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Zusammenfasstmg--Die ungewrhnliche Aminos/iure 2-Methylalanin (a-Aminoiso-butters~iure, Aib) wurde durch 
~3C-NMR-SDektroskopie untersucht. Anhand yon amino- bzw. carboxylgeschtitzten Aib-Derivaten und geschiitz- 
ten Oligopeptiden werden die chemischen Verschiebungen der Aib-Kohlenstoffatome beztiglich der benachbarten 
Gruppen und Aminos/iuren diskutiert. Ferner wurde die pH-Abh~ingigkeit der J3C-NMR-Spektren yon Aib, 
Aib-Ala, Ala-Aib, Aib-Ala-Aib und Aib-Ala-Aib-Ala-Aib untersucht. An diesen Beispielen wird erstmals anhand 
von sogenannten chemischen Verschiebungsdiagrammen (= CS-Diagramme) eine neue und vorteilhafte Methode 
zur Auswertung yon NMR-Titrationskurven demonstriert. 

Abstract--The uncommon amino-acid 2-methylalanine (a-aminoisobutyric acid, Aib) was investigated by ~3C- 
NMR. The chemical shifts of amino- or carboxy-protected derivates of Aib and of protected oligopeptides are 
discussed with respect to neighbouring groups and amino acids. The pH-dependence of the BC-NMR spectra of 
Aib, Aib-Ala, Ala-Aib, Aib-Ala-Aib and Aib-Ala-Aib-Ala-Aib was studied. Using these examples, a new and 
advantageous method is demonstrated for the first time for the evaluation of NMR titration curves, which uses 
so-called chemical shift diagrams (CS diagrams). 

Die a-verzweigte, achirale Aminos/iure 2-Methylalanin 
(a-Aminoisobutters~iure, Aib la), erweckt aufgrund ihres 
Vorkommens in den membranmodifizierenden Peptidan- 
tibiotika Alamethicin: Suzukacillin 2'3 und Trichotoxin *6 
gr6sseres Interesse. Ausserdem wurde sie in den Pep- 
tidantibiotika Zervamycin und Emerimicin, 7 Antimoe- 
bin, s Chlamydocin, 9 und Samarosporin ~° gefunden. 2- 
Methylalanin bewirkt eine Einschr/inkung der Konfor- 
mationsfreiheitgrade in diesen Peptiden 1~-14 und ffihrt 
bei Alamethicin und seinen Analoga zur Bevorzugung 
einer helikalen Konformation) 5-t9 So weisen Alamethi- 
cin, ~5-1s Suzukacillin 2° und Trichotoxin 5"2~ einen 
signifikanten Helixbereich auf, welcher ffir die Bildung 
spannungsabh/ingiger Membranporen 21-25 und die 
h/imolytischen Eigenschaften 16~t~ als essentiell 
angesehen werden muss. Sowohl Seouen- 
zierungen 6"s'2°'21"27-29 als auch Synthesen Is't9'3°-36 von 
liingeren Aib-Pepfiden beinhalten grrssere Schwierig- 
keiten. Weitere Literaturangaben fiber strukturelle 
Eigenschaften yon Aib-Derivaten im Kristall und in 
Lrsung, sowie fiber Konformationsberechnungen sind in 
einer neueren Publikation zu finden. 37 

2-Methylalanin ist beziiglich seiner NMR-Eigenschaf- 
ten eine interessante Aminos/iure) 7~°~1~3~5 Die beiden 
a-Methylgruppen liegen in der freien Aminos/iure mag- 
netisch /iquivalent vor, unterscheiden rich jedoch bei 
asymmetrischer Umgebung. Da diese Signalaufspaltung 

zur Konformationsermittlung der natfirlichen Polypep- 
tid-Antibiotika 5''7~°~5"36 und eines synthetischen, 
membranver/indernden und h/imolytisch wirksamen 
Nonadecapeptides 33'34 herangezogen wird, werden in 
dieser Arbeit ~3C-NMR-Daten von Derivaten und Oligo- 
peptiden des 2-Methylalanins diskutiert. Dabei wird 
besonders auf Beeinflussung der ~3C-NMR-Signale durch 
unterschiedliche elektronische Umgebungen einge- 
~3angen, wie sie sich in der pH-Abh/ingigkeit des 

C-NMR-Spektrums ~iussern. 

