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man eine wunderschone, auffillig intensive und bestindige Blaufirbung der Losung?5).
Verglichen mit der von A. Schiéberl und M. Stock?) aufgefundenen roten Farbreaktion
auf Thiazoliumsalze mittels Nitroprussidnatriums fillt die Bestindigkeit dieser blauen
Farbreaktion ganz besonders auf. Sie wird noch eingehend iiberpriift.

Umsetzung zwischen Cystamin und Kaliumeyanid: Eine Losung von 3 g
Cystamin-hydrochlorid in 50 ccm Wasser wurde mit 13.3 ccm 2 #» NaOH und 5.3 g
Kaliumcyanid versetzt und blieb dann 1 Stde. bei Zimmertemperatur stehen. Nach dem
Ansiuern mit konz. Salzsiure wurde durch Zugabe eines {Jberschusses einer gesitt. Queck-
silber(I1)-chlorid-Liosung das Mercaptid des vorhandenen Thioles ausgefillt und abge-
trennt. Aus dem Filtrat lief sich nach Entfernung des Quecksilbers durch Schwefel-
‘wasserstoff und Eindampfen i. Vak. ein trockener Riickstand gewinnen, der mit 30-proz.
Natronlauge behandelt und mit Chloroform mehrfach ausgeschiittelt wurde. Die mit
Natriumsulfat getrockneten Ausziige hinterlieBen nach dem Abdampfen des Léosungs-
mittels 1.02g 2-Amino-thiazolin zunichst als 01, das in der Kiilte bald erstarrte. Die
1dentifizierung der Base mit dem Schmp. 86° (aus Benzol) erfolgte durch Titration (10.2 mg
verbr. 9.85 ccm n/,, HCl; ber. 10.0 ccm) und Herstellung des Hydrochlorids (Misch-
Schmp. 198%), Hydrobromids (Misch-Schmp. 171°) und Pikrats {Zerap. 235°).

Das wie oben beschrieben abgetrennte Mercaptid wurde in Wasser aufgeschlimmt,
mit Schwefelwasserstoff zersetzt und das Filtrat vom Quecksilbersulfid-Niederschlag
i. Vak. auf ein kleines Volumen eingeengt. Die SH-Reaktion in der Lésung mit Nitro-
prussidnatrium war stark positiv. Durch Zugabe der bendtigten Menge n/,, Jod (81 ccm)
wurde das vorhandene Thiol quantitativ zum Disultid oxydiert??). Dann wurde die
natronalkalisch gemachte Lisung in iiblicher Weise' mit 1.25 g Benzoylchlorid benzoy-
liert. Hierbei schied sich eine gelblichweife, zihe Masse ab, die bald erstarrte. Das Roh-
produkt lieB sich aus Athanol umkristallisieren; Schmp. 134°, Misch-Schmp. mit Di-
benzoylcystamin 134.5° 28),
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" Es wurde festgestellt, da8 Luizym, ein Fermentpriiparat aus As-
pergillus oryzae, Herzgiftglykoside spaltet, die Glucose am Aglykon
gebunden enthalten. Glucose, die endstiindig in der Zuckerkette
haftet, erwies sich gegen Hydrolyse resistent auer bei Scillaren A,
das ebenfalls teilweise zerlegt wurde.

Im Jahre 1934 konnte G. Tanret!) zeigen, daB Enzympriparate aus As-
pergillus niger aus den herzwirksemen Glykosiden verschiedener Coronilla-

25) Zuerst demonstriert in einem Vortrag des einen von uns (Sch.) vor der Physika-

lisch-medizinischen Gesellsch. in Wiirzburg am 7. 7. 1949. %) B. 78, 1240 [1940].
' *") Die Jodoxydation von Cysteamin beschreiben schon S. Gabgiel u. E. Leupold.

B. 31, 2837 [1898).

%) W. Coblentz u. S. Gabriel, B. 24, 1123 [1891]; vergl. A. Schéberl, Ztschr.
phyeiol. Chem. 218, 193 [1933]. ' )

*)} XVIL Mitteil.: B. 71, 1927 [1938].

