Eine enzymatische Synthese der Alkaloide Hygrin, Cuskhygrin,
Isopelletierin und Methylisopelletierin

Von

Hans Tuppy und Monier Shaker Faltaous®

Aus dem Institut flir Biochemie der Universitit Wien
( Eingegangen am 8. Januar 1960)

In Gegenwart des Enzyms Diaminoxydase entsteht in einer
bei pH 7,6 gepufferten und belifteten Mischung von N-Methyl-
putrescin und Acetessigsdure das Alkaloid Hygrin. Wird die
Acetessigsdure durch Acetondicarbonsiure ersetzt, so bilden sich
Hygrin und Cuskhygrin. Cadaverin und N-Methylcadaverin
geben bei der enzymatischen Oxydation in Gegenwart von Acet-
essigsdure Isopelletierin und Methylisopelletierin. Diese Re-
aktionen verlaufen mit befriedigender Ausbeute und sind mit
Hinblick auf die Biogenese der Alkaloide von Interesse.

Die grundlegende Thecrie der Alkaloid-biogenese, die von R. Ro-
hinson® im Jahre 1917 veroffentlicht wurde, sah fiir die Pyrrolidin-
alkaloide Hygrin und Cuskhygrin folgende Bildungsweise vor: Zunichst
werde Ornithin (I} durch Formaldehyd methyliert, oxydiert und decarb-

CH, — -CH, CH, CH, CH,—CH,
i % | 1 {
CH, CH-—COOH CH, CHO CH, CH—OH
N P + CH,0 — NH, + CO, + \_ = N/
NH,NH, I NH R
! y
OH, TIA CH, IIB

oxyliert; sodann reagierten ein oder zwei Molekiile des entstandenen
v-Methylamino-butyraldehyds (II A) bzw. des thm isomeren Carbinol-
amins (JI B) mit Acetondicarbonsiure zu Hygrin (ITI) und Cuskhy-
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grin (IV). Auf analoge Weise formulierte Robinson auch die Entstehung
des Methylisopelletierins (VII) aus Lysin (V), bei der 3-Methylamino-
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valeraldehyd (VI A) oder das isomere o«-Hydroxy-N-methylpiperidin
(VI B) intermediir auftreten und mit Acetondicarbonsiiure reagieren
sollte.

Den experimentellen Beweis, daB y-Methylamino-butyraldehyd (11 A)
und 3-Methylamino-valeraldehyd (VI A) bzw. die Carbinolamine (II B
und VI B) unter zellmdglichen Bedingungen in der von Eobinson voraus-
gesehenen Art mit (3-Ketosiuren reagieren, haben Anet, Hughes und
Ritchie? sowie Galinovsky, Wagner und Weiser® erbracht. Diese Autoren

z H. Anet, Q. K. Hughes und E. Ritchie, Nature 163, 289 (1949); 164,

501 (1949).
8 F. Qalinovsky, A. Wagrier und: R. Weiser, Mh. Chem. 82, 551 (1951).
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zeigten, dafl II, durch schonende Hydrolyse des y-Methylamino-butyr-
aldehyd-acetals oder durch Reduktion von N-Methylpyrrolidon mit
1y Mol Lithiumaluminiumhydrid dargestellt, bei der Umsetzung mit
Acetessigsdure und Acetondicarbonsiure in guter Ausbeute die Al-
kaloide Hygrin (I1I) und Cuskhygrin (IV) ergibt; ebenso setzt sich VI,
durch saure Hydrolyse seines Acetals oder durch Reduktion des N-Methyl-
piperidons gewonnen, mit Acetessigsdure oder Acetondicarbonséiure glatt
zu Methylisopelletierin (VII) um.

