Dichlormethan, selektiv zur 12,13-Dihydroverbindung hy-
driert. die nach Chromatographie an Kieselgel in gelblichen
Kristallen erhalten wird [Fp =38 C (aus Methanol);
Ausb. 30 %]. Das Produkt erwics sich als nahezu einheitli-
ches n-Homoacenaphthen 10, was bedeutet, da die Hydrie-
rung von 9 unter Absittigung der peri-Doppelbindung mit
einer volistindigen Umkehr des Bisnorcaradien-1,6-Metha-
no[10]annulen-Gleichgewichts verbunden ist. Die drastische
Gleichgewichtsverschiebung gibt sich in charakteristischen
Anderungen im 'H-NMR-Spektrum, insbesondere in der
Tieffeldverschiebung der Signale von H-3,4,5.7.8.9 um Ad =
0.88 (Mittelwert) und der anniihernden Angleichung von *J; ,
und 3J, , zu erkennen, manifestiert sich jedoch am eindrucks-
vollsten in den '*C-NMR-Spcktren der beiden Verbindun-
gen (Tabelle 1). Wie aus Abbildung 1 zu ersehen ist. werden
die Signale von C-1.6 und C-11 beim Ubergang von 9 nach
10 so stark zu tiefem Feld verschoben. daf} sie nunmehr fast
mit den entsprechenden Signalen von 12, das als optimale
[10JAnnulen-Referenzverbindung fir 10 betrachtet werden
kann, zusammenfallen. Wichtige physikalische Daten der
neuen Verbindungen sind in Tabelle 2 zusammengefafit.

Der Unterschied zwischen 9 und 10 im Strukturtyp
spiegelt sich auch im chemischen Verhalten der beiden Ver-
bindungen, vor allem hinsichtlich der Neigung, bei der Ther-
molyse die Norcaradien-,,Walk-Umlagerung!'®! einzuge-
hen, wider. Die durch den homolytischen Bruch der
Cyclopropanbindung C-6—C-110!'7) eingeleitete ,,Walk*-
Umlagerung von 9 findet bereits bet 120°C [AG* (‘H-
NMR-spektroskopisch ermittelt) = 33.0 kcal mol ™! in Ben-
zol] statt, wihrend die entsprechende [somerisierung von 10
Temperaturen um 250°C [E, = 41.7 + 0.5 kcalmol ™},
lg4 = 14.3 + 0.2 (Gasphase)] erfordert. Eine Erhéhung der
Aktivierungsbarriere der Umlagerung bei 10 entspricht der
Erwartung. da hier der Wanderung der CH,-Briicke die en-
dotherme Bildung des Bisnorcaradiens 11 vorgelagert ist!'8!,

(15}
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Chemoenzymatische Synthesen
von D-®w-Ureidoaminosiuren **

Von Karlheinz Drauz*, Matthias Kottenhahn,
Kyriakos Makryaleas, Herbert Klenk und Michael Bernd

Professor Heinz A. Staab zum 65. Geburisiag gewidmet

Aminosduren der b-Reihe haben grofle Bedeutung bei der
Herstellung von Wirkstoffen. Verbindungen wie n-Phenyl-
glycin und das entsprechende 4-OH-Derivat, nD-Serin, b-
Thienylglycin sind Bestandteile der Seitenketten wichtiger
B-Lactamantibiotikal'l; p-Valin ist Ausgangsprodukt des
Pyrethroids Fluvalinate!?), Insbesondere der rasche Fort-
schritt bei der Entwicklung von Peptid-Wirkstoffen erfor-
dert die Bereitstellung einer Vielzahl strukturell unterschied-
licher D-Aminosiuren®®!. Man verwendet dazu die p-Enan-
tiomere der proteinogenen, anderer natiirlicher oder nicht in
der Natur vorkommender Aminosduren.

