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Transformation of L-Serine to L-Cysteine

The transformation of the -OH group of a serine
residue, incorporated into a peptide chain, to an —SH
group of a cysteine residue would be of interest for the
following reasons: {a) it would facilitate the synthesis of
peptides with free —~SH groups containing at the same
time cystine —-S5-S- bridges?, and (b} it would also
contribute to the study of the specific activity of enzymes
containing a serine residue at or near their active site?,
by converting it to a cysteine residue.

Tos RSK in EtOH or HCONMe, R
Z-Ser-Gly-OEt »  Z-Cys-Gly-OEt
or RSH in AcOEt
1 + N{C,Hy), or NH(C,H,),

1T, m.p. 153.5°, [oc]};’ — 58.5°
{c 1, dimethylformamide)

ITT, m.p. 135-136°, [a] — 48.5°
(¢ 1, dimethylformamide)

I, R=CH,CO
III, R = CH,CO

In a previous communication® we have described the
transformation of O-tosyl-L-serine derivatives#4, under the
action of sodium salt of tritylthiocarbinol at room tem-
perature, to the corresponding S-trityl derivatives of
cysteine from which the S-trityl group would be removed
under very mild conditions$, Unfortunately, during this
reaction racemization occurs, which is probably due to a
mechanism of g-elimination followed by addition,

It has now been found that the configuration is con-
served when O-tosyl-L-seryl peptides® are converted to

Strukturspezifischer oxydativer Abbau von
Peptid-Metall-Komplexen

Als Beitrag zur Untersuchung der moglichen Tertidr-
strukturen von Proteinen im geldsten Zustand haben wir
Versuche unternommen, die Gruppen einer Polypeptid-
kette, deren raumliche Nachbarschaft Koordination an
ein und dasselbe Metallion ermdglicht, durch geeignete
Reaktionen zu identifizieren. Die Tatsache, dass Amino-
sduren nur dann durch H,O0, oxydativ abgebaut werden,
wenn sie an ein redoxaktives Metallion koordiniert sind?,
sollte es erlauben, anhand der beim Abbau von Peptid-
Metall-Komplexen durch H,0, entstehenden Bruch-
stiicke die Tertidrstruktur des Peptid-Metall-Komplexes
zu rekonstruieren (Figur 1). In der vorliegenden Arbeit
berichten wir iiber oxydative Abbaureaktionen von Me-
tallkomplexen des Zehnerpeptides Polymyxin B (Px,
Struktur s. 2), bei denen wir unter geeigneten Reak-
tionsbedingungen diinnschichtchromatographisch gut
differenzierbare Spaltprodukte erhalten konnten.

Polymyxin B, das in neutraler wissriger Ldsung als
filnffach protoniertes Kation (PxH#t) vorliegt, bildet bei
pH 8,5 bzw. 9,5 mit dquimolaren Mengen Cu?+ und Ni2+
Komplexe der Zusammensetzung CuPxH bzw. NiPxH?,
Die Struktur dieser vierzihnigen Chelate muss notwen-
digerweise mindestens einen makrocyclischen Chelatring
enthalten, in welchem also das Metallion eine «Briickes
zwischen zwei, in der Aminosiuresequenz u.U. weit ge-
trennten Aminosiuren bildet, wobei die Haftstellen teils
durch Deprotonierung der y-NH t-Gruppen der Diamino-
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the corresponding S-acyl-L-cysteine peptides®, The dis-
placement reaction occurs through the action of salts of
thiobenzoic or thioacetic acid on the seryl-peptides at
temperatures ranging from 20-50°C. The removal of the
S-acyl groups can easily be achieved by alcoholysis?.

Zusammenfassung. Es wird iiber die Umwandlung von
-Tosyl-L-seryl-Peptiden zu den entsprechenden S-Acyl-
L-cysteinyl-Peptiden berichtet.
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buttersdure, teils durch Deprotonierung von Amidgrup-
pen?t gebildet werden. Setzt man zu diesen Komplexen
einen 4-12fachen Uberschuss an H,0, zu, so beobachtet
man — nach Abstoppen der Reaktion mit Hilfe von
Komplexon III und Auftrennen des Reaktionsgemisches
durch DC — die in der Figur 2 wiedergegebene Aufspaltung
des Peptides in Bruchstiicke. In Abwesenheit eines Metall-
ions bewirkt H,O, keine Degradation des Peptides; Zu-
satz anderer Liganden wie z. B. Oxalat oder Malonat zum
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+etc

Fig. 1
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Cu(1l)- bzw. Ni(Il)-Polymyxin-System unterdriickt dic
metallkatalysierte Peroxid-Abbaureaktion.

