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Es wurden etwa 100 mg Glykosid in 100 ccm heiBem dest. Wasser gelost bzw. auf-
geschlimmt. Nach Abkéihlung wurden 100 mg Luizym und 1 ccm Toluol zugesetzt.
Jetzt verblieb der Ansatz 6 Tage im Thermostaten bei 37°. Im Anschlu8 daran wurde
i.Vak. auf 26 ccm eingeengt, mit 150 ccm Athanol versetzt, kurz aufgekocht und heiB
filtriert. Die blanke alkohol. Lésung wurde i. Vak. eingedampft, der Riickstand in 10 ccm
dest. Wasser aufgenommen und je dreimal mit 25 ccm Chloroform und mit 25 cem Chloro-
form + Athanol (2: 1), oder sechsmal mit 25 ccm Chloroform + Athanol (2:1) ausgeschiit-
telt. Die Extrakte passierten drei Schiitteltrichter mit je 3 ccm dest. Wasser. Die Ex-
trakte sowie die vereinigten wiillr. Phasen wurden i.Vak. eingedampft. Aus den Riick-
‘stinden der Extrakte wurden die Kristallisate gewonnen, wihrend im Riickstand der
wibBr. Phasen der Zucker durch Titration bestimmt wurde. Zur Titration ist hinzuzu-
figen, daB bei Einsatz von 100 mg Luizym unter den angegebenen Arbeitsbedingungen
ein Zuckerblindwert von 8--10 mg einzusetzen ist.

87. Rudol? Tschesche, Friedhelm Korte und Rudolf Petersen:
Uber Pteridine, II. Mlttell.') Zur Synthese der Pteroyl-glutaminsiure

[Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Staatainstituts der Universitdt
Hamburg]

(Eingegangen am 24. Mirz 1951)

Es wird iiber eine mit verhiiltnismaBig guten Ausbeuten und repro-
duzierbar verlaufende Synthese der Pteroyl-glutaminsiure berichtet.

Bei der Synthese des Erythropterins!) war die leichte Austauschbarkeit des
Broms im 6.8-Dioxy-2-amino-9-bromacetonyl-pteridin gegen OH und auch NH,
aufgefallen. Da in der bromierten 6-Oxy-2-amino-pteridyl-(8)-essigsiure (I)
das Brom #hnlich reaktionsfihig erschien, versuchten wir diese mit pZAmino-
benzoyl-glutaminsiure (II) zur Pteroyl-glutaminsiure (III) umzusetzen.
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Gegeniiber der Mehrzahl der bekannten Verfahren zur Synthese dieser Ver-
bindung — durch gleichzeitigen Umsatz dreier Komponenten®?) — kann bei
dieser Reaktion keine Verbindung entstehen, welche die p-Amino-benzoyl-

*) II. Mitteil.: B. 84,485 [1961]. ) R. Techesche u. F. Korte, B. 84, 77 [1951].

!) M. E. Hultquist, E. Kuh u. a., Journ. Amer. chem. Soc. 70, 23 [1948].

3 R. B. Angier, E. L. R. Stokstad, J. H. Mowat u. B. L. Hutchings, Journ.
Amer. chem. Soc. 70, 25 [1948]; J. H. Boothe, C. W. Waller, E. L. R. Stokstad w
B. L. Hutchings, Journ. Amer. chem. Soc. 70, 27 [1948].
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glutaminsiure iiber-die Methylenbriicke in 9-Stellung enthilt. Die von F.
Weygand, A. Wacker und V. Schmied-Kowarzik4) angegebene Druck-
hydrierung des 6-Oxy-2-amino-pteridinaldehyds-(8) in Gegenwart der p-Amino-
benzoyl-glutaminsiure gibt wechselnde Ausbeuten (10-409%,) an Pteroyl-gluta-
minsiure. Es erschien deshalb interessant zu priifen, ob die Kondensation der
bromierten 6-Oxy-2-amino-pteridyl-(8)-essigsiiure befriedigende und gleich-
miBige Ausbeuten gibt.

Dazu bromierten wir zunichst die von J. H. Mowat, J. H. Boothe u.a.5)
dargestellte 6-Oxy-2-amino-pteridyl-(8)-essigsiure in Schwefelsiure-Eisessig
zur 6-Oxy-2-amino-pteridyl-(8)-bromessigsiure. Im Gegensatz zum 6.9-Dioxy-
2-amino-8-brommethyl-pteridin ist diese in Eisessig 1slich und muB durch
EingieBen in absoluten Ather isoliert werden. Sie wurde unter verschiedenen
Bedingungen mit p-Amino-benzoyl-glutaminsiure, bzw. deren Ester umgesetzt.
Die Tafel zeigt einige dieser Reaktionsbedingungen.

