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Aus der Aquivalenz der fiinf Aminosauren in cyclo(-Phe,-) und cycle(-Gly5-) kann man auf ein 
im Sinne der NMR-Zeit-Skala schnelles Konformationsgleichgewicht schlieRen. Die Titelver- 
bindung liegt dagegen iiberwiegend in einer Konformation vor und eignet sich daher fur detail- 
lierte Untersuchungen. Die Zuordnung der NMR-Signale erfolgte durch Synthese und Messung 
von drei Derivaten, in denen jeweils eine Aminosaure der Sequenz in a-Stellung deuteriert wurde. 
Aus der Temperaturabhangigkeit der chemischen Verschiebung der NH-Signale bzw. deren Ver- 
anderung beim Zusatz von Trifluorethanol oder Chloroform folgt, daO in DMSO die NH-Protonen 
von Phe2 und Gly5 zwei intramolekulare Wasserstoffbrucken bilden. Das Phe2-NH ist Bestand- 
teil einer y-Schleife, wahrend man aus der geminalen Kopplungskonstanten der a-Protonen von 
Gly4 schliekn kann, daR das NH-Proton von Gly5 an einer P-Schleife vom Typ I1 beteiligt ist. 
Die an Cyclopentapeptiden gewonnenen Ergebnisse zeigen iibereinstimmend das Vorliegen 
wenigstens einer y-Schleife, die offenbar in kleineren Peptiden nicht so ungiinstig ist, wie bisher 
angenommen wurde. 

Conformation of Peptides, 11 ') 

'H NMR Investigation of the Conformation of cyelo(-Phe,-Gly,-) 
The equivalence of the five amino acids of cycle(-Phe5-) and cycle(-Gly,-) indicates a fast equilibra- 
tion on the NMR time scale. However, cyclo(-Phe,-GIy,-) is conformationally homogeneous 
and hence was selected for detailed NMR investigations. For signal assignments three derivatives, 
each of which contains one a-deuterated amino acid in the sequence, were synthesized. The tempe- 
rature dependence of the chemical shift of the N H  signals in DMSO proves intramolecular hydrogen 
bonds of Phe2- and Gly5-NH. This is supported by the spectral change after addition of trifluoro- 
ethanol or chloroform. PheZ-NH is involved in a y-loop, whereas it is concluded from the geminal 
coupling constants of the Gly4 a-protons that Gly5-NH is part of a p-loop of type 11. The results 
from conformational investigations of so far known cyclopentapeptides show that in each of them 
at least one y-loop is formed. Obviously in smaller peptides the y-loop is less unfavourable as 
usually assumed. 

Die NMR-Spektroskopie ist zur Untersuchung von Peptidkonformationen in Losung 
besonders geeignet 'I. Probleme treten jedoch immer dann auf, wenn die Bewegungs- 

') I. Mitteil.: D. Demel und H .  Kessler, Tetrahedron Lett. 1976, 2801. 
2, Ubersichten fur cyclische Peptide: Yu. A.  Ouchirinikou und 1/: T Iuanou, Tetrahedron 31, 

2177 (1975). - Zb) C.  M .  Deber, K Madison und E.  R.  Blout, Acc. Chem. Res. 1976, 106. - 
"I K .  Wiithrich, NMR in Biological Research: Peptides and Proteins, North-Holland Publ. 
Comp., Amsterdam 1976. 

0 Verlag Chemie, GmbH, D-6940 Weinheim, 1978 
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moglichkeit eines Peptids so vielfdtig ist, daB mehrere Konformationen in nennenswertem 
Umfang am Gleichgewicht beteiligt sind. Da die meisten intramolekularen Beweglich- 
keiten eines Peptids schnell im Sinne der NMR-Zeit-Skala3) sind, wird in solchen Fallen 
nur ein statistisch gemitteltes Spektrum beobachtet, dessen Aussagekraft beschrankt ist. 
Wir haben die cyclischen Pentapeptide aus Phenylalanin und Glycin (Synthesen voran- 
stehend 4)) im Hinblick auf deren Konformation systematisch untersucht. Wir wahlten 
cyclische Pentapeptide dafur aus, weil einerseits durch den Ringschlurj die Bewegungs- 
moglichkeiten stark eingeschrankt sind und andererseits Pentapeptide die kleinsten Ring- 
systeme auhauen konnen, in denen die energetisch giinstigere trurzs-Konformation fur 
alle Peptidbindungen spannungsfrei moglich ist '). Aus dieser Sicht ist es erstaunlich, 
daI3 nur wenige Arbeiten iiber die Konformation solcher Ringsysteme vorliegen ', @. Neben 
Phenylalanin verwendeten wir Glycin fur unsere Untersuchungen, weil dieses konformativ 
auch die Rolle einer D-Aminosaure iibernehmen kann. Es stellte sich allerdings im Laufe 
der Arbeit heraus, daI3 die Loslichkeiten der Cyclopentapeptide nur Messungen in DMSO 
und DMSO-haltigen Losungsmittelgemischen erlaubten. Wir berichten hier iiber die 
Konformationsstudien an cycle(-Phe,Gly,-). 

NMR-Spektren von cycle(-Phe,Gly,-) 
Das 270-MHz-'H-NMR-Spektrum der Titelverbindung in DMSO bei 20°C ist in 

Abb. 1 wiedergegeben. 
Erwartungsgemal3 sind die Signale der aromatischen Protonen und der P-Protonen der 

Phenylalaninreste nicht vollstiindig aufgelost. Die NH-Protonen der Phenylalanine sind 
von denjenigen der Glycine anhand des Aufspaltungsbildes sofort zu unterscheiden. Die a- 
Protonen der Glycinreste erscheinen als AB-Teile von ABX-Spektren ; diejenigender Phenyl- 
alaninreste als drei sich teilweise iiberlagernde Quartetts, die jedoch eine unterschiedliche 
Abhangigkeit von der Temperatur zeigen. Aus dem Bereich der P-Protonen der Phenyl- 
alanine ist eine Signalgruppe (A von ABMX) eines Protons zu tiefem Feld verschoben. 
Die Zugehorigkeit dieses Signals zu den entsprechenden Signalen fur das a- und NH-Proton 
wurde durch Doppelresonanzexperimente sichergestellt. Dies gilt gleichermaoen fur die 
restlichen a- und NH-Protonen. 

