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Aus der Analyse folgt, daB neben dem Mercaptan wieder Dodecylen vorlag.

Dodecan-5-sulfonat: Die Bereitung erfolgte entsprechend wie die der isomeren
Verbindungen. i

Dodecan-5-sulfochlorid: Die Umsetzung von Dodecan-5-sulfonat mit Phos-
phorpentachlorid ergab ein Sulfochlorid folgender Zumsamensetzung:

Sulfochloridchlor Gesamtchlor C-gebundenes Chlor
8.359%, 10.7%, 2.35%
Auch das Dodecan-5-sulfochlorid konnte durch Destillation bei 10-% Torr ziemlich
rein erhalten werden.
Die Arbeiten wurden in den Jahren 1944-1945 durchgefiihrt.

182, Fritz Micheel und Almuth Klemer:
p-Glucosederivate von Proteinen

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Miinster (Westf.)]
(Eingegangen am 6. Februar 1956)

Proteine lassen sich in walriger Losung (mit oder ohne Gegen-
wart von Natriumhydrogencarbonat) mit p-Glucose oder a- (bzw.
8-)-D-Glucose-1-phosphorsidure kondensieren. Nur ein geringer Teil
des aufgenommenen Kohlenhydrats wird durch verd. Sauren abge-
spalten. Auf Grund des Verhaltens des Lysins unter analogen Be-
dingungen mufl angenommen werden, daf3 die nicht hydrolysierbaren
p-Glucosereste an die z-Aminogruppen der Proteine gebunden sind.

In einer fritheren Mitteilung!) wurde die Darstellung von Verbindungen
der D-Glucose mit Aminosduren durch direkte Kondensation der Komponenten
beschrieben. Das Lysin reagiert je nach den Arbeitsbedingungen mit einer
oder beiden Aminogruppen. Die Glucosylderivate der «-Aminosiduren werden
durch wifirige Sdure wieder leicht in die Komponenten gespalten. Unterwirft
man jedoch das Di-glucosyl-pL-lysin der Hydrolyse mit verd. wilriger Siure,
50 wird nur ein Glucoserest abgespalten?). Wir halten es mit Riicksicht auf das
Verhalten der Glucosederivate der a-Mono-aminosiuren aus Analogiegriinden
fiir sehr wahrscheinlich, dall im Lysinderivat nur der an der «-Aminogruppe
sitzende Rest abgespalten wird. Ein unabhingiger Beweis dafiir konnte je-
doch noch nicht erbracht werden. Es gelang uns bisher nicht, das Mono-
glucosyl-lysin -analysenrein zu erhalten. Der zweite Glucosylrest widersteht
also der Hydrolyse durch Sduren. Diesen Befunden liegen polarimetrische
Messungen an willrigen sauren Losungen des Diglucosyl-lysins zugrunde.—
Bei der fraktionierten Fillung des Rohproduktes werden verschieden stark
negativ drehende Fraktionen gleicher Zusammensetzung erhalten. Da wir
vom DL-Lysin ausgingen, ist dies auf die Bildung diastereomerer Formen
zuriickzufithren. Es handelt sich um die o- bzw. £-D-Glucosederivate des
D- und des L-Lysins. Bei der Hydrolyse dreier Fraktionen ([a], :—34°; —26°;
—19.4°) mit Wasser oder verdiinnter Siure werden Endwerte von [o]y - —4.8°
bzw. + 0° bzw. + 3.8° erhalten. Ein Diglucosyl-lysin, das aus zwei D-Glucose-

1) F. Micheel u. A. Klemer, Chem. Ber. 83, 1083 [1952].
2) Dissertat. A. Klemer, Miinster 1952,
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resten und einem D-Lysinrest aufgebaut ist, miite bei vollstindiger Hydro-
lyse einen Enddrehwert von [«],:+42.6° zeigen, wihrend das Diastereomere
aus zwei D-Glucoseresten und einem L-Lysinrest {a],:+33.6° nach vollstin-
diger Hydrolyse zeigen miiite. Da jedoch die obigen Enddrehwerte erhal-
ten wurden, handelt es sich beim Monoglucosyl-lysin um ein Genmfisch der
diastereomeren Mono-p-glucosyl-p- bzw. -L-lysine. Dies wird durch die Ele-
mentaranalyse bestatigt.

