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Inhaltsubersieht 
Die primiiren Aminogruppen verschiedener Immunseren mehrerer Spezies wurden 

unter physiologischen Bedingungen mit Keten acetyliert und mit Dinitrofluorbenzol 
dinitrophenyliert. Die Ergebnisse, nach denen die Wertigkeit eine Funktion der freien 
Aminogruppen ist, sind in Tabellen znsammengefaBt. Mit der Einfiihrung des DNP- 
Restes in Immunseren ist allgemein eine starkere Abnahme des Schutzwertes verbunden 
a18 mit der Einfiihrung des Acetylrestes. Denaturierungserscheinungen wurden nicht 
beobachtet. Die vorliegende Untersuchung des allgemeinen Zusammenhanges zwischen 
funktionellen Gruppen und biologischer Funktionalitiit von Immunseren bildet die Fort- 
setzung der in Dessau begonnenen Arbeiten von G. ZIMMERMANN, der dem Verfasser in dan- 
kenswerter Weise dieses spezielle Thema iiberlied. 

In  den letzten Jahren hat der Zusammenhang zwischen chemischen 
Gruppen von Naturstoffen und ihrer biologischen Funktion mehr und 
mehr an Interesse gewonnen. Zur Aufklarung dieser Zusammenhiinge 
werden funktionelle Gruppen chemisch veriindert und die damit ver- 
bundenen Veranderungen des biologischen Verhaltens beobachtet. 

Proteine enthalten verschiederie funktionelle Gruppenz), die sich 
mit chemischen Agenzien definiert umsetzen 1a.ssen. Es sind dies vor- 
wiegend primare Aminogruppen, Carboxylgruppen, ferner Hydroxyl- 
und Sulfhydrylgruppen, sowie zur Azokupplung mit Diazoniumver- 

I) 7. Mitteilung iiber konjugierte Proteine ; 1. Mitteilung : G. ZIMMERMANN, Sonder- 
heft 1957 d. Mittlgsbl. d. Chem. Ges. i. d. DDR S. 89; 2. Mitteilung: G. ZINIMERMANN, 
Naturwiss. 44, 623 (1957); 3. Mitteilung: G. ZIMMERMANN, Z. Immunitiitsforsch, exp. 
Therap. 116, 219 (1958); 4. Mitteilung: G. ZIMMERMANN, Z. Immunitiitsforsch. exp. 
Therap. 116,228 (1958); 5. Mitteilung: G. ZIMMERMANN, Brch. exp. Vet. Med. 13, imDruck; 
6. Mitteilung: H.-D. MULLER u. G. ZIMMERMANN, Chem. Technik 11 III, 154 (1959). 

2, M. G .  SEVAG, Erg. Hyg. 28, 424 (1954). 
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bindungen befshigte, aromatische Reste 3, 4, ". Eine umfangreiche Zu- 
sammenstellung der Reaktionen nativer Proteine mit chemischen Rea- 
genzien gibt HERRIOTT~). 

Wenn derartige funktionelle Gruppen mit chemischen Agenzien 
umgesetzt werden, mussen zwei Bedingungen erfull t werden : Erstens 
muB die Reaktion hinsichtlich Temperatur und PH unter annahernd 
physiologischen Bedingungen verlaufen, um eine Schadigung des Pro- 
teins durch Denaturierung zu vermeiden. Zweitens darf durch Ein- 
fuhrung von hydrophoben Substituenten in das Proteinmolekiil das 
Proteinderivat nicht wasserunloslich werden, da hierdurch eine immun- 
biologische Auswertuiig sehr erschwert wiirde. 

Nach dieseii Forderungen kommen zum Umsatz primarer Amino- 
gruppen in Seren aus der groBen Zahl von Verbindungen, die mit p i -  
maren Aminogruppen gut reagieren, nur wenige in "rage. 

