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N-[4.6-Benzal-1-D-glucosyl ]-L-glutaminsdure-diisopropylester (If): 2.3g L-Glutaminsdure-
diisopropylester9) (10 mMol, frisch dest.) und 1.35g 4.6-Benzal-D-glucose (5 mMol) werden
auf dem Dampfbad erhitzt, bis ein farbloser Sirup entstanden ist. Dieser wird 12 Stdn. im
Kiihlschrank aufbewahrt. Die mikrokrist. erstarrte Masse wird griindlich mit Petrolither ver-
rieben und nach 1 Stde. abgesaugt. Man erhilt 1.75g (739 d. Th.) Rohprodukt. Nach Um-
kristallisieren aus Isopropylalkohol und aus Isopropylalkohol/Wasser (1:3) Schmp. 83°;
[a]#: —5° (¢ = 1.0, in Pyridin).

Cp4H15NOg (481.5) Ber. C 59.86 H 7.32 N 291 Gef. C60.27 H 7.44 N 2.94

N-[1-Desoxy-4.6-benzal-1-D-fructosyl]-L-glutaminsiure-diisopropylester (IIIf): 1.45g If
(3 mMol) werden in 20ccm absol. Tetrahydrofuran gelost. Unter Umschiitteln wird in einem
GuB eine Losung von 450mg wasserfreier Oxalsiure (5 mMol) in 10ccm absol. Tetrahydro-
furan zugegeben. Die alsbald mikrokrist. erstarrte Masse wird mit 40ccm Ather verrieben.
Nach 3stdg. Auftewahren im Kiihlschrank wird das farblose Produkt abgesaugt und mit
Ather griindlich gewaschen. 1.2g, Schmp. 123° (Zers.).

Das Produkt besteht auf Grund der Titration der Oxalsdure aus 60 %; IIf und 409, IVf.

640mg des oxalsauren Salzes (enthaltend etwa 390mg IIf) werden in 2ccm Wasser suspen-
diert und portionsweise etwa 25ccm n/1p NaOH unter gelindem Erwirmen zugesetzt. Dabei
geht zunichst das Oxalat in Losung; auf weiteren Zusatz von Lauge bis pu 8 —9 und mehrstdg.
Aufbewahren im Kiihlschrank scheidet sich die freie Base krist. ab. Nach Absaugen, Waschen
mit Eiswasser und Trocknen iiber P,Os: 250mg Rohprodukt (76 % d. Th., bez. auf IIf). Nach
2maligem Umkristallisieren aus Isopropylalkohol Schmp. 107°; [o]%: —54° (¢ = 0.75, in
Pyridin).

Cr4H35sNOj (481.5) Ber. C 59.86 N 7.32 N 291 Gef. C59.80 H 7.33 N 2.92

9) H. M. CuiLes und W. A. Noves, J. Amer. chem. Soc. 44, 1806 [1922].

Fritz MicHEEL und HORST HANEKE
Peptidsynthesen nach dem Oxazolidonverfahren, 111

Peptide der L-Glutaminsidure

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitdt Miinster (Westf.)
(Eingegangen am 13. Oktober 1958)

Das in der I. Mitteil.!) beschriebene Verfahren der Peptidsynthese iiber die
Oxazolidonderivate der N-Tosyl-aminosiuren wurde auf die Synthese von
L-Glutaminsidurederivaten angewandt.

Wie in der I. Mitteil.1) beschrieben, konnen N-Tosyl-a-aminosiuren mit Form-
aldehyd leicht zu Oxazolidonderivaten kondensiert werden. Seinerzeit wurde die Kon-

