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CIRCULARDICHROISMUS DES DISULFIDCHROMOPHORS IN
S-ALKYLTHIO-L-CYSTEINEN UND L-GLUTATHION
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Chemisches Institut® und Physiologisch-Chemisches Institut® der Universitat Tobingen, D-7400 Tabingen

(Received in Germany 2 March 1974; Received in the UK for publication 15 August 1974)

Zosammeafasung—Der inharent dissymmetnrische Disutfid-Chromophor ruft in Molekilen, die dem Cystin verwandt
sind und eine Disulfidgruppierung C-S-S-C mit P- oder M-helikaler Anordnung besitzen, zwei optisch aktive
Obergange mit entgegengesetztem Vorzeichen bei 250 nm hervor. Der Ubergang dieses intrinsisch optisch aktiven
Chromophors zeigt eine starke Abhangigkeit der Rotationsstarke vom Torsionswinkel ¢. Die offenkettigen S-
Alkylthio-L-cysteine zeigen grosse Temperaturkocffizienten ihrer beiden negativen Cotton-Effekte bei 250 nm und
200 nm im Bereich von 0°C bis 100°C in saurer wassriger 1.osung. Fir den S-S-Chromophor von oxidiertem
L-Glutathion wird eine Zahnlich ausgepragte Temperaturabhingigkeit gefunden. Demgegeniber zeigen die
Carbonyldbergange dieser Moleklle lediglich den normalen Kauzmann-Eyring-Effekt. Die Grésse und Lage der
Disulfid-Cotton-Effekte wird stark von den Dissoziationsgleichgewichten beeinftusst, wobei mit zunehmendem pH
bathochrome Verschiebungen der 250 nm-Disulfidbande gefunden werden.

Abstract—The inherently dissymmetric disulfide chromophore imparts two optically active transitions with opposite
signs at 250 nm to molecules related to Lcystine and possessing a disulfide grouping C-S-S-C with P- or M-helical
arrangement. The transition of this intrinsically optically active chromophore exhibits a strong dependence of its
rotational strength on the torsional angle ¢. The open-chain S-alkylthio-L-cysteines show large temperature
cocfficients of their two negative Cotton effects at 250 nm and 200 nm in the range of 0°C 1o 100°C in acidic aqueous
medium. For the S-S-chromophore of oxidized I.-glutathione a similarly strong temperature dependence is found. On
the other hand, the carbonyl part of these molecules shows the normal Kauzmann-Eyring effect. The di - sociation
equilibria largely influence the magnitude and position of the disulfide Cotton eflects. With increasing pH

bathochromic shifts of the 250 nm disulfide band are found.

Verbindungen, die an zwei benachbarten Atomen freie
Elektronenpaare besitzen, kdnnen in zwei enantiomeren
Formen auftreten, wenn die stabilste Form diejenige ist,
bei der die Anordnung der betreflenden Atome nicht
koplanar ist. Sofern ein weiteres Chiralititszentrum im
Moleki! vorhanden ist, ergeben sich Diastereomere, die
jeweils z.B. die Konfiguration R am chiralen Zentrum und
M-helikale bzw. P-helikale Strukturelemente aufweisen.'
Auch die von uns untersuchten Molekiile mit Disulfid-
gruppen, wie die S-Alkylthio-Lcysteine und oxidiertes
L-Glutathion (GSSG). gehdren zu diesen Verbindungen.
In diesen Verbindungen kann man wegen der Wechselwir-
kung der beiden nichtbindenden 3p-Orbitale der Schwefel-
atome’ zwei gewinkelte Formen erwarten.' wobei der
Torsionswinkel ¢ der C-S-S-C-Gruppe ungefihr 90°
betragen sollte.

Zur Untersuchung der Konformation biologisch inter-
essanter Verbindungen mit Disulfidbriicken ware ein
volles Verstandnis der Bezichung zwischen Stereochemie
und Circulardichroismus (CD) der Disulfide vorteilhaft.
Bisher durchgefiihrte CD-Studien befassen sich meist mit
cyclischen, konformativ festgelegten Verbindungen.*'”
Untersuchungen an offenkettigen Disulfiden'™™" zeigen,
dass hier die Aussagen aus den CD-Spektren wegen der
Umwandlungsmoglichkeit der beiden Diastereomeren
durch Rotation um die S-S-Bindung wesentlich unklarer