Ein Umsatz der Seren mit Acetyl-, Benzoyl- oder Phosphoroxy- 
Chlorid fuhrte infolge der bei der Reaktion freiwerdenden Salzsaure zu 
ortlich extremen pH-Werten und Denaturierung. Die Benzoylierung 
von Sereii mit Benzazid in Anlehnung an die Methode von JONES') 
in  schwach allialisch gepufferter Losung bei Zimmertemperatur fuhrte 
nach drei Tagen zu erheblicher Niederschlagsbildung, die in der Reihen- 
folge Pferdeserum, Hammelserum, Schweineserum, Rinderseruni zu- 
nehmend zu beobachten war. Der Umsatz primarer Aminogruppen von 
Seren rnit Phenylisocyanat, wonach durch Addition Serum-Phenyl- 
harnstoffverbindungen zu erwarten sinds), ergab ebenfalls schwer los- 
liche Derivate. Die Reaktion von Cyanamid mit Seren fuhrte selbst bei 
mehrwochiger Einwirkung bei Raumtemperatur nur zii einer so geringen 
Umsetzung der primaren Aminogruppen zu den erwarteten Guanidino- 
derivaten 9), daB der Aminostickstoff nur wenig abnahm. 

Eine sehr glatte und schonende Acetylierung primiirer Aininogruppen 
von Proteinen gelingt nach CHOW und G O E B E L ~ ~ )  mit Keten: 

Protein-NH, + O=C=CH, --f Protein-NH-OC-CH, 
Keten 

3) G. ZIMMERMANN, Sonderheft 1957 d. Mittlgsbl. d. Chem. Ges. i. d. DDR S. 89. 
4) G. ZIMMERMANN, Naturwiss. 44, 623 (1957). 
5) G. ZIMMERMANN, Z. Immunitatsforsch. exp. Therap. 116,219 (1958). 
6) R. M. HERRIOTT, Advances in Prot. Chem. 111,169; Academic Press Inc., Publishers 

7) JONES, J. chem. SOC. (London) 1962,5016. 
8 )  HOPRINS u. WORMALL, Biochem. J. 27, 740, 1706 (1933); 28, 228 (1934). 
9, HOUBEN-WEYL, Die Meth. d. org. Chemie IV. Bd., S. 556, 2. Aufl., G. Thieme- 

lo) B. F. CHOW u. W. F. GOEBEL, J. exp. Medicine 62, 192 (1935). 

New York 1947. 

Verlag Leipzig, 1924. 
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Die Autoren rwwandten das Verfahren zur Darstellung kunstlich 
veranderter Proteine als Modellantigeiie. Diese Acetylier~ing~methodc 
erwies sich auoh fiir Tmmunsercn als sehr geeignet. Es wurden vorwiegentl 
native Tetanus- und IXphtherieseren verschiedener Spezies fiir die A4cety- 

Tabelle 1 
A b 11 a n  g i g ke  i t d e r  1E v o n A c e t y 1 - T e t a n u s  s e r e  n v o n i h r e m .I mi n o s t i c k 8 t o  f f - 

-~ _- ~- 

Ausgangshammelscrum 
Acetylhammelserum a . 
Acetylhammelserum b . 
Acetylhammelserum c 
Ausgangs-Pferdeserum 
Acetylpferdeserum a . 
Acetylpferdeserum b . 
Acetylpferdeserum c . 
Ausgangs-Rinderserum 
Acetyl-Rinderserum a . 
Acetyl-Rinderseruni b 
Aeetyl-Rinderserum c . 

~~ - 
. . . .  
. . . ,  
. I . .  

. . . .  

. . . .  

. I . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

. . . .  

3 2 , l  0,78 
11,8 ' 0.69 
11,5 
I1,4 
1 2 , l  
11,8 
11,s 
l l , ?  
13,4 
13.0 
1?,7 
12,5 

*) Tri tier Trockensubstanx. 
**) \'ohmetrisehe VAN ~ L Y K E - H a ~ ~ r r n i k ~ o m e t l ~ o t ~ e .  

