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ie S-hutzimpfung gegen Bacillcnruhr (Dysenteric) durch D aktive Ixnmunisierung ist besonders im Iiriege \-on 
grol3er Wichtigkeit . Obwohl dieses Problem in seinen Grund- 
ziigen als weitgehcnd geklart betrachtct werden kann'), gab 
es bis vor kurzem gegen die besonders gefahrlichc Shiga- 
Kmse-Kuhr noch keine Impfstoffe, die iiber cin Versuchs- 
stadium mit bcfriedigendem Rrfolg hiriausgekomnien waren?). 
Vor allem standen schmerzhafte Impfreaktionen der all- 
gemeinen Anwendung friiliercr Iiuhrvaccinen hixitlerlich ixii 
Wege. Die unliebsamcn Begleiterselieinungen bei cler Impfung 
werden wahrscheinlich voriviegend von Ballaststoffen hervor- 
gerufen, welche den zur 1ixi~)fstofflicr.itcllung renvcndeten 
Antigenen (Toxin, Tosoid, I.hdotoxin) lxigemengt sintl. Die 
Reinigung dcr 1)yscriteriegifte und ihrer I:m\vantllungs- 
produkte sowie die gcnaue Kenntnis ihrer Eigenschaften ist 
fur die weitere Bntwicklung dieses (kbiets sicher bedeutungs- 
voll. I r i i  folgenden soll der gcgenwartige Stand dcr cliexiiischen 
Erforschung dieser Suhstanzen kurz geschildert wcrden. 

Es wurdcn zwei Giftstoffe, ein T o x i n  und ein Endo-  
t o  s i n  in Kuhrbxillen gcfunden3), deren Verteilung a d  die 
verschiedeneii Tppen Tabelle 1 zeigt. Die Shiga-Kritse-Racillexi, 
welche clas fiir den IvIenschen besonders giftigc Toxin pro- 
tluzieren, werden als , ,giftige" voii den iibiigcn , ,giftarmen" 
Typen unterschieden ; ihre Kolonicn kijnxiexi in Gestalt der 
endotoxinhaltigen 0-Fornien untl tIer entlotoxinfrcien o-Formen 
auftreten'). Aus Tabellc 1 ist ersichtlich, dalJ es untcr den 
Erregern dcr Dysenteric rciiie Toxin- (o-l:ormen der Shiga- 
Krzrse-Bac.) und reine Endotoxinbilclncr (Flexri.er- und Xntse- 
Soane-Bac.) gibt, solvie auch Typen, welche bcide Giftarten 
gleichzcitig crzeugen (0-Formen der Shiga-Kritse-Rae. untl 
Schrnitz-Bac.) . 

Y':tIwliv 1. 
Vorkoii1iiie:i v n n  Toxin iind Endotoxin in Itulirbacillen. 
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*) Prhr wriiig. 

Das Endotoxin ist itlentisch init tlcni Agglutinogen ( O - i h i -  
tigen) der Vollbakterien. Bei den Shigcl-liruse-llncillcn soll es nach 
den Befunden einiger Aiitorm, vorwirgrnd \.on den ,,glatten" 
Wachsturnsfornicn (S-Formen) a) produzicrt wcrclm, in den ,,rauh" 
wachsenden Stammen (R-Formcn) G j  dagegen nur ausnahmsweisr 
vorkoninicn ; diese Angahe konntc von Prifyqe nicht bzstatigt werden. 
Eine zuverlksige Unterschcidung endotoxliifreicr und endotoxin- 
haltiger Keitnc ist durch ihr Verhnltcn gcgm Trypnflavin moglich : 
Beim Vcrsetzen rnit einer 0 , 2 % i g m  wil3rigc.n Losiuig dicses I h b -  
stoffes werden crstcrc in clinrnkteristischer Weise agglutiniert (o- 
Po-inen), wihrend die cn~otox'iibildcndcn Stamme inagglutinabel 
sind (0-Forinen). 1)icscs Verlinlten der Shigu-k'ruse-O-Foriiieii, 
das man als , , T r ) . ~ ~ a f I ~ v i n - n c g a t i v "  bczeichneii konnte, er- 
inncrt an clasjenigs cler iihrigcn cwlotoxlnhaltigen Bnkterien bei 
der Parbung nach &urn, mobci sich allc 31s n c g a t i v  crweiscn. 
Offenbar blockieren die E idotoxlne geracle cliejenigen Rcaktions- 
ortc der Bikterienzellcn, dic ziir Rir,dimg bnsischer E'arbstoffe ge- 
cignet s'nd. 