Derivate des 2-Methylalanins 
Um zun~chst die Bereiche der chemischen Verschie- 

bungen ffir 2-Methylalanin zu erhalten, wurden ver- 
schiedene Derivate dieser Aminos~iure synthetisiert. Die 
Darstellung erfolgte nach bekannten peptidchemischen 
Methoden. Die ~3C-NMR-Messungen zeigen, dass alle 
Aib-C,-Signale ffir die vollgeschfitzten Derivate in dem 
engen Bereich von 8 = 56 bis 57 liegen (Tabelle 1). 

Auch nach Entfernung tier Carboxy-Schutzgruppe 
~indert rich die C,-Resonanz nur wenig. Dagegen tritt nach 
Abspaitung der Aminoschutzgruppe bei tier Ammonium- 
Form eine geringe Tieffeldverschiebung auf. Bei der 
Deprotonierung zur Amino-Form erfolgt trotz der feh- 
lenden positiven Ladung am N-Terminus eine starke 
Hochfeldverschiebung des C~-Signals um etwa 2 ppm. 
Die beiden magnetisch /iquivalenten //-Methylgruppen 
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Verbindung 

+ 
H2-ALb-OMe, Cl 

H-A±b-OMe 

+H,)-Aib-OEt, CL- 

H Alb OEt 

H-Alb-OBu t 

+H2-Aib-OBzl, Tos- 

H-Aib-OSzl 

For-Aib-OH 

Ac-Aib-OH 

BOc~Aib-OH 

Bcc-Azb-O- 

Z-AIh~OH 

NpS-Alb-OH 

qos-ALb OH 

Pi~t AIb-OH 

TEa-Azb-OH 

Boc-Aib-OMe 

Boc-AiD-OEt 

Boc-Alb-OPcp 

Z-AJb-OPcp 

Z-Aib-OBu t 

OCN-Aib-OMe 

O=C(Aib-OMe} 2 
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Tabelle 1. '3C-NMR-Chemische Verschiebung von Aib-Derivaten 

Nr. Solve 

~I c~c13 

<~) CDCl 3 

~ ~c~ 3 

:!~> CDC3 3 

~!~) CDCI3 

: ~ )  CDCl 3 

~) C03OD 

~) CD3OD 

~) CDCl 3 

CD3OD 

~ ) D20(P 

~) CD3OD 

~) CDC13 

Z) CDCI 3 

~) CDCI 3 

~) CDCI 3 

CD3OD 

~ cDc~ 3 

CD3OD 

~) CDC3 3 

~I CDCl 3 

~) CDC13 

~> CD3OO 

~) CD30D 

I ~ )  c ~ z  3 

( ~ )  cDc3 3 

(ii) CDCI 3 

175 ,2  

I 7 6 . 2  

175 .4  

174 .9  

174 .6  

170 .5  

170 .3  

173 .9  

174 .4  

176 .3  

Aib - Signale 

C a 

57.7 

54 .7 

56.7 

56.5 

56.3 

56.7 

57.5 

56.4 

31.9 

38.7 

50 ,3  

58.0 

36 .O 

56.6 

56.2 

56.2 

i6.8 

ii .O 

~5.8 

c 8 Schutzgruppensignale 

23.~ 53.3 (OMe) 

27.6 51.9 (OMe) 

23.g 62.7 (CH2), 14.0 (CH 3) OEt 
~ 

27.7 60.8 (CH2), 14.2 (CH 3) OEt 

27.9 80.5 (Cqu), 27.9 (~3) OBu t 

23.g 136.4, 129.6, 126.9 (Ar), 69.2 (CH 2) OBzl 

27~7 136.5, 126.6, 127.9 (Ar), 66.4 (CH2) OBzl 

25.3 163.1 (CO) For 

25.2 172.7 (CO), 82.6 (CH 3) AC 

25.3 155.6 {CO), 80.7/80.2 (Cq), 28.3 (CH 3) BOC 

25.9 156.9 80.3 28.7 

25.7 156.5 (CO), 80.5 (Cq), 28.I (CH3) Boc 

25.2 155.8 (CO)~ 136.2, 128.6, 128.3 {Ar), 66.9 (CH2) Z 

24.7 142.7, 145.8, 133.7, 125.6, 124.7 (At) Nps 

25.5 143.4, 139.3, 129.5, 127.O (Ar), 21.6 (CH 3) Tos 

24.4 168.3 (CO), 134.2, 131.7, 123.4 (At] Pht 

24.6 158.2 (CO)~ (~ 13 C, 19 F 38.2 HZ) 

