Monatshefte fiir Chemie

Chemical Monthly
© by Springer-Verlag 1982

Monatshefte fiir Chemie 113, 457—473 (1982)

Herstellung von Argininpeptiden mit
N7,N8-(1,2-Dihydroxycyclohex-1,2-ylen)-Schutz
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Arginin und Lysin
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Synthesis of Arginine Peptides with N7 N8-(1.2-Dihydroxycyclo-hex-1,2-ylene)-
Protection. Studies on the Reaction of 1,2-Cyclohexandione with Arginine and
Lysine

A method for the synthesis of arginine peptides is described, in which the
side chain guanidine function is blocked through reaction with 1,2-cyclo-
hexanedione in borate buffers.

Coupling to the carboxyl group of arginine was achieved by active ester, by
dicyclohexylcarbodiimide/1-hydroxybenzotriazole!, and by the mixed anhy-
dride methods?. Neither lactam formation nor acylation of the vicinal hy-
droxyls of the N7,N8-(1,2-dihydroxycyclohex-1,2-ylene) guanidino group was
observed.

Removal of the protecting group is strongly influenced by sterie factors.
Some side reactions observed during modification of peptides and protein
fragments with 1,2-cyclohexanedione are also described.

[ Keywords: Activation, lactam-formation, side-reactions;, N7,N8-(1.2-Dihy-
droxycyclohex-1,2-ylen ) -arginine-derivatives and -peptides; Semisynthesis]

Abkiirzungen.: Z = Benzyloxycarbonyl, Boc = t-Butyloxycarbonyl,
DHCH = N7,N8-(1,2-Dihydroxycyclohex-1,2-ylen), HOS% = N-Hydroxy-
suceinimid, HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol, DMSO = Dimethylsulfoxid,
CHD = 1,2-Cyclohexandion, Tris = Tris(hydroxymethyl)-aminomethan,
DCHA = Dicyclohexylamin. — Die tibrigen Abkiirzungen entsprechen dem
Vorschlag der IUPAC-1UB-Kommission: Europ. J. Biochem. 53, 1 (1975).
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Einleitung

Arginin ist neben Lysin die héufigste Quelle von kationischen
Gruppen in Proteinen und Enzymen. Kationische Gruppen wie die
Guanidingruppe des Arginins bilden in Proteinen oft ,Salzbriicken‘
mit Carboxylatanionen anderer Seitenketten und sind so wichtig fiir die
Stabilisierung der Tertidrstruktur.

Eine andere wichtige Funktion von Arginin ist die Wechselwirkung
mit phosphorylierten Glykolyse-Metaboliten in Enzymen. Riordan3
weist Arginin immer dann eine Schlisselrolle zu, wenn Enzyme auf
anionische Substrate wirken.

Eine Vielzahl von Substanzen ist bisher auf ihre Féhigkeit getestet
worden, die Guanidingruppe des Arginins selektiv zu verindern, um die
Funktion von Arginin in Enzymen, Proteinen und Proteinfasern
studieren zu kénnen4:5.

Hinzu kommt, daBl Arginin eine Angriffstelle beim tryptischen
Abbau von Proteinen ist. Eine Blockierung von Arginin fihrt zu véllig
anderen Spaltmustern und ist so auBerordentlich wertvoll fiir die
Sequenzaufklarung.

In der Synthese von Peptiden wird eine Reihe von Schutzgruppen
auf Sulfonamid- und Urethanbasis zur Blockierung der komplexen
Guanidinfunktion benutzt®. Die meisten dieser Schutzgruppen werden
auch zur Blockierung der N*Aminogruppe verwendet. Zur Einfilhrung
in die Seitenkette des Arginins sind allerdings drastische Bedingungen
erforderlich$.

Wiinschenswert sind Reagenzien, die unter milden Bedingungen zu
einer vollkommenen Blockierung der Guanidinfunktion fithren und
gleichzeitig selektiv abspaltbar sind.

In der Analytik wurden bisher Dicarbonylverbindungen wie bifunk-
tionelle Aldehyde und Ketone zur Blockierung von Arginin verwen-
det4:5. Obwohl aus dieser Verbindungsgruppe die a-Dicarbonylver-
bindungen die genannten Voraussetzungen erfiillen®, sind Schutz-
gruppen auf dieser Basis in der Synthese bisher nicht erprobt worden?.

Trotz der Erkenntnis, daf} auch bei «-Dicarbonylverbindungen fiir
den ersten Reaktionsschritt die unprotonierte Guanidinfunktion er-
forderlich ist8, sind sie die einzigen Reagenzien, mit denen eine
Ausschaltung der komplexen Guanidinfunktion bei relativ niedrigen
pH-Werten und daher unter milden Bedingungen méglich ist. Der
Grund ist die besondere Reaktivitdt dieser Verbindungsklasse gegen-
iiber Verbindungen mit Harnstoffstrukturs. Eine Nutzung dieser Reak-
tion mit Arginin far die Synthese und Semisynthese von Proteinen
konnte bisher nicht erfolgen, weil keine genauen Untersuchungen tiber
die Stabilitdt der Reaktionsprodukte vorlagen.
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Glass etal. haben versucht, Benzyloxycarbonyl-Arginin und Argi-
ninmethylester als enzymlabile Schutzgruppen in der Semisynthese
von Proteinen zu verwenden®-12. Durch Umsetzung von Glyoxal mit
solchen Argininderivaten versuchten sie, stabile enzymresistente Ver-
bindungen zu erhalten2. Eine eindeutige Charakterisierung blockierter
Argininderivate gelang jedoch nicht.

Stabile Reaktionsprodukte mit cis-Glykolstruktur wurden zuerst
(Formelschema 1 a) bei der Umsetzung des cyclischen 1,2-Cyclohexan-
dions’3 und der bicyclischen Campherchinonsulfonsiure!4 (Bild 1h)
isoliert. )
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Die Reaktion von 1,2-Cyclohexandion mit Arginin, die zu N7 N8-
(1,2-Dihydroxycyclohex-1,2-ylen)-Arginin (DHCH-Arginin, Formel-
schema 2) fithrt, ist die zur Zeit bestuntersuchte Reaktion dieser
Art8. 13,
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Unser Ziel war es, zu untersuchen, ob sich Argininverbindungen mit
dieser Schutzgruppe in der Synthese und Semisynthese von Proteinen
verwenden lassen und unter den Reaktionsbedingungen der Peptid-
synthese stabil sind.

