1 cem ein-
gespritzt werden kann. Andererseits miissen die Diphtherieimpfstoffe hin-
sichtlich ihrer Immunisierungskraft wenigstens den gleichen Wert wie das
Standardpriparat besitzen; d. h. die Menge, welche das Aequivalent von
1 Schutzeinheit darstellt, darf héchstens 1 cem betragen. Durch die
Erfiillung dieser beiden Forderungen ist gleichzeitig ein bestimmter Mindest-
wert fiir den ,,immunisatorischen Index der in den Handel kom-
menden Tmpfstoffe festgelegt.

Als ,,immunisatorischer Tndex*soll der Quotient bezeichnet werden, der
sich ergibt, wenn die Hochstgebrauchsdosis durch das Aequivalent
von 1 Schutzeinheit dividiert wird. Fiir einen Impfstoff A, der in Dosen
von 5 cem fiir Meerschweinchen unschidlich ist und der in 1 cem 1 Schutz-
einheit enthélt, ergibt sich

Hochstgebrauchsdosis 5 1 _1
Aequivalent von 1 Schutzeinheit 1

Der immunisatorische Index eines Diphtherieimpfstoffes steigt nun
einerseits, wenn er in griBeren Dosen als 5 cem von Meerschweinchen ver-
tragen wird, andererseits, wenn er mehr als 1 Schutzeinheit in 1 cem ent-

halt. Dies moge am Beispiel von drei Impfstoffen B, C und D erliutert
werden.

1) Das seit 1934 im Gebrauch befindliche Standardpriparat F 191 wird zur
Durchfiihrung der Priifungen so geldst, daB auf 1 com 1,9 mg =1 SE entfallen.
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Impfstoff B: Dosis tolerata fiir Meerschweinfzhen.: ) cem; Hbc'hs;
gebrauchsdosis fiir den Menschen: 1 cem; Schutzeinheiten in 1 cem: 2;
Aequivalent von 1 Schutzeinheit: 0,5 cem. : R

Impfstoff C: Dosis tolerata fiir Meerschwemch_en: .7,5 c.cml, 00' sl.
gebrauchsdosis fiir den Menschen: 11,5 cem; Schutzeinheiten in 1 cem: 1;

ivalent von 1 Schutzeinheit: 1 cem. )
Aeql}lﬁpfstoff D: Dosis tolerata fiir Meerschweinch.en: ‘7,5 ccml, Hoc%ls;
gebrauchsdosis fiir den Menschgn: 1,5 cem; Schutzeinheiten in 1 cem: 2;
Aequivalent von 1 Schutzeinheit: 0,5 cem.

Fiir den Impfstoff B ergibt sich:

Hochstgebrauchsdosis
Aecquivalent von 1 Schutzeinheit

Fiir den Impfstoff C ergibt sich:

Hochstgebrauchsdosis Ez 15.

Aequivalent von 1 Schutzeinheit e,
Fiir den Impfstoff D ergibt sich:
Hochstgebrauchsdosis b 1;5 Ly
Aequivalent von 1 Schutzeinheit 0,6

Tmpfstoffe, von demen weniger als b cem vertragen werden otd}llerl tg;e
das Aequivalent von 1 Schutzeinheit in hi.jheren Dosen als 1 ‘cclm .end gum};
d. h. Impfstoffe mit einem immunisatorlschen. Index unter 1 sin i
die Priifungsvorschriften von der Anwendung le).elm Me.nschen.autsg?sch : In:
Die Einhaltung eines Mindestwertes von 1. tiir den immunisa 011S£3 eSGhut—
dex gewshrleistet die Moglichkeit, (;,)me hl}hn.dis;cmrzzlﬁre ;}:t(ligeinf émfte iy

inhei i iben zu konnen, obwohl nic finfte 1
fiill'nhgilitr) i\lﬁx(laz:sriehlgemchen sicher vertriglichen Impfstoffdosis injiziert
rf. .
Werdli;af aJkijnnte vielleicht die Frage stellen, warum die Pr}'ifungsx.rorsc}%nf}‘ien
sich nicht darauf beschrinken, einen Mindestwert fiir den 1m1?umsat(.);'1.scke.r;
Index vorzuschreiben, sondern auch gewisse Grenzwerte ful: Ungiftigkel
und Wirksamkeit fordern. Fiir einen Impfstoff E, der nur 1n.Dos'en von
2,5 cem von Meerschweinchen vertragen wird, aber 2 Schutzelnh'elten im
Iéubikzentimeter enthilt, und fiir einen anderen .Imp.fst.off F, d!er in posten
von 10 cem vertragen wird, aber nur % Schu.tzem}}elt im Kublkzentulne er
enthilt, ergibe sich ja gleichfalls ein immunisatorischer Index von "gu;
fiir den Tmpfstoff A. Die tatsichlich getroffene Regelung hat demgegenu e
jedoch erhebliche Vorteile. Einerseits ist dafiir ggsorgt, d.am man,
um eine Mindestmenge Antigen (1 Schutzeln'h.elt) einzuver-
leiben, in keinem Falle mehr als 1 cem zu injizieren ha?. Bei
dem Tmpfstoff F wiirde dies nicht zutreffen, weil hier 2 cem das. Aequivalent
von 1 Schutzeinheit darstellen. Andererseits wird Verhlpdert, d.aB
Zz B. der Impfstoft E, der zwar 2 Schutzeinheiten im Kubik-
zentimeter enthalt, aber nur in Dosen von 0,5 ccm angewendet

e
0,5
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werden darf und infolgedessen dem Impfstoff A nicht iiber-
legen ist, in den Handel gelangt; der hohere Antigengehalt eines
solchen Impfstoffes kinnte die irrtiimliche Vorstellung begiinstigen, daB
er dem Tmpfstoff A iiberlegen ist. Dariiber hinaus muf} es aber auch als
Vorteil gelten, daB alle in den Handel gelangenden Impfstoffe bis zu einer
gewissen Dosis (1 cem) angewandt werden kinnen. Diese Grenzdosis darf
zwar bei manchen Impfstoffen (z. B. C und D) iiberschritten werden; aber
bei keinem Impfstoff ist es erforderlich, die Dosierung noch weiter ein-
zuschrianken, d. h. eine unter 1 ccm liegende Dosis als
Die praktische Anwendung der Impfstoffe wi

leichtert und die Gefahr der unbeabsichti
vermieden.

Grenze einzuhalten.
rd hierdurch er-
gten Ueberdosierung

Anhang.

Staatliche Priifung der Diphtherieimpfstoffe.
RdErl. d. MdL v. 24. 10. 1934 — IIIa III 1971/3471).

(1) Die mit RdErl. d. MfV. v. 22. 7. 1927 — T M III 1977/27 (VMBI
S. 788) verdtfentlichten »»Priifungsvorschriften fiir Diphtherie-Toxin-Anti-

toxingemische‘* behalten bis auf weiteres nur noch fiir die Priifung des TAF
ihre Giiltigkeit. Im iibrigen werden sie mit sofortiger Wirkung durch die
nachstehend bekanntgegebenen ,, Vorschriften fiir die staatliche Priifung der
zur aktiven Immunisierung gegen Diphtherie dienenden Impfstotfe* ersetat.

Da noch weitere Untersuchungen im Gange sind, die unter Umsta
absehbarer Zeit eine Vereinfachung der Vorschriften gestatten und ihre
Abanderung notwendig machen, erstreckt sich die Giiltigkeit der neuen
Vorschriften zunichst auf die Zeit bis Ende Oktober 1935.

(2) Ich ersuche, das Weitere zu veranlassen, inshesondere alle mit den
Aufgaben von Medizinaluntersuchungssimtern betrauten medizinischen In-

stitute durch Hinweis auf diese Verdffentlichung nebst Bezugsquelle in
Kenntnis zu setzen. ‘

An die Reg.-Pris.,
amter sowie die mit d
Kreisdrzte.

nden in

den Pol.-Pris. in Berlin, die staat]. Medizinaluntersuchungs-
eren Aufgaben betrauten medizinischen Institute und die
— MBILV. S. 1427.
Anlage.
Vorschriften fiir die staatliche Priifung der zur aktiven
Immunisierung gegen Diphtherie dienenden Impfstoffe.

§ 1.

Die zur aktiven Immunisierung gegen Diphtherie dienenden Impifstoffe unter-
, bevor sie in den Handel gebracht werden, der staatlichen Priifung im Staat-
lichen Institut fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M. Dieser staatlichen

liegen

1) Sonderabdrucke dieses RAErl
stellung von Carl Heymanns Verlag,
Sammelbestellungen erwiinscht.

nebst Anlage kénnen bei umgehender Be-
Berlin W 8, MauerstraBe 44, bezogen werden.
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ie J :

. ! i Mindest-
{i hat eine Vorpriifung in der Herstellungsstitte v01a115ngehe11. z]l)lll(re1 ellvflléln elss :
Irilreli:lf;:g])ilphtherieimpfstoff, welche zur Vorpriifung und ;?éﬁ}:;f;l;%e;: b Sin(i
i g ; kleinere Mengen zur g ,
dert Liter betragen; wenn x Ll ; .
ilci)il :llll‘f‘uhundert Liter entfallenden Priifungsgebiihren zu entrichten

Vorpriifung in der Herstellungsstitte.

§ 2. o
- Kontrollbeamte nimmt den zur Vorprﬁ‘{"ung bestimmten mit e}1‘r1:e1;‘L ;1{3‘2::0111“
< f)ﬂh en Impfstoff gegen Quittung in Empfang und mac. & -
. YEIS’SB ?élh die nétigen Eintragungen. Vor Ausfithrung der Vm\}’)ru liﬁiﬁ o
flemeIlE]pr)le:fsf JJZindestens wihrend der Dauer von drei Monaten unter Versc
er

Kontrollbeamten bei Zimmertemperatur lagern.

§ 3. .

i i rti in der Weise hergestellt,
Wird ein Impistoff aus .versc}.uedenen Elnzeelg)eot;ttl:nl\irils glrllungen ek
e mehrerent?e}iaﬁizloiii'?l?s;;fltzuiﬁ? %Zﬁftellung der Mischungep iil?erwzltc.h;r;
34 mu.B 4y staf;]rlc‘ evtilli en Uebereinstimmung iiberzeugen, wenn sie du.e % eic ;
B e e'lh Iten gsollen. Der Kontrollbeamte hat in diesem Falle d1e"b pefiie
g -e 1E'ailzel ortionen in seinem Dienstbuch zu vermerken unq iiber %
o d 1- inpseiner Gegenwart hergestellten Mischunger‘l‘ Aufze'lcl}lrtmn.gfzd
s e E?ile réBere Impistoffmenge in verschiedene GefilBle vertel ' wue rl
s mac'hen. W'enn § ber%falls unter der Aufsicht des staatlichen Kontrollbe;tlm enDer
e Verte?lun%):eteﬂten Mengen gleiche Kontrollnummer erhalten sollen. XL

fl(ilgea’ollfsgjmi;e ha;Ltb Aufzeichnungen iiber die in seiner Gegenwart vorgenom

{ontr

Verteilung zu machen. § 4

Ausfithrung der Vorpriifung sind Probemenger} in Gegenw:rt_des %Zi?r(;ﬁ
e 115&1 Originalbehiiltern zu entnehmen. Wud.Impfstof. einer onis
beamten alL ‘enhiedegnen Gefifen aufbewahrt, so muf d.1e Vorp%'ufung au P
:ll]ﬁ:ll‘m];rn;llvzgﬁ; ausgedehnt werden. Die Vorpr}ﬁ{funtg flsllzeali;lg:ftiib;; r\l{;ﬁse e
: i i it des Kontro e
nahme der Probemengen und bei Anwesenheit s g e}
e g{'eerisc 132?32?1?5115&1Zi’ioc—l;rzGAOH\;gveigungsvm’rschrif!: angeg.ebei\rrl we;l(:irrt
Inll)fSt(}ff&n e: o ;fe: eine Menge von 5 cem subkutan injiz1e.rt xerd. 1]{)1(3 ) ;;.yneben,
?l(lli“fnelrl;lufﬁs:irzeasind dem Kontrollbeamten sofort nach der Injektion bekanntzug

§ 5. . . ey ird, so
Wenn der Impfstoff ohne stirkere Allgeme-mSChadl%ugger;\fm;&agge;nd:; Tmpf-
¢afB innerhalb von 8 Wochen keines der Versuchst.lere du'rc h die R el
; otet wird und bei keinem von ihnen diphtherische La mung i i
stOffles glito : d;vu(}ewinnungssté,tte bei'dem Kontrollbeamten d1e.E1nle1tung e]i["'hren
E:ﬁeﬁnhgﬁg Eeantmgen. Ueber die Vorpriifungen sind. AufZ‘ellcjl‘T::siecIL;;g lzlu er:
aus denen die Untersuchungsanordnung und dE.LS Ergebnls‘ (11;1\)1 I:;en sih i Abaphlinh
kennen ist. Die Aufzeichnungen sind dem staatlichen K_Ontlo‘ Veiz-mriifung A
der Vorpriifung vorzulegen. Die Aufzeichnungen und die Zl?l : (? P mit der Ueber-
Tiere sind dem Kontrollbeamten, dem von der.;andeswgmunger dem Vertreter
wachung der Herstellungsstitte beauftragten Medizinalbeamten gen Auizeichnungen
des Priifungsinstitutes auf Verlangen jederzeit vorzulegen. Aus ten Gifte und Sera
mufl auch das Alter der zur Herstellung der Iml.)fStOﬁe vy = Herstellung der
und das Ergebnis ihrer Auswertung ersichtlich sein. Pl“oben der ]:ur e, P
Impistoffe beniitzten Gifte, Giftprodukte und Sera sind aufzubew
Priifungsinstitut auf Anfordern einzusenden.
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§ 6.
Der Zusatz von 0,5 v. H. Phenol oder 0,4 v. H. Trikresol oder weniger zu den
Diphtherieimpfstotfen ist erlaubt. Ferner diirfen die zur Gewinnung von Formol-
i ine mit 1,25 v. H. Formol (0,475 Volum-Prozent

Einsendung zur staatlichen Priifung.

§ 7.
Auf Antrag der Herstellungsstitte hat der Kontrollbeamte nach Abschluf der
Vorpriifung die staatliche Priifung der Impfstotfe einzuleiten,

§ 8.

Zur staatlichen Priifung diirfen nur solche Priiparate eingesandt werden, die
nach AbschluB der Vorpriifung ohne Unterbrechung unter Verschlug des Kontroll-
beamten geblieben sind.

§ 9.
Fiir die staatliche Priifung sind von jedem Priiparat

1. 10 Proben zu je 5 cem
2. 3 Proben zu 150 cem
3. 1 Probe zu 1000 cecm
in Gegenwart des Kontrollbeamten zu entnehmen und in sterilisierte Gefige abzufiillen
Wenn ein Tmpfstoff dem Kontrollbeamten in mehreren Originalbehiltern iibergeben
wurde, sind die unter 1. und 2. genannten Proben aus jedem einzelnen Behiilter zu
entnehmen und entsprechend zu kennzeichnen. Wird von einer groBeren Impfstoft-
Lt, so sind die unter 1. und 2. er-
wihnten Proben nur von denjenigen Behiltern einzusenden, auf welche sich die
Priifung erstrecken soll. Werden spater weitere Impfstotfmengen zur Priifung ge-
stellt, so sind dem Priifungsinstitut Proben aus den entsprechenden Behiltern ein-
zusenden.

Die unter 3. genannte Probe ist nur einmal zu entnehmen, soll jedoch aus
Portionen, die den verschiedenen Einzelbehiltern entstammen, gleichmiBio gemischt
sein. An Stelle einer Probe von 1000 cem, welche dem Antrag zur Priifung von ein-
fachen Impfstoffen beizufiigen ist, sind 500 cem (100 cem usw.) einzusenden, wenn der
Impistoff als 2fach (10fach usw.) bezeichnet wird.

§ 10.

Die Probeflischchen sind vor der Einsendung an die Priifungsstelle in Gegen-
wart des Kontrollbeamten zu plombieren, mit einer Aufschrift zn versehen, aus der
die genaue Bezeichnung des Priparates nebst Kontrollnummer, bei Aufbewahrung
des Vorrats in verschiedenen Originalbehdltern die nihere Bezeichnung des Aut-
bewahrungsgefiBes und der Tag der Einfiillung der fiir dag Priifungsinstitut bestimmten
Proben ersichtlich sind.

§ 11.
Die Herstellungsstéitte hat der Sendung ein Begleitschreiben nach Muster A
ufiigen, in dem die erforderlichen Angaben iiber die Zusammensetzung des Impft-
stoffs (Art und Mischungsverhaltnis der Bestandteile der Toxin-Antitoxin-Gemische
bzw. Toxoide und Toxoid-Antitoxin- Gemische sowie deren Operationsnummern, Gehalt
an Konservierungsmitteln und Chemikalien) und auch das Ergebnis der in § 2—4 vor-
geschriebenen Vorpriifungen mitzuteilen ist. Aus dem Begleitschreiben muB auch
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die Anzahl, der Inhalt und die Bezeichnung der Aufbewal'lrungs.gefét.ﬁe iel'vorgi};;;;
Dles Be lei;:sclu'eiben ist von dem Kontrollbeamten auf seine Richtigkeit zu p
2 g

und gegenzuzeichnen. Fa

Nach Entnahme der Probemengen (§ 9) sind die Originalbe}.lili?er mffﬁ‘::iﬁ
des Kontrollbeamten unter Plombenverschlufl zu nehmen und bei ZImr‘:el e ]ﬁuﬁt i
ine einem Raume abzustellen, der von dem Kontrollbeamten unter Mitversc

halten ist.
Staatliche Priifung.

§ 18.

Die staatliche Priifung erstreckt sich auf die Feststellung der Keim‘freihefltt, ?fzr
Unschiidlichkeit bzw. der Ungiftigkeit, sowie des Immunisierungswertes der Impistoife.
ns :

§ 14. 4 .
Die Priifung auf Keimifreiheit erfolgt nach den gel.)ra}ll‘chhlc)hen b;;iei;;:
i ind mindestens ein Agarrohrchen, ein Trau enzuckerag
e ool 0 jeweils i héltnis von 0,25 auf 10 ccm
O i Nihrbritherohrchen jeweils im Verhéltnis ®
rohrchen und zwei Nahrbritherd ! b e R
i i Agarréhrchen ist zu einer Platte auszug :
Niahrboden zu beimpfen. Das Ag I ine R
ragarrohr ird eine Schiittelkultur in hoher Schic geleg
raubenzuckeragarréhrchen wird eine ; . ! .
% Das Ergebbnis der Priifung ist nach sechstigiger Beobachtung der Kulturen bei
?70 C festzustellen. 15
Bei der Priifung auf Unschéddlichkeit wird zunichst fiftg.estelll\;, Bolzib(iir
i rikr g : hydgehalt (§ 6) das zuldssige Ma -
raice Phenol-, Trikresol- oder Formaldehy . -
:E;;;elibtzt Wenn zwei weille Méduse von etwa 20 g Gewmhtz denen‘0,5 ‘ccm d:znltllril(})he
stoffes uilter die Haut gespritzt wurde, nach 24 Stunden keine oder nuIl{ um;faViemngs-
Vergiftungserscheinungen zeigen, ist anzunehmen, dafl der Gehalt an Kons g
mitteln das zuldssige MaB nicht iiberschreitet.

§ 16. "
Zyecks Feststellung der Ungiftigkeit werden zwei Prifungen ‘"““S%ez“l;l;ﬁ
1. Zwei Meerschweinchen von 240—?69 g Gew1ch§ Wellrden ],165.;2 3(;21 gliichen
Gevithisktuse obulten d geivhe Dosis dos Tpistoies gemioeht. mit sines Mnge
Gewichtsklasse erhalten die gleiche Dosis &l5: dis Misohung it mash
Diphtherieserum, welche Antitoxin im U.el?gr.schuﬁ enthalt,. shrend einer Beob-
instiindiger Aufbewahrung bei 37° C zu injizieren. Wenn sich wihren ! L ’
Zg;ls;l:;;slgauer von 5 Taggen bei den Tieren der ersten Gruppfz vqisentlilr(;}l;efsjigkzlee;
Verinderungen an der Injektionsstelle entwickelI‘L oder wenn d.el Allgeme e
ihnen wesentlich schwerer ist als bei den Tieren der zweiten Gruppe,
Impistoff nicht als hinreichend entgiftet gelten. ) e ) i
2. An zehn Meerschweinchen von 240—260 g GerC}lt wird em‘e Plgﬁung] D\JTOE:
geénommen, aus der sich ergeben muB, daB die Tiere das Fun_ffa(}he der gl(l):) enwercfen
stoffmenge, die als Gebrauchsdosis in der Anxvendungqurschr.lft &ngegehen e
S0ll, mindestens aber die Menge von 5 cem bei subkutaner Verimpfung o 12139 %\cfochen
Allgemeinschidigungen vertragen, so daf von 10 Tle.ren mnerhhallr) von o
keines durch die Wirkungen des Impfstoffes getotet wird und bei keinem vo
diphtherische Lahmungen erzeugt werden. . ‘
Bei der Priifun; der Immunisierungskraft dient al§ MaBstab ein getrock-
neter und in Vakuumréhrehen eingeschmolzener Standardlrpp.fstoff Von‘ gen;[u
bekannter Wirkung, der im Institut fir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M.
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aufbewahrt wird. Das in den Vakuumréhrchen enthaltene Pulver wird unmittelbar
vor der Priifung gemiB der auf dem Ttikett gegebenen Vorschrift in physiologischer
Kochsalzlosung aufgelost. Mit der hierdurch gewonnenen Losung werden 125 Meer-
schweinchen von 240—260 g Gewicht immunisiert, und zwar durch subkutane Injektion
einer in den verschiedenen Jahreszeiten verschieden zu wihlenden Dosis, welche
erfahrungsgemif etwa 50 v. H. der Versuchstiere gegen die vier Wochen spiter
vorzunehmende Intoxikation mit der Priifungsdosis ‘des Testtoxins zu schiitzen
vermag.

Aus dem zur Prifung gestellten Impfstoff wird entsprechend der Wert-
angabe der Fabrik mit physiologischer Kochsalzlgsung eine Verdiinnung hergestellt,
welche der Losung des Standardimpfstoffes gleichwertig sein miiBte. Ein als zweifach
(zehnfach usw.) bezeichneter Impistoff wird somit auf die Hilfte (ein Zehntel usw,)
verdiinnt; ein als einfach bezeichneter Impistoff bleibt unverdiinnt.

Mit der nach dieser Vorschrift hergestellten Verdiinnung des zu priifenden
Impfstoffes werden ebenfalls 125 Meerschweinchen von 240—260 g immunisiert. Die
jedem Tier zu injizierende Dosis muB ebenso groB sein wie die bei der Immuni-
sierung der ersten Tierserie verwandte Dosis  der Lésung des Standardimp-
stoffes.

Als Testtoxin dient ein getrocknetes und in Vakuumrohrehen eingeschmolzenes

Diphtherietoxin von genau bekannter Wirkung, das im Institut fiir experimentelle
Therapie aufbewahrt wird. Das in den Vakuumrohrchen enthaltene Pulver wird
unmittelbar vor der Intoxikation der immunisierten Tiere gemifi der auf dem Etikett
gegebenen Vorschrift in physiologischer Kochsalzlgsung aufgelostl). Von dieser Losung
werden jedem der vorbehandelten Tiere 28 Tage nach der Immunisierung 2,5 com auf
250 g Korpergewicht injiziert. Zugleich ist die Wirksamkeit des Testtoxins an 12 nor-
malen Meerschweinchen von 250 g Gewicht zu priifen. Und zwar werden sechs Tieren
2,6 cem der zur Intoxikation der immunisierten Meerschweinchen verwandten Losung
subkutan injiziert. Aus dieser Lésung ist eine Verdiinnung herzustellen, welche in
2,6 cem die einer dlg, entsprechende Toxinmenge enthilt; von dieser Verdiinnung
werden sechs weiteren Tieren 2,6 com subkutan injiziert.

Die Beobachtungsdauer nach der Intoxikation betrigt 5 Tage. Wenn der
gepriifte Impfstoff bis zum Ablauf dieser Zeit den gleichen oder einen héheren Prozent-
satz von Tieren am Leben erhilt wie der Standardimpfstotf, ist er mit der von der
Fabrik gemachten Wertangabe zuzulassen. Wenn der gepriifte Impfstoff einen wesent-
lich geringeren Prozentsatz von Tieren am Leben erhilt als der Standardimpfstoft,
ist er zuriickzuweisen. Bei der Beurteilung des Ergebnisses ist die Streuung des Ver-
suchsausfalles, die in zwei Tierserien auch bei volliger Gleichheit der zu ihrer Tmmuni-
sierung verwandten Impistotfe zu erwarten ist, entsprechend der Zahl der zur Priifung
verwandten Tiere zu beriicksichtigen.

§ 17,

Wenn ein Impfstoff in mehreren Originalbehéltern aufbewahrt wird, sind die
in §§ 14 und 15 vorgeschriebenen Priifungen mit Proben aus jedem Behilter aus-
zufiithren, der zur Priifung angemeldet wird (vgl. § 9). Das gleiche gilt fiir die beiden

in § 16 vorgeschriebenen Priifungen zur Feststellung der Ungiftigkeit. Die in § 16

1) Da die Priifungsdosis des Testboxins eine urspriinglich willkiirlich gewdhlte
GrofBie ist, ist bei der Einfihrung eines neuen Testtoxins diejenige Menge als
Priifungsdosis zu wihlen, welche von gleichartig und gleichzeitig immunisierten Tieren
den gleichen Prozentsatz totet wie die Priifungsdosis des noch im Gebrauch befindlichen
Testtoxins; jedoch diirfen nur solche Gifte als Testtoxine eingefiihrt werden, deren
Priifungsdosis mindestens das Zehnfache der dlye, darstellt.
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\4 OI'geS(/hllebene Pr llf llng der Imr lllnl’ Siel ungSkl aft w l‘rd f.L.lI el.llell in mehreren Be'
5 ; p / i i § r3 nannten
i .
h&lteln afllfbe Wa:hl ten Im fst()ff nur elllllla;l, und zwar mit der mn 9 unte ge I

i efiihrt. - ‘
PIObeDézsii § 16 vorgeschriehenen Priifungen zur Feststellung der Ungiftigkeit werden
i

ter Verwendung der in § 9 erwihnten Proben, die in de.am Priilftungsinstltute bei
I;1melilertemperzmn' aufzubewahren sind, nach einem Jahr wiederholt.

§ 18. ‘ '
Wenn sich die Angaben der Fabrik iiber Ungifti.gke.it und W]Ililsamrllfgfl ge;
Impfstoffe als unzutreffend erweisen, kann das Priifur]x?gm?stltufl a};’; ?llf)el‘lmrzzhmen 5
: ) . fiftung dar ,
enden Bestandteile anfordern und eine Priifur v : '
ZPfZHI])EW‘:l};gs ]e?;el:standteile beziiglichen Angaben der Herstellungsstitte zutretfen
ie a

Freigabe der Impfstoffe.

§ 19.
Von dem Ergebnis der staatlichen Priifung erld dfar Helstellier du;tczl}ﬁ Riic
dung des Befundscheines nach Muster B unverziiglich in Kenntnis gesetzt.
sen.

§ 20. -
Der Kontrollbeamte ist dafiir verantwortlich, daf die d%rtstaat?ch(;);lnrli’1;1rl
tellten Diphtherieimpfstoffe von der Herstellungs'sta,t e. n;'“fun g
ilmllwxg I—;ﬁfgﬁ gebracht werden, wenn es nach dem Ergebnis der Prifung
(2} da

- ];St Entfernung der Plomben von den Originalbehiltern (§ 12), die Abfiillung
ie

i - seiner nden Aufsicht
‘0 die VersandgefiBe und deren Plombierung darf nur unter seiner dauer
ln i . . . " n.
und nach den Bestimmungen seiner Dienstanweisung erfolge

§ 21. '
Aus den Aufschriften der Versandgefifie muf ersichtlich sein
1. die Herstellungsstitte, )
2. die genaue Bezeichnung des Préparates,

ie Kontrollnummer, . T
i. ?ﬁz %;)zeichnung ,,Staatlich gepriift sowie Ort und Tag der Priifung,

5. der spiiteste Zeitpunkt der Verwendbarkeit des Priparates.

