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Nichtenzymatische oxydative Desaminiferung von Amino-
und Iminosduren mittels Wasserstofisuperoxyds

Durch Einwirkung von Oxydationsmitteln werden die
Aminosiuren auf verschiedene Weise abgebaut. Die Perjodat-
Oxydation z.B. gibt Anla zur Bildung von Aldehyden,
Kohlendioxyd und Ammoniak!=3). Das 4-Oxyprolin wird in
der alkalischen Loésung durch Wasserstoffsuperoxyd in An-
wesenheit von Kupfer-II-Ionen iiber die o-Keto-y-oxy-6-
aminovaleriansiure (4-Oxy-A'-pyrrolin-2-carbonsiure) zur Pyr-
rol-g-carbonsiure umgewandelt?).

Wir konnten feststellen, daB unter analogen Reaktions-
bedingungen die heterozyklischen Systeme des Prolins und
der Pipecolinsdure in der 1,2-Stellung oxydiert werden und
daB die Aminosduren Arginin, Ornithin und Lysin einer oxy-
dativen Desaminierung in «-Stellung unterliegen. Aus unseren
bisherigen Untersuchungen geht hervor, daB durch Oxydation
von Prolin und Ornithin die o-Keto-d-aminovaleriansiure
(bzw. A*-Pyrrolin-2-carbonsiure) (1), von Pipecolinsiure und
Lysin die Al-Piperidein-2-carbonsiure (im Gleichgewicht mit
einer kleinen Menge von «-Keto-g-aminocapronsdure) (II) und
von Arginin die o-Keto-§-guanidino-valerjiansinre (III) ge-
bildet werden. Wie bekannt, werden die typischen o-Keto-
carbonsduren wie z.B. die Brenztraubensiure oder die o-
Ketoglutarsdure vom Wasserstoffsuperoxyd in Kohlendioxyd
und in die um 1 C-Atom #rmere Carbonsiure gespalten. Die
a-Ketoanalogen von Ornithin und Lysin dagegen bleiben im
alkalischen Milieu der intramolekularen Zyklisation zufolge
von diesem Oxydationsmittel unbeeinflu8t, wie wir schon
frither bei der Strukturaufklirung dieser auf synthetischem
Wege dargestellten Priparate festgestellt haben®). Durch
diesen Umstand wird ermoglicht, unter bestimmten Be-
dingungen die «-Keto-w-amino (bzw. w-guanidino)-carbon-
sduren aus den entsprechenden Diamino- bzw. Iminosiuren
durch Wasserstoffsuperoxydeinwirkung zu gewinnen.

Allgemeine Daystellungsmethode. Zu der alkalischen Lo-
syng von 5 mM der Amino- bzw. Iminosiure und 2,5 mM des
Kupfer-II-Sulfates wurde unter stetem Urriihren und Kiihlen
3% Wasserstoffsuperoxydlosung bei der Temperatur um 15°
langsam zugetropft (n&here Einzelheiten sind in der Tabelle
angegeben). Nach der Zerlegung des fiberschiissigen H,0,
durch Eisen-II-Sulfat wird die Reaktionslésung mit konzen-
trierter HCl angesiuert und die Ketosidure in Form des 2,4-
Dinitrophenylhydrazons isoliert. Durch Benzaldehydeinwir-
kung in der 1 N HCl-Losung wird das kristalline Aminoketo-
sdure-hydrochlorid aus dem Hydrazon in Freiheit gesetzt®s).

Tabelle. Reaktionsergebnisse

Amino- bzw. Reaktionsbedingungen ];:lléltls;s Ausbeute
Iminosiure NaOH 3% H,0 Oxy- Keto. |40 2,4-
(5 mM) ml- | dations- | o TIDNP (%)
n | ml zeit/min
d,l-Prolin 4 25 25 15 I 77,6
d,)-Ornithin . 41 25 25 15 I 60,4
d,l-Pipecolinsiure | 4 25 15 5 II 14,0
d,}-und I-Lysin . | 4 | 25 15 5 11 12,2
I-Arginin . b2 100 25 15 III 15,2

Die Aminoketosdure I 1483t sich auch aus dem alkalischen
Hydrolysat der Gelatine (das Arginin wird dabei ins Ornithin
umgewandelt) unter analogen Oxydationsbedingungen ge-
winnen, was von priparativer Bedeutung sein koénnte. Die
niedrigen Ausbeuten an Ketosiure IT und III*) sind auf die
Nebenreaktionen bei der Oxydation zuriickzufiihren.

