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106. Rationelle Synthese von a-L-Homoprolinl) und einiger Derivate. 
Herstellung von 7-a-~-Homoprolin-bradykinin 

von L. Balhspiri, B .  Penke, Gy. Papp, Gy. Dombi und K .  Kovhcs 
Institut fur Organische Chemie der Attila J6zscf Universitat Szeged (Ungarn) 

(17. I. 75) 

Summary. Optically pure a-r-homoproline can be prepared with good yield from N-benzyloxy- 
carbonyl-L-proline through its diazoketone-derivative. Preparation of derivatives of a-L-homo- 
proline used in peptide chemistry, and of 7-a-~-homoproline-bradykinin, as well as biological 
investigation of the latter are described. 

Die Untersuchung der Zusammenhange zwischen der chemischen Struktur und 
der biologisclien Aktivitat bekannter Peptidhormone liefert wertvolle Informationen 
uber die Synthese von Analogen, in denen statt der ursprunglichen Aminosaure 
strukturell ahnliche, (( nicht-proteinbildende )) Aminosauren [ 11 verwendet werden. 
Statt  Prolin wurde von anderen Forschern [Z-61 und auch von unserer Gruppe [7-131 
meistens Pipekolinsaure verwendet. In Laufe unserer Arbeit zeigte sich, dass auch 
a-L-Homoprolin anwendbar ist, das unseres Wissens fruher fur peptidsynthetische 
Arbeiten nicht verwendet wurde. Im folgenden berichten wir uber die peptidchemi- 
sche Anwendung des a-L-Homoprolins z ) .  

Vor allem wurde eine rationelle Synthese des L-Homoprolins ausgearbeitet 
(Schema 1).  Es gelang uns, aus 2-L-Prolin 1 auf dem in dieser Zeitschrift beschriebe- 
nen Wege [14] a-I--Homoprolin 6 in optisch reiner Form rnit guter Ausbeute zu er- 
halten. 

Schema 1 
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l) Die Benzyloxycarbonyl-Gruppe ist abgekurzt mit Z, die Methylester-Gruppe mit OMe. das 
Dicyclohexylcarbodiimid rnit DCCI, das 1-Hydroxybenzotriazol rnit HOBt, das Dicyclo- 
hexylamin mit DCHA, das N-Hydroxysuccinimid niit HOSu, cr-L-Homoprolin (Pyrroliclin-2- 
essigsaure) mit HoPro bezeichnet. 
Diesbezugliche Einzelheiten sind bisher unpubliziert. 2, 

61a 



970 HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 58, Fasc. 4 (1975) - Nr. 106 

Aus 1 und Diazomethan wurde iiber das gemischte Anhydrid das Diazoketon 2 
und daraus durch Wolf’sche Umlagerung in Gegenwart von Ag,O-Katalysator 
Z-a-L-Homoprolin-OMe 3 erhalten, das durch Saulenchromatographie an Kieselgel 
gereinigt wurde. (Die photokatalytische Umlagerung von 2 zu 3 zeigte sich nicht 
gangbar.) Alkalische Hydrolyse des 3 fiihrte zu Z-a-L-homoprolin 4, das als DCHA- 
Salz 5 in Kristallform isoliert wurde. Das optisch reine a-L-Homoprolin 6 wurdc 
durch hydrogenolytische Abspaltung der Z-Gruppe erhalten. Reinheitskontrolle 
und Identifizierung der Zwischen- und Endprodukte wurde durch Diinnschicht- 
chromatographie, 1R.- und NMR.-Spektroskopic, Elementaranalyse und Messung 
der optischen Drehung durchgefiihrt. 

Aus 4 wurde rnit HOSu der Z-a-L-Homoprolinsuccinimidester 7 und rnit Am- 
moniak iiber das gemischte Anhydrid das Z-a-L-Homoprolinamid 8 erhalten. 

Zur Synthese des 7-a-~-Homoprolin-bradykinins wurde die Methode der Frag- 
mentkondensation benutzt ; das bekannte Nonapeptid-Analog wurde durch Kupp- 
lung von drei Tripeptid-Fragmenten hergcstellt (Schema 2). 

