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Die Schutzimpfung gegen Bacillenruhr (Dysenterie) durch
aktive Immunisicrung ist besonders im Xriege von
grofler Wichtigkeit. Obwohl dieses Problemn in seinen Grund-
ziigen als weitgehend geklart betrachtet werden kann!), gab
es bis vor kurzem gegen die besonders gefihrliche Shiga-
Kruse-Ruhr noch keine Impfstoffe, dic iiber ein Versuchs-
stadium mit befriedigendem FErfolg hinausgekommen wiren?).
Vor allem standen schinerzhafte Impfreaktionen der all-
gemeinen Anwendung fritherer Ruhrvaccinen hinderlich im
Wege, Die unlicbsamen Begleiterscheinungen bei der Impfung
werden wahrscheinlich vorwiegend von Ballaststoffen hervor-
gerufen, welche den zur Iimpfstoffherstellung verwendeten
Antigenen (Toxin, Toxoid, Endotoxin) beigemengt sind. Die
Reinigung der Dysenteriegifte und ihrer Umwandlungs-
produkte sowic dic genaue Kenntnis ihrer Iiigenschaften ist
fiir die weitere Entwicklung dieses Gebiets sicher bedeutungs-
voll. I folgenden soll der gegenwirtige Stand der chemischen
Erforschung dieser Substanzen kurz geschildert werden.

Tis wurden zwei Giftstoffe, ein Toxin und ein Fndo-
toxin in Ruhrbacillen gefunden?), deren Verteilung auf die
verschiedenen Typen Tabelle 1 zeigt. Die Shiga-Kruse-Baeillen,
welche das fiir den Mensehen besonders giftige Toxin pro-
duzieren, werden als ,giftige’* von den iibrigen , giftarinen
Typen unterschieden; ihre Kolonien konnen in Gestalt der
endotoxinhaltigen O-Formen und der endotoxinfreien o-Formen
auftreteni). Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, daBl es unter den
irregern der Dysenterie reine Toxin- (o-Formnen der Shiga-
Kruse-Bac.) und reine Endotoxinbildner (Flexner- und Kruse-
Sonne-Bac.) gibt, sowie auch Typen, welche beide Giftarten
gleichzeitig crzeugen (O-Formen der Shiga-Kruse-Bac. und
Schmitz-Bac.).

Tubelie 1.
Yorkommen von Toxin und Endoioxin in Rulrbacillen.

Shiga-Kruse-Pac. . : .
Shiga-Kruse-Bac Sehmitz- Flerner- Kruse-Sonne-
Buc. Bae, Bac.
o-Forten I O-Formen
Toxin ......... - . ()%
Endotoxin . : 4

#*) Sehr wenig.

Das Endotoxn ist identisch 1nit dem Agglutinogen (OQ-An-
tigen) der Vollbakterien. Bei den Shiga-Kruse-Bacillen soll es nach
den Befunden einiger Autoren, vorwiegend von den ,glatten”
Wachstumsformen (8-Formen)® produziert werden, in den ,,rauh‘
wachsenden Stimmen (R-Formen)®) dagegen nur ausnahimsweise
vorkommen ; diese Angabe konnte von Prigge nicht bestdtigt werden.
Eine zuverlissige Unterscheidung endotoxinfreier und endotoxin-
haltiger Keime ist durch ihr Verhalten gegen Trypaflavin méglich:
Beim Versetzen mit einer 0,2%igen wilrigen Losung dieses Farb-
stoffes werden erstere in charakteristischer Weise agglutiniert (o-
Formen), wihrend die endotox’'nbildenden Stimme inagglutinabel
sind (O-Formen). Dieses Verhalten der Shiga-Kruse-O-Formen,
das man als ,Trypaflavin-negativ'® bezeichnen koéunte, er-
innert an dasjenige der iibrigen cundotoxinhaltigen Bakterien bei
der Firbung nach Gram, wobei sich alle als negativ erweisen.
Offenbar blockieren dic Eidotoxine gerade diejenigen Reaktions-
orte der Baikterienzellen, die zur Bindung basischer Farbstoffe ge-
eignet s'nd.

In Bouillon wichst die O-Variante diffus, dagegen setzen
sich die o-Bacillen in der Nihrfliissigkeit ab (Spontanagglutination).
Beim Abimpfen licfern o Koloaiin stets o-Keime, dag gen gehen
aus O-Koloaivn bei Passagen O- und o Formen liervord).

1y R, Otte, Zbl. Bakteriol,, Parasitenkunde Infektionskrankn, Abi. I, Orig, 140, 237 [1937];
R. Prigge, Klin, Wsehir, 19, 337 [1940]: Verh. dtsch. Ges.inn. Med., 52, Kongres Wies-
baden 1049, 3. 139; diese Ztschr. 53, 374 [1040]; Kestermann, chenda; Klin, Wscehr.
20, 730 [1041]; I. Rauen, Unmschau Wiss, Teehn. 45, 113 [1941].

2y Uber die Priifuny von ,,Etat*-Impfstoften it Mensehen vgl. sylvester, Klin, Weelir, 20,
920 [1941].

%) Uber bakterielle Toxine und Endotoxine s, Th, Wagner-Juuregg, diese Ztschr. 52, 389
[1939], 83, 319 [1940].

9 R. Prigge, Klin, Wsehr, 18, 337 [1940]); L. Prigye u. L. Kicksch, Z. Hyg. Infekt.-Krankh,
123, 417 [1941].

3) Yon ,.Bmooth’* (bzw. spiegzelglait),

) Von ,.rough** (rauh.
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Tabelle 2 bringt zur Einfithrung eine Gegeniiberstellung
der charakteristischsten Merkmale der beiden Ruhrgifte:
Tabelle 2.

