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I. Einleitung

Die Strukturaufklirung der Eiweilistoffe hat in den letzten Jahren groBe
Fortschritte gemacht: Die Verbesserungen der chemischen Methoden
zur Bestimmung der Aminosiuresequenz, die erfolgreiche Aufklirung
einiger Proteine durch die Réntgenstrukturanalyse (Myoglobin, Hémo-
globin, Lysozym), die Ausniitzung der optischen Eigenschaften zur Er-
forschung der Sekundirstruktur (z.B. durch Messung der Rotations-
dispersion).

In dieser Zusammenfassung werden die Fortschritte der chemischen
Strukturaufklirung der letzten Jalire besprochen. Es sollen jedoch auch
praktisch wichtige éltere Verfahren erwihnt werden. Zur weiteren In-
formation iiber das Gebiet der chemischen Strukturaufklirung von Pro-
teinen scien einige neue Ubersichten angegeben: Canfield und Anfinsen
(15), Smyth und Elliott (97), Harris und Ingram (40), Richards (82),
Hirs (45).
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1. Begriff der Proteinstruktur

Die heute allgemein verwendeten Begriffe bei der Beschreibung der Pro-
teinstruktur stammen von Linderstrom-Lang. Hierbei wird unter der
Primérstruktur cines Proteines dessen chemisches Formelbild verstanden:
Dic charaktcristische Reihenfolge der Aminosiuren in der Polypeptid-
kette, die durch Cystinreste gebildeten Disulfidbriicken, die kovalente
Bindung eventueller prosthetischer Gruppen. Die Primdrstrukiur wird
manchmal auch als ,,chemische® oder ,kovalente® Struktur bezeichnet.

Die Sekundirstruktur kommt durch die Spiralisicrung der Peptid-
ketten zustande. Hicrbei werden im allgemeinen in einer Polypeptid-
kette mehrere verschieden lange Abschnitte von ausgeprigter Spiral-
struktur von einigen nicht-spiralig angeordneten Abschnitten unter-
brochen. Die ridumliche Anordnung dicser spiralisicrten und nicht-
spiralisierten Abschnitte zu dem gesamten dreidimensionalen Aufbau
einer Polypeptidkette bildet schlieBlich deren Terfidrstrulktur. Spiiter ist
auBerdem noch der Begriff der Quartdrsirukiur hinzugekommen. Pro-
teine enthalten oftmals mehrere, nicht durch kovalente Bindungen ver-
kniipfte Polypeptidketten, die zu komplizierten groBen Molekiilen ver-
einigt sind. Dicse ,,quartiren® Strukturen konnen durch Dcnaturierung
ohne Losung kovalenter Bindungen in die einzelnen Polypeptidketten
zerlegt werden.

Die chemische Aufklirung beschriankt sich bisher beinahe vollstindig
auf die Aufklirung der Primérstruktur. Die Erforschung des genauen
riiumlichen Aufbaues von Proteinen ist heute nur durch die Réntgen-
strukturanalyse mdéglich.

Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dall schon die Primérstruktur den
gesamten rdumlichen Aufbau des Proteinmolekiils festlegt. Dic Primér-
struktur der Proteinc ist genetisch bestimmt. Bei der Biosynthese der
Proteine wird die Polypeptidkette aus den einzelnen Aminosduren
Schritt fiir Schritt aufgebaut. Aus den Polypeptidketten miissen sodann
die rdumlich komplizierten Proteinmolekiile spontan entstchen.

LExperimentell ist auch der umgekehrte Weg beschritten worden.
Proteine lassen sich vollstindig denaturieren, wobei ihre rdumliche
Struktur und auch die kovalenten Verkniipfungen der Polypeptidketten
durch Disulfidbriicken ganz zerstért werden kénnen. Bei manchen Pro-
teinen konnen sich unter gecigneten Bedingungen aus diesen Bruchstiik-
ken von sclbst wicder dic rdumlichen Molekiile zurtickbilden. Auch die
Disulfidbriicken werden wieder hergestellt.

Somit kommt der Primirstruktur gréflere Bedcutung zu. Es sollte
moglich sein, bei bekannter primirer Struktur dic sekundire und tertiire
zu berechnen. Einige Vorstellungen zur Lésung dieses Problems sind be-
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reits diskutiert worden. Um die gesetzmiBigen Zusammenhinge zu er-
kennen, werden freilich noch viele Proteinmolekiile vollstindig aufge-
klirt werden miissen.

2. Allgemeines tiber die Aufklirung der Primiarstruktur

Trotz aller Verbesserungen der Methoden ist die Aufklirung der Primiir-
struktur eines Proteines eine sehr miihevolle und zeitraubende Arbeit.
Im folgenden soll gezeigt werden, nach welchem Schema sie meistens
ausgefithrt wird.

A. Reindarstcllung und Reinheitspriifung

Ls ist sclbstverstindlich, da die Arbeit der Strukturaufkldrung nur an
wirklich chemisch einheitlichen Proteinen erfolgreich sein kann. Zur-
Reinheitspriifung werden meistens chromatographische und elektro-
phoretische Methoden herangezogen. Auch die analytische Ultrazentri-
fuge wird verwendet.

Die fiir die chemische Aufklirung notwendige Menge an reinem Pro-
tein ist relativ hoch. Bei Proteinen mit Molekulargewichten von 10000
bis 20000 sind einige Gramm Reinsubstanz erforderlich. Diese Mengen
stehen in vielen Fillen nicht zur Verfiigung. Die Suche nach Mikro- und
Ultramikromethoden ist daher in den letzten Jahren sehr intensiviert
wordcn. Einige davon sollen spiiter besprochen werden.

B. Voruntersuchungen und Bestimmung chemisch-physikalischer
Konstanten

Als nichste Schritte zur Strukturaufklirung werden das Molekularge-
wicht, die Aminosiurczusammensetzung und cventuelle andere das
Molekiil aufbauende Komponenten bestimmt. Auch mufl die Art und
Anzahl der Polypeptidketten ermittelt werden. Hierzu werden die N-
und C-terminalen Enden der Polypeptidketten mdéglichst quantitativ
festgestellt. AuBerdem wird das Verhalten in Losungsmitteln untersucht,
in denen ecin Zerfall in die einzelnen Polypeptidketten zu erwarten ist
(starke Harnstofflésungen, Lésungen mit tiefem und hohem pg usw.).
Sind verschiedenc Polypeptidketten nachgewiesen worden, so werden
diecse — nach Spaltung eventuell vorhandener vernetzender Disulfid-
bricken — getrennt und ncuerlich analysiert. Daraus ergibt sich meist
schon cin recht genaues Bild der Aminosiurezusammensetzung je Poly-
peptidkette.
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C. Bestimmung der Aminosiduresequenzen der Polypeptidketten

Es gibt noch keine Methoden, um die Aminocsiuren einer Polypeptid-
kette schrittweise von einem Ende zum anderen der Reihe nach zu be-
stimmen. Derartige Abbaumethoden versagen meist nach mchreren
Aminosdureresten (siche I1/4). Deshalb miissen die Polypeptidketten in
spezifischer Weise zerkleinert werden. Bei sehr langen Ketten wird dieser
Vorgang in mehreren Phasen durchgefiihrt werden miissen. Zuerst ein
Abbau in mehrere, noch sehr groie Bruchstiicke. Hierzu sind sehr spezi-
fische Abbaumethoden notwendig, da sonst nur schr geringe Ausbeuten
an den cinzelnen Bruchstiicken erhalten werden wiirden (siehe II/3). Die
Bruchstiicke werden voneinander getrennt und ihre Aminosiurezusams-
mensetzung sowic die terminalen Aminosiuren bestimmt. Der Abbau
wird nun an den cinzelnen Bruchstiicken so oft wicderholt, bis dic Peptide
klein genug fiir eine Bestimmung der Aminosiuresequenz sind.

Kennt man die Struktur aller Bruchstiicke, so miissen diese eine ein-
zige Aminosdurcsequenz ergeben. Das Problem ist erst dann geldst, bis
eine eindeutige Zuordnung jedes DBruchstiickes in die Polypeptidkette
moglich ist. Dazu missen verschiedene Spaltungsmethoden herangezo-
gen werden, damit geniigend cinander #berschneidende Bruchstiicke cnt-
stehen. Die so crmittelte Strukturformel muB natiirlich dic bekannten
Analysendaten der Polypeptidkette hinsichtlich der Anzahl der Amino-
sdurcn erfiillen.

Die sehr groBe Anzahl der Bruchstiicke erfordert sehr leistungsfihige
Trennmethoden. Die notwendigen quantitativen Aminosdureanalysen er-
fordern weiterhin komplizierte und teure Apparate, da man sich nicht
immer mit den einfaclieren aber ungenaueren papierchromatographi-
schen und papicrelektrophoretischen Nachweismethoden begniigen kann.

Die lingste bisher aufgeklirte Polypeptidkette ist die des Chymo-
trypsinogens A mit 246 Aminosiuren und einem Molckulargewicht von
etwa 25000 (Literaturhinweis siche IIT). Es gibt jedoch noch viel lingere
Polypeptidketten, so z. B. dic des Serumalbumins mit einem Molekularge-
wicht von etwa 65000.

D. Bestimmung det Disulfidbriicken

Enthilt einc Polypeptidkette mehrere Disulfidbriicken, oder waren ver-
schiedene Polypeptidketten durch mehrere solche verkniipft, so mitssen
diese festgelegt werden. Da Cystinbriicken vor der Aufkldrung der Amino-
sduresequenz zur Vermeidung von Komplikationen stets gespalten wer-
den, so ist dic Zuordnung der cinander entsprechenden Briickenglieder
bei mehreren Cystinbriicken aus der Aminosiurcsequenz nicht méglich.
Hierzu werden Abbauversuche mit intakten Disulfidbriicken durchge-
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fiihrt, wobei die Moglichkeit eines Disulfidaustausches vermieden werden
muB (siche II/4). Nach Trennung und Aufkldrung der cinzelnen Cystin-
peptide kann durch Vergleich mit der bereits bekannten Aminosiure-
sequenz nunmehr eine Zuordnung der einzelnen Briickenglieder erfolgen.

Mit der Festlegung der Disulfidbriicken ist dic chemische Struktur-
aufklirung einfacher Proteine beendet. Dariiber hinaus gelingt es hdch-
stens, durch die Anwendung bifunktioneller Reagentien gewisse Hin-
weise iiber die riumliche Lage einiger Aminosiurereste zueinander zu
gewinnen.

Bei zusammengesetzten Proteinen miissen eventuelle kovalente Bin-
dungen zwischen Protein und prosthetischer Gruppe ermittelt werden
(siehe z.B. Cytochrom c, Abb. 3). Bei manchen Glykoproteiden sind die
Verkniipfungsstellen erforscht. Die Bindung zwischen Kohlehydrat und
Protein erfolgt meist iiber diec Carboxylgruppen der Scitenketten von
Asparaginsiure-Resten. Es sind bisher nur Teilstrukturen von Glyko-
protciden bekannt gewotden. Bei den Phosphoproteiden ist die Phosphor-
siure meist mit Hydroxylgruppen von Scrinresten verestert. Auch hier
sind bisher keine vollstiindigen Strukturen erforscht worden. Noch weit-
gehend unbekannt sind die komplizierten Strukturen der Lipoproteide.

II. Methodisches

Dieser Abschnitt soll die heute wichtigen Methoden auf dem Gebiet der
chemischen Strukturaufklirung von Proteinen erliutern. Hierbei war es
nicht die Absicht, auch alle diesjenigen Verfahren zu besprechen, welche
durch die Entwicklung der Proteinchemie heute als {iberholt anzuschen
sind. Neben der Besprechung neuer Methoden wurden jedoch auch die
praktisch wichtigen dlteren Verfahren und deren Weiterentwicklungen
aufgezcigt. Um dem Leser das Auffinden genauerer Beschreibungen und
experimenteller Details zu erleichtern, wurden stets entsprechende Li-
teraturhinweise gegeben.

1. Aminosiure-Zusammensetzung

Neuere Ubersichten iiber die Aminosiureanalyse von Proteinen siehe
bei Block (9) oder Light und Swmith (69).

A. Hydrolyseverfahren

In Proteinen gibt es in der Regel 20 verschiedene Aminoséuren:
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Glycin (Glykokoll) Mecthionin

Alanin Cystin (und Cystein)
Valin Prolin

Leuzin Asparaginsdure
Isoleuzin Asparagin

Serin Glutaminsiure
Threonin Glutamin
Phenylalanin Histidin

Tyrosin Toysin

Tryptophan Arginin

Nur wenige davon kénnen im intakten Protein quantitativ erfaBt wer-
den. So z.B. Tyrosin und Tryptophan durch Messung der Ultraviolett-
Absorption, Tryptophan durch spezifische kolorimetrische Methoden,
Cystin und Cystein durch Titration oder durch photometrische Mcthoden
(siehe z.B. Block (9), Light und Smith (69)).

Im allgemeinen aber miissen zur Analyse die Aminosiduren durch hy-
drolytische Spaltung der Peptidbindungen in Freiheit gesetzt werden.
Hierfiir gibt es sowohl chemische (saure und alkalische Hydrolyse) als
auch einige enzymatische Methoden (siche z. B. Hill (43)).

a) Chemische Methoden

Dic beste und am hiufigsten angewendete Hydrolysemethode ist die
Spaltung mit 6N Salzsdure bei 105—110°C, meist 20—24 h lang. Durch
sorgfiltiges Entfernen von Luftsauerstoff kann hierbei eine wesentliche
Verminderung der Verluste an Aminosduren erreicht werden. Trotzdem
wird Tryptophan weitgehend zerstort. Gewisse Verluste treten auch bei
den schwefelhaltigen Aminoséduren ein, die jedoch durch vorherige Oxy-
dation mit Perameisensiiure weitgehend ausgeschaltet werden kdénnen
(siche oxydative Spaltung der Disulfidbriicken, 11/3). Auch Serinund
Threonin werden geringfiigig zerstort. Manche Aminosduren werden hin-
gegen nur sehr langsam in Freiheit gesetzt: Valin, Leuzin und Isoleuzin.
Bei sehr genauen Analysen verwendet man deswegen verschieden lange
Hydrolysezeiten, z.B. 24, 48 und 72 Stunden. Aus der Abhingigkeit der
erhaltenen Analysenwerte von der Hydrolysezeit ergeben sich entspre-
chende Korrekturfaktoren: Bei Zerstérung von Aminosiuren (Abnahme
der Analysenwerte mit zunchmender Zeit) werden die Analysenwerte auf
dic Zeit null extrapoliert. Bei den schwer freisetzbaren Aminosiuren wer-
den die maximal errcichbaren Werte eingesctzt.

Es ist cin weiterer Nachteil der chemischen Hydrolysemethoden, da
die Amidgruppen von Asparagin und Glutamin unter Bildung von Am-
moniak und Asparagin- bzw. Glutaminséure gespalten werden.
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b) Eng ymatische Methoden

Um die Nachteile der chemischen Hydrolyseverfahren zu vermeiden,
hat man schon ldngere Zcit einc rein enzymatische Hydrolyse gesucht.
Durch dic sehr schonende Enzymbehandlung werden Verluste an Amino-
sduren zwar vermieden, andererseits ist das Problem der quantitativen
enzymatischen Spaltung aller Peptidbindungen noch nicht vollstindig
gelost worden.

Zur Bestimmung von Glutamin, Asparagin, Glutamin- und Aspara-
ginsiure haben Towers, Peters und Wherett (107) durch Gemische von
Pankreascnzymen partielle IIydrolysate hergestellt, welche mit Ililfe
mikrobiologischer Methoden analysiert wurden. Hierzu war keine voll-
stindige Freisetzung der Aminosiuren notwendig.

Hill und Schmidt (44) haben eine zweistufige Methode zur totalen en-
zymatischen Hydrolyse entwickelt. Sie verwendeten zuerst Papain und
anschlieBend cin Gemisch aus Leuzin-Aminopeptidase und Prolidase.
Die Aminosiureanalyse erfolgte durch Siulenchromatographie. Dic an
verschicdenen Protcinen durchgefithrten Untersuchungen ergaben eine
gute Ubcreinstimmung mit den durch Siurehydrolyse crhaltenen Wer-
ten, nur die Freisetzung von Cysteinresten benachbarten Aminosduren
bereitete bei nativen Proteinen gewisse Schwierigkeiten. Dicse vielver-
sprechende Methode ist bisher jedoch noch nicht oft verwendet worden.

B. Quaantitative Aminosiureanalyse

Zur qualitativen und quantitativen Bestimmung von Aminosiuren sind
cine Reihe verschicdener Verfahren herangezogen worden. So z.B.:

Papicrchromatographic und -clcktrophorese (siche z.B. Bailey (8), Block
(9), Light und Smuth (69), sowie die zahireichen Standardwerke wie
z.B. Block, Durrum und Zweig (10))

Kolonnenchromatographie an Ionenaustauschern (siche z.B. Bailey (8),
Block (9), Light und Smith (69))

Spezifische kolorimetrische Methoden fiir gewisse Aminosduren (siche
z.B. Block (9), Light und Smuth (69))

Mikrobiologische Mcthoden (siche z.B. Block (9), Light und Swmith (69))

Gaschromatographie (siehe z.B. Block (9), Light und Smith (69), James
und Morris (53))

Diinnschichtchromatographie (siehe z.B. Randerath (87), Stahi (100),
James und Morris (53))

Neben der quantitativen Bestimmung der freien Aminosiduren spielt

auch die quantitative Analyse der N-2,4-Dinitrophenylaminosiuren und

der Aminosiure-Phenylthiohydantoine eine Rolle (vgl. II/4 und Gas-
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chromatographie II/1). (Naheres siche z.B. bei Bailey (8), Fraenkel
Conrat, Harris und Levy (32).)

Auf dem Gebiet der quantitativen Aminosdureanalyse sind vor aller
die automatischen Methoden sehr verbessert worden. Die Methoden nact
dem Verfahren von Spackman, Stein und Moore sowie die gaschromato-
graphischen Verfahren seien niher besprochen.

a) Automatische Methoden nach Spackman, Stein u. Moore (96)
(siche anch Smyth . Elliott (91), Hirs (45))

Die Aminosiiureanalyse an Ionenaustauschern wurde seit dem Jahre
1951 von der Arbeitsgruppe um Stesn und Moore immer weiter verbes-
sert. Sie ist das exakteste und am weitesten verbreitete Verfahren zur
quantitativen Bestimmung. 1958 erschien erstmals eine Beschreibung
eines automatischen Apparates (siehe Zitat beim Titel). Als Ionenaus-
tauscher wurden sulfonierte Polystyrol-Harze verwendet, wie z.B.
Dowex 50 oder Amberlite IR 120. Das Hydrolysat wurde manucll auf
eine Chromatographiesiule aufgetragen. Die Trennung gelang durch
Pufferlosungen, welche mit konstanter Geschwindigkeit durch die Sau-
len gepumpt wurden. Das automatisch mit Ninhydrinlésung gemischte
Eluat passierte hierauf einen Kapillarschlauch aus Teflon, wobei es auf
100°C erhitzt wurde. Der hierbei aus den Aminosduren gebildete blaue
Farbstoff wurde schlieBlich in eincr DurchfluB-Kiivette gemessen und die
Extinktion von einem Schreiber registriert.

Nach diesem Schema gebaute Apparate waren bald kiuflich erhalt-
lich, z.B. von Spinco-Beckman, Technikon, Bender und Hobein, n.a.m.
Eine Aminosdurcanalyse dauerte etwa 16 Stunden, je Aminosiure waren
etwa 0,5—1 Mikromol Substanz notwendig. Dies entspricht etwa 1—2 mg
Protein. Die Auswertung der Extinktionskurven geschah planimetrisch
von Hand aus. Dic urspriingliche Methode und die kduflichen Apparate
wurden seither vielfach verbessert (siehe z.B. Hirs (45)). Der neueste
Apparat von Beckman (Amino Acid Analyser 120 C) benétigt nur mehr
zwel Stunden fiir eine Analyse. Die minimale Probenmenge je Amino-
sdure betrigt 0,02 Mikromol. Das Auswerten der Kurven wird automa-
tisch durch einen Komputer besorgt.

Das siiulenchromatographische Verfahren an Ionenaustauschern ist
jedoch noch empfindlicher gestaltet worden. So haben Kirsten und Kir-
sten (57, 58) an Stelle cines Chromatographierohres eine Teflon-Kapillare
von 0,5 mm Durchmesser verwendet. Dadurch, und durch Verbesserun-
gen der Extinktionsmessung, konnten sie etwa 0,001 Mikromole (10-°
Mol) Aminosiure quantitativ erfassen.

Die erreichbare Genauigkeit der sdulenchromatographischen Metho-
den an Ionenaustauschern betriigt etwa +39,. Dies bedeutet, daB eine
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sichere Unterscheidung zwischen 14 und 15 Aminosidureresten je Mol Pro-
tein gerade noch mdglich ist. Natiirlich ist durch wicderholte Analyse
eine Verbesserung der Genauigkeit moglich. Da manche Proteine aber
bis zu einige hundert Aminosaurereste je Molekiil aufweisen, so kann man
bei diesen keine exakten Zahlenwerte erhalten. Auch hier zeigt sich daher
die Notwendigkeit einer Untersuchung kleinerer Bruchstiicke, will man
die Anzahl der Aminosduren je Proteinmolekiil exakt bestimmen.

b) Gaschromatographische Methoden
(Ndheres siehe z.B. bei Horning und Vanden Heuvel (49), James und
Morris (53).)

Seit einigen Jahren fehlt es nicht an Versuchen, die hohe Empfindlich-
keit und Schnelligkeit der Gaschromatographie fiir die Aminosiureana-
lyse heranzuzichen. Das schwierigste Problem ist hierbei die quantitative
Umwandlung der nichtfliichtigen Aminosduren in geniigend stabile
Derivate von geeigneter Fliichtigkeit. Hierzu miissen sowohl die Amino-
gruppen als auch die Carboxylgruppen der Aminosduren blockiert wer-
den. Wegen dieser zusitzlichen Schwierigkeiten spiclt die Gaschromato-
graphie neben der Chromatographie an Ionenaustauschern noch keine
bedeutende Rolle.

Die Carboxylgruppen von Aminosiuren werden stets verestert. Die
Aminogruppen werden meist in die N-2,4-Dinitrophenylderivate oder in
die N-Trifluoracetyl-Derivate umgewandelt (sieche II/3A und II/4A).
Auch Phenylthiohydantoine von Aminosduren sind verwendet worden
(siche II/4 A).

So haben Lamkin und Gekrke (65), die Butylester von 19 verschie-
denen N-Trifluoracetyl-Aminosiuren dargestellt und eine quantitative
Analysenmethode ausgearbeitet. Eine duBerst empfindliche Methode
wurde auch von Landowne und Lipsky (66) beschrieben. Sie verwendcten
die Methylester von N-2,4-Dinitrophenyl-Aminosiuren. Die hohe Affini-
tit der Dinitrophenyl-Gruppe fiir freie Elektronen wurde als Nachweis-
methode herangezogen, wobei bis zu etwa 10~ Mol Aminosiuren nach-
gewiesen werden konnien. Die gaschromatographische Trennung von
Phenylthiohydantoin- und Dinitrophenyl-Derivaten von Aminosiuren
ist von Prsano und Mitarbeitern (78) beschricben worden. Wihrend die
meisten Phenylthiohydantoine dirckt chromatographicrt werden konn-
ten, wurden die Dinitrophenylderivate als Methylester eingesetzt.

2. Molckulargewichtsbestimmung

Die nachfolgend angegebenen Methoden sind zur Bestimmung des Mole-
kulargewichtes von Proteinen herangezogen worden. Von diesen soll
jedoch nur die Gelfiltrationsmethode niher besprochen werden.
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Ultrazentrifugierung (siche z. B. Claesson und Moring-Claesson (19))
Messung des osmotischen Druckes (siehe z.B. Adair (3), Kupke (64))
Messung der Lichtstreuung (siche z.B. Stacey (99))
Studium monomolekularer Schichten (siehe z.B. Sobotka und Trurnit
94))
Messung der Viskositit (sichc z.B. Krach (67))
Messung der Beugung von Rontgenstrahlen
bei kristallisierten Proteinen (siehc z.B. Dickerson (23))
durch Kleinwinkelstreuung (siche z. B. Kratky und Mitarbeiter (62))
Verhalten bei Gelfiltration (siehe z.B. James und Morris (53), Deter-
mann (22), Porath (79))
Quantitative chemische Endgruppenanalyse (siche I1/4 A)

Gelfiltration

Dic Gelfiltration wird oftmals auch als Molckilsicbungs- oder Molekiil-
ausschlieBungs-Chromatographic bezeichnet. Sie ist erst in den letzten
Jahren bekannt geworden und spielt seit etwa drei Jahren in der Protein-
chemie eine immer wichtigere Rolle.

Prinzip: Zur Molckiilsicbung werden pordse, stark gequollene hydro-
phile Gele verwendet, die in Form feiner Kérnchen in Chromatographie-
Sdulen eingcbracht werden. Bei der Chromatographie dringen dic Mole-
kiile je nach ihrer GréBe durch Diffusion mehr oder weniger stark in die
Poren der Gelkdrner ein. Dieser Proze8 der ,Molckiilsiebung® oder
wMolekiil-AusschlicBung “bewirkt eine Trennung nach der Grile der
Molckiile, das heit nach dem Molckulargewicht. Im Eluat werden
schlieBlich zuerst die groBen und dann die klcinen Molekiile zu finden sein.

Material: Wihrend man anfangs eine Reihe verschiedener Geltypen
verwendete, wie z.B. Agar, Agarosc u.a.m., so haben sich heutc einige
kiiuflich erhiltliche Materialiecn rasch durchgesetzt. So vor allem die
»Sephadex“-Typen der Fa. Pharmacia in Uppsala, Schweden, welche
Dextrane von verschiedenem Vernetzungsgrad sind. Seit kurzer Zeit
gibt es auch Gelmatcrial auf Polyacrylamid-Basis. Es sind dies die ,,Bio-
Gel“-Typen der I'irma Bio-Rad, Richmond, Kalifornien.

Fehlermiglichkeiten: Assoziationen von Proteinmolekiilen kdnnen
Komplikationen ergeben, welche bei der Molekulargewichtsbestimmung
natiirlich unerwiinscht sind. Sie kénnen meist durch erhthte Salzkonzen-
tration der Pufferlésungen vermicden werden. Reversible Assoziationen
erkennt man an der Abhiingigkeit des chromatographischen Verhaltens
von der Menge der eingesetzten Substanz. Da man meist die Bestim-
mung des kleinsten méglichen Molekulargewichtes wiinscht, so mu8
man zur Vermeidung von Fehlern schr geringe Protcinkonzentrationen
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bei der Bestimmung verwenden. Es werden pro Versuch hichstens einige
Milligramm Protein verwendet, bei gecigneter Nachweismoglichkeit
aber noch weniger.

Es soll erwiihnt werden, dall sich andererseits gerade mit Hilfe der
Gelfiltration reversible Assoziationen von Proteinmolekiilen gut stu-
dieren lassen (sichc z.B. Ackers und Thompson (1), Winzor und Nichol
(772), Winzor und Scheraga (113)).

Adsorptionen am Trigermaterial tiuschen zu geringe Moleckular-
gewichte vor. Wenn auch Dextran- oder Polyacrylamidgele nur sehr ge-
ringe Neigung zu Adsorptionseffekten zeigen, so sind solche doch be-
kannt. So kénnen in sehr verdiinnten Pufferlésungen bei Sephadex-Gelen
Ionenaustauscher-Effckte wegen der doch in geringer Menge vorhandenen
Carboxylgruppen des Trigermaterials eine Rolle spielen. Auch Verbin-
dungen, welche aromatische Ringe enthalten, werden etwas adsorbiert.
Bei Proteinen spielen Adsorptionseffekte meist keine grofe Rolle. Um
sie jedoch moglichst auszuschalten, verwendet man auch aus diesem
Grunde als Elutionsmittel Pufferldsungen mit erhshter Ionenkonzentra-
tion, z.B. mit Zusatz von Kaliumchlorid.

Es sei weiterhin erwithnt, daB bei der Gelfiltration neben dem Mole-
kulargewicht auch die Molekiilgestalt der Proteine eine Rolle spielen
sollte. Dieser Effekt ist heute noch umstritten. Dic meisten der bisher
verdffentlichten cxperimentellen Ergebnisse zeigen, daB die Molekiilge-
stalt keine groBe Rolle zu spielen scheint (siehe z.B. Squive (98)). Es
sind jedoch bisher nur globuldre Proteine untersucht worden.

Auch die Art des Geles beeinfluit den Mechanismus der Gelfiltration.
So hat Ackers (2) berichtet, daB sich dic Trennprozesse bei der Gelfiltra-
tion an den Typen Sephadex G-75 und G-100 von denen an Sephadex
(G-200 prinzipiell etwas unterscheiden.

Trotz aller diescr theoretischen Fehlerméglichkeiten hat es sich in der
Praxis gezeigt, da man das Molekulargewicht von globuliren Proteinen
mit Hilfe der Gelfiltration auf etwa +109, genau abschitzen kann
(Andrews (5)).

Auwustithrung: Die Trennsiulen werden zuerst durch reine Proteine von
bekanntem Molekulargewicht geeicht, indem man die Elutionsdiagramme
bestimmt. Die gebriuchlichste Art der Eichkurve ist die graphische
Darstellung Elutionsvolumen des Protcinmaximums gegen Logarith-
mus des Molekulargewichtes. Genauc Angaben siche bei Andrews (5, 6),
Steere und Ackers (103), Whitaker (111), Leach und O’Shea (67).

Die Kurve ergibt im Arbeitsbereich des Gel-Materials eine Gerade. Um
die Darstellung unabhiingig von der Siulendimension zu machen, ist
auch das Verhiiltnis Elutionsvolumen / Volumen des Gelbettes an Stelle
des Elutionsvolumens verwendet worden (Whitaker (177)). Porath (zi-
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tiert aus Defermann (22)) hat auf Grund theoretischer Uberlegungen die
Quadratwurzel des Molekulargewichtes gegen die Kubikwurzel des von
ihm definierten ,,Verteilungskoeffizienten™ aufgetragen und eine lineare
Abhiangigkeit beider Gréfen nachgewiesen.

Die einmal geeichten Trennsiulen kénnen praktisch beliebig oft zur
Molekulargewichtsbestimmung verwendet werden. Wenn zuldssig, so
werden bei der Bestimmung nochmals eine oder mehrere Referenzsub-
stanzen zugegeben. Sind spezifische Nachweise decs untersuchten Pro-
teins moglich, so kann auch mit unreinen Priiparaten gearbeitet werden.
So ist z.B. oftmals durch einc biologische Aktivitiatsbestimmung dic
Festlegung des Maximums der untersuchten Substanz maglich. Ist der
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Nachweis empfindlich genug, so kann mit geringsten Substanzmengen
gearbcitet werden, wie z.B. bei der Bestimmung des Molekulargewichtes
des Virushemmstoffes , Interferon” (Jungwirth und Bodo (55)).

Ein besonders rasches Verfahren zur Abschitzung des Molekularge-
wichtes von Proteinen ist die Durchfithrung der Gelfiltration in der Form
der Diinnschicht-Chromatographie (siche z.B. Andrews (5), Morris
(75}).

3. Selektive Spaltung der Polypeptidkette

A, Enzymatische Methoden

Die schonende Spaltung denaturierter Proteine mit Hilfe von proteolyti-
schen Enzymen ist das meistgebrauchte Verfahren zur Herstellung eines
Gemisches von Peptiden, deren Grée und Anzahl durch die Spezifitit
des verwendeten Enzymes und durch die Aminosduresequenz des unter-
suchten Proteines bestimmt werden. Die verschiedenen Spezifititen ein-
zelner Enzyme erlauben hierbei die Isolierung einander iberschneidender
Peptide und damit deren cindeutige Zuordnung in die Polypeptidkette.

Die am meisten verwendeten Enzyme sind Trypsin, Chymotrypsin
und Pepsin. Manchmal werden auch Papain und baktericlle Enzyme her-
angezogen.

Trypsin ist das spezifischste der bekannten Enzyme. Es spaltet nur
Peptidbindungen, an denen die Carboxylgruppen von Lysin oder Argi-
nin beteiligt sind.

Chymolrypsin spaltet Peptidbindungen, an denen die Carboxylgrup-
pen aromatischer Aminosiuren beteiligt sind (Tryptophan, Tyrosin,
Phenylalanin). Daneben werden meist langsamer auch Bindungen von
Leuzin, Methionin, Asparagin und Glutamin angegriffen.

Pepsin ist weniger spezifisch. Es spaltet z.B. Bindungen, an denen
die Amino- oder Carboxylgruppen von Tyrosin und Phenylalanin be-
teiligt sind, daneben aber stets auch eine groBe Anzahl anderer Bindungen.

(N&heres siehe z. B. bei Canfield und Anfinsen (15), Bailey (8), Hill (43).)

Trypsin ist wegen seiner hohen Spezifitit das meistverwendete En-
zym. Fiir seine Anwendung sind einige neue Methoden ausgearbeitet
worden.

a) Inaktivierung chymotryptischer ARtivitit

Fast alle kduflichen Trypsinpriparate zeigen mehr oder weniger starke,
unerwiinschte chymotryptische Aktivitit. Da die vollstindige Entfer-
nung chymotryptischer Verunreinigungen schwierig ist, so wurden sie

13
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bisher in relativ unspezifischer Weise durch vorsichtige Siurebehandlung
oder mit dem Reagens Diisopropylfluorphosphat inaktiviert. Dieses
Problem ist durch die Auffindung zweicr neuer spezifischer Hemmstoffe
{iir Chymotrypsin geldst worden:

CeHs
N—-COC1

7
C.H,;
(Erlanger und Cohen (28), Evlanger und Edel (29))
und ,, TPCK“, dasist L-(1-Tosylamido-2-phenyl)-dthylchloromethylketon
(Schoellmann und Shaw (86), Kostka und Carpenter {(60) ).

C4H,—CH,~CH—COCH,CI
NH

do,-¢ \/\—CH3

Diphenyl-carbamylchlorid

b) Spaltung von Cysteinyl-Bindungen

Eine neue Anwendungsmdglichkeit fiir Trypsin bestcht in der Spaltung
von basisch substituierten Cystcinresten. Hierbei werden dic —SH-
Gruppen zu S—8-Aminodthyl-Gruppen alkyliert: —S--CHy—CH,—NH,,.
Dies gelingt entweder mit B-Halogen-Athylaminen (Hofmann, Walsh,
Kauffmann und Neurath (47)), oder aber besser mit Hilfe von Athylen-
imin (Raftery und Cole (80) ). Durch die Einfihrung des basischen Restes
ist es moglich, die Peptidspaltung an der Carboxylseite von Cystein-
resten mit Hilfe von Trypsin vorzunehmen.

¢) Selektive Spaltung von Arginylbindungen

Durch Blockierung der z-Aminogruppen von Lysinresten in der Poly-
peptidkette ist es moglich, mit Hilfe von Trypsin nur Arginylbindungen
zu spalten. Hicrdurch ergibt sich dic Mdglichkeit, gréBere Spaltstiicke
von Polypeptidketten zu erhalten. Diese Methoden haben sich jedoch
erst durchgesetzt, scitdem es gelungen ist, dic Blockierung reversibel zu
gestalten und die s-Aminogruppen der Lysine nach Spaltung der Arginyl-
bindungen wieder zu regenerieren. So haben Goldberger und Anfinsen (35)
die reversible Einfithrung der Trifluoracetyl-Gruppe beschrieben. Durch
Reaktion der e-Aminogruppen mit dem Athylester der Trifluor-thio-
essigsiure (CF,COSC,H;) werden diese in die nicht mit Trypsin spalt-
baren N-Trifluoracetyl-Gruppen umgewandelt (CF,CO—NH-). Nach
Spaltung der Arginylbindungen mit Trypsin werden die Trifluoracetyl-
Gruppen mit Piperidin abgespalten. Die Methode ist bereits mit Erfolg
bei Proteinen verwendet worden (siehe z.B. Stouffer und Watters (104),
Braunitzer und Mitarbeiter (72)).
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Merigan und Mitarbeiter (74) haben die e-Aminogruppen mit

Schwefelkohlenstoff zu Dithiocarbamaten umgesetzt (R—NH—CS—SH).

- Aus diesen koénnen nach Spaltung der Arginylbindungen durch Er-
niedrigung des pg-Wertes wieder die Aminogruppen regeneriert werden.
Ein Nachteil der Methode ist die leichte Oxydierbarkeit der Dithiocarb-
amate, welche den AusschluB3 von Luftsaucrstoff verlangt.

Eine weitere Moglichkeit ist von Hunler und Ludwig (57) sowie Lud-
wig und Byrne (70) ausgearbeitet worden. Imidoester, z.B. Methylacet-
imidat, reagieren mit Aminogruppen unter Bildung von Acetamidino-
Derivaten:

_NH-HCI ANH-HCI
CH,—C‘\ + NH,-(Protein) = CHy~C_
OCH, NH-(Protein)

+ CH,0H

Die Aminogruppen kénnen mit konzentrierten Ammoniak-Ammonacetat-
Puffern wieder regeneriert werden.

B. Chemische Mecthoden

Eine Ubecrsicht iiber dic zahlrcichen Versuche zur spezifischen chemischen
Spaltung von Polypeptidketten ist von Witkop (774) gegeben worden.
Es sollen nachfolgend einige praktisch wichtige sowie cinige neue Metho-
den besprochen werden.

a) Spaltung der Disulfidbriicken

Die Spaltung von Cystin-Briicken wird aus zwei Griinden vorgenommen:
Zur Trennung von durch Cystinbriicken vernetzten Polypeptidketten
und um die relativ unstabilen —S-S-Bindungen (sieche I1/4 C) in chemisch
stabilere Derivate umzuwandeln. Es gibt hierzu drei Moglichkeiten.

Oxydative Spaliung. Peramcisensiure (hergestellt durch Mischung
von Ameciscnsdure und Perhydrol) bildet quantitativ pro Mol Cystin
zwei Mol Sulfosdure. Gleichzeitig werden SH-Gruppen zu Sulfosiure oxy-
diert und Mecthionin in Methioninsulfon iibergefiihrt. Alle drei Reaktions-
produkte sind siurestabil. Bei Hydrolyse entstehen aus oxydierten Cy-
stin- und Cysteinresten Cysteinsiure

CH,~CHNH,—COOH
|
SO.H

und aus Methioninresten Methioninsulfon

CH,—~S0,—(CH,),~CHNH,—COOH
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Diese Spaltung ist lange bekannt und wurde erstmals von Sanger und
Mitarbeitern bei der Aufkliirung von Insulin angewendet (siche z.B. bei
Sanger (85), neuere Anwendungen siehe Hirs (46)). Ein Nachteil der
Methode ist die Zerstérung der Tryptophanreste durch Perameisensiure.

Spaltung mit Sulfit. Disulfide werden durch Sulfit zu S-Sulfosduren
und Sulfid gespalten:

R-S-S-R + 802 = RS- + R—S—S0;

Um die gebildeten Sulfide ebenfalls umzusetzen, werden sie entweder
durch Luftsauerstoff oder durch milde Oxydationsmittel (z.B. Tetra-
thionate) oxydiert und nochmals mit Sulfit bechandelt. Leichter gelingt
die Umsetzung in Gegenwart von Cutt-Ionen (Swan (705)), welche
unter gleichzeitiger Reduktion zu Cu*-Ionen einen quantitativen Verlauf
der Reaktion bewirken, wobei auch vorhandene SH-Gruppen mit erfa3t
werden. (Néheres siehe z.B. Bailey (8).)

Dic Spaltung mit Sulfit ist sehr spezifisch, und es sind bisher keine
Nebenreaktionen bekannt geworden. Ein Nachteil der Methode ist es,
daB S-Sulfoséuren durch Sdurcn und Laugen zerstort werden, cine nach-
folgende Hydrolyse daher nicht moglich ist. -

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit der Sulfitspaltung besteht
darin, inter- und intramolekulare Disulfidbriicken zu unterscheiden
(Cecil und Wake (17)). Wihrend mit Sulfit allein nur intermolckulare
Briicken gespalten werden, so werden in Gegenwart von Quecksilber-
salzen und Harnstof alle Disulfidbriicken er{aBt.

Reduktive Spaltung. Dic reduktive Spaltung von Disulfiden ergibt
‘SH-Gruppen. Da dicse leicht oxydierbar sind, so miissen sie durch Alky-
lierung geschiitzt werden.

Von den frither gebriuchlichen Reduktionsmitteln werden zwei heute
kaum mehr verwendet, da sie leicht Nebenrcaktionen herbeifithren
konnen: Natrinmborhydrid nrd Thioglykolsdure (siche z.B. Hirs {45),
Canfield und Anfinsen (15)). Dagegen hat sich die Reduktion mit B-
Mercaptoiithanol weitgehend durchgesetzt (siche z.B. Anfinsen und Ha-
ber (7), Thompson und O’Donnell (106)). Weitere ncue Reduktionsmit-
tel sind B-Mercaptoithylamin (Marcus und Mitarbeiter (72)) und Di-
thiothreit (HS—CH,—(CHOH),—CH,—SH; Cleland (20)).

Die neugebildeten SH -Gruppen werden meist durch Jodessig-
sdure zu den siurestabilen S-Carboxymethyl-Gruppen umgesetzt:
~S—CH,—COOH (siche Anfinsen und Haber (7)). Auch das neutrale
Jodacetamid oder Acrylnitril werden hierzu verwendet. Letzteres bildet
S-Cyanoithylcystein (—S—CH,—CH,—CN), welches bei saurer Hydrolyse
als S-Carboxyiithylcystein freigesctzt wird:
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CH,—CHNH,—COOH

Sl—CH,—CH,—COOH
(siehe Weil und Sesbles (110)).

b) Spaltung von Serin- und Threoninbindungen

Konzentrierte Salzsiure spaltet bei Zimmertemperatur (oder leicht er-
hohter Temperatur) rasch Ammoniak aus den Amiden Asparagin und
Glutamin ab. Bei ctwas ldngerer Einwirkungszeit werden hauptsichlich
Bindungen gespalten, an denen die Aminogruppen von Serin- oder
Threoninresten beteiligt sind. Diese viel verwendete bevorzugte Spaltung
ist schon lianger bekannt. Bei weiterer Einwirkung von konzentrierter
Salzsdure entstehen in der Hauptsache Dipeptide neben Tripeptiden
und freien Aminosiuren. (Niheres siehe z.B. Sanger (85), Hill (43).)

An Stelle von konzentrierter Salzsiure sind auch wasserfreie Ameisen-
sdure, starke Schwefelsdure oder Phosphorsdurc sowie Fluorwasserstoff

verwendet worden. Da hierbei jedoch auch unerwiinschte Nebenreak-
tionen auftreten, so haben sich diese Methoden bisher nicht durchgesetzt.
(Neuere Versuche mit Fluorwasserstoff siehe z.B. bei Lenard und Hess
(68).)

Die Ursache der leichten Spaltbarkeit von Serin- und Threoninbin-
dungen ist sehr wahrscheinlich eine durch die starke Siure hervorgerufene
reversible N,0-Acctylverschiebung, wobei eine Esterbindung und eine
freie Aminogruppe entstehen. Die Esterbindung wird sodann gespalten:

_Serinrest .
(Protein) —-NH—CHR—CO—NH—CH—CO—(Protein)

HO-LH,
1

(Protein) —-NH—CHR—CO—0—CH,
NH,—CH—CO—(Protein)

¥
(Protei n)~NH—CHR—COOH + NH,—CH—CO—(Protein)

CH,~OH

¢) Abspaltung von Asparaginsiure

Verdiinnte Sduren, wie z.B. 0,03N Salzsiure oder 0,25M Essigsiure,
setzen bei 100—105°C in ziemlich spezifischer Weise aus Polypeptidket-
ten Asparaginsiure frei. Es werden dabei sowohl die Peptidbindungen
der Carboxylgruppen als auch die der Aminogruppen von Asparagin-
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siure- und Asparaginresten schneller als die anderer Aminosiduren hy-
drolysiert. Als Nebenreaktion tritt cine gewisse Spaltung von Serin- und
Threoninbindungen ein (siehe b). Diese schon linger bekannte Mcethode
ist in letzter Zeit mit recht gutem Erfolg bei einigen Proteinen angewen-
det worden (siche z.B. Hill (43)).

d) Spaltung der Methionylbindung

Die spezifische Reaktion von Methioninresten mit Bromcyan in saurer
Lasung ist von Witkop und Mitarbeitern zu einer spezifischen Spaltung
verwendet worden. Bromcyan reagiert mit Methioninresten zu einem
Cyanosulfonium-Salz (I). Dieses ist instabil und bildet unter Abspaltung
von Methylthiocyanat ein Zwischenprodukt (IT), das weiter zu Homo-
serin-Lacton (ITI) und unter Ausbildung einer freien Aminogruppe
zerfallt.

—Mcthionrest—
(Protein)-—~NH—CH—C|§—NH—-(Protein)
| A=
I HC (O

NV

CH,
[ 4
CH,=S—~CN-Br

||

A
(Protein)—NH——CH—C|Z=1§H—(Protein)
|
II HZC\ /O Br® + CH,SCN
CH,
” + H,0
A

(Protein)—NH—?H——-|CO
III Hzc\ /O + NH,—(Protein) + HBr
CH,

Es ist hicrbei die Peptidbindung der Carboxylgruppe des Methionins ge-
spalten worden, wobei der Methioninrest zu einem IIomoserinlacton-
Rest umgewandelt worden ist. (Naheres siche bei Witkop (774), Grof
und Witkop (38).)

Das seltene Vorkommen von Mecthioninresten in Polypeptidketten
macht diese Methode besonders wertvoll, da mit ihrer Hilfe groBe Bruch-
stiicke erzeugt werden konnen. Die Bromcyan-Methode ist bereits bei
einigen Proteinen mit groBem Erfolg verwendet worden. (Ndheres siehe
z.B. bei Hirs (45).)
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¢) Spaltung von Tryptophan- und Tyrosinbindungen

Sowohl Tryptophan- als auch Tyrosin-Seitenketten reagieren mit N-
Bromsuccinimid (NBS) in schwach saurer Loésung, wobei zuerst Bro-
mierung und bei weiterer Zugabe von NBS Oxydation und Spaltung an
den Carboxyl-Peptidbindungen beider Aminosiduren eintritt. Auch Cy-
stein- und Cystinreste werden durch NBS oxydiert. Diec Reaktionsme-
chanismen wurden an niedrigmolekularen Modellsubstanzen studiert.
Die Spaltung der Tryptophanbindung verliuft etwa nach Schema I
(siehe Withop (774)).

r—Tryptophanrest r
(Protein)—NH\ <{ NH—(Protein) (Protein)—NH\ \I} H—(Protein)
~cH—cD nes /C@\o

H.C H,C
Ne— N\ IINET N
B Brlle )
AANY VAN
Ni Y N

A4

o
(Protein)—NH + NH,;—(Protein} (Protein)—NH NH-(Protein)

\CH C CH. C/
- C/ T OO Oxydation " C/ — \O
AN e N

NN NN\

) 2ue

7 ava

o Wi u i Y

Schema I

Die Reaktion mit Tyrosinresten fithrt zu einem bromierten Endprodukt.

Tyrosinrest
(Protein )~ NH—CH,—CO—NH—(Protein) (Protein)—NH—CIH—(‘TO + NH,—(Protein)
|
CH, H,C
[ AV
AN ) 7N
0] s, (]
\' Br/\n Br
OH

Es ist neuerdings gezeigt worden, daB in starken Harnstofflésungen
praktisch nur Tryptophan angegriffen wird. Hierdurch wird eine selek-
tive Spaltung der Tryptophan-Bindungen mdéglich (Funatsu, Green und
Witkop (34)).
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Obwohl die Bromsuccinimid-Methode bei einigen Proteinen mit Er-
folg angewendet worden ist, so sind die erwarteten Spaltprodukte in
anderen Fillen nicht gefunden worden. Es sind auch Nebenreaktionen
beobachtct worden.

