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angesiuert und 30Stdn. mit Ather extrahiert. Der braunlich-viscose Ather-Riickstand, durch
2stdg. Erwidrmen i. Vak. von Feuchtigkeit befreit, erstarrte nach einigem Stehenlassen
zu einer gelblichen Masse (12.6 g; Schmp. etwa 40—45°). Siebenmaliges Umkristallisieren
aus wenig Aceton lieferte ein schmutzigweiBes Produkt vom Schmp. 50-51°. Der Schmp.
verdnderte sich durch einjahriges Aufbewahren in einem mit Korkstopfen verschlossenen
Rohrchen nicht! Die Substanz ist in organischen Losungsmitteln mit Ausnahme von
Ather und Diisopropylither loslich, in Methanol, Athanol und n-Butanol erst in der
Warme. Bei lingerem Kochen mit Wasser tritt Hydrolyse ein; die waBrige Losung
reagiert sauer, os lost sich aber nicht alles auf. Molekulargewichtsbestimmungen nach
verschiedenen Methoden ergaben unterschiedliche Werte, die aber in jedem Falle hoher
lagen, als der Formel C,H,,0; entspricht.
(CeH05)x (130.1)x Ber. C55.37 H7.75 Gef. C55.60 H 7.64

Butandiol-(1.4)-bis-chloracetat: Aus Dinatriumbutylenglykolat und
Chloressigsiaure in Diisopropylither. Kristalle aus Petrolither (50~70°) bzw. aus
Wasser; Schmp. 74.5—75°.

CeH,,0,Cl, (263.1) Ber. C39.52 H4.08 C129.17 Gef. C39.56 H 5.03 Cl29.29

12. Heinrich Hellmann und Franz Lingens: Synthesen der
y-Methylen-glutaminsiure

[Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Chemischen Institut der
Universitat Tiibingen]

(Eingegangen am 18. Oktober 1955)

Die fir den N-Stoffwechsel verschiedener Pflanzenarten bedeu-

" tungsvolle y-Methylen-glutaminsiaure (IV) wurde auf drei verschie-

denen Wegen synthetisiert. Die ergiebigste Synthese, welche fiir die

praparative Darstellung geeignet ist, besteht in einer Alkylierung

von Acetamino-malonester durch a-Brommethyl-acrylester nach dem

Sorensenschen Prinzip und Totalhydrolyse des dabei entstehenden
Tricarbonsiureesters X.

Vor einigen Jahren wurde die yv-Methylen-glutaminsidure von J. Done und
L. Fowden?) in ErdnuBpflanzen entdeckt. Spater wurde sie auch in Tulpen?)
und im Hopfen®) nachgewiesen. Nach Untersuchungen von L. Fowden?)
spielt diese interessante Aminosiure eine wichtige Rolle im Stickstoff-Stoff-
wechsel der Pflanze. Auf Anregung von Dr. Done haben wir uns mit der
Synthese der y-Methylen-glutaminsiure beschéftigt.

Als Ausgangsmaterial schien der Tetracarbonsiureester I, welcher durch
Kondensation von Malonester mit tertiiren Mannich-Basen der Acylamino-
malonester®) oder durch Kondensation von Malonester und Acetamino-malon-
ester mit Formaldehyd ®) leicht zuginglich ist, geeignet. Dieser Ester besitzt
noch ein aktives H-Atom, dessen Substitution durch eine Dialkylaminomethyl-

1) Biochem. J. 51, 451 [1952].

2) R. M. Zacharius, J. K. Pollard u. F. C. Steward, J.Amer. chem. Soc. 76,
1961 [1954]. 3) G. Harris, Chem. and Ind. 1964, 244.

4} Ann. Bot., N. S. 18, 417 [1954].

5) H. Hellmann u. E. Brendle, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 287, 235 [1951];
H. Hellmann, G. Hallmann u. F. Lingens, Chem. Ber. 86, 1346 [1953].

