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130. Poly(dipeptamidinium)-Salze: Definition und Methoden zur priparativen
Herstellung

von Heinz Moser'), Anton Fliri®), Arthur Steiger®), Gerard Costello®), Jakob Schreiber
und Albert Eschenmoser*

Laboratorium fiir Organische Chemie, Eidgendssische Technische Hochschule, Universititstrasse 16,
CH-8092 Ziirich

(6.V.86)

Poly(dipeptamidinium) Salts: Definition and Methods of Preparation

Poly(dipeptamidines) are polypeptide derivatives in which the carbonyl oxygen of each second backbone
amide group is replaced by an imine nitrogen (see A). So far, such derivatives have been unknown. Polyprotonated
salts of them ( = poly(dipeptamidinium) salts) are of interest in view of their intrinsic constitutional relationship to
the structure of polynucleotides: the number of covalent bonds between neighboring centers of positive charge in
poly(dipeptamidinium) salts is identical to the number of covalent bonds between neighboring centers of negative
charge in natural polynucleotides (see D). Poly(dipeptamidinium) polycations and polynucleotide polyanions are
constitutionally and electrostatically complementary structures. Since poly(dipeptamidines) are (formally)
polymers of dipeptide nitriles, and, since they can be expected to give polypeptides on hydrolysis, the relationship
mentioned above deserves attention and experimental study in context with the problem of designing chemical
models of biogenesis.

This paper describes methods for the chemical preparation, the spectral characterization, and some chemical
properties of homodipeptidic poly(dipeptamidinium) salts in the r-alany!l-glycyl and L-phenylalanyl-glycyl series.
The methods of preparation include a stepwise construction of defined lower oligomers (up to hexamer) as well as,
in the L-alanyl-glycyl series, a one-operation poly-condensation procedure leading to polymers containing an
average of ca. 20 dipeptamidinium units (Schemes 4,6 and 7).

Als Poly(dipeptamidine ) bezeichnen wir Polypeptid-Derivate, in welchen der Carbo-
nyl-Sauverstoff jeder zweiten peptidischen Amid-Gruppe durch einen Imin-Stickstoff
ersetzt ist (vgl. A). Solche Verbindungen sind formal Polymere von Dipeptid-nitrilen B.
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Homo-dipeptidische Poly(dipeptamidine) setzen sich aus konstitutionell identischen Di-
peptid-Bausteinen zusammen, hetero-dipeptidische aus konstitutionell unterschiedlichen.
Als Folge der hohen Basizitit der Stoffgruppe der Amidine (pK, meist iiber 10) werden
Poly(dipeptamidine) in neutral gepuffertem Medium in protonierter, polykationischer
Form vorliegen (vgl. C); eine experimentelle Chemie der Polydipeptamidine wird deshalb
im wesentlichen eine solche der Poly(dipeptamidinium )-Saize sein.

Unsere Beschiftigung mit diesem speziellen, bislang experimentell unberiihrt geblie-
benen Verbindungstyp ist Teil einer im grésseren Rahmen laufenden Untersuchung der
Chemie der a-Amino-nitrile [2]. Im Brennpunkt unseres Interesses an Poly(dipeptamidi-
nium)-Salzen liegt die folgende, unseres Wissens bislang nicht explizite ins Auge gefasste
konstitutionelle Bezichung: Die jeweilige Anzahl kovalenter Skelettbindungen zwischen
aufeinanderfolgenden Amidinium-Gruppen in Poly(dipeptamidinium)-Salzen und zwischen
aufeinanderfolgenden Phosphat-Gruppen in natiirlichen Polynukleotiden ist identisch (vgl.
D). Polykationische Poly(dipeptamidinium)-Salze und polyanionische Polynukleotide
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D Konstitutionelie und elektrostatische Komplementaritat zwischen den Strukturtypen der
Poly(dipeptamidinium}-Salze und Polynukleotide

stellen konstitutionell und elektrostatisch komplementire Polyelektrolyte dar®). Der hier-
aus zu erkennende, verkappte Zusammenhang zwischen den Konstitutionstypen der
Proteine und der Nukleinsduren wirft im Verein mit dem eingangs angedeuteten Zusam-
menhang zwischen (polymeren) Poly(dipeptamidinen) und (monomeren) Dipeptid-nitri-
len zahlreiche Fragen auf, von welchen wir glauben, dass sie fiir den Problemkreis der
pribiotischen Chemie von Belang sind. Hierzu gehért vor allem die Frage nach der
Existenz von katalytisch wirksamen Templat-Wechselwirkungen zwischen Nukleotid-
Polyanionen und Dipeptamidinium-Polykationen bei Bildung derselben aus monomeren

%) Hinweise auf eine strukturelle Komplementaritit zwischen Protein- und DNA-Struktur finden sich in der
Literatur [3] [4] im Zusammenhang mit hypothetischen Modellvorstellungen iiber die Natur spezifischer
Protein-DNA-Interaktionen. Nach Sussman und Mitarbeitern (3] weisen die antiparallel doppelstringige
p-Faltblatt-Struktur einer Protein-Kette und die kleine Furche der DNA (B-Form) ‘complementary struc-
tural features’ [3] auf, die eine repetitive H-Verbriickung zwischen (‘exo’-gerichteten) Amid-NH-Gruppen des
Faltblatts mit den (C(3"))-gebundenen O-Atomen der Desoxyribose-DNA-Bausteine ermdglichen sollen, und
Carter und Kraut [4] haben in dhnlichem Zusammenhang eine ‘fundamental complementarity between
polynucleotids and polypeptides (...) that (...) results directly from the stereochemistry of the two classes of
biopolymers’ [4] angedeutet. Unsere Kenntnis dieser Literaturstellen verdanken wir einem Hinweis (Oktober
1985) von Prof. Dr. David Usher (Cornell University). Fiir einen Uberblick auf die heutigen (von jenen friihen
Modellvorstellungen abweichenden) Kenntnisse iiber spezifische Protein-DNA-Interaktion vgl. z. B. [5].
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Bausteinen. Teilziel auf dem Wege zu einer experimentellen Bearbeitung solcher Fragen
sind die chemische Synthese und Charakterisierung des bislang unbekannten Struktur-
typs der Poly(dipeptamidinium)-Salze. Hier berichten wir iiber Methoden der priparati-
ven Herstellung, die spektroskopische und chromatographische Charakterisierung, sowie
iiber einige chemische Eigenschaften einfacher homo-dipeptidischer Vertreter dieser Ver-
bindungsklasse.

Einige Derivate von Dipeptid-nitrilen und peptidischen Amidinen sind in anderem
Zusammenhang von Woolley et al. [6] beschrieben worden. Anderseits finden sich in den
Arbeiten von Kawashiro bzw. Morimoto et al. [ 7] charakterisierte Dipeptid-nitrile, die als
Vergleichsprodukte fiir Untersuchungen iiber die Oligomerisation von -Amino-nitrilen
hergestellt worden sind. Die Motive hierzu gehen auf 4kabori [8] zuriick, der 1955 die
Polymerisation von Glycin-nitril zu Polyamidin-Ketten, deren Hydrolyse zu Polyglycin
und den nachtréiglichen Einbau von Seitenketten als potentiell prabiotischen Weg zu
Polypeptiden vorgeschlagen und experimentell bearbeitet hatte. In diesen Zusammen-
hang gehdren auch die kiirzlich erschienenen Arbeiten von Ree und Minoura [9] iiber die
‘Polymerisation’ von rac-a- Amino-nitrilen in Gegenwart starker Basen (vgl. auch [10]).
Definierte Amidin-Derivate von Polypeptiden sind in diesen Arbeiten nicht isoliert wor-
den.

A. Vorversuche und Herstellung der Ausgangsstoffe. — Am Ausgangspunkt unserer
Untersuchungen haben orientierende Vorversuche gestanden, welche die Darstellung
eines einfachen, chiral-nichtracemischen Dipeptid-nitrils und die Abkldrung von dessen
Eigenschaften im Hinblick auf die Mdglichkeit einer Oligomerisation zum Ziele hatten.
Die Wabhl des L-Alanyl-glycin-nitrils (5; Schema 1) ergab sich u.a. aus der Uberlegung,
dass in Poly(dipeptamidinium)-Salzen die «-Stellungen von Amidinium-Gruppen im
Vergleich zu Amid-Gruppen erhohter Racemisierungsgefahr ausgesetzt sein diirften, und
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dass deshalb die Verwendung von Glycin als entsprechender Aminosédure-Baustein ange-
zeigt ist. Der zweite Baustein, Alanin, die einfachste der chiralen a-Aminosduren, bietet
die Gewdhr dafiir, dass in den Produkten der Versuchsreihe der konformationelle Ein-
fluss der «-Substitution in einfachster Version prisent ist, und dass die Produkte Gele-
genheit zur Ermittlung chiroptischer Eigenschaften bieten. Schema I fasst die Ergebnisse
der Voruntersuchungen zusammen.

Unser urspriinglich beschrittener Weg zur Darstellung des Zielprodukts L-Alanyl-
glycin-nitril 5%) ging vom Boc-geschiitzten Dipeptid 1 aus und fiihrte via 2 und das
primdre Amid 3 (Cyanmethylester-Verfahren [11]) zum Dipeptid-nitril. Nitril-spezifische
Schwierigkeiten bereitete vorerst die azidolytische Spaltung der Boc-Schutzgruppe der
Vorstufe 4a: weder die iibliche Behandlung mit CF,COOH, noch jene mit trockener HCI
in AcOEt fiihrte zu einheitlichen Reaktionsprodukten (vermutlich infolge proton-indu-
zierter Nebenreaktionen an der Nitril-Gruppe, vgl. [12] [7a]); eine im wesentlichen quan-
titativ verlaufende Spaltung von 4a zu 5 gelang dann aber durch Behandlung mit reiner
HCOOH bei Raumtemperatur [13]. Freies L-Alanyl-glycin-nitril (5) ist im Hochvacuum
um 100° im Kugelrohr destillierbar und als Ammonium-Salz der Dinitrobenzoesiure
kristallisierbar. Spdter haben wir dann grossere Mengen des Boc-L-Alanyl-glycin-nitrils
4a auf ergiebigere Art nach dem weiter unten besprochenen Verfahren (s. Schema 3)
gewonnen.

Ein orientierender Versuch, mit Hilfe der bewdhrten Pinner-Reaktion [14],d. h. durch
Uberfiihrung der Nitril-Gruppe in die (N-protonierte) Imid-O -methylester-Gruppe mit
HCI1/MeOH und anschliessender Amidierung mit NH,/MeOH aus 5 das Amidin-Derivat
6a herzustellen, verlief erfolglos (komplexes Reaktionsgemisch, nicht aufgekldrt). Auf
Anhieb erfolgreich war indessen ein Versuch, der von der Uberlegung ausging, dass die
Nitril-Gruppe eines « -Acylamino-nitrils zu jenen gehoren konnte, die sich als elektrophil
aktivierte Nitril-Gruppen verhalten’): Beliess man das Boc-geschiitzte Nitril 4a in NH,-
gesdttigtem MeOH bei Raumtemperatur, so waren nach vier Tagen geméss DC nur noch
Spuren des Ausgangsmaterials vorhanden. Die anschliessenden Versuche, das Amidin-
Derivat als Tosylat zu isolieren, lieferten an dessen Stelle unter Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe das kristalline Amidinium-bis(tosylat) 6a in 78 % Ausbeute. Ausgehend
von 5 fiihrten die gleichen Reaktionsbedingungen (Zugabe von 2 Aquiv. TsOH nach
Aufarbeitung) zu kristallinem 6a in 68 % Ausbeute. Diese bemerkenswert leicht erfol-
gende Umwandlung illustriert die erhohte Elektrophilie peptidisch gebundener CN-
Gruppen. Eine intramolekulare Version der Reaktion ist der Ringschluss von 5 zu dem
als Tosylat 7 isolierten cyclischen Amidin-Derivat. Die Cyclisation erfolgt in MeOH in
Gegenwart eines halben Moldquiv. NaOCH, bei Raumtemperatur innert Stunden. Einen
Ringschluss zu dem (in seiner Salz-Form) gleichen Produkt geht auch 6a ein; in NH,-hal-
tigem MeOH bei Raumtemperatur cyclisiert dieses innert Minuten und liefert 7 nebst
Ammonium-tosylat in je 90% Ausbeute. Der eigentliche Ringschluss wird hier zweifellos
durch den Angriff der durch NH; freigesetzten, endstdndigen NH,-Gruppe auf die (posi-
tiv geladene) Amidinium-Gruppe eingeleitet. Dieser rasche Ringschluss des (Amino-ami-
dinium)-Kations steht im bemerkenswerten Kontrast zur Stabilitit des ent-

% Uber eine friihere Herstellung von rac-5 vgl. [7a].
"y Erh&hte Elektrophilie der Nitril-Gruppen, in deren «-Stellung sich elektronegative o -gebundene Substituen-
ten befinden, ist wohlbekannt; vgl. z.B. [15].
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sprechenden ungeladenen Amino-amidins, das ja bei seiner Entstehung aus 5 als freie
Base in NH,/MeOH wihrend Tagen iiberlebt. Diese Befunde signalisieren eine potentiell
hohe Bereitschaft von Poly(dipeptamidinium)-Salzen zur Cyclisation an deren Amino-
Kettenende.

Ausgehend von der Vorstellung, dass die Amidin-Bildung der Dipeptid-nitrile 4a und
5 in NH,/MeOH iiber eine durch CH;O" initiierte Bildung eines Imid-O-methylester-
Zwischenprodukts verlduft, das in einem Nachfolgeschritt mit NH, zum Amidin reagiert,
haben wir in orientierenden Versuchen festgestellt, dass gewisse Thiole, im besonderen
Cystein, priparativ wirksame Katalysatoren der Aminolyse von Dipeptid-nitrilen sind.
Beliess man in Vergleichsexperimenten 0,22M Losungen von Boc-L-Alanyl-glycin-nitril
(4a) in NH,-gesdttigtem MeOH bei 19° a) in Abwesenheit von Cystein, b) in Gegenwart
von 0,15 Aquiv. und ¢) von 0,30 Aquiv. L-Cystein, so waren nach 1 h im Exper. a noch
90%, im Exper. b noch 13% und im Exper. ¢ nur noch ca. 3% 4a isolierbar. In einem
Exper. d, in welchem anstelle von L-Cystein 1,0 Molaquiv. S-Methyl-L-cystein zugesetzt
wurde, wurden nach 2 h noch 83% 4a isoliert. Schema 2 zeigt das Ergebnis einer
Cystein-katalysierten Ammonolyse von 4a—+8a im préaparativen Malstab. Das Verfah-
ren bewdhrt sich priaparativ ausgezeichnet (vgl. auch Schema 3); bei der Aufarbeitung
kann der Katalysator durch Filtration des Produktgemisches durch einen lonenaustau-
scher (OH™-Form) leicht entfernt werden.

Schema 2. Cystein-katalysierte Bildung von primdren Dipeptamidinen aus Dipeptid-nitrilen mit NH;
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Unsere arbeitshypothetische Vorstellung hatte eine beschleunigende Wirkung des
Cysteins auf die Ammonolyse als Resultat einer nukleophilen Katalyse durch die Thiolat-
Gruppe erwartet. In NH;/MeOH sollte die Thiol-Gruppe (mindestens zum Teil) als
Thiolat-Gruppe vorliegen®), und die Umwandlung von 4a zu 8a diirfte den Weg iiber das
Zwischenprodukt 9a ( Schema 2) nehmen. In Ubereinstimmung damit stehen die Unab-
héangigkeit der Reaktion von S-Methylcystein unter vergleichbaren Bedingungen sowie
die Beobachtung, dass 4a in MeOH-Losung, aber in Abwesenheit von NH;, mit dquimola-
ren Mengen Cystein unter sonst gleichen Bedingungen keine Reaktion einging. Demge-

%) Die drei pK,-Werte des Cysteins (in H,0, 25°) betragen: 1,8 (—COOH), 8,3 (—SH), 10,8 (—~NH;") [16).
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geniiber reagierte eine MeOH-Losung dqguimolarer Mengen des Substrats 4a und Cystein
in Gegenwart von NH, innert Minuten®).

L-Cystein katalysiert auch die Bildung des cyclischen Amidin-Derivats 7 aus dem
neutralen L-Alanyl-glycin-nitril 5. Dieses gab in EtOH-Losung in Gegenwart von 0,1
Moldquiv. L-Cystein bei Raumtemperatur innert Stunden das cyclische Amidin 7 in iiber
80% Ausbeute; in Abwesenheit von Cystein blieb 5 unter sonst gleichen Bedingungen
wihrend zwei Wochen fast unverdandert.

Bei allen bisher erérterten, in den Schemata I und 2 wiedergegebenen Ammonolysen
an Dipeptid-nitrilen ist die reagierende CN-Gruppe eine solche des sterisch unbehinder-
ten Glycin-nitril-Bausteins. Inwieweit die gemachten Erfahrungen auf andere Dipeptid-
nitrile ibertragbar sind, bleibt vorldufig offen').

Die in den bisher beschriebenen Voruntersuchungen gemachten Beobachtungen,
insbesondere auch jene iiber den Einfluss des Cysteins auf die Ammonolyse und Amino-
lyse dipeptidischer CN-Gruppen, miindeten in das Projekt eines schrittweisen Aufbaus
von Oligo(dipeptamidinium)-Salzen definierter Konstitution iiber Imidthiosdure-S-
ester'') von Boc-geschiitzten Dipeptid-nitrilen ein. Das Schema 3 fasst die Methoden
zusammen, die sich fiir die praparative Herstellung der hierzu benotigten Ausgangsstoffe
in den drei Versuchsreihen, ndmlich der (Ala-Gly)-, der (Gly-Gly)- und der (Phe-Gly)-
Reihe, bewidhrt haben. Zentrale Bausteine sind Dipeptamidinium-Salze des Strukturtyps
6 und die entsprechenden N-Boc-geschiitzten Dipeptid-imidthiosdure-ethylester 14. Die
Bausteine 6 wurden durch Kupplung der (kduflichen) N-Boc-geschiitzten Aminosiure-
succinimidoester mit Glycin-nitril, anschliessende Cystein-katalysierte Ammonolyse der
Boc-Dipeptidnitrile 4 und azidolytische Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit p-Toluol-
sulfonsdure hergestellt. In allen drei Versuchsreihen sind die (Ammonium-amidinium)-
bis(tosylate) 6 als kristalline Verbindungen charakterisiert worden.

Die ergiebigste Herstellung der Imidthioester-Bausteine 14 ist die N-Acylierung von
Glycinthioamid 12 (Herstellung vgl. Exper. Teil) mit den aktivierten Aminosédure-Deri-
vaten 11 zu N-geschiitzten Dipeptid-thicamiden 13"), gefolgt von der selektiv verlaufen-
den S-Alkylierung mit Triethyloxonium-hexafluorphosphat [19] in CH,Cl, und an-
schliessender Deprotonierung mit Polymerbase (Piperidylmethyl-polystyrol) unter Aus-
schluss von H,O. Die in hoher Ausbeute erhaltenen, empfindlichen N-Boc-Dipeptid-
imidthioester 14 fallen in der (Ala-Gly)- und in der (Gly-Gly)-Reihe als kristalline
Substanzen an.

%) Das Hauptprodukt der Reaktion in Gegenwart dquimolarer Mengen Cystein oy RNH, COO”
war nicht 8a, sondern vermutlich 9b, das aus 9a durch intramolekulare BMN/kn/“\/u\N)\/s"
Aminolyse entstehen kann. Isolierung und Konstitutionsbeweis fiir 9b sowie "o "
der Nachweis der Rolle des Zwischenprodukts 9a stehen aus. 9

!0y Um den Einfluss des sterischen Faktors im Extremfall des Valin-nitril-Bausteins kennenzulernen, haben wir in
einer orientierenden Arbeit [17] nach den in Schema I verwendeten Verfahren das N-Boc-L-Phenylalanyl-L-
valin-nitril hergestellt. Dieses blieb in NHj-gesdttigtem MeOH (Reaktionsbedingungen f im Schema 1)
wihrend 3 Wochen im wesentlichen unverdndert (vgl. auch Fussnote 13). Die Darstellung und Charakterisie-
rung von N-Boc-L-Phenylalanyl-L-valin-nitril ist in [1], S. 100-113, im Detail beschrieben.

1) {UUber ein neueres Beispiel der Synthese von Amidin-Derivaten via entsprechende Thioiminoester vgl. Arbeiten
von Rapoport und Mitarbeitern [18].

12y Die Reaktion zum Boc-L-Phenylalanyl-glycin-thioamid 13b wurde kiirzlich von Salvadori et al. [21] beschrie-
ben.
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Ein alternativer, jedoch priparativ weniger befriedigender Zugang zu den Dipeptid-
thioamiden 13 besteht in der basenkatalysierten Addition von H,S an die Dipeptid-nitrile
4120].

Orientierende Versuche haben bestitigt, dass die Boc-Dipeptid-imidthioester-Deri-
vate 14 mit Ammonium-Salzen von priméiren Aminen in DMF bei 0° selektiv und in
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hohen Ausbeuten zu entsprechenden (sekundéiren) Amidinium-Salzen reagieren'?). Die
Reaktion geht rasch und vollstindig mit Ammonium-Salzen unterschiedlich starker
Basen, wie Glycin-nitril (pK, 5,3; vgl. 14a—15), Benzylamin (pK, 9,3; aus 14a 80%
Ausbeute, vgl. [1]) oder Methylamin (pK, 10,3, aus 14a 80% Ausbeute, vgl. [1]). Die
Reaktion setzt wohl einen Protonentransfer vom Ammonium-Partner auf das relativ
schwach basische Imin-N-Atom (pK, ~ 7) der Imidthioester-Gruppe voraus, was einer
komplementédren Aktivierung der beiden Reaktionspartner gleichkommt. Die in den
nachfolgenden Kapiteln beschriebenen Resultate sind eine Dokumentation der hervorra-
genden Eignung der Imidthioester-Gruppierung fiir den Aufbau von Poly(dipeptamidi-
nium)-Salzen.

B. Schrittweiser Aufbau von Oligo(dipeptamidinium)-Salzen. — Das priparative Ge-
lingen der Kupplung eines N-geschiitzten Dipeptid-imidthioesters des Typs 14 mit einem
Dipeptamidinium-Salz 6 zu einem N-geschiitzten Bis(dipeptamidinium)-Salz des Typs 16
(Schema 4) beruht darauf, dass erstens die Ammonium-Gruppe des Partners 6 selektiv
neben seiner Amidinium-Gruppe deprotoniert und damit zur Kupplungsreaktion selek-
tiv freigesetzt werden kann, und dass zweitens die intramolekulare Umwandlung dieses
Partners zu einem cyclischen Amidinium-Salz (vgl. die Reaktion 6a—7 im Schema 1)
unter den Reaktionsbedingungen langsamer verlduft als die Kupplungsreaktion. Dies
illustriert der ausgezeichnete Verlauf der Kupplung in der (Ala-Gly)-Reihe, wo durch
Umsetzung des Bis(tosylats) 6a mit einem geringen Uberschuss des neutralen Imidthio-
esters 14a in DMF bei 0° innert zwei Tagen das Boc-Bis(dipeptamidinium)-Salz 16a in
86% Ausbeute rein erhalten wurde. Das Bis(tosylat) 16a ist unter allen hergestellten
Oligo(dipeptamidinium)-Salzen das bislang einzige, das in kristalliner Form erhalten
wurde; die Einheitlichkeit der Verbindung ist durch Elektrophorese und DC belegt, und
die '"H- und “"C-NMR-Spektren sowie das FAB-MS bezeugen die zugeordnete Struktur.