Die bei der Reaktion von Bromsuccinimid mit Tryptophanresten
auftretenden Veranderungen des Ultraviolett-Absorptionsspektrums
sind zu einer photometrischen Titration der Tryptophanreste in in-
takten Proteinen ausgentitzt worden (siehe Witkop (774)).

J) Spaltung von Cysteinylbindungen

In den letzten Jahren sind auch Versuche beschrieben worden, die Pep-
tidbindungen von. Cysteinresten selektiv zu spalten. Die erfolgverspre-
chendste Methode ist dic von Sokolowsky und Pafchornik (95). Hicrbei
werden SH-Gruppen, welche eventuell durch reduktive Spaltung von
Disulfid-Briicken gebildet worden sind, mit Dinitrofluorbenzol (DNFB)
umgesctzt (siche II/4 A) und weiter iiber das Zwischenprodukt Dehydro-
alanin oxydativ abgcbaut.

Cysteinrest
{Protein)—CO—NH—CH—CO—NH—{Protein)
|
CH,SH
l DNFB, py=>5,5
(Protein)—CO—NH—CH—CO—-N H—(Protein)

cH —S—/—>—NO
NO
l 0,1 N NaOH
(Protein)~CO—~NH-—C~CO—NH~(Protein)  + Hs—<_:>—1~:o2

/
CH, NO,
»Dehydroalanin-Rest*
‘I’ Peramcisensiure
(Protein)—CO—NH, -+ CO—CO-—NH—(Protcin)
H,OH
i 0,1 N NaOH, H,0,

(Protein)—CO-—-NH, + CH,O0H—COOH + CO, -+ NH,—-(Protein)

Der Cysteinrest ist hierbei vollkommen abgespalten worden, nur
die Aminogruppe bleibt als Amid an das benachbarte Kcttenende
gebunden.
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Die Methode ist an dem Protein Ribonuklease ausprobiert worden
(Sokolovsky und Paichornik (95)). Es hat sich hierbei als notwendig
erwiesen, nach der Einfithrung des Dinitrophenyl-Restes eine Acetylie-
rung der Aminogruppen des Proteins vorzunehmen, um Reaktionen des
Dehydroalanins mit Aminogruppen zu vermeiden.

4. Festlegung der Aminosiuresequenz

Mit den in diesem Abschnitt beschriebenen Methoden werden sowohl in
intakten Polypeptidketten und in groB8en Bruchstiicken die N- und C-
terminalen Sequenzen festgelegt, als auch die gesamte Aminosdurese-
quenz in kleineren Peptiden bestimmt.

Aus den durch die verschiedenen Spaltmethoden crhaltenen Peptid-
gemischen miissen zuerst die einzelnen Komponenten isoliert werden.
Hierbei verwendet man dieselben Methoden wie zur Trennung von Amino-
siuren (siche II/1). Auch dic Gelfiltration und die Gegenstromverteilung
werden dazu herangezogen (siehe z. B. Canjleld und Anfinsen (15)).

Nur bei der Sequenzbestimmung schr einfacher Peptide ist es mog-
lich, mit qualitativen Nachweismethoden allein auszukommen. In der
Regel wird jedoch cine kombinierte qualitative und quantitative Arbeits-
weise verwendet. So wird z.B. oftmals die Aminosiureanalyse der ge-
reinigten Peptide quantitativ durchgefiihrt, wihrend die Bestimmung
der Endgruppen und der Rest-Aminosiuren durch Papierelektrophorese
oder -chromatographic erfolgt. Die Vorteile der Papiermethoden sind
groBe Zcitersparnis und geringster Substanzbedarf, ihr Nachteil keine
allzugroBe Genanigkeit in quantitativer Hinsicht. In manchen Labora-
torien werden deswegen fast alle Analysen quantitativ ausgefiihrt, was
natiirlich ungleich mehr Arbeitsaufwand erfordert.

Ist in Peptidhydrolysaten Asparagin- oder Glutaminsiure nachge-
wiesen worden, so muB die Maglichkeit in Betracht gezogen werden, dafl
diese als Amide in den Peptiden vorlagen. Bei sehr kleinen Peptiden
1aBt sich dies meist durch dic Wanderungsgeschwindigkeit bei der Elek-
trophorese crkennen, da die Amide zum Unterschied zu den Siuren elek-
trisch neutral sind. Ein direkter Nachweis der Amide kann nach enzyma-
tischer Spaltung (meist durch Aminopeptidase, siche 11/4 A a) oder mit
Hilfe der Edman-Methode (siche II/4 A b) vorgenommen werden.

A. Bestimmung der N-terminalen Aminosiuren
a) Eng ymatische Methoden

Aminopeptidasen spalten Polypeptiketten schrittweise vom freien Amino-
ende her. Das meist verwendete Enzym ist hochgereinigte Leuzin-Amino-
peptidase aus Schweinenieren (Fasold, Linkart und Turba (30)). Die
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durch das Enzym freigesetzten Aminosiuren werden in Abhingigkeit
von der Zeit quantitativ bestimmt. Nicht alle Aminoséiiuren werden gleich
schnell freigesetzt. Prolinbindungen werden z.B. kaum angegriffen. Di¢
verschieden schnelle Freisetzung von Aminosiuren {iihrt dazu, daB bei
weitergehender Spaltung der Polypeptidkette mehrere Aminosiiuren
gleichzeitig abgeldst werden. Das Verfahren 14t sich daher nicht be-
liebig lange fortsetzen. In giinstigsten Fallen erlaubt es eine eindeutige
Zuordnung bis zu etwa fiinf Aminosiduren (sieche z.B. Canfield und Axn-
finsen (15), Hirs (45)).

b) Chemische Methoden

Dic quantitativen chemischen Endgruppenanalysen sind im Prinzip auch
zur Bestimmung des Molekulargewichtes von Proteinen geeignet. Vor
allem die Methode von Sanmger ist hierzu verwendet worden. In der
Praxis sind jedoch gewisse, nur schwer korrigierbare Verluste bei der
Analyse unvermeidlich. Dicse Fehler bewirken, daB bei der Molekular-
gewichtsbestimmung von Proteinen héheren Molekulargewichtes nur
wenig genaue Werte erhalten werden.

Die Methode von Sanger. 2,4-Dinitrofluorbenzol reagicrt bei pg 8—9
mit Aminogruppen quantitativ unter Bildung von N-Dinitrophenyl-
Aminosiuren (DNP-Aminosiduren). Diese sind gelb gefirbt und meist
sehr sdurestabil.

NO, NO,
T | NH—CH—COOH
e Vi NaHCO, S i
l[ + NHz—(l:H——COOH e [ R® + HF
SN avi
o,N N/ R O,N N\

Das dinitrophenylierte Peptid wird mit Sdure hydrolysiert und dic DNP-
Aminosdure isoliert und nachgewiesen. Die quantitative Bestimmung
der DNP-Aminosduren ist mit Hilfc von Papierchromatographie (Bailey
(8), I'raenkel-Conrat, Harris und Levy (32)), Kolonnenchromatographic
(Bailey (8)), automatischen Methoden (Kesner und Mitarbeiter (56)),
Diinnschichtchromatographie (Dellacha und Fonianive (27)) und Gas-
chromatographie der Methylester (II/1 B) méglich.

Nicht nur «-Aminogruppen reagieren mit dem Sangerschen Reagens.
Auch SH-Gruppen, s-Aminogruppen, Imidazolgruppen (Histidin) und
phenolische OH-Gruppen (Tyrosin) werden dinitrophenyliert. Sind solche
Aminosiiuren N-terminal, so werden sie als Di-DNI>-Aminosduren im
Hydrolysat erhalten. Guanidingruppen (Arginin) reagieren dagegen bei
Pg 89 nicht.
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Die Regenerierung von Aminosduren aus den DNP-Aminosduren ist
durch Erhitzen mit konzentriertem Ammoniak méglich, allerdings
meist nur mit schlechten Ausbeuten (Fraenkel-Conrat, Harris und Levy
(32)). Auch die Freisetzung der Aminosiuren durch katalytische Hy-
drierung ist beschrieben worden (Fasold, Steinkopf und Turba (37) ).

Die urspriingliche Methode von Sanger ist vielfach modifiziert wor-
den, um ihre Nachteile zu beseitigen. So ergeben sich bei der Hydrolyse
durch die Saurcempfindlichkeit mancher DNP-Aminosiuren (vor allem
bei DNP-Prolin, DNP-Tryptophan und DNP-Glycin) Schwicrigkeiten
bei der Bestimmung. Auch die Lichtempfindlichkeit der DNP-Derivate
sei crwiahnt. AuBerdem ist ein schrittweiser Abbau der Peptidkette nicht
mdoglich. Signor und Mitarbeiter (90) haben an Stelle von Dinitrofluor-
benzol 2-Chlor-3,5-dinitropyridin verwendet. Die entsprechenden Di-
nitropyridyl-Aminosiuren werden durch Siurc relativ leicht aus den
Peptiden abgespalten, wodurch sich die Hydrolyseverluste der DNP-
Methode vermeiden lieBen. Uber Versuche einer schrittweisen reduktiven
Spaltung der DNP-Peptide siche z.B. Ingram (52).

Durch die Verwendung von radioaktiv markiertem Dinitrofluorben-
zol (DNFB-C¥) haben Dreyer und Bynum (siehe bei Canfield und An-
finsen (15)) die Empfindlichkeit der Methode wesentlich erhéht. Sie
haben mit Mengen von 10—9-10-1° Mol Peptid Endgruppenanalysen
durchgefiihrt.

Die Methode von Edman. Diese Methode ist das wichtigste chemische
Verfahren, um Peptide vom N-terminalen Ende her schrittweise abzu-
bauen. Hierbei wird die Reaktion von Phenylisothiocyanat (I) mit
Aminogruppen ausgeniitzt. Aus dem Phenylthiocarbamyl-Peptid (IT)
wird durch vorsichtige Siurebehandlung die N-terminale Aminosiure
als Phenylthiohydantoin (II1) abgespalten.

AN _\Peptid)
' R py 8-9 NH R
NN\ l L ' Z
NCS + NH,—CH—CO—NH—(Peptid) ”/ \) Co—CH
I NH
. NN <
I/' AN /R NH—CS
. | _  CO—CH ] 11
s NN + NH,~(Peptid)

AN
III CS—NH

Die Aminosiure-Phenylthiohydantoine (kurz PTH-Aminosiuren) wer-
den abgetrennt und qualitativ oder quantitativ identifiziert. Der Rest
des Peptides wird vor neuerlicher Reaktion mit I oftmals guantitativ
analysiert.
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Die Edman-Methode wird in einer Reihe verschiedener Modifikationen
angewendet, so z.B. auch als Mikroverfahren auf Papierstreifen. (Nihe-
res siehe z.B. bei Canfield und Anfinsen (15), Hirs (45), Bailey (8),
Fraenkel-Conrat, Harris und Levy (32)). Sie ist bisher zur Identifizie-
rung von maximal 8 aufeinanderfolgenden Aminosiureresten angewen-
det worden. Auch Glutamin- und Asparagin-Reste kénnen damit be-
stimmt werden (Schroeder und Mitarbeiter (87) ).

Konigsberg und Hiil (59) haben an Stelle eines Gemisches aus Essig-
sdure und Salzsdure, welches bis dahin zur Abspaltung der PTH-Amino-
sduren verwendet wurde, den Gebrauch von wasserfreier Trifluoressig-
sdure beschrieben und die Methode durch Einfiihrung einer Reinigung
des abgebauten Restpeptides vor der Abspaltung der nichsten Amino-
sdure verbessert. Smyth, Stein und Moore (92) haben dicse Methode zur
Revision der primiren Struktur von Ribonuklease verwendet und die
Gefahren der Verwendung von Essigsidure und Salzsiiure bei 100°C zur
Abspaltung der PTH-Aminosiurcn aufgezcigt (siche auch Hirs (45),
Smyth und Elliott (97)).

Die Cyanatmethode von Stark und Swmyth (107). Die Cyanatmethode
erlaubt die Gewinnung der freien Aminosiure aus dem N-terminalen
Aminosiurerest. Sie kann mittels eines automatischen Analysators leicht
quantitativ bestimmt werden.

Durch Cyanat wird zunichst das Carbamyl-Derivat (I) gebildet und
dieses zum Hydantoin (II) umgesetzt. Das Hydantoin wird durch Sau-
lenchromatographie gereinigt und weiter durch Lauge oder Siure zu der
freien Aminosiure gespalten.

NH,——(EH—CO—NI—I—-(Peptid) KNCO NHz—CO-—NH—ClH—-CO——NH—(Peptid)

R PR 8 1 R
CO—NH\
6 N HCl } CO + NH,—(Peptid)
11110°C NH—?
R 11
—N. 20h 0,2 N NaOH
© H\ loo=C NH,-CH-COOH
CO " ogr > [
NH—CH/ 9k 6 N HCl R
i

110°C
R

Da hierbei zur Gewinnung des Hydantoins starke Salzsiure verwendet
wird, so wird das Restpeptid teilweise hydrolysiert. Die Methode ist
daher nicht zum schrittweisen Abbau verwendbar. Bei der Bestimmung
von N-terminalen Serin- oder Threoninresten treten Schwierigkeiten
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auf (niedrige Ausbeute, teilweise Umwandlung zu Glycin bei alkalischer
Hydrolyse). Speziclle Arbcitsweisen werden fiir N-terminales Trypto-
phan, Cystin und Cystein angegeben (siehe Hirs (45), neuere Arbeiten
z.B. Stark (102)).

Die Methode von Gray und Harlley (36). Bel dieser Methode wird zur
Umsetzung der freien Aminogruppen und der phenolischen OH-Gruppen
1-Dimethylamino-naphthalin-5-sulfonylchlorid (DNS-Cl1) verwendet (I),
das in analoger Weise wie Dinitrofluorbenzol die ,,DNS“-Aminosduren
(IT) ergibt.

HC  CH, H,C_CH,
N N
! '
VAVAN s NN .
i !+ NH,—~CH—COOH ~NaHCO, i +HC .
: i i ! N
NN R N\
! |
S0,Cl SO,~NH—CH—COOH
l
I 11 R

DNS-Aminosduren sind siurestabil und kénnen nach Hydrolyse des.
Peptides oder Proteins isoliert und nachgewiesen werden. Hierzu wird
entweder Papierelektrophorese (Gray und Hartley (36)) oder Diinn-
schichtchromatographie (Seiler und Wiechmann (89)) angewendet.
Durch die starke Fluoreszenz der DNS-Aminosiuren ist ein duBerst emp-
findlicher Nachweis bis zu 10~10 Mol Aminosiure moglich. Die Methode
eignet sich nicht zum schrittweisen Abbau. Quantitative Angaben iiber
dic Ausbeuten an DNS-Aminosduren sind bisher nicht publiziert worden.

Die Methode von Gray und Hartley ist auch in Kombination mit der
Edman-Methode verwendet worden (Gray und Hartley (37)). Vor der
Umsectzung der N-terminalen Aminosdure mit Phenylisothiocyanat wird
jeweils mit eincm kicinen Anteil des Peptides eine Endgruppenbestim-
mung nach Gray und Hartley durchgefiihrt. Hierdurch wird eine Bestim-
mung der abgespaltenen PTH-Aminosdure unnétig. Mit nur 0,02 Mikro-
mol eines Peptides konnte so die Reihenfolge von 6 Aminosiuren vom N-
terminalen Ende her schrittweise ermittelt werden.

Andere Methoden. AuBer den hier angefithrten Verfahren gibt es
noch eine Reihe ilterer Methoden, die jedoch praktisch ohne Bedeutung
sind (siche z.B. Batley (8)). Als ncuer Versuch sei die Methode von Dixon
und Moret (24) erwihnt. Sie ist zur Abspaltung der N-terminalen Glut-
aminsidure von Pseudomonas Cytochrom ¢ 551 verwendet worden. Es
wird hierbei zuerst eine Transaminierung mit Hilfe von Glyoxylsiure:
herbeigefithrt und das entstandene Zwischenprodukt in nicht ganz ge--
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kldrter Weise hydrolytisch gespalten. Die Reaktion verliuft nach fol-
gendem Schema:

R cHo—cooH R

| —> | :
NH,~CH—CO-NH—(Protein) i,  CO—CO-~NH-—(Protein)

o-Phenylendiamin

NH,—(Protein)

Dicse interessante Methode wiirde im Prinzip einen schrittweisen Abbau
erlauben. Die 2. Stufe der Reaktion verlduft jedoch nicht quantitativ.
Versuche an Lysozym brachten keine befriedigenden Resultate.

B. Bestimmung der C-terminalen Aminosiuren
a) Eng ymatische Methoden

Zur schrittweisen Abspaltung der Aminosiuren vom C-terminalen Ket-
tenende werden Carboxypeptidase A und Carboxypeptidase B verwendet.
Sie sind in reiner Form aus Rinderpankreas erhalten worden. Die beiden
Enzyme zeigen verschiedene Spezifitit: Carboxypeptidase A spaltet
Aminosduren mit Ausnahme von Lysin, Arginin und Prolin vom Ketten-
c¢nde ab, Carboxypeptidase B hingegen nur Lysin, Arginin, Ornithin und
S-Aminodthyl-Cystein. Dic Spezifititen beider Enzyme erginzen ein-
ander, weswegen oftmals cine Kombination beider Enzyme verwendet
wird. Aus denselben Griinden, wie sie bei dem LEnzym Leuzin-Amino-
peptidase (II/4 A a) besprochen wurden, 14Bt sich dic Reihenfolge der
Aminosiuren meist nur fiir einige wenige Aminosiuren festlegen.
{Naheres siche z.B. bei Canfield und Anfinsen (13), Bailey (8); neuere
Anwendung siehe auch bei Guidotis und Mitarbeitern (39).)

&) Chemische Methoden

Von einer Reihe chemischer Methoden, welche die Bestimmung oder den
schrittwcisen Abbau von Aminosiuren vom C-terminalen Kettenende
her zum Zicle hatten (siche z.B. beil Badley (8)), ist bisher nur die Hy-
drazin-Methode von Akabori praktisch bedeutungsvoll geworden.

Die Methode von Akabori. Werden Peptide oder Proteine mit was-
serfreictn Hydrazin erhitzt, so werden die Peptidbindungen gesprengt
und es bilden sich Aminosiiure-Hydrazide. Nur die C-terminale Amino-
sdure wird als solche abgespalten.

1}1 Ilzz R, NH,—N1,

; - —
NH,—CH—CO—NH—CH—CO—NH—CH—COOQII  105°C
R, R, R,

i | |
NH,—~CH—CO—NH—NH, + NH,~CH—CO—NH-NH, + NH,—~CH—COOH
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Die unveridnderten C-terminalen Aminosiuren werden von den Hydrazi-
den abgetrennt und chromatographisch bestimmt. (Naheres siche z.B.
Bailey (8), Sanger (85)).

In einigen spiteren Ausfilhrungen wurde das Gemisch nach Hydra-
zinolyse mit Dinitrofluorbenzol umgesetzt und die DNP-Aminosduren
bestimmt. Auch die Spaltung mit Hydrazin wurde etwas modifiziert
(siehe z.B. Bradbury (17)).

Trotz aller Verbesserungen der Methode sind die Ausbeuten an End-
gruppen mcist nicht quantitativ. C-Terminales Cystin, Cystcin, Aspara-
gin oder Glutamin wird verloren. Die Hydrazinolyse wird daher meist
nur als qualitative Methode verwendet. Bei schonender Einwirkung von
Hydrazin sind auch C-terminale Peptide erhalten worden (siche N7x und
I'raenkel-Conrat (77)).

C. Festlegung der Disulfidbriicken

Der letzte Schritt bei der Aufklirung der Priméirstruktur ist meist die
Festlegung der Disulfidbriicken. Eventuell vorhandene freic SH-Gruppen
miissen hierbei vorher bestimmt und blockiert werden, z.B. mit Jod-
cssigsdure in starker Harnstoffldsung.

Bei der Bestimmung der Disulfidbriicken von Tnsulin durch Sanger
und Mitarbeiter hat sich gezeigt, daB hierbei einer Schwicrigkeit Rech-
nung getragen werden muB, nimlich dem relativ leichten Austausch der
Disulfide untereinander.

R, -S-S—R, + Ry~S-5-R, = R,~S—S—R, + R,—~S—S—R, = usw.

So tritt z.B. Austausch bei der partiellen Hydrolyse mit konzen-
trierter Siure bei Zimmertemperatur ein. Als Zwischenprodukte werden
Sulfenium-Kationen angenommen. Auch bei Hydrolyse mit Enzymen
im neutralen oder alkalischen Bereich kann Disulfid-Austausch eintre-
ten. Hier verliiult die Reaktion wahrscheinlich iiber ein Sulfid-Ion als
Zwischenprodukt.

Ryle und Mitarbeiter (84) haben bei der Aufklirung von Insulin
durch Zusitze von Thioglykolsdure bei saurer Hydrolyse und von N-
Athylmaleinimid bei enzymatischer Spaltung im neutralen oder alkali-
schen Bereich solche Reaktionen vermieden.

Sicherer, und heute meist verwendet, erscheint jedoch nach den Ar-
beiten von Spackman, Stein und Moore (97) die Spaltung des Proteins
mit Pepsin bei pg 2 zur Isolierung der Cystinpeptide zu scin, Diese Me-
thode wurde bei Ribonuklease angewendet. Noch relativ groBe peptische
Peptide wurden nach Reinigung weiter mit Trypsin und Chymotrypsin
abgebaut. Dic isolierten Cystinpeptide wurden mit Perameisensidure
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oxydiert und die Spaltprodukte isoliert und analysiert. Durch Vergleich
mit der bereits bckannten Aminosiduresequenz konnte die Lage der Di-
sulfidbriicken eindeutig festgelegt werden.

Peptische Spaltung von radioaktiv markiertem 35S-Lysozym ist von
Canfield (entnommen aus Canfield und Anfinsen (15)) herangezogen
worden. Die Cystinpeptide wurden hierbei durch Messung der Radio-
aktivitdt nachgewiesen.

Brown und Hartley (74) haben eine einfache Methode zur Erkennung
und Isolierung von Cystinpeptiden entwickelt. Sie haben peptische Hy-
drolysate von Chymotrypsinogen A (und auch von Lysozym) einer zwei-
dimensionalen Papierelektrophorese unterworfen. Das Peptidgemisch
wurde nach Elcktrophorese in der 1. Richtung auf dem Papier mit Per-
amcisensdurcdimpien oxydiert und hierauf nochmals in demselben
Puffer in der 2. Richtung der Elektrophorese unterzogen. Dabei wurden
nicht oxydierbare Peptide auf ciner diagonalen Linie aufgefunden.
Cystinpeptide ergaben jedoch bei Oxydation je zwei saure Peptide,
welche in der 2. Richtung deutlich verschieden von den anderen Peptiden
wanderten. Sie konnten so erkannt und gleichzeitig gereinigt werden.

HI. Aufgeklirte Primirstrukturen

Die folgende Zusammenstellung soll versuchen, dem Leser durch Auf-
zidhlung von Beispiclen eine ungefihre Vorstellung iiber dic bisher auf-
geklirten Primérstrukturen von Peptiden und Proteinen zu geben. Diese
Zusammenstcllung crhebt jedoch keinen Anspruch auf Vollstindigkeit.
Es sei hinzugefiigt, daB bereits viele der angegebenen Peptidstrukturen
auch synthetisiert werden konnten, so z.B. viele der aufgezihlten Pep-
tidhormone (siehe z. B. Hofmann und Katsoyannis (48)).

A. Beispiele fiir biologisch aktive Peptide

Aus der grofien Zahl von aufgeklirten Strukturen, welche oft nur teil-
weise Peptidcharakter zeigen, seien einige herausgegriffen.

a) Antibiotica mit Peptidstruktur.
Gramicidine, Bacitracine, Polymyxine u.a.m. (siehe z.B. Huber und
Wallhiuser (50)).
b) Toxine.
z.B. Pilzgifte (Phalloidin, Amanitine) (siehe z. B. Rittel und Schwyzer
(83))-
verschiedene Peptide aus Schlangengiften.
¢) Peptid-Hormone.
(siehe z.B. Smyith (93), Hofmann und Kaisoyannis (48), Rittel und
Schwyzer (83)).
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Oxytocin, Lysin- und Arginin-Vasopressin, Arginin-Vasotocin.

Adrenocorticotrope Hormone (Corticotropine, ACTH)
verschiedene Typen o, § und A (Mensch, Rind, Schaf, Schwein)

Melanocyten-stimulierende Hormone (MSH)
a-MSH
B-MSH (Mensch, Rind, Schwein, Pferd, Affe)

Bradykinin, Angiotensine (verschiedene Arten des Typs I und II),

Kallidin, Eledoisin.

Glucagon (siche auch Canfield und Anfinsen (15)).

Insulin (Mensch, Pferd, Rind, Schaf, Schwein, Walfisch) (siehe auch
Harris, Sanger und Naughton (41), Harris und Ingram (40),
Rittel und Schwyzer (83)).

Bonito-Insulin (teilwcise aufgeklirt, siche z.B. Hirs (45)).

B. Enzyme

Trypsinogen und Trypsin (vorldufige Struktur; Rind) (Walsh und Mit-
arbeiter (709)).

Chymotrypsinogen A und «-Chymotrypsin (Rind) (Hartley (42)).

Lysozym (HiihnereiweiB) (Canfield und Liu (16), Hirs (45))

Ribonuklease A (Rinderpankreas) (Smyth, Stein und Moore (92), Smyth
(93), Smyth und Ellioti (97), Canfield und Anfinsen (15)).

C. Him-Proteine

Himoglobin

a) Human: Typ A, F, A, und vicle andere ,abnormale” Typen, wic
z.B. Typ S.
b) Pferd: «-Kette (siche z.B. Schroeder (88), Braunitzer und Mitar-
beiter (72), Braunitzer und Matsuda (13)).
Myoglobin (Walfisch) (siche Edmundson (27), Smyth (93)).
Cytochrom c
Pferdeherz (Margoliash und Mitarbeiter (77))
Menschenherz (Matsubara und Swith (73))
Rinderherz (Yasunobu und Mitarbeiter (54))
Hithnerherz (Chan und Mitarbeiter (78))
Schweineherz (Chan und Mitarbeiter (78))
Thuafisch (Kreil (63))
Hefe (Narita und Mitarbeiter (76))
Pseudomonas (Ambler (4))
(Zusammenstelung siche Smyth (93))
Chromatium-Hampeptid (Dus und Mitarbeiter (26))
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D. Diverse andere Proteine

Clupein Z (pazifischer Hering) (siche Hirs (45))

Protein des Tabakmosaik-Virus (und Protein einiger Mutanten) siehe
Lraenkel-Conrat (33))

Trypsin-Inhibitor (Rinderpankreas) (Dlouka und Mitarbeiter (25))

E. Bcispicle fiir die chemische Struktur von Proteinen

In den chemischen Formelbildern von Peptiden und Proteinen werden
die Namen der Aminosiuren iiblicherweise durch die drei ersten Buch-
staben abgekiirzt. Ausnahmen sind hierbei:

Cystein CySH

Cystin CyS—CyS

Isoleuzin 1Leu, Ilen oder Ile

Glutamin Glu-NH,, GluN, GIN oder GN
Asparagin Asp-NH,, AspN, AsN oder AN

Die Formeln werden stets so geschrieben, daB die freie Aminogruppe
links zu stehen kommt. So bedeutet z. B.: Ala.Ser oder Ala-Ser Alanyl-
Serin der Formel

NHz—CIHaCO—NH-—CH—COOH
CH, CH,O0H

Sind die Aminosdurcn der Polypeptidkette numeriert, so beginnen
die Nummern stets beim N-terminalen Kettenende. Sind in einer Amino-
sduresequenz noch die Reihenfolgen einiger Aminosiduren unbekannt, so
werden diese in Klammern gesetzt, so z. B.: Ala-Ser-(Glu,Phe,Val)-Lys-
Thr.

Bei ringférmigen Peptiden wird an Stelle des einfachen Bindestriches
zwischen den Aminosiuren in kleiner Pfeil geschrieben, welcher stets von
der CO- zur NH-Gruppe der Peptidbindung weist. Bei der Darstellung
sehr langer Polypeptidketten werden die Bindestriche manchmal ganz
weggelassen, um die Anschaulichkeit der Darstellung zu erhdhen (siehe
die Abb. 4 und 5). Die N-terminale Aminosiure wird in diesen Fillen
durch die Nr. 1 gekennzeichnet.

AbschlieBend sollen die Primarstrukturen von vier Proteinen wieder-
gegeben werden.

Insulin (Abb. 2). Die Struktur von Rinder-Insulin wurde von Sanger
und seinen Mitarbeitern aufgeklirt. Es war das erste Protein, dessen
Primérstruktur erforscht wurde. Insulin besteht aus zwei Polypeptid-
ketten von 21 (A-Kette) und 30 (B-Kette) Aminosiureresten, welche
durch 3 Disulfidbriicken vernetzt werden. (Niheres siehe z. B. bei Harris
und Ingram (40).)
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Cytochrom ¢ (Abb. 3). Pferdeherz-Cytochrom ¢ besteht aus ciner
Polypeptidkette von 104 Aminosiurcresten. Die Aminogruppe des N-
terminalen Glycinrestes ist acetyliert. Die Him-Gruppe ist kovalent

T T T C T
. ) . oo R A 4
Acetyl-Gly-Asp-Val-Glu-Lys-Gly-Lys-Lys-Ileu-Phe-Val-GluN-Lys-
1 10
T T C 'f
i o4
-Cy-Ala-GluN-Cy-His-Thr-Val-Glu-Lys-Gly-Gly-Lys-His-Lys-
| L
S 5 20
Hacm
C Cc T T
{ i o
-Thr-Gly-Pro-AspN-ILeu-His-Gly-Leu-Phe-Gly-Arg-Lys-Thr-
30 40
C C T
: 4 +
-Gly-GluN-Ala-Pro-Gly- Phel-Thr—Tyr-Thr-Asp-Ala-AspN -Lys-
50
¢ T cC T C
oot Yoo rot
-AspN-Lys-Gly-Ileu-Thr-Try-Lys-Glu-Glu-Thr-Leu-Mct-Glu-
60
C T T C T
¥ oob b ¥
-Tyr-Leu-Glu-AspN-Pro-Lys-Lys-1Tyr-Ileu-Pro-Glv-Thr-Lys-
70
C C T T T T
¥ + oo 4
-Met-Tleu-Phe-Ala-Gly-Ilen-Lys-Lys-Lys-Thr-Glu- Arg-Glu-
80 90
C c ¢ T T
.3 LA TR T
-Asp-Leu-Ileu-Ala-Tyr-Leu-Lys-Lys-Ala-Thr-AspN-GluCOOH.
100 104
Abb. 3. Dic Aminosiduresequenz von Cytochrom c (Pferdcherz). Die Pleile

zeigen die Spaltung der Polypeptidkette durch Trypsin (1) und Chymo-
trypsin (C) an (nach Caunfield u. Anfinsen (15))

durch Thiodther-Briicken mit einem Ferri-Protoporphyrin verbunden,
wobei die SH-Gruppen zweier Cysteinreste der Polypeptidkette an die
Vinylgruppen des Porphyrins angelagert worden sind (siehe z.B. Tuppy
und Bodo (708)). Dic Struktur von Pferdeherz-Cytochrom c ist von
Margoliash und Smith sowie Kreil und Tuppy (77) aufgeklirt worden.

Lysozym (Abb. 4). Lysozym aus Hithnereiweill cnthilt 129 Amino-
sdurereste in einer Polypeptidkette, welche durch vier Cystinbriicken
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AbLDL. 4. Die Aminosfuresequenz von Lysozym aus Hiihnereiwei (nach
Canfield u. Lin (16))

vernetzt ist. Die Strukturaufklirung von Lysozym wurde in mehreren
Laboratorien betrieben (siehe z.B. Hirs (43) ). Die Formel von Canfield
und Lin (76) wird heute als richtig anerkannt.

Abb. 5. Die Aminosduresequenz von Ribonuklcase A (Rinderpankreas). Lysin
(N1. 1) bildet die N-terminale Aminosdure (nach Canfield u. Anfinsen (15))

3 Tartschr, chem, Forsch., 13d. 6/1 33
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Ribonuklease (Abb. 5). Ribonukleasc A aus Rinderpankreas cnthéalt

124 Aminosiurereste in einer Polypeptidkette, welche durch vier Cystin-
briicken vernetzt ist. Die urspriinglich angegebene Formel muBte mehr-
mals eincr Revision unterzogen werden. Dic korrigicrte Struktur wurde
von Smyth, Stein und Moore (92) verdffentlicht und von anderen Labo-
ratorien bestitigt.
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Introduction (38)

Proteins arc large complex molecules consisting of polymers of amino
acids. In order to understand the way in which they function it is es-
sential to have a knowledge of the geometry of their structure, that is of
their three-dimensional conformation, as well as of their chemnical com-
position. The activity of a protein may be lost by the process of denatura-
tion (which may be reversible) in which no chemical bonds are broken
but the three-dimensional conformation is altered; conversely the mole-
cule may become active when sections, which are quite distinct chemi-
cally, are brought close to cach other. Many proteins contain prosthetic
groups at the site of their catalytic activily. These are non-protein
groups, such as the haem group in myoglobin or haemoglobin, and the
activity depends on the specific protein molecule to which they arc at-
tached. The chemical sequence of a protein molecule is genetically de-
termined. This is demonstrated by the abnormal human haemoglobins in
which abnormalitics, which consist of the substitution of a single amino
acid by a different one, are inherited in a Mendelian manner (72, 20). It
is widely believed that the three-dimensional structure is determined by
this chemical sequence; that is that it is the most energetically favour-
able conformation of the polypeptide chains.

Protein molecules contain one or more polypeptide chains. LEach
chain contains a number of amino acid residues and these residues are
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arranged in a definite, genctically determined sequence. An amino acid
has the general formula

H,N-—CH—C0OO0-
R

where R may be any one of twenty different side chains. The amino
acids are linked together by peptide bonds between the NHE group of
one amino acid and the COO~ group of the next one. For each peptide
bond formed a molecule of water is liberated. This chemical sequence of
the amino acids in the polypeptide chain is known as the primary struc-
ture of the protein. In addition to peptide bonds between adjacent
residucs disulphide bridges may be formed between two cysteine residues
in general positions on the same or different polypeptide chains. Hydro-
gen bonds, linking the side chains of various residues, may be formed as
well. A long chain of amino acids will tend to coil up in some way.

Pauling, Corey and Branson (32) showed that, if certain assumptions
were made, the most stable structure for a single chain was the right-
handed a-helix. They made the three assumnptions that all peptid: bonds
were planar, that all residues were cquivalent and that cach nitrogen in
the main chain formed a hydrogen bond of length 2.72 A with the main
chain oxygen of another residue. The only amino acid which cannot fit
into an a-helix is proline where the side chain is linked to the imino
nitrogen of the main chain so that the nitrogen atom has no attached
hydrogen atom and hence cannot participate in hydrogen bonding. The
a-helix contains 3.6 residues per turn of the helix and there is a regular
repeat of amino acid residucs at axial intervals of 1.5 A. This means that
the presence of «-helices in a fibrous structure may be recognized in an
X-ray diffraction pattern since there will be a strong reflection at 1.5 A
from planes perpendicular to the fibre axis. This kind of folding of the
individual polypeptide chains is called sccondary structure. In any pro-
tein the actual structure depends upon the nature of the side chains
involved but many natural fibres, such as a-keratin and muscle protein,
consist of two or more a-helices coiling around each other (9, 33).

Many proteins are globular rather than fibrous so that the polypeptide
chains must be folded in some way to form a compact structure. Under
these conditions part of the polypeptide chain may still bz helicalbut in
general these sections will be joined by non-helical regions. The fact that
clear X-ray diffraction pictures of protein crystals may be obtained shows
that this folding or tertiary structure has a very precisc form. The
presence of a 1.5 A reflection in the diffraction pattern obtained from
some globular proteins such as myoglobin and haemoglobin indicated
that these proteins contained some a-hclical regions. The e-helical con-
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tenl may be estimated from measurcments on optical effects such as the
optical rotatory dispersion (43). However the first conclusive evidence
for the presence of «-helical structure in globular proteins was obtained
when the X-ray analysis at 2 A rcsolution of myoglobin was com-
pleted (27, 22).

Recently it has been shown that when a protein molecule contains
two or more sub-units, which may or may not be identical, the quaternary
structure or relative positions of the sub-units is important for function.
Many regulatory enzymes are examples of this type of protein (26, 27).

The only successful method by which the tertinry and quaternary
structures of a globular protein have been studied is that of X-ray
analysis. This success followed the demonstration by Perutz and co-
workers that the method of isomorphous replacement could be used for
protein crystals (76). To use this method the native protein and at least
two derivatives, in which heavy atom groups are attached to the protein
at different specific sites, are required. The derivatives must crystallize
with the same space group and unit cell dimensions as the unsubstituted
protein. The intensities of some or all reflections arc altered in varying
amounts by the presence of the heavy atom groups and these changes
may be used to calculate the phase of each reflection provided that the
positions of the heavy atoms in the unit ccll can be determined. A single
isomorphous replacement will lead to two possible values of each phase
angle.

The Haemoglobin Molecule

Haemoglobin and myoglobin are both proteins which are capable of
reversible combination with molecular oxygen. However these two
molccules represent two different types of protein in that myoglobin
consists of a single unit while haemoglobin contains four sub-units so that
its quaternary structure is important. Myoglobin, which is responsible for
the storage of oxygen in muscle, contains one polypeptide chain of 153
amino acid residues and one haem group (77). Haemoglobin, which is the
protein in red blood cells, acts as an oxygen carrier. It has a molecular
weight of 64,500, contains four polypeptide chains of approximately
equal length which are identical in pairs and thus belongs to the group
of proteins which are made up of sub-units. The two types of chain are
known as the « (141 amino acid residues) and 3 (146 amino acid residues)
chains respectively. Each chain is coiled around a haem group which
consists of an iron atom coordinated to the four nitrogens of a porphyrin
ring and thus forms a planar group. The fifth coordination site of the iron
atom is occupied by a histidine residue in the polypeptide chain. Each
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haem group is capable of combining reversibly with oxygen so that in
oxyhaemoglobin the sixth coordination site of the iron atom is occupied
by an oxygen molecule. In both oxyhaemoglobin and “reduced” or de-
oxygenated haemoglobin the iron atoms are in the ferrous state. The
amino acid sequences of both types of chain of normal adult human
haemoglobin and of horse haemoglobin are known (7, 24, 25, 42). Both
structure and sequence scem to be similar in the two types of hacmo-
globin.

The four haem groups in the haemoglobin molecule are not inde-
pendent since the rate of reaction of oxygen with any one of them depends
on the state of oxygenation of the other three (75). This is evident [rom
the sigmoid shape of the oxygen dissociation curve and means that the
molecule can he charged with oxygen or discharged completely within
the comparatively narrow range of partial pressure of oxygen which ve-
curs in the body. If there werc no interaction between the hasm groups
the graph showing the percent saturation with oxygen of the haemo-
globin molecules as a function of the partial pressure ol oxygen would be a
rectangular hyperbola as is the case for myoglobin which consists of a
single unit. Myoglobin has a higher affinity for oxygen than does haemo-
globin and there is no evidence of any interaction between molecules. This
illustrates the importance of the arrangement of and the interactions be-
tween the four sub-units of the molecule of haemoglobin.

When an oxygen molecule is bound to a haem group of hacmoglobin
it induces a redistribution of charge and a change in pK of some amino
acid residues. This leads to the discharge of protons by one or more
acidic groups and makes oxygen equlibrium dependent upon pH. This
is known as the Bohr effect. One result of this pIl dependence is that if
the partial pressure of carbon dioxide is increased with an accompanying
decrease of pH the affinity of the haemoglobin for oxygen is decreased
and molecules of oxygen are liberated. Once again myoglobin shows no
such cffect.

X-ray analysis of horse oxyhaemoglobin at 5.5 A resolution
(10, 37)

Normal horse haemoglobin is a mixture of two distinct hacmoglobins
which are present in approximately equal proportions. The nature of
the chemical difference between the two components seems to reside in a
single peptide. Crystallographically the two components appear to be
identical and no differences can be observed in the intensitics of the NX-ray
reflections (36). At a resolution of 5.5 A the clectron density maps of the
two components should be identical. Horse oxyhaemoglobin crystallized
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from the mixture of the two components in 1.9 M ammonium sulphate
solution at pH 7 has the space group C2 with two molecules in the unit
cell. Each molecule lies on a crystallographic two-fold axis of symmetry
and thus consists of two identical halves. In order to obtain an electron
density map with a resolution of 5.5 A {he phase angles of 1,200 independ-
ent reflections had to be found. These angles were determined by using
six isomorphous heavy atom derivatives of haemoglobin. These deriva-
tives were formed by reacting various chemical compounds containing
mercury as a heavy atom with the sulphydryl groups of the cysteine
restducs. Horse haemoglobin contains two pairs of cysteine residues, one
on each a-chain and one on each $-chain. The cysteines on the f-chains
arc on the outside of the molecule and are highly reactive while those on
the #-chains are in the centre of the molecule and are less readily
accessible.

More than half of the volumne of the crystals is taken up by liquid of
crystallization, which mainly fills the spaces between molecules and
shows up as flat, featurcless regions in the clectron density map. The
rest of the map contains regions of high electron density. The boundaries
between these two types of regions mark the outlines of the molecules.
There are relatively few contacts between neighbouring molecules.

At this resolution sections of e-helix appear as rods of continuous
electron density and when a single molecule had been isolated from the
electron density map it was possible to trace each polypeptide chain
running through regions of continuous high electron density. The mole-
cule has a two-fold axis of symmetry relating the two a-chains and the
two £-chains and a model of the molecule may be asscmbled as follows.
Take two identical chains related by a dyad axis. Then take the second
pair in the same orientation, rotate them through ninety degrees about
the dyad axis and invert them over the original pair. The final arrange-
ment has a symmetry which is close to that produced by three mutually
perpendicular dyad axes. The surfaces of the a- and 3-chains are com-
plementary so that there must be many contacts between them. The
molecule is roughly spherical with a height of 50 A parallel to the two-
fold axis, a width of 55 A perpendicular to it and a length of 64 A. The
four haem groups could be identified in the electron density map since
four peaks stood out clearly from the rest of the molecule. The approximate
orientations of the porphyrin rings were indicated by a flattening of the
peaks and in conjunction with the results of electron spin resonance
experiments (79) the orientation of cach hacin group could be determined.
The haem groups are contained in pockets in the surface of the molecule
and make contact with the polypeptide chain at several points as well as
through the hcam linked histidine residues. The shortest distance be-
tween any pair of haem groups is that between groups in an «- and a
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%-chain and is 25 A (Table 1). These two groups are those visible in
Fig. 1. This distance of 25 & appears to rule out any direct interaction
between pairs of haem groups.

Tig. 1. Model of a molecule of horse oxyhacmoglobin. The black units repre-

sent the 8-chains, the white units the x-chains and the greyv discs the haem

groups. The SH marks the position of the reactive cvsteine residue in the
8-chain

Both types of polypeptide chain in haemoglobin have a very similar
three-dimensional conformation to that of the single polypeptide chain of
sperm whale myoglobin except for certain deletions. Myoglobin has a
molecular weight of about 17,000. It consists of a single polypeptide
chain 153 residues long and one haem group. The structure of myo-
globin has been determined at 1.4 A resolution (Kendrew ct al, unpub-
lished work, 27, 22) and it was possible to determine much of the primary
sequence from the results of the X-ray analysis. These results were con-
firmed by the use of chemical sequence analysis (77, Edmundson A. B.,
1965, in the press). Just over two thirds of the residues of myoglobin are
in the a-helical configuration and all of the helices are right-handed. The
remaining onc third of the residues are distributed over non-helical
regions of the chain where no regular pattern is discernible. Each chain
contains scven helical segments, some of which are separated by non-
helical regions. The straight a-helical segments of chain have been labelled
A—Il starting at the amino terminal end of the chain (22, Fig. 2). In
haemoglobin the four sub-units are arranged so that the long hclical
segments G and H of all four chains are in the interior of the molecule.

46



The Structure of Haemoglobin

IMig. 2. Idcalized drawing of the two B-chains in horse oxvhacemoglobin. The

sign at the centre marks the two-fold axis of symmetry. The x-chains form a

similar pair (see Fig. 1). The labelling A—H of the x-helical segments is that
used by Kendrew ct al. (22)

The haem group plays an important part in stabilizing the myo-
globin structure. It has a polar and a non-polar end and fits into a
pocket in the globin. Onc of the nitrogens of the imidazole ring of a
histidine residue can then be coordinated with the iron atom of the haem
group. The crystals used for the X-ray analysis were obtained from solu-
tions of met-myoglobin in which a water molecule occupies the sixth
coordination position of the iron atom. This water molecule was clearly
visible in the clctron density map. Beyond the water molecule, in a posi-
tion suitable for hydrogen bond formation, is a second histidine residue.
This residue is present in both chains of hacmoglobin as well as in the
myoglobin chain. The propionic acid side groups of the hacm, which arc
at the surface of the molecule, appear to be involved in salt links with
some polar residues of the globin. These residucs differ in myoglobin and
the two haecmoglobin chains. The rest of the haem group is in the interior
of the molecule and there are many van der Waals contacts between it
and neighbouring atoms. There are several aromatic rings arranged par-
allel or nearly parallel to the plane of the haem group so that =-bonding
interactions must be present (23).

In general the non polar side chains are buried within the molecule
and the polar side chains tend to project outwards. It scems probable
that this is also true for hacmoglobin. The two chains of human haemo-
globin contain 141 and 146 residues respectively. The - and 8- chains
have similar chemical sequences throughout much of their length and
their sequences may be brought into register by leaving occasional gaps
in onc or other chain. The largest gap, equivalent to five residues, which
has to be assumed in the a-chain to bring it into register with the 8-
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chain lics in an S shaped loop (in the D helix) at the top of the models
shown in I7ig. 3. The model shows that the Iength of chain making up the
loop is much shorter in the a-chain (white in the models) than in the p-
chain (black). Similar homologies can be found between myoglobin and
both chains of haemoglobin, although there are fewer identical residucs,
and these homologies must form the basis for the structural similarity
between myoglobin and the hacmoglobin sub-units (38).

Both haemoglobin chains contain a histidine residue in the position
corresponding to the haem linked histidine in myoglobin. In the 8-
chain the residuc immediately following the histidine is cysteine. This
is the reactive cysteine residue. The side chain lies near the surface of
the molecule and points away from the haem group in a direction op-
posite to that of the hacm linked histidine. These two cysteines, one on
each 8-chain, form a symmetrical pair. Human haemoglobin contains
two more pairs of cysteine residues which are unreactive in the native
protein - - one on cach a-chain and one on cach p-chain, These lie in the
helical regions G, have no contact with the haem groups and are buried
inside the molecule.

Proline cannot form part of an a-helix. Myoglobin contains four pro-
lines and all of these occur at corners or in non-helical regions. ITowever,
proline is not essential for a corner to be present. A corner may contain
a proline in onc of th¢ hacmoglobin chains but not in myoglobin and vice
versa. Also they do not occur in the same places in the two haemoglobin
chains. The corners which do not contain a proline residue are stabilized
by various mecans involving hydrogen bonds between a residue in the
corner and one in some other part of the chain. IFor example one corner
in myoglobin involves a threonine hydrogen-bonded to a free NII group
at the amino end of a helix (23).