sind. Der thermodynamische Stabilitatsunterschied sowie
die Rotationsbarrieren™”' sind namlich relativ klein. So
findet man bei manchen Molekiilen wie z.B. Lysozym®
beide Helizititen der S-S-Briicke; in Kristallen von
L-Cystin” kommt die entgegengesetzte Helizitat wie in
solchen von L-Cystin x2 HC1,* L-Cystin x2 HBr"* oder
N.N"-Diglycyl-L-cystin x2 H.0™ vor. In Losung solite
man also eine temperaturabhingige Verteilung der diaste-
reomeren Disulfide erwarten. Darauf weisen die starke
Temperaturabhingigkeit des Drehwerts” sowie des CD
von Lésungen von L-Cystin™ und von N,N'-Diacetyl-L-
cystin-bismethylamid® hin.

Bereits bei 1.-Cystin oder oxidiertem L-Glutathion
lassen sich sterische, elektronische und elektrostatische
Effekte auf den Disulfidchromophor nicht differenziert
untersuchen. Daher haben wir einen Cysteinylrest durch
Alkylthiogruppen ersetzt und die Temperaturabhingigkeit
der CD-Spektren einiger dieser S-Alkylthio-1.-cysteine
sowie von L-Glutathion und cinem seiner Derivate
untersucht.

Optische und chiroptische Eigenschaften der Disulfid-
gruppe

Gegenliber der langstwelligen Absorptionsbande orga-
nischer Thiole und Sulfide ist die der Disulfide stark
bathochrom verschoben. Wahrend die Zuordnung der
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Uberginge des Sulfidchromophors™” noch umstritten ist,
lasst sich die langstwellige Absorption der Disulfide’**
genau zuordnen. Es handelt sich dabei um die Anregung
von Elektronen aus den durch Kombination der nichtbin-
denden 3p-Orbitale des Schwefels entstandenen n./n_-
Orbitalen in ein antibindendes o-Orbital der Disulfid-
gruppe. Da die Orbital-energie der n.- und n_-Orbitale
stark vom Torsionswinkel ¢ abhingt, die Energie des
o*-Orbitals dagegen kaum, findet man bei Anderung von
¢ eine starke Verschiebung des langwelligen
Absorptionsmaximums. Bei ¢ = 90 sind die n.- und n -
o*-Uberginge entartet und ergeben die breite Absorpti-
onsbande offenkettiger Disulfide bei ungefahr 250 nm.
Beim Ubergang zu cyclischen Disulfiden verschiebt sich
diese Bande bathochrom, und in manchen Fallen** lassen
sich die den beiden Ubergangen entsprechenden Banden
getrennt beobachten, deren Lage symmetrisch zu 250 nm
ist. Dies stimmt mit den Voraussagen der Theorie dberein.

Bei Molekillen mit Torsionswinkeln um 90° folgt aus
der Theorie, dass sich die den beiden entarteten
Ubergingen entsprechenden Cotton-Effekte, die entge-
gengesetzte Vorzeichen ihrer Rotationsstarke besitzen,
aufheben sollten. Die noch zu beobachtende restliche op-
tische Aktivitat im langwelligen Bereich kann auf zwei
Ursachen zurickgeftthrt werden: Einerseits tritt bei Tor-
sionswinkeln um 90° noch keine vdllige Aufhebung der
Cotton-Effekte auf, und die restliche geringe optische
Aktivitat wird von der Helizitat der Disulfidgruppe be-
stimmt. Andererseits “'induzieren” der Disulfidgruppe be-
nachbarte asymmetrische Reste die optische Aktivitat des
Disulfidiibergangs. Es ist dabei nicht ohne weiteres
moglich, diese intrinsischen bzw. extrinsischen Effekte
getrennt zu erfassen.

Ein weiterer um 200 nm auftretender Cotton-Effekt ist
wahrscheinlich auf den o-o*-Ubergang der Disulfid-
gruppe zurlickzufiihren. Dieser Cotton-Effekt enthalt aus-
serdem Anteile des m-m-*-Ubergangs der CO-Gruppe der
S-Alkylthio-Lcysteine bzw. des L-Glutathions; seine
sehr hohen Rotationsstarken liegen in dem Bereich, den
man fQr intrinsisch optisch aktive Chromophore
erwartet.”