30 Monatshefte fiir Chemie, Vol. 113/4
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Ergebnisse und Diskussion
Zur Reaktion von 1,2-Cyclohexandion mit Arginin

Durch Umsetzung von Z-Arginin und Boc-Arginin mit 1,2-Cyclo-
hexandion in Gegenwart von Borat-Anionen konnten die Guanidino-
geschiitzten Verbindungen im 10—20 g Mafstab erhalten werden. Das
Verhalten der DHCH-geschiitzten Guanidinfunktion bei der Aktivie-
rung der Carboxylgruppe sollte zuerst an einem p-Nitrophenylester des
Z-geschiitzten Derivates erprobt werden. Setzt man das innere Salz Z-
Arg(DHCH)-OH in Pyridin mit Trifluoressigsiure-p-nitrophenylester
nach der Methode von Sakakibara und Inukaild um, oder versucht man
den p-Nitrophenylester durch Reaktion des Hydrochlorids von Z-
Arg(DHCH)OH mit p-Nitrophenol in Gegenwart von Dicyclohexyl-
carbodiimid herzustellen, so erhilt man kein befriedigendes Resultat.

Nach den spektroskopischen Daten wurde nur ein minimaler Um-
satz erzielt (IR, TH-NMR). Anzeichen fiir die Bildung eines N°-Lactams
wurden allerdings im 'H-NMR-Spektrum der Reaktionsprodukte nicht
gefunden16.17,

Ein N-Hydroxysuccinimidester konnte dagegen ohne Schwierig-
keiten mit Z-Arg(DHCH)—OH-HCl und N-Hydroxysuccinimid in
Gegenwart von Dicyclohexylecarbodiimid hergestellt werden. Er zer-
setzte sich wihrend der Diinnschichtchromatographie im verwendeten
Laufmittelsystem (siehe Material und Methoden) in die Ausgangs-
komponenten.

Bodanszky beobachtete bei dem Versuch, einen p-Nitrophenylester
von Z-Arg(NOy)—OH herzustellen, die Bildung eines N*Lactamss.
Um die Cyeclisierungstendenz (Lactambildung) der DHC H-Derivate zu
iberpriifen, behandelten wir in einem Experiment Z-Arg(DHCH)—
—OH-HCl in Gegenwart des Acylierungskatalysators 4-Dimethyl-
aminopyridin® mit Dicyclohexylcarbodiimid (24 h, 40 °C).

Es wurden 20% chloroformlosliches Produkt isoliert, dessen H-
NMR-Spektrum sich nur durch ein Singulett bei 3,1 ppm von der
Ausgangsverbindung unterscheidet. Dieses Singulett tritt auch bei den
Versuchen zur p-Nitrophenylesterbildung auf. Das 8-NH-Protonl?, das
wegen des induktiven Effekts der Schutzgruppe bei etwas hoherem
Feld (8,3—8,8 ppm) absorbiert als in Z-Arginin, ist dagegen immer gut
zu erkennen.

Mit den DHCH-Argininderivaten wurden Dipeptide nach drei
Verfahren der Peptidsynthese hergestellt (gemischtes Anhydrid?,
DCC/HO B, Aktivester-Methode).

Wegen der Temperaturempfindlichkeit der DHCH-Argininderiva-
tel3 konnte bei der Aufarbeitung der Reaktionsprodukte nicht iber
45 °C geheizt werden.
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Tabelle 1. Synthetisierte Argininderivate und -peptide mit DHCH-Schutz

Verbindung [a] %3 Ausbeute
(%)
1 Z-Arg(DHCH)—OH -—3.2 (¢ =1, 50% HOAc) 85
2 ZArg(DHCH)—OH-HCl — 83 (c=1, DMF) 75
3 Z-Arg(DHCH)—0~-DCHA+-HCl 45,3 (¢c=1, Methanol) 87
4 H-Arg(DHCH)—OH:
-2HCI (-2CH;COOH) +8,2 (¢ =1, Wasser) 98
5 Z-Arg(DHCH)—O0Su HCl —99 (¢c=1, DMF) 74
6 DBoc-Arg(DHCH)—OH +3.1 (¢=1, Methanol) 53
7 Z-Arg(DHCH)-Gly-OBZL-HCl
a) DOC/HOB 16,6 (c=1. CHCIy) 77
b) Aktivestermethode +6,6 (c=1, CHCL) 82
¢) gemischtes Anhydrid +6,3 (c=1, CHCL) 65
8 H-Arg(DHCH)-Gly—OH-HCl +21,2 (c=1, Wasser) 98
9 Z-Arg(DHCH)-Gly—OBut-HCl
a) Aktivestermethode +6,8 (c=1, CHCLy) 81
b} DCC/HOBt +6,8 (c=1, CHCL) 60
10 Z-Glu(OBut)-Arg(DHCH)-Gly—OH —16.8 (¢ =1, Methanol) 49

4 nach Patthy und Smith'3 hergestellt [H-Arg(DHCH)—OH - HCI] ergibt
den Drehwert + 6,1(c =1, Wasser).

In keinem Fall war eine Kristallisation oder Umkristallisieren zu erreichen.

Alle Préparate zersetzen sich oberhalb von 120°C (Differentialthermo-
analyse).

Die erhaltenen Verbindungen waren bestindig und luftstabil. Sie
wurden durch Elementaranalyse und 1H-NMR-Spektroskopie charak-
terisiert. Es werden keine Schmelzpunkte der Verbindungen in Tab. 1
angegeben, da nur Zersetzungsbereiche unter Verfirbung gefunden
wurden. Einige Peptide (5, 6,7, 9) wurden zwar beim Erhitzen glasartig
oder ¢lig, die Differentialthermoanalyse zeigte aber eindeutig, daB es
sich um Zersetzungen (120°C) handelte. Einige Verbindungen sind
leicht gelblich oder grinlich gefirbt, was auf Spuren von Verunreini-
gungen (5) zurtickzufithren ist (HOSu, HOB¢). Die nach der Methode
der gemischten Anhydride erhaltenen Verbindungen sind farblos.

Die Verbindungen 4 und 8 mit freier xz-Aminogruppe sind bei
langerer Lagerung tiber einige Wochen bei Raumtemperatur nicht
stabil und zeigen Verinderungen im 'H-NMR-Spektrum. Schwierig-
keiten bereitete teilweise die Charakterisierung der Substanzen durch
Elementaranalyse. Die Produkte hielten oft hartnickig Borat fest, was
sich durch Riickstinde bei der Verbrennung bemerkbar machte. So
konnte das imnere Salz Z-Arg(DHCH)—OH, das noch viel Borat
festhélt, nur durch sein Hydrochlorid (2) und das Dicyclohexyl-
ammoniumsalz des Hydrochlorids (8) charakterisiert werden. Hatte die

30%
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entsprechende Verbindung jedoch wahrend der Synthese eine Hydrie-
rung erfahren, wurde in keinem Fall ein Verbrennungsriickstand bei der
Elementaranalyse erhalten (4, 8, 10).