Differences between the oxygenated and reduced forms of
haemoglobin

Since Hawurowitz's discovery (78) that a change in crystal form follows
the reaction of horse hacmoglobin with oxygen a massive body of
evidence has been collected which suggests that this reaction is ac-
companicd by some major change in the structure of the haemoglobin
molecules (5). It has been pointed out previously that haemoglobin has
certain properties, including the interaction between the four haem
groups and the Bohr effect, which are not possessed by myoglobin. These
properties arise as a result of interactions between the sub-units in
hacmoglobin. This indirect haem-haem intcraction explains the sigmoid
shape of the oxygen dissociation curve. The Bohr effect has been inter-
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preted in terms of two proton binding sites per hacm which are oxygen
linked (44). These types of interaction appear to consist of entropy ef-
fects which might be interpreted as being duc to conformational changes.
This conclusion is supported by the wide separation of the hacm groups
which precludes direct interaction so that the interactions must be trans-
mitted through the globin; that is by a conformational change in the
molecule. It seems likely that the amino acid residues responsible for the
Bohr effect are histidines. -

If N-cthyl maleimide is allowed to react with the reactive sulph-
ydryl groups of the 8-chains the Bohr effect is reduced (2, 77). It seems
probable that the reaction takes place in two stages. The first is a reac-
tion with the cysteine residues in position 93 on cach -chain. In a second
reaction the histidine residues which are the source of the Bohr protons
are involved. These residues must be close to the reactive cysteines. If
the pK of these histidine residues is changed the Bohr effect would be
reduced. It is hoped that X-ray analysis of crystals of reduced human
haemoglobin reacted with N-cthyl maleimide will throw some light on
the matter. However whichever residues are involved their environment
must be altered in some way during the oxygenation of the molecule.

Gibson (14) has shown that, if the carbon monoxide is removed from
carbonmonoxyhaemoglobin by flash photolysis, a short-lived form of
reduced haemoglobin is produced which has a much increased rate of
reaction with carbon monoxide or oxygen although its spectroscopic
properties are almost identical with those of normal reduced haemo-
globin. This result would be cxplained if the reaction were too rapid for
the usual conformational change to take place. In this experiment the
haemoglobin was illuminated at the ultra violet absorption frequency of
tryptophan at which haem itself does not absorb. There is only one trypto-
phan residue which occurs at the same place in both chains of haemo-
globin and in the single myoglobin chain. This residue is in the A helix
and is separated from the haem group of the same chain by helix E. The
indole ring of the tryptophan is parallel to the plane of the haem group.
It is 14 A away from the centre of the haem group so that there is no
direct interaction between the two groups although it appears that this
residue must play some part in the oxygenation reaction (38).

Partial digestion of human haemoglobin by carboxypeptidases A and
B has shown that chemical modifications to the p-chains are more ef-
fective in destroying haem-haem interaction than those to the a-chains
while modifications to either chain decrcase the magnitude of the Bohr
effect. The C-terminal sequences of the two types of chain of human
haemoglobin are as follows:

a-chain -ser-lys-tyr-arg
B-chain -his-lys-tyr-his
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Carboxypeptidasc A alone acts only on the f-chains removing the last
two residues and then stopping completely. The resulting haemoglobin
molecule has a greatly increascd oxygen affinity and shows a complete
loss of haem-haem interaction. At the same time the Bohr effect is greatly
reduced. Carboxypeptidase B alone removes the carboxy terminal
arginine from cach a-chain. The resulting molecule has a slightly in-
creascd affinity for oxygen and unimpaired hacm-haem interactions.
The Bohr effect is reduced by about the same amount as in the digestion
with carboxypeptidase A. Carboxypeptidases A and B together remove
the last three residues from ecach «-chain and the last four residucs from
each 8-chain. Haem-haem interaction and the Bohr cffect are completely
climinated and the oxygen affinity is even greater than that resulting
from the reaction with carboxypeptidase A alone (45).

Thesc results might seem to imply that while both «- and 3-chains
contribute equally to the Bohr effect the 8-chains are mainly responsible
for haem-haem interaction. However haemoglobin H, an abnormal
hacmoglobin which is a tetramer containing four B-chains, shows no
haem-hasm interaction (7). Thus @-chains alone are not sufficient.
Studies on the dissociation into half molecules of oxygcnated and reduced
haemoglobins in strong salt solutions show that oxyhacmoglobin dis-
sociates into dimers more readily than does reduced haemoglobin (4).
This suggests that there are stronger bonds holding pairs of «f sub-units
together in reduced hacmoglobin than in oxyhaemoglobin. Experiments
by Guidotti and Konigsberg on the reaction of N-ethyl maleimide with
haemoglobin H have suggested that the amino terminal group of the -
chains is involved in the interaction between a- and p-chain sub-units in
normal hacmoglobin (77). Taken as a whole the chemical evidence
suggests that both «- and $-chains are necessary for haem-haem inter-
action to function and that interactions batween all sub-units change on
oxygenation.

The rate of digestion of the oxygenated form by carboxypeptidase A
is very much faster than that of the reduced form. The difference is a
good dcal less, although still observable, in the case of carboxypeptidase
B. This would imply that the 3-chains are affected more than the «-
chains by oxygenation. If haem-haem interaction if first destroyed by
digestion with carboxypeptidase A there is no difference in the rates of
digestion of the two forms of haemoglobin by carboxypeptidase I3 (45).

The dye bromthymol blue will react with hacmoglobin at a large
number of sites. If haem-haem interaction is functioning the reaction
occurs several times faster with reduced haemoglobin than with oxy-
haemoglobin. If haem-haem interaction is destroyed by digestion with
carboxypeptidase A this difference disappears. In the case of the carboxy-
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peptidase B digest in which the haem-hacm interactions are unaffected
the diffcrence in rate is prescrved. Equilibrium studies show that the
binding of the dye is oxygen linked. Thus it is analogous to the binding
of protons and the difference in rate has a similar origin in a change of
conformation. Iodoacetamide, which unlike bromthymol blue will react
only with the reactive sulphydryl groups of normal oxyhacmoglobin,
undergoes no reaction at all with reduced hacmoglobin. Once again this
implies that there must be a difference in the environment of these
sulphydryl groups in the two forms of the molecule (3, 45).

Finally the solubility of reduced hacmoglobin is different from that
of oxyhaemoglobin and in general the two forms crystallize in different
space groups (0, 34, 35).

Structure of reduced haemoglobin (28, 70)

Since the structure of horse oxyhaemoglobin had alrcady been determined
at a resolution of 5.5 A the obvious course of action would have been to
carry out an X-ray analysis of reduced horse hacmoglobin at the same
resolution. This should be sufficient to show any major structural changes.
Smaller changes in ihe folding of the individual polypeptide chains would
be more difficult to detect. When this work was carried out reduced horse
hacmoglobin had not been crystallized in a form suitable for X-ray
analysis so that the structure of reduced human haemoglobin was de-
termined instead. The underlying assumption here was that the struc-
tures of horse oxyhaemoglobin and human oxyhaemoglobin were identical
so that any differences observed would be duce to the oxygenation reac-
tion and not to the species difference. This seemed reasonable in view
of the similarity of the amino acid sequences. Fortunately reduced horse
haemoglobin has since been crystallized in a more amenable form and it
has been shown that its structure is the same as that of human reduced
haemoglobin (40).

Reduced haemoglobin of normal adult man will crystallize in the
monoclinic space group P2; with two molecules in the unit cell. These
two molecules are related to each other by the twofold screw axis. Un-
like the molecules of human and horse oxyhaemoglobin, which lie on
twofold symmetry axes in the crystalline form, those of the human
reduced form lie in general positions in the unit cell so that the asym-
metric unit consists of a single molecule with a molecular weight of
about 64,500 and thcre are nearly 2,000 independent reflections in
the limiting sphere of radius (5.5 A)~! compared with 1,200 for horse
oxyhaemoglobin. The fact that there is no crystallographic dyad axis
of symmetry does not necessarily mean that the molecule does not itself
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possess this symmetry since space group symmetry does not have to
reflect molecular symmetry. The fact that horse reduced haemoglobin
has since been crystallized in a form where the molecule lies on a dyad
axis suggests that the molecule retains its symmetry in the reduced form
in human haemoglobin as well.

Crystals were grown by adding a haemoglobin solution to a buffered
ammonium sulphate solution at pH 6.5. The haemoglobin was reduced
by adding freshly prepared ferrous citrate solution. The solutions were
all saturated with nitrogen bifore crystallization was attempted and the
crystals were grown under nitrogen. All subsequent handling of the
crystals took place in a nitrogen atmosphere. If crystals of reduced
human haemoglobin are exposcd to air they become oxygenated and
tend to break up.

Adult human ha~moglobin contains six sulphydryl groups per
molccule. Normally two of these are reactive while the other four are
relatively unrcactive unless the protein is denatured (8). Each 8-chain
contains two cysteine residucs and each a-chain one. The two reactive
groups arc once again on the f-chains next to the haem linked histidines.
The four unreactive groups are in the G helices and are on the inside of
the molecule. The two reactive cysteines will combine with heavy metal
reagents. The unrcactive ones will react very slowly with some mercury
compounds. p-chloromercuribenzenesulphonate (PCMBS) will react
with four of the sulphhydryl groups while mercuric chloride will react
with all six. Various isomorphous heavy atom derivatives werce prepared
by reacting mercury compounds with the different sulphhydryl groups.

The first indication of a major structural change came when the
positions of the mercury compounds attached to the two reactive sulph-
hydryl groups were determined. The two mercury atoms were found to
be 37 A apart in rcduccd human hacmoglobin compared with a separa-
tion of 30 A for the same derivative in horse oxyhaemoglobin (Table 1).

An clectron density map was calculated using phase angles which had
been determined using three isomorphous heavy atom derivatives. As in
the electron density map of horse oxyhacmoglobin long, straight,
cylindrical regions of high density are among the prominent features of
the map and once again these regions tend to join up to form the same
kind of three-dimensional figures. However in some regions the density
is not continuously high along what would be the course of the poly-
peptide chains in horse oxyhacmoglobin and the breaks which occur
might have made the chains unrecognizable without previous knowledge.
In other regions the course of the chains is clearly defined. Prominent
peaks appear in positions corresponding to those of the haem groups in
horse oxyhaemoglobin; but again they would not easily have been
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recognized as such bacause they do not stand out above the density of the
chains. However, despite these imperfections, the main features of the
structure emerged clearly from the map b fore any mod:ls had b:en
built. These greater errors are probably due to the larger number of
ambiguities in the phase determination in which only three isomorphous
derivatives were uscd. In addition some of the molocules in the crystals
may have become oxidiscd during the exposure to X-rays which would
also increase the error.

I'ig. 3a. Modecls of the x-chains in human reduced (left) and horse oxyhaemo-
globin (right). These models are in the same orientation as the idealized chain
on the left of Iig. 2

Fig. 3b. Models of the B-chains of human recduced (left) and horse oxyhaemo-
globin (right)

Models of the electron density distribution were constructed. Fig. 3
shows the o~ and B-chains next to the corresponding chains of horse oxy-
haemoglobin. The 8-chains were recognized by the mercury atoms at-
tached to their reactive sulphydryl groups. These models illustrate both
the similarities in structure of the chains and some of the imperfections
of the electron density map. A more quantitative comparison was ob-
tained by measuring the directions of the straight segments of chain,
which are known to correspond to a-helical regions, and calculating the
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angles between them. The directions of the longer segments (A, B, E, I7,
G, and H) could be measured with reasonable accuracy and the angles
between segments within any one sub-unit of reduced hacmoglobin were
found to be the same within the limits of error, as in the corresponding
sub-units of oxyhacmoglobin. If any change has occurred in the folding
of any of the chains it is too small to be determined with the resolution
and accuracy of this model.

So far as can be judged the positions of the haem groups relative to the
globin chains are the same as in oxyhaemoglobin. A quantitative esti-
mate is possible for the 8-chains where each iron atom is linked to a
mercury atom through the intermediary of only two residues, the haem
linked histidine and the adjacent cysteine. The distance from the centre
of the haem group to the mercury peaks is the same, within experimental
error, for both rcduced and oxyhaemoglobin (Table 1). In horse hacmo-
globin the orientation of the hacm groups has been determined by elec-
tron spin resonance of the ferric or met form which forms crystals which
are isomorphous with the crystals of oxyhaemoglobin used for the X-ray
work (79). It has not been possible to determine the orientation of the
haem groups in reduced haecmoglobin and in the model they have been
represented by balls rather than discs. Thus it is possible that the orien-
tations may have changed.

It is in the reclative arrangement of the sub-units that the major
structural change has taken place. The model of the complete molecule
may be assembled in the same way as that of horse oxyhacmoglobin.
Once again the molecule is a spheroid with a height of 50 A parallel to
the two-fold symmetry axis and a width of 55 A perpendicular to it. Tts
length is 69 A compared with 64 & in the oxygenated form and there is

Fig. 4. Complete models of human reduced hacmoglobin (left) and horse

oxyhacmoglobin (right). The inclinations of the haem groups in the reduced

form are not known; their positions are indicated by balls instead of the grey
discs used in the oxyhaemoglobin model,
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a groove scparating the two 8-chains. The two forms of the molecule are
very similar except for this increased spacing between the two 8-chains
in the reduced form (Fig. 4). If the separations of the pairs of chains are
measured by the distances bztween the corresponding pairs of haem
groups the distance between the two a-chains is the same as in the oxy-
genated form and the distance between the two 8-chains in the reduced
form is greater by 7 A than that in the oxygenated form. On the atomic
scale this represents a striking change of structure. Fig. 5 shows the
models of the two pairs of B-chains.

Fig. 5. View of the two pairs of B-chains showing the widening of the gap
between them in the human reduced form (left) as compared with horse
oxyhacmoglobin (right).

Some interatomic distances in the two forms of the molecule are com-
pared in Table 1. I'e, and Fe, represent the hacm groups in the two -
chains, Fe; and Te, the haem groups in the two a-chains and Hg, and
Hg, the heavy atom positions near to the reactive sulphhydryl groups
of the 8-chains. These distances are identical, within experimental error,
except for Fey- Fe, and Fe,—Fe,, which represent the —@ linkage and
onc of the a—f linkages. It is interesting to note that the second «--3

Table 1. Distances between haems and mercury atoms

Horse Human Reduced
| Oxyhacmoglobin Haermoglobin
I
Fe,—Ve, ( 33.4 ! 40.3
Teg—T'e, 30.0 35.0
Fe—Fe, 25.2 ' 25.0
Fe,—Fe, 35.0 _ 374
Te,—Hg, 13.6 14.4
Hg—Hg, | 30.0 : 37.7

All distances are in A, Te, and Fe, refer to the haems in the 8-chains,
Fey and I'e, to those in the x-chains, Hg, and Hg, arc the mercury atoms of
PCMB attached to the reactive cysteines 93 of the B-chains.

w
w



H. Muirhecad

linkage Fe;--Fey, which is the closest distance of approach of two haem
groups, has remained the same. These are the two haem groups visible
in the photograph of the model of horse oxyhaemoglobin (Fig. 1). This
suggests that there is a closer linkage between this particular pair of
chains {and the symmetry related pair) than between any other pair
of chains.

Human Reduced
a-chains

Horse Oxy
@ - chains

Fig. 6a. x-chains. The helical regions G and H, the haem groups and sections

through the helical regions E and F projected along the b-axis in (a) human

reduced and (b) horsc oxyhacmoglobin. All contours are drawn at the refer-

cnece levels used for the construction of the models. IFe marks the haem posi-

tions and HgAc, the positions of one of the heavy atoms used in the phase
determination.
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Humoaon ~-Reduced
B-chains

C

x| P

MB/?G
@@ L~

X fe, )
PCMB x @ @

Horse _Oxy

Yig. 6b. The samc as Tig. 6a for the B-chains. PCMB marks the positions
of the heavy atom groups attached to the reactive cysteine residucs.,
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In order to examine the arrangement of the sub-units morc accurately,

sections of the electron density map containing the haem groups and the

long C-terminal helices G and H were projected on a plane perpendicular
o -chains

Human Red.
Horse Oxy.

Fig. 7a. Superposition of the outlines of the two pairs of a-chains shown

in rig. 6a
B-chains
—— Human Red.
! ~-—= Horse Oxy.
oty "\ + _—
:, \ x Fep \n‘*"“. xPCMBo.r o
‘\\ X Feo l'

x Fey

"
Fig. 7b. Superposition of the outlines of the two pairs of B-chains shown
in Fig. 6b
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to the crystallographic b axis. This makes an angle of 11° with the molecu-
lar dyad axis. The corresponding projection for horse oxyhaemoglobin is
perpendicular to the molecular dyad. IFig. 6, showing these sections of
the «- and B-chains of the two structures side by side, illustrates once
more the similarity in structure of the individual sub-units. If these
projections arc superimposed (Fig. 7) the pairs of «-chains superimpose
almost exactly, the apparent distance between the haem groups being
due to the different tilts of the molecules relative to the b axes. However
both of the 8-chains cannot be superimposed at the same time. An im-
proved three-dimensional map, which has been obtained recently, con-
firms that deoxygenation Ieaves the structures of the individual & and #-
chains unaltered while the f-chains slide apart increasing the distance be-
tween their iron atoms by 7 A. The improvement in the map however has
shown that the a-chains move together by tilting slightly. This move-
ment leaves the distances between the pairs of helices G and H unchanged
but reduces the distance between the pair of BC corners by 3 A. Thus the
movement of the 3-chains consists of a large translation and that of the
a~chains a slight rotation. Thesc movements are such as to leave un-
altered the spacing between the two haem groups which are closest
together (29).

Although it seemed highly probable that this structural change was
the result of the oxygenation reaction and not a species difference this
remained to be proved. X-ray analysis of a recently discovered crys-
talline form of reduced horse haemoglobin removed this uncertainty (40).

One easily measurable parameter distinguishing human reduced
from horse oxyhaemoglobin is the distance between the two mercury
atoms attached to the rcactive sulphydryl groups of the 8-chains. This
was found to be 37.3 A in reduced horse haemoglobin in agreement with
the value of 37.7 A found in the human reduced form and in contrast to
the value of 30.0 A found in horse oxyhacmoglobin. This, together with a
comparison of the clctron density projection on a planc perpendicular to
the molecular twofold axis with similar projections of human reduced
and horse oxyhaemoglobin, showed that reduced horse and human
hacmoglobins have cither the same or closcly similar structures and that
the rearrangement of the chains must be due to the oxygenation reac-
tion.

These crystals of reduced horse haemoglobin had soms interesting
properties which had not been observed previously. Normally when
crystals of reduced haemoglobin are exposed to air they break up and
most of their X-ray diffraction pattern disappears indicating that the
crystals arc disordered. However when these crystals were left to become
oxygenated or were slowly oxidised characteristic, well ordered lattice
changes appeared. The unit cell dimensions were unchanged except for a

59



H. Muirhead

reduction in the b axis from 81.8 A to 76.0 A. This change could be
explained in the following way. In these crystals the separation of the B-
chains is almost exactly parallel to the b axis. The decrease in this
separation on oxygenation or on oxidation to methaemoglobin causes
the crystals to shrink along b without affecting the other two lattice
dimensions.

This change within the crystal throws some light on the question as
to whether the structurc of a protein is the same in the crystal as in
solution. These results show, not only that crystalline haemoglobin will
rcact with oxygen, but that the resulting conformational change can also
take place without necessarily breaking up the crystal. This means that
the interatomic forces moving the chains or the interactions between the
sub-units must be stronger than those acting between ncighbouring
molecules in the crystal lattice.

Discussion

It is not at all clear what these structural changes mean. The rearrange-
ment of chains which takes place cannot be caused by interactions be-
tween the two B-chains by themsclves since in the reduced form they are
no longer in contact. The results of an X-ray study on hacmoglobin H also
preclude this possibility since this haemoglobin, which has four f-chains,
has the same structurc in the oxygcnated and reduced forms and its
structure closely resembles that of normal reduced human haemo-
globin (39). It seems probable that the important sub-unit is an «f pair
and not a single chain. There are two types of «f pairs in haemoglobin
and the one in which the distance between the two haem groups re-
mains constant on oxygenation (Table 1) must be the more stable unit.
Nor is it clear how the structural change can affect the oxygen affinity of
the haem groups which lie near the surface of the molecule and some
distance from the points of contact between chains. The Bohr effect may
be easier to explain since the rearrangement of the molecule would affect
the environment and hence the dissociation constants of many polar
groups. A better picture of the steréochemical factors involved in the
structural rearrangement and the results of this change might be obtained
if the crystal structures were solved at a higher resolution thus determin-
ing the cxact relationships between the various amino acid side chains.

Although neither structure has yet been solved at atomic resolution
Perutz has recently built an atomic model of horse oxyhaemoglobin (47).
This model is based on the Fourier synthesis of horse oxyhaemoglobin at
5.5 A resolution, the Fourier synthesis of myoglobin at atomic resolution,
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the chemical sequence of horse hacmoglobin and the measurements of
electron spin resonance of horse methaemoglobin which give the direc-
tions of the haem normals. This model is sufficiently accuratc to show
how the various side chains are distributed throughout the molecule and
which ones are likely to be involved in interactions between subunits.

Abnormal Haemoglobins

Many abnormal hacmoglobins have becn discovered which differ from
normal haemoglobin by a change in a single residue. It is possible to ex-
plain the effects of some of these changes on the basis of the models
obtaincd by X-ray analysis. A familiar example is haemoglobin S which is
found in people suffering from sickle cell anemia. Haemoglobin S or sickle
cell haemoglobin is an abnormal human haemoglobin in which one pair
of glutamic acid residues in position 6 of the two B-chains is replaced by a
pair of valines (20, 37). Thus it differs from normal haemoglobin in net
charge and can be separated from it by electrophoresis. This substitution
renders the reduced form of the molecule, but not the oxygenated form,
insoluble. The effect of this precipitation changes the shape of the red
cells and this change of shape has given rise to the name of sickle cell
haemoglobin. The crystal structure of sickle cell oxyhacmoglobin is
indistinguishable from that of the normal form showing that the replace-
ment of the two amino acid side chains hashad very little effect on the terti-
ary structure, at least in the oxygenated state (35). Murayama gives a
possible explanation, at the molecular level, of the properties of sickle
cell hacmoglobin in terms of the difference in structure of reduced and
oxy-haemoglobins. e suggests that cach of the f-chains of the haemo-
globin S molecule forms a binding site, the “key,” which is complement-
ary to another binding site, the lock,” on each a-chain of another
molecule. The "key” is formed when an intramolecular, hydrophobic
bond between two valyl residues, the first valyl at the amino terminal
end and the abnormal valine at the sixth position, allows cyclisation
from the carbonyl of the first residuc to the NH of the fourthresidue by
hydrogen bonding. Complementarity is good between the binding sites
on the B-chains and the locks” on the «-chains when the molecules are
deoxygenated. On oxygenation complementarity is lost by means of the
movcement together of the two 8-chains and the molecules disaggregate.
The architecture of the reduced form of the molecule is such that a linear
chain may be built up in this manner when the haemoglobin is reduced
with the result that it will come out of solution (30).

The name haemoglobin M is given to a group of haemogiobins in
which the ability to carry oxygen is impaired (72, 73). In thesec haemo-
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globins the oxidised ferric form of the iron in the haem is unusually stable
and thus a higher proportion of the hacmoglobin is in the met form than
is normally the case. Since methaemoglobin does not combine with
oxygen these haemoglobins have a reduced capacity for carrying oxygen.
In two of the haecmoglobin M’s the histidine, which is distal to the haem
group and is normally bonded to the water molecule which is on the
sixth coordination position of the iron in the met form, is replaced by an-
other amino acid residue. In haemoglobin My, the histidine in this
position in the x-chains is replaced by tyrosine and in haemoglobin
Mgaskatoon the corresponding histidine in the 8-chains is replaced by
tyrosine. In each casc the tyrosine residue is in a position to form a
stable complex with the ferric iron and hence the methaemoglobin resists
reduction to the physiologically useful form of hacmoglobin which can
combine with oxygen to form oxyhaemoglobin (38).

Other variations may produce haecmoglobins which are less stable than
usual and sometimes substitutions may produce no detectable abnorma-
lities.

Allosteric Enzymes (26, 27)

Hacmoglobin may be regarded as an enzyme with oxygen as one of its
substrates since in many ways its propertics are similar to thosze of
enzymes catalyzing chemical reactions. The structural change which
accompanies the reaction of hacmoglobin with oxygen suggests that there
may be other enzymes which undergo a major change of structure on
combination with their substrate. Monod, Changeux and Jacob have
suggested that a rearrangement of subunits occurs in other enzymes and
that this forms the basis for a control mechanism in the regulation of
cell metabolism. IFor example the end product of a biosynthetic pathway,
such as isoleucine, inhibits the first enzyme in the pathway. Thus when
excess isoleucine is present it inhibits the first enzyme and prevents
further synthesis. As the excess is used up the inhibition of the enzyme
ceases and more isoleucine is produced. The isoleucine inhibits not by
blocking the active site of the enzyme but by combining with a different
site on the molecule. The two sites on the molecule must therefore inter-
act and the suggestion is that this is brought about by a rearrengement
of subunits similar to that which accompanies the reaction of hacmo-
globin with oxygen. Thus hacmoglobin may be a useful model when study-
ing the properties of enzymes acting in complicated biosynthetic path-
ways. Although many of these enzymes are so large that it may prove
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difficult to analyse their structures in detail it should be possible to de-
termine relationships between subunits and any changes which take place
in combination with their substrate.
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1. Einleitung

Obwohl seit der Abfassung der letzten Zusammenstellung iiber na-
tiirlich vorkommende Acetylen-Verbindungen erst drei Jahre vergangen
sind (72), scheint eine Ergiinzung gerechtfertigt, da sich in der Zwischen-

* Zusammenstellung der nach Abschlu3 des letzten Berichtes (12) aufge-
fundenen Verbindungen.
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zeit die Zahl der Verbindungen verdoppelt hat, so daB heute bereits tiber
300 natiirliche Acetylen-Verbindungen bekannt sind.

Neben den Kulturfliissigkeiten von Pilzkulturen sind es vor allem die
hoheren Pflanzen, die Acetylen-Verbindungen enthalten. In etwa 12 Fa-
milien hat man bisher derartige Substanzen aufgefunden. Bis heute ist
jedoch nur die Familie Compositae eingehender untersucht worden, in der
allein iiber 200 Verbindungen aufgefunden wurden. Die ungewdhnliche
Mannigfaltigkeit in den Strukturen zeigt sich ganz besonders in dieser
Familie., Neben offenkettigen Polyinen mit 10 bis 18 Kohlenstoffatomen
findet man z. T. recht kompliziert gebaute heterocyclische Verbindungen,
deren Strukturaufklirung den Einsatz aller modernen Mecthoden erfor-
dert. Bemerkenswert ist die grole Zahl der schwefelhaltigen Acetylen-
Verbindungen, die, wie Versuche mit markierten Substanzen ergeben
haben, in der Pflanze aus den entsprechenden offenkettigen Verbin-
dungen gebildet werden.

Obwehl die Strukturen der bisher bekannten natiirlich vorkommen-
den Acetylen-Verbindungen recht mannigfaltig sind, zeichnen sich schon
jetzt zahlreiche biogenetische Beziehungen ab, die erkennen lassen, daB
eine Reihe von immer wiederkehrenden Rcaktionen die einfacher ge-
bauten Polyine in mehr oder weniger komplizierte Naturstoffe umwan-
deln. Viele derartige Umwandlungen sind mit Hilfe der Isotopen-Technik
bereits sichergestellt, aber wcitere wichtige Reaktionsschritte bediirfen
noch der experimentellen Bestitigung. Weiterhin ist ¢s bisher noch nicht
gelungen, die pflanzenphysiologische Bedeutung dieser Verbindungs-
klasse zu kldren. Der schr rasche Stoffwechsel dieser Substanzen 148t ver-
muten, daB die reaktionsfihigen Acctylen-Verbindungen Ausgangsstoffe
fiir andere bisher nicht bekannte Substanzen darstellen, die evtl. von we-
sentlicher Bedeutung fiir die Pflanze sind.

Obwohl in der Familie der Korbbliitler dic Acetylen-Verbindungen
sehr verbreitet sind, findet man in den einzelnen Tribus und Gattungen
groBe Unterschiede in den Strukturen, die naturgemiB auch andere En-
zymsysteme erfordern, so daB die Natur der betreffenden Substanzen
durchaus als wertvolles Hilfsmittel fiir die Pflanzensystematik in Be-
tracht zu ziehen ist. Gerade bei den Korbbliitlern gibt es viele grofle Gat-
tungen, deren botanische Einteilung Schwierigkeiten bereitet, so daB
die Benutzung biochemischer Merkmale sicher sehr niitzlich sein wird.

Wihrend noch vor drei Jahren die UV- und IR-Spektroskopie die
wichtigsten Methoden zur Strukturaufklirung natiirlicher Acetylen-
Verbindungen darstellten, ist inzwischen die Kernresonanzspektroskopie
zu einem unentbehrlichen Hilfsmittel geworden. Erst durch diese Me-
thode ist es méglich geworden, auch kompliziertere Strukturen mit weni-
gen Milligrammen aufzukliren. Neben den normalen GesetzmiBigkeiten
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der NMR-Spektroskopie haben sich einige fiir Acetylen-Verbindungen
charakteristische Fakten ergeben, die fiir die Strukturzuordnung unbe-
kannter Acetylenc bedeutungsvoll sind. Eine wesentliche Rolle spielt
hier die magnetische Anisotropie der Acetylen-Bindung, deren definierte
rdumliche Orientierung oftmals fiir die Entscheidung zwischen verschie-
denen moglichen Stercoisomeren wichtig ist. NaturgemiB ist dieser Effekt
abhingig von der Zahl der Dreifachbindungen (37), so daB z.B. aus der
Lage eines Methyl-Singuletts leicht zu entscheiden ist, ob die CH,-
Gruppe ncben einer oder mehreren Acetylen-Bindungen steht, da im
letzten Falle stets cine stirkere Abschirmung zu beobachten ist. Weitere
wichtige GesetzmiDBigkeiten haben sich bei Enolithern und Thiocenol-
ithern bzw. den dazugehérigen Sulfonen ergeben (9, 25, 34), da hier auf
anderem Wege kaum eine Konfigurationszuordnung méglich ist. Bei
einigen Verbindungen werden im folgenden dic NMR-Spektren diskutiert.

In manchen Fillen hat man auch bereits die Massenspektroskopie mit
Erfolg fiir Strukturprobleme natiirlicher Acetylene eingesetzt (37, 33),
wenngleich die Méglichkeiten begrenzt zu sein scheinen, da sehr stark
ungesiittigte Verbindungen offenbar keine sehr charakteristischen Frag-
mente liefern. Jedoch ist dicse Mcthode sehr wertvoll zur genauen Er-
mittlung des Molgewichts, sowic zur Klirung der Natur der Hydrierungs-
produkte. Beziiglich der UV- und IR-Spektroskopie sei auf die letzte Zu-
sammenfassung verwiesen (72).

II. Acetylen-Verbindungen ohne heterocyclische Ringe

1. Cio-Ester und ihre Derivate

a) Angelicaester des Hydroxy-lachnophyllumesters. Aus verschiede-
nen Vertretern des Tribus Astereae Vit sich ein Diester (I) isolieren,
dessen Struktur durch Abbau sowie seine physikalischen Daten ermittelt
werden konnte (33). Neben dem Massenspektrum war vor allem das
recht komplizierte NMR-Spektrum schr wertvoll. Durch Synthese, aus-
gehend von optisch aktivem Pentinol, ist auch die absolute Konfigura-
tion [S{—)] sichergestellt (79).

CH,~CH,—~CH—[C=C],~CH—CH-COOCH,

b) Thioenolither-Derivate. Neben dem weitverbreiteten cis- und
trans-Dehydro-matricariaester (II und III) findet man in der Gattung
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Anthemis L. zahlreiche Thioenolither (IV—-XII), deren Strukturen durch
ihre NMR-Spektren aufgeklirt wurden (5, 34).

H,C-[C=C],—CH=CH-CO,CH,
11 c
III t

H,C-[C=C],~C=CH—CH-CH-CO,CH,

H,CSc c v
t c Vv

H,C—C=CH—[C=C],~CH=CH-CO,CH,

H,CSc c VI
c t VII

H,C-C=C-C=CH-C=C-CH=CH-CO,CH,
HSC§ c

c VIIL
c t IX
t c X
t t X1

H,C—C=C—CH=CH—C-CH_CH-CH-CO,CH,
c | c
H,CS XII

Fiir die Konfigurationszuordnung ist wiederum die NMR-Spektro-
skopie entscheidend. Die Stercochemie der Thioenolither-Doppelbindung
folgt vor allem aus der chemischen Verschiebung des olefinischen Protons

H,C-[C=C],-CO0OH - H,C-C=CH-C=C-COOH — H,C-C=CH-C=CH
c XV
XIII H,C X1V HCSt XVI1

BrC=C-CH=CH-CO,CH, HC=C-CH=CH~-CO,CH,
t XVII c XVIII

H,C—C=CH-[C=C],~CH-CH-CO,CH,
|
H,CSt

c XIX
t t XX
c c Vi
c t VII

in den entsprechenden Sulfonen. Bedingt durch die groBere Wechselwir-
kung der Sulfongruppe mit dem cis-stindigen Proton ist das betreffende
Proton stets weniger stark abgeschirmt. Bei den Thioithern selbst be-
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obachtet man genau den umgekehrten Effekt (25). Auch die Lagen der
S-Mecthyl- und C-Methyl-Signale sind charakteristisch verschieden, so
daB die Konfigurationszuordnung eindeutig méglich ist. Gesichert wur-
den sie durch iibersichtliche Synthesen aller Isomeren vom Typ VI (25).
Ausgehend von XIII crhilt man mit Mcthylmercaptid nach CO,-Abspal-
tung mit Kupfer-II-salzen (47) die beiden isomeren Thioiither XV und
XVI, die durch Cadiot-Kupplung mit XVII bzw. in Pyridin mit Kupfer-
acetat mit XVIII alle vier Isomeren (VI, VII, XIX und XX) ergeben.

Biogenetisch entstehen VI und VII aus IIT, wie durch Fiitterungs-
versuche mit 1-¥C-Dchydro-matricariaester gezeigt werden kann (25).
AuBerdem bildet sich interessanterweise auch der Thiodther XXI (77),
so daB angenommen werden kann, daB III vielleicht auf dem folgenden
Wege biogenetisch in XXT iibergefithrt wird:

CH-C=C—-CH=CH—-CO,CH,

III — TI,CS 7

C=C-CH,  VIII

CH-CH=C = C=CH—CO,CH,
4 s
H,CS—C P,
CH=CH26H3
I

h 4
H,CS —<=\>-<l:=c1q—cozcﬂ3 XX1
CH,

Damit wire erstmals sichergestelit, daB offenkettige Polyine bio-
genetische Vorstufen von Aromaten sein kénnen.

¢) Lactone. Neben den Thiodthern und II oder III findet man hiufig
Butenolid-Derivate wie z.B. das Lacton XXIT sowie die isomeren Thio-
atherlactone XXIIT-XXVI (34). Das Vorliegen des Butenolid-Ringes
gibt sich durch IR-Banden bei 1875, 1790, 1752, 1635, 1107, 1063, 942,
878, 830/cm zu erkennen.

H H
— | =
H,c—[cEC],—é=O=o H,C—C=CH—CEC—C=O-O
XXII t O H,CSec t 0 XXII
t t XXIV
H
| —_—
H,C-C=C-C=CH-C={ =0
H,CSe t 0 XXV
t t XXVI
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Die Strukturen XXITI—-XXVT fir die Lactone mit UV-Maxima bei
etwa 390 my ergeben sich aus den physikalischen Daten, vor allem aus
den NMR-Spektren, die auch eine Konfigurationszuordnung crlauben,
wenn man die Spckiren der zugehorigen Sulfone mit heranzicht (34).
Alle bisher bekannten natiirlichen Lactone dieses Typs weisen eine trans-
Enolitherdoppelbindung auf. Das trans-Enol4dtherproton gibt sich im
NMR-Spektrum durch eine im Vergleich zum cis-Proton verstirkte Ab-
schirmung sowic durch ecine sehr kleine Spin-Spin-Kopplung mit dem zur
Carbonylgruppe «-stiindigen Proton zu erkennen, ein Effekt, der fiir ent-
sprechende Gruppierungen allgemein giiltig zu sein scheint.

Neben dem weitverbreiteten Matricarialacton (XXVII) findet man in
mehreren Vertretern des T7ibus Astereae ein weiteres Lacton, bei dem es
sich um das erste natiirlich vorkommende Kumulen (XXVIII) handelt
(74). Die Verbindung ist extrem instabil und nur in Lésung zu handhaben.
Sie zeigt ein UV-Maximum bei 380 mp und gibt wie XXVII durch par-
ticlle Hydricrung und UV-Isomerisierung das ,,all*“-trans-Lacton XXIX.
Die Lage der kumulierten Bindungen folgt aus dem NMR-Spektrum der
Dideuteroverbindung XXX, das wie XXVIII fiir die Methylgruppe ein
Doppeldublett zeigt.

H

H,C—CH~CH-C=C—Cmd  3=0  H,C-CH=CH-CH=C=C={ =0
: S : .
XXVII XXVIII

H,C~CH=-CH-CH~CH—CH-¢ =0
XXIX

H,C~CH~CH-CH~CD- CD=\ > )
t
XXX

Biogenetisch diirften alle Lactone aus den entsprechenden cis-Car-
bonsiuren gebildet werden, eine Reaktion, die auch in vitro sehr leicht
ablduft:

H CH=CH H® A /CH=CH
N
R-C=C- C O R—CﬁC C=C, \C=0
/ S, /
e o
H
XXII, XXVII XXVIII
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d) Weitere C,y-Verbindungen. Aus Athusa cynapium L. 14Bt sich in
kleiner Menge der Aldehyd XXXII, das Matricarianal, isolieren (36),
eine Verbindung, die schon lange als Syntheseprodukt bekannt ist und
als Reduktionsprodukt des weitverbreiteten Matricariaesters (XXXI)
aufgefaBt werden kann. Weitere derartige Verbindungen lassen sich aus
Grindelia-Arten isolieren (35). Das Acetat XXXIII, der Alkohol XXXIV
und der Aldehyd XXXV besitzen jedoch nur noch eine Dreifachbindung,
so dafl, wenn man eine Bildung aus XXXI annimmt, neben der Reduk-
tion auch noch eine biologische Hydrierung einer Dreifachbindung er-
forderlich ist.

H,C-CH~-CH-[C=C],-CH=CH-R H,C-[CH=CH,]-C=C-CH=CH-R
c c tt t
XXXI: R =CO,CH, XXXIII: R = CH,0COCH,
XXXII: R = CHO XXXIV: R =CH,0H
XXXV: R = CHO

Die Strukturen sind durch Synthese sichergestellt (35).

Ein weiteres Acetat sowie der entsprechende Alkohol kommen in den
oberirdischen Teilen von Chrysanthemum Maximum vor. Wiederum sind
es weniger ungesittigte C;,-Verbindungen mit den Strukturen XXXVI
und XXXVII (42):

H,C—CH=CH-[C=C],~CH,CH,CH,0R
C
XXXVI: R = Ac
XXXVII: R=H

Es handelt sich somit um Reduktionsprodukte des bereits bekannten 2,3-
Dihydromatricariaesters.

2. C;y-Verbindungen

Neben C,4-Verbindungen findet man in héheren Pflanzen besonders
hiufig Acetylen-Verbindungen mit einem Kohlenstoffgeriist aus 13 C-
Atomen. Eine ungewdhnliche Kohlenstoffkette besitzt allerdings der
Ather XXXVIII, der aus Litsea odorifera Val. (Familie: Lauraceae) iso-
liert wurde (55). Die Lauraceae sind noch wenig untersucht, so daB nicht
bekannt ist, ob hier weitere derartige Verbindungen vorliegen.

H,C—CH-(CH,),~C=CH
CH, XXXVIII
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a) Cyy-Diine. Zwei neue Cyy-Diine sind aus Athusa cynapium L. iso-
liert worden. Neben dem Aldehyd XXXTX, von dem der entsprechende
Alkohol schon lange bekannt ist, isoliert man den Alkohol XL (36). Die
Strukturen sind durch Synthese sichergestellt (36).

H,C~CH,-[CH=CH],~[C=C],~CH=CH-CHO XXXIX
t ot t

H,C~CH,~[CH=CH],~[C=C],~CH,CH,CH,0H XL
t ot

Einige Verbindungen, die sich von dem lange bekannten C,,-Kohlen-
wasserstoff X LT ableiten, finden sich im T#ibus Heliantheae. Aus Bidens-
Arten isoliert man das Acetat XLII (28) und aus Dahlia-Arten den ent-
sprechenden Alkohol XLIII und das Diacetat XLIV (54).

H,C~CH-~-CH—[C=C],—[CH=CHI],H XLI
t t ot
ROCH,—~CH=CH-[C=C],~[CH=CH],H XLII: R = Ac
t t ot XLIII: R = H
H3C—CH=CH—[CEC]Z—-CH=CH—CH—C|H——CH=CH2 XLIV
t t  OacOAc

b} Cig-Triine. Einer der beiden Grundkohlenwasserstoffe diescr
Reihe ist das Triin XLV, von dem sich die beiden Polyine XLVI und
XLVII aus Cosmos-Arten (76) ableiten. Das Acetat von XLVI war
schon frither aus Carlina vuigaris L. isolicrt worden, findet sich jedoch
auch in den mit der Gattung Cosmos eng verwandten Gattungen Bidens,
Dakhlia und Coreopsis.

H,C-CH=CH-[C=C],~CH=CH—CH=CH, XLV
t t
HOCH,-CH=CH-[C=C],~CH~-CH-CH~CH, XLVI
t t
OCH-CH~CH-[C=C],—CH=CH~CH~CH, XLVII
t t
HOCHZ—CH=CH—[CEC]3—-CH=CH—(')H—CIH2 XLVIII
t t OH OH

Auch das Triol XLVIII aus Bidens bipinnatus L. (8) diirfte in enger
biogenetischer Beziehung zu XLV bzw. XLVI stehen.
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Die beiden aus Bidens-Arten isolierten Phenyl-Verbindungen XLIX
und L sind als Oxydationsprodukte des entsprechenden Phenylhepta-
triins aufzufassen, das ebenfalls in Bidens-Arten zu finden ist.

O\—/ ~[C=C],—~CH,0R  XLIX: R = Ac L: R=H

Von dem schon linger bekannten trans,trans-Kohlenwasserstoff LI
ist das cis-Isomere LII aus Dahlia-Arten isoliert worden (54).

H,C-[C=C],-CH--CH-CH-CH-CH-CH,
t t LI
t [ LII

H,C—[C=C],~CH~CH-CH-CH-CH,CH,0H
t t LIII

In Chrysanthemum-Arten kommt neben dem Acetat auch der Alkohol
LIIT vor (78).

¢) Cyy-Tetraine. In der Reihe der C,;-Tetrain-Kohlenwasserstoffe
war bisher nur das En-tetrainen LVI bekannt. Inzwischen hat man aus
Rudbeckia-Arten das trans-Isomere LIV (32) und aus Dahiia-Arten das
cis-Isomere LV (54) isoliert, die auch synthetisch zuginglich sind (22).
Von diesen beiden Kohlenwasserstoffen leiten sich eine Reihe von Sub-
stanzen ab, die z.T. schon linger bekannt sind.

H,C-[C=C),-CH=-CH-CH=CH,
t Liv
c LV

Zwei Abkémmlinge des En-tetrainens LVI sind aus Bidens-Arten iso-
liert worden (8):

H,C-CH=CH-[C=C],—~CH=CH, LVI
t
H,C—CH=CH-[C=C],—~CH-CH, LVII
y
t OH OH
HOH,C-CH~CH—-[C=C],~CH-CH, LVIII
t H OH

Zweifellos werden LVII und LVIII biogenetisch aus LVI gebildet.
Ahnliche Umwandlungen sind bercits mit markierten Substanzen be-
wiesen worden (36, 22).
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d) Cig-Pentaine und Derivate. Bei den Compositen ist das Pentainen
LIX die am weitesten verbreitete Verbindung, wenn auch die Konzen-
tration fast immer sehr gering ist. Sehr hiufig findet man daneben Sub-
stanzen, die offensichtlich in enger, biogenetischer Beziehung zu diesem
duberst instabilen Kohlenwasserstoff stehen. Eine derartige Verbindung
ist das optisch aktive Diol LX, das aus den oberirdischen Teilen von
Bidens dahlioides isoliert worden ist (8). Das instabile, sehr schwer 16s-
liche Diol konnte nur als Diacetat (LXI) niher untersucht werden. Es
zeigt das fiir reine konjugierte Pentaine typische UV-Spektrum mit schr
intensiven Banden im kurzwelligen und sehr niedrigen Banden im linger-
welligen Teil des Spektrums.

H,C-[C=C);-CH=CH, LiX
H3C—{C.~‘=C]5—CH-—C‘IH, ILX: R=H
I
OR OR IXI: R = Ac

Das NMR-Spektrum des Diacetats LXI zeigt die charakteristischen
Signale eines ABX-Systems, das typisch ist fiir eine CH,X-Gruppe neben
einem asymmetrischen C-Atom [dd 5,65t {J = 11,4 u. 4,7); dd 5,90 <
(J=11,4u.6,7); dd 4,40 = (J = 6,7 u. 4,7)]. LX ist bisher das einzige na-
tirlich vorkommende reine Pentain, obwohl zu vermuten ist, daB in
Analogie zu den Derivaten von XLV, LIV und LVI weitere derartige

Pentaine vorkommen.

OscH,
H,C-[C=C],-CH,Br -—~->» H,C-[{C=C],~CH,SCH, -

LXII LXIII
H,C~[C=C],~CH-Cl —~ H,,C—[CEC],—(’ZH-CH,-CECH -~
LXIV  SCH, LXV SCH,
cl

HsC—[C:‘—_CL—é—CHz—CECH -
xvi  &cx,

H,C—[C=C],~C=CH-C=CH + BrC=C-CH=CH,

HCSc LXVII | LXIX
t LXVII

H,C~[C=C],—C=CH~[C=C],~CH~CH,

H,Cgc LXX
t LXXI
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Die beiden cis,trans-isomeren Thiodther LXX und LXXI werden
biogenetisch ebenfalls aus LIX gebildet (22). Sic sind bisher nur in den
Gattungen Flaveria und Guizotia aufgefunden worden (27). Die Struk-
turen und Konfigurationen sind durch Synthese sichergestellt (39). Aus-
gehend vom Thiodther LXIIT erhidlt man durch Chlorierung das sehr
reaktionsfihige Chlorid LXIV, das mit der aluminiumorganischen Ver-
bindung des Propargylbromids den Thiodther LXV licfert. Erneute Chlo-
rierung und Chlorwasserstoff-Abspaltung ergibt die cis,trans-Isomeren
LXVII und LXVIIIL. Durch Cadiot-Kupplungen erhilt man die beiden
Thiodther LXX und LXXI, die mit den Naturstoffen véllig identisch
sind. Da dic Konfigurationen von LXVII und LXVIII eindeutig ge-
sichert werden konnten, sind somit auch die der Naturstoffe geklirt.

3. Cj;-Verbindungen

Neben der sehr groflen Zahl natiirlich vorkommender C,s-Acetylen-
Verbindungen ist die Gruppe der C,,-Verbindung rclativ klein. AuBer
dem bereits bekannten Acctat LXXII 1iBt sich aus verschiedenen Ver-
tretern der Tribus Anthemideac und Heliantheae der entsprechende
Alkohol LXXIII isolieren (24).

H,C—[C=C],—~[CH~CH],—~CH,~CH,—CH,0R
t ot
LXXII: R = Ac LXXIII: R-H

Auch die entsprechenden Dihydroverbindungen LXXIV und LXXV
kommen natiirlich vor.

H,C~CH=CH~-[C=C],~[CH=CH],—CH,-CH,—CH,OR
t t t
LXXIV: R = Ac LXXV: R=H

Das C,i-Keton LXXVI, das sog. Artemisiaketon, ist im Tribus An-
themideae weit verbreitet. Von diesem Keton leiten sich zwei wasser-
stoffreichere Verbindungen ab, das Dihydroartemisiaketon LXXVII,
das aus Anthemis-Arten isoliert werden kann (73), und der optisch aktive
Alkohol LXXVIII, der in einer Anacyclus-Art vorkommt (24).

