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FRrIEDRICH WEYGAND und RoOLF GEIGER

N-Trifluoracetyl-aminosduren, VII[ 1

SYNTHESE DES GLUTATHIONS

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Universitit Berlin,
Berlin-Charlottenburg

(Eingegangen am 18. Januar 1957)

Aus dem leicht zuginglichen N-Trifluoracetyl-L-glutaminsidure-1-dthylester
wird iiber das Azid mit L-Cysteinyl-glycin-dthylester der N-TFA-Glutathion-
didthylester (Ausb. 86 %) gewonnen, welcher in einfacher Weise in Glutathion
verwandelt werden kann: Durch Behandeln mit verd. Natronlauge in Dioxan,
Versetzen mit der 4quiv. Menge verd. Jodwasserstoffsdure, Eindampfen, Fillen
und Umkristallisieren wird reines Glutathion (Ausb. 35 %) erhalten.

Bei den bisher bekannt gewordenen Synthesen des Glutathions

HO2;C-CH-CH;-CH;- CO—NH:CH-CO-NH- CH;- CO;H
Illl-lz (':HZSH
fiel nach Herstellung der beiden Peptidbindungen stets ein Glutathionderivat an, bei
dem die Carboxylgruppen ganz oder teilweise verestert vorlagen und die Aminogruppe
durch den Carbobenzoxyrest verschlossen war2-¢), Die oxydationsempfindliche
Sulfhydrylgruppe wurde von pu VIGNEAUDY durch Benzylierung blockiert, ein Ver-
fahren, dem die meisten spiteren Synthesen folgen, wiahrend HARINGTON und MEAD,
denen die erste Synthese des Glutathions gelungen war, noch mit ungeschiitzter SH-
Gruppe arbeiteten?. Das carbobenzoxylierte oder auBerdem noch S-benzylierte
Glutathionderivat muBte in zwei Schritten in freies Glutathion iibergefiihrt werden:
Zuerst waren die Estergruppen alkalisch zu verseifen, was bei der Labilitit der y-Glu-
tamylbindung nach HARINGTON und MEAD2) nur mit einer Mischung von 1 n NaOH
und Dioxan gut gelingt. In einem weiteren Schritt muBlten die schiitzenden Reste an
der Amino- und Sulfhydrylgruppe entfernt werden, HARINGTON und MgAD?) spalteten
den N-Carbobenzoxyrest bei freier SH-Gruppe mit Phosphoniumjodid in Eisessig ab,
die Ausbeute an Glutathion betrug jedoch nur 119 d. Theorie. Eine Verbesserung
brachte die Methode von pu ViGNEAUD und LORING?, bei der der N-Carbobenzoxy-
und der S-Benzylrest gleichzeitig mit Natrium in fliissigem Ammoniak abgespalten
werden.
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Kiirzlich haben G. AMiarD, R, HEYMEs und L. VELLUZ® eine neue Synthese des
Glutathions beschrieben, bei der als Zwischenprodukt N, S-Ditrityl-glutathion auf-
tritt. Dieses 148t sich leicht mit trockenem Chlorwasserstoff in Chloroform in Gluta-
thion {iberfithren (Ausb. 15%,).

Die leicht erfolgende alkalische Hydrolyse der N-Trifluoracetyl-Verbindungen legte
den Gedanken nahe, eine Glutathionsynthese iiber den N-TFA-Glutathion-didthyl-
ester zu versuchen. Es sollte dann moglich sein, durch Behandeln mit Natronlauge in
einem Schritt Glutathion zu erhalten. Ein VerschluB der SH-Gruppe ist dabei aller-
dings nicht moglich. Da aber schon HARINGTON und MEaD?) ihre Glutathionsynthese
mit freier SH-Gruppe ausgefiihrt haben, war keine prinzipielle Schwierigkeit bei der
Verwendung von L-Cysteinyl-glycin-dthylester zu erwarten,

