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179. Leonhard Birkofer*) und Anneliese Birkofer: - Aminosiuren,
VII. Mitteil.V': B-Homocystein
[Aus dem Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung,
Institut fiir Chemie, Heidelberg]
(Eingegangen am 1. Februar 1956)

Aus vy-Brom-crotonsiureester und Benzylmercaptan wurde der
y-Benzylmercapto-crotonsiaureester erhalten, der durch Ammoniak-
anlagerung und nachfolgende Verseifung in $-Amino-y-benzylmer-
eapto-buttersiure iibergefithrt wurde. Diese ergab nach reduktiver
Abspaltung der Benzylgruppen das 8-Homocystein, welches sich in
das B-Homocystein-thinlacton-hydrochlorid und in {-Homocystin
umwandeln lieB.

Eine Reihe von schwefelhaltigen Aminoverbindungen wie Cystein, Cyste-
amin und Homocystein haben sich als gute Strahlenschutzstoffe erwiesen. In
diesem Zusammenhang war es von Interesse, das 3-Homocystein darzustellen.

Nachdem wir das B-Methionin durch Ammoniakanlagerung an y-Methyl-
mercapto-crotonséure in guten Ausbeuten gewonnen hatten?), versuchten
wir, auf dem entsprechenden Wege zum -Homocystein zu gelangen. Es wurde
zunichst y-Brom-crotonsaure-methylester mit Kaliumhydrogensulfid in dtheri-
scher Losung umgesetzt. Wir erhielten jedoch nicht den gewiinschten v-
Sulfhydryl-crotonsiureester, sondern es konnte nur der vy,y’-Thio-dicroton-
siure-dimethylester (I) isoliert werden. Die Verseifung dieses Esters ergab
die bei 168° schmelzende freie vy,y’-Thio-dicrotonsédure (II).

RO,C-CH :CH-CH,- S-CH,-CH:CH-CO,R
I: R~CH, Il: R=H

Nachdem dieser Weg nicht zum Erfolg fiihrte, versuchten wir iiber die
v-Benzylmercapto-crotonsiure zum Ziele zu konunen. Durch Umsetzung von
Benzylmercaptan mit y-Brom-crotonsédure-methylester erhielten wir den vy-
Benzylmercapto-crotonsédure-methylester (III) vom Schmp. 45-46° in 70-
proz. Ausbeute. Die Verseifung dieses Esters mit Bariumhydroxydlosung, die
sehr langsam und unvollstindig verlief, ergab jedoch nur verhiltnismiBig
wenig von der gewiinschten freien y-Benzylmercapto-crotonsiure (IV). Statt
dessen bildete sich im wesentlichen (etwa 709,) unter Verschiebung der
Doppelbindung die y-Benzylmercapto-vinylessigsidure (V). Diese wurde nach
dem Ansiuern mit Salzsiure als y-Benzylmercapto-y-butyrolacton (VI) isoliert.

C,H,-CH,-S-CH,-CH:CH-CO,R  C¢H,-CH,+S-CH:CH-CH, CO,H
IIT: R=CH, IV: R=H v
CsHy-CH,-S-HC— CH,
0} CH,
A2 \()6

Das Lacton (VI) geht mit Phenylhydrazin ebenso wie y-Methylmercapto-
y-butyrolacton?) in das Phenylhydrazon des B-Formyl-propionsiure-phenyl-
hydrazids iiber.

1) VI. Mitteil.: L. Birkofer u. H. Kachel, Naturwissenschaften 41, 576 [1954].
2) L. Birkofer u. I. Hartwig, Chem. Ber. 87, 1189 [1954].
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Aus der y-Benzylmercapto-crotonsiure (IV) wurde durch Erhitzen mit
wiBrigem Ammoniak die DL-B-Amino-y-benzylmercapto-buttersiure (VII) in
Rhomben vom Schmp. 203-204° erhalten. Die entsprechende L-Verbin-
dung (Schmp. 195—196°) stellten K. Balenovié und D. Fle&?) durch Ketten-
verlingerung nach Arndt-Eistert aus S-Benzyl-L-cystein dar.

Wegen der schlechten Zuginglichkeit der y-Benzylmercapto-crotonsiure
(IV) wurde in weiteren Versuchen der y-Benzylmercapto-crotonsiureester
(IIT) direkt mit. wirigem Ammoniak umgesetzt. Als Reaktionsprodukte ent-
standen 3-Amino-y-benzylmercapto-buttersiure (VII) und deren Amid. Diese
Mischung lieferte nach der Verseifung mit Salzséure die reine Verbindung VII
(S-Benzyl-B-homocystein) in 78-proz. Ausbeute.