Schapf?, der sich eingehend mit der Chemie des A'-Pyrrolins (VIII)
und Al Piperideins (IX) befafite, sah in diesen am Stickstoff nicht me-
thylierten Heterocyclen wahrscheinliche Zwischenprodukte der Synthese
der Alkaloide von der Art des Hygrins und Isopelletierins. Er konnte
experimentell zeigen, dafl Isopelletierin (X) sich unter physiologischen
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Reaktionsbedingungen aus Al-Piperidein (IX) und Acetessigsiure bilden
kann® Auch Anei, Hughes und Ritchie? sowie Galinovsky und Mitarbei-
ter® beschrieben die Erzeugung von Isopelletierin durch Umsetzung von
chemisch dargestelltem Piperidein mit Acetessigsiure oder Acetondiecar-
bonséure.

Beziiglich der Biogenese der von Robinson und von Schopf fir Zwi-
schenprodukte der natiirlichen Alkaloid-Synthese gehaltenen Verbindun-
gen IT, VI, VIII und IX sind heute schon etwas klarere Vorstellungen
moglich. AL-Pyrrolin (VIII) und Al-Piperidein (IX) kénnen, wie Mann
und Smithies® sowie Hasse und Maisack” experimentell dargetan haben,
aus Putrescin und Cadaverin, den Decarboxylierungsprodukten des Or-
nithins und Lysins, unter der Einwirkung des Enzyms Diaminoxydase
entstehen. Nach Zeller® sind nicht nur Putrescin und Cadaverin, sondern
auch N-Methylputrescin und N-Methylcadaverin Substrate der Diamin-

4 0. Schipf, Angew. Chem. 61, 31 (1949).

3 (. Schopf, F.Braun, K. Burkhardt, G. Dummer und H. Miiller, Ann.
Chem. 626, 123 (1959).

§ P.J.G Mann und W. R. Smithies, Biochem. J. 61, 89 (1955).

“ K. Hasse und H. Maisack, Naturwiss. 42, 627 (1955); Biochem. Z. 327,
296 (1955).

8 E.A. Zeller, J. R. Fouts, J. A. Carbon, J. C. Lazanas und W. Voegtle,
Helv. Chim. Acta 39, 1632 (1956).
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oxydase; wenngleich die Verbindungen, die bei der enzymatischen Oxy-
dation dieser monomethylierten Diamine auftreten, bisher noch nicht
isoliert und identifiziert worden sind, darf man doch annehmen, dal} es
die Methylamino-aldehyde I und VI sind.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuche zeigen, dafi
sich die enzymatische Umwandlung von Diaminen in Aminoaldehyde mit
der nicht-enzymatischen Kondensation der letzteren mit B-Ketosiuren
in vitro vereinen lilt und eine einfache Alkaloidsynthese darstellt, die
unter zellmoglichen Bedingungen mit befriedigenden Ausbeuten verliuft
und vermutlich der Alkaloid-biogenese nahe verwandt ist.

Experimentelier Teil
Material

Diaminoxydase wurde nach den Angaben von Kapeller- Adler ® aus Schweine-
nieren gewonnen. Bestimmungen der Wirksamkeit des Enzympréparats,
mit Histamin als Substrat nach Kapeller-Adler®® ausgefuhrt, ergaben Werte
von 1000 bis 1200 Permanganat-Einheiten (P. E.) je mg Protein; die Aktivi-
tdt des Diaminoxydase-Préparats gegeniiber N-Methylputrescin betrug
550—650, gegeniiber N-Methyleadaverin 800—900 und gegeniiber Cadaverin
400—500 P.E./mg Protein.

Kristallisierte Katalase wurde aus Rinderleber nach der Vorschrift von
Schnuchel' erhalten.

Die Synthese von N-Methylputrescin erfolgte nach der Vorschrift von
Dudley und Thorpe'®, diejenige von N-Methylcadaverin nach R. Engeri?;
von dieser Prozedur wichen wir nur bei der Abspaltung des Benzoylrestes
aus 1-Benzoylamino-5-methylamino-pentan-hydrochlorid ab. Letzteres wurde
mit der 5fachen Gewichtsmenge Salzsdure (d = 1,18) 8 Stdn. im Bomben-
rohr auf 150° erhitzt. Nachdem der erkaltete Rohrinhalt mit dest. Wasser
verdiinnt worden war, wurde die ausgeschiedene Benzoesdure abgesaugt.
Das durch Eindampfen des Filtrats erhaltene Kristallisat wurde aus absol.
Athanol umgeldst. Die Ausbeute an dem in Alkohol wenig léslichen, hygro-
skopischen Dihydrochlorid des N-Methylcadaverins war nahezu quantitativ.
Schmp. 180—182°.