Tafel. Umsetzung von 6-Oxy-2-amino-pteridyl-(8)-bromessigsdure mit
p-Amino-benzoyl-glutaminsédure und deren Ester

I [ %5-Gehalt

1 Mol. 6-Oxy-2- Reak des Roh-
amino-pteridyl-(8)- : Losungs- | HBr-Abspaltung tion. sd&l-let Temperatur  Predukts

bromessigsdure mittel durch: in Stdn pe anPteroyl-

kondensiert mit: . i " glutamin-
| sdure
2 Moll. PAG*+) Wasser | Kaliumcarbonat 12 180 9, 10, 26
2 » 0w " | Waaser » L 100° 3,12
1% ». » Methanol » 12 18° 11
2 s PAG-Ester | Dioxan | Natriumacetat 12 18° 14
2 v Glykol — 12 | 18° 4
o . | Quecksilber(1)- | Tl
2 cyanid 12 18° 0
. 12 Stdn. bei 18°
2 s o» ” » Natriumacetat 13 1 Stde. b:; 800 31
2 2 ” ” ” ” l/z 110—120° 10
3343

1Y » »  » ” » 12 180 (12 An-

' sitze)

12 Stdn. bei 18°
1% ”» ”» ”» ” L1} 121/2 1/2 Stde. bei 120 29
i bis 150°

#) PAG = p-Amino-benzoyl-glutaminsiure

Danach gelingt die Reaktion am besten in wasserfreiem Glykol bei Anwesenheit von
Natriumacetat. Die Ausbeute betrigt im Rohprodukt reproduzierbar 35—459% Pteroyl-
glutaminsiiure und liegt damit betriiohtlich iiber den Rohausbeuten der anderen Ver-
fahren, soweit {iberhaupt quantitative Angaben gemacht sind®). Lediglich S. Uyeo und

4) B. 82, 25 [1949]. 5 Journ. Amer. chem. Soc. 70, 17 [19481.

%) So entstehen bei dér Kondensation von 6-Oxy-2-amino-8-brommethyl-pteridin mit
p-Amino-benzoyl-glutaminsiure nach Boothe, Waller u. Mitarbb.3) 14.8% Pteroyl-
glutaminsiure.
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Mitarbb.?) beschreiben ein Verfahren, bei dem sie in Anwesenheit von Natriumhydrogen-
sulfit bei der Kondensation in 37-proz. Ausbeute kristalline Pteroyl-glutaminsiure in
80-proz. Reinheit erhalten. Allerdings haben die Verfasser die Reinheit der Pteroyl-
glutaminsiure nur chemisch bestitnmt?). Es ist also nicht ausgeschlossen, daf auch nach
diesem Verfahren z.Tl. das 9-Isomere gebildet wird.

Die Reindarstellung stieB zunichst auf Schwierigkeiten. Als Nebenprodukt
ist im wesentlichen die 6-Oxy-2-amino-pteridyl-(8)-oxyessigsiure zu erwarten.
Das Verfahren von Weygand, Wacker und Schmied-Kowarzik4) — Aus-
kochen des Rohproduktes mit Natriumacetat-Losung — schlug in diesem Fall
fehl. Ebenso fiihrte die Reinigungsmethode analog der bei der 9-Oxy-pteroyl-
glutaminsiure®) angewandten nach Tschesche, Kohncke und Korte nicht
zum Ziel. Es gelang jedoch durch Behandeln mit Calciumhydroxyd und nach-
folgende Darstellung des Silbersalzes reine Pteroyl-glutaminsaure in Aus-
beuten von mindestens 309, auf Pteridylessigsiure berechnet, zu erhalten.
Bei der Aufarbeitung decarboxylierte die intermediir entstandene Carbon-
silure, ' )

Die Vorteile dieses Verfahrens liegen 1.) in dem héheren Pteroyl-glutamin-
siuregehalt des Rohproduktes, 2.) in der Sicherheit, mit der die Kondensation
ohne Isomeriemoglichkeit erfolgt (12 Ansitze gaben Werte zwischen 35 und
459%,), 3.) in der einfachen Reinigung und 4.) in der leichten apparativen
Durchfiihrung. Im UV-Spektrum (Abbild.), im chemischen Verhalten und
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Abbild. UV-Spektrum von Pteroyl-glutaminsiure

in der bakteriologischen Wirksamkeit gegeniiber Streptococcus faecalis R und
Lactobacillus casei zeigt die nach obigen Verfahren dargestellte Substanz keine
Abweichung gegeniiber authentischer Pteroyl-glutaminsiure.

Wir danken der Notgemeinsohaft der Deutschen Wissenschaft fiir die Unter-
stiitzung dieser Arbeit.

% 8. Uyeo, S. Mizukami, T. Kubota u. S. Takagi, Journ. Amer. chem. Soc. 72,
5339 [1950].

