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Cyclische Hexapeptidanaloge des Thymopoietins
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Die Synthesen der vier cyclischen Hexapeptide cyclo[-Arg(NO,)-Lys(Z)-Xxx{OBzl)-Val-Tyr-
Gly-], el: Xxx = Asp, ¢2: Xxx = Glu, cyclo[-Tyr-Val-Arg(NO,)-Lys(Z)-Xxx(OBzl)-D-Val-],
¢3: Xxx = Asp, c4: Xxx = Glu mit Thymopoietin-analogen Sequenzen werden beschrieben.
Die linearen Vorstufen der Cyclen wurden nach klassischen Methoden der Peptidchemie
synthetisiert. Die Cyclisierungen erfolgten mit der neu entwickelten Carbodiimid/DMAP-
Methode. Konformationsuntersuchungen an den vier cyclischen Hexapeptiden erbrachten
unterschiedliche Ergebnisse. Fiir die beiden Glycin enthaltenden Cyclohexapeptide ¢l und
¢2 muB aufgrund der NMR-spektroskopischen Daten ein Gleichgewicht mehrerer Konfor-
mationen angenommen werden. Dagegen sind die D- und 1-Valin enthaltenden Cyclohe-
xapeptide €3 und c4 konformativ einheitlich. Die Konformationsanalyse zeigt, daB diese
Cyclopeptide in einer SII"BI’-Struktur vorliegen.

Peptide Conformations, 40”. — Cyclic Hexapeptide Analogues of Thymopoietin. —
Synthesis and Conformational Analysis

The syntheses of the four cyclic hexapeptides cyclo[-Arg(NO,)-Lys(Z)-Xxx(OBzl)-Val-Tyr-
Gly-], e1: Xxx = Asp, ¢2: Xxx = Glu, cyclo[-Tyr-Val-Arg(NO,)-Lys(Z)-Xxx(OBzl)-p-Val-],
¢3: Xxx = Asp, ed: Xxx = Glu with thymopoietin-analogous sequences are described. The
linear precursors of the cyclopeptides were synthesized by classical methods of peptide
chemistry. Cyclization was carried out by the newly developed carbodiimide/DMAP
method. The conformational studies of the four cyclohexapeptides gave different results.
The NMR data of the glycine-containing cyclopeptides ¢1 and ¢2 correlate with an equi-
librium of different conformations, whereas the b- and L-valine-containing cyclohexapeptides
¢3 and ¢4 are conformationally homogenous. The conformational analysis proves that these
cyclohexapeptides adopt a BII'BI'-structure.

Im Anschlufl an unsere Arbeiten {iber die Synthese von Cyclopentapeptidana-
logen des Thymopoietins'~¥ sowie der Bestimmung ihrer Konformation'# und
biologischen Wirkung># berichten wir hier tiber cyclische Hexapeptide, welche die
aktive Sequenz 32 —36 des Thymopoietins (TP5%/SP59) in reiner oder abgewan-
delter Form enthalten”. Die Schwierigkeiten bei der Synthese cyclischer Penta-
peptide mit all-L-Aminosduren fiihrten zu der Uberlegung, die all-L-TP5/SP5-
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Peptidkonformationen, 40 915

Sequenz durch Glycin zu iiberbriicken. AuBerdem berichten wir noch iiber zwei
weitere Cyclohexapeptide, in denen die sich in den Cyclopentapeptiden bewéhrte,
durch p-Val abgewandelte TP5/SP5-Sequenz durch die in natiirlichem Thymo-
poietin folgende Aminosiure Valin (Position 37)¥ erweitert wurde.

Synthese der Cyclohexapeptide

Die Verwendung von Glycin zur Uberbriickung der all-L-TP5/SP5-Sequenzen
hat mehrere Vorteile: Als achirale Aminoséure bietet Glycin die Moglichkeit einer

Syntheseschema I
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916 H. Kessler und B. Kutscher

racemisierungsfreien Cyclisierungsstelle bei minimalem sterischem Anspruch. Au-
Berdem zeigten Konformationsuntersuchungen?, daB Glycin die Position von
D-Aminosduren libernehmen kann, so dal3 eine giinstigere Konformation des line-
aren Vorldufers erwartet wurde. Dadurch sollten Cyclohexapeptide dieser Struktur
auch durch Azidcyclisierung zugéanglich sein.

Die Synthese nach Schema I (Zzz = Asp, X = N;H,Boc, Y = N;H;) verlief
unter Verwendung der bekannten Aminosdurederivate Z-Tyr(Z)-OH'® und H-
Gly-N;H,Boc'? problemlos, so daf3 das lineare Hexapeptidhydrazid nach Ab-
spaltung der C- und N-terminalen Schutzgruppen leicht herstellbar war. Die Cy-
clisierung erfolgte wie bereits beschrieben?, und nach Gelchromatographie wurde
das Cyclopeptid cyclo[-Arg(NQO,)-Lys(Z)-Asp(OBzl)-Val-Tyr-Gly-] (c1) in 15%
Ausbeute isoliert'®. Zu Vergleichszwecken wurde c¢1 nach Syntheseschema 1
(Zzz = Asp, X = OBu', Y = OH) auch durch EDCI/DMAP-Cyclisierung her-
gestelit. Die Synthese verlief mit H-Gly-OBu'*® anstelle von H-Gly-N,H,Boc wie
bereits beschricben. Die Cyclisierung ergab nach Gelchromatographie das Cy-
clopeptid ¢1 in 38% Ausbeute'?.

Zur Synthese des homologen, Glu enthaltenden Cyclohexapeptids ¢2 wurden
ebenfalls beide Cyclisierungsmethoden erprobt. Nach Syntheseschema [ (Zzz =
Glu, X = OBu', Y = OH) wurde cyclo[-Arg(NO,)-Lys(Z)-Glu(OBzl)-Val-Tyr-

Syntheseschema 11
c¢2: X = N,H,Boc, Y = N;H;

Gly Arg Lys Glu Val Tyr
Z ——0H H-—1X
7 X
NO, z 0Bzl
Boc —— OH H OMeHCl Ddz—+—0H  H X
NO2 z 0Bz!
Boc OMe Dd: X
NO, z 08z
Boc OH H X TFA
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Peptidkonformationen, 40 917

Gly-] (¢2) durch EDCI/DMAP-Cyclisierung in 51% Ausbeute erhalten. Fiir die
Synthese von ¢2 durch Azidcyclisierung wurde eine andere Cyclisierungsstelle mit
N-terminalem Glycin ausgewdhit. Dabei wurde nach Syntheseschema II (X =
N;H,Boc, Y = N,H;) Boc-Gly-OH! mit den bekannten Dipeptiden gekuppelt
und das C-terminal entschiitzte Tripeptid verkniipft. Nach Abspaltung der ter-
minalen Schutzgruppen und Cyclisierung wurde ¢2 in 8% Ausbeute erhalten.

Syntheseschema I1I

Yyy Z7z X Y
c3 Asp Val OBu! OH¥
c4 Glu Val OBy OHY

Glu Dp-Val OBu' OH

9 C-terminale Inversion bei der Cyclisierung mit EDCI/DMAP.

Tyr val Arg Lys Yyy Zzz
NO, z |
Boc—o—0H M OMe-HCl
l
NO 2 z
Boc OMe
NOZ z 08z]
Boc —f= OH-DCHA H OMeHO! Dtz & OH H =X
NO5 z OBzl
Boc OMe Ddz X
NO, bd 0Bzl
Boc OH H X-TEA
NO, z o8zl
Boc X
NG z ozl
Y -TFA
0, z 0Bzl

/ + 2 HOAc

Die bemerkenswerten Aktivititen von cyclo[-Arg-Lys-Glu-p-Val-Tyr-]13*"
fuhrten dazu, dafl die dort vorhandene Sequenz in einem Cyclohexapeptid durch
ein weiteres Val iiberbriickt werden sollte. Val steht in Thymopoietin in Position
37 und schlieBt damit direkt an die TP5-Sequenz an. Die Synthese des Asp ent-
haltenden Cyclopeptids gelang nach Syntheseschema III (Yyy = Asp, Zzz =

