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58. Altons Schiberl: Uber die Anlagerung von Sulthydrylcarbonsiuren
an ungesiittigte Siuren und iiber eine neue Synthese von Lanthionin*).

(Mitbearbeitet von Annemarie Wagner.)
(Eingegangen aus Wiirzburg am 8. Miirz 1947.)

Im Zusammenhang mit der Frage nach dem Cheniismus der Lan-
thionin-Bildung bei der Alkalibehandlung von EiweiBstoffen wird dic
Anlagerung von Sulfhydrylearbonsiuren -an ungesittigte Siuren
untersucht. In neutraler bis schwach alkalischer Lisung konnen
Thioglykolsiure, Thiohydracrylsiure und [-Cystein an Acrylsiure in
glatter Reaktion unter Bildung der entsprechenden Thiodther-dicar-
bonsiuren angelagert werden. Diese Reaktion ermioglicht durch Ad-
dition von I-Cystein an «-Acetylamtino-acrylsiure eine in guter Aus-
beute verlaufende neue Synthese von mesq- und [-Lanthionin. Aus
kinctischen Messungen an der Umsotzung zwischen Clystein und
Acrylsiure lassen sich Geschwindigkeit und Art der Anlagerungs-
reaktion ableiten. «-Acetylamino-acrylsiure kann Thioessigsiure
unter Bildung von N.S-Diacetyl-cystein addieren.

Es ist bekannt, daB bei der Einwirkung von Natriumcarbonat auf cystinhaltige Eiweil}-
stoffe der Cystingehalt innerhalb kurzer Zeit weitgehend absinkt, der Gesamtschwefel-
gohalt hingegen keine so starke Verringerung erfihrt!). Auch verdiinnte Laugen und
Ammoniak bewirken ein starkes Abfallen des Cystinschwefels in den hier besonders
ausfithrlich untersuchten Wollekeratinen, wobei besonders wichtig ist, daB trotz Abspal-
tung von Schwefclwasserstoff und Bildung von Sulfhydrylverbindungen die behandelten
Priparate noch einen hohen Gehalt an organisch gebundenem Schwefel besitzen. Feststel-
lungen dieser Art fithrten zur Aufstellung des ,,Schwefclbilanzverfahrens*, um gewisse, auf
chemische Einfliisse zuriickzufithrende Schiidigungen von Schafwollfasern zu ermitteln?).

Es erhob sich die Frage, in welcher Form der organisch gebundene Schwefel in so vor-
behandelten Proteinen vorliegt; unter anderem wurde eine Thioiitherbildung diskutiert?).
M.H.Horn, D.B. Jones und S.J. Ringel!) bestiitigten dicse Ansicht, indent sie Lan -
thionin (I), eine neue Thioitheraminosiure, aus mit Natriumcarbonat behandelter
Wolle in guter Ausbeute isolierten.

HO,C- (H,N)H(-H,C-S -CH, -CH(NH,) -CO,H HO,C-H,C-8 -CH,-CH,-CO,H
: L IL.
HO,CH,C-H,(-$"CH,"CH, CO,H HO,C-(H,N)HC-H,CS-CH,"CH, CO,H
11L Iv.

Nach friiheren Untersuchungei’l‘) 1aBt sich ihre Bildung so erkliren, daBl durch Hydro-
lysec die Disulfidbindung des Cystins aufgesprengt und das sich bildende Thiol nit unge-

*) Vergl. Diplom-Arbeit A. Wagner, Wiirzburg 1945.

1) Vergl. W.F. Hoffmann, Journ. biol. Chem. 65, 251[1925]; A. Schéberl, B. 76, 970
[1943]; E. Eléd, H. Nowotny und H. Zahn, Melliand Textilber. 23, 58 [1942].

2) A. Schéberl und P. Rambacher, Biochem. Ztschr. 306, 269 [1940]; A. Sché-
berl, Angew. Chem. 38, 227 [1940]); 54, 313 [1940]; Collegium [Darmstadt] 1941, 177;
Klepzigs Textilztschr. 43, 41 [1942]; 46, 81 [1943].

3) A. Schéberl, Angew. Chent. 54, 313 [1941].

4) Journ. biol. Chemi. 188, 141 [1941]; vergl. a. die ausfiihrlichere Darstellung der Ent-
wicklung dicser Problenistellung bei A. Schéberl, B. 76, 970 [1943].

5) A. Schéberl, Biochem. Ztschr. 818, 214 [1942]; 817, 171 [1944]; Klepzigs
Textilztschr. 45, 41 [1942].
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siittigten Sekundirprodukten der Spaltung?), und zwar mit Dehydroalaninresten, zum
Thioither umgesetzt wird, wihrend B.H. Nicolet und A. Shinn?) zuniichst eine Auf-
sprengung der C—S-Bindung in den Cystinresten und eine darauf folgende Schwefel-
abspaltung aus dem schwefelhaltigen Bruchstiick annehnien. Weiter diskutiert Nicolet?)
cine Schwefelwasserstoffahspaltung aus der intermiediir enolisierten Form des Cysteins,
und schlieBlich wird auch hicr als letzter Schritt zur Lanthioninbildung einc Anlagerung
der SH-Gruppen an Dehydroalaninreste gefordert.

Bei der Lanthioninbildung in Proteinen bleiben wahrscheinlich die Cystinreste in die
Peptidketten cingebaut. Das freie Lanthionin diirfte erst durch Hydrolyse der vorbehan-
delten Produkte entstehen. Ob dicse Vorstellungen fiber dic Entstehung von Lunthionin
auch auf das freic Cystin iibertragen werden kinnen, und ob es gelingt, Lanthionin auch
durch Alkalibehandlung dieser Aminosiiure zu gewinnen, miissen weiterc Versuche zeigen.

