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THEODOR WIELAND, KijU Hi SHIN und BARBEL HEINKE

Synthese einiger Pyruvyl-aminosiuren nach der
Phosphoroxychlorid-Methode

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitit Frankfurta. M.

(Eingegangen am 6. Dezember 1957)

Herrn Professor Dr. Wolfgang GraBmann zum 60. Geburtstag

Die N-Pyruvylderivate von Glycin, Alanin, Valin und Leucin werden auf

folgendem einfachen Weg erhalten: Kupplung der Brenztraubensidure mit den

Aminosidure-benzylestern mit Hilfe von Phosphoroxychlorid in Tetrahydrofuran/

Pyridin und anschliefende Abspaltung der Benzylreste mit katalytisch erregtem

Wasserstoff. Zur Erkennung der Substanzen im Papierchromatogramm und

-pherogramm dient Nitroprussid-Na, dann NHj, wobei tiefblaue Flecken
sichtbar werden.

Aminosduren, die den Rest der Brenztraubensidure am Stickstoff gebunden ent-
halten, N-Pyruvyl-aminosduren (I),

H3C.CO-CO-NH-CH(R)-CO,H 1

verdienen ein gewisses Interesse, da sie als Hydrolysenprodukte mancher Peptide,
z. B. der ,,Lactotyrine* isoliert! wurden und in anderen, z. B. manchen Mutter-
kornalkaloiden? oder dem Fusarienwelkstoff Lycomarasmin3) als Bausteine ange-
nommen werden miissen oder konnen. Die Untersuchung dieser Aminosdurederiva-
te wurde 1925 von M. BERGMANN und seinen Mitarbeitern aufgenommen, die be-
obachteten, daB bei der sauren Hydrolyse von Methylen-diketopiperazinen (II), die
bei Einwirkung von Thionylchlorid auf Glycyl- oder Alanyl-serin entstehen, Pyruvyl-
glycin (I, R = H) bzw. Pyruvylalanin (I, R = CHj3) gebildet wird4 5,

HZC,:OH
OC-—NH-CH-CO;H socl, OC—NH—C=CH; H®
l — I | — I
R—-CH-NH; R-—~CH-NH-CO

I

Zur priparativen Gewinnung dieser Verbindungsklasse wurde dort spiter® Brenz-
traubensdure mit Acetamid zur o«,x-Diacetamidoverbindung III vereinigt und diese
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mit Acetanhydrid in das Acetamidoazlacton IV verwandelt, das mit Estern oder
Salzen von Aminosiuren zum ,,Peptid® V verkniipft wurde. Zur Abspaltung der
schiitzenden Acetamidmolekeln aus V mufl schiieBlich mit 1 » HCI 1 -2 Stdn. zum
Sieden erhitzt werden, wobei eine merkliche, die Ausbeute schmilernde Hydrolyse der
Amidbindung zwischen den beiden Bausteinen stattfindet.

HN—CO-CH; HN—CO-CH;
H,C—C—COpH N H3C—:C——‘CO
HN—CO-CHj N\\C 0
1 v CH,
. HN-CO-CHj
LN CHER) €0, HiC-C-CO-NH.CH(R)-COH — o, |
HN—CO-CH,
v

Es wurde deshalb versucht, den Rest der Brenztraubensidure ohne Maskierung der
Ketogruppe an den Stickstoff von a-Aminosiduren anzugliedern. Das Chlorid der
Brenztraubensiure, das zu diesem Zweck als Reagenz besonders geeignet wire, 143t
sich aber nach den gelidufigen Methoden nicht, in der auch bei empfindlichen Siduren
manchmal zum Ziel fiihrenden Umsetzung'des Na-Salzes mit Phosgen in Ather nur
mit sehr geringer Ausbeute herstellen”. Auch die Bereitung des Azids die aus dem
Ester iiber das Hydrazid vorgenommen werden miilte, scheitert hier, da Brenz-
traubensidureester mit Hydrazin besonders leicht an der Ketogruppe reagiert. Von den
neueren Acylierungsmethoden versagt an der Brenztraubensdure diejenige der ,,ge-
mischten Anhydride*8), die bei anderen empfindlichen Acylkomponenten den Erfolg
brachte?, weil in diesen Acylierungsmitteln (VI) die Aufspaltung der Anhydrid-
gruppierung durch nucleophile Reagenzien stets an der CO-Gruppe der fremden
Acylhiilfte erfolgt, die gegeniiber der der Brenztraubensédure elektrophiler ist.