In letzter Zeit wurden Therapiekonzepte auf der Basis der
Beeinflussung der Bildung von Releasing-Hormonen ent-

[*] Dr. K. Drauz, Dr. M. Kottenhahn, Dr. K. Makryaleas. Dr. H. Klenk
Degussa AG. Fachbereich Organische und Biologische Chemie
Postfach 1345, W-6450 Hanau |

Dr. M. Bernd
Asta Pharma AG, Abteilung CFW

{**} Aminosiuretransformation 7. Mitteilung, Diese Arbeit wurde von Recor-
dati-De. Bi., Mailand. (Uberlassung der Agrobacterium-radiobacter-Bio-
masse) gefordert. - 6. Mitteilung: K. Drauz, U. Groeger. M. Schifer. H.
Klenk, Chem. Z1g. 115 (1991). im Druck.
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Tabelle 1. LH-RH-Agonisten und -Antagonisten [a]. Die Tabelle zeigt cinige der bisher durchgefiihrten Variationen an der Peptidsequenz.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
LH-RH Glp His Trp - Ser Tyr Gly Leu - Arg - Pro - Gly NH,
Agonisten
Buserelin p-Ser (tBu)
Naferelin p-2-Nal
Lutrelin p-Trp N-Meleu Pro-NHC,H,(1-9) [b]
Leuprolide p-Leu
Tryptorelin o-Trp Pro-NHC,H,(1-9) [b}
Goserelin p-Ser{Bu)
Histrelin p-His(Bzl) Pro-NHC,H (1 -9) [b]
Antagonisten
SB-075 Ac-D-(2-Nal)-p-Cl-D-Phe-p-(3-Pal) p-Cit
Antide Ac-D-(2-Nal)-p-Cl-nD-Phe-p-(3-Pal) Lys(Nic) n-Lys(Nic) Lys(iPr) p-Ala-NH,
Hoe 2013 Ac-D-{2-Nal)-p-Cl-b-Phe-p-Trp p-Ser(Rha) Azagly-NH,

[a] Glp = Pyroglutaminsdure, 2-Nal = 2’-Naphthylalanin, 3-Pal = 3'-Pyridylalanin,

Aminosduresequenz auf neun Aminosiuren, Position 10 entfillt.

wickelt. Ein proniinentes Beispiel hierfiir ist das Decapeptid
LH-RH (Luteinizing Hormon Releasing Hormon oder Go-
nadorelin), das zur Gruppe der Liberine geh6rt und im Hy-
pothalamus gebildet wird. LH-RH setzt in der Hypophyse
die Gonadotropine, d. h. die geschlechtsunspezifischen Sexu-
alhormone Fopliotropin (FSH) und Luotropin (LH) frei.

Mit potenten LH-RH-Agonisten oder -Antagonisten ist es
daher moglich, sexualhormonabhingige Krankheitsbilder
wie Mamma- und Prostata-Karzinome sowie Endometriose
zu therapieren!®. Insbesondere in jiingster Zeit wurden LH-
RH-Antagonisten entwickelt, die sofort nach Beginn einer
Therapie durch die Blockierung der LH-RH-Rezeptoren die
Freisetzung von LH und FSH vermindern. Die Priparate
der ersten Generation waren wegen ihrer starken Histamin-
freisetzenden und damit allergischen Aktivitdt nicht geeig-
net. Durch Variation der Peptidsequenz, vor allem durch den
Einbau nichtprotzinoger D-Aminosduren an verschiedenen
Positionen, wurde eine deutliche Absenkung der Nebenreak-
tionen erzielt. In Tabelle 1 sind die wichtigsten LH-RH-Ago-
nisten und -Antagonisten zusammengefal3t.

Bei der Synthese des sich in klinischer Entwickling befin-
denden Releasing-Hormon-Antagonisten SB-075 wird p-Ci-
trullin (p-Cit) 1 bendtigt, eine nicht natiirliche p-w-Ureido-
aminosidure!®). Die Gewinnung von D-Cit in einer asymmet-
rischen Synthese erscheint problematisch; eine klassische en-
zymatische Racematspaltung wiirde einen guten Zugang
zum racemischen Citrullin vorraussetzen, das nur schwierig
und mit erheblicher Nebenproduktbildung aus L-Cit oder
anderen Vorstufen erhalten werden kann. Deshalb galt unse-
re Suche nach einer moglichst einfachen Herstellung fiir D-
Cit, ausgehend von einer preiswerten, chiralen Aminosiure.

Literaturbekannt ist, da man racemische Aminosiure-
hydantoine durch ein p-Hydantoinase-/Carbamoylase-Sy-
stem praktisch quantitativ in D-Aminosduren umwandeln
kann!®l. Im In-vivo-Stoffwechsel liegt die Bedeutung der
Hydantoinasen im Abbau von Nucleinbasen. Deshalb wur-
den diese Enzyme als Dihydropyrimidin-Amidohydrolasen
(E.C. 3.5.2.2) klassifiziert. Die Hydantoinase-/Carbamoyla-
se-Systeme wurden bislang technisch bei der Produktion von
D-Phenylglycin und p-p-Hydroxyphenylglycin eingesetzt, da
sich mit ihnen aromatische und einfache aliphatische p-Ami-
nosduren gewinnen lassen. Uber die Substratspezifitit ge-
geniiber in der Seitenkette aminofunktionalisierten Hydan-
toinen gibt es keine Angaben!”\.

