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1BC-NMR Studies of Protected Amino Acids

The 13C-NMR 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 13C-NMR
spectroscopy for chemists engaged in peptide synthesis is
clearly demonstrated.

Die 13C.NMR-Spektroskopie wird seit Entwicklung der Puls-
Fourier-Technik!, 2 zu einer immer wichtigeren Methode zur Bestim-
mung der Strukturen organischer Molekiile und Naturstoffe3. 4,

Im Zusammenhang mit der Synthese von Derivaten der Hypo-
thalamus-,,Releasing“-Hormone?® beniitzen wir die 13C.NMR-Spektro-
skopie routinemdBig zur Strukturbestimmung der als Zwischenstufen
anfallenden Aminosdure- und Peptidderivate. Da die 13C-NMR-Spektren
geschiitzter Aminosduren in Zukunft auch fiir andere Peptidgruppen
von Bedeutung sein dirften, moéchten wir in dieser Mitteilung zu-
sammenfassend iiber die 13C.NMR-spektroskopischen Eigenschaften
einiger Dutzend Aminosidurederivate mit verschiedenen, in der Peptid-
chemie hiufig verwendeten, Schutzgruppen berichten. Im experimentel-
len Teil sind die von uns gewiahlten Synthesewege und die physikali-
schen Daten der Aminosiurederivate tabellarisch zusammengestellt.

1. Glycin und Derivate

Die 13C.chemischen Verschiebungen der Signale von Glycin wur-
den bereits im Jahre 1970 von Horsley et al.® publiziert. Diese Auto-
ren haben die Verschiebungsparameter durch Vermessen eines Glycins
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gewonnen, das statt des natiirlichen Gehalts an 13C (1,19,) einen solchen
von 159, hatte.

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

Beim Glycin kann die Signalzuordnung auf Grund allgemeiner
13C.chemischer Verschiebungsregeln?. 4 % 8 eindeutig getroffen wer-
den. Das Signal des mit elektronenziehenden Sauerstoffatomen ver-
kniipften Kohlenstoffatoms der Carboxylgruppe erscheint bei tiefstem,
die CHy-Gruppe absorbiert bei héchstem Feld. Die getroffene Zu-
ordnung kann durch das Protonen-, Off-Resonance”-Spektrum be-

Tabelle 1. 13C-chemische Verschiebungen wvon Qlycin wund Derivaten. Die
ppm-Werte sind auf TMS = 0 bezogen; Gly-OH wurde in DO gemessen,
die iibrigen Verbindungen in DMSO

Name Aminosédureteil Schutzgruppe
COOH  CONH: C, C=0 Cy CHs
Gly-OH*® — 173,50 — 42,50
Gly-NH; - (1 — 168,00 — 40,25
Boe-Gly-OH  — 172,10 -— 42,10 — 156,10 — 78,35 — 28,40
Boc-Gly-NHjy ~— 171,75 — 43,25 — 156,00 — 78,20 — 28,25

statigt werden: Fir das quartire Kohlenstoffatom wird ein Singulett,
fiir die CHs-Gruppe ein Triplett beobachtet.

Die wichtigste Singalzuordnungshilfe fir Spektren komplexer
Molekiile ist mit Sicherheit der spektrale Vergleich zwischen einfachen
Derivaten der Molekiilreste und dem Gesamtmolekiil. Die Zusammen-
hange kénnen am iibersichtlichsten durch I3C-NMR-Strichspektren
erkannt werden.

