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Glutamic-1-semialdehyde which is discussed to be involved in the early steps of chlorophyll
biosynthesis, has been synthesized from glutamic acid by reduction of several N-protected
carboxylic acid derivatives like the N-CBO-glutamic acid-1-dimethyl amide or methylanilide,
the pyroglutamic acid imidazolide and the acid chlorides of N-phthaloyl-glutamic acid-5-methyl
ester or 5-benzylester. The x-aminoaldehyde could only be generated in solution, where it is
polymerized rapidly. Due to its instability, it is suggested that glutamic semialdehyde plays no

role as a free metabolite in green plants.

1. Einfiilhrung

Die natiirlichen Tetrapyrrole, zu denen auch die
Chlorophylle gehoren, leiten sich biogenetisch von
der Aminosdure S-Aminoldvulinsdure ab, die iiber
eine Reihe von Zwischenstufen zu dem Makro-
zyklus des Porphyrins verkniipft wird [1]. Bereits
auf der Stufe der Aminoldvulinsdaure (ALA) bereitet
die Interpretation der Biosynthese erhebliche
Schwierigkeiten, die bis heute nicht vollstindig
gelost sind [2]. Neben der aus Tieren und Mikro-
organismen bekannten ALA-Bildung aus Succinyl-
CoA und Glycin (,,Shemin-Weg™) [3] wird vor
allem fiir Algen und hohere Pflanzen ein zweiter
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Weg zu ALA diskutiert, der die Verwendung des
intakten Kohlenstoff-Geriists von a-Ketoglutarsaure
bzw. Glutaminsdure einschliet [3]. Dieser ,,C-5-
Weg™ 148t sich theoretisch von beiden genannten
Vorstufen ableiten, wobei iiber eine primidre Re-
duktion an der jeweiligen C-1-Position die Alde-
hydstufen (4.5-Dioxovaleriansiure, DOVA, bzw.
Glutaminsiure-1-semialdehyd, Glu-SA) entstehen
sollten, die dann durch Transaminierung in ALA
verwandelt werden (Schema 1). Die Umsetzung von
x-Ketoglutarat iber DOVA zu ALA wird als sehr
wahrscheinlich erachtet [4], obwohl der direkte
Beweis in vitro noch aussteht. Fiir die Theorie der
Transformation von Glutaminsiure in den Semial-
dehyd mit nachfolgender Isomerisierung gibt es
einen Anhaltspunkt durch die Arbeit von Kannan-
gara und Gough [5], die sowohl von einer Synthese
des Glu-SA als auch von dessen in vitro-Umwand-
lung in ALA mit einer Proteinfraktion aus Gerste
berichten. Allerdings wurde Glu-SA nicht in Sub-
stanz hergestellt, sondern nur eine Aldehyd enthal-
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tende wilrige Losung direkt fiir die enzymatischen
Tests verwendet. Weiterhin fehlen Angaben zur ein-
deutigen Charakterisierung von Glu-SA, so daB
diese Arbeit die Signifikanz von Glu-SA als poten-
tielle Vorstufe der ALA bisher nicht eindeutig
beweist. Die vorliegende Arbeit befa3t sich daher
mit Methoden zur synthetischen Zuganglichkeit von
Glu-SA mit dem angestrebten Ziel der Gewinnung
eines Standardpriaparates als Substrat fiir bioche-
misch-enzymatische Tests.

2. Ergebnisse
Syntheseplanung

Viele gingige Verfahren zur Darstellung von
Aldehyden benutzen als Ausgangsverbindungen die
entsprechenden Carbonsduren [6]. Da letztere der
Reduktion zum Aldehyd im allgemeinen nicht
direkt zugdnglich sind, wird die Carboxylgruppe
zuerst derivatisiert. Im Falle des Glu-SA wurde
daher von der Glutaminsdure ausgegangen. Zwei
grundsitzliche Verfahrensweisen zur weiteren Um-
setzung bieten sich an:

1) Reduktion von Sdureamiden mittels komplexer
Hydride [7].

2) Katalytische Reduktion von Saurechloriden nach
Rosenmund [8].

