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laC-NMR Studies o] Protected Amino Acids 

The laC-NMI~ spectra of a series of protected amino acids, as 
frequently used by peptide chemists, are discussed. The signals 
of the synthetic products are assigned on the basis of known 
chemical shift rules, spectral comparison and off-resonance spec- 
troscopy. The value of pulse Fourier transform laC-NMI~ 
spectroscopy for chemists engaged in peptide synthesis is 
clearly demonstrated. 

Die 13C-NMR-Spektroskopie wird seit Entwicklung der Puls- 
Fourier_Technik 1, 2 zu einer immer wichtigeren Methode zur Bestim- 
mung der Strukturen organischer Molekiile und Naturstoffe ~, 4 

I m  Zusammenhang mit  der Synthese von Derivaten der Hypo- 
thalamus- .Releas ing"- t Iormone 5 beniitzen wir die 13C-NMR-Spektro- 
skopie routinem~13ig zur Strukturbest immung der als Zwischenstufen 
anfallenden Aminos~ure- und Peptidderiv~te. Da die 13C-NMR-Spektren 
geschiitzter Aminosi~uren in Zukunft  aueh fiir andere Peptidgruppen 
yon Bedeutung sein diirften, m6chten wir in dieser Mitteilung zu- 
sammenfassend fiber die 13C-NMR-spektroskopischen Eigenschaften 
einiger Dutzend Aminos~urederivate mit  verschiedenen, in der Peptid- 
chemie h~ufig verwendeten, Schutzgruppen berichten. I m  experimentel- 
len Toil sind die yon uns gewi~hlten Synthesewege und die physikMi- 
schen Daten der Aminos~urederivate tabellarisch zusammengestellt. 

1. G l y c i n  u l ld  D e r i v a t e  

Die 13C-chemischen Verschiebungen der Signale von Glycin wur- 
den bereits im Jahre 1970 von Horsley et al. 6 publiziert. Diese Auto- 
ten haben die Verschiebungsparameter durch Vermessen eines Glycins 
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gewonnen, das start des natiirliehen Gehalts an 13C (1,1%) einen solchen 
yon 15% hatte. 

In  Tab. 1 sind die 13C-chemischen Verschiebungen von Glyein 
und drei Glycinderivaten zusammengestellt. 

Beim Glyein kann die Signalzuordnung auf Grund allgemeiner 
13C_ehemiseher VersehiebungsregelnS, 4, 7, s eindeutig getroffen wer- 
den. Das Signal des mit elektronenziehenden Sauerstoffatomen ver- 
kniipften Kohlenstoffatoms der Carboxylgruppe erseheint bei tiefstem, 
die CH2-Gruppe absorbiert bei h6ehstem Feld. Die getroffene Zn- 
ordnung kann durch das Protonen-,,Off-l~esonance"-Spektrum be- 

Tabelle 1. l~C-chemische Verschiebungen yon Glycin und Derivaten. Die 
ppm-Werte sind au~ T M S  = 0 bezogen; GIy-OH wurde in D20 gemessen, 

die iibrigen Verbindungen in D;VISO 

Name Aminosgureteit Schutzgruppe 
COOH CONH2 C~ C = 0 Ct CH~ 

Gly-OH 6 - -  173,50 
Gly-NH2 �9 I-IC1 
Boc-Gly-OH - -  172,10 
Boc-Gly-NI-I2 

- -  42,50 
- -  168,00 - -  40,25 

--42,10 --156,10 --78,35 --28,40 
- -  171,75 - -  43,25 - -  156,00 - -  78,20 - -  28,25 

st/~tigt werden: Fiir das quart~tre Kohlenstoffatom wird ein Singulett, 
fiir die CH2-Gruppe Bin Triplett beobaehtet. 

Die wichtigste Singalzuordnungshilfe fiir Spektren komplexer 
Molekiile ist mit Sieherheit der spektrale Vergleieh zwisehen einfaehen 
Derivaten der Molekiilreste und dem Gesamtmolekiil. Die Zusemmen- 
Mnge kSnnen am iibersichtliehsten dureh l~C-NMl~-Strichspektren 
erkannt werden. 

Aus Abb. 1 folgt, dab das C-terminale Kohlenstoffatom dos Glyeins 
in dem relativ sehmalen ppm-Bereieh y o n - - 1 6 8  b i s -  174 absorbiert 
und der Resonanzbereich des N-terminalen C-Atoms zwisehen - - 4 0  
und - - 4 4  ppm liegt. Die drei restliehen Signale in den Spektren yon 
Boc-Gly-OtI  und Boc-Gly-NH2 mtissen dutch C-Atome des t-Butyloxy- 
earbonylrestes verursaeht werden: Die Kohlenstoffatome der drei 
Methylgruppen lassen sieh NMR-spektroskopiseh nieht unterseheiden; 
ihr gemeinsames Signal liegt bei hSehstem Feld und zeichnet sieh im 
Vergleieh zu den anderen l%esonanzen durch besonders groBe Int.ensit/~g 
aus. Wie wiederum aus bisher bekannten Versehiebnngsregeln folgt, 
muB das Carbonyl-Kohlenstoffatom des Boc-Restes yon allen C-Atomen 
der Schutzgruppe bei tiefstem Feld absorbieren ( - -156ppm) .  1)as 
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noch iibrig bleibende Signal der Boc-Aminos~uren muff schlieBlich 
dutch Absorption des quart&ren Kohlenstoffatoms des tert-Butyl- 
restes verursacht werden. 

