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Die nichtenzymatische Reaktion von Schwefelwasserstoff
(Indol), T-Serin und Pyridoxal fihrt zu pr-Cystin (DL-Trypto-
phan). Dieser sterische Ablauf ist am einfachsten mit einem
Reaktionsweg uber Pyridoxyliden-aminoacrylsdure zu deuten.
B-Eliminierungen an Schiffschen Basen von §-Hydroxy-,
g-Dialkylamino- und 8-Athylthio-alaninestern werden unter-
sucht. In Gegenwart stark basischer Jonenaustauscher wird
aus Salicyliden-S-athyleystein-athylester (3) Athylmercaptan
eliminiert. An die gebildete Acrylsdure addiert sich ein weiteres
Mol 3 zu 4.

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

The steric course of the non-enzymatic reaction of hydrogen
sulfide (indole), T-serine and pyridoxal to DL-cystine (DL-trypto-
phan) has been studied. The results point to pyridoxylidene
aminoacrylic acid as an intermediate. B-Eliminations with
Schiff bases of p-hydroxy-, B-dialkylamino-, and B-ethyl-
thio-alanine esters have been investigated. In the presence
of strongly basic ion exchangers ethyl mercaptan is eliminated
from ethyl-N-salicylidene-S-ethyl cysteinate (3). A second mole
of 3 adds to the aerylic acid thus formed to yield 4.

Pyridoxalphosphat enthaltende Knzyme nehmen eine Schliissel-
stellung im Stoffwechsel der Aminosduren ein. Transaminierung?,
Racemisierung?, Decarboxylierung?, o,p-Eliminierung?, o,v-Eliminie-
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rung® und. die reversible Spaltung von B-Hydroxyaminosiuren® laufen
iber die Zwischenstufe von N-Pyridoxyliden-aminosduren ab. Einige
dieser Reaktionen lassen sich auch nichtenzymatisch — jedoch in
Gegenwart von Pyridoxal- und Schwermetallionen — verwirklichen?.

Wie wir fanden, 18t sich auch die Bildung von Cystein aus Serin und
Schwefelwasserstoff an der Serinsulfhydrase oder Cysteinsynthetase, die
von Lynen und Schlossmonn® nachgewiesen wurde, ohne Enzym, jedoch
mit Pyridoxal, nachahmen. Leitet man in eine verdiinnte Loésung von
Pyridoxal und Serin in Wasser bei pH 6,2 Schwefelwasserstoff ein, so
148t sich nach einiger Zeit Cystin nachweisen. Der Umsatz ist jedoch
gering, da das Pyridoxal und Cystein schnell zu Dipyridoxyldisulfid®
weiterreagieren®. Versuche mit Zusatz von Schwermetallionen verliefen
ergebnislos, da, wie schon bekannt?, Cystein sich in Wasser in Gegenwart
von Schwermetallionen und Pyridoxal schnell zersetzt. Fiir diese und
andere Umwandlungen des Serins in substituierte Alanine (z. B. Cysta-
thionin und Tryptophan) nimmt man primére (-Eliminierung von
Wasser aus dem Pyridoxylidenserin (1) zur Pyridoxylidenaminoacryl-
sdure (2) und folgende Addition von Schwefelwasserstoff (Homo-
cystein bzw. Indol) zum Cystein (Cystathionin bzw. Tryptophan? 11) an.
Der Nachweis von Pyridoxylidenaminoacrylsdure (2) ist jedoch bisher
nicht erbracht. Daneben ist ein nucleophiler Austausch der OH-Gruppe
denkbar. Diese konnte vielleicht tiber Schwefelwasserstoffaddition an
die C=N-Doppelbindung der Schiffschen Base und nachtrigliche
Thiazolidinbildung erfolgen.

Beim Ablauf der nichtenzymatischen Reaktion iiber Pyridoxyliden-
aminoacrylsdure muf im Unterschied zu den anderen denkbaren Mecha-
nismen Racemisierung eintreten, d. h. aus aktivem Serin mul} racemi-
sches Cystein entstehen. Wir priiften die Stereochemie dieser Reaktion
durch einen enzymatischen Konfigurationstesti? des gebildeten Cystins
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auf dem Papierchromatogramm, der im Versuchsteil ausfithrlich be-
schrieben ist. Dabei stellte sich heraus, daf vollstindige Racemisierung
bei der Cystinbildung aus optisch aktivem Serin eingetreten war, ein
Befund, der sich plausibel nur mit dem Reaktionsweg iiber die Pyrid-
oxylidenaminoacrylsdure versinbaren 14t.
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Wir haben auch den sterischen Ablauf der von Snell und Meizler?
durchgefiihrten nichtenzymatischen Synthese von Tryptophan aus Serin,
Pyridoxal und Indol untersucht und auch hierbei Racemisierung fest-
gestellt. Der Reaktionsablauf iiber die Pyridoxylidenaminoacrylsiure
— wie die amerikanischen Autoren die Reaktion formuliert haben —
wird also auch hier durch das sterische Resultat unterstiitzt.