Im ersteren Falle gibt es Erfahrungen bei der
Reduktion von Carbonsduredimethylamiden mittels
Li(OC,H;s)sAIH [9], N-Methylanilide wurden von
Weygand er al. [10] mittels LiAlH; zu den Alde-
hyden reduziert, wihrend sich Staab und Braunling
[11] der Imidazole bedienten. Nach der zweiten
Methode wurden bereits Aldehydderivate der
Aminosduren Alanin, Cystein und Tyrosin darge-
stellt [12], die jedoch an der Aminogruppe durch
einen Phthaloylrest geschiitzt waren. Kannangara
und Gough [5] reduzierten bei ihrer Synthese
des Glu-SA N-Benzyloxycarbonyl-Glutaminsdure-1-
chlorid-5-benzylester mittels H, am Palladiumkon-
takt, wobei auch die tibrigen funktionellen Gruppen
der Glutaminsdure freigelegt wurden. Der hier vor-
gelegte Syntheseplan beinhaltet daher die folgenden
Stufen:

a) Genereller Schutz der x-Aminogruppe der
Glutaminsdure und gegebenenfalls der 5-Car-
boxylgruppe;:

Synthese von Glutaminsédure-1-semialdehyd

b) Derivatisierung der 1-Carboxylgruppe (Saure-
chlorid, -amide);

¢) Reduktion (H,, komplexe Hydride);

d) Abspaltung der Schutzgruppen.

Diese Synthesestrategie eroffnet mehrere parallele
Moglichkeiten zur Darstellung  von  Glu-SA
(Schema 2).

Darstellung der reduktionsfihigen
Glutaminsdurederivate

Zur Einfiihrung der Amidgruppe in Glutamin-
sdure 1 {ber deren Sdureanhydrid mufl die
a-Aminogruppe blockiert werden. Hierfiir bietet
sich eine Schutzgruppe vom Urethantyp (z.B.
Benzyloxycarbonyl-, CBO) an, die bei der Amino-
lyse des N-geschiitzten Glutaminsdureanhydrids die
Aminogruppe in Position 1 dirigiert, wobei nicht
das Glutamin- sondern das Isoglutaminderivat ent-
steht [13]. 1 wurde daher in Gegenwart von MgO
mit Benzyloxycarbonylchlorid umgesetzt [13]. Da-
bei entsteht die CBO-Glutaminsdure la, die mit
Acetanhydrid in guter Ausbeute das Anhydrid 2
liefert. Aminolyse mit Dimethylamin im wasser-
freien Medium ergibt das Amid 3a, das aus
Aceton/5 M HCI kristallisierte. Das ungeschiitzte
Dimethylamid 4a wird gewonnen, indem man 3a in
Methanol 16st und in Gegenwart von Palladium-
Aktivkohle hydriert. Analog 3a bildet sich das
CBO-geschiitzte N-Methylanilid 3b aus 2 durch
Aminolyse mit N-Methylanilin. 3b fiel als olige
Substanz an und wurde durch Umwandlung in das
ungeschiitzte  Anilid 4b mittels katalytischer
Hydrierung indirekt charakterisiert. 4b bildet farb-
lose Kristalle aus Methanol/Diethylether vom
Schmelzpunkt 232 °C.

Die Pyroglutaminsdure 7 scheint ebenfalls fiir die
Darstellung von Glu-SA gewisse Vorteile aufzu-
weisen: Auf das Einfithren von Schutzgruppen kann
hier verzichtet werden, da sowohl die Aminogruppe
als auch die 5-Carboxylgruppe bereits durch Lac-
tambildung blockiert sind. Somit erfaBt die zur
Reduktion notwendige Derivatisierung nur die vor-
gesehene freie 1-Carboxylgruppe. Zudem ist 7 leicht
aus 1 zugdnglich, und der Pyrrolidonring kann
hydrolytisch wieder gespalten werden.

