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Die Herstellung der Aminosduren und ihrer Peptidderivate von spezieller Struktur ist ein inte-
ressantes Gebiet der Peptidchemie. Wir berichten iiber die Aminomalonsduren, aus Acylaminosiduren
gewonnene Diazoketone und Pipecolinsduren und 1hre Peptldderlvate Die Umlagerung der Dia-
zoketone gibt optisch aktive B- Ammosauren

Die Herstellung und Untersuchung der speziell aufgebauten, nicht-proteinoge-
nen Aminosiuren und ihrer Peptidderivate ist ein interessantes Gebiet der Peptid-
chemie. Die Literatur hielt einige. solcher Aminosduren frither als unnatiirliche
- Aminoséduren in Evidenz. Diese Benennung wich der Bezeichnung ,,nicht-proteino-
gene Aminosduren”, denn sie kommen in den Proteinen zwar nicht vor, sind aber
vielfach in naturllchen Peptiden oder anderen natiirlichen Stoffen anzutreffen.

Die nicht-proteinogenen Aminosduren unterscheiden sich teils strukturell,
‘teils sterisch von den eiweiBBanfbauvenden Aminosiuren. So ist z.B. das Strukturisomere
des Threonins das Homoserin ; der Imidazolring des Histidins ist im f-Pyrazolylalanin
_durch einen Pyrazolring substituiert ; anstatt des Pyrrolidinringes des Prolins finden wir

"in der Azetidin-2-carbonsiure einen Azetidinring bzw. Piperidinring in der Pipecolin-
sdure. BELL [1]-und FOWDEN [2] gaben 1964 in ihrer Studie eine Zusammenfassung
der bis dahin bekannten Daten bzgl. der nicht-proteinogenen Aminosduren. Seither
wurden immer mehr, eigentlich naturhche aber nicht als Eiweissbausteine fungierende
Aminosduren bekannt.

Im Institut fir Organlsche Chemie der Umversntat Szeged wurden schon im
Jahre 1937 Untersuchungen in dieser Richtung unternommen. BRUCKNER und

. TvANovics [3] isolierten aus der Kapselsubstanz des Anthrax-Bazillus ein Poly-
peptid. Dieses Polypeptid, das die Verfasser Anthrax-Polypeptid nannten, war zu
D-Glutaminsiure hydrolisierbar. Nachdem im Aufbau der Proteine Aminosiuren .
mit . L-Konfiguration teilnehmen, gehort im Grunde genommen auch -die iiber
D-Konfiguration verfligende Glutaminsidure eigentlich zu den nicht-eiweiBbildenden
Aminosiuren. Im Laufe der spiteren Untersuchungen stellte sich auch heraus [4],

~daB die Struktur dieses Polypeptids selbst eine ungewdhnliche Erscheinung dar-

-stellt, indem es entgegen den in den Proteinen herrschenden, dominierenden «-Peptid-
bindungen y-Peptidbindungen enthdlt. Die D-Konfiguration, die y-Glutamyl-
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bindung, gibt eine gute Erklarung fiir die auBergewohnliche Virulenz des Anthrax-
Bazillus, da die speziell gebaute Kapselsubstanz den Bakteriumkorper vor den
Angriffen der proteolytischen Enzyme schiitzt. Diese Untersuchungen haben darauf
aufmerksam gemacht, daB das Erscheinen der speziell gebauten Aminosiduren mit
irgendeiner besonderen biologischen Rolle gepaart ist.

So wurde in Verbindung mit der Erkennung der Struktur zahlreicher Anti-
biotika verstindlich, daB auch sie verschiedene Aminosiuren enthalten. D-Amino-
sdure findet sich u.a. im Penicillin, im Gramicidin und Cycloserin, in denen die
D-Konfiguration nicht selten auch mit strukturellen Besonderheiten kombiniert ist.