Tnbclle 2 
Abhangigkei t  der  A E  v o n  Acety l -Diphther ieseren  von ihrem Xminost ick-  

s tof fgehnl t  

*)  I 
~~ 

Airsgarigshammclscrum . . . . 1 13,7 
Acetylliarnmelserum a . .  l 3 , l  

Acetylhammelserum c . . . ' 13,? 
1 ' 2 3  

Acetylpferdeserum a . . . . . l 2 , l  
Acetylpferdeserum b . . . . . 12.0 
Acetylpferdeserum c . . . . . 11,8 
Busgangsrinderserum . . . . l2,G 
Acctylrinderserum it . . . . . 12,4 
Acetylrinderaerum b . . . . 12,2 

1"1 

Acetylhammelserum 1) . . . 1 13,4 

Au~gangrpferdeserum . . . . . ~ 

Acetylrinderserum c .  . . . . . 1 
*) Tn der Trockcnsuhstanz. 
**) Volumetrische VAN ~LYKE-Halbinil~r~~methode. 
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lierung verwand t .  Durch unterschiedliche Durchleitungszeit des Keten- 
gases durch die stark gepufferten, verdunnten Seren wurde ein abgestufter 
Acetylierungsgrad erreicht, der sich durch einen regelmaBigen Gang der 
Aminostickstoffwerte zu erkennen gibt. Die 'l'ab. 1 und 2 zeigen die 
gefundenen Werte. Bei Tetanus- und Diphtherieaereii aller drei Spezies 
ist mit abnehmendem Aminostickstoff ein deutlicher Ruckgang der 
IE- bzw. AE-Werte verbunden. Es fdl t  weiterhin auf, da13 die Schutz- 
einheiten nicht viillig verschwinden, selhst wenn der Aminostickstoff - 
gehalt fast Null betragt. Daher liaben die primaren Arninogruppen wohl 
einen entscheidenden, aber keinen ausschlieBlichen Einf1ul.i auf dio 
Wirksamkeit des Aiitikorpers. 

Der KJELD4HL-Stickstoffgehalt sinkt mit zunehmendem Acetylie- 
rungsgrad geringfiigig, da das Mol-Gewicht des Proteins durch die 
Acetylgruppen etwas steigt. 

Urn die Unabhangigkeit obiger Befunde voni Substituenten an den 
prinidren Aminogruppen zu beweisen, wurde statt des Acetylrestes der 
Dinitrophenylrest (DNP-) an die Arninogruppen gebracht. Es gelingt dies 
ohne Denaturierung durch Umsatz der verdunnten, bikarloonatgepufferten 
Seren init 2,4-Dinitrofluorbenzol (DNFB) iiach Sonar und Mitarb. 11). 

Protein-NH,+ FC,H,(NO,), --f Protein-NH-C,H,(NO,), + HF. 

Man kanii die primiiren Aminogruppen nicht so vollstandig dinitro- 
phenylieren wie acetylieren, da durch Einfiihrung einer zu groflen Zahl 
hydrophober DNP- 
Reste das Protein 
wasserunliislich wird. 
Die erhaltencn DNP- 
Seren werden mit zu- 
nehmender Anzahl von 
DNP-Resten schwerer 
loslich und gelher. 
Tab. 3 und 4 stellen 
wieder die Abhangig- 
keit der IE- und AE- 
Werte vom Amino- 
stickstoffgehalt unter- 
schiedlich dinitrophe- 
nylierter Tetanus- und 
Diphtherieseren ver- 
schiedener Spezies dar. 

Tabelle 3 
A b h a n g i g k e i t  d e r  IF, v o n  DNP-Tetanusseren von 

i h r e m  Aminos t icks tof fgehal t  

Serumart 
- 

Ausgangshammelserum 
DNP-Hammelserum a 
DNP-Hammelserum b 
Ausgangspierdeserum 
DNP-Pferdeserum a 
DNP-Pferdeserum b 
Ausgangsrinderserum 
DNP-Rinderserum a 
DNP-Kinderserum b 

%Amino- 
N*) 

(478 
0,64 
0,52 
0,73 
0,65 
0,55 
0,89 
0,G.l 
0,h.l 

- 
AE/ml6proz. 