H,C~-{C=C],—CH=CH-CH,CH,COCH,CH, . LXXVI
t
H,C-CH=CH~-[C=C},~CH=CH—CH,CH,COCH,CH;, LXXVII
t t
H,C~-[C=C),~CH=CH-CH,CH,CHCH,CH, LXXVIII
t H
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In letzter Zeit sind eine Reihe von 1,3-disubstituierten C,,-Verbin-
dungen isoliert worden, die vermuten lassen, daB es sich um Vorstufen
einer Reihe anderer Polyine handelt. Aus Mairicaria oreades Boiss.
isoliert man das optisch aktive Diacetat LXXIX (28), withrend in
Echinops-Arten das entsprechende Diol LXXX vorkommt (7).

H,,C—[CEC]a—[CH=CH],-(|ZHCH2(|3H2 LXXIX: R =Ac
tt OR OR LXXX: R=H

Ausgehend von Dehydromatricarianal (LXXXI) erhilt man durch
Wittig-Reaktion den vollig als Enol vorliegenden Ketoester LXXXIII,
der iiber einige Zwischenstufen in das racemische Diacetat LXXIX iiber-
gefithrt werden kann. Das IR-Spektrum des Syntheseprodukts ist iden-
tisch mit dem des Naturstoffs (37).

H,C—[C=C];~CH=CH-CHO + Ph,P=CH-COCH,CO,C,H,

LXXXI t LXXXII
<OR
H,C-[C=Cl,~[CH=CH],-{ 0
LXXXIII tt O-H

H,C—[C=C],~[CH-CH],~CHCH,CO,R
|
LXXXIV tt OR

— LXXIX

Ein analoges Paar von 1,3-disubstituierten Polyinen kommt auch in
Dahlia-Arten vor, eine Gattung, die schr viele Acetylen-Verbindungen
enthilt (54).

H,C—CH=CH-[C=C],—[CH-CH],—~CHCH,CH,
t OR OR
LXXXV: R=H LXXXVI: R = Ac

4. Cjs-Verbindungen

Es waren bisher noch keine Verbindungen mit C,-Kette bekannt.
Inzwischen sind jedoch aus Dahlia merckic Lehm. einige derartige Ver-
bindungen in kleiner Menge isoliert worden (29, 54). Es handelt sich um
schwer trennbare Alkohole, die z.T. erst in Form von Derivaten getrennt
werden konnten. Thre Strukturen sind im wesentlichen durch die physi-
kalischen Daten sichergestellt worden.
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H,C-[CH=CH],-C=C—[CH=CH],~CH,CH,CH,CH,CH,0R

tt tt
LXXXVII: R=H LXXXVIII: R = Ac
H,C—CH=CH-[C=C],~[CH=CH],—~CH,CH,CH,CH,CH,0H
t tt
LXXXIX

H,C-CH=CH-[C=(C],-CH,—CH=CH-CH,CH,CH,CH,CH,CH,0H
t c

XC

H,C-[CH=CH],~C=C-CH,-CH-CH-CH,CH,CH,CH,CH,CH,OH
tt c

XCI

Eine weitere C,g-Verbindung ist der aus Chrysanthemum-Arten iso-
lierte Kohlenwasserstoff XCII (78, 67), der eine CH,-Gruppe weniger ent-
hilt, als das schon lange bekannte Centaur X, (XCIII). Seine Struktur
ist durch Synthese sichergestellt (42).

H,C—[C=C],~[CH=CH],~CH,CH,CH,~CH~CH, XCII
tt

H,C—[C=C],~[CH~CH],~CH,CH,CH,CH,-CH-CH, XCIII
tt

5. Cy;-Verbindungen

Von dem oben erwihnten Centaur X; (XCIII) kommen in Dahlia-Arten
(54) zwei Derivate vor, das Acetat XCIV und der entsprechende Al-
kohol XCV:

H,C—-[C=C]3—[CH=CH],-CHCH,CH,CH,-CH=CH,
!
tt OR
XCIV: R = Ac XCV: R=H

Auch vom Centaur X, (XCVI) leiten sich mehrere sauerstoffhaltige
Derivate ab, die aus sehr verschiedenen Vertretern der Compositen iso-
liert wurden. Aus Tridax trilobata gewinnt man das Acetat XCVII, den
entsprechenden Alkohol XCVIII, das cis-Isomere XCIX und die cis,
trans-isomeren Aldehyde C und CI (30). XCVIII kommt auch in einer
Isostigma-Art (15) und C in Carduus-Arten vor.
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H,C—~CH=CH-[C=C],— [CH=CH],—CH,CH,CH,CH,-CH-CH,
t tt XCVI

ROCH,~CH=CH~[C=C},~[CH=CH},—~CH,CH,CH,CH,~CH=CII,

t tt XCVII: R = Ac
t tt XCVIII: R=-H
c tt XCIX: R=H

OCH-CH=CH-[C=C],—[CH-CH],-CH,CH,CH,CH,—CH=CH,
C t tt
CI [ tt

Die Strukturen sind durch Synthese sichergestzllt (38).

Aus Artemisia campestris 1iBt sich neben dem Dehydrofalcarinon das
sehr instabile Diketon CII isolicren (42), wihrend in ciner Araliaceae,
Panax Ginseng, eine weitere derartige Vinyl-Verbindung (CIII) vor-
kommt (63):

H,C=CH—(CH,);—CH=CH—CH,C0O—[C=C],~CO—CH-CH,  CLI

C
H,C(CH,)~[CH=CH],~CH,~C=C—CH—CH=CH, ClIL
|
OH
H,C(CH,),—CH-CH-CH,—[C=C]},~CO-CH-CH, CIvV

[

Eine gewisse Ahnlichkeit von CIII mit dem in anderen Aralia- und
Umbelliferen-Vertretern vorkommenden Falcarinon CIV ist unverkenn-
bar.

6. Cs-Ketoacetat

Aus den oberirdischen Teilen von Cosmos hybridus 1iBt sich ecince bio-
genetisch interessante Acetylen-Verbindung mit einer C,s-Kohlenstoff-
kette isolieren. Es handelt sich um das Dien-in-dien CV (42):

H,C-[CH=CH],~C=C~[CH~CH],~CH,CH,CH,CH,COCH,CH,0Ac CV
t t t t

Die Struktur ergibt sich aus dem NMR-Spektrum sowie aus dem Mas-
senspektrum des Hydrierungsproduktes CVI. Neben dem Molpeak bei
326 Me erkennt man starke Peaks bei 266 Me (—CH,COOH), 239 Me
(—CH,CH,0COCH,) und 130 Me, dem nur das Fragment CVII ent-
sprechen kann:
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_CH,
CH,™" (%%CHZCHzoAc
ik
Hsc—(CH,)n-J:?{\ ( O —» CH,-C-CH,CH,0Ac
cvI \H—-" odH cvII

v AW 130

H,C—(CH,),,~C=0 H3C(CH2)14—(|3|—CH=CH2
239 °® 0® 266

CV ist dic erste Cyg-Acctylenverbindung, die keine Fettsiiure darstellt.
Der aus der Gattung Dallia isolicrte Alkohol LXXXIX konnte bio-
genetisch leicht aus CV durch oxydativen Abbau gebildet werden. Ein
analoger Abbau wiirde zu LXXIIT fiihren.

III. Heterocyclisch substituierte Verbindungen
1. Derivate von Sauerstoff-Heterocyclen

Schon bei der Abfassung der letzten Zusammenfassung hatte es sich ge-
zeigt, daB in hoheren Pflanzen auch viele Acetylen-Verbindungen mit
heterocyclischen Ringen vorkommen. Die Zahl derartiger Substanzen
hat sich in den letzten drei Jahren stark vermehrt. Neben dem Dihydro-
furan-Derivat CVIII, das, wie inzwischen gezeigt wurde, eine cis-Doppel-
bindung enthilt (2¢4), isoliert man aus einigen Chrysanthemum-Arten (24)
das Furan-Derivat CIX, dessen Struktur auch synthetisch sichergestellt
wurde (24).

H,C~[C=C],~CH-CH _< > CVIII
c o
H,C-[C=C],-CH-CH-¢ Y CIX

N

t 0
Ein weiteres Furanderivat aus Chrysanthemum-Arten ist CX (67):

< N,_CH,-[C=C],~CH~CH—CH -CH, cx
o

Ebenfalls in dieser Gattung findet man den Furanaldehyd CXI (24),
der mit den Spiroketaldthern (s.u.) in enger biogenetischer Beziehung
stehen diirfte. Der entsprechende Thiofither CXII (6) leitet sich von CXI
durch Eliminierung der endstindigen Methylgruppe und Methylmer-
captan-Anlagerung ab.
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H,c-[c;ch—CH,—<—>— CH-CH-CHO CXI
o t
H,CS—CH =CH-CEC—CH,—< >—CH -CH-CHO cX1I
c (o] t

Aus einer ganz anderen Pflanze, Vicia faba, ist ein Ketoester mit der
‘wahrscheinlichen Struktur CXTII isoliert worden (54).

t

H,CO,C~CH-CH~¢ >-co —C=C—CH-CH-CH,CH, CXIII
O (V]

Auch das aus Anacyclus radiatus Lois. isolierte Keton CXIV ist als
Furanderivat anzusehen (26). Die enge biogenetische Beziehung zum
Artemisiaketon (LXXVI) ist offensichtlich.

H,C~[C=C;—CH =<=>=CH —CO-CH,CH, CXIV
¢

Die Tetrahydropyran-Derivate CXV bis CXVIII findet man in den
.oberirdischen Teilen verschiedener Dahlia-Arten (54).

RO,
H,C—[C=C],—~CH-CH »| CXv: R=-H
3 T N N CXVI: R-Ac

¢ o
RO
H,C-CH-CH—[C=C],~CH CH/I” CXVIL: R = H
gL =LH = L= -l = > .
. e CXVII: R = Ac

Diese Verbindungen diirften biogenetisch aus den in den gleichen
Pflanzen vorkommenden Alkoholen LXXIII und LXXYV iiber die noch
nicht bekannten Epoxyde nach folgendem Schema entstehen:

C O RO\ /
R-CH-CH-CH--CH —  R-CH=CH-|_
HOJ CH, ©
AN
CH,—CH,
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Ein Dihydropyran-Derivat kommt in den Wurzeln von Anaphalis
margaritaceae vor (4). Das Chlorderivat CXIX diirfte biogenetisch aus
dem Chlorhydrin CXX entstehen. Bisher ist jedoch nur das trans-Iso-
mere von CXX isoliert worden.

H,C—[C=CJ,~CH=¢ >—c1 CXIX
0
T H®
HSC—[CEC_]s—(E‘,;C_._/—_\—CI CXX
©
H

Fiir die Strukturaufkldrung von CXIX war das NMR-Spektrum eine
wichtige Hilfe, da sowohl das UV- als auch das IR-Spektrum nur wenig
AufschluB {iber den Bau dieser Verbindung geben. Die evtl. noch még-
liche Struktur CXXI 1468t sich ausschlieBen, da das durch Acetolyse er-
haltene Acetat CXXII im NMR-Spektrum sofort erkennen 148t, daB8 nur
das Signal fiir ein Proton im Acetat verschoben wird. AuBerdem ist die
Kopplungskonstante der olefinischen Ringprotonen nur mit einem Sechs-
ring vereinbar, da entsprechende Fiinfringprotonen stets kleinere Kopp-
lungen aufweisen:

Hac—[CsC]s—CH=<: >—CH,C1 HsC—[CEC],—CH—<=>—-OAc
CXXI o CXXII o~

Die Biogenese des Furan-Ringes wurde am Beispicl des lange be-
kannten Carlinaoxyds (CXXV) geklirt (42). Verfiittert man das tri-
tium-markierte Acetat CXXIII an Carlina acaulis L., so erhilt man ak-
tives Carlinaoxyd. Wie durch Abbau gezeigt wird, findet sich die Ge-
samtaktivitit nach wic vor im Phenyl-Ring.

He
sl & \—CEC—CE:.CA — Ph-—CzC—CH-<=>
—ocxxmr o CXXIV o
|
R

\4

T “«— Ph—CH,-C=C-¢

Ph—CHch,,CHE-\/\ o
07, CXXV o
| o o
N S
! o
SH { PhCOOH
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Das offenbar primir gebildete Isomere CXXIV muB sich also zum
Furan-Derivat CXXV isomerisieren.

Aus der Alge Lanretia glandulifera haben japanische Autoren (52) cine
interessante Bromverbindung, das Laurencin isoliert, dem die Struktur
CXXVI zukommt. Auch hier ist das Kohlenstoffgeriist unverzweigt.

=
)-— (‘T.HCHz—-CH =CH-C=CH CXXVI

Br QAc t

H,CCH,

2. Spiroketalenolitherpolyine

Im Tribus Anthemideae sind Verbindungen mit einem neuartigen bi-
cyclischen Ringsystem vom Typ CXXVII sehr verbreitet. Neben den
bereits bekannten Vertretern dieser Klasse sind eine Reihe weiterer der-
artiger Substanzen aufgefunden worden. Aus Chrysanthemum-Arten sind
zwei Verbindungen isoliert, die im Gegensatz zu den normalen Verbin-
dungen dieses Typs das UV-Spektrum eines einfachen Diin-en-enol-
dthers aufweisen. Die NMR-Specktren zeigen zusammen mit den Ele-
mentaranalysen, da8 es sich nur um die Epoxyde CXXVIII (78) und
CXXIX (6) handeln kann:

. O
H,C—[CEC]3~CH=<— >< Jl CXXVII

O

o) 0

7 O-- O—

HsC—[CECJ,.—CH=< >/\ i H3C—[CEC]2—CH=\®< >
CXXVIII o CXXIX o

Zwei andere Verbindungen aus Chrysanthemum-Arten erwiesen sich
ebenfalls als Epoxyde, das Carbinol CXXX (78) sowic das entsprechende
Acetat CXXXI (73):

O
N 0O
H,C—[CEC],—CH—< /\U CXXX: R=-H
(I) R CXXXI: R = Ac
Eine weitere Verbindung bereitete bei der Strukturaufkliarung er-
hebliche Schwierigkeiten. Die C,H-Analyse sowie die chemischen Reak-
tionen gaben zunichst unklare Ergebnisse. Erst das NMR-Spektrum, das
ungewdhnlich kompliziert ist, fithrte zur Klarung der Struktur. Bereits
das UV-Spektrum deutete auf das Vorliegen eines Diin-en-enolithers hin,
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so daB ein weiteres Epoxyd wahrscheinlich war. Das IR-Spektrum 148t
eine ungesittigte Estergruppe crkennen. Das NMR-Spektrum ist unter
Beriicksichtigung aller anderen Daten nur mit Struktur CXXXII verein-

bar (18).

dd 5,58 (J =2,7u.04) d5,83 (] =27)
d 8,0 H H
8,05 \By\’/o\ H dd3,42 (J = 3 u. 1.8)
H,C-[C= CJ,—CH=(\ X g
m 4,92 Ny S-H dd4,78 (J = 3u.2)
/" H dd4,29 (J = 2u.1,8)
CXXXII o)
N CH, dq8,06 (J =7 u.14)
CO—C=C\
H qq 2,88 (J = 7 u. 1,4)
CH, dq 8,13 (J - 1,4 u. 1,4)

Durch Synthese, ausgehend von CXXX, ist die Struktur endgiiltig
gesichert (78).

Zwei weitere Ester, ebenfalls aus Chrysanthemum-Arten, erwiesen
sich als Acetate (CXXXIII und CXXXIV). Dic Strukturen ergeben sich
aus den NMR-Spektren und konnten durch Synthese sichergestellt
werden (78, 24).

(RO)ZCH——( >—CH2CI - (RO),CH—<_>_CH,-CECH o

HOCH,~¢ >—CH,~CH-CH, — CICH,—<—>—CH,—CH-CH, -~

N

(0]

H,C—[CEC],—CH,—-<M>—CH,—CH=CH, -

H,C—[CEC},—CH,—<—>—CH,—CH—CH, By
G b —owe

0
H,C—[C=C],~CH —> H,C-[C=C] CCH= NN
, ) 3057</\—<H Acs NN

CXXXIIT ¢ O
CXXXIV t OAc

Auf analogem Wege lassen sich auch die Grundkérper vom Typ
CXXVII darstellen (77, 23).
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Eine Reihe von schwefelhaltigen Vertretern dieser Gruppe wurden
aus Chrysanthemum coronarium L. isolicrt. Wicderum warcn die NMR-
Spektren eine entscheidende Hilfe. Es handelt sich um die cis-trans-iso-
meren Thiodther und Sulfoxyde CXXXV-CXXXVIII (6):

. e O
H,CS—CH-CH-C=C-CH={ > 7 H,CS—CH-CH-C=C— CH—< >/

o NN T T

o 0
CXXXV ' CXXXVII c
CXXXVI t CXXXVIIIL t

=C-C=C— _/_ \_ }
HC=C-C=C-CH,~-C CH,CH,CH,OH —~ Die Strukturen sind

o)

CXXXYV e_benfalls durch Synthese
--—\ / sichergestellt (37), wo-
HC=C-C=C-CH= - + © e qe .
\ _—l cxxxvyy Deieindhnlicher Weg wie
CXXXIX ¢ bei CXXXIII zur Dar-
CXL t stellung von CXXXIX
und CXL eingeschlagen wurde, die durch Methylmercaptid-Anlagerung
die racemischen Thiodther CXXXV und CXXXVT liefern, deren IR-
Spektren mit denen der Naturstoffe identisch sind. Durch Persiure-

Oxydation erhilt man die Sulfoxyde CXXXVII und CXXXVIII.

Die Biogenese der Spiroketalenoldtherpolyine ist noch nicht véllig
geklart. Ein plausibles Schema wire das folgende:

He
S
H,C—[C=Cl,—CxC h/ T\ — CXXVII
CXLI (O
He
H,C—[C=Cl,-CEC h/‘\ > HC-[C=Cl-cH-¢
CXLI o <0 7 CXLUI ¢ 0/\
1 o CXLIV ¢
He
H,C—[C= CJZ_C‘\C/_ >‘ _ —» H,C—[C=C],~CH=- <— >=\_
CXLV (O \OH 7 e N\
it | OH
H3C—[C-—_-C]Z—CH2~<_>—CH-—-CH—CHO
He CX1
H,C-[C=C],-C C/\/ > —» H,C-[C=C],—CH- O< /\
CXLVI o C?— CXLVII ¢
H CXLVIII t
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Dieses Schema wiirde die Biogenese der Grundkorper und auch die
des mit ihnen vorkommenden Furan-Derivats CXI erkliren. Durch
Synthese des trans-Isomeren von CXLVI konnte gezeigt werden, daB
derartige Verbindungen in der Tat sehr leicht in die cis,trans-Isomeren
CXLVII und CXLVIII iibergehen (42):

OH oH
LiAlH,

|
H,C—[CEC],—CH-—-CH—(\ \<— H,C-[C=C],Br + | A

t OH "on HCEC—CH—CH—l\ l\
l OH oy

HC=C-C=CLi1 + /o —* HC=C-C=C- \
HO O

H,C-[C=C];~CH-CH-CO—CH,CH,CH,CH,0H _‘“_e> CXLVII + CXLVIII
OR
t

Entsprechend lassen sich auch CXLIIT und CXLIV darstellen. Mit
markierten Verbindungen 148t sich zeigen, daB auch in der Pflanze
dieser Weg beschritten wird (42).

Fiir die Bildung aller Derivate der Grundkérper wiren nur noch be-
kannte Biogenescschritte notwendig. Untersuchungen mit markierten
Substanzen miissen zeigen, ob das diskutierte Schema von der Pflanze
benutzt wird.

3. Thiophen-Derivate

Schon bei der Abfassung der letzten Zusammenfassung zeigte es sich,
daB neben einfachen Polyinketten hiufig Verbindungen gefunden wer-
den, die aus dicsen durch eine formale H,S-Addition entstanden sind,
wie folgende Paare zeigen mogen:

H,C{C=C],-CH=CH-CO,CH, —> H,-¢ 3-C=C-CH-CH-~CO,CH,
S

H,C[C=Cl-[CH-CH],H — ¢ S-_C=C-[CH-CH},H
N
S
Das letzte Beispiel zeigt, daB bei den entsprechenden Thiophen-Deri-
vaten hiufig die endstindige Methyl-Gruppe fehlt. In letzter Zeit ist die

Zahl der natiirlich vorkommenden Thiophen-Verbindungen sehr stark
angewachsen.
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a) Monothiophen-Derivate. Die bisher einfachste, natiirlich vor-
kommende Thiophen-Verbindung ist das 2-Acetylthiophen CXLIX, das
aus Bidens pilosa L. isoliert wurde (75). Der mégliche Grundkérper CL
ist hier noch unbekannt:

<“>—COCH3 ¢ H,C~[C=C],—CO-CH,
s’ cxux CL

Dagegen sind die wahrscheinlichen Vorstufen LXXII und LXXIII zu
den beiden Thiophen-Derivaten aus Xeranthemum-Arten (32) bekannt.

¢ N—C=C-[CH=CH],~CH,CH,CH,0R
N et

CLI: R = Ac

CLII: R = H

Die Strukturen sind durch Synthese sichergestellt (77).

Avus Anthemis fuscata Brot. YiBt sich der bereits frither synthetisch
dargestellte Thiophenester CLIII isolieren (24). Bei dicsem zweifellos mit
Dehydro-matricariaester (IIT) in enger biogenetischer Bezichung ste-
hendem Ester fchit wieder die endstindige Methyl-Gruppe.

< _>—CEC—CH=CH ~CO,CH, CLIII
N\
S t
Eine Reihe von sehr dhnlichen Thiophen-Kohlenwasserstoffen findet
man in vielen Vertretern der Y7ibus Heliantheae, Helenieae und Cy-
nareae. Als Folgeprodukt des Pentainens (LIX) sind die Thiophene CLIV
und CLV anzusehen (32, 62):

H,C—C=C— N—[C=C],—CH-CH, H,C—[C=Cl,~Z “-C=C—CH-CH,
CLIV S CLV S

Von den beiden isomeren Tetraindienen LIV und LVI lciten sich
zwei weitere Vertreter ab (32, 2):

H,C-C=C-Z >—CEC~CH=CH —CH-CH,
N t CLVI

H,C-CH-CH-C=C— $-C=C-CH=CH,

N

t S CLVII
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Fiir die Strukturaufklirung waren wiederum die NMR-Spektren sehr
wesentlich. Fir die Entschzidung zwischen CLIV und CLV wurden je-
doch auch die Massenspcktren der hydrierten Thiophene herangezogen,
da n-Hexyl-n-propylthiophen gaschromatographisch nicht von n-Amyl-
n-butylithiophen zu unterscheiden ist (32).

Von den Thiophen-Kohlenwasserstoffen CLV und CLVII leiten sich
mehrere Derivate ab. Aus Bidens-, Lasthenia- und Serratula-Arten iso-
lierte man die Thiophene CLVIII-CLX (32):

ROCH,-CH-CH-C=C—¢ -C=C-CH=CH, CLVIIL: R =~H
. \S/ CLIX: R =Ac
OCH—CH=CH—CEC—<—>—CEC-CH=CH, CLX
t S

In verschiedenen Echinops-Arten findet man die Thiophen-Derivate
CLXI—-CLXVII (7), die offenbar alle iiber CLV aus LIX gebildet werden,
wie Versuche mit 3H—LIX zeigen (27):

H,C~[C=C], < N_c=C— CI-I—CH, CLXI

H,C-[C=C],—¢ \—c C-CH-CH,

RI
CLXII: R =H, R = OH CLXIII: R =H, R’ = OAc
CLXIV: R =1 = OAc CLXV: R =R =0H
CLXVI: R =Cl R’ = OAc CLXVII: R =Cl, R' = OH

Aus einer auf Mallorca heimischen Santolina-Art 148t sich eine offen-
sichtliche biogenetische Vorstufe zu dem bereits friiher in Santolina- und
anderen Arten des T7ibus Anthemideae aufgefundenen Thiophen-furan-
Derivat CLXVIII isolieren. Neben CLXVIII findet man in relativ kleiner
Menge das Acetat CLXIX (42):

AC H-CH-¢ %
c-C &

Ng c o)
CLXVIII
AcOCH,~¢ S-c=C-CH-CH-Z Y
¢’ o’
C

CLXIX
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Damit ist ein weiteres Beispiel fiir die wahrscheinlich oxydative Me-
thylgruppen-Eliminierung gegeben.

Biogenetisch diirften derartige Furan-Derivate iiber die Dihydro-
furan-Derivate gebildet werden. So findet man ncben CVIII CIX und
interessanterweise auch CXLIII und CXLIV, die aus CXLII entstchen
sollten. Die Vorstufe zu CXLII diirfte der entsprechende Alkohol sein,
so daB der Ubergang in den cyclischen Enolithern leicht verstindlich
wire:

H,C—[CEC],—CH-—-CH—/_> o, H,C—[CEC]S—CH=CH—r> -

H({ O \O

I'—I CVIII

H,C—[CEC]S—CH=CH_<—>
CIX

Aus CIX sollte dann nach Thiophenringbildung und Eliminie-
rung der Methylendgruppe CLXVIII gebildet werden.

b) Dithiophen-Derivate. Neben Monothiophenen findet man bei den
Compositen auch mehrere Dithiophene, die sich zum gréBten Teil vom
Pentainen LIX bzw. Monothiophen CLV ableiten. Wihrend CLXX
schon aus Tagefes-Arten isoliert worden war, sind die offensichtlichen
Vorstufen erst jetzt aufgefunden worden. In Buphthalmum salicifolivm L.
findet man neben CLXXT das Acetat CLXXII und den Alkohol CLXXIII
(70). Man darf also wohl annchmen, daB CLXX durch oxydative Elimi-
nierung der Methyl-Gruppe gebildet wird, was durch Untersuchungen
mit markierten Verbindungen gesichert wurde (42).

Z N\_ N _C=C_CH= 7 \_/ \ _C=C—_CH-=
£ /-( -C=C-CH=CH, 1,0-¢ 3 H-c=c-cH-CH,
s S CLXX S 57 cLxX1

ROCH,-¢ >« S-C=C-CH-CH,
s” g’

CLXXII: R = Ac CLXXIII: R=H

Auch die Derivate von CLXX, die vor allem aus Echinops-Arten iso-
liert wurden (7), werden in der Pflanze aus LIX gebildet (27).

7N\ T CLXXIV : R=H, R - OH
©‘< p~C=C-CH-CH, ¢rxXv : R=H R = OAc
S 5 R R’ CLXXVI : R=R’ =OH
CLXXVII: R = R’= OAc CLXXVIII: R = OH, R’ - OAc
CLXXIX : R =0OAc, R’=0OH CLXXX : R-OH, R =Cl

cl
A N\_ /" \_c=Cc_{_
<, /_<g> C=C-C—CHOAc CLXXXI
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CLXXX, das aus Tagetes-Arten isoliert worden ist, soll die ungewshn-
liche Substitution mit endstdndigem Chlor besitzen (3). CLXXXTI hat man
aus einer Berkheya-Artt isoliert (42). Vom Entetrainen LVI abgecleitet ist
bisher nur das Dithiophen-Derivat CLXXXII aus Bidens connatus (8)
bekannt. Evil. ist diese Verbindung identisch mit einer schon frither aus.
Bidens radiatus isolierten Verbindung, fir die die Struktur CLXXXIII
angegeben wurde (53). CLXXXIII kommt jedoch in Rudbeckia-Arten
vor (42).

HSC—CH=CH—<—>—<__>—-CH—CH,
s s
CLXXXII

H,C - NS¢ N_CH-CH-CH-CH,
(K
CLXXXIII

Die Struktur CLXXXII folgt eindeutig aus dem NMR-Spcktrum
und wurde durch Synthese gesichert (42).

Mit 3H-LVI konnte gezeigt werden, daB LVI in den Pflanzen in
CLXXXII sowie CLVII iibergeht (42).

¢) Dithio-Verbindungen. Neben den Thiophen-Derivaten CLIV bis
CLVI findet man hiufig sehr instabile, intensiv rotgefarbte Verbindun-
gen, die zwei Schwefelatome enthalten und sehr leicht unter Abspaltung
von clementarem Schwefel in die entsprechenden Thiophene i{ibergehen
(37). Die spektralen Daten der Dithio-Verbindungen entsprechen weit-
gehend denen der Thiophene; in den IR-Spektren sind jedoch die C=C-
Banden wesentlich intensiver und in den NMR-Spektren tritt an die
Stelle der B-Thiophen-Protonensignale ein AB-Quartett bei ca. 3,5 1.
Damit in Einklang stehen am besten die Strukturen CLXXXIV bis
CLXXXVI, wihrend die evtl. maglichen valenztautomeren cyclischen

=c—" N_C= —CH—CH=
H,C-C=C S /—C=C—CH—CH CH=CH,

CLXXXIV §S t
H,C-[C=Cl— ——}——CEC-—CH-CH,
Ss CLXXXV
H,c—csc—<:>— [C=C],—CH=CH, 0
CLXXXVI SS

H,c—[c;q,-< N\ _C=C-CH-CH,
5-§  CLXXXVII
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Disulfid-Formeln (58) (z.B. CLXXXVII) weniger wahrscheinlich sind,
da nur fiir Thioketone ein langwelliger n-n*-Ubergang bei ca. 490 my
bekannt ist.

Der zweifellos nicht ebene Disulfid-Ring sollte als 8n-Elektronen-
system kaum eine derartige Bande zeigen.

Der lcichte Ubergang der Dithio-Verbindungen in die Thiophene
kénnte evtl. auch fiir die Biogenese von Bedeutung sein. Formal ist zwar
nur eine H,S-Anlagerung an eine Diin-Gruppierung notwendig, jedoch ist
diese Reaktion sterisch schwer verstindlich. Einleuchtender wire die
primdre Bildung eines Disulfids, das dann iiber die Dithio-Verbindungen
unter Abspaltung von Schwefel in das Thiophen-Derivat iibergehen
konnte.

CH-C=C-R’
R-C=C-C=C-R’ — R-C~ — R New

SH CLXXXVIII

l / 1
/CH—CEC—R'
R-C —> R—/_ _ \\-.R’ N R_(/\-ﬂf"~ R’
N Ssos”™H = B
S-S-H ST 4
CLXXXIX

Mgglicherweise koénnte CLXXXIX auch aus CLXXXVIII und
Schwefel gebildet werden. Die bisher ausgefithrten Untersuchungen
mit markierten Verbindungen erlauben noch kecine cindeutige Entschei-
dung iiber dicse Frage. Gesichert ist lediglich, daB die Thiophen-Derivate
in der Pflanze aus den entsprechenden offenkettigen Polyinen gebildet
werden (27, 25, 60).

IV. Cyis-Acetylencarbonsiuren

Aus Vertretern verschiedener Familien hat man vor allem aus den Sa-
menfetten Fettsiureglyceride isoliert, die Acetylenfettsiuren enthalten.
Einige derartige Verbindungen sind in den letzten drei Jahren neu auf-
gefunden.

CXCI ist interessanterweise aus den Glyceriden des Samenfettes von
Crepis foetida isoliert worden. Diese Art gehdrt zu den Liguliflorae, in
denen bisher keine Acetylen-Verbindungen gefunden wurden. CXCVI
ist ebenfalls aus einer Comgposite, Helichrysum bracteatum (59), isoliert
worden, wihrend CXCII-CXCV in Santalum acuminatum DC. aufge-
funden wurden.
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CXC CH,~ (CH,),~C=C—(CH,),—~COOH (51)
¢Xcr CH,—(CH,),~C=C~CH,~CH=CH—(CH,),COOH (56)
c
CXCIl  CH,CH,—[CH-CH],—[C=C],—(CH,),COOH (47, 48)
CXCIIl  CH,CH,-CH=CH-[C=C],—(CH,),COOH (47)
CXCIV  CH,~CH-CH=CH-[C=Cl;—(CH,),COOH (47)
CXCV  CH,CH,-CH=CH-[C=C],~CH(CH,);COOH (47)
oH
CXCVl  CH,—(CH,),—C=C—~CH=CH-CH-(CH,),COOH (59)
on
CXCVII  CHy—(CH,),—(C=C],—(CH,),COOH (50, 57)
CXCVIII CHr(CHZ)B—[CEC]Z—(I‘,H——(CHZ),COOH (50, 57)
OH

Die Gruppe der C,4-Acetylencarbonsduren ist biogenctisch schr inter-
essant, da hier die Frage auftaucht, ob nicht evtl. alle Acetylen-Verbin-
dungen durch Dehydrierung einfacher Fettsiuren und anschlieBenden
oxydativen Abbau vom Carboxylende der Kctte gebildet werden (43).

V. Polyine aus Mikroorganismen

Auf der Suche nach weiteren Acetylen-Verbindungen aus den Kultur-
fitissigkeiten von Pilzkulturen sind drei neue Verbindungen isoliert wor-
den. Das Diatretin 3 erwies sich als Hydroxysiure der Struktur CXCIX
(7). Der Ester CC und das sehr polare Tetrol CCI sind weitere neue Ver-
treter (54).

HOOC-CH=CH-[C=C],-CH,0H HC=C-C=C-C=C-CH-CH-COOCH,
CXCIX CC
H,C-[C=C],~-CH—CH-CH-CH,
| | f I CCI
OH OH OH OH

Das Tetrain CCI ist intcressant, da es mit den aus Compositen iso-
lierten Tetraindien LIV strukturell nahe verwandt ist.

Obwohl bereits zahlreiche Polyine aus Mikroorganismen synthetisch
dargestelit worden sind, gibt es mchrere Vertreter deren Synthese unge-
wohnliche Schwierigkeiten bereitet. Ein Beispiel dafiir ist das Myco-
mycin (CCIV). Bisher geclang nur die Darstellung des trans-Isomeren
CCIII, wobei folgendes Schema benutzt wurde (40):
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HC=C-C=C-C=C~[CH=CH],—~CHO + Ph,P=CHCOOR -
tt

HC=C-C=C-C=C—[CH-CH],-COOR  CCII = f¢,
HC=C—C=C—~CH=C=CH~[CH=-CH],-CH,COOR
t CCIII
ct CCIV

Die partielle chemische Reduktion zum Allen-Diin-System gelingt
mit tiberraschend guter Ausbeute, gibt jedoch keine Méglichkeit, das
natiirliche cis,trans-Isomere darzustellen.

VI. Biochemie der natiirlichen Acetylen-Verbindungen

An mehreren Beispiclen konnte gezeigt werden, daB die Acetylen-Ver-
bindungen aus Acet- und Malonat-Einheiten aufgebaut werden (44, 45,
46). Obwohl bisher keine experimentelle Stiitze erarbeitet wurde, ist es
wahrscheinlich, daB die Biogenese ein Nebenweg der Fettsdurebiogenese
darstellt. Fiir die Bildung der Dreifachbindung kommen zwei Moglich-
keiten in Betracht. Sie kénnte etwa nach folgendem Schema entstehen:

e
g
/COOe (_/2= 0o

R—(l‘,I—C{-I - R-C¥c —+ R—C=C~CO,H
O COSCoA C ] Ncoscoa
0

-@-®

In vitro kann gezeigt werden, daB die Enoltosylate von Acylmalon-
siurehalbestern bereits mit Natriumhydrogencarbonat in Acetylencar-
bonsiuren iibergehen (49), so daB angenommen werden darf, daB auch
das obige Schema biogenetisch moglich ist.

Der zweite Weg bestiinde in einer Dehydrierung weitgehend gesit-
tigter Fettsiuren (43). Da bekannt ist, daB Olsdure durch Dehydrierung
von Stearinsiurc gebildet wird, ist eine weitere Dehydrierung zur Drei-
fachbindung nicht auszuschlieBen. Wie das Beispiel der Crepis-Siure
(CXCI) zeigt, gibt es wahrscheinlich auch Enzym-Systeme, die Olsdure
in B-Stellung dehydricren. Durch anschlieBende oxydative Hydroxylie-
rung unter Allylumlagerung kénnte aus CXCI dic Hydroxysdure CXCVI
gebildet werden. Weitere Dehydrierung zu stark ungesiittigten Siuren,
wie z.B. CXCIIT und anschlicBender oxydativer Abbau kénnten dann die
entsprechenden Siuren mit 1016 C-Atomen liefern, die entweder durch
Decarboxylierung ungeradzahlige oder durch Reduktion der endstindi-
gen Carboxyl-Gruppe geradzahlige C-Ketten ergeben wiirden. Wenn man
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die Strukturcn einiger ungesittigter Fettsiuren mit denen anderer na-

tiirlicher Acetylenverbindungen vergleicht, lassen sich rein theoretisch

durchaus derartige Moglichkeiten ablesen, wie das folgende Schema

zeigen mdge:

XIT ‘IAT ‘ATT ‘TT ‘ATX

AN
| Hp Hp "
(P02 (HD=H2]-* (0= 2 mo HO-"HO] < — — = "HO*HOHD-*[HD=- Mou =*[0=0]-HO=HD—-O'H
_ 1
H\HMW. é nTUn t4 4 ‘4 4 _ 2 :O
HYHD=HD]-*[0=0]-HD=H)-2'H HO*HO*HO*HO*(HD= mou [D=0]-HO=HD-0'H
A
_ eqo
HO*HO'(*HD)-*[HD= mou 0=0]-HD=HO—-2OH
Oﬁo >
__ -z ¥°00-HO=HO-"(0=0]-0'H “ "
- = HO*HI'(*HD)-*[HO=H0]-0=0-*[HO=HD]-O'H
] o1 - A
“ *HO'HO0O'(HO)—*[HO~HO}-0=0-H0~ Holo'H "
| 3VO w m
.// N\ ]
~ ~ H.Ho wno // 2 | ennv
mnooﬁme mo HO=HO-2=0-"(*HI)O’H //monmo:.«mov|moumukmo|omouﬂﬁmoum3nof
sty w
H 00 CHO)—*[D=01~HD=HO-HO=D'H ~~ \
\_/ //
i NN
1 81y \ ﬁO
HEOD*HD)-D=0-*(*HD)D°H H*004*HO)- muumonﬂmouo ~-**HO)-O'H
4/ 4
~ —
~N -
~ -~

™~ ~ 3 _ -
HPOQ(*HO)-HO=HOI—“(*HI)-O°H
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Die Zukunft wird zeigen, welcher der beiden denkbaren Biogznese-
wege von der Pflanze beschritten wird, oder ob evtl. auch beide Wege am
Aufbau der Polyine beteiligt sind.

Durch Fiitterung mit ¥C-markiertem Acetat konnte gezeigt werden,
daB auch die Phenylpolyine nur aus Acetat-Einheiten aufgebaut werden,
wie durch sorgfiltigen Abbau an mehreren Beispielen sichergestellt
wurde (42):

*

/:
7N
yd *
e » OAc
* ! * *
cigcooe — +{ H-CH-C=C-C=C—CH,
N . .

* CH —CEC—CEE—CH
N N 2 3

> O
(X
COOCH,

OCH,

* * *
*C=C-C=C-C=C-CH,

Offen ist jedoch die Frage, ob die Phenyl-Verbindungen aus den oft-
mals mit ihnen gemeinsam vorkommenden offenkettigen Verbindungen
cntstehen, oder ob sie durch innerec Aldolkondensation aus Poly-B-car-
bonyl-Verbindungen und anschlieBende Aromatisierung entstehen:

s CE -
~C=C-[C=C],~CH, © ,/ N\, ~AC=Cl—CH;
< ~» Ph=[C=Cls~CH, < | O

— ~~COOR

Die Bildung von XXI aus IIT (s. S. 69) spricht fiir die erste Mog-
lichkeit. Weitere Untersuchungen sind jedoch notwendig, um eine ein-
deutige Entscheidung zu ermoglichen.

Um offensichtliche biogenetische Umwandlung studieren zu kénnen,
wurden Methoden entwickelt, die es gestatten, mit Hilfe von 4C- und 3H-
markierten Polyinen derartige Uberginge nachzuweisen. Uberraschen-
derweise werden vollig wasserunldsliche Polyine aus ciner wiBrigen Emul-
sion glatt von den Pflanzen aufgenommen und die Umwandlung erfolgt
allgemein sehr rasch. Da jedoch auch der véllige Abbau zu Acetat-Ein-
heiten und der Wiederaufbau zu Polyinen beobachtet wurde (42), ist es
notwendig, stets durch einen definierten Abbau zu iiberpriifen, ob die ur-
spriingliche Aktivitdtsverteilung erhalten geblieben ist.

Eine Umwandlung, die immer wieder beobachtet wird, ist die Bildung
sauerstoff- oder chlorhaltiger Derivate aus endstiindigen Vinylgruppen
(20):
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R—CH,CH,OR’
R-CH-CH, —~ R-CH-CH, {_
~5 R-CH-CH, X = OH, OAc, Cl
]
X v Y = OH, OAc

Weiterhin ist die Eliminierung einer endstdndigen Methylgruppe sehr
hiufig festzustellen:

R-CH; - R-CH,0OH - RCOOH — R-H

Auch die Bildung von Thicenolithern aus den entsprechenden
Polyinen scheint ein allgemeines Biogeneseprinzip zu sein:

R-C=C-R" - R—CH=C-R’
dcn,

Das gleiche gilt fiir die Biogenese der Thiophen-Derivate (s. S. 85).
Furanderivate werden offensichtlich aus In-en-olen oder iiber Dihydro-
furane gebildet (s. S. 81 und 88).

-C=C-C=C— — _/<S>_

—C=C-CH=CH-CH,0H — _(';____( >
' o

Die Isomerisierung einer trans-Doppelbindung in die cis-Konfigura-
tion erfolgt ebenfalls sehr rasch (42), so daB hier in der Pflanze ein Gleich-
gewicht vorzuliegen scheint, da hiufig beide moglichen Isomeren vor-
kommen. Erste Anhaltspunkte sprechen dafiir, daB auch die biologische
Hydrierung einer Dreifachbindung zur Doppelbindung méglich ist
(s. 5. 71).

VII. Ausblick

Obwohl heute bereits iiber 300 natiirlich vorkommende Acetylen-
Verbindungen isoliert und aufgeklirt sind, ist anzunehmen, daB die Ent-
wicklung auf diesemn Gebiet noch keineswegs abgeschlossen ist, da bisher
nur ein sehr kleiner Bruchteil der Pflanzen untersucht werden konnte.
Jedoch zeichnen sich schon jetzt, insbesondere bei den Compositen, ge-
wisse GesetzmaibBigkeiten ab, die zweifellos fiir die Pflanzensystematik
wertvoll sind. Bis heute sind etwa 900 Arten dieser Familie untersucht.
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In allen zwdlf Tribus der Twubuliflorae findet man Acetylen-Verbindun-
gen, und zwar in zehn Tribus das Pentainen LIX, meistens zusammen
mit biogenetischen Folgeprodukten sehr unterschiedlicher Struktur. Im
Tribus Astereae findet man dagegen nur die C;y-Ester und ihre Derivate,
withrend im Tribus Awnthemideae cbenfalls das Pentainen fehlt, dafiir
findet man jedoch neben C,,-Verbindungen sehr viele, teilweise fiir be-
stimmte Gattungen recht spezifische, auBerordentlich stark strukturell
variierende Acetylen-Verbindungen. Die meisten Verbindungen besitzen
in diesem Tribus ein C,,-Kohlenstoffskelett, jedoch sind auch C,,-, Cyf6-
und C,,-Verbindungen vorhanden. Bei vielen groflen Gattungen er-
scheint eine erneute botanische Untersuchung unter Hinzuziehung der
oft recht unterschiedlichen Inhaltsstoffe sinnvoll. Wieweit an Hand der
Acetylen-Verbindungen erkennbare verwandtschaftliche Beziehungen
phylogenetisch bedeutungsvoll sind, bedarf ebenfalls der Uberpriifung
von der Scite der Botanik. Bemerkenswert ist, daB bestimmte Acetylen-
Verbindungen, die in der IFamilie Compositae vorkommen auch bei den
Umbelliferae und Araliaceae gefunden werden.

Die Untersuchungen mit markierten Polyinen haben ergeben, daB
diese Substanzen sehr rasch umgewandelt werden und somit im zentralen
Stoffwechsel stchen miissen. Es ist daher relativ wahrscheinlich, daB die
natiirlichen Acetylen-Verbindungen energiereiche, duBerst reaktions-
fihige Ausgangsstoffe zum Aufbau noch unbekannter, pflanzenphysiolo-
gisch wichtiger Verbindungen darstellen. Jedoch sind offenbar viele Ace-
tylen-Verbindungen auch also solche fiir die Pflanze als Schutzstoffe ge-
gen Befall durch Mikroorganismen bedeutungsvoll, da z.T. beachtliche
Wirkungen gegen die verschiedensten Mikroorganismen zu beobachten
sind. Uber pharmakologische Wirkungen ist noch nicht sehr viel be-
kannt, jedoch zeichnen sich auch hier gewisse Aspekte ab.

Deutsche IPPflanzennamen fiir einige Gattungen der Familie Compositae
(Korbbliitler), die Acetylenverbindungen enthalten.

Achillea L. = Schafgarbe
Aunthemis L. = Hundskamille
Arnica L. =  Wohlverleih
Avriemisia L. = Beiful

Aster L, = Sternblume
Bidens L. = Zweizahn
Buphthalmum L. = Ochscenauge
-Calendula L. = Ringelblume
Carduus L. = Distel
Carlina L. = Eberwurz
Centauvea L. = Flockenblume
Chyysanthemum L. = Wucherblume (Marguerite)
Cirsium Miller em. Scop. = Kratzdistel
Coreopsis L. = Midchenauge
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Cotula L. = Laugenblume
Dahlia L. = Dabhlie
Echinops L. = Kugeldistel
Eyigevon L. = Berufskraut
Fupatovium L. = Wasserdost
Galinsoga Ruiz et Pavon = Franzosenkraut
Helianthus L. = Sonnenblume
I'nula L. = Alant
Matricaria L. = Kamille
Onopordon L. = Eselsdistel
Rudbeckia L. Sonnenhut
Santolina L. = Cypressenkraut
Saussurea DC. = Alpenscharte
Servatula L. Scharte
Solidago L. = Goldrute
Lagetes L. = Sammetblume
Xanthium L. = Spitzklette
Xevanthemum L. = Spreublume
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A. The scope of this article

Work on lignin has now been going on for one-and-a-quarter centurics,
and conscquently the amount of information available on this natural
material is now immense. The powerful new techniques of organic and
physical chemistry and biochemistry introduced since the second world
war that have brought so much progress in every other field of science
have made their mark in lignin rescarch too. For economic and academic
reasons that will become apparent below, interest in lignin has been
increasing of late; several hundred articles related directly or indirectly
to lignin and involving almost cvery discipline of science appear annually
in general or specialized scientific journals throughout the world.
Almost every year, international symposia on wood or lignin chem-
istry are held insome part of the globe and the transactions recorded in
journals or in book form. Recent meetings include thosc at Atlantic City

* Address after July 1, 1966: Division of Wood Chemistry, Torest
Products Laboratory, Madison, Wisconsin 53705, USA.
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in 1965, Grenoble in 1964 [cf. (70)], Toronto and London? in 1963,
Harvard Forest [cf. (753)] and Ebcrswalde [cf. (706)] in 1962, Helsinki
and Montrcal® in 1961, Seattle in 1960, and Vienna in 1958 [cf. (94)]. In
addition, many meetings are also held at a national level, c.g. the annual
mectings of the Trade Association of the Pulp and Paper Industries
(Tappi) in the USA.

Progress in the lignin field is so rapid and so broad that some of the
opinions or data given in older or even relatively recent publications or
revicws arc now outdated or known to be erroncous. Morcover, for lack
of sufficient experimental facts, therc is still some controversy about
certain aspects of ligninology. It is therefore clear that any short review
of lignin chemistry cannot give anything approaching complete coverage
or criticism of the subject or convey a complete picture.

Many outstanding reviews (7-3, 23, 24, 33, 471—46, 80, 9193, 118,
120, 721, 729) and books on lignin (70, 20, 27, 94, 98, 132, 152, 153) have
appeared within the last decade and several other monographs or
surveys on the subject are at present in preparation or projected. Be-
cause the ficld has become so expansive, the tendency has arisen for
authors to review only their own special aspect of lignin research.

