Verfahren zur Herstellung von Indigo-Lichtbildern
(indigotypie)
Von Doz. Dr. W. RI1IED und Dipl.-Chem. M. WILK

Aus dem Inshitul fér Organische Chemie der Universitit
Frankfurt/ Main

Nach F. Sachs und S. Hilperf') triibt sich die benzolische Lb-
sung von o-Nitrophenyl-milchsiaure-methylketon?) im Sonnen-
licht unter Wasserabscheidung. Beim Abdampifen des Losungs-
mittels isolierten sie einen Stoff, der mit gasférmigem Ammoniak
Indigo bildet. Sie halten diesen Stoff mudglicherweise fiir o-
Nitrosobenzoyl-aceton. Wir versuchten vergeblich das o-Nitroso-
benzoyl-aceton zu synthetisieren.

Die Lichtreaktion muB nach einem anderen Meehamsmua ver-
laufen: Die Photoumlagerung von o-Nitrophenylmilchs&ure-me-
thylketon fihrt nur beim Belichten des kristallisierten Milch-~
sdureketons oder seiner Lidsung in einem dipolfreien Lisungsmittel
zu einem Produkt X, das mit gasfdrmigem Ammoniak Indige lie-
fert. Dies riihrt an Erscheinungen, die wir an substituierten o-
Nitro-azomethinen beobachteten. Auch hier haben wir Substanzen
gefunden, die sich nur in festem Aggregatzustand im Licht ver-
farben; im Dunkeln findet Riicklagerung in die Ausgangskom-
ponenten statt, vorausgesetzt, die Belichtungsdauer iiberschreitet
einen bestimmten Zeitraum nicht. Herstellung echter Indigo-
Liohtbilder: Bespriiht man holzireies, geniigend saugfihiges,
nicht barytiertes Papier mit glatter Oberfliche mit getrockneter
Atherischer Losung von o-Nitrophenylmilchshure-methylketon und
verdunstet das Losungsmittel moglichst rasch (Fohn), so kristalli-
siert das Milchséiureketon sehr fein verteilt gleichmaBig aus. Sol-
ches Papier ist lagerungsbestindig; Belichtungszeit im direkten
Sonnenlicht etwa 10—15 min. Belichtete Stellen zeigen deutliche
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Versummluggsberichte

Verfarbung nach Gelb, die im Dunkeln erhalten bleibt. 1n einem
mit Ammoniak gesdttigten Raum entsteht an den belichteten
Stellen fast augenblicklich Indigo. Der Farbton des Bildes
schwankt von Griin iber Blau nach Rétlichblau je nach Reinheit
des Milchsiureketons und Entwicklungstemperatur. Uberschiis-
siges Milchsiureketon wird mit heiern Wasser oder mit einem
organischen Losungsmittel ausgewaschen. Die Bilder sind un-
beschrinkt haltbar. Wihrend der Belichtung wird kalte Luft auf
den Film geblasen; sonst diffundiert das Milchsiureketon in die
Gelatineschicht., Das Photoprodukt absorbiert dort die blauen
und ultravioletten Strahlen, die zur Photoumlagerung notwendig
sind, sehr stark.

4-Brom-2-nitrophenyl-milchs&dure-methylketon gibt Bilder aus
antikern Purpur (Belichtungszeit mindestens 1 h). Auch o-Nitro-
phenylmilchsiure-phenylketon liefert noch Indigo-Bilder.

Die Belichtungszeit muB verlingert werden, wenn man sehr
reine Milchsiureketone verwendet. Am besten eignen sich Roh-
produkte. Demnach begiinstigen Storstellen im Kristallgitter
die Lichtreaktion. Auch schwache Polarisation an der Papier-
oberfliiche scheint die photochemische Primirreaktion zu erleich-
tern. Arbeitshypothese: Bei der Belichtung des Ketons ent-
steht eine metastabile Form, etwa derart, daB ein Sauerstoff der
Nitro-Gruppe sich schon teilweise zum Kohlenstoffatom der frithe-
ren Aldehyd-Gruppe hinorientiert und unter Wasserabspaltung
N-Oxy-C-acetonyl-anthranil entsteht. Diese Verbindung wire
durch ein Elektronensextett im heterooyolischen  Ring zu einem
gewissen Grade stabilisiert. Mit Ammoniak bildet dieses hypo-
thetische Zwischenprodukt (Photoprodukt X) Indigo.

.Bei der Kondensation von o-Nitro-benzaldehyd mit Brenz-
traubensiure kann das entspr. Milchsaureketon nicht gefaBt wer-
den; es tritt sofort Indigo-Bildung ein. Bei der Einwirkung von
1,1-Dichloraceton und 1,1,1-Trichloraceton auf o-Nitro-benzal-
dehyd in alkalischer Losung entsteht kein Indigo.

Eingeg. am 9. Dezember 1953 [Z 97)

Glutathion-Symposium
Ridgetield, Conn, 20./21. November 1953

Dieses Symposium fand auf Einladung der Columbia University,
New York, N. Y., statt.