YVergleich der Eigenschaften des Toxins und Endotoxins der Shiga-Kruse
Rubrbacillen.

| Toxin I

Endotoxin

Bindung an die Bakterienzelle ............. lose fest
Laslichkeit in:
) WaSSer ...ttt i
b) n/,-Trichloressigsiure .
¢} Didthylenglykol............. cee
Verhalten gegen proteolytiscle Enzyme
(Trypsin, Erepsin) .....oooooiiiiinn,
Giftwirkung
besonders toxisch fiir
Antigene Wirksammkeit (Innmunisicrungs-
VOPTOMON) Lttt it inieearcnenetnens gut
#) Am besten in 1/ Soda. ©%) AMit schwach sauter Reaktion,
#%2) Auch durch andere EiweiBfallungsmittel, wie Sulfosalicylsiure, Pikrinsiure, Wolfram-
sdure, Paosp wrwolframsivare, Tannin, Kaliumferrocyanid, ferner durch Al-, Cu-, Fe-
Ph-, Zn-, Hg- und Uranylsalze (in saurer Lisung) kénnen Endotoxine nicht nieder-
geschlagen werden, wohl aber durch Phosphorwolfranisidure in Gegenwart von viel
HCI oder 11,80,. Manche Metallhiydroxyde wirken adsorbicrend.
$) In der in der Bakterienzelle vorlicgenden Form,
1) In der Zelle; in isoliertem Zustand langsam angreifbar, W, T.J. Morgan u. S. I'art-
ridge, Biochemic, ), 34, 169 [1040].

1oslich®) loslich#%)
unléslich 10slicl:#4e)
unléslich losliclt)

abgebaut
Nervengift
Kaninchen, Mause

unverdanderttt)
Darmgift
Meerschweinchen

gering

A. Shiga-Krase-Endotoxin.

Darstellung: Zur Trennung der in den Bacillenleibern
enthaltenen beiden Gifte bedienen sich Boivin u. Mesrobeanu?)
ihrer Triehloressigsiure-Methode; das Toxin ist in verd.
Trichloressigsaure, seiner Proteinnatur entsprechend, unléslich,
das Yndotoxin kann, nach Entfernung der Siure durch
Dialyse, aus der walrigen Losung mittels Alkohol oder Aceton
ausgefallt werden; Ausbeute ~109% vom Trockengewicht
der Keime. W. T J. Morgan®) konnte durch Extraktion
getrockneter  Shiga-Kruse-Bacillen mit Didthylenglykol
und Fillung der dialysierten Losung mit Alkohol oder Aceton
das Endotoxin in einer Menge von 6—7 9 des Trockengewichts
der Bakterien gewinnen; das Toxin geht dabei nicht in Lésung.

In gemeinsamm mit R. Prigge und L. Kicksch durch-
gefiihrten Versuelien, bei denen es uns darauf ankam, ncben
dem Iindotoxin auch das Toxin in moglichst unveranderter
Torm zu gewinnen, wurden nach dem von R. Prigge®) an-
gegebenen Verfahren die auf festem Nahrboden geziichteten,
gewaschenen und iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum ge-
trockneten Keimne (O-Formen) zuerst mit 0,85%iger Kochsalz-
18sung extrahiert, unter Zugabe von ectwas verd. Sodaldsung
zwecks Einstellung des py, auf etwa 7,2. Der Fxtrakt enthielt
nahezu das gesamte Toxin der Bacillen und cinen Teil des
Endotoxins. Die Treunung der beiden Gifte erfolgte durch
Tallung mit Trichloressigsiure. Den Rest des Iindotoxins
cergab die Behandlung des Extraktionsriickstandes mit /,-T'ri-
chloressigsaure. Schematisch stellt Tabelle 3 unseren Arbeits-
gang dar:

Tabelle 3.
Darstellung des Toxins und Endotoxing aus Shiga-Kruse-Ruhrbaeillen,

Baclllen (getrocknet)®)

+ physiolog. NaCl:| ppy 7.2

I
Riickstand Extrukt

+ B, Trichlor-| essigsidure + Trichloressig-| siiure; pyp 5---3,3

Tixtrakt

I I
Toxin R-stlosung

Dialyse,; Akokolfillung

Endotoxin I Dialyse,| Alkoholfdllung

Endotoxin 11
*) Es wurden dic Frankfurter Stiimme 1, 14, 15, 16 und 17 verwendet,

7) C. R. 3éances Soc. Biol, Filiales Associ€es 112, 70 [1933], 115, 304, 309 [1934], 124,
439, 442 [1937]; Rer. [mmunologie 1940, Nr. 2, S. 8.

) Biochemie. J. 81, 2003 [1937].

®) Zbl. Bukterjol., Parasitenkunde Infcktionskraukh., Abt. I, Orig. 144, 13 [1939]).
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Wie wir an ciner gréfcren Anzahl von Versuchsansitzen
feststellen konnten, unterschieden sich die beiden Endotoxin-
fraktionen, dic wir mit I und II bezeichuen, beziiglich des
Stickstoffgehalts und der Giftigkeit. Iraktiou 1 enthielt
4,8—59, Stickstoff, 1,39, Phosphior und 7—5 dlm/mg9);
sie cntsprieht in ihren allgemicinen Figeuschaften annihernd
den von Boivin durch Trichloressigsdure- und von Movgan
durch Diathylenglykolextraktion erhaltenen Iindotoxinpri-
paraten. Der Gelalt der Fraktion II an Stickstoff war hoher
und schwankte zwischen 6 und 9,59, N. Auch waren diese
Produkte toxischer; sic enthielten 35-—167 dlm/mg.