H?N - CH-)- COOH Gty- OH 

H2N-CH2-CONH 2 GlyNH 2 HCl 
2 1 

CH 3 0  
CH 3 -C-O-C-NH-CH.)-COOH 
s ~H 3 3 2 ~ ~ BOC-Giy-OH 

I 
4 

CH 3 0  
CH 3 -C-O- C-NH-CH,)-CONH.~ 
5 M 3 2 ~ 1 

CH 3 BOC-GI#NH 2 I I I l 
j , 3  . . . . .  # ,r, . . . . .  s 

-180 -160 -140 -120 -70 -50 -30 
ppm (TMS= 0) 

Abb. 1. 18C-~TMR-Strichspektren von Glycin und Derivaten 
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2. zsO-NMR-Strichspektren von Glu(OH)-OH, Glu(Bzl)-OH, GIn-OH, 
Z-GIn-OH, Z-Gln(Mbh)-OH 

2. G l u t a m i n s & u r e ,  G l u t a m i n  u n d  D e r i v a t e  

Auch die laC-chemischen Verschiebungen der Glutaminsi~ure wur- 
den schon relativ Iriih publiziert 6. Die beiden Signale der s Carboxyl- 
gruppen erscheinen bei tiefstem Feld, wobei die Nachbarschaft  der 
- -CH(NH2)-Gruppe gegeniiber dem --OH2-Rest  eine Ties 
yon 6 bis 7 ppm hat. Die Resonanz des mit  der Aminogruppe verkniipf- 
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ten C-Atoms (--55,70 ppm) ist charakteristiseh fiir ~-C-Atoms yon 
Aminoss und Peptiden 6, 9, ~0. Die Resonanz yon Cv ist gegenfiber 
der yon C~ um mehr Ms 6 ppm nach tieferem Feld verschoben, da 
die benachbarte Carboxylgruppe einen sts Elsktronenzug aus- 
iibt als die nachbarst~ndige --CII(NHe)-Gruppe (ppm-Werte vgl. 
Tab. 2). 

Aus dem Vergleieh der Striehspektren yon Glu(Bzl)-OIt und Gln-OtI 
mit dem Spektrum der Stammverbindung Glutamins/~urs (vgl. Abb. 2) 
k6nnen die Signalzuordnungen der Aminoss eindeutig ge- 
troffen werden. Von den aromatisehen Kohlenstoffatomen des BenzyI- 
restes kann nur die l%esonanz des C-Atoms B 2 (--142,75 ppm; vgl. 
Abb. 2) mit Sieherheit zugeordnet werdsn. Fiir die ppm-Wsrte der 
entsprechendsn Kohlenstoffatome wird im Toluol - -137 ,7  n und im 
Benzylalkoho112 __ 141,0 ppm angegeben. 

Die Aromaten-C-Atome des Bzl- und Z-Restes absorbisren bsi 
~hnliehen ppm-Werten; das substituierte C-Atom des Phenylrestes 
der Z-Grupps tr i t t  jedoch gegeniiber dsmjenigen des Bzl-l%estes bei 
um ungef/ihr 5 ppm hSherem Fsld in Resonanz. 

Als Ausgangsprodukt zur Herstellung yon Pyroglutamins~ure- 
peptiden ist in letzter Zeit besondsrs das Benzyloxyearbonyl-(4,4'- 
dimethoxybenzhydryl)-L-glutamin wichtig gewordsn ~3. 

Die Signale dieses 28 C-Atoms snthaltenden ?r lassen sieh 
dutch spektralen Vsrgleieh mit Analogen und ,,Off-~esonanee"-Spek- 
troskopis auger den l~ssonanzsn dsr aromatisehsn C-Atome eindeutig 
zuordnen, wie dies Tab. 2 und Abb. 2 zeigen. 

Die Signale der bsidsn Methoxygruppen mtissen zusammenfallen; 
sie unterseheiden sieh im Hoehfeldbereieh dureh besonders grol3s 
Intensitgt yon Naohbarresonanzen deutlieh. AuBerdem lisgen die 
ppm-Werte der Methoxyresonanzen yon Z-Gln(Mbh)-OtI (--55,05) 
und yon Anisol 1~ (--54,1)  eng beieinandsr, was fiir dis giehtigkeit 
der Zuordnung sprieht. Dutch spektralen Vsrgleieh des Mbh-Restes 
in Z-Gln(Mbh)-OH mit Aniso114 kann gefolgert werden, dab die ge- 
sonanz bei - -158 ,30  ppm im Spektrum der gesehiitztsn Aminosgure 
dem mit der OCHa-Grupps substituiertsn C-Atom zuzuordnen ist. 
Das entspreehende C-Atom in Anisol absorbiert bei --159,81~ppm. 
Ebenso mug das Signal bei - -113 ,70  ppm dutch Resonanz sines aro- 
matisehen C-Atoms des Mbh-I~estss verursaeht werden. Vergleiehs- 
weise liegen die ppm-Werte yon C-2 und C-6 in Anisol bei - -  113,5 ppm 1~. 