**) Festal, ein entsprechendes Fermentpriparat der Farbwerke Hochst lieferte die
gleichen Ergebnisse. Wir danken auch an dieser Stelle dieser Firma fiir die Uberlassung
des Materials. 1) Compt. rend. Acad. Sciences 198, 1637 [1934).
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Arten Glucose abspalten kénnen. Es erschien uns daher interessant, einmal
allgemein zu untersuchen, inwieweit Luizym?), ein Fermentpriparat des
Handels, gewonnen aus Aspergillus oryzae, in der Lage ist, Herzgiftglykoside
zu hydrolysieren. Wihrend die Spaltung solcher Herzgiftglykoside, die 2-Des-
oxyzucker am Aglykon enthalten, mit Hilfe verdiinnter Sauren relativ leicht
gelingt, ohne daB dabei schon eine Verinderung des Aglykons eintritt, war
die Hydrolyse solcher Glykoside, die Glucose oder Methylpentosen am Genin
gebunden enthalten, ein bisher nicht véllig gelostes Problem. Die schone
Methode von C. Mannich und G. Siewert?®) mit Aceton-Chlorwasserstoff
bedeutet nach den bisherigen Erfahrungen auch keine allgemeine Lisung des
Problems. Ferner ist aus den Arbeiten von G. Tanret, M. Frérejacque
und T. Reichstein bekannt, daB Schneckenferment aus Heliz pomatia Glu-
cose-glykoside hiaufig zu spalten vermag. Jedoch ist die Gewinnung des Fer-
ments, vor ellem in gréBeren Mengen, schwierig und seine Haltbgrkeit be-
schrinkt4).

Es wurden von uns die folgenden Herzgiftglykoside auf ihre Spaltbarkeit
mit Luizym untersucht: 1. Quabain, 2. a-Antiarin, 3. Adynerin, 4. Digitoxin,
5. Gitoxin, 6. Convellatoxin, 7. Somalin, 8. Emicymarin, 9. Neriifolin,
10. Sarmentocymarin, 11. Oleandrin, 12. Hellebrin, 13. Cheirosid A, 14. Scil-
laren A, 15. Scillirosid, 16. Uzarin.

Die Zeitdauer der Spaltung betrug 6 Tage, die Versuchstemperatur 37°
und der py-Wert 7. Lediglich im Falle des Hellebrins wurde in einem zweiten
Ansatz beim py-Wert 4.5 gearbeitet. Der quantitative Verlauf der Spaltung
wurde durch Zuckertitration nach Bougault-Kolthoff5) bestimmt.

Es zeigte sich, daB Luizym anscheinend nur in der Lage ist, die am Aglykon
gebundene Glucose mit Sicherheit abzuspalten, wihrend*in der Zuckerkette
endstiindig angeordnete wenig oder auch gar nicht der Spaltung unterliegt.
So wurde bei den Glykosiden 1-11, die keine Glucose im Molekiil besitzen
in keinem XFall eine Spaltung beobachtet. Auch beim Hellebrin mit der An-
ordnung Aglykon-l-Rhamnose-d-Glucose lieB sich weder bei py 7 noch bei
Py 4.5 eine Spaltung feststellen. Das Cheirosid A mit der Anordnung Aglykon-
d-Fucose-d-Glucose blieb ebenfalls unverindert. Das Scillaren A mit der
Anordnung Aglykon-l-Rhamnose-d-Glucose zeigte eine Spaltung von 389,
unter Bildung von Proscillaridin A. Das Scillirosid mit der Anordnung Agly-
kon-d-Glucose zeigte in zwei Ansiitzen eine Spaltung von 729, bzw. 809,;
bei einem erneuten Einsatz des zweiten Ansatzes wurde eine Spaltung von
889, erreicht. Das Uzarin mit der Anordnung Aglykon-d-Glucose-d-Glu-
cose zeigte eine 100-proz. Spaltung zu Uzarigenin. Ein neues Glykosid aué
,,Uzaron”, das auch Glucose direkt am Aglykon enthilt und {iber das wir
spiiter berichten werden, wurde ebenfalls vollkommen zerlegt.

%) Hersteller Luitpold-Werke, Miinchen.

3) B. 75, 737 [1942].

