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Inhaltsiibersicht 
Es wird iiber Versuche zur Klarung des Wirkungsmechanismus der Chemoseren (Sul- 

fonamidazoserumproteinen) berichtet. Die ifberpriifung der Priiparate im klassischen 
DoniAGxschen Mauseschutzversuch ergibt den direkten Zusammenhang zwischen fermen- 
tativer Spaltbarkeit und chemotherapeutischer Wirksamkeit der Chemoseren. 

Die in den voraugegaiigenen Mitteilungen 1)2) dargelegten Ergebiiisse 
lassen den SchluB zu, daB die hochmolekularen Chemoseren in der inji- 
zierten Form nicht therspeutisch wirksam sind. Es ist vielmehr in vivo 
eine Partialhydrolyse (zu Sulfonamidazo-Peptiden '2) anzuiiehmen ; 
diesen Spaltprodukten ware dann die therapeutische Wirksamkeit z u z w  
schreiben. Eine solche Partialhydrolyse ist offenbar nur dann moglich. 
wenn die primaren Aminogruppen des konjugierten Proteins frei sind. 
Hochgekuppelte Chemoseren, bei denen nicht nur aromatische Amino- 
saurereste, sondern auch primare Aminogruppen in den KupplungsprozeB 
eiiibezogen sind, erweisen sich danach trotz eines hohen Sulfonamid- 
gehaltes als therapeutisch wenig oder unwirksam. 

Ziel dieser Arbeit war es, die proteolytische Spaltbarkeit von Cbemo- 
seren iii vitro mit ihrer therapeutischen Wirksamkeit in vivo z u  ver- 
gleichen. 

Zu diesem Zweck wurdeii zunachst durch Umsatz von Rindernornial- 
serum mit Formalin oder Benzazid Proteinderivate mit unterschiedlich, 
aber definiert blockierten Aminogruppen hergestellt (Methylen- und Ben- 
zoylsereii). 

1 )  G. ZIMMERMANN, 2. lmm. 116, 228 (1968). 
2)  G. ZIMMERMANN, Arch. exp. Vct. Ned. 14, 17 (19(;0) 
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Zur analytischeii Erfassung des abgestuften Umsetzungsgrades der 
freien Aminogruppen zeigen Tabelle 1 und 2 Analysenwerte der zur Azo- 
kupplung verwendeten Serumproteinderivate. Da die Aminostickstoff- 
bestimmung nach VAN 

SLYKE bei Methylen- 
proteinen versagte, 
sind fur diese Priipa- 
rate die abgestuften 
Viskositaten 5proz. 
neutraler Losungeri an- 
gegeben . 
AiischlieBend wurden 
die Methylen- undBen- 
zoylseren nach l)  mit 
" LF 1 e i c he  n Mengen dia- 

Tabelle 1 
Viskos i ta ten  5proz . ,  n e u t r a l e r  Methylenseren  

Ti1 ~~set~ziingsquotient *) 
?,F Q'' Praparat 

_ _ _ _ ~  
C 
2,s 

13 
19 
24 

mg reiner Formaldehyd 
g Methylenserum 

") ____ - 

Viskositat (c P) 
bei 20 "C 

1,46 
1,48 
2,03 
1,91 
2,21 

-_ - 

- -~ - -~~ 

zotiertem Sulfanilamid azogekuppelt. 
Die Azomethylen- und Azobenzoylseren wurden tryptisch abgebaut, 

alles hoherniolekulare Proteid mit Trichloressjgsaure gefiillt, zentrifu- 
giert und die in Losung verbliebenen, farbigen Abbauprodukte kolori- 
metriert: Die Abbildungen 1 und 2 
zeigen die beim Abbau von Azomethy- 
len- und Azobenzoylserumproteinen er- 
haltenen, unterschiedlicheri Extinktionen 
in Abhangigkeit von der Zeit des Fer- 

' mentabbaues. Auf beiden Abbilduiigeii 
ist deutlich zu sehen, daB die fermen- 
ta.tive Spaltbarkeit von Azoproteineii 
mit zunehmender Blockierung der pri- 
maren Aminogruppen abnimmt. 

Tabelle 2 
h m i n o s t i c k s t o f f g e h a l t  n a c h  
VAN SLYKE d e r  Benzoylseren 

Praparat 1 Aminostickstoff yo ~ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  _ _  

6 1 0,63 
0,43 

7 1  8 0,17 
1 - ~- - - 

Tabelle 3 zeigt die Therapieergebnisse der Azomethylenseren im 
Streptokokken-Mauseschutzversuch. In  Ubereinstimmung mit der tryp- 
tischen Spaltbarkeit in vitro sind die Therapieergebnisse um so schlechter, 
je rnehr Aniinogruppen blockiert sind. 

