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Die Reaktionen der Aminogruppe, ijhre Abspaltung aus
der Bindung an Xohlenstoff, ihre Einfithrung in orga-
nische Verbindungen und ihre Ubertragung vom cinen zum
anderen Molekiil sind fiir dic biologische und praparative
Chemie von hoher Bedeutung. In diesem Zusamunenhang
soll niclit die Rede sein von allen hydrolytischen Abspaltungen,
also dem Austausch der Aminogruppe gegen Hydroxyl, wie
er fiir die Umwandlung gewisser Aminosiuren im Organismus
crortert worden istl) und bei allen chemischen und enzy-
matischen Verseifungen von Saureamiden auftritt. Auch
sollen alle die Verbindungen, bei denen die Aminogruppe an
cinem doppelt gebundenen C-Atom haftet, wie bei denn Amino-
purinen und Guanidinabkémmlingen, hier nicht behandelt
werden, sondern nur Reaktionen von Aminoverbindungen

Rl
der allgemneinen Foruiel it,>t‘—-NHg N-Alkyl-
derivate, wobei R; und R, == H scin konnen. Die wiclitigsten
Aminoverbindungen, die hier interessieren, sind die Bausteine
des Liweilles, die Aminosiuren.

und  einiger

Uber den biologischen Ab- und Aufbau der Aminosiuren hat
. Franke vor einiger Zeit in dieser Zeitschrift eine ausfiihrliche
Zusammenfassung verdffentlicht, worin insbesondere dic an diesen
Reaktionen beteiligten Fermente genau behandelt sind?), so dafl
in vorliegendem Aufsatz, in dem den biologischen Reaktionen
der Aminogruppe die dhnlichen priparativen gegeniibergestelit
werden, auf eine ecingchende Darstellung der fermientchemischen
Scite verzichtet wird. Doch lie sich eine Wiederholung von
hereits Gesagtem, wenn sie zum Verstdndnis unerldlich ist, nicht
iiberall vermeiden.

Aminosidureoxydation.

Die ersten Erkenntnisse iiber das Verhalten der Aminosduren
it Verlauf ihrer Verbrennung in der lebenden Zelle stammen aus
den Jahren um 1910. Damals wurde auf Grund von Versuchen,
die Knoop durch Verfiitterung von phenylsubstituierten Amino-
sduren’) und Neubauer aulerdem am I.eberdurchstromungspriaparat)
und mit gidrender Hefe®) ansteliten, der Schlufl gezogen, daB der
erste Sehritt des oxydativen Abbaus der Aminosiduren zu den cnt-
sprechienden a-Ketosduren fiihre. Als Zwischenprodukt wurde eine
Oxyvamino- oder Tminosdure angenommen:

R R T R

| /OH ,

MO—NH, —— oder C—NH -——+ (=0 ! NH,
| NN, ! : |

COOH [Welel:s 00l1L CQOLL

Es wird also die Aminogruppe im Verlauf ciner De-
hydrierungsreaktion als Ammoniak ahgespalten, man spricht
vou einer oxydativen Desaminicerung.

Fine solche war schon viel frither von Strecker auf-
gefunden worden. ¥r zeigte, daB Aminosauren durch PbO,
unter Eliminierung von Ammoniak oxydiert werden®). Dabei
findet jedoch quantitativ Decarboxylicrung statt, so dal} als
Produkte NH;, CO, und der um ein C-Atom armerce Aldehyd
erhalten werden. Nach Neubauers und Rnoops physiologischen
Versuchen hat es nicht an Arbeiten gefehlt, die den im Or-
ganismus aufgefundenen Reaktionsverlauf, die primare Bildung
ciner x-Ketosdure, in vitro nachzuahmen versuchten., Als
Fermentmodelle wurden Fe-haltige Tierkohle?) oder Palladium®)
und Sauerstoff gewahlt, doch gelang es nie, aus den Ansitzen
die a-Ketosaure, geschweige denn die Iminosiure zu fassen.
Immer trat Abspaltung von CO, ein. Dasselbe beobachtete

1) Kotake u. Mitarb., Hoppe-Seyler’s Z, physiol, Chem. 122. 166, 195, 241 [1923].

%) Diese Zischr. 52, 695, 703 [1939].

3) Oxydationen im Tierkorper, Stuttgart 1931.

4) Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem, 67, 219, 230 [191u)

) Hbenda 70, 1, 326 [1911].

¢) Liebigs Aun. Chem. 75, 27 [1880].

?) Warburg u. Negelein, Biochem. Z. 113, 257 [1921], 142, 403 [1923).

¥) Wieland u. Bergel, Liebigs Ann, Ohem, 498, 144 [1924); Bergel u, Bolte, Hoppe-Seyler's
7. physiol. Chem, 220, 20 [1933].
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man bei Anwendung von Oxydationsmitteln, wie Chloramin®),
Peroxyd!?), Silberoxyd!), Ozon?®) u. a.

Erst Krebs'?) gelang cs, auf enzymatischein Weg in vitro
den exakten Beweis fir die Richtigkeit der bestehenden
Ansicht zu erbringen. Uber die erfolgreiche Darstellung und
Aufklarung der d-Aminosdurc-oxydase hat W. Franke in
dieser Zeitschrift seinerzeit genau berichtet?).

Die d-Aminosiureoxydase dehydriert mehr oder weniger
rasch alle «-Aminosiuren der d-Reihe, auler 8-Oxy-glutamin-
saure. Ist die Moglichkeit zu einer paarigen Abgabe der
Wasserstoffatome nicht gegeben, so findet, wie i Beispiel
H’>u‘»—l‘0,}[, keine Reaktion statt.