%) G. Tanret s. Fuin. !); M. Frérejaque, Compt. rend. Acad. Sciences 225, 695
[1947), 226, 8356 [1948]; T. Reichstein, H. Huber, F. Blindenbacher, K. Mohr
u. P. Speiser, Helv. chim. Acta 84, 46 [1951].

5) I. M. Kolthoff, Die MaBanalyse, Springerverlag, Berlin 1931, 2. Aufl. S. 486.
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Nachdem kiirzlich A. Stoll und Mitarbeiter®) zwei Fermente beschrieben
haben, einmal sameneigene Enzyme von Coronilla-Arten und andererseits
Enzyme aus Luzernesamen, die in der Lage sind, Glucose vom Aglykon ab-
zuspalten, ist nunmehr im Luizym ein bequem greifbarer Fermentkomplex
gefunden, der Glucose vom Aglykon abtrennt?). Die Hydrolyse endstéindig
in der Zuckerkette angeordneter Glucose erfolgt jedoch nicht mit der gleichen
Leichtigkeit und Sicherheit, sondern ist von Bedingungen abhiingig, die noch
zu kldren sind.

Fiir die Uberlassung von Glykosidproben haben wir zu danken: Hrn. Prof. Reich-
stein, Basel, filr Neriifolin, Emicymarin und Cheirosid A, Hrn. Prof. Stoll, Basel, fiir
Scillaren A und Scillirosid, der Ciba A.G., Basel, fiir Somalin, Hrn. Dr. W. Karrer von
der Hoffmann-L.aRoche A.G., Basel, flir Hellebrin und Convallatoxin und der Sche-
ring A.G., Berlin, firr Oleandrin. Den Luitpold-Werken, Miinchen, danken wir fiir
die freundliche Uberlassung von Luizym.

Beschrelbung der Versuche

Tafel. Spaltung von Herzgiftglykosiden mit Luizym

Ausgangs-Prod. | Scillaren A | Scillirosid Uzarin
! - 2350/262°
_ SehmepuESER - B0 | (Doppel-Schmp.)
Einsatz ............. 97 mg 100 mg ‘ 106 mg 100 mg
—
Alkohol. Riickstd. ... 130 mg 128mg | 136 mg 170 mg
_Chloroform-Riickstd. . 18 mg 66_m_g_‘ — —
Chloroform + Athanol- ] \
(2:1)-Riickstd. .... ’ 73 mg 5 mg 80 mg ' 60 mg
_WaBr. Rijckstd. ..... | 40 mg 56mg 55 mg 98 mg
Zucker gef. ...... L. 10mg 21 mg ' 24 mg (26.5) _ 5lmg
_Zucker ber. ......... ‘ 26 mg 29 mg I 30 mg __| 51 mg
Spaltung............ o 38% | 12% | 80% (88%) 100%
Spaltprod. u. Schmp. . 'Proscillaridin | Scillirosidin . Uzarigenin
\ A (Athanol/Wasser) ab
\ 21202160 | 170° 205° Sintern unt.
I Feuchtigkeitsabgabe,

‘ I | dann Schmp. 240°
Siimtliche Schmelzpunkte wurden mit dem Schmp.-Apparat nach Kofler ermittelt.

¢) A. Stoll, A. Pereira u. J. Renz, Helv. chim. Acta 82, 203 [1949]; A. Stoll
u. J. Renz, Helv. chim. Acta 88, 286 [1950].

7) Wihrend der Zusammenstellung dieser Arbeit erhielten wir Kenntnis von einer
Arbeit von A. Stoll und Mitarbeitern (vergl. A. Stoll, J. Renz u. A. Brack, Helv.
chim. Acta 84, 397 [1951]), in der Fermentextrakte aus zahlreichen ‘Penicillium- und
Aspergillus-Arten in ihrer Wirkung auf Scillirosid, Digilanid und Desacetyldigilanid unter-
sucht wurden. Scillirosid wurde danach durch Fermentpriparate aus Aspergillus oryzae
gespalten, am Desacetyldigilanid wurde die endsténdige Glucose in der Zuckerkette teil-
weise abhydrolysiert, wihrend die Digilanide nicht angegriffen wurden. Scillaren A und
k-Strophantin-3 zeigten unter Einwirklung des Priparats aus dspergillus oryzae auch
Abspaltung der endstindigen Glucose. _

