Die Gesamtheit der chemischen und biologischen Befunde
erlaubt die Annahme, da die Zuckerketten im NN-Antigen
nur aus vier bis sechs Monosacchariden bestehen, wiahrend
im Meconium-Antigen erheblich lingere Ketten angenom-
men werden miissen. Die immunologische Spezifitit diirfte
von noch kleineren Oligosaccharidgruppen bestimmt werden:
multiple Einheiten von nicht mehr als zwei Zuckern fiir die
Vicia-Spezifitit und nicht mehr als vier fiir die mit mensch-
lichem Serum gemessene N-Spezifitit. Die Gesamtzahl der
Ketten mit N-Spezifitit, mit menschlichem Serum bestimmt,
betrigt maximal etwa 300 pro Molekiil NN-Antigen [96],

ZUSCHRIFTEN

Die MM- und NN-Antigene konnen, da sie mehrere biologi-
sche Funktionen besitzen, nicht nur in der Blutgruppensero-
logie, der biochemischen Genetik des Menschen und der
Virologie als Modelle dienen, sondern auch auf einigen an-
deren Gebieten. Es handelt sich hier erstmals um physika-
lisch homogene, chemisch definierte Zellmembrankompo-
nenten eines Sidugers, die eine Blutgruppenaktivitit der glei-
chen Groéflenordnung wie die besten aus Korperfliissigkeiten
isolierten ABH(0)-Glykoproteine zeigen (bestimmt mit ihren
Antikorpern).

Eingegangen am 17. Mirz 1966, ergidnzt am 17. August 1966 [A 535]

Synthese der zentralen octacyclischen Struktur des
Calebassencurare-Hauptalkaloids C-Curarin-T [

Von Prof. Dr. H. Fritz und Dipl.-Chem. R. Oehl

Institut fiir Organische Chemie
der Universitdt Frankfurt am Main

Eliminiert man formal aus dem C-Curarin-I[21 (1) die in der
Peripherie angegliederten Ringe D und E sowie D’ und E/,
so erhilt man ein octacyclisches Ringsystem (2), den Chro-
mophor des Alkaloids. Es ist uns gelungen, diesen lange ge-
suchten 31 Chromophor zu synthetisieren, dessen strukturelle
Besonderheit das in seiner Mitte befindliche, von einem
Athersauerstoff iiberbriickte Diazacyclooctadien-System ist.

LaBt man eine dquimolare Mischung des vinylogen Form-
amids (3)[4 und des Imidchlorids (4) 5] in wasserhaltigem
Ather gelost etwa 18 Std. bei 20 °C stehen, so wird zunichst
in etwa 20-proz. Ausbeute in stereospezifischer Reaktion das
Racemat des Indolins (8) (Fp = 216 °C) gebildet 5.
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Fiir die Konstitution (8) sind beweisend: die Elementarana-
lyse, das UV-Spektrum (Indolin-Absorption), das IR-Spek-
trum (Atherbande bei 8,38 1; keine OH- und NH-Bande)
und das Massenspektrum (MT = 426). Insbesondere beweist
das NMR-Spektrum (in CDCls), zusammen mit MG = 426,
zwei dquivalenteC-Methylgruppen (6H-Singulett bei v = 8,93;
TMS als interner Standard) und zwei #quivalente
Aminoacetal-Protonen (2H-Singuletti6] bei T = 4,63). Aus
der Aquivalenz dieser Gruppen folgt die fiir Formel (8) ge-
forderte Symmetrie C,. Das zentrale tricyclische System von
(8) — das sich im Modell praktisch spannungsfrei aufbauen
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1aBt — ist mit Adamantan isoster, und zwar ist es ein sub-
stituiertes 2,6-Dioxa-4,8-diaza-adamantan. Sehr wahrschein-
lich stimmt die aus C-Curarin-I erhaltene ,,Indolinbase-VII*
bisher unbekannter Konstitution (7! in ihrer zentralen nona-
cyclischen Struktur mit Verbindung (8) iiberein.

(8) entsteht aus (3) und (4) und einem Molekiil Wasser ver-
mutlich iiber (5), (6) und (7).