SH,

der «-Amino-isobuttersaure

NH,
Auch Glykokoll, das kein optisch aktives C-Atom be-
sitzt, wird nicht angegriffen. Hingegen reagieren auch

a-Aminosiuren mit einer sek. Aminogruppe. Aus d-N-Methyl-
alanin entsteht unter Abspaltung von Methylamin Brenz-
traubensiaure, und d-Prolin wird zu «-Keto-8-anino-valerian-
saure dehydriert!®), zur selben Saure, die auch bei der oxy-
dativen Desaminierung von d-Ornithin entsteht:

Clye Gl CH, - -CH,
i C00T ) [ oon
UH, (:/ . 1,0, —-> CH, L‘<
: i
Ny NH NH,
n

Auch die o«,a’-Imino-dipropionsiure, welche an beiden
asymunetrischen Kohlenstoffatomen d-Konfiguration besitzt,
wird durch d-Aminosiureoxydasepraparate zu 2 Mol Brenz-
traubensiure und 1 Mol Ammoniak dehydriert!t).

Das Enzymsystem, das die oxydative Desaminierung der
I-Aminosduren katalysiert, die 1-Aminosdureoxydase, ist
wesentlich empfindlicher!?). Sie wird durch Cyanid oder
Octylalkohol gehemmt und ist an die Struktur der Zelle
gebunden, so daf es nicht 1noglich ist, sie aus Gewebeschnitten
in Losung zu bringen. Aber auch der Riickstand eines solchen
Extraktionsversuches hat seine 1-Aminosidure-dehydrierende
Kigenschaft verloren, ohne dafl sie nach Zugahe des Fxtraktes-
wieder zuriickkehren wiirde.

Krebs wies nach, daf} es sich dabei um einen Verdiinnungseffekt
an dem aus mchreren Komponenten bestchenden Enzymsystem
handelt, wie er auch von Macfadyen u. a. bei Iinzymen der Girung
und der Atmung festgestellt wurde!®). Nierenbrei desaminiert
ndmlich in 4fachier Verditnnung mit Pufferlésung 1-Aminosduren
cbenso rasch, wie Niercnschnitten dies tun, die Desaminierungs-
geschiwindigkeit nimmt aber mil zunehmender Verdiinnung des
Breis sehinell auf den Leerwert ab. Da es sich bei der !-Aminosdure-
oxydase, wie spidter schr wahrscheinlich gemacht werden konute,
um ein System aus mehreren Komponenten handelt, muf mit
wachsender Verdiinnung die Walirseheinlichkeit cines gleichzeitigen
Zusammentreffens aller Reaktionsteilnehmer stark absinken. Der
Struktur der Zelloberflichen kommt in dem heterogenen System:,
wie es bei all diesen enzymatischen Reaktionen vorliegt, die Aufgabe
zu, alle Reaktjonspartuer in einer solchen Weise anzuordnen, daf
es dennoch mit ciner gewissen Wahrscheinliehkeit zu Dreier- oder
AlehrfachstéBen kommt.

Beide Tnzyme, dic 1- und die d-Aminosiureoxydase,
kommen immer zusammen in den Organen vor und haben
moglicherweise cine gemeinsame Komponente,

Iir die oxydative Desaminierung der 1-Glutamin-
sdure, die im Stoffwechsel eine zentrale Stellung einnimmt,

) Dakin u. Mitarh.,, Proc. Roy. Soc. [Jondon], Ser. 1B 88, 232 [1916); Biochemic, J, 10,
319 [1916], 11, 79 (19175

) Dakin, J. biol, Chemistry 1, 171 [1003], 4, 63 [1908], 5, 409 [1904].

33y Herbst u. Clarke, ebenda 104, 769 {1934].

12) Krebs, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 217, 191 [1933]; Biochemic, ). 28, 1620 [1935].

13) Krebs, Enzymologia [Den Haag] 7, 53 {1939].

) Karrer, Koenig u. Legler, Helv. chiin. Acta 24, »01 [1941].

18) Harden: Alcoholic fermentasion; Warburg, Hoppe-Seyler's Z. physiol, Clen, 70. 415
J1011]5 Krgebn, Physiol., biol. Chew, exp. Pharmakol, 14, 323 [1914]; Lynren, Licbigs
Ann. Uhew. 539, 1 [1Y3Y].
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konnte von v. Euler u. Mitarb. die Notwendigkeit eines eigenen
Fermentes nachgewicsen werden, welches je nach Herkunft
durch Codehydrase T oder TI aktiviert wird!®). Die experi-
nentell gesicherte Umkehrbarkeit dieser Reaktion zeigt einen
Weg der biologischen Aminosiuresynthese, namlich den aus
a-Ketosauren 4+ Ammoniak, wie er fiir viele Aminosduren
durch Fiitterungs- und Organdurchstromungsversuche bereits
sehr wahrscheinlich gemacht war und auch im Reagensglas
verwirklicht werden konnte (vgl. den Aufsatz von Franke).

In den letzten Jahren haben Schoenheimer u. Mitarb. in
Amerika das Stickstoffisotop N5 zu Fiitterungsversuchen
herangezogen, um zu sehen, in welchem MaB und in welchem
Verhaltnis die Aminosduresynthese im Tierkérper vor sich
geht!?), Zu diesemn Zweck wurde N15-haltiges Ammonium-
citrat an protcinarin erndhrte Ratten verfiittert und das
Gesamtprotein der Versuchstiere nach einiger Zeit analysiert.
Dabei zeigte es sich, daB die Aminodicarbousauren Glutamnin-
saure und Asparaginsdure besonders viel N15 enthielten, also
am intermediiren Ammoniakstoffwechsel hervorragend be-
teiligt sein miissen; in Glykokoll, Prolin und Histidin wurde
auch isotoper Stickstoff wiedergefunden. Beim Arginin jedoch
sall der markierte Stickstoff nur in der Guanidogruppe. Die
a-Aminogruppe enthielt keinen N15, ebensowenig die des
Lysins. Diese Aminosiuren werden also im Koérper nicht
synthetisiert und ebensowenig desaminiert. Unnatiirliches
Lysin wird demgemall auch von Mausen nicht verwertet,
wilirend z. B. d-Tryptophan und d-Histidin an Stelle der
natiirlichen Formen verwendet werden konnen!®). Der Orga-
nismus desaminiert diese natiirlichen Sauren zu den ent-
sprechenden x-Ketosiuren und synthetisiert sich daraus die
natiirlichen Aminosiuren, wie er sie zumn Kinbau in sein Eiwei3
braucht.

