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Synthese von N-(1-Carboxy-5-aminopentyl)dipeptiden
als Inhibitoren des Angiotensin Converting Enzyme**

Von Riidiger Escher und Peter Biinning*

N-Carboxymethyldipeptide haben in den letzten Jahren
als Inhibitoren des Angiotensin Converting Enzyme (ACE)
fiir die Behandlung von Hypertonie und Herzinsuffizienz
groBe Bedeutung erlangt!. Die N-(1-Carboxy-5-amino-
pentyl)dipeptide sind dariiber hinaus wertvolle Werkzeuge
fiir biochemische Studien des ACE; aufgrund ihrer &-Ami-
nogruppe eignen sie sich nach Kupplung an eine Gelma-

(*1 Priv.-Doz. Dr. P. Biinning, Lebensmittelchem. R. Escher
Biochemisches Institut der Universitat
Hermann-Herder-StraBe 7, D-7800 Freiburg

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
dem Fonds der Chemischen Industrie gefordert. Fir ihre Unterstiitzung
sei Herren Dr, H. Urbach und Dr. R. Henning sowie Herrn Prof. Dr. F.
Effenberger und Frau U. Burkard gedankt.
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trix als Liganden fiir die Affinititschromatographie des
Enzyms. Zur Synthese dieser N-substituierten Dipeptide
bieten sich folgende Wege an: Reduktive Aminierung von
a-Ketosduren oder Umsetzung primdrer Amine mit o-
Brom-, a-Methansulfonyloxy- oder a-Trifluormethansul-
fonyloxy-carbonsdureestern 2. Hierbei liefern jedoch nur
die Ester 2 mit Aminosiure-Derivaten unter Walden-Um-
kehr N-substituierte a-Aminocarbonsfiureester 3 in hoher
Ausbeute™. Auf diesem Weg wurde eine Serie von N-(1-
Carboxy-5-aminopentyl)glycyl- 6a und -alanylaminosiu-
ren 6b synthetisiert.

o] 0
I (CF350,),0 [
HO—CH-C~0Bz] CF3$020—(i:H~C—OBzI
CsHsN
1 1
R 1 R 2
0 NH, o o
HyCO—C—CH—(CH,),—~NH-Boc il 1l
—> H3CO—C—('I:H—NH—('|JH—C—OX
((|:H2)4 R
/ 3, X = Bzl NH—-Boc
AR
z 4,X=H 3,4
—CH—C—0R3
- Grgon 0 o o
RZ 0 I I I
4 ————————> HzC0~C—CH-NH-CH-C—NH-CH-C-OR3
—P(0)— | 1 |
(C3H;—P(0)-0)5 (?Hz)" R! R2
NH~Boc 5
0 0 0
1) NaOH I 1l 1l
HO—-C—-CH—NH—-CH-C—NH-CH-C-0OH
2) CF4COOH | | }
((I:Hz)4 R? R2
NH, 6

Schema |. Prinzip der Synthese von N-(1-Carboxy-5-aminopentyi)dipeptiden
6. Bzl=Benzyl, Boc=tert-Butoxycarbonyl. a, R'=H: b, R'=CH,.

Das Prinzip der Synthese der N-(1-Carboxy-5-amino-
pentyl)dipeptide 6 ist in Schema 1 dargestellt. Fiir die Syn-
these der Glycyl-Derivate 6a bzw. L-Alanyl-Derivate 6b
werden Glykolsiurebenzylester 1a bzw. p-Milchsiureben-
zylester 1b mit Trifluormethansulfonsiureanhydrid/Pyri-
din zu 2a bzw. 2b umgesetzt. Die geringe Stabilitit des
Esters 2a erfordert sofortige Umsetzung mit zwei Aquiva-
lenten N°-Boc-L-Lysinmethylester, wobei ein Aquivalent
als Base zur Pufferung freigesetzter Trifluormethansuifon-
sdure dient. Hingegen kénnen zur Umsetzung des Esters
2b dquimolare Mengen an N°Boc-L-Lysinmethylester und
Triethylamin als Base eingesetzt werden. Von den Produk-
ten 3 wird die Benzylgruppe durch katalytische Hydrie-
rung entfernt; und es folgt die Kondensation von 4 mit
Aminosaureestern durch die Propylphosphonsiureanhy-
drid-Methode® zu den geschiitzten Dipeptiden 5. Versei-
fung der Ester mit Natronlauge und Abspaltung der Boc-
Gruppe mit Trifluoressigsiure liefern die aktiven ACE-In-
hibitoren 6 (Tabelle 1).

