Briickenreaktionen an Aminoséuren und Faserproteinen®

Von Prof. Dr.-Ing. HELMUT ZAHN
Chemisches Institut der Universitdt Heidelberg

Bei Einwirkung bifunktioneller Fluor-Verbindungen der aromatischen Reihe wie 1,5-Difluor-2,4-dinitro-
benzol oder p,p’-Difluor-m,m’-dinitro-diphenylsulfon auf Faserproteine, z. B. Wollkeratin, Seidenfibroin
und Sehnenkollagen, tritt in iberraschend hohem AusmaB bifunktionelle Reaktion.mit den Phenol-Grup-
pen des Tyrosins (Fibroin und Keratin) und den e-Amino-Gruppen des Lysins (Keratin, Fibroin, Kollagen)
und Oxylysins (Kollagen) ein. Diese bifunktionelle Reaktion der Briickenreagentien ist eine starke
Stiitze flir die Hypothese des segmentierten Baus der genannten Faserproteine, wonach bestimmte Amino-
siuren in Segmenten des Proteins gehiuft eingebaut sind. Nach Einbau der neuen Briicken in das Gefiige
des Proteins ist dieses chemisch und physikalisch stabilisiert, was dafiir spricht, daB Aminosiure-Grup-
pen verschiedener Ketten miteinander vernetzt wurden. Voraussetzung fir die priparative Bearbei-
tung solcher Briickenreaktionen an Fasern war die Kenntnis synthetischer Modelle aus Aminosiuren und
Briickenreagens, deren Darstellung und Eigenschaften im groBten Teil dieser Arbeit beschrieben werden.

I. Definitionen

1.) Faserproteine

Faserproteine sind Proteine wie Keratin, Fibroin und
Kollagen, in welchen die Polypeptid-Ketten normalerweise
Fibrillen und diese sichtbare Fasern bilden. Keratin
ist der Hauptbestandteil von Wolle, Fibroin von Seide
und Kollagen der Lederhaut. Die Gestalt der Peptid-
Ketten in ungedehnter Wolle adhnelt sehr wahrscheinlich
einer Schraube mit einem Gang von 5,55 A und 3,7 Amino-
sdure-Resten je Windung?s). Im Seidenfibroin sind die
Peptid-Ketten nahezu gestreckt und werden zu flachen
Kettenrosten zusammengehalten??). Die Form der Pep-
tid-Ketten des Kollagens ist noch nicht mit Sicherheit be-
kannt, obwohl die stark gegliederte Kollagenfibrille wegen
ihrer auffallenden Streifung im elektronenmikroskopischen
Bild am hdufigsten untersucht worden ist33).

Fir die vorliegende Arbeit ist die in Tabelle 1 gezeigte
Aminosdure-Zusammensetzung dieser Proteine von
besonderem Interesse.

Wolle | Fibroin Kollagen
Aminostiuren nach nach | Holg?r‘") _';.a():r.',l.
mosn‘g.") %‘:"bfgo‘-’"f,:‘)- iu. Mitarbb.| Bowes3%)

Glycin ......... 5,16 5,5 42,3 27,5
Alanin ......... 3,71 4,3 24,5 8,8
valin .......... 4,96 5,7 3,20 2,7
Leucin ......... 1,63 8,9 0,80 5,4
Isoleucin ....... 3,07 3,7 — 5,4
Prolin ......... 7,28 6,8 1,50 15,8
Phenylalanin ... 3,43 4,0 1,50 2,3
Tryptophan .... 2,10 0,94 1,00 0,0
Serin .......... 9,04 9,9 16,24 2,8
Threonin ....... 6,55 5,56 1,50 2,2
Oxyprolin ...... —_ — —_ 14,0
Tyrosin ........ 6,38 5,5 10,6 ° 0,89
Lysin .......... , 2,82 3,3 0,44 . . 5,3
Oxylysin ....... 1,3
Arginin ........ | 1049 9.8 1,05 8,7
Histidin ....... : 0,90 1,2 0,47 0,62
Asparaginsfiure . 6,69 6,8 2,00 1,0
Glutaminséure .. 14,98 14,5 2,03 11,4
Cystin

bzw. Cystein . 11,3 10,3 —_— 0,0
Methionin ...... 0,69 0,56 2,59 0,89
Cysteinsaure . ... —_— —_ _— —_
Ammoniakstick-

stoff ......... 1 1,42 0,68

Tabelle 1

Aminoséduren des Seidenfibroins in Gewichtsprozent

*) Erweiterte Fassung der Lecture in Melbourne, International
Wool Textile Research Conference, Australia, 22, August bis 9.
September 1955.
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2.) Briickenreaktionen (Cross-Linking-Reactions)

Unter Briickenreaktionen sollen hier chemische Reak-
tionen verstanden werden, bei welchen zwei gleiche oder
verschiedene Molekeln durch Reaktion mit einer bifunk-
tionellen Briickenmolekel miteinander verbunden
werden. Bekannte Beispiele aus der makromolekularen
Chemie sind die Uberfiithrung von Rohgummi in ein ver-
netztes Produkt bei der Vulkanisierung und die natiirliche
»vernetzung® im Keratin durch die Diaminosdure Cystin,
die zwei verschiedene Peptid-Ketten mittels SS-Briicken
verkniipft. Da Briickenreaktionen die Eigenschaften von
makromolekularen Stoffen empfindlich zu beeinflussen ver-
mdgen, werden sie in der Technik in mannigfacher Weise
angewendet. Genannt seien die Formalisierung und Chi-
non-Behandlung von Proteinen (Gerbung der tierischen
Haut, Hirtung von Casein-Fasern) und die Stabilisierung
von Cellulose-Fasern durch Einwirkung bifunktioneller
Molekeln wie Hexan-diisocyanat, Poly-athyleniminen,
Formaldehyd, Glyoxal, Polymethylol-Verbindungen.

3.) Briickenreagentien

Zwischen linearen Makromolekeln kbnnen bi-, tri-, tetra-
oder allgemein polyfunktionelle Verbindungen Briicken
einbauen. Voraussetzung hierfiir ist, daB die Makromolekel
z. B. Doppelbindungen oder funktionelle Gruppen
enthilt, mit denen sich das Briickenreagens umsetzen kann.
Das Reaktionsprodukt aus Makromolekel und Briicken-
reagens enthdlt ,Briicken“ aus den hauptvalenz-
madBig in das Makromolekelgeriist eingebauten Molekeln
des Briickenreagenses. Der Audsruck ,,Briicke” wird hier
zur abgekf{irzten Bezeichnung von Reaktionsprodukten aus
Substrat und Vernetzungsmittel verwendet.

4.) Nachweis von Briickenreaktionen in Faserproteinen

Die Konstitutionsermittlung der Reaktionsprodukte bei
Vernetzungen ist seit langem Ziel zahlrelcher Arbeiten ge-
wesen, wobei an die Aufklarung des Mechanismus der
Kautschuk-Vulkanisierung und die Frage nach der Art der
Hydroxyle, weiche bei der Formalisierung von Cellulose

.reagieren, gedacht wird. Speakman4t), der eigentliche Be-

griinder des Forschungsgebietes der ,cross-linking-
reactions* bei Wolle, hat mit originellen Methoden, tiir
welche der Ausdruck Mechanochemie gepriagt wurde,
den Mechanismus und das AusmaB verschiedener Ver-
netzungsreaktionen aufkldren kénnen. Man untersucht z.B.,
wie groB die Belastung sein muB, um eine chemisch behan-
delte Faser in Wasser um 309, zu dehnen und vergleicht
den erhaltenen Wert mit einer Messung an einer unbehan-
delten Keratin-Faser. Der so erhaltene, sog. 309%-Index
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nimmt nach einer abbauenden Reaktion ab und kann nach
Einbau neuer Querbriicken in das Keratin-Geriist zuneh-
men. '

Unter Superkontraktion versteht man die Verkiir-
zung, die Wollhaare in LOsungen erleiden, welche a) Cy-
stin-Bindungen, b) Wasserstoff-Briicken oder c) beide spal-
ten. Durch geeignete Kombination verschiedener Super-
kontraktionsmittel kann man klaren, ob die Cystin-Bin-
dungen an der zu untersuchenden Reaktion beteiligt waren
oder nicht.

Der Gewichtsverlust von Wolle in Alkalien oder Saduren
gibt Hinweise auf die chemische Resistenz der mit bi-
funktionellen Molekeln umgesetzten Fasern.

Der Nachweis einer erfolgten Briickenreaktion in Faser-
proteinen ist keineswegs einfach und erfordert sorgfaltige
Kontrollversuche bei Kombination verschiedener unab-
hangiger chemischer und physikalischer Methoden®). Fiir
den organischen Chemiker wiirde der klarste Beweis darin
bestehen, die neue Briicke mit den beiden verbundenen
Aminosduren aus dem Protein-Verband zu isolieren.
Wenn dies geldnge, konnte man feststellen, welche Amino-
sduren von benachbarten Peptid-Ketten sich raumlich so
nahe kommen, daB sie eine Briickenreaktion eingehen kn-
nen. Damit kénnte man beginnen, eine Topologie der
inneren Oberflachen in Faserproteinen zu begriinden?).

