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Ausgehend vom Brom-dimethylacetal wird iber den pr-3-Di-
phenylmethylenaminoxy-«-aminopropionséureester (III) der be-
kannte DL-B-Aminoxy-a-aminopropionsidureester (11) gewonnen.
In neu bearbeiteter Cyeclisierungsreaktion wurde pr-Cycloserin (I)
erhalten, dessen Stabilitéit in Abhéngigkeit vom Medium studiert
wurde. Der aus (ITI) durch .optische Spaltung zugéngliche
(—)-drehende Antipode wurde in #&hnlichem Synthesegang in
natirliches p-Cycloserin (I) iibergefithrt.

Die ersten fast gleichzeitigen Mitteilungen®: 2 im Jahre 1955 iiber die
Isolierung eines neuen, von einer Streptomycesart produzierten Anti-
bioticums stammen von zwei amerikanischen Arbeitskreisen; man ver-
dankt diesen Autoren auch die Konstitutionsaufklirung, die zur An-
nahme der Struktur eines D-4-Aminoisoxazolidons-(3) (I) fithrte, das
gpiter den Namen Cycloserin erhielt. Die erste Synthese® des pr-(I)
und dessen Spaltung, die ebenfalls in einem der beiden Arbeitskreise
gelang, bestdtigte die angenommene Konstitution des Naturproduktes
als D-(4)-(I).

In einer Kurzmitteilung? wurde 1958 iiber eine in diesem Institut
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schon 1956 aufgefundene neue Synthese des prL-(I) berichtet. In der
Zwischenzeit wurden von verschiedenen anderen Arbeitskreisen mehrere
neue Synthesen des Antibioticums mitgeteilt®: 6 7 und die Verbindung
als Tuberkulostaticum in den Handel gebracht. Abweichend von ge-
nannten Synthesen?: % 6 7, die als Startmaterial Serin oder dem Serin
mehr oder weniger verwandte Propionsdurederivate benttzen, schlieft
die hier ausfithrlich zu schildernde Synthese des (I) jene der Cz-Amino-
sdure in sich ein. Sie nimmt ihren Ausgang vom leicht erhiltlichen
Brom-dimethylacetal.

Synthese des P-Aminoxy-«-aminopropionséure-
methylesters (II)

Die erste Stufe der Synthese, die Alkylierung von Benzophenonoxim
mit Bromacetaldehyd-acetal, gelang durch 20stdg. RiickfluBerhitzen des
Natriumsalzes des Oxims in alkohol. Losung in iiber 909, Ausbeute.
Nach Angaben von Brady und Chokshi® war jedoch zu befiirchten, daB
die Reaktion nicht einheitlich verlaufen, sondern in gréBerer Menge
neben dem O-Alkylderivat die entsprechende N-Alkylverbindung ent-
stehen wiirde. N-Alkylderivate konnen infolge ihrer polaren Struktur
leicht vom gewinschten O-Alkylprodukt abgetrennt werden®. Uber-
raschenderweise konnte nie eine Spur dieses Kérpers entdeckt werden.
Die erhaltene Substanz (VII) war ein Ol, das sich in kleinen Mengen
zur Analyse im Vakuum destillieren lie, sonst aber stets als Rohmaterial
fiir die weitere Umsetzung verwendet wurde (Vers. 1).

Da es nicht moglich ist, ein Acetal durch eine Strecker-Synthese di-
rekt in das entsprechende Aminonitril umzuwandeln, war es néotig, die
Aldehydgruppe freizulegen. Die dafiir anzuwendende saure Hydrolyse
kann jedoch auch die Oximgruppe erfassen. Es mufite also versucht
werden, in einer partiellen Hydrolyse, unter Schonung der Oximgruppie-
rung, das Acetal zu verseifen. Zu diesem Zweck wurde in einer Reihe
von Experimenten die Einwirkung mehrerer Séuren unter verschiedenen
Bedingungen untersucht.

Einen Einblick in die Ergebnisse dieser Versuche, die stets ein Gemisch
von Ausgangsmaterial [Acetal, VII), Aldehyd (VI), Benzophenon und evt.
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Benzophenonoxim] hervorbrachten, das nur sehr umsténdlich chromato-
graphisch quantitativ zu zerlegen war, gestattete die Anwendung von 2,4-
Dinitrophenylhydrazin. Dieses Reagens lieferte im Gegensatz zu den anderen
gebrauchlichen Aldehydreagentien schén kristallisierte Derivate, deren giin-
stige Loslichkeitsverhiltnisse eine annédhernd quantitative Abtrennung des
gewlnschten Derivates von (VI) erméglichten. Das zur Darstellung der
Dinitrophenylhydrazone notige stark saure Medium beeintréchtigt den Riick-
schluB auf die Partialhydrolyse-versuche nur wenig, weil die gebildeten Deri-
vate sehr rasch fast quantitativ aus dem Reaktionsmedium ausfallen.

SchlieBlich erhielt man mit einer Ausbeute von 80—909%, den Alde-
hyd (VI) als zahfliissiges, nicht destillierbares Ol, das stets ohne weitere
Reinigung verarbeitet wurde (Vers. 2).

Zum Aufbau des Aminonitrils (IV) wurde der Aldehyd (VI) ver-
schiedenen Varianten der Strecker-Synthese unterworfen, deren Ergeb-
nisse kurz mitgeteilt seien:

Als erste Methode wurde die nach Stadnikoff und Zelinsky1® angewandt,
die bei Verwendung von Kaliumeyanid und Ammonchlorid in einem Schritt das
Aminonitril liefern sollte. Tatséchlich wurde ein basisches Produkt erhalten,
dessen Ausbeute aber mit weniger als 209, d. Th. vollig unbefriedigend war, —
Ein bedeutend giinstigeres Ergebnis brachte ein Versuch, nach Urech! mittels
— aus Kaliumeyanid und Essigséure im Reaktionsgemisch erzeugter — Blau-
sdure das Hydroxynitril (V) und daraus durch Einwirkung einer konz. Am-
moniaklosung nach Téemann'? das gewiinschte (IV) zu gewinnen. Die Aus-
beute lag bei etwa 509%. — Um eine weitere Verbesserung zu erreichen,
wurde der Umweg tber die Bisulfitverbindung untersucht. Dabei zeigte sich
sogleich, daf3 der Aldehyd (VI) zwar eine kristalline Bisulfitverbindung lie-
ferte, deren Isolierung und Reinigung jedoch infolge ihrer &uBerst geringen
Stabilitdt unmoglich war. Die aus einer dtherischen Lésung des Aldehyds (VI)
durch Schiitteln mit konz. Bisulfitlésung hergestellte Bisulfitverbindung
wurde bereits durch Verdinnen des Reaktionsgemisches mit Wasser sofort
vollsténdig zerlegt. Trotzdem wurde der Versuch unternommen, nach
Knoevenagel 1*-Bucherer'* die nicht isolierte Bisulfitverbindung mit konz.
warigem Ammoniak umzusetzen und hierauf mit KCN zum Aminonitril (IV)
zu kommen. Die Ausbeute an basischem Material war jedoch sehr gering.
Dafir war in der Neutralfraktion Ausgangsmaterial (Aldehyd VI) in groBer
Menge nachweisbar. Dies 148t den SchluB zu, daf8 der Umsatz der Hydroxy-
bisulfit- zur Aminobisulfit-gruppe mifBllang und statt dessen die Verseifung
zum Aldehyd (VI) eintrat.

SchlieBlich wurde in Umkehr der Schrittfolge ein weiterer Versuch
mit der Bisulfitverbindung nach Meister'® durchgefithrt, indem die mit
iiberschiissiger Natriumbisulfit]lssung hergestellte, nicht isolierte Bisulfit-
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verbindung mit einem mnoch groBeren UberschuB an konz. Natrium-
cyanidlosung umgesetzt und schlieBlich das isolierte Hydroxynitril (V)
mit fliissigem Ammoniak in das Aminonitril (IV) tbergefithrt wurde.
Mit einer Ausbeute von 559%, erwies sich dieser Versuch als der beste.
Die Isolierung des Aminonitrils (IV) gelang am besten iber sein in Was-
ser schwer ldsliches Hydrochlorid (Vers. 3).

Untersuchungen iiber den betrichtlichen Ausbeuteschwund auf dieser
Synthesestufe fithrten zu dem Ergebnis, daBl zwar die Umsetzung der
Aldehydgruppe zur Aminonitrilgruppe, abgesehen von dem Versuch
nach Koevenagel-Bucherer, stets annihernd quantitativ verlief, dafl jedoch
an der Oximithergruppierung durch den Ammoniak eine Abspaltung
von Benzophenonoxim sowie eine Zerlegung des Oxims (Aminolyse) unter
Benzophenonbildung auftrat. Diesen beiden Nebenreaktionen ist die
schlechte Ausbeute hauptsichlich zuzuschreiben.

Vom Aminonitril ausgehend, sind zwei Wege denkbar, zu dem ge-
wiinschten Aminoester (ITI) vorzustoBen, die dieselben Reaktionsschritte,
jedoch in umgekehrter Reihenfolge enthalten:

a) Abspaltung von Benzophenon aus dem Aminonitril (IV) und Bil-
dung des Esters (II) aus dem verbliebenen Restmolekiil.

b) Uberfiihrung des Aminonitrils (IV) in den Ester (III) mit folgen-
der Abspaltung von Benzophenon.

Es wurde Route b) eingeschlagen, um den zu erwartenden Trenn-
schwierigkeiten bei der Befreiung des labilen Esterbishydrochlorides (IT)
vom entstehenden NH4Cl aus dem Wege zu gehen.

Nachdem ein Versuch, iiber das entsprechende Hydantoin® zum
Ester (II) zu gelangen, infolge Abspaltung von Benzophenonoxim mif3-
lungen war, wurde versucht, durch den Umsatz des Nitrils (IV) in metha-
nolischer HCI, der etwas Wasser zugesetzt wurde, direkt den Ester (ILI)
zu erhalten?. Der Versuch ergab eine Maximalausbeute von 709, wenn
der Wassergehalt der Losung sehr gering war. Das als Zwischenprodukt
entstehende Amid-hydrochlorid (VIII) fiel bereits nach kurzem Riick-
fluBerhitzen aus dem Reaktionsgemisch aus, ging aber im Laufe einiger
Stdn. wieder vollstindig in Losung (Vers. 4). Als Nebenprodukt der
Esterbildung war erwartungsgema Benzophenon in einer den Ausbeute-
verlust deckenden Menge festzustellen.

Die Estergruppe von (ITI) ist wie die aller Aminosdureester gegen
Alkali sehr empfindlich. Durch kurzes Schiitteln des HEsters (III) mit
verd. Natronlauge bei 20° entsteht die entsprechende Aminosiure (IX)
(Vers. 5).

Zur moglichst rationellen Gewinnung des Aminosdureesters (II) war

16 FI. Th. Bucherer und W. Steiner, J. prakt. Chem. [2] 140, 309 (1934).
17 QOrg. Synth., Coll. Vol. II, 310.
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es notig, aus (IIT) Benzophenon hydrolytisch abzuspalten, ohne daf am
Restmolekill eine weitere Veréinderung eintrat. Hierzu standen grund-
sitzlich nach den Erfahrungen der vorhergehend beschriebenen Synthese-
stufen zwei Moglichkeiten zur Verfigung: Entweder konnte das Oxim
durch eine saure Verseifung gespalten werden, wobei jedoch auch die
Estergruppierung in Mitleidenschaft gezogen wiirde, oder man konnte
versuchen, durch ein Carbonylreagens das Benzophenon aus dem Oxim
abzuspalten. Die Verfolgung der Bildung des Esters (II) in diesen Ver-
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suchen war durch seine bekannte Cyeclisierung durch Alkali zu Cycloserin
und dessen von L. R. Jones'® beschriebene Farbreaktion mit Natrium-
nitroprussiat quantitativ leicht moglich.

In Versuchen zur Ablésung des Benzophenons mit Hydrazin und
Dinitrophenylhydrazin entstanden zwar die entsprechenden Benzo-
phenonderivate, doch wurde unter den erforderlichen Bedingungen das
Restmolekiil offenbar so weit verdndert, da nach Alkalibehandlung kein
Cycloserin mehr colorimetrisch nachweisbar war.

