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Zinc Complexes of Amino Acids and Peptides, 4111. - Zinc Complexes of Peptides with C-terminal Cysteine 

The cysteine derivatives N-Ac-Cys, N-Ac-Gly-Cys, N-Ac- 
Ala-Cys, and N-Ac-Gly-Gly-Cys with unprotected SH and 
COzH functions (LH,) were prepared by the mixed anhy- 
dride method. Their reactions with basic zinc carbonate re- 
sulted in the formation of complexes Zn(LH)2 which were 
converted by KOH to complexes K2[ZnL2]. Potentiometric ti- 

trations revealed ZnL and [ZnL2I2- as the major solution spe- 
cies. By pD-dependent NMR measurements (lH, I3C) in D 2 0  
carboxylate coordination in acidic solution and carboxylate 
and thiolate coordination in neutral and basic solution was 
identified. 

Die Aminosaure Cystein verfiigt als Ligand uber drei Do- 
norfunktionen, die Thiolat-, die Carboxylat- und die Amin- 
funktion. Als wichtiger Bindungspartner fur Metalle in Pro- 
teinen benutzt sie hiervon nur die Thiolatfunktion, da die bei- 
den anderen Funktionen durch die Peptidbindungen blok- 
kiert sind. Dieser Zustand 1aBt sich in Metallkomplexen 
kurzkettiger Peptide mit innenstandigem Cystein nicht re- 
produzieren, da sich solche Peptide wie einfache organische 
Thiole verhalten und mit den Metall-Ionen thiolatverbruckte 
oligomere Spezies bilden['-41. Fur die Koordinationschemie 
einfacher cysteinhaltiger Peptide ist es daher von Vorteil, sich 
Chelateffekte zunutze zu machen, die moglich werden, wenn 
das Cystein in der Peptidkette endstandig ist. 

Bei unseren Untersuchungen zur Aminosaure- und Pep- 
tid-Koordinationschemie des Zinks, deren Motive in den 
vorausgehenden Arbeiten geschildert si~id[ ' .~],  haben wir die 
Chelatisierungseigenschaften des Cysteins zunichst quanti- 
tativ untersucht. Dabei ergab sich, daB die S,N-Chelate (Cy- 
stein-ethylester) weit stabiler sind als die S.0-Chelate ( N -  
Acetylcystein) und diese wiederum deutlich stabiler als die 
N,O-Chelate (S-Methylcystein)[']. Diese Beobachtungen 
wurden durch die leichte Gewinnung der Zinkkomplexe von 
Peptiden mit N-terminalem Cystein (S,N-Chelate) verifi- 
ziert"]. In der vorliegenden Arbeit wird nun beschrieben, wel- 
che Informationen wir zur S,O-Chelatbildung durch Peptide 
mit C-terminalem Cystein gewinnen konnten. 

Materialien und Produkte 
Die als Liganden eingesetzten Peptide lassen sich alle 

durch die Formel LH2 ausdriicken. In der ungeschiitzten 
Form sind sie zweibasige Sauren. Deren zuerst erfolgende 
Deprotonierung an der Carboxylfunktion erzeugt die Ligan- 
den LH-, die anschlieflende Deprotonierung an der Thiol- 
funktion die Liganden L2-. In allen Fallen wurde der N-Ter- 
minus der Peptide durch Acetylierung blockiert. Syntheti- 

siert und fur die Komplexbildung eingesetzt wurden der Cy- 
stein-Grundkorper l a ,  die beiden Dipeptide l b  und l c  und 
das Tripeptid Id. 

Als Cysteinbaustein fur die Peptidsynthesen wurde L-CY- 
stein eingesetzt, das zunachst in Form des rut-Butylesters an 
den Carboxylatfunktionen geschiitzt wurde. Kupplungs- 
komponenten waren die N-acetylierten Aminosauren Glycin 
und Alanin sowie das N-acetylierte Dipeptid Glycylglycin. 
Gekuppelt wurde nach der Methode der gemischten Anhy- 
dride"] mit Hilfe von Chlorameisensaure-isobutylester und 
N-Methylmorpholin als Hilfsbase in organischen Losungs- 
mitteln. Zur Gewinnung der ungeschutzten Peptide wurde 
zunachst die Estergruppe durch Saure gespalten. In der letz- 
ten Stufe wurde dann unter LuftausschluB die Disulfid- 
brucke mit Dithioerythrit''] zerlegt. Die reinen Peptide wur- 
den aus Trifluoressigsaure isoliert und durch Reversed-Pha- 
se-HPLC gereinigt. Die Ausbeuten uber alle Schritte lagen 
bei 25 - 50'%,. Die Identitat der Zwischenstufen wurde durch 
NMR-Spektroskopie iiberpriift, die der ungeschutzten Pep- 
tide 1 b-d auch durch Elementaranalysen. 

