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95. Weitere Mitteilung iiber das Verhalten von e¢,a’-Imino-dicarbon-
sduren und ihren Derivaten zu Fermenten
von P, Karrer, H. Koenig und R. Legler.
(21. VI. 41.)

In einer fritheren Mitteilung?!) war das Verhalten des Octopins
gegen die Aminosaure-dehydrasen untersucht worden. Es hatte sich
dabei gezeigt, dass Nierenextrakte, welche d-Aminosdure-dehydrase
enthalten, Octopin praktisch nicht angreifen, dass dagegen Leberbrei
Octopin in gleicher Weise wie die natiirlichen I-Aminosduren oxy-
dativ desaminiert. Dieses Verhalten des Octopins war als Stiitze fir
die Anschanung aufgefasst worden, dass sowohl die Alanin- wie die
Arginin-Komponente des Octopins I-Konfiguration besitzen. — Im
weiteren war seiner Zeit die Vermutung gefussert worden, dass eine
Form der Umaminierung von Aminosduren im Organismus iiber
Imino-dicarbonsduren fithren konnte.

Wir haben jetzt als weitere Imino-dicarbonsaure die «,«’-Imino-
dipropionsiure (I) und einige ihrer Derivate auf ihr Verhalten gegen
Aminosiure-dehydrasen gepriift. Von der «,a’-Imino-dipropionsiure
sind zwei optisch inaktive Formen vorauszusehen,

CH, CH,
(:JH—NHMC‘H
1. tooH  COOH
das Racemat und die Mesoverbindung. In der Literatur ist eine ein-
zige Form Dbeschrieben, itber deren Konfiguration nichts N#heres

1y P. Karrer, H. Koenig, R. Legler, Helv. 24, 127 (1941).
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bekannt ist. Man erhilt die Verbindung') vom Smp. 233° aus dem
zugehodrigen Dinitril durch saure Verseifung und letzteres aus Acet-
aldehyd, Blausiure und Ammoniak. Die von Ciamician und Silber?)
empfohlene Verseifung des Nitrils mit Barytwasser ist nach unseren
Erfahrungen wenig geeignet, da sich dabei infolge Hydrolyse haupt-
siichlich Alanin bildet. — Als Derivate der «,«’-Imino-dipropionsiure
wurden ausserdem ein nach Ciamician und Silber?) hergestelites Halb-
amid dieser Verbindung (I1), das «,«’-Imino-dipropionitril (1II), so-
wie das erstmals hergestellte Halbnitril der o, «’-Imino-dipropionsaure
(IV) auf ihr Verhalten gegen die Fermente gepriift.

CH, CH, CH, CH, CH, CH,
\ & ! \ | |
CH—NH—CH CH—NH—CH CH—NH—CH
| \ l | \ {
COOH  CONH, ON CN COOH  CN
1I. IIT. 1v.

a, o’ -Imino-dipropionsdure vom Smp. 233° wird durch die wisse-
rigen Ausziige aus Schweine- und Hammelnieren, welche d-Amino-
siure-dehydrase enthalten3), oxydativ desaminiert. Abbauprodukte
sind Brenztraubensiure, die als krystallisiertes Dinitrophenylhydra-
zon isoliert wurde, sowie Ammoniak. Die Abbaugeschwindigkeit ist
etwas geringer als diejenige des d-Alanins.

Quantitative Bestimmungen ergaben, dass auf 1 Mol entstandene
Brenztraubensiure etwas weniger als 1, Mol Ammoniak gebildet
worden war. Das kann so gedeutet werden, dass die oxydative Des-
aminierung der o, -Imino-dipropionsdure vom Smp. 233° durch
d-Aminosidure-dehydrasen bis zur Bildung von 2 Mol Brenztrauben-
saure verlauft:

CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH,

3 .. -H, | |l H,O | | _-H, | H,O !

