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Von dem gefiBwirksamen Salpetersiureester trans-2-Amino-2-methyl-N-
(4-nitroxycyclohexyl)-propionsdureamid (BM 12.1179) (1) sind, auvsge-
hend von der sterisch gehinderten o-Aminoisobuttersiure (2), die '*C- und
1C-markierten Verbindungen synthetisiert worden. Verschiedene Amino-
Schutzgruppen sowie Methoden zur Aktivierung der Carboxylfunktion
werden verglichen.

Syntheses of 13C. and '“C-labelied frans-2-Amino-2-methyl-N-(4-
nitroxycyclohexyl)-propionamide (BM 12.1179)

The 13C- and “C-labelled derivatives of the vasodilating nitric acid ester
trans-2-amino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-propionamide (BM
12.1179) (1) have been synthesized starting from the sterically hindered o-
amino-isobutyric acid (2) via the oxazolone (synthesis of *C-BM
12.1179) and the acid chloride (synthesis of C-BM 12.1179). Various
amine-protecting groups and methods for activating the carboxy-function
are compared.

Organische Salpetersiureester (“Nitrate™) erweitern Koronararterien und
vendse KapazititsgefiBe; sie verringern vor allem durch Vorlast-Senkung
die Herzarbeit und senken den Sauerstoffbedarf des Herzens.

Fiir Biotransformationsuntersuchungen bietet sich die radioaktive “C-
Markierung der betreffenden Substanz an, bedingt durch die sehr empfind-
lichen Detektionsmiglichkeiten. Die gemeinsame Applikation von C-
und zusitzlich von 3C-isotopenmarkierter Verbindung besitzt den Vorteil,
daB sich bei GC-MS-Untersuchungen der Metabolitenfraktionen die Meta-
boliten durch charakteristische Doppelpeaks vom Untergrund deutlich
abheben.

Die herkdmmliche Synthese des Salpetersdureesters BM
12.1179 (1) verlduft ausgehend von Acetamidophenol
(Paracetamol) iiber sechs Stufen mit ca. 20proz. AusbeuteV.
Fiir die Darstellung der Substanz in '3C- und “C-markierter
Form muBte ein neuer Syntheseweg? entwickelt werden, da
als Edukt die [1-13C]- bzw. [1-'*C}-a-Aminoisobuttersiure
(2) (o-Methylalanin, Aib) zur Verfiigung stand. Es handelt
sich hierbei um eine in der Natur selten (u.a. in Casein®
sowie in Hydrolysaten verschiedener Antibiotika*») vor-
kommende Aminosdure, Die Synthese war entsprechend
folgendem Procedere zu entwickeln: trans-Nitroxy-2cyclo-
hexylamin (3) sollte mit 2 reproduzierbar und moglichst
quantitativ zum gewiinschten Produkt 1 acyliert werden,
um eine optimale radiochemische Ausbeute zu erzielen.
Dies erforderte zundchst das Schiitzen der Aminogruppe
und anschlieBend die Aktivierung der Carboxylfunktion
von 2. Nach anschlieBender Acylierung von 3 mit N-
geschiitzter sowie C-aktivierter Aminosiure muBte die
Amino-Schutzgruppe selektiv abgespaiten werden.
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Uber Schwierigkeiten bei der Peptidsynthese mit o,0.-
disubstituierten Aminosiuren wurde mehrfach berichtet?,
Aufgrund sterischer Hinderung durch beide Methylgruppen
am o-C-Atom mufte mit AusbeuteeinbuBen gerechnet wer-
den. Eine Ubersicht der gepriiften Schutzgruppen in Tab. 1
zeigt, daB die im Normalfall problemlos einzufiihrende
Boc- sowie die Fmoc-Schutzgruppe nur in SOproz. Ausb.
reagieren, eine Einflhrung der Triphenylmethylgruppe in
die Aminosdure gelingt nicht. Die sehr glatt verlaufende
reduktive Abspaltung der Z- und Tosylschutzgruppen mit
Pd/C kann bei N-geschiitztem 1 nicht durchgefiihrt werden,
da hierbei auch die Salpetersdureestergruppe zum entspr.
Alkohol reduziert wird. Unter den relativ drastischen
Bedingungen HBr/Eisessig wird nicht nur die Schutzgrup-
pe, sondern auch die Saureamidbindung angegriffen. Die
Trifluoracetyl-Schutzgruppe hingegen erwies sich hinsicht-
lich der guten Ausbeuten und milden Reaktionsbedingun-
gen als pridestiniert fiir die Umsetzung mit 2.

Die Aktivierung der Carboxylfunktion mit klassischen
Methoden der Peptidsynthese verlduft nahezu ohne Erfolg
infolge sterischer Hinderung der achiralen o-Aminoisobut-
tersdure 2: Die Ausb. bei Aktivierung iliber das symmetri-
sche Anhydrid liegen unter 5%, eine Aktivierung von 2
iiber das gemischte Anhydrid (mixed-anhydride-Verfahren)
kann bei der darauffolgenden Acylierung von 3 zum
“falschen” Acylierungsprodukt fiihren, wenn ndmlich die
Aminokomponente an der “falschen” Carboxylgruppe des
gemischten Anhydrids angreift. Diese Nebenreaktion ist
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Tab. 1: Zusammenstellung der Ausbueten bei Einfiihrung und
Abspaltung der gepriiften Schutzgruppen

Schutzgruppen: EinfGhrung in 2; Abspaltung aus N-
Ausbeuten an geschitztem 1 (1a-1g);
derivatisierter Ausbeuten an
Aminosiure 2a-2g: Endprodukt 1:

Boc (tert.Butoxycarbonyl-) | 2a: 45% (da) >90%

Z {Benzyloxycarbonyl)  [2b: 80% (b) 20%

Triphenyimethyl- 2: 0% (1¢) 0%

Fmoc (9-Fluoreny!- 2d: 50% (1d) 80%

methoxycarbonyl-}

Formyl- 2e: 70% (1e) >90%

Tosyl- 2 65% (1) 15-20%

Trifluoracetyl- 29:590 % {1g) >90%

typisch fiir sterisch gehinderte Aminosiuren®. Im vorlie-
genden Fall fiihrte sowohl das gemischte Anhydrid von N-
geschiitztem 2 mit Methansulfonylchlorid als auch mit
Pivaloylchlorid im Gegensatz zu Lit.” unabhingig von den
gewihlten Reaktionsbedingungen fast ausschlieBlich zum
unerwiinschten Nebenprodukt 4 bzw. 5 (Abb. 1). Die Ziel-
substanz 1 lieB sich in beiden Féllen nicht isolieren.
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R: Schutzgruppe

Abb. 1: Nebenreaktionen beim mixed-anhydride-Verfahren

Wihrend die sterische Hinderung von 2 zum Versagen
der klassischen Methoden der Peptidchemie fithrte, wurden
mit der Oxazolonmethode duBerst zufriedenstellende Aus-
beuten erzielt. Dieses Verfahren wird an sich relativ selten
eingesetzt, da bei fehlender Substitution am o-C-Atom
Racemisierung eintritt und nicht alle Aminosiuren stabile

Neidlein und Mitarb.

Oxazolone bilden. Die N-trifluoracetylgeschiitzte, (o0
disubstituierte) Aminoisobuttersdure 2g (Abb. 2) 148t sich
jedoch problemlos in das 4,4-Dimethyl-2-triftuormethyl-
oxazolon 7 iiberfiihren, welches nach Destillation direkt mit
3 zum N-trifluoracetylgeschiitzten BM 12.1179 1g reagiert;
im Falle der '*C-Synthese betrigt die Ausb. 36%.
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Abh, 2: Synthese von '>C-markiertem 1

Bei der Synthese von 14C_markiertem 1 (Abb. 3) konnte
nicht, wie die soeben beschriebene 3C-Synthese im
Gramm-Mafstab, sondern lediglich im Milligramm-MaB-
stab gearbeitet werden, die Destillation des Oxazolons
muBte daher unterbleiben. Fiir die radioaktive Markierungs-
synthese wurde statt dessen mit gutem Erfolg die Siu-
rechlorid-Methode eingesetzt, die in der Peptidsynthese an
Bedeutung verloren hat. Das Saurechlorid 6 wird dabei mit
Triethylamin und 3 zu 1g umgesetzt, die radiochemische
Ausb. belief sich auf 50%.
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Abb. 3: Synthese von '*C-markiertem 1
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Wir danken der Fa. BOEHRINGER MANNHEIM GmbH, Mannheim,
insbesondere Hermn Dr. W. Bartsch fiir die Durchfithrung der Tierversuche
mit nichtmarkierten Substanzen, Herrn Dr. J.-P, Hoelck fiir die Durch-
fithrung der Tierversuche mit der radioaktiv markierten Verbindung, Herm
Dr. R. Endele fiir seine Unterstiiizung bei den Massenspekiren, Herrn H,
Michel fiir wertvolle Diskussionsbeitriige, Frau /. Bauer fiir die Messungen
der GC-MS-Spekiren, - Weiterhin gilt unser Dank der BASF AG, Lud-
wigshafen/Rh., dem Verband der Chemischen Industrie - Fonds der Che-
mie -, der BAYER AG, Leverkusen und der HOECHST AG, Frankfurt fiir
die Lieferung von Chemikalien sowie der ICN BIOMEDICALS GmbH,
Eschwege, fiir die Bereitstellung von Kieselgel. Es sei gedankt den Damen
und Herren A. Schormann, H. Rudy und P. Weyrich fiir die Messungen der
NMR- und Massenspektren sowie den Damen des Organisch-Chemischen
Instituts K. Rumpf und E. Weig fiir die CHN-Elementaranalysen.

Experimenteller Teil

Schmp.: Schmelzpunktmikroskop Fa. Reichert, Wien; automatisches
Schmelzpunktgerit FP 61 Fa. Mettler, GieBen. Die Schmp. sind nicht kor-
rigiert.- UV-VIS-Spektren: registrierendes Spektralphotometer DMR 10
Fa. Carl Zeiss, Oberkochen.- IR-Spektren: Gitterspektrometer 325 Fa. Per-
kin Elmer, Uberlingen.- Elementaranalysen: CHNO-Rapid-Analysator Fa,
Heraeus, Hanau.- Massenspektren: MAT 311 A Fa. Varian, Bremen (loni-
sationsenergie 100 eV), fiir EI-Spektren; Liquid-SIMS-Einrichtung
(Secondary lon Mass Specirometry, Caesium-Ionenquelle) Fa. AMD
Intectra GmbH, Beckeln, fiir Cl-Spektren.- 'H-NMR- und '3C-NMR-Spek-
tren: WM-250 (250.13 MHz-'H und 62.89 MHz-%C) FT-NMR-Spektro-
meter Fa. Bruker, Rheinstetten. TMS als interner Standard. Chem. Ver-
schiebungen in § {ppm], Kopplungskonstanten J in Hz. CDCl,, Deuterie-
rungsgrad 99.5%, DMSO-ds, Deuterierungsgrad 2 90%.- GC-MS:
Gaschromatograph HP 5890 (Serie II) Fa. Hewlett Packard, Boblingen,
gekoppelt mit dem massenselektiven Detektor MSD HP 5971 A derselben
Firma. Sdule: HP-1 fused silica Kapillarsdule, Filmdicke: 0.33 pum, Innen-
durchmesser: 200 pm, Liinge: 12.5 m, Triigergas: Helium reinst, Flow: 0.5
ml/min, Transferlinetemp.: 220 °C, Injektortemp.: 190 °C.- GC: Gaschro-
matograph HP 5710 A mit capillary column control HP 18740 B und elec-
tron capture detector (10 mCi $Ni-ECD) HP 18713 A unter Verwendung
eines GC-Terminals HP 3396 A zur Integration iiber Flidche bzw. Héhe, es
sind Gerite der Fa. Hewlett Packard, Boblingen. HP-1 fused silica Kapil-
larsdule, Beschichtung: crosslinked methyl-silicone, Innendurchmesser:
530 um, Lénge: 10 m, Filmdicke: 2.65 um, phase ratio: 50.- HPLC: Liquid
Chromatograph Fa. Milton Roy, Hasselroth mit Consta-Metric 3000 sol-
vent delivery system, GM 4000 Gradient Programmer und Consta-Metric
HI-metering pump, ebenfalls Fa. Milton Roy. Detektion mitiels Berthold
LB 5026 Radioaktivititsmonitor, verbunden mit Ratemeter und Integrator
BF 2304/2305, jeweils von Fa. Berthold, Wildbad.- Diinnschichtscanner
zur Aufnahme von Radio-DCs: DC-Scanner Modell II LB 2723 Fa.
Berthold, Wildbad, sowie ISOMESS 3000 linear anatyzer Fa. Isomess Iso-
topenmeBgerite GmbH, Straubenhardt, und laboratory data processing
systemn HP 3000/64 Fa. Hewlett Packard, Boblingen.- Flitssigszintillations-
messung: Isocap/300 liquid scintillation system Fa. Searle Nederland B.V.
Nuclear Chicago Division, Uithoorn (Holland). Die Quenchkorrekturkurve
erfolgte nach der Kanalverhiltnismethode mit [**C]-Toluol-Standards.-
Flilssigszintillationscocktail: Instagel® Fa. Packard Instruments, Downers
Grove (USA). Polyethylen-vials (20 ml): Fa. Packard Instruments,
Downers Grove (USA).- SC: Kieselgel 60 (0.063-0.200 mm; 70-230
mesh) Fa. Merck, Darmstadt.- DC: SiQ, 60 Fa5, DC-Alufolien, Schicht-
dicke 0.20 mm, Fa. Merck, Darmstadt.- Elutionsmittel: 1) Methylen-
chlorid/Methanol 9 + 1: 2) Methylenchlorid/Methanol 1 + 1; 3) Methanol;
4) Methylenchlorid/Methanol + NH; 25% 8 + 1 + 1: 5) Ethylacetat/2-Pro-
panol/Essigsiure/Wasser/Methanol 5 + 2 + | + 1 + 1; 6) 2-Propanol/Butyl-
acetat/Wasser/Essigsdure 5+ 3+ 1.5+ 0.5.
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A) Spekiroskopische Daten der nicht markierten Verbindungen