Der aktivierte Ester 7 wurde rnit dem Dipeptid 10 gekuppelt. Vom Tripeptid 11 
wurde die Z-Gruppe durch 4 N  HBr in Eisessig entfernt. Der freie Tripeptidester 
12 wurde rnit dem aus dem Tripeptidhydrazid 13 hergestellten Azid, ohne Isolierung 
des letzteren, mit dem geschiitzten Hexapeptidester 14 gekuppelt. Nach Abspaltung 
der Z-Gruppe von 14 wurde der freie Hexapeptidester rnit dem Tripeptid 15 durch 
DCCI-Kondensation in Gegenwart von HOBt gekuppelt. Die Methylester-Gruppe 
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wurde vorn Nonapeptidester 16 durch alkalisdic Hydrolyse und die andarcn Scliutz- 
gruppen vorn Nonapcptid 17 durch katalytisclic Hydrierung entfernt. Uas freic 
Nonapeptid 18 wurde durch Chromatopqdiie an CM-Cellulose gereinigt. Die Kein- 
heit des Endproduktes wurde durch Aminosaurcti-Analyse, Elementaranalysc, 
Elektrophorese, Diinnschichtchromatograyhic u ~ i d  Mcssung der optischen Drehung 
kori tralliert . 

Llas Prndukt zeigtc an Rattcn-Ilcuni getestet dieselbe Aktivitiit wi.c synthcti- 
sches Bradykinin 3). 

1)ic Verfdsser dankcn Frau I)r. K. Lang. Lcitcrin i~nscr(:s niikroanalytischcn Laboratoriums 
und ihren Mitsrbcitcrn fur dic ElerncntaraniL1ysc:n unt l  I K.-Spcktren, Hcrm R. Fewnczi uncl 
.I. FiiZ8# fllr die Aminosauren-hnalyscn und tcchriischc I.lilfc. 1ic:rrn n r .  J. Lonc~vics~) fiir dic 
biologischen I J ntersuch ungen . 

Experimenteller l'eil 

Allternsine Bcmvkungen. l hc  Smp. wurdcn aul oinctii KuJer-Ulock untl dic: L)rcliungcn niit 
uinurn hiss-Polarimctcr bcstimmt und sind korrigicrt. ll<.-Sipcktrcn wurdcn mit cinom Spcktro- 
photomctcr Unicam SP 200 in KRr-Pastillen crmitti!lt; NMl<.-Spektren wurdc:n bci ti0 M H z  mil 
cinem NM,K.-SpcktrophotoInetcr J1:'OL in Deutcriochlorclloriii bcstimnit. R~inhuilsktrnlroIlcn 
und Tclentifizicrung geschahcn dunnschichtcl~romatogra~~liisch an Kiesctgelplattcn (!Wevck). I)ic 
Laufinittcl hattcn Iolgcatle Zusammmsctzung : A) 1- t~utanol/Eiscssig/Wasscr 4: 1 : 1 ; U) Essig- 
r:ster/Pyridin/Eiscisig/~'~~~er 120: 20:6: 11 ; C) I':ssiRcstcr'!l'yridiii/Eiscssig/Wnssc:r 60:20:6: 11 ; 
I))  Essigestcr/Pyridin/Eiscssig/Wasser 30: 20;6: 11 ; E) ~:hlnrofotm/Methanol 8: 2 ;  F) CI~loroforrn/ 
Mcthanol '1: 1 ; C;) Chlarofortn/Accton 7 : 3; H) C:hlnrofr)r~n/:lcc~o~ 9: 1 ; I) Clilorc)for~i/Tctra- 
cliIorkohlcnstoff/Melhanol 5 :4 : 1 ; J) Eisc:sdg/Rcnxol 7 : 1 .  Anfiirbung rnit Ninhydrin, Chlor- 
toluidin-Rcagens, Sakaguchi-Reagens. 

