Neue Amino- und Ketoséuren in grinen Pflanzen
und die Biosynthese der Aminosduren
Von Prof. Drr ARTTURI I. VIRTANEN, Helsinki*) Biochemisches Institut Helsinki

Der quantitativ wichtigste Syntheseweg der Pflanzen zu Aminosiuren verliuft tiber das Ammoniak,
wenn auch dem Hydroxylamin als Zwischenprodukt der Nitrat-Reduktion eine wesentliche Rolle zu-
fallen mag. Es ist gelungen, die Oxime der im Stoffwechsel zentralen a-Ketosiduren sowohl in Hefe als
in griinen Pflanzen zu identifizieren. Eine unerwartete Anzahl neuer Aminosiuren wurde aus ver-
schiedenen Pflanzen isoliert und strukturell aufgeklirt. Die entsprechenden neuen «-Ketosiuren wurden
auch in den entsprechenden Pflanzen in dén meisten Fillen gefunden, wodurch die experimentelle Be-
griindung der Annahme vorhanden ist, daB diese Aminosiuren durch Transaminierung entstehen kdnnen.
Die mit Hilfe moderner Untersuchungsmethoden (Austauscher, Papierchromatographie) in den letzten
Jahren aus Pflanzen und Mikroorganismen isolierten Keto- und Aminosiuren werden beschrieben.

Grundlagen der Aminosiure-Synthese in Pflanzen

Wihrend der letzten zwei Jahrzehnte hat unser Wissen
iiber die Bildung der Baustoffe der Proteine, der Amino-
siuren, in erster Linie dadurch eine zuverldssige Grund-
lage erhalten, daB Enzymsysteme entdeckt worden sind,
welche sowohl bei der primaren als auch bei der sekundiren
Synthese. der Aminosduren eine zentrale Rolle spielen. Be-
reits in den 1920er Jahren stellten Quastel und Woolf!) mit
ruhenden Coli-Bakterien die Synthese von L-Asparagin-
sdure aus Fumarsdure und Ammoniak fest. .

In unserem Laboratorium konnten wir das
entsprechende Enzym, die Aspartase, aus 2
Pseudomonas fluorescens in waBriger Losung
erhalten®). Das Enzym ist auBerordentlich
spezifisch und seine Funktion beschrinkt
sich ausschlieBlich auf die umkehrbare Reak-
tion:

L-Asparaginsdure = Fumarsdure + NH, (Reaktion 1).

Dieses Enzym ist jedoch nicht in sdmtlichen Organismen
anzutreffen. Es scheint z. B. in tierischen Organismen
ganzlich zu fehlen. In Mikroorganismen ist es ziemlich all-
gemein verbreitet und in hoheren Pflanzen wird es eben-
falls angetroffen. Die in der zweiten Halfte der 1930er
Jahre von von Euler und Adler3) isolierte und charakteri-
sierte Glutaminsdure-dehydrogenase, welche die
oxydative Desaminierung der L-Glutaminsiure zu «-Keto-
glutarsdure und-auch die umgekehrte Reaktion, die reduk-
tive Aminierung der o-Ketoglutarsiure zu L-Glutamin-
sdure herbeifithrt (Reaktion 2), hat sich in der belebten
Natur als ein allgemeines Enzym erwiesen. Untersuchun-
gen mit zahlreichen verschiedenen Organismen haben ge-
zeigt, daB mit Ammoniumstickstoff als Stickstoff- Quelle
zuerst L-Glutaminsaure in groBeren Mengen gebildet wird.
In ihr reichert sich bei moglichst kurzen Versuchszeiten
mehr 3N als in anderen Aminosduren an, wenn SN-mar-
kierter Ammoniumstickstoff als Stickstoff-Nahrung be-
nutzt wird. Andere Enzyme, die Aminosiuren aus Am-
moniumstickstoff aufbauen kénnen, sind nicht bekannt.
Viele Umstande sprechen indessen fiir die Auffassung, daB
auch a«-Alanin aus Ammoniak und der entsprechenden
Ketosaure, der Brenztraubensiure, entstehen kann (Reak-
tion 3). Nahere Angaben iliber diese Reaktion fehlen je-

*) Nach einem Vortrag auf der Tagung der Nobelpreistrager der
Chemie in Lindau 10.—16. Juli 1955. Das Thema wurde schon
in Vortragen vor den Chemischen Geselischaften in Basel, Bern
und Ziirich Ende April und Anfang Mai 1955 behandelt.
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%) A, I. Virtanen u. J. Tarnanen, Biochem. Z. 250, 13 [1932].
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u. N. Das, ebenda 234, 61 &l938]; E. Adler, V. Hellstrém, G.
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doch. Werkman+t) ist der Ansicht, Phosphat sei an dieser
Synthese beteiligt, womit die Reaktion dann andersartig
als die entsprechende Biosynthese der Glutaminsdure wiére.
Bei den von Roine’) in unserem Laboratorium mit Stick-
stoff-armer Torulopsis utilis-Hefe ausgefiihrten Versuchen
verlief die Synthese des Alanins aus Ammoniumstickstoff
so rasch, daB es nicht leicht fallt, sie auf eine Transami-
nierung zwischen Glutaminsaure und Brenztraubensiure
zuriickzufiihren.

HOOC—CH=CH—COOH + NH, <> HOOC—-CH,—~CHNH,—COOH

—H,0

HOOC—(CH,),~CO—COOH + NH, <=2 HOOC—(CH,),—~CNH-COOH
* 42H 4

HOOC—(CH,),~CHNH,~COOH < =

. —ih

. CH;—CO—COOH + NH,* <= CH,—~CHNH,-COOH + 0.50,+ H+
4. R—CO—COOH + NH,0H —» R-CNOH—COOH —» R—CHNH,;—COOH

Silver und McEIroy®) haben kiirzlich beobachtet, daB
eine Neurospora-Mutante, welcher die Glutaminsiure-de-
hydrogenase fehlt, dessen ungeachtet mit Ammonium-
stickstoff gleich gut wachst wie die Mutanten, welche dieses
Enzym enthalten. Die Aminosdure-Synthese aus Ammo-
niumstickstoff muB demnach mit normaler Geschwindig-
keit auch auf anderem Wege als {iber die Glutaminsdure
stattfinden. Ob die Synthese hierbei iiber Asparaginsiure
oder Alanin geht, ist noch nicht bekannt. Aus Arbeiten
mit Mutanten dieser Art kann man wahrscheinlich wich-
tigen naheren AufschluB tliber die primare Bildung der
Aminosiuren in den Zellen erwarten.

Glutaminsiure und Asparaginsidure sind zweifellos
»,Grundaminosiuren®, deren Amino-Gruppen direkt aus
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Ammoniumstickstoff aufgebaut werden. Ob zu ihnen
auBer Alanin evtl. noch Glycin oder irgendeine andere
Aminosiure gehdren, ist noch unklar, Die meisten Amino-
suren werden auf alle Fille direkt oder indirekt durch
Vermittlung der ,,Grundaminosduren®, also sekunddr ge-
bildet.

