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Synthesis of Deuteriated Derivatives of Diastereomeric Cycfopentapeptides for Use 
in Conformational Analysis. - Summary. The synthcscs and properties of eight cyclic penta- 
peptides containing glycine with two deuterium atoms at  C(K) (Gly* )are described: cyclo-[-Gly- 
L-CYS (DPN) -Gly-Gly *  pro-], &~-[-Gly-~-Cys- 
(DPM)-Gly-Gly*-~-l?ro-], cyclo-[-Gly*-~-Cys(DP~M)-Gly-Gly*-~-Pro-], cyclo-~-(~ly-~-Ala-Sly-G~y *- 
L-PTo-], cyc!o-[-Gly*-~-Ala-Gly-Gly*-~-Pr~-], cyc20-[-Gly-r~-Ala-G1~;-Gly*-~-I-'ro-], and cyclo- 
[-Gly*-~-hla-Gly-Gly*-~-Pro-] (DPM = diphenylmethyl). These particular compounds were 
chosen in ordx  to  assign b y  NMR. unambiguously certain conformational fcatures, like hydro- 
gen-bonding and shielding, to individual peptide bonds. 

cyclo-[-Gly *+Cys(DPM) -GI y-Gl y *-L-Pro- j, 

Gewisse cysteinhaltige Cyclopentapeptide konnen Kalium- und Rubidium- 
-1onen binden, vermutlich als sogenarinte (( Sandwichs-Komplexe, wenn zwei Peptid- 
Ringe durch eine Disulfidbrucke miteinander verkniipft werden ill [a]. Die raumliche 
Anordnung der Peptidgruppen (C-0 nach innen) durfte fur die Komplexbildung eine 
wesentliclie Rolle spielen. Deshalb wurde die Konforrnation in Losung einer Reihe 
solcher Cyclopentapeptide mit Methoden der kernmagnetisclien Resonanz und der 
Rerechnung von Energiepotentialen untersucht I3-7:~. 

Erste Vorschlage fur die raumliche Anordnung der Atome in den beiden beobach- 
teten Hauptkonformeren [3] [4] beruhten aber auf Experimenten, die noch zu wenig 
zwischen den drei in den untersuchten Cyclopentapeptiden vorhandenen Glycin- 
Resten unterscheiden konnten. Erst mit der Einfuhrung von C(a)-dideuteriierten 
Glpcinresten (Gly*) wurde die Unsicherheit bezuglich der in Wasserstoffbrucken 
einbezogenen, bzw. gegen das Losungsmittel abgeschirmten Peptid-Protonen besei- 
t igt 15-71. 

Wir besclireiben liier die Synthese und die Eigenschaften der acht fur diese 
Untersucliungen massgebenden Cyclopentapeptide: ~yclo-[-Glv-~-Cy~(DPM)-Gly- 
Gly*- pro-], cyclo-[-Gly*-L-Cys(DPM)-Gly-Gly*-L-Pro-j, cyclo-[-Gly-~-Cy~(DPM)- 
Gly-Gly*-D-PrO-], cyclo-[-Gly *-~-Cys(DPM)-Gly-Gly*-o-Pro-], cyclo-[-Gly-L-Ala-Gly- 
Gly*-L-Pro-], cyclo-[-Gly*-~-Ala-Gly-Gly*-~-Pro-], cyclo-[-Gly- L -Ah-Gly-Gly* - D  - 
Pro-] und cyclo- [-Gly *-L-Ala-Gly-Gly  pro-]. 

Die Syrithesen wurden so angelegt, dass sich die deuteriierten Glycinreste mog- 
liclist spat einfuhren liessen. Als Schutzgruppen dienten N(a)-t-Butoxycarbonyl- 
(BOC-) und S-Diphenylmethyl-(DPM-)Gruppen ; zur Kupplung wurde die Aktivester- 

1) Wir dankcn dem Schweizerischen Nationalfonds z w  Fdrderung der Wissenschaftlichen For- 
schung fur finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit. Nomenklatur uud Abkiirzungen ent- 
sprechen den in der Peptid- und Proteinchemie ublichen Normen, vgl. E. Wiinsch, 4 Synthese 
von Peptidenr, Bd. 15, Houben- Weyl ,  tMethoden der organischen Chemier, E. Miiller, Heraus- 
geber, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974. 
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Methode (9-Nitrophenylester, N-Hydroxysuccinimidester) in Verbindung init un- 
geschiitzten Carhoxylkomponenten verwendet (vgl. Schema). 