1l. Allgemeines iiber die Synthese von Briicken-bis-
aminosiduren

Die Isolierung einer Briicken-bis-aminosdure aus dem
Hydrolysat eines mit einem Briickenreagens umgesetzten
Proteins hat folgende Voraussetzungen:

a) Die Briicken-bis-aminosdure darf bei der hydrolytischen
Spaltung der Peptid-Bindungen nicht zerstdrt werden.

b) Sie muB sich neben dem groBen UbersechuB an freien Amino-
sduren im Hydrolysat nachweisen und

¢) von den iberschiissigen freien Aminosduren trennen lassen.

Ansynthetischen Briicken-bis-aminosduren kann man
diese Voraussetzungen bequem studieren. Zwar waren be-
reits eine ganze Reihe von Briicken-bis-aminosauren aus
der Literatur bekannt, angefangen von den Carbonyl-bis-
aminosduren von E. Fischer®?), z. B. Carbonyl-bis-glycin
HOOC-CH,-NH-CO-NH:CH,COOH und dem Cystinyl-bis-
glycin

HOOC-CH,"NH-CO-CH-CH,;‘§-5:CH,-CH-CO-NH:CH,-COOH
NH, NH,

von du Vigneaud®a), doch erfiillen diese Verbindungen
nicht die Voraussetzung a), da sie bei der Hydrolyse des
Proteins mit den Peptid-Bindungen gespalten werden und
die Hydrolyse nicht iiberstehen. Es muBte daher nach
neuen stabilen Brlicken-bis-aminosduren gesucht werden.

Wir kennen neben bifunktionellen Aminosiduren auch
tri- und tetrafunktionelle Vertreter dieser Kérperklasse,
die nicht nur Amino- und Carboxy-Endgruppen fiir die
Peptidkette stellen, sondern auch verschiedenartige, in der
sog. Seitenkette befindliche Gruppen liefern. Somit be-
stehen folgende Mdoglichkeiten einer Reaktion seitens
der Proteinmolekel:

1. Endgruppen-Reaktionen

a) Amino-Ende (alle Aminosiuren)
b) Carboxy-Ende (alle Aminosduren)
2. Seitenketten-Reaktionen
a) Primiire Amino-Gruppen (Ornitbin, Lysin, Oxylysin)
b) Guanidin- Gruppe (Arginin)
¢) Imidazol-Gruppe (Histidin)
d) Carbonamid-Gruppe (Glutamin, Asparagin)
e) Aliphatisches Hydroxyl (Serin, Threonin, Oxylysin)
f) Phenolisches Hydroxyl (Tyrosin)
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g) Carboxyl (Glutamin- und Asparaginsiure)

h) Sulfhydryl-Gruppe (Cystein) '

i) Disulfid-Gruppe Cystin)

k) Thiodther-Gruppe (Methionin und Lanthionin)

Von Seite des Briickenreagenses bestehen mehrere
Reaktionsmoglichkeiten (vgl. Bild 1):

Typ Modellvorstellung ;{,’,’f,ﬁ,’,’&g’: Stabilisierung
IB»A’ X IB-R-X
Einsertige Substitution enthdltR sowieX -

/Ber Dies

Querverindpfung

(crosslinking) enthdlturR  +

e

enthdlt nurR +

— EE&% %

Intramizellare %D? [D:ﬂ
Reaktion unter entholt nur R -
Ringblldung 2 [P D

G
Gemischt 7 ID enthdlt RsowieX +
&R

Bild |

Schema von Reaktionsmdglichkeiten zwischen Mizellen (9)
im Faserprotein und bifunktionellen Verbindungen (X—

1.) Das Reagens reagiert monofunktionell. Die zweite funktio-
nelle Gruppe bleibt erhalten.

2.) Das Reagens reagiert monofunktionell. Die zweite funktio-
nelle Gruppe reagiert mit dem Losungsmittel.

3.) Das Reagens reagiert bifunktionell mit funktionellen Grup-
pen derselben Peptid-Kette (intrachenare Reaktion, die zur
Bildung eines Ringes fiihrt).

4.) Das Reagens reagiert bifunktionell mit Protein-Gruppen von
zwei verschiedenen Peptid-Ketten (echto Briickenreaktionen).

Bei der Mannigfaltigkeit funktioneller Gruppen in den
Proteinen (vgl. Tabelle 1) ist es einleuchtend, daB es kein
universelles Briickenreagens geben kann. Im Gegenteil
sind selektiv wirksame Reagentien erwiinscht, da sie iiber-
sichtlicher reagieren, so daB nicht zu viele Briicken-bis-
aminosiuren gleichzeitig gebildet werden.

In den folgenden Kapiteln beschreiben wir von uns dar-
gestellte Briicken-bis-aminosduren. Eingeteilt ist zuerst
nach der Art der funktionellen Gruppe im Protein und spi-
ter bei der groBten Serie, den aromatischen Briicken-bis-
aminosduren, nach dem Reagens.

lI). Synthetische Briicken-bis-aminosiuren
_mit aliphatischen Briicken

1.) Bis-ester und Bis-ither

Es gelang uns nicht, ein Reagens zu finden, das mit den
Ketten-endstandigen Carboxylen oder den Seiten-
ketten-Carboxylen von Proteinen eine Hydrolyse-bestandige
Briicke auszubilden vermag. Mit H. Wilhelm®) wurden
zwar Brilicken-bis-aminosaduren vom Estertyp syn-
thetisiert (vgl. Tabelle 2); diese Verbindungen hielten je-
doch selbst eine milde alkalische Hydrolyse erwartungsge-
maB nicht aus. Die 0,0’-Alkylen-bis-aminosiuren der ali-
phatischen Aminosduren Glycin und Alanin wurden aus
den Alkalisalzen der Benzoylaminosiure und «-w-Dihalo-
gen-alkanen im wasserfreien Medium dargestellts). Zu-
sammen mit 0. Waschka gelang es, 0,0’-Hexamethylen-
bis-L-tyrosin aus Bis-diazohexan und Benzoyl-tyrosin-
dthylester darzustellen®). Es handelt sich um einen Bis-
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dther, der bei saurer Hydrolyse von Proteinen zwar ange-
griffen wird, jedoch mit relativ guter Ausbeute aus dem
Hydrolysat einer mit Bis-diazohexan behandeliten Natur-
seide in Substanz isoliert werden konnte.

2.) Ng,Ng-Alkylen-bis-aminosiuren

In den mit H.Wilhelm#*- 7) dargestellten N,N’-Alkylen-
bis-aminosduren (Tabelle 3) waren uns sehr stabile
Briicken-bis-aminosduren zuganglich geworden, in denen
jeweils zwei Glycin-, Alanin- und Phenylalanin-molekeln
an der primaren a-Amino-Gruppe miteinander verbunden

waren. Diese Verbindungen wurden iiber die Alkylen-bis-
iminosiure-nitrile aus a-w-Diaminen, dem um ein Kohlen-
stoff-Atom armeren Aldehyd und Cyanwasserstoff syn-
thetisiert. Die Dinitrile wurden nach den iiblichen Me-
thoden zu den Dilminosduren verseift.

3.) Aliphatische Bis-thioither des Cysteins

Die in Tabelle 4 zusammengestellten Bis-thiodther
des L-Cysteins wurden mit B. Wollemann'®) und K. Trau-
mannt. ) aus der freien Aminosdure und a-w-Dihalogen-
alkanen in alkoholischer Lsung bei pg 7,5—8 und 7580 °C