Aus Abb. 1 folgt, dafl das C-terminale Kohlenstoffatom des Glycins
in dem relativ schmalen ppm-Bereich von — 168 bis — 174 absorbiert
und der Resonanzbereich des N-terminalen C-Atoms zwischen — 40
und — 44 ppm liegt. Die drei restlichen Signale in den Spektren von
Boc-Gly-OH und Boc-Gly-NHgy miissen durch C-Atome des ¢-Butyloxy-
carbonylrestes verursacht werden: Die Kohlenstoffatome der drei
Methylgruppen lassen sich NMR-spektroskopisch nicht unterscheiden;
ihr gemeinsames Signal liegt bei héchstem Feld und zeichnet sich im
Vergleich zu den anderen Resonanzen durch besonders groBe Intensitét
aus. Wie wiederum aus bisher bekannten Verschiebungsregeln folgt,
muB} das Carbonyl-Kohlenstoffatom des Boc-Restes von allen C-Atomen
der Schutzgruppe bei tiefstem Feld absorbieren (— 156 ppm). Das
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noch iibrig bleibende Signal der Boc-Aminosiuren mufl schliefilich
durch Absorption des quartdren Kohlenstoffatoms des tert-Butyl-
restes verursacht werden.
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Abb. 1. 13C-NMR-Strichspektren von Glyecin und Derivaten
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Abb. 2. 13C-NMR-Strichspektren von Glu(OH)-OH, Glu(Bzl)-OH, Gin-OH,
Z-GIn-OH, Z-Gln(Mbh)-OH

2. Glutaminsiure, Glutamin und Derivate

Auch die 13C-chemischen Verschiebungen der Glutaminsfiure wur-
den schon relativ friih publiziert®. Die beiden Signale der freien Carboxyl-
gruppen erscheinen bei tiefstem Feld, wobei die Nachbarschaft der
—CH(NH,)-Gruppe gegeniiber dem —CHj-Rest eine Tieffeldwirkung
von 6 bis 7 ppm hat. Die Resonanz des mit der Aminogruppe verkniipf-
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ten C-Atoms (— 55,70 ppm) ist charakteristisch fiir «-C-Atome von
Aminosauren und Peptiden® % 19 Die Resonanz von Cy ist gegeniiber
der von Cp um mehr als 6 ppm nach tieferem Feld verschoben, da
die benachbarte Carboxylgruppe einen stirkeren Elektronenzug aus-
iibt als die nachbarstindige —CH(NHz)-Gruppe (ppm-Werte vgl,
Tab. 2).

Aus dem Vergleich der Strichspektren von Glu(Bzl)-OH und Gln-OH
mit dem Spektrum der Stammverbindung Glutaminséure (vgl. Abb. 2)
kénnen die Signalzuordnungen der Aminosédurederivate eindeutig ge-
troffen werden. Von den aromatischen Kohlenstoffatomen des Benzyl-
restes kann nur die Resonanz des C-Atoms B2 (— 142,75 ppm; vgl.
Abb. 2) mit Sicherheit zugeordnet werden. Fiir die ppm-Werte der
entsprechenden Kohlenstoffatome wird im Toluol — 137,73 und im
Benzylalkohol1?2 — 141,0 ppm angegeben.

Die Aromaten-C-Atome des Bzl- und Z-Restes absorbieren bei
ahnlichen ppm-Werten; das substituierte C-Atom des Phenylrestes
der Z-Gruppe tritt jedoch gegeniiber demjenigen des Bzl-Restes bei
um ungeféhr 5 ppm hoherem Feld in Resonanz.

Als  Ausgangsprodukt zur Herstellung von Pyroglutaminsiure-
peptiden ist in letzter Zeit besonders das Benzyloxycarbonyl-(4,4'-
dimethoxybenzhydryl)-L-glutamin wichtig geworden?s.

Die Signale dieses 28 C-Atome enthaltenden Molekiils lassen sich
durch spektralen Vergleich mit Analogen und ,,0ff-Resonance‘*-Spek-
troskopie aufler den Resonanzen der aromatischen C-Atome eindeutig
zuordnen, wie dies Tab. 2 und Abb. 2 zeigen.