CH—NH—CH .y C=N—CH -y CO+HN-CH —y HN--C —» CO 4 NH,

| I | | | | | )

COOH COOH COOH COOH COOH COOH COOH COOH
Alanin

Da nur d-Alanin durch d-Aminosiure-dehydrasen angegriffen
wird, darf daraus gefolgert werden, dass dieses als Zwischenprodukt
des Abbaus auftritt. In den von der d-Aminosiure-dehydrase oxy-
dierten o, o’-Imino-dipropionsduremolekeln miissen daher beide asym-
metrischen C-Atome d-Konfiguration besitzen, d. h. die verwendete
inaktive Form der «,«’-Imino-dipropionsiure stellt das Racemat dar.

Im Gegensatz zur «,o’-Imino-dipropionsdure vom Smp. 233°
erwies sich das «,«’-Imino-dipropionsdure-monoamid vom Smp. 215°
von Ciamician und Silber gegen die Fermente des Nierenextraktes
praktisch bestindig; auch bei lingerer Ausdehnung des Versuches

1) J. V. Dubsky, B. 49, 1045 (1916).
2) B. 39, 3952 (1906).
3) Krebs, Bioch. J. 28, 1620 (1935).
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war die Sauerstoffaufnahme unbedeutend. Ebenso gering war der
Abbau des Imino-dipropionitrils (IIT) durch d-Aminosidure-oxydase.

Viel weniger spezifisch wirken die Fermente, die im frischen
Leberbrei vorkommen; es ist bekannt, dass eines dieser Enzyme die
I-Aminosiduren oxydativ angreift und daher als I-Aminosdure-dehy-
drase bezeichnet wird. Unsere fritheren Versuche zeigten, dass Octo-
pin durch Leberbrei einen analogen Abbau erleidet. Ahnlich verhalten
sich nun auch (optisch inaktive) «,«-Imino-dipropionsiure vom
Smp. 2339, das «,o’-Imino-dipropionsiure-monoamid vom Smp. 2159,
a, ¢’ -Imino-dipropionitril und das Halbnitril der Imino-dipropionsiure
(IV); sie absorbieren alle drei bei Gegenwart von Leberbrei Sauer-
stoff und diese Oxydationsvorginge verlaufen nicht wesentlich lang-
samer als die Dehydrierung des I-Alanins. Die beim Abbau auftreten-
den Reaktionsprodukte wurden bisher noch nicht untersucht.

Die vorstehend geschilderte Dehydrierung der «,«’-Imino-dipro-
pionsdure durch d-Amino-sidure-dehydrase, die iiber eine Schiff’sche
Base zu Brenztraubensiure und Alanin und schliesslich zu einer
zweiten Molekel Brenztraubensiure und Ammoniak fithrt, zeigt, dass
die Voraussetzungen fiir den friither von uns diskutierten Umaminie-
rungsvorgang iiber «,«’-Imino-dicarbonséuren in den Zellen bestehen.
Wenn Imino-dicarbonsiuren im Stoffwechsel gebildet werden — und
die Auffindung des Octopins beweist, dass solche in Zellen entstehen
kénnen —, dann verfiigt die Zelle auch iiber die notwendigen Fer-
mente, solche Imino-dicarbonsiuren iiber die Schiff’'schen Basen zu
Aminosduren abzubauen.

Experimenteller Teil.
I. Versuche mit d-Aminosdure-dehydrase.

Als Fermentlosung wurde ein nach H. A. Krebs') hergestellter
Extrakt aus Schweinsnieren verwendet. Von dem getrockneten
Schweinenierenpulver haben wir jeweils 5 g, fein pulverisiert, wihrend
30 Minuten mit 50 cm3 0,067-m. Phosphatpuffer, pg = 7,6, geschiit-
telt und anschliessend den Niederschlag abzentrifugiert. Die iiber-
stehende klare Losung diente zu den Abbauversuchen.