IliazoReiott 2. 24,93 g (100 rnmol) Z-~-Proljn wonlvn in 200 r i d  Ather gcliist, auf -15" gek.iihl.t 
und untcr Riihrcn tropfenwcise mit 14 ti l l  (100 iniriol) 'rriiithylnmin und 13 ml (101) rnniol) (:hlor- 
ameisensgure-set.-butylestcr versctzt. Ihs ausgeial Itt: Triiith~laminhyclrochlori~ wird abliltriert 
und bci derscltien '1'r:mperatur 420 nil (150 rnniol) lhmnictlian in akherischcr 1,Ssung troylcn- 
weisc zum Reaktionsgemisch gcgebcn, 4 Stci. untcr 0" gcriihrt und iibcr Nacht ini ICiihlscbrank 
stehengelassen ; die athcrischc Usung mit Wasset, vtrrtliinnter Ng/triumtiydrogencarboriarlijvui~g 
und wicder mit Wasscr gewaschen, iibcr Natriumsidfdt gctrocknct und zulctzt i. V. zur Trockenc 
eingedampft: 25.09 g 01 (91%), chromotographisch rein; Rf (A) 0,7; H f  (C) 0,95: Rf (E) 0,Y; 
Rf (I) 0,R. 

Z-o?-r-lfomopvolanmetirykstev (3). 12,O.Z g (44 oiinol) 2 wcrclcn in 110 rnl Mcthanol gcliist m d  
rnit 1,'78 g (8,8 Inmol) Ag,O am.Waaserbad untcr 1tiickflus.r 12 Stcl. gckocht. 13cr Katalysator wird 
abfiltricrt, das Filtrat cingedampft und dcr Xilckstanrl $11) an 300 g Kiesclgel clirotnatogr.zI)liisch 
unter Lichtausschluss gercinigt. Zum Eluicrrn wird Chloroform/Mc:thanol rnit stcigendcr Mcthsnol- 
Konzentration benlltzt. Nach Entfcrnung dcr Vcrunroinigungen wird hei 10% Mctlianol-Koriecn- 
tration das Produkt cluiert: 11,s g 61 (95,10/,), chroiriatographisch rcin; Rf (A) 0.7; Rf ( C )  0,95; 
Kf (E) 0,9; Rf (I) 0.8. 

Z-oc-~-HomopvoEn (4). 11,5 g (41.8 mmol) 3 werclcri ia 20 1111 Methanol gcliist i i~id rnit 22 1111 
(YO mmol) 4 N  Natriurnhydroxidlasung vcrsetxt. Uio mcrst cntstancienc Emulsion gcht allmahlich 
in Usung. Nach 2 Std. Riihree h i  KT. wird das Reaktiunsgcrriisch rnit konz. Salzdurc an- 
gesauert und rnit Essigester extrahicrt. Diu Essigcsterphasc wird mit Wasser gewaschcn. ubcr 
Natriumsulfat getrocknet und i. V. zur 'Srockcne eingatlampft : 9 g (81.5 "/o) chromictographiscli 
rcines 81, Rf (A) Oh; Rf (C) 0.75; Rf (1;) 0 3 5 ;  1Cf ( T )  0.05. - 1.H.: vmax(C. 41): 169.5, 1635 C J d ;  

vm*&-H) : 2890-2990 ern-', vmc+(Ar) : 1410 cm-I, 710 crri-l. - NMR.: bn = 3,45 ppm, 131% = 
2,05 ppm, Ilc = 1,9S ppzh, 6~ = 4,3 ppm, B E  -A 1,2 ppm. 

a) 
4) 

Als Standard wurde das Praparat (r I.3ICS 640, Smdoz bcniitrt. 
Klinik fur Internc Medizin N" 1. dcr Medizinischcn Universitit Szeged. 
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D~~yclohexylammrmlumsalz drs Z-a-bflnmoprolins (5). 10.5 g (40 mrnol) 4 werdcn in 50 rnl 
Essigoster gelfist, auf 60'' crw&rmt; 9.8 ml (50 xnmol) DCHA werdcn tropfenweise zur Issung 
gegcben und das Gerniscli langsarn auf .KT. abkuhlcn gchswn. Die ausgcschiedenen Kristalle 
werdcn abfiltriert, iiiit kaltem Essigestcr gewaschon und ous Athanol umkristallisiert: 16,W 
g (90,1%), Srnp. 145.146'. [a]g = -6" (c = 1. Methanol). 

