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Die Synthese von cyclo[-(Boc)Ser-D-Abu-Pro-(Me)Phe-Pip-Phg-O-] (1), einem Analogen der
Virginiamycin-Antibiotika, wird beschrieben. Es wurde das die Esterbindung enthaltende Dipep-
tid 11 mit dem Tetrapeptid 12 kondensiert. Die Cyclisierung des linearen, entschiitzten Hexa-
depsipeptids 15 erfolgte zwischen Serin und D-2-Aminobuttersiure. 1 ist nach Auskunft des
'H-NMR-Spektrums konformativ nicht einheitlich. Mit Alkaliionen konnte bisher keine Komple-
xierung nachgewiesen werden; antibiotische Wirkung wurde nicht beobachtet.

Synthesis of the Streptogramin B Analogue Cyclodepsipeptide cyclo[-(Boc)Ser-D-Abu-Pro-
(Me)Phe-Pip-Phg-0-]

The synthesis of cyclo[-(Boc)Ser-D-Abu-Pro-(Me)Phe-Pip-Phg-O-] (1), an analogue of the
virginiamycin antibiotics, is described. The dipeptide 11 containing the ester bond was condensed
with the tetrapeptide 12. Cyclization of the linear, deprotected hexadepsipeptide 15 was
performed between serine and D-2-aminobutyric acid. The 'H NMR spectra of 1 exhibit no
unique conformation. So far no evidence has been found for complexation with alkali ions or of
antibiotic activity.

Die Antibiotika der Virginiamycin-Familie werden von Streptomyceten produziert
und finden verbreitet Anwendung in der Tiererndhrung. Aufgrund ihrer unterschiedli-
chen Struktur teilt man sie in zwei Gruppen ein'-?, Die Verbindungen der A-Gruppe
sind mehrfach ungesittigte macrocyclische Lactone; die Verbindungen der B-Gruppe
hingegen sind reine Peptidlactone aus 6 — 7 Aminosdureresten und einem 3-Hydroxy-
picolinsdurerest der iber Threonin mit dem Ringgeriist verbunden ist (Abb. 1).

Die biologische Wirkung der Streptogramin-Antibiotika duflert sich in der Hem-
mung der Proteinbiosynthese sensitiver Bakterien® und moglicherweise einer Blockie-
rung der Atmung von Rattenlebermitochondrien®. Ein ausgeprigter Synergismus zwi-
schen A- und B-Komponenten®® und eine Abhingigkeit der antibiotischen Wirkung
von der Konzentration an Kalium-, Magnesium- und Ammoniumionen® wird in der
Literatur beschrieben.

Bei Leitfihigkeitsmessungen an Lipid-Membranen wurde festgestellt, daf3 die
B-Komponenten den passiven Transport von ein- und zweiwertigen Kationen durch
Membranen erleichtern”. Es werden unterschiedliche Bindungsstellen fiir Kationen
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Abb. 1. Allgemeine Struktur der B-Komponenten von Virginiamycin

angenommen® %19, fiir deren weitere Aufklirung Verbindungen von Interesse sind, die
sich hauptsichlich durch das Fehlen des 3-Hydroxypicolinsdurerests von den normalen
Antibiotika unterscheiden. Eine Abspaltung des 3-Hydroxypicolinsdurerestes ausge-
hend von den natiirlichen Antibiotika unter Erhaltung des Peptidlactonrests erscheint
kaum moglich. Daher wurde die chemische Synthese eines analogen Depsipeptids aus-
gefiihrt.

Hierbei sollte der Zugang zum Peptidgeriist durch den Ersatz einzelner Aminosauren
gegen sterisch anspruchslosere und synthetisch einfacher zugingliche Aminosauren er-
leichtert werden!'?, Gegeniiber Virginiamycin S, (Abb. 1) werden deshalb Threonin
durch Serin und 4-Oxopipecolinsdure durch Pipecolinsdure (Pip) ersetzt. Der Raumbe-
darf der 3-Hydroxypicolinsdure sollte durch die Boc-Schutzgruppe am Serin simuliert
werden. Die Verbindung 1, ¢yclo[-(Boc)Ser-D-Abu-Pro-(Me)Phe-Pip-Phg-O-] (Abb. 2)
wurde deshalb als Syntheseziel ausgewdhit.
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Abb. 2. Zielverbindung cyclo[-(Boc)Ser-D-Abu-Pro-(Me)Phe-Pip-Phg-O-] (1)
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Synthese eines Streptogramin-B-analogen Cyclodepsipeptids 1543

Synthese

Die Hauptprobleme der Synthese von Streptograminen der B-Gruppe oder deren
Analogen sind die Herstellung und Verwendung von ungewshnlichen, nichtessentiellen
Aminosiuren und eine Lactonbindung, die spezielle Schutzgruppen- und Kupplungs-
techniken erfordert. Bei allen bisher erfolgreichen Depsipeptidsynthesen gelang der
Ringschluf} nur iiber eine Amidbindung, nicht jedoch iiber die Esterbindung ' ~19, Bei
der vorliegenden Synthese sollte die Esterbindung deshalb frithzeitig auf der Stufe des
Esterdipeptids gekniipft und ein durch Fragmentkondensation hergestelltes Tetra-
peptid ankondensiert werden. Neuere Cyclisierungsstudien an Hexapeptiden'? legten
eine Cyclisierung des entschiitzten Hexapeptids mit N-terminaler p-2-Aminobutter-
sdure (D-Abu) nahe.

