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276. Alexander Ellinger: Ueber die Constitution der Indol-
gruppe im Eiweiss (Synthese der sogen. Skatolcarbonsiure) und
die Quelle der Kynurensiure,

[Aus dem Univ.-Laborat. f. med. Chemie und experimentelle Pharmakologie
zu Kdénigsherg i./Pr.]

(Vorgetragen in der Sitzung vom 18. April 1904 vom Verfasser.)

Seit geraumer Zeit sind unter den Fiulnissproducten der Eiweiss-
kirper vier Substanzen bekannt, welehe den Indolring enthalten: Das
Indol') selbst, das Skatol?), die sogenannte Skatolearbonsiure?®) und
Skatolessigsdure?). Wihrend die Constitution der beiden ersten Kor-
per durch die Synthese festgestellt ist, stiitzt sich die fiir die Skatol-
carbonsiure angenommene und in die Lehrbiicher der physiologischen

C.CH
Chemie iibergegangene Formel?®) dieser Substang, CSH4§>HC.éOOH

nur auf den Befund, dass die Siure glatt in Skatol und Kohlensiure

zerfilit, und die Skatolessigsiure, der ihr Entdecker Nencki die
C.CH;

Formel CsH">C.CH;.COOH zuschrieb, ist nur als ein Homologes
NH

der varigen Verbindung erkannt, ohne dass die Stellung der Seiten-

ketten irgenwie sichergestellt wiire.

Als Mattersubstanz aller genannten Korper nabm Nencki im An-
schiuss an eine frilher schon von E. Salkowski geiusserte An-
schauung einen im Eiweissmolekiil vorgebildeten Atomcomplex an:

C.CH;
den der Skatolaminoessigsénre, CsHy<">C. CH(NH;).COOH, und setzte
NH

80 die Entstehung der vier Substanzen in Parallele wit der Bildung
des Phenols, Kresols, der p-Oxyphenylessigsiure und p-Oxyphenyl-
propiousiure aus dem Tyrosin, welche durch Experimente sicherge-
stellt war.

1y Kiihne, diese Berichte 8, 206 [1875] und Nencki, ebenda 8, 336
und 722 71875].

%) Brieger, diese Berichte 10, 1027 [1877].

% . und H. Salkowski, diese Berichte 13, 189, 2217 [1880].

4) Nencki, Monatsh, fir Chem. 10, 506 [1889].

5 Hs sei ausdriicklich darauf hingewiesen, dass E. und H. Salkowski,
entsprechend den damaligen Kenntnissen iiber die Indolgruppe, sich jeder
Aeussernng iber die Stellung des Carboxyls in der gefundenen Siuve ent-
hislten. Die angegebene Formel taucht meines Wissens zuerst bel Nencki
(. ¢.) auf,
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Die Voraussage Nencki’s erfubr eine glinzende Bestitigong, als
Hopkins und Cole!) vor etwa zwei Jahren unter den pankreatischen
Verdauungsproducten des Caseins einen Kérper von der empirischen
Formel der Skatolaminoessigsiure isolirten, aus welechem sie spéter?)
durch Einwirkung verschiedener Bacterienarten die simmtlichen be-
kannten Féulpissproducte der Indolgruppe rein gewannen. Das neun
gefundene hydrolytische Spaltungsproduct der Eiweisskiorper erwies
sich zugleich als das seinen Reactionen nuch lingst bekannte und viel
gesuchte, voun Nencki®) und Anderen als Mattersubstanz der thierischen
Farbstoffe erkannte Tryptophan, welches mit Bromwasser eine vio-
lette Firbung und Fillung giebt. Hopkins und Cole nahwen fiir
das Tryptophan die von Nencki aufgestellte Formel der Skatolamino-
essigsiure unbedenklich an, obne die Constitution der Skatolcarbon-
sdure, auf welche sich ihre Tryptophanformel stiitzte, einer Revision
zu unterziehen.

Unabhingig von den beiden englischen Experimentatoren und vor
dem Erscheinen ihrer zweiten Mittheilung habe ich in Gemeinschaft
mit M. Gentzen?) gezeigt, dass im Dickdarm des Kaninchens aus
Tryptophan in grossen Mengen Indol durch Fiulniss entsteht, wihrend
das Verhalten des Harns der Versuchsthiere gegen die Entstehung
einer nennenswerthen Quantitit Skatol sprach. Dies, sowie der Be-
fund, dass aus Skatol, weiches in den Dickdarm des Kaninchens ge-
bracht wird, sich Indol héchstens in Spuren bildet, erweckte, wie in
der Dissertation des Hrn. Gentzen ausfithrlicher erdrtert ist, Be-
denken gegen die Zuldssigkeit des Nencki’schen Schemas von der
Enstehung der Indolkérper und gegen die Richtigkeit der Tryptophan-
formel von Hopkins und Cole.

