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18. Coenzym A:

Modellreaktionen zur enzymatischen Aktivierung
von Acylderivaten des Coenzyms A')

von R. Schwyzer und Ch. Hiirlimann.
(12. XI1. 53.)

Die letzte Stufe im Prozesse der biologischen Acylierung mittels
Coenzym A besteht nach Lynen?) in der Ubertragung des Acylrestes
vom Schwefel des Coenzyms auf das Substrat. Als Beispiele mogen die
enzymatische Acetylierung von aromatischen Aminen3) und die Ben-
zoylierung des Glycins in der biologischen Hippursduresynthese?) die-
nen (Gleichungen (1) und (2)):

“0A—S—COCH, + H,N—-Ar - — CoASH+ CH,CO—NH—Ar 5
CoA—S—COCH; + H,NCH,C00® ~ -— CoASH+ CH,CO—NHCH,CO0® (2)

Die Stabilitdt von Acylderivaten des Coenzyms A gegen Hydro-
lyse in der Gegend des Neutralpunktes und die Moglichkeit der spezi-
fischen Aktivierung durch Enzyme sind wesentliche Voraussetzungen
fiir ihre Verwendbarkeit in der Zelle,

Die Beschleunigung der Reaktionen (1) und (2) durch Amin-
acylasen ist in ihrem Wesen noch ungeklirt. Ein Mechanismus, dessen
sich der lebende Organismus bedienen kénnte, hat sich im Modellver-
such als gangbar erwiesen und sei im folgenden beschrieben.

Verbindungen vom Typus der Acylderivate des Coenzyms A, wie
z.B.N,S-Diacetyl-Cysteamin (I)3) und ( +)-S-Benzoyl-pantethein(1I)¢)
sind relativ wenig reaktionsfihige Thioester.

CH,
|
(H,CONHCH,CH,SCOCH,  HOCH,C.CHOH-CONHCH,CH,CONHCH,CH,SCOC,H,
\
I CH, I

1) Vgl. Kurzvortrag von R. Schwyzer am ,,Chemiker-Treffen, Innsbruck, 1953,
referiert in: Angew. Ch. 65, 267 (1953), und Osterr. Ch. Ztg. 54, 155 (1953).

2) F. Lynen & E. Reichert, Angew. Ch. 63, 47 (1951); F. Lynen, E. Reichert &
L. RBueff, A. 574, 1 (1951).

3) F. Lipmann, J. Biol. Chem. 160, 173 (1945); N.O. Kaplan & F. Lipmann, J.Biol.
Chem. 174, 37 (1948); H. Tabor, A. H. Mehler & E. R. Stadtman, J.Biol. Chem. 204,
127 (1953).

1) H. Chantrenne, J. Biol. Chem. 189, 227 (1951); vgl. H. Nielsen & F. Leuthardt,
Helv. physiol. pharmacol. acta 7, C 53 (1949); R. W. McGilvery & P. P. Cohen, J. Biol.
Chem. 183, 179 (1950); D. Schachter & J. V. Taggart, J. Biol. Chem. 203, 925 (1953).

%} R. Kuhn & G. Quadbeck, B. 84, 844 (1951).

%) R. Schwyzer, Helv. 35, 1903 (1952).
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Sie erfiillen daher wohl die Bedingung der Hydrolysebestindig-
keit, zeigen aber in verdiinnt wéisseriger Losung eine nur sehr geringe
Affinitdt zu Aminen?)?). Thioester anderer Konstitutonen sind da-
gegen wesentlich reaktionsfiahiger!). Besonders ,,elektronenanziehende*
Substituenten in der Mercaptankomponente bewirken eine starke Zu-
nahme der Ausbeuten an acylierten Aminen.

Diese Beobachtungen fithrten zur Annahme, Enzyme kiénnten
auf dhnliche Weise wie ,,elektronenanziehende‘‘ Substituenten, jedoch
von ausserhalb der Molekel her, einen aktivierenden Einfluss auf Acyl-
derivate des Coenzyms A ausiiben.

Die dazu erforderliche Polarisation der CO —8-Bindung sollte sich
im Modellversuch voraussichtlich durch Beauspruchung der 3p-Elek-
tronen des Schwefels durch elektrophile Partikel erreichen lassen (Glei-
chung (3)3):

o+
RCO—S—R'+E == RCO > S—R’
| 3)
Eos—
(K steht fiir ein elektrophiles Reagens)

Tatséchlich wurde in vitro eine starke Aktivitit der Tonen von
Silber, Quecksilber, Blei und Kupfer gefunden, welche sich dhnlich
wie in vivo die Aminacylasen verhalten, indem sie die Aminolyse von
Thioestern spezifisch erleichtern, ohne indessen die Hydrolyse in sto-
render Weise zu beschleunigen. Insbesondere ist es uns gelungen, die
biologische Hippursiuresynthese und die Acylierung aromatischer
Amine modellmissig nachzuahmen.

Die Spezifitiat der elektrophilen Partikel scheint stark zu variieren:
z.B. aktiviert Jod vor allem die Hydrolyse von Hippurylthioglykol-
siure, wahrend unter den Metallsalzen besonders Silber spezifisch
die Aminolyse befordert.

Folgender (vorlidufig rein hypothetischer) Mechanismus diirfte die
besondere Spezifitit des Silberions erkliren (Gleichung (4)):

0 0
Il I _
r ol R R—( IS—R’
“ —— + (4)
R"HN > A¢® R'—NH Ag
2 e

L) R. Schwyzer, Helv. 36, 414 (1953).

