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Synthesis of Deuteriated Derivatives of Diastereomeric Cyclopentapeptides for Use
in Conformational Analysis. — Summary. The synthescs and properties of eight cyclic penta-
peptides containing glycine with two deuterium atoms at C{«) (Gly* )are described: cyclo-[-Gly-
L-Cys(DPM)-Gly-Gly*-L-Pro-], ¢yclo-[-Gly *-L-Cys(DPM)-Gly-Gly *-L-Pro-], c¢yclo-[-Gly-L-Cys-
(DPM)-Gly-Gly *-p-Pro-], eyclo-[-Gly *-L-Cys(DPM)-Gly-Gly *-p-Pro-], cyclo-[-Gly-L-Ala-Gly-Gly *-
L-Pro-], cyelo-[-Gly*-L-Ala-Gly-Gly*-L-Pro-], c¢yclo-[-Gly-L-Ala-Gly-Gly*-p-Pro-], and e¢yclo-
[-Gly*-L-Ala-Gly-Gly *-p-Pro-] (DPM = diphenylmethyl). These particular compounds were
chosen in order to assign by NMR. unambiguously certain conformational features, like hydro-
gen-bonding and shiclding, to individual peptide bonds.

Gewisse cysteinhaltige Cyclopentapeptide konnen Kalium- und Rubidium-
-lonen binden, vermutlich als sogenannte «Sandwich»-Komplexe, wenn zwei Peptid-
Ringe durch eine Disulfidbriicke miteinander verkniipft werden [1] [2]. Die riumliche
Anordnung der Peptidgruppen (C=0 nach innen) diirfte fiir die Komplexbildung eine
wesentliche Rolle spielen. Deshalb wurde die Konformation in Lésung einer Reihe
solcher Cyclopentapeptide mit Methoden der kernmagnetischen Resonanz und der
Berechnung von Energiepotentialen untersucht [3-7].

Erste Vorschlige fiir die rdumliche Anordnung der Atome in den beiden beobach-
teten Hauptkonformeren [3] [4] beruhten aber auf Experimenten, die noch zu wenig
zwischen den drel in den untersuchten Cyclopentapeptiden vorhandenen Glycin-
Resten unterscheiden konnten. Erst mit der Einfithrung von C(«)-dideuteriierten
Glycinresten (Gly*) wurde die Unsicherheit beziiglich der in Wasserstoffbriicken
einbezogenen, bzw. gegen das Losungsmittel abgeschirmten Peptid-Protonen besei-
tigt {5-7].

Wir beschreiben hier die Synthese und die Eigenschaften der aclht fiir diese
Untersuchungen massgebenden Cyclopentapeptide: c¢yclo-{-Gly-L-Cys(DPM)-Gly-
Gly*-L-Pro-], cyclo-[-Gly*-L-Cys(DPM)-Gly-Gly*-L-Pro-], cyclo-[-Gly-L-Cys(DPM)-
Gly-Gly *-p-Pro-], cyclo-[-Gly *-L-Cys(DPM)-Gly-Gly*-p-Pro-], cyclo-[-Gly-L-Ala-Gly-
Gly*-L-Pro-], cyclo-{-Gly*-L-Ala-Gly-Gly*-L-Pro-], cyclo-[-Gly-L-Ala-Gly-Gly*-p-
Pro-} und c¢yclo-[-Gly *-L-Ala-Gly-Gly *-D-Pro-].

Die Synthesen wurden so angelegt, dass sich die deuteriierten Glycinreste még-
lichst spidt einfiihren liessen. Als Schutzgruppen dienten N(o)-f-Butoxycarbonyl-
(BOC-) und S-Diphenylmethyl-(DPM-)Gruppen; zur Kupplung wurde die Aktivester-

1) Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds zur Fovderung der Wissenschaftlichen For-
schung fur finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit. Nomenklatur und Abkiirzungen ent-
sprechen den in der Peptid- und Proteinchemie tiblichen Normen, vgl. E. Wiinsch, « Synthese
von Peptiden», Bd. 15, Houben-Weyl, « Methoden der organischen Chemie», E. Miiller, Heraus-
geber, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974.
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Methode (p-Nitrophenylester, N-Hydroxysuccinimidester) in Verbindung mit un-
geschiitzten Carboxylkomponenten verwendet (vgl. Schema).