Zur Interpretation der Konformation war die Zuordnung der Signale zu den einzelnen 
Aminosauren der Sequenz des Peptidringes erforderlich. Wir haben daher drei Derivate 
der Verbindung hergestellt, in denen jeweils bei einer Aminosaure (Phe', Phe' und Gly4) 
die a-Stellung deuteriert war. Die entsprechenden a-Protonensignale sind dann im Spek- 
trum verschwunden und die zugehorigen NH-Signale vereinfachen sich zu Singuletts 
(Abb. 1). In den deuterierten Derivaten waren teilweise Uberlappungen so weit reduziert, 

3,  H .  Kessler, Angew. Chem. 82, 237 (1970); Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 9, 219 (1970). 
4' Y A .  Baru, A .  Friedrich, W Hehlein, H .  Kessler, P .  Kondor, M .  Molter und H . J .  Veith, Chem. 

Ber. 111 ,  1029 (1978), voranstehend. 
') C. Ramal\riahtian und K .  P.  Sarathy, Int. J. Protein Res. 1, 63 (1969); vgl. jedoch die Struktur 

von Dihydrochlamydocin: I .  L. Karle, Peptides: Chemistry, Structure, Biology, Ed. R .  Walter 
und J .  Meienhofer, S. 61 ff., Ann Arbor Science Publishers, Ann Arbor Mich. 1975. 
J .  P .  Meraldi, R .  Schwyzer, A .  Tun-kyi und K .  Wiirhrich, Helv. Chim. Acta 55, 1962 (1972). - 
Cyclische Pentapeptide mit N-alkylierten Aminosauren ') weisen sowohl trans- als auch cis- 
Peptid-Bindungen auf und konnen mit unserer Verbindung nicht verglichen werden. 

') K .  Titlestad, Acta Chem. Scand., Ser. B 29, 153 (1975); 30, 753 (1976). 
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daR Doppelresonanzexperimente zur Zuordnung der CpH-Signale vereinfacht wurden. 
Die somit vollstandig zugeordneten NMR-Daten des Cyclopentapeptids sind in Tab. 1 
aufgefuhrt. 

c [P&*-Phe-Phe-GlyrCIy] 

c [Phe-&*-Phe-Gly-GIy] 

P h e l  111 & 

U Phe 2 II, n 
II Phe 3 ! l o  d I lY 

11 Gly 4 II lh 

[(1"0772 - Gly 5 

Abb. 1. 270-MHz-'H-NMR-Spektren von cycle(-Phe,-Gly,-) und einiger deuterierter Derivate 
in DMSO bei 20°C. Die a-Protonen der unterstrichenen Arninosauren sind jeweils gegen Deuterium 

ausgetauscht 

Tab.: 'H-NMR-Spektrurn von cyclo(-Phe'-Phez-Phe3-Gly4-Gly5-) in DMSO bei 20°C. 6-Werte. 
bezogen auf TMS, Meljfrequenz 270 MHz 

Phe' Phe' Phe3 Gly4 Gly5 

NH 8.14 d 8.02 d 8.49 (d) 8.68 (t) 7.69 (t) 
c, H 4.19 q 4.28 q 4.33 (9) A 3.42 A 3.60 

B 3.90 B 3.72 
CPH urn 2.70 (rn) urn 2.90 (m) A 2.90 

B 3.09 

3Jr4~-c,~ 7.85 8.56 7.65 A 5.18 A 5.03 
B 6.35 B 6.34 

- - 15.39 15.06 'JHCaH - 
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Die Temperaturabhangigkeit der NH-Signale in DMSO ist in Abb. 2 dargestellt. Im 
Bereich von 295 bis 365 K verschieben sich alle NH-Signale unterschiedlich stark, aber 
linear zu hoherem Feld. Abweichungen von der Linearitat werden bei hoheren Tempe- 
raturen beobachtet. 

I 
I I I 

''0° [( "0 i71 V&[Hd 2100 2200 
c- 

Abb 2 Ternperaturabhangigkeit der NH-NMR-Signale von cyclo(-Phe'-Phe2-Phe3-Gly4-Gly5-) 
in DMSO MeDfrequenz v,, = 270 MHz 

Der EinfluB des Zusatzes von Trifluorethanol (TFE) zur DMSO-Losung des Cyclo- 
peptids auf die chemischen Verschiebungen der NH-Signale konnte bis zu einem Anteil 
von 55% TFE beobachtet werden (Abb. 3). 

Vol % 
TFE 60 

n' I 
I 1 
F I Phe3 \ 

' L  i \  L 
I 

1 . 5. I 1. , I 
I I I 

2250 2200 2150 
pGpipi1 

Abb. 3. EinfluD des Zusatzes von Trifluorethanol zur DMSO-Losung von cycle(-Phe,-Gly,-) auf 
die Lage der NH-NMR-Signale 

Bei hoheren TFE-Konzentrationen lost sich das Substrat nicht mehr hinreichend. Ein 
Zusatz von CDC1, zur DMSO-Losung des Cyclopeptids (Abb. 4) bewirkt zunachst eine 
Hochfeld-Verschiebung des NH-Signals von Phe', wahrend die iibrigen NH-Signale bis 
zu einem VerhPltnis CDCl,/DMSO (1 : 1) nahezu unbeeinflul3t bleiben. Bei hoheren 
Chloroformkonzentrationen werden die NH-Signale von Gly4, Phe3 und Phe' stark nach 
hohem Feld verschoben. Das NH-Dublett von Phe' erscheint nahezu unverandert, wah- 
rend das NH-Signal von Gly5 sogar zu tiefem Feld verschoben wird. Auffallend ist weiter- 
hin, dal3 die Signale der beiden diastereotopen Methylenprotonen von Gly5 aufeinander 
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zu wandern, um bei einem Anteil von ca. 58% CDCI, zu einem Dublett zusammenzufallen. 
Bei noch hoheren Chloroformkonzentrationen tritt jedoch wieder der typische AB-Teil 
eines ABX-Spektrums in Erscheinung. 