In der vorliegenden Arbeit sollte der experimentelle Beweis dafii erbracht werden,
daf3 Lanthionin nach den cben erérterten Vorstellungen durch Addition der SH-Gruppe
an die Kohlenstoffdoppelbindung gebildet wird. Zugleich wurde daniit eine ncue, pri-
parativ verwertbare Synthese von Lanthionin angestrebt.

Die Anlagerung von SH-Verbindungen an ungesiittigte Systemc mit und ohne 1.5-
sungsmittel ist mehrfach in der Literatur beschrieben worden?). Diese Umsetzungen las-
sen sich aber nicht ohne weiteres auf Reaktionen, die sich in wifr. Losung abspielen,
iihertragen.

(Iber die Anlagerung von Sulfhydrylcarbonsiuren an ungesittigte Verbindungen sind
wenig Angaben vorhanden. M. S. Kharasch und Mitarbeiter!?) addierten beispielsweise
Thioglykolsiiure an Styrol und Isobutylen. E. J. Morgan und E. Friedmann!!) unter-
suchten dic Umsetzung von Glutathion, Cystein und Thioglykolsiiure mit ntehreren
ungesiittigten Siuren, besonders mit Maleinsiure, in wiiBlr. Ldsungen, vor allem ihren
zeitlichen Verlauf und dic Hohe des Umsatzes. Die Kontponenten reagierten als Natrium,
sulze in willlr. Losung bei 379, wobci mit Phosphatpuffer ein py. von 7.4 eingestellt war

lis war das Ziel der vorliegenden Arbeit, Versuchsmaterial fiir solche Addi-
tionsreuktionen zu erbringen.

Fiir derartige Anlagerungen, z. B. fiic das Substanzpaar Thioglykolsiure
und Acrylsiiure, gibt es theoretisch zwei Moglichkeiten!?):

HOLCH,SH  + CHy:CHCOH —  HOLCH,CS-CHy"CH,CO,H. )
HO,CCH,;SH + CH,uCHCO,H — HO,CH,(S-CH(CH,)-CO,H. @)

Entweder tritt der RS-Rest an das wasserstoffreichste C.Atom der Kohlen-
stoffdoppelbindung (1) oder im Sinne der Regel von W. Markownikoff an

6) A. Schioberl und P. Rambacher, A. 338, 84 [1939].

7) Vortragsbericht, zit. nach L.R. Mizell und M. Harris, Journ. Res. nat. Bur. Stan-
dards 80, 47 [1943]; vergl. B H. Nicolet und 1.A. Shinn, Journ. Anier. chem. Soc. 63,
2284 [1941] (vorl. Mitteil.; in dieser Arbeit wird die Einwirkung von Thiolen auf alka-
lischt vorhehandelte Eiweilstoffe untorsucht).

#8) Journ. Amer. chem. Soc. 38, 3066 [1931].

%) G. Axberg, B. 66, 1193 [1933]; B. Holmberg und E. Schjanberg, Ark. Kemi.,
Mineral. Geol. Ser. A. 14, 1 [1940]; C. 1941 IT, 2553; K. Schjanberg, B. 74, 1751
|1941]; E. Larsson, Svensk. chem. Tidskr. 55, 168 [1943]; . 1948 11, 1951; I'. Kogl
und Mitarb., Ztsche, physiol. Chem. 279, 126 [1943]; B. H. Nicolet, Journ. biol. Chem. 95,
389(1932); H.E. Carter, C.M. Steven und L.F. Ney, Journ. biol. Chem. 189, 248[1941];
B.H. Nicolet, Journ. Amer. chem. Soc. 57, 1098 [1935]; 58, 3066 [1931]; V.N. Ipatieff,
H. Pinecsund B.S. Friedmann, Journ. Amer. chem. Soc. 60, 2731 [1938]; S. Akabori
und T. Kancko, Bull. Chem. Soc. Japan 14, 1 [1939].

1) M.8S. Kharasch, A.T. Rcad und F.R. Majo, Chem. and Ind. 57, 752 [1930].

') Biochem. Journ. 82, 733 [1938].

%) R. Seka, Handb. d. Katalyse, VII, 2. Hilfte, S. 109.
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das wasserstoffirmste C-Atom (2). V.N.Ipatieff und B.S. Friedmann?3) fan-
den, daB ber Gegenwart von Schwefelsiure die Mercaptananlagerung nach der
Markownikoff-Regel verlduft; die Alkylschwefelsiure soll dabei Zwischen-
produkt sein. Ebenso wirkt Schwefel als Katalysator im Sinne dieser Regel.
Bei Abwesenheit dieser Katalysatoren, aber auch bei Anwesenheit von Phos-
phorsiiure oder Peroxyden, findet dagegen die Anlagerung nach Gleichung (1)
statt.

Wegen der oben erwihnten, allgemeinen Zielsetzung der Arbeit muBte bei
Auswahl der untersuchten Reaktionen Wert darauf gelegt werden, daB diese
in wiiBriger Losung verliefen und damit auch als Modellversuche brauchbar
waren.