Aus ciner Endotoxinfraktion 1I mit 79, N erhiclten wir
durch nochmalige Behandlung mit verd. Trichloressigsaure
und darauffolgende Aluminiumhydroxydfallung ein Priparat
mit 3,89 N. Der Tierversuch spricht dagegen, dafy die Endo-
toxinfraktion IT ein Gemisch von Endotoxin I mit geringen
Mengen von Toxin ist (das viel giftiger ist und mehr als 129, N
enthalt). Das durch Trichloressigsidurcextraktion gewonnene
Gift (Endotoxinfraktion I) diirfte vielmehr eine etwas ab-
gebaute (niedriger molekulare) Form cines giftigeren, hoher-
molekularen , Nativ-Endotoxins der Bakterienzelle seiu,
dic Fudotoxinfraktion IT ein weniger denaturiertes Produkt,
das zwischen beiden Formen stcht. :

Auch W. T. J. Morgan u. S. M. Partridge (L. c.) vermuten dic
Existenz einer holiermolekularen Vorstufe des aus der Zelle extra-
hierbaren Giftes. Im sog. Gefricrantigen von R. Haas'') scheint
ebenfalls ein stabiler Komplex vorzuliegen, der an Iiweil gebun-
denes Endotoxin enthilt.

Reinigungsversuche: Die Xallung des Endotoxins
(Fraktion 1) mit Blejessig in schwach alkalischer I.Gsung
erwies sich zur Anreicherung als ungeeignet. Durch Kaolin
oder Bleicherden, wie ,,Frankonit KI.* oder ,,Clarit hochaktiv*,
wird das Gift nicht, durcli Bentonit nur in geringem Male,
besser durch Tonerde Cy adsorbiert. Zur Adsorption an
Aluminiumhydroxyd erwies es sich am besten, dieses direkt
in der Eudotoxinlésung durch Fillen von Ammoniumalaun
mit verd. Amumoniak bei p, = 8 zu erzeugen und das Adsorbat
durch Aufl6sen in Natriumeitrat und Dialyse zu zerlegen'?).
Die erzielte Anreicherung ist aber gering. Die Toxizitits-
bestimmung nach der Adsorption ergab in manchen Fillen
eine Erhohung der Giftigkeit etwa auf das Doppelte: das
beste Praparat enthielt mindestens 70 dliin/imng. Der Stickstoff-
und Phosphorgehalt dnderte sich nicht wesentlich.

Chemisehe Natur: A. Boiwin u. L. Mesvobeanu!®) er-
hielten bei der Ilydrolyse der Fndotoxine Fettsauren und
Zucker und betrachteten diese Substanzen daher als Kohlen-
hydrat-Lipoid-Verbindungen. Die lipoide Komponente liBt
sich durch Ather, Alkoho! oder Aceton nicht herauslésen.
W.T.J. Morgan') fand im IHydrolysat des Shiga-Kruse-
Endotoxins Aminosiuren, die offenbar einer Polypeptid-
komponente entstammen, und wies nach, dafl der lipoide
Anteil Phosphor und Stickstoff im atomaren Verhiltnis 1:1
enthalt, also ein Phospholipoid (vermutlich Xephalin) ist.
Das Endotoxin, so wie man es durch Trichloressigsiure-
oder Diithylenglykolextraktion aus Shiga-Kruse-Bacillen er-
halt, stellt demnach cinen hthermolekularen Phospholipoid-
Kohlenhydrat-Polypeptid-Komplex dars),

Von grofem Intcresse ist die Feststellung von Morgan
u. Partridge'®), daB das Phospholipoid entfernt werden kann,
ohne dafl die Antigennatur des Restmolekiils verschwindet.

) (lin == mittiere todliche Dosis (dosig letalis media) = dasjenige Quantum eines Giftes,
welches im Durchschnitt 509 der zum Versuch cingesetzten weillen Miuse (von 15 g
Korpergewicht) bei intravenéeer Injektion totet. Bei der Bestimmung «les Endotoxins
betrigt lie Beobachtungsdauer 3 Tage, beim Toxin 1 Woche.

In friiheren Mitteilungen (Wagner-Jauregg, diese Ztschr. 52, 3%9 [1039], 53,
319 [1910]; Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infekiionskrankh., Abt, L, Orig. 144, 31
[1939]) wurden die Tuxizititswerte in ,sicher todlichen Dosen‘ angegeben. Man
hat hierunter solche (diftmengen zu versteben, welche ,,praktisch in allen Fillen*,
also z. B. bei 937 iler Versuchstiere, torllich wirken. Auf eine in dieser Weise definierte,
,.sicher williche Dosis* entfallen beim Shiga-Kruse-Toxin ~4,5 din, beim Shiga-
Kruse-Endotoxin ~7 dim (vgl. Prigye u. Hartoch, Arb.staatl. Insi.exp. Therap.
Forschungsinst, Chemotherap, Frankfurt a. M. 23, 1 [1930] und v. d. Waerden, Naunyn-
Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol, 191, 251 [1934]).

IHuas, Morgan und andere Untersucher geben keine strenge Definition der von
ihnen verwandten triftwerte, so dal die von den verschiedenen Autoren ermittelten
Ergebaisse nicht oune weiteres verglichen werden kimnen. Thre Zahlenangaben ent-
sprechien ungefihr ,sicher tidlichen Dosen*'.

1y 7. Immmnititsforsch, exp. Therap. 97, 317 [1930..

12y 3w, A. Boivin, Mesrobeanu u. ¥.Jzurd, O, R, séances Soc. Biol. Filiales Assocides 127,
651 [1938].

1) Rev. Immunologie 1, 534 [1935]; Ann, Inst, Pusteur 61, 426 [1038].

1) Biochkemic. J. 31, 2003 [1937].

%) Das zuerst von R, Prigge (4. lyg. Infekt.-Krunkh. 105, 488 [1926])) nachgewiesene
Endotoxin der Flerner-Bacillen ist im chemizchen Aufbau demjenigen des Bac. Shiga-
Kruse ahnlich (Boivin); das gleiche gilt auch fiir die Endotoxine des Bac. Schmitz und
Bae. Aruse-Soune (Haas, Z.Immunititsforsch,exp. Therap. 94, 239, 480 [1938]).
Inmunologisch sind alle diese chemisch verwandten Substanzen verschieden.

