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Vi-Antigen aus Escherichia coli ist ein Polysaccharid, welches als Baustein vor-

wiegend p-Galaktosaminuronsiure (2-Amino-2-desoxy-p-galakturonsiure) in

N-acetylierter Form enthilt. Die nach der Hydrolyse des Antigens mit kon-

zentrierter Salzsdure isolierte p-Galaktosaminuronsidure wurde mit der auf

dem Wege der katalytischen Oxydation synthetisch dargesteliten Verbindung
identifiziert.

Bereits im Jahre 1954 wiesen M. E. WEBSTER, W. R. CLARK und M. E. FREEMAN !
darauf hin, daB unter den Hydrolysen-Produkten des Vi-Antigens eine Siurekompo-
nente vorliegen wiirde, bei der es sich um eine Uronsidure handeln miisse, die gleich-
zeitig eine Aminogruppe enthilt.

Das Vi-Antigen ist die wesentliche immunogen wirkende Komponente aus Sal-
monella typhosa und anderen Bakterienarten wie Escherichia coli und Paracolo-
bactrum ballerup. Diese aus den verschiedenen Bakterien isolierten Antigenkérper
dhneln sich in ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften?). Das Vi-Antigen
stellt ein stark saures stickstoff- und acetylhaltiges Polysaccharid dar, welches keine
mit Naphthoresorcin reagierenden Uronsiuren und keine Schwefelsiure- oder
Phosphorsdurereste besitzt. Es ist hydrolytisch sehr schwer aufspaltbar®, nur die
Hydrolyse mit konzentrierter Salzsdure! liefert in 35-proz. Ausbeute ein kristalli-
siertes, in 80-proz. Ausbeute ein amorphes Abbauprodukt, das von W. R. CLARK,
J. McLAUGHLIN und M. E. WessTEr4) als Hydrochlorid einer Aminohexuronsiure
angesprochen wurde,

Die Analyse des kristallisierten Hydrochlorids sprach fiir ein Dihydrat. In der
Verbindung lieBen sich eine freie Aminogruppe und eine Carboxylgruppe nach-
weisen. Die papierchromatographischen Eigenschaften beziiglich ihrer Laufge-
schwindigkeit in sauren und basischen Losungsmitteln und ihre Anfirbbarkeit mit
Ninhydrin, Anilinphthalat und nach ELsON-MoORGAN deuteten ebenfalls auf eine

1) Arch. Biochem. Biophysics. 50, 223 [1954].
2) M. E. WEBSTER, J. F.SAGIN, R.P. ANDERSON, S.S.Breese, M. E. FREEMAN und
J. M. LANDY, J. Immunology 73, 16 [1954].
3) M. E. WeBsTER, E. M. LANDY und M. E. FrReemAN, J. Immunology 69, 135 {1952].
4) J. biol. Chemistry 230, 81 [1958).
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Aminohexuronsidure hin. Ferner wurde ein IR-spektroskopischer Vergleich des un-
bekannten Hydrochlorids mit dem Hydrochlorid der von unsS synthetisierten
p-Glucosaminuronsdure vorgenommen. Die Spektren erwiesen sich als sehr dhnlich
und zeigten die gleichen Hauptbanden:1745/cm (5.73 ) C=0; 3570—2860/cm
(2.8—3.5u) C—H, N—H, O—H; 1600 und 1504/cm (6.25 und 6.65 p) N—H. Sie er-
laubten jedoch keine Identifizierung, da Hydrochloride erfahrungsgemi wenig
strukturierte Spektren ergeben und da auBerdem die Messungen als Film vorge-
nommen wurden, wobei eine bei Kohlenhydraten hidufig beobachtete starke Ver-
flachung des Spektrums eintrat. Ein brauchbarer Identititsvergleich war nur mit den
Spektren der kristallisierten freien Aminouronsiduren zu erwarten.