CD-Spektren von asymmetrischen Disulfiden des L-
Cysteins und L -Glutathion ;

Die CD-Spektren von S-Methyl- (1), S-Athyl- (2), S-
Propyl- (3), S-Butyl- (6), S-Octyl- (7), S-neo-Pentyl- (8), S-
Benzyl- (9), S-Tolyl- (18), S-iso-Propyl- (4), S-sek.-Butyl-
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(11), S-Cyclohexyl12), S-tert.-Butyl- (5) und S-tert.-
Pentyl-thio-L.-cystein (13), sowie von L-Glutathion (G-
SH) (16), oxidiertem 1.-Glutathion (GSSG) (14) und S-
Methyithio-1.-glutathion (GSSMe) (15) wurden im Bereich
von 350 nm bis 195 nm gemessen.

Als Losungsmittel diente 1 N HC), ausser bei 7 und 10,
die wegen geringer Loslichkeit in einem Gemisch von
Isopropanol/IN HCl (2:3, v/v) gemessen werden
mussten. 1,2, 3,4, Sund 9 wurden in 0-1 N HCI bei sechs
verschiedenen Temperaturen (S, 15, 35, 55, 75 und 95°C)
gemessen, nach den Messungen bei hdherer Temperatur
abgekihit und nochmals bei 25°C gemessen, um even-
tuelle chemische Veranderungen bzw. sonstige irrever-
sible Umwandlungen feststellen zu konnen. Ebenso wur-
den 10 in Isopropanol/1 N HC! (2:3) bei 25, 50 und 70°C,
16 in neutraler Phosphatpuffer-Losung bei -§, 185, 25, 3§
und 45°C, 14 im selben Lasungsmittel im Bereich von
10°C bis 70°C, in einem Gemisch von Athanol/l N HCI
(9:1, v/v) zwischen —24°C und 45°C und in Hexafluorace-
ton-Trihydrat zwischen —24°C und 10°C gemessen. 1§
wurde in | N HCI bei 25, 50, 70 und 90°C gemessen. Die
Messung der pH-Abhingigkeit von 1 erfolgte bei 25°C.

Diskussion der Spektren

*Disulfid- und Carboxyl-Banden der S-Alkylthio-L-
cysteine. Der Substitutionsgrad der Alkylgruppe der S-
Alkylthio-L-cysteine aussert sich in einer ausgeprigten
regelmassigen hypsochromen Verschiebung der Maxima
des langstwelligen Cotton-Effekts in der Reihenfolge
CH, < primire < sekundire < tertiare Alkylgruppe. Dies
wird auch bei UV-Untersuchungen an symmetrischen und
asymmetrischen Dialkyldisulfiden und -diseleniden beob-
achtet.* bei denen diese Verschiebung auf Hyperkonju-
gation beruhen kénnte.”* Die CD-Maxima der S-
Alkyhthio-L-cysteine liegen bei einer Wellenlange, die der
Mitte zwischen dem UV-Maximum von Didthyldisulfid
(fiir den Cysteinteil) und dem des entsprechenden symme-
trischen Dialkyldisulfids entspricht (A~.. von 4 bei 248 nm,
Aos von Diathyldisulfid bei 251-Snm und von Diiso-
propyldisulfid bei 245 nm). Ausnahmen bilden 1 (257 nm)
und die tertiaren S-Alkylthio-L-cysteine, deren Cotton-
Effekte wesentlich langerwellig liegen, als man aus obiger
Mittelung erwarten wiirde. In Di-tert.-butyldisulfid verur-
sacht eine starke sterische Behinderung der Methylgrup-
pen an der Disulfidbriicke eine Aufweitung des Torsions-
winkels auf ca. 110°. Diese Behinderung ist beim gemisch-
ten primar-tertiaren Disulfid bereits aufgehoben. Dagegen

R=CH,- (1), C;H+ (2). C,H~ (3). C.He- (6),
C.H,s~ (). (CH)LCCH:- (8). C;H-CH:-9).

joo
"H\N-C-H

CH,-S S-R
(1-(13)

NH,' GHi-S-R

*00C-CH-CH~CH,~CO-NH-CH-CO-NH-CH,-COOH

(14)-(16)

CH,-C.H.- (10). (CH,),CH- (4). CH\.CH,CHCH,

(11), C.H, (12), (CH.).C- (8),
(CH,),C-C,H, (13

R’ = H- (16)
= CH,-S- (1%)
= G-S- (14)



Circulardichroismus des Disulfidchromophors in S-Alkylthio-1.cysteinen und L-Glutathion