Fig. I zeigt gespreizte Ausschnitte aus den 300-MHz-'H-NMR-Spektren (vgl. Exper. Teil) von 16ain CD,0D
mit der Zuordnung der Signale. Hervorzuheben sind einerseits die stark unterschiedlichen Verschiebungswerte der
diastereotopen Protonen von CH,(2) bzw. CHx(8) und anderseits die gegeniiber dem Edukt 6a deutlich nach
tieferem Feld verschobene Lage des Signals von CH(5) (4,54 ppm im Vergleich zu 4,13 ppm in 6a bzw. 3,99 ppm in
8a), dessen Proton nun der durch die Kupplung zustandegekommenen Amidinium-Gruppierung benachbart ist.
Im C-NMR-Spektrum von 16a (vgl. Exper. Teil) manifestiert sich die neu entstandene Amidinium-Gruppe
durch das Hinzutreten eines zweiten, im Frequenzbereich der Amidinium-C-Atome liegenden Singulett-Signals
(167,9 ppm).

Unter mehreren Moéglichkeiten der azidolytischen Entfernung der endstidndigen Boc-
Schutzgruppe bei Oligo(dipeptamidinium)-Salzen des Typs 16a hat sich vor allem folgen-
des Vorgehen bewihrt: eine durch Mischen von Dimethyldichlorsilan und MeOH (1:2,
v/v) frisch zubereitete methanolische HCI-Lésung fithrte bei Raumtemperatur innert
Minuten zur praktisch quantitativen Abspaltung der Boc-Gruppe; aus solcher Reak-
tionslosung fiel das Reaktionsprodukt (als Chlorid) selektiv aus (vollstindig nach Zu-
gabe von AcOEt), womit sich das Problem der Produktisolierung auf einfache Weise 16st.

13)  Eine Ausnahme bildet der Imidthioester, der aus dem in Fussnote 10 erwihnten Boc-L-Phenylalanyl-L-valin-
nitril hergestellt worden ist (vgl. [1], S.24): Das Iminium-hexafluorphosphat dieses Imidthioesters reagierte
mit NH; in MeOH bei Raumtemperatur nicht zum entsprechenden primiren Amidinium-Salz, sondern
lieferte in 64% Ausbeute durch Elimination statt Substitution das entsprechende Nitril-Derivat zuriick.
(Sterische Beschleunigung und Begiinstigung der Elimination durch raumbeanspruchende Valyl-Seitenkette,
vgl. auch Fussnote 10.)
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Schema 4. Stufenweiser Aufbau von L-Alanyl-oligo( glycinimidoyl-L-alanyl )-Salzen
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MeOH, RT., 15 min.

N-Entschiitzte Oligo(dipeptamidinium)-chloride sind hygroskopische (bislang nicht kri-
stallin erhaltene) Festkorper, die unter Feuchtigkeitsausschiuss bei 0° aufbewahrbar sind.

Das so gewonnene Bis(amidinium)-Salz 17a ist — von insgesamt ca. 5 Gew.-% Gehalt
an Lésungsmitteln abgesehen — eine nach 'H- und *C-NMR-Spektrum (vgl. Exper. Teil)
einheitliche Substanz. Analog wie das entsprechende Monomer 6a (Schema 1), wandelt
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Fig. 1. Gespreiztes 300-MHz-' H-NM R-Spek trum von ( — )-N-(tert-Butoxycarbony!)- L-alanyl-glycinimidoyl-L-
alanyl-glycin-amidin-bis( p-toluolsulfonat ) (16a) in CD;0D

sich 17a in schwach basischem Medium in das cyclische Amidinium-Derivat 18 um
(Schema 5) ; diese Reaktion erfolgt indessen (gliicklicherweise) so langsam, dass 17a z. B.
mit 1,1 Aquiv. Ac,0 in Gegenwart von Pyridin ohne Schwierigkeit selektiv zum N-
Acetyl-Derivat 19 (Schema 5) acetyliert werden kann. Diese Moglichkeit der selektiven
Funktionalisierung der End-NH,-Gruppe ist wichtige Voraussetzung fiir das Gelingen
des schrittweisen Aufbaus von Oligo(dipeptamidinium)-Salzen.

Schema 5. Einige chemische Eigenschafien von L-Alanyl-glycinimidoyl- L-alanyl-glycin-amidin-trihydrochiorid (17a)
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Die Stabilitit von Amidinium-Salzen des Strukturtyps 17a bzw. 16a gegeniiber Hy-
drolyse ist stark vom pH-Wert der Losung abhingig. In sauren Losungen sind diese
Verbindungen ziemlich hydrolysebestandig, nicht aber in neutralem oder basischem
Medium. Die 'H-NMR-spektroskopisch beobachtete Halbwertszeit des Boc-Derivats
16a in wassrigen Phosphatpuffern (D,0) bei Raumtemperatur betrug 30 h bei pH 6,0,
jedoch nur 5 h bei pH 8. In einer Testreihe blieb das entschiitzte Amidinium-Salz 17a bei
Raumtemperatur in wésseriger Pufferlésung mit pH-Wert von hochstens 3 wihrend 31
Tagen unverdndert (DC). An dieser Verbindung wurde der Verlauf der Hydrolyse bei pH
6,0 priparativ abgeklirt: 20-stiindiges Erhitzen auf 100° in 0,1M wasserigem Phosphat-
puffer ergab das amorphe Diastereoisomerengemisch L-Alanyl-glycyl-DL-alanyl-glycina-
mid 20 in 70% Ausbeute'). Die Hydrolyse unter diesen Bedingungen fiihrte zu konfigu-
rationeller (1:1)-Aquilibrierung am Chiralititszentrum des mittleren Alanyl-Bausteins;
dies wurde durch direkten Vergleich mit eigens hierzu synthetisch hergestellten authenti-
schen Proben des L,L-Enantiomers und des L,DL-Diastereoisomerengemisches von 20
belegt.

Wie Schema 4 anzeigt, wurde der schrittweise Aufbau in der (Ala-Gly)-Reihe bis zum
Hexameren 28a vorangetrieben. Die beiden wiederkehrenden Stufen, Kettenverldnge-
rung um eine Dipeptideinheit und Abspaltung der endstdndigen Boc-Gruppe, sind ana-
log den Umsetzungen 14a + 6a—16a—17a und wurden, mit Ausnahme zunehmender
Uberschiisse der Imidthioester-Komponente, bei der Kupplungsreaktion gleich wie dort
durchgefiuhrt. Da zur Zeit der Bearbeitung der (Ala-Gly)-Reihe die Charakterisierungs-
systeme fir Polyamidinium-Salze im DC und in der Diinnschichtelektrophorese (DE)
noch nicht entwickelt waren (vgl. unten), hatte die Optimierung der Reaktionsschritte
beziiglich der zum Einsatz zu gelangenden Menge Imidthioester-Komponente mit Hilfe
von 300-MHz-"H-NMR-Spektren zu erfolgen (Integralvergleich der Signale Amidin-be-
nachbarter CH,-Gruppen bei 1,55-1,60 ppm relativ zum Signal der Boc-benachbarten
CH,-Gruppe bei 1,35 ppm). Zum praktisch vollstindigen Umsatz bendtigten die Kupp-
lungsstufen zunehmenden Uberschuss an Imidthioester-Komponente. Die mit wachsen-
der Kettenlinge zunehmende SchwerlGslichkeit der entschitzten Oligo(dipeptamidi-
nium)-chloride in DMF verhinderte ein Hinausgehen iiber das Hexamer 28a; letzteres
war in DMF bereits nahezu unlGslich und reagierte trotz Verwendung eines zweifachen
Uberschusses an Imidthioester 14a nur noch unvollstindig zum Boc-geschiitzten Hepta-
meren; dabei wurde die Reaktionsmischung im Gegensatz zu den anderen Féllen innert
zwel Tagen auch nicht mehr homogen.

Die Oligomeren 21a-28a wurden als gewaschene, nicht-kristalline Prazipitate durch
FAB-MS, 'H-NMR-Spektren und chiroptische Daten charakterisiert; in der Reihe der
entschiitzten Oligomeren 22a, 24a, 26a und 28a wurden auch die "C-NMR-Spektren
bestimmt. Nachtriglich (vgl. unten) wurden die Oligomeren 21a-28a durch DC und
Diinnschichtelektrophorese auf ihre Einheitlichkeit gepriift. Dabei wurde sichtbar, dass
die Produkte mit wachsender Kettenlinge zunehmend durch geringe Mengen der jeweils
nichstniederen Oligomeren verunreinigt gewesen waren (vgl. Fig. /4 und /5 im Exper.
Teil).

Die fiir uns in der Arbeitsgruppe von Prof. J. Seib! durch Dr. J. Meili aufgenommenen FAB-M S exwiesen sich
fir die Charakierisierung der Oligomeren als besonders wertvoll. Vor allem die Spektren in der Boc-Reihe zeigten

') Die verwendete Reaktionsdauer war zum vollstindigen Umsatz des Edukts notwendig.
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klar dominierende Signale der monopositiv geladenen Molekitionen, worin die restlichen kationischen Ladungen
durch Deprotonierung aufgehoben sind (HCI-Elimination). Bemerkenswerterweise finden sich in den Spektren
nebst diesem Molekilion immer auch die Molekiilion-Signale aller entsprechenden kleineren Oligomeren, und
zwar dies auch in Fillen, wo gemiss DC héchstens Spuren des nichstniederen Oligomeren als Verunreinigung
vorlagen. Die Mdglichkeit eines thermischen Zerfalls von (unprotonierten) Amidinen in entsprechende Nitrile und
Amine ist bekannt [22}, doch scheinen auch andere Fragmentierungswege eine Rolie zu spieien (vgl. FAB-MS von
15 im Exper. Teil).

Die im Exper. Teil abgebildeten und einander gegeniiber gestellten ' H-NMR-Spektren (Fig. 11 und 12) der
beiden Oligomeren-Reihen 16a, 21a—-27a und 17a, 22a-28a in CD;0D demonstrieren den in Anbetracht der (mit
Ausnahme von 16a) amorphen Form der Isolate hohen Reinheitsgrad zumindest der niedrigeren Oligomeren und
dokumentieren in transparenter Weise das konstitutionelle Wachstum der Kette. Verldngerung der Kette um eine
Dipeptid-Einheit bereichert jeweils das 'H-NMR-Spektrum durch je ein (CH;)-Dublett (ca. 1,6 ppm) und ein
(CH)-Quartett (ca. 4,6 ppm) des Alanyl-Bausteins sowie um ein AB-System der Glycyl-CH,-Gruppe (ca. 4,3 ppm).

Die 3C-NM R-Spektren der entschiitzten Oligomeren in CD;0D zeigen die zu erwartenden fiinf Signal-Grup-
pen: Quartette der Alanyl-CH3-Gruppen, Triplette der Glycyl-CH,-Gruppen, Dublette der Alanyl-CH-Gruppen
und Singulette sowohl der Amidin-, wie auch der Amid-C-Atome. Im Gegensatz zu den Signalen in den entspre-
chenden "H-NMR-Spektren treten die Signale der Kopf- bzw. Schwanzstindigen Aminosaure-Bausteine (CH,
und Amidinium-C-Atom des endstidndigen Glycins, CH; und CH des endstdndigen Alanyls) isoliert von den
tibrigen Signalen auf und spiegeln durch ihre abnehmende relative Intensitit die zunehmende Kettenlidnge der
Oligomeren wider (vgl. Fig. 13 im Exper. Teil).

Beziiglich der chiroptischen Eigenschaften darf angenommen werden, dass die Auf-
bau-Schritte des Schemas 4 in keiner Phase zu merklicher Teilracemisierung fiihren, denn
weder beim (nicht-kristallinen) Dimeren 17a, noch beim Boc-geschiitzten Trimeren 21a
konnten im 'H-NMR-Spektrum Anzeichen der Anwesenheit von diastereoisomeren Bei-
mengungen beobachtet werden. Fig.2 zeigt den bemerkenswerten und konformations-
analytisch relevanten, linearen Zusammenhang der molekularen Drehung [M],, der
Oligomeren mit wachsender Kettenldnge (vgl. auch Kap. D).

det. [ * Mw oHy Sy CHy an
) A . .
436 1000 - N,;}\(:{)k=)\(ﬂ}\)\“,(n no
o o
(n=1)

-40°4
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Fig.2. Molekulare Drehungen [ M43 von L-Phenylalanyl-oligo( glycinimidoyl- L-alany! )-glycin-amidin-hydrochlori-
den in CH;OH (¢ =0,3)
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Schema 6. Stufenweiser Aufbau von L-Phenylalanyl-oligo( glycinimidoyl- L-phenylalanyl )-glycin-amidinium-Salzen
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Schema 6 zeigt den analogen schrittweisen Aufbau homo-dipeptidischer Oligo(di-
peptamidinium)-Salze in der (L-Phenylalanyl-glycin)-Reihe bis zum Tetramer 24b. Wie
zu vermuten war (vgl. die kinetische Studie tiber die Reaktion von Benzoimidsiure-me-
thylester mit Aminosduren [23]), reagiert die End-Amino-Gruppe der (Phenylalanyl-gly-
cin)-Komponente 6b mit der Imidthioester-Komponente 14b deutlich langsamer; selbst
nach vier Tagen bei 0° in DMF und einem Uberschuss an 14b von 0,3 Molidquiv. war der
Umsatz von 6b mit 14b nicht vollstindig und nicht einheitlich (DC). Der Exper. Teil
orientiert {iber Reinigungsschritte, die zur Isolierung von spektroskopisch einheitlichem
Boc-geschiitztem Dimeren 16b verwendet wurden; dabei spielte die Féllung von 16b als
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schwerlosliches Salz der Naphthalin-2,7-disulfonsiure'’) eine wichtige Rolle. Im Gegen-
satz zur Kupplungsstufe bot die Entschiitzungsstufe in dieser Reihe keine spezifischen
Probleme. Der Weiteraufbau zum Trimeren 22b und Tetrameren 24b erfolgte unter
Verwendung grosserer Uberschiisse an Imidthioester-Komponenten, um einen moglichst
vollstandigen Umsatz zu erzielen. Dies erschwerte naturgemass die Isolierung der Boc-
Kupplungsprodukte 21b und 23b; nach Fallung des Naphthalin-2,7-disulfonats, Chro-
matographie'?) an Kieselgel (AcOMe/CH,OH/H,0/AcOH) und Filtration durch Ionen-
austauscher (Cl™-Form) wurden deshalb diese Kupplungsprodukte direkt mit HCI/
CH,OH behandelt und als die entschiitzten Chloride 22b bzw. 24b charakterisiert. Diese
waren nicht-kristallin und im Vergleich zur (Ala-Gly)-Reihe nunmehr deutlich lipophi-
ler; von ihnen wurden 'H-NMR-Spektren, FAB-MS, die chiroptischen Eigenschaften
sowie — auch hier wiederum erst nachtriglich — das Verhalten im DC und DE bestimmt.

€10
N * y + CH2(2) (& )
1 NH, S NH, CH3(11")
! H H - -
ngz ™~ ':\5)7k§ N P:4‘\2/Ei\ru|2 e g”g P\I A
° o CH2(8) CHa(8)
o 5, R
CH(5)
t
jW / LU
AL
[ S 1 — L 1 1
51 50 46 4 35 32

Fig.3. Gespreiztes 300-MHz-' H-NM R-Spektrum von L-Phenylalanyl-glycinimidoyl- -phenylalanyl-glycin-amidin-
trihydrochlorid 17b in (Dg)Aceton/0,01M CF,COOD in D,0 5:1

In der Serie der 'TH-NMR-Spektren von 6b, 17b, 22b und 24b in (Dg)Aceton/D,0 5:1 (abgebildet im Exper.
Teil; vgl. auch Fig. 3) erkennt man das Wachstum der Kette an den A B-Signalen der diastereotopen Glycyl-CH,-
Protonen (4,1 —4,5 ppm) und vor allem am Doppeldublett des Phenylalanyl-CH -Protons in a-Stellung zu den
Amidinium-Gruppen (5,0-5,2 ppm). Es féllt auf (und ist aus Griinden der Raumbeanspruchung der Ph-Gruppe
nicht unverstdndlich), dass die Signale der endstindigen Phenylalanyl-CH-Protonen (4,54,6 ppm) wie auch der
diastereotopen Protonen der Phenylalanyl-CH,-Gruppen (3,3 ppm) wesentlich einfachere Kopplungsmuster auf-
weisen als die Signale der entsprechenden Protonen der nicht-endstindigen Phenylalanyl-Gruppen (5,0-5,2 bzw.
3,2-3,5 ppm).

Die FAB-Massenspektren der Oligomeren 17b, 22b und 24b zeigten als intensivste Signale ausserhalb des
Matrixbereichs die um jeweils die entsprechende Anzahl Protonen verminderten Massen der einfach geladenen
Molekiitkationen (m/z bei 424, 627 bzw. 830). In dieser Reihe zeigten sich regelmadssig auch Signale der um 17
verminderten Massenzahl, was die Elimination von NHj; an der endstédndigen Amidin-Gruppe reflektieren kann;
hingegen traten hier die in der (Ala-Gly)-Reihe beobachteten Fragmentierungen in die niedrigeren Oligomeren
kaum auf.

1% Anlass zur Verwendung dieser speziellen Disulfonsiure war deren konstitutionelle Komplementaritéit zu 16b
beziiglich der Ladungsanordnungen. Systematische Versuche wurden keine angestellt.

16y Im Unterschied zur (Ala-Gly)-Reihe erwiesen sich die Boc-geschiitzten (jedoch nicht die entschiitzten) Oligo-
meren der (Phe-Gly)-Reihe als an Kieselgel chromatographierbar.
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Die molekularen Drehwerte der vier Oligomeren der (Phe-Gly)-Reihe zeigen im
Unterschied zur (Ala-Gly)-Reihe keine lineare Korrelation mit der Kettenldnge.

C. Poly(dipeptamidinium)-Salze der (L-Alanyl-glycin)-Reihe durch Polykondensation
von (L-Alanyl-glycin)imidthiosidure-fithylester. — Die im vorstehenden Kapitel enthalte-
nen Erfahrungen iiber Entstehung und Verhalten von oligomeren Dipeptamidinium-Sal-
zen haben die Richtung gewiesen, wie unsere urspriingliche Absicht, Poly(dipeptamidi-
nium)-Salze durch einen Polymerisationsprozess zu erhalten, am ehesten verwirklicht
werden konnte, ndmlich durch Polykondensation eines Dipeptid-imidthioesters. Um die
Gefahr einer Ausweichreaktion des dipeptidischen Monomer-Bausteins 29 durch Ring-
schluss zum cyclischen Amidin zu umgehen, hatten wir zunéchst Polykondensationsver-
suche ausgehend vom Dimer-Baustein 30 in Betracht gezogen; in diesem stehen im
Gegensatz zu 29 Amino- und Imidthioester-Gruppe nicht in einem Abstand, der einen
Ringschluss zu einem 6Ring mdglich macht. Zwar gehen die den Imidthioestern 29 und
30 entsprechenden Amidine in Gegenwart von Base den Ringschluss ein (vgl. 6a—7,

+
CHy y o N CHy w M2 CH, y  NH
N N A PN x
HoN SCH,CH, HaN N SCH,CH,
Q o o]
29 30

Schema I und 17a—18, Schema 5), doch geschieht dies beim Monomer rascher als bei
hoheren Oligomeren (nukleophiler Angriff auf primire vs. sekundiare Amidinium-
Gruppe). Es waren praparative Schwierigkeiten bei den Versuchen zur Herstellung des
Dimer-Bausteins 30 und dann vor allem die in dieser Untersuchungsphase gemachte
Beobachtung, dass die intermolekulare Polykondensation des Monomer-Bausteins 29
mit dem intramolekularen Ringschluss erfolgreich konkurrieren kann, was unsere Bemii-
hungen schliesslich auf die Untersuchung der Polykondensation des Monomer-Bausteins
29 ausrichtete.

Das Prinzip des Vorgehens bei der Polykondensation des Monomer-Bausteins be-
steht darin, dass man das in kristalliner Form zur Verfiigung stehende N-Boc-Derivat
14a (Schema 3) zum entsprechenden (Ammonium-iminium)-Dikation (31, Schema 7)
spaltet, dieses in méglichst konzentrierter Losung mit etwas mehr als 1 Aquiv. einer

Schema 7. Polvkondensation zu L-Alanvl-poly( glveinimidovl- L-alanyl)-glveinamid-Salzen
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schwachen Base monodeprotoniert, worauf die Polykondensation einsetzt. Als Base
bewahrte sich auf Anhieb das sym-Collidin( = 2,4,6-Trimethylpyridin), dessen Basizitdt
(pK, 7,4) ungefihr jener einer Imidthiosdure-dthylester-Gruppierung (pK, ~ 7, vgl. Ex-
per. Teil) entspricht. In orientierenden Vorversuchen in DMF als Polykondensationsl&-
sungsmittel bewirkte die Zugabe von 1,1 Aquiv. dieser Base zur (homogenen) Lésung von
31 bei Raumtemperatur bereits nach Sekunden eine partielle Produktfallung; Haupt-
komponenten des Produktgemisches unter solchen Bedingungen waren allerdings nicht
(ausgefallene) Polykondensate, sondern das in der Reaktionslésung verbliebene Cyclo-
amidin 7 (als Chloridsalz, vgl. Schema [; DC-Nachweis). Fiihrte man die Reaktion
analog, aber bei 0° durch, so verschob sich das Produktverhaltnis drastisch zugunsten der
Polykondensate. Ausgehend von der Annahme, dass in DMF das rasche Ausfallen
polykondensierten Materials das Kettenwachstum unterbricht, wurden mehrere L&-
sungsmittel und Lésungsmittelgemische getestet. Als giinstig erwiesen sich DMF/
CH,OH und DMF/H,0: aus diesen Gemischen erfolgte keine spontane Produktfillung
und die "H-NMR-spektroskopische Abschitzung des Polykondensationsgrades (vgl. un-
ten und Exper. Teil) deutete auf das Entstehen grosserer Ketten hin im Vergleich zu
reinem DMF. Diese Beobachtungen fithrten schliesslich — entgegen urspriinglichen Be-
firchtungen hinsichtlich akuter Hydrolysegefahr — zur erfolgreichen Verwendung von
reinem H,0 als Reaktionsmedium und zu folgendem praparativem Vorgehen: In situ mit
HCl in Dioxan aus Edukt 14a bereitetes, am Amino-Ende entschiitztes Salz 31 wurde in
IM wissriger Lésung in Gegenwart von 1,1 Moldquiv. sym-Collidin bei 0° 6 h reagieren
gelassen, worauf man die Reaktion durch Zugabe von HCIl stoppte und das Lésungsmit-
tel abdampfte. Das Produktgemisch unterwarf man einer Vorreinigung durch zweimali-
ges Féllen aus CH,OH-Losung mit AcOEt (77% Rohkondensat, nach DC frei von
cyclischem Amidinium-Salz 7) und gewann dann durch fraktionierendes Fillen aus
CH,OH/i-PrOH 3:2 als uniéslichste Spitzenfraktion ein Isolat in ca. 20% Gew.-Aus-
beute, das nach seinen spektroskopischen Daten Komponenten des Strukturtyps eines
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Fig.4. 75-MHz-3C-NM R-Spekitrum eines durch Polykondensation von 34 gewonnenen Gemisches von homologen
L-Alanyl-poly( glycinimidoyl-v-alanyl )-glycinamid-hydrochloriden 32 mit mittlerem Polykondensationsgrad von ca.
20 (erstes Prézipitat) in CD;0D (vgl. auch Fig.5)
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Alanyl-poly(glycinimidoyl-alanyl)-glycin-amidin-hydrochlorids 32 mit einem durch-
schnittlichen Polykondensationsgrad von n=20 % ca. 3 enthielt'’).