Neben Ammoniak ist auch die.Maglichkeit besprochen
worden, daB sich Hydroxylamin an der Aminosiure-
Synthese, beteiligt (Reaktion 4), wenn Nitrat oder mole-
kularer Stickstoff als Stickstoff-Nahrung dienen. Man hat
jedenfalls bei gewissen Mikroorganismen festgestellt, dag
bei der-Reduktion des Nitrats zu Ammoniak wenigstens
drei Reduktasen, die Nitrat-, Nitrit- und Hydroxylamin-
Reduktase nacheinander wirksam sind, womit das Hydro-
xylamin als Zwischenprodukt entsteht. Es sei in dieser
Hinsicht besonders auf die Befunde von Egami und Mit-
arbeitern?) verwiesen., Die meisten Forscher sind der An-
sicht, daB das Hydroxylamin vollstindig weiterreduziert
wird, und daB auch mit Nitrat als Stickstoff-Nahrung erst
der Ammoniumstickstoff an der Aminosdure-Synthese teil-
nimmt. Mit dieser Auffassung stehen die Beobachtungen
nicht in vollem Einklang, denen zufolge Hydroxylamin in
Kulturen von Azotobacter mit Nitrat oder molekularem
Stickstoff als Stickstoff-Nahrung entstehen soll. Blom3)
teilte im Beginn der 1930er Jahre mit, da8 er freies Hy-
droxylamin in Azotebacter-Kulturen bei Anwendung von
molekularem Stickstoff als Stickstoff-Quelle gefunden

_habe. Einige Jahre spédter beobachtete Endres?) die Bil-
dung von gebundenem Hydroxylamin beim Kultivieren
von Azotobacter sowohl mit Nitrat als molekularem Stick-
stoff als Stickstoff-Nahrung. Dagegen fand er kein freies
Hydroxylamin, dessen Bildung er auch als Zwischenpro-
dukt ablehnte. Endres war der Ansicht, daB das ,,gebun-
dene Hydroxylamin Oximen angehért, da aus dieser Stick-
stoff-Fraktion durch Sidurehydrolyse und anschlieBende
Oxydation mit Jod Nitrit entstand. Solches entsteht in-
dessen auch aus Hydroxamsduren, deren enzymatische Bil-
dung aus Hydroxylamin und organischen Siuren bzw. de-
ren Amiden spater festgestellt worden ist1). Somit wird
“der Charakter des gebundenen Hydroxylamins durch die
Bildung von Nitrit nicht geldst.

In unserem Laboratorium wurde gebundenes Hydroxyl-
amin sowohl in griinen Pflanzen und in Torulopsis-Hefe
mit Nitrat als Stickstoff-Nahrung als auch als Sekretions-
produkt der geimpften Leguminosen gefunden!!), Zusam-
men mit Csdky!2) beobachteten wir das rasche Erscheinen
von gebundenem Hydroxylamin in geliifteter, Nitrat-hal-
tiger Suspension von Torulopsis. Nach Erreichen eines
Maximums nimmt dessen Menge wieder ab (Bild 1). Dem-
gemaB hat es den Anschein als ob eine Adaptation zur Ver-
wertung von gebundenem oder freiem Hydroxylamin statt-
fande.

Die Bestimmung des gebundenen Hydroxyl-
amins beruht auf einem indirekten Analyseverfahren. Wir
waren daher bestrebt zu ermitteln, wie das Hydroxylamin
gebunden ist. Schon vor dem Kriege haben wir eine Stick-
stoff-Fraktion, die gebundenes Hydroxylamin enthielt, aus
dem Néhrboden von geimpftgn Erbsen mit Wurzelkndll-
chen isoliert. Da durch Reduktion Asparaginsdure ent-

?) S. Taniguchi, H. Mitsui, J. Toyoda, T. Yamada u. F. Egami, J.
Biochem. 40, 175 [1953].

&) J. Blom, Zbl, Bakteriol. Parasitenkunde, Infektionskrankh. Abt.
i1. 84, 60 [1931].

?) G. Endres, Liebigs Ann. Chem. 578, 109 [1935]; G. Endres u. L.
Kaufmann, ebenda 530, 184 (1937]); 535, 1 [1938].

10) J. F, Speck, J. biol. Chemistry 768, 403 (1937).

1) A, I. Virtanen u. T. Laine, Nature [London] 747, 748 (1938];
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stand1%), hatte die Fraktion damit das Oxim der Oxal-
essigsdure enthalten. Spéter ist es uns nicht mehr gelungen
entsprechende Stickstoff-Fraktionen zu isolieren. Da aber
die’ chromatographischen Verfahren heute neue Maglich-
keiten bieten, ist in unserem Laboratorium erneut die Un-
tersuchung des gebundenen Hydroxylamins in Angriff ge-
nommen worden. Zugabe von Nitrit zur geliifteten Wasser-
suspension von Torulopsis lieferte nach etwa 25 min ein
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Bild 1

Bildung von gebundenem Hydroxylamin in stark beliifteter Sus-
pension von Torulopsis-Hefe mit Nitrat als N-Nahrung. Kurven
1-3 mit ,niedrig-N-Hefe", Kurve 4 mit ,normal-N-Hefe"

Maximum an gebundenem Hydroxylamin. Der Versuch
wurde dann unterbrochen, die Hefe abzentrifugiert, in
96 proz. Alkohol suspendiert, die Fet{substanzen mit Amyl-
alkohol entfernt und die Aminosduren mit Dowex-50-Harz
beseitigt. Da der direkte papierchromatographische Nach-
weis der Hydroxylamin-Verbindungen sich als schwierig
erwies, wurde die NOH-Gruppe mit Natrium-Amalgam
zur Amino-Gruppe reduziert. Als Kontrolle diente die
gleiche Menge nichtreduzierten Extrakts. Auf diese Weise
konnten wir't) in Torulopsis-Hefe mit Nitrit als Stickstoff-
Nahrung die Bildung der Oxime von Brenztraubensiure,
x-Ketoglutarsdure, Oxalessigsidure und Glyoxylsiure nach-
weisen (Bild 2).

Bild 2
Zweidimensionales Papierchromatogramm von Torulepsis utilis-
Suspension in Nitrit-haltiger Lésung. Lésungsmittel: Butanol-
Essigsdure-Wasser und Phenol-Wasser in NH,-Atmosphire. A:
Nach Separierung der Aminoséuren und vor der Reduktion; Spuren
von Aminosduren I, 8, 16 und 17 zuriickgeblieben. B: Wie A, aber
nach der Reduktion. 1 = Gly, 2 = Ala, 8 = Ser, 16 = Asp, 17 = Glu

In der Dowex-Saule verblieben nur ca. 109, des gebun-
denen Hydroxylamins. Diese Fraktion kann z. B. die
Hydroxamsduren der Asparagin- und Glutaminsiure ent-

13) A. I. Virtanen u, T. Laine, Biochem. J. 33, 412 [1939].
) A. I. Virtanen u. N.-E. Saris, Acta Chem. Scand. 9, 337 {19551;
bzw. unpubliziert.
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halten. Die Fraktion, die nur ganz minimale Mengen ge-
bundenes Hydroxylamin enthielt, ist vorlaufig nicht niher
untersucht worden.

Auch in den Wurzeln junger Haferpflanzen, welche in
Nitrat- und Nitrit-haltiger Nahrldsung wuchsen, haben
wir14) die Bildung von Oximen der Glyoxylsdure, Brenz-
traubensiure, a-Ketoglutarsdure, Oxalessigsdure und Oxy-
brenztraubensdure festgestellt (Bild 3).

Bild 3

Zweldimenslonales Papierchromatogramm von den Wurzeln junger

Haferpfianzen, gewachsen in Nitrat- und Nitrit-haltiger Nahrldsung.

A: Nach Separierung der Aminosiuren und vor der Reduktion;
Separierung vollstindig. B: Wie A, aber nach der Reduktion

Diese Resultate gaben erstmalig ein klar umrissenes Bild
des bei der Nitrat-Reduktion in Organismen entstehenden,
sog. gebundenen Hydroxylamins. Dieé Mengenverhiltnisse
der verschiedenen Ketosdureoxime untereinander variieren
je nach der Reaktionsgeschwindigkeit der verschiedenen
Ketosduren mit Hydroxylamin und den Mengen dieser
Sauten in den Zellen. Bereits frither haben wir die Reak-
tionsgeschwindigkeit des Hydroxylamins mit den verschie-
denen Ketosduren bestimmt15) und die Reaktionsgeschwin-
digkeit mit den zentralen x-Ketosiduren der Zellen als so
hoch befunden, daB das evtl. entstehende Hydroxylamin
in den Zellen sofort mit diesen Ketosauren reagieren soll-
te. Der bindende Nachweis der Bildung von Ketosdure-
oximen stiitzt unsere friihere Hypothese von der Bildung
der Aminos3uren mit Nitrat als Stickstoff-Nahrung:
NO;~ - NOg= > > N?)H - NH;OH -» NH,+

+ + .
a-Ketosdure a-Ketosdure (Fumarsiure)

+ ¥ +

Oximinosaure Iminosiure (Asparaginsiure)

~ e
a-Aminoséure
Die Méglichkeit, da® Hydroxylamin nur ein Nebenpro-
dukt ist, ist aber nicht ohne weiteres auBer acht zu lassen,
wenn auch keine Beweise dafiir vorliegen.