Aus zweierlei Griinden ordnen wit die bei - - 1 3 7 , 1 5 p p m  bzw. 
- -134,95  ppm liegenden Resonanzen yon Z-Gln(Mbh)-OI-I einem 
Aromatensignal der Z- bzw. der Mbh-Gruppe zu: 

1. auf Grund der Signallage (Vergleieh mit dem Spektrum yon 
Z-Gln-OH !) nnd 
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Tabe l le  2. lsC-chemische Verschiebungen von Glutamins(~ure, Glutamin 

N a m e  
Aminos/~uretei l  

C O O H  CONH~ C~ C~ C v 

G l u - O i  6 - -  175,60 - -  55,70 - -  28,10 - -  34,50 
- -  182,30(~) 

Glu(Bzl)-OI-I - -  177,40(~) - -  55,15 - -  24,80 - -  29,35 
- -  174,70 

Gln-OI-I 9 - -  i79 ,50 - -  174,45 - -  52,20 - -  28,30 - -  33,00 
Z-Gln-OI-I  - -  174,15 - -  174,15 - -  53,85 - -  26,85 - -  31,70 

Mbh-OH 

Z-Gln(Mbh)-OH - -  173,90 - -  170,80 - -  53,60 - -  27,10 - -  31,95 

Boo-GIn-OH - -  173,90 - -  173,90 - -  53,20 - -  26,65 - -  31,50 

* G]u-OH wurde  in  D 2 0  gemessen,  G l n - O H  in D20/DC1, Z-Gln(Mbh)-OH 

2. a u f  G r u n d  d e r  S i g n a l i n t e n s i t s  d ie  be i  d e r  R e s o n a n z  be i  h S h e r e m  

F e l d  m e h r  a ls  d o p p e l t  so grol~ i s t  (2 M e t h o x y p h e n y l r e s t e )  wie  b e i m  

N a c h b a r s i g n a l .  

D i e  n o c h  i i b r i g b l e i b e n d e n  R e s o n a n z e n  i m  a r o m a t i s c h e n  p p m -  

B e r e i c h  k 6 n n e n  s o w o h l  d u r c h  C - A t o m e  des  Z-  a ls  a u c h  des  Mbh-Restes 
v e r u r s a c h t  w e r d e n .  F f i r  e ine  e i n d e u t i g e  Z u o r d n u n g  m t i s s e n  n o c h  m e h r  

V e r g l e i c h s s u b s t a n z e n  s y n t h e t i s i e r t  u n d  v e r m e s s e n  w e r d e n .  

U n t e r  B e r f i c k s i c h t i g u n g  d e r  D i s k u s s i o n  de r  1 3 C - N M l ~ - S p e k t r e n  y o n  

G l u - O H  (vgl.  o b e n ,  T a b .  2 u n d  A b b .  2) u n d  Boc-Gly-OH (vgl .  1, T a b .  1 

u n d  A b b .  1) l~l~t s i ch  die  S i g n a l z u o r d n u n g  y o n  B o c - G l n - O H  m i i h e l o s  

d u r c h f i i h r e n  (vgl.  A b b .  2 u n d  T a b .  2). 

3. A r g i n i n  u n d  D e r i v a t e  

D ie  1 3 C - N M R - P a r a m e t e r  y o n  A r g i n i n  u n d  e i n i g e n  D e r i v a t e n  s i n d  

in  T a b .  3 u n d  d e n  A b b .  3 u n d  4 z u s a m m e n g e s t e l l t .  D i e  l aC-chemi -  
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und Derivaten. Die ppm-Werte sind auf T;~IS ~ 0 bezogen* 
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Schutzgruppen 
Z, Bzl, Mbh t-Boc 

Ct C = O CH2 CsHa C = O C2 CHa OCHa 

--63,25 --142,75(B 2) 
--128,30 
--126,65 

--156,55 --65,80 --137,25(Z 3) 
--128,70 
--128,05 

--73,80 --127,75(M~) --55,15 
(M 1) - -  138,45(M3) (M 6) 

--113,60(M 4) 
--158,40(M 5) 

--48,75 --156,35 --65,60 --158,30(M 5) --55,05 
--137,15 
--134,95 
--128,50 
--127,75 
--113,70 

--155,60 --78,10 --28,15 

in Dioxan--H20, die fibrigen Verbindungen in DMSO. 

schen Verschiebungen und SignMzuordnungen der Stammverbindungen 
sind bereits friiher publiziert 6, 9 worden und dienen als Grundlage 
der hier getroffenen Zuordnung. 