Name Formel Abkiirzung Derivat Fp.°C
0,0’-Athylen-bis-glycin | HyN-CH,-CO-O(CH,),0-CO CH,;-NH, | H-Gly-O-(CH),'O-CGly-H Dibenzoyl-Derivat 138°
0,0’-Trimethylen-bis- HyN-CH,;-CO-O(CH,);0:CO-CH,"NH; | H-Gly-O:(CH,), O Qly*H vy 130 °

glycin
0,0’-Tetramethylen-bls | H,N:CH,*CO-O(CH),0-CO-CH,-NH, | H-Gly:O:(CH,),*O-Gly'H v 156 °
glycin
0,0’-Athylen-bis-D,L- H,N-Cll-{-CO-O(CH,),-0~C0-(.;H- NH, H-Ala-O-(CH,),-O-Ala-H " 147
alanin CH, CH,
0,0’~Methylencarbonyl- | HyN-CH,; - CO:0 0:CO-CHy"NH,; | H-Gly:O OGly'H " 153°
hylen-bis-
methylen-bis-glycin H,-CO-J:H, (CH,-CO-CHy)
0,0’-Hexamethylen-bis- H‘N'C|H-COOH HOOC-CH-NH,| H:TyrrOH HO'Tyr-H Dibenzoyl-didthylester | 144—146°
- !
L-tyrosin CH, H, O——(CHp)y—
N\ /
0:(CHy)¢ O
Tabelle 2
0,0’-Athylen-bis-aminosiduren. H. Wilhelm, O. Waschka
Name Formel Abkiirzung Fp. °C Dmﬂﬂ}: ‘;};' oc
N,N’-Tetramethylen- HOOC-CH,-NH:(CH,),"NH:CH,-COOH | HO-Gly-(CH,)," Gly-OH| 258° 58,5 °
bis-glycin .
N,N’~-Tetramethylen- HOOC-CH-NH-(CH,),-NH-CH-COOH HO-Ala'(CHy)," Ala-OH — 65,5 °
bis-p,L-alanin H, H, .
N,N’-Hexamethylen- HOOC:-CH*NH(CH;),-NH:CH-COOH HO" Ala‘(CHy)," Ala-OH | 276° 54,0 °
bis-p,L-alanin CH, H,
N,N’-Tetramethylen- HOOC- ?H -NH:(CH,),-NH-CH-COOH HO-Phe (CH,),-Phe-OH | 236° 72,0°
bis-p,L-phenylalanin (!:H, H,
-
/\ / >
L N
N,N’-Hexamethylen- HOOC:CH-NH-(CH,)," NH-(’:H'COOH HO-Phe (CH;),-Phe-OH | 225° (o]
bis-D,L-phenylalanin H, CH,
!
\) N :
Tabelle 3
NN, -Alkylen-bis-aminosauren. H. Wilhelm
Athylester-
Name Formel Abklirzung Fp. °C RGly {«lp hyd!r:%clllgrld
S,8’-Athylen-bis- H,N-CH-COOH HOOC-CH:NH, H-Cl{-OH HO-JCy- H| 284 0,19 +8,5 176
- — —S
L-cystein Hy—S—( CH,),—S—J:H, S—(CH,),;
S,8'-Trimethylen-bis- H,N-CH-COOH HOOC-CH:NH, H-CK-OH HO'JCy- H| 280 0,25 | —5,2 172
L-cysteln Hy—S—( CH,),—S—(I: H, S—(CH,)—S5:
S,S’-Tetramethylen-bis-]| HLN-CH:COOH  HOOC-CH'NH, H-C&-OH HOj:y- H| 283 0,39 } —25 181
L-cysteln CH,—S—(CH,).——-S—&H, S—(CHy),—S
S,5-Pentamethylen-bis-| H,N-CH-COOH HOOC-CH-NH, H'C‘y~0H HO-(]:y- H| 274 0,50 | —1,3 148
L-cysteln € H,—S—(CHy)—S—CH, -8—(CH,)s—8 -
S,S’-Hexamethylen-bis- | H,N-CH-COOH HOOC -(l:H ‘NH, H~Clz~0H H0~_,Cy~H 278 0,95 0,0 171
- — —S
L-cystein Hy—S—(CHy)y—S—CH, S—(CHy),

Tabelle 4

S,5’-Alkylen-bis-cysteine,
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in guten Ausbeuten dargestellt. Von den Verbindungen
wurden verschiedenartige Derivate dargestellt und das
Alternieren der Schmelzpunkte, Loslichkeiten, Drehungen
und Gitterstrukturen beim Ubergang von geradzahligen
zu ungeradzahligen Briicken eingehend studiert. Dazu war
gerade diese Serie geeignet, weil eine liickenlose Reihe
von Briicken von der bereits bekannten Djenkolsdure
mit einer Methylen-Gruppe zwischen den Schwefel-Atomen
bis zum Hexamethylen-bis-cystein vorlag. J. A.
Schikanowa®®) hat derartige Verbindungen als erster dar-
gestellt und isoliert.

Diese Verbindungen konnten aus Wolle isoliert werden,
die nach M. Harris®) zuerst mit Thioglykolat-Lsung bei
pr 4,5 reduziert und dann mit Dihalogen-alkanen behan-
delt worden war. Nach M. Harris wird unter diesen Be-
dingungen zuerst Cystin reduktiv gespalten, worauf die
gebildeten Sulfhydryl-Gruppen mit den Dihalogen-alkanen
zu Alkali-stabilen Bis-thiodther-Verbindungen reagieren.
Dieser Reaktionsweg konnte nun durch unsere Untersu-
chungen praparativ bestatigt werden.

IV. Synthetische Briicken-bis-aminosiuren mit
aromatischen Briicken

Angeregt durch Arbeiten von F. Sanger?®) iiber die Ver-
wendung von 1-Fluor-2,4-dinitrobenzol, beschiftigten wir
uns seit 1948 mit einem entsprechenden, jedoch bifunk-
tionellen, reaktionsfahigen Benzol-Derivat, dem 1,5-Di-

fluor-2,4-dinitrobenzol (FFDNB), das im Chemischen
Institut der Universitiat Heidelberg in dieser Zeit von F.
Weygand in anderem Zusammenhang verwendet wurde.

FFDNB reagiert leicht mit Proteinen wie Wolle und
Seide® 8), die behandelten Fasern werden gegen die Ein-
wirkung von Siauren und Phenol bedeutend stabiler. Diese
Befunde sprachen fiir eine Briickenreaktion zwischen
FFDNB und freien Phenol-Gruppen des Tyrosins
sowie freien primiren Amino-Gruppen des Lysins.
Bei der Hydrolyse des mit FFDNB behandelten Proteins
lieBen sich chromatographisch neben Reaktionsprodukten
einer monofunktionellen Umsetzung von FFDNB mit
Tyrosin und Lysin auch verschiedene Briicken-bis-amino-
sduren isolieren. Zusammen mit J. Meienhofer wurden die
in einem spiteren Abschnitt des Aufsatzes genannten Ver-
bindungen isoliert22),

Die beiden Fluor-Atome in FFDNB haben einen Ab-
stand von etwa 5 A, so daB das Reagens fiir eine Briicken-
reaktion mit ziemlich nahe beieinander liegenden Protein-
Gruppen in Frage kommt. Im fibrigen sind es dieselben
Gruppen, welche auch in der bekannten Weise mit dem
Sangerschen Reagens reagieren,

Es war wiinschenswert, noch weitere reaktionsfahige
Difluor-Verbindungen mit einem gréBeren Fluor-Abstand
als in FFDNB zu besitzen. Zusammen mit H. Zuber? ?)
wurde im erstmals dargestellten p,p’-Difluor-m,m’-
dinitro-diphenylsulfon (FF-Sulfon) ein solches Re-

Name Formel Abkiirzung Fp. °C Derivate
NO,
e
[1-Fluor-2,4-dinitrophenyl-5]~ O,N—< \,—NH-CH,-COOH FDNP: Gly-OH 200° Athylester
glycin / Fp. 138,56 °C
F
NO,
—,,—J-D,L-alanin 0,N—<:/>—NH-CH -COOH FDNP-Ala-OH 157 °
F H,
NO,
e
[—,,—)-D,L-phenylalanin O,N—QNH-CH +COOH FDNP:Phe-OH 195° | Athylester Fp. 76 °C
. bal S
O-[—,,—)-L-tyrosin- HCI- HyN-CH-COOH HCI'H-Tyr-OH >300° N-Chloracetyl-
hydrochlorid H, d—DNPF athylester Fp. 114°C
\ S
O—-</_>—NO,
O, N
N _.-[—,,—]-D,L-lysin- HCl-H,N-CH:COOH HCI-H-Lys-OH 173° N,-Acetyldthylester
hyd id . °
ydrochior (CH,), NH-DNPF Fp. 132°C
NH
O,N |
\|/
AN
F
NO,
N, ~[—,,—]-oxylysin HyN-CH-COOH H'Olys'OH — N -Acetyl-a-carb-
athoxy-3-lacton
(EH:). NH-DNPF Fp. 205 °C
HCOH
o
NH
O;N
/
\F
NO,
Tabelle 5. [I-Fluor-2,4-dinitrophenyl-5]-aminoséduren. J. Meienhofer, A. Wirz

564

Angew. Chem. [ 67. Jahrg. 1955 | Nr, 19/20



agens gefunden. Es reagiert ebenfalls bifunktionell mit
Proteinen wie Seidenfibroin1?) und Kollagen?). Die Fluor-
Atome im FF-Sulfon besitzen einen Abstand von etwa
12 A. FFDNB und FF-Sulfon lassen sich als chemische
Zirkel mit MeBbereichen von 5 und 12 A auffassen. Lie-
gen Sulfhydryl-, Amino-, Phenol- und Imidazol-Gruppen,
die fiir eine nucleophile Substitutionsreaktion am aroma-
tischen Kern in Frage kommen, in diesen Abstinden im
Protein-Verband vor, so tritt die erwiinschte Briicken-
reaktion ein.