§ 22.
Wird ein Impfstoff auf Grund der staatlichen Priifung als den f‘\nftm&iei;u%g;?
nicht entsprechend zuriickgewiesen, so hat der Kontr.ollbea,mte ('len \\Z]Oi?wrk Fricl
steller wieder zur Verfiigung zu stellen und in seinem Dienstbuch einen Ve

7 n.
aufzunehme o 5. | -
Fithren Nachpriifungen (§ 17) eines zugela-ssenen }1npfs?0:fesozi1mtelgzlsn o
gebnis, nach dem seine weitere Verwendung 1.1'10ht zuliissig 1ts, sn Ak
fungsinstitut sofort bei der zustindigen Behorde zu beantragen,
treffende Kontrollnummer aus dem Verkehr gezogen wird.

§ 24.
5 Jahre nach der Freigabe (Zulassung) werden sii'mtliche ImPfStf’ﬁe wi%iﬁliA:n
laufs der Gewdhrsdauer auf Antrag des Priifungsinstituts durch die zus g
Behorden serienweise eingezogen.




&lster A.
Begleitschein Nr.
fiir die staatliche Priifungsstelle
zu dem von

in__ N
e ey

eingesandten Diphtherieimpfstoft,

== = &N

Art des Impfstoffes:
—— . lhe

Kontroll- (Hauptbuch-) Nr.:

(Entsprechend der Aufschrift auf den Probeflischehen. )
Menge des Impfstoffes:
Zusammensetzung des Impfstoffes:
Bezeichnung und Inhalt der EinzelgefiBe:

Der Inhalt der folgenden EinzelgetiBe wurde bereits frither zur Prii-

fung gestellt:
e L i amen

Der Inhalt der folgenden Gefilie wird jetzt zur Priifung gestellt:

Menge der zugesetzten Chemikalien:
_—

Fiir den Gebrauch beim Menschen vorgesehene Héchstdosis:
Prifungsergebnis in der Fabrik:
Ungiftigkeit (Ergebnis der unter Aufsicht des Kontrollbeamten ausgefithrten
Priifung):
Wertangabe: fach (1 cem = Schutzeinheiten)

Keimgehalt:
—_— - e

Tag der amtlichen Einfillung der fiir das Priifungsinstitut bestimmten

Proben:
e SR s S

Datum der Einsendung zur Kontrollstation:_\

Bemerkungen:

Unterschriften

des staatlichen Kontroll- und des Vertreters der Her-

beamten: stellungsstitte:

- . — ..
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Muster B.

Bescheinigung

ber das Ergebnis der im Staatlichen Institut fiir experimentelle Therapie in Frank-
iiber

furt am Main ausgefiihrten Priifung des von

mit Begleitschein Nr.

am -
eingesandten Diphtherieimpistoifes (Menge iter)

Vorm.
eingetroffen am oo,

Art des Impfstoffes:
Kontroll- (Hauptbuch-) Nr.:
Bezeichnung der EinzelgefdaBe, auf deren Inhalt

sich die Priifung

erstreckte:

1. Der Impfstoff entspricht den gesetzlichen Anforderungen; er hat den angegebenen

. . i
Wert von Schutzeinheiten und kann in Dosen bis____ cc

beim Menschen angewandt werden.

II. Der Impfstoff wird beanstandet, weil

Der Kontrollstation sind demnach an Untersuchungsgebiihren gutzuschreiben

Bemerkungen:

Frankfurt a. M., den
(L. S.)

Unterschrift des Kontrollarztes.

ATb. 4, d. Staatsinst. £, exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a, M. XXXIIL,
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Prof. Dr. R. PricGE) des Staatlichen Instituts fiir experimentelle Therapie

IL

Variationsstatistische Untersuc.hl.mgen
zur Wertbestimmung von Diphtherieimpfstoffen.

Von
W. Schifer.

Mit 25 Abbildungen im Text.

- und mehr scheint sich die Auffassung durchzus.etzen, daB auch
der %\){i?)}ll;gigchen Forschung durch Anwendung mathematlsl;:h(ir 1.\’,[31};0(%?3
neue Wege des Erkennens erdffnet werden. Wenn fil:llch io oglswerden
kenntnisse im allgemeinen ohne Hilfe d61: Mathematik gewon}rllnenf. nicm,:
ja biologische Probleme einer mathematlsfzhen Beha,ndlung s alill 1gD it
mginglich sind, so hat sich doch inEvielep Fallen eldnicf3 I;&t)t;:;;lz ]i:src]O Echkeits-

i fruchtbar erwiesen. Es sel nur an : :
?erlﬁeg gigmﬁit. Ein Neuland in dieser Hinsicht.ist das Gebiet der Il'nm::?S:
titsforschung. Hier hat sich die mathema.tlsche thandlungsw«is;;ft
in den letzten Jahren von der Pharmak'ologzle her Emgal}g Verse ah ]"_‘[de

In der vorliegenden Abhandlung, die sich eng an die Vor;ng}f e %
Arbeit iiber die staatliche Priifung der Diphtherieimpfstoffe und 1 rede
perimentellen Grundlagen anschlieBt, soll der Versuch gemacht W%r .en,
die bei der Wertbemessung der Diphtherieantigene gewonnenen Ergebnisse
einer Behandlung mit variationsstatistischen Methoden zuzufiihren.

1. Ueber die Anwendbarkeit des Bernoullischen Theorems
zur statistischen Auswertung von Tierversuchen.

Der Vergleich zwischen den beiden Tmpfstoffen L 31 und F 47 (8. 10 f
der vorangehenden Arbeit) sollte feststellen, ob solche Mengen von ver-
schiedenen Formoltoxoiden, welche hinsichtlich ihres Gehaltes an Elockungs-
einheiten (vgl. vorangehende Arbeit, S. 8) iibereinstimmen, g{elcl.le oder
verschiedene antigene Wirksamkeit besitzen. Die Tatsache, (.laﬁ a.qulvalente
Mengen der untersuchten Impfstoffe in ihrer Wirksamkeit keinen nsiwh-
Weisharen Unterschied zeigten, besagt selbstversténdlich nur, daB gleiche

4%
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Mengen von Flockungseinheiten der Formoltoxoide L, 31 und F 47 von etwa
gleicher Wirksamkeit sind und darf nicht verallgemeinert werden. Dieses
Resultat gestattet also keine Entscheidung iiber die Frage, zu deren Klirung
die Vergleichsuntersuchungen ausgefithrt wurden, und besitzt somit in
biologischer Hinsicht nur untergeordnete Bedeutung, zumal da eine ein-
deutige Klérung durch die mit den Formoltoxoiden S 1, B8, L31, F72,
F 89 und F 191 angestellten Versuche (s. 8. 281.) ermoglicht wurde, in denen
sich sehr betréichtliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Tmpfstoffen
nachweisen lieBen. Die Feststellung, daB zwischen I, 31 und F 47, auf
Flockungseinheiten berechnet, kein erheblicher Unterschied besteht, ist
jedoch in theoretischer Hinsicht von groBer Bedeutung.

Obwohl eine ganze Reihe von Vergleichsversuchen mit den beiden
Impfstoffen L 31 und F 47 mit Kollektiven von je 100—125 Meerschweinchen
ausgefithrt wurden, lieB sich ein Unterschied zwischen den Impfstoffen
nicht einwandfrei feststellen. Die Tabelle 5 auf Seite 12 zeigt, daB die
Differenzen der Prozentsiitze der durch die gleiche Anzahl I (Flockungs-
einheiten) von beiden Impfstoffen geschiitzten Tiere stets innerhalb der
Grenzen des auf Grund des Theorems von BERNOULLI berechneten drei-
fachen mittleren Fehlers liegen. Wenn trotz der hohen Tierzahlen, mit
denen die Versuche angestellt wurden, keine statistisch gesicherten Unter-
schiede erzielt wurden, so kann das verschiedene Griinde haben:

1. Der Unterschied in der antigenen Wirksamkeit zwischen beiden
Impfstoffen ist sehr gering oder gar nicht vorhanden.

2. Die Streuung (Variabilitéit) des Versuchsmaterials ist so groB, daf
auch ein betrichtlicher Unterschied den Prozentsatz der geschiitzten Tiere
nur unwesentlich versindert.

3. Die statistische Auswertung auf Grund des BerNouLLischen
Theorems ist nicht zuldssig.

Der Zusammenhang zwischen der Streuung (Variabilitit) des Tier-
materials und der Genauigkeit der Bestimmung der antigenen Wirksamkeit
(des s»Schutzwertes) wird in dem Abschnitt 2e (,,Der EinfluB des Tier-
materials auf die Genauigkeit der Dosenbestimmung* . 81) eingehend
behandelt.

Zungchst muB die Frage untersucht werden, ob das Theorem von
BerNouLLI zur Auswertung der Versuche angewendet werden darf, oder
ob die Auswertung auf anderem Wege zu erfolgen hat.

Ein objektiver Unterschied kénnte nur dann  verdeckt werden, wenn die
auf Grund des Bernoullischen Theorems berechneten mittleren Fehler groBer
wiren als die tatsichlich vorhandenen Abweichungen der Versuchsergebnisse vom
theoretischen Wert, d. h. wenn die Streuung der Versuchsergebnisse yyunternormal‘
wiire (3, 4, b). Tatsichlich scheint jedoch das Gegenteil der Fall zu sein, die Streuung
der Versuchsergebnisse erscheint ungewdhnlich grof.

Welche Ursachen. kionnten fiir das Vorhandensein einer abnormen, d. h.
von dem nach dem BERNOULLIschen Theorem berechneten Wert abweichen-
den Streuung der Versuchsresultate verantwortlich gemacht werden ?
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Variationsstatist. Unters. zur Wertbestimmung von Diphtherieimpfsto fen

In einem . Bericht* des Kopenhagener Seruminstitutes (1) heilt es
e 2i:1 est possible, d’une part, que les animaux soient si uIlllfOI‘I:)leS
) e ' s
”ue la détermination des pourcentages de survie est bien p 111,se r(;eur

?01'me aux lois que le résultat d’une loterie, de sorte que

i p—_q Cela veut
moyenne par exemple est beaucoup plus petite que ‘/ -

. : 2 by
dire qu'il s’est produit une situation présentapt Pnet.dls’pe;suloollle:sous
la matiére étant ainsi estimee au-aessow
normale au sens de LEXIS, : . s snteesli
itérium mentionné. De 0té,
de sa valeur réelle par le cri m e e
i i les variations individuelle
n’est pas impossible que | divi P i
i i ffet si dérangeant q
utilisés dans ees expériences aient un e e it
: ; . , 2 1/24 i
moyenne devient maintes fois plus grande q 1/ - e
il est question d’'une dispersion hyper-n‘?rmale,“de fagon q
critérium surestime de beaucoup la matiere. . .. s
Danach wire die Verminderung der Streuung nur eimeE r{asi ks
i inheitlichem Versuchsmaterial. s ist
fung von geniigend ein . . i
Bes?}(:fit ei%lmal zu priifen, wie weit durch Verwendung von einheitlich
zuna ’

X i ., mit anderen Worten, ob es mog-
abgeleitete Formel VT 1) angibt, oder, m

ist, durch Verwendung von einheitlichem Versuchsmaterial zu einer unter-
rma treuung zu kommen. . . i1y
norm]g:e?virsd von bgiologischer Seite aus immer Wledf&l‘ .fmf die NOtwen}?likilﬁ
der Verwendung reiner Linien fiir variationsstatistische F.Inters.uc ulci -
h?ngewiesen, teilweise ohne geniigend k}are Vorstellung. dgrube:(,) I;: Vﬂztem-
Weise die Versuchsergebnisse durch die mehr oder mmfter igrd LS
genitiit des Versuchsmaterials beeinfluBt werden. Sehr o dw S
daB die Streuung der Versuchsresultate e:;iwasv ganzhaxigee{)e;isse L
i i i { ersuchse
treuung des Tiermaterials. Die Stleuu.ng er V : >
isibreil}ll;uit nicht von der Streuung des Tiermaterials beeinfluBt zu werden®)
Ein Beispiel mag das erliutern: \ . _ e
Es sl())ll die gWirksamkeit einer Giftdosis an einem bes’clmmltcehne 'éllefz_
material ermittelt werden. Dabei interessieren natiirlich nur ;or g
mengen, die nicht von allen Tieren glatt vertragen Werdel} 10 v:erden e
Tiere todlich wirken. Bei einem geniigend- grOBeI} Tiermateria S e
die Tiere nach ihrer natiirlichen Giftresistenz in Klassen or ;

.. i hl
1) Es bedeutet p = 100—q den Prozentsatz der iiberlebenden und n die Anza
der Versuchstiere. Qi
2) DaB die Genauigkeit der Auswertung der Versuchsresul’c%ge o Sdeglssleuung
des Tiermaterials abhiingig ist, hat hiermit nichts zu tun. Dariiber s. S. :
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die sich, nach ihrer GroBe geordnet, in gesetzmiBiger Weise um einen Mittel-
wert herumgruppieren. Nach welchem Gesetz das geschieht, ob nach dem
Gaussschen Fehlergesetz oder nach irgendeinem andern, das mag zunichst

gleichgiiltig sein. Nehmen wir weiter
Versuch erforderliche Anzahl Tiere eine
fiir jedes Tier wire die Wahrscheinlich

keit, herausgegriffen zu werden,
gleich groB.

Es

jedes Tier a priori durch die ihm ei
nach Injektion einer bestimmten Gift
wird, sofern nur fiir jedes Tier die
Dabei ist ganz belanglos,
séchlich ist, d. h. zu welch

Giftresistenz das betreffende Tier gehort. Wenn die Giftresistenz einen
bestimmten Wert iiberschreitet, dann bleibt dag Tier am I,
sie unter diesem Wert bleibt, stirbt es.

Linie, wie sie durch die Kurve a der

eben; wenn
Es wird sich also eine ideale reine

Figur 1 dargestellt ist, genau so

c

AN

dlsg dlsg
Giftresistenz

dlso

Fig. 1.

verhalten, wie ein Gemisch aus mehreren Rassen (Fig. 1b) oder gar wie
zwei Rassen, von denen die Tiere der ei

nen Rasse bei Injektion der be-
treffenden Giftdosis alle am Leben bleiben, die der anderen alle sterben
(Fig. 1¢).

Wenn  beispielsweise p — q =50 Proz.
dosis fiir genau die Hilfte des gesamten Tie
solche Dosis pflegt man nach TrEvax (9) m
letalis fiir 50 Proz. zu bezeichnen —, dann werden, unabhéingig von
der Gestalt der Verteilungskurve, alle Tiere links von der durch den
Punkt dl;, gelegten Ordinate sterben, alle Tiere rechts davon am Leben
bleiben?).

, also die eingespritzte Gift-
rmaterials tdlich wiire — eine
it dem Symbol dl,,, d. h. dosis

Das gilt sogar fiir den F
klein wiire. Dann werden bei
alle Tiere am Leben bleiben

all, daB die Streuung einer reinen Linie auferordentlich
einer Dosis, die ein klein wenig schwiicher als die dls, ist,
, wihrend eine Dosis, die etwas stirker als die dl,

ns alle Tiere vollkommen gleich denken, wenn also iiber-
nden ist, dann hat es keinen Sinn mehr, von einer dlsy zu

50 1st, alle

haupt keine Streuung vorha

1) Ob die Verteilung nach der Giftresistenz oder n
wirkenden Dosis vorgenommen wird, bleibt sich
wirkende Dosis wird j

ach der gerade todlich

gleich; denn die gerade todlich
a als MaB fir die Giftresistenz beniitzt.

an, wir entnehmen die fiir einen
m unerschopflichen Reservoir, und

ist nun offenbar, wenn man von duBeren Einfliissen absieht, fiir
gene Giftresistenz festgelegt, ob es
dosis am Leben bleiben oder sterben

gleichen Versuchsbedingungen gelten.
wie groB die Giftresistenz eines Tieres tat-

er Klasse der Haufigkeitsverteilung nach der

. . P p . 55
U arla 10N S8 ba ble Untel’s zur W er bbes blmlllllng von Dl hl}herleuﬂ fS l}Of fen

3 bleiben,
hen. Es giibe dann einen Grenzwert d123°, bis zu dem alle Tiere am b ois
sprechen. M S J
s i alle Tiere sterben?). JaE . ft-
her de‘? hl‘zl:uISn;Illedelrell Tieren vorher ansehen, ob sie die (;betle]g;erlll:ll& rGr;l:Jmn
dosis%f(:;?ragen oder ob sie daran zllg’l"”llde geél eny:;gfﬁie zilliommt stat{:
: isti rteilung der : ’
i f die statistische Beur ] e Laad
fiowe};'eiz :Ech weiBe und schwarze Kugeln nehmen. Die sich erg
er Ti 4 :
ird genau dieselbe sein. 3 T e
Strelgsn gsezV dasgVerhéi,ltnis der weillen Kuggln (=h uberlilbiéljgeﬁnTze_ gter-
' Walrz =
- vorhandenen: p’?), das der schwal A
r Gesa’lr‘r‘ltm)hlzudrm@resamtzahlz q'. Je grofer die fiir einen Yﬁll;s];fhdh;g&das
bend,g1 fiilzahl n ist, um so grofer ist die Wabhrsehelnhct el P4
geglﬁ"lilrlﬁes der weiBen Kugeln zur Gesamtzahl n den' ‘T;imlx)n,t o
Zf)lrtn?s der schwarzen Kugeln zur Zahl n tlien We;tdqr 3\‘[ e T
.;.L hlich gefundenen Werte seien p’y und q';. er e11 g e
e Tben Giftdosis unter genau denselben Be(,hngunge PR e
qefeReservoir garantiert dafiir, dag p’ und ' konstant bl e ADIER s
e moge man nacheinander die Krgebmisse D Zioen mter
holt, ,dannW erhalten. Es sind also alle Voraussetzungen ge'ggend’groﬁen
Dfcidie) 1Y : abgeleitet ist. Bei einer gentigen
em von BERNOULLI abg ! - Werte
i e ?;ei;ersuehe mit je n Ziehungen werden sich somlzl ilewahren
Anzal}l ¥, et dem. GATESHETRE Fehlerggsetzt m(ril nzemachten
Py, P2 Ps----DPs ieren?). Damit ist gezeigt, dafl unter de
' 1 gruppieren?). Dam ; i dem
orausse JoLre
i Tiermaterial ist. o mithin: fest:
benuszltelzrstes Ergebnis unserer Untersuchungen stellen }:Nll(; ilentllllgtl}h i
Eine Sunternormale Streuung kan.n . dl::;(;sa,cht werden.
inheitliches Versuchsmaterial niemals ver 1) empfohlene Ver-
(]3)111 it ist auch bewiesen, daB die in dem ,,Berl(?ht (V) teil bieten kann.
chsanswertung nach GevichissunahmeKlascen o i lidos
%l rch diese Methode sollte es moglich gemacht werden, el
"

i Y : Is konstant
1) Selbstverstindlich wiirden dann die bel.I;ormalei)l S;Eeug(r)lcgh a “Szieder e
i jierend wirken, s X Ing
eltsbedingungen variieren 0 RCAL s
anzusetzenliiﬁl‘citejiwDa anzunehmen ist, daB gerade so Vuilo ég\(linitslegl(;) ::1 Faquie e
St_reﬂ}lng tattfinden, so haben wir bei dem Grenzwgrt- le e T
Emﬂusfs eds aKamte s,tehenden Miinze: Die Wahrscheinlichkeit fll; a e
? . 1 - 9 n'
g‘ird;uist il also werden durchschnittlich 50 Proz. :191 Tiere sterbe
also wiede; eine, wenn auch ande.rs deiixllerge, d}l)i“,O 'zentsatz b T
2) Bs wird im folgenden mit p stets der U L o
hiiltnis) der Ueberlebenden zur Gesamtmenge (p'+q" = %) .bezegl R kil
3) Das gibt natiirlich auch eine Verteilung, un(} zv‘val (?me e'teﬂung f o ke
die aber nicht verwechselt werden darf mit der Hauflgkeltsve1versuchsfehler Tl
der Giftresistenz. s handelt sich hier um die Verteilung ie]{f; S s i
wahren Wert. Diese Verteilung soll im folgen‘den deshzflb ste Sm V’(;rwechselungen A
und ihre Streuung als ,,Fehlerstreuung** bezeichnet Welde.n. T
vermeiden, wird im folgenden stets die Standardafbwemhun%.ere i e
mit o, die Standardabweichung der Hiufigkeitsverteilung der Ti
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PTOZentsatzitelﬁzlllr Z;‘tg?jwmnen, »daB die Bestimmung der Ueberleh
: 1t den Gesetzen iibereinstimmt als dag Ergeb S Dalisn
otterie, . nis einer
80 daB z. B. der mittlere Fehler vie] Kleiner ist als /pqe
n

Denkt man sich die von der Beschaffenheit des Tiermaterials un-
abhangige Fehlerstreuung, also die Abweichung der Versuchsergebnisse von
Zitat auf 8. 53), d. h. daB o] (vgl. den W'erte].u p; des Tiermat'eria.ls, ganz ausgeschaltet, et‘wa dadurch, .fiaB
Walithait s a5 i ne unternqrmale Streuung die Folge wire. T man sich jeden \fersuch mit einer un‘tfegrenzt groBen Tierzahl ?Jusgefuhrt
G e herstreuung infolge der Kleinheit der ve 4 vorstellt, dann .swht man sofort, daB ]eder'Aenderung von p ein anderes
R e na meklassen so stark vergroBert, daB ei Toree Versuchsergebnis entsprechen muB. Man wird also mit ein und derselben
g gar nicht mehr moglich ist. ’ ome: statistiz Toxindosis bei zeitlich getrennten Versuchen mit dem gleichen Tiermaterial

verschiedene Ergebnisse erhalten.

Um die Ergebnisse zweier zu verschiedenen Zeiten ausgefithrter Ver-
suche vergleichen zu konnen, bedient man sich des von EmruicH (6) in die
messende Immunbiologie eingefithrten Standardprinzips, d. h. man
ermittelt die Dosis des zu messenden Priiparates, die mit einer als Ver-
gleichsmab dienenden Dosis eines Standardpréparates wirkungsgleich ist.
Praktisch kann das so durchgefiihrt werden, daB gleichzeitig eine Reihe von
Versuchen mit verschiedenen Dosen des zu messenden Priparates und
ein Versuch mit der Vergleichsdosis des Standardpriparates ausgefiihrt
wird. Die Dosis des Versuches, dessen Ergebnis mit dem des Standard-

Streuung d 10D s ’ > versuches iibereinstimmt, wird als wirkungsgleich mit der Dosis des
L ﬂg er Versuchsergebnisse die Heterogenitit d er ibernormalen : Standardpriparates angesehen.
ortlich gemacht werden kann. t des Tiermaterials ver-

Zuniichst ist zu bemerk Durch die Anvyendung deS.EHR.LICHSChen Standardpr.inzips vw.rerden
1 swar alle durch die Verdnderlichkeit des Versuchsmaterials bedingten
Fehlerquellen beseitigt; aber das Verfahren besitzt einen schwerwiegenden
Nachteil: Es erfordert fiir jede Messung eine ganze Reihe von Versuchen
und eine entsprechend hohe Zahl von Versuchstieren. Fiir die Messung von
Antigenen, die sehr grofie Kollektive erfordert, kommt daher das urspriing-
liche Standardverfahren kaum in Betracht. In den letzten Jahren hat
nun das Standardprinzip durch die Arbeiten von TrevaN und anderen
eine Erweiterung erfahren, die es erlaubt, die Anzahl der fiir jede Messung
bei der Annahme eines unerschopflighon 1 e{’forderlichen Vgrsuche auf.zwei Al re.duzieren: den Standa.rdversuo}{ und
Zishung konstant bleibt, dann, § rll?ttma rfrti Tiermaterials der Fall ist — von Ziohun 1 einen Versufah mit dem damit zu vergleichenden Priiparat. Dieses erwelt(_erte
mhoms o L (5, 4,5) u tom rah o g s 4 Ve B e s i i
jedem Versuch das Verhiﬁtn\;(s)n Ziehung zu Ziehung konstant gbleoi%inewl':}?gel Micoct besﬁrr,lmi‘,ese vV . aJh ul’; e'mle G ;}I?me o Same'tl'uhs anSZ lim km i
Die bei den Wa*hl'SCheinIichke?::i(;hen weiBen und sohwarsen Kugelr; geanlde:i n.a,'ch R ersuchsmaterial unabhanglg von z‘el ichen Sc wankungen
mittlere Abweichung der Verspol, Pu Pay e erwra twud, . REVAN §tets die g}elche'lst. Das ist aber nur moglich, wenn (.1as
Wahrscheinlichkeiten (d, h. der mistfgeg:frgsshe vom arithmetischen Mittel p ld?;lsii Versuchsma.tenal ste’Ps die gleiche Zusammensetzung hat. Aender't sich
durch den Ausdruck ehler des einzelnen Versuches) ist "gegeben %‘anegit;rtl, zi\tle Zdas bei Ver:vendm(lig v\c;n unﬁinheitli.c}iedeiern.latterla.l d_er
S e - : , die Zusammensetzung des Versuchsmaterials, dann 1st, wie 1m
oL = Vp oo I8 vt : - folgenden Abschnitt (S. 71) gez%igt werden wird, eine iibernormale Streuung
u ES der Versuchsergebnisse zu erwarten.
Wird zu den Messungen stets das gleiche, d. h. aus der gleichen Zucht
also, wie zu erwart . ehungen jedes Versuches ist. Dj :;)Ii‘:x];lde, Versuchsmatgrial verwa.nd!;, daynn wird sich auch ein. geno-
R z’xfrhe?l, groBer als dic ,, BrrxovuirStrepun - Die ,, Lnx1s-Strenung* ist : R etel‘f)genes Material nur wenig in seiner Zusammepsetzung andern.
ahrscheinlichkeiten p; schwanlen. g, und zwar um so gréBer, . ers aber ist es, wenn das Versuchsmaterial von verschiedenen Ziichtern
stammt, wie sich das hbei groBfen Meerschweinchenkollektiven oft nicht

wirksa, i ;
dara,usnlllzl; vlsf‘ Z]SBF 47. Die Unhaltbarkeit der Methode geht
» dab man aus einer Versuchsreihe sogar schlii e

SIS eine bessere Schutzwirkung hat als e
treuung kénnte nur zustande kommen

b

am besten
kann, daB
ne groBere.
wenn man

eine kleinere Antigendos
Eine unternormale

p n belsu(?h zu -Velsu n W hl na er — wie deS
We 1 sich del W ert Vo Ch a. delt, anre d

% S [pi—po]?
worin o _ |/ZtPi=Pol® 4
8 : die Standardabweichung der Werte p;,

suche und n die Anzahl der 7i et T
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vermeiden 1aBt. Selbstverstindlich muB vor allem dafiir gesorgt werden,
dal bei den zur gleichen Zeit auszufiihrenden Parallelversuchen das Tier-
material moglichst gleichmiBig auf die einzelnen Kollektive verteilt wird.
Ein von verschiedenen Ziichtern stammendes Tiermaterial muB vor der
Aufteilung in Kollektive grindlich gemischt werden; es kinnte sonst
vorkommen, daB Tiere, zwischen denen ein naherer genetischer Zusammen-
hang besteht, geschlossen in dieselbe Versuchsreihe hineingelangen, wiih-
rend die néchste Versuchsreihe andersartige Tiere enthélt. Durch die
Mischung wird also erreicht, daf alle Kollektive aus ein und demselben
Tiermaterial zusammengesetzt werden. —

Eine iibernormale Streuung kann aber auch noch eine ganz andere
Ursache haben: Riir die Anwendbarkeit des BerNourLischen Theorems
wird vorausgesetzt, daB die Wahrscheinlichkeiten des Versuchsmaterials
fiir jede Ziehung dieselben sind. Das wird beim Urnenschema dadurch
erreicht, daB nach jeder Ziehung die gezogene Kugel wieder in die
Urne zuriickgelegt wird, oder es wird ein unerschpfliches Reservoir an-
genommen, dessen Zusammensetzun
Anzahl von Kugeln ungeindert b
die Reservoire,
der Kollektive e

g durch die Ziehung einer hegrenzten
leibt. In Wirklichkeit aber sind
denen die Tiere bei der Zusammenstellung

ntnommen werden, nicht unerschopflich. Die
Wahrscheinlichkeiten werden sich infolgedessen von Ziehung zu Ziehung

merklich &ndern, und sie werden von Versuch zu Versuch erheblich ver-
schieden sein kinnen. Um zu dem unter diesen Voraussetzungen giiltigen

BerNovLLI-Schema so ab-
e Kugel nicht wieder in die
nn: Wie groB ist der mittlere
at von N vorhandenen Kugeln
werden, und zwar p’-n, also

Streuungsgesetz zu kommen, hat man das
zuindern, dafl nach jeder Ziehung die gezogen
Urne zuriickgelegt wird. Die Frage lautet da

Fehler eines Versuches, wenn aus einem Vorr
n Kugeln nacheinander herausgenommen

P % weiBe und ¢’ -n, also q % sehwarze ? Es ist von vornherein Klar, daB,
je groBer N im Vergleich zu n ist, um so mehr das BerNoULLI-Schema gilt.
Der mittlere Fehler ist um so grofer, je kleiner der Vorrat N ist, denn je
weniger Kugeln in der Urne sind, um so stiirker wird sich die Wahrschein-
lichkeit eine weiBe Kugel zu ziehen von Ziehung zu Ziehung sndern.