D-Abu Pro (Me)Phe  Pip Phg Ser

| 2 3
ZT COhH H=1-0MeHQ Boc—1—0H H==0MeHQ
6 7
4 OMe Boc OMe
8 9 14
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z OMe Dozf——0,
Soc\T—Ole
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Z OH H 0
B o(\FOleTFA
14
4 0,
Bu:x—oazl
15
H 0,
Boﬁ-OH
1 0

Abb. 3. Syntheseschema

Nach dem Syntheseschema (Abb. 3) wurde die Esterbindung zwischen Phenylglycin
(Phg) und Serin auf der Stufe des Dipeptids hergestellt. Man bendétigt drei selektiv ab-
spaltbare Schutzgruppen, deren Auswahl durch die basenlabile Esterbindung einge-
schrankt wird, Mit Ddz-Phg-OH (4, Ddz = «,a-Dimethyl-3,5-dimethoxybenzyloxy-
carbonyl) und Boc-Ser-OBzI (5) wurden geeignete Aminosdurederivate hergestellt und
in guter Ausbeute (85 %) mit n-Propylphosphonsiaureanhydrid (PPA)'® unter Zusatz
von 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP)'® zum Esterdipeptid Boc-Ser(Ddz-Phg-O-)-OBzl
(11) gekuppelt. Bei der bekannten Neigung von Phenylglycin zur Racemisierung erwies
sich dieses Reagenz als giinstiger Kompromif} zwischen ausreichender Reaktivitit und
geringer Racemisierung?®, Durch Optimierung der Reaktionsbedingungen konnte die
Racemisierung von anfangs 35% auf 10% gesenkt werden. Der Grad der Racemisie-
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rung und damit das Verhiltnis der diastereomeren Dipeptidester wurde anhand der
270-MHz-'H-NMR-Spektren bestimmt. Als Sonde dienten die Signale der diastereome-
ren NH- und C*H-Gruppe des Phenyiglycins. Der so bestimmte Racemisierungsgrad
konnte mit den Drehwerten korreliert werden. Eine Trennung der diastereomeren
Esterdipeptide durch Diinnschichichromatographie (DC), Mitteldruck- (MPLC) oder
Hochdruck flitssigkeitschromatographie (HPLC) gelang weder mit dem geschiitzten 11
noch mit dem entschiitzten Dipeptid 13. Da eine Trennmoglichkeit auf der Stufe der
Cyclopeptide erwartet wurde (s.u.), konnte mit dem Diastereomerengemisch weiterge-
arbeitet werden. Die Abspaltung der Ddz-Schutzgruppe gelingt mit 3proz. Trifluor-
essigsaure in Methylendichlorid (30 Minuten) zu 13.

Die restlichen 4 Aminosduren wurden durch Fragmentkondensation mit dem Tetra-
peptid Z-p-Abu-Pro-(Me)Phe-Pip-OH (12) eingefithrt. Dessen Vorlaufer, das geschiitz-
te Tetrapeptid Z-D-Abu-Pro-(Me)Phe-Pip-OMe (10) wurde aus den Dipeptidfragmen-
ten 8 und 9 durch Kondensation hergestellt. Das geschiitzte Dipeptid Z-D-Abu-Pro-OMe
(6) wurde durch Kupplung nach der DCC/HOBT-Methode " mit 90proz. Ausbeute er-
halten und durch alkalische Verseifung in das bekannte, C-terminal ungeschiitzte Di-
peptid 8 (DCHA-Salz)!'¥ umgewandelt (70 % Ausbeute). Das Dipeptid Boc-(Me)Phe-
Pip-OMe (7) wurde mit PPA als Kupplungsreagenz mit 87proz. Ausbeute hergestellt.
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit 2 N HCl in Dioxan (95 % Ausbeute) ergibt das
entschiitzte Dipeptid 9. Die Fragmentkondensation von 8 und 9 zum Tetrapeptid 10 ge-
staltete sich schwierig!®?, Nur mit PPA als Kupplungsreagenz und eine nachfolgende
Reinigung durch Gelchromatographie lieferte sauberes Tetrapeptid 10 mit maximal
37proz. Ausbeute. Anschliefende alkalische Verseifung ergab das C-terminal freie
Tetrapeptid 12. Das geschiitzte lineare Hexadepsipeptid 14 wurde durch Fragmentkon-
densation von 12 und 13 mit PPA als Kupplungsreagenz und Reinigung durch Gelchro-
matographie mit 54proz. Ausbeute als Diastereomerengemisch (siche 11) erhalten.