Das Dipeptid 8 wurde in einer Salzkupplung mit Z-Glu(OBu!)—O0Su
umgesetzt und das Tripeptid 10 als inneres Salz in 49%iger Ausbeute
isoliert.

Ein Vergleich dieses Peptids (10) mit dem entsprechenden Tripeptid
ohne Argininschutz20 sowie der entsprechenden Zwischenstufen unter-
einander zeigt den Einflu des hydrophoben Cyclohexylrestes auf das
Loslichkeitsverhalten der Argininpeptide:

Die guanidinoblockierten Dipeptide und das Tripeptid 10 sind alle
in Chloroform léslich, die ungeschiitzten Peptide?® dagegen nicht.

Hydrierung der Verbindungen 1, 7 und 9 in 0,1 N HCI in wiBrigem
Tetrahydrofuran oder in 60%iger Essigsiure spaltet die Z-Gruppe ab,
ohne die DHCH-Gruppe zu schidigen.

Die Abspaltung der Z-Gruppe mit Bromwasserstoff in Eisessig aus 1
zerstort auch die Argininschutzgruppe und fithrt zur Bildung ver-
schiedener Produkte, die alle keine Sakaguchi-Reaktion zeigen.

Bei der Abspaltung der Boc-Gruppe aus 6 mit 90%iger Trifluor-
essigsiure?! bleiben 35%, der Argininschutzgruppen intakt. Die Aus-
beute konnte durch Chemisorptionschromatographie?? an einem Poly-
meren mit Dihydroxyborylgruppen (siehe Ubersichtsartikel23) be-
stimmt werden.

Abspaltung der Argininschutzgruppe aus den Dipeptiden 7 und 9
mit Tris(hydroxymethyl)-aminomethan(7'ris)2¢, Hydroxylamin'3 und
o-Phenylendiamin?2 erfolgte glatt. Quantitativer Verlauf der Reaktion
konnte jedoch erst nach lingerer Abspaltdauer erzielt werden als
empfohleni2. 13. 24 Bei Peptid-Benzylestern und Methylestern tritt bei
der Abspaltung mit Hydroxylamin fast quantitativ Hydroxamsaure—
bildung ein, mit T'ris teilweise Verseifung.

Das Tripeptid 10 konnte jedoch unter den Standardbedingungen
mit Tris oder Hydroxylamin nicht deblockiert werden. Eine intensive
Behandlung mit 0,5 M Hydroxylamin bei 40 °C iiber eine Woche fiihrte
zur Abspaltung der Schutzgruppe. Nach Isolierung des Peptids stellten
wir jedoch teilweise Zerstorung und Ornithinbildung fest.

Es wird ein stereochemischer EinfluBl deutlich, wenn man noch
zusitzlich beachtet, daB bei der nachtriglichen Modifizierung des
guanidino-ungeschiitzten Peptids Z-Glu(OBu?)-Arg-Gly—OH20 nach
Patthy und Smith? auch nach verlingerter Reaktionszeit nur 30—40%,
blockiertes Produkt isoliert werden kénnen.

Modifizierungs- und Abspaltungsgrad werden anscheinend nicht
nur — wie bei der Modifizierung von Proteinen — von der Tertiir-
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struktur beeinfluf3t26, sondern sie sind auch von der direkten stereo-
chemischen Umgebung limitiert.

Sterische Hinderung ist wahrscheinlich auch der Grund fur die Modifizie-
rung nur eines Argininrestes aus der Sequenz Arg-Arg, ein Befund, den wir bei
der Modifizierung? des Pentapeptides Arg-Arg-Glu-Ala-Glu-OMe machten.
Paithy und Mitarbeiters? konnten durch Chromatographie an einem Borgel aus
den tryptischen Spaltstiicken einer Aldose, die sie mit 1,2-Cyclohexandion
modifiziert hatten, ein Peptid mit Arg-Arg-Sequenz isolieren, das ebenfalls nur
einfach blockiert war. Obwohl die Héufung der basischen Gruppen zu einer
Absenkung des pK-Wertes der Guanidinfunktion fithrt und damit zu einer
besseren Reaktion mit dem Diketon?, spielt hier die Stereochemie anscheinend
eine grofiere Rolle (siehe auch?).

Ein anderer Hinweis auf eine sterische Hinderung kommt von Sasoki
et al.2’. Sie fanden, daf} bei enger Nachbarschaft von Lysin- und Argininresten
nach Blockierung der Guanidingruppe durch 1,2-Cyclohexandion die Reaktivi-
tit der e~Aminogruppe gegeniiber Trinitrobenzolsulfonsiure stark herabgesetzt
ist.

Einige Nebenreaktionen beim Arbeiten mit Dihydroxycyclohexy-
len-Derivaten wurden gefunden.

So traten teilweise die Farbreaktionen der Voges-Proskauer-Reak-
tion auf: Guanidingruppen erzeugen in Gegenwart von «-Diketonen,
Alkohol und eines Oxidationsmittels (z. B. Luftsauerstoff) eine rotliche
Farbung?8-30, Diese Nebenreaktion wurde beobachtet, wenn bei den
Modifizierungsreaktionen in methanolischer Lésung gearbeitet wurde
oder Aminosidure- und Peptidester eingesetzt wurden, die unter den
Reaktionsbedingungen leicht Alkohol freisetzen (Arg-OMe, Arg-Arg-
Glu-Ala-Glu-OMe).

Ebenso traten rosa Verfirbungen auf, wenn man auf Dinnschicht-
chromatogrammen DHCH-Verbindungen mit Hypochlorit in t-Bu-
tanol3t besprithte. Diese Farbreaktion eignete sich oft zum Nachweis
der DHCH-Verbindungen. Ahnliche Reaktionen wurden auch bei der
Aufbewahrung des Peptids 4 in wéliriger Losung beobachtet, jedoch nie
bei Lésungen (auch alkoholischen) von DHCH-Derivaten, die an der
a-Aminogruppe geschutzt wurden.