Im Exp. Teil sind die IR- und 'H-NMR-Daten der deblok- 
kierten LH'-Verbindungen l a -d  wiedergegeben. Die Daten 
der Zwischenstufen der Peptidsynthesen sind weitgehend 
ahnlich. Charakteristisch in den 'H-NMR-Spektren der m t -  
Butyl-geschiitzten Cystinderivate sind die rBu-Signale (und 
als Reinheitskriterium das tBulNAc-Intensitatsverhaltnis), 
in den IR-Spektren die Amidbanden bei ca. 1660/1530 sowie 
die der Esterfunktion zugehorigen Banden bei ca. 1730 und 
1250 ern-'. Bei den an  der Carboxylatfunktion ungeschutz- 
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ten Cystinderivaten ist das wesentliche H-NMR-Charakte- 
ristikum der deutliche Signalabstand der beiden Signale (ca. 
0.3 ppm) fur die SCH2-Gruppen, der fur die entsprechenden 
Cysteinderivate auf weniger als 0.05 ppm schrumpft. Das 
Fehlen der niederfrequenten Esterbande zeichnet ihre IR- 
Spektren aus, wahrend sich die andere Carboxylschwin- 
gungsbande bei ca. 1725 cm-' zeigt und die Amidbanden 
praktisch unverandert vorliegen. Letzteres gilt auch fur die 
IR-Spektren der freien Peptide 1. Hier istjetzt die SH-Bande 
bei ca. 2565 cm-' charakteristisch. Da die Peptidderivate in 
der Carbonsiiureform nur in protischen Losungsmitteln aus- 
reichend Ioslich sind, wares wegen des H/D-Austauschs nicht 
moglich, 'H-NMR-Signale fur die C02H-, SH- und NH- 
Funktionen ZLI lokalisierten. 

Zur praparativen Gewinnung von Zinkverbindungen der 
Peptide 1 wurden diese als Saure zur Auflosung von basi- 
schem Zinkcarbonat [2 ZnCOi . 3 Zn(OH),] eingesetzt. Auf 
diese Weise konnte vermieden werden, daD mit dem Zinksalz 
Anionen eingebracht werden, die mit den Sauerstoff-Donor- 
funktionen des Peptids um das Zink-Ion konkurrieren kon- 
nen. Zu isolierbaren Verbindungen kam man mit diesem Ver- 
fahren bei eineni ZinkILigand-Verhaltnis von 1 :2. Umset- 
zungen in wiBriger Losung erbrachten die Neutralverbin- 
dungen 2a-c. Diese sind aus Wasser nicht kristallisierbar, 
dagegen auch in sehr polaren organischen Losungsmitteln 
recht schwer Ioslich. Wiirden die aus la-d und basischem 
Zinkcarbonat erhaltenen waBrigen Losungen rnit KOH auf 
einen pH-Wert von 8.5 eingestellt, so lieBen sich danach 
durch Fallung mit Aceton die Komplexverbindungen 3a-d 
erhalten. Auch diese sind in Wasser sehr gut und sonst sehr 
wenig loslich. Dieses unvorteilhafte Loslichkeitsverhalten 
verhinderte die Gewinnung von rontgentauglichen Einkri- 
stallen der Verbindungen 2 oder 3. 

Zn(LH)? 
2a-c 

K2[ZnL,] 
3a-d 

verhiiltnisse wahrscheinlich so, wie sie durch die Formelbil- 
der 2 und 3 wiedergegeben werden. 

Fur die Verbindungen 2 sol1 das Formelbild die Moglich- 
keit funf- oder sechsfacher Koordination des Zinks im festen 
Zustand andeuten. Eine tetraedrische Koordination mit vier 
Sauerstoff-Donoren ist fur das Zink-Ion untypisch["]. Es 
liegt deshalb nahe, daB weitere N- oder 0-Atome der Peptid- 
liganden an das Zink gebunden sind. Die Losungsmethoden 
(s.u.) lassen hierzu keine Aussage zu, da in verdunnter Lo- 
sung (Potentiometrie) die Zn(LH)l-Spezies praktisch nicht 
vorkommen und in konzentrierter Losung (NMR) sich die 
bei pH 3-4 vorkommenden Spezies nicht deutlich genug von 
den bei pH 8 -9 vorkommenden Spezies [ZnL212- unterschei- 
den. Fur letztere jedoch legen die Feststoff-Messungen (IR) 
und die Losungsmessungen (Potentiometrie) konsistent die 
angegebene tetraedrische ZnS202-Koordination fest. 

Losungsstudien 

Da die mangelnde Kristallisationsneigung der Zinkverbin- 
dungen eine Festkorper-Strukturanalyse unmoglich machte, 
wurde auf Losungsmethoden zuruckgegriffen, um weiteren 
AufschluB uber ihre Zusammensetzung und Konstitution zu 
gewinnen. Als Methoden, die eine Speziesermittlung uber 
den ganzen pH-Bereich zulassen, wurden die potentiometri- 
sche Titration und die pH-variable NMR-Vermessung ~113- 
riger Losungen eingesetzt. Erstere haben wir fur die Zink- 
komplexe des N-Acetylcysteins (1 a) schon angewendet''], 
letztere hatte uns AufschluB uber die Speziesverteilung bei 
Zinkkomplexen des N-Acetylhistidins gegebenrjl. 

Aus den poteatiometrischen Messungen ergab sich jetzt, 
daD die Peptide 1 b-d ein sehr Bhnliches Saure-Base- und 
Koordinationsverhalten zeigen wie ihr Grundkorper 1 In 
Tab. 1 sind die ermittelten Gleichgewichtskonstanten aufge- 
fuhrt. Alle vier Cysteinderivate haben praktisch dieselben 
Dissoziationskonstanten von ca. 3.0 fur die Carbonsaure- 
und ca. 9.6 fur die Thiolfunktion. Auch die je drei Komplex- 
stabilitatskonstanten (Ig D) von durchschnittlich 5.4 fur ZnL 
und 1 1.3 fur ZnL$- liegen so nahe beieinander, daB eine sepa- 
rate Diskussion nicht notig ist. Die grol3e Verwandtschaft 
von la-d belegt gleichzeitig, daR in allen Fallen nur der Cy- 
steinbaustein als Komplexligand wirkt. 