'''I Vol% CDCI, 

Abb. 4. Einflun des Zusatzes von CDC1, zur DMSO-Losung von cycle(-Phe,-Gly,-) auf die Lage 
der NH-NMR-Signale 

Die Austauschgeschwindigkeit der NH-Protonen gegen Deuterium wurde durch Zusatz 
von wenig D 2 0  zur DMSO-Losung des Peptids bei 22°C gemessen. Am schnellsten wird 
der Wasserstoff von Gly" ausgetauscht (Halbwertszeit t ca. 1.9 h). Die anderen NH- 
Signale zeigen eine geringere Differenzierung ( t l iZ:  Phe3 4.7 h, Gly5 5.2 h, Phe' 6.8 h, 
Phe' 7.4 h) *). 

Das '3C-Spektrum der Titelverbindung in "C-DMSO 1aBt funf CO-Signale (6 = 

171.1, 171.0, 170.5, 169.2 und 168.8) erkennen; die Signale fur die a-Kohlenstoffatome er- 
scheinen bei 43.4, 42.8 (Gly4 und Giy') und bei 37.4, 36.8 und 36.4 (Phe' bis Phe3); die 
Cp-Kohlenstoffkerne kommen bei 56.3 (Intensitat 2) und 54.9 zur Resonanz, wahrend die 
zu erwartenden 12 Signale der Phenylreste unvollstandig aufgelost werden. 

Weitere NMR-Spektren von C yclopentapeptiden 
Die * H-NMR-Spektren samtlicher Phenylalanin und Glycin enthaltenden Cyclopenta- 

peptide 4, wurden ebenfalls gemessen. Die Temperaturgradienten 9, der NH-Verschiebung 
sind in Abb. 5 dargestellt. 

Es zeigt sich durch die Aquivalenz aller Aminosauren in den Cyclohomopeptiden, daB 
cycle(-Gly,-) eine D,,,-Symmetrie und cyclo(-Phe,-) bei Raumtemperatur eine C5-Sym- 
metrie aufweisen. Im 'C-NMR-Spektrum von cyclo(-Gly,-) in "C-DMSO wurden 
dementsprechend auch nur zwei Signale beobachtet : dasjenige der Carbonylkohlenstoffe 
bei 6 = 169.4 und ein C,-Signal bei 43.0 von TMS. 

Fehler in den Halbwertszeiten ca. 0.5 h. Die relative Reihenfolge der Austauschgeschwindigkeiten 
der einzelnen NH-Protonen ist eindeutig bestimmbar. 

91 Die Messungen wurden am 90-MHz-Gerat im Temperaturbereich von 30 bis 120°C durch- 
gefuhrt. 
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~ ~ ~ ~ ~ 8 ~ ~ : ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  3 . 3 x  4; [; p: 0 . 4  1.5 

Abb. 5. Temperaturgradienten der NH-Signale [. ppm/Grad] im Bereich von 50- 1 2 0 T  
Messungen bei 90 MHz in DMSO. Die mit x bezeichneten Signale sind in der Sequenz nicht 
zugeordnet. Die Symbole fur die Aminosauren bedeuten: 0 Phe; 0 Cly; 0 Pro; @ Ala. 
a) Der Wert fur dieses Signal ist bei 90 MHz wegen Signaluberlappung nicht zu ermitteln. 
b, Lit. '1. 

'1 Lit. 6 1 .  

Diskussion 
Fur die Bestimmung der Gerustkonformation ("backbone") eines Peptids in Losung 

liefert der Nachweis der internen bzw. externen Orientierung der NH-Protonen eine 
erste wichtige Information. Eine interne Ausrichtung der NH-Protonen bedingt den Ver- 
lust der Wasserstoffbrucke zu einem Losungsmittel, das als H-Brucken-Acceptor fungieren 
kann (z. B. DMSO). Dies wird oft durch eine intramolekulare Wasserstoffbriicke energe- 
tisch kompensiert. In Cyclopentapeptiden sind intramolekulare Wasserstoffbrucken zum 
Carbonylsauerstoff der Aminosaure 1 nur von NH-Gruppen der Aminosaure 3 (3 + 1- 
Briicke, 7-gliedriger Ring, y-Schleife) oder 4 (4 + I-Briicke, 10-gliedriger Ring, b-Schleife) 
moglich (Abb. 6) lo). 5 ---t I-Wasserstoffbrucken, die dem Strukturelement der a-Helix 
entsprechen, konnen in Cyclopentapeptiden nicht ausgebildet werden, weil neben dem 
13-gliedrigen Ring ein 8-gliedriges Ringsystem mit einer tram-Peptidbindung gebildet 
wurde, das energetisch relativ ungunstig sein sollte. Die dominierende Konformation in 
cyclo(-Phe,Gly,-) ergibt sich daher weitgehend durch die Festlegung der vom Solvens 
abgeschirmten NH-Protonen in der Aminosauresequenz. Diese Aussage wird durch die 
Temperaturabhangigkeit der chemischen Verschiebungen der NH-Signale ermoglicht. 

