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Uber 3- Hydroxy-Thiophen-
Dicarbonsaure-(2,4)- Diester

Enis Oskay*

Die Michael-Addition von Thioglykolsdureestern an Carbonsiureester!
sowie an Ester mit einer Dreifachbindung, wie Acetylendicarbonsiu- i
reester? wurde eingehend untersucht. Diese im ersten Fall entstan- .
denen Thioither kénnen durch eine innermolekiilare Dieckmann’sche :
Esterkondensation® zu Thiophanonderivaten ringgeschlossen werden.

CH, — COOR’
Piper. |

R-CH=CH-COOR' +HS-CH,COOR —— R-CH CH,COOR

Ny

CH, — COOR’ CH, - C=0 ROOC-CH—-C=0
| | | | |
R-CH CH,COOR-R-CH CH-COOR + R-CH CH,

N N %

Die dabei entstehenden Gemische und die zuzitzliche Miihe zu Hydroxy-
thiophenderivaten durch Dehydrierung zu gelangen, umgeht man mit
dem sehr einfachen und bequemen “Eintopfverfahren’”. Nach H.
Fiesselmann reagieren «, P -Dibromcarbonsiureester mit Thioglykol-
saureestern unter Einwirkung mehrerer Mole methanolischer Kalilauge,
methanolischer Natriummethylatlsung oder sogar wissriger Kalilauge
in hoher Ausbeute direkt zu 3-Hydroxy-thiophen-carbonsiureestern.

— HBr
R-CH-CH-COOR ——— R'-CH=C-COOR

| |
Br Br Br

* Lehrbeauftragter am Institut fiir Chemie, Hacettepe Universitit, Ankara.
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Br-CH—COOR
R’

AN
R-CH=C-COOR -+HS-CH,-COOR"——> C  CH,~COOR"——

| N\
H

Br

CH - CG-OH

| |
R - c| C-COOR”

N

Nach H. Fiesselman und F. Thoma* kommt man zu #hnlichen bzw.
denselben Hydroxy-thiophenderivaten, wenn man von p -Ketocarbon-
sdureestern ausgeht.

O
I Trock.HCl
R~-C — CH,~-COOR’ +2HS-CH,~COOH -
CH, —COOR'
| . Meth.
R-C CH,COOH —
: H+
%
S — CH,-COOH
CH, — COOR’ CH —- C=0

Alkali || |
R-C CH,-COOCH,—— R-C C-COOCH,; «—

N Nl

S — CH,~COOCH,

R-C  C-COOCH,

N

Versucht man gleich den Ester der Thioglykolsiure anzulagern,
so erhdlt man lediglich das ungesiattigte Sulfid, das wegen der wahr-
scheinlich vorliegenden Trans-Form nur schlecht ringschliesst.

H-C-COOR

I
ROOC-CH,-S-C-R
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Hat man nun aber anstelle des Wasserstoffs in o-Stellung zur Car-
boxyl gruppe des PB-Ketoesters ebenfalls eine Estergruppe stehen, so
muss der Ringsschluss auch bei diesen ungesittigten Sulfiden erreichbar
sein. Als geeignete Verbindung bietet sich hier der formylierte Ma-
lonsaureester an,

ROOC-CH-COOR <-> ROOC-C-COOR
|

I
C , C
7N\ 4\
H o OH
bei dem am besten die Athoxymethylenverbindung zu erhalten war.

ROOC-C-COOR

|
H-C-O-C,H,

Dadurch hat man den Vorteil, dass man nicht mit grosseren Mengen
gasformiger Salzsiure den Umsatz mit Thioglskolsiureester erzwingen
musste, sondern einfach mit katalytischen Mengen konz. Salzsiure
eine Umazetalisierung erreichten, wobei entsprechend friideren Arbeiten
von H. Fiesselmann’ lediglich der niedriger siedende Alkohol abdes-
tilliert zu werden brauchte. In diesem Fall siedete Athanol (78°C)
um 72°C tiefer als Thioglykolsiureithylester, so dass die Umazeta-
lisierung, zumal die SH-Gruppe viel saurer als die OH-Gruppe ist,
kein Problem war.

