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77. Synthese von y-L-Glutamyl-hypoglycin A (Hypoglycin B)
von A.Johl und W. G. Stoll
Herrn Prof. Dr. P. KarRrRER zum 70. Geburtstag gewidmet
(27. TL. 59)

v. HoLT und Mitarbeiter?) zeigten, dass das Dipeptid Hypoglycin B, erstmals von
Hassarr & ReEYLE?) aus den unreifen Friichten der Sapindacee Blighia sapida iso-
liert, bei der Hydrolyse in 50-proz. Ameisensdure Glutaminsiure 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?). Nachfolgend wird
iber die Synthese (I-1V) dieses Dipeptides aus Hypoglycin A (IT) berichtet.

CH, CH,
COOH 1) CICOOCH, HC<CH: CO-NH-CH- CH2~(§I—\C=CH2
c:‘H2 +N(C,H,), (]:H2 COOH
I .
R-NH-CH 2) HyN-CH-CH,-CH—(=CH, R-NH-CH
C|OOC2H5 COO- Nat CIOOR’
I, R = CF4CO 11 III: R = CI,CO, R'=C,H,—> IV: R=R'=H

Der von WEYGAND und Mitarbeitern4)%) erstmals hergestellte N-TFA-L-Gluta-

minsdure-o-dthylester (I)%) wurde mit Hypoglycin A (II) nach der Gemischten-An-
hydrid-Methode?) mit Chlorameisensdure-isobutylester?®) gekuppelt. Der resultierende
N-TFA-y-L-Glutamyl-hypoglycin-A-a-dthylester (III} konnte kristallisiert in einer
Ausbeute von 359, erhalten werden.
t*» Nachdem WEyvGaND & GEIGER®?) N-TFA-Glutathion-didthylester in Glutathion
iiberfiihren 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 Umlagerung®) zum Isoglutathion festgestellt
wurde, konnte angenommen werden, dass sich III bei vorsichtigem Behandeln mit
Alkali zum y-L-Glutamyl-hypoglycin A (IV) hydrolysieren lassen wiirde.

Die Verseifung des a-Esters und die Abspaltung der Trifluoracetylgruppe des ge-
schiitzten Dipeptides I1I gelang analog der Verseifung des N-TFA-Glutathion-di-
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dthylesters mit 1-n. Natronlauge in Dioxan bei 15°. Das Reaktionsgemisch wurde an
einer Dowex-1-Sdule (Acetat-Form) entsalzt und das freie Dipeptid IV mit 2-n.
Essigsdure eluiert. Das Eluat wurde in 3 Fraktionen & 100 ml aufgefangen, die ge-
trennt lyophilisiert wurden. Papierchromatographische Untersuchungen zeigten, dass
die erste Fraktion einheitlich war, wihrend die beiden anderen Fraktionen neben
dem Hauptprodukt Spuren eines nicht nidher untersuchten, Ninhydrin-positiven
Nebenproduktes, vermutlich «-1-Glutamyl-hypoglycin A, enthielten. Der Riick-
stand der ersten Fraktion kristallisiert aus Wasser-Aceton und wenig Essigsdure in
feinen Nidelchen, die genau den gleichen doppelten Schmelz- bzw. Zers.-Punkt von
192-194° und 205-210° zeigen wie unser nattirliches Hypoglycin B. Das synthetische
y-L-Glutamyl-hypoglycin A besitzt die optische Aktivitit [a]F = + 7,4° (4 2°)
(c = 1,52; Wasser). Fiir das natiirliche Dipeptid fanden wir [a]%® = + 8,6° (+ 2°)
(c = 2,03; Wasser)?). Papierchromatographisch zeigte sich das synthetische Produkt
in 3 Lésungsmittelsystemen als einheitlich und besass einzeln und im Gemisch mit
natiirlichem Hypoglycin B dieselben Rf-Werte, Die elektrophoretische Mobilitit des
synthetischen Dipeptides bei pH 5,5 und 2,6 war der des natiirlichen Materials gleich.

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

Experimenteller Teil10)

N-TFA-L-Glutaminsdure-a-dthylester (I). Der als Ausgangsmaterial verwendete N-TFA-L-
Glutaminsiure-g-athylester wurde hergestellt nach dem Verfahren von WEvGaAND und Mit-
arbeitern4)%); Smp. 75-76°; [a]} = -42,4° (4 2°) (c = 2; abs. Athanol); [Lit.: Smp. 76-77°;
[e] = —42,9° (4 2°) (c = 2; abs. Athanol)].