Tabelle 1. 1.age und molare Elliptizitaten der Cotton-Effekte der S-
Alkylthio-1.-cysteine bei 25°C in | N HCI

Ao, (nm)  {Sligrad cm® dMol ')

S-Methylthio-1.-cystein (1) 257 -1130
) 21 8620
S-Athylthio-L-cystein (2) 2528 - 1440
221 8260

S-Propyhthio-1.-cystein (3) 283 -1300
2 7830

S-iso-Propylthio-1.-cystein (4) 2148 -1520
220 8220

S-tert.-Butylthio-1.-cystein (§) 2448 -1560
2188 8560

S-Butylthio-1.-cystein (6) 2518 -1450
pd | 10600

S-Octylthio-L-cystein (7) 2528 -1520
221-§ 8670

S-neo-Pentylthio-1.-cystein (8) 2828 -1310
b33 8390

S-Benzylthio-1.-cystein (9) m 550
250 -930

23 4630

S-Tolylthio-L<ystein (10) 282-5 -4130
218 -293%0

218§ $390

S-sek.-Butylthio-L<cystein (11) 248 -1450
” 8260

S-Cyclohexylthio-L.cystein (12) 250 -1430
m 8220

S-tert.-Pentylthio-Lcystein (13) 247 -1370
220 9400

lasst sich keine eindeutige Abhangigkeit der Elliptizitat
bzw. Rotationsstarke des lingstwelligen Disulfid-Cotton-
Effekts vom Alkylrest feststellen.

Bei allen S-Alkylthio-L-cysteinen, bis auf 1, beobachtet
man molare Elliptizitiaten im Bereich von —1300 bis - 1500
grad ¢cm * dMol . Bei L-Cystin findet man unter ver-
gleichbaren Bedingungen - 1800 grad cm ° dMol . Trotz
zweier Chiralitatszentren in der Nachbarschaft der Disul-
fidgruppe des Cystins ist dessen Elliptizitat nur wenig
grosser als in den S-Alkylthio-L-cysteinen. Somit ist der
Nachbargruppenbeitrag zum CD von Disulfiden mit Di-
ederwinkeln um 9 also nur gering.

Der positive Carboxyl-Cotton-Effekt zeigt weder fiir die
l.age noch die Elliptizitat cine Abhangigkeit von der S-
Alkylgruppe. Die Orientierung der S-S-Gruppe relativ zur
Carboxylgruppe sollte also in allen S-Alkylthio-1.-
cysteinen gleich sein. In L-Cystin tritt bei 220 nm der
Carboxylibergang nur mit doppelt so hoher Elliptizitat
auf, was als Beweis fiir das Fehlen spezifischer intramole-
kularer Wechselwirkungen, z. B. Wasserstoffbriicken-
bindungen,” in L-Cystin gewertet werden kann.'

Fast alle S-Alkylthio-L-cysteine zeigen bei 200 nm oder
ctwas kirzerwellig cinen weiteren stark negativen Cotton-
Effckt, dessen Lage und Elliptizitit ebenfalls nur wenig
vom Alkylsubstituenten abhangt. Ahnlich starke Cotton-
Effekte treten bei L-Cystin (196 nm)™ und auch bei trans-
2.3-Dithiadekalin (203 nm in n-Heptan)*" auf.

Die Deutung der UV- und CD-Spektren von 9 und 10 ist

1s$?

durch die Anwesenheit des Benzyl- bzw. Tolylrestes
erschwert. Wihrend sich bei 9 das CD-Spektrum nur in
den Elliptizitaitswerten sowie durch dic Andeutung eines
langwelligen Minimums bei 273 nm von den Spektren der
S-Alkylderivate unterscheidet, dominiert im Spektrum
von 10 der aromatische Ring mit seinen Ubergingen.”
Der Disulfidibergang wird sowohl im UV- als auch im
CD-Spektrum vollstindig verdeckt und der Carboxyl-
Cotton-Effekt zeigt sich mit verminderter Intensitat bei
218-5am. Im UV-Spektrum ist dieser Ubergang jedoch
nicht zu sehen, da er durch Maxima bei 208 nm und
235 nm iberdeckt wird.