CeH16N2 - 2 HCI. Ber. C 38,10, H 9,569. Gef. C 38,22, H 9,72.

Bei der Herstellung der Acetessigsiure aus ihrem Athylester folgten wir
der Methode von Shaffer4, bei der der 4cetondicarbonsdure aus Citronensiure
den ,,Organic Syntheses‘ 1%,

Das Dragendorff-Reagens wurde nach den Angaben von Schultz und
Straussi® bereitet.

9 R. Kapeller-Adler, Biochem. J. 44, 70 (1949).

10 R, Kapeller-Adler, Biochem. J. 48, 99 (1951).

1t q. Schnuchel, Z. physiol. Chem. 298, 241 (1954).

12 H, W. Dudley und W. V. Thorpe, Biochem. J. 19, 845 (1925).
13 R. Enger, Z. physiol. Chem. 189, 239 (1930).

12 P, 4. Shaffer, J. Biol. Chem. 47, 433 (1921).

- 15 Qrganic Synth., Coll. Vol. I, Seite 99.

18 O, E. Schultz und D. Strauss, Arzneimittelforsch. 5, 342 (1953).
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Methoden

Papierchromatographie (Tab. 1). Hygrin, Cuskhygrin, Isopelletierin und
Tab. 1 Methylisopelletierin wurden als Hydrochloride auf Schleicher & Schiill-
Papier No. 2043 a mit n-Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5) als Losungsmittel
absteigend chromatographiert und sodann auf den Papierstreifen durch Be-
sprithen mit Dragendorff-Reagens lokalisiert. Isopelletierin gab im Gegen-
satz zu den drei anderen Alkaloiden auf den Chromatogrammen mit diesem
Reagens eine nur schwache Farbreaktion, lieB sich jedoch auch in geringer
Menge durch seine Blaufirbung mit Natriumnitroprussiat, Acetaldehyd und
Natriumearbonat!? nachweisen.

Tabelle 1. Papierchromatographie der Hydrochloride von Hygrin,
Cuskhygrin, Isopelletierin und Methylisopelletierin

‘ ” i Farbe mit

| F ‘ Dragendorff-Reagens
Hygrin O 45 purpurs
Cuskhygrin 10,21 orangerot
Isopelletierin [ 0,58 rot
Methylisopelletierin | | 0,59 | rot

Vorversuche hatten zur Aufgabe, die giinstigsten Bedingungen (pH,
Inkubationsdauer, An- oder Abwesenheit von XKatalase) fiir die enzyma-
tische Synthese des Hygrins aus N-Methyl-putrescin und Acetessigsdure
zu finden (Tab. 2). Zu diesem Zwecke wurden neutralisierte Losungen, die
7 mg (0,04 mMol) N-Methylputrescin-dihydrochlorid und 40 mg (0,32 mMole)
Natrium-acetoacetat in 1,1 ml enthielten, mit 0,4 ml Phosphatpuffer, 0,5 ml
Diaminoxydase (1200 P.E./ml} und gegebenenfalls mit 50 ug krist. Katalase
and 0,05 ml Athanol vermischt, 2 Min. lang von Sauerstoff duorch-

Tabelle 2. Enzymatische Synthese des Hygrins. Alle Ansitze ent-

hielten 0,04 mMole N-Methylputresein, 0,32 mMole Acetoacetat und 600 P. E.

Diaminoxydase und hatten ein Gesamtvolum von 2 ml. Die Endkonzentration
an Phosphatpuffer betrug 0,1 M.