Fiir die Gewinnung von D-Cit wihlten wir ebenfalls dieses
Synthesekonzept. Die von p-Cit ableitbare L-Aminosidure
gleicher C-Zahl ist L-Ornithin 2, die durch enzymatische
Spaltung der preiswerten proteinogenen Aminosdure L-Ar-
ginin 3 zugdnglich ist (Schema 1). Setzt man 2 mit zwei
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Ni¢ = Nicotinoyl, Rha = Rhamnosyl. [b] (1-9) bedeutet Verkiirzung der

Aquivalenten Cyanat um, entsteht die o.0-Bisureidoverbin-
dung 4, die auch aus L-Cit und einem Aquivalent Cyanat
erhalten werden kann. 4 wird unter sauren Bedingungen in
das 5-(3-Ureidopropyl)hydantoin (Citrullinhydantoin) §
umgewandelt. Dieses Substrat wird iiberraschenderweise
von unserem Hydantoinase-/Carbamoylase-System aus dem
Stamm Agrobacterium radiobacter akzeptiert'® und liefert in
guten chemischen und optischen Ausbeuten p-Citrullin. Bei
dieser Umwandlung racemisieren Hydantoine mit ausrei-
chender Aciditit unter den alkalischen Reaktionsbedingun-
gen chemisch. In Anwesenheit von Racemasen kann die Re-
aktion auch enzymatisch katalysiert ablaufen. Somit sind
D-Aminosduren aus L-Hydantoinen zu erhalten, eventuell
eine prinzipielle Methode zur Konfigurationsumkehr.

NH
HINJLN/\\/\]/COOH L-Arginase F(?il) HZN/\\//\YCOOH
H NH, + H,0: - Harnstoff NH,
L-Arg 3 L-Orn 2
]
| 220CN
O ({) 0
H1 1
HZN/U\E/\/’\(kNH (_p;_()_ HZN/J\P{,/\/ COOH
HN T HN. NH,
A e
O

L-Cit-Hydantoin L-5 AN*-Carbamoyl-L-Cit 4

pH 8-10 H

O 0] Agrobacterium O
radiobacter " H
HZNJL /\\/\_/ILNH TRy H,N N YCOO
H HN- U0 €Os H NH,
o) 3

p-Cit-Hydantoin pD-5 p-Cit 1

Schema 1.

Dariiber hinaus wollten wir priifen, inwieweit bei vorgege-
benem Biokatalysator das Substratspektrum variiert werden
kann.

Aus einigen einfach zu erhaltenden racemischen oder L-
a,w-Diaminocarbonsiuren wurden die zu § analogen Hy-
dantoine hergestellt’®! und in die Biotransformation einge-
setzt (Tabelle 2). So lassen sich eine Rethe interessanter n-
konfigurierter w-Ureidoaminosduren gewinnen, die fermen-
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Tabelle 2. Gewinnung von b-w-Ureidoaminosiuren.

Hydantoin D-Aminosiure Ausb. [%] [a] ~ [%) [b)
i 7 i
H,N/I\Nm/kNH HZNJ\E(\)“\,/COOH
R G FINE NH
A\ 2
n=1 o} »-Albiziin[10] 69 >99
n=2 p-4-Ureido-2-amino- 73 98 99.8
buttersiure{11]
n=3 b-Citrullin [12] 79 96-99.8
n=4 p-Homocitrullin[13) 70 60
(6] H
H )
H,N__N COOH
HNG N g A, Mo O
0 HN— 0 NH,
m =1 0O n-w-Ureido-AEC(c] 7 98 99.8
m=2 D--Carbamoylthialysin [14] 78 98 99.8

{a] Ausbeute an isoliertem Produkt. [b] Gehalt an p-Enantiomer, bestimmt durch Vergleich mit Literaturdaten oder chromatographisch bestimmt mit racemischem
Vergleichsmaterial {10 14]. in ciner Bandbreite bei verschiedenen Ansiitzen. [c] AEC = S-Aminoethylcystein.

tativ nicht und rein synthetisch nur unter groBem Aufwand
zu erhalten sind. Diese Beispiele zeigen die Vorteile der Kom-
bination chemischer und enzymatischer Verfahrensschritte
bei der Gewinnung enantiomerenreiner, nicht natiirticher
Aminosiuren.