Liebigs Ann. Chem. 1986



918 H. Kessler und B. Kutscher

L-Val, X = OBu', Y = OH), wobei vorausgesetzt wurde, dal auch bei diesem
linearen all-L-Vorldufer vollstindige Racemisierung (Inversion) bei der ED-
CI(DCC)/DMAP-Cyclisierung auftreten sollte>'?, Boc-Val-OH' wurde an das
bekannte Dipeptid ankondensiert und nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe
durch 2 ¥ HCl/Dioxan an Boc-Tyr-OH - DCHA gekuppelt. Nach Verseifung
wurde das erhaltene Tetrapeptid mit dem bekannten Dipeptid verkniipft. Nach
Abspaltung der terminalen Schutzgruppen und Cyclisierung wurde das gereinigte
Produkt ¢3 in 32% Ausbeute isoliert. Das entschiitzte Peptid wurde dann durch
chirale Aminosidureanalyse untersucht, was 43.5% D-Val ergab, so daB wie er-
wartet cyclo[-Tyr-Val-Arg(NO,)-Lys(Z)-Asp(OBzl)-pD-Val-] (c3) entstanden war.
Das homologe, Glu enthaltende Cyclohexapeptid ¢4 wurde ebenfalls nach Syn-
theseschema II (Yyy = Glu, Zzz = L-Val, X = OBu', Y = OH) synthetisiert.
Das Cyclopeptid cyclo[-Tyr-Val-Arg(NO,)-Lys(Z)-Glu(OBzl)-pD-Val-] (c4) konnte

Tab. 1. 'TH-NMR-Daten (8[ppm]; J [+ 0.2 Mz]; AS/AT [ppb/K]}) von ¢l und ¢2 in
[D6]DMSO bei 295 K

cl Arg®  Lys® Asp? Val Tyrd Gly
NH 8.20 7.90 8.13 7.50 796 8.32
AS/AT 2.64 2.52 376 —0.74 2.85 4.87
C*H 4.30 4.14 448 405 4.05 A 339
B 382
CFH 1.70 1.68 A 2.82 2.05 A 285
1.83 B 2.96 B 2.90
C'H 1.44 1.22 0.74
0.82
C'H, 3.15 1.40
C*H, 295
NtH 7.22
Vuneen 8.09 8.09 7.82 6.99 5.88 A 515
B 5.51
Jucen 15.8
c2 Arg?  LysY Ghu® Val Tyr? Gly
NH 8.23 7.90 7.78 7.56 7.95 8.29
AS/AT 2.57 2.65 1.49 1.13 3.56 3.70
C*H 420 4.13 4.18 392 4.09 A 3.58
B 3.69
C*H A 1.60 1.70 A 195 1.85 A 294
B1.71 B 2.08 B 2.94
C'H 1.51 1.28 240 A 0.73
B 0.79
C'H, 3.15 1.40
C°H, 2.95
N*H 722
3Juncn 8.09 8.09 6.98 6.62 6.25 A 48
B 6.6
2Jacm 16.55

¥ Guanidino-NH, 8.5 (1H), 7.9 (br., 2H). — ® Z-Gruppe, Bzl-CH, 5.0; aromat. Protonen
7.35. — 9 Benzylester, BzI-CH, 5.1; aromat. Protonen 7.35. — 9 Tyr-OH 9.17; aromat. Pro-
tonen A 6.95 und B 6.63.
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nach der Reinigung in 28% Ausbeute isoliert werden. Das gleiche Cyclopeptid c4
wurde zum Vergleich auch nach Syntheseschema III (Yyy = Glu, Zzz = p-Val,
X = OBu', Y = OH) iiber das lineare, C-terminal D-Val enthaltende Hexapeptid
hergestellt. Die Cyclisiecrung mit EDCI/DMAP ergab c4 in 38% Ausbeute!®.

NMR-Untersuchungen

Die 270-MHz-"H-NMR-Spektren der Cyclohexapeptide ¢1—c4 konnten trotz
iiberlagerter Spinsysteme in bewidhrter Weise durch Aufnahme von COSY-
Spektren'’ 2% und Detektion von NOE-Effekten?) zugeordnet werden. Die 'H-
NMR-Daten der Cyclohexapeptide ¢1—c¢4 sind zusammen mit den Temperatur-
gradienten der NH-Signale in Tab. 1 und 2 zusammengefal3t. Eine Ubersicht der
durch NOE-Differenzspektroskopie gemessenen charakteristischen NOE-Effekte

Tab. 2. '"H-NMR-Daten § [ppm]; J [+ 0.2 Hz}, AS/AT [ppm/K] von €3 und c4 in
[Ds]DMSO bei 295 K

c3 Arg?  LysY Asp? D-Val Tyrd Val
NH 8.44 8.32 7.90 8.44 8.67 7.33
AS/AT 3.09 6.07 2.15 9.30 6.94 1.32
C*H 3.63 3.52 4.66 3.70 4.15 4.40
C*H A 1.62 1.86 A 2.59 1.70 A 264 217
B 1.66 B 2.61 B 3.14
C'™H 1.42 1.22 A 0.40 A 0.89
B 0.78 B 0.90
C®H, 3.16 1.38
C*H, 2.95
N°H 7.22
3uncen 5.51 6.99 6.62 7.0 8.28 9.56
2JHC”H 136
rcocon A 115
B 478
c4 Arg?  LysY Glu®? D-Val Tyr? Val
NH 8.37 7.96 7.54 8.28 8.58 7.47
AB/AT 296 2.78 0.38 7.61 4.87 2.67
C*H 377 3.62 4.32 370 4.22 4.40
C*H A 1.71 1.78 A 192 1.72 A 2.60 2.20
B 1.75 B 1.95 B 3.14
C'H 1.51 1.22 2.32 A 0.40 A 0.90
B 0.80 B 0.90
C, 3.15 1.39
C*H, 2.95
NH 722
o [T 3.68 6.98 6.25 6.25 8.45 993
2Jomm 13.97
3 Jacscn A 11.87
B 4.15

@ Guanxdlno NH, 8.52 (1H), 7.9 (br,, 2H). — ¥ Z-Gruppe, Bzl-CH, 5.0; aromat. Protonen
735 =9 Benzylester Bzl-CH, 5.1; aromat. Protonen 7.35. — ¢ Tyr-OH 9.17; aromat. Pro-
tonen A 6.95 und B 6.63.
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920 H. Kessler und B. Kutscher

von ¢2 und ¢3 gibt Tab. 3. Die in ¢1 und c4 beobachteten NOE-Effekte entspre-
chen véllig den in e¢2 bzw. ¢3 gefundenen. Die Tabellenwerte konnten durch
NOESY-Spektren? —?¥ bestitigt werden.

Tab. 3. NOE-Efiekte in % von ¢2 und ¢3 in [Ds]DMSO bei 295 K

c2
Eingestrahit Beobachtet®
Gly-NHY C*H,-Gly 10.7; C*H-Tyr 8.6
Arg-NHY C*H,-Gly 9.4; C*H-Arg 4.8; NH-Lys 4.0
Tyr-NHY C*H-Val 6.8; C*H-Tyr 6.3
Lys-NH? CH-Lys 6.0; C*H-Arg 2.7, NH-Arg 2.7
Glu-NH C*H-Glu + Lys9 8.3
Val-NH C*H-Glu 9.0; C*H-Val 4.5
Val-C*H NH-Tyr 7.3; CPH-Val 5.7
c3 -
Eingestrahit Beobachtet?
Tyr-NH C*H-Val 20.0; CPH,-Tyr 5.1; C*H-Tyr 5.0
NH-Val 4.1; CPHp-Tyr 2.0
p-Val-NHY C*H-Asp 7.3; C*H-Val 3.6
Arg-NH? C®H-Val 6.7; CPH-Val 6.0
Lys-NH C*H-Lys 12.8; C*H-Arg 11.0
Asp-NH C*H-Asp 3.6; C*H-Lys 3.2; CPH,-Asp 5.9
Asp-C*H NH-p-Val 9.4; CPH,-Asp 6.8
Val-C*H NH-Arg 16.5
p-Val-C*H NH-Tyr 10.3

% NOE-Werte, nach GroBe geordnet. —  Durch Uberlagerungen kein selektives Einstrah-
len méglich. — © Durch Uberlagerung keine Unterscheidung méglich.

Konformationsdiskussion
1. Diskussion der Konformation von c1 und ¢2

Beide Cyclopeptide zeigen im 'H-NMR-Spektrum nur einen Signalsatz, wobei
eine deutliche Aufspaltung der C"H;-Val-Signale fehlt'”. Wendet man zusitzlich
die in Lit.?» dargestellten Kriterien fiir konformative Einheitlichkeit auf die Cy-
clopeptide ¢1 und ¢2 an, so muB hier die konformative Homogenitét in Frage
gestellt werden:

— Wihrend der Temperaturkoeffizient von NH-Val in beiden Peptiden fir
dessen interne Orientierung spricht und in ¢2 NH-Glu ebenfalls einen niedrigen
Gradienten zeigt, ist sonst keine starke Differenzierung der NH-Koeffizienten fest-
zustellen.

— Die in Cyclopeptiden hiufig gefundene bevorzugte interne Orientierung der
Glycin-Amidprotonen® wird hier nicht beobachtet, da in beiden Peptiden NH-
Gly jeweils den hochsten Gradienten zeigt.

