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77. Synthese von y-L-Glutamyl-hypoglycin A (Hypoglycin B) 
von A. Johl und W. G. Stoll 

Hcrrn Prof. Dr. P. KARRER zurn 70. Gcburtstag gewidmet 

(27. IT. 59) 

v. HOLT und Mitarbeiterl) zeigten, class clas Dipeptid Hypoglycin €3, erstmals von 
HASSALL & REYLE~)  aus den unreifen Friichten der Sapindacee Blighia sapida iso- 
liert, bei der Hydrolyse in 50-proz. Ameisensaure Glutaminsaure und Hypoglycin A 
liefert. In einer vorhergehenden Arbeit erbrachten wir den Beweis, dass es sich bei 
Hypoglycin B um y-L-Glutamyl-hypoglycin A (IV) handelt 3). Nachfolgend wird 
iiber die Synthese (1-117) dieses Dipeptides aus Hypoglycin A (11) berichtet. 
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Der von WEYGAND und Mitarbeitern4)5) erstmals hergestellte N-TFA-L-Gluta- 
minsaure-a-athylester (I) 6, wurde mit Hypoglycin A (11) nach der Gemischten-An- 
hydrid-Methode ') mit Chlorameisensaure-isobutylester *) gekuppelt. Der resultierende 
N-TFA-y-L-Glutamyl-hypoglycin-A-u-athylester (111) konnte kristallisiert in einer 
Ausbeute von 35% erhalten werden. 
I,'*!, Nachdem WEYGAND &  GEIGER^) N-TFA-Glutathion-diathylester in Glutathion 
uberfiihren konnten, ohne dass die empfindliche y-Glutamylbindung gespalten und 
ohne dass bei der alkalischen Verseifung des Diesters und Entfernung der Trifluor- 
acetyl-Schutzgruppe eine wesentliche Umlagerunge) zum Isoglutathion festgestellt 
wurde, konnte angenommen werden, dass sich I11 bei vorsichtigem Behandeln mit 
Alkali zum y-L-Glutamyl-hypoglycin A (IV) hydrolysieren lassen wiirde. 

Die Verseifung des u-Esters und die Abspaltung der Trifluoracetylgruppe des ge- 
schiitzten Dipeptides I11 gelang analog der Verseifung des N-TFA-Glutathion-di- 

1) C. v. HOLT, LV. LEPPLA. I3. KRONER & L. v. HOLT, Naturxviss. 43, 279 (1956) ; C. v.  HOLT 

2, C. H .  HASSALL. I<. RIIYI.E & 1'. FENG, Xature 173,356 (1954) ; C. H. HASSALL & K. REYLE 

3) A. JOHL & \V. (;, STOLL, Helv. 42, 156 (1950). 
4, F. WEYCAN~> gi M. KEIHER, Chem. Ber. 88, 26 (1 955). 
,) F. WEYGAND I% R.  GEicER, Chem. Ber. 90, 634 (1957). 
6 )  TV,Y = CI',CO- (Trifluoracetyl-) . 
') Methode: R. *4. BOISSONNAS, Helv. 34, N74 (1951) ; TH. WIELANII & H. BERNHARD, Lie- 

*) J .  R. VAUGHAN & J. A. EICHLER, J .  Amer. chem. SOC. 75, 5556 (1953). 
a) Vgl. hierau: E. SONDHKIMER & R. W. HOLLEY. J .  .4mer. chem. Soc. 79, 3767 (1957), 

und V. BRUCKNISR, h1. KAJTAR, J. Kovlics, H. NACY & J .  WEIN, Tetrahedron 2, 211 (1958). 

& \V. T,EPPLA, %. physiol. Chem. 313, 276 (1958). 