H+
ROOC-C-COOR +HS-CH,~-COOR’ —»
[
H-C-O-C,H,
(I (II)

ROOC—(ﬁ — COOR + C,H,OH
H-C  CH,~COOR’

%

(I11)

Als einen weiteren Vorteil musste man dabei die stets freie o-stellung
im entstehenden Thiophenring ansehen, an der noch Substitutions-
reaktionen mdoglich sind.
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ROOCG-C — C-OH

I ]
H-C  C-COOR’

N

(IV)
Experimenteller Teil

a-Carbathxoy -B- (carbomethoxy-methylmercapto)-acrylsiaureat-
hylester:

(I, R = - G,H, R = - CH,).

Man vermischt molare Mengen von Athoxymethylen Malonsiu-
rediathylester (I, R = - CG,H;) und Thioglykolsiuremethylester
(I, R = — CH,) erhitzt nach Zusatz von einigen Tropfen konz. Salz-
saure fiinf Stunden am Riickfluss. Nach dieser Reaktion wurde das
Athanol bis 100°C/12 mm abgezogen und dann der Kolbeninhalt der
Destillation unterworfen, wobei das ungesittigte Sulfid als farbloses
Ol vom Sdp. 162-163°C /0,4 mm. in iener Ausbeute von 64 9, erhalten
wurde. .

Wurde statt Thioglykolsiuremethylester der Athylester (II, R =
- G,H,) verwendet, so erhielt man in 66 9, iger Ausbeute die
entsprechende Athylverbindung (III, R = - C,H;, R = - C,H,)
als farbloses Ol vom Sdp. 173 C/0,] mm. Bei Verwendung von dimeth-
ylesters der Athoymethylenmalonsiure wurden sowohl mit Thiogly-
kolsauremethyl-als auch mit Thioglykolsiureithylester destillierbare
Ole (III, R = - CH,;, R’ = - CH,, III, R = - CH,, R’ = - C,H,)
erhalten, die nachher Kristallin wurden (Schmp. 54°C und Schmp.
56°C).

Darstellung der 3-Hqdoxy-thiophen-dicarbonsaure-(2, 4)- diester:

Man mischte 0,2 Mol des ungesittigten Sulfids (III, R = - C,H,,
R’ = - CH,) mit etwa derselben Menge Methanol und liess diese
Mischung innerhalb einer Viertelstunde zu einer methanolischen
Kalilauge Losung (0,4 Mol) zutropfen. Dabei bildete sich sofort ein
gelber Niederschlag. Das Kaliumsalz wurde in Wasser aufgeschlimmt
und mit Verd. Salzsiure angesiuert. Dabei fiel der freie 3-Hydroxy-
thiophen-dicarbonsaure-(2, 4)-2-methyl-4-dthyl-ester (IV, R = - C,H,,
R’ = - CH,;) Schmp. 90°C (aus Methanol) aus. Die Ausbeute betrug
61 9% d. Th.
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Die Reaktionen mit (II, R =-C,H;,R"=-C,H; ; R =~ CH,,
R' = -CH; und R = - CH;, R’ = - C,H,;) verliefen mit zhnlichen
Ausbeuten. Die erhaltenen Ringprodukte (IV, R = - G,H;, R’ =
- GH; ; R=~CH; R"=-CH; und R = - CH,, R’ = - C,H,)
hatten Schmp. 30°C, 115°C und 104°C.

Methylierung der 3-Hydroxy-thiophen-dicarbonsaure-(2,4)-di-
ester: .

Man ldésst die 3-Hydroxy-thiophendicarbonsiure-(2, 4)-diester in
Methanol und versetzt mit Diazomethan in Ather. Nach achttigigem
Stehen wurde es filtriert und eingedampft. Die zuriickbleibenden Ole
ergaben nach der Destillation im Hochvakuum in hochprozentiger
Ausbeute die methylierten Produkte (V, R = - C,H;, R" = - CH,,
Kp.180°C/12 mm ; R = - C,H,, R" = - C,H;, Kp. 185°C/12 mm;
R =-CH, R’ =-CH,, Kp. 172°C/14 mm; R =-CH,, R'-CH,,
Kp. 169°C[14 mm).