Auf dem anderen Wege der sauren Ablosung des Benzophenonrestes
wurde zundchst vergeblich versucht, mit schwefeliger Saure® oder verd.
Salzsdure Benzophenon aus dem Oxim abzuspalten. Erst die Anwen-
dung von konz. Salzsdure fithrte zum Erfolg. Mit diesem Mittel war es
moglich, binnen weniger Minuten das Benzophenon annihernd quantita-
tiv abzuhydrolysieren und das Dihydrochlorid des Esters (IT) zu gewinnen,
unter der Voraussetzung, daB nach der Salzsiureeinwirkung eine Nach-
veresterung durchgefiihrt wurde (Vers. 6).

Die Cyclisierung des Esters (II) zu Cycloserin (I) sowie
Beobachtungen iber die Stabilitit des letzteren

Die Cyclisierung des Esters (II) ist als letzte Stufe der Synthese von
Stammer et al.® sowie in den Arbeiten zur Strukturermittlung des Cycloserins
zuerst beschrieben worden?. 2. Daraus geht hervor, dafl der Umsatz mit
wabrigem Alkali erzielbar ist. In der Synthese von Kochetkov et al.? wird
die Cyeclisierung mit methanol. Kalilauge vollzogen. Die anderen bekannten
Synthesen nehmen ihren Weg nicht itber den Ester (II), sondern iber g-Chlor-
a-amino-propionhydroxamséure oder deren Derivate, die ebenfalls mit Alkali
zu Cycloserin umgewandelt werden kénnen. Wahrend diese Art des Ring-
schlusses durch Plattner et al.® unter Anwendung verschiedendr Basen in
mehreren Losungsmitteln genau untersucht wurde, liegen iber die hier er-
forderliche Cyeclisierungsreaktion des Esters (II) nur spérliche Angaben vor.
Bei allen Synthesen sowie der Gewinnung des Cycloserins aus Kulturfiltraten
stellt die Reinisolierung dieser Verbindung aus Losungen infolge ihrer
Ampholytnatur, Wasserloslichkeit und Labilitdt ein Problem vor. Drei Mog-
lichkeiten zur Bewiltigung dieses Problems wurden aufgefunden: Die Anwen-
dung von Ionenaustauschern oder die Fallung am isoelektrischen Punkt ent-
weder aus methanol. Loésung oder aus wilBriger Losung mit Athanol.

Zum néheren Studium dieses letzten Syntheseschrittes wurde zunéchst
eine Reihe von Versuchen angestellt, die zeigen sollten, welche Basen und
welche Reaktionsmedien fiir die Cyclisierung von (II) tauglich sind, wobei
die Ausbeuten colorimetrisch bestimmt wurden. Als Losungsmittel wurden
Wasser und Alkohol, als Basen neben Natronlauge Natriumalkoholat und die
Quartdrbase Triton-B sowie die Amine Piperidin und Tridthylamin eingesetzt.
Das Ergebnis war, daB Natriumalkoholat und Triton-B in alkohol. Ldsung
dieselbe Ausbeute (iber 909, d. Th.) lieferten, wie sie wibBrige Natronlauge
hervorbrachte. Piperidin und Tridthylamin erwiesen sich in Wasser als nur

18 L. R. Jones, Analyt. Chem. 28, 39 (1956).
15 W. Gluud, Ber. dtsch. chem. Ges. 48, 422 (1915).
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wenig schlechtere Cyclisierungsmittel, wahrend sie hingegen in alkohol. Lé-
sung nur etwa 20-—309, der mit den starken Basen erreichten Ausbeuten
hervorbrachten.

AuBerdem zeigte sich in diesen Versuchen, dal die Maximalausbeute in
allen Fallen nach weniger als 10 Min. erreicht war. Sie blieb dann mehrere
Stunden lang konstant, was die bereits von anderer Seite festgestellte Stabilitit
von Cyecloserin in alkalischer Lésung bestitigt2.

Die Konzentration des Esters (II) sowie die der Basen scheinen auf die
Ausbeute keinen Einflu zu haben, solange ein Uberschul von wenigstens
30 Mol9%, an Base vorhanden ist (hdchste untersuchte Esterkonzentration:
0,02 m).

Aus diesen Versuchen sowie Erwigungen iiber die Loslichkeit des
Cycloserins, der verwendeten Basen und ihrer nach Neutralisation ent-
stehenden Salze ging hervor, dafi die giinstigsten Ergebnisse durch eine
Cyclisierung mit alkohol. Triton-B und anschlieBende Fallung des Cyclo-
serins mit Eisessig zu erzielen wiren.

Das Experiment rechtfertigt diese Annahme: Bei einer colorimetrisch
gemessenen Ausbeute von 969, d. Th. betrug die tatséichlich erhaltene
Menge an kristallisiertem reinem Cycloserin 719, (Vers. 7).

Unter den auf diese Weise ausgefithrten Ansétzen traten immer wieder
solche auf, aus denen eine Cycloserincharge erhalten wurde, die sehr stark
verunreinigt war und sogar solche, deren Reaktionsprodukt (I) nur in gerin-
ger Menge enthielt. Diese Beobachtungen sowie die in der Arbeit von
Hidy et al.? beschriebene Tendenz des Cycloserins, sich in Lésung zu 3,6-
Diaminoxymethyl-2,5-diketopiperazin (X) zu dimerisieren, fithrten zu dem
Verdacht, daB8 unter dem Einflufl der zugesetzten Essigsdure das in der
alkalischen Losung gebildete Cycloserin (I) wieder umgebaut wurde, und
zwar zu (X). Um diese Annahme zu iiberpriifen, wurde die Einwirkung von
Essigséure und Chlorwasserstoff auf Cycloserin in alkoholischer Lésung colori-
metrisch untersucht. Dabei wurde festgestellt, daB innerhalb weniger Stun-
den eine deutliche Verringerung der Cycloserinmenge stattfand, wobei sich
die Geschwindigkeit der Abnahme des Gehaltes mit steigender Essigsdure-
konzentration erhéhte (in 0,07 m Essigséure in 8 Stdn. Abnahme von 100
auf 729, in 0,4 m Essigséure in 8 Stdn. von 100 auf 469,). Chlorwasserstoff
hingegen verursachte erst in 0,4 m Konzentration innerhalb 8 Stdn. eine
merkliche Konzentrationsabnahme (von 100 auf 829%,), wihrend Konzentra-
tionen von 0,1 m und 0,2 m in dieser Zeit keine merkbare Gehaltsverminde-
rung bewirkten.

