und E. Lossow!®) aus Acetyllivulineiure durch trockene Destil~

Jation dargestellten a-Angelicalacton (I)identisch erwies (Ani-

senyl-2-angelica-lacton, Fp 99,5—100 °C).
H

[0}
| 20N
HE——C-R o=¢” “c—cH,
i
CHyC C=0 Hfl:__é_ H
o CH,—C -0
IR=H Ng”
11 R = CH,C=CH 111

Wird Di-propargylmalonsdure entspr. decarboxyliert, so
gewinnt man im ersteren Falle die Dipropargylessigsiiure (Kpy,
125—127 °C, Fp 47 °C), im Falle der raschen Erbitzung auf 210°C
dagegen ein Lacton (Kp, 86—91 °C; n} = 1,476%; Molgew.: 136.1;
ber.: €=70,67, H=5,92, 0=23,50; gel. C=69,90, H=8,34, O=
23,8) mit der wahrscheinlichen Konstitution II. In Gegenwart
von Schwermetallsalzen, z.” B. Zinkverbindungen, decarboxyliert
die Di-propargylmalonsiure schon nach gelindem Erwirmen ex-
plosionsartig. Bei vorsichtiger Steuerung der Reaktion gewinnt
man neben II (30% Ausbeute) ungefahr in gleicher Menge eine
bei Kp,135—1389 °C siedende, aus Alkohol in farblosen Nadeln
gut kristallisierende Verbindung (Fp 108—109°C; ber. Molgew.
180.2; C=759,99, H=4,47, 0=385,63; gef. Molgew. 175 (Beck-
mann); C=569,90, H=4,68, 0=36,4). Sie ist in Ather, Chloro-
form, Methylenchlorid und waBrigem Alkali, nicht aber in Wasser
13slich, besitzt keine freie Carboxyl-Gruppe und rédusziert iu der
Warme alkoholische ammoniakalische Silbernitrat-Losung; ihre
Konstitution diirfte wahrscheinlich III entsprechen.

Eingeg. am 26. Mai 1955
(Auf Wunsch der Autoren erst jetzt publiziert.)

[Z 204)

Die Blaufirbung des p-Tetralons

Von Dr.-Ing. H-W. WANZLICK
und MARIANNE LEHMANN-HORCHLER

Aysg dem Organisch-chemischen Instilut der Technischen Universilit
Berlin-Charlottenburg

B-Tetralon (I) gibt eine ebenso schdne wie itberraschende Farb-
reaktion: verdiinnte Ldsungen des Ketons farben sich in Gegen-
wart von wenig Alkali (unter Luftsauerstoff-Aufnahme) tief in-
digoblau!?). Man macht von dieser einfachen, charakteristischen
Farbreaktion Gebrauch, um I (bzw. geeignete I-Derivate) zu er-
kennen!®). '

Nach unseren Untersuchungen ist der blaue (sehr unbestindige) -

Farbstoff das Alkalisalz einer (ebenfalls unbestindigen) , Siure“,
die in Form von leuchtend roten Kristallen in geringer Menge rein
erhalten werden konnte. Der S&ure kommt die Konstitution IT
zu, wobei tautomere Formen mdglich sind. Die b.auen (alkali-
schen) Ldsungen enthalten das entspr. mesomere Anion.

Unsere noch nicht abgeschlossenen Untersuchungen, iber die
an anderer Stelle ausfiihrlich berichtet werden soll, lassen erken-
nen, dal der Farbstoft auf folgendem Wege entstehen diirfte:

T o]
o) o
N7 0, N/ 2,3- und 1,4-Enolislerung
| | - —>
) L

Dehydrg.
1,2-Dioxy-naphthalin —————@ @-Naphthochinon

Eingeg. am 1. August 1935 [Z 223]

Zum Wirkungsmechanismus der Alkohol-
dehydrogenase aus Hefe
Von Prof. Dr. K. WALLENFELS

und cand. chem. H. SUND
Aus dem Chemischen Laboratorium der Universildt Freiburg 1. Br.
Bei nativen, kristallisierten ADH-Priparaten (ADH == Alkohol-
dehydrogenase; DPN == Diphospho-pyridinnucleotid) beobachtet
man sehr unterschiedliche Aktivititen. Bei der Untersuchung
einer groGeren -Zahl verschiedener Praparate stellten wir fest,

19) Liebigs Ann. Chem. 319, 180 [1901).