— Die diastereotopen C*-Protonen des Glycinrestes weisen in ¢2 nur eine Dif-
ferenz der chemischen Verschiebung von etwa 0.1 ppm auf, die jedoch bei ¢1 mit
0.4 ppm deutlich groBer ist.

Liebigs Ann. Chem. 1986
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— Eine starke Differenzierung der vicinalen Kopplungen zu diastereotopen
Protonen ist weder bei Gly (NH,C*H,-Kopplungen) noch bei Asp und Tyr
(C*H,CPH,-Kopplungen) zu beobachten.

— Die geringe Differenzierung der chemischen Verschiebungen der diastereo-
topen Methylenprotonen der Tyr- und Asp-Reste weisen auf eine flexible Seiten-
kette hin, die gemeinhin nur bei einem flexiblen Peptidgeriist gefunden wird.

— Alle 3Jynce-Kopplungskonstanten bewegen sich im Bereich von 6—8 Hz,
wobei ein Wert um 7.5 Hz als Mittelwert bei freier Beweglichkeit interpretiert
wird ),

Beim Versuch einer Konformationsbestimmung von ¢2, dem Peptid mit zwei
niedrigen Koeffizienten, fillt die interne Orientierung zweier unmittelbar auf-
einanderfolgender Aminosduren auf. Dieses fur cyclische Hexapeptide ungew6hn-
liche Verhalten zeigen auch andere Cyclopeptide?”®, denen trotzdem definierte,
aber von den {iblichen Normen abweichende Strukturen zugeordnet werden konn-
ten. Im Gegensatz zu ¢2 und el zeigen diese Verbindungen stark differenzierte
Temperaturgradienten und Kopplungskonstanten, die zusammen mit charakte-
ristischen NOE-Effekten einen plausiblen Konformationsvorschlag mit einer y-
und einer a~-Schleife” ermdglichen. Modellbetrachtungen, die diese Strukturen auf
c2 iibertragen, ergaben weder Ubereinstimmung mit gemessenen Temperaturgra-
dienten noch mit den NOE-Werten aus Tab. 3 oder den *Junca-Kopplungskon-
stanten, Bei diesen Betrachtungen miifite z. B. NH-Gly in der durch die Mole-
kiilstruktur vorbestimmten quasi-y-Schleife einen Temperaturgradienten zeigen,
der mit interner Orientierung vergleichbar ist. Gegen diese Orientierung spricht
die relative GroBe des gemessenen Temperaturgradienten ebenso wie der deutliche
NOE-Effekt NH-Gly 2 C*H-Tyr. Auch andere am Modell mégliche Schleifen-
strukturen zeigten mit den MeBwerten keine befriedigende Ubereinstimmung, so
daB fir ¢1 und ¢2 ein Gleichgewicht mehrerer Konformationen angenommen
wird. Ein Konformationsvorschlag aufgrund von 'H-NMR-Daten einer ,,gemit-
telten Konformation“ erscheint nicht sinnvoll®,

2. Diskussion der Konformation von ¢3 und c4

Beide Cyclopeptide zeigen in den "H- und *C-Spektren erwartungsgemiB nur
einen Signalsatz fiir eine Konformation, in der alle Peptidbindungen trans-kon-
figuriert sind. Als duBlerliche Merkmale fallen in beiden Peptiden unterschiedliche
CYH;-Val-Aufspaltungen auf: Wihrend p-Val eine Aufspaltung von 0.4 ppm zeigt,
unterscheiden sich die Methylgruppen von L-Val in der chemischen Verschiebung
kaum. Die Auswertung der NH-Temperaturgradienten ergibt fiir ¢3 und ¢4 jeweils
eine interne Orientierung von NH-Val und NH-Asp bzw. Glu, obwohl die Koef-
fizienten der beiden Cyclopeptide sich in den Zahlenwerten deutlich unterscheiden.
Mit den zwei als intern ermittelten Amidprotonen kann eine pseudosymmetrische
Struktur mit zwei B-Schleifen angenommen werden. Diese bei zahlreichen Unter-
suchungen an Cyclohexapeptiden ebenfalls aufgefundene Struktur?-?31—3% pe-
notigt die in beiden Cyclen vorhandene 1,4-Stellung der Aminosiuren mit intern
orientierten NH-Gruppen. Auswertung der *Jycn-y-Kopplungskonstanten ergibt

Liebigs Ann. Chem. 1986



922 H. Kessler und B. Kutscher

sowohl fiir ¢3 als auch fiir ¢4 eine gute Ubereinstimmung mit einer BII',BI’-
Struktur (Tab. 4).

Tab. 4. Auswertung der *Jynce-Kopplungskonstanten von ¢3 und ¢4 in [D]DMSO

An’cxi::)o- 3 Tenem ®[°] AI§14 3 Jancen ore
sdure (Hz]” séiurrlg - [Hz}” .
~30438 ~31+8
p-Val 76 Taeid p-Val 63 Yo
1554 6 160 £ 6
45415 48 £ 15
Tyr 90 _ire Tyr 9.2 8 ity
—147%8 —144%8
Val 104 18 Val 108 Zperid
21 +6 1146
Arg 6.0 s 2—;2 Arg 40 o i 6
16536 —177%6
3948 2948
Lys 7.6 _gg 1: éZ Lys 7.6 _gg :_E éZ
~155% 6 ~155%
3548 3148
Asp 72 B8 Glu 68 _94¢
~158%6 ~160 % 6

Y 3JHNC“H = 1.09 Jobs.

Die aus empirischen Vergleichen von Réntgenstrukturanalysen geforderten In-
terplanarwinkel @ ¥ weichen dabei lediglich fiir D-Val und Arg (jeweils Position 1
der B-Schleifen) von den iiber die MeBwerte bestimmten Winkeln signifikant ab.
Mit den aus Molekiilmodellen gemessenen Winkeln ist eine bessere Ubereinstim-
mung festzustellen. Dies legt den Schlufl nahe, dal die an hochsymmetrischen
Cyclopeptiden bestimmten Winkelbereiche fiir kompliziertere Cyclopeptide be-
sonders in Position 1 (fiir B-Schleifen iiblicherweise i + 1-Position genannt*®) nur
beschrinkte Giiltigkeit haben. Die groBe Kopplungskonstante des Val-Restes
schriankt die Zahl der moglichen Konformationen ein und erlaubt nur eine Kom-
bination von PII,BI'-Struktur. Eine gleich groBe Kopplungskonstante wird fiir
den ebenfalls internen Asp- bzw. Glu-Rest nicht gefunden®”, was am Molekil-
modell plausibel erscheint. Die Bestiitigung der vorgeschlagenen Struktur folgt
aus den gemessenen NOE-Effekten. In Analogie zu den Pentapeptiden'*” gibt
nur die BII’-Schleife eine Erkldrung fir den NOE-Effekt zwischen NH-Tyr = NH-
Val. Die enge raumliche Nachbarschaft von NH-p-Val & C*H-Asp (Glu) und
NH-Tyr & C*H-p-Val wird durch die sehr groBen NOE-Effekte manifesticrt.

Liebigs Ann. Chem. 1986
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Die BI’-Schleife kann durch die mit 12 bzw. 11% etwa gleich groBen NOE-
Effekte zwischen NH-Lys =2 C*H-Lys und NH-Lys & C*H-Arg bestitigt werden.
Abb. 1 zeigt die resultierende wahrscheinliche Geriistkonformation von ¢3 und
¢4 in DMSO-Loésung,.

CH3>CH .
3 >
G
H ==
Bz( 00C(CH,),
H
M
N’

@ 3
é\v/u Abb. 1. Wahrscheinliche Geriistkon-
(CH,INHC(NH,}=NNO, formation von ¢3 (n = 1) und

ZNH(CH)
§ ¢4 (n = 2) in DMSO

Die BII'-Schleife entspricht den Erwartungen bei Anwendung der statistischen
Auswertung réntgenographisch untersuchter Proteinschleifen mit den Konfigu-
rationsabfolgen der Aminosduren (i + 1 = D-Xxx; i + 2 = L-Xxx)*. Die pI'-
Schieife dagegen wiirde nur bei einer D,D-Sequenzin (i + 1)- bzw. (i- + 2)-Stellung
auftreten. Die in den hier beschriebenen Cyclopeptiden auftretende Konformation
stellt daher eine der Ausnahmen®” dieser auf empirischen Daten beruhenden Re-
geln dar.

