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

von L. Balaspiri, B. Penke, Gy. Papp, Gy. Dombi und K. Kovacs
Institut fir Organische Chemie der Attila Jézsef Universitit Szeged (Ungarn)

(17.1.75)

Summary. Optically pure a-L-homoproline can be prepared with good yicld 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-L-homoproline-bradykinin, as well as biological
investigation of the latter are described.

Die Untersuchung der Zusammenhinge zwischen der chemischen Struktur und
der biologischen Aktivitit bekannter Peptidhormone liefert wertvolle Informationen
iiber die Synthese von Analogen, in denen statt der urspriinglichen Aminosiure
strukturell dhnliche, «nicht-proteinbildende» Aminosduren [1] verwendet werden.
Statt Prolin wurde von anderen Forschern [2-6] und auch von unserer Gruppe [7-13]
meistens Pipekolinsdure verwendet. In Laufe unserer Arbeit zeigte sich, dass auch
a-L-Homoprolin anwendbar ist, das unseres Wissens frither fiir peptidsynthetische
Arbeiten nicht verwendet wurde. Im folgenden berichten wir iiber die peptidchemi-
sche Anwendung des a-L-Homoprolins?).

Vor allem wurde eine rationelle Synthese des L-Homoprolins ausgearbeitet
(Schema 7). Es gelang uns, aus Z-L-Prolin 1 auf dem in dieser Zeitschrift beschriebe-
nen Wege [14] a-L-Homoprolin 6 in optisch reiner Form mit guter Ausbeute zu er-
halten.
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1) Die Benzyloxycarbonyl-Gruppe ist abgekiirzt mit Z, die Methylester-Gruppe mit OMe, das
Dicyclohexylcarbodiimid mit DCCI, das 1-Hydroxybenzotriazol mit HOBt, das Dicyclo-
hexylamin mit DCHA, das N-Hydroxysuccinimid mit HOSu, a-L-Homoprolin (Pyrrolidin-2-
essigsdure) mit HoPro bezeichnet.

2) Diesbeziigliche Einzelheiten sind bisher unpubliziert.
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Aus 1 und Diazomethan wurde iiber das gemischte Anhydrid das Diazoketon 2
und daraus durch Wolf’sche Umlagerung in Gegenwart von Ag,0-Katalysator
Z-a-L-Homoprolin-OMe 3 erhalten, das durch Sidulenchromatographie an Kieselgel
gereinigt wurde. (Die photokatalytische Umlagerung von 2 zu 3 zeigte sich nicht
gangbar.) Alkalische Hydrolyse des 3 fithrte zu Z-a-L-homoprolin 4, das als DCHA-
Salz 5 in Kristallform isoliert wurde. Das optisch reine «-L-Homoprolin 6 wurde
durch hydrogenolytische Abspaltung der Z-Gruppe erhalten. Reinheitskontrolle
und Identifizierung der Zwischen- und Endprodukte wurde durch Diinnschicht-
chromatographie, IR.- und NMR.-Spektroskopie, Elementaranalyse und Messung
der optischen Drehung durchgefiihrt.

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

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

Schema 2
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Der aktivierte Ester 7 wurde mit dem Dipeptid 10 gekuppelt. Vom Tripeptid 11
wurde die Z-Gruppe durch 4N HBr in Eisessig entfernt. Der freie Tripeptidester
12 wurde mit 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 mit dem Tripeptid 15 durch
DCCI-Kondensation in Gegenwart von HOBt gekuppelt. Die Methylester-Gruppe
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wurde vom Nonapeptidester 16 durch alkalische Hydrolyse und die anderen Schutz-
gruppen vom Nonapeptid 17 durch katalytische Hydrierung entfernt, Das freic
Nonapeptid 18 wurde durch Chromatographie an CM-Cellulose gereinigt. Die Rein-
heit des Endproduktes wurde durch Aminosiurcn-Analyse, Elementaranalyse,
Elektrophorese, Diinnschichtchromatographic und Messung der optischen Drehung
kontrolliert.