Schema. Herstellung uon cyclo-Glycyl~-~-alanyl-glycyl-glycyl *-L-prolyl 
(cs bedeuten 0 = C(o()lHz odcr C(cr)ZHz und * = C(c()zHz) a) 

BOC . CYS(DPM) . OSU+H . ~ i y .  0I-I 

NaHCO3 
HzO/Z-Propanol 

a) 3 N HCl/Essigcster 
1(86%) 

1 
ROC. CS'S(DPM)-GI~ * OH 

b) BOC . Gly* . ONP 
DMF,  Et3N 

2 (90%) 
HONP+DCCI 
D M F  

L 
EOC.  Gly@-Cys(DPM)-Gly. OH 

3 (88%) 
-1 
-1 
1 
1 
1 

BOC . Gly@-Cys(DPM)-Gly . ONI' 

HC1, H . Gly*-Pro. OH 
D M F ,  Et3N 

4 (85%) BOC . GlyQ-Cys(I)PM)-Gly-Gly*-Pro . OH 

IIONP+DCCI 
DME 

5 (82%) BOC . Glye-Cys(DPM)-Gly-Gly*-Pro . ONP 
3 N HCl/Essigcster 
Pyridin (60") 

6 (31%/45%) c-(-Gly@-Cys(DPM)-Gly-Gly *-Pro-) 
Hz/lZaney-Nickel 
DMF 

7 (79%) c-(-Gly@-.4la-Gly-Gly*-Pro-) 
a) Abkurzungcn s exper Tell. 

Die Cyclisierungen erfolgten iiber die 9-Nitrophenylester der L-Cysteinpeptide in 
Pyridin bei 60" 181. Dabei waren die Ausbeuten bei den D-Prolinpeptiden signifikant 
grosser als bei den L-Prolinpeptiden; die Anderung der Werte fur die optische 
Drehung beim Ubergang von den oftenkettigen zu den cyclischen ist im Fall der 
(~,-Cys, D-Pro)-Disstereomeren (+ 19"/+ 20" + + 13"/f 9") vie1 kleiner als bei den 
L-CYS, L-Pro)-Diastereomeren (- 46'/- 43" --f + ll"/-+ 6"). K-NMR.-Messungen 
zeigten, dass in den offenkettigen Peptiden wie auch im Hauptkoiiformeren der 
Cyclopeptide die trans Gly-Pro-Bindung vorliegt r4-71. Mit dieser Voraussetzung 
konnte man die optisclien Daten so interpretieren, dass die Konformationen der 
offenkettigen (L-CJ'S, D-Pro)-Diastereomeren der Konformation der cyclischen vie1 
ailinlicher sind, als diejenigen der ( ~ C y s ,  L-Pro)-Diastereomeren. 

Die cyclischen  illan an in pep tide wurden durcli Entschwefelung der L-Cystein- 
peptide mittels Wasserstoff und Raney-Nickel erhalten. Die NMR.-Spektren zeigten, 
dass keine Racemisierung am C(a) des Alaninrestes eintritt [6] [7]. 

Fur die linearen Pentapeptide ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede in 
den Smp. der diastereomeren Produkte, wahrend fur die cyclischen Peptide Differen- 
Zen von 10 bis 20" gemessen wurden: im Fall der Cysteinpeptide schmolz das D- 
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Prolin-Diastereoniere, im Fall der Alaninpeptide jedoch das L-Prolin-Diastereoinere 
holier. Letzteres kristallisierte wasserfrei, das (L-Xla, D-Pro)-Diastereomere rnit 
Wasser. Das ( L - A ~ ,  u-Pro)-Diastereomere liess sicli jedocli bei 2SO" iin Hochvakuum 
wasserfrei sublimiereri ! Im Fall der Cystein-Peptide kristallisierte hingegen das 
(L-CYS, L-Pro)-Diastereomere init Wasser, das (L-C~S,  D-Proj-Diasteroinere oline. 

Die Kon.forrnationsana1yse dieser Verbindungen wird in einer spateren Xrbeit 
eingeliend beschrieben [9]. 

