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B i o s y n t h e s e  

Von 

Klaus KSrte uad Ulrich Schmidt* 
Aus dem Organisch-Chemischen Ins t i tu t  der Universit/~t V(ien 

(Eingegangen am 24. September 1970) 

Die nichtenzymatisehe Reaktion yon Schwefehvasserstoff 
(Indol), L-Serin und Pyridoxal f/ihrt zu DL-Cystin (DL-Trypto- 
phan). Dieser sterische Ablauf ist am einfachsten mit einem 
Reaktionsweg fiber Pyridoxyliden-aminoacryls~ure zu deuten. 
~-Eliminierungen an Schi//schen Basen yon ~-Hydroxy-, 
~-Dialkylamino- und ~-Athylthio-alaninestern werden unter- 
sueht. In Gegenwart stark basischer Ionenaustauscher wird 
aus Salicyliden-S-/~thyleystein-~thylester (3) Athylmercaptan 
eliminiert. An die gebildete Acryls~ure addiert sieh ein weiteres 
Mol 3 zu 4. 

Syntheses in the Adermine Series, IV:  Experiments Concer- 
ning the Mechanism o/the Cysteine and Tryptophan Biosynthesis 

The steric course of the non-enzymatic reaction of hydrogen 
sulfide (indole), L-serine and pyridoxal  to DL-cystine (I)L-trypto- 
phan) has been studied. The results point  to pyridoxylidene 
aminoaerylic acid as an intermediate.  ~-Eliminations with 
Sehiff bases of ~-hydroxy-, ~-dialkylamino-, and ~-ethyl- 
thio-Manine esters have been investigated. In  the presence 
of strongly basic ion exchangers ethyl mercaptan is el iminated 
from ethyl-N-salicylidene-S-ethyl cysteinate (3). A second mote 
of 3 adds to the acrylic acid thus formed to yield 4. 

P y r i d o x u l p h o s p h a t  en tha l t en4e  E n z y m e  nehmen  eine Schliissel- 
s tel lung im Stoffwechsel  der  Aminos/~uren ein. Trans~minierung  1, 
Racemis ie rung  ~, D e e a r b o x y l i e r u n g 3  ~,~.El iminierung4,  ~,~-Eliminie-  
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rung 5 und die reversible Spaltung yon ~-I-Iydroxyumiaos~uren 6 laufen 
fiber die Zwischenstufe yon N-Pyridoxyliden-aminoss ~b. Einige 
dieser l%eaktionen lassen sieh auch nichtenzymatisch - -  jedoch in 
Gegenwart yon Pyridoxal- und Schwermetallionen - -  verwirkliehenL 

Wie wir fanden, ls sieh auch die Bildung yon Cystein aus Serin und 
Sehwefe]wasserstoff an der Serinsulfhydrase ocler Cysteinsynthetase, die 
yon L y n e n  und S c h l o s s m a n n  s naehgewiesen wurde, ohne Enzym, jedoch 
mit Pyridoxal, nachahmen. Leitet man in eine verdfinnte LSsung yon 
Pyridox~l und Serin in Wasser bei pI-I 6,2 Schwefelwasserstoff ein, so 
]~13t sich nach einiger Zeit Cystin n~chweisen. Der Umsatz  ist jedoch 
gering, da das Pyridox~l und Cystein schnell zu Dipyridoxyldisulfid ~ 
weiterreagieren 1~ Versuche mit Zusatz yon SehwermetaUionen verliefen 
ergebnislos, cla, wie sehon bekannt  7, Cystein sieh in Wasser in Gegenw~rt 
yon Schwermet~llionen und Pyridoxal schr~ell zersetzt. Fiir diese und 
andere Umwandlungen des Serins in substituierte Alanine (z. B. Cysta- 
thionin und Tryptophan) nimlnt man primate ~-Eliminierung yon 
Wasser aus dem Pyridoxylidenserin (1) zur Pyridoxylidenaminoacryl- 
s~iure (2) und folgende Addition yon Sehwefelwasserstoff (1-Iomo- 
eystein bzw. Indol) zum Cystein (Cystathionia bzw. Tryptophun v, 11) an. 
Der Naehweis yon Pyridoxylidenaminoaeryls~iure (2) ist jedoch bisher 
nieht erbraeht. Daneben ist ein nueleophiler Austausch der OH-Gruppe 
denkbar. Diese kSnnte vielleieht fiber Sehwefelwasserstoffaddition an 
die C--~N-Doppelbindung der S c h i / ] s c h e n  Base und nachtr~gliche 
Thiazolidinbildung erfolgen. 