Versuchsanordnung (Warburg-Apparatur).

a) Im Reaktionsgefass:
10—15 mg Substanz in 2,0 em?® 0,067-m. Phosphatpuffer, Py = 7,6, 2,0 cm? Fer-
mentldsung und einige Kérnchen Thymol.
b) Im Seitenansatz: 6 Tropfen Kalilauge.
¢} Im Gasraum: Sauerstoff,
Temperatur des Thermostaten 39,00
Versuchsdauer 90 Minuten.

1) Bioch. J. 29, 1620 (1935).
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Fermentative Dehydrierungen mit Nierenextrakt gemessen durch O,-Absorption.

15mg d,l-Alanin | 156mg d, l-Alanin

. g i 3 i
Zfblt in 2,0 cm? Fer- 2,0 cm® Fer- 2.0 (,m" Fer 2.0 CIH“ Fer
Minuten . . ! mentlosung mentlosung

mentlésung mentlésung | -

. e L e

0 0 mm? 0 mm?3 0 mm?® ‘ 0 mm?®
15 15 . 13, 0 . 5 U
30 34, 32 ,, (1 0o
60 70 ., 68 ,, L, : 1,
90 102 ,, 100 ,, 2 ., 2,
15 mg Imino- 15 mg Imino- i 10 mg Imino- 10 mg Imino-

Zeit in | dipropionsiure | dipropionsiure | dipropionsdure- | dipropionsiure-
Minuten | 2 cm® Ferment- | 2 em3 Ferment- | monoamid, 2 eni®| monoamid, 2 em3

I6sung 16sung Fermentlosung | Fermentlosung
] 0 mm? ‘ 0 mm?3 ‘ 0 mm? 0 mm?3
15 1, 1, o ., 0 .
30 8 8 L., 1,
60 21, 21 4 ., 4,
90 34, | 3 . 6 7T .
10 mg Imino- i 10 mg Imino- | 7 5 stopin | 7.5 toDi
Zeit in | dipropionitril dipropionitril |, U)Ei{; l?ecnzljlui i 21(’;) :E;‘IF(Z_(;HZP;:E
Minuten | 2,0 cm3 Fer- 2,0 cm?® Fer- | cm= e en o e L :
mentlosung mentlésung k Josung l6sung
T e e e e P S
] | 0 mm?3 0 mm? 0 mm?® ‘ 0 num?
15 o, ; o, 0 . | 0 .
30 2 ., } 2 ., 0, | o .,
60 t . 4, 2, ‘ 2
90 7, 8 4 1
Zeit in 2,0 cm?® Fer- 2,0 ecm?® Fer-
Minuten mentlosung mentlosung |
= B - S S —
| |
(U 0 mm? 0 mni3 ‘ i
15 o ., 0 | |
30 0o, 0o .
60 1., 1,
90 2 2

Analysen der verwendeten Priaparate:

Imino-dipropionsdure, Smp. 233%:
CeH;O,N Ber. C 44,69 H 6,87 N 8.69%
Gef. ,, 44,65 ,, 6,73 ,, 8459
Ninhydrinreaktion negativ.
Imino-dipropionsiure-monoamid, Smp. 210—215°:
C.H,,0,N, Ber. C 44,98 H 7.56 N 17,509
Gef. ,, 45,27 ,, 749 ,, 17.299%
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Imino-dipropionsaure-dinitril, Smp. 69—70°:
CH,N,  Ber. C 58,51 H 7,379
Gef. ,, 58,48 ,, 7,30%

Octopin (hergestellt nach Akasi!)), Smp. 2799:

C,H,;;0,N,  Ber. N 22,75 Gef. N 22,29,
Pikrat, Smp. 272°. Ber. N 20,63 Gef. N 20,319,

Isolierung der Reaktionsprodukte beim Abbau von
o, o’-Imino-dipropionsidure durch d-Aminosidure-dehy-
drase. 402 mg o,«’-Imino-dipropionsdure wurden mit 50 cm? fri-
schem Schweinenierenextrakt?) (in 0,067-m. Phosphatpuffer vom
Pg = 7,6) in einem 250 ¢m3 Schliffkolben mit Sauerstoff durchstromt.
Nach Zusatz von etwas Thymol blieb der gut verschlossene Kolben
14 Stunden im Brutschrank bei 39,00 stehen.