%) Biochiemic.J. 34, 169 [1940].
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Man 16st das Endotoxin zu diesem Zweck in reinem Formtamid
und versetzt mit 75 Vol.-9; Alkohol; dabei wird das Antigen
ausgefallt, wihrend das Phospholipoid in Ldsung bleibt. Wir
fanden, daB durch die vou Aorgan zur Beseitigung des Lipoids
angegebene Formamidbchandlung auch die Toxizitit gréfiten-
teils unbeeinfluft bleibt. Das Phospholipoid scheint dem-
nach ein unwesentliclier Bestandteil der Endotoxin-
praparatezusein??), Esistbekannt, daBsiclisaure Phosphatide
mit verschiedenen Eiweilkorpern zu salzartigen Komplexen ver-
einigen kénmnen, in denen die Lipoidkomponente so fest gebun-
den ist, daB sie durch Ather nicht herausgelést werden kannis),
Im Rohendotoxin scheint aber das Lipoid an das Polysaccharid
und nicht an Polypeptid gekniipft zu sein. Denn Morgan er-
hielt daraus durch Finwirkung von Trypsin unter Zerstérung
des Polypeptidrestes einen Phospholipoid-Polysaccharidkom-
plex. Die verschiedenen Moglichkeiten des Abbaues zeigten
Tabelle IV und V:#):
Tubelle 4.
Zerlegung des Shiga-Kruse-Eundotoxins®)
Erstes Txtraktionsprodukt:

Phospholipoid (9—-129%) "
Polysaccharid (50—55%)
Polypeptid (17--20%) J

Formamid|(neutral) (Antigen)

Tryp-|sin

Formamid | polysaccharid (60 —65%)

(kein Antigen)

Polysaccharid (55—609) . N
Polypeptid (20---229%) Trypsin

Phospholipoid (14 7-17%)]
(Antigen)

[
Polysaccharid

Formamid|(sauer) (kein Antigen)
Polysaccharid (399%)) Formamid (saver) Phospholipoid
[[’(,lyp(}p{.i(l 419) i ]————-———Polypeptld (kein Antigen)
Tabelle 5.

‘Hydrolyse dos Shiga-Kruse-Endotoxins.
o In 1), Essigsiure bei 93—08°.

Analyse des Ausgangsmaterials: 45,5%, C, 7.6% H, 8,8% N, 1,3% P, 4-69% Asche

[alssey = +33° £ 5° (in Formamid; ¢ = 0,5). Proteinreaktion nach Feigl u. Anger negativ
Spaltproldukte:
unloslich in ver- Ioslich
innter -
lislich in unloslich d};z:i(;r wnddslich in 95%igem loslich

9—129, Ather 17—-20% sinre 90— 0% Alkohol 159%
Phospholipold Polypeptid; Polysaccharid enthilt Arginin

(Kepaalin?)

Hydro-\lyse Hydro-llyse Hyd~o- |lyset) Hydro- |lyse
Palmitinsiure
Iséiure
a-Glycerin-
phosphorsidure

Tyrosin (8% )
Arginin(5,5%)

Jd-Galaktose (15%)

I-Rhamnose{7.5% )

N-Acetyl-amino-
zucker{ 20 —25%}

Fehling: +

Unverseifbar (Giucosamin)
(2--3%)
Als cigentlicheu Trager der Emndotoxinwirkung

(Antigen und Gift) haben wir nach dem oben Gesagten einen
Kohlenhydrat-Polypeptid-Komplex zu betrachten. Es
ist Morgan gelungen, diesen durch Einwirkung von Ameisen-
sdure in Formamidlosung in seine beiden Bestandteile zu
zerlegen und daraus in neutralem Medium das Anti-
gen zu resynthetisieren. Damit koninte zum ersten-
mal der Aufbau eines natiirlichen Antigens aus seinen
nichtantigenen Bruchstiicken verwirklicht werden.

B. Shiga-Kruse-Toxin.

Die Reinigung von Toxinen ist in den wenigsten Fallen
so weit gediehen, dafl man mit voller Sicherheit Aussagen iiber
deren chemische Natur machen konnte. Da diese Substanzen
antigene Wirkung besitzen, muf} ihnen ein hohes Molekular-
gewicht gemecinsam sein. Wenn man bedenkt, da3 unter den
natiirlichen Antigenen als wesentliche Bestandteile ein-
wandfrei bisher nur Proteine und komplexe Kohlenhydrate
nachgewiesen wurden, dann ist es mnaheliegend, eine Zu-
gehorigkeit auch der Toxine zu diesen beiden Gruppen
von Substanzen anzunehmen. Das chemisch am besten unter-
suchte und in nahezu reiner Form gewonnene Diphtlherietoxin
ist ein typischer, hitzekoagulierbarer FEiweilkorper??). Da-
gegen verhalt sich hochgereinigtes Tetanustoxin nach Unter

17) Ob das Phospholipoid schon in der Bakterienzelle am eigentlichen Endotoxin sitat,
mub dahingestellt bleiben; es wire denkbar, daB die Vereinigung beider Teile erst
unter Jden Bedingungen der Extraktion erfolgt.

18) Th. Wagner-Jauregg u. H.Arnold, Biochem,Z. 299, 274 [1038]; Chargaff, J. biol.
Chemistry 125, 661 [1938], 131, 25 [19391.

1) Tab. 4 ist der Arbeit von Morgan u. Partridge (1.c¢.) entnommen, Tab. 5 nach den
Ergebnissen Jer gleichen Veroffentlichung zusammengestellt,

%) Alle Polysaccharidwerte sind wabrscheinlich um 10+ 209% zu tief, da sie sich auf tat-
siichlich isoliertes Material beziehen.

Ny W. T.J. Morgan, Helv.chim. Acta 21, 469 [1938].