11) F, Straus u. A. Rohrbacher, Ber. dtsch. chem. Ges, 54, 46 [1921).
1) Vgl etwa C. A. Grob u.W. jundt, Helv. chim. Acta 37, 1694 [1948].
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daB bei diesen eine strenge Abhingigkeit der Aktivitit von der
Zahl der freien SH-Gruppen besteht!®). Die besten Priparate
hatten die Wechselzahl 28500 bei 36 freien SH-Gruppen pro Mo-
lekel (Mol.-Gew. 150000). Trigt man die Aktivitit und SH-Zahl
in ein Koordinatensystem ein, so lassen sich die erhaltenen Punkte
durch eine Gerade verbinden, die bei der SH-Zahl vier durch die
Nullinie der Wirksamkeit geht (Bild 1). ADH aus Hefe enthilt
4 Grammatome Zink pro Mol Protein!), welche nach unseren
Feststellungen an Sulthydryl-Gruppen gebunden sind. 4 Mol
DPN werden durch das Fermentprotein so fest gebunden, dag sie
in der Ultrazentrifuge mit ihm absinken!®). Auch die DPN- und
Alkohol- bzw. 'Acetaldehyd-Bindung wird durech SH-Gruppen be-
werkstelligt.”)

JEt-
21 7
1 28
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‘Moleki
3§
T T T
N

J)‘I-Qumeﬂ‘ /
=
X
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o 1 1 d 1 1
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wearsezon [ 0L
Bild 1

(22271

Nach unserer Auifassung diirfte der Mechanismus der Wasser-
stoff-Ubertragung mittels ADH demjenigen der Meerwein-Ponn-
dorf-Reaktion!®) gleichen, wobei in diesem Falle Hydridwasserstoit
im Komplex Protein-Zink-Alkohol-DPN seinen Platz wechselt.
Die Rolle des Aluminiums bei der Meerwsin- Ponndorf-Reaktion
wird bei der Wasserstoff-Ubertragung Alkohol == DPN vom Zink
itbernommen. Den SH-Gruppen fallt die Aufgabe zu, einerseits
Zink zu binden, andererseits die Substrate im richtigen Abstand
vom Zink anzuordnen. Je grdSer die Zahl der freien SH-Gruppen
ist, umso wahrscheinlicher ist die Bindung der Substrate in einer
fir den katalytischen Akt wirksamen Position. Wenn die SH-
Zahl auf 4 absinkt, entfill die Bindungsmadglichkeit fiir DPN
und Alkohol und damit die enzymatische Wirksamkeit.

Eine ausfiihrliche Darstellung der Ergebnisse und ihre Dis-
kussion geben wir iu der Biochem. Ztschr.

Eingeg. am 2, August 1955 ([Z 227]

Isomere Dihydro-Stufen eines Cozymase-Modells
Von Prof. Dr. E. WALLENFELS
und cand. chem. HANS SCHULY
Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitdt Freiburg i. Br.

In vier Arbeiten der jlingsten Zeit wurde mit verschiedener
Methodik nun mehrendgiiltig nachgewiesen?, 18,1920} daQ bei der
Reduktion der Pyridinnucleotide sowie der zahlreichen N-sub-
stituierten Nicotinsdureamid-Derivate auf enzymatischem Wege
oder mittels Dithionit die Hydrierung nicht in 2- oder 6-Stellung,
wie P. Karrer und 0. Warburg?') und verschiedene spitere Bear-
beiter annahmen, sondern in 4-Stellung eintritt. Diese Reduktion
ist durch das Verschwinden der Absorptionsbande bei 260 mp

« 18) Die Zahl der SH-Gruppen wurde mit der Methode von P. D.

Boyer, }J. Amer. chem. Soc. 76, 4331 [1954], bestimm¢t. Beniitzte
Wellenlénge: 253,7 mu; K. Wallenfels u. W. Christian, diese

. Ztschr, 65, 459 [1953].

1) B, L. Vallee u. F, L. Hoch, J. Amer. chem, Soc. 77, 821 [1955].

“; 1. E. Hayes u. S. F, Velick, J. blol. Chemistry 207, 225 [1954].

18) R. B. Woodward, N. L. Wendler u. F. I. Brutschy, J. Amer.
chem, Soc. 67, 1425 [194&1. A. Lottringhaus, diese Zischr. 62,
87 [1950]; 63, 344 [1952. . von E. Doering u. T. C, Aschner, ]J.
Amer. chem. Soc. 75, 393 [1953).