I n  Bouillon wachst die O-Variant,% diffus, dagcgen setzcn 
sich dic o -B ieillen in der Kihrfliijsigkeit ah (SpontanRyglutination). 
Beim Abimpleii licfern o KoloniLn stcts o-IL.ime, dag gcn gehcn 
ails O-Koloni<%n bei Passagen 0- und o Formen h.:rvor4). 

Tabellc 2 bringt zur Einfuhrung cine Gegenuberstellung 
der charakteristischsten Merkmale der beiden Kuhrgifte : 

Tabel!r! 3. 
Vorglcleh der E:lgonHehnfton dos T ~ x l i i ~  und E:nclotoxina dcr Shlga-Krusr 

Ituhrbueillen. 

a) Waser 
b) n / , - T r i r h l n ~ ~ ~ i ~ h u r t :  , , , , , , , . , . , , , . . . 
c) I)iiit.ti~lenglyko1, . . , . . . , . . . , , . 

Verhe1ti.n grgeii Iirntvolytisr1.v Eii7) 
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\Vie wir an ciner groneren Anzahl von Versuchsansatzen 
feststcllcn konntcn, unterscliieden sich die beiden Endotoxin- 
fraktionen, die wir niit I untl I1 bezeichxicn, beziiglicli des 
Stickstoffgelialts und der Giftigkeit. I'raktion 1 enthiclt 
4,s-5 yo Stickstoff, 1,3 9,; Phosphor und 7 - 4 5  dlrn/mgl0) ; 
sie entspricht in ihren allgenieinen Eigcnschaftcn aimahernd 
den von Boivin (Iurch Trichloressigsaure- und \-on Alorgniz 
durch Diiithylenglykolextraktion erhaltencn Endotoxiiiprii- 
paraten. Der Gehalt der Fraktion I1 an Stickstoff war hiilier 
und scliwankte zwiscben 6 und 9,5% N. Auch waren diese 
Produkte toxischer ; sic enthielten 35-167 dlm/mg. 

Aus einer Endotosinfraktion I1 niit 7 yo N erhielten wir 
durch nochmalige Rehandlung mit verd. Triehloressigsaure 
und darauffolgcride ~lluminiumliydroxydfallurig ein Praparat 
rnit 3,8 yo N. Der Tierversucli spricht dagegen, daD die Endo- 
toxinfraktion T I  ein Gemisch von Endotoxin I mit geringcn 
Mengen von Toxin ist (das vie1 giftiger ist und mehr als 12 9.; S 
enthiilt). Das durch Trichloressigsaureextraktion gewonnene 
Gift (Bndotoxinfraktion I) diirfte vielmehr eine etwas ab- 
gebaute (niedriger molekulare) Form eines giftigeren, hoher- 
molekularen , ,Nat  iv" -En d o t o s i n s  der B&terienzelle sciri, 
die I.:ndotox~ifraktion I1 eiri wenigcr denaturiertcs Produkt, 
das zwischen beiden Pormen steht. 

Auch W .  T. J. Morgan u. S. M .  Pwtridge (1. c.) vermuten die 
Existenz einer holiermolekulareri Vorstufe dcs aus der Zellc cxtra- 
hierharen Giftes. Im sog. Gefrierantigeri von R. H u 9 " )  scheint 
ehenfalls ein stnhiler Komplex vorzuliegen, der an I$iweiD gebun- 
tlenes Endotoxin enthalt. 

R e  in ig ung sver su.c h e : Die Falluiig des Endotoxins 
(Praktion 1) niit Bleiessig in schwach alkalischer 1,Bsung 
erwies sich zur hreiclierung als ungeeignet. Durch Kaolixl 
oder Bleicherden, wie , ,Prankonit KI," oder , ,Clarit hochaktiv", 
wird das Gift nicht, durch Bentonit nur in geringem MaRe, 
besser durch 'l'onerdc Cy adsorbiert. Zur ildsorption an 
Aluminiumliydroxyd erwics es sich ani besten, dieses direkt 
in der Endotosinlosung durch Fallen von Ammoniumalaun 
niit verd. ilmtnoniak bei pH = S zu erzeugen und das Adsorbat 
durch Aufliisen in Natriumcitrat und Dialyse zu zerlegen12). 
Die erzielte hreicherung ist aber gering. Die Toxizitiits- 
bestimmung nach der Adsorption ergab in manclicn Fallen 
eine Erhohung der Giftigkeit etwa auf das Doppelte: das 
beste Praparat enthielt mindestens 70 dlm/xng. Der Stickstoff- 
und Phosphorgehalt aiderte sich nicht wcscntlich. 