ROOC-C — C-OCH,

. H—(@ y}—COOR

V)

3-Acetoxy-Thiophen-dicarbonsiure-(2, 4)-dimethylester:

Nach Schotten-Baumann Wurde 3-Hydroxytiophen-dicarbonsaure-(2,4)-
dimethylester mit Acetylchlorid in Pyridin umgesetzt. Beim Aufarbeiten
erhielt man farblose Nadeln vom Schmp. 77-78°C (Methanol).

Pyr.

—

CH,00C-C — C-OH +CH;—C=0

I ] |
HC  C-COOCH, al

0

CH,00C-C — cho—&CH,
| I
H-C  C-COOCH,

N
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Benzoyl-Verbindung des 3-Hydroxy-thiophen-dicarbonsiure-
(2,4)-dimethylesters:

* Nach derselben Methode erhielt man die Benzoyl-Verbindung des
3-Hydroxy - thiophen - dicarbonsiure - (2,4) - dimethylesters als farblose
Nadeln vom Schmp. 106°C (Methanol).

O

I Pyr.
CH,00C-C - - G-OH +Ph-C-Cl ——

I |
H-C  C-COOCH,

N
O

|
CH,00C-C — G-O-C-Ph

I I
H-C  C-COOCH,

3-Methoxy-thiophen-dicarbonsiure-(2, 4):

Von den erhaltenen vier 3-Methoxythiophen-dicarbonsiure-(2, 4)-
diester wurde (V, R = - G,H,, R" = - CH,) verseift. Diese Ver-
seifung wird am besten mit 2n Natronlauge bei zweistiindigem Kochen
am Riickfluss ausgefiihrt. Mit 95 9, iger Ausbeute wurden farblose
Nadeln erhalten. Zp. 246°C.

C,H,00C-C — C-OCH, HOOC-C — C-OCH,

H—(‘g y]—COOCHS - H—(”] (HJ—COOH

\S/ ’ \S/

3-Methoxy-thiophen:

Man erhitzt 3-Methoxy-thiophendicarbonsiure-(2, 4) mit Kupferpulver
iiber der freien Flamme, wobei die gelbliche Fliissigkeit in 60 proz.
Ausbeute Uberdestilliert. Bei der Rektifikation siedete das Produkt
bei 48°CG/18 mm, Schmp. - 9°C.

Die Substanz ist identisch mit dem von H. Fiesselmann - Bohm
auf anderen Wege gewonnenen 3-Methoxy-thiophen.

HOOC-C — G-OCH;, H-G — C-OCH;
I ] — | |
H-C  C-COOH H-C CH

N N
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Verseifung der 3-Hydroxy-thiophen-dicarbonsiure-(2,4)-diester
zu 3-Hydroxy-thiophen-dicarbonsaure-(2,4):

Da bekannt war, dass die 3-Hydroxy-thiophen-carbonsiuren-(2)
leicht decarboxylieren, wurde hier mit besonderer Vorsicht vorge-
gangen. Allerdings erhielt man in der Kilte mit wassriger Lauge selbst
bei 96 stiindigem Stehen keine Verseifung. Gut dagegen bewihrte
sich hier 2 stiindiges Kochen mit 2n wissriger Natronlauge (88 9,
Ausbeute). Allerdings musste das. Ansduern in Eiskochsalz Kaltemisch-
ung vorgenommen werden, da bereits bei 30°C in Wasser langsam
Decarboxylierung einsetzte.

CH,00C-C — C-OH HOOC-C — C-OH
I — |

I o
H-C  G-COOCH, H-C  C-COOH

N N

3-Hydroxy-thiophen-carbonsiure-(4):

3-Hydroxy-thiophen-dicarbonsiure-(2, 4) ist in 2-stellung leicht de-
carboxylierbar. Wenn man sie im Hochvakuum vorsichtig erwirmt,
geht eine Carboxylgruppe heraus und es entsteht 3-hydroxy-thiophen-
carbonsiure-(4) (Schmp. 124-125°C). Ein Beweis fiir die Annahme,
dass nicht 3-Hydroxy-thiophen-carbonsiure-(2), sondern 3-Hydroxy-
thiophen-carbonsdure(4) entsteht, liegt darin, dass die erhaltene Ver-
bindung mit Aldehyden kondensierbar und mit Eisen (III) chlorid
zu dem Bis- [4-carboxy-thiophen (2)] -indigo oxydierbar ist. Das
kommt daher, dass 3-Hydroxy-thiophen-carbonsiure -(4) in zwei
tautomeren Formen voliegen kann. Die Enolform gibt sich durch eine
ultramarin blau Eisen (III) chlorid Reaktion und durch die Benzoy-
lierbarkeit nach Schotten-Baumann zu erkennen.

