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1756. Theodor Wieland,Dorothe Sieber und Wilhelm Barimann
Uber Aminothiosiiuren II. Mitteil.*): S-Analoge einiger «z-Aminosiaren

[Aus dem Institut fiir organische Chemie der Universitit Frankfurt a. M.]
(Eingegangen am 28. Mai 1954)

Durch Reaktion von a-Amino-acyl-thiophenolen mit Schwefel-
waasserstoff entstehen die den a-Aminosiuren analogen a- Amino-thio-
siuren. Die kristallisierten Analogen des Glycins, Alanins, Valins,
Isoleucins und Methionins sind Zwitterionen mit charakteristischen
UV-Spektren. Die hoheren a-Amino-thiosduren vermogen mit ihren
schwefelfreien Stammsubstanzen Mischkristalle zu bilden.

Vor einiger Zeit konnten wir iiber die Synthese von d,l-x-Amino-thiopro-
pionsiure, des ersten Vertreters der Aminothiosduren**) berichten*). Dieses
Thio-x-alanin entstand durch Thiohydrolyse beim Einleiten von Schwefel-

wasserstoff in eine alkalische widBrige Losung von Alanyl-thiophenol-hydro-
chlorid :

® [S]
H,N-CH{CH,)-CO- SCH, + H,S — H;N-CH(CH,)-COS + C;H,SH

Im Papierchromatogramm zeigte es sich damals, daB der unaufbereitete
Reaktionsansatz neben der neuen Verbindung noch nennenswerte Mengen der
schwefelfreien Aminosiure enthielt, die durch eine gleichzeitig ablaufende
Hydrolyse entstanden sein mufite. Zur Verbesserung der Ausbeute an der
Aminothiosidure, deren Eigenschaften im folgenden ndher beschrieben wer-
den, wurde daraufhin in einigen Versuchen das I.osungsmittel variiert, um
in einem moglichst wasserarmen Medium zum Ziel zu gelangen. Zwar l6sen
sich die Hydrochloride der Aminoacyl-thiophenole nur in Wasser und Alko-
holen, wobei die Gefahr der Esterbildung durch Alkoholyse besteht, doch ge-
lingt es leicht, die diesen Salzen zugrunde liegenden Basen in vielen organi-
schen Losungmitteln aufzulosen. Beim Thio-¢-alanin fiel unsere Wahl auf
Ather, in dem die in Wasser aus dem Hydrochlorid mit Natriumacetat frei-
gemachte Base durch Ausschiitteln aufgenommen wurde. Beim Einleiten
eines Schwefelwasserstoff-Stroms fiel bald die gesuchte Verbindung in feinen
Kristallen aus; sie wurde aus wenig Wasser umkristallisiert und konnte so
in einer Ausbeute von 659, gewonnen werden.

Zum Beweis ihrer Konstitution, die bisher nur aus den analytischen Daten
und einigen Umsetzungen abgeleitet war, wurde die Aminothiosidure nach
Schotten-Baumann an der Aminogruppe benzoyliert. Die hierbei entstandene
N-Benzoyl-x-anmino-thiopropionsiure konnte dann mit einer Probe der auf
anderem, bekanntem Wege synthetisierten Verbindung verglichen werden;
N-Acyl-aminosiuren lassen sich namlich nach der ,,Anhydrid*“‘-Methode?!) mit

*) L Mitteil.: Th. Wieland u. D. Sieber, Naturwissenschaften 40, 242, 300 [1953].
**) Den in der I. Mitteil.*) gemachten Nomenklaturvorschlag ,,Thioaminosiduren‘‘ méch-
ten wir nunmehr in ,,Aminothiosiuren‘ umindern. Das Prifix d,l- wurde im folgenden
weggelassen. ’
1) Th. Wieland u. R. Sehring, Liebigs Ann. Chem. 569, 117 [1950]; Th. Wieland
u. H. Bernhard, Liebigs Ann. Chem. §72, 190 [19511.
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Schwefelwasserstoff in die entsprechenden Thiosiuren verwandeln?). So wurde
N-Benzoyl-alanin iiber das gemischte Anhydrid mit Athylkohlensiure durch
Reaktion mit Schwefelwasserstoff in N-Benzoyl-thio-alanin verwandelt, das
den gleichen Schmelzpunkt hatte wie unser Benzoylierungsprodukt und mit
ihm keine Erniedrigung gab.

