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unter Kiihlung mit Eis innerhalb von 15 Min. eine iquimolekulare Menge Athylenimin.
Die ganze Masse ist dann fast vollsténdig krystallin erstarrt; sie wird zweckmifig noch
mehrere Stunden im Kiltebad belassen.

Dic Additionsverbindungen sind in fast allen Losungsmitteln duBerst leicht 1oslich, nur
die des Cyclohexanons und des m-Nitro-benzaldehyds sind in Petroldther schwer léslich.
Aus ciner sehr konzentrierten Losung in Ather krystallisicren sie bei weiterem Eindunsten
an der Luft in farblosen Schuppen. Die Additionsverbindung des n-Butyraldehyds konnten
wir dagegen nur durch Ausfrieren und Absaugen auf einer mit einer Fis-Kochsalz-Mischung
gekiihlten Fritte isolieren. Versuchsergebnisse s. in der Tafel 1. i

Zur Darstellunig der Kondensationsverbindungen werden dic Carbgnylvcrbin-
dungen in gleicher Weise mit 2 Mol. Athylenimin umgesetzt. Das Reaktionsgemisch
wird im larigsam auftauenden Kiéltebad belassen und rioch cinige Tage bei Zimmertempe-
ratur aufbewahrt. Bei der Destillation i.Vak. erhilt man dann, nachdem nicht um-
gesetztes Athylenimin und das bei der Kondensation entstandene Wasser abgesaugt sind,
neberi der unverinderten Carbonylverbindung die Bisithylenimino-Verbindutg. Die in
den Tafeln angegebenen Ausbeuteti werden erhalten, wenn das Reaktionsgemisch 7 Tage
bei Zimmertemperatur autbewahrt wird. Sie sind in einigen Fillen erheblich geringer,
wenn die Destillation frither vorgenommen wird. Versuchsergebnisse s. in der Tafel 2.

83. Theodor Wieland und Liselotte Wirth: Papierchromatogra-
phische Analyse der durch Erhitzen mit Alkali gebildeten Zersetzungs-
produkte von Serin, Threonin und Cystein.

[Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizinische Forschung, Institut fiir Chemie,
Heidelberg.]

" (Eingegangen am 2. August 1949.)

Beim FErhitzen von Scrin und Threonin mit Alkali bilden sich
Glycin, Alanin und a-Amino-buttersinre. Cystein liefert nur Alanin.
Die gebildeten Aminosiurcn wurden papierchromatographisch ge-
trennt, die Mechanismen ihrer Bildung werden erértert.

Die Zahl und Genauigkeit der Verfahren zur Analyse von Aminoséure-
gemischen hat sich in den letzten Jahren erheblich vermehrt. Mit Hilfe der
mikrobiologischen, ionophoretischen und chromatographischen Bestimmungs-
weisen konnte man nahezu simtliche bei der sauren Hydrolyse gewisser Pro-
teine auftretenden Spaltprodukte quantitativ erfassen und daraus Baustein-
summenformeln aufstellen. Bei der mitunter ebenfalls angewandten Hydro-
lyse durch Alkali erleiden jedoch manche Proteinbausteine tiefgreifende Ver-
dnderungen. Es sind zahlreiche Arbeiten erschienen, die sich mit dem Schicksal
von Aminosiuren beim Kochen mit Alkalien befassen!). Trotzdem schien es
uns wiinschenswert, diese nicht nur fiir den Analytiker, sondern auch fiir den
organischen und biologischen Chemiker interessanten Umwandlungen mit der
eleganten und empfindlichen papierchromatographischen Methode?) neuer-
lich zu untersuchen. Dabei richteten wir unser Augenmerk nur auf die Um-
wandlungsprodukte, die mit Ninhydrin posiiive Farbreaktion geben.

1) Vergl. A. J. P. Martin u. R. L. M. Synge, Aunalytical Chemistry of Proteins, in
Advances in Protein Chem. II, 1 {1946] u. A. Neuberger, Stereochemistry of Amino
Acids, ebenda IV, 297 {1948].