Als wichtigstes Argument gegen diese Annahmen erschien end-
lich die Beobachtung von Wislicenus und Arnold?®), dass die von
ibonen aus Propionylameisensiure-Phenylhydrazon synthetisch erhaltene

C.CH;
Skatolearbonséiure, fiir welche die Counstitution CsH;< >C.COOH er-
NH
wiesen war, sich mit der Fiulpisssdure nicht identisch gezeigt hatte.
Von der Annahme ausgehend, dass das Verbalten der Fialniss-

C.CH,.COOH

siure ebenso gut der Formel CgH;< "SCH entsprechen kinne, ver-

Y Journal of Physiclogy 27, 418 [1901]. 2y Ebenda 29, 451 {1901].

%) Diese Berichte 28, 560 [1895)

4) Hofmeister’s Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 171 {1903] und
M. Gentzen: Ueber die Vorstufen des Indols bel der Eiweissfaulniss im Thier-
korper. Inaug.-Diss. Kénigsberg 1904. 5) Ann. d. Chem. 246, 334 [1886].
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suchte ich die Synthese dieser Indol-Pr-3-Essigsdure nach der Me-
thode von E. Fischer'). Ein gliicklicher Zufall brachte es mit sich,
dass das zur Synthese nothwendige Ausgangsmaterial, die S-Aldehydo-
propionsiure, welche von Perkin jun. und Sprankling?) zuerst
dargestellt worden ist, durch eine Untersuchung von E. Freiherrn von
Ungern-Sternberg?) aus dem Ko6nigsberger chemischen Laboratorium
neuerdings bequemer zuginglich wurde. Die Siure entsteht in vor-
trefflicher Ausbeute durch Kochen der Aconsiure mit Wasser, wie
die folgenden Formeln es veranschaulichen.

HC = C CO;H HO.HC:‘C-COQH
ooccH, THO 7> po,c.cm, — O
Aconsiure

HO.HC:(:JH OHC.QH?

HO.C.CH; HO,C.CHs.

Das Phenylhydrazon des Aldehydopropionsiiuremethylesters liefert
bei der Chlorzinkschmelze oder besser noch nach dem Vorgange von
W. Wislicenus bei mehrstiindigem Erhitzen mit alkoholischer Schwe-
felsiure den Ester der Indol-Pr-3-Essigsiure

CH,.CHz.COOCHy C.CH;.CO0 CH;
C(; H{)\/CH = Cs H4\/CH + NH;}
N:H NH

Die aus dem Ester durch Verseifen mit alkoholischem Kali und
Ansiuern gewonnene Siure erwies sich in alien ihren Reactionen, im
Schmelzpunkt ond der Krystallform identisch mit der von E. und
H. Salkowski erhaltenen Sdure. Diese ist also kinftig als Indol-
Pr3-Essigsiiure zu bezeichnen.

Mit der alten Formel der Skatolearbonsiure fillt natiirlich auch
die bisherige Tryptophanformel. Vier Méglichkeiten kommen nun-
mehr fiir die Constitution des Tryptophans in Betracht:

C.CH;.CH (NH,).COOH C.CH(NH;).CH,.COOH
I CeH < SCH 1. CsH,<>CH
NH NH
C.CH(COOH).CH,.NH, C.C(NH,)(CH,).COOH
1. CsH<">CH und 1V, C¢H,<>SCH
CaoH COOH

") Anp. d. Chem. 236, 116 [1888].

%) Journ. chem. Soec. 75, 11 {1889,

%) Erich Freiberr von Ungern-Sternberg: Ueber die s-Aldekydo-
propionsiure aus Aconsiure. Inaug.-Diss. Konigsberg 1904.
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Eine Auswahl unter diesen Formeln zu treffen, ermiglichte fol-
gende Erwigung: Die Verbindungen I und III konnen ihrer Consti-
tution pach in Chinolinderivate {ibergehen.