In view of thesc gencral developments, the following article is not
intended to give an exhaustive treatment of research on lignin, but
rather to give a somewhat superficial general picture of the present status
of knowledge in this ficld and to indicate what sort of problems are being
worked on at the moment. It would be futile to attempt to give a complete
list of refcrences; instead, an endeavor has been made to give the first
and somc recent leading references to each phase of the subject and to
indicate the typical kinds of investigations that are currently being
carried out in the principles centres of lignin research. It is hoped that
this approach will provide openings for the interested but uninitiated
reader to trace his way back into more specific literature on the topic
of his concern.

If in this article too the work of the Heidelberg school appears to
featurc as a main theme, this is merely the result of the author’s greater
familiarity with these aspects of lignin and is not intended to emphasize
the importance of this work or to neglect or deprecate the valuable con-
tributions that have been made from different approaches by other
groups, for our current knowledge of lignins has been the outcome of an
"1 The transactions of the Atlantic City “‘Symposium on Lignin Reactions”
will appear in the Advances in Chemistry Series in 1966.

? The papers on the ‘“Dcgradation of Lignin in Geological Environments’
a ppeared in a special issue of Geochimica et Cosmochimica Acta.

3 The lectures presented at the IUPAC mceting in Montreal were pub-
lished in the Journal of Pure and Applied Chemistry.
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abundance of collateral effort. The chemical mechanistic rather than the
biochemical side of the process of lignification has been stressed. Nonethe-
less, the whole may appear to be more of a review of reviews than a
straight review of original papers.

Almost comprehensive and largely unbiased references to original
publications and patents in lignin chemistry up until about 1959 can be
found in the books by Brauns (and wife) (20, 27); more recent papers
are listed almost in full in the annual reviews of lignin by Pearl (7120,
727).

B. The nature and importance of lignin

The chemistry of lignin is an important aspect of the chemistry of wood;
in fact, one might go so far as to say it is the chemistry of wood, for no
plant cell or tissue can be described as being woody unless it contains
lignin, a lot of lignin. The word “lignin” itself, coined by the French
chemist A#nselme Payen in 1839 to describe this material that makes
wood what it is, finds its etymology in the neuter Latin noun ‘lignum”
meaning simply “wood”. It is lignin, in close association with cellulose,
which confers upon the tissues of plants the propertics which we associate
essentially with wood: its hardness and rigidity, coupled with elasticity,
and even its basic color and appearance. Even more characteristic
properties of wood are due to its lignin content. Wood craftsmen from
the artisans and boatbuilders of old to the modern furniture designer
have known and applicd the facts that wood softens on steaming and
retains on recooling any new form into which it has been constrained
while still warm and pliant. The explanation for this phenomenon is to
be found in the thermoplasticity of lignin: lignin is merely softened by
the mild heat and can be remolded into a new shape which it maintains
on cooling because it resets to its original hardness. Similar plasticity
is also obtained with liquid ammonia (733).

However, lignin is not only present in materials that are conventionally
regarded as wood in the everyday sense of the word; it also occurs in
reeds and in the stalks of grasses, grain cereal plants, and ferns. Bamboos,
sugar canes, and straws contain large amounts of lignin, although only
bamboo is used as a constructional material because of its “woody”
properties. IEven root crops such as beets, turnips, and radishes, vegeta-
bles such as asparagus shoots, or fruit such as pears can have the un-
desireable properties of being “woody”. This is due to the formation of
lignified “‘stone cells”. Stone cells also occur in the barks of trees [cf.
(97)].
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However, it is not only considcrations such as these that have
aroused the interest of scientists in lignin, but much more practical
matters. The vast amount of lignin that is produced annually in the
pulp and paper industry of the world in the form of lignosulfonates makes
it a material of astounding potential economic importance. Currcently
almost 75 million tons of wood pulp are produced annually in the world,
hence about 40—50 million tons of “lignin” arc simultaneously produced
as a by-product. This is mainly in the form of sulfonated derivatives
polluted with carbohydrate residues. This is more of a bane than a boon
to industry, for the lignosulfonates discharged from pulping plants still
represent a waste product that presents immense disposal problems.

Because lignin cannot be used, it must be disposed of as safely and
economically as possible. It is now no longer permissibly to merely
“throw it away’’ by relcasing the effluent from pulping mills into the
local waterways. Lignin contains much carbon and hydrogen, and has
thus a high oxygen requirement for biodegradation. Even if lignosulfonate
solutions are adjusted to a physiological pH bcfore dumping into rivers,
the biological oxidation of the lignin proceeds extremely slowly, especi-
ally when it is chemically altered by pulping processes. It therefore
acts as a sort of cumulative poison, and repcated additions of even
relatively small amounts exhaust the oxygen content in rivers and
strecams and hence asphyxiate not only all fish but also all water in-
scct and acrobic microbial life. The legislature in most industrialized
— and hence densely populated — countries prohibits water pollution
of this kind, hence the pulp manufacturer has to resort to other
methods to dispose of his unwanted lignosulfonates. Nowadays, for
example, the bulk of the lignosulfonates is precipitated from the
liquors discharged from the pulping digesters by addition of lime to
pH 10.5—12.2 and filtered off and converted into neutral sodium or
magnesium lignosulfonate by treatment with sulfuric acid plus sodium
or magnesium sulfate — provided some market is available for the prod-
uct. Some of the few uses to which lignin can be put will be mentioned
later. Normally, however, the concentrated liquor is merely evaporated
to dryness and burnt, e.g. in a Tomlinson furnace, the heat produced
being used to evaporatc further batches of liquor and to make elec-
tricity and steam for the energy requirements of the pulping plant. The
chemicals required for the pulping cook arc largely recovered in the com-
bustion residues. Both of these approaches are far from ideal, for in
both, apart from the technical difficulties involved, residual solutions
are obtained that are too dilute to warrant economical processing. Such
dilute residues must still be disposed of and this means extra costs and
inconveniences for pulping firms.
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Lignin thus represents one of the greatest enigmas of applied chemi-
cal research: despite over a century of study, it is still impossible to apply
morc than a trifling fraction of the world output of lignosulfonates for
useful purposes. The man of perspicacity who discovers a useful applica-
tion for lignin has the prospect of agglomerating more money from it
than Andrew Carncgic did from stecl or Alfred Nobel from dynamite.

The main rcason that a useful outlet for lignin could not be found was
that far too little was known about the chemical structure and propertics
of the unmodified, natural material. The ordinary methods used for
isolating and identifying natural products all failed when applied to
lignin, but it is only looking back in retrospect from the present-day
knowledge of lignin that the reasons for this state of affairs can be
recognized. Lignin is a high polymer of a most unusual type. The native
molecule is apparently completcly amorphous and is highly branched.
In addition, it is a graft polymer in intimate physical admixture and
chemical combination with the cellulose and hemicelluloses in plants.
In this respect the function of lignin in the plant cell can be compared
with that of the polyester resins used in making boats, car bodies, or
gliders from fiberglass. The network of ccllulose fibres in the plant cell
wall is comparable with the glass-fibre textile which is modelled into the
desired shape (matrix) before being impregnated with the polyester in
order to solidify it. Similarly lignin stops up the spaces between the
cellulose fibrils and solidifies the structure of the plant cell. Moreover, in
the plant cell the lignin molecule probably intertwines among the cel-
lulose fibrils like a climbing plant in a trelliswork. Just as many such
climbing plants atiach themselves to the trellis frame with tendrils, so
lignin adheres to the cellulose framework with its chemical bonds. Some
of the lignin molecules may later become stretched out under slight
tension between the cellulose fibrils owing to these bonds when the cell
stretches. In other words, the lignin molecule may perhaps become slight-
ly orientated in the plant. The lignin would then no longer merely stop
up the spaces between the cellulose fibres like the polyester resin in
fiberglass but would play a structural role more similar to that of honey-
comb paper reinforcement between laminated board. The intrinsic di-
chroism of lignin in ccll walls (63), although thought to be duc mercly to
form anisotropy of the lignin, might perhaps be interprcted as being
caused in part by orientation of this kind.

No matter what its state is in the cell wall in vivo, when the lignin
molecule is relcased from its attachment to the cellulose matrix, either by
breaking its tendril-like bonds (e.g. by pulping) or destruction of the
ccllulose matrix (c.g. by hydrolysis with acids or enzymes), it rolls up to
a globular entangled mass something like tumbleweeds.
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This situation makes lignin extremely difficult to isolate from plants
for purposes of chemical investigation. The normal physicochemical
methods used for separating other natural polymers from the mixtures
in which they occur fail when applied to lignin, owing to its intimate ad-
mixture and chemical combination with the plant polysaccharides. If
chemical methods are applied to split the bonds between the carbo-
hydrates and the lignin, the latter undergoes drastic changes which alter
its structure and properties, e.g. its solubility is greatly reduced and its
thermoplasticity disappears. However, this is not the main difficulty
encountered in trying to discover what lignin is. Even when isolated,
unlike other natural polymers, lignin cannot be broken down by hydro-
lysis into smaller units which are easicr to identify. Its molecule does
not contain a rclatively weak bond at periodic intervals. Polysaccha-
rides are generally made up of one or two simple sugars that are joined
up together by anhydro bonds which can be split again by hydrolysis
with chemical reagents or enzymes. Proteins are made up of a larger-
number of different monomer units, the 18 natural amino acids, but these
are all linked together by one type of bond, the peptide bond, which can
again be broken by hydrolysis with acids or enzymes. It is now known
that lignin is also made up of only two or three extremely similar monomers
but these are joined together in such a variety of ways that cificient
degradation of the molecule cannot be achicved simply by hydrolysis.

These complications proved to be the greatest deterrents to identifi-
cation of the structure of lignin. Without knowledge of the make-up of
lignin, it is clear that little promise could be cxpected from empirical
studics directed at finding useful applications for it. In view of this
situation, there has been a great intensification in fundamental re-
scarch on the structure and properties of lignin in the hope that a better
scientific foundation could be laid for future applied research.

Completely new methods of approach, especially biochemical meth-
ods, had to be adopted, but thesc have enjoyed a large measure of
success over the past twenty years. However, the picture is still not
entirely complete and rapid progress is still being made.

C. Isolation of lignin

It is extremely difficult to extract lignin from wood. The reason for this
is not merely that it is so intimately mixed with cellulose or even en-
cased in cellulose membranes like starch granules. The reverse is truer:
the cellulose is embedded in a paste of lignin. The lignin is actually at-
tached to the polysaccharides in plants by chemical bonds. Evidence for
such lignin-carbohydrate bonds up to 1960 has been reviewed by Mere-
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wether (170). The linkages in question may hydrogen bonds, acetal (79)
or cster groupings, and ether linkages. Hence any method for the sepa-
ration of lignin from plant polysaccharides (cellulose, hemicelluloses)
must involve cleavage of these lignin-carbohydrate bonds. The greater
the number of such bonds that are broken, the better the separation of
the lignin and carbohydrates. Most methods that provide efficient
cleavage of these bonds unfortunately cause vast alterations or degra-
dations of the lignin and/or carbohydrates. Milder methods liberate
only minute amounts of the separate components and even these frac-
tions are alrcady partially degraded.

In pulping processes (26, 775, 127, 128, 138, 150, 157), large yields of
gnin-free but undegraded cellulose fibres are desired. Pulping strivesli
to achieve this aim by delignification. The quality of the pulp and of the
paper made from it — newsprint, book, tissue, or paperboard — depends
to a large extent on its residual lignin content, and a comprise must be
made between the amount of fiber liberation and the purity of the
cellulose (747). The yield of pulp can constitute 30909, of the dry
weight of the wood, and its lignin and hemicellulose content varies ac-
cordingly. Groundwood pulps are made by merely grinding white soft-
woods with a rotating stone and contain almost all of the lignin in the
original wood. When mixed with better quality chemical pulps, thesc
are used for newsprint because of their cheapness and suitability for fast
printing. Thc fast absorption of printing ink, the low wet strength, and
the yellowing in sunlight of newsprint are all probably results of its high
lignin content. In scmichemical pulping, a little lignin is removed from
wood chips by the methods used for chemical pulping (see below) before
the cellulose fibres arc released mechanically. The resultant pulps are of
slightly higher grade and can be used for boards, newsprint, magazine
and tissue paper. Darker softwoods, hardwoods, and even straw can be
processed in this way.

In chemical pulping, wood chips are treated in one or more stages
with rcagents in solution that are designed to remove some or most of
the lignin from the wood, gencrally in an altercd form. Heat and pressure
accclerate the reactions involved and aid penetration of the chemicals
into the wood. Most of the reactions used are unfortunately of low
selectivity: the removal of lignin is incomplete and degradation of the
plant fibres occurs.

Lignin contains phenolic and a few carboxylic acid groups; it therefore
dissolves in sodium hydroxide. Soda pulping is based on this fact. Here,
at the high temperatures uscd, cster bonds are hydrolyzed, and some of
the carbohydrate-lignin ether bonds are split. Cold caustic soda is used
for semichemical processes.
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The quality and yield of pulp is improved by inclusion of certain
sulfur compounds in the cooking liquors used for pulping. In the kraft
process (757), sodium sulfide is added. This process is sometimes called
sulfate pulping because sulfate is reduced to sulfide under the conditions
used and produces the same effect. The sulfide helps to break ether bonds
between cellulose fibers and lignin and within the lignin molcecule itself.
The ungrafted, partially degraded lignin molcecules then dissolve more
rcadily in the alkali. Sulfite and bisulfite pulping (750) involves cooking
of wood chips with sulfurous acid or magnesium or calcium sulfite or bi-
sulfite and depends upon cleavage of the same ether bonds with con-
version of the liberated lignin into lignosulfonates which dissolve in water
or the alkaline cooking liquor.

It is the lignin derived from these processes that presents the current
problems in disposal or economical utilization that have boosted the
interest in lignin, Because of the residues of ligninleft in the pulps even
after chemical pulping, the pulps have to be bleached, e.g. with chlorine,
hypochlorite, chlorine dioxide, or hydrogen peroxide. Intcrmittent ex-
traction with alkali may even remove more lignin during bleaching. At-
tempts have cven been made to evolve pulping processes based on
oxidative degradation of lignin with Cl,, ClO,, or HNO; and subsequent
extraction of the wood with alkali. Despite the use of cheap nitric acid
and extraction of the nitrolignin with ammonia for use as a fertilizer,
even this method has had only minor cconomic stccess to date.

Even the mildest pulping process, hydrotropic extraction, i.e.
repeated extraction with concentrated aqucous solutions of organo-
philic clectrolytes such as sodium xylenesulfonate or cymenesulfonate,
has failed because of an outlet for the extracted lignin, which is preci-
pitated by mere dilution of the solution. Other methods based on hydro-
lysis of the wood with acids, e.g. HCl, HNOQ;, AlCl,, acetic acid, acetyl
chloride, SO,, or phenol, are merely of laboratory interest.

Methods for the extraction of lignin from wood are invariably based
upon destruction of its polysaccharides and are intended to leave a
residue of lignin for chemical investigation or quantitative assay. Short
revicws of these methods are available (20, 27, 45, 732). The methods
that cnsure complete breakdown of the cellulose, e.g. hydrolysis with
729, sulfuric acid (Klason lignin) or cold fuming hydrochloric acid (Will-
stitter lignin), or oxidation with sodium periodate (Purves periodate
lignin), defeat their own purpose by altering the lignin beyond recogni-
tion by self-condcnsation or oxidation. Even milder treatment with di-
oxan/HCl in the cold (Freudenberg dioxan lignin) or hot (Pepper dioxan
lignin) or thioglycolic acid plus an acidic catalyst (Holmberg thioglycolic
acid lignin) yield modified lignins that also contain chlorine or carboxy-
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methylthio groupings. Clever attempts to remove the lignin by dissolu-
tion of the plant cellulose with cuprammonium hydroxide after hydro-
lysis of the hemicelluloses with dilute sulfuric acid (Freudenberg’s
cuproxam lignin) or to digest the cellulose with microorganisms (brown
rots) which contain cellulases (Nord’s enzymatically liberated lignins)
also proved ineffective. Extensive degradation of the lignin occurred by
oxidation owing to the presence of the copper ions or oxidases, and the
removal of cellulose was incomplete. Extraction of wood with neutral
organic solvents removes a small amount of lignin (Brauns’ soluble
lignin) together with other extraneous phenolic materials (lignans,
etc.) (46, 77). This lignin is obviously not attached to polysaccharides
and is of relatively low molecular weight (33); it must be a mixture of the
end fractions of the polymerization process that leads to lignin, i.e.
molecules that are still at an early stage in the growth process or fractions
of mature molecules that have alrcady begun to decompose by enzymatic
overoxidation of the lignin (see Section J).

Much of the preliminary information on lignin structure was obtained
with these preparations, so they have nevertheless been of great value
in lignin research. A relatively unchanged lignin preparation has now
become available, however, and has gradually ousted all of the above
preparations for research purposes. When cellulose is ground in a high-
speed vibrating ball-mill, its fibers are extensively degraded because the
high mechanical energies cause rupture within the crystalline regions of
the cellulose chains. This fact was subtly applied by Bjirkman (17) to
release lignin from wood. Dry wood meal was ground in a non-polar
medium, e.g. toluene, to prevent swelling of the fibres. Most of the cellu-
lose is thereby degraded because it is partially crystalline, but the spongy,
amorphous lignin is largely unaltered and can then be extracted with
harmless solvents without catalysts, e.g. dioxan/water. Naturally some
of the lignin molecules are still attached to residues of cellulose or hemi-
ccllulose: even if the milling were complete tiny non-crystalline pieces
of the polysaccharide molecules would still be left adhering to the
lignin. In practice, the milling is not carried to completion and only
some of the lignin is extracted. It can be freed from the material still
confaining carbohydrate residues (so-called lignin-carbohydrate com-
plex, LCC) by simple polymer fractionation (77). The sugar-free
material is termed milled-wood lignin (MWL) or Bjérkman lignin
and contains unaltered representative portions of the lignin molecule
(molecular weight ~11,000) such as it occurs in wood.
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D. The location of lignin in plant cells

Knowledge of the exact distribution of lignin in the xylem cells of wood
is very important for a number of reasons. For instance, it is important
for pulping technology in connection with questions regarding the
penetration of cooking liquors and release of undegraded cellulose fibres.
Again, it determines partially the physical architecture of the plant cell.
Lignin distribution also affects the mechanical properties of wood, and
irregularities in the normal distribution due to the formation of reac-
tion wood arc deleterious for the use of the wood for woodworking,
veneering, or even pulping purposes. Tension wood has less and compres-
sion wood has more lignin than normal wood. The lack of lustre in com-
pression wood may be due in part to its high lignin content. The number
of layers in wood tracheids is also abnormal in reaction wood.

Studies of cell morphology using physical methods not only gave
information on the lignin distribution in normal and reaction wood cells,
but also proved that lignin is a genuine natural product of aromatic nature
and not an artifact as claimed even comparatively recently (734).
Several detailed reviews of work on this topic are available (27, 30, 62,
726, 746, 148).

The first work aimed at finding the whereabouts of lignin in plant
cells was based on the ultraviolet absorption of lignin: owing to its
aromatic structures lignin absorbs ultraviolet light more strongly than
any other cell component, having an absorption maximum at 280 my.
The preliminary studies of Bailey (73) led to more directed investigations
by Lange (99), who set up complex distribution curves which indicated a
maximum concentration of lignin (60--909,) at the middle lamella — a
layer about 0.1 mu thick lying between the wood tracheids. The lignin
concentration fell off through the S1, S2, and S3 cell layers (~159%,) to
zero in the empty xylem cell lumen. The intercellular spaces also con-
tain high concentrations of lignin. Essentially similar results werc ob-
tained by Austrian workers (747) who confirmed the aromatic nature of
tignin in thin wood sections using infrared spectroscopy.

In more recent approaches to cell morphology, interference micro-
scopy, x-tay diffractional analysis, and especially electron miscroscopy
have been used. Improved methods of sectioning, preparation and stain-
ing, and cxamination of cells in wood partially degraded by chemical
procedures (e.g. with HI?) or partially decayed by microorganisms have
thus given indications that the organization and variation in plant cells
are actually much more complex than was thought from these first ex-
periments; this applics not only from species to species or tree to tree,
but cven from tissue to tissue within a given plant. It would lead too far
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to discuss these matters here; the interested reader is referred to more
specialized publications (30, 62, 726, 146).

Precise studies have been carricd out by Australian workers of the
process of lignification in tree cells (748, 749). It was hoped in this way
to find out more about the nature and source of the lignin precursors in
the growing plant. There is an incrcasing gradient in the lignin content
of the cells in trecs from the cambium inward to the mature xylem. This
may be occasioned by centripetal diffusion of lignin precursors inward
from the cambium, coupled with the degree of maturity of the cells. The
results of single and double ring-barking (ring-debarking) experiments
suggested however that the lignin precursor can also come from the
endoplasm of the cell. Perhaps both processes are in operation in the
healthy, unmodified plant.

Within the individual cells, it was observed that the front of poly-
saccharide synthesis and the location of the oxidase enzymes responsible
for lignification (sce Section G) both advance inward within the cell slight-
ly before the front of lignification, i.e. there is a time lag between the
construction of the cellulose matrix and the subscquent deposition of
lignin. Lignin is first deposited in the corners of the primary cell wall
where several cells adjoin and then spreads out bilaterally through the
intercellular layer. The lignin stops up the spaces between the cellulose
microfibrils, but some penetration of the fibrils is thought to occur.
Evidence for this is also given by the fact that the higher the lignin
content of any layer, the lower the degrec of crystallization of the cellulose
microfibrils. As the ccll becomes older, and formation of the secondary
and tertiary walls occurs, this process of embedding the cellulose in
lignin continucs, but less lignin is deposited in the inner layers.

Additional information on such topics is expected from studies of plant
tissuc cultures (74, 78, 80, 89, 7125, 147 a), where lignification appears to
proceed almost normally. The methoxyl content of tissue culture lignins
is lower than that of natural lignins from plants of the same species but
the efficient utilization of lower lignin precursors and the conversion of a
syringyl-type compound to a guaiacyl-type lignin (78) docs howcver
suggest that hcre too lignification proceeds by way of endoplasmic
processes and not by simple centripetal diffusion of lignin precursor into
the cell. It is known that the methoxyl content of the lignin in bamboo
(79) and spruce (77) increases with the maturity of the plant, so plant
tissue cultures arc perhaps comparable with younger tissues in the im-
mature plant. The methoxyl content of reaction wood is also abnormal
(748). It is perhaps interesting to note in this connection that the lignin
content of plant tumors (736) and calluses (76), like that of compression
wood, is greater than normal.
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E. The biogenesis of lignin

Since lignin contains only carbon, hydrogen and oxygen, it must be
biosynthesized by the plant from carbon dioxide and water. Lignin is
definitely an end product of the plant metabolism and cannot be remobilized
for nutritive purposes. Unlike the proteins, the structural material in
animal tissues, lignin is not involved in a dynamic process of degradation
and regeneration in the plant organism. Once lignin has been deposited in
a plant it remains there quiescent — except perhaps for very slow minor
changes — as long as the plant is alive and healthy, i.e. unattacked by
microbial, fungal, or insect marauders and still actively growing. Nature
has provided a means for recycling the elemental components of lignin
from dead vegctation via its degradation to constituents of the humic
acids in the soil (sce Section J).

Although the biogenesis of lignin is a unificd concerted process in the
plant, it is preferable for a better understanding of the mechanisms of
lignification to divide up the process into portions, i.c. to consider
separale stretches of the overall course.

The lower precursors of lignin are formed by the same mechanisms as
are involved in the photosynthetic formation of carbohydrates (and poly-
saccharides) in the plant. The first stretch of lignification can thus be
considered to be the formation from atmospheric carbon dioxide of the
last of a series of simple sugars from which lignin is subsequently derived.
The second stretch of lignification might then be considered to be the
formation from this aliphatic sugar of the last of series of simple (mono-
meric) aromatic compounds from which the lignin polymer is made. The
third stretch is then the conversion of the ultimate aromatic lignin
monomers via dimers, trimers, tetramers, ... oligomers called lignols
(monolignols, dilignols, etc.) into the polymer lignin.

The first stretch of lignification is actually more closely related to
photosynthesis and glycolysis than to lignification and has received less
attention from lignin researchers; it will therefore be considered only
briefly here in combination with work on the second stretch. It is how-
ever expedient in our discussion here to treat the work done by lignin
scientists on the sccond and third stretches of lignification separately, for
the information garnered on the second stage was procured by pure
biochemical techniques whereas the data on the third stretch was the
outcome of more organic chemical work.

F. Biosynthesis of lignin precursors

The routes followed by plants in the biosynthesis of lignin have been
widely studied using tracer techniques, principally with radiocarbon. By
comparing the specific activities of the precursors fed to plants with the
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specific activity of the resultant lignin or its degradation products, some

idea is gained of the efficiency of the compound administered as a lignin
precursor. It can then be judged whether each precursor is an obligatory

intermediate [cf. (109)] of lignification or merely a possible intermediate.

If the radioactive return is low, the compound tested has been degraded

by the plant and the radioactivity distributed in all the plant products,
not only the lignin, starting from much simpler compounds produced by
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catabolism of the tracer. If the radioactivity yield is high, a rough clue
is gained of the proximity of the precursor to the anabolic end-product
lignin. Various groups have participated in work on the precursors of
lignin, and again several reviews have been published (24, 87--83, 91, 93,
7712, 113, 132). Only some of the principal points can be dealt with here.

A simplified version of the metabolic pathways that may lead from at-
mospheric carbon dioxide to the simple terminating sugar precursor of lig-
nin (DAHP) is shown in Fig.1. This primitive planar representation of
some of the processes that the plant carries on in three dimensions docs
not of course convey any information in the complex energy or material
balance or the intricate control of the processes involved in lignification.
Moreover, the plant may naturally have access to more devious mctabolic
routes if disturbances arec encountered in the more direct pathways indi-
cated here. Some of the substances shown may be present in only extreme-
ly minute concentrations in both photosynthesizing and lignifying cells.
High concentrations of any lignin precursor will only be encounteredif the
plant requires that particular substance as a reserve nutrient or as a
convenient form for material translocation.

The second stretch of lignification, the conversion of the first non-
sugar substance into the aromatic monomers ready for polymerization,
has been examined more thoroughly by lignin biochemists. The path-
ways followed here by the plant are outline in Fig. 2. Excellent reviews
of the enzymes known to be involved at each step here as well as in the
polymerization at the third stretch have recently appeared (28 a, 82). The
processes encountered in higher plants are in essence the same as those
known to be in opcration in the aromatization of aliphatic precursors in
microorganisms following the work of Davis and Sprinson with Escherichia
coli mutants (32, 707).

These preliminaries to lignification proper in the third strctch can thus
be visualized somewhat as follows. The carbon dioxide absorbed in the
leaves of the plant passes through the photosynthesis cycle to give
glucose, fructose (and hence sucrose) and sedoheptulose. These are
probably the main forms in which the plant transfers its nutrients from
the zones of photosynthesis in the leaves through its vascular system to
the zones of lignification in the stem, branches and trunk (774). In the
plasma of the living cells in the regions where lignification is taking place,
some of the processes shown in IFig. 1 may occur in reverse with respiration,
giving rise to the C; and C, units from which the C; entity DAHYP is for-
med — a change which represents entry into the one-way street of lignifica-
tion. Glycolysis according to the Embdem-Meyerhof-Parnas route can give
rise to phosphoenolpyruvate (C,) dircctly, while erythrose phosphate
(C4) can be formed either by the pentose phosphate route via xylulose-5-
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phosphate and ribulose-5-phosphate and thence to sedoheptulose-7-
phosphate and glyceraldehyde phosphate or from 3-phosphoglycer-
aldehyde and 6-phosphofructose from glycolysis, with formation of 5-
phosphoxylulose as by-product.

Some of the evidence obtained from tracer experiments that supports
this scheme might be presented briefly here. In the first experiments
aimed at deriving information about lignification in this way, it was
found that radiocarbon dioxide was converted in part into the lignin of
plants and that lignin appeared to be a metabolic end-product in the
pPlant (747a). After it had been demonstrated that the shikimic acid
route (Fig. 2) was in opcration in higher plants {25,33a) as well as in
bacteria (32, 707), it was shown that [1-MC}- and [6-1Clglucose were
both converted readily into lignin with little randomization of the
labelled carbons (95a, 7324). It was recently shown that glucose, sucrose
and sedoheptulose are the materials most probably translocated in the
plant from the site of photosynthesis to the sites of lignification (774).
It has even been shown that radioactive glucose is transformed into
radioactive shikimic acid and thence into lignin in Eucalyptus nitens (75).
Radioactive pentoses are also converted into radioactive lignin (964,
137). It has even been suggested that cellulose can be remobilized to
provide raw matecrials for pathogenetic lignification (76, cf. 707a). The
fact that other feasible lignin progenitors such as acetate (334) or even
non-phosphorylated pyruvate (29) are not incorporated well lends further
support to the type of scheme proposed.

The study of the second stage of lignification by introducing non-
sugar precursors into plants began with the administration of shikimic
acid to wheat (25) and sugar cane (33a). High conversions into lignin
were found and little randomization of the labels was observed when the
whercabouts of the radiocarbon was traced in products of chemical
degradation of the radioactive lignin.

In the meantime, all of the higher intermediates shown in Fig. 2 have
been tested and numerous comprehensive surveys of this work have ap-
peared (24, 87183, 97, 93, 112, 113, 132). Some of these simultaneously
describe the formation of secondary aromatic substances in wood, i.e.
lignans, tannins, flavonoids, etc., which arise by essentially similar routes
coupled with acetate metabolism. A few outstanding recent developments
may bear repetition here.

Various groups have found that p-coniferin is converted extremely
readily into lignin (59, 97) although it is not necessarily an obligatory
intermediate of lignification. Little is known with certainty about the
purpose of the B-pD-glucopyranosides of the #raus-p-coumaryl alcohols
which are encountered in certain plants [cf. (54)], sometimes in high
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concentrations. Not much is known about their distribution in the vegeta-
ble kingdom simply becausce enough studies to obtain information of this
kind have not yet been made, but they do not appear to be ubiqui-
tous. The glucose may be attached to the coumaryl alcohols transiently
to detoxify or protect the phenolic function for transportation in the
plant or to form a reserve nutrient. Although coniferin is less soluble in
water (0.53 9, at 20°C) than coniferyl alcohol (~1 94), this need not be so
in cell sap. Coniferin is much more soluble in sugar solutions (77). It is
conceivable that the coniferin present so abundantly in the cambial sap
of conifers is there as ““iron rations” to satisfy the immediate lignification
needs of the freshly produced cells on the xylem side of the cambium
during the “‘embryonic” stages of their development. This one substance
could provide coniferyl alcohol for lignification and glucosc for cellulose
synthesis directly in the young cell. Later lignification may proceed from
precursors derived from endoplasmic sources, e.g. glucose, by the routes
outlined in Figs. 1 and 2. The facts that L-coniferin is not a good lignin
precursor (59) and that coniferin is utilized better when applied by in-
fusion rather than by implantation (97) lend support to this concept. It
has been observed scveral times that infused radioactive r-phenyl-
alanine gives rise to radioactive p-glucocoumaryl alcohol (743) and
coniferin (585, 743) in young spruce saplings; however, the syringin
found is not strongly radioactive (743).

It has also been observed that syringyl-type precursors are trans-
formed in part into guaiacyl-type lignin (78, 90, 97), i.e. a demethoxyla-
tion, not merely a demethylation has taken place. It has also becn found
that sweet almond emulsin hydrolyses syringin only extremely slowly
{(743) and that pure peroxidase does not oxidize sinapyl alcohol well (77).
The mctabolism of the sinapyl component of lignin is perhaps not quite
as simplc as the analogy between its p-coumaryl and coniferyl components
suggests.

Another very important finding was the observation of the inability of
species other than Gramineae to utjlize tyrosine as a lignin precursor [cf.
(24, 772, 113)]. This is now known to be due to the presence or absence of
the enzyme tyrase [cf. (87, 82)].

The Canadian school has recently shown that the production of the
higher lignin precursors, i.e. the p-coumaryl alcohols or their glucosides,
does not proceed via the simple acids shown in Fig. 2 but actually via
insoluble esters of same. The esters arc probably activated esters of
coenzyme A, but esters of quinic acid analogous to chlorogenic acid are
also feasible in this role (35).

First attempts have now been made using a trapping technique to
trace the formation of the more advanced intermediates of lignification,
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e.g. the monolignols coniferyl alcohol and coniferaldehyde (VII) and the
dilignols pinoresinol (IV) and dehydrodiconiferyl alcohol (II), i.e. inter-
mediates encountered only at the third stage of lignification (244); again
satisfactory incorporations of radioactivity were detected.

Several groups have identified non-radioactive metabolic intermedi-
ates of lignification in cambial sap or sapwood extracts (54, 585, 68).
The compounds detected agree well with the schemes for the biosynthesis
of lignin precursors set forth in Figs. 1 and 2 and with the data described
later for the third stretch of lignification.

G. 'The polymerization process in lignification

This is perhaps the most complicated part of the overall process of
lignification, for the changes that take place in the monomer units during
their polymerization to lignin are no longer of a straightforward bio-
chemical nature. It is now known that the polymerization is initiated by
a simple enzymatic phenolic dechydrogenation that leads to a vast variety
of complicated chemical structures.

Since these reactions occur simultancously in competition with each
other, the resultant polymer has a highly complex primary structure.
Although originally derived from very similar monomers, namely free or
mcthoxylated frans-p-coumarylalcohols, the appearance, stereochemistry,
and environment of each individual unit afterwards in lignin show much
greater variety. The types of bonds linking the units together are highly
diverse. In the schematic formula designed by Freudenberg (42, 43, 43a,
d4a) to portray a representative section of a spruce lignin molecule (see
Fig. 9), only two units, viz. Nos. 2 and 4, happen to be identical and
identically bonded, even though a few structures of minor importance
were neglected and a recently discovered major structure {cf. (XII)] (48,
105, 776, 117) could not be included. Since lignin has no ordered
primary structure — unlike proteins it is not molded to a set pattern by
genetic information — reshuffling of the same or similar monomeric
residues could lead fortuitously to other portions of lignin molecules with
less or more randomness of structure and bonding. Freudenberg’s scheme
was drafted from knowledge of the mechanisms and intermediates of
lignification and from analytical data on lignin (47). The mechanisms
involved in the growth of the lignin molecule were inferred from the
structurcs of the lignols isolated from 7 vifro experiments in which
lignification was simulated using‘ coniferyl alcohol as sole progenitor.

Nevertheless, it had to be known beforehand that lignin is in fact
derived from the p-coumaryl alcohols and this information was not in
fact accrued from the biochemical work on lignin precursors. Actually
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the reverse was true. The work on the structure of lignin revealed that
it must have originated from the p-coumaryl alcohols and hence it was
the task of the biochemist to elucidate how they are formed in the plant.
It is therefore perhaps worthwhile to retrace a few of the results that
have brought us to this knowledge of the structure of lignin.

Knowledge of the elemental composition of conifer lignin and of the
abundant occurrence of coniferin in the cambial region of spruce led
Klason (87) to suggest (among many other theorics) that lignin was
derived from coniferyl alcohol — the aglycon of coniferin — by oxidation,
for lignin has slightly less hydrogen and slightly more oxygen than
coniferyl alcohol. After elucidating the structure of dehydrodiisoeugenol,
a compound obtained from isoeugenol by enzymatic dehydrogenation
(37), Holger Erdiman saw in this a model for lignification and correctly
suggested that the process involved was not merely an oxidation, but
more specifically, a dehydrogenation (36). It was later shown that the
same enzymes did in fact produce crude lignin-like polymers from coni-
feryl alcohol, which at that time was available only with difficulty from
natural sources (59a). When coniferyl alcohol became more readily ac-
cessible by synthesis using complex hydrides (8), it became possible to
study the processes involved in this polymerization. This represented not
only a major breakthrough in lignin chemistry but also a novel approach
to the chemistry of natural high polymers. Previously the primary
structures of natural polymers had been elucidated by degrading the
natural products and separating and identifying the small degradation
products obtained. The structure of lignin was gradually evolved by the
reverse route, namely by identifying the oligomeric intermediates of its
polymerization. This might have proved a futile task had it not been for
the vast amount of empirical information about lignin that was agglom-
erated simultaneously by analytical and other approaches, for it might
be safely said that lignin is the most complicated natural product ever
encountered.

Because the methoxyl content of spruce lignin was found to be ap-
proximately 1.0 per C, (phenylpropanoid) unit — the isolation, purifica-
tion and analysis of lignins are difficult and the limits of error correspond-
ingly large — it was initially thought that conifer lignin was derived ex-
clusively from coniferyl alcohol (or coniferin). Besides, because of the
economic importance of conifers, softwood lignin is the lignin that has
always been most widely studied.

However, degradation experiments showed that conifer lignin must
contain not only coniferyl, but also p-coumaryl and sinapyl components
as well [cf. for example (700)]. It has now been shown that spruce
cambium contains not only coniferin, but also small amounts of
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gluco-p-coumaryl alcohol and syringin as well (54). This indicates
the first complication in the structure of lignin — it is not merely a
homopolymer, but is a copolymer produced from either a mixture
of p-coumaryl and coniferyl alcohols or a mixture of p-coumaryl,
coniferyl, and sinapyl alcohols, i.e. monomers that differ only
by a single or twin methoxyl group. No primitive lignin de-
rived from p-coumaryl alcohol alonc nor a higher lignin containing
no units derived from p-coumaryl alcohol has ever been encountered.
However, as a rule, the more primitive the plant, the lower its content
of units derived from the methoxylated coumaryl alcohols.

Qualitative knowledge of the types of units contained in any lignin
can be obtained by degrading it with nitrobenzene and alkali at 170°C
(57) and separating the mixture (96, 700) of aldehydcs produced (p-
hydroxybenzaldehyde, vanillin, and syringaldehyde). The yields of
aldehydes do not indicate the relative proportions of the three monomers
in the original lignin, for the extent of their condensation into the lignin
depends upon their methoxylation pattern, and this in turn determines
the amounts of aldehydes produced in the degradation. The yield of
syringaldechyde reflects an exaggeratedly high content of sinapyl-type
monomer in the lignin, because, owing to its two methoxyl groups, sinapyl
component in lignin forms preferentially end groups or is condensed in by
phenyl ether groups; these structures readily yield the simple aldehyde
on degradation whereas more highly condensed structures cannot. This
degradation first showed that conifer lignin is not derived merely from
coniferyl alcohol (700) but it would go too far here to review all of the
finer applications it has had since.

Strong support for the theory that lignin was derived from coniferyl
alcohol liberated from coniferin was the discovery that there is a B-
glucosidase in the zone of lignification in conifers [cf. (44, 59)]. Other
observations have suggested that coniferin and the p-glucosidase are how-
ever not essential for lignification. For instance, lignification still proceeds
in singly or doubly ring-debarked trees (749), even though the supply
of coniferin is thus interrupted. The parasite mistletoe is highly lignified
but contains no 8-glucosidase although it appears to withdraw its lignin
precursors from the bost plant (77). Mistletoe even contains a substance
that inhibits B-glucosidases (76z).

Since numerous degradations of lignin, e.g. ethanolysis according
to Hibbert (77) or hydrogenation with a variety of catalysts (72, 77,
779, 735), had shown that it is in fact made up largely of phenylpro-
panoid units, it seemed that the theory of its origin from the three p-
coumaryl alcohols could be considered reliable. It remained therefore to
establish the nature of the processes involved in the polymerization.
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The reaction is now known to be in fact a dekydrogenative polyconden-
sation. The enzymes that can affect the dehydrogenation of the -
coumaryl alcohols are now known to be laccase (55, 765, 78, 79) and
peroxidase. These are electron transferases (709); with laccase molecular
oxygen, with peroxidase any hydroperoxide serves as electron acceptor.
Either enzyme abstracts a single electron from the phenoxide form of the
(ionized) p-coumaryl alcohols to form free phenoxyl radicals. It was
recently shown that the free radicals derived from coniferyl alcohol are
metastable, having a half-life of 45 secs in 50 %, aqucous dioxan (48).
Although the alcohols are styrene derivatives, lignification does not
occur by a radical-initiated styrene-type polymerization. Actually,
coniferyl alcohol will inhibit frec-radical polymerizations (77): it actsasa
radical scavenger and is dehydrogenated by more active free radicals to
give the metastable phenoxyl radicals which then pass on through the
slow process of lignification. Only after a ligninlike polymer has been form-
ed docs the frec radical polymecrization start to proceed. Coniferyl alco-
hol can in fact be dehydrogenated by other stable, free radicals, e.g. the
tri-s-butylphenoxyl radical (46, 53); in this reaction it is a hydrogen
atom and not an clectron that is transferred.

The question is, therefore, what happens to the phenoxyl radicals
produced from the p-coumaryl alcohols when they disappear.

Studics of the enzymatic dechydrogenation of conifery! alcohol alone
in vitro gave the answer to this poser. If coniferyl alcohol was left in
contact with laccasc and air for along time, it was found that an amorphous
ligninlike polymer was formed (594). When the reaction medium was
investigated before the high polymer had formed, it was found to contain
numerous intermediates of relatively low molecular weight [cf. (58)].
Isolation and identification of these intermediates [cf. (47, 43a, 46)] af-
forded information on the principles involved in the growth of the lignin
polymer. This work culminated in the publication of schematic formulae
for typical portions of spruce lignin molecules (42, 43, 43a, 54a) which
were able to explain quantitatively most of the analytical data and
known reactions of lignin (cf. Fig. 9).

By adapting the conditions of the dehydrogenation, ec.g. by working
in anhydrous solvents with inorganic oxidizing agents such as copper
salts or manganese dioxide instead of enzymes, the yields of specific
intermediate lignols could be increased and their isolation thus facilitated.

However, the first four products identified (44), viz. dehydro-
diconiferyl alcohol (IT), pL-pinoresinol (1V), guaiacylglycerol-g-coniferyl
ether (VI) and coniferaldechyde (VII) (602) already revealed the nature
of most of the secondary reactions taking place after formation of the
free phenoxyl radicals by the enzymes, although this was not immediately
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realized. The p-coumaryl alcohols, exemplified by coniferyl alcohol in
Fig. 3, have an extended w-electron system, and the unpaired clectron
created on the phenolic oxygen by the electron-transfer action of the
phenol oxidases immediately becomes “smeared’” over the whole mole-
cule, with paticularly high electron densities on the atoms dotted in the
mesomeric limiting structures R,—Ry (Fig. 3). A high electron density

a CH,OH H,COH H,COH H,COH H,COH
ﬁH HCe H(l'l H(lj
e CH HC HC HC
-~ > > ®
A 2
X . : > . .
. 0Cll, T OCH,  »T YT Tock, T TocH,
1] b, N¢) N2
Contferyl aicahol R, R, R, R

100

Fig. 3. Dchydrogenation of coniferyl alcohol to a highly mesomeric free
radical

should also be expected by mesomerism at C-3, the point of attachment
of the methoxyl group, but no evidence for the participation of a radical
of this type in lignification has yet been obtained. Since no elimina-
tion of methoxyl groups is observed during degradations of lig-
nin or lignin model compounds with laccase or peroxidase (38, 39,
53) radical rcactions at C-3 scem to be impossible. No attention
has been paid to stereochemistry in the formulae in Fig. 3. Although
the frans-configuration of coniferyl alcohol may be largely retained
during the subsequent rcactions of the frec radicals, the structures
of some of the lignols, c.g. cis-ferulic acid (50) and DL-epipinoresinol
(58), indicate that at least some inversion to ¢is-forms must occur.

The main reaction that causes disappearance of the free radicals is
their pairing off in various combinations of the forms R,—Rg. For ex-
ample, coupling of a radical in the Ry form with another in the R¢ form
yield ihe labile double quinone methide (I) (see Fig. 4). Deprotonation
of C-5 in the upper o-quinone methide moiety of (I) allows it to rearoma-
tize to a phenoxide ion which launches a nucleophilic attack on the
(benzyl) vy-carbon atom of the lower p-quinone methide moiety, which
thereby rearomatizes to the phenoxide ion of dechydrodiconiferyl alcohol.
Reprotonation at the lower phenolic oxygen then affords (II). The whole
is probably a fast concerted reaction and hence the frans-orientation of
the hydrogens on C-8 and C-y in the coniferyl alcohol is probably largely
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retained in both the hydroxypropenyl! side chain and the coumaran ring
of (II). Exclusively trans-disposition of these hydrogens was found in
the analogous compound dehydrodiisoeugenol prepared from frans-iso-
eugenol (72). It has been estimated that 18 %, of the C,-units in lignin are
involved in structures of the phenylcoumaran type [cf Units 17/18 in

Fig. 9] (5).

nzclou H,00H
CII HC
H2COII Hz(()}{
|- _— ”L B —— HC
Iel) ! RC H\’ OLHS O(‘”a
IIL N¢J
y ocr, OCH,
Y OH
(1) (IT) Dehydrodiconifery! alcahel

Fig. 4. Mechanism of the formation of dehydrodiconiferyl alcohol

In the formation of this one dimeric intermediate we can already rec-
ognize some of the typical general features involved in the formation of
the lignin polymer. First we see the formation of a carbon-carbon s-bond
which is naturally non-hydrolysable; here this bond is between an alkyl
and an aryl residue. The presence of such intcrunitary C—C bonds ex-
plains why lignin cannot be entirely degraded by hydrolysis. Sccond we
see the formation of an alkyl aryl ether bond by nucleophilic addition —
here intramolecularly — of a phenol residue onto a p-quinone methide;
this cther is a cyclic benzyl aryl cther. Third we see that (II) con-
tains two asymmetric carbons, namely C-2 and C-3 in the cou-
maran ring, but like all the other intermediates of lignification
and like lignin itself, (II) is optically inactive. This means that
(II) is a diracemate and that the activity of the enzymes ceases after
removal of an clectron from the phenoxide ion of the two coniferyl alcohol
units. The oxidases do not exert any steric influence on the subsequent
reactions of the free radicals they create. Fourth we see that (II) is
again a phenol which can ionize and be oxidized by laccase or peroxidase,
i.e. be dehydrogenated to a free phenoxyl radical which can again con-
dense with other free radicals even though its possibilities for modifica-
tion and stabilization by mesomerism are more restricted than in the
case of coniferyl alcohol.
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Combination of two Ry, forms of coniferyl radicals (Fig. 5) gives rise
to the transient double p-quinone methide (III). Here nucleophilic at-
tack on the y-carbon of the p-quinone methide by the hydroxyl oxygen

’o\) Oif
OCH, H,CO.
I
3
oY 0
/~
i CH He” i
R, + R,——— HC (I:H » lC CH
HC (3} HC CH,
S 2
H
ngco” 2 OCH,
0, oM
(11m) (IV) DL-Pinoresinol

Fig. 5. Mcchanism of the formation of pL-pinoresinol

of the primary alcohol group with simultaneous elimination of a proton
and rcformation of the phenolic aromatic system then occurs at both
ends of the molecule. Reprotonation of the two phenoxide ions affords
the dilignol prL-pinoresinol (IV) [cf. Units 8/9 in Fig. 9] (44). The two
bridgehead hydrogens, i.e. those on the f-carbons, must be in cis-
relationship for both tetrahydrofuran rings to close. The same situation
is encountered in the analogous formation of DL-syringaresinol from
sinapyl alcohol (55). Again the hydrogens on C- and C-y in each half of
the molecule (IV), like those in coniferyl alcohol, are #rans-disposed (60 b).
The lignol (IV) has four asymmetric carbon atoms but again only race-
mates are formed during lignification. The lignan pinoresinol found in the
resin extruded from damaged bark by spruce is optically active {cf.
(60, 60b)], being the p-form, and must therefore be formed by a
different mechanism from that involved in lignification. However, a little
of a diastereomer of DL-pinoresinol, viz. DL-epipinoresinol (600) is also
produced from coniferyl alcohol during simulated lignification in vitro
(46, 58). Here the hydrogens on C-B and C-y are cis-oriented in one half
of the molecule. Further characteristics of the process of lignification can
be recognized from this dimer. We see that the simple act of phenol de-
hydrogenation has led by subsequent reactions of the free radicals
produced to two units joined by three bonds — two dialkyl ether bonds
and a carbon-carbon bond, this time between two aliphatic residues.
Here two phenolic groups have been regenerated for subsequent de-
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hydrogenation and condensation with other free radicals. We also see
that even alcohols can add onto the p-quinone methide intermediates
of lignification to give benzyl alkyl ethers.

