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menge blieb verharzt im Kolben zuriick. Das Ol erwies sich bei der Analyse als Gemisch
aus etwa 439, des gewiinschten Ketals und 579, Enolmethylather:

Fiir Ketal C;H,,0; (146.1) Ber. OCH, 42.4

Fiir Enolather CgH,,O, (114.1) Ber. OCH,27.2 Gef. OCH, 33.18 (nach Arndt%))

Das UV-Spektrum dieses Enolither-Ketal-Gemisches zeigte in Methanol bei sofortiger
Messung Amax = 247 my (e = 6500)%),

Die ,,Saure-Spaltung® der untersuchten $-Diketone wurde durch den zeitlichen
Abfall der e-Werte der langwelligen Enolat-Bande in 5 n Natronlauge bei Zimmertemp.
verfolgt:

Tafel 3. Abfall der Extinktion der lingstwelligen Bande beim Stehenlassen
der Lésung in 57 Natronlauge

Diket Fmax
B-Diketon nach 5 | 10 | 15 | 2 | 30 |60
VII. Acetylaceton®) — — 10000 7000 2400 300
VIII. 2-Acetyl-cyclo-
hexanon 11000 7100 — 4000 2000 —
1V.,,Spiran“ 22700 — — — — 22700

*) Messung von E. Merkelt?),

Durch graphische Extrapolation wurden fiir die Enolate von VII und VIII die in
Spalte 5 der Tafel 1 (8. 110) eingetragenen Werte ermittelt.

Die UV-Spektren wurden mit Hilfe eines Beck man-DU-Quarz-Spektrophotometers
(1 cm Kiivettenlinge) aufgenommen.

Die Methoxylbestimmungen ,,nach Arndt* und die meisten Elementar-Analysen wur-
den vom Mikrolaboratorium des Forschungsinstituts fiir die Chemie des Holzes und der
Polysaccharide, Heidelberg, die iibrigen im Untersuchungslaboratorium der BASF aus-
gefiihrt.

16. Richard Kuhn und Reinhard Brossmer, mithearbeitet von
Walter Schulz: Uber die prosthetische Gruppe der Mucoproteine des
Kuh-Colostrums

[Aus dem Max-Planck-Institut fir Medizinische Forschung Heidelberg,
Institut fir Chemie]

(Eingegangen am 9. November 1953)

Mit verdiinnter Saure (pg ~1) laBt sich aus der durch Dialyse
gereinigten Mucoprotein-Fraktion des Kuh-Colostrums eine schon
kristallisierende, niedrigmolekulare Substanz abspalten, deren Eigen-
schaften mit denjenigen der Sialinsiure von G. Blix und der Me-
thoxyverbindung der Neuraminsiure von E. Klenk verglichen
werden.

Die Hamagglutination durch Influenza-Virus!) wird durch zahlreiche Muco-
proteine bzw. Mucopolysaccharide gehemmt?). A. Gottschalk?) fand, dafl
unter der Einwirkung des Influenza-Virus aus diesen Substanzen eine stick-

1} G. K. Hirst, J. exp. Med. 76, 195 [1942]; 78, 99 [1943].

2) F. M. Burnet, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 403 [1948]}; Proc. Roy. Soc.
{London], Ser. B. 188,47 [1951]; I. Tamm u. F. L. Horsfall, Proc. Soc. exp. Biol.
Med. 74, 108 [1950]; J. exp. Med. 95, 71 [1952].