Nachdem F. G. Hopkins 1921 eine in allen lebenden Zellen in
betrachtlicher Menge vorhandene peptid-artige Sulfhydryl-Ver-
bindung erstmalig iiber das schwerlosliche Kupfer({1)-salz kristalli-
siert erhalten konnte, der er den Namen Glutathion gab, und in
weiteren Arbeiten seines und anderer Laboratorien dieser Natur-
stoff als y-I-Glutamyl-l-systeinylglycin (1) erkannt war,

NH, HS5--CH,
Ho,c—éH—CH,—CH,—co NH—&H—CO—NH—CH —CO,H
I

hat man sich allerorts bemiiht, die biologischen Funktionen dieses
reaktionsfihigen Stoffs aufzufinden, seine Rolle im Zellgeschehen
zu verstehen. Unser Wissen auf diesem Gebiet hat sich besonders
in den letzten 10 Jahren wesentlich vermehrt, so daB die etwa 50
Teilnehmer 2 Tage lang intensiv beschiftigt waren, 16 Vortrige
anzuhoren und zu diskutieren. Das Programm hatte im ein-
zelnen folgende Referate vorgesehen:

1.) Chemie organ. SH und S$8-Verbindungen (M. Calvin, Ber-
keley, Cal.), 2.) Reaktionstihigkeit der SH-Gruppe im Glutathion
und verwandten Verbindungen (R. Benesch, lowa Cxty), } Che-
mie und Eigenschaften (Th. Wieland, Frankfurt/M.), 4.) Enzyma-
tische Oxydation und Reduktion (B. Vennesland, Chikago, IlL),
5.) Biosynthese (J. Snoke, Chikago, Ill.), 6.) Enzymatische Trans-
peptidierung (C. S. Hanes, Toronto, Can.), 7.) Enzymatische vy-
Glutamyl-Ubertragungen (H. Waelsch, New York), 8. Glutathion
als Coenzym oxydativer Vorgdnge ( E. Racker, New Haven, Conn.),
9.) Rolle von SH-Verbindungen bei enzymatischen Acyl-Uber-
tragungsreaktionen (E. R. Stadtman, Bethesda, Med), 10.) Zell-
wachstum und SH-Verbindungen (D. Mazia, Berkeley, Cal),
Dem analytischen Tcil waren 3 Vortrige gewidmet, die die klassi-
schen Methoden (J. Patterson, Cleveland, Ohio), die chromatogra-
phischen (L. Laufer, Mt. Vernon, N, Y.)
(R. Barnett, Boston, Mass.) behandelten. SellieSlich wurde auch
das Klinische in 3 weiteren Referaten beriicksichtigt.
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und die histoehemischen

Chemisch und fir das biochemische Verstindnis von groBer
Bedeutung ist vor allem die Mercaptan-Natur des Glutathions
(GSH); dem Redoxvorgang

2GSH . GSSG + 2(H)

hat man seit langem -eine regu]lerende Funktion bei Stoffwechsel-
vorgéngen zugeschrieben. Eine exakte Bestimmung der Redox-
potentiale von Thiolen beim physiologisochen py ist zwar bisher
nicht moglich gewesen, doch diirfte es sicher sein, daB Glutathion
ein schwicheres Reduktionsmittel als Cystein ist. Seine SH-
Gruppe zeigt eine etwas verringerte Reaktionsfahigkeit, auch in
der Dissoziation (pg von SH der Thioglykolsiure = 7,8, des
Cysteins = 8,3 und des Glutathions = 8,7) und in der optischen
Dichte des mit Nitroprussid-Na resultierenden Farbstoffs, Diese
Befunde legen die Vermutung nahe, da8 in der Glutathion-Mole-
kel eine stabilisierende H-Brilcke vorliegt (II). Substanzen, die
solche Bindungen sprengen (Harnstoff, Guanidin) bewirken am
Glutathion und an shnlichen Cysteinpeptiden eine Intensivierung
der Nitroprussid-Reaktion um ein mehrfaches ( Benesch). In mi-
neralsaurer Losung kann man ohne Schwierigkeiten sogar das
typische Absorptionsmaximum des Thiazolinium-Ions (II1) (280
my) wahrnehmen, das sioh in intramolokularer Reaktion der SH-
mit der rdumlich ideal benachbarten CO-Gruppe ausbildet (Cal-
vin). Dall auch im Disulfid des Glutathions keine normalen Ver-
hiltnisse vorliegen, kann ebenfalls aus spektroskopischen Messun-
gen vermutet werden.
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“Ungeachtet dieser ohemisochen Hinderung spielt aber die Auf-
nahme aktivierten Wasserstoffs durch das Disulfid des Gluta-
thions, und die Oxydation von Glutathion durch Fermente
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in der. Zelle eine wichtige Rolle (Vennesland). Die Glutathion-
Reductase, die in Tier und Pflanze, bes. im Weizenkeimling
vorkommt, katalysiert die im optischen Test verfolgbare irre-
vorsible Reaktion:

(b) GSSG + TPN'H + H+* —> 2 Glutathion + TPN+

(Im folgenden werden, vor allem in den Formeln, die Abkiir-
zungen DPN, DPNH fiir Diphosphopyridinnucleotid {Codehydrase
I) und das Produkt der enzymatischen Hydrisrung, TPN (TPNH)
fiir Triphosphopyridinnueleotid (Codeh. II}, ADP fiir Adenosindi-,
ATP fiir Adenosintri-phosphorsiure und CoASH fiir die Sulf-
hydrylform des Coenzyms A gebraucht).