Die sich aus den o,p-Kopplungskonstanten zusammen mit dem NOE-Effekt
vom NH zum CPH!® ergebende Rotamerenverteilung der Tyr-Seitenketten ist in
Tab. 5 aufgefiihrt®®. Parallel mit der groBen Verschiebungsdifferenz der diaste-
reotopen B-Protonen geht die eindeutige Bevorzugung von P; im Gleichgewicht
der Seitenkettenkonformationen.

Tab. 5. Rotamerenverteilung der Tyr-Seitenketten von
¢3 und ¢4 in [Dg]DMSO bei 295 K

c3 c4

Tyr Tyr
P; 0.81 0.85
Py 0.19 0.14
P 0.00 0.01

Die Asp-f-Protonen zeigen die gleiche chemische Verschiebung, so daB} eine
Bestimmung der Rotamerenverteilung unmoglich wird.

Schluflbemerkung

Alle Cyclohexapeptide zeigten in den Tests auf immunstimulierende Wirkung
nur geringe oder keine Aktivitdt. Wahrend fiir beide Glycin enthaltenden Cyclo-
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peptide c1 und ¢2 aufgrund der NMR-spektroskopischen Daten ein Gleichgewicht
mehrerer Konformationen angenommen wird, sind die aus den immunstimulie-
renden Cyclopentapeptiden®” durch Ringerweiterung mit L-Valin hervorgegan-
genen Cyclohexapeptide ¢3 und c4 konformativ einheitlich. Wie in den entspre-
chenden Cyclopentapeptiden'®” ergibt die Konformationsanalyse eine BII'-
Schleife mit p-Valin in (i + 1)-Position.

Fiir die optimale biologische Wirkung reicht damit offensichtlich die Folge
Asp(Glu)-D-Val-Tyr in einer BII’-Schleife als Erkennungsteil nicht aus. Der Einbau
einer Aminosdure zwischen Arg und Tyr fihrt vor allem zu einem wesentlich
groBeren Abstand dieser beiden Seitenketten, die in den cyclischen Thymopoietin-
Pentapeptidanalogen benachbart stehen®. In den linearen Peptiden wurde be-
obachtet, daB fiir die biologische Wirkung die Seitenketten von Arg, Asp (Glu)
und Tyr besonders wichtig sind*. Diese Gruppen haben in den Cyclohexapep-
tiden jedoch wegen der Lage der Aminosdure im Ringgeriist einen groBen gegen-
seitigen Abstand. Die Vermutung, dal die rdumliche Nachbarschaft der Guani-
dinogruppe des Arginins und des aromatischen Rings des Tyrosins fiir die Wirkung
des Peptides essentiell sind, gibt Anlall zu weiteren Untersuchungen.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen In-
dustrie fir Sachbeihilfen. Herrn Dr. R. Obermeier und Herrn Dr. K. Miillner, Hoechst AG,
danken wir fiirr die Durchfiithrung der biologischen Tests. Herrn K. Eckart und Prof. Dr. H.
Schwarz, TU Berlin, danken wir fiir die Aufnahme der FAB-Massenspekiren.

Experimenteller Teil

Die allgemeinen Hinweise aus Lit.? gelten auch fiir die vorliegende Arbeit. — HPLC-
Trennung: Gerdt der Firma Waters (Typ ALC/GPC 204), ausgestattet mit einer halbpra-
parativen Reversed-Phase-C-18-Siule (p-Bondapak, 10 x 250 mm). Als Laufmittel wurden
Methanol/Wasser-Gemische variabler Zusammensetzung benutzt. — Zur besseren Uber-
sicht der im folgenden beschriebenen Verbindungen werden in Tab. 6 die fiir die Zielver-
bindungen ¢1—cd4 bendtigten Zwischenstufen aufgefiibrt.

Tab. 6. Ubersicht der fiir die Ziclverbindungen benétigten Zwischenstufen

Zielver-

bindung Zwischenstufen®
cl 1, 28, 5365
2 1, 55, 58, 59, 66— 71
3 1,2,7, 14, 15, 7276
cd 1,2,7-9, 16, 21, 22, 72—75, 77, 78

* Die Synthese der Verbindungen 1—52 wird in Lit.? beschrieben.

Z-Tyr(Z)-Gly-N,H,Boc (53): Nach Arbeitsvorschrift T? mit 22.4 g (50 mmol) Z-Tyr(Z)-
OH'” und 9.46 g (50 mmol) H-Gly-N,H,Boc'". Das Produkt fillt als Schaum an; Ausb.
25.1 g (81%); Re(A) 0.36, (B) 0.78, (C) 0.92. — IR (KBr): 3300 (NH), 1730, 1690, 1640 (C=0),
1365 cm~" (Bu!). — 'H-NMR (270 MHz; [Ds]DMSO): 8 = 9.6 (s, 1 H; Hydrazid), 8.8 (s,
1H; NH, Hydrazid), 8.4 (t, 1 H; NH, Gly), 7.0—7.6 (m, 14H; Aromat, Z und Tyr), 49-5.3
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(2s, 4H; CH,, Bzl), 4.3 (m, 1 H; C*H, Tyr), 3.8 (d, 2H; C*H,, Gly), 2.75— 3.1 (m, 2H; CPH,,
Tyr), 1.4 (s, 9H; Buf).

H-Tyr-Gly-N,H,Boc (54): Nach Arbeitsvorschrift V¥ mit 25 g (40 mmol) 53, jedoch ohne
TosOH - H,O. Das Produkt wird aus EtOH/EE umkristallisiert; Ausb. 13.38 g (95%);
Schmp. >220°C (Zers.); Re(A) 0.0, (B) 0.60, (C) 0.61. — IR (KBr): 3300 (NH), 1660—1730
{C=0), 1365 cm ! (Bu). — '"H-NMR (60 MHz; [Ds]DMSO): 6 = 8.2-~9.2 (br, 3H; NH),
6.6—-7.0 (2d, 4H; Aromat, Tyr), 6.0—6.8 (br., 2H; NH,), 3.4—3.8 (m, 3H; C*H,, Gly; C*H,
Tyr), 2.5—3.0 (m, 2H; CPH,, Tyr), 1.4 (s, 9H; Bu').

H-Tyr-Gly-OBu! (55): Nach Arbeitsvorschrift V2 mit 14 g (25 mmotl) Z-Tyr(Z)-GlyOBu'*
jedoch ohne TosOH - H,O-Zusatz. Das Produkt wird zum Schaum getrocknet; Ausb. 6.6 g
(90%); Re(A) 0.0, (B)0.53, (C) 0.66. — IR (KBr): 3280, 1735, 1650 (C=0), 1365 cm ™' (Bu'). —
"H-NMR (60 MHz; [D;]DMSO): 8 = 7.8 (br., 1 H; NH), 6.95 (m, 4H; Aromat, Tyr), 3.4—-4.0
(m, 5H; C*H,, Gly; C*H, Tyr; NH,), 2.4—3.0 (m, 2H; CPH,, Tyr), 1.4 (s, 9H; Bu').

Z-Val-Tyr-Gly-N,H,Boc (56): Nach Arbeitsvorschrift 1% mit 8.79 g (35 mmol) Z-Val-OH?¥
und 12.33 g (35 mmol) 54. Das Produkt wird aus EE umkristallisiert; Ausb. (93%); Schmp.
135—-138°C; Rx(A) 0.21, (B) 0.78, (C) 0.80. — IR (KBr): 3200—3480 (NH), 1650—1740
(C=0), 1365 cm ™! (Bu'). — 'H-NMR (270 MHz, [D,]DMSO): 8 = 9.6 (br., 1H; NH, Hy-
drazid), 8.8 (br., 1 H; NH, Hydrazid), 8.4 (t, 1H; NH, Gly), 7.4—8.0 (2d, 7H; Aromat, Z und
Tyr), 6.9 (d, 2H; Aromat, Tyr), 5.0 (s, 2H; CH,, Bzl), 41—-4.6 (m, 2H; 2 C*H), 3.8 (m, 2H;
C*H,, Gly), 2.7—3.1 (m, 2H; C*H,, Tyr), 2.1 (m, 1H; CPH, Val), 1.4 (s, 9H; BuY), 0.9 (t, 6 H;
C'H,, Val). — [o]¥ = —10.8 (¢ = 0.5, MeOH).

H-Val-Tyr-Gly-N,H,Boc (57). Nach Arbeitsvorschrift V? mit 17.6 g (30 mmol) 56, jedoch
ohne TosOH - H,0. Das Produkt wird aus EE/Diethylether umkristallisiert; Ausb. 13.0 g
(95%); Schmp. 155°C (Zers.); Re(A) 0.05, (B) 0.58, (C) 0.65. — IR (KBr): 3300 (NH),
1620—-1730 (C=0), 1365 cm~! (Bu').

