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Problemstellung und Arbeitsiibersicht,

Unter Periicksichtigung der Versuchsergebnisse von
Knoop am ganzen Tier und der Versuchsergebnisse von Krebs
en iiberlebendem Nierengewebe waren somit bei der & -—-Amino-
8-Oxzybutterséure und der 4-—Aminc-B-Oxyvalerianséure fol-
gende Abbesumdglichkeiten gegeben ( Den Formelbildern sind
die Umsetzungsmiglichkelten der o —Amino-B-Oxybuttersiure

zu Grunde gelegt ):

1.) Oxydative Lesaminierung der a-Amino-b-Oxybutter-

siiure zur 4 -Keto-B-Oxybuttersiure nach Krebs.,

¥ +0 o
CH3-CHOd.CHNH2-COOH 1;aTbCH5-CHOH-CO.COOH + NH;

Da bei der Krebs'schen Versuchsanordnung der weitere Ab-
bau der entstandenen 4—-Ketonséure durch Arsenige Séure ge=

hemmt ist, so wire mit Hilfe eines FPhenylhydrazinderivates

a) in der Kilte die Bildung eines liydrazons,
die
b) in der HitzeJfeines Osazons, bezw, Hydrazons des

entsprechenden Ketopyrazolonderivates zu erwarten.

ad a) CH3.CHOH.CO.CDOH + HQN.NH.Ar — CH3.CH0H.%.COUB

(T ) N.NH.Ar

ad b) CHz«CHOH.CO,COOH + HoNoNHoAr — ClzoCHOH.C.COOH  hine
If =
N.NH.Ar
CHzuG = G, COOH N.NH.Ar
ArHN.N N.NH.ATr B CHB‘E i c.;:o
3 N.Ar

( o
sazon ) (Pyrazolonderivat)

( 11 ) (T T
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2,) B=Oxydation der a-imino=B=0xybuttersiure zur

a-Amino-8-Ketobuttersiure nach Knoop.

CHB.CHOH.CHNHz.COOH =3 CH3.CO.CHNH2.COOH

Fur diese Verbindung wiren folgende Umsetzungsmig-—

lichkeiten gegeben:

a) Bildung eines lydrazons in der Kélte suf Grund

der anwesenden Ketongruvpe, bezw. €ines Amino-

Pyrazolonderivates in der Hitze.

CHS.CO.CHHH2.COOH - HQN.NHAT —9Cﬁ3.E.CHNEQCOOH
N.NHAx
(Hydrazon)
( IV )
CF{3 .ﬁ' oCHf‘iHE » CO

I
N——— NAr

( Aminopyrazolon )

(V)

b) Sekundiéire Veriinderung der einmal entstandenen

a=Amino=-B=Ketobuttersiure auf Grund ihres chemischen Ver—

haltens als 1,2-Aminoketonderivat.

I. Bei 1,2-Aminoketonen ( Aminoaldehyd, Aminoaceton )
ist die Aminogruppe ziemlich labil und kann gegen Sauver -
stoff ausgetauscht werden, weshalb diese Verbindungen in
alkalischer Lisung Fehling reduzieren und beim Erwirmen mit
iiberschiissigem essigsaurem Phenylhydrazian in die CUsazone
des Glyoxals, bezw. des Methylglyoxals libergehen. Ein sol=-
cher Uebergang wirde in unserem Falle bedeuten, dass wir
iiber das Intermediérprodukt einer 1,2-Diketobuttersidure zu
dcmselben Osazon- bezw, Hydrazon des Keto-Pyrazolonderiva-
Tes gelangen miissten wie bei der Annahme einer suftretenden
oxydativen Desaminierung.

CH g HOH o CHNE,COOH 3:09d-, G5 . CO4 CENE 5 COOH —20— Cli5 . €0 €04 COUH

01{ -C ----- C.CIJOH H-NI!AI
311 Il = Il
N.NHAr N.NHAr OHB.%.C.?O
i N—DNArX
{ HE 31 )
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II, 1,2-Aminoketonséuren gehen ausserst leicht unter
Ringschluss in Pyrazinderivate iiber. In unserem Falle mii=
te somit aus 2 Molekiilen l-Amino-2-Ketobutterséure die
2,5-Dimethyl-3,6-Pyrazindicarbonséure entstehen:

N
HMH /N
\ . _ S !
CHsz GO CH.COOH Cli5 ? (I:z-e .COOH
HOOC JHC 0C.CH HOOC JHC C.CH
\yH i sildnnek
g

Aus den angegebenen Formelbildern geht hervor, daB
auf Grund des besonderen Verhaltens der 1l,2-Aminoketone
( Abspaltung einer NE,-Gruppe unter gleichzeitiger Sauer-
stoffaufnahme ) unter Umstinden ( z.B. Hitzefillung ) im
Palle eines Abbaues im Sinne der B-Oxydation das gleiche
Hydrazon des Ketopyrazolonderivates entstehen kann, wie
bei einem Abbau durch oxydative Desaminierung. Eine ein-
deutige Entscheidung der Frage, welche Keakilonsfolge
beim Abbau der 4 —-Amino-B-Cxybutterséure durch iiberleben-
des Nierengewebe tatsiichlich eintritt, ist daher nur mig-
lich, wenn es gelingt, das primére Oxydationsprodukt

durch Phenylhydrazin als Hydrazon zu fassen. In diesem

Falle miisste man bei der oxydativen Desaminierung die
Verbindung I, dagegen bei der B-Oxydation die Verbindung
IV erhalten. Weiters wére eine Intscheidung noch mdglich
durch Isolierung eines Derivates der 3,6-Fyrazindicarbon-
ture ( Verbindung VI ).

