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P. Pachaly

Die Darstellung von threo- und erythro-3-Aryl-glutaminsiuren

Aus dem Pharmazeutischen Institut der Universitit Bonn
(Eingegangen am 10. Mirz 1971)

Aus cis-3-Aryl-2-dthoxycarbonyl-pyrrolidonen(5) werden durch Hydrolyse threo-3-Aryl-gluta-
minsduren erhalten, wihrend entsprechend trans-3-Aryl-2-iithoxycarbonyl-pyrrolidone<(5) die
erythro-3-Arylglutaminsiuren liefern.

Synthesis of threo- and erythro-3-Aryl-glutamic Acids.

Threo-3-aryl-glutamic acids are obtainable from cis-3-aryl-2-ethoxycarbonyl-5-pyrrolidones by
hydrolysis, while the corresponding erythro- 3-aryl-glutamic acids could be obtained from trans-
3-aryl-2-ethoxycarbonyl-5-pyrrolidones in the same manner.

Unter den bisher synthetisierten Analoga von Aminosiuren gibt es einige, z.B. Athio-
nin, L-threo-Phenylserin, p-Fluor-phenylalanin, Azaserin, die als Antimetaboliten
natiirlicher Aminosiuren eine Hemmwirkung auf das Zellwachstum zeigen. Es lag na-
he, solche Verbindungen fiir die Chemotherapie des Krebses oder der Viruserkrankun-
gen einzusetzen, doch erwiesen sich alle gepriiften Verbindungen fiir eine therapeu-
tische Verwendung entweder als zu schwach wirksam oder als zu toxisch.

Auf der Suche nach wirksamen, weniger toxischen Aminosiureantagonisten et-
schien uns deshalb die Darstellung von 3-aryl-substituierten Glutaminsiuren inter-
essant, da diese — bis auf Phenyl-glutaminsiure — unbekannten Verbindungen mog-
licherweise die Wirkung sowohl der Glutaminsiure als auch des Phenylalanins im
Zellstoffwechsel antagonistisch beeinflussen konnen.

Es zeigte sich, daB bei bereits gepriiften?) N-acyl- oder C-alkyl-substituierten Glut-
aminsduren nur eine der jeweils moglichen diastereomeren Formen biologisch wirk-
sam ist?),

Die iibliche Synthese von 3-alkyl-substituierten Glutaminsiuren3-45) fiihrte aller-
dings immer zu Diastereomeren-gemischen, die sich auch chromatographisch nicht
trennen lieBen. Nachdem es uns kiirzlich gelungen war, stereoselektiv sowohl cis- als

1 W. A, Zygmunt, R. L. Evans und H. E. Stavely, Canad. J. mikrobiol. 8, 869 (1962),C. A. 59,
3108c (1963)

2 H. M. Kagan und A. Meister, Biochemistry 5, 725 (1966)

3 D.C. Morrison, J. Amer. chem. Soc. 77, 6072 (1955)

4 Y.C.Kim und G. H. Cocolas, J. med. Chem. 8, 509 (1965)

5 Hirooki Sasaki u. Fuki Takahashi, Nippon Kagaku Zasshi 77, 410 (1956), C. A. 52, 9016 (1958)
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auch trans-3-Aryl-2-ithoxycarbonyl-pyrrolidone{(5):7) zu gewinnen, besafien wir
die Ausgangsstoffe fiir eine selektive Hydrolyse zu den gewiinschten threo- bzw. ery-
thro-3-Aryl-glutaminsiuren 3 bzw. 6. Im Hinblick auf eine biologische Priifung haben
wir eine Reihe dieser Verbindungen hergestelit und ihre Eigenschaften untersucht.
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Zur Hydrolyse des Lactamringes werden die reinen cis- bzw. trans-3-Aryl-2-carboxy-
pyrrolidone 1 bzw. 4 oder deren Athylester 2 bzw. 5 mit Salzsiure unter Riickflufl
erhitzt. Mit dieser bei Eiweiflhydrolysen iiblichen Methode werden Peptidbindungen
vollstindig gespalten, ohne die Aminosiuren zu einem groferen Prozentsatz zu race-
misieren.