8) H. Hellmann u. F. Lingens, Angew. Chem. 66, 201 [1954].
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Gruppe mit Hilfe der Mannich-Reaktion jedoch nicht gelang. Das Millingen
der Reaktion an diesem KEster iiberraschte nicht, da Mannich-Basen von
Monoalkyl-malonestern bisher iiberhaupt noch nicht dargestellt werden konn-
ten. C. Mannich und K. Ritsert?) beobachteten dagegen eine- lebhafte
Reaktion mit den entsprechenden Malonsiurehalbestern, wobei allerdings
nicht die Mannich-Basen der Halbester, sondern deren Zerfallsprodukte — a-Al-
kylacrylester — gefaBBt werden. Aus diesem Grunde wurde der Tetracarbon-
sdureester I mit Alkali zum Halbester II verscift und der Halbester mit
Formaldehyd und Didthylamin umgesetzt. Das erwartete Kondensations-
produkt IIT konnte nicht kristallin isoliert werden. Nach seiner Verseifung
wurde ein 1 erhalten, in welchem die y-Methylen-glutaminsiure durch papier-
chromatographischen Vergleich mit einer Probe der natiirlichen Aminosdure?)
nachgewiesen werden konnte. Die Aminosiure ist im Chromatogramm leicht
zu identifizieren, da sie mit Ninhydrin einen charakteristischen Orange-Farb-
ton gibt. Die Isolierung der Aminoséure miBlang.

COGH, CO,H CO,H CO,H
H[,C,Ozc—CH N H,C,0,C—- CH _+ HCHO + HN(C, fm’ (‘ =CH, N C=CH,
CH, (‘H, “HO (‘H, CH,
H,0,0,C— C—\‘H COCH, H,c,o,c—g —NH-COCH, H,C,0,C— C—NH -COCH, CH -NH,
CO,CGH, CO.H COH COH
I II 111 v
. (?OzCsz A
% H,G,0,C~C--CH,0H -
- (FHz . e
H,C,0,C-C~NH-COCH,
CO,CH;
‘7

Nunmehr wurde das Hydroxymethyl-Derivat V des Tetracarbonsdureesters I
durch Addition vom Formaldehyd an den Ester I unter Alkali-Katalyse
dargestellt. V geht beim Kochen mit Salzsiure in y-Methylen-glutaminsiure
iiber, wie wiederum durch vergleichende Papierchromatographie sowie durch
Abbau des Hydrolysates mit Permanganat und Perjodsiure zu Asparagin-
sdure bewiesen wurde. Es gelang aber auch hier nicht, die ungesittigte
Aminosdure in kristallisierter Form aus dem Hydrolysat zu isolieren.

Der nichste Synthese-Versuch ging von dem Michael-Addukt aus Acrolein
und Acetamino-cyanessigester (VI)?) aus. Die Mannich-Basen des Adduktes
sollten leicht in den ungesittigten Aldehyd VIII iibergehen, da C. Mannich,
B. Lesser und F. Silten?) bei der Umsetzung von n-Butyraldehyd mit
Formaldehyd und Dimethylamin-hydrochlorid die Beobachtung machten, dafl

7) Ber. dtsch. chem. Ges. §7, 1116 |1924].

8) Hrn. Dr. J. Done danken wir firr die Uberlassung einer Probe der natiirlichen
Aminosdure, %) 0. A. Moe u. D. T. Warner, J. Amer. chem. Soc. 70, 2763 [1948].

10) Ber, dtsch. chem. Ges. 65, 378 [1932].
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das Kondensationsprodukt sehr leicht Dimethylamin-hydrochlorid unter Bil-
dung von a-Athylacrolein abspaltet. Der Aldehyd VI konnte durch Mannich-
Reaktion in das krist. Hydrochlorid seines Dimethylaminomethyl-Derivates
(VII) iibergefiihrt werden. Die freie Mannich-Base wurde nur als Ol erhalten,