Das Produkt zeigte an Ratten-llcum getestet dieselbe Aktivitit wic syntheti-
sches Bradykinin®).

Dic Verfusser danken Fran Dr. K. Lang, Leiterin unsceres mikroanalytischen Laboratorinms
und jhren Mitarbeitern fir dic Elementaranalysen und 1R.-Spektren, Heren R. Lerencas und
J. Fiilsp fur die Aminosiuren-Analysen und technische Llilfe, Ieren Dr. J. Lonovics?) fir dic
bivlogischen Untersuchungen.

Experimenteller T'eil

Allgemeine Bemevkungen. Dic Smp. wurden auf einem Kofler-Block und die Drchungen mit
vinem Zeiss-Polarimeter bestimmt und sind korrigiert. IR -Spektren wurden mit cinen Spektro-
photometer Unicam SP 200 in KBr-Pastillen ermittelt; NMR.-Spektren wurden bei 60 MHz mit
cinem NMR.-Spcktrophotometer JIEOL in Deuteriochloroform bestimmt., Reinheitskontroilen
und Tdentifizicrung geschahen diinnschichtchromatographlisch an Kiesclgelplatten (Merck). Dic
Laufmittel hatten folgende Zusammensctzung: A) 1-Hutanol/Eisessig/Wasser 4:1:1; ) Essig-
ester/Pyridin/Eiscssig/Wasser 120:20:6:11; C) Essigester/Pyridin/Eiscssig/Wasser 60:20:6:11;
D) Essigester/Pyridin/Eiscssig/Wasser 30:20:6:11; E) Chloroform/Methanol 8:2; F) Chloroform/
Mcthanol 9:1; G) Chloroform/Accton 7:3; H) Chloroform/Aceton 9:1; I) Chloroform/Tctra-
chlorkohlenstoff/Meithanol 5:4:1; J) Eisessig/Benzol 7:1. Anfirbung mit Ninhydrin, Chlor-
toluidin-Reagens, Sakaguchi-Reagens,

Piazoketon 2. 24,93 g (100 munol) Z-r-Prolin werden in 200 ml Ather gelost, auf -15¢ gekihit
und unter Rithren tropfenweise mit 14 ml (100 mmol) ‘[rifithylamin und 13 ml (100 nimol) Chlor-
ameisensiure-sec.-butylester versctzt. 1)as ansgefallte Triithylaminbydrochlorid wird abliltriert
und bei dersclben ‘T'emperatur 420 m! (150 mmol) Diazomethan in dtherischer Losung tropfen-
weisc zum Reaktionsgemisch gegeben, 4 $td. unter 0° gerithrt und fiber Nacht im Kithlschrank
stehengelassen; die dtherische Lésung mit Wasser, verdiinnter Natriumhydrogencarbonatiésung
und wicder mit Wasser gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet und zuletzt i. V. zur Trockene
eingedampit: 25,09 g O1 (919%), chromatographisch rein; RI {A} 0,7; Rf (C) 0,95; RI (E) 0,9;
Rf (1) 0,8,

Z-w-L-Homoprolinmethylestey (3). 12,02 g (44 mmol) 2 werden in 110 ml Mcthanol geldst und
mit 1,78 g (8,8 mmol) Ag,0 am Wasserbad unter Riick{luss 12 §td. gckocht. Der Katalysator wird
abtiltriert, das Filtrat cingedampft und der Ruckstand (Ol) an 300 g Kiesclgel chromatographisch
unter Lichtausschluss gereinigt. Zum Eluieren wird Chloroform/Methanol mit sicigender Methanol-
Konzentration beniitzt. Nach Entfernung der Verunrcinigungen wird bei 109, Methanol- Konzen-
tration das Produkt cluiert: 11,5 g 01 (95,1%,), chromatographisch rein; Rf (A) 0,7; Rf () 0,95;
Rf (E) 0,9; Rf (I) 0.8.