Z-Val-Tyr-Gly-OBu' (58): Nach Arbeitsvorschrift 1? mit 6.08 g (24.2 mmol) Z-Val-OH*)
und 6.5 g (22 mmol) 55. Das Produkt wird aus EE/Diethylether umkristallisiert; Ausb. 11.2 g
(96%); Schmp. 116 —117°C; Ri(A) 0.1, (B) 0.85, (C) 0.91. — IR (KBr): 3280 (NH), 1635 — 1730
(C=0), 1365 cm ™' (Bu'). — 'H-NMR (270 MHz; [D¢]DMSO): § = 8.35 (t, 1 H; NH, Gly),
7.9 (d, 1 H; NH, Tyr), 7.35 (m, 5H; Aromat), 7.2 (d, 1 H; NH, Val), 6.6 —7.05 (2d, 4H; Aromat,
Tyr), 5.0 (s, 2H; CH,, Bzl), 4.5 (m, 1H; C*H, Tyr), 3.7-3.8 (m, 2H; 2 C*H), 2.7—-2.9 (m, 2 H;
CPH,, Tyr), 1.9 (m, 1 H; CPH, Val), 1.4 (s, 9H; Bu'), 0.8 (m, 6H; C'H,, Val). — [o«] = —38.0
(¢ = 0.5, MeOH).

CyH3N;O; (527.6) Ber. C 63.75 H 7.06 N 7.96 Gef. C 63.47 H 7.07 N 7.94

H-Val-Tyr-Gly-OBy’ (59): Nach Arbeitsvorschrift V? mit 10.2 g (19.3 mmol) 58, jedoch
ohne TosOH - H,0-Zusatz. Das Produkt wird aus EE/Diethylether umkristallisiert; Ausb.
6 g (80%); Schmp. 108—112°C; Rg(A) 0.05, (B) 0.49, (C) 0.68. — IR (KBr): 3300 (NH),
1640—1735 (C=0), 1365 cm~! (B'). ~ 'H-NMR (270 MHz; [D]DMSO): & = 8.4 (1, 1 H;
NH), 8.0 (d, 1H; NH), 6.6—7.0 (2d, 4H; Aromat, Tyr), 4.5 (m, 1 H; C*H), 3.7 (d, 2H; C*H,,
Gly), 2.8—3.4 (m, 3H; C*H, Val; NH,), 2.7—2.9 (m, 2H; C°H,, Tyr), 1.9 (m, 1 H; C*H, Val),
14 (s, 9H; Bu'), 0.6—0.8 (dd, 6H; CH,, Val). — [0]® = +5.75 (¢ = 1, MeOH).

Ddz-Asp(OBzl)-Val-Tyr-Gly-N,H,Boc (60): Nach Arbeitsvorschrift I? mit 12.46 g (28
mmol) Ddz-Asp(OBzl)-OH*? und 11.28 g (25 mmol) 57. Das Produkt fallt als Schaum an;
Ausb. 19 g (86%); Rx(A) 0.19, (B) 0.58, (C) 0.85. — IR (KBr): 3280— 3410 (NH), 16401735
(C=0), 1365 cm~! (Bu').
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H-Asp( OBzl )-Val-Tyr-Gly-N,H,Boc - TFA (61): Nach Arbeitsvorschrift IV/B? mit 19 g
(21.6 mmol) 60. Das Produkt wird aus Diethylether umkristallisiert; Ausb. 13.3 g (80%);
Schmp. 210—-212°C; Re(A) 0.0, (B) 0.68, (C) 0.90. — IR (KBr): 3300 (NH), 1640—1730
(C=0), 1365 cm™! (Boc). — 'H-NMR (270 MHz; [D]DMSO): § = 9.6 (br., 1H; NH,
Hydrazid), 8.8 (br., 1 H; NH, Hydrazid), 8.0—8.5 (m, 3H; NH), 7.35 (m, SH; Aromat), 6.6 — 7.0
(2d, 4H; Aromat, Tyr), 5.1 (s, 2H; CH,, Bzl), 4.0—4.5 (m, 3H; 3 C*H), 3.8 (m, 2H; C*H,,
Gly), 2.6—3.0 (m, 4H; CPH,, Tyr; C*H,, Asp), 2.0 (m, 1H; CPH, Val), 1.4 (s, 9H; Bu), 0.9
(d, 6H; C'Hj, Val). — [0} = —1.0 (¢ = 0.6, MeOH).

Ddz-Asp(OBzl)-Val-Tyr-Gly-OBu' (62). Nach Arbeitsvorschrift 12 mit 4.0 g (8.9 mmol)
Ddz-Asp(OBzl)-OH* und 3.9 g (10 mmol) 59. Das Produkt fillt als Schaum an; Ausb. 69 g
(84%); R(A) 0.51, (B) 0.72, (C) 0.83. — IR (KBr): 32403420 (NH), 1635—-1740 (C=0),
1365 cm ™! (Bu"). — 'H-NMR (270 MHz; [Ds]DMSO): & = 8.3 (t, 1 H; NH, Gly), 7.6—8.0
(m, 2H; 2 NH), 7.35 (m, SH; Aromat), 7.1 (d, 1H; NH, Asp), 6.6—7.0 (2d, 4H; Aromat, Tyr),
6.5 {d, 2H; Aromat, Ddz), 6.35 (t, 1 H; Aromat, Ddz), 5.1 (s, 2H; CH,, Bzl), 40—4.6 (m, 3H;
3 C°H), 3.7 (m, 8H; OCH;, Ddz; C*H,, Gly), 2.5—3.0 (m, 4H; CPH,, Tyr; C*H,, Asp), 1.9
(m, 1H; CPH, Val), 1.6 (d, 6H; Ddz, a,a-Dimethyl), 1.4 (s, 9H; Bu'), 0.75 (t, 6 H; C'H,, Val).

H-Asp(OBzl)-Val-Tyr-Gly-OBu' - TFA (63): Nach Arbeitsvorschrift IV/B? mit 2.0 g (2.4
mmol) 62; Ausb. 1.5 g (88%); Schmp. 118 —120°C (Zers.); Re(A) 0.0, (B) 0.70, (C) 0.85. —
IR (KBr): 3280 (NH), 1640—1735 (C=0), 1370 cm ™" (Bu)).

Boc-Arg(NQ,)-Lys(Z )-Asp(OBzl)-Val-Tyr-Gly-N,H,Boc (64): Nach Arbeitsvorschrift I?
mit 6.98 g (12 mmol) 28 und 10.6 g (13.5 mmol) 61. Nach Gelchromatographie wird das
Produkt aus EE/Diethylether umbkristallisiert; Ausb. 5.15 g (35%); Schmp. 132--136°C;
Rr(A) 0.1, (B) 0.88, (C) 0.90. — IR (KBr): 3300 (NH), 1630— 1735 (C=0), 1365 cm ! (Bu'). —
'H-NMR (270 MHz; [Ds]DMSO): § = 9.6 (br., 1 H; NH, Hydrazid), 9.1 (s, 1 H; Tyr, OH),
8.8 (br., 1H; NH, Hydrazid), 7.7—8.4 (m, SH; 5 NH), 7.35 (m, 10H; Aromat), 7.2 (t, 1 H;
N*H, Lys), 7.0 {m, 3H; Aromat, Tyr; NH, Arg), 6.6 (d, 2H; Aromat, Tyr), 5.0—5.1 (2s, 4H;
CH,, Bzl), 3.7—4.7 (m, TH; 7 C°H), 3.1 (m, 2H; C°H,, Arg), 2.6—3.0 (m, 6H; C°H,, Lys;
CPH,, Tyr; CPH,, Asp), 1.9 (m, 1H; CPH, Val), 1.2—1.7 (m, 10H; CP*5H,, Lys; CP*H,, Arg),
1.4 (s, 9H; BuY), 0.8 (t, 6H, C'Hs, Val). — [«]¥ = 20.96 (¢ = 0.4, DMF).