CwII,IN,04 (44539) Hcr. C 70.09 H 9,2 N 6,28% Gcf. C 69,Hl 13 9,l. N 6,20% 

u-I.-lfionzop~o~in (6). 4.36 g (10 mmol) 5 wcrdexi in 15 ml -%thanol gclost, 5~ Schwefclsaurc in 
uberschuss zugcgelxw und Std. h i  KT. gCriihTt. Dic Losung wird i.V. zur Trockone cinge- 
clampft. Dcr Ruckstand (2.67 g chromatographisch reincs 81) wird in 25 rnl Methanol gelfist untl 
in Gegenwart von Pd/C katalytisch hydricrt. Nach Abliltricren des Katalysators wird die 
Losung i .  V. cingedampft. LXc: ausgcfrtllencn Kristnllc wertlcn abfiltriert, mit Ather gewaschen 
und aus AthanollKther umkriatallisicrt. 1,0 g (77,.5%), Smp. 194-196", La1& = -72" (c = 1. 
3~ Salzsaurc). . -  IR.: Y , , , ~ ~ ( C ~ O )  1695, 1635 ctn-i, V ~ , , ~ ( C -  H) 289k2990. - NMR.: de: 1,2 ppm. 

CBII,,NO, (129,lS) I3er. C 5.5,73 H 8.59 N lCl,S% Gef. C 55.65 H X,5O N lO,8% 

Z-~-L-N-(ifomoprc~lyloxy)-suc~iilzimid (7). 9.0 g (35 mmol) 4 und 4,6 g HOSu wcrdcn in 75 tnl 
l)ioxan/L,Z-Dirnethoxy~than 1 : 1 gclost, gcklihlt untl 7,3 g (35 mmol) DCCI zugegebcn. Das 
Ccmisch wird 2 Std. kalt, dann 2 Std. bei R'J,'. gcruhrt und iilmr Nacht stehcngelassen. l3ar ails- 
gcfallenc l.licyclohcxylharnstoff wirtl abIiltricrt und mit 1,)ioxan gewrtschcn. Dir: vercinigten 
Filtrate wcrden i .  V. cingetlampft, das zurllck~~lcibendr: 61 in 'Essigcster aufgent~minen, die Losung 
niit Wasser gewaschen, iibor Natriiimsulfal getrocknct und ziiletzt i. V. wieder zur Trockenc cin- 
gedampft. Der Ruckstand wird aus 2-ProropanoJ urnkristallisiert : Snqx 92-94", [aJF5 = - 20' 
(c = 1, Mcthanol). Ausbcutc 5.4 g (66,7U/,). 

C1,H,,N,O, (360,37) Ber. C S9,9 H 5,59 N 7.8% Gcf. C 59,2 H 5,3 N 7,9% 

Z-u-L-Homoprolinumid (8). lO,S2 g (40 mmol) 4 werdrm in 70 ml Essigestcr gclost und untcr 
Kahrcn auf - 20" gckiih1t;dann werdcn 4,44 ml (40 rmnol) N-M.cthylmorpholin und 5,2 rnl (40 
mmol)'ChlorameiscnsLurc-sec.-butylcstcr untcr Rijhren troplenwcise zugegebcn. Das nach 2 Min. 
aiisgefallcne N-Methy Itnorpholin-Salz wird ahfiltriert, das gcsamtc gerriischtc Anhydrid in cin 
vorher auf - 20" gekiihltes Reaktionsgefass gcstcllt und bei derselbon Tcmperatur 1 Std. lmg 
hmmoniak-Gas durchgclcitet, Nach 2 Std. Hllhrcn (1 Std. bei 0" untl 3 Sttl. bei RT.) und wieder- 
holtem Filtiiereu wird dic Muttcrlaugc nlit vord. ~~ntriumhydrog~ncurhonatliisun~ und Wasser 
gcwaschen. Nach Trockncn iher Natriumsulfat wird das I&ungsmittel i .  V. cingedampft und 
dcr tiligo Ruclrstand aits EssigestcrlAther kristallisiert. Aushcute 7.97 g (76,0%), Smp. 1.29-130", 
[a$ = -27" (c = 1, Methanol). 