Es zeigte sich also, da paradoxerweise Essigsiure im Gegensatz
zu Chlorwasserstoff (in niedriger Konzentration) imstande ist, Cyelo-
serin in alkohol. Losung zu verdndern (zwecks Platzeinsparung sei auf
die Wiedergabe einer elektronentheoretischen Deutung dieser Befunde
verzichtet).

Aus préiparativen Versuchen, in denen der Ester (I1) wie fiir die Her-
stellung des Cycloserins oben beschrieben, zunichst mit Triton-B behan-
delt und dann mit iberschiissiger Essigsdure stehen gelassen wurde,

52%
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konnte tatsichlich reines Diketopiperazin (X) in etwa 709, Ausb. erhal-
ten werden (Vers. 8). Auch direkt aus Cycloserin gelang die Bildung des
Diketopiperazins durch Einwirkung von Essigsdure in alkohol. Ldsung.

Zur Gewinnung von reinem Cycloserin nach diesem Verfahren ist es
daher zweckmiBig, die Fillung mit Essigsiure moglichst rasch und mit
geringem Uberschufl an Eisessig vorzunehmen, wihrend entgegengesetzte
Verhiltnisse zum Diketopiperazin (X) fithren. Die Verwendung von
Chlorwasserstoff statt Eisessig ist aber mit dem Nachteil behaftet, daB
hier eine genaue Einstellung des isoelektrischen Punktes von Cycloserin
nétig ist, um die Hydrochloridbildung von (I) zu vermeiden.

Synthese des natiirlichen optischen aktiven Cycloserins
[D-(-+)-4-Aminoisoxazolidons-(3)]

In der Arbeit von Stammer et al.® wird die Gewinnung von p-Cycloserin
aus dem synthetisch hergestellten rac. Cycloserin mit D-Weinséure als
saures Tartrat und die anschlieBende Isolierung der freien Base tber
Tonenaustauscher beschrieben.

Hier sollte versucht werden, die Racematspaltung bereits auf einer
Zwischenstufe der Synthese durchzufithren und den Aufbau des p-Cyclo-
serins mit optisch aktivem Material zu vollenden. Als giinstigstes Zwi-
schenprodukt kam fiir die Spaltung der Ester (III) in Frage, da erstens
seine Basizitdt ausreichend und zweitens seine Lipophilie im Hinblick auf
die Isolierung aus den Ansétzen zur Racematspaltung glinstig sind. Auf
dem weiteren Weg der Synthese war hochstens auf der letzten Stufe
durch das stark alkalische Triton-B eine Racemisierung zu befiirchten.
Ein Versuch zeigte jedoch, daBl unter den angewandten Bedingungen
innerhalb von 20 Stdn. keine Abnahme der optischen Aktivitdt des
Cycloserins eintrat.

Nach vergeblichen Versuchen, aus racem. (ITI) mit p-Weinsdure und
mit D-Campfersdure kristallisierte Salze zu erzeugen, gelang es, mit
p-Dibenzoylweinsiure in etwa 259, Ausbeute ein saures Salz zu ge-
winnen, das sich in das Hydrochlorid von (I1I) umwandeln lief3, dessen
[«]%9 = — 19,6° betrug (Vers. 9).

Die weitere Verarbeitung dieses Materials nach dem beim Racemat
dargestellten Verfahren lieferte schliefilich ein D-Cycloserin in 94proz.
optischer Reinheit (Vers. 10).

Die Racemisierung des aus den Mutterlaugen der optischen Spaltung
gewonnenen optisch unreinen Esters (III) gelang bei Verwendung von
Na-Athylat als Katalysator bei 20° innerhalb einer Stunde, wobei aller-
dings teilweise Umesterung des Methylesters (ILI) eintrat. Bei Ver-
wendung von Na-Methylat war fiir die Racemisierung ein Mehrfaches
an Zeit nétig, doch geniigte es auch in diesem Fall, das Reaktionsgemisch
bei 20° stehen zu lassen.
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Es ist uns eine angenehme Pflicht der Direktion der Firma Merck,
Sharp & Dohme, Rahway, USA, insbesondere Herrn Direktor Dr. K.
Folkers fir verschiedentliche Hilfe bei der Fertigstellung dieser Arbeit
auch an dieser Stelle zu danken.

Experimenteller Teil

Versuch 1: Diphenylmethylenaminoxy-acetaldehyd-dimethylacetal (VII)

50,0 g (0,254 Mol) Benzophenonoxim?® wurden in einer Losung von
5,84 g (0,264 Mol) Na in 200 ml absol. Alkohol gelst. Nach Zugabe von
47 g (0,278 Mol) Bromacetaldehyd-dimethylacetal 22 wurde 24 Stdn. am Riick-
flu erhitzt. Dann wurde der Alkohol im Vak. weitgehend entfernt, der
Riickstand auf 250 ml Wasser und ebensoviel Ather verteilt, die Wasser-
schicht abgelassen und mit 50 ml Ather nachgeschiittelt. Die vereinigten
Atherphasen wurden 2mal mit Wasser gewaschen, hierauf mit NasSOy4 ge-
trocknet und eingedampft. Nachdem die Reste des Athers im Vak. entfernt
worden waren, wurde das erhaltene 01 in 250 ml Petrolither (Sdp. 40—70°)
geldst und mit Benzophenonoxim angeimpft, von welchem nach 24stdg. Ste-
hen bei 20° 2,6 g isoliert werden konnten. Dann wurde der Petroldther ab-
destilliert und der Riickstand noch 2 Stdn. am siedenden Wasserbad im Vak.
belassen, um die Reste von flichtigen Substanzen zu vertreiben. Es blieben
66,5 g goldgelbes, dickfliissiges OI (VII), n3y = 1,5700, Ausb. 929, d. Th. Fir
die weiteren praparativen Versuche wurde stets Rohmaterial mit Brechungs-
indices zwischen 1,5660 und 1,5700 eingesetzt.