Glutaminsdure 1 wird durch Erhitzen auf 190 °C
in 7 tberfiihrt [14]. Die nachfolgende Umwandlung
der freien Carboxylgruppe von 7 in das Imidazolid
wurde zundchst auf dem klassischen Weg lber das
Sdurechlorid versucht: jedoch bildete sich schon in
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der Kilte aus 7 und Thionylchlorid ein rotes Harz.
Daher wurde auf das Verfahren von Staab ez al. [15]
zurlickgegriffen, wonach durch direkte Einwirkung
von Carbonyldiimidazol auf Carbonsduren deren
Imidazolide gebildet werden. Danach 148t sich 8
aus 7 in 65-prozentiger Ausbeute als farblose Substanz
gewinnen. Nach Rosenmund [8] sind Aldehyde
durch Reduktion der entsprechenden Sdurechloride
zuginglich. Im Falle der Glutaminsdure waren zur
eindeutigen Bildung des Saurechlorids am C-Atom 1
sowohl die Amino- als auch die 5-Carboxylgruppe
zu schiitzen. Erstere wurde durch den Phthaloylrest
geschiitzt, letztere tber das Anhydrid 10 mit
Methanol verestert. Damit erhielt man den N-
Phthaloyl-Glutaminsidure-5-methylester 1le¢, der
sich mit Thionylchlorid in das gewiinschte Sdure-
chlorid 12¢ iberfithren 14aB8t. Verestert man mit
Benzylalkohol anstelle von Methanol, so erhilt man
den Benzylester 11d, der sich mit PCls in das Sdure-
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Schema 2. Reaktionswege von Glutamin-
sdure 1 zu Glutaminséure-1-semialdehyd 5.

chlorid 12d verwandeln laBt. Beide Sidurechloride
fielen als 6lige Produkte an.

Reduktion der Glutaminsdurederivate

Die Reduktion des Glutaminsdure-1-dimethyl-
amids 4a wurde zunidchst mit Hilfe des komplexen
Hydrids Li(OC,Hs);AIH  durchgefithrt, das aus
LiAlH; und Essigsdureethylester in situ hergestellt
wurde [9]. Reaktionsmedium ist {blicherweise
Diethylether oder THF. Da 4a in beiden Losungs-
mitteln nahezu unloslich ist, wurde die Reduktion
in Suspension versucht [10]. Zunichst lieB man die
dquimolare Menge an Hydrid in Diethylether bei
0°C einwirken, wobei jedoch das gesamte Hydrid
unter H,-Entwicklung verbraucht wurde. Daher
wurde die Zugabe an Li(OC,Hs);AIH so weit er-
hoht, bis dessen unzersetzter Anteil die vorgelegte
molare Menge an 4a um etwa 10% ubertraf. Nach
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2 Std. 1im Eisbad wurde mit 2.5 M H,SO, zersetzt,
wobei H,-Entwicklung auftrat. Mit 2.4-Dinitrophenyl-
hydrazin konnte kein Aldehyd nachgewiesen wer-
den. Eine negative Reaktion erbrachte auch das
sehr viel empfindlichere 3-Methylbenzthiazolin-2-
on-hydrazon (MBTH), das mit FeCl; und Alde-
hyden einen blauen Chromophor bildet [16]. Im
Reaktionsgemisch nach Zersetzung lief sich mittels
DC neben dem Ausgangsprodukt 4a nur noch etwas
1 nachweisen. Die Verwendung von THF als Sol-
vens, Temperaturerhohung und Ausdehnung der
Reaktionszeit auf tber 24 Std. sowie der Einsatz
von LiAlH4 zur Reduktion lieBen ebenfalls keinen
Aldehyd entstehen.