trans-2-Amino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-propionsiureamid BM
12.1179 (1)

Schmp. 105 °C.- C,oH;gN30, (245.3) Ber. C 49.0 H 7.81 N 17.1 Gef. C
49.2 H 7.84 N 17.1.- IR (KBr): 3360 cm, 3320 (NH,), 2990-2880 (CH),
1650 (monosubst. Amid), 1275 (ONO,).- *H-NMR (250.13 MHz, CDCLy):
8 (ppm) = 7.60 (s, NH), 5.00-4.80 (m. 1H, 4-H). 3.80-3.60 (m, 1H, 1-H),
2.20-2.00 (m, 4H, 2e/3e/Se/6e-H)?, 1.70-1.51 (m, 2H, 3a/5a-H)2, 1.50 (s,
2H, NH,, H/D-Tausch), 1.45-1.27 (m, 2H, 2a/6a-H)?, 1.33 (s, 6H,
C(CH3),).- * Die Zuordnung beziiglich axial (a) und equatorial (e) ist ver-
tauschbar.- *C-NMR (62.89 MHz, CDCl3): § (ppm) = 176.74 (C=0),
81.19 (C-4), 54.33 (C(CH3),), 46.16 (C-1), 29.67, 27.92 (C-3/5; C-2/6),
28.84 (C(CHs)y).- 'H,'H-COSY-2D-NMR-S$pektrum (250.13 MHz,
CDCl,): Pulssequenz: D1-r/2-t,-1/4-FID (13); 90 ° Puls: 10.6 ps, Relaxati-
onszeit DI = 2 s, Spectral Width: 1754.386 Hz (F2), 877.193 Hz (F1),
2048 x 1024 Datenpunkte, Zero Filling in F1, 256 Inkremente, 16 Scans
pro Inkrement, 2 Dummy Scans, Sine-Bell-Multiplikation in beiden
Dimensionen.- 'H,*H-COSY-2D-NMR-Spektrum (62.89 MHz, CDCl,):
Pulssequenz: 'H: D1 - /2 - typ - - t;5- D3 -1/2-D4

BC: T - /2 -FID (BB, 'H, t,).-

90 * Puls (**C): 7 s, 90 * Puls ("H): 10.5 ps. Relaxationszeit D1: 1 s,
Polarisationszeit D3: 3.848 ms (0.5 - Joy), Refokussierungszeit D4: 1.923
ms (0.25 - Jcu), Spectral Width: 3968.254 Hz (F2), 518.672 Hz (F1), 4096
x 512 Datenpunkte, Zero Filling in F1, 256 Inkremente, 64 Scans pro
Inkrement, 2 Dummy Scans, Lorentz-GauB-Multiplikation (LB = -3, GB =
0.3 in F1), exponentielle Multiplikation (LB = 1 in F2).- MS (EI, 100 eV,
81 °C): m/z (%) = 230 (0.03), 184 (0.3), 183 (1), 98 (0.4), 58 (100), 41
(5).- MS (CI-FAB, Beschleunigungsenergie der Caesium-lonen: 5 kV;
Matrix: Thioglycerin): m/z (%) = 246 (35), 199 (4), 58 (100).- GC-MS
(CI/CH,): Temperaturprogramm: Ofen 80 °C — 20 *C/min — 200 °C.-
Retentionszeit: 5.67-5.41 min m/z (%) = 286 (4), 274 (3), 246 (22), 229
(7). 201 (51). 199 (32), 183 (100), 98 (34), 86 (9).- Alle nachstehend auf-
geflihrten Verbindungen sind Zwischenprodukte bei den verschiedenen
untersuchten Synthesewegen zur Darstellung von 1. Die differierenden
Ausbeuten von 1 werden bei den jeweiligen Synthesen angegeben.

trans-2-tert. Butoxycarbonylamino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-pro-
pionsdureamid (la)