Ich musste daher bel der Aufarbeitung der Versuchs—
ansiatze und der Féllung mit dem FPhenylhydrazinderivat vor
allem trachten, alles zu vermeiden, was eine sekundire

Umwandlung eines primilr entstehenden Hydrazons in das



Osazon bezw. das Hydrazon des Ketopyrazolonderivates
begiinstigen ktnnte. In dieser Phase des Arbeitsganges
war es somit mbglich, die Eedingungen so zu wihlen, dass
sie dieser Anforderung gerecht wurden. Dagegen lag es
ausserhalb mocines Zutuns, eine sekundiére Umwandlung dex
im Falle einer B~-Oxydation entstehenden J—Amino-B-Ke¢to-
buttersiure in Diketobuttersiiure wihrend der 3-4-8tiindigen
Versuchsdauer im Thermostaten bei 3€ Grad, Py 7,4 und
daunernder Sauerstoffdurchperlung zu verhindern. Hein Pe-
streben war somit vor allem dasrauf gerichtet
1.) nach Moglichkeit die primiir entstandene Ketosiure
durch Fdllung in der Ké&lte als Hydrazon abzufangen und
2.) die Versuchsansiitze auf eine eventuelle Anwesenheit

einer 3,6-Pyrazindicarbonséure zu priifen.

Mein Arbeitsprogramm gliederte sich somit in Hin-
blick auf die verschiedenen Umsetzungsmtglichkeiten derx
Oxyaminoséure in folgende Punkte, wobei ich deren Ergeb-

nis gleich vorwegnehmen will:

I. barstellung von a-Aminc-8-Oxybutterséure und a-imino-

B-0Ozyvaleriansiure nach der Arbeitsvorschrift von

Abderhalden und Heyns. ( Experim.Teil S 35 )

Wihrend die Dearstellung der ersteren S&ure, abgesehen
von geringfiigigeren Abweichungen, die auch von ameri-
kanischen Autoren spéter beobachtet worden sind
(Cartezr und Mitarbeiter, Journ.biol.Chem.117/1
(1937) ), mihelos gelang, war ich dasgegen nicht in der
Lage, die letztere S#ure nach den :ngaben von Abder-
halden zu erhsalten, weshaldb ich trotz mehrerer vergeb-
licher Versuche meine Untersuchungen auf die J-Amino-
B-oxybuttersiure beschrinken musste,

II. Einiibung der Krebs'schen Versuchstechnik an Hand

einer bekarnten Aminoséure ( Alanin ), von der krebs
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auch die Ausbeute an Hydrazon mitgeteilt hatte.
(Experim.Teil S 39 ).

Lie von Krebs angegebenen Ausbeuten sind auch von mir
erhelten worden.

Synthese des a-Aminocacetessigesters und der 2,5-Dimethyl-

3,6-Pyrazindicarbonséure, um mit ibhnen nachstehende

Versuche suszufithren. ( Experim.Teil § A1 )

a) Spaltet o —Aminoacetessigester urnter den heaktions—
bedingungen, wie sie bei der Krebs'schen Versuchsan -
ordnung gegeben sind ( schwach alkalische Reaktion,
Temperatur 37,5°, Sauerstoffdurchperlung, 3-4-stindige
Versuchsdauer ) Ammoniak ab und geht er unter Seuer -

stoffaufnshme in 1,2-Diketobuttersiureester iiber ?

o~ - +0 P
0}13 UCUOUIﬂvHQ a000002H5 T:I-H? 01'13 -CO. CO s 000¢c2}15

Egs sei vorweggenommen, deass die Synthese des
Aminoacetessigesters nicht gelang, da bei allen An -
sdtzen, trotz gensuesier Einhaltung der Arbeilsvor -
schriften immer nur der 2,5-Dimethyl-3,6-Pyrazindi -
carbvonsiurecester erhalten werden konnte. Auf diese
Versuche musste ich daher, obwohl sie fir die Frage-
stellung und fir die Diskussion meiner Befunde sehr
wesentlich gewesen wiren, verzichten.

b) Gelingt es, 2,5=Dimethyl-3,6-Pyrazindicarbonsiure
unier Beriicksichtigung der Xrebs'schen Versuchsanord-
nung aus dem physioclogischen Salzgemisch inklusive
Nierenschnitten und bvei gleichzelitiger Anwesenheit der

& —Amino-B-Cxybuttersiure mglichst quantitativ zu

isolieren %

Hierzu waren nachfolgende Vorversuche nidtig:

1.) Priifung des Verhaltens von 2,5-Dimethyl-3,6-
Pyrgzindicarbonséiure beim Eindampfen einer rein wiss—
rigen Lsung dieser Siure im alkalischer und ssurer
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Reaktion unter normalem Druck und im Vakuun.