Fiir die Struktur des Thio-¢-alanins als Z witterion bildet schon der relativ
hohe Zersetzungspunkt (250°) einen deutlichen Hinweis. Diesem konnten wir
in der I. Mitteil. durch Aufnahme der UV-Absorptionsspektren einen weiteren
Beweis hinzufiigen, indem wir in neutraler und alkalischer Losung ein Maxi-

mum bei 250 my fanden, dem die Gruppierung —C< } zugeordnet werden
0O S

muB. Die der Thiolcarbonsiure —-C{ entsprechende Absorption mit einem

Maximum bei 230-240 mp. zeigt sich hingegen nur in saurer Lésung. Zu
diesen Indizien kommt noch die recht groBe Bestiindigkeit gegen alkalische
Hydrolyse und Aminolyse hinzu. Wihrend niémlich Ester von Thiosduren,
in denen die Gruppierung -CO-S-R vorliegt, gegen Alkali recht unbestindig
sind und Hydrolyse erleiden, zeigt unser Zwitterion in alkalischer Loésung so-
gar eine groflere Stabilitit als in saurer Losung. Beim Erhitzen auf 80° mit
n HCl war die Thiosiure bereits nach 20 Min. zu Alanin und Schwefelwasser-
stoff hydrolysiert, wihrend in 1 r wiBr. NaOH bei derselben Temperatur nach
3 Stdn. erst die Hilfte zersetzt war. Auch das stidrker nucleophile NH, greift
die -COS®-Gruppe nicht an, so daB verstdndlicherweise auch Erhitzen mit
der alkalischen Losung einer zweiten Aminosdure nicht zur Peptidverkniip-
fung fithrt. Auch das Erhitzen der trockenen Substanz auf 100° bringt keine
Verdnderung; bei 150° in Glykol bildet sich unter geringer Schwefelwasser-
stoff-Entwicklung wenig Diketopiperazin. Lediglich mit Hydroxylamin gelingt
ein erfolgreicher Angriff auf die stabile Ionenstruktur, wobei die Hydroxam-
siure des a-Alanins gebildet wird, die sich im Papierchromatogramm nach-
weisen la8t.

Es schien uns weiterhin von Interesse, noch einige weitere Vertreter der
Aminothioséuren kennenzulernen. Bei den Versuchen zu ihrer Darstellung
konnte im Prinzip das oben beschriebene Verfahren beibehalten werden, wo-
bei sich eine Variation des Losungsmittels in einigen Fillen als Verbesserung
herausstellte. So haben wir gefunden, dal das Schwefel-Analoge des Glyko-
kolls, Thio-glycin, vorteilhaft in Benzol aus Glycyl-thiophenol und Schwefel-
wasserstoff erhalten wird, da die Verbindung in Wasser sehr leicht 16slich und
daraus schwer abzuscheiden ist. Die aus Benzol in ziemlicher Reinheit und
guter Ausbeute anfallenden Kristalle sind in Athanol schwer, in Methanol
recht leicht 16slich. Durch ihren hohen Schmelzpunkt verraten sie sich erwar-
tungsgemi ebenfalls als Zwitterionen, die auch alle anderen am Thio-a-alanin
geschilderten Eigenschaften dieser Klasse besitzen. Wie in der Reihe der
schwefelfreien Stammsubstanzen, so nimmt auch bei den Thio-Analogen die

N 2_)_M_ \_’\_’. _(_)ronyn u. J. Jiu, J. Amer. chem. Soc. 47, 4726 [1952]; J. C. Sheehan u.
D. A. Johnson, J. Amer. chem. Soc. 47, 4726 {1952].
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Wasserloslichkeit mit steigender Kohlenstoffzahl ab. Infolgedessen ist es nicht
schwer, z.B. Thio-valin aus der soda-alkalischen wifirigen Emulsion des
entsprechenden Thiophenylesters durch Einwirkung von Schwefelwasserstoft
abzuscheiden.