Desaminierung von Aminen.

Monoaminoxydase.

Das Prinzip der oxydativen Desaninierung im Organisunius
trifft man auch fiir viele Amine an. Die bisher in tierischen
Organen aufgefundenen Aminoxydasen sind: 1. Die
Adrenalinoxydase!®s), 2. die Tyraminoxydase!?), 3. die Amin-
oxydase fiir aliphatische Amine?%) und 4, die Iistaminoxydasec?®!).

Dic drei ersten Oxydasen, die nach dem Substrat, an dem sie
entdeckt wurden, benannt sind, sind héchstwahrscheinlich
keine verschiedenen Enzyme, sondern stellen ein Individuum
dar, die Monoaminoxydase??). Sie kommt in Siugetier-
leber, -darm, -niere, -hirn und -lunge vor und 1iaft sich nach
dem Vermahlen dieser Organe mit Quarzsand mit Phosphat-
puffer cxtrahieren. Die so gewonnenen TFermentlosungen
desaminieren unter Sauerstoff, der sich nicht durch Methylen-
blau ersetzen 1aBt, mehr oder weniger rasch eine groe Reihe
vou biogenen und kiinstlichenn Aminen:

Oxydierbarkeit
YVerbindung durch
Monouminoxydase
Tyramin ..o HO- -<_> OTL—CH,- NI, I i
1O
N |
— - O CI1,
il N O, 8T
Adrenadin ... 110- LS H- L, N\H
— OIL Cll,
Sempatal .o .een 10--¢ >--un (1[_\'<” :
[soamylamin ........ >LM— L1 -CIH,—NM, [ S
CIi,
TN /(,‘][,
Hordenin ... ... HO—V CH,—~CH,~ N
- e

ClH
ol O

I TN N
Sphedrin oo -—CH- ¢—N
Liphedrin NS I(l \”

( l[,\

. Tami Ol N1,
Tsapropylamin ... ... ('1[3/ 2
Histamin ........... HE o C—CHp—CH - NH,

HN N
Vi
N¢e?
H
Taurin oo O, CIL- NH,
18y g, fuler, Adler, Giinther u. Dus, Hoppe-Reyler’s Z. physiol. Chem. 254, 61 [1938].

17y Foster, Schoenheimer u, Rittenherg, J. biol, Chemistry 127, 819 [1939].

%) Conrad u. Berg, ebenda 117, 351 [1937].  '*a) Bluschho, J. Physiology 90, 1 [1937].
1%) flare, Biochemic.J. 22, (68 [1028]; Wokn, ebenda 31, 1693 [1937].

) Pugh u. Quastel, ebenda 31, 286, 2306 [1V37].

) Best u. McHenry, J. Physiology 70, 349 [1930).

2y Blaschko u. Mitarh., Biochemic,J, 81, 2187 [1937], 33, 1338 [1930].
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Wie ans der Tabelle hervorgeht, werden durch die Mono-
aminoxydase alle Monoamine gespalten, die an ihrem Geriist
keine polare Gruppe tragen, seien sic nun primar oder wie
im Falle des Adrenalins und Sympatols am Stickstoff sekundar.
Interessanterweise wird auch Hordenin, wenn auch in geringem
MalB, angegriffen, obwohl es mit seinem tertidren N-Atom
nicht in ein Imin ubergehen kann.

Man formuliert den ersten Schritt der Aminoxydation folgender-
maflen

R —CHy—CHy—NHy - HeO § Oy - — R—CHg—'HO + H,0, : NH,

Wasserstoffperoxyd konnte zwar nicht als solches nachgewiesen,
scin Auftreten aber aus der Tatsache geschlossen werden, dall
zugesetzter Alkohol unter Vermittlung einer Himinverbindung zu
Acetaldehyd dehydriert wird®). Wenn die Aminoxydaseprdparate
auch bei der Weiterreinigung die Fahigkeit zur Oxydation von
tert. Aminen beibehalten sollten, so mufl der Mechanismus dieser
Desaminierung ein anderer secin, als der fiir die a-Aminosduren
geltende. Fine Dehydrierung zur Iminogruppe ist ja fiir tert. Amine
nicht mdoglich.

Unerlaflich fiir die Oxydierbarkeit durch Aminoxydase
ist ein unsubstituiertes o-Kohlenstoffatom. Isopropylamin
und Fphedrin werden z. B. nicht oxydiert, obwohl letzteres
eine starke Affinitit zum Ferment besitzt, was sich in der
stark hemunenden Wirkung zeigt, die es auf die Oxydation
anderer Amine durch Mounoaminoxydase ausiibt.

Der Nachweis der Notwendigkeit einer prosthetischen
Gruppe konnte fiir das Ferment bis heute nicht erbraclit
werden.

Diaminoxydase.

Aus der Tabelle geht auch hervor, dafl Histamin, das
aufler der Aminogruppe noch eine polare Stelle enthilt, durch
Monoaminoxydase nicht angrgriffen wird. In Saugetierorganen,
besonders in Schweinenicre, kommt aber ein anderes Terment
vor, welches Ilistamin und, wie Zeller spiter zeigen konnte,
auch Putrescin, Cadaverin und andere Diamine an einer
Aminogruppe zu oxydieren vernag. Man nennt es heute
Diaminoxydase. Die von ihr katalysierte Reaktion wird
wiec bei der Monoaminoxydase formuliert. Auch hier tritt
Wasserstoffperoxyd als Zwischenprodukt auf. Zeller konnte
durch Extraktion mit 509 igem Aceton bei 38° ein Cofermnent
abtrennen, das vielleicht Flavinnatur hat. Bei seiner Aut-
oxydation bildet sich Wasserstoffperoxyd, welches durch eine
in allen Organen vorkommende Himinverbindung Indigo-
disulfonat oxydicrend entfarben kann. Mit dieser empfindlichen
Farbreaktion hat Zeller cine grolle Reihe von Organen der
verschiedensten 7Tiere auf ihren Diaminoxydase-Gehalt hin
untersucht. Dic menschliche Placenta ist ziemlich reich an
dem Fermnent, so dall im Blutserum schwangerer Franen
ein erhohter Diaminoxydase-Spiegel festzustellen ist,