Wir haben diese Methode der Kondensation von Zuckern mit Ammo-
sduren auch auf Proteine iibertragen, in der Erwartung, daBl insbesondere die
e-Aminogruppen der Lysinreste in Proteinen AnlaB zur Bildung von Kohlen-
hydrat-EiweiBBverbindungen geben wiirden. Dies ist nun in der Tat der Fall.
Die Reaktion von Casein mit freien Zuckern in hochkonzentrierter Losung
bei hoherer Temperatur, die meist zu braun gefirbten Stoffen fiihrt, ist in
letzter Zeit verschiedentlich bearbeitet worden3). Vielfach Werden die Kom-
ponenten lediglich mit einem Feuchtigkeitsgehalt von 40—709; in fester Form
erhitzt. Wir méchten ammehmen, dafl unsere im folgenden beschriebenen
Glucose-Proteinverbindungen Vorlidufer der so erhaltenen Stoffe sind. Wer-
den Losungen von Albumin (aus Pferdeserum) oder Gelatine in Wasser bei
Gegenwart von Natriumhydrogencarbonat mit Glucose langsam bei Zimmer-
temperatur i. Vak. eingedampft und sodann im Exsiccator vollig getrocknet,
so findet man, daB diese Priparate nach dem Wiederauflosen und einer mehr-
tagigen Dialyse einen erhohten Kohlenhydra.tgeha.lt besitzen. Ein kleiner
Teil des aufgenommenen Kohlenhydrats wird bei py 3.5 in Wasser und Dialyse
bei diesem pg-Werte abgespalten. Dieser Anteil verhilt sich also so, wie die
Glucosereste an den «-stindigen Aminogruppen der Aminosiuren. Der
groBere Teil des aufgenommenen Kohlenhydrats widersteht der sauren
Dialyse, verhilt sich also wie der Glucoserest an der s-Aminogruppe des
Lysins. Diese Analogie im Verhalten lifit den Schlufl zu, daB es sich bei den
Verbindungen der Proteine um Glucosereste handelt, die an s-Aminogruppen
von Lysinresten gebunden sind.

Wie in anderem Zusammenhange berichtet werden wird, 1aBt sich zeigen, daB in den
so erhaltenen Glucose-Proteinverbindungen aus der Proteinkomponente im Falle der Ge-
latine Bruchstiicke abgespalten werden*). Dies ist offenbar auf die Zunahme des py-
Wertes bis iiber 8, bedingt durch CO,-Abspaltung aus dem Natriumhydrogencarbonat
wihrend des Prozesses, zuriickzufiihren. Man kann die Kondensation von Glucose mit
den genannten Proteinen in gleicher Weise auch ohne Zusatz von Natriumhydrogen-
carbonat ausfiihren. Die aufgenommene Glucosemenge ist dann etwas geringer. Auch hier
ist ein kleiner Anteil des aufgenommenen Kohlenhydrats gegen verdiinnte Siure labil,
der Rest jedoch stabil. Es lassen sich noch keine Aussagen dariiber machen, ob der héhere -
Kohlenhydratgehalt der bei Gegenwart von Hydrogencarbonat hergestellten Produkte
auf eine Verkleinerung des Molekulargewichts der Proteinkomponente zuriickgefiihrt
werden kann. Dariiber wird spiter berichtet.

Analoge Versuche wurden mit «- und B-p-Glucose-1-phosphat (bei Gegen-
wart von Natriumhydrogencarbonat) ausgefiihrt.” Die Phosphorsiure-ester

3) C. H. Leau. R. 8. Hannan, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 4, 518 [1950});
C.H. Lea, R. S. Hannan u. D. N, Rhodes, ebenda 7, 366 [1951], und frithere Arbeiten.
1) Dissertat. A. Heesing, Miinster 1955, '
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werden unter diesen Bedingungen nicht hydrolysiert. Eine Ubersicht iiber
die Zusammensetzung der Reaktionsprodukte von Proteinen und Kohlen-
hydraten gibt Tafel 1.

Tafel 1. Kohlenhydratgehalt in % (Mittelwerte)*! der Umsetzungsprodukte

von Gelatine (Gel) und Pferde-Serumalbumin?®) (Ser-Alb) mit Glucose (1. u. 2.)

oder a- und B-p-Glucose-1-phosphat (3.) in Gegenwart (1. u. 3.) oder in Ab-
wesenheit (2.) von Natriumhydrogencarbonat

: Reaktionsprodukte
Protein Ausgangstoft neutrale Dialyse Dialyse bei py 3.5

1. Gel 2.0 14
Ser-Alb 1.7 1.4

2. Gel 0.65 1.3 1.1
Ser-Alb  0.07 1.4 1.0

3. Gel 1.5 1.0
Ser-Alb 1.5 1.1

*) Bestimmt nach M. Strensen u. G. Haugaard®). Diese Werte erfassen das N-glykosidisch gebundent
Kohlenhydrat. Da jedoch die Kondensationsprodukte anfierdem die fiir Amadori-Produkte charakteristische Farb-
reaktion mit o-Dinitrobenzol geben, diirften noch weitere Zuckerreste gebunden sein, die nach der obigen Methode
nur zu einem sehr getingen Teil erfaBt werden.