Der Reinheitsgrad dieses Polykondensats beziiglich seines Konstitutionstyps wird eindrticklich demonstriert
durch sein in Fig. 4 abgebildetes 75-MHz-"*C-NMR-Spektrum in CD,0D. Dieses weist im wesentlichen die fiinf
Signale des sich innerhalb der Kette repetitierenden (Ala-Gly-amidinium)-Bausteins auf; diese Signale (18,0 (¢),
41,9 (1), 53,6 (d), 166,5 (s) und 172,7 (s)) finden sich auch im Spektirum des im Zuge des schrittweisen Aufbaus
charakterisierten Hexameren 28a (Schema 4, vgl. Fig.13 im Exper. Teil). Zusitzich finden sich (in geringer
Relativintensitit) die Signale der Alanyl-Endgruppe (17,2 ppm fiir CH4 und 50.7 ppm fiir CH).
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N ’ Fﬂ R ncCi”
NP\, L
berechnete Integralverhdltnisse L H@o J
(n
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Fig.5. 300-M Hz-' H-NM R-Spek rum von 32 (erstes Prizipitat) in (D,)DMSO (oben) und ' H-NM R-spektroskopi-
sche Abschétzung des Polykondensationsgrades von 32 (unten)

'y Zwei weitere aus der Mutterlauge des ersten Prizipitats durch fraktionierende Fillung in Gewichtsausbeuten
von 16 bzw. 34% gewonnene, besser 16sliche Polykondensationsfraktionen (vgl. Exper. Teil) diirften Kompo-
nenten niedrigeren Polykondensationsgrades enthalten und wurden nicht weiter untersucht.
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Das 300-MHz-'H-NMR-Spektrum des Polykondensations-Isolats 32 (vgl. Fig. 5) zeigt fiinf getrennte NH-Si-
gnale im Bereich 8-10 ppm, vier davon mit ungeféhr gleicher, eines (8,40 ppm) mit deutlich geringerer Intensitét.
Letzteres ist der NH;"-Gruppe am Amino-Ende der Kette zuzuordnen; seine chemische Verschiebung relativ zu
den iibrigen NH-Signalen entspricht jener des Signals der endstindigen NH,*-Gruppe im 'H-NMR-Spektrum des
Pentamers 26a in DMSO (s. Exper. Teil). Die Intensitdt dieses Endgruppen-Signals relativ zur Intensitdt der
Summe der CH;-Gruppen-Signale bei 1,45 ppm entspricht dem durchschnittlichen Polykondensationsgrad n von
20 + ca. 3 (Fig.5, unterer Teil). Ein analoger Intensitdtsvergleich zwischen dem Signal der ketteninternen CH-
Gruppen bei 4,70 ppm und der Summe der CH;-Gruppen-Signale weist auf einen eher héheren n-Wert hin, ist
aber, wie die Fig.5 andeutet, weniger zuverlidssig. Das Signalpaar um 4,11 und 4,39 ppm vertritt die ausgepragt
diastereotopen CH,-Protonen des Glycyl-Bausteins, wobei der bei héherem Feld liegende Signal-Ast noch das
Signal des CH-Protons der endstindigen Alanyl-Gruppe enthélit (vgl. 'H-NMR des Pentamers 26a). Die Zuord-
nung der Signale von CH;, CH, und CH sowie der Amid-NH-Protonen ist durch 'H-NMR-NOE-Differenzspek-
troskopie bestatigt; indessen misslang in diesen Experimenten eine detaillierte Zuordnung der Amidinium-NH-Si-
gnale (vermutlich infolge Spindiffusion via H-Austausch mit H,O des Losungsmittels'®)).

Ungewissheit besteht iiber die Natur der Kopfgruppe im Polykondensat. In den
NMR-Spektren sind die Signale dieser Endgruppe nicht auszumachen, und es ist mog-
lich, dass die Konstitution dieser Kopfgruppe nicht einheitlich ist. Nach Literaturdaten
[24] konnte die Imidthioester-Gruppe zwar die durch die Bedingungen der Polykonden-
sation (gepufferte wisserige Losung pH 6-7/0°) gegebene Hydrolyse-Gefahr tiberstehen,
doch besteht letztere vor allem auch wiahrend der Aufarbeitung, da dieselbe saure Phasen
durchlduft. Es ist wahrscheinlich, dass die Kopfgruppe zumindest zum Teil als primére
Amid-Gruppe vorliegt. Auch die CN-Gruppe (Elimination von Ethanthiol aus der Imid-
thioester-Gruppe wihrend der Polykondensation) kommt in Betracht').

Extrapoliert man die in der (Ala-Gly)-Reihe der schrittweise aufgebauten Dipeptami-
dinium-Salze gefundene lineare Beziehung der molekularen Drehung [M ], in CH,OH auf
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Fig.6. Durch Extrapolation der linear korrelierenden molekularen Drehungen errechnete spezifische Drehungen
[t] 436 in CH;0H von L-Alanyl-oligo(glycinimidoyl-L-alanyl-glycin-amidin)-hydrochloriden in Abhdngigkeit des
Polykondensationsgrades n

%) Wir danken Herrn Dr. B. Jaun (org.-chem. Laboratorium der ETH) fiir seine Mithilfe bei der Aufnahme und
Interpretation der 'H-NMR-NOE-Spektren.

1% I3C-NMR-Signale von Nitril-C-Atomen weisen generell nur geringe Intensitit auf; eine End-CN-Gruppe ist
demzufolge NMR-spektroskopisch nicht unbedingt zu erkennen.
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grossere Kettenldngen, so nihert sich die entsprechende spezifische Drehung {a],,, mit
zunchmendem Polykondensationsgrad asymptotisch dem Wert von —161° (Fig.6). Fiir
das Poly(dipeptamidinium)-Isolat (n=20 £ 3) wurde ein Drehwert [a];; von —165°
(CH,OH) gemessen. Dieser diirfte innerhalb der Fehlergrenze der obigen Extrapolation
liegen; er dokumentiert von sich aus einen (relativ) hohen Polykondensationsgrad und
steht fiir eine durchgehende Homochiralitit der Alanyl-Bausteine bzw. Isotaktik der
Molekiilkette.

Zur Zeit, da diese Versuche durchgefiihrt wurden, waren im Zusammenhang mit hier
nicht beschricbenen Arbeiten iiber Oligo(tripeptamidinium)-Salze (vgl. [1]) sowohl ein
DE-, wie auch ein DC-Verfahren (vgl. Exper. Teil) zur analytischen Charakterisierung
von Oligo(peptamidinium)-Salzen unterschiedlichen Oligomerisationsgrades ausgearbei-
tet worden. Mit keinem der beiden Verfahren war es indessen moglich, die Bandbreite des
Polykondensationsgrades der in Isolat 32 (n=20 =+ 3, durchschnittliche Molmasse ca.
2000) vorhandenen Oligomeren zu bestimmen. Indessen konnte ausgeschlossen werden,
dass Oligomere mit n < ca. 10 vorkommen: im DC (Kieselgel, i-PrOH/H,O/AcOH 5:2:1,
mit NaCl gesittigt) bleibt das Isolat als einheitlicher Startfleck (R; 0), wihrend unter
gleichen Chromatographiebedingungen die definierten L-Alanyl-oligo(glycinimidoyl-L-
alanyl)-glycin-amidinium-Salze mit » = 1 bis 6 (vgl. Kap. B und Schema 4) R-Werte im
Bereiche von 0,41 (Monomer 6a) bis 0,17 (Hexamer 28a) aufweisen (vgl. Fig. 14 im Exper.
Teil). In der DE (HPTLC-Cellulose ( Merck ), H,O/AcOH/BuOH/Pyridin 89:10:5:1; ca.
44 V/cm; ca. 10°) waren zwar die niederen Oligomeren mit n =1 bis 6 (Schema 4)
befriedigend differenzierbar (vgl. Fig. 15 im Exper. Teil), doch zeigte es sich, dass bei der
verwendeten Technik die Differenzierungsgrenze bei einem Polykondensationsgrad von
< 10 liegt.

D. Ausblick, — Unsere Ergebnisse stiitzten die Erwartung, dass Vertreter der Stoff-
klasse der homo- und hetero-dipeptidischen Poly(dipeptamidinium)-Salze generell zu-
gingliche und isolierbare Verbindungen sind, und dass es Reaktionsbedingungen gibt,
unter welchen Poly(dipeptamidinium)-Salze zu entsprechenden Polypeptiden bzw. zuge-
horigen Polypeptid-Bruchstiicken hydrolysieren. Da die bislang untersuchten Vertreter
durchwegs solche sind, die als Amidin-Kettenglied den Baustein Glycin benutzen, ver-
bleiben die Eigenschaften von Vertretern, welche beliebige a-Aminosidure-Bausteine als
Amidin-Kettenglieder aufweisen, vorab noch ungewiss. Die Ungewissheit bezieht sich
einerseits auf eine mogliche konstitutionelle Labilitit der Amidin-Form der Kettenver-
knupfung relativ zu ihrer dissoziierten Form (CN- und NH,-Gruppe; vgl. die in Fussno-
ten 10 und /3 erwihnten Beobachtungen) und anderseits auf die konfigurative Labilitédt
von Chiralititszentren in «-Stellung zur Amidinium- bzw. Amidin-Form der Kettenver-
kniipfung.

In orientierenden Untersuchungen zur Frage der Wechselwirkung von Poly(dipepta-
midinium)-Salzen mit DNA sind in Zusammenarbeit mit Prof. E.-L. Winnacker™) sowie
unter Mithilfe von R. Furter”) Versuche liber eine Hemmung der Verdauung von Plas-
mid-DNA (pBR 322) mit Restriktions-Endonukleasen (BpRI und HinFT) durch oligo-
mere Dipeptamidinium-Salze durchgefiihrt worden?). Die dabei beobachteten Hemm-

20y Institut fiir Biochemie, Universitit Miinchen.
21y Mikrobiologisches Institut der ETH, Leitung Prof. R. Hiitter.
22)  ygl. die detaillierte Beschreibung dieser Versuche in der Dissertation von H. Moser [1], S. 82-89 und 276-286.
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wirkungen sind, wie insbesondere Versuche mit eigens zum Vergleich hergestellten Oligo-
(tripeptamidinium)-Salzen [1] zeigten, nicht konstitutionsspezifisch fiir Poly(dipeptami-
dinium)-Salze.

Kiinftige Untersuchungen werden vor allem das Problem der Konformation von
Poly(dipeptamidinium)-Ketten anzugehen haben, womit die zentrale Frage zusammen-
hingt, ob und unter welchen Bedingungen die formale Tatsache der konstitutionellen
und elektrostatischen Komplementaritidt von Poly(dipeptamidinium)-Salzen und Poly-
nukleotiden auch eine konformationelle Entsprechung besitzt. Die mit Amid-CO-Grup-
pen alternierenden Amidinium-Gruppen diirften konformationsmitbestimmende Fakto-
ren bedingen, welche in Peptid-Ketten nicht auftreten, womit sich scheinbar naheliegende
Analogieschlisse zu bevorzugten Polypeptid-Konformationen verbieten. Dies erhellt
schon aus der einfachen Tatsache, dass in Polypeptiden die Zahl der komplementiren
H-Briickenkopfe entlang der peptidischen Amidkette identisch ist, wiahrend in Dipepta-
midinium-Ketten vier H-Donorzentren ein einziges H-Acceptorzentrum gegeniibersteht.
Hiermit diirfte u. a. die bislang erfahrene Schwierigkeit zusammenhéangen, Oligo(dipept-
amidinium)-Salze (zwecks Durchfiihrung von Réntgenstrukturanalysen) in kristalliner
Form zu erhalten; es ist zu vermuten, dass dem Lésungsmittel in diesem Zusammenhang
eine besonders massgebende Rolle zukommt.
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Fig.7. Hypothetischer Konformationstyp einer
Poly(dipeptamidinium )-Kette

Fig.7 deutet in stilisierter Form auf einen potentiell konformationsmitbestimmenden
Faktor hin, von dem uns scheint, dass er fiir die Konformation von Poly(dipeptamidi-
nium)-Ketten eine wesentliche und zugleich konstitutionsspezifische Rolle spielen
konnte. Es ist dies eine Relativanordnung des kationischen Amidinium-Zentrums und
des Amid-Carbonyl-O-Atoms dergestalt, dass die rdumlichen Voraussetzungen fiir eine
stabilisierende (n — 7 *)-Wechselwirkung zwischen einem der nichtbindenden Elektronen-
paare der nukleophil agierenden Amid-CO-Gruppe und dem 7 *-C-Zentrum der Amidi-
nium-Gruppe gegeben sind. Eine solche Wechselwirkung hitte die Einbeziehung der
Amid-Gruppe in den intramolekularen Delokalisationsbereich der positiven Ladung der
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Amidinium-Gruppe zur Folge. Bei arbeitshypothetischer Vorgabe dieses Strukturele-
ments verbleiben der Kette das Ensemble der durch die Torsionswinkel um die beiden zur
CO-Gruppe «,f- und f,y-stindigen Bindungen bestimmten Konformationen. Darunter
erheischt ein Konformationstyp, ndmlich der in Fig. 7 stilisiert aufgezeichnete, besonde-
res Interesse; in ihm wiirde die Poly(dipeptamidinium)-Kette als linearer reguldrer Strang
mit einer Periodizitit der Bausteine von ca. 5,6 A bestehen. Ein solches Modell eines
Strangs mit konformationell repetitiver Anordnung der Dipeptid-Bausteine wiirde dem
in der Reihe der Oligo(Ala-Gly-amidinium)-Salze beobachteten, linearen Zusammen-
hang zwischen molekularer Drehung und Zahl der Dipeptid-Bausteine gut entsprechen.
Versuche zu einer experimentellen Fundierung unserer Anschauungen iiber die Konfor-
mation von Poly(dipeptamidinium)-Ketten werden vorab Giber Routineverfahren hinaus-
gehende, NMR-spektroskopische Analysen geeigneter Dipeptamidinium-Substrate in
verschiedenen Lésungsmitteln verlangen. Uber das am Ausgangspunkt unserer Untersu-
chungen tiber Polydipeptamidinium-Salze gestandene Konzept, wonach die Glieder die-
ser Verbindungsklasse als Polymere von Dipeptid-nitrilen (in ihrer Ammonium-Form)
auffassbar sind, liegen in der Zwischenzeit experimentelle Erfahrungen vor, iber welche
wir in einer Folgearbeit zu berichten beabsichtigen.

Unterstiitzung fiir diese Arbeit verdanken wir dem Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissen-
schaftlichen Forschung, der Ciba-Geigy AG, Basel, sowie der Firma Firmenich & Co., Genf. Herrn Dr. E. Zass
danken wir fiir seine Mithiife bei der Fertigstellung des Manuskripts, Dr. J. Meili (MS-Gruppe des organ.-chem.
Laboratoriums der ETH, Leitung Prof. J. Seib/) fiir die Aufnahme der FAB-Massenspektren und Frl. B. Branden-
berger fiir die Aufnahme der 300-MHz-"H-NMR-Spektren.

Experimenteller Teil

1. Aligemeines. — Falls nicht speziell erwdhnt, wurden Chemikalien der Firma Fluka (puriss., p.a.) verwendet.
DMF: Uber Molekularsieb vorgetrocknet und nach Zugabe von 10% Benzo! im Wasserstrahlvakuum dest.
(Benzol im Vorlauf abdest.). MeOH: iiber Mg 2 h unter Riickfluss erhitzt und destilliert. NH;/MeOH-Lo6sung: ca.
16M, jeweils frisch durch Sittigung von MeOH mit NH; bei 0° hergestellt. Polymerbase: Aus Chlormethyl-poly-
styrrol und Piperidin hergestellt, je 3mal mit MeOH/Et;N 9:1 gefolgt von CH,Cl,, dann je 3mal mit MeOH gefolgt
von CH,Cl,, schliesslich 2mal mit CH,Cl, gewaschen und i.HV. getrocknet. Gehalt 3,0 mmol-Aquiv./g, durch
Titration in Dioxan bestimmt. Umfitlungen: Die amorphe, umzufillende Verbindung wurde unter einem leichten
Ar-Strom im Zentrifugenglas in einer Mindestmenge des polareren Lsgm. aufgeldst, durch die Zugabe des
apolareren Lsgm. ausgefillt und abzentrifugiert. HV-Trocknen: falls nicht speziell vermerkt, jeweils bei RT. tiber
Nacht (ca. 2-107° Torr). Ausbeuten sowie mol-Angaben von amorphen Verbindungen sind, falls nicht speziell
erwihnt, fiir die 'H-NMR-spektroskopisch bestimmten Lsgm.-Gehalte korrigiert. DC: DC-Fertigplatten (Kiesel-
gel 60, Merck), Schichtdicke 0,25 mm; System /. EtOAc/EtOH/H,0O/AcOH 7:5:4:1, System 2: i-PrOH/H,0/
AcOH 5:2:1, ges. mit NaCl. Zur Anfirbung der Substanzen wurden die Platten in ¢ine 0,2% Ninhydrin-Lsg. in
BuOH/2m wiissr. AcOH 19:1 getaucht und mit einer Heizplatte kurz auf 120° erhitzt. Diinnschicht-Elektrophorese
(DE): Wassergekiihlter Flat Bed Apparatus FBE-3000 (Pharmacia) mit einem Bio Rad Power Supply Model
3000/300. Trigermaterial HPTLC-Fertigplatten (10 x 20 cm, Cellulose, Merck). Nach dem Auftragen der Sub-
stanzen in MeOH wurden die Platten mit einem puffer-getrdnkten Filterpapier gleichmassig benetzt (BuOH/H,O/
AcOH/Pyridin 5:89:10:1; BuOH zur Verminderung der Diffusion auf der DC-Platte), nach Herstellung des
Kontaktes mit dem Filterpapier 25 min mit 1500 V (ca. 44 V/cm, Wanderungsstrecken 5-15 cm) entwickelt und
anschliessend mit dem Fon getrocknet. Zur Anfirbung der Substanzen wurden die Platten in eine Lsg. von 0,4 g
Ninhydrin, 0,2 g CoCl; und 100 m! i-PrOH [26] getaucht und mit einer Heizplatte 5 min auf 120° erhitzt. Das
charakteristische Wanderungsverhalten ist normiert als lonenbeweglichkeit (elektrophoretische Beweglichkeit)
in 109 cm?s~'V™1 [26] angegeben, welche der Wanderungsstrecke in pm entspricht, die ein geladenes Teilchen pro s
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in einem elektrischen Feld der Feldstirke 1 V/cm zurticklegt. Als Referenzverbindung wurde Chloro-cyanocoby-
rinsdure-a,b,c,d,e f,g -heptamethylester (‘Chloro-cyano-cobester’) verwendet: u = 0,75. Sdulenchromatographie:
Kieselgel 60, Korngrosse 40-63 um ( Merck ), ‘flash’-Verfahren {27]. Ionentauscher: a) stark basisch: Amberlite 60
und CG-400 (C1™-Form, 80-150 y, Flika). Vor der Verwendung wurde das Harz in einer Glasfilternutsche gut mit
ca. 1N HCI gespiiit und mit H,O neutraigewaschen; nach dem Spiilen mit MeOH und Trocknen i. HV. tiber Nacht
wurde das Harz in dieser Form bis zur Verwendung aufbewahrt. Zur Uberfiihrung in die OH™-Form wurde das
Harz in H,0 aufgeschlimmt, in eine Sdule mit Glasfritte gefiillt, mit ca. 1IN NaOH gespiilt, mit entgastem H,0 (10
min unter Riickfluss erhitzt und im Wasserstrahlvakuum abgekiihlt) neutralgewaschen, dann das H,O mit ca. dem
4fachen Sdulenvolumen MeOH eluiert und die Sdule sofort bentitzt. b) Schwach basisch: Amberlyst-A-21 (freie
Base, 300-840 y, Fluka). Das Harz wurde zur Uberfiihrung in die TsO™-Form mit MeOH/Et;N 9:1 gespiilt, mit
MeOH neutralgewaschen und mit einer Lsg. von TsOH - H,O ( Fluka, puriss) in MeOH eluiert, bis das Eluat stark
sauer war. Nach dem Neutralwaschen mit MeOH wurde das Harz meist direkt verwendet, liess sich aber auch in
getrocknetem Zustand aufbewahren. DEAE-Cellulose: Didthylaminoédthyl-Cellulose 23-SH (50200 p, Fluka).
Die Cl™- und TsO -Form wurde hergestellt, indem man die DEAE-Cellulose in 18 NaOH aufschiammte (Glasfil-
ternutsche) und mit viel H,O neutralwusch. Dann wurde das Harz 10 min in einer wissr. Lsg. der entsprechenden
Sédure stehengelassen und nochmals mit H,O neutralgewaschen. Je 3mal Waschen mit MeOH und AcOEt und
Trocknen i. HV. ergaben die in dieser Form aufbewahrte DEAE-Ceilulose (CI™- bzw. TsO™-Form) als feines
weisses Pulver. Zur Sdulenchromatographie wurde die in MeOH aufgeschlimmte DEAE-Cellulose in eine Sdule
(Glasfritte mit angepresstem Celire) gefiillt, bis zur konstanten Sdulenhéhe mit MeOH eluiert, dann auf das
entsprechende Lsgm.-Gemisch gewechselt und wie angegeben mit einem leichten Uberdruck von 0,05 bar chroma-
tographiert. Spezifische Drehungen: Polarimeter Perkin Elmer PE-241, Messtemp. ca. 20°; bei allen amorphen
Verbindungen sind die angegebenen [¢]-Werte fiir den ‘H-NMR-spektroskopisch bestimmten Lsgm.-Gehalt
korrigiert. pK,-Werte: Scheinbare Dissoziationskonstanten in Methylcellosolve/H,O 4:1 [25], durch Titration der
Ammonium- bzw. Amidinium-Salze mit einer 0,1M Lsg. von Me,NOH ermittelt. 'H- und '*C-NMR: §-Werte in
ppm bezogen auf TMS. FAB-MS: Kratos MS-50 mit ‘M-scan’ FAB-System, 8-10 keV; Glycerin-Matrix; Matrix-
Piks bei m/z 93 + (n X 92) und 74 + (n x 92) (r < 5) nicht aufgefiihrt; rel. Intensitdten in Klammern.