Ein gleichzeitig angesetzter Blindversuch enthielt nur 50 ¢cm3
mit Thymol steril gehaltenen Schweinenierenextrakt.

Nach dem Abkiihlen der Liésungen haben wir diese mit je 9 cm3
30-proz. Trichloressigsdurelosung von Eiweiss befreit und den Nieder-
schlag abgenutscht. Nach dem Waschen mit Wasser betrugen die
Volumina: 70 ¢cm? Imino-dipropionsaurefiltrat und 69 cm?® aus dem
Blindversuch.

Je zwei Drittel der beiden Liésungen wurden mit je 14 cm? einer
bei Zimmertemperatur gesittigten Losung von 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazin in 2-n. Salzsiure versetzt. Der Blindversuch lieferte kein Di-
nitrophenylhydrazon. Aus der Lésung des Abbauversuches der «,a’-
Imino-dipropionsidure schied sich Brenztraubensiure-2,4-dinitrophe-
nylhydrazon aus. Ausbeute 59,5 mg, bezogen auf 402 mg angewandte
o, o'-Imino-dipropionsdure. Schmelzpunkt nach dem Umkrystalli-
sieren aus Kssigester 215°.

Die restlichen Drittel der enteiweissten Filtrate haben wir mit
Boratpuffer alkalisch gemacht, hierauf je 20 ¢cm3 im Vakuum mit
Wasserdampf abdestilliert und in den Destillaten das gebildete Ammo-
niak kolorimetrisch (mit Nessler-Reagens) bestimmt. Nach Abzug
des Blindwertes ergaben sich 1,18 mg NH, als Abbauprodukt ans
402 mg «, o’ -Imino-dipropionsiure.

Zum Vergleich fiihren wir an, dass 501 mg d,{-Alanin mit der-
selben Fermentlosung und unter den gleichen Reaktionsbed'mgungen
91,9 mg Brenztraubensiure-2,4-dinitrophenylhydrazon und 2,0 mg
WH lieferten.

ITI. Versuche mit /[-Aminosdure-dehydrase.

Versuchsanordnung ( Warburg-Apparatur):

a) Im Reaktionsgeféss:
5,0 mg Substanz in 2,0 em?® 0,067-m. Phosphatpuﬁer (pg = 7,6) gelost.

1) J. Biochemistry 25, 281, 291 (1937).
2) Biochem. J. 29, 1620 (1935). .
55
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0,5 g frischer Schweinsleberbrei in 2,0 cm?® 0,067-m. Phosphatpuffer (pH = 7,6)
aufgeschlammt ;

b) im Seitenansatz: 6 Tropfen 30-proz. Kalilauge;

¢) im Gasraum: Sauerstoff.

Temperatur des Thermostaten 39,00,
Versuchsdauer 90 Minuten.

Fermentative Dehydrierungen mit Leberbrei als Fermentquelle, gemessen durch
O,-Absorption.