N-CBO-Glutaminsdure-1-dimethylamid 3a wurde
nach Brown und Tsukamoto [9] mittels eines
2,5molaren Uberschusses von Li(OC,Hs);AIH in
THF reduziert. Nach 60 min bei —10°C erhielt
man eine maximale Ausbeute an Aldehyd 6, der in
Form des isolierten 2.4-Dinitrophenylhydrazons mit
14% d.Th. bestimmt wurde. Die Isolierung des
CBO-Aldehyds 6 gelang nur in oOliger Form. Ver-
suche zur Reinigung tiber das Bisulfit-Additions-
produkt bzw. iiber die Bisulfit-Form von Anionen-
austauschern (z.B. Amberlite IRA-400) [17]
schlugen fehl. Im folgenden wurde daher wie vor-
anstehend reduziert und die Reaktionsprodukte mit
Essigsdureethylester extrahiert. Nach Abziehen des
Losungsmittels wurde in Methanol aufgenommen
und der N-CBO-Glutaminsidure-1-semialdehyd 6
am Palladiumkontakt hydriert, um die CBO-
Gruppe abzuspalten. Die Untersuchung des Reduk-
tionsergebnisses mittels DC ergab neben 1 und 4a
eine Ninhydrin-positive Zone am Start. Mit 2.4-
Dinitrophenylhydrazin oder MBTH lieBen sich
dagegen auf der Diinnschicht keine Zonen anférben,
obwohl der Aldehydnachweis mit MBTH in Losung
positiv ausfiel. Aufarbeitung des Reaktionsgemi-
sches mit Isopropanol ergab einen weiBen Nieder-
schlag, der sich innerhalb weniger Minuten von gelb
tiber rot nach braun verfarbte. Einrotieren der
Losung ergab lediglich eine rote, polymere Masse,
aus der sich kein Aldehyd gewinnen lie3. Versuchte
man, den Reaktionsansatz nach Kannangara und
Gough [5] tUber Sdulenchromatographie an Katio-
nenaustauschern aufzutrennen, so fand man neben
einer irreversibel fixierten roten Zone am oberen
Sdulenrand im Eluat lediglich Glutaminsdure und
deren 1-Dimethylamid sowie ein Ninhydrin-posi-
tives Substanzgemisch ohne Aldehydcharakter.

Synthese von Glutaminsdure-1-semialdehyd

Das Pyroglutaminsdureimidazolid 8 wurde in
THF suspendiert und bei —10°C mit LiAlH4 in
THF versetzt. Nach 30 min Reduktionszeit erbrachte
der Test mit MBTH zunichst keinen Aldehydnach-
weis, der jedoch positiv ausfiel, wenn man die
Reaktionstemperatur fiir weitere 30 min auf 40°C
steigerte. Mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin lieSen sich
gelbe Kristalle vom Schmelzpunkt 154 °C isolieren,
die als 2.4-Dinitrophenylhydrazon des Pyroglut-
aminsdurealdehyds 9 identifiziert wurden. Aus 9
sollte nun durch Hydrolyse mit konz. HCI der freie
Glu-SA entstehen. Man erhielt jedoch nur eine rote
Losung, in der kein Aldehyd mehr nachgewiesen
werden konnte.

Der in Toluol geloste Benzylester 12d wurde bei
0°C am Pd-Kontakt bis zum Ende der HCI-Ent-
wicklung hydriert. Danach konnte jedoch mit
MBTH kein Aldehyd nachgewiesen werden. Nach
Hydrazinolyse der Phthaloylgruppe fand man nur
Glutaminsidure. Auch die Erhdhung der Reaktions-
temperatur auf 80 °C erbrachte kein anderes Ergeb-
nis.

Der Methylester 12 ¢ wurde zundchst bei Raum-
temperatur wie voranstehend hydriert. Selbst nach
mehreren Stunden konnte weder HCI-Entwicklung
beobachtet noch Aldehyd im Reaktionsgemisch ge-
funden werden. Erst eine Erhohung der Reaktions-
temperatur auf 80—90°C fiihrte zur Freisetzung
von HCI, nach deren Beendigung (ca. 5 Std.) mit
MBTH Aldehyd angezeigt wurde. Mit 2.4-Dinitro-
phenylhydrazin erhielt man eine orangefarbene Ab-
scheidung, die nicht zur Kristallisation gebracht
werden konnte. Zur Abtrennung des Aldehyds
wurde das nach Abziehen des Toluols erhaltene Ol
mit ges. NaHCO;-Losung behandelt, die wiBrige
Phase abgetrennt und der oOlige Riickstand nach
Aufnahme in Ethanol der Hydrazinolyse unterwor-
fen. Bereits nach kurzer Zeit fiel Phthalsdurean-
hydrid aus, und die Losung farbte sich tiefrot. Nach
Filtration und Abziehen des Losungsmittels blieb
ein rotes, wasserlosliches Harz zuriick, in welchem
kein Aldehyd mehr nachweisbar war.