Das Enzym.zeigt hohe Spezifitit und scheint als SH-Ferment
zu wirken (Hemmung durch Schwermetalle). Bei einem &hnlichen
Enzym anderer Herkunit ‘wirkt auch DPN-H als H-Donator, je-
doch nur wenn Phosphat anwesend ist ( Racker). Dié Reaktion
schreitet bei Kombination mit anderen Enzymen und Substraten,
bei denen TPN reduziert wird, schneller fort. So werden
6-Phosphogluconat, Isocitrat oder Malat durch die Disulfid-
Form in Anwesenheit der entsprechenden Systeme oxydiert
z. B.:

Zwischenprodukt vermutet, ist synthetisch dargestellt worden
(Th. Wieland) und wird rasch durch Glyoxalase II hydrolysiert,
ebenso S-Glycoloyl- und S-Mandelylglutathion. Zur enzymati-
schen Hydrolyse anderer S-Acyl-Verbindungen des Glutathions
sind wohl andere Fermente ndtig. Die von Kielley aus Mauseleber
angereicherte S-Acetylglutathion-esterase spaltet auch Athyl-
butyrat. S-Acetylglutathion entsteht in enzymatischer Reaktion
aus Acetyl-CoA und Glutathion (Siadiman). Der biologische Sinn
dieser Ubertragungsreaktion ist noch nicht vbllig klar.
S-a-Aminoacyl-Verbindungen des Glutathions werden durch
ein Enzympriparat aus Pierdeleber rasch gespalten ( Th.Wieland).
Das Ferment hat auf andere S-Acyl-Derivate des Glutathions,
aufler noch auf 8-2-Oxyaoyl-Verbindungen kaum eine Wirkung.
Beim S-Alanyl-glutathion konnte als Folge der Enzymwirkung
eine Inkorporierung des Alanins in die Glutathion-Molekel wahr-
scheinlich gemacht und die Bildung von N-Alanyl-glutathion po-
stuliert werden, was der enzymatischen Kniipfung einer Peptid-
Bindung gleichkime. — In Gegenwart von wenig Bicarbonat ver-
lieren alle 8-a-Aminoacyl-Verbindungen nicht-enzymatisch rasch
ihren Acyl-Rest, fiir dessen Labilitat das intermediire Auftreten
eines Carbaminat-Ions verantwortlich gemacht wird ( Th.Wieland):

H Mni+ R
() 'O,C—(IZ—CH,—CO,H + TPN* —>-0,C—C—CH, + €O, + TPNH + H* é R
| (malic | HC—NH H-C—NH
OH enzyme) 2 -H,0 AN
(8) + HCOy- — 5 /co _—
(d) GS-SG + TPN'-H + H+* (GSSG-Reductase)' 2 Glutathion + TPN+ )
- 7 N\ / é_
: o ] o R
(e) Malat + GSSG > Pyruvat + CO, + 2 Glutathion |
R
In Gegenwart von Chloroplasten, TPN wund Glutathion- R
Reductase kann sogar eine betrichtliche photochemische Re- H-C—NH H (l: fH
duktion von GSSG zu Glutathion mit Wasser unter O,-Entwick- e ~ HO | ' | co
lung wahrgenommen werden, die dadurch einen nennenswerten co —> (J;oz— :
Umfang annimmt, da8 durch photochemische Hydrierung aus oc—o
H,0 + TPN nach
+ O8R

() TPN* + H,0 "% TPNH + H* + %0,

entstandenes TPN-H vom G8SG dehydriert wird (Gleichung b).

An der epnzymatischen Oxydation des Glutathions kdnnen
mehrere Enzyme beteiligt sein. Das Cytochrom-Cytochrom b-Sy-
stem, Ascorbinsiure oder auch Nitroglycerin kénnen hierbei re-
duziert werden. Im létzten Fall entsteht in Anwesenheit eines
Leberferments Nitrit; Nitrat-Ion wirkt hierbei nicht als H-
Aocceptor. Auch andere Disulfide kinnen vom Glutathion enzy-
matisch reduziert werden, besonders leicht Homocystin. Bei die-
ser Reaktion wird das GSSG von DPNH zu Glutathion zurick-
hydriert.