17) M, Pullman, A. San Pietro u. S, P. Colowick, J. biol. Chemlstry
206, 129 [1954].

18) G. W. Rafier u. S. P. Colowick, ebenda 209, T73 [1954).

b [I.;b E)g]au!zerall u, F. H, Westheimer, J. Amer, chem. Soc. 77, 2261

30) Pl‘.g 34 Loewus, B, Vennesland u, D. L. Harris, ebenda 77, 3391

81) P, Karrer, G. Schwarzenbach, F. Benz u. U. Solmssen, Helv. chim.
Acta, 79, 811 [1936]. P. Karrer u. O. Warburg, Blochem, Ztschr.
285, 297 (1936}, P, Karrer u, Mitarb,, Helv, chim. Acta 79, 1028

193;]; 0, 55, 12, 622 [1937]; 21, 223, 1147 [1938); 29, 1152
1946]; 32, 960 [1949].
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oder deren Absinken (bei den Dinue.eotiden) und durch das Auf-
treten eines neuen Maximums bei lingeren Wellenlingen (340 bis
360 my) charaktorisiert. Ganz entsprechend verhalt sich ein von
uns beniitztes Modell, das Bromid des 1-{2,8-Dichlorbenzyl)-ni-
cotinsdureamids®?) bei der Reduktion mit Dithionit.
Demgegeniiber haben wir bei der Roduktion dieser Verbindung
mit NaBH, ein Dihydro-Derivat erhalten, das das charakteristi-
sche langwellige UV-Absorptionsband in gleicher Hohe wie das
Dithionit-Produkt besitzt, daneben aber noch ein zweites Maxi-
mum im kurzwelligen UV aufweist (Apx = 266 mp). In Kristall-
form und Best&ndigkeit untorscheiden sich die beiden Verbindun-
gen, stimmen dagegen in der Elementaranalyse, im Verhalten bei
der katalytischen Hydrierung sowie bei der Oxydation mittels des
Radikals von Goldschmidt, des Diphenyl-pikryl-hydrazyls, weit-
gehend iiberein??). Beide Dihydro-Kdrper werden hierbei unter
Verbrauch dor gleichen Menge von Radikal dehydriert und in
Gegenwart von HBr wird das Bromid des 1-(2,6-Dichlorbenzyl)-
nicotinsiureamids nahezu quantitativ zuriickgebildet. Da fiir
das Dithionit-Produkt die Reduktion in 4-Stellung feststeht,
kommt fiir das Reduktionsprodukt mit Natriumborhydrid nur
die 2- oder 6-Stellung in Frage. Damit diirfte zum ersten Mal ein
reduziertes Cozymase-Modell mit der Konstitution der ,alten®
DPNH-Forme! erhalten worden sein. Zwischen der 2- und der
6-Hydrierung miissen erst weitere Versuche entscheiden. Auch
andere Cozymase-Modelle, die so wie DPN einen Sdurerest tra-
gen?4), zeigen ein entspr. Verhalten und bestitigen allem Anschein
nach die Erfahrung, da8 Dithionit in y-Stellung, NaBH, in
a-Stellung hydriert. Dagegen erhielt J. Panouse?®) bei der Reduk-
tion des Bromids von N-Tetraacetyl-glucosyl-nicotinséureamid
ein Dihydro-Produkt, das nach Schmelzpunkt und Mischschmelz-
punkt mit dem von Karrer®®) erhaltenen Dithionit-Produkt iden-
tisch war,
Eingeg. am 2, August 1955 [Z 226]

Zur Konstitution der Ribonucleinsiuren
aus Hefe

Von Prof. Dr. K. DIMROTH, Dr. H WITZEL, Dipl.-Chem.
G. NEUBAUER und Dr. D. MATHEKA

Aus dem Chemischen Inslilut der Universitdit Marburg-Lahn

Durch etwa zweistiindiges Kochen einer Heferibonucleinsiure
mit einer wisserigen Suspension von Wismuthydroxyd bei einem
pg von 7 oder weniger, wird die Nucleinsdure zum groBten Teil
hydrolytisch gespalten. Man erhilt ein Gemisch von niedermole-
kularen Bestandtcilen, in dem Verbindungen mit mehreren Nucleo-
basen, wie z. B. Di- oder Oligonucleotide iiberwiegen. Durch
fraktionierende Fillung mit organischen Lésungsmitteln und
durch Chromatographie an Ionenaustauscherkolonnen 148t sich
eine weitgehende Trennung erzielen, die dureh Feintrennungen an
kleinen Austauschersiulen, Papierchromatographie und vor allem
Papierelektrophorese bei hohen Spannungen und bei verschiede-
nem py beendet wird.