Auch bei der neuen Glutathionsynthese wurde die empfindliche y-Bindung zuletzt
gekniipft. Die Darstellung der Glutaminsdurekomponente ist schon von F. WEYGAND
und M. REHERY beschrieben worden: N-TFA-L-Glutaminsdure-anhydrid wurde der
Athanolyse unterworfen. Aus Benzol kristallisierte auf Zusatz von Dicyclohexylamin
das N-TFA-L-Glutaminsidure-1-idthylester-dicyclohexylaminsalz aus (Ausb. 64 (), und
aus den Mutterlaugen wurde durch Kristallisation aus Wasser das hier nicht ver-
wertbare, aber fiir andere Synthesen wertvolle N-TFA-L-Glutaminsiure-5-idthylester-
dicyclohexylaminsalz (Ausb. 27 %) gewonnen. Durch Schiitteln der Salze in alkoho-
lisch-wiiBriger Losung mit der H®-Form des Austauschers Dowex 50 lieBen sich die
freien Sduren in 90-proz. Ausb. darstellen.

Zur Aktivierung des N-TFA-L-Glutaminsiure-1-dthylesters wurde er in das Azid
verwandelt. Man gewann zunichst mit Thionylchlorid das Sdurechlorid und schiittelte
dieses in absol. Tetrahydrofuran mit einem geringen UberschuB an Dicyclohexyl-
ammoniumazid?, filtrierte das ausgeschiedene Dicyclohexylammoniumchlorid ab
und lieB mit L-Cysteinyl-glycin-dthylester reagieren.

Das N-TFA-L-Glutaminsiure-1-ithylester-5-dicyclohexylaminsalz kann aber auch
direkt mit Thionylchlorid in Benzol zum Siurechlorid umgesetzt werden, wobei
Dicyclohexylammoniumchlorid ausfillt. Die Verwandlung des Sdurechlorids in das
Azid erfolgt in der eben beschriebenen Weise.

Den L-Cysteinyl-glycin-dthylester stellten wir nach HARINGTON und MEAD2) her. Bis-
carbobenzoxy-L-cystin wurde mit Phosphorpentachlorid in das Saurechlorid verwandelt und
mit Glycin-dthylester zum Bis-carbobenzoxy-L-cystinyl-bis-glycin-ithylester umgesetzt. Durch
Reduktion mit Phosphoniumjodid in Eisessig wurde hieraus in 55-proz. Gesamtausb.
L-Cysteinyl-glycin-dthylester-hydrojodid erhalten. Dieses Salz ist in Tetrahydrofuran léslich
(das Disulfid ist unldslich und kann abfiltriert werden). Auf Zusatz der berechneten Menge
Dicyclohexylamin fillt Dicyclohexylammoniumjodid aus, der Dipeptidester bleibt in Lésung.

Zur Darstellung des N-TFA-Glutathion-didthylesters wurde die nach dem Abfil-
trieren des Dicyclohexylammoniumjodids erhaltene Losung des L-Cysteinyl-glycin-
dthylesters in Tetrahydrofuran unter Stickstoff mit der Losung des N-TFA-L-Gluta-
minsdure-1-dthylester-5-azids in Tetrahydrofuran vereinigt. Nach Stehenlassen iiber
Nacht schied sich beim Einengen i. Vak. die gesuchte Verbindung aus; Ausb. nach

8) Bull. Soc. chim. France 1956, 698. 9 Chem. Ber. 88, 26 [1955].
10) Biochemical Preparations, 11, 87, Chapman & Hall, London 1952.
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Waschen mit Athanol 86%,. Zur Gewinnung des freien Glutathions 16ste man in der
zehnfachen Menge Dioxan, versetzte mit 4 Aquivv. 17 NaOH und hielt 1 Stde. bei 15°,
sodann gab man 3 Aquivv. 2n HJ zu, dampfte i. Vak. ein, fillte mit Aceton, in dem
NalJ leicht I6slich ist, und kristallisierte ein- bis zweimal aus Wasser -+ Athanol um.
Ausb. 359 d. Th.; aus den Mutterlaugen konnten iiber das Quecksilber(Il)- und
Kupfer(I)-Salz!® noch ca. 5%; Glutathion isoliert werden.