Durch sdurekatalysierte Dehydratisierung (methanol. 1 N
HCI; 20°C; 24 Std.) 148t sich (8) mit (2) (Fp = 205°C) —
das hierbei in ebenfalls sterisch einheitlicher Form entsteht —
ins Gleichgewicht setzen. Es resultiert eine Mischung von (8)
und (2) im Molverhiltnis ~ 1:1, gleichgtliltig ob man von
reinem (8) oder von reinem (2) ausgeht. Die beiden Sub-
stanzen lassen sich leicht chromatographisch an Kieselgel-G
mit Benzol als FlieBmittel priparativ trennen und kristalli-
sieren leicht.

Mit der Konstitution (2) sind im Einklang: die Elementar-
analyse, das massenspektrometrisch ermittelte Molekular-
gewicht 408 und das IR-Spektrum (keine OH- und NH-
Bande). Aus dem NMR-Spektrum ist ersichtlich, daB (2),

CHa

(8)

SN

HCHO-CH

ebenso wie (8), Co-Symmetrie besitzt, da die sechs Protonen
der beiden C-Methylgruppen ein scharfes Singulett bei 7 =
8,87 (in CDCls; TMS als interner Standard) verursachen.
Die beiden an den Enamin-C-Atomen stehenden Protonen
zeigen ein durch Allylkopplung schwach aufgespaltenes
Signal bei T = 3,30, das an genau der gleichen Stelle liegt,
wie das Signal dieser Protonen im Nor-C-curarin-1{2bl. Da-
mit kann fiir unser Syntheseprodukt eine zu (2) alternative
Formel (O-Briicke zwischen den beiden CH-Gruppen und
entsprechend andere Lage der Doppelbindungen) mit Sicher-
heit ausgeschlossen werden, da in dieser die beiden relevanten
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Protonen an Aminoacetal-C-Atomen stehen wiirden und da-
her ihre Rescnanzsignale bei wesentlich hoherem Feld er-
scheinen miifiten.

SchiieBlich stimmt das UV-Spektrum von (2) (siche Abb.)
mit dem von C-Curarin-I (1)18! so gut berein, wie es auf
Grund der vereinfachten Struktur méglich ist. Die héhere
Alkylsubstitution im Alkaloid (1) im Vergleich zu (2) macht
sich dadurch schwach bemerkbar, daB im Spektrum von (1)
das kiirzerwellige Maximum um 2 mp und das langerwellige
um 7 my bathochrom gegen das Spektrum von (2) verscho-
ben sind.

ng

UV-Spektiren
A Synthetisches C-Curarin-I-Derivat (2), 0,390 mg in 25 ml Methanol;
B: C-Curarin-I-dichlorid (1)2C12, 0,507 mg in 25 ml Methanol.

Die fiir C-Curarin-I typische Farbreaktion mit Cerisulfat/
Schwefelsiure [8] zeigt in der gleichen Nuance und Intensitit
(intensiv blau) auch unser synthetisches C-Curarin-I-Derivat
(2).

Eingegangen am 12. August 1966 [Z 321}
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Quartarstruktur und Farbe von Crustacyanin
Von Prof. Dr. R. Kuhn und Dipl.-Chem. H. Kiihn

Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung,
Institut fiir Chemie, Heidelberg

Aus den Panzern des Hummers 148t sich ein blaues Chromo-
proteid (Crustacyanin) isolieren(1l, dessen prosthetische
Gruppe Astaxanthin (3,3'-Dihydroxy-4,4’-dioxo-p-carotin)
ist [2). Wir entkalkten die Panzer mit Calgon®; die entkalkten
Panzer gaben das Chromoproteid leicht an Phosphatpuffer
(pH = 7) ab. Die Reinigung erfolgte durch Aussalzen mit
Ammoniumsulfat und durch priparative Ultrazentrifugation.
a-Crustacyanin, das native Chromoproteid (Ayax = 632 mp
in Wasser), ist in 0,2 M Phosphatpuffer (pH = 7) monatelang
bestdndig. Als einheitlich erwies es sich in der analytischen
Ultrazentrifuge, beim fraktionierenden Aussalzen mit Ammo-
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niumsulfat und bei der Elektrophorese. Die Extinktions-
koeffizienten 1-prozentiger wiBriger Losungen (1 cm Schicht-
dicke) betragen: Ez78 my = 19,4 £ 0,4 und Eg3z mp = 65 2.
Auf 19000 + 1000 g Chromoproteid kommt 1 Mol Astaxan-
thin. «-Crustacyanin enthilt 15,7 % N (nach Dusmas) und
folgende Aminosiuren(3] (g Anhydroaminosiure/100 g
Chromoproteid): Lys 6,86; His 1,99; Arg 4,37; Asp 12,95;
Thr 5,71; Ser 5,58; Glu 8,41; Pro 4,69; Gly 2,61; Ala 5,58;
Val 6,64; Ileu 3,82; Leu 4,20; Phe 8,67; Tyr 9,76; Cys 1,39;
Try 2,5.