1.) Reaktionen mit 1,5-Difluor-2,4-dinitrobenzol

Wie im Abschnitt 11 betont, kann ein bifunktionelles
Reagens beim Fehlen eines zweiten Reaktionspartners auch
monofunktionell reagieren. Im Abschnitt 1V, 1a wird
iiber einige entsprechende Modellsubstanzen berichtet, bei
denen nur ein Fluor-Atom durch einen Aminosadure-Rest

ausgetauscht ist. In Abschnitt 1V, 1b werden Briicken-bis- .

aminosduren einfacher Art und im Abschnitt 1V, 1¢ Briicken-
bis-aminosduren gemischter Art, d. h. aus zwei verschiede-
nen Aminosiuren beschrieben. Allgemein bewédhrte sich
bei der Synthese aller Modellsubstanzen die Verwendung
von Aminosdureestern, da die Ester der Dinitropheny-
len-aminosduren besser kristallisieren als die freien Carbon-
sauren. Aus den Estern, die meist in Form von Nadeln
kristallisieren, werden die freien Sauren durch Verseifen
dargestellt.

a) 7-Fluor-2,4-dinitrophenyl-5-aminosduren?®)

Normalerweise reagieren beide Fluor-Atome mit den
Amino-Gruppen der Aminosduren bzw. ihrer Ester. Die
Reaktion verlauft jedoch stufenwéise, d. h.,, wenn ein
Fluor-Atom reagiert hat, ist das zweite reaktionstrager.
Wenn man daher die Temperatur niedrig genug hilt
und fiir einen UberschuB an FFDNB im Reaktions-
gemisch sorgt, erzielt man weitgehend monofunktionelle
Reaktion. Da ein Uberschuf an FFDNB vom Reaktions-
produkt schlecht zu trennen ist, verwendet man stéchio-
metrische Mengen und 148t den Aminosaureester zu der
Loésung des FFDNB in Aceton langsam zutropfen. Auf
1 Mol Ester-hydrochlorid bendétigt man 2 Mole Natrium-
hydrogencarbonat??). Die Reaktion ist bei 10—15°C in
1—-2 h beendet. Die freien Sauren werden durch Verseifen
der Ester mit 6n Salzsdure durch Erhitzen unter RiickfluB-
kiihlung nach etwa 8 h erhalten. Beim UmkKristallisieren
aus Wasser erhdlt man die reinsten Praparate, wenn man
zuvor sorgfaltig auf den Eigen-py-Wert der Saure einstellt.

Die in Tabelle 5 zusammengestellten FDNP-Amino-
sduren zeigen im Papyrogramm erwartungsgemaB dhnliche
R;-Werte wie die bekannten DNP-Aminosduren, von denen
sie sich nur durch das zusdtzliche Fluor-Atom unterschei-
den.

b) Bifunktionelle Reaktion von FFDNB zu ein-
fachen Dinitrophenylen-bis-aminosdurent4 12 20)
Die Reaktion verlauft nach der Gleichung:
F F
\<\|/ -+ 2 HyN-CH(R)COOC,Hy + 2 NaHCO, ~
,,N/ /\NO,
HC,00C-:CH(R)~NH NH~CH(R)-COOC,H,

N

O,N NO,

-+ 2 NaF ¥+ 2 CO, + 2 H;0

Bifunktioneller Umsatz wird durch einen groBen Uber-
schuB an- Aminosdureester im Reaktionsgemisch er-
reicht. In eine Lésung von Aminosdureester und Natrium-
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hydrogencarbonat in Aceton-Wasser 1:1 138t man die Lo-
sung des FFDNB in Aceton zutropfen. Die Reaktionen
werden bei 40—60 °C unter Einleiten von Kohlendioxyd
durchgefiihrt, wodurch nach Ditscher1?) die Zersetzung des
Hydrogencarbonats in der Warme und ein damit verbun-
denes Ansteigen des py-Wertes auf 8—9 zuriickgedrangt
wird. Die Verseifung der Diathylester geschieht wie im
Abschnitt 1Va beschrieben. Tabelle 6 zeigt die so darge-
stellten einfachen Briicken-bis-aminosduren. Vom Tyrosin
wurde der Bis-dther, vom Lysin und Oxylysin die e-N-
Derivate dargestelit.

c) Gemischte Dinitrophenylen-bis-aminosduren?°)

In erster Stufe stellten wir die Fluor-dinitrophenyl-
aminosiure dar und setzten dieses Derivat, das noch ein
reaktionsfiahiges Fluor-Atom enthilt, in zweiter Stufe mit
dem Ester einer weiteren Aminosdure um. Der Verlauf der
Reaktionen ist in folgenden Formelbildern wiedergegeben:

H,C,00C-CH—HN F H,N-CH-COOC,H;,
i /N |
R, | + R,
/\ + NaHCO,
O;N NO, — NaF, CO,, H,0
H,C,00C—CH-HN /N H—cln-cooc,H,
|
Ry R,
AN
O,N NO,
H,C,00C—CH—HN F
l X)/
R, +
AN
O,N NO,

HO—O—CHE—(%H—COOC,Hs
NH—CO—CH,Cl

4+ NaHCO,

—
~'NaF, CO,, H,0

H,C,00C—CH—NH o— —CH,—CH—COOC,H;
' N\,

/
/O NH-CO-CH,Cl
AN
N

* Eine friihere Methode!%) bediente sich des Fluor-chlor-
dinitrobenzols, das in der Kalte zuerst das Fluor gegen einen
Aminosdure-Rest und in der Siedehitze (100 °C) das Chlor
gegen einen weiteren Aminosdure-Rest austauscht, wobei
die zweite Stufe jedoch nur unvollstindig reagiert. Besser
bewdhrte sich die neue Methode, von den Fluor-dinitrophe-
nyl-aminosdureestern auszugehen, da man mit diesen Ver-
bindungen bei 40—60 °C jede gewiins¢hte gemischte Briicken-
verbindung darstellen kann. Man l6st tiberschiissiges Amino-
saureester-hydrochlorid und das erforderliche Natrium-
hydrogencarbonat in einem Aceton-Wasser-Gemisch (1:1)
und 148t die Losung der FDNP-Verbindung in Aceton zu-
tropfen. Auf diese Weise lauft die Reaktion nahezu voll-
stdndig ab, und man erhdlt die gewiinschten Briicken-
verbindungen in guten Ausbeuten.

Zur Darstellung der Tyrosin-Derivate bereitet man zu-
erst eine N-FDNP-Aminosdure und lagt dieses Monopro-
dukt in zweiter Stufe mit dem N-Chloracetyl-L-tyrosin-
athylester reagieren. Wie mit R. Kocklduner gezeigt
wurde, kann man nicht erst den Fluor-dinitrophenylidther
des Tyrosins darstellen und diesen in zweiter Stufe mit
einem Aminosaureester behandeln, da sonst die Ather-Bin-
dung gespalten wird1e). ,

Die in Tabelle 7 zusammengestellten gemischten Di-
nitrophenylen-bis-aminosduren wurden dargestellt. Bei
den polyfunktionellen Aminosauren Tyrosin und Lysin
lieBen wir stets die Phenol- bzw. e-N-Gruppe reagieren.
Die Ester wurden in der beschriebenen Weise verseift.

R,
O,N o,
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[2,4-Dinttrophenylen-1,5-]-bis-aminosiuren.

W. Ditscher, J. Meienhofer, A. Wilrz, L. Ziirn%)

Name Formel Abklrzung Fp.°C Derivate
{2,4-Dinitrophenylen-1,5])-bis- HOOC'CH,'NH NH:CH,-COOH HO:Gly:-DNP,, Gly'OH 272° Diathylester
glycin Fp. 198°C

AVAN
O,N NO,
{—,,—]-bis-p,L-alanin HOO(ll-CH ‘NH HN-CH-COOH HO"Ala:DNP,, Ala:OH
CH, ¢H,
OyN NO, )
{—,,—]-bis-D,L-valin HOOC-CH-NH NH-CH-COOH HO " Val-DNPg,- Val-OH 178°
HC—CH ¢H-CH,
¢H, CH,
O,N NO,
[—,,—]-bis-D,L-phenylalanin HOOC- (llH ‘NH NH-CH-COOH HO - Phe- DNPg,-Phe-OH 232° Dathylester
O X weS o toe
AN
O.N NO,
[—,,—]-bis-prolin HOOC COOH HO:Pro-DNP,,-Pro-OH 185°
Er(a®
O,N—~k/—NO,
0,0'-[—,,—]-bis-L-tyrosin- HOOC:CH-NH,-HCl HCI-NH,-CH-COOH| HCI-H-Tyr-OH HCl-H-Tyr-OH |>300°| N,N’-Dichlor-
hydrochlorid I acetyl-diathylester
oo T
o -O_o
VA YN
O,N NO,
Ng:Ng'-[—,,—]-bls-p,L-lysin- |HOOC:-CH:NH,-HCl HCl-NH,-CH-COOH| HCl-H-Lys-OH HCI-H-Lys-OH |>300°| Ng,N/-Diacetyl-
hydrochlorid i . i diathytester
(CHz)a\N (CHy), NH- DNPen_" NH Fp. 188 °C
C
/
O;N NO,
[—,,—]-bis~oxylysin- HOOC:-CH-NH,-HCl HCI-NH,-CH-COOH HCI-H'Olys-OH N,~Acetyl-a-carb-
hydrochtorid athoxy-8-lacton
(CHp), (CH,), LDNPen‘! Fp. 202 °C
HCOH HCOH HCI-H-Olys-OH
H,é—-—NH—Q\—NH—-J:H, .
O,N NO,
Tabelle 6

