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Zinc Complexes of Amino Acids and Peptides, 3!'l. — Zinc Complexes of Peptides with N-terminal Cysteine

Conventional methods were used to prepare three dipeptides
Cys-X-OR (X = Gly, Phe), nine dipeptides Cys-X-NH, (X =
Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Pro, Phe, Met, Ser), three tripeptides
Cys-X-OR (X = Gly-Gly, Phe-Phe, Met-Phe), and three tri-
peptides Cys-X-NH, (X = Gly-Gly, Gly-Ala, Gly-Leu). All
these peptides have the unprotected amino acid cysteine at
the N terminus. Their reactions with basic zinc carbonate re-
sulted in the formation of mononuclear complexes ZnL,, with

L being the peptide anion resulting from SH deprotonation.
IR and NMR spectra indicate that in all these complexes the
zinc ion is coordinated by the cysteine thiolate and amino
functions of two peptide ligands. This tetrahedral ZnN,S,
coordination by two chelating peptides is confirmed by a cry-
stal structure determination of the complex Zn(Cys-Gly-
NHy)..

In der vorausgehenden Arbeit!!! haben wir dargelegt,
nach welchen Gesichtspunkten wir eine Koordinationsche-
mie des Zinks mit aminosdurehaltigen Liganden angehen.
Unser Ziel ist dabei, die umfangreichen, aber beziiglich der
Koordination wenig prizisen Untersuchungen an biologi-
schem Material (Zink-Enzyme, Zinkfinger-Proteine) zu er-
génzen durch Studien an wohldefinierten niedermolekula-
ren Zinkkomplexen. An diesen sollen dann quantitative
Aussagen zur Stabilitdt, Struktur, Dynamik und Reaktivitit
gewonnen werden. Die fiir das Zink verwendeten Liganden
sollen sich an denen im biologischen Material! orientieren,
was bedeutet, daB wir bevorzugt Derivate der Aminosduren
Histidin und Cystein einsetzen.

Die vorliegende Arbeit beschreibt unsere ersten Versuche
einer priparativen Chemie von Zinkkomplexen cysteinhalti-
ger Peptide. Hierzu®® und zu entsprechenden Struktur-
untersuchungen in Losungl® und im festen Zustandl®! gibt
es noch relativ wenig Literatur. Ausfithrlich untersucht ist
in Losung das Zink?*/Glutathion (Glu-Cys-Gly)-System!®],
und Kristallstrukturanalysen liegen von Na,[ZnCys,] und
Zn(Cys-OEt), vorll. Als Stoffe beschrieben!® und beziig-
lich ihrer Stabilitit in Lésung untersucht™ sind die Zink-
komplexe der zweizdhnigen Liganden, die durch O-, N-
oder S-Blockierung der Aminosiure Cystein entstehen. Un-
seres Wissens wurden Zinkkomplexe cysteinhaltiger Peptide
bisher noch nicht in reiner Form isoliert.

Das am besten beherrschbare Koordinationsverhalten
sollten Peptide zeigen, die den Cystein-Baustein am N-Ter-
minus tragen und die am O-Terminus durch Veresterung
oder Amidbildung blockiert sind. Dieses durch Formel A
ausgedriickte Bauprinzip lokalisiert ‘die Ligandeneigen-
schaften des Peptids bevorzugt in der Amino- und Thiolat-
funktion des Cysteins, die mit dem Metall-Ion den vorteil-
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haften fiinfgliedrigen Chelatring ausbilden. Wir stellten des-
halb als erstes Di- und Tripeptide dieses Typs her, von de-
nen erhofft wurde, daB3 sie mit dem Zink Neutralkomplexe
des Typs B bilden wiirden.
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Aminosiuren und Peptide

Die im folgenden beschriebenen Di- und Tripeptide
konnten mit vertretbarem Aufwand in fiir eine priparative
Komplexchemie ausreichenden Mengen hergestellt werden.
Das Carboxyl-Ende der Peptide wurde bevorzugt durch
Amidbildung blockiert, in einigen Fillen auch durch Ver-
esterung. Bei den Dipeptiden kamen als Partner des Cy-
steins insgesamt neun Aminosiuren zum Einsatz, bei den
Tripeptiden insgesamt fiinf Aminosduren in fiinf verschie-
denen Dipeptid-Zusammensetzungen. Die Auswahl der
Partner-Aminosiuren beschrinkte sich im wesentlichen auf
diejenigen, die keine funktionellen Seitengruppen tragen.
Die Ausnahme bildeten die in drei Peptiden eingesetzten
Aminosduren Methionin und Serin.
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Zur Peptidsynthese benutzten wir durchwegs die Me-
thode der gemischten Anhydride mit Hilfe von Chloramei-
sensaure-isobutylester und N-Methylmorpholin als Hilfs-
base in organischen Lésungsmitteln'”). Als Schutzgruppe
fir die Aminofunktion wurde stets die t-Boc-Gruppe ver-
wendet, zum Schutz der Thiolfunktion die Anbindung einer
Tritylgruppe am Schwefel. Dies hatte den Vorteil, daB3 sich
von den fertigen Peptiden beide Schutzgruppen in einem
Arbeitsgang abspalten lieflen, was mit Trifluoressigsiure
und Ethanthiol/Ethandithioll!!! geschah. Zur Reinigung
muBlten die erhaltenen Peptid-Ester bzw. -Amide durch
Hochdruckchromatographie von ihren Begleitkomponenten
getrennt werden, wozu eine semipriparative reversed-phase-
(Cg)-Trennsaule zum Finsatz kam. Dem Eluens wurde stets
0.1% Trifluoressigsdure beigemischt, was sicherstellte, daB
die Peptid-Produkte als Trifuoracetate anfielen. In der un-
tbersichtlichen Peptid-Literatur konnten wir fiir keines der
hier beschriebenen 18 Peptid-Trifluoracetate eine konkrete
Darstellungsvorschrift finden.

Die nachstehend gegebene Bezeichnung der Peptide und
ihrer Zinkkomplexe orientiert sich an den Formelbildern A
und B. Die Peptide, speziell die mit polaren Aminosiduren,
sind sehr hygroskopisch und halten zum Teil auch hartnak-
kig Losungsmittelreste fest. Thre NMR-Spektren (Exp. Teil)
belegen jedoch, dal} sie keine weiteren Verunreinigungen
enthalten. Allein das Peptid Cys-Pro-NH, (9a) und sein
Zinkkomplex konnten nicht in befriedigender Reinheit er-
halten werden, was sich besonders in den *C-NMR-Spek-
tren zeigte. In den IR-Spektren der Peptide fallen als Cha-
rakteristika die v(SH)-Banden bei 2545—2570 cm™', die
z.T. sehr schwach sind, die starken Amid-Banden um 1650
cm~! und intensive Banden um 1200 cm™! auf, die dem
Trifluoracetat zugeschrieben werden.

HCys-X-R Zn(Cys-X-R),
1a—18a 1b—18b
X-R X-R
1 Gly-OMe 10 Phe-NH,
2 Gly-OBz 11 Met-NH,
3 Phe-OBz 12 Ser-NH,
4 Gly-NH, 13 Gly-Gly-OBz
5 Ala-NH, 14 Phe-Phe-OBz
6 Val-NH, 15 Met-Phe-OBz
7 Leu-NH, 16 Gly-Gly-NH,
8 [le-NH, 17 Gly-Ala-NH,
9 Pro-NH, 18 Gly-Leu-NH,
Zinkkomplexe

Um Komplexe mit ausschlieBlicher Peptidkoordination
zu erhalten, kamen als Zinksalze nur solche mit schwach
koordinierenden Anionen in Frage. Nach Vorversuchen mit
Zn(ClO,), und Zn(CF;CO,), verwendeten wir als Reagenz
der Wahl schlieBlich basisches Zinkcarbonat [2 ZnCO; -
3 Zn(OH),]. Sein Vorteil besteht darin, sich nur in dem
MaBe aufzuldsen, wie es durch Sdure-Base-Reaktion mit
dem Peptid verbraucht wird und so auch dafiir zu sorgen,
daB weder saure noch alkalische Reaktionslosungen entste-
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hen. Letzteres wiirde die Stabilitdt der Peptide (zinkkataly-
sierte Hydrolyse) und der entstehenden Komplexe gefdhr-
den.

Bei den Umsetzungen wurden die schwach sauren Lésun-
gen der Peptidyl-Trifluoracetate mit einem deutlichen Uber-
schull an basischem Zinkcarbonat versetzt. Wenn mdglich,
geschah dies in Wasser. Aus Loslichkeitsgriinden wurden in
einigen Fillen Dimethylformamid/Wasser-Gemische ver-
wendet oder im Verlauf der Reaktion Acetonitril oder Al-
kohol zugesetzt. Uberschiissiges ZnCO; oder Zn(OI),
konnte dann abfiltriert werden, wihrend entstandenes
Zn(CF3CO;,), in Losung verblieb und auch beim Umkri-
stallisieren nicht stdrte. Die meisten der gebildeten Kom-
plexe wurden durch Kristallisation aus den Reaktionslosun-
gen rein erhalten; in einigen Fillen war einmaliges Umfil-
len notig.