0 

d 5 - 1  
p 4-1 
y 3-1 

Abb. 6. Interne Wasserstoffbrucken in Cyclopentapeptiden 

Die Wasserstoffbriicken zum Losungsmittel DMSO sind wegen der notwendigen Fixie- 
rung der Solvensmolekule stark von der Temperatur abhangig. Temperaturgradienten 
von 5 bis 7 .  10-3 ppm/K gelten allgemein2*'2' als Nachweis fur die Existenz externer 
- 

Die von Nee1 ' ' 1  aufgrund der Interpretation von IR-spektroskopischen Daten vorgeschlagene 
2 + 1-Briicke konnte bislang in Peptiden nicht bestatigt werden. Sie sind von uns nicht in 
Betracht gezogen worden. 

"I J .  N e d ,  Pure Appl. Chem. 31, 201 (1972). 
I " Eigene Messungen an cyclo(-Gly,-) und cyclo(-Gly-Ala-) ergaben fur die externen NH-Protonen 

ppm/K und fur das externe NH-Proton des Glycins Koeffizienten von 5.0 bzw. 4.5. 
des Alanins 5.6. ppm/K. 
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Wasserstoffbriicken zum DMSO 13) ,  wahrend Werte unter 2 .  ppm/K als Hinweis 
auf ,,interne Wasserstoffbrucken" interpretiert werden. Dabei ist zunachst die Aussage 
richtig, dal3 die NH-Protonen mit kleinen Temperaturkoeffizienten vom Solvens abge- 
schirmt sind; ob jedoch interne NH-Protonen gleichzeitig Briickenbindungen zu Peptid- 
carbonylgruppen eingehen, geht hieraus nicht unmittelbar hervor. Beispielsweise wurden 
im C,-symmetrischen Cyclohexapeptid cyc/o(-L-Ala-L-Pro-D-Phe-), aufgrund der Tempe- 
raturgradienten der NH-Signale in den NMR-Spektren zwei intramolekulare Wasser- 
stoffbriicken NH-L-Ala + CO-L-Ala' abgeleitet 14), wahrend die Rontgenstrukturanalyse 
dieses Peptids einen 0 - N-Abstand von 3.20.8, und einen Winkel von ca. 132" zeigt, was 
einer ,,extrem schwachen Wasserstoffbrucke" entspricht Is). Als ein sehr grobes MaB fur 
die Starke einer internen H-Briicke kann die chemische Verschiebung der NH-Protonen 
angesehen werden. Anisotropieeffekte miissen dabei jedoch vernachlassigt werden (vgl. 
Lit. 14)). 

Im Gegensatz zu friiheren Annahmen scheint die Konformation eines Peptids in DMSO- 
Losung mehr durch die starken Briicken zum Solvens als durch intramolekulare Briicken 
bestimmt zu werden. 

Die Aquivalenz der NMR-Signale aller Aminosauren der Cyclopentahomopeptide, 
cycle(-Gly,-) und cyclo(-Phes-), zeigt eine hohe Symmetrie an. Diese augenscheinliche 
Gleichwertigkeit kann aber auch von einem im Sinne der NMR-Zeit-Skala haufigen 3' 
Austausch von Konformationstopomeren 6 ,  und Konformationsisomeren hervorgerufen 
werden. Obwohl Berechnungen an symmetrischem cyclo(-Alas-) ergeben haben, daB eine 
C,-symmetrische Konformation moglich ist '), neigen wir zu der Annahme eines schnellen 
Gleichgewichtes, wie es ahnlich in Cyclohexapeptiden aus Alanin und Glycin bereits 
vorgeschlagen wurde "I. 

Es ist auffallend, daB in den Glycin und Phenylalanin enthaltenden Cyclopentapeptiden 
entweder mittlere Temperaturgradienten der NH-Verschiebung beobachtet werden, oder 
daI3 es zwei relativ kleine und drei relativ groBe Werte gibt. Es liegt die Annahme nahe, 
daB diejenigen Peptide, die extreme Temperaturgradienten aufweisen, eine Konformation 
im Gleichgewicht mit anderen Konformationen bevorzugen. Wir haben daher diese 
Cyclopentapeptide ausgewahlt und zum detaillierten Konformationsstudium benutzt. 
Das in dieser Arbeit untersuchte cyc/o(-Phe3Gly,-) weist deutlich zwei kleinere Temperatur- 
koeffizienten fur die NH-Protonen von Gly5 und Phe' auf (Abb. 5). 

Wir gehen bei unserer Diskussion davon aus, daB nur trans-Peptidbindungen vor- 
kommen. Selbst in prolinhaltigen Cyclopentapeptiden ' 3  dominiert die trans-Konfor- 
mation des Prolins, so dal3 fur die hier besprochenen Peptide kein Grund zur Annahme 

1 3 )  Teilweise werden diese Werte auch auf andere Losungsmittel ubertragen. Dies ist unserer 

14) K .  D. Kopple, 7: J .  Schamper und A .  Go, J. Am. Chem. SOC. 96, 2597 (1974). 
1 5 )  J .  N .  Brown und R. G. Teller, J. Am. Chem. SOC. 98, 7565 (1976). Da in der Elementarzelle 

(2 Molekiile Peptid) 16 Molekiile Wasser auftreten, kann eine weitgehende Ubereinstimmung 
mit der Struktur in Losungsmitteln, die als H-Briickenakzeptor wirken konnen, angenommen 
werden. 

1 6 )  G. Binsch, E .  L. Eliel und H .  Kessler, Angew. Chem. 83, 618 (1971); Angew. Chem., Int. Ed. 
Engl. 10, 570 (1971). 
V 7: Iuurioc, S. L. Portnova, 7: A .  Balashouu, V.  F. B),strou, [/: I/: Shilin, J .  Bicwcir und Bir. . A .  01 1 / I I I I -  

nikou, Khim. Prir. Soedin. 7, 339 (1971), und dort zitierte Literatur [Chem. Abstr. 75, 130121 z 
(1971)l. 