Chemisehe N a t u r :  A .  Boiviiz u. L.  Afesrobea~iu13) er- 
hielten bci der IIydrolyse der Rndotoxine I'ettsauren und 
Zucker und betrachteten diese Sutstanzen daher als Kohlen- 
hydrat-Lipoid-Verbindungen. Die lipoide Koiiiponente 1 s t  
sich durch Ather, Alkohol oder Aceton nicht herauslosen. 
IY. T .  J .  illorgun14) fnnd ini Ilydrolysat des Ship-Kvuse- 
Endotoxins Aniinosauren, die offenbar einer Polypeptid- 
komponente entstammen, und wies nach, (la0 der lipoide 
Anteil Phosphor und Stickstoff im atomaren Verhaltnis 1 : 1 
enthalt, also ein Phospholipoid (vcrmutlich Kephalin) ist . 
I)as E n d o t o x i n ,  so wie man cs durch Trichlorcssigs5ure- 
oder Diathylenglykolextraktion aus Shigu-Avuse-Bacillcn er- 
halt, stellt,demnach cinen hBhcrmolekularen Phospholipoid- 
Ko 111 en h y dr a t - P o 1 y p e p t id - Kom p 1 ex darl5). 

Vori grol3em Triteresse ist die Peststellung von Movgurt 
u. Pavhidgel6) ,  CZaB &s Phospholipoid entfernt werdcn kann, 
ohne daR die Rntigennatur des Restrnolekiils verschwindet. 

Man lost das Endotoxin zu diesem Zweck in reinem Forniamid 
und versctzt mit 75 V01.-0/~ Alkohol; dabei wird das Antigen 
ausgcfallt, wahrend das Phospholipoid in Losung bleibt. Wir 
fanden, d d  durch die von Alforgan zur Heseitigung des Lipoids 
angegebene T'orxnamidbehandlung auch die Toxizitat griiRten- 
teils unbeeinflul3t bleibt. D a s  Phosphol ipoid sche in t  dem-  
nach  ein unwesent l icher  Hes tandte i l  d e r  E n d o t o x i n -  
p r  ap  a r  a t e  zu seixi"). Es ist bekannt, daRsichsaure Phosphatide 
niit verschiedenen EiweiRkorpern zu salzartigen Komplexcn ver- 
einigen konnen, in denen die Lipoiclkomponente so fest gebun- 
den ist, daR sie durch Ather nicht herausgelost werden kann18). 
Im Roliendotoxin scheint aber das Lipoid an das Polysaccharid 
und riicht an Polypeptid gekniipft zu sein. Denn Morgan er- 
hielt daraus durch Rinwirkung von Trypsin unter ZerstGrung 
cles Polypeptidrestes einen Phospholipoid-Polysaccharidkom- 
plex. Die versehiedenen Moglichkeiten des Abbaues zeigten 
Tabelle IV uiid V18): 

T:thelle 4. 
Zorlegiing dos Sniga-Kruse-Endotoxins") 

Ersteq Rxtraktionsprodukt: 
l'hospliolipoid (9-1270) -1 
l'olysacchiirid ( 5 S 5 Y J  
Polypeptid (17--XJy0) 

Pormamid (nrulral) (Antigen) 

Phonpholipold Polypeptld, ' Polysnerharld ~n t l i i i l t  Arginiii 
( K c p m l i i i ? )  

I iydro-  lyse Hydro-llyse Hydro- lyre Ilyd-b- lyse" ) 

I I 
P:ilplitiiis'iurc Tyrosi1:(8%) 4 tl-Galnkt&e (15%) Fehlin:: t 
Ol.iiure Arginin(5,5yo) I-Rh:ininose:7.5%) 
a-Glycerin- N-Ai:etyI-:rmi~io- 
pliorplioisiiure zucker;20-25%) 

Unvcrseifbar (G1ucos:iriiin) 
(2--3% ) 

Als eigentlichen Trager  der E n d o t o x i n w i r k u n g  
(Antigen und Gift) haben wir nach dem obcn Gesagten einen 
Kohlenhydrat-Polypeptid-Koniplex zu betrachten. Ek 
ist Movgnn gelungen, diesen durch Hinwirkuiig von Ameisen- 
same in Formamidlosung in seine b e id  en  B c s t a n d t ei  1 e z u 
zerlegen u n d  d a r a u s  in neut ra lem Medium d a s  Ant i -  
gen zii resynt l ie t is ieren.  D a m i t  k o n n t e  zum ers ten-  
rnal der Aufbau  eines  nat i i r l ichen Ant igens  aus  seinen 
n i c h t a n t i g e n  e n B r u cli s t ii c ke  n v c r w irk1 ie ht we r d c  n. 