a-Crustacyanin hat ein Molekulargewicht von ca. 310000; es
enthilt 16 Molekiile Astaxanthin gebunden. Der Staudinger-
Index betrigt bei 20 °C etwa [n] = 0,09 dl/g, und das Achsen-
verhiltnis etwa 10:1 (ein Rotationsellipsoid [4] vorausgesetzt).

Untereinheiten vom Molekulargewicht ca. 38000 (= [3-Cru-
stacyanin, Amax = 585 mp in Wasser) entstehen aus «-
Crustacyanin in neutralem Phosphatpuffer geringer Ionen-
starke; (-Crustacyanin enthidlt noch zwei Molekiile Asta-
xanthin pro Proteinmolekiil gebunden.

In saurer Losung (pH = 3,7 bis 3,0) sowie in neutraler 0,15 %,
Natriumdodecylsulfat enthaltender Losung dissoziieren o-
und (-Crustacyanin zu Untereinheiten vom Molekularge-
wicht ca. 20000; das Absorptionsmaximum verschiebt sich
dabei nach 440 mp (saure Lésung) oder nach 482 my. (Dode-
cylsulfat-Lésung). Diese Untereinheiten enthalten noch je
ein Molekiil Astaxanthin gebunden.

Durch Einwirkung von Alkalien (pH > 11) oder Harnstoff
(= 4 M) konnen o- und B-Crustacyanixi noch weiter zerlegt
werden in kleinere, farblose Untereinheiten, die mit nur
1,2 S sedimentieren, und in eine farbige Komponente, die
schneller sedimentiert (Amax der gesamten Losung = 400muy.).

Wie «-Crustacyanin erwiesen sich auch f-Crustacyanin und
die Untereinheiten vom Molekulargewicht ca. 20000 in der
Ultrazentrifuge als einheitlich.

Die Anderungen der Quartarstruktur, die «- und p-Crusta-
cyanin unter dem EinfluB von Siduren, Basen oder Harnstoff
erleiden, sind reversibel: Bei Neutralisation bzw. Dialyse
gegen Phosphatpuffer erhilt man aus den Losungen der Un-
tereinheiten von a-Crustacyanin dieses zuriick. Das Produkt
unterscheidet sich in der Ultrazentrifuge nicht von nativem
o-Crustacyanin. Aus {3-Crustacyanin entstehen mit Sduren,
Basen, Harnstoff oder Detergentien Untereinheiten mit den-
selben Amax-Werten und Molekulargewichten wie aus o-
Crustacyanin; die Neutralisation oder Dialyse der Lésungen
dieser Untereinheiten liefert aber nur 3-Crustacyanin zuriick,
kein «-Crustacyanin. Dem entspricht, daB die Bildung von
B-Crustacyanin aus «-Crustacyanin nicht umkehrbar ist.

2 Molekular-
Substanz [r?:]x gewicht Methode
bei 20°C
a~-Crustacyanin 632 320000 Ultrazentrifuge
307000 Lichtstreuung [5)

{3-Crustacyanin 585 36000 Ultrazentrifuge

39500 Ostaometrie [6]
o~ oder 3-Crust. nach 482 19600 Ultrazentrifuge
Behandl. mit 0,15 %
Na-Dodecylsulfat
1~ oder B-Crust. 440 19300 Ultrazentrifuge
bei pH = 3,5
o~ oder B-Crust. 400 < 10000 Ultrazentrifuge
bei pH = 13 -
«~ oder B-Crust. in 8 M | 400 < 10000 Ultrazentrifuge
Harnstoff-Losung -
Aquivalentgewicht von 19000 Photometrie,
«- und §-Crustacyanin Trockengewicht
(bezogen auf 1 Mol
Astaxanthin)

Eingegangen am 9. August 1966 [Z 310]
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