Beschreibung der Versuche

Das Natriumsalz des N,N’-Di-glucosyl-pL-lysins wird, wie frither !} beschric-
ben, dargestellt und in Fraktionen gleicher analytischer Zusammensetzung durch Fillen
der methanolischen Losung der Verbindung mit Alkohol, Alkohol-Ather-Gemisch und
Ather zetlegt (siehel. c.!)). Die zuerst ausgefallene Fraktion hat den am stirksten nega-
tiven Drehwert.

Frakt. I [«]{}:-34.5° (W, c=1)
Frakt. IT [«]]3:-26.5° (W, c=1)
Frakt. III [a]}§:-19.4° (W, c=1)
Frakt. IT zeigt nach nochmaligem Umfillen: [x]5: —-30.5° (W.).

Hydrolyse der Frakt. I, IT und IT] in Wasser

Temp, | . 26t [«]p Frakt. | | [a]p, Frakt. IT | [«]p Frake, III

(in Stdn.) c=12 ¢= 157 c=1.09
18° ow —34.0° —28.0° —19.4°
18° 20 -22.8° -16.5° -10.0°
18° 44 -14.0° -10.0° - 3.1°
18° 69 — 8.0° — 2.8° + 3.6°
18° 94 - 5.0° @ 0.0° + 3.8°
18° 140 — 4.8° @ 0.0° + 3.8°

Hydrolyse der Frakt. II und III in verdiinnter Sdure

Je 20 mg von Frakt. IT und III werden in einem 2-ccm-Kolben in ca. 1 ccm Wasser ge-
lost, durch Zugabe von 3 Tropfen konz. Salzsiure angesiuert und mit Wasser bis zur
Marke aufgefiillt.

3) Priparat der Behringwerke, Marburg.
¢) Biochem. Z. 260, 247 [1933].
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Frakt. IT Frakt. I1T
Temp. Zeit, Zeit
in Stdn. {alp in Stdn. {alp
18° Q1 --10.0° (2 —-1.0°
18° 12 — 6.8° g0 +3.0°
18° 7% - 3.0° 22 +3.8°
18° 22 + 0.0°

Mono-p-glucosyl-pL-lysin: Einec Losung von 320 mg Di-p-glucosyl-pL-
lysin (als Natriumsalz) in 15 ccm Wasser wird 3 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt.
AnschlieBlend wird gut ausgewaschene Bickerhefe hinzugggeben und 4 Tage im Brutschrank
bei 33° vergoren. Nach Zugabe von etwas Kohle wird zentrifugiert, das Filtrat i. Vak.
bei 35° Badtemperatur zur Trockene gedampft und der Riickstand im Exsiccator iiber
P,0; getrocknet. Das getrocknete Produkt wird auf der Schiittelmaschine mit absol.
Methanol extrahiert, aus dieser Losung mit Ather das Mono-D-glucosyl-pr-lysin
{als Natriumsalz) gefillt und durch Umfillen aus Methanol mit Ather gereinigt.

NaC H,;0,N (288.2) Ber. N 848 Gef. N 8.8

Der Kohlenhydratgehalt diesecs Produktes 1Bt sich nach der Methode von M. $6-
rensen und G. Haugaard?®) (Orcin/H,SO,) nicht quantitativ bestimmen?). Auch das
Di-p-glucosyl-pr-lysin zeigt dabei einen viel zu geringen Kohlenhydratgehalt. Mit Ehr-
lichs Reagens wird eine Farbung erhalten, dic aber nicht starker ist als die von einem
Gemisch entsprechender Mengen von Lysin und Glucose erhaltene. Der positive Ausfall
der Reaktion mit o-Dinitrobenzol macht es wahrscheinlich, daB8 der Zuckerrest nach Art
der Amadori-Produkte gebunden ist.