*Disulfid- und Amid-Banden in Glutathion. Wiahrend
man bei GSH 16 in neutraler Phosphatpufferlosung nur
Cotton-Effekte unterhalb von 220 nm beobachtet, die auf
den n-n*-Ubergang der Cysleinyl-g];cin-Amidbindung
sowic auf Uberginge des Schwefels” zuriickzufGhren
sind, findet man fir GSSG 14 erwartungsgemass einen
langwelligen Cotton-Effekt im Bereich der Disulfidab-
sorption bei 263 nm. Weitere Cotton-Effekte treten bei
227 nm und 202 nm auf.

Der positive Amid-Cotton-Effekt von GSSG bei 227 nm
ist wie bei GSH hauptsachlich auf dic Amidbindungen
zwischen Cystin und Glycin zuriickzufGhren, denn die
Peptidbindungen zwischen den beiden Glutaminsaure-
resten und Cystin sind so weit vom C, der Glutaminsaure
entfernt, dass sie von diesen Chiralitatszentren nicht mehr
becinflusstwerden." Die Vorzeichenumkehr und batho-
chrome Verschiebung gegenilbber GSH muss auf einer
Wechselwirkung zwischen der Disulfidgruppe und den
Amidgruppen beruhen (vgl. die bathochrome Verschie-
bung des Carboxylilbergangs des Cystins gegeniber
Cystein”). Der durch die Carboxylgruppen der zwei
Glutaminsaurereste verursachte Cotton-Effekt ist offen-
bar so gering, dass er von den Amid-Cotton-Effekten
verdeckt wird.

In saurer athanolischer Losung zeigt GSSG ein
ahnliches CD-Spektrum wie in neutraler Pufferlésung. In
Hexafluoraceton-Trhydrat ist jedoch der Disulfid-Cotton-
Effekt um etwa 10nm nach kirzeren Wellenlangen
verschoben und seine Elliptizitat um die Halfte reduziert.
Diese starke Losungsmittelabhangigkeit bestatigt den
nichtbindenden Charakter der Ausgangsorbitale des
Disulfidiibergangs. Der n-#*-Amid-Cotton-Effekt ist in
Hexaftuoracetonlosungen nicht mehr zu beobachten, da
er so sehr hypsochrom verschoben ist, dass er von dem
kiirzerwelligen, hier unterhalb von 200nm liegenden
Cotton-Effekt idberdeckt wird, was auch bei anderen
Amiden beobachtet wird.” Das CD-Spektrum des GSH-
Derivats 18 in 1 N HCI unterscheidet sich wenig von den
GSSG-Spektren, jedoch ist die Elliptizitat des Amid-
Cotton-Effekts erwartungsgemass wesentlich kleiner als
bei GSSG.

Temperaturabhangigkeit des Circulardichroismus von
Disulfiden

Die CD-Spektren aller hier untersuchten Disulfide
zeigen  cine  starke  Temperaturabhingigkeit  des
lingstwelligen Disulfid-Cotton-Effekts.

Auch fr andere schwefelhaltige Aminosiuren®>



1158

M. OT™AD et al.

Tabelle 2. Lage und molare Elliptizitaten der Cotton-Effekte von Glutathion

Awwfnm]  [Ollgradcm’dMol )

Oxidiertes L-Glutathion (GSSG, 14) 2625 -950

Phosphatpufter pH =7, T = 30°C 228 1050

Oxidiertes L-Glutathion (GSSG., 14) 267-5 -1360

Athanol/1 N HC1 (9:1), T=25%C 225 6250

Oxidiertes L-Glutathion (GSSG. 14) 251 -500

Hexafluoraceton x 3 H,0, T = 5°C

S-Methylthio-L-glutathion (GSSMe, 15) 267 -790

INHC, T=25C 226 1940

Reduziertes L-Glutathion (GSH, 16) 217-5 ~4940

Phosphatpuffer pH =7, T = 20°C
wurde eine im Vergleich zu den ibrigen Aminosauren SH . H . H
ausgeprigte Temperaturabhangigkeit beobachtet. Die H.N H H,N H H\N H
Anderungen der CD-Spektren mit der Temperatur im
Bereich der Disulfidabsorption sind jedoch mehr als H H H SH HS H
doppelt so stark. Die Ursache dafiir liegt in der Struktur CoO- COO- COO"
des Disulfidchromophors; dabei sind die verschiedenen . < h

Beitrage zur optischen Aktivitat des Disulfiddbergangs zu
beriicksichtigen.