Weiterhin ist die Kombination Glutathion-Diphoesphopyridin-
nucleotid als Wirkgruppe solcher Fermente wahrscheinlich ge-
macht worden, die Aldehyde zu Carbonsiuren oxydieren ( Racker).
So ist die Triosephosphat-dehydrase (oxydierendes Garungsfer-
ment von Warburg) auf Grund ihrer Hemmbarkeit durch SH-
Blocker (Jodacetat usw.) lange als SH-Ferment bekannt. .In Ge-
genwart von Diphosphopyridinnucleotid zeigt das Protein eine er-
hohte Absorption zwischen 330—380 my., die bei Zugabe von Jod-
acetat proportional mit der enzymatischen Wirksamkeit zuriick-
geht. Nach Einwirkung proteolytischer Fermente 148t sich daraus
Glutathion isolieren, dessen Ausbeute nach vorheriger Jodacetat-
Einwirkung kleiner wird. So wurde die Hypothese aufgestellt,
daB am Gé#rungsferment eine chemische Verbindung zwischen
dem Pyridin-Teil des Diphosphopyridinnuocleotids und der SH-
Gruppe des Glutathions vorliegt (IV), die durch den Aldehyd
(Substrat) zu DPN-H und einer S-Acyl-Verbindung aufgespalten
wird und ihren Acyl-Rest dann hydrolytisch abspalten oder an-
derweitig (z. B. aut Phosphat, die Sulthydryl-Form des Coenzyms A
usw.) tibertragen kann:
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In Cl. Kluyveri wirkt die Sulfhydrylform des Coenzyms A mit
Diphosphopyridinnucleotid zusammen, vielleicht in &hnlicher
Weise bei der Oxydation von Acetaldehyd zu 8-Acetyl-Coenzym A.

Methylglyoxalase benttigt ebenfalls Glutathion als Wirksub-
strat. Die in Gegenwart von 2 Proteinen (Glyoxalase I und II)
ablautende Umwandlung von Methylglyoxal in Milchsdure be-
niitzt als H-Acceptor die a-Keto-Gruppe des Aldehyds, so daB
kein Diphosphopyridinnucleotid nétig ist. S-Lactoyl-glutathion, als
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Einer solchen' ,,Inaktivierung‘ mag vielleicht biologische Be-
deutung zukommen,

Mit Sicherheit sind auBer Coenzym A noch andere Mercaptane
bei der Aktivierung von Aoyl-Resten beteiligt. Die biologische
Bedeutung der Bildung von Thiolestern und einiger Asyl-Uber-
tragungsreaktionen wurde in einem prignanten Referat von
Stadiman erdrtert. Besondere Funktionen hat, wie immer klarer
wird, beim Abbau der Brenztraubensiure ein sterisch beson-
ders bevorzugtes Disulfid, ,ltpoic acid* (V)!), das in Gegen-
wart von B,-pyrophosphat mit der a-Ketosiure reagiert. Die
hierbei mneben CO, gebildete S-Acetyl-Verbindung ibertragt
ihren Aocetyl-Rest auf Coenzym A, das Dithiol wird dann
von Diphosphopyridinnuocleotid zum wirksamen Disulfid zuriick-
oxydiert:

\Y iOOH
CH, (CH. B; — pyroph,
l\ I l)d 1 + Mg"

H, CH
\s_ /

(I:OOH
CH,; (CHy),

Acetyl CoA

Mit der Biogeynthese des Gluthiones haben sich in den letzten
Jahren bicchemische Arbeitskreise in USA (K. Bloch; H.Waelsch)
und England (Crook; Gale) eingehend beschiftigt. Man weil
heute, dal diese Reaktion in 2 Stufen vor sich geht:

1.) Der Bildung von y-@lutamyleystein (VI) aus Glutamat und
Cystein

HSCH,
e <
(h) Ho,c—c|:—CH,-c Hy—COg~ + H,N—CH-COOH —>
NH,
" HS—CH,
HO,C—C—CH,—CH,—CO—NH—?H
NH, n COH

1) Vgl. diese Ztschr. 64, 67, 171, 374 [1952]; 65, 66 [1953].
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2.) Der Kondensation von VI mit Glyein zu Glutathion.

Fiir den Ablauf beider Reaktionen ist Adenosintriphosphorsiure
notig; Adenosindiphosphorsiure und anorganisches Phosphat
weorden frei.

Als moglicher Mechanismus des 1. Schrittes wurde von H.
Strecker (New York) die intermediére Bildung einer S-y-Glutamyl-
Verbindung an einer SH-Gruppe des Ferments diskutiert, die in
enzymatischor Ubertragung mit der SH-Gruppe des Cysteins zum
S-Aeyleystein reagiert. Dieses muB sich spontan zum N-Derivat
(VI) umlagern.