Losungen 

125 
75 
37 

150 
133 
83 

100 
67 
68 

~~ 

*) In  der Trockensubstanz, volumetrische VAN SLYKE- 
Halbmikromethocle. 

'1) J. M. HAIS u. K. MACEK, Hdbuch d. Papierchromatographie I. S. 786, G. Fischer- 
Verlag, Jena 1968. 

13* 
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OJi9 1:w + 
0,:10 I l:lO_t 

DNP-Bang- Serum h 0.44 1 1 :  10 + 
DNP-Bang-Serum c I ) , %  0 

I Acetyl-Bang-Seruni 1) 
Acotyl-Bang-Serum c 
T)NP-Rang-Seiuiii a 1),X 1 : "0 -t 

I 

Bei den DNP-Sere11 nehmeil niit sinlienclem Aminostickstoffgehalt 
uiederuni die Titer erheblich ab. Die Akmahme ist relativ groWer als 
bei den Acetylseren. 1% mu13 angenomrneri werden, da13 die Einfuhrung 

Tabclle 1 

v o n i h re  in A mi n o s t i c k s t o f f g e h a1 t 
A b h &n g ig k e i t d e  r AE v o 11 D N P - D i  p h t h e ri e s e rc  n 

Seriimar t 

Aiisgangshammelser um 
1)NP-Hammelserirm a 
DNP-Hammelserirm b 
Aiisgangspfer d e w  iini 
DNP-Pferdeserum a 
D N P  Pferdeserum b 
Aiispngsr irrdzrxer um 
L)NP-l<inderse.rum n 
l)NP-Rinderser11m b 

. -~ 

*) l n  der Trockensuhstanz, volimic.tridie TAN SLYKE- 
Halbnii kromethode. 

Tahellc 6 
A 11 hit 11 g I g 11 e i t de  x L a  n g Y am a gg 1 11 t i n  a t i o ii R t i t e I H 

v o n Ace  t y 1 - un tl DNP-Abo r t ii s - H a  11 g - S e ren v on 
de re  n A m  i nos  t i c ks  t off g c Ii a 1 t 

~- - 
I I 

:,,t\mino- 
1 N * )  

I 

Seinrnart 

Langsarnagglu- 
tiiiationstit,er 
(bez. auf 0,5- 

prw . LBsu ngen) 

phenylierter Derivat,c tlieser drei Seren. Allen 

des DNP-Restes in den 
Antikijrper sich zii- 

sitzlich nachteilig anf 
den Schutzwert aus- 
wirkt. 

Die Acetylierung 
und Dinitroyhenylie- 
rung wurde aul3er mit 
obigea antitoxischeii 
Seren niit eineni anti- 
bakt,eriellen Serum 
dnrchgefiihrt. Es wur- 
de ein Abortus-Bang- 
Seruni vom Rind ver- 
wandt, die Auswer- 
tung erfolgte rnittels 
der I'angsamaggluti- 
iiatioii. Tab. h zeigt 
wieder die Parallelitiit 
zwischeii Aminostick- 
stoffgehalt und dem 
Agglutinationstiter. 

Die Abbildungen 1 
bis 9 zcigeri als Bei- 
spiel oben erlauterter 
Proteiriderivate Tise- 

liuselektraphorese- 
anfnahmen nat iver 
Uiphthcrieseren von 
Pfertl uiid Harnniel, 
ria tiven Tetarius- 
serunis vom Rind und 
verschieden hoch ace- 
tylierter bzw. dinitro- 

c h i  Sertri iet geineiri- 
sani, daCl mit zunelimender Bcselzung der freien Amiriogriippen eine 
fortschreitende TJiiiforrniei~ung der Serurnproteine einliergeht. Durch 
die Besetzurig der basisch fungiereriden, freien Aminogruppen nimmt, 
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bei derartigen Proteinderiva ten der saiii-e Charakter stark zu. Die 
Folge davon ist eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes zu 
saureren pa-Werten. Bei der Papierstreifenelektrophorese wurde infolge- 

Abb.1. Diphtherie-Hammel- Abb. 4. Diphtherie-Pferde- Abb. 7. Tetanus-Rinder- 
serum, 28,2’, 200 V/%J md, serum, 28”, 190 V/20 mA, serum, 29,3”, 200 V/20 mA, 

n. 80 Min. n. 60WIin. n. 80Min. 