Eine andere Nebenreaktion tritt beim Arbeiten in harnstoffhaltigen
Puffern ein. Offenkettige a-Diketone reagieren mit Harnstoff in alkali-
scher Loésung zu Hydantoinen®2. Das cyclische 1,2-Cyclohexandion
reagierte in harnstoffhaltigen Boratpuffern (16 h) zu einem Derivat, das
beim Ansduern ausfallt und dessen spektrale Daten fir die Struktur
eines c¢is-4,5-Dihydroxy-cyclohex-4,5-ylen-Imidazolidinon-2 (Formel-
schema 3) sprechen.

Formelschema 3
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Zur Reaktion von 1,2-Cyclohexandion mit Lysin

Die Reaktion von 1,2-Cyclohexandion mit der e-Aminogruppe des
Lysins kann in schwach alkalischem Medium zu verschiedenen Produk-
ten fiihren (Formelschema 4). '

Formelschema 4
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Das UV-Spektrum von wilrigen Reaktionslésungen aus Amin und
1,2-Cyclohexandion kann Aufschlufl dariber geben, welches der drei
angefithrten Reaktionsprodukte bevorzugt gebildet wird. Das dem
Enamin a entsprechende Reaktionsprodukt‘ aus Lysin und dem
«-Diketon sollte ein dhnliches Absorptionsmaximum besitzen wie 1-
Butylamino-Cyclohexen-2-on-3 (a, R = bb, s. Formelschema 4). Dieses
Produkt, hergestellt nach Koszlov und Kovaleva33, besitzt ein Absorp-
tionsmaximum bei 371nm. Das Produkt ¢ besitzt ein Absorptions-
maximum bei 440nm3¢. 1,2-Cyclohexandion in der Mono-Enolform
absorbiert bei 262nm3, in der Diketonform3® bei 412nm mit gerin-
gerem Absorptionskoeffizienten.

Man sieht, daB der Verlauf der Reaktion von 1,2-Cyclohexandion mit
Aminen im UV-Spektrum gut zu verfolgen ist. Unsere Untersuchungen
walriger Bicarbonatlosungen von Lysin bzw. 1-Butylamin und 1,2-
Cyclohexandion zeigten, daf in jedem Fall zuerst das Produkt ¢ mit 1-
0x0-2-Tminoform gebildet wird, das dann langsam zum Enamin a
tautomerisiert.

Geringe Anteile an «,8-ungesittigten Schiff’ schen Basen (Produkt b,
hmax €&. 270nm), die nach Monsan et al.3® maBig sdurestabil sein sollen,
wurden nur bei der Reaktion von Lysin mit dem «-Diketon gefunden.

Das Ausmafl der Reaktion von 1,2-Cyclohexandion mit der e-
Aminogruppe des Lysins ist in Boratpuffern wegen der Verringerung
der effektiven CH D-Konzentration durch Komplexbildung mit Borat-
Anionen wesentlich geringer als in Bicarbonatpuffern. Trotzdem fan-
den wir an verschiedenen lysinhaltigen Peptiden und an der B-Kette
von Rinderinsulin nach der Modifizierung mit 1,2-Cyclohexandion
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(nach?) einen Lysinverlust bis zu 109, nach saurer Hydrolyse (24 h,
110°C) und Aminosdureanalyse. Diese hohen Werte sind nur durch
eine Transaminierungsreaktion von 1,2-Cyclohexandion mit der e-
Aminogruppe des Lysins zu erklidren (Formelschema 5).
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Schiitzt man die freie Aminogruppe des Lysins durch Reaktion mit
Citraconsgureanhydrid3?, so tritt diese Nebenreaktion nicht in Er-
scheinung.

Zusammenfassende Wertung

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dafi die relative Stabilitit
der N7, V8-(1,2-Dihydroxycyeclohex-1,2-ylen)-Schutzgruppe fiir Arginin
(DHCH-Gruppe) ausreicht,-um sie in der Semisynthese von Proteinen
oder in der enzymatischen Synthese3 verwenden zu kénnen.

IThre Stabilitdt gegeniiber reduktiven Verfahren, die relative Be-
standigkeit gegeniiber Perameisensdureoxidation®, die milden und
selektiven Abspaltungsverfahren sowie die Reinigungsméglichkeit ge-
schiitzter Argininverbindungen an einem Polymer mit Dihydroxy-
borylgruppen?22. 2 sind weitere Vorteile dieser Schutzgruppe.

Die Citraconylierung freier Aminogruppen ist ein ausreichender
Schutz, um bei einer Modifizierung von Peptiden und Proteinen mit
1,2-Cyclohexandion eine Transaminjerungsreaktion zu verhindern.

Unterschiede in der Reaktivitit von 1,2-Cyclohexandion zu anderen
a-Dicarbonylen® sind durch Unterschiede im hydrophoben Charakter
der Reagenzien erklirt worden26. Die durch den hydrophoben Cyclo-
hexylrest oft verminderte Loslichkeit geschiitzter Verbindungen in
wélrigen Medien ist manchmal ein Nachteil in der Semisynthese.

Hier sollen andere cyclische Diketone, wie z. B. Campherchinon-
sulfonsdurel4, (Formelschema 1), die in gleicher Weise wie 1,2-Cyclo-
hexandion mit Arginin reagieren, aber zu mehr wasserléslichen und
sdurestabilen Derivaten filhren, einen Ausweg bieten.
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Experimenteller Teil

Material und Methoden

a} 1,2-Cyclohexandion stammte von der Firma Aldrich. Es wurde vor
Gebrauch folgendermalBen umkristallisiert: 20g Diketon wurden in 200 ml
Petrolether aufgekocht, die entstandene, milchige Losung vom gelben Riick-
stand dekantiert und bei —25 °C gelagert.

Die entstandenen weilen Kristalle sind reines Mono-Enol von 1,2-Cyclo-
hexandion (siehe auch35). Alle verwendeten Losungsmittel wurden vor Ge-
brauch destilliert oder absolutiert. DMF wurde iiber Phthalsdureanhydrid
destilliert und tiber Molekularsieb 3 A absolutiert.

Di-tert-butyldicarbonat und o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid wurden
von der Fluka AG, Neu-Ulm, geliefert. Dowex-Harze wurden von Serva,
Heidelberg, geliefert. Affi-Gel 601 (Borsduregel) kam von Bio-Rad, Minchen.
Diinnschichtehromatographie wurde an DC-Alufolien Kieselgel 60/Kieselgur
F 254 und DC-Alufolien Cellulose F 254 (Merck, Darmstadt) vorgenommen.

b) Folgende Laufmittelsysteme wurden vorwiegend benutzt:

1) 2-Butanol/Ameisensédure/Wasser (150:27:23 v/v) und

2) BPAW, n-Butanol/Pyridin/Essigsdure/Wasser (15:10:3:12, »/v). Dieses
Laufmittel auf Kieselgelfolien (bzw. Cellulosefolien fiir Verbindung 2 und 7,
Tabelle 1) erwies sich fir DHCH-Verbindungen, die leicht starkes ,, Tailing*
zeigen, als geeignet.