1 Ausbeute an Hygrin (%)

Tnkubationsd Katal ¢ Athanol
b e " Wpol | Als Tetrajodo-
| korr.
; ‘ | isoliert |
I ’ ‘
6,8 | 24 — L — 22 27
7,2 24 — ; - 27 33
7,6 24 - J — 28 | 35
7,6 | 24 — ‘ — 31 ' 39
7.6 | 48 — — : 35 | 43
7,6 48 — g — ’ 36 44
7.6 | 48 ‘ 50 , — 41 50
7,6 | 48 | s | 005 | 39 48

¥ K. Macek, J. Hacaperkova und B. Kakdc, Pharmazie 11, 533 (1956);
Z. analyt. Chem. 157, 229 (1957).
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stromen gelassen und hierauf bei 37° unter Sauerstoff inkubijert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Reaktionsmischungen 20 Min. auf
dem siedenden Wasserbad erhitzt, durch Abzentrifugieren koagulierten Pro-
teins geklart und mit je 4 ml Dragendorff-Reagens versetzt. Nach mehrstdg.
Stehen wurde der voluminése rote Niederschlag von Hygrin-tetrajodobis-
mutat abzentrifugiert, mit dest. Wasser gut gewaschen, getrocknet und ge-
wogen.

N-Methylputrescin glbt mit Kahumtetra]od0b1s1nutat unter diesen Be-
dingungen keinen Niederschlag. Die in der vorletzten Spalte der Tab. 2
angegebenen Ausbeuten an Hygrin sind aus dem Gewicht des gefillten und
isolierten Tetrajodobismutats errechnet und haben zur Voraussetzung, dal
die Fallung eine quantitative ist; diese Voraussetzung ist jedoch nicht voll
erfullt, da ein Kontrollversuch, bei dem eine Lésung von reinem Hygrin-
bitartrat mit Dragendorff-Reagens umgesetzt wurde, nur 819, der berechneten
Niederschlagsmenge ergab. Die in der letzten Spalte der Tab. 2 angegebenen
korrigierten Hygrin-Ausbeuten tragen der unvollsténdigen Féllung des
Alkoloids Rechnung.

Bei den Hauptversuchen zur enzymatischen Synthese des Hygrins,
Cuskhygrins, Isopelletiering und Methylisopelletiering (Tab. 2) wurden die
Alkoloide als Pikrate isoliert. Als Beispiel sei hier die Darstellung des Methyl-
isopelletierins eingehender beschrieben. Eine Losung von 100 mg (0,53 mMole)
N-Methyl-cadaverin-dihydrochlorid und 500 mg (4,0 mMole) Natrium-aceto-
acetat in 18 ml Wasser wurde neutralisiert, sodann mit 6 ml 0,5 M Phosphat-
puffer (pH 7,6) und 6 ml Diaminoxydase-Losung (1200 P.E./ml) versetzt, mit
Sauerstoff gesittigt und 40 Stdn. lang in einer Sauerstoffatmosphére inku-
biert. Nach Ansduern mit verd. Salzsiure und 20 Min. Erhitzen auf dem
siedenden Wasserbad wurde das ausgefallene Protein abzentrifugiert, der
klare Uberstand im Vak eingeengt, stark alkalisch gemacht und viermal mit
Ather ausgeschiittelt. Ein kleiner Teil des Atherextraktes wurde eingedunstet,
mit 0,1 N HCl aufgenommen und papierchromatographisch gepriift; beim
Bespruhen des Chromatogramms mit Dragendor[f-Reagens entstand nur ein
einziger roter Farbfleck, dessen Rp-Wert mit dem von Methylisopelletierin-
hydrochlorid {iberinstimmte. Die Hauptmenge des Atherextraktes wurde
eingeengt und mit einer dther. Losung von 60 mg Pikrinsiure versetzt. Die
rohe Fallung gab beim Umbkristallisieren aus Athanol 60 mg reines Pikrat
mit einem Schmp. von 158 bis 1589° (Ausb. 309% d. Th). Die Mischung mit
einem authentischen Methylisopelletierin-pikrat zeigte keine Schmelzpunkts-
erniedrigung.