Beim Vergleich yon Arg-OH mit dem Methylester zeigt sich, dab 
sich im Ester das Signal yon C-1 nach hSherem Feld verschiebt. Diese 
Hochfeldverschiebung wird allgemein beobachtet; so z .B.  erscheint 
die l~esonanz der Carboxylgruppe yon Essigs~iure bei - -176 ,9  ppm~5; 
im Methylester liegt das Signal des entsprechenden Koh]enstoffatoms 
bei - -  170,7 ppm 16. 

Der Vergleich der 13C-chemischen Verschiebungen der Kohlenstoff- 
atome des Guanidylrestes im Arginin und Nitroarginin zeigt, dab die 
Nitrogruppe einen schwachen, abet deutlichen elektronenziehenden 
Effekt auf das zentrale C-Atom ausfibt. 

Die SignMe der Boc-Gruppe im Boc-Arg(NO2)-OH k6nnen dutch 
spektrale Vergleiche mit Boc-Gly-Og (vgl. 1) eindeutig zugeordnet 
werden. 

71" 
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Tabel le  3. laC-chemis~he Verschiebungen von Arginin und Derivaten. 
in D20  gemessen,  die i ibrigen 

N a m e  Aminos•ureteil  

C 0 0 H  H o N ~  
bzw. " Ca C~ C~ C~ 

COOR - - H N / C = N -  

A r g - O H  6 - -  175,20 - -  157,50 - -  55,10 - -  28,50 - -  24,90 --- 41,50 
Arg-OMe.  - -  169,80 - -  157,00 - -  53,10 - -  27,20 - -  24,40 - -  40,25 
2 tIC1 
Boc-Arg- - -  174,25 - -  159,55 - -  53,40 - -  28,35 - -  25,25 - -  40,55 
(NO2)-Ott  
Z-Arg-Ol-t  - -  176,20 - -  157,65 - -  55,65 - -  29,90 - -  25,35 - -  40,55 

Tos-C1 

Z-Arg-  - -  173,90 - -  156,90 - -  53,85 - -  28,25 - -  25,90 - -  40,55 
(Tos)-Ot-I - -  156,35 

A n a l o g  lassen  s ich die  Z u o r d n u n g e n  der  R e s o n a n z e n  der  Z - G r u p p e  

y o n  Z - A r g - O H  (Abb.  4, Tab .  3) d u r c h  Verg le ich  des  S p e k t r u m s  m i t  

d e m  y o n  Z - G I n - O H  t re f fen .  
V o r a u s s e t z u n g  ftir die Z u o r d n u n g  der  S igna le  i m  A r o m a t e n b e r e i e h  

y o n  Z-Arg(Tos)-Ott is t  die K e n n t n i s  de r  S igna l l agen  der  C - A t o m e  y o n  

Tosy lch lo r id .  D a s  S p e k t r u m  des p -To luo l su l fonsgu rech lo r ides  zeigt ,  wie  er- 

wa f t e r ,  5 R e s o n a n z e n  (Abb.  4). A u f  G r u n d  a l lgeme in  ehemisehe r  Versehie-  

b u n g s r e g e l n  3, 4 1/~l~t s ieh das  S igna l  bei  h S e h s t e m  F e l d  ( - - 2 1 , 2 5  p p m ) d e r  

M e t h y l g r u p p e  (T  5) zuo rdnen .  Verg le ichsweise  l ieg t  die M e t h y l r e s o n a n z  
y o n  To luo l  bei  - - 2 1 , 3 p p m  li .  D a  die S02C1-Gruppe  e inen  s t a r k e n  

E l e k t r o n e n z u g  auf  das  m i t  ih r  v e r k n i i p f t e  C - A t o m  aus i ib t ,  o r d n e n  
wi t  das  S igna l  be i  t i e f s t e m  F e l d  T i zu  (vgl.  Abb .  4). D i e  N a e h b a r -  
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Die ppm-Werte sind auf T~I/IS = 0 bezogen; Arg--OI-I wurde 
Verbindungen in D M S O  
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Schutzgruppen 

Z , T o s  t-Boc 

O - - C H a  
C = O CH2 C 6I-I5 @t C i a  - - C s H z t - - C ~  a 

--- 78,35 - -  28,40 

- -  51,70 

- -  155,80 

--- 155,80 - -  65,30 - -  137,45 
(Z a ) 

- -  128,50 
- -  127,65 
(Z4-6) 

- -  144,45 - -  21,25 
(T l) 
- -  139,30 
(T a) 

- -  128,80 
(~:s) 
- -  126,00 
(T s) 

- -  156,90 - -  65,70 - -  142,00 - -  21,05 
- -  141,25 
- -  137,15 
- -  129,25 
- -  128,50 

