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Racemform von V aus; Einengen der Mutterlauge lie
noch weiteres inaktives V ausfallen; aus der Mutter-
lauge fiel nach starkem Einengen und auf Zugabe von
Petroldther stark aktiviertes Material aus. Von ca. 50-
proz. Aktivierung an lieferte erneutes Umkristallisieren
aus Benzol auch ein optisch aktives Erstkristallisat: es
wurde in weitere Fraktionierungen eingesetzt. Das in
Benzol sehr viel besser losliche Mutterlaugen-Kristalli-
sat wurde nunmehr aus Petroldther (Siedebereich 60 bis
70°) analog konsequent weiter fraktioniert.
Kieselgel-Chromatographie in Benzol und rasches
Sublimieren (hochstens 0,1 g-Portionen!) bei 90° und
0,001 Torr gestattete die Abtrennung von den in den
leichtest loslichen Fraktionen angereicherten Fremdbei-
mengungen, ohne dafl Racemisation bemerkbar war.
AnschlieBendes viermaliges Umkristallisieren, zuletzt
aus Alkohol, erbrachte keine Anderung der Schmelz-
punkts- und Drehwerte mehr. Aus insgesamt 70 g ein-
gesetztem (1) V wurden so direkt je 600 mg der bei-
den V-Enantiomeren mit Hochstdrehung, ferner noch
je rund 1g (+)- bzw. (—)-Material mit [a] 33;-Wer-
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ten von (+)- bzw. (—)-900° bis 1100° isoliert. Die
Hauptmenge lieferte bei weiterer Fraktionierung auf
beschriebenem Wege groflere Mengen der aktiven For-
men. Die Eigenschaften der hochstdrehenden Fraktio-
nen sind in Tab. 2 angegeben.

Die thermische Racemisierung bei 120 —130° (i. Vak.
eingeschmolzen) fiithrte beide Enantiomeren wieder in
die hochschmelzende Racemform, Schmp. 161°, zuriick.
Uber die thermodynamischen Daten wird in Kiirze be-
richtet 182,

Die PMR-Spektren (in CS, und CDClg) wurden im
Varian DP 60 von Dr. H. Friesorin, Institut fiir Elek-
trowerkstoffe, Freiburg/Brsg., aufgenommen. Die Dreh-
werte wurden im photoelektrisch arbeitenden Polari-
meter der Fa. C. Zeiss, Oberkochen, bestimmt.

Der Firma Rhodiaceta AG, Freiburg (Dr. H.
Weicanp) danken wir fiir die Uberlassung des Cellu-
loseacetats, den Farbenfabriken Bayer AG
und dem Fonds der Chemischen Industrie
fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten.
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(Z. Naturforschg. 22 b, 1300—1303 [1967] ; eingegangen am 27. Februar 1967)

The reactions of various recently synthesized analogous of a-lipoic acid (especially with fluoride
as substituent) with lipoic acid dehydrogenase from pig heart muscle were investigated. The influence
of structural change on the reactivity of the various compounds, when reacting with lipoic acid de-

hydrogenase are discussed.

Die physiologische Hauptfunktion der Liponsédure
(1.2-Dithiolan-3-valeriansdure) ist die Coenzym-
wirkung bei der oxydativen Decarboxylierung von
a-Oxosduren. Die Liponsdureenzyme haben beson-
dere Bedeutung bei Transfer-Reaktionen von Acyl-
gruppen (Abb. 1).

* (E.C. 1.6.4.3))

*%* U. Scamipt u. J. Mavong, Unveroffentlichte Versuche; J. Ma-
LoNE, Dissertation der Naturwissenschaftlichen Fakultédt der
Universitit Freiburg/Br. 1967.

1 H. W. Goeppe, Z. Vitaminforsch. 33, 1 [1963].

2 U. Scamint, P. Grarex u. H. W. Goeppe, Angew. Chem. 4,
846 [1965].

3 B. M. Guirarp, E. E. Sxerr u. R. G. WiLrians, Arch. Bio-
chemistry 9, 381 [1946].

Die Pyruvatoxydase und die a-Oxoglutaratoxy-
dase sind Lipoyl-Proteinkomplexe mit hohem Mole-
kulargewicht, die durch Oxydation der a-Oxosduren
die Bildung von Acylverbindungen, z.B. des Acetyl-
Coenzym A, ermoglichen.

