Uber den Abbau dee m-Methylphenylalanine im Organismus.

Il. Mitteilung.

Von *

K. Fromherz und L. Hermanns.

(Aus der medizinischen Poliklinik in Freiburg k Br.)
(Der Redaktion ziligegangen afti 6. Dezember 1913.»

Die vorstehende Arbeit von L. Bohm fihrte zu dem
Resultat, dal} das verfitterte m-Methylphenylalanin (m-Tolyl-
alanin) gut verbrannt wird* moglicherweise sogar besser als das
entsprechende p-Tolylalanin. Das Resultat befriedigte jedoch
nicht vollig, weil es nicht gelang, den entsprechend der Ver-
mehrung der &therldslichen Sauren sicher vorhandenen unver-
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zu isolieren. Die schliel3lich nach mihsamen Versuchen aus dem
Harn des Versuchstags isolierte Benzoesaure lie3 die Vermutung
aufkommen, dafl3 schlielich doch ein mit Glykokoll gepaartes
Umwandlungsprodukt in groRerer Menge vorhanden gewesen
sein konnte, das einen grofRen Teil des Glykokolls beansprucht
und der Paarung mit Benzoesdure entzogen hatte. Ferner konnte
bei der groRRen Wasserloslichkeit der verfutterten Aminoséure
ein in Wasser leicht und in Ather schwer l6sliches Produkt im
Harn ausgeschieden worden sein, das sich durch diese Eigen-
schaften dem Nachweis entzogen hatte.

Da es Herrn Bohm aus &uf’eren Grunden nicht mehr
moglich war, die Arbeit fortzusetzen, suchten wir der Frage
des Verbleibs, der Menge und der chemischen Natur der ver-
muteten imwandlungsprodukte des m-Tolylalanins noch durch
einige Versuche ndher zu kommen.
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Quanti tative Verfolgung der Verbrennung der
r Aminosaure.

In erster Linie war erforderlich, mit Sicherheit festzu-
stellen, welche Mengen an unverbrannten Abkémmlingen unserer
Aminosaure im Harn vorhanden sein konnten im Vergleich
zum entsprechenden p-Tolylalanin. Wir verfitterten dazu einem
gleichmaRig gendhrten Hund gleiche Mengen der beiden Amino-
sauren und bestimmten im Harn Stickstoff und Kohlenstoff.
In derselben Versuchsreihe gaben wir noch zum Vergleich die
dem m-Tolylalanin (I) entsprechende m-Tolylessigsaure (111), um
auch deren Ausscheidung im Harn zu verfolgen. Da die letztere
Saure auch ein Abbauprodukt des Tolylalanins sein konnte,
wie die beigefigten Formeln veranschaulichen, war es mog-
lich, auf diese Weise die Auffindung des Wegs zur ldentifizie-
rung eines ausgeschiedenen Paarlings zu erleichtern.

m.

/Y /XCH A7 'iCH.
Yo 'Y

?HNH2 . (010) COOH

CH,

COCH COOH

Die Resultate dieser Versuche sind zunéchst in der neben-
stehenden Tabelle enthalten. Der Stickstoffwurde nach Kjeldah,
der Kohlenstoff auf nassem Wege nach Messinger bestimmt,
mit der alleinigen Abanderung, dal das vorgelegte Verbren-
nungsrohr nur mit Bleichromat gefullt war. Der weibliche Hund
wog 11,8 kg, war zwecks Erleichterung des Katheterisieréns
operiert und wurde taglich zur bestimmten Stunde zur Ab-
grenzung der Tagesmengen des Harns katheterisiert. Das Futter
bestand in Milch und Hundekuchen. Der Hund wog am Ende
des Versuchs noch 11,5 kg, hatte also nicht wesentlich durch
den Versuch abgenommen. Die Substanzen wurden in Milch
aufgeschwammt durch die Schlundsonde gegeben. Erbrechen
trat in keinem Fall ein.
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Zunéchst wurden 6,0 g m-Tolylessigsaure mit Natrium-
bicarbonat neutralisiert gegeben. Aus den Zahlen der Tabelle
geht unter Berlcksichtigung des Verhéltnisses C:N der Normal-
perioden ohne weiteres hervor, dall am Versuchstag sogar
mehr Kohlenstoff vermehrt ausgeschieden wurde, als der ein-
gefiihrten Saure entsprach. Die Saure mul also wenigstens zum
groBen Teil gepaart ausgeschieden worden sein. Nimmt man
eine Paarung mit Glykokoll an, dann ist nach den Bestimmungen
93®/o der eingefiihrten Substanz wieder im Harn erschienen,
das ist also fiur physiologische Verhéltnisse eine so gut wie
quantitative Ausscheidung.