Das Organisch-Chemische Institut der Universitdt Szeged, welches zusammen
mit der Universitdt sein 50-jahriges Bestehen feiert, betrachtet als einen Teil seiner
traditionellen Themen die Chemie der Aminosduren von spezieller Struktur und
ihrer Peptide. Von unseren Ergebnissen moéchten wir hier iiber jene berichten, die
wir in Verbindung mit Untersuchungen iiber die Aminomalonsiure, die zur Ent-
stehung von f-Aminosiure fithrenden Diazoketone, die Pipecolinsiure und ihre
Derivate verzeichnen konnten.

a) Die Aminomalonsdure und die aminomalonsdurehaltigen Peptide

Die Aminomalonsidure — eine von BAEYER [5] bereits beschriebene Verbindung —
erschien. in mancher Hinsicht als interessant. Vor allem waren aminomalonsiure-
haltige Peptide kaum bekannt. SCHNEIDER [6] hatte zwar Alanin und Glycin ent-
haltende Aminomalonsdure-Peptide beschrieben und FRANKEL und Mitarb. [7]
iiber die Synthese der Poly-DL-aminomalonsiure berichtet, doch wurden weitere
derartige Peptide in der Fachliteratur nicht erwéhnt. Die Aminomalonséure diirfte un-
seres Erachtens in peptidchemischer Hinsicht schon allein deshalb von Bedeutung sein,
weil sie auch als Ausgangsglied der homologen Reihe der Aminodicarbonsiuren
zu betrachten ist. Die beiden nichsten Glieder dieser Homologenreihe aber, Aspara-
ginsdure und Glutaminsiure, sind zwei typische proteinogene Aminosiuren und
es ist zu erwarten, daB in biologisch aktiven Peptiden die addquaten Aminosiure-
komponenten durch Aminomalonsédureanteile zu ersetzen sein werden.

Andererseits kann die Aminomalonséiure auch als eine das Glycin substituierende
Aminosiure in Betracht kommen. Hier handelt es sich nicht um eine formelle Sub-
stitution, sondern darum, daB3 in den aminomalonsdurehaltigen Peptiden — infolge
von Decarboxylierung — diese Komponente in einen Glycinanteil umgewandelt
werden kann.

Ausgehend von dem Aminomalonsiduredidthylester [8] haben wir den Carbo-
benzoxy-aminomalonsiure-didthylester hergestellt und aus dieser Verbindung durch
Hydrolyse mit verdiinnter Lauge den entsprechenden Halbester erhalten, der nach
einer aktivierten Estermethode oder mit Dicyclohexylcarbodiimid mit einem eine
andere Aminokomponente vertretenden Aminosiurenabkdmmling in Peptidbindung
" gebracht werden kann. Bei Anwendung dieser Methode ist der Halbesteranteil
der Aminomalonsaure in ein N-Terminal iiberfithrbar.

H,NCHCO—NHCHCOOH

l |
COOEt R
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Die Aminomalonsidure kann auch als C-terminaler Aminosidurerest existieren..
Die Carbobenzoxy-aminosdure kann mit Hilfe der iblichen Peptid-Kupplungs-
methoden mit Aminomalonsiuredidthylester als Aminokomponente zur Reaktion
. gebracht werden.

Z—NHCHCO—NHCH (COOEX),
1 |

‘ Wir haben zahlreiche Oligopeptide mit Aminomalonsidureanteil hergestellt,
. in denen die Aminomalonsdure als N-Terminal und als C-Terminal gleichermalBen
vorkommt. ‘Besonders hervorzuheben sind zwei Gastrinanalog-Derivate, in denen
anstatt des Asparaginsiureteiles ein Aminomalonsdurerest eingebaut ist.