Das hierbei ausfallende, einheitlich aussehende Kristallisat erwies sich je-
doch im Papierchromatogramm als ein Gemisch aus Thio-valin und Valin,
das durch Hydrolyse nebenbei entstanden war. Die Erwartungen auf eine
Trennung beider Komponenten beim Umkristallisieren aus Methanol oder
Wasser erfiillten sich nicht, hingegen enthielt das wohl ausgeprigte Kristallisat
auch nach mehrfachen derartigen Reinigungsversuchen stets schwefelhaltige
und schwefelfreie Kompo-

nenten im gleichen Verhilt- a0 7
nis. Diese Erscheinung, die 7
auch am Thio-isoleucin und \

Thio-methionin, nicht aber 70
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giinstig. Darin wurde das

feingepulverte Valyl- thio-
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phenol - hydrochlorid  mit 20

der #quivalenten Menge

Tridgthylamin bei 0° ge- 10

schiittelt, das Hydrochlorid 20 B0 %0 X0 M an

der tert. Base rasch abge- e

saugt und beim Einleiten Abbild. 1. UV-Absorption einiger Aminothioséduren in

1 . neutralem Wasser, 1 = Thio-glycin, 2 = Thio-alanin,
von Schwefelwasserstoffein 3 _ Thjo.valin, 4 = Thio-isoleucin, 5 = Thio-methionin
Kristallisat erhalten, wel-

ches von vornherein keine unabtrennbare schwefelireie Verbindung enthielt.
So gelang es uns, ganz reines Thio-valin sowie Thio-isoleucin und Thio-
methionin aus den entsprechenden Thiophenylverbindungen darzustellen.

Die Absorptionsspektren der neu dargestellten «-Amino-thiosduren
haben wir in neutraler, alkalischer und saurer wilir. Losung mit den bereits
bekannten des Thio-«-alanins verglichen. Aus Abbild. 1 geht hervor, daB hier-
bei keine Uberraschungen auftraten: Alle «-Amino-thiosiuren zeigen in neu.
traler Lésung das Maximum der Absorption bei etwa 250 my, auller Thio-
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glycin, das in etwas kurzwelligerem Gebiet absorbiert (Kurve 1). Die molare
Extinktion ¢ ist innerhalb der MeBgenauigkeit bei allen a-Amino-thiosiuren
dieselbe, namlich etwa 7x 10%. In n NaOH steigt sie durchweg um etwa 109,
an, ohne dafl es zu einer Verschiebung des Maximums kime. In n HCI ver-
schiebt sich das Maximum in einen kiirzeren Wellenbereich, £ sinkt etwa auf
die Hilfte ab. Dieser Effekt ist am ausgeprigtesten beim Thio-glycin zu be-
obachten (A, = 224 my), darauf beim Thio-alanin (A, = 230), sodann
folgen Thio-valin (243 my) und Thio-methionin (246 my), bei dem, wie man
sieht, die Blauverschiebung nur wenige my betrigt.

In Tafel ! sind die Schmelzpunkte und Rg-Werte der Thio-x-aminosduren
(in sek. Butanol-Wasser 1°/,.) zusammengestellt.

Tafel 1
" | Sohmp. (Zers) | R
Thio-glycin ......... ’ 150 0.15
Thio-alanin ......... | 250 0.25
Thio-valin .......... ! 200 0.40
Thio-isoleucin ....... 1 235 0.53
Thio-methionin ...... | 180 0.42

Am Thio-isoleucin und Thio-methionin wurde das oben erwihnte hart-
nickige Anhiéngen der schwefelfreien Analogen in systematischen Unter-
suchungen aufgeklirt. Bekanntlich ist Isoleucin in Methanol nur sehr schlecht,
Methionin darin nahezu unléslich. Die zugehérigen Thiosduren zeigen, was
einen charakteristischen Unterschied bedeutet, hierin jedoch besonders in der
Wirme recht gute Léslichkeit. Erwidrmt man nun Thio-isoleucin oder -methio-
nin mit etwa derselben Menge der entsprechenden schwefelfreien Verbindung
in Methanol, so geht alles in 1.6sung und beim Erkalten scheidet sich ein im
Mikroskop einheitlich aussehendes Kristallisat ab. Im Papierchromatogramm
erweist sich dieses aber jeweils als ein Gemisch aus den beiden Komponenten.
Die rontgenographische Untersuchung offenbarte in beiden Fillen, da die
Kristallform der Mischkristalle mit der der reinen Thioverbindung véllig iden-
tisch, von der der schwefelfreien Substanz aber verschieden ist (s. Abbild, 2),