Obwohl es sich bei den cis- bzw. trans-Pyrrolidoncarbonsiuren 1 bzw. 4 oder den
Athylestern 2 bzw. § jeweils um Racemate handelt, muB bei der Hydrolyse die Kon-
figurationsinderung am C-2, die ja bei der Racemisierung einer optisch aktiven Ami-
nosiure eintritt, vermieden werden, Die Epimerisierung am C-2 wurde némlich aus der
cis-Verbindung 1 die trans-Verbindung 4 bzw. aus der threo-Verbindung 3 die erythro-
Form 6 entstehen lassen, es wiirde also letztlich das unerwiinschte Diastereomeren-
gemisch resultieren.

Durch die Herabsetzung der bei Peptiden iiblichen Hydrolysezeit von 24 bis 36 Std.
auf 12 Std. gelang es, die threo- und erythro-Aryl-glutaminsiduren 3 und 6 ohne mef-
bare Epimerisierungen zu gewinnen. Zur Reinigung und Abtrennung der Chloridionen

6 P.Pachaly, Chem. Ber. 104, 412 (1971)
7 P.Pachaly, Chem. Ber. 104, 429 (1971)
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wird der Trockenriickstand des Hydrolysats iiber einen schwach basischen Anionen-
austauscher gegeben und mit 0,5 n Essigsiure eluiert. Die Aryl-glutaminsduren lassen
sich mit der Ninhydrinprobe in den einzelnen Fraktionen leicht auffinden. Kontinu-
ierlich und bequemer kann man die Elution konduktometrisch oder UV-spektrosko-
pisch bei 280 nm verfolgen, da die Aryl-glutaminsduren sich unter diesen Bedingun-
gen sowohl durch eine Leitfihigkeitsminderung als auch durch eine statke Absorp-
tion zu erkennen geben. Andere Leitfihigkeitsinderungen und UV-Absorptionen im
Elutionsdiagramm stammen von braunlichen Zersetzungsprodukten und fiir den Fall
der Pyridyl-(3) bzw. (4)-Verbindungen von geringen Mengen Pyrrolidoncarbonsiuren
le, f bzw. de, f. Eine quantitative Hydrolyse der Pyridyl-(3) bzw. {4)-Verbindungen
lieB sich weder durch Verdoppelung der Reaktionszeit noch durch erhéhte Siure-
menge erzwingen. Bei allen anderen Verbindungen konnte kein Ausgangsstoff 1 oder
4 isoliert werden.

Die threo- und erythro-3{(p-Hydroxy-phenyl)-glutaminsiure 3a und 6a treten bei
der Hydrolyse der cis- und trans-3{p-Methoxy-phenyl)-Verbindung 1b und 2b bzw.
4b und Sb als Nebenprodukte auf und werden spiter als die threo- und erythro-3(p-
Methoxy-pheny!)-glutaminsiuren 3b und 6b vom Ionenaustauscher eluiert.

Schon nach wenigen Stunden kristallisieren 3a und 6a in der 0,5 n Essigséure aus
und zeigen damit ihre Verwandtschaft zum ebenfalls schwer 16slichen Tyrosin. Ge-
nauso geben die p-Hydroxyphenyl-glutaminsiuren 3a und 6a die fiir Tyrosin charak-
teristische purpurrote Firbung mit a-Nitroso-3-naphthol®.