Aus allen 18 Peptiden a bildeten sich so die Zinkkom-
plexe b. In deren IR-Spektren weist das Fehlen der v(SH)-
Banden auf ihre Bildung hin. Charakteristisch sind ferner
das Fehlen der starken Banden des Trifluoracetats bei 1200
cm™', eine deutlichere Ausprigung separater Schwingungs-
banden im v(NH)-Bereich und geringfligige Verschiebungen
der starken Amidbanden. In den "H-NMR-Spektren der
Komplexe (Exp. Teil) finden sich als deutliche Indizien fiir
die Zn-—S-Koordination starke Hochfeldverschiebungen
(im Vergleich zum freien Peptid) der Cystein-C,-Protonen-
signale (durchschnittlich 0.9 ppm). Fiir die Cystein-Cy-Pro-
tonensignale betrdgt diese Verschiebung ca. 0.4 ppm, was
in gleicher Weise auf die Koordination der Cystein-NHo,-
Gruppe hinweist. Die 'H-NMR-Signale der an der Koordi-
nation unbeteiligten Peptid-Baugruppen verschieben sich
dagegen bei der Komplexbildung vergleichsweise wenig.
Sehr deutlich sind die Koordinationseffekte in den '*C-
NMR-Spektren der Komplexe (Exp. Teil). Sie erfassen
praktisch nur die a- und B-C-Atome des Cysteins. Fiir die
Signale der a-C-Atome tritt durch Koordination eine Tief-
feldverschiebung von durchschnittlich 3, fir die -C-Atome
von durchschnittlich 6 ppm ein.

Fiir alle Komplexe ist durch die Spektren somit eine ein-
heitliche Koordination der Peptidliganden abgesichert. Die
Spektren legen zusammen mit der Strukturanalyse (s.u.)
fest, daB3 diese Koordination gema3 Formel B in der chelat-
artigen Anbindung zweier Peptidliganden iiber die Amino-
und Thiolatfunktionen des Cystein-Bausteins besteht. Dies
scheint auch fiir die ,,funktionellen* Peptide 11a, 12a und
15a zu gelten, bei denen die Thioether-Funktion des Me-
thionins und die Alkohol-Funktion des Serins nicht zur
Bindung an das Zink verwendet werden. Eine wesentliche
Beobachtung dieser Arbeit besteht deshalb darin, daf3 ge-
geniiber Zink alle Peptide 1a—18a als monofunktionell in
dem Sinne eingestuft werden konnen, dafl sie nur die
Donoratome des terminalen Cysteins benutzen. Schon der
Einbau von Tyrosin oder erst recht der eines Histidin- oder
eines zweiten Cystein-Bausteins fithren dagegen zu einem
wesentlich komplizierteren Koordinationsverhalten derarti-
ger Peptidelt?.

Wie schon erwidhnt, ist bis jetzt anscheinend noch kein
Zinkkomplex eines cysteinhaltigen Peptids in Reinsubstanz
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beschrieben. Auch die Zahl derartiger Komplexe von ande-
ren Ubergangsmetallen ist sehr begrenzt!’®], im Unterschied
zu der groBen Zahl und Vielfalt von Metall-Thiolat-Kom-
plexen!'¥, Aus den Losungsstudien mit NMR- und poten-
tiometrischen Methoden!® ergeben sich jedoch Indizien, die
die eindeutige Bildung und Struktur unserer Komplexe ver-
standlich machen. So sind von den Zinkkomplexen zwei-
zéhniger Cysteinliganden diejenigen mit der N,S-Koordina-
tion (Cystein-Ester) um 5 bzw. 8 Zehnerpotenzen stabiler
als diejenigen mit der S,0 (N-Acetylcystein)- oder der N,0O
(S-Methylcystein)-Koordination®. Entsprechende Unter-
schiede ergaben sich auch fiir den Vergleich der Dipeptide
Cys-Gly (N,S-Koordination) und Gly-Cys (S,0-Koordina-
tion)'’]. Kennzeichnend ist auch die bei den Losungsstu-
dien!12:16.17 gemachte Beobachtung, daB Peptide mit Cy-
stein und Histidin in nichtterminaler Position zusammen
mit Metall-Ionen im physiologischen pH-Bereich zur Aus-
fallung von polymeren Komplexverbindungen neigen. Hier
fehlt die Moglichkeit zur Chelatbildung, und beim Cystein-
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Baustein tritt die Befdhigung der Thiolatgruppe zur Ver-
briickung zweier Metall-Ionen in den Vordergrund. In un-
serem Falle dominiert dagegen durch die Ausbildung der
giinstigen Fiinfringchelate (Formel B) die Tendenz zur Bil-
dung mononuklearer Komplexe mit ZnN,S,-Koordination.

Strukturanalyse

Die Strukturbestimmung von 4b sichert die aus den
Spektren und durch Analogieschluf3 abgeleitete Struktur al-
ler hier beschriebenen Peptidkomplexe. Ihr Ergebnis ist in
Abb. 1 wiedergegeben. Details finden sich im Exp. Teil.

In 4b liegt die erwartete Anbindung der Peptidliganden
als N,S-Chelate an das Zink vor. Die Chelatisierung ist fiir
die starke Abweichung von der Tetraederkoordination des
Metalls verantwortlich. Die Intraligand-Winkel liegen, wie
fir Funfringchelate iiblich, nahe bei 90°. Zum Ausgleich
dafiir sind die Interligand-Winkel stark aufgeweitet, am
meisten der S—Zn—S-Winkel. Die Blickrichtung in der Ab-
bildung wurde so gewahlt, daB auch die groBe Abweichung

Tab. 1. Details zu den Peptid-Kupplungen

Komponente A2)  NMM CAIBE THF Komponente gb) Losungsm. Reini- Produktd)
g mmol  ml ml m g mmol ml gungc) g %
Cys 4.64 10.0 2.20 1.30 50 Gly-OMe 1.26 10.0 THF 80 K la 4.87 91
Cys 4.64 10.0 2.20 1.30 50 Gly-0Bz 3.15 10.0 THF 50 K 2a 5.31 87
Cys 4.64 10.0 2.20 1.30 60 Phe-0Bz 4.28 10.0 THF 50 K 3a 6.24 89
Cys 1.86 4.0 0.88 0.52 40 Gly-NH, 0.44 4.0 DMF 40 V 4a 1.83 88
Cys 3.72 8.0 1.76 1,04 50 Ala-NHp, 1.00 8.0 DMF 50 V 5a 4.18 98
Cys 3.06 6.6 1.45 0.86 60 Val-NH, 1.00 6.6 MeCN 50 V 6a 3.59 97
Cys 2.55 5.5 1.21 0.72 40 Leu-NH, 0.92 5.5 THF 40 V 7a 3.04 96
Cys 2.78 6.0 1.32 0.78 35 Ile-NH, 1.00 6.0 THF 35 V 8a 3.35 97
Cys 3.06 6.6 1.46 0.86 40 Pro-NH, 1.00 6.6 MeCN 50 V 9a 3.42 92
Cys 2.31 5.0 1.10 0.65 40 Phe-NH, 1.00 5.0 THF 35 V 10a 2.86 94
Cys 2.51 5.4 1.20 0.70 60 Met-NH, 1.00 5.4 DMF 20 V 1la 3.12 97
Cys 3.30 7.1 1.58 0.92 65 Ser-NH, 1.00 7.1 DMF 40 V 12a 3.85 98
Gly 1.75 10.0 2.20 1.30 40 Gly-0Bz 3.38 10.0 THF 50 K 13a'¢) 3.08 95
Cys 2.30 4.9 1.06 0.63 40 13a°'®) 1,65 4.9 THF 40 K 13a 3.02 92
Phe 2.65 10.0 2.20 1.30 45 Phe-0Bz 4.28 10.0 THF 45 K 14a'f) 4.87 97
Cys 2.32 5.0 1.10 0.65 35 1a+f) 220 5.0 THE 35 K 14a 3.91 92
Met 2.49 10.0 2.20 1.30 40 Phe-O0Bz 4.28 10.0 THF 35 Vv 15a'9) 4.67 96
Cys 2.32 5.0 1.10 0.65 40 15a''9) 2.12 5.0 THF 40 K 15a 3.58 86
Cys 2.77 6.0 1.32 0.78 40 GlyGIyNH, 1.00 6.0 DMF 50 V 16a 2.93 85
Cys 2.32 5.0 1.10 0.65 40 GlyAlaNH, 1.00 5.0 DMF 55 V 17a 2.86 97
Cys 2.08 4.5 0.99 0.58 45 GlyleuNH, 1.00 4.5 THF 40 V 18a 2.71 96