Gewinnung von vetnem Hypoglycin A (I1). 3 g Hypoglycin B, geldst in 40 m1 50-proz. Ameisen-
siure, 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-
tauschersidule Amberlite IR-4 B (OH’-Form, 44 X 2 cm) gebracht. Hypoglycin A wird als neutrale
Aminosédure mit H,O eluiert, bis die Ninhydrinreaktion des Eluates negativ ausfillt. Das Filtrat
wird im Hochvakuum zur Trockene eingedampft. Der Riickstand (Hypoglycin A) wird aus HyO-
Methanol umkristallisiert. Ausbeute 0,62 g (40%); [«]F =+9,9° (4 2°) (c = 1; H0); [))¥ =
+46,6° (£ 2° (c =1; 2-n. HCI); [Lit): [a]ff =+11° (£ 1°) (c =1; H,0); [«]f =+49°
(4 1°) (c=1; H,0 bei pH 2)]. Rf 0,55 im PARTRIDGE-System!2?) [n-Butanol-Eisessig-Wasser-
(4:1:5)]. Spuren von 2 mit Ninhydrin gelb reagierenden Substanzen (vgl. 3)) konnten im Roh-
produkt nachgewiesen werden. Sie wurden aber bei der Kristallisation aus H,O-Methanol voll-
stindig entfernt.

N-TFA-y-L-Glutamyl-hypoglycin-A-a-idthylester (I11). Zu einer auf —15° abgekiihlten Lo-
sung von 0,672 g N-TFA-L-Glutaminsiure-a-dthylester (2,47 mM) und 0,34 ml Tridthylamin
(2,47 mM) in 12 ml frisch destilliertem, absolutem Tetrahydro-furan werden 0,325 ml Chlor-
ameisensiure-isobutylester (2,47 mM) getropft. Das Reaktionsgemisch wird 7 Min. bei —15°
gehalten und hierauf innerhalb von 45 Sek. mit einer auf 0° abgekiihlten Losung von 0,35 g
reinem Hypoglycin A (2,47 mM) in 2,48 ml 1-n. NaOH versetzt. Schliesslich rithrt man die
L3sung noch 45 Min. bei — 2 bis — 5°. Das Reaktionsgemisch wird mit 12 ml eiskaltem H,O ver-
diinnt, mit 2-n. HClauf pH ca. 2,5 angesduert und das Tetrahydro-furan in der Kilte im Vakoum
abdestilliert. Das als zihes, farbloses Ol abgeschiedene Reaktionsprodukt wird mit Ather ausge-
zogen, die dtherische Losung mit H,0 sechsmal gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Nach
Abdestillieren des Losungsmittels bleibt das Produkt als Ol zuriick, welches nach Behandeln mit

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

1) E.V.ELLINGTON, C.H.HassaLL, J.R.PLIMMER & C.E.SEAFORTH, J.chem. Soc. 1959, 80.

12) S. M. PARTRIDGE, Biochem. J. 42, 238 (1948).
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Athanol, Benzol, Cyclohexan und Petrolither kristallisiert. Ausbeute 0,874 g (89%,). Dieses Roh-
produkt enthilt noch geringe Mengen N-TFA-L-Glutaminsdure-a-dthylester, welcher wasserlés-
lich ist. Um das Ausgangsmaterial vollstindig zu entfernen, wird das Rohprodukt nochmals in
120 ml Ather gelést, zehnmal mit je 15-20 ml H,0O gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet.
Nach Entfernung des Lésungsmittels wird der feste Riickstand dreimal aus Ather-Petroldther
umkristallisiert. Ausbeute 0,346 g (35%), Smp. 100-103°, [a]¥ =—15,6° (4+ 2") (c = 1; abs.