Eine Losung von 325 mg (1.6 mmol) Boc-a-Aminocisobuttersdure in
8 ml wasserfreiem Dichlormethan wird unter Eiskiihlung und Rithren mit
720 mg (1.7 mmol) N-Cyclohexyl-N’-(2-morpholinoethyl)-carbodiimid-
methyl-p-toluolsulfonsdure versetzt. Man rithrt 15 min bei 0 °C und ver-
setzt dann mit einer Losung von 272 mg (1.7 mmot) 3 in 2 ml Dichlormet-
han. Nach Riihren iiber Nacht bei Raumtemp. wird die org. Phase je zwei-
mal mit 4 ml N NaOH, N HCl und Wasser extrahiert, iiber Natriumsulfat
getrocknet und i.Vac. eingeengt. Der Riickstand wird durch Zugabe von
Ether und Petrolether kristallisiert, farblose Kristalle. Ausb. 17 mg
(5.2%).- Schmp. 160 °C.- C;sH»N;04 (345.4) Ber. C 52.2 H 7.88 N 12.2
Gef. C 52.3 H 7.89 N 12.3.- IR (KBr): 3370-3350 cnr'l, 1640 (monosubst.
Amid), 1700-1690 (Urethan), 1280 (ONQ,), 2950-2870 (CH).- 'H-NMR
(250.13 MHz, CDCl5): § (ppm) = 6.52 (s, NH-C¢H,), 4.95-4.82 (m, 2H,
4-H, NH-C3Hg). 4.85-3.70 (m, 1H, 1-H), 2.27-2.00 (m, 4H, 2¢/3e/5e/6e-
H)%, 1.70-1.55 (m, 2H, 3a/5a-H)?, 1.47 (s, 6H, C(CHj)y), 1.45 (s, 9H, O-
C(CHj);3), 1.40-1.25 (m, 2H, 2a/6a-H).- * Die Zuordnung axial (a) und
equatorial {e) ist vertauschbar.- *C-NMR (62.89 MHz. CDCL,): § (ppm) =
174.06 (C=0). 154.92 (O-CO-NH), 81.28 (C-4), 80.36 (O-C(CH3)3), 56.87
(C(CHj),). 46.81 (C-1), 28.32 (C(CH;)p), 29.75, 28.01 (C-3/5: C-2/6),
25.75 (O-C(CH;)3).- MS (EL 100 eV, 114 °C): mfz (%) = 345 (0.02), 272
(3), 183 (1), 158 (35), 102 (100), 58 (98), 57 (76).-
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trans-2-Benzyloxycarbonylamino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-pro-
pionsdureamid (1b)

Eine Ltsung von 403 mg (1.6 mmol) Z-0-Aminoisobuttersiure in 10 ml
wasserfreiem Dichlormethan wird unter Eiskiihlung und Riihren mit 720
mg (1.7 mmol) N-Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)-carbodiimid-
methyl-p-toluolsulfonsdure versetzt. Nach 15 min Riihren bei 0 °C wird
eine Losung von 272 mg (1.7 mmol) 3 in 2 ml Dichlormethan zugetropft.
Rithren {iber Nacht bei Raumtemp. AnschlieBend Aufarbeitung analog 1a;
farblose Kristalle. Ausb. 30-60 mg (5-10%).- Schmp. 150-151 °C.-
C13H2506N3 (379.4) Ber. C 57.0 H 6.64 N 11.1 Gef. C 57.0 H 6.62 N
11.1.- IR (KBr): 3330-3280 cm™, 1680 (monosubst. Amid), 2960-2880
(CH), 1700 (Urethan), 3100-3000 (Aryl-H), 1280 (ONO,), 770-730, 700
(monosubst. Aromat).- 'H-NMR (250.13 MHz, CDCly): § (ppm) = 7.50-
7.35 (m, 5H, aromat. H), 6.40-6.25 (s, NH-C¢H,¢), 5.25 (s, 1H, NH-C;Hg),
5.11 (s, 2H, CgH5-CH,-0), 4.80-4.68 (m, 1H, 4-H), 3.82-3.67 (m, 1H, 1-
H), 2.95-2.10 (m, 4H, 2¢/3e/5¢/6e-H)?, 1.65-1.52 (m, 2H, 3a/5a-H)?, 1.49
(s, 6H, C(CHay),), 1.30-1.12 (m, 2H, 2a/6a-H)*.- * Die Zuordnung axial (a)
und equatorial (e) ist vertauschbar.- *C-NMR (62.89 MHz, CDCl,): 8
(ppm) = 173.61 (C=0), 155.18 (0-CO-NH), 136.20 (C-CH,-0), 129.00
(aromat. C, ortho), 128.56 (aromat. C, meta), 128.32 (aromat. C, para),
81.17 (C-4), 66.86 (C¢Hs-CH,-0), 57.01 (C(CHz),), 46.88 (C-1), 29.55,
27.92 (C-3/5; C-2/6), 25.62 (C(CH3),).- MS (El, 100 eV, 145 *C): m/z (%)
=379 (0.07), 317 (0.7), 192 (32), 91 (100).

trans-N-(4-Nitroxycyciohexyl)-methansuifonamid (4)

Zu einer Losung von 1.6 mmol N-geschiitzter o-Aminoisobuttersiure
(403 mg Z-Aib, 325 mg Boc-Aib) werden bei 0 °C in 8 ml wasserfreiem
Dichlormethan 183 mg (1.6 mmol) Methansulfonylchlorid und 162 mg
(1.6 mmol) N-Methylmorpholin getropft. Man 148t 15 min bei 0 °C riihren,
sodann versetzt man mit einer Losung von 1.6 mmol (256 mg) 3 in 2 ml
Dichlormethan und riihrt diber Nacht bei Raumtemp. Aufarbeitung analog
1a; farblose Kristalle. Ausb. 152 mg (40%).- Schmp. 153 °C.-
C7H4N,O5S (238.3) Ber. C35.3 H5.92 N 11.8 S 13.5 Gef. C 35.6 H 5.98
N 11.7 $ 13.5.- IR (KBr): 3300 cm™! (NH), 2960-2870 (CH), 1280
(ONOy), 1310 (Sulfonamide).- 'H-NMR (250.13 MHz, CDCl;): & (ppm) =
4.95-4.85 (m, 1H, H-4), 6.65-4.55 (s, NH), 3.45-3.30 (m, 1H, H-1), 3.00
(s, 3H, CHj), 2.20-2.07 (m, 4H, 2e/3e/5e/6e-H)?, 1.70-1.40 (m, 4H,
2a/3a/5a/6a-H)?.- 2 Die Zuordnung beziiglich axial (a) und equatorial (e) ist
vertauschbar.- 13C-NMR (62.89 MHz, CDCl3): § (ppm) = 80.35 (C-4),
51.18 (CH,), 41.96 (C-1), 31.07, 27.80 (C-3/5; C-2/6).- MS (EI, 100 eV,
98 “C): m/z (%) = 238 (0.1), 176 (3), 79 (19), 134 (100), 81 (39), 56 (81),
41 (29).