Verschiedentlich wurde darauf hingewiesen,"”*'* dass
das Vorzeichen des langstwelligen Cotton-Effekts offen-
kettiger Disulfide von der Umgebung der Disulfidgruppe
bestimmt werde. Der Versuch, die beobachtete
Temperaturabhingigkeit nur durch Anderungen dieser
Umgebung zu erkliren, erscheint aber ungenfigend.
Solche Anderungen konnten nur aufgrund von Rotationen
um C-S- und C-C-Bindungen auftreten; die Barrieren fiir
solche Rotationen sind jedoch so niedrig,” dass
Temperaturanderungen im Bereich von 0°C bis 100°C die
Verteilung dieser Rotameren nur wenig beeinflussen. So
zeigen z. B. die Cotton-Effekte  aromatischer
Aminosduren, bei denen dic optische Aktivitat der

Abb. 2. Newman-Projektionsformeln der Rotamereng, hund t.

Aromatenabsorption nur durch die asymmetrische Umge-
bung bedingt ist, wesentlich geringere Temperaturkoeffi-
zienten.” Eine starke Gleichgewichtsverschiebung der
Rotameren g, b und t bei einer Temperaturinderung
scheidet also aus, wie auch durch 'H-NMR-Spektroskopie
bewicsen werden konnte.” Es wire auch prinzipiell eine
vermehrte Population einer energetisch hoher liegenden
Disulfidkonformation mit steigender Temperatur denkbar,
die gegeniiber der bei Zimmertemperatur stabilsten Form
cinen verengten bzw. aufgeweiteten Torsionswinkel
besitzt, was sich jedoch in einer Verschiebung des
Maximums des Disulfid-Cotton-Effekts dussern sollte.

grad cm’ d Mol

(6] :10°,

Abb. 1.
- --T=55C,

CD-Spektrum von S-Athylthio-L-cystein (2) in Abhéngigkeit von der Temperatur in0-1 N HCl —T = 5°C,

----- T = 95°C.



Circulardichroismus des Disulfidchromophors in S-Alkylthio-L-cysteinen und 1.-Glutathion

Ausserdem sollte der bei 200 nm gelegene Cotton-Effekt,
der zum Teil auf einem torsionswinkelunabhingigen
Disuifidibergang beruht, nur eine geringe Temperatur-
abhiingigkeit, vergleichbar mit der anderer Amide, auf-

9
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3
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!
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1
c > 20
T, *C
Abb. 3a. Prozentuale Temperaturabhangigkeit der Cotton-

Effekte von S-Methyithio-Lcystein (1), S-Propylthio-L-cystein

(3) und S-Benzyhhio-1.-cystein (9) in 0-1 N HQCl (die Elliptizatat

der Cotlon-Effekte bei $°C wurde 100% gesetzt), —— Cotton-

Effekt bei ca. 250 nm, —— Cotton-Effekt bei ca. 220nm, ----
Cotton-Effekt bei ca. 200 nm.
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Abb. 3b. Temperaturabhangigkeit des langstweiligen Cotton-

Effekts der Disulfidgruppe in 1.-Glutathion (14) und S-Methylthio-

L-glutathion (15), — (14) in Phosphatpufler-Losung, pH = 7-0

——(14) in Athanol/I N HCI(9:1, v/v), - - -- (14) in Hexafluorace-
ton Trihydrat (18) wurde in | N HC) aufgenommen.
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weisen.  Als  wichtigster Faktor, der die starke
Temperaturabhingigkeit des langwelligen  Disulfid-

Cotton-Effekts bestimmt, bleibt also die Verteilung der
beiden moglichen M- bzw. P-helikalen Konformeren.
Diese Konformerenumwandlung sollte sich auf den
kurzwelligen Cotton-EfTekt mit Disulfidanteil in dhnlicher
Weise auswirken wie auf den liangstwelligen Cotton-
Effekt.

In der Reihe der S-Alkylthio-L-cysteine beobachtet
man einc Abnahme der Temperaturkoeffizienten des
lanstwelligen Disuifid-Cotton-Effekts 8[=)!8T in der
Reihenfolge 3 (8-88), 2 (8-5), S(7-88), 4(6-88). 1(6-38). Der
Carboxyl-Cotton-Effekt zeigt dagegen nur eine geringe
Temperaturabhingigkeit (Abnahme um etwa 15% bezo-
gen auf die Elliptizitit bei $°C) im Temperaturbereich von
S°C bis 95°C. die mit der anderer Aminosauren ver-
gleichbar ist. Ausgepragter ist wieder dic Abhangigkeit
des kurzwelligen Cotton-Effekts von der Temperatur. Die
prozentuale Elliptizitatsabnahme, bezogen auf die molare
Elliptizitat bei S°C, ist in allen Fillen geringer als beim
langstwelligen Cotton-Effekt. jedoch wesentlich grosser
als beim Carboxyl-Cotton-Effekt.