9 Als t-Boc- (und S-Trityl)-geschiitzte Komponente. — » Als Hydrochlorid, nur Gly-OBz und Phe-OBz als Tosylate. —  K: Kristallisation aus

Essigester/Ether (1:1), V: Trocknung im Hochvakuum. ~ 9 Als t-Boc- (und S-Trityl)-geschiitztes Peptid. — © 13a’

= {-Boc-Gly-Gly-OBz,

13a” = Gly-Gly-OBz - HCL. — P 14a’ = r-Boc-Phe-Phe-OBz, 14a” = Phe-Phe-OBz - HCI. — ® 15a’ = tBoc-Met-Phe-OBz, 15a” = Met-Phe-

OBz - HCL

Chem. Ber. 1994, 127, 12231233
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Tab. 2. Details zur Deblockierung der Peptide

Peptidd) TFA Thiol®) Eluens AusbeuteC)

g mmol  ml ml % MeCN g %
la 2.35 4.4 12 E 12 0 0.85 85
2a 3.40 5.6 17 £ 17 5 1.31 75
3a 3.50 5.0 10 D 10 45 1.89 79
4a 1.80 3.5 5 D 5 0 0.48 48
5a 3.74 7.0 10 E 10 0 1.58 74
6a 2.81 5.0 11 E 11 10 1.02 61
7a 2.76 4.8 9 D 9 10 1.15 69
8a 2.88 5.0 10 E 10 10 1.01 58
9a 3.00 5.4 9 E 9 10 0.88 49
10a 2.74 4.5 10 E 10 20 1.02 59
11a 2.97 5.0 10 E 10 7 1.13 62
12a 3.30 6.0 12 D 10 10 1.08 56
13a 1.79 2.7 5 E 5 20 0.95 80
l4a 3.80 4.5 8 E 8 50 1.99 72
15a 3.33 4.0 10 E 10 45 1.64 68
l6a 2.88 5.0 15 D 12 5 0.65 37
17a 2.72 4.6 15 E 15 5 1.31 78
18a 2.53 4.0 13 & 13 15 0.89 55

 Als +-Boc- und S-Trityl-geschiitzte Komponente. — ® E = Ethan-
thiol, D = Ethanthiol mit 2% 1,2-Ethandithiol. — © Deblockiertes Pep-
tid als Trifluoracetat.

der N—Zn—N- und S—Zn~-S-Ebenen von der gegenseiti-
gen Orthogonalitiat sichtbar wird. Insgesamt bildet der
Komplex 4b recht langgestreckte Molekiile, was sich auch
an den Dimensionen der Elementarzelle zeigt.

Abgesehen davon, daB noch von keinem Zinkkomplex ei-
nes Cystein-Peptids eine Kristallstrukturanalyse durchge-
fithrt wurde, ist auch die Zahl von Zink-Peptid-Struktur-
analysen insgesamt klein. Beschrieben wurden Zn(Gly-
Gly),'®l, Zn(GlyGlyGly) - 1/2 SO, und Zn(cyclo-Met-
His)SO,PY, die wenig Vergleichbares mit der Struktur von
4b besitzen. Somit verbleiben als einzige bioanorganische

oggan(zi
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Vergleichsverbindungen die Cysteinkomplexe Na,ZnCys,
und Zn(Cys-OEt),""l. Die Verwandtschaft von 4b mit diesen
beiden ist tatsichlich grof3, sowohl was die Zn—N- und
Zn—S-Abstinde als auch was die Verzerrung der tetraedri-
schen Symmetrie um das Zink-Ion betrifft.

An Vergleichsmaterial in Form von Komplexen mit
ZnN,S,-Koordination fehlt es nicht. Deren einfachste leiten
sich von 2-Mercaptoethylamin ab und sind wie 4b Chelat-
komplexel?!l. Eine zweite Gruppe stellen Addukte von
Zink-Thiolaten mit heterocyclischen Stickstoffbasen dar!?2),
In allen Féllen werden vergleichbare Zn—N- (2.00—2.10 A)
und Zn—S-Abstiinde (2.25—2.35 A) gefunden. Abweichun-
gen von der Tetraedergeometrie des Zinks resultieren auch
dort vornehmlich aus einer Chelatisierung.

Zusammenfassend 148t sich also feststellen, dal3 die hier
beschriebenen Zink-Peptid-Komplexe beziiglich Struktur
und Bindung keine Besonderheiten darstellen. Sie reprasen-
tieren eine Bindungsart des Peptids an das Zink (terminale
N,S-Koordination), die in natiirlichen Proteinen nicht vor-
kommt. Dieser verdanken sie jedoch hier ihre Stabilitét, die
im Metalloenzym von der idealen Lokalisierung der Peptid-
Donorgruppen im aktiven Zentrum herrithrt. Aufbauend
auf den hier und in der nachstehenden Arbeit beschriebe-
nen Untersuchungen zur terminalen Koordination cystein-
haltiger Peptide sind wir deshalb bemiiht, durch Verwen-
dung gréBerer Peptide mit zwei Cystein- und/oder Histidin-
Bausteinen die natiirliche Koordination des Zinks in Protei-
nen besser zu erfassen.

Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
und vom Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt. Wir danken
Herrn Dr. W, Deck, fiir apparative Hilfe. Besonderen Dank schul-
den wir Prof. G Jung und seinen Mitarbeitern von der Universitat
Tiibingen fiir Anfdngerunterricht in der Peptidsynthese.

Experimenteller Teil

Die allgemeinen Arbeitstechniken waren wie beschrieben!!l. In
den Fillen, wo cysteinhaltige Spezies mit freien SH-Gruppen auf-
traten, wurde unter LuftausschluB gearbeitet. Alle Aminosiure-
komponenten, die t-Boc-geschiitzten Peptidbausteine Gly-Gly, Gly-
Ala und Gly-Leu sowie das basische Zinkcarbonat [2 ZnCO; -
3 Zn(OH),] wurden im Handel erworben. Die eingesetzten organi-
schen Lsungsmittel waren wasserfrei. HPLC-Trennungen wurden

0
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Abb. 1. Molekiilstruktur des Komplexes 4b. Ausgewihlte Bindungsabstinde: Zn—S1 2.327(2), Zn—S82 2.276(2), Zn—N1 2.021(5), Zn—N4
2.076(6), A. — Bindungswinkel: S1~Zn—S2 127.9(1), S1—Zn—N1 90.3(2), S2—Zn—N1 119.5(2), S1—-Zn—N4 113.0(2), S2—Zn—N4 90.9(2),
N1-Zn—N4 117.6(2) Grad

Chem. Ber. 1994, 127, 1223—1233
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Tab. 3. *H-NMR-Daten der Peptide (ohne Schutzgruppen, als Trifluoracetate, 5-Werte)

2a

3a

4a

5a

6a

7a

8a

9a

10a

1l1a

12a

13a

14a

17a

D0

D0

CD3CN

D0

D0

D,0

0,0

D0

CD3CN

CD3CN

D20

D,0

3.11(d.J=5.5HZ,CﬁH2CyS,2H); 3.77(s,0CH3,3H) ; 4.15(m,CHzG1y,2H); 4.30(t,J=5.5Hz,
CoHCys, 1H) .

3.04(d,J=5.5HZ.CBH2Cys,2H); 4.14(m,CH,yGly,2H); 4.25(t,J=5.5Hz, C,HCys,1H); 5.25
(s,CHpB21,2H); 7.4-7.5(m,aromat.,5H).

2.85(dd,J1=5.3H2,J=15. 1Hz,CyH,Cys  TH) 5 2.93(dd,J1=5.5H2,Jp=15.1Hz,CHpCys, 1H) 5
3.01(dd,J1=7.4HZ,J2=14.3HZ,CBHaPhe,lH); 3.10(dd,J1=7.1HZ,J2=14.3HZ,CﬁHbPhe,1H);
4.03(dd,J1=5.3Hz‘J2=5‘5Hz,CQHCys,1H); 4.65(dd,J=7.1Hz,J2=7.4Hz,C HPhe,1H) ; 5.03
(s,CHpBz1,2H); 7.1-7.3{m,aromat.,10H).

3.03(d.J=5.BHZ.CBH2Cys,ZH); 3.93(s,CHyGly,2H) 5 4.21(t.d=5.6HZ.CaHCyS,lH).
1.39(d,J=7.3Hz,CH3ATa, 3H) 3 3.07(d,d=5.6Hz,CuHaCys . 2H) 5 8.25(t,d=5.6H2,CoHCys,
1H); 4.30(q,J=7.3Hz,CyHATa, H) .

