Nichtenzymatische Reduktion von Methylenblau
und 2.6-Dichlorphenolindophenol durch reduzier-
tes Di- und Triphosphopyridin-nucleotid

Von Dipl.-Chem. F. Wagner, Prof. Dr. J. Convit, Apotheker
E. Bernt und Dr. M. Nelbtck

Escuela josé Vargas, Hospital Vargas, Caracas (Venezuela)
und

Biochemische Abteilung der C. F. Boehringer & Soehne
GmbH.', Tutzing

Entgegen der bisherigen Vorstellung wird Methylenblau (MB)
von reduziertem Di- oder Triphosphopyridin-nucleotid,
DPNH oder TPNH, ohne Enzymzusatz in stochiometrischer
Reaktion zu Leukomethylenblau (MBH;) entfirbt, wenn
Licht eingestrahlt wird. Am wirksamsten ist Licht der Wel-
lenldngen 600 bis 700 my.

Das bei der Reaktion gebildete DPN bzw. TPN ist in enzy-
matischen Reaktionen voll aktiv, wie wir mit den DPN-ab-
hingigen Enzymen lactat-Dehydrogenase und Alkohol-De-
hydrogenase und den TPN-abhingigen Enzymen Glutathion-
Reduktase und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase zeigen
konnten.

2.6-Dichlorphenolindophenol wird gleichfalls reduziert, nicht
dagegen Triphenyl-tetrazoliumchlorid.

reaktion der ProzeB wiederholt. So reichen katalytische
(statt stochiometrische) Mengen der teuren Coenzyme aus,
um z, B. Glucose-6-phosphat auch priparativ mit Luftsauer-
stoff zu 6-Phosphogluconat zu oxydieren.
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Additionsreaktionen von Inaminen [1]
Von Dr. H. G. Viehe, Dr. R. Fuks und M. Reinstein [1a]

Union Carbide European Research Associates,
Briissel (Belgien)

Inamine [2] reagieren mit zahlreichen Verbindungen bei meist
sehr milden Bedingungen unter Anlagerung an die durch den
Stickstoff polarisierte Dreifachbindung. Beispiele zeigen die
folgenden Reaktionsgleichungen. Das Bestreben der Inamine
(die man als innere Anhydride von Carbonsiureamiden auf-
fassen kann) zur Wasseranlagerung ist so stark, daB sie ver-
sprechen, allgemein interessante Anhydrierungsreagentien zu
werden. So verliuft die Bildung von Siureanhydriden mit
Inaminen schneller als mit Dicyclohexylcarbodiimid oder
Athoxyacetylen.

1. Cycloadditionen
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Die gleichen Reaktionen erhielten wir mit reinstem DPNH
und TPNH. Wir trennten Proteinspuren durch Dialyse ab
und zerstorten mogliche geringste Enzymaktivititen durch
Erhitzen der Coenzymldsungen auf 100 °C. Eine enzymatische
Reaktion (z. B. Diaphorase) ist somit auszuschlieSen.
Flavinadenindinucleotid (4-1075M) beschleunigt die Reoxy-
dation von MBH, zu MB durch Luftsauerstoff, was zu einer
schnelleren Oxydation von DPNH fithrt. Glutathion (10-4M)
und Eisen(IIT)-chlorid (3-10~5M und 3:10~4M) beeinflussen
die Reaktionsgeschwindigkeit nicht.

Da DPNH und TPNH ohne Licht nicht mit MB reagieren,
kann man in einer Dunkelreaktion in Gegenwart von MB

Fp = 228°C, Ausb. 91%[4]

2. Anhydrierungsreaktionen

H;0 1§
[R—C-‘C-N< — R-CHZ-C-N<}

a) Amidbildung [3]
W
C5H5C 'N'CGI‘I5

Inamine
——

C5H5COOH + HzN'CsHs

b) Sidureanhydridbildung

‘ CeHsC=C—N(CH3)2

‘ (CH3)3;C—C=C—N(CHy), | CeHyj—N—C—=N—CsH;, | HC=C—OC;Hs

n-CyH;COOH
CsH;COOH
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Substrate von Dehydrogenasen mit DPN oder TPN oxydie-
ren. In anschlieBender Lichtreaktion wird MB vom entstan-
denen DPNH bzw. TPNH zu MBH; hydriert und DPN bzw.
TPN zuriickgebildet. Beliiftet man gleichzeitig, so wird das
autoxydable MBH, reoxydiert und mit erneuter Dunkel-
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In der Tabelle sind die Ausbeuten [%] nach 5 min Reaktions-
zeit in Benzol bei 10 °C angegeben. Die Werte wurden durch
titrimetrische Bestimmung des Saureverbrauchs ermittelt.
In Klammern die Ausbeuten an isoliertem Sdureanhydrid.