Bei der Umsetzung von N-Methylputrescin (0,57 mMole) mit Aceton-
dicarbonsiure (0,17 mMole) in Gegenwart von Diaminoxydase entstanden
erwartungsgemily sowohl Cuskhygrin als auch Hygrin. Wie sich papier-
chromatographisch nachweisen lief, ibertraf die Menge des Cuskhygrins
die des Hygrins. Zur Trennung der zwei Alkaloide wurde deren Mischung,
die mit Ather aus dem alkalisch gemachten Inkubationsansatz extrahiert
worden war, einer Verteilungschromatographie zugefilhrt. In ein 34 cm
langes Chromatographierrohr (d = 1,7 cmn) wurde eine Aufschlimmung von
Whatman-Cellulosepulver in Aceton eingegossen. Nachdem sich die Cellulose
abgesetzt hatte, liel man das Aceton durch ein Gemisch von 3 Volumteilen
n-Butanol, 1 Teil Eisessig und 1 Teil Wasser aus der S&ule verdridngen.
Sodann wurde die Alkaloidmischung in 11l des Butanol-Eisessig-Wasser-
Gemisches auf die Sidule gebracht und mit dem gleichen Ldsungsmittel
chromatographiert. Der Siulen-Ausflul wurde in 8 ml-Fraktionen gesammelt,
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ein kleiner Teil jeder Fraktion mit Hilfe des Dragendorff-Reagens auf seinen
Alkaloidgehalt und gegebenenfalls papierchromatographisch auf die Natur
des vorhandenen Alkaloids gepriift. Die Fraktionen 27--29 erwiesen sich
als hygrin-, die Fraktionen 34—42 als cuskhygrinhéltig. Die letzteren wurden
vereinigt und zur Trockene gebracht. Durch Aufnehmen des Ruckstandes
mit Wasser, Alkalisieren, Extrahieren mit Ather, Einengen des Atherex-
traktes, Féllen mit einer #ther. Pikrinsiurelésung und Umkristallisieren
des geféillten Materials aus Wasser wurden 20 mg reines Cuskhygrindipikrat
gewonnen. Sein Schmp. und der Mischschmelzpunkt mit anderweitig syn-
thetisiertem Cuskhygrin-dipikrat lagen bei 215—216°.

Besprechung der Ergebnisse

Diaminoxydase-priparate lassen sich sowohl aus pflanzlichem als auch
aus tierischem Material gewinnen. In der vorliegenden Arbeit verwendeten
wir das in Schweinenieren vorkommende Enzym, da dieses verh&ltnis-
mifig einfach und zu allen Jahreszeiten mit guter Wirksamkeit gewonnen
und weitgehend gereinigt werden kann. Auch ist die Substratspezifitit
der Schweinenieren-Diaminoxydase besonders grindlich erforscht, vor
allem dank der Arbeiten von Zeller und Mitarbeitern®; auf diese Autoren
geht u. a. der fir die vorliegende Untersuchung iiberaus wichtige Befund
zurtick, daB nicht nur Putrescin und Cadaverin, sondern auch deren
N-monomethylierte Derivate Substrate des Enzyms sind?®.

Die Aminoaldehyde, die aus Diaminen bei der durch Diaminoxydase
katalysierten Reaktion R - NH - (CHj), - CHy - NHy 4+ Oy + Ho0 —
—+R - NH : (CHy), - CHO + NHj + Hy0y entstehen, sind wenig stabile
Verbindungen. Ihre Unbestdndigkeit steht einer Verwendung zu préipara-
tiven chemischen Umsetzungen im Wege; dieser Schwierigkeit kann man
jedoch dadurch begegnen, dall man die Aminoaldehyde in Gegenwart der
ihnen zugedachten Reaktionspartner entstehen und von diesen unmittel-
bar bei oder nach ihrer Bildung abfangen 1alt. Dank der Tatsache, daB
die Wirksamkeit, der Diaminoxydase durch Ketosiuren wie Acetessigsiure
oder Acetondicarbonséure, die mit Aminoaldehyden unter milden Bedin-
gungen glatt reagieren, nicht ernstlich beeintrichtigt wird, ist es uns mog-
lich gewesen, einige Alkaloide in vitro durch gleichzeitigen Ablauf der en-
zymatischen Bildung von Aminoaldehyden und der nichtenzymatischen
Reaktion der Aminoaldehyde mit B-Ketosduren auf ergiebige Weise zu
synthetisieren.