Abb. 1 zeigt als charakteristisches Beispiel die Speziesver- 
teilung in Losungen von Id .  Unterhalb von pH = 4-5 sind 
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Zink-Peptid-Komplexe dieses Typs wurden bisher nicht 
isoliert. Auch Zinkderivate des N-Acetylcysteins sind bisher 
nur in der Patentliteratur[9] beschrieben. Zu ihrer Konstitu- 
tionsermittlung wurden die unten beschriebenen Losungs- 
studien und die IR-Daten (KBr) herangezogen. Diese zeigen 
fur 2a-c eine SH-Bande bei ca. 2450 cm-' und belegen mit- 
hin, dalj die anionische Natur der Ligandspezies LH- in der 
deprotonierten Carboxylatgruppe lokalisiert ist. Das Fehlen 
einer SH-Bande fur 3a-d bestatigt, daIj hier die C02H- und 
die SH-Funktion deprotoniert sind. Die Schwingungsban- 
den fur die Carboxylatgruppen finden sich fur 2a-c bei ca. 
1730 und 1430 cm-'. Ihre Lage und ihr groaer Abstand von 
300 cm- I sind nach Erfahrungswerten[l"' '1 so zu interpretie- 
ren, dafi die Carboxylatgruppen als zweizahnige verbruk- 
kende Liganden vorliegen. Fur die Komplexe 3a-d finden 
sich die entsprechenden CO-Schwingungsbanden bei cd. 
1650 und 1430 cm-'. Hier mu0 analog zu Lit." '1 geschlossen 
werden, daR die Carboxylatgruppen einzahnig koordiniert 
sind. Fur den festen Zustand sind damit die Koordinations- 
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in Losung keine Komplexe nachweisbar, obwohl hier die Car- 
bonsaurefunktionen der Peptide schon deprotoniert sind. 
Dies hangt damit zusammen, daD Zink-Carboxylatkomplexe 
einschlieljlich derer von einfachen Aminosauren nur eine ge- 
ringe Stabilitat b e ~ i t z e n [ ' ~ . ' ~ ]  und daher bei den zur Potentio- 
metrie verwendeten Konzentrationen weitgehend dissoziiert 
sind. Die Peptidderivate la-d erweisen sich deshalb unter 
diesen Bedingungen erst bei pH > 5 als Liganden. Die zu- 
nachst dominierende Losungsspezies ist der Monoligand- 
komplex ZnL, der der Koordination einer Peptideinheit uber 
Carboxylat- und Thiolatfunktion entspricht. Dies ist in zwei- 
erlei Hinsicht bemerkenswert. Einmal ist die Spezies ZnL 
nicht mit den bei pH = 4 isolierten Verbindungen Zn(LH)* 
(2) identisch, in denen die Thiol-Einheit nicht koordiniert ist. 
Zum anderen bedeutet die Thiolatkoordination bei pH = 
5-6 eine Deprotonierung der Thiolatfunktion um ca. 4 pH- 
Einheiten unterhalb ihres Aquivalenzpunktes (pK, -- 9.6). 

Tab. 1. Themodynamische Daten zur Aciditat der Peptide 1 und zur 
Stabilitiit ihrer Komplexe 

H2L = l a  H2L = l b  H2L = l c  H2L = Id 

NAc-Cys NAc -G1 y-Cys NAc- A1 a-Cys NAc-GI y-G1 y-Cys 

pKa1(H2L) 3.08(2) 2.95(8) 3.16(6) 2.94( 6) 

pK,Z(HL-) 9 . 6 2 ( 2 )  9.62(8) 9.74(5) 9.47(6) 

l o g  I \ ( Z n L )  4.90(13) 5.67(6) 5.89(13) 5.12(7) 

l og  l i ( Z n L z 2 - )  11.48(2) 10.90(9) 11.65(5) 11.23(5) 

l og  P(ZnL2H-) 18.39(4) --- 18.68(4) 18.03(10)d) 

l og  fl(ZnLOH-) 2.71(3) -2.39(8) - - -  -2.17 (10) 

a) Spezies n u r  bei Zn: L = I : 4 detektierbar. 

- 5 

4 

3 

2 

1 

0 -  

2 4 6 8 10 12 PH 

Abb. 1. Speziesverteilung in Liisung von N-Ac-GIy-Gly-CysiZn(N0~)~ 
(1: l )  

Erst bei pH = 7-10 zeigen die potentiometrischen Mes- 
sungen die Bildung der Komplexe [ZnL,]'-, die auch bei die- 
sen pH-Werten aus der Losung als Kaliumsalze isolierbar 
sind (s.o.). Erneut drangt sich hier aber mit steigendem pH 
eine Spezies in den Vordergrund, die nicht isolierbar ist. 

Diese ab pH = 11 praktisch allein vorliegende Spezies 
ZnLOH- resultiert wohl aus der Deprotonierung eines Was- 
sermolekuls in der Ligandensphare von ZnL. Der Vergleich 
der praparativen und potentiometrischen Ergebnisse erin- 
nert also nachdrucklich daran, wie wenig man bei dieser Art 
von Komplexchemie aus der Isolierung und Strukturanalyse 
von Substanzen uber die Verhaltnisse in Losung erfahrt. 