Thioglykolsiure lagert sich unter Bildung von Methyl-ithyl-sulfid-«.3'-
'dicarbonsdure (IT) nur bei einem py > 7 leicht an Aerylsiure an. Tn saurer
Losung 1aBt sich die Addition nicht durchfithren. Das weist darauf hin, daB
keine Anlagerung erfolgen kann, wenn die Dissoziation der SH-Gruppe durch
hohe Wasserstoff-Tonen-Konzentration zuriickgedringt ist. Auch in stark
alkalischer Losung 148t sich keine gute Ausbeute an Thioiither erzielen, da
Thioither gegeniiber Alkali nach Nicolet!¥) unbestindig sind.

Zur Verbesserung der Ausbeute bei der Anlagerung von Thioglykolsinre
wurde deshalb bei neutraler bis schwach alkalischer Reaktion gearbeitet und
durch einen UherschuB von Acrylsiiure das Gleichgewicht zugunsten der Thio-
dtherbildung verschoben. Die Anlagerung von Thioglykolsiiure an Acrylsiure
(1) fithrte zu derselben Verbindung, die J:M. Lovén'$) aus Thiohydraerylsiure
und chloressigsaurem Natrium dargestellt hatte, eine Reaktion, die allgemein
zur Gewinnung von Thioiithern benutzt wird. Also verlief die Addition auch
gegen die Regel von Markownikoff.

Bei der Anlagerung von Thiohydracrylsiure an Acrylsiiure, bei der Diithyl-
sulfid-B.8"-dicarbonsdure (III) entsteht, ergaben sich keine neuen Gesichts-
punkte. Auch hier bildete sich die Thiodtherdicarbonsiure, die Lovén!®) durch
Umsetzung von B-Jod-propionsiiure mit Natriwunsulfid erhalten hat.

Die Anlagerung von [-Cystein an Acrylsiiure lieferte in neutraler bis schwach
alkalischer Reaktion glatt in guter Ausbeute die bisher nicht bekannte #-
Amino-digthyl-sulfid-p.3'-dicarbonsiure (IV). Diese gut krystallisierende, in
heiBem Wasser losliche Thiodtherdicarbonsiure besitzt alle Eigenschaften einer
Aminoséure. 1In ihrec Krystallform und in ihren Loslichkeitseigenschaften er-
innert sie an das um eine Aminogruppe reichere Lanthionin (I). Die gleiche
B-Amino-didthyl-sulfid-B.p’-dicarbonsiure wurde auch aus [-Cystein und -
Brom-propionsiiure in der itblichen Weise gewonnen. Sie ist infolge der opti-
schen Aktivitit der einen Ausgangskomponente, des I-Cysteins, optisch aktiv
und dreht nach links, withrend das [-Lanthionin um fast denselben Betrag
nach rechts dreht. Andeutungen von Racemisierung waren bei den beiden
Darstellungsverfahren nicht zu beobachten.

13y Journ. Amicr. chem. Soc. 61, 71 [1939]; 60, 2731 [1938]
1) Journ. Amer. chem. Soc. 38, 3066 [1931].
15) B. 290, 1140 [1896].
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Kinetische Messungen nach der Thunberg-Methodik zeigten, daB die Anlagerung
des Thiols an dic Kohlenstoffdoppelbindung schon bei 20° niit durchaus meBbaver Ge.
schwindigkeit verliiuft (Abbild., Kurve I). Bei Erhohung der Reaktionstemiperatur von
20° auf 40° stieg die Geschwin-
digkeit auf das 4—>5-fache an

" -1

% L (Kurve (1) und bei einer Tempe-

& -y ratur von 100° war die Anlagerung

L A | ’ innerhalb von 2 Stdn. p1 aktisch

{0 vollstindig.

é’ - / LA Bei diesen Megsungen elg.uhe

« /I nur sorgfiltig gercinigte Acryl-

I / ‘ silure-Priiparate maximale Reak-

2 tionsgeschwindigkeit und maxima-

l len Unisatz. Vielleicht sind bei we-

) 1 2 3 4 5 6§ 7 8 St |iger sorgfaltig gercinigter Acryl-
siiure Polymerisationsreaktionen
Abbild. Anlagerung von Cystein an Acrylsiure. hegiinstigt.

Kurve T bei 209 Kurve I1 hei 40°. Bei der Addition von Cystein

an Acrylsiure nach der iblichen

Formulierung niiiite cine himolekulare Reaktion vorlicgen. Bei der Berechnung der Ge-

schwindigkeitskonstanten nach der Gleichuoy fiiv Reaktionen 2. Ordnung crgab sich, dafs

dic Formel wenigstens angenithert gilt.  Es scheint jedoch noch eine stark temperaturah-

hiingige Umsctzung stattzufinden, die das Bild der bimolekularen Reaktion triibt; denn

der Abfall der Geschwindigkeitskonstanten bei 40° jst groBer als der hei 209 Dieser

Befund deckt sicl gut mit der bekannten Polymerisationsneigung der Acrylsiure. Schon

bei 40¢ zeigte sich nach lingerer Reaktionszeit in den Thunberg- Rohren cine mierkli-

che Tritbung und bei 100° bildete sich ein flockiger Niederschlag polymerisierter Acryl-
siure.

[n1 Zusaunmenhang mit diesen kinetischen Versuchen wurde schliellich auch
das Verbalten der B-Amino-didthyl-sulfid-g.p"-dicarbonsiure gegeniiber Alkali
untersucht. Natronlauge spaltet diese Thioiitherdicarbonsiure bei 1009, aber
auch schon bei 10° wieder in die Komponenten Cystein und Acrylsiiure.