trans-2,2-Dimethyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-propionsdureamid (5)

Zur eisgekiihlten Losung von 1.6 mmol N-geschiitzter a-Aminoisobut-
tersdure (403 mg Z-Aib, 325 mg Boc-Aib) in 5 ml wasserfreiem Toluol
gibt man 162 mg Triethylamin (1.6 mmol) und 193 mg (1.6 mmotl) Piva-
loylchlorid. Man 148t 2 h bei -15 °C und 1 h bei Raumtemp. riihren, filtriert
und versetzt das Filtrat mit 256 mg (1.6 mmol) 3. Nach Riihren iiber Nacht
bei Raumtemp. wird der Ansatz i.Vac. eingeengt und iiber SC (Kieselgel
60, Dichlormethan/Methanol = 9/1) aufgearbeitet; farblose Kristalle aus
Ether/Petrolether. Ausb. 195-313 mg (50-80%).- Schmp. 143-145 °C.-
C1HgN,0,4 (244.3) Ber, C 54.1 H 8.25 N 11.5 Gef. C 540 H 8.13 N
11.4.- IR (KBr): 3360-3310 cm’!, 1650 (monosubst. Amid), 2960-2870
(CH), 1630, 1276 (ONO,).- 'H-NMR (250.13 MHz, CDCl;): 8 (ppm) =
5.48-5.37 (s, NH), 4.95-4.80 (m, 1H, 4-H), 3.88-3.70 (m, 1H, 1-H), 2.19-
2.05 (m, 4H, 2e/3e/5e/6e-H)?, 1.68-1.50 (m, 2H, 3a/5a-H)%, 1.40-1.22 (m,
2H, 2af6a-H)?, 1.15 (s, 9H. C(CHj3)5).- * Die Zuordnung axial (a) und equa-
torial (e) ist vertauschbar.- *C-NMR (62.89 MHz, CDCl,): & (ppm) =
177.91 (C=0), 81.41 (C-4), 46.84 (C-1), 38.60 (C(CHj3)3), 30.26, 28.36
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(C-3/5; C-2/6), 27.56 (C(CH3)3).- MS (EIL 100 eV, 66 *C): m/z (%) = 244
(7), 198 (6), 182 (7), 85 (13), 57 (100), 41 (24).

trans-2-Fluorenyl-methoxycarbonylamino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclo-
hexyl)-propionsdureamid (1d)

Eine Losung von 521 mg (1.6 mmol) Fmoc-Aib in 10 ml wasserfreiem
Dichlormethan wird unter Eiskiihlung und Riihren mit 720 mg (1.7 mmol)
N-Cyclohexyl-N’-(2-morpholinoethyl)-carbodiimid-methyl-p-toluolsul-
fonsdure versetzt. Nach 15 min Riihren bei 0 °C wird eine Losung von 272
mg (1.7 mmol) 3 zugetropft. Die Reaktionslsung 146t man iiber Nacht bei
Raumtemp. rithren und arbeitet auf wie unter 1a beschrieben. Der Riick-
stand wird aus Petrolether/Ethylacetat = 1/1 umkristallisiert, hellgelbe Kri-
stalle. Ausb. 67 mg (9%).- Schmp. 153 *C.- UV (Acetonitril): X max (log
€) = 260 nm (4.3), 205 (4.7).- C,5H9N30¢ (467.5) Ber. C 64.2 H 6.25 N
9.0 Gef. C 64.4 H 6.39 N 8.9.- IR (KBr): 3310 cm!, 1640 (monosubst.
Amid), 3100-3000 (Aryl-H), 2960-2870 (CH), 1700 (C=0).- '"H-NMR
(250.13 MHz, CDCl3): & (ppm) = 7.75 (d, 3] = 12.5 Hz, 2H, 5’/8’-H)?, 7.58
(d, 33 =12.5 Hz, 2H, 2°/11’-H)?, 7.45-7.25 (m, 4H, aromat. H, 3°/4°/9"/10’-
H), 6.28-6.18 (s, NH-C¢H,(), 5.25 (s, NH-C4Hg), 5.92-4.78 (m, 1H, 4-H),
4.42 (d, 3 = 15 Hz, 2H, CH,-0), 4.20 (t, 3 = 7.5 Hz, IH, 13°-H), 3.82-
3.65 (m, 1H, 1-H), 2.15-1.97 (m, 4H, 2e/3e/5e/6e-H)®, 1.65-1.45 (m, 2H,
3a/5a-H)®, 1.48 (s, 6H, C(CHs),), 1.36-1.18 (m, 2H, 2a/6a-H).- ® Die
Zuordnung der Signalgruppen ist vertauschbar.- ® Die Zuordnung axial (a)
und equatorial (e) ist vertauschbar.- '*C-NMR (62.89 MHz, CDCl;): &
(ppm) = 173.61 (C(CH;),-CO-NH), 155.26 (NH-CO-0), 143.67 (C-
1'/12°), 141.37 (C-6’/7°)%, 127.78 (C-2’/11°)°, 127.06 (C-5'/8")°, 124.87
(C-3°710%), 120.07 (C-4’/9")°, 81.18 (C-4), 66.56 (CH,-0), 56.91 (C-
(CHy)y), 47.18 (C-13°)4, 47.03 (C-1)4, 29.74, 28.06 (C-3/5; C-2/6), 25.55
(C-(CH3),).- * Die Zuordnung der Signalgruppen ist jeweils austausch-
bar.- MS (EI, 100 eV, 166 °C): m/z (%) = 467 (0.1), 405 (0.7), 280 (10),
178 (100), 179 (64), 165 (7), 102 (6), 58 (11). -

trans-2-Formylamino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-propionsdureamid
(le)