Meinung nach jedoch nicht ohne weiteres erlaubt. 
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einer um ca. 2 kcal/mol energiereicheren cis-Peptidbindung zu sehen ist. In der unter den 
MeBbedingungen stabilsten Konformation mufiten daher die Carbonylgruppen nach 
auBen gerichtet sein, die mit den intern orientierten NH-Gruppen der Aminosauren 2 
und 5 verkniipft sind. Folglich kommen als Acceptoren fur intramolekulare Wasserstoff- 
briicken nur die Carbonylgruppen der Aminosauren 2, 3 und 5 in Frage (Abb. 7). Nach 
den oben angefuhrten Argumenten steht somit fur das intramolekular orientierte NH- 
Proton von Phe' nur die Carbonylgruppe von Gly' unter Ausbildung einer y-Schleife 
zur Verfugung. Das NH-Gly' konnte dagegen mit CO-Phe' (P-Schleife) oder CO-Phe3 
(y-Schleife) eine zweite Wasserstoffbrucke ausbilden. 

Phe* 

i?-2>-7fi Phe1 

Abb. 7. Konformation von cyclo(-Phe3-Gly,-) in DMSO 
Nahere Aussagen kann man aus der Losungsmittelabhangigkeit gewinnen. Der Zusatz 

von TFE "3 1 9 )  fuhrt zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken vom TFE zu allen ,,externen" 
Carbonylgruppen. Dadurch werden die Signale der benachbarten NH-Protonen zu tiefem 
Feld verschoben. Bei hoheren TFE-Konzentrationen bewirkt der Ersatz des starken 
Wasserstoffbriickenacceptors DMSO eine Hochfeldverschiebung. Mit den bisherigen 
Uberlegungen im Einklang ist somit die Tieffeldverschiebung der NH-Signale fur Phe' 
und Gly' (Abb. 3), deren benachbarte Carbonylgruppen extern orientiert sein mussen. 
Auffallend ist weiterhin, darj das NH-Signal von Phe' wegen der benachbarten internen 
Carbonylgruppe zunachst unbeeinfluot bleibt, wodurch die y-Schleife NH-Phe'-CO-Gly' 
bestatigt wird. Das Verhalten der NH-Signale von Phe3 und Gly" gibt kein Entscheidungs- 
kriterium zugunsten einer der beiden Konformationen in Abb. 7, da ein TFE-Zusatz 
eine schwache Tieffeldverschiebung bewirkt. Erst bei Konzentrationen uber 30% wandert 
das NH-Signal von Gly" deutlich zu hohem Feld (vgl. NH-Phe'). Da der Zusatz von TFE 
konformationelle Anderungen bewirken kann, halten wir die SchluBfolgerungen aus den 
Kopplungskonstanten (s. u.) fur sicherer. 

Eine weitere Bestatigung der bisher diskutierten Resultate liefern die durch Chloroform 
induzierten Verschiebungen. Dieses Losungsmittel ist ebenfalls ein Wasserstoffbrucken- 
donator, es wirkt im Vergleich zu TFE jedoch schwacher. Ein geringer Chloroformzusatz 
macht sich zunachst wenig bemerkbar, da die Adduktbildung mit dem DMSO das CDCI, 

Vgl. z. B. D. W Urry  und M .  M. Long, CRC Crit. Rev. Biochem. 4, 1 (1976), und dort zitierte 
Literatur. 

19) M. Llinas und M .  P. Klein, J. Am. Chem. SOC. 97, 4731 (1975). 



1978 Peptidkonformationen, I1 1053 

nahezu quantitativ abfangt 'O). Erst oberhalb einer 1 : 1-Konzentration wirkt sich der 
DMSO-Unterschul3 in einer Hochfeldverschiebung der externen peptidischen NH-Signale 
aus. Folglich verschieben sich nun die NH-Signale fur Phe', Phe3 und Gly4 zu hoherem 
Feld, wahrend die Signale der intern orientierten NH-Gruppen fur Phe' und Gly' wegen 
der nun z. T. bruckengebundenen benachbarten CO-Gruppen leicht nach tiefem Feld 
verschoben werden. 

Die Austauschgeschwindigkeit der NH-Protonen gegen Deuterium kann als ein kine- 
tisches Experiment fur die Thermodynamik eines Konformationsgleichgewichtes nur 
Anhaltspunkte liefern. So kann der Austausch eines NH-Protons uber eine nur wenig 
populierte Konformation eine Exposition zum Solvens vortauschen, obwohl in der thermo- 
dynamisch stabilsten Form das NH-Proton intern orientiert ist. Daher kann zwar die 
relativ kleine Austauschgeschwindigkeit von Gly' im Vergleich zu Gly4 und von Phe' 
im Vergleich zu Phe3 und Phe' als ein weiterer Hinweis fur die oben abgeleitete Konfor- 
mation von cyclo(-Phe3Glyz-) gewertet werden; wir mochten diesem Argument jedoch 
keine zu groBe Bedeutung beimessen. 

Die Analyse der Kopplungskonstanten kann in giinstigen Fallen weitere Anhaltspunkte 
uber die Konformation in Losung liefern'l). Hauptnachteil dieser Methode ist die Viel- 
deutigkeit der Karplus-Kurve, die jeweils mehrere Winkelbereiche zur Interpretation der 
gemessenen Kopplungskonstanten erlaubt. In einem Fall ") ist es gelungen, durch Iso- 
topenanreicherung uber die H-Heteroatom-Kopplung eindeutige Antworten zu erhalten. 
Dieses Verfahren ist jedoch extrem aufwendig. Eine zusatzliche Schwierigkeit tritt in 
unserem Fall auf, da bei Festlegung der oben bewiesenen y-Schleife NH-Phe'-CO-Gly' 
noch drei mogliche Strukturen verbleiben, die sich bezuglich der uber die Kopplung mel3- 
baren Winkel nur geringfugig unterscheiden. Die NH-Gruppe von Gly' kann dabei ent- 
weder in eine y-Schleife zum CO-Phe3 oder in eine P-Schleife vom Typ I oder Typ I1 
zum CO-Phe' einbezogen sein. Die wesentlichen Unterschiede liegen weniger am 4- 
Winkel von Gly4 (Definition der Winkel gemal3 IUPAC-Nomenklatur 'j); nach Lit. 24) 