8) New and Nonofficial Remedies, J. B. Lippincot Company, New York, N. Y.
1948, 618. %) R. Tschesche, K. H. Kéhncke u. F. Korte, B. 84, 485 [1951].
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Beschreibung der Versuche

6-Oxy-2-amino-pteridyl-(8)-bromessigsaure (I): Man lést in einer 50 ccm-
Glasstopfenflasche 2.2g 6-Oxy-2-amino-pteridyl-(8)-essigsidure in 15 ccm konz.
Schwefelsiiure und gibt unter Kithlung 15 ccm Eisessig zu. Nach Eintropfen von 0.52 ccm
Brom bleibt das Reaktionsgemisch 2 Stdn. bei Zimmertemperatur stehen, wobei Brom-
wasserstoff-Dimpfe entweichen. AnschlieBend gieBt man unter kriftigem Riihren in
200 ccm absol. Ather, wobei die Bromverbindung als farbloser volumindser Niederschlag
gewonnen wird. Nach dem Verdampfen des Athers fiirbt sich das Bromprodukt schnell
dunkel und verklebt. 'Eine Brombestimmung wurde in der Weise ausgefihrt, daB eine
bestimmte Menge Pteridylessigsiure bromiert und in Ather ausgefillt wurde. (Ausb.
etwa 709 d.Th.).

(’sHyOzN;Br (300.1) Ber. Br 26.6 Gef. Br22.8

Der Fehlbetrag erklirt sich aus der unvollstindigen Ausfillung durch den Ather.

Pteroyl-glutaminsiéure (III): 4.1g p-Amino-benzoyl-glutaminsdure-di-
dthylester werden zusammen mit 6 g wasserfreiem Natriumacetat in 200 ccm wasser-
freiem Glykol gelést. Zu dieser Losung gibt man die mit absol. Ather gewaschene 6-Oxy -
2-amino-pteridyl-(8)-bromessiysidure, die durch Bromieren von 2.2 g 6-Oxy-2-
amino-pteridyl-(8)-essigsiure entsteht, und schiittelt 2 Stdn. bei Zimmertemperatur. Nach
12 Stdn. wird in 11 heilles Wasser gegossen. Der py;-Wert betriigt dann 3.5—4. Schon
beim EingieBen decarboxyliert die Carbonsiiure, nach 15 Min. bei 100° ist die Kohlen-
dioxyd-Abspaltung — Probe mit Bariumhydroxyd-Liésung — ahgeschlossen. Die Fliissig-
keit mit dem braunen Niederschlag bleibt {iber Nacht im Kiihlschrank und wird dann
abgesaugt; Ausb. 2.9 g cines 35—459% Pteroyl-glutaminsiureester enthaltenden
Produktes. Die Bestimmung erfolgt nach Spaltung mit Zinkstanb und Séure auf colori-
metrischeqn Wege durch Diazotierung und Kupplung mit Thymo}19),

Reinigung der Pteroyl-glutaminsiaure: Zur Verseifung des Esters wurde 1 ¢ des
Rohproduktes in 200 ccm Kalkwasser (bei 20° gesitt.) 1 Stde. bei 60° geriihrt, von Kalk- ~
salzen abfiltriert und die Losung dann iiber eine Siule (3 c1n/10 cm) von Kieselgur. fil-
triert. Auf der Sdule schied sich ein dunkelbrauner Farbstoft ab, beim Nachwaschen mit
Kalkwasser wanderte durch die Kieselgursiule ein gelber Ring. Dieser wurde aufgefangen
und das Filtrat engesiuert. Der nach Stehen diber Nacht bei 0° abgeschiedene hel'gelbe
Niederschlag hatte einen Pteroyl-glutaminsiure-Gehalt von 65%; es wurden so
450 mg erhalten.

. 450 mg eines Pteroyl-glutaminsiiure enthaltenden Produktes léste man in 400 ccm
heiBermn Wasser reingepulvert suf. Vom wenig Ungelosten wurde heiB abfiltriert und zu
der 80° warmen Losung eine ebenso warme Lésung von 0.25 g Silberniirat in 20 com
Wasser hinzugesetzt. Man filtrierte heil ab und schwemmte den Niederschlag in Wasser
auf. Das Silbersalz lieC sich durch Einleiten von Schwefelwasserstoft zerlegen, der Nieder-
schlag wurde abzentrifugiert und mehrmals mit 0.1n NaOH ausgezogen. Nach dem An-
siuern auf py 3.5 erhielt man 260 mg Pteroyl-glutaminsaure in 90—100)-proz. Rein-
heit. Aus dem Kalk, wie aus dem Silberniederschlag lieBen sich noch kleinere Mengen
Pteroyl-gtutaminsiiure isolieren.

CyH,;0,N, (441.4) Ber. C51.70 H 4.34 N 22.21 Gef. C51.83 H 4.29 N 21.25'1)

10) Journ. Amer. med. Ase. 187, 367 [1948].
11) Die Analyse wurde von Hrn. Dr. Ing. A. Schoeller, Kronach, ausgefiihrt.