%) P.J. Hawkins & D. 8. Tarbell, Am. Soc. 75, 2982 (1953).

3) Auf ahnliche Weise sind wohl auch die schon frither zufillig gemachten Beobaeh-
tungen liber die Beschleunigung der Hydrolyse von Acetyl-glykolsiure durch Kupfersalze
(Br. Holmberg, B. 60, 2185 (1927)) und von Thiolessigsiure-dthylester durch Mercurisalze
(G- Sachs, B. 54, 1849 (1921)) zu deuten.
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Durch zusitzliche Komplexierung mit dem Silberion wiirde das
reagierende Amin nahe an das elektrophile Zentrum der Thiocarboxyl-
gruppe gebracht, worauf durch Bindungsverschiebung das Amid in
bevorzugter Weise entstiinde. Die verschiedene Spezifitit der Metalle
unter sich und die reine Aktiviernng der Hydrolyse durch Jod finden
ihre Erklarung in der verschieden starken Bindung des Aming durch
das Zentralatom.

Modell fiir die Acylierung aromatischer Amine.

Als Modellsubstanz fiir Acylderivate des Coenzyms A wurde (+)-
S-Benzoyl-pantethein gewihlt.

Bei der Umsetzung dieser Verbindung mit Anilin in verdiinnt
wisseriger Losung ldsst sich der Effekt elektrophiler Partikel beson-
ders gut demonstrieren (Fig. 1).

Wird (+)-S-Benzoyl-pantethein in wisseriger Losung (¢ = ca.
0,1-m., 20 9, Dimethylformamid als Losungsvermittler) zusammen mit
Anilin (¢ = ca. 0,2-m.) bei einem pH von etwa 7,5 24 Std. bei 400 auf-
bewahrt, so 14sst sich kein Benzanilid isolieren; in dieser Zeit ist auch
keine merkliche Hydrolyse eingetreten. Wird der gleiche Versuch bei
einem pH von 9 durchgefiihrt, so lisst sich wieder kein Benzanilid
fassen, d.h. ein katalytischer Effekt der OH® auf die Aminolyse-
geschwindigkeit') kommt nicht zur Geltung. Dagegen sind nun die
Verluste an Benzoylpantethein durch Hydrolyse empfindlich: in die-
sem Versuche liessen sich 44 9%, Benzoesiure isolieren.

Setzt man zu einer dhnlichen Lésung bei pH = 7,56 1,1 Mol Sil-
bernitrat (auf Benzoylpantethein bezogen) zu, so beginnt schon nach
kurzer Zeit die Kristallisation von Benzanilid. Nach 24 Std. konnte
diese Verbindung in einer Ausbeute von 94 %, gefasst werden. Hydro-
lyse liess sich in diesem Versuche keine nachweisen. Kaliumeyanid, im
Uberschuss zugesetzt, hebt die Wirkung des Silbersalzes auf.

Um den Einflugs der Silberionen auf die Hydrolyse zu erfahren,
wurde ein dhnlicher Versuch, aber ohne Anilin, angesetzt. Nach 24 Std.
konnten nur 4 %, Benzoesiure isoliert werden. Rechnet man die Ver-
luste bei der Isolierung sehr hoch (zu etwa 1009,) ein, so betragen die
Verluste an durch Silber aktiviertem Benzoylpantethein durch Hydro-
lyse hdéchstens 8 %,.

Der Einfluss von Kupfer(Il)- und Quecksilber(1I)-Tonen ist ge-
ringer (Fig. 1): nach Zugabe von Kupfer(1I)-acetat (1,2 Mol) wurden
49, Benzanilid gefasst (was wegen der besondern Schwierigkeiten bei
der Aufarbeitung in diesem Falle ein Minimum von etwa hdchstens
509/, des wirklichen Wertes darstellt); nach Zugabe von Quecksilber-
(IT)-acetat stieg die Ausbeute an Benzanilid auf 42 9, daneben liessen
sich etwa 29, Benzoesdure fassen.

1) P.J. Hawkins & D. 8. Tarbell, Am. Soc. 75, 2982 (1953).
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Ahnlich liegen die Verhiltnisse bei der Verwendung von Benzoyl-
thiophenol als ,,aktivierte Benzoesdure'‘ (Fig. 2). Diese Verbindung
liefert in 90-proz. Alkohol (¢ = ea. 0,1-m.) mit Anilin, unter sonst #hn-
lichen Bedingungen umgesetzt, etwa 79, Benzanilid. Bei Zusatz von
Bleiacetat steigt die Ausbeute an Benzanilid auf 24 9, mit Cu*+ auf
329, mit Hg++ auf 71 9%, und mit Ag+ auf 939,. An Hand der Menge
des zuriickgewonnenen Benzoylthiophenols konnten maximale Werte
fiir die Summe der durch Alkoholyse und Hydrolyse entstandenen
Verluste angenshert ermittelt werden. Betragen sie ohne Zusatz von
Metallsalzen etwa 129, so steigen sie bei Verwendung von Blei auf
319, und bei der Verwendung von Quecksilber auf 26 9%, an. Bei den
Versuchen mit Silber konnte kein Benzoylthiophenol mehr isoliert
werden, d.h. die Verluste durch Hydrolyse und Alkoholyse betru-

gen 79,.