Als wir die Gesamtmenge iiber Hg!l- und Cul-Salz isolierten, erhielten wir nur eine
Ausb. von 299%;.

Wir haben auch die Mdglichkeit untersucht, den Cysteinyl-glycin-dthylester iiber N-TFA-
Verbindungen herzustellen. Aus Bis-N-TFA-L-cystin'D) erhédlt man mit Phosphorpenta-
chlorid in Ather bei 0° das Siurechlorid, das ohne Isolierung nach Entfernung des Phosphor-
oxychlorids mit Glycin-dthylester in 77-proz. Ausb. den Bis-N-TFA-cystin-bis-glycin-
dthylester lieferte. Jedoch ist uns dessen Verwandlung in den Cysteinyl-glycin-ithylester noch
nicht glatt gelungen.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

. N-Trifluoracetyi-L-glutaminsdure-1-ithylester-5-dicyclohexylaminsalz: Die L&sung von
2.25 g N-TFA-L-Glutaminsdure-anhydrid (10 mMol)? in 10 ccm absol, Alkohol wurde 2 Stdn.
bei Zimmertemperatur stehengelassen und 10 Min. unter Riickfluf erhitzt. Nach Abdestil-
lieren des Alkohols wurde der Riickstand in 10 ccm Benzol aufgenommen. Auf Zugabe von
2.34 ccm (12 mMol) Dicyclohexylamin kristallisierte die Hauptmenge des Salzes aus. Es wurde
abgesaugt und mit Benzol und Petrolither gewaschen. Die eingeengte Mutterlauge lieferte
eine zweite Fraktion, die aus Wasser umkrist. wurde. Ausb. 2.9 g (649 d. Th.). Nadeln vom
Schmp. und Misch-Schmp. 189°9). [)®): —28.3° (¢ = 2, in absol. Athanol).

2. N-Trifluoracetyl-L-glutaminsdure-5-dthylester-1-dicyclohexylaminsalz: Beim Eindampfen
der benzolischen Mutterlauge und Versetzen mit reichlich Petrolither fiel ein Niederschlag aus,
der aus Wasser umkristallisiert wurde. Kubische Kristalle vom Schmp. 140—141°. Ausb.
1.19 g 27% d. Th.). [a]lz)o: + 9.5° (¢ = 2, in absol. Athanol).

CoH12,05NF3- C1oHa3N (452.5) Ber. C55.74 H 7.82 N 6.20 Gef. C55.70 H7.93 N 6.22

3. Darstellung von N-Trifluoracetyl-L-glutaminsdure-|-dthylester-5-dicyclohexylaminsalz und
N-Trifluoracetyl-L-glutaminsiure-5-dthylester-1-dicyclohexylaminsalz aus L-Glutaminsiure ohne
Isolierung von N-TFA-L-Glutaminsiure-anhydrid: 5 g trockene L-Glutaminsiure (34 mMol)
wurden mit 13 ccm Trifluoracetanhydrid (88.5 mMol) libergossen und 30 Min. unter RiickfluB
erhitzt. Aus der klaren Losung wurden die gebildete Trifluoressigsiure und der UberschuB3
an Trifluoracetanhydrid in eine mit Trockeneis-Aceton gekiihlte Vorlage, zuletzt bei einer
Badtemperatur von 50° i. Vak. abdestilliert. Nach dem Erkalten tibergoB man den Riickstand
mit 30 ccm absol. Alkohol, belieB 2 Stdn. bei Zimmertemperatur, erhitzte 10 Min. zum Sieden
und arbeitete, wie unter 1. und 2. beschrieben, auf.