Das Ziel. Glu-SA als Reinsubstanz zu erhalten,
lie sich nach den voranstehenden Synthesen nicht
realisieren. Es wurde daher nach einem reduzier-
fahigen Glutaminsdurederivat mit besserer Loslich-
keit in THF gesucht. Dazu schien das N-Methyl-
anilid 4b geeignet. Dieses wurde zunéchst als CBO-
Derivat 3b mit LiAlH4 in THF bei —10°C redu-
ziert. Nach Aufarbeitung wie zuvor beim Dimethyl-
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amid 3a beschrieben, erhielt man mit Dinitro-
phenylhydrazin ein Hydrazon, welches sich mit
demjenigen als identisch erwies, das aus 3a darge-
stellt worden war. Mit MBTH farbte sich die
Losung jedoch statt blau intensiv blauviolett. Es
wurde gefunden, daB N-Methylanilin mit MBTH
einen violetten Chromophor bildet, der bei .=
580 nm einen molaren Absorptionskoeffizienten
£=19000 besitzt und die von der Aldehydreaktion
herrithrende Farbe (/.= 625 und 660 nm [16])
tiberlagert. Da die Farbe mit N-Methylanilin tber
langere Zeit stabil bleibt, wurde die Reaktion zur
Verfolgung der Reduktion von 4b angewandt, wobei
das entstandene N-Methylanilin mit Diethylether
abgetrennt wurde. Zum Vergleich wurde die Bil-
dung des Glu-SA iiber die Aldehydreaktion mit
MBTH bei 660 nm aufgezeichnet (Abb. 1). Anhand
der Kinetik fand man, da man aus 4b und der
3.,5fachen molaren Menge an Hydridionen aus
LiAlH4 nach einer Stunde bei 0 °C eine max. Aus-
beute an Aldehyd erzielte, wihrend der Anteil an
freigesetztem N-Methylanilin noch weiter anstieg
(bis auf 50% der eingesetzten molaren Menge an
4b). Zog man nach der Reduktion das THF ab,
ohne den Reaktionsansatz zu zersetzen, so hinter-
blieb ein weiBes, Ubelriechendes Pulver, welches
sich unter Luft- und Feuchtigkeitsausschluf aufbe-
wahren lieB. Bei Kontakt mit Wasser farbte es sich
gelb. Jeder weitere Versuch, den Glu-SA aus der
Losung zu isolieren, endete in der schon vorher
beobachteten Umwandlung in ein rotes Polymerisat.
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Abb. 1. Spektroskopische Verfolgung der Reduktion von
Glutaminsidure-1-(N-methyl)anilid 4b  mit  LiAlH,.
Detektion des gebildeten Aldehyds bei 660 nm
(@---@) und des abgespaltenen N-Methylanilins bei
580 nm (0——o0) jeweils nach Reaktion mit MBTH.
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Die intermedidre Bildung von Glu-SA wurde je-
doch durch eine Abfangreaktion mit 2.3-Diamino-
naphthalin (DAN) bewiesen, die analog der be-
kannten Umsetzung mit x-Ketoaldehyden [18] zu
dem Benzochinoxalin 14 fiihrt (Schema 3).

14 1aBt sich zum Vergleich leicht aus 4.5-Dioxo-
valeriansdure und DAN darstellen [18]. Das Auf-
treten von 14 im Reduktionsansatz von 4a und 4b
konnte nach Einwirken von DAN und nach Tren-
nung mittels HPLC durch Fluoreszenzdetektion [19]
sichergestellt werden.