Weitere Hinweise uber das Verhalten der beteiligten Spe- 
zies in Losung ergaben sich aus der pH (genauer pD)-vari- 
ablen NMR-Spektroskopie. Hierzu wurden die Substanzen 
in D20 gelost und der pD-Wert mit CF3COID und NaOD 
auf Werte zwischen 1 und 1 1 eingestellt. Dieses Verfahren hat 
sich z.B. bei der Untersuchung von Glutathion (Gl~i-Cys- 
Gly) und seinen Metallkomplexen bewahrt[I51 und wird von 
uns regelmaDig zur Untersuchung der Zinkkomplexe von 
wasserloslichen Peptiden eingesetzt. Hier wurden der Grund- 
korper 1 a und sein Alaninderivat 1 c allein und in Gegenwart 
eines halben Molaquivalents Zn(C104)? vermessen. Die da- 
bei beobachteten 'H-NMR-Effekte waren nicht signifikant 
genug, um sie zu diskutieren: Die Signallagen der Acetyl- 
gruppe und der Alanylprotonen zeigten keinen pH-Effekt, 
und das SCH2-Signal wanderte von pH 2 bis pH 11 um 0.15 
ppin zu hoherem Feld. Allein das Signal fur das der Carboxy- 
latgruppe benachbarte C,,-H-Atom wanderte urn 0.6 ppm zu 
hoherem Feld. Diese Variation war jedoch praktisch linear. 
Alle auf die Gegenwart der Zink-Ionen zuruckzufuhrenden 
Signalverschiebungen betrugen stets weniger als 0.1 ppm. 
Mithin waren die beiden Deprotonierungen von LH? und die 
Koordination der Donorgruppen an das Zink 'H-NMR- 
spektroskopisch nicht auszumachen. 

Aussagestarker waren die I3C-NMR-Verschiebungen in 
den Meljserien von l a  und c ,  die in Abb. 2 fur N-Acetylala- 
nylcystein dargestellt sind. Man erkennt deutlich, dalj beide 
Signale der Acetylgruppe in ihrer Lage nicht pH-abhangig 
sind. Gleiches gilt fur alle Signale des Alanin-Bausteins. Die 
pH-Effekte sind damit allein auf den Cystein-Baustein be- 
schrankt, der ja zweimal deprotoniert wird. Fur das freie N- 
Acetylalanylcystein zeigt das Carboxylatsignal die Depro- 
tonierung um pH = 3 durch eine Verschiebung um 3 ppm an. 
Das Cp-Signal und weniger deutlich das C,-Signal ziehen mit 
kleineren ppm-Sprungen mit. Auf die SH-Deprotonierung 
ab pH = 9 spricht erstaunlicherweise das Signal des benach- 
barten Cp-Atoms weniger an als die C,- und CCii,.buxyI-Si- 
gnale. Das Saure-Base-Verhalten von 1 a (LH?) wird so I3C- 
NMR -spektroskopisch recht genau erfaBt . 

Die Gegenwart von Zink-Ionen ruft charakteristische Ver- 
anderungen der I3C-NMR-Spektren hervor. Deren wichtig- 
ste ist eine Koordinationsverschiebung von 1 - 2  ppm zu tiefe- 
rem Feld fur die Cystein-Signale CCarboxyl und C,, die in ge- 
ringerem Malje auch bei C, auftritt. Diese Verschiebung setzt 
mit der Deprotonierung ab pH = 2.5 ein und ist bei pH = 4.5 
voll ausgepragt. Sie kann nur so interpretiert werden, dal3 in 
Losung Zinkkomplexe vorliegen. DaD diese nur hier, aber mit 
der Potentiometrie nicht beobachtbar sind, mu13 mit den 
Konzentrationen der Spezies in Losung erklart werden, die 
beim NMR-Experiment um 3 Zehnerpotenzen hoher sind als 
bei der elektrochemischen Messung. Umgekehrt zeigen die 
NMR-Messungen im pH-Bereich von 5 -8 keine deutlichen 
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Abb. 2. pD-Abhangigkeit der '3C-NMR-Signallagen von N-Ac-Ala- 
Cys in D20. Ausgezogene Linien:,, freies Peptid. Gestrichelte Linien: 

in Gegenwart von 0.5 Aquivalenten Zn(CIO,fz 

Signalverschiebungen. Der einzige Hinweis auf die hier auf- 
tretenden Spezies besteht in starken Signalverbreitungen fur 
CC',rbouyl und C,. was auf Austauschphiinomene zwischen 
den verschiedenen Komplexen in Losung (s.o.) schlieljen 
lafit. Im hoheren pH-Bereich verandern sich die Signallagen 
fur die zinkhaltigen Losungen kaum noch, was bedeutet, daD 
die beobachteten Koordinationsverschiebungen deutlich ab- 
sinken. Das ist zu erwarten, denn eine SH-Deprotonierung 
findet in diesen Losungen ja weit unterhalb von pH = 9 statt. 

Die I3C-NMR-Daten sind damit komplementiir zu den 
potentiometrischen Daten, indem sie im Gegensatz zu diesen 
nur die Carboxylat-Koordination eindeutig ausweisen. 
Warum die Thiolatkoordination unentdeckt bleibt, ist 
schwer ZLI erklaren. Moglicherweise liegt in den Zinkderiva- 
ten der ersten Deprotonierungsstufe (LH-) eine S- H...O- 
Wasserstoffbriicke vor, die beziiglich ihrer NMR-Effekte 
dem S-Zn-0-Chelatkomplex ahnelt, der im mittleren pH- 
Bereich ails ihr hervorgeht. 

Die Vergleichbarkeit der aus den potentiometrischen und 
den NMR-Titrationen erhaltlichen Informationen wird 
durch Abb. 3 noch einmal verdeutlicht, in der die MeBeffekte 
fur N-Acetylcystein als relative GroDen gegen den pH-Wert 

aufgetragen sind. Man erkennt fur den reinen Liganden, wie 
beide Methoden zwei Dissoziationsstufen bei pH = 3 und = 
10 sichtbar machen. In Gegenwart der Zink-Ionen zeigt die 
potentiometrische Kurve deutlich nur die pH-Depression fur 
die SH-Gruppe infolge der Komplexbildung. Das NMR-Ex- 
periment spricht dagegen am deutlichsten auf die Carboxy- 
lat-Koordination an. Durch die Auftragung der Shift-Diffe- 
renzen werden aber auch die Effekte durch die Thiolatkoor- 
dination sichtbar. 