(FHO (?HO (;)HO (I:‘OZH
CH, CH-CH,-N(CH,), C-=CH, C=CH,
(:)'H,J — éH, ‘HGL _, CH, * — éHz — IV
NC-C—NH-COCH, NC —(:: ~NH-COCH, ~ NC-(-NH-COCH, NC-C-NH.:COCH,
CO,C,H, CO0,C,H; CO,C.H, CO,C.H,
VI VII : VIII

welches beim Erhitzen mit wenig Natriumhydroxyd in Xylol praktisch quan-
titativ Dimethylamin abspaltete. Der ungesittigte Aldehyd VIII wurde mit
Silberoxyd oxydiert und die entstehende Sdure mit Salzsiure gekocht. Das
erhaltene Hydrolysat enthielt — wie durch Papierchromatographie leicht zu
beweisen war — die y-Methylen-glutaminsidure. Es gelang aber auch hier
nicht, die Aminosiure in kristallisierter Form zu fassen, so da das Ergebnis
der beschriebenen Synthese-Versuche als unbefriedigend bezeichnet werden
mulfte.

Im vergangenen Jahre ist etwa gleichzeitig von P. Wailes, M. C. Whiting und
L. Fowden!) und von T. Kaneko und Y. Nakayamal?) eine Synthese der y-Methylen-
glutaminsaure beschrieben worden. Beide Arbeitsgruppen verfahren nach demselben
Prinzip: Formamino-malonester wird mit Propargylbromid zum Propargyl-formamino-
malonester umgesetzt, dieser in waBrig-alkoholischem Eisessig mit Nickelcarbonyl nach
Reppe carboxyliert und dann totalhydrolysiert. Die sehr knappen Schilderungen in den
beiden Kurzmitteilungen sind nur zum Teil mit Ausbeute-Angaben versehen, aus denen
auf keine gute Gesamtausbeute geschlossen werden kann. Da diese Synthese dariiber
hinaus keine sehr einfache Darstellung erméglicht, haben wir unserc Versuche fortgesetzt.

Entscheidend fiir eine erfolgreiche Synthese von priparativer Bedeutung
war schlieBlich eine kiirzlich erschienene Arbeit von A. F. Ferris!3) iiber die
Einwirkung von Mineralsiuren auf Bis-hydroxymethyl-malonester, welche zu-
néchst nur im Hinblick auf die Hydrolyse der Hydroxymethyl-Verbindung V

CO.C,H; CO.CH;

(l3=CH, : =CH,

CH,Br CH, :

IX — H,CO0,C—- : ~-NH:-COCH; — IV
o+ CO,CH,

. Na, X
H,C0,C— (|}‘ —NH-COCH,
CO,CH,
von Interesse zu sein schien. In dieser Mitteil. wird unter anderem auch die

Darstellung des «-Brommethyl-acrylesters (IX) aus Bis-hydroxymethyl-malon-
ester beschrieben. Dieser substituierte Acrylester bot sich als ideales Mittel zur

11) Nature [London] 174, 130 [1954]. 12) J. chem. Soc. Japan 75, 1232 [1954].
13) J, org. Chemistry 20, 780 [1955].
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Alkylierung von Acetamino-malonester fiir eine Synthese der y-Methylen-glut-
aminsiaure nach dem Sorensenschen Prinzip an. Die Kondensation von Brom-
methyl-acrylsidure-dthylester mit Natrium-acetamino-malonsdure-dimethyl-
ester!) verlduft mit vorziiglicher Ausbeute, wenn man die methanolische Lo-
sung des Natrium-acetamino-malonesters langsam in eine methanolische Lo-
sung des Brommethyl-acrylesters eintropfen liBt, wihrend die umgekehrte
Reihenfolge zu einem unbrauehbaren Gemisch fiihrt. Das Kondensations-
produkt X stellt eine gut kristallisierende Substanz vom Schmp. 88.5° dar.
Seine Hydrolyse mit Salzsiure ergibt unter gleichzeitiger Decarboxylierung
v-Methylen-glutaminsiure, welche nach dem Verjagen der Séure als Hydro-
chlorid in 85-proz. Ausbeute erhalten wird. Dieses Salz erwies sich im IR-Spek-
trum als identisch mit einer durch Salzsdure racemisierten Probe der natiir-
lichen r-y-Methylen-glutaminsdure. Abbau mit Permanganat und Perjod-
siure zu Asparaginsiure, Papierchromatographie sowie die Elementaranalyse
der aus dem Hydrochlorid durch Ausfillen mit Ammoniak dargestellten freien
Séure wurden zur ldentifizierung herangezogen.