Neben Coenzym A sind Thiaminpyrophosphat
(TPP), FAD, NAD und Mg>®-Ionen unmittelbar an
den enzymatischen Umsetzungen beteiligt. Der nach
Oxydation der a-Oxosdure entstandene Acyl-lipoyl-
Komplex reagiert mit dem Coenzym A (Acyltransfer
durch Lipoyltransacetylase) ; anschliefend wird die
reduzierte Liponsdure durch die FAD-enthaltende
Lipoamidoxidoreduktase wieder zu Liponsédure oxy-
diert 1+ 2,

- 10.1515/znb-1967-1213

Downloaded from De Gruyter Online at 09/12/2016 06:35:39AM

via free access



SUBSTITUIERTE o-LIPONSAURE UND LIPOAMIDOXIDOREDUKTASE

1 TPP

- co,

1301

TPP-aktivierter
Aldehyd

NADH +H*

NAD*

lAcy! ~Liponsdure ]Xl Dihydro- Liponsaure

SH-CoA Acyl-S-CoA

Abb. 1. Reaktionsschema zur Oxydation von Oxosduren zu Acyl-Coenzym A. I: Lipoyltransacetylase (E. C. 2.3.1.12.).
II: Lipoamidoxidoreduktase (E.C.1.6.4.3.). III: Decarboxylase.

men (Nr. 7, 8, 9 und 12), oder inaktiv sind (Nr.
13, 14, 15) 8.

Bei diesen Wachstumstesten an S. faecalis sowie
durch enzymatische Untersuchungen zur Substrat-
spezifitit der Lipoamidoxidoreduktase mit Struktur-
analoga der Liponsdure wurden keine starken Inhi-
bitoren entdeckt® °. Die in Tab. 1, Abschnitt A, zu-
sammengefafiten Daten zeigen, daf} nur die 7-Methyl-
liponsdure (7) und die 3-Thia-liponsdure (13) 10 die
Reduktion der Dihydro-liponsdure hemmen. Andere
Analoga, wie die 2.4-Liponsdure (15), verhalten
sich inert oder zeigen — wie die 7-Oxo-liponsdure
(9) oder das Lipoamid (5) — &hnliche Affinitét zur
Lipoamidoxidoreduktase wie das physiologische Sub-
strat.

Inzwischen sind weitere Liponséaure-Derivate ent-
wickelt worden. Die Kohlenstoffatome der Lipon-
sdure wurden in 2-, 7- und 8-Stellung durch Fluor-
atome und/oder Methylgruppen substituiert: 2-Fluor-
liponsdure (16), 7.7-Difluor-liponsdure (17), 8-Me-
thyl-7-fluor-liponsdure (18) und 8-Methyl-7.7-di-
fluor-liponsédure (19) (s. Tab. 1, Abschnitt B). Diese
Strukturanaloga zur a-Liponsdure wurden im spek-
trophotometrischen Test beziiglich ihrer Affinitit zur
Lipoamidoxidoreduktase und auf ihre Hemmwir-

Wie durch Arbeiten von Guirarp et al.3, Kuine
etal. 4, Reep et al. > und andere nachgewiesen wurde,
ist die Liponsdure fiir viele Mikroorganismen ein
Wachstumsfaktor. Bis jetzt sind jedoch keine Unter-
suchungen bekannt, denen zufolge diese Substanz
fiir die Ernahrung hoherer Organismen notwendig
ist. Ausfallserscheinungen, wie z.B. Avitaminosen,
unter Liponsduremangel sind nicht beschrieben wor-
den. Auch sind keine Stoffwechselseitenwege be-
kannt, die beim Fehlen von Liponsédure beschritten
werden konnten. Andererseits ist der vollstdndige
Entzug von Liponsédure durch Mangeldiét sehr schwer
durchfithrbar, da Liponsdure in der Nahrung weit
verbreitet vorkommt; auBlerdem wird diskutiert, daf}
Liponsdure durch die Darmflora gebildet werden
konne. Eine andere Moglichkeit zu priifen, ob Lipon-
sdure fiir hohere Organismen essentiell ist, besteht
darin, die Wirkung der Liponsdure in vivo aufzu-
heben. Von Scumit et al.® 7 wurden verschiedene
strukturell abgeinderte Liponséuren hergestellt und
von GoepDE et al.® 9 auf ihre Wirksamkeit getestet
(Tab. 1). Bei in vivo-Untersuchungen mit Strepto-
coccus faecalis 8043 wurde festgestellt, dafl einige
Liponsdurederivate das Wachstum dieser Mutante

fordern (Tab. 1, Nr. 1, 10 und 11), andere es hem-

4 L. Kuve u. H. A. Barker, J. Bacteriol. 60, 349 [1950].

5 L. J. Reep, P. M. Jonnson u. M. E. Gerzenpaner, J. biol.
Chemistry 192, 851 [1951].

6 U. Scamipr, H. Avrres, J. C. Loewencuts, P. Grarexy u. H.W.
GoEpDpE, Liebigs Ann. Chem. 666, 201 [1963].

7 U.Scamipt, P. Grarex u. H. W. Goeppg, Liebigs Ann. Chem.
670, 157 [1963].

kung gepriift.