Schema. Herstellung von cyclo-Glycyl®-L-alanyl-glycyl-glycyl*-L-prolyl
(es bedeuten © = C(a)'Hg oder C(a)2Hy und * = C(x)2Hj) )

BOC - Cys(DPM) - OSU-+H - Gly - OH

l NaHCO;
H>0/2-Propanol
BOC - Cys{DPM)-Gly - OH 1 (86%,)
a) 3~ HCl/Essigester
b) BOC - Gly* - ONP
DMF, EtgN
BOC - Gly®-Cys(DPM)-Gly - OH 2 (90%)
HONP+DCCI
DMF
BOC - Gly®-Cys(DPM)-Gly - ONP 3 (889%)
HCl, H - Gly*-Pro - OH
DMF, EtgN
BOC - Gly®-Cys(DPM)-Gly-Gly*-Pro - OH 4 (85%)
HONP +DCCI
DME
BOC - Gly®-Cys(DPM)-Gly-Gly*-Pro - ONP 5 (82%,)
3~ HCl/Essigester
Pyridin (60°)
¢-(-Gly®-Cys(DPM)-Gly-Gly *-Pro-) 6 (31%/45%)
Hg/Raney-Nickel
DMF
c-(-Gly®-Ala-Gly-Gly *-Pro-) 7 (79%)

3} Abkiirzungen: s. exper. Teil.

Die Cyclisierungen erfolgten iiber die p-Nitrophenylester der L-Cysteinpeptide in
Pyridin bei 60° [8]. Dabei waren die Ausbeuten bei den D-Prolinpeptiden signifikant
grosser als bei den L-Prolinpeptiden; die Anderung der Werte fiir die optische
Drehung beim Ubergang von den offenkettigen zu den cyclischen ist im Fall der
(1-Cys, D-Pro)-Diastereomeren (4 19°/+ 20° — 4 13°/4-9°) viel kleiner als bei den
L-Cys, L-Pro)-Diastereomeren (— 46°/—43° — + 11°/+ 6°). 18C-NMR.-Messungen
zeigten, dass in den offenkettigen Peptiden wie auch im Hauptkonformeren der
Cyclopeptide die trans Gly-Pro-Bindung vorliegt [4-7]. Mit dieser Voraussetzung
koénnte man die optischen Daten so interpretieren, dass die Konformationen der
offenkettigen (L-Cys, D-Pro)-Diastereomeren der Konformation der cyclischen viel
dhnlicher sind, als diejenigen der (L-Cys, L-Pro)-Diastereomeren.

Die cyclischen 1-Alaninpeptide wurden durch Entschwefelung der L-Cystein-
peptide mittels Wasserstoff und Ranmey-Nickel erhalten. Die NMR.-Spektren zeigten,
dass keine Racemisierung am C(a) des Alaninrestes eintritt [6] [7].

Fiir die linearen Pentapeptide ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede in
den Smp. der diastereomeren Produkte, wihrend fiir die cyclischen Peptide Differen-
zen von 10 bis 20° gemessen wurden: im Fall der Cysteinpeptide schmolz das D-
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Prolin-Diastereomere, im Fall der Alaninpeptide jedoch das L-Prolin-Diastereomere
hoher. Letzteres kristallisierte wasserfrei, das (rL-Ala, p-Pro)-Diastereomere mit
Wasser. Das (1-Ala, D-Pro)-Diastereomere liess sich jedoch bei 280” im Hochvakuum
wasserfrel sublimieren! Im Fall der Cystein-Peptide kristallisierte hingegen das
(1-Cys, L-Pro)-Diastereomere mit Wasser, das (L-Cys, D-Pro)-Diasteromere ohne.

Die Konformationsanalyse dieser Verbindungen wird in einer spidteren Arbeit
eingehend beschrieben [9].

Experimenteller Teil

Allgemeines. Es wurde Glycin-da der Firma International Chemical & Nuclear Corp., Irvine,
California (U.S.A.) sowic Glycin-ds der Firma Fluka AG, Buchs (Schweiz) verwendet. Die Smp.
sind unkorrigiert und wurden mit cinem Apparat nach Dr. Totioli der Firma W. Biicki, Flawil
{Schweiz) bestimmt. Fiir die diinnschichtchromatographische Reinheitskontrolle (DC.) wurden
Kieselgelplatten Fosq der Firma Merck AG, Darmstadt (BRD) verwendet. Die Platten wurden
mit Jod, Ninhydrin und Reindel-Hoppe-Reagens angefarbt. Die optische Drchung wurde mit
cinem Perkin-Elmer 141 Polarimeter bestimmt. Die IKernresonanzspektren wurden mit einem
Varian T-60-NMR.-Spektrometer (Synthesezwischenprodukte) sowie mit einem Varian H R-220-
NMR.-Spektrometer (cyclische Peptide) aufgenommen. Die Elementaranalysen wurden im
mikroanalytischen Laboratorium (Leitung: W. Manser) des Laboratoriums {iir organische Chemie
der ETH-Z ausgefithrt. Die gefundenen Werte wurden um den Deuterium-Anteil an den Wasser-
stoffatomen korrigiert.