NO;~ =+ NOy- - - X > NH+

¥
NH,0H
Obwohl Hydroxylamin offenbar ein Zwischenprodukt
der Nitrat-Reduktion ist, fiihrt doch der quantitativ wich-
tigste Weg zu Aminosduren wahrscheinlich iiber Am-
moniak. Darauf weist bereits die reichlichste Ansamm-
lung von ¥N in Glutaminsiure hin, wenn markiertes NH,,

NO, oder N, als Stickstoff-Nahrung fiir verschiedene Mikro- -

organismen benutzt wird!¢). Eine solche Anreicherung
wiirde jedoch auch dann stattfinden, wenn ein Teil, und
sogar ein betrachtlicher Teil der Aminosdure-Synthese
tiber Hydroxylamin verliefe, wobei neben Glutaminsdure
auf Grund der dargestellten Resultate gleichzeitig auch
andere Aminosduren gebildet wiirden. SN ist ja selbst
")—A 1. Virtanen, Suomalaisen Tiedeakademian Toimntuksia [Ann.

Acad. Scl. Fennlcae], Ser. A. 11, Chem. No. 43 52].
)y P, W. Wilson u. R. H, Burris, Ann. Rev. Microb oI 7,415[1953).
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bei der kiirzesten Versuchsdauer nicht einmal antizhernd
ausschlieBlich in der Glutaminsaure sondern in sehr erheb-
licher Menge auch in Asparaginsdure und in zahlreichen
anderen Aminosauren, mit Ausnahme der basischen
Aminosduren, zu finden. In diesem Zusammenhang ist
von besonderem Interesse die Auffassung von Nord und
Mitarbeitern1?), wonach Nitrat in Fusarium-Kulturen nur
bis zum Hydroxylamin reduziert wird und Brenztrauben-
sdure als Acceptor des Hydroxylamins fungiert. Ein
Oxim der Brenztraubensiure wurde jedoch experimentell
nicht nachgewiesen.

Die Reduktion der Oxime in den Zellen ist noch un-
geklart. Beweise fiir eine solche Reduktion sind wohl vor-
handen, z. B. stellte Maurer18) bereits in den 1920er Jah-
ren die Reduktion des Oxims der Brenztraubensidure zu
Alanin in girender Hefe fest, aber der Reduktionsverlauf
ist auch heute noch unerforscht und die reduzierenden
Enzyme sind unbekannt. Die von uns beobachtete rasche
Abnahme der Ketosidureoxime nach Erreichen des Ma-
ximums deutet zwar auf eine rasche Reduktion hin, doch
kann auch irgend eine andere Reaktion diese Abnahme des
Oxim-stickstoffs bewirken. Yamafuji'®) hat vor einigen
Jahren die enzymatische Reduktion der Ketosdureoxime
in tierischen Geweben und auch in Griinalgen untersucht,
und die entspr. Enzyme als ,,Oximasen“ bezeichnet, doch
ist unsere Kenntnis iiber die Reduktion und die Natur
dieser Enzyme dadurch nicht wesentlich bereichert wor-
den. Falls es sich zeigen 14Bt, daB die Nitrat-assimilieren-
den Organismen nicht allgemein die Oxime der «-Keto-
sduren reduzieren, so sind wahrscheinlich die gefundenen
Oxime nicht als intermediire Produkte der Nitrat-Assimi-
lation anzusehen, sondern nur als in sehr kleinen Mengen
entstehende Nebenprodukte.

Ganz kiirzlich haben Silver und McElroy®) sehr interes-
sante Ergebnisse iber die Reduktion von Nitrat und Nitrit
bei Neurospora-Mutanten verdffentlicht. Da Pyridoxin
in irgendeiner Weise mit der Nitrit-Reduktion verkniipft
zu sein scheint, vermuten sie, daB Hydroxylamin, welches
als Reduktionsprodukt des Nitrits entsteht, mit Pyridoxal-
phosphat ein Oxim bildet. Dieses wiirde zu Pyridoxamin-
phosphat reduziert, welches dann mit einer Ketosdure un-
ter Bildung der entsprechenden Aminosdure transaminiert.

NOy- -+ NO;- - -+ NH,0H

- Pyridoxal- Aminoséure
,u_ phosphat .
Pyridoxaloxim-
phosphat

L—w—-- Pyridoxamin- L _——— Ketosaure
phosphat

Unsere Befunde zeigen jedoch, daB Hydroxylamin mit
a-Ketosiuren direkt reagiert. Ob Hydroxylamin auch
mit Pyridoxalphosphat ein Oxim bildet und ob eine Bildung
der Aminosduren in oben dargesteliter Weise stattfindet,
ist nicht experimentell beW|esen Die Hypothese ist aber
sehr beachtenswert.

Die Moglichkeit, daB die Biosynthese der Aminosauren
auch iiber Ketosdureoxime verlaufen kann, fiithrt zu der
Frage, wieso zwischen den verschiedenen Aminosduren in
der Zelle ein harmonisches Verhiltnis herrscht, wenn die
ohne enzymatische Kontrolle vor sich gehende Bildung
von Oximen zur Entstehung der Aminoséuren filhrt. Die
Transaminierungsreaktion??) hat sich nun als méich-

7y J. C. Wmh u. F. F. Nord, Arch. Biochemistry 7, 143 [1942];
. F. Nord u. R. Mull, Advances ln Enzymol 5, 165[ 945].
) K. Maurer, Biochem. Z. 189, 216 1&
) K. Yamafujl Nature [Londog 67 770 [1951); K. Yamafuji u.
. H. Omura Enzymologla 15, 296 [1 1952
0 A.
[1937].

. Braunstein u. M. G. szmann, Nature [London] 740, 503
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tiger Faktor beziiglich der Regelung der Mengenverhilt-
nisse der verschiedenen Aminosauren und Ketosduren un-
tereinander herausgestellt. Sie macht auch die Beteiligung
solcher Aminosduren am Stickstoff-Stoffwechsel maoglich,
die nicht zu den allgemein in den Zellen vorkommenden
Stickstoff-Verbindungen gehiéren. Der mehrjihrige Disput
iiber die Frage, ob sich die Transaminierung lediglich auf
einige wenige Amino- bzw. Ketosduren beschrankt oder
ob ihr eine ausgedehntere Bedeutung zukommt, hat ins-
besondere nach Einfiihrung der Papierchromatographie
eine geradezu iiberraschende Losung gefunden. Die Reak-
tion hat sich als dermafien allgemein erwiesen, daB sich ihr
Wirkungsbereich sogar iiber die «-Aminosiduren hinaus er-
streckt. Z. B. hat man festgestellt, daB sich g-Alanin und
y-Aminobuttersiure an der Transaminierung beteiligen21.22)
AuBer der Transaminierung sind die oxydative Desaminie-
rung und die Decarboxylierung der Aminodicarbonsauren
Reaktionen, welche die Verhiltnisse der Aminosauren un-
tereinander beeinflussen.