%) R. Consden, A. H. Gordon u. A. J, P. Martin, Biochem, Journ. 38, 224 [1944].
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DaB beim Kochen mit Barytwasser aus Serin langsam Ammoniak abge-
spalten wird, hat schon E. Baumann 1882 beobachtet?®). Spiter hat Bett-
zieche?) diese Reaktion etwas eingehender studiert und als Spaltungsprodukt
neben Ammoniak Brenztraubensiure festgestellt. «-Amino-p-oxy-B-phenyl-
propionsiiure (Phenylserin) wird durch Alkali glatt zu Benzaldehyd und Glycin
gespalten, eine Aldolspaltung, die am Serin nicht beobachtet warde. Doch
tritt sie, wie . S. Daft und R. D. Coghill fanden, auch beim Serin auf, denn
als Produkte der 72-stdg. Zersetzung mit heiBgesittigtem kochenden Baryt-
wasser konnten Oxalsture, Milchsiure und Glycin mit Sicherheit identifiziert
werden. Daneben entstand in kleinerer Menge eine weitere Aminoséure, die,
als o-Naphthyl-uraminosiiure isoliert, etwa den Schmelzpunkt der aus «-Naph-
thyl-isocyanat und Alanin gewonnenen Verbindung hattes).

Die papierchromato-
graphische  Untersu-
chung ecines Ansatzes
von 50 mg Serin, das
mit 0.5 cem heillgesiit-
tigtemn Barytwasser 15
Stdn. im zugeschmolze-
nen Rohrchen auf 110°
erhitzt worden war, er-
gab nun nach dem Neu-

tralisieren mit Schwefel.

siure mit aller Deut-
lichkeit,daB neben wenig
unverdndertem  Serin
eine groBe Menge Gly-
cin und in erheblicher
Menge Alanin aufge-
treten war (Abbild. 1,
Nr. 1). Daneben findet
sich noch in viel gerin-
gerer Konzentration eine
weitere ninhydrinposi-
tive Substanz mit
groflerem Rp-Wert. Die
retiontiometrische Aus-
wertung®) eines solchen
Chromatogramms er-
gals, dal sich die «-
Amino-carbonsiuren des
%) B. 15, 1733 [1882].

<—.unbek.
. . . Aminosiure
<— a-Amino-
. buttersiure
’ <— Alanin

<— Threonin

<— Glycin

<+— Serin

Abbild. 1. Aufsteigendes Papierchromatogramm (20°/,
wasserhaltiges Phenol) der alkalischen Zersetzungs-
produkte von Serin und Threonin. 1, 2, 3 und 4 s.Text,
5 = Serin-Alaninmischung, 6 = Glycin, 7 = «-Amino-
buttersiure, 8 = Threonin (Y/, natiirl. GréBe).

) F. Bettziecheo u. K. Menger, Ztschr. physiol. Chem. 172, 56 {19271
% Journ. biol. Chem. 90, 341 [1931].
% Th. Wieland u. E. Fischer, Naturwiss. 85, 29 [1948]; Th. Wieland, Angew.

Chem. 60, 313 [1948].
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Spaltungsansatzes aus 1 Mol. Serin, 12.5 Mol. Glycin und 4.5 Mol. Alanin
zusammensetzten (Abbild. 2).

N

4@ 248 %

Serin Glycin Alanin

Abbild. 2. Retentiographie des Papierchromatogramms eines
Zersetzungsansatzes von Serin.

Zur Deutung des Mechanismus dieser Spaltungsrcaktion wird man sich
wohl mit Recht der Formulierung bedienen, wonach durch Wasserabspaltung
aus Serin und seiuen Derivaten zunichst z-Amino-acrylsiure bzw. deren Ab-
kommlinge hervorgehen. Diese zerfallen bei der Hydrolyse in Pyruvat und
Ammoniak (1)%8). Daneben stellt sich aber wohl mit gleicher Geschwindig-
keit ein Aldolgleichgewicht ein, das iiberwiegend auf der Seite der Spaltungs-
produkte Formaldehyd und Glycin liegt (2). Der Aldehyd kann nun unver-
#indertes Scrin zu Alanin reduzieren; wahrscheinlicher scheint uns aber, da3
das Alanin seine Entstehung der Herbstschen Umaminierungsreaktion?) zwi-
schen Glyein oder Serin und Brenztraubensiure verdankt (3).
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Die Umkehrbarkeit von Glei'chung (2) gibt sich im Auftreten von Alanin
beim barytalkalischen Erhitzen von Glycin mit Formaldehyd zu erkennen
(Abbild. 1, Nt. 4). Auch hier erkennt man im Chromatogramm aufBer Glycin