Ergebnis: Isollerung gelingt nur in neutraler
oder schwach alkalischer Reaktion, wenn das
Eindampfen unter mglichst schonenden Bedin=—
gungen ( Vakuum ) Vorgenommen wird.

2,) Wiederholung dieses Versuches unter Beriicksichti-
gung der coben erwihnten Ergebnisse beli gleichzeitiger
Anwesenheit des physiologischen Sal:gemisches. Hier
wurde auch versucht, die Isolierung der 2,5-Dimethyl-
3,6-Pyrazindicarbonsdure neben der Ixtraktion susden
eingedampften Salzruckstand mit sbsolutem Alkonol
durch Sublimation im Vakuum der Wasserstirahlpumpe
durchzufihren,

Ergebnis: Der Extraktion mit absolutem Alkohol
ist der vVorzug zu geben.

3.) Versuch der Igolierung von 2,5-Dimethyl-3,6-Pyrazin-
dicarbonsdure aus dem Salzgemisch bei gleichzeitiger
Anwesenheit von Trichloressigsiure, welche von XKrebs

zur Enteiweissung im Nierenschnittenversuch vorge -
schrieben worden ist.

Freebnis: Bei Anwesenheit von Trichloressigsiure
Ist auch nach Neutralisation dieser S#dure eine
Rilckgewinnmung von 2,5-Dimethyl-3,6-Pyrazindicar—
bonsdure nicht mehr mdglich.

4,) Das negative Ergebnis der Verwendung der Trichlor-
essigséiure als Entweissungsmittel machte es notwendig,
fiir jene Versuche, in denen auf die Anwesenheit wvon
2,5-Dimethyl-3,6-Pyrazindicarbonséure geprift werden
sollte, ein anderes Enteiweissungsmittel ausfindig gzu
machen.

a) 96%iger Alkohol. Die Enteiweissung mit 96%igem
Alkohol gelang zwar ohne welteres, wenn die-
selbe bel schwach alkalischer Reakiion vorge-
nommen wurde. Dagegen misslang sie bei kongo-
gsaurer Heaktion, welche unbedingt eingehalten
werden musste, um eine Verdréngung der 2,5-Di-
methyl-3,0-Pyrazindicarbonséure als Alkali -
salz aus der Losung zu verhindern.

b) Kolloidales Eisenhydroxyd + geséttigtes Mag=-
nesinmsulfat. Mit Hilfe dleses Mittels gelang
es, das Eiwelss quantitativ zu entfernen und
die 2,5-Dimethyl-3,6~-Pyrazindicarbonsiure aus
den Versuchsansétzen mit Nierenschnitten zu-
riickzugewinnen.

5.) Versuch der Isolierung der 2,5=-Dimethyl~3,6-Pyra-—
zindicarbonsdure bei gleichzeitiger Anwesenheit von
Nierenschnitten und L—Amino-B8-Cxybuttersinre nach



Enteiweissung mit kolloidalem Eisenhydroxyd + Magnesium-
sulfat.

Ergebnis: Unter Feriicksichtigung von Punkt 1, 2
und 4b gelingl die Rickgewinnung von zugesetztem
024 b=Dimethyl-5,0-Fyrazindicarbonsdure asus elnen
mit kolloidalem Eisenhydroxyd + Magnesiumsulfat
enteiweigstem Versuchsansatz in einer Auvusbeute
von 55%.

6.) Versuch der Isolierung der 2,5-Dimethyl-3,6-Pyra—
zindicarbonsiure bei gleichzeitiger Anwesenheit des
Fhenylhydrazinderivates, welches zur Fillung eines
eventuell entstandenen Hydrazons verwendet werden soll-
te.

Ergebnis: Bel gleichzeitiger Anwesenheit eines
Phenylhydrazinderivates ist eine Rilckgewinnung
der 2,5~Dimethyl-3,6-Pyrazindicarbonsivre nicht
moglich, auch dann nicht, wenn man den grosstien

Teil des iiberschiissigen Phenylhydrezins durch

Acetonzusatz zu entfernen trachtet.

Die Isolierung eines entstandenen Ketons als
Hydrazon und die Auferbeitung auf 2,5-Dimethyl-3,6-
Pyrazindicarbonséure im selben Versuchssnsatze war
demmach suf Grund des Vorversuches 6 nicht mtglich.

