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212. Versuche zur Bildung von Antikorpern gegen Vitamine 

(27. vm. 47.) 

Gegenstand der vorliegenden. Untersuchung bildete die Frage, 
ob es moglich ist, aus gewissen Vitamin-Derivaten und EiweiBstoffen 
durch Kuppelung Verbindungen zu erzeugen, welche die Eigen- 
schaften Ton Antigenen besitzen. Wenn es gelange, im Organismus 
eine Antikorperbildung gegen Vitamine hervorzurufen, musste sich 
dieser Umstand sowohl auf das Befinden des Versuchstieres als auch 
auf die Abwehr von Infektionen auswirken konnen. 

Als Vitaminderivate benutzten wir N-[&I-p-Amino-benzoyl- 
p ,  /?&methyl -y-oxybutyroyl]- 8-alanin-methylester (p-Amino-benzoyl- 
d, Z-pantothensaure-methylester) (I), p-Amino-benzoyl-d, E-a-tocopherol 
(11) und p-Aminobenzoyl-p-aminobenzoesaure (111), die diazotiert 
und hierauf mit Eiweiss gekuppelt wurden. 

von P. Karrer und R. Schwyzer. 
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Die Verbindungen I und I1 und ihre Vorstufen waren noeh nicht 
bekannt und werden im experimentellen Teil dieser Mitteilung be- 
schrieben. 

Die serologischen Versuche, die Priifung der Kupplungsprodukte 
mit Eiweiss auf Antigen-Eigenschaften, hat Herr Prof. H .  ,looser 
(Bakteriologisches Institut der Universitat Zurich) ausgefuhrt. Wir 
danken ihm aueh an dieser Stelle bestens fur die uns gewahrte Hilfe. 

Diese Versuche haben indessen am Kaninchen nur eine wenig 
spezifische Antikorperbildung bei Verwendung der erwahnten Eiweiss- 
kupplungsprodukte als ,,Antigene” erkennen lassen. Das Problem 
sollte aber auf breiterer Basis verfolgt werden, da seine Losung neue 
Erkenntnisse verspricht. 

Experimentcller Tei l .  
N - [ d, I - M ~ p - N i  t r o b e nz o ylox y - @, p - dim e t h y 1 - > -ox y - b u t y r  o y 11 -/?-a Ian i n  

( p -Xi t ro  b cnz oesaure  - e s t e r  d e r  d, I   pant o t h e n s a u r e  ). 
I .  Darstellung des d,Z-a-[p-Pl’itrobmzoyl]-~,@-dimethyl-~~butyrolacto~~s. 

5 g cr-Oxy-p,,?l-dimethyl-y-butyrolacton wurden nach zweistundigem Trocknen im 
Vakuum bei 50° mit 15 g p-Kitrobenzoylchlorid und 50 om3 Pyridin nach den Angaben 
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von Stiller') verestert und aufgearbeitet. Die erhaltene Verbindung (9 g) schmolz nach 
zweimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 138O und bildete farblose Nadeln. Als 
Nebenprodukt (1 g) wurde eine tiefer schmelzende Substanz beobachtet. 

C"13H130sN Ber. C 56,11 H 4,36 N 4,8104 
Glef. ,, 55,75 ,, 4,47 ,, 5,10% 

2. ~-[d,Z-a-p-~it~robenzoyloxy-B,B-dimethyl-~-oxybutyroyl]-~-alanin-niethylcster. 
Die Losung von 6,7 g des d,Z-or-[p-Pu'itrobenzoyloxy]-~,~-dimethyl-y-butyrolactons 