0.91(d,J=6.8Hz,CH3Val,6H) ; Z.OO(mc,J=6.9HZ,CﬁHVal,lH); 3.02(d,J=5.5Hz, CﬂHZCys,
2H); 4.06(d,J=7.3HZ,CaHVa],lH); 4.22(t,J=5.5Hz,C“HCys,lH).
0.84(d,J=6.7Hz,CH3Leu,3H) ; 0.87(d,J=6.7Hz,CH3Leu,3H); 1.5-1.7(m,CﬁH2+CyHLeu,3H);
3.01(dd,J1=5.4Hz,p=12.3H2,CghyCys , 1H) 3 3.05(dd,J=5.6Hz,05=12.3H2,CgHpCys , 1H) 5
4.19(dd,J1=5.4HZ,J2=5.6HZ,CuHCys,lH); 4.29(m.[q,J=6.6Hz]CyHLeu, 1H).
0.89(d,J=6.9Hz,CH3ITe,6H) ; 0.8—1.1(m,CxH21]e,2H); 1.9-2.1(m.CﬁHI1e,1H); 2.95(dd,
J125.5H2,0=12.4H2 ,CgHyCys  IH) 5 3.03(dd,J=5.6Hz,0p=12.4Hz,CyHpCys, 1H) : 4.12(dd,
J15.5H2,J=5.6Hz,C,HCys , 1H) 5 4.5(mg [dd,d1=5.7Hz,0p=6. 1Hz]C HTTe, 1H) .
1.7-2.1(m,CHa*CyHoPTo, 3H) s 2.2-2.3(m,CaHpPro, 1H); 2.83(dd,J1=3.8Hz,Jp=14.6Hz,m,
CpHaCys.IH); 3.08(dd,d)=3.5Hz,05=14.6H2,CyHyCys, 1H) 5 3.4-3.6(m,CaHpPro,2H); 4.46
(me {dd,J1=3.5Hz,Jp=6.2H2] C,HCys , 1H) ; 4.4-4.6(m,C HPro, 1H) .
2.97(dd,J1=9.lHZ,J2=14.5H2,CBHaPhe,1H); 3.13(dd,J1=4.8H2,J2=9.0Hz,CﬁHaCys.lH);
3.20(dd,J1=5.0HZ.J2=9.0H2,CﬁHbCys.lH); 3.29(dd,J1=5.5HZ,J2=14.5HZ,CﬁHbPhe,lH);
4.38(dd,J(=4.9Hz,J,=5. 1Hz,C,HCys, 1H) ; 4.66(m.[ddd,d|=4.8Hz,Jp=7.6Hz,J3=9. 1Hz]
CyHPhe,1H); 7.18(s,NH Amid,1H); 7.2-7.4(m,aromat. Phe,5H); 7.74(s ,NHpAmid, 1H);
8.7(br.s,NH3*); 8.81(d,J=7.6Hz,NHPhe, 1H}.

1.9—2.1(m,CYH2Met,ZH); 2.04(s,CH3Met,3H); 2.54(mC,C”H2Met,2H); 3.03(d,J=5.4Hz,
CpRaCys. 1H); 3.04(d,J=5.6Hz,CaHpCys, 1H) s 4.19(me [t,=5.5HZ]C HCys , 1H) ; 4.42(m,
[dd,J1=5.9Hz,J5=8.4Hz,C HMet, 1H) .

2.99(dd,J1=5.2Hz,J=11.8Hz CHyCys , 1H) 5 3.11(dd,J)=4.4H2,05=11.8H2, CHyCys, 1H);
3.82(d,J=5.2HZ,CﬁH2$er,2H); 4.22(dd,J=4.4Hz,J9=5.2Hz,C HCys, IH) ; 4.42(t,J=
5.2Hz,C HSer,1H) .

3.08(d,J=5.8HZ,CﬁH2Cys,ZH); 4.07(d.J=3.7Hz,CHyGly,4H) ; 4.26(t.d=5.6HZ,CaHCys,
1H); 5.24(s,CHpBz1,2H); 7.4-7.5(m,aromat.,5H).

2.8-3.l(m,CHHZCys+Phel+2,6H); 3.98(mc [t,J=5.5Hz,]C HCys, 1H) ; 4.5-4.6(m,
CoHPheq4p,2H); 5.01(s,CHpBz1,2H); 7.0-7.3(m,aromat.,15H).

1.7-1.9(m,CphoMet ,2H) 3 1.95(s,CHaMet,3H); 2.38(m [dd,J)=7.6Hz,J5=8.0H2] C,HpMet,
2H); 2.83(dd,J1=5.6Hz,J5=14.9Hz ,CaH,Cys, 1H) 5 2.93(dd,J1=5.6H2,Jp=14.9Hz,CyhpCys,
1H); 2.96(dd,d1=7.5H2,Jp=13.8Hz,CpgH,Phe, 1H) 3 3.06(dd,J1=6.6Hz,0,=13.8Hz,CHpPhe,
1H); 4.05(mc[t,J=5.6Hz]C,HCys,1H); 4.36(mc[q.J=6.2HZ]CaHMet,1H); 4.61(dd,J;=
6.6Hz,Jp=7.5Hz,C HPhe,1H); 5.03(s,CH,B21,2H); 7.1-7.3(m,aromat.,10H).

3.01(dd, J1=4.5Hz,Jp=15. 12, CaHaCys , 1H) 5 3.11(dd,J1=5.4H2,05=15. 1Hz,CHpCys, IH);
3.86(s,CHyGly ,2H) 3 3.99(s,CHpGlyp2H); 4.20(dd,J=4.5Hz,J=5.4Hz,C . HCys, 1H) .
1.42(d,J=7.3Hz;CH3Ala,3H); 3.12(d,J=5.6HZ,CBH2CyS,2H); 4.05(s,CHyG1y,2H); 4.31
(t,J=5.6Hz,C HCys, 1H); 4.32(q,J=7.3Hz,C HAla,lH).

0.82(d,J=9.0Hz,CH3Leu,3H); 0.85(d,J=9.0Hz,CH3Leu,3H); 1.4—1.7(m.CﬁH2+CYHLeu.3H);
3.03(d,J=5.6HZ,CBH2CyS,ZH); 3.97(d,J=4.6Hz,CHyG1y,2H) ; 4.22(t,J=5.6Hz,CaHCys,
1H); 4.24(dd,J1=5.4Hz,J2=7.GHZ,CQHLeu.1H).

Chem. Ber. 1994, 127, 1223—1233
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Tab. 4. 13C-NMR-Daten der Peptide (ohne Schutzgruppen, als Trifluoracetate, 5-Werte)®

la 00 25.32(CBCys); 42.12(CGly); 54.62(C,Cys)s 61.44(COMe); 168.20, 172.64(CAmid).

2a CD5CN 24.96(CBCys); 41.66(CGly); 54.88(C,Cys); 67.96(CBz1); 119.26, 129.31, 129.72,
136.44, 138.04(CAromat.); 167.92, 171.88(CAmid).

3a CD3CN  25.94(CyCys); 37.59(CpPhe); 54.87(C,Cys); 55.38(C,Phe); 68.21(CBz1); 119.22,
127.88, 129.35, 129.57, 130.15, 136.38, 137.27, 138.15(CAromat.); 167.87,
171.95(CAmid) .

4a Dy0 24.75(CﬁCys); 41.88(CGly); 54.35(C,Cys); 168.51, 173.23(CAmid).

5a D0 16.65(CHzAla); 24.76(CyCys); 49.41(C,A1a);54.31(CoCys); 168.51, 173.72(CAmid).

6a D0 17.51(CH3Val); 19.21(CHzVal)s 24.75(CpCys)s 30.20(CpVal)s 54.31(CqCys); 57.81
(CuVval); 168.51, 173.47(CAmid).

7a Dy0 20.45(CH3zleu); 22.10(CHsLeu); 24.25(CYLeu); 24.77(CﬁCys); 39.84(CBLeu); 52.21
{(Culeu); 54.29(C,Cys); 168.45, 172.75(CAmid).

8a D)0

17.86(CH3Ile); 21.32(CH3Ile); 24.80(CﬁCys); 28.75(CYI1e); 32.43((3[5118); 52.21

(Colle); 54.28(C,Cys); 168.54, 173.16(CAmid).
10a DMF-d; 25.78(CaCys)s 37.54(CpPhe)s 54.83(C,Cys); 54.98(C,Phe); 126.88, 128.10,
129.25, 138.15(CAromat.); 167.87, 172.45(CAmid).

168.23, 172.51(CAmid).

119.39, 127.97, 129.24,

168.62, 170.48, 173.98

168.51,

11a D0 14.02(CsMet); 24.92(CyCys); 29.19(C,Met); 30.19(CpyMet); 52.77(CyMet); 54.03
(CoCys)s 168.02, 175.51(CAmid).

12a D0 24.84(CCys); 54.17(CoCys); 55.67(CySer); 62.02(Cpser)s

13a CD3CN  24.66(CaCys); 41.48(CGlyy); 42.54(CGlyp); 54.28(CoCys); 67.82(CBz1); 119.44,
127.62, 128.28, 136.02, 137.39(CAromat.); 167.91, 170.77, 172.41(CAmid).