Der aus diesem Urnenschema berechnete mittlere Fehler [Czuser (2),

Nr. 39 (S. 55) und Nr. 113 (S. 183)] ist fiir geniigend groBe Werte von N
und N—n gegeben durch den Ausdruck

—5 '/q/"' "’. — Hag
o=|/Nn = 7, y — 7
N 'n V -4
In diesen Ausdruck geht die BerNovuLLI-Formel
/p-a
n /i :
N~ ) ;
W{' 0 emmsetzt. Man sieht, daB mit
wachsendem N dieser Wert beliebig nahe an n herankommt.

N

CFB=

iiber, wenn man fiir n das Produkt

o g s 3 . 0 - EE 5
V aria I;IOIISS ba blS tr. U nters . zur “ er b beS bllnmung von Dlph bhel‘lelmpfs tO en. 9

. ine iibernormale
lso bei einer solchen Versuchsanordnung ‘(351"116 dlé]so i
Wenn als : . die Heterogenité
i t nicht die .
Streuung festgestellt wird, dann 1s ondern das zugrunde liegende
4als dafiir verantwortlich zu ma,chen3 $ i e
matellah a. falls die Wahrscheinlichkeit, aus dem
rmenscnema, . . ? ist.
Uy iffen zu werden, fiir alle Tiere die glelc.he i Talflade i
gegrl Erhohung der Uebernormalitét ergibe I§10h ﬁuiél‘iﬁbg; priift, Es hatte ver-
Eine Er _ ; einem groBen Ma o S dha
jese Moglichkeit wurde an : e st aus dem Behilter, in dem da
Fall wire. Diese in. als ob die Tiere, die zuerst a : 6 hEFEE-
: ich den Anschein, als o . ‘suchsserien gemischt wurde,
schiedentlich : f die einzelnen Versuchsse : tat erauss
P der Verteilung au o ichten als die zuletz :
Material vor : ‘ineeren Immunititsgrad erre on Hilfte
irden, einen geringe ; der zuerst herausgefangen xa,
gefangen A tfenden Versuchen sind von 3Tt ehattsticoh
E - in den betreffen ; N Die Resultate sind jedo .
gegriffenen; 1 der zweiten Hilfte. ; e de Frgebnis
s torben als von inlichkeit dafiir sprechen
mehr Tiere 268 i - ordhten Wahrscheinlichkel " SP Ditferenz
nicht geSid.lert' Dasoflg ((31 e—:— g‘l’/i Das zufillige Auftreten einer solchen
ist eine Dﬁfere?z v , 9mal zu erwarten. s 7o die Vermubung
g 100??12:&;2:? Unterschied tatsichlich besiﬁnde,\?;?;icffi Ans; Cosghlanht
Pean et ingt ist. Da bei den fritheren st Trae” 6t
- hlechtsbedingt ist. ' ar, konnte diese Frage e
nahe, dafl er geschlc foenommen worden war, 1934 1)
; : in die Protokolle aufg ; Versuch vom 21. 8.
der Tiere nicht in ial gepriift werden. Nach einem Ve i A aelian.
O VersuChS}D}ﬂl«tfg;: \\%eﬁ)chen besser immunisieren }wﬁeg él}ieltﬁsgefangenen
I O.t;_l Sll\ciannchen als Weibchen bei der ersten Hilfte der
Ferner waren menr

iere e weniger gu ESChUtZt war a. d e Zwe te te k()rlnte SlCh also vor-
5 d g g tg ls di 1 Ha:lf . Ma:n

isi T WAL ie Weibchen
i Minnchen einerseits weniger gut immunisierbar wéaren a;\l,z ;}1 A
e M&HPC 4 s einer grofen Tierzahl herausg.efz?ngen CH T
el e ZLuch dieses Ergebnis ist nicht statistisch gesmenia;r g
B WeibChG}I: A\sz)‘:ll'r(alfiuMii,nnchen und Weibchen stets mehr oder weng
spiiteren Versuchen wa

. 5 ilt. s ; : beiden Ge-
G Id{&lf%?xtxsr:]:il}ades in der Immunisierbarkeit zwischen be
Die Frage des

g g i itli ier t ]:iﬂl
SCI CChteIn Hlld Slch erst entS helden laSSEIl wenn enil end elnhEIthches Tlelma: €.

- ‘ . ’ i i 5 i V § 1 den-
) : 5 ciizl' () kbar, d(‘lﬁ iLuch m dlesel Bezi hung

zZur Vel’fﬁgung Steht, denn es ware d e e S(;h eden

. din' e}ilnzzgsneR\z;sesl'%cI;if;:;hzts Tiermaterials auf die fasl‘ag;?

. o § 3 11111 Verzleichenden Tmpfstotfen wurde aus d(;n m;alt. i
vel‘su(ihe " i g n im Frankfurter Institut besonder.e O?gGewichtS-
.angefuhl‘tel} '(I%rli‘l(: v?furden vor dem Versuch gewogen und in drez1 £l
wendet. ]?16 tl'eit' 935245 g, 245—25b g, 255—265 g- Tler% i
e h.r als 265 g wogen, wurden ausgeschieden. htam e it
?:ilgélfzzrog:zirllgassen in einen besondzl:en ;i:(};l}?il;g;ge?ig?ﬂel;ﬁve il
Tiere sorgfﬁlﬁgﬁgeﬁns;?(‘)cn\;xgijjn(ﬁeagei clfl ;f Hy T aIv}s t]er‘ieeiiggé
W}lrden, i dali?teen Auf diese Weise wurde V?rhindert., dafl 'Ifli:ren i
;:lldtlt:fl ?xsrslfn?;lis?erbz;rkeit swischen schweren und leichten
Resultat beeinfluBten.

i Tiere
y R sen s die Anfangsgewmhte'a der s
i e Kopegh??(ig; nerscIYwer;sI:E;l;i:’ge?lil hervor, daf schwere .Tlerele(}zll;f:;;};;t%l;ﬁ
:;les!clh(;:\wigolg;llleren I%nmunitéi.tsgrad erreic‘hen als -1elcht§31£1ri;% e%setzt, o gliot
teilung der Gewichtsklassen bedeutet daher, in das Ulnens(iE i1 sl watgleioheien Yor-
mibigere Verteilung der weifen und schwarzen Kugeln au

.

1) Tabelle 12 der vorangehenden Arbeit (S. 27).
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suche, die eine Verringerung der Streuung zur Folge haben muf. Es konnte also auf
diese Weise eine unternormale Streuung herbeigefiihrt werden; jedoch diirfte sich die
Unternormalitit in den Frankfurter Versuchen kaum bemerkbar machen wegen der
auBerordentlich geringen Unterschiede in den Anfangsgewichten.

Die sorgfaltigste Mischung des Versuchsmaterials verhindert natiirlich
nicht, daB bei der Verteilung der Tiere auf die einzelnen Kollektive das
a priori bestehende Verhaltnis zwischen Ueberlebenden und Sterbenden
(weiBen und schwarzen Kugeln) von Ziehung zu Ziehung geandert wird.
Die Berechnung der Streuung hat also nach der Formel

e [Vw pg
¢ = n =\
N \ V=1 A

zu erfolgen, d. h. man hat die BERN ovLLI-Streuung mit dem Faktor I\TN;I;'

zu multiplizieren.
Da die Anzahl N der vor der Zusammenstellung der Kollektive in den Mischungs-
behiltern befindlichen Tiere nicht in die Versuchsprotokolle aufgenommen ist, so ist

-N

i Vl fiir den einzelnen Fall nicht

o —A|
moglich. Der grolte mogliche Wert fiir die Streuung, d. h. fiir den mittleren Fehler
des einzelnen Versuches ergibt sich in dem Falle, in dem die N Tiere restlos auf zwei

Versuche (n = N/2) verteilt sind. Man erhilt dann fiir beide Versuche als Korrektions-

faktor des mittleren Fehlers den Wert J2. Eigentlich gilt der Wert ]/2 nur fiir die aus
den Behiltern herausgegriffenen Tiere des ersten Versuches. Ist p der Prozentsatz
der TUeberlebenden von simtlichen N Tieren beider Versuche, p, der Ueberlebens-
prozentsatz des ersten, Dp der des zweiten Versuches, dann ist, da p = % (P1 + P2
die Abweichung p—p; genau entgegengesetzt der Abweichung p—DPs-

In den meisten Fillen wird der Korrektionstaktor kleiner sein als ]/2; denn in
der Regel befanden sich in den Mischungsbehiltern mehr Tiere, als fiir die Versuche
erforderlich waren. Auch wurden oft mehr als zwei Versuche gleichzeitig ausgefithrt.

Zur Priifung des Versuchsmaterials auf iibernormale Streuung, die
durch die Besonderheit des zugrunde liegenden Urnenschemas bedingt ist,
bleibt nur der Weg, die Streuung der Teilergebnisse kleinerer Gruppen
innerhalb der Versuche empirisch zu ermitteln und mit den aus der
BerxovLLi-Formel errechneten Werten zu vergleichen.

Die von Jan./Febr. 1933 an in Frankfurt a. M. ausgefiihrten Versuche
(Tabelle 5 der vorangehenden Arbeit) setzen sich alle aus je 5 Gruppen
zu je 20—25 Tieren zusammen. Priift man die Abweichungen der Resultate
dieser Teilversuche von dem FErgebnis des jeweiligen Gesamtversuches,
dann muB man feststellen, daB eine abnorm groBe Abweichung nur zwei-
mal aufgetreten ist, und zwar beidemal in dem gleichen Versuch vom
94. 5./21. 6. 33; und da nun die eine dieser Abweichungen nach der
- -Seite, die andere nach der — -Seite geht, so ergibt sich die ungewohn-
lich groBe Differenz 81—38 =43 9/, Dbei einem Gesamtergebnis des Ver-
suches von 61 °/, Ueberlebenden. Diese Differenz ist 3,16mal so groB
wie ihr mittlerer (BERN oULLI-) Fehler. Nach dem Ber~ouruischen Theorem
darf eine solche Differenz in 630 Fallen durchschnittlich nur einmal auf-

eine genaue Bestimmung des Korrektionsfaktors
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treten. Keineswegs folgt daraus, dal das zufillige Auftreten einer solchen
Ditferenz erst nach 630 tatsichlich ausgefithrten Versuchen zum ersten
Male zu erwarten ist. In den weit iiber 100 bis jetzt vorliegenden derartigen
Teilversuchen zu 20—25 Tieren ist innerhalb der Gesamtserie von 100 bis
195 Tieren eine Differenz, die ihren dreifachen Mittelfehler erreicht oder
iibertrifft, nur ein einziges Mal aufgetreten, und sie wiirde vielleicht auch
in 630 Fillen nur ein einziges Mal aufgetreten sein. Jedenfalls darf man
aus einem derartigen Einzelfall nicht auf das Vorhandensein einer iiber-
normalen Streuung schlieBen. Auch wenn man in dem Versuch vom
94. 5./21. 6., der die beiden starken Abweichungen enthalt, die tatsdchlichen
Abweichungen von p =61 9%, mit den nach der BrrNouLLI-Formel
errechneten Werten vergleicht, dann muf man feststellen, daB keine der
gefundenen Abweichungen das Dreifache des berechneten mittleren Fehlers

erreicht (Tabelle 1). ke
apelle 1.

Zahl | Prozentsatz | Mittlerer Fehler Gefundene Ab-
der Ueberlebenden (BERNOULLI) weichung von 61%

16/22 1+ 95104 | +12
1%//%% £106, —23

1007102 + 4
17/21 I 86106 +20
11/23 | 104 10,2 18

Serie

Der Versuch umfaBt 10 Teilserien zu je 20—25 (zusammen 217) Tiere. Von
dem Gesamtversuch blieben 61 %, der Tiere am Leben. Es sind in Tabelle 1 nur die
Werte fiir die aus den fiinf letzten Teilserien bestehende Gruppe von 110 Tieren an-
gegeben, die die beiden besonders starken Abweichungen enthiilt, Der Ueberlebens-
prozentsatz fiir diese Gruppe ist ebenfalls 61.

Von den 10 Teilserien des ganzen Versuches (eigentlich sind es zwei Versuche
zu je fiinf Teilversuchen) liegen 6 Ergebnisse auBerhalb der Grenzen des berechneten
mittleren (BerNovLLl-) Fehlers. Von 101 Teilversuchen zu je 20—25 Tieren?) der
Frankfurter Versuche von Mai/Juni 1933 bis Jan./Febr. 1934?) befinden sich jedoch
nur 31 Ergebnisse auBerhalb der Grenzen des mittleren Fehlers. Auf Grund des
BerNouLLischen Theorems sind durchschnittlich 81,7 Proz. zu erwarten.

Die GroBe der Streuung innerhalb eines Versuches ist durch den
Ausdruck
i VZ[Dz] benner S=1
§ £

gegeben, worin D die Abweichung der Resultate der Teilversuche vom
Ergebnis des ganzen Versuches und s die Anzahl der Teilversuche bedeutet.
Berechnet man nach dieser Formel die Streuung der Ergebnisse der Teil-
versuche von Mai/Juni 1933 bis Jan./Febr. 1934 — von den 101 Teil-
versuchen wurde einer3) wegen zu geringer Tierzahl (es waren von den

1) Es saBen aber stets nur b Tiere in einem Kitig!

2) 19 Hauptversuche mit 5 Teilversuchen, 1 Hauptversuch mit 6 Teilversuchen
(s. Tab. 5, 7 u. 18, 8. 12, 17 u. 28 der vorangehenden Arbeit).

3) Tabelle 7 der vorangehenden Arbeit (S. 17), Versuch vom 25. L. 34 mit

- 11,5 SE, Teilserie 3.
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95 Tieren nicht weniger als 10 interkurrent, d. h. vor der Toxininjektion,
gestorben) ausgeschieden —, dann erhilt man

s=1/870 _93 10,7
100

Eigentlich hatte man fiir jeden der 20 Versuche die Strenung einzeln el'mlpteh}‘ miissen
und hitte dann fir simtliche Versuche die Streuung als ,,gewogenes Mlttel zu l?e-
rechnen gehabt. Da aber die ,,Gewichte* der einzelnen Stre.auungen praktlsch als glfei(]:;\l;
angesehen werden konnen — die Zahl der Tiere ist in ]eden% Teilversuch ungeia :
gleich groB und der Einfluf der Ueberlebensprozenhsit?e a,uf.dle Streuung und‘ (}1134131%
auf das ,,Gewicht* der einzelnen Ergebnisse ist relativ .germg —, so lafBt s%c1 e
Rechnung in der angegebenen Weise vereinfachen. Fiir die Berechnung des mittleren
Fehlers gilt die Formel

m, Gl D80 0,66.

Yas V200
Die Berechnung der Streuung auf Grund des BervouvLuischen Theorems
erpib op= S,21 =014
Der mittlere Fehler eines Teilversuches, und das ist ja die Standardabweichung od'er
Streuung, wenn die Ergebnisse der Teilversuche als Varianten aufgefaBt werden, ist
-, V&&z :
i n;
wenn p; der TUeberlebensprozentsatz des Teilversuches und n; die Zahl de%' Versuchs-
tiere ist. Die Gewichte der einzelnen Streuungen : k('i.nnen wieder wie ?ben_als
gleich grof angesehen werden. Dann berechnet sich die Streuung fiir sam.thche
100 Teilversuche einfach als arithmetisches Mittel aller Einzelstreuungen. Der mittlere

Fehler der Einzelstreuung ist -
B
m ==
7By V.‘Z n,
Aus der Formel fiir den mittleren Fehler eines Mittelwertes (vel. S. 73) ergibt sich als

mittlerer Fehler der mittleren Streuung 9,2:

1 Ll 19 Aon IR P
Dogl s o0 V:[z ni}~V2~2[ni] ¥ 4680
= [mzoBi] i UzBi

Die auf Grund des BrrnourLischen Theorems berechnete Streuung
stimmt also aufs beste iiberein mit der tatséichlich vorhande_nen Streuul}g.
Von einer iibernormalen Streuung der Teilversuche kann keine Rede sein.

Gerade die angeblich abnorm hohen Streuungen der Resgltate der Teilversuche
werden in dem dénischen ,Bericht [(1), S. 5] mit als wichtlgsjces Argument gegen
die Anwendbarkeit des BervourLischen Theorems angefiithrt. D.le Tatsache, da{S die
mehrfach erwihnte grofe Differenz der beiden Teilergebnisse mit den Prozentsatfen
81 und 38 mehr als dreimal so grof ist wie ihr mittlerer Fehler (Diff. = 4? 4 13,6 %),
wird als Beweis fiir das Vorhandensein einer iibernormalen Streuung angefiihrt. Aufer-
dem wird noch auf eine andere Weise eine iibernormale Streuung .der Versuchsresul'tatte
nachzuweisen gesucht (S. 51.). Obwohl keinerlei Anhalt .fiir die Annahme vo.r_heg >
daB die verschiedenen Teilserien unter verschiedenen Bedingungen gestandey hitten,
werden aus einzelnen Versuchen willkiirlich Gruppen von Tieren herausgegnffep upd
neu gruppiert, andere weniger giinstig erscheipende Gruppen ganz oder teilweise

e S | M
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ausgelassen und auf diese Weise abnorm hohe Unterschiede der Ueberlebensprozent-
sitze zwischen den willkiirlich geschaffenen Gruppen konstruiert. Daf ein solches
Verfahren nicht zulissig ist, ist leicht einzusehen, wenn man bedenkt, dafl man dann
schlieBlich auch alle Ueberlebenden der einen Versuchsreihe fiir sich zu einer Gruppe
zusammenfassen und sie den gestorbenen Tieren der anderen Versuchsreihe gegen-
iiberstellen diirfte. Das giibe eine Differenz von 100 Proz. mit einem mittleren Fehler 0!
Ein solches Verfahren widerspricht natiirlich dem Sinne der Wahrscheinlichkeits-
rechnung.

Es pflegt allgemein bei statistischen Auswertungen viel zu wenig beachtet zu
werden, daB auch geringe Wahrscheinlichkeiten nicht als Unmoglichkeiten angesehen
werden diirfen, wenigstens solange es sich nicht um sehr groBe Zahlen handelt, wie
das fiir viele exakten, aber doch letzten Endes statistischen Gesetze der Physik gilt.
Wihrend bei allen Versuchen seither die Ueberlebensprozentsitze den erwidhnten
normalen Schwankungen unterworfen waren, zeigten plotzlich einige Versuche — es
handelt sich um die Versuche vom 21. 8./18. 9. 341) — auffallend geringe Streuungen
(Tabelle 2). Bei diesen Versuchen liegen simtliche Teilergebnisse innerhalb der
Grenzen des mittleren (Berwourrl-) Fehlers fiir 25 Tiere. Die tatséichliche Streuung
um den Mittelwert ist nur halb so groB wie die berechnete. Selbstverstéindlich kénnen
solche scheinbar unternormalen Streuungen nur als Zufall gedeutet werden, ebenso
wie die beiden wiederholt erwiahnten starken Abweichungen.

Tabelle 2.

Impistoff F 47 Impistoff F 191
Uberlebende D2 Uberlebende D

10/ 24 = 42%| — 64 21/ 25 =849
14/ 25 — 569, 36 91/ 24 — 889/
12/ 25 = 489, 4 20/ 25 =80%
14] 25 = 56%, 36 20/ 256 =809,
12] 25 = 489,  — 4 21/ 25 =849

Serie

6=V2;_[D2] =54 o /2100 8
i 103/124 = 83 %

S
GB=V%=ilo UB=]/£1=;U,5

n

Mittel|62/124 = 50 9,

Eine auf Grund der Verteilung des Tiermaterials auf die einzelnen
Versuche zu erwartende iibernormale Streuung ist fiir die Teilversuche
mit 20-—25 Tieren nicht festzustellen. Damit ist aber nicht bewiesen, da
eine solehe Uebernormalitiit auch fiir die groSen Versuche mit 100—125 Tieren
nicht in Frage kommt bzw. vernachlissigt werden darf. Es ist leicht ein-
zusehen, daB die Uebernormalitit um so groBer ist, je mehr Tiere des
Vorrats N auf eine Versuchsserie entfallen, denn dann ist N—n relativ klein

und infolgedessen der Faktor | ! der als MaB fiir die Uebernormalitat
—n

betrachtet werden kann, relativ groB. Da aber der Faktor allerhtchstens
den Wert 1,4 erreichen kann (vgl. S. 60), fiir gewohnlich aber kleiner ist,

s0 kann das Bernouruische Theorem auch auf die groBen Versuche ohne
Bedenken angewandt werden.

1) s. Tabelle 12 der vorangehenden Arbeit (S. 27).
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Das Auftreten einer iibernormalen Streuung der beschriebenen Art 148t sich aunf
sehr einfache Weise vermeiden, wenn man némlich die nacheinander herausgegriffenen
Tiere nach folgendem Schema 1) auf die verschiedenen Versuchsgruppen verteilt:

1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 4. Versuch
1. Tier --- 2. Tier --- 3. Tier --- 4, Tier

9. gy == 10GE G s 1. ,, ---12.
[
(usw.) ---13.
Da sich die Wahrscheinlichkeit p’ des Ueberlebens von Ziehung zu Ziehung nur wenig
sndert, so wird auch die Gesamtheit der Wahrscheinlichkeiten fiir alle Versuche an-
niihernd gleich sein. Durch die Umkehrung der Reihenfolge wird erreicht, daB eventuell
vorhandene Unterschiede in der Tmmunisierbarkeit zwischen den zuerst und den
suletzt herausgegriffenen Tieren (vgl. S. B9) sich ausgleichen.

Bei der Auswertung der Versuchsergebnisse mit Hilfe einer Kennlinie
(s. S. 69) kommen nur die Ditferenzen der Ueberlebensprozentsitze zweier
Vergleichsversuche in Frage. Selbstverstindlich sind auch diese Differenzen
der Fehlerstreuung unterworfen, und gerade fiir sie gilt ein Urnenschema,
bei dem die gezogemen Kugeln nicht wieder in die Urnen zuriickgelegt
werden. AuBerdem kann hier aber auch die Heterogenitat des Tier-
materials eine iibernormale Streuung der Differenzen zur Folge haben, die
um so grofer sein kanm, je grofer der Unterschied in der Wirksamkeit
der zu vergleichenden Dosen ist (s. S T1).

Tn Tabelle 3 sind die bei den sechs Parallelversuchen von Jan./Febr.
bis Nov./Dez. 1933 (Tabelle 5 der vorangehenden Arbeit) aufgetretenen
Differenzen der Ueberlebensprozentsitze mit ihren mittleren Fehlern zu-
sammengestellt. Das arithmetische Mittel dieser Differenzen ist 4,4 + 2,9?),
mit einer Streuung von 6,4 +1,8. Das Mittel der berechneten (BERNOULLI-)
Streuungen ist 6,2 + 0,2%). Diese Berechnung gilt selbstverstandlich nur

1) Dieses Verteilungsschema wird seit Dezember 1934 in Frankfurt a. M. angewandt.
2) Berechnung des mittleren Fehlers nach der Formel:
[ 6,4
m=_ —=7-—=29
Vs—-l V 5

3) Die Berechnung des mittleren Fehlers der mittleren Streuung nach der Formel
; op

B~ 12Z[n]

(vgl. 8. 62) ist hier etwas umstindlich: Fiir den einzelnen Versuch ist

Mg

fe o el /.
o 2 s 7/P1-% P2-le

GBDiff. = 631+6132 e n )
wobei n; und n, etwa gleich groB und deshalb durch n; ersetzt werden konnen. Dann
ist 23] =2 + n,], also gleich der Gesamtzahl der Versuchstiere, wobei allerdings
von den beiden Maiversuchen mit 1,31 nur einer beriicksichtigt werden darf. Der

mittlere Fehler des Mittelwertes der sechs Streuungen ist dann
6,2

m, XT3~ 0.2.
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?Ir;t;frst((il)(gevfo‘rzgssetzung, daB die Streuungen rein zufillig, d. h. daB die
e e D, Iil(;ld L 31 ganz glglohwertig seien. Auch hier stimmen
A e:Ié(? fund theoretisch zu erwartende Streuung sehr gut
here! .SiCh bemeg{ ! 1‘n luDB des Urnen.schemas noch der des Tiermaterials
i Lo foter d.zu.s a auch "dle Heterogenitéit des Tiermaterials
R o 1§m I;c;':;?fni ausiibt, kann darin seinen Grund haben,
antigenen Wirksamkeit :nz;Lhezue ﬁbiﬁ%?rziﬁrtz:nl)osen ks i

Tabelle 3.