CsHgN13047 (1220.3) Ber. C 56.11 H 6.68 N 1492 Gef. C 5591 H 6.59 N 14.70

Boc-Arg(NO;)-Lys(Z )-Asp(OBzl)-Val-Tyr-Gly-O Bu' (65): Nach Arbeitsvorschrift 1? mit
1.74 g (3 mmol) 28 und 1.5 g (2.1 mmol) 63. Das Produkt wird aus EE umkristallisiert;
Ausb. 1.5 g (61%); Schmp. 180—182°C (Zers); R¢(A) 0.15, (B) 0.87, (C) 0.92. — IR (KBr):
3280 (NH), 1635—1735(C=0), 1370 cm ' (Bu'). — 'H-NMR (270 MHz; [D{]DMSO): § =
9.15 (s, 1 H; Tyr, OH), 7.6 —8.5 (m, 5H; 5 NH), 7.35 (m, 10H; Aromat), 7.2 (t, 1 H; N°H, Lys),
6.6 und 7.0 (2d, 4H; Aromat, Tyr), 5.0—5.1 (25, 4H; CH,, Bzl), 3.9—4.7 (5m, 5H; 5 C*H),
3.7(d, 2H; C*H,, Gly), 3.1 (m, 2H; C°H,, Arg), 2.6~ 3.0 (m, 6H; C*H,, Lys; C*H,, Tyr; C*H,,
Asp), 1.9 (m, 1H; CPH, Val), 1.2—1.7 (m, 10H; C*SH,, Lys; CP"H,, Arg), 1.3—1.4 (25, 18 H;
BuY), 0.7 (t, 6H; C'H,, Val). — [a]® = —21.8 (¢ = 0.3, DMF).

CssHNy; Oy (1162.3) Ber. C 57.87 H 6.85 N 1326 Gef. C 57.34 H 6.75 N 13.09

cyclof-Arg(NO,)-Lys(Z )-Asp(OBzl)-Val-Tyr-Gly-] (¢1). — a) Durch Cyclisierung nach
der Azid-Methode: Nach Arbeitsvorschrift VII? mit 1.55 g (1.2 mmol) C- und N-terminal
entschiitztem 64; Ausb. 160 mg (13%); Schmp. 208 °C (Zers.); Rr A 0.0, B 0.74, C 0.82. —
IR (KBr): 3280 (NH), 1620—1725 cm~! (C=0). — 'H-NMR (270 MHz; [D;]DMSO): Da-
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ten siche Tab. 1. — [0J% = —37(c = 0.3, DMF). — FAB-MS: m/z = 983 [M + H]*. —
Aminosiureanalyse; Asp 0.91, Gly 1.00, Val 1.00, Tyr 0.26, Lys 1.05, Arg 0.72.

CyHe N1 Oy - HO (988.1 + 18) Ber, C 56.11 H 6.31 N 15.31
Gef. C 5559 H 587 N 1544

b} Durch Cyclisierung mit EDCI/DMAP: Nach Arbeitsvorschrift VI? mit 1.10 g (1.0 mmol)
C- und N-terminal entschiitztem 65; Ausb. 380 mg (39%).

cyclof-Arg-Lys-Asp-Val-Tyr-Gly-] - 2 HOAc (cla) Nach Arbeitsvorschrift VII? mit
47 mg (0.05 mmol) ¢1; Ausb. 38 mg (90%); Schmp. 158 —160°C (Zers.); Re(A) 0.0, (B) 0.2,
(C) 0.0.

Boc-Gly-Arg(NO,)-Lys(Z )-OMe (66): Nach Arbeitsvorschrift 1? mit 2.63 g (15 mmol)
Boc-Gly-OH ' und 6 g (11.2 mmol) 2. Das Produkt fillt als Schaum an; Ausb. 6.8 g {92%);
Ry(A) 0.0, (B) 0.83,(C) 0.87. — IR (KBr): 3320 (NH), 1620—1735(C=0), 1365 cm ! (Bu'). —
'H-NMR (270 MHz, [Ds]DMSO): § = 8.5 (br., 1H; NH), 8.3 (d, 1 H; NH), 7.75—8.1 (br,,
3H; NH), 7.35 (m, SH; Aromat), 7.2 (t, 1 H; N°H, Lys), 7.0 (t, 1 H; NH, Gly), 5.0 (s, 2H; CH,,
Bzl), 4.2—4.35 (m, 2H; 2C*H), 3.6 (s, 3H; OCHj3), 3.55 (d, 2H; C*H,, Gly), 3.15 (m, 2H;
C*H,, Arg), 2.95 (m, 2H; C°H,, Lys), 1.2—1.8 (m, 10H; CP"*H,, Lys; CP'H,, Arg), 1.35 (s,
9H; Bu'). — [«]y = —12.6 (c = 1, MecOH).

Boc-Gly-Arg(NO,)-Lys(Z )-OH (67): Nach Arbeitsvorschrift 1112 mit 6.54 g (10 mmol)
66. Das Produkt wird aus EE/Diethylether umkristallisiert; Ausb. 5.8 g (91%); Schmp. 78°C;
Re(A) 0.0, (B) 0.78, (C) 0.65. — IR (KBr): 3300 (NH), 16201725 (C=0), 1365 cm ! (Bu'). —
'H-NMR (270 MHz; [D¢]JDMSO): Daten siche 66; das Signal bei § = 3.6 fehit. — [o]¥ =
—49 (¢ = 1, MeOH).

Ddz-Glu( OBzl )-Val-Tyr-Gly-OBu' (68). Nach Arbeitsvorschrift 12 mit 8.3 g (18 mmol)
Ddz-Gluw(OBzl)-OH*? und 6.29 (16 mmol} 59. Das Produkt fillt als fester Schaum an; Ausb.
15 g (95%); Rs(A) 0.35, (B) 0.92, (C) 0.89. — IR (KBr) Daten siche 62. — 'H-NMR
(270 MHz; [D]DMSO): 8 = 8.3 (t, 1 H; NH, Gly), 7.4—8.0 (34, 3H; 3 NH), 7.35 (m, SH;
Aromat), 6.6 und 7.0 2d, 4H; Aromat, Tyr), 6.5 (d, 2H; Aromat, Ddz), 6.35 (t, 1 H; Aromat-
Ddz), 5.1 (s, 2H, CH,, Bzl), 4.0—4.5 (m, 3H, 3 C*H), 3.7 (m, 8H; Ddz, OCH;; C*H,, Gly),
2.7—3.0 (m, 2H; CPH,, Tyr), 2.3 (t, 2H; C'H,, Glu), 1.6—2.0 (m, 9H; Ddz, a,a-Dimethyl;
CPH, Val; CPH,, Glu), 1.4 (s, 9H; Bu'), 0.7 (t, 6 H; C"Hs, Val).

H-Glu(OBzl)-Val-Tyr-Gly-OBuw* - TFA (69): Nach Arbeitsvorschrift TV/B? mit 13.94 g
(16.7 mmol) 68. Das Produkt wird aus EE/Diethylether umkristallisiert; Ausb. 10.3 g (85%);
Schmp. >210°C (Zers.); Re{(A) 0.1, (B) 0.81, (C) 0.89. — TR (KBr): 3200—3440 (NH), 1630
bis 1735 (C=0), 1365 cm ! (BuY). — [a]F = —5.96 (c = 0.7, MeOH).

Boc-Gly-Arg(NO,)-Lys(Z )-Glu( OBzl )-Val-Tyr-N,H ,Boc (70): Nach Arbeitsvorschrift 1?
mit 4.2 g (6.5 mmol) 67 und 5.7 g (7.8 mmol) 44. Nach Gelchromatographie wird das Produkt
aus MeOH/Dicthylether umkristallisiert; Ausb. 4.1 g (51%); Schmp. 175°C (Zers.). — IR
(KBr): 32003450 (NH), 1630—1730 (C=0), 1365 cm ' (Bu). — '"H-NMR (270 MHz;
[Ds]DMSO). 8 = 9.7 (br, 1H; NH, Hydrazin), 8.8 (br., 1H; NH, Hydrazid), 7.6 —8.2 (m,
5H; 5 NH), 7.35 (m, 10H; Aromat, Z, Bzl), 7.2 (t, { H; N°H, Lys), 7.05 (d, 2H; Aromat, Tyr),
6.95 (t, 1H; NH, Gly), 6.6 (d, 2H; Aromat, Tyr), 5.0—5.1 (2s, 4H; CH,, Bzl), 4.1 -4.6 (m,
5H; 5 C*H), 3.65 (d, 2H; C*H,, Gly), 3.15 (br., 2H; C*H,, Arg), 2.95 (br., 2H, C°*H,, Lys),
2.6—2.9 (m, 2H; C*H,, Tyr), 2.4 (i, 2H; C'H,, Glu), 1.2—1.9 (m, 13 H; CPH, Val; C*H,, Glu;
CPYSH,, Lys; CPTH,, Arg), 1.35 (s, 18H; Bu'), 0.75 (dd, 6 H; C"Hy, Val). — [o}¥ = —13.49
(¢ = 0.6, MeOH).
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Boc-Arg(NO,)-Lys(Z )-Glu( OBzl)-Val-Tyr-Gly-OBu' (71): Nach Arbeitsvorschrift I? mit
4.65 g (8 mmol) 28 und 7.26 g (10 mmot) 69. Nach Gelchromatographie wird das Produkt
aus MeOH/EE umkristallisiert; Ausb. 4.52 g (48%); Schmp. 180—185°C; Rg(A) 0.15, (B)
0.85, (C) 0.89. — IR (KBr): Daten siche 65. — 'H-NMR (270 MHz; [Ds]DMSO): § = 8.25
(t, 1H; NH, Gly), 7.65~8.15 (4d, 4H; NH), 7.35 (m, 10H; Aromat), 7.2 (t, 1 H; N°H, Lys),
7.0 (d, 2H; Aromat, Tyr), 6.95 (d, 1 H; NH, Arg), 6.6 (d, 2H; Aromat, Tyr), 5.0—5.1 (2s, 4H,;
CH,, Bzl), 42~4.5 (m, 3H; 3 C°H), 3.9—4.15 (m, 2H; 2 C*H), 3.6 (d, 2H; C*H,, Gly), 3.15
(br., 2H; C®H,, Arg), 2.85~3.0 (m, 3H; CPH, Tyr; C°*H,, Lys), 2.7 (q, 1H; CPH, Tyr), 2.35
(m, 2H; C"H,, Glu), 1.95 (m, 2H; C*H, Val; C*H, Glu), 1.2—1.8 (m, 11 H; C*H, Glu; C#*H,,
Lys; CP"H,, Arg), 1.3—1.4 (25, 18H; Bu'), 0.7 (d, 6 H; C'H,, Val). — [«]¥ = ~275(c = 1,
MeOH).