HOOC-C — C-OH HOOC-C — C=0
| | — | —

I
H-C  G-COOH «— H-C  CH-COOH

N N

HOOC-C — C=0 HOOC-C — C-OH+-CO,
| —_—

H;yt CH, «—— H—(,Jl (”]—H

o %
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Benzoyl-Verbindung der 3-Hydroxy-thiophen-carbonsaure-(4):

Nach der Methode von Schotten-Baumann in getrocknetem Pyridin
erhielt man den Benzosiureester mit einem Schmelzpunkt von 37-38°C
in 72 9, iger Ausbeute.

O O

| [
HOOC-C — C-OH +Ph-C-Cl ——-> HOOC-C — C-O-G-Ph

né  bm né  bn

N N

Benzyliden-Verbindung der 3-Hydroxy-thiophen-carbonsaure-(4):

3-Hydroxy-thiophen-carbonsiure-(4) ist in wissr. Laugen mit Al-
dehyden kondensierbar, Mit benzaldehyd erhielt man in 63 %, Ausbeute
gelbe Nadeln mit einem Schmelzpunkt von 150°C. Um die Cannizaro-
Reaktion zu vermeiden, darf die Temp. wihrend der Kondensation
2°C nicht iiberschreiten. Die Ausbeute ist 63 9, d. Th.

HOOG-C — C=0 HOOC-C — C=O0

| | ’ |
H-C CH, +Ph-C=0 ——  H-C (IJ=CH—Ph

& Il e/

Bis- [4-carboxy-thiophen-(2)-] Indigo:

Um diesen blauen und oberflichlich goldglinzenden Farbstoff zu
gewinnen, wird 3-Hydroxy-thiophen-carbonsiure-(4) bei gewohnlicher
Temperatur mit Uberschiissigem Eisen (III) chlorid oxydiert. Der
Farbstoff ist sehr schwer 16slich, weshalb er zur Reinigung in verd.
Sodalésung aufgenommen und mit verd. Salzsiure ausgefillt werden
musste.

HOOC-C —— C=0  HOOC-C — C=00=C — C-COOH
I | — g | é |
H-C  CH, H- C — C-H

% % ¢

Zusammenfassung

Die Thioglykolsdureester lagern sich beim Kochen an Athoxymethylen-
malonester unter der katalytischen Wirkung von H* unter Abspaltung
von Athanol an. Diese Reaktion wurde mit Athoxymethylen-malon-
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saure-diathylester - Thioglykolsaure-athylester, Athoxymethylen-ma-
lonsaure-diathylester 4 Thioglykolsiure-methylester, Athoxymethylen-
malonsiure-dimethylester + Thioglykolsaureithylester durchgefiihrt
und die jeweils entsprechenden Verbindungen erhalten.

Diese Verbindungen neigen mit alkoholischen Laugen sehr leicht
zu Ringbildungen. Dabei gehen sie in die entsprechenden 3-Hydroxy-
thiophen-dicarbonsiure-(2, 4)-diester iiber.