Bei dicser alkalischen Spaltung der Thivither-dicarbonsiure lieB sich eine auffiillige
Beeinflussung der Acrylsiiure-Polymierisation durch den Luftsauerstoff feststellen. Fiihrte
man ninlich diese Spaltung, entsprechend der Thunberg-Technik, bei Ausschlufi von
Saucrstoff durch, so traten schon nach kurzer Zeit kriftige Triibungen durch polymeri-
sicrte Aerylsiure auf. Hingegen blieben bei Gegenwart von Luftsauerstoff die Trithungen
vollstiindig aus. Sauverstoff hemimt daher dic Acrylsiiure-Polymerisation, wie dies auch in
den Angaben iiber den Einflull von Sauerstoff bei der Destillation von Acrylsiurepriipara-
ten zum Ausdruck kommt?e).

Als letzter Schritt zum Beweis, da8 die Lanthionin-Bildung im Eiweil3-
verband iiber die Addition von SH-Gruppen des Cysteins an die Kohlenstoff-
doppelbindung verlaufen kann, wurde die Umsetzung eines Dehydroalanin-
svstems gewiihlt, das Doppelbindung und Aminogruppe am gleichen Kohlen-
stoffatom trigt. Die freie a-Amino-acrylsiiure wiire hierzu geeignet; sie ist
jedoch nicht bestindig. Nach M. Bergmann und K. Grafe') ist aber die
N-Acetyl-Verbindung der Aminoacrylsiure verhéltnismiiBig leicht aus Brenz-
traubensiure darstellbar.

19y H. Staudinger und E. Urech, Helv. chim. Acta 12, 1107 [1929]; vergl. H.
Staudinger und H.W. Kohlschiitter, B. 64, 2091 [1931].
17) Ztschr. physiol. Chem. 187, 189 [1930].
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Die Versuche mil [-Cystein und a-Acetylamino-acrylsiure zeigten, dal3
diese nach folgender Gleichung miteinander reagieren:

HO,C-CH(NH,)CH,SH + CH,:C(NH-CO'CH,)-CO,H — H,0
HO,C-(H,N)HC-H,(-S-CHy CH(NH-CO°CH,)-CO,H —
HO,(+(H,N)HC'H,C-S-CH, CH(NH,)"CO,H + CH,CO,H. (3)

Da in dem so entstandenen N-Acetyl-lanthionin die Acetylgruppe leicht
durch Siurehydrolyse abspaltbar ist, war damit eine neue Synthese von Lan-
thionin aufgefunden und die Fihigkeit der C-C-Doppelbindung in diesem
Aminoacrylsiure-Derivat zur Thiol-Addition bewiesen. Auch hier erwies sich
die Anwendung von hoherer Temperatur zur Steigerung der Reaktions.
geschwindigkeit als zweckmiiBig; in der Siedehitze war das Cystein in so
kurzer Zeit verbraucht, dafl die Instabilitit der a-Acetylamino-acrylsiure
gegen kochendes Wasser nicht ins Gewicht fiel.

Das Acetyl-lanthionin wurde nicht in Substanz isoliert, sondern unmittel-
bar hydrolysiert und so das freie Lanthionin gewonnen. Infolge der Schwer-
16slichkeit dieser Aminosiiure bereitete die praktisch quantitative Abtrennung
keine besonderen Schwierigkeiten; die Ausbeute betrug tiber 80%, der Theorie.
Da zur Addition die I-Form von Cystein benutzt wurde, filhrte die Synthese
zn meso- und l-Lanthionin, die sich in ihrer Krystallform und Loslichkeit
unterscheiden. Das aktive Lanthionin zeigt Rechtsdrehung, wie an einem
reinen und an einem Mischpriparat festgestellt wurde.

Bisher sind in der Literatur zwei Synthesen von Lanthionin beschriehen worden-
V.du Vigneaud und G.B. Brown!¢) bauten erstmalig diese Antinoséiure durch Konden-
sation von Cystein mit a«-Amino-B-chlor-propionsiure auf. R. Kuhn und G. Quad.-
beck!?) benutzten dazu die Unisetzung zwischen Natrium-phthalimidomalonester und
symm. Dichlordimethylsulfid. Beide Synthesen verlaufen aber nur mit miBiger Aus.
beute.

Es ist beabsichtigt, die Umsetzung zwischen a-Acetylamino-acrylsiure und
Thiolen an weiteren Beispielen, unter besonderer Beriicksichtigung ihrer Ki-
netik, zu untersuchen. Es zeigte sich z. B., dafl sich auch die Thioessigsiiure
unter geeigneten Bedingungen glatt an die «-Acetylamino-acrylsiure an-
lagert?®):

) [ ]
CH,COSH+ CH,: C((NH: CO-CH,): CO,H — CH, C0* 8- CH,: CH(NH- CO- CH,)"CO,H (4). .

Diese Umsetzung ist als neuartige Cystin- Synthese von besonderem Inter-
esse, da das primir entstehende N.S-Diacetyl-cystein sich nach Siureabspal-
tung der Acetylreste mit Jod oder Wasserstoffperoxyd ohne weiteres zum
Cystin oxydieren liit. Diese Synthese verliuft in guter Ausbeute und macht
das Cystin aus einfachen Ausgangsstoffen ‘leicht zuginglich. Infolge der
neuen Erkenntnisse von H. Fink und A. Hock?) iiber die Steigerung des
biologischen Wertes von biosynthetischem Hefe- und Pilzmyceleiwei8 durch
Cystinzusatz ist eine priparativ brauchbare Cystinsynthese heute von beson-
derer Bedeutung geworden. Eine solche stand bisher nicht zur Verfiigung.