Flecken wurden durch Ninhydrin-, Chlor-Tolidin- und Sekaguchi-Reaktion
sichtbar gemacht3?.

Boratpuffer wurden mit Borsiure und Natronlauge hergestellt. Ein 0,1 M
Boratpuffer enthilt 0,2 mol Borsdure und 0,1 mol NaOH. Mit HCI wurde auf
den entsprechenden pH-Wert eingestellt.

Elementaranalysen wurden im Labor Dornis und Kolbe, Milheim-Rubhr,
durchgefiihrt.

Die optischen Drehungen wurden mit dem Polarimeter 141 von Perkin-
Elmer gemessen.

Aminosdureanalysen wurden mit dem Gerdt LC 6000 der Firma Biotronic
ausgefiithrt, Differentialthermoanalysen mit dem Gerat DSC 2 von Perkin-
Elmer.

NMR-Spektren wurden mit dem 90 MHz-Gerdt EM 390 von Varian auf-
genommen (vorzugsweise in DM SO0-dg), IR-Spektren mit dem Gerdt 467 von
Perkin-Elmer und UV-Spektren auf dem Shimadzu UV-200.

Synthesen und Reaktionen

N* Benzyloxycarbonyl-N7, N8-(1,2-dihydroxycyclohex-1,2-ylen )arginin
[Z-Arg(DHCH)—O0H, 1]
Z-Arginin (15,4 g, 50 mmol) wurde in 500 ml Methanol gelést und zu einer
Losung von 1,2-Cyclohexandion (10g, 90mmol) in 11 0,2 M Na-Boratpuffer
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(pH 8,6) hinzugefiigt und iiber 12 h geriihrt. AnschlieBend wurde das Methanol
im Vak. entfernt und weitere 2h gerithrt. Die Lésung wurde auf 300 ml
eingeengt und tropfenweise unter starkem Rithren mit 0,5 N Salzsiure versetzt
bis ein pH von 3,5—4,0 erreicht war. Das ausgefallene Produkt wurde
abfiltriert und durch Aufschlimmen und Rihren in 0,05 ¥ HCI weitgehend von
Borat befreit. Fﬂtrleren und Trocknen ergab 1 als weiles Pulver. Ausbeute:
17¢g (85%), [oc]D =—3,2° (¢ = 1,509 HOA4c).

CaoHpeN, 06 (420,50). Ber. €57,02, H6,70, N 13,20.
Gef. ©56,77, H6,95, N 12,35.

(Korrigiert auf ByO5 im verbliebenen Riickstand.)

Hydrochlorid-Salz von 1 (2)

1(5g, 11,9 mmol) wurde in 100 ml 0,1 N HCl in wéfrigem Tetrahydrofuran
(90%,) gelost und einige mln geriihrt. Das Salz wurde mit n-Hexan ausgefillt.
Ausbeute: 4 ¢ (75%), [oc]D =—83%(c=1, DMF).

CyoHy06N,Cl (456,9). Ber. €52.,57, H6.40, N 12,26, C17,76.
Gef. £52,80, H6,47, N 12,14, C17,64

Dicyclohexylammonium-Salz von 2 (3)

2 (2g, 4,4mmol) wurde in wenig Dimethylformamid geldst und Dicyclo-
hexylamin (1 ml, 5mmol) zugegeben. AnschlieBend wurde mit Essigester
verdiinnt und das ausgefallene Produkt abfiltriert und getrocknet. Ausbeute:
2,52 (87%), [oc]D3 = +5,3° (¢ = 1, Methanol}. 3 ist in Chloroform l5slich.

Oy H5,04N5C1 (638,26). Ber. €60,22, H8,21, N 10,97, C15,55.
Gef. C60,05, H8,11, N 11,10, C15,39.

N7, N8-(1,2-Dilbydroxycyclohex-1,2-ylen ) -arginin-dihydrochlorid  ( Dikydroacetat )
[H-Arg(DHCH)—OH)—O0H -2 HCl (- 2CH3CO0H)] (4)

Hydrierung von 1 an Palladium-Aktivkohle in 60%, Essigsiure oder in HCI-
waBrlgem Tetrahvdrofuran lieferte nach Gefriertrocknung 4. Ausbeute: 98%,
[“]Dg = +8,2° (¢ =1, Wasser).

CryHpeN,0,- 2 HCL (359,27).  Ber. €40,12, H 6,73, N 15,60, C119,74.
Gef. (39,98, H 6,46, N 15,36, (122,26

Cy,Hp,N,0, -2 CH,COOH (406,44). Ber. C47,28, H 7,44, N 13,78,
Gef. C47,33, H7.44, N 13,67.

N-Hydroxysuccinimidester von 2 [Z-Arg(DHCH)—OSu - HCL] (5)

2 (3.4¢g, 7,4 mmol) und N-Hydroxysuccinimid (1,03 g, 9 mmol) wurden in
Dimethylformamid gelést und Dicyclohexylcarbodiimid (1,8 g, 9 mmol) hinzu-
gegeben. Nach einem Tag Reaktion wurde gekiihlt, der ausgefallene Dicyclo-
hexylharnstoff abfiltriert und die Losung im Vak. eingeengt. Der Riickstand
wurde in Chloroform aufgenommen und mit n-Hexan versetzt. Die ausgefallene
Substanz wurde abfiltriert, sechs Stunden mit kaltem Isopropanol digeriert,
wieder abfiltriert und getrocknet. Ausbeute: 3,1¢g (74%), [oc]D?’ =—09(c=1,
DMF).

024H32N508Cl (554:,0) Ber. 052,03, H582 N 12,64
Gef. C52,56, H 5,86, N 12,29.
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4 zersetzt sich im Diinnschichtchromatogramm (siehe Material und Metho-
den) in die Ausgangskomponenten.