1) 1. Mitteil.: F. MicHeeL und S. THoMmas, Chem. Ber. 90, 2906 [1957].
2) Vgl. D.BeNIsHAL J. Amer. chem. Soc. 79, 5736 [1957].
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densation derart durchgefiihrt, dafl eine Losung von Formaldehyd in Eisessig, erhal-
ten aus 30-proz. wilr. Formaldehydl6sung mit Acetanhydrid/Eisessig, bei Gegenwart
von Schwefelsdure zur Anwendung gelangte. Wir haben statt der Schwefelsdure jetzt
Thionylchlorid als Katalysator verwendet. Dies bietet bei dhnlicher Ausbeute an
Oxazolidonderivat den Vorteil, daB der Katalysator bzw. seine Umwandlungspro-
dukte durch Abdestillieren entfernt werden konnen. An Stelle der wiBrigen Formal-
dehydlosung kann ebensogut fester Paraformaldehyd oder Trioxymethylen dienen.
Eine andere Abwandlung des Verfahrens, die ebenfalls zu guten Ausbeuten fiihrt, be-
steht darin, daB3 die N-Tosyl-aminosiure mit Paraformaldehyd in Benzol oder in
einem Gemisch von Trioxymethylen mit Methylenchlorid gelost wird. Als Katalysa-
tor wird p-Toluolsulfonsiure verwendet und das bei der Reaktion sich bildende Was-
ser durch Abdestillieren des Benzols entfernt2),

Noch einfacher kann man zum Ziele gelangen, wenn man die betreffende N-Tosyl-
aminosidure (hier N-Tosyl-L-glutaminsidure) mit etwas p-Toluolsulfonsiure und mit
Paraformaldehyd verreibt und die Masse zum Schmelzen erhitzt (135°). Dieses Ver-
fahren wird am besten nur in kleineren Ansitzen (bis zu etwa 3g Aminosidurederivat)
ausgefithrt. Wir beschreiben hier die aus N-Tosyl-L-glutaminsiure erhaltene 3-[3-p-
Tosyl-5-ox0-oxazolidinyl-(4)]-propionsdure (I) und ihre Umsetzungen. I ist durch
seine Fahigkeit ausgezeichnet, beim Umkristallisieren Losungsmittel, z. B. Benzol, im
Kristall zu binden. Dies erschwert es, eine analysenreine Substanz zu erhalten. Es ist
gegen Wasser und Alkohole recht bestindig. Mit primiren Aminen und Aminosiure-
estern setzt I sich leicht um. So wurden die Amide IT bzw. 111 und die Peptide TV bzw. V
synthetisiert.

Tsl-N-CH;
‘ \O Tsl-NH

/ R-NH, |
HO,C-CH,-CH,-C-CO — HO,C-CH,-CH,-CH-CO-NH-R
H

1 NH II: R = —CHz'C6H5
Na, fliiss. NH3 | : HL: R = _C6H5
— " 7> HO,C.CH;-CH,-CH-CO-NH-R IV: R = —CH;,-CO;H
V: R=-CH-COH
(|3H2-CH2-C02H
Tsl = —SOZ'C6H4'CH3(p)

Durch Abspalten des Tosyl-Restes mit Natrium in fliiss. Ammoniak kénnen die freien
Peptide erhalten werden, wobei das Natriumion aus den erhaltenen Rohprodukten
am besten mit einem Austauscher entfernt wird.
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

B-[3-p-Tosyl-5-oxo-0xazolidinyl-(4) ]-propionsiure (I)

a) 3g N-p-Tosyl-L-glutaminsidure werden in 20—25ccm Eisessig unter Erwdrmen gelost,
600mg (2 Moll) Paraformaldehyd oder Trioxymethylen, 1.0g Acetanhydrid und 3—4 Tropfen
Thionylchlorid hinzugegeben und die Mischung auf dem Dampfbade unter Feuchtigkeitsaus-
schlufl 3—4 Stdn. erhitzt. Die klare, farblose Lésung wird i. Vak. eingedampft, der zuriick-
bleibende farblose Sirup in 50ccm Benzol geldst und diese Losung mit 50 ccm dest. Wasser
ausgeschiittelt. Das Wasser wird nochmals mit 30ccm Benzol ausgeschiittelt, die vereinig-
ten benzol. Losungen dampft man nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat i. Vak. auf
20—-25ccm ein. Nach dem Abkiihlen im Kiihlraum erhilt man ein farbloses Kristallisat, das
abgesaugt wird. Aus der Mutterlauge wird nach dem Einengen eine zweite Fraktion gewonnen,
Ausb. 2.2g. Die Kristalle enthalten auch nach ldngerem Trocknen noch Benzol. Reinigung
siehe unten.