;31 : -
' L 47 Ditt. - 05 g, D

| Januar 23/107 = 9

e [BEom sy mey | 1

! 65/107 — 60.7 ¢ Frier s 5

Mai 671110 = 60’6 82 |57/103 = 55,3 %
Juli e o 9 98,0
80/120 = 66.7 9, | 84/121 — 69,4 ©
September |81/119 = 68.0 9/ | 81/122 — as’iof’ 6 i
November |72/123 = 58,59, | 86/124 = 69.3 9 ; ie

Mittlere Differenz = 4,4 2[Dz] = 2445

)

S VAT VOO,
°Dif. V—=V-_’_5=6,4i1,8 m, = 6_=6ﬁ_184
s 6 Yoes Y12 T

= nﬁlﬁziﬂkd% arithme‘;lische Mittel aus den sechs einzelnen Versuchen
, kann man auch alle sechs Versuche zu ei
f . i 1 u einem Versuch zusammen-
Va;srsstillz 'h?aa?ll: arli;ftdefn ftur 1LSﬁ doppelt ausgefiihrten Maiversuch die Paralleﬁ-
. ast gleichen Tierzahlen angestellt si
die Zusammensetzun ereini ikl
' g des vereinigten Materials der Ver i
. . ng des suche m
ﬁl:idell" dlehglelch.e sein wie die der Versuche mit F 47. Wenn von denlieﬁizi
laiversuchen mit L 31 nur der mit 107 Tieren beriicksichtigt wird
sich folgende Zahlen: el i
% i)% 370/689 = 53,7 + 1,9 Proz. Ueberlebende,
S : 403/§9O = 58,4 + 1,87 Proz. Ueberlebende.
D1e Differenz zwischen beiden Werten ist 4,7 -+ 2.7
ieser Wert ist etwas genauer al p L 2.9, we
% Lese SRl ‘ s der Wert 4,4 4~ 2,9, i g ier
gizlc(};zl‘j@li beluck.smhtlgt sind. Bei dem einfachen aﬁthmet?;?}llezuil'zlellsichsm’ele
= ic fa der einzelnen Versuche nicht in die Rechnung einbezogeri e
i ;lzoDilIfrfeglf '4i17 ist glei"ch. dem 1,7fachen ihres mittleren Fehlers; sie
e Ze eich des Zufalhgfan. Aber selbstverstindlich braucht I;icht
e UnterSChiud v.verden, da,.B zwischen den beiden Impfstoffen iiberhaupt
Ea nten de %1 der al?tlgem?n Wirksamkeit besteht. Die Methode der
g ]giffes nterschiedes in der Immunisierungskraft, der einer be-
e e}feyz der Ueberlebensprozentsitze entspricht, wird in den
e a:jlc nltten. behandelt. Im vorliegenden Zusammenhang kam es
pe de,r ZE zeigen, dall man das Theorem von BErNOULLI bei der
e 0 esultate anwenden kann, ohne groBe Fehler zu begehen
-a.d. Staatsinst. f. exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. XXXII. 15} :
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9. Die Methoden der Wertbestimmung von Antigenen.

Die exakte Messung des Schutzwertes von Antigenen war noch bis
vor kurzem ein Problem, das allen Losungsversuchen uniiberwindlich schei-
nende Hindernisse entgegensetzte. Die Ursache war die ungemein starke
Variabilitit des Versuchsmaterials — Meerschweinchen oder Kaninchen —
in Bezug auf die Immunisierbarkeit. Die Dosis, die 80 Proz. der Tiere schiitzt,
betrigt z. B. etwa das 90fache von der Dosis, bei der 20 Proz. der Tiere am
Leben bleiben. Zur Erzielung einer hinreichenden Genauigkeit sind in-
folgedessen auBerordentlich hohe Tierzahlen erforderlich. Dazu kommt,
daB infolge der starken zeitlichen Schwankungen der Tmmunisierbarkeit
jeder Versuch doppelt ausgefiihrt werden muB (,,allgemeines Standard-
prinzip*; s. Fubnote 1 zu S. 16; vergl, S. B7). Das in der Serologie
iibliche Verfahren, zwei Versuchsreihen mit prozentual abgestuften
Dosen zu vergleichen und daraus die Dosen gleicher Wirksamkeit zu er-
mitteln, kiime wegen der fiir jedes der zahlreichen Kollektive erforder-
lichen hohen Tierzahlen nicht in Frage. Auch die fiir die Auswertung
pharmakologischer Préparate sehr wertvolle Methode von BEmRENS (7)
und KARBER (8), die ebenfalls mit mehreren, aber verhaltnisméaBig kleinen
Kollektiven arbeiten und aus einer Reihe von Dosen verschiedener Wirk-
samkeit eine Dosis mittlerer Wirksamkeit errechnen, scheidet hier aus;
denn auch sie wiirde, um bei der groBen Streuung des Versuchsmaterials
eine geniigende Genauigkeit zu erzielen, sehr hohe Tierzahlen erfordern.
Bewiihrt hat sich bis jetzt nur die auf dem Enrruicuschen Standardprinzip
beruhende Methode der Versuchsauswertung mit Hilfe eines Kurven-

diagramms (,,characteristic curve®, Wirkungskurve), die vor allem von
TrEvan (9, 10) ausgearbeitet worden ist. Ein mathematisch exakteres
Auswertungsverfahren dieser Art hat neuerdings Gappun (11) angegeben.
Im allgemeinen geniigt jedoch das einfachere Verfahren von TREVAN
vollkommen.

a) Die Trevansche Auswertungsmethode.

Die Versuchsanordnung ist die seit der Einfiihrung des Standard-
prinzips durch EHRLICH (6) iibliche, nur daB anstelle einer groBeren Anzahl
von Versuchen jeweils nur zwei ausgefithrt werden, durch die der Prozent-
satz der gegen eine bestimmte Priifungsdosis eines Testgiftes geschiitzten
Tiere fiir die zu vergleichenden Dosen des Standardpriparates und des
unbekannten Impfstotfes ermittelt wird. Die ungefihre GroBe der erforder-
lichen Antigendosen mufB durch Vorversuche festgestellt werden, denn es
diirfen ja nicht alle Tiere sterben oder am Leben bleiben.

7ur Konstruktion des zur Auswertung der Versuche erforderlichen
Diagramms, der Wirkungskurve, sind besonders sorgfiltig ausgefithrte Ver-
suchsreihen notwendig. Das Diagramm gilt fiir jedes Praparat des be-
treffenden Impfstoffes und braucht deshalb nur einmal ermittelt zu werden?).

1) Vergl. jedoch S. 20 der vorangehenden Arbeit.
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dZ:;' (]fejt}ilménu;g einzej;ler Punkte der Kurve braucht man die Prozentsitze
urch bestimmte Antigendosen gegen ein und di i
' € ) Ibe Dosis des Test-
giftes geschiitzten Tiere. Diese Pr 4 i o5,
‘ : ozentsdtze werden als Ordi i
Logarithmen der Anti i e
gendosen als Abszissen aufget i
festgelegten Punkte laBt sich ei . e
: eine mehr oder weniger S-férmi
: ; cine iger S-formige K
;g;rl;,t die glm”so symmetmschey ist, je mehr Tiere fiir die Bestimming jzgzz
es beniitzt wurden. Diese S-formige Kurve nihert sich einer der

dem Gauvssschen Fehleroeset
o Gleichungg z entsprechenden normalen Summenkurven,

X

= h 3 j i b
Vn

gegeben sind. ki

gewan% . eJIsl’c Adlfz'i grgch.teﬂ der Tiere, ('ler durch Dosen kleiner oder gleich der an-

i Km‘vegb 1t'051$ (x =log. Dosis) geschiitzt wird. h ist eine den Steilheit
estimmende Konstante. Im Brrnourrischen Theorem ist der Par:-

meter h = 1/, « 2—, wobei . d
et ® V W den absoluten Betrag der Streuung in Einheiten x be-
Anﬁ;?lldg;rsl gil;oz(;entsatzhder Tiere zu erhalten, der von einer bestimmten
ade geschiitzt wird, braucht m
-5 ° ' , bra an nur den Prozentsatz der
eits von der néichst kleineren Dosis geschiitzten Tiere abzuzihlen?)

dp h

—h2x2

dx ﬁ'e

;L;l;z;lizlif:i.eﬂf:fi:itKg;:eTig;fet (lillgd Verteilu{clgh des Tiermaterials nach der
hochsten Immunisierbarkeit (’ienn siezv:?r' e !mks i Tl?re iy
i : . , den erden bereits durch kleine Antigen-
) (f}(if;ls ietge;%n(gsnD,;:?ls des' Testgiftes geschiitzt, wihrend die am Weiteffen
o lere erst durch die stirksten Antigendosen geschiitzt
Schie](iéi ev$;:§:§eu?g e(lil}es logarlthmisc-then AbszissenmaBstabes bietet ver-
e e ir die Messung. Die Wirkungskurven, die man erhalt
e o 5ss§n.d1e Dosen selbst wihlt [Kisskar (20), SHACKELL (12)’
. steigende,n 2 eme normalen Aufzihlungskurven; sie flachen sicli
. . St;léﬁmelél: und mehr ab (F_‘ig. 2). Diese Abweichung wird
i ﬁ,bemglfl S erB ie Streuung (Variabilitit) des Versuchsmaterials
e 'tg_ro en Strem%ng des Meerschweinchenmaterials nach
i ey elh ist die Abwe%chung bereits so stark, daB die S-Form
i maIIIlle r erkennl.)ar ist. Wiecmowskr (13) hat darauf hin-
i » um ,,typlsch.e Variationskurven* zu erhalten, die
g 1n emner geometrischen Reihe vornehmen muf. S’péi’celi

1) Vgl. Kissxarr (20),

BN a6 o S. b4. Krsskarr hat meines Wissens zuerst (1915) er-

Ixungskurven integ 1erte [‘]2]] tTkel sverteilunesku vVen Ssir (1.
=) =) T o}

5*
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TREVAN, BAINBRIDGE und Artwoop (14) aus der Gestalt

haben GRAY,
ihrer Wirkungskurven fiir pharmakologische Priparate geschlossen, daB
sondern mnach dem

die Tiere nicht nach der wirksamen Dosis selbst,
Logarithmus der Dosis normal verteilt gind. Sie berechnen auf Grund ihres
Schlusses die Standardabweichung des Logarithmus der Dosis als die halbe
Differenz der Logarithmen der beiden Dosen, durch die 16 bzw. 84 %
der Tiere getotet werden, denn bei einer normalen Verteilung befinden
sich etwa 32 (genauer 31,73) Proz. der Varianten auBerhalb der Grenzen
der Standardabweichung o= p. Gappuy (11) bringt in seiner sehr griind-
lichen Arbeit eine Reihe von Belegen fiir die Richtigkeit der Annahme

WiecrowsKis und TREVANS und seiner Mitarbeiter.
Ein weiterer Vorteil der Verwendung

eines logarithmischen DosenmaBstabes
ist, daB gleiche prozentuale TUnterschiede
in der GroBe zweier Dosen durch gleiche
Strecken auf der Abszisse dargestellt wer-
den, denn log. Ay/A; =log A,—log. Ay
Noch wichtiger aber ist, daB fiir ein
bestimmtes Tiermaterial die Kurven ver-
schiedenwertiger Praparate parallel ver-
—oom  laufen [TREVAN 1929 (10), GapDUM 1933
(11)]. Die mehr oder weniger grobe
Steilheit der Kurve héngt von dem

prozentualen TUnterschied der Gremzdosen ab, bei denen alle Tiere am
Leben bleiben oder alle Tiere sterben. Die Steilheit der Kurve gibt also
ein MaB fiir die GroBe der Streuung des verwendeten Versuchsmaterials.

Wird als Abszisse statt des Logarithmus die Antigendosis selber aufgetragen,
etwa in com, dann werden die Kurven um S0 flacher, je geringer die Wirksamkeit des
Impfstotfes ist, wie man sich leicht an der der Gappumschen Arbeit (11) entnommenen
Skizze (Fig. 2) klar machen kann. Die beiden Kurven stellen die Wirkungskurven
von Priparaten dar, die sich in ihrer Wirksamkeit wie 2:1 verhalten. Man kann
sich ein solches Verhaltnis einfach durch Verdinnung eines Teiles eines Pripa-
rates auf das doppelte Volumen herstellen. Da von dem verdiinnten Teile ge-
rade die doppelte Dosis erforderlich ist, um den gleichen Prozentsatz an geschiitzten
Tieren zu erhalten, so mub jede Abszisse DE der punktierten Kurve doppelt so
groB sein, wie die entsprechende Abszisse DB der ausgezogenen Kurve. Bs wire
falsch, aus dem Steilheitsgrad einer solchen Kurve auf die Grofe der Streuung des
Tiermaterials schlieBen zu wollen, denn beide Kurven gelten ja fiir das gleiche Tier-
material.

Da die theoretische Summenkurve in dem Bereich zwischen p = 20
und p = 80 (%) fast geradlinig verlguft, pflegt man anstatt der S-Kurven
einfach gerade Linien zu geichnen. Tm Verhaltnis zu dem Fehler der Ueber-
lebensprozentsatze ist der Fehler, der dadurch entsteht, sehr gering, auch
wenn man sich nicht auf die néchste Umgebung des Mittelpunktes (p = 50 %)

beschrinkt.
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Fiir den geraden Bereich d i
heit das Steigungsmas er Wirkungskurve kann als Ma§ der Steil-
dp

“= ax

der sich der Kur

e Auswertzzgalgnléisten anpassenden Geraden definiert werden.
Messung mit Hilfe der Tre- [0
vanschen Kennlinie gestal-
tet sich nun folgender- 80
maBen: Der Versuch lie-
fert die beiden Punkte
Py{p.,x; fiir die Dosis A,
des Standardimpfstoffes und
Py{ps,x, fiir die Dosis A,
des zu priifenden Impf-
stoffes. Durch beide Punkte
denkt man sich Parallelen
zu der Kennlinie gezogen
(Fig.3). Der horizontale Ab- e
stand M der beiden Par- -
allelen ist der Logarithmus i

d altni i
es Verhéltnisses zweier Dosen A; und Aj;, die den gleichen Prozentsatz

an geschiitzten Tieren er, i
: geben, und i altni
der Wirksamkeit der beiden ImpfstofgfmllE Ty Ine

Wie aus Figur 3 hervorgeht, ist 100

_ Pi—Pe '
bl = a — (x1—x,).

Pa-Pi X\,
2
™

st

x
N

Noch bequemer ist die Au

wenn die Antigendosis in defini::z:;t;]?gz
!Jelten des Standards angegeben wird. So
ist als ,,Schutzeinheit* (SE) 1 ccm. des
Standardpréaparates F 47, das als Ur-
standard-der Diphtherieantigene zu be-
trachten ist, definiert. Ist A, die Anzahl
ier Schutzeinheiten der Standarddosis
: ezit die gesuchte Anzahl der Schutzein-’

Iten der angewandten Dosis des zu lgA
prufe.nden Impfstoffes, dann gibt der o
Quotient Ay/A; das Verhiltnis R der

Wirksamkei i
mkeiten beider Impfstoffdosen an. Den Logarithmus dieses Ver

héltnisses fiir die
durch den Versuch gefu i
. . d
prozentsitze findet man mit Hilfe degr Krénilifni]zlf(fFe;;nfL)('ler A SRR

e

lgA——sIgA
Fig, 4.

log R = x,—x, = 221
==
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Daraus folgt:
Pa—DP1 }
logAs =X =" ¢ +x1=logR+logA1

a

oder:
A, = R- A]_.

Vorteilhatt ist die Verwendung von Koordinatenpapier mib logarithmischer
Abszissenteilung, die die Benutzung einer TLogarithmentafel iiberfliissig macht (vel.
die Figuren 8 und 9 und Tabelle 8 der vorangehenden Arbeit, S. 19).

Da jeder Differenz der Ueberlebensprozentsitze ein bestimmtes Wir-
kungsverhaltnis R entspricht, so muB auch dem mittleren Fehler des
TUeberlebensprozentsatzes P o

P-4

0. = e
p= = n

der die zu erwartende Differenz zwischen dem Mittelwert po und den einzelnen
Ergebnissen Pi, P2 Pas - - - ps einer groben Anzahl gleichzeitig ausgefithrter
Versuche angibt, ein bestimmtes Wirkungsverhaltnis entsprechen. Es sel
100 po + 0p =D+ und Po—0p
— p_ (Fig. 5). Dem mitt-
leren Fehler op =P+ —Po
= Po—P— entspricht auf der
Abszisse die Differenz ox =
X.p —Xo = Xo—X— Da x=
1 log A, so folgt: 0x = log
t A /Ao =log Ao/A— = Tigga,:
Loty Ist o das Steigungsmaf der
Lo Kennlinie, dann ist der mitt-
L lere Fehler des Logarith-
b= mus der Dosis gegeben

| |
-Ox | +0X i i
X- X9 X« ———=IgA dureh ae BeZlehung

Fig. 5. : o ="

Beispiel: Fir p = 50 %, n = 100 und a = 50 ist op = =D o, und ox = 0,1.
Das diesem Wert entsprechende Wirkungsverhiltnis Ay /A, ist 1,26. Dem Prozent-
satz py, dem der Abszissenwert X4 = Xo+0x zukommt, wiirde die Dosis Ay = Ao+ 1,26,
dem Prozentsatz p_ die Dosis A_ = Ao/1,26 entsprechen.

Will man eine durch den Tierversuch gemessene Antigendosis A mit ihrem mitt-
leren Fehler angeben, dann schreibt man am besten: log A -k ologA- Dafiir konnte
man auch schreiben: AXfs, wenn man den Faktor A /A, mit {4 bezeichnet. Dann
hat man aber zu beachten, daB dem n-fachen Mittelfehler des Logarithmus der Dosis
der Wert {5 entspricht (n-ox =n-log fao = log f3).

In ganz analoger Weise entspricht dem Mittelfehler der Differenz zweier
Ueberlebensprozentsatze P und p, ein mittlerer Fehler der Differenz der

zu p, und pPo gehorigen Abszissenwerte x; und X, Der mittlere Fehler der
Ditferenz p;—Pe ist

el SR

oo = /B P
n,

Ny
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Der mittlere Fehler der Differenz x;—x, ist dann

Oy pifr, = ClogR = 1]/ LA 4+ s
F.. ol . * . n2
iir p; =p, und n, =n, geht dieser Ausdruck iiber in
L
Diese Formel gilt angeni
genghert auch fiir nich i i
i (9)1]0. t zu groBe Unterschiede zwischen

Es ist vorteilhaft, beide V.
L A ; . ersuchsserien moglichst i g
fiir n; = n, wird der mittlere Fehler der Differeiz zZu egiile;fl? B%[lig?mﬂ;{nac}len’ et
Setzt man n;+n, =2n und i + £ .
1 o, |
= e 15 148n
210 T 18— m— dann ist fiir
n; =7n,=n 6 =0 und damit 1/n
1
= 2n/n%*—0? ein Minimum. S

) Beispiel: Die Dosis de -
impfstoffes enthalte A, Schustzsefl?lrll:}iiz(ril
Es soll durch den Tierversuch die An-:
za.hl der Schutzeinheiten (Ap) einer be-
stimmten Dosis eines unbekannten Impif-
stoffes ermittelt werden. Der Uebgr-
lebensprozentsatz des Standardversuches

sei p;, der des unbekannten Im
i > ; pistoffes p,, di e
beniitzten Tiere sei 100, das Steigungsmaé) 2oz dzer II&{ILZI?rgliniI:a ?)‘(3)1 el

1. pr=50%, p.="70%
log R = xo—x; = @
log R = | VE
g 0,4 4~ 0,136 (Olog R = 5 0,136)
R =2,51%1,37;

Ay =A-R=A4A,-251%
= p1=p2=150% 12,51 % 1,87,

log R = 040,14 e
s i1 A
R =1%1,385 (%g B h V2 C 1S 0,1414)
Ay = A, 1,385 g

Vorau ir di

e Verwerslsdel’lclzllgmii If:r .dle Anwendbarkeit der Trevanschen Methode ist
e des in seiner Zusammensetzung stets gleichbleibenden
e bleibén l;n nur dann ]fann die Wirkungskurve in ihrer Gestalt
o T Verha]tl.lis Sst dgs aber nicht dgr Fall, dann muB} die Bestimmung
e Werdes er Wirksamkeiten der beiden zu vergleichenden
i EW'en. Es wurde bereits im ersten Abschnitt (S. 57
Streuung 5 VerS% hlesen, d.aLB unter diesen Umstinden eine iibernon.nale
B e sergebnisse, d. h. der Differenzen der Ueberleb

er beiden Vergleichsversuche zu erwarten ist Da:s3r seeier;:

I 1 t S 1

—>IgA

0sis des in gei i i
seiner Wirksamkeit unbekannten Priiparates, die A, SE ent-




W. Schifer,

halten moge, ausgefiihrten Parallelversuche mogen die Ueberlebensprozent-
satze p, und p, ergeben. Die Wirkungskurve a liefert fiir die Differenz p,—ps
das Wirkungsverhaltnis R und damit A, =R-A; SE. Wird aber der
Versuch mit einem in seiner Zusammensetzung der Wirkungskurve b ent-
sprechenden Tiermaterial ausgefithrt, dann entspricht dem gleichen Wir-
kungsverhéltnis R eine grofere Differenz p's—Dp'y der Ueberlebensprozent-
siitze. Tiir ein und dasselbe Wirkungsverhéltnis R wird man also bei Ver-
wendung heter ogenen Tiermaterials verschiedene Differenzen der Ueber-
lebensprozentsitze zu erwarten haben. Diese Streuung der Differenzen
kommt noch zu der Fehlerstreuung (S. B5) hinzu, s0 daB eine iibernormale
Streuung der Versuchsergebnisse resultieren mubB.

b) Die Berechnung des Steilheitsgrades der Wirkungskurve.

Von groBter Bedeutung tiir die TrEVANsche Auswertungsmethode ist
natiitlich eine sorgfiltige Bestimmung der Kennlinie, deren wichtigste
Konstante der Steilheitsgrad o ist. Aus den beobachteten Werten pi, Xy,
Do Xo, D3> Xas « - + - PisFis -+« + 148t sich das
arithmetische Mittel P,X berechnen. [Die
Symbole sind moglichst im Anschluf} an
die Arbeit von GADDUM (11) gewiihlt.]
Das SteigungsmaB o ist dann gegeben
durch 3
L)

5 x=xe

Da den Beobachtungen pi,Xj Ver-
schiedenes Gewicht beizulegen ist, miis-
sen p und X als ,,gewogenes Mittel
der beobachteten Werte pi,Xi bestimmt
werden. Nach Czuser [(2) S. 322, Nr. 188] ist als Gewicht die
GroBe h? = 1/20;, oder 1/o, anzusehen — konstante Faktoren sind ohne

==

X xj—>x=lgA

Fig. 7.

Bedeutung —, weil h? =B£l—q das PrizisionsmaB des betreffenden Ver-

suches [vgl. (2) S. 150, Nr. 101] ist. Setzt man 1/pq = B (,,Gewichts-
faktor* nach GADDUM), dann ist das Gewicht des betreffenden Versuches
Bn =1/o2. X und p sind dann gegeben durch
2[Bn;x;] S[Bym;p;]
X =SB, (2) und p = —Z_—[lﬁ 3)

[vgl. CzuBER (2) S. 323, Nr. 188]. Das SteigungsmaB o« kann man mit
GappuM (11) als gewogenes Mittel aus den Werten ¢, = %}; ay = §2:2 USW.
auffassen. Als Gewicht der ,,Beobachtung® o ergibt sich der Wert
Bi n; (x;—X)? durch folgende Ueberlegung: s sei x;, pi (Fig. 7) der beob-
achtete und x;, pi’ der wahre Wert eines Versuchsergebnisses. Dann ist
der wahre Wert fiir o:

Variationsstatist. Unters. zur Wertbestimmung von Diphtherieimpfstoffen. 73

g{j ki (p—P) + (Pi'_Pi)

X;—X XX

7’
o= a4 Pi=Pj
iTox—x

Das letzte Glied stellt die Abweichung des ,,beobachteten* ¢; vom
wahren Wert o dar. Ist pi—pi der mittlere Fehler des beobachteten
., PP
Wertes p;, also o, dann ist o der mittlere Fehler des Wertes «j:
’p;
X—X

Das Gewicht der Beobachtung o; ist

Oy, —
C(i—

Als gewogenes Mittel der Werte o erhilt man analog (2) und (3) den

Ausdruck
= [ Bjn(x;—X)* - ( —E;}-S) ]
— W X1—X

= S[Bn,(x—%)°]
Darin ist Binj(x;—X) die Abweichung der Werte x; vom arithmetischen

Mittel X. Da infolged P _
i olgedessen E[Blnl(xl X)] :-0, und da P konstant iSt,

oo S[Bny(x;—x)-p] =P - Z[Bn(x,—%)] =0
2[Byn;p;(x;—X)]
S[Bn(x—x)] )

g, =

Der mittlere Fehler von « berech i
: net sich aus der F iir di
Standardabweichung eines gewogenen Mittels: S R, i 8

zVoél-gf+oé2°g§+... V=0, - 871

21+ +... = Z[g]
..g...die Gewichte der Beobaehtun1
sind. Aus g; = 1/0;_folgt ety

o

worin g, g, . .

Demnach ist

o3

P Baa o

Riir die Frankfurter V.
! ersuche vom Juli 1933
gehenden Arbeit, S. 17) findet man die Werte: P

X =—0,078 =1
e og 0,835 (SE).
a=424 64,
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und fiir die Versuche vom Januar 1934 erhilt man:
z = 0,091 = log 1,233 (SE),
p=2315 0%
o = 47,6 £ 2,5.

Bei den Angaben fiir den J anuarversuch ist jedoch zu beachten, daB §ehr extreme
Werte (9, 13 und 79 %) in die Rechnung eillbegogen wurden, die, da sie auBerhalb
des geradlinigen Bereiches der S-Kurve liegen, einen zu .ﬂaohen Yerlaui der Gfaraden
bedingen miiBten. Wenn trotzdem der Wert fiir o hoher ist ?,ls b?l der Sommmkurv;e,
so ist das auf die Fehlerstreuung guriickzufithren. Offenbar sind die Werte 9 und 13 9,
extreme Minusvarianten. Beriicksichtigt man nur die mittleren Werte fiir 1,15, 2,3
und 5,8 Schutzeinheiten, dann findet man fiir o den viel kleiner(:m Wert 39 4+ 9, der
sich aus dem anscheinend zu hohen Wert 47 9, fir 1,15 SE. ergibt. Del: Fehler, <.1er
dureh die Beriicksichtigung extremer Punkte entsteht, scheint demnach im Vergleich
zu der Fehlerstrenung sehr gering zu sein: rilps i

Da vorausgesetzt wird, daB die Steilheit der Wl_rkungsk‘urv.e. un-
abhsingig von zeitlichen Schwankungen in der ¥mmun.1s1erbarke1t ful: ein
bestimmtes Tiermaterial konstant ist, 1aBt sich die Bestimmung des Mittel-

wertes aus beiden Versuchsreihen rechtfertigen. .
Das Gewicht fiir @, = 42 16,4 ist 1/0’&1 = 0,0246,
tH) 2 » 0= 417:1: 295 2 1/6;H= 0,1671.

e 246-42 41671 - 476 _ 46,7,
bt 1917

Der mittlere Fehler des gewogenen Mittels oy ist nach (6):

P il =23
! 0,0246 - 0,1671

Aus den empirisch gezeichneten Kennlinien der Tabelle 8 der vorangehenden Afbeit
(S.19) findet man fiir oy den Wert 48,1, der mit dem berechneten Werte sehr gut iiber-

einstimmt.
¢) Die Gaddumsche Auswertungsmethode.
Wenn auch die Abweichungen der Wirkungskurve von einer 'Gera'den
noch in dem Bereich zwischen p =10 und p = 90 9, ziemlich gering sind,
50 ist doch zu bedenken, daB einem Wert von 10 %, oder 90 %, bei 100 Ver-

: 900 . .
suchstieren ein mittlerer Fehler von T 39, entspricht, also ein

dreifacher Mittelfehler von 9 %. Man darf daher, wenn man p-Werte
zwischen 10 und 90 zulidfit, nur Ueberlebensprozenzsétze zwischen 19 u1}d 81
beriicksichtigen, denn einem beobachteten Werte von 10 bzw. 90 % .].sonn‘ge
ja ein wahrer Wert von 1 bzw. 99 % zugrunde liegen, und dann wére die
Abweichung von der Geraden sehr stark! : 3

Um aber doch extremere Werte beriicksichtigen zu ko'nnen, hat
J. H. Gappuw in der schon mehrfach erwéhnten Arbeit (11) einen neuen

Weg eingeschlagen. : '
gGrADDUM setzt an Stelle der Werte p die durch die Gleichung

oy o
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Die Gleichung (7) stellt die Gleichung der normalen Aufzihlungskurve
dar, bei der y in Standardabweichungen als Einheit ausgedriickt ist.
Die allgemeine Form der Gleichung ist
v

1 e
A i) 2/,(,2 8
P = a3 [9 dy (8)
W= )

/>rve
worin ¢ die Standardabweichung der Kurve( )z =1/ ZM) bedeutet. Diese allgemeine

]
Gleichung gilt fiir jede normale Aufzihlungskurve, also auch fiir die den bheobachteten
Werten zugrundeliegende Idealkurve. Ihre Gestalt hingt lediglich von der Wahl der
Abszisseneinheit (d. i. der Einheit von y) ab. Wihlt man w als Einheit, dann geht die
Gleichung in die Form (7) iiber.

