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N-substituierte 2-Amino-2-desoxy-D-glucosen durch Umsetzung 
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(Eingegangen am 31. Marz 1959) 

Durch Umsetzung von D-Fructose mit optisch einheitlichen Di- und Tripep- 
tiden wie Glycyl-glycin, Glycyl-L-leucin, Glycyl-L-tyrosin, L-Leucyl-glycin, 
L-Leucyl-L-tyrosin, Glycyl-glycyl-L-leucin und Glutathion lassen sich als Haupt- 
reaktionsprodukte ,,D-Glucose-Peptide" gewinnen, die durch Umlagerung der 

zunachst gebildeten N-D-Fructosylpe-ptide entstehen. 

Nachdem wir in den letzten Jahren zeigen konnten, daD die Umsetzung von Ketosen 
mit Ammoniak, aliphatischen Aminen sowie mit neutralen und sauren Aminosauren 
zu Ketosylaminen fiihrt, die sich spontan oder mit geeigneten Katalysatoren zu 
2-Amino-2-desoxy-aldosen umlagern 2), wurde dieser Reaktionstyp3) nunmehr auf 
Polypeptide angewendet. 

Di- und Tripeptide reagieren dabei grundsatzlich in gleicher Weise wie Amino- 
sauren mit D-Fructose 2). Es bildet sich zunachst ein N-substituiertes D-Fructosylamin 
(N-D-Fructosid), welches sich spontan zum N-substituierten D-Glucosamin umlagert : 
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Daneben entsteht in geringer Menge das entsprechende epimere D-Mannosamin- 
Derivat sowie ein ebenfalls bei der Umsetzung von D-Fructose mit Aminosauren 
nachgewiesenes N-substituiertes Derivat des D-Isoglucosamins (sogen. ,,Fructose- 
Aminosaure"). Die Entstehung solcher Verbindungen auch bei der Umsetzung mit 
Peptiden konnte mit dem von B o ~ s o o ~ ~ )  und Mitarbb. angegebenen Kaliumhexa- 
cyanoferrat(II1)-Test (in der Kalte) nachgewiesen werden, der allerdings bei Verbin- 
dungen mit einem Tyrosinrest und bei Mercaptoverbindungen stets positiv ausfallt. 

1) Vorhergehende Mitteil.: K. HEYNS und H. BREUER, Chem. Ber. 91, 2750 [1958]. 
2 )  K. HEYNS und K. H. MEINECKE, Chem. Ber. 86, 1453 [1953]; K. HEYNS, R. EICHSTEDT 

und K. H. MBINECKE, Chem. Ber. 88, 1551 [1955]; K. HEYNS, H. PAULSEN, R. EICHSTEDT und 
M. ROLLE, Chem. Ber. 90, 2039 (1957; K. HEYNS, H. BREUER und H. PAULSEN, Chem. Ber. 
90, 1374 [1957]. 

31 H. H. BAER, Fortschr. chem. Forsch. 3, 862 [1954-19581. 
4 '  A. ABRAMS, H. BORSOOK und P. H. L o w ,  J. biol. Chemistry 215, 111 [19SS]. 
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Die unterschiedlichen Mengenverhaltnisse der bei der Ketosylamin-Umlagerung 
entstehenden am C-Atom 2 epimeren 2-Amino-2-desoxy-aldosen werden von den fol- 
genden Faktoren bestimmt. Einmal sind dafur polare Nachbargruppeneffektes) maD- 
gebend, deren Wirkungsweise sich zur &it noch nicht genau ubersehen 1aDt. Ein Hin- 
weis hierauf ergibt sich aus der Losungsmittelabhhgigkeit der Reaktion, die in einigen 
Fallen beobachtet werden konntel). Weiterhin sind die auf rein sterischen Verhalt- 
nissen basierenden relativen Stabilitaten der epimeren Aminozucker mitbestimmend. 
Aus den von R. E. REEVES~) entwickelten Vorstellungen uber den raumlichen Bau 
und die Stabilitat von Pyranose-Zuckern ergibt sich, daO in Losung vorliegende 
Zucker mit D-ghco-Konfiguration am C-Atom 2 eine hohere Stabilitat im C1-Kon- 
stellationstyp als im 1 C-Typ besitzen. Fur die entsprechenden 2-Amino-aldosen und 
deren N-substituierte Derivate gilt dies in gleicher Weise. Die Aminozucker Glucos- 
amin, Galaktosamin und Allosamin werden aus den entsprechenden Ketosen mit 
Ammoniak in groDerer Menge gebildet als die am C-Atom 2 epimeren Aminozucker 
Mannosamin, Talosamin und Altrosamin2). Bei Annahme des C1-Typs sind die 
ersteren Amino-Zucker wegen der an C-2 vorhandenen aquatorialen Gruppe stabiler; 
sie werden daher unter Orientierung der Aminogruppe in aquatoriale Lage bsvorzugt 
gebildet. Das gleichstarke Auftreten von Gulosamin und Idosamin aus Sorbosylamin 
entspricht den Folgerungen aus den Konstellationsbetrachtungen, da Gulosamin be- 
vorzugt im C1-Typ, Idosamin aber im 1C-Typ vorliegt, in beiden Fallen also die 
Anordnung des neuen Substituenten am C-Atom 2 in stabilerer aquatorialer Lage 
erfolgt. 

Fur die Umsetzung von D-Fructose mit Peptiden kam Methanol wegen der gerin- 
gen Loslichkeit der Peptide als Losungsmittel nicht in Frage; hier bewahrten sich 
Eisessig und Dimethylsulfoxyd (DSO). Diese Liisungsmittel haben auDerdem den 
Vorteil, daR darin die als Nebenprodukte entstehenden D-Mannosamin- und D-ISO- 
glucosamin-Derivate in geringerer Menge auftreten als bei Anwendung von Methanol. 
Dies erleichterte die Gewinnung der D-Glucose-Peptide, die sich in ihrem chromato- 
graphischen Verhalten weniger von den isomeren Nebenprodukten unterschieden als 
die entsprechenden D-Glucose-Aminosauren. 

Die Bildung von Spaltprodukten (Aminosauren, Hexose-Aminoduren) war vor 
allem bei den Glycyl-Peptiden festzustellen. Die Umsetzung erfolgte unter mehr- 
stundigem Erhitzen der Losung auf 50-60". Der Zusatz eines Umlagerungs-Kataly- 
sators war nicht erforderlich. Die wasserfreie D-Fructose wurde immer im zehnfachen 
UberschulJ zum Peptid eingesetzt. 

Folgende Di- und Tripeptide wurden mit D-Fructose umgesetzt: Glycyl-glycin, 
Glycyl-L-leucin, Glycyl-L-tyrosin, L-Leucyl-glycin, L-Leucyl-L-tyrosin, Glycyl-glycyl- 
L-leucin und Glutathion. Es zeigte sich, daD die amino-endstandigen L-L~ucYI- 
Peptide weniger gut reagieren als die entsprechenden Glycyl-Peptide. Das Glycyl- 
glycyl-L-leucin wurde nach der ,,Anhydrid-Methode" erstmalig in der optisch reinen 
Form in kristallisiertem Zustand gewonnen. 