CI4Hl8N8O3 (262,32) Rcr. C 64,13 I1 6 , O  N 10,68yo Gef. C: G 4 , l O  H 7,15 N 1.0,34"/, 

% - a - L - l f o m o p r u l y ~ - ~ . - p h ~ n y l a l u n y l - ~ - ~ ~ t r o ~ r ~ ~ ~ ~ n ~ ~ L h y ~ e s ~ c r  (1 1). 5,14 g (1 0 mrnol) 9 werdcn 
rnit 4~ HBr in Eisessig bei R T .  45 Min. lang behanddt, das gebildeto I;)ipeptidester-hytlrr~br~~iid 
LO mit Ather gcfallt, abliltricrt, rnit Atht5 gewaschen iind i.V. getrocknet. 10 wird in Dimethyl- 
formamid gelost, tlic Wsung auf 0" gekuhll, rnit 11,l nil (30 mmol) N-Methylmorpholin, und 
hicrauf rnit 3,6 g (10 mmol) 7 versctzt, 1 Std. h i  0" gcriihrt und nach 24 Std. Stehcn lxi R T .  auf 
Wasser gegosson. n ic  Suspension wircl mit Essigestcr extrnhiert und clcr Extrakt rnit verd. 
Natri~imhydro~encarbonatlosung, IN Ammoninmhydroxidliisl~ng, vcrd. Salzsaurc untl Wasscr 
gewaschen. T)as zuriickgebliebenc bl wird rnit Ather vcrrieben nnd ails 2-Propanol/.&tlier krislal- 
lisiert. 4,85 g (79%) weisse Kristallo, %hp. 86-89", [a]$ = - 30'' (c 7 1, Dimcthylfortndmicl). 

Ca,,H,9N,0, (625,6) Ber. C57,6 1163 Nl5,7u/, C k l .  C57,l. H 6,O N X5,4% 

Z - G l y c y l - L - ~ h E n y l a l a n y l - L - s e v y l - u - i ~ - h u ~ ~ ~ r ~ ~ y l - ~ - ~ h ~ ~ y ~ ~ ~ ~ n y l - ~ - n a l r n a ~ ~ a n a n ~ e ~ h y ~ e s t e r  (14). 
1,87 g 11 werden mit 4~ HBr in Eisessig bei KT. 45 Min. h!honddt, das gcbildetc 'h-ipcptidestcr- 
hydrobromid 12 mit Ather gefallt, abfiltriert, mit Ather gcwaschon untl i.V. gctrocknct. 12 wird 
in 10 ml YinicthylIormamid gelfist, die Losung a.uf - 15' gekiihlt und niit N-Methylmorphalh 
auf pH 8 eingestellt. Die Axidkomponcntc wird durch Llisen von 1.,37 g (3 mmol) Z-G~YCYI-L- 
phenylalanyl-~-scrylhydrazitl 13 in 6 rnl Dimethylformamid, Kiihlcn aiif - 1.5' iind tropfenwcise 
Zugrtbc von 1,5 nil 6~ Salzsaure und 0,22 g konz. wasserigcr Natriurnnitritl6sung hergestellt uncl 
5 Min. h i  dersclbcn Tomperatur weitcrgeruhrt. 
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Die Azidlijsung wird in die TBsung der Xminkoinponente gotropft, das Gemisch 1 Std. bci 
- lo", wcitere 3 Std. hei 0" gerlihrt, dann 24 Std. irn Kiihlschrank stehengelasscn. Nach Ein- 
dampfen iler L&ung wird dcr Ruckstand in Essigestcr/Wasscr gclikt und die oqanische Pbase 
rnit verd. Salzaure, verd. N~triumhydrogencarbonatliisung untl Wasscr gcwaschen. Uic UsuIig 
wird i.V. eingedampft, dcr Ruckstand in Xthcr vcrriebcn untl das gdbliche, amorphe Pulver 
durch J2allung aus Mcthanol/Athcr gcreinigt : l ,W g (700/;), Smp. 133- 137", [ o L ] ~  = - 36" (c = 1, 
Diniethyl formamid). 