8 H. W. Goeppe, C. Stammany, P. Grarexn u. U. Scmmipr,
Arch. Mikrobiol. 45, 359 [1963].

9 H. W. Goeppg, P. Grarex u. U. Scamior, Biochem. Z. 339,
23 [1963].

10 A, LitrringEAUs u. D. Sorc, unveréffentlichte Versuche;
D. Sorc, Dissertation der Naturwiss. Fakultdt d. Universi-
tit Freiburg/Br. 1961.
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) Wachs-  Michaelis- Wechsel- Inhibitor- Art der
Abgewandelte Liponsiduren Nr. tum Konstante zahl  Konstante Hemmung
[Mol/l-10-3] - 103 K;
A
H
Z = Ho,C——C— H-—-Z—(CHz)4—COOH B 2,3 3,15
[ 1 H—Z—(CHz)3—CONH> 2,8 14,0
HC S H—Z—(CH2);—CO—NH—-CH> 1,54 -
\ / HO | CH.0H
S \l/\
||
10" \/
Y——CH—(CHz)3s—COOH %— 8% 81}-1{3 — — — 2,8-10-3 kompetitiv
| [ = =
H.C S Y =CO — 3,7 4,65
Ny
H—Z—CHz;—O0—(CH—COOH ( + 6,25 2,4
H—-Z—-CHs—0—(CHz2):—CONH> ( + 4,0 13,1
H—Z—CH;—CH(CH3)— (CH2)2—COOH ( - 11,0 2,54
H—Z—(CHz)s—S—CH;—COOH ( inert — — 8,0-104 nicht-
kompetitiv
H—Z—C0—(CHz)3—COOH (14) inert 5,0 0,96
CH3—(CHz2)3—Z—COOH (15) inert — -
B
H—Z—(CHz)3—CHF —COOH (16) 3,2 9,87
Y = CF: (17) — — 3,6-10-3 nicht-
kompetitiv
H
l
F—C[——(lj—(CHz)4—COOH (18) = —
H3CH—-C S
a4
H S
F
|
F—(IJ——IC—(CH2)4—COOH (19) — —
H3C—C S
a4
H S

Tab. 1. Wachstumstest an S. faecalis und Untersuchungen zur Umsetzung von abgewandelter Liponsdure durch die Lipoamid-
oxidoreduktase.

Als einzige der untersuchten Fluor-liponsduren
wird die 2-Fluor-liponsdure (16) am Enzym umge-
setzt. Die Affinitdt dieser Substanz (Ky 3,2-1073 M)
entspricht ungefdhr der des physiologischen Substra-
tes, der a-Liponséure (Ky 2,3-1072 M). Eine Hemm-
wirkung wird auf die enzymatische Reduktion der
Liponséure nicht ausgeiibt. Erfolgt die Substitution
durch Fluor am C-Atom in 7-Stellung (Dithiolan-
ring) an beiden Wasserstoffatomen (7.7-Difluor-
liponsdure, 17), so erfolgt keine Reduktion mehr
am Enzym. Andererseits wird der Umsatz des phy-
siologischen Substrates Liponsdure nicht-kompetitiv
gehemmt (K73,6-1073; s. Abb. 2).

Die durch Fluorsubstitution in 7-Stellung (17)
erreichte Hemmwirkung auf die Lipoamidoxido-
reduktase wird wieder aufgehoben, wenn neben der
Fluorsubstitution in Stellung 7 am C-Atom 8 der
a-Liponsdure Methylgruppen eingefithrt werden:
8-Methyl-7-fluor-liponsdure (18) und 8-Methyl-7.7-
difluor-liponsdure (19).