116.9 (CF3), (~ 13C, 19 F 286.3 HZ) Tfa 

25.O 170.2 (CO), 22.9 (CH3) Ac~ 52.3 (()Me) 

25.2 172.2 22.4 

25.5 154.8 (CO), 79.4 (Cq), 28.4 (CH 3) BOC; 52.2 (OMe) 

25.5 154.7 (CO), 79.5 (Cqu)~ 28.4 (CH3) BOC; 61.2 (CH2), 

14.2 (CH3) OEt 

154.6 (CO), 79.5 (Cq), 28.4 (CH 3) BOC; 135.9, 

128.5, 128.1 (Ar), 66.9 (CH 2) 

154.3 (CO), 80.2 (Cqu), 28.3 (CH3) 8oc; 144.O, 

131.7, 131.2, 127.6 [Ax) Pcp 

24.4 154.8 (CO), 66.8 (CH2}, 136.2, 128.4, 128.O (At) Z, 

143.9, 132.1, 131.7, 127.6 (Ar) OPcp 

155.1 (CO), 136.9, 128.5, 128.1 (At), 66.4 (CH 2) Z, 

81.4 (Cq), 27.8 (CH 3) OBu t 

27.9 52.7 (OMe), 126.6 (OCN) 

25.7 156.8 (CO), 52.1 (OMe) 

verhalten sich, wie erwartet, bei diesem Am- 
monium/Amino-Obergang stets entgegengesetzt wie der 
C~-Kohlenstoff und werden von 8 = 23.9 im Salz bis 
8 = 27.7 im freien Amin verschoben. Am Beispiel Ac- 
Aib-OMe (3b), H-Aib-OMe (lb) und +H2-Aib-OMe, 
Cl-(lb ÷) l~isst sich diese Abh~ingigkeit gut verfolgen. Die 
freie Aminogruppe wirkt also starker abschirmend auf 
die C,,-Kohlenstoffatome als die entsPrechende N- 
Acylaminogruppe. Bei den CB- und CO-Atomen von Aib 
kehrt sich die Reihenfolge um, und die grfsste Ab- 
schirmung wird bei protonierter Aminogruppe erhalten. 

Oligopeptide mit 2-Methylalanin 
Die J3C-NMR-spektroskopischen Daten von 2- 

Methylalanin (Aib) im Peptidverband sind von beson- 
derem Interesse fiir strukturelle und konformative Un- 
tersuchungen. Daher stellten wit einige kleinere Aib- 
Oligopeptide dar (experimenteller Tell), deren Siguallagen 
(Tabelle 2) direkt zur Zuordnung der Aib-Siguale in 
gr6sseren Peptiden mit ungeordneter Konformation 
herangezogen werden k6nnen. 

Zun~ichst einmal interessiert die Beeinttussung der 
beiden Aib-C~-Atome durch ein benachbartes Asym- 
metriezentrum. Es zeigte sich, dass bei manchen Dipep- 
tiden mit C-terminalem Aib, wie Z-L-VaI-Aib-OBu' (16) 
und Boc-L-Leu-Aib-OEt (14) keine Separierung der 
beiden Methylgruppen erfolgt. Andererseits beobachtet 
man bei Boc-L-Ala-Aib-OBu' (12) eine Aufspaltung des 
Ca-Signals um 0.4ppm in Chloroform bzw. 0.2ppm in 
Methanol. Etwas deutlicher ausgepdigt ist die mag- 
netische Nicht~iquivalenz (MNE) bei Boc-L-Pro-Aib- 
OBzl (13), wo infolge des starren Prolin-Ger0stes eine 
Signalaufspaltung um 0.6 ppm erfolgt. Die Zuordnung der 
Aib-Ca- und Pro-C<Signale erfolgte durch Off- 
Resonance Messung. 