Die C- und N-terminalen Schutzgruppen des Hexadepsipeptids wurden anschlieBend
durch Behandlung mit Ammoniumformat und Palladium/Aktivkohle (10% Pd)?? in
Methanol hydrogenolysiert und das lineare, entschiitzte Hexapeptid 15 (Diastereome-
rengemisch) mit 92proz. Ausbeute isoliert.

Die Cyclisierung des linearen Hexadepsipeptids 15 erfolgte mit 20fachem Uberschufl
DCC/HOBT in Methylendichlorid. Nach Gelchromatographie wurden mit 44proz.
Ausbeute die zwei diastereomeren Cyclodepsipeptide isoliert. Durch HPLC mit
Methanol/Wasser (4:1) als Laufmittel konnten die diastereomeren Cyclopeptide ge-
trennt und isoliert werden. Die Reinheit der Zielverbindung 1 (Hauptfraktion) wurde
anschliefend nochmals durch HPLC in Acetonitril/Wasser (9: 1) gepriift. Das Verhilt-
nis der isolierten Cyclopeptide entsprach dem durch NMR-Spektroskopie an dem
Esterdipeptid 11 bestimmten Diastereomerenverhiltnis von 9:1.

Eigenschaften der Zielverbindung

NMR-Untersuchungen der Zielverbindung 1 zeigen, daf} diese auch in verschiedenen
Losungsmitteln in mehreren Konformationen vorliegt. Man erkennt bei Raumtempera-
tur mehrere zusitzliche, zum Teil verbreiterte Signale. Beim Abkiihlen verschirfen sich
einzelne Signale, wihrend beim Erwiarmen auf 100 °C reversible Koaleszenz beobachtet

Liebigs Ann. Chem. 1983



Synthese eines Streptogramin-B-analogen Cyclodepsipeptids 1545

wird. Diese Erscheinungen sind bei Peptiden mit N-alkylierten Aminosauren haufig
und werden auf cis-frans-Isomerie an der entsprechenden Peptidbindung zuriickge-
fiihrt. Das Ausmaf} der konformativen Inhomogenitét ist bei 1 deutlich groéfler als bei
Virginiamycin S; und Patricin B2¥, die beide den Hydroxypicolinsidurerest enthalten.
Letzterer scheint daher einen konformationsstabilisierenden Effekt zu haben. Vorliufi-
ge Komplexierungsstudien mit Alkaliionen in Methanol, die mit Hilfe von UV- und
CD-Messungen vorgenommen wurden, zeigten keine nachweisbaren Effekte.

Die Untersuchung der mikrobiologischen Aktivitit des Cyclopeptids gegen M. luteus
(DSM, Gottingen) und B. subtilis (Merck) erfolgte im Reihenverdiinnungstest in
Mueller-Hinton-Bouillon (Merck). 1 wurde vor der Beimpfung als ethanolische Losung
zum Kulturmedium gegeben. Der Ethanolgehalt betrug danach 2 %. Bei Cyclopeptid-
konzentrationen bis zu 4 X 1073 M konnte nach 28 Stunden Inkubationszeit (B. subti-
lis bei 37 °C; M. luteus bei 30 °C) keine Wachstumshemmung der Mikroorganismen be-
obachtet werden. In Gegenwart von Virginiamycin S; war bei Konzentrationen ober-
halb 4 x 10~ M unter vergleichbaren Bedingungen eine vollstindige Wachstumshem-
mung festzustellen.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Fonds der Chemischen Industrie und
der Hoechst AG fir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

Abktirzungen®®: Boc = tert-Butyloxycarbonyl, Bzl = Benzyl, DCC = Dicyclohexylcarbodi-
imid, DCHA = Dicyclohexylamin, Ddz = «,a-Dimethyl-3,5-dimethoxybenzyloxycarbonyl,
DMAP = 4-(Dimethylamino)pyridin, HOBT = N-Hydroxybenzotriazol, HPLC = Hochdruck-
fliissigkeitschromatographie, Me(Phe) = N-Methylphenylalanin, NMM = N-Methylmorpholin,
Phg = Phenylglycin, Pip = Pipecolinsdure, PPA = n-Propylphosphonsaureanhydrid, TFA =
Trifluoressigsaure, Z = Benzyloxycarbonyl.

Schmelzpunkte (unkorrigiert): Schmelzpunktapparat nach Dr. Tottolli. — Diinnschichtchro-
matographie: Fertigfolien SIF der Fa. Riedel-de Haén; Laufmittel A: Chloroform/Methanol/
Eisessig (95: 5:3), Laufmittel B: n-Butanol/Eisessig/Wasser (3:1:1), Laufmittel C: Essigsaure-
ethylester/n-Butanol/Pyridin/Wasser (20: 10: 3: 5). Die Flecke wurden unter der UV-Lampe und
in der lodkammer sichtbar gemacht. — Optische Drehungen: Polarimeter Nr. 141 der Fa. Perkin-
Elmer. — HPLC-Trennung: Gerdt ALC/GPC 204 der Fa. Waters, ausgestattet mit einer halbpra-
parativen ,,Reverse-Phase-C-18“-Saule (u-Bondapak, 10 x 250 mm). — Massenspektren: Mas-
senspektrometer SM-1B der Fa. Varian. — Zur weiteren Identifizierung wurden IR- und NMR-
Spektren der Verbindungen aufgenommen. —~ Eindampfoperationen wurden schonend im Rota-
tionsverdampfer vorgenommen.