% Umsafz % Umsalz
100 . 100
1
501 B 50t~ 4

0 pH=75 pl=90 Cu** Hg** Ag* Zusdtze
Fig. 1.
Benzoylpantethein und Anilin
(pH = 7,5-—8,0)

1. Aminolyse

2. Hydrolyse
Reaktionsdauer: 24 Std. bei 40°
Konzentrationen: ¢ < 29%.

0 Pott Cutt Hgtt Agt Zusitze
Fig. 2.
Benzoylthiophenol und Anilin
(in 90-proz. Alkohol)
1. Aminolyse
2. Alkoholyse + Hydrolyse
Reaktionsdauer: 63 Std. bei 40°
(24 Std. beim Agt)
Konzentrationen: ¢ < 2%.

Wie diese allerdings nur angenihert richtigen Zahlen zeigen, schei-
nen die Metallionen in hezug auf Aminolyse und Hydrolyse einen spe-
zifischen Einfluss auszuiiben. Indem die Betrige der Hydrolyse-Al-
koholyse und der Aminolyse sich nicht gleichsinnig verindern beim
Ubergang von einem Metallion auf das andere, spiegeln die beschrie-
benen Tatsachen nicht einfach den Ubergang von ,,energieirmeren‘
in ,,energiereichere‘* Zustinde im Sinne von Lipmann') wieder, son-
dern die Aktivierungsenergien der betreffenden Reaktionen werden
offenbar unabhéingig voneinander variiert?).

1) F. Lipmann, Adv. Enzymology 1, 99 (1941).
%) Vgl. dazu R. J. Gillespie, G. 4. Maw & C. A. Vernon, Nature 171, 1147 (1953).
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Modell der Hippursiduresynthese.

Wird (+)-S-Benzoyl-pantethein unter dhnlichen Bedingungen an-
statt mit Anilin mit etwas mehr als der dquivalenten Menge Glycin in
verdiinnt wisseriger Losung aufbewahrt, so ist auch nach mehreren
Tagen bei 409 und bei verschiedenen pH-Werten kein Umsatz zu
Hippursiure zu beobachten. Bei Zusatz von Silbernitrat konnten nach
4 Tagen (im Minimum) 419, Hippursiure isoliert werden. Auch hier
ist Kupfer etwas weniger wirksam, immerhin entstanden minimal 25 %,
Hippursidure. Quecksilber- und Bleisalze erwiesen sich in diesen Ver-
suchen bisher als unwirksam (Fig. 3).

Bei der Ubertragung des Hippurylrestes von der Thioglykolsiure
auf Glycin nach Gleichung (4):

C.H,C0-NHCH,CO - SCH,COOH + H;NCH,CO0H ——
— (,H,CONHCH,CONHCH,COOH + HSCH,COOH @)

wurden dhnliche Verhéltnisse angetroffen (Fig. 3): in 0,1-m. wisseri-
ger Lisung ist bei verschiedenen pH-Werten ausser Hydrolyse keine
Reaktion zu beobachten, erst in 1-m. Losung tritt Umsatz zu etwa
469, ein. Wird unter Zusatz von Silbernitrat gearbeitet, so erfolgt
eine rasche Synthese von Hippurylglycin. Die maximale Ausbeute
(739, im Minimum) wird bei pH = 6 erreicht (auch mit Quecksilber-
salzen). Bei der Verwendung von Blei ist das Ausbeutemaximum ins
alkalische Gebiet verschoben: Blei liefert bei pH = 8,0 409, Hip-
purylglycin. In allen diesen Versuchen mit Hippurylthioglykolsiure
gpielt sich die Reaktion an der festen Phase der ausgeschiedenen Me-
tallsalze (oder Metallkomplexsalze) ab, welche sich dabei meist gicht-
bar verindern (siehe im experimentellen Teil). Das Bleisalz der Hip-
purylthioglykolsdure erwies sich als verhdltnisméissig stabil und liess
sich analysieren. Beim Versuch, es unter Erwidrmen umzukristallisie-
ren, zersetzte es sich jedoch. Die Verbindung schmilzt bei 108 -111°
und kristallisiert mit 1 Mol Wasser; sie besitzt vielleicht Formel III,
welche die vergrosserte Reaktionsfihigkeit der CO-—S-Bindung er-
kldren wiirde.
CH,—CO

| I
C,H,CONHCH,COSCH,CH,CO0H  C,H,CONHCH,CO—S O

v "1>t<.H20
s
0 'S—COCH,NHCOCH,
0(‘]—7(|3H2 L
In dhnlicher Weise wie Hippurylthioglykolsdure reagiert auch die
homologe Hippuryl-S-mercaptopropionsiure (IV) mit Glycin auf Zu-
satz von Silbersalzen.
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Mit diesen Reaktionen ist eine spezifische Synthese der Peptid-
bindung (amidartige Verkniipfung zweier Aminosiurereste) in ver-
diinnt wisseriger Losung verwirklicht.

Wird als elektrophile Partikel an Stelle dieser Metallsalze Jod
verwendet, so entsteht kein Hippurylglycin, sondern es wird unter
hydrolytischer Sprengung der CO —S-Bindung Jod sehr schnell in einer
Menge verbraucht, welche der Oxydation der Thioglykolsdure zum
Disulfid entspricht. Nach 15 Std. bei 20° und pH = 7 wurden 979,
Hippursiure isoliert; ohne Jod wird Hippurylthioglykolsiure bei die-
sem pH und bei einer Temperatur von 30° nach zwei Tagen erst zu
ca. 60 9, verseift.