N%tert- Butyloxycarbonyl-N7, N8-( 1,2- Dihydroxycyclohex-1,2-ylen ) -arginin
[Boc-Arg(DHCH)—OH] (6)*

a) Boc-Arg—OH (inneres Salz)4 wurde aus Di-tert-butyl-dicarbonat4? und
Arginin (free base) in Dioxan hergestellt. Die Reaktionsmischung wurde
eingeengt, mit Essigester digeriert und das Festprodukt abfiltriert und ge-
trocknet.

b) Boc-Arg—OH (14,1g, 51,3mmol) und 1,2-Cyclohexandion (23g,
105 mmol) wurden in 11 0,2 N Na-Boratpuffer gelost (pH der Mischung = 8,4).
Nach 24 h Reaktion bei 40 °C wird mit 1 N HCI auf pH 3,5 eingestellt und die
gesamte Losung bis zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird mehrmals mit
Ether digeriert, abfiltriert und in n-Butanol aufgeschlammt. Es wird abfil-
triert, 3mal mit Wasser gewaschen und zur Trockene eingedampft. Das
erhaltene O] wird 3mal mit kaltem Wasser digeriert und das Wasser dekantiert.
Das Ol wird mehrmals in Tetrahydrofuran gelost und wieder eingedampft, bis
ein leicht gelblicher Feststoff entsteht. Dieser wird mit KEther behandelt,
abfiltriert und getrocknet. Ausbeute: 10,5g (63%), [oc]Dg =+4+3,1° (¢c=1, Me-
thanol).

Das Produkt hédlt noch Borat fest.

Die Elementaranalyse 1laB3t sich weder mit dem inneren Salz noch mit dem
Hydrochlorid oder Hydrat (siehe auch43) vereinbaren.

Das TH-NMR-Spektrum zeigt jedoch das gewtinschte Produkt.

N Benzylozycarbonyl-N7,N8-( 1 2-dihydroxycyclohex-1,2-ylen ) -arginyl-
glycinbenzylester-hydrochlorid 7

) DCC/HOBt-Methode

Z-Arg(DHCH)—OH (1, 1,4¢g, 3,3mmol) und HCI-Gly—OBZL% (0.8g,
4 mmol) werden in Pyridin gel6st und auf —5 °C gekiihlt. Hierzu wird eine kalte
Loésung von 1-Hydroxybenzotriazol (0,7g, 5,2mmol) und Dicyclohexylear-
bodiimid (0,8¢g, 3,9 mmol) gegeben. Die Lisung wird 6h in der Kélte geriihrt
und anschlieBend noch weiter 12h bei Raumtemperatur. Es wird gekiihlt, der
ausgefallene Dicyclohexylharnstoff wurde abfiltriert und die Lésung eingeengt.
Der Riickstand wird in Chloroform aufgenommen und 3mal mit halbgeséttigter
Kochsalzlosung ausgeschiittelt. Die organische Phase wird getrocknet, kon-
zentriert und in tiberschissigen Ether eingetropft. Das ausgefallene Pulver
wird abfiltriert, getrocknet und eine Stunde mit kaltem Isopropanol digeriert.
Ausbeute: 1,54 ¢ (77%), [oc]D = 4+6,6° (c=1, CHCI,).

CogH3zs0,N;5C1 (604,12). Ber. C57,64, H6,34, N 11,59.
Gef. ©57,89, H6,36, N 11,36.
b) Aktivester-Methode

Z-Arg(DHCH)—0OS8%-HCl (5, 12g, 22mmol) und HCI-Gly-OBZL%
(0,57 g, 3,25 mmol) werden in Dimethylformamid geldst, auf 0 °C gekiihlt und
N-Methylmorpholin hinzugegeben (0,3 ml, 2,64 mmol). Nach 3 h Reaktion wird

* 6 wurde ebenfalls von Rose# durch Reaktion von Boc-Arg-OH - HCI mit
1,2-Cyclohexandion im Boratpuffer hergestellt und durch Ionenaustausch-
chromatographie gereinigt.
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weiteres N-Methylmorpholin zugegeben (0,3 ml, 2,64 mmol) und iber Nacht
gerihrt. Die Losung wird eingeengt, der Rickstand mit Chloroform auf-
genommen und 3mal mit halbgesittigter Kochsalzlésung gewaschen. Die
organische Phase wird getrocknet, das Peptid mit n-Hexan ausgefallt und
getrocknet. Ausbeute: 093g (82%), [a]Dg_ +6,6° (c=1, CHCL).

¢) Methode der gemischten Anhydride

Ein gemischtes Anhydrid wurde aus Z-Arg(DHCH)—OH (1, 2,1g,
4,95 mmol) und Isobutylechloroformat (0,65 ml, 4,95 mmol) in absolutem Dime-
thylformamid bei —15°C hergestellt. Nach 30sec wurde HC1-Gly-OBZL4
(1,1g, 5,45 mmol) und N-Methylmorpholin (0,6 ml, 5,45 mmol) geldst in kaltem
Dimethylformamid hinzugegeben. Es wurden noch weitere 15 min in der Kélte
gerithrt und weiterhin, bis die Lésung Raumtemperatur erreicht. Die Reak-
tionslosung wird eingeengt, der Rickstand in Chloroform aufgenommen und
2mal mit kaltem Wasser gewaschen. Die organische Phase wird getrocknet und
eingeengt. Der Rickstand W1rd mit Ether digeriert, abfiltriert und getrocknet.
Ausbeute: 1,952 (65%), [”]D +6,6° (¢ =1, CHCly).

Die nach Methode b und ¢ hergestellten Peptlde sind im Chromatogramm
und im 1H-NMR-Spektrum identisch mit 7a.

N7, N8-( 1.2-Dilydroxycyclohex-1,2-ylen )-arginyl-glycinhydrochlorid (8)

Das Dipeptid 7 (1.7g, 2,81 mmol) wurde in 60ml 0,1 N HCI in Tetra-
hydrofuran in Gegenwart von Palladium/Aktivkohle hydriert und die Losung
von Zeit zu Zeit mit Wasser verdiinnt. Nach beendeter Abspaltung wurde das
Tetrahydrofuran im Vak. entfernt und die walrige Losung gefriergetrocknet.
Ausbeute: 1,04 g (982%), [a]D = +21,2° (¢ =1, Wasser).

O HasOsN,CL (379,85). Ber. 044,27, H6,90, N 18,44, C19.33.
Gef. 44,32, H 6,66, N 17,96, C19,34.