3) Nature [London] 167, 845 [1951].
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stoffhaltige Verbindung in Freiheit gesetzt wird, die er fitr ein N-substituiertes
Fructosamin hielt%). L. Odin®) erkannte, dafl die auf die Agglutination
durch Influenza-Virus hemmend wirkenden Produkte aus Eiklar, Ovomucin,
Allantois-Fliissigkeit, Ovarial-Cysten, Follikelfliissigkeit u.a. beim Erwdrmen
mit salzsaurem p-Dimethylamino-benzaldehyd nach P. Ehrlich — ohne vor-
angehende Einwirkung von Alkali — eine purpurrote Farbreaktion geben.
Diese fithrte er auf einen Gehalt an Sialinsiure zuriick, die I. Werner®)
auch in dem von R. J. Winzler?) und K. Schmid?®) aus Blutplasma iso-
lierten sauren Mucoprotein nachgewiesen hatte. Bereits 1936 konnte G. Blix?®)
aus Submaxillaris-Mucin Sialinsiure kristallisiert gewinnen, die aber aus an-
deren Mucinen bisher noch nicht isoliert worden ist. Noch ehe die Entwick-
lung auf dem Virus-Giebiet einsetzte, hat N. Hiyama'®) die Aufklirung der
die Ehrlich-Reaktion direkt gebenden Strukturen der Mucine als ,,very fasci-
nating problem** bezeichnet und durch alkalischen Abbau einer amorphen
prosthetischen Gruppe des Submaxillaris-Mucins Pyrrol-a-carbonséure erhal-
ten. K. Klenk und K. Lauenstein!') verdankt man die wichtige Fest-
stellung, daB sich aus den virus-hemmenden Mucoproteinen des Harns und
der Submaxillarisdriisen durch Erhitzen mit methanolischer Salzsdure auf 103°
die gut kristallisierende Methoxy-Verbindung der Neuraminsdure gewinnen
1aBt, die . Klenk 1941 als Abbauprodukt von Gangliosiden entdeckt hatte 12).
Nach dem Verfahren von E. Klenk konnte auch aus Mucopolysacchariden
der Frauenmilch13) und aus dem Stroma von Pferde-Erythrocyten!?) die Me-
thoxy-Verbindung der Neuraminsidure erhalten werden.

Im Zusammenhang mit den dargelegten Problemen!?) haben wir die mit
Ehrlichs Aldehyd direkt Farbstoff bildende Substanz der Kuhmilch (L. Odin)?)
niher untersucht und gefunden, daB Kuh-Colostrum daran noch reicher ist.
Die Farbstoff bildenden Mucoproteine dialysieren nicht durch Cellophan und
lassen sich im Gegensatz zu anderen Proteinen des Colostrums weder durch
Erhitzen noch durch Trichloressigsiure oder Sulfosalicylséure in der Kailte
fillen.

Aus den durch Dialyse gereinigten Mucoprotein-Fraktionen kann man durch
verdiinnte Saure in der Wirme eine niedrigmolekulare, leicht dialysierende
stickstoffhaltige Substanz gewinnen, die auf dem im Versuchsteil beschrie-

4) Siehe auch A. Gottschalk, Nature [London] 170, 662 [1952].

5) Nature [London] 170, 863 [1952].

6) 1. Werner u. L. Odin, Acta Soc. med. Upsal. 57, 230 [1952].

7y R. J. Winzler und Mitarbb., J. biol. Chemistry 185, 561 [1950].

8) J. Amer. chem. Soc. 72, 2816 [1950].

%) Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 240, 43 [1936].

10) Tohoku J. exp. Med. 51, 319 {1948].

11y Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 291, 147 [1952].

12) Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 268, 50 [1941].

13) J. R. E. Hoover, G. A. Braun u. P. Gyorgy, Arch., Biochem. Biophysics
(i. Druck).

14) T, Yamakawa u. S. Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] 38, 199 [1951]; 39, 175
[1952].

15) Siehe auch K. Hummeler, P. Gyorgy, J. R. E. Hoover u. R. Kuhn, Science
[Washington] (i. Druck).
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benen Wege kristallisiert erhalten worden ist. Ob es sich um die intakte
prosthetische Gruppe oder aber bereits um ein Abbau-Produkt derselben han-
delt, bedarf noch der Priifung. Die gewonnenen schneeweilen Nadeln (Ab-
bild. 1) zersetzen sich unter Schwarzfirbung bei 183—-185°, nachdem erst kurz
vorher zunehmende Braunung einsetzt. In Abbild. 2 sind Debye-Scherrer-
Aufnahmen der Methoxy-Verbindungen der Lactaminsidure (a) und der Neura-
minsdure (b) wiedergegeben.