Die Benzylgruppe von VII wurde mit Natrium in fliissigem Ammoniak
abgespalten und das pL-8-Homocystein (VIII) in 89-proz. Ausbeute als ziher
Sirup erhalten.

Bei der Synthese der «-Verbindung aus «-Amino-y-benzylmercapto-buttersiure haben
B. Riegel und V. du Vigneaud*) nach der reduktiven Abspaltung der Benzylgruppe
mit Jodwasserstoffsiure auf ein pg von 7 zur Freisetzung des Homocysteins eingestellt
und dieses durch Alkoholzusatz isoliert. Da es uns unter diesen Bedingungen nicht ge-

lang, die #-Verbindung zu gewinnen, wurden die Na-Ionen mit einem Katlonenaustauscher
entfernt.

C,H, CH,-S-CH,-CH(NH,)-CH,-CO,H - HS-CH, CH(NH,)-CH,-CO,H
VII VIII

Mit Nitroprussidnatrium zeigte VIII die charakteristische Reaktion auf
SH-Gruppen. Mit Reineckesiure lieferte das sirupdse f3-Homocystein ein
kristallines Reineckat, das rétlich violette, a,bgeétumpfte Rhomben bildete.
K. Balenovié¢ und D. Fle&5) berichten, r-§-Homocystein aus der L-Form
von VI1I®) dargestellt zu haben, ohne jedoch bisher von dieser Verbindung
irgendwelche Eigenschaften anzugeben.

Als SH-Verbindung muBte - das -Homocystein ebenso wie Homocystein
durch S#ureeinwirkung in das entsprechende Thiolacton iibergehen. Wir er-
hielten erwartungsgemif aus VIII durch Kochen mit konz. Salzsiure das
B-Homocystein-thiolacton-hydrochlorid (IX) vom Schmp. 165—166°. Anderer-
seits lie sich B-Homocystein durch Erhitzen mit 18 n Schwefelsiure in 3-Homo-
cystin (X) vom Schmp. 228° iiberfiihren.

_CH,~CH:NH,HOI .
S | Ix  HOC-CH, CH(NH,)-CH,S-S-CH, - CH(NH,)-CH, CO,H

N l
Co—-CH, X
Beschreibung der Versuche

v,Y'-Thio-dicrotonsiure-dimethylester (I): 12.1g y-Brom-crotonsidure-me-
thylester in 50 ccm trockenem Ather wurden unter kriftigem Riihren mit 5.4 g Kalium-
hydrogensulfid®) versetzt und 51/, Stdn. unter RiiekfluB gekocht. Nach Absaugen von
nicht umgesetztem Kaliumhydrogensulfid und gebildetem Kaliumbromid wurde der
Ather abgedampft und der Riickstand bei 3 Torr destilliert; es gingen etwa 4 g '(33%)

3) J. org. Chemistry 17, 347 [1952]. 4) J. biol. Chemistry 112, 163 [1935/36].
5) Congr. intern. Biochim.; Résumés communications, 2¢ Congr. Paris 1952, S. 170.
8) Dargestellt nach A. Rule, J. chem. Soc. {London] 99, 564 [1911].
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unverianderter Ester iiber. Nach Verminderung des Druckes auf 0.2 Torr wurden bhei
142° 2.25g von I als zahfliissiges Ol erhalten.
C1oH140,8 (230.3) Ber. C 52.16 H6.13 Cef. C 52.56 H 5.96

Y,y -Thio-dicrotonsiaure (II): 2 g I wurden mit 3.1 g Ba(OH), -8 H,O und 10 ccm
Wasser itber Nacht geschiittelt. Nach Ansiuern mit konz. Salzsiure auf py 2 wurde die
ausgefallene farblose Substanz in Ather aufgenommen. Beim Abdampfen des Athers
hinterblieben 1.3 g eines viscosen, mit Kristallen durchsetzten Riickstandes, der sich nach
Waschen mit Ather vollig verfestigte. Durch zweimaliges Umkristallisieren aus Wasser
wurde IT in Prismen vom Schmp. 168° erhalten.