% Umsaiz
100

30 4

0  Hg?t Gt Pt Ag* Zusalze
Fig. 3.
Acylierung von Glycin in ca.0,1-m. wisseriger Lésung.
1. Hippursiduresynthese mit Benzoylpantethein.
2. Synthese von Hippurylglycin mit Hippurylthioglykolsiure.

Vergleich mit den enzymatisehen Verhéltnissen.

Verschiedene Parallelen dréngen sich auf beim Vergleich der Akti-
vierung der Thioester durch elektrophile Partikel mit der Aktivierung
von Acylderivaten des Coenzyms A durch Acylasen. In beiden Fillen
entsteht zuerst ein ,,Coenzym-Enzym‘- oder ,,Thioester-Aktivator-
Komplex, welcher im Modell besonders bei der Verwendung von Deri-
vaten der Thioglykolsiure und der f-Mercaptopropionsiure augen-
fallig ist (Ausfallung). Ebenso diirfte der Reaktionspartner (Amin?),
Glycin?), a-Glycerophosphat?), Acetatt), Oxalacetat?), Cholin®), Glu-
cosamin?), Histamin®) oder Imidazol®)) sowohl durch das Enzym wie

1) L. ec., 8.155, Anmerkung 3. ) L. c., S. 155, Anmerkung 4.
3 A. Kornberg& W. E. Pricer, J. Biol. Chem. 204, 329 (1953).

1) M. Soodak & F. Lipmann, J. Biol. Chem. 175, 999 (1948).

%) J. R. Stern, 8. Ochoa & F. Lynen, J. Biol. Chem. 198, 313 (1952).

8y D. Nachmansohn & A. L. Machado, J. Neurophysiology 6, 397 (1943).
)

)

)

su%g

) T.C. Chou & M. Soodak, J. Biol. Chem. 196, 105 (1952).
R.C. Millican, S. Rosental & H. Tabor, J. Pharmacol. & Exp. Therapy 97, 4(1949)
E. R. Stadiman & F. H. White, Am. Soc. 75, 2022 (1953).

o
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auch durch den Modellaktivator in sterisch giinstige Lage zum Thio-
ester gebracht werden, wodurch die Spezifitit des Vorganges er-
héht wird.

Wesentliche Voraussetzung aber fiir einen Reaktionsmechanis-
mus, wie er hier beschrieben worden ist, ist das Vorhandensein, im
aktivierenden Enzym, eines elektrophilen Zentrums mit besonderer
Affinitdt fiir den Schwefel. Dieses Zentrum kann voraussichtlich ein
Metallion oder aber sonst ein positiver Pol sein.

Experimenteller Teil.
Reaktionen zwiséhen (+ )-S-Benzoyl-pantethein und Anilin.

1. Je Ansatz wurden 100 mg Benzoylpantethein und 200 mg Anilin in 2,5 ml Dime-
thylformamid und 5 ml Wasser gelst. Nach Zugabe von 1 ml 2-n. Essigsiure wurde
mittels Natronlauge das pH auf 7,5 bis 8 gestellt und die Zusdtze, in 1 ml Wasser gelost,
zugegeben, worauf mit Essigsaure und Natronlauge das pH wieder einreguliert wurde.
Die einzelnen Losungen wurden auf ca. 12 ml aufgefiillt (Wasser). Zur Reaktion wurden
die Proben 24 Std. bei 40° belassen. Dann wurden die Ldsungen mit 2.n. Salpetersaure
angesiuert und mehrmals mit Essigester extrahiert. Die Hssigesterextrakte wurden mit
Hydrogencarbonatlssung gewaschen; aus diesen Ausziigen wurde durch Ansiuern die ent-
standene Benzoesiure freigesetzt. Die gewaschenen Essigesterextrakte wurden getrocknet
und zur Trockne verdampft. Aus diesen Riickstinden liess sich entstandenes Benzanilid
mit Ather extrahieren. Es wurde aus Methanol mit Zusatz von wenig Wasser umkristalli-
siert. Der in Ather unlésliche Anteil ergab bei der Kristallisation aus Essigester unumge-
setztes Benzoylpantethein.

Zusatz p]zflil::}i;l i‘n Benzoesiure Benzanilid
Kein Zusatz . . . . . . .| 49mg (49%) — —
Smp. 115°
NaOHbispH=9. . . .| — 14 mg (44%) —
Smp. 1189
53 mg Silbernitrat . . . .| — — 49 mg (94%,)
Smp. 160°
100 mg Quecksilberacetat . | — Spur 22 mg (42%)
Smp. 1600
62 mg Kupferacetat,1H,0 40 mg (40%) — 2 mg (4%)
Smp. 115° Smp. 160°

Vergleichbar sind wegen Verlusten bei der Aufarbeitung des Benzoylpantetheins nur
die Ausbeuten an Benzanilid und Benzoesdure.

Beim Versuch mit Kupfer entstanden ausser den genannten Reaktionsprodukten
beim Ansiuern mit Salpetersiure nicht nidher untersuchte rote Verbindungen. Diese Er-
scheinung, welche die Aufarbeitung erschwerte, konnte durch Verwendung von Salzsiure
z. T. vermieden werden.

Andere Metallzusitze erwiesen sich unter den genannten Bedingungen als unfahig,
die Bildung von Benzanilid herbeizufiihren. Versuchte Zusitze: 119 mg Bleiacetat,
3H,0; 43 mg Zinkchlorid; 41 mg Kobalt(IT)-chlorid; 47 mg Eisen (II)-sulfat; 50 mg
Eisen (I11)-chlorid.