Nachdem wir mittels der katalytischen Oxydation am Platinkontakt® die p-Galak-
tosaminuronsiure synthetisiert hatten?, konnten wir 65 mg Vi-Antigen aus Escheri-
chia coli fir die Bausteinanalyse einsetzen. Durch Hydrolyse mit konzentrierter Salz-
sdure liefen sich 8 mg reines Hydrochlorid des fraglichen Aminozuckers gewinnen.
Papierchromatographische Versuche in den Systemen Pyridin/Amylalkohol/Wasser
und Dimethylformamid/Isopropylalkohol/Butanon/Wasser zeigten bereits, dafl der
bei der Hydrolyse erhaltene Zucker in seiner Laufgeschwindigkeit nicht mit p-Glucos-
aminuronsaure, wohl aber mit b-Galaktosaminuronsiure iibereinstimmte. In anderen
Losungsmittelsystemen waren beide Amino-uronsduren nicht trennbai.

Auch bei der Darstellung des Hydrochlorids wiesen beide Verbindungen charak-
teristische Unterschiede auf. Aus D-Galaktosaminuronsidure liefl sich mit konzen-
trierter Salzsdure sehr leicht das ausgezeichnet kristallisierende Hydrochlorid ge-
winnen. Eine Losung von p-Glucosaminuronsidure in konzentrierter Salzsdure farbte
sich dagegen schlieflich unter Huminabscheidung immer dunkler, ohne daB ein
Hydrochlorid isolierbar war. Dieses kann nur mit alkoholischer Salzsdure erhalten
werden4),

Das gut kristallisierte p-Galaktosaminuronsdure-hydrochlorid wurde kristallo-
graphisch mit dem Abbau-Hydrochlorid verglichen. Beide Kristalle zeigten stengeli-
gen, linealformigen bis nadligen Habitus, starke Doppelbrechung, gerade Auslo-
schung parallel zur Lingsachse und identisch erscheinende Debye-Scherrer-Aufnah-
men, welche einander in Abbild. 1 gegeniibergestellt sind. Die eindeutige kristallogra-
phische Identitit beider Substanzen ergab sich aus Drehkristallaufnahmen um die
Langsachse der ca. 0.5 x 0.1 x 0.1 mm groflen Kristalle.

Abbild. 1. Debye-Scherrer-Aufnahmen von p-Galaktosaminuronsiure-hydrochlorid- H,0 (a)
und Hydrochlorid aus dem Vi-Antigen-Hydrolysat (b)

Dabei waren Interferenzen gleicher Lage und Intensitit zu beobachten. Aus dem
Abstand der Schichtlinien ergab sich in beiden Fillen in Richtung der Langsachse ein

5) K. HEyNs und H. PauLseN, Chem. Ber. 88, 188 [1955].
6) K. HEYNs und H. PAULSEN, Angew. Chem. 69, 600 [1957]
7 K. Hevyns und M. Beck, Chem. Ber. 90, 2443 [1957).
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Identititsabstand von 4.86 A. Eine der beiden Drehkristallaufnahmen ist in Abbild. 2
wiedergegeben. Die Kristalle enthalten nach der Analyse nur ein Mol. Kristallwasser.

A A

Abbild. 2. Drehkristall-Aufnahme von p-Galaktosaminuronsiure-hydrochlorid- H,O.
Das Hydrochlorid des Vi-Antigen-Hydrolysats gibt das gleiche Bild

Zur weiteren Stiitzung der Identitit haben wir die IR-Spektren der freien Uron-
sdauren verglichen. Das Hydrochlorid der Abbau-Uronsiure wurde an saurem Aus-
tauscher (Dowex 50) adsorbiert und mit Trichloressigsdure eluiert. Die Trichlor-
essigsdure lie§ sich infolge der starken Hydrolyse des Trichloracetats vollstindig mit
Ather entfernen. Die zuriickbleibende freie Sdure war im IR-Spektrum identisch mit
synthetischer p-Galaktosaminuronsiure (s. Abbild. 3).
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Abbild. 3. IR-Spektrum von p-Galaktosaminuronsiure (0.55 mg in 200 mg KBr eingeprefit)
aus Vi-Antigen. Es ist mit dem Spektrum des synthetischen Produktes identisch

Damit ist erstmalig das Vorkommen der p-Galaktosaminuronsdure in der Natur
sicher nachgewiesen. Da der aus Salmonella thyphosa und Paracolobactrum ballerup
isolierte Vi-Antigen-Korper bei der Hydrolyse als Abbauprodukt das gleiche Hydro-
chiorid liefert wie das Vi-Antigen des Coli-Bakteriums®, diirfte auch bei diesen
Bakterien p-Galaktosaminuronsiure als entsprechender Hauptbaustein vorhanden
sein. Aminohexuronsiuren, insbesondere p-Galaktosaminuronsiure, scheinen somrit
in Bakterienkapselsubstanzen durchaus in weiter Verbreitung vorzuliegen.