Neue Ketosiuren aus Pflanzen

Das Ermessen der Bedeutung der Transaminierung im
Stickstoff-Stoffwechsel der Zellen ist durch den Umstand er-
schwert worden, daB es bis in allerletzte Zeit nicht bekannt
war, ob in den Organismen die den verschiedenen Amino-
sauren entsprechenden Ketosauren vorhanden sind. Nur
die zentralen Ketosauren: Brenztraubensaure, Oxalessig-
saure und o-Ketoglutarsdure waren im tierischen Organis-
mus gefunden worden. Thr Nachweis in griinen Pflanzen
gelang in unserem Laboratorium gegen Ende der 1930er
Jahre23). Erst die chromatographische und speziell die
papierchromatographische Methodik hat zur Entdeckung
zahlreicher anderer Ketosauren gefiihrt. Die Versuche,
diese Sauren auf dem Papierchromatogramm in Form ihrer
Dinitrophenylhydrazone zu identifizieren, bestdtigten zu-
ndchst lediglich das Vorhandensein der erwihnten zentra-
len Ketosduren in Pflanzen?!). Neue Ketosduren wurden
aber vor allem deshalb nicht gefunden, weil die Hydrazone
ein und derselben Ketosdure zwei 1somere und entsprechend
zwei Flecken bilden, was die Feststellung mehrerer Keto-
sduren gleichzeitig erschwert. Erst nachdem man dazu
iiberging, die Ketosdurehydrazone zu den entsprechenden
Aminosiuren zu reduzieren und sie selbst papierchroma-
tographisch zu identifizieren, gelangen Nachweis und Iden-
tifizierung zahlreicher neuer Ketosduren. Tafel?s) wies
bereits 1886 nach, daB die Hydrazone mit Natriumamalgam
zu ihrer Aminosaure reduziert werden, doch hat man erst
etwa wihrend der beiden letzten Jahre begonnen dieses
Prinzip auf die ldentifizierung der Ketosduren in biologi-
scher Materie anzuwenden. Wir haben die Dinitrophenyl-
hydrazone mit Zinn und Salzsdure reduziert?) und in ver-
schiedenen Pflanzen bisher auler der regeima8ig darin vor-
handenen Brenztraubensaure, Oxalessigsdure, a«-Keto-
glutarsidure und Glyoxylsdure folgende neue Ketosiu-
ren?®) nachweisen konnen (entspr. Aminosauren):

a-Ketoadipinsdure
HOOC-CH,;-CH,CH,*CO-COOH?®)

a-Ketopimelinsdure

HOOC:CHy"CHy CH,*CH,-CO-COOHY)

a) Keimende Erbsensaat. b) Asplenium septentrionale.

(Aminoadiplnsaure)

(Aminopimelinsaure)
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385 [1953].
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A. I, Virtanen, A, A. Arhimo, J. Sundman u. L. Jdnnes, ). ma-
kromolekulare Chem. 762, 716 [1943].

)y A. 1 Virtanen, J. K. Mieltinen u. H. Kunttu, Acta chem. Scand.
7, 38 [1953].

1) J. Tafel, Ber. dtsch. chem. Ges. 79, 2415 [1886].

%) M. Alfthan u. A. I. Virtanen, Acta chem. Scand. 9, 186 [1955].

27) A, I. Virtanen u. M. Alfthan, ebenda 8, 1720[1954]; 9, 188[1955].
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y-Oxy-a-ketopimelinsaure
HOOC-CH,-CH,"CHOH-CH,-CO-COOHY) (Oxyaminopimelinsiure)
Lacton der y-Oxy-a-ketopimelinsdure

OC{H,-CH}-CHCH,~CO-C00HD) (Lacton der Oxyamino-

pimelinsaure)
N
o]

Oxybrenztraubensaure

HOH,C-CO-COOHY) (Serin)
B-Oxy-x-ketobuttersiure

H,C-:CHOH-CO-COOH¢®) (Threonin)
v-Oxy-a-ketobuttersiure

HOH,C-CH,-CO-COOH¢®) (Homoserin)

y-Methyl-a-ketoglutarsdure
HOOC-CHCH,-CH,CO-COQHY)

v-Oxy-y-methyl-a-ketoglutarsiure
HOOC-C(CH,) (OH)-CH,-CO-COOQH1)

v-Oxy-a-ketoglutarsaure
HOOC-CHOH-CH,-CO:COOH®)

(Methylglutaminséure)

(Oxymethylglutamin-
sdure)

(Oxyglutaminsaure)
b) Asplenium septenirionate

c) Preiflelbeere.

d) Phyllitis scotopendrium.

e) Entsteht bei der Transaminierung von y-Oxyglutaminsiure mit
a-Ketoglutarsaure (Homogenat von Phlox als Enzymmaterial).

Ferner sind in unserem Laboratorium zwei Ketosauren
in pflanzlichem Material festgestellt worden, die vorliufig
nicht identifiziert werden konnten. Dije meisten dieser
neuen Ketosduren sind in denselben Pflanzen zu finden
in denen auch die entsprechenden Aminosduren vor-
kommen (s. unten). Towers und Steward?®®), Fowden und
Webb?8) haben der interessanten y-Methylen-glutamin-
saure entsprechende y-Methylen-a-ketoglutarsiure in Tu-
lipa bzw. Arachis identifiziert. Towers, Thompson und
Steward3®s) konnten auch die Ketosaure, welche Valin ent-
spricht, in griinen Pflanzen finden. Sfeward hat mit seinen
Mitarbeitern wertvolle Pionierarbeiten beziiglich des Vor-
kommens von Amino- und Ketosauren in griinen Pflanzen
ausgefiihrt.

Auf Grund dieser Befunde ist es offenbar, daB in den
Pflanzen eine grofie Anzahl a-Ketosauren, welche verschie-
denen Aminosduren entsprechen, vorhanden sind. Damit
ist die experimentelle Begriindung der Annahme gewon-
nen, daB die verschiedenen Aminosduren in Organismen
durch Transaminierung aus den entsprechenden Keto-
sduren entstehen kénnen. Sofern die Ketosdure ,,primar*,
d. h, auf anderem Wege als aus der entsprechenden Amino-
siure entstanden ist, wird die Ergriindung ihres Bildungs-
mechanismus zugleich Klarheit iiber die Biosynthese der
Aminosdure ergeben. Selbstverstindlich ist es mdoglich,
daB eine Ketosdure ausschlieBlich aus der entsprechenden
Aminosdure durch Transaminierung oder Desaminierung
entsteht. In diesem Fall ist die Ketosaure ein ,sekundares*
Produkt, dessen Anwesenheit keinerlei AufschluB iiber die
»primare Synthese der betr. Aminosaure liefert, obwohl
sich auch in diesem Fall die Aminosaure wieder aus der
Ketosaure bilden kann, wenn sich die Konzentrationsver-
héltnisse in einer fiir die Aminosaure-Synthese giinstigen
Richtung verschieben (Bild 4). Die Gleichgewichtsbe-
ziehungen zwischen den zahlreichen verschiedenen Keto-
und Aminosiuren in den Zellen sind auBerordentlich
kompliziert, da sie in entscheidender Weise von der jewei-
ligen Konzentration dieser Saduren und von der Aktivitat
der verschiedenen Transaminasen abhdngen. Auf die Kon-
zentration der Proteinaminosduren ist die Proteinsynthese
von starkem EinfluB, auf die der Nicht-Proteinaminosiu-
ren wiederum deren Verbrauch zu anderen Reaktionen,
zur Desaminierung und, wenn es sich um Dicarbonsduren
handelt, zur Decarboxylierung. Auf alle Falle hat der
) G. H, N. Towers u. F. C. Steward, ). Amer. chem. Soc. 76, 1959

[1954]; L. Fowden u. J. A. Webb, Biochem. J. 59, 228 [1955]).

3y G. H. N. Towers, J. F. Thompson u. F. C. Steward, ). Amer.
chem. Soc. 76, 2392 [1954].
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a-Ketosduren

Amide von x-Aminosauren

Nachweis zahlreicher neuer Ketosduren in Pflanzen neue
Perspektiven sowohl in Bezug auf den Kohlenstoff- als
auf den Stickstoff-Stoffwechsel ertffnet.

Versch, C-Verbindungen

Aldehyde +
Kohlenhydrate, Fette

a-Oxysiuren a-Ketosiduren

$NJIKd ‘suoqIedLL ],

<
<

Carboxylierung Transaminierung
———————5 a-Ketosiuren «— ——

a-Aminosauren

Bild 4
Wege zur Synthese von a-Ketosduren

Neue Aminosiuren aus Pflanzen

Neue Aminosauren sind innerhalb einiger letztver-
gangener Jahre besonders in griinen Pflanzen in iiberra-
schender Anzahl gefunden worden. Zumeist sind es Nicht-
Proteinaminosiauren, doch sind auch einige in Proteinen
anzutreffende darunter. Insbesondere in héheren Pflanzen
trifft man unbekannte freie Aminosduren und zugleich oft
die entsprechenden Ketosiuren unerwartet in den verschie-
densten Familien und Arten.