Da die Isolierung eines eventuell gebildeten Hydrseszons
hier als die Fauptaufgabe erschien, so wurde beinm
Hauptversuch die Krebs'sche Versuchsanordnung mit der
Trichloressigsiiure~Enteiweissung im grossen und ganzen
beibehalten und die Prifung auf eine Anwesenheit von

2,5-Dimethyl—3,6-?yrazindicarbonséure in speziellen

Versuchsansétzen duwrchgefibhrt.

IV. Hauptversuch mit a-Amino-B8-Oxybuttersfure an uUber—

lebendcm Nierengewebe, (Experim.Teil S 46 )

. der
1l.) Versuchsanordnung nach Krebs. Aufarbeltung/mit Tri-

chloressigsiiure enteiweissten Versuchsensétze auf eine

eventuell entstandene Ketoverbindung durch Féllung mit
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&) Dinitrophenylhydrazin

b) p=Nitrophenylhydrazin
bei niederer Temperatur,

Ergebnis: Die Versuche werden im Sinne einer
B-Cxydation gedeutet und in einem getrennten Abschnitt
ausfithrlich behandelt.

2,) Versuchsanordnung nach Krebs, knteiweissung aber
mit kolloidalem Eisenhydroxyd + Magnesiumsulfat zwecks
Prifung auf eventuell entstaniene 2,5-Dimethyl-3,6-Py-
razindicarbonséure.

Ergebnis: Es wurde kein Annaltspunkt gefunden,
der auf eine bildung der 2,5-Dimethyl-3,6~Pyrazindi -

barbonséure hinweisen wlrde.

Als Ergénzung fir d ie Befunde des hauptversuches wurde

noch das Verhaltens des lLeberglykogens hungernier Hatien

untersucht, das vielleichty zur Stutzung der Annabme

einer B-Oxydation beim Atbau dieser Oxyaminossdure im

Orgenismus beitragen ktnnte., ( Experim.Teil S.'50 )

7um Versténdnls dieser Fitterungsversuche sei
folgendes vorausgeschickt:

Exrfolgt der Abbaun der { ~Amino-B-Oxybuttersiure
analog dem Abbau der iibrigen Aminosauren durch oxydatie
ve Desaminierung, so miisste aus dleser Oxyaminosiure
Milchséure entstehen, welche im Organismus leicht in
Kohlehydrat iibergeht und in der leber als Glykogen
aufscheinen wiixde,

Vi o CHOH . CHNHp «COOE ——5o> Clz «CHOR, 0O, GOOH Spelbung.,
= ST

CH, oCHOH.COOR + HCOOH

Exfolgt dagegen der Abbau im Sinre von Enoop
durch B-Oxydation, dsnn wiren als Spaltprodukte Essige
stinre und Glykokoll zu erwarten, von denen die erstere

kein Kohlehydratbiliner ist.

Cl « CHOH 4 CHEI5 .COCH ——— CHz4CO.CHNH, «COOH Spalung,

CHz.COOH + CH,.NH,.COOK
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Ta die Frage einer Abspaltung von Glykokoll
nach Knoop zwar im BDereiche der litglichkeit liegt,
aber nicht gekliért ist und Glykokoll selbst im Or-
ganismus keineswegs leicht in Koh@lhydrat iibergeht,
so wiirde eine Zuamhme des Glykogengehaltes in der
Leber (aus Glykokoll) zwar die Mdglichkeit einer
B-0xydation dieser Aminosiure nicht ausschliessen,
dagegen das Ausbleiben einer Zunghme des kberglyko=—
gens doch eher im Sinne einer B-Oxydation zu deuten
S€1lle

Ergebnis der Fiitterungsversuche: Eine Zunahme
des Glykogengehaites der LeEer hungernder Ratten im
Vergleich zu dem der Kontrolltiere konnte nicht
nachgewiesen werden,

Ich michte jedoch diesen Fiitterungsversuchen
keine zu grosse Bedeutung beilegen, da folgende Ein-
winde gemeacht werden kirnten:

l.) Die «&-Aminc-B8-Oxybuttersiure enthilt zwei
asymetrische Kohlenstoffatome, existiert somit in
4 verschiedenen Isomeren. Da von diesen 4 Isomeren
nur eine die physiologisch wirksame Form darstellt
(Wachstumsfektor !), so ergibt sich daraus die Mog-
lichkeit, dass nur ein Viertel der verfiitterten
Sduremenge iliberhaupt fir eine Umsetzung im Organis-
mus in Frage kommt. Fs wire daher denkber, dass die
verfiitterte lenge zZu gering war, um zu einer Glyko-—
genablagerung in der Leber zu filhren, wenn beim Ab-
bau durch oxydative Desaminierung Milchséure ent -
stehen sollte.

2.) Der Abbau der Aminos&uren im Organismus
erfolgt wesentlich langsamer als der der Kohlehy-
drate, so dass trotz Ausdehnung der liesorptions -
daver auf 6 1/2 Stunden mit der litglichkeit zu rech-
nen ist, dass wihrend dieser Zeit kohlehydratbildende
Abbaustufen nicht in solchem Ausmasse gebildet wer-
den, um eine Glykogenbildung erkennen zu lassen.