CH,0,8 (202.2) Ber. C47.51 H 4.99 S15.85 Gef. C47.70 H 5.10 S 15.57

v-Benzylmercapto-crotonsiure-methylester (III): 52.3g y-Brom-croton-
sdure-mcthylester und 41 g Benzylmercaptan’) in 240 cem trockenem Ather
wurden unter kriftigem Riihren (Hershberg-Riihrer) und Kiihlen tropfenweise wihrend
30 Min. mit 29.5 g Tridthylamin versetzt. Nach 4stdg. Kochen unter Riickflu und
Riithren wurde vom Triathylamin-hydrobromid abgesaugt und dieses gut mit Ather ge-
waschen. Nach Waschen und Trocknen der vereinigten Atherlésungen und Abdampfen
des Losungsmittels hinterblieben 55 g eines zihfliissigen Oles, das beim Destillieren 46.5 g
(71.5%, d. Th.) y-Benzylmercapto-crotonsiaure-methylester (III) vom Sdp. 130°
(6-10-2 Torr) ergab. Nach Umkristallisieren aus Mecthanol kurze, farblose Prismen vom
Schmp. 45—-46°,
CpH 0,8 (222.3) Ber. C684.83 H6.35 S14.42 Gef. C64.76 H 6.31 S 14.97
v-Benzylmercapto-crotonsaure (IV): 10 g IIl wurden mit 8 g Ba(OH), 8 H,0
in 30 ccm Wasser 17 Stdn. geschiittelt. Durch Ausathern der alkalischen Ldsung wurden
6 g unverinderter Ester zuriickgewonnen. Nach Ansiuern der wilr. Lésung mit konz.
Salzsiure wurde das ausgeschiedenc Ol in Ather aufgenommen, dieser gewaschen und ge-
trocknet. Das nach Abdampfen des Athers zuriickgebliebene Ol (3 g) destillierte bei
130-137° (102 Torr). Nach langerem Stehenlassen wurden aus dem Ol 850 mg Kristalle
isoliert, die nach dem Umknstalllsneren aus Wasser kurze Prismen vom Schmp. 64-66°
ergaben.
C;,H,,0,8 (208.3) Ber. C63.43 H5.81 Gef. C63.85 H 5.84

y-Benzylmercapto-y-butyrolacton (VI): Das nach Absaugen der y-Benzyl-
mercapto-crotonsaure (IV) verbliehene zihfiiissige, farblose 01 wurde im Kugelrohr bei
10-2 Torr erneut destilliert. Die Hauptfraktion ging bei 110° iiber.
C;1H,;0,8 (208.3) Ber. C63.43 H5.81 Gef. C 63.02 H 5.66

Phenylhydrazon des Phenylhydrazids der 8-Formyl-propionsdure: 0.3 g
Y- Benzylmercapto -y-butyrolacton (VI) wurden mit 0.3 g reinem Phenylhydrazin
20 Min. im Otbad auf 100° erhitzt. Nach dem Abkiihlen schieden sich Kristalle ab, die
sich nach Hinzufiigen von trockenem Ather vermehrten. Zweimaliges Umkristallisieren
aus 95-proz. Alkohol ergab rhombische Plattchen vom Schmp. 188°. Der Misch-Schmp.
mit reinem Phenylhydrazon des Phenylhydrazids der B-Formyl-pro-
pionsadure war nicht erniedrigt.
CieH1sON, (282.3) Ber. C68.06 H6.43 Gef. C68.21 H 6.57
DL-B-Amino-y-benzylmercapto-buttersdure (VII): a) 700 mg y-Benzyl-
mercapto-crotonsidure (IV) wurden in 5 ccm Ammoniak (d0.91) 2 Stdn. im Ein-
schiuBrobr auf 160° erhitzt, wobei Losung eintrat. Nach Abdampfen des Ammoniaks
i. Vak. wurde der Riickstand aus Methanol umkristallisiert. Rhomben vom Schmp.
203-204°.
C;Hy;0,NS (225.3) Ber. C58.64 H6.71 N6.22 S14.23
~ Gef. C58.80 H6.72 N6.01 S14.22
b) 5g y-Benzylmercapto-crotonsédure-methylester (III) wurden mit 30 ccm
Ammoniak (40.91) 12-14 Stdn, im EinschluBrobr auf 150° erhitzt. Nach Entfernen
des Ammoniaks i. Vak. wurde der halbfeste Riickstand mit einer Mischung aus je 10 ccm

7) Dargestellt nach R. L. Frank u. P. V. Smith, J. Amer. chem. Soc. 8, 2103 {1948).
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konz. Salzsiure und Wasser etwa 16 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Die noch warme 1.6-
sung wurde mit 100 ccm Wasser verdiinnt und mehrmals ausgeithert. Nach Einengen
i. Vak. und mehrmaligem Aufnehmen in Wasser und jeweiligem Findamgfen zur Trockne
wurde die Salzsiure weitgehend entfernt und dann der feste Riickstand in warmem Wasser
gelost. Die gekiihlte Losung wurde mit konz. Ammoniak (d 0.91) auf 7y 6—7 eingestelit,
wobei 3.9 g (789, d. Th.) fast reine VII ausfielen. Nach Umbkristallisieren aus absol.
Alkohol Rhomben vom Schmp. 203—204°. Der Misch-Schmp. mit dem unter a) erhaltenen
Praparat war nicht erniedrigt.