Da in unserem Laboratorium im Verlaufe einiger Jahre etwa
zehn neue Aminosiuren gefunden, isoliert und strukturell aufge-
klart worden sind, sei das angewandte Verfahren kurz umrissen.
Zur Isolierung der freien Aminosduren wird das Pflanzenma-
terial homogenisiert und mit ?0proz.

a-Aminosiuren

kundéren Aminosiduren zuriickblieben. Dieses Verfahren hat sich
beim Isolieren sekundirer Aminosiduren auficrordentlich gut be-
wihrt,

Wenn neue Amino-dicarbonsiuren von den iiblichen zu
trennen sind, gelingt die Fraktionierung mit einem Ionenaus-
tausehharzes oft nicht. Man muB sich dann mit verschiedenen
Mitteln behelfen. Die y-Oxyglutaminsiure®®) konnte aus Phloz
decussata durch Auftrennen der die sauren Aminosduren enthal-
tendon Fraktion in der Cellulose-S&ule rein isoliert werden. Dic
a-Aminopimelinsiure33: 34}, von der wir sehr geringe Mengen in
zwei so weit verschiedenen Pflanzen wie in dem kleinen Felsen-
farn Asplenium seplenirionale und in den Samen des Johannes-
Brotbaumes, Cerafonia siligua, gefunden haben, konnte rein iso-
liert werden durch Ausschneiden der betretfenden Stelle des ein-
dimensionalen, mit Ninhydrin nicht behandelten Papierchromato-
gramms und Extrahieren des Papierstreifens mit Wasser. Die
Isolierung der y-Oxy-«-aminopimelinsdure durch Virtanen, Uk-
sila und Matikkala®s) erforderte eine besondere Methode. Diese
in Asplenium-Arten vorkommende Amino-dicarbonsdure ist die
einzige bisher bekannte Aminosiure, deren Lacton auch in der
Pflanze vorhanden ist. Die Siure wurde zuerst mit den anderen
Amino-dicarbonséuren von den neutralen und basischen Amino-
sduren mittels Amberlite-IR 120 befreit, die Fraktion der saurcn
Amingsauren mit Salzsiure erhitzt, wobei die v-Oxysaure ganz-
lich in das Laoton iberging und das neutrale Lacton dann von
den sauren Aminosduren in der Amberlite IR-4B-Siiule getrennt.
Das reine Lacton konnte durch Erhitzen in Natriumecarbonat-La-
sung in die entsprechende Amino-dicarbonsiure iibergefiihrt wer-
den.

Die Strukturbestimmungen der Aminosduren kdnnen in
diesem Zusammenhang nicht ausfiithriich behandeit werden. Es
sei auf unsere einschldagigen Verdffentlichungen verwiesen. Moist
konnen im Laboratorium nur sehr geringe Mengen der Amino- und
Ketosauren isoliert werden, oft nur einige Milligramm. Die sehr
empfindlichen papierchromatographischen Mikromethoden und
oftmals auch enzymatische Mcethoden sind deshalb fir die Struk-
turbestimmungen von hohem Wert. Als Beispiel sei unsere Struk-
turbestimmung der y-Oxyglutaminsiure genannt3% 7). Durch
Reduktion mit Jodwasserstoff und rotem Phosphor wurde zuerst
papierchromatographiseh die Bildung von Glutaminsiure be-
wiescn. Um die Stellung der Hydroxyl-Gruppe festzulegen, haben
wir dann die unbekannte Oxyglutaminsiure mit E. coli decarboxy-
liert. Als Produkt der Decarboxylierung konnte papierchromato-
graphisch y-Amino-a-oxybuttersiure identifiziert werden. Ihre
Oxydation mit Kaliumpermanganat in saurer Ldsung ergab (-
Alanin, welchos auch papierchromatographisch identifiziert wurde.
Die Struktur des Decarboxylierungsproduktes war somit sicher-
gostellt. Mit sehr kleinen Substanzmengen gelang so die Struk-
turbestimmung der y-Oxyglutaminséure.

Alkohol extrahiert. AuBer den Amino- COOH COOH COOH ) \(N\“O‘ COOH
suren gehen dapei zahlreiche am%ere CH, (l:HOH éHOH oxye: it (l:H,
organische Verbindungen und Mine- | Red. mit HJ | Enzym. Decarboxyl. (l: (l:
ralsalze in Losung. Um die Amino- CHy, «————— CHy ————————5 CH, Reg HyNH,
siuren vom groften Tei.l di?ser Stoffe (":HNH, (!:HNH, (l:H‘NH, *ni e B-Alanin
abzutrennen, lassen wir die Ldsung ! B J % P coon
durech Amberlite IR 120-Sd@ule rin- COOH COOH -

nen. Die in der Siule verbliebenen  Glutamin- Neue Aminosdure y-Amino-a-oxy- H,
Aminosauren und iberdies eine ge- sdure ““sllﬁ'gx‘:"l‘ngoxy' buttersdure - |

wisse Menge niedermolekularer Pep- & ure ('|:H,

tide werden mit 1 n Ammoniak eluiert. Hiernach stellen wir CH,NH,
von der Ldsung ein zweidimensionales Papierchromatogramm her, ~ Die bisher von uns isolierten neuen y-Amino-
wobei meist als Losungsmittel die Gemische Butanol-Essigsiure- Aminosduren sind folgende: buttersaure

Wasser und Phenol-Wasser in NH;-Atmosphire benutzt werden.
Wird in dem Chromatogramm nach Ninhydrin-Behandlung irgend-
ein unbekannter Fleck gefunden, so wird zuerst gepriift, ob er
leicht oder schwer durch S&ure hydrolysiert wird und ob er bei
der Papierelektrophorese sauer, neutral oder basisch reagiert. Han-
delt es sich um eine neutrale Aminosiure, so trennen wir mit einem
geeigneten Ionenaustauschharz, z. B. in der Amberlite IR-4B-
Saule, die sauren Aminosiuren ab und fraktionieren dann nach
Stein und Moor in der Dowex-50-Saule die in der Lasung verblie-
benen Aminost#uren. Mit dieser Methode sind von Miettinen, Kari,
Moisio, Alfthan und Virlanen®®) r-Homoserin und von Virianen
und Kari29.31) die 4- und 5-Oxypiperidin-2-carboxylsauren rein
isoliert worden. Die Isolierung der beiden letzteren in reinem Zu-
stand gelang auch dann, wenn sie beide in der gleichen Pflanze
(Acacia pentadena) vorkamen. Die Isolierungen wurden dadurch
bedeutend erleichtert, daf man die a-Aminosguren mit Stickstoff-
oxyden zuerst desaminieren konnte, so daB nur die stabilen, se-

Homoserin®)
HOH,C-CH,*CHNH,COOH?®)
y-Methylqutaminsaureb)
HOOC-CHCH,*CHy*CHNH,-COOH?%)
v-Oxyglutaminsaure®)
HOOC-CHOH-CH;"CHNH,"COOH?3* )
y-Methyl-y-oxyglutaminsdured)
HOOC-C(OH) (CH,)-CH,-CHNH,-COOH)?" 3¢)

a) ZuerstinErbsenpflanzen (Pisum),danninvielenanderen Pflanzen.

b) In Phyllitis scelopendrium-Farn,

c) In Phlox decussata. .

d) In Phyllitis scolopendrium (von Steward aus Adiantum-Farn iso-
liert und als der Erste mit synthetischer y-Methyl-y-oxyglutamin-
saure identifiziert ; briefliche Mitteilung, 23, Febr. 1955).

3) A, ]. Virtanen u. P. K. Hietala, ebenda 9, 175 [1955].
33) A, ], Virtanen u. A.-M. Berg, ebenda 8, 1085 [1954).
34) A.-M. Berg u. A. I. Virtanen, Acta chem. Scand. 8, 1725 [1954].
85) A, 1. Virtanen, E. Uksila u. E. J. Matikkala, ebenda 8, 1091

1954].

36) [A I.]Virmnen u. P. K. Hietala, ebenda 9, 549 [1955].

87) A, I. Virtanen u. A.-M. Berg, ebenda 9, 553 [1955],

38) N. Grobbelaar, J. K. Pollard u. F. C. Steward, Nature [London]
175, 703 [1955].