"y M. D. Eaton, J. Bacteriol. 81, 347, 367 [193G], 34, 130 [1937]; 4. M. Pappenhetimer jr.
J. biol. Chemistry 120, 543 [1937]. S. dazn auch das Referat von Th. Wagner-Jauregg
diese Ztschr, §2, 389 [1939].
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suchungen vou Eaton u. Gronaw®) nicht wie ein echtes Protein,
sondern wie eine Protcose oder ein Polypeptid. Das Toxin der
Scharlachstreptokokken ist hitzebestandig, stabil zwischen
Py 1,0 und 11,0 und wird von Pepsin oder Trypsin nicht ab-
gebaut. Vermutlich ist es ¢in niedermolekularer Eiweillkérper
{Mol.-Gew. 4000 —13000)2% oder ein stickstofflialtiges Poly-
saccharid?s).

Uber die chemischen Eigeuschaften des Toxins der Aruse-
Shiga-Dysentericbakterien lassen sich endgiiltige Angaben nicht
machen, da hier cine sehr weitgehende Reinigung noch nicht
durchgefithrt wurde?). Das allgemeine chemische Ver-
lialten entspricht demjenigen eines Kiweilksrpers,
wie die i folgenden mitgeteilten Versuche zeigen??).

Darstellung und Bestindigkeit des Toxins,
Toxoidbildung: Die Gewinnung der Toxinlosung durch
Behandlung der getrockneten Bacillen mit physiologischer
Kochsalzlssung ist auf S. 21 beschrieben. Die Extrakte
niissen moglichst rasch weiterverarbeitet werden, da das
Toxin in diesen Losungen nicht haltbar ist; nach mehr-
tagigem Stelien bei Zimmertemperatur kann die Toxizitat
zum, groflen Teil verschwunden sein. Bei Aufbewahrung in
gefrorenenm Zustande (bei Temperaturen unter 0°) nimmt der
Giftwert selir viel langsamer ab. Vielleicht ist ein Ferment an
dieser spontanen Inaktivierung des Toxins beteiligt. s scheint
dabei weniger eine vollige Zerstorung als vielmehr eine Um-
wandlung des Toxins in cine ungiftige Form (Toxoid) zu er-
folgen; die Fihigkeit der Praparate, in spezifischer Weise
Antitoxin zu binden, sinkt namlich, wenn {iberhaupt, dann
selir viel langsamer ab als die Toxizitat?s).

Das Antitoxinbindungsvermégen kann mit Ililfe
ciner Flockungsreaktion gemessen und in Flockungseinheiten
(L1)2® ausgedriickt werden®). Im folgenden ist die Qualitat der
Flockung in + bis -4+ - angegeben, entsprechend der
Schnelligkeit, mit der diese auftrat. Auch unter den héher
gereinigten Praparaten befanden sich solche, die noch cine
gute Flockungsqualitat - - -(-1-) besaflen. Sehr langsam
pracipitierende Toxine sind wolil als teilweise denaturiert zu
betrachten.

In frischen Kochsalzextrakten koémnnen nach Prigge u.
Klinkhart®®) auf eine Flockungsecinheit bis zu 40 sicher t6d-
liche Dosen = 180 dlm entfallen. Die von uns verarbeiteten
Losungen cnthieclten rd. 70 dlm/If. Nach 5 Monate langem
Aufbewaliren in eingefrorenem Zustande war in einem Falle
diese Verhiltniszahl auf 28 gesunken, bei Zimmertemperatur
erfolgte der Abfall in wenigen Tagen. Die durch Trichlor-
cssigsdure, Ammonsulfat-Fdllung usw. gereinigten Praparate
zeigten Quotienten zwischen ~ 22 und 36; ein durch Trichlor-
essigsaure, Uranylacetat- und nochmalige Trichloressigsiure-
fillung gewonncnes Toxin war, bei erhaltenem Antitoxin-
bindungsvermdogen, fast ungiftig (3,6 dlm/Lf). Man miiflite
untersuchen, ob derartige Toxinpraparate noch als Antigene
wirkenr und ob sich auf diesem Wege zur Inmunisierung ge-
cignete Toxoide gewinnen lassen.

Es ist anzunehmen, dafl zukiinftige Ruhrimnpfstoffe an Stelle
von Toxin Toxoid enthalten werden. Ahnlich wie bei anderen
cchiten Toxinen 1df8t sich auch aus dem Dysenterietoxin (nicht da-
gegen aus HEndotoxin) ein Formoltoxoid herstellen, doch ist dic
Gewinnung zur Immunisiciung gecigneter Pridparate hier schwieriger
als beim Diphtherictoxin., Nach 4. F. Scheinker®) soll auch
auf plotochemnischem Wege eine Toxoidbildung aus Rubrtoxin
moglich sein.

Saurefallung: Durch Fallung der rohen Koclisalzextrakte
mit Trichloressigsdure liellen sich Toxinpriparate ge-
winnern, die auch in Losung recht bestandig zu sein scheineu.
Dabei wird offenbar das toxinverindernde Agens entfernt
oder denaturiert. Die Trichloressigsiure-Fallung ermdoglicht
gleichzeitig, wie Boivin gezeigt hat, die Abtremmung des
Eindotoxins, das in der Restldsung verbleibt, wihrend das
Toxin niedergeschlagen wird (siehe die schematische Dar-

=) ], Bacteriol. 36, 423 [103%].
4y Barron, Dick u. Jyman, J.biol, Cliemistry 137, 267 [1941]; Chemi, Ztrbl. 1841 I, 2606.
=1y Hocher 1. Folleashy, J. lminunology 27, 177 [1934]; A. H. Steck, Amer. J. Pathol. 13,

G18 [1937]. Siche uuch W. L. Koerber u. W. E. Bunney (J. Immunclogy 40, 459 [1941],

Chem. Ztebl. 1841 11, 2215,

Von neueren Avhuiten sei iie von R. Haas, Z. Immunititsforsch. exp. Therapie 88,

121 [1940], erwahnt; dort aueh Angaben iiber frithere Literatur.