Beim Ablauf der nichtenzymatisehen l~eaktion fiber Pyridoxyliden- 
aminoaerylss mul~ im Unterschied zu den anderen denkbaren Mech~- 
nismen l%acemisierung cintreten, d .h .  aus akt ivem Serin muir raeemi- 
sches Cystein entstehen. Wir prfiften die Stereoehemie clieser Reaktion 
durch einen enzymatisehen Konfigurationstest ~ des gebilcletea Cystins 

5 R.  E .  Kall io ,  J.  Biol. Chem. 192, 371 (1951). 
D. E.  Metzler, J .  B .  Longenecker und E. E.  Snell ,  J.  Amer. Chem. Soc. 

75, 2786 (1953); 76, 639 (1954). 
7 D. E.  Metzler, M .  I k a w a  und E.  E.  Snell ,  J.  Amer. Chem. Soc. 76, 648 

(1954). 
s F .  L y n e n  und K .  Schlossmann,  Angew. Chem. 69, 179 (1957); Biochem. 

Z. 328, 591 (1957). 
U. Schmid t  und G. Giesselmann, Arm. Chem. 657, 162 (1962). 

lo F .  W.  Bernhardt,  E.  D ' A m a t o  und R.  M .  Romarell i ,  Arch. Bioehem. 
Biophys. 88, 267 (1960); G. Wendt  uIld F.  W.  Bernhardt,  l. c. 88, 270 (1960). 

11 W.  A .  Wood, J .  C. Gunsalus trod W.  W.  Umbreit, J.  Biol. Chem. 170, 
313 (1947). 

12 j .  iF. Greenstein und M .  Win i t z ,  ,,Chemistry of the Amino Acids", 
p. 1433 und 1782, New York (1961); J .  P .  Greenstein, S .  P .  B i r n b a u r a u n d  
N .  C. Othey, J.  Biol. Chem. 204, 307 (1953) ; H.  U. Bergmeyer,  ,,Methoden der 
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auf dem Papierehromatogramm, der im Versuehsteil ausfiihrlieh be- 
sehrieben ist. Dabei stellte sieh heraus, dab vollst/~ndige Raeemisierung 
bei der Cystinbildung aus optiseh aktivem Serin eingetreten war, ein 
Betund, der sieh plausibel nut  mit dem Reaktionsweg fiber die Pyrid- 
oxylidenaminoaerylsgure vereinbaren l~gt. 

HOCH2--CHCOOH ------ HOCH2--~H-COOH ~ H2C=C-COOH 
I 
NH2 

I. 

N N 

HC HC 

H 0 ~ / C H 2 0 H  H 0 ~  CH20H 

H3 C/ ~N / M3C" ~N F 

1 2 

H2Sb HSCH2_CH- COOH 
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HSCH2-CH-COOH 
He 1 
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Wir haben auch den sterischen Ablaut der von Snell und Metzler 7 
durehgetfihrten nichtenzymatischen Synthese yon Tryptophan aus Serin, 
Pyridoxal und Indol untersucht und auch hierbei Raeemisierung test- 
gestellt. Der Reaktionsab]aut fiber die Pyridoxy]idenaminoacrylsgure 
- -  wit die amerikanischen Autorert die I~eaktion tormuliert haben - -  
wire[ also auch hier durch das sterische Resultat unterstfitzt. 