5 )  W. LWOWSKI, Angew. Chem. 70,483 [1958]. 
6) Advances Carbohydrate Chem. 6, 107 [1951]. 
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Die Hexose-Peptide wurden an stark saurem Lewatit S 100 (He) adsorbiert; 
hierbei wurden uberschussige Fructose und eine Reihe nicht naher untersuchter 
reduzierender Zersetzungsprodukte der D-Fructose, die sich bei der Reaktion in 
Eisessig gebildet hatten, und in einigen Fallen in Eisessig gebildete Acetylpeptide und 
Diketopiperazine ausgewaschen. AnschlieBend wurden Feintrennungen am fein- 
kornigen sauren Austauscher Dowex 50 (He-Form; 200 -400 mesh) oder an Cellulose- 
dulen vorgenommen. Kristallisationsversuche in verschiedensten Losungsmittel- 
gemischen blieben ohne Erfolg. 

Die Fraktionierung an  den verschiedenen Saulen wurde papierchromatographisch 
verfolgt, wobei die Chromatogramme mit ammoniakalischem Silbernitrat, rnit Chlor/ 
o-Tolidin/Kaliumjodid nach P. W. G. SMITH’) und rnit Ninhydrin angefarbt wurden. 
Weiterhin wurde der Kaliumhexacyanoferrat(III)-Test4) herangezogen, der in der 
Kalte auf Fructose-hinostiuren und -Peptide anspricht. Von den entstehenden 
Hexose-Peptiden wurden die D-Glucose-Peptide von stark sauren Ionenaustauschern 
zuerst eluiert. Bei Anwendung von Cellulosessiulen erschienen dagegen erst die 
D- Mannose-Peptide, dann die D-Glucose-Peptide und schlieRlich die D-Fructose- 
Peptide. 

In vielen Fallen zeigten sich einige Besonderheiten. Bei Glycyl-glycin fand sich nach 
Anwendung der Lewatit S 100-Saule verhaltnism2Big vie1 durch Spaltung entstandenes 
Hexose-Glycin. Das D-Glucose-Glycyl-glycin konnte jedoch nach Anwendung von 
Cellulose- und Dowex 50 (HQ)-Saulen rein isoliert werden. D-Glucose-Glycyl-L-leucin 
kristallisierte nach einmaliger Saulenb-handlung sofort in reiner Form. Die Isolierung 
des D-Glucose-Glycyl-L-tyrosins wurde dadurch erschwert, daB die Elution vom 
sauren Austauscher selbst bei Anwendung von 0.5 n TCE nur sehr langsam erfolgte. 

Bei der Umsetzung von Fructose mit L-Leucyl-L-tyrosin entstand fast ausschlieRlich 
L-Leucyl-L-tyrosin-anhydrid (RF 0.83 in Bu/E). D-Glucose-Peptid wurde nur als 
Nebenprodukt gebildet. Die Anreicherung und Reinigung des D-Glucose-L-Leucyl- 
L-tyrosins (RF 0.59) muBte an vier Cellulosesaulen und einer Dowex 50-Saule vorge- 
nommen werden. 

Beim Glycyl-glycyl-L-leucin fuhrte nach Anwendung der Lewatit S 100-Saule eine 
Dowex 50-Saule (Abtrennung von Hexose-Glycin) sowie anschlieBend eine Cellulose- 
saule (Abtrennung der isomeren Hexose-Tripeptide) zur Gewinnung von reinem 
D-Glucose-Glycyl-glycyl-L-leucin. 

Die Umsetzung von Glutathion rnit Fructose erfolgte in Dimethylsulfoxyd (DSO), 
da die Loslichkeit in Eisessig zu gering ist. Das in der Mercapto-Form eingesetzte 
Glutathion (GSH) wurde dabei vom kungsmi t te l  infolge seiner leichten Oxydier- 
barkeit in die Disulfid-Form (GSSG) ubergefuhrt. Wegen der im GSSG-Molekul 
vorliegenden zwei Aminogruppen konnen neben D-Glucose-GSSG-D-Glucose auch 
noch gemischte Reaktionsprodukte mit Mannose- und Fructoseresten entstehen. 
Die Bildung von Mono-Substitutionsprodukten, wie z. B. D-Glucose-GSSG, konnte 
nicht festgestellt werden, die Reaktion verlauft nahezu vollstandig zum Di-Substi- 
tutionsprodukt. 

7) J. chem. SOC. [London] 1957,3985. 
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Nach Abtrennung uberschiissiger D-Fructose und uberschiissigen Peptids wurde aus 
der einen Halfte des Ansatzes mittels Saulentrennung ein papierchromatographisch 
einheitliches Produkt erhalten, das rnit Silbernitrat und Chlorlo-Tolidin/Kaliumjodid 
anfarbbarwar, nicht dagegen rnit Ninhydrin. Es zeigte die spezif. Drehung[a]kz: -28.5'. 
Als 2. Fraktion wurde ein chromatographisch uneinheitliches Produkt rnit der Drehung 
[a]kz: -54" erhalten. Die starker negative Drehung ist auf einen Gehalt an D-Mannose- 
und D-Fructose-Resten zuriickzufuhren. 

Die zweite Halfte des Ansatzes wurde rnit H2S reduziertg), wobei sich erwartungs- 
gems Hexose-GSH bildete und Schwefel abschied. Nach Anwendung einer Dowex 
SO-Saule konnte reines D-GIucos~-GSH rnit [ar]k2: + 21" isoliert werden. Es lien sich 
jodometrisch titrieren. Oxydation mit Sauerstoff in waDriger Lhung bei PH 9 lieferte 
D-Glucose-GSSG-D-Glucose rnit praktisch der gleichen spezif. Drehung wie das aus der 
1.  Halfte direkt gewonnene Produkt ([a]&z: -27"), womit erwiesen ist, daB es sich 
dabei um einheitliche Glucose-GSSG-Glucose handelt. 

Reduktion der ,,direkt" gewonnenen D-Glucose-GSSG-D-Glucose lieferte nur 
D-Glucose-GSH. Letzteres war in Chromatogramrnen a u k  rnit Silbernitrat und 
Chlorlo-TolidinlKJ auch rnit Jodazid-Spriihreagenz9) und rnit Nitroprussid-natriumlo) 
sofort anfarbbar, nicht dagegen rnit Ninhydrin. D-Glucose-GSSG-D-Glucose lieB 
sich rnit Jodazid erst nach langerem Liegenlassen des Chromatogramms erkennen. 
Nach Einwirkung von KCN-Losung lien es sich auch mit Nitroprussid-natrium an- 
farben 10). 

Nach A. NEuBmGeR11)  gilt fiir Derivate des L-Cystins die Regel, dal3 diese eine stark 
negative molekulare Drehung aufweisen. Reduktion zum entsprechenden Cystein-Derivat 
bewirkt eine starke Drehungsanderung in positiver Richtung. Die Drehwertdifferenzen 
zwischen molekularer Drehung des Cystein-Derivates [MI] und halber molekularer Drehung 
des entsprechenden Cystin-Derivates [M2]/2 liegen nach dieser Regel in der Gr6Benordnung 
von 200 - 300". Zum Beispiel wurde fur Glutathion (in neutraler Lasung) eine Differenz von 
[Mi15461 -[M&461/2 = +265" gefunden11). Diese hderung der Drehung beim Ubergang 
GSH -. GSSG ist zur Verfolgung des Oxydationsverlaufes von Glutathion benutzt wordenlz). 
Fur den Ubergang D-Glucose-GSH -. ~-Glucose-GSSG-~-Glucose ergibt sich aus den 
Daten der Tab. I eine molekulare Drehwertdifferenz von [M~]D-[M~]D/Z = $232, was mit 
der Regel ebenso wie die stark negative molekulare Drehung von D-Glucose-GSSG-o-Glu- 
cose (- 267") ubereinstimmt. 