Zur Bestimmung der &therldslichen S&uren wurden die
Harne der Normalperioden vereinigt. Die auf den Tag be-
rechnete Menge derselben, angegeben in Kubikzentimetern n/i-
Natronlauge, betrug in der Vorperiode 5,4 ccm, am Versuchstag
mit m-Tolylessigsaure 41,9 ccm, das bedeutet also eine Vermeh-
rung um 36,5ccm. Da 6,09 der verfutterten Saure 40,0 ccm
verbraucht hétten, entsprach also die Vermehrung der ather-
I6slichen Sauren 91°/<> der verfitterten Substanz, ein Resultat,
das mit dem Ergebnis der Kohlenstoffbestimmungen im Harn
sehr gut Ubereinstimmt. Das ausgeschiedene Umwandlungs-
produkt war also quantitativ mit Ather zu extrahieren. Auf die
chemische Natur desselben wird unten zuriickzukommen sein.

Am siebenten Tag der Tabelle wurden 7,0 g m-Tolyl-
alanin, also die etwa aquimolekulare Menge wie beim ersten
Versuch gegeben. Der Kohlenstoff stieg an diesem Tag bei weitem
nicht so hoch wie bei der Tolylessigsaure, wenn auch immerhin
ein sehr deutlicher Anstieg festzustellen ist. Aus dem Ver-
haltnis C : N lal3t sich berechnen, dal} etwa 35°/0, also immerhin
Uber ein Drittel des Kohlenstoffs der verfitterten Aminosaure
in den Harn Ubergegangen ist. Die Verbrennung ist also keine
vollstdndige, obwohl ein wesentlicher Teil zu den letzten End-
produkten abgebaut wird. Vergleicht man dieses Resultat mit
dem von B6hm durch Bestimmung der atherléslichen Sauren ge-
wonnenen, wobei nur 10°/o als unverbrannt nachzuweisen waren,
so ergibt sich, daR die Hauptmenge des unverbrannt
ausgeschiedenen Restes der Aminosaure sich nicht
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durch Ather aus dem Harn extrahieren laRt, demnach

bei der Untersuchung des Harns leicht entgeht.

Am zehnten Tage der Tabellen wurde in derselben Weise
das schon von Dakin gegebene p-Tolylalanin verfuttert. Der
Kohlenstoff zeigte genau dasselbe Verhalten wie bei der Meta-
Verbindung. Es wurde sogar ziemlich genau derselbe Anteil,
35°/0, unverbrannt ausgeschieden, die Substanz war also in
gleichem Grade der Verbrennung zugénglich.

Darstellung der m-Tolylacetursaurd:

Die Isolierung der Umwandlungsprodukte suchten wir
zunachst durch die Synthese des einen vermuteten zu er-

leichtern. Da anzunehmen war, daR die Tolylessigsdure im
Harn mit Glykokoll gepaart erscheint, haben wir diesen Paar-
ling synthetisch dargestellt. Durch Uberfiihrung von m-Tolyl-
essigsaure in das Chlorid (IV.) und Kondensation dieses Chlorids
mit Glykokoll nach Schotten-Baumann ist leicht die m-Tolyl-
acetursaure (V.) zu erhalten.