") M. Bergmann, A. Miekeley u. E. Kann, Ztschr. physiol. Chen. 146, 247 [1925].
) 0. A. Nieolet, L. A. Shinn u. L. J. Saidel, Journ. biol. Chem. 142, 609 [1942].
% R. M. Herbst, Jowrn. Amer. chem, Soc. 58, 2239 [1936].

3
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und Alanin die schneller wandernde Aminossure, die, nach ihrem Rp-Wert
geschitzt, etwa 5 C-Atome haben mub. Uber die Struktur dieses Konden-
sationsproduktes von Glyein mit Formaldehyd konnen wir vorerst noch keine
Aussagen machen.

Beim Erhitzen mit kaltgesiittigtem (etwa 0.3 n) Barytwasser tritt keine
der heobachteten Anderungen am Serin auf.

Erhitzt man Threonin unter den beim Serin geschilderten Bedingungen
mit heiBgesittigtem Barytwasser, so tritt im Papierchromatogramm deutlich
auBer unverindertem Ausgangsmaterial der Flecken des Glycins auf (Abbild. 1,
Nrt. 2). Die Isolierung dieser Aminoséure bereitete keine Schwierigkeiten. Wie
wir nimlich vor lingerer Zeit gefunden habhen'®), bildet der Cu-Komplex von
Glycin als einziger von allen untersuchten beim Sattigen der wiBr. Losung
mit Phenol eine in der Kiilte nur zu 0.05 % losliche Additionsverbindung der
Zusammensetzung (C,H,0,N),Cu+2C H_0OH, die sich in hellblauen Krystallen
abscheidet. Auch m- und p-Kresol geben krystallisierte Additionsverhindun-
gen; die etwas leichter 1oslich sind, wihrend mit o-Kresol keine Abscheidung
erfolgt. Im Chromatogramm des Zersetzungsansatzes fand sich weiterhin eine
als Proteinbaustein nicht mit Sicherheit aufgefundene Aminosiiure. Der Ver-
gleich mit synthetisch dargestellter «- Amino-buttersiurell)im eindimensio-
nalen Chromatogramm (Abbild. 1, N1. 7) sowie im zweidimensionalen mit 209
wasserhaltigem Phenol und einem 7-Butanol-Propionsiure-Wassergemisch (2.1 :
1:1.4 Vol.-Tle.) ergab cindeutig die Identitit. Die Aminoséure verdankt ihre
Entstehung wahrscheinlich einem Mechanismus, der analog demjenigen ist, der
zur Bildung von Alanin aus Serin fithrt. In Nr. 3 von Abbild. 1 ist das Chro-
matogramm des Threonin-Zersetzungsversuches in Gegenwart von Formalde-
hyd abgebildet. Hierbei ist, wie aus Nr. 4 (Abbild. 1) zu erwarten war, durch
Kondensation von Glycin mit Formaldehyd und die weiteren beim Serin ge-
schilderten Verinderungen Alanin aufgetreten. Auch der Flecken der langer-
kettigen Aminosédure findet sich, allerdings nur in sehr geringer Stérke.

Wie beim Serin, so fithrt auch beim Threonin ldangeres Erhitzen mit kalt-
gesattigtem Barytwasser zu keinerlei Veriinderung. Hingegen beobachteten
wir, dafl nach 12-stdg. Hydrolyse eines threoninhaltigen Oligopeptids mit
kaltgesattigtem Barytwasser Threonin in Glyein verwandelt wurde. Die La-
bilitit der Bindung zwischen dem «- und f-stindigen C-Atom ist also bei der