Trp—Ieu—Amal-—Phe—NH : Trp_—Me’c—~Amal—.Phe-—NH2

Lon | - L,

'b) Synthese von Diazoketonen aus Acylaminosiuren unter Verwendung
von gemischten Anhydriden bzw. N, N’-Dicyclohexylcarbodiimid

Die Diazoketone sind vor,allem priparativ wichtig. Diese Zwischenprodukte
der zur Herstellung homologer Carbonsduren geeigneten ARNDT—EISTERTSchen
Synthese [9] sind mittels WoLrkscher Umlagerung auller zur Synthese derartiger

" Carbonsduren auch noch zur Herstellung -von Carbonsidureestern und Carbon-
siureamiden ' brauchbar [10]. Thre vielseitige Reaktionsbereitschaft und Anwend-
barkeit ist neuestens von WEYGAND und BESTMANN zusammengefal3t worden [11].
Unter den Diazoketoaminosduren befinden sich auch biologisch aktive Verbin-
dungen [12]. ' o ‘

Da die WoLrrsche Umlagerung der optisch aktiven Diazoketone ohne Race-
misierung verlduft [13], besteht die Moglichkeit, von optisch aktiven a-Amino-
sauren ausgehend, f-Aminosduren gleicher Konfiguration herzustellen. BALENOVIC
und Mitarb. [14] haben aus Phthalyl-aminosiure-chloriden mit 'D_iﬁzomethan eine Reihe
von Phthalimido-a-diazoketonen und durch WoLFrsche Umlagerung derselben optisch.
aktive f-Aminosduren synthetisiert. BALENOVIC und Mitarb. haben vor allem Phthalyl-
aminosduren angewandt, weil so keine Moglichkeit zur Oxazolonbildung besteht.

- Nach ihrer Vorstellung, die sich. auf die Versuche von KARRER und BUSSMANN
[15] stiitzt, werden die Acylaminosdurechloride R—CO—NH—CH(R)—COOH
bei der Reaktion mit Diazomethan nicht in Diazoketone, sondern in.substituierte
.Oxazolonderivate umgewandelt. So entsteht aus Hippursiurechlorid 2-Phenyloxa-
zolon: : : : : '

g A=

Ceg Y CHoN> ~_C. C=0
0o — S0+ oL en;
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Im Falle von Phthalylaminosduren kann keine Enolisation erfolgen, weil der
Aminosdure-Stickstoff darin tertidr geworden ist, so daB kein Oxazolonring gebildet
werden kann. Als Schutzgruppe bei der Synthese von homologen «- bzw. f-Amino-
dicarbonsduren haben WEYGAND den Trifluoracetylrest [16] und RubpINGER die Toluol-
sulfonyl-Gruppe [17] benutzt, doch drohte in diesen Fillen infolge der Anwendung
von o-Aminocarbonsdurechloriden nicht die ‘Gefahr einer Oxazolonbildung,.

Zu der von a-Aminosduren ausgehenden Diazoketonsynthese sind — unseren
Befunden gemédB — Benzyloxycarbonyl- und rert.-Butyloxycarbonyl-aminosiuren
gleichermaBlen verwendbar. Die Elektronenaffinitit der Carbonylgruppe der Schutz-
_ gruppen vom Typ des Urethans ist wegen des benachbarten Sauerstoffes geringer
als die anderer Acylgruppen, deshalb kommt es nicht zur Enolisation und zur
Bildung eines Oxazolonringes. Im Falle von Hydroxyaminosduren (Serin, Threonin)
sind die Diazoketone wegen der Bildung mehrerer Nebenprodukte jedoch schwer
zu isolieren.

Anstatt der Acylammosaurechlorlde ist es zweckmaBiger, andere in der Peptid-
-chemie verbreitete Acylammosaurederlvate mit aktivierter Carboxylgruppe zu
benutzen. Nach unseren Versuchen reagieren die mit Chlorkohlensdure-isobutyl-
ester oder mit Chlorkohlensdure-dathylester gebildeten gemischten Anhydride der
Acylaminosduren ebenso zufriedenstellend mit Diazomethan wie die entsprechenden
Saurechloride. Dies steht in gutem Einklang mit den Ergebnissen von TARBELL [18].
Wird die Carboxylgruppe mittels N, N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) aktiviert,
verliuft die Reaktion etwas langsamer, und wegen des dabei entstehenden NN’-
Dicyclohexylharnstoffs ist das Diazoketon schwerer zu gewinnen. Die aktivierten
Ester von  Acylaminosiduren (z.B. p-Nitrophenylester, Pentachlorphenylester)
teagieren nicht mit Diazomethan. Am vorteilhaftesten werden zur Synthese der -
Diazoketone die gemischten Anhydride der leicht zuginglichen Benzyloxycarbonyl-
oder der fert.-Butyloxycarbonyl-aminosduren verwendet, wenn auch manchmal die
Ausbeuten niedrig sind.