Die Aminosduren H-L-Phg-OH und H-p-Abu-OH wurden aus den billigen DL-Aminosduren
durch enzymatische Racematspaltung?5 hergestellt. Das erhaltenc Chloracetyl-p-Abu-OH wurde
durch 2 N HCl in H-D-Abu-OH - HCI iibergefithrt; Schmp. 218 —220°C, [a)3’ = —19.4(c = 1,
1 N HCY). — H-L-Pip-OH wurde durch fraktionierende Kristallisation der Chininsalze von
Z-DL-Pip-OH (analog Lit.26)) erhalten und Z-L-Pip-OH in das benétigte Derivat H-Pip-
OMe- HCI (3) iibergefiihrt. Vergleiche mit Z-Pip-OH und H-Pip-OMe- HCI, hergestellt aus kauf-
licher H-L-Pip-OH, ergaben identische analytische Daten; Z-Pip-OH: Schmp. 102 -105°C,
[a13§® = -37.95 (¢ = 1, absol. Ethanol).
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Boc-(Me)Phe-OH (2) wurde analog Lit.2”) hergestellt; Ausb. 86 %, Schmp. 85 - 86 °C (Lit.27);
80-284°C), Rpe(A) = 0.5, Rp(B) = 0.71, Re(C) = 0.65. — 'H-NMR (60 MHz, CDCl;): 8 = 9.7
(s, 1H, CO,H), 7.2 (s, 5H, Aromat), 4.7 (m, 1H, C*H), 3.0-3.2 (dd, 2H, CBHZ), 2.7 (s, 2H,
NCH3), 1.4 (s, 9H, tert-Butyl). — [a]3s’ = —84.9 (c = 1, absol. Methanol).

H-Pip-OMe- HCI (3) konnte nach der allgemeinen Vorschrift fiir Aminosidure-methylester-
hydrochloride2®) erhalten werden; Ausb. 82%, Schmp. 169°C2%. — 'H-NMR (270 MHz,
[Dg]DMSO): & = 9.6 (breit, 2H, *NH,), 4.1 (dd, 1H, C*H), 3.6 (s, 3H, OCH,), 3.2 (d, J =
12 Hz, 1H, C®H), 2.9 (m, 1H, C%H), 2.1 (dd, 1H, CPH), 1.5-1.8 (m, 5H, CSHZ, C'H,,
CPH). — (038 = —7.47 (c = 0.5, absol. Methanol).

C;H4CINO, (179.63) Ber. C46.81 H7.85 N7.80 Gef. C46.64 H7.75 N 1.76

Ddz-Phg-OH- DCHA (4) konnte nach der allgemeinen Vorschrift3® fir Ddz-Aminosduren
hergestellt werden; Ausb. 62%, Schmp. 126 -130°C, Rg(A) = 0.64, Rp(B) = 0.68, RE(C) =
0.57. — '"H-NMR (270 MHz, CDCly): 8 = 7.8 (breit, 2H, *NH,), 7.3 (m, 5H, Aromat), 6.5 (d,
J = 2.2 Hz, 2H, Aromat-Ddz), 6.33 (t, J = 2.2 Hz, 1H, Aromat-Ddz), 5.0 (d, 1 H, C*H), 3.7 (s,
6H, Ddz-OCH,), 2.7 (m, 2H, DCHA), 1.67 (s, 6H, Ddz-a,¢-Dimethyl), 1.0-1.8 (m, 20H,
DCHA). - [035° = +45.54 (¢ = 1, absol. Methanol).

Boc-Ser-OBzl (5) steliten wir analog Lit.3!) her; Ausb. 90 %, Schmp. 64 — 67°C, Rg(A) = 0.37,
Rp(B) = 0.57, RK(C) = 0.75. — '"H-NMR (270 MHz, [Dg]DMSO): 8 = 7.35 (m, SH, Aromat),
7.0, J = 8 Hz, 1H, NH), 5.1 -5.2 (dd, 2H, Bzl-CH,;), 4.95 (t, / = 6 Hz, 1H, OH), 4.15 (m,
1H, C*H), 3.7 (m, 2H, CPH), 1.35 (s, 9H, tert-Butyl). — []33° = —17.26 (¢ = 1, absol. Metha-
nol).