V e r s u c h e  zu r  I s o l i e r u n g  S e h i / / s c h e r  B a s e n  d e r  ~ -Amino-  
a e r y l s & u r e  

Eliminierungsreaktionen an g-Pyridoxyliden- und ao-Salicyliden- 
aminos/turen mit geeigneten Abgangsgruppen in ~-Stellung sollten zur 
Isolierung Schi//seher Basen der ~-Aminoaerylsgure lfihren, g-Salicyliclen- 
aminos/iuren sind eintachere Modelle als g-Pyridoxylidenaminosguren, 
besitzen jedoeh immerhin die charakteristisehen funktionellen Grupl0en: 
die C=N-Doppelbindung der Schi//sehea Base eines aromatisehen 
Aldehyds und &azu in o-Stellung eine phenolische Hydroxylgruppe, die 
durch Wasserstolfbrfickenbildung oder dureh Bildung eines Seehsring- 
l~Ietall-Chelates die Schi//sehe Base stabilisieren kann. Die Synthese 

enzymatisehen Analyst", S. 371, Verlag Chemic, 1962; Privatmitteilung: 
Dr. Holz und Dr. W. Gruber bei C. F. Boehringer (Mannheim), Bio- 
ehemisehe Abteilung, Tutzing/Obb. 
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entsprechender ~-Chlor- und ~-Digthylaminoverbindungen miglang. 
Sehon bei der Kondensation yon ~-Amino-~-di&thylamino-propionsaure- 
ester mit  Pyridoxal-hydroehlorid t ra t  eine Abspaltung von Di/~thyl- 
aminhydroehlorid ein. Das Derivat des Amino-aerylss wurde 
danebelt nieht aufgefunden-. 

e-Salieyliden- and ~-Pyridoxylidenverbindungen des Serinisopropyl- 
esters und des S-Xthyleystein-athylesters sind dagegen stabiler. Naeh 
vergebliehen Versuehen znr Wassereliminierung aus der Serinverbindung 
fanden wir im Salieyliden-S-gthyleystein-s (3) ein geeignetes 
Modell fiir die ~-Eliminierung. In  Tetrahydrofuran tr i t t  in Gegenwart 
/~quivalenter MengeIt des stark basischen Ionenaustauschers II~A-400 
Xthylmercaptanabspaltung zum Salicyliden-aminoacrylester ein, der 
schnell ein weiteres ~ o l  Ausgangsverbindung (3) an die sehr reaktions- 
f/~hige Doppetbindnng addiert zu 4. 

H5C2S H2C - C H - COOC2H 5 H2C= C -  COOC2H 5 
L B e I 
N ~ N 
ql II CH CH ~OH [~OH 

H5C 2 -  S-H2C-  CH - COOC2H 5 
I 
N 
ql 
CH ~ 0- H2C- ~H - C00C2H 5 

,1 
4 CH 

H0 

Experimenteller Teil 

Umsetzung des Serins mit Schwejelwassersto/] in Gegenwart yon Pyridoxal 

Zu einer LSsung von 0,525 g (0,005 Mol) Serin in 70 ml Wasser werden 
langsam 0,836 g (0,005 Mol) Pyridoxal gegeben, wobei die gelbe Fgrbung der 
Schi/]sehen Base aufgritt. In die L6sung, die einen pH-Wert yon 6,2 aufweisg, 
wird bis zur S&ttigung Sehwefelwasserstoffgas eingeleitet, wobei sieh naeh 
den ersten 5 Min. etwas Sehwefel abseheidet. Die filtrierte L6sung wird 
15 Min. auf 80 ~ gehalten, mit 2n-HC1 auf den ptt-Wert 2 eingestellt und im 
Vak. zur Troekene eingedampft. 

Cystin wird in geringer Menge papierehromatographiseh und d/innsehieht- 
ehromatographiseh Ms DNP-Derivat  naehgewiesen. 
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Mikromethode der enzymatischen Kon]igurationsbestimmung 1~ 

Die Methode be ruh t  auf  einer Koppe lung  der Aminos/~ureoxydase- mi t  
der  Peroxidase-Reakt ion .  