3. Diskussion

Die vorliegenden Versuche zur Darstellung von
Glutaminsdure-1-semialdehyd haben ergeben, daf3
der x-Aminoaldehyd offensichtlich in Substanz
nicht stabil ist und sich damit der Isolierung in
reiner Form entzieht. Damit stellt sich allgemein
die Frage, ob z-Aminoaldehyde iiberhaupt in freier
Form gewonnen werden konnen. Uber die Darstel-
lung einiger N-geschiitzter Aminoaldehyde bzw.
Acetale von x-Aminoaldehyden wird im Falle von
Alanin, Cystein, Phenylalanin und Tyrosin berichtet
[12, 20—22], aber aus keinem dieser Derivate konn-
ten die freien Aminoaldehyde gewonnen werden.
Fischer und Kametaka [23] berichten iiber die
gelungene Hydrolyse des z-Aminopropionaldehyd-
diethylacetals, die zum freien Aldehyd gefiihrt
haben soll, den sie jedoch nicht als Reinsubstanz
fassen konnten. Auch andere Methoden, wie z. B.
die Oxidation von x-Aminoalkoholen mit Pyridi-
niumdichromat [22] oder deren enzymatische
Oxidation durch Alkoholdehydrogenasen [24] er-
gaben nur dann stabile Produkte, wenn eine Schutz-
gruppe eingefiihrt [22] bzw. der gebildete Aldehyd
sofort als Semicarbazon abgefangen wurde [24]. Im
Falle von Glu-SA deutet die rasche Rotfarbung
nachweislich aldehydhaltiger Reduktionsansitze
darauf hin, daB der freie Aminoaldehyd sofort poly-
merisiert. Es scheint daher wenig aussichtsreich,
Glu-SA als Reinsubstanz zu erhalten und charak-
terisieren zu konnen. Nach unseren Erfahrungen ist
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daher die Arbeit von Kannangara und Gough [5]
nicht nachvollziehbar, da Glu-SA, selbst wenn er in
Losung entstanden wire, eine Abtrennung iiber
Ionenaustauscher nicht tbersteht. Gegen die ge-
lungene Synthese der Autoren sprechen zudem
Beobachtungen aus dem Reaktionsablauf selbst: Bei
der Rosenmund-Reduktion der Sdurechloride 12¢
und 12d wird im Falle des Methylesters 12¢ bei
Raumtemperatur keine HCIl-Entwicklung beobach-
tet, wiahrend bei 80°C HCI freigesetzt und mit
MBTH Aldehyd nachgewiesen wurde. Dies deutet
auf eine zu niedrige Reaktionstemperatur bei der
fritheren Synthese [5] hin. Der Benzylester 12d
dagegen entwickelt bei 0 °C bereits HCI, ohne daf3
dabei Aldehyd entsteht. Es wird vielmehr nur die
Benzylgruppe abhydriert, so da mit dem Saure-
chlorid und der freigelegten 5-Carboxylgruppe
unter HCI-Austritt das zyklische Anhydrid gebildet
wird. Nach Aufarbeitung und Hydrazinolyse findet
man lediglich Glutaminsdure. Bei Kannangara und
Gough [5] wurde aber zusdtzlich auch die Amino-
schutzgruppe abhydriert, so daB Nebenreaktionen
ablaufen konnten, die moglicherweise zu Di-(poly)-
peptiden fithrten, welche mit Ninhydrin eine Gelb-
farbung erzeugen. Nach diesen Befunden iiber den
Reaktionsablauf und die Stabilitat des Glu-SA kon-
nen die Autoren keinen Aminoaldehyd als Substrat
fiir eine enzymatische Umsetzung zu ALA zur Ver-
fiigung gehabt haben, so daB der von ihnen vorge-
schlagene neue Weg von Glutaminsdure zu ALA
hypothetisch bleibt. Die hier gewonnenen Erkennt-
nisse iber die Reaktivitdt und die damit verbun-
dene Instabilitdt des z-Aminoaldehyds lassen die
Annahme zu, daB Glu-SA als freier Metabolit in
der Zelle sicher keine Rolle spielt. Es wire allenfalls
eine enzymgebundene Form denkbar, die sich aus
den tautomeren Grenzstrukturen der Schiff-Basen
mit Pyridoxal-/Pyridoxaminphosphat und 4.5-Di-
oxovaleriandure (s. Schema 1) im Transaminase-
gleichgewicht ableiten lieBe, jedoch bleibt die
Frage nach der Relevanz solcher Strukturen offen,
solange man nicht {ber den Mechanismus der
Enzymreaktion genauer informiert ist.

4. Experimentelles

UV: Zeiss PMQ II; NMR: Varian A 60, TMS als
innerer Standard, ¢ in ppm. Schmelzpunkte: Leitz
Mikroskopheiztisch 350.