Z-a-L-Homoprolin (4). 11,5 g (41,8 mmol) 3 werden in 20 m) Methanol gelost nund mit 22 ml
(90 mmol) 4 N Natriumhydroxidlgsung versetzt. Dic 2uerst entstandenc Emulsion geht allmihlich
in Losung. Nach 2 Std. Rithren bei RT, wird das Reaktionsgemisch mit konz. Salzsiure an-
gesiuert und mit Essigester extrahicrt. Dic Essigesterphase wird mit Wasser gewaschen, dber
Natriumsulfat getrocknet und 1.V, zur ‘lrockene eingedampit: 9 g (81,59%,) chromatographisch
reines O, Rf (A) 0,6; Rf (C) 0,75; Rf (L) 0,85; RE (T) 0,65, — 1R.: ymax{C- 0): 1695, 1635 cm™};
Ymax(C—H): 2890-2990 cm, ppgex(Ar): 1410 ecm1t, 710 cm—1. — NMR.: §4 = 3,45 ppm, oy =
2,05 ppm, d¢ == 1,95 ppm, dp = 4,3 ppm, 3g — 1,2 ppm.

3)  Als Standard wurde das Priparat « BRS 640» Sandoz benfitzt,
%) Klinik for Internc Medizin N° 1. dcr Medizinischen Universitiit Szeged,
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Dicyclohexylammoniumsalz des Z-g-L-Homoprolins (5). 10,5 g (40 mmol) 4 werden in 50 m!
Essigester geldst, anf 60° crwirmt; 9,8 ml (50 mmol) DCHA werden tropfenweise zur Ldsung
gegeben und das Gemisch langsam auf RT. abkiihlen gelassen, Die ausgeschiedenen Kristalle
werden abfiltriert, mit kaltem Essigestcr gewaschen und aus Athanol umbkristallisiert: 16,06
g (90,1%), Smp. 145 146°, [« = —6* (¢ = 1, Methanol).

Cyellg N4O, (445,59) For. C70,09 H9,2 N6,28% Gef. C69,81 1H9,1 NG6,20%

a-L-Homoprolin (6). 4,36 g (10 mmol) 5 werden in 15 ml Athanol geldst, 58 Schwefclsdure in
Uberschuss zugegeben und 1, Std. bei RT. gorithrt, Die Losung wird i.V, zur Trockene cinge-
dampfl. Der Rackstand (2,67 g chromatographisch reines Ol) wird in 25 m] Methano! gelost und
in Gegenwart von PdJC katalytisch hydricrt. Nach Abfiltricren des Katalysators wird die
Losung i.V. cingedampft. Dic ausgefallenen Kristalle werden abfiltriert, mit Ather gewaschen
und aus Athanol/Ather wnkristallisicrt. 1,0 g (77,5%), Smp. 194-196°, (a)D, = —72° (¢ =1,
3N Salzsdure). - IR, ymex(C=0) 1695, 1635 cin3, pmax(C- H) 2890-2990. — NMR.: dg: 1,2 ppm.

CgH, NO, (129,15)  DBer. € 55,79 H 8,59 N10,8% Gef. C5565 H$50 N10,8%

Z-u-L-N-({iomoprolyloxy)-succinimid (7). 9.0 g (35 mmol) 4 und 4,6 g HOSu werden in 75 ml
Dioxan/l,2-Dimethoxyithan 1:1 gelsst, gekthlt und 7,3 g (35 mmol) DCCI zugepeben. Das
Gemisch wird 2 Std, kalt, dann 2 Std. bei R, gerithrt und itber Nacht stehengelassen. Der aus-
gefallene Dicyclohexylharnstoff wird abfiltricrt und mit Dioxan gewaschen, Dic vereinigten
Filtrate werden i, V. eingedampft, das zurtickblcibende Ol in IZssigester anfgenommen, die Losung
mit Wasser gewaschen, iiber Natrinumsulfat getrocknet und zuletzt i. V. wieder zur Trockene cin-
gedampit, Der Rickstand wird aus 2-Propanol umkristallisiert: Smp. 92-94°, [afll = —20°
{¢ = 1, Mcthanol). Ausbente 5,4 g (66,79%,).