Abb. 2. Acetyl-Diphtherie- Abb. 5.  Acetyl-Diphtherie- Abb. 8. DNP-Tetanus-Rin- 
Ilarnmclscruni b, %9,2 ’, Pferdeserum t~,29,t’ ,18U V/ derserum a, 80“, 190 V/ 

20 mA, 11. 85 Min. 180 V/2U mil, 11. 35 Min. 20 mil, 11. 35 Min. 

,4bb. 3. Acetyl-Diphtherie- Abb. 6. Acetyl-Diphtherie- Abb. 9. DNP-Tetanus-Rin- 
Hammelserum c, 29,2”, Pferdeserumc, 28,3”, 180V/ derserum b, 29,2-, 180 V/ 

20mA, n. 35Min. 

Abb. 1-9. Aufnahmen der Tiseliuselektrophoresan in Michaelispuffer 
pH 8,6, Ionenstarke 0,l 

180 V/20 mA, n. 35 Min. 20mA, n. 35Min. 
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desseri eiiie verstiirkt ariodische Laufteiidenz der Acebyl- uiicl DNP- 
Serumderivate beobachtet. Etwa am Start vcrbliebcrie, denaturierte 
Anteile fanderi sich nicht. 

Experimenlelles 
1. Acotplierung der Seren 

Das zur Acetylierung verwandte Ketengas wurde durch katalytische Zersetzung von 
Acet,ondampf am gluhenden Platindraht gewonnen I*) 13). Der Draht war hei einem Durch- 
messer von 0,3 mm 1,18 m lang und wurde mit 6 A bei 35 V belastet. 

Das Ketengas wurde urimittelbar durch drei hint,ereinander geschaltete IVasch- 
flaschen geleitet, die mit je 50 ml Zproz., init, 30% Natriumacet.at gepuffertem Serum be- 
schickt waren. Es erwies sic:li d s  zweclimiifiig, die letzte \%‘aschflasche nach etwa zwei, 
die mittlere nach vier und die erst,e nach acht Minuten ahzunehmen. Diesc R,eaktionszeit 
ist zur Senkung des primaren Xminostickst offs auf obige \\’erte ausreichend. Weiteres 
Einleiten von Keten fiihrt durch Nebenreaktionen zu Ausfallungen. 

Die Acetylseren nurden anschliefiend dialysiert und lyophil getrocknet. 

2. Dinitrophenylierung von Sewn 
J e  100 ml mit Rikarbonat gesattigtes, 3proz. Serum wurde mit Mengen von 50 his 

250 mg DNFB 5 Stunden geschuttelt, dialysiert imd lyophil getrocknct. 

3. Bestimmung der Wertigkeit der Serumderivate 
Die Schutzwerte der Tetanumeren wurden nach der derzeitigen drutsuhen, amtlirhen 

Prufungsmethode 14) an Mausen, die der Diphtherieseren nach J E N S E N ~ ~ )  an Kaninclien 
hestimmt. 

l2) E. OTT, R. SCHROTER u. K. PACKENDORF, J. prakt. Chem. 130, 177 (1931). 
13) K. H. OSTER 11. R. M. HERRIOTT, J. gen. Physiol. lH, 69, 71 (1934). 
14) Behringwerkmitteilungen 13, 12 (1941). 
15) C. JBNSEW, Die intrakutane Kaninchenmethodo zur Auswertung von Diphtherie- 

toxin und -antitoxin, Kopenhagen 1933. 

Dessau, Forschun gsin stitut fur Imp fstof f e ,  Chew: ische A htcilunq. 

Bei der Redaktion eingegangen am 4. Dezemher 1959. 