2. Exper. zu Schema 1. — ( —)-N-(tert-Butoxycarbonyl) -L-alanyl-glycin-amid (3). Eine geriihrte Mischung
von 14,5 g (144 mmol) E;N und 21,5 g (285 mmo!) Chloracetonitril (Fluka, purum, dest. iber P,O;5) wurde unter Ar
bei 0° mit 13,8 g (56 mmol) 1 (nach [28] aus L-Alanyl-glycin hergestellt; Schmp. 128-130°, {a}p = —26,9 + 0,6°
(c = 0,98, MeOH)) versetzt und 3 h bei 40° gehalten. Nach Abkiihlen auf RT. wurde das Gemisch in 100 ml ges.
NaCl-Lsg. aufgenommen, mit 200 bzw. 2 x 100 ml AcOEt ausgeschiittelt, die drei org. Phasen wurden nacheinan-
der mit je 100 m! verd. wissr. Zitronensdure, IN NaHCO;-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, vereinigt und
getrocknet (Na,SO,). Eindampfen ergab ein gelbliches Ol 2, welches direkt in 200 ml bei RT. mit NH; ges. t-BuOH
aufgenommen wurde. Nach 20 h bei RT. filtrierte man den gebildeten Festkorper ab; vorsichtiges Eindampfen des
Filtrats ergab ein leicht griinliches 01, welches in CH,Cl,/MeOH 9:1 durch basisches Aluminiumoxid filtriert
wurde. Abdampfen lieferte einen farblosen Festkorper, der mit dem aus der Reaktionsisg. ausgefallenen Material
vereinigt und aus Aceton/AcOEt mit wenig MeOH umkristallisiert wurde: 11,3 g (82%) 3. Schmp. 133-135°. DC
(AcOEt): R;0.1. [a]p = —12,2 +£ 0,4° (¢ = 1,85, MeOH). IR (K.Br): 3365vs, 3325s, 3295 (sh), 1713s, 1688vs, 1630vs.
'H-NMR (CD-;0D, 100 MHz): 1,31 (4, J =7, CHy(5")); 1,41 (s, (CH;);C); 3,82 (5, CHx(2)); 4,02 (g, J =7,
H—C(5)). *C-NMR (CD,0D, 25 MHz): 17,6 (g, C(5")); 28,7 (g, (CH,);C); 43,2 (£, C(2)): 52,2 (d, C(5)); 80,8 (s,
(CH,);C); 158,1 (5, (CH;);COCO0); 174,5 (s, C(4)); 176,5 (s, C(1)). MS: 245 (0,7, M), 190 (3,3, M™* — C4Hy), 144
(59), 57 (100). Anal. ber. fiir C;gH;gN;0,: C 48,96, H 7,81, N 17,13; gef.: C 48,84, H 7,83, N 16,99.

( —)-N-( tert-Butoxycarbonyl) -L-alanyl-glycin-nitril (4a). Zu einer gertihrten Lsg. von 9,7 g (39,5 mmol) 3 in
25 ml abs. Pyridin (dest. iiber CaH,) wurden bei —10° unter Ar 4,19 g (27,3 mmol) POCI, (Fluka, purum, dest.) in 15
ml abs. Pyridin getropft. Man riihrte 1 h bei —10° weiter und sog anschliessend i.RV. das Pyridin so rasch als
moglich ab. Der Riickstand wurde in 50 ml verd. NaHSO,-Lsg. aufgenommen und mit 150 m] AcOEt ausgeschiit-
telt. Nach 4 weiteren Extraktionen der wissr. Phase mit je 50 ml AcOEt wurden die fiinf org. Phasen nacheinander
mit 50 ml ges. NaCl-Lsg. gewaschen und zusammen getrocknet (Na,SO,). Nach dem Einengen i. RV. wurde der
Riickstand an Kieselgel (AcOEt/Hexan 4:1, gefolgt von AcOEt/MeOH 8:1) chromatographiert. Eine erste Frak-
tion ergab nach Umkristallisation aus AcOEt/Hexan 5,28 g (59%) 4a; aus der zweiten (polareren) Fraktion
wurden nach Umkristallisation 1,86 g (19%) unumgesetztes 3 zuriickgewonnen.

Daten von 4a: Schmp. 93-95°. DC: (AcOEt): R; 0,44. [a]p = —45,1 £ 0,7° (¢ = 2,11, CHCly). IR (CHCl,):
3435m, 3310 (br.), 2980s, 2935m, 2870w, 2250w, 1690 (br.), 1500 (br.), 1454s, 1412w, 1394m, 1369s, 1345 (sh),
1314m, 1160s, 1075m, 1060m, 1042m, 1025m, 904 (br.), 860 (hr.). 'H-NMR (CDCl,, 100 MHz): 1,37 (d, J =7,
CH;(5Y); 1,42 (s, (CH3);0); 4,16 (d, J = 5,5, CH,(2)); 4,24 (br. dg, mit vorstehendem Signal Giberlagert, CH(5));
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5,54 (br. d, J = 8,5, NH(6)); 7,63 (br. 1, J = 5,5, NH(3)). 3*C-NMR (CDCl,, 25 MHz): 18,1 (g, C(5')); 27,5 (1,
C(2)); 28,4 (g, (CH,3);C); 50,0 (d, C(5)); 80,7 (s, (CH3);C); 116,2 (s, C(1)); 155,9 (s, (CH;COCO)); 173,7 (s, C(4)).
MS: 154 (12), 144 (24), 88 (23), 59 (19), 57 (100). Anal. ber. fiir C,yH,;;N;0,: C 52,85, H 7,54, N 18,49; gef.: C 52,72,
H 7,56, N 18,33.

( —)-L-Alanyl-glycin-nitril (5). Eine Lsg. von 663 mg (2,92 mmol) 4a in 5 ml HCOOH liess man 3 h bei RT.
stehen und dampfte i. RV. anschliessend ein. Der gummiartige Riickstand wurde in MeOH mit wenigen Tropfen
konz. NH; aufgelést und erneut i. RV. abgesogen. Das verbleibende Rohprodukt chromatographierte man an
Kieselgel (CH,Cl,/MeOH/konz. NH; 80:20:1) und erhielt nach Kugelrohrdestillation (90-100°/10~> Torr) des
oligen Riickstandes 330 mg (89%) 5 als leicht griinliches O1. DC (CH,Cl,/MeOH/konz. NH, 80:20:1): R;0,33.
[alp = ~2,2 £ 0,6° (¢ = 0,95, CHCl3). IR (CHCl,): 3670w, 3405 (sh), 3365s, 3350 (sh), 2970m, 2935m, 2900w,
2870w, 2255w, 1683 (br.), 1500vs, 1453m, 1413m, 1373m, 1343m, 1123m, 1008w, 918m, 903m. 'H-NMR (CDCl,,
100 MHz): 1,33 (d, J = 7, CH,(5")); 1,62 (br. s, NHy(6)); 3,53 (¢, J = 7, CH(5)); 4,17 (br. 5, CHy(2)); 7,95 (br. 5,
NH(3)). BC-NMR (CDCl,, 25 MHz): 21,4 (g, C(5Y)); 27,4 (1, C(2)); 50,6 (d, C(5)); 116,7 (s, C(1)); 176,7 (s, C(4)).

Dinitrobenzoat-Salz von 5. Der nach Umsetzen von 5 mit | Moldquiv. 3,5-Dinitrobenzoesiure ( Fluka, purum)
in MeOH und Absaugen des Lsgm. erhaltene kristalline Riickstand wurde aus EtOH umkristallisiert: Nadeln des
Dinitrobenzoats, Schmp. 160-163° (Zers.). [a}p = +9,8 £ 0,4° (¢ = 1,65, MeOH). Anal. ber. fir C;,H 3N;O;: C
42,48, H 3,86, N 20,64; gef.: C 42,32, H 3,80, N 19,84.

( +)-L-Alanyl-glycin-amidin-bis( p-toluolsulfonat) (6a). a) Ausgehend von 4a. Eine Lsg. von 230 mg (1,01
mmol) 4a in 10 ml NH3;/MeOH wurde 4 Tage verschlossen bei RT. stehengelassen. Nach dem Eindampfen wurde
der 6lige Riickstand in 5 ml EtOH aufgenommen und mit 402 mg (2,11 mmol) TsOH - H,O versetzt. Absaugen des
EtOH i. RV. ergab ein leicht rétliches Harz, weiches aus EtOH/AcOEt kristallisiert wurde. Die durch Einengen der
Mutterlauge erhaltenen zwei weiteren Kristall-Fraktionen wurden mit dem Erst-Kristallisat aus EtOH/AcOEt
umkristallisiert: 387 mg (78 %) 6a als farblose Nidelchen, Schmp. 202-205° (Zers.). DC (System 2): R; 0,41. DE:
u =218 (vgl. Fig.15). [a]p = +9,9 £ 0,5° (¢ = 1,67, MeOH). pK,* (Ammonium-Gruppe, Amidinium-Gruppe
nicht erfasst): 6,7. IR (KBr): vgl. [1]. 'TH-NMR (CD,0OD, 100 MHz): 1,52 (d, J =7, CH;(5"); 2,32 (s, 2
CH4,C¢H,;S04); 4,10, 4,33 (4B, J 45 = 17, CHx(2)); 4,13 (¢, J = 7, CH(5)); 7,20, 7,69 (44' BB’, 8 arom. H); 8,7 (br.
5, 0,5 H, unvollstindig ausgetauschtes NH). BC.NMR (CD,0D, 75 MHz): 17,1 (g, C(SI)); 21,3 (g, CH;CgH,S03);
40,8 (1, C(2)); 50,5 (d, C(5)); 127,0, 130,0 (24, arom. CH); 141,9, 143,4 (25, arom. C); 169,7 (s, C(1)); 172,5 (s, C(4)).
FAB-MS (nachtrigliche Messung von analog hergestelltem Material): 805 (def. 1, 2M2* + 3TsO™), 777 (1,
3M?T - 3HT+2TsO7), 633 (2, 2M?" —H'+2TsO7), 489 (2, M?" +TsO™ +TsOH), 461 (9,
2M?P - 2H* + TsO7), 317 (14, M + TsO7), 289 (4, 2M > — 3H™), 145 (> 64, M** — H*), 130 ( > 64), 128 (55,
M — NHY); m* 113,0 (145—128). Anal. ber. fiir C;gH,gN,0,S,: C 46,70, H 5,78, N 11,47, S 13,13; gef.: C 46,59,
H 5,79, N 11,28, S 13,36.

b) Ausgehend von 5. Eine Lsg. von 25 mg (0,20 mmol) 5 in 1 m! NH;/MeOH wurde 5 Tage bei RT.
stehengelassen. Absaugen der Lsg. i. RV. ergab ein briunliches Ol, welches man in 1 m1 EtOH aufnahm und mit 87
mg (0,46 mmol) TsOH - H,O in 1 ml EtOH versetzte. Eindampfen und 2malige Kristallisation des Riickstandes aus
EtOH/AcOEt ergaben 65 mg (68 %) 6a, Schmp. 201-205° (Zers.).

Dihydrochlorid aus 6a. Eine MeOH-Lsg. von 1,01 g (2,07 mmol) 6a wurde mit MeOH durch 9 g Amberlite
CG-400 (C1™-Form) filtriert. Nach dem Eindampfen des Filtrats und Umkristallisation aus MeOH/AcOEt erhielt
man 0,22 g (49%) 6a (2C1™ statt 2TsO™). Zur Charakterisierung wurde eine Probe erneut aus MeOH/AcOEt
umkristallisiert. Schmp. 182-183° (Zers.). [a]p = +23,1 £ 1,4° [at]36 = +50,1 + 1,5° (¢ = 0,41, MeOH). 'H-NMR
(CD,0D, 300 MHz; vgl. Fig. 12): 1,56 (d,J = 7,1, CH(5")); 4,12 (¢, J = 7,1, CH(5)); 4,16, 4,33 (4B, J ;5 = 17,1,
CH,(2)). C-NMR (CD;0D, 75 MHz; vgl. Fig. 13): 17,2 (g, C(5")); 40,8 (¢, C(2)); 50,6 (4, C(5)); 169,7 (s, C(1));
172,5 (s, C(4)). FAB-MS: 289 (def. 1, 2M 2 — 3H™) 146 (11), 145 (43, M** — H*), 130 (37), 128 (15, M>* — NHJ);
m* 113,0 (145—128). Anal. ber. fiir CsH4,C,N,0: C 27,66, H 6,50, N 25,81, Cl 32,66; gef.: C 27,68, H 6,53, N
25,79, C132,92.

‘( —)-Cyclo( 1L-alanyl-glycin-amidin)- ( p-toluolsulfonat )’ ( = 6- Amino-2,3,4.5-tetrahydro-2-methyl-3-oxopyra-
zin-I-ium-( p-toluolsulfonat ) T). a) Ausgehend von 6a. In 2 ml NH;/MeOH wurden bei RT. 200 mg (0,41 mmol) 6a
gelost und 30 min bei RT. stehengelassen (laut DC vollstandige Umsetzung). Nach Eindampfen und Kristallisation
aus EtOH/AcOEt wurden 71 mg (92%) NH,TsO als farblose Prismen vom Schmp. > 250° isoliert. Der durch
Eindampfen der Mutterlauge erhaltene Riickstand ergab nach Umkristallisation aus EtOH/AcOEt 110 mg (90%)
7 als farblose, lange Nadeln, Schmp. 169-171°. DC (System /): R¢ 0,44 (mit Ninhydrin griine Farbung). DE:
u =159 [alp =—20,3 + 0,7° (¢ = 1,19, MeOH). IR (KBr): vgl. [1]. "H-NMR (CD,OD, 100 MHz): 1,45 (d,J/ =7,
CH;(5"); 2,32 (s, CH;C¢H,S04); 4,10 (dg, J = 1,5, 7, CH(5)); 4,33 (scheinbares 4, J = 1,5, CHy(2)); 7,21, 7,68
(44'BB', 4arom. H). PC-NMR (CD;0D, 25 MHz): 17,6 (¢, C(5')); 21,3 (g, CH3CH,S03); 42,0 (t, C(2)); 51,7 (4,
C(5)); 126,9, 129,9 (24, arom. CH); 141,9, 143,3 (25, arom. C); 163,7 (s, C(1)); 170,0 (s, C(4)). FAB-MS: 726 (def. 1,
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3M* +2TsO7), 427 (5,5, 2M* + TsO™), 300 (9, M + TsOH), 255 (3,5, 2M™* — H™), 220 (25, M " + Glycerin),
128 (50, M™). Anal. ber. fiir C;,;H;N;0,S: C 48,16, H 5,73, N 14,04, S 10,71; gef.: C 47,99, H 5,76, N 13,77, S
10,90.

b) Ausgehend von 5. 1. Durch MeONa-Katalyse. Eine Lsg. von 11 mg (0,20 mmol) MeONa ( Fluka, pract.) in
MeOH wurde unter Ar mit 56 mg (0,44 mmol) 5 versetzt. Nach 15 h bei RT. (DC: vollstindige Umsetzung) wurde
eingedampft, der Riickstand mit PrOH durch eine kurze Sdule mit Cellulose filtriert, das i. RV. vom Lsgm. befreite
Rohprodukt in EtOH aufgenommen und mit 98 mg (0,52 mmol) TsOH-H,O versetzt. Einengen und Kristallisa-
tion aus EtOH/AcOEt ergaben 80 mg (61%) 7 vom Schmp. 170-173°. Ein DC-Vergleich mit der unter a
beschriebenen und charakterisierten Probe (PrOH/AcOEt/H,O 7:2:2, Cellulose-Platten) zeigte identische Ry
Werte und gleiche Anfarbung mit Ninhydrin.

2. Durch Cystein-Katalyse. Eine Mischung von 204 mg (1,60 mmol) 5 und 18,8 mg (0,16 mmol) L-Cystein in 0,8
ml abs. EtOH (dest. iber Mg) wurde unter Ar und Lichtausschluss bei RT. gerithrt. Die nach 2 h homogene Lsg.
zeigte im DC nur noch Spuren von 5 (CH,Cl,/MeOH/(NH;/MeOH) 4:1:1, R; 0,9) und nebst dem vorwiegend
gebildeten 7 (R;0,4) auch ein nicht identifiziertes Nebenprodukt (R;0,8). Man rihrte weitere 14 h bei RT., filtrierte
anschliessend die Lsg. mit MeOH durch Amberlite 60 (OH™-Form) und erhielt nach Einengen 175,2 mg (86 %)
nahezu DC-einheitliches cyclisches Amidin, welches in 7 tbergefiithrt und aus EtOH umkristallisiert wurde:
Schmp. 170-173°. {a]p = —21,5 £ 0,7° (¢ = 1,22, MeOH).

1n einer analogen Umsetzung ohne Cystein liessen sich nach 14 Tagen bei DC-Kontrolle nebst unverdndertem
Ausgangsmaterial nur Spuren von 7 nachweisen.

3. Exper. zu Schema 2. - Zum Nachweis der Cystein-Katalyse wurden in drei paralle! durchgefiihrten Ansitzen
jeweils 25,0 mg (0,110 mmol) 4a mit und ohne L-Cystein (0,00, 0,16 und 0,32 Moldquiv.) unter O,-Ausschluss in 0,5
ml NH3;/MeOH gelost und 1 h im thermostatisierten Wasserbad bei 19° stehengelassen. Anschliessend dampfte
man ein, chromatographierte den Riickstand auf einer DC-Platte (AcOEt/Benzol 4:1) und eluierte die apolarste
Zone (4a) mit CH,Cl,. Die filtrierten Eluate wurden getrennt eingedampft und zur Gewichtsbestimmung iiber
Nacht i. HV. getrocknet. Zurtickgewonnenes 4a: 22,4 mg (90°%), 3,3 mg (13 %) bzw. 0,7 mg (3%).

In einem analogen Versuch mit 1 Moldquiv.-S-Methyl-L-cystein statt L-Cystein wurde nach 2 h bei RT.
> 83% unumgesetztes 4a isoliert. Wahrend bei einer Umsetzung von 4a mit 1 Moldquiv. L-Cystein in MeOH
(ohne NHj;) nach 3 Tagen Riihren bei RT. durch DC-Kontrolle keine Reaktion festgestellt wurde, liessen sich bei
Behandlung 4quimolarer Mengen von L-Cystein und 4ain NH;-ges. MeOH bereits nach 5 min mittels DC (AcOEt)
nur noch Spuren von 4a nachweisen. Nach 16 h Rithren bei RT. schied sich beim Einengen der Lsg. ein teilweise
kristalliner Niederschlag ab (Schmp. 225-230°), vermutlich 9b (vgl. Fussnote 9 und [1], S.128).

( —)-N-( tert-Butoxycarbonyl ) -L-alanyl-glycin-amidin-( p-toluolsulfonat) (8a). Eine Mischung von 3,03 g
(13,3 mmol) 4a und 102 mg (0,84 mmol) L-Cystein wurde unter Ar mit 90 m] NH,;/MeOH versetzt. Nach 2 Tagen
wurde aus der unter Lichtausschluss bei RT. aufbewahrten, homogenen Lsg. im kraftigen N,-Strom das Uber-
schiissige NH; abgeblasen und dann die Lsg. eingedampft. Das leicht gelbliche Rohprodukt wurde in wenig MeOH
aufgenommen, durch eine Saule mit ca. 5 g Amberlite CG-400 (OH -Form) filtriert, das Filtrat eingeengt, mit 2,0 g
(10,5 mmol) TsOH - H,O in MeOH versetzt, auf eine Sdule mit 10 g Amberlyst A-2! (TsO™-Form) aufgetragen und
mit MeOH eluiert. Das Eluat dampfte man ein, nahm das dickflissige Ol in 20 ml abs. EtOH auf und versetzte es
langsam mit 30 ml AcOEt. Nach Kristallisation bei 0° isolierte man insgesamt 4,91 g (89 %) 8a, Schmp. 167-168°
(Zers.). DC (System I): R;0,64. DE: u = 1,19. []p = —3,9 £ 0,3° (¢ = 1,73, MeOH). IR (KBr): vgl. [1]. '"H-NMR
(CD,0D, 300 MHz): 1,32 (d, J = 7,2, CH3(5Y)); 1,44 (5, (CH;);C); 2,37 (s, CH3;C¢H,SO5); 3,99 (br. g, J =171,
CH(5)); 4,14, 4,22 (4B, J ;5 = 17,5, CH,(2)); 7,23, 7,71 (44’ BB, 4 arom. H). *C-NMR (CD,0D, 25 MHz): 17,3
(9, C(5Y); 21,4 (g, CH,C4H,S04); 28,7 (g, (CH,),C); 40,2 (1, C(2)); 52,3 (d, C(5)); 81,1 (s, (CH;),C); 126,8, 129,9
(2d, arom. CH), 141,9, 143,2 (25, arom. C); 158,4 (s, (CH3);COCO0); 169.9 (s, C(1)); 177,1 (s, C(4)). FAB-MS: 246
(10), 245 (100, M*"), 189 (15, M™ — C,Hy), 57 (56); m* 145,8 (245 189). Anal. ber. fiir C;;H,3N,O(S: C 49,03, H
6,78, N 13,45, S 7,70; gef.: C 48,97, H 6,71, N 13,40, S 7,61.