125,80 
--- t27 ,85 

resonanz ( - - / 3 9 , 3 0 p p m )  liegt bei einem ghnlichen ppm-Wer t  wie 
d~s Signal des subst, i tu ie r ten  C-Atoms in Toluol ( - - 1 3 7 , 7 p p m )  n 
und  wird somit  T 4 zugeordIlet. Die Sign~le yon T 2 n n d  T* und  ihre 
entsprechenden SymmetrieanMog~ fMlen p~arweJse zusammen und  
zeichnen sich daher durch besondere In t ens i t~ t  aus. Ftir  eine eindeutige 
Zuordnung  miissen erst weitere Deriv~te vermessen werden, 

Aus Abb.  4 geht  hervor, dab sich die laC-gesonanzen yon Z - A r g ( T o s ) -  

OH durch spektralen Vergleich mit. Tos-C1 mad Z-Arg-Ot{ aut3er denen 
im aromat ischen Bereieh nahezu ausnahmslos zuordnen lassen. Fi ir  
die 7 im aromat isehen ppm-Bereieh auf t re tenden  Resonanzen k a n n  
die Zno rdnung  jedoch ers~ naeh Vermessung weiterer Derivate  ein- 
deutig getroffen werden. 
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4. P y r o g l u t a m i n s & u r e  u n d  D e r i v ~ t e  

Pyroglutumins&ure ist Bestandteil wichtiger Peptidhormone, wie 
z. B. des Thyreotropin-freisetzenden Hormons (TRH) und des luteini- 

HN, Arg-OH 
6C-NH 2 

HN NH 2 
"CH-)s ~-OH?~ ~ -CH?3 ~ -CH -COOH 

HN Arg-OMe, 2 HCI 
6"~C- NH 2 
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Abb .  3. i aC- lqMR-S t r i chspek t r en  y o n  A rg in in  u n d  D e r i v a t e n  
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Abb.  4. 13C-NMg-S t r i ohspek t r en  yon  Z-Arg-Ot{ ,  Tos-C1 u n d  Z-Arg(Tos)-OH 

sierende und follikelstimulierende Hormon-freisetzenden Hormons 
(LH/FSH-RH). In diesem Zusammenhang sind in unserer Arbeits- 
gruppe verschiedene Pyroglutamins~urederivate synLhetisiert wor- 
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den17, l_s, deren lsC-chemisehe Versehiebungen in Tab. 4~ zusammen- 
gestellt sind. 

Die Signale der Pyroglutamins/~ure lassen sieh auf Grund ihrer 
pH-Abh/~ngigkeit ~7 und durch Vergleieh mit  denen der Glutamin- 
ss eindeutig zuordnen: Am st/~rksten sind die Signallagen der C- 
Atome 1, 2 und 3 vom pH abh&ngig, da sich die Elektronendiehte yon 
C-1 beim Abdissoziieren des Protons der Carboxylgruppe am stgrksten 

3 

0;~-~ COOH F'yr-OH 
H 

t, 3 Cl 

d,~L ~ ~ COOd-JXC )ZCL Pyr -OCP 
H ~ c@-=-{ c5 

zS z4 C[ 
# 

6 _ 1 
z @ C H  20C00H Z-Pyr-OH 

1 

COOH 

(CH3)3~-C-O-C-N, ~ }~ '7 6 # ~  BOC-Pyr-OH 

Abb. 5. 

51 

5 1 C2~,5 C3,5 

L I L I111 
t i 
, , 

;i z~ z3 #,s 
I I~lll ~ 

Z5 

1,5 6 

-180 -160 -140 -120 

~ 3  

L~ 

# 

7 L 6  

] i 
/// . . . . . .  

--70 -50 -30 

- - ~  ppm (TMS=O) 

isC-NMR-Strichspektren yon Pyr-OI-I, Pyr-OCP, Z-Pyr-Ol-I und 
Boc-Pyr-OH (ppm-Werte sind auf T M S  = 0 bezogen) 

/~ndert. Durch Vermessen der Pyroglutamins/ture bei verschiedenen 
pH-Werten lassen sich die eng beieinanderliegenden Signale yon C-5 
und C-1 bzw. yon C-4 und C-3 den entsprechenden C-Atomen zu- 
o r d n e n .  

Abb. 5 erleichtert die Signalzuordnung fiir die Pyroglutamins/~ure- 
derivate. 

In  allen 3 Derivaten der Pyroglutamins/s yon Abb. 5 lassen 
sich die yore Pyroglutamins&urerest herriihrenden Signale dureh 
Spektrenvergleieh mit  der Stammverbindung identifizieren. Von 
den Signa]en des O C P - R e s t e s  lassen sich die l~esonanzen fiir C---C 1 
( - -  153,00 ppm) und C - - C  3, 6 (Signale bei - -  119,90 und - -  117,50 ppm) 
eindeutig identifizieren. Die eng beieinanderliegenden Signale der 
Kohlenstoffatome - - C  2, - - C  4 und - - C  5 k6nnen jedoch den einzelnen 
C-Atomen nicht zugeordnet werden. I m  Spektrum der Verbindung 
Z-Pyr -OH sind are  3 Aromatensignale getrennt. Das Kohlenstoff- 
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atom - - Z  ~ (vgl. Abb. 5 und 6) t r i t t  bei tiefstem Feld in Resonanz 
( - -135 ,60ppm) .  Auf Grund der Signalintensit/~ten ist die Resona.nz 
bei - - 1 2 8 , 2 0 p p m  C - - Z  6 (einf&che Intensitgt!)  und die Signate bei 
- -  128,50 bzw. - -  127,65ppm C--Z  4, s, C Z ~, ~ (jeweils doppelte 
Intensit~t  !) zuzuordnen (vgl. Abb. 5 und 6). 