Der Abbau des Peptides durch H,0O, erfolgt offenbar
immer dann, wenn ‘OH- oder -O0O--Radikale, die bei der
metallkatalysierten Zerlegung von H,0, primar ent-
stehen®, mit dem im katalytisch aktiven Komplex gebun-
denen Peptid direkt weiterreagieren konnen. Bei der
Reaktion zwischen Cu(Il)-Polymyxin und H,0, ist zu
beobachten, dass die Losung bereits nach etwa 10 min
kein unzersetztes H,O, mehr enthilt.

Die Auwsbildung der Cu(Il)- und Ni{II)-Komplexe
sensibilisiert das Peptid weiterhin auch gegen die Ein-
wirkung von UV-Strahlung: Wihrend wissrige Losungen
von Polymyxin allein gegen 100stiindige Einwirkung der

s u Do
L e o
s = B

Fig. 2. Radikalische Spaltungen von Polymyxin B (Px): 1, Spaltung
von CuPxH durch UV-Strahlung (100 h, 125 Watt). 2, Spaltung von
NiPxH durch UV-Strahlung (100 h, 125 Watt). 3, Spaltung von
CuPxH durch H,0, (12facher molarer Uberschuss). 4, Spaltung
von NiPxH durch H,0, (12facher molarer {Jberschuss). 5, Unbe-
handeltes Polymyxin B als Vergleich. Es wurden jeweils 2 yMol des
Cu- bzw. Ni-Polymyxin-Komplexes, gelost in 3,5 ml Wasser, zur
Reaktion gebracht (pH 8,5 bzw. 9,3). Chromatographie unter Zusatz
von Komplexon IIIT mit Butanol- Pyridin- Eisessig- Wasser
(50:20:6:24) als Fliessmittel auf Kieselgel S.

Some Additional Observations on the Chemical
Nature of Neutramycin

Accurate molecular weights are generally difficult to
obtain for neutral macrolide antibiotics. Both members
of the class for which complete structures have appeared,
chalcomycin (1)! and lankamycin (II)2, illustrate this
problem, for in neither case was a reliable molecular
formula available until the structure determination was
far advanced. Similar difficulties have been encoun-
tered with neutramycin® The Rast method failed,
isothermal distillation gave widely divergent values (513,
551, 589, 607, 621 and 660), saponification gave non-
specific decomposition, hydrogenation produced mix-
tures, etc. X-ray analysis gave a value of 686 4 35, The
X-ray method was lIcss reliable than usual because the
crystals were small and the resulting photographs in-
distinct. These problems have now been overcome by use
of direct inlet mass spectroscopy, which gave a value of
686 4 0 for neutramycin? and therefore established the
molecular formula as C,H;,0,,. As was the case with
lankamycin 2 microanalyses obtained under normal drying
conditions® were misleading, and only after a reliable
molecular weight became available was it possible to
devise sufficiently vigorous drying conditions so that cor-
rect microanalytical data were obtained.
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ExPERIENTIA XXI/7

Strahlung einer 125-Watt-Hochdruck-Quecksilberdampf-
lampe vollig stabil sind, tritt unter gleichen Bedingungen
in Losungen der Cu(Il)- bzw. Ni(II)-Komplexe der in der
Figur 2 wiedergegebene Abbau ein. Auch hier ist nicht
allein Anwesenheit eines Metallions, sondern wirkliche
Ausbildung des Peptidkomplexes fiir den Eintritt der
Spaltungsreaktion notwendig: Bei pH 6, bei dem die
Metallkomplexe noch nicht ausgebildet werden, sind auch
metallionenhaltige Losungen von Polymyxin gegen die
UV-Bestrahlung vollig stabil.

Die Abklarung der Aminosduresequenz der einzelnen
Spaltprodukte ist im Gang. Uber die Identitéit der Spalt-
stellen und iiber die Natur der in diesen Komplexen vor-
liegenden Koordinationsbindungen soll demnéchst aus-
fithrlicher berichtet werden®.

Summary. The decapeptide polymyxine B can be split
into sub-units by hydrogen peroxide or by UV-irradiation
when complexed with copper(lI) or nickel(Il); the
splitting points are probably related to the points of
attachment of the metal ions.
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Amnal. Caled. for C4,H;,0,,: C, 59.46; H, 7.93; O, 32.61.
Found (dried 3 days at 56°): C, 58.78; H, 7.97; O, 32.81.
Found (dried 7 days at 100°): C, 59.17; H, 8.22; O, 32.31.

Tenacious binding of solvent could explain the unusu-
ally divergent molecular weight values obtained by iso-
thermal distillation. In fact a value of 685 was obtained
(chloroform solution) using a sample which had been
dried under strenuous conditions.

The neutral antibiotics contain a variety of unusual
sugars of which chalcose (III), mycinose (IV) and 4-0-
acetylarcanose (V) have been characterized structurally.
It has now been found that methanolysis of neutramycin
produces two methyl glycosides and that these are
identical with methyl chalcoside and methyl mycinoside
(microanalysis, infrared, nmr, optical rotation, melting
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