/\cH,

chlcoci CH, +CO *NH * CHgCOOH

1. m-Tolylacetylchlorid: 20,0 m-Tolylessigsaure (von
Schuchardt) wurden mit 60,0 Thionylchlorid tbergossen und
zwei Stunden auf dem Wasserbad am RuckfluRkihler erhitzt.
Die Saure l6st sich sehr rasch, eine nennenswerte Verfarbung
tritt nicht ein. Das Reaktionsgemisch wird sofort der fraktio-
nierten Destillation unter vermindertem Druck unterworfen,
wobei das reine m-Tolylacetylchlorid bei 15 mm und 136°
Ubergeht. Es ist ein Ol von maRig stechendem Geruch. Aus-
beute 70—80°/0 der Theorie.

0,1416 g Substanz gaben 0,1194 g AgCl:
C,HI0C1 berechnet: Cl = 21,09*/# .
gefunden: ClI = 20,83°/o.
2. m-Tolylacetylglykokoll (m-Tolylacetursaure):
Zu 5,0 g Glykokoll, gelost in 300 Wasser und versetzt mit
30,0 Natriumbicarbonat, werden im Schdutteltrichter im Lauf

einer Stunde unter stdndigem Umschitteln allmahlich 10,0 g
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m-Tolylacetylchlorid zugetropft. Mau wartet mit dem weiteren
Zusatz jeweils bis zum Verschwinden des Geruchs des Chlorids.
Wenn alles Chlorid zugesetzt und verbraucht ist, schittelt man
noch 10 Minuten und sduert dann mit Salzsdure stark an. Es
fallt sofort eine schmierige und beim Stehen Uber Nacht eine
krystallinisehe Masse aus, die zusammen abgesaugt und ge-
trocknet werden. Nach dem Trocknen wird 1- bis 2 mal mit
Petrolather ausgekocht, worin die m-Tolylessigsaure spielend
I6slich ist. Der Ruckstand wird abgesaugt, mit Petrolather ge-
waschen und getrocknet, dann aus Wasser umkrystallisiert:
Ausbeute 7 g.

Die m-Tolylacetursidure krystallisiert aus heillem Wasser
(10fache Menge) in farblosen prismatischen und wetzstein-
formigen Krystallen, die bei langsamer Krystallisation manch-
mal zu Blattchen verwachsen. Sie schmilzt bei 149°, 16st sich
leicht in heiBem, schwer in kaltem Wasser und in Ather, etwas
leichter in Essigéather, ist unléslich in Ligroin und Petrolather.

1. 0,3575 g Substanz heil? geldst und titriert mit Phenolphthalein
als Indikator verbrauchen 17,0 ccm n/io-NaOH:
Molekulargewicht, einbasische S&ure angenommen:

gefunden: 210,3°/«

Culll3NO3 berechnet: 207,1°/«
Dieselbe Menge zur N-Bestimmung nach Kjeldahl verwende!
verbraucht 17,2 ccm */io-NaOH :
2. 0,1554 g Substanz gaben 0,3645 g CO* und 0.0978g HgO:
GMHfSKOa berechnet: C = 63,76% : H = 6,34®/«; N = 6,76°/#
gefunden: 1. — — t N= 6,74°/
Lo 2. C = 63,96°0; H — 6,94®/0: —

Eine heie 1°/oige wasserige Losung der m-Tolylacetur-
saure scheidet beim Erkalten eine reichliche Menge Krystalle
ab. Die bei Zimmertemperatur geséttigte Losung enthélt 0,34°/o

der Sdure. Schuttelt man diese Losung mit dem gleichen
Volumen Ather aus, dann geht etwas mehr als die Halfte der

Saure in den Ather, worin also die Loslichkeit nur wenig
besser ist als in Wasser.

Aus diesen Eigenschaften der Substanz geht hervor, dal}
dieselbe aus dem Ham durch Atherextraktion leicht darstell-

bar sein mifte.
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Qualitative Untersuchung des Harns,

Die wasserige Losung der mit n/io-Natronlaugé titrierten
atherloslichen Substanzen aus dem Harn des Versuchs-
tags mit m-Tolylessigsaure wurde mit der notigen Menge
Il io-Schwefelsaure versetzt und, da sich dabei wenige Krystalle
abschieden, Uber Nacht im Eissehrank stehen gelassen. Die
dann abgesaugten Krystalle erwiesen sich nach mehrmaligem
tJmkrystallisieren aus Wasser durch ihren Schmelzpunkt 121°,
ihre Krystallform und ihre Sublimierbarkeit als Benzoesaure.
Ihre Menge war 0,05 g.