CisHagNoOg (360,37)  Ber. C59,9 H 5,59 N7,8% Gef. €592 H53 N7,9%

Z-g-L-Homoprolinamid (8). 10,52 g (40 mmol) 4 werden in 70 ml Essigestor geldst und unter
Rithren auf — 20° gekithlt;dann werden 4,44 ml (40 mmol) N-Methylmorpholin und 5,2 ml (40
ramol) Chlorameiscusiurc-sec.-butylester unter Rithren tropfenweise zugegeben, Das nach 2 Min.
ausgefallene N-Methylmorpholin-Salz wird abfiltriert, das gesamtc gemischte Anhydrid in cin
vorher auf - 20" gekithltes Realktionsgefiss gestellt und bei derselben Temperatur 1 Std. lang
Ammoniak-Gas durchgeleitet, Nach 2 Std. Ruhren (1 Std. bei 0° und 1 $td. bei RT.) und wieder-
holtem Filtrieren wird dic Mutterlange mit verd. Natriumhydrogencarbonatlisung und Wasser
gecwaschen. Nach Trocknen dber Natriumsulfat wird das Lésungsmittel i, V. cingedampit und
der 8lige Ritckstand aus Essigester/Ather kristallisiert. Ausbeute 7,97 g (76,0%,), Smp. 129-130°,
[a|R, = —27° (¢ = 1, Methanol).

C Hys Ny, (262,32)  BRer. C64,13 16,9 N 10,68%  Gef. C64,10 H7,15 N 10,349,

Z-a-L-Homoprolyl--phenylalanyl-L-nitroargininmelhylester (11). 5,14 g (10 mmol) 9 werden
mit 45 HBr in Eisessig bei RT'. 45 Min. lang behandelt, das gebildete Dipeptidester-hydrobromid
10 mit Ather gefillt, abfiltriort, mit Ather gewaschen nnd i.V. getrocknet. 10 wird in Dimethyl-
formamid geldst, dic Losung anf 0° gekihlt, mit 11,1 mi (10 mnol) N-Methylmorpholin, und
hicrauf mit 3,6 g (10 mmol) 7 versetzt, 1 5td. bei 0° gerithrt und nach 24 Std. Stehen bei RT. anf
Wasser gegossen. Dic Suspension wird mit Essigestor extrahiert und der Extrakt mit verd.
Natriumhydrogencarbonatlésung, 18 Ammoninmhydroxidlésung, verd. Salzsiurc und Wasser
gewaschen. Das zuriickgebliebene O1 wird mit Ather verrieben und ans 2-Propanol/Ather krisial-
lisiert. 4,85 g (799%,) weisse Kristalle, Smp. 86-89°, [afly = —30” (¢ — 1, Dimethylformamid).

CaHeN, Oy (625,6) Ber. C57,6 1163 N157% Gel. €571 H60 N154%

Z-Glycyl-L-phenyialanyl-L-seyyl-o-1-komoprolyl-L-phenylalanyl-L-nilvoargininmethylester  (14).
1,87 g 11 werden mit 4~ HBr in Eisessig bei RT. 45 Min. behandelt, das gebildete Tripeptidester-
hydrobromid 12 mit Ather gefdllt, abfiltriert, mit Ather gewaschen und i.V. getrocknet. 12 wird
in 10 m! Dimethylformamid geldst, die Losung auf — 15° gekithlt und mit N-Methylmorpholin
auf pH 8 eingestellt. Dic Azidkomponente wird durch Losen von 1,37 g (3 mmol) Z-Glyeyl-L-
phenylalanyl-L-serylhydrazid 13 in 6 ml Dimcthylformamid, Kithlen anf ~ 15° und tropfenweise
Zugabce von 1,5 ml 6N Salzsdure und 0,22 g konz. wisseriger Natriumnitritlésung hergestellt und
5 Min. bei derselben Temperatur weitergerithrt,
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Die Azidlssung wird in die Tésung der Aminkomponente gotropft, das Gemisch 1 Std. bei
—10°, weitere 3 Std. bei 0" gerihrt, dann 24 Std. im Kiihlschrank stehengelassen. Nach Ein-
dampfen der Losung wird der Ritckstand in Essigester/Wasser gelost und die organische Phase
mit verd. Salzsdure, verd. Natriumhydrogencarbonatlésung und Wasser gewaschen, Die Lisung
wird i.V. eingedampft, der Riickstand in Ather verrieben und das gelbliche, amorphe Pulver
durch Fillung ans Mcthanol/Ather goreinigt: 1,92 g (70%), Smp. 133-137, [«]B, = ~36° (¢ = 1,
Dimethylformamid).