Athanol). CyeHyON, Iy (394,36)  Ber. N 7,109  Gef. N 7,289%

y-L-Glutamyl-hypoglycin 4 (IV). 0,350 g N-TFA-y-L-Glutamyl-hypoglycin-A-a-4thylester
(0,88 mM) werden in 3,6 ml Dioxan gelost und auf 12° abgekiiblt. Dazu tropft man innerhalb
von 10 Min. 2,67 ml 1-n. NaOH und ldsst das Reaktionsgemisch 50 Min. bei 15° stehen. Darauf
wird die Losung mit Eisessig bis ca. pH 3 angesduert und im Hochvakuum bei einer Badtempe-
ratur von 25° zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wird in 10 ml H,O geldst und auf eine
Siule von Dowex-1 (Acetat-Form) (28 X 2 cm)!%) gebracht. Die Salze werden mit 1200 ml H,0O
ausgewaschen (Durchlaufgeschwindigkeit: 130-135 ml pro Std.). Darauf wird das Dipeptid mit
2-n. Essigsiure eluiert. Nach einem Vorlauf von 105 ml erscheint das Ninhydrin-positive Produkt
im Filtrat. Es wird in 3 Fraktionen 4 100 ml aufgefangen.

Die Fraktionen wurden einzeln lyophilisiert und papierchromatographisch untersucht. Frak-
tion I: 0,105 g; Fraktion IL: 0,023 g; Fraktion III: 0,007 g; Ausbeute 0,135 g (569,). Fraktion I
erwies sich papierchromatographisch als einheitlich. Rf 0,58 im PARTRIDGE-System??) {n-Butanol-
Eisessig-Wasser (4:1:5)]. Die Fraktionen IT und 1II zeigten im Papierchromatogramm im gleichen
System neben dem Hauptprodukt (Rf 0,58) Spuren eines Ninhydrin-positiven Materials mit dem
Rf 0,80 (x-L-Glutamyl-hypoglycin A ?).

Das lyophilisierte Produkt von Fraktion I wird dreimal vorsichtig aus Wasser-Accton und
wenig Essigsdure umkristallisiert. Unter diesen Bedingungen scheidet sich das Dipeptid wie das
natiirliche Hypoglycin B in Form von feinen Nidelchen ab. Das gercinigte y-L-Glutamyl-hypo-
glycin A schmilzt bei 192-194° unter Aufschiumen; der anscheinend feste Schaum schmilzt
wiederum bei 205-210° unter Zersetzung. Unser natiirliches Hypoglycin B zeigt, gleichzeitig mit
dem synthetischen Dipeptid erhitzt, genau denselben doppelten Smp. [Lit. Hypoglycin B: Smp.
194-195°, 200-206° 2) und 189-191° M)}, [«]}f =+ 7,4° (4 2°) (c = 1,52; Wasser); [Lit. Hypo-
glycin B: [a]F = +8,6° (4-2°) (c = 2,03; Wasser)?) und [o)Ff =+9,6° (4:-2° (c=1,12;

2
Wasser)?)]. CpoH 400N, (270,28) Ber. N 10,36%  Gef. N 9,949

Das synthetische y-L-Glutamyl-hypoglycin A zeigt einzeln und im Gemisch mit natiirlichem
Hypoglycin B in den Systemen PARTRIDGE!?) [n-Butanol-Eisessig-Wasser-(4:1:5)], Pyridin-
Amylalkohol-Wasser-(7:6:6) und n-Butanol, gesittigt mit Wasser, je dieselben Rf-Werte, nim-
lich 0,58, 0,22 und 0,04. Bei der Papierelcktrophorese in einem Pyridin-Essigsiure-Puffer vom
pH 5,5 wandern das synthetische Dipeptid und natiirliches Hypoglycin B einzeln und im Gemisch
als einheitliche Flecken zur Anode, wihrend sie sich in ca. 5-proz. Essigsdure (pH 2,6) als einheit-
liche Flecken zur Kathode bewegen.

Die Mikroanalysen und Drehungsbestimmungen wurden in unscrem mikroanalytischen
Laboratorium (Leitung Dr. H. WAGNER) ausgefiihrt.

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

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

13} Dowex-1 wurde in der tiblichen Art und Weise in die Acetat-Form iibergefithrt und darauf
mit H,O so lange gewaschen, bis das Eluat ein pH von 4,8-5,0 zeigte.

1) K. K. Caex, R.C. ANDERsON, M. C. McCowEN & P. N. Harris, J. Pharmacol. exp.
Therapeutics 121, 272 (1957).