HPLC: Waters 6000 A Pumpe, Perkin-Elmer
650/10 LC Fluoreszenz-Detektor; Chromatographie
an Umkehrphasen, Waters RPC-18 Sdule (25 cm x
4 mm), Trager: Hypersil C-18 (10 um); Elutions-
mittel: Methanol/Wasser 2: 1 mit 0,75%o Eisessig.

Aldehyd wurde mit 3-Methylbenzthiazolin-2-on-
hydrazon (MBTH) und FeCl; nachgewiesen [16].
Glu-SA bzw. DOVA wurden mit 2.3-Diaminonaph-
thalin bei pH 8.3 nach Porra und Klein [25] konden-
siert, das Benzochinoxalin 14 bei pH 6,0 ausge-
ethert, nach Abziehen des Ethers in Methanol gelost
und mittels HPLC detektiert.

N-Benzyloxycarbonyl-L-Glutaminsdure 1a
(modifiziert nach [13])

Zu 41,2 g L-Glutaminsdure in 500 ml Wasser gab
man 28,0 ¢ feingepulvertes MgO. Die Suspension
wurde bei 0 °C mit 120 ml Diethylether iiberschich-
tet. Unter Eiskithlung und starkem Riihren wurden
94.8 ¢ (80 ml) Benzyloxycarbonylchlorid in 10 Por-
tionen innerhalb 30 min eingetragen. Nach 4 Std.
wurde filtriert, die Losung dreimal mit je 100 ml
Diethylether extrahiert und die Etherextrakte ver-
worfen. Nach Ansduern mit konz. HCI schied sich
1a als Ol ab, das in 100 ml Essigsdureethylester
aufgenommen und von der wiBrigen Phase abge-
trennt wurde. Letztere wurde noch viermal mit je
100 ml Essigsdureethylester extrahiert und die ver-
einigten Extrakte nach Waschen mit verd. HCI iiber
Na,SO, getrocknet. Nach Abziehen des Losungs-
mittels wurde in 80 ml CHCI; aufgenommen und
bis zur beginnenden Triibung mit Diethylether ver-
setzt. Nach Einsetzen der Kristallisation fiigte man
weitere 200 ml Ether hinzu und belieB 24 Std. im
Kiihlschrank. Man erhielt 55,6 g (68%) farblose
Kristalle vom Schmp. 119 °C [13].

N-Benzyloxycarbonyl-L-Glutaminsdureanhydrid 2

40 g (0,138 mol) 1a wurden in 200 ml frisch
destilliertem Acetanhydrid bei 60 °C gelost. Nach
Einrotieren wurde der Riickstand in 20 ml trocke-
nem CHCIl; aufgenommen und mit der gleichen
Menge an Diethylether versetzt. Nach beginnender
Kristallisation wurde 2 durch Zugabe von 100 ml
Diethylether gefallt. Man erhielt 34 g (95%) farblose
Kristalle vom Schmp. 93 °C.

'H-NMR (DMSO) 6=7,7-75 (d; breit; 1H,
NH), 7.43 (s; SH, Aromaten —H), 5,15 (s; 2H,
OCH,), 4,85—4.45 (m; 1H, CH), 3,1-2,8 (m; 2H,
CH,), 2,2—1,8 (m; 2H, CH,).
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N-Benzyloxycarbonyl-L-Glutaminsdure-
I-dimethylamid 3 a

30,0 g (0,11 mol) 2 wurden in 100 ml trockenem
CHCl; gelost und bei 0°C trockenes Dimethyl-
amin eingeleitet. Nach ca. 3 Std. wurde einrotiert,
das zuriickbleibende Ol (40 g) in 33 ml Aceton auf-
genommen und vorsichtig mit 27 ml 4 M HCI ver-
setzt. Nach Abkiihlen auf 4 °C erhielt man 19,3 g
(54%) 3a in farblosen Kristallen vom Schmp. 122 °C.

CisH19N,O5 (308)
Ber. C 58,4 H 6,40 N 9,09
Gef. C 58,3 H6,54 N 9.20.

L-Glutaminsdure-1-dimethylamid 4 a

30g (17 mmol) 3a wurden in 60 ml Methanol
gelost und mit 2 ml Eisessig versetzt. Nach Zugabe
von 0,5 g Pd-Aktivkohle (10% Pd) leitete man bei
Raumtemperatur 1 Std. Wasserstoff ein. Nach
Filtration wurde einrotiert und der 6lige Riickstand
in Isopropanol aufgenommen. 4a scheidet sich da-
bei kristallin ab.