Eine Suspension von 210 mg (1.6 mmol) Formyl-Aib in 10 ml Dichlor-
methan wird mit 324 mg (3.2 mmol) Triethylamin versetzt. Die Mischung
wird bis zum Klarpunkt erwérmt, anschlieBend auf 0 °C gekiihlt und unter
Schiittein mit 190 mg (1.6 mmol) SOCI, und 2 m! Dichlormethan versetzt.
Nach fiinfmin. Schiitteln bei Raumtemp. werden bei 0 "C 256 mg (1.6
mmol) 3 zugefiigt; aus Ethylacetat farblose Kristalle. Ausb. 254 mg
(58%).- Schmp. 161-162 "C.- C;;H;gN305 (273.3) Ber. C48.3 H7.01 N
15.4 Gef. C 48.3 H 6.93 N 15.2.- IR (KBr): 3300 cm!, 1670 (monosubst.
Amid), 2970-2880 (CH), 1630, 1280 (ONO,).- '"H-NMR (250.13 MHz,
CDCl): 8 (ppm) = 8.11 (s, 1H, HC=0), 6.60-6.53 (s, NH-C¢H,p), 6.27-
6.22 (s, NH-C3Hg), 4.97-4.85 (m, 1H, 4-H), 3.88-3.70 (m, 1H, 1-H), 2.20-
2.03 (m, 4H, 2e/3e/5ef/6e-H)?, 1.70-1.51 (m, 2H, 3a/5a-H)?, 1.57 (s, 6H,
C(CH,)y), 1.46-1.28 (m, 2H, 2a/6a-H)*.- * Die Zuordnung axial (a) und
equatorial (e) ist vertauschbar.- *C-NMR (62.89 MHz, CDCl5): & (ppm) =
173.23 (C=0), 161.08 (HC=0), 81.00 (C-4), 57.42 (C(CH3),), 47.11 (C-
1), 29.52, 27.88 (C-3/5; C-2/6), 25.22 (C(CH3)y).- MS (EI, 100 eV,
129 °C): m/fz (%) = 274 (0.5), 273 (0.1), 211 (1), 183 (0.6}, 87 (66), 86
(100), 58 (25), 41 (6). -

trans-2-Tosylamino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-propionsdureamid

(1)

Eine Losung von 412 mg (1.6 mmol) Tosyl-Aib in 1 ml SOCl, wird bei
10-18 °C 4 h gerithnt, anschlieBend i.Vac. eingeengt. Man versetzt bei 0 °C
mit 1 ml wasserfreiem Aceton und tropft diese Losung langsam in eine auf
0 °C gekiihlte und geriihrte Suspension aus 256 mg (1.6 mmol) 3, 1 ml
Aceton und 100 mg MgO. Man schiittelt 2 h bei Raumtemp. und verdiinnt
mit 2 ml Wasser. Nach Ansduern mit 6 N HCl wird mit Ethylacetat extra-
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Markiertes trans-2-Amino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-propionséureamid 731

hiert: hellgelbe Kristalle. Ausb. 208 mg (52%).- Schmp. 125 °C.- UV
(Acetonitril): A max (log €) = 225 nm (4.0).- C17HsN306S (399.5) Ber. C
51.1 H6.31 N 10.5 S 8.0 Gef. C 51.3 H6.36 N 104 S 7.9.- IR (KBr):
3380 cm’!, 1650 (monosubst. Amid), 3100-3000 (Aryl-H), 2960-2880
(CH), 1635, 1280 (ONO5), 1340, 1160 (Sulfonamid).- '"H-NMR (250.13
MHz, CDCl,): § (ppm) = 7.80-7.70 (d, 3J = 25 Hz, 2H, aromat. H, ortho),
7.35-7.25 (d, 31 = 25 Hz, 2H, aromat. H, para), 6.55-6.48 (s, CO-NH),
5.35 (s, SO;-NH), 4.98-4.83 (m, 1H, 4-H), 3.72-3.67 (m, 1H, 1-H), 2.43 (s,
3H, CH;-C¢Hs), 2.20-2.00 (m, 4H, 2e/3e/5e/6e-H)?, 1.70-1.55 (m, 2H,
3a/5a-H)?, 1.50-1.30 (m, 2H, 2a/6a-H)?, 1.36 (s, 6H, C(CH3),).- ? Die
Zuordnung axial (a) und equatorial (e) ist vertauschbar.- BC-NMR (62.89
MHz, CDCls): 8 (ppm) = 173.55 (C=0), 143.73 (C-S0,), 139.42 (C-CH3),
129.78 (C aromat., ortho), 126.88 (C aromat., para), 81.12 (C-4), 59.99
(C(CH3),), 47.27 (C-1), 29.51, 27.97 (C-3/5; C-2/6), 25.85 (C(CH3)y),
21.50 (CH;-CgHs).- MS (EI, 100 eV, 160 *C): m/z (%) = 212 (100), 155
(37), 91 (39), 81 (1), 58 (10), 42 (3), 41 (3). -

trans-2-Trifluoracetylamino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-propion-
sdureamid (1g)