2.) Reaktionen mit p,p’-Difluor-m,m’-dinitro-diphenyl-
sulfon (FF-Sulfon)

Fiir die Reaktion des FF-Sulfons sind im allgemeinen
die gleichen Bedingungen einzuhalten wie fiir die Reak-
tion des FFDNB. Auch hier bewihrte es sich, die Amino-
sdureester und nicht die freien Aminosduren einzu-
setzen. Bel den Reaktionen des FF-Sulfons muBte die
Reaktionstemperatur erhht werden.

a) Monofunktionelle Reaktionen?®)
Dije Reaktion verlauft nach der Gleichung

F F H,N—CH~COOC,H;
\/O O/ '
+ R
A2 VAN
0,N S NO,
0O,
NH—CH~COOC,H;

F
O,
R
O,N ] NO
2 0. 2
Die Losung des Aminosdureesters und des Hydrogen-
carbonats 148t man langsam zur acetonischen L&sung des

FF-Sulfons zutropfen, damit dieses stets im UberschuB

+ NaHCO,
— NaF, CO,, H,0
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vorliegt. Allerdings verlduft die Reaktion beim FF-Sulfon
nicht stufenweise wie beim FFDNB, da die rdumlich
weit voneinander entfernten, an verschiedenen Phenyl-
Kernen sitzenden Fluor-Atome energetisch gleichwer-
tig sind. Mono- und bifunktioneiler Umsatz laufen gleich-
berechtigt nebeneinander her. Bei zu niedriger Temperatur
reagiert das FF-Sulfon zum gréB8ten Teil nicht. Die Auf-
arbeitung des Reaktionsgemisches gelang in zwei Fillen
durch mehrfaches fraktioniertes Umkristailisieren, in einem
Fall durch Sidulentrennung. Dargestellt wurden die in der
Tabelle 8 aufgefahrten F-Sulfonderivate. Beim Lysin
war wiederum die e-Amino-Gruppe in Reaktion getreten.

b) Einfache Sulfon-bis-aminosduren®®)
Die Reaktion verlduft nach der Gleichung:

F_, i
JOUOOR:
WAUA + 2 NaHCO,
N 8' NO, T2 NaF,2€0, 2 H,0

H,C,00C—CH—NH NH-CH—COOC,H,

N %
’N)\/!\S/O\

2 H,N—CH-COOC,H,

0,

R
o NO,

o
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Name Formel Abkiirzung Fp. °C Derivate
[2,4-Dinitrophenylen]-1-glycin- HOOC:-CH,'NH NH-CH-COOH HO-Gly - DNP,,-Ala-OH 249°
5-p,L-alanin N/ !
CH,
/
O,N NO,
[—,,—1-1-glycin- HOOC:-CH,-NH NH:CH-COOH HO-Gly DNP,,-Phe:OH 229° Diathylester
5-p,L-phenylalanin NN | /N Fp. 128 °C
Lol Cl-l‘_\ /
A VAN
O,N NO,
NH,
[—,—]-1-glycin- HOOC:-CH,;-NH 0—< > CH,-éH HO:Gly-DNP,-O >300° N-Chloracetyl-
5-0-L-tyrosin N\ — ditithylester
[ O0H H-Tyr-OH Fp. 185 °C
VAVAN :
O,N NO,
.
[—,,—]-1-glycin- HOOC-CH,-Nl\i/\ NH(CH,),CH HO-Gly-DNPm-Il‘IH >300° [N,-Acetyl-diathyl-
5-N-,L-lysin COOH H-Lys-OH ester, amorph
/N
O;N NO,
NH,
‘N ' .
{~—,,—]-1-D,L-phenylalanin- HOOC:CH-NH 0—\ >—CH,-CH HO:Phe-DNP.,-O 250 N-Chloracetyl-
5-0-L-tyrosin an NV ¢o OH H-Tyr-OH z diathylester
N_/ Fp. 140 °C
VA VAN
O.N NO,
L
[—,,—]-1-D,L-phenylalanin- HOOC CH- NH NH(CH,).-CH HO:Phe:DNPg,-NH Ng-Acetyl-diathyl-
5-N,-D,L-lysin él-{ OO0H H-Lys OH ester Fp. ~105 °C
O,N/v NO, N,-Acetyl-N-
COOH H,N-HC! |HC1-H-Tyr-OH ";'i:’t‘:";;’::e’;'
[—.,—J-1-O-L-tyrosin-hydrochl.- |CH:CH,—{ - NH(CH,)," ‘DNP.,'NH R Fp. 147 °C
5-N,-D,L-lysin-hydrochlorid N NN ¢ >300 N,_-Acetyl-N-
~NeDiL-lysin=fycrochlor NH,- HCI COOH HCI-H-Lys-OH q ACely
Va chloracetyl-
O,N NO, didthylester
COOH COOH HCl-H-Lys-OH Fp. 160°C
[—,,—1-1-N,-p,L-lysin-hydrochl.- éH(CH,).- NH $-CH,* élH HN:DNPg,- S N,-Acetyl-
-Se1- - t
5-S-1-cystein-hydrochlorid NH,- HCl k NH,- HCI HCI-H-Cy-OH athylester
NN\
O,N NO,
Tabelle 7
[2,4-Dlnltrophenylen]-l-aminos&uré A-3-aminosdure B. R. Kocklduner, ]. Meienhofer
Name Formel Abkilrzung Fp.°C Derlvate
(p-Fluor-m,m’~dinitro- F—O—SO >—NH -CH, COOH F-Sulfon-Gly -OH 225 ° Athylester
diphenylsulfon-p’j-glycin J/ Fp. 174°C
O;N
{—.,—]-D,L-phenylalanin F.O_ —QNH CH:COOH F-Sulfon-Phe-OH | 211° Athylester
VA \ CH Fp. 89°C
O,N 0, [
7/
{
COOH
N, -[—,,—]-D,L-lysin- _O_ _O—NH (CHy),: CH F:Sulfon-NH
Sydrochiorid NH HeL |
O,N 0, " HCI-H-Lys-OH
Tabelle 8

[p-Fluor-m,m’-dinitro-diphenylsulfon-p’]-aminosduren.

Man 148t FF-Sulfon bei 60°C 56 h mit dem Amino-
sdureester und Natrium-hydrogencarbonat reagieren und
halt durch Einleiten von CO, bei pg 7. Dargestellt wurden

die in Tabelle 9 aufgefiihrten Verbindungen.
wichtig ist uns das Sulfon-bis-tyrosin, da es aus Natur-
seide durch Reaktion mit FF-Sulfon in guten Ausbeuten

isoliert werden konnte.
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Besonders  H,C,00C~

J. Meienhofer, D. Wegerle

CH—NH

“ U
/\/\

c) Gemischte Sulfon-bis-aminosdurents)

Die Reaktion verlduft nach der Gleichung:

,N—CiH-—COOC!H,

R,
+NaHCO,
~NaF, C0,, H,0
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HyC,00C—CH~NH

NH-CH—COOC,H,
|
R,

AN | &
s L
O,_N/\/\S/\/\NO,
0,

Dargestellt wurden Briicken-bis-aminosduren aus Lysin-
Oxylysin, Glycin-Phenylalanin sowie Glycin-Tyrosin (vgl.
Tabelle 10). Besonders interessant ist die zuerst genannte
Verbindung, da sie mit D. Wegerle!?) aus Sehnenkolla-

gen, welches mit FF-Sulfon ,,gegerbt* worden war, isoliert -

werden konnte.

V. Charakterisierung der synthetischen Briicken-bis-
aminosiuren mit aromatischen Briicken

1.) Elementaranalyse

F Alle in den Tabellen 1—10 aufgefithrten Verbindungen
wurden durch Elementaranalyse charakterisiert. Bestimmt
wurden alle Elemente bis auf Sauerstoff, der nur vereinzelt
bestimmt wurde. Einige Derivate gaben gut kristallisierte

Soweit es sich um FDNP-Aminosduren oder F-Sulfon-
aminosiuren handelt, wurde das nicht umgesetzte Fluor
in diesen Verbindungen in der Kalium-Schmelze, da diese
explosiv verlauft, nur qualitativ nachgewiesen, indem die
Fluor-Ionen nach Zeppelin4?) titriert wurden.

2.) Schmelzpunkt und Kristallform

Von der Synthese her lagen die Verbindungen der Ta-
bellen 6—10 in Form ihrer Ester vor. Diese Ester bilden
charakteristische Kristalle, meist lange, gelbe Na-
deln und haben einen definierten Schmelzpunkt. Dagegen
ist der Schmelzpunkt und die Kristallform der Verseifungs-
produkte nur dann definiert, wenn man durch sorgfaltige
pa-Kontrolle beim Fallen sehr reine Produkte erzielt.