Bei Dipeptiden mit N-terminalem Aib (Tabelle 2) zeigt 
die Kombination mit L-Alanin ebenfalls wieder eine 
MNE von 0.4ppm beim Z-Aib-L-AIa-OMe (22a) und 
0.3 ppm bei Z-Aib-L-Ala-OBu' (22b). Auch die iibrigen 
Dipeptide dieser Gruppe zeigen eine ~ihnliche Auf- 
spaltung der Aib-C~-Signale, Falls Aib C-terminal mit 
einer chiralen Aminos~iure verbunden ist. Ausnahmen 
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stellen die Verbindungen Tfa-Aib-L-Pro-OMe (28), Pht- 
Aib-L-VaI-OMe (25) und Nps-Aib-Giy-OBu t (26) dar; hier 
war allerdings infolge zu geringer Substanzmengen die 
Aufl6sung der Spektren ungiinstig. 

Diese Gr6ssenordnung der Aufspaltung setzt sich bei 
den Tripeptiden (Tabelle 2) fort. So beobachtet man bei 
Z-L-Leu-Aib-L-Pro-OMe (32) eine MNE von 0.5 ppm. 
Diese Werte entsprechen den Aufspaltungen yon meh- 
reren Aib-Oligopeptiden, die aufgrund ihres CD-Spek- 
trums keine geordnete Konformation aufweisen. Erst bei 
Z-L-Val-Aib-Gly-OBu' (30) mit A8 = 1.5 ppm und Z-L- 
Pro-Aib-L-Ala-OMe (29) mit A8 = 2.4 ppm zeigt sich eine 
Grfsse der Aufspaltung, wie sie auch bei Boc-L-Ala-Aib- 
L-Ala-OMe 33'3s (A6 = 2.4 ppm, Methanol) beobachtet und 
dem Vorliegen eines B-Turns zugeschrieben wurde. Eine 
noch stiirkere Aufspaltung wurde kiirzlich beim Ac-L- 
Ala-Aib-L-Ala-OMe ebenfalls in Methanoil6sung mit 
A8 = 2.6 ppm festgestellt) 9 Die ausgepriigte magnetische 
Nicht~quivalenz scheint in diesen F/illen ein Indiz fiir 
eine starke Einschriinkung der Rotationsfreiheitsgrade zu 
sein, z.B. bei einer Konformation, die durch intramole- 
kulare Wasserstoffbrtickenbindungen stabilisiert wird) 9 
Schliesslich sei erw/ihnt, dass z.B. in Chloroform (Tabelle 
1 und 2) starke Konzentrationsabhiingigkeiten der t3C- 
NMR-Signale yon Aminos~iure und Peptidderivaten auf- 
treten k6nnen, die man auf intermolekulare Wasser- 
stoffbriickenbindungen zuriickftihren kann: °'4~ 

pH-Abhiingigkeit der 13C-NMR-Spektren 
2-Methylalanin. Die Kohlenstoffatome einer Amino- 

s~iure erfahren sehr deutliche ~,nderungen ihrer chem- 
ischen Verschiebungen in Abh~ingigkeit vom pH, 4z-'z 
Allen Protein-a-Aminos~iuren gemeinsam ist dabei die 
Hochfeldverschiebung der a- und fl-Kohlenstoffatome 
bei der Protonierung sowohl der Carboxylat- wie der 
Aminogruppe. 2-Methylalanin weicht insoweit vom iibli- 
chen Verhalten ab, als C~ bei der Aminoprotonierung 
nach tiefem Feld verschoben wird (Abb. 1, Tabelle 3). 

Die Signalverschiebungen infolge Protonierung werden 
mit dem Zusammenwirken yon drei verschiedenen 
Ursachen erkl~irt: 47 

(a) uniform linear electric field shifts; 
(b) field gradient linear electric field shifts; und 
(c) second order field contributions; 

Fall (a) tritt auf, wenn der Kohlenstoff keine tetra- 
edersymmetrische Umgebung besitzt und die vier Bin- 
dungen deufliche Unterschiede in den Polarisier- 
barkeiten aufweisen, wie dies fiir CH- bzw. CC-Bin- 
dungen der Fall ist. '~ Deshalb zeigen die Signale der 
Methyl-, Methylen- und Methinkohlenstoffatome die 
erw~ihnte Hochfeldverschiebung bei der Protonierung. 
QuartZite Kohlenstoffe wie Aib-Ca k6nnen sym- 
metriebedingt keine uniform field LEFS effahren, so 
dass vornehmlich field gradient LEFS den AusscMag 
geben und vorzeichenbedingt zu einer Tieffeld- 
verschiebung ftihren. Feldgradienteneffekte ldingen zwar 
schnell mit wachsendem Abstand ab (r-3), sind aber 
gerade deshalb bei C~ und Ca am stiirksten wirksam. 
Entsprechende Verschiebungen durch Protonierung sind 
schon liinger von Aminen bekannP 2"49 und werden dutch 
CNDO/MO-Rechnungen gut bestfitigt. 