Hrn. Prof. A. Butenandt danken wir herzlich fiir die Unterstiitzung unserer Ar-
beiten.

Beschreibung der Versuche

«-Acetamino-a,y-dicarbiéithoxy-y-hydroxymethyl-glutarester (V): 3.88 g
{0.01 Mol) Tetracarbonsiureester I und 2 ccmWasser wurden mit 2 cem Formalin,
das mit » NaOH gegen Phenolphthalein neutralisiert worden war, versetzt. 0.25 ccm n NaOH
wurden als Katalysator hinzugefiigt. Da die entstehecnde Methylolverbindung in Wasser
nicht sehr leicht lsslich ist, wurde Alkohol bis zur Lésung hinzugegeben. Nach 2 Tagen
wurde durch Vakuumdestillation bei Normaltemperatur mit Alkohol und Benzol das
Waasser aus dem Reaktionsgemisch entfernt. Nach einigem Stehenlassen kristallisierte die
Methylolverbindung aus; Kristalle aus Alkohol vom Schmp. 135°. Ausb.2.2g (529,
d. Th.}).

CigH2O0oN (419.4) Ber. C51.54 H6.99 N3.34 Gef. C51.56 H 6.96 N 3.48

Hydrolyse: 1g Hydroxymethyl-Verbindung V wurde mit 10 ccm konz. Salz-
siure 8 Stdn. riickflieBend gekocht. Nach Eindampfen des Hydrolysates i. Vak. hinter-
blieb ein Riickstand, der nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. Durch ver-
gleichende Papierchromatographie konnte y-Methylen-glutaminsiaure durch gleichen
Rp-Wert (0.32 in Phenol/Ammoniak) und die charakteristische gelbbraune Firbung mit
Ninhydrin nachgewiesen werden. Eine Probe des Hydrolysates lieferte beim Abbau mit
Kaliumpermanganat und Perjodsiure Asparaginsiure, die papicrchromatographisch
in verschiedenen Systemen nachgewiesen wurde.

Hydrochlorid des a-Dimethylaminomethyl-y-acetamino-y-carbiathoxy-
y-cyan-butyraldehyds (VII): 2.26 g (0.01 Mol) y-Aeetamino-y-carbithoxy-y-
cyan-butyraldehyd, 1 cem Formalin und 0.82g (0.01 Mol) Dimethylamin-
hydrochlorid wurden 6 Stdn. auf dem Wasserbad erwirmt. Nach der Entfernung
des Wassers i. Vak. hinterblieb ein glasklarcs, zihes Ol, das beim Anspritzen mit Methanol
Balken aus Methanol vom Zersp. 190—191° bildete. Ausb. 2.4 g (75%, d.Th.).

CysH,,0,N;-HCT (319.7) Ber. C48.80 H 6.94 N 13.15 Cl 11.09
Gef. C49.05 H6.87 N 13.12 C111.05

Die freie Mannich-Base wurde aus dem Hydrochlorid durch Versetzen mit Natrium-
hydrogencarbonat in wiBriger Losung und Extraktion mit Ather isoliert. Das erhaltene
01 konnte nicht zur Kristallisation gebracht werden. Beim Zusammengeben von y-Acet-

.—‘:)_H Hellmann u. F. Lingens, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 297, 283 {1954].
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amino-y-carbathoxy-y-cyan-butyraldenyd, Formalin und Dimethylaminlosung entstand
ebenfalls ein Ol, das nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. Wurde dieses
in wasserfreiem Xylol in Gegenwart katalytischer Mengen Natriumhydroxyd erhitzt, so
entwich nahezu die stochiometrische Menge Dimethylamin. Nach dem Abdampfen des
Xylols i. Vak. hinterblieb ein Ol, das nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte.
Der olige Riickstand wurde in wiBr. Losung mit Silberoxyd im UberschuB behandelt
und danach durch Kochen mit Salzsiure hydrolysiert; das eingeengte Hydrolysat lieB
im Papicrchromatogramm die Bildung von y-Methylen-glutaminsaure erkennen.