C4iHMNloU12 (917,O) Her. N l.5,63%, Gcf. N 15.1% 
Z - ~ . - N i t r o a r ~ ~ r r y l - ~ - ~ v n l y l - ~ - ~ v o ~ y l - g l y ~ ~ ~ l - ~ - ~ h e ~ ; y l a l u ~ y l -  ~.-savyl-a-~.-homopvolyl-~-phenylala~y~- 

L-nitroavgirrilzme~~ylerter (16). 1,38 g 14 wcrdcn in iibcrschiisaigc:r l'rifluoressigsaure gelost ; dann 
wird unter standigcm Riihren bei 0" 45 Min. lang HUr-Gas (lurch dic Usung gcleitct. Nach 
Erwhmen auf R'l'. wird dic Lijsung i. V. eingediimpft, dcr Jlrickstand rnit Ather verricben, ab- 
filtricrt, mit Athcr gewaschen und j ,  V. getrocknet. '13as xuriickblcibenda I-Texnpeptid-hydrobro- 
mid, 822 mg (1,s mmol) Z-r~-Nitroarginyl-L-prolyl-L-prolin und 202 mg (1.5 mmol) HORt wc:rdcn 
in 10 ml Uimethylformamid gelost, djc Lijsung auf 0'' gckiihlt, dann 0.17 ml (1,5 mmol) N-Mcthyl- 
morpholin und 340 mg (1,65 mmol) DCCI zugegobcn. Nacli Ahfiltriercn dcs Dicyclohexylharnstof- 
fes wird das Filtrat i. V. zum Trocknen cingcdamptt, der Rest in Chloroform/Wasser 5: 1 geliist iind 
dic organische Phase mii: verd. KHSOd-TA6snng, verd. Natriu mhydrogcncsr~~onatliisung und Was- 
scr gewaschcn, gctrocknet und dic Ldsung i. V. oingc:tlamplt. Dcr Rackstand wird in Chloroforxn 
gelost, an cincr KieseIgclsaule chromatographicrt imd mit Chloroform/Methxnol untcr stufcn- 
woiser Steigerung dcr McthancrlkonzcntraLion cluicrt: 1,O.j t: (54.7,). Smp. 122. -130", [a]% =j - 52' 
(c = 1, Lliniethylforniaiiiid). 

CwI181Nl,0,, (1312,4) Ucr. N 18,l "/o CM. N 18.0% 
L-A r~inyl-L-proly l-L-proly l-glycyl-L-pheu-L- hnmoprolyl-L-~~erry~ayralanyl-lzar~~~~~ 

3CH,C0011 (18). Die T-iisung von 750 mg 16 in L>ioxan/Mcthanol5: 1 wird rnit 0,2 m l 2 ~  Niitrium- 
hyrlroxid vcrsetzt, 3 Std. bei RT. gerlihrt und cingctianipft. Der Ruckstand wird mit 1~ Sals- 
slureliisung vcrriebcn, abfiltriert, niit Wasscr, dann mit Essigestcr gcwaschen, gctrocknet, d e ~  
Riickstand in IZisessig/McthanolZ: 1 wider geldst untl in &gcxiwnrt von Pd/C unter mehrmaliger 
Zugabe von Irischcm Katalysator hydriert. Nach Abfiltriercn tlcs Ketalysators wjrd &as liiltrat 
i.V. zur Trockcne cingedanipft, dcr Rlickstand in Eiscssig goliist unrl an einer CMC-SLulc chroma- 
tographisch gcreinigt. Dts reine Nonapcptidtriacctat wird durch Gradicntenclution mit 0.9 M 
Ammoniumacetat (pH 5 )  gewonncn: 28.5 mg rcines Nonapeptidtriacetatltriacetat (40"/,), Smp. 160-1 6S0, 
[a]$ = - 80" (c = .I, Eiscssig). 

C,,H,,N,,O,l - 3CR,C0011. (1254,3) '&r. N 16,70/, Gcf. N 16.4% 
AminoYaurcn-Analysc: A r g  1.83 GIy 1,O Hopro 1.02 t'he 1,96 Pro 1,88 Scr 0,87 
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