Zur Analyse wurden 5 g des rohen Ols (n%) = 1,5669) im Kugelrohr bei
140° 2mal rasch destilliert (n3) = 1,5690).

C17H19NO3 (285,33). Ber. C 71,56, H 6,71. Gef. C 71,66, H 6,70.

Die Substanz ist mit den gebrduchlichen organischen Lésungsmitteln un-
begrenzt mischbar.

Versuch 2: Diphenylmethylenaminoxy-acetaldehyd (V1)

66,5 g (0,23 Mol) rohes Diphenylmethylenaminoxy-acetaldehyddimethyl-
acetal (VII) wurden mit 200 ml Schwefelsdure (d = 1,67, 779,) vereinigt und
12 Min. bei Zimmertemp. geschiittelt. Die dabei entstandene tiefbraune, .
homogene Losung wurde in 800 ml Wasser gegossen, wobei eine viskose,
weiBe Masse ausfiel, die in 400 ml Ather aufgenommen wurde. Die wibBrige
Schicht wurde abgelassen, mit 50 m]l Ather nachgeschiittelt und die Ather-
phasen vereinigt. Nach zweimaligem Waschen mit Wasser und Klarung mit
festern NaCl wurde der Ather abdestilliert und schlieBlich im Vak. véllig
entfernt, ohne aber das zuriickbleibende Ol fiir lingere Zeit hoheren Tem-
peraturen auszusetzen. Es blieb schlieBlich ein zdher, klarer, brauner Honig,
der nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte und sich beim Versuch
einer Destillation im Kugelrohr tiber 100° unter heftiger Gasentwickiung und
Braunfarbung langsam zersetzte. Da eine einfache Reinigung der Substanz
nicht méglich war, wurde stets das so gewonnene Rohprodukt zu den wei-
teren Versuchen eingesetzt.

Die Substanz ist loslich in allen gebrduchlichen organischen Lédsungs-

20 QOrg. Synth., Coll. Vol. II, 70.
R, Wizinger und Y. Al-Atiar, Helv. chim. acta 30, 197 (1947).
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mitteln, auller Petroldther, wo die Loslichkeit im Gegensatz zum Acetal (VII)
gering ist.

Dzmtrophenylhydmzon Der rohe Aldehyd (VI) wurde in Methanol geldst,
mit geringem Uberschu an DNPH, geldst in Methanol/Salzsiure konz.
(10:1Vol-9%), versetzt und der nach kurzem Stehen ausgefallene Nieder-
schlag abgesaugt.

Zur Analyse wurde zweimal aus Methanol umkristallisiert; Schmp. 125 bis
126° (Gleichgewicht).

021H17N505 (419,39). Ber. N 16,70. Gef. N 16,69.

Vers. 3: B-Diphenylmethylenaminoxy-«-aminopropionitrilchlorhydrat (IV - HCI)

Der aus 64 g (0,22 Mol) rohem Acetal (VII) gewonnene rohe Diphenyl-
methylenaminoxy-acetaldehyd (VI) wurde mit 30 ml Ather vermischt, eine
Losung von 63 g (0,61 Mol) NaHSOs in 93 ml Wasser zugesetzt und solange
geschittelt, bis aus der zunédchst entstandenen Emulsion ein steifer Kristall-
brei geworden war. Dann wurde eine Losung von 40 g (0,82 Mol) NaCN in
60 ml Wasser auf die feste Masse geschiittet, diese mit einem Glasstab grob
zerteilt und anschlieBend heftig geriihrt, bis alles feste Material aus dem
Reaktionsgemisch verschwunden war (1 Stde.). Um die geringe Reaktions-
warme abzufiihren, geniigte es, das Gefall zeitweilig in kaltes Wasser zu tau-
chen. Nach beendeter Reaktion wurde das Gemisch in 800 ml Wasser ge-
gossen und mit 400 ml Ather ausgeschiittelt. Die Wasserphase wurde abge-
lassen und die Atherschicht 2mal mit gesdtt. Kochsalzlosung gewaschen.
Nach darauf folgender Kiarung mit festem NaCl wurde der Ather verdampft,
das zuriickbleibende Ol in 100 ml absol. Benzol geldst und zur azeotropen
Entwisserung wieder eingedampft. Nachdem diese Operation wiederholt und
anschlieBend das Benzol im Vak. bei etwa 50° Badtemp. vollstéindig entfernt
worden war, blieb ein gelbbraunes Ol, das nicht kristallisierte [Rohprodukt
von B-Diphenylmethylen-aminoxy-«-oxypropionitril (V)].

Die gesamte Menge des Ols wurde in zwei Portionen weiterverarbeitet.
Die Masse wurde mit dem gleichen Volumen absol. Methanol verdinnt, die
doppelte Menge flissiger Ammoniak zugemischt und die Losung 5 Tage im
Autoklaven bei Zimmertemp. stehen gelassen. Dann wurde nach Ablassen
des Ammoniaks das schwarzbraune Reaktionsgemisch in 100 ml Ather geldst,
mit Kohle geschiittelt, filtriert und zur Vertreibung des restlichen Ammoniaks
im Vak. eingedampft. Hierauf wurde der Riickstand erneut in 150 ml Ather
aufgenommen, einmal mit 30 ml Wasser gewaschen und mit 50 ml verd. HCI
(1 Vol. konz. HC1: 2 Vol. H20) ausgeschiittelt. Das dabei ausfallende schwere,
dunkle O1 wurde samt der wiBrigen Schicht abgelassen, die Atherphase noch
2mal mit je 10 ml der oben erwihnten Salzsdure nachgeschiittelt und die
salzsauren Phasen vereinigt., Um die durch das ausfallende O1 aus dem Ather
mitgerissenen Neutralstoffe moglichst vollstdndig von dem gewiinschten
Hydrochlorid abzutrennen, wurde das Wasser-Ol-Gemisch mit 50 ml Ather
versetzt, angeimpft und durch heftiges Schiitteln eine feinkérnige Kristalli-
sation des Ols erreicht. Die Kristallmasse wurde abgesaugt, gut abgepreBt
und 2mal mit je 30 ml Ather gewaschen. Nach Trocknung im Vak. iiber
Atzkali wurden 19,1 g [569%, d. Th., auf das eingesetzte rohe (VII) bezogen]
fast weiBe, kristalline Substanz (IV - HC]) erhalten.