und 3,0 g ,6-Alanin-methylester2) in 5 cm3 trockenem Benzol wurde unter Feuchtigkeits- 
ausschluss 1% Stunden auf 76-80" erhitzt. Nach dem Abkuhlen setzte man 70 om3 
absoluten Ather hinzu und stellte die Losung in den Eisschrank. Dabei krystallisierten 
6.1 g einer Substanz aus, die sehr unscharf zwischen 90-120" schmolz. Die Mutterlauge 
wurde eingedampft und mit etwas dthanol verset,ztl wobei sich 0,7 g einer feinkrystalli- 
lien Verbindung vom Smp. 144O ausschieden. Die athanolische Mutterlauge hinterliess 
nach dem Verdampfen des Losungsmittels ein 01, das z. T. krystallisierte. Es wurde mit 
Ather ausgekocht, wobei ein Teil der Krystalle in Losung ging. Nach dem Ausschiitteln 
des Atherextraktes mit verd. Salzsaure, Natriumhydrogencarbonatlosung und Wasser 
und nach dem Trocknen hat man die atherische Losung eingeengt, wobei sich eine kleine 
Menge einer Substanz vom Smp. 88-100O ausschied. 

Die Vcrbindung vom Smp. 144" schinolz nach dem Umkrystallisieren aus Athanol 
bei 147". Ihre Natur ist bisher nicht aufgeklart. (Analyse C 57,32 H 4,49 IT 7,00%.) 

Die Krystallfraktionen vom Smp. 90-120O urid 88-100" hat man vereinigt und 
hiermf dreimal mit 40-50 cm3 dther  ausgekocht. Es blieb ein ungeloster Ruckstand, 
der 3,8 g wog und bei 105O schmolz. - Die dtherauszuge lieferten 1,7 g Nadeln vom Smp. 
92-100". 

Die letzte Fraktion (1,7 g, Smp. 92- looo) wurde aus Ather fraktioniert krystallisiert. 
Dabei erhielt man zuerst ein Krystallisat von kugeligen Nadelbuscheln mit Smp. 11O0, 
hierauf Nadeln vom Smp. 92-96O (Hauptmenge) und schliesslich lange dunne Nadeln 
vom Smp. 115". Die Mittelfraktion (Smp. 92-96O) sehmolz nach dem Umkrystallisieren 
aus Tetrachlorkohlenstoff bei 93-95O. 

Die oben erwahnten 3,8 g Substanz vom Smp. 105" wurden aus 95-proz. Athyl- 
alkohol fraktioniert. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren besass die schwerer losliche 
Fraktion (1,8 g) den Smp. 113-114O. Sie erwies sich als der gesuchte d,Z-p-Nitrobenzoyl- 
pantothensaure-methylester. 

C1,H,,0,N2 Ber. C" 53,39 H 5,79 N 7,33 OCH, 8,l l% 
Gef. ., 53,08 ,, 5,58 ,, 7,29 ,, 8,06% 

Die Krystallfraktion vom Smp. 115O erwies sich mit N-p-Nitrobenzoyl-b-alanin- 
mcthylester identisch. (Die Verbindung wurde aus ,8-Alanin-methylester und p-Nitro- 
benzoylchlorid in Pyridin dargestellt und mit der Verbindung vom Smp. 115O identifkiert.) 

Die Krystallfraktion vom Smp. 93-95O erwies sich als ein Gemisch von d,Z-p- 
Nitrobenzoyl-pantothensaure und N-p-Nitrobenzoyl-/?-almin-methylcster. 

p-Aminobenzoyl -d ,  Z-pantothensaure-methylester. 
Uiese Verbindung wurde ails 1,6 g p-Nitrobenzoyl-d,Z-pantothensaure-methylester 

in 25 em3 Alkohol durch Reduktion mit Wasserstoff und Platinoxyd bei Zimmertempe- 
ratur erhalt'en. Sie erstarrte bei gewohnlicher Temperatur nicht, sondern bildete ein 
klares, viskoses 01, das sich in Alkohol und Ather leicht lost. Auch das hygroskopische 
Hydrochlorid, das man durch Einleiten von Chlorwasserstoff in die Ltherische Losung 
der Base darstellte, wurde nicht krystallisiert erhalten. 