29) é K. Miettinen, S. Karl, T. Moisio, M. Alfthan u. A, I. Virtanen,
uomen Kemistilehti B 26, 26 [1953]. :

30y A ], Virtanen u. S. Kari, Acta chem. Scand. 9, 170 [1955].

3) A, I, Virtanen u, S. Kari, ebenda 8, 1290 [1954].
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a-Aminopimelinsiuree)
HOOC-CH,'CH;-CH;:CH,*CHNH,-COOH?3 ¥4)
v-Oxy-a-aminopimelinsiuret)
HOOC-CH,CHy'CHOH-CH,:CHNH,-COOH%)
Lacton der y-Oxy-a-aminopimelinsaure8)
OC-CHy*'CH,CH-CH,*CHNH,-COOH?")

e

y-Amino-z-oxybuttersiurel)
H,NH,C:CH,CHOH-COOH%)

HOH , H,

H,” \H, HOH/ "\ H,

H,. JH-COOH H,  H-COOH
N N
H H

4-Oxypiperidln-2-carbonsiurei) 5-Oxypiperidin-2-carbonsdurek)

e) In Asplenium septentrionale.
t) In Asplenium septentrionale und in anderen Asplenium-Arten.
g) Wie f).

h) Enzymatisches Decarboxylierungsprodukt (E. coli) der y-Oxy-
%’Iﬁtaminsaure; wahrscheinlich in Mikroorganismen und héheren
anzen,

i) In Acacla-Arten, in Aibizzia lophantha.
k) In Acacia-Arten, in Rhapis flabelliformis.

Alle anderen auBer der y-Oxygiutaminsiure und dem
Homoserin (s. unten) sind wenigstens vorldufig nur als
freie Aminosiuren in Pflanzen angetroffen worden. Die y-
Oxyglutaminséure findet sich in Phlex sowohl frei als auch
im Proteinanteil. Es ist nicht unmdglich, daB irgendeine
andere bis auf weiteres nur frei angetroffene Aminosaure
in einem Protein gefunden werden kdnnte. Falls sie in
einem in der Pflanze in geringer Menge vorkommenden
Protein auftritt, so ist ihr Nachweis im Proteinteil schwierig.

Von den neuen Aminosduren sind die meisten friiher nie
in Pflanzen oder Tierorganismen gefunden worden. Nur
das Vorkommen von Homoserin wurde von Fling und Ho-
rowilz%2) in einer Neurospora-Mutante bewiesen. Das Ho-
moserin konnte jedoch bei dieser Arbeit nicht rein isoliert
werden.

Die Lage der Flecke unserer neuen Aminosduren im
zweidimensionalen Papierchromatogramm zeigt Bild 5.

Bild 5

Zweldimensionales Papierchromatogramm der neuen Aminosiuren.
Zur Orientierung sind mehrere frither bekannte Aminosiuren der
Aminoséure-Mischung zugesetzt worden. Ldsungsmittel: Butanol-
Essi_gsaure:Wasser (63:27:10) und Phenol-Wasser in NH,-Atmo-
sphire. 2 = Ala, 11 = Pro., 14 = Arg., 16 = Asp., 17 = Glu,, 24 =

lu.-NH,, 25 = Asp.-NH,, 51 = Homoserin, 60 = Pipecolséure,
. 71 = a-Aminopimelinséiure, 75 % 5-Oxypipecolsdure, 77 = r-Methyl-

glutaminsdure, 79 = v-Methylenglutaminsdure, 82 = v-Oxy-a-amino-
pimelinsiure, 84 = y-Oxyglutaminsiaure, 85 = 4-Oxypipecolsaure,
86 = a-Oxy-y-aminobuttersiure, 88 == a-Aminosaure isollert aus
PreiBelbeeren; Struktur noch nicht sichergestellt. y-Methyl-y-
oxyglutaminsdure fehlt im Chromatogramm, sie liegt zwischen

16 und 173%7)

Die Ubersicht deutet bereits an, welche unerwartete
Menge neuer Aminosauren in der Pflanzenwelt insgesamt
vorhanden sein muB. Wenn wir nur einige Aminosaure-
Gruppen unter Beriicksichtigung der durch andere For-

38) M. Fling w. N. H. Horowitz, ]. biol. Chemistry 790, 277 {1951].

386

scher gefundenen neuen Aminosiduren n3her betrachten,
erhalten wir ein anschauliches Bild von diesem Sachverhalt.

Monoamino-dicarbonsuren (Saure Aminoséuren)

COOH COOH
i
COOH CH, CHOH
CH, CH, CH,
! i i
CHNH, CHNH, CHNH,;
| .
COOH COOH COOH
Asparagin- Glutamin- v-Oxy-glutamin-
sdure Plisson sdure Ritt- sdure Virtanen u.
1826 Piria 1848 hausen 1866 Hietala®®)1955
COOH COOH COOH
H.CJ:H H,CCOH C=CH,
CH, CH, CH,
CHNH, CHNH, cIHNH,
|
COOH COOH COOH
v-Methyl-glut- v-Methyl- v-Methylen-
aminsiure v-oxyglutamin- glutaminsiure
Virtanen sdureStewardu. Done u.
u. Berg??) 1955 Mitarb.?8) 1955 Fowden?®) 1951
Virtanen u.
Berg?') 1955
COOH
COOH ([:OOH CH,
! i
(I:H, CH, CH,
CH, CHOH CH,
|
CH, CH, tI:H,
|
CHNH, CHNH, (IZHNH,
| i
COOH COOH COOH
a-Amino-adi- Oxy-amino- a-Amino-
pinsdure Bou- adipinsdure pimelinsdure
langer u. Blass u. Mache- Virtanen u.

Biserte4°) 1951
(in Harn). Berg

boef4t) 1945
(in Bakterien)

Berg®®) 1954

u. Mitarb.41)
(in Ptlanzen)

COOH . CO
CH, | CH,
| .
CH, o <|:H,
CHOH L. CH
CH, CH,
| -
CHNH, CHNH,
COOH COOH
v-Oxy- Lacton der
a-amino- v-Oxy-
pimelinséure a-amino-
Virtanen, pimelinsiure
Uksila u. Ma- Virtanen,
tikkaia®®) 1954 Uksila u. Ma-
tikkala®®) 1954

Neben die ,,Grundaminosiduren“ Asparagin- und Glut-
aminsiure sind somit in diesem Jahrzehnt acht bzw. neun
neue Amino-dicarbonsiduren getreten. Von diesen kommen
wenigstens y-Oxyglutaminsdure und a-Aminoadipinsiure
sowohl frei als auch in Proteinen vor.

In den Lehrbiichern der Chemie wird noeh oft als Protein-
aininosiure (-Oxyglutaminsiure erwihnt. Der Befund dieser
Aminosdure vor mehr als 30 Jahren (Dakin) hat sich spiter nicht
bestdtigen lassen. Das Originalpriparat hat sich vielmehr als eine
Mischung von iiblichen Amineséuren, hauptssehlich von Glutamin-
und Asparaginsiure, erwiesent),

3) J. Done u. L. Fowden, Biochem. J. /9, Proc. XX [1951}; 51,
451;1952]. ) )
) P. Boulanger u. G. Biserte, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 232,
1451 [1951].
i A.-M[. Berg, 8. Kari, M. Alfthan u. A, 1. Virtanen, Acta chem.
Scand. 8, 358 [1954)]. .
42) é’ Blass u. M. Macheboef, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 227,
13 [1945); Helv. chim. Acta 29, 1315 [1945].
43) E. Work,Nature [London] 765, 74 [1950].
) E. Work u. D. L. Dewey, J. gen. Microbiol. ¥, 394 [1953]; Proc.
6 Int. Congr. Microbiol. Roma 1953.
%) C. E. Dent u. D. J. Fowler, Biochem. ]J. 56, 54 [1954],