N* Benzyloxycarbonyl-N7,N8-( 1,2-dihydroxycyclohex-1,2-ylen ) -arginyl-glycin-
tert-butylester-hydrochlorid (9)

a) Aktivester-Methode

Z-Arg(DHCH)—0S8u-HCl (5) und CH3;COOH - Gly—O But48 wurden wie
zuvor beschrieben (7b) miteinander umgesetzt und die Reaktionsmischung
aufgearbeitet. Zusitzlich wurde die Chloroformphase 1mal mit verdiinnter
NaHCO,-Losung ausgewaschen. Ausbeute: 81%, [oc]D?’ =468 (¢c=1,

CHCl,).
2 CoHyoN50,01 (570,09). Ber. (54,77, H7,07, N 12,28.
Gef. (54,90, H6,83, N 12,16.
) DCCJHOBt-Methode

Z-Arg(DHCH)—OH HCI (2) und CH3COOH - Gly—OBu?% wurden wie
zuvor beschrieben (7, a) mltelnander umgesetzt und die Reaktionsmischung
aufgearbeitet. Ausbeute: 60%, [oc]D = +6 8° (¢ =1, CHCl).

9 (nach b) ist im Chromatogramm und im 1H- NMR- -Spektrum identisch mit
9 a.

Benzyloxycarbonyl-y-tert-butoxyglutamyl- N7 N8-( 1 2-dihydrozycyclohex-
1.2-ylen ) -arginyl-glycin (10)

Das Dipeptid 8 (1,0g, 2,63 mmol) und NaHCO; (0,252, 2,85 mmol) werden
in Dioxan/Wasser (2:1) geldst und auf 10°C abgekiihlt. Hierzu wird eine
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Lésung von Z-Glu(OBut)—08u* (2,9 mmol) in Dioxan/Wasser gegeben und
iiber Nacht kalt gerithrt. Dioxan und Wasser wurden im Vak. entfernt und der
Riickstand iiber Nacht bei 30—35 °C mit Essigester digeriert, dann abfiltriert
und getrocknet. Der Feststoff wird mit wenig kaltem Wasser versetzt und die
Suspension mit Ammoniak auf pH 7,5 eingestellt. Beim Verreiben der Suspen-
sion20 bildet sich ein leicht gelblicher Feststoff, der abfiltriert, mit wenig kaltem
Wasser und Ether gewaschen und dann getrocknet wird. Ausbeute: 0,85 g (49%,
), [2]% = —16,8° (¢ = 1, Methanol).

Das Produkt enthalt , Kristallwasser® ({H-NMR). Zur Charakterisierung
wurde das Hydrochlorid von 10 durch Lésen in walirigem Tetrahydrofuran und
Zugabe einer dquimolaren Menge Salzsdure hergestellt.

Die Losung wurde zur Trockene eingeengt und im Vak. getrocknet.

031H46N6010 -HCl (69921) Ber. C53,25, H 6,77, N 12,02, 015,07
Gef. ©53,26, H6,53, N 12,06, C15,12.

 Aminosiureanalyse nach saurer Hydrolyse mit Thioglykolséure? (50facher
Uberschufi/mol Arginin): 1,02-(1) Glu, 1,00 (1} Gly, Spuren Arg (0).

Eine Probe des Peptids wurde auf eine Borgelsiure22.23 (Affi-Gel 601, Bio-
Rad) aufgetragen, die mit 0,1 4 Ammoniumacetat in 40% Isopropanol
dquilibriert war. (1 x 35cm). Die Substanz bindet am Gel. Dies zeigt, daB die
cis-Glykol-Struktur wiahrend der Synthese erhalten blieb. Elution erfolgte mit
1% Essigsiure in 40%, Isopropanol.

Versuche zur Herstellung eines p-Nitrophenylesters aus 1 und 2

1 bzw. 2 wurden in Dimethylformamid/Pyridin oder in Pyridin mit
Trifluoressigsdure-p-Nitrophenylester behandelt!1,15, Nach verschiedenen
Reaktionszeiten - (1h—6h) wurde das Reaktionsgemisch in iiberschiissigen
Ether getropft. Der erhaltene Niederschlag oder das erhaltene Ol wurde in
Chloroform/Aceton aufgenommen und erneut in Ether eingetropft.

Das erhaltene Festprodukt wurde getrocknet und untersucht. Ebenso
wurden 2 und p-Nitrophenol in Gegenwart von Dicyclohexylcarbodiimid
umgesetzt (DMF). Nach 24 h wurde vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff
abfiltriert und wie oben aufgearbeitet.

Cyclisierungsversuche an 2

2 (0,452, 1 mmol), Dicyclohexylcarbodiimid (0,3 g, 1,5 mmol) und etwas 4-
Dimethylaminopyridin!® wurden 24h bei 40°C in 50ml Pyridin gerthrt.
AnschlieBend wurde mit Essigsdure (10%ig) angesduert, gekiihlt, filtriert und
bis zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde mehrmals mit Essigester
behandelt. Die Essigesterextrakte wurden untersucht, enthielten aber vor-
wiegend den restlichen Dicyelohexylharnstoff und kein Lactam (IR, {H-NMR).
Der Riickstand wurde jetzt in Chloroform aufgenommen, filtriert, bis auf einige
ml eingeengt und in Ether eingetropft. Das ausgefillte gelbe Pulver wurde
abfiltriert, getrocknet und untersucht. Die Cyclohexylsignale der DHCH-
Gruppe waren sowohl im IR-Spektrum (2 860 cm—1, 2940 cm—1) als auch im 1H-
NMR-Spektrum (1,2—2,0 ppm) unverdndert. Zusétzlich zu den Signalen der
Ausgangsverbindung trat ein Singulett bei 3,1 ppm auf. Das Triplett des 3-NH-
Protons war jedoch vorhanden (8,6 ppm).

Modifizierung von Z-Glu( OBut)-Arg-Gly—OH mit 1,2-Cyclohexandion

Das Peptid20 (55mg, 0,1 mmol) wurde in 50 ml Methanol gelést und zu
100 ml einer 0,05 M CHD-Lésung in 0,2 N Na-Boratpuffer gegeben (50facher
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UberschuBl). Nach 2h Rithren bei 40°C wurde auf pH 3,0 angesauert und die
Suspension auf ca. 40ml eingeengt. Nachdem 20ml Methanol zugegeben
worden sind, wird einige Zeit gerithrt, dann gekithlt und vom ausgefallenen
DHCH Peptid (01) dekantiert. Das 6lige Produkt wird dreimal mit 0,01 N HC1
digeriert und getrocknet. Durch Lésen in Methanol und Eintropfen in Ether
wird ein festes Produkt erhalten. Ausbeute: 26 mg (40%).