Kondensation von p-Glucose bzw. D-Glucose-1-phosphorsidure
mit Proteinen

a) beiGegenwart von NaHCO;: Das EiweiB (Pferde-Serumalbumin oder Gelatine)
(bis zu 1.5 g) wird mit verschieden groflem {berschuB an p-Glucose (s. Tafel 2) bei
Gegenwart von Natriumhydrogencarbonat (bis zu 3.5 g) in 35-50 ccm Wasser im Brut-
schrank bei 30-35° gelost. Der py-Wert der Losung steigt dabei von 7.8 auf etwa 8.4. Die
Ldsungen werden dann langsam im Exsiccator iiber Kaliumhydroxyd und zum Schluf8
itber P,O; eingedampft (IDauer 8—16 Tage). Das trockene, gelbe Produkt wird bei 30° in
Wasser gelost und anschlieBend im rotierenden Cellophanschlauch gegen dest. Wasser
dialysiert. Der Schlauchinhalt wird geteilt (A 'und B). Lésung B wird 6 Tage im rotieren-
den Cellophanschlauch gegen verd. Salz- oder Essigsiure und anschlieBend zur Ent-
fernung der Saure 2 Tage gegen dest. Wasser dialysiert.

Liésung A wird unmittelbar, Losung B nach der Dialyse i. Vak. zur Trockene gedampft.
im Exsiccator véllig getrocknet und der Kohlenhydratgehalt der farblosen Produkte nach
der Methode von S6rensen und Haugaard®) bestimmt.

b) ohne Zusatz von NaHCOQO,: Die Mengenverhiltnisse von Eiweil und Glu-
cose sind die gleichen wie oben. Das Eiweil wird im Brutschrank gelést und nach Zugabe
der D-Glucose dic Losung i. Vak. bei 30° Badtemp. unter Zugabe von Octylalkohol ein-
‘geengt. AnschlieBend wird das Produkt im Laufe von 5 Tagen im Vak.-Kxsiceator
getrocknet und, wie vorher beschrieben, aufgearbeitet. Zusammenfassung der Mengen-
verhaltnisse in Tafel 2.

7) Siehe die folgende Mitteil.: A. Klemer u. F. Micheel, Chem. Ber. 89, 1242 [1956].
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Tafel 2. Ubersicht iber die Versuchsergebnisse
Bei den Versuchen 8 und 9 wurde 8-p-Glucose-1-phosphat, bei Versuch 10 a-p-Glucose-
1-phosphat, bei den iibrigen Versuchen wurde p-Glucose verwendet. Gel = Gelatine,
Kohlenhydratgehalt 0.65%,, Ser-Alb = Pferde-Serumalbumin, Kohlenhydratgehalt 0.079;

Koblen. Natrium- Kohlenl'ly(ll:a.tgvl!alt
Vers.- | hvdrat EiweiBstoff |hydrogen- Dauer des e
Nr. : g carbonat | Eindampfensin Tagen | vor der | nach der
g g sauren sauren
Dialyse | Dialyse
1 3.6 1 Gel 0.18 12 1.8 1.3
2 7 1.5 Gel 3.5 16 2.1 1.2
3 7 1.5 Gel 3.5 18 2.1 1.1
4 15 1.5 Gel 3.5 11 1.9 1.7

Produkt ist leicht
gelh gefarbt

5 15 1.5 Gel 3.5 11 1.9 1.7

Produkt ist leicht
gelb gefarbt

6 5 0.6 Ser-Alb | 2 6 1.8 1.5
7 10 0.7 Ser-Alb | 2 8 1.7 1.3
8 5 0.6 Gel 5 18 1.5 1.0
9 24 | 0.6 Gel 2.9 9 1.4 1.0
10 5 0.6 Ser-Alb | 5 16 1.5 1.1

11 7 1 Gel 7 1.3 1.1

12 10 0.7 Ser-Alb 8 1.5 1.0
13 10 0.7 Ser-Alb 13 1.3 0.9
14 10 1 Ser-Alb 6 1.6 1.1

183. Almuth Klemer und Fritz Micheel: Kohlenhydrat- Aminosiure-
Verbihdungen

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat Miinster (Westf.)]
(Eingegangen am 6. Februar 1956)

»-Glucose und p-Mannose lassen sich mit Sarkosin in Dimethy!-
formamid bei 100° zu dem gleichen Stoffe I kondensieren, der wahr-
scheinlich durch eine Amadori-Umlagerung entstanden ist. Beim
Acetylieren erhilt man daraus das kristalline Triacetat cines Lactons
(III). Dies geht bei der sauren Verseifung wieder in I iiber.

Kiirzlich erschienene Mitteilungen von A. Abrams, P. H. Lowy und
H. Borsook?) veranlassen uns, iiber einige seit lingerer Zeit vorliegende
Teilergebnisse auf diesem Gebiete, insbesondere iiber eine kristalline 3.4.5-
Triacetyl-1-desoxy-1-N-sarkosyl-lacton-2-D-fructose zu berichten. Vor eini-

1) J. Amer. chem. Soc. 77, 4795 [1955]: J. biol. Chemistry 215, 111 [1955].