Insgesamt haben fur das untersuchte Reaktionssystem die 
drei Arten der Untersuchung (Isolierung von Feststoffen, 

Aquiv. 
NaOH 

A6 
[PPml 

a 

Aquiv. 
NaOH 

b 

- 2  4 6 8 10 
PH (PD) 

Abb. 3. Vergleich der pH-abhangigen potentiornetrischen und NMR- 
Effekte bei N-Acetylcystein (la). Ausgezogene Linien (Ordinaten 
links): Titrationskurven. Gestrichelte Linien (Ordinaten rechts): "C- 
NMR-Verschiebungen. In Abb. 3a sind die AS-Werte fur den freien 
Liganden relativ zu ihrem jeweiligen Ausgangswert bei pD = 2 aufge- 
tragen. Abb. 3b zeigt als AS-Werte die Koordinationsverschiebungen, 
d. h. die durch die Zink-Ionen hervorgerufenen Shift-Differenzen beirn 

jeweiligen pD-Wert 
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Tab. 2.  Darstellung der geschiitzten Peptide 

~ ~ 

N-Ac-GI y OH Cystin 

N-Ac- Ala-OH Cystin 
0.79 (6.0) 1.28 (3.0) 1.18 (85) 

0.57 (5.0) I .06 (2.5) 0.90 (65) l b  

2b 

; I )  In der S-S-verkniipften Form als L-Cystin-di-tert-butylester. - 
h, L-Cystin-di-rert-butylester-dihydrochlorid. 

elektrochemische Vermessung sehr verdiinnter u n d  NMR- 
Spektroskopie recht konzentrierter Losungen)  ZU drei  ver- 
scheidenen Antwor t en  beziiglich der Identitiit der betroffe- 
nen Spezies gefuhrt. Unsere weiteren Studien mussen kllren, 

inwieweit dies fu r  Zink-Peptid-Komplexe charakterist isch 
ist. 

Diese Arbeit wurde van der Deutsclien For,s~liungsgernein~~~~li~ift 
und vom Fonds cirr cheniisclten Inrlustrie unterstutzt. Wir danken 
Prof. A .  Zuherhulilrr, Basel, fur die Uberlassung seiner Software fur 
die potentiometrische Titration. 

Experimenteller Teil 
Alle Untersuchungen wurden in frisch destillierten Losungsmit- 

teln durchgefiihrt; bei Auftreten von freien Cystein-SH-Funktionen 
wurde unter Stickstoff gearbeitet. Die Zinksalze, N-Acetylcystein. 
Cystin und die Kupplungskomponenten N-Acetylglycin. N-Acetyl- 
alanin und N-Acetylglycylglycin sind kHuflich. Alle Komponenten 
waren Derivative der reinen L-AniinosIuren. Die Me& und Trenn- 
techniken waren wir beschrieben"]. Die NMR-Daten der neuen Pro- 
dukte sind in Tab. 3 und 4, ihre Analysendaten in Tab. 5 aufgefiihrt. 

Tab. 3. 'H-NMR-Daten der Peptide und Zinkkomplexe (in D20, F-Werte) 
~ 

l a  

l b  

l c  

Id 

2a 

Zb 

2c 

3a 

3b 

3c 

3d 

2.06(~ ,CH3Ac ,3H) ; 2.93 (dd ,J2=5.9Hz, J3=14.2Hz ,CpHb ,CYS, 1H) ; 3.01 (dd , 
J 1=5.3Hz,J3=14.2Hz .C,\HaCys, 1H) ; 4.62(ddI J 1=5.3Hz, J2=5.9Hz ,C,HCys, 1H). 

2 .08(s ,CH3Ac ,3H) ; 2.98(dd, J1=5.9Hz ,J3=15.9Hz,CpHbCy~, 1H) ; 3.05(dd, 

J2=5.5Hz ,J3=15.9Hz ,CpHaCys, 1H) ; 3.99( s ,C,,HGl y ,2H) ; 4.69 (dd ,J 1=5.9Hzf 

J2=5.5Hz,C,,HCys,lH). 

1.40(d, J3'7.2Hz ,CpH3Ala ,3H) ; 2 . 0 3 ( ~  , C H ~ A C  .3H) ; 2.98( dd , J1=6.2HzI 

J4=14.5HZ,CpHbCy~, 1H) ; 3.05(dd,J2=5.2H~,J4=14.5H~,C,jHdCy~, 1H) ; 

4.35(q,J3=7.3H~.C,,HAla,lH); 4.65(dd,J1=6.1H~,J2=5.3H~,C,,HCy~,lH). 

2 . 0 8 ( ~  .CH3Ac,3H) ; 3.01 (dd ,J1=6.3Hz,J3=14.2Hz ,CpHbCys, 1H) ; 3.06(dd, 

J2'5.2Hz. J3=14.2Hz,CpHaCys, 1H) ; 3.97 ( s ,C,,HGly2 ,2H) ; 4.02(~ ,C,,HGl y l ,2H)  ; 

4.68(dd ,J 1'6. ~ H z ,  J 2 = 5 . 2 H ~  .C,HCys, 1H). 

2 .04(s .CH3Ac ,3H) ; 2.95(d ,J 1=5.4Hz ,CpHCys ,2H) ; 4.38( t ,J 1=5.4Hz ,C,,HCys, 1H) . 
2 . 0 3 ( ~  ,CH3Ac ,3H) ; 2.92(dI J1=5.5Hz ,CpHCys ,2H) ; 3.92( s .C,,HGly,ZH) ; 4.43 ( t  , 
J1=5.4Hz,CaHCy~,1H). 