NH, CH.COOH N C.COOH
CH, { \CH
I. . C o C
CH
Q CH NH
NH
NH, CH N cH
>\CH.CO()H 3o, CcOOH
und I ) —>
CH
cH NH
NH

Verbindung 1 wiirde das Derivat einer «-Chinolincarbonsiure,
Verbindung III das Derivat einer §-Chinolincarbonsiare liefers. Nun
ist aber als p-Oxy-g chinolincarbonsiure die Kynurensidure be-
kannt?), ein Stoffwechselproduct des Hundes, von dem bis jetzt phy-
siologisch nur feststeht, dass es bei vermehrter Eiweisszufuhr in der
Nakrung in grosserer Menge ausgeschieden wird, und dass sich eine
Vorstufe desselben unter den pankreatischeu Verdanungsproducten des
Eiweisses in der in Alkohol 16slichen, durch Aceton fillbaren Fraction
findet (Gléissner und Langstein?)).

Der Thierversuch hat gezeigt, dass verfiittertes Tryptophan
im Organismus des Hundes in Kynurensidure dbergeht. Da-
mit ist nicht nur das alte Problem von der Herkunft der Kynuren-
giure in verstindlicher Weise aufgekliirt, sondern auch die Constitution
des Tryptophans mit grosster Wahrscheinlichkeit im Sinne der Formel 111
entschieden,

NH, CH, N CH
~ \CcH.CcOOH %K )C.cooH
CE]‘/C - HG C—¢.on
CH HC CH
NH U

Volle Sicherheit iiber die Structur des Tryptophans werden viel-
leicht in Aussicht genommene Versuche bringen, die Indoleyanessig-

y R. Camps, Zeitschr, fir physiol. Chem. 33, 390 {1901].
2) Hofmeister’s Beitrige zur chem. Physiol. und Pathol. 1, 34 [1902]. —
Siehe da auch Literatur iber Kynurensiure.
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siiure darzustellen und aus dieser durch Reduction nach der Mendius-
schen Reaction zum Tryptophan zu gelangen.

Der Uebergang des Tryptopbans in ein Chinolinderivat scheint
sich auch ohne Mitwirkung des Thierkorpers leicht zu vollzieh: n.
Hopkins und Cole haben bei Oxydation des Tryptophans mit Eisen-
chloridlosung einen Kérper von der Formel CoH; NO erhalten, der
nach ihrer Ansicht vielleicht als ein bisher nicht bekanntes Oxychinolin
aufzufassen ist.

Fiir unsere Aunffassung von der Constitution der Eiweisskorper
ist die Tendenz zur Schliessung des Pyridinrings im Tryptophan von
Bedeutung. Viele Autoren!) sind geneigt, im Eiweissmolekiil einen
vorgebildeten Pyridinkern anzanehmen, namentlich weil die aus Ei-
weiss erhiiltlichen »Melanoidine« bei der Reduction Pyridin liefern?) und
mit Ricksicht auf die Entstehung der Kynurensdure aus Eiweiss,
Diese Annihme wird anf Grund der neuen Tryptophanformel dber-
fliissig.

Es liegt nahe, nach dem im Thierkbrper beobachteten Vorgang
auch an einen genetischen Zusammenhang zwischen Tryptophan
und wanchen in den Pflanzen gebildeten Pyridin- und Chi-
nolin-Abkdmwmlingen zu denken. Auf chemische und physiologische
Beziehungen, welche diese Vermuthung stiitzen, soll an anderer Stelle
eingegungen werden

Experimentelles.

I. Synthese der Indol-Pr-3-Essigsiure.

Kdufliche Itaconsiure wurde durch Zufiigen von Brom in lta-
dibrombrenzweinsiure und diese durch Verreiben mit Soda in der
Kilte nach der von Metzing3) beschriebenen Methode in Aconsiure
dbergefilhrt. Die aus Kssigester umkrystallisirte Siure warde mit un-
wesentlichen Modificationen nach den Angaben von Ungern-Stern-
berg’s in fg-Aldehydopropionsiure fibergefiihrt.

12 g Aconsiure wurden mit 360 g Wasser 12 Stunden am Riick-
flusskiihler gekocht. Das Wasser wurde im Vacuum bei 35° abge-
dampft, der Riickstand mit wenig absolutem Aether aufgenommen
und die dtherische L&sung durch ein trocknes Filter gegossen. Der
Aether wurde im Vaenumexsiccator iiber Paraffin verdunstet, und

% Vergl. I, Hofmeister: Ueber Bau und Gruppirang der Eiweisskérper
in »Ergebnisse der Physiologie« von Asher und Spiro, I, 1, 8. 768 [1902].