3.) Réntgenogramm

Besonders wertvoll erwiesen sich das Debye-Scherrer-
und das Kratky-Rontgenogramm zur Charakterisierung

Dihydrochloride.

In diesen Fallen wurden auch Chlor-

unserer Verbindungen. Sie unterschieden sich alle durch

Analysen ausgefiihrt, spezifische linienreiche Rontgenogramme. Im Falle
Name Formel Abkiirzung Fp.°C Derivate
{m,m’-Dinitro- HOOC:-CH,'NH Q +CH,-COOH HO - Gly - Sulfon' Gly-OH 225°| Diathylester
diphenylsulfon- \ Fp. 203 °C
p,p’]-bis-glycin
{—,,—]-bis- HOOC - CH NH— —80, H-COOH HO - Phe: Sulfon- Phe-OH Didthylester
D,L-phenylalanin H Fp. 175 °C
2
0,0’-[—,,~]-bis- HOOC-CH-NH, HCI HCI-H,N-CH-COOH HCl- H-T|yr~0H >350 °|N,N’-Dibenzoyl-

L-tyrosin-
hydrochlorid

Ng'~[—,,—]-bis-
D,L-lysin-
hydrochlorid

[m,m’-Dinitro-diphenylsulfon-p,p’]J-bis-aminoséure.

H, H,
| i

9 0

b0 >0
e TN

O,N NO,
HOOC -CH:NH, HCI HCI-H,N-CH-COOH
(J:Hz)a ((!:Hz)«
NH—O—SO, - erll H
' NO,
Tabelle 9

HCI-H-Lys'OH

W. Ditscher,

O Sulfon O
i
HO Tyr-H-HCl

|
HN - Sulfon-NH

|
HO- Lys- H- HCl

didthylester
Fp. 155—170 °C
N,N’-Dichlor-
acetyl-didthyl-
ester Fp. 125°C

J. Meienhofer, D. Wegerle, H. Zuber

Name Formel Abkiirzung Fp.°C | Derivate
NE,N!’-[m,m’-Dinitro- HCI-H;N-CH'-COOH HOOC:CH-NH,- HCI HCI-H-Lys-OH HCI-H-Olys-OH
diphenylsulfon]- . {
p-D,L-lysin-hydro- (éH,), ((l:Ha)c NH- —Sulfon—NH
chlorid-p’-D,L-0xylysin- l HCOH
hydrochlorid
y NH-{ >—s0, O—N H-CH,
N
O,N NO,
{ " )- HOOC:CH, NH—~ SO, - NH:CH-COOH
p-glycin-p’- Q Q— H
P,L-phenylalanin O,N NO, : HO- Gly- Sulfon - Phe-OH 230° |Diathylester
Fp. 109 °C
» OoOH N-Chlor-
[ ) HOOC-CH,- NH-—< >_ 80, \,—o—< >—c H,-CH HO' Gly - Sulfon- O acetyl-di-
p-glycm-p -0-L-tyrosin - <\ | i dthylester
O,N NO, NH, H-Tyr-OH Fp. 196 °C
Tabelle 10
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{m,m’-Dinitro-diphenylsulfon]-p-aminoséure A-p’-aminosiure.

B. J. Meienhofer, D. Wegerle
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des Sulfon-bis-tyrosins aus N-Chloracetyl-L-tyrosin-athyl-
ester und FF-Sulfon einerseits und aus dem Kupfer-
Komplex des Tyrosins und FF-Sulfons andererseits erga-
ben sich nach Verseifung und Aufarbeitung Kristalle mit
gleichem Rontgenogramm, wie es auch die aus Sulfon-
Seide isolierte Verbindung zeigte. Stellt man die Briicken-
bis-aminosaure aus racemischem Tyrosin dar, so erhdlt man
erwartungsgemaf ein ganz anderes Réntgenogramm. Der
Schmelzpunkt ist zur Charakterisierung dieser unter Zer-
setzung bel hohen Temperaturen (oft tiber 300 °C) schmel-
zenden Verbindungen nur von geringem Wert.

Auch die Kratky-Aufnahme unserer Verbindungen er-
wies sich als sehr wertvoll, da man hier ein linienarmes,
charakteristisches Langperiodenspektrum erhilt, wel-
ches mit der MolekelgroBe in gesetzmaBigem Zusammen-
hang steht.

4.) Chromatographisches Verhalten

Alle Verbindungen mit Ausnahme der reinen Tyrosin-
ather sind intensiv gelb. Diese Farbe erleichtert sehr den
Nachweis und die Trennung durch chromatographische Me-
thoden. In Bild 2 ist ein Papyrogramm einiger FDNP-Ami-
nosiuren, gemischter und einfacher Dinitrophenylen-bis-
aminosduren in sek. Butanol-Ameisensdure-Wasser (SBA)
(75:15:10) wiedergegeben.

Front Front
(.. - ‘] 1;1. /8~ ":I"‘f: His-Phe
| FONF Phe ol 7 i
st i ’ Gly-Phe
FONP-Gly yor
.%”’."l'-;l aIs=0oly Bis-Gly
FONP-Tyr g e
~ FONP-lys Phe-Iyr
Iyr-Gly
His - _.’}'_r‘
Start "~ Bis-Lys 7

Bild 2

Papierchromatogramm von Difluordinitrobenzol-Verbindungen
(Ldsungsmittel: sek. Butanol-Ameisensaure-Wasser)

Die Verbindungen sind deutlich getrennt. Eine ge-
mischte Verbindung weist einen mittleren R-Wert auf,
der zwischen den zugehorigen einfachen Briicken-bis-
aminosiuren liegt. ErwartungsgemdB wandern Dinitro-
phenylen-bis-lysin und -bis-tyrosin als Di-aminosduren
sehr wenig, wahrend die o-N-Dinitrophenylen-Derivate als
Carbonsauren in dem genannten sauren Gemisch einen
hoheren Ri-Wert besitzen. Die Derivate des Tyrosins
sind zwar farblos, lassen sich jedoch durch ihre starke
Absorption im UV-Licht leicht erkennen. Seiten-
kettenstandige Derivate des Tyrosins und Lysins zeigen
positive Ninhydrin-Reaktion, da ihre o-Amino-Gruppe
frei ist.

Zur Chromatographie der rasch wandernden Derivate
eignete sich ein Gemisch aus Butanol und Ammoniak, in
welchem Carbonséduren stark verringerte Wanderungswege
zeigen18), E

Auch die Trennung unserer Verbindungen in prédparati-
vem AusmaB durch Chromatographie an Cellulose-
pulver bereitet keine besonderen Schwierigkeiten. Ge-
trennt wurden insbesondere F-Sulfon-lysin vom Sulfon-
bis-lysin und F-Sulfon-oxylysin vom Sulfon-bis-oxylysin'?).
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Front Front
FONP-Fhe
\ A
y 2 D D}
F-’S ':'r).'ff 6 }f I‘?-;_- £18 £
X Bis-Gly
Star a Star!
I:‘ [ ekl
Bild 3

Papierchromatogramm von Difluordinitrobenzol-Verbin-
dungen (Losungsmittel: sek. Butanol-Ammoniak-Wasser)

5.) Resistenz gegen Hydrolyse und Licht

Alle bisher dargestellten Dinitrophenylen- und Sulfon-
Derivate von Aminosduren erwiesen sich als recht Hy-
drolyse-bestandig. Im Verlaufe ihrer Darstellung wur-
den starke Sauren bei Siedehitze zur Verseifung der
Ester-Gruppen verwendet und trotzdem konnten die Ver-
bindungen in guten Ausbeuten erhalten werden. Ein quan-
titativer Versuch wurde an Dinitrophenylen-bis-glycin und
-bis-valin mit A. Wiirz ausgefiihrt14). Diese Verbindungen
wurden 24 h mit 6n Salzsiure auf 105°C erhitzt. Durch
Hydrolyse entstandenes Glycin wurde nach van Slyke be-
stimmt und ein Hydrolysegrad von 4,69, ermitteit. Beim
Dinitrophenylen-bis-valin wurde ein Hydrolysegrad von
10,59, bestimmt.

ErwartungsgemaB sind die Dinitrophenylen-bis-amino-
sauren gegen Alkalien ebensowenig bestindig wie die
Dinitrophenyl-aminosduren. Einstiindiges Erhitzen mit ge-
sattigter Barytlauge auf 105 °C geniigt zur Hydrolyse. Diese
von Mills®?) beschriebene Hydrolysemethode wurde daher
zum Nachweis der Aminosduren in isolierten Dinitro-
phenylen- und Sulfon-Derivaten herangezogen.

Die Lichtechtheit der Dinitrophenylen-Verbindungen
ist besonders in feuchtem Zustand gering. Etwas stabiler
sind die Sulfon-Verbindungen. Es empfiehlt sich daher,
insbes. die Losungen gegen Lichteinwirkung zu schiitzen.