1.37 (d  ,J2=7.1Hz ,C\3HA1 a 93H) ; 2.01 ( s , C H ~ A C  ,3H) ; 2.91 (d  .J1=5. 5Hz ,CpHCys ,2H) ; 

4.32(q,J2=7. lHz,C,,HAla. 1H) ; 4.36( t . J~=~.~Hz,C, ,HC~S,  1H). 

2 -03 (S ,CH3AC ,3H) ; 2.89(mc ;CpHCys ,2H) ; 4.19 ( t ,  J 1=4.4Hz ,C,,HCys, 1H) . 

2.02 (S ,CH-jAc ,3H) ; 2 .96(d,J1=5 .4Hz,C,jHCys ,2H) ; 3.95 ( S  ,C,,HGly ,2H) ; 4.35( t , 
J1=5.5Hz,C,HCys, 1H). 

1. 38(d,J2=7 .2HZ.C~\HAl a,3H) ; 2.01 ( S  , C H ~ A C  ,3H) ; 2.89(d,J1=6.5Hz,Cj\HCy~ ,2H) ; 

4.23( t, J1=6.5Hz,C,,HCys, 1H) ; 4.36(q ,J2=7.2Hz,C,,HAl a,  1H). 

2.03 ( S  .CH3Ac ,3H) ; 2.97 (d  ,J1=5.5Hz.CpHCys ,2H) ; 3.93 ( s ,C,,HGlyZ ,2H) ; 3 . 9 8 ( ~ ,  

C,,HGlyl,ZH) ; 4.36( t , J 1=5.4Hz,C,,HCys, 1H) . 
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Tab. 4. I3C-NMR-Daten der Peptide und Zinkkomplexe (in D,O, 6-Werte) 

l a  21.67(CH3,Ac); 25.14(Cp,Cy~); 54.64(C,,,Cy~); 173.39(CO,Cy~); 174.13(CO.A~). 

I b  21.56(CH3,Ac); 25.00(Cp,Cys); 42.34(C,,Gly) ; 54.45(C,,,Cys) ; 171.44(CO,Gly); 
173.06(CO,Cys); 174.76(CO,Ac). 

16.4 1 (CH3 ,A1 a )  ; 21.08 (CH3, Ac) ; 25.21 (Clj ,Cys ) ; 49.64 ( C,x, A 1 a) ; 54.5 1 (C,,Cys) ; 

173.23(CO,Cys); 173.97(CO,Ac); 174.76(CO,Ala). 

21.67(CH3,A~); 25.02(C/\,Cy~) ; 42.22(C,,Glyl); 42.55(CU,Gly2) ; 54.54(C,,,Cys) ; 

171.22(CO,Glyl); 172.21(CO,Gly2); 173.OO(CO,Cys); 174.91(CO,Ac). 

Ic 

Id 

2a 21.84(CHj,Ac); 26.72(Cp,Cy~); 56.01(C,,,Cys); 173.71(CO,A~); 175.88(CO,Cys). 

21.65(CHj,Ac) ; 26.41(Cjt,Cy~) ; 42.50(C,,,Gly) ; 56.01(C,,,Cy~) ; 170.93(CO,Gly); 2b 

174.76(CO,Ac); 175.87(CO,Cys). 

16.45(CH3,Ala); 21.56(CH3,Ac); 26.3O(Cl+,Cys); 49.72(C,,,Ala); 56.20(C,,Cys); 
174.03(CO,Ac) ; 174.89(CO,Ala); 175.92(CO,Cys). 

2C 

3a 22 .OZ(CH3 ,Ac) ; 27.98( Cli ,Cys) ; 58.25 (C,,CYS) ; 173.52(CO,Ac) ; 177.97 (C0,Cys). 

21.82(CH3,A~); 28.3O(Cp,Cys) ; 42.52(Ca,Gly); 56.86(C1,,Cys); 170.64(CO,Gly); 
174.65(CO,Ac) ; 177.2O(CO,Cys). 

16.62(CH3,Al a) ; 21.76(CH3 ,Ac) ; 27.70(C,1 ,Cys) ; 49.51 (C,,Al a )  ; 57 .82(C,,,Cys) ; 

3b 

3c 

173.88(CO,Ac); 174.04(CO,Ald) ; 177.47(CO,Cys). 

2 1.96( CH3, Ac) ; 27.89 (Cp ,Cys) ; 42.44 (CLL ,Glyl) ; 42.79 (C,,,Gly2) ; 57.03 (C,,Cys) ; 

170.53(CO,Glyl); 170.94(CO,Gly2); 174.84(CO,Ac) ; 177.22(CO,Cys). 

3d 

Tab. 5. Charakterisierung der Pcptide und Zinkkomplexe 

Summenformel Anal yse 
(Molmasse) C H N Z n  

IC ' H,O CxHI4N?OdS Ber. 38.05 6.34 11.10 - 

(252.3) Gef. 38.39 6.02 11.56 - 

Id  ' H2O CcgHj7N30hS Ber. 36.60 5.80 14.23 - 

(205.3) Gef. 36.94 5.14 13.54 - 

2a . HZO CIlIHlxN107S,Zn Ber. 20.45 4.45 6.87 16.03 
(407.8) Gef. 29.39 4.32 6.73 16.15 

2b CIJH2ZY,08S2Zii Ber. 33.37 4.36 11.12 12.98 
(5 03.8) Gef. 32.53 4.24 11.10 13.12 

2c . H20 Cl,H2,NJ0~S2Zn Ber. 34.93 5.09 10.19 11.90 
(549.6) Gef. 34.76 4.97 10.13 12.10 