3. ) Untersuchungen iiber die Resorptionsbedin-
gungen von 4 —-Amino-8-Oxybuttersiure liegen nicht vor.

/u diesen 3 Punkten mdchte ich aber erwihnen,
dass die verfiitterte lenge in einzelnen Versuchen so
gross gewdhlt worden war, dass auch ein Viertel die-
ser Menge im Falle einer Milchséurebildung durch
& —oxydative Desaminierung fiir eine Glykogenbildung
noch ausreichen konnte. Weiters geniigt die gewihlte
resorptionsdauer vollsténdig, um mit jeren Aminos&uren,

von denen ein Uebergang in Kohlehydrate im Organismus
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angenommen wird, elnen Glykogenansatz in der Leber
zu erzielen, woraus gleichzeltig hervorgeht, dass
die Resorptions in hinreichendem Masse erfolgt sein
muss.

Aus diesen Griinden glaubte ich daher die
Fiitterungsversuche vornehmen zu kdnnen, ohne speziel-
le Voruntersuchungen iiber kesorptionsgeschwindigkeit
ausfiihren zu miissen, die infolge Mangel an Ausgsangse—
material ohnedies sehr schwer durchzufilhren gewesen

) wiren.

Frgebnisse der Hauptversuche mit a-Amino-8-Oxy-

buttersiure an uberlebendem Nierengewebe.

Bei den ersten Versuchen wurde die Fillung der
mit Trichloressigsaure enteiweissten Versuchsansiitze
mit Dinitrophenylhydrazin vorgenommen, welches auch
von Krebs bei seiner Isolierung der primér entstan-—
denen Ketosiuren verwendet worden war. Wihrend im Vor-
versuch mit Alanin das Hydrazon der Ketonséure in ei-
ner Ausbeute von 83 mgr ( verwendete Alaninmenge
400 mgr ) erhalten wordcn war, konnte ich bei meinem
Versuchsansatz mit 400 mgr 4 —Amino-B8-Oxybuttersiiure
lediglich ein Féllungsprodukt in einer Menge von
29 mgr erhalten, Diese geringe Ausbeute des Konden—
sationsproduktes mit Dinitrophenylhydrazin bot den
ersten wenig erfreulichen Hinweis, dass ein Abbau

dieser Substanz durch iiberlebendes Nierengewebe nur
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in geringem Ausmasse erfolgt. Dies geht auch daraus
hervor, dass die F&llung mit Dinitrophenylhydrazin
erst nach Stehen iiber Nacht beendet war +).

An dieser geringen Ausbeute dirfte wahrschein-
lich das Vorliegen eines Gemisches von 4 Isomeren voa
geringem Ausschlag gewesen sein, da nach Krebs hin -
sichtlich der Desaminierbarkeit bei den optischen An-
tipoden der in der Natur vorkommenden Aminoséwuren kein
Unterschied besteht. Die Fallung mit Dinitrophenyl -
hydrazin ist in der K&lte vorgenommen worden. Die
geringe Ausbeute an Fallungsprodukt machte es daher
notwendig im ganzen 9 Versuche auszufiihren, um eine
geniigende Menge an Kohprodukt zu erhalten, mit wel-
chem Kristallisationsversuche angestellt werden soll-
ten. Die gesamte Ausbeute an Rohprodukt btetrug 1l3c mgr,
die Ausbeute bei den einzelnen Versuchen schwankte
zwischen 7 und 29 mgr. Fiir die einzelnen Ansétze waren
250 -~ 400 mgr 4 —Amino-B-Oxybutiersiiure verwendet wor-
den. Der F.F. des Rohproduktes lag zwischen 125° und
1300. Fiir die Kristallisationsversuche verwendete ich
zuerst niedrig siedende LUsungsmittel wie Essigester,
Aceton, Alkohol etc., ohne aber zu kristallisierten
Produkten zu gelangen. Ich musste daher auf hoher
siedende Losungsmititel ilibergehen. Nach wenig erfolg-
reichen Versuchen mit Pyridin erhielt ich schliess~
lich aus Nitrobenzol einen schin kristallisierten
Kdrper, der sich von dem Rohprodukt aber dadurch unter-

schied, dass er bis 3400 nicht schmolz (F.P.-Apparat

+)
Lass o —Amino-b-Oxybutterséure (dl-Allothreonin)
vom Organismus schwer angegrififen wird, geht auch aus
den Fiutterungsversuchen von Snyder & Corley an Hunden
hervor,(Journ.biol.Chem.122/491 (1938) ).




