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Hydrazinosduren als Heterobestandteile in Peptiden. IV

Optisch aktive Hydrazinosiuren aus optisch aktiven
Aminosiuren

Von Hartmur NI1EDRICH und RENATE GRUPE

Inhaltsiibersieht
Durch Kinwirkung von Hydrazin auf x-Bromcarbonsiuren gelingt die Synthese der
optisch aktiven x-Hydrazinocarbonsiuren, die dem Phenylalanin, Leucin und Alanin ana-
log sind. Dutch Spaltung mittels RaNEY-Nickel zu den Aminosiuren werden die absolute
Konfiguration und der Razematgehalt der erhaltenen Produkte bestimmt.

Die Synthese von Peptiden, die Hydrazinosduren als Fremdbausteine ent-
halten, ist bisher nur mit der Hydrazinoessigsiure durchgefithrt worden!)?),
wobei das Glycin im Oxytocin durch diese einfachste Hydrazinosiure ersetzt
wurde?). Fir den Austausch anderer Aminosduren in wirksamen Peptiden
gegen die analogen Hydrazinosduren ist der REinsatz von L-Hydrazino-
stiuren notwendig. Die Herstellung der NH-Homologen von Phenylalanin,
Leucin, Valin und Alanin ist bisher lediglich fir die Razemate beschrie-
ben4-8). Nur im Falle der ~-Hydrazinophenylessigsiure hat DARAPSKY?)
durch Razematspaltung und iiber die optisch aktive x-Brom-phenylessig-
sdure durch Umsetzung mit Hydrazin die optischen Antipoden erhalten.

Wir setzten ebenfalls optisch aktive Bromecarbonsduren mit Hydrazin
um, die wir nach MAIMIND und SCHEMJAKIN®) aus optisch aktiven Amino-
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2y H. Nreprick, Chem. Ber. 96, 2774 (1963).
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sduren durch Umsetzung mit KBr/NaNO, in schwefelsaurer Losung erhiel-
ten. Zur Gewinnung der strukturverwandten L-x-Aminoxycarbonsiuren
gingen TesTA und Mitarbeiter!!) ebenso vor.

Zur Reaktion der x-Bromcarbonsfiuren mit Hydrazin wurden die von
Dararsky)?) sowie CaArMI, Porrax und YELLIN'?) angegebenen Verfahren
modifiziert, um eine moglichst hohe optische Reinheit der Hydrazinosiure-
Antipoden zu erreichen. Der Nachweis der absoluten Konfiguration der syn-
thetisierten Hydrazinosduren erfolgte durch reduktive Spaltung mit RaANEY-
Nickel, aktiviert nach®), und Messung der spezifischen Drehung der so zu-
riickerhaltenen Aminosduren. Da diese Reaktion nicht am asymmetrischen
C-Atom ablauft, maB die Hydrazinosdure die gleiche absolute Konfiguration
wie die erhaltene Aminosiure gehabt haben. Nach Durchlaufen dieses Zyklus
gibt der Vergleich der spezifischen Drehung mit der Ausgangsaminosiure
zugleich ein Mal} fiir die Anreicherung des gewiinschten Hydrazinosiure-
Antipoden an. Dal} sich das Verhéltnis der Antipoden durch die reduktive
Spaltung und alle damit zusammenhangenden Reinigungsoperationen nicht
verschiebt, warde durch entsprechende Umsetzung eines vorgegebenen Ge-
misches von D- und L.-Komponente von x-Hydrazino-g-phenylpropionséure
iiberprift und bestétigt.

Die Ergebnisse der Synthese von D- bzw. L-x-Hydrazino-f-phenylpro-
pionsdure sind in Tab. 1 zusammengefalt.