Alle D-Glucose-Peptide rnit Ausnahme des kristallisierten D-Glucose-Glycyl-L- 
leucins wurden als farblose amorphe Pulver erhalten. In Wasser waren alle D-Glucose- 
Peptide auDer dem kristallisierten D-Glucose-Glycyl-L-leucin sehr gut, in organischen 
Losungsmitteln wenig loslich. Gegen verdunnte Sauren (etwa gegen 0.2 -0.5 n TCE) 
sind die D-Glucose-Peptide einige Tage bei Raumtemperatur bestandig. Bei langerem 
Aufbewahren tritt jedoch merkliche Hydrolyse der Peptidbindungen auf. 

Die D-Glucose-Peptide sind in Tab. 1 rnit ihren Drehwerten (Enddrehungen) und 
den papierchromatographischen Wanderungsgeschwindigkeiten zusammengestellt. 

0) F. G. HOPKINS, J.  biol. Chemistry 84, 276 [1929]. 
9) F. FEIGL, Spot-Tests, Vol. 2, 5.  Edt., Elsevier Amsterdam 1956. 

1") G. TOENNIES und J. J .  KOLB, Analytic. Chem. 23, 823 [1951]. 
1 1 )  Advances Protein Chem. 4, 306 [1948]. 
12) N. W. PIRIE, Biochem. J. 25, 1565 [1931]. 
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Tab. 1. Ubersicht Dber die dargestellten D-Glucose-Peptide 

D-Glucose-Peptid R Y  
L 6 sun gs - 
mittel * ) 

Temp. 
"C 

D-Glucose-Glycyl-glycin 0.08 0.53 

D-Glucose-Glycyl-L-leucin 0.39 2.44 
D-Glucose-Glycyl-L-tyrosin 0.24 1.52 
D-Glucose-L-Leucyl-glycin 0.38 2.40 
~-Glucose-~-Leucyl-~-tyrosin 0.59 4.10 
D-Glucose-Glycyl-glycyl-L-leucin 0.36 2.32 
D-Glucose-GSH 0.15 0.73 

0.38 1.06 
D-Glucose-GSSG-D-Glucose 0.01 0.11 

0.21 0.55 

0.1 I 

*) Bu/E = n-Butanol/Eisessig/Wasser (70: 7: 23); 
Bu/E/W = n-Butanol/EiseJsig/Wasser (10: 3: 6); 
Py/A = ~ridin/lsoamylalkohol/Wasssr (7: 7:6) 

Bu/E +45.7" 

Bu/E t26.8" 
Bu/E +46.2" 

Bu/E +12.3" 
Bu/E f27.0" 
Bu/E +21.0" 
Bu/E/W 

Bu/E/W 

PYIA 

Bu/E -t49.0" 

Bu/E -28.5" 

**) in Wasser 

18 

20 
17 
19 
19 
18 
22 

22 

t-135" 

t 94" 
+ 185" 
+ 172 
+ 56" 
+110" 
$98" 

- 267 

Zur Identifizierung der dargestellten Verbindungen wurde rnit 2 n HCI (bei 80 bis 
100') und rnit 2 n Essigsaure (bei 115") gespalten; die entstandenen Produkte wurden 
durch papierchromatographihen Vergleich mit authentischen Verbindungen nachge- 
wiesen (vgl. Tab. 1). Die gefundenen Spaltprodukte sind in Tabelle 2 verzeichnet. 

Tab. 2. Spaltprodukte der dargestellten Verbindungen 

Verbindung Spaltprodukte 
mit 2 n HCI rnit 2n Essigsaure 

Gluc-gly-gly Gluc-gly ; Gly 
Gluc-gly-leu Gluc-gly; Leu 
Gluc-gly-tyr Gluc-gly; Tyr 
Gluc-leu-gly Gluc-leu; Gly 

FNCt; Gly-gly, Gly 
Fruct; Gly-Leu, Gly, Leu 
Fruct; Gly-tyr, Gly. Tyr 
Fruct; Leu-gly, Leu, Gly 

Gluc-leu-tyr Gluc-leu; Tyr Fruct; Leu-tyr, Leu, Tyr 
Gluc-gly-gly-leu Gluc-gly ; Gly-leu, Gly, Leu Fruct ; Gly-gly-leu, Gly-gly, 

GIuc-GSH Gluc-gluta; Gly, Cystein: Fruct ; GSH, Gluta, Gly, 

GIuc-GSSG-GIUC Gluc-gluta; Gly, Cystin; Fruct; GSSG, Gluta, 
Peptide Gly, Cystin; Peptide 

Leu-tyr-anhydrid Leu-tyr, Tyr-leu, Leu, Tyr 

Gly-leu, Gly, Leu 

Peptide Cystein; Peptide 

Die Ergebnisse der Spaltungsversuche entsprachen den Erwartungen: Bei der 
Spaltung mit Salzsaure trat Hydrolyse der Peptidbindungen ein, wiihrend der mit dem 
D-Glucoserest verkniipfte Aminosaure-Baustein an diesen gebunden bleibt. Die so 
gebildeten D-Glucose-hinosauren waren rnit den von K. HEYNS und H. BREUER~) 
synthetisierten Verbindungen papierchromatographisch identisch, nicht aber rnit den 
entsprechenden isomeren D-Mannose- und D-Fructose-Aminosauren. - Die Spaltung 
mit 2 n Essigsaure lieferte erwartungsgema in einer Riickumlagerung 2) D-Fructose 
neben den Peptiden und deren Hydrolysenprodukten. 
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B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