I n  Urnliehrung der Problematik wurde ein hochgekuppeltes und daher 
therapeutisch fast uiiwirksames Albucid-Pferdealbumin (A 214) in vitro 
tryptisch partiell und total gespalten und die Abbauprodukte im Strepto- 
kokken-Miiuseschutzversuch chemotherapeutisch gepriift. 

Tabelle 4 zeigt, daB die nach zweistundiger Permenteinwirkung er- 
haltenen Partial-Abbauprodukte ( Sulf onamid-Azopeptide) therapeu- 
tisch sehr gut wjrksam sind. Bei den Totalabbauprodukten ist die Wirk- 
J .  prakt. Chem. 4. Reihe, l3d. 12. 1 
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Xarve 

0 
n 
c 
I3 
*I 

samkeit wieder etwas abgescliwacht. Vermutlich fehlt liierbei die Depot- 
wirkung der hohermolekularen Spaltprodukte. 

azogekuppeltes ' , Praparat I 
1 
2 
3 
4 
J 

~ , 

%-EZzi+ 
Abbaustunden 

c i  
B 

1 A 1 
Xbb. 2. Tryptischer Abbau von 
Bzobenzoyl-Serumproteinen in 

vitro 

Experimentoller Teil 
1. Umsatz des Serums mi t  Formaldehyd und Azokupplung 

J e  139 ml 7,2proz. Rindernormalserum (= 10 g Trockenprotein) wurden mit 6,0, 
-I$, 3,8, 2,7, 1,6, 0,5 mi 5proz. Formalin versetzt, 2 Tage bei 37 "C belassen, anschliel3end 
ohne vorherige Dialyse, die sich durch Niederschlagsbildun:: nachtzilig auswirkt, je  Ansatz 
810 mg  diazotiertes Sulfanilamid (Hydrierwerk Rodlcben) mogekuppelt (K. Q. 75)s) 
und die Praparate dialysiert. Lyophi!isierung ist in diescm Falle unangebracht, da hier- 
durch die Liislichkeit dieser Verbindungen wescntlich verschlcchtert wird. 

8. Benzoy lierung drs Serums und Azokupplung 
Zur nenzoylierung in Anlehnung an (4) wurden je 125 mi  mit 2,8 g KH- PO, und 8,l g 

Borax nach KOLTROFI~ suf  pH 8,7 gepuffertes, Ilproz. Rindernornialserum mit 5,0, 3,6, 
2,O und 0,5 g feinzerriebenem Benzazid versetzt und unter qelegentlichem Umschutteln 
~- 

ing Amin 
3) K. Q. = Kiipplungsquotient = - 

g Azoprotein . 
*) J.  JONES, J .  chem. Poc. (London) 1952, 5016. 
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SAA I 
d 250 

Tabelle 3 

Gewicht der MLuse (nur Bocke) : 15-17 g; infiziert mit je 0,5 ml ip. der 1: 100 verdiinnten 
Abschwemmung des Stammes 1855. 
Behandelt: a) 2 h, b) 6 h und c) 22 h na,ch Infektion 

a) mit 0,5 ml i. v. und 0,5 ml s. c. 
b) und c) mit nur 0,5 ml i. v. 
Gesamtdosis: 2,0 ml 

S t r e p  t o ko k k e n  - M iiu se s c h u t z v e r  s u c h N P . 7 1 

Sulfanilamid 
SAS,-Methylpyrimal- 

Kon- 1 
zen- 
tra- fiz. 

1 tion I ~ pro Maus 1 ;  Tiere I /  

0,9b) ' - 1 18,O '~ 10 
I 1  

es leben") 
24 h 4811 4 Tg. 7 Tg. 9. Tg 

nach Infektion 

lO(7) pj)i l(0) 0 0 

lO(0) p(W1 -~ l O ( 1 )  lO(1) 5(0) 

lO(0) p!&)J 'J(1) 9(1) 5(0) 

2(2) 0 0 0 0 
1(1) 0 0 0 0 
4(4) 0 0 0 0 
5(5) 2(0) 2(0) "0) 0 

9(4) p)-l 3(0) 3(0) l(0) 

a )  Die Zahlen in den Klammern ( ) gehen die erkrankten Tiere der insgesamt leben- 

b) Wertc iinch Sterilfiltration. 
c) Diese Praparate waren nicht sterilfiltriert, aber kochsalzisotonisch. FQ, = For- 

den an. 

mylierungsquotient (vgl. S. 97). 

und Turhinierm 2 Tage bei Raumtemperatur helassen. Nach Dialysci gegen dest. Wasser 
wurden je Acsatz l,54 g diazotiertes Sulfanilamid azogekuppelt (K. Q. 100)s) und die 
Praparate dialgsiprt. Lyophilisierung iRt such hier aus n. a. Grunden nicht angebracht. 