B. Shiga-Rruse-Toxin. 

Die Reinigung von 'rosinen ist in den wcnigsteii Fallen 
so weit gediehen, daR man mit vollcr Sicherheit Aussagen iiber 
deren chcmische Natur niachen konnte. Da diese Substanzen 
antigene Wirkung besitzen, mu13 ihnen ein hohcs Xolekular- 
gewicht gemeinsam sein. Wenn man bcdenkt, daR unter den 
natiirlichcn Antigenen als wesentliche Bestandteile ein- 
wandfrei bisher nur Protcine untl komplexe Kohlenhydrate 
nachgewieseri wurden, dann ist es naheliegend, eine Zu- 
gehorigkeit auch der Toxine zii diesen beiden Gruppen 
von Substanzen anzunehmen. Das chemiscli am besten unter- 
suchtc und in nahezu reirier Form gewonnene Diphtherietoxin 
ist ein typischer, hitzekoagulierbarcr Eiweil3korpcr22). Da- 
gegen verhalt sich hochgereinigtes Tetanustoxin nach Unter 
") Oh das l'hospholipoid schon in  der Hiilikriauzelle 8111 eigcnlliehen E;ndotosiii sitat, 

niUU dirliinqstrllt hleiben; c? wBre $lonkb:rr, dall die Vereinipng beiiler Teile erst 
uiiter h i  J3eclinpngen der E:str:ikt.ion erfolgt. 

' I )  Th. Wagner-Jaurrgg u. H. Arnold, Hii~ltent. Z. 299, 274 [1938]; Cliarqaf!, ,J. b id .  
Climiistry 125, Cfil [19:181, 131. 25 LlD301. 

ID) Tab. 4 ist der Arbeit von Alorqan 11. Partridge (1.c.) entnoninien, Tub. 5 nach den 
Nrgcbni%en dur rleiohen Veruffent hcilung zusaillnlengestellr . 

$0) .UIe Poly~acchnri,lwerle sind waIitx1icinlic.h urn 10 20% zu ti(4, d:i sit! sirh a i i l  tnt.- 
aSchlicli isoliertes 3Ialeri:d bezicheu. 

2') W .  T.  J .  Morgan, Helv. cliim. Act% 21, 4Ci9 [19%]. 
Is) Jf. D. Ealon, .J. Hactcriol. 31. 347, X i  [lWj], 34, 139 [193i]; A .  .V. Pu?ipnal~eii~rerjr. 

J. b id .  Cliernistry 120. M;) [1937]. S. d%%zii ai1i:Ii das Referat vnii Th. WYagner-Jaureqg 
d i e  Ztsclir. 63, 389 [193.9]. 
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sucliungcn voii f intoit  u. C;ronnu2$) nicht wic ein echtes Protein, 
sondcrn wie cine Proteose oder ein Polypeptid. Das Toxin der 
S c ~ r l a c l i s t r e p t o k o l n  ist hitzebestandig, stabil zwisclien 
pH 1,0 urid 11,O uncl wird voxi Pepsin oder Trypsin nicrit ab- 
gebaut. Vcrmutlich ist es cixi niederinolekularcr Biweil3korper 
iJIol.-Cew. 4000 -13000) 21) oder ein stickstoffhaltiges l'oly- 
s:iccharid~~~). 

Uber die chemischen Bigexiscliaften des Toxins der Icrtise- 
S/i  iga-nyscntcricbakterien lassen sich endgiiltige Angaben nicht 
inachen, da hier cine sehr weitgehende Keinigung noch nicht 
t1urchgefdn-t wurdcZE). Das allgemei.ne chemische Ver-  
l ial ten en tspr ich t  demjenigen eines I3iwei13korpers. 
\vie die iin folgendcn mitgeteilten Versuche zcigen") . 

Dars te l lung  und  Best i indigkei t  des Toxins ,  
'Toxoidbildung: Die Gcwinnung der Toxinliisung durch 
Ikhandlung tIer getrockneten Uacillen mit physiologischer 
Kochsalzliisung ist auf S. 21 besclirieben. Die Extrakte 
miissen niiiglichst rasch weiterverarbeitet werden, da &is 
Toxin in diesen Liisungen nicht haltbar ist; nach melx- 
tagigem Stclicn bei Ziinmcrtemperatur kann die Toxizitat 
zuxn grol3en Teil verschwuiden sein. Bei Aufbewahrung in 
gefroreneni Zustandc (bei Temperaturen unter O o )  nimmt cler 
Giftwert selir viel langsamer ab. Vielleicht ist ein Ferment an 
tlieser spontanen Inaktivierung des Toxins beteiligt. Es schcint 
clabei weniger eine vijllige Zerstijrung als vielmehr eine Uni- 
wandlung des Toxins in eine ungiftige I~orxn (Toxoid) zu er- 
folgen; die Fiihigkeit der Praparate, in spezifisclier Weise 
Antitoxin zu binden, sinkt niimlich, wenn iiberhaupt, d a m  
sehr viel langsarncr ab als die Tosizitat28). 