Ausb. 6.93 g N-TFA-L-Glutaminsdure-]-ithylester-5-dicyclohexylaminsalz (459, d. Th.) und
3.3 g N-TFA-L-Glutaminsiure-5-dthylester-1-dicyclohexylaminsalz (21 %, d. Th.).

4, N-Trifluoracetyl-L-glutaminsdure-1-ithylester: 1.0 g des Dicyclohexylaminsalzes (2.2
mMol) wurden in 15 ccm 60-proz. Athanol geldst und mit ca. 10 g Dowex 50 in der H®-Form
10 Min. geschiittelt. Der beim Eindampfen der Lésung i. Vak. hinterbliebene Sirup kristalli-

1) F. WeEYGAND und R. GEIGER, Chem. Ber. 89, 647 [1956).
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sierte beim Anreiben vollstindig. Zur Analyse wurde eine Probe aus Benzo!l umkristallisiert.
Schmp. 76—77°. (a]3: —42.9° (c = 2, in absol. Athanol).

CyH1205NF3(271.3) Ber. C39.86 H 4.46 N 5.17 Gef. C40.13 H4.52 N 5.25

S. N-Trifluoracetyl-L-glutaminsdure-1-dthylester-5-chlorid

a) aus der freien Séure: 0.27 g der Sdure (1 mMol) wurden in 10 ccm Benzol gelost und mit
0.5 ccm (6.5 mMol) Thionylchlorid 15 Min. erhitzt. Nach dem Eindampfen i. Vak. wurden
zweimal je 10 ccm Benzol nachdestilliert, um alles Thionylchlorid zu entfernen. Ausb. 0.27 g
(92% d. Th.). Zur Analyse wurde die Verbindung unter 0.05 Torr bei 90° Badtemperatur
sublimiert. Schmp. 89 —90°. [a]f)o: —15.2° (¢ = 1.393, in Eisessig).

CoH1O4NCIF; (289.6) Ber. C37.35 H 3.83 N 4.84 Gef. C37.51 H3.90 N5.20

b) aus dem Dicyclohexylaminsalz: 1.375 des Dicyclohexylaminsalzes (3.0 mMol) wurden in
30 ccm Benzol mit 3.0 ccm Thionylchlorid 45 Min. zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkiihlen
auf 0° und | stdg. Stehenlassen bei dieser Temperatur filtrierte man das gebildete Dicyclo-
hexylammoniumchlorid ab (0.644 g = 919 d. Th.). Das Fiitrat wurde i. Vak. zur Trockne
gebracht. Den Riickstand 1éste man zweimal in Benzol und verdampfte dieses wieder i. Vak.;
Ausb. 0.865 g (999 d. Th.), nach Reinigung durch Sublimation i. Hochvak. 0.760 g (87%,
d. Th.), Schmp. 88 —89°.

6. L-Cysteinyl-glycin-dthylester-hydrojodid?

a) Bis-carbobenzoxy-L-cystin}0:12): Aus 10 g L-Cystin wurden mit 27.5 g Carbobenzoxy-
chlorid (ca. 80-proz.) und 285 ccm 1 n NaOH nach dem Ansiuern der Reaktionslosung,
Aufnehmen des resultierenden Ols in Essigester und Krist. aus Chloroform 17.4 g (82% d.Th.)
Bis-carbobenzoxy-L-cystin vom Schmp. 108 —110° gewonnen. Durch Umbkristallisieren aus
Essigester-Chloroform stieg der Schmp. auf 113 —114° (Lit.: 113—115°10), 123°, korr.12)),