18) Journ. biol. Chem. 188, 151 [1941]. 19) B. 76, 527 [1943].

30) Entsprechende Versuche sind bereits durchgefithrt. Hieriiber so]l bhald berichtet
werden. ) Vergl. Chemie 38, 34 [1945].
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Beschreibung der Versuche.

1. Anlagerung von Thioglykolsiure an Acrylsidure.

Thioglykolsiure und kiufliche Acrylsiure??), in dquimolekularen Mengen ge-
niischt, gaben, sowohl in saurem, als auch in neutralem und stérker alkalischem Milieu,
selbst nach tagelangem Stehen, noch einen starken SH-Test mit Nitroprussidnatrium
(ohne XCN). Dagegen wurde diese Reaktion bei UberschuB von Acrylssure in schwach
alkalischer Losung schon nach 1-—2 Stdn, negativ.

9.2 ¢ Thioglykolsiure (Y/,, Mol) wurden mit 15 g Acrylsiure (etwa 1/; Mol) ver-
setzt und mit 22 NaOH auf py 7—8 gebracht (Universal-Indicatorpapier). Simtliche
Umsetzungen wurden in Kohlensiureatmosphiire ansgefiihrt. Nach dem Verschwinden
der Reaktion auf die SH-Gruppen wurde salzsauer gemacht und das Reaktiopsgemisch
i. Vak. zur Trockne eingeengt. Deor Riickstand wurde 12 Stdn. im Vakuumexsiccator iiber
Kaliumhydroxyd getrocknet und erschépfend mit Ather extrahiert. Der gelbliche, dlige
Atherriickstand krystallisierte in der Kiilte und wurde mit wenig kaltem Ather gewaschen.
Aus Ather weiBe Krystalle voms Schmp. 94°; Ausb. 9 g (56% der Th.). Der Misch-
Schmclzpunkt mit auf anderem Wege dargestellter Methyl-dthyl-sulfid-«.8’-dicar-
bonsaure (IT) (vergl. den folgenden Abschnitt) ergab keine Schmelzpunkts-Erniedrigung.

Methyl-dthyl-sulfid-a.p’-dicarbonsiure (II) aus Thioglykolséure und B-
Brom-propionséure®): 7 g Thioglykolsdure wurden nit 9.5 g Kaliumhydroxyd ver-
setzt (1 g UberschuB) und 11.6 g B-Bromni-propionsdure®), die mit 10.8 g Krystall-
soda neutralisiert waren, zugegeben. Insgesamt wurden dabei 10 ccmt Wasser zugesetzt.
Die Losung erwiirnte sich und wurde 2 Stdn. auf dem Wasserbad erhitzt. Nunmehr extra-
hierte man nach dem Anséiuern mit Schwefclsiure 3 mal mit Ather. Die Atherausziige
wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und der Ather abgedunstet. Das zuriickgebliebene
Ol erstarrte in der Kilto. Zur Entfernung der etwa noch vorhandenen Brompropionsiure
kochte man die mit Ather gewaschene Substanz mit Tetrachlorkohlenstoff aus. Aus Ather
Schmip. 949 (lcichtes Sintern bei 929); Ausb. 6 g == 489 d. Theorie.

1I. Anlagerung von Thiohydracrylsidure®) an Acrylsiure.

Die Acrylsiure fiir diesen und die folgenden Versuche wurde aus dem Methylester ge-
wonnen?s),

Es wurden 3.0 g Thiohydracrylsidure in einer Kohlensiureatmosphire mit 4.0 g
Acrylsiure versetzt (Mol.-Verhiltnis 1 : 2) und schwach alkalisch gemacht. Nach dem
Stchenlassen itber Nacht war bereits ein geringer, krystalliner Niederschlag entstanden.
Die Losung wurdoe salzsauer gemacht und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Der Riickstand
wurde in ctwa 10 ccm Wasser heil3 gelost; beim Abkiihlen fiel die Didthylsulfid-fB.f'-
dicarbonsiure (1T1) in weiBen Blattchen aus. Ausb. 3.3 g (= 65.5% d. Th.); Schmp.
120—130° in Ubereinstimmung mit den Literaturangaben.

II1. Anlagerung von {-Cystein an Acrylsiure.

3.5 g Cystein-hydrochlorid?®?) wurden mit 4.0 g Acrylséure (Mol.-Verhiiltnis 1+ 3)
in eincr Kohlensiureatmosphiire versetzt und die Mischung mit Natronlauge auf py 7—8

22) Priparat der Firma Schuchardt, Gérlitz.

=) Vergl. die Umsetzung von Merkapto-isobuttersiiure mit Natriummonochloracetat
nach K. Liarsson und K. Jonssen, B. 67, 757 [1934].

) Dargestellt nach Org. Syntheses T, 251 und 126.

23) Darstellung nach E. Biilmann, A. 389, 363 [1905] und A 8348, 125 [1906] aus
(3-Broni-propionsiure.

26) Griflere Mengen von Acrylsiuremethyloster iiberlieBen dankenswerterweise die
Firmen Réohm und Haas, Darmstadt, und die friihere I.G. Farbenindustrie A.G.,
Frankfurt;Main-Héchst. Die Ester waren durch Hydrochinon stabilisicrt.