Cy5HyNOs (295.3) Ber. C61.01 H7.16 N4.74 Gef. C60.97 H6.97 N 4.86

Z-D-Abu-Pro-OMe (6): Zu einer Losung von 4.40 g (18.5 mmol) Z-p-Abu-OH!4, 3.31 g
(20.0 mmol) H-Pro-OMe-HCl und 2.50 g (18.5 mmol) HOBT in 75 ml Methylendichlorid werden
bei —15°C 2.2 ml (20 mmol) NMM gegeben und danach 4.12 g (20.0 mmol) DCC in 35 ml
Methylendichlorid zugetropft. Nach der iiblichen Aufarbeitung2!) wird das Produkt als Ol erhal-
ten. Ausb. 6.05 g (90%); Rp(A) = 0.52, Re(B) = 0.46, Re(C) = 0.5. — '"H-NMR (90 MHz,
CDCly): 8 = 7.3 (s, 5H, Aromat), 5.6 (breit, 1 H, NH), 5.05 (s, 2H, Z-CH,), 4.35—4.50 (m, 2H,
Abu-C*H, Pro-C°H), 3.7 (s, 3H, OCH;), 3.5-3.7 (m, 2H, Pro-C®H,), 1.6-2.2 (m, 6H,
Pro-C'H,, Pro-CPH,, Abu-C?H,), 0.9 (m, 3H, Abu-C'Hy). — [al3’ = -32.2 (c = 1.3, absol.
Methanol).

Boc-(Me)Phe-Pip-OMe (T): 3.9 g (14 mmol) 2 und 2.5 g (14 mmol) 3 werden in 60 mi Methylen-
dichlorid gelédst, auf — 15 °C abgekiihlt und mit 7.3 ml (66 mmol) NMM versetzt. Unter Stickstoff
werden dann 12.3 g (28.0 mmol) PPA-L&sung!® (50 % in Methylendichlorid; 0.88 g/mmol) zuge-
tropft. Nach langsamen Erwidrmen wird 2 d bei Raumtemp. gerithrt. Das Losungsmittel wird
i. Vak. entfernt und der Riickstand zwischen 400 ml Essigsdure-ethylester und 200 ml gesittigter
NaHCO;-Losung verteilt. Die organische Phase wird 2mal mit gesattigter NaHCO,;-Losung, 1 mal
mit geséttigter NaCl-Losung, 2mal mit 5proz. Citronensiure-Lésung und nochmals mit geséttig-
ter NaCl-Losung gewaschen. Die vereinigten Essigsaure-ethylester-Phasen werden mit MgSO, ge-
trocknet, das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand aus Diethylether/Petrolether
umkristallisiert. Ausb. 4.9 g (87 %), Schmp. 74 -78°C, Rp(A) = 0.51, Rg(B) = 0.32, Rg(C) =
0.36. — 'H-NMR (270 MHz, CDCly)32: § = 7.2 (m, SH, Aromat), 5.4 (m, 1H, Phe-C*H), 5.0
(m, 1H, Pip-C®H), 4.0 (m, 1H, Pip-C°H), 3.8 (m, 1H, Pip-C°'H), 3.7 (m, 3H, OCH,),
2.95—3.20 (m, 2H, Phe-CPH,), 2.7-2.9 (m, 3H, NCH3), 2.1-2.3 (m, 1H, Pip-C’H), 1.3-1.8
(m, SH, Pip), 1.1—1.4 (m, 9H, fert-Butyl). — [a]3’ = —143.36 (c = 1, absol. Methanol).

CyyHiN,O05 (404.5) Ber. C65.33 H7.97 N6.93 Gef. C65.35 H8.00 N7.16
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Z-D-Abu-Pro-OH- DCHA (8): 14.5 g (40.0 mmol) 6 werden in 132 ml Ethanol gelost und
41.2 ml 1 N~ NaOH zugegeben. Die Lasung wird 2 h bei Raumtemp. geriihrt, mit 132 ml Wasser
versetzt und das Ethanol i, Vak. entfernt. Die waBrige Losung wird dann mit 2 N HCl auf pH 2
angesiuert, mit Essigsiure-ethylester extrahiert, und die vereinigten organischen Phasen werden
mit MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand in Diethyl-
ether geldst. Nach Zugabe von 6.2 ml (33.6 mmol) DCHA kristallisiert das Produkt in der Kilte
aus. Ausb. 14.4 g (70%), Schmp. 109—111°C (Lit.14: 112-114°C), Rp(A) = 0.31, Rp(B) =
0.41, Rp(C) = 0.35. — '"H-NMR (270 MHz, CDCly): 8 = 11.6 (breit, 2H, *NH,), 7.3 (m, 5H,
Aromat), 5.9 (breit, 1H, NH), 5.1 (m, 2H, Z-CH,), 4.2—-4.4 (m, 2H, Abu-C*H, Pro-C"H),
3.6—3.8 (m, 2H, Pro-C®H,), 2.7 (m, 2H, DCHA), 2.2 (m, 1H, Pro-C®H), 1.0 -1.95 (m, 25H,
DCHA, Abu-C*H,, Pro-CPH, Pro-C"Hy), 0.9 (m, 3H, Abu-C'H;). — [al3¥® = -24.32(c = 1,
absol. Ethanol).