Tabelle 1
Phenylalanin C;H,CH,CH(Br)COOH NH-Phe?) Phe aus NH-Phe?)
[x]% in | [*T2 in ] [&]5 in ‘1 [&1% in
1.r) L —45HCH) | L —7,8 Atha- } D +163HCIY) D - 43HC
nold) | .
2.¢) L —4THO | L —179dto. "D r162HCT | D 4.4,8HQ
|
3.%) D +829H,0 D + 17,5 dto. ‘ L —165HCI - L —33,2H,0
4.9) D +32,8 H,O D 4-7,5 dto. . L —164HCI | L —33,0H,0

3} Phe=Phenylalanin; in Anlehnung an die auf dem V. Europ. Peptidsymposium emp-
fohlenen Abkiirzungen wird die Hydrazino-phenylpropionsiure als NH-Phe abgekiirzt.

b} Die Umsetzung erfolgte bei Zimmertemperatur.

¢) Die Umsetzung erfolgte in der Siedehitze.

4 1In allen Fillen war ¢-= 1 und die HCl = G n.

Der mittlere Fehler bei der Messung der spezifischen Dreliung betriigt 4- 0,3°. Die [a]-
Werte von NH-Phe waren nach ein- und mehrmaliger Umkristallisation unverdndert.

1y . TestA, B. J. R, Nicovaus, L. Maniart u. G. Pacaxi, Hely, Chim. Acta 46, 766
(1963).

12) A Carwml, G.Porrak u. H. YEruin, J. Org. Chem. 25, 44 (1960); J. Medicinal Chem. 7,
220 (1964).

13) Organic Syntheses, Coll. Vol. ITI, 181.
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Bei entsprechend durchgefiithrter Reaktionsfolge, ausgehend vom Leu-
cin und Alanin, tiber die im folgenden berichtet wird, wurde der gleiche
Konfigurationswechsel, WarLprnsche Umkehr bei der Hydrazinolyse der
a-Bromearbonsédure, gefunden. Somit entspricht der sterische Ablauf dieser
Reaktionsfolge den Verhiltnissen, wie sie E. FiscaerR und Mitarbeiter am
Beispiel des Alanins!?)!%), Leucins!®)!?) und Phenylalanins’®) beim Durch-
laufen des Zyklus: Aminosidure — Bromecarbonsidure — Aminosdure erst-
mals beobachteten. Die Analogie des Reaktionsablaufes und der Reaktions-
bedingungen berechtigen zu der Schlufifolgerung, dall auch die Hydrazino-
lyse nach dem Sy-2-Mechanismus ablauft.

Im Falle der x-Hydrazino-g-phenylpropionséure (Tab. 1) hat die Tem-
peratur auf den sterischen Ablauf der Reaktion keinen Einflul3, wogegen bei
der Synthese von D-x-Hydrazinoisocapronsiiure aus L-x-Bromisocapron-
sdure, wie aus Tab. 2 hervorgeht, ein Temperatureinflufl vorliegt.

Tabelle 2
Reaktionsbedingungen Siedetemperatur Zimmertemperatur
\ [x]y Versuch ¥) 1 [«]p Versuch*)
100proz. NH,—NH, - H,0 in absol. Athanol ‘ —3,3 a ‘ —12,7 d
100proz. NH,—NH,, - H,0 ohne Losungsmittel — E — 88 e
25proz. wilbr. NH,—NH, - H,0 in Athanol 5 —0,5 b ; —10,5 f
2bproz. wiBriges NH,—NH, - H,O j —15 ¢ } —13,1 ¢

[x]3 wurde jeweils in 6 n HCI bei der Konzentration ¢ = 1 ermittelt.
*) siehe experimentellen Teil.

Die hochste spezifische Drehung wurde bei den Versuchsansétzen d und
g ermittelt, wobei die Bedingungen von g vorzuziehen sind, da hier die D-«-
Hydrazinoisocapronsiure in sehr schtnen glinzenden Blattchen auskristalli-
siert.

Der durch Spaltung der D-x-Hydrazinoisocapronsiure zum D-Leucin
ermittelte Gehalt an D-Komponente betrug unter den giinstigsten Bedin-
gungen etwa 97%, (3%, Razemat).

Ein weitaus geringerer Gehalt an D-Komponente zeigte sich nach der
Riickspaltung von D-a-Hydrazinopropionsdure zum D-Alanin. Die beste in.
einer Reihe von Versuchen erzielte Anreicherung ist aus Tabelle 3 ersichtlich.