14a CD3CN 25.97(CpCys): 38.03(CpPhey); 38.22(CpPhep)s 58.91(C,Cys)s 55.00(CPhey); 55.70
(CuPhep); 67.97(CBz1); 119.12, 127.87, 127.90, 129.25, 129.35, 129.45, 129.50,
130.21, 136.40, 137.26, 137.33(CAromat.); 167.78, 171.98, 172.15(CAmid).

15a CD3CN  15.10(CgMet) s 25.92(CpCys); 30.11(CyMet); 31.96(CpyMet); 37.73(CpPhe); 53.62
(CoMet); 54.98(C,Cys); 55.02(C,Phe); 68.06(CBz1);
129.41, 129.53, 130.17, 136.27, 137.19(CAromat.); 168.14, 170.71, 172.52
(CAmid).

16a D0 24.74(CaCys); 41.91(CG1y1); 42.29(CGlyp)s 54.50(C,Cys);
(CAmid).

17a D0 16.66(CH3ATa); 24.77(CaCys)s 42.12(CGly); 49.41(C,Ala); 54.29(C,Cys);
170.47, 177.72(CAmid).

18a D,0

20.46(CH3Leu) ; 22.09(CHaleu); 24.26(Cleu); 24.78(Cplys); 39.84(Cpleu); 42.11

(CGly); 52.21(C,teu); 54.29(C,Cys); 168.45, 170.72, 177.49{CAmid).

» Das Peptid 9a fiel nicht in ausreichender Reinheit an.

an einer Reversed-Phase-Sdule (Merck LiChrosorb RP-18, 7 pm)
vorgenommen.

Die Peptide wurden nach einheitlichen Vorschriften synthetisiert,
die im folgenden zusammenfassend wiedergegeben und in Tabellen
detailliert sind.

Peptid-Kupplungsreaktion (Details in Tab. 1): Die Ldsung einer
definierten Menge der Kupplungskomponente A (S&urekompo-
nente) in moglichst wenig THF wurde im Kaltebad (Eis/Kochsalz-

Mischung) auf —12°C gekiihlt und unter Rithren mit einem 1proz.
molaren UberschuB an N-Methylmorpholin (NMM) versetzt,
Nach 15 min wurde der Mischung ein 1proz. molarer UberschuB
an Chlorameisensidure-isobutylester (CAIBE) vorsichtig zuge-
tropft. Dabei bildete sich ein weier Niederschlag von N-Methyl-
morpholin-hydrochlorid. Wéahrenddessen wurde eine auf —10°C
gekiihlte Suspension oder Losung einer dquimolaren Menge der
Kupplungskomponente B (Aminokomponente; in Form des ent-
sprechenden Hydrochlorids) und von N-Methylmorpholin in THF,
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Zinkkomplexe von Aminosduren und Peptiden, 3

Tab. 5. Details zur Darstellung der Zinkkomplexe (Lsm. = Losungs-

mittel)
Peptid In-Satz Vari- Lsgm. Produkt
mg mmol mg mmol ante ml mg %
la 65 0.31 45 0.41 A 20 1b 27 38
2a 190 0.68 82 0.75 A 20 2b 78 38
3a 400 0.85 90 0.82 A 120 3b 310 84
4a 200 0.69 100 0.91 A 100 4b 125 87
5a 400 1.31 120 1.09 B 60 5b 196 67
6a 400 1.19 110 1.00 A 150 6b 254 &84
7a 400 1.15 100 0.91 A 250 7b 298 91
8a 400 1.15 100 0.91 A 250 8b 231 76
9a 200 0.60 80 0.73 A 120 9b 56 37
10a 400 1.05 100 0.91 A 200 10b 310 96
11a 500 1.37 120 1.10 A 300 11b 326 81
12a 250 0.78 100 0.91 A 250 12b 140 75
13a 300 0.67 100 0.91 A 20 13b 102 37
14a 500 0.81 110 1.00 B 35 14b 342 77
15a 500 0.83 110 1.00 B 40 15b 351 81
16a 200 0.57 100 0.91 A 250 16b 78 51
17a 200 0.55 100 0.91 B 60 17b 85 55
18a 200 0.49 80 0.73 B 55 18b 179 76

Acetonitril oder DMF vorbereitet. Nach weiteren 10 min wurde
diese vorsichtig und mdglichst quantitativ in das die Kupplungs-
komponente A enthaltende Reaktionsgefdl3 iibergefiihrt und die
Reaktionsmischung zunichst in der Kalte (beica. —10°C) 4 h kréf-
tig geriihrt. Nach Entfernen des Kéltebades wurde i. Vak. auf ca.
2/3 des urspriinglichen Volumens eingeengt. Danach wurde bei
Raumtemp. weitere 10—12 h gerithrt. AnschlieBend wurde das Lo-
sungsmittel i. Vak. entfernt und das erhaltene Produktgemisch auf-
gearbeitet. Hierzu wurde der Destillationsriickstand in ca. 100 ml
Essigester aufgenommen und das nicht geloste N-Methylmorpho-
lin-hydrochlorid abfiltriert. Das klare Filtrat wurde nun in einen
Schiitteltrichter iibergefithrt und fiinfmal mit je 15 ml Sproz. Citro-
nensiure, fiinfmal mit je 15 ml H,O, fiinfmal mit je 15 ml 5proz.
NaHCO;-Lésung und siebenmal mit je 10—15 ml H>O gewaschen.
Nach Zugabe von etwas Ether wurde die organische Phase mit
Na,SO, getrocknet, iiber eine 1-2 cm hohe Schicht von Kieselgel
(in G3-Fritte) filtriert und dann i. Vak. bis zur Trockne eingeengt.
Das so erhaltene Rohprodukt wurde nun entweder im Hochva-
kuum bei ca. 10~ bar von Losungsmittelriickstainden befreit
oder umkristallisiert.

Abspaltung der t-Boc-Schutzgruppe von den Dipeptid-Zwischen-
stufen: Das Dipeptid wurde in der Kalte (Eisbad) in einem 50— 100-
fach molaren UberschuB an Trifluoressigsdure (TFA) geldst, wobei
spontane Gelbfirbung eintrat. Beim Entfernen des Eisbades kam
es zu leichter Gasentwicklung. AnschlieBend wurde im schwachen
Vakuum (ca. 650 mbar) bei Raumtemp. 2-3 h gelinde geriihrt. Da-
nach wurde i. Vak. bis zur Trockne eingeengt und mehrere Stunden
getrocknet, bis die anfangliche Gelbfarbung vollstindig ver-
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schwunden war und ein farbloser Feststoff zuriickblieb. Das so er-
haltene TFA-Salz des Peptids wurde in 30 ml Methanol geldst und
die Loésung mit 20 ml einer gesittigten Losung von HCI in Ether
versetzt. Nach Filtrieren wurde das Hydrochlorid des Dipeptids
durch erneutes Auflosen in Methanol und Zugabe von Ether umge-
fallt, abfiltriert und i. Vak. getrocknet. Aus 2.9 g (9.0 mmol) der
geschiitzten Komponente #-Boc-Gly-Gly-OBz wurden so 2.3 g
(76%) Gly-Gly-OBz - HCI erhalten; aus 4.5 g (9.0 mmol) #Boc-
Phe-Phe-OBz 3.4 g (86%) Phe-Phe-OBz - HCI; aus 4.5 g (9.2 mmol)
-Boc-Met-Phe-OBz 3.1 g (80%) Met-Phe-OBz - HCI.

Abspaltung der t-Boc- und der Trityl-Schutzgruppen von den Di-
und Tripeptiden: Das zu deblockierende Peptid wurde unter Kiih-
lung im Eisbad mit der 50-100-fachen molaren Menge an Trifluor-
essigsdure versetzt und so lange geriihrt, bis es sich vollstindig ge-
16st hatte. Dabei verfirbte sich die Losung intensiv gelb bis rot.
Dann wurde das gleiche Volumen an Ethanthiol oder einer 2proz.
1,2-Ethandithiol-Lésung in Ethanthiol ziligig dazupipettiert, das
Reaktionsgefd dicht verschlossen und der Reaktionsansatz bei
Unterdruck (ca. 700 mbar) gerithrt. Nachdem in der Kilte 15—-20
min geriithrt worden war, wurde das Eisbad entfernt und die Lo-
sung ohne Riihren bei Raumtemp. stehengelassen. Schon nach kur-
zer Zeit bildeten sich in der Losung diinne, farblose Nadeln. Nach
5-6 h wurde i. Vak. samtliches Losungsmittel entfernt. Der zuriick-
bleibende Kristallbrei wurde nun dreimal mit je 30-50 ml entgastem
Wasser digeriert. Die wiBrigen Phasen wurden in einen mit Argon
geflillten Schiitteltrichter Gibergefiihrt. Der feste Riickstand wurde
in 80-100 ml Ether aufgenommen und noch dreimal mit Wasser
extrahiert. Die vereinigten wéfirigen Phasen wurden anschliefend
viermal mit je 20 ml Ether gewaschen, i.Vak. auf ca. 50 ml einge-
engt und dann gefriergetrocknet. Das so erhaltene Rohprodukt
wurde vor der weiteren Umsetzung zur Reinigung und Charakteri-
sierung an der HPLC-Anlage chromatographiert. Als Eluens dien-
ten Mischungen aus Wasser, 0.1% Trifluoressigsdure und 0-50%
Acetonitril. Details hierzu gibt Tab. 2. Die NMR-Daten der freien
Peptide sind in Tab. 3 und 4 aufgefithrt. Sie wiesen auf eine hohe
Reinheit der Produkte hin, die Elementaranalysen waren jedoch
meistens unbefriedigend.