CIiH,,O,N,C1 Ber. N 7,16 Gef. N 6,81% 

I )  Am. Soc. 62, 1779, 1782 (1940). 
2, B. 73, 972 (1940). 
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In  der Literatur findet sich der p-Nitrobenzoesaure-ester des natiirlichen a-Toco- 
pherols beschriebenl). 

3 g d,Z-a-Tocopherol, gelost in 35 ems trockenem Pyridin, wurden mit 3 g p-Nitro- 
benzoylchlorid 1 Stunde bei Raumtemperatur, hierauf 1 Stunde bei 50-60° gehalten. 
Dann goss man auf Eiswasser, zog mit Ather aus, wusch die Atherextrakte mit verd. 
H,SO,, Natriumhydrogencarbonatlosung und Wasser und verdampfte das Losungs- 
mittel. Der Ruckstand wurde zuerst mit wenig Methanol ausgekocht und nachher in 
heissem Athylalkohol gelost. Nach dem Reiben der Gefasswand begann beim Abkiihlen die 
Krystallisation des p-Nitrobenzoesaurc-d,Z-a-tocopherol-esters. Aus den Mutterlaugen 
liess sich eine weitere Menge gewinnen. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Athano1 
schmolz die Verbindung bei 46-47O. 

Nach dem Trocknen im Hochvakuum ergab die Analyse : 
C,,H,,O,N Ber. C 7435 H 9,22 N 2,43% 

Gef. ,, 74,27 ,, 9,02 ,, 2,71:/, 

p - Aminob enzoesaure  - e s t e r  d e s  d, I -  a - To cop  h e r  01s. 
2,2 g p-Piitrobenzoeskre-d,Z-a-tocopherol-ester wnrden in Hexan mit Wasserstoff 

und 150 mg Platinoxyd reduziert. Wahrend der Reduktion schied sich ein Teil des Amins 
aus, das man durch Atherzusatz nachher in Losung brachte. Nach der Filtration wurde die 
Fliissigkeit eingedampft und der Ruckstand dreimal aus absolutem Alkohol umkrystalli- 
siert. 

Der p-Aminobenzoeslure-ester des d,Z-a-Tocopherols schmolz bei 158O. 
C,,H,,03N Ber. C 78,7 H 10,06 N 2,53% 

Gef. ,, 78,41 ,, 9,85 ,, 2,79% 

K u p p l u n g  d e r  Diazoniumsalz losungen  v o n  N - p - A m i n o b e n z o y l - p - a m i n o -  
benzoesaure ,  p-Aminobenzoyl-pantothensaure-methylester-hydrochlorid 
u n d p - Am i n  o b enz  o y 1 ~ d, I - a - t o  c o p  her  ol m i  t Casein u n  d B e r  e i  t un  g de  r S t am m - 

l o  s u n g d e  s k ii n s t. 1 i c h e n Ant igens .  
Sodaalkalische Losungen von Casein wurden bei 0-5O mit den Diazoniumsalz- 

losnngen versetzt und nach 30 Minuten dnrch Zusatz verd. Salzsaure bei pH, = 6 aus- 
geflockt. Den rotgelben Niederschlag loste man unter Zusatz von wenig Soda in Wasser. 
Nach abermaligem Ausfallen wurde er ernout in Wasser und etwas Soda in Losung ge- 
bracht, 0,5% Phenol zugefiigt und die Fliissigkeit rnit Salzsaure neutralisiert; Auffiillung 
auf 80 cm3 = 5% Eiweissgehalt. 

Durch den Alkoholgehalt der Losung des Diazoniumsalzes des a-Tocopherolderivates 
wurde ein Teil des Eiweisses denaturiert, was durch das grosse Volumen der Losung, 
in der die Kupplung ausgefiihrt wurde (800 cm3) nicht verhindert werden konnte. Dies 
bedingte, dass der Niederschlag, welcher bei der endgiiltigen Klarung der Stammlosung 
ausfiel, etwa der Halfte der eingesetzten Eiweissmengen entsprach. Dasselbe wurde bei 
den anderen beiden Eiweiss-Sorten beobachtet. 

l) D.R.P. 724 268 (1942). 
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K u p p l u n g  m i t  E i a l b u m i n .  
Die Kupplungen und die Bereitung der Stammlosungen wurden in gleicher Wcise 

wie unter Verwendung von Casein ausgefiihrt. Der einzige Unterschied bestand darin, 
dass man die Fallung des Proteins durch Sattigung mit Ammoniumsulfat vornahui. 