Experimenteller Teil 

Allgemeiizes. Es wurde Glycin-dz der Firma Iwternational Chemical & Yuclear Covp., Irvine, 
California (U.S.A.) sowic Glycin-ds der Firma Flzrka AG,  Buclis (Schweiz) verwendet. Die Smp. 
sind unkorrigiert und wurdcn mit einem Apparat nach Dr. Tottoli  ilcr Firma LV. Biichi, Flawil 
(Schweiz) bestimmt. Fur die diinnschichtchromatographische Reinheitskonti.ollc (DC.) murdcn 
Kieselgelplatten F254 der Firma Merck z4G, Darmstadt (BKD) vcrivcndct. Die Platten wurden 
mit Jod, Ninhydrin und RezndeZ-Hoppe-Rcagciis angefarbt. Dic optische Drchung wurde mit 
einem Perkin-Elmer 747 Polarimctcr bestimmt. Dic I(eriircsonanzspcktren wurden mit einem 
Variaii T-60-?jMR.-Spektronicter (Synthesezwischenprodukte) sowie niit cinem Vavza?z HI<-220- 
NMR.-Spcktrometer (cyclische Peptide) aufgenommen. Die Elementaranalysen murden in1 
mikroanalytischen Laboratorium (Lcitung : W .  Manser )  des Laboratoriums fur organische Cheniie 
der ETH-2 ausgefiihrt. Die gefundenen Wcrte wurden um den Deutcriurn-Anteil an den Wasser- 
stoffatomen korrigiert. 

AbkUvzun,ge.rt: BOC- t-Butoxycarbonyl-, c- cyclo-, LXCI Dicyclohexylcarbodiiniid, DCH 
N, W-Dicyclohcxylharnstoff, DAME 1,2-Dimethoxyathan, DMF DiInethplforniamid, DMSO Di- 
methylsulfoxid, -DPM Diphenylmethyl-, Et3N Triathylamin, HONE' p-Nitrophcnol, - 0 N P  
p-Nitrophenoxy-, - 0 S U  A-Succinimidoxy-, i. V. im Vakuum (cn. 10-20 Torr), i. HV. im sHIoch- 
vakuumi) (ca. 0,1-0,001 Torr), RT. Baumtcmperatur, RV. Rotationsverdampfer (Fa. Biichi AG, 
Flaivil, Schweiz). 

N-t-B~to~:~~carbonyl-(S-diphenylmethyZ)-L-cysteyZ-gZyciit (1). Einc Liisung von 0,620 g (8,25 
mmol) Glycin. und 1,260 g (15 mmol) Natriumhydrogencarbonat in 20 ml Wasser wurde untcr 
Riihren mit einer Losung von 3,635 g (7,j  mmol) N-t-Uutoxycarbonyl-(S-diphenylmethy1)-L- 
cystein-hydroxysucciuimidester [2] in 40 ml 2-Propanol vcrsetzt. Nach 18 Std. bei RT. wurde 
alles 2-Propanol bei 40" i. V. vcrdampft (RT.), die wisserige Losung vcrdunnt und  mit 2~ Schwe- 
felsaure auf p H  2 angesaucrt. Die init festem Natriumchlorid gcs. Losung ivurde mit Essigester 
ausgeschuttelt. Die Essigesterlosung wurde 3mal mit Sulfatpuffer [lo] sowic 3mal mit wcnig 
Wasser gewaschen und mit ges. Natriumchloridlosung und init festeni Xatriumsulfat getrocknet. 
Nach Verdampfen des Essigcsters wurde der Riickstand aus i<ther/Petrolather umkristallisiert : 
2,85 g (86%) farbloses, amorphes Pulver. 

h'-t-Buto:~ycnrbo~zyl-glycyI-(S-cliphe~ayl~zethyl)-L-cysteyl-glycin (2).  Zur Eiitlernung der t-Buto- 
xycarbonylgruppe wurde 1 in HCl/Essigester cingetragcn (ca. 3 ~ ,  trocken). Nach 0,5 Std. bei 
RT. wurde mit vie1 abs. -&ither vzrtlunnt und das ausgefallenc Peptid-hydroctilorid abfiltriert, 
mehrmals tnit abs. Ather geivaschcu und iibzr NaOH-Platzchen i. V. cinigc Std. getrocknet: 
-4usbeute nahezu quantitativ. 