b) 3g N-p-Tosyl-L-glutaminsiure werden mit 1.5—2ccm einer konz. Lésung von Trioxy-
methylen in Methylenchlorid versetzt. Die beim Erwiarmen auf 60 —70° erhaltene klare Losung
versetzt man mit 25 —30mg p-Toluolsulfonsiure und 148t langsam Benzol zutropfen. Gleich-
zeitig wird zum Sieden erhitzt, so daB Benzol und Wasser abdestillieren. Die Tropfgeschwin-
digkeit wird so reguliert, daB etwas mehr Benzol zutropft als abdestilliert, so daB3 das Vol. im
Verlaufe von 21/;—3 Stdn. auf 40—50ccm steigt. Da das Trioxymethylen mit dem Benzol
etwas fliichtig ist, fiigt man dem zutropfenden Benzol zweckmiBigerweise etwas Trioxymethy-
len zu. Zum Schiuf} wird bei leichtem Unterdruck und einer Badtemperatur von 40 —50° auf
15—20ccm eingedampft und die Losung nach dem Impfen im Kiihlraum bei +4° zur Kri-
stallisation gebracht. Aufarbeitung wie oben.

Nach nochmaligem Umkristallisieren aus Benzol werden 2.1 —2.2g eines Produktes erhal-
ten, das frei von Formaldehyd ist.

¢) 3g N-p-Tosyl-L-glutaminsiure werden, mit 600mg Paraformaldehyd und 20—30mg p-
Toluolsulfonsiure gut verrieben, in einem Kolbchen im Olbad auf 135° erhitzt. Das Gemisch
schmilzt unter Aufschiumen. Wihrend des langsamen Abkithlens im Olbade wird evakuiert.
Die glasige farblose Masse wird sodann in 10 —15ccm warmem Benzol geldst, die Losung fil-
triert und zur Kristallisation gebracht. Nach nochmaligem Umkristallisieren aus Benzol:
2.0—2.1g. Dieses letzte Verfahren ist nur fiir Ansitze bis zu 3 g anwendbar.

Die nach einem dieser 3 Verfahren erhaltene, noch benzolhaltige Verbindung I wird in wenig
Eisessig warm gelost, die Losung auf Raumtemperatur abgekiihlt und wenig Petrolidther zuge-
geben, so dafl sich noch keine zweite Phase bildet. Nach Animpfen und Abkiihlen im Eis-
schrank erhilt man ein Kristallisat, das in der Kilte abgesaugt und ausgewaschen wird. Man
trocknet zunichst i. Hochvak. bei Raumtemperatur iiber NaOH und, sobald der Geruch des
Fisessigs nahezu verschwunden ist, bei 50° iiber NaOH. Ausb. 60—709%, d. Th., Schmp. 75
bis 76°. [odi2: + 199 —200° (~ = 1, in Chif.).

C13HisNOgS (313.3) Ber. C49.84 H 4.83 N 4.47 Gef C49.43 H4.75 N 4.94

N-p-Tosyl-L-glutaminsdure-a-benzylamid (II): 1g I wird mit 1.4g (4 Moll.) Benzylamin ver-
setzt. Unter Selbsterwirmung tritt schnelle Losung ein. Es wird noch 10—15 Min, auf dem
Dampfbade erhitzt, abgekiihlt, mit 5— 10ccm Wasser versetzt und mit 10-proz. Salzsdure an-
gesduert. Der ausgefallene Niederschlag wird abgesaugt, in Na,CO3-Lésung unter Erwidrmen
gelost, die Losung filtriert und wiederum mit 10-proz. Salzsiure gefilit. Das Rohprodukt wird
abgesaugt, mit Wasser gewaschen und i. Vak. getrocknet, Ausb. 1.0—1.1g (80—879% d. Th.);
Schmp. 191 —192° (aus Isopropylalkohol). [a]¥: +3° (¢ = 1, in Methanol).

C1oHzN20sS (390.4) Ber. C 58.45 H 5.68 N 7.48 Gef. C 58.76 H 5.62 N 7.31
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N-p-Tosyl-L-glutaminsdure-a-anilid (I11): 1g I wird mit 1.2g frisch dest. Anilin versetzt und
bis zur vollkommenen Lésung auf dem Dampfbade erhitzt. Nach 10—15 Min. (70 —80°) wird,
wie bei IT angegeben, aufgearbeitet. Das Rohprodukt wird durch mehrfaches Umkristallisie-
ren aus viel Wasser oder besser aus Isopropylalkohol véllig farblos erhalten. Schmp. 195°
(Lit.3): 198 -200°).