Das A n t i t o x i n  b i x i  du  ng sv e r m og e n kann mit IIilfc 
einer IJlockuxigsreaktion gcrncsscn und in I~lockungseinheitcn 
(Li) z9) ausgedriickt werdenm). I m  folgcndcri ist dic Qualitat der 
Vlockung in + bis -1- 4- + -1- angegeben, entsprechcnd der 
Schnelligkeit, niit der diese auftrat. Auch unter den hoher 
gereinigten Praparaten befanden sicli solclie, die noch eine 
gute Flockungsqualitat -1- -;- :- ( i . )  besahn. Sehr laxigsarii 
priicipitierende Toxine sirid wohl als tcilweise (Icnnturiert zu 
betrachten. 

In frischen Kochsalzextrakten kiinrien nach Prigge u. 
Klinkhart28) auf eine Flockungseinheit bis zu 40 sicher tiid- 
liche Dosen = 180 dlm entfallen. Die von uns verarbeiteten 
I,%ungen cnthielten rd. 70 dlm/T,f. Nach 5 Monate langem 
-~~ufbewallren in eingefrorenein Zustande war in einem Falle 
diese Verhiltniszahl auf 28 gesunken, bei Zimmertemperatur 
erfolgte dcr Abfall in wenigen 'l'agen. Die durch Trichlor- 
essigsaure, Amnionsulfat-Fallung usw. gereinigtcn Praparate 
zeigten Quotienten zwischcn - 22 iuid 36; ein durch Trichlor- 
essigsaure, Uraxiylacetat- und nocbualige Trichloressigsiiure- 
fiillung gewonnenes Toxin war, bci crhaltenem Antitoxin- 
liinduugsvermiigen, fast ungiftig (3,G dlm/Lf). Man m a t e  
untersuchen, ob dcrartige Toxinpraparate noch als Antigene 
wirken und 01) sich auf diesem Wege zur Iinmunisierurig gc- 
eignete 1' ox o i de  gewinnen lassen. 

Es ist anzunehnien, dai3 zukiinftige Kuhriinpfstoffc an Stelle 
VOII Toxin Toxoid entlialten werdcn. h i l i c h  wie bei anderen 
vehten Toxinen lal3t sieh auch iius den1 Dysenterietoxiri (nicht da- 
gegen aus Endotoxin) ein P o r m o l t o x o i d  herstellen, doch ist die 
('hvinniuig zur Iniinunisici ung gccignvtcr Priiparate hier schwieriger 
als beim Diplltherietoxin. Nach A .  E'. Sciieinker:") sol1 aucli 
:tiif photochemiseheni Wegc eine Toxoidbildung aus Ruhrtoxin 
iuoglich sein. 

Sauref i l l u n g :  Durch Fiillung dcr rolieii Koclisalzestrakte 
iiiit T r  ichlor essigsaiure l iekn sicli Toxinpriiparate ge- 
winiien, die auch in Losung reelit bestandig zu scin scheinen. 
Ilabei wird offenbar &s toxinveriindernde Agens entfernt 
oder denaturiert. Uic Trichlorcssigsaurc-Pallung ernioglicht 
gleichzeitig, wie Boivivz gezeigt hat, die Abtrerinung des 
I'ndotoxins, das in der Restlosung verbleibt, wahrend das 
'l'oxin niedcrgeschlagen wird (siehe die schcmatische Jlar- 

stellung unseres Srbeitsgangcs auf S. 21). nei fraktioniertcili 
Zusatz der Tricliloressigsaure erreichteii wir aul3erdem die 
Abtrennuiig eines inaktiven 13egleitstoffes. dcr bei einem pw > 5 
ausfiillt ;- die Ilauptnienge des Toxins (00-100~0) wurde erst 
zwischen p,, 5 und 3,5 nicdergeschlagcn, bis pH 1 erfolgte dann 
noch eine sehr geringe Nachfiillung von Toxin3'). Zur Erzielung 
guter Ausbeuten ist es unerliil3lich, rasch und in cler Kalte (OO) 
zii arbciten ; cIas Abschleudern der Nicderschliige wird am 
besten in einer hochtourigen Zentrifuge unter Kiihlung \-or- 
genoninien. Da13 liiiigere Bcriihrung des Toxins rnit  den1 sauren 
Medium schadet, zcigt folgender Vergleicb dreier aus dein 
gleicheri Kochsalzextrakt hergestellter Praparate: 

Resonders stark wurdcn durch Saurccinwirkung Praparate 
geschiidigt, dic schon etwas weiter gereinigt waren. Aus diesem 
Grunde erscheint uns die Trichlorcssigsiiure-Fallung nur als 
erste Rcinigmgsopcration angezeigt, in diesem Fall aber wegeri 
tler stabilisierenden Wirkung recht geeignet. 