K u p p l u n g  niit P f e r d e - S e r u m .  
Anstelle der 5 g trockenen Proteins wurden hier dreinial je 50 em3 eines 5-proz. 

Pferdeserums verwendet, die verdunnt und sodaalkalisch gemacht worden waren. Die 
Fallung erfolgte durch Einstellen auf p~ = 6 und Halbsattigung mit Ammoniumsulfat. 

Die  E r g  e b n i s s e d e  r I ni m u n i s i e r ung  s ve r s 11 c h e. 
Zur Immunisierung wurden Kaninchen wahrend 5 Tagen je 2 cmR der kiinstlichen 

Antigenlosungen intravenos eingespritzt und nach siebentatiger Ruhezeit das Blut auf 
Antikiirpergehalt untersucht. Notigenfalls wurde die Imniunisierung in der genau pleicheia 
Weise rnehrmals wiederholt. 

Die beschriebeneii kiinstlichcn Antigene scheinen eine nur sehr schwache irumuni- 
sierende Wirkung auf den Korper auszuuben, da es nur in eincr Versuchsreihe gelang, 
aktive Immunsera zu erhalten. Wiederholte und lange fortgesetzte Versuche an 12 Ka- 
ninchen konnten die Ergebnisse jener Versuchsreihe nicht mehr bestatigen. 

Nachstehend seien die Ergebnisse der positiv ausgefallenen Iminunisicrungsversuche 
kurz skizziert. 

Verdunnte Losungen der kiinstlichen Antigene wurden niit den Immunsera ver- 
mischt und beobachtet, ob dabei eine sichtbare Reaktion stattfand oder nicht. 

Beze ichnung d e r  Ant igene :  
A, 7: Protein--N =N-C,H,-COOH 
A, = Protein-N =N-C,H,-CO-NH-C,H,-COOH 
A, = Protein--N =N-C,H,-CO-Pantothensaure-methylcster 

S, = Antikorper gegen A, 
S, = Sntikorper gegen A, 
iE3 = Antikorper gegen A, 

Bezeichnung d e r  I m m u n s e r a :  

Beze ichnung d e r  R e a k t i o n :  
0 =- keine Reaktion 

& = leichte Triibung 
+ = Triibung 

+ + = Triibung + leichte Flllung 
+ + + = vollstandige Fallung 

Wahrend das Serum S, das Antigen A, sofort und eindeutig ausfallte, e g a h  es niit 
A, vermischt nicht einmal eine leiclitc Triibung. Diese Tatsache spricht gegen die Arinahrne 
einer Verseifung der Benzoylamino-benzoesaure-Gruppierung des Antigens A, ini Korper 
wahrend der Immunisierung, denn sonst waren irii Serum auch Antikorper gepen das 
Verseifungsprodukt (A,) zu erwarten. 

Die Hemmungsreaktion nach Landsteiner versagte bei diesen Versochen, n-enu a h  
Hcmmstoffe p-dminobenzoesaure, Aminobenzoyl-p-aminobenzoesaure oder Pantotheri- 
saure zugesetzt wurden. Es scheint also nicht moglich, mit den geaonnenen Bntisera dic 
freien Vitamine p-Aminobenzocsaure und Pant'othensaure zu binden. Offenbar spielt die 
Azobindung bei der Reaktion zwischcn Antigcnen und Antikorpern in diesen Fallen eine 
wichtige und spezifische Rolle. 

Ziirich, Chemisches Inst8it8ut cier Universitait. 