Das Filtrat wurde im Vakuum fast zur Trockene einge-
engt. Beim Versuch, den Ruckstand in wenig heiRem Wasser
zu l6sen, blieb der groRte Teil als schwerlosliches Ol zuriick,
das in wenig Ather aufgenommen wurde. Der Ather abgetrennt,
getrocknet und verdampft, hinterlieR einen Sirup, der im
Exsikkator krystallinisch erstarrte. Gewicht: 4,0 g.

Es gelang nicht, diese Masse ohne weiteres umzukrystat-
lisieren. Sie wurde deshalb auf einem Tonteller abgepref3t und
darauf mehrere Tage getrocknet. Die dann heruntergekratzte,
noch schmierige Masse wog 2,5 g und wurde mit 50 ccm Benzol
ausgekocht, worin ein wesentlicher Teil in Lésung ging. Aus
der filtrierten Benzollésung schied sich beim Erkalten eine
besser krystallisierte Substanz ab, die aber ‘noch unscharf
zwischen 120 und 130° schmolz. Dieses Produkt ist jetzt im
Gegensatz zu den friheren aus Wasser umkrystallisierbar
und scheidet sich daraus nach Kochen mit Tierkohle in reinem
Zustand ab. Es schmilzt gleichzeitig mit der oben beschriebenen

synthetischen m-Tolylacetursdure bei 149° (korr.) und ergibt
mit dieser vermischt keine Schmelzpunklsdepression. Ausbeute

nur 0,5 g.

0,2408 g Substanz verbrannten 12,0 »/to-NaOH (Indikator: Phenol*
phlhalein). Dieselbe Menge nach Kjeidah! zersetzt liefert eine 11,6 ccm

n/io-NaOH entsprechende Menge Ammoniak. v
CullfsNO* berechnet: Molekulargewicht: 207,1; N — 6,76°/0
gefunden: * 201,0; N = 6,75°0.

Das so aus dem Harn isolierte Produkt ist somit mit der
synthetischen m-Tolylacetursalre identisch, die m-Tolylessig-
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sdure wird ebenso wie die Phenylessigsaure einfach
mit Glykokoll gepaart ausgeschieden. Es sind jedoch
Im Harn dieser in reinem Zustand schoén krystallisierenden
Séure andere, schmierige Stoffe beigemengt, vielleicht
auch ungepaarte Tolylessigsdure, die die Krystallisation
hemmen und der Isolierung der Acetursauré groRe
Schwierigkeiten bereiten.

Nach diesen Erfahrungen erscheint eg durchaus erklar-
lich, daB es bei den Versuchen von Herrn B6hm in der voran-
gehenden Arbeit, fir die der eine von uns mit verantwortlich
ist, nicht gelang, geringe vorhandene Mengen m-Tolylacetur-
sdure zu isolieren. Da eine Ketonsdure nicht entstanden war,
alle andern moglichen Umwandlungsprodukte eines substituierten
Phenylalanins aber optisch aktiv sein mdfiten, die von Herrn
Bohm unter Kontrolle 0eS einen von uns géwonnenen Fraktionen
aus dem Harn nach Verfutterung des m-Tolylalanins alle optisch
inaktiv waren, mu3 die mit Glykokoll gepaarte ra-tolyl-
essigsaure als dasjenige Produkt angesehen werden,
das die Vermehrung der atherloslichen Sauren und
des Harnkohlenstoffs nach den Gaben von m-Tolyl-
alanin verursacht. Dieses Umwandlungsprodukt nun wirk-
lich aus dem m-Tolylalaninharn zu isolieren, wurde aufgegeben,

weil das Interesse solcher VVersuche der aufzuwendenden Mihe
nicht entsprechen wirde.

Aus den Versuchen von Bohm und uns geht her-
vor, dall das m-Tolylalanin wie das p-Tolylalanin in
gleicher Weise zu rund */s der verfiutterten Menge
verbrannt werden.