H3;C-CO-CO H3C-CO-CO0O0°
>O + X — +
R-CO R-COX
T
VI

Bei den von uns® vor kurzem zur Peptidsynthese verwendeten gemischten An-
hydriden aus Carbonsiuren und Phosphorsduredichlorid ist indessen diese ungiinstige
Aufspaltungsart unmoglich. Deshalb wurde jetzt versucht, Brenztraubensédure itber
ihr gemischtgs Anhydrid mit Phosphorsduredichlorid (VII) mit Aminosdureestern zur
Reaktion zu bringen. Aminosduremethyl- oder -dthylester, die sich so zwar mit Brenz-

7 TH. WIELAND und H. KoOPPE, Liebigs Ann. Chem. 588, 15 [1954].

8) TH. WIELAND und R. SEHRING, Liebigs Ann. Chem. 569, 122 [1950]; TH. WIELAND und
H. BERNHARD, Liebigs Ann. Chem. 5§72, 190 [1951]; R. A. BoissonNas, Helv. chim. Acta 34,
874 [19511; J. R. VAUGHAN und R. L. OsATo, J. Amer. chem. Soc. 73, 3547 [1951].

9) TH. WigLaND und G. HSRLEIN, Liebigs Ann. Chem. 591, 192 [1954].

100 Ty. WieLanD und B. HEINKE, Liebigs Ann. Chem. 599, 70 [1956].
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traubensiure kuppeln lassen, konnen nach der Acylierung jedoch nicht in der iiblichen
Weise, durch Alkali, verseift werden, da N-Pyruvyl-aminosduren hierbei Konden-
sationen an der reaktionsfihigen Methylgruppe des Brenztraubensdurerestes erlei-
den¢-11.12), Die saure Verseifung der Alkylester erfordert andérerseits Bedingungen,
unter denen die Peptidbindung ebenfalls merklich angegriffen wird (s. 0.). Deshalb fiel
unsere Wahl auf die Benzylester der Aminosiuren, deren Spaltung mit katalytisch
erregtem Wasserstoff moglich ist und die heute aus den Aminoséuren und Benzyl-
alkohol durch Erhitzen mit p-Toluolsulfonsiure gut zuginglich sind13. Die Um-
setzung der Brenztraubensdure mit den Benzylester-p-toluolsulfonaten von Glycin,
pL-Alanin, pr-Valin und pr-Leucin durch Phosphoroxychlorid in Tetrahydrofuran/
Pyridin, ergab die Pyruvylbenzylester (VIII) in Ausbeuten von 35 —55%.

H3C——CO—COzH H3C—CO—CO‘
Pyridin
OPCl3 CLPO
VII
H3;C-CO-CO
+ Aminos#ure- | Pd/H;
benzylester OC—CHR)-NH _——~_, I
OCH;,-CgHs
VIII

Die anschlieBende katalytische Hydrierung mit Pd-Mohr oder braunem PdO-
BaS0,19 erfordert Bedingungen, unter denen der Katalysator immer in groBem Uber-
schuB zum Hydriergut vorhanden ist. Man erreicht dies durch langsames Zutropfen-
lassen der Benzylesterlosung zu dem unter Wasserstoff und Ldsungsmittel geschiittel-
ten Katalysator (Tropfhydrierung). Notwendig ist ferner, dal die Ester VIII vor der
Hydrierung sehr sorgfiltig von jeglicher Spur an p-Toluolsulfonsidure befreit werden,
da sonst der Katalysator vergiftet wird. Die Hydrierung dauert etwa eine Stunde und
greift die Ketogruppe des Pyruvylrestes nicht an. Bei allzu langer Dauer (iiber 5 Stdn.)
beobachteten wir aber eine merkliche, wohl hydrogenolytische Abspaltung des
Acylrestes, denn es wurden dann bei der Aufarbeitung deutliche Mengen édtherunlos-
licher freier Aminosiduren aufgefunden.