2. Ein gleicher Versuch mit Zusatz von 100 mg Kaliumcyanid und 60 mg Silber-
nitrat lieferte unter gleichen Bedingungen kein Benzanilid.

11
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3. Ein gleicher Versuch mit 53 mg Silbernitrat, aber ohne Zusatz von Anilin lieferte
bei pH = 7,5 nach 24 Std. bei 40° nach der iiblichen Aufarbeitung 1,5 mg Benzoesiure
(Smp. 121° nach Sublimation). Ausbeute 49%,.

Reaktionen zwischen Benzoyl-thiophenol und Anilin.

4. Je Ansatz wurden 200 mg Benzoylthiophenol und 400 mg Anilin in 10 ml abso-
lutem Athanol gelsst und mit 2 ml Wasser, welches die jeweiligen Zusitze enthielt, ver-
setzt. Die Proben wurden 24 Std. bei 40° belassen, danach vom Niederschlag abfiltriert
und im Vakuum zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde in wenig Wasser aufge-
nommen, angesduert und mit Essigester extrahiert. Die Tssigesterextrakte hinterliessen nach
dem Waschen mit Hydrogencarbonatlosung, Trocknen und Verdampfen die Neutralteile,
aus welchen mittels Petrolither unumgesetztes Benzoylthiophenol und Benzoesiure-
dthylester entfernt werden konnten. Der unlgsliche Anteil ergab beim Umbkristallisicren
das Reaktionsprodukt, Benzanilid; aus der Hydrogencarbonatlosung wurde das Hydrolyse-
produkt Benzoesiure durch Ansduern ausgeschieden. Das Produkt der Alkoholyse,
Benzoesiure-athylester, wurde nicht isoliert.

Die Versuche ergaben folgendes:

Zusatz

Benzoyl-
thiophenol

Benzoesiure

Benzanilid

Kein Zusatz

164 mg (82%,)
Smp. 55--56°

15 mg (8%)
Smp. 160—161°

238 mg AgNO,

172 mg (93%)
Smp. 160—161°

Bei einer Reaktionsdauer von 63 Std. wurden folgende Ergebnisse erhalten:

Zusatz Benzoyl-thiophenol Benzoesiure Benzanilid
Kein Zusatz. . 151 mg (75%,) 7 mg (6%) 13 mg (7%)
Smp. 55—56° Smp. 117—118° Smp. 146—147°
532 mg Bleiacetat, 63 mg (31%) 5mg (4%) 45 mg (24%)
3H,0 Smp. 55—56° Smp. 116—118° Smp. 157°
280mg Kupferacetat,| 120 mg (60%) 14 mg (12%) 58 mg (32%)
1H,0 . . . . . .| olig, stark ver- Smp. 117—118° Smp. 1590
unreinigt
447 mg Quecksilber- | 10 mg (5%) 9 mg (8%) 130 mg (71%)
acetat . . . .| Smp. 55569 Smp. 105—110° Smp. 150—1530

Reaktionen zwischen (+ )-S-Benzoyl-pantethein und Glycin.

5. 380 mg (+)-S-Benzoyl-pantethein wurden in 2 ml Dimethylformamid gelost und
mit einer Losung von 100 mg Glycin in 8 ml eines ca. 0,5-n. Puffers nach Theorell vom
gewiinschten pH versetzt. Es wurden Ansétze bei pH 5, 6, 7, 8 und 9 gemacht; sic wurden
5 Tage lang bei 40° aufbewahrt. Am Ende dieser Zeit wurden sie mit HCl angeséuert und
zur Trockne verdampft. Die Riickstinde wurden mit Essigester extrahiert und die Essig-
esterlosungen mit kleinen Portionen von Hydrogencarbonatlosung gewaschen. Die Hy-
drogencarbonatausziige wurden im Vakuum eingeengt, angesiduert und wieder mit Essig-
ester extrahiert. Eine weitere Extraktion dieser Extrakte mit Hydrogencarbonat lieferte
eine stark gereinigte Saurefraktion. Die Ausziige wurden auf ein kleines Volumen ein-
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gedampft, angesduert und in Kis gekiihlt. Aus keinem Ansatze konnte Hippursiure isoliert
werden; aus dem Ansatze bei pH = 9 wurde Benzoesiure erhalten.

6. 380 mg {+ )-S-Benzoyl-pantethein wurden in 2 mi Dimethylformamid gelést und
mit einer Losung von 75 mg Glycin in 3 ml Wasser versetzt. Mit einigen Tropfen 2-n.
Essigsdure und 1-n. Natronlauge wurde der pH-Wert auf 7,5 eingestellt. Nun wurden
3 ml einer 0,4-n. Lésung von Silbernitrat in Wasser gleichzeitig mit 1-n. Natronlauge
derart eingetropft, dass der pH-Wert bei 7,5 blieb. Dabei entstand eine gelbe L&sung.
Diese wurde 4 Tage lang bei 40° aufbewahrt, wobei von Zeit zu Zeit der pH-Wert mit
etwas Natronlauge korrigiert wurde. Dann wurde die Losung mit H,S behandelt, im
Vakuum eingedampft und der Riickstand mit Wasser und ein wenig Kaliumcarbonat auf-
genommen. Diese Losung wurde unter Zusatz von Kohle vom Silbersulfid abfiltriert,
auf ein kleines Volumen eingedampft, mit Essigester extrahiert und schliesslich mit HCl
angeséduert. Darauf wurde die saure, wisserige Losung im Vakuum zur Trockne gebracht
und mit Essigester ausgezogen. Aus dem Essigester wurden die sauren Anteile mit wenig
Natriumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, worauf sie durch Ansiuern freigesetzt
wurden. Nach Einengen und Kiihlen kristallisierten insgesamt 70 mg (41%,) Hippursidure
vom Smp. 1909, welche mit einem authentischen Prédparat (Smp. 191—192°) gemischt
keine Smp.-Erniedrigung gab.