Weiteres Produkt erhdlt man durch Zugabe von
Diethylether. Man erhielt 1,58 g (94%) farblose
Kristalle vom Schmp. 230 °C (Zers.).

C7H4N,O; (174)
Ber. C48,2 H&8,04 N 16,09
Gef. C483 HS8,11 N16,03.

N-Benzyloxycarbonyl-L-Glutaminsdure-
1-(N-methyl)anilid 3b und L-Glutaminsdure-
I-(N-methyl)anilid 4b

Zu 522¢ (20 mmol) 2 in 50 ml THF wurden
2,14 g frisch dest. N-Methylanilin in 20 ml THF
innerhalb 30 min unter Rithren zugetropft. Nach
24 Std. hat sich das N-Methylanilin vollstandig um-
gesetzt. Kristallisationsversuche des nach Abziehen
des Losungsmittels erhaltenen oligen Produkts
scheiterten. Die Charakterisierung erfolgte iiber 4b,
das durch Abhydrieren der Schutzgruppe (s. bei 5)
erhalten wurde. Man gewann 4,2¢g 4b (91% bez.
auf 2) in Form farbloser Kristalle vom Schmp.
232°C.

CoH6N,O3 (236)
Ber. C61,0 H6,77 N 11,86
Gef. C61,3 H6,98 N 11,77.
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Pyroglutaminsdure T und
Pyroglutaminsdureimidazolid 8

7 wurde nach Brenner und Rickenbacher [14] aus
Glutaminsdure dargestellt. 5,0g (38 mmol) 7
wurden in THF suspendiert und mit 6,2 g (38 mmol)
Carbonyldiimidazol geriihrt. Bach beendeter CO,-
Entwicklung (ca. 20 Std.) wurde erwarmt und das
Imidazolid abgesaugt. Waschen mit 2 x 25 ml
heiBem THF hinterlieB reines Produkt 8. Ausbeute
4,5 g (66%), Schmp. 162 °C.

CsH oN30, (180)
Ber. C 53,55 H 5,55 N 23,33
Gef. C 53,10 H5,83 N 23,07.

2.4-Dinitrophenylhydrazone von N-CBO-
Glutaminsdure-1-semialdehyd 6 und
Pyroglutaminsdure-1-aldehyd 9

Zu 307 mg (1 mmol) 3a in 10 ml THF wurden bei
—10°C 3,65 ml Li(OC,Hs)3AIH-Losung (2,5 mmol
H™ in THF) innerhalb 10 min zugetropft. Nach
60 min wurde unter Eiskiihlung mit 2,5 M H,SO,
hydrolysiert und anschlieBend der groBte Teil des
THF im Vakuum abgezogen. Der gebildete Alde-
hyd 6 wurde mit 10 ml 2.4-Dinitrophenylhydrazin-
Losung (0.4g in 2ml konz. H,SO4 und 13 ml
60prozentigem Ethanol) als das entsprechende Hy-
drazon ausgefillt und aus Wasser/Methanol umkri-
stallisiert. Ausbeute 53 mg (14%) gelbe Kristalle vom
Schmp. 116 °C.

C19H 9N5Og (445)
Ber. C 51,23 H4,27 N 15,73
Gef. C51,20 H4,52 N 15,80.

Analog erhielt man aus 1,13 g 8 nach Reduktion mit
LiAlH4 in THF (10 mmol H™) und Ausfillen mit
2.4-Dinitrophenylhydrazin 0,27 g (18%) des 2.4-Di-
nitrophenylhydrazons von 9 als gelbe Kristalle vom
Schmp. 154 °C.

CiH;INsO5 (293)
Ber. C 54,05 H 3,75 N 23.8
Gef. C 54,82 H 3,81 N234.

N-Phthaloyl-L-Glutaminsaure-5-methylester 11¢ und
S-benzylester 11d sowie die jeweiligen Sdure-
chloride 12¢ und 12d wurden nach King er al
[26, 27] dargestellt.
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