1) E. FiscHER u. A. Sk1ra, Z. physiol. Chem. 33, 177 (1901).

15) E. FISCHER, Liebigs Ann. Chem. 340, 171 (1905).

16y E. FISCHER, Ber. 89, 453 (1906).

17) E. FiscHER u. E. ScHOELLER, Liebigs Ann. Chem. 857, 1 (1907).
18) 5. SCHOELLER, ebenda 857, 11 (1907).
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Tabelle 3
| L-Alanin |  L—H,C—CH(Br)COOH D—NH—Ala | D-Alanin
[l | +11,5 HO \l —26,6 absol. Athanole=1 | 25,3 HCI | —71Ha
e=1 | e=1 | c=1

Versuche, mit der gleichen Methodik auch optisch aktive x-Hydrazino-
isovaleriansdure zu synthetisieren, fithrten unter keiner der bei den voran-
gegangenen Beispielen erprobten Bedingungen zu einem verwertbaren Er-
gebnis. Wahrend die Rohprodukte noch geringe optische Aktivitit besallen,
war nach Umbkristallisation die Drehung gleich Null. Raxry-Nickel-Spaltung
zuom D L-Valin bestitigte die totale Razemisierung. Die Aminolyse von
Bromisovaleriansdure verliuft nach E. FiscuEr und ScHEIBLER1®) entgegen
der Regel unter Retention. Der dafiir diskutierte Sy—1-Mechanismus erklart
die bei der Aminolyse gelegentlich beobachtete partielle und die von uns
bei der Hydrazinolyse gefundene totale Razemisierung, vgl.2°%).

Beschreibung der Versuche
D-a-Hydrazino-g8-phenylpropionsiure

a) Zu einer Losung von 3,6 g 100proz. Hydrazinhydrat in 15 ml absolutem Athanol
wurde unter Wasserkiihlung allmahlich eine Losung von 5,5 g L-a-Brom-§-phenylpropion-
siure gegeben. Nach 20stiindigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur hatte sich ein kri-
stalliner Niederschlag gebildet, der nach Zugabe von etwas Ather abgesaugt und aus heiflem
Wasser umkristallisiert wurde. Ausbeute: 1,6 g (389%,), Schmp. 185—190°. Durch Aufarbei-
tung der Reaktionslosung konnte kein weiteres Produkt erhalten werden.

b) Der gleiche Ansatz wurde nach dem Zusammengeben 30 Minuten zum Sieden erhitzt.
Nach 10 Minuten begann die Kristallausscheidung. Die Reaktionsmischung wurde eine

Stunde im Kiihlschrank bei —10° aufbewahrt und wie unter a) aufgearbeitet. Ausheute:
1,65 g (38,6%), Schmp. 188—192°.

C,H,,N,0, (180, 211) ber.: C 59,98; H 6,71; N 15,55;
gef.: C59,96; H6,78; N 15,67.

L-x-Hydrazino-3-phenylpropionsiure
Die Synthese aus D-«-Brom-f-phenylpropionséure erfolgte wie oben.
a) Ausbeute: 1,5 g (3569%,), Schmp. 189—194°.
b) Ausbeute: 1,7 g (409;), Schmp. 191--194°.
gef.: C60,00; H6,90; N 15,88.

D-«-Hydrazino-isocapronsiiure
a) Zu 3 g 100proz. Hydrazinhydrat in 6 ml absolutem Athanol werden bei Siedetempe-
ratur 3,9 g L-a-Brom-isocapronsiure, gelost in 4 ml Athanol, getropft. Nach 30 Minuten
Erhitzen auf dem Wasserbad am RiickfluB wird abgekiihlt, eine Stunde im Kiihlschrank

19) E. FiscuER u. H. SCHEIBLER, Ber. 41, 881 u. 1881 (1909).
20) A. NEUBERGER, in: Advances in Protein Chemistry 4, 297 (1948).
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aufbewahrt, abgesaugt, mit Alkohol und Ather gewaschen und einmal aus Wasser umkri-
stallisiert. Ausbeute: 0,9 g (289%,), Schmp. 194-197°.

b) Bei Anwendung von 11,3 ml 26proz. wilrigem Hydrazinhydrat in 6 ml Alkohol be-
trigt die Ausbeute fur den gleichen Ansatz 0,9 g (31%,), Schmp. 195—200°.