Dieses Resultat ist einigermafen Uberraschend. Nach den
Ausfiihrungen in der Einleitung zur vorangehenden Arbeit ware
zu erwarten gewesen, dal3 die m-Verbindung, leichter verbrannt
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wird, weil sie in p-Stellung nicht substituiert ist. Denn dort soll
nach den Annahmen Neubauers der Benzolkern zuerst im
Organismus oxydiert werden.

Man konnte aus unsern Resultaten deshalb den Schluly
ziehen, das im Gegensatz zu Neubauers Theorie der erste
Angriffspunkt der Oxydation am Benzolkern ein beliebiger ist.
Dem stehen aber doch die Befunde bei den drei isomeren
Tyrosinen entgegen, von denen das nattrliche p-Tyrosin glatt
verbrannt wird, wahrend die o- und m-Verbindungen nach
Blum und Flatow zu wesentlichen Teilen unverbrannt aus-
geschieden werden. Wir mochten deshalb nur folgern, dal}
der erste Angriffspunkt auch ein anderer als das p-Wasser-
stoffatom sein kann, wenn ein solcher Abbaumodus auch ein
Hilfsmittel zweiter Ordnung und deshalb wesentlich unvoll-
kommener ist als der bevorzugte. FUr das m:Totylalanin
mussen wir annehmen, dafl3 auch das neben dem p-Wasserstoff-
atom stehende Methyl, nicht nur das dieses substituierende wie
bei dem Dakinschen p-Methylphenylalanm, die Oxydation in
p-Stellung, die zu dem normalen, bevorzugten Abbau fihrt,
hemmt.

Wir haben im Hinblick darauf unsere Versuche fortgesetzt
und werden demné&chst Uber dieselben weiter berichten.

Ein Einwand konnte unsern Versuchen noch gemacht
werden, daf} ndmlich die Resorption im Darm eine unvollstandige
sein konnte. So schwierig es ist, diesen Einwand exakt zu
entkraften, so halten wir ihn doch fur ganz unberechtigt, weil
nicht angenommen werden kann, dal eine zumal in den Saften
des Darmkanals sich spielend I6sende Aminosdure nicht auch
ebensoleicht aus dem Darm resorbiert werden sollte.

Anmerkung.

Wir haben die beiden Tolylalanine (mit dem einen die Versuche
Dakins nachprufend) auch an einen Alkaptonuriker verfuttert und fest-
gestellt, dal? beide nicht in Alkapton Ubergehen.

(H: N : Vortag: 52,9, — m-Tolylalanintag (16 g)44,0. — Nachtag: 54,6).

Ferner haben wir das m-Methyltyrosin dargestellt, ausgehend vom
3-Methyl-4-Methoxy-benzaldehyd :
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OH

CH*
chnh*

COOH
F P 277« 1. 0,1737 g Substanz gaben 0,3940 g C08 und 0,1065 g H,0
Il 0,2332 g Substanz gaben 15,25 ccm N bei 22° u. 7455 mm
CI0HI3NO8 berechnet: C »-61,51»/«; Il = 6,71°/q; N = 7,17°0.
gefunden: I. C = 61,86°0; 1l = 6,79««; Il. N « 7,20#lo.

Auch diese Substanz geht beim Alkaptonuriker nicht in ein Hydro-

dnnonderivat Uber (H : N: Vortag: 49,3 — nach m-Methyltyrosin (8 g) : 52,4
Nachtag: 50,8).

Trotzdem wird sie vom Alkaptonuriker glatt verbrannt ausweislich
des Kohlenstoffgehalts des Harns: (C : N: Vortag: 1,005. — Versuchstag:
0,980. — Nachtag: 1,028).

Zur Kontrolle verfutterte p-Uxyphenylbrenztraubenséure ging nur
zu *3 in Homogentisinsaure tber, der Rest wurde ausweislich der Kohlen-
Stoffbestimmungen verbrannt.

Der Alkaptonuriker ist also imstande, alle diese aromatischen Sub-
stanzen zu verbrennen.

Auf diese Versuche werden wir demndchst zusammen mit noch