Die Signale der Boc-Gruppe yon Boc-Pyr-Ott lassen sieh dureh 
spektralen Vergleieh mit Boc-Gly-OH eindeutig identifizieren. 

Z- Pyr-OH 

Z3-Z 6 
r 

Z I 

3 

z 1 C--O 
, 2 

o 
z2C~ 2 z21 

Z 5 

i 

I DMSO 

4 

178j5 -172,~ -160,75 -12~50 -127~ 65 -67~35 -5Bs -30,B5 -2~25 
%6o-%2o 

Abb. 6. Puls-Fourier-Tr&nsform-Z3C-NMR-Spektrum yon Z-Pyr-OtI in 
DMSO-d6 (254 mg/1,5 ml); Akkumulation yon 4096 Pulsinterferogrammen 

(ppm-Werte bezogen auf TMS = 0) 

5. P r o l i n  u n d  D e r i v a t e  

Auch der Prolinrest ist ein fiir die Aktivitfit essentieller Bestand- 
teil vieler Peptidhormone. Die Signalzuordnung der in Tab. 5 zusam- 
mengestellten Prolinderivate gelingt mit  Hilfe der ftir Prolin bek~nn- 
ten Korrelation 6. Substituiert m~n das Iminowasserstoff~tom des 
Prolins dutch die Aeetyl-, t-Butyloxycarbonyl- oder Benzyloxy- 
earbonyl-Schutzgruppe, d~nn werden fiir die meisten Kohlenstoff- 
a.tome zwei Resonanzen ge/unden, was durch das Vorliegen yon cis/ 
traras-[someren erklgrt wird ~s-21. Behinder~e Rotat ion um die 
- - C O - - N H - B i n d u n g  ist Ursache dieser cis/t~'ans-Isomerie. Die Zu- 
geh6rigkeit einer Resonanz zum cis- oder trans-Isomeren kann meis~ 
an der SignalintensitS~t erkannt  werden, da die Isomeren selten zu 
gleichen Teilen vorliegen. Unter  der Beriieksichtigung der 13C-Signal- 
intensitfiten 22 und der Ergebnisse yon Protonenresonanzuntersuchun- 
gen 23 wurden die Resonanzen der cis/trans-Isomerenpaare yon Tab. 5 
zugeordnet. 
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6. T y r o s i n ,  g i s t i d i n  u n d  D e r i v ~ t e  

Sowohl bei den Tyrosin- als such den Histidinderivaten gelingt 
die Signalzuordnung der C-Atome des niehtaromatisehen Amino- 
s~urerestes durch Vergleich der Spektren mit dem der entspreehenden 
Stammverbindung (vgl. Tab. 6 und Abb. 8). 

Im Spektrum yon Z-Tyr(Bzl)-OH ist das der C~rboxylresonanz 
(--173,60 ppm) benaehbarte Sign~lpaar den C-Atomen Z 1 und C-7 

~COOH 
H ~ 3 3  H Pro - OH 

1CONH 2 
H ~ H  Pro- NH2.HQ 

O~6 :COOH 
pN---'~2H 

CH 3 51 j~ Acety[-Pro-OH 

s 7 6 ~COOH 
(CH3)3~C- O-C- N ~ H  O 5 ~ s  BOC-PFo-OH 

s 7 6 1CONH2 
(CH3)3~C-O-C-N~H 

O sL..J~ BOC-Pr~ 

~ 3 z 2  z~ ~COOH 
z"({ )y~ CH2-O-C-N---~2H 

~) SL.v.J~ Z-Pro-OH 
L 

6 

I 
6 

1 Z 1 Z 3 zL, 5 

- ppm-IBO -160 -140 .-120 

Abb. 7. 

I I I  
S 34 
i , i 

I Ir 
5 34 

I'E l'l i,i 
5 3 a,7 

ill 
7 2 s z,s,~ 

II N J[J 
7 2 5 3~Z, 

' '/ i 

§ 
-70 -50 -30 

z3C-NMR-Strichspektren yon Prolin und Derivaten 
(ppm-Werte sind auf TMS = 0 bezogen) 

zuzuordnen. Die restlichen 17 aromatischen C-Atome absorbieren 
zwischen - -114 ,60  und - -137,55  ppm; d& in diesem ppm-Bereich nur 
5 Signale liegen, miissen etliehe dieser C-Atome zus&mmenfullende 
ehemisehe Versehiebungen h~ben. Die beiden CH2-1~esonanzen der 
Bzl- und Z-Gruppe erseheinen bei - -59 ,25  und - -65 ,40  (Z 2) ppm. 