Hiochcm. J. 60, 334 (1955). 

bigs Ann. Chem. 572, 190 (19.51); J. R. VAUGHAK, J. Amer. chem. SOC. 73, 3547 (1951). 
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athylesters rnit 1-n. Natronlauge in Dioxan bei 15". Das Reaktionsgemisch wurde an 
einer Dowex-1-Saule (Acetat-Form) entsalzt und das freie Dipeptid IV mit 2-n. 
Essigsaure eluiert. Das Eluat wurde in 3 Fraktionen A 100 ml aufgefangen, die ge- 
trennt lyophilisiert wurden. Papierchromatographische Untersuchungen zeigten, dass 
die erste Fraktion einheitlich war, wahrend die beiden anderen Fraktionen neben 
dem Hauptprodukt Spuren eines nicht naher untersuchten, Ninhydrin-positiven 
Nebenproduktes, vermutlich a-L-Glutamyl-hypoglycin A, enthielten. Der Riick- 
stand der ersten Fraktion kristallisiert aus Wasser-Aceton und wenig Essigsaure in 
feinen Nadelchen, die genau den gleichen doppelten Schmelz- bzw. Zers.-Punkt von 
192-194" und 205-210" zeigen wie unser natiirliches Hypoglycin B. Das synthetische 
y-L-Glutamyl-hypoglycin A besitzt die optische Aktivitat [a]: = + 7,4" (& 2") 
(c = 1,52; Wasser). Fur das natiirliche Dipeptid fanden wir [a]: = + 8,6" (& 2") 
(c = 2,03 ; Wasser) Papierchromatographisch zeigte sich das synthetische Produkt 
in 3 Losungsmittelsystemen als einheitlich und besass einzeln und im Gemisch mit 
naturlichem Hypoglycin B dieselben Rf-Werte. Die elektrophoretische Mobilitat des 
synthetischen Dipeptides bei pH 5,5 und 2,6 war der des naturlichen Materials gleich. 

Die Ubereinstimmung der Eigenschaften des natiirlichen Hypoglycins B und des 
synthetischen y-L-Glutamyl-hypoglycins A durfte die Identitat der beiden beweisen. 

Experimenteller Teil lo) 

N- TFA -~-GZutamznsdure-a-ithylester (I), Der als Ausgangsmaterial verwendete K-TFA-L- 
Glutaminsaure-a-athylester wurde hergestellt nach dem Verfahren von WEYGAND und Mit- 
arbeitern4)S) ; Smp. 75-76"; [a]g = -42,4' (f 2") (c = 2 ;  abs. khanol) ;  [Lit.: Srnp. 76-77"; 
[a]F = -42,9" (* 2") (c = 2 ;  abs. Athanol)]. 

Gewinnung von reinem Hypoglycin A (IZ). 3 g Hypoglycin B, gelast in 40 ml50-proz. Ameisen- 
saure, werden im geschlossenen Rohr 10 Std. auf 110" erhitzt. Das Hydrolysat wird im Hoch- 
vakuum zur Trockene eingedampft, der Riickstand in wenig Wasser gelost und auf eine Aus- 
tauschersaule Amberlite IR-4B (OH'-Form, 44 x 2 cm) gebracht. Hypoglycin A wird als neutrale 
Aminosaure mit H,O eluiert, bis die Ninhydrinreaktion des Eluates negativ ausfallt. Das Filtrat 
wird im Hochvakuum zur Trockene eingedampft. Der Riickstand (Hypoglycin A) wird aus H,O- 
Methanol umkristallisiert. Ausbeute 0,62 g (40%); [a]g = +9,9' (f 2") (C = 1; H,O); [a]g = 
+46,6" (& 2") (c = 1 ;  2-n.HC1); [Lit.ll): [a]g = + 1 l 0  (f 1") (c = 1 ;  H,O); [a]g =+49" 
(f 1") (c = 1; H,O bei p H  2)]. Rf 0,55 im PARTRIDGE-System12) [n-Butanol-Eisessig-Wasser- 
(4: 1 : 511. Spuren von 2 mit Ninhydrin gelb reagierenden Substanzen (vgl. konnten im Roh- 
produkt nachgewiesen werden. Sie wurden aber bei der Kristallisation aus H,O-Methanol voll- 
standig entfernt. 