D-Glucose-Glycyl-glyciti: 5 g Glycyl-glycin und 50 g D-Frucrose loste man unter Ruhren 
in 1 I Eisessig bei 55' und hielt die Mischung 6 Stdn. auf dieser Temperatur, wobei Braun- 
farbung eintrat. Sodann wurde der Eisessig i. Vak. unterhalb von 30* weitgehend abgedampft. 
Der erhaltene Sirup wurde nun, in Wasser geldst, langsam auf eine Lewatit S 100 (H@)- 
Saule (35 x 650 mm) gebracht. Nach Auswaschen der nicht adsorbierten Stoffe rnit 2 I 
Wasser wurde mit 0.2 n Trichloressigsaure (TCE) eluiert und das Eluat in Fraktionen zu 
etwa 10 ccm rnit Hilfe eines Fraktionssammlers aufgefangen. Jede 10. Fraktion wurde papier- 
chromatographisch (Entwicklung rnit (Py/A); Anfarbung rnit ammoniakal. Silbernitrat 
und Ninhydrin) getestet. Nach etwa 1 I Vorlauf erschienen die silbernitratpositiven Fraktionen 
(Hexose-Glycyl-glycin und Hexose-Glycin), die vereinigt wurden (ca. 2.5 I). Die TCE wurde 
daraus durch Extraktion rnit Ather im Perforator entfernt und die waBr. Losung i. Vak. zu 
einem gelbbraunen Sirup eingeengt (5  g). Dieser Sirup wurde nun in Methanol/Wasser- 
Losung ( I  : I )  in 2 gleichen Teilen auf 2 gleich groBe Cellulosesaulen (350 g Fullgewicht, 
55 X 500 mm) gebracht. Als Elutionsmittel diente das Losungsmittelgemisch n-Butanol/ 
khanol/Wasser ( 5 :  2: 3).  welches das Wasser im gleichen Verhiiltnis wie das Py/A-Gemisch 
enthielt. Jede 5 .  der aufgefangenen Eluatfraktionen wurde papierchromatographisch ge- 
testet (Entwicklung rnit Py/A; Anfarbung mit Silbernitrat). Nur ein geringer Teil des vor- 
handenen Hexose-Glycins (RP in Py/A = 0.16) konnte in einer Vorfraktion abgetrennt 
werden. Die zur Hauptfraktion vereinigten Einzelfraktionen von beiden Saulen (ca. 3 I 
Losung) wurden i. Vak. zur Trockne eingedampft und erbrachten 4 g Substanz. Diese wurde 
in wenig Wasser gelost und halftig auf 2 Dowex 50 (He)-Saulen (200 -400 mesh; 20 X 490mm) 
gebracht. Nach MaBgabe der Silbernitratchromatogramme (Entwicklung rnit Py/A und 
Bu/E) und des Kj[Fe(CN)&Tests4) jeder 5. aufgefangenen Fraktion von beiden Saulen 
wurden folgende Fraktionen zusammengestellt : 

Frakt. A : Hexose-Glycin 
Frakt. A': keine Substanz 
Frakt. B : D-Glucose-Glycyl-glycin 
Frakt. C : D-Glucose-Glycyl-glycin, (D-Mannose- und D-Fructose-Glycyl-glycin) 
Frakt. D : (D-Glucose-Glycyl-glycin), D-Mannose- und D-Fructose-Glycyl-glycin 

Hexose-Glycin konnte nur im mit Py/A entwickelten Chromatogramm festgestellt werden, 
da es in Bu/E etwa die gleiche Wanderungsgeschwindigkeit wie Hexose-Glycyl-glycin hat. 
Die Anwesenheit von D-Mannose-Peptid lieB sich aus den in Bu/E entwickelten Chromato- 
grammen ersehen. 

Nach der TCE-Extraktion mit Ather im Perforator und Eindampfen der waDrigen Losung 
i. Vak. wurden aus Fraktion B (ca. 200 ccm) 0.6 g farbloser Sirup erhalten. Aus Fraktion C 
wurde nach weiterer Reinigung uber eine kleine Dowex 50 (H@)-SBule weitere reine Substanz 
gewonnen. Die reinen Sirupe wurden in Methanol/Wasser gelost und das D-Glucose-Glycyl- 
glycin rnit Isopropylalkohol (nach Kristallisationsversuchen) ausgefallt. Der Niederschlag 
wurde abzentrifugiert, mit Ather gewaschen und Uber P205 i. Vak. getrocknet. Ausb. 0.8 g 
papierchromatographisch reines, amorphes, etwas hygroskopisches Produkt. 

C10H1gN208 (294.2) Ber. C40.8 H 6.15 N9.51 Gef. C40.1 H 6.16 N9.16 

D-Glucose-Glycyl-L-leucin: 3 g Gl.vcy1-L-leucin und 30 g D-Fructose loste man in 750 ccm 
Eisessig und erhitzte die Mischung 5 Stdn. auf 55".  Die braun gefarbte Losung wurde i. Vak. 
unterhalb von 30" zum Sirup eingedampft und dieser schlieBlich, in Wasser gelost, auf eine 
Lewatit S 100( H@)-Saule (30 ;< 460 mm) gegeben. Nach Waschen rnit 2 I Wasser wurde mit 
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0.2 n TCE eluiert und das Eluat in 25-ccm-Fraktionen aufgefangen. Jede 5. Fraktion wurde 
papierchromatographisch zweifach gepriift (Anfarbung mit ammoniakal. Silbernitrat und 
mit Ninhydrin). Die silbernitratpositiven Fraktionen, die die Hexose-Peptide enthielten, 
wurden vereinigt (ca. 1.8 I). Vorher wurde eine Fraktion, in der nur Hexose-Glycin (RF - 0.08) 
vorhanden war, abgerrennt. Nach der iiblichen TCE-Extraktion wurde die waBr. Lbsung 
zum Sirup eingeengt, der in diinnfliissigem Zustande alsbald durchkristallisierte. Die Kri- 
stalle wurden abgesaugt, mit Methanol gewaschen und konnten schlieBlich aus Wasser oder 
Methanol umkristallisiert werden. Ausb. 0.9 g farblose Kristalle vom Schmp. 151 -157" 
(Zers.). 

C14H26bI208 (350.3) Ber. C 47.9 H 7.47 N 7.99 Gef. C 47.5 H 7.44 N 7.76 

D-Glucose-Glycyl-L-Iyrosin: 2 g Glycyl-L-tyrosin und 20 g D-Fructose brachte man unter 
Riihren in 600 ccm Eisessig in Losung und erhitzte die Mischung 7 Stdn. auf 55O. Nach Ab- 
dampfen des Eisessigs i. Vak. wurde die Substanz in waBr. Liisung auf eine Lewatit S 100 
(H@)-Saule (30 x 280 mm) gebracht, rnit 2 1 Wasser gewaschen und rnit 0.5 n TCE in Frak- 
tionen zu 10ccm eluiert. Die reduzierenden Stoffe wurden so langsam abgelbst, daB sie 
trotz viermaligen Auftropfens der Lbsungen auf die Chromatogramme weder im Silbernitrat- 
noch im Smith-Chromatogramm - )  zu erkennen waren. Die ninhydrinpositive Substanz 
konnte erkannt werden. Alle ninhydrinnegativ erscheinenden Fraktionen wurden vereinigt 
(1.5 I) und erbrachten 0.9 g braunen Sirup, der kaum noch ninhydrinpositive Substanz ent- 
hielt. Dieser wurde auf eine Dowex 50 (He)-Saule (20 x 480 mm) gegeben und sodann rnit 
0.5 n TCE eluiert. In den Chromatogrammen von jeder 10. der aufgefangenen 100-am- 
Eluatfraktionen konnten jetzt die Substanzen nach dreimaligem Auftropfen im Silbernitrat- 
chromatogramm sichtbar gemacht werden. Danach wurden folgende Fraktionen zusammen- 
gestellt : 

Frakt. A:  Hexose-Glycin (RF 0.08) 

Frakt. B: D-Glucose-Glycyl-L-tyrosin 
Frakt. C: D-Glucose-Glycyl-L-tyrosin, (D-Mannose- und D-Fructose-Glycyl-L-tyrosin) 
Frakt. D : (D-Glucose-Glycyl-L-tyrosin), D-Mannose- und D-Fructose-Glycyl-L-tyrosin 

Die chromatographisch einheitliche Fraktion B konnte hier nicht durch den K3[Fe(CN)& 
Test4) auf etwaiges Vorhandensein von D-Fructose-Peptid gepriift werden, da dieser bei der 
Anwesenheit des Tyrosinrestes auf jeden Fall positiv ausfallt. Nach der iiblichen Aufarbeitung 
(TCE-Extraktion und Eindampfen i. Vak.) wurden aus Fraktion B 200 mg Sirup erhalten, 
aus Fraktion C 250 mg Sirup. Letztere wurde iiber eine weitere kleine Dowex 50 (He)-Saule 
gereinigt, und es konnten in analoger Weise weitere 150 mg papierchromatographisch ein- 
heitliches Produkt erhalten werden. 