Zur Analyse wurde sie 3mal aus einer Mischung von absol. Tetrahydro-
furan und Petrolither umkristallisiert, Schmp. 151—154° (unt. Zers.).

C16H16CINOg (301,77). Ber. N 13,93, C111,76. Gef. N 13,95, Cl 11,56.
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Das Salz ist leicht loslich in Methanol, etwas weniger in Alkohol. Durch Zu-
satz von absol. Ather ist es aus diesen Mitteln kristallin zu fillen, allerdings
mit einem anscheinend wechselnden Gehalt an Kristallalkohol, wie der sehr
unscharfe Schmp. von 70—90° und eine nicht auf stochiometrische Verhélt-
nisse stimmende Analyse andeuten.

Die Loslichkeit in Wasser ist gering, auflerdem tritt teilweise Hydrolyse
und damit verbundene Ausfdllung der Base (IV) ein. Die Base ist 6lig und
in den gebrduchlichen organischen Ldsungsmitteln, Petroléther ausgenom-
men, léslich.

Benzoylderivat von (IV ): Die Verbindung wurde nach Schotten-Bawmann in
95proz. Rohausbeute dargestellt. Zur Analyse wurde das Produkt 2mal
aus einer Mischung von Dioxan und Wasser umgefillt, Weifle Kristalle,
Schmp. 160—162° (unt. Zers.).

023H19N302 (369,41). Ber. N 11,38. Gef. N 11,43;

Acetylderivat von (IV): Das Derivat wurde durch kurzes Erhitzen der
Base (IV) mit Essigsdureanhydrid am Wasserbad in 93proz. Rohausbeute
gewonnen. Zur Analyse wurde die Substanz aus Methanol-Wasser umkristal-
lisiert; Schmp. 95—97° (Gleichgewicht).

C18H17N302 (307,34). Ber. N 13,67. Gef. N 13,53.

Versuch 4: B-Diphenylmethylenaminozy-a-aminopropionsduremethylester (111)

20,0 g (0,066 Mol) rohes B-Diphenylmethylenaminoxy-«-aminopropionitril-
hydrochlorid [(IV) - HCI] wurden in 60 ml absol. Methanol geldst, 60 ml bei
Zimmerterap. mit HCl geséttigtes Methanol zugesetzt und am Rickflufl er-
hitzt. Dabei kristallisierte nach kurzer Zeit so viel Substanz [(VIII) - HCIl]
aus, dafl das ganze Reaktionsgemisch von einem festen Kristallkuchen durch-
setzt war. Es wurde solange am Rickflul erhitzt, bis diese Kristallmasse
verschwunden war und einer geringen Menge neu ausgefallenem Ammonium-
chlorid Platz gemacht hatte (24 Stdn.).

Dann wurde der Alkohol grdBtenteils verdampft und der Riickstand in
600 ml Wasser und 150 ml Ather verteilt. Die Wasserphase wurde mit
100 ml Ather nachgeschiittelt, mit Kohle entfirbt, mit NaHCO;3 alkalisiert
und die dabei entstehende Fillung in Ather aufgenommen. Nach dem Trock-
nen der Atherlésung wurde eingedampft und das zuriickbleibende O in
15 ml absol. Methanol geldst, Ather-Salzsdure bis zur sauren Reaktion zuge-
setzt und durch Kratzen die Kristallisation eingeleitet. Nach Zusatz von
60 ml absol. Ather wurde das Kristallisat abgesaugt, mit absol. Ather ge-
waschen und im Vak. Gber festem KOH getrocknet; 14,4 g, Ausb. 659, d. Th.
Dieses Material war fiir die weiteren Umsetzungen rein genug.

Zur Analyse wurde die Substanz einige Male aus absol. Methanol mit
absol. Ather umgefillt; Schmp. 172—174° (unt. Zers.).

C17H1CIN2O5 (334,80). Ber. OCHj 9,27. Gef. OCH; 9,17.

Das Salz ist leicht 1oslich in Wasser [wo es im Gegensatz zu (IV) - HCl
nicht der Hydrolyse unterliegt], ebenso in Methanol und Alkohol. Die Base
ist olig.

Benzoylderivat: Die Verbindung wurde nach Schotten-Baumann in 96proz.
Ausbeute dargestellt.
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Zur Analyse wurde das Rohprodukt zunidchst 2mal aus Methanol-
Wasser umgefdllt und schlieBilich aus absol. Methanol umbkristallisiert;
Schmp. 93—95° (Gleichgewicht).

024H22N204 (402,43). Ber. N6,96. Gef. N6,92.

Chlorhydrat des p-Diphenylmethylenaminoxy-o-aminopropion-
sdureamids (VIII) - HCl

Die Substanz wurde aus dem oben beschriebenen Ansatz als Zwischen-
produkt isoliert.

Zur Analyse wurde 2mal aus absol. Methanol mit absol. Ather um-
gefallt; Schmp. 216—219° (unt. Zers.).

C16H1sCIN302 (319,79). Ber. N 13,14. Gef. N 13,26.

Die Verbindung ist schwer loslich in kaltem Wasser, leicht in heiflem,
doch tritt geringe Hydrolyse unter Fallung der Base ein, wenn der Losung
nicht etwas Salzsdure zugesetzt wird. Die Base (VIII) ist 6lig.

Benzoylderivat: Nach Schotten-Baoumann gelang die Benzoylierung von
(VIII) in 93proz. Ausbeute.

Zur Reinigung wurde das Rohmaterial zunéchst aus Methanol-Wasser
umgefallt und dann noch 2mal aus absol. Methanol umkristallisiert
(Schmp. 180—182°).

CosHo1N3O3 (387,42). Ber. N 10,85. Gef. N 10,79.