% Samuely, Hofmeister’s Beilr. z. chem, Physiol. und Pathol. 2,
355 [1902],

% Metzing: Studien iber die Aconsiure. Inaugural-Dissertation, Konigs-
berg 1901.
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schon pach 20 Stunden war der Riickstand grosstentheils krystallinisch
erstarrt, und nach etwa 48 Stunden bestand er ausschliesslich aus
Krystallen, soweit sich das mikroskopisch controlliren liess.

Die nicht weiter gereinigte Sdure wurde mit Ammoniak neutrali-
sirt und mit der berechneten Mepge Silbernitratlésung versetzt. Das
gelatinds ausfallende, gelblich gefirbte Silbersalz wurde abgesaugt und,
da es offenbar sein Wasser sebhr schwer verliert, wiederholt in der
Reibschale mit absolutem Alkohol verrieben, wiederum abgesaogt,
mit absolutem Alkohol und absolutem Aether gewaschen und im
Vacuumexsiccator bis zur Gewichtsconstanz getrocknet.

Das trockne Silbersalz warde in Aether suspendirt und mit der
berechneten Menge Jodmethyl 10 Stunden lang in der Maschine ge-
schiittelt. Nach Abdunsten des Aethers im Vacaum blieb der von
v. Ungern-Sternberg') beschriebeue und analysirte Methylester der
g-Aldehydopropionsiiure als zihes Oel zuriick.

Der Ester wurde mit wenig absolutem Aether aufgenommen und
zu etwas mehr als der theoretischen Menge Phenylhydrazin zugesetzt.
Da das Hydrazon nach Abdunsten des Aethers im Vacuum und linge-
rem Stehen nicht krystallisirte, wurde der Rickstand ohne weitere
Reinigung mit alkoholischer Schwefelsiure 5 Stunden am Riickfluss-
kithler gekocht. Auf 4 g Hydrazon wurden 10 cem concentrirter
Schwefelsiure und 90 cem absolater Alkohol verwandt.

Die erkaltete Lisung wurde mit 300 cem Wasser versetzt, worauf
sich ein fein vertheiltes QOel ausschied, das durch viermaliges Aus-
schiitteln mit grossen Quantitiiten Aether der Lésung entzogen wurde.
Der Aether wurde abdestillitt und der Riickstand, welcher noch etwas
Alkohol enthielt, mit 20 eem 10-procentiger, alkoholischer Kalilauge
1 Stunde am Riickflusskiihler gekocht. Die erkaltete Fliissigkeit
wurde mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt und mit Schwefelsiiure an-
gesiiuert.

Es entstand sofort ein brianlicher, ziemlich schmieriger Nieder-
schlag (A), der anscheinend nur zum kleineren Theil aus der ge-
suchten Sidure bestand. Die von dem Niederschlag abfiltrirte Losung
gab selbst in starker Verdiivnung die Reactionen der sogen. Skatol-
carbonsdure. Sie wurde mit Aether ausgeschiittelt, bis die Rothfir-
bung mit Eisenchlorid und Salzséinre nur noch ganz schwach auftrat.
Der Aether-Riickstand erstarrte im Vacuum-Exsiceator nach 14 Stunden
vollstindig krystallinisch und wog trocken 1.15 g.

Der Niederschlag A wurde durch wiederholtes Auswaschen mit
verdinnter Natronlauge vom Filter geldst, und in starker Verdiionung

5 L oe. S.19.
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mit Schwefelsiure angesiuert. Von dem schmierigen Niederschlag,
der abermals entstand, wurde abfiltrirt und das Filtrat ebenfalls mit
Aether ausgeschiittelt.  Auch diese Aetherextraction ergab einen
krystallinischen Riickstand von 0.45 g. Die Gesammtausbeate an
roher Sdure betrigt demnach ca. 47 pCt. der theoretischen Menge.

Die aus Aether erhaltene Siure warde nach dem Vorgange von
E. und H. Salkowski einmal aus Wasser und einmal aus Benzol
umkrystallisirt.  Sie krystallisirt in Blittchen wie die Fiulnisssiure
und sehmilzt bei 165" (nach Salkowski bei 164°). Beim Um-
krystallisiren, namentlich aus Wasser, erleidet man bedeutende Verluste.
Aus der wiissrigen Mutterlauge lidsst sich durch Neutralisiren mit
Ammoniak und Fillung mit Silbernitrat noch analysenreines Silber-
salz gewinnen. Der Silbergehalt wurde zu 38.12 pCt. gefunden
(ber. 88.30 pCt.)