Nicht nur Acylaminosduren, sondern auch Dipeptide sind zur Diazoketon-
sythese geeignet. So haben wir aus Benzyloxycarbonylleucyl-glycin mit Hilfe von
Chlorkohlensduredthylester mit guter Ausbeute das Benzyloxycarbonylleucyl-
glycyldiazomethan herstellen kdnnen.

Die aus den Acylaminosiduren synthetlslerten Diazoketone sind in der Regel
gelblich-griine, kristalline Verbindungen (die Prolinderivate konnten wir nicht kris-
tallin erhalten). Thre Reinheit wird auBler durch die Elementaranalyse auch mittels
TR-Spektroskopie erwiesen: sdmtliche synthetisierten Diazoketone zeigen ein
scharfes Absorptionsmaximum bei 2100 cm™1.

Worrrsche Umlagerung eines aus einer Acylammosaure hergestellten Diazo-
ketons in Gegenwart von a-Aminosdureester liefert ein Dipeptid mit einem S-Amino-
sdurerest [19]. So haben wir z.B. aus a-Phthalimido-a-diazo-aceton mit Glycin-
benzylester Phthalyl-g-alanyl-glycin-benzylester synthetisiert.

Die Herstellung weiterer Diazoketone aus anderen Benzyloxycarbonyl- ‘und
tert-Butyloxycarbonyl-aminosduren bzw. die Synthese von f-Aminosduren und
Diazo-B-aminosduren ist im Gange. :
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c) Fiir die Peptidsynthese geeignete optisch aktive Pipecolinsdurederivate

In zahlreichen biologisch aktiven -Peptiden kommt die, eine NH-Gruppe ent-
haltende, ,,proteinogene” eiweiBlbildende Aminosdure Prolin vor. Unter anderem
enthalten das Bradykinin und das Oxytocin, aus den wohlbekannten Aminosiuren
bestehende Peptide, welche Trager bedeutsamer biologischer Funktionen sind,
drei bzw. einen Prolinrest. Substitution dieser Prolinkomponenten zeitigt betrichtliche
biologische Verinderungen [20]. Fiir eine solche Substitution kommt z.B. die als
Analogon des Prolins aufzufassende L-Pipecolinsdure (Piperidin-2-carbonséure)
in Betracht, die aus zahlreichen Pflanzen isoliert-worden ist, da sie eine im Planzen-
reich ziemlich hiufig vorkommende Verbindung darstellt und in den pflanzlichen
Stoffwechselprozessen eine gewisse Praecursorrolle einnimmt {21].

Im Schrifttum berichten drei Mitteilungen iiber die Verwendung:der L-Pipe-
colinsdure bei peptidchemischen Arbeiten.- KATCHALSKI und Mitarb. [22] teilen
die Anwendung der Pipecolinsdure beim Studiuni kollagener Modelle mit, NICOLAIDES
und Mitarb. [23] bedienten sich ihrer bei der Synthese von Bradykinin-Analoga und
BeSPALOVA und Mitarb. [24] bei der Synthese von Oxytocin-Analoga. Die zuletzt
‘genannten Autoren teilen keine Finzelheiten {iber die Herstellung der in ihren
Arbeiten benutzten, im Schrifttum unbekannten Derivate mit.