Bei der Protonierung des Carboxylat-Ions wandert das 
C~-Kohlenstoffsignal niCht nach tiefem Feld, wie man 
vielleicht erwarten k6nnte. Dies liegt einmai daran, dass 
das elektrische Feld einer Punktladung (wie im Am- 
monium-Ion) wesentlich stfirker ist als bei einem 
mesomee Anion. Ferner hat der Kohlenstoff im Car- 

boxylat-Ion den vergleichsweise geringsten Ladungstib- 
erschuss der drei beteilgten Atome. Das C~-Kohlen- 
stoffsignal sollte daher nach tiefem Feld verschoben 
werden, und zwar in allen Protein-a-Aminosiiuren 
gleichstark, wenn man yon sterischen Faktoren absieht. 
Die Tieffeldverschiebungen liegen in derselben Gr6s- 
senordnung wie bei aliphatischen Carbons/iuren: ° Die 
Wasserstoffe an C~ und C a verhalten sich antagonistisch 
zu ihren Kohlenstoffatomen aufgrund der erwiihnten CH- 
Polarisierung. 49 

Dipeptide des 2-Methylalanins 
Auf der Grundlage der Verh~ltnisse bei den Amino- 

siiuren werden auch die pH-Abhiingigkeiten der 13C- 
NMR-Signale der Dipeptide Ala-Aib und Aib-Ala (Abb. 
2) verstfindlich, denn yon Dipeptiden und Tripeptiden 
weiss man bereits, 43'4s dass sich beim Ubergang vom 
alkalischen zum zwitterionischen Bereich die N-ter- 
minale Aminos~iure entsprechend der freien Aminosiiure 
verhiilt und der Rest sich kaum iindert. Wird der pH 
schliesslich bis zum sauren Bereich erniedrigt, so iindern 
sich die chemischen Verschiebungen der C-terminalen 
Aminos~iure, wiihrend die des tibrigen Molekiilteils sich 
kaum iindern. 

Betrachten wit zuerst wieder die chemischen Ver- 
schiebungsiinderungen (Tabelle 4) bei der Protonierung 
der Aminogruppe vom basischen zum neutralen pH- 
Bereich: Das Carbonyl-Signal (Co) der N-terminalen 
Aminosiiure verschiebt sich dabei um -6 bis -7 ppm nach 
hohem Feld, Gleichgiiltig ob Giy, Ala oder Aib am 
N-terminalen Ende sitzt (Ala stem stellvertretend ftir 
alle Aminosfiuren mit nur einem a-Wasserstoff). Der 
C~-Kohlenstoff yon Gly wandert - 2.5 ppm und yon Ala 
-0.8 ppm nach hohem Feld und in Aib + 1.7 ppm nach 
tiefem Feld aus den bereits oben angefiihrten Griinden. 
Die //-Kohlenstoffe gehen um ungefiihr -2.5 ppm in 
allen Fiillen nach h6herem Feld. In der C-terminalen 
Aminosiiure wird Co um 0 bis -0.6ppm nach hohem 
Feld, C~ um -~ 0.7 ppm nach tiefem Feld und C# um 
-0.2 ppm nach h6herem Feld verschoben. Die geringen 
Verschiebungsunterschiede der C-terminalen Amino- 
s~ure sind regelm/issig und offensichtlich unabhiingig yon 
der individuellen Aminos/iure an dieser Stelle. 