HOH 00¢ )
R-C— (0000 _, R-0 , H0-C00
OH | H ),
GOH)e O

in die Peptidkette eingebauten Oxyaminosiure ganz wesentlich gesteigert, ihn-
lich wie man es bei Alkylsubstitution des Stickstoffs antrifft. So erleiden die
Betaine von Serin, Threonin, Oxyasparaginsaure, 8-Oxy-glutaminsdure und
10) Th, Wieland, Fiat Reviews, Biochemistry TTT, S. 1 [1948].
1) Das nach der Streckersechen Methode ans Propionaldehyd dargestcllte, nur einmal
umkrystallisierte Priiparat enthilt Spuren von Alanin, das aus einer Verunreinigung des

verwendeten Aldehyds mit Acetaldehyd stamm¢ und im Papierchromatogramm gerade
noch sichtbar ist.
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cis- sowie lrans-Phenylserin schon beim Versuch ihrer Bereitung aus den
Aminosiuren mit Dimethylsulfat und Alkali eine ,,retrograde’ Aldolspaltung
zu den entsprechenden Aldehyden und Glycin-betain'?) (s. Gleichung 8. 471).

Auch das «-Wasserstoffatom scheint in substituierten Aminosiuren beson-
ders locker gebunden zu sein: Es fallen solche Derivate leicht der Racemi-
sierung durch Alkali anheim, einem Vorgang, der ja mit der Labilitiit des a-
standigen Wasserstoffatoms zusammenhingt. Weiterhin scheint die zu Amino-
acrylsaure-Derivaten fithrende Wasserabspaltung in den gebundenen Oxy-
aminosiuren begiinstigt®). Nun stellt sich zudem heraus, daB auch die Bindung
des am a-Kohlenstoffatom haftenden B-C-Atoms durch Amidverkniipfung
der Carboxygruppe und Acylierung des Stickstoffs stark gelockert wird.
Djese Spaltung der Kohlenstoffkette durch Alkali vermiBt man vollig beim
Cystein.

Cystein ist ebenso wie Cystin gegen Alkali besonders labil. Bekanntlich
168t sich ein Teil des Schwefels von Proteinen durch Krhitzen mit alkalischer
Plumbit-Losung als Bleisulfid abspalten. Sein Ursprung liegt in den SH-
Gruppen der Cysteinreste. Nuch F. G. Hopkins'®) ist die Sulfhydrylgruppe
des Cysteins im Tripeptid-Glutathion leichter als Schwefelwasserstoff abspalt-
bar als in der frelen Aminosfiure, ebenso wie in bestimmten cystinhaltigen
Diketopiperazinen'), doch-erleidet auch die freie Aminosiure leicht eine alka-
lische Zersetzung zu Sulfid, Ammoniak und Pyruvat'$). H.V. Lindstrom und
W.M.Sandstrom,die dieNatur simtlicher Zersetzungsprodukte inkochendem
2 n Ba{OH), analysierten'®), fanden neben Brenztraubensiiure, Ammoniak und
Schwefelwasserstotf Thiomilchsiure und die aus der Weiterreaktion der Brenz-
traubensiare herrithrenden cyclischen Produkte Uvitinsaure (I) und Uvitonin-
siure (I1). Neben diesen Produkten fanden die amerikanischen Autoren auch

CH, ‘ CH,
| t
A 3
i L
HO,o N Nco,H HO,0' N “coH
L I,

Alanin, das jedoch nicht isoliert werden konnte. Die papierchromatographische
Analyse eines Spaltungsansatzes von Cystein mit heiBgesattigtem Barytwasser
ergab nun eindeutig, daB als einzige ninhydrin-positive Substanz in betricht-
licher Menge Alanin vorlag. Fir eine Spaltung der Kohlenstoffkette, wie wir
sie beim Serin und Threonin beobachtet hatten, ergab sich keingrlei Anhalts-
punkt, Hierbei, wo das Auftreten von Formaldehyd also ausgeschlossen ist,

12) H. E. Carteru. D. B. Melville, Journ. biol. Chem. 183, 109[1940]; H.D. Dakin,
ebenda 140, 847 [1941].

13) Journ. biol. Chem. 84, 276 [1929].

1) M. Bergmann u. F. Stather, Ztschr. physiol. Chem. 152, 189 [1926].

15) B. H. Nicolet, Journ. Amer. chem. Soc. 53, 3066 [1931]. -

19) Journ. biol. Chem. 138, 445 [1940].