Um die einheitlich erscheinende Substanz trotz des Versagens des K3[Fe(CN)&Tests 
sicher von isomeren Verbindungen zu reinigen, wurde sie nun noch an Cellulosepulver ad- 
sorbiert, auf eine Cellulosesaule (30 x 520 mm) gegeben und mit wassergesatt. n-Butanol 
eluiert. Es wurde je eine kleine Vor- und Nachfraktion vom silbernitratpositiven Eluat weg- 
geschnitten. Dabei wurden wieder 10-ccm-Einzelfraktionen aufgefangen. Die Hauptfraktion 
(ca. 200 am) erbrachte nach Abdampfen des grbBten Teils des Lbsungsmittels (es empfiehlt 
sich, nicht bis ZUT Trockne einzudampfen, da im restlichen Butanol trotz vorherigen Waschens 
immer noch Verunreinigungen aus der Cellulose gelbst bleiben), Abzentrifugieren der aus- 
geschiedenen Substanz, Waschen mit n-Butanol und Ather und Trocknung iiber PzO5 i. Vak. 
0.25 g reines Pradukt in Form eines farblosen, amorphen, etwas hygroskopischen Pulvers. 

C17H24N209 (400.4) Ber. C 50.9 H 6.04 N 6.99 Gef. C 50.3 H 6.06 N 6.85 
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D-Glucose-L-Leucyl-glycin: 3 g L-Leucyl-glycin und 30 g D-Fruclose brachte man bei 55" 
in 800 ccm Eisessig in Lasung und hielt die Mischung 8 Stdn. auf dieser Temperatur. Den 
nach Abdampfen des Eisessigs i. Vak. erhaltenen braunen Sirup brachte man auf eine Lewatit 
S 100 (H@)-Siiule (35 x 220 mm), wusch mit 2 I Wasser und eluierte anschlieBend rnit 0.25 n 
TCE, wobei Fraktionen zu - 10 ccm aufgefangen wurden; jede 10. wurde chromatographisch 
untersucht (Anfarbung mit ammoniakal. Silbernitrat, nach SMITH rnit Chlorlo-Tolidin/KJ 7 )  

und rnit Ninhydrin; die Losungen muaten viermal auf die Startpunkte der Chromatogramme 
aufgetragen werden). Die Fraktionen der silbernitratpositiven Substanzen (ca. 1 I) wurden 
vereinigt; sie enthielten auch noch etwas ninhydrinpositive Substanz. Nach der TCE-Ex- 
traktion mit Ather im Perforator wurde i. Vak. zu einem steifen braunlichen Sirup (-1.6 g) 
eingeengt. 

Dieses Substanzgemisch wurde nun Uber eine Dowex 50 (H@)-SBule (20 x 430 mm) ge- 
fuhrt, jedoch wiesen die Silbernitratchromatogramme der Fraktionen keinen wesentlichen 
Trenneffekt aus. Die restliche ninhydrinpositive Substanz blieb auf der Stiule. Es wurde 
0.8 g gelblicher Sirup erhalten, der, an Cellulosepulver adsorbiert. auf eine Cellulosesaule 
(30 x 530 mm) gebracht wurde. GemaB den Silbernitratchromatogrammen jeder 5. der auf- 
gefangenen 10-ccm-Fraktionen und den K3[Fe(CN)6]-Tests4) wurden folgende Fraktionen 
zusammengestellt : 

Frakt. A : D-Mannose-L-Leucyl-glycin 
Frakt. B : D-Mannose-L-Leucyl-glycin, D-GlUCOSe-L-LeUCyl-glyCin 
Frakt. C: D-Glucose-L-Leucyl-glycin 
Frak t .  D : D-Glucose-L-Leucyl-glycin, D-Fructose-L-Leucyl-glycin 

Aus FraktionC (ca. 300ccm) wurden nach Eindampfen bis nicht ganz zur Trockne, 
Abzentrifugieren des ausgefallenen festen Stoffes, Waschen rnit Butanol und Ather sowie 
Trocknung Uber P2O5 i. Vak. 0.55 g reines D-Glucose-L-Leucyl-glycbl als farbloses, amorphes, 
etwas hygroskopisches Pulver erhalten. 

Cl~H26N208 (350.3) Ber. C 47.9 H 7.47 N 7.99 Gef. C 47.3 H 7.96 N 7.79 

L-Leucyl-L-tyrosin-anhydrid: 4.5 g L-Leucyl-L-ryrosin und 45 g D-Fruclose brachte man bei 
58" in 1 I Eisessig in Losung und hielt die Lbsung 7 Stdn. auf dieser Temperatur. Das rnit 
Chlor/o-Tolidin/IU7) entwickelte Chromatogramm des Ansatzes zeigte als Hauptprodukt 
das silbernitrdt- und ninhydrinnegative L-Leucyl-L-tyrosin-anhydrid. Der nach dem Ab- 
dampfen des Eisessigs zuriickbleibende Sirup wurde mit Wasser aufgenommen. Das hierbei 
in fester Form abgeschiedene L-Leucyl-Ltyrosin-anhydrid wurde abfiltriert. Aus dem Filtrat 
konnte nach Einengen weitere feste Substanz gewonnen werden. Umkristallisieren des Roh- 
produktes (0.8 g) aus Methanol lieferte nach der Trocknung Uber P205 i. Vak. 0.65 g reines 
Produkt in nadelformigen, farblosen Kristallen. Das Produkt kann auch durch mehrstilndiges 
Erhitzen von r-Leucyl-L-tyrosin in Eisessig auf 60', Abdampfen des Eisessigs und Umkri- 
stallisieren des Rtickstandes aus Methanol gewonnen werden. Es bildet sich bereits bei mehr- 
tagigem Aufbewahren der Losung von 1-Leucyl-L-tyrosin in Eisessig bei Raumtemperatur. 
Schmp. 280' (Zers.); RF (Bu/E) 0.83, RF (Py/A) 0.84. 