Da aber nun fiir die den beobachteten Werten entsprechende Kurve die Ab-
szisseneinheit x = log Antigendosis durch die Wahl des Tiermaterials festgelegt
ist, so wird ¢, in REinheiten x ausgedriickt (uy), in den meisten Fillen mehr oder
weniger von 1 verschieden sein. Die Gappumsche Kurve ist also ebenfalls keine Gerade,
doch ist die Abweichung von einer Geraden, auch wenn p wesentlich verschieden von
der Abszisseneinheit ist, sehr viel kleiner als die der Wirkungskurve.

Wie spiter noch gezeigt werden wird, ist uy fiir das Frankfurter Tiermaterial
etwa 0,75, also nicht sehr verschieden von der Einheit. Die Gappumsche Kennlinie
wird also fiir das Frankfurter Material nur wenig von einer Geraden abweichen.

Ist die Standardabweichung (uy) des Tiermaterials groB, die Abszisseneinheit
also klein im Vergleich zu uy, dann verliuft die Kurve flach, ist uy klein, dann ist die
Kurve steil. Der Steilheitsgrad kann also auch bei der Gappumschen Kennlinie als
MaB fiir die Streuung des Tiermaterials angesehen werden.

Gappum bezeichnet die Streuung u, gemessen in Logarithmen der
Dosis (ux), mit . Da die Standardabweichung fiir y (uy) gleich 1 gesetzt
ist, so ergibt si¢h als Steigungsmaf (b) der Gappumschen Kennlinie der
Ausdruck

dy wpy 1

e

Die Streuung des Tiermaterials ist also gleich dem reziproken Wert
des SteigungsmaBes b.

Das SteigungsmaB b spielt fiir die Auswertung nach Gappum dieselbe
Rolle, wie das Steigungsmaf} « fiir die Auswertung nach der Wirkungs-
kurve. b ist gegeben durch die Beziehung

b=,
x—Xx
worin y und x die gewogenen Mittel der ,,Beobachtungen* y; und x; dar-
stellen. Aus der Beziehung
dp” _ op
dy oy
ergibt sich das Gewicht 1/oy. oy ist die Streuung der Werte y, die der

Streuung Gy =V r-q entspricht. Es ist
n

Lagei il .(ﬂ'?_ n (
05, oI“)r dy) P'-q' dy
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; ; ; 1 (dp')2 Byt . 32.1,1 +
: : D 2.1,1+95.1,35
wenn man auch hier einen Gewichtsfaktor B =17 \'qy einfithrt. Die b, m = 20 1051 0,09

Werte fiir g—gkﬁnnen aus einer Tabelle der Ordinaten fiir die normale Kurve Oy 1 Py 1 1
entnommen werden, wie sie sich z. B. bei Rierz-Baur () findet. In 0 ’2[l] VZ[Bini(Xiﬂl_()]?]ﬁVE
der Gappumschen Arbeit (11) ist eine Tabelle der B-Werte mitgeteilt, 23

aus der man fiir jeden Wert p’ sofort den zugehorigen Wert B ent- 3 In Figur 8 sind die fiir die Versuche vom 19. 7. 33 und 25. 1. 34 er-

nehmen kann. haltenen Gappumschen Kennlinien und di i

: : . . d 3
Fiir die Berechnung von b bleiben alle Formeln dieselben wie fiir die sprechende Gerade dargestellt. io"idem;gewogenen Mittel ent
Berechnung von o, nur hat man an Stelle von p mit dem Gewichtsfaktor

= 40,09

1y iei el : ! 1 (dpy
o die GroBe y mit dem Gewichtsfaktor el ( dy) zu setzen.

Der Uebersichtlichkeit halber sei der Gang der Rechnung noch einmal zusammen-
gestellt: Zunichst werden aus einer Tabelle der normalen Aufzihlungskurve die den
gefundenen Werten pi, Pz; Ps - - entsprechenden Werte yi, Va, Yar - - - entnommen und
die dazugehérigen Gewichtsfaktoren By, By, Bg...nach der Formel

O =_,1#,.(d_1’)?
oy-n  p-q dy

ausgerechnet oder der erwdhnten Tabelle bei GApDUM entnommen. Mib Hilfe der
Formeln (2) und (3) findet man die gewogenen Mittel X und y aus den ,Beobach-
tungen* Xy, Y1, X2, Yo Xa» Yo - - - SchlieBlich hat man aus () das SteigungsmaB b zu
errechnen, dessen mittlerer Fehler durch (6) gegeben ist.

Als praktisches Beispiel sei die Berechnung von b fiir den Versuch
vom Januar 1934 ausgefiihrt (Tab. 4).

Tabelle 4.

SE llog SE=xi. p. T B 'n ‘B-n\ Box; | Boy; | %X '(xifz_z)2 .(x,—%)| Bn(x;—=x)j

0,29| —0,688 | 9|—1,34 0,34 '115 39,1|—21 |—52,4|—0,862| 0,743 29,1
0,58 —0,236 |13 —1,13 0,40 112| 44,8|— 10,6|— 50,7— 0,560 0,313 14,0
1,15 0,061 |47|—0,075/0,635/118) 75,0 4,6|— 5,6/— 0,263| 0,069 5,2
2, 0,862 |47|—0,075/0,635(109| 69,3 25,1|— 5,2|+ 0,038| 0,0014 0,1
I 0,764 | 71| 0,55 |0,67 |116|66,1 50,| 36,4 0,440( 0,194 12,8
1,061 | 79| 0,81 |0,50 |126]63 | 669 51 0,737| 0,642 34,1 Fig 8.
>[Bnx,] = 115,5 S[Bny,(x,—X)] = 128,48 S

_5: —X 2] = 3 = — _y p i y a 3
[Bn(x;—X)*] = 95, = o e laBt sich o berechnen. Fiir p =50 9%,

(y = 0) ist o das Steigungsmal der Tan, i
— 0,324 —log 2,11 (SE : . gente durch den Mittelpunkt der
— 20,0143 g(entspr.( ™ 1119 RS skurve. g
—1,35 + 0,11 ‘ dp _ 100
dy  Yar
= 0,0905 = log 0,81 (SE _p. dp
= O’i85 (egnlsssﬁgr. P =(54,% %) 4 a=h. qy = 1,28. 39,9 = 51,1 4 3,6.
=1,10 £ 0,18. leser Wert stimmt sehr i
g 1 . ¥ gut mit dem nach der TrEvansch
Mit Hilfe der Gewichte fiir b ' erhaltenen Werte 47 4 2 iiberein, der ja, infolge der Sivlsiiﬁ(lfllmll\ﬁ;h(()iii
01_2 = I[Bn,(x,—X)? Kurvlgi eetvéas ni'edlliriger sein mubB.
] enauigkeit der TreEvanschen Methode reicht, wi ispi
findet man als gewogenes Mittel zwischen den beiden Werten by =1,1 . zeigt, fiir praktische Zwecke vollkommen aus : lgt;lfni? s‘Z]lf Iii;f;;};ﬁ

— sel .
b= 135 A | em, daB die Gappumsche Methode keinen nennenswerten Vorteil bite.

5,
11,

= 39,9 (y=0)
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Sie ist auf jeden Fall exakter als die Trevansche und sie gestattet vor allem
die Mitverwendung sehr extremer Werte von pl). Da die Aufstellung des
Auswertungsdiagramms nur einmal gemacht zu werden braucht, und da
auch die Rechnung nach Gappum kaum mehr Arbeit macht als die Be-
rechnung der TREVANschen Kennlinie, so wird man unbedingt der Gap-
punschen Methode den Vorzug geben miissen. Kiir viele Fille kann man
auf die Rechnung verzichten und die Lage der Kennlinie empirisch ein-
seichnen. Die Rechnung wird auch iiberfliissig, wenn iiberhaupt nur zwei
Punkte bestimmt werden, denn dann isth = %:—3;—2, und man braucht beide
Punkte nur durch eine Gerade zu verbinden. Nach GADDUM [(11), S. 23]
erzielt man in diesem Falle die groBte Genauigkeit, wenn die beob-

achteten Prozentsitze um 6 bzw. 94 % herum liegen. Dann wird némlich

der Wert :é zu einem Minimum, und, da b konstant ist, wird auch op, der
mittlere Fehler des SteigungsmaBes, zu einem Minimum.

Ts ist niamlich fiir die beiden Punkte X;, yi und Xg, ya nach (6):
l A

e
Bm, + Banp  (Xi—X J;I/—XLZ)? 2, 0, (K)
b, T T

Liegen nun die beiden Punkte symmetrisch zur X-Achse (y1=——y;), dann ist
v3 = y3. Ist auch noch ny = n,, so wird auch 03, = 0y und man bekommt:
S e o)
i Ten R P
: . ’ 6;‘:1 . 6%,2 . .
Bildet man die Quotienten = —_y__, dann bekommt man ein
1 2
Minimum fiir p, = 6 % und ps = 94 %.

d) Die Einstellung des Standardimpfstoffes F 191.

Da der Urstandard F 47 und der ihm gleichwertige (s. Abschnitt 3)
danische Impfstoff L 31 allméhlich aufgebraucht wurden, muBite man
an die Einstellung eines neuen Standardimpfstoffes denken. Der hier-
fiir bestimmte Impfstoff F 191 ist — im Gegensatz zu den fliissigen
Formoltoxoiden F 47 und L 81 — ein durch Natriumsulfatfallung ge-
wonnenes Trockenpraparat (Formoltoxoid). Um festzustellen, ob ein
derartiger Impfstoff zur Messung der nach den iiblichen Verfahren
hergestellten fliissigen Diphtherieantigene in jeder Hinsicht geeignet
ist, wurde fiir F 191 nochmals die Gappumsche Kennlinie ermittelt.
Es wurden im ganzen drei Punkte bestimmt, und zwar mit den
Dosen 24, 6 und 1,5 mg in je 3 cem Losung. Die erhaltenen Werte
sind in Tabelle 5 zusammengestellt (vgl. Tabelle 12 der vorangehenden

Arbeit, S. 27).

1) Fiir die TrEVANsche Methode wire das Auszeichnen der flachen Enden der
S-Kurve erforderlich.
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Tabelle 5.

X5 PN B | n|B.nBnx;| Bny; | x—= |(x,—X%)*Buy,(x;—%)|Bn(x,—%)?

0,176/24,6/— 0,686|0,535| 65| 34.7| 6,10/— 23,8 |— 2
0,778/76,8|  0,733|0,522(125| 65.2(50,75 47.75 8’845§ 8’6824 ¢ £y
1,38088,7| 1,21 |0,368| 62 22:8|31,45| 27.6 | 0,66 | 0.436 ¢ 33?2,

[ | ‘252[122,7!88,30| 51,55’ | | 33,90 | 2043

Die Rechnung ergibt:

72 = log 5,25 (mer)

| RoLl

_ ]?1e neue Kennlinie ist etwas steiler als die fiir F 47 ermittelte, doch
ist die Differenz _bF 191 — bp 4, =0,38 4- 0,24 statistisch nicht ges,ichert
Von dem Ergebnis des Juliversuches allein (b = 1,10 & 0,18) ist de1:
Wert 1,66 gerade durch den zweifachen Mittelfehler (i)iff =’0 56 -+ 0,28
getrennt. Auch dieser Unterschied liegt im Bereich des Zlifétﬂig’en Es, isz
auch‘ maoglich, daB er durch die Heterogenitit des Tiermaterials'(s Ab-
schnitt 2e) bedingt worden ist. Die Annahme, daB die Verschiedenheit der
II.I.lpfStOffe einen Unterschied in der Steilheit der Kennlinie bedingt haben
konnte, dﬁrf.te demgegeniiber kaum in Betracht zu ziehen sein. Man ist
also berechtigt, den Auswertungen mit F 191 als Standard eine'Kennﬁnie
zugr}mde zu legen, deren Steilheitsgrad das gewogene Mittel aus den drei
Bestimmungen darstellt (Fig. 9)). Dieses gewogene Mittel ist

_32.11495.1,35 -+ 20,5.1,66
b= 1475 —— =1,33 4 0,08.

0,
0,
1,

1
(U = o (1,08,
Die Standardab e i
le Standardabweichung des Frankfurter Tiermaterials (i i
men der Antigendosis) ist hiernach ol il s

1
% =4 =0,75 4 0,05.

o elg;leir Elgst?ﬂung des neuen Standards nach Schutzeinheiten lagen die
mi% 4 sse I;lel’ Messungen zugrunde, von denen zwei mit F 47 und eine
i f'I'r}ll (nach Kubikzentimetern) gleichwertigen Impfstoff L 31 als Standard
g(]ez iihrt Wa,ren“(Ta.belle 6; vgl, Tabelle 12 der vorangehenden Arbeit S. 27).
gera‘des mrde fiir jede Messung die Dosis von F 191 ermittelt, in der
eine SE enthalten ist. Aus der Kennlinie (Fig. 9) wurde zunéchst

1) D i :
absolut)en %T::tb({zr d(?r Ausweljtung nur auf die Neigung der Kennlinie, nicht auf den
B dar;eme'm bestmlmt?n Ueberlebensprozentsatz entsprechenden Antigen-
linie g0 e ,W d, wie es aus Grpnden der ZweckmiBigkeit geschehen ist, die Kenn-
e Abszisse; teilfl; en, daB ihr 'Mlttelpunkt (» =50 %) mit dem Nullpunkt (log 1)
S’ ot g gus.ammenfallt. Um die Ablesung zu vereinfachen, sind auBer
en auch die ihnen entsprechenden p-Werte eingetragen. :
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Tabello 6. das Verhéltnis der Wirksamkeit der angewandten Dosen abgelesen. Fiir

l Versuch 1 findet man: 15 mg von F 191 verhalten sich in ihrer Wirk-

y , samkeit zu 1,5 ecm von F 47 (oder: 10 mg F191 zu 1 SE) wie 5,2: 1.

such ™ 10 mg enthalten folglich 5,2 SE, 1 SE = 1,92 mg.
1 \21. 8. VAT (1,00 00 \

, i |
Ver- ' patum \‘Isﬁlf)f ' Menge ! J

8 9.'s4| F191 [15 mg 124 Aus Versuch 2 ergibt sich:
%. % /34} ggl %fﬁ? g% y Wirl;saumkeit2 2v40nSE4 lngF 119179 zu 1 cem F 47 wie 2,24 :1;
24. 10. mg = 2, ] = 1,79 mg.
3 | T || L8ty gzcgr;gz)\ L Versuch 8 liefert fir 5,25 mg den Wert 2,7 SE, 1 SE =1,95 mg.
b.pLZ SaE - Das gewogene Mittel aus den drei Werten berechnet sich wie folgt:
Die Werte 1,92, 1,79 und 1,95 stellen das Verhiltnis der Wirksamkeit von
1 com F 47 (bzw. L 31) =1 SE zu der Wirksamkeit von 1 mg F 191 dar.
Der mittlere Fehler des Logarithmus des Verhiltnisses zweier Dosen A,

und A, mit den Ueberlebensprozentsitzen p, und p, ist nach TrEvan
(S il):

2

Vo + o,

a
Fiir die Auswertung nach Gappum hat man nur statt p und « y und b
zu setzen: i

%logR =

{Fr s _14/T . 1
o A L+ [N . A
losgt b b VBlnl * B,

Natiirlich muB man die tatsichlich gefundenen Ueberlebensprozentsitze bzw.
die ihnen entsprechenden y-Werte in die Rechnung einsetzen, nicht etwa die Werte,
die 1 ccm F 47 und 1 mg F 191 entsprechen. Fiir die drei Werte von Versuch 3 gils
jedoch auch hier das gewogene Mittel p = 66,3 %. (Die Werte B+n s. Tabelle 6.)

Die Werte, die man auf diese Weise erhilt, sind: log R + Ologr =

(Versuch 1) 0,283 - 0,131, Gewicht f. log R: 58,3
(Versuch 2) 0,253 4 0,122, ,, B Gyt 618
(Versuch 3) 0,290 4 0,108, , W % B

0,283 . 58,3 + 0,253 . 67,3 4 0,29 . 86
211,6

Gewogenes Mittel: logR =
1

il
00— = =——=10,069
1R e YRR
Volaa]
IogR_

logR = 0,276 + 0,069

R =189 X1,17

Das Ergebnis der drei Messungen lautet also: In 1,89 mg des Impf-
stoffes F 191 ist eine Schutzeinheit enthalten.

e) Der EinfluB des Tiermaterials auf die Genauigkeit
der Dosenbestimmung.

Die Auswertungsmethode nach TrEvAN-GADDUM griindet sich auf die
Annahme, daB die Wirkungskurve fiir jedes Priiparat des gleichen Tmpf-
8’§offes und auch fiir jede Jahreszeit, in der die Messung ausgefiihrt wird,
die gleiche Steilheit besitzt. Das gilt natiirlich nur fiir ein und dasselbe

Atb.a.d, Staatsinst, f, exp. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. XXXII. 6

1) Mit F 47 wirkung
2) Mittelwerte nach

oleich (s. Abschnitt 3, S. 86).
sEusweréung von Tabelle 5 (S. 79).
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Tiermaterial, denn die Steilheit der Kurve héngt von der Streuung der
Tiere nach ihrer Immunisierbarkeit ab. Ein sehr heterogenes Tiermaterial
mit stark schwankender Streuung wird nicht nur eine flache Kurve haben,
sondern auch einen von Versuch zu Versuch verinderlichen Steilheitsgrad.
Je steiler die Kurve, um so Kleiner der einem bestimmten Ueberlebens-
prozentsatz entsprechende Dosenfehler, und je konstanter die Neigung der
Kurve, um so genauer die Auswertung nach der Kennlinie. Geringe
Streuung und groBtmogliche FEinheitlichkeit in der Zusammensetzung be-
sitzt aber nur ein gemotypisch gleichartiges Tjermaterial, eine durch fort-
gesetzte Inzucht gewonnene reine Linie (vgl. Abschnitt VI 1 der voran-
gehenden Arbeit, S. 32 f:);

Der Vergleich der Wirksamkeit zweier Impistoffe griindet sich auf
die bei Tmmunisierung mit den zu vergleichenden Dosen sich ergebende
Ditferenz der Ueberlebensprozentsétze. Es ist ohne weiteres klar, daB,
je steiler die Kennlinie ist, um so
groBer auch der Unterschied der
Ueberlebensprozentsitze sein mub.

Der Logarithmus des Wirkungsver-
hiltnisses der zu vergleichenden Impf-
stoffdosen sei log R =dx. Wird die
Messung mit verschiedenem Tiermaterial
ausgefiihrt, so gilt die Gleichung

%:g—zg=b1:bz*),
worin dp, und b, die Differenz der Ueber-
lebensprozentsitze und das Steigungsmaf
der Kennlinie des einen, dps und bg
Differenz und Steigungsmal des andern
Tiermaterials bedeuten. Bs ist also

b,
dPs = dP1 J Bi’

r-———-—“‘
Fo =i s S

Ox ——x=IgA

Fig. 10.

d. h. bei dem Tiermaterial mit der kleineren Strenung sind die Differenzen der Ueber-
lebensprozentsiitze grofer als bei dem Material mit der groferen Streuung. Bei Ver-
wendung gleich grofer Tierzahlen muB sich daher ein Unterschied in der Wirksamkeit
der Impfstoffe um so sicherer nachweisen lassen, je steiler die Kennlinie, d. h. je
Kleiner die Streuung des Tiermaterials ist.

Man wird also bei steilem Verlauf der Kennlinie mit weniger Tieren
ein statistisch gesichertes Ergebnis zu erwarten haben als bei flachem Ver-
lauf. Zwischen der Neigung der Kennlinie und der fiir einen Versuch er-
forderlichen Tierzahl besteht eine einfache Beziehung: Die Fehlerstreuung
fiir den gefundenen Wert p % sei o, (Fig. 10). Dieser Streuung entspricht

. o . . . . .
eine Dosenstreuung Oxl=—b¥1—, wenn b, der Steilheitsgrad der Kennlinie ist.
1

Es moge nun bei einem andern Tiermaterial, dessen Kennlinie das Steigungs-
maB b, hat, fiir denselben Prozentsatz p die Streuung ox, gleich ox, sein.

#) denn —gz = % . %X, wobei i—y als konstant zu betrachten ist.
X P Y
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Damn 5t =% odr, dn sy =y 2 _1 /L1,
bl 2 dp = n (E
n, b
L h. die ert B b
d. h. die erforderliche Tierzahl ist umgekel > . :
des Steigungsmafes b. gekehrt proportional dem Quadrat

3. Der Unterschied zwischen L 31 und F 47.

Die auBerordentlich groBe Streuung des Ti als i
die.Immunisierbarkeit der Tiere bzw. dgn mit ei‘ilrellr'1 alf:;?rlrsmglef (K;ll’%l Zﬁf
dosis zu erreichenden Immunititsgrad machte die Erhohung der fiir e;g
Versuch erforderlichen Tierzahl von 25 auf 100 Tiere notig, da die I];en
sc?af’fung reinrassigen Tiermaterials in ausreichender Menge ngrl'alufi nicl(:t-:
moglich war?). Die Dosenfehler der mit 20—25 Tieren ausgeﬁihrtegn Ver-
su.che waren so groB, dal von einer zuverldssigen Messung nicht die Rede
sein konnte. Kine Auswertung des gesamten Materials der vor 1933 in
London, Kopenhagen und Frankfurt a. M. ausgefiihrten Versuche durch
q. H. Gappum (15), in der vier Impfstoffe (F 47, L 31, ferner ein en
hscher.: 855? und ein franzosischer: 38772) in Bezug auf ihr,e antigene Wirli-
samk.elt miteinander verglichen wurden, hatte sehr Widerspruc}?svolle B
gebnlsse?: W:%thrend die Resultate von London und Kopenhagen eini ei:
maﬁep iibereinstimmten, wichen die Ergebnisse der Frankfurter Versue}%ez)
z1e1n11ch'stark davon ab, wie die in Tabelle 7 zusammengestellten Zahlen
der relativen Wirksamkeit der vier Impfstoffe zeigen. Die starke Abweichun,
der Frankfurter Versuche fiihrt Gappum auf die durch einen zu ﬂachei
Verlauf.der Kennlinie bedingte groBere Ungenauigkeit der Messung zuriick
Als Stelgl‘mgsmaﬁ der Kennlinie des Frankfurter Materials findet gGADDUN;
auf graphischem Wege den Wert b = 1,2, der mit den im vorigen Abschnitt
angegebengp genaueren Werten gut iibereinstimmt. Dagegen findet
Gappum fiir das englische Material den Wert 3,8 und fiir das dénische
sogar 4. Das wiirde bedeuten, daB die Frankfurter Versuche mit der

Tabelle 73).
Relative Wirksamkeit (geometrisches Mittel = 100)
Fa1 | L3, | 89 | 887772
i s T \ 231 130

95 116
69 | 108 98

Versuchsort

b
2

Frankfurt a. M. . . ‘ 1
Eopgnhagen Sk ‘ 4 154 59
144 (

London (Schick Test) | (2,75) By | @) | 29 (109)

10fachen Tj é i
e Zuanlkerzahl hat'ten .ausgefuhrt werden miissen, um dieselbe Genauig-
SH10 Zu bekommen wie die englischen und die déinischen:

1) Vgl S. 82f. der vorangehenden Arbeit.

23)) % ‘Tab. 2 der vorangehenden Arbeit (8. 8).
iese Tabelle ist der Arbeit von Gappum (15) entnommen.
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Dpgm, 3,8 2__ n_f%n; — ‘—l— 2= 11
T el B Bop,  \12
1y ond. S p-

Die von Gappuy angegebenen Werte fiir b sind Mittelw.erte aus mehreren
Bestimmungen, Die Werte der Einzelbestimmungen v.velch"en %nfolge.) delr ‘
geringen Tierzahlen oft erheblich vom Mittel ab. SO5ISt ]f)ur %ne }'*;‘1111111?;

i i i =2,35. Die Berec
1 mit dem englischen Material’) b =2,
:zitlﬁlil::; %,iner ebenfalls nur kleinen Reihe von aJnde'ren Versut?hen ers‘gab
9.75. Diese Zahlen zeigen, daB das englische Material zwar eine dm'ch‘-
S(’:hn'ittlieh geringere Streuung besitzt, die aber wegen der kleinen Tl.elt-
kollektive von Versuch zu Versuch grofen Schwan}zungen u1'1'terworfen 1sk :
Die Schwankungen sind wesentlich groBer als die der spateren Frank-
Versuche mit je 100—125 Tieren. : ffs
furte]r)ereielamtiv hohe] Wert fiir das b der dinischen Versuche ist nicht auf

: : = M it
i i iichtetem Tiermaterial zuriickzufiihren. Te.
die Verwendung von reingezil P

407ant von drei am 26. 6. 33 aus-

il Toroo ST gefijhrten, in dem Be-
ol ——— iwEsb 1 richt (1) eingehend analy-
| sierten  dénischen Ver-
ot suchen in Gewichtsklassen
il mit einem Klassenspiel-
| i raum von 10 g ein (Fig. 11),
dl 4 dann stellt man fiir alle
il Verteilungskurven eine

W deutliche Mehrgipfeligkeit

7y

fest, die auf die Zusam-
mensetzung des Materials
iy aus mehreren (3—5) Ge-
i 4 dznischen Versuchen [vgl. (1),
ichtsrassen schlieBen 148t. Da aus den . !
vSw??]tile;rvorgeht daB Tiere verschiedener Gemchtsklass?ll‘li auchtvgrslcmlfj}??z
: isi : i daB das dinische Tiermaterial a
Tmmunisierbarkeit besitzen, so folgt, B das dém St
isi it ni heitlich ist. Man kann hochsten
B auf Immunisierbarkeit nicht ein . : .
s;gzeglg daB das danische Material genotypisch mehr homogen ist als die
i kfurt beniitzten Tiere. (s g '
f Fli?ilé Ermittlung des Steigungsmafes fiir das damsc}.le M.aJterla.l ist, Wllle
ausdriicklich betont, sehr roh; der Wert 4 ist falgentl'lch. mehr
; Angenommen, die Kennlinie verliefe wirklich so
steil wie Gappuy angibt, dann miiBte die Differenz der Ueb.?rlebenspfo?en}f-
sitze beim Vergleich zweier verschiedenwertiger Dosen fiir das dénische
Material etwa dreimal so groB sein wie fiir das deutsche; denn

- 30 340 350 360
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 3 T

GADDU
geschitzt als gemessen.

dPKop. L BK_OP;=_‘%_ —3,0.
dPpfm, b, 1,33

i i g je 18 Tiere

ind bei den englischen Versuchen nur je 18 > ben g

Za,hlei)si]isd Srllfaltﬁrlich, mag z(Dlahs Material noch so einheitlich sein, viel zu kI

SteigungsmaB der Kennlinie sicher zu bestimmen.

benutzt worden. Diese
ein, um das

Variationsstatist. Unters. zur Wertbestimmung von Diphtherieimpfstoffen. 85

In der Tat hatten die eben erwihnten déinischen Versuche vom 26. 6.
1938, die mit je 1,5 L; von L 31 (2 Versuche mit zusammen 195 Tieren) und
F 47 (1 Versuch mit 99 Tieren) ausgefiihrt wurden, folgendes Ergebnis:

L31: 73/195 = 37,6 %, Ueberlebende
F47: 54/99 = 54,569,

Die Differenz betragt 17,0 4- 6,1 %, also das 2,8fache ihres mittleren Fehlers.
Das Resultat spricht mit ziemlich groBer Wahrscheinlichkeit dafiir, daf
eine Flockungseinheit von F 47 einen hiheren Schutzwert besitzt als eine
Flockungseinheit von L 31. Nimmt man die Zahl 17 als wahren Wert der
Differenz der Ueberlebensprozentsiitze an, dann wiirde ihr fiir das Frank-
furter Material eine Differenz von 5,7 entsprechen. Aus der Gappumschen

Kennlinie mit b = 1,33 (Fig. 9) ergibt sich dann fiir die Differenz 9,09/

(p etwa 46 9,) ein Dosenverhéltnis R = 2—’;— =1,29, d.h. 1 L F 47 hat den

1,3fachen Schutzwert von 1 L; L. 81. Gappuwm findet dagegen auf Grund
der fritheren, mit 256 Tieren ausgefiihrten déinischen Versuche fiir F 47 den
2,6fachen Schutzwert von L 31 (s. Tabelle 7). Dieses Resultat 148t sich also
auf Grund der neuen dénischen Versuche nicht mehr aufrechterhalten,
wenn man b =4 setzt.