3. Messung des fermentativen Abbaus der Azomethylen- und Azobenzoylse ren 
55 ml 0,5proz. Azoproteinl6sung werden mit 26,4 ml Wasser versetzt und als Nullwert 

7,1 m1 entnommen, nachdem die ganze Liisung mit n/10 NaOH auf pH 9,4 gebracht worden 
ist. Den Nullwert, versetzt nian rnit 0,76 ml Wasser (an St,elle der Fermentloaunx) und 
kBt 5 ml davon in 5 ml 10proz. Trichloressigsilure (TCE) einflieBen. Die Wciterbehandlung 
erfolgt. wie nnten. Der Hauptansatz wird auf 40" gebrncht,. rnit 7,5 in1 0,Bproz. Trypsin 
losung (eigener HLrstellung aus Rinderpankreas nach 5)) versctzt und stiindlich 5 d ent- 
nommen, die man in 5 ml l0proz. TCE einflielkn laSt. Der Niederschlag wird zentri- 
~~ ~~ -~ 

5) BABIANN-MYRBACK, Meth. d. Ferm. Forschg. S. 6018. Leipzig, 1941. 
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fugiert, dem t'berstand 5 ml entnomnien und mit 0,25 in1 5 n NaOH versetzt. Hierdurch 
wird die Farbe wesentlich intmsiviert. 

Der pH des Abbaus wird stundlich auf Konstanz kontrolliert und nach 2, 4 und 6 
Stunden nochmals je 2,5 ml Fermentlosung zupipettiert. Gemessen wird im Pnlfrich- 
Photometer gegen Wasser unttr Verwendung von 5-mm-Kuvetten und Blaufiltzr S 47. 

4. Fermentativer Abbau des Albucid-Pferdealbumins A 214 
a) p a r t i e l l  

2,5 g iiber Ioncnaustauscher I, 150 gereinigtes Albucid-Pferdealbumin wurden in 
250 ml Wa.sser gelost, auf pH 9 eingestellt und der Ansatz auf 40 "C erwarmt. 20 mg 
Chymotrypsin G), gelost in 30 ml Wasser, wurden ebe.nfa.lls auf 40" erwarmt und die Losun- 
gen vereinigt. Nach einer Stundc wurden abermals 20 mg Chymotrypsin zugefiigt, der 
auf 7 , l  abgesunkene pH-Wert auf 9 korrigiert. Nach Ablauf von 2 Stunden wurde durch 
halbstundiges Erhitzen des Ansatzes auf 60 "C das Enzym inaktiviert und die neutrali- 
sierte, kochsalzisotonische, sterile Losung fur den Mauseschutzvcrsuch verwandt. 

b) t o t a l  

Der Bnsatz erfolgte wie unter a), jedoch lief der Abbau uber 46 Stunden. Nach 1, 3, 
5, 7, 22, 24, 26, 28 und 30 Stunden wurden je 5 m g  frisches Chymotrypsin zugegeben 
und der pH-Wert auf 9,0 gehalten. Dieser Ansatz ergab zum SchlulJ mit Trichloressig- 
sanre nur noch eine ganz schwache Fallung. 

Zusammenf assung 
Es wurde bewiesen, daB die chemotherapeutische Wirksamkeit von 

Chemoseren ( Sulfonamidazo-Serumproteinen) eine Funktion ihrer pro- 
teolytischen Spaltbarkeit ist. Danach sind nicht die Sulfonamid-Azo- 
serum pro  t eine,  sondern ihre in vivo freigelegten Abbauprodukte (Sul- 
fonamid- A z  op e p  t i d e  ?)  therapeutisch wirksam. Die proteolytische 
Spaltbarkeit ist urn so geringer, je mehr primare Aminogruppen durch 
Fremdradikale oder ,,Oberkupplung" blockiert sind. Ein ,,iiberkuppel- 
tes", hochmolekulares und unwirksames Chemoserum konnte durch 
intensive, tryptisclie Partialhydrolyse in wirksame Abbauprodukte uber- 
gefiihrt werden. 

Wir danken Herrn Chemotechniker H. DAMNANY und der Laborantin 
Frau N. KUHNE fur ausgezeichiiete Mitarbeit. 

_ _ _  
6 )  ki i~tallisicrtzs. hochaktives Priiparnt eigener Herstellung nach (5 ) .  

Dessau, Forschungsinstitut f u r  lnipfstoffe, Ghemische Abteilung. 

Bei cler Redaktion eingegangen am 28. Januar  1960. 