Die Signale der beiden Methoxygruppen miissen zusammenfallen;
sie unterscheiden sich im Hochfeldbereich durch besonders grofle
Intensitdt von Nachbarresonanzen deutlich. Auflerdem liegen die
ppm-Werte der Methoxyresonanzen von Z-Gin(Mbh)-OH (— 55,05)
und von Anisol* (— 54,1) eng beieinander, was fir die Richtigkeit
der Zuordnung spricht. Durch spektralen Vergleich des Mbh-Restes
in Z-Gln(Mbh)-OH mit Anisol™ kann gefolgert werden, dafl die Re-
sonanz bei — 158,30 ppm im Spektrum der geschiitzten Aminosdure
dem mit der OCHs-Gruppe substituierten C-Atom zuzuordnen ist.
Das entsprechende C-Afom in Anisol absorbiert bei — 159,84 ppm.
Ebenso mufl das Signal bei — 113,70 ppm durch Resonanz eines aro-
matischen C-Atoms des Mbh-Restes verursacht werden. Vergleichs-
weise liegen die ppm-Werte von C-2 und C-6 in Anisol bei — 113,5 ppm .

Aus zweierlei Griinden ordnen wir die bei — 137,15 ppm bzw.
— 134,95 ppm  liegenden Resonanzen von Z-GIn(Mbh)-OH einem
Aromatensignal der Z- bzw. der Mbh-Gruppe zu:

1. auf Grund der Signallage (Vergleich mit dem Spektrum von
Z-GIn-OH!) und
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Tabelle 2. 13C.chemische Verschiebungen von Glutaminsdure, Glutamin

Aminosiureteil
Name
COOH CONH, Cy Cp C,

Glu-OHS$ — 175,60 — 55,70 — 28,10 - 34,50

— 182,30(«x)
Glu(Bzl)-OH — 177,40(x) — 55,15 — 24,80 — 29,35

— 174,70
GIn-OH® — 179,50 — 174,45 — 52,20 — 28,30 — 33,00
Z-Gln-OH — 174,15 — 174,15 — 53,85 — 26,85 — 31,70
Mbh-OH
Z-GIn(Mbh)-OH — 173,90 — 170,80 — 53,60 — 27,10 -— 31,95

Boe-GIn-OH — 173,90 — 173,90 — 53,20 — 26,65 — 31,50
* (lu-OH wuarde in DO gemessen, Gln-OH in D20O/DCl, Z-Gln(Mbh)-OH

2. auf Grund der Signalintensitit, die bei der Resonanz bei héherem
Feld mehr als doppelt so groB ist (2 Methoxyphenylreste) wie beim
Nachbarsignal.

Die noch iibrigbleibenden Resonanzen im aromatischen ppm-
Bereich kénnen sowohl durch C-Atome des Z- als anch des Mbh-Restes
verursacht werden. Tiir eine eindeutige Zuordnung miissen noch mehr
Vergleichssubstanzen synthetisiert und vermessen werden.

Unter Beriicksichtigung der Diskussion der 3C-NMR-Spektren von
Glu-OH (vgl. oben, Tab. 2 und Abb. 2) und Boc-Gly-OH (vgl. 1, Tab. 1
und Abb. 1) 146t sich die Signalzuordnung von Boe-Gln-OH miihelos
durchfithren (vgl. Abb. 2 und Tab. 2).

3. Arginin und Derivate

Die 13C-NMR-Parameter von Arginin und einigen Derivaten sind
in Tab.3 und den Abb. 3 und 4 zusammengestellt. Die 13C-chemi-
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und Derivaten. Die ppm-Werte sind auf TMS = 0 bezogen*

Schutzgruppen
Z, Bzl, Mbh t-Boc

C: C=0 CH: CeHs C=0 Ca CH3 OCH;

— 63,25 — 142,75(B2)
— 128,30
126,65

— 156,55 — 65,80 -— 137,25(Z2)
— 128,70
128,05
— 73,80 — 127,75(M?) — 55,15
(M1) —— 138,45(M3) (316)
— 113,60(}44)
— 158,40()15)
— 48,75 — 156,35 — 65,60 — 158,30(]5) — 55,05
— 137,15
— 134,95
—- 128,50
— 127,75
— 113,70
— 155,60 — 78,10 — 28,15

in Dioxan—H30, die Gbrigen Verbindungen in DMSO.