B-Homocystein (VII): Ein 250-ccm-Dreihalskolben mit Riihrer und Gasein-
leitungsrohr, der 1.5 g fein gepulverte pL-B-Amino-y-benzylmercapto-buttersaure
(VII) enthielt, wurde in einer Mischung von festem Kohlendioxyd und Trichlorathylen
auf --60° bis —80° gekiihlt; dann wurde so lange gasformiges Ammoniak unter schwachem
Rithren eingeleitet, bis etwa 50 cem fliissiges Ammoniak im Kolben kondensiert waren.
Hierauf wurde die Kiihlung voriibergehend entfernt, bis das Ammoniak gerade zu sieden
begann, da sich bei dieser Temperatur die Substanz am besten loste. Nach vollstandiger
Losung wurde auf --45° gekiihlt und so lange Natrium in kleinen Stiicken zugefiigt, bis
die auftretende blaue Farbe 5—10 Min. bestehen blieb (Verbrauch etwa 300 mg Na). Zur
Zerstorung des Na-Uberschusses wurde Ammoniumjodid bis zum Verschwinden der Farbe
zugesetzt. Der groBte Teil des Ammoniaks wurde bei Zimmertemperatur und Normal-
druck abgedampft und der Rest i. Vak. abgezogen. Nun wurde mit Reinststickstoff die
Apparatur gefiillt, ecrneut evakuiert und dieser Vorgang mehrmals wiederholt. Unter
Kihlung wurde in 20 ccm luftfreiem Wasser gelost, filtriert und die alkalische Lésung
durch eine Siule gegeben, die mit 25 ccm des Kationenaustauschers Amberlite IR C50
gefiillt war. Da sauerstoff-freies Arbeiten erforderlich ist, wurde der Austauscher nach dem
Einfiillen in die Siule zunichst unter Einleiten von Stickstoff ausreichend mit luftfreiem
Wasser gewaschen. Die nach dem Passieren des Ionen-Austauschers von Kationen be-
freite Losung wurde in einem Kolben unter Stickstoff aufgefangen und i. Vak. unter
Stickstoff eingeengt. Nach Trocknen iiber P,0, hinterblicben 0.8 g (89%, d. Th.) VIII
als farbloser Sirup.

Reineckat des 3-Homocysteins: Eine Liosung von 136 mg siruptsem 3-Homo-
cystein (VIII) in 3 ccm Wasser wurde in eine warme Loésung von 350 mg Ammonium-
reineckat in 10 ccm Wasser eingetragen. Nach 5 Min. langem Schiitteln wurde die
filtrierte Losung mit 2 n HySO, kongosauer gemacht. Bei 0° schieden sich 160 mg
VIil-Reineckat ab. Nach Umkristallisieren aus Wasser rotlichviolette, abgestumpfte
Rhomben, die sich ab 180° dunkel firbten und zwischen 213—-220° zersetzten.

' H,0,NS-H([Cr(NH,),(SCN),] (454.5) Ber. C21.12 H3.656 Gef. C21.37 H 3.26

B-Homocystein-thiolacton-hydrochlorid (IX): 1.5g B-Homocystein wur-
den in 6 ccm konz. Salzsdure 1 Stde. im siedenden Wasserbad unter RiickfluB und Durch-
leiten von Stickstoff erhitzt. Die Salzsiure wurde i. Vak. abgedampft, der Riickstand
erneut mit 6 cem konz. Salzséiure {ibergossen und diese wieder i. Vak. abgedampft. Zur
Entfernung der restlichen Feuchtigkeit wurde mehrmals mit absol. Alkohol iibergossen
und dieser wieder i. Vak. abgezogen. Nach Losen in wenig absol. Alkohol wurde mit
absol. Ather bis zur gerade auftretenden Triibung versetzt. Bei 0° kristallisierte IX aus,
das aus absol. Alkohol rhombische Prismen vom Schmp. 165—-166° bildet.

C,H,ONS-HCl (153.6) Ber. C31.25 H5.25 S20.88 Gef. C31.46 H4.99 §20.37

B-Homocystin (X): 1.8g B-Homocystein (VIII) wurden in 18 ccm 18 » H,SO,
8 Stdn. unter RiickfluB und Durchleiten von Stickstoff im Olbad auf 125—135° erhitzt.
Nach Verdiinnen der Losung mit 100 ccm Wasser wurde die Schwefelsdure mit Barium-
hydroxydlosung entfernt und die waBr. Losung auf 10 ecm eingeengt; nach Stehenlassen
bei 0° schied sich das -Homocystin ab. Aus Wasser abgestumpfte Rhomben vom
Schmp. 228° (Zers.). .
CH,,0,N,S, (268.3) Ber. C35.82 H 5.97 N 10.45 S 23.88
Gef. C35.83 H5.77 N 10.19 S 23.93