Darstellung der Zinkkomplexe: Folgende zwei Darstellungsva-
rianten, zu denen Tab. 5 die Details gibt, kamen zum Einsatz:

Variante A: Das umzusetzende Peptid (als Trifluoracetat) wurde
bei Raumtemp. in Wasser geldst. Die saure Losung hatte einen pH
von 3-3.5. AnschlieBend wurde portionsweise festes basisches Zink-
carbonat [3 Zn(OH) - 2 ZnCOs] zugegeben, welches jeweils durch
ein- bis zweimin. Behandeln im Ultraschallbad suspendiert wurde.
Die milchig triibe Suspension wurde nun bei Raumtemp. geriihrt,
wihrend sich das basische Zinkcarbonat allméhlich 16ste. Schon
nach wenigen min blieb eine klare Losung zuriick. Es wurde so
lange festes basisches Zinkcarbonat zugegeben, bis sich dieses auch
nach Istdg. Riihren nicht mehr 16ste und ein deutlicher Bodensatz
zuriickblieb (pH 6.5-6.8). Dabei fiel der gebildete Zink-Komplex
oft (je nach Polaritit der Seitenketten des Liganden) bereits in
Form eines volumingsen, flockigen Niederschlages aus. Nun wurde
noch 30-60 min i. Vak. bei ca. 65°C geriihrt. Danach wurde der
Komplex, falls noch nicht geldst, durch Zugabe von Acetonitril
oder Ethanol in Losung gebracht und die noch heiBe Losung mit-
tels Filtration durch ein Membranfilter von iiberschiissigem
Zn(OH), abgetrennt, Die klare Reaktionslosung wurde nun bei
70°C i. Vak. auf die Halfte des urspriinglichen Volumens eingeengt
und bei Raumtemp. stehengelassen. Dabei fiel oder kristallierte der
gebildete Peptidyl-Zink-Komplex aus. Er wurde abfiltriert, mit we-
nig kaltem Ethanol und Ether gewaschen und i. Vak. getrocknet.

Variante B: Eine Losung des umzusetzenden Peptids (als Tri-
fluoracetat) in DMF wurde bei Raumtemp. mit einem deutlichen
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Tab. 6. 'H-NMR-Daten der Zinkkomplexe 1b—10b (in [Ds]DMSO, 3-Werte)

1b

Zb

3b

4b

5b

6b

7b

8b

gb

10b

2.39(dd,J1=10.0HZ,J2=12.9HZ,CBHaCyS,lH); 2.65(dd,J1=6.8HZ,J2=12.OHZ,(CBHbCyS,lH);
3.17(m¢,CoHCys , 1H) 5 3.45(s,0CH3,3H); 3.62(d,J=6.le,CHZGly,ZH); 4.12(d,J=7.5Hz,
NHCys ,2H); 7.96(t,J=6.1Hz ,NHGly, 1H).

2.35(dd,J1=9.8HZ,J2=12.6HZ,CBHaCys.lH); 2.62(dd,J1=7.5HZ,J2=11‘5HZ,CﬁHbCyS,lH);
2.98(m.,CoHCys , 1H); 3.62(d,J=6.8Hz,NHCys,2H); 3.84(d,J=6.4HZ,CHZGly,ZH); 4.89(s,
CHyBz1,2H); 7.1-7.4(m,aromat.H,10H); 8,04(t,J=6.4Hz,NHG]y,1H).
2.33(dd,)=10.7Hz,0p=13.2H2,CaHaCys. IH) 5 2.64(dd,J1=8.2H2,Jp=11.5H2,CyHpCys, 1H);
3.03(mC,CBH2Phe,2H); 3.07(me,C HCys,IH); 3.68(d,J=5.6Hz,NHCys,2H) ; 4.59(m,C.HPhe,
1H); 5.04(s,CHyBz1,2H); 7.1-7.4(m,aromat.H,10H); 8.32(d,J=7.8Hz,NHPhe, IH).
2.45(dd,J1=9.7Hz,1p=12.5H2,CyH,Cys . 1H); 2.66(dd,J1=3.6Hz,Jp=12.5Hz,CHpCys, IH) ;
3.25(ddd, J)=3.642,07=6.9Hz,J3=9. THz,C,HCys , IH) ; 3.62(d,J=5.9Hz,CHoG1y,2H) ; 3.85
{d,J=6.9Hz ,NHCys ,2H) 5 7.05(s,NH Amid, 1H); 7.25(s,NHpAmid, 1H) ; 8.34(t,J=5.9Hz,
NHG1y, 1H).

1.32(d,J=7..2H2,CH3Aa) ; 2.44(dd,1=9.4Hz,J2=13. 00z, CHaCys , 1) 5 2.67(dd,d)=5. Hz,
J2=13.0Hz,CaHyCys, 1H) 5 3.29(ddd,J1=5.1Hz,dp=7 . 1Hz,J3=9.4Hz,Co HCys , IH) 5 3.86(d,
J=7.1Hz ,NHCys ,2H) 3 4.20(mc3J=ca.7Hz,CoHATa, IH) 5 7.04(s NHaAmid, 1H); 7.28(s,NHpAmid,
1H); 7.97(d,J=6.2Hz,NHAla, IH).

O.84(d,J=6.7HZ,CH3Va1,3H); O.86(d,J=6.7HZ,CH3Va1,3H); 1.97(mc,[dq,Jd=6.3Hz,Jq=6.7HZ]
Cphval, 1H); 2.34(dd,J1=11.1Hz,35=11.9Hz,CH,Cys, 1H) ; 2.67(dd,J;=2.8Hz,J5-11.9Hz,
CﬁHbCyS,IH); 3.23(br.m¢,CyHCys,1H); 3.89(d,J=6.8Hz,NHCys,2H); 4.10(dd,J]=6.3HZ,J2=
8.7Hz,C Hval, 1H) 6.97(S,NHaAmid,1H); 7.30(s ,NHpAmid, 1H); 7.98(d,J=8.7Hz,NHVal,1H).
0.82(d,J=7.1Hz,CH3leu,3H); 0.86(d,J=7.1Hz,CHaleu,3H); 1.46(mc,CyHpleu,2H); 1.60(m,
CXHLeu,lH); 2.42(dd,J1=9.6HZ,J2=12.3HZ,CﬁHaCyS,lH); 2.67(dd.J1:3.lHZ,J2=12.3HZ,
CﬁHbCys,lH); 3.25(br.me,C,HCys, 1H) 5 3.30(s,Hy0,4H); 3.84(d,J=ca.7Hz,NHCys,2H);
4.18(m. [q,J=6.9H2]C; HLeu, TH) ; 6.92(s,NH,Amid, 1H); 7.28(s,NH,Amid, 1H); 8.09(d,
J=7.1Hz ,NHLeu, lH) .

0.89(mc ;J=6.9Hz,CH311e,6H) ;0.8-1.1(m,J=7. 1Hz,C. Hpl 1e,2H)5 1.9-2.1(m,CpHIle, 1H)
2.45(dd,J1=8.9HZ,J2=11.8HZ,CﬁHaCyS,IH); 2.66(dd,J1=4.OHZ,J2=11.8HZ,CﬁHbCyS,lH);
3.22(br.mC,CaHCys,lH); 3.82(d,J=6.9Hz ,NHCys ,2H) ; 4.24(mc,J=ca.7Hz,CaHI1e,1H);
7.0Z(S,NHaAm1d,lH); 7.33(S,NHbAmid,lH); 8.16(d,J=6.9Hz ,NHIle, 1H).
1.7-2.O(m,CBHa+CYH2Pr0,3H); 2.1-2.4(m,CﬁHbPr0,1H); 2.41(dd,J]~9.4Hz,Jp=11.9Hz,
CpHaCys s IH) 5 2.61(dd,1=3.5Hz,05=11.9H2,CapCys, 1H) 5 3.1-3.6(m,CyHyCys+CsHoPro, 3H) ;
3.73(d,J=6.4Hz ,NHCys , IH) ; 4.37(mC,CaHPro,1H); 6.99(S,NHaAmid.1H); 7.28(S,NHbAmid,lH).
2.38(dd,)=9.5Hz,9=12. 342, CyH,Cys . 1H) 3 2.62(dd,J1=3.4H2,05=12. 3Kz, ChyCys , 1H) 5
2.77(dd,J1=9.8HZ,J2=13.9HZ,CﬁHaPhe,lH); 3.04(dd,J1=4.4HZ,J2=13.9HZ,CﬁHbPhe,lH);
3.11(br.mc ,CoHCys, 1H) 3 3.71(d,J=6.1Hz,NHCys ,2H) ; 4.37(ddd,J1=4.4Hz,Jp=8.3Hz,J3=
9.8HZ,CaHPhe,lH); 7.04(S,NHaAm1d,lH); 7.1-7.3(m,Phe,5H); 7.37(S,NHbAmid,1H);
8.23(d,J=8.3Hz,NHPhe,IH) .