40
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Betrachtet man die Strukturen der neuen Glutamin-
sdure-Derivate, so ist es interessant festzustellen, daB bei
den bisher in der Natur gefundenen Derivaten die verschie-
denen Substituenten, die Hydroxyl-, Methyl- und Méthylen-
Gruppen, stets mit dem y-Kohlenstoffatom verbunden sind.
Dies kann mit der Bildungsweise dieser Aminosiuren zu-
sammenhingen, iiber die jedoch noch keine experimentellen
Angaben vorliegen. Insofern keine §-Derivate der Glut-
aminsdure in der Natur vorhanden sind, wiren von der
Glutaminsiure bereits praktisch alle mdglichen Hydroxyl-,
Methyl- oder Methylen-Derivate bekannt. y-Derivate an-
derer Art sind dagegen mdglich. Von der «-Aminoadipin-
sdure ist nur ein Oxy-Derivat von unbekannter Konstitu-
tion bekannt, weil die Stellung sowohl der Hydroxyl- als
der Amino-Gruppe der Oxyaminoadipinsdure von Blass
und Macheboef#t) nicht sichergestellt ist. Im Harn der
Kuh haben wir regelmaBig «a-Aminoadipinsdure gefunden,
.zum Teil auch in gebundener Form. Ob es sich hierbei um
Peptide oder Verbindungen mit Kohlehydraten handelt, ist
nicht ndher untersucht worden. Es ist mdglich, da8 die in
Kuhharn gefundene xz-Aminoadipinsdure aus dem Futter

stammt, da diese Aminosiure ziemlich allgemein in grilnen’

Pflanzen verbreitet ist¢l). Von den Derivaten der o-
Aminopimelinsiure sind vorliufig nur das beschriebene y-
Hydroxy-Derivat und dessen Lacton bekannt. Es ist aber
anzunehmen, daB in biologischem Material noch weitere
Derivate entdeckt werden. Eine Kette mit mehr als sieben
Kohlenstoffatomen ist bisher in den Aminos3uren nicht ge-
funden worden. Es bleibt zu erwihnen, daB Work #)in den
Proteinen zahlreicher Bakterien die neutrale -, e-Diamino-
pimelinsdure gefunden hat, und daB Woolley, Schaffner und
Braun*) in einem Bakterien-toxin das B-Oxyderivat dieser
Saure ermittelten.

Decarboxylierungsprodukte der Aminodicarbon-
_ sduren

Aus Asparaginsaure, Glutaminsaure und einigen in Pflan-
zen gefundenen y-Derivaten der letzteren wird durch Ein-
wirkung spezifischer -Aminos3ure-Decarboxylasen die «-
Carboxyl-Gruppe als Kohlendioxyd abgespalten. Folgende
Decarboxylierungsprodukte der in der Natur vorkommen-
den Aminodicarbonsduren sind bekannt:

) (I:H.NH, CHyNH,
CH,NH, CH, =CH,
3
lH, CH, |H,
COO»H éOOH COOH
B-Alanin aus y-Aminobut- vy-Amino-
Asparaginsdure tersfiure aus B~ Methylen-
irtanen u. Glutaminséiure buttersdure aus
Laine*?) 1936 Okunuki*®) 1937 v-Methylen-
(Rhizobium leg.) (Pflanzen) glutaminsiiure
Fowden u,
Dor;f‘;? 1953
(Tulipa
CH,NH, Pa)
. H,
CHyNH, |
i CH,
CH, |
i CH,
CHOH |
I CHNH,
COOH
COOH

y-Amino-a-Oxy-
buttersdure aus

Lysin

v-Oxyglut- aus Diamino-
aminsaure pimelinséure
Virtanen u. Dewey u

Hiefala“) 1955
(E, coll)

198, 807 [19!

7y A 1. Vlrmnm u. T. Laine, Suomen Kemistilehti B 70, 2 [1937];

18) K kunuki, Bot, Mag.

Enzymologia (Den Haaj 3 266 [1937).
4) L. Fowden u. G. Done

okyo 51, 2 0[l 37).
ature London] 171, 1068[1953]
4a) D. L. Dewey u. E. Work ebenda 769, 533 [1952].

Work®e) 1052
(Bakterien)

) D W. Woolie; G. Schaffner u. A. C. Braun, J. biol. Chemistry
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Es ist jedoch garnicht sicher, daB z. B. g-Alanin und y-
Aminobuttersiure, welche allgemein als freie Aminosiuren
in Pflanzen und Mikroorganismen vorkommen, stets durch
Decarboxylierung entstanden sind. Auch andere Ent-
stehungsmdglichkeiten sind hier denkbar. Die Amino-
sdure-Decarboxylasen sind in bedeutendem Ausma8 spe-
zifisch. Z. B. wird y-Oxyglutaminsdure nicht durch Ein-
wirkung eines Homogenats von Phlox, wo sie gefunden
wurde, decarboxyllert, obgleich dieses Homogenat die
Glutaminsaure decarboxyliert. y-Oxyglutaminsiure konnte
bisher mit E. Coli decarboxyliert werden.

Plperidin- und Pyrrolidin-Derivate

Diese Gruppe von Aminosauren ist in den letzten jahren
um eine Anzahl neuer Sduren bereichert worden. Zumin-
dest die folgenden Sauren sind bekannt:

Piperidin-carbonséiuren

H,; H, HOH
HyY “H, HOH/ \H, Hy
H:k)H—COOH H,\ H—COOH H,\/H —COOH
N N
H
Piperidin-2-car- 5-Oxypiperidin- 4-0xy iperidin-
bonsdure 2-carbonsdure Vir- 2-carbonséiure
(Pipecolsdure) Virtanen u.

tanen u. Kari®')
1954

Morrison®°) 1952 Kari®®) 1955

Zacharius,
Thompson u.
Steward®') 1952
H H H
H” \H, Hy"N—cooH Hy"M_CcOOH
Hy\ /H-COOH H,\ /iH, H,\ /H,
N N N
H H |
CH,
4,5-Dehydro- 3,4-Dehydro- N-Methyl-gu-
pl ecolsdure piperidin-3-car- vasin (Area-
( aiklaln) bons#iure kaidin) Wohl!

King, King

g, (Guvacin) Freu-
Warwick®) 1950

u, Johnson®s)
denberg®?®) 1918 1907
Pyrrolidin-carbonséuren
Hq— IH‘ HOH, H,C—H[——EH,
H,\/'H—COOH Hy H-COOH H,\/H—COOH
A H H

Prolin Fischer v-Oxyprolin v-Methylprolin
1901 Fischer 1902 Hulme u. Arthing-
ton®%) 1954
H.C—HOI—

'\/
H

v-Methyl-y-oxy-
prolin Urbach®) 1955
. ~u2ae  Hulme u. Steward®?) . =
P - T 1955
e - iy

'H-COOH

f— T e

mtan n -rws W’v -
Plpecolsaure entsteht nach Schweet und Mitarbeiterns®)
aus Lysin folgendermaBen:

CH,NH, CH,NH, cl:__H,
CHy H, CH, - cn,
—> -—> —> sc(\F H
CH 2 cH 2 CH, LN e \/CH COOH
CH, CH, CH, .=
CHNH, CoO ¢ Plpecolsﬁure
: 1
COOH tooH COOH
1-Lysin a-Keto-e-ami- Dehydropipecol-
nocapronséure sdure
IO) R J

Morrison, Blochem 1! 50, Proc. X1V [1952].

81y R.'M., Zaccharlus gl hom son u. F. C. Steward, J. Amer.
chem. Soc. 74 294 1952], 1961 [1954].

’%) F, E, King, T. ng u. A, J Warwick, J. Amer. chem. Soc.
72, 3590 [1950].

3) K. Freudenberg Ber. dtsch. chem. Ges. 57, 976 [1918].

lu) A. Wohl u. A. Johnson, ebenda 40, 4712[19 7].

53) A, C. Hulme u. W. Arlhlngton Nature[London] 173, 588 {1954];
C. Hulme, ebenda 774, 1055 [1954].
E. Urbach, ebenda 175, 170 [1955].
C. Hulmeu F.C. Sreward ebenda 775, 171 [1955].