Nach den bisherigen Versuchen findet also nach
Substitution im Dithiolanring durch eine oder meh-
rere Methylgruppen keine Umsetzung dieser Ver-
bindungen am Enzym mehr statt (7, 18, 19) ; Substi-
tution in 7-Stellung durch eine Methylgruppe be-
dingt kompetitive Hemmung (7), wahrend nach Ein-
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ABSORPTION SPECTRA OF AZOXINE S DYES
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Abb. 2. Inhibitortest mit 7.7-Difluor-liponsdure; Testsystem:

3 uM Titriplex III; 2 mg Rinderserumalbumin; 0,6 uM

NADH; 0,5 uM NAD; 990 uM Phosphatpuffer, pg 5,9; 10 y

Diaphorase (Boehringer); 12,5 (I)/8,75 (II)/6,25 (III)

+10—4 M a-Liponsdure; 5—30:10—* M 7.7-Difluor-lipon-

siure; d=10 mm, 25 °C, 366 mu, Gesamtvolumen 3,0 ml.
Darstellung nach 1. c. 11,
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filhrung einer Methylgruppe in die Valeriansédure-

kette die Aktivitdit am Enzym erhalten bleibt (12).
Fir die Umsetzung der a-Liponsdure durch die

Lipoamidoxidoreduktase diirfte demnach die Sub-

stitution am C;-Atom von besonderer Bedeutung

sein:

1. Substitution durch eine CHz-Gruppe fiihrt zu einer
kompetitiven Hemmung (7).

2. Substitution durch eine Hydroxylgruppe bedingt
Inaktivierung (8).

3. Nach Einfithrung einer Oxogruppe erfolgt Um-
satz wie bei der a-Liponsdure bei dhnlicher M1 -
chaelis-Konstante (Ky 3,7-1073 M) (9).

4. Einfilhrung zweier Fluoratome bewirkt nicht-
kompetitive Hemmung durch diese Verbindung
17).

11 J, S. Friepenwarp u. G. D. Meanewyn-Davies, in: The Me-

chanism of Enzyme Action, p. 154 (W. D. McErroy u. B.
Crass), The Johns Hopkins Press, Baltimore 1954.

Studies in Colloidal Behaviour and Absorption Spectra of Azoxine S Dyes
S.S. Govar and J. P. Tanpon

Department of Chemistry, University of Rajasthan, Jaipur (India)

(Z. Naturforschg. 22 b, 1303—1305 [1967] ; eingegangen am 3. April 1967)

The colloidal nature of 7-Phenylazo-8-hydroxyquinoline-5-sulphonic acid (A) and 7-(4-Sulpho-
phenylazo) -8-hydroxyquinoline-5-sulphonic acid (B) in aqueous solution has been established by
electrical conductance measurements. The curves obtained by plotting the square-root of concen-
tration and molar conductance of the dyes are not linear. The temperature coefficient per degree
centigrade per hundred units of conductance at 35° is below 2.0 in each case. The temperatures
of zero conductance, determined by extrapolation are —20 and —25° in the dyes (A) and (B)
respectively. The absorption spectra of eleven azoxine S dyes in acidic, alkaline and at pg ~4
have been studied and their molar absorptivities at absorption maxima determined.

Azoxine S dyes are gaining importance in analyti-
cal chemistry, particularly as metallochromic indica-
tors 174 In view of their increasing analytical im-
portance a detailed study of their colloidal behavi-
our and spectral characteristics was considered
worthwhile. In the present paper, the colloidal be-
haviour of two representative dyes, 7-Phenylazo-
8-hydroxyquinoline-5-sulphonic acid (A) and 7-(4-
sulphophenylazo) -8-hydroxyquinoline - 5 - sulphonic
acid (B) has been studied by conductometric meas-

1 J. S. Frirz, W. J. Laxg, and A. S. Surron, Analyt. Chem.
29, 821 [1957].

2 J. S. Frirz, J. E. AsBink, and M. A. Pay~g, Analyt. Chem.
33,1381 [1961].

3 A. I Busev, L. L. Tarirova, and L. M. Skrexova, Zh. Analit.
Khim. 17, 180, 447, 831 [1962].

urements 3. Further, the spectral properties of eleven
azoxine S dyes in acidic, alkaline and at pg~4
have been investigated.

Experimental

Azoxine S dyes were prepared and purified as de-
scribed by Uvusitaro$. Their purity was further con-
firmed by elemental analysis and potentiometric titra-
tion against standard sodium hydroxide solution. The
solutions of the dyes were prepared in double distilled
water containing requisite amount of sodium hydroxide.

4 S. S. Govaw and J. P. Taxpon, Talanta (in press).

5 S. P. Sancar, Bull. chem. Soc. Japan 36, 1349 [1963].

6 E. Uvusitaro, Ann. Acad. Sci. Fennicae Ser. A II, No. 8,
62 pp [1957].
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