Da nun der Wert 17 der Differenz mit einem ziemlich grofen Kehler
behaftet ist, so ist die Zuverléssigkeit der Rechnung nicht sehr groB. Da-
gegen ist die Auswertung der deutschen Versuche von Jan./Febr bis
Nov./Dez. 1933 (S. 65) mit einem bedeutend kleineren Fehler verbunden.
Der Differenz 4,7 -+ 2,7 entspricht das Wirkungsverhéltnis 1,21, d. h. F 47
hitte den 1,2fachen Schutzwert von L 81. Im ungiinstigsten Falle wiirde
die Differenz 4,7 --- 3 - 2,7 = 12.8 sein. Dieser Differenz entspricht das Wir-
kungsverhaltnis 1,7 (1,66), d. h. der Schutzwert pro Ly ist mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 99,73 % Kleiner als das 1,7fache des Schutzwertes von
L 31. Ebenso wahrscheinlich wie die Differenz 4,7 4 3 - 2,7 ist die Differenz
4,—38-2,7=-34. Dann wire L31 der bessere Impfstoff, und zwar
wire L 31 etwa 1,2mal so wirksam wie F 47,

Eine noch etwas griBere Genauigkeit 148t sich erzielen, wenn man die
dénischen Versuche in die Rechnung einbezieht!). Die Rechnung sei unter
der Gappumschen Annahme, daB die dinische Kurve den Steilheitsgrad
b =4 besitzt, durchgefiihrt. Der gefundenen Differenz 17 entspricht fiir
b =1,33 die Differenz 5,7. Der mittlere Fehler der Differenz, der auBer
von der Tierzahl nur von der GroBe der tatsichlich gefundenen p-Werte
abhéingt, bleibt unverandert. s ist also das gewogene Mittel zwischen

5,7+ 6,1 und 4,7 4 2,7 zu berechnen. Die Gewichte sind 0,137 und 0,027.
Man findet

kk

gp _ 5,7.0,027+47.0187
Diff. = 0164 =49425

1) DaB die Versuche unter etwas anderen Bedingungen ausgefiihrt sind,

Spielt fiir die Vergleichbarkeit keine Rolle; denn ¢ ist fiir ein bestimmtes Tier-

:atserigé)unabhﬁngig von der zur Priifung verwandten Giftdosis eine Konstante




36 W. Schifer,

Dieser Differenz entspricht fiir p = 54 %, (das ist etwa der mittlere Pro-
zentsatz) das Wirkungsverhaltnis 1,23.

Selbst wenn man annimmt, daB der Steilheitsgrad des dénischen Materials
nicht groBer sei als 1,33, wire das Wirkungsverhéltnis zwischen F 47 und
L 31 pro L; nur 1,3, d. i. das dem gewogenen Mittel zwischen 17 + 6,1 %,
und 4,7 4 2,79% (= 6,7 4 2,5 %) entsprechende Wirkungsverhaltnis.

Die Frage nach dem Unterschied in der antigenen Wirksamlkeit zwischen .
den Tmpfstoffen L 31 und F 47 nach Flockungseinheiten kann nun wie
folgt beantwortet werden:

Auf Grund des Ergebnisses der dénischen Versuche vom 26. 6. 33
ist mit einer Wahrscheinlichkeit von 99,5 %, die antigene Wirksamkeit
von F 47 groBer als die von L 31. Jedoch ist der Unterschied keinesfalls
so groB, wie von Gappum (15) und von dem dénischen ,,Bericht*“ (1) an-
gegeben wird: Eine Flockungseinheit von F 47 hat etwa den 1,3fachen
Schutzwert von einer Flockungseinheit von L 31, sodaB beide Impfstoife,
nach Flockungseinheiten gerechnet, nur wenig verschieden sind.

Tst der Unterschied zwischen den beiden Impfstoffen nach Flockungs-
einheiten nur gering, so ist er nach Volumeinheiten nahezu gleich Null,
wie aus folgender Rechnung hervorgeht:

90 L, von F 47 schiitzen geradesoviel wie 1,3 -20 L von L 31 oder:
2,3 cem F 47 haben den gleichen Schutzwert wie 1,3 - 1,82 cem L 31, d. h.
1 cem von L 31 enthiilt 0,97 SE. Bei alleiniger Beriicksichtigung der deut-
schen Versuche findet man: 2,3 cem F 47 haben den gleichen Schutzwert
wie 1,2 -1,82 cem L 31; 1 cem L 31 enthalt 1,00 SE?). Da die dénische
Wirkungskurve wahrscheinlich steiler ist als die deutsche, so wird der
wahrscheinliche Wert zwischen den Zahlen 0,97 und 1,05 liegen.

Zwischen gleichen Volumina von F 47 und L 31 besteht also so gut
wie kein Unterschied in der immunisierenden Wirksamkeit?). Durch dieses
Ergebnis findet die Verwendung von 1. 31 an Stelle von F 47 bei der Ein-
stellung des neuen Standardimpfstotfes F 191 (S. 27) ihre Erklirung.

4. Jahreszeitliche Schwankungen der Immunisierbarkeit.

Die Veranlassung zur Anwendung des Standardprinzips fiir die Wert-
bestimmung der Tmpfstoffe haben die starken Schwankungen der Ergebnisse
von zeitlich auseinanderliegenden Versuchen gegeben. Tabelle 5 der voran-
gehenden Arbeit (S. 12) zeigt, daB die durch die gleiche Antigendosis erzielte
Schutzwirkung zu verschiedenen Zeiten ganz verschieden ist. Diese zeit-
lichen Schwankungen kinnen zweierlei Ursachen haben: Sie konnen einmal
bedingt sein durch die TUneinheitlichkeit des Versuchsmaterials (Abschnitt 1,

1) Vgl. Tabelle 11 der vorangehenden Arbeit (S. 26).

2) Der Fehler ist infolge des umfangreichen Materials so klein, daf er kaum ins
Gewicht fillt: Bei Zulassung des 2fachen Mittelfehlers erhilt man als Schutzwert
fiir 1 cem von L 31 0,8 bzw. 1,2 SE als Grenzwert.
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S. 56). Das in der Regel von verschiedenen Ziichtern stammende Material
muB selbstverstdndlich in seiner Zusammensetzung starken Schwankungen
unterWOI.‘fen sein. Zweitens aber kann es sich auch um zeitliche Schwan-
k}mgen in der Immunisierbarkeit der einzelnen Tiere handeln, so wie auch
die angeborene Giftresistenz der Tiere zeitlichen Schwankungen (Saison-
schwankungen) unterworfen ist?).

: .Am meisten Wahrscheinlichkeit besitzt die Annahme, daB die in-
dlﬁduglle Immunisierbarkeit der Tiere, ebenso wie die Giftl;esistenz einer
periodischen jahreszeitlichen Schwankung unterworfen ist. Aus der Ta’belle 5
(vorangehende Arbeit S. 12) geht hervor, daB in den Monaten Januar/Fe-
bruar® ein Minimum der Immunisierbarkeit besteht, wihrend ein aus-
gesprochenes Maximum nicht zu existieren scheint, denn die Ueberlebens-
prozentsatze der Monate Mai/Juni bis November/Dezember stimmen ziem-
lich iiberein. Fiir L 31 ist die Differenz der Ueberlebensprozentsitze zwischen
dem Januar/Februar-Versuch auf der einen und dem Mittel der Versuche
von Mai/ Juni bis November/Dezember auf der anderen Seite (365/576 = 63 %
bei einer durchschnittlichen Tierzahl von 116 Meerschweinchen pro Versuch)o‘

27.73 | 63.37

Dith, =g /218 o B0 d0,
‘/107 RtT 962830

}md fiir F 47 — das Mittel der Versuche Mai/Juni bis November/Dezember
ist 308/470 = 65,5 9%, bei einer durchschnittlichen Tierzahl von 117,56 —:
Dif” (65,5 d68) = 187 = 6 0.

Die Differenzen sind statistisch durchaus gesichert. Da nicht an-
zupehmen ist, daB die Zusammensetzung des Tiermaterials einem peri-
OdlSGheI.l Wechsel unterworfen ist, so, daB im Sommer die gut immunisier-
baren, im Winter die weniger gut immunisierbaren Stimme iiberwiegen
80 kann kein Zweifel dariiber bestehen, daB die Immunisierbarkeit der ein:
zelnen Tiere im Laufe des Jahres starken Schwankungen unterworfen ist

Zwischen den Ergebnissen der beiden Januarversuche mit T 47 besteht;

eine Differenz von (46,8—36,3=) 10,5 4-]/26:64 |, 47-88 _ 1054 6.7. Die
_ ; 102 109 o
Differenz ist etwa 1,5mal so groB wie ihr mittlerer Fehler. Vergleicht man

Schwiik?liﬂe Ifluld dleGSfchwz'mkungen der Ver@chsergebnisse nicht die jahreszeitlichen
vomngehengen Ael}r) .tl tresistenz verantworthch gemacht werden kénnen, ist in der
T .rtel (8. 16) ggzelgt worden. Wie Tabelle 6 der vorangehenden
Alltivend(;sen)'zelg , vertragen die Meerschweinchen bei Immunisierung mit gleichen
Me(?rbschwein hlm orflmer etwa 300 9, ‘Toxm mehr als im Winter. Nichtimmunisierte
= (17)c e;l vg%tragen dagegen_ im Sommer nur etwa 10 % mehr als im
& Bex.veis I(li f}eser Tatsache 1st,. v‘vomuf PricGE (24) hingewiesen hat, ein
i Iinm aftir zbu seh'en, daB die jahreszeitlichen Schwankungen als Schwan-
5 un]iswr arke'lt aufgefaBt werden miissen.
s 1;311:511.0t "idatum 1st.das Datum der Antigeninjektion angegeben. Die Bil-
i, nit .erfolgt ]edoc]% far'st allméhlich, sodaB als Immunisierungszeit
wischen Antigen- und Toxininjektion anzusehen ist.
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aber das mit L 31 im Januar 1933 erzielte Ergebnis mit dem Resultat des
T 47-Versuches vom Januar 1934, wobei man wegen der 1,3fachen Ueber-
legenheit von F 47 statt 27,1 9%, den Wert 32,3 % einzusetzen hat — dieser
Wert ergibt sich aus der Gappumschen Kennlinie, Fig. 9 —, dann findet
man die Differenz 14,5 + 6,4. Die Differenz ist fast 2,3mal so grof} wie
ihr mittlerer Fehler. Die Wahrscheinlichkeit, daB sie zufallig ist, ist nur
1:46,5. Man darf also annehmen, daB es sich hier entweder um Unter-
schiede in der Zusammensetzung des Tiermaterials handelt, oder daf auBer
den jahreszeitlichen Schwankungen noch Schwankungen mit groBeren
Perioden vorkommen?).

In beiden Versuchsreihen (mit L 81 und F 47) bildet das Resultat des
Mirz/April-Versuches einen Uebergang von dem Minimum des Januar/Fe-
bruar-Versuches zu den hohen Werten der spéiteren Versuche. Auch der.
Mai/Juni-Versuch erreicht noch nicht ganz das Maximum. Es wére mog-
lich, daB beim einzelnen Tier im Laufe eines Jahres ein allméhlicher
Anstieg und ebenso auch ein allméhliches Abklingen der Immunisierbar-
keit stattfindet. Ob dieses Ansteigen und Abklingen in gesetzméBiger
Weise erfolgt, muB sich herausstellen, wenn es moglich ist, den Einflufl
der Heterogenitiit des Versuchsmaterials auszuschalten, d. h. wenn die Ver-
suche mit genotypisch homogenem Versuchsmaterial ausgefiihrt werden
konnen (vgl. S. 32).

5. Ueber die Giiltigkeit des Weber-Fechnerschen Gesetzes
fiir die Beziehung zwischen Immunitatsgrad und Antigendosis.

.

Die Beobachtung, daB eine normale Verteilungs- bzw. Aufzéhlungs-
kurve (Wirkungskurve) erst dann resultiert, wenn als Verteilungsargument
(AbszissenmaBstab) nicht die Dosis der wirksamen Substanz, sondern ihr
Logarithmus gewihlt wird, veranlafte Wiecrowskr (13) zu der Bemerkung,
daB ,in Anbetracht der allgemeinen biologischen Geltung des WEBER-
Fronnerschen Gesetzes die Dosenabstufung in einer geometrischen Reihe
erfolgen muB. Denn es wachsen die Reizerfolge entsprechend den Logarith-
men der Zunahme der ReizgroBen®.

Abgesehen davon, daB diese Formulierung des WeBER-FECENERSchen
Gesetzes nicht ganz korrekt ist;-), kinnte dieser Satz zu der irrigen Auf-
fassung fithren, als ob man aus der Tatsache, daB die Beziehung zwischen

1) Dafiir spricht, daf im Jahre 1934 bei den staatlichen Priifungen mit F 47
und L 381 als Standardpriparaten alle Ueberlebensprozentsitze etwas hoher als er-
wartet ausgefallen sind; vgl. Abschnitt ITI der vorangehenden Arbeit (S. 14).

2) Es muB heifen: ,,. .. es wachsen die Reizerfolge entsprechend den Logarithmen
der ReizgroBen. Denn das Gesetz besagt, daf die Zunahme der Reizerfolge der Zu-
nahme der Logarithmen der ReizgroBen proportional ist (nicht dem Logarithmus der
Zunahme der ReizgrofBen).
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den_l Uebe'rlebensprozentsatz (Reizerfolg) und dem Logarithmus der Antigen-
dosis (ReizgroBe) durch eine lineare Funktion gegeben ist:

e Po—p; = k- (log A,—log A,)

p=k-.log A + const
die Giiltigkeit des WeBER-FECcHNERschen Gesetzes folgern kinnte. Das ist
jedoch keineswegs miglich.

Zundchst ist festzustellen, daB die Beziehung zwischen dem Ueber-
lebensprozentsatz und dem Logarithmus der Antigendosis durch eine nor-
male Aufzéhlungskurve dargestellt wird; sie ist also nur fiir einen be-
stimmten Bereich linear und auch da nur angenihert, soda$ im Gegenteil
gefolgert werden konnte, daB das WeBer-FecENERrsche Gesetz nicht oder
nicht streng giiltig sei. In Wirklichkeit ist aber die Folgerung der Giiltig-
keit des Gesetzes von der Form der mormalen Aufzihlungskurve ganz
una!ohangig. Die Giiltigkeit des WEBER-FEcENERschen Gesetzes fiir die
Bezlehur}g zwischen Immunititsgrad und Antigendosis griindet sich viel-
mehr, wie gezeigt werden soll, lediglich auf die Tatsache, daB sich fiir die
Antigendosis bei Anwendung eines logarithmischen AbszissenmaBstabes
wieder die gleiche Aufzihlungskurve ergibt, die fiir den Immunitétsgrad
bei iiblicher arithmetischer Darstellung vorauszusetzen ist, némlich eine
normale Summationskurve.

Dqs Weser-FEcENERsche Gesetz gilt also nur, wenn als MaB des
Immunitétsgrades ein Verteilungsargument definiert wird, auf Grund desseu
bereits bei Anwendung eines arithmetischen MaBstabes eine normale Auf-
zéhlungskurve erscheint. Es wiirde aber auch gelten, wenn die Form der
n.ormalen Aufzghlungskurve eine ganz andere und dementsprechend die Be-
z1el%ung zwischen Ueberlebensprozentsatz und Logarithmus der Antigen-
dosis auch nicht angendihert linear wire.

Man muB sich dariiber klar sein, daB sich das Wesrr-FecuNERsche
Gfesetz auf das einzelne Individuum bezieht. Da nun aber die Immunitit
n.wht wie eine gewohnliche Reizerscheinung rasch wieder abklingt, und da
eme erneute Immunisierung eine ganz andere biologische Wirkung hat als
d@ erste, sodaf ein und dasselbe Tier nicht zweimal unter gleichen Be-
dingungen immunisiert werden kann, 18t sich das WeBER-FrcHNERsche
(%esetz nur fiir den Vergleich von mehreren Individuen anwenden, die man
sich als gleichartig vorzustellen hat. Unter diesen Voraussetm;ngen hat
man das Gesetz, falls es fiir die Beziehung zwischen Immunitatsgrad und
Antlgen.dosis giiltig ist, folgendermaBen zu formulieren:

. ,,Dle' Unterschiede der Immunititsgrade, die sich bei einem Tier ent-

Elnt;ljzlnnl,s ilitnjv(;ilgen%, gb es mjt. einer kleineren oder griBeren Antigendosis
, sind pro i i

B Antigendofs)eng(:)rtmnal den Differenzen der Logarithmen der

o Jo—J; = k. (log A,—log A,)

J =k.log A + const.
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Da es bis jetzt noch nicht moglich ist, Tiere von gleichartiger Immuni-
sierbarkeit zu erkennen, ist man gezwungen, an Stelle von einzelnen Tieren
Tierkollektive zu beniitzen. Der Mittelwert des bei geniigend grofBen
Kollektiven des gleichen Tiermaterials durch eine bestimmte Antigendosis
hervorgerufenen Immunititsgrades kann als konstant angesehen werden,
wenigstens solange es sich um gleichzeitig ausgefiihrte Versuche handelt.
Jedes Kollektiv gruppiert sich also um Tiere mit einer mittleren Immuni-
sierbarkeit, die kurz als ,, Mitteltiere* bezeichnet werden mogen. Alle Mittel-
tiere des gleichen Tiermaterials haben gleiche Tmmunisierbarkeit.

Die Beziehung zwischen Antigendosis und erreichtem Immunitétsgrad
héngt ab von dem MaB, in dem die Immunitit gemessen wird. Man kinnte
2. B. als ImmunititsmaB der Mitteltiere (oder irgendwelcher anderer Tiere
gleicher Immunisierbarkeit) den Prozentsatz der gegen die Priifungsdosis
des Testtoxins geschiitzten Tiere wihlen. Dieser ist aber als Tmmunitéts-
maB deshalb schlecht geeignet, weil er nur fiir eine bestimmte Toxindosis,
also nur fiir einen verhaltnismiBig kleinen Bereich, gilt. Ein besseres Maf
bekiime man, wenn man mit wechselnden Toxindosen, aber gleichen Ueber-
lebensprozentsitzen arbeitete. Dann konnte man z. B. die Toxindosis,
gegen die 50 %, der Tiere geschiitzt sind, als Immunitétsmall beniitzen.
Fine zutreffende Vorstellung von der wirklichen Grofe der Immunitit,
d h. der GroBe der Reaktion des Korpers auf den , Reiz* der Antigen-
dosis, gewinnt man jedoch durch die Toxindosis ebensowenig wie durch
den Prozentsatz der geschiitzten Tiere. Deshalb kann aus der Beziehung
swischen Ueberlebensprozentsatz bzw. Toxindosis und Antigendosis kein
SchluB auf die Giiltigkeit des WeBER-FECHNERschen Gesetzes gezogen
werden.

Es ist anzunehmen, daB die Haufigkeitsverteilung eines genotypisch
homogenen Tiermaterials nach dem durch eine bestimmte Antigendosis
erzeugten Immunitéitsgrad, ebenso wie die Haufigkeitsverteilung nach Grole
oder Gewicht, eine normale GauBvertéilung ist, solange nicht irgendwelche
Griinde gegen eine normale Verteilung angefiihrt werden kionnen®). Als
MaB fiir den Immunititsgrad sei darum ein Verteilungsargument definiert,
auf Grund dessen die Verteilung der Tiere nach dem durch eine bestimmte
Antigendosis bewirkten Immunititsgrad eine normale GauBverteilung ist.

1) Eine schiefe Verteilung konnte z. B. dadurch bedingt sein, daB schon die
,, Jmmunisierbarkeit* (also eine vor Durchfiithrung der Immunisierung bereits. vor-
handene Eigenschaft) schief verteilt wire. Die Schiefheit der Verteilung wiirde nach
Kapreyx (22) dadurch zustandekommen, daB die Wirkung der die Variation be-
dingenden Ursachen auf verschieden groBe Varianten verschieden stark ist. Wenn die
Varianten vor Einwirkung dieser Ursachen noch véllig gleich waren, dann sind sie es,
nachdem die Ursachen eine Zeitlang gewirkt haben, nicht mehr, und wenn dann die
Ursachen noch weiter einwirken, so miissen ihre Wirkungen je nach der Grofie der
entstandenen Unterschiede verschieden grof sein, und es wird eine schiefe Verteilung
resultieren. Im allgemeinen pflegt die Abweichung von der normalen Kurve nur gering
su sein und erst bei sehr grofen Kollektiven merklich zu werden.
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Trigt man die Immunititsgrade als Abszissen in ein gewdhnliches
Koordinatensystem mit arithmetischer Abszissenteilung ein, dann erhalt
man symmetrische Verteilungs- bzw. Aufzéhlungskurven. In Figur 12
sind fiir zwei mit den Antigendosen A und A’ immunisierte Kollektive,
deren Mitteltiere die Immunitétsgrade J, bzw. J';, erworben haben, die
Verteilungskurven ge-
zeichnet.

Nehmen wir nun an,
daB fiir das soeben de-
finierte ImmunititsmaB
das WEBER-FECHNER-
sche Gesetz giiltig sei.
BEs muB dann fiir zwei
Tiere gleicher Immuni-
sierbarkeit, von denen T N}
das eine mit A, das an- me

Kl
dJ

\
i
{
|
3
|
|
1
\
h

10

s o5 Fig. 12. dP bedeutet den Prozentsatz, der durch ein
dere mit A’ immunisiert Intervall dJ der Kurvenfliche dargestellt ist.

ist, der Unterschied der
Tmmunititsgrade gleich k - (log A—1log A’) sein, denn in unserem Bei-
spiel gilt fiir jedes Paar von Immunitétsgraden

J—J" = k- (log A—log A").

Es sei ferner angenommen, daf die Konstante k fiir alle Tiere gleich
sei. Die Kurven fiir A und A’ miissen also so gezeichnet sein, daf der Ab-
stand zwischen zwei entsprechenden
Immunititsgraden (Jq, J;"; J,, J5" usw.)
stets der gleiche ist (in der Figur J'—J
=3). Mit anderen Worten, die fiir ver-
schiedene Antigendosen sich ergeben-
den Verteilungskurven miissen den glei-
chen Parameter (und damit auch die
gleiche Standardabweichung) haben,
d. h. sie miissen kongruent sein?).

. Was fiir die Verteilungskurven gilt,
gilt natiirlich auch fiir die Aufzih-
lungskurven. In Figur 13 sind zwei
Aufzah.lungskurven fiir die Antigendosen A; und A, gezeichnet, deren Mittel-
;cllg}rle drll?- Immu}aitatsgrade ql bzw. J, erworben haben. HEs moge nun samt-
e en Tieren dieser Koﬂektlve die Giftdosis T injiziert -werden, die fiir alle
Olr(ilr‘e, Seren Imn}‘um.tatsgrad kleiner als J ist, todlich ist. Dann gibt die
. lngt e zu Jp fiir jedes Kollektiv den Prozentsatz q der getoteten Tiere

1. Der Prozentsatz der Ueberlebenden ist p = 100—q. Mit Hilfe dieser

1) Das letztere wiirde auch gelten, wenn der Immunititsgrad z. B. der Wurzel

der Antig(ind()sis 70 o .
5 4 ortional wire.’ 4 : D e by
Tiere der gleiche iI;t.p ional wire,” sofern nur-der Proportionalititstalktor fiir alle

>J
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Prozentsitze 148t sich die fiir die TrREVANsche Auswertungsmethode beniitzte
Wirkungskurve konstruieren (Fig. 14). Da wegen der vorausgesetzten Be-
ziehung J,—J;, =k - (log A,—log A,) die Abstinde der Logarithmen der
Antigendosen in Figur 14 den Abstianden der entsprechenden Immunitéts-
grade in Figur 13 proportional sind, so muf, wenn als Abszissen die Loga-
rithmen der Antigendosen gewahlt
werden, ebenfalls eine normale Auf-

zihlungskurve resultieren.
Das laBt sich geometrisch sehr an-
k=0725 schaulich an Figur 15 klarmachen. In
15a ist eine Reihe von Aufzihlungs-
kurven fiir die Dosen Ay, As, Ag... Ag
gezeichnet. Die Prozentsitze p sind
durch die Ordinaten zu Jt gegeben.
Tragt man nun in den gleichen Abstin-
: =) I den der Aufzihlungskurven, aber von
IgA, IgA- rechts nach links, auf der Abszisse die
Fig 14. Logarithmen der Antigendosen auf (man
wihlt also die Abstinde der Logarith-
men so, daBf in der Gleichung J,—J, = k - (log A;,—log A,) der Proportionalititsfaktor
k=1 wird) und zeichnet zu jedem Abszissenpunkt die zugehorige Ordinate q ein, dann
erhilt man eine zu den Aufzihlungskurven in 15a parallele Kurve 15b, denn jeder Punkt
der neuen Kurve hat, wie man aus der Figur ersieht, von dem entsprechenden Punkte
einer der Aufzdhlungskur-
ven den gleichen Abstand.
Die neue Kurve ist auch
dann noch eine normale
Aufzihlungskurve, wenn
k#1 ist; denn dann
braucht ja nur jedes Ab-
szissenintervall mit /i
multipliziert zu werden.
Die Kurve 15b unter-
| ! scheidet sich von der ge-
e suchten Wirkungskurve
a nur dadurch, daB die
Fg. 15. Proze:ntsiitze der getdte-
ten Tiere fiir abnehmende
Logarithmen der Antigendosen aufgetragen sind. Man braucht sich die Kurve nur um
180° gedreht zu denken, um die Wirkungskurve in der géwohnten Darstellung zu haben.
Auch analytisch 1a8t sich leicht zeigen, daB die in Figur 14 erhaltene Wirkungs-
kurve eine normale Aufzdhlungskurve sein muB:
Aus g::gi e (Iogpj;-gllog 5 folgt fiir J,>J; (vgl. Figur 13 und 14):
dp 1§ dp
‘dJ ~ k “dlogA
d. h. das Steigungsmaf der Wirkungskurve ist fiir jeden Wert p?) proportional dem
Steigungsmaf der Aufzihlungskurven an der entsprechenden Stelle. Wahlt man k = 1,
dann lassen sich beide Kurven zur Deckung bringen.

o e e

7oy IS R S

1) Man beachte, daB mit p (=100—q) der Prozentsatz der gegen die Toxin-
dosis T geschiitzten Tiere bezeichnet wird, wihrend P den Prozentsatz der Tiere
angibt, die einen bestimmten Immunititsgrad J erreicht haben.
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Man erhélt also, wenn zwischen dem als ,normales Verteilungs-
argument™ definierten Immunititsgrad und der Antigendosis die Beziehung
J—J" =k - (log A—log A’) besteht, bei Verwendung eines logarithmischen
MaBstabes als Wirkungskurve eine normale Aufzihlungskurve. Fiir jede
andere Beziehung zwischen ,,normalem* Tmmunititsgrad und Antigendosis
wiirde sich eine verzerrte Wirkungskurve ergeben. Da die empirisch er-
mittelten Wirkungskurven mnormale Aufzihlungskurven sind, so muB
zwischen dem ,,normalen‘ Immunititsgrad und der Antigendosis das
WEBER-FECENERSche Gesetz gelten.