27) Durstellung vergl. A. Schéberl, Ztschr. physiol. Chem. 209, 231 [1932]. Umkry-
stallisation aus 5 1 H(1. Salzsaures Cystein krystallisiert mit 1 Mol. Krystallwasser.
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gebracht. Die Losung blieb bei Zimimdertemperatur stehen. Nach dem Verschwinden der
SH-Reaktion wurde die Losung salzsauer gemiacht und i. Vak. zur Trockne eingeengt.
Den Riickstand trocknete man iiber Nacht im Vakuuntexsiccator iiber Kaliumhydroxyd.
Die etwas klebrige Krystallniasse wurde in 10 ccmt Wasser heifl geldst und mit Natriumi-
acetat-Losung abgepuffert. Beim Abkiihlen und Reiben mit einem Glasstab entstanden
Krystalle. Diese wurden nach demt Stehenlassen imt Eisschrank iiber Nacht abfiltriert,
in wenig Wasser gelost und diesé Losung miit Alkohol geféllt, um u. U. noch vorhandene
Acrylsiure in Lsung zu halten. Nach einigen Stunden wurde abfiltriert und im Vakuum-
exsiccator getrocknet. Ausb. an B-Amino-didthyl-sulfid-B.p’-dicarbonsiure (IV)
nach zweimaligem Unkrystallisieren 2.5g (65% der Theorie). Drexecklge, oft igel-
artig angeordnete Blittchen; unléslich in Benzol, Ather, Eisessig, Aceton, Athyl- und
Propylalkohol. Zersp. 214—216°, Mit alkal. Plumbit.Losung tritt nach lingerem Kochen
nur eine ganz schwache Gelbfirbung auf, wihrend Cystin schon nach kurzer Zeit eine
starke Bleisulfidfallung gibt. Quecksilber(I)-nitrat liefert eine weile Fallung, die in der
Hitze 16slich ist. Quecksilber(II)-nitrat ruft keine Fallung hervor; erst beim Abpuffern
mit Natriumacetat entsteht ein schwacher Niederschlag. Zusatz von Kupferacetat be-
wirkt Farbvertlefung (Komiplexbildung). Das Hydrochlorid krystalllslert in Nadeln und
ist gut in Wasser 16slich.
[a]ff: — 0.18° x 100/1x2.1976 = — 8.19° (in » HCI).
DeH;,0,NS (193.2) Ber. 81669 N 7.25
Gef. §16.50%) N 6.70 (Kjeldahl), 7.11, 7.44 (van Slyke)

(5-mal unkrystallisiertes, i. Hochvak. bei 65° iiber Diphosphorpentoxyd (P,0;) getr.
Priiparat),

Das Naphthalinsulfo-Derivat der Thiodtheraminocarbonsiure wurde aus
dieser in alkal. Losung mit B-Naphthalinsulfochlorid gewonnen. Nadeln aus 20-proz. Al-
kohol. vom Schmip. 1460 29)

B-Amtino-diathyl-sulfid-B.p’-dicarbonsiure (IV) aus Cystein und §-Brom.
propionsiure: 3.5 g Cysteinhydrochlorid wurden in einer Stickstoffatmosphiire mit
3.3 g Kaliumhydroxyd in wenig Wasser versetzt. Zu dieser Losung wurde eine konz.
Lésung von 3.06 g 8-Brom-propionsiure und 2.86 g Krystallsoda gegeben und das
sich erwirmende Gemisch etwa 2 Stdn. auf dem siedenden Wasserbad, stehen gelassen. Da
a m niichsten Tag die Reaktion auf SH-Gruppen negativ war, wurde niit Salzsidure ange-
siuert und i. Vak. zur Trockne eingedampft. Nach nochmaligem L&sen in Wasser und
Einengen wurde in wenig kochendem Wasser gelost und mit einer konz. Natriumacetat-
Lésung auf py 5—6 abgestumpft. Die Flissigkeit erstarrte beim Abkiihlen zu einem
weilen Krystallbrei, den man nach 12 Stdn. abtrennte und trocknete; Zersp. 218—220°.

[l §: — 0.22° x 100/1 x 226.52 = — 8.39° ( in n HC).
CeH,,0,NS (193.2) Ber. S16.59 N 7.25 Gef. S 16.50. N 6.95, 6.8, 6.73%) (Kjeldahl)
(4 mal umkrystallisiertes, i. Hochvak. bei 65° {iber Diphosphorpentoxyd (P;Oj) getr.
Priiparat).
Das Naphthalinsulfo-Derivat zcigte ebenfalls den Schmp. 146°,

%) Verbrennung im Quarzrohr nach Schéberl und Mitarbeitern, Angew. Chem. 50,
334 [1937], mit anschlieBender konduktomatrischer Sulfat-Titration (A.Schéberl und
P. Ranmbacher, Klepzigs Textilztschr. 42, 369 [1939]; vergl. A. Schéberl, Ztschr.
Anelyt. Chem., im Druck). Die Vorlage zur Absorptlon von SO, bzw. SO, enthielt eine
Mischung aus 2 cem Perhydrol, 2 ccm 5 2 NH, und 6 ccm Wasser.

%) Simtliche Schmelzpunkte wurden mit abgekiirzten Thormometern (unkorr.) im
Kupferblock bestimmt.

3%) Die Kjeldahl-Bestimniung scheint bei dieser Substanz etwas zu geringe Werte
zu geben (vergl. a. oben).
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IV. Anlagerung von l-Cystein an a-Acetylamino.acrylsdure
(Synthese von Lanthionin).