Reaktion 2, die die erste enzymatische Synthese einer a-Peptid-
Bindung in vitro darstellt, ist besonders eingehend untersucht
worden (Snoke, K. Blockh). Ein fiir Glycin spezifisches Enzym
konnte aus Hefe 1500 fach angereichert werden; von diesem Pri-
parat synthetisiert 1 mg 100 mg Glutathion pro Stunde aus VI +
Glycin, wenn Adenosintriphosphorsiure und Mg?+ anwesend sind.
Auf Grund der Resultate mit radicaktivem Glycin oder Adenosin-
diphosphorsdure, welohe in Gegenwart des Ferments in normales
Glutathion bzw. Adenosintriphosphorsiure eingebaut werden, wird
der folgende Reaktionsmechanismus als wahrscheinlich vorge-
schlagen: (E = Enzym)

() ATP + E > E-phosphat + ADP
(k) E-phosphat + VI 2 E-VI + Phosphat

(1) E=VI + Glycin 2 Glutathion + E

Mit diesem Schema ist allerdings der Befund schlecht in Ein-
klang zu bringen, daB die Inkorporierung von radioaktivem Glycin
ins Glutathion (Gl.1) in Wirklichkeit die Anwesenheit von Adeno-
sindiphosphorsaure oder Adenosintriphosphorsiure erfordert. Diese
Reaktion, eine a-Umpeptidierung scheint neben der von Binkley
beschriebenen Reversibilitit der enzymatischen Spaltung von
Cysteinylglycin als einzige fiir dicsen wichtigen Reaktionstyp, die
Bildung und Ubertragung der echten Peptid-Bindung,
dazustehen, wenn man von der durch proteolytische Fermente
katalysierten Ubertragung des Aminoacyl-Restes aus seinem Amid
auf andere Aminosjiuren und Peptide (J. Frulon) und von der
Papain-katalysierten Acyl-peptid-anilid-Rildung (M. Bergmann)
absieht. Vielleicht hat auch der oben erwihnte Einbau des Alaninsin
die Glutathion-Molekelin diesem Zusammenhang einige Bedeutung.

Viel reicher sind unsere Kenntnisse beziiglich der Ubertra-
gung des y-Glutamyl-Restes. Aufiler Glutathion vermdgen
auch andere y- Glutamylpeptide in Anwesenheit von Nierenfermen-
ten diesen Rest auf andere Aminosiuren und Peptide zu iibertragen
(Hanes, Waelsch). Die Reaktion y-Glutamylglyein + Cysteinylgly-
cin — Glutathion + Glycin bildet hierfiir ein interessantes Bei-
spiel, gleichzeitig eine weitere biologische Moglichkeit der Syn-
these von Glutathion. Zur Ubernahme des y-Rests aus dem
Glutathion und Glutamin sind zahlreiche Aminosiuren und
Peptide bereit. Glutamin als Acceptor wird von Glycyl-alanin
um mehr als das 3 fache iibertroffen, einige einfache Tripeptide
zeigten kaum Wirkung. Die zugehdrigen Enzyme finden sich
auch in Pflanzen; auBer dem y-Glutamyl-Rest des Glutamins
kann auch der B-Aspartyl-Rest des Asparagins auf Hydroxylamin
iibertragen werden. (Die biologische Bedeutung des Glutamins
zeigt neuerlich wieder der Pefund Leloirs, daf die Aminierung der
Glucose zu Glucosamin in der Zelle mit Hilfe dieses Amids ver-
lguft, das mit Hexosediphosphat reagiert).

Zusammenfassend ist iiber das vorige Kapitel zu sagen, dal
noch keine allgemeine Enzymreaktion bekannt geworden ist, die
an der o«-Peptid-Eindung des Glutathions eingreift und den
Glutamyleystein-Rest auf andere Aminosduren (mit Ausnahme
des Glycins) oder Peptide iibertragt, so neue echte Peptidbindun-
gen formend, womit die Ansicht von der Peteiligung des Gluta-
thions an der Fiosynthese von Polypeptiden eine Stiitzung er-
ftihre. Gegen eine solche Rolle wurden verschiedene Argumente
ins Feld gefiihrt. So wird nach M. Krahl (Chikago, Hl.) ®*S-mar-
kiertes Cystein sogar 10—20 mal rascher in das Protein von Leber-
schnitten eingebaut als Glutathion und J. A. Stekol (Philadelphia,
Pa.) berichtete, daB ins Protein des intakten Tiers beide gleich
schnell inkorporiert werden. Nach C. B. Anfinsen {Bethesda,
MId.) ist die PBausteinreihenfolge Cystein-Glyecin, im Gegensatz
zu E. coli-Protein (Abelson) im Ovalbumin und Ribonuclease nicht
besonders hiufig, sondern betrigt etwa nur '/,, aller Cysteinyl-
peptid-Eindungen. All dies scheint aber nach Ansicht des Be-
richterstatters nieht stichhaltig, da der Organismus, sollte er
Glutathion als ,,Katalysator* oder ,,primer*‘ der Protein-Synthese
verwenden, Teile diescs Werkzeugs nicht als Eausteine verschwen-
den diirfte.