3 a .  3 H20  CIlIH2,,K2N20PSZZn Bcr. 23.10 3.88 5.39 12.57 
(520. I )  Gcf. 23.40 3.72 5.42 12.46 

3b 2 H,O CI,H,,K2N,0,,,S2Zn Ber. 27.29 3.93 9.10 10.61 
(616.1) Gcf. 27.54 3.74 9.25 10.42 

3c . 2 H20  CI~,H1,K2N,O,,,S2Zn Ber. 29.81 4.35 8.69 10.15 
(644.1) Gef. 29.06 4.43 8.64 10.42 

~-C~.sf ir i - t f i - tc~rt-hui~~Icsrrr-r / i / i~~r/~oc~/~lo~i t l :  I .92 g (8.00 inmol) L- 

Cystin wurden in 3. I I ml (35.0 mmol) Trifluormethaiisulfonsiiure 
gelost. Die entstandenc violette Losung wurde niit 50 nil Essigsiiure- 
tert-butylester versetzt und 3 d bei Raumtemp. geriihrt. Dieerhaltene 
graue Suspension wurde mit 80 nil 1 M NaHC03-Losuiig neutrali- 

siert. Dabei wurde zuerst eine klare Losung erhalten, aus der in der 
Kalte ein farbloser Niederschlag ausfiel. Nach vollstandiger Wllung 
wiihrend ca. 12 h bei +4"C wurde das Produkt abgesaugt, i n  Ether 
aufgenonimen und die Losung zweimal mit je 10 ml einer 1 M NaH- 
C03-L6sung uiid zweimal mit einer gesiittigten NaCI-Losung gewa- 
schen. Nach Trockneii init Na2S04 wurde der Ether i.Vak. entfernt. 
Das erhaltene braune 0 1  wurde in 100 ml wasserfreiem Ether gelost 
und in die klare Losuiig HCI-Gas eiiigeleitet. Der entstandene farb- 
lose Niederschlag wurde abgesaugt, mit Ether gewaschen uiid i.Vak. 
getrocknet, wobei 1.39 g (41Y) des Produkts['6] vom Schmp. 
20S-209"C aiifielen. 

Dcirstellung rk~rgesc1iiit:ten Peptirk. (Details s. Tab. 2): Eine Losung 
von ca. 5 mmol der Siiurekomponente (N-Acetylaminosaure) in 40 
ml wasserfreiein T H F  wurde im Kaltebad (EisiKocIisalz-Mischung) 
bei < - l2OC mit 0.55 ml(0.51 g. 5.0 mmol) N-Methylmorpholiii ver- 
setzt. Nach 15 min wurde eine iiquivalente Menge, z.B. 0.65 in1 (0.68 
g. 5.0 niniol), Chlorameisensiiurc-isobutylester zugegeben. Gleich- 
zeitig wurde eitie Suspension von ca. 2.5 mmol Cystin-di-tert-butyl- 
ester-dihydrochlorid in 40 ml wasserfreiem T H F  ini Kaltebad bei < 
-12°C mit einer iiquivalenten Mengc, z.B. 0.55 ml (0.51 g, 5.0 
mmol), N-Methylmorpholin versetzt. Nach 30 min wurde die Lo- 
sung dcr Aniinokomponente zu der Losung der aktivierteii Siure- 
koniponente gegeben und in der KBlte wurde 4 h und anschlieliend 
bei Raumtemp. ca. 12 h geriihrt. Dann wurde i.Vak. his zur Trockne 
eingeengt. Der Riickstand wurde durch Zugabe von 100 nil Essig- 
ester und 10 ml Wasser aufgeiioninien. Die waBrige Phase wurde ab- 
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getrennt, und die Essigesterphase wurde viermal mit je 10 nil Sproz. 
Essigsiure-Natriumacetat-Puffer (pH 4), dreimal mit je 10 ml Was- 
ser, viermal mil je 10 ml 5proz. NaHC0,-Losung und viermal mit 
je 10 ml Wasser gewaschen. Die Essigesterphase wurde mit Na7SO4 
getrocknet und i. Vak. bis zur Trockne eingeengt. Zum Entfernen von 
anhaftendem Essigester wurden die Produkte mehrfach in CHCI? 
aufgeiiommen und die Losungen i. Vak. wieder bis zur Trockne ein- 
geengt. Die Produkte fielen als farblose Schaume an, dei-en Reinheit 
durch H-NMR-Spektroskopie sichergestellt wurde. 

Ahspaltung der trrt-Birt~~/ester-Sc/?~it=griij)pe: Jeweils 1 - 3 mmol 
der zuvor beschriebenen geschutzten Peptide wurden in 3-5 ml was- 
serfreier Trifluoressigsaure gelost. Nach 30 min wurde die braune 
klare Losung mit 3 Tropfen bidest. Wasser versetzt. Nach weiteren 
30 min wurde i.Vak. bis zur Trockne eingeengt, in 30 ml Wasser auf- 
genommen und filtriert. Aus dem Filtrat wurden durch Gefriertrock- 
nen die Peptide lb-d in Form ihrer S-S-verknupften Cystinderivate 
als farblose hygroskopische Pulver erhalten, die sich bei ca. 200°C 
zersetzen und dereii Reinheit I H-NMR-spektroskopisch sichcrge- 
stellt wurde. 

Fur 1 b entstanden so aus 0.65 g ( I .  18 mmol) Edukt 0.39 g (78'X)) 
Produkt; fur l c  aus 1.65 g (2.85 mmol) Edukt 1 .I8 g (89%) Produkt; 
fur Id aus 1.04 g (1.56 mmol) Edukt 0.75 g (87'%1) Produkt. 