H-(Me)Phe-Pip-OMe- HC! (9): Zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe werden 4.6 g (11.3
mmol) 7 in einem 20fachen Uberschuf3 von 2 N HCI in Dioxan 2 h gerithrt. Danach wird ein-
geengt, mehrfach in Methanol aufgenommen und wieder eingedampft; Ausb. 3.65 g (95 %). Das
erhaltene Salz ist sehr hygroskopisch und wird zu einem Schaum getrocknet. Rg(A) = 0.1,
Rg(B) = 0.15, Ri(C) = 0.12. — 'H-NMR (60 MHz, CDCl;): § = 10.8 (breit, 2H, *NH,), 7.2
(m, SH, Aromat), 5.3 (m, 1H, Phe-C*H), 4.5-4.9 (m, 1H, Pip-C*H), 3.7 (s, 3H, OCH,),
3.0-3.5 (m, 4H, Phe-C’H,, Pip-CPH,), 2.2 (m, 1H, Pip-CPH), 1.0-1.85 (m, 5H, Pip). —
(@138 = ~69.6 (c = 1, absol. Methanol).

Z-D-Abu-Pro-(Me)Phe-Pip-OMe (10): Die Kupplung erfolgt nach der iiblichen PPA-Methode
wie fiir 7 beschrieben mit 3.67 g (11.0 mmol) 8 und 3.90 g (11.4 mmol) 9; Reaktionsdauer 4 d bei
Raumtemp. Das nach der Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt wird durch Gelchromatographie
an Sephadex LLH-20 mit DMF als Laufmittel gereinigt. Das Produkt wurde zu einem festen
Schaum getrocknet. Ausb. 2.5 g (37%), Rg(A) = 0.79, Rg(B) = 0.55, Rg(C) = 0.66. —
'H-NMR (270 MHz, [Dg]DMS0)32: 6 = 7.8 (d, J = 10 Hz, 1H, NH), 7.35 (m, 5H, Z-Aromat),
7.2 (m, 5H, Phe-Aromat), 5.5 (m, 1H, Phe-C*H), 5.2 (m, 1H, Pip-C°*H), 5.0 (s, 2H, Z-CH,),
4.3-4.7 (m, 2H, Abu-C*H, Pro-C°H), 3.6 (m, 3H, OCH,), 3.3-3.7 (m, 5H, Phe-CPH,
Pro-C®H,, Pip-C®H,), 2.95 (m, 3H, NCHy,), 2.6 (m, 1H, Phe-CPH), 2.0 -2.3 (m, 2H, Pip-CPH,
Pro-CPH), 1.2-1.9 (m, 10H, Abu-C*H,, Pro, Pip), 0.6 —0.85 (m, 3H, Abu-C'H,). — [a]3® =
—137.38 (¢ = 0.5, absol. Methanol). — MS (70 eV, 150°C): m/z = 620 (M™*).

Boc-Ser(Ddz-Phg-O)-OBzi (11): 2.40 g (8.15 mmol) 5, 4.52 g (8.15 mmol) 4, sowie 0.99 g
(8.15 mmol) DMAP werden in 70 ml Methylendichlorid gelést und auf —15°C abgekiihlt. Es
werden 2.3 ml (21 mmol) NMM zugegeben und anschlieend unter Stickstoff 7.17 g (16.5 mmol)
PPA-Losung!®) zugetropft. Nach 1.5 h bei —10°C wird 3 d bei —2°C stehengelassen. Das Lo-
sungsmittel wird i. Vak. entfernt und der Riickstand in 200 ml Essigsdure-ethylester und 100 mil
Wasser aufgenommen. Die organische Phase wird dann 2mal mit Wasser, 2mal mit 5proz.
Citronensiure-Ldsung und 1mal mit gesittigter NaCl-Lésung gewaschen. Nach dem Trocknen
mit MgSO, wird das Lésungsmittel i. Vak. entfernt und das Produkt zu einem festen Schaum ge-
trocknet. Ausb. 4.5 g (85%), Rg(A) = 0.83, Rp(B) = 0.65, Ri{(C) = 0.75. — IR (KBr):
1745 cm ™! (Ester-C=0). — 'H-NMR (270 MHz, [D4]DMSO): § = 8.20 (d, / = 8 Hz, 0.9H,
Phg-NH des LL-Diastereomeren), 8.16 (d, J/ = 8 Hz, 0.1 H, Phg-NH des pL-Diastereomeren),
7.2-7.4 (m, 11 H, Ser-NH, OBzl-Aromat, Phg-Aromat), 6.5 (d, 2H, Ddz-Aromat), 6.3 (t, {H,
Ddz-Aromat), 5.3 (d, J = 8 Hz, 0.1H, Phg-C*H des pL-Diastereomeren), 5.2 (d, J = 8 Hz,
0.9H, Phg-C*H des LL-Diastereomeren), 5.0 (q, 2H, OBzI-CH,), 4.25-4.45 (m, 3H, Ser-Cﬁﬂz,
Ser-C*H), 3.7 (s, 6H, Ddz-OCHj3), 1.6—1.7 (25, 6H, Ddz-a,a-dimethyl), 1.3-1.4 2s, 9H,
tert-Butyl). — [a]3§’ = +40.7 (c = 1, CHCly).