Cl5H20N203 (276.3) Ber. C 65.1 H 7.26 N 10.13 Gef. C 65.1 H 7.23 N 10.18 

D-Glucose-L-Leucyl-L-ryrosin: Das Filtrat vom r-Leucyl-L-tyrosin-anhydrid wurde auf 
eine Lewatit S 100 (H@)-SBule (35 x 220 mm) gebracht. Dann wurde mit 2 I Wasser gewa- 
schen und schlieBlich mit 0.5n TCE eluiert, wobei 10-ccm-Fraktionen gesammelt wurden. 
Da die Erkennung der reduzierenden Substanz vor allem durch die Anwesenheit der TCE 
gestort war, wurden alle nicht deutlich ninhydrinpositiven Fraktionen (ca. 4.5 I) vereinigt 
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und erbrachten nach TCE-Extraktion und Eindampfen 3.4 g braunen Sirup. Dieser enthielt 
allerdings auch noch ninhydrinpositive Substanzen (Leu-tyr rnit RF 0.73 sowie ein unbe- 
kanntes Produkt rnit RF 0.74- 0.75). Das D-ClUCOSe-L-LeUCyl-L-tyrOSin wurde nun rnit Hilfe 
von drei nacheinander folgenden Cellulosesaulen, einer Dowex 50 (H@)-Saule sowie einer 
weiteren Celluloseslule weiter angereichert und schlieDlich rein isoliert. Fur die Cellulose- 
saulen diente wassergesatt. n-Butanol als Elutionsmittel. Ihre GroBe wurde jeweils so be- 
messen, daB die aufgetragene Substanz hachstens 1 % des Cellulose-Fiillgewichts ausmachte. 
Die Substanzen wurden in konz. n-Butanol/Wasser-Lbsung aufgetragen. Der Nachweis der 
Substanzen in den 10-ccm-Eluatfraktionen geschah am vorteilhaftesten chromatographisch 
durch Anfarbung mit Chlorlo-Tolidin/KJ 7). Bei der Anwendung der Dowex 50 (He)-Saule 
(Elution mit 0.5 n TCE) mul3te aus den zu untersuchenden Fraktionen vorher die Haupt- 
menge der TCE durch dreimaliges Ausschiitteln rnit Ather entfernt werden, um die Sub- 
stanzen einigermaBen erkennen zu konnen. Bei den Cellulosesaulen fand sich das gesuchte 
Produkt jeweils in einer Mittelfraktion (B) angereichert. Die Dowex 50-Saule diente zur Ent- 
fernung der restlichen ninhydrinpositiven Substanzen, welche in einer Fraktion I1 erschienen. 
Folgende Substam(-Gemisch)-Mengen wurden weitergeleitet, wobei zwischendurch die ub- 
lichen Aufarbeitungsoperationen vorgenommen wurden: 

Eluat von der Lewatit S 100-Saule:3.4 g; 
Frakt. B1 (von der 1. Cellulosesiiule): 2.0 g; 
Frakt. B2 (von der 2. Celluloseslule): 1.2 g; 
Frakt. B3 (von der 3. Cellulosesaule): 0.85 g; 

Frakt. I 
Frakt. B4 (von der 4. Cellulosesaule) : 0.12 g (reines D-Clucose-L-Leucyl-~-ryrosin) 

Nach Einengen der zuletzt erhaltenen n-Butanol/Wasser-Losung, Ausfiillen mit trockenem 
Ather, Abzentrifugieren des ausgefallenen Produkts, Waschen mit trockenem Ather sowie 
Trocknen uber PzO5 wurden 0.12 g farbloses, amorphes, hygroskopisches Pulver erhalten. 

C Z I H ~ ~ N Z O ~  (456.5) Ber. N 6.13 Gef. N 5.85 

(von der Dowex 50 (H@-Saule): 0.35 g; 

Carbobenzoxy-glycyl-glycyl-L-leucin: 16.5 g Dikeropiperazin wurden mit 90 ccm 2 n NaOH 
und 50ccm Wasser geschiittelt, bis eine klare Lbsung erhalten wurde. Dann fligte man 
nach und nach 33 g Clrlorameisensaure-benzylesrer (CboCI) unter Riihren bei 0" zu und riihrte 
die Mischung 5 Stdn. lang weiter. Die Lasung wurde zur Entfernung von iiberschiiss. CboCl 
zweimal rnit Ather extrahiert und dann rnit verd. Salzsaure angesluert. Es fie1 Cbo-Glycyl- 
glycin aus, das viermal rnit Wasser gewaschen wurde. Ausb. nach Trocknung bei 50" 31 g. 
Schmp. 178". RP (Py/A) 0.57. Anfdrbung nach SMITH 7). 

Nun wurde eine Losung von 26.6 g Cbo-Glycyl-glycin und 10.1 g Trilthylamin in 750 ccrn 
Tetrahydrofuran mit EislKochsalz-Mixhung auf -5" abgekUhlt. Nach Zusatz von 14 g 
Chlorameisensaure-athylester unter Riihren stieg die Temperatur bis auf $5"  an. Es fie1 
Triathylamin-hydrochlorid aus. Nach 15 Min. Reaktionsdauer wurde dann bei - 5" unter 
Riihren eine Lasung von 13.1 g L-Leucin in 100 ccrn 1 n NaOH zugesetzt. Nach Entfernung 
des Kiihlbades riihrte man die Mischung 2 Stdn. weiter, sluerte mit verd. Salzsaure an und 
extrahierte zweimal mit Ather. Der Atherextrakt wurde so weit eingeengt, bis ein 61 zuriick- 
blieb, welches beim Verreiben kristallisierte. Der Kristallbrei wurde von der Mutterlauge 
abgetrennt. Nach nochmaligem Eindampfen konnte aus dieser weiteres krist. Festprodukt 
erhalten werden. Nach dreimaligem Umkristallisieren aus Methanol/Wasser wurden schlieB- 
lich 11 g farbloses, krist. Cbo-Glycyl-glycyl-L-leucin erhalten. Schmp. 177 - 179". RF (Py/A) 
0.70. Anfarbung nach  SMITH^). 

ClsH25N306 (379.4) Ber. C 57.0 H 6.64 N 11.07 Gef. C 57.0 H 6.70 N 10.85 
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G!,~c.vl-glycyI-L-leucin: 10.5 g Cbo-Glycyl-glycyl-~-leucin wurden in moglichst wenig 
33-proz. HBr-Losung in Eisessig gelost. Die Losung wurde dann unter AusschluB von Feuch- 
tigkeit 30 Min. lang auf 60" envarmt, wobei COz-Entwicklung erfolgte. Nach Abkilhlung der 
Lasung wurde rnit Ather das Hydrobromid des Tripeptids als gelbe Schmiere ausgefallt 
und die Losung davon dekantiert. Die Schmiere wurde in wenig Wasser gelost und ein uber- 
schuB Pyridin zur Bindung von HBr aus dem Hydrobromid zugesetzt. Nach Versetzen der 
Lasung schieden sich alsbald farblose Kristalle ab, die abfiltriert und aus WasserlAthanol 
umkristallisiert wurden. Ausb. 3.0 g reines krist. Produkt. Nach der Elementaranalyse und 
dern IR-Spektrum in Nujol (OH-Bande bei 2 . 8 5 ~ )  erwiesen sich die Kristalle als Mono- 
hydrat des Gl.vcyl-glycyl-L-leucins. RP (Bu/E) 0.45, RF (Py/A) 0.29. Ein Schmelzpunkt lieB 
sich nicht bestimmen, da sich die Substanz iiber einen weiten Temperaturbereich hin zer- 
setzte. 