1.6 g Cysteinhydrochlorid und 2.6 g a-Acetylantino-acrylsdure wurden in
10 ccm Waasser aufgeschlimmt und durch Zugabe von 28 ccm n NaOH gelost, wobei
sich py 7—8 einstcilte (Universal-Indicatorpapier). Es wurde unter AusschluB8 von Sauer-
stoff in einer Wasserstoff-Atmosphire mit Bunsenventil gearbeitet.

Nachdem die Losung 45 Min. bei 50° gestanden hatte, war der SH-Test mit Nitro-
prussidnatrium noch duBerst stark. Bei 100° wurde er dagegen innerhalb 25 Min. voll-
stindig negativ. Die Losung wurde i. Vak. zur Trockne eingeengt und der Riickstand
mit etwa .50 com 20-proz. Salzsiure 41, Stdn. unter RiickfluB gekocht. Nach dem Ver-
dampfen der Salzsiure i. Vak. wurde der Riickstand in Wasser gelost, die Losung filtriert
und nochmals eingeengt. SchlieBlich 16ste man heil mit 14 ccnd Wasser und stumpfte
mit 5 ccm einer gesiittigten Natriumacetat-Liosung ab. Es fiel sofort eine betrichtliche
Menge eines weiflen Stoffes aus. Nach demt Stehenlassen im Eisschrank iiber Nacht lieBen
sich 1.64 g weiBler Krystalle abfiltrieren. Diese zeigten die fiir das meso-Lanthionin
typische Krystallform, waren aber vermengt mit hexagonalen, linglichen Platten, die
fir das [-Lanthionin charakteristisch sind®). Die Substanz wurde in 3 ccm Wasser
aufgeschlamimt und tropfenweise bis zur vollstindigen Lisung mit konz. Salzsiure
versctzt. Darauf wurde die blaBgelbliche Losung mit einer Spatelspitze Carboraffin
entfirbt und mit einer gesiittigten Natriumacetat-Losung abgepuffert. Die mikrosko-
pische Priifung ergab wohlausgebildete Krystalle des meso-Lanthionins.

Die Mutterlauge der ersten Krystallisation gab, auf ein Viertel eingeengt, eine Krystall-
masse, die nur zum geringsten Teil aus der Aminosiiure bestand. Man isolierte hieraus
noch etwa 50 nig meso-Lanthionin. Somit betrug die Gesamtausbeute 1.59 g = 83,79
der Theorie. [x] §: 0.20° x 100/1 x 6.968 = + 2.87° (in n NaOH)?3).

CeH,,0,N,S (208.2) Ber. S15.40 Gef. S 15.35, 15.33.

V. Kinetik der Anlagerung von l-Cystein an Acrylséure.

Zu den kinetischen Messungen nach der Thunberg-Technik dienten verschiedene
Acrylsiurepriparate. .

0.5 cen einer wiilr. Losung mit anndhernd 175 mg Cysteinhydrochlorid und 0.5 cem
ciner wilir. Losung von 72 mg Acrylsiure wurden nit 2 ccm nNaOH und 2 cem 0.1 m
Phosphatpuffer (py 7.1) im Thunberg- Rohr versetzt, das Rohr in iiblicher Weise eva-
kuiert und mit Wasserstoff gefiillt.

Im allgemeinen diente ein Rohr fiir 2—3 Bestimmungen, einige Rohre auch nur zu
Einzelbestimmungen. Nach bestimmten Zeiten entnahm man den Rohren 0.05 cent und
bestimmte hierin photometrisch das noch vorhandene Cystein mit Phosphorwolframsiure
(Folin-Methode)33). Nach der Probeentnahme wurden die Rohre wiederum evakuiert
und mit Wasserstoff gefiillt. Die Versuche wurden mit einem Ultrathermostaten nach
Hoéppler durchgefiihrt.

3t) Vergleichspriaparate von meso- und di-Lanthionin aus alkalibehandelter Schafwolle
standen fiir den krystallographischen Vergleich zur Verfiigung; vergl. A. Schéberl,
B. 76, 970 [1943].

32) Unter der Voraussetzung, daf die Drehung von I(+)-Lanthionin genau bekannt
ist, kann hieraus die Konzentration der aktiven Komponente in dem vorliegenden Gemisch
errechnet werden. In einem anderen Versuchsansatz fanden wir an einem durch frakt.
Krystallisation gereinigten I-Lanthionin [«]} : + 19.9° (in » NaOH).

%) Vergl. A. Schdberl und P. Rambacher, Biochem. Ztschr. 295, 377 [1938];
direkte SH-Bestimimung ohne Sulfitzusatz.
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Versuche bei209: Die Tafel 1 enthilt die Ergebnisse von 2 bei 20° niit zwei verschie-
dencn Acrylsidurepriparaten durchgefiihrten Versuchsreihen.

Tafel 1.
Anlagerung von l-Cystein an Acrylsiure bei 20°,
Reakti Versuchsreihe 1 Versuchsreihe I1
3 tlsons- mg vorh. % mg vorh. o
zeitin Stdn.|  Cygtein Umsatz Cystein Umsatz
0 124.8 — 132.6 —
1 112.6 9.8 90.2 32.0
2 101.7 18.5 67.2 49.3
3 92.1 26.2 62.4 53.0
4 84.1 32.6 50.5 62.0
b 79.0 36.7 47.2 64.4
6 76.3 38.9 38.5 71.0
7 71.8 42.5 31.5 1.7
8 69.6 4.2 33.0 75.1
9 67.8 45.6 31.8 76.0
10 66.9 46.4 23.0 82.6
11 66.0 471 22.4 83.1
30 51.3 58.9 13.8 89.6

Wahrend fiir die Versuchsreihe I die Acrylsiure nur i. Vak. ohne weitere Trennung
in einzelne Fraktionen destilliert worden war, wurde fiir die Versuchsreihe II cine Acryl-
siure-Fraktion benutzt, die bei 12 Torr zwischen 41° und 45° abgetrennt worden war

und beim Ausfricren vollig erstarrte.