schen Verschiebungen und Signalzuordnungen der Stammverbindungen
sind bereits frither publiziert® ® worden und dienen als Grundlage
der hier getroffenen Zuordnung,

Beim Vergleich von Arg-OH mit dem Methylester zeigt sich, daB
sich im Ester das Signal von C-1 nach héherem Teld verschiebt. Diese
Hochfeldverschiebung wird allgemein beobachtet; so z. B. erscheint
die Resonanz der Carboxylgruppe von Essigsdure bei — 176,9 ppm5;
im Methylester liegt das Signal des entsprechenden Kohlenstoffatoms
bei — 170,7 ppm 16,

Der Vergleich der 13C.chemischen Verschiebungen der Kohlenstoff-
atome des Guanidylrestes im Arginin und Nitroarginin zeigt, daf die
Nitrogruppe einen schwachen, aber deutlichen elektronenziehenden
Effekt autf das zentrale C-Atom ausiibt.

Die Signale der Boc-Gruppe im Boc-Arg(NOs)-OH kénnen durch
spektrale Vergleiche mit Boc-Gly-OH (vgl. 1) eindeutig zugeordnet
werden.

71*
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Tabelle 3. 18C-chemische Verschiecbungen von Arginin und Derivaten.
in D20 gemessen, die iibrigen

Name Aminosiureteil

COOH H,N.

bzw. "No=N— © C C Cs

COOR  —HN" " B i
Arg-OHS — 175,20 — 157,50  — 55,10 — 28,50 —24.90 — 41,50
Arg-OMe- 169,80 15700  — 53,10 —27.20 — 2440 — 40.25
2 HCIL
Boc-Arg- — 174,25 150,55  — 53,40 — 28,35 — 25,25 — 40,55
(NO,)-OH
Z-Arg-OH — 176,20 157,65  — 55,65 —29,90 — 25,35 — 40,55
Tos-Cl
Z-Arg- 173,90 — 156,90  — 53,85 — 28,25 — 2590 —-40,55
(T'os)-OH — 156,35

Analog lassen sich die Zuordnungen der Resonanzen der Z-Gruppe
von Z-Arg-OH (Abb. 4, Tab. 3) durch Vergleich des Spektrums mit
dem von Z-Gln-OH treffen.

Voraussetzung fiir die Zuordnung der Signale im Aromatenbereich
von Z-Arg(Tos)-OH ist die Kenntnis der Signallagen der C-Atome von
Tosylehlorid. Das Spektrum des p-Toluolsulfonsédurechlorides zeigt, wie er-
wartet, 5 Resonanzen (Abb. 4). Auf Grund allgemein chemischer Verschie-
bungsregeln 3. ¢ 146t sich das Signal bei héchstem Feld (— 21,25 ppm) der
Methylgruppe (7%) zuordnen. Vergleichsweise liegt die Methylresonanz
von Toluol bei — 21,3 ppm'. Da die SOCl-Gruppe einen starken
Elektronenzug auf das mit ihr verkniipfte C-Atom ausiibt, ordnen
wir das Signal bei tiefstemm Feld 7" zu (vgl. Abb. 4). Die Nachbar-
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Die ppm-Werte sind auf 7MS = 0 bezogen; Arg—OH wurde
Verbindungen in DMSO

Schutzgruppen

Z,Tos t-Boc

C=0 CH, CeHj5 C CHj —CH,—CH,

— 155,80 — 78,35 — 28,40

— 155,80 65,30 137,45
(Z3)
-~ 128,50
— 127,65
(Z48)
— 144,45 21,25
(T1)
139,30
(T4)
—— 128,80
(1?)
126,00
(T3)
— 156,90 — 65,70 142,00 —- 21,05
141,25
137,15
129,25
— 128,50
125,80
127,85

resonanz (— 139,30 ppm) liegt bei einem &hnlichen ppm-Wert wie
das Signal des gubstituierten C-Atoms in Toluol (— 137,7 ppm)4
und wird somit 7% zugeordnet. Die Signale von 72 und 7% und ihre
entsprechenden Symmetrieanaloga fallen paarweise zusammen und
zeichnen sich daher durch besondere Intensitét aus. Fir eine eindeutige
Zuordnung miissen erst weitere Derivate vermessen werden.