Eine weitere Funktion des Glutathions als Coferment wurde
von W. E. Knoz (Poston) aufgefunden. Beim oxydativen Abbau des
Tyrosins tritt nach der Homogentisinsiure {VII) Maleinoylacet-
aoctat (VIII) auf, das nicht weiter gespalten wird. Ein spezifisches
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Leberferment vermag nun in Anwesenheit von Glutathion das
cis- zurn trans-Derivat (IX) zu isomerisieren, von dem aus der
Abbau weitergeht:

OH OH .
| nzym +
/\\ 0X. /\ Glutathion
(n) —_— | —
/\ N
CH,~C0 H '\ CH:—CO:H
COH
vt VI
OH ?
|
/\ /C\.- Fumarat
' pud | ‘CH, —» +
IISEEN bl Acetacetat
CH,~CO,H  ; 0=C-—

OH,C

Uber den Mechanismus dieser interessanten Reaktion ist bisher
nichts bekannt.

Auch die schon mehr als 20 Jahre zuriickliegende Beobachtung
Rapkines, daB der Gehalt an ldslichen SH-Verbindungen {wohl
hauptsdohlich Glutathion) im befruchteten Seeigelei kurz vor der
Teilung ein Maximum erreicht, ist neuerlich experinientell weiter
verfolgt worden (Mazia). Es wurde untersucht, ob bei den kolloid-
chemischen Umwandlungen des Mitoseapparats, die diesen Vor-
gang begleiten, SH-Verbindungen einen Effekt ausldsen. Die iso-
lierten Proteine dieses Zellteils gelieren in Gegenwart von Gluta-
thion und die hierzu filhrende Vernetzung der EiweiBmeolekeln
wird (analog Huggins) durch eine Startreaktion erklirt, die in
einem Angriff des Mercaptans auf innermolekulare Disulfid-Bin-
dungen der Proteinmolekeln besteht, etwa:

SH GSS
S L/
(0) 2 + 2 GHS > >
—S L
$—8G HS
as
sH 4
/ N\
+ GSH
§ s usw.

Zum histochemischen Nachweis von SH-Gruppen in
Proteinen kann man diese nach Fixierung durch Alkohol und Tri-
chloressigsdure mit dem 6,6’-Disulfid des 3-Naphthols (X) reagie-
ren lassen und nach Auswaschen des iiberschiissigen Reagenzes
und des durech Reduktion entstandenen Mereaptonaphthols mit
tetrazotiertem o-Anisidin kuppeln { Barneti):

\/\/\\ /\/\\/
(p) Prot-SH + ' ] -
WA PN
§-§
X
. OH
Prot-S—$-— \/ /\W/\\\/
\/\/ INAN\S
HS
Kuppelt mit Aus- | waschen
Dlazo(Tetrazo) Verbindung mit v Ather

A. M. Seligman (Boston) erreichte eine dhnliche Anfirbung
nach Reaktion der SH-Gruppen mit dem Naphthol-maleimid (X1I)
und anschlieBender Kupplung.

CO—CH
HO /_\—N r
( > CO—CH
(XN

Dem Nachweis und der quantitativen Bestimmung 16s-
licher Thiole, vor allem des Glutathions sind in den letzten 6 Jah-
ren 85 Arbeiten gewidmet worden (Referat Patlerson). Anwendbar
auf alle Mercaptane sind Jodometrie, Nitroprussid-Test, am-
perometrische Titration, Polarographie, Reduktion vor Phospho-
wolframat und von Ferri-cyanid. 1,2- Naphthochinon- 4- sul-
fonat (Sullivan-Reagenz) reagiert nur mit Cystein oder Cysteinyl-
peptiden (freie NH,;- neben der SH-Gruppe), also nicht mit Glu-
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tathion. Da sich jedoch der y-Glutamyl-Rest des Glutathions
durch milde Hydrolyse (als Pyrrolidon-carbonsiure) zum positiv-
reagierenden Cysteinylglycin abspalten 18Bt, kann man so den
Farbtest zu einer recht spezifischen Glutathion-Bestimmung ver-
wenden. Noch spezifischer sind natiirlich mikrobiologische Me-
thoden und vor allem diejenige, die auf der Funktion des Gluta-
thions als Coferment der Glyoxalase beruht (manometrische Be-
stimmung der aus Methylglvoxal gebildeten Milchsiure). Auch
die oben erwihnte G—S—S—G-Reduktase ist zu analytischen
Zwecken geeignet. Hat man vorher alle SH-Verbindungen oxy-
diert, 80 wird vom Ferment durch TPN-H nur G'S-8-G wieder
zum Thiol reduziert, das nunmehr jodometrisch bestimmt werden
kann. Empfindlicher zu diesem Zweck ist eine optische Methode,
die in der spektrophotametrischen Auswertung nach Alloxan-Zu-
satz besteht; hierbei bildet sich eine in ihrer Struktur noch unbe-
kannte Verbindung mit einem Absorptionsmaximum bei 305 mp
(A. Lazarow, Cleveland, Ohio). Selbstverstandlich ist auch die
Papierchromatographie auf diesem Gebiet zu groBer Vollkommen-
heit gebracht worden.