gilt fur 4 in y 77 f 10"; P' 66 f 10"; PI' 62 f 5'3 der uber die vicinale NH-C,H-Kopplungs- 
konstante zuganglich ist, als im +-Winkel von Gly4 (y 70 f 10"; P' 22 10"; pll 132 f 1 W). 
Die vicinalen Kopplungskonstanten an Gly4 (5.18 und 6.35 Hz) lassen sich mit dem 4- 
Winkel von 60 - 80" gut interpretieren. Als Unterscheidungskriterium bietet sich jedoch 
die geminale Kopplung der Glycinprotonen an. Die GroDe dieser Kopplung wird durch 
die Orientierung der Carbonylgruppe bestimmt ''I, so dal3 daraus der $-Winkel ermittelt 
werden kann. Leider ist das verfugbare experimentelle Material noch relativ beschrankt. 
Die beobachtete Kopplung 'JHH an Gly4 betragt 15.4 Hz und entspricht daher einem 
+-Winkel von 30- 53" bzw. 130- 155" 'l). Bei aller notwendigen Vorsicht der Interpreta- 
tion sprache dies mehr fur eine 4 + 1 Wasserstoffbriicke vom Typ I1 (Abb. 7 links). 

'O' Das CHC1,-Signal ist folglich bei geringen Chloroformkonzentrationen deutlich zu tiefem 
Feld verschoben. Erst oberhalb 50% CHC1, wandert das Signal auf den normalen Wert von 
6 = 7.24 ZU. 

'IJ I/: F.  Bystroc, Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectros. 10, 41 (1976). "' I/: F .  Bystrou, Vortrag auf der 17th Experimental NMR Conference in Pittsburgh, USA 1976. 
23' IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature, Biochemistry 9, 3471 (1970). 
2 4 J  1. L. Karle in Peptides - Chemistry, Structure, Biology, Edit. R.  Walter und J .  Meienhofer, 

2 5 )  K .  Titlestud, P .  Groth, J .  Dale und M .  I .  Ali, J. Chem. SOC., Chem. Commun. 1973, 346. 
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S. 61ff., Ann Arbor Science, Ann Arbor Mich. 1975. 



1054 Y A .  B u m ,  A .  Friedrich, H .  Kessler und M .  Molter Jahrg. 111 

Schlunbemerkung 
Zur Bestimmung der stabilsten Konformation von cyc/o(-Phe,Gly,-) in DMSO wurde 

die Temperaturabhangigkeit der chemischen Verschiebung der NH-Protonen, deren 
Austauschgeschwindigkeit gegen Deuterium, die spektroskopischen Veranderungen bei 
Zugabe von Chloroform bzw. TFE und die Kopplungskonstanten analysiert. Alle Metho- 
den zeigten ubereinstimmend die interne Orientierung der NH-Protonen von Phe’ und 
Gly’. Die vorgeschlagene stabilste Konformation enthalt eine 3 -+ I-Wasserstoffbriicke 
von Phe’ nach Gly’. Die intramolekulare Orientierung des NH-Protons von Gly’ er- 
laubt entweder eine 4 + 1-Briicke vom Typ I1 zum Carbonylsauerstoff von Phe’ oder - 
weniger wahrscheinlich - eine 3 + 1-Brucke zum CO von Phe3. Die Spektren sind auch 
mit einem dynamischen Gleichgewicht zwischen diesen beiden Strukturen vereinbar 
(Abb. 7). 

x-iw LG: 

Abb. 8. Konformation von cycle(-Pro-Phe-Gly-Phe-Gly-) und cycle(-Pro-Gly-Ala-Gly,-) (s. Text) 

Es 1st interessant, dieses Ergebnis mit den bisher bekannten Cyclopentapeptid-Kon- 
formationen mit all-trans-Peptidbindungen zu vergleichen. In dem von uns untersuchten 
cyc‘lo(-Pro-Phe-Gly-Phe-Gly-) (Abb. 8) wird eine sehr ahnliche Struktur (mit zwei intra- 
molekularen Wasserstoffbriicken unter Ausbildung einer P- und einer y-Schleife) be- 
wiesen, in der ein Phenylalanin in einer y-Schleife steht ’). Die Struktur entspricht damit 
weitgehend den hier beschriebenen Resultaten. Eine andere Deutung wurde von Wiithvich 
et al. fur die dominierende Konformation von cyclo(-Pro’-Gly2-Ala3-Gly4-Gly5-) ge- 
geben ‘3 26). Auch dort beobachtet man zwei kleine Temperaturkoeffizienten der Ver- 
schiebung der NH-NMR-Signale, die jedoch von den Autoren nur durch 4 --f 1-Brucken 
(0-Schleifen) interpretiert werden. Die kleinen Koeffizienten von Gly2 und Gly5 werden 
durch ein dynamisches Gleichgewicht zweier Strukturen erklart 26). Dafur sind unseres 
Erachtens aber die erwahnten Temperaturkoeffizienten zu klein. Die Ergebnisse lassen 
sich jedoch zwanglos durch eine Struktur erklaren, die zwei intramolekulare NH-Orientie- 
rungen unter Ausbildung mindestens einer 3 --f 1-Brucke aufweist (Gly’ zu CO-Gly5, 
s. Abb. 8)26a). 