Die Untersuchung der Hemmung von ACE durch die
Verbindungen 6 ergibt, daB die ICs,-Werte iiber einen Be-
reich von 5500 nmol/L fiir den schwichsten Inhibitor 6a,,
bis 10 nmol/L fiir den stdrksten Inhibitor, N-(1-Carboxy-
S-aminopentyl)-L-alanyl-L-alanin 6b,, variieren (Tabelle
1).
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Tabelle 1. Synthese von N-(l-Carboxy-5-aminopentyl)dipeptiden 6 und
Hemmung des Angiotensin Converting Enzyme (ACE) mit diesen Verhin-
dungen.

H;CO—CO—-CH[(CH,);—NHBoc]NH-CHR'-CO-NH-CHR?-COOK’ §

HOOC-CHI[(CH;)s—NH,;]NH-CHR'-CO-NH—-CHR?-COOH 6

R' R R? Produkt 5, Ausb. 1Cso [l
in5 1%} [a] [nmol L}
H H C.H; 6a, 49 5500
H CH; CH, 6a; 49 130
H i-C3H, CH, 6a; rY) 790
H Bzl C,H; 6a, 52 170
CH; H CH; 6b, 57 160
CH; CH; CH; 6b, 57 10
CH; i-C3H, CH; 6by 56 15
CH, Bzl C:H; 6b, 57 12

[a] Ausbeute an 5 bezogen auf 1. Der Schritt §—6 verl4uft mit ca. 70% Aus-
beute. [b] Konzentration an 6, bei der halbmaximale Hemmung von ACE
aus Kaninchenlungen unter Standard-Aktivitdtstestbedingungen (4] aultritt
(Enzymkonzentration: 2 nmoi/L).

Die Inhibitoren werden nach der Carbodiimid-Metho-
de® iiber einen Spacerarm, der aus 1,4-Bis(2,3-epoxyprop-
oxy)butan und 6-(4-Aminobenzamido)hexansidure aufge-
baut ist'®, an eine Sepharose-6B-Matrix (Pharmacia, Frei-
burg) gekuppelt.

Als Liganden fiir eine Affinititschromatographie von
ACE eignen sich 6a,, 6a;, 6a, und 6b,;. Mit 6a, und 6b,
werden die hochsten Ausbeuten an Enzym erzielt; 6a, er-
gibt dagegen eine sehr geringe Bindung des Enzyms an das
Affinitdtsgel, wihrend 6b, bis 6b, ACE gut, jedoch prak-
tisch irreversibel binden.

Die beschriebene Synthese liefert N-(1-Carboxy-5-ami-
nopentyl)dipeptide 6 in hoher Ausbeute. Sie weisen breit-
geficherte Hemmwirkung gegeniiber ACE auf und sind
wertvolle Werkzeuge fiir biochemische Studien dieses En-
zyms.

Arbeitsvorschrift

1a: Zu 7.60 g (100 mmol) Glykolsaure und 10.10 g (100 mmol) Triethylamin
in 50 mL Essigsaureethylester werden 11.50 g (90 mmol) Benzylchlorid gege-
ben [7]. Nach 6 h Sieden wird filtriert und das Filtrat destillativ aufgearbeitet.
Ausbeute: 6.72 g (45%) 1a, Kp=136°C/14 Torr.

2a: 1.66 g (10 mmol) 12 und 0.89 mL (11 mmol) Pyridin in 40 mL CH.Cl,
werden unter Rithren und N, wiahrend 20 min bei —12°C tropfenweise mit
1.84 mL (11 mmol) Trifluormethansulfonsidureanhydrid versetzt. Sdulenchro-
matographie an Silicage! bei 4°C in CH,Cl, und Einengen liefern 2.24 g 2a
(75%).

3a: Zu 224 g (7.5 mmol) 2a in 30 mL CH,Cl, werden unter Rithren bei
—15°C 3.90 g (15 mmol) H-Lys(Boc)-OMe in 30 mL CH,Cl; gegeben. Nach
1 h Rihren, Waschen mit Wasser, Trocknen tiber MgSO,, Einengen und Sau-
lenchromatographie an Silicage! mit Essigsdureethylester/Cyclohexan (1:1,
v/v) werden 2.75 g 3a (90%) erhalten.

4a:2.45 g (6 mmol) 3a in 250 mL Methanol werden mit Pd/C (10%) wihrend
4 h hydriert. Nach Filtration und Einengen kristallisiert 4a bei 4°C aus. Aus-
beute: 1.62 g (85%).