R. finas*) kam bei seinen Versucheri iiber (lie Bestandigkeit 
gereinigter I)yseiiterietoxinpraparatc nus Boiiillo:: kuLturfilt. ntcw hei 
versehiedmein PH zu den1 Ergebriis, dal3  on einer deutliehen 
Schadigung der Toxizitit erst bei pH-\\'erteri untcr 4,5 grsprwhen 
werden kann. Bei 370 war nach 24 und 72 h oft erst bci einein 
pri von - 2,5 eine deutliche Schadigung feststellbar, wiihrend bei 
prr 3.0 noch praktisch unverandcrte Toxizitit bestantl. 

Urn eine Nachwirkung der SBure auf die mit Trichloressig- 
saure gefallten Siederschlage moglichst auszuschalten, wuschen 
wir diese vor dem Trocknen mit ges. Armuonsulfat-Losung ; 
die so gctvonnencn Praparate (die natiirlich stark (NH,) $0,- 
haltig waren), cnthielten durchschnittlich 700-1600 dlm/mg. 
Zur weiteren Verarbeitung cmpfiehlt es sicli, dicse Priparate 
niit kleincn Portionen Wasser bzw. verd. Sodaliisung zu es- 
trahieren, nicht allcs restlos zu lijsen. Man crreicht auf diesem 
Wcgc schon eine gewisse Zerlegung in wirksamere und 
schlechtere I'raktionen. 

Auch durch Kohlcnsaure  laat sich das Toxin ausfallen. 
\Vir losten 3 nig eines durch Tricliloressigsaure- und Ammonsulfat- 
fallung (30-700/, Sattigung) vorgercinigten Praparates in 5 cniS 
X I / , ~ ~ N ~ , C O , ,  verdiinriten die I,osung, die ein pit 7 besan, mit deni 
gleichen Volumen Wasser urid leitcten 111 CO, durch. Dann dialy- 
sierten wir 24 h im Cellophanschlauch bei Oo gegcn 0,2%iges Na- 
triumcarbonat, lieriiach 24 h gcgcn dest. Wasser, am 3. Tag wurde 
2 11 CO, eingeleitet und weiter gcgcn dest. H,O dialysiert. Die 
durch hochtouriges Zentrifugieren gewonnenen Flijckehen ent- 
hielten - 57% des angewandten Toxins. 

W arme bes t andig  k c i  t : Bei 3stiindigem Brhitzen eines 
durch Tric.Noressigsiiure-Fallung gewonnenen Praparates in 
wdriger Losung bei p,, G , 9  auf 59O trat kein Verlust des Anti- 
toxin-Riiiduiigsverniogens auf, tlagegen wurden unwirksamc 
Ikgleitstoffc ausgeflockt. 

Ammonsulfatfal lung:  Die weitcre htircicherung des 
Toxins kann durch Ammonsulfatfraktionierung erfolgen. Ris 
l/,-Sattigung werden dabei Rallaststoffe entfernt, die Haupt- 
menge dcs Toxins fallt zwischcn und 2/3-A4mmoxisulfat- 
sattigung. Zur weiteren Aufteilung wurde in kleineren Vallungs- 
intervallcn fraktioniert ; dabei konnten wir zwischen 45 und 55%, 
(NII,) ,SO,-Siittigung in inanchen I'iillcri eine Fiillungsliicke 
beobachten; die Anteile dcs in tler 2. mid 3. Fraktion (33---45 yo; 
45-66 yo) f allenden Toxirianteils waren aber in ve rschiedenen 
Xnsiitzen wechstliid, wic die beiden folgenden Beispielc zeigen. 
1)ie Deutung fur dicses Verhalten ist wobl die, clal3 die 
dussalzuxig des Toxins in diesem Reinlieitsstadiuni durch 
l~egleitsubstaxizexi noch stark becinfluot wird, bzw., da13 jc  
nacli Vorbehandlung Toxinkoniplexc voii verschiedcnem 
Xolckulargcwiclit vorliegeri. 

Hoi (:h.  I s m t i  11. A. Okiri1, ( l i t ,  iiiit einem eiidcit uxiiiiri:if!ii Skinun arbriteten, blieb 
behii Ynllen drs Tuxitis Init. 'Triclil[,rcF+iCshiir~ 1wi 1111 3.5 (!in ioispezifiwhrs Antigen 
i i i  alrr IiestlGsiiiig zurilcli <%. Inmluiiit81*forc~l~. i x ~ p .  Tlwr:lp, 100, WOII [l!141]). 

33)  1)ieses PrAparat eiithielt O>Jlq6 Scliwlel. 
'4) Z. Inunii~iitnlslorscli. exp. Tlmap .  98. I21 [ l!l.iCt]. 