Aus dem Mittelwert mehrerer Versuchsreihen wurden die Geschwindigkeitskonstan-

ten nach

k=1—><

Cx

calcg—Cy)

berechnet und in der Tafel 2 zusamniengestellt.

Tafel 2.

Geschwindigkeitskonstanten bei der Anlagerung von l-Cystein
an Acrylsiure bei 20°.

Zeit ey Ca— Cy k

0 — 0.2065 —

1 0.0645 0.1420 0.0366
2 0.0967 0.1008 0.0356
3 0.1133 0.0932 0.0327
4 0.1290 0.0775 0.0336
3 0.1363 0.0702 0.0314
6 0.1437 0.0628 0.0308

Versuche bei 40°: In der Tafel 3 sind die bei 40° angesetzten Versuche verzeichnet.
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Die Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten fiir die Versuchsreihe V ergab
folgende Werte (Tafel 4):

Tafel 4.

Geschwindigkeitskonstanten bei der Anlagerung von [-Cystein
an Acrylsdure bei 40° (Vers. V der Tafel 3).

Zeit x €, —Cy k
0 — 0.2191 » —_
1 0.1525 0.0666 i 0.1745
2 0.1782 0.0410 ! 0.1655
3 0.1862 ) 0.0331 ! 0.1427
4 0.1915 0.0276 0.1321
5 0.1970 0.0225 . 0.1338

Versuche bei 100°: Zu den Versuchen bei 100° wurden die Rohre im Gegensatz zu
den vorhergehenden Versuchen nach dem Evakuieren nicht mit Wasserstoff gefiillt. Inner-
halb weniger Sekunden entstand in allen eingesetzten Rohren ein flockiger Niederschlag
polynterisierter Acrylsiure.

Es wurden 3 Ansitze fiir verschiedene Reaktionszeiten durchgefilhrt. Die Ergebnisse
sind in der Tafel 5 verzeichnet. Im Rohr 3 erfolgte hier auch die Cystein-Bestimmung hei
Anwesenheit von Sulfit, wobei sich zeigte, daB kein Cystin gebildet worderi war.

Tafel 5.
Anlagerung von l-Cystein an Acrylséure bei 100°.

——— ——
RobrNr.| Zeit in Stdn. ! mgy:?g; | Um:atfi

1 ' 10.6 P

2 10.0 | 91.92

3 4.38 96.46

3 40 . (mit Sulfitzusatz)

VI. Spaltung von B-Amino-didthyl-sulfid-f.8’-dicarbonsédure mit
Natronlauge

1.) Spaltung bei100°: Ks wurde in offenen 5-ccm-Kélbehen gearbeitet, die nach dor
gewiinschten Reaktionszeit auf 3 ccm aufgefiillt wurden. Es reagierten jeweils 19.97 mg
Thiodtheraminocarbonsiure mit 1 cem Wasser und 2 ccm nNaOH. Die Kolbchen
kamen dann in ein siedendes Wasserbad. Das entstandene Cystein wurde wie vorher
photometrisch bestimmt. Hierbei erfaBten Parallelbestimmungen mit Sulfit das unter
Umstianden durch Luftoxydution aus dem Cystein entstandene Cystin. Die Sullivan-
Reaktion auf Cystein in den Ansitzen war positiv34). Diese spezifische Farbreaktion be-
weist die Entstehung von Cystein.

34) Vergl. A. Schéberl und R. Hamm, Biochem. Ztschr., im Druck.
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In der Tafel 6 sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zusammengestellt.

Tafel 6.

Spaltung von 3-Amino-didthyl-sulfid.8.p’-dicarbonséure mit
Natronlauge bei 100°.

Zeit | Thiodther Cystein Cystin Cystein + :‘ystm %
Stdn. mg mg mg auf Oystein Cystein
umgerechnet
1 19.97 1.0 — 1.0 8.0
2 19.40 1.545 — 1.545 12.7
3 19.40 1.97 — 1.97 16.2
4 19.40 2.42 — 2.42 19.9
3 19.40 2.33 0.72 3.056 25.1
6 19.97 2.23(1) 0.34 2.575 20.5
7 19.97 2.485 — 2.485 19.9

Die Verringerung des Cystingehaltes nach 6 Stdn. diirfte auf die Zerstérung dieser
Aminosiure durch Alkali zuriickzufithren sein. Diése Alkalilabilitit wird wohl auch die
Ursache der Abnahme des Cysteins nach ciner Reaktionsdauer von 5 Stdn. sein.

2) Spaltung hei 40°: Je 19.40 mg Thiodtheraminocarbonsiure wurden niit
1 cem Wasser und 2 cemt 30-proz. Natronlauge versetzt. Sulfitzusatz bei der Folin-
Bestimmunyg zeigte kein Cystin an (Tafel 7).

Tafel 7.

Spaltung von B-Amino-diéithyl-sulfid-8.p’-dicarbonsiure mit
Natronlauge bei 40°.

Zcit in Stdn. mg Cystein | o/ Cystein
3 0.531 l 274
6 0.955 i 4.92
-] 1.105 ! 5.70