B. Helmert, L. Kicksch, R. Prigge u. Th, Wagner-Jnuregg, die ausfiuhrlichere Milteilung

eriolyt spiter.

=) R, pn-w,l»_ Zbl. Bakleriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt, I, Orig. 144, 14
11939]. ’

Wy 1y =]Limes (Geenzwert) Flockung; als Flockungscinheit bezeichnet man diejenige
Toxinmenge, die bei der Flockungsreaktion mit 1 Antitoxineinheit (AE) am schnellsten
reagiert.

Yy R, Prigge u, L. Kicksch, i.c.

34 Chem, Zurbl. 1840 1, 5281; 1841 1, 3237.
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stellung unseres Arbeitsganges auf 8. 21). Bei fraktioniertent
Zusatz der Tricliloressigsaure erreichten wir aullerdem die
Abtrennung eines inaktiven Begleitstoffes, der bei einem py >5
ausfillt; die Hauptmenge des Toxins (90—1009%,) wurde erst
zwischen py 5 und 3,5 niedergeschlagen, bis p, 1 erfolgte dann
noch eine sehr geringe Nachfiallung von Toxin32), Zur Iirzielung
guter Ausbeuten ist es unerlafllich, rasch und in der Kailte (09)
zu arbciten; das Abschleudern der Niederschlige wird amm
besten in einer hochtourigen Zentrifuge unter Kithlung vor-
genonien., Dafl langere Beriihrung des Toxins mit dem sauren
Medium schadet, zeigt folgender Vergleich dreier aus dem
gleichen Kochsalzextrakt hergestellter Priparate:

e I N Reinheits-
1 u;s:x.nt Darstellung \:‘qt&(&:e grad in
: dln/mg
7 B Trichloressigsirefillung  (pg 5- 300, it
/10000 Bssigsdiire (pg H) gewaschen, daranf
SOIOTL i1 N/ Nty welnst und gepriift .. BIVAN
7 ¢ Wie 1657 B, aber nach Jer Essigsdaurewaschung
iiber P,Os im Vakuwn getvocknet, dann gelesi
wie oben und gepriift 20% 150031
1657 D Wie 187 C, aber unter Trichlore: sdure bei
R 3,5 8 h gestunden (Zinmmertemperatur) . 119, 2250

Besonders stark wurden durch Saurccinwirkung Praparate
geschadigt, die schon ctwas weiter gereinigt waren. Aus diesem
Grunde erscheint uns die Trichloressigsidure-Fallung nur als
erste Reinigungsoperation angezeigt, in diesem Fall aber wegeu
der stabilisierenden Wirkung recht geeignet.

R. Haas*) kam bei seinen Versuchen iiber die Bestdndigkeit
gereinigter Dysenterijetoxinpriparate aus Bouillo:kuiturfilt.aten bei
verschiedencm pa zu dem Ergebuis, daB von einer deutlichen
Schidigung der Toxizitdt erst bei pu-Werten unter 4,5 gesprochen
werden kann. Bei 37° war nach 24 und 72 h oft erst bel einem
pu von ~ 2,5 cine deutliche Schidigung feststellbar, wialirend bei
pi 3,0 noch praktisch unverdnderte Toxizitit bestand.

Um eine Nachwirkung der Saure auf die mit Trichloressig-
saure gefillten Niederschlige moglichst auszuschalten, wuschen
wir diese vor dem Trocknen mniit ges. Ammonsulfat-Iosung;
die so gewonnenen Priparate (die natiirlich stark (NH,),SO,-
haltig waren), enthielten durchschnittlich 700—1600 dlm/mg.
Zur weiteren Verarbeitung cmpfielilt es sich, diese Priaparate
mit kleinen Portionen Wasser bzw. verd. Sodaldosung zu ex-
trahieren, nicht alles restlos zu 16sen. Man erreicht auf diesem
Wege schon eine gewisse Zerlegung in wirksamere und
schlechtere Traktionen.

Auch durch Kohlensdure 14Bt sich das Toxin ausfillen.
Wir 16sten 3 mg eines durch Trichloressigsdure- und Ammonsulfat-
fallung (30—70Y, Sittigung) vorgereinigten Priparates in 5 cm?
1/,9 Na,CO,, verdiinnten die Losung, die ein pn 7 besall, mit dem
gleichen Volumen Wasser und leiteten 1 h CO, durch. Dann dialy-
sierten wir 24 h im Cellophanschlauch bei 0° gegen 0,29, iges Na-
triumcarbonat, Iiernach 24 h gegen dest. Wasser, am 3. Tag wurde
2h CO, cingcleitet und weiter gegen dest. H,0 dialysicrt. Die
durch hochtouriges Zentrifugieren gcewonnenen Flockchen ent-
hielten ~ 579, des angewandten Toxins.

Warmebestindigkeit: Bei 3stiindigem Krhitzen eines
durch Trichloressigsaure-Fdllung gewonnenen Praparates in
wallriger T.6sung bei p, 6,9 auf 59° trat kein Verlust des Anti-
toxin-Bindungsvermogens auf, dagegen wurden unwirksame
Begleitstoffe ausgeflockt.

Ammonsulfatfallung: Die weitere Anreiclierung des
Toxins kann durch Ammonsulfatfraktionierung erfolgen. Bis
1/y-Sattigung werden dabei Ballaststoffe entfernt, die Haupt-
menge des Toxins fallt zwischen !/;- und 2/;-Ammonsulfat-
sattigung. Zur weiteren Aufteilung wurde in kleineren IFallungs-
intervallen fraktioniert; dabeikonnten wir zwischen 45 und 559,
(NH,),50,-Sattigung in inanchen Fallen eine Fallungsliicke
beobachten; dic Anteile des in der 2. und 3. Fraktion (33--459%,;
45—669,) fallenden Toxinanteils waren aber in verschiedenen
Ansitzen wechselnd, wie die beiden folgenden Beispicle zeigen.
Die Deutung fiir dicses Verhalten ist wohl die, daB die
Aussalzung des Toxins in diesemn Reiuheitsstadium  durch
Begleitsubstanzen noch stark beeinflufit wird, bzw., dafB jc
nach Vorbehandlung Toxinkowmplexe von verschiedenem
Molckulargewiclit vorliegen.