CaeHzgNygOyo (917,0)  Ber. N 15,39,  CGef. N15,1%

Z-1.-Nitroarginyl-L-prolyl-L-prolyl-glycyl-L-phenylalanyl-\.- seyyl-a-~t-homoprolyl-L-phenylalanyl-
L-nitroargininmethylester (16). 1,38 g 14 werden in iberschiissiger Trifluoressigsiure gelost; dann
wird unter stindigem Rithren bei 0° 45 Min. lang HBr-Gas durch dic Lésung gcleitet. Nach
Erwirmen auf RT, wird dic Losung i. V. eingedampft, der Riickstand mit Ather verricben, ab-
filtricrt, mit Ather gewaschen und i.V. getrocknet. Das zurickbleibende Hexapeptid-hydrobro-
mid, 822 mg (1,5 mmol) Z-r.-Nitroarginyl-L-prolyl-L-prolin und 202 mg (1,5 mmol) HOBt werden
in 10 ml Dimethylformamid gelost, die Losung anf 0 gekiihlt, dann 0,17 ml (1,5 mmol) N-Mcthyl-
morpholin und 340 mg (1,65 mmol) DCCI zugegeben. Nach Abfiltriercn des Dicyclohexylharnstof-
{fes wird das Filtrat i. V. zum Trocknen cingedampft, der Rest in Chloroform/Wasser 5:1 gelost und
die organische Phase mit verd. KHSO,-Losung, verd. Natriumhydrogencarbonatlosung und Was-
ser gewaschen, getrocknet und dic Lésung i.V. cingedamp(t, Der Riickstand wird in Chloroform
gelost, an ciner Kiesclgelsiule chromatographicert und mit Chloroform/Methanol unter stufen-
weiser Steigerung der Mcthanolkonzentration cluiert: 1,05 g (549%,), Smp. 122 -130°, [a]& = —52°
(¢ = 1, Dimethylformamid).

CoollgNisOyy (13124)  Ber. N18,19%  Gef. N 18,0%

L-Arginyl-L-prolyl-L-prolyl-glyoyl-L-phenylalanyl-L-seryl-u-L-homoprolyl-L-phenylalanyl-1.-arginin
3CHZCQOH (18). Die I.4sung von 750 mg 16 in Dioxan/Methanol 5:1 wird mit 0,2 ml 25 Natrium-
hydroxid versetzt, 3 Std. bei RT. gerithrt und cingedampit. Der Riickstand wird mit 1N Salz-
saurelsung verrieben, abfiltriert, mit Wasser, dann mit Essigester gewaschen, getrocknet, der
Riickstand in Risessig/Mcthanol 2:1 wicder geldst und in Gegenwart von Pd/C unter mehrmaliger
Zugabe von frischcm Katalysator hydriert. Nach Abfiltriercn des Katalysators wird das Liiltrat
i. V. zur Trockene cingedampft, der Riickstand in Eiscssig geldst und an einer CMC-$Saule chroma-
tographisch gereinigt. Das reine Nonapcptidtriacctat wird durch Gradientenclution mit 0,5
Ammoniumacetat (pH 5) gewonncn: 285 mg reines Nonapeptidiriacetat (40%), Smp. 160-165°,
[} — —~80° (¢ = 1, Eisessig). :

CgrHqsNysOqy - 3CH;COOM (1254,3)  Ber. N16,79%  Gef. N 16,4%

Aminosiuren-Analyse: Arg 1,83 Gly1,0 Hopro1,02 Fhel,96 DProl,86 Ser0,87
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