Es scheint uns durchaus denkbar, daD die y-Schleife gegenuber der P-Schleife energetisch 
nicht sehr benachteiligt ist. Der Befund, daD P-Schleifen bei Rontgenstrukturanalysen 
von Proteinen vie1 haufiger gefunden wurden, ist wohl eher geometrisch zu erklaren, da 
bei einer 0-Schleife die Peptidkette um 180” zu einer zum Aufbau der Faltblattstruktur 

2 h J  K .  Wiithrich, A .  Tun-Kyi und R. Schwyzer, FEBS-Lett. 25, 104 (1972). 
Anm. bei der Korrektur (Y. I .  1978):  Kurzlich wurde unabhiingig von unseren Arbeiten in 

dem Cyclopentapeptid cqiclo(-Gly-Pro-Gly-D-Ala-Pro-) durch NMR-Untersuchungen (L.  Pease, 
personliche Mitteilung) und Rontgenstrukturbestimmung (I. L. Karle, Pure Appl. Chem. 49, 
1291 (1977)) die P,y-Konformation nachgewiesen. 
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optimalen Anordnung zuriickgefaltet wird. Eine y-Schleife hingegen fuhrt nur zu einer 
Riickbiegung von ca. 120", die weiteren Stabilisierungsmoglichkeiten fehlen dann. Zur 
Unterbrechung einer a-Helix ist eine y-Schleife ohnehin zu schwach. Ausgehend von den 
Erfahrungen an Proteinen wird bei Strukturvorschlagen fur cyclische und acyclische 
Peptide die 0-Schleife meist bevorzugt. Bei Konformationsuntersuchungen von kleineren 
Peptiden erfordern solche Analogieschliisse nach unserer Meinung jedoch eine detaillierte 
experimentelle Uberpriifung. 

Synthese der spezifisch deuterierten Titelverbindung 

Der anfanglich beschriebene Weg zur Darstellung von cycle(-Phe,-Gly-[a,a-D,]Gly-) 
iiber Trityl-Gly-[a,a-D2]Gly-Phe3 . NHNH, fuhrte nur in hochst unbefriedigender 
Gesamtausbeute zu unsauberen Produkten. Die im Verlauf der Synthese der linearen 
Vorstufen auftretenden Reinigungsprobleme umgingen wir durch h d e r u n g  des Synthese- 
weges Cjetzt wurde Gly4 in a-Stellung deuteriert, vgl. Synthese der undeuterierten Verbin- 
dung in Lit.4)). Die in Phe2 und Gly4 deuterierten cyclischen Pentapeptide wurden analog 
der undeuterierten Verbindung erhalten. Bei der Synthese von Phe'-deuteriertem Cyclo- 
pentapeptid wurde mit Riicksicht auf eine minimale Zahl deuterierter Zwischenstufen 
das Z-geschiitzte lineare Pentapeptid durch eine (1 + 4)-Kupplung dargestellt (Schema). 

Synthese von cycle(-[cl-D]Phe-Phe,-Gly,-) 

TOS = P - C H ~ C ~ H ~ S O ~ H  

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeiiischaft und dem Fonds der Chemischen Industrie 
fur Sachbeihilfen. A. F. dankt der Studieiistifturzg des Deutschen Volkes fur die Gewahrung eines 
Promotionsstipendiums. Ein Teil der Arbeiten wurde in dem Robert Robinson Institut der Uni- 
versitat Liverpool durchgefuhrt. Wir danken Prof. G. W Kenner fur seine Unterstutzungen. 

69* 



1056 Y A .  Bara, A .  Friedrich, H .  Kessler und M .  Molter Jahrg. 11  1 

Experimenteller Teil 
Schmelzpunkte: Kofler, nicht korrigiert. - Drehwerte: Polarimeter LEP A2 der Firma Carl Zeiss, 

I-dm-Kuvette. - Dunnschichtchrornatographie (DC): Fertigfolien SI F Riedel de Haen. Als 
Laufmittel wurden folgende Systeme verwendet: A n-Butanol/Eisessig/Wasser (3: 1 : 1); B Chloro- 
form/Methanol/Eisessig (95: 5: 1); C Ethylacetat/Pyridin/n-Butanol/Wasser (20: 3: 10: 5). - 'H- 
NMR-Spektren: Bruker HX 90, 90 MHz, und Bruker WH 270, 270 MHz, PFT-Spektren; wenn 
nicht anders angegeben, ca. 0.03 M Losungen in DMSO bei 50°C (HX 90) bzw. 22°C (WH 270). 
Fur die Zuordnung werden die Aminosauren vom N-Terminus ausgehend durchnumeriert. - 
Verbindungen, die deuterierte Aminosauren enthielten, wurden nur durch D C  und NMR (270 MHz) 
charakterisiert, um Substanzverluste moglichst gering zu halten. 

[up-D, Gly war von der Firma Merck Sharp & Dohme erhaltlich; [a-D]Phe muBte dagegen 
nach Lit. 1 I dargestellt werden. Die Racemattrennung gelang mit Ephedrin analog Lit. 

Z-PheZ-NzH3  12): 4.6g (1Ommol) Z-Phe,-OMe (1 )291  werden in wenig heinem Ethanol gelost 
und mit 10 ml Hydrazinhydrat versetzt. Nach 20 min Kochen unter RiickfluB wird uber Nacht 
stehengelassen, das ausgefallene Produkt abfiltriert, mit kaltem Ethanol und Ether gewaschen 
und i. Vak. iiber P,O,/KOH getrocknet. Ausb. 4.2 g (91 "A), Schmp. 198 - 201 "C, [a]::8 = + 2.4' 
(5% in DMF). DC: R ,  A 0.78, B 0.62, C 0.93. - 'H-NMR (DMSO): F = 7.0-7.4 (m, 16H, NH- 
Phe' und Arom.); 7.96 (d, J = 8.3 Hz, NH-Phe*); 4.26 (M-Teil von ABMX, 1 H, C,H-Phe'); 4.52 
(M-Teil von ABMX, 1 H, C,H-PheZ); 2.54- 3.12 (m, 4H,  CpHz-Phe'.'); 9.05 (s, breit, 1 H, NHNH,); 
die Protonen der NH,-Gruppe tauschen relativ schnell mit Restwasser aus und werden nicht 
beobachtet. 