Durch die Tatsache, daB die empirischen Wirkungskurven normale
Aufzihlungskurven sind, wird auch die zweite Annahme, daB nimlich die
Konstante k der Beziechung

J =k-log A + const
fiir alle Tiere des gleichen Tiermaterials gleich ist, bewiesen: Wire k fiir
Tiere verschiedemer Immunisierbarkeit verschieden, dann wiirde das be-
deuten, daB die Geraden, die
die Beziehung zwischen dem
Immunitdtsgrad und dem Lo- T
garithmus der Antigendosis ge-
ben, nicht parallel zueinander
verschoben, sondern gegenein-
ander geneigt sind. Betrachten
wir die drei Geraden, die fiir
das Mitteltier (V) und fiir zwei
in Bezug auf ihre Immunisier-
barkeit symmetrisch dazu lie-

J

|
I
I
I
I

gende Tiere (V' und V") gelten lgAr  IgA;

(Fig. 16). Da nach Voraus- Fig. 16.

setzung die Aufzihlungskurven

nach dem Immunititsgrad normal, also symmetrisch, sind, so mul3, auch
wenn k fiir die drei Geraden verschieden wire, fiir jede Antigendosis die
zugehérige Differenz J'—J = J—J” sein, d. h. die drei Geraden miiBten
sich in einem Punkte schneiden. Die Geraden wiirden also mit steigenden
Antigendosen entweder, wie in Figur 16 gezeichnet, divergieren oder kon-
vergieren. Im ersteren Falle wiirde die Aufziihlungskurve mit steigendem
Immunititsgrad flacher, im letzteren Falle steiler werden. Die sich er-
ge.bende Wirkungskurve wiirde in beiden Fillen unsymmetrisch ausfallen,
Wwie man sich an Hand von Rigur 15 leicht klar machen kann.

Die SchluBfolgerung, daB k fiir alle Tiere des gleichen Materials gleich ist, darf
aus der Normalitit der Wirkungskurve freilich nur unter der Voraussetzung gezogen
werden,. daB wenigstens solche Tiere, die durch eine bestimmte Antigendosis gleichen
Immunititsgrad erwerben, auch durch jede andere Antigendosis gleichen Immunitits-
grad erwerben, also gleiches k besitzen miissen. Diese Voraussetzung darf aber héch-
stens fur genotypisch reines Material gemacht werden. Bei genotypisch heterogenem
Mate.rml mulBl dagegen mit der Moglichkeit gerechnet werden, daB man es mit einem
Gemisch von Elementarrassen (;;reinen Linien*) zu tun hat, von denen jede einen
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anderen Wert fiir k aufweist. Ein solches Gemisch kann selbstverstindlich Tiere
enthalten, die nur durch eine bestimmte Antigendosis gleichen Immunititsgrad, durch
jede andere Dosis dagegen verschiedene Immunititsgrade erwerben. Wenn nun, wie
das bei dem Frankfurter Versuchsmaterial der Fall ist, auch bei genotypisch hetero-'
genem Tiermaterial eine normale Aufzihlungskurve erscheint, dann kann daraus
zuniichst nur gefolgert werden, daf fiir Gruppen von Tieren, die durch die gleiche
Antigendosis den gleichen Tmmunititsgrad erworben haben, ein mittlerer Wert von k
existiert, der fiir alle derartigen Cruppen der gleiche ist (Fig. 17). Dann konnte freilich
die Verteilung der Tiere nach dem Immunititsgrad nicht mehr normal
sein, wie man sich an Hand der Figuren 16 und 17 leicht klarmachen kann. Dies
wiirde aber im Widerspruch stehen zu der Grundvoraussetzung, unter der alle bisherigen
Betrachtungen angestellt sind (s. S. 90).

Bs darf nun die zusitzliche Annahme gemacht werden, daf sich in der der Wir-
kungskurve zugrundeliegenden Verteilungskurve (die sich nur auf Tiere gleichen Im-
munitiitsgrades bezieht) die links stehenden Gruppen aus anderen Elementarrassen zu-
sammensetzen als die rechts stehenden. Zumindest sind die Anteile der Elementarrassen
verschieden. Wenn also k fiir die einzelnen Elementarrassen erheblich verschieden wire,
dann miiBten auch die links stehenden Gruppen der Verteilungskurve andere Mittel-
werte fiir k haben als die rechts befindlichen. Diese Unterschiede der k-Werte wiirden
J aber eine unsymmetrische Wirkungskurve zur

Folge haben. Auf Grund der Normalitit der
T Wirkungskurve darf also auch bei genotypisch
heterogenem Material angenommen werden,
daB k fiir alle Tiere gleich ist. Kleine Unter-
schiede von k werden sich allerdings nicht
erkennen lassen, solange die durch sie bedingte
Verinderung der Wirkungskurve innerhalb
der Fehlergrenzen der Kurvenbestimmung
(s. S. 73) liegt. _
DaB aus der Form der Wirkungs-
kurve auf die Giiltigkeit des WEBER-
Frorxerschen Gesetzes fiir das Einzeltier kein SchluB gezogen werden
kann, ist bereits in .der vorangehenden Arbeit (S. 211.) gezeigt worden.
Auch der von HemMINGsEN (23) entwickelte Gedankengang beruht, wie
dort ausgefiihrt ist, auf einem TrugschluB. Nur unter der Annahme, daB
der Tmmunititsgrad der durch eine bestimmte Antigendosis immunisierten
Tiere normal verteilt ist, darf aus der normalen Verteilung der Logarithmen
der gerade wirksamen Dosen geschlossen werden, daf die Beziehung zwischen
Antigendosis und Immunitétsgrad dem WeBER-FECHNERschen Gesetz ent-
spricht, und da8 k fiir alle Tiere den gleichen Wert hat.

HeMMiNGsEN hat auch den Versuch unternommen, die schiefe Ver-
teilung der gerade wirksamen Dosen und die Normalverteilung ihrer
‘Logarithmen (Wirkungskurve) auf Grund der Kapreynschen Hypothese
(vgl. FuBnote zu S. 90) zu erkliren. Man miilite also annehmen, daf
bereits vor Injektion der Antigendosen eine schiefe Verteilung besteht,
etwa in bezug auf die fiir die Immunisierung der Tiere mafigebliche Reiz-
barkeitsschwelle. Diese Annahme kionnte, wenn man eine lineare Be-
ziehung zwischen Schwellenwertsdosis und Reizbarkeitsschwelle voraus-
setzt, in der Tat verstindlich machen, warum die Schwellenwertsdosen

Jof
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der verschiedenen Tiere oder die Dosen, die einen bestimmten Immunitits-
grad erzeugen, schief verteilt sind. Aber dann ist es logisch nicht gerecht-
fertigt, die bei Einfithrung eines logarithmischen MafBstabes sich ergebende
Normalitat der Wirkungskurve auBerdem — wie das HEMMINGSEN offenbar
beabsichtigt — auf die Giiltigkeit des WEBER-FECcHNERschen Gesetzes
zuriickzufithren. Eine schiefe Verteilung der individuell wirksamen Dosen
konnte bestehen, gleichgiiltig, ob das WEBER-FEcEHNERsche Gesetz giiltig
ist oder micht (vgl. Fig. 4—6 der vorangehenden Arbeit, S. 24).

'E.s besteht nun keine Notwendigkeit, bei den Tieren eine fiir die Im-
munisierung maBgebliche Eigenschaft vorauszusetzen, welche schief verteilt
sein miite. Man kann sich nimlich vorstellen, daB sich alle Tiere hinsicht-
lich ihrer ,,Gesamtreaktion gleich verhalten und sich nur durch die
individuelle Reizbarkeitsschwelle unterscheiden. Es wiirde demgemif
auch bei Tieren, die mit unterschwelligen Dosen immunisiert werden, eine —
wenn auch latente — Reaktion ablaufen. Nimmt man nun an, daB die zum
Ueberschreiten der individuellen Reizbarkeitsschwellen erforderlichen
,,Grundreaktionen** den Reizbarkeitsschwellen proportional sind, und daf,
die Unterschiede zwischen den Grundreaktionen entsprechend dem WEBER-
FronNerschen Gesetz proportional den Differenzen der Logarithmen der
Schwellenwertdosen sind, so sind die Logarithmen der Schwellenwerts-
dosen normal verteilt, wenn die Reizbarkeitsschwellen normal verteilt
sind, und wenn k fiir alle Tiere den gleichen Wert hat. ;

FaBt man, diesen Vorstellungen entsprechend, den Immunititsgrad
als Differenz zwischen der ,,Gesamtreaktion* und der zum Ueberschreiten
der Reizbarkeitsschwelle erforderlichen ,,Grundreaktion® auf, so laBt sich
auch zeigen, daf einerseits die durch eine bestimmte Antigendosis erzeugten
Immunitatsgrade und andererseits die Logarithmen der Dosen, die einen
bestimmten Immunititsgrad erzeugen, normal verteilt sein miissen, wenn
die Reizbarkeitsschwellen normal verteilt sind.

Da das Kaprevnsche Theorem nur dann zur Erklirung herangezogen
werden kann, wenn man die — an sich nicht widerleghare — Annahme
macht, daB eine lineare Beziehung zwischen Reizbarkeitsschwelle und
Schwellenwertsdosis besteht, diirfte der zuletzt entwickelte Gedankengang
den Vorzug verdienen, zumal er imstande ist, die Normalitit der Wirkungs-
kurve (miv logarithmischer Abszisse) aus dem WrBER-FEcHNERschen Ge-
s-etz herzuleiten. AuBerdem erscheint es nicht angéingig, die sehr betriicht-
hche Abweichung der Dosenverteilung von der Normalitit mit den gering-
fiigigen Schiefheiten in Parallele zu setzen, die man sich auf Grund des
Kapreynschen Theorems zu erkliren pflegt (vgl. auch FubBnote zu S. 90).

b.

b Wenn auch qie Abhéngigkeit des Ueberlebensprozentsatzes vom Log-
Zl’lfl}mm der Antigendosis nicht streng linear, sondern durch eine normale
uizihlungskurve gegeben ist, so kann man doch diese normale Aufzéihlungs-
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(Wirkungs-)Kurve fiir einen bestimmten Bereich als linear ansehen. Be-
zeichnet man die Prozentsitze der durch die Antigendosen A, und A, gegen
die gleiche Dosis des Testgiftes geschiitzten Tiere mit p, und p,, dann ist

A
po—p; = a- (log A,—log Ay) = . log—i, @
worin der Proportionalititsfaktor o das SteigungsmaB des mittleren, als

geradlinig anzusehenden, Bereiches der Wirkungskurve bedeutet (a =aTcA lglg) A)'

Ebenso wie fiir die Immunisierbarkeit (S. 67£.) erhilt man auch fiir
die Widerstandsfihigkeit gegen Toxin mormale Aufzihlungskurven, wenn
man als Verteilungsargument den Logarithmus der Toxindosis wihlt
[GLeENNY und StipMErsEN 1909, zitiert nach Trevan (9), S. 438, und
TREVAN (10)]. Man darf wohl annehmen, daB die Wirkungskurven auch dann
noch normal sind, wenn die Tiere simtlicher Kollektive mit der gleichen An-
tigendosis immunisiert sind?). Die Wirkungskurve fiir nicht immunisierte
Tiere ist eine Aufzahlungskurve nach der Giftresistenz, die Wirkungskurve
fiir immunisierte Tiere dagegen eine Aufzihlungskurve nach der Hohe
der erreichten Immunitit: In der der Wirkungskurve zugrundeliegenden
Verteilungskurve stehen links die Tiere, die bereits durch kleine Toxindosen
getotet werden, also einen niederen Immunititsgrad erreicht haben, rechts
die Tiere, die erst durch hohe Toxindosen getitet werden, deren Immuni-
tatsgrad also entsprechend hoch ist. Man konnte also auch den Immunitéts-
grad durch den Logarithmus der Toxindosis messen, die ein Tier gerade
totet bzw. die es gerade noch ertrigt. Auch diese Verteilung ist eine nor-
male, wenn die entsprechenden Wirkungskurven normale Aufzahlungs-
kurven sind. Die Beziehung zwischen dem Prozentsatz der getteten Tiere
und der Toxindosis, mit der die Tiere vergiftet wurden, kann dann eben-
falls fiir einen gewissen Bereich der Wirkungskurve als linear angesehen

werden: .
qs—q; = 7 - (log T,—log T,).

Da p = 100—q ist, kann man auch schreiben:
dy
pi—P: = 7 - (log Ty—log T;) = 7-log ﬁ (2)

Der Proportionalititsfaktor - = a% = d;g?r entspricht, ganz analog dem

Faktor o, dem SteigungsmaB des mittleren, geradlinigen Bereiches der
Wirkungskurve.

1) Eine Wirkungskurve dieser Art hat Gappum (15) zur Bestimmung von b aus
Versuchen mit der Scmicxschen Probe (vgl. Tab. 7, S. 83) beniitzt. Er erhilt fiir die
Abhingigkeit des dem Prozentsatz der gegen eine bestimmte Toxindosis negativ re-
agierenden Tiere entsprechenden y-Wertes [y = @ (p)] vom Logarithmus der Toxin-
dosis eine angenihert geradlinige Kennlinie, d. h. die Beziehung zwischen dem Prozent-

satz der negativ reagierenden Tiere und dem Logarithmus der Toxindosis ist durch

eine normale Aufzihlungskurve gegeben.
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"Aus (1). und (:2) laBt sich die Aenderung des Prozentsatzes der ge-
schiitzten Tiere bei gleichzeitiger Verinderung von Antigen- und Toxin-
dosis ermitteln: fitd

1) Es werde bei konstanter quindosis T, die Antigendosis von A,
auf A, erhoht. Dabei steige der Prozentsatz der geschiitzten Tiere
von p; auf p; (Fig. 18). Es ist dann

AR EPA
PPy =a-log = (3)
1

) Wird! nun bei konstanter Antigendosis A, die Toxindosis von T,
auf T, gesteigert, und moge der Prozentsatz von p; auf p, sinken, dann ist

T,
i—Pe = 7-log =2,
PP = clog. (4
3) Aus (3) und (4) folgt durch Subtraktion:
A T,
—Py = o+ 1g i TR =2
PP =elg g —zlgg.  (9)

Ty A, . v
Ist z-log Tl>a'lOgA_:’ dann ist p,—p, negativ, der Prozentsatz nimmt ab.

|

Pit-mmmm = m m e e

Werden Antigen-
und Toxindosis propor-
tional erhoht oder ver-
mindert: A, =g - A ,
und T,=g-T,, dann .. ..

—_—>

T, konstant A, konstant

Pl |

: Auot A ! & PR
wird log A log,lf1 = f
log g; daraus folgt
Pe—DPi=logg-(a—7).  (6) - IgAilgh.  ~IgA loh g, laT
Aus der Formel ist :
Fig. 18.

nicht zu ersehen, ob

bei proportionaler Erhghung von Antigen- und Toxindosis der Prozentsatz

der.geschiitz‘cen Tiere zu- oder abnimmt. Der Wert fiir o folgt aus der
Beziehung

dp _dy dp '

dx .dx'dy
(s S. 77). Fir p=50% und & —b —1,33 ist « = 1,33 39,89 — 53,
De? Wert fiir 7 ist nicht bekannt. Wie aus Tabelle 81). hervorgeht,
steigt der Prozentsatz' der geschiitzten Tiere bei proportionaler Er-

hohung von Antigen- und Toxindosi :
osis. E B Sl et
(> 7) sein. s muB also a— ein positiver Wert

Aus Gleichung (5) ergibt sich noch ein interesssanter Zusammenhang,

eime Beziehung zwischen Toxindosis und Antigendosis: Setzt man p, = p,,

d. h. hj
‘mman den Prozentsatz konstant, dann ist

1) Vgl. Tabelle 10 der vorangehenden Arbeit (S. 25).
Arb.a.d. i -
a.d. Staatsinst, f, exp. Ther. u, d. Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. XXXII. 7
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A oo L2
o logx1 = z-log T,
o
Ty _ @ jode _ (é T
logT—1 =k log o log A1) =
Ty Ty = AZ: AL
oder
T =f-AF,
wobei f und r=9:— Konstanten sind.

Zu dem gleichen Ergebnis kommt man auch noch auf einem anderen
Wege: Da auch die Beziehung zwischen dem Prozentsatz der gettteten Tiere
und der Toxindosis durch eine normale Aufzihlungskurve gegeben ist, d. h.
da auch der Logarithmus der Toxindosis ein ,,normales ImmunititsmaB*
darstellt, so besteht zwischen dem definitionsgemaB normal verteilten
Immunititsgrad und dem Logarithmus der fiir das betreffende Tier
gerade todlichen Toxindosis eine lineare Beziehung:

J =k’-log T + const’?).
Die GroBen k' und const’ sind von der Variabilitéit des Tiermaterials un-
abhiingige Konstanten, denn alle Tiere, die gegen eine Toxindosis T gerade
geschiitzt sind, haben den gleichen Immunitatsgrad.

Andererseits besteht zwischen dem gleichen Immunitétsgrad J und der
Antigendosis, durch die dieser Immunitéitsgrad erzeugt wird, die Beziehung
J =k-log A 4 const.

Im Gegensatz zu const’ ist const keine allgemeine Konstante: const ist
abhingig von dem augenblicklichen Immunisierbarkeitszustand des be-
treffenden Tieres.

Aus den beiden Gleichungen 148t sich J eliminieren. Setzt man

v =c¢, dann ergibt sich

logT=%-logA+c. @)
Der Faktor ¢ ist als Funktion von const ebenfalls abhéngig von dem augen-
blicklichen Immunisierbarkeitszustand des einzelnen Tieres. Setzt man

%, =r und ¢ =log f, dann erhilt man wieder
T = £ A% )
Aus Gleichung (7) la8t sich die bisher stillschweigend gemachte An-
nahme, daB sowohl « wie auch = fiir jeden Wert von T bzw. A bei einem

bestimmten Tiermaterial konstant sind, beweisen: In Figur 19 sind die
Geraden der Abhéingigkeit des Logarithmus der Toxindosis vom Logarith-

1) Aus dieser nur formal mit dem WgeBER-FEcuNERschen Gesetz iiberein-
stimmenden Beziehung kann die Giiltigkeit des WrBER-FEcENERschen Gesetzes nicht
erschlossen werden, denn es wird iiber die Beziehung zwischen ReizgréBe (Antigen-
dosis) und Wirkung (Immunititsgrad) nichts ausgesagt! Tiere mit dem gleichen
Immunititsgrad, die also gegen eine und dieselbe Toxindosis gerade geschiitzt sind,
konnen je nach ihrer Immunisierbarkeit diesen Immunitdtsgrad durch ganz ver-
schiedene Antigendosen erworben haben.
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mus qer Antigendosis fiir ein Mitteltier (V) und zwei in Bezug auf die
Log.anthmen der gegen eine bestimmte Toxindosis gerade schiitzenden
An.tlgendosen »Symmetrisech liegende* Tiere — z. B. fiir die auf der Grenze
zwischen erstem und zweitem (p = 25 9) baw. drittem und viertem Quartil

(p =75 %) der Wirkungskurve befindlichen Tiere (V' und V”) —
gestellt’). Wenn k fiir LYo e
alle Tiere des beniitzten v

Versuchsmaterials gleich IQTT

ist, wie das aus der Nor-
malitét der Wirkungs-
kurve gefolgert wurde |47/
(S. 93), dann miissen

die Geraden parallel ver-
laufen. Daraus folgt, daB g7
die Abstinde log A" —

log A’und log T'—log T’

und damit auch die Grg- 97
Ben o und = fiir alle
Werte von T bzw. A die
gleichen sind2).

Da r wegen o> ¢
grofer als 1 ist, so muB,
wenn der Prozentsatz
der geschiitzten Tiere
sich nicht &dndern soll, die Toxindosis stér 0 i
Anti%e.nd](;sis: Wenn A, =z-A;, dann muﬁa 'I]f: ;ezl;ll-o'i‘llt s:;’f:‘deﬂ e de

le Berechnung von r i i
e S (il i (6)a:us den Daten der Tabelle 8 geschieht am ein-

IgA" IgA  IgA
Fig. 19.

— IgA

g Al
log g

I'=E= s
T a_AP
log g

Als wahrscheinlichsten Wert findet man r — 2.5.

ertmagle?e;g X7i1,11113,n .als N}[ﬁf f(ilir den Immunititsgrad den Logarithmus der gerade
ertrag _-0XINaosis wahlt, dann hat man in Fiour 19 ej i
stellung des WrBER-FECHNERSCh. R TR TN e e
e L D en Gesetzes. TRine Kurve dieser Ar ie di
i : : ve dieser Art, die die Ab-
vgflgllfslt .fti:;s Logarlthmus‘ der ’Ijoxmdosis, die gerade eine Reaktio’n hervorruft
G w!f:mél mus der Antigendosis, mit der die Tiere immunisiert waren da,r-’
- S’ 5 kzont.(%AJ?DUnx (15) zur Auswertung der Scmick-Versuche (s. FliBnote
i nsduvuelt. A_us seinen Bemerkungen geht hervor, daB8 erst durch
o Wiﬁi e]1) Logarlthmen der Toxindosen die Kurve fiir die Auswertung
i loga:ﬁther' tlﬁ:fere OGlt'iund hierfiir diirfte darin zu suchen sein, daB die
) mischem OrdinatenmaBstab ei ; i ari i
o : ab einer Geraden, b
rdinate dagegen einer Exponentialkurve entspricht. SR

2) Ueber die Méelichkei ;
glichkeit des unmittelbar i ir di
“W. von a und t vgl. FuBnote 2 zu es.a;%g.Nach\velses E e

%
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Tabelle 8.
Aenderung des Prozentsatzes der ges chiitzten Tiere bei

proportionaler Erhéhung von Antigen- und Toxindosis (vgl Tab. 10
auf S. 25).

P2 Ap Gewicht

Versuch A, P A, '

a) Vierfache Dosenerhghung
(g =4; Ty =38 dlg = 0,45 mg, T, =12 dlygo

—1,8 mg T17%2)

2 1,15 SE | 12/22 =55 % | 4,6 SE | 16/24 = 67% | 124+14,3% | 0,0049
3 23 SE | 22/256 =889, | 9,2 SE | 22/24 =92 % 44 859 | 0,0137
4 0.58 SE | 14/25 = 56 % | 2,3 SE | 21/25 = 84 % | 284124 % | 0,0065

b) Zweifache Dosenerhohung (g = 2)
1) Ty = 8 dlygp, Tp = 6 dljpo = 0,9 mg T 172

1 |23 SE|10/17=59% |46 SE| 16/19 =84% | 25+14,6% | 0,0047
s | 115 SE|12/22=56% |23 SE| 9/16=56% | 1316,4% | 0,0037
4 | 058 SE| 1425 =56 % | 1,15SE | 19/25 =76 % | 20+ 13,1 % | 0,0058

2) T, = 6 dlygp, T = 12 dlygy T 172
o |23 SE| 9/16=056% |46 SE |16/24=67% | 114157% | 0,004
4 |115SE |19/25=756% |23 SE |21/25=84% | 8+£113% | 0,007

Da die Versuche mit sehr kleinen Kollektiven (16—25 Tieren) angestellt wurden,
ist die Fehlerstreuung der Prozentsiitze sehr betréchtlich. Als wahrscheinlichster Wert
fiir Ap ist das gewogene Mittel aus den Ergebnissen der einzelnen Versuche anzusehen.
(Ueber die Berechnung des gewogenen Mittels s. S. 72f.). TFiir die drei Versuche mit
g = 4 erhilt man als gewogenes Mittel 11,8 4 6,3. Fiir g = 2 ist 4 p halb so groB,
also 5,9 & 6,3; denn aus (6) folgt: Ap,: 4p, =log g»: log g, =log 4:log 2 =2: 1.
Der mittlere Fehler bleibt natiirlich der gleiche.

Aus den fiinf Versuchen mit g = 2 folgt als gewogenes Mittel 13,2 == 6,2. Da die
mittleren Fehler beidemal gleich sind, so darf als wahrscheinlichster Wert fiir Ap bei
zweifacher Dosensteigerung das einfache arithmetische Mittel zwischen 5,9 und 13,2
genommen werden: 4p = 9,55 4+ 4,4. Fiir r findet man dann

53
r=——_——-=25.
53_9,.55
0,3

Der groBtmogliche Wert fiir Ap bei Zulassung des dreifachen mittleren Fehlers,
d. h. der Wert, der in 370 Fillen voraussichtlich gerade einmal iiberschritten wird,
14Bt sich durch folgende Ueberlegung finden:

Aus Versuch 3 (Tabelle 8) ergibt sich ein Zuwachs von nur 4 9, der offenbar
su Klein ist. Der mittlere Fehler der Differenz ist 8,6. VergroBert man die Differenz 4
um ihren dreifachen mittleren Fehler, dann wird 4p = 29,6 %. Diesem Wert ent-
spricht fiir ¢ =2 die Hiilfte, also 4p = 14,75 %. Die Werte 4p =25 und 4p = 20
in den Versuchen 1 und 4 sind also mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit zu hoch!

Nimmt man an, daB die Differenz 4 gerade um den zweifachen Mittelfehler vom
wahren Wert abweicht, dann ist fiir k =4 dp =4 + 17 =21 % und fir g= 2

dp = 10,6. Daraus folgt: r = 2,95. Andererseits ist, da bei allen Versuchen 4p positiv
ist, sehr wahrscheinlich @ > z. Es ist also anzunehmen, daB der wahre Wert vonr

zwischen 1 und 3 liegt.

C.

In der Beziehung
J =k-log A 4 const

ist const fiir Tiere verschiedener Immunisierbarkeit verschieden. Um zu
einem fiir alle Tiere verwendbaren MaB fiir den Immunitatsgrad zu
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(limm;‘nen, sel der Immunititsgrad der Tiere, die gerade die Priifungsdosis T,
1es Oe‘s‘tZOX}n.s (1,8 mg = 12_ dlyge des Toxins T 172) zu entgiften vermogen
als ,,0 efiniert. Durch diese Definition ist fiir jedes beliebige Versuehs:
material der Nullpunkt der \
Immunititsskala festge- J
legt: Den Immunitits- T
grad 0 haben z. B. die i
Mitteltiere aller Kollek- | 7
tive, von denen gerade
50 %, gegen T, geschiitzt O
sind, gleichgiiltig, welche J
Antigendosis zur Erzie- 4
lung dieses Schutzes er-
forderlich ist. Setzt man
dieser Definition ent-

sprechend

0 = k-log Ay + const,
80 ergibt sich fiir die'Beziehung zwischen der Antigendosis und dem durch
sie erzeugten Immunititsgrad die Gleichung

. ) J =k-(log A —log A,),
worin'A, die Agtlgendosis bedeutet, die bei dem betreffenden Tier ge-
rade den Immunitéitsgrad 0 erzeugt (Fig. 20)

Infolge des so definierten Null-
punktes ist das ImmunititsmaB nur Jebs | Jre
ein relatives MaB. Der Immunitits-
grad 0 bedeutet nicht, daB keine Im-
munitdt vorhanden ist, sondern er Siabs [t == m m oo
stellt einen ganz bestimmten Immu- J abs fdrer == —=—=—- - -
nititsgrad dar, so wie der Nullpunkt
des gewdhnlichen Thermometers eine
ganz bestimmte Temperatur angibt,
nimlich die des Gefrierpunktes von
Wasser unter Normaldruck.