Aus Abb. 4 geht hervor, daf sich die 130-Resonanzen von Z-Arg(7os)-
OH durch spektralen Vergleich mit T'0s-Cl und Z-Arg-OH auBler denen
im aromatischen Bereich nahezu ausnahmslos zuordnen lassen. Fir
die 7 im aromatischen ppm-Bereich auftretenden Resonanzen kann
die Zuordnung jedoch erst nach Vermessung weiterer Derivate ein-
deutig getroffen werden.
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4. Pyroglutaminsdure und Derivate

Pyroglutaminsdure ist Bestandteil wichtiger Peptidhormone, wie
z. B. des Thyreotropin-freisetzenden Hormons (T'RH) und des Iuteini-
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Abb. 3. 13C-NMR-Strichspektren von Arginin und Derivaten
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Abb. 4. 13C-NMR-Strichspektren von Z-Arg-OH, Tos-Cl und Z-Arg(T'os)-OH

sierende und follikelstimulierende Hormon-freisetzenden Hormons
(LH|FSH-RH). In diesem Zusammenhang sind in unserer Arbeits-
gruppe verschiedene Pyroglutaminsiurederivate synthetisiert wor-
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dent?: 18, deren 13C.chemische Verschiebungen in Tab.4 zusammen-
gestellt sind.

Die Signale der Pyroglutaminsdure lassen sich auf Grund ihrer
pH-Abhéngigkeit!? und durch Vergleich mit denen der Glutamin-
sdure eindeutig zuordnen: Am stérksten sind die Signallagen der C-
Atome 1, 2 und 3 vom pH abhéngig, da sich die Elektronendichte von
C-1 beim Abdissoziieren des Protons der Carboxylgruppe am stérksten

i 23 51 2 43
N COOH Pyr-OH I | 1
H \ v \‘\
4 3 Cl L ‘ o
U ¢ cg4 51 C24p 36 2 i3
045,},2 €007 Cl Pyr-OCP \ | Lol \ U.
H Lt " . o
5 b a vt B v
= Z . 13 A5 2, -
5 AT 51 7 B 7 2 2 i 3
Z@CH2_QCOOH zPyor |1 T I R
O “ L S

5 Je |

1 .

COOH !
0 1 15 6 7 2 493
(§H3)39§-O~g—N@A Boc-PyoHl || . o

é’ 17

—BO 160 140 120 0 -50 -30
——  ppm (TMS=0)

Abb. 5. 13C.NMR-Strichspektren von Pyr-OH, Pyr-OCP, Z-Pyr-OH und
Boc-Pyr-OH (ppm-Werte sind. auf TMS = 0 bezogen)

dndert. Durch Vermessen der Pyroglutaminsiure bei verschiedenen
pH-Werten lassen sich die eng beieinanderliegenden Signale von C.5
und C-1 bzw. von C-4 und C-3 den entsprechenden C-Atomen zu-
ordnen.

Abb. 5 erleichtert die Signalzuordnung fiir die Pyroglutaminsiure-
derivate.