Bei der Deprotonierung der Carboxylatgruppe vom 
sauren zum neutralen Bereich treten erwartungsgem/iss 
die stiirksten ,gmderungen im C-terminalen Bereich auf. 
So wird dort Co (3 -+ 0.3) ppm, C,~ um (2.5 +- 0.2) ppm und C# 
um ca. 1 ppm nach tiefem Feld verschoben. Diese Werte 
sind wiederum vonder individuellen Aminosiiure unab- 
h/ingig und entsprechen dem Verhalten aliphatischer 
Carbons//uren: ° 

Die Kohlenstoffe der N-terminalen Aminosiiure 
erfahren erwartungsgem/iss nur ldeine Verschiebung- 
sunterschiede, bei der Deprotonierung der Carboxyl- 
gruppe z.B. wird Co nur um 0.1 bis 0.8ppm nach 
h6herem Feld verschoben. C~ und CB bleiben praktisch 
konstant. Die geringe Hochfeldverschiebung von Co liegt 
in der Gr6ssenordnung, wie sie fiir intra- bzw. inter- 
molekulare Wasserstoffbriicken beobachtet wird: 1~2 Im 
DipePtid-Kation k6nnte z.B. eine intramolekulare Was- 
serstoffbriicke gebildet werden vonder Peptidcarbonyl- 
gruppe (Akzeptor) der N-terminalen Aminos/iure zur 
Carboxygruppe (Donor) der C-terminalen Aminos/iure. s3 
Es sind allerdings auch intermolekulare Wasser- 
stoffbriicken in dimeren bzw. oligomeren Strukturen 
denkbar, wie sie ftir die bier interessierende a-(tert- 
Butyloxycarbonyl-amino) isobutters/iure (Boc-Aib-OH, 
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Abb. 1. 13C-NMR-Chemische Verschiebungen als Funktion des pHffir 2-Methylalanin in Wasser (c = 100mgdml, 
303K, 8(TMS)~t = 0ppm). 

Tabelle 3. '3C-NMR-Chemische Verschiebungsunterschiede (A in ppm) bei pH-A.nderungen an Amiaos~iuren mit 
sekundfirem (Gly), terti~irem (Ala) und quart/irem (Aib) C:Kohlenstoffatom ( - Hochfeldverschiebung; +Tieffeld- 

verschiebung) 

(6 Anion --~Zwitterion ) 

(6 Zwitterion --6Kation) 

q 

C =O C a C 8 

o 

-6 -9 -7 

-3.5 -5.0 -3.5 

m 

o 

z 

-3.5 -~ .5 +20 

-1.5 %.- 2 -1.O 

~- 4 -4.0 

w-1.0 -I .O 

4a) im Kristal137 und in L6sung 4° festgestellt wurden. 
Mfglich w~ire auch eine partielle Amid-CO-Protonierung 
im sehr stark sauren Bereich. 45 V611ig unwahrscheinlich 
ist dagegen die Bildung einer cyclischen Konformation 
mit einer cis-Peptidbindung: 4 was zu einer Hochfeld- 
verschiebung des N-terminalen Carbonyl-Signals im 
Zwitterion ftihren w(irde (y-Effekt). Die Umwandlung 
einer trans-Peptidbindung wurde jedoch in der pH-ab- 
h~ingigen Messreihe nicht beobachtet. Ausserdem ist eine 
cis-Anordnung der Peptidbindung in einem Aib-Dipeptid 
aus sterischen Griinden kaum mfglich. 

Im Zwitterion muss allerdings eine gewisse Ordnung 
vorliegen, denn die magnetische Nicht~iquivalenz der fl- 
Kohlenstoffatome von Aib ist in Aib-L-Ala und L-Ala-Aib 
nur im Zwitterion ausgepr~igt zu sehen (Abb. 2). Dieser 
Umstand wird bei Betrachtung der magnetischen Nicht- 
~iquivalenz von Aib-Peptiden verstfindlich (Tabelle 2). 
Dort wurde angedeutet, dass benachbarte Asym- 
metriezentren in Aminos~iuren nur bei eingeschr~inkter 
Rotation zu einer Aufspaltung des Co-Signals von Aib 
fiihren. Diese Rotationsbehinderung ist beim Vorliegen 
einer leicht fixierten Konformation durch Zwitterionen 
am ehesten gegeben. Daher tritt hier auch die gr6sste 
magnetische Nicht~quivalenz der C~-Atome auf. 

Fiir die Zuordnung der Signale ist ferner die Beo- 
bachtung yon Interesse, dass breite Signale der N- 
terminalen Aminos~iure und der C-terminalen Amino° 
s/iure im sauren Bereich auftreten. Dies ist eine Folge 
des Wasserstoff/Deuterium-Austausches und fiihrt u.a. 
zu l~ingeren Akkumulationszeiten ungeschiitzter Peptide 
in 2H20 im Vergleich zu geschfitzten Peptiden in 
organischen L6sungsmitteln. 