Combination of an Ry, radical with an R, radical yields the single -
quinone methide dimer (V). Here the quinone methide cannot become
stabilized by an intramolecular addition reaction. Instead, nucleophilic
attack of its y-carbon atom occurs by a hydroxyl ion from the medium,
for example; aromatization and protonation of the phenoxide ion thus
formed give rise to guaiacylglycerol-g-coniferyl ether (VI), again in
racemic form despite its two asymmetric carbon atoms. Since attack by
the extraneous hydroxyl ion can occur on either side of C+y of the $-
quinonc methide (V), complete equilibration of the specific trans-orienta-
tion of the hydrogens from the original coniferyl alcohol moiety in the
lower half of (V) presumably occurs (sec formulae on p. 131).

In (VI) the two units are held together by only a single alkyl aryl
ether bond. This is therefore a relatively weak point for degrading the
lignin molecule. This bond is in fact split readily under energetic pulping
conditions (7, 66). In addition, this is one of the most frequent types of
interunitary linkage in lignin, about 45 9, of the units in lignin being held
together in this way (43a). Cleavage of this type of bond thus explains
the high delignification achieved with kraft pulping.

Another important feature of (VI) is its activated benzyl alcohol
grouping. This type of group can be induced to undergo condensation
reactions with phenols under acidic conditions, especially when heated.
This reaction is effectively the same as the curing of phenol-form-
aldehyde resins by heat and acids. Condensations of this type invariably
must occur when attempts are made to release lignin from wood with
strong acids because of the free phenolic groups in lignin. Free p-hydro-
xybenzyl alcohol [cf. Unit 13bin Fig. 9] groupings of this kind are present
in about 89 of the units in lignin [cf. (2, 7a)]; the analogous etherificd
structures [cf. Units 6, 12 and 16] will react similarly but slower.

In this dimer, we recognize yet anothcr important principle involved
in the growth of the lignin macromolecule, namely the addition of
extraneous substances from the reaction medium onto the quinone
methide intermediates. This question will be discussed more fully bclow.

The fourth intermediate of lignification identified at an early vantage
was not a dimer, but also a C;—C; compound — coniferaldehyde (VII)
(604a). Its formation from coniferyl alcohol reveals another type of re-
action cntailed in lignification although it was thought at first that the
coniferaldehyde was actually an artifact formed by autoxidation of
some coniferyl alcohol during the aeration in simulated lignification in
vitro (58). In reality some radical transfers are taking place as a side

126



Recent Developments in Lignin Chemistry

reaction to radical combinations: coniferyl radicals abstract hydrogens
from the primary alcoholic group of other coniferyl alcohol molecules to
form the aldehyde — possibly by disproportionation of non-mesomeric
free radicals on C-« — and reform coniferyl alcohol molecules that then
undergo renewed dehydrogenation. Analogous dchydrogenation of cinn-
amyl alcohol by tri-f-butylphenoxyl radicals has been observed (53).
The conifzraldehyde can also undergo dehydrogenation

to form phenoxyl radicals which condense, apparcntly CHO

mainly in forms analogous to R, and Re, with coniferyl
radicals and thus also participate in lignification.
Dimeric aldehydes analogous to (II) and (VI) have in CH

fact been isolated from incubates of coniferyl alcohol

with laccase (58). There are only 3 9, such aldehydic

groups in lignin (4) [cf. Unit 10in Fig. 9] but these suf- OCH,
fice to give a intense red color with phloroglucinol OH

and concentrated hydrochloric acid, the conventional Coniferaldehyde (Vi
Wiesner test for lignin.

CH

This end-group oxidation by the frec coniferyl radicals can proceed
even further to produce a little free cis- and frans-ferulic acid (50), which
also undergoes dehydrogenative condensations via phenoxyl radicals.
Some of the carboxyl and lactone groups in lignin [cf. Unit 13a in Fig. 9]
doubtlessly arise in this way. Lactonic dilignols derived from coniferyl
and ferulic radicals have also been isolated from lignin produced from
coniferyl alcohol alone in witro (50). The ferulic acid encountered as a
predecessor of coniferyl alcohol during the biosynthesis of the latter (see
Fig. 2} is in the form of an insoluble ester (35} and therefore cannot get
directly involved in lignification like the ferulic acid later produced by
hydrogen transfer reactions.

Hydrogen transfer reactions may perhaps take place to a small ex-
tent with higher oligolignols or even with lignin itself. This might lead
to small amounts of “abnormal” structures, i.e. structures not formed by
condensations of dehydrogenated lignols. The isolation of a compound
likely to be guaiacylglycerol etherified in both its 8- and y-positions with
molecules of sucrose (§3) suggests that coniferyl radicals can dehydro-
genate carbohydrate molecules as well and can then condense in the Ry,
form with the free carbohydrate radicals produced. The resultant
C-B-to-carbohydrate bond can actually be a C—C or an ether bond,
depending on whether the hydrogen abstracted from the sugar came from
a carbon atom or a hydroxyl group. If such condensations actually occur
betwcen lignin and polysaccharide radicals in the plant, strong lignin-to-
carbohydrate bonds that would be immune to enzymatic cellulolytic
hydrolysis and resistant to chemical hydrolysis would be formed. Acetal
bonds between aldehydic groups in lignin and polysaccharide hydroxyls
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or ester bonds between lignin carboxyl groups and polysaccharide
hydroxyls or vice versa are also feasible lignin-carbohydrate junctions
(79, 170). Howevecr, a novel type of lignin-carbohydrate bond formed by
additions of sugars onto $-quinone methides by an ionic mechanism is
discussed below. It is the same mechanism that gives rise to the C-y-to-
sucrose ether bond in the derivative of guaiacylglyccrol mentioned
above (93).

The mixture of quinone methides initially formed by combination of
the coniferyl radicals in their various mesomeric forms, ie. (I), (ITI),
(V), (IX) and others, can be detected by means of their characteristic
spectrum with a maximum at about 312 my (52); the half-life of the
mixture in 70 %, aqueous dioxan is 1 hour. Those quinone methides that
can rearomatize by keto-enol tautomerism, e.g. (IX), or intramolecular
additions, e.g. (I) or (III) may become stabilized faster than those of type
(V) which rely on addition of a foreign molecule. The quinonc methides
that rearomatize intramolecularly appear to react exclusively in this way,
probably by a concerted mechanism that represents collapse of the acti-
vated transition stale.

However, the quinone methide (V) allows of a much wider scope of
variation. Not only will water (dissociation constant = 10—14) add onto
(V) under the normal conditions of lignification via the ionic mechanism
shown in Fig. 5, but coniferyl alcohol itself or other phenolic lignin
intermediates (dissociation constants of phenols ~10-3-10-19) will add
on as well by an analogous mcchanism to give guaiacylglycerol-B,y-
diaryl ethers [cf. Units 4, 7 and 11 in Fig. 9]. This reaction finds its
parallel in the intramolecular nucleophilic addition of the phenolic
residue encountered in the formation of dehydrodiconiferyl alcohol (II)
(Fig. 4). The first adducts of this type observed during lignification in
vitro were guaiacylglycerol-8,y-diconiferyl ether (VIII) and guaiacyl-
glycerol-B-coniferyl-y-dehydroconiferyl ether (49). These are formed by
addition of coniferyl alcohol and dehydrodiconiferyl alcohol (II), respec-
tively, onto (V). Higher lignols incorporating analogous structures have
meantime been isolated [for a survey, see (47, 43a)]. The presence of
about 10 %, of such guaiacylglyccrol dicthers in spruce lignin has recently
been established (56). The formation of (VIII) explains the observation
made during kinetic studies of the dehydrogenation of coniferyl alcohol
by laccase that all the coniferyl alcohol has disappeared from the in-
cubation system after only 80-909, of it has been dehydrogenated,
judging from the oxygen consumption (55). The addition of coniferyl
alcohol onto (V) to form (VIII) thus illustrates another important
principle of lignification, namely the interlinking of units without de-
hydrogenation through addition of lignols onto $-quinone methides by an
ionic mechanism. This mechanism leads to non-cyclic benzyl aryl ethers
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{contrast the cyclic benzyl aryl ethers in the phenylcoumarans, e.g. 11
or Units 17/18 in Fig. 9).

Hardwoods appecar to have a much higher content of such aryl-
glycerol-f,y-diaryl ethers because of the more restricted possibilities for
condensations in the aromatic ring of sinapyl-type units owing to their
two mcthoxyl groups. This is reflected in the greater susceptibility of
hardwood lignins to mild hydrolysis (see Section I).

The arylglycerol diethers formed by addition of phenolic lignin inter-
mediates onto p-quinone methides analogous to (V) are extremely im-
portant for the properties of lignin. First, they represent branching
points in lignin: there is a B,y-dietherified arylglycerol unit in the fork
of almost every branch in the lignin molecule [cf. Unit 4 in Fig. 9]. For
branching to occur by the dehydrogenation/free-radical combination
mechanism, a p-coumaryl or coniferyl unit must be dchydrogenated
twice and linked to other lignin residues through C-3 and an ortho-
position before a third lignin moiety is attached at the phenolic oxygen,
either by enzymatic dchydrogenation and condensation with another
free radical or by addition onto a p-quinone methide [cf. Unit 12 in
Fig. 9]; this is probably a rare occurrence. Second, the y-aryl ether is
a special type of ether, being cither a p-hydroxybenzyl ether when in
end groups [Units 11/12 in Tfig. 9] or a p-alkoxybenzyl ether when
embedded in the fully grown lignin molecule [Units 5/4/3 in Ifig. 9],
and is the wecakest bond in lignin. Such ethers arc hydrolysed with
great ease by either acids or alkalies, but the comminution of the
lignin molecule cffected by such a hydrolysis is normally immediately
offset by condensations that lead to strong carbon-carbon bonds. For
example, hydrolysis with acid — even the weak acidity of the cell sap
will do —leads to a benzyl carbonium ion which rapidly causes an clectro-
philic substitution in one of the highly activated benzene rings of an-
other portion of the lignin molecule [cf. the bonds between Units 3/2 and
15/17 in Fig. 9]. This reaction is similar to that of the free benzyl alcohols
of type (VI) with acid mentioned above and compared to the curing of
phenol-formaldehyde resins. Alkaline hydrolysis of the benzyl aryl ethers
probably proceeds via quinone methides which undergo nucleophilic
substitutions with other phenoxide residues in the alkaline medium. The
product of the condensation in either case is a diphenylmethane deriva-
tive, and like the bakelites, the condensed products are highly insoluble
and intensely colored. These reactions explain the dark brittle appearance
of lignins liberated from wood by hydrolysis of the polysaccharides with
strong acids, e.g. Klason or Willstitter lignins. The condensations of
this kind that occur naturally owing to the slightly acidic pH of the wood
stabilize the branching points in the lignin by replacing the weak benzyl
aryl ether bonds by strong benzylarane C—C bonds.
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The intermolecular addition of alcohols analogous to the intramolecu-
lar addition encountered in the formation of DL-pinoresinol (IV) is
slightly more complicated. Under ordinary lignification conditions, the
only alcohols that will add onto (V) or similar p-quinone methides are
those which are sufficiently strongly ionized. Methanol with a dissociation
constant of 10~1? will add on (52), but ethanol with a dissociation constant
of 10-20 will not (§6). These alcohols are not encountered during ligni-
fication # vivo in any case. Many intermediates of lignification, on the
other hand, are not only phenols but often contain free alcohol groups,
e.g. the primary hydroxymethyl or cinnamyl alcohol groups of (II) or
(VI) or the secondary (benzyl) alcohol group of (VI). It is conceivable
that these too might add onto p-quinone methides of type (V).

In practice, there is little positive evidence that such an addition can
occur. Addition of a benzyl alcohol moiety as an alkoxide ion to C-y of (V)
and reprotonation of the resulting phenoxide ion would produce an cx-
tremely labile bis-p-hydroxybenzyl ether. This is hardly likely to occur.
A converse typc of addition of a benzyl carbonium ion formed by abstrac-
tion of hydroxide from a benzyl alcohol residue by a proton in the slightly
acidic lignification milicu onto the oxygen of the quinone methide
portion of (V) is perhaps more feasible. Rearomatization would then
produce a new benzyl carbonium ion at the carbon end of the quinone
methide. This carbonium ion could then add on hydroxide to form a new
benzyl alcohol grouping or again condense with another quinone
mecthide. The second alternative would produce the same product
as simple polymerization of the p-quinone methides (67), a reac-
tion considered to be another possible mechanism involved in the
growth of the lignin molecule (47, 42). The polymerization of quinone
methides is accelerated by alkalics (67). No cvidence for such a polymeri-
zation has yet been obtained from the structures of isolated lignols; if it
does in fact occur during lignification, it must be to only a limited extent
and the degree of polymerization will be much lower than that observed
with simple $-quinone methide modcls (67).

On the other hand, experiments have been carried out to test the
possibility of additions of primary alcoholic groups in lignols onto
quinone methides. Most of the results obtained indicate that this cannot
occur during lignification under physiological conditions. Lignins
produced 1% vitro or in vivo in the prescnce of ¥C-labelled cinnamyl alco-
hols with no or blocked phenolic hydroxyl groups were invariably found
to be radioinactive (494, 56). Again, polymers were produced from
coniferyl alcohol in the absence of water with MnQO, (49, 56) or tri--
butylphenoxyl radicals (77) in order to prevent the formation of (VI)
but with large excess of cinnamyl or dimethoxycinnamyl alcohol present
in the system in order to promote the formation of alcohol adducts with
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(V). No such adduct was ever observed even when basic solvents such as
anhydrous pyridine was used in attempts to catalyse the addition of the
alcoholic group onto (V) (77). However, addition of alcohol groups onto
a quinone methide model was found to be catalysed by acid (56).
Nevertheless, it appears unlikely that any significant number of aliphatic
hydroxyl groups in the lignin molecule add onto p-quinone methides of
type (V) to give benzyl alkyl ethers within the normal physiological pH
range in which lignification can occur by enzymatic dehydrogenation.

Hz?ou H,(I:on
Hﬁ H(lzl
HC HC
Rp~Ry ——»  1COH ———>  H,COll
[ OCil, 2 GCI,
n(I 0 HC 0
HC ~—I0R 1ICOR
.\ O
. OCH OCH
@ 3 3
e OH

R=H, Guaiacylglycerol 8-
contferyl ether (V1)

Fig. 6. Mechanism of the formation

of guaiacylglycerol-3-coniferyl ether R= CH =CH—CH.0H

and a guaiacyclglycerol-f,y-diaryl :

ether [guaiacylglycerol-@,y-diconi- H.CO

feryl cther? a

Guaiacylglycerol-4, p-diconiferyl ether (VIL)

The carbohydrates present in plant cells where lignification is in
progress also contain relatively strongly dissociated hydroxyl groups: the
dissociation constants of sugars lie between 1022 and 10-%. It has been
found that both sorbitol (57, 52) and sucrose (57, 53) will add onto (V)
during modified lignification 4 vifro to form benzyl ethers of the sugars.
These ethers are naturally nof glycosides. Formation of similar non-
glycosidic ether linkages between lignin intermediates of type (V) and
dissociated hydroxyl groups of polysaccharides within the cell can be en-
visaged [cf. Unit 5 in Fig. 9]. Bonds of this kind and the other possible
types of lignin-carbobydrate bonds already discussed result in the forma-
tion of a graft polymer between the cell-wall polysaccharides and the lig-
nin. I't therefore becomes redundant to query after the molecular weight of
lignin i» situ in wood.
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In view of the importance of the dissociation constant of the hydroxyl
group giving rise to the oxide ion that initiates the nucleophilic attack
on the quinone methide leading to the adduct, more attention should
perhaps be paid to the possibility of carboxyl groups in this role than has
hitherto been the case. Carboxylic acids are more strongly ionized than
phenols and will also add onto guinone methides with great ease [cf.
(52, 67) and literature cited there]. This reaction occurs during lignifica-

Lignin
or

Catbo- H,COH
hydrate
HC —0
e
Ol—s CH

| ] e ( OCH,
OCH,

Lignin
or HCOH

Carbo— £ |

hydrate HC——O
|

0———CH
OCH,4 O OCH,
OH 0
c.
d.

Fig. 7. Mechanism of the cross-linking of lignin macromolecules or of the
grafting of lignin onto polysaccharides by single Ry-type coniferyl radicals
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tion in the formation of pinoresinolide (50), a monolactone analogous to
pi-pinoresinol {IV) [CO instead of CH, in one tetrahydrofuran ring]. It
is feasible that any accessible carboxyl groups in hemicelluloses or the
uronic acid residues in polyuronides can also add onto p-quinone methide
intermediates of lignification. In this case a p-hydroxybenzyl ester bond
would result instead of an cther bond. Ester bonds grafting lignin to
polysaccharides could arisc in this way. The evidence for such ester bonds
can be found in the reviews on the lignin-carbohydrate bond (770).

Appreciation of these mechanisms reveals that a single frce radical in
the form Ry can act as a strong cross-linking agent between two large
preformed pieces of lignin or between a growing lignin molecule and a
preformed or growing polysaccharide molecule in the cell wall matrix.
This is illustrated in Fig. 7. The preformed lump of lignin on the right
in Fig. 7a once contained a free phenolic hydroxyl group that has been
enzymatically dehydrogenated to give the free phenoxy! radical shown.
This radical combines in its R, form with the single Ry radical to form
the p-quinone methide shown in Fig. 7b. Nucleophilic attack of the
ionized hydroxyl group in the entity on the left in Fig. 7b, which may be
derived from a phenolic hydroxyl group in another lignin molecule or
from an aliphatic hydroxyl or carboxyl group in a polysaccharide mole-
cule, lcads to the cross-linked polymer shown in Fig. 7c. The weak $-
hydroxybenzyl ether or ester bond holding the left hand portion of the
cross-linked polymer in Fig. 7c becomes stabilized if the phenolic hydroxyl
group of the cross-linking guaijacylglycerol unit becomes ctherified by
dehydrogenative condensations as lignification progresses. The stabilized
cross-linked polymer is shown in Fig. 7d. Here the original Ry radical has
become the centre of a branching point. Any or all of the three aggre-
gates held together by the single coniferyl unit in Fig. 7d can continue
to grow and form other cross-links. Numerous cross-linkages between
lignin and polysaccharides can occur at random points in the molecules
of each. The plant cell wall can therefore be a cellulose-lignin-hemicellu-
lose-lignin-polyuronide graft polymer.

H,COH 11,CO1I H, (|‘,()H H,COH
CcH CII HC CH
I I I
CH CII HC CH
e gug
>
H3CO ) H \"C QOCIT, H,CO QOCIT,
o] 0l OH ol
=) Bis-s-dchydroconiferyl
alcohol (X)

Fig. 8. Mechanism of the formation of biphenylyl-linked lignols
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Let us now revert to the mechanism of growth of the pure lignin poly-
mer. By analogy to the radical pairings already described, other types of
combinations should also be expected. For instance, interlinking of two
radicals in the Ry form and subsequent rearomatization by keto-enol
tautomerism of the double o-quinone methide (IX) produced should lead
to bis-5-dehydroconiferyl alcohol (X)) — a biphenylyl linked dilignol [sce
Fig. 8]. However, since both halves of this molecule still possess an un-
changed coniferyl alcohol type structure, despite its doubled molecular
weight, (X) is subject to almost as rapid dehydrogenation and condensa-
tion as coniferyl alcohol itsell. For this reason, it could only be shown in-
directly from lignin dcgradations (¢7) and from dehydrogenations of di-
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Fig. 9. Constitutional formula for spruce lignin (43)
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hydroconiferyl alcohol (584) that (X} is in fact an intermediate of
lignification. The other dilignols (II), (IV) and (VI) are dehydrogenated
much more slowly than coniferyl alcohol (77).

Biphenylyl links between higher lignols, e.g. in the dehydrodipino-
resinol obtained from pinoresinol (60), are easier to trace. Biphenylyl
bonds may make up about 259, of all the interunitary links in lignin
(723) [cf. Units 9/10 and 12/13a in Fig. 9]. Again this is a strong, non-
hydrolysable C—C bond.

Analogous combination of an R, radical with an R, radical and sub-
sequent rearomatization by keto-enol tautomerism of the R portion
should give rise to a diconiferyl cther (XI); again the right-hand half
of this molecule has the coniferyl alcohol structure and is perhaps even
activated by the coniferyl ether substituent in its 5-position. It is there-
fore dehydrogenated and condensed very rapidly and has consequently not
yet been encountered among the intermediates of lignin made in witro
from coniferyl alcohol. Again indirect evidence for the presence of such
diaryl ether bonds in lignin [cf. Units 6/7 in Fig. 9] has become available
from oxidative degradations of lignin (48) and from enzymatic dehydro-
genation of 4-propylguaiacol (724). The formation of diaryl ethers may
also take place more readily with higher lignols than with coniferyl alcohol
as such.

11,COH
HC HyColl H,LOH
H(l: OH
HOCIH
nc OCH,
11,C0
OCH,
OCll, OH
OH
Diconiferyl ether (XI) 1,2-Diguaiacyl propane-1,3-diol (XII)

Evidence for the participation in lignification of radicals in the form
R4 was not obtained from lignols extracted from simulated lignification
experiments with coniferyl alcohol #n vitro. Actually more dircct proof
was obtained here: structures, ¢.g. (XII), that must have arisen from this
form of the coniferyl radical were isolated from natural lignins by mild
hydrolysis (see Section I). So far only structures derived from com-
binations of Rq type radicals with Ry type radicals have been isolated
(47,705,716, 117), but evidence for combinations of Rq radicals with Ry
radicals has been secured by the detection of 40-(3,4-dimethoxyphenyl)-
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vanillic acid among the products of oxidative degradation of methylated
lignin with KMnO, (28, 47). Whenever a radical in the Rq form com-
bines with another coumaryl radical, its three-carbon side chain ap-
pears to be eliminated. The analogy to this reaction in animal organisms
is the formation of the thyroid hormone thyroxine from diiodotyrosinc.

The lignols described so far are all phenols and can still undergo de-
hydrogenation and condensation with other lignol radicals or with
coniferyl, p-coumaryl, or sinapyl radicals. However, the ease of dchydro-
genation of the lignols gencrally decreases as their molecular weights in-
crease (77). Their substitution pattern also exerts an influence in this
respect. Nonetheless, in principle, again frec radical combinations, ad-
ditions onto quinone methides, and hydrogen transfer reactions can oc-
cur. Many other lignols have been isolated from experiments with conifer-
yl alcohol alone 7 vitro, but these are all produced according to the same
principles as have been outlined above. Naturally, “mixed” lignols must
be produced in nature when not only coniferyl but also p-coumaryl and
sinapyl radicals are available, but the structures of the compounds will be
essentially along the same lines as those of the lignols procured from
coniferyl alcohol alone. The mixture of “homolignols” plus “hetero-
lignols”” obtained when a mixture of any two or all three p-coumaryl
alcohols is dchydrogenated ¢n vitro is far too complex for there to be any
reasonable chance of separating and identifying individual “mixed”
lignols. A complete list of the lignols isolated and identified to date is due
to be published (47).

The polycondensation process of lignification probably continues until
the lignin molecule becomes so large and unwicldy that phenolic hydroxyl
groups are no longer accessible to the oxidase enzymes or until the free
phenoxyl radicals they form can no longer move around to find a partner
to combine with. It has in fact been found that lignin contains stable
free radicals (94a, 740). Here and there the oxidases may overshoot their
mark and start to redegrade the lignin they have made (cf. Section J).

The oxidizing influence of the enzymes will not cease until cell de-
hydration or the tanning effect of the lignin causes denaturation or in-
activation of the enzyme protein. Hence secondary changes may take
place in the polymeric lignin molecules in the form of topochemically
strongly localized reactions under the influence of the oxidases. For ex-
ample, oxidations at the benzyl carbon (C-y) may occur[cf. (724)].
Hydroxyl functions in this position [cf. Units 6, 12, 13b and 16 in Fig. 9]
are readily oxidized to carbonyl groups, especially in biphenylyl-coupled
compounds [cf. Unit 10 in Fig. 9] (77, 723). Moreover, over long periods
of time, the slight natural acidity of wood may cause slow cleavage of
benzyl aryl ethers [i. e. the y-aryl ethers in guaiacylglycerol-8,y-diaryl
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cthers, e.g. (VIII)] and subsequent “curing” nuclear condensations (cf.
p- 126) giving a more strongly condensed lignin {cf. Units 3/2and 15/17
in Tig. 9]. These are perhaps some of the processes diffusely described as
“aging” of lignin.

H. Characterization of lignins

We have seen that lignin is a highly branched amorphous polymer con-
taining an cxtremely complex array of structures and that when in
sitw in the wood, it is a graft polymer with cellulose and hemicellulose to
boot. Characterization of lignins thus becomes a problem.

This problem is of fundamental significance with regard to the struc-
ture of lignin. The structures of the lignols identified as intermediates of
simulated lignification ¢n vifro can be regarded as valid evidence for the
structure of natural lignin formed in vivo only if it can be shown that the
biosynthetically duplicated lignin made in the laboratory is the same as
that produced by the plant in nature. It was fortunate that the method of
extracting chemically unchanged lignins by milling pre-extracted wood
under toluenc (77) provided a mcans for obtaining genuine natural
lignins for comparison with the products made in the laboratory. How-
ever, when comparisons are made, the special nature of the biogencsis
and structures of the two products must be kept in mind. The natural
product has been formed in a completely different environment from
the laboratory product. The latter has had no chance to become attached
to polysaccharides and has not been held in gel suspension by cell plasma.
An endcavor must therefore be made to make comparisons between
materials that have been treated identically after their production at
least, just as would be done with other high polymers, otherwise the
legitimacy of either similarities or discrepancies between the two is open
to question.

Let us supposc that a comparison is to be made between spruce lignin
and a biosynthetically duplicated spruce lignin (Freudenberg’s dchydro-
genation polymer or DHP). First, spruce milled-wood lignin must be
extracted, e.g. with dioxan/water (9:1 v/v), and purified under ex-
tremely mild conditions in order to ensure that oxidations or condensa-
tions cannot occur. A narrow uniform fraction of this lignin must then
be selected. The solubility in dioxan/water has already set an upper limit
to the molecular weight of the lignin extracted. Material of low molecular
weight can be removed by exhaustive extraction of the crude lignin in
the cold with a relatively polar inert solvent, e.g. ethyl acetate (77).
Afterwards the lignin-carbohydrate complex [cf. p. 109] must be entirely
removed, but again using a physical method that will not endanger the
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other lignin molecules. Here, for example, as for other high polymers
fractional precipitation can be applied, e.g. by extremely slow addition
of pure benzene to a highly dilute solution of the lignin in dioxan/water
and removal of the carbohydrate-rich fraction that is precipitated
preferentially (77).

The biosynthetic lignin (DHP) must of course be made from a 14:80:6
mixturc of p-coumaryl, coniferyl and sinapyl alcohols, for these arc the
approximate proportions in which these threc lignin precursors are avai-
lable when converted into spruce lignin iz vivo in the tree (43, 47). The
dchydrogenation must be continued until sufficient hydrogen has been
abstracted on the avcrage from cach Cy- unit to give mainly high polymer
(about 1.7—1.8 H per C,). The dehydrogenation polymer obtained must
then be purified and fractionated in exactly the same way as the spruce
milled-wood lignin. Comparisons can then be made of the purified narrow
polymer fractions.

Comparisons made between unpurified spruce milled-wood lignin
fractions and unfractionated polymers made from coniferyl alcohol alone
already revealed the great qualitative similarity between natural and
biosynthetically duplicated lignins [sce, for example, K. Freudenberg in
{(94), pp. 125—126]. When a purified lignin fraction is compared with an
identical fraction made from a mixturc of all three p-coumaryl alcohols,
the resemblance is of course much greater.

The next question is which criteria are suitable to indicate unequi-
vocally similarities or distinctions between lignin preparations. In
practice, physical, analytical and chemical degradative techniques are
used to characterize lignins.

Among the physical techniques, chromatography using polar solvent
systems, electrophoresis in alkaline buffers or sedimentation in the ultra-
centrifuge can be used to test the homogeneity of samples. Simple infrarcd
spectroscopy (in KBr) and ultraviolet spectroscopy (in dioxan /water) are
of only limited value because of the large number of only slightly mutu-
ally differing chromophores or bond types in lignin. Infrared spectro-
scopy has been applied to establish the presence and aromaticity of
lignin 4n situ in wood (747) and to differentiate some types of carbonyl
absorption in lignin (6). An attempt has been made to evolve a taxonomy
system basced on the infrared spectra of lignins (85).

In the ultraviolet range, thc pecak at about 280 my shown by all
lignins is very uncharacteristic: many lignols, some lignin precursors,
degraded lignins, lignin modcl compounds, lignans, tannins, etc. all
exhibit a peak in this region. More reliance can be placed on the ioniza-
tion difference (Ag) spectra of lignins (77). The curve obtained by sub-
tracting the ultraviolet molar extinction of the lignin in neutral solution
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from that in alkaline solution in the same solvent is characteristic for the
number and type of phenolic hydroxyl groups in the lignin. The extinc-
tion should preferably be based on the molecular weight of the average C,
unit in the copolymer (46, 54a, 77) and not simply on the methoxyl con-
tent of the sample as originally done. Ionization difference spectra of the
teduced lignin (Aey-spectra) give additional information or character-
istics (6,7a). The extinction in the trough at about 250 my in lignin
spectra was used to determine the biphenyl content of lignin (723). The
nuclear magnetic resonance spectra of lignins or their methylated or
acetylated derivatives also provide highly characteristic data (75, 703).
Electron paramagnctic spin resonance spectra indicate unpaired elec-
trons in lignins (544, 740).

A criterion for regarding a substance as a true lignin on the basis of
its elcmental analysis has becn set up by Freudenberg and Harkin (46,
54a). In accordance with its origin from mixtures of the lower two or all
three p-coumaryl alcohols and with the mechanisms of its formation, a
lignin should have an elemental composition which when recalculated
on the empirical basis of a single average phenylpropanoid unit gives
the formula

CoH s x02[H, 0l < 1.,{OCH;)x

where x is the mean methoxyl content per phenylpropanoid unit in the
lignin and is less than 1.50. Mathematical expressions for recalculating
lignin clemental analyses in this manner have been published (46, 54a).

The Cy-based formula represents the mean composition of all the
units in the lignin copolymer. The C, basis derives from the propenyl-
benzene skelcton of the p-coumaryl alcohols, the O, term from their
terminal phenolic and alcoholic oxygens which remain attached to the
skcleton no matter what changes the lignin monomers undergo during
polymerization (the elimination of the side chain of Ry radicals forms an
insignificant cxception — see below). The water term reflects the water
added onto p-quinone methides of type (V) to give benzyl alcoholic group-
ings. This must be less than 1.0 molecule on the average per Cg, for this
value represents the maximum that can be attained if every unit in lignin
were a benzyl alcohol produced in this way. If the maximum value of 1.0
were in fact encountered, this would imply that lignin is a polyether
derived exclusively from p-hydroxyphenylglycerol and its methoxylated
derivatives, cach interunitary ethcr linkage being between C-f o1 one
molecule and the phenolic oxygen of the next [cf. (40)]. This is of course
not normally the case, as innumerable elemental and functional-group
analyses ot non-sulfonated lignins have shown. A polyether of this kind
would be far more susceptible to degradation reactions than lignin is
found to be.

139



J. M. Harkin

The hydrogen balance is the trickiest part of this formula. p-Coumaryl
alcohol contains 10 hydrogens, coniferyl alcohol 9 and 1 methoxyl group,
sinapyl alcohol 8 and 2 methoxyl groups. The alcohol mixture from which
lignin is derived therefore contains 10-x hydrogens and x methoxyl
groups, where x is again the mean methoxyl content per alcohol (C,)
molecule. The figure of ~8-x therefore indicates that on the average al-
most 2 atoms of hydrogen have been removed from each phenylpropanoid
skeleton during the polymerization process leading to lignin. Loss of
hydrogen from the coumaryl alcohols is promoted by repeated dehydro-
genation of phenolic groups, first in the monomers and then in the lignols,
and by oxidation of the terminal primary alcoholic and secondary (benzyl)
alcoholic groups to the corresponding carbonyl functions [cf. the side-
chains of Units 10 and 13a in Fig. 9] by radical transfer and dispropor-
tionation reactions. Oxidation of some gualacylglycerol-B-aryl ether
moieties may introduce some unconjugated carbonyl groups at C-# [cf.
(6) and the side-chains of Units 2 and 18 in Fig. 9] into lignin and thercby
slightly depress its hydrogen content; however, no mechanism for this
reaction has yet been conceived.

Disregarding for the moment any hydrogen losses incurred by reac-
tions leading to carbonyl groups in lignin, if the only polymecrization
process occurring during lignification were dehydrogenative condensa-
tion, each monomer would have to lose 2 atoms of hydrogen in order to
condense bilaterally to give a linear high polymer. Some p-coumaryl or
coniferyl units would have to lose 3 atoms of hydrogen in order to give
rise to branching, but owing to the statistical nature of the free radical
combinations, branching of the lignin meolecule could occur only seldom
by this mechanism. The addition of phenols (lignols) onto p-quinone me-
thides of type (V) gives risc to branching and increases the molecular size
without dchydrogenations, so loss of less than 2 atoms of hydrogen per C,
unit should actually be expected. However, oxidation of some primary al-
coholic groups to aldehydes (58, 60a) and acids (50) or of benzyl alcoholic
groups to kctones (77, 723, 124) again increases the hydrogen loss to
almost 2 atoms per C, again. Elimination of the hydroxypropenyl side-
chains from radicals of type Ry does not distort the lignin formula very
much, for it simulates only a trivially highcr hydrogen loss and a slightly
lower addition of water. Morcover, there are probably not many groups
in lignins derived from Rq radicals, and their effect on the overall picture
of the analytical composition is therefore negligible. In a mechanism
proposed to explain the condensation of conifcryl radicals in the form Ry,
with free radical forms analogous to Rq of higher lignols with a guaiacyl-
glycerol end-unit to give rise to 1,2-diguaiacylpropanc-1,3-diol (XII), no
loss of the C, side-chain occurs at all, for it remains adhering to the oligo-
lignol residue in the form of an aldehyde (705). Beechwood lignin,
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in which most of the lignols derived from Rq type radicals have been
found (776), conforms well to the above formula. The formula is also
well satisficd by carbohydrate-free milled-wood lignins isolated from
various species of plants (42, 54a) and even from a lignite (77),* but
not by lignin-carbohydrate complexes (77). Here the relatively high
oxygen content of carbohydrates pushes the hydrogen content in the C,
formula down to a wvalue irreconcilable with that of the original p-
coumaryl alcohol mixture, and the water apparently added is conse-
quently greater than 1 mole per Gy unit.

When only small amounts of milled-wood lignin are available, its
carbohydrate impurities can be removed by acidic hydrolysis (e.g. with
sulfuric acid according to Klason); the accompanying condensations in
the lignin are unimportant because the lignin is intended only for
clemental analysis by combustion. Since thioglycolic acid is a convenient
reagent for hydrolysing lignin-carbohydrate bonds, formulae for re-
calculating thioglycolic acid lignins on a Cg4-basis have also been published
(54 a).

Since lignin is not a uniform entity, chemical criteria for its characteri-
zation have centred around analytical determinations of its functional
groups, e.g. total hydroxyl content, phenolic hydroxyls (56), methoxyl
and other ether groups, benzyl alcohol groups (7a), carbonyl groups (6),
etc., and estimations of its content of special structural features, e.g.
phenylcoumaran units (§), biphenylyl linkages (723), etc.

In accordance with the random and polygenous nature of lignin
molecules, a relatively large limit of error is incurred in any analytical
assay on lignin, and values finally published are often averages of a vast
number of widely varying estimations. Reactions that work well with
simple lignin models are frequently disappointing when applied to lignin
because of the greater condensation of the types of groupings being
analysed and because of interferences from alien groups.

It would take too much space here to review in detail the numerous
methods that have been applied to assay all the functions in lignin; this
is almost a specialized subject in itself. The prominent work of the
Swedish schools in this connection has been well reviewed by Adler (2, 7 a).
References to the results of analytical work and how they are accurately
reflected by his constitutional scheme for spruce lignin are given by
Freudenberg (41, 42, 43, 43a).

Yurther chemical criteria for lignin take the form of the degradation
reactions dealt with in the next scction. Here again the results are of
only qualitative or heuristic value.

4 In col_ljtboration with Dr. G. Heinichen, Freiberg/Sachsen.
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I. Chemical degradations of lignin

It is the primary aim of degradations of lignin either to provide informa-
tion on the structure of lignin or to afford uscful products for commercial
cxploitation. Frequently these aims overlap, but in practice, neither in-
tention is entircly fulfilled. The root of the cvil is to be found in the
abundant carbon-carbon interunitary linkages in lignin. These prevent
thorough degradations to high yields of low molccular-weight materials.

The approaches adopted in attacking the lignin molecule can be
divided into threc categories: oxidative, reductive and hydrolytic degra-
dations.

Oxidative degradations of lignins do yield useful products with limited
commercial markets. The production of aromatic aldehydes from soft-
wood lignosulfonates is a well established industrial process for the pro-
duction of vanillin as a flavoring agent [cf. (9)]. Hardwood lignins give
too much syringaldehyde to be of use for vanillin production. The
oxidation of lignin to the aldchydes is carricd out in alkaline solution
with nitrobenzene as oxidant in the laboratory (57,77, 96, 7100) or
simply with air in industrial setups; copper catalysts are somctimes used
[cf. (35, 745)]. It is the by-products of vanillin that are of intcrest for the
structure of lignin. The p-hydroxybenzaldehyde and syringaldehyde
accompanying vanillin even from conifer lignins first showed that lignin
is a copolymer [cf. (700)]. Other lesser by-products such as dehydrodiva-
nillin indicated the presence of certain bonding types in lignin (here bi-
phenylyl links). The reaction is also of taxonomic or phylogenctic valuc
fcf. (745)]; the higher the plant, the greater the amount of vanillin or
syringaldehyde it gives. This degradation has found very extensive
applications by lignin scientists; it would divert too much from the
main theme to discuss this matter here. One of the latest developments
was the use of thin-layer chromatography to separate the aldehyde
mixture (96).

Oxidation of lignin to carboxylic acids, although intensely investi-
gated, shows little commercial promise, even though cheaper oxidation
methods can be used, e.g. aeration in alkaline media. The price of acids
from other sources is too competitive and the mixture produced from
lignin too complex for convenicnt scparation and purification of single
substances. On the other hand, it is the complexity of the mixture that
makes this degradation so valuable for studics of the structure of lignin
{46, 47). Yor structural work, the phenolic groups in the lignin are
methylated before degrading the material in order to preserve as many
aromatic rings as possible. Stronger, faster oxidizing agents such as
permanganate can then be used. The aliphatic portions of lignin are
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largely degraded leaving residual carboxyl groups adhering to the aro-
matic moieties. Separation and identification of the acids produced gives
abundant information on the types of bonding present or on the substi-
tution pattern of the aromatic rings in the original lignin (46, 47, 56 a).

If the lignin degraded in this manner has been specifically labelled by
introducing a radioactive lignin precursor beforehand to the plant, e.g.
1-phenylalanine or p-coniferin, additional data can be secured by meas-
uring the radioactivities of certain acids or specific carboxyl groups there-
in (47, 48,56 a). Conclusions can then be drawn concerning the substitution
of even some of the aliphatic portions of the lignin polymer.

The similarities in the structure and yield of the acids obtained by
this degradation from natural spruce lignin and a biosynthetic “spruce
lignin” copolymer (mixed DHP) made #n vitro from a mixture of the
three p-coumaryl alcohols established the general identity of the two
preparations (46, 47).

The structures of the degradation acids give strong support to the
theory of lignin growth outlined in previous sections and to the formula
for spruce lignin shown in Fig. 9 (47, 42, 46, 43a). They also indicated
that other minor types of bonding occur in lignin that have not been
mentioned above. Some condensations are observed in the 2- and 6-
positions in aryl rings [cf. Unit 17 in Fig. 9]. Units condensed in this
way may arise to a limited extent by condensation of radicals produced by
radical transfers or through minor limiting forms of the ordinary phen-
oxyl radicals, or via nucleophilic condensative rearrangements of p-
hydroxybenzyl aryl ethers owing to the slight acidity of the lignification
medium. These findings are borne out by experiments ¢n vitro with
deuterated coniferyl alcohols (56b). This work also gave proof of the
occurrence of diaryl ethers in lignin produced by condensations of R,
and Re type radicals or Ry and Ry type radicals with subsequent elimina-
tion of the side chain (28, 47).

Since the first experiments on catalytic hydrogenation of lignin were
carried out in 1938 (72), reductive degradations of lignins have been at-
tempted using a wide variety of catalysts and conditions [scc for ex-
ample (67, 77, 779, 135)]. Although the propylcyclohexanols and propyl-
phenols to be expected from this reaction would be valuable products for
commercial applications, again the yiclds obtained in practice are very
low and the products are too variegated for convenient separation. The
carbon-carbon bonds in the lignin are again the villains responsible for the
lack of success here. However, the products isolated and identified once
more support the above thcories of the nature of lignin and its derivation
from phenylpropanoid precursors. The literature on this work can be
traced back from the recent attempts to separate hydrogenolysis prod-
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ucts by gas chromatography (779). After thorough testing in industry,
even the currently most effective hydrogenolytic process, the Japanese
Noguchi process (93a), has been practically abandoned because it is un-
cconomical (67). Alkali metals in liquid ammonia afford essentially the
same results (735) as catalytic hydrogenation.

Chemical hydrolyses of lignins are of no commercial value, for the
drastic conditions required to attain reasonable rates of hydrolysis of the
stable ether bonds in lignin simultaneously cause intermolecular con-
densations of the molecule resulting in diphenylmethane-type products of
higher rather than lower molecular weight and dark, brittle, bakelite-
like consistency. The condensing molecules are the free or etherified
benzyl alcohol groupings in lignin and, in part, formaldchyde climinated
from the hydroxymethyl end groups of a few other units. Morcover, once
again too many units remain interlinked by C—C bonds, so only partial
separation of units occurs.

Hydrolyses of lignin have however proved to be of immense value
in helping to elucidate and consolidate the structure of lignin. The first
effective hydrolysis of lignin was achicved by Hibbert and his coworkers
by treating wood with cthanol and hydrochloric acid (77). A scries of
C¢—C, ketones were obtained which again affirmed the mainly coniferyl
nature of softwood lignins and the predominance of coniferyl and sinapyl
residues in hardwood lignins. It was later established that the ketones
originated from guaiacylglycerol ethers, e.g. of type (VI) or (VIII), in
the lignin [cf. (94)]. This simple degradation forms an excellent criterion
for establishing the coniferyl or sinapyl nature of lignins. Since it char-
acterizes lignins so well and since the phenylpropanoid skeleton remains
intact, it has been used frequently in tracer work (cf. (90, 97, 94)]. The
most recent improvement of the method is the separation of the ketones
by gas chromatography (99).

Lately it has been realized that if the p-hydroxy- or p-alkoxybenzyl
aryl ethers that occur in lignin (56) are hydrolysed carcfully under
cxtremely mild conditions, concurrent condensations can be largely
avoided, and minute amounts of largely or completely unaltered lignin
fractions can be isolated. Because of the statistical distribution of the
benzyl aryl ethers throughout the lignin molecule, mono-, di-, tri-, tetra-
. . .oligolignols are released. Isolation and identification of some of these
degradation products established affirmatively that the lignols found
during simulated lignification in vifro are really incorporated into the
lignin molecule.

The first evidence of this kind was supplied by the Géteborg school
[cf. (7)]; here 0.2 N HCl in 90 %, aqueous dioxan was used for the hydro-
lysis. The slightly modified lignol products secured proved the presence of
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structures of types (II) and (VI) in spruce lignin (704). Evidence was
given later (705) for the participation of Rq type radicals in lignification
with subsequent loss of their side chains leading to 1,2-guaiacylpropane-
1,3-diol (XII) structures. Similar structures derived from sinapyl alco-
hol were recently also isolated from beechwood after hydrolysis with
dilute acetic acid or simply hot water (43, 48, 776). Other unchanged
mono- and dilignols, e.g. coniferyl and sinapyl alcohols and the cor-
responding aldehydes, dehydrodiconiferyl alcohol (II), DL-pinoresinol
{IV) and its 5,5"-dimethoxy derivative syringaresinol, and a derivative of
guaiacylglycerol-f-coniferyl ether (VI) were also isolated at almost the
same time (42, 48); dilute acetic acid or 0.59, HCl in anhydrous meth-
anol was used as hydrolysing agent. Lately tri- and tetralignols con-
taining units derived from Rg-type radicals have been isolated from
beechwood hydrolysates (47, 777).

The yields of lignols liberated from beech are higher than those of
the lignols obtained from spruce because hardwood lignins contain more
arylglycerol-p,y-diaryl ethers owing to their higher content of sinapyl
type units. The higher content of sinapyl residues probably also results
in a larger number of units derived from Rg type sinapyl radicals.

J. Biological degradations of lignins

So far no single enzyme is known that will effect rapid decomposition of
lignin. Nevertheless, lignin can be degraded slowly by certain micro-
organisms and by soil bacteria [cf. (39, 64, 84, 86, 132, 742)]. When
healthy wood is attacked by such microorganisms, its degradation is an
undesirable pathological symptom and is thus important for forestry
economics. Studics of the biological degradation of lignins have generally
been prompted by only this latter consideration.

The microorganisms that will attack wood in this way are normally
basidiomycetes species and are called white or brown rots depending on
the color of the degraded wood residues remaining after their attack.
Brown rots degrade preferentially the polysaccharides in the wood, but
simultaneously demethylate, oxidise and degrade the lignin; hence the
appearence of the brown color. White rots degrade lignin better and
leave more cellulose, hence the brightening of the wood. No micro-
organism is yct known that will attack exclusively cither the lignin or
the polysaccharides in wood.

Attempts to isolate lignin by degrading wood with brown rot fungi
afforded only degraded lignins of low molecular weight (<1000} [cf.
(33, 94, 132)] similar to Brawuns’ soluble lignin. This is probably due
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largely to the oxidative degradation of the lignin by small amounts of
oxidases secreted by the brown rots.

Ironically, one of the main enzymes thought to be involved in the
degradation of lignin is laccase (38, 39, 94), one of the two oxidases
that may be involved in its synthesis (55, 765). The laccase used to
duplicate lignification i vitro is in fact derived from the edible mushroom
Agaricus (Psalliota) campestris (59, 82) or the brown rot Polyporus versi-
color (37). The latter was one of the species used to make enzymatically
liberated lignin (33), so it is therefore not surprising that the lignin was
degraded.

In nature, the microorganisms or the mushroom mycelia produce the
oxidases laccase and peroxidase as exoenzymes, i.e. they secrete the
enzymes into their environment in order to digest the lignin there cxtra-
cellularly to molecules that are small enough to be resorbed for nutritive
purposes. The toxic plant phenols are thereby conveniently converted
into non-toxic quinones. Pentachlorophenol cannot be oxidised in this
way and this is perhaps why it is such an effective fungistatic and
fungicide. Lignin degradations of this type by purified laccase have been
observed in vitro (55). Prolonged incubation of spruce milled-wood lignin
with the enzyme led to separation of some benzene rings from their
aliphatic attachment in the form of p-benzoquinones. Dehydrogenative
attack of phenolic groups that does not lead to subsequent condensations
can apparently lead to cleavage between the aromatic and aliphatic
portions of lignin. Syringaresinol — the 5,5'-dimethoxy derivative of
(IV) — is a sinapyl alcohol dilignol which cannot undergo condensations
with phenoxyl radicals of its own species; its degradation by laccase is
therefore particularly pronounced (55), only dimethoxy-p-benzoquine
being isolable. Enzymatic dehydrogenation of sinapyl alcohol alone
leads exclusively to syringaresinol and then causes degradation of the
latter; this explains why no ligninlike polymer can be produced from
sinapyl alcohol alone (55).