C13H0N,0sS (376.4) Ber. C57.44 H5.35 N 744 Gef. C57.84 H5.50 N 7.38

N-p-Tosyl-L-glutamyl-a-glykokoll (IV): 1g I wird mit 1.3g frisch dest. Glykokoll-dthyl-
ester versetzt, wobei unter Selbsterwidrmung Losung erfolgt. Es wird noch 15—20 Min. auf
70—80° erhitzt und sodann der iiberschiiss. Glykokoll-dthylester i. Vak. abdestilliert. Zur
Verseifung der Estergruppe wird eine Mischung von 6.3ccm 27 NaOH mit dem gleichen Vol.
Methanol zugegeben und 1 Stde. bei Raumtemperatur stehengelassen. Man neutralisiert mit
6n HCI (bis pa 6) und dampft i. Vak. ein, bis die Ausscheidung von Natriumchlorid beginnt.
AnschlieBend wird mit weiterer 6 n HCI auf p= 2 angesiuert. Das Rohprodukt IV kristallisiert
nach kurzer Zeit aus. Man erhilt etwa 900 mg (78 % d. Th.) eines bei 198 —200° schmelzenden
Produktes. Umkristallisiert wird aus Wasser. Schmp. 208 —210°; [«]¥: —13° (¢ =1, in
Methanol). 0.477g werden mit nf;p NaOH gegen Phenolphthalein als Indikator in waBr.
Losung titriert. Verbrauch: 5.35ccm; ber. 5.34ccm.

C14H13N204S (358.3) Ber. C46.93 H 5.06 N 7.82 Gef. C46.83 H 5.02 N 8.18

N-p-Tosyl-L-glutamyl-a-glutaminséure (V): 2g [ werden mit 5.2g frisch dest. L-Glutamin-
sdure-didthylester umgesetzt und aufgearbeitet, wie bei I'V beschrieben. Ausb. 2.1g (767 d.Th.);
Schmp. 195° (aus Wasser). [«]#: +11° (¢ = 1, in Methanol).

42.7mg V wurden in Wasser mit n/20 NaOH gegen Phenolphthalein titriert. Verbrauch:
5.97ccm, ber. 5.98ccm.

C17H22N200S (430.4) Ber. C47.43 H5.15 N 6.50 Gef. C47.68 H 5.18 N 6.71

Abspaltung der N-Tosyl-Reste: 3.0g N-Tosyl-L-glutamyl-glycin (IV) werden in 100ccm
flissigem Ammoniak gelost und 1.2g (6 Moll.) Natrium zugegeben. Die bleibende Blaufirbung
wird mit etwas Ammoniumacetat zum Verschwinden gebracht, dann wird das Ammoniak ab-
gedampft, der Riickstand in 20ccm Eiswasser aufgenommen, 10 g Ionenaustauscher (Amberlite
IRC 50 in der Form des Ammoniumsalzes) zugesetzt und letzteres nach 30 Min. abfiltriert und
mit Wasser gewaschen. Das Filtrat wird i. Vak. (40° Badtemp.) auf 15—20ccm eingeengt und
diese Lésung mit 1 m Bariumacetatldsung versetzt, bis keine weitere Fallung mehr erscheint
(5—10ccm). Das Filtrat wird i. Vak. auf 20—30ccm eingeengt, durch eine Sidule von 20g
Amberlite IRC 50 (in der NH4®-Form) gegeben, die Siule mit Wasser nachgewaschen, und die
gesamte Fliissigkeit (ca. 150ccm) i. Vak. auf 15 —20ccm eingedampft. Aus dieser Losung wird
das freie L-Glutamyl-glycin mit Athanol gefillt. Es wird nach mehrfachem Umfillen, wobei
das beigemengte Ammoniumacetat entfernt wird, kristallin erhalten. Ausb. 1.0g (60°%, d. Th.);
Schmp. 175°; [o]2’: +-82° (¢ = 1, in Wasser). ]

Analog wird die N-Tosyl-L-glutamyl-L-glutaminsidure zur L-Glutamyl-L-glutaminsiure
gespalten.

3) Vgl. J.RUDINGER, Chem. Listy 48, 244 —53; Collect. czechoslov. chem. Commun. 19,
37538 [1954] (in Englisch); zit. nach C. A. 49, 3127 [1955].