CysHN,0p0 (650.7) Ber. C64.60 H6.51 N4.31 Gef. C64.31 H6.37 N4.14
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Z-p-Abu-Pro-(Me)Phe-Pip-OH (12): Die Verseifung von 10 erfolgt wie fiir 8 beschrieben. Das
Produkt wird zu einem festen Schaum getrocknet. Ausb. 85%, Rp(A) = 0.42, Re(B) = 0.37,
Re(C) = 0.47, — 'H-NMR (270 MHz, [DGIDMSO)m: 8 = 9.0 (breit, 1 H, CO;H),7.6(d, J =
10 Hz, 1 H, NH), 7.4 (m, 5H, Z-Aromat), 7.1 (m, SH, Phe-Aromat), 5.2-5.5 (m, 2H, Phe-
C%H, Pip-C*H), 5.05 (s, 2H, Z-CH,;), 4.2~ 4.8 (m, 2H, Abu-C*H, Pro-C*H), 3.3 -3.6 (m, 4H,
Pro-C%Hj,, Pip-C¢H,), 2.9— 3.1 (m, 4H, NCHj;, Phe-CPH), 2.7 (m, 1H, Phe-CPH), 1.1 - 2.2 (m,
12H, Abu-CPH,, Pip, Pro), 0.6-0.9 (m, 3H, Abu-C'H,). — [a]3¥® = —134.83 (¢ = 0.5, absol.
Methanol).

Cy3HyuNO, (606.7) Ber. C65.33 H6.97 N9.23 Gef. C65.41 H7.00 N9.30

Boc-Ser(H-Phg-0O)-OBz!- TFA (13): 2.3 g (3.5 mmol) 11 werden in 26.8 ml Methylendichlorid
gelost und 1.2 g (0.5 mmol) TFA zugegeben (3 % TFA in Methylendichlorid)3%. Die Losung wird
30 min bei Raumtemp. geriihrt und dann eingeengt. Der Riickstand wird aus Diethylether/Petrol-
ether umkristallisiert. Ausb. 1.42 g (75%), Schmp. 143 -146°C, Rg(A) = 0.26, Rp(B) = 0.45,
R(C) = 0.55. — IR (KBr): 1750 ecm™! (Ester-C=0). — 'H-NMR (270 MHz, [D¢]DMSO):
8 = 9.0 (breit, 3H, * NH3), 7.5 (m, 5H, OBzl-Aromat), 7.3 (m, 6 H, Ser-NH, Phg-Aromat), 5.3
(25, 1H, Phg-C®H), 5.0 (q, 2H, OBzl-CH,), 4.3 —4.5 (m, 3 H, Ser-C*H,, Ser-C*H), 1.3 - 1.4 (25,
9H, rert-Butyl). — [038’ = —4.37 (¢ = 1, absol. Methanol).

CysHoF3N,0g (542.5) Ber. C55.35 H5.39 N5.16 Gef. C55.74 H5.27 N 4.97

Boc-Ser{Z-D-Abu-Pro-(Me)Phe-Pip-Phg-OJ-OBzI (14): Die Darstellung und Aufarbeitung er-
folgt wie fir 7 beschrieben mit 1.9 g (1.3 mmol) 12 und 1.9 g (3.5 mmol) 13. Das erhaltene Roh-
produkt wird durch Gelchromatographie an Sephadex LH-20 mit DMF als Laufmittel gereinigt
und das gereinigte Produkt aus Methanol/Wasser umkristallisiert. Ausb. 1.7 g (54 %), Schmp.
82-87°C, Rp(A) = 0.45, R(B) = 0.27, R(C) = 0.37. — IR (KBr): 1745 em™! (Ester-C=0). —
'H-NMR (270 MHz, [Dg]JDMSO): & = 8.6 (breit, 1H, Phg-NH), 7.7 (d, J = 10 Hz, 1H,
Abu-NH), 7.35 (m, 15H, Z-Aromat, OBzl-Aromat, Phg-Aromat), 7.15 (m, 6 H, Phe-Aromat,
Ser-NH), 5.1-5.6 (m, 3H, Phg-C*H, Phe-C°H, Pip-C°H), 5.0-5.1 (m, 4H, Z-CH,,
OBzI-CH,), 4.2-4.8 (m, 5H, Ser-CBHz, Ser-C*H, Pro-C*H, Abu-C"H), 3.2-3.7 (m, 4H,
Pip-C*H,, Pro-C%H,), 2.7-3.1 (m, 5H, N-CHj, Phe-CPH,), 1.1 -2.2 (m, 12H, Abu-CPH,, Pip,
Pro), 1.4 (s, 9H, rert-Butyl), 0.6 —0.85 (m, 3H, Abu-C'Hy). — (a3 = -63.66 (c = 0.5, absol.
Methanol).