¢) Umwandlung von Alkoholen in ihre Halogenide

CgH~C=C-N(CH,),

- + -
n-CroHnOH + HCI CH,C1,, ~80 bis 0°C/ 15 min> CrotlzCl
Ausb. 85% [5]
CH,~C=C-N(CH,)
n-C OH + HBr ke 22 n-C Br
1ofla CH,Cly, ~80 bis 0°C/15 min 10
Ausb. 81% [5]

CeHs-CHay-
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CeHyC=C-N(CH,);, Ather

Einleiten bei ~80°C
Pyrolyse bei 300°C im Vakuum

CH,OH + HF CgHs-CHy-CHF

Ausb. 60-90% [5)
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(CH3)pN-C=C-N(Cliz)y + CgHs-NH,

(CHg)sC-C=C-N(CHs)z + HoN-OH Ather, 20°C_

3. Anlagerung von Aminen

a) Amine

Ather, ut
——

{CH3)N-CH,-C

0\

CoHy

Kp ca. 110°C/0,02 Torr

Ausb. 80%
b) Amidoxime

0
“on
Fp = 114°C
Ausb. 73%
¢) Amidhydrazone
Acetonitril /N(CH;;)z
2 CgHy-C=C-N(CHy)p + HpN-NH, 22w CgH5-CH,-C
20°c, HY N

!
N

Il
Cell5-CHy-C-N(CHjg)s

Fp = 147-148°C

Ausb. 50%
4. Anlagerung von Alkohol
Ather N(CHz)2 H,0
CgHs-C=C-N{CHj3); + CH;OH ——> CgHs-CH=C —
20°C, HY \OC2H5 HCIL
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Peptidsynthesen mit Inaminen [1}]
Von Dr. R. Buyle und Dr. H. G. Viehe

Union Carbide European Research Associates,
Briissel (Belgien)

[namine sind ausgezeichnete Anhydrierungsreagentien [2].
Unter anderem gelingt in ihrer Gegenwart leicht die Synthese
von Carbonsdureamiden aus Aminen und Carbonséduren.
Wie die folgenden Beispiele zeigen, erhilt man auf gleiche
Weise praktisch quantitative Ausbeuten an Peptiden.

1. Zu einer Losung von 1,27 g Biscarbobenzoxy-L-cystin und
0,8 g Dimethyl-L-aspartat in 30 ml Tetrahydrofuran gibt man
bei 35—40°C im Verlauf von 1 Std. eine Lodsung von 1g
Dimethylamino-phenylacetylen oder Dimethylamino-t-butyl-
acetylen in 25 ml Tetrahydrofuran. Man erhilt Biscarbobenz-
oxy-L-asparaginsiure-dimethylester (Fp = 82°C aus Ather/
Petrolather) mit einer Ausbeute von 99 % (1,95 g).
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N(Cliz)z

(CHB)S'CHz_C\\_N(CH;;)z
N

CgHs-CH,-C

2. Die Umsetzung von 1,50 g vy-Methyl-carbobenzoxy-L-
glutamat mit 0,80 g Dimethyl-L-aspartat ergibt unter gleichen
Bedingungen 2,1 g = 97 % des Peptids.
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Bicyclo[3.3.1lnonan-2-0l aus 4-Cyclooctenyl-
methyl-toluolsulfonat

Von Doz. Dr. M. Hanack und Dipl.-Chem. W. Kaiser
Chemisches Institut der Universitiat Tiibingen

Bei der Acetolyse von 4-Cycloheptenylmethyl-p-brombenzol-
sulfonat entsteht Bicyclo[3.2.1]Joct-2-yl-acetat [1]. Die trans-
anulare Beteiligung der Doppelbindung fithrt auch bei der
Solvolyse von 4-Cyclooctenylmethyl-Derivaten zu bicycli-
schen Reaktionsprodukten.

v
\

0OC ,Hs

Das aus 4-Cyclooctencarbonsiure [2] leicht zugingliche
4-Cyclooctenylmethanol (p-Nitrobenzoat, Fp = 52—53°C)
wurde in sein Tosylat (1), Tos = —S02CsH4CHj, Fp = 29
bis 30°C, tibergefiihrt und dieses in Gegenwart von Natrium-
acetat in absolutem Eisessig 48 Stunden auf 60 °C erhitzt.
Nach Reduktion der gebildeten Acetate mit LiAlH4 wurden
(neben nicht identifizierten Kohlenwasserstoffen) 60 9%, einer
Alkoholfraktion erhalten, die tberwiegend aus Bicyclo-
[3.3.1]nonan-2-ol {2} [3] bestand. Die Oxydation der Alko-

OCHZOT 0s r OH

(1) (2)

hole ergab neben Bicyclo[3.3.1]nonan-2-on [3,4] 18 9{ eines
weiteren Ketons, bei dem es sich vermutlich um Bicyclo-
[4.2.11nonan-2-on handelte.
Die Beteiligung der Doppelbindung zeigte sich auch in der
Acetolysegeschwindigkeit von (). Die Reaktion verlduft
fiinfzigmal schneller als die Acetolyse des Cyclooctanyl-
methyl-toluolsulfonates.
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