Das WeBer-Frcunersche Ge- —
setz kann nur gelten, wenn eine ,, Reiz- loAs IgAs 1945 lghy 1gA, Ighbigh  —>IgA
schwe‘lle“ existiert, d. h. wenn erst Fi
von einer bestimmten ReizgriBe (An- B2

4 - : : S5
gendosis) an eine Reaktion (Immunitit) ausgelést wird. Ein absolutes MaB lieBe sich

durch Ermittelung der Sch
pah, B G]eichuig wellenwertsdosis Ag einfiihren. Diese Dosis ist gegeben

|
I
I
I
|
|
l
|

I
1
I
|
|
I
I
!

IgAz IgAg  IgA; —>IgA
Fig. 20.

"
J abs "\Jl:‘el Semea—

Durch Subtraktion von 0'=k-log As + constass.

ergibt sich Jabs =k +log A + constabs

Jabs = k - (log A — 1o
W- . = . - ‘- g A.S).
e, lgeili\;:i:t;\;g Temperatl'n* in Cel.smsgraden sich von der absoluten Temperatur
P o upterstiheldet, sq ist auch der relative Immunitdtsgrad von dem
ch eine fiir alle Tiere gleiche Konstante verschieden (Fig. 21):

Jabs — Jrel = constabs — constrel
=ik (lOg Ao — ]0g As).
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Es wurde bereits gezeigt, daB fiir Tiere eines bestimmten Versuchs-
materials k eine Konstante ist. Ob k aber konstant bleibt, wenn man zu
einem andern Tiermaterial iibergeht, oder wenn sich infolge jahreszeitlicher
Sehwankungen bei ein und demselben Tiermaterial die Immunisierbarkeit
sndert, kann nur experimentell festgestellt werden?).

Um die MaBeinheit unabhingig von k festzulegen, sei der Immunitits-
grad der Tiere, die gerade gegen die (willkiirlich zu wahlende) Dosis T, des
Testgiftes geschiitzt sind, gleich 1 gesetzt:

1 =k-(log A; —log A),
wobei A, die (ebenso wie A, von Tier zu Tier verschiedene) Antigendosis
bedeutet, die gerade gegen T, schiitzt. k ist also gleich dem reziproken
Wert der Differenz der Logarithmen der Antigendosen A, und A, die
bei Tieren gleicher Immunisierbarkeit die Immunitatsgrade 0 bzw. 1
erzeugen.

Unter der Voraussetzung, daB k fiir alle Tiere eines bestimmten Tier-
materials gleich groB ist, was aus der Normalitit der Wirkungskurven ge-
schlossen wurde (s. S.93), 1aBt sich k
fiir jedes Tiermaterial experimen-
tell bestimmen:

Man ermittelt zur gleichen Zeit die
Wirkungskurven gegeniiber den Toxin-
dosen T, und T,. Da das Steigungsmal
i der Wirkungskurven fiir ein bestimmtes
oeAe  Togh, —oga Tiermaterial unabhéngig von T ist?), ge-
niigt zur Bestimmung der zweiten Wir-
kungskurve ein Kollektiv. Die Antigen-
dosen A, und A,, die einen gleichen Prozentsatz (z. B. 509%,, Fig. 22) der
Tiere gegen Ty bzw. T, schiitzen, erzeugen bei Tieren, die gerade gegen T,
bzw. T, geschiitzt sind (das sind bei p = 50 %, die Mitteltiere), definitions-
gemiB die Immunititsgrade 0 und 1. Fiir diese Tiere — und damit nach
Voraussetzung fiir alle Tiere des verwendeten Materials — ist also

1
k= fog A —log &;
Sollte sich herausstellen, daB k unabhingig von jahreszeitlichen Schwankungen

und von der Art des Tiermaterials ist, dann wire es zweckmiBig, den Immunitétsgrad
der gegen T, geschiitzten Tiere nicht gleich 1, sondern gleich log A; — log A, zu setzen.

1) Es erscheint sehr unwahrscheinlich, daB sich k, das fiir alle Tiere des Ver-
suchsmaterials im gleichen Zeitpunkt den gleichen Wert hat, bei allen Tieren im gleichen
Sinne und um den gleichen Betrag dndert. Ebenso wie TREVAN und GADDUM fiir ihre
Auswertungsmethoden Parallelitit der Sommer- und Winterkurven, d. h. gleichbleiben-
des «, voraussetzen, wird man auch annehmen diirfen, daB k von jahreszeitlichen
Schwankungen unabhéngig ist, d. h. da8 auch = gich nicht veréindert.

9) Auf Grund der experimentellen Bestimmung von « fiir zwei Werte von T
kann man ermitteln, ob k konstant ist oder nicht: Sind beide Wirkungskurven gleich
(parallel), dann ist e gleich, und dann muB auch k konstant sein (s. Fig. 19); vgl.
auch die Ausfiihrungen auf S. 99)

p
[

Fig. 22.
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Dadurch W'il'-d k gleich 1, d. h. die Einheit des ImmunititsmaBes ist gleich dem Zuwach
an Immunitdt, der durch Erhéhung der Antigendosis um das zehnfache erreicht wi(;dsz
J'—J =1og 10 A —log A =1.

- =W:/r::1.1 ]: z; v%rsschiei?n;;‘n Jahreszeiten x‘r.erschi.edene Werte hat, dann muf (wegen
Tiermatm—i;l Z | ,verS)ChIil:.d:; ich Zal_ltch T verdnderlich sein,. denn e« ist fiir gleiches
s Soiatent, s en Zeiten wegen d.er }’arallehtétt der Wirkungskurven
e ; "lst.vom Tlerma,ter.lal iiberhaupt unabhingig. Die oben
ewiesene Kﬂogstanz‘ von z fiir jeden Wert A gilt also zuniéichst nur fiir gleichzeiti
d. h. mit vollig gleichem Tiermaterial ausgefiihrte Versuche. ®
. 1\_Tachdem nun das Ma8 fiir den Immunitétsgrad festgelegt ist, 148t sich
fhe (1d.eaiwle) Verteilungskurve eines mit einer bestimmten An’tigendosis
1mmun1:slerten und mit T, vergifteten Kollektives nach dem Immunitits-
grad le}cht konstruieren. Da fiir k =1 die Aufzihlungskurve nach dem
Immunitdtsgrad kongruent ist mit der Wirkungskurve, so ist auch die

Standardabweichung p. gleich der Standardabweichung ) (=—1) der Wir-
kungskurve. (Fiir '
k #1 hat man den
aus der Beziehung
pw=k-A sich erge-
benden Wert zu
setzen; vgl. Fig. 13
u. 14.) Den Immu-
nititsgrad O haben
die Tiere, die gerade
geschiitzt sind. Sind
z. B. p%, des Kol-
lektives gegen T, ge-

schiitzt, dann teilt die durch den i i
teilungsfliche im Verhiltnis p: q ?Fig 1121}93?111{'5 Shiokir mieeth, 0 N
Figur 28 stellt unter der Voraussetzung, daB k =1 i ie (i i
k—urveodes am 19,07 19.33 mit 2,3 SE immugnisierten K;ll:aslfi’:igéz ((;gf,a lielz Z:ﬁeléz;ll%sl—
= 69 9, der Tiere geschiitzt waren. Die Standardabweichung w ist gleich der Standard-

abweichung 1 = 0,75 der Wirkun i i
A ) gskurve fiir das Frankfurter Ti teri i
Immu;tat;grad der verschiedenen Tiere gilt folgendes: o
in Tier, das besser als q 9 und schlechter als 100 i isi
. i 1 : . —(q =D % Iimmunisiert
wird, wiirde durch die Antigendosis A (p), welche p 9%, der Tiere schﬁtzot, gerade den

Immunititsgrad 0 erwerben. D itd
: : 5 er Immunititsgrad J, den dieses Ti i
Antigendosis A erhilt, ergibt sich aus der Gleichung Tl niana

J =1log A—Ilog A, =log %,
0

In der A, den Wert A (p) annimms. Es ist also J — log A Wenn wie im vorliegen-
den Falle 69 % der Tiere geschiitzt sind [A = A(69)],Ada.nn ist

A(69)

Alp)°

Das Wirkungsverhiltni
¢ e i :
(Eieur 9) eni ittglt? nis A(69)/A(p) wird in der bekannten Weise aus der Kennlinie

J =log
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Tiir den Immunititsgrad des Mitteltieres findet man
_op 269 _ 1037
JFn = log A(0) — log 2,37 = 0,375.

Der Immunitiitsgrad eines Tieres, das besser immunisiert ist als 25 9, und schlechter
als 75 %, das also durch die Dosis A(7D) gerade geschiitzt wiirde, ist ‘
L A(69) 2,37
Jql 1) = lOg H,?—E)) ggfz = —‘02137, )
und der Tmmunititsgrad eines Tieres, das durch die Dosis A(25) gerade geschiitzt wiirde,
ST A (BT K 2T
Jas = l0g 55 =108 {57 = 0,883, |
Der Immunititsgrad eines Tieres 1Bt sich natiirlich auch durch den
Logarithmus der gerade ertragenen Toxindosis ausdriicken. - Fiir die Prii-
fungsdosis T, ist J definitionsgemaf gleich 0. Daraus folgt
o0 0 =k’ .log T, + const’.
Man kann also auch schreiben
J =K' .(log T—log T,).

= log

Da der Tmmunititsgrad eines Tieres, das gegen die Dosis T, gerade geschiitzt

ist, nach Definition gleich 1 ist, so folgt
’ e 1
1 =K. (log T,—log Ty), k= TogT,—logT, "

Man bekommt schlieBlich fiir die Abhingigkeit des Immunitatsgrades vo

der Toxindosis T, gegen die das betreffende Tier gerade geschiitat 1st, die

Beziehung
. logT—logT,

logT;—logT, "~ - -

Bs sei darauf hingewiesen, daf die Konstante k’ nur fiir Toxinpriparate mit
gleichem Toxoidgehalt (s. FuBnote 1 auf 8. 7 der vorangehenden Arbeit) den gleichen
Wert hat. k' muB also fiir jedes neue Testtoxin neu bestimmt werden, d. h. es miissen
zwei Dosen O, und @, ermittelt werden, die von gleichartig (d. h. mit gleicher Antigen-
dosis) immunisierten Tieren die gleichen Prozentsitze toten, wie die Dosen T, und.T,
des Standardtoxins T 172. Mit k' #ndert sich aiich  (s. S. 98); 7 ist also einerseits
vom Tiermaterial, andererseits vom ve.rwendeten Testtoxin abhingig.

J=

6. Erworbene Immunitat und natiirliche Giftresistenz.

Die Messung der immunisierenden Wirksamkeit eines Tmpfstoffes durch
den Tierversuch ist nur dann moglich, wenn die bereits vor der Immuni-
sierung vorhandene unspezifische Giftresistenz gegeniiber der ,,erworbenen
Tmmunitit vernachlissigt werden darf?). In der vorangehenden Arbeit

1) Mit g, und qs pflegt man die Grenzen zwischen erstem und zweitem bzw.
drittem und. viertem Quartil einer Verteilungsfliche zu bezeichnen. Jq, und Jg, sind
also die Immunitéitsgrade der auf diesen Grenzen befindlichen Tiere.

2) Eine Erhohung der Giftresistenz durch die in den Formoltoxoidpriparaten
enthaltenen unspezifischen Substanzen scheidet aus, denn nach Issarrr (16) sind

solche Erscheinungen bereits nach fiinf- Tagen restlos verschwunden, wihrend bei

der Werthemessung der Diphtherieantigene die Intoxikation erst 28 Tage nach der
Immunisierung vorgenommen wird. ?
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(S. 61.)ist dfbrgelegt, daf der Fehler, der durch die ,natiirliche Resistenz‘
verursacht wird, um so kleiner ist, je grofer die Anzahl der sicher todlichen
Dosen (dl,g,) ist, mit der die Tiere vergiftet werden.

Als sicher todliche Dosis (dosis certe letalis minima) wird eine Giftmenge be-
zeichnet, die alle nicht immunisierten Versuchstiere bei subkutaner Injektion bis zum
Ablauf des b. Tages nach der Injektion tétet. Wenn die Verteilung der Tiere nach
ihrer Giftresistenz (gemessen durch den Logarithmus der gerade tidlichen Toxindosis
vgl. S. 96) genau dem Gaussschen Fehlergesetz entspriche, dann konnte man strent;
genommen von einer dl,q, iberhaupt nicht sprechen, denn die Gausssche Fehlerkurvz
verlanft asymptotisch, d. h. wie grof auch immer die Giftdosis wire, es miilte stets
Tiere geben, die am Leben bleiben. Pricee (17) hat darauf hingewiesen, daff
bereits durch 0,15 mg des Testtoxins T 172, eine Dosis, die nur um etwa 66 %, g’réﬁer
ist als die dl;s, normale Meerschweinchen von 250 ¢ Gewicht ausnahmslos ignerhalb
von fiinf Tagen getotet werden. Ebenso scharf liBt sich die dl, (dosis certe tolerata
maxima), die Dosis, die kein Versuchstier innerhalb von fiinf Tagen totet, angeben:
dly = 0,03 mg T 172 (18). Die den tatsichlichen Verhéltnissen entsprechenden Ver-
teilungskurven verlaufen also nicht asymptotisch, sondern schneiden die
Abszissenachse. Auf diese Tatsache griindet sich die von Pricer und Harrocm (19)
angegebene Fehlerberechnung fiir den einfachen Reihenversuch, welche die Ent-
scheidung iiber die Zuléissigkeit des einfachen Reihenversuches zur Wertbemessung
biologisch wirksamer Substanzen gestattet. Bei allen biologischen Hiufig-
keitsverteilungen muf es eine obere und eine untere Grenze geben,
worauf PriGGE beziiglich des Diphtherietoxins in der obenerwihnten Arbeit (17) bereitst
nachdriicklich hinweist. In einer unbegrenzt grofen Menge von Bohnen werden sicher-
lich extrem kleine Exemplare zu finden sein. Eine bestimmte MindestgroBe aber muB
jede Bohne haben, um iiberhaupt lebenstihig zu sein. Ebenso kann aus biologischen
Gl'rﬁnden eine obere Grenze nicht iiberschritten werden. Die Verteilung folgt also nicht
rein dem Gesetz des Zufalls, sondern auBerdem noch Gesetzen biologischer Natur, die
um so stirker in Erscheinung treten, je extremer die Varianten sind. Hierfiir ﬁr’1den
sich bei Yure (21) einige Beispiele, aus denen der nichtasymptotische Verlauf der
Verteilungskurve gefolgert werden muB.

_ Fir die Giftresistenz scheinen bis zur dreifachen Standardabweichung (4= 3 p)
die A-bweichungen der Verteilungskurve von der Gaussschen Zufallskurve Ibmr gering
zu sein, die Schnittpunkte mit. der Abszissenachse jedoch nicht weit von == 3 ent?
fernt zu liegen: l

Berechnet man die Streuung aus einer fiir das Diphtherietoxin T 172 mit dem
Iirankfurter Meerschweinchenmaterial ermittelten Wirkungskurve, dann findet man
fiir p den Wert 0,19 & 0,07: Die dl5 ist — allerdings nur mit 40 Tieren — zu 0,09
b'cstlmmt. Da die Wirkungskurve zwischen p=259% und p =75 9% nur wenig v’on
emer‘ Geraden abweicht, und da als zweiter Punkt dieser Geraden die dls, (das geo-
metrische Mittel zwischen der dl, und der dlyeo: }/0,08+0,15 = 0,067) gegeben ist, so
izlg: sich p. mit Hilfe dieser Geraden finden als Differenz der Abszissen fiil? die Proz,ent-
y. =elg)g ;,gg iloog’l;l;'(‘69) =’ + % p) und p =31 (log T(81) = — % ). Man findet
b0 ulr)lgz OGien;_‘eP des einfachen m%ttleren Fehlers des Wertes 0,09 fiir die dl,5 sind etwa
a"nderen To,x}n (%rzté(;nfﬁ?’er% OfO;BV ist . =0,12. Da aus einer Versuchsreihe mit einem
o ?ntsprechen 2 derpwe::rt o%tg -0,11 gefunden wird, diirfte der Wert 0,08 der dlys
B ilgﬁl’l’ﬁd gznfiizlét Illllllatzrschled der Logarithmen der Grenzdosen. dl, und dl;q

4l 0,15° ;
M= 3 ‘logm‘:O,lZ.
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Die Zahlen zeigen, daB man keinen grofen Fehler begeht, wenn man als
Standardabweichung den sechsten Teil der Differenz der Logarithmen der Grenz-
dosen dl, und dl;g an-

nimmt.

Da sowohl die
Verteilung nach dem
Immunitétsgrad wie
auch die Verteilung
nach der primér vor-
handenen Resistenz
(gemessen durch den
Logarithmus der ge-
rade entgifteten bzw.
vertragenen Toxin-
dosis) normal ist und
davorausgesetzt wer-
den darf, daf zwi-
schen Immunitéits-
grad und Giftresi-
stenz keine Korrelation besteht, so ldBt sich die Verteilung nach beiden
Argumenten zugleich durch eine riumliche Figur darstellen: Auf den Achsen i
und r der Grundfliche werden die Immunitéts- bzw. Resistenzgrade ab-
getragen. Die Ordinate P gibt den
Prozentsatz der Tiere mit dem
Immunititsgrad i und dem Re-
sistenzgrad r an. MiBt man die
GroBen i und r in Standard-
abweichungen w; bzw. u, als Ein-
heiten:

Ik l_, Ras L

I 123

dann wird aus dem zweiseitig-

symmetrischen Verteilungskorper

ein Rotationskorper (Fig. 24)

dessen Grundfliche ein Kreis mit

(nach dem Gaussschen Fehler-

gesetz) unendlich groBem Radius

Fig 25. ist. Nach den obigen Bemer-

kungen ist die Grundfléiche des

den tatséichlichen Verhéltnissen entsprechenden Verteilungskorpers jedoch

endlich, und zwar liegen die Schnittpunkte der einzelnen Vertilungskurven

mit der Grundfliche ungefihr auf der Peripherie des Kreises mit dem
Radius 3 (u).

Wie groB ist nun der zu erwartende Ueberlebensprozentsatz bei einer

Antigendosis, die — fiir sich allein — 50 %, der Tiere schiitzen wiirde?

(e
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Wenn gerade 50 9, der Tiere durch erworbene Immunitit gegen die
Toxindosis T, geschiitzt sind, dann befinden sich diese Tiere alle auf dem
Halbkreis iiber der R-Achse (Fig. 25). Infolge der natiirlichen Resistenz
werden aber mehr als 50 9%, der Tiere am Leben bleiben, und zwar von Tieren
eines bestimmten Resistenzgrades um so mehr, je hoher der Resistenzgrad
ist. Die punktierte Fliche iiber der Linie CD (Fig. 24) stellt die Grenz
zwischen Leben und Tod dar. Der iiber dem Flichenstiick CDEC der
Grundfléche befindliche Teil des Verteilungskorpers entspricht dem Anteil
der iiberlebenden Tiere. v

Die Verteilungskurve der Prozentsitze nach dem Resistenzgrad hat die Gleichung

@_w =
dR ™ Y3 °

Einen Resistenzgrad zwischen R, und R, (R,—R, = 4R, Fig. 25) haben

100 _®
AP= Sl - ?AR
V2rt

Prozent erreicht. Die Verteilungskurve dieser 4P Prozent nach ihrem Immunitiits-
grad ist

dap  ap B

dJ = V—g_; .e 2.

Der Prozentsatz der Tiere mit einem Resistenzgrad zwischen R, und R,, die einen
Immunititsgrad groBer oder gleich J (Fig. 25) erreicht haben, ist gegeben durch das
Integral
@ R? J2

10 T 4R.e Tal

2n
Geht man zur Grenze R; = R, = R iiber und summiert alle auf diese Weise er-
haltenen Integrade zwischen den Grenzen R = —o und R = + o, dann erhilt man
fiir den Prozentsatz der Tiere, die auf Grund ihrer erworbenen Immunitit und ihrer
natiirlichen Giftresistenz am Leben bleiben, das Doppelintegral

R T R S

p=f —.e %.e ?dRd4J.
27
J

Die Punkte der Linie CD (Fig. 25)?) sind gegeben durch die Gleichungen
J— log T; ne e log TR,
2 pax
wenn man mit Tj die durch die erworbene Immunitst, mit Ty die infolge
der natiirlichen Resistenz gerade entgiftete bzw. vertrageme Toxindosis
bezeichnet. Die Tiere mittlerer Immunisierbarkeit vermogen nach Voraus-
Setzui(w % Schutz) durch die erworbene Immunitit gerade die injizierte

1) Die Figur 25 entspricht im wesentlichen den Figuren der Tabelle 1 der voran-
gfahenden Arbeit (S. 6), nur daB dort an Stelle der Logarithmen die Dosen selbst
emge'ﬁmge'n sind und daB die Annahme gemacht ist, daB nicht die Giftdosis T,,
sondern ein bestimmter Anteil derselben von 50 % der Tiere auf Grund der erworbenen

gzil;unitit entgiftet wird. Hieraus ergibt sich eine etwas verschiedene Betrachtungs-
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Dosis T, zu entgiften, wihrend die Tiere mit mittlerer Resistenz auf Grund
ihrer Resistenz gerade eine dlg, vertragen. Setzt man den Punkt [J,, Ry
als Koordinatenanfangspunkt (Fig 24), dann wird

¥ _log T;—log T, ! log T — log dls
= ——T—— un = ’m——
Da die Tiere, die sich auf der Linie CD, der ,,Grenzlinie* zwischen Leben
und Tod, befinden, gerade die Dosis T, ertragen konnen, so besteht zwischen
T; und Ty dieser Tiere die Beziehung

T; + Tg = Te
Man erhalt fiir die Linie CD die Gleichungen
i log (Te—Tg) —108 Ty B log Tg —log dlso
wi X ur i

Die Differentiation nach Ty ergibt

g o ey R e
Ty~ - (T—Tp)'m10’ dTg  pr-Tp W10

J

J

Daraus folgt
3 & dJ Yy Tr

@B " m T Ty

Fir g, sei der Wert 0,12 (= - log 0, 5. 0. 8. 105) gowahlt. p ist die

Standardabweichung der Wirkungskurve fiir variable Toxindosen bei kon-
stanter Antigendosis, deren Steilheitsgrad mit < bezeichnet wurde (S. 96).
Zwischen y; und t besteht derselbe Zusammenhang wie zwischen A und o.

. v L | A
Es ist i -=pt oder p;=-—"'h
Der Wert % liegt sehr wahrscheinlich zwischen 1 und 3 (vgl. S. 100).

Es sei zundichst angenommen, daB % =1, also y; = =0,75 ist.

Die dl, ist, wenn die Logarithmen der Dosen normal verteilt sind,
das geometrische Mittel zwischen den Grenzdosen dl, und dly,, (dls
= 0,067 mg T 172, s. S. 10).

Tabelle 9.
u; = A = 0,95 = 2,564 =180

Ty dJ dJ
J a® J R

8 dl g = 0,45 mg
A2

— 0,062
—0,093
—0,172

—0,015
—0,028

—0,056

—0,021
— 0,037
— 0,069

— 0,006
—0,011
—0,022

12 dljp = 1,8 mg
T 172

+2

—0,012
— 0,023
— 0,039

—0,0035
—0,0062
—0,011

—0,0048
—0,0091
—0,0155

—0,0014
—0,00256
—0,0044

Wie die in Tabelle 9 zusammengestellten Werte von Ed%fiir T, =38dl

und T, = 12 dl;o zeigen, verléduft die Linie CD zwischen den Grenzen 4= 2 .

fast parallel zur R-Achse. Da sich zwischen diesen Grenzen 95,5 %, aller
_ Tiere befinden, so kann man, ohne einen grofen Fehler zu machen, die
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Linie CD durch eine Parallele zur R-Achse ersetzen. Der Fehler wird am
Kkleinsten, wenn die Parallele an der Stelle, an der sich die meisten Tiere
befinden, mit der Linie CD zusammenféllt. Da sich die meisten Tiere
auf der Linie CD in der Umgebung des Punktes R = 0 befinden, so hat
man die Parallele durch diesen Punkt der Linie CD zu legen. Der Prozent-
satz der Ueberlebenden ist dann niiherungsweise gegeben durch das Integral

100 T I

P f e *dlLy
JR=0)
Fiir T, = 3dl;4o = 0,45 mg T 172 findet man
" p=53,69%
und fiir Ty =12 dl;gp = 1,8 mg T 172
p = 50,9 %.
Durch Erhohung der Priifungsdosis des Testtoxins auf das Vierfache sinkt
der durch die natiirliche Resistenz verursachte Fehler von 3,6 %, auf 0,9 %,
also auf ein Viertel.

Setzt man fiir % den berechneten Wert 2,5 (s. S. 99) ein, dann werden
die absoluten Betréige der Fehler erheblich geringer:
Psar,,, = 515 % und proar = 504 %,
wihrend die Relation 4:1 erhalten bleibt.

Die Fliche CDEC wiirde sich, wenn sich die Grenzdosen vom Sommer
zum Winter um ein Zehntel verringern (17), sodall die Werte fiir dl;o und
dl, von 0,15 bzw. 0,03 auf 0,135 bzw. 0,027 herabsinken, nur um einen
verschwindenden Betrag verkleinern. Z. B. wiirde man an Stelle von
53,6 9, und 50,9 %, die Werte 53,2 9%, und 50,8 %, erhalten. Auch hieraus
ist zu ersehen, daf die sehr betriichtlichen jahreszeitlichen Schwankungen
im Prozentsatz der durch eine bestimmte Antigendosis geschiitzten Tiere
keinesfalls durch die Schwankungen der natiirlichen Resistenz verursacht
werden konnen, sondern, wie bereits in der vorangehenden Arbeit (S. 16)

gezeigt wurde, als Schwankungen in der Immunisierbarkeit aufgefalBt
werden miissen.

Nachtrag bei der Korrektur.

Die von mir beniitzte 3. Auflage des CzuBerschen Werkes (2) enthélt
al:lf .S. 184 eine Unrichtigkeit. Die betreffende Stelle ist in der 4. Auflage,
fhe ich erst wihrend der Korrektur in die Hand bekam, berichtigt. Danach
ist der mittlere Fehler fiir das auf S. 58 beschriebene Urnenschema

V&._p'q 5,
N n

- 1) Die Auswertung dieses Integrals kann nach der bereits frither erwihnten Tabelle
in IETZ-?AUR (6) ausgefiihrt werden.
2) Fiir geniigend groBe Werte von N, n und N—n!
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also kleiner als der mittlere Fehler des BerRNouULLI-Schemas. Die zu er-
wartende Fehlerstreuung der Versuchsergebnisse ist infolgedessen nicht
iibernormal, sondern unternormal. Diese Unternormalitit wird sich
am stirksten bemerkbar machen, wenn das Versuchsmaterial restlos auf
zwei Versuchsserien verteilt wird. Der Korrektionsfaktor des mittleren
BernourLi-Fehlers ist dann 1:)2=0,707. Das gilt besonders fiir die
Versuche der Tabelle 5 der vorangehenden Arbeit (S. 12). deren Ergebnisse
also hoher zu bewerten sind, als es auf S. 65 geschehen ist: Die Differenz
zwischen den Werten 53,7 9, fiir L 31 und 58,4 9, fiir F 47 ist 4,74+ 1,9,
also nicht das 1,7fache sondern das 2,bfache ihres mittleren Fehlers! In
shnlicher Weise sind auch die Versuche der Tabelle 13 (S. 28) zu bewerten.

Trotzdem ist das auf S. 64 angegebene Verteilungsschema in vielen
Fillen vorzuziehen; denn es gewshrleistet bei der Aufteilung des Materials
auf mehr als zwei Serien Gleichheit der Wahrscheinlichkeiten p’ fiir jede
Serie, wihrend die bei nacheinander erfolgender Fertigstellung der einzelnen
Serien unvermeidlichen Schwankungen der p-~Werte eine iibernormale
Streuung verursachen konnen (vgl. S. 56 unten). AuBerdem ist eine moglichst
gleichméfBige Verteilung aus den auf S. 59 und 64 angefithrten Griinden
wiinschenswert.
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