Versuch 5: B-Diphenylmethylenaminoxy-a-aminopropionsdure (IX)

2,00 g (6,0 mMol) (ITT) - HCl wurden in 5 ml Methanol gelést, 10 ml 2n
NaOH zugesetzt und die dabei entstandene Emulsion kraftig geschiittelt.
Schon nach 2 Min. war eine klare Ldsung entstanden, die nach Filtration
mit verd. Essigsdure bis zur deutlich sauren Reaktion versetzt wurde. Die
dadurch ausgefallte Substanz wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen und
im Vak. iiber Atzkali bei Zimmertemp. getrocknet; Ausb. 1,64 g (889, d. Th.).
Das Material wurde aus 280 ml Wasser umkristallisiert; 1,48 g, Schmp. 145 bis
148° (unt. Zers.).

Zur Analyse wurde noch 2mal aus Wasser umkristallisiert, wobei sich der
Schmp. nicht mehr verdnderte. Schlieflich wurde die Substanz bei Zimmer-
temp. tber festem KOH bei 0,56 mm getrocknet.

C16H16N203 + 1,5 H,0 (311,32). Ber. C 61,72, H 6,15. Gef. C 62,22, H 6,32.

Versuch 6: B-Aminoxy-a-aminopropionsiuremethylester (11)

3,00 g (9,0 mMol) B-Diphenylmethylenaminoxy-«-aminopropionséureme-
thylester-hydrochlorid (III) - HCl wurden in 6 ml Methanol heil geldst,
12 ml heiBle konz. HCl zugesetzt und 4 Min. am Rickflull erhitzt. Dann
wurde abgekihlt, mit 12 ml Wasser verdinnt und das Germisch 2mal mit je
30 ml Ather ausgeschiittelt. Nach Filtration wurde die Salzsdure bei 30 bis
40° Badtemp. innerhalb 3 bis 4 Stdn. im Vak. auf Eis verdampft, der trockene
Riickstand, der noch stark nach Salzsiure roch, mit absol. Benzol versetzt
und wieder eingedampft, um die letzte Feuchtigkeit zu entfernen. Diese
Operation wurde 2mal wiederholt, dann das dabei entstandene schaumige
Harz in 3 ml absol. Methanol warm gelést, abgekiihlt und 15 ml mit HCI
gesitt. absol. Methanol zugesetzt. Nach 24stdg. Stehen bei Zimmertemp.
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wurde das Losungsmittel abgesaugt, der Rickstand wieder wie oben mit
Benzol behandelt, in 5 ml heilem absol. Methanol geldst und filtriert. Durch
allmithliche Zugabe von etwa 20 ml absol. Ather wurde eine schén kristalline,
weile Substanz erhalten, die abgesaugt, mit einer Mischung von absol.
Methanol und Ather (1:5) gewaschen und sofort wieder in 5 ml absol. Methanol
gelost wurde, da das Produkt hygroskopisch war. Nun wurde die Fillung
mittels absol. Ather wiederholt und dabei 1,323 g (71% d. Th.) kristallines
Dichlorhydrat erhalten, das sich an der Luft als vollig bestdndig erwies.
Schmp. 136—140° (unt. Zers.): Literaturangabe®; Schmp. 128—131°.

C4H19ClaN20g (207,07). Ber. Cl 34,3. Gef. Cl 34,5.

Das Salz ist sehr leicht loglich in Wasser, gut in Methanol, weniger in
Alkohol und unléslich in Chloroform. Die Bage (IT) ist leicht wasserléslich.

Versuch 7: pL-4-Amino-isoxazolidon (I)

200 mg (0,97 mMol) B-Aminoxy-«-aminopropionsiuremethylesterbishydro-
chlorid, (IT) - 2HCI, wurden in 5 ml absol. Athanol suspendiert, 7,80 ml einer
Losung von Triton-B in Athanol (0,41 n) zugesetzt und 30 Min. stehen ge-
lassen. Dann wurde in einer Eis-Kochsalz-Mischung auf — 15° gekiihlt und
0,44 ml einer frisch bereiteten 3,1 n Lésung von Essigsiure in absol. Athanol
tropfenweise zugegeben und gekratzt. Es begann sich allméhlich eine fein-
kristalline Substanz abzuscheiden, die sich dann rasch vermehrte. Nach
1 Stde, wurde abgesaugt, die Kristalle mit absol. Athanol und anschlieBend
mit absol. Ather gewaschen und iiber festem KOH im Vak. getrocknet;
70 mg, Schmp. 142—144°; Ausb. 719, d. Th. (Literaturangaben?: 2 3: Schmp.
138—142°).

Aus einer Reihe anderer gleichartiger Ansétze wurden Chargen der Sub-
stanz erhalten, deren mikroskopisches Bild jeweils stark verschieden war,
und die sich auch in ihren Zersetzungspunkten betrdchtlich unterschieden
(136—144°).

Zur Analyse wurde eine Charge verwendet, die direkt aus der Reaktions-
l6sung, wie oben beschrieben, jedoch bei Zimmertemp. ausgefallt und nicht
weiter gereinigt worden war; Schmp. 140—142° (unt. Zers.).

C3HeN202 (102,09). Ber. C 35,29, H 5,92, N 27,44,
Gef. C 35,76, H 5,84, N 27,18,

Versuch 8: 3,6-Diaminoxymethyl-2,5-diketopiperazin (X) aus B-Aminory-o-

aminopropionsduremethylester (11)