Abbild. 2. Debye=-Scherrer-Diagramme von Thio-isoleucin und einem Mischkristallisat
von Thio-isoleucin und Isoleucin (1:1)

wihrend die papierchromatographische Analyse deutlich die Komponenten
der Mischkristalle verriet (Abbild. 3). Daraus ergibt sich, daB in das wohl
weitriumigere Kristallgitter der Thiosiduren die schwefelfreien Muttersubstan-
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zen ohne Stérung eingelagert werden. Ob den Aminothiosiuren eine &hnliche
Fihigkeit zur Bildung von EinschluBverbindungen wie dem Thioharnstoff3)
zukommt, bleibt noch zu untersuchen.

s

Abbild. 3. Papierchromatogramm von Thio-isoleucin-(réchbs), Isoleucin (Mitte)
und einem Gemisch aus beiden (links)

In Anbetracht der strukturellen Ahnlichkeit von schwefelfreier und schwefel-
haltiger Verbindung erschien es uns auch priifenswert, ob bei biologischen
Reaktionen ein Antagonismus aufzufinden sei. Unter den zahlreichen hier
denkbaren Experimenten wurden vorerst von E. F. Méller, Max-Planck-
Institut fiir med. Forschung, Heidelberg, nur einige Bakterienhemmversuche
angestellt. An Sireptobact. plant. 10 S erwies sich d,l-Thio-methionin mit
2x 104 g/cem als Antagonist des Methionins, von dem auch iiberoptimale Dosen
kein Wachstum erzeugten. Nach 24 Stdn. war jedoch die hemmende Wir-
kung der Thioverbindung, wohl als Erfolg einer enzymatischen Hydrolyse zu
Methionin, iiberwunden.

. Beschreibung der Versuche

Thio-glyein: 760 mg Glycin-thiophenol-hydrochlorid wurden fein gepulvert
in 30 ccm absol. Benzol mit 0.55 ccm Tridthylamin 15 Min. kriaftig geschiittelt. In die
vom Tridgthylammonium-hydrochlorid abfiltrierte Losung wurde sodann 2 Stdn. lang
Schwefelwasserstoff eingeleitet. Das in Kristallen abgeschiedene Rohprodukt wurde
nach dem Absaugen in 5 ccm Methanol heiB suspendiert und durch vorsichtigen Wasser-
zusatz eben gelost. Nach dem Abkiihlen erhielt man 170 mg (50%, d.Th.) derbe Prismen
vom Schmp. (Zers.) ab 147°, Rpg (in sek. Butanol-Wasser 100/25) = 0.15.

C,H ONS (91.13) Ber. C26.36 H5.53 N 15.37 S 35.2
Gef. C26.41 H5.58 N 1549 S35.8

Mit Kupferacetat entstand eine schwarze kolloide Losung, mit Silbernitrat ein weiler

Niederschlag.

3) W. Schlenk jr., Liebigs Ann. Chem. 578, 142 [1951].
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Thio-alanin: 2g Alanyl-thiophenol-hydrochlorid wurden in 5 cem Wasser
gelost und bei 0° mit 25 cem einer ebenfalls gekiihlten 5-proz. Natriumacetatlosung ver-
setzt. Man dtherte nun moglichst rasch mit kleinen Portionen aus und begann sofort in
die ersten Extrakte unter Eiskiihlung Schwefelwasserstoff einzuleiten, wihrend die
wifr. Phase noch mehrmals, im ganzen 6mal nachgeithert wurde. Jeden Extrakt fiigte
man sofort dem Versuchsgefi zu und setzte nach der letzten Zugabe das Einleiten von
Schwefelwasserstoff noch 30 Min. fort. Das Rohprodukt wurde abgesaugt, mehrmals mit
Ather gewaschen und dann aus moglichst wenig Wasser bei 80° umkristallisiert. Ausb.
650 mg (659, d.Th.), schuppige Kristalle vom Schmp. (u. Zers.) ab 250%; Rp = 0.25.