In allen 3 Derivaten der Pyroglutaminsiure von Abb.5 lassen
sich die vom Pyroglutaminsiurerest herrithrenden Signale durch
Spektrenvergleich mit der Stammverbindung identifizieren. Von
den Signalen des OCP-Restes lassen sich die Resonanzen fiir 0—C1
(~—— 153,00 ppm) und C—C3: € (Signale bei — 119,90 und — 117,50 ppm)
eindeutig identifizieren. Die eng beieinanderliegenden Signale der
Kohlenstoffatome —(C2, —C* und —C?% kénnen jedoch den einzelnen
C-Atomen nicht zugeordnet werden. Im Spektrum der Verbindung
Z-Pyr-OH sind alle 3 Aromatensignale getrennt. Das Kohlenstoff-
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atom —Z3 (vgl. Abb.5 und 6) tritt bei tiefstem Feld in Resonanz
(— 135,60 ppm). Auf Grund der Signalintensititen ist die Resonanz
bei — 128,20 ppm C—Z¢ (einfache Intensitit!} und die Signale bei
— 128,60 bzw. — 127,65 ppm C—2Z4% 8 (C—Z5 7 (jeweils doppelte
Intensitdt!) zuzuordnen (vgl. Abb. 5 und 6).

Die Signale der Boc-Gruppe von Boc-Pyr-OH lassen sich durch
spektralen Vergleich mit Boc-Gly-OH eindeutig identifizieren.
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Abb. 6. Puls-Fourier-Transform-13C-NMR-Spektrum von Z-Pyr-OH in
DMSO-dg (2564 mg/1,5 ml); Akkumulation von 4096 Pulsinterferogrammen
{ppm-Werte bezogen auf 7MS = 0)

5. Prolin und Derivate

Auch der Prolinrest ist ein fiir die Aktivitat essentieller Bestand-
teil vieler Peptidhormone. Die Signalzuordnung der in Tab. 5 zusam-
mengestellten Prolinderivate gelingt mit Hilfe der fiir Prolin bekann-
ten Korrelation®. Substituiert man das Iminowasserstoffatom des
Prolins durch die Acetyl-, {-Butyloxycarbonyl- oder Benzyloxy-
carbonyl-Schutzgruppe, dann werden fiir die meisten Kohlenstoff-
atome zwei Resonanzen gefunden, was durch das Vorliegen von cis/
trans-Isomeren  erklart wird!®-2!. Behinderte Rotation um die
—CO—NH-Bindung ist Ursache dieser cis/trans-Isomerie. Die Zu-
gehérigkeit einer Resonanz zum cis- oder #rans-Isomeren kann meist
an der Signalintensitit erkannt werden, da die Isomeren selten zu
gleichen Teilen vorliegen. Unter der Beriicksichtigung der 13C-Signal-
intensitdten® und der Ergebnisse von Protonenresonanzuntersuchun-
gen® wurden die Resonanzen der cis/trans-Isomerenpaare von Tab. 5
zugeordnet,
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6. Tyrosin, Histidin und Derivate

Sowohl bei den Tyrosin- als auch den Histidinderivaten gelingt
die Signalzuordnung der C-Atome des nichtaromatischen Amino-
sédurerestes durch Vergleich der Spektren mit dem der entsprechenden
Stammverbindung (vgl. Tab. 6 und Abb. 8).

Im Spektrum von Z-Tyr(Bzl)-OH ist das der Carboxylresonanz
(— 173,60 ppm) benachbarte Signalpaar den C-Atomen Z! und C.-7

ICOOH
H,,\CTZH Pro - OH | [ 1]
5 1 2 S 34
ICONHy , TR
i~ Pro-NHpHCL | | Y
5 e 1 2 5 34
O.5  ‘COOH S
En—h Lo
) Acetyl-Pro-

cr A3 cetyl-Pro-OH I [6 12[ l5[ !3[ A“;
7 ‘COOH ! Lo
‘CHSB’C(3C NTF socrood | 1 oo
Poos Ty B

5 1CONH2 , SRR

HygC- N ' ' "
(Crgco- j BOGPoNHy [ | I
1 6 7 2 5 384

Zi 1COOH Y J B 22 5 3
@ CNj LT IR

o Z-Pro-CH -

—— ppm-~180 -160 140 -120 -0 -50 =30

Abb. 7. 13C.NMR-Strichspektren von Prolin und Derivaten
(ppm-Werte sind auf M8 = 0 bezogen)

zuzuordnen. Die restlichen 17 aromatischen C-Atome absorbieren
zwischen — 114,60 und — 137,55 ppm; da in diesem ppm-Bereich nur
5 Signale liegen, miissen etliche dieser C-Atome zusammenfallende
chemische Verschiebungen haben. Die beiden CHjy-Resonanzen der
Bzl- und Z-Gruppe erscheinen bei — 59,26 und — 65,40 (Z2) ppm.