CseHegNgOy; (1017.2) Ber. C 66.12 H6.74 N 8.26 Gef. C 66.23 H6.74 N 8.07

Boc-Ser[H-D-Abu-Pro-(Me)Phe-Pip-Phg-O]-OH (15): 0.85 g (0.84 mmol) 14 wérden in 10 ml
absol. Methanol gelgst und 0.42 g (6.7 mmol) Ammoniumformat zugegeben?2), Nach Zugabe von
0.25 g Palladium/Aktivkohle (10 % Pd) wird die Losung 2 h bei Raumtemp. geriihrt. Der Kataly-
sator wird abfiltriert, die Losung eingedampft, und der Riickstand in Methylendichlorid aufge-
nommen. Die Methylendichlorid-Phase wird 2mal mit gesattigter NaCl-L6sung gewaschen und
mit NaSO, getrocknet. Nach dem Eindampfen (Rotationsverdampfer) wird 15 als fester Riick-
stand erhalten. Ausb. 0.61 g (92 %), Schmp. 140 -160°C (Zers.), Rg(A) = 0.1, Rg(B) = 0.32,
RE(C) = 0.31. — IR (KBr): 1745 cm ™! (Ester-C=0). — "H-NMR (270 MHz, [Dg]DMSO): § =
8.5-8.6 (2d, J = 7.5 Hz, 1H, Phg-NH), 7.4 (m, SH, Phg-Aromat), 7.2 (m, 7H, Phe-Aromat,
Abu-NH,), 6.2 (d, / = 8 Hz, 1H, Ser-NH), 5.1 —5.6 (m, 3H, Phg-C*H, Phe-C*H, Pip-C"H),
3.9-4.8 (m, SH, Ser—CBHZ, Ser-C*H, Pro-C"H, Abu-C°H), 3.1-3.7 (m, 4H, Pip-C'H,,
Pro-C®H,), 2.6 - 3.1 (m, SH, N-CH,, Phe-CPH,), 1.2-2.3 (m, 12H, Abu-C*H,, Pip, Pro), 1.4
(s, 9H, fert-Butyl), 0.5-0.9 (m, 3H, Abu-C'H;). — [alis’ = —70.59 (¢ = 0.5, absol. Metha-
nol).

CyHsgNgOyo (792.9) Ber. € 62.10 H 7.11 N 10.60 Gef. C 61.64 H 6.92 N 10.18
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cyclof-(Boc)Ser-D-Abu-Pro-(Me)Phe-Pip-Phg-O-] (1): Wie fiir 6 beschrieben, werden 594 mg
(0.75 mmol) 15 und 202 mg (1.50 mmol) HOBT in 750 ml Methylendichlorid gel¢st (2 1 mmol
Peptid/1 1 Lésungsmittel) und mit 3.09 g (15 mmol) DCC versetzt; Reaktionsdauer 6 d bei Raum-
temp. Das nach der Aufarbeitung3¥ erhaltene Rohprodukt wird durch Gelchromatographie an
Sephadex LH-20 mit DMF als Laufmittel gereinigt; Ausb. 255 mg (44 %). — Das Diastereo-
merengemisch wurde durch HPLC mit Methanol/Wasser (4: 1) als Laufmittel getrennt (Bedin-
gungen: 60 pl pro Injektion, 2.3 ml/min; Hauptfraktion: Rp = 8.8, Nebenfraktion: R = 8.0). —
Die Reinheit der Hauptfraktion wurde durch HPLC mit Acetonitril/Wasser (9:1) als Laufmit-
tel gepriift. (Bedingungen: 60 ul pro Injektion, 2.0 ml/min; Rg = 5.9). Das Produkt kristallisiert
aus Acetonitril/Wasser als feine Nadeln aus; Schmp. 127-135°C (Zers.), Rg(A) = 047,
Rp(B) = 0.63, R(C) = 0.78. — IR (KBr): 1745 cm =1 (Ester/Lacton-C=0). — 'H-NMR
(270 MHz, CDCly): & = 8.05 (breit, 1H, Phg-NH), 7.2-7.4 (m, 10H, Phe-Aromat,
Phg-Aromat), 6.6 (breit, 1 H, Abu-NH), 6.3 (breit, 1H, Ser-NH), 5.3—5.8 (m, 2H, Phg-C*H,
Phe-C"H), 5.0 (d, J = 10 Hz, 1H, Pip-C"H), 4.4-4.8 (m, 5H, Ser-CBHz, Ser-C*H, Pro-C°H,
Abu-C®H), 4.1 (m, 1 H, Pip-CEH), 3.0~ 3.8 (m, 8H, Pip-C°H, Pro-C’H,, Phe-C’H,, NCH},),
2.1-2.4 (m, 2H, Pip-CPH, Pro-CPH), 1.0-1.95 (m, 10H, Abu-CBHz, Pip, Pro), 1.4-1.45 (m,
9H, rert-Butyl), 0.9 (m, 3H, Abu-C'H;). — MS (70 eV, 175°C): m/z = 774 M*). - [al3Y =
—-99.83 (¢ = 0.2, absol. Methanotl).

C41Hs4NgOg (774.9) Ber. C 63.55 H 7.02 N 10.85 Gef. C63.26 H 6.84 N 10.93
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