7. Ein gleicher Versuch, bei pH = 7 ausgefiihrt, ergab eine Ausbeute von insgesamt
145 mg Hippursiure (80% der Theorie). Bisher konnte der Grund dieser Diskrepanz noch
nicht festgestellt werden; z. T. beruht sie wohl auf Verlusten bei der Aufarbeitung.

8. Ein gleicher Versuch, welchem aber an Stelle des Silbernitrats 70 mg Kupfer(I11)-
acetat,1H,0 zugesetzt worden waren, ergab bei gleicher Aufarbeitung 12 mg Hippur-
sdure vom Smp. 190°, was einer Ausbeute von 259%, entspricht.

9. Hippuryl-thioglykolsaure: 1,8 g Hippursiure wurden in 5 ml trockenem
Dimethylformamid gelost und nit 25 ml Essigester und 1,01 g Tridthylamin versetzt. Bei
— 5% wurden 1,08 g Chlorameisensaure-idthylester zugetropft. Der Umsatz zum gemischten
Anhydrid und Tridthylammoniumchlorid war nach 10 Min. beendet!). Der Ansatz wurde
darauf in eine Losung von 0,9 g Thioglykolsdure und 1,1 g Tridthylamin in 20 ml Essig-
ester gegossen. Die Mischung wurde 1% Std. bei Zimmertemperatur und % Std. bei 50°
stehengelassen. Nach Ausschiitteln der Losung mit verdinnter Salzsiure und Wasser
wurde die Essigesterschicht mit Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum verdampft.
Sie hinterliess einen kristallisierten Riickstand, der aus Ather und aus Wasser umkristalli-
siert wurde. Die Hippuryl-thioglykolsiure wurde in Form farbloser, stabchenformiger
Kristalle vom Smp. 142,59 in einer Ausbeute von 809, erhalten. Trocknen 3 Std. bei 90° im
Hochvakuum.

CyH,;0,NS  Ber. C5243 H 4,70 N 5,549,
Gef. ,, 52,16 ,, 4,38 ,, 5,53%,

10. S-Hippuryl-f-mercaptopropionsiure: Diese Verbindung wurde in genau
gleicher Weise, wie fiir Hippuryl-thioglykolsdure beschrieben, nach der ,gemischten
Anhydrid“-Methode dargestellt. Anstelle der Thioglykolsiure wurde die adquivalente
Menge f[-Mercaptopropionsiure verwendet. Die S-Hippuryl-g-mercaptopropionsiure
schmolz nach der Kristallisation aus Essigester und aus Ather bei 113 —114,5%; zu Rosetten
vereinigte, farblose Stabchen. Trocknen 2 Std. bei 90° im Hochvakuum.

C,H;O,NS  Ber. C 53,92 H 4,90 N 5,249
Gef. ,, 54,03 ,, 4,70 ,, 5,549%

Reaktionen zwischen Hippuryl-thioglykolsdure und Glycin
ohne Metallsalze.

11. In ca. 1-n. wasseriger Losung: 253 mg Hippuryl-thioglykolsiure und
75 mg Glycin wurden vermischt und mit 1 ml 2-n. NaOH iibergossen. Dabei trat voll-
stindige Losung ein, und das pH betrug ungefahr 9. Die Mischung wurde 4 Tage bei 40°
aufbewahrt, dann wurde sie mit 2 ml 1-n, HCl angeséuert und im Vakuum zur Trockne

1) Vgl. dazu RB. A. Boissonnas, Helv. 34, 874 (1951).
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verdampft. Der Riickstand wurde getrocknet, mit 2 ml abs. Alkohol aufgenommen und das
Ungelsste abgetrennt und mit Alkohol gewaschen. Dieser Anteil, bestehend aus Kochsalz
und Hippurylglycin, wurde nach dem Trocknen aus wenig Wasser umkristallisiert. Es
schieden sich dabei 110 mg farblose Kristalle vom Smp. 206 —206,5 aus, Misch-Smp. mit
einem authentischen Priparat ebenso. Ausheute 469, der Theorie.

12. In ca. 0,1-n. wisseriger Losung: 2563 mg Hippuryl-thioglykolsiure (10~3
Mole) wurden in 2 ml Athanol gelost und mit einer Losung von 100 mg Glycin (1,3 -10~3
Mole) in 8 ml einer verdiinnten Pufferlosung nach Theorell versetzt. Die verschiedenen
Ansitze von pH 2,5, 4,0, 6,0, 7,0, 8,0 und 9,0 wurden mit Wasser auf 10 ml aufgefiillt
und 6 Tage an der Luft bei 40° aufbewahrt. Die Lésungen wurden einzeln im Vakuum
verdampft und die Riickstinde angesiduert und noch feucht mit heissem Methanol ausge-
zogen. Nach dem Verdampfen des Lésungsmittels im Vakuum wurden die Riickstinde der
alkoholischen Extrakte aus Wasser (nach Ansduern mit HCl) umkristallisiert. Die Kristal-
lisate bestanden aus Mischungen von Hippuryl-thioglykolsiure und Hippursiure und
waren nach dem Trocknen in kaltem, absolutem Athanol vollkommen loslich. In den Ver-
suchen bei pH 6 bis 9 war Hippursiure besonders reichlich vorhanden. Hippurylglycin
konnte in keinem Ansatze auf diesc Weise nachgewiesen werden.