Da der Torsionswinkel der Disulfidgruppe von L-Cystin
und den S-Alkylthio-L-cysteinen in L.6sung nicht bekannt
ist, ist eine Entscheidung iiber die bevorzugte Helizitat
dieser Molckiile nicht moglich. Tritt jedoch beim Uber-
gang von kristallinem L.-Cystin-dihydrochlorid™ mit M-
Helizitat in eine | N HCI Losung keine Veranderung des
Torsionswinkels auf, so ergibt sich aus dem negativen
Vorzeichen des lingstwelligen Disulfid-Cotton-Effekts
nach der Quadrantenregel' ein Uberwiegen der Konfor-
mation mit ebenfalls M-Helizitat in Losung. Aus der
Ahnlichkeit der S-Alkylthio-L-cysteine mit L-Cystin kann
man schliessen, dass bei Zimmertemperatur die M-
helikale Konformation dieser Disulfide in [.0sung
begiinstigt ist und dass mit steigender Temperatur
vermehrt Uberginge in dic P-hclikale Form stattfinden.
Besonderheiten treten bei der Temperaturabhiangigkeit
von 9 und 10 auf. Bei 9 nimmt die Elliptizitit des
langstwelligen Cotton-Effekts stirker ab als bei allen S-
Alkylthio-1.-cysteinen. Im Gegensatz zu diesen verschiebt
sich dieser Cotton-Effekt jedoch gleichzeitig stark nach
langeren Wellenlangen mit steigender Temperatur von
246 nm bei 5°C auf 262-Snm bei 95°C. Der Carboxyl-
Cotton-Effekt wird mit steigender Temperatur grosser,
seine Elliptizitat vergrossert sich um 39% im Temperatu-
rintervall von 5°C bis 95°C. In ahnlicher Weise beobachtet
man cine Verstarkung des positiven Cotton-Eftekts von
10 bei 217-218 nm. Seine Elliptizitat vergrossert sich um
27% im Intervall von 25°C bis 70°C. Andererseits nchmen
die beiden langerwelligen Cotton-Effekte in diesem
Temperaturbereich um 33% (238 nm) bzw. 28% (282-5 nm)
ab.

16 zeigt erwartungsgemiss nur cine schwache
Temperaturabhangigkeit des negativen Cotton-Effekts bei
218 nm. Fiir 14 in saurer athanolischer Losung findet man
eine  den  S-Alkylthio-I.-cysteinen  vergleichbare
Temperaturabhangigkeit, ebenso fiir das Derivat 15. Ab
45°C tritt bei 14 jedoch allmihlich ein zusatzlicher
Cotton-Effekt bei ungefahr 240 nm auf, der auf einer
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Abb. 4. pH-Abhangigkeit des langwelligen Disulfid-Cotton-Effekts und des Carboxyl-Cotton-Effekts von §-
Methylthio-1.-cystcin (1). @@@ Lage des langwelligen Disulfid-Cotton-Effekts, aaa Elliptizitat des langweliigen
Disulfid-Cotton-Effekts, mmm Lage des Carboxyl-Cotton-Effekts, v v v Elliptizitat des Carboxyl-Cotton-Effekts.

irreversiblen Umwandlung von 14 beruht. Dagegen
beobachtet man in neutraler Pufferlosung, dass sich der
Amid-Cotton-Effekt oberhalb von $0°C  umkehrt.”
Temperatur- und pH-abhingige PC-NMR-
Untersuchungen™ zeigen, dass sich die Wechselwirkun-
gen zwischen den Peptid-Carbonylkohlenstoffatomen und
der Disulfidgruppe etwa ab 45°C andern. Es ist jedoch
noch unklar, ob man mit CD in dicsem Falle denselben
Effekt beobachtet wie mit der ""C-NMR-Spektroskopie.