Das Produkt enthiilt noch geringe Mengen an Ausgangsmaterial. Ein
sauberes Produkt wurde durch Chromatographie an einem Borsduregel ge-
wonnen (Bedingungen siehe Synthese von 10). Das Produkt ist diinnschicht-
chromatographisch und in der Papierelektrophorese (pH 6,5, Pyridin/Essig-
saure-Puffer, 0,1 N an Borsidure; Anfarbung mit Chlor-Tolidin3!) identisch mit
10.

Aminoséureanalyse nach saurer Hydrolyse mit Thioglykolsdure!3 (50facher
Uberschuf/mol Arginin): 1,01 (1) Glu, 1,00 (1) Gly, Spuren Arg (0).

Abspaltung der DHCH-Gruppe aus den Monomeren 1 und 2 wund aus den
Dipeptiden T und 9

Zur Abspaltung wurde 7T'ris?4, Hydroxylamin!? und o-Phenylendiamin?14
verwendet. Es wurde in Dimethylformamid/Wasser-Mischungen gearbeitet
{50—70%, je nach Loslichkeit).

Die Abspaltungsreagenzien wurden in Wasser gelést und am pH-Meter auf
pH 8,0—8,5 eingestellt. Anschliefend wurde das Monomer oder Peptid in DM F
zugegeben und gegebenenfalls bis zur Losung mit DMF verdiinnt. Das
Abspaltungsreagenz wurde in einem 10fachen Uberschuf zu Arginin eingesetzt.
Alle Losungen waren 0,25 4 an Reagenz. Wahrend der Reaktion betrug die
Temperatur 40—45°C, da sich gezeigt hatte, dafl bei Raumtemperatur selbst
iiber mehrere Tage kaum Abspaltung erfolgte. Nach 15—20h waren die
Abspaltungen bei den Monomeren, nach 25—30h bei den Dipeptiden beendet
(DC). Die Lésungen wurden angesiuert, eventuell abfiltriert und i Vak.
eingeengt.

Das Reaktionsprodukt aus Abspaltungsreagenz und 1,2-Cyclohexandion
fiel entweder teilweise wihrend der Reaktion aus (1,2-Cyclohexandiondioxim)
oder wurde in Chloroform extrahiert, nachdem man die Lésungen eingedampft
und den Riickstand in Wasser gelost oder aufgeschlimmt hatte (z.B. 1,2-
Cyclohexandiondioxim und 1,2,3,4-Tetrahydrophenazin48).

Die wilBrige Phase wurde dimnschichtchromatographisch untersucht.

Hydroxamsédurebildung bei 7 wurde durch Komplexbildung mit Eisen(ITI)
(Hydroxamséuretest) und durch Elektrophorese bei pH 6,5 nachgewiesen.

Abspaltung der DHCH-Gruppe aus 10 und Isolierung des deblockierten Peptids

a) Es wurde zundchst versucht, die DHCH-Gruppe des synthetischen
Peptides 10 wie zuvor beschrieben mit 77is% abzuspalten, jedoch konnte
dinnschichtchromatographisch kein deblockiertes Tripeptid gefunden werden.
Mit 0,5M Hydroxylaminlésung bei 20fachem Reagenziiberschufl (pH 8,5,
40°C) konnte schliefilich nach 7 Tagen die Abspaltung beendet werden.

b) Die Reaktionslosung (ca. 400 mg an Peptid) wurde wie zuvor behandelt
und mit Chloroform extrahiert. Die wifirige Phase wurde eingeengt mit
Methanol/Wasser (1:2) aufgenommen und auf pH 3 eingestellt. Diese Losung
wurde auf eine Dowex-Séule (50 WX 8, 100—200 mesh, H+-Form, 2,5 x 15 cm),
die mit 19} Essigsdure im gleichen Lésungsmittelgemisch dquilibriert war,
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aufgegeben. Nachdem man mit 2—3 Séulenvolumina an Startpuffer gewaschen
hatte, wurde mit 1 M Pyridin in Methanol/Wasser (1:2) eluiert. Die Sakaguchi-
positiven Fraktionen wurden gesammelt und eingeengt (Ol). Die Aminosiure-
analyse zeigt die Bildung von Ornithin sowie Arg, Glu und Gly in nicht
stochiometrischem Verhaltnis.

Abspaltung der N*-Schutzgruppen aus 1 und 6

a) Die Z-Gruppe wurde aus 1 durch Behandlung mit Bromwasserstoff in
Eisessig (2,4 N, 30 min) entfernt. Die Reaktionsmischung wurde eingedampft,
mehrmals in 30%; Essigsdure gelost und wieder eingedampft. Durch Chromato-
graphie an einem Borsduregel wurde auf Anwesenheit von Verbindungen mit
cis-Glykolstruktur gepriuft (Affi-Gel 601, Bio-Rad, 1 x 35¢m, 0,1 m Ammo-
niumacetat).

25% der Reaktionsmischung wurden gebunden und mit 19, Essigsiure
eluiert. Das eluierte Produkt war jedoch chromatographisch (Cellulose-Platten
BPAW) nicht identisch mit 4, aullerdem besitzt es einen héheren Extinktions-
koeffizienten (Ays,). Alle Reaktionsprodukte zeigten keine Sakaguchi-Reaktion.

b) Die Boc-Gruppe wurde aus 6 mit 90%, Trifluoressigsdure?! abgespalten
und wie unter a) aufgearbeitet.

In der Reaktionsmischung wurden 30% einer Verbindung mit ¢is-Glykol-
struktur gefunden, die chromatographisch identisch mit 4 war. AuBer diesem
Produkt wurden keine ninhydrinpositiven Produkte gefunden.

Spektrale Daten von cis-4,5-Dihydroxy-4,5-Cyclohexylen-imidazolidinon-2

IR (em™1): 3330 (w), v(OH); 3220—3070 (s), v(NH); 2940/2860 (m),
Cyeclohexyl-H; 1740 (s), 1680 (s); 1500 (m), 3 (NH); 1210 (m), v(C—0).

TH-NMR (ppm): 1,4 (m, 4H); 1,7 (m, 4H); 3,33 (8 H,0); 6,95 (breites s,
austauschbar, 4 H).

1,2-Cyclohexandiondioxim und Adipinsdure zeigen das gleiche Aufspal-
tungsmuster der Cyclohexylprotonen, allerdings mit gréBerer Kopplungskon-
stante der beiden Multipletts.

UV : keine Absorption (500—240nm) [0,2 N NaHCO;, Essigsaure (30%)].
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