9,525 g (25 mmol) S-Diphenyliiicthyl-L-cystcyl-glycin-hydrochlori~l wurden in 50 ml DMF 
und 7,0 nil (50 mmol) Et3N mit 8,150 g (27,5 minol) N-f-Butosycarbonyl-glpcin-p-nitrophenyl- 
ester [?I umgesetzt. Nach Iieaktion iibcr Nacht bei RT. wurde vom ausgcschiedenen EtaN- 
hydrochlorid abfiltricrt, das Lijsungsmittel bei 40" i. 131'. verclarnpft und der Riickstand in 
Essigestcr aufgenommen. Bs wurde 3mal mit Sulfatpuffer [lo] ausgeschiittclt, mit Wasser neutral 
gewaschen und mit ges. NaC1-Lbsung und fcstem Natriumsulfat getrocknet. Nach Vcrdampfen 
des Essigesters wurde der Ruckstand aus Ather/Pctrolathcr umkristallisiert : 11,25 g (90%) 
wcisscs, amorphes Pulver. 

h'-t-ButoxycarbonyZ-glycyl-(S-diphe~zyZnzefl~yl)-L-cysteyl-glycin-p-vz~~rophenyleste~ (3). 3,760 g 
(7,5 mniol) h'-t-Butoxycarbonpl-glycpl-(S-diphenylniethyl)-L-cysteyl-glycin (2) und 1,150 g 
(825 mmol) HONP wurden in 20 ml DMF gelost, auf 0" gekiihlt und niit 1,700 g (8,25 mmol) 
festem DCCI versetzt. Nach 3 Std. bei 0" und 15 Std. bci RT. wurde das L.osungsniitte1 i .V ver- 
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dampft, der Ruckstand in Essigestcr aufgenommen und der ausgcfallenc DCH abliltriert. Im  
Filtrat wurde der Essigcster i. V. entfernt, und dcr Riiclrstantl in Ather aufgcnommcn. hlan fil- 
trierte von unloslichcii Xebcnprodukten ah und kristallisicrtc tlas I'rudulrt durch Zugabe von 
Petrolather Bus: 4,16 g (88'7;) farbloses Pulver. 

N-t-Butoxycarbonyl-glyc~~l-(S-dzp~zenylmethyl)-L-cysteyZ-glycyl~~lyc~yl-~-p~~~~li~i~ [Zj. 1,045 (5 
ininol) Glycyl-L-prolin-hydrochlorid 121 und 1,390 ml (10 mmol) EtsN \vurclen in -10 ml Dinicthyl- 
formamid gelost und mit 3,115 g (5 mmol) 3 umgesetzt. Nach 15 Std. liei RT. filtrierte man voni 
ausgeschiedencn E t g  N-hydrochlorid ab, verdampfte das Losr~ngsmitlcl i .  HV.  und nahni den 
Ruckstand in  Essigester auf. Es wurde 3mal init Sulfatpu iicr [ l O ]  ausgcscliiittelt mit Wasscr, 
neutral gewaschen und init ges. NaC1-LOsung und festciii Xatriumsnlfat getrocknet. Nach Ein- 
dampfen i.V. kristallisicrtc man den Kiickstand aus ,~thcr/Petrolaithcr: 2,S11 g (85%) iarbloscs, 
amorphes Pulver. 

N-t-~utoxycarboi~yyl-glycy Z- (S-diphenylmethyl) -L-c4'stcjil-glycyl-~l)icyl-L- pi,olin-p-?ziti,ophen?,l- 
ester ( 5 )  LZ]. 2,290 g (3,S nimol) 4 und 0,803 g (5,78 niinol) JlUXl' wurtlen i n  20 nil IIME gclost, 
auf 0" gekuhlt und init 1,191 g (5,78 mmol) DCCI vcrsetzt. Man liess i i l x~  K x l i t  im Eisbad reagie- 
rcn, filtrierte den DCH ab und entferiite das Losungsmittcl i.1'. I lcr i ldcl ;hl ;d  wurtlc in Essig- 
ester anfgenommen und das Proclukt, nach Filtration bei O', durch Zugabc : ~ n i  k h e r  und I'etrol- 
ather ausgefBllt. Umkristallisieren aus demselbcn System crgab 2,26 g weisses l'ulver. 