Abkiirvzungen:- BOC- t-Butoxycarbonyl-, ¢- c¢yclo-, DCCI Dicyclohexylcarbodiimid, DCH
N, N”-Dicyclohexylharnstoff, DME 1,2-Dimethoxyathan, DMF Dimethylformamid, DMSO Di-
methylsulfoxid, -DPM Diphenylmethyl-, EtgN Tridthylamin, HONP p-Nitrophenol, -ONP
p-Nitrophenoxy-, -OSU N-Succinimidoxy-, 1. V. im Vakuum (ca. 10-20 Torr), 1. HV. im «Hoch-
vakuumy (ca. 0,1-0,001 Torr), RT. Raumtemperatur, RV. Rotationsverdampfer (Fa. Biichi AG,
Flawil, Schweiz).

N-t-Butoxycarbonyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycin (1). Eine Lésung von 0,620 g (8,25
mmol) Glycin und 1,260 g (15 mmol) Natriumhydrogencarbonat in 20 ml Wasser wurde unter
Rithren mit einer Lésung von 3,635 g (7,5 mmol) N-f-Butoxycarbonyl-(S-diphenylmethyl)-L-
cystein-hydroxysuccinimidester [2] in 40 ml 2-Propanol versetzt. Nach 18 Std. bei RT. wurde
alles 2-Propanol bei 40°i. V. verdampft (RT.), dic wisserige Lésung verdiinnt und mit 2N Schwe-
felsaure auf pH 2 angesduert. Die 1nit festem Natrinmchlorid ges. Losung wurde mit Essigester
ausgeschiittelt. Die Essigesterlosung wurde 3mal mit Sulfatpuffer [10] sowie 3mal mit wenig
Wasser gewaschen und mit ges. Natriumchloridlésung und mit festem Natriumsulfat getrocknet.
Nach Verdampfen des Essigesters wurde der Rickstand aus Ather/Petrolither umkristallisiert:
2,85 g (86%,) farbloscs, amorphes Pulver.

N-t- Butoxycarbonyl-glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycin (2). Zur Entfernung der ¢-Buto-
xycarbonylgruppe wurde 1 in HCl/Essigester ecingetragen (ca. 3N, trocken). Nach 0,5 Std. bei
RT. wurde mit viel abs. Ather verdiinnt und das ausgefallene Peptid-hydrochlorid abfiltriert,
mchrmals mit abs. Ather gewaschen und uber NaOH-Pliatzchen i.V. einige Std. getrocknet:
Ausbeute nahezu quantitativ.

9,525 g (25 mmol) S-Diphenylmethyl-L-cysteyl-glycin-hydrochlorid wurden in 50 ml DMF
und 7,0 ml (30 mmol) EtgN mit 8,150 g (27,5 mnol) N-f-Butoxycarbonyl-glycin-p-nitrophenyl-
ester [2] umgesetzt. Nach Reaktion itber Nacht bei RT. wurde vom ausgeschiedenen EtsN-
hydrochlorid abfiltriert, das Losungsmittel bei 40° i.HV. verdampft und der Riickstand in
Essigester aufgenommen. Es wurde 3mal mit Sulfatpuffer {10] ausgeschiittelt, mit Wasser neutral
gewaschen und mit ges. NaCl-Losung und festem Natriumsulfat getrocknet. Nach Verdampfen
des Essigesters wurde der Rickstand aus Ather/Petrolither umkristallisiert: 11,25 g (90%)
weisscs, amorphes Pulver.

N-t-Butoxycarbonyl-glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycin-p-nitrophenylester  (3). 3,760 g
(7,5 mmol) N-t-Butoxycarbonyl-glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycin (2) und 1,150 g
(8,25 mmol) HONP wurden in 20 ml DMF gelsst, auf 0° gekiihlt und mit 1,700 g (8,25 mmol)
festem DCCI versetzt. Nach 3 Std. bei 0° und 15 Std. bei RT. wurde das Ldsungsmittel i. V ver-
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dampft, der Riickstand in Essigester aufgenommen und der ausgcfallene DCH abfiltriert. Im
Filtrat wurde der Essigester i. V. entfernt, und der Riickstand in Ather aufgenommen. Man fil-
trierte von unloslichen Nebenprodukten ab und kristallisicrte das Produkt durch Zugabe von
Petrolither aus: 4,16 g (889,) farbloses Pulver.