Experimentelles

Kurzbeschreibung der Gewinnung von o-Citrullin 1 (C,H,;N,0,. M =
175.19) [15]: Eine Losung von § (analog [9] hergestellt) (4 g, 22.8 mmol) in
Wasser (55 mL) wird mit Natronlauge auf einen pH-Wert von 8.4 eingestellt.
Dic Losung wird nun in cinem Schiittelgefiif bei 40 C etwa 10 min entgast. mit
Biomasse (Agrobacterium radiobacter. (1.5 g) unter N,-Atmosphiire versetzt,
nochmals entgast und mit N, beliftet. Das Gefi3 wird 24 h bei 40° C und 6 bar
Uberdruck N, . danach 24 h bei 40 C unter Normaldruck geschittelt, anschlie-
Bend abgekihlt und auf pH 9 gebrucht. Mit einer Zentrifuge werden die Fest-
stoffanteile der Biomasse abgetrennt, die verbleibende Losung mit Aktivkohle
peklirt. Ausbeutein Losung 95%. Zur Isolierung wird durch einen stark sauren
fonenaustauscher (Merck, IR 120) filtriert und das Defluat verworfen. Es wird
mit 5 proz. wiilirigem NH, cluiert. die Ldsung zur Trockene eingedampft und
der Riickstand n wenig Wasser geldst und durch Zusatz von Ethanol ausgefallt.
34g (85%), Fp =215 218 C (Zers.). [43°: + 22 (¢ =2 in I ~ HCl); 'H-
NMR (250 MHz, D,0): 0 =373 (m. tH. Ha), 3.1 (m, 2H, Hy). 1.4 2.0
(2xm. je 2H. A + Hy).
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2,3,6,7-Tetramethoxythianthren-Dikation: Ein
aromatisches n-System gibt seinen Geist auf **

Von Hans Bock*, Andreas Rauschenbach, Klaus Ruppert
und Zdenck Havlus

Gewidmet Edgar Heilbronner zu seinem 70. Geburistag

Vor mehr als einem halben Jahrhundert hat E. Hickel die
(4n + 2)r-Elektronen-Regel fiir cyclische n-Systeme vorge-
schlagen. Dieses einfache und faszinierende Konzept!!! sti-
mulierte die Synthesen einer Vielfalt neuartiger Molekiile
und Molekiilionen, welche im Laborjargon hiufig als ..aro-
matisch’* (griech. aromatikos = wiirzig riechend) bezeichnet
werden und sich nach umfangreichen Messungen und quan-
tenchemischen Berechnungen durch energetisch giinstige
Elektronenverteilungen auszeichnen!?!, Abweichungen von
der jeweils optimalen Elektronenzahl sollten daher betricht-
liche Stérungen!'! bewirken kénnen, und es miiiten, wie
schon bei Redoxreaktionen anderer organischer Verbindun-
gen®, iiberraschende Strukturinderungen zu beobachten
sein.

Als Modellsubstanz haben wir 2,3,6,7-Tetramethoxy-
thianthren TMT (Schema 1) gewiihlt!** " das im Gegensatz
zum Kohlenwasserstoff-Analogon Anthracen mit 14 n-Elek-
tronen nicht planar, sondern infolge der durch die Schwefel-
Substitution um zwei erhdhten n-Elektronenzahl wie der un-

[*] Prof. Dr. H. Bock, Dipl.-Chem. A. Rauschenbach,

Dipl.-Chem. K. Ruppert, Dr. Z. Havlas {"]

Institut fiir Anorganische Chemie der Universitit

Niederurseler Hang, W-6000 Frankfurt am Main

Stindige Adresse: Dr. Z. Havias, Institut fiir Organische Chemie und

Biochemie der Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften,

Flemingova Nam. 2, CS-16610 Prag 6 {Tschechoslowakei)

[**] Strukturen sterisch {iberfiiliter und ladungsgestorter Molekiile, 6. Mittei-
lung. Diese Arbeit wurde vom Land Hessen, dem Fonds der Chemischen
Industric und der Alexander-von-Humboldt-Stiftung (£.H.) gefordert. -
5. Mitteilung: H. Bock, 1. Gobel, Z. Havlas, H. Oberhammer. S. Liedle,
Angew. Chem. 103 (1991} 193 Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 30 (1991) 187.
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