Hydrochlorid aus 8a. Eine MeOH-Lsg. von 0,50 g (1,20 mmol) 8a wurde auf eine 3 g Amberlite CG-400
(CI"-Form) enthaltende Sdule aufgetragen, mit MeOH eluiert, das Fluat eingedampft und der Riickstand 2mal aus
AcOEt/MeOH (ca. 20:1) kristallisiert: 279 mg (83 %) 8a (Cl~ statt TsO™), Zers. ab 179°. [a]p = —4,4 £ 2,0°,
[o]436 = —6,7 £ 1,9° (¢ = 0,29, MeOH). IR (KBr): vgl. [1]. 'H-NMR (CD,0D, 300 MHz; vgl. Fig.11): 1,33 (d,
J =171, CHy(5Y)); 1,45 (s, (CH4):C); 4,00 (br. ¢, J = 7,1, CH(5)); 4,15, 4,23 (48, J 45 = 17,5, CH,(2)). FAB-MS:
527 (0,3, 2M ™ +3CI7), 525 (0,9, 2M* + ¥CI7), 489 (1,9, 2M* — H™), 246 (11), 245 (100, M™"), 189 (41,
M™ — C4Hy), 57 (34); m* 145,8 (245 189). Anal. ber. fiir C;H,CIN,O5: C 42,77, H 7,54, N 19,96; gef.: C 42,65,
H 7,58, N 19.91.
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4. Exper. zu Schema 3. — a) Glycin-thioamid-hydrochlorid (12). N-( tert-Butoxycarbonyl)-glycin-nitril. Eine
Mischung von 15 g (162 mmol) Glycin-nitril-hydrochlorid (10), 20 g Eis und 160 ml Dioxan wurde mit 162 ml IN
NaOH versetzt. Unter Rithren gab man bei 0° in S Portionen insgesamt 30 g (137 mmol) Di(tert -butyl)-dicarbonat
(Boc,O, Fluka, purum) zu und riihrte anschliessend 2 h bei RT. weiter. Die homogene Lsg. wurde eingedampft und
der wissr. Riickstand 4mal mit ca. 30 ml AcOEt ausgeschiittelt. Die org. Phasen wurden 3mal mit ca. 20 ml IN
Zitronensdure, j¢ mal mit ges. NaHCO;- und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, vereinigt und getrocknet (Na,SO,). Das
nach Eindampfen erhaltene Rohprodukt wurde mit AcOEt durch 80 g Kieselgel filtriert, worauf man nach dem
Eindampfen ein farbloses Ol erhielt, welches nach Zugabe von Pentan spontan kristallisierte: 19,4 g (90%)
farbloses Boc-Glycin-nitril. Zur Charakterisierung wurde eine Probe aus Benzin (100-110°) umkristallisiert.
Schmp. 51,5-52°. DC (Benzol/AcOEt 17:3): R;0,27. IR (CHCl3): 3455m, 3365 (br.), 2983m, 2935m, 2255w, 1720vs,
1500s, 1456m, 1414w, 1395m, 1380 (sh), 1371s, 1353m, 1327m, 1283s, 11585, 1054m, 1045 (sh), 1030w, 940m, 920w,
896w, 855m. 'H-NMR (CDCl,, 100 MHz): 1,44 (s, (CH4),C); 4,02 (d, J = 6,5, CH,); 5,15 (br. s, mit DO
austauschbar, NH). >*C-NMR (CDCl,, 25 MHz): 28,2 (g, (CH;);C); 29,3 (1, C(2)); 81,1 (s, (CH3),C); 117,0 (s,
C(1)); 155,6 (s, (CH3);COCO). Anal. ber. fiir C;H,,N,0,: C 53,83, H 7,74, N 17,94; gef.: C 53,66, H 7,77, N 17,90.

N-( tert-Butoxycarbonyl )-glycin-thioamid. In einem trockenen 250-ml-Kolben wurden unter Ar 370 mg (53,3
mmol) Li in 100 mi abs. EtOH (dest. iiber Mg) geldst und diese Lsg. bei 0° unter Feuchtigkeitsausschluss mit H,S
gesittigt. Nach Zugabe von 5,0 g (26,3 mmol) Boc-Glycin-nitril sdttigte man die Lsg. abermals bei 0° mit H,S, liess
bei RT. iiber Nacht stehen und entfernte dann Lsgm. und iiberschiissiges H,S im kréaftigen N,-Strom bei RT. Der
leicht gelbliche Riickstand wurde an Kieselgel (Benzol/AcOEt 8:2) chromatographiert; beim Einengen der verei-
nigten Produkt-Fraktionen begannen sich farblose Kristalle abzuscheiden: 4,8 g (79 %) DC-¢inheitliches Boc-Gly-
cin-thioamid, Schmp. 120-124°. Eine Probe wurde aus AcOEt umkristallisiert. Schmp. 123,5-124°. DC (Benzol/
AcOEt 1:1): R;0,5. UV (EtOH): 266 (11100). IR (KBr): vgl. {1]. '"H-NMR (CD;0D, 80 MHz): 1,45 (s, (CH;);C);
4,00 (s, CH,). '3C-NMR (CD;0D, 75 MHz): 28,7 (g, (CH3);C); 51,6 (1, C(2)); 80,9 (s, (CH3)5C); 158,2 (s,
(CH;);COCO0); 206,6 (s, C(1)). MS: 190 (34, M), 134 (60, M — C,Hy), 117 (40), 75 (55), 57 (100). Anal. ber. fiir
C;H 4N,0,S: C 44,20, H 7,42, N 14,73, S 16,85; gef.: C 44,23, H 7,40, N 14,64, S 16,67.

Glycin-thioamid-hydrochlorid (12). Zu einer Lsg. von 40,0 g (316 mmol) Boc-Glycin-thioamid in 130 ml MeOH
wurden im Wasserbad bei RT. innert 3 min 180 ml HCl/MeOH-Lsg. (MeOH/(CH,),SiCl, 2:1) zugefiigt. Nach ca.
20 s setzte starke Gas-Entwicklung ein und es begann sich ein kristallines Produkt abzuscheiden. Man riihrte 15
min bei RT., gab 520 ml AcOEt zu und liess 1 h im Eisbad stehen: 23,0 g (86%) DC-einheitliches 12. Eine Probe
wurde aus MeOH/AcOEt/Hexan umkristallisiert. Zers. ab 130°. DC (System /): R; 0,55 (firbt intensiv gelb an).
UV (EtOH): 264 (11600). IR (KBr): vgl. [1]. 'H-NMR ((Dg)DMSO, 80 MHz): 3,73 (s, CH,); 8,35 (br. s,
NH7T — C(2)); 9,92 (br. 5, NH,—C(1)). *C-NMR ((D,)DMSO, 25 MHz): 44,4 (1, C(2)); 196,9 (s, C(1)). FAB-MS:
275(2,7, M* + 2 Glycerin), 273 (1,5, 2M* — H* + Glycerin), 202 (5,0), 183 (24, M* + Glycerin), 110 (57), 91 (100,
M™), 57 (54, M* — H,8). Anal. ber. fiir C,H,CIN,S: C 18,97, H 5,57, Cl 28,00, N 22,13, S 25,33; gef.: C 19,11, H
5,66, C1 28,30, N 22,05, S 25,24.

Boc-Glycin-thioamid liess sich ebenfalls mit TsOH - H,O in heissem EtOH entschiitzen. Das in 78 % Ausbeute
erhaltene, plittchenférmig kristallisierende Glycin-thioamid-(p-toluolsulfonat) erwies sich laut 'H-NMR und DC
als einheitlich und liess sich mit Amberlite CG-400 (C1”-Form) quantitativ in 12 (X = Cl) Gberfiihren.

b) (L-Alanyl-glycin )-Reihe. Nitril 4a ausgehend von 11a (vgl. auch Exper. zu Schema I). Eine Lsg. von 29,6 g
(320 mmol) Glycin-nitril-hydrochlorid (10) in 100 ml H,O wurde im Eisbad mit 320 ml 1N NaOH versetzt. Nach
Zugabe von 22,9 g (80 mmol) 11a in 200 ml Dioxan liess man 4 h bei RT. stehen und engte bei 40° ein. Der wissr.
Riickstand wurde mit 10%-NaHSO,-Lsg. auf pH 3 angesduert und 4mal mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten
org. Phasen wurden 2mal mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen, getrocknet (MgSO,) und eingedampft. Kristallisation des
Riickstandes aus AcOEt/Pentan ergab 15,5 g (85%) 4a. Aus AcOEt umkristallisierte Probe: Schmp. 90-92°.
[alp = —44,6 £ 0,7° (¢ = 2,11, CHCly).

p-Toluolsulfonat 8a. Vgl. Exper. zu Schema 2.

p-Toluolsulfonat 6a ausgehend von 8a. Eine Lsg. von 4,22 g (10,1 mmol) 8a und 3,85 g (20,3 mmol) TsOH -H,0O
in 70 ml abs. EtOH wurde zuerst 5 min und dann nach Zusatz von 45 ml AcOEt nochmals 10 min unter Riickfluss
erhitzt. Der beim Abkiihlen auf RT. auskristallisierende Festkorper wurde abfiltriert und aus MeOH/AcOEt
umkeristallisiert: insgesamt 4,75 g (96%) 6a, Schmp. 195-204° (Zers.). [a]p = +9,7 £ 0,3° (¢ = 2,80, MeOH).
Daten, vgl. Exper. zu Schema [.

( —)-N-( tert-Butoxycarbonyl) -L-alanyl-glycin-thioamid (13a). a) Ausgehend von 4a. Eine Lsg. von 152 mg
(21,9 mmol) Li in 160 m! abs. EtOH (dest. iiber Na/Diithylphthalat) wurde unter Ar bei —10° mit H,S gesittigt,
mit 5,00 g (22,0 mmol) 4a versetzt und mit einem Serumstopfen verschlossen bei RT. stehengelassen. Nach zwei
Tagen (DC: unvollstindige Reaktion) wurde zu der homogenen Lsg. eine mit H,S ges. Lsg. von 27,8 mmol EtOLi
in 30 m! abs. EtOH gegeben und erneut bei 0° mit H,S gesittigt. Nach 6 Tagen unter Verschluss bei RT. wurde der
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gelben Lsg. mit kriftigem N,-Strom das restliche H,S ausgeblasen und die Lsg. eingedampft. Man ldste den
Riickstand in 35 ml AcOEt und chromatographierte an einer Kieselgel-Sdule (AcOEt/Benzol 3:2). Noch leicht
verunreinigte Produkt-Fraktionen wurden i. RV. eingeengt und erneut chromatographiert. Die DC-einheitlichen
Fraktionen beider Chromatographien wurden zusammen eingedampft und aus AcOEt umkristallisiert: insgesamt
2,91 g (51%) 13a in Form feiner, farbloser Kristalle. Zur Charakterisierung wurde nochmal aus AcOEt umkristal-
lisiert und 2 Tage 1. HV. getrocknet. Schmp. 148-150° (Zers.). DC (AcOEt): R;0,43. [a]p = —6,0 = 0,6° (¢ = 0,96,
MeOH). UV (EtOH): 267 (11 500). IR (KBr): u.a. 1703s, 1683vs, 1538s, vgl. [1}. 'H-NMR (CD;0D, 100 MHz):
1,31(d, J = 7, CH(5Y); 1,41 (5, (CH3);C); 3,97 (¢, J = 7, CH(5)); 4,15 (5, CH(2)). *C-NMR (CD;0OD, 25 MHz):
17,5 (g, C(5")); 28,7 (g, (CH3);C); 50,3 (1, C(2)); 52,3 (d, C(5)); 80,9 (s, (CH;3);C); 158,1 (s, (CH3);COCO); 176,2 (s,
C(4)); 204,9 (s, C(1)). MS: 261 (14, M™), 205 (32, M* — C,Hy), 57 (100); m* 172,4 (261 205), 161,0 (205—188).
Anal. ber. fiir C;gHgN303S: C 45,97, H 7,33, N 16,08, S 12,27; gef.: C 46,04, H 7,32, N 15,93, S 12,12.

b) Ausgehend von 12. Eine Lsg. von 295 mg (1,03 mmol) 11a und 298 mg (1,14 mmeol) 12 (X = TsO) in 9 ml
Dioxan/i-PrOH/H,0 5:3:1 wurde langsam mit 0,158 ml (1,13 mmol) Et;N versetzt und 3 h unter Lichtausschluss
bei RT. geriihrt. Nach Absaugen der Lsgm. chromatographierte man den leicht gelben Riickstand an Kieselgel
(AcOEt/Hexan 1:1). Die einheitlichen Produkt-Fraktionen wurden konzentriert, worauf sie sich tiber Nacht bei
—20° verfestigten; dieser Kristallbrei wurde nach Zugabe von wenig AcOEt abfiltriert: 247,5 mg (92%) DC-ein-
heitliches 13a, welches zur Charakterisierung nochmals aus AcOEt/Hexan umkristallisiert wurde. Zers. ab 149°.
falp = —4,4 £ 0,4° (¢ = 1,50, MeOH).

( —)-N-( tert-Butoxycarbonyl) -L-alanyl-glycin-imidthiosdure- S-ethylester (14a). Eine Lsg. von 531 mg (2,14
mmol) Et;0*PFy in 6 ml abs. CH,Cl, wurde bei RT. unter Ar mit 550 mg (2,11 mmol) 13a versetzt. Die kriftig
gerithrte Suspension wurde nach ca. 5 min homogen, und man filtrierte die klare, farblose Lsg. nach 30 min mit abs.
CH,Cl, durch eine 8 g Polymerbase (vgl. Aligemeines) enthaltende Sdule. Das Filtrat wurde zusammen mit 5 ml
Benzol eingedampft, das verbleibende Ol in wenig abs. CH,Cl, aufgenommen und rasch mit Pentan versetzt, so
dass keine bleibende Triibung auftrat. Nach der spontanen Kristallisation wurde abfiltriert (Glasfritte/N,-Uber-
druck) und nochmals analog aus CH,Cl,/Pentan umkristallisiert: insgesamt 540 mg (89 %) 2mal kristallisiertes 14a
(typischer knoblauch-artiger Geruch nach EtSH), Schmp. 108-109° (Zers.). DC (die verwendeten Kieselgel-Platten
wurden kurz in MeOH/Et;N 9:1 getaucht und offen iiber Nacht trocknen gelassen): CH,Cl,/MeOH 19:1, R;0,46.
pK,-Abschitzung: Durch Protonierung von 14a in (Dg)DMSO werden im 'H-NMR-Spektrum die Signale von
CH,(2) bzw. von SCH,CH; um 0,52 bzw. 0,35 ppm nach tieferem Feld hin verschoben. Aquimolare Mengen
Pyridin-hydrochtorid (pK, = 5,3, [29]) werden nahezu vollstindig und sym-Collidin-hydrochlorid (pK, = 7,4,{29])
zu ca. 30% durch 14a in (Dg)DMSO deprotoniert; der pK-Wert der Imidthioester-Gruppe von 14a diirfte
demnach um 7 liegen. [a]p = —24,6 £ 0,4° (¢ = 1,64, CHC},). UV (CH4,CN, Fluka fir HPLC; 1-mm Messzelle):
215 (sh, 4200), 227 (4600). IR (CHCls): 3440m, 3320 (br.), 2985s, 2935m, 2875w, 1692 (br.), 1612s, 1510 (sh),
1496vs, 1454m, 1412w, 1394m, 1369s, 1323m, 1163s, 1062 (sh), 1052m, 1025m, 970w, 918w. 'H-NMR (CDCl,, 80
MHz): 1,31 (¢, J = 7,5, SCH,CHs;); 1,38 (mit Boc-Signal iiberlagertes 4, J = 7, CH;(5")); 1,46 (5, (CH3);C); 2,91 (g,
J =175, SCH,CHj); 4,08 (d, J = 5,5, CHx(2)); 4,25 (scheinbares quint., J = 7, CH(5)); 5,39 (br. 4, J = 7, NH(6)),
7,28 (z-artiges m, NH(3)). 3C-NMR (CDCl,, 25 MHz): 13,7 (¢, SCH,CHy); 18,6 (g, C(5")); 23,4 (1, SCH,CH,);
28.4 (¢, (CH;3);30); 46,0 (¢, C(2)); 50,3 (d, C(5)); 80,0 (s, (CH;3);C); 155,7 (s, (CH;);COC0); 173,6 (s, C(4)). Das
BC-NMR (75 MHz) von 14a bei 0° zeigte nicht nur eine Aufspaltung der meisten Signale, sondern auch 4 Signale
(171,7,173,3, 174,4 und 175,1) im Amid-Bereich. Erneute Messung derselben Probe bei RT. ergab wiederum oben
beschriebenes, einheitliches Spektrum. MS: 299 (5, M* — SCH,CH,), 172 (41, M — SCH,CH; — C,Hy), 57 (100).
Anal. ber. fir C,H;3N;058: C 49,81, H 8,01, N 14,52; gef.: C 50,00, H 7,99, N 14,48.

( —)- N-( tert-Butoxycarbonyl) -L-alanyl- N-cyanmethyl-glycin-amidin-( p-toluolsulfonat) (15). Eine Lsg. von
351,2 mg (1,54 mmol) Glycin-nitril-(p-toluolsulfonat) (Schmp. 191-193°, Zers.) in | ml DMF wurde bei 0° im
Ar-Gegenstrom mit 527,4 mg (1,82 mmol) 14a versetzt. Nach 2 h Rihren bei 0° gab man je 10 ml Toluol und Hexan
zu und stellte liber Nacht in den Kiihlschrank. Der kristalline Festkdrper wurde in wenig MeOH gelost, mit dem
10fachen Volumen AcOEt versetzt, das erhaltene Produkt zusammen mit weiterem, aus der eingeengten Mutter-
lauge isoliertem Material in 7 ml heissem AcOMe aufgeschlammt und unter Riihren bis zur klaren Lsg. mit MeOH
versetzt. Nach Zugabe von 3 ml AcOMe und anschliessender Kristallisation im Kithlschrank isolierte man
insgesamt 566,4 mg (81%) 15 vom Schmp. 130-132° (Zers.). DC (System 7): R, 0,6 (aufgespaltener, intensiv mit
Ninhydrin anfarbender Fleck). DE: u = 1,14. pK,*-Wert: 6,9. [a], = —18,3 + 0,6° (¢ = 1,06, MeOH). IR (KBr):
u.a. 1700 (sh), 1675vs, 1637s, 1600 (sh), vel. [1]. "H-NMR ((Dg)DMSO, 300 MHz): 1,20 (d, J = 7,1, CH(5")); 1,40
(s, (CH;3)50); 2,29 (s, CH3C4H4S04); 3,93-4,18 (Signalhaufen, CH(S), CHy(2)); 4,52 (s, CH,CN); 7,11, 7,48
(AA’BB', 4 arom. H); 7,17 (br. m. NH(6)); 8,46 (br. m, NH(3)); 9,0-10,0 (br. Signal, 3 Amidin-H). >*C-NMR
(CD;0D, 25 MHz): 17,4 (¢, C(5%)); 21,4 (¢, CH3C¢H,SO3); 28,8 (¢, (CH;);C); 31,2 (¢, CH,CN); 40,9 (1, C(2)); 52,2
(d, C(5)); 81,3 (s, (CH;);C); 114,8 (s, CH,CN); 126,9, 130,0 (24, arom. CH); 141,9, 143,4 (25, arom. C); 158,6 (s,
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(CH;3);COCO); 1684 (s, C(1)); 1772 (s, C4)). FAB-MS: 739 (1,4, 2M*+TsO7), 700 (L,6,
2M* +TsO™— CHCN), 661 (2,6, 2M*+TsO~ —2CHCN), 567 (29, 2M*—H%), 528 (2,7,
2M* —H* — CHCN), 489 (0,6, 2M ™ — H* — 2CHCN), 285 (15), 284 (94, M), 245 (100, M+ — CHCN), 228 (88,
M* — C4Hy), 189 (40, M+ — CHCN — C4Hg). Anal. ber. fiir CoH,NsOgS: C 50,10, H 6,42, N 15,37, S 7,04; gef.:
C 50,32, H 6,38, N 15,67, S 6,99.

¢) (L-Phenylalanyl-glycin)-Reihe. Falls nicht speziell vermerkt, wurden die Verbindungen analog zu den
vorstehend beschriebenen Verbindungen der (L-Alanyl-glycin)-Reihe hergestellt. Fiir eine detaillierte Beschreibung
der Exper. vgl. [1].

(—)-N-( tert-Butoxycarbonyl ) -L-phenylalanyl-glycin-nitril (4b). Schmp. 136,5-137,5°. DC (AcOEt): R;0,73.
[2]p = —8,1 £ 0,3° (¢ = 1,97, Dioxan). IR (KBr): vgl. [1]. 'H-NMR (CDC};, 100 MHz): 1,35 (s, (CH3);C);
2,89-3,20 (Signalhaufen, CH,(5"); 4,03 (d, J = 6, CH,(2)); 4,42 (q-artiges m, CH(5)); 5,50 (br. d, J = 8, NH(6));
7,04-7,56 (Signalhaufen, 5 arom. H, NH(3)). *C-NMR (CDCl,, 25 MHz): 27,5 (¢, C(2)); 28,4 (g, (CH3),C); 38,6 (z,
C(5Y); 56,2 (d, C(5)); 80,8 (s, (CH3);C); 115,9 (5, C(1)); 127,2, 128,9, 129,4 (3d, arom. CH); 136,4 (s, arom. C);
155,9 (s, (CH;);COCO); 172,3 (s, C(4)). MS: 247 (4,3, M* — C4Hy), 57 (100). Anal. ber. fiir C ¢H, N;O;: C 63,35,
H 6,98, N 13,85; gef.: C 63,21, H 6,90, N 13,79.

( +)-N-( tert- Butoxycarbonyl) -L-phenylalanyl-glycin-amidin-( p-toluolsulfonat) (8b). a) Ausgehend von 4b.
Schmp. 178-179° (Zers.). DC (System /): R;0,71. DE: u = 1,08 (Fig. 18). [«]p = +13,1 £ 0,5° (¢ = 1,08, MeOH).
IR (KBr): vgl. [1]. "H-NMR ((Dg)Aceton/0,0lM CF,COOD in D,0 5:1, 300 MHz): 1,29 (s, (CH,);0); 2,28 (s,
CH3CgH,SOy); 2,90, 3,15, 4,32 (ABM, J,5= 138, J; =99, Jgy = 5,6, CHy(5"), CH(5)); 4,19, 4,31 (4B,
J 45 = 17,4, CHx(2)); 7.15, 7,65 (44" BB’ CHyC H,SO4); 7,23 (m, 5 arom. H). *C-NMR (CD,0D, 25 MHz): 21,3
(g, CH3CsH,4SO3); 28,6 (g, (CH;),C); 38,0 (1, C(5')); 40,2 (1, C(2)); 58,0 (d, C(5)); 81,1 (s, (CH;);C); 126,8, 129,9
(2d, arom. CH von TsO7); 127,8, 129,4, 130,2 (34, arom. CH von Ph}; 138,2 (s, arom. C von Ph); 141,7, 143,2 (2s,
arom. C von TsO7); 158,7 (s, (CH3);COCO); 1697 (s, C(1)); 175,6 (s, C(4)). FAB-MS: 813 (1,6, 2M ™ + TsO"),
641 (def. 1, 2M* — H"), 585 (0,8, 2M™* — H™ — C,Hy), 493 (1,5, MT + TsOH), 321 (> 60, M™), 265 (> 60,
M~ — C,Hg); m* 218,8 (321 5265). Anal. ber. fiir C,3H3,N,O4S: C 56,08, H 6,55, N 11,37, 86,51 ; gef.: C 56,19, H
6,55, N 11,24, S 6,50.

b) Ausgehend von 14b. Eine Lsg. von 181,0 mg (0,495 mmol) amorphem 14b in 1 ml DMF wurde unter Ar bei
0° mit 79,0 mg (0,418 mmol) NH,TsO (aus MeOH umkristallisiert und 10 Tage i. HV. getrocknet) versetzt und 4
Tage bei 0° unter Verschluss geriihrt. Man sog das gebildete EtSH und den grossten Teil des DMF i. HV. ab, nahm
den hochviskosen Riickstand in AcOEt auf und gab ebensoviel Et,O zu. Die angeimpfte Lsg. wurde in den
Kihlschrank gestellt: 87,0 mg (77 %) kristallines 8b, welches aus MeOH/AcOMe umkristallisiert wurde. Schmp.
178-179° (Zers.). [¢]p = +13,0 £ 0,5° (¢ = 1,07, MeOH).