Es gelang uns, nicht nur eine groBe Zahl von Dinucleosidphos-
phaten, Dinucleotiden und hoheren Spaltprodukten préparativ
analysenrein zu gewinnen und in ihrer Konstitution zu kléren,
sondern auch einen tieferen Einblick in den Verlauf der Wismut-
hydrolyse zu erhalten. Bei sehr kurz dauernder Hydrolyse wer-
den in neutralem Milieu oyclische Phosphorsiureester gebildet,
wobeci also unter gleichzeitiger Abtrennung des an C,’-gebundenen
alkoholischen Restes eine Ester-Bindung zwischen den benach-
barten Hydroxyl-Gruppen entsteht:

H H H H

\(l-s' s'c|:/ \cl:w a'&/

c:) (I)' o (Bil(-lo“g)—a)) (l)\ /(5 + HE—

H y, P OH
—P Z N\

H:éé \06 0® o

Diese cyclischen Ester, welche sich clektrophoretisch und pa-
pierchromatographisch lcicht naschweisen lassen, wurden bei
lingerer Hydrolyse zu einem 2’,3'-Phosphatgemisch gespalten.

1) K, Ellegast, Dissertat. Freiburg 1955. Prof. Dr. F. Krdhnke,
der uns zuerst auf diese Verbindung u. lhre angenehmen L§s-
fichkeitseigenschaften aufmerksam machte, sind wir sehr zu
Dank verpflichtet.

) Das mit NaBH, erhaltene Reduktionsprodukt reagiert oifenbar
schneller mit Oxydationsmitteln. In welchem Zusammenhang
dleseshVerhalten mit dem Redox-Potential steht, wird noch un-
tersucht

t4) K. Wallenfels u, H. Schitly, unveriffentl.

"; J- J Panouse C. R. hebd. Séances Acad Sci. 233 260 [1951].

P. Karrer, . H. Ringier, J. Buchi, H. Fritzsche u. U, Soimssen,

Helv. chlm. Acta 20, 55 t1937]
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In stéirker saurem Milieu fithrt die Wismuthydrolyse unter Ver-
seifung des primaren Phosphorsiureesters der Dinucleotide zu
Dinucleosidphosphaten. Insgesamt sollten 16 verschiedene Di-
nucleotide bzw. Dinucleosidphosphate auftreten kdnnen, wenn die
Nucleinsiuren aus willkiirlich aneinanderhaftenden Mononucleotid-
Resten bestehen. Hierbei ist von der Isomerie an den C-Atomen
2’ und 3’ abgesehen, eine Isomerie, welche die Eigenschaftén der
Verbindungen nur relativ wenig &ndert und wahrscheinlich erst
durch die verschiedenartige Spaltung der cyclischen Phosphate
im Verlauf der Hydrolyse entsteht. Zur Kennzeichnung der Iso-
meren seien folgende Abkiirzungen benutzt: Fiir Adenin, Guanin,
Cytosin und Uracil die Buchstaben A, G, C, U, fiir die Phosphor-
sdure P. Das vor P stehende Nucleosid soll stets an C;’ (oder Cy’)
verestert, das ihm folgende an Cy’ verestert sein. Die 16 mdglichen
Kombinationen sind dann:

A-P-A G-P—A C—P-A U-P-A
A-P-G G-P-G C-P-G U-P-G
A-P-C G-P-C C-P-C U-P-C
A-P-U G-P-U C—-P-U U=P-U

Wir haben alle diese Verbindungen auffinden kénnen mit Aus-
nahme der drei: C—P—G, U—~P—A, U-P—G, fiir deren Existenz
wir keinen Anhaltspunkt gefunden haben. Ahnlich liegen die Ver-
hiltnisse in der Reihe der Dinucleotide A—P—A—P usw., worauf
hier jedoch nieht niher eingegangen werden soll.