Zum Beweis der Struktur haben wir die kristallisierten 4-Nitro- und 2.4-Dinitro-
phenylhydrazone dieser Verbindungen analysiert und das 4-Nitrophenylhydrazon des
Pyruvylglycins mit Na-Amalgam in milchsaurer Lésung reduziert1s). Das Reduktions-
produkt erwies sich im Papierchromatogramm als identisch mit Alanyl-glycin., Zur
analytischen Verfolgung der beschriebenen Syntheseversuche wurde auch die Papier-
elektrophorese mit Erfolg herangezogen. Der Nachweis der Pyruvylverbindungen
auf dem Papier gelang dabei empfindlich durch Bespriihen mit wiBriger Na-Nitro-
prussidlésung!® und Einbringen in eine Ammoniakatmosphire, wobei die Sub-
stanzen als blaue Flecken in Erscheinung treten.

11) M. ErRrerA und J. P. GREENSTEIN, Arch. Biochemisiry 14, 477 [1947); 15, 445 [1947).
12) J. V. Scupl, J. Amer. chem. Soc. 59, 1403 [1937].

13) K. H. MiLLER und H. WAELSCH, J. Amer. chem. Soc. 74, 1092 [1952].

14) R. KunN und J. Haas, Angew. Chem. 67, 785 [1955).

15) CH. GRANACHER, Helv. chim. Acta §, 610 [1922).
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE
N-Pyruvyl-aminosdure-benzylester

0.01 Mol Aminosdure-benzylester-p-toluolsulfonat13) oder Hydrochlorid und 0.01 Mol frisch
dest. Brenztraubensiure (0.7 ccm) werden in 50 ccm wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst und
auf —15° abgekiihlt. Dann setzt man unter Schiitteln 0.01 Mol POCI; (0.93 ccm) und an-
schlieBend im Verlauf von 10 Min. 0.03 Mol (2.50 ccm) Pyridin hinzu. Der Ansatz bleibt
dann 30 Min. bei —15° und darauf unter gelegentlichem Umschiitteln 1 Stde. bei Zimmer-
temperatur stehen. Er soll nur ganz schwach gelb geférbt sein. Dann wird mit 20 ccm Wasser
versetzt und das Tetrahydrofuran i. Vak. bei Zimmertemperatur abdestilliert. Dabei scheiden
sich die meisten Pyruvylaminosiure-benzylester 6lig, der des Glycins kristallinisch ab. Zur
Isolierung wird die wiBrige Emulsion nach Zusatz von etwas Wasser 3mal mit je 20 ccm
Essigester ausgeschiittelt. Die vereinigten Extrakte wischt man je 3mal mit 20 ccm Wasser,
20 ccm 2 n wiBriger Salzsdure, 20 ccm 5-proz. NaHCOj3-Losung und schlieBlich mit Wasser
neutral. Die mit Na;SO4 getrocknete Losung hinterldBt nach Abdampfen i. Vak. bei Zimmer-
temperatur das Glycinderivat kristallin, die anderen als fast farblose Ole, die im Elektro-
pherogramm einheitlich sind.

Pyruvylglycin-benzylester, umkristallisiert aus Essigester/Petroldther, Schmp. 100°. Ausb.
35%.
C12H13NOy (235.3) Ber. C61.27 H5.57 N 5.96 Gef. C60.70 H 6.07 N 6.12

Das p-Nitrophenylhydrazon, das aus der methanolischen Lésung nach Zusatz von p-Nitro-
phenylhydrazin-hydrochlorid in Methanol kristallisiert, zeigt nach Umkristallisation aus
Methanol/Wasser Schmp. 198° (Zers.).

CisH1gN4O5 (370.4) Ber. C 58.37 H 4.90 N 15.13 Gef. C 58.05 H 4.94 N 15.58

Die Benzylester von Pyruvyl-pL-alanin (54 % Ausb.), -DL-valin (42 %) und -pL-leucin (53 %)
kristallisierten nicht, auch nicht in Form ihrer 4-Nitro- oder 2.4-Dinitrophenylhydrazone.