Der 3-Hydroxy-thiophen-dicarbonsiure-(2,4)-dimethyl-ester wurde
durch Derivate an der Hydroxylgruppe charakterisiert. So wurden
nach der Methode von Schotten-Baumann die Acetyl-und Benzoyl-
derivate dargestellt. 3-Hydroxy-thiophen-dicarbonsiure-(2, 4)-diester
methylieren sich mit Diazomethanlésung und ergeben 3-Methoxy-
thiophen-dicarbonsiure-(2, 4)-diester. Diese Methoxy-Verbindungen
sind leicht verseifbar und gehen in 3-methoxy-thiophen-dicarbonsiure-
(2, 4)-iiber. Beim Erhitzen unter Hinzufiigung von Kupferpulver gehen
aus dieser Verbindung zwei Carboxylgruppen heraus und es entsteht
3-methoxy-thiophen. Die 3-Hydroxy-thiophen-dicarbonsiure-(2, 4)-
diester sind ebenfalls verseifbar. Die enstprechende 3-Hydroxy-thioph-
en-dicarbonsiure gibt mit Eisen (III) chlorid eine kirschrote Farbe,
ist leicht decarboxylierbar und geht in 3-Hydroxy-thiophen-carbon-
sdure-(4) iiber. Diese Verbindung ist ziemlich unbestiandig. Ein Beweis
fir die Annahme, dass nicht 3-Hydroxy-thiophen-carbonsaure-(2),
sondern 3-Hydroxy-thiophen-carbonsaure -(4) entsteht, liegt darin,
dass die erhaltene Verbindung mit Aldehyden kondensierbar und mit
Eisen (III) chlorid zum Bis- [4-carboxy-thiophen-(2)] -indigo oxydier-
bar ist. Das kommt daher, dass 3-Hydroxy-thiophen-carbonsiure-(4)
in zwei tautomeren Formen vorliegen kann. Die Enolform gibt sich
durch eine ultramarinblaue Eisen (IIT) chloridreaktion und durch die
Benzoylierbarkeit nach Schotten-Baumann zu erkennen, die Keto-
form durch die oben genannte Kondensations-bzw. Oxydationsreaktion.

Manuscript received in April, 1973
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Preparation of E. Coli
Minicells Containing RNA
Polymerase Genes

Sikriiye Baykan*

Introduction

An F~ strain of E.coli K-12 which produces DNA deficient minicells
by an improper cell division has been used in developing methods to
“isolate plasmid DNA.! 2 By wusing sucrose gradient sedimentation,
minicells can be easily separated from the parental cells that produce
them. This E. coli mutant has a defect which is unable to synchronize
DNA replication and cell division. Cell division occurs before DNA
synthesis is finished, and consequenty one of the daughter cells does
not receive any DNA. These small and DNA-less cells are called mini-
cells.! They are not viable cells, but they do maintain their biological
activities for approximately 48 hrs. It is possible to prepare plasmids
which contain any region of the bacterial chromosome, and these can
be easily placed in minicells.3

Since minicells can be easily separated from large cells, this system
offers a great advantage for the isolation of a pure, genetically homo-
geneous region of the bacterial chromosome. In this work, a method
for preparation of the minicells, carrying RNA polymerase genes is
proposed.

Materials and Methods

The minicells producing a strain of E. coli K-12 (Pga5, F~, thr,
leu”, Mal* Rif) was used as recipient bacteria, and several markers
were introduced by transduction and conjugation.

E. coli CGSC,,5; which bhas episom F 111, was used as donor.
Episome F 111 carries RNA polymerase gene(s), which is rifampicine
sensitive, and confer to the host cell rifampicin sensitivity.

* Iust. of Biology, Faculty of Science, Hacettepe University, Ankara, Turkey.
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Isolation of minicells

An overnight culture of E. coli K-12 (at starvation phase) was spun for
5 min. at 1500 rpm to obtain cnude minicells fraction. The supernatant
was then spun down at 10,000 rpm 15 min. to pellet the minicells.
Minicells then were resuspended in a phosphate buffer and layered
onto a 30 ml of 5-20 %linear sucrose gradient, and spun at 5,000 rpm
for 15 min. at 4°C. After centrifugation, fractions were collected and
assayed for TCA insoluble radioactivity, or the minicells band was
removed and pelleted, the minicells fraction was re-suspended in the
appropiate growth medium at an absorbancy of 0.2 at 620 nm and
assayed for biological activities and the contaminating cells.

Incorporation of radioactive precursors

F~ and F* strains of E. coli K-12 were grown in minimal medium
containing 5uC/ml 3H-TdR and 0.1uC/ml 'C-leu and minicells
were isolated and tested for radioactivity. All the radioactive samples
were placed on Whatman 3MM filter discs and precipitated with a
109% cold TCA. The filters were washed twice with a 59, cold TCA,
and twice with 1009, ethonal then dried and placed into vials. App-
roximately 3ml of toluen phosphorus was then added to the vials and
the samples were counted.

Bacterial conjugations

Overnight cultures of donor and recipient bacteria were diluted to
0.D. 100 Klet units. Then they were mixed and shaked gently for an
hour on the rotatory shaker, And, the conjugation mixture was plated
on the selecetive media which is permissive only for recombinants.