N -  TFA-y-L-Glutamyl-hypoglycin-A-a-dthylester (IZZ). Zu einer auf - 15" abgekuhlten La- 
sung von 0,672 g N-TFA-L-Glutaminsaure-a-athylester (2,47 mM) und 0,34 ml Triathylamin 
(2,47 mM) in 12 ml frisch destilliertem, absolutem Tetrahydro-furan werden 0,325 ml Chlor- 
ameisensaure-isobutylester (2,47 mM) getropft. Das Reaktionsgemisch wird 7 Min. bei - 15" 
gehalten und hierauf innerhalb von 45 Sek. rnit einer auf 0' abgekiihlten Losung von 0,35 g 
reinem Hypoglycin A (2,47 mM) in 2,48 ml 1-n. NaOH versetzt. Schliesslich riihrt man die 
Lasung noch 45 Min. bei - 2 bis - 5". Das Reaktionsgemisch wird rnit 12 ml eiskaltem H,O ver- 
diinnt, mit 2-n. HC1 auf p H  ca. 2,5 angesauert und das Tetrahydro-furan in der Kalte im Vakuum 
abdestilliert. Das als zahes, farbloses 61  abgeschiedene Reaktionsprodukt wird rnit Ather ausge- 
zogen, die atherische Lbsung mit H,O sechsmal gewaschen und uber Na,SO, getrocknet. Nach 
Abdestillieren des Losungsmittels bleibt das Produkt als 61 zuriick, welches nach Behandeln mit 

10) Die Smp. sind unkorr. Die Rf-Werte wurden in absteigenden Chromatogrammen auf 
WHATMAN-PaPier Nr. 1 bestimmt. Elektrophoretische Analysen wurden auf WHATMAN-Papier 
Nr. 1 durchgefiihrt. 

11) E.V. ELLINGTON, C. H. HASSALL, J. R. PLIMMER & C. E. SEAFORTH, J. chem. SOC. 1959,80. 
S. M. PARTRIDGE, Biochem. J. 42, 238 (1948). 
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Kthanol, Benzol, Cyclohcxan und Petrolathcr kristallisiert. Ausbeutc 0,874 :: (89%). I h s e s  Roh- 
produkt enthalt noch geringc Mengen N-TFA-L-Glutaminsaurc-a-athylcster, welcher wasserlos- 
lich ist. Um das Ausgangsmaterial vollstandig zu entfernen, wird das Rohprodukt nochmals in 
120 ml Ather gelost, zehnmal mit je 15-20 ml H,O gewaschen und uber Na,SO, getrocknet. 
Nach Entfcrnung des Losungsmittels wird dcr festc Kiickstand dreimal aus Ather-Petrolather 
umkristallisiert. Ausheute 0,346 g (35%). Smp. 100-103", [a$' = - 15,6' (5 2') (c = 1 ;  abs. 
Kthanol). 

C~6H2106N,1~~  (394,36) Ber. X 7.10% Gcf. K 7,289; 
y-~-Glutamyl-kj/poglycin .4 ( I V ) .  0,350 g N-TFA-y-L-Glutamyl-hypoglycin-A-a-Lthylester 

(0,88 mY) werden in 3,6 ml Dioxan gelost und auf 12" abgekiihlt. Dazu tropft man innerhalb 
von 10 Min. 2,67 ml 1-n. KaOH und lasst tlas Reaktionsgcmisch 50 Min. bei 15" stehen. 1)arauf 
wird die Losung rnit Eisessig bis ca. pH 3 angesauert und im Hochvakuum bei eincr Badtempe- 
ratur von 25" tur  Trockcne eingedampft. Dcr Ruckstand wird in 10 ml H,O gelost und auf eine 
SPule von Dowex-1 (Acetat-Form) (28 x 2 cm) ls) gebracht. Die Salze werdcn mit 1200 ml H,O 
ausgewaschen (Durchlaufgeschwindigkeit: 130-135 ml pro Std.). Darauf wird das Vipeptid mit 
2-n. Essigsaure eluiert. Nach einem Vorlauf von 105 ml erscheint das Sinhydnn-positive Produkt 
im Filtrat. Es wird in 3 Fraktionen & 100 ml aufgefangen. 