S Schweet, J. T. Holden u. P. H. Lowy, J. biol. Chemistry

517[1954]
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") R,
211
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4- und 5-Oxypipecolsiure entstehen wahrscheinlich ent-
sprechend aus y- bzw. 3-Oxylysin3¢. 3),

Andere Befunde beziiglich der freien Aminosiduren
und deren Derivate

Bei den Untersuchungen von Virtanen und Kari iiber
die freien Aminosauren des Bliitenstaubs, speziell dem leich-
ten Bliitenstaub von Windbliitlern, wurden im Bliiten-
staub im allgemeinen viel mehr Piperidin- und Pyrrolidin-
carbonsduren angetroffen als in anderen Teilen der ent-
sprechenden Pflanzen. Die Menge des freien Prolins ist im
allgemeinen sehr hoch und Oxyprolin und Pipecolsiure,
die in den Blattern der untersuchten Pflanzen (Alnus, Be-
tula, Corylus, Salix, Secale, Quercus) garnicht vorgefunden
wurden, waren zumeist im Bliitenstaub anzutreffen. Es
hat den Anschein, als ob sich bei der Bildung des Bliiten-
staubs, bei dem sich zugleich ein Trocknungsproze8 voll-
zieht (Trockensubstanzgehalt des Bliitenstaubs ~ 909%),
aus Glutaminsiure Prolin und aus Lysin Pipecolsdure
bilde. Die umgekehrte Reaktion wird méglich, wenn das
Bliitenstaubteilchen nach dem Auftreffen auf die Narbe
des Bliitenstempels Wasser aufnimmt.

AuBer den bisher erwdhnten Aminosduren sind auch
in anderen Aminosiure-Gruppen neue Entdeckungen ge-
macht worden. Von den neuen Schwefel-haltigen Amino-
sduren ist das aus Kohl isolierte Methyl-sulfonium-Derivat
des Methionins zu erwadhnen (McRorie und Mitarbeiters?)),
sowie das von Sfoll und Seebeck®®) aus Knoblauch bereits
1947 isolierte und charakterisierte Alliin, das durch Ein-
wirkung der Alliinase desaminiert wird, wobei u. a. Brenz-
traubensiure und Ammoniak entstehen. Synge und Mit-
arbeiter®®s) haben aus Kohl die dem Alliin entsprechende
Methyl-Verbindung isoliert.

CH,
N
§+—CH,~CH,—CHNH,-COOH
CH,

3-Amino-3-carboxy-propyl-dimethylsulfonium-Salz
McRorie und Mitarbeiter 1954

CH,=CH—-CH;—SO—-CH;—CHNH,;-COOH
Alliin
Stoll und Seebeck 1947

CHy—SO—CH,—CHNH;—COOH
Synge und Mitarbeiter 1955

Das Alliin ist auch in der neuesten Aminosdure-Literatur un-
beachtct geblieben, was in unserem Laboratorium unliebsam be-
merkt wurde, als wir vor einigen Jahren zu ergriinden versuchten,
wie gich in Zwiebeln beim Zerkleinern plétzlich botrichtliche
Mengen Brenztraubensiure bilden. In Zwiebeln wurde ecine
Schwefel-haltige Aminosiure chromatographiseh festgestellt, bei
deren enzymatischer Oxydation iquivalente Mengen Brenztrau-
bensaure und Ammoniak entstanden (V+lkki®). Erst dann fanden
wir in der Literatur, daB Stoll und Seebeck mehrere Jahre zuvor
aus Knoblauch Alliin isoliert und die Bildung der Brenztrauben-
saure aufgeklart hatten.

In verschiedenartigen Antibioticis, die aus Bakterien
und Actinomyceten isoliert worden sind, hat man als struk-
turelle Bestandteile Diaminopropionsdure, Diaminobutter-
sidure und Diaminocapronsiure sowie einige Schwefel-hal-
tige Aminosauren gefunden.

%) R. A. McRorie, G. L. Sutherland, M. S. Lewis, A. D. Barton, M.
R. Glazener u. W. Shive, J. Amer. chem. Soc. 76, 115 [1954].

#0) A, Stoll u. E. Seebeck, Experientia 3, 114 [1947]}; Helv. chim.
Acta 37, 189 [1948); Scientia phiarmac. 78, 61 [1950].

sw) R. L. M. Synge, briefliche Mitteilung 1955.

¢ty P, Vilkki, Suomen Kemistilehti B 27, 21 {1954].

Ein eigentiimliches cyclisches Homoserin-Derivat haben
Linke und Virtanen®t) in einigen Pflanzen der Familie
Liliaceae, insbesondere in Polygonatum-Arten und Con-
vallaria gefunden. Die bisherigen Tatsachen, welche in
Ubereinstimmung mit dem Infrarotspektrum stehen, spre-
chen fiir folgende Struktur:

COOH
CH,—CH,'HN—&H
HOOC-CH éH,
NH éH,
éHfCH,CH-§H
¢ooH

1,5,9-Triazacyclododecan-2,6,10-tricarbonsédure
Virtanen und Linko 1955

Man kann die Verbindung somit als ein Homoserin-
Derivat betrachten, das durch eigenartige Wasserabspal-
tung aus drei Homoserin-Molekeln entstanden ist. Offen-
bar muB irgendein spezifisches Enzym hinter dieser Reak-
tion stehen. Es ist interessant zu beobachten, da in den
Pflanzen, in welchen dieses cyclische Homoserin-Derivat
vorkommt, kein freies Homoserin feststellbar ist. Es ist
daher moglich, daB die Verbindung nicht direkt aus Homo-
serin, sondern vielleicht aus dessen Vorstufe entstanden ist.

In den Chlorophyll-haltigen Pflanzen bildet sich der
Hauptteil det neuen organischen Materie der Erdkugel.
Wenn wir von Seepflanzen absehen, so sind es die mehr-
zelligen Pflanzen, die die Erdkugel bedecken und den
Hauptanteil der organischen Materie aufbauen. Die Kennt-
nis der Chemie und des Stoffwechsels der Pflanzen ist je-
doch noch in bedauerlichemn MaBe mangelhaft. Die.rasche
Entdeckung zahlreicher neuer Keto- und Aminosauren in
Pflanzen in den letzten beiden Jahren beweist anschaulich,
welch unbekannte Welt die Pflanzen uns im chemischen
Sinn noch darstellen. Unsere Kenntnisse iiber die Ent-
stehung, Aufgaben und Bedeutung der neuen Aminosauren
sind noch gering. Das verhdltnismaBig allgemeine Vor-
kommen von Homoserin als freie Aminosdure in den ver-
schiedenartigsten Pflanzen (Homoserin wurde auch in
Proteirien von PreiBelbeeren (Beeren und Blatter) gefun-
den®3)) ist recht interessant, da diese Aminosiure als Zwi-
schenprodukt eine zentrale Stellung im Methionin-Stoff-
wechsel einnimmt und aus ihr auch Threonin gebildet wer-
den kann. Andererseits ist die Synthese des Homoserins aus
Asparaginsidure®t) iiber Asparagylphosphat nachgewiesen.
Die Anwesenheit der y-Oxyglutaminsidure und «-Amino-
adipinsdure in Proteinen verleiht diesen schon an sich eine
eigene Bedeutung. Die Piperidin-2-carbonsiuren sind, wie
bereits erwahnt, eng mit dem Lysin-Stoffwechsel verbunden
und mdglicherweise auch mit der Synthese gewisser Al-
kaloide, z. B. vom Coniin-Typ. Vermutungen iiber die
Entstehungsweise der anderen neuen Amino- und Keto-
sduren und deren Zusammenhidnge mit dem Stickstoff-
Stoffwechsel sind moglich, doch zuverldssige Fakten un-
bedingt wichtiger. Schon jetzt kann man voraussehen, da
dic neuen Amino- und Ketosdure-Funde auBer dem Stick-
stuffwechsel auch hinsichtlich der Systematik, der Ta-
xonomie und der Entwicklungsgeschichte der Pflanzen von
Bedeutung sein kénnen. Der groSen Formenmannigfaltig-
keit des Pflanzenreichs entspricht auch eine dhnliche Viel-
falt der chemischen Zusammensetzung.

Eingeg. am 31, Mai 19565 [A 657]

83) A, l. Virtanen u. P. Linko, Acta chem. Scand. 9, 551 [1955].
83) M.-L. Vdhdtalo u. A. I. Virtanen, nicht publiziert.
84) S. Black u. N. G. Wright, J. Amer. chem. Soc. 75, 5766 [1953].
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