Aminosgureoxidase- lReakt ion:  Eine  L- bzw. D-Aminos/iure wird spezi- 
fiseh du tch  L- bzw. D-Aminosgureoxidase (L- bzw. D-AOD), deren Coenzym 
Flav inaden ind inue leo t id  (FAD) ist, zur Iminos/~ure oxydier t ,  wobei  FAD 
zu FAD-I-I2 reduzier t  wird. 

R - - C H - - C O O H  
I + L- bzw. D-AOD/FAD 

N I t  2 *,- bzw. D- 

t ~ - - C - - C O O I t  
> ![ + L- bzw. D.AOD/FAD.tI~ 

N H  

Die en ts tehende  Iminosgure  zerf/illt in Gegenwar t  yon Wasser  in die 
Ketos/ ture  und  NH~. Das gleiehzeit ig ents tehende JFAD-I-I2 wird dureh 
Sauerstoff  zu FAD un te r  Bi ldung yon  Wassers tof fperoxid  oxydier t .  

L- bzw. D-AOD/FAD-H2 + 02 -+ L- bzw. D-AOD/ff'AD + tI202. 

Das gebi ldete  Wassers toffperoxid  geht  in die Perox idase -Reak t ion  ein. 
Peroxidase- l~eakt ion:  E in  Wassers tof fdonator  AH~ (z. B. o-Dianisidin) 

wird dureh Wassers toffperoxid  in Gegenwar t  der Peroxidase  (POD) in seine 
oxydier te  F o r m  A (hier ein ro ter  Farbstoff)  i ibergeffihrt  : 

AtI2 + K~O2 + PoD 2 H20 + A. 

Eine  Ro t fg rbung  zeigt  also an, dab eine L- bzw. D-Aminosfi.ure dureh L- 
bzw. D-Aminos~ureoxidase umgese tz t  wordel l  ist. 

Ff ir  unsere t{onf igura t ionsbes t immung zogeI1 wir  die L-Aminosgure- 
oxydase  der I>Aminos~Lureoxidase vor,  da  so, wie Tab.  1 zeigt, g/instigere 
Reakt ionsgeschwindigkei ten  erreieht  werden.  

T a b e l l e  1 

Oxida t ion*  der Oxidat ion  * der 
Aminosgure  L-Isomeren mi t  L-AOD D-Isomeren mi t  D-AOD 

Serin 0,0 2,8 
Cystin 63,0 1,4 
T r y p t o p h a n  199,0 3,0 

* Gemessen in Mikromol ve rb raueh ten  Sauerstoffs pro Stunde und  mg  
Stiekstoff.  

Aueh  wird L-Serin dureh L-AOD nieht  oxydier t ,  so daf] eine St6rung 
du tch  Serin n ieht  gegeben ist. 

Se tz ten  wir  D- und  L-Serin jeweils in Gegenwar t  yon Pyr idoxa l  mi t  
Sehwefelwasserstoff  bzw. Indol  urn, t r enn ten  die Reakt ionsgemisehe  du tch  
pr / tpara t ive  Sehieh tehromatographie  auf und besprf ihten das abge t rennte  
und  auf  elm Chromatographiepapie r  (Wha tman  Nr.  i)  aufgebraehte  Cystin 
bzw. T r y p t o p h a n  mi t  e inem Gemiseh aus J~-AOD-L6sung, POD-L6sung und  

14" 
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o-Dianisidin, so stellten wir in allen vier F/illen eine l%otf/~rbung fest. Es 
hat ten  sich also die IRacemate gebildet. 