Versuche zur Isolierung Schiffscher Basen der o-Amino-
acrylsdure

Eliminierungsreaktionen an o«-Pyridoxyliden- und o-Salicyliden-
aminosduren mit geeigneten Abgangsgruppen in (3-Stellung sollten zur
Isolierung Schiffscher Basen der a- Aminoacrylsiure fithren. «-Salicyliden-
aminosiuren sind einfachere Modelle als «-Pyridoxylidenaminosiuren,
besitzen jedoch immerhin die charakteristischen funktionellen Gruppen:
die C=N-Doppelbindung der Schiffschen Base eines aromatischen
Aldehyds und dazu in o-Stellung eine phenolische Hydroxylgruppe, die
durch Wasserstoffbriickenbildung oder durch Bildung eines Sechsring-
Metall-Chelates die Schiffsche Base stabilisieren kann. Die Synthese

enzymatischen Analyse®, 8. 371, Verlag Chemie, 1962; Privatmitteilung:
Dr. Holz und Dr. W. Gruber bei C. F. Boechringer (Mannheim), Bio-
chemische Abteilung, Tutzing/Obb.
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entsprechender {-Chlor- und B-Didthylaminoverbindungen miflang.
Schon bei der Kondensation von ¢-Amino-§-didthylamino-propionséure-
ester mit Pyridoxal-hydrochlorid trat eine Abspaltung von Didthyl-
aminhydrochlorid ein. Das Derivat des Amino-acrylsidureesters wurde
daneben nicht aufgefunden:

a-Salicyliden- und «-Pyridoxylidenverbindungen des Serinisopropyl-
esters und des S-Athylcystein-dthylesters sind dagegen stabiler. Nach
vergeblichen Versuchen zur Wassereliminierung aus der Serinverbindung
fanden wir im Salicyliden-S-athyleystein-athylester (3) ein geeignetes
Modell fiir die $-Eliminierung. In Tetrahydrofuran tritt in Gegenwart
dquivalenter Mengen des stark basischen Ionenaustauschers IRA-400
Athylmercaptanabspaltung zum Salicyliden-aminoacrylester ein, der
schnell ein weiteres Mol Ausgangsverbindung (3) an die sehr reaktions-
fahige Doppelbindung addiert zu 4.
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Experimenteller Teil
Umsetzung des Serins mit Schwefelwasserstoff in Gegenwart von Pyridoxal

Zu einer Lésung 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 Farbung der
Schiffschen Base auftritt. In die Lésung, die einen pH-Wert von 6,2 aufweist,
wird bis zur Siattigung Schwefelwasserstoffgas eingeleitet, wobei sich nach
den ersten 5 Min. etwas Schwefel abscheidet. Die filtrierte Losung wird
15 Min. auf 80° gehalten, mit 2n-HCI auf den pH-Wert 2 eingestellt und im
Vak. zur Trockene eingedampft.

Cystin wird in geringer Menge papierchromatographisch und diinnschicht-
chromatographisch als DNP-Derivat nachgewiesen.
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Mikromethode der enzymatischen Konfigurationsbestimmung 12

Die Methode beruht auf einer Koppelung der Aminoséureoxydase- mit
der Peroxidase-Reaktion.

Aminosdureoxidase-Reaktion: Eine T- bzw. p-Aminosdure wird spezi-
fisch dureh .- bzw. p-Aminosgureoxidase (I- bzw. D-40D), deren Coenzym
Flavinadenindinucleotid (FAD) ist, zur Iminosdure oxydiert, wobei FAD
zu FAD-Hg reduziert wird.

R—CH—COOH
+ ©- bzw. p-AOD/FAD —>
NH, zt- bzw. D-

R—C-—CO0H
_— | + 1- bzw. p-AOD/FAD-H,
NH

Die entstehende Iminosdure zerfillt in Gegenwart von Wasser in die
Ketosdure und NHs. Das gleichzeitig entstehende FAD-Hy wird durch
Sauerstoff zu FAD unter Bildung von Wasserstoffperoxid oxydiert.

L- bzw. D-AOD|FAD-Hy + Oz - L- bzw. D-AOD/FAD + Hy0s.

Das gebildete Wasserstoffperoxid geht in die Peroxidase-Reaktion ein.

Peroxidase-Reaktion: Ein Wasserstoffdonator AHy (z. B. o-Dianisidin)
wird durch Wasserstoffperoxid in Gegenwart der Peroxidase (POD) in seine
oxydierte Form 4 (hier ein roter Farbstoff) iibergefihrt:

AH, + Hy0 P22 9 H,0 + 4.
Eine Rotfarbung zeigt also an, daf eine L- bzw. D-Aminosiure durch -
bzw. D-Aminoséureoxidase umgesetzt worden igt.
Fir unsere Konfigurationsbestimmung zogen wir die rL-Aminosiure-
oxydase der pD-Aminosdureoxidase vor, da so, wie Tab. 1 zeigt, ginstigere
Reaktionsgeschwindigkeiten erreicht werden.