Fiir die aus der cis-Verbindung 1h erhaltenen threo-3{m-Nitro-phenyl)-glutamin-
sdure (3h) kann die lonenaustausch-Chromatographie unterbleiben, da diese Amino-
sdure so schwer loslich ist, da sie in reiner Form bereits aus der stark salzsauren L6-
sung auskristallisiert. Alle threo- und erythro-Aryl-glutaminsiuren 3 und 6 geben die
Ninhydrin-Reaktion und gehen beim Schmelzen unter Wasserabspaltung in die Pyrro-
lidoncarbonsiuren 1 bzw. 4 iiber: Die Schmelze kristallisiert bei weiterem Erhitzen
und schmilzt schlieflich erneut mit dem Schmelzpunkt der entsprechenden Pyrroli-
don-carbonsiure 1 bzw. 4. In einigen Fillen kann diese Wasserabspaltung nur als
Umwandlungspunkt von der einen in die andere Kristallform beobachtet werden, und
man erhilt als Schmelzpunkt den der korrespondierenden Pyrrolidon-carbonsiure.
Erwartungsgemif ergibt die Schmelze keine Farbreaktion mit Ninhydrin.

Alle Schmelzpunkte der threo-Verbindungen 3 liegen héher als die der erythro-
Verbindungen 6, sie entsprechen damit dem Schmelzverhalten der Pyrrolidoncarbon-
sduren, wo analog die cis-Verbindungen einen héheren Schmelzpunkt zeigens:7), Die
Spektren der threo- und erythro-3-Aryl-glutaminsiuren 3 und 6 unterscheiden sich
deutlich voneinander, bestitigen andererseits aber auch mit ihren typischen Merkma-
len fiir Aminosiduren das Ergebnis der Elementaranalysen. Tab. 1 zeigt die NMR-Sig-
nallagen der wichtigsten Protonen von vier Aryl-glutaminsiurepaaren:

8 F. Feigl, Tiipfelanalyse, Akadem. Verlagsges., Frankfurt 1960, 4. Aufl. S. 404
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Tabelle 1: H,-NMR-Signallagen einiger threo- und erythro-3-Aryl-glutaminsiuren 3 und 6
Lésungsmittel: CF3COOH, 7= 10, TMS als innerer Standard, m = Multiplett, s = Singulett

R
HO{—ﬁc\ po°
Wl

Verbdg. R H2 HP HC
(m) (m) (m) s)

3b CsH4OCH3(p) 6,69 6,00 5,28 OCH; 6,00
3c CsH4CH3(p) 6,71 6,00 5,31 CH,3 7,61
3d CeHs 6,67 5,94 521

3e Pyridy}-(3) 6,51 5,53 5,06

6b CeH4OCH;3(p) 6,66 6,00 5,07 OCH; 6,00
6¢ CgH4CH;3(p) 6,66 6,02 5,07 CH, 761
6d CeHs 6,62 6,00 5,08

6e Pyridy!-(3) 6,44 5,49 491

Die in Trifluor-essigsdure aufgenommenen Spektren dhneln sehr den Spektren verschiedener kern-
substituierter Phenylalanine®). Besonders die Signale der Protonen HP und HE erscheinen genau
wie dort durch die Wechselwirkung mit der benachbarten NH?-Gmppe in der stark sauren Lo-
sung sehr breit und wenig aufgelost. Das Signal der NH5-Gruppe selbst liegt unter denen der
aromatischen Protonen und gibt sich deutlich auch durch die Integration zu erkennen. Bei den
threo-3-Aryl-glutaminsiuren 3 liegt das Multiplett des Protons HC bei héherem Feld als bei den
erythro-Verbindungen 6. Ob die jeweils erhaltenen threo- und erythro-Aryl-glutaminsiuren noch
geringe Mengen des durch Epimerisierung wihrend der Hydrolyse entstandenen anderen Diastereo-
merenpaares enthalten, 188t sich aus den breiten Signalen nicht ablesen.