BenStigte LTsung: 1 mg o-Dimlisidinhydrochlorid wird in 0,2 ml destfll. 
Wasser gelSst und 2,5 ml Tri/~thanolamin-Puffer, pI-I = 7,6, zugegeben. 
Hierzu f/igt man 5 mg (0,5 ml) Peroxydase I (Kristallsuspension in 2,8m- 
Ammoniumsulfatl6sung, pill = 6,8), 0,5 ml L-Aminos/~ureoxydase (1 mg/ml, 
Kristallsuspension in 3,2m-AmmoniumsulfatlSsung, p H  = 6) und etwa 1 mg 
Flavinadenindinukleotid-Natriumsalz.  

ct-Salicyliden-serinisopropylester 

2,94 g (0,02 Mol) Serinisopropylester werden mit  2,44 g (0,02 Mol) 
Salicylaldehyd in 100 ml absol. Benzol am Wasserabscheider gekocht, wobei 
sieh die LSsung gelb f/~rbt. Naeh dem Abziehen des Benzols wird tier Riick- 
s tand rektifiziert. Sdp.0,o05 134 ~ Ausb. 5,0 g (83% d. Th.). 

ClaH1704N. Ber. C 62,14, H 6,82, N 5,57. 
Gef. C 61,8I, I-I 6,57, N 5,90. 

~-Pyridoxyliden-serinisopropylester 

2,94 g (0,02 Mol) Serinisopropylester werden in 100 ml CHC13 mit  3,34 g 
(0,02 Mol) Pyridoxal  12 Stdn. gerfihrt. Nach dem Abziehen des Chloroforms 
wird der getroeknete Rfickstand aus Benzol umkristallisiert ,  wobM man gelbe 
Nade]n, Schmp. 115 ~ (u. Zers.), erhs Ausb. 4,5 g (76% d. Th.). 

C14H20N205. Ber. C 56,74, H 6,80, N 9,45. 
Gef. C 56,70, I-I 6,99, N 9,15. 

-Salicyliden-S-i~thylcystein~thylester 

3,54 g (0,02 Mol) S-Athyleystein/~thylester werden mit  2,44 g (0,02 Mol) 
SalicylMdehyd in Benzol am Wasserabschneider gekocht. Nach Beendigung 
der Reakt ion wird das Benzol abgezogen und der Rfickstand rektifiziert.  
Sdp.0,0s 143 ~ Ausb. 3,65 g (65% d. Th.). 

C14It19N03S. Ber. C 59,75, H 6,76, N4,98,  S 11,00. 
Gel. C 59,50, H 6,84, N 5,20, S 11,52. 

a.Pyridoccyliden-S-~tthyIcysteindthyZester-hydrochlorid 

1,0 g (0,005 Mol) Pyridoxalhydroehlorid wird in Methanol mit  0,85 g 
(0,005 Mol) S-J~thylcystein/~thylester geriihrt. Nach 3 Stdn. wird das LTsungs- 
mittel  abgezogen, der Rflckstand mit  CtICls digeriert, vom Unl5slichen 
(Pyridoxalhydrochlorid) abfiltriert und vom Chloroform befreit. Zur(iek 
bleibt ein gelbrotes, einheitliehes, kristallines Produkt ,  Ausb. 1,1 g (62% 
d. Th.). 

ClaK22C1N204S. Ber. S 8,80. Gef. S 8,49. 

Reaktion des ~-Salicyliden.S-(tthylcysteingtthylesters an einem basischen 
Ionenaustauscher 

2,81 g (0,01 Mol) a-Salieyliden-S-/~thylcystein~thylester werden in 100 ml 
absol. Tetrahydrofuran gelSst und mit  einer ~quimolaren Menge des s tark  
basischen Ionenaustausehers Amberli te IRA-400 I2 Stdn. geriihrt. Nach dem 
Abfiltrieren des Ionenaustausehers wird das LSsungsmittel alogezogen und 
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der gelbe, 51ige R/ickstand mit eisgek~hltem, absol. A~her versetzg, wobei ein 
gelbes Pulver ausfgllt, das beim Umkristallisieren aus CC14 schSne, gelbe 
KrisgMle, Sehmp. 129 ~ ergibt, Ausb. 2,0 g (40~o d. Th.). 

C26I-I~2N206S. (500,62) Bet. C 62,38, t I  6,44, N 5,59, S 6,40. 
Gel. C 62,45, I-t 6,53, N 5,57, S 6,59. 
M G  (massenspektroskopiseh): 500. 