¢} 3,9 g a-Bromisocapronsiure in 11,3 ml 25proz. wilirigem Hydrazinhydrat ohne Alko-
holzusatz ergeben 4,65 g (239%,) D-NH-Leu, Schmp. 185—186°.

d} Die im Ansatz a) angegebenen Mengen wurden in der Kélte zusammengegeben und
standen 24 Stunden bei Zimmertemperatur. Ausbeute: 0,65 g (209,), Schmp. 185—186°.

e) 3,9 g L-o-Bromisocapronsiure und 3 g 100proz. Hydrazinhydrat standen ohne Alko-
holzusatz 24 Stunden bei Zimmertemperatur. Der entstandene Kristallbrei wurde nach dem

- Absaugen aus Wasser umkristallisiert. Es wurden 0,5 g erhalten (189%,), Schmyp. 190—193°.

f) Entspricht Ansatz b) bei Zimmertemperatur (24h). Ausbeute: 0,55 g (209), Schmp.
185—186°.

g) Entspricht Ansatz c) und wurde ebenfalls 24 Stunden bei Zimmertemperatur aufbe- .
wahrt. Es schieden sich glinzende Blattchen aus, die, aus heilem Wasser umkristallisiert,
bei 180—184° schmolzen. Ausbeute: 0,6 g (219,).

CeH ,N,0, (146, 194) ber.: C 49,29; H 9,65; N 19,16;

gef.: C49,79; H 9,60; N 18,86.

D-a-Hydrazinopropionsiure (vgl. dazul%))

Eine Losung von 5 g L-x-Brompropionsdure in 15 ml 50proz. Hydrazinhydrat wurde
nach 24stindigem Stehen am rotierenden Verdampfer bei 30° zum sirupésen Riickstand
eingeengt, der in 100 ml Aceton/Wasser (1:6) gelost und auf eine (45 X 2 cm) Sdule von
Wotatit N (OH-Form} aufgetragen wurde, die mit Aceton/Wasser vorbehandelt war. Mit
weiteren 100 ml wurde eluiert und nach Entfernen des Losungsmittels aus Wasser umkri-
stallisiert. Ausbeute: 1,5 g (45,5%,), Schmp. 198—203°.

C;H,N,0, (104, 113) ber.: C34,61; H 7,74; N 26,91;

gef.: C 34,61; H 7,90; N 27,09.

Reduktive Spaltung der Hydrazinocarbonsiuren mit Raney-Nickel

0,04--0,06 Mol Hydrazinocarbonséure wurden in 150 ml Wasser, wenn nétig unter Er-
wirmung, gelost und bei Zimmertemperatur mit einem Uberschufl an frischem RanN®y-
Nickel 30--40 Minuten gerithrt. Durch Titration zeitweilig entnommener Proben mit etwa
0,1 n NaOBr in schwefelsaurer Losung bis zur Entfarbung von Methylrot wurde der End-
punkt der Spaltung ermittelt. Nach Abfiltrieren vom Nickel wird die schwach alkalische
Losung mit verd. HCI auf pH = 6 gebracht und bei 40° zur Trockne eingeengt. Der Riick-
stand wurde in wenig Wasser aufgenommen und die Aminosiure mit Alkohol/Ather gefillt.
Identifizierung und Reinheitspriifung erfolgte durch Diinnschichtchromatographie. Die

Ausbeuten fir die reinen Aminosiduren betrugen 25—359,.

Berlin-Buch, Institute fiir Medizin und Biologie der Deutschen Akade-
mie der Wissenschaften za Berlin, Institut fiv Pharmakologie.

Bei der Redaktion eingegangen am 26. Februar 1964.
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