nach Kofler ) und auch im Spezialapparat bei Herm
Professor Fischer bis 410° keinen F.P. zeigte,sondem
nur allméhlich verkohlte. Die Erhthung des F.P. des
aus Nitrobenzol umkristallisierten Dinitrophenylhy=-
drazinderivates weist darauf hin, dass voraussichtlich
Ringschluss zu einem Pyrazolonderivat stattgefunden
hat. Ueber Hingschlussbildung ven Hydrazonen beim Um-—
kristallisieren aus hochsiedenden LUsungsmitteln ist
in der Literatur schon fter berichtet worden, Ein
Reinheitskriterium der Substanz war somit durch Er -
mittlung eines scharfen F.P. nicht mdglich. Ich habe
dsher in Hinblick auf die betriéchtlichen Substanzver-
luste bei den bisher vorgenommenen Kristallisations =
versuchen die restliche Substanz von wenigen mgr,ohne
sie noch einmal umzukristallisieren, zur Elementar -
analyse verwendet, um wenigstens ein ungefilhres Bild
oder eine Vergleichsmiglichkeit in bestimmten Grenzen
mit den mUglichen Formelbildern zu erhalten.

Pie erhaltenen Werte meines Dinitrophenylhydra-

zinderivates waren folgende:

C 44.14% H 3.38% N 25.01% Asche 4.39%

Zur besseren Uebersicht seien alle in Frage
kommenden Formelbilder mit ihrem P.ozentgehalt an
Cy, Hund N ( sowie O ) in Eezug auf die Fallung mit
Dinitrophenylhydrazin auf der folgenden Seite noch-
mals aufgestellt.
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l.) M6glichkeiten im Falle der reinen oxydativen Desaminierung.

CH3¢GHUH.CO.GQGH CEB.CO.CU.CUOH
\ b
1 1 I
¥ m i
(1) I?TH (D) :E{H IFH
s el C16H12010%
(IJ.G-298’17 ) { IIT.G.4T6426)
40,26% C  37.56% 0 40.,33% C 33.60% 0
3.38%4 H 18.80% N 2.54% H 23.53% N
¢Hs C16M10%7s
N=C
! v (:\'I-G. 458-24)
L 41.92% ¢
= 2.20% H
o) Sy

2,) Mpglichkeiten im Palle der reinen B-Oxvdation.

CHB.?.CHNHQ.COOH cns.ﬁ.cnmﬁz.co
| |
]
A X
C6H3(N02)2 05H3(N02)2
(IV) (V)
€1 6H711%H5 C108g05%5
(MeGe 297.19) (MeGa279.17)
40.39% C 32.30% 0 43%.,00% C 28.66% 0
3.,73% H 23.58% N 3.25% H 25,09% N

( Vexrgl. C 44.14% H 3.38% N 25.01% Asche 4.39%)
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Ein Vergleich mit den Frozentzahlen der 5 iiberhaupt in
Betracht kommenien Verbindungen ergibt am ehesten eine
Uebereinstimmung mit Formelbild V., Die Abweichungen von
den theoretischen Werten sowie der hohe Aschengehalt von
4,39% weisen darauf hin, dass das einmalige UmlUsen aus
Nitrobenzol, wie vorauszusehen war, zur Reinigung nicht
ausgereicht hat. Immerhin liess das Ergebnis der Elemen-
taranalyse den vorsichtigen Schluss zu, dass an meiner

N=Amino-B8-0Oxybutterséure eine B-Uxydation erfolgt war.

Ich begann daher eine neue Versuchsreihe, verwen-
dete aber jetzt anstelle des Dinitrophenylhydrazins als
Pdllungsmittel das p—~Nitrophenylhydrazin, von dem niedri-
ger schmelzende Derivate erwartet werden konnten. Teil~
weise fand ich diese Derivate auch in der Literatur be-
schrieben und hoffte, dass dadurch eine Icdentifizierung
erleichtert werden wirde,

Auch bei dieser zweiten Versuchsreihe musste ich
die Beobachtung machen, dass die Ausbeute an gefédlltem
hohprodukt gleichfalls sehr niedrig war. Auch hier waren
d:her léngere Serienversuche notwendig, um eine genii -
gende Substanzmenge Zum Umkristallisieren zu erhalten.
Aehnlich wie bei den Versuchen mit Dinitrophenylhydra-
zin wurde die Fdllung mit p-Nitrophenylhydrazin wieder
bei niederer Temperatur vorgenommen. Im ganzen wurden
13 Versuchsansiitze gémacht., Versuchsdauer 2 1/2 bis 3 1/2
Stunden, Versuchsmenge 150 = 200 mgr &=Amino=B-Uxybut~-
terséure, Gesamtausbeute an Rohprodukt 228 mgr. Die Aus-
beute bei den einzelnen Versuchsansitzen schwankte zwi-

schen 11 und 21 mgr. Der F.P. des Kohproduktes lag zwi-
schen 140°% und 150°.
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In einigen Versuchen liess ich die enteiweissts
Losung mit Nitrophenylhydrazin im Erutschrank bei 38
ilber Nacht stehen und erhielt Rohprodukte, die genau den-
selben F.P. zeigten wie die in der Kalte geféllten Ver-
suchsansatze., Eine sekundare Verénderung des im Versuch
einmal gebildeten Abbauproduktes schien durch das Stehen
bei Brutschranktemperatur nicht erfolgt zu sein.

