Kristallisation von Phosphoglucose-lsomerase
aus Hefe
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Noltinann und Brunst) berichteten dber die Reindarstellung aus
Bierhefe und die Eigenschaften der 1933 von Lohmannt) entdeckten
Phosphoglucose-Isomerase. Sic konnten jedoch das Enzym nicht
kristallin erhalten.

Es ist uns gelungen, Phosphoglucose-Isomerase jaus getrock-
neter Backerhefe kristallisiert wie folgt zu gewinnen: Aufschlufl
der Trockenhefe mit Kaliumphosphat-Puffer, Fraktionierung des
Extraktes mit Ammoniumsulfat, Adsorption von Fremdeiweil} an
Calciumphosphat-Gel, Ammoniursulfat-Fraktionierung bei pu=
1,5, Aceton-Fillung und mehrfache Kristallisation aus Ammo-
niumsulfat-Losung, Die Kristalle bestehen aus feinen Nadeln von
ca. 4 u Lange und etwa 0,2 o Dicke. In der gekoppelten Reaktion

PGI
() Fructose-6-phosphat . ===—=  Glucose-6-phosphat
@ Glucose-6-phosphat  _— . __ _.~ 6-Phosphogluconat
+ TPN* N + TPN-H + H+
(PGI = Phosphoglucose-lsomerase; TPN bzw. TPN-H = oxydiertes

bzw. reduziertes Triphosphopyridinnucieotid; G-6-P-DM = Glu-
cose-6-phosphat-Dehydrogenase).

setzt das kristallisierte Bnzym ca. 300 pMol Fructose-6-phosphat/
min'mg Protein um. (25-C; 0,05 M Tridthanolamin-Puffer pu =
7.8). Verunreinigungen wie Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase,
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase, Phosphozlueo-Mutase, Phos-
phofructo-Kinase, Glutathion-Reduklase und TPNH-Oxydase
warcn nicht mehr nachweisbar.
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Thiophen-Derivate aus Polyacetylenen
Von Prof. Dr. K. EESCHULTE, Dr. J. REISCH
und Dipl.-Chem. L. HORNER
Institut fir Pharmazie und Lebensmiltelchemie der Universitdt
Miinster/Westf.

Aus Diplenyl-polyinen (I, n = 2, 3, 4) entstehen bei der Sit-
tigung ihrer auf 50—60 “C erwarmten Losungenin Alkohol/n NaOH
oder Aceton/n NaOH (9 + 1, pu 9—10) mit Schwefelwasserstoff in
60—80-proz. Ausbeute Thiophen-Derivate (II)
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IIc n =4, R=(C=C), C4H;
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Aus dem 1.4-Diphenyl-butadiin?) wurde das 2.5-Diphenyl-
thiophen?®) (IIa) erhalten, Fp 152 °C; Ap.x 328 my. Das 1.6-Di-
phenyl-hexatriin?) liel sich so in das 2-Phenyl-5-phenylathinyl-
thiophen (ITb) Fp 114—116 °C; Apax 332, 2561 mp und das 1.8-
Diphenyl-oktatetrain®) in das 2-Phenyl-5{4’-phenylbutadiinyl-
(17)]}-thiophen (1le), Fp 138—140 °C; Ay, 348, 285, 266 mu tiber-
fithren. Bel der letztgenannten Umsetzung entsteht kein 5.5°-Di-
phenyl-2.2’-dithienyl.
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Reaktion von B-Trichlor-borazolen mit
Phosphorsdure-alkylestern
Von Dr. K. NIEDENZU und Dr. J. W. DAWSON
Depuariment of Chenistry, Duke University, und Office of
Orduiee Research, U.S. Army, Durhany, North Caroling, USA

Wir untersuchten die Reaktion von B-Trichlorborazol mit
Phosphorsiiurealkylestern. Bei normalen Temperaturen ent-
stehen zundchst stochiometrische Additionsprodukte. Wie IR-
Untersuchungen ergaben, bildet in diesen der N-stindige Wasser-
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stoff eine Wasserstofi-Brickenbindung zu dem Sauerstoff des
Phosphorsiure-esters (1). Dies zeigt eine gewisse Elektronen-
sittigung des Bors in den Borazolen im Sinne der konventionellen
I"ormulierung dieses Ringsystems; denn im
Gegensatz zu oliger Beobachtung besteht
etwa in den Komplexen von Bortrichlorid
mit Phosphorséure-estern eine koordinative
B « (O-Bindung.