Trifluoracetyl-Aib (1.6 mmol, 319 mg), bei 80 °C getrocknet, wird in
1 ml SOCI, sorgfiltig bei 50-70 °C gelost. Nach Beendigung der Gasent-
wicklung zieht man iiberschiissiges SOCI, ab, 16st den Riickstand in 5 ml
wasserfreiem Toluol und versetzt unter Eiskiihlung mit 202 mg (2 mmol)
Triethylamin und 256 mg (1.6 mmol) 3. Nach Riihren iiber Nacht bei
Raumtemp. wird i.Vac. eingeengt und analog 5 aufgearbeitet. Aus Diethyl-
ether/Petrolether = 2/1 farblose Kristalie. Ausb. 393 mg (72%).- Schmp.
130 °C.- C;H;gN3OsF; (341.3) Ber. C42.2 H5.32 N 12.3 Gef. C42.3 H
5.52 N 12.5.- IR (KBr): 3340-3300 cm’!, 1670-1650 (monosubst. Amid),
2960-2880 (CH), 1700 (Urethan), 1640-1630, 1280 (ONO,), 1220-1180
(Alkyl-F).- 'H-NMR (250.13 MHz, CDCl,): 8 (ppm) = 7.23-7.17 (s, NH-
C¢Hyp), 5.85-5.78 (s, NH-C3Hy), 4.97-4.82 (m, {H, 4-H), 3.90-3.75 (m,
1H, 1-H), 2.13-2.07 (m, 4H, 2¢/3e/5e/6e-H)*, 1.75-1.53 (m, 2H, 3a/5a-H)?,
1.65 (s, 6H, C(CH3);), 1.48-1.29 (m, 2H, 2a/6a-H)*.- ¢ Die Zuordnung
axial (a) und equatorial (e) ist vertauschbar.- '3C-NMR (62.89 MHz,
CDCl;): 3 (ppm) = 172,69 (C=0), 156.51, 155.93 (d, ¥ (C,F) = 37 Hz,
CO-CFy), 117.79, 113.20 (d, 'J (C,F) = 289 Hz, CO-CF;), 80.86 (C-4),
57.51 (C(CHj)), 47.79 (C-1), 29.76, 28.09 (C-3/5; C-2/6), 23.98
(C(CHs),).- MS (EL 100 eV, 111 “C): m/z (%) = 341 (0.4), 278 (3), 155
(100), 69 (7), 59 (18), 42 (8), 41 (11). -

B) Synthesen markierter Verbindungen

trans-2-Amino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl-[1-*C]-propionsdiure-
amid ({1-'*Cj-1j

a) N-Trifluoracetyl-2-amino-2-methyl-[1-'4C]-propionsiure ([1-'*C]-2g)

Eine Mischung aus 2-Amino-2-methyl-{1-1C]-propionsiure (69.3 mg,
0.67 mmol, 1295 MBq, 35 mCi, spezifische Aktivitit 52 mCi/mmol) und
nicht markierte 2-Amino-2-methylpropionsiure (81 mg, 0.79 mmol) wer-
den unter Eiskiihlung in 460 p! Trifluoressigsdure und 240 pl Trifluorace-
tanhydrid gelost. Man 148t iiber Nacht bei Raumtemp. stehen, engt i.Vac.
zur Trockne ein und l6st den Riickstand in Ether. AnschlieBend versetzt
man mit Petrolether und engt die Losung bis zur beginnenden Triibung ein.
Nach abgeschlossener Fillung wird die Fliissigkeit abgesaugt, das Produkt
bei 80 °C getrocknet und ohne weitere Reinigung in der niichsten Synthe-
sestufe eingesetzt.

b) trans-2-Trifluoracetvlamino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-[ 1-1*C]-
propionsaureamid ([1-C]-1g)

Die in Stufe a) erhaltene N-Trifluoracetyl-2-amino-2-methyl-[1-'*C]-
propionsdure wird in 1 ml SOCI; bei 50-70 °C gelost; nach 20 min Riithren
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und beendeter Gasentwicklung wird Gberschiissiges SOCI, bei Raumtemp.
i.Vac. abgezogen. Das entstandene duBerst feuchtigkeitsempfindliche Séu-
rechlorid wird in Toluol geldst und im Eisbad mit 300 pl Triethylamin und
234 mg (1.46 mmol) 3 versetzt. Der Reaktionsansatz wird 15 min bei 0 °C
und iiber Nacht bei Raumtemp. geriihrt. Entfernen des Losungsmittels und
Aufarbeitung analog 5.

¢) trans-2-Amino-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-[ 1-1%C]-propionsdure-
amid ([1-%C]-1)

Das Reakt{onsprodukt aus Stufe b) versetzt man mit 2 ml 2 N NaOH
und 1Bt 3 h bei Raumtemp. riihren. AnschlieBend wird viermal mit jeweils
5 ml Dichlormethan extrahiert, die org. Phasen werden vereinigt und
i.Vac. eingeengt. Das Rohprodukt wird zunichst sc gereinigt (Kieselgel
60, Dichlormethan/Methanol = 9/1), zweimal mit jeweils | ml Ether gewa-
schen und getrocknet.- C1gH N304 (247.3).- Ausb. 179 mg (50.3%), bezo-
gen auf die eingesetzte 2-Amino-2-methyl-[1-1*C]-propionsgure, dies ent-
spricht der radiochemischen Ausb.- '"H-NMR (250.13 MHz, CDCl,): &
(ppm) = 7.58-7.50 (s, 1H, NH), 4.95-4.82 (m, 1H, 4-H), 3.80-3.63 (m, 1H,
1-H), 2.19-2.01 (m, 4H, 2e/3¢/5e/6e-H)?, 1.70-1.50 (m, 2H, 3a/5a-H)?,
1.57 (s, 2H, NH,. H/D-Tausch), 1.53-1.25 (m, 2H, 2a/6a-H)*, 1.36 (s, 6H,
C(CH3),).- * Die Zuordnung axial (a) und equatorial (¢) ist vertauschbar.-
MS (EL 100 eV, 99 *C): m/z (%) = 185 (0.4), 183 (0.6), 98 (0.4), 81 (0.6),
58 (100), 42 (7), 41 (7).- Reinheit: 1) GC-ECD: Detektortemp.: 250 °C,
Injektortemp.: 150 °C, Ofentemperaturprogramm: 120 °C (6 min) —
30 *C/min — 250 °C, Einspritzvolumen: 1 pl (0.1 g in Acetonitril), Rein-
heit: 98.7%.- I1) Radio-HPLC: Siule: Spherisorb® Si-5 um, 250 mm x 4.0
mm, Fa. Latek, Heidelberg; Elutionsmittel: Dichlormethan/2-Propanol =
2/8; Einspritzvolumen: 15 pi (0.5 pg), Flow: 0.5 ml/min.- III) Radio-DC:
FlieBmittel 5): 97.8%, FlieBmittel 6): 98.1%.- Bestimmung der spezifi-
schen Aktivitit: 0.500 mg der '#C-markierten Verbindung werden in
einem 10 mi-Kolben in 10 mi Toluol (Methanolzusatz: 5%) gelost. Von
dieser Losung werden 100 ul in einen weiteren 10 mi-MeBkolben pipet-
tiert und mit Toluol verdiinnt (Faktor: 1/100). Davon pipettiert man in drei
Szintillationsflischchen jeweils 50 pl, 100 pl und 250 pl und fiillt mit
10 m} Instagel® und 4 ml Wasser auf. Gemessene spezifische Aktivitit:
24.60 mCifmmol, 9.102 x 10% kBg/mmol. -