Cs;HgyN Oy (1177.3) Ber. C 58.15 H 7.01 N 1309 Gef C 5791 H 688 N 12.96

cyclof-Arg(NO,)-Lys(Z )-Glu(OBzl)-Val-Tyr-Gly-] (¢2). — a) Durch Cyclisierung nach
der Azid-Methode: Nach Arbeitsvorschrift VII? mit 1.51 g (1.2 mmol) C- und N-termial
entschiitztem 70; Ausb. 97 mg (8%); Schmp. 208°C (Zers.); R{(A) 0.00, (B) 0.71, (C) 0.86. —
IR (KBr): 3280 (NH), 1620—1725 cm ' (C=0). — 'H-NMR (270 MHz; [D¢]DMSO): Da-
ten siche Tab. 1. — [a]®d = —33.2 (¢ = 0.5, DMF). — FAB-MS: m/z = 1003 [M + H]".
CysHg3Ny O3 - 2 H;O (1002.0 + 36) Ber. C 5554 H 6.51 N 14.84
Gef. C 55.51 H 6.36 N 14.81

b) Durch Cyclisierung mit EDCI/DMAP: Nach Arbeitsvorschrift VI? mit 2.14 g (1.9 mmol)
C- und N-terminal entschiitztem 71; Ausb. 980 mg (51%).

cyclo[-Arg-Lys-Glu-Val-Tyr-Gly-] - 2 HOAc (c2a) Nach Arbeitsvorschrift VIII? mit
50 mg (0.05 mmol) ¢2; Ausb. 35 mg (82%); Schmp. 162—164°C (Zers.); Rg(A) 0.0, (B) 0.2,
(C) 0.0, (D) 0.36. — Aminosdureanalyse: Arg 0.98, Lys 1.0, Glu 1.11, Val 0.94, Tyr 0.82, Gly
1.02.

Boc-Val-Arg(NQ,)-Lys(Z)-OMe (72): Nach Arbeitsvorschrift 12 mit 2.61 g (12 mmol)
Boc-Val-OH ' und 5.29 g (10 mmol) 2. Das Produkt wird aus EE/Diethylether umkristal-
lisiert; Ausb. 6.3 g (92%); Schmp. 136—139°C; Ri(A) 0.05, (B) 0.78, (C) 0.88. — IR (KBr):
3320 (NH), 1645 —1730 (C=0), 1365 cm~! (Bu'). — 'H-NMR (270 MHz; [Ds]DMSO): § =
8.6 (br., 1H, N°H, Arg), 8.4 (d, 1 H; NH), 7.7—7.9 (d; br,, 3H; 2 N°H, Arg; NH), 7.3 (m, 5H;
Aromat), 7.2 (t, 1H; N°H, Lys), 6.7 (d, 1H; NH, Val), 5.0 (s, 2H; CH,, Bzl), 425—4.4 (m,
2H; 2 C*H), 3.75 (m, 1H; C*H, Val), 3.6 (s, 3H; OCHj), 2.95—3.2 (m, 4H; C°H;, Arg; C°H,,
Lys), 1.9 (m, 1H; CPH, Val), 1.4 (s, 9H; Bu'), 1.25—-1.75 (m, 10H; CP*H,, Lys; C*'H,, Arg),
0.8 (t, 6H; C'H,, Val). — [a]¥ = —29.3 (¢ = 0.5, MeOH).

H-Val-Arg(NO,)-Lys(Z)-OMe - HCI (13). Nach Arbeitsvorschrift I1» mit 7.8 g (11.4
mmol) 72; Ausb. 6.3 g (88%); Schmp. 181 —184°C; Ri{A) 0.0, (B) 0.48, (C) 0.44. — IR (KBr):
3240 (NH, NH?%), 1640—1730 cm~! (C=0). — 'H-NMR (270 MHz; [D]DMSO): § =
8.5—8.7 (2d, 2H; 2 NH), 8.2 (br, 3H; NHY), 7.35 (m, 5H; Aromat), 7.25 (t, 1 H; N°H, Lys),
5.0 (s, 2H; CH,, Bzl), 42—~4.4 (m, 2H; 2 C*H), 3.7 (br,, 1H; C*H, Val), 3.6 (s, 3H; OCH,),
3.2 (br., 2H; C°H,, Arg), 2.95 (m, 2H; C*H,, Lys), 2.05 (m, 1H; CPH, Val), 1.25—1.8 (m, 10H;
CP*®H,, Lys; C3H,, Arg), 0.9 (dd, 6H; C'H;, Val). — [o]® = +4.2 (¢ = 0.5, MecOH).

CyHysCINGOg (631.1) Ber. C 4948 H 6.86 N 17.76 Gef. C 49.38 H 6.96 N 17.54

Boc-Tyr-Val-Arg(NO,)-Lys(Z)-OMe (74). Nach Arbeitsvorschrift 1% mit 4.62 g (10
mmol) Boc-Tyr-OH - DCHA und 5.6 g (8.8 mmol) 73. Das Produkt wird aus MeOH/

Diethylether umbkristallisiert; Ausb. 6.4 g (85%); Schmp. 161 —164°C; R¢(A) 0.0, (B) 0.88, (C)
0.90. — IR (KBr): 3300 (NH), 1635—1725 (C=0), 1365 cm ' (Bu'). — '"H-NMR (270 MHz;
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[D6]DMSO): 3 = 8.6 (br., 1 H; N°H, Arg), 7.7—8.3 (3d, 3H; 3 NH), 7.35 (m, 5H; Aromat),
7.2 (t, 1H; N°H, Lys), 6.6—7.1 (2d, 4H; Aromat, Tyr), 6.95 (d, 1H; NH, Tyr), 5.0 (s, 2H;
CH,, Bzl}, 4.1 —4.35 (m, 4H; 4 C°H), 3.6 (s, 3H; OCHy,), 3.15 (br., 2H; C*H,, Arg), 2.6—3.0
(m, 4H; C"*H,, Lys; CPH,, Tyr), 2.0 (m, 1H; CPH, Val), 1.2—1.8 (m, 10H; CP**H,, Lys; C}'H,,
Arg), 1.35 (s, 9H; BuY), 0.8 (t, 6H; C"Hs, Val).

Boc-Tyr-Val-Arg(NO,)-Lys(Z)-OH (75). Nach Arbeitsvorschrift II1? mit 64 g (7.5
mmol) 74 sowie zusitzlich 10.5 ml 1 ¥ NaOH und 10 ml DMF als Lésungsmittel. Das
Produkt wird aus MeOH/Diethylether umkristallisiert; Ausb. 90%); Schmp. 128 —132°C
(Zers.); R(A) 0.0, (B) 0.78, (C) 0.55. — IR (KBr) 3200— 3460 (NH), 1620—1730 (C=0),
1365 cm ™! (Bu'). — 'H-NMR (270 MHz, [D]DMSO): Daten siche 74; das Signal bei § =
3.6 fehlt. — [a])) = —14.8 (c = 1, MeOH).