UberschuB an festem basischem Zinkcarbonat [3 Zn(OH) - 2 wurde die Reaktionsmischung auf ca. 60°C erwirmt, gegebenen-
ZnCOs] versetzt und 1-2 min im Ultraschallbad behandelt. Danach  falls noch etwas basisches Zinkcarbonat zugegeben und weitere 30
wurden zu der milchig triiben Suspension einige ml H,O (ca. 10 min geriihrt. Nun wurde noch hei durch ein Membranfilter fil-
Vol.-%) pipettiert, und es wurde 2-3 h geriihrt. Dabei ging der triert und der Filterriickstand (iiberschiissiges basisches Zinkcarbo-
groBte Teil des basischen Zinkcarbonats in Losung. AnschlieBend  nat) zweimal mit wenig warmem DMF gewaschen. Die klare
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Tab. 7. 'H-NMR-Daten der Zinkkomplexe 11b—18b (in [Dg]DMSO, 6-Werte)

11b

12b

13b

14b

15b

16b

17b

18b

1.7-2.0(m,CHaMet, 2H) s 2.03(s,CgMet,3H); 2.3-2.6(m,CiHaMet ,2H) 5 2.44(dd,J)=9.04z,

J2=12.7H2,CBHdCys,1H); 2.68(dd,J1=3.7H2,J2=12.7Hz,CﬁHbCys,lH); 3.28(br.mg,
CyHCys, 1H); 3.32(s,Hy0,2H); 3.87(br.m,NHCys ,2H) ; 4.26{m.,J=ca.4Hz,C HMet,1H);
7.02(S,NHaAmid,1H); 7.31(S,NHbAmid,lH): 8.18(d,J=8.0Hz ,NHMet ,1H) .
2.50(dd,J1=10.2Hz,p=12.. 1Hz,CH,Cys . 1H) s 2.70(dd,d1=3.7Hz,Jp=12. IHz,CyhpCys , 1H) ;
3.32(br.mg,CoHCys , 1H) 5 3.59(dd,J)=5.6H2,05=5.4Hz,CHpSer, 2H) 3 3.83(d,J=5.6Hz,
NHCys,2H); 4.20(dd,J1=5.5Hz,dp=7.9Hz,CoHSer, 1H) ; 4.79(m¢ [t,J=5.5H2]OHSer, 1H) ;
7.04(S,NHaAmid,lH); 7.27(S,NHbAmid,lH); 8.08(d,J=8.0Hz ,NHSer,1H).
2.39(dd,J)=10.6H2,J2=12.THz,CH,Cys, 1H); 2.66(J1=4.5H2,05=12.0H2,CgHyCys , 1H) 5
3.18(mc,CoHCys,1H) ; 3.6-3.8(m,CHyGly,4H); 3.94(d,J=5.7Hz,NHyCys ,2H) 5 4.88
(S,CH2821,2H); 7.1-7.4(m,aromat.H,5H) ; 7.88(t,J=5.5Hz,NHG]y2,lH); 8.48(t,J=5.9Hz,
NHGTy],1H) .

2.30(dd,J1=11.2Hz,05=12.9H2,CHaCys , 1H) 5 2.67(mc,CpHpCys+CpHaPhey,2H) 5 2.94
(me,CaHpPhe1, 1H) 5 3.02(mc,CahaPhey,2H) 3 3.05(mc,CoHCys, IH) 3 3.71(d,J5.7Hz,
NHCys,2H): 4.52(m.,C HPhe +Phe,2H); 5.02(s,CHyB21,2H); 7.1-7.4(m,aromat.H,
15H);8.28(d,J=8.2HZ,NHPhe1,lH); 8.47(d,J=7.5Hz,NHPhez.1H).

1.75(br.mc ,CyHaMet,2H) 5 1.96(s,CHaMet,3H); 2.37 (mg,CoHpMet,2H) 3 2.39(dd,J;=8.8Hz,
Jp=13.4Hz,CpH,Cys , 1H) 3 2.63(dd,J1=3.6Hz,2=13.4H2 CyHCys , 1H) 3 3.02(m¢ ,CiHaPhe,
2H) ; 3.23(ddd,J1=3.6HZ,J2=6.0HZ.J3=8.8HZ,CchyS,IH); 3.86{d,J=6.0Hz,NHCys ,2H) 3
4.38(m, [ddd,J =4.4Hz,J,=8.3Hz,J3=8. 6Hz) C,HMet , 1H) 5 4.51(m.[ddd,J;=6.4Hz,Jp=7.5Hz,
J3=8.OHZ]CQHPhe,lH); 5.04(S,CH2821,2H); 7.1-7.4(m,aromat.H,10H); 8.21(d,J=8.3Hz,
NHMet,1H): 8.37(d,J=7.5Hz,NHPhe,1H).

2.47(dd,J1=9.6Hz,37=12.5H2,CH,Cys , 1H) 5 2.65(dd,J)=3.5H2,02=12.5Hz, CaHpCys . 1H) 5
3.26(mC,CaHCyS,1H); 3.6—3.8(m,CHZG1y.4H); 3.87(d,J=5.5HZ,NH2Cys.ZH); 7.04(s,
NHaAmfd,lH); 7.27(S.NHbAmid,1H); 7.96(t,J=5.8HZ.NHG1y2,lH); 8.35(mc[t,J=5.7HZ]
NHGTy | IH) .

l.19(d.J=6.8HZ,CH3A1a,3H); 2.49(dd.J1=9.2HZ,J2=12.lHZ,CﬁHaCyS,lH); 2.66(dd,J1=
3.5Hz,0p=12. 1Hz,CypCys , TH) 5 3.28(mc,CHCys, 1H) 5 3.63(dd,J)=5.7Hz,0p=14.2Hz,
CHyGly,MH) 5 3.73(dd,J|=5.7Hz,Jp=14.2Hz ,CHyGly, 1H); 3.90(d,J=5.6Hz,NHaCys ,2H);
4.20(mC,J=6.8HZ,CuHATa,lH); 7.03(S,NHaAmid,lH); 7.35(S.NHbAmid,lH); 7.98(d,
J=7.0Hz,NHATa, 1H); 8.39(mc[t,J=5.7HZ]NHG]y,lH).

0.81(d,J=6.7Hz,CH3leu,3H), 0.86(d,J=6.7Hz,Citzleu,3H); 1.2-1.6(m,C,HeCpitpleu,aH);
2.60(m[d,J=5.8H2] CHoCys ,2H) 3 3.34(t,J=5.8Hz,CoHCys , 1H); 3.62(dd,J1=5.8Hz,0p=
14.2Hz,CH,Gly,1H); 3.76(dd,J1=5.5Hz,J,=14.2Hz,CHLGly,1K); 3.91(d,J=5.8Hz,NH,Cys,
2H); 4.22(br.mc,J=ca.6Hz,CuHLeu,lH); 7.05(S,NHaAmid,lH); 7.45(S,NHbAmid,lH);
7.39(d,J=7.1Hz,NHLeu,1H); 8.40(m-[t,J=5.6Hz]NHGly,1H).

1231

DMF-Losung wurde i. Vak. bei einer Wasserbadtemp. von ca.
70°C auf die Hilfte eingeengt, mit 10-15 Vol.-% H,O versetzt und
bei Raumtemp. stehengelassen. Beim Abkiihlen fiel oder kristalli-
sierte der gebildete Peptid-Zink-Komplex aus. Er wurde abfiltriert,
mit wenig kaltem Ethanol und Ether gewaschen und i. Vak. ge-
trocknet.

Auf diese Weise fielen die Komplexe 1b, 2b, 4b, 5b, 13b, 14b, 15b,
16b und 18b analysenrein an. Die Komplexe 3b, 6b, 7b, 8b, 10b,
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11b, 12b und 17b wurden zur weiteren Reinigung aus warmem Di-
methylacetamid durch vorsichtige Zugabe von Wasser umgefalit
und erneut mit kaltem Ethanol und Ether gewaschen. Der Kom-
plex 9b war sehr gut 16slich und hygroskopisch, weshalb er nicht
analysenrein erhalten werden konnte. Alle Zinkkomplexe schmel-
zen zwischen 180 und 220°C, z. T. unter Zersetzung. Thre NMR-
Daten sind in Tab. 6-8 aufgefiihrt, ihre analytische Charakterisie-
rung in Tab. 9.
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Tab. 8. *C-NMR-Daten der Zinkkomplexe (in [Ds]DMSO, 3-Werte).