Zeit in . . [ 5,0 mg I-Alanin | 5,0 mg [-Alanin
Minuten 0,5g Leberbrei | 0,5 g Leberbrei 0,5 ¢ éLeberbrei 0.5¢g bLeberbrei
I
0 0 mm3 0 mm3 0 mm3 0 mm?
15 4 4 ., 23 ., 23 .,
30 10 ., 11, 45 ., 45 ,,
60 22, 23 ., 73 73
90 36 ., 37 ., 118 o, 118 .,
Zeit i 5,0 mg Imino- | 5,0 mg Imino- 5.,0.mg IH.l.inO_ 5.’0 me Im«inn-
eit in > . . ? s . dipropionsdure- | dipropionsiure-
Minuten dipropionsiure | dipropionséure monoamid monoantid
0,5 ¢ Leberbrei | 0,5 g Leberbrei . .
9 8 28 0.5 ¢ Leberbrei | 0,5 ¢ Leberbrei
0 0 mm?* 0 mm?3 (0 mm?3 : O mm?3
15 1, 17 ., 18, | 17
30 25 ,, 30 ., 34 32
60 54 ., 58 ., 58 ., 60
90 76 ., 1 . 79 ., 81
5,0 mg Imino- | 5,0 mg Imino- | 5,0 mg Imino- | 5,0 mg Imino-
Zeit in | dipropionsidure- | dipropionsiure- | dipropionsdure- 5 dipropionsiure-
Minuten mononitril mononitril dinitril dinitril
0,5 g Leberbrei | 0,5 g Leberbrei | 0,5 ¢ Leberbrei | 0,5 g Leberbrei
e e
0 0 mm#® 0 mm? 0 mm? 0 mm?3
15 13 ., 16 ,, 10 ., 10 .,
30 34 37 ., 28 27 .,
60 58 ., 62 ,, 59 57
90 102 ., 108 88, R7 .,
Zeit in 1o 5o Leberbrei | 0,5 ¢ Leberbrei
Minuten | e
0 0 mm?
15 4 ., 4
30 10 ., 11,
60 22 ., 23 ,
90 | 36 ., 37
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Priparatives.

Darstellung des o, «’'-Imino-dipropionsiaure-mononitrils
(Formel 1V).

Diese Verbindung lisst sich aus «,o’-Imino-dipropionsdure-dini-
tril durch partielle Verseifung gewinnen; die Reaktion, die wir be-
nutzten, fiihrt iiber den betreffenden Iminoéther.

In eine Losung von 1 g «,«’-Imino-dipropionitril in 20 em? abso-
lutem Athylalkohol wurde unter Wasserkiihlung so lange trockener
Chlorwasserstoff eingeleitet, bis sich der zuerst gebildete Nieder-
schlag wieder vollstindig gelost hatte. Von diesem Zeitpunkt an
getzte man das Einleiten von Chlorwasserstoff noch 15 Minuten lang
fort, stellte die Flissigkeit 8 Stunden in den Eisraum und tropfte
sie hierauf durch ein Filter in 200 cm3 absoluten Ather. Der ausge-
fallene Niederschlag wurde beim lingeren Verreiben mit dem Glas-
stab kornig. Man dekantierte den iiberstehenden Ather und ersetzte
ihn 3mal durch neue Mengen derselben Fliissigkeit. Schliesslich
haben wir den sehr hygroskopischen Niederschlag, zweifellos das
salzsaure Salz des gebildeten Imino#thers, abgenutscht und im Ex-
sikkator getrocknet.

Die Verbindung wurde hierauf in wenig Wasser geldst, die
wisserige Fliissigkeit mit Ather iiberschichtet und ein kleiner Uber-
schuss calcinierte Soda zugefiigt. Durch 15-maliges Ausschiitteln mit
Ather konnte das «,«’-Imino-dipropionsiure-mononitril der wisse-
rigen Schicht entzogen werden. Die vereinigten und getrockneten
Atherextrakte wurden auf 5 cm? eingeengt, worauf sich nach einigem
Stehen die Verbindung in farblosen Krystallen ausschied. Smp. 180
bis 182¢,

CeH,,0,N,  Ber. C 50,67 H 7,09 N 19,702,
Gef. ,, 50,65 ,, 6,85 ., 19,429

Das Imino-dipropionsdure-mononitril 16st sich in Wasser leicht
mit neutraler Reaktion. Beim Kochen der wisserigen Losung mit
Kupter (II)-carbonat entsteht ein violettblaues Kupfersalz. In Ather
lost sich die Substanz schwer; deshalb muss bei deren Isolierung
aus der konzentrierten wisserigen Losung durch Ausschiitteln mit
Ather eine grosse Menge dieses Losungsmittels angewandt werden.