Da die Pipecolinsdure nur als Racemat im Handel ist, fiir unsere peptid-
chemischen Arbeiten aber optisch aktive Stoffe -erforderlich sind, spielt bei solchen
synthetischen Arbeiten eine mit moglichst wenig Verlusten einhergehende, zu
.optisch moglichst reinen aktiven Antipoden fithrende Spaltungsmethode eine Schliissel-
rolle. Die Schwichen der seit langem ausgearbeiteten und benutzten MENDEschen Spal-
tungsmethode [25] mittels Weinsdure, ihrer Modifikationen, wie auch der enzymati-
schen Verfahren sind bekannt. Nimmt man noch hinzu, daB bei peptidsynthetischen
Arbeiten die optisch aktiven Aminosduren, je nach der Art des Einbaues, zumindest
entweder an der a-Amino- oder an der Carboxylgruppe voriibergehend geschiitzt
werden miissen, so erscheint die Anwendung des Prinzips der von VOGLER und
LANz [26] beschriebenen Methode bei der Darstellung der optisch aktiven L- und
D-Pipecolinsduren hochst giinstig. Das Verfahren beruht auf der fraktionierten
Trennung der aus L-Tyrosinhydrazid und der Benzyloxycarbonyl-DL-pipe-
colinsdure hervorgehenden diastercomeren Salzpaare auf Grund der groflen
Loslichkeitsdifferenzen. In diesem Falle konnen beide Antipoden mit geringem
Verlust, d.h. mit groBen Ausbeuten, in optisch reinem Zustand isoliert werden.
Vorteilhaft ist dabei, daB sie gleich in geschiitzter Form anfallen, wie sie bei der
weiteren Verwendung zu peptidsynthetischen Arbeiten erforderlich sind. Im Laufe
der Spaltung konnten die beiden Stereoisomere in Gestalt von Benzyloxycarbonyl-
L-pipecolinsiure-dicyclohexylaminsalz  und Carbobenzoxy—D-plpecohnsaure in
optisch reiner Form isoliert werden. "

Im Laufe dieser Arbeiten gelang uns die Herstellung mehrerer in der Literatur -
bisher nicht ausfiihrlich beschriebener Derivate, in denen die Iminogruppen durch
eine Benzyloxycarbonylgruppe geschiitzt sind. Unter Anwendung der Dicyclo-
hexylcarbodiimid-Kupplungsmethode gelang es, die aktivierten p-Nitrophenyl- und
Pentachlorphenylester dieser Benzyloxycarbonyl-L- und -D-pipecolinsduren her-
zustellen [27, 28]; die p-Nitrophenylester sind Ole; die Pentachlorophenylester
kristallisieren. Bei der Bereitung der Benzyloxycarbonyl-derivate - bedienten wir
uns einer modifizierten Form der von ZERvAS und-Mitarb. {29] eingefiihrten Acylie-

)
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rungsmethode; die Vorschrift dieser Autoren [30] war auch die Grundlage fiir die
Darstellung von Nitrophenylsulfenyl-L- und D-pipecolinsduren, deren stabie
Dicyclohexylaminsalze isoliert. wurden. Wir-haben auch die im Schrifttum ebenfalls
unbekannten Butyloxycarbonyl-L- und D-pipecolinsdure nach der abgewan-
delten Methode von SCHNABEL [31] dargestellt, wobei unter Konstanthaltung: .des
pH-Wertes des Reaktionsgemisches fiir kontinuierliche Einspeisung der erforder-
lichen Natriumhydroxydldsung gesorgt ‘werden mubBte. .
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CTELIVAJIEHBIE HETTPOTEMHOTEHHBIE AMUHOKHCIIOTEI .
‘Y VX TIPUMEHEHUE TIPUTOTOBUTB NENTH/HBIE NIPOM3BO/IHBIE

K. Kosav, F. Hem\e H. I[ombow, I]. Hempew, JI. Eamwnupu

Amuso Kncnonr n nen'mmme POM3BOIHBIC COCTABINSIOT HHTEPECHYIO oﬁnacn; XM
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