In recent work, lignin has been subjected to attack by complete
white rot organisms that had been adapted to live on lignin as sole source
of carbon (64, 84). Here the lignin is subjected to attack by a whole
series of enzymes at once. Degradation does take place and some degra-
dation products have been identified on chromatograms or by their ultra-
violet spectra (64, 84). Mechanisms for the degradation have been pub-
lished (64, 84, 132, 144). It is thought that an etherase which splits
guaiacylglycerol-B-aryl ethers [cf. (VI)] is in operation during the degra-
dation of lignin by white rots. This hypothesis is supported by the obser-
vation that some white rots degrade lignin but do not appear to produce
extracellular oxidases (86). These species do not give the Bavendamm
reaction, the standard test for white rots that is caused by their extra-
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cellular oxidases [see, for example (706)]. However, no anaerobic degra-
dation of lignin has ever been observed. Endeavors have been made to
clarify the mechanisms of lignin degradation by white rots by feeding
model compounds to the organisms, and isolation of the degrading
enzymes has been attempted. Although the white rot Polystictus versicolor
can metabolize guaiacylglycol- and guaiacylglycerol-f-guaiacyl ethers,
it does not attack the corresponding veratryl compounds (726 a). Another
white rot, Fomes fomentarius, demethylates veratrylglycerol-8-guaiacyl
cther and other methylated phenols; it then degrades the guaiacyl-
glycerol--guaiacyl ether formed to vanillin, vanillic acid and other
products (84). This may suggest that the f-aryl ether bond is split by
the action of a phenolase rather than by direct participation of an
ctherase. However, lately an enzyme has been secured from another
fungus, Poria subacida, which releases guaiacol from veratrylglycerol-
B-coniferyl ether although no other phenoclic degradation product could
be detected (64 a). This enzyme may be a true alkyl aryl etherase.

Naturally lignins that have been modificd by chemical reactions, e.g.
condensed or sulfonated by pulping, are far less susceptible to biological
decay than natural lignins, because the weak, readily hydrolyzable benzyl
aryl ether bonds or the readily oxidisable benzy! alcohols of guaiacyl-
glycerol units have been sulfonated or transformed by condensation
reactions into strong carbon-carbon bonds.

The fact that the lignin of hardwoods, which are at the highest level
of evolution on the phylogenetic scale, contains the most sinapyl-type
elements is perhaps understandable in terms of its biodegradability. The
higher methoxyl content of the sinapyl units reduces the possibilities for
carbon-carbon interunitary linkages in hardwood lignin compared with
conifer lignin. That hardwood lignin is a weaker lignin than conifer lignin
is revealed by its greater susceptibility to mild chemical hydrolysis (cf.
Section I). Nature may prefer this weaker lignin in order to be able to
recycle by biological decay the carbon from lignins that have outserved
their purpose. The trees compensate for this weakening in their lignin by
adapting the structure of their xylem cells from the long narrow tracheids
of conifers to the thicker stunted hardwood cells.

Biological degradation of lignins in the soil proceeds by similar but
more complex mechanisms that lead in time to the formation of humic
acids. Again laccase appears to play a major initial role in this process
(39, 7142) but the breakdown of the lignin molecule is much more radical,
for demethylations and opening of the aromatic rings occur (39, 744).
Later condensations with amino acids take place. This topic leads away
from that of lignin, so it will not be discussed at length here, especially
since several reviews of the current knowledge on humic acids are
available (38, 739).
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K. Pulping rescarch

The pulping processes in use at present are all relatively old and have
generally been evolved from empirical experimentation. Excellent recent
books arc available on the chemical technology of pulping (22, 26, 702,
715, 127, 128, 138} and the two major chemical pulping processes have
been thoroughly reviewed (750, 757).

Clarification of the chemical structure and reactivity of lignin has
initiated much basic research on the naturc of the processes occurring
during the established pulping reactions and aftertreatment, e.g. bleach-
ing, of pulps. Many of the vaguer ideas of the past as to what changes
take place in the lignin molecules during pulping have been brought into
clearer focus by studies on apt lignin models under pulping conditions.
The Scandinavian schools have been prominent in this work (7, 7, 66,
729). The mechanisms of kraft pulping have thus been largely clarified.
Here the lignin is solubilized mainly by reduction in its molecular size
owing to cxtensive cleavage of its guaiacylglycerol-f-aryl ether compo-
nents [cf. (VI) and Units 4/1, 5/4, 6/5, 7/8, 11/10, 12/15, 15/16, 13b/14b
in Fig. 9]. Hydrosulfide ions catalyse this reaction and block reactive
benzyl carbonium ion intermediates by nucleophilic addition; this pre-
vents recondensation of the lignin fractions (7, 66).

In industrial rescarch, attempts are being made to increase the yields
or throughputs in existing methods (7.3), e.g. by the selection of optimum
operating conditions, by using continuous digestion techniques, or by
using promoter additives such as sodium borohydride (74) or polysulfides
(722). Efforts are still being made to discover or evolve fundamentally
novel pulping processes but so far no outstanding success has been
achieved in such projects.

Intercsting studies on the course of delignification during chemical
pulping have recently been reported (78, 88). Periods of rapid and slow
delignification can be differentiated and the release of lignin is thought
to proceed via a free-radical mechanism (88).

Some of the observations made in pulping studies can perhaps now
be interpreted better in terms of the readily hydrolysable benzyl aryl
ethers [cf. structure (VIII) and Units 4/3, and 11/12 in Fig. 9] recently
discovered in lignin (56). Cleavage of these weak ethers by alkali is almost
instantanecous and the phenolic group liberated increases the alkali
solubility of the lignin. The fast initial (bulk) dclignification (88) might
be due to cleavage of such ethers. As a reducing agent, borohydride
prevents recondensation of hydrolysed lignin moicties by instantaneous
reduction of the active benzyl carbonium ions produced when the benzyl
aryl ethers are hydrolysed. Polysulfide also suppresses condensations of
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the lignin released during pulping by oxidizing free benzyl alcohol group-
ings [cf. structure (VI) and Units 6, 12, 13b and 16 in Fig. 9] to ketones
(777). The extra alkali used in combination with sodium borchydride
retards reduction of such aryl ketones already present in lignin [cf.
Unit 10] to condensable benzyl alcohols.

Knowledge of the structure and reactions of lignin has also helped to
instigate searches for the types of structures that give risc to the chromo-
phores that cause unwanted coloration in pulps (7). Initial attempts have
been made to discover how these chromophores are destroyed during
bleaching of pulps by oxidizing agents (65, 729, 130).

L. Utilization of lignin

Thousands of patents have been issued covering potential applications of
lignins from pulping wastes or the production of useful lignin degradation
products, but so far the rcal eureka has not yet been found. Several short
reviews on the utilization of lignin have recently appeared (9, 34, 92, 93a,
120, 127). Here too attempts are being made to adopt a more fundamental
approach to the problem by agglomerating more basic information on
the structures of the lignin products that are to be utilized. Some of
the mcthods that were applied in studying the structure of natural lignin
have now been used to examine pulped lignins (708).

Some remarkable applications of lignosulfonates have been evolved
of late that are based on their ability to act as sequestering or complex-
ing agents for inorganic ions [cf. (69)]. These include the addition of
lignosulfonates as a viscosity-controlling agent to oil-well drilling muds
and as a dispersant in the purification of ores by flotation, in the prepara-
tion of ready-mixed concrete, and in the production of clay slips for
making porcelain or ceramics. Low molecular-weight lignosulfonates can
replace polyhydric alcohols as humectants in printing inks and dyeing
pastes. The chelating properties of lignosulfonates also explain their use
as a boiler-scale preventive and as a trace-element retainer in soil-
improving agents. The long established use of waste liquors as a road-
binder in non-asphalt roads and as a dust controlling agent in soft road
shoulders is understandable in view of these properties of lignosulfonates.

Lignosulfonates have rccently becn tried as a filler for rubber but are
slightly less efficient than carbon black, the cheap conventional filler
with which it must compete. However, it is conceivable that lignin could
increase the stability of rubber to ozone, the natural reagent which causes
vulcanized rubber to “perish.”
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The production of vanillin for flavoring purposes still provides a
major useful outlet for softwood lignins, but the lignosulfonates from a
few mills suffice to saturate the market, even though the yicld of vanillin
is low.

Some lignosulfonic acids are used as a tanning auxiliary. The tanning
effect is due to the sulfonic acid groups and not to the phenolic hydroxyls
in the product: there is only about one free phenol group in every third
Cy unit in lignin and many of these may be sterically inaccessible.
Leather tanned with lignosulfonates is therefore not water-proof.

Lignins from waste liquors are also used as extenders for phenoplasts
and in adhesives for laminated paper and board, linoleum pastes, animal
feedstuff pellets, etc.

A reaction that lcads to undesirable by-products during kraft pulping
has recently been subtly applied to produce a uscful lignin degradation
product. The inorganic sulfur compounds used to promote lignin solubili-
zation during kraft pulping inavoidably cause some demcthylation of its
methoxylated aryl moieties giving rise to methyl thiol and dimethyl suifide,
which produce the obnoxious odors associated with such pulping instal-
lations. Now intentional demcthylation of the lignin in spent liquors is
carried out with sulfur compounds (76) in order to obtain dimethyl
sulfide, which is then oxidised, e.g. with hydrogen peroxide, to dimethyl
sulfoxide, a compound that has gained considerable prominence of late
as a powerful solvent and a tissue-penetrating antirhcumatic.

The lignin consumption in some of these applications runs into
millions of pounds, but the current lignin production runs into millions
of tons. It is with this thought that the cycle of the present discussion
must close. The lack of success in finding economical applications or
greater markets for more substantial amounts of lignin products is thus
still motivating the extensive rescarch that is currently being conducted
in the field of lignin chemistry.
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A. Einleitung

Die auBerordentlichen synthetischen Fihigkeiten der Mikroorganismen
werden heute in mannigfacher Weise zur Gewinnung von Arzneimitteln
und in anderen Bereichen der Industrie genutzt. Einen Eindruck der
Vielfalt der von Mikroorganismen gebildeten chemischen Strukturen ver-
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mittelt z.B. das ,,lHandbook of Microbial Metabolites” von Miller (56).
Unter den Stoffwechselprodukten der Pilzec und Baktericn finden sich
auch Alkaloide, von dcnen dic Mutterkornalkaloide auf Grund ihrer
groBen medizinischen Bedeutung zweifellos die bekanntesten sind. Wir
wissen heute, daB verschiedene Arten der Gattung Claviceps zur Alkaloid-
bildung befdhigt sind. Die zu den Ascomyceten gehdrenden Pilze schma-
rotzen vor allem auf Roggen und Wildgriisern. Die bekannteste Art ist
Claviceps purpurea (Fr.) Tul., deren Sklerotien (Dauermycelien) im all-
gemeinen als ,,Mutterkorn®“ bezeichnet werden. Mutterkorn ist in viele
Arzneibiicher aufgenommen worden und ist auch heute noch ein unent-
behrlicher Arzneirohstoff und das Ausgangsmaterial zur Gewinnung der
therapeutisch wichtigen Peptidalkaloide. Die Geschichte dieser alten
Droge ist in der Monographic von Barger (74) cindrucksvoll beschrieben
worden.

In dieser Ubersicht soll vor allem auf dic in den letzten 10 Jahren er-
zielten Fortschritte der Mutterkornforschung eingegangen werden:

In dicsem Zcitraum gelang dic Tofalsynthese des Peptidteils der Al-
kaloide vom Peptid-Typ, und es konnte deren Stereochemie geklirt wer-
den. Die absolute Konfiguration der Lysergsdure ist mittels physikalischer
wie auch durch chemische Mcthoden ermittelt worden. Ferner wurden in
diesem Zeitraum zahlreiche neue Mullerkornalkaloide, insbesondere vom
Clavin-Typ (seit 1950) aus Sklerotien und saprophytischen Kulturen ver-
schicdener Claviceps-Species isolicrt. Um den Zusammenhang zwischen
chemischer Xonstitution und physiologischer Wirkung aufzukliren sowie
mit dem Ziel, ncue wertvolle Pharmaka aufzufinden, hat man zahlreiche
Abwandlungsprodukie der Mutterkornalkaloide hergestellt. Die Bio-
chemie der Mutterkornalkaloide ist im letzten Dezennium cbenfalls stark
vorangetrieben worden. So wurde die Biosynthese dieser bemerkenswer-
ten Indolalkaloide intensiv untersucht und in diesem Zusammenhang die
in-vivo-Umwandlung der Mutterkornalkaloide cxperimentell verfolgt.

Hier konnen nicht alle mit diesen Aspekten zusammenhidngenden
Fragen erschopfend behandelt werden, und es sei deshalb auch auf die
zusammenfassenden Darstellungen dieses Gebietes von Stoll (80), Ma-
rion (55), Glenn (34), Boit (24) und Hofmann (40, 43) verwicsen. Immer
starker zcichnet sich in den letzten Jahren die Méglichkeit ab, Mutter-
kornalkaloide auf saprophytischem Wege zu gewinnen. Auf dicse Pro-
bleme wird hicr nur sowcit cingegangen, wie es zum Verstindnis der bio-
chemischen Arbeiten notwendig ist. Die mit der Fermentation zusam-
menhiingenden Fragen werden ausfithrlich in den Ubersichtsreferaten
von Taber (87), Vining und Taber (96) sowic Abe (5) dargestellt.
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B. Chemie der Mutterkornalkaloide

I. Einteilung in verschiedene Strukturtypen

Die Mutterkornalkaloide gehtren zur groBen Gruppe der Indolalkaloide.
Es sind 3,4-substituierte Indole und leiten sich von einem partiell hy-
dricrten Indolo-{4,3-f.g.]-chinolin ab. Das tetracyclische Grundgeriist
aller Mutterkornalkaloide ist von Jacobs und Gould (50) 1937 als Ergo-
lin (1) bezeichnet worden.

Auf Grund ihrer Struktur lassen sich dic Mutterkornalkaloide in zwei
groBe Gruppen einteilen.

a) Die klassischen Mutterkornalkaloide sind siureamidartige Deri-
vate der Lysergsiure, also des 8-Carboxy-6-methyl-9,10-dehydroergo-
lins, und der stereoisomeren Isolysergsiure.

COR

H

R=Tripeptid oder _
einfachere Bausteine R=H oder OH

2 ()

Allgemeine Formel = (2). Die Carboxylgruppe ist entweder durch ein
cyclisches Tripeptid oder durch einfachere Bausteine substituiert.

Lyscrgsiurcderivate kommen besonders im offizinellen Mutterkorn
(Sklerotien von Claviceps purpurea) vor. Einfache Lysergsiurcderivate
werden in beachtlicher Menge auch in saprophytischen Kulturcn von
Claviceps paspali gebildet.

b} Die zweite Gruppe umfafit die sogenannten Clavin-Alkaloide oder
Clavine. Es sind cinfache Hydroxy- und Dchydro-Derivate des 6,8-Di-
methylergolins. Allgemeine Formel = (3). Hierher gehért auch das
Chanoclavin, das einzige Mutterkornalkaloid, in dem der Ring D zwi-
schen dem Stickstoff-Atom 6 und dem C-Atom 7 getfinet ist.

Die Clavin-Alkaloide kommen besonders in Sklerotien verschiedener
Claviceps-Species vor, dic auf ferndstlichen und afrikanischen Grisern
parasitieren. Saprophytische Kulturen dieser Pilze bilden ebenfalls diese
einfachen Ergolin-Derivate. In Spuren sind sie auch in Sklerotien und
saprophytischen Kulturen von Claviceps purpurea nachgewiesen worden.

11 Yortschr. chewm. Forsch., 13d. 6/1 161
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II. Lysergsiure-Derivate

1. Ubersicht iiber dic bisher in der Natur gefundenen Lysergsiure-Derivate

Die Alkaloide der Lysergsiurereihe treten paarweise auf. Die Derivate
der Lysergsdure kennzeichnet man durch dic Endung ,,in“. Alkaloide,
die sich von der stereoisomeren Isolysergsiure ableiten, enden auf -,,inin*.
Lysergsdureabkémmlinge sind meist physiologisch hochaktive Verbin-

Formeliibersicht der Mutterkornalkaloide vom Peptid-Typ

CH o OH
! ]
N (l,/ " u N
Ho !
0=C——-N\C /C=0
o
H Ry
“)
R,=R;=H | R,=R,=CH; |R,=H;R,=CH, R,
Ergotamin Ergocristin Ergostin QCH“
_CH,
Ergosin Ergokryptin H,C—CH
~,
CH,
CH,
Ergocornin —CH
CH,
i "o
~
NH——(':/ ~C|=O
CHs
0=C C— 4

Ergosecalin

(5
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Tabelle 1. Die natiirlichen Mutterkornalkaloide vom Lysergsdure-Typ

- Tol-
Name I?;:IZCS Gi\fg cht Erstmals isoliert von
1. Ergotamingruppe
Ergotamin CyH,,ON, 581,7 | Stoil (1918)
Ergotaminin
Ergosin C,oH3; 05N 3476 | Smith u. Timmis (1936)
Ergosinin
2. Evgotoxingruppe
Ergocristin CyHg O, N, 609,7 | Stoll u. Burckhardt (1937)
Ergocristinin
Ergokryptin Cy,H,,O,N, 575,7 | Stoll u. Hofmann (1943)
Ergokryptinin
Ergocornin Ca H3O:Ng 561,7 | Stoll u. Hofmann (1943)
Ergocorninin
3. Ergoxingruppe
Ergostin C,H3, 0N, 595,7 | Schlientz, Brunmner, Slad-
Ergostinin ler, Frey, Ott, Hofmann
(1964)
4. Ergobasingruppe
Ergobasin CoHy,O, N, 325,4 | Dudley u. Moir; Kharasch
Ergobasinin u. Legault; Stoll u.
Burckhardt; Thompson
(1935)
i
5. Sonstige |
Ergosecalin | CoHaON, | 436,5 | Abe et al. (1959)
Ergosecalinin
Ergin CsH;,ON, 267,3 | Arcamone et al. (1960)
Erginin
d-Lysergsiure-
methylcarbinolamid | C,;H,,0,N; 311,4 | Arcamone ct al. (1960)
A®*-Lysergsidure CgH,O:N, | 268,3 | Kobel, Schreier, Rulsch-
mann (1964)

dungen, die stark links oder schwach rechts drehen (in CHCL;). Isolyserg-
siure-Alkaloide sind stark rechts drehende Verbindungen und kaum
pharmakologisch aktiv.

Die natiirlich vorkommenden Lysergsiurederivate sind in Tab. 1
zusammengestellt.

Das erste chemisch einheitliche und therapeutisch wirksame Alka-
loid, das Ergotamin, ist 1918 von Sfoll (79) isoliert worden. Die Mehrzahl
der Peptid-Alkaloide ist erstmals in den Sandoz-Laboratorien in Basel
aufgefunden worden. Die Entwicklung auf diesem Gebiet scheint mit der
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Entdeckung des Ergostins ihren vorlidufigen Abschluf gefunden zu ha-
ben. Einfache Lysergsiure-Derivate wie die isomeren Ergine, Lyserg-
siuremethylcarbinolamid sowie A-8,9-Lyscrgsiure konnten in den letz-
ten Jahren aus Submerskulturen von Claviceps paspali isoliert werden.

In einer Reihe von Arbeiten ab 1934 (49) haben Jacobs und Craig die
Konstitution des Grundkorpers dicser Reihe, der Lyscrgsidure, ermittelt.
Dic Synthese des Ergolins gelang Jacobs und Gould (50) 1937. Die Total-
synthese der rac. Dihydro-lysergsiure ist von Ukle und Jacobs (95) be-
schrieben worden, wihrend Stoll ct al. (85) 1950 die Synthese der optisch
aktiven d-Dihydro-lysergsdure gelang. Stoll, Hofmann und Troxler (83)
konnten eindeutig zeigen, daB Lyserg- und Isolysergsiure keine Struktur-
sondern Stercoisomere sind. Sie unterscheiden sich nur durch die An-
ordnung der Substituenten am Asymmetriezentrum C-8. Eingehende Un-
tersuchungen iiber die Stereochemie der Lyserg- bzw. Dihydro-lyserg-
siuren stammen ebenfalls von Sioll w. Mitarbeitern (84). Dic Total-
synthese der Lyscrgsdurc ist erstmalig von Kornfeld et al. (52, 53) durch-
gefithrt worden.

Der Aufbau der Peptidalkaloide sei kurz skizziert. Formeliber-
sicht (4). Bei der Hydrolyse aller Mutterkornalkaloide vom Peptid-Typ
erhilt man als Spaltprodukte Lysergsiure bzw. Isolysergsiure, NH; und
Prolin. Prolin filit bei der milden alkalischen Hydrolyse in der L-Form
an. Weiter findet man als Aminosduren-Spaltprodukt cine «-Ketosdure:
bei der Ergotamingruppe ist es Brenztraubensiure, bei der Ergotoxin-
gruppe Dimethylbrenztraubensiure und bei der Ergoxingruppe die o-
Ketobuttersiure. Die einzelnen Alkaloide in den Gruppen unterscheiden
sich durch die zwcite bei der Spaltung freiwerdende Aminosiure. Es
kann sich dabei um L-Phenylalanin, r-Leucin oder L-Valin handeln
(s. Tab.2). Beim Alkaloidpaar Ergosecalin/secalinin (5) hat man als
Spaltprodukte neben Lysergsiure NH; nur Brenztraubensidure und Valin
erhalten. Die von Abde (6) vorgeschlagene Struktur kann noch nicht als
gesichert angesehen werden.

Die Sequenz der Bausteine sowic dic Art ihrer Verkniipfung ist im
wesentlichen in den Sandoz-Laboratorien crmittelt worden. Der Struk-
turbeweis griindet sich auf die thermische Spaltung der Peptidalkaloide,
den Abbau mit Hydrazin, Hydrolyse mit alkoholischem Alkali sowic die
reduktive Spaltung mit LiAlH,. Die Konstitution der bei der Hydrazin-
spaltung crhaltenen Peptidsiuren konnte auch durch Synthese bewicsen
werden. Auf Grund der Abbaureaktionen lieSen sich im Peptidteil der
Mutterkornalkalokide zwei bislang in der Natur nicht gefundene Struk-
turclemente nachweisen, ndmlich eine a-Hydroxy-a-Aminosiurengrup-
pierung und die sog. Cyclol-Struktur (s. 43). Der endgiiltige Beweis der
Struktur der Mutterkornalkaloide wurde kiirzlich durch die Totalsyn-
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these des Peptidteils und dessen Verkniipfung mit der Lysergsiure er-
bracht. Dariiber wird unten noch ausfithrlicher berichtet.

a) Lysergsiure-Derivate aus Submerskulturen von Cl. paspali. Durch
die bahnbrechenden Arbeiten von Arcamone ct al. sind in den letzten
Jahren einfache Lysergsdurederivate auch durch Submerskultur ciner
Claviceps-Art, nimlich Claviceps paspali Stevens & Hall zuginglich ge-
worden. Unter Verwendung sclektierter Stimme und bei strikter Ein-
haltung bestimmter Fermentationsbedingungen lassen sich Ausbeuten
von 12 g Alkaloid/l Néahrlésung erzielen (72, 73).

Als Hauptalkaloid lieB sich ein neues einfaches Lysergsiure-Derivat
gewinnen, welches als d-Lyscrgsdure-methylcarbinolamid identifiziert
wurde.
d-Lysergsiure-methylcarbinolamid: C,,H, N;0,; Mol-Gew. 311,4.

Smp. 135°C (Zersetzung)

(] = +29° (Dimethylformamid; ¢ = 1)

Rotationsdispersion (in Dimethylformamid; ¢ ~1) [« ';f,o = +13,1°%
(]2, = + 34,0%; (]2, — + 180,2°; [a]83, = +435,1°

UV-Spektrum: Maxima bei 242 und 312 nm.

Das UV-Spektrum zeigte zwei charakteristische Maxima fiir Lyscrg-
siure. Das IR-Spektrum war dem des Lysergsiurcamid sehr dhnlich.
Unter milden Bedingungen zerfiel das neue Alkaloid in Lysergsidureamid
und Acetaldehyd. Der Aldehyd wurde als 2,4-Dinitrophenylhydrazon
identifiziert. Demnach kommt dem ncuen Alkaloid folgende Struktur
zu (6). Aus der Fermentationsldsung konnten auBerdem Ergin und

CH,
H.. ,CO~NH—CH—OH

N—CH,

(6)

Erginin = d-Lysergsidure bzw. d-Isolysergsiureamid isoliert werden. Diese
Alkaloide wurden durch Elementaranalyse, Smp., Spektren, Abbau zur
Lysergsiiure und Herstellung von Derivaten identifiziert. Die italieni-
schen Autoren sind der Auffassung, daB genuin nur das Carbinolamid ent-
steht, welches dann bei nicht schonender Aufarbeitung in die beiden
Ergine zerfillt. Es ist jedoch zu iiberpriifen, ob bei allen bisher isolierten
Claviceps paspali-Stammen immer nur das Carbinolamid der Lyserg-
siure entsteht, oder ob nicht doch auch die isomeren Lysergsiaurcamide
genuin vom Pilz gebildet werden kénnen.
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Aus Submerskulturen eines portugiesischen Cl. paspali-Stammes
konnten Kobel et al. (57) kiirzlich ein neues Ergolin-Derivat isolieren, bei
dem es sich um eine strukturisomere Verbindung der Lysergsiure han-
delt. Die Doppelbindung befindet sich hier in 8,9-Stellung und ist somit
als 6-Methyl-A89-ergolen-8-carbonsiiure (7) zu bezeichnen. Die Verbin-
dung ist auBerordentlich empfindlich und lagert sich leicht in Lyserg-

COOH

sdure um. Dic Isolierung der freien Siure (7) aus einem Gemisch mit Ly-
sergsdure gelang durch photochemische Wasseranlagerung an Lyserg-
siure und die Abtrennung der gebildeten Lumi-lysergsidure. Danach lieB
sich die A®-Siure durch fraktionierte Kristallisation als Hydrochlorid
isolieren. Die Struktur wurde auf Grund der UV-, IR- und NMR-Spek-
tren abgeleitet und konnte ferner durch die Uberfithrung von (7) in

doon i

H
H l
9 L~
1100C” " 3 I—C—NT_ QLN
HOOC! o | CH;  Propand NH CHg
N CH, TG 4

- :
- I Hooc
) COOC,H, 3

nooc

(Vl) (v) (8) (1\:)
Elymoclavin und Lysergol durch Reduktion mit LiAlH, in Tetrahydro-
furan bewiesen werden. Somit war gesichert, da8 in der neuen Siure die
Ringe C und D trans verkniipft sind und daB sie am C; und C,, die
gleiche absolute Konfiguration wie Dihydro-lysergsiure besitzen muB.
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2. Absolute Konfiguration der Lysergsinre

Umfangreiche Arbeiten iiber die relative Konfiguration der Lyserg- und
Dihydro-lysergsiuren verdanken wir Cookson (25), Stenlake (78) und
besonders Stoll et al. (84). Durch eine Reihe chemischer und physiko-
chemischer Untersuchungen konnte bewiesen werden, daB bei der Ly-
scergsdure das H-Atom am C-5 zum Ii-Atom C-8 trans und demnach bei
der Isolysergsiure cis-stindig ist. Die Carbonylgruppe der Lysergsiure
nimmt cine dquatoriale Lage cin und befindet sich in gréBerer Entfernung
zum basischen Stickstoff-Atom als bei der Isolyscrgsiure, bei der die
Carbonylgruppe sich in axialer Stellung befindet.

Die absolute Konfiguration der Lysergsiure konnte spiter durch
Leemann und Fabbri (54) auf physiko-chemischem Wege gesichert wer-
den. Zu diesem Zweck wurden die Rotationsdispersionskurven der vier
isomeren Lysergsiduren herangezogen. d-Lysergsiure und d-Isolyserg-
sdiure zeigten beide einen positiven Cotton-Effekt, die entsprechenden I-
Verbindungen dagegen einen negativen Cotton-Effekt. Fiir den Verlauf
der Rotationsdispersionskurven kann daher nur das Asymmetriezen-
trum am C-5 veraniwortlich sein. Diese Beobachtungen stimmen mit
Befunden von Djerass: und Geller (27) iiberein, dic bei Steroiden fest-
stellen konnten, daB Asymmetriczentren, die an Ringverkniipfungen
beteiligt sind, bestimmend fiir den Kurvenverlauf bei der Spektral-
polarimetrie sind. Die Rotationsdispersionskurven von Modellsubstan-
zen, welche die Ringe A, C, D oder C, D der Lyscrgsidure enthiclten, wur-
den mit der des Testosterons, dessen absolute Konfiguration bekannt
war, verglichen. Die Verbindungen (+)-A%4-N-Methyl-octahydrochino-
lin-3-on, (+)-Ab0b-N-Methyl-hexahydro-benzo-[f]}-chinolin-2-on und
das entsprechende Chinolin-Z-ol ergaben ebenso wie Testosteron cinen
positiven Cotton-Effekt.

Daraus kann man schlieBen, daB dem Substituenten am Asymmetrie-
zentrum der Chinoline, welches dem C-5 der Lysergsiure entspricht, die
gleiche Konfiguration zukommt, wie die Mcthylgruppe am C-10 des
Testosterons. Somit folgt, daBl das Wasscrstoffatom am C-5 der Lyscrg-
siure sich in B-Position befindet. Diese Befunde konnten durch Stadier
und Hofmann (73} endgiiltig gesichert werden, als es ihnen gelang, die
absolute Konfiguration der Lysergsdure auch auf chemischem Wege zu
bestimmen. In Anlchnung an ein Verfahren, welches Corrodi und Hard-
egger (26) zur Festlegung der absoluten Konfiguration des Colchicins an-
gewandt haben, wurde die Methode der erschépfenden Ozonisierung be-
nutzt. Die Reaktionsfolge ist im Schema (8) zusammengestellt. Beim Ein-
satz von Lysergsiure (I) zu diesem Experiment war die Bildung einer
Tetracarbonsiure (VI), ciner dialkylicrten Asparaginsdure zu crwarten.
Da jedoch dialkylierte Asparaginsiuren leicht racemisieren, schien dieser
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Weg wenig aussichtsreich. Monoalkylicrte Asparaginsiuren sind wesent-
lich stabiler. Um zu einem solchen Endprodukt zu kommen, mu8te von
einem Lysergsdurederivat ausgegangen werden, in dem ein sekundires
N-Atom im Ring D vorliegt. Die Méglichkeit von der N-Norlysergsiure
auszugehen, kam nicht in Betracht, da bisher dic Entmethylierung der
Lysergsaure nicht gelungen ist. Man ging schlieBllich vom Lactam der
Lysergsdure aus (II), in dem der Stickstoff des Ringes D den Charakter
eines sekundiren acylierten Amids besitzt. (IT) wurde ozonisiert und an-
schlieBend mit Wasserstoffperoxyd und wasscrfreier Amcisensiure nach-
oxydiert. Das Oxalyldcrivat der D-N-Methylasparaginsdure (III)
konnte jedoch nicht jsoliert werden und wurde daher mit 1-n-Salzsiiure
verseift. Die D-(—)-N-Mcthylasparaginsdure (IV) lieB sich jedoch eben-
falls nicht abtrennen. Die das Reaktionsgemisch enthaltende Saure (IV)
wurde daher mit n-Propanol verestert - (V). Zuvor war gepriift worden,
daB sich (IV) ohne Racemisierung leicht verestern liBt. Durch Chromato-
graphie an eciner Silicagelsiule und anschlieBendc fraktionierte Hoch-
vakuumdestillation konnte schlieBlich in 4 %iger Ausbeute (bezogen auf
Lactam) ein farbloses Ol erhalten werden, welches in allen Eigenschaften
mit dem D- (4 }-N-Methylasparaginsiiure-di-n-propylesteriibereinstimmte.
Die Verkniipfung der Lysergsdure mit einer Verbindung, deren absolute
Konfiguration bekannt war, war somit gclungen. Das H-Atom der p-
Asparaginsiure, welches vom C-5 der Lyscrgsiure stammt, ist B-stindig.
Die absolute Konfiguration der natiirlichen d-Lysergsiure wurde somit
bestitigt, ihr kommt die (5R:8R}-Konfiguration zu.

Da es auch gelungen ist, die spiter zu besprechenden Clavine sterisch
mit der Lysergsidurc zu verkniipfen, ist auch dic absolute Konfiguration
der Clavin-Alkaloide gesichert.

3. Totalsynthese des Peptidteiles der Mutterkornalkaloide

a) Ergotamin. Die endgiiltige Bestatigung der Struktur des Ergot-
amins gelang Hofmann et al. (45, 47) mit der Totalsynthese dieses Alka-
loids. Die Lysergsdure war bereits frither synthetisch (52, 53) aufgebaut
worden, so daB das Problem in der Synthese des Pcptidteils der Mutter-
kornalkaloide bestand. Die Lésung dieser ungemein schwierigen Auf-
gabe kann als ein Markstein in der Mutterkornforschung angesehen wer-
den und soll hier kurz nachgezeichnet werden. Durch Abbaureaktionen
war bekannt, daB im Peptidteil der Mutterkornalkaloide eine Cyclol-
Struktur sowie eine «-Hydroxy-a-aminosiure-Gruppierung vorhanden
ist. Synthesen von o-Hydroxy-w-acylaminosiuren waren von Shem-
vakin et al. (71, 17) erstmals beschrieben worden, jedoch gelang es diesen
Autoren nicht, Cyclolstrukturen aufzubauen. Die Schweizer Gruppe ging
von Cyclol-Systemen aus, an die schlieBlich die a-Aminosdure-Grup-
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pierung angefiigt wurde. An Modellsubstanzen war vorher gepriift wor-
den, ob die umstrittene Cyclol-Struktur sich synthetisch tberhaupt
aufbauen liBt — und wenn ja, welche Bedingungen die Cyclol-Bildung
ermoglichen, und welche stercochemischen Probleme dabei auftreten
(46, 33, 60).

Im Verlauf dieser Untersuchungen wurde gefunden, dafl sich N-(«-
Hydroxyacyl)-lactame- und Diketopiperazine spontan zu Cyclolen cycli-
sieren und z.T. recht stabil sein kénnen. Als Ausgangsmaterial fir die
Synthese des Peptidteils (Schema (9)) des Ergotamins diente (35:9S-

CHs
CaH500C—C—0—ClHy - Cells
Racemat
COOll
iiber das iiber das
Anhydro-pilosin~Salz Cinchonidin-Salz
(+) —Methylbenzyloxy— (-)—Methylbenzyloxy— ~—— sterisch verkniipfi mit
malonsaurchalbester malonséurehalbester
CHs Ol CHa OH ; .
R-CONH_ | ! R—CONH, { o | RN
\‘"--._(_/ \(;/ \(E/ \(::/ C",,-
| I @ \OH
CO—N CO—N CH,
~ ™~ |
COOH
Ergotamin Ergotamin—isomeres (S)=(+)=Citramalsaure
(10)

Phenylalanyi-prolinlactam (II). Diese Verbindung enthilt zwei der ins-
gesamt vier Asymmetriezentren des Peptidteils in der richtigen Konfi-
guration. (II) wurde mit Methyl-benzyl-oxy-malonsiure-halbester-
chlorid (I) in Pyridin umgesetzt. Das erhaltene sehr labile acylierte Di-
ketopiperazin (III) wurde zur Abspaltung der Benzylgruppe mit Pd-
Wasserstoff — (IV) behandelt. Da man von einem rac. Siiurechlorid aus-
ging, erhielt man zwei diastereomere Acylierungsprodukte. (IV) rea-
gierte spontan unter Cyclolbildung zu (V). In dieser stabilen Form lieBen
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sich die beiden Stercoisomeren durch fraktionierte Kristallisation tren-
nen. Verbindung a) schmolz bei 135-136°C, wihrend Verbindung b)
einen Smp. von 202--204 °C besaB. Beide Verbindungen wurden getrennt
weiter verarbeitet, und mit Hilfe eines Abbaucs nach Curtrus wurde dic
Carbiithoxygruppe durch eine Aminogruppe ersetzt. Dic schlieBlich ent-
standenen Aminocyclole (VI) konnten in Form der stabilen Chlorhydrate
kristallisiert werden. Die Aminocyclol-HCl-Verbindung aus Ester a)
schmolz bei 180—183°C, die entsprechende Verbindung aus b) bei
131-133°C. Beide Aminocyclol-HCl-Verbindungen (VIa) und (VIb)
wurden nun getrennt mit d-Lysergsdurechlorid-hydrochlorid umgesetzt.
Die Herstellung dieser Verbindung ist durch Patente (70) gesichert und
andernorts noch nicht beschrieben worden. Durch sdureamidartige Ver-
kniipfung von (VIa) mit der Lysergsdurc-Komponente wurde ein Al-
kaloid erhalten, welches in allen scinen Eigenschaften mit natiirlichem
Ergotamin iibereinstimmte.

Bei den ersten Synthesen wurde das Racemat von (I) eingesetzt, so
daB bei der Umsetzung mit (IT) zwei diastereomere Verbindungen an-
fielen, die dann getrennt werden mitBten. Spiter gelang es, das Racemat
von (I) in die optischen Antipoden zu zerlegen. Der linksdrehende Halb-
ester konnte mit Cinchonidin abgetrennt werden, wihrend durch Salz-
bildung mittels Anhydropilosin der rechtsdrehende Halbester crhalten
wurde (74). Dic Bestimmung der absoluten Konfiguration der optischen
Antipoden gelang durch Verkniipfung mit der S-(+)-Citramalsiure
{Schema (10)) (74). Bei Verwendung des S-(+)-Methylbenzyloxy-ma-
lonsiurchalbesterchlorids wurde der sterisch einheitliche Cyclol-carbon-
siurcester (Va) (9) erhalten, der letztlich natiirliches Ergotamin lieferte.
Damit war eine verbesserle Synthesc des Peptidteils des Ergotamins
moglich und gleichzeitig die absolute Konfiguration am C-2 des Peptid-
teils festgelegt. Die Methylgruppe am C-2 ist B-standig.

Bei der Cyclolbildung (Ubergang von (IV) -> (V) (9)) wird am C-12
cin ncucs Asymmetriezentrum gebildet. Wic Hofmann ct al. (47, 60)
iiberzeugend nachweisen konnten, verliuft der Ringschlull stercospezi-
fisch, d.h. es entstcht nur eine der beiden epimeren Formen. Die Konfi-
guration der OI-Gruppe am C-12 ist in der a)- und b)-Reihe gleich. Der
Beweis griindet sich auf den Vergleich der pK-Werte der beiden iso-
meren Cyclol-carbonsiuren sowic der Basen-katalysierten Umsetzung
der den Cyclol-carbonsiurcn entsprechenden Isocyanate, die zu unter-
schiedlichen Derivaten fithrt. Die Hydroxylgruppe am C-12 befindet sich
in «-Stellung.

Somit war die Konfiguration an allen Asymmetriezentren des Ergot-
amins aufgeklirt, und es konnte fiir dieses Alkaloid die endgiiltig ge-
sicherte Stereoformel (11) aufgestellt werden.
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(5R:8R:2'R:55:11S: 12'S)
Ergotamin

(11)

b) Synthesen weiterer Peptid-Alkaloide. Analog der Synthese des
Peptidteils des Ergotamins sind spiiter andere Peptid-Alkaloide aufge-
baut worden (67, 75). Bei der Ergosin-Synthese wurde L-Leucyl-L- prolin-
lactam mit dem S-(+)-Methylbenzyloxy-malonsiure-monoidthylester-
chlorid umgesetzt und sonst in der gleichen Weise verfahren wie beim
Ergotamin.

Durch Variation des Peptidteils und deren Verkniipfung mit der
Lyscrgsdure kann man zu neuen unnatiirlichen Mutterkornalkaloiden
gclangen. Von dieser Moglichkeit wurde erstmalig bei der Synthese des
Ergovalins Gebrauch gemacht. Bei diesem Alkaloid ist der beim Ergotam-
in vorhandene Phenylalaninrest durch r-Valin ersetzt worden. Als
Ausgangsmaterial zur Synthese diente r-Valyl-L-prolin-lactam.

Kiirzlich konnte cin in Spuren vorkommendes ,,Begleitalkaloid” des
Ergotamins im Mutterkorn vieler Provenienzen aufgefunden werden,
welches den Namen Ergostin (12) erhiclt (67). Es unterscheidet sich vom
LErgotamin im a-Hydroxy-e-Aminosidure-Teil und ist als erster Vertreter
einer neuen Untergruppe der Peptid-Alkaloide anzuschen. Ergostin ent-
hilt cinen a-Hydroxy-r-e-aminobuttersiurerest. Die Synthese verlief

(;Ha
(an )
SRR [Ny ,l: }
([/ \(l i ,l\
C——N C=0
0
H>/"'(:112-(_'6H5
(12)

analog der des Ergotamins, nur mit dem Unterschied, daB hier als Ma-
lonsiure-Derivat  der  R-(+)-Athyl-benzyloxy-malonsiurcmonoithyl-
ester zum Einsatz kam. Bemerkenswert ist, daB auch bei den Synthesen
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Tab. 3. Ubersicht iiber die Clavinalkaloide

Name Brutto- Mol.- srstmals isolicrl
Struktur des Ringes D formel Gewicht| CTstmals 1soliert von
HsC Agroclavin \

72N CiHpN, | 2383 | M. Abe (1951)
Hr-? H
Elymoclavin
C,¢H,,ON, 254,3 | M. Abe, T. Yamano, Y.
N CH Kozu, M. Kuswmolo
AT (1952)
HOH;C Molliclavin
Ci6H 30, N, 270,3 | M. Abe u. S. Yamato-
Ho—¢ N-CHs dani (1954)
H H
HO CH20H Penniclavin
C,eH;,0,N, 270,3 | A. Stoll, A. Brack, H.
N—CHs Kobel, A. Hofmann,
u R. Brunner (1954)
HsC ._H Festuclavin
- ) CieHyy N, 240,3 | M. Abe u. S. Yamalo-
N—CHs dani (1954)
H ..... H
H '_CHs Pyroclavir
; CieH,oN, 240,3 | M. Abe, S. Yamatodani,
N-CHs T. Yamanou. M. Ku-
Hoo H sumolo (1956)
HsC H Costaclavin .
C,eH N, 240,3 | M. Abe, S. Yamalodani,
N—CH T. Yamanou. M. Ku-
1 i H‘ s sumoto (1956)
HsC OH Setoclavin A. Hof 0
. JHofmann, R. Brunner,
i~ CHa C1eH1sON, 2543 H. Kobelu. 4. Brack

H
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Tabelle 3. Fortsetzung

Name
Struktur des Ringes D

Brutto-
formel

Mol.-
Gewicht

erstmals isoliert von

HO CHs Isosetoclavin

~CHs

CIGHISONZ

254,3

A.Hofmann, R. Brunner,
H, Kobelu. A. Brack
(1957)

C15H1802N2

270,3

A.Hofmann, R. Brunner,
H. Kobelu. A. Brack
(1957)

Ci6H 200N,

256,3

A.Hofmann, R. Brunner,
H. Kobelu. A. Brack
(1957)

CIGHISNZ

238,3

M. Abe, S. Yamatodani,
T. Yamanou.
M. Kusumoto (1960)

CHe Lysergen

N—CHs
\ I

HOH:CC H Lysergol

CiaHieN,

236,3

M., Abe, S. Yamatodani,
T. Yamano u.
M. Kusumoto (1960)

chHISONZ

254,3

1. M. Abe, S. Yamalo-
dant, T. Yamano u.
M. Kusumoto (1960)

2. A. Hofmann u.

H. Tscherter (1960)

N—CHs
H

C1sH,50,N,

298,4

J. F. Spilsbury u.
S. Wilkinson (1961)

Fumigaclavin B

CMHZOON 2

256,3

J. F. Spilsbury u.
S. Wilkinson (1961)
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Tabelle 3. Fortsetzung

Name Brutto- Mol.-

Struktur des Ringes D formel Gewicht erstmals isoliert von

HOH:C 11 p -Dihydrolysergol
4 CH,ON, 256,3 | S. Agurell u. E. Ram-
stad (1965)

des Ergosins, Ergovalins und des Ergostins die Cyclolbildung stets stereo-
spezifisch verlief, also die OH-Gruppe des C-12 des Peptidteils befindet
sich auch hier in «-Stellung.

4. Isomerisierung von Peptid-Alkaloiden

Vor einigen Jahren (68) wurde eine neue Isomerisierungsreaktion der
Alkaloide vom Peptidtyp aufgefunden. Dicse Umwandlung geht be-
sonders leicht in saurer Lisung vor sich und ist reversibel. Die Dihydro-
derivate der Peptid-Alkaloide zeigen die gleichen Erscheinungen. Der-
artige Mutterkornalkaloide werden durch die Vorsilbe ,Aci* gekenn-
zeichnet. Die Umlagerung volizieht sich im Peptidteil. Der genaue Me-
chanismus der Aci-Isomerie ist noch ungeklirt. Die Analytik der Aci-
Alkaloide ist ausfithrlich von Schlieniz ct al. (66) beschrieben worden.

II1. Clavin-Alkaloide
1. Ubersicht #ber die Clavine

Die ersten Vertreter dieser neuen Gruppe von Mutterkorn-Alkaloiden
{Allgemeine Formel (3)) wurden vor etwa 15 Jahren in Japan durch 4be
und seine Mitarbeiter aufgefunden (7). Dieser Arbeitskreis sowie die
Sandoz-Gruppe in Basel haben cinen gro8en Teil der Clavine erstmals
isoliert sowie die Chemie der 6,8-Dimethylergolin-Derivate abgeklirt.
Die Clavin-Alkaloide unterscheiden sich von den klassischen Alkaloiden
des Lysergsdure-Typs dadurch, daB die Carboxylgruppe am C-8 der
Lysergsdure reduziert ist und zwar meistens zu einer Hydroxymethyl-
oder Methylgruppe. Dic Doppelbindung im Ring D befindet sich in 8,9-
oder 9,10-Stellung. Bei manchen Alkaloiden der Clavin-Rcihe ist der
Ring D gesiittigt. Sie entsprechen also den Dihydro-Derivaten der Ly-
sergsiure-Reihe, die nicht in der Natur vorkommen. Die Ringe C und D
der Clavine sind mit Ausnahme von Costaclavin trans verkniipft. Be-
merkenswert ist, da Fumigaclavin A und B aus saprophytischen Kul-
turen von Aspergillus fumigatus Fres. isoliert worden sind aber bisher
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nicht bei Vertretern des Genus Claviceps nachgewiesen werden konnten.
Die bisher in der Natur aufgefundenen Clavine sind in der Ubersicht
(Tab. 3) zusammengestellt.

2. Strukturanfklirung der Clavin-Alkaloide

Die Konstitutionsermittlung der Clavine sowie die Aufklirung der stereo-
chemischen Zusammenhinge erfolgte durch Umwandlungen innerhalb
der Clavin-Reihe sowie deren Verkniipfung mit Derivaten der Lyserg-
und Dihydro-lysergsidure, deren Konfiguration bekannt war.

Der Strukturbeweis fiir alle Clavine soll hier nicht ausfiihrlich be-
schrieben werden (s. 24, 40, 43). Es sei nur auf einige Beispiele einge-
gangen:

a) Agroclavin und Elymoclavin. Agroclavin und Elymoclavin kénnen
als Hauptalkaloide der Clavin-Reihe angesehen werden. Bei der Oxy-
dation von Agroclavin mit Salpeterséiure erhielt Abde (2) eine Chinolin-
betain-tricarbonsidure, die auch beim Abbau der Lysergsiure entsteht
und bei der Destillation mit Natronkalk Methylamin und 3-Methylchino-
lin lieferte. Die katalytische Hydrierung von Agroclavin ergab Festu-
clavin und Pyroclavin (705, 69). Ferner lieB sich dieses Clavin in Ly-
sergin und Isolysergin {iberfithren (705, 69). Bei der Oxydation von
Agroclavin mit Kaliumdichromat in H,SO, konnten Hofmann et al. (44)
Seto- und Isosetoclavin erhalten. Diese stereoisomeren 6,8-Dimethyl-
ergolinc konnten auch aus dem Dihydrolysergsiurelactam durch Hy-
drierung und nachfolgender Reduktion mit LiAlH, gewonnen werden.
Somit war Agroclavin eindeutig mit der Dihydro-lysergsdure-Reihe
verkniipft (69).