Wie bei der Monoaminoxydase, so hemmt auch bei der
Diaminoxydase Iphedrin dic Oxydation des Substrats. Die
Bindungsverhiltnisse Substrat/Ferment sind méglicherweise
bei beiden Fermenten dhnlich. Aufler Ephedrin hemmen die
Diaminoxydase alle Carbonylreagentien, wie Hydroxylamin,
Semicarbazid, Thiosemicarbazid, Dimethylcyclohexandion und
Bisulfit, wie Zeller glaubt, durch Besctzung einer Carbomnyl-
gruppe des Ferments, welche die Ammogruppe des Substrats
als Schiffsche Base zu binden hitte.

Ein weiteres physiologisch wichtiges Amin, das Aneurin,
wird nicht oxydiert, hat aber cine doppelt so groBe Affinitit
zum Iinzym wie Histamin, was sich in eiher Hemmung des
Histaminabbaus durch Aneurin kundtut. Demgemafl zeigt
die Niere B;-avitaminotischer Ratten cine deutliche Histamin-
oxydasc-Aktivitit im Gegensatz zu der normaler. Bei der
physiologischen Aktivitat des Histamins kommt diesen Ver-
haltnissen vielleicht eine groBe Bedeutung zu?),

Fiir den oxydativen Abbau von Dioxyphenylalanin gibt es
nach Holtz u. Mitarb.®) einen mit IIilfe von zwei getrennten Fer-
menten verlaufenden Mechanismus. Dabei wird zunédchst die Amino-
sdure durch eine in Niere, Leber und Darm einiger Tierarten vor-
kommende, dureh Blausdure hemmbare ,,Aminosiuredecarboxylase*’
quantitativ unter CO,-Abspaltung in das Amin iibergefiithrt, welcles
dann der Oxydation durch Aminoxydase und Sauerstoff anheimfillt,
Dieses Fermentsystem ist nur auf natiirliches Dioxyphenylalanin
eingestellt.

) Keilin u. Hartree, Yroc. Roy. Soc. [London], Ser. B 119, 141 [1036].

) Zeller u. Mitarb., Telv, chim, Acta 20, 717 [1937], 21, 880, 1645 [1938], 22, 837, 1381
[1939], 23, 3, 1418, 1502 [1940], 24, 117, 539 [1941].

) Holtz, Reinhold u. Credner, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 281, 278 [193Y].
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Andere Desaminierungen und Aminierungen.

Die Fixierung des Stickstoffs in der Pflanze.

Virtanen konnte aus getrocknetem Bakt. fluorescens
liquefaciens ein Ferment extrahieren, das in der gesamten
Pflanzenwelt weitverbreitet ist und das er Aspartase nannte?s).
Lis katalysiert dic Gleichgewiclitsreaktion

HOOU. CIW(NH,y 'Hy -COUIL TIOOC CH = H --COOTL 1 NI,
[-Asparaginsiure Fumarsiiipee Ammoniak
Diese Reaktion stellt ecinen Ammoniak-Fixationsvorgang

dar, mit Ililfe dessen die Pflanzen ilire wichtigste Aminosiure
synthetisieren. IDieselbe Reaktion lieB sich auch vou Dunn
u. Fox durch Druckerhitzen von Fumarsiure mit Ammoniak
i Laboratorium durchfithren und stellt eine bequeine Aspara-
ginsduresynthese dar??).

Lin anderer N-Fixationsinechanismus, der in den Stickstoff

assimilierenden Bakterien eine groBe Rolle spielt, wurde
cbenfalls von der finnischen Schule aufgefunden. Virtanen

und Laine konnten nachweisen, dal3 Bact.
radicicola aus dem ersten Produkt der
N-Assimilation, dem Hydroxylamin und
dem Zuckerstoffwechsel-Intermediarprodukt g,
Oxalessigsaure, Oxalessigsdureoxim bildet.

Dieses wird dann durcli enzymatische Hy-

drierung in Asparaginsiure umgewandelt. Das Oxalessigsdure-
oxim konnte als Kupfersalz kristallisiert erhalten werden2s).
Ny o= HNOH -+ HOW0—C0 LGOIl &> HOLC -

[
NOIL

CIL COON

Hydr.
A Aspuraginsdure

Yin anderer Finne, Swomalainen, konnte Amino-oxal-
essigsaure in der Pflanze als Dinitrophenylhydrazon mnach-
weisen. Er sicht darin eine weitere Moglichkeit der Knéllchen-
bakterien, den Luftstickstoff zu fixieren®#):

Ny o> ONOH i HO,L -00- CHy -CO,iL

= TO-~CO-L--COOIL yppqp, HOL—'0---C1L - -COLIL
S

NOH NiI,

Moglicherweise stellt die Amino-oxalessigsdure die Vorstufe
des Serins dar, in das sie durch Decarboxylierung und Hydrierung
des Aminomalonhalbaldehyds iibergehen kénnte, Auf der anderen
Scite kénnte durch Dehydrierung aus demi Aldeliyd Aminomalon-
siurc und bei deren Decarboxylierung Glvkokoll entstehen.

Serin
H HOCH ,— ' H-~ 0011
HOyt— C-—CH-—CO4II - -L“O,_) 0=0C—CH-—"O0H / Nif,
Q NH, NiL, HOL --CH--'0,H - -CO, N CHy-—C0, 1L
oo iasre | >
Aminooxalessigséure \, N
tilykokotl

Acylierende Aminierung.