(3H,ONS (105.2) Ber. C34.26 H6.71 N 13.32 S 30.49
Gef. C34.65 H6.71 N 13.25 S29.73

Mit Kupferacetat entstand ein violetter Niederschlag, mit Silbernitrat und Bleiacetat
weille Fallungen.

N-Benzoyl-thioalanin

a) Nach Schotten-Baumann: 100 mg Thioalanin wurden in 2 cem 22 Na,CO,
unter Eiskiihlung benzoyliert. Nach Verschwinden des Geruchs von Benzoylchlorid wurde
mit 22 HC vorsichtig angesduert, die dlige Vorfallung verworfen und bei py3 ein fester
Niederschlag erhalten, der aus Aceton-Wasser umkristallisiert, bei 93—94° schmolz.

b) Nach der Anhydrid-Methode: 1.9g N-Benzoyl-alanin wurden zusammen
mit 1.4 cem Tridgthylamin in 10 cem absol. Tetrahydrofuran aufgelost. In die auf —10°
abgekithlte Losung lieB man 1 cem Chlorameisen-dthylester eintropfen und saugte
nach kurzem Stehenlassen das ausgeschiedene Hydrochlorid ab. Das Filtrat wurde mit
weiteren 1.4 ccm Tridthylamin versetzt und dann bei Zimmertemperatur mit Schwefel-
wasserstoff gesittigt. Am nichsten Tag wurde das Losungsmittel i. Vak. abgedampft,
der Riickstand in Wasser aufgenommen und wie oben mit 2»HCI vorsichtig angesduert.
Umkristallisieren aus Aceton-Wasser lieferte ebenfalls Kristalle vom Schmp. 93—949. Der
Misch-Schmp. beider Proben war ohne Erniedrigung.

CioH;10:NS 209.3 Ber. N6.69 Gef. N 6.7

Thio-valin: 1.62g Valyl-thiophenol-hydrochlorid wurden feinst gepulvert
in 30 cem absol. Ather suspendiert und mit 1 ccm Tridthylamin versetzt. Nach 15 Min.
langem kriftigem Schiitteln filtrierte man das Triﬁ.thylammonium hydrochlorid ab und
leitete bei 0° 2 Stdn. lang Schwefelwasserstoff ein. Das hierbei ausgefallene Roh-
produkt wurde abfiltriert und mehrfach mit Ather gewaschen. Aus trockenem Methanol
umkristallisiert, wurden 320 mg (37% d.Th.) mattglinzende Schuppen vom Schmp.
(u. Zers.) ab 200° gewonnen; Rg = 0.40.

C'sH;;ONS (133.2) Ber. C45.09 H 8.33 N 10.51 S24.05
Gef. C45.45 H 8.32 N 10.62 S 24.7

Mit Kupferacetat bildete sich eine rot-violette Fallung, mit Silber-, Quecksilber- und

Bleisalzen weiBe Niederschlige, die beim Erhitzen schwarzes Metallsulfid abspalteten.

Thio-isoleucin: Analog der Darstellung des Thio-valins wurde die Substanz aus
der entsprechenden Thiophenylverbindung mit 669, Ausbeute erhalten. Sie kristalli-
sierte in Schuppen, die sich von 235° ab zersetzten. Rp -= 0.53.

C¢H,;,ONS (147.2) Ber. C48.94 H8.9 N9.52 S21.78
Gef. C49.33 H9.33 N9.66 S§21.20

Schwermetallsalze wie oben.

Thio-methionin wurde wie obige Verbindung dargestellt und kristallisierte in glin-
zenden Blittchen vom Schmp. 178° (unt. Zers.); Ausb. 489, d.Th.; Ry == 0.42.

CsH;ONS, (165.3) Ber. C36.3¢ H6.71 N 8.48 S38.79
Gef. C36.48 H 6.97 N 8.82 S38.70

Das Kupfersalz fiel in griin-blauen voluminésen Flocken, Silber-, Quecksilber- und

Bleisalz als weile Pulver.

Thio-tryptophan
ist bisher papierchromatographisch nachgewiesen, jedoch noch nicht in ganz reiner Form
erhalten worden; Rp =0.43.