I)ie l'riipnrnte rcrriuprrn \xi luiipweln Aiifbcn-:ihrivi ibrr Kirksiinrkeit. \ ~ : ~ l ~ r ~ c l ~ e i i t l i ~ ~ l i  
liiitulrll. P* sioli c1HbCi ilni ?inr ~ ~ i i i r c ~ ( ~ l i ~ l i g i i i ~ ~  iiifolge A l q ? t ~ r  yon Ammoniah. 
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Zur Brmittlung des Keinheitsgradrs dcr I'rapnrate des Vcr- 
suchs T I  wurden hier, wie in andereii I%illen, ron dcr in Cellophaii- 
schlauchen dialysiertcn 1,Osung durch Icindunsten iiber P,O, im 
Vakuum Trocken~ewicl~tsbestimrnungcn gemacht. Nach dem 
Wiederauflosen dieser Trockenprlparate wurde stets eine geririgere 
Giftigkeit geinessen 31s vorher, z. B. in ohigem Versuch N 6700 
(Prlp. Nr. 344 B) und 2500 dlni/tng (Priip. Sr .  344C). Ihs spricht 
tlafiir. daB die biologische Wirkung der Substanz bei der Dialyse 
bzw. dern Trocknen geschldigt wird, eine L<rschcinung, die auch 
bei Enzymeii hlufig zu beobachten ist. 

Wir versuchteri aucli eine direktc Ammorisulfat- 
fraktionierung der Rochsalzcxtrakte am den getrockneten Ua- 
cillcn (O-&'ormen), ohm vorlicrgehendc Trichloressigsaure- 
Fallung. Dabei mird in 2 Hauptfraktionen Gift niedcr- 
geschkgen, niimlich zwischen 3 3 4 5  04 und 52-55 yo Amnion- 
sulfatsattigung. Die erstc Praktion enthalt vie1 Endotoxin, die 
zweite hauptsachlich Toxin. Eine saulxrc Trennung dcr 
beiden Gifte auf dicsein Wege ist aber nicht nioglich36). 

P a l l u n g  m i t  U r a n y l a c e t a t :  Bin durch Trichloressig- 
sriure-I?illung gewonncnes Toxinpriiparat wurde in nil,, Soda 
gelost und rnit Voluunen ges. Uranylac.ctat-I,osung vcr- 
setzt: p,{ nun 5,3. Der Siederschlag, dcr durch AuflBscn in 
5 yoigem Katriutncitrat und Dialysc voni Uran bcfreit wurde, 
enthielt noch 95 yo der antitoxin-flockenden Substanz. 

Adsorp t ion :  Durch Behandlung niit Tonerdc 13 oder 
Tonerde C bci neutraler oder schwach akalischer Reaktion 
lassen sich unwirksarne Begleitstoffe .entfernen. D x  Toxin 
selbst kann bei pa 5 an T o n e r d c  Cy gcbunden und aus dern 
-4dsorbat mit 2,4yoigeni sek. Xatriumphospbat riiit guter 
Xusbeute eluiert werden3'). 

Auch durch I%llung riiit Alaun bei p,, 5,5 4 ) , 0  1BBt sich 
das Dysenterietoxin niederschlagen. Man 1-crsctzt dazu die 
Ijjsung mit l,'lw-2/1w ihres Volumcns 10 Xiger Kalialaun- 

1,osung. I k r  frisch dargestellte Nicderschlag lost sich in 2(y0iger 
Natriumcitrat-Losung . 

K o m b i n a t  ion v o xi  R e  in  igu  ng s op e r a  t io  nen : Wir 
geben dafiir ein Beispiel, wobei ein durch Trichloressigsaure- 
Fillung aus dem urspriinglichen Kochsalzextrakt gewonnenes 
Praparat zur Entfernung von Uegleitstoffen rnit Aluminium- 
hydroxyd beliaridelt und nachher rnit Ammonsulfat fraktioniert 
wurde : 

I 

5 )  H.?aogen xui <lie im ursprii:i$icIieii Ki~rtisnlzcstrakt i ~ i i : l i : i l t ~ ~ ~ i ~ ~  Nrngi,, 
:.*) ( S  l r , )2S0 , - lu l t i g~  1'riipar:it. 