(+ )-L-Phenylalanyl-glycin-amidin-bis( p-toluolsulfonat) (6b). Zers. ab 186°. DC (System 2): R; 0.56. DE:
u =189 (vgl. Fig.18). pK,* (NH3-Gruppe, NH3-Gruppe nicht erfasst) = 6,3. [a]p = +21,2 £ 0,7° (c =0,92,
MeOH). 1R (KBr): vgl. [1]l. "TH-NMR (CD;0D, 300 MHz): 2,36 (s, 2 CH,C¢H,SO;); 3,08, 3,25, 4,27 (ABM,
a5 = 14,0, J 3 = 8.2, Jgpy = 6,5, CHx(5"), CH(5)); 4,04, 4,26 (4B, J ., = 17,1, CHy(2)); 7,18-7,72 (Signalhaufen,
13 arom. H von Ph und TsO™). ’C-NMR (CD;0D, 25 MHz): 21,2 (g, CH,C4H,S05); 38,0 (1, C(5Y); 40,4 (1,
C(2)); 55,7 (d, C(5)); 126,8, 129,9 (2d, arom. CH des TsO™); 128,7, 130,0, 130,4 (34, arom. CH des Ph); 135,3 (s,
arom. C des Ph); 141,9, 143,0 (25, arom. C des TsO™); 169,2 (s, C(1)); 171,0 (s, C(4)). FAB-MS: 1005 (0,1,
3M¥ —3H" +2Ts07), 957 (0,2, 2M> +3TsO7), 785 (0,5, 2M* —H*+2TsO), 613 (2,7,
2M% — 2H* + TsO7), 565 (1,0, M2* + TsO™ + TsOH), 393 (6,1, M** + TsO™), 222 (15), 221 (100, M** — H*);
m* 188,3 (221 -5204). Anal. ber. fiir C,sH3,N,0,: C 53,18, H 5,71, N 9,92, S 11,36; gef.: C 53,19, H 5,68, N 9,84,
S 11,30.

Dihydrochlorid aus 6b. Im 25-ml-Zentrifugenglas wurde eine Lsg. von 300,0 mg (0,531 mmol) 6b in 4 ml
MeOH mit 6 ml HCl/MeOH-Lsg.?) und 10 ml Et,0O versetzt, anschliessend mit kristallinem Produkt angeimpft
und nach 5 min abzentrifugiert. Die Kristalle wurden 1mal mit AcOEt gewaschen und aus MeOH/AcOEt 1:2
umkristallisiert: 145,1 mg (93%) 6b (2CI” statt 2TsO"), Zers. ab 195°. DC (System 2): R; 0,56. DE: u = 1,89.
la]p = +48,1 + 2.4°, (¢ = 0,24, MeOH). IR (KBr): vgl. [1}. "H-NMR ((D¢)Aceton/0,01M CF;COOD in D,0 5:1,
300 MHz; vgl. Fig. 17): 3,34 (d, J = 7,4, CHx(5"); 4,18, 4,39 (4B, J ;s = 17,3, CH,(2)); 4,55 (¢, J = 7,4, CH(5));
7,27-7,44 (Signalhaufen, 5 arom. H). >C-NMR ((D;)DMSO, 25 MHz): 36,2 (1, C(5")); 53,9 (d, C(5)); 127,2, 128,6,
129,4 (3d, arom. CH); 135,0 (s. arom. C); 167,2, 169,3 (25, C(1), C(4)). FAB-MS: 477 (0,7, 2M2" — 2H* + 35CID),
441 (1,8, 2M>F — 3H™), 233 (13), 222 (17), 221 (100, M** — H*), 206 (48), 205 (12), 204 (27, M** — NH). Anal.
ber. fiir C;;H3Cl;N,O: C 45,06, H 6,19, C1 24,18, N 19,11; gef.: C 44,98, H 6,20, C1 24,00, N 19,08.

) HCI/MeOH-Lsg.: MeOH und Me,SiCl, wurden im Verhiltnis 2:1 bei RT. vorsichtig gemischt und ca. | h
verschlossen stehengelassen; laut Titration 5,7M Lsg.
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( +)-N-( tert-Butoxycarbonyl) -L-phenylalanyl-glycin-thioamid (13b) (ausgehend von 11b, vgl. auch [21]).
Schmp. ab 85-90° Verdnderung, ab ca. 125° Zers. ohne zu schmelzen. DC (AcOEt): R, 0,67. [a]p = +22,6 + 0,5°
(c = 1,97, MeOH) ([21]: [z]p = +21,5°, ¢ = 1,0, MeOH). UV (EtOH): 265 (12000). IR (KBr): u.a. 1685vs, 1672vs,
1584w, 1515s, 1500s, vgl. [1]. '"H-NMR (CD;0D, 100 MHz): 1,35 (s, (CH;);C); 2,70-3,33 (m, CHx(5")); 3,86-4,36
(Signalhaufen, CH,(2), CH(5)); 7,20 (s, 5 arom. H). "C-NMR (CD,0D, 25 MHz): 28,8 (g, (CH,);C); 38,4 (1,
C(5"); 50,4 (, C(2)); 58,1 (d, C(5)); 81,0 (s, (CH;);C); 127.8, 129,5, 130,3 (34, arom. CH); 138,3 (s, arom. C); 158,0
(5, (CH3);COCO); 174,7 (5, C(4)); 204,8 (5, C(1)). MS: 337 (0,9, M), 333(2,0), 281 (10, M* — C,Hy), 264 (4,6), 247
(10, M* — C4Hg — H,8), 57 (100). Anal. ber. fiir C;4H»;N40,5: C 56,95, H 6,87, N 12,55, S 9,50; gef.: C 56,77, H
6,73, N 12,41, S 9,33.

Ausgehend von 4b liess sich analog zur (Ala-gly)-Reihe (1 Aquiv. EtOLi in H,S/EtOH [20)) in 83 % Ausbeute
DC-einheitliches 13b herstellen: [a]p = +23,0 £+ 0,5° (¢ = 1,71, MeOH).

N-{ tert-Butoxycarbonyl) -L-phenylalanyl-glycin-imidthiosiure-S-ethylester (14b). Diese Verbindung konnte
nur amorph isoliert werden und wurde jeweils vor Gebrauch frisch hergestellt. 'H-NMR (CDCl,, 80 MHz): 1,29 (1,
J =15, SCH,CHj); 1,40 (s, (CH,);C); 2,86 (¢, J = 7.5, SCH,CH,); 3,09 (d, J = 6,5, CHx(5"); 4,03 (d, J = 5,5,
CH,(2)); 4,43 (br. g, J = 7, CH(S)); 5,18 (br. d, J = 7,5, NH(6)); 6,85 (¢-artiges m, NH(3)); 7,26 (s, 5 arom. H).

d) (Glycyl-glycin)-Reihe. Fiir eine detaillierte Beschreibung der Exper. vgl. [1].

N-( tert-Butoxycarbonyl)-glycyl-glycin-nitril (4¢). Schmp. 108-110°. DC (AcOEt): R;0,5. 'H-NMR (CDCl,,
100 MHz): 1,43 (s, (CH3),C); 3,83 (d, J = 6,5, CHy(5)); 4,16 (d, J = 5,5, CH,(2)); 4,48 (¢-artiges m, NH(6)); 7,34
(t-artiges m, NH(3)). 3C-NMR (CDCl;, 25 MHz): 27,4 (1, C(2)); 28,3 (g, (CH;);C); 44,4 (1, C(5)); 81,0 (s,
(CH,);C); 116,0 (s, C(1)); 156,4 (s, (CH5);COCO); 170,2 (s, C(4)). MS: 213 (0,6, M™), 57 (100). Anal. ber. fiir
CoH;5N305: C 50,69, H 7,09, N 19,71; gef.: C 50,79, H 7,10, N 19,63.

N-( tert-Butoxycarbonyl )-glycyl-glycin-amidin-( p-toluolsulfonat) (8¢). Schmp. 157-158° (Zers.). DE:
u =1,20. '"H-NMR ((Dg)DMSO, 100 MHz): 1,37 (5, (CH;);C); 2,28 (s, CH3CH,SO5); 3,61 (d, J = 6, CHy(5));
4,02 (d, J = 6, CH,(2)); 6,97 (¢-artiges m, NH(6)); 7,11, 7,50 (A4’ BB', 4 arom. H); 8,37 (¢-artiges m, NH(3)); 8,73
(br. 5, 4 Amidin-H). *C-NMR (CD;0D, 25 MHz): 21,3 (g, CH;CH,S03); 28,6 (¢, (CH,);C); 40,2 (2, C(2)); 44,9
(1, C(5)); 81,0 (s, (CH4);C); 126,8, 129,8 (2d, arom. CH); 141,7, 143,2 (25, arom. C); 158,8 (s, (CH,;);COCO); 169,9
(s, C(1)); 173,9 (s, C(4)). FAB-MS: 1035 (0,6, 3M* + 2TsO"), 633 (1,0, 2M™* + TsO7), 461 (1,0, 2M* — H"), 232
(11), 231 (100, M™), 175 (67, M™ ~ C4Hy), 114 (10). Anal. ber. fiir C¢H,sN4O¢S: C47,75, H 6,51, N 13,92, S 7,97;
gef.: C 47,60, H 6,49, N 13,82, S 7,86.

Glycyl-glycin-amidin-bis( p-toluolsulfonat) (6¢). Zers. ab 161°. DC (i-PrOH/H,0/AcOH 7:2:1 mit NaCl ges.):
R; 0,36. DE: u = 2,34, pK,* (NHj-Gruppe, NH}-Gruppe nicht erfasst) = 6,8. IR (KBr): u.a. 1721s, 1692m,
1656m, 1600w, 1569m, vgl. [1}. 'H-NMR (CD;0D, 80 MHz): 2,37 (s, 2 CH3;C H,S04); 3,86 (s, CHy(5)); 4,24 (s,
CH,(2)); 7,26,7,63 (A4’ BB, 8 arom. H). 3C-NMR (CD;0D, 25 MHz): 21,3 (g, CH;C4H,SO3); 40,3 (2, C(2)); 41,9
(1, C(5)); 126,8, 130,0 (24, arom. CH); 142,0, 142,9 (2s, arom. C); 169,1, 169,6 (25, C(1), C(4)). FAB-MS: 777 (0,2,
2MP +3TsO7), 605 (0,4, 2MY —HY+2TsO7), 475 (0,6, M?>*+TsO™ +TsOH), 433 (2,5,
2M?* = 2H* + TsO7), 303 (4,1, M** + TsO"), 261 (1,4, 2M** — 3H™), 131 (100, M** — H*). Anal. ber. fiir
CsHysN,O5S,: C 45,56, H 5,52, N 11,81, S 13,51; gef.: C 45,63, H 5,48, N 11,83, S 13,90.

N-{ tert-Butoxycarbonyl )-glycyl-glycin-thioamid (13c) (ausgehend von 4c¢). Schmp. 130-131°. DC (AcOEt/
Benzol 1:1): R;0,3. 'H-NMR (CD;0D, 100 MHz): 1,43 (5, (CH3);C); 3,70 (s, CH,(5)); 4,16 (s, CH5(2)). ’C-NMR
(CD,0D, 25 MHz): 28,7 (g, (CH3);C); 45,1 (¢, C(5)); 50,1 (¢, C(2)); 81,1 (5, (CH3);C); 158,8 (s, (CH;3);COCO);
172,9 (s, C(4)); 205,0 (s, C(1)). MS: 247 (13, M™), 191 (48, M* — C4Hy), 57 (100). Anal. ber. fiir CoH{;N;058: C
43,71, H 6,93, N 16,99, S 12,96; gef.: C 43,67, H 6,97, N 16,93, S 12,73.

N-( tert- Butoxycarbonyl)-glycyl-glycin-imidthiosdure- S-ethylester (14c). Schmp. 70-71°. IR (CHCl,): 3435m,
3390 (sh), 3320 (br.), 2980s, 2935m, 2873w, 1707 (sh), 1682 (br.), 1561s, 1497 (br.), 1462m, 1411w, 1393m, 1369s,
1320w, 1164s, 1047m, 1026w, 941w, 860w, 825w. 'H-NMR (CDCls;, 100 MHz, Probe enthilt laut Integral ca. 3
Gew.-% Benzol): 1,29 (1, J = 17,5, SCH,CH,); 1,42 (s, (CH;3);C); 2,84 (¢, J = 17,5, SCH,CHj3); 3,82 (d, J =6,
CHy(5)); 4,08 (d, J = 5,5, CH,(2)); 5,34 (t-artiges m, NH(6)); 7,08 (br. 5, NH(3)); 7,33 (s, 0,6 H, C¢Hy). *C-NMR
(CDCl;, 25 MHz): 13,7 (¢, SCH,CH3); 23,4 (¢, SCH,CH,); 28,4 (¢, (CH3);,C); 44,3 (¢, C(5)); 46,0 (¢, C(2)); 80,0 (s,
(CH;);C); 128,3 (d, CoHy); 156,3 (s, (CH4);COCO); 170,5 (s C(4)); 173,4 (br. s, C(1)). MS: 276 (0,1, M* + 1), 57
(100). Anal. ber. fur C, H;N3;0,8-0,10 C¢Hg: C 49,20, H 7,69, N 14,84, S 11,32; gef.: C 49,33, H 7,62, N 14,96, S
11,52.

5. Exper. zu Schema 4. — ( — )- N{ tert-Butoxycarbonyl )-1L-alanyl-glycinimidoy!- L-alanyl-glycin-amidin-bis( p-
toluolsulfonat) (16a). Eine Lsg. von 3,13 g (6,40 mmol) 6a in |8 ml DMF wurde unter Ar bei 0° mit 2,05 g (7,07
mmol) 14a versetzt und unter Feuchtigkeitsausschluss 2 Tage bei 0° gerthrt. Der homogenen, farblosen Lsg.
wurden 20 ml Toluol und 100 ml Hexan zugegeben, worauf sich zwei Phasen bildeten. Nach Zentrifugation wurde
die obere Phase abdekantiert und verworfen. Aus der verbleibenden Phase schied sich nach Zugabe von 50 ml
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Fig.8. 300-M Hz-' H-NM R-Spektren von 16a in CD;0D

Toluol eine honig-artige Masse ab, die man nach Zentrifugation und Abdekantieren der iiberstehenden Lsg.
nochmals mit 50 ml Toluo! wusch. Der verbleibende Riickstand wurde in 15 ml abs. EtOH aufgelést, mit 25 ml
AcOEt verdiinnt, angeimpft und zur Kristallisation iber Nacht in den Kihischrank gestellt: 3,95 g (86 %) farbloses
16a, von welchem eine Probe zur Charakterisierung nochmals aus EtOH umkristallisiert wurde. Schmp. 181-182°
(Zers.). DC (System 2): R; 0,54. DE: u = 1,43. [a]p = —25,6 & 3,2° (¢ = 0,26, MeOH). IR (KBr): u.a. 1708s,
1680vs, 1660s, 16265, 1600m, 1543s, 15155 vgl. [1]. "H-NMR (CD;0D, 300 MHz; vgl. Fig.! und 8): 1,33 (d,
J =72, CHy(11Y); 1,43 (s, (CH,);C); 1,53 (d, J = 7,0, CH,(5%)); 2,37 (s, CH;C4H,S04); 4,00 (br. ¢, J =72,
CH(11)); 4,14, 4,26 (4B, J ;3= 17,1, CH(2)); 4,21,4,30 (4B, J .5 = 17,1, CH»(8)); 4,54 (¢, J = 7,0, CH(5)); 7,24,
7,71 (AA’' BB, 8 arom. H); vgl. Fig.8 (unten) und Fig. I. 3C-NMR ((Dg)DMSO, 75 MHz): 17,1 (g, C(5Y), C(11%));
20,8 (g, CH;C4H,4SO3); 28,1 (g, (CH3);C); 50,1, 51,1 (24, C(5), C(11)); 78,5 (s, (CH,);C); 125,4, 128,2 (2d, arom.
CH); 138,2, 144,6 (25, arom. C); 155,6 (s, (CH;);COCO); 165,0 (s, C(1)); 167,9 (s, C(T)); 170,2, 173,9 (2s,
C(4),C(10)). FAB-MS: 960 (def. 1), 915 (0,2), 661 (0,7), 545 (6,7), 544 (20, M?* + TsO™), 373 (11), 372 (> 30,
M —H"), 355 (21, M** — NH}), 316 (27, M** — H* — C,Hy); m* 254,4 (544-1372), 338,8 (372—355). Anal.
ber. fiir CyoH, sN;0,,S,: C 48,66, H 6,34, N 13,70, S 8,96; gef.: C 48,50, H 6,24, N 13,47, S 8,78.

Dihydrochlorid aus 16a. Eine Probe von 16a wurde in MeOH durch Amberlite CG-400 (C1~-Form) filtriert, das
Filtrat eingedampft, der Riickstand aus MeOH mit AcOEt umgefilit und nach Trocknen i. HV. iiber Nacht
quantitativ 16a (2CI~ statt 2TsO™) mit folgenden Daten isoliert: [a]p = —24,5+ 1,9°, [2]s36 = —53,2 £ 2,1°
(¢ = 0,28, MeOH). 'H-NMR (CD;0D, 300 MHz; vgl. Fig. 11): 1,35(d, J = 7,2, CHy(111)); 1,45 (s, (CH,);C); 1,55
(d,J =7,0,CH,(5"); 4,02 (br. g, J = 7,1, CH(11)); 4,16, 4,30 (4B, J .5 = 17,1, CH(2)); 4,22, 4,32 (4B, J (5 = 17,1,
CH,(8)); 4,61 (g, J = 7,0, CH(5)). Wihrend der Aufnahme eines >C-NMR-Spektrums (ca. 15 h, RT.) von 16a
(2CI” statt 2TsO7) in CD;0D hatten sich unidentifizierte Zersetzungsprodukte (Auftreten neuer Signale, DC-
Nachweis) gebildet. Spéter wurde gefunden, dass sich solche Mess-Lsg. durch Zusatz einer Spur von CF;COOH
soweit stabilisieren lassen, dass geméss DC keine Zersetzungsprodukte mehr auftreten.

( —)-L-Alanyl-glycinimidoyl-L-alanyl-glycin-amidin-trihydrochlorid (17a). In einem 25-ml-Kolben wurden
367,4 mg (0,513 mmol) 16a unter N, bei RT. mit 2,5 ml HCl/MeOH-Lsg.?*) versetzt, wonach sich die Lsg. nach ca.
15 s langsam triibte. Nach 7 min fiigte man 10 ml abs. AcOEt (dest. iiber P,05) zu und liess weitere 7 min bei RT.
stehen. Der gebildete Niederschlag wurde mit einer Glasfritte im N,-Uberdruck abfiltriert, je 3mal mit abs. AcOEt
und Pentan gewaschen und i. HV. diber Nacht getrocknet. Man erhielt 201,8 mg (98 %) amorphes 17a. DC (System
2): Ry 0,32 (vgl. Fig.14). DE: u = 1,98 (vgl. Fig.15). [a]p = —9,9 + 2,1°, [a]p = —23,4 £ 2,2° (¢ = 0,25, MeOH).
'H-NMR (CD;0D, 300 MHz, Probe enthilt laut Integral insgesamt ca. 5 Gew.-% MeOH, TsOH, AcOEt und
EtOH; vgl. Fig. 12): 1,567 (d, J = 7,0, CH(5"); 1,572 (d, J = 7,1, CH,(11")); 4,14 (teilweise iiberlagertes q,
J =171, CH(11)); 4,17, 4,32 (AB, J 45 =172, CHy(2)); 4,25, 4,41 (4B, J, ;= 168, CH®)); 4,63 (¢, J =17,
CH(5)). *C-NMR (CD;0D, 75 MHz; vgl. Fig. 13): 17,2 (g, C(11"); 17,7 (g, C(5")); 40,9 (t, C(2)); 41,6 (1, C(8));
50,6 (d, C(11)); 53,3 (d, C(5)); 166,2 (s, C(7)); 169,7 (s, C(1)); 172,4, 172,6 (25, C(4),C(10)). FAB-MS: 543 (0,4,
2M3* = 5H*), 310 (1,0, M>* — H* + ¥CIM), 308 (1,6, M — H* + 33CI7), 272 (26, M** — 2H™), 145 (38), 130
(100).

( —)-N-( tert-Butoxycarbonyl) -L-alanyl-bis( glycinimidoyl- L-alanyl )-glycin-amidin-trihydrochlorid (21a). Eine
Suspension von 294,0 mg (ca. 0,77 mmol, Lsgm.-Gehalt unbestimmt) 17a (aus Nachschubansatz) in 2 ml DMF
wurde unter Ar bei 0° mit 269,6 mg (0,932 mmol) 14a versetzt. Nach zweitdgigem Riihren unter Verschluss bei 0°
transferierte man die homogene Lsg. ins 25-ml-Zentrifugenglas, fillte das Produkt mit 20 ml Toluol aus und
zentrifugierte ab. Der harzige Riickstand wurde mal mit Toluol gewaschen, in 2 mI MeOH aufgeldst und mit 15
ml abs. Et,O (filtriert durch bas. Alox, Akt.I) erneut ausgefillt. Nach wiederholter Umféllung mit MeOH/AcOEt
suspendierte man den abzentrifugierten Festkdrper in AcOEt und filtrierte durch eine Glasfritte im N,-Uberdruck
ab. Waschen mit AcOEt und Pentan und Trocknen i. HV. (6 Tage) ergaben 434,8 mg (87 %) amorphes, farbloses
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21a. DC (System 2): R; 0,46. DE: u = 1,52 (DC und DE zeigten Spuren von 17a). [a}p = —33,7 + 2,0°,
[x]s36 = —78,1 £ 2,3° (¢ = 0,28, MeOH). 'H-NMR (CD;0D, 300 MHz, Probe enthilt laut Integral ca. 6 Gew.-%
AcOEt; vel. Fig. 11):1,35(d, J = 7,2, CH;(17Y); 1,45 (s, (CH;);C); 1,565, 1,572 (24, J = 7,0, CH4(5"), CH,(11Y));
4,02 (br. q,J = 7,1, CH(17)); 4,16, 4,32 (AB, J ;5 = 17,2, CHx(2)); 4,19-4,42 (2 iiberlagerte AB, J 5= 17, CHy(8),
CH,(14)):4,61,4,65 (2¢,J = 7, CH(5), CH(11)). FAB-MS (vgl. Fig.9):997 (0,1,2M°* — SH™), 671 (0,6), 500 (4,8),
499 (14, M3+ — 2H"), 372 (8,3), 350 (4,7), 316 (9,5), 299 (6,1), 272 (3,2), 245 (100), 189 (70), 128 (38).