C10H19N304-1H20 Ber. C45.6 H 8.03 N 15.9 Gef. C46.3 H 7.91 N 15.9 

[a]ko: -8" (c = 2.0; in Wasser). 
D-Gliicose-Glycyl-g/ycy/-L-/eucin: 2 g Glycyl-glycyl-L-leucin (Monohydrat) und 20 g 

D-Fructose brachte man in 500 ccm Eisessig bei 55" in Lasung und hielt die Mischung 6 Stdn. 
auf dieser Temperatur. Den nach Abdampfen des Eisessigs i. Vak. erhaltenen braunen 
Sirup loste man in Wasser, brachte ihn auf eine Lewatit S 100 (He)-Saule (30 x 220 mm), 
wusch mit 1.8 I Wasser und eluierte mit 0.25n TCE Fraktionen zu 10 ccm. Die silbernitrat- 
positiven Fraktionen (ca. 800 ccm) erbrachten nach der Ublichen Aufarbeitung 1.9 g Sirup, 
welcher, in Wasser gelost, auf eine Dowex 50 (He)-Saule (20 ~ 4 9 0  mm) gebracht wurde. 
Es wurde mit O.ln TCE eluiert, und gemaI3 den Silbernitrat-Chromatogrammen der auf- 
gefangenen 10-ccm-Einzelfraktionen konnte in einer Vorfraktion (500 ccm) ein GroDteil 
des vorhandenen Hexose-Glycins (RF = 0.08) abgetrennt werden. Die ubrigen Stoffe er- 
schienen jedoch ungetrennt in einer Hauptfraktion (=800 ccm). Nach der ublichen Auf- 
arbeitung wurden aus der Hauptfraktion 1.25 g hellgelber Sirup erhalten. Das Substanz- 
gemisch wurde nun, an Cellulose adsorbiert, auf eine Celluloseslule (30 x 650 mm) gehracht 
und dann mit wassergesatt. n-Butanol eluiert. GemaD den Silbernitrat-Chromatogrammen 
jeder 5 .  der aufgefangenen 10-ccm-Fraktionen und dem Resultat des K,[Fe(CN)&Tests4) 
wurden folgende Fraktionen zusammengestellt : 

Frakt. A: D-Mannose-Glycyl-glycyl-L-leucin, D-Glucose-Glycyl-glycyl-L-leucin 
Frakt. B : D-Ghcose-<jlycyl-glycyh-leucin (rein) 
Frakt. C : D-Fructose-Glycyl-glycyl-L-leucin (D-Glucose-Glycyl-glycyl-L-leucin) 
Frakt. C': keine Substanz 
Frakt. D:  HexoseGlycin (usw.) (RF 0.08) 

Aus Fraktion A (m 180 ccm; 0.5 g Substanz) wurde nach Ublicher Aufarbeitung uber eine 
weitere Cellulosesaule (30 x 500 mm) in analoger Weise weiteres r e ins  D-Glucose-Tripeptid 
erhalten. Insgesamt wurden von der 2. CellulosesLule und aus Fraktion B (-250 ccrn) von 
der ersten 0.7 g D-Glucose-Glycyl-glyc~~l-L-leiicin als chromatographisch reines, farbloses, 
amorphes, etwas hygroskopisches Pulver erhalten. 

C16H29N309 (407.4) Ber. C 47.1 H 7.17 N 10.3 Gef. C46.9 H 7.59 N 9.90 

D-Glucose-glulathiort: 6 g Glutathion (GSH) und 60 g D-Fructose brachte man bei 55" in 
600 ccm Dimethylsulfoxyd (DSO) unter Riihren in Losung und hielt die Mischung 16 Stdn. 
auf dieser Temperatur. Die gelbbraun gefarbte LBsung wurde dann im Olpumpenvakuum 
bei 55" Badtemperatur soweit eingeengt, daI3 ein dilnner Sirup zuriickblieb. Dieser wurde' 
in Wasser gelost, auf eine Lewatit S 100 (H@)-SBule (35 ~ 4 5 0  mm) gebracht. Es wurde rnit 
Wasser gewaschen und anschlieDend mit 0.5 n TCE eluiert. Die aufgefangenen silbernitrat- 
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positiven Fraktionen (-3 I) wurden vereinigt. Eine Abtrennung von der restlichen nin- 
hydrinpositiven Substanz (GSSG; RF 0.27 in n-Butanol/Eisessig/Wasser (10: 3 : 6)) war hier 
wegen der starken nichtionischen Adsorption der Stoffe zunachst nicht moglich. Nach 
TCE-Extraktion und Eindampfen i .  Vak. wurden 6 g gelber Sirup erhalten. 3 g davon wurden 
zur direkten Gewinnung von D-Glucose-GSSG-D-Glucose auf eine Dowex 50 (He)-Saule 
(Nr. I ; 20 x 440 mm) gebracht. Eluiert wurde mit 0.25 n TCE. Nach einem Vorlauf (-1.5 I) 
wurden nach MaBgabe der rnit Chlor/o-Tolidin/KJ7) angefarbten Chromatogramme der 
aufgefangenen 10-ccm-Fraktionen (Entwicklung rnit Bu/E/W (10: 3 : 6)) folgende Fraktionen 
zusammengestellt : 

Frakt. A1 : Schneller wandernde (ninhydrinpositive) Verunreinigungen 
Frakt. A'I : Keine Substanz 
Frakt. B1: o-GlucoseGSSG-D-Glucose (rein) 
Frakt. CI : D-Glucose-GSSG-D-Glucose, (isomere Verbindungen) 
Frakt. DI : D-Glucose-GSSG-D-Glucose, (isomere Verbindungen) 

Die Fraktionen B1 (300 ccm; 0.45 g), CI (800 ccm, 1.0 g) und DI (1 I ;  0.4 g) wurden von 
der TCE befreit, eingedampft und ergaben die angegebenen Mengen an sehr hygroskopischen 
farblosen Sirupen, die durch Behandlung rnit Methanol/kher in ein farbloses, amorphes 
Pulver iibergefiihrt werden konnten. In Methanol waren die Substanzen bereits schwer 
Ioslich. Die Substanz der Fraktion C1 reinigte man in analoger Weise noch uber eine weitere 
Dowex 50 (HQ)-SLule (Nr. 2) und isolierte weitere 0.3 g reines Material. Die Substanz aus 
Fraktion D1 zeigte [a]g: -54" (c = 2.0, in HzO), die reine Substanz (Gesamtausb. nach 
Trocknung tiber P 2 0 5  0.75 g) [a]%: -28.5" (c = 2.0, in Wasser). Reduktion der Substanz 
mit HIS erbrachte kein GSH (RF 0.46 in Bu/E/W (10:3:6), ninhydrinpositiv), sondern nur 
D-Ghcose-GSH. 

C32Hs2N6022S2 (936.8) Ber. C 41.0 H 5.59 N 8.96 S 6.84 
Gef. C 39.7 H 5.36 N 8.10 S 6.46 

Die Substanz verbraucht keine Jodlbsung und IiiBt sich auf Chromatogrammen mit Silber- 
nitrat, mit Chlorlo-TolidinlKJ und ferner nach Behandlung mit KCN-Losung rnit Nitro- 
prussid-natriumlo) anarben. nicht dagegen mit Ninhydrin. 