Analog werden die Zuordnungen fiir Boc-Tyr(Bzl)-OH getroffen:
Im Aromatenbereich von — 137,35 bis — 114,60 ppm liegen 5 Re-
sonanzen, die durch Absorption von 7 verschiedenartigen C-Atomen
entstehen. Fiir die genaue Signalidentifizierung miissen noch mehr
Vergleichssubstanzen vermessen werden. Eindeutig sind durch spektrale
Vergleiche die Resonanzen der C-Atome der Boc-Gruppe zu identi-
fizieren (vgl. Abb. 8, Tab. 6).

Dies gilt ebenso fiir die Signale der Boc-Gruppe von Boc-Tyr(Bzl)-
ONP. Die drei Resonanzen von (-8, C-N! 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 von — 145,20 bis — 114,70 ppm kann noch
nicht eindeutig getroffen werden.

In Tab. 6 sind auBerdem die Daten fiir Histidin und einige Derivate
angegeben. Auf Grund der in der Literatur® bekannten Zuordnung
der Histidinsignale kénnen die Resonanzen des Histidinrestes in His-
OMe und Z-His-NHNH: eindeutig identifiziert werden. Uber die

LN@)erRe A cooH Lo L
o § 5 Tyr-OH ! ! f-8 i 3
S ‘ L
g7 8 L5 ' .
B Qi 2z 3Z 2 ' ! ‘
FCH NH-C20-CHy I I T L1
Yot O I T
B 6 5 ZTyr(Bz1)-OH . 82— &7 -
ab Bt . !
B7©Ba BOCHyr(Bz)-OH | | S
o O . 1 !
T \H-Co-Eehyy T
O@CH2 CH- COOH 178 b= & 3 8 2 310
' - 1 1
. . %’((%HB)OC TyrB2)-ONP | | D
: P sl ' ' '
g 52B3 8C=0 , Sg RZS } '
B H N:NZ e, ] A 6
Dot | L A T 11
5 - R _ - T - -
6 5 NE N {pprm) 180 -160 -140 -120 70 -50 -30

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 TMS = 0 bezogen)

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

7. Tryptophan und Derivate

Die 13C.chemischen Verschiebungen von Tryptophan sind bereits
in einer fritheren Mitteilung® publiziert worden. Allerdings ist die
Zuordnung zu dieser Zeit noch nicht moglich gewesen, da die Daten
analoger Verbindungen nicht zugénglich waren.
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Durch spektralen Vergleich mit anderen Aminosduren lassen sich
die Resonanzen der nicht-,aromatischen C-Atome eindeutig zu-
ordnen (vgl. Tab.7) und durch spektralen Vergleich des Tryptophans

O troc B N I B A
NH

A 2 A

H Try-OH o : '
@b‘:’ 8 Y
6 4 1 !3 CH3 ‘ T “I 5
3 QE ’ 3- Me-Indal S 5E4 T3

2

-180 -160 -140 -120 ~70 -50 -30
ppm {TMS=0)
Abb. 9. 13C-NMR-Strichspektren von 3-Methylindol?® und Tryptophan

Oy 43 2 1
Ol oot | RIE N
NFens N Try-OH ‘. S ; !
5 N ) 4 3, 2 L 12 B Coh ' ‘
O e (-cooths | [l [
A N2 Fy-OCHgHCL | | SIS ze 3

N U b '