5a;: Zu 0.64 g (2 mmol) 4a und 0.84 g (6 mmol) Ala-OMe-Hydrochlorid so-
wie 2.51 mL (18 mmol) Triethylamin in 60 mL CH;Cl, werden bei —12°C
1.4 mL einer Dichlormethanlsung mit 50 Gew.-% Propylphosphonsiurcan-
hydrid getropft. Nach 4 h Rihren bei Raumtemperatur, Waschen mit Eis-
wasser, gesattigter KH,PO,-Lésung (pH 4.5), gesittigter NaCl-Ldsung und
Trocknen ilber MgSO, erhilt man 0.7 g (86%) Sliges Sa;.

6a,: Eine Lasung von 0.40 g (1 mmol) 52, in 3 mL Aceton wird mit 2.0 mL
0.5mM NaOH wihrend 8 h und nach Zusatz weiterer 20 mL 0.5 M NaOH
wihrend 24 h geschiittelt. Nach Neutralisation mit Trifluoressigsiure, Einen-
gen im Vakuum und Saulenchromatographie an Silicagel mit Essigsaure-
ethylester und anschlieBender Elution mit Methanol wird die Boc-geschiitzte
Verbindung nach erneutem Einengen erhalten. Diese wird mit 80 pL Wasser
suspendiert, bei 0°C tropfenweise mit 770 pL (10 mmol) Trifluoressigsiure
versetzt und 3 h bei 23°C geriihrt. Einengen und Austausch des Trifluorace-
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tats gegen Acetat iiber Amberlite IRA 93 (Serva, Heidelberg) sowie anschlie-
Bende Lyophilisation liefern 6a, als Hydroacetat.

Eingegangen am 6. November 1985,
verdnderte Fassung am 2. Januar 1986 [Z 1522]
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2-Dewar-Phosphinine - eine neue Verbindungsklasse
mit zweifach koordiniertem Phosphor**

Von Jiirgen Fink, Wolfgang Résch,
Uwe-Josef Vogelbacher und Manfred Regitz*

Professor Rolf Appel zum 65. Geburtstag gewidmet

Phosphinine 1 sind seit lingerem bekannt und in ihrer
Reaktivitit eingehend untersucht!'. Ihre bicyclischen
Isomere, die 2- bzw. 1-Phosphabicyclo[2.2.0]hexadiene (2-
bzw. 1-Dewar-Phosphinine) 2 und 3, waren dagegen unse-
res Wissens unbekannt.

fﬁi
l Z
P

1

Wir erhielten 6 und 7 als erste Verbindungen des Typs 2
durch Reaktion der kinetisch stabilisierten Cyclobutadiene
42 und 4b™ mit den Phosphaalkinen 5a-e'“. Die Cyclo-
addition findet aus sterischen Griinden an C-1 und C-4
statt, und zwar so, dafl im Produkt der Estersubstituent
und der Substituent R* des Phosphaalkins bevorzugt oder
ausschlieBlich benachbart sind (Ausbeute quantitativ;
6 =85%, 7 =15%). Es ist verstdndlich, daB die Umsetzun-
gen mit 4a selektiver als die mit 4b verlaufen. Aus dem
Gemisch der Dewar-Phosphinine 6/7 erhilt man 6a-d
durch Kristallisation aus Pentan oder Petrolether (30-
75°C) isomerenfrei (Tabelle 1). Erstaunlich ist sowohl die
Resistenz der Phosphabicyclen gegeniiber Luftsauerstoff
(ein Einkristall von 6d ist selbst nach mehreren Wochen
noch intakt) als auch deren thermische Stabilitit (das Ge-
misch 6g/7g 148t sich z. B. bei 220°C unzersetzt destillie-
ren). Die bei den N-Analoga (6, N anstatt P) beobachtete
Aromatisierung!® kann also hier durch Erhitzen nicht er-
reicht werden.

Wesentlich fiir die Konstitutionsermittlung der Dewar-
Phosphinine 6a-h sind die >'P-Resonanzen (6=312-317)

o Yh

2

[*] Prof. Dr. M. Regitz, Dipl.-Chem. J. Fink,

Dipl.-Chem. W. Résch, Dipl.-Chem. U.-J. Vogelbacher
Fachbereich Chemie der Universitat
Erwin-Schrédinger-Strae, D-6750 Kaiserslautern

[**] Phosphorverbindungen ungewShnlicher Koordination, 9. Mitteilung.
Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie, der
Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie der Landesregierung von
Rheinland-Pfalz gefordert. - 8. Mitteilung: W. Résch, U.-J. Vogelba-
cher, T. Allspach, M. Regitz, J. Organomer. Chem., im Druck.
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