Auch beim p~Nitrophenylhydrazinderivat gelang es
nicht, durch Verwendung niedrig siedender Lisungsmittel
zu kristallisierten Produkten zu gelangen. Aehnlich wie
in der l.Versuchsreihe erwies sich endlich Nitrobenzol
als das geeignete LUsungsmittel. Der F.P. des mehrmals um-—
kristallisierten Produktes lag bei 296° und stimmte mit
dem von Karrer und Her shber g ( Chem.2entral-
blatt 1934, 1V/3507 ) beschriebenen F.P. des Nitrophenyl-
hydrazons des Methylnitrophenylketopyrazolons iiberein

( Formelbild III, S.30 ).

Die Elementaranslyse ergab folgende Zusammensetzung:

C 53.24% H 3.54% N 22.25% Asche 1.40%

Auch hier wies die zur Analyse verwendete, dreimal
aus Nitrobenzol ( bis zur Schmelzpunktskonstanz ) um -
kristallisierte Substanz leider keinen vollsténdigen
Reinheitsgrad auf. Obwohl die F.P.-Identitdt des von mir
erhaltenen Produktes mit der von Karrer beschriebenen
Verbindung auf ein bestimmtes Derivat hinweist ( Formel-
bild III ), mdchte ich doch der Uebersicht halber und
zgum Vergleich der Prozentzahlen die uberhaupf in Betracht

kommenden Formelbilder anfiihren:
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Ein Vergleich der bel der Verbrennung meiner Substanz
ernaltenen Prozentzahlen zeigt am besten eine Ueberein-
stimmung mit Formel III. Eine griossere Abweichung zeigt
sich nur am C-Vert ( + 1,07% ), der H-Wert liegt inner-
haldb der Fehlergrenze, der N~Wert ist etwas zu niedrig.
Die Prozentzahlen der uUbrigen Formelbilder schliessen

auf jeden Fall aus. Ich glaube daher mit Sicherheit an-
nehmen zu dirfen, dass ich das von K a r r e r beschrie-
bene Produkt in Hénden hatte, zumsal der F.FP. genau iiber-
einstimmte.

Das Vorliegen eines Ketopyrazolonderivates, welches
erst beim Umkristallisieren des Osazons der 1l,2-Diketo-
buttersdure aus dem hochsiedendem Nitrobenzol erhalten
worden ist, weist darauf hin, dass die Abfangung des pri-
miren Oxydationsproduktes ( der & - bezw, B-Ketonsiure )
nicht gelungen ist. Da die Versuchsbedingungen in beiden
Versuchsreihen die gleichen waren und ein verschiedener
Ablauf des Abbaues der L =-Amino-b-Oxybuttersiure nicht ver-—
stindlich wdre, so muss ich annehmen, dass die anniéhernde
Uebereinstimmung des im ersten Versuchsansatz erhaltenen
Pyrazolonderivates mit Methylramino-Dinitrophenylpyrazolon
eine zufédllige ist, die durch den unvollsténdigen Kein-
heitsgrad und den hohen Aschengehalt vorgetiéuscht worden
ist.

Wie eingangs erwéhnt, kivnnte das Nitrophenylhydrazon
des Ketomethylnitrophenylpyrazolons (III) sowohl durch
oxydative Desaminierung einerseits entstehen, wenn die
OH~Gruppe der primér entstandenen 4 -Keto-B-Uxyséure zur

Ketongruppe oxydiert worden widre, als auch durch primiére



B=0xydation gebildet werden, wenn nachtriaglich die
UﬂNHE-Gruppe in eine Ketogruppe umgewandelt worden wire,
Ich stehe damit vor der schwierigen Aufgabe, welchem Ab-
bauweg der 4 —Amino-B8-0Oxybuttersiure durch das iiberlebende
Nierengewebe ich den Vorzug geben soll. Ich glaube auf
Grund der eilngehaltenen Heaktionsbedingungen wéhrend des
Versuches und der anschliessenden Aufarbei tung der Ver -
suchsansétze mich aus folgenden Griinden eher fiur die

8~-0xydation entscheiden zu mussen:

Es muss festgehalten werden, da s der Uebergang
des anfénglich bel niedriger Temperatur schmelzenden
Kondensationsproduktes mit Nitrophenylhydrezin in eine
hther schmelzende Verbindung unter Wasseraustritt erst
belm Umkristallisieren sus Nitrobenzol erfolgt ist, in
einem Stadium also, in dem iiberschiissiges Nitrophenyl-
hydrazin nicht mehr vorhanden war. Damit ein RingschluB
zu einem Pyrazolonderivat Uberhaupt eintreten kann, muB
in B8-Stellung zur Karboxylgruppe der Nitrophenylhydrazin-
rest schon eingefithrt gewesen sein., Ware der erste An-
griff an der J —Amino-B-Oxybutterséiure in (-Stellung er—
folgt, dann milsste die Nitrophenylhydrazingruppe am
A =C-Atom sitzen und dadurch einen Ringschluss zu einem
Pyrazolonderivat unmdglich machen. Diese Ueberlegung
wiirde daher auf einen priméren Angriff in B8-5tellung hine-
weisen.