Rundschavu

Die Chemie bezieht einen groBen Teil ihrer Anregungen aus der
medizinischen Wissenschaft und so durfté als AbschluB der Tagung
eine medizinische Sitzung nicht fehlen. Da das Glutathion bei
seiner ubiquitdren Verbreitung nicht nach Art eines Vitamins oder
Hormons Wirkstoffeffekte hervorruft, diirfte man nicht mit Be-
richten iiber umschriebene Symptome und eirdeutigen Diagnose-
oder gar Therapieergebnissen rechnen. Die Konzentration des
Glutathions in den verschiedenen Organen wird vielmehr als ein
Indikator der Situation des Stoffwechsels angesehen werden kdn-
nen, der in einer bisher nur wenig erahnten Weise mit diesem ge-
koppelt ist. Immerhin beobachtet man signifikante Unterschiede
zum Normalen bei Diabetes und unter hohen Dosen adrenocorti-
cotropen Hormones. Auch bei Geisteskranken weicht der Glu-
tathion-Gehalt verschiedener Organe vom normalen ab. Doch
wird es noch, wie auch bei der Erklarung der Schutzwirkung von
Glutathion {und anderer Thiole) gegen Strahlensehidigungen, ein-
gehender biochemischer Forschung bediirfen, bis hier die inneren
Zusammenhdénge aufgeklart sind.

Theodor Wieland

Eine quantitative Zerlegung binfrer und polyniirer Gas- bzw.
Isotopengemische im 'Trennrohr gelingt K. Clusius und E. Schu-
macher durch Verwendung von Hilfsgasen. Bei der bisher iiblichen
Arbeitsweise bleibt der gréBte Teil der Trennrohrfiillung weit-
gehend unzerlegt, da er lediglich das Konzentrationsgefille lings
des Rohres aufrechterhdlt. Es war daher nicht moglich, eine
vorgegebene Gasmenge mit dem Trennrohr quantitativ aufzu-
arbeiten. Mischt man dagegen dem zu trennenden Gas {etwa
einer Mischung aus Krypton und Xenon) ein ,,Hilfsgas* bei, des-
sen Masse zwischen denen der zu trennenden Komponenten liegt.
(im untersuchten Fall SiCl,), so kann man nach einiger Zeit der
oberen Hilfte des Rohres ein Gemisch aus Krypton und SiCl,
und der unteren ein solches aus Xenon und $iCl, entnehmen. Aus
den Gemischen 1ifit sich SiCl, leicht mit Kalilauge entfernen,
wodurch man die Edelgase rein und quantitativ erhalt. Das Ver-
fahren gewinnt eine besondere Bedeutung, wenn die zu zerlegende
Gasmenge liberhaupt nicht ausreicht, um ein Rohr von geniigen-
der Trennkapazitit mit dem erforderlichen Drueck zu filllen, —
Bei der Aufarbeitung polyndrer Gemische wird die Reindarstel-
lung seltener Mittelkomponenten durch die Verwendung von
Hilfsgasen iberhaupt grst moglich. Die Autoren zeigen dies am
Beispiel der Argonisotope 49A, 38A und 3¢A, die mit den natiir-
lichen Hdufigkeiten 99,6 %, 0,063% und 0,337 % vorkommen.
Durch Verwendung von HCl bzw. DCI (mit den Chlor-Isotopen
35C] und ?7Cl) als Hilfsgase ist es nicht nur méglich; das 36A in
einer Reinheit von 99,49 (Anreicherungsfaktor 49000!1) mit er-
heblicher Ausbeute zu gewinnen, sondern es gelingt auch, das sehr
seltene 3%A durch ,,Einfassen‘* zwischen D25C] und D3Cl auf
90 9% anzureichern. Ohne Hilfsgase konnten bisher nur *A-Kon-
zentrationen von etwa 19 erzielt werden. Von E. Schumacher
werden die Grundlagen des Hilfsgas-Verfahrens in einer theoreti-
schen Arbeit ausfithrlich untersucht. (Helv. Chim. Acta 36, 949,
961, 969 [1953)). —Be. (1142)

Eine Schnellbestimmung von Schwefel nnd Halogenen in orga-
nischen Flissigkeiten arbeiteten P. Gouverneur und H. van Dijk
aus, Aufbauend auf der Shell-Braunschen Quarzrohr-Verbren-
nung, haben sie ein Verfahren entwickelt, das fiir niedrig und hoch
siedende Fliissigkeiten gleich gut verwendbar, dabei rasch und
genau ist. Angewendet wurde es bei. der Untersuchung von Pe-
troleumbestandteilen, von Leichtbenzinen bis zu Schmier-
dlen. Aus einer Wiagepipette gelangt die Probe tronfenweise in
den vorderen Teil eings Verbrennungsrohres, wo sie verdamoft
wird. Die Dimpfe gehen zusammen mit einem vorgereinigten
kriftigen Luftstrom in die Verbrennungszone im zweiten Teil des
Verbreunungsrohres, die auf 1000 °C geheizt wird. In einem da-
hinter geschalteten Absorpntionsapparat werden die Verbrennungs-
gase aufgefangen, bei Schwefel-Analysen in 3proz. Wasserstoff-
peroxyd, bei Halogen-Bestimmungen in 30 ml 3 proz. Wasserstoff-
peroxyd + 10 ml 2proz. Natriumecarbonat-Lésung. Man analy-
giert titrimetrisch, gravimetriseh oder turbidimetrisch. Die Ver-
brennung einer 5 g Probe erfordert 20 —30 min und gestattet noch
die Bestimmung von weniger als 0,003 Proz. Schwefel und 0,005
Proz. Chlor mit zufriedenstellender Genauigkeit. (Analyt. Chim.
Acta 9, 59 [1953]). —Ro. (1099)