Y-Mcthylen-a-acetamino-a-carbomethoxy-glutarsiure-methylathylester
(X): Eine Losung von 3.78 g (0.02 Mol) Acetamino-malonsiure-dimethylester und
0.46 ¢ Natrium (0.02 Mol) in 30 ccm absol. Methanol lieB man unter gutem Riihren
im Verlaufe 1 Stde. in eine Losung von 3.86 g (0.02 Mol) «- Brommethyl-acrylsiaure-
dthylester in 15 ccm absol. Methanol eintropfen. Danach reagierte die Losung neutral.
Es wurde noch 1 Stde. zu gelindem Sieden erhitzt. Nach dem Einengen i. Vak. hinter-
blieb ein Ol, das beim Anreiben in kurzer Zeit durchkristallisierte. Beim Umkristalli-
sieren aus Athanol wurde vom unléslichen Kaliumbromid abfiltriert. Balken aus Athanol
vom Schmp. 88.56°; Ausb. 5.4 g (89.5% d. Th.).

C,,H;,0,N (301.3) Ber. C51.82 H6.36 N4.65 Gef. C51.92 H6.42 N 4.58

Hydrolyse: 2g Tricarbonsiureester X wurden mit 10ccm konz. Salzsiure
2 Stdn. riickflieBend gekocht. Beim Einengen des wasserhellen Hydrolysates i. Vak.
hinterblieb y-Methylen-glutaminsiure-hydrochlorid vom Zersp. 178—180°. Ausb. an
Hydrochlorid: 1.1 g (859 d. Th.). Aus dem Hydrochlorid wurde die freie schwerlosliche
y-Methylen-glutaminsdure mit waBr. Ammoniak ausgefillt. Sie kann aus heiBem
Wasser umkristallisiert werden. Zersp. 203—210°.

CoH,O,N (159.1) Ber. C456.28 H 5.70 N 8.80 Gef. C45.07 H 5.72 X 8.51

13. Heinrich Hellmann und Giinter Qpitz: Beitrige zum Mechanis-
mus der Aminomethylierungsreaktion IIV: Das aminomethylierende Agens

{Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Chemischen Institut der
Universitdt Tiibingen]
(Eingegangen am 14. Oktober 1955)

Die Piperidinomethylierung des Antipyrins wurde unter Varia-
tion des py mit Piperidin + Formaldehyd, N-Hydroxymethyl-piperi-
din (I), N-Methoxymethyl-piperidin (II), Methylen-di-piperidin (III)
und piperidinomethan-sulfonsaurem Natrium (V) untersucht. Die
hochsten Ausbeuten an der Mannich-Base 4-Piperidinomethyl-anti-
pyrin (VI) wurden mit Ldsungen erzielt, die nach T. D. Ste-
wart einen hohen Gehalt an dem mesomeren Piperidinomethyl-[car-
benium-imonium]-Ion besitzen, welches als aminomethylierendes
Agens in der Mannich-Reaktion direkt aus I gebildet wird.

In der I. Mitteilung dieser Reihe!) ist der Mechanismus der Aminomethy-
lierungsreaktionen und speziell derjenige der Mannich-Reaktion ausfiihrlich
diskutiert worden. Es wurde hervorgehoben, dafl das mesomere Aminomethyl-
[carbenium-imonium]-Ton als das eine nucleophile Verbindung elektrophil
aminomethylierende Agens angesprochen werden muf3, und da N-Hydroxy-
methyl-amine als Zwischenprodukte bei der Mannich-Kondensation anzu-
nehmen sind.

‘1) I. Mitteil.: H. Hellmann u. G. Opitz, Angew. Chem. (im Druck).
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