Abbild. 1. Prosthetische Gruppe aus den Mucoproteinen des Kuh-Colostrums,
umkristallisiert aus Methanol-Ather-Petrolather

Abbild. 2. Debye-Scherrer-Aufnahmen der Methoxy-Verbindungen der Lactaminsiure (a)
nnd der Neuraminsdure (b)

Die Substanz gibt beim Erwérmen mit salzsaurer p-Dimethylamino-benzaldehyd-
Loésung (Ehrlich), ohne Vorbehandlung mit Alkali, starke Rotfirbung. Mit einer salz-
saurcn Lésung von Orcin (Bial) in der Wirme tritt ein violettstichig roter Farbstoff auf,
der mit blaustichig roter Farbe in Amylalkohol geht. Kocht man mit 2 n Salzsaure, so
firbt sich die Liosung zunehmend braun und scheidet bald braunschwarze Flocken ab.
Mit hochverd. Eisen(III)-chlorid-Losung tritt eine lebhaft gelbe Fiarbung auf. Zur Lokali-
sierung auf Papierchromatogrammen ist Einwirkung von Chlorgas und anschlieBende Be-
handlung mit einer alkoholisch-wéfirigen Losung von Benzidin-Hydrochlorid, die eine
Spur von NaJ enthilt, geeignet. Man erhilt Blaufarbung, die nach etwa !/, Stde. in Violett
iibergeht und spiter verblaBt'®). In sek. Butanol : Eisessig: Wasser —= 4:1:5 wandert die
kristallisierte Substanz aus Kuh-Colostrum einheitlich mit einem Rp-Wert von 0.83
(Methoxyneuraminsiure 0.72). In sek. Butanol: Aceton: Eisessig: Wasser=3:3:1.5:2.5 ist
Rp =0.69 (Methoxy-neuraminsiure 0.37). Mit saurem Anilinphthalat bekommt man keine
6y Vergl. H. N. Rydon u. P. W. G. Smith, Nature [London] 169, 922 [1952]; R.
Kuhn, F. Zilliken u. A. Gauhe, Chem. Ber. 86, 466 [1953].
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braune Farbung. Fehlingsche Losung wird auch in der Siedehitze nicht reduziert; Hypo-
jodit unter den Bedingungen von M. Macloed und R. Robinson!’) nicht verbraucht.
Die Ninhydrin-Probe ist véllig negativ, auch in streng neutraler Losung.
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Abbild. 3. Ultrarotspektrum der Methoxy-Verbindung der Lactaminsiure

Die bisher durchgefiihrten Elementaranalysen, die wir als vorldufig be-
trachten, sprechen fiir die Bruttoformel C;H;,0,N. Die Substanz enthalt
weder Phosphor noch Schwefel (Schmelze mit Kaliummetall). Sie enthilt
eine Methoxyl-Gruppe und gibt bei der Oxydation mit Chromsiure 1 Mol.
fliichtige Saure (Essigsdure). Auch bei der Verseifung mit p-Toluolsulfonsdure
tritt 1 Mol. fliichtige Sdure auf. Bei der katalytischen Hydrierung mit PtOg
in Eisessig wurden nur sehr langsam nahezu 2 Moll. H, aufgenommen. Allem
Anschein nach liegt die Methoxy-Verbindung einer noch unbekannten Sub-
stanz vor, fiir die wir im Einvernehmen mit Herrn Prof. Dr. E. Klenk den
Namen Lactaminsdure vorschlagen. Xine Gegeniiberstellung der Eigen-
schaften von Sialinsdure?) mit denen der Methoxy-Verbindungen von Lact-
aminsdure und Neuraminsiure ergibt Ubereinstimmung in den Farbreak-
tionen nach Ehrlich (direkt) und Bial sowie in der Huminbildung mit Mine-
ralsiure, jedoch folgende Unterschiede:

17) Biochem. J. 23, 517 [1929).
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o R Methoxy-Verb. der | Methoxy-Verb. der
Eigenschaft Sialinsiure Lactaminsdure Neuraminsiure

Schmp. (Zers.) ..... 140—150° 183—185° 199—200°

Bruttoformel ....... Cy H,0,, N C,HyyOpN CiiH,, O N

in CHOH ......... sehr leicht gehr leicht schwer loslich

Fehling ............ reduziert — —

Ninhydrin .......... — — positiv

Es ist anzunehmen, daf3 zwischen diesen drei Substanzen nahe chemische
Beziehungen bestehen, die aber noch der Klirung bediirfen.

Beschrelbung der Versuche

Von den verschiedenen Wegen, die wir beschritten haben, sei der folgende, verhiltnis-
maBig kurze beschrieben:

1) Entrahmung des Colostrums (Zentrifuge), 2) Dialyse des Mager-Colostrums {(Cello-
phan) gegen flieBendes Leitungswasser, wobei das Volumen um 609, zunimmt, 3) De-
proteinisierung durch Saure und 4) Abspaltung der prosthetischen Gruppe durch 40 Min.
langes Erhitzen auf 70—80° bei py; ~1, wobei keine Huminbildung stattfindet, 5) Neu-
tralisation und Entsalzung, 6) Chromatographie aus wiBriger Losung durch Al,O,-
Sdulen, Waschen mit dest. Wasser, 7) Elution der Ehrlich-positiven Substanzen mit
n/y NaOH, 8) Entfernung des Alkalis durch Kationenaustauscher, 9) Verdampfeni.V.
und Gefriertrocknung, 10) Lésen des Riickstandes in wenig absol. Methanol und
Fallung von Begleitstoffen durch trockenen Ather, 11) Versetzen des Filtrats mit stei-
genden Mengen von Petrolather (Sdp. 30—40°), wobei Kristallisation eintritt, 12) Um-
kristallisieren aus Methanol-Ather-Petrolither (Abbild.1). Zur Analyse wurde iiber
Kieselgel bei etwa 20° i.Hochvak. getrocknet.

C;,H;y0,N (309.3) Ber. C42.72 H 6.19 N 4.53 OCH; 10.02 CH;CO 13.90
Gef. C42.39 H6.25 N 4.53 OCH; 8.96 CH,CO 13.71
Fiir eine nicht ganz so reine Substanz fanden wir
C42.26 H6.70 (C)CH, 5.48 (ber. 4.85)
und [x]$): —35° (c= 1.00) in absol. Methanol.

Herrn Dr. W. Otting danken wir fiir das Ultrarot-Spektrum, Herrn E. R6hm fiir
die Debye-Scherrer-Aufnahme und Herrn Prof. Dr. E. Klenk fiir die Uberlassung von
Neuraminsidure (Methoxy-Verbindung).

17. Hans Plieninger: Notiz iiber die Alkylierung des Indels

(Aus dem Forschungslaboratorium der Knoll A.G., Ludwigshafen a. Rhein, und dem
Chemischen Institut der Universitit Heidelberg)

(Eingegangen am 14. November 1953)

Indol wird in fliissigem Ammoniak ausschlieBlich am Stickstoff
alkyliert.

Das Indol liefert bekanntlich bei der Alkylierung, je nach den Versuchs-
bedingungen, N- oder C-Alkyl-Derivate. Bei der Suche nach einer Methode
der ausschliefllichen Benzylierung des Indols am Stickstoff fanden wir fol-
gendes:

1. Die Umsetzung des Indol-natriums mit Benzylchlorid fithrte unter den
verschiedensten Bedingungen stets zu Gemischen mit wechselnden Anteilen
an N- und 3-Benzyl-indol.