1,00 g (4,83 mMol) (II)- 2HCI wurden in 50 ml absol. Athanol geldst,
35 ml 0,45 n Triton-B-Lésung (15,7 mMol) hinzugefiigt und das Reaktions-
gemisch 2 Stdn. stehen gelassen. Dann wurden 1,92 g (32 mMol) Hisessig
zugesetzt und, ohne die Kristallisation anzuregen, stehen gelassen. Nach
12 Stdn. hatte sich eine geringe Menge eines rosa geférbten Niederschlages
gebildet, der abfiltriert wurde. Aus der klaren Losung schieden sich dann
allméhlich Kristalle ab, die sich, zu Warzen vereinigt, an Wénden und Boden
des Reaktionsgeféfles absetzten. Nach 48 Stdn. wurde abgesaugt, der Nieder-
schlag mit absol. Athanol und absol. Ather gewaschen und getrocknet. 345 mg
farblose, nicht gut ausgebildete Kristalle, die beim langsamen Erhitzen unter
dem Mikroskop zwischen 165—180° eine schwache Gasentwicklung zeigten
und sich allmihlich dunkel farbten, ohne aber ihre Formen bis 300° merklich
zu verandern. Ausb. 709, d. Th. Die Kristalle wurden in 3 ml Wasser warm
gelost, filtriert und die Losung mit etwa 20 ml Alkohol versetzt. Es kristal-
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lisierten etwa 250 mg einer Substanz aus, die sich aus zwei verschiedenen
Kristallsorten zusammensetzte. Im Mikroskop waren groBe Korner und feine,
schén ausgebildete Nadeln in schétzungsweise gleicher Menge zu unterschei-
den. Beide Formen waren doppelbrechend und zeigten bei langsamem Er-
hitzen die oben beschriebenen Eigenschaften. Bei sehr raschem Erwirmen
schmolz die Substanz bei 175—180° unter stiirmischer Gasentwicklung.

Da eine quantitative Bestimmung ergab, dafl das Produkt noch 1,5—29%,
Oycloserin enthielt, wurde noch einmal aus Athanol-Wasser umkristallisiert.
Die Higenschaften der Substanz dnderten sich dabei aber nicht mehr merk-
lich. Die Reaktion auf Cycloserin war nun negativ.

CeH12N 404 (204,19). Ber. C 35,29, H 5,92, N 27,44.
Gef. C 35,77, H 6,03, N 26,97.

Versuch 9: Die optische Spaltung von DL-B-Diphenylmethylenaminoxy-a-amino-
propronsiuremethylester (I1I) mit D-Dibenzoylweinsdure; Isolierung von
D-(IIT)

15,00 g (0,045 Mol) (III) - HCl wurden in Wasser gelost und NaHCOg
bis zum HEnde der Gasentwicklung zugesetzt. Die dabei ausgefallene Base
wurde in Ather aufgenommen, die Losung mit NagSO4 getrocknet und ein-
gedampft. Das zuriickbleibende 01 wurde in 100 ml absol. Athanol geldst.
Auferdem wurde eine Losung von 16,8 g (0,045 Mol) Dibenzoylweinsdure-
hydrat in 425 ml absol. Alkohol bereitet. Die beiden Ldsungen wurden ver-
einigt, durch Kratzen zur Kristallisation angeregt und bei Zimmertemp.
stehen gelassen. Als sich nach etwa 14 Stdn. die Menge des Niederschlages
nicht mehr vergroBerte, wurde abgesaugt, mit wenig absol. Alkohol und
Ather gewaschen und bei 80° getrocknet (11,1g). Das Produkt wurde in
350 ml absol. Alkohol heiB gelést und die Losung stehen gelassen, bis sich
die Fillung, die beim Abkiihlen allméhlich auftrat, nicht weiter vermehrte.
Nach etwa 10 Stdn. wurde abgesaugt, mit wenig absol. Alkohol und Ather
gewaschen und bei 80° getrocknet (6,30 g). Dieses Material wurde auf die
eben beschriebene Art noch einmal aus 230 ml absol. Alkohol umkristallisiert;
3,94 ¢ (269 d. Th.), Schmp. 165° (unt. Zers.).

Die Substanz kristallisiert in schénen, groBen Spieflen. Sie ist sehr schwer
lsslich in Wasser und wird daher durch NaHCOgz-Losung nur sehr langsam
zersetzt. In apolaren Losungsmitteln ist die Verbindung unléslich.

Die Erhéhung der optischen Reinheit des Salzes ist mit einer betréchtlichen
Verringerung der Léslichkeit verbunden,

Aufarbeitung des Ansatzes: Das Salz wurde in einen Schiitteltrichter ge-
bracht, 1 g NaHCO; sowie 50 ml Wasser und ebensoviel Ather zugesetzt
und durch lingeres Schiitteln alles feste Material in Losung gebracht. Die
Atherphase wurde abgetrennt, mit geséttigter NaHCO3z-Lésung noch einmal
geschﬁttelt, mit NagSOy getrocknet und eingedampft. Der Riickstand (1,8 g)
wurde in absol. Methanol geldst, Ather-Salzsidure bis zur sauren Reaktion
zugesetzt und mit absol. Ather das Hydrochlorid méglichst weitgehend aus-
gefallt Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit absol. Ather gewaschen und
im Vak. iiber Atzkali getrocknet; 1,74 g, Schmp. des »-(IIT)- HClL: 178 bis
180° (unt. Zers.); [x]3) = — 19,6° (c = 9,28 in Wasser).

Aufarbeitung der Muitterlaugen.: Zur Isolierung des optisch unreinen (III)
aus den Mutterlaugen wurden die alkohol. Losungen mit der doppelten Menge
Wasser versetzt und die dabei ausfallende kristalline Masse abgesaugt. Das
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Material wurde, wie oben fiir das reine, optisch aktive Salz beschrieben, in
das Hydrochlorid von (IIT) iibergefiihrt.

Versuch 10: »-4-Aminoisoxazolidon (I) aus D-B-Diphenylmethylenaminoxy-o-
aminopropionsduremethylester (11T)

Der Versuch wurde genau nach den in Vers. 6 und Vers. 7 fiir das racem.
Material gegebenen Vorschriften mit Ausgangsmaterial nicht maximaler
optischer Reinheit durchgefiihrt.

1,00 g (3,0 mMol) (I1I)- HCI, [oc]ZDO = — 18,2°, ergaben 385 mg (II)-
- 2 HCI. Daraus wurden 115 mg kristallines Cycloserin (I) erhalten; Schmp.
147—150° (unt. Zers.); [oc]%o = + 109° (¢ = 1,00 in Wasser). Ausb.: 389,
d. Th., bezogen auf (III) - HCIL (die Fallung des Cycloserins wurde bei 20°
vorgenomimen). Literaturangabel: p-Cycloserin: Schmp. 154—155°, [«]3] =
= - 116° (¢ = 1,0 in Wasser).