Reaktionen zwischen Hippuryl-thioglykolsdure und Glycin
in Gegenwart von Metallsalzen.

13. Mit Silbernitrat: 300 mg Hippurylthioglykolsiure und 150 mg Glyecin (1,7-
molare Menge) wurden mit 3 ml Wasser und 1 ml 2-n. Essigsiure iibergossen. Nun wurde
unter Riihren und bei gleichzeitiger potentiometrischer Messung des pH-Wertes (Glas-
elektrode) langsam 1-n. NaOH zugesetzt, bis das gewiinschte pH erreicht und alles in
Lésung gegangen war. Dann wurden: aus zwel Mikrobiiretten 3,0 ml 0,4-n. Silbernitrat-
lssung und 1-n. Natronlauge abwechslungsweise in kleinen Portionen derart zugesetzt,
dass der pH-Wert innerhalb etwa 0,2 Einheiten konstant blieb. Die Anséitze wurden
darauf mit Wasser auf 15 ml aufgefiillt, was einer 0,08-n. Lésung von Hippuryl-thioglykolat
entspricht. In allen Gefiissen hatte sich ein volumingser, gelber Niederschlag gebildet, der
sich im Verlaufe der weiteren Reaktion in einen dichteren, farblosen Niederschlag von
Silberthioglykolat umwandelte. Zur Reaktion wurden die Ansitze 20 Std. bei 40° aufbe-
wahrt; im Verlaufe dieser Zeit dnderten sich die pH-Werte der Losungen wie in der
Tab. angegeben. Zur Beendigung der Reaktion wurde Schwefelwasserstoff eingcleitet, bis
sich der Niederschlag in Silbersulfid verwandelt hatte. Nach Einstellen des pH auf 2,5
mittels HCl wurde filtriert, das Filtrat im Vakuum zur Trockne verdampft und der Riick-
stand zweimal mit einer Mischung von Athanol-Methanol (2:1) ausgekocht. Nach der Fil-
tration von ungelostem Kochsalz wurden die Extrakte im Vakuum verdampft und die
Riickstande getrocknet. Das kristallisierte Gemisch wurde mittels siedendem Essigester
von Hippursiure und Hippuryl-thioglykolsiure befreit. Der unlosliche Riickstand wurde
aus wenig Wasser umkristallisiert, wobei Hippurylglycin vom Smp. 206° anfiel. Zur
Analyse wurden die verschiedenen Fraktionen vereinigt und bei 100° im Hochvakuum
2 Std. getrocknet.

C,H,,0,N, Ber.C5593 H5,12 N 11,86%
Gef. ,, 55,74 ,, 4,94 , 11,90%
Die Ausbeuten sind aus der folgenden Tab. zu entnehmen:

Anfangs-pH. . . . . . . 5,0 6,0 7,0 8,0
EndpH . . . . . . .. 4,3 54 5,8 5,9
mg Hippurylglyein . . . . 148 205 177 165
Ausbeute in Prozenten . . 53 73,3 63,3 59

14. Mit Quecksilberacctat: Die verschiedenen Ansitze wurden genau gleich
hergestellt, wie fiir den vorhergehenden Versuch mit Silbernitrat beschrieben, nur wurde
an Stelle der Silbersalzlosung 3,0 ml einer 0,4-n. Lésung von Quecksilberacetat verwendet.
Der anfangs farblose, reichliche Niederschlag verringerte sich im Verlaufe der Reaktion,
und an seine Stelle trat ein geringer, schwarzer Niederschlag.
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Folgende Ergebnisse wurden erhalten:

Anfangs-pH . . . 5,0 6,0 7,0 8,0
End-pH ... .| 45 5,2 5,4 54
Nebenprodukte . Hippursiure + Hippuryl- | Hippur- | Hippur- | Hippur-
thioglykolsédure saure séure siure
mg Hippurylglycin| 82 104 91 84
Smp.. . . . . . ] 205-207° 206-207°) 205-207°| 205-207°
Ausbeute . . . . 30%, 369% 339, 329,

15. Mit Bleiacetat: Es wurden gleiche Ansitze hergestellt wie fiir Quecksilber-
acetat beschrieben, nur unter Verwendung von 3,0 ml 0,4-n. Bleiacetatlosung. Bei den
Anséitzen von pH 5, 6 und 7 entstand ein farbloser Niederschlag, welcher auch wahrend
der Reaktion unverindert blieb und dann mit H,S in Bleisulfid und Hippurylthioglykol-
sdure zerlegt werden konnte. Beim Ansatze von pH = 8 wich dieser Niederschlag langsam
einen kristallinen Fillung, welche aus dem Bleisalze der Thioglykolsdure bestand. Zur Auf-
arbeitung wurden diese Niederschlige abfiltriert, wobei die Filtrate fast frei von Blei waren.
Die weitere Aufarbeitung erfolgte ohne Einleiten von H,S, &hnlich wie fir Silber be-
schrieben. Folgende Ergebnisse wurden erhalten:

Anfangs-pH . . . 5,0 6,0 7,0 8,0
mg Hippurylglycin| 12 5 10 112
Smp.. . . . . . |205-207°]| 205-207° | 205-207Y | 206-207°
Ausbeute . . . . 4,3% 1,89, 3,6% 409,

Die Schwankungen der niedern Ausbeuten sind auf die Verluste beim Umkristalli-
sieren zuriickzufiihren und sind nicht signifikant.