Neue chelatbildende Reagenzien fiir 8-wertiges Elsen entwickel-
ten Si. Chaberek jr. und F. C. Bersworth. Die neu synthetislerten
Aminosiuren N,N’-Dioxidthyl-athylendiamin - diessig-
siure (I) und N-Oxéthylathylendiamin-triessigsaure (II)
bilden 1:1-Fe?*-Chelate, die geniigend stark sind, das komplex
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gebundene Fe gegen hydrolytische Zersetzung, auch in stark al-
kalischen Ldsungen, zu stabilisieren. Diese Widerstandsfahigkeit
resultiert aus der Tatsache, dafl die Chelatbildung gleichzeitig
von der Dissoziation der schwach sauren dthanolischen Protonen
der Oxathyl-Gruppen begleitet ist. Das hexakoordinierte Felll-
Ton ist durch 2 N- und 4 O-Atome mit dem Liganden verkniipft.

HOCH,-CH, CH,-CH,OH
H-N—C H,-CH,-IG{H
‘00c.ch, 1 CH,-CO0
HOCH,.CH, CH,-COOH

H-N-CH,CH,~N—H
/
"QO0C.CH,3 1l CH,-CO0
Beide Verbindungen eignen sich z. B. tiir die Untersuchung und

Behandlung chlorotischer Zustinde bei Pflanzen auf Kalkbéden.
(Science [New York] 118, 280 [1953]). —Ma. (1110)

Feine Fasern aus Kleselsfure fanden Th. Nemelschek und U.
Hofmann bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung der
hell- bis dunkelbraunen Kondensate, die sich bei der Darstellung
von Siliciumoxyd durch Erhitzen von Siliciumdioxyd und Sili-
cium im Hochvakuum auf 1200 °C nahe dem Reaktionsgemisch
absetzen. Die Fagern sind farblos oder schwach gelblich und ha-
ben cinen Durchmesser zwischen 150 und 400 A. Rontgen- und
Elektroneninterferenzen sowie die Diehtebestimmung nach der
Schwebemethode in einem Bromoform-Xylol-Gemisch und das
chemische Verhalten gegen Natronlauge und FluBSsiure zeigten
ibereinstimmend, dal die Fasern aus amorphem Silicium-
dioxyd bestehen, dem geringe Mengen feinverteiltes, metallisches
Silicium beigemengt sind. Die dunkler gefarbten Kondensat-An-
teile enthalten Si und SiO; im Verhiltnis 1:1. Vermutlich ent-
stehen die Kondensate durch Disproportionierung von gastdr-
migem Siliciumoxyd. (Z. Naturforschg. 8b, 410 [1953]). —Ro.

(1169)

Elne einfache Darstellung filr Azulene fanden V. Prelog und K.
Schenker. Bei Versuchen aus Cyclodecanol-(1)-on-(2) mit Al,O,
Wasser abzuspalten, fanden sie im Reaktionsgemisch geringe
Mengen Azulen, Bei Zugabe von Palladium-Kohle als Dehy-
drierungskatalysator konnte die Ausbeute gesteigert werden. Die
Azulen-Bildung ist am giinstigsten, wenn man Wasserabspaltung
und Dehydrierung nacheinander bei verschiedenen Temperaturen
vornimmt, da sich bei der optimalen, hdheren Temperatur der
Wasserabspaltung Azulen in Naphthalin umlagert. Man erhielt
auf diesem Wege Azulene aus Cyclodecanol, Cyclodecanon, Cycle-
decanol-(1)-on-(2), Cyelodecandiol-(1,2) und Cyclodecandion-(1,2).
Dabei erscheint am einfachsten und ergiebigsten die Azulen-Ge-
winnung aus dem aus Cyclodecanol-(1)-on-(2) leicht zugdnglichen,
rohen Cyclodecan, das bei der Dehydrierung 20 % Azulen ergibt.
(Helv. Chim. Acta §, 1181 [1953]). —Ro. (1097)

Uber die Identifizierung von N-Alkylarylaminen berichten F. W.
Neumann und C. W. Gould. Bei der Oxydation von Alkyl- und
N,N-Dialkyl-arylaminen mit Chromsjure werden Aldehyde oder
Ketone gebildet und in einigen Fillen sek. aliphatische Amine.
Auflerdem entstehen Chinone und farbige Kondensationsprodukte.
Auf der Basis dieser Reaktion wurde eine Mikromethode zur Be-
stimmung der N-Alkyl-Gruppen ausgearbeitet und an 76 ver-
gchiedenen aromatischen Aminen getestet. Die Substanzen wurden
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