Ausserst gering sind dagegen die Anderungen der
CD-Spekiren von 14 in Hexafluoraceton-Trihydrat. Es
scheint, dass in diesem [.osungsmittel eine Konformation
schon bei tiefer Temperatur stabilisiert wird, die in den
anderen beiden Lasungsmitteln erst bei hoherer Tempera-
tur merklich stabilisiert ist. Bei dieser Stabilisierung
spielen Wasserstoffbrickenbindungen zwischen 14 und
Hexafluoraceton wahrscheinlich eine  entscheidende
Roile.

pH-Abhdngigkeit des
Alkylthio-L-cysteine
Erwartungsgemass sind die CD-Spektren der S-
Alkylthio-L-cysteine sehr stark vom pH-Wert der Losung
abhangig. Wie bei den Gibrigen Aminosduren™>™ beob-
achtet man ¢ine hypsochrome Verschiebung des positiven
Carboxyl-Cotton-Effekts bei der Dissoziation des Protons
von der Carboxylgruppe. Bei der Dissoziation des
Protons von der Aminogruppe verschiebt sich dieser
Cotton-Effekt wieder bathochrom.™ Uberraschender-
weise zeigt auch der langwellige Disulfid-Cotton-Effckt
¢ine starke Abgiingigkeit vom Dissoziationsgrad trotz der
Entfernung der Disulfidgruppe von COOH- bzw. NH,"-
Gruppe. Dies kann zum cinen auf clektrostatische
Effekte, zum anderen auf unterschiedliche Population der
Rotameren h, g und t"™* bei den einzelnen dissoziierten
Formen zurlickgefithrt werden. Im Alkalischen kommt

Circulardichroismus der S-

noch eine bathochrome Verschiebung des langwelligen
Absorptionsmaximums der Disulfidgruppe selbst hinzu.
Ein solcher Effekt wurde auch bei Zusatz von Alkali zu
Dimethyidisulfid-Losungen beobachtet. ™

EXPERIMENTELLER TEIL

Die zu den Untersuchungen ecingesetzten S-Alkylithio-L-
cysteine 1-13 sowie S-Methyithio-L-glutathion 15 wurden alle
durch Umsetzung mit den Thiosulfinsiureestern der entsprechen-
den Dialkyldisulfide™ dargestelli. Alle Produkte sind in zwei
Losungsmittelsystemen dinnschichichromatographisch einheit-
lich und durch Elementaranalysen, Drehwerte und Schmelz-
punkte chrakterisiert.***’ Reduziertes und oxidiertes L-
Glutathion 16 bzw. 14 wurden von der Firma Serva (Heidelberg)
bezogen. Zur Aufnahme der UV-Spektren wurden Lisungen von
ca 1-Smg/10ml, zur Aufnahme der CD-Spekiren Losungen von
ca. 6mg/10mi hergestellt. Die UV-Spektren wurden bei Raum-
temperatur mit dem UV-Spektrometer Cary 15 (Firma Varian,
Darmstadt) in Kovetten der Schichtdicken 0-S, 0-2 und 0-1¢cm
aufgenommen. Dic CD-Spektren wurden mit dem Dichrograph 11
(Firma Roussel-Jouan, Paris) mit Kdvetten der Schichtdicken 2-0,
0-5, 0-1 und 0-02 cm gemessen. Die CD-Messungen wurden mit
ciner Lasung von D-10-Camphersulfonsiure in Wasser dberprift,
wobei ¢in [(G]-Wert von 7260 grad cm’ dMol ' bei 291 nm als
Standard angenommen wurde. Dwe ermitieiten  molaren
Elliptizitaten erwiesen sich im Bereich 10 * molarer Losungen als
konzentrationsunabhangig.

Die Messung der Temperaturabhingigkeit im Bereich von
5-95°C erfolgte unter Thermostatisierung (£0-5°C) des
Kilvettenraumes mit einem Thermostat FK 2 (Firma Haake,
Karisruhe). Die pH-Werte wurden mit 2 N NaOH und 2 N HCl
p.a. mit Hilfe des Precision Potentiometers E 353 B (Firma
Mecirohm,  Herisau, Schweiz) mit  eciner  Kalomel-
Mikrostabelektrode pH 0-12 (Firma Ingold, Frankfurt) unter
Verwendung von Eichpuffern vergleichbarer lonenstirke cinge-
stellt.

Danksagung Wit danken der Deutschen  Forschungs-
gemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie {ir
finanzielle Unterstiitzung mit einer Sachbeihilfe.
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