Knoop hatte aus dem Harn von Hunden, an die y-Phenyl-
a-keto-buttersiure verfitttert war, die Acetylverbindung
einer optiseh aktiven y-Phenyl-a-amino-buttersaure isoliert3?).
Die Ausbeute daran stieg an, wenn gleichzeitig Brenztrauben-
sdure mitverfiittert wurde. Die Acctylgruppe schien also der
Brenztraubensidure zu entstammen. Wir kennen eine Modell-
reaktion, eine acylierende Aminierung, aus den Arbeiten
von Erlenmeyer u. Kumlin. Sie erhielten beim gelinden FEr-
wirmen von Ammoniumearbonat mit Ketosauren, wie Phenyl-
brenztraubensiure, Ketoisocapronsiaure oder Glyoxylsiure,
uuter CO, Entwicklung die Acylderivate der Aminosduren3t).
De Jong ubertrug diese Reaktion auf Br(‘n/tmubcnsaurc und
crhielt Acctylalanin3?).

Dic primir aus Ammoniak und Ketosdure entstehende
Iminosdure reagiert mit einem zweiten Molekiil Ketosiure.
Die nicht zu isolierende Zwischenverbindung spaltet CO, ab,
und das Decarboxylierungsprodukt lagert sich unter Wanderung
der Doppelbindung in die Acetylaminosiure um:

ClL, CHy  OH, (11, o, I Ci, Gl
i .o, ‘ : ! .
CONIL - G0 o ¥ 0T e Py LN 0N s I X R -
[ : H !
CQOH coon COOIL COOM COOIL COOIIL-

Nach der hydrolytischen Spaltung erhidlt mman 1 Mol
Aminosdure und 1 Mol Essigsaure aus 2 Molen Brenztrauben-

*) Virtanen u. 1'arnancn, Biocheu Z. 250, 103 T10m2),

21y J, biol. Chemistry 101, 493 [1933).

23) Biochemic. J. 83, 412 [1939].

) Zitiert nach Chem. Ztrbl. 1940 11, 2:48.

M) Knoop w Mitarb., Hoppe-Seyler’s 7. physiol. Chem. 71, 252 [1911], 146, 267 [1920).

1) Liebigs Ann, Cheni, 307, 146 [1809], 318, 145 [1901]: Ber. disch, chiem., Ges. 85, 2435
[1902].

31y Recueil Trav, chine Pays-Iar 19, 250 [1900].
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sdure, 1 Mol Brenztraubensiure ist also hydriecrend aminiert,
das andere unter Decarboxvlierung dehydriert worden.

Dicselben Verhiltnisse trifft man bei der von Krebs entdeckten
Umsetzung von a-Keto-glutarsdure mit Ammoniak in Gegenwart
von Nierenrindenschinitten oder gemahlenem Ierzmuskel. Dabei
entstelit aus 2 Molekeln o-Keto-glutarsidure einerseits unter hydrie-
render  Aminierung  Glutaminsdure und andererseits unter De-
carboxylierung das Dehydrierungsprodukt der a-Keto-glutarsdure,
die Bernsteinsdure?s),

2 x-Keto-glutarsdure — Glutaminsdure + Bernsteinsdure + CO,

Auch die von Leuckart®) entdeckte und von Wallach®) inter-
pretierte, fiir die Terpenreihe ausgearbeitete Synthese von Aminen
durch FErhitzen von Ketonen oder Aldehyden it Ammonium-
formiat liBt sich hier eimordnen. Bei dieser Reaktion, welche
Schiedt®) in neucster Zeit mit groBem Vorteil mit Formamid an
Stelle von Ammoniumformiat ausfiihrt, wird die Carbonylverbindung
hydrierend aminiert, walirend der andere Reaktionstcilnehmer, die
Formylgruppe, zu CO, dehydriert wird.

R L R
No Yo L"\ﬁf
An/ w S

wler
0 Ry H
1IL0 > >('
Ry

Knoop hatte nicht nur bei Verfiitterung von +y-Phenyl-
a-keto-buttersjure, sondern auch von racenmiischer oder
unnatiirlicher vy-Phenyl-«-amino-buttersiure die Acetylver-
bindung der natiirlichen Aminosiure im Harn aufgefunden.
Die acetylierende Aminierung fithrt im Organismus stets zu
optisch aktiven Produkten. Die Knoopschen Versuche haben
in den letzten Jahren du Vigneaud u. Mitarb. zusammen
mit Schoenheimer und seiner Schule unter Verwendung von
schwerem Wasser und dem ° Stickstoffisotopen N5 nach-
gearbeitet. Bei Verfiitterung der N¥-haltigen optischien
Antipoden an Ratten, deren Korperiliissigkeit D,O enthielt,
zeigte es sich, dafl dic gebildete 1-Acetylaminosiure am a-Kohlen-
stoffatom Deuterium enthielt. Die aus der l-Aminosaure
entstandene 1l-Acetylverbindung enthielt noch 30—359) N15
wahrend in der l-Acetylverbindung, dic aus der d-Aminosiure
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entstanden war, nur noch 1—29, N!5 anzutreffen waren,
R
ILNS—UH (Form)
C00IL > .m0
Dehy- 3 |
drase | —If, = UOOH
v '3) 44 N,
K R g Ris R
! o i Brenz- ) : ;
SNEIL - Gy B b e o TR e oo,
| 1 trauben- ' i gerung (Y
00O COOH siure COOH  COOTL COOH
Dehy- T I-Formen
drase | H, bt ULy R
]‘: - Drenztraubensaure: - (});NIS_,.( 0N Umln—_) HO- N O,
i ¢ ! gerung oL
HO(-—N1231, (I-Form) COOH  (OOH o0l
Coon
Diese Befunde fiihrten zur Aufstellung des vorstehenden

Umwandlungsschiemas??).