CZ6HZHN4O4 (460.5) Ber. C 67.81 H 6.13 N 12.16 Gef. C 68.00 H 5.97 N 12.25 

Z-Phe,-G/y,-OMe (3): 1.93 g (4.22 mmol) 2 in 50 ml D M F  werden bei -20°C nacheinander 
mit 2.09 ml (50.4 mmol) konz. Salzsaure und 3.06 ml(6.3 mmol) 14proz. waBriger NaN0,-Losung 
versetzt. Nach 30 min Ruhren bei - 15 "C wird mit 6.29 ml N-Ethylpiperidin neutralisiert und die 
neutralisierte Losung von 1.2 g H-Gly,-OMe. Tos (3.77 mmol) in 20 ml D M F  zugegeben. Man 
IaBt iiber Nacht bei 0°C riihren und anschlieBend auf Raumtemp. erwarmen. Nach Entfernen des 
Losungsmittels i. Vak. im Rotationsverdampfer wird mit 5 proz. Citronensaure ausgefillt, 
gewaschen, getrocknet und uber eine LH20-Siiule mit D M F  chromatographiert. Ausb. 2.0 g 
(93%), Schmp. 173-176"C, [a]::' = -27.7" (2% in DMF). DC: R F  A 0.76, B 0.59, C 0.89. - 
'H-NMR (DMSO): 6 = 7.0-7.4 (m, 15H, Arom.); 4.94 (s, 2H, Z-CH,); 7.52 (d, J = 8.70 Hz, 
NH-Phe'); 8.24 (d, J = 7.78 Hz, NH-Phe'); 8.25 (t) und 8.37 (t) ( N H - G I Y ~ . ~ ) ;  4.27 (M-Teil von 
ABMX, 1 H, C,H-Phe'); 4.60 (M-Teil von ABMX, 1 H, C,H-Phe'); 6, = 3.75, SR = 3.81 (AB von 
ABX, JAB = 16.94, JAX = JBx = 5.95 Hz, 2 H )  und 3.89 (d, J = 5.95 Hz, 2H)  (C,H2-Gly3,4); vA = 

2.66, vB = 2.93 (AB von ABMX, JAB = 13.73, JAM = 10.59, JRM = 3.14 Hz, C,H,-Phe'); vR = 

3.08 (AB von ABMX, JAB = 13.73, JBM = 9.21, JRM = 4.98 Hz, C,H,-Phe'); 3.62 (OCH,). 

Ber. C 64.80 H 5.96 N 9.75 Gef. C 64.90 H 5.87 N 9.94 C31H34N407 (574.6) 

Z-/a-D]Phe-Phe,-Gly,-OMe (4): 575 mg ( 1  mmol) 3 in 50 ml D M F  werden in Gegenwart von 
190 mg (1 mmol) p-Toluolsulfonsaure-monohydrat und 50 mg Katalysator (5% Pd auf Aktivkohle) 
uber Nacht hydriert. Das Filtrat wird i. Vak. auf 20 mi eingeengt, bei -5°C mit 0.14 ml (1 mmol) 
N-Ethylpiperidin neutralisiert und anschlieBend unter Ruhren nacheinander mit 4.10 mg (1.4 mmol) 
Z-[a-DIPhe-OH, 80 mg I-Hydroxybenzotriazol und 200 mg DCC versetzt. Nach etwa 30 min bei 
ca. 0 "C wird das Reaktionsgemisch uber Nacht bei Raumtemp. stehengelassen. Der ausgefallene 
Harnstoff wird abfiltriert, das Filtrat im Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Nach Fallen 

2 7 )  J .  W Thanassi, J. Org. Chem. 36, 3019 (1971). 
'*' M .  Oki, K .  Suzuki, S .  Tuchida, 7: Saito und H .  Kotake, Bull. Chem. SOC. Jpn. 43, 2554 (1970) 
29' K .  Blaha, Collect. Czech. Chem. Commun. 34, 4000 (1969). 
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mit 5 proz. Citronensaure und sorgfaltigem Waschen wird in D M F  aufgenommen und iiber eine 
LH20-Saule mit D M F  chromatographiert. Ausb. 618 mg (85%), [a]::8 = -33.4" (lob in DMF). 
DC: R F  A 0.76, B 0.33, C 0.77. - 'H-NMR (DMSO): 6 = 6.9-7.4 (m, 20H, Arom.); 4.91 (s, 
Z-CH,); 7.46 (s, NH-Phe'); 8.31 (d, J = 7.31 Hz) und 8.08 (d, J = 7.78 Hz) (NH-PheAPB); 8.26 (t, 
NH-Gly'); 8.24 (t, NH-GlyD); 4.50-4.60 (M-Teile von ABMX, 2H, C,H-PheAaB); 6, = 3.73, 
6 e  = 3.78 (AB von ABX, J A B  = 16.9, J , x  = 5.87, JBx  = 6.04 Hz, C,H2-GlyC); 3.87 (d, J = 5.35 Hz, 
C,H2-GlyD); SA = 2.77, SR = 3.00 (AB von ABMX, JAR = 13.73, JAM = 9.22, JRM = 4.52 Hz) und 
6 ,  = 2.85, he = 3.06 (AB von ABMX, JAB = 13.73, JAM = 8.34, JBM = 5.05 Hz) (CoH2-PheA.B); 
3.61 (OCH,). 

cyclo(-[a-D]Phe-Phe,-Glyz-i (7): 600 mg (0.83 mmol) 4 werden in 10 ml Methanol analog 2 
zu 5 hydrazinolysiert. Nach Aufarbeiten wird mit 315 mg (1.66 mmol) p-Toluolsulfonsaure- 
monohydrat in Gegenwart von 100 mg Pd-Katalysator iiber Nacht hydriert (6). Die Cyclisierung 
erfolgte, wie bereits fur die undeuterierte Verbindung beschrieben '). Ausb. 124.8 mg (27%), DC: 
R ,  A 0.69, B 0.08, C 0.68. - 'H-NMR (DMSO): 6 = 8.49 (s,  NH-Phe'); vgl. Abb. 1. 
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