Die Hydrochloride der Aminoketosiuren I und II sind
mit den synthetisch dargestellten Priparaten identischéb),?)
und die Eigenschaften der Ketosdure III stimmen mit den
Literaturangaben iiberein¥),9).
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*) Die Ketosdure III liegt vielleicht vorwiegend in der azykli-
schen Form vor, die vom H,0, weiter leicht angegriffen wird.
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Oxydation von Aesculetin und Umbelliferon durch Phenoloxydase *

Im Rahmen unserer Arbeiten iiber die enzymatische und
nichtenzymatische Oxydation von therapeutisch wirksamen
Pflanzenstoffen untersuchten wir die Oxydation des Aescule-
tins (6,7-Dioxycumarin) und des Umbelliferons (7-Oxycuma-
rin) durch Phenoloxydase. JosLyN und PoNTING!) weisen
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Fig. 1. Oxydation von Umbelliferon (I) und Aesculetin (IT} durch
Kartoffelphenoloxydase. Warburg-Ansatz I: 0,4 ml methanolische
Umbelliferonlosung, 1,0 ml unverdiinnte Fermentpriparation, ad
5,0ml Citronensidure-Phosphatpuffer py 7. Die Umbelliferon-
konzentration pro ml Reaktionsansatz ist 8,0 x 10~ molar. War-
burg-Ansatz II: 0,6 ml methanolische Aesculetinlésung, 0,5 ml
Fermentverdiinnung 1:5, ad 5,0 ml Citronensiure-Phosphatpuffer
Pu 7. Die Aesculetinkonzentration pro ml Reaktionsansatz ist
6,0 x 10~2 molar. Die Temperatur betrug jeweils 25°C

Fig. 2. Papierchromatographie des bei Zusatz von Ascorbinsiure
enzymatisch oxydierten Umbelliferons, Fleck 1: Reine methanoli-
sche Umbelliferonlésung (= 75 y Umbelliferon). Fleck 2: Reaktions-
ansatz: 0,1 ml methanolische Umbelliferonlésung (= 1,5 mg Um-
belliferon). 1,0 mI Ascorbinsdurelésung (= 5mg Ascorbinsiure),
0,5ml Fermentpriparation, ad 5,0ml Citronensiure-Phosphat-
puffer py7; nach 10miniitiger Reaktion werden 0,5ml 10 %ige
Salzsdure zur Inaktivierung zugesetzt und 0,1 ml der Reaktions-
lésung auf das Chromatogramm aufgetragen. Fleck 3: Reine
methanolische Aesculetinlésung (== 25 ¢ Aesculetin), Lésungsmittel
Butanol: Eisessig: Wasser (4:1:5). Papier: Schleicher & Schiill
2043 bM, absteigend. Identifizierung mittels UV

darauf hin, daB das Aesculetin diesem Ferment als Substrat
dienen kiénnte. Experimentelle Daten werden jedoch nicht
angegeben. Unsere Untersuchungen wurden mit einer Fer-
mentpriparation aus Kartoffeln (Sorte ,,Ackersegen®), die
nach dem Verfahren von Kusowrrz?) bis zur 2. Ammon-
sulfatfidllung aufgearbeitet worden war, durchgefithrt, Die
Priparation war frei von phenolischen Stoffen, die eine Uber-
trigerwirkung ausiiben kdnnten.

Fig. 1 zeigt die Oxydation der beiden Oxycumarine. Wird
die Oxydation des Umbelliferons bei Zusatz von Ascorbin-
sidure vorgenommen und die Reaktionslosung anschlieBend
papierchromatographisch untersucht, so konnte Aesculetin
als Zwischenprodukt gefunden werden (Fig. 2).

Eine ausfithrliche Mitteilung {iber die Untersuchungen er-
folgt an anderer Stelle.

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen For-
schungsgemeinschaft durchgefiihrt,
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*) 12. Mitteilung tiber die enzymatische und nichtenzymatische
Oxydation von therapeutisch wirksamen Pflanzenstoffen; zugleich
2. Mitteilung iiber Phencloxydasen.
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