Die Additionsprodukte aus B-Trichlorborazel mit Phosphor-
sdurealkylestern <palten beim Lrhitzen im organischen Lisungs-
mittel auf Temperaturen iiber 100 °C Halogenalkyl ab und es ent-
stehen B-phosphorylierte Borazole:

(—=BCI—NH=), + 3 OP(OR), - (~BOP(0)(OR),—NH—), + 3 RCI

a ]
|
H Cl

(1)‘_ 0=P(OR)l,

N-Alkylierte und -arylierte Trichlorborazole sind der gleichen
Reaktion mit Phosphorsdure-alkylestern zuginglich. Spektroskoe-
pische Untersuchungen beweisen, dall der Borazol-Ring in den
phosphorylierten Verbindungen erhalten ist.
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Cinchomeronsdure, Zwischenprodukt
der Nicotinsdure-Biosynthese bei Bakterien

Von Doz. Dr. F.LINGENS
Chemisches Institul der Universitit Tiubingen,
Biochemische Arbeilsgruppe

Nicotinsiure entsteht im Siugetierorganismus und bei Neuros-
pora crassa aus 'Tryptophan iiber bekannte Zwischenstufen. Uber
ihre Biosynthese bei Bakterien ist bis jetzt nur bekannt, daB sie
nicht iiber Tryptophan und seine Folgeprodukte verliuft!). Bei
der Austestung mutmaflicher Vorprodukte der Nicotinsiure an
Lactobacillus arabinosus in einem nicotinsidure-freien Medium
zeigte bisher nur die Cinchomeronsiure Wachstumswirkung. Da
hieraus vermutet werden konnte, dall die Cinchomeronsiure ein
echtes Zwischenprodukt ist, wurde sie an einer Reihe von Nicotin-
saure-Mangelmutanten von Escherichia coli ausgetestet. Ein Teil
dieser Mutanten wuchs mit der Sdure, der Rest zeigte kein Wachs-
tum. Wenn die nicht wachsenden Mutanten im Schritt des Uber-
ganges von Cinchomeronsdure zur Nicotinsiure blockiert sind,
soliten sie unter geeigneten Bedingungen Cinchomeronsiure ak-
kumulieren. Talsichlich konnte aus dem Medium einer Mutante
Cinchomeronsivre isoliert und durch Schmelz- und Mischschmelz-
punkt (225 °C, Znrs. ), Papierchromatographie (Loschung bei 254my.)
und Vergleich der UV-Spektren identifiziert werden.

Fri. 8. Kern und Frl. U. Ruess danke ich fiir eifrige Milarbeil,
dem Fonds der Chemischen Indusirie und der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft fiir Unierstiitzung dieser Arbeit und den Farbenfabriken
Bayer A.G. fir lie Lieferung von Chemikalien.
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Cytostatische Effekte
organischer Persauerstoff-Verbindungen

Von Prof. Dr. . WEITZEL*), Dr. E. BUDDECKE
und Dr. FRIEDHELM SCHNEIDER

Physiologisch-chentisches Institut der l/niversitil Tibingen

Als Teil unserer Untersuchungen'~*) iber die Inhibitorwirkun-
gen von Zink, Per-Sauersto{l und Alkylierungsmitteln geben wir
nachstehend eine Zusammenfassung der cytostatischen Elfekte,
die wir mit orzanischen Peroxohydraten und Peroxyden
beobachteten:

1. Organischs Peroxohyvdrate (z. B. Histidin-, Trigonellin-, Bis-
1-pyridyl-glykol-perhydrat usw.} hemmen im manometrischen
Test Atmung und anaerobe Glykolyse von Zellen des Ehrlichschen
Ascitescarcinoins der Maus, wobei Glykolysefermente geschidigt,
Fruetose-1.6-d:phosphat und Triosephosphat angestaut and Di-
phosphopyridinnucleotid vermindert werden. Der organische Li-
gand variiert den Elfekt bis zu holher Wirkungssteigerung gegen-
iiher dem schwach wirksamen H.0,. Im Tierversuch sind die —
stets katalaseempfindlichen — organischen Peroxohydrate gegen-
iiber lmpftumoren wirkungslos.