CyHs NGOy, (843.9) Ber. C 55.51 H 6.80 N 1494 Gef. C 55.68 H 7.00 N 14.84

Boc-Tyr-Val-Arg(NO,)-Lys(Z )-Asp( OBzl )-Val-OBu' (76). Nach Arbeitsvorschrift 1% mit
5.9 g (7 mmol) 75, 4.43 g (9 mmol) 15 und 10 ml DMF als Lésungsmittel. Nach Gelchro-
matographie wird das Produkt aus MeOH/EE umkristallisiert; Ausb. 3.9 g (47%); Schmp.
164 —168°C; Rg(A) 0.05, (B) 0.86, (C) 0.90. — IR (KBr): 32803400 (NH), 1630—1730
(C=0), 1365 cm™! (Bu"). — 'H-NMR (270 MHz; [Dc]DMSO): 8 = 9.15 (s, 1 H; OH, Tyr),
8.5 (br., 1H; N°H, Arg), 7.7—-8.3 (5d, 5H; 5§ NH), 7.35 (m, 10H; Aromat), 7.2 (t, 1 H; N°H,
Lys), 6.6—7.0 (m; d, 5H; Aromat, Tyr; NH, Tyr), 50—-5.1 (2s, 4H; CH,, Bzl), 4.7 (m, 1H;
C°H, Asp), 4.3 (m, 3H; 3 C*H), 4.1 (m, 2H; 2 C*H), 3.15 (m, 2H; C*H,, Arg), 2.6—3.0 (m,
6H; C*H,, Lys; C*H,, Tyr; C*H,, Asp), 2.0 (m, 2H; C*H, Val), 1.2—1.8 (m, 10H; CP*?H,,
Lys; CP7H,, Arg), 1.3—1.4 (2s, 18 H; Bu"), 0.85 (d, 12H; C'H,, Val). — [a]F = —172(c =
0.5, DMF).

CsoHgsN1 Oy (1204.4) Ber. C 58.84 H 7.11 N 12.79 Gef. C 58.67 H 6.87 N 12.87

cyclof[-Tyr-Val-Arg(NO,)-Lys(Z )-Asp(OBzl)-p-Val-] (¢3). Nach Arbeitsvorschrift VI?
mit 1.1 g (0.9 mmol) C- und N-terminal entschiitztem 76; Ausb. 300 mg (32%); Schmp.
195°C; R¢(A) 0.0, (B) 0.79, (C) 0.91. — IR (KBr): 3320 (NH), 1630—1730 cm~' (C=0). —
'H-NMR (270 MHz [D¢]DMSO): Daten siche Tab. 2. — [oa]¥ = —456 (¢ = 02,
MeOH). — FAB-MS: m/z = 1031 [M + H]*.

CsoHgyN1 O3 - HyO (1030.08 + 18) Ber. € 57.29 H 6.64 N 14.70
Gef. C 5793 H 6.29 N 15.13

cyclof-Tyr-Val-Arg-Lys-Asp-p-Val-] - 2 HOAc (c3a): Nach Arbeitsvorschrift VIII? mit
30 mg (0.029 mmol) ¢3; Ausb. 22 mg (86%); Schmp. 195°C (Zers.); Rg(A) 0.0, (B) 0.16, (C)
0.00, (D) 0.43. — Aminosiureanalyse: Gehalt an p-Val 43.5% .

Boc-Tyr-Val-Arg(NO,)-Lys(Z )-Glu( OBz )-Val-OBu' (77): Nach Arbeitsvorschrift I? mit
5.06 g (6 mmol) 75, 4.05 g (8 mmol) 9 und zusitzlich 10 ml DMF als Lésungsmittel. Nach
Gelchromatographie wird das Produkt aus MeOH/Diethylether umkristallisiert; Ausb.
4.05 g (55%); Schmp. 188—192°C (Zers.); Ri(A) 0.0, (B) 0.88, (C) 0.94. — IR (KBr): Daten
siche 19. — 'H-NMR (270 MHz, [Ds]DMSO): 3 = 8.5 (br., 1 H; N°H, Arg), 7.7—8.15 (d;
m, 5H; 5 NH), 7.35 (m, 10H; Aromat), 7.2 (t, 1 H; N°H, Lys), 7.05 (d, 2H; Aromat, Tyr), 6.95
(d, 1H; NH, Tyr), 6.65 (d, 2H; Aromat, Tyr), 5.0—5.1 (2s, 4H; CH,, Bzl), 4.25—-4.4 (m, 4H;
4 C*H), 40—4.2 (m, 2H; 2 C*H), 3.15 (m, 2H; C°H,, Arg), 2.85—3.0 (m, 3H; C°H,, Lys;
CPH, Tyr), 2.6 (m, 1H; CPH, Tyr), 24 (t, 2H; C"H,, Glu), 2.0 (m, 2H; C*H, Val), 1.2—1.8
(m, 12H; CPH,, Glu; CP7°H,, Lys; CBH,, Arg), 1.3—1.4 (25, 18H; Bu'), 0.85 (m, 12H; C"Hs,,
Val). — [o]f = —11.4 (c = 0.5, DMF).

CooHg/N11O6 (1218.3) Ber. C 59.15 H 7.19 N 12,65 Gef. C 59.09 H 7.12 N 12.89
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Boc-Tyr-Val-Arg(NO,)-Lys(Z )-Glu-p-Val-OBu' (78): Nach Arbeitsvorschrift [? mit 3.8 g
(4.5 mmol) 75, 2.28 g (4.5 mmol) 22 und 15 ml DMF. Das Produkt wird aus EE umkri-
stallisiert; Ausb. 2.0 g (36%); Schmp. 218 —220°C (Zers.).; Rg(A) 0.15, (B) 0.85, (C) 0.89. —
IR- und NMR-Daten siehe 77. — [0]® = —6.7 (¢ = 0.4, DMF). :

cyclof-Tyr-Val-Arg(NO,)-Lys(Z )-Glu( OBzl)-p-Val-] (c4). — a) Durch Cyclisierung mit
EDCI/DMAP aus 77: Nach Arbeitsvorschrift VI? mit 2.0 g (1.7 mmol) C- und N-terminal
entschiitztem 77; Ausb. 495 mg (28%); Schmp. 215°C (Zers.); R{A) 0.0, (B) 0.78, (C) 0.90. —
IR (KBr): Daten siehe ¢3. — "H-NMR (270 MHz, [D4]DMSO): Daten siehe Tab. 2. —
[0l = —484 (¢ = 0.2, MeOH). — FAB-MS: m/z = 1045 [M + H]".
CsiHeoN1 O3 - HyO (1044.11 + 18) Ber. C 57.67 H 6.73 N 14.50
Gef. C 5728 H 6.84 N 14.61

b) Durch Cyclisierung mit EDCI/DM AP aus 78: Nach Arbeitsvorschrift V1% mit 1.62 g (1.4
mmol) C- und N-terminal entschiitztem 78; Ausb. 560 mg (38%).

cyclof-Tyr-Val-Arg-Lys-Glu-p-Val-] - 2 HOAc (c4a): Nach Arbeitsvorschrift VIII? mit
45 mg (0.043 mmol) c4; Ausb. 33 mg (86%); Schmp. 195°C (Zers.); R{A) 0.00, (B) 0.20, (C)
0.0, (D) 0.44.

CAS-Registry-Nummern

c1: 100350-74-1 / ela: 100350-75-2 / 2: 68455-63-0 / ¢2: 100350-76-3 / ¢2a: 100350-78-5 /
¢3: 100350-79-6 / ¢3a: 100366-04-9 / c4: 100350-80-9 / c4a: 100350-82-1 / 9: 97251-09-7 /
15: 97251-05-3 / 22: 96356-55-7 / 28: 100102-88-3 / 44: 100103-07-9 / 53: 100350-48-9
51952-36-4 / 55: 57697-47-9 / 56: 100350-49-0 / 57: 100350-50-3 / S8: 100350-51-4 /
100350-52-5 / 60: 100350-53-6 / 61: 100350-55-8 / 62: 100366-02-7 / 63: 100350-57-0 / 64
100350-58-1 / 65: 100350-59-2 / 66: 100350-60-5 / 67: 100350-61-6 / 68: 100350-62-7 / 69:
100350-64-9 / 70: 100350-65-0 / 71: 100350-66-1 / 72: 100350-67-2 / 73: 100350-68-3 / 74
100350-69-4 / 75: 100350-70-7 / 76: 100350-71-8 / 77: 100350-72-9 / .78: 100350-73-0 /
Z-Tyr(Z)-OH: 29713-96-0 / H-Gly-N,H,Boc: 23776-83-2 / Z-Tyr(Z)-Gly-OBu" 53666-05-0 /
Ddz-Asp(OBzl)-OH: 70082-73-4 / Ddz-Glu(OBzl)-OH: 51219-79-5 / Boc-Tyr-OH - DCHA:
16944-14-2 / Z-Val-OH: 1149-26-4 / Boc-Gly-OH: 4530-20-5 / Boc-Val-OH: 13734-41-3 /
Thymopoietin: 60529-76-2
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