Nr. 6/1949 Papierchromatographische Analyse. 473
P grap

kommt als Mechanismus fiir die Alaninbildung am ehesten der der Umami-
nierungsreaktion zwischen der aus einem Teil des Cysteins gebildeten Brenz-
traubensiure und unverdndertem Cystein in Frage.

Beschreibung der Versuche.

Ausfithrungder Spaltungsansitze: Die Aminosiuren (50 mg) wurden mit 0.5 cem
kalt- oder hciBigesiittigtem Barytwasser ih ein Jeriaer Reagensrohrchen eingeschmolzen
und 13 Stdn. auf 1109 erhitzt; dann wurde der Inhalt mit Schwefelsiiure genau neutrali-
siert, das Bariumsulfat abzentrifugiert und mehrmals mit heiflem Wasser gewaschen. Das
Zentrifugat und die Waschwiisser wurden sodann i.Vak. auf 1 com eingedampft und so
zur papierchromatographischen Analyse verwendet.

Papierchromatographie: Zur Papierchromatographie benutzten wir Whatman-
Papier Nr. 1. Die Streifen (25/2—8 e¢m) wurden nach Aufbringen des Substanztropfens an
das untere Fnde unter eine (lasglocke in das Losungsmittel gehingt, das sich in 10 bis
12 Stdn. bis zum oberen Rand aufsaugte. Fiir zweidimensionale Chromatogramme wurde
bei quadratischen Blattern (25x25 e¢m) die Zylindermethode von R. J. Williams und
H. Kirby! angewandt; die Sichtbarmachung erfolgle durch Besprithen mit einer 0.5-
proz. Ldosung von Ninhydrin in 5% wasserhaltigem Butanol, dem einige Tropfen Eisessig
zugesetzt wurden, und Erwirmen im Trockenschrank auf 110°. Als Lésungsmittel ver-
wendeten wir: 1.} 209 wasserhaltiges Phencl; das Phenol wurde ‘durch Vak.-Destillation
iiber Zinkstaub farblos erhalten und bleibt so, wenn man bei der Chromatographie ein
Schilchen mit Natriumeyanid unter die Glocke bringt. 2.) Eine Mischung aus gleichen
Teilen A und B (A = 125 cem »-Butanol, 8.5 cem H,0; B = 62 com Propionsiure, 79 cem
H,0). Bei unvollstdndiger Mischung (zu niederer Temperatur) gibt man vorsichtig Pro-
pionsiure bis zur Homogenitdt zu. Das Gemisch bildet bald etwas Propionséiurebutyl-
ester, von dem kleine Mengen nichts schaden; es soll aber alle vier his fiinf Tage erneuert
werden.

Tsolierung von Glycin: Die neutralisierten Spalturigsansitze von je 50 mg Serin
oder Threonin wurden durch Kochen mit Kupfercarbonat in die Losung der Kupfer-
Komplexe verwandelt. Zur filtrierten, eisgekiihlten Lsung (etwa 2 ccm) fiigte man tropfen-
weise so lange verfliissigtes Phenol, bis dieses eben nicht mehr in Losung ging. Nach
kurzer Zeit begann die Krystallisation der hellblauen Additionsverbindung, von der am
niichsten Tage abgesaugt und die mit wenig eiskaltem, phenclgesittigtem Wagser nach-
gewascheri wurde. Aus der Spaltung von Serin wurden 40 mg, aus der des Threonins
30 mg erhalten. Das aus Glycin-Kupfer bereitete Krystallisat ist zu 5 mg in 10 cem
phenolgesittigtem Wasser von 0 15slich.

(C,H,0,N),Cu+ 2 CeH,0 (199.8) Ber. N 7.01  Gef. N 7.00.

Additionsverbindung von Glycin-Kupfer mit m- upd p-Kresol: Herstellung
aus kaltgesitt, Glycin-Kupfer-Losung, wie bei Phenol beschrieben. Loslichkeit fitr beide
etwa 2—3 mg/ccm phenolgesitt. Wasser bei 09,

(C.H,0,N),Cu + 2C,HO (213.8) Ber. N 6.65 Gef. N 6.72 (m-Kresolverh.),
6.50 (p-Kresolverb.).
0-Kresol gibt im selben Versuchsansatz keine schwer lisliche Verbindung.

17) Science 107, 481 [1948].