Freisefzung der ungescliiitzren Peptide: Eine Losung von I -2 
mmol der zuvor beschriebenen Cystinderivate in 40 ml bidest. Was- 
ser wurde mit einem 10-20proz. UberschuO an Dithioerythrit 
(DTE) in 30 ml bidest. Wasser versetzt, mit 0.2 M NaOH auf pH 8.5 
eingestellt und 3 h geruhrt. Dann wurde mit einem Uberschul3 Tri- 
fluoressigslure angesluert, i.  Vak. auf ca. 5 ml eingeengt und gefrier- 
getrocknet. Das erhaltene farblosc Pulver wurde mit 15-30 ml kal- 
tem Ether gewaschen und dann wieder i. Vak. getrocknet. Dieses 
Rohprodukt wurde durch HPLC gereinigt. Nach abschliel3ender Ge- 
friertrocknung hinterblieben die ungeschutzten Peptide als analysen- 
reine Monohydrate, die sich oberhalb von 200°C zersetzen. 

1 b: Aus 0.39 g (0.89 nimol) Edukt tnit 0.18 g ( I .  I6 nimol) DTE und 
0.14 ml TFA. Eluens Wasser mit 7% Acetonitril und 0.1'X TFA. 
Ausb. 0.36 g (92%) farbloses hochviskoses 0 1 ,  nicht ganz analysen- 
rein. 

l c :  Aus 1.13 g (2.43 mmol) Edukt mit 0.39 g (2.54 mniol) DTE und 
0.30 ml TFA. Eluens Wasser mit 2% Acetonitril und O . l ' % i  TFA. 
Ausb. 0.76 g (67%) farbloses Pulver. 

Id: Aus 0.75 g (1.36 mmol) Edukt mit 0.23 g (1.49 mmol) DTE und 
0.25 ml TFA. Eluens Wasser mit 7% Acetonitril und 0.1% TFA. 
Ausb. 0.47 g (59'%1) farbloses Pulver. 

Durstelkoig der Zinkkorizplcsc 2: Eine Losung von 2-5 mmol der 
Peptide 1 in je 25 ml Wasser wurde zu einer Suspension der halbniola- 
ren Menge von basischem Zinkcarbonat [3 Zn(OH), 2 ZnCO?] in 
25 ml Wasser gegeben. Es wurde 12 h geruhrt, dann die klare Losung 
auf ca. 15 ml eingeengt. Durcli Zugabe von 10 ml Aceton wurde der 
Komplex ausgefXlt, der Niederschlag niit Aceton/Wasser (3: I ) ge- 
wdschen und i.Vak. getrocknet. Zur Reiiiigung wurde das erhaltene 
Pulver in ca. 10 nil Methanol gelost, die Losung uber ein Membran- 
filter filtriert und i.Vak. zur Trockne eingeengt. Die Komplexe 2 fie- 
len als farblose Pulver an,  die sich bei 230-250°C zersetzen. Wegen 
der beschrankten Verfugbarkeit von Id wurde dieses nur zur Syn- 
thesevon 3deingesetzt. - Aus0.75g(4.60 mmol) l a  und 0.25 gZink- 
salz (2.30 nimol Zn) entstanden 0.50 g (78'%1) 2a; aus 0.10 g (0.47 
nimol) l b  und 0.026 g Zinksalz (0.23 mmol Zn) 0.08 g (68%) 2b; aus 

0.50 g ( I  .98 mmol) l c  und 0.11 g Zinksalz (1 .OO nimol Zn) 0.44 g 
(81'%1) 2 ~ .  

Durst~Nung tier Zinkkomplese 3: Eine Ltisung von I .5-4 mmol 
des Peptids 1 in 25 nil Wasser wurde zu einer Suspension der halbmo- 
laren Menge von basischem Zinkcarbonat [3 Zn(OH)?. 2 ZnCO?] in 
25 ml Wasser gegeben. Es wurde 12 h geruhrt und die klare Losung 
mit 0.2 M KOH vorsichtigauf pH 8.5 eingestellt. Dann wurde auf cii. 

20 in1 eingeengt und der Komplex 3 mit 20-30 nil Aceton ausgefillt. 
Nach Waschen des Niederschlags mit 5 nil kaltem Aceton/Wasser 
(3: 1) und mit 10 ml Aceton hinterblieben die Komplexe 3 als Parblose 
und (bis auf 3d) analyseiireinc Pulver mit Zersetzungspunkten voii 
200-210°C. - Aus 0.75 g (4.60 mmol) l a  und 0.25 g Zinksalz (2.30 
mmol Zn) entstanden so 0.89 g (75%) 3a; aus 0.36 g (1.63 mniol) 1 b 
und 0.09 g Zinksalz (0.81 mmol Zn) 0.39 g (8l'Xl) 3b; aus 0.76 g (3.01 
mmol) l c  und 0.17 g Zinksalz (1.50 mmol Zn) 0.70 g (72%) 3c: ails 
0.47 g (1.69 mmol) Id  und 0.09 g (0.8 I mmol) Zinksalz (0.8 1 nimol 
Zli) 0.49 g (82%) 3d. 

Potenriorrietrisc/?~r Titrirrionevi: Apparatur, Eich- und Kontrollver- 
fahren, Messungen und ihre Auswertung waren wie beschrieben[hl. 
Als Zinksalz wurde Zn(NO,), verwendet, als Leitsalz K N 0 3  (exakt 
0.100 M),  als Saure H N 0 3  (2.9 lo-' M), als Base NaOH (0.200 M ) .  
Es wurden Titrationen bei einem Zn/Ligand-Verhlltiiis von 0: I ,  I : 1, 
1 :2 und I :4 durchgefuhrt, wobei die Konzeiitration des Peptidligan- 
den bei 1-5 M lag. 
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