b) Bis-carbobenzoxy-L-cystinyl-bis-giycin-dthylester 2:12): 4.5 g Bis-carbobenzoxy-L-cystin
(9 mMol) wurden mit 21 mMo! PCls durch Schiitteln in Ather bei —10° in das Sdurechlorid
ibergefiihrt, dieses nach dem Absaugen auf einer Glasfritte und Waschen mit absol. Ather
sofort mit 5.5 g (54 mMol, 50% UberschuB) Glycin-dthylester in Essigester bei 0° umgesetzt.
Die Isolierung erfolgte durch Abfiltrieren des gebildeten Niederschlags, Extraktion mit
Wasser (nach vorherigem Trocknen) und Umkristallisieren des Riickstandes aus n-Propanol.
Ausb. 11.6 g (75% d. Th., bezogen auf Bis-carbobenzoxy-L-cystin), Schmp. 162—163° (Lit.:
166°, korr.2)).

¢) L-Cysteinyl-glycin-ithylester-hydrojodid: 2.0 g Bis-carbobenzoxy-L-cystinyl-bis-glycin-
dthylester (2.95 mMol) und 2.0 g Phosphoniumjodid (12.5 mMol) wurden in 20 ccm Eisessig
314 Stdn. bei 45—50° gehalten. Nach Filtration, Einengen i. Vak. und Animpfen erfolgte
rasch Kristallisation (Impfkristalle wurden durch Verreiben einer Probe mit Ather erhalten).
Ausb. 1.78 g (90% d. Th., Lit. 95%), Schmp. 111 —113° (Lit.: 115°2}),

7. N-Trifluoracetyl-glutathion-didithylester

a) 0.9 g L-Cysteinyl-glycin-dthylester-hydrojodid (2.68 mMol) wurden in 10 ccm absol.,
frisch dest. Tetrahydrofuran geldst und unter Stickstoff mit 0.53 ccm Dicyclohexylamin (2.7
mMol) versetzt, wobei das Dicyclohexylammoniumjodid quantitativ ausfiel und abfiltriert
wurde.

b) 0.782 g N-TFA-L-Glutaminsiure-1-dthylester-5-chlorid (2.7 mMol) wurden in 10 ccm
frisch dest. absol. Tetrahydrofuran mit 0.7 g Dicyclohexylammoniumazid9 (3.12 mMol) 1 Stde.
geschilttelt. Dann filtrierte man das ausgefallene Dicyclohexylammoniumchlorid ab und
verwendete das gebildete Sdureazid in der vorliegenden Losung.

12) M. BERGMANN und L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 {1932).
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c) Die nach a) und b) erhaltenen L8sungen wurden vereinigt und iiber Nacht unter Stick-
stoff bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach dem Abdestillieren des Tetrabhydrofurans
sammelte man den krist. Riickstand auf einer Nutsche und wusch ihn mit wenig eiskaltem
Athanol (ausgekocht und unter Stickstoff erkalten gelassen). Ausb. 1.07 g (86% d. Th.),
Schmp. 159—161°. Nach dem Umkristallisieren aus wenig Alkohol lagen 0.93 g (75% d. Th.)
vom Schmp. 163° vor. Zur Analyse wurde nochmals aus Alkohol umkristallisiert; Schmp.
165.5°. [} —41.7° (c = 0.7, in absol. Athanol).

Ci6H2407N3F38 (459.4) Ber. C41.83 H 5.27 N9.15 Gef. C41.83 H 5.62 N 9.46

8. Glutathion: 1.01 g N-Trifluoracetyl-glutathion-diithylester (2.2 mMol) wurden in 10 ccm
frisch dest. Dioxan gelost und unter Stickstoff mit 8.8 ccm 1n NaOH 1 Stde. bei 15° auf-
bewahrt. Dann wurde mit 3.3 ccm 2n HJ (frisch bereitet und farblos) versetzt und i. Hochvak.
bei maximal 30° Badtemperatur zum Sirup eingeengt. Beim langsamen Zufiigen von warmem,
frisch dest. Aceton entstand ein flockiger Niederschlag, der tags darauf gut filtrierbar war.
Er wurde unter CO,-Druck abgesaugt und dreimal mit Aceton gewaschen. Ausb. 0.445 g
noch leicht hygroskopisches Produkt (66% d. Th.), Schmp. ab 180° unter Aufschiumen.
[a]g’: —18.6° (¢ = 1, in Wasser). Nach dem Umkristallisieren aus Wasser-Athanol lagen
0.237 g (35% d. Th.), Schmp. 188 —190° (Zers.), vor. [a]g’: —20.1° (c = 0.95, in Wasser), in
Ubereinstimmung mit der Literatur. Als Schmp. sind in der Lit. angegeben 190°2) und 192°10),