Die zweite Halfte des von der Lewatit S 100 (H@)-Saule erhltenen Sirups (3 g) brachte 
man auf eine Dowex 50 (H@)-Slule (Nr. 3; Gr6Be wie Nr. 1) und entfernte dann in einer 
Vorfraktion (Elution mit 0.25 n TCE) schneller wandernde Verunreinigungen. Die tlbrigen 
aufgefangenen 10-ccm-Fraktionen (-2 I ,  etwa 1.8-2 g Substanz enthaltend) wurden ver- 
einigt, von TCE befreit und auf etwa 100 ccm eingeengt. Sodann wurde unter Eisktlhlung 
bei Gegenwart einiger Quecksilberktlgelchen H2S ZUT Reduktion eingeleitet *). Die Losung 
lieB man gut verschlossen bei Raumtemperatur mehrere Tage stehen. Das Einleiten 
von H2S wurde zwischendurch noch zweimal in der Kalte wiederholt. Die von reichlich 
ausgeschiedenem Schwefel abfiltrierte Losung wurde i. Vak. weitgehend von H2S befreit 
und schlieBlich unter Stickstoffatmosphlre etwas eingeengt. Sodann wurde sie zur 
Gewinnung von D-Glucose-GSH auf eine Dowex 50 (H@)-Slule (Nr. 4; 20 X 350 mm) ge- 
geben. Es wurde rnit 0.25 n TCE eluiert und das Eluat in Fraktionen zu -10 ccrn aufgefangen. 
GemaD den mit Chlorlo-TolidinlKJ angefarbten Chromatogrammen wurden aus einer ZU- 
erst aus der Saule austretenden Fraktion & (50 ccm) nach der liblichen Aufarbeitung 0.4 g 
farbloser Sirup erhalten. Aus einer darauf folgenden Fraktion B4 (120 m; ca. 0.8 g Sub- 
stanz) wurde uber eine weitere Dowex 50 (H@)-Saule (Nr. 5 ; 20 X 300 mm) weiteres reines 
D-Glucose-GSH gewonnen. 

Aus den erhaltenen chromatographisch einheitlichen Sirupen, die sehr hygroskopisch 
waren und sich in Methanol schwer Idsten, wurde durch Behandlung mit Methanol und 
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trockenem Ather ein farbloses, amorphes, hygroskopisches Pulver erhalten. Gesamtausb. 
nach Trocknen liber P2O5 i. Vak. 0.5 g. Die Substanz lieB sich auf Chromatogrammen rnit 
Silbernitrat, mit Chlor/o-Tolidin/KJ7), mit Jodazidg) und direkt rnit Nitroprussid-natrium 10) 

anfarben, nicht dagegen mit Ninhydrin. 

C ~ ~ H ~ ~ N ~ O I I S  (469.5) Ber. C 40.9 H 5.80 N 8.94 S 6.83 
Gef. C 41.0 H 5.84 N 8.72 S 6.53 *) SH 6.94**) 

SH 7.04 

*) Gesarntschwefel nach WURVCHMITI 
0.) SH-Gruppn-Bcstimnung durch Titration mit n/loo Jod/Thiosulfat (St&rksindiLator) 

Die Entwicklung der Chromatogramme wurde im Falle der Glutathion-Verbindungen 
mit n-Butanol/Eisessig/Wasser (10: 3 : 6) vorgenommen, welches infolge des gr6Beren Wasser- 
gehalts eine gr6Bere Wanderungsgeschwindigkeit der sonst sehr langsam wandernden Peptide 
bewirkte. D-GlucoseGSSG-D-Glucose (RP 0.21) wanderte etwas langsamer als GSSG 
(RF 0.27), D-GIucos~GSH (RP 0.38) etwas langsamer als GSH (RF 0.46). Entsprechende 
Verhiltnisse lagen bei allen bisher untersuchten Peptiden und Aminosauren und den ent- 
sprechenden D-Glucose-Verbindungen im n-Butanol/Eisessig/Wasser-System vor. 

Zur Ruckoxydation zu D-Glucose-GSSG-D-Glucose lOste man 0.2 g D-Glucose-GSH in 
50 ccm Wasser und brachte die zunachst sauer reagierende Losung mit verd. Ammoniak 
auf p a  9. Sodann wurde 2 Stdn. Sauerstoff eingeleitet. Von der Mercaptoverbindung blieb 
auch bei noch langerem 02-Einleiten ein geringer Rest zurtick. Die Losung muDte deshalb 
und zur Entfernung der Ammoniumionen in der ilblichen Weise noch iiber eine Dowex 50 
(H@)-SBule (Nr. 6; 20 x200 mm; Elution mit 0 .25n  TCE; Fraktionen zu 8 ccm) geschickt 
werden. Nach Abtrennung einer Vorfraktion A6 mit restlicher Mercaptoverbindung konnte 
aus einer Fraktion B6 nach der iiblichen Aufarbeitung wieder reine D-Glucose-GSSG-D-Glucose 
erhalten werden. Die Fraktionen wurden wieder gemBB den Chlorlo-TolidinlKJ-Chromato- 
grammen zusammengestellt. Die Ammoniumionen verblieben auf der SBule, in den auf- 
gefangenen Fraktionen konnte mit NeBlers Reagenz keine sofortige Orangefarbung fest- 
gestellt werden. Ausb. 0.1 1 g farbloses, amorphes, hygroskopisches Pulver. 

Dieses Produkt hatte die gleicben Eigenschaften wie das schon beschriebene ,,direkt" 
gewonnene. [a]%: -27.0" (c = 2.0, in Wasser). 

Die Spaltungsversuche wurden in der Weise ausgefdhrt, daB etwa 5-prOZ. Lasungen der 
Substanzen in 2nHCI bzw. 2n  Essigsaure im EinschluBrOhrchen erhitzt wurden. Bei den 
salzsauren Spaltungen wurde 6-8 Stdn. auf 80- 100" erhitzt, bei der .,Riickumlagerung" 
mit 2n Essigsaure 4 Stdn. auf 115". Die Spaltprodukte wurden durch papierchromatographi- 
schen Vergleich mit authent. Stoffen identifiziert. 

Soweit nichts anderes angegeben, wurden die papierchromatographischen Untersuchungen 
im absteigenden Verfahren rnit n-Butanol/Eisessig/Wasser (70: 7: 23) (= Bu/E) auf Schlei- 
cher & Schiill-Papier 602 h:p durchgefiihrt. AuBerdem wurden als Losungsmittel zum Ent- 
wickeln der Chromatogramme noch n-Butanol/Eisessig/Wasser (10: 3 : 6) (= Bu/E/W) und 
Pyridin/Isoamylalkohol/Wasser (7 : 7 : 6) (= Py/A) venvendet. 

Im System n-Butanol/Eisessig/Wasser haben die D-Mannosepeptide einen etwas grOBeren, 
die D-Fructose-Peptide meist einen etwas geringeren Rx-WeTt als die entsprechenden D-GIu- 
cose-Peptide, was den Erfahrungen bei den Hexose-Aminosiiuren 2) entspricht. Die D-Fruc- 
tose-Peptide (und -Aminostiuren) liefern bei der Anfdrbung mit Silbernitrat meist grau- 
braun gefarbte Flecke, wahrend die Aldose-Peptide (und -Aminos&uren) im allgemeinen 
rein braune Flecke ergeben. 

Bei der Papierchromatographie der Glutathion-Verbindungen in der Mercaptoform er- 
halt man infolge von Autoxydation immer Schwanzbildung, was jedoch fur die Aufarbeitung 
keine StOrung bedeutet. 