is entstehen also aus d- und l-Aminosiure Gemische von
N#¥- und N®- (I-) Acetyl-sdure. Mit der Kondensation der aus
heiden Antipoden entstehenden Inminosdure mit Brenztraubensidure
(acetylierende Aminjerung) konkurriert die Hydrolyse, die unter
Verlust des markierten Stickstoffs zur Ketosdure fiiflirt. Diese
nimmt das in groBem ("berschuB gegeniiber N'SH, vorhandene
normale Ammoniak unter Bildung einer NM-haltigen TIminosidure
auf, die auch der Kondensation mit Brenztraubensiure unterliegt.
Nun werden, wie Krebs gezeigt hiat, die [-Aminosduren etwa 20mal
so langsam desaminiert, wie die d-Aminosduren!?). Dann entstelt
die Iininosdure so langsam, dal immer Brenztrauben-

CH, (H, - h ) . e

P | sdurc in relativ hoher Konzentration fiir die Konden-
HE=N1I—0 sation vorhanden ist. Die Hydrolyse, bei der N6 ver-
Coon lorengeht, tritt gegeniiber der Kondensationsreaktion

it Brenztraubensdure zuriick; im Gegensatz dazu
domiiniert sic, wenn dic¢ Iminosdure in groBer Konzentration auf-
tritt, wie das bei der oxydativen Desaminierung der d-Aminosiure
der Fall ist. Dann steht nicht geniigend Bremztraubensiure zur
Verfiigung, und der isotope Stickstoff geht verloren.

%) Krebs W, Cohen, Biochemic, J. 38, 1805 [1930.

3y Ber, dtsch. chew. G, 18, 2341 [1885], 19, 2125 [1R813). 20, 104 [1887], 22. 1404 [18:07;
dJ. prakt. Cheni. 41, 330 [1890).

38) Lichigs Anu. Chem. 343, H4 [1005].

37y Du Vigneaud, ('ohn, Brown, Irish,
273 [1939].

3%) J. prakt. Chem, 157,
Schoenheinivr n,

208 [1941].
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Deuterium gelangt auf beiden Wegen bei der Decarboxylieruny
in Bindung mit Kohlenstoff und bei der Verschiebung der Doppel-
bindung in die «-Stellung.

Reaktionen der Carbonylgruppe mit der Aminogruppe.

Die Reaktion >CO 1N -("< > >-"—N---<‘<, bei der unter
Wasseraustritt die Gruppierung der ,,Schiffschen Basen'
gebildet wird, ist schr haufig anzutreffen. Sie fithrt, auf
die Aminosiuren im Reagensglas bei hoherer Temperatur
angewendet, immer zur Desaminierung und CO,-Abspaltung
und zur Bildung der um ein C-Atom drmeren Aldehyde Die
Beobachtung Streckers, dall Aminosiuren mit Alloxan oxydativ
desaminiert und decarboxyliert werden, ist die erste dieser
Art?8), Spiter hat man nocl weitere carbonylhaltige Ver-
bindungen aufgefunden, welche diesclbe Reaktion geben und
die auch zur quantitativen Bestimmung von Aminosiuren
auf Grund des entwickelten CO, oder des gebildeten Aldehyds
herangezogen worden sind, so das Ninhydrin®®) und Isatin4?):
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Fiir die Reaktion von Aminosduren mit Isatin hat Franke
folgenden Mechanismus vorgeschlagend!):
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Wie Langenbeck gezeigt hat, spaltet ndmlich Verbindung II
auferordentlich leicht CO, ab*®). Sie entsteht auch aus Brenz-
traubensdure und Amino-oxindol (IV). Da sieh die Sechiffsche
Base IIT mit iibersehiissiger Brenztraubensidure wieder zu II und
Aldehyd umsetzt, wirkt IV als ausgezeichnetes Decarboxylierungs-
mittel fiir g-Ketosduren.

Die Reaktion Carbonyl-Aminogruppe wurde aucli auf
Carbonylverbindungen iibertragen, die natiirlicherweise im
Stoffwechsel auftreten. Neuberg beobachtete z.B., dal
Aminosauren mit Methylglyoxal bei gewohnlicher Temperatur
unter Verlust der optischen Aktivitit reagieren und unter
CO,- und NH,-Entwicklung dehydriert werden®¥). Die-
selbe Spaltung konnte Akabori mit Glucose erreichen).
Heybst u. Mitarb haben diese Reaktion spiter auch auf
a-Ketosduren iibertragent®). Dabei wurde beim XKochen in
waBriger Losung neben dem Aldehyd, der durch Dehydrierung
und Decarboxylierung aus der Aminosdure entsteht, auch das
Decarboxylierungsprodukt der verwendeten «-Ketosiure, der
um 1 C-Atom #rmere Aldehyd gefunden, der unter glei-

chen Bedin- g R, R R R, TL
gungen ohne ! ; . : |
Alginosﬁu Q4 HNoAboll > Ca=N —OH JLg_N_b
: : ; ' ; ! i
re nicht auf- ¢OOH OO COOH COol CO0IL COOH
trat. Auller- : § 0y P Lo,
3 Y
dem trat die der % M N K, B
) 2 ,
a-Ketosdure  ent- ' i ! .

. N LN O
sprechende a-Ami- e NGl ”l Cn
nosdure auf. Die COOH OO
Reaktion zwischen | ~H0 | +1L,0

i ¥ Y
a-Aminosiuren R, i - T,

und «-Ketosiuren i |
wird deshalb so GRo ¢ LY CH
formuliert:

%) Licbigs Ann. Chem, 123, 363 [1862]; Hurtley u. Woolten, J. chem, Soc. [London] 99,
288 Mo11.

3, Ruhemann, ebenda 97, 2025 [1910], 99, 792, 148t [1011]; Vun Slyke u, Dillon, C. R.
Trav, Lab. Carlsherg, £6r. chim. 22, 480 [1938]; Mason, Biochemic. J. 38, 719 [1938];
Virtanen, Laine u, Toivonen, Hoppe-Beyler's Z. physiol. Chem, 288, 193 [1940].

) Traube, Ber. dtsch. chem. Ges. 44, 3145 [1911).

1) Biochem. Z. 288, 280 [1933].
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43) Neuberg u. Kobel, Biochemn. Z. 188, 197 [1927].
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Das primare Reaktionsprodukt I kann sich also, dhnlich
wie vorhin, unter Verschiebung der Doppelbindung zu II
umlagern.