Darstellung der «,« -Imino-dipropionséure.

Diese Saure wurde aus dem zugehorigen Dinitril') dargestellt.
Wir verwendeten dabei die von Dubsky!) empfohlene Verseifung mit
konzentrierter Salzsdure, isolierten jedoch die gebildete o,«’-Imino-
dipropionsdure nicht wie Dubsky iiber das Kupfersalz oder Zink-
salz, sondern iiber das Bleisalz, da wir nur im letzteren Fall befrie-
digende Resultate erzielten.

1) B. 49, 1049 (1916).
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Die Herstellung der «,« -Imino-dipropionsidure aus dem Dinitril
gestaltete sich folgendermassen:

Das Dinitril wurde mit der 5fachen Menge konzentrierter Salz-
siaure iber Nacht stehen gelassen, wobei eine Erwirmung iiber 30—35°
zu vermeiden ist. Hierauf verdiinnte man mit 150 cm?® Wasser und
erhitzte die Flissigkeit 4 Stunden am Riickflusskithler zum Sieden.
Dann wurde das Losungsmittel im Vakuum vollstindig abdestilliert,
der Riickstand sehr gut getrocknet und anschliessend mit absolutem
Alkohol so hiufig ausgekocht, bis der Riickstand keine organische
Verbindung mehr enthielt.

Die alkoholischen Ausziige wurden jetzt im Vakuum zur Trockene
eingedampft und der gut getrocknete Riickstand zwecks Extraktion
vorhandener Oxysiure mit Ather mehrmals ausgezogen. Dieser
Riickstand war nun hart und liess sich leicht zerkleinern. Wir listen
ihn in Wasser und versetzten diese Losung mit einem Uberschuss
von Bleioxyd. Sie wurde nun zum Sieden erhitzt und heiss filtriert.
Den Filter-Rickstand zog man noch mehrmals mit siedendem Wasser
aus. Aus den vereinigten wisserigen KExtrakten schied sich beim
Abkiihlen ein Krystallbrei ab, der zur Hauptsache aus dem Bleisalz
der «,o’-Imino-dipropionsidure bestand. Er wurde abgenutscht, mit
‘Wasser ausgewaschen, wiederum in heissem Wasser aufgelost und
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff das Bleiion als Sulfid nieder-
geschlagen. Nach dem Abnutschen des ausgefallenen Bleisulfids und
Vertreiben des gelosten Schwefelwasserstotfs haben wir die Fliissig-
keit mit so viel Silbercarbonat versetzt, als zum Austillen aller
Chlorionen notwendig war. Nun wurde der Niederschlag abfiltriert,
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff in das Filtrat vorhandenes
Silberion als Silbersulfid gefillt, letzteres abgenutscht, das Filtrat
durch etwas Tierkohle entfirbt und eingeengt. Diese Losung, welche
die freie «, «’-Imino-dipropionsidure enthielt, war schwach sauer (py 3).
Zu dieser eingeengten Lésung wurde Alkohol zugesetzt, worauf nach
kurzer Zeit die «,«’-Imino-dipropionsiure in Form langer, farbloser
Nadeln auskrystallisierte. Nach dem Umkrystallisieren aus verdiinn-
tem Alkohol lag der Schmelzpunkt bei 2339

Auch aus der von dem Bleisalz abfiltrierten wisserigen Lésung
liess sich die darin noch als Bleisalz vorhandene, verhiltnismissig
geringe Menge «,«’-Imino-dipropionsiaure in gleicher Weise gewinnen.

Ziirich, Chemisches Institut der Universitit.