Tabelle 1
Aminosi Oxidation * der Oxidation * der
THIROSAULe L-Isomeren mit L.-A0D b»p-Isomeren mit p-40D
Serin 0,0 2,8
Cystin 63,0 1,4
Tryptophan 199,0 3,0

* Gemessen in Mikromol verbrauchten Sauerstoffs pro Stunde und mg
Stickstoff.

Auch wird r-Serin durch 1-4A0D nicht oxydiert, so dafl eine Storung
durch Serin nicht gegeben ist.

Setzten wir - und L-Serin jeweils in Gegenwart von Pyridoxal mit
Schwefelwasserstoff bzw. Indol um, trennten die Reaktionsgemische durch
préparative Schichtchromatographie auf und besprithten das abgetrennte
und auf ein Chromatographiepapier (Whatman Nr. 1) aufgebrachte Cystin
bzw. Tryptophan mit einem Gemisch aus 1.-40D-Lésung, POD-Losung und
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o-Dianisidin, so stellten wir in allen vier Fillen eine Rotfarbung fest. Es
hatten sich also die Racemate gebildet.

Benotigte Losung: 1 mg o-Dianisidinhydrochlorid wird i 0,2 ml destill.
Wasser gelost und 2,6 ml Tridthanolamin-Puffer, pH = 7,6, zugegeben.
Hierzu fugt man 5 mg (0,5 ml) Peroxydase I (Kristallsuspension in 2,8m-
Ammoniumsulfatlésung, pH = 6,8), 0,5 ml L-Aminosdureoxydase (1 mg/ml,
Kristallsuspension in 3,2m-Ammoniumsulfatlésung, pH = 6) und etwa 1 mg
Flavinadenindinukleotid-Natriumsalz.

a-Salicyliden-serintsopropylester

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
sich die Losung gelb farbt. Nach dem Abziehen des Benzols wird der Riick-
stand rektifiziert. Sdp.o,005 134°, Ausb. 5,0 g (839, d. Th.).

C13H1704N. Ber. C 62,14, H 6,82, N 5,57.
Gef. C 61,81, H 6,57, N 5,90.

o-Pyridoxyliden-serinisopropylester

2,94 g (0,02 Mol) Serinisopropylester werden in 100 mi CHCl3 mit 3,34 g
(0,02 Mol) Pyridoxal 12 Stdn. gerithrt. Nach dem Abziehen des Chloroforms
wird der getrocknete Riickstand aus Benzol umkristallisiert, wobei man gelbe
Nadeln, Schmp. 115° (u. Zers.), erhélt; Ausb. 4,5 g (769, d. Th.).

014H20N205. Ber. C 56,74, H 6,80, N 9,45.
Gef. C 56,70, H 6,99, N 9,15.

a-Salicyliden-S-dthylcysteindthylester

3,54 g (0,02 Mol) S-Athylcysteindthylester werden mit 2,44 g (0,02 Mol)
Salicylaldehyd in Benzol am Wasserabschneider gekocht. Nach Beendigung
der Reaktion wird das Benzol abgezogen und der Riickstand rektifiziert.
Sdp.o,05 143°, Ausb. 3,65 g (65% d. Th.).

C14H19NO3S. Ber. C 59,75, H 6,76, N 4,98, S 11,00.
Gef. C 59,50, H 6,84, N 5,20, S 11,52.

a-Pyridoxyliden-S-dthyleysteindthylester-hydrochlorid

1,0 g (0,005 Mol) Pyridoxalhydrochlorid wird in Methanol mit 0,85 g
(0,005 Mol) S-Athyleysteinathylester geriihrt. Nach 3 Stdn. wird das Losungs-
mittel abgezogen, der Riickstand mit CHCly digeriert, vom Unléslichen
(Pyridoxathydrochlorid) abfiltriert und vom Chloroform befreit. Zuriick
bleibt ein gelbrotes, einheitliches, kristallines Produkt, Ausb. 1,1g (629%
d. Th.).

C15H22CIN2048. Ber. S 8,80. Gef. S 8,49.

Reaktion des wo-Salicyliden-S-dthyleysteindthylesters an einem  basischen
Tonenaustauscher
2,81 g (0,01 Mol) a-Salicyliden-8-dthyleysteingthylester werden in 100 ml
absol. Tetrahydrofuran geldst und mit einer dquimolaren Menge des stark
basischen Tonenaustauschers Amberlite IRA-400 12 Stdn. gertthrt. Nach dem
Abfiltrieren des Ionenaustauschers wird das Lésungsmittel abgezogen und
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der gelbe, 6lige Ruckstand mit eisgekiihltem, absol. Ather versetzt, wobei ein
gelbes Pulver ausfallt, das beim Umkristallisieren aus CCls schone, gelbe
Kristalle, Schmp. 129°, ergibt, Ausb. 2,0 g (409, d. Th.).

CaeH32N206S. (500,62) Ber. C 62,38, H 6,44, N 5,59, S 6,40.
Gef. C 62,45, H 6,53, N 5,57, S 6,59.
MG (massenspektroskopisch): 500.