Results

Minicells can be easily separated from large cells, by differential eent-
rifugation and the sucrose gradient sedimentation as described in
materials and methods (Figure 1).

There are some differences in the ability of plasmid containing
minicells to synthesize macromolecules, depending on the method of
isolation. As indicated (materials and methods) the, minicells are
routinely isolated by a series of sucrose gradient sedimentation, in linear
5-20 9, gradients. This method has an obvious disadvantage of exposing
the minicells to an osmotic change resulting plasmolysis. The reduced
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A,gp Profiles for sucrose gradient of minicells producing strain of E. coli. a) First
sucrose gradient, b) Second sucrose gradient

synthetic capacities of plasmolyzed cells of E. coli have been reported
by Rubenstein et al.# Therefore ficol gradient has been tried for iso-
lation of minicells. Another method of the isolation of minicells has
been suggested by Levy.> Bacteriocidal agents, like penicillin that
acts only on dividing cells is used to lyse cells in culture containing
normal cells and minicells. On the other hand, protein synthesis in
minicells which are treated with this antibiotic is reduced by about
60 9%. The use of such treatment, therefore, may not be useful.

Preparation of E. coli minicells carrying RNA polymerase genes

RNA polymerase genes can be placed into the minicells with the help
of a plasmid or a sex factor which contains the structurel genes for
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RNA polymerase. A trick which makes the use of the Rifampicin sen-
sitivity for detecting the presence of RNA polymerase genes in a cell
was used. Rifamycin and its semi - synthetic derivatives like Rifampicin
inhibits the RNA polymerase of E. coli. They act on the RNA poly-
merase itself instead of interacting with DNA.® Rifampicin prevents
the formation of the initiation complex on the DNA- directed RNA
polymerase reaction. It is possible to isolate RNA polymerase mutants
by selecting for Rif. resistant mutants.

epm —_—— "'c - Leu
H- TdR
102x800-
\.
5w+ \.
\.
‘004 N e mini cells
300J
200/ 1 {
° I p—2ll] "
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100 \ " e
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Figures 2 a, b

Radioactivity profiles for sucrose gradients of minicells produclng strains a) with and
b) without plasmids. A culture of E. coli K-12 was growing overnight at 37°C on a
rolatory shaker in the precense of 5uC/ml 3P-TdR and 0.1uC/ml of 14C-leu.
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There are three isogenic merodiploids which differs only in the state
of their Rif. genes.’

Genotypes Phenotypes
Rifr[Rifr Resistant
Rifs/Rifs Sensitive
Rif/Rif Sensitive

Heterodiploids are always phenotypically Rif. sensitive, even
though they have resistant genes. Then episome F 111, which has
Rifampicin sensitive RNA polymerase genes on it, has been transferred
into Rif. resistant ¥~ minicell-producing cells, and phenotypically Rif.
sensitive ones were seleceted Since recipient bacteria were Rif. resistant,
Rifampicin sensitivity was taken as evidence of the transfer of episome
F 111 to these cells. Five percent of the conjugation products were Rif.
sensitive.

Radioactive experiments showed that, minicells, isolated from this
stage had episomal DNA in them (Figures 2 a, b).

Discussion

The minicell is a potentially useful system for studying a variety of
cellular processes. The ability of these minicells to produce viable
bacteriophages after infection, is taken as indication that their
synthetic activities are of biological interest. Minicells have the same
cell wall and membrane properties as their parental cells. Therefore,
several bacteriophages can infect the minicells as well as parental cell.
Roozen, Fenwich and Curtis have shown that minicells are capable
of producing viable T, phages.3

A variety of control problems has been studied by using lambda
phage. It is known, that lambda phage has several control genes and
proteins, but they have not yet been separated from other host proteins
and chracterized.®

Lambda phage can also infect the minicells, but since it must be
supported by host RNA polymerase, it will not grow in the F minicells.

However, it is possible to put RNA polymerase genes into minicells,
and then infect them with phage. Since minicells do not have their
own DNA (even plasmid containing ones have a very small portion
of DNA), it should be easier to isolate lambda phage gene products
from minicells, rather than from normal host cells.
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In conclusion then, plasmid containing minicells are capable of
synthesizing DNA, RNA and protein will therefore provide a valuable
system for studying replication, transcription or translation problems.
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