8) Wir fanden den Schmelzpunkt des Scillarens A niedriger, als A. Stoll und Mit-
arbeiter angeben (A. Stoll, E. Suter, W. Kreis, B. B. Bussemaker u. A. Hoffmann,
Helv. chim. Acta 16, 703 [1933]). Nach einer Privatmitteil. von Hrn. Prof. Stoll ist
dieser jedoch stark abhingig von der Art des Erhitzens und vom Alter des Priiparats.
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Es wurden etwa 100 mg Glykosid in 100 ccm heiBem dest. Wasser gelost bzw. auf-
geschlimmt. Nach Abkéihlung wurden 100 mg Luizym und 1 ccm Toluol zugesetzt.
Jetzt verblieb der Ansatz 6 Tage im Thermostaten bei 37°. Im Anschlu8 daran wurde
i.Vak. auf 26 ccm eingeengt, mit 150 ccm Athanol versetzt, kurz aufgekocht und heiB
filtriert. Die blanke alkohol. Lésung wurde i. Vak. eingedampft, der Riickstand in 10 ccm
dest. Wasser aufgenommen und je dreimal mit 25 ccm Chloroform und mit 25 cem Chloro-
form + Athanol (2: 1), oder sechsmal mit 25 ccm Chloroform + Athanol (2:1) ausgeschiit-
telt. Die Extrakte passierten drei Schiitteltrichter mit je 3 ccm dest. Wasser. Die Ex-
trakte sowie die vereinigten wiillr. Phasen wurden i.Vak. eingedampft. Aus den Riick-
‘stinden der Extrakte wurden die Kristallisate gewonnen, wihrend im Riickstand der
wibBr. Phasen der Zucker durch Titration bestimmt wurde. Zur Titration ist hinzuzu-
figen, daB bei Einsatz von 100 mg Luizym unter den angegebenen Arbeitsbedingungen
ein Zuckerblindwert von 8--10 mg einzusetzen ist.

87. Rudol? Tschesche, Friedhelm Korte und Rudolf Petersen:
Uber Pteridine, II. Mlttell.') Zur Synthese der Pteroyl-glutaminsiure

[Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Staatainstituts der Universitdt
Hamburg]

(Eingegangen am 24. Mirz 1951)

Es wird iiber eine mit verhiiltnismaBig guten Ausbeuten und repro-
duzierbar verlaufende Synthese der Pteroyl-glutaminsiure berichtet.

Bei der Synthese des Erythropterins!) war die leichte Austauschbarkeit des
Broms im 6.8-Dioxy-2-amino-9-bromacetonyl-pteridin gegen OH und auch NH,
aufgefallen. Da in der bromierten 6-Oxy-2-amino-pteridyl-(8)-essigsiure (I)
das Brom #hnlich reaktionsfihig erschien, versuchten wir diese mit pZAmino-
benzoyl-glutaminsiure (II) zur Pteroyl-glutaminsiure (III) umzusetzen.

OH ¢ coH cOH
N/\( —CHBr + H.N\ >—co NH- CH —>
Y 951 ’

HN N N CH,
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COH
}()\( \-CH,-NH \—co NH-CH
/\ /\ 7 CH,
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Gegeniiber der Mehrzahl der bekannten Verfahren zur Synthese dieser Ver-
bindung — durch gleichzeitigen Umsatz dreier Komponenten®?) — kann bei
dieser Reaktion keine Verbindung entstehen, welche die p-Amino-benzoyl-

*) II. Mitteil.: B. 84,485 [1961]. ) R. Techesche u. F. Korte, B. 84, 77 [1951].

!) M. E. Hultquist, E. Kuh u. a., Journ. Amer. chem. Soc. 70, 23 [1948].

3 R. B. Angier, E. L. R. Stokstad, J. H. Mowat u. B. L. Hutchings, Journ.
Amer. chem. Soc. 70, 25 [1948]; J. H. Boothe, C. W. Waller, E. L. R. Stokstad w
B. L. Hutchings, Journ. Amer. chem. Soc. 70, 27 [1948].