N-t-Butoxycarbonyl-glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolin  [2]. 1,045 g (5
mimol) Glycyl-L-prolin-hydrochlorid [2] und 1,390 ml (10 mmol} EtyN wurden in 40 ml Dimecthyl-
formamid gelést und mit 3,115 g (5 mmol) 3 umgesetzt. Nach 15 Std. bei RT. filtrierte man vom
ausgeschiedencn EtgN-hydrochlorid ab, verdampfte das Lésungsmittel i. HV. und nahm den
Riickstand in Essigester auf. Es wurde 3mal mit Sultatpuffcr [10] ausgeschitttelt mit Wasser,
neutral gewaschen und mit ges. NaCl-Losung und festem Natriumsul{at getrocknet. Nach Ein-
dampfen i.V. kristallisicrtec man den Riickstand aus Ather/Petrolather: 2,80 g (85%,) farbloses,
amorphes Pulver.

N-t-Butoxycarbonyl-glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyi-glycyl-glycyl-L-prolin-p-nitrophenyl-
ester (5) [2]. 2,290 g (3,5 mmol) 4 und 0,803 g (5,78 mmol) IHONP wurden in 20 mi DME gcelost,
auf 0° gekiihlt und mit 1,191 g (5,78 mmol) DCCI versetzt. Man liess iiber Nachit im Eisbad reagie-
ren, filtrierte den DCH ab und entfernte das Losungsmittel i. V. Der Ritckstand wurde in Essig-
ester aufgenommen und das Produkt, nach Filtration bei 0°, durch Zugabe von Ather und Petrol-
dther ausgefillt. Umkristallisieren aus demselben System ergab 2,26 g (329,) weisses Pulver,

cyclo-[-Glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolyl) (6) [2,. Zur selektiven Abspal-
tung der BOC-Gruppe wurden 2,00 g (2,58 minol) des Pentapeptid-p-nitrophenylesters 5 in 50 ml
ca. 3N HCI in Essigester eingetragen und wihrend 0,5 Std. reagicren lassen. Die Ausscheidung
von N-Glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolin-p-nitrophenylester-hydrochlo-
rid wurde durch Zugabe von viel abs. Ather vervollstindigt, das Produkt abfiltriert, mit Ather
gewaschen und tiber NaOH-Platzchen i. V. getrocknet: 1,74 g (959%,).

Eine Lésung von 1,500 g (2,1 mmol) N-Glycyl-(S-diptenylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-
prolin-p-nitrophenylester-hydrochlorid in 60 ml DMT wurde im Laufe von 3 bis 4 Std. in 900 ml
Pyridin bei 60° eingetropit (allgemeine Methode von Schwyzer et al. [8]) und das Gemisch einige
weitere Std. bei 60° gehalten. Das Pyridin wurde i.HV. abgedampft, der Riickstand in 500 ml
Chloroform aufgenommen und 4mal mit 0,1~ HCI sowic ges. Natrinmhydrogencarbonat-Lésung
und darauf mit Wasscr neutral gewaschen. Nach Trocknen mit Natriumsulfat und Verdampfon
cines grossen Teils des Chloroforms wurde das Produkt durch Zugabe von Athanol kristallisiert.
Umkristallisicren aus demselben Gemisch ergab 0,23 g (209;,) cines weissen Pulvers. Das Produkt
kann auch aus Athanol/Wasser umkristallisiert werden.

Bei der Herstellung des diastereomeren Produktes mit p-I’rolin an Stelle von L-Prolin wurden
reproduzierbar weit héhere Ausbeuten (31-459,) erziclt.

cyclo-[-Glycyl-L-alanyl-glycyl-glyoyl-L-prolyl (7) [4]. 0,100 g (1,86 mmol) 6 wurden in 40 ml
trockenem DMF gelost und mit einer Suspension von ca. 1 g Raney-Nickel in DMFE versetzt.
Das Gemisch wurde 24 Std. bei RT. hydriert, darauf der Nickel abfiltricrt und das Losungsmittel
abgedampft. Das Produkt wurde in Athanol aufgenommen und durch Zugabe von Ather kri-
stallisiert. Umkristallisicren aus Athanol ergab 0,050 g (799) reines Produkt (NMR.-Spektren
zeigen, dass keine Racemisierung am C{x) des Alaninrestes auftritt).
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