."*) I)ie cingddnrninerren Z:rhlrn gcbeii (lir: 3I i i tungyrrnz~n an, znischeu dciicn ~ler n:ihri. 
Wert lir::i!u kann. 

t) puf s;rlzfrcie Sii1iit:inz bezokm. h-xh $lem \Vic,lrraufli;srn ~ R S  dialg-ierten und zur 
~rocl ineein~~, l?dunst~ten Produktcs wirilnn 3150 (4.XO -?'2500) dlmhng iinrl 8!)Lf!mg 
gemr-wn (3.;,5 dliii/Lf); ~ l ~ ~ k i i n e a q i r ; i l i f L t :  -. * , 

Die Hauptniengc dcs gereinigtcri I'raparates erschien hier 
zwischen 1/3- und ij,-Sattigung mit Ammonsulfat und enthielt 
niehr als 11 700 (untere Mutungsgrenze) rnittlerc todliche Dosen 
( 7 2GOC sicher tiidliche I).xen) pro Xilligramni salzfreier 
Trockensubstanz bei guter Flockungsqualitrit. Zum Vergleich 
sei angefiihrt, daB 1 y (als JSiweiB berechnet) des ,,Gefrjer- 
antigens" yon 11'. Haas3*) I. Maus tiitete (-1000 sicher tiidliche 
I)osen/mg) . 

Die Bigenschaften vcrschiedcner Kuhrtosinpraparate sind 
sicher Zuni Teil von dcr Herkunft ties Giftes (Skamm, 1)ar- 
stellungsbedingungen, Uegleitstoffen usw.) abhanglg. Nahere 
Aussagen iiber seine chemischc Natur wird erst die weitcre 
Keinigung mBglich machen. Ciiwry. 13. S~pk??il,er 1941. [A. &I. 

Der gegenwartige Stand der Chemie der Metallcarbonyle 
Von Prof .  D v .  lt'. H I E B E R ,  .A norgn1 i i sch -c l i e1~ i i sches  L a b o r a t o r i u m  d e r  I'. I I .  .\liinclien 

(Fortsetzung v m  S. 11  
und SchlulJ) 

V. Al lgemeine  Valenz- und Strukturfragen.  
Die Valenz- und Konstitutionsprohlci~ie auf deni Gebiet 

der Metallcarbonyle gehoren zweifellos zu den interessantesten 
der anorganischen Chcrnie. Sie sind irii Laufe der Entwicklung 
des Gebiets, besonders in letzter Zeit, wiederholt cingehend 
diskuticrt worden, so daB iiber die grundsiitzlichen Bindungs- 
verhaltnisse weitgehend Rlarheit lierrscht . 

Nach der schon mehrfach begriindeten Auffassung 
--- vgl. die in FuI3note 2 zitiertcn zusainnienfassendcn Ali- 
liandlungen - ist das Kohlenoxyd i sos  t e r  rnit den1 Cyanion : 
: C j f 0: und [:C j I S : ]  eiitspr. . - C~ 0 i und .- C S !  1- 
Die K a u m g l c i c h h c i t  cler bckannten C:irbonylcyankoiiiplexe 
rnit Hevacyanverbindurigen desselben Bautyps somie die 
I s o m o r p h i e  zwischeii diesen Substanzen wurde schon friiher 
aufgezeigtd2) : 

\? e r b i ii d u ii g c  n r a u m g 1 e i c he r I o 11 e n  ( g  1 e i c h e s 31 o 1-V o I . ;  : 

c s - V o l .  = c o - Y o l .  : .  1P. 

Beim CO crfolgt wie beim Cyaiiion die Bindung an das 
Metallatom durch Beta t ipng  sog. koordinativer Covalenzen 
zwischen dem Metall- und K0hlcnoxyd-C-~4toni, d.  h. in der 
bei , ,Durchdringungskoniplexen" als normal anzunehmenden 
Art durch ein Paar von a-Elektronen. Durch Verschmelzung 

"i II'. Iiirher. A. I:irb 11. t i .  IlodPr, %. :inairv. :111x. I.'llwn. 190. 21!1 [IO:WO:. 

dieser Elektronen init den Aullenelektronen der zentraleii 
Metallatome komnit sehr haufig ein abgeschlossenes Blektronen- 
system nut Bdelgaskonfiguration zustande, so stets bei den 
durch besondcrs pones  Rildungsbestreben ausgezcichneten 
fliichtigen Carbonylverbindungen'3). Es ergibt sich z. U .  die- 
sclbe Elektroneiiverteilung f i i r  Nickelcarbonyl und Carbonyl- 
wasscrstoffe, d. h. es liegen ,,isosterc" Typen vor, entsprechend 
derii schon oben (Abs. 11, R) dargestellten Schema. Im gleicheri 
Sinne ergibt sich die folgende Keihe von Verb indungc i i  
g leic 11 e r  R le  k t r on  e n v  e r  t ei 111 n g  (, ,isostere Typen") : 
T y p :  Cr(CO)G. 
1: le k t ron en  r e  r t e i 1 ung : Covalenzen %. 1;. 

IlSZ 2s*2pe 3s23pG3d6 I 0(3(14'ts?'tp6)'* 1 (S -- Y I ) , ;  
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