Die Zwischenprodukte I und II lassen sich nicht isolieren.
Knoop unterwarf aber cin Gemisch von Arginin und Brenz-
traubensiure der katalytischen Hydrierung nnd konnte auf
diese Weise Octopin synthetisierents).

CHy N NI, CHy -N-——N H, (H—N—<'  NH,
N A S L
GH, NH i, NH CH, Ni
1 . ! -+, -
OH, CH,  -->  CH, Ol > UH, OH,
: | L | é H
HC--NH; + 00 HC—N:=( HCO—N H
y
| | | |
[R(sle)38 COoH (l."OOH coou COOH ¢'Q0I1L

Octopin, das aus Octopus oder Kammuscheln isoliert werden
kaun, entsteht auch im Kamimuschelinuskel aus Arginin bei der
Autolyset?).

Umaminierung.

Die Octopinbildung ist das einzige Beispiel einer spontanen
Kondensation einer Aminosaure mit einer Ketosiure bei
gewohnlicher Temperatur, Fiir andere Aminosiuren, bei
denen die Amihogruppe als Ammoniumion fungiert, konnte
eine Kondensation weder durch Hydrierung des Gemisches
mit o-Ketosiure mnoch durch potentiometrische Titration
nachgewiesen werdent?). Im Organismus hingegen findet
eine fermentative Reaktion zwischen Aminosduren und «-Keto-
sduren statt. Nachdem schon 1930 Moyle-Needham beobachtet
hatte, dafl im Muskelbrei Glutaminsiure anaerob verschwindet,
ohne daf sich der Aminostickstoffgehalt des Ansatzes anderte®),
untersuchten Braunstein u. Mitarb. den Umsatz von Glutamin-
siure mit Brenztraubensiure in Gegenwart von Muskelbrei
und konnten eine Vermehrung des Alaningehalts feststellen5?).
Dabei hatte die Aminosdure ihre Aminogruppe auf die «-Ke-
tosdure i{ibertragen und war selbst in eine solche, a-Keto-
glutarsiure, iibergegangen. Die in der organischen Welt weit-
verbreitete Umaminierung®!) ist in der Folgezeit einer sehr
genauen Untersuchung unterzogen worden.

Experimentelle Schwierigkeiten boten anfinglich die Methoden
fiir die genaue Bestimmung von Alanin und Glutaminsiure. Fro-
mageot und Heitz haben nun eine sehr spezifische Reaktion fiir
Alanin ausgearbeitet’?). Dabei werden die durch Umsetzung mit
Nitrit erhaltenen Oxysduren mit Permanganat unter Zusatz von
Quecksilberacetat oxydiert, wodurch die Bildung von Acetaldeliyd
aus Apfelsiure (ans Asparaginsiure) verhindert wird, und nur
Milchsdure in Acetaldchyd iibergeht. Dieser wird nach demi Destil-
lieren in einer Farbreaktion it Piperazin und Nitroprussidnatrium
colorimetrisch Dbestimmt.

Fir Glutaminsdure hat Cohen eine sehr empfindliche Be-
stimmungsmethode ausgearbeitet’®). Dabei wird Glutaminsidure
mit Chloramin T zum Halbnitril der Bernsteinsdure oxydiert und
dieses zu Bernsteinsdure verseift. Diese wird auf Grund ihres
Sauerstoffverbrauchs it  Succinodehydrase manometrisch  be-
stimmt.

Es reagieren direkt mit Brenztraubensiure (schwacher
mit anderen x-Ketosduren, wie a-Keto-buttersiure, Dimethyl-,
Methyl-athyl-brenztraubensiure, Oxalessigsaure und Phenyl-
brenztraubensiure) nur die Aminodicarbonsiuren Glutamin-
sdure und Asparaginsiure und die in ihrer polaren Struktur
dhnlichen Verbindungen Cysteinsaure, Homocysteinsaure und
Phosphoserin.

tl‘fugr—so,}{ O—POJH, CHe—t 008
CHe—COOH  (1ly—50,H o, CH, Ult,
H&,‘NH2 lll;)-—N Hy 11C--NH, HC—NH, H'C—NJ 1,
COOH ¢ooH COOH COONn (:00H
Asparaginsiure Uysteinsfiure }omoegsteinsiure Phosphoserin (Glutamins#ure

Die Ubertragung der Aminogruppe von Glutamin- und
Asparaginsdure auf «-Ketosauren ist reversibel und fiihrt zu
einem Gleichgewicht. Dabei sind zwei spezifische auf die
natiirlichen Formen eingestellte Fermente beteiligt, die
Aminopherasen. Man spricht von der Glutamico- und

) Knoop u. Martius, Boppe-Seyler’s Z. physiol. Chem, 254, 1 [1938], 258, 238 [10:s].

47) Irvin u. Wilson, J. biol. Chemistry 127, 575 [1939].

) Braunstein, Enzymologia [Den Haag] 7, 40 [1939].

4%) Needham, Biochemic. J. 24, 208 [1930].

29) Braunstein u. Kritzmann, Enzymologia [Den aag] 8, 129, 138 [1937].

8) Die Umaminierungsreaktion wird auch bei Pflanzen beobachtet., Virtanen u. Laine,
Nature [London] 141, 748 [1938]; Biochem. Z. 308, 213 [1941).

%) Mikrochim. Acta [Wien] 3, 52 [1938].

%) Biochemic.J. 33, 551 [1939].
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Asparticoaminopherase. Aus letzterer lieB sich ein nieder-
molekulares, dialysierbares Coenzym abtrennen, dessen Kon-
stitution noch nicht bekannt ist.

Eine direktc Ubertragung der Aminogruppe einer Amino-
monocarbonsdure auf eine o-Ketosiure ist nicht moglich.