Tri- und Pentapeptide 
Die chemischen Verschiebungen in Abh~ingigkeit vom 

pH werden for die C- und N-terminalen Aminos~iuren 
H-IAib-tJAla-3Aib-OH und H-'Aib-L2AIa-L-4AlaJAib- 
OH analog zu den Dipeptiden erhalten (Abb. 3). 

Es f~illt auf, dass sich bereits im Tripeptid die Signale 
des mittleren Alanins nur noch unwesentlich /indern; 
dasselbe gilt auch for die inneren Aminos~iuren im Pen- 
tapeptid. Umso erstaunlicher ist dann die Beobachtung, 
dass in beiden Peptiden jeweils die Co-Signale der N- 
terminalen Aminos~iuren bei der Titration der Carboxyl- 
funktion die gleiche Hochfeldverschiebung erfahren, die 
schon bei den Dipeptiden (Abb. 2) beobachtet wurde. 
Durch die Ausbildung einer intramolekularen Wasser- 
stoffbriicke zwischen Co der zweiten Aminos~iure und 
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Tabelle 4 t3C-NMR-Chemische Verschiebungsunterschiede (A in ppm) bei pH-,~nderung an Dipeptiden 

6 ( 6Anlo n - 

6 Zwltterion) 

A(6Zwittarl ~ -- 

C=O C CB 

=~ a) 

4.1 -6.4 - 7 . 1  

0.3 1.0 0.5 

C,_-~1 

-,0.2 -0.6 -0.5 

-3.3 -2.8 -3.3 

N-termlnal 

N a) 

-2.5 -0.8 +I .7 

-0.1 -0,1 0.0 

~N a) 

0.2 0.6 0.6 

-2.3 -2.6 -2.0 

N--ten'ainal  

-2.7 - 2 . 5  

O.1 - 0 .1  

C - ~  

- - 0 . 2  - 0 . 2  

- - 1 . 4  - 3 . 3  

a) Werte ~ vers~hledena Rmino~uran gemlttelt; - =" Hodnfeldv~schleb~. 

COOH der C-terminalen 53 lassen sich die Hochfeld- 
verschiebungen erkliiren, zumai sie ffir Di- bis Pentapeptid 
in der ~hnlichen Gr6ssenordnung von ca .  I ppm liegen 
und die Kohlenstoffatome C= und C o davon un- 
beeinflusst bleiben. 

Ferner beobachtet man beim Pentapeptid erstmals eine 
relativ grosse magnetische Nicht~quivalenz der beiden 
Methylsignale des mittleren 3Aib, w~hrend sie bei der 
terminalen 'Aib und 5Aib nicht ausgeprii&t ist. Ira Neu- 
tralbereich betr~igt die magnetische Nichtaquivalenz 
0.8 ppm und lasst sich nur durch eine unterschiedliche 

chemische Umgebung der beiden Methylgruppen infolge 
einer gewissen Ordnungsstruktur im Molekiil erld~ren. 
Am Modell l~isst sich zeigen, dass yon beiden Methyl- 
gruppen eine mehr im Einflussbereich der C=O-Gruppen 
lie&t, w~ihrend die andere starker yon den NH-Gruppen 
der Peptidbindung beeinflusst wird. Damit lfisst sich auch 
die grosse magnetische Nichtgquivalenz der Methyl- 
signale von 4ppm erklgren, wie sie infolge der stark 
fixierten Kordormation in helikalen Aib-Peptiden beo- 
bachtet wurde.5 jT~o~, ~5 

Bei den pK-Werten fiir die Carbonyl- bzw. Amino- 
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funktion innerhaib eines Molekiils erkennt man, dass 
pKi und pK2 immer st~irker zusammenriicken, je l~inger 
das Peptid wird (Tabelle 3). 