Aus den Waschwissern wurden iiber das Hg!l- und das Cul-Salz in iblicher Weise10)
weitere 0.036 g Glurathion vom Schmp. 189 —190° (Zers.) gewonnen, so daB sich die Gesamt-
ausbeute auf 40.59; d. Th. belicf.

CioH;706N3S (307.3) Ber. C 39.08 H 5.58 N 13.67
Gef. C 38.86 H 5.46 N 13.45 (direkt isoliert)
C 39.15 H 5.71 N 13.65 (iiber Cu-Salz isoliert)

Fiir die iiber das Cu'-Salz isolierte Probe fanden wir [a]%)o: —19° (¢ = 1, in Wasser).

Sollte wihrend der Aufarbeitung teilweise Disulfidbildung eingetreten sein, so 16st man in
2n H3S0y, schiittelt 10 Min. mit Zinkstaub, filtriert, fillt das Glutathion als Quecksilbersalz
und isoliert es iiber das Kupfersalz.

9. Bis-N-trifluoraceryl-glutathiondisulfid-tetraéthylester: N-TFA-Glutathion-didthylester wur-
de in Alkohol unter Erwirmen geldst und die Ldsung nach dem Abkithlen auf 0° solange mit
einer Losung von Jod in Chloroform versetzt, bis eine schwach gelbe Farbung bestehen blieb.
Beim Einengen i. Vak. schied sich das Disulfid aus. Es wurde mit kaltem Alkohol und Ather
gewaschen. Ausb. fast quantitativ, Schmp. 226°. Zur Analyse wurde aus Alkohol umkri-
stallisiert. [a]f)o: —21.3° (¢ = 0.475, in Eisessig).

C12H46014N6F6S5 (916.9) Ber. C41.91 H 5.04 N9.17 Gef. C41.74 H5.12 N9.11

10. Bis-N-trifluoracetyl-L-cystinyl-bis-glycin-dthylester: 2.375g Bis-N-TFA-cystintl) (5.5
mMol) wurden in 40 ccm absol. Ather bis zum annihernden Verbrauch mit 2.57 g PCls bei 0°
geschiittelt. Nach Filtration wurde der Ather i. Vak. und das entstandene Phosphoroxy-
chlorid i. Hochvak. bei 0° Badtemperatur abdestilliert. Das nunmehr in 20 ccm absol. Tetra-
hydrofuran aufgenommene Sdurechlorid wurde tropfenweise unter Riihren einer auf —15°
abgekiihlten Losung von 2.27 g Glycin-ithylester (22 mMol) zugefilgt. Danach wurde 10 Min.
bei 0° und noch 2 Stdn. bei Zimmertemperatur stehengelassen, das ausgefallene Glycin-
dthylester-hydrochlorid abfiltriert und das Ldsungsmittel i. Vak. abdestilliert. Aus Wasser-
Athanol umkrist., lagen 2.55 g (77% d. Th.) vom Schmp. 186—187° vor. Schmp. nach noch-
maligem Umkrist. 190.5--191°. [a]2D°: —130° (¢ = 2, in Aceton).

Ci1gH2405N4F(S2 (602.5) Ber. C 35.86 H4.02 N 9.32 Gef. C36.03 H 4.22 N 9.65