Offen ist die Frage, wann der Eintritf des Nitro-
phenylhydrazinrestes am Jd/~C—-Atom erfolgt ist. Nehme ich
an, dass als erster Angriff beim Abbeu der £—Amino-B-Oxy-
butterséure durch das Nierengewebe eine «L=~Keto-B-Oxy -

butterséiure gebildet worden ist, dann kann ich mir nicht



vorstellen, wie bel der nledrigen Temperatur wahrend des
Binwirkens des Nitrophenylhydrazins die am 3-C-Atom sitzen-
de OH-Gruppe in eine Ketogruppe umgewandelt worden sein
s0ll, die die Bildung des Osazons der 1,2-Dikeiobutterséure
ermBglicht hétte. Denn soweit mir bekannt ist, erfolgt
Osazonbildung ja nur, wemn auf ein 1,2-Ketol Phenylhydra-

zin in der Hitze einwirkt., Eine Bildung des Osazong der

po-Diketobutterséure bel meiner Versuchsanordnung halte

daher fiir sehr wwshrscheinlich,

tte

C

S

Andererseits ktnnte ich mir vorstellen, dass bel
Eintritt der B-Oxydation die primér entstardene & —Amino-
B-Xetobuttersfure schon wihrend der immerhin langen Ver =
suchsdauer von 2 1/2 bis 3 1/2 Stunden ( P, 7,4, konstante
Sauerstoffdurchperlung, Temperatur 37,50 ) die CHNH p=Grup—
pe unter Severstoffaufnahme und NHs—Abspaltung goegen die
CO0-Gruppe susgetauscht hat, wodurch meines Frachtens allein
die Mglichkeit fir eine anschliessende Osazon-Fildung
aus der jetzt vorliegenden 1,2-Diketobutterséure bhel

niedriger Temperatur gegeben ist.

Zusammenfassend stelle ich mir die Eildung des

Nitrophenylhydrazons des Ketomethylnitrophenylvyrazolons

in der Weise vor, dass der primére Angriff durch B-0xydation

erfolsgt war unter Bildung von 4 -Amino-B-Ketobuttersiure.

Diese Verbindung hat nun, wihrend sie noch mit Nierenbrei
in Berithrung stand, offensichtlich die Aminogruppe unter
gleichzeitiger Sauverstoffaufinashme abgespalten und ist in
1l,2-Diketobuttersiiure iibergegangen. Diese 1,2-Diketo -
butterséure gab mit p-Nitrophenylhydrazin das entsprechende

Osazon und bildete beim Umkristallisleren aus Nitrobenzol



unter Ringschluss bel gleichzeitliger Wasserabspaltung
das Hydrazon des kKetomethylnitrophenylpyrazolons.
Weitere Untersuchungen, welche diese Annahme von mir
stutzen kiUnnten, musste ich lelder aus Substanzmangel
zuriickstellen. Ich mbchte daher die bisher gewonnenen
Erfahrungen als eine Vorarbeit fir eine systematische
Untersuchung der noch offenen ¥Fragen in einem spiéteren

Zeitpunkt betrachten.

In den Rahmen dieser geplanten Untersuchungen wiirde
auch die Frage hlnein;allen, wo Uberhaupt die hemmende
wirkung der Arsenig-SHure beim biologischen Abbau von
Aminosiuren durch iberlebendes Gewebe zu suchen ist.
OCffensichtlich hemmt die Arsenig-~Siure wie auch die Elau-
Séure in erster Linie die Decarboxylierung vond -Keton-
siuren, 0b Arsenig-S&ure esber auvch die B-Oxydation ver-
zégert und beeinflusst, ist unbekannt. Scllte dies der
Fall sein, so wiirde es vielleicht erkliren, warum die
Ausheuten bel meinen Versuchen, bei denen sls primirer
Abbauvorganz wohl die B-Oxydation anzunehmen ist, so ge-
ring waren.

Dass ich an eine Ieeinflussung der B8-Oxydation duxrch
die Arsenig-S#Hure gedacht hahe, geht daraus hervor, dass
ich bei einem Versuche, die ®ventuell als Nebenprodukt ent~-
standene 2,5-Dimethyl-3,6-Pyrazindicarbonsiure sus den ent-
elweissten VersuchsanSdtzen zu isolieren, mit Absicht die
Arsenig-Siure weggelassen habe, chne aber deshald zu
einer Aenderung des Resultates zu kommen.

Damit mdchte ich auch zum Ausdruck bringen, dass
das ganze Froblem einer Isolierung primérer Abbauprodukte
von Oxyaminoséduren durch liberlebendes Nierengewebe auf
Grund der bisher gewonnenen Erfahrungen #usserst kompli-
ziert ist und im Rahmen meiner Arbeit nicht endgiiltig ge-
185t werden konnte.
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