Die Sidure giebt die von E. und H. Salkowski angegebeven
charakteristischen Reactionen mit Salzsiure und verdiinnter Eisen-
chloridlésung, mit concentrirter Salzsiure und Chlorkalk, sowie mit
Salpetersiure und Kaliumnitrit. Ueber ihren Schmelzpunkt erhitat,
zerfillt sie in Skatol und Kohlensiure.

0.1792 g Shst.: 0.4510 g €O, 0.0880 g HaO. — 0.1750 g Sbst.: 12.2 cem
N (179 749 mm).
010 HQNOQ. Ber. C 68.57, H 5.14, N 8.00,
Gof. » 68.64, » 547, » 197,

Nach diesen Daten ist an der ldentitit der synthetischen Indol-
Pr-3-Essigséiure -mit der bei der Eiweissfiulniss erhaltenen sogen.
Skatolcarbonséiure wohl nicht zu zweifeln.

Die Darstellung der Indolessigsiure wird sich kinftighin vielleicht
noch vereinfachen lassen; denn, wie durch qualitative orientirende
Versuche festgestellt wurde, entsteht sie auch beim Kochen des so-
wohl von Perkin und Sprankling wie von v. Ungern-Sternberg
dargestellten Phenylhydrazids des - Aldehydopropionsiurephenyl-
hydrazons mit alkoholischer Schwefelsiure. Da dieser Kérper direct
aus der Aldehyde#ure durch Einwirkung von Phenylhydrazin in essig-
saurer Losung entsteht, liesse sich so die etwas umstiindliche Dar-
stellung des Esters umgehen.

II. Uebergang des Tryptophans in Kynurensédure
im Urganismus des Hundes.

Eine Hiindin von etwa 30 kg Gewicht wurde vom 30. Mirz bis
16. April mit 500 g Brot und /s L Milch gefiittert. Vom 2. April an
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wurde in der 24-stindigen Harnmenge die ausgeschiedene Kynurensiure
nach der Methode von Jaffel) bestimmt. Am 5. April warden dem
Thiere 1.5 g Tryptophan in 3 Dosen in Gelatinekapseln verabreicht,
am 11. April 0.9 g in 2 Dosen. Da sich am 4. April Durchfall ein-
stellte, wurden vom 8. an Kunochen der Nahrung beigegeben, welche
auf die Kynurensiiureausscheidung keinen Einfluse haben.

Das Verhalten der Kynurensiureausscheidung zeigt die folgende
Tabelle, in weleher die Versuchstage mit * bezeichnet sind.

Von der Reinheit der Kyna-

Datum H‘nillx;m;?xge Kyn;;relr:]séure rensiiure iiberzeugte ich mich
& durch Bestimmung des Schmelz-
2.3. April 1320 unwigbare Spur punktes, die Jaffe’sche Re-
3.4 » 870 do. action und Ueberfihrung in
%;; > 13?8 2&8 3 Kynurin bezw. dessen Platinsalz.
N 630 344 Hopkins und Cole geben
8. » 550 33.6 an, dass aus 100 g Casein etwa
gﬁo > “4“7’8 %i 1.5 g Tryptophan zu erhalten
. . » BN . .
10./11. » 210 28 sind. Nach den Bestimmungen
*11./12. » 470 152.2 von Josephsohn scheidet ein
12./13. - 380 1.2 . i
]3'?14. N 510 0.3 [’?u‘[lld etw'd von der glelch.eu
Grosse wie das Versuchsthier

nach 100 g Casein, die in Form von Nutrose verfiittert wurden, duarch-
schnittlich 154 mg aus. Die entsprechende Tryptophanmenge, als
solche verfiittert, hat fast die doppelte Kynurensiiure-Ausscheidung be-
wirkt. Man darf also die Ausbeute an Kynurensidure als eine
ausgezeichnete ansprechen, und es liegt vorerst kein Grund vor, noch
eine weitere Quelle der Kynurensdure neben dem Tryptophan apzu-
nehmen.

1) Nahere Angaben siche in A. Josephsohn, Beitrige zur Kenntniss
der Kynurensiure-Ausscheidung beim Hunde. — Tnang.-Dissertation, Konigs-
berg 1898.