VL. Isolierung von Briicken-bis-aminosiuren aus
: Faserproteinen
1.) Bis-dther'?)

Unbehandelte Wolle wurde mit Bis-diazohexan-Losung
vier Tage lang bei Zimmertemperatur behandelt. Die um-
gesetzte Wolle wurde hydrolysiert und im Hydrolysat
Hexamethylen-bis-tyrosin nachgewiesen. Der Ri-Wert der
Verbindung in sek. Butanol-Ameisensdure-Wasser (SBA)
betragt 0,20, in Phenol 0,37.

2.) Bis-thiodther'?)

L46t man in der beschriebenen Weise eine dtherische L§-
sung von Bis-diazohexan bei 0—4 °C auf reduzierte Wolle
einwirken, so entsteht als Hauptprodukt eingebautes S,S'-
Hexamethylen-bis-cystein, das aus dem Hydrolysat in
Substanz isoliert werden konnte. Die Verbindung wurde
papierchromatographisch und durch den Schmelzpunkt
identifiziert und mit synthetischem Bis-thiodther vergli-
chen. Die Ausbeute betrug 149%,.

Eingehender beschaftigten wir uns mit der Isolierung
derartiger Bis-thiodther aus Woile, die zuerst mit Caicium-
thioglykolat reduziert und hierauf mit Athylen-, Trime-
thylen-, Tetramethylen-, Pentamethylen-, Hexamethylen-
bromid umgesetzt worden war. Aus dem Totalhydrolysat
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in 6n Salzsdure wurde ein Gemisch des nicht umgesetzten
Cystins und Bis-thiodthers isoliert. Das Cystin wird durch
Einwirkung von Kaliumcyanid in Ldsung gebracht und das
zuriickbleibende Alkylen-bis-cystein aus ammoniakalischer
Ldsung mit verd. Essigsdure gefdllt. Die isolierten Bis-
thiodther wurden durch Elementaranalyse, Zersetzungs-
temperatur und Ry-Wert charakterislert bzw. mit den syn-
thetischen Produkten verglichen. Die synthetischen und
die aus Wolle isolierten S,S’-Alkylen-bis-cysteine zeigen
den gleichen auf Glycin bezogenen Wanderungsweg im
Durchlaufchromatogramm mit SBA als Losungsmittel.
Die glatte Reaktion der Cystein-Gruppen in reduzierter
Wolle, selbst mit einer verhidltnismaBig so groBen Molekel
wie Hexamethylenbromid bzw. Bis-diazohexan in bi-
funktioneller Reaktion ist von besonderem Interesse fiir
die Deutung des Einbauortes des Cystins in der Wolle.
Eine Reaktion in den kristallinen Segmenten der Wolle
scheint uns nicht sehr plausibel zu sein.

3.) Dinitrophenylen-bis-aminosiuren «

Behandelt man Seide mit FFDNB bei 40 °C in wéaBrig-
alkoholischer Losung, so erhdlt man eine gegen Sauren,
Alkalien und Phenol stabilisierte Faser, aus deren
Hydrolysat Dinitrophenylen-bis-tyrosin gemeinsam mit
A. Wiirz isoliert werden konnte$: 5s), Bild 4 zeigt, wie man
sich die Bildung dieser Dinitrophenylen-bis-aminosiure
aus dem Reagens und den eingebauten Tyrosin-phenol-
Gruppen in der festen, lediglich in Wasser gequollenen Fa-
ser vorstellen kann.

;//*F '//0

”0:

Rondketten - ; HF

H”Q

coow
%‘//-c‘/,g 0 Ocm

ON ~ N,

00-0/mfmplreﬂy/en bis-tyrosin
+Aminosduren

» andere Oinftrophenylenderivate

500#

(A6734)

Bild 4

Schema der Bildung einer Dmitrophens(len -Briicke zwischen
Tyrosin-Gruppen in Seide und Isolierung des O,0’-Dinitrophenylen-
bis-tyrosins

Ahnliche Versuche wurden schon 1948 an Wolle vor-
genommen und eine Reihe von gelben und farblosen Di-
nitrophenyl-Verbindungen im Hydrolysat nachgewiesen.
Aber erst nach Kenntnis einer Anzahl synthetischer Reak-
tionsprodukte von FFDNB mit Aminosduren gelang jetzt
die Identifizierung einiger Produkte mit geniigender Si-
cherheit 22).

Wolle wurde mit 509, ihres Gewichtes an FFDNB in
Aceton-Wasser (1:1) 24 h bei 40 °C umgesetzt und nach
griindlicher Reinigung hydrolysiert®?). Das Hydrolysat
wurde nach Entfernung der Salzsdure im Vakuum papier-
chromatographisch untersucht (SBA). Auf dem Chromato-
gramm wurden FDNP-Tyrosin und Bis-tyrosin durch ihre
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Absorption im UV-Licht eindeutig identifiziert. Aus dem
Hydrolysat wurde ein Ather-Auszug gewonnen, welcher
die Reaktlonsprodukte aus FFDNB und Amino-endstin-
digen Aminosduren enthielt. Nachgewiesen wurden im
atherischen Extrakt des Hydrolysates Dinitro-resorcin und
die Reaktionsprodukte (vermutlich monofunktionell) von
FFDNB mit Asparaginsaure, Glutaminsdure, Threonin,
Valin und Leucin. Die Hauptmenge lieB man durch eine
Kohlensdule laufen und eluierte die aromatischen Amino-
sdure-Derivate mit Ameisensdure. In dieser Lisung wur-
den papierchromatographisch Dinitrophenylen-bis- lysin,
FDNP-Lysin, DNPen-Lysin-tyrosin identifiziert. Die Ty-
rosin-Derivate wurden in der Sdule zuriickgehalten (vgl.
Bild 5)

Front

A .
ol !
. oy

\\ ) Fowelys|

Lys-Tyr
4

0 0 o &

8is -Lys

Wolle Modell- Wolle Misch
Start. SUbST. chromat

AET3E

Bild 5
Mit FFDNB umgesetzte Wolle (Ameisensdure-Eluat aus Kohlesédule)

4.) Sulfon-bis-aminosiuren aus Seide® % 13. 18)
und Kollagen'’)

Seidenfibroin wurde mit FF-Sulfon solange umge-
setzt, bis die Gewichtszunahme etwa 109, betrug. Offen-
sichtlich hatte FF-Sulfon mit freien Amino-Gruppen im
Seidenfibroin reagiert, da die umgesetzten Fasern stark
gelb gefarbt waren. 759, der eingebauten Tyrosin-Grup-
pen des Fibroins hatten mit dem Reagens reagiert, da der
Tyrosin-Gehalt von 12,0 auf 2,69 abgenommen hatte.
Wihrend unbehandelte Seide nur 0,29, Schwefel enthilt,
erhoht sich der Schwefel-Gehalt durch den Einbau der
Sulfon-Britcke nach erschipfendem Umsatz auf 0,89,.
Alle analytischen Daten sprechen dafiir, dag 70—909, des
FF-Sulfons bifunktionell mit Tyrosin reagiert haben. Tat-
sichlich konnte die erwartete Verbindung mit guten Aus-
beuten aus dem Hydrolysat isoliert und durch Vergleich
mit dem synthetischen Sulfon-bis-tyrosin charakterisiert
werden.

Aus demselben Hydrolysat wurde durch Verteilungs-
chromatographie zwischen Butanol und Wasser Sulfon-
bis-lysin isoliert. Wahrend im Falle des Tyrosins ein ge-
wisser Teil des Reagens auch monofunktionell mit Tyrosin
reagiert hatte, lieB sich eigenartigerweise nur das bifunk-
tionelle Sulfon-Derivat, nicht aber das F-Sulfon-lysin nach-
weisen.