Analog werden die Zuordnungen fiir Boc-Tyr(Bzl)-OH getroffen: 
Im Aromatenbereich yon - -137 ,35  bis - - l l 4 , 6 0 p p m  liegen 5 Re- 
son~nzen, die durch Absorption yon 7 verschieden~rtigen C-Atomen 
entstehen. Fiir die genaue Signalidentifizierung miissen noch mehr 
Vergleichssubst&nzen vermessen werden. Eindeutig sind durch spektrale 
Vergleiche die Besonanzen der C-Atome der Boc-Gruppe zu identi- 
fizieren (vgl. Abb. 8, Tab. 6). 

Dies gilt ebenso ftir die Signale der Boc-Gruppe yon Boc-Tyr(Bzl)- 
ONP. Die drei Resonanzen yon C-8, C-N 1 und C-7 liegen zwischen 
- -  157,30 und - -  155,35 ppm. Die Zuordnung fiir die restlichen 9 Aro- 
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matensignale im Bereich yon --145,20 bis - -114 ,70  ppm kann noch 
nicht eindeutig getroffen werden. 

In  Tab. 6 sind auBerdem die Daten ftir Histidin und einige Derivate 
angegeben. Auf Grund der in der Literatur 24 bekunnten Zuordnung 
der Histidinsignale kSnnen die Resonanzen des Histidinrestes in His- 
OMe und Z-His-NHNH2 eindeutig identifiziert werden. Ober die 

~IH2 
HO-,/( "~X-CH 2- CH-COOH 

7 ~  3 2 1 

B 6 B5 ~ s Tyr-OH 

B? BI~B3 '-QZ I Z2 Z~ 
CH2/~- x ~H- C-O-CH2~_)z6 
O  -t CH2-CH-COOH 

B5 6 5 Z-Tyr(Bzt)-OH 
B 8.. . -~, .  B4 

s7 L(._~] # BOC-Tyr (Bz0-OH 
a'T'~ 2 Oo o ~ 
~CH ..... , '2~ NH-C-O-C~.(CH3) 3 
O~( )~CHo- CH-COOH 

as 6 5 BOC-Tyr(BzI)-ONP 
4 s 10 B B 

? ~ ' ] _~  O- C~.(CH3) 3 
~ ~ = O  
B C H ~  NH N2 N3 , 7 f - . \  , # ~ , , 4  

O i (  ) k  cm2- CH-COO-~( ))ZNO2 
' ~k~_/~ 3 2 1 k ~ /  

6 5 N 8 N 5 

I1 I III I I I  
Zl7 z , -  6 BI,Z 2 

z , -  
R 2 - -  

II I lH I I I  
9 B I 2 

B 2 B7 
N 2 -  N 6 
z, - - 6  

. . . . . . . .  #? pl . . . .  lo 
,ppm}-150 -160 -1/,0 -120 -70 -50 -30 

1 I I 
7 z, - 6 

Abb. 8. 13C-NMR-Strichspektren von Tyr-OH, Z-Tyr(Bzl)-OH, 
Boc-Tyr(Bzl)-OH und Boc-Tyr(Bzl)-ONP 

(ppm-Werte sind auf T M S  = 0 bezogen) 

Signalzuordnungen des Z-Restes sei auf frtihere Diskussionen in der 
vorliegenden Mitteilung verwiesen. Die in Tab. 6 verwendete Nomen- 
klatur der Histidinderivate entnehme man folgender Strukturformel:  

8 
H-C~C- -CH. , -CH-COO H 2 3 s 

. ,-, ..C ~, . ,~ n 2 

7. T r y p t o p h a n  u n d  D e r i v a t e  

Die l~C-chemischen Verschiebungen yon Tryptophan sind bereits 
in einer ffiiheren Mitteilung s publiziert worden. Allerdings ist die 
Zuordnung zu dieser Zeit noch nicht m6glich gewesen, d~ die Daten 
analoger Verbindungen nicht zugs waren. 
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Durch spektralen Vergleich mit  anderen Aminosguren lassen sich 
die t~esonanzen der nieht-, ,aromutisehen" C-A~ome eindeutig zu- 
ordnen (vgl. Tab.  7) und dureh spektralen Vergleich des Tryptophans  

Try-OH 

S 
6 4 3 ? ~  ~H3 

3- Me-lndol 

Abb. 9. 