0 3 ) (TR ' !
9@0—12 ~CH- CONH2 | P l |
SON Ny TyNHCL | Lo gl

10 3 . [Nl ) |
9@\—T‘ CHy- CH NH-COO-Ce (CH3)3 [ I 1V | ]
3 SN CO OH 1 2 : x;;” v 13 2( 14,'3

7o BOC Try oH | L ! 1

0 , . P , f
9@7“ CHyp- CH NH-CooCetCraly || | 7‘5;&[8“ L |

1 12 51884 13 2 3

86 E 5 CO Ny BOC-Try-NHy T "
-180 -160 -%0 -120 © -70 -50 -30

ppm  (TMS=0}

Abb. 10. 13C-NMR-Strichspektren von Tryptophan und Derivaten
(ppma-Werte sind auf TMS = 0 bezogen)

mit 3-Methylindol gelingt die Zuordnung nahezu aller ,,aromatischen®
C-Atome der Aminosédure.

Diese Signalidentifizierung wird auch den in Abb. 10 und Tab. 7
getroffenen Zuordnungen zugrunde gelegt.
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Experimenteller Teil

In dieser Arbeit werden folgende Abkiirzungen (Symbole fiir die Strich-
spektren) verwendet:

Bzl- (B) Benzyl-

Boc- tert-Butyloxycarbonyl-
Mbh- (M) 4,4’-Dimethoxybenzhydryl-
OCP- (0) 2,4,5-Trichlorphenyl-
ONP- (N) p-Nitrophenyl-

Tos- (1) p-Toluolsulfonyl-

Z- Benzyloxycarbonyl-

Alle Schmelzpunkte sind wunkorrigiert. Trichlorphenol und p-Toluol-
sulfochlorid (alle mit dem Reinheitsgrad zur Synthese) werden von der
Fa. Merck-Schuchardt bezogen. 4-Nitrophenol, Hydrazinoameisensdure-
tert-butylester (zur Synthese) und sdmtliche Aminosduren (fir biochemische
Zwecke) sind Produkte der Fa. Merck, Darmstadt. Die Reinheit der A4S-
Derivate wird durch Dunnschichtchromatographie (DC-Fertigplatten,
Kieselgel F 254, Merck, Darmstadt) und Drehwert tiberpriift.

Dichlormethan wird {iber CaCly getrocknet und iiber eine Vigreux-
kolonne destilliert, Dicyclohexylecarbodiimid wird durch Hochvakuum-
destillation, DMF durch azeotrope Destillation [Gemisch DMF (250 g) :
: Benzol (30 g): Wasser (12 g)] unter AusschluB von Licht gereinigt. Die
Drehwertmessungen werden mit einem Zeiss Polarimeter OLD-5 durch-
gefiihrt.

Benzyloxycarbonylchlorid wird nach 2, Boc-Azid nach *~* und Di-
methoxybenzhydrol nach 3° und 31 hergestellt.

Die 13C-Spektren werden an einem Bruker-HFX-90-Multikernspektro-
meter (22,63 MHz) aufgenommen. Die Impulsinterferogramme werden
in einem Fabritek 1074-Rechner (4 K) 1024- bis 4096mal akkumuliert.
Die Fourier-Transformation wird mittels eines Computers PDP-8-I der
Fa. Digital durchgefithrt. Die Bestimmung der Temperatur wird mit einem
eingebauten Thermoelement der Fa. Bruker vorgenommen. Die Arbeits-
temperatur betragt 27 °C. Die Losungsmittel werden, sofern moglich,
zur 2H-Stabilisation und deren Resonanzen als Standardsignale verwendet.
Die Konzentration betrdgt 100—200 mg/ml. Die ppm-Werte sind auf T M8
als externen Standard bezogen. Aus den Adressendifferenzen werden die
chemischen Verschiebungen maschinell berechnet.

In Tab. 8 ist eine Ubersicht {iber die Synthesen der vermessenen Ver-
bindungen gegeben.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die finan-
zielle Unterstiitzung dieser Arbeit.
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