N-Pyruvyl-aminosduren

Die Lésung von 0.01 Mol Pyruvylaminosiure-benzylester in 30 ccm Methanol 148t man
zu dem in ebensoviel Methanol vorhydrierten Katalysator — ca.’0.1 g Pd-Mohr oder ebenso-
viel braunes PdO/BaS0414 — unter Wasserstoff und dauerndem Schiitteln im Laufe von
1/,—1 Stde. zutropfen. Es wird in dieser Zeit 0.01 Mol Wasserstoff aufgenommen. Dann wird
vom Katalysator abfiltriert und das Filtrat bei Zimmertemperatur i. Vak. abgedampft. Die
Pyruvylaminosduren hinterbleiben als Kristalle bis auf die 6lige Leucinverbindung. Die Roh-
produkte werden in moglichst wenig absol. Ather gelst, filtriert, wieder i. Vak. eingedampft
und die Riickstinde aus Essigester durch vorsichtigen Petrolidtherzusatz umkristallisiert.
Ihre Nitrophenylhydrazone fielen beim Vermischen der Komponenten in Methanol kristalli-
siert aus und wurden aus Methanol/Wasser umkristallisiert. Bei der papierchromatographi-
schen Analyse der Siduren bewihrte sich ein Gemisch aus sek. Butanol/Ameisensiure/Was-
ser (75:15:10 Vol.-Tle.).

Pyruvylglycin wurde mit 80 % Ausbeute erhalten. Schmp. 90° (Lit.6): 90°). Rr 0.63.

4-Nitrophenylhydrazon, Schmp. 224° (Zers.).

CiiHi2N4O5 (280.2) Ber. N 19.99 Gef. N 19.33

Eine kleine Probe des Hydrazons wurde in absol. Methanol geldst, mit Milchsdure ange-
siuert und durch Zusatz von einigen Kérnchen Na-Amalgam bis zum Verschwinden der

16) L. J. SimoN, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 125, 534 [1897].
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Farbe reduziert. Das entstandene Alanyl-glycin konnte papierchromatographisch mit authen-
tischem Material identifiziert werden.

Pyruvyl-DL-alanin, Ausb. 84 %, Schmp. 144° (Lit.5): 143.5°). Rr 0.74.
4-Nitrophenylhydrazon, Schmp. 245° (Zers.).
C12H14N405 (294.3) Ber. N 19.04 Gef. N 18.84

Pyruvyl-DL-valin, Ausb. 88 %, Schmp. 96°, Rr 0.81.
CsH13NO4 (187.2) Ber. C51.33 H7.00 N 7.48 Gef. C51.77 H7.11 N 6.96

2.4-Dinitrophenylhydrazon, Schmp. 207° (Zers.).
C14H17N507 (367.3) Ber. N 19.07 Gef. N 19.26

Pyruvyl-DL-leucin, Ausb. 90%, farbloses Ol, Ry 0.80.
4-Nitrophenylhydrazon, Schmp. 228° (Zers.).
C15H2o0N4O5 (336.3) Ber. N 16.16 Gef. N 16.05

2.4-Dinitrophenylhydrazon, Schmp. 206° (Zers.).
CisHi9NsO7 (381.3) Ber. C47.24 H 5.02 N 18.37 Gef. C47.60 H 5.47 N 18.00

 ARMIN WEISS

Die innerkristalline Quellung als allgemeines Modell
fiir Quellungsvorgiinge

Aus dem Eduard-Zintl-Institut fiir Anorganische und Physikalische Chemie
der Technischen Hochschule Darmstadt

(Eingegangen am 16. Dezember 1957)

Herrn Prof. Dr. W. GrafSmann zum 60, Geburtstag gewidmet

Die eindimensionale, innerkristalline Quellung hingt in erster Linie von der
GréBe der Aquivalentfliche, von der Ladung und Grofe der Gegenionen und
vom Solvatationsbestreben der Gegenionen und der quellenden Baueinheiten
ab. Wasserstoff briickenbindungen kénnen auf das Quellungsverhalten recht un-
terschiedlich einwirken. Der pr-Wert iibt nur dann einen besonderen EinfluB3 aus,
wenn sich mit ihm auch die Anzahl der Ladungen auf den quellenden Baueinhei-
ten und der Gegenionen pro Flicheneinheit, also die GréBe der Aquivalent-
flache andert. — Die zweidimensionale Quellung von Polyphosphaten und Des-
oxyribonucleinsduren und die vorwiegend ungeordnete Quellung von Eiweil
scheinen von den gleichen Faktoren bestimmt zu werden.

Quellungsphinomene spielen im biochemischen Geschehen eine wichtige Rolle,
denn der Ablauf der normalen Lebensvorginge ist an jeweils ganz bestimmte Quel-
lungszustinde in den einzelnen Organen gebunden. Unsere Kenntnisse iiber diese
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