2. Organiscbe Peroxyde, von denen wir ca. 60 Verbindungen (Di-
acyl-peroxyde. Persiure-ester, Alkyl-peroxyde) synthetisierten
und priiften, zeigen bei hoher Strukturspezifitdt im manometri-
schen Test Wirkungen, die sich bis zum volligen Aktivititsveriust
der Glykolyseermente und Versehwinden des Diphosphopyridin-
nucleotids erstrecken. Trotz Katalaseresistenz sind im Tierver-
such nur einige wirksam, wie z. B. das saure t-Butyl-maleinsiure-

Angew. Chem. | 72. Jahrg. 1960 | Nr. 23



peroxyd gegeniiber dem Walker-Carcinosarkom der Ratte. Dieser
Effekt beruht nicht auf der Maleinsiurekomponente. Als besonders
wirksam erwieg sich jedoch das Dihydroxy-dimethylen-per-
oxyd, das neben hoher in-vitro-Wirkung (Tabelle) auch am Ehr-
lichschen Ascitescarcinom der Maus bis zu 100-proz. Hemmung des
Tumorwachstums (Heilung) bewirkt. Auch die Derivate des Di-
hydroxy-dimethylen-peroxyds zeigen, je nach ihrer Struktur, tu-

mor-hemmende Effekte bei Maus und Ratte.

Tabelle 1, Verhalten von drei organischen Persauerstoff-
Verbindungen in cytostatischen Versuchsanordnungen
| Histidin- saures t-Butyl- | Dihydroxy-
Versuchsanordnung peroxo- maleinsiure- dimethylen-
hydrat peroxyd peroxyd
Inhibitor-Konz. fiir 50-
proz. Glykolysehemmung
Ascites-Krebszellen:
a) in Puffer-Lsg.: 510-4m 5-10-*m 2104 m
b)in Ggw. v. 50 % Serum 1-10-3 m 5-10-4m 5:10-*m
¢) Hemmeffekt nach Vor- aufhebbar unverandert auvfhebbar
inkubation mit
Nicotinamid
Einzeleffekte in Ascites-
zellen (Inhibitor stets
[0-3m):
Aktivitatsverlust:
Aldolase ~ 40 % ~ 20 %, ~ 309
Glycerinaldehyd-
phosphatdehydrase ~ 50 %, bis 100 9%, bis 100 %,
Milchsauredehydrase ~ 10 % ~ 109, ~ 10 %
Fructosediphosph.-Zun, 4—6-fach 30-—-50-fach 2—3-fach
Triosephosph.-Zunahme 1—2-fach 10—15-fach 2—3-fach
DPN-Konzentration vermindert unverandert unter der Er-
fassungsgrenze
Verhalten geg. Katalase Zersetzung resistent resistent
Carcinolysetest wirkungslos maBig wirksam | hochwirksam
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Makromolekulare organische Komplexbildner zur
Anreicherung von Uran und Kupfer aus Meerwasser

Von Priv.-Doz. Dr. ERNST BAYER und Dr. H. FIEDLER
Institul fiir Organische Chemie, T. H. Karlsruhe

Synthetische makromolekulare Komplexbildner!) mit speuifi-
schen, organischen funktionellen Gruppen sind zur selektiven An-
reicherung von Kupfer und Uran aus Meerwasser geeignet. Dic aus
Dicarbonyl-Verbindungen und Polyaminophenolen sowie aus Po-
lyaerylsiureester dargestellten, in KorngrBen von 0,2—0,8 mm
zubereiteten, in Tabelle 1 genannten makromolekularen Komplex-
bildner wurden in Siulen gefiillt (2x30 cm), Meerwasser aus
10—15 m Tiefe im Golf von Neapel entnommen und mit einem
Durchflufl von 1,5 1/em?-h durch die Siule gegeben. Entsprechend
den Ergebnissen in Tabelle 1 konnen je nach der Struktur des
Komplexbildners bis zu 1009 des im Meerwasser vorhandenen
Urans und Kupfers angereichert werden. Im Wasser des Golfs von
Neapel sind nach unseren Bestimmungen 4,5~-5,0 ug Kupfer und
0,5 ug Uran je Liter emthalten. Beide Metallionen sind aus dem
Meerwasser auf das 100000-fache angereichert worden. Dieser An-
reicherungsgrad entspricht in der belebten Natur fiir Kupfer fest-
gestellten Anreicherungen. Denn Tintenfische {Octopus spec.) ent-
halten das Kupfer im Blut gegeniiber dem Meerwasser um den

ug Cu 9% Cu ngu % U
Komplexbildner angereichert je ° angereichert je °
anger. anger.
I Meerwasser 1 Meerwasser