Da aher die Umaminierung eine reversible Reaktion ist,
CO,H 00,8
He (i, C'H, CH,
(;‘H, 4 .} 0 N (E}H' : FT!:"- _NH,
HC—NII, {"00H {1=0 {00R
GO0 Coorr

kann o-Keto-glutarsaure oder Oxalessigsdure die Aminogruppe,
die sie von einer beliebigen o-Aminosaure aufgenommen hat,
auf eine andere o-Ketosiure iibertragen. Demgemill wirken
kleine Mengen von Asparaginsidure, Oxalessigsdurc, Glutamin-
siure und «-Keto-glutarsidure katalytisch bei einer Umaminie-
rung zwischen o-Amino- und o-Ketom on ocarbonsiuren.
Die schwefel- und phosphorhaltigen Analoga zeigen dicse
Wirkung aber nicht®%). Nach Coken ist die Auswahl der
zur gegenseitigen Umaminierung befihigten Sauren eine
strenger spezifische®®).

Der Umaminierungsreaktion liegt nach Braunstein folgende

Reaktion zugrunde, deren Abbild die Herbstsche Reaktion
darstellt:

COOH R, COOR R, COOH I, oo
Amir rase : . :
BN CH x N CH < i HO- N=-t  HC—NH, =0
: | ) : ! ;
ool ('Q0H COON CooH "‘()()” f00H conn
4L H, RIPRE
— 1, § -,
R, 000N
’ H
e N 0H
COooOH { Karrer) [MAIRF

Karrer erwdgt die Moglichkeit, daB die Verschiebung der
Doppelbindung iiber eine reversible enzymatische Iydrierung und
Dehydrierung des Kondensationsproduktes beider Komponcnten
verlaufen konnte'#85¢), Octopin wird ndmlich nach ihm durch Leber-
brei glatt dehydriert. Nach Braunstein greift das Ferment ,, Amino-
pherase’ ebenfalls bei der Gleichgewichtsreaktion zwisehen den beiden
Kondensationsprodukten ein, wihrend die Kondensationsreaktion
selbst eine spontane sein soll. Allerdings kanu, wie sclion gesagt,
eine spontane Kondensation von Aminodicarbonsidure und a-Keto-
sdure nicht beobachtet werden. Die einzige Reaktion, die fiir dic
Annahme einer Spontankondensation bei der Umaminierung sprechen
wiirde, ndmlich die Bildung des Dehydrooctopins aus Arginin und

COOIL

Hier soll auch noch eimmnal an die Befunde von Schoenheimer
bei der Verfiitterung von N15-haltigem Ammoncitrat erinnert werden.
Die, wie man nun versteht, im Mittelpunkt des Aminosdurestoff-
wechsels stehenden Aminodicarbonsiuren zeigten den héchsten
Gehalt an N®¥, und die o-Aminogruppe des Arginins enthielt
keinen isotopen Stickstoff'#). Das Arginin scheint also auch nach
diesen Befunden bei der Umaminierung im Organismus nicht be-
teiligt zu scin, und seine Kondensation mit Brenztraubenséure
darf daher wohl nicht als Modell zur echten Umaminierung heran-
gezogen werdert.

Die Gewinnung zellfreier Glutamico-aminopheraseprapa-
rate versctzte Braunstein in die Lage, ein zellfreies Modell
der l-Aminosiureoxydase aufzubauen. Man erinnert sich,
daB dieses Ferment an die Zellstruktur gebunden ist!%).
Braunsteins Modell arbeitet nach folgendem Schema:

[¢NRY: agoon COOH
1
GH, CHy, CH, Cll, ~ NH,
. Amino- . tHutaminsiure- J}
HO—NH, (I, P > OH, O P Y 0 £ 4
! : pherase , deliydrase |
OO s1¢ HC- NH, + Pyocyanin 120
1 ] !
¢ood GO0’ COOR
-Adunin n-Keto-glutarsiure [-Glutaminsiure a-Keto-glutarsdurs

Das Modell desaminiert dehydrierend 1-Alanin mit !/, bis /g
der Geschwindigkeit wie natiirliche 1-Aminooxydase.

Zusammenfassend seien hier die Wege des Auf- und
Umbaus der Aminosduren im ticerischen und pflanzlichen
Organismus noch einmal aufgewiesen:

i R (H,
: Dzt aure ] '
PR -, Brenztraubensaury HC .XH- N0
) 4 NH, ;
a00R [e/010): ¢
1-Keto-
<Alren + H0
4
¥
+NH,; « A,

N, o Aminosiuren
NH,; - - H,

{ 4 Umaministung

QOOH
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oH,

on,

a-Reto-zlutarsaure i ..

ey - T O
! i N,
[g01011! 00H
3-Keto- Glutamijpssure

glntarsinre

Auf- und Umban der Aminosuren in der Tlerzelle.
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- NH, ;
¥
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coou 'E,H Coq (!)H bt i T T
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1 1
(1= NOH O.N
COOH | H . 1
. i
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| - L= 00, ! - 010, conT
C:OOH COOH -, T BN, > -
Aulineacetessig-aure . CHye X1, ndere
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Co0R COOIT T4
MH, CH, )
©NH, - B, ‘
CH, o A ~ OCR, © LT T T LI
- -NH,: —H, ! Uresminierung
o HO--N1,
. |
UOOR GO0t
a- Ketoglutar- tutamin-
sdure |anye
Vaf- nnd Umbau der Aminosfinren in der Pflanze,

Brenztraubeusdure, darf wohl als Beispiel fiir die wahre Umaimi-
nierung nur mit Vorbehalt angefithrt werden. Arginin wird nam-
lich mit Kectosduren nicht umaminiert.

*4) Braunstein, Enzymologia [Den Haag] 7, 25 [1939].

%) Blochemic.J. 83, 1478 [1939].
%) Karrer, Koenig u. Legler, Helv. chin. Acta 24. 127 [1941].
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Dicse Desaniinierungen und Aminierungen und die in
allen lebenden Zellen gleichartig verlaufende Umaminierung
stellen die Verbindung dar zwischen dem intermediiren Stoff-
wechsel der Proteine auf der einen und dem der Kohlenhydrate
und Tette auf der anderen Seite. Fingeg. 4. Juli 1941, [A. 533
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