till 
, ~ 10Lk 
H~lt 

I ' h  

,h 

Ill 

2 3 

I J 

] 
-180 -150 -140 -120 -70 -50 -30 

ppm UblS=O) 

isg-NMR-S~riehspektren yon 3-Methylindol 2s und Tryptopha.n 

I0 11 4 3 2 1 
~ ( ~ - @  CH2-CH -COOH 
~ 7~Lx.~x~-~s I~H 2 Try-OH 

�9 ~o H 3 2 1 12 
9 ~  CHo- CH - COOCH,~ 

NH2 Try-OCH3.HC[ 

!0 3 2 1 

8 " ~  ~'5 NH 2 Try-NH2.HC[ 
10 3 2 12 ~3 14 

9~----~__~ CH 2" ,CH_NH_COO_C((CH3)3 I 

8~-/~-~i 4 CO-OH BOC Jry-OH !2 
1 0 .  ~ 3 2 12 13 14 ' 

CH2-CH-NH-COO-C~ICHsl3 ! / 
e~----/~'~ CO NH 2 BOC_Try_NH2 ' ,2 

-180 -160 -140 

tllll 

II rll 
FI i l l  

LI H[ 

ilili 
EEIII I I  

~trlt U 

111]1 }l I 
I ~' u 13 

I 
d IE 

rl 

0' 

Illll II I 

//, 
-120 -70 

ppm 

Abb. 10. 

i 
3 

I I  I 
2 12 3 

J 

1 
] 

14~3 

I 
3 
14 

-30 
(TMS:0) 

Deriv~ten 

I 
2 

i 

I 
2 
f 

i 

2 

-50 

13C-NMR-Strichspektren yon Tryptophan und 
(ppm-Werte sind auf T M S  = 0 bezogen) 

mit  3-Methylindol gelingt die Zuorchmng nahezu aller , ,aromatischen" 
C-Atome der Aminosgure. 

Diese Signalidentifizierung wird auch den in Abb. 10 und T~b. 7 
getroffenen Zuordnungen zugrunde gelegt. 
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Experimenteller Tefl 

In  dieser Arbei t  werden folgende Abkfirzungen (Symbole fflr die Strich- 
spek~ren) verwendet : 

BzZ- (B) 

~Ibh- (3I) 
o c P -  (c) 
o N P .  (iv) 
Tos- (T) 
Z- 

Benzyl- 
tert -Butyloxyearbonyt-  
4,4 '-Dimeghoxybenzhydryi-  
2,4,5 -Trichlorphenyl- 
p-Nitrophenyl-  
p-Toluolsulfonyl- 
Benzyloxyearbonyl-  

Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert.  Trichlorphenol und p-Toluol- 
sulfochlorid (alle mit  dem Reinheitsgrad zur Synthese) werden yon der 
Fa.  Merck-Schuehardt bezogcn. 4-Nitrophenol, Hydrazinoameisensgure- 
tert-butylester (zur Synghese) und sgmtliche Aminos/~uren (fOr bioehemische 
Zwceke) sind Produkte  der Fa.  Merck, Darmstadt .  Die Reinhcit  der AS- 
Derivate wird dureh Dfinnsehiehtchromatographie (DC-Fertigplatten,  
Kieselgel F 254, Merck, Darmstadt )  und Drehwer~ fiberprfift. 

Diehlormethan wird fiber CaCI.> getrocknet  und fiber eine Vigreux- 
kolonne destilliert, Dieyclohexylearbodiimid wird dutch J-Iochvakuum- 
destillation, D M F  durch azeotrope Destil lation [Gemisch D M F  (250 g) : 
:Benzol  (30 g ) : W a s s e r  (12 g)] unter  Ausschlul3 yon Licht gereinigt. Die 
Drehwertmessungen werden naiV einem Zeiss Polarimeter  OLD-5 dureh- 
geffihrt. 

Benzyloxycarbonylchtorid wird nach 2~, Boc-Azid nach ~7-2~ und Di- 
methoxybenzhydrol  nach a0 und al hergestellt.  

Die lsC-Spektren werden an einem Bruker-YIFX-90-Multikernspekgro- 
meter  (22,63MtIz) aufgenommen. Die Impulsingerferogramme werden 
in einem Fabr i t ek  1074-Rechner (4 K) 1024- his 4096mal akkumuliert .  
Die Fourier-Transformation wird mit tels  eines Computers PDP-8-I  der 
Fa.  Digital  durchgefiihrt.  Die Best immung der Temperatur  wird mit  einem 
eingebaut, en Thermoelement der Fa.  Bruker  vorgenommen. Die Arbeits- 
t empera tur  betrggt  27 ~ Die L6sungsmittel  werden, sofern m6glich, 
zur 2H-Stabilisation und deren 1Resonanzen Ms StandardsJgnale verwendet. 
Die Konzentra~ion betr/~gt 100--200 mg/ml. Die ppm-Wer te  sind mlf T M S  
als ex~ernen Standard  bezogen. Aus den Adressendifferenzen werden die 
chemisehen Versehiebungen masehinell berechnet. 

In  Tab. 8 ist eine f~rbersieht fiber die Synthesen der vermessenen Ver- 
bindungen gegeben. 

W i t  danken  der  Deutschen  Forschungsgemeinschaf t  fiir die f inan- 
zielle Un te r s t i i t zung  dieser Arbei t .  
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