Poly-malondialdehyd-

triaminophenol . .. 4,7 ug/l 100 % — —
Poly-glyoxal-

triaminopheno! ... 2,2 ug/l 47 % 0,2 g/l 40 %
Polyacrylhydroxam-

sdure, gesintert .mit

Kieselgur ... ... 4,2 pg/l 90 % 0,5 g/l 100 %

Tabelle 1.
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Anreicherung von Kupfer und Uran aus Meerwasser

gleichen Faktor angereichert®). ‘Das Kupfer wurde nach Kden
und Green’), Uran nach ffernegger und Karlik4) bestimmt). Dic
komplex gebundenen Metalle lassen sieh dureh verd. Siuren wic-
der ablosen.

Entscheidend fir das Gelingen waren diec Auswahl und sterische
Anordnung der funktionellen organischen Gruppe, die theeretische
Deuntung der Chelatbildung und die geeignete Synthese des Makro-
molekiils. Hieriiber und tiber Modelluntersuchungen zur Kupfer-
Bindung durch Organismen soll in anderem Zusammenhang be-
richtet werden.
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Zur Kieselgelschicht-Chromatographie
der stereoisomeren Menthole

Von Dr.-Ing. H.-J. PETROWITZ*)
Bundesanstall fior Materialpriifung, Berlin-Daklem

Durch Dinnschichtchromatographie gelang bereits die Ab-
trennung und der Nachweis des im Pfeffermipzol enthaltenen Men-
thols1-2). Es sollte nun ermittelt werden, ob sich Gemische der
stereoisomeren Menthole an Kieselgelschichten zerlegen lassen.
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Das Ergebnis der Versuche steht im Einklang mit &lteren
Beobachtungen®.4). Es 146t sich Menthol (I) von Neomenthol (II)
und Isomenthol (IIT) von Neoisomenthol (IV) trennen, d. h. die
epimeren Menthole mit axialer OH-Gruppe unterscheiden sich
beim Chromatographieren von denjenigen mit aquatorialer
OH-Gruppe durch unterschiedliche Wanderungsgesehwindigkeit.
Unwesenptlich ist die Stellung der CHj-Gruppe. Somit ist auch die
Bestimmung von I neben IV méglich, die durch guschromatogra-
phisehe Analyse mit Di-n-decylphthalat als stationire Phase nicht
gelang®).

Elutionsmittet
Verbindung
A B ' C D
Menthol ........ 0,16 0,36 0,67 0,90
Neomenthol ..... 0,28 0,51 0,73 0,85
Isomenthol ...... 0,17 0,37 0,62 0,91
Neoisomenthol . .. 0,29 055 | 0,76 0,80
Tabelle t. A = Benzol; B = Benzol-Methanol (95 + 5); C = Benzol-

Methanol (75 + 25); D = Methanol

Die R¢-Werte der Tabelle 1 wurden beim Arbeiten mit manuell
hergestellten Schichten aus Kieselgel G fiir die Diinnschichtchroma-
tographie, Merck (4 g je Platte 17,5x4,5 cm) ermittelt und waren gut
reproduzierbar; Laufzeit bei 10—12 ¢m Steighthe etwa 50 min, Die
Substanzflecken wurden mit einer 20-proz. Losung von Antimon(V)-
chlorid in Tetrachlorkohlenstoff sichtbar gemacht. Eine optimale
Trennung konnte mit dem Elutionsmittel Benzol-Methanol (95 4 5
Raumteile) erzielt werden, wobei 11 vor I und 1V vor [i1l wandern.
Zunehmender Methanol-Gehalt fiihrte zu steigenden aber dichter
beieinander liegenden Rg-Werten. Bemerkenswert ist der Verlauf det
Rs-Werte in den reinen Losungsmitteln. Die Menthole mit axialer
OH-Gruppe wandern in Benzol schneller, in Methanol langsamer als
die librigen.
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