3%y Bei Gh, Istrati u, A. Olara, dic mit einem endotoxinfreien Stumm arbeiteten, blieb
beim Fillen des Toxins mit "Urichloressigsfure bei py 3.5 ein unspezifisches Antigen
in der Restlosung zuriick (7. Immunitdtsforsch, exp. Therap. 100, 3038 [1941]).

33y Dieses Prdparat enthielt 0,949, Schwefel,

34) 7. Immunitdtsforsch. exp. Therap. 89, 121 [1:-0].

) Die Priiparate verringern bei lingerem Aufbewahren ilire Wirksamkeit. Wahlrscheinlich
handelt es sich dabei um eine Rdureschédignng infolge Abgahe von Ammoniak,
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dlm/mg
Praparat Amrnonsulfat- - .
ot ton Tuxinsusbeute (N H,),80,-haltige
Nr. muttigung Trockensubstanz3®)
Versuch T:
280 C 40, a0
D 159, 150
280 K IR 4500
Versuch TT:
H4 B 43 ~15% twa 340, etwa 0000
4 C 4% 4600, etwa 3G9, ctwi G7(0

Zur Frmittlung des Reinheitsgrades der Priaparate des Ver-
suchs IT wurden hier, wie in anderen Fillen, von der in Cellophan-
schlduchen dialysierten Losung durch Eindunsten iiber P,O4 im
Vakuum Trockengewichitsbestimmungen gemacht. Nach dem
Wicderauflésen dieser Trockenpriparate wurde stets eine geringere
siftigkeit gemessen als vorher, z. B. in obigem Versuch ~ 6700
(Prap. Nr. 344 B) und 2500 dlm/ing (Prdp. Nr. 344C). Das spricht
dafiir, daB dic biologische Wirkung der Substanz bei der Dialyse
bzw. dem Trocknen geschidigt wird, eine Erscheinung, die auch
bei Enzymen hiufig zu beobachten ist.

Wir versuchten auch eine direktc Ammonsulfat-
fraktionierung der Kochsalzextrakte aus den getrockncten Ba-
cillen (O-Formen), ohne vorhergehende Trichloressigsiure-
Fillung. Dabei wird in 2 Hauptfraktionen Gift nieder-
geschlagen, nadmlich zwischen 33—459%, und 52—559%, Ammon-
sulfatsattigung. Die erste Fraktion enthilt viel Endotoxin, die
zweite hauptsidchlich Toxin. Eine saubere Trennung der
beiden Gifte auf dicsem Wege ist aber nicht moglich?s).

Fiallung mit Uranylacetat: Ein durch Trichloressig-
siure-I‘allung gewonnecnes Toxinpraparat wurde in n/, Soda
gelost und mit 1/, Volumen ges. Uranylacetat-Losung ver-
setzt: py nun 5,3. Der Niederschlag, der durch Auflésen in
5%igem Natriumcitrat und Dialyse vom Uran befreit wurde,
enthielt noch 959, der antitoxin-flockenden Substanz.

Adsorption: Durch Behandlung mit Tonerde B oder
Tonerde C bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion
lassen sich unwirksame Begleitstoffe -entfernen. Das Toxin
selbst kann bei p,;5 an Tonerde Cy gebunden und aus dem
Adsorbat mit 2,4%igem sek. Natriumphosphat mit guter
Ausbeute elujert werden?7).

Auch dureh Fillung mit Alaun bei p, 5,5—06,0 lalt sich
das Dysenterictoxin niederschlagen. Man versetzt dazu die
Lésung mit 1/j5—*%/1e ihres Volumens 10%iger Kalialaun-

%) 5. dazu auch .. Boivin, L. Mesrobeana u.
Associces 127, (51 [1938].

35y 8. A. Hansea, C.R.Séances Soc, Biol. Filinles Assceiéccs 108, 316 [1031]; Hesoya,
Terao u. Takota, 7b'. Bakteriol.. Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt. I, Ref. 112,
120 (193385 1. M. Chabase . L. N, Basilewskajn, Aveh, Sei biol, [ruse] 3, Nr. 1, %128
£10301; Chem. Ztrhl, 1839 11, 2803,

Y. Jzard, C.R.38ances Soce, Biol, Filiales

Der gegenwiirtige Stand der Chemie der Metallcarbonyle

Von Prof. Dyv. W. HIEBER, Anorganisch-chemisches Laboratorium dev T. H. Munchen

V. Allgemeine Valenz- und Strukturfragen.

Die Valenz- und Konstitutionsprobleme auf dem Gebiet
der Metallcarbonyle gehéren zweifellos zu den interessantesten
der anorganischen Chemie. Sie sind im Laufe der Entwicklung
des Gebiets, besonders in letzter Zeit, wiederholt eingehend
diskutiert worden, so daf3 {iber die grundsitzlichen Bindungs-
verhiltnisse weitgehend Klarheit herrscht.