Das in der Reaktion bei pH = 8 entstandene kristalline Salz wurde mit Wasser ge-
waschen und getrocknet. Die Analyse zeigt, dass es sich hauptsachlich um die Verbindung
von 1 Mol Thioglykolsdure mit 1 Bleiion handelt:

C,H,0,8,Pb  Ber.C12,3¢ H 1,55 Pb 53,217
C,H,0,8Pb  Ber.,, 8,07 ,, 0,68 ,, 69,609
Gef.,, 833 ,, 1,056 , 66,97% (als PbSO, gewogen)

16. Bleisalz der Hippuryl-thioglykolsdure: 500 mg Hippuryl-thioglykolsiure
wurden mit 1 ml 2-n. Essigsdure und 10 ml Wasser iibergossen. Durch Zugabe von 1-n.
Natronlauge bis zum pH = 6 wurde die Substanz in Lésung gebracht. Nun wurden 5 ml
0,4-n. Bleiacetatlosung zugegeben, worauf ein kristalliner, farbloser Niederschlag sich
bildete. Nach einiger Zeit wurde dieser gesammelt, mit Wasser, Methanol, Aceton und
Ather gewaschen und getrocknet (2 Std. im Hochvakuum bei Zimmertemperatur). Feine,
zu Biischeln vereinigte Nadeln vom Smp. 108 -111° (Schmelze erst bei 115° vollstéindig
klar). Ausbeute: 600 mg, d. h. ungefahr 859,.

CpoH,00uN,S,Pb,H,0  Ber.C36,2 H 3,02 Pb 28,3%

Gef. ,, 36,23 ,, 3,06 ., 27,79% (als Sulfat gewogen)

17. Reaktion zwischen S-Hippuryl-g-mercaptopropionsiure und Gly-
cin mit Zusatz von Silbernitrat: 300 mg S-Hippuryl-S-mercaptopropionsiure und
150 mg Glycin wurden, genau wie fir Hippuryl-thioglykolsiure im Beispiel 3 beschrieben,
gelost und mit Silbernitrat behandelt. Es wurde nur ein Versuch bei pH = 6 ausgefiihrt,
wobei 150 mg Hippurylglycin vom Smp. 205—207° isoliert wurden (Ausbeute ca. 569%).

Die Analysen wurden im mikroanalytischen Laboratorium der CIBA Aktiengesell-
schaft unter der Leitung von Herrn Dr. H. Giysel durchgefiihrt.
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SUMMARY.

The reactivity of esters of thiolearboxylic acids with amino com-
pounds is strongly and specifically enhanced by metal ions possessing
affinity for the sulfur atom. Model reactions of the enzymatic acylation
of aromatic amines and of the biological synthesis of hippuric acid are
described, using benzoyl pantetheine as a model compound for acyl
derivatives of coenzyme A, and metal ions as models for the corre-
sponding acetylases.

The synthesis of a dipeptide (hippuryl glycine) in dilute aqueous
solution is deseribed, using this technique of activation.

Chemisches Institut der Universitét Ziirich.

19. Uber Aminoacetonitrile.
Dissoziationsregeln, 2, Mitteilung?!)
von A. Marxer.

(12. XII. 53.)

Bei unseren Versuchen zur Auffindung neuer Arzneimittel be-
schiftigten wir uns mit den vielseitig verwendbaren Aminoaceto-
nitrilen. Im folgenden berichten wir iiber eine einfache Synthese und
deren Verlauf (Teil A), sowie liber Hydrierung und Dissoziations-
regeln einiger Vertreter dieser Gruppe (Teil B).

A. Aromatische Aminoacetonitrile (Ar-NH-CH,-CN;
(Ar),N -CH,—~CN).

Anilinoacetonitrile lassen sich z. B. aus Anilin, Formaldehyd-
bisulfit und Kaliumeyanid nach Knoevenagel®) herstellen. In der Di-
phenylaminreihe verlauft diese Methode unbefriedigend, 14sst sich aber
hier, wie auch beim Anilin selbst, mit Erfolg durch ein von Dr. Spill-
mann in unseren Laboratorien fiir andere Verbindungen entwickeltes
Verfahren ersetzen. Darnach wird das Amin in Eisessig mit Formal-
dehyd (Paraformaldehyd oder wisseriger Lisung) versetzt und Ka-
liumeyanid-Lésung zugetropft. Unbefriedigende Ausbeuten bei der

1) Siehe Teil B. 1. Mitteilung, R. Rometsch, 4. Marxer & K. Miescher, Helv. 34,
1611 (1951).

2) E. Knoevenagel, B. 37, 4073 (1904). Die Methode wurde aber kurz vorher von
H. Bucherer & A. Schwalbe, D.R.P. 157 909 vom 14, 11. 1901, verwendet und in B. 39,
2796 (1906), publiziert. Vor ihnen haben schon F. Thiemann & K. Piest nach B. 15, 2028
(1882), Aminoacetonitrile hergestellt. Vgl. auch die Arbeiten der B.4.8.F., die aus den
D.R.P. 132 621 vom 13. 7. 1901, 156 760 sowie 1568 718 vom 4. 4. 1903 hervorgehen.