( —)-L-Alanyl-bis( glycinimidoyl-L-alanyl )-glycin-amidin-tetrahydrochlorid (22a). Eine Lsg. von 160,5 mg (ca.
0,264 mmol, Lsgm.-Gehalt unbestimmt) 21a (aus Nachschubansatz) in 0,5 mI MeOH wurde unter Ar bei RT. im
25-ml-Zentrifugenglas mit 2 ml HCl/MeOH-Lsg.?) versetzt, worauf sich nach ca. 15s die homogene Lsg. zu triiben
begann. Nach 7 min fiigte man 10 ml abs. AcOEt (dest iber P,Os) zu und liess weitere 7 min bei RT. stehen. Der
abzentrifugierte Festkorper wurde in abs. AcOEt suspendiert, durch eine Glasfritte im N,-Uberdruck abfiltriert,
3mal mit abs. AcOEt gewaschen und getrocknet (HV., 3 Tage): 140,6 mg (92 %) amorphes 22a. DC (System 2): R;
0,24. DE: u = 1,85 (vgl. Fig. 15; DC und DE zeigten Spuren von 17a). [x]p = —26,7 + 1,9°, [a]43¢ = —60,1 £ 2,1°
(¢ = 0,29, MeOH). 'H-NMR (CD;OD, 300 MHz, Probe enthilt laut Integral insgesamt ca. 6 Gew.-% AcOEt und
EtOH; vgl. Fig.12): 1,574 (d, J = 7,1, CH5(17Y); 1,569, 1,582 (2d, J = 7,0, CH;(5"), CH4(111); 4,15 (teilweise
iiberlagertes ¢, J =7, CH(17)); 4,16, 4,32 (4B, J,53= 17,2, CH,(2)); 4,21-4,46 (2 liberlagerte 4B, J,z=17,
CHy(8), CHy(14)); 4,61, 4,66 (2¢, J = 7,0, CH(5), CH(11)). 3C-NMR (CD,0D, 75 MHz; vgl. Fig.13): 17,2 (¢,
CA7Y; 17,7 (g, C(5Y), CU1Y); 41,0 (1, C(2)); 41,7 (2, C(14)); 41,8 (1, C(8)); 50,6 (d, C(17)); 53,38 53,44 (2d, C(5),
C(11)); 166,3, 166,4 (25, C(7), C(13)); 169,7 (5, C(1)); 172,4, 172,6 (25, C(4), C(10), C(16)). FAB-MS: 499 (2,2), 459
(1,5), 399 (2,7, M** — 3H™), 372 (2,9), 316 (3,7), 272 (4,7), 245 (49), 189 (17), 180 (12), 160 (17), 145 (21), 133 (14),
131 (13), 130 (100), 129 (19), 128 (16), 115 (14), 110 (65).

( —)- N-( tert-Butoxycarbonyl)- L-alanyl-tris( glycinimidoyl- L-alanyl )-glycin-amidin-tetrahydrochlorid  (23a).
Eine Suspension von 317,5 mg (ca. 0,58 mmol, Lsgm.-Gehalt unbestimmt) 22a (aus Nachschubansatz) in 2 ml
DMF wurde unter Ar bei 0° mit 260,0 mg (0,898 mmol) 14a versetzt. Nach 2 Tagen Rihren unter Verschluss bei 0°
transferierte man die homogene Lsg. ins 25-ml-Zentrifugenglas, filite das Produkt mit ca. 20 m! Toluol aus und
zentrifugierte ab. Der harzige Riickstand wurde 1mal mit Toluol gewaschen, in wenig MeOH aufgelst und mit
Et,0 erneut ausgefillt. Nach wiederholter Umfallung mit MeOH/AcOEt suspendierte man den abzentrifugierten
Festkérper in AcOEt und filtrierte mit einer Glasfritte im N,-Uberdruck ab. Waschen mit AcOEt und Pentan und
Trocknen i. HV. iiber Nacht ergaben 373,4 mg (78 %) amorphes 23a. DC (System 2): R;0,40. DE: u = 1,49 (DC
und DE zeigten Spuren von 22a). [a]p = —43,8 £ 2,3°, [alye = —96,3 £ 2,7° (¢ = 0,24, MeOH). 'H-NMR
(CD;0D, 300 MHz, Probe enthilt laut Integral ca. 6 Gew.-% AcOEt; vgl. Fig. [1): 1,35(d, J =172, CH3(23‘));
1,45 (s, (CH3);0); 1,572, 1,578 (2d unterschiedlicher Intensitit, J = 7,0), 4,02 (br. ¢, J = 7,1, CH(23)); 4,17, 4,32
(4B, J 5 = 17,2, CH,(2)); 4,20-4,49 (3 Uberlagerte 4B, J 45 = 17, CHy(8), CH,(14), CH,(20)); 4,62, 4,65, 4,67 (3¢,
CH(5), CH(11), CH(17)). FAB-MS: 626 (def. 1, M*" — 3H™), 525 (0,6), 499 (1,6), 489 (2,4), 372 (6,2), 355 (2,3), 316
(8.6), 246 (25), 245 ( > 30), 189 (> 30), 145(11), 133 (17), 130 (27), 129 (14), 128 (24); m* 465,6 (499—482), 338,8
(372—355).

( —)-L-Alanyl-tris(glycinimidoyl- L-alanyl ) -glycin-amidin-pentahydrochlorid (24a). Eine Lsg. von 67,3 mg
(82,1 umol) 23a in 1,5 ml MeOH wurde unter Ar bei RT. im 10-ml-Zentrifugenglas mit 2 ml HCl/MeOH-Lsg.?)
versetzt, worauf sich nach ca. 1 min die homogene Lsg. zu triiben begann. Nach 5 min fiigte man 6 ml AcOEt zu,
zentrilugierte ab und versetzte den in 2 ml MeOH geldsten Riickstand nochmals mit 1 ml HCl/MeOH-Lsg.
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Anschliessend wurde weitere 5 min bei RT. stehen gelassen und nach Zugabe von 6 ml AcOEt abzentrifugiert. Man
fillte den Riickstand 1mal mit MeOH/AcOEt um und suspendierte ihn dann in AcOEt. Nach Abzentrifugieren
und Trocknen i. HV. iiber Nacht wurden 49,2 mg (79%) amorphes 24a erhalten. DC (System 2): R; 0,19 (vgl.
Fig.14). DE: u =175 (leichte Schwanzbildung, vgl. Fig.15; DC und DE =zeigten Spuren von 22a).
[alp = —37.8 £ 1,7°, [a]gz6 = —85,1 £ 2,1° (¢ = 0,33, MeOH). 'H-NMR (CD;0D, 300 MHz, Probe enthilt laut
Integral ca. 7 Gew.-% AcOEL; vgl. Fig. 12): 1,579 (d, J = 7,1, CH;(23Y); 1,571, 1,582, 1,588 (3d, J = 7,0, CH3(5Y),
CH;(11Y), CH,(17"); 4,16 (teilweise iiberlagertes ¢, J = 7,1, CH(23)); 4,17, 4,32 (4B, J 45 = 17,2, CH,(2)); 4,20—
4,48 (3 uberlagerte AB, J 5 = 17, CHx(8), CH,(14), CH,(20)); 4,638, 4,646, 4,670 (3 durch Einstrahlung bei 1,58
identifizierte ¢, CH(5), CH(11), CH(17)). >*C-NMR (CD,0D, 75 MHz; vgl. Fig.13): 17,2 (g, C(23"); 17,7 (g,
C(5hH, C(11Y), C(17Y); 40,9 (1, C(2)); 41,6 (1, C(20)); 41,8 (1, C(8), C(14)); 50,6 (d, C(23)); 53,4 (4, C(5), C(11),
C(17)); 166,3-166,5 (3s, C(7), C(13), C(19)); 169,7 (s, C(1)); 172,5, 172,6 (25, C(4), C(10), C(16), C(22)). FAB-MS
(von analog hergestelltem, laut 'H-NMR identischem 24a): 626 (def. 1), 526 (2,7 M>* — 4H™), 499 (1,4), 399 3,7,
384 (4,8), 372 (4,3), 316 (5,2), 272 (11), 257 (22), 245 (61), 145 (74), 130 (> 130), 129 (83), 128 (70), 110 (> 130).

{—)-N-{(tert- Butoxycarbonyl)- L-alanyl-tetrakis(glycinimidoy!- - alanyl) -glycin-amidin-pentahydrochlorid
(25a). Eine Suspension von 353,0 mg (ca. 0,50 mmol, Lsgm.-Gehalt unbestimmt) 24a (aus Nachschub-Ansatz) in
2,5 ml DMF wurde unter Ar bei 0° mit 220,5 mg (0,762 mmol) 14a versetzt, 2 Tage verschlossen bei 0° geriihrt, die
homogene Lsg. ins 25-ml-Zentrifugenglas iiberfiihrt, das Produkt mit 20 ml Toluol ausgefillt und abzentrifugiert.
Der harzige Riickstand wurde 1mal mit Toluol gewaschen, in 2 ml MeOH aufgelost und mit 15 ml Et,O erneut
ausgefillt. Nach wiederholter Umféllung mit MeOH/AcOEt suspendierte man den abzentrifugierten Festkorper in
AcOEt und filtrierte ab (Glasfritte, N,-Uberdruck). Waschen mit AcOEt und Pentan und 2 Tage Trocknen i. HV.
ergaben 401,6 mg (84%) amorphes 25a. DC (System 2): R; 0,35 (Spuren von 23a und 24a erkennbar). DE:
u = 1,46 (leichte Schwanzbildung). [a]p = —47,9 £ 2,0° {a]s6 = —105,8 +2,4° (¢ = 0,29, MeOH). 'H-NMR
(CD,;0D, 300 MHz, Probe enthilt laut Integral ca. 2 Gew.-% AcOEt; vgl. Fig. 11): 1,35 (d, J = 7,1, CH;(29"));
1,45 (s, (CH;3),C); 1,54-1,62 (Signalhaufen von iiberlagerten d, CH;(S‘), CH,(11Y), CH,5(17Y), CH3(231)); 4,02 (br.
q, J =17,1, CH(29)); 4,17, 4,33 (4B, J 5= 17,2, CHy(2)); 4,18-4,48 (Signalhaufen, CH,(8), CH,(14), CH,(20),
CH,(26)); 4,636, 4,650, 4,661, 4,669 (4 durch Einstrahlung bei 1,58 identifizierte g, CH(5), CH(11), CH(17),
CH(23)). FAB-MS (von analog hergestelltem, laut 'H-NMR identischem 25a): 753 (0,7, M>* — 4H™), 626 (0,6),
499 (1,0), 372 (3,5), 316 (6,5), 246 (14), 245 (100), 189 (42), 157 (12), 133 (14), 130 (11), 128 (8,9); m* 338,8
(372-355), 145,8 (245—189).

( —)-L-Alanyl-tetrakis( glycinimidoyl-L-alanyl )-glycin-amidin-hexahydrochlorid (26a). Eine Lsg. von 102,2 mg
(0,107 mmol) 25a in 2 ml MeOH wurde unter Ar bei RT. im 25-ml-Zentrifugenglas mit 2 ml HCl/MeOH-Lsg.?)
versetzt, worauf sich nach ca. 30 s die homogene Lsg. zu triiben begann. Nach 15 min fiigte man 8 ml AcOEt zu und
liess weitere 5 min bei RT. stehen. Der gebildete Festkérper wurde abzentrifugiert und 2mal mit MeOH/AcOEt
umgefillt. Nach Waschen mit AcOEt (lmal) und Trocknen i. HV. iber Nacht erhielt man 88,0 mg (89%)
amorphes, leicht gelbliches 26a. DC (System 2): R; = 0,19 (langgezogener Fleck; Spuren von 24a als Verunreini-
gung erkennbar). DE: u = 1,70 (Schwanzbildung, vgl. Fig.15). [a]p = —49,9 £ 2,1°, [a]4e = —108,8 &+ 2,6°
(¢ = 0,27, MeOH). 'H-NMR (CD;0D, 300 MHz, Probe enthilt laut Integral ca. 6 Gew.-% AcOEt; vgl. Fig.12):
1,53-1,63 (Signalhaufen iiberlagerter d, J = 7, CH;(5'), CH;(11"), CH;(17!), CH;(23"), CH;(29")); 4,17 (teilweise
iberlagertes ¢, J = 7,1, CH(29)); 4,17, 4,33 (liberlagertes AB, J = 17,2, CHx(2)); 4,214,48 (4 iberlagerte AB,
J =17, CH,(8), CHx(14), CHx(20), CH,(26)); 4,60-4,71 (Signalhaufen, CH(5), CH(11), CH(17), CH(23)). 'H-
NMR ((Dg)DMSO, 300 MHz; vgl. Fig. 10): 1,38-1,50 (Signalhaufen, CH,(5"), CH,(11'), CH,(17"), CH,(23"),
CH;,(29Y); 3,95-4.46 (Signalhaufen, CH(29), CHx(2), CH4(8), CHy(14), CH,(20), CH,(26)); 4,64-4,80 (Si-
gnalhaufen, CH(5), CH(11), CH(17), CH(23)); 8,42 (br. 5, 2,5 H, N*H3C(29)); 8,8-9,9 (Signalhaufen, 21 H, iibrige
NH). C-NMR (CD,0D, 75 MHz; vgl. Fig.13): 17,2 (g, C(29"); 17,7 (g, C(5Y), C(11Y), C(17Y, C(23Y); 41,0 (¢,

AcOMe I"w TAcoMe i ]

~! 1(D5)DMSO

Fig. 10. 300-M Hz-! H-NM R-Spek trum von 26a in ( Dg) DMSO
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Fig. 11. Gespreizte 300-M Hz-' H-NM R-Spekiren der Boe-Derivate 8a und 16a (C1™ statt TSO™), 21a, 23a, 25a und
27ain CD;0D

C(2)); 41,7 (1, C(26)); 41,8 (¢, C(8), C(14), C(20)); 50,6 (d, C(29)); 53,5 (d, C(5), C(11), C(17), C(23)); 166,3, 166,5
(2s, C(7), C(13), C(19), C(25)); 169,7 (s, C(1)); 172,6 (s, C(4), C(10), C(16), C(22), C(28)). FAB-MS (von analog
hergestelltem 26a): 653 (0,9, M® — SH™), 638 (0,7), 526 (1,5), 511 (1,0), 399 (2,3), 384 (2,4), 272 (4,5), 257 (8), 202
(15), 145 (28), 130 (100), 128 (25), 110 (64).

(—)-N-(tert- Butoxycarbonyl) - L-alanyl-pentakis( glycinimidoyl- L-alanyl) -glycin-amidin- hexahydrochlorid
(27a). Eine Suspension von 125,4 mg (ca. 0,144 mmol, Lsgm.-Gehalt unbestimmt) 26a (aus Nachschubansatz) in 1
ml DMF wurde unter Ar bei 0° mit 77,9 mg (0,269 mmol) 14a versetzt. Nach 2 Tagen Riihren unter Verschluss bei
0° transferierte man die homogene Lsg. ins 10-ml-Zentrifugenglas, {illte das Produkt mit Toluol aus und zentrifu-
gierte ab. Der harzige Riickstand wurde 1mal mit Toluol gewaschen, in wenig MeOH aufgeldst und mit Et,O
erneut ausgefillt. Nach wiederholter Umfillung mit MeOH/AcOEt suspendierte man den abzentrifugierten
Festkorper in AcOEt und filtrierte mit einer Glasfritte im N,-Uberdruck ab. Waschen mit AcOEt und Pentan und
Trocknen (3 Tage) i.HV. ergaben 131,8 mg (82%) amorphes, leicht gelbliches 27a. DC (System 2): R; 0,31
(zusitzlich sind 25a und 26a erkennbar). DE: u =142 (Schwanzbildung). [a]p=—53,2+1,9°,
[ot]laz6 = —116,8 £ 2,4° (¢ = 0,32, MeOH). 'H-NMR (CD;0D, 300 MHz, Probe enthdlt laut Integral ca. 2 Gew.-%
AcOEt und DMF; vgl. Fig.11): 1,35 (d, J = 7,2, CH,;(35%)); 1,45 (s, (CH;3);C); 1,54-1,62 (Signalhaufen von
iiberlagerten d, CH;(5'), CH4(11'), CH;(17!), CH;(23"), CH,(29")); 4,03 (br. g, J = 6,8, CH(35)); 4,12-4,48
(Signathaufen, CH,(2), CH,(8), CH,(14), CH(20), CH,(26), CH,(32)); 4,60-4,71 (Signalhaufen, CH(S), CH(11),
CH(17), CH(23), CH(29)). FAB-MS: 880 (def. 1, Mt — 5H™), 753 (1,5), 626 (4,1), 525 (2,2), 499 (10), 489 (5,1),
443 (4,4), 372 (51), 355 (15), 316 (67), 299 (15), 272 (18), 246 (110), 245 ( > 200), 190 (87), 189 ( > 200), 130 (120),
128 (130), 100 (100); m* 338,8 (372—355), 145,8 (245—189).

( —)-L-Alanyl-pentakis(glycinimidoyl-L-alany!)-glycin-amidin-heptahydrochlorid (28a). Eine Lsg. von 55,6 mg
(49,5 umol) 27a in 2 ml MeOH wurde unter Ar bei RT. im 10-ml-Zentrifugenglas mit 2 m] HCl/MeOH-Lsg.?)
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-
Fig. 14, DC-Verhalten (System 2) der Oligomeren 6a, Fig. 15. Verhalten im DE (Bedingungen vgl. All-
17a, 22a, 24a, 26a und 28a aus Vorversuchen (d.h. z. T. gemeines) der Oligomeren 6a, 17a, 22a, 24a, 26a
Nebenkomponenten enthaltend). Gesamtgemisch (inkl. und 28a aus Hauptversuchen (von Jinks nach
Heptamer) links aussen. Einzelne Oligomeren (mit rechts)

Nebenkomponenten) 62— 28a von links nach rechts.

versetzt, worauf sich nach ca. 20 s die homogene Lsg. zu triben begann. Nach 10 min fiigie man 6 ml AcOEt zu und
liess weitere 5 min bei RT. stehen. Der abzentrifugierte Festkorper wurde in 2 ml MeOH aufgelést und nochmals
mit 2 ml der HCl/MeOH-Lsg. versetzt. Nach 10 min bei RT. und Zugabe von 6 m! AcOEt zentrifugierte man das
Rohprodukt ab, welches zur Reinigung je 2mal mit MeOH/Et,O und MeOH/AcOEt umgefillt und i. HV. {iber
Nacht getrocknet wurde: 46,3 mg (85%) amorphes, leicht gelbliches 28a. DC (System 2): R;0,06-0,17 (langgezoge-
ner Fleck; vgl. Fig. 14). DE: u = 1,66 (Schwanzbildung, vgl. Fig. 15). [x]p = —49,8 £ 2,0°, [a]3¢ = —112,3 £ 2,4°
(¢ = 0,31, MeOH). 'TH-NMR (CD,0D, 300 MHz, Probe enthilt laut Integral ca. 6 Gew.- % AcOE; vgl. Fig.12):
1,573, 1,585 (2d unterschiedlicher Intensitit, J = 7, CHy(5"), CH;(11"), CH;(17"), CH;(23"), CH,(29"), CH,(35");
4,13-4.49 (Signalhaufen, CH(35), CH,(2), CHx(8), CH,(14), CH,(20), CH,(26), CH,(32)); 4,57-4,73 (Si-
gnalhaufen, CH(5), CH(11), CH(17), CH(23), CH(29)). >*C-NMR (CD,0D, 75 MHz; vgl. Fig.13): 17,2 (g,
C(35"); 17,8 (g, C(5"), C(11"), C(17"), C(23"), C(29")); 41,0 (¢, C(2)); 41,7 (¢, C(32)); 41,8 (¢, C(8), C(14), C(20),
C(26)); 50,6 (d, C(35)); 53,5 (d, C(5), C(11), C(17), C(23), C(29)); 166,3, 166,5 (25, C(7), C(13), C(19), C(25), C(31));
169,7 (s, C(2)); 172,6 (s, C(4), C(10), C(16), C(22), C(28), C(34)). FAB-MS: 653 (1,3, M"* — 6H* — 127; Abspal-
tung von Alanyl-glycin-nitril?), 526 (1,7), 511 (1,4), 399 (5,0), 384 (4,9), 272 (9,0), 257 (15), 245 (16), 222 (14), 215
(18), 207 (16), 202 (23), 199 (17), 145 (46), 130 (100), 128 (39), 110 (73).

6. Exper. zu Schema 5. — ‘( — )-Cyclo( L-alanyl-glycin-amidinyl )~ L-alanyl-glycin-amidin-dihydrochlorid’ (= N-
(3,4,5,6-Tetrahydro-6-methyl-5-oxapyrazin-2-yl) -L-alanyl-glycin-amidin-dihydrochlorid; 18). Eine Aufschiim-
mung von 160 mg (ca. 0,42 mmol, Lsgm.-Gehalt unbestimmt) 17a (aus Nachschubansatz) in 2,5 ml DMF wurde
unter Ar im Eisbad abgekiihlt und mittels Spritze rasch mit 95,5 pl (0,40 mmol) Bu,N versetzt. Nach 4 Tagen
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Rithren unter Verschluss bei 0° wurde das leicht trilbbe Gemisch auf RT. aufgewirmt, ins 25-ml-Zentrifugenglas
transferiert und mit Hexan/Toluol 1:1 ausgefalit. Das Rohprodukt wurde aus MeOH/Et,O umgefillt, in wenig
MeOH gelést, mit 0,5 ml einer HCl/MeOH-Lsg.2%) versetzt und mit Et,0 erneut ausgefillt. Nochmalige Fillung
aus MeOH mit Et,O und anschliessendes Waschen mit Et,O ergaben nach 2 h HV.-Trocknen 140,6 mg leicht
gelbliches, amorphes Pulver, welches an 7 g DEAE-Cellulose (Cl™-Form) aufgetrennt wurde (jeweils ca. 50 ml
AcOEt/MeOH von 3:1 iiber 2:1, 3:2, 1:1, 2:3, 1:2 und 1:3 bis auf reines MeOH wechselnd). Nach DC (System /)
wurden entsprechende Fraktionen vereinigt und eingedampft, die jeweiligen Riickstdnde in MeOH aufgenommen,
mit Et,O ausgefillt und tiber Nacht i. HV. getrocknet. Das reine 18 (63 mg, 46%) aus mittleren Fraktionen wurde
zusdtzlich 2mal mit MeOH/AcOMe umgefillt und getrocknet. DC (System 1): R, 0,06. DC (System 2): R; 0,38.
DE: u = 1,62. [¢]p = —23,8 £ 1,7° (¢ = 0,33, MeOH). '"H-NMR (CD;0D, 300 MHz, Probe enthilt laut Integral
ca. 5 Gew.-% AcOMe; vgl. Abb. in [1]8.166): 1,53 (d, J = 7,1, CH3(5")); 1,56 (d, J = 7,1, CH;(11')); 4,14 (br. g,
J =71, CH(11)); 4,15, 4,31 (4B, J 3= 172, CHy(2)); 4,34, 4,45 (br. AB, J,5= 17,2, CH,(8)); 4,69 (teilweise
verdecktes ¢, CH(5)). '*C-NMR (CD;0OD, 75 MHz): 18,1, 18,2 (2g, C(5"), C(11%)); 41,0 (1, C(2)); 42,7 (1, C(8));
53,1, 53,6 (2d, C(5), C(11)); 160.4 (s, C(7)); 169,9 (s, C(1)); 171,0 (s, C(10)); 173,1 (s, C(4)). FAB-MS: 835 (0,2,
3MZF —3H' +2°%CI7), 581 (0,2, 2M** — H* +2%C1), 545 (1,5, 2M%" — 2H" + 3CI7), 509 (2,6, 2M** — 3H™),
347 (9,7, M** — H* + Glycerin), 291 (1,9, M?* + ¥*CI), 255 (100, M>* — H™).