Die Fraktionen wurden cinzcln lyophilisiert und papierchromatographisch untersucht. Frak- 
tion 1: 0,105 g; Fraktion 11: 0,023 g;  Fraktion 111: 0,007 g; Xusbcute 0,135 g (56%). Fraktion I 
erwies sich papierchromatographisch als einheitlich. Rf 0,58 im PARTRxDcE-Systeml2) jn-Butanol- 
Eisessig-Wasser (4: 1 : j ) ] .  Die Fraktionen I1 und 111 zeigten im Papierchromatogramm im gleichcn 
System neben dem Hauptprodukt (Rf 0.58) Spuren cines Ninhydrin-positiven Materials mit dem 
Rf 0.80 (a-L-Glutamyl-hypoglycin A ?). 

]>as lyophilisierte Produkt von Fraktion I wird drcimal vorsichtig aus Wasser-Accton und 
wenig Essigslure umkristallisiert. TJnter diesen Bedingungen scheidet sich das Dipcptid wie das 
natiirliche Hypoglycin B in Form von feinen Nadelchen ab. Das gercinigte y-r-Glutamyl-hypo- 
glycin A schmilzt bei 192-194" unter Aufschaumen; der anscheinend feste Schaum schmilzt 
wiederum bei 205-210" unter Zersetzung. Unser naturliches Hypoglycin I3 zeigt, gleichzeitig mit 
dcm synthctischen Dipeptid erhitzt, genau denselben doppcltcn Smp. [Lit. Hypoglycin B : Smp. 
194-195", 200-206" ,) und 189-191' 14)]. [ a ] g  + 7,4" (& 2") (c = 1.52; Wasser); [Lit. Hypo- 
glycin B: [a13 = +8,6" (& 2") (c = 2,03; \ \ a s ~ e r ) ~ )  uncl [ u ] g  = +9,6" (& 2') (c = 1,lZ; 
Wasser) 2)] . 

C,,H180,N, (270,ZS) Bcr. N 10,36%, Gef. N 9,94% 
Das synthetischc y-L-Glutamyl-hypoglycin X zeigt einzeln und im Gemisch mit natiirlichem 

Hypoglycin B in den Systemen ~ ' A R T R I D C E ~ ~ )  [n-Butanol-Eisessig-Wasser-(4 : 1 : 5)], Pyridin- 
Amylalkohol-Wasser-(7 :6:6) und n-Butanol, gesattigt mit IVasser, je dieselben Rf-Wcrte, nam- 
lich 0,58, 0,22 und 0,04. Bei dcr Papierelcktrophorese in einem Pyridin-Essigsaure-Puffer vom 
pH 5.5 wandern das synthetische Dipcptid und naturliches Hypoglycin B einzeln und im Gemisch 
als einheitliche l'lccken zur Anode, wahrend sie sich in ca. 5-prOZ. Essigsaure (pH 2,6) als cinheit- 
Iiche Flecken zur  Kathode bewegen. 

Die Mikroanalyscn und Drehungsbestimmungcn wurdcn in unscrem mikroanalytischen 
Laboratorium (Leitung Dr. H. WAGNER) ausgefiihrt. 

SUMMARY 

N-TFA-y-L-glutamyl-hypoglycin A u-ethyl ester was prepared by coupling 
N-TFA-L-glutamic acid a-ethyl ester with hypoglycin A according to the mixed 
anhydride method, using isobutyl chlorocarbonate. After removal of the protecting 
groups the resulting y-L-glutamyl-hypoglycin A was found to be identical with 
natural hypoglycin B. 

Wissenschaftliche Laboratorien der J. R. GEIGT AG., Basel 

lJ) Dowex-1 wurde in der iiblichen Art und Weise in die Acctat-Form iibergefiihrt und darauf 

14) K. I(. CHEN, R. C.RNDERSON, M. C. MCCOWEN & P. N. HARRIS, J. I'harrnacol. exp. 
mit H,O so lange gewaschen, bis rlas Eluat ein pH von 4.8-5,0 zeigte. 

Therapeutics 121, 272 (1957). 