Uber die anderen Bausteine des Vi-Antigens (etwa 25% des Polymerkdrpers), unter denen
sich in geringer Menge auch verschiedene normale Aminosduren wie Glycin, Asparagin-
sdure, Glutaminsaure befinden, und iiber die Art der Verkniipfung, fiir welche von CLARK,
MCcLAUGHLIN und WEBSTERY) auf Grund der Resistenz des Polysaccharids gegeniiber Per-
jodat eine 1.3-Verkniipfung vorgeschlagen wird, diirften noch- weitere Untersuchungen er-
forderlich sein.
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

65 mg Vi-Antigen, gewonnen aus Escherichia coli 5396/38 wurden mit 6.5 ccm konz.
Salzsaure 21/, Stdn. auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Es wurde mit 12 ccm Wasser
verdiinnt, mit wenig Carboraffin entfirbt und i. Vak. auf etwa 0.5 ccm eingeengt. Im Eis-
schrank schieden sich Kristalle ab, die zum Umbkristallisieren in 0.45 ccm konz. Salzsiure
unter Erwidrmen geldst wurden. Im Eisschrank kristallisierten daraus 8 mg des Hydro-
chlorids in langen Nadeln aus.

D-Galaktosaminuronsdure-hydrochlorid: 10 mg D-Galaktosaminuronsdure wurden in 0.8ccm
heiBer konz. Salzsiure geldst. Im Eisschrank schieden sich 6 mg gut kristallisiertes Hydro-
chlorid in Nadeln ab.

Ce¢Hi1NQg-HCI-H>0 Ber. C29.13 H5.70 N 5.66 H,O 7.28
Gef. C29.18 H 5.55 N 5.51 H06.72

Die Rontgenaufnahmen der Hydrochloride wurden mit Cug,-Strahlung ausgefithrt, die
Debye-Scherrer-Aufnahmen in nicht abgeschmolzenen Glaskapillaren von 0.5 mm Durchm.
und 0.01 mm Wandstirke.

Belichtungszeit der Debye-Scherrer-Aufnahmen | Stde. 45 Min. bei 32 KV/20 mA, der
Drehkristallaufnahmen 6 Stdn. bei 39 KV/16 mA, Grofle des Kristalls 0.5 x0.1 x0.1 mm.

Gewinnung der freien Sdiure aus dem Hydrochlorid des Vi-Antigen-Hyvdrolysats: 4 mg
Hydrochlorid des Vi-Antigen-Hydrolysats wurden an einer Siule von 3.5 mm Durchm. und
40 mm Linge mit 0.4 ccm Dowex 50 x4 (200 —400 mesh) adsorbiert und nach Auswaschen
der HCI mit 0.5n Trichloressigsiure eluiert. Bei Fraktionen von 0.5 ccm befand sich die
Substanz in den Fraktionen 6—8. Diese Fraktionen wurden mit Ather bis auf pu 5§ kon-
tinuierlich extrahiert. Nach Einengen der Ldsung blicben 3 mg Substanz zuriick. Diese
ceigte im IR-Spektrum die gleichen Banden wie synthetische D-Galaktosaminuronsdure sowie
die entsprechende Rechtsdrehung der Ebene des polarisierten Lichtes.

Papierchromatographische Untersuchungen

Im System Dimethylformamid/Isopropylalkohol/Butanon/Wasser (10:25:45:20):
D-Glucosaminuronsdure: Rr 0.57; RGiycosamin 0-77
D-Galaktosaminuronsaure: Rr 0.46; RGlucosamin 0-63

Im System Pyridin/Amylalkohol/Wasser (7:7:6):
p-Glucosaminuronsidure: RGlucosamin 0-32
p-Galaktosaminuronsidure: RGjucosamin 0-23

In Butanol/Eisessig/Wasser sind beide Verbindungen nicht trennbar.