Nach der schon mmehrfach begriindeten Auffassung
~- vgl die in Fuluote 2 zitierten zusammenfassenden Ab-
handlungen — ist das Kohlenoxyd isoster mit demi Cyanion:

:CHIO:r und [xC Ojund 7--C  NXN|J-
Die Raumgleichheit der bckannten Carbonylcyankomplexe
mit Hexacyanverbindungen desselben Bautyps sowie die
Isomorphie zwischen diesen Substanzen wurde schon friilier
aufgezeigt®):

Verbindungen raumgleicher Ionen (gleiches Mol-Vol.::

"FeII(CN),COJK, et
CoII\C\I) COIK, raumgleich [MJII{CN) K

:‘\ I\C\'),CO'I\2 raumgleich [McII/CN) K.
CN-Vol. === CO-Vol. =~ 18
Beim CO erfolgt wie beim Cyanion die Bindung an das
Metallatom durch Betiatigung sog. koordinativer Covalenzen
zwischen dem Metall- und Kohlenoxyd-C-Atom, d. h. in der
bei ,,Durchdringungskomplexen‘“ als normal anzunehmenden
Art durch ein Paar von o-Elektronen. Durch Verschmelzung

N entspr. - -C- -

{; (Mol-Vol. 177;

) W, [ficker, K. Ries u. (. Bader, 7. anore. allz. Chem, 190, 219 [10807.
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ILosung. Der frisch dargestellte Niederschlag 16st sich in 29%iger
Natriumcitrat-Losung.

Kombination von Reinigungsoperationen: Wir
geben dafiir ein Beispiel, wobei ein durch Trichloressigsdure-
Fillung aus dem urspriinglichen Kochsalzextrakt gewonnenes
Priparat zur Entfernung von Begleitstoffen it Aluminium-
hydroxyd beliandelt und nachher mit Ammonsulfat fraktioniert
wurde:

Ausbeute Reinheitsgrad Anzahl
in % - 8 der
Prii sl plok-
l)i\l_l'ﬂl Darstellung ﬁnlb‘-f kungs-~
Akt dim | Li%) dlm/mg Lfmg) eatien- qualitat
den
dlmn
380 B | Trichloressigsdure- 03 3 B1H%%) 14,8%9| 21,1 oo
Fillung cines NaCl- (112---R0N)#et)
Extraktes
102 B [3801B zur Entfernung | - - 74 EE
von Begleitsubstanzen
mit Tonerde B und Cy
behandelt
Ammonsulfat-Fillung
von 402 B:
RITEY 0 -33% Sittigung 1 —=
104 B 33- 0% Sittigung | 24,4 196 164251) 2001 28,6 | 4 (2)
i (11700-23400)%#%,
104 C 50--609%, Sittigung 1,9 0,0
104 D 60 -80% Sittigung 0.9 -

#) Bazogen auf die im urspriin glichen Kochsalzextrakt enthaltene Menge.
©0) (NH,),80,-haltiges Priipurat.
##%) Die eingeklammerten Zahlen geben die Mutungsgrenzen an, zwischeu denen der wahre
Wert liegen kann.
1) Auf salzfreie Substanz bezogen. Nach (dem Wiederauflosen des dialysierten und zur
Trockne eingedunsteten Produktes wurden 3150 (4500 —22500) dlm/ing und 89 Lf/mg
gemessen (33,5 dim/Lf); Flockungsqualitit: -~ -+,

Die JTauptmenge des gereinigten Praparates crschien hier
zwischen !/;- und 1/,-Sittigung mit Amnmonsulfat und enthiclt
mehr als 11700 (untere Mutungsgrenze) mittlere tédliche Dosen
(—=2600 sicher todliche Dosen) pro Milligramm salzfreier
Trockensubstanz bei guter Flockungsqualitit. Zum Vergleich
sei angefithrt, dafl 1 y (als Jiweill berechnet) des ,,Gefrier-
antigens” von K. Haas®) 1 Maus tdtete (~1000 sicher tddliche
Dosen/mg).

Die Liigenschaften verschiedener Ruhrtoxinpraparate sind
sicher zum1 Teil von der Herkunft des Giftes (Stamm, Dar-
stellungsbedingungen, Begleitstoffen usw.) abhing’g. Nihere
Aussagen iiber seinc chemische Natur wird erst die weitere

Reinigung moglich machen. Lingeg. 13. Scptember 1941, [A. 85).

3% 7. hnmunititstorseh, exp. Therap., 97,

317 [1938]; das Priparnt gab cine positive
Eiweif}- und Molisch-Reaktion.

(Fortsetzung von S. 11
und Schluf)

dieser Elektronen it den AuBlcenelektronen der zentralen
Metallatome kommt sehr haufig ein abgeschlossenes Elektronen-
system mit Fdelgaskonfiguration zustande, so stets bei den
durch besonders groBles Bildungsbestreben ausgezeichneten
fliichtigen Carbonylverbindungen*?). Es ergibt sich z. B. die-
sclbe Ilektronenverteilung fiir Nickelcarbonyl und Carbonyl-
wasserstoffe, d. h. es liegen ,,isostere’* Typen vor, entsprechend
dem schon oben (Abs. 11, B) dargestellten Schema. Im gleichen
Sinne ergibt sich die folgende Reihe von Verbindungen
gleichier Flektronenverteilung (,,isostere Typen‘):
Typ: Cr{CO;-
Jilektronenverteilung: Z.K. Covalenzen

152 2522p® 3523p®3d° | o(3d%4s24p®)12] (X == Y ),

Me(- CN)- Me(- —CO) Me(--NO) +

"MuI{CN)g - -
BAT{CN) 1 TFIICN),COi8 -
"CoITL(CN), 13~ -

ANLLCN) NOW-
[FelT{CN),NOT2 -

Elbenso sind untercinander isoster die Verbindungen
AMo(CO)q mitden Ionen {Ru(CN) 4~ und [Ru(CN),NO:? ,
W(CO)s mitden fonen TOsClg,*~  und [OsCINO2-

43) In diesem Zusammenhang sei auch auf das interessante gasformige ,,Borincarhonyl™
H

H:B:CH
H
Struktur besitzt., Xs entsteht aus Diboran und Kohlenoxyd bei 100° entsprechend
B,Hy + 200 .2 2H,R:C0, A, Burg u. I. 1. Schlesinger. J. Amer. chemn, Roe. 59, 780

03713 N AL Baeer, ebenda 59, 1804 [1037)

O: hingewiesen, das dicselben Bindungsverhiltnisse zeigt und tetraedrische
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