cyclo-[-Glycyl-( S-difihenylmcthyl) -~-~ysteyl-glycyZ-gZycyZ-~-p~~~lyll (6) L2-. Zur sc%lektiven Abspal- 
tung  der BOC-Gruppe wurden 2,OO g (2,58 ininol) dcs Pcntapcptid-~-nitroi)lienq.lesters 5 in 50 ml 
ca. 3 N HC1 in Essigtbster eingctragen uud wahrend 0,5 Std.  reagieI.cn lasscii. Uie A4~~ssclicidung 
von ~V-Glyc~~l-(S-diplienylmctliyl)-L-cystcyl-glycyl-gl~cyl-~-prc~lin-~~-nitropli~~nylester-hydrochlo- 
rid wurde durcli Zugabc von vie1 abs. Athcr vervollstandigt, das l-'roclukt abliltriert, mit At1it.r 
gemaschcn und uber NaOH-Platzchen i.V. getrocknet: 1,74 g (9 

Einc Losung von 1,500 g (2,l  mmol) N-Glycyl-(S-diphcnylii 1) -L-cysteyl-glycyl-glycyl-L- 
prolin-p-nitrophenylcster-hydrochlorid in 60 ml DNF wurde iui Laufc voii 3 liis 4 Std. in 900 In1 
Pyridin bei 60" cingetropft (allgcmeine Rlethode von Sci~twyzer et  uZ. [Sj) und tlas Gcmisch cinige 
weitcre Std. bci 60" gehalten. Das Pyridin xvurde i . l lV. abgcdainpft, der Riiclrstand in 500 nil 
Chloroform aufgenommen und 4mal mit 0 , l  N HC1 sowic gcs. Natriuiiihydi-~i~~~ncarbonat-Losung 
und darauf rnit Wasscr neutral gcwaschen. Nach Trocknen init Natriunisuliat und 1-erdampien 
cincs grossen Teils dcs Chloroforms wurtle das Produkt durch Zugahe voii A t l m o l  kristallisiert. 
Uinkristallisicrcn aus demsclben Gemlsch ergab 0,23 g (20%) cines wejsscn l'alvers. Das Produkt 
kann auch aus athanol/Wasser uinkristallisiert wcrden. 

Bei der Herstcllung des diastcreomercn Produktes mit D--1 '1-olin an Stellc von L-Prolin wurdcn 
reproduzicrbar wcit liohere Ausbcuten (31-45%) erziclt. 

cyclo-[-Glycyl-L-alunyZ-glycyl-gZycyZ-L-pvoZyZ (7) [4]. 0,100 g (1 ,SG miiiol) 6 \\-urden in 40 in1 
trockenem D M F  gelost untl niit einer Suspension von ca. 1 g liaizejl-n'ickcl in DMF versetzt. 
Das Gemisch wurde 24 Std. Lei RT. hydriert, darauf dcr NicBcl abfiltricrt rind das Losurigsniittel 
abgedampft. Das l'rodukt wurde in :";thanol aufgcnommeii und durcli Zugalie von Athcr bri- 
stallisiert. Uinkristallisicrcn aus ,kthanol ergab 0,050 g (790/,) reines I'rodukt (NMR.-Spelrtren 
zeigen, dass keine Racemisierung am C(a) dcs Alnninrcstes auftritt). 

LITERhTUIZVERZEICfi NTS 

[1] R. Schwyzw, Expericntia 26, 577 (1970). 
[2] I?. Schwyzer, A .  Tm- l iy i ,  M .  Caviezel & P. Mosev, Ilclv. 53, 15 (1970). 
[3] J .  P. Meraldi, R. Schwyzer, A .  7'UW-I<yi & K .  Ilriithrich, Ilclv. g5, 19132 (1972). 
[4] K.  Wiitlwich, A .  Tuiz-Kyi & R. Schwyzer, FEBS Letters 25, 104 (1972). 
[S] J .  P. Mevaldi ,  H .  J .  Miischlev, I?. Schwyzer & K .  Wiitlzviclz, J.  I'tiysics 31, C8-45 (1973). 
[6] J .  1'. Meraldi, Dissertation Kr. 5283, ETH Zurich 1974. 
171 I€.  J .  Miischler, Dissertation Nr. 5370, ETH Zurich 1974. 
[8] I?. Schyvzev, U. Iselin, W .  Rittel & P. Sieber, Hclv. 39, 872 (1956). 
[9] J .  P. Meraldz, H.  J .  Miischler, A .  Tun-Kyi, I?. SclzziYyzev ct K.  bf'iiflwich, IIelv., in Vorberci- 

[lo] P. Spangenberg, P. Tamm & E. Wiinsch, Hofipe-Seylev's Z. physiol. Chem. 352, 655 (1971). 
tung. 