Am Beispiel der Hygrinsynthese aus N-Methylputrescin und
Acetessigsdure wurde der Einflul einiger veridnderlicher Reaktions-
bedingungen auf den Syntheseablauf untersucht (Tab.2). Im pH-
Bereich zwischen 6,8 und 7,6 stieg die Hygrin-Ausbeute mit
sinkender Aciditit an. Die Geschwindigkeit des Reaktionsprozesses

18 F. A. Zeller in ,,The Enzymes: Chemistry and Mechanism of Action®,
ed. by J. B. Sumner and K. Myrbdck, Vol. II, Part 1, p. 544 (Acad. Press 1951).
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war offenbar nicht hoch, da eine Verlingerung der Inkubations-
dauer von 24 auf 48 Stdn. eine (allerdings nur geringe) Verbesserung
der Ausbeute bewirkte. Als giinstig erwies sich ein Zusatz von Katalase
zu den Ansétzen, sei es mit oder ohne gleichzeitige Zugabe von Alkohol;
Katalase und Athanol beseitigen das im Verlaufe der Aminoxydation
gebildete und nicht unschidlicheWasserstoffperoxyd durch eine gekoppelte
peroxydatische Reaktion? 1°. Im Verlaufe einer 48stdg. Inkubation von
N-Methylputrescin mit Acetessigsiure in Gegenwart von Diaminoxydase
und Katalase bei 37° und pH 7,6 entstand Hygrin in einer Ausheute, die
509/, der theoretisch erreichbaren betrug.

Wie die Tab. 3 zeigt, konnten durch enzymatisch-chemische Syn-
these aus den Diaminen N-Methylputrescin, Cadaverin und N-Methyi-
cadaverin einerseits und Acetessigsiure andererseits in 26 bis 36proz.
Ausbeute Hygrin, Isopelletierin und Methylisopelletierin in Form ihrer
reinen Pikrate gewonnen werden. Die wenig befriedigende Ausbeute an
Cuskhygrin bei der in Gegenwart von Diaminoxydase vorgenommenen
Umsetzung von N-Methylputrescin und Acetondicarbonsiure ist die
Folge groflerer Verluste bei der chromatographischen Aufarbeitung des
Reaktionsansatzes.

Es ist verniinftig anzunehimen, daf} die Biosynthese des Isopelletierins
in der Pflanze analog verliuft wie die hier beschriebene zweistufige in
vitro-Synthese. Fiir diese Annahme spricht es, dafl im Pflanzenreich
sowohl Aminoséure-decarboxylasen vorkommen, die Lysin und Ornithin
in Cadaverin und Putrescin, als auch Diaminoxydasen, die Cadaverin und
Putrescin in Aminoaldehyde verwandeln. Zweifelhafter ist es, ob die am
Stickstoff methylierten Alkaloide Hygrin, Cuskhygrin und Methyl-
isopelletierin in der Pflanze ebenfalls auf die hier in vitro erprobte Art
entstehen. Unseres Wissens ist ein natiirliches Vorkommen von N-Methyl-
putrescin und -cadaverin bisher nicht erwiesen. Es 146t sich derzeit noch
nicht entscheiden, ob die Einfiihrung von Methylgruppen der letzte
Schritt der Biosynthese der genannten Alkaloide ist oder aber in der
Pflanze bereits frither, etwa nach der Decarboxylierung der Aminosiuren
Lysin und Ornithin zu Diaminen, stattfindet.

1 D. Keilinund E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. [London] B 119, 141 (1936).