Versuche an Sehnenkollagen mit demselben FF-
Sulfon bei Reaktionszeiten bis zu 120 h erreichten nach
dieser Zeit das Maximum des Umsatzes. Im Hydrolysat
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As?n!:'l:- Briicken-bis-aminosiure Isoliert aus Methode bAelllxst.e Identifiziert durch
Tyr H: Tyr-OH HO-Tyr-H DNP,,, - Fibroin priparativ Re¢-Wert
O—DNPy;,—0-J DNP,,* Wolle
H'T)C'OOHS . HO(')T r-H Sulfon - Fibroin praparativ 809, Elementaranalyse,
—Sulfon— .
« Drehung, Rontgenogramm
H-Tyr-OH HO-Tyr-H | Bisdiazohexan-Fibroin préparativ, § Homgenos
O0—(CH,) _oJ papyrographisch 219 Ri-Wert
e Bisdiazohexan - Wolle papyrographisch
Lys H-Lys-OH HO-Lys-H DNP,, - Fibroin papyrographisch Ri-wert
LNH-DNP,,—~HNJ
H-Lys-OH HO-Lys-H | Sulfon:Fibroin préparativ Rt-Wert
LNH-Sulfon—HN- Sulfon - Kollagen Rg-Wert u. [dentifizierung
Olys H-Olys-OH HO-Olys- H : papyrographisch der Aminoséuren nach
LNH-Sulfon—HN- alkalischer Spaltung
CySH H-Cy-OH HO-Cy'H Reduzierte u. m. Di- préparativ 14-42 9 Rf-Wert u, Schmelzpunkt
S—(CH,),—S— halogenalkan od. Bis-
diazohexan beh, Wolle
Lys, Olys | H-Lys‘OH HO-Olys-H Re-Wert u. Identifizierung
L NH- Suifon-~HN-J Sulfon- Kollagen papyrographisch der Aminos3uren nach
alkalischer Spaltung
Tabelle 11
Isolierung von: Briicken-bis-aminosiuren A, Wirz, O. Waschka

aus chemisch modifizierten Faserproteinen. H. Zuber, D. Wegerle

wurden fiinf gelbe Sulfon-Derivate nachgewiesen. Durch
Isolierung und Vergleich mit synthetischen Verbindungen
wurde gezeigt, daB es sich um die einfachen Sulfon-bis-
aminosduren des Lysins und Oxylysins sowie um die ge-
mischte Sulfon-bis-aminosdure des Lysins und Oxylysins
handelte. Das Sulfon-bis-lysin war in relativ starkster
Konzentration vorhanden. Zwei rascher wandernde Ver-
bindungen erwiesen sich als monofunktionelle Reaktions-
produkte von FF-Sulfon mit den ¢-Amino-Gruppen von
Lysin und Oxylysin.

VIil. Diskussion

Die bisherigen Ergebnisse {iber die Isolierung von
Briicken-bis-aminosduren aus Faserproteinen. haben die
Brauchbarkeit von FFDNB und FF-Sulfon als chemische
MeBzirkel fiir topochemische Reaktionen in Faserproteinen
bewiesen.

Die Bildung von Dinitrophenylen-bis-lysin wurde
sowoh! im Seidenfibroin als auch im Wollkeratin beobach-
tet. Diese Tatsache spricht fiir eine Haufung der Lysin-
Reste in bestimmten Segmenten der Faser.

Zur gleichen SchluBfol-
gerung kamen wir beim
Kollagen. Eswar auffal-
lend, daB die basischen
Aminosauren Lysin und
Oxylysin mit ihrer freien
e-Amino-Gruppe iiberwie-
gend bifunktionell mit
FF-Sulfonreagieren.Wenn
man beim Kollagen ein
Mindestmolekulargewicht
von 39000 annimmt und
die Aminosauren des Kol-
lagens entsprechend ihrer
prozentualen Haufigkeit

funktionellen Reagentien, wie er von uns in betrachtlichem
Umfang festgestelit werden konnte, ist daher besonders
beim Oxylysin unwahrscheinlich, wenn sich die einzelnen
basischen Reste nicht einigermaBen exakt gegeniiberliegen.
Nach einer von Bear®) entwickelten Vorstellung ist die
Kollagen-Peptid-Kette periodisch abwechselnd aufgebaut
aus gut kristallisierenden Bereichen, in denen die Hydroxyl-
haltigen Seitenketten mit durchschnittlicher Lange, z. B.
Serin und Oxyprolin vorherrschen, und- aus weniger ge-
ordneten Bereichen, in denen die lingeren sauren, basischen
und neutralen Aminosiuren eingebaut sind. Wir glauben,
daB unsere Reaktionen zwischen Kollagen und FF-Sulfon
diese Haufungs-Hypothese von Bear stiitzen.

Gleiches gilt fiir das Seidenfibroin, in welchem nach
unseren Befunden sowohl das Tyrosin als auch das Lysin
in bestimmten Segmenten gehduft vorzuliegen scheinen.
Seidenfibroin ist das klassische Vorbild fiir eine segmen-
tierte lineare Makromolekel, in welcher nach Smith#?. 40)
kristallisierte Segmente aus etwa 50 Aminosaure-Resten
(Glycin: Alanin: Serin wie 3:2:1) mit weniger gut geord-
neten Segmenten aus etwa 30 Aminosduren abwechseln.

Bild 6

auf diese Struktureinheit Kalottenmodell einer Diphenylsulfon-Briicke zwischen zwel benachbarten-Polypeptid-Kettenrosten

aufteilt, so entfaMen auf

insgesamt 419 Reste 12 Lysin- und nur 3 Oxylysin-
Reste. Bei Annahme einer gleichmaBigen Vertei-
lung der Aminosiuren langs der Polypeptid-Kette
wiare dann im Durchschnitt jeder 35. Rest ein Lysin-
und nur jeder 140. ein Oxylysin-Rest. Ein die einzelnen
Kollagen-Polypeptid-Ketten vernetzender Umsatz mit bi-

Angew. Chem. | 67. Jahrg. 1955 | Nr. 19/20

Die weniger gut geordneten Segmente enthalten neben
Giycin, Alanin und Serin alle iibrigen Aminosiduren mit
sperrigen Seitenketten- Resten. An Kalottenmodellen
(Bild 6) lieB sich zeigen, daB die Diphenylsulfon-Briicke
zwischen zwei benachbarten Polypeptid-Kettenrosten nicht
in einem Winkel von 90 © untergebracht werden kann, son-
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dern sich etwa parallel einlagert und ein Tyrosin-phenol der
Kette 1 mit dem 5—6 Aminosidure-Reste weiter entfernten
Tyrosinphenol der Kette 2 reagieren kann. Die Maglich-
keit, daB die Sulfon-Briicke zwei Tyrosin-phenole ein und
derselben Kette in intrachenarer Reaktion verbindet, lieS
sich durch physikalisch-chemische Untersuchungen wie
Ldslichkeit, Superkontraktion, réntgenographisches Ver-
haiten weitgehend ausschlieBen. Hieriiber wurde a. a. O.
berichtet1s).

Von Interesse fiir die Konstitutionsermittlung von
Proteinen wire die Ubertragung der Briickenreaktionen
auf 1osliche EiweiBkorper. Wiirde es z. B. gelingen,
die Reaktion von FFDNB und FF-Sulfon so zu lenken,
daB nur eine intramolekulare Reaktion im Inneren der
Molekeln stattfindet, so konnte man die gegenseitige Lage
von Peptid-Ketten ermitteln. Bekannt ist das Problem
beim Insulin. Die eigentliche Insulin-Molekel besteht
nach Sanger, Tuppy und Thompson®') aus einer Phenyl-
alanyl- und einer Glycyl-peptid-Kette. Die beiden Ketten a
und b haben ungefahr das Molekulargewicht 6000. Obwohl
die Reihenfolge der Aminosduren in beiden Ketten durch
Arbeiten von Sanger aufgeklirt und die Lage der Disulfid-
Briicken zwischen a und b bekannt ist, steht eine restlose
Kenntnis der raumlichen Anordnung der Ketten a und b
noch aus. Wertvolle Aufschliisse iiber die Struktur des in-
sulins kénnte man gewinnen, wenn sich feststellen lieBe,
ob die fiir nucleophile Reaktionen geeigneten «-Amino-
Gruppen des Glycins und Phenylalanins sowie die e-Amino-
Gruppe des Lysins und die Phenol-Gruppe des Tyrosins
sich mit unseren Reagentien verbinden.

In Vorversuchen wurde gefunden, daB man tatsichlich
aus FFDNB und Insulin 16sliche Produkte erhalten kann,
wenn die Insulin-Konzentration unter 0,59, gehalten wird.
Uber die Reaktionsprodukte, die aus dem Hydrolysat iso-
liert wurden, kann noch nichts gesagt werden, da die Ver-
suche noch nicht abgeschlossen sind.

Die vorliegende Untersuchung wurde von folgenden Insti-
tutionen geférdert: Internationales Wollsekretariat, London
und Diisseldorf; Deutsche Forschungsgemeinschaft, Bad Go-
desberg; Verband der chemischen Industrie, Referat Berufs-
erziehung und Forschung, Diisseldorf; Deutsches Wollfor-
schungsinstitut e.V. an der Technischen Hochschule Aachen;
Carl Freudenberg-Stiftung, Weinheim.

Besonderen Dank schulde ich Herrn Professor Dr. Dr. h. c.
Karl Freudenberg, Heidelberg, der meine fritheren Unter-
suchungen an Briickenreaktionen in die hier beschriebene
prdparative Richtung lenkte.

Die Zusammenfassung stiitzt sich auf Ergebnisse folgender
ehemaliger und jetziger Mitarbeiter, denen ich auch an dieser
Stelle herzlich danke: Dr. A. Wiirz, Dr. H. Wilhelm, Dr. B.
Wollemann, Dr. R. Kocklduner, Dr. W. Ditscher, Dr. O.
Waschka, Dr. K. Traumann, Dr. H. Zuber, Dipl.-Chem.
D. Wegerle, Dipl.-Chem. J. Meienhofer, cand. chem. L. Ziirn.
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