Waiahrend man bei fermentativen Hydrolysen, wie sie vor allem
mit Ribonuclease ausgefiihrt werden!-2?), solange man die Spe-
zifitit der Fermente nicht genau kennt, keine Aussage dariiber
machen kann, ob das Fehlen bestimmter Kombinationen unter
den Hydrolyseprodukten dadurch bedingt ist, daB diese Kombi-
nationen von vorneherein nicht in den Nucleinsiuren vorkommen
oder dadurch, daB sie in bevorzugter spezifischer Weise fermen-
tativ geldst werden, dirfte man bei rein chemischen Hydrolysen
wie der unsrigen kaum mit einer solchen Spezifitit des Angriffs
rechnen konnen. Es scheint uns unwahrscheinlich, da8 die Di-
phosphorsaureester-Bindung zwischen Uridylsaure und Adenosin
bzw. Guanosin und zwischen Cytidylsiure und Guanosin wesent-
lich leichter als die der iibrigen Derivate verseifbar ist. Wir glau-
ben daher, daB in den Nuecleinsduren des von uns untersuchten
Typus normalerweise Phosphat-Bindungen zwischen dem Cy’
(Cy’) der Uridylsaure und dem Cg’ der Adenyl- und Guanylsiure
sowie zwischen dem Cz’ (Cg’) der Cytidylsiure und dem C,’ der
Guanylsaure nicht vorkommen. Verkniipfungen dieser Art konn-
ten auch durch andere Autoren weder bei der fermentativen noch
bei der chemischen Hydrolyse mit HClI¢) gefunden werden.

Ubertragt man das gewonnene Bild auf die Vorstellung vom
strukturellen Bau der Ribonucleinsdure, so wiirde dies besagen,
daB in der Polynucleotid-Kette nach einem Uridin- kein Purin-
nucleotid, nach einem Cytidin- kein Guanosinnucleotid in der
normalen 3'-8’-Verkniipfung folgen kann.

Ein Aufbau der Nucleinsiure-Molekel, bei dem durch eine 3’-3’-
Bindung zwischen zwei Pyrimidin-ribosiden eine Inversion der
Kette und damit der Anbau weiterer Purine erméglicht wird, ist
deswegen unwahrscheinlich, weil sonst bei der Hydrolyse mit
Natronlauge Nucleoside entstehen miiften. Diese wurden aber
nicht gefunden.

Eine Inversion ist aber auch in der Art méglich, daB8 ein Py-
rimidinnucleosid einer vormalen Polynucleotid-Kette (also mit
3’-5’-Phosphat-Bindungen) nochmals an C,” einen Phosphat-Rest
tragt, der an C,” oder Cy" eines Pyrimidinnueleosides einer neuen
Kette angreift. Diese Form der Verzweigung wurde bereits von
Brown und Todd®) diskutiert und von Cokn und Volkin®) gefor-
dert. Bie hatten gefunden, daf bei Einwirkung einer Schlangen-
giftdiesterase auf eine Ribonucleinsiure, deren endstdndige pri-
méiren Phosphat-Reste entfernt waren, immer noch 209% der
Pyrimidine in Form von Nucleosid-diphosphaten auftreten. An-
dererseits erhielten sie dabei auch den gleichen Prozentsatz an
Purinnucleosiden. Hiernach miiSten also 20 % aller Pyrimidin-
Bindungen als Verzweigungen mit solchen Inversionen vorliegen,
an denen 409, der Gesamtpyrimidine beteiligt sind.

Da wir nun auf Grund unserer Ergebnisse annehmen miissen,
daB keine Pyrimidine (mit Ausnahme der Gruppierung C—P—A)
in die Purin-Kette eingestreut sein kbnnen, ergibt sich die Not-
wendigkeit, daB die restlichen 60 9, an Pyrimidinen in der Haupt-
sache zwischen die Inversionsstellen und dem Beginn der Purin-
Kette eingebaut sein miissen. Die von Volkin und Cohn®) gefun-
denen Purinnuecleoside zeigen weiterhin, da8 nach jeder Inversion
sich an das Pyrimidin wenigstens ein Purinnucleotid anschlieBen
mul.

1) G. Schmidt u. a., J. biol. Chemistry 192 715 £195 1.

%) Markham u. Smith Biochemic. 565 [1952].
%) Volkin u. Cohn, J. "bial. Chemistry 205 767

4) Merrifield u. Woalley, ebenda 797, 521 1952

5) Brown u, Toddjl chem. Soc. [London 1952,

$) Volkin u. Cohn, J. biol, Chemistry 203, 319 [1953]
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