Die IR-Spektren der threo- und erythro-3-Aryl-glutaminsiuren 3 und 6 zeigen die

fur Aminosduren typischen Absorptionsbanden. Obwohl sich in den Spektren die
threo-Verbindungen 3 in jedem Fall deutlich von den erythro-Verbindungen 6 unter-
scheiden, gibt es keine verwertbaren Absorptionsbanden, die man als charakteristisch
fiir alle threo- bzw. erythro-3-Aryl-glutaminsiuren ansehen kann. Alle Verbindungen
geben auch im rohen ungereinigten Zustand typische IR-Spektren, so daf dadurch
eine Epimerisierung wihrend der Hydrolyse zu einem grofieren Prozentsatz ausge-
schlossen erscheint. Fiir die threo- und erythro-3-Tolyl-glutaminsduren 3¢ und 6¢
wurde diese Moglichkeit genauer untersucht. Aus den IR-Spektren einer Testreihe
authentischer Mischungen der Verbindungen 3c und 6c ergibt sich, daf} die Rohpro-
dukte maximal bis zu 5 % des anderen Diastereomerenpaares enthalten koénnen. Da
sich nur wenige, dicht beieinanderliegende Schliisselbanden zur quantitativen Bestim-
mung heranziehen lassen, ist durch IR-Spektren der sichere Nachweis einer unter 5 %
liegenden Verunreinigung durch das andere Diastereomerenpaar nicht moglich.

9 F.A.Boveyund G.V.D. Tiers, J. Amer. chem. Soc. 81, 2870 (1959)
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Dieses Ergebnis wird durch Untersuchungen von Kamiya!® bestitigt, der auf glei-
che Weise optisch aktive cis- und trans-3-Hydroxy-pyrrolidon-carbonsiuren-2 ohne
Verlust der optischen Aktivitit zu den entsprechenden 3-Hydroxy-glutaminsiuren
hydrolysierte.

Herm Prof. Dr. F. Zymalkowski danke ich herzlich fiir die stindige Forderung, Friaulein I. Dree-
sen fur sehr sorgfiltige experimentelle Mitarbeit und der Deutschen Forschungsgemeinschaft
fir die Gewihrung einer Sachbeihilfe.

Beschreibung der Versuche

Analysen wurden von Frau Iise Beetz, Mikroanalytisches Labor, Kronach, angefertigt. Schmp.
wurden mit dem Schmp.-Mikroskop nach Opfer-Schaum gemessen und nicht korrigiert. IR-Spek-
tren: Beckman IR Sa — Geridt, NMR-Spektren: Varian A 60A — Gerit. lonenaustauschchromato-
graphie: Fraktionensammler von LKB Ultrorac 7000, Uvicord Durchflufdspektralphotometer II
(280 nm), Leitfihigkeitsmefigerit WTW LF 39.

Die IR-Spektren der Arylglutaminsduren sollen in der DMS-Kartei (Verlag Chemie, Wein-
heim/Wutterworth Scientific Publications, London W. C. 2) erscheinen.

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der threo- und erythro-3-Aryl-glutaminsiuren 3 und 6.

1 mMol der reinen cis- bzw. trans-3-Aryl-pyrrolidon-5-carbonsiure-2 1 bzw. 4 oder deren Athyl-
ester 2 bzw. § werden mit 50 ml 6 n HC] 12 Std. unter Riickfluf} erhitzt. Danach wird die erkalte-
te Reaktionslosung filtriert, i. Vak. zur Trockne eingedampft, in wenig Wasser gelost, auf eine
mit 22 g Sephadex-Anionenaustauscher DEAE A25 beschickte Siule (2,5 - 30 cm) gegeben und
mit 0,5 n Essigsdure unter Startbedingungen in 10-ml-Fraktionen elujert.

Die Elution der threo- bzw. erythro-3-Aryl-glutaminsiuren wird konduktometrisch und UV-
spektroskopisch (280 nm) verfolgt und gibt sich durch Leitfahigkeitsminderung und starke Ab-
sorption zu erkennen. Da die MeBwerte durch Begleitstoffe ebenfalls variieren, muf das Eluat
stichprobenartig mit Ninhydrinlosung gepriift werden. Durch vorsichtiges Einengen der nin-
hydrin-positiven Fraktionen bei 40° i. Vak. erhilt man die gewiinschten reinen Arylglutamin-
sduren 3 bzw. 6.

10 T. Kamiya, Chem. pharmac. Bull. (Tokyo) 17, 890 (1969)

Anschrift: Priv. Doz. Dr. P. Pachaly, 53 Bonn, Kreuzbergweg 26 [Ph 26]