( —)-N-Acetyl-L-alanyl-glycinimidoyl-L-alanyl-glycin-amidin-bis( p-toluolsulfonat) (19). In einem 10-ml-Kol-
ben wurden 160,1 mg (ca. 0,42 mmol, Lsgm.-Gehalt unbestimmt) 17a (aus Nachschub-Ansatz) unter Ar in 2 ml
DMF gelost. Man spritzte bei 0° 44 pl (0,44 mmol) Ac,O (Merck, zur Analyse), gefolgt von 85 pl (1,05 mmol) abs.
Pyridin zu und riihrte tiber Nacht bei 0°, wonach das DC fast vélliges Verschwinden von 17a zeigte. Die homogene
Lsg. wurde ins 25-ml-Zentrifugenglas pipettiert und das Rohprodukt mit 20 ml Et,O ausgefillt. Nach Zentrifugie-
ren, 2mal Umfillen des Riickstandes aus MeOH mit Et,O/AcOEt 2:1 und 2 h Trocknen i. HV. wurden 170,8 mg
amorphes, laut DC leicht verunreinigtes 19 erhalten. Dieses Rohprodukt wurde in MeOH mit 176 mg (0,93 mmol)
TsOH - H,O versetzt, nach der Zugabe von Toluol (azeotrope H,O-Entfernung) eingedampft und erneut kurz
i. HV. getrocknet. Man l6ste den Riickstand in wenig AcOEt/MeOH 2:1 und chromatographierte an 7 g DEAE-
Cellulose (TsO™-Form, jeweils ca. 50 ml EtOAc/MeOH 2:1 iber 3:2, 1:1 und 2:3 auf 1:2 wechselnd). Die laut DC
reinen Produki-Fraktionen wurden vereinigt, eingedampft, der Riickstand aus einer Minimalmenge MeOH mit
AcOMe ausgefillt und i. HV. iber Nacht getrocknet: 175,2 mg (63%) amorphes 19. DC (i-PrOH/H,0/AcOH
7:2:1, mit NaCl gesittigt): R 0,38. [x]p = —13,1 + 1,3° (¢ = 0,41, MeOH). 'H-NMR (CD;0D, 300 MHz, Probe
enthdlt laut Integral ca. 1 Gew.-% AcOMe; vgl. Abb. in [1] S.168); 1,37 (d, J = 7,2, CH;(11)); 1,50 (4, J = 17,0,
CH,(5"); 1,98 (s, CH;CO); 2,37 (5, 2 CH3CgH,SO5); 4,12, 4,28 (4B, J 45 = 17,1, CHx(2)); 4,16 (teilweise iiberlager-
tes ¢, J = 7,1, CH(11)); 4,18, 4,32 (4B, J .5 = 17,0, CH,(8)); 4,52 (¢, J = 7,0, CH(5)); 7,24, 7,70 (AA’BF’, 8 arom.
H). BC-NMR (CD,0D, 75 MHz): 16,9, 17,5 (2q, C(5"), C(111); 21,5 (g, CH5CcH,S05); 22,6 (g, CH;CO); 40,9,
41,3 (21, C(2), C(8)); 51,8, 53,1 (24, C(5), C(11)); 127,0, 130,2 (2d, arom. CH), 142,1, 143,3 (25, arom. C); 166,8 (s,
C(7); 1697 (s, C(1)); 172,4, 174,6, 176,8 (3s, C(4), C(10), CH,CO). FAB-MS: 1143 (0,3, 2M?* + 3Ts07), 971 (1,0,
2M* —H' + 2TsO7), 486 (26, M+ + TsO7), 315 (11), 314 (74, M>* — H™), 297 (99), 187 (98), 130 (88), 129 (41),
128 (79), 114 (100).

Hydrolyse von 17a zu L-Alanyl-glycyl- bL-alanyl-glycin-amid-( p-toluolsulfonar) (20). Eine Lsg. von 183,7 mg
(ca. 0,48 mmol, Lsgm.-Gehalt unbestimmt) 17a (aus Nachschub-Ansatz) in 18 m! Phosphat-Puffer (0,1m, pH 6)
wurde unter Riickfluss erhitzt, bis das Edukt im DC verschwunden war (20 h). Nach Zugabe von 35 ml BuOH
dampfte man bei 30° ein und nahm den Riickstand in 50 ml MeOH auf. Das zu einem feinen Pulver zerriebene,
unlosliche Material wurde abfiltriert, die Lsg. i. RV. auf 10 ml eingeengt, mit MeOH durch 10 g Amberlite CG-400
(TsO~-Form) filtriert und eingedampft. Man chromatographierte den leicht brdunlichen Riickstand an 6 g
DEAE-Cellulose (TsO -Form, jeweils 50 ml AcOMe/MeOH von 5:1 dber 4:1, 3:1, 2:1, 3:2 und 1:1 auf 2:3
wechselnd). Nach DC-Analyse (System /) wurden die Produkt-Fraktionen vereinigt, i. RV. eingedampft und
nochmals an 3 g DEAE-Cellulose (TsO™-Form, jeweils ca. 35 ml AcOMe/MeOH von 2:1 tiber 3:2 und 1:1 auf2:3
wechselnd). Die laut DC (System /1) einheitlichen Produkt-Fraktionen wurden vereinigt und i. RV. eingedampft,
der Riickstand wurde in wenig MeOH aufgenommen und mit AcOEt ausgefillt. Nach einer weiteren Umféllung
aus MeOH/AcOEt wurde der Festkorper mit AcCOEt gewaschen und 3 Tage i. HV. getrocknet: 150,1 mg (70%)
amorphes 20 ((1:1)-Diastereoisomerengemisch). DC (System /1): Ry 0,42. DE: u= L,18. [x]p = +9,0 £0,7°,
[et]s36 = +18,9 £ 0,8° (¢ = 0,77, MeOH). '"H-NMR (CD;0D, 300 MHz, Probe enthilt laut Integral ca. 3 Gew.-%
AcOEY): 1,38 (4, J =17,1, CH](S‘)); 1,519, 1,524 (24, J = 7,1, CHy(1 1h: entsprechende Signale beider Diastereoiso-
meren nicht isochron); 2,37 (s, CH:CgH,4SO3); 3,798, 3,867 und 3,800, 3,871 (2 4B, J45 = 17,0, CH,(2)); 3,922,
3,964 und 3,925, 3,982 (2 AB, J 5= 16,4, 16,5, CHA(8)); 4,01, 4,02 (2 teilweise uberlagerte ¢, J = 7,1, CH(11));
4,32, 4,33 (2q, J = 7,2, CH(5)); 7,23, 7,71 (A4’ BB' CH;C4H,S0;). *C-NMR (CD;0D, 75 MHz): 17,6 (¢, C(5Y),
C(11Y); 21,4 (¢, CH3C¢H,SO4); 43,4, 43,6, 43,7 (31, C(2), C(8)); 50.5, 51,1 (2d, C(5), C(11)); 127,0, 130,0 (24, CH
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des TsO7); 141,9, 143,5 (25, C des TsO™); 171,5, 171,9, 172,1, 174,5, 175,5 (55, C(1), C(4), C(7), C(10)). FAB-MS:
547 (1,4, 2M* — HY), 274 (45, M™), 200 (21), 146 (48), 129 (86), 103 (27), 101 (43), 85 (36), 75 (89), 57 (100).

Eine zum Vergleich durch Kopplung von Boc-L-Ala-Gly-(pentachlorphenyl)ester mit bL-Ala-Gly-amid her-
gestelltes (1:1)-Diastereoisomerengemisch von L-Ala-Gly-DL-Ala-Gly-amid 20 wies nebst einer spezifischen Dre-
hung von [a] = +9,2 £ 0,8°, [a}436 = +19,4 £ 0,8° (¢ = 0,72, MeOH) identische 'H-NMR, *C-NMR und FAB-
MS auf (Details biezu vgl. [30]).

7. Exper. zu Schema 6. — ( + )-N-( tert-Butoxycarbonyl )- L-phenylalanyl-glycinimidoyl- L-phenylalanyl-glycin-
amidin-dihydrochlorid (16b). Eine Lsg. von 2,12 g (ca. 5,80 mmol, Lsgm.-Gehalt unbestimmt) frisch hergestelltem,
amorphem 14b in 10 ml DMF wurde unter Ar bei 0° mit 2,562 g (4,54 mmol) 6b versetzt und 4 Tage verschlossen
bei 0° gerithrt. Aus der homogenen Lsg. sog man wihrend 1 hi. HV. das entstandene EtSH und einen Teil des DMF
ab, nahm den viskosen Riickstand in 15 ml Toluol auf und fillte das Rohprodukt im 100-m!-Zentrifugenglas mit 70
ml Pentan aus. Das abzentrifugierte, gelbliche O] wurde 2mal aus AcOMe/Et,O 1:15 umgefillt, imal mit Et,0
gewaschen und i. HV. getrocknet. Der gelbliche Festkérper wurde in AcOMe aufgenommen und durch Zentrifuga-
tion von einem unldslichen Nebenprodukt (138 mg; NH,TsO laut DC, 'H-NMR und Entwicklung von NH; in
basischer Lsg.) befreit. Das in AcOMe geléste Rohprodukt wurde mit 1,72 g (4,54 mmol) Bis(dimethylammo-
nium)-naphthalin-2,7-disulfonat (mittels stark saurem lonentauscher aus dem Dinatrium-Salz hergestellt; farblose
Rhomben aus MeOH, Schmp. 204-205°) in 10 ml MeOH versetzt und mit AcOMe/Et,O ausgefiilt. Durch 4mal
Umfillen mit MeOH/AcOMe 1:5 liessen sich apolarere Verunreinigungen (DC-System 7/, R; 0,75 und 0,81)
grosstenteils entfernen und man erhielt 2,76 g nahezu farbloses Produkt, welches an Kieselgel (6-cm-Saule,
AcOMe/MeOH/H,O/AcOH 25:2:4:1, nach 1 | Lsgm.-Gemisch auf 25:4:4:1 wechselnd) chromatographiert
wurde. Die vereinigten Produkt-Fraktionen dampfte man ein, I6ste den Rickstand in MeOH, fiigte Toluol zu
(azeotrope Entfernung des H,O) und sog i. RV. 1. HV. die Lsgm. ab. Dieses Einengen aus MeOH/Toluol wurde so
oft wiederholt, bis nicht mehr ein Harz, sondern ein amorphes Pulver anfiel, welches anschliessend in MeOH durch
15 g Amberlite CG-400 (C1™-Form) filtriert wurde. Einengen des Filtrats und Ausfilien des Riickstandes mit Et,0
ergaben nach dem Trocknen i. HV. iiber Nacht 929 mg (32%) farbloses, amorphes 16b. DC (System 7): R; 0,65.
DE: u = 1,32 (vgl. Fig.18). [a]p = +8,0  1,7° (¢ = 0,32, MeOH). 'H-NMR ((D¢)Aceton/0,01M CF,COOD in
D,0 5:1, 300 MHz, Probe enthilt laut Integral ca. 6 Gew.-% AcOH und Et,0): 1,34 (s, (CH,);C); 2,8-3,5
(Signalhaufen, CHy(5"), CH(11")); 4,1-4,5 (Signalhaufen, ca. 5 H, CH,(2), CH,(8), CH(11)); 5,01 (dd, 0,7 H,
J1=9,5,J,=4,6, CH(5)); 7,17-7,44 (Signalhaufen, 10 arom. H): FAB-MS: 524 (0,2, M>* — H*), 507 (0,2), 468
0,2, M** — HY — C,4Hy), 321 (9,0), 265 (6,9), 120 (100).

( +)-L-Phenylalanyl-glycinimidoyl- L-phenylalanyl-glycin-amidin-trihydrochlorid (17b). Eine Lsg. von 512,0
mg (0,809 mmol) 16b in 3 m! MeOH wurde bei RT. im Zentrifugenglas mit 5 ml HCl/MeOH-Lsg.?*) versetzt und 10
min bei RT. stehengelassen. Nach der Zugabe von 5 m! AcOMe liess man weitere 5 min bei RT. stehen, fiigte ca. 25
ml Et,O hinzu und zentrifugierte das ausgefililte Rohprodukt ab. Umfallen mit MeOH/Et,0, Nachwaschen mit
Et,0 und Trocknen des Riickstandes i. HV. iiber Nacht ergaben 429,7 mg (95%) amorphes 17b. DC (System 2): Ry
0,58. DE: u = 1,64; vgl. Fig.18. [a]p = +22,6 + 2,4° (¢ = 0,23, MeOH). '"H-NMR ((D¢)Aceton/0,01M CF;,COOD
inD,0 5:1, 300 MHz, vgl. Fig. 3und 17 ; Probe enthilt insgesamt ca. 5 Gew.-% Et;O und AcOMe): 3,25, 3,47, 5,04
(ABM, J 5= 13,9, J40s = 9,7, J gy = 4,7, CHy(5"), CH(5)); 3,31 (d, J = 7,5, CHy(11)); 4,10, 4,41 (4B, J ;5= 17,0,

2

(ntensitdt

627 (Molekulion)

550 500 &50 700

Fig. 16. FAB-MS (Ausschnitt) von 22b
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Fig. 17. Gespreizte 300-M Hz-' H-NM R-Spektren von 6b (2 Cl™ statt

2TSO™), 17b, 22b und 24b in (Dy) Aceton/0,0IM CF;COOD in D,0O

(5:1)

Fig. 18. Verhalten im DE (Bedingungen vgl. Aligemeines) der
Boc-Derivate 8b und 16b sowie der Oligomeren 6b, 17b, 22b und 24b

(von links nach rechts)

CH(2));4,30,4,42 (AB, J 4 = 17,3, CHy(8));4,53 (1, = 7,4, CH(11)); 7,11-7,47 (Signalhaufen, 10 arom. H). FAB-

MS: 424 (def. 1,0, M3* — 2H"), 407 (0,8, M*" —H*

— NH}), 368 (0,6), 221 (3.9), 206 (10), 131 (13), 120 (> 70).

Das Trimere 22b und Tetramere 24b wurden analog zum Dimeren 17b hergestellt, ohne jedoch die entspre-

chenden, Boc-geschiitzten Homologen zu isolieren.
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( +)-L-Phenylalanyl-bis( glycinimidoyl-L-phenylalanyl)-glycin-amidin-tetrahydrochiorid (22b). DC (System
2): R;0,59. DE: u = 1,48 (leichte Schwanzbildung; vgl. Fig. I8). [x]p = +9,1 £ 2,4° (¢ = 0,23, MeOH). 'H-NMR
((Dg)Aceton/0,01M CF;COOD in D,O 5:1, 300 MHz, Probe enthdlt laut Integral ca. 4 Gew.-% AcOMe; vgl.
Fig.17): 3,20-3,53 (Signalhaufen, CH,(5'), CH,(11'), CH,(17')); 4,11, 4,43 (4B, J 15 = 17,0, CH,(2)); 4,26, 4,45
und 4,32, 4,43 (2 4B, J 45 = 17, CH(8), CHx(14)); 4,53 (¢, J = 7,4, CH(17)); 5,01, 5,06 (2dd, J, = 10,1, 4,5 bzw.
Jy1=9,7,48, CH(5), CH(11)); 7,2-7,5 (Signalhaufen, 18 arom. H). FAB-MS (vgl. Fig. 16): 640 (def. 1,0), 627 (2,8,
M* —3H"), 610 (1,5, M** — 2H* — NH]).

( +)-L-Phenylalanyl-tris(glycinimidoyl- L-phenylalanyl )-glycin-amidin-pentahydrochlorid (24b). DC (System
2): R;0,59. DE: u = 1,44 (leichte Schwanzbildung, vgl. Fig. I8). [a]p = +9,1 + 2,2° (¢ = 0,25, MeOH). '"H-NMR
((Dg)Aceton/0,01M CF;COOD in D,O 5:1, 300 MHz, Probe enthalt laut Integral ca. 1 Gew.-% AcOMe; vgl.
Fig. 17): 3,20-3,55 (Signalhaufen, CH,(5'), CH,(11}), CHy(17"), CH(23")); 4,11, 4,44 (teilweise iiberlagertes AB,
Jap= 17,1, CHy(2)); 4,26-4,50 (Signalhaufen 3 iberlagerter AB, J 5= 17, CHy(8), CH,(14), CH,(20)); 4,54 (t,
J =173, CH(23)); 5,02, 5,06, 5,12 (3 uberlagerte dd, J, = 10,0, 4,5 bzw. J, = 9,8, 4,7 bzw. J, = 9,5, 4,8, CH(5),
CH(11); CH(17)); 7,2-7,5 (Signalhaufen, 23 arom. H). FAB-MS: 852 (def. 1,0), 830 (1,4, M>* — 4H™), 813 (0,5,
M3* —3HY — NHY), 610 (1,3), 429 (2,1), 407 (2,2), 390 (1,9), 351 (5,4), 243 (6,4), 204 (21), 161 (11), 131 (25), 120
(> 43).

8. Exper. zu Schema 7. — ( — )-L-Alanyl-oligo( glycinimidoyl-L-alanyl )-glycin-amidin-hydrochlorid (32). Eine
gut gerithrte Lsg. von 406,7 mg (1,41 mmol) 14a in 2 ml abs. Dioxan (dest. iiber Na) wurde bei RT. unter Ar mit 4
ml ca. 4m Lsg. von HCl in abs. Dioxan versetzt, worauf sich nach ca. 15 s die homogene Lsg. zu triiben begann.
Nach 45 min dampfte man vorsichtig ein und trocknete das verbleibende, farblose Salz 31 15 min i. HV. Anschlies-
send wurde bei 0° in 1,2 ml H,O gelést, rasch unter Rithren 0,204 ml (1,54 mmol) sym-Collidin (dest. iiber CaH,)
zugegeben und 6 h bei 0° weitergeriihrt. Nach der Zugabe von 3 Tropfen konz. HCI (Abstoppen der Reaktion) und
4 ml BuOH (azeotrope H,O-Entfernung) dampfte man bei 30° ein und trocknete ca. 30 min i. HV. Das feuchte
Rohprodukt wurde in 8 ml MeOH aufgenommen, ins Zentrifugenglas pipettiert, durch Zugabe von 16 ml AcOEt
ausgefillt und abzentrifugiert. Erneute Umféllung mit MeOH/AcOEt und Trocknen i. HV. (2 h) ergaben 177,3 mg
(ca. 77%, Lsgm.-Gehalt unbestimmt) amorphes, nach DC von cyclischem Amidin 7 freies 32, das wie folgt durch
fraktionierende Féllungen aufgetrennt wurde.

1. Prizipitar: Das Rohprodukt wurde bei RT. unter Ar in 6 ml MeOH aufgenommen, unter Riihren langsam
mit 4 mlabs. i-PrOH (mit Moiekularsieb vorgetrocknet und iiber CaH, dest.) versetzt und 5 min weitergeriihrt. Der
dabei ausgefallene Festkorper wurde abzentrifugiert, von der fl. Phase abgetrennt, in AcOMe aufgeschlimmt,
erneut abzentrifugiert und tber Nacht i. HV. getrocknet: 43,5 mg (ca. 19 %, Lsgm.-Gehalt unbestimmt) 32 als 1.
(polarstes) Prizipitat, Daten s. unten.

2. Prazipitat: Zur f1. Phase des 1. Prizipitats gab man 10 ml abs. i-PrOH und 20 ml Et,O und zentrifugierte ab.
Der feuchte Riickstand wurde unter Arin 6 ml MeOH gelost, unter Rithren langsam mit 4 ml AcOMe versetzt und
5 min weitergeriihrt. Nach der Zentrifugation trennte man die fl. Phase vom Festkorper und suspendierte diesen in
AcOMe. Erneute Zentrifugation und Trocknen des Riickstandes i. HV. iiber Nacht ergaben 36,8 mg (ca. 16%,
Lsgm.-Gehalt unbestimmt) 32 als 2. Prizipitat, dessen DC-Verhalten (System 2) im wesentlichen mit demjenigen
des 1. Prdzipitats Gbereinstimmte.

3. Prdzipitat: Die fl. Phase des 2. Prizipitats wurde mit 24 ml AcOMe versetzt, der ausgefallene Festkorper
abzentrifugiert und i. HV. iiber Nacht getrocknet: 77,5 mg (ca. 34 %, Lsgm.-Gehalt unbestimmt) 32 als 3. Prizipi-
tat, das nebst polarerem Material eine unidentifizierte Komponente (DC-System 2, R;0,25) enthielt. Das Material
des 2. und 3. Prizipitats wurde spektroskopisch nicht weiter untersucht.

Daten von 32 (1. Prizipitat). Das Material des 1.Prizipitats wurde in 3 ml MeOH aufgenommen, mit 2 ml
HCI/MeOH-Lsg.**) versetzt und 10 min bei RT. stehengelassen (vollstindige Abspaltung von méglicherweise
vorhandenen Boc-Gruppen). Anschliessend féllte man mit AcOMe vollstindig aus, zentrifugierte ab und fillte den
Festkorper mit MeOH/AcOMe um. Einmal Waschen mit AcOMe und 2 Tage Trocknen i. HV. lieferten das
praktisch quantitativ zuriickgewonnene, amorphe und farblose 32. DC (System 2): R 0. {a]p = =73,2 £ 2,1°,
[o]436 = —164,5 £ 3,0° (¢ = 0,30, MeOH). 'H-NMR ((Dy)DMSO, 300 MHz, vgl. Fig.5; Probe enthilt ca. 1
Gew.-% AcOMe): 1,45 (br. d, J = 6,6, 3,0 H, (CH;)CH); 4,11, 4,39 (48, J = 14, 2,1 H, CH,, H;N*CH(CH,));
4,75 (br. m, 0,96 H, C(NH3)NHCH (CH)); 8,40 (br. 5, 0,16 H, NHY); 8,98 (s, 1,0 H, CO—NH); 9,36, 9,50, 9,80
(3 br. 5, 3,0 H, Amidinium-NH). Abschdtzung des durchschnittlichen Polykondensationsgrades durch
Integralvergleich (Fig.5). CHj-Bereich 1,34-1,55 ppm, Integral gleichgesetzt 3,00; 0,16 + 0,02 (NH3)/
3,00 (CHj3) =0,053£0,006-n=19+ca. 3. C-NMR (CD,OD, 75 MHz; vgl. Fig.4): 18,0 (g,
C(NH3;)NHCH(CH,)); 41,9 (t, CH,C(NHZ)NH); 53,6 (d, C(NH)NHCH(CH,)); 166,5 (s, Amidinium-C); 172,7
(s, Amid-C); zusitzlich 2 Signale geringerer Intensitit: 17,2 (NH{ CH(CH)); 50,7 (NHY CH(CHL)).
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