Durch katalytische Hydrierung konnte Elymoclavin in Dihydro-d-
lysergol-(I) und Dihydro-d-isolysergol-(1) iiberfihrt werden (706). Somit
war bewiesen, daB die Ringe C und D trans verkniipft sind und die
rdumliche Anordnung am C-5 der der Lysergséure entspricht.

Bei der Chromsiure-Oxydation erhielten Yamatodani und Abe (106)
Penniclavin und Hofmann et al. (44) cin Gemisch von Penni- und Iso-
penniclavin.

Die Reduktion von Elymoclavin mit Na in Butanol gab ein Gemisch
von Agroclavin, Lysergin, Pyroclavin, Festuclavin, Costaclavin und die
beiden isomeren Dihydro-lysergole. Weitere Reaktionen, in denen Elymo-
clavin einmal mit Agroclavin und zum anderen mit Dihydro-d-lyserg-
sidure verkniipft wurde, sind von Schreier (69) beschrieben worden. Im
Schema (13) sind die wesentlichen Reaktionen zusammengestellt.
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b) Chanoclavin. Chanoclavin nimmt unter den Ergolin-Derivaten
eine Sonderstellung ein. Es ist das einzige Mutterkornalkaloid, bei dem
der Ring D geofinet ist. Erstmalig wurde es in reiner Form aus sapro-
phytischen Kulturen des Mutterkornpilzes der afrikanischen Kolben-
hirse isoliert (44). Friither schon war von Abe (705) cin Alkaloid be-
schrieben worden, welches den Namen Secaclavin erhielt, und bei dem es
sich offenbar um noch nicht villig gereinigtes Chanoclavin handelt.
Dicses Clavin ist im Roggenmutterkorn verschiedenster Herkunft und in
den Sklerotien anderer Claviceps-Species sowie deren saprophytischen
Kulturen nachgewicsen worden. Auf Grund seiner besonderen Struktur
ist die Stellung des Chanoclavins im Stoffwechsel der Mutterkornalkaloide
immer wieder diskutiert worden (s. Abschn. C).

Chanoclavin liBt sich als einziges Clavin-Alkaloid acetylieren. Das
Diacetyl-Derivat war nicht mchr basisch, womit bewiesen war, daf3 ein
primiires oder sckundires N-Atom vorlag. Das IR-Spektrum des Di-
acetylchanoclavins zeigte charakteristische Banden, dic auf cine Siure-
amidgruppicrung und eine Acetoxy-Gruppe hinwiesen. Die Summen-
formel schlof aus, dafl einc 6-Nor-Verbindung bei intaktem Ring D vor-
lag. Da ein acetylierbares Stickstoff-Atom im Molekiil eindeutig nachge-
wiesen war, blich als Alternative nur eine Formel, bei der der Ring D
zwischen Atom 6 und 7 gedfinet ist.

Die Lage der Doppelbindung, dic nicht mit dem Indolsystem konju-
giert sein kann, ergab sich aus dem UV-Spektrum. Bei der katalytischen
Hydricrung cntstcht in geringer Menge Festuclavin. Damit war die Kon-
figuration der asymmetrischen C-Atome 5 und 10 festgelegt, da Festu-
clavin mit der Dihydro-lyscrgsiure-(I)-Reihe eindeutig verkniipft ist.

Aus spanischem Roggenmutterkorn konnten Stauffacher und T'scher-
ter (77) in jiingster Zeit durch fraktionierte Kristallisation Isomere des
Chanoclavins ecrhalten. Die Ubcreinstimmung der Bruttoformeln, der
UV-Spektren, Farb- und Acetylicrungsreaktion deuteten darauf hin,
daB es sich um Stereoisomere des bisher bekannten Chanoclavins handelt.
Durch Interpretation und Vergleich der NMR-Spektren der einzelnen
Alkaloide sowie ihrer Acctyl-Derivate gelang die exakte Zuordnung der
Stereoisomeren. Das bisher bekannte Chanoclavin wird als Chano-
clavin-(I) bezcichnet (14).

CH,0l CH20H

(16)
und Spiegelbild
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Hier befinden sich H-Atom und CH,OH-Gruppe' an der isolierten
Doppelbindung in cis-Stellung, beim Isochanoclavin dagegen in trans-
Stellung (15). Die Signale fiir die C-4, C-5 und C-10 Protonen stimmen
von (15) mit denen von Chanoclavin-(I) gut iiberein, so daB man die
gleichen relativen Konfigurationen an den Asymmetriezentren 5 und 10
der zwei Alkaloide annehmen kann. Die NMR-Spcktren der beiden an-
deren Alkaloide unterscheiden sich nicht. Sic zeigen, daB hicr dic Methin-
Wasserstoffe am Ring C cis-stindig sind. Diese Chanoclavin-Isomere un-
terschieden sich durch ihr Kristallisationsverhalten und die spez. Dre-
hung. Es handelt sich um den einen der beiden optischen Antipoden und
das Racemat ein und desselben Alkaloids, die mit Chanoclavin-(II) und
rac. Chanoclavin-(II) bezeichnet wurden. Die absolute Konfiguration
des linksdrehenden Chanoclavin-(II) (16) ist noch ungeklirt. Bemerkens-
wert ist, daB mit rac. Chanoclavin das erste racemische Mutterkorn-
alkaloid tiberhaupt isoliert werden konnte.

IV. Mutterkornalkaloide, die auBerhalb des Genus Claviceps gefunden
worden sind

Ergolinderivate sind lange Zeit als spezifisch fiir die Pilzgattung Clavi-
ceps angesehen worden. Vor cinigen Jaliren wurde nun erstmalig nach-
gewiesen, daB hohere Pflanzen sowie Pilze auBerhalb des Genus Claviceps
in der Lage sind, Mutterkornalkaloide zu bilden. Durch diesc iiberra-
schenden phytochemischen Befunde scheint es nicht ausgeschlossen, daB
in Zukunft noch an anderen Stellen des Pflanzenreiches Ergoline nach-
gewiesen werden. Es besteht sogar dic Méglichkeit, daB neue ergiebige
Quellen zur Gewinnung therapeutisch wertvoller Mutterkornalkaloide
erschlossen werden kénnen. Die bisherigen Arbeiten seien deshalb kurz
zusammengefaQt.

Aus der mexikanischen Zauberdroge Ololiuqui konnten Hofmann und
Tscherter (48) 1960 Ergin, Isoergin und Chanoclavin kristallin gewinnen.
Spiter gelang die Isolation von Elymoclavin und Lyscrgol (47) sowic
Yirgometrin (42) aus dem gleichen Material. Bei Ololiuqui handelt es
sich um Samen verschiedener Convolvulaceae, nimlich Rivea corymbosa
Hall. f. (Ipomoca sidaefolia (IIBK) Choisy) und Ipomoea violacea L.
Taber et al. (89) konnten die gleichen Alkaloide sowie Penniclavin in
,Morning glory*-Samen (Ipomoea und Convulvulus sp.) aus Californicn
nachweisen. Diesclben Autoren (88) fanden auch Alkaloide in den ober-
irdischen vegetativen Teilen von Rivea corymbosa. Ebenfalls in verschie-
denen Ipomoea-Arten konnten Beyerman ct al. (27) sowic Griger (36)
Ergolinderivate nachweisen. Groger fand in Samen von Ipomoea rubro-
caerulea Hook. verschiedener Provenienz neben den bisher bekannten
Ergolinderivaten, die beiden isomeren Lysergsiurecarbinolamide.
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Spilsbury und Wilkinson (72) isolierten erstmalig aus saprophyti-
schen Kulturen von Aspergillus fumigatus Fres. Festuclavin und zwei
bislang nicht beschriebene Clavine, nimlich Fumigaclavin A und Furmiga-
clavin B. Letzteres wurde auch in dem Phycomyceten Rhizopus nigri-
cans nachgewiesen.

Bei der Untersuchung verschicdener Aspergilius fumigatus-Stamme
in Japan fanden Yamano et al. (704) neben den bekannten Fumiga-
clavinen A und B das sog. Fumigaclavin C, dessen Struktur noch nicht
feststeht, sowic Elymoclavin, Agroclavin und Chanoclavin. Agurell (7)
gelang es, aus einem Vertreter der Gattung Penicillium, P. chermesinum
Biourge, Costaclavin zu isolieren.

Interessant ist die Tatsache, daBl in hoheren Pflanzen Lysergsiure-
derivate und Clavine vorkommen, in Pilzen auB3erhalb des Genus Clavi-
ceps aber bisher noch keine Alkaloide der Lyscrgsdure-Reihe nachge-
wiesen werden konnten.

V. Derivate der Mutterkornalkaloide

Ahnlich wie bei anderen pharmakologisch hochaktiven Naturstoffen hat
man von den Mutterkornalkaloiden zahlreiche Abwandlungsprodukte
dargestellt, um dic Zusammenhinge zwischen Struktur und Wirkung
aufzukliren, sowie mit dem Ziel, zu neuen wertvollen Pharmaka zu ge-
langen. Dic groBc Zahl der bisher dargestellten Verbindungen sowic deren
physiologische Wirkungen sollen hier nicht im einzelnen aufgefiihrt
werden. Ein ausgezeichneter Uberblick iiber dieses Gebiet findet sich bei
Hofmann (43). Hier sei nur kurz auf dic Methoden cingegangen, mit de-
nen die verschiedenen Typen von Abwandlungsprodukten synthetisiert
werden kénnen.

1. Siureamidartige Derivate der Lysergsiure und Dikydro-lysergsinre

Basicrend auf dem Azid-Verfahren von Stoll und Hofmann (82), wie es
bei der ersten Partialsynthese des Ergobasins beschrieben worden ist,
konnten zahlrciche Homologe dieses Alkaloids dargestellt werden. Dar-
itber hinaus fand diecsc Mcthode Anwendung bei der Synthese von Ly-
sergsiiure bzw. Dihydro-lysergsidurederivaten, bei denen die Carboxyl-
gruppe durch primire oder sckunddre Amine sowie Aminosiduren und
offenkettige Di- und Tripcptide substituiert ist. Derartige Derivate las-
sen sich auch durch die Verfahren von Garbrecht (33} und Pioch (67), bei
denen gemischte Lysergsdurcanhydride eingesetzt werden, herstellen.
Weiter sei auf das Patent der Sandoz AG (70) verwiesen.
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2. Derivate des 6-Methyl-¢rgolens und 6- Methyl-ergolins

6-Methyl-8-amino-ergolene und 6-Mcthyl-8-amino-ergoline sind von
Hofmann (39), Ester der 6-Methyl-ergolenyl-8- und 6-Methylisoergo-
lenyl-8-carbamidsiure von Troxler (90), ausgehend von den isomeren d-
Lysergsiure-aziden und d-Diliydro-lysergsdureaziden, dargestellt worden.

Alkyl- und Acylderivate des 6-Methyl-8-aminomethylergolins be-
schrieben Bernardi et al. (20). Dieselbc Arbeitsgruppe berichtete kiirz-
lich iiber dic Synthese des 6-Methyl-8-acetylergolins (79) sowie iiber 6-
Methyl-8- («-Aminodthyl)-ergoline und deren absolute Konfiguration (78).

3. Substitution am Ringsystem der Lysergsinre und Dilydro-lysergsinre

Der Indol-Stickstoff der Lysergsiure- und Dihydro-lyscrgsdurederivate
kann in mannigfacher Weise substituiert werden. So ist von Troxler und
Hofmann (97) dic Acetylierung, Hydroxymethylicrung und Dialkyl-
aminomethylierung sowic die Alkylierung (92) beschricben worden.

Die Einfithrung von Halogen in die 2-Stellung von Lysergsiure und
Dihydro-lysergsdurederivaten gelingt leicht bei Verwendung von N-
Brom- oder N-Jod-succinimid oder N,2,0-Trichlor-4-nitroacctanilid (93).

Die Hydricrung der Doppelbindung im Ring D der Mutterkorn-
alkaloide fithrt zu Dihydro-Derivaten (87). Einige davon, aus der Reihe
der Peptidalkaloide, besitzen groBe medizinische Bedeutung.

Bei intensiver UV-Bestrahlung in saurer wiBriger Losung 148t sich
an die 9,10-Doppelbindung der Lysecrgsiurealkaloide Wasser anlagern.
Derartige Derivate werden durch die Vorsilbe ,,Lumi“ gekennzeichnet
(86). Die neu eingetretene OH-Gruppe befindet sich am C-10-Atom. Am

H COR

RoC_ 11

Tarmi —Lysergsaure — Lumi—isolyscrgsaure—

{I)—Derivatl {I}—Derivat
ROC_ 1 H_COR
N--(CHsg N-Clis
-HO H Bi(e) H
l.umi—Lysergsiure— Lumi—isolysergsidure—
(I)—Derivat (1I}—Derivat
17
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C-10 entsteht, wie bei den Dihydro-Derivaten, cin neues Asymmetrie-
zentrum, so daB sich zwei stercoisomere Belichtungsprodukte fassen
lassen, die mit den entsprechenden Dihydro-lysergsiure und Dihydro-
isolysergsiure-Derivaten konfigurativ verkniipft werden konnten (17).

Stadler ct al. (76) konnten kiirzlich unter Verwendung von Zn-Staub
und konzentrierter Salzsiurc Lysergsdure-Dcrivate sclcktiv in 2,3-
Stellung hydrieren. Durch Quecksilber-II-acetat lassen sich die Indolin-
Derivate wieder zu den Ausgangsverbindungen dehydrieren. Die Re-
duktion verliduft stercospezifisch, d.h. es bildet sich immer nur eine der
theoretisch méglichen epimeren Dihydro-Verbindungen. Héchstwahr-
scheinlich ist das II-Atom am neugebildeten Asymmetriezentrum C-3 @3-
stindig und axial.

Behandelt man 2,3-Dihydrolysergsdureamide mit Kaliumnitroso-
disulfonat, so wird unter gleichzeitiger Dehydrierung des Indolinringes
einc phenolische OH-Gruppe in 12-Stellung eingefiihrt.

C. Biosynthese der Mutterkornalkaloide

In den vergangenen zchn Jahren sind zahlreiche Untersuchungen durch-
gefiihrt worden, um die Biosynthese der Mutterkornalkaloide aufzu-
kliren. Wic bei zahlreichen anderen Naturstoffen sind die entscheidenden
TFortschritte in erster Linie durch die Anwendung radioaktiv markierter
Verbindungen erzielt worden. Besonders intensiv hat man sich mit der
Biosynthese des Ergolin-Systems beschiftigt, dagegen ist die in vivo-
Synthese des Peptidteils der ergot-Alkaloide kaum untersucht worden.
Zusammenfassende Darstellungen dieses Gebietes finden sich bei Tyler
(94), Winkler und Griger (102), Weygand und IFloss (99) sowic Plie-
ninger (62). Die Hauptentwicklungslinien seien hier nachgezeichnet.

Im tetracyclischen Ergolin-System ist eine Indolgruppierung einge-
baut sowie ein zweites N-Atom, das zum Indolsystem dieselbe Stellung
hat wic das Nyy-Atom des Tryptamins. Es liegen also dhnliche Verhilt-
nisse wie bei der Mehrzahl der Indolalkaloide vor. Schon lange wurde ver-
mutet, dafl fiir dicsen Teil der Indolalkaloide als Vorstufe Tryptophan
bzw. Tryptamin in Irage kommt. Experimentell konnte nun im Falle der
Mutterkornalkaloide von zahlreichen Arbeitsgruppen gezeigt werden,
daB Tryptophan sowohl in das Ergolin-System der Clavine, wie auch der
Peptid-Alkaloide inkorporiert wird (s. Lit. 99, 702). Es wird nicht nur
die L-Form, sondern auch zu cinem gewissen Anteil dic p-Form dieser
Aminosiure eingebaut. Die Carboxylgruppe des Tryptophans geht wiih-
rend der Synthesc verloren. Wichtig sind die Befunde von Plieninger et
al. (63), daB 5- und 6-Deutero-tryptophan ohne Verlust der Aktivitit in-
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korporiert werden. Nach Verfiitterung von 4-Deutero-tryptophan da-
gegen wurden nur inaktive Alkaloide erhalten. Dcuterium wird also bei
der Bildung des Ringes C in 4-Stellung ausgebaut. Nach Applikation
von Tryptophan-Vorstufen wie Indol und Anthranilsiure konnten eben-
falls radioaktive Clavine isoliert werden. Die N-Mcthylgruppe des Ringes
D entstammt ciner Transmethylicrungsreakiion ansgehend vom Methio-
nin (75). Floss und Groger (28, 29) untersuchten die Frage, ob die Methy-
lierung am fertigen Ergolin-Ringsystem erfolgt, oder ob bereits methy-
lierte Vorstufen zum Ringschluf kommen. Die erhaltenen Ergebnisse
deuten darauf hin, daB zuerst der RingschluB und dann die Methylierung
stattfindet. Im Gegensatz zu Befunden von Wong et al. (703) konnten
Floss ct al. (30, 32) nachweisen, daB 4-Hydroxytryptophan nicht an der
Biosynthese der Mutterkornalkaloide beteiligt ist und demnach keine
Aktivierung der 4-Stellung des Indols durch Hydroxylierung erfolgt.
Weitere wichtige Befunde iiber den Tryptophan-Einbau in das Ergolin-
System wurden kiirzlich von Floss und Mitarbeitern (37) erhalten. So
wurde festgestellt, dal von L-Tryptophan die gesamte Alanin-Seiten-
kette bis auf die Carboxylgruppe inkorporiert wird. Das H-Atom vom
C-2 findet sich also am C-5 des Ergolins wieder. Bei der p-FForm des
Tryptophans wird vor der Inkorporation der Aminostickstoff und das
a«-H-Atom ausgebaut. D-Tryptophan wird wahrscheinlich vor dem Ein-
bau iiber die Ketosdure in L-Tryptophan umgewandelt. Am C—2-Atom
des L-Tryptophans findet beim Ringschluf8 Konfigurationsumkehr statt.
Das deutet auf eine Sy2-Reaktion hin.

{
/Nllg /(:—c._\
Cli-COOH €L _N—CcHy
y Cl, ¢ ----CH4COOH
+ C—5 Einheit el cn
‘ ‘ + CHg—Gruppe} 2
NN l |
I N
I
(18)

Uber die Ilerkunft der restlichen C-Atome, dic am Aufbau des Ergo-
lin-Systems beteiligt sind, gibt es eine Reihe von Hypothesen (99, 702),
dic aber meist nicht experimentell gepriift worden sind. Von Mothes et al.
(69) wurde postuliert, daBl Tryptophan mit einem C-5-Kérper von iso-
prenoidem Charakter reagiert (18).

Tatsdchlich konnte diese Arbeitsgruppe zeigen, da Mevalonsiure in
Clavin-Alkaloide (38) inkorporiert wird. Das ist der crste experimentelle
Beweis itberhaupt, daB Mcvalonsdure nicht nur eine Vorstufe fiir typi-
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sche Isoprenoide, sondern auch fiir Alkaloide sein kann. Diese Befunde
sind von anderen Autoren bestitigt und erweitert worden. So haben
Birch et al. (23, 22) nach Verfiitterung von Mevalonsiure-2-1¥C die er-
haltenen Clavine Agro- und Elymoclavin abgebaut und nachgewiesen,
daB der groBte Teil der Radioaktivitit (itber 80 9,) im C-17 des Ergolins
lokalisiert ist. Ahnliche Ergebnisse erhiclten Baxfer et al. (76), die Me-
valonsdure-2-14C an einen Peptidalkaloide bildenden Stamm verfiitterten
und radioaktives Ergosin abbauten. Praktisch die gesamte Aktivitit
war auch hier im C-17 der Lysergsiure lokalisiert. , Aktives Isopren®
haben Plieninger et al. (63) fiir derartige Versuche eingesetzt. Sie konn-
ten zeigen, daB deuteriertes Isopentenylpyrophosphat in Clavine einge-
baut wird.

Auf welche Weise erfolgt nun die Verkniipfung des Tryptophans mit
dem aus der Mcvalonsdure stammenden C-5-Kérper? Zwei Hypothesen
wurden experimentell gepriift (64, 65, 700, 707). Nach Weygand et al.
(700) soll ein aus Dimethylallylpyrophosphat entstchendes Dimethylallyl-
kation Tryptophan am «-C-Atom der Seitenkette unter gleichzeitiger
Decarboxylierung clektrophil substituieren: Verbindung (19). Plie-
ninger (64) nimmt an, dafl das Dimethylallylpyrophosphat direkt unter
elcktrophilem Angriff mit der 4-Stellung des Indols reagiert und Ver-
bindung (20) gebildet wird.

CHsg

H
(19) (20

Beide Vorlaufer wurden nun in Konkurrenzversuchen getestet. Da-
bei zcigte es sich, daB (20) stets besser als (19) verwertet wurde, aber
schlechter als Tryptophan. Hier kénnen auch Permeationsprobleme eine
Rolle spielen. Wenn auch noch keine endgiiltige Entscheidung méglich
ist, so sprechen jedoch dic bisherigen Ergebnisse fiir das 4-[3,3-Dimethyl-
allyl}-tryptophan. In Anlehnung an Plieninger (62) koénnte die Ergolin-
Synthese wie folgt verlaufen: (21).

Die Verbindung III ist in der Natur noch nicht aufgefunden worden.
Es wire denkbar, daB aus IIT unter RingschiuB Agroclavin entsteht und
in einer Nebenreaktion Chanoclavin (I) oder Isochanoclavin-(I) gebildet
werden konnen, je nachdem, welche Methylgruppe oxydiert wird. Diese
Vorstellungen miiBten jedoch noch experimentell {iberpriift werden.
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I. Umwandlung von Mutterkornalkaloiden

Die biochemische Umwandlung von Mutterkornalkaloiden ineinander,
insbesondere in der Clavin-Reihe ist in den letzten Jahren mehrfach un-
tersucht worden. Wertvolle Ergebnisse sind auch hier mit Hilfe der Iso-
topentechnik erzielt worden. Agurell et al. (8, 9, 70) konnten durch Ver-
fiitterung von radioaktiv markicrten Alkaloiden an saprophytische Kul-
turen verschiedener Stimme nachweisen, daB folgende Umwandlungen
ablaufen:

Lysergol Isolyscrgol

I Sctoclavin N 4 Penniclavin
VAR
Agroclavin —— > Elymoclavin
Festuclavin Pyroclavin Isopenniclavin
II  Lysergen — Lysergol — Penniclavin

IIT Agroclavin - Elymoclavin - Lysergsiure-Derivate

Ebenfalls umfangreiche Untersuchungen unter Verwendung von
markierten Alkaloiden und verschiedener Mutterkorn-Typen sind von
Abe und Mitarbeitern durchgefithrt worden. Mehrfach wurde dartiber
zusammenfassend berichtet (3, 4). Nach Abe kénnen die in (22) darge-
stellten Reaktionen ablaufen. Interessant ist, daB nach Abes Experimen-
ten Lysergol und Lysergen mit den Clavinen in einem engen Zusammen-
hang stehen und letztlich via Elymoclavin auch als Vorstufen der Ly-
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sergsdurederivate dienen kénnen. Nach Agurells Befunden — wie sie in II
dargestellt sind — konnen Lysergen und Lysergol zwar in Penniclavin
aber in keine anderen Mutterkornalkaloide umgewandelt werden. Der
Ubergang Elymoclavin — Agroclavin wurde bisher nur in Abes Arbeits-
kreis gefunden.

Noch nicht véllig geklirt ist die Stellung des Chanoclavins im Stofi-
wechsel der Mutterkornalkaloide. Nach Abes Untersuchungen kann
Chanoclavin in Agroclavin umgewandelt werden, aber auch der umge-
kehrte ProzeB ist moglich. Baxter ct al. (77) sowie Agurell und Ram-
stad {70) fanden kcine Radioaktivitdt in andercn Alkaloiden nach der
Verfiitterung von markiertem Chanoclavin. Voigt und Bornschein {97)
beobachteten nach Verfiitterung von inaktivem Chanoclavin an heran-
reifendc Sklerotien cine Erhohung des Gehaltes an Lysergsiiurederivaten
gegeniiber der Kontrolle. Mothes und Winkler (57) konnten nach Ver-
fiitterung von markiertem Elymoclavin an reifende Sklerotien radio-
aktives Chanoclavin nachweisen. Somit scheint Chanoclavin nicht nur
als Precursor von Clavin-Alkaloiden, sondern auch als deren Umwand-
lungsprodukt in Frage zu kommen. Untersuchungen mit verschiedenen
Chanoclavin-Isomeren kénnten hier weiterfithren.

Die ersten experimentellen Beweise, daBl biogenetische Beziehungen
zwischen Clavin-Alkaloiden und Lyscrgsiurederivaten bestehen, er-
brachten Mothes et al. (58). Nach Verfiitterung von Elymoclavin-[T] und
Elymoclavin-1C an Sklerotien von Cl. purpurea sowie Submerskulturen
von Cl. paspali konnten radioaktives Ergotamin sowic markicrtes d-
Lysergsdureamid erhalten werden. Diese Befunde wurden spiter von an-
derer Scite (4, 8) bestitigt. Offenbar ist Elymoclavin cine unmittelbare
Vorstufe der Lysergsdure. Mit chemischen Mitteln ist dic Oxydation
sowie Allylumlagerung des Elymoclavins zur Lysergsidure noch nicht
gelungen. Voigt und Bornschein (98) erzielten nach Verfiitterung von
Ergometrin an parasitische und saprophytische Kulturen von Roggen-
mutterkorn eine betriichtliche Steigerung an Peptidalkaloiden.

Zur Umwandiung der Clavine sind nicht nur Vertreter des Genus
Claviceps befihigt, sondern auch eine Reihe anderer Pilze (Lit. s. 4).
Auch in héheren Pflanzen konnte die Hydroxylierung von Elymoclavin
zu Penniclavin nachgewiesen werden (37).

Die Isolierung von Enzymen, dic an der Biosynthese sowic an den
Umwandlungen von Mutterkornalkaloiden beteiligt sind, ist trotz zahl-
reicher Versuche noch nicht gelungen. Im Mittelpunkt des Interesses der
niichsten Jahre werden neben der Untersuchung der in vivo-Synthese der
Peptidalkaloide besonders die enzymatischen Probleme stehen.



Fortschritte der Chemic und Biochemie der Mutterkornalkaloide

Literatur

1.

o

10.

11.

12,

13.

Abe, M.: Isolation and Propertics of an Alkaloid ,,Agroclavine* Produced
by Ergot Fungus in Saprophytic Culture. Annu. Rep. Takeda Res. Lab.
70, 145 (1951).

. — Position of Agroclavine in the Previously Known Ergot Alkaloids.

Annu. Rep. Takeda Res. Lab. 70, 171 (1931).

. — A Consideration Concerning the Biosynthesis of the Ergot Alkaloids.

2. Internationale Arbeitstagung ,Biochemic und Physiologic der Al-
kaloide®, Halle (Saale) 1960; Abhd. dtsch. Akad. Wiss. Berl., K1. Chem.
Geol. Biol. 4, 309 (1963).

. — On the Biogenetic Interrclations of Ergot Alkaloids. 3. Internationales

Symposium ,,Biochemie und Physiologiec der Alkaloide®, Halle (Saale)
24.—27. Juni 1965.

. — and S. Yamatodani: Prcparation of Alkaloids by Saprophytic Culture of

Ergot Fungi. Progress in Industrial Microbiology 5, 205 (1964).

. — T.Yamano, S. Yamatodani, Y. Kozu, M. Kusumoto, H. Komatsu, and

S. Yamada: On the New Peptide-Type Ergot Alkaloids, Ergosccaline
and Ergosecalinine. Bull. agric. chem. Soc. (Japan) 23, 246 (1959).

. Agurell, S.: Costaclavine from Penicillium chermesinum. Experientia

(Basel) 20, 25 (1964).
-- and M. Johawnsson: Clavine Alkaloids as Precursors of Peptide-type
Ergot Alkaloids. Acta Chem. Scand. 78, 2235 (1964).

-- and E. Ramstad: Biogenetic Interrelationships of Ergot Alkaloids.
Tetrahedron Letters [T.ondon] 7967, 501.

— — Biogenetic Interrelationships of Ergot Alkaloids. Arch. Biochem.
Biophysics 98, 457 (1962).

Amntonov, V. K., G. A. Ravdel ¢t M. M. Shemmyakin: Nouvelles méthodes
d’obtention des x-amino acides «-substitués ¢t cmploi de ccs substances
pour la synthése dc certain peptides. Chimia (Ziirich) 74, 374 (1960).

Avrcamone, F., C. Bonino, I£. B. Chain, A. Ferretti, P, Pennella, A. To-
nolo, and L. Vero: Production of Lysergic Acid Derivatives by a Strain
of Claviceps paspali Stevens and Hall in Submerged Culture. Nature 787,
238 (1960).

— I'. B. Chain, A. Ferretti, A. Minghetti, P. Pennella, A. Tonolo, and
L. Vero: Production of a new lysergic acid derivative in submerged
culture by a strain of Claviceps paspali Stevens & Hall. Proc. Roy. Soc.
iLondon] Ser. B. 755, 26 (1961).

4. Barger, G.: Ergot and Ergotism. Tondon: Gurney and Jackson, 1931.
5. Baxter, R. M., S. I. Kandel, and A. Okany: Biosynthesis of Ergot

Alkaloids. Chem. and Ind. 7967, 1453.
-—— Biosynthesis of Ergot Alkaloids. Incorporation of Mcvalonic
Acid into Ergosine. J. Amer. chem. Soc. 84, 2997 (1962).

. ———and K. L. Tam: On the Mcchanism of Ergot Alkaloid Biogenesis.

J. Amer. chem. Soc. 84, 4350 (1962).

. Bernardi, L., ¢ G. Bosisio: Derivati dell’ergolina Nota V. 6-metil-8p(«-

aminoetil)-10a-ergoline e 1,6-dimetil-8f(a-idrossietil)-10«-ergoline. Gazz.
chim. ital. 94, 969 (1964).

- ¢ B. Camerino: Derivati dell’ergolina Nota IV. 8-Acetilergoline.
Gazz. chim. ital. 94, 961 (1964).

189



D. Groger

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.
30.

31.

32.

33.
34.
35.

36.

37.

38.

39.

40.

190

— B. Camerino, B. Patelli ¢ S. Redaelli: Derivati dell’ergolina. Nota 1.
Derivati della D.6-metil-8f-aminometil-10x-crgolina. Gazz. chim. ital.
94, 936 (1964).

Beyerman, H. C., A. van de Linde, and G. J. Henning: Over crgot alka-
loiden uit planten. Chem. Weekbl. 59, 508 (1963).

Bhattacharji, S., A. J. Birch, A. Brack, 4. Hofmann, H. Kobel, D. C. C.
Swmith, H. Swmith and J. Winter: Studics in Relation to Biosynthesis.
Part XXVII. The Biosynthesis of Ergot Alkaloids. J. chem. Soc. [Lon-
don] 7962, 421.

Birch, A. J., B. J. McLoughlin, and H. Swmith: The Biosynthesis of the
Lirgot Alkaloids. Tetrahedron Letters [London] 7960, 1.

Boit, H. G.: Ergebnisse der Alkaloid-Chemice bis 1960, Berlin: Akademie-
Verlag, 1961, S. 679.

Cookson, R. C.: The Stercochemistry of Alkaloids. Chem. and Ind.
1953, 337.

Corrodi, H., u. E. Hardegger: Die Konfiguration des Colchicins und ver-
wandter Verbindungen. Helv. chim. Acta 38, 2030 (1955).

Djerassi, C., and L. E. Geller: Optical Rotatory Dispersion Studies
XXIV. Effect of Distance of a Single Asymmetric Center from an Ali-
phatic Carbonyl Function. J. Amecr. chem. Soc. 87, 2789 (1959) und
frithere Arbeiten.

Floss, H. G., u. D. Gréger: Uher den Einbau von Ne-Methyltryptophan
und Neo-Methyltryptamin in Mutterkornalkaloide vom Clavin-Typ.
Z. Naturforsch, 795, 519 (1963).

— — Entmethylicrung von Ne-Methyltryptophan durch Claviceps sp.
Z. Naturforsch. 79b, 393 (1964).

— u. U. Mothes: Nichtverwertung von 4-Hydroxytryptophan bei der
Biosynthese der Mutterkornalkaloide. Z. Naturforsch. 78b, 365 (1963).
— — u. H. Giinther: Uber den Einbau der Tryptophan-Seitenkette und
den Mechanismus der Reaktion am «-C-Atom. Z. Naturforsch. 795, 784
(1964).

—— D. Onderka u. U. Hornemann: Nichtverwertung von 4-Hydroxy-
tryptophan bei der Biosynthese der Mutterkornalkaloide. Eine Uber-
priifung. Z. Naturforsch. 2054, 133 (1965).

Garbrecht, W. L.: Synthesis of Amides of Lysergic Acid. J. org. Chem-
istry 24, 368 (1959).

Glenn, A. L.: The Structure of the Ergot Alkaloids. Quart. Rev. (chem.
Soc. London} 8, 192 (1954).

Griot, R. G., and A. J. Frey: The Formation of Cyclols from N-Hydroxy-
acyllactams. Tetrahedron {London] 79, 1661 (1963).

Griger, D.: Uber das Vorkommen von Ergolinderivaten in Ipomoea-
Arten. Flora 753, 373 (1963).

— Uber die Umwandlung von Elymoclavin in Ipomoea-Blittern.
Planta med. [Stuttgart] 77, 444 (1963).

— K. Mothes, H. Simon, H. G. Floss u. F. Weygand: Uber den Einbau
von Mevalonsiure in das Ergolinsystem der Clavin-Alkaloide. Z. Natur-
forsch. 755, 141 (1960).

Hofmann, A.: Uber den Curtius’schen Abbau der isomeren Lysergsiuren
und Dihydro-lysergsiuren. 12. Mitt. tiber Mutterkornalkaloide. Helv.
chim. Acta 30, 44 (1947).

— Die Chemic der Mutterkornalkaloide. Planta med. [Stuttgart] 6, 381
(1958).



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Fortschritte der Chemie und Biochemie der Mutterkornalkaloide

. — Die Wirkstoffc der mexikanischen Zauberdroge ,,Ololiuqui%*. Planta
med. [Stuttgart] 9, 354 (1961).

. — The Active Principles of the Sceds of Rivea corymbosa and Ipomoea
violacea. Harvard Botanical Museumn Leaflets 20, 194 (1963).

. — Die Mutterkornalkaloide. Sammlung chemischer und chemisch-
technischer Beitrdge., Stuttgart: I, Enke, 1964.

. — R. Brunner, 11, Kobel u. A. Brack: Neue Alkaloide aus der saprophy-
tischen Kultur des Mutterkompilzes von Pennisetum typhoidenm Rich.
42, Mitt. iiber Mutterkornalkaloide. Helv. chim. Acta 40, 1358 (1957).

. —A. J. Frey u. H. Ott: Die Totalsynthese des Ergotamins. Expcrientia

[Basel] 77, 206 (1961).

——— u. J. Rutschmann: Peptidsynthesen mit «-Hydroxy-«-Amino-

siuren. J. chem. Allunions-Mendelcjew.-Ges. 7, 466 (1962).

— I1. 0, R. Gviot, P. A. Stadler u. 4. J. Frey: Die Synthese und Sterco-

chemie des Ergotamins. 58. Mitt. iiber Mutterkornalkaloide. Helv.

chim. Acta 46, 2306 (1963).

— u. H. Tscherter: Isolicrung von Lysergsidurc-Alkaloiden aus der mexi-

kanischen Zauberdroge Ololiuqui ({2ivea corymbosa (L.) Hall. f.),

LExpcrientia [Basel] 76, 414 (1960).

Jacobs, W, A., and L. C. Craig: The Ergot Alkaloids. 1l. The Degrada-

tion of Lrgotinine with Alkali. Lysergic acid. J. biol. Chemistry 704,

547 (1934).

— and R. G. Gould jr.: The Ergot Alkaloids. XII. The Synthesis of

Substances Related to Lyscrgic Acid. J. biol. Chemistry 720, 141 (1937).

Kobel, H., E. Schyeier u. J. Ruischimann: 6-Methyl-A8®-ergolen-8-car-

bonsiure, ein neues Ergolinderivat aus Kulturcn eines Stammes von

Claviceps paspali Stevens et Hall. 60. Mitt. iiber Mutterkornalkaloide,

Helv. chim. Acta 60, 1052 (1964).

Kornfeld, E. C., E, J. Fornefeld, G. B. Kline, M. J. Mann, R. G. Jones,

and R. B. Woodward: The Total Synthesis of Lysergic Acid and Ergo-

novine. J. Amer. chem. Soc. 76, 5256 (1954).

. ———— D, Morrison, R. G. Jones, and R. B. Woodward: The Total
Synthesis of Lysergic Acid. J. Amer. chem. Soc. 78, 3087 (1956).

. Leesnann, H. G., u. S. Fabbri: Uber die absolute Konfiguration der

Lysergsdure. 48. Mitt. iiber Mutterkornalkaloide. Helv. chim. Acta 42,
2696 (1959).
. Marion, L.: The Indole Alkaloids, in: The Alkaloids, Chemistry and
Physiology Vol. II. New York: Academic Press 1952,
Millev, M, W.: The Plizer Handbook of Microbial Metabolites. New York,
Toronlo, London: McGraw Hill Book Company Inc. 1961.
Mothes, K., u. K. Winkler: Zur Frage der Biosynthese des Chanoclavins.
Tetrahcdron Letters [London] 7962, 1243,
—— D.Groger, H.G. Floss, U. Mothes u. F. Weygand: Uber dic Umwand-
lung von Elymoclavin in Lyscrgsdurederivate durch Mutterkornpilze
(Claviceps). Tetrahedron Letters {London] 7962, 933.
— F. Weygand, D. Groger u. H. Griseback: Untersuchungen zur Bio-
synthesc der Mutterkorn-Alkaloide. Z. Naturforsch. 73b, 41 (1958).
Ott, H., A. J. Frey, and A. Hofmann: The Stercospecific Cyclolization of
N-a-Hydroxyacyl-phenylalanylprolin-lactam. Tetrahedron [London]
79, 1675 (1963).
Pioch, R. P.: US Patent 2736728 (1956).

191



D. Groger

62.

63.

64.

66.

67.

69.

70.
71.

72.

73.

74.

76.

717.

78.

79.
80.

192

Plieninger, H.: Die Biosynthese der Mutterkornalkaloide. 3. Interna-
tionales Symposium ,,Biochemic und Physiologic der Alkaloide®, Halle
(Saale) 24.—27. Juni 1965.

— R. Fischer, G. Keilich u. I1. D, Ott: Untersuchungen zur Biosynthese
der Clavin-Alkaloide mit dcuterierten Verbindungen. Liebigs Aunn.
Chem. 642, 214 (1961).

— — u. V. Liede: 4-Dimecthylallyl-tryptophan als Vorstufe der Clavin-
Alkaloide. Angew. Chem. 74, 430 (1962).

. ——— Untersuchungen zur Biosynthese der Mutterkornalkaloide II.

Liebigs Ann. Chem. 672, 223 (1964).

Schiientz, W., R. Brunner, A. Hofmann, B. Berde u. E. Stiirmer: Um-
lagerung von Mutterkornalkaloid-Priparaten in schwach sauren Lo-
sungen. Pharmakologische Wirkungen der Isomerisierungsprodukte.
Pharmac. Acta Helvetiac 36, 472 (1961).

—— P. A. Stadler, A. J. Frey, H. Ott u. A. Hofnann: Isolierung und
Synthese des Ergostins, eines neuen Mutterkorn-Alkaloids. 62, Mitt.
iiber Mutterkornalkaloide, Helv, chim. Acta 47, 1921 (1964).

. —— F. Thudium u. A. Hofmann: Einc ncuc Isomersicrungsrcaktion der

Mutterkornalkaloide vom Peptidtypus. LExperientia (Basel) 77, 108
(1961).

Schreier, E.: Zur Stereochemie der Mutterkornalkaloide vom Agroclavin-
und Elymoclavin-Typus. 46. Mitt. iiber Mutterkomalkaloide. Helv.
chim. Acta 47, 1984 (1958).

Schweizer Pat. Anmeldung Nr. 11132,

Shemyalin, M. M., E. S. Tchaman, L. I. Denisova, G. A. Ravdel ct W. ].
Rodinow: Synthéses ot propriétés des x-aminoacides w«-substitués.
Bull. Soc. chim. France, Mém. 7959, 530.

Spilsbury, J. F., and S. Wilkinson: The Isolation of Festuclavine and
Two New Clavine Alkaloids from Aspergillus Fumigatus Fres. J. chem.
Soc. [London] 7967, 2085.

Stadley, P. A., u, A. Hofmann: Chemische Bestimmung der absoluten
Konfiguration der Lysergsdure. 55. Mitt. {iber Mutterkornalkaloide.
Helv. chim. Acta 45, 2005 (1962).

— A. J. Frey u. A. Hofmann: Herstellung der optisch aktiven Mcthyl-
benzyloxy-malonsdurchalbester und Bestimmung ihrer absoluten Konfi-
guration. 57. Mitt. iiber Mutterkornallraloide. Helv. chim. Acta 46, 2300
(1963).

. —— H. Ott u. 4. Hofmann: Dic Synthese des Ergosins und des Valin-

Analogen der Ergotamin-Gruppe. 61. Mitt. iiber Mutterkornalkaloide.
Helv. chim. Acta 47, 1911 (1964).

—— F. Troxler u. A. Hofmann: Selektive Reduktions- und Oxydations-
reaktionen an ILyscrgsidure-Derivaten, 2,3-Dihydro- und 12-Hydroxy-
Lysergsdurcamide. 59. Mitt. iiber Mutterkornalkaloide. Helv. chim. Acta
47, 756 (1964).

Stauffacher, D. u. H, Tschevter: Isomere des Chanoclavins aus Claviceps
purpurea (Fr.) Tul. (Sccale cornutum). 63. Mitt. iiber Mutterkornalka-
loide. Helv. chim. Acta 47, 2186 (1964).

Stenlake, J. B.: The Stercochemistry of Lysergic acid. Chem. and Ind.
7953, 1089.

Stoll, A.: Schweizer Patent Nr. 79879 (1918).

— Recent Investigations on Ergot Alkaloids, in: Fortschritte der Che-
mic organischer Naturstoffe. IX. Wien: Springer Verlag 1952.



Tortschritte der Chemic und Biochemie der Mutterkornalkaloide

81. — u. A. Hofirann: Die Dihydroderivate der natiirlichen linksdrehenden
Mutterkornalkaloide. 9. Mitt. iiber Mutterkornalkaloide. Helv. chim.
Acta 26, 2070 (1943).

82. — — Partialsynthese von Alkaloiden vom Typ des Ergobasins. 6. Mitt.
iiber Mutterkornalkaloide. Helv. chim. Acta 26, 1570 (1943).
83. —— u. F. Troxler: Uber dic Isomerie von Lyscrgsidure und Isolyserg-

sidure. 14. Mitt. iiber Mutterkornalkaloide. Helv. chim. Acta 32, 506
(1949). )
84. — Th. Petrzilka, J. Ruischmann, A. Hofinann u. Hs. H, Giunthard: Uber
die Stereochemie der Lysergsduren und der Dihydro-lysergsiduren.
37. Mitt. iber Mutterkornalkaloide. Helv. chim. Acta 37, 2039 (1954).

85. — J. Rutschinann u. W. Schlientz: Synthese der optisch-aktiven Dihydro-
lysergsiuren. 19. Mitt. iiber Mutterkornalkaloide. Helv. chim. Acta 33,
375 (1950).

86. — u. W. Schlientz: Uber Belichtungsprodukte von Mutterkornalkaloiden.
39. Mitt. iiber Mutterkornalkaloide. Hclv, chim. Acta 38, 585 (1955).

87. Taber, W. A.: Ergot alkaloid Production and Physiology of Claviceps
purpurea (Fr.) Tul. Developments in Industrial Microbiology 4, 295
(1963).

88. — R. A. Heacock, and M. E. Mahon: Ergot-type Alkaloids in Vegetative
Tissue of Rivea corymbosa (L.) Hall. {f. Phytochemistry 2, 99 (1963).

89. — L. C. Vining, and R. 4. Heacock: Clavine and Lysergic acid Alkaloids
in Varieties of Morning Glory. Phytochemistry 2, 65 (1963).

90. Troxler, F.: Urcthanc mit dem Ringsystem der Lysergsdure und Iso-
lyscrgsdure. 13. Mitt. tiber Mutterkornalkaloide. Helv. chim. Acta 30,
163 (1947).

91. — u. A. Hofmann: Substitutionen am Ringsystem der Lysergsidure I.
Substitutionen am Indol-Stickstoff. 43. Mitt. iiber Mutterkornalkaloide.
Helv. chim. Acta 40, 1706 (1957).

92. —— Substitutionen am Ringsystem der Lyscrgsiure II. Alkylierung.
44. Mitt. iiber Mutterkornalkaloide. Helv. chim. Acta 40, 1721 (1957).
93. — — Substitutionen am Ringsystem der Lysergsidure ITI. Halogenierung.

45, Mitt. iiber Mutterkornalkaloide. Helv, chim. Acta 40, 2160 (1957).

94. Tyler, V. E. Jr.: Biosynthesis of the Ergot Alkaloids. J. pharm. Sci. 50,
629 (1958).

95. Ukle, F. C., and W. A. Jacobs: Thec Ergot Alkaloids. XX. The Synthesis
of Dihydro-dl-lysergic Acid. A New Synthesis of 3-Substituted Quino-
lines. J. org. Chemistry 70, 76 (1945).

96. Vining, L. C., and W. A. Taber: Alkaloids, p. 341.—-378. Biochemistry
of Industrial Micro-organisms. London and New York: Academic
Press, 1963.

97. Voigt, R., u. M. Bornschein: Zur Stellung des Chanoclavins im Alkaloid-
stoffwechsel von Claviceps purpurea Tul., Pharmazie 79, 342 (1964).

98, — — Zur Biosynthese der Peptidalkaloide von Claviceps purpurea Tul.
Pharmazic 79, 772 (1964).

99. Weygand, F., and H. G. Floss: The Biogenesis of Ergot Alkaloids.
Angew. Chem. internat. Edit. 2, 243 (1963).

100, —— u. U. Mothes: Uber den Mecchanismus der Bildung der Mutter-
kornalkaloide aus Tryptophan und Mevalonsdure. Tetrahedron
Letters [London] 7962, 873.

13 Fortschr. chem. Forsch., Bd. 6/1 193



D. Groger

101,

102.

103.

104.

105.

106.

194

——— D. Gréger u. K. Mothes: Uber die Biosynthese der Mutterkorn-
alkaloide: Vergleich von zwei moglichen Zwischenprodukten. Z. Natur-
forsch. 795, 202 (1964).

Winkler, K., u. D. Grdger: Neuere Arbeiten zur Biosynthese der Mutter-
kornalkaloide. Pharmazie 77, 658 (1962).

Wong, S., S. Agurell, and E. Ramstad: On the Mechanism of the
Formation of Ring C of Ergoline. Chem. and Ind. /963, 1762.

Yamano, I'., K. Kishino, S. Yamatodani, and M. Abe: Rescarches on
Ergot Tungi. Part XLIX. Investigation on lrgot Alkaloids Occurred
in Cultures of Aspergillus Fumigatus Tres. Annu. Rep. Takeda Res.
Lab. 27, 95 (1962).

Yamatodani, S., and M. Abe: On Reduction of Agroclavine and Elymo-
clavine with Sodium and n-Butanol. Bull. agric. chem. Soc. Japan 20,
95 (1956).

— — The Structure of Ergot Alkaloid, Elymoclavine. Bull. agric. chem.
Soc. Japan 79, 94 (1955).

(Eingegangen am 3, November 1963)