1b
2b

3b

4b

5b

6b

7b

8b

10b

11b

12b
13b

14b

15b

16b

17b

18b

30.88(CCys) ;s 42.36(CG1y); 56.88(C,Cys); 61.81(COMe); 170.16, 172.72(CAmid).
31.10(CﬁCyS); 41.85(CGly); 57.10(CaCyS); 68.12(CBz1); 125.42, 128.11, 129.39,
135.51, 137.55(CAromat.); 171.96, 172.73(CAmid).

31.46(CﬁCyS); 36.54(CﬂPhe); 53.70(CaPhe); 57.75(C,Cys); 66.04(CBz1); 126.48,
127.84, 128.22, 128.32, 129.04, 135.57, 136.90(CAromat.); 171.21, 172.29(CAmid
+CEster),

31.21(CBCyS); 42.02(CGly); 57.69(C,Cys); 170.86, 172.63(CAmid).

18.18(CH3AT&); 31.21(CﬁCys); 47.86(CaA1a); 57.58(CaCyS); 168.32, 172.65(CAmid).
17.86(CHgval); 19.27(CH3val); 30.18(CpVal)s 31.58(CyCys); 57.59(C,Cys); 57.98
(CaVaT); 172.57, 172.78(CAmid) .

21.39(CHzLeu); 23.07(CHzLeu); 24.11(CxLeu); 31.27(C’3Cys); 40.53(CBLeu); 50.97
(Cyleu)s 57.59(CuCyS); 172.14, 174.01(CAmid).

18.31(CH311e); 21.27(CH3Ile); 28.65(CXI16); 31.25(ChCyS); 32.51(Cﬂl1e); 52.04
(Clle)s 57.61(CuCyS); 172.22, 174.01(CAmid).

31.25(CBCyS); 37.06(CﬁPhe); 54.16(CuPhe); 57.61(CaCyS); 126.14, 128.02, 129.05,
138.22(CAromat.); 172.12, 172.85(CAmid).

14.55(CHMet) ; 29.67(C/Met); 31.17(CpCys); 31.47(CyMet); 51.78(CyMet); 57.60
(CoCys); 172.26, 173.06(CAmid).

31.15(CpyCys) s 55.33(CySer); 57.50(C,Cys)s 61.47(CpSer)s 171.83, 172.27(CAmid).
31.28(CpsCys) s 42.12(CGly1); 42.34(CGlyp); 56.94(CyCys); 66.83(CBz1); 122.68,
127.42, 127.99, 135.35, 137.24(CAromat.); 170.71, 172.27, 173.36(CAmid).
31.44(CCys) ;s 36.61(CpyPhes) ;s 37.19(CyPhe)); 53.73(CyPhep); 53.89(C,Phe;);
57.73(Cqus); 66.02(CBz1); 126.16, 126.52, 127.87, 128.24, 128.30, 129.04,
135.59, 136,86, 137.83(CAromat.}; 171.16, 171.19, 172.29(CAmid+CEster).
14.48(CH3Met); Z9.38(CyMet); 31.42(CBCys); 31.79(CﬁMet); 36.43(CBPhe); 51.64
(CoMet); 53.66(C,Phe); 57.84(C,Cys); 66.07(CBz1); 126.51, 127.83, 128.20,
128.33, 129.04, 135.55, 136.89(CAromat.); 171.14, 171.30, 172.48(CAmid+CEster).
31.17(CBCyS); 42.07(CGlyq); 42.19(CG1y2); 57.54(C,Cys); 168.48, 170,76, 173.95
(CAmid) .

18.18(CH3ATa); 31.09(CpCys); 42.23(CGly); 47.91(C,Ala); 57.37(C,Cys); 168.23,
172.66, 174.41(CAmid).

21.34(CH3Leu); 23.02(CHsLeu); 24'13(CXLeu); 30.85(CﬁCys); 40.46(CﬁLeu); 42.32
(CGly); 50.87(C.Leu); 57.19(C,Cys); 168.52, 172.60, 174.67(CAmid).

3 Der Komplex 9b fiel nicht in ausreichender Reinheit an.

Strukturanalyse'®”; Farblose Kristalle von 4b wurden durch sehr  853.7(3) A3, d., = 1.63, dyeg = 1.63 glem’®, p = 17.3 em™'. Mit
langsames Abkiihlen einer waBrigen Losung von 80 auf 30°C er- einem Nonius-CAD4-Diffraktometer wurden mit Mo-K,-Strah-
halten: Summenformel CoH0Ns048,Zn, Molmasse 417.9, Kri- lung im 26-Bereich von 2-50° und fiir die Oktanten +4, +k, /2751
stallgrdBe 0.2 X 0.3 X 0.9 mm, Raumgruppe P2,, Z = 2, a = Reflexe vermessen, von denen 1352 unabhéingige mit 7 = 4o(J) fiir
4.684(1), b = 18.465(4), ¢ = 9.922(2) A, B = 95.82(3)°, ¥ = die Rechnungen®* verwendet wurden, nachdem sie einer empiri-
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Tab. 9. Charakterisierung der Zinkkomplexe

Summenforme}l Analysen
(MoImasse) C H N In
1b C1pHooNg06SoZn Ber. 32.18 4.95 12.15 14.6
(447.9) Gef. 31.10 4.52 11.68 14.1
2b CoqH3gN40gS2Zn Ber. 48.04 5.04 9.34 10.9
(600.1) Gef. 46.68 4.66 8.99 11.3
3b C3gHgpNg0gSpZn  Ber. 58.49 5.43 7.18 8.4
(780.3) Gef. 56.87 5.32 6.85 8.4
4b C1oH20Ng04S22n Ber, 28.74 4.82 20.12 15.7
(417.9) Gef. 29.02 4.76 19.77 15.5
5b C12HpaNg04SoZn Ber. 32.32 5.43 18.85 14.7
(445.9) Gef. 32.71 5.23 18.05 14.8
6b C16H37Ng045 20 Ber. 38.28 6.43 16.74 13.0
(502.0) Gef. 38.82 6.49 16.82 12.8
7b*2H20 C1gHaoNg0gS22Zn Ber. 38.19 7.12 14.85 11.6
(566.0) Gef. 38.26 6.48 14.54 12.0
8b C1gH3aNg0sS2Zn  Ber. 40.79 6.85 15.86 12.3
(530.0) Gef. 40.91 6.71 15.52 12.2
10b-Ho0 CpgH3gNgOsSpzn  Ber. 46.79 5.56 13.64 10.6
(616.1) Gef. 46.11 5.12 13.23 10.7
11b-Hy0 € gH3aNg05S42Zn Ber. 32.90 5.87 14.39 11.2
(584.2) Gef. 32.20 5.39 13.54 11.1
12b C1oMoaNg0gSoLn Ber. 30.16 5.06 17.59 13.7
(477.9) Gef. 29.96 4.97 17.15 13.5
13b-TFA C3gH37F3Ng01gSpZn Ber. 43.51 4.50 10.15 7.9
(828.2) Gef. 42.96 4.58 10.60 .5
14b-H,0 CggHgoNg0gSoZn Ber. 61.56 5.72 7.69 6.0
(1094.7) Gef. 61.05 5.56 7.42 5.9
15b CaghgpNe0gS4Zn Ber. 55.29 5.80 8.06 6.3
(1042.7) Gef. 54.90 5.69 7.77 6.5
16b C14HpeNg0gS2Zn Ber. 31.61 4.93 21.07 12.3
(532.0) Gef. 30.87 5.02 20.79 12.4
17b CyoH3oNg0gS2Zn  Ber. 34.32 5.40 17.14 11.7
(560.0) Gef. 32.98 5.52 16.83 12.1
18b CpoHgpNglgSoZn  Ber. 41.02 6.57 17.40 10.2
(644.2) Gef. 40.51 6.47 16.95 10.2

schen Absorptionskorrektur? unterworfen worden waren. Die
Struktur wurde mit direkten Methoden geldst und unter Verwen-
dung anisotroper Temperaturfaktoren fiir die an den Chelatringen
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beteiligten Atome verfeinert. Alle H-Atome wurden mit fixem
C—H- und N—H-Abstand von 0.96 A und gemeinsamem isotropen
Temperaturfaktor in die Berechnungen mit einbezogen. Fiir die bei-
den Cystein-Bausteine wurde die L-Konfiguration angesetzt. Mit
147 Variablen resultierte ein ungewichteter R-Wert von 0.034. Die
Extrema in der abschlieBenden Differenz-Fonrier-Synthese betru-
gen +0.8 und —0.4 ¢/A3. Die Abbildung wurde mit dem Programm
SCHAKALPSY erstellt.
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