trans-2-Amino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-[1-*C]-propionsiure-
amid ({1-5CJ-1)

a) N-Trifluoracetyl-2-amino-2-methyl-{1-*C]-propionsdure ([1-3C]-2g)

Eine unter Eiskiihlung hergestellte Losung von 2-Amino-2-methyl-{1-
13C)-propionsiure (2 g, 19.4 mmol) in 6 ml Trifluoressigsiure sowie 3 mi
Trifluoracetanhydrid wird analog der '4C-Synthese in Stufe a) behandelt.

b) 4 4-Dimethyl-2-triftuoromethyl-{5-' 3Cj-oxazolon (7)

Das in Swfe a) erhaltene Reaktionsprodukt wird in 6 ml SOCI; bei 50-
70 °C gelost, Nach 20 min Riihren und beendeter Gasentwicklung wird der
Uberschul an SOCI, bei Raumtemp. i.Vac. abgezogen. Das entstandene
hygroskopische Saurechlorid wird mit 3.6 ml Chinolin fiir 10 min auf
120 °C erhitzt und das erwiinschte Oxazolon bei 170-190 “C im Oibad als
klare Fliissigkeit iiberdestilliert und direkt fiir die niichste Synthesestufe
eingesetzt.

¢) trans-2-Trifluoracetylamino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-{ 1-°C]-
propionsdureamid ([1-°C]-1g)

Das in Stufe b) synthetisierte Oxazolon 7 wird in 15 ml trockenem
Toluol geldst. Danach tropft man bei 0 °C 2.4 g (15 mmol) 3 zu. Man 148t
15 min bei 0 °C und iiber Nacht bei Raumtemp. riihren. Aufarbeitung ana-
log {1-1C}-1.
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d) trans-2-Amino-2-methyl-N-(4-nitroxycyclohexyl)-[ 1-'3C]-propionsdure-
amid ([1-3C}-1)

Die Substanz [1-'*C)-1g rithrt man 3 h lang in 15 mi 2 N NaOH, extra-
hiert viermal mit jeweils 20 ml Dichlormethan und engt die vereinigien
Extrakte i.Vac. ein. Aufarbeitung analog [1-C]-1. Ausb. 1.7 g (36%).-
Schmp. 105 °C.- C;gH9N;304 (246.3) Ber. C 49.2 H 7.78 N 17.1 Gef. C
48.9 H7.65 N 17.2.- 'H-NMR (250.13 MHz, CDCl,): 3 (ppm) = 7.65-7.55
(s, NH), 4.95-4.85 (m, 1H, 4-H), 3.80-3.65 (m, 1H, 1-H), 2.20-2.00 (m,
4H, 2¢/3e/5e/6e-H)?, 1.70-1.50 (m, 2H, 3a/5a-H)?, 1.45 (s, 2H, NH,, H/D-
Tausch), 1.45-1.25 (m, 2H, 2a/6a-H)?, 1.35-1.30 (d, 6H, C(CHa),, 3C/H-
Kupplung).- ? Die Zuordnung axial (a) und equatorial (¢) ist vertauschbar.-
13C-NMR (62.89 MHz, CDCly): 3 (ppm) = 176.94 (C=0), 81.41 (C-4),
55.06, 54.25 (d, 'J (3C,!2C) = 51 Hz, C(CHj),), 46.43 (C-1), 29.23
(C(CHa)y), 30.07, 28.23 (C-3/5; C-2/6).- MS (EI, 100 eV, 75 C): m/z (%)
=184 (1), 98 (0.3), 58 (100), 42 (4), 41 (5).- Reinheit: GC-ECD: Detektor-
temp.: 250 °C, Injektortemp.: 220 °C, Ofentemperaturprogramm: 120 °C (6

Neidlein und Mitarb.

min) - 30 *C/min — 250 °C, Einspritzvolumen: 1 pl (0.1 pg in Aceto
nitril), Reinheit: 99.6%.

Literatur

1 Boehringer Mannheim GmbH (H. Simon, H. Michel, M. Schultz und

W. Bartsch), DE 3836021 (3. Mai 1990); C.A. /14, P 5814 a (1991).

F. PreBmar, Dissertation, Heidelberg 1991,

H. Briickner, W.A. K&nig, M. Greiner und G. Jung, Angew. Chem.

91, 508 (1979); Angew. Chem. Int. Ed. Engl. /8, 476 (1979).

P. Meyer und F. Reusser, Experientia 23, 85 (1967).

J.L. Flippen und L.L. Karle, Biopolymers /5. 1081 (1976).

M. Bodanszky in “The Peptides”, S. 143, Hrsg. E. Gross und J. Mei-

enhofer, Academic Press, London 1979.

7  P. Wipf und H. Heimgartner, Helv. Chim. Acta 69, 1153 (1986).

P. Wipf und H. Heimgartner, Helv. Chim. Acta 77, 140 (1988).

9 D.S. Jones. G.W, Kenner, J. Preston und R.C. Sheppard, J. Chem.
Soc. 1965, 6227. [Ph 2]

N w9

o0

Arch. Pharm. (Weinheim) 325, 727-732 (1992)