Auswertung yon NMR-Titrationkurven durch chemische 
Verschiebungsdiagramme ( CS-Diagramme) 

Bei der NMR-Titration unter Variation des pH ist die 
gr6sste Fehlerquelle die pH-Messung selbst. 44 Da wie im 
vorliegeriden Fall meist nur relative Vergleiche inter- 
essieren, geniigt es, die Messungen unter gleichen 
Bedingungen durchzuftihren. Korrekturen und 
Extrapolationen beziiglich der Ionenst~irke, Konzen- 
tration und Temperatur sind nur in speziellen F~illen 
erforderlich. Somit ist ftir die vergleichende Diskussion 
eine pH-freie Darstellung der Messergebnisse inter- 
essant, wie man sie in Form der Chemischen Verschie- 
bungs-Diagramme (CS-Diagramme) erh~ilt 55~6 (Abb. 4 
und 5). 

Diese Art der graphischen Auswertung entsoricht den 
Extinktions-Diagrammen (E-Diagramme 57'58) oder 
Elliptizit~itsdiagrammen (0-Diagramme 59) die sich zur 
Mehrwellenl[ingen-Analyse yon Reaktions- und Titra- 
tionssystemen bereits bew[ihrt haben. Hierbei werden 
jeweils zwei spektrometrische Messreihen bei verschie- 
denen Wellenl~ingen miteinander korreliert, w~ihrend die 
Zeitachse (bei Kinetiken) order die pH-Achse (bei S~iure- 
Base-Titrationen) nicht in die Auswertung eingehen. 

Bei NMR-Titrationen werden in analoger Weise die 
Chemischen Verschiebungen yon jeweils zwei ver- 
schiedenen Atomen gegeneinander aufgetragen (Abb. 6, 
Chemische Verschiebungs- oder CS-Diagramme), d.h. 
auch hier geht nur die Ungenauigkeit der Chemischen 
Verschiebungen (--0.1ppm bei tier 13C-NMR Spek- 
troskopie) und nicht die pH-bedingten Fehler in die 
Auswertung ein. 

Nach der Theorie sind bei zweistufigen Titrations- 
systemen ( A H 2 ~ A H - ~ A  2-) mit Hilfe der CS- 
Diagramme folgende Aussagen m6glich (AH2, AH- und 
A 2- stehen fiir Kation, Zwitterion und Anion der 
Aminos~iure bzw. des Peptids): 

L Nichtiiberlappende Titrationssysteme (ApK > 2.5-3, 
Tabeile 5). Das Titrationssystem kann in zwei einstufige 
Teilsysteme zerlegt werden. Es gilt (Abb. 6a): 

(1) Jedes CS-Diagramm besteht meist aus zwei sich 
schneidenden Geraden. 

(2) Der Schnittpunkt der Geraden gibt die Chemischen 
Verschiebungen (ppm-Werte) der Intermedi~spezies 
(AH-) an. 

(3) Falls die Titration vollst~indig durchfiihrbar ist, d.h. 
das Verh~iltnis zweier Messparameter 8-,18j konstant und 
pH-unabh[ingig wird und damit an einem Titrationsende 
die reinen Spezies AH2 und am anderen Ende die reinen 

Spezies A ~- vorliegen, so bilden die beiden 
Geradenabschnitte das sogenannte Titrationsdreieck. Die 
Eckpunkte geben die ppm-Werte yon AH2, AH- und A 2- 
an. 

(4) Die Steigungen der beiden Geradenabschnitte sind 
durch folgende Ausdrticke gegeben 

~AH-__ ~AH2 I~A2-__ ~AH- I 

8 u = chem. Verschiebung der Atome/, ./ 
(5) Die Haibierungspunkte jedes Geradenabschnittes 

entsprechen den beiden pK-Werten. Die zugeh6rigen 
pH-Werte sind aus den Titrationskurven zu entnehmen, 
d.h. die pK-Werte k6nnen aus den CS-Diagrammen allein 
nicht ermittelt werden. 

Zur Bestimmung der beiden Geraden geniigen jeweils 
nur wenige Messpunkte bei verschiedenen pH-Werten. 
Da der pH-Wert nicht bei der Auswertung benutzt wird, 
reicht eine Grobbestimmung, z.B. mit Indikatorpapier, 
aus. Eine Ermittlung der beiden Geraden ist auch m6g- 
lich, wenn grosse Teile der Titration physikalisch nicht 
durchfiihrbar sind. So ist z.B. Cystin in neutralem Was- 
ser praktisch unl6slich 6~ und somit der NMR-Messung 
nicht zug~inglich. 

IL Uberlappende Titrationssysteme (ApK < 2.5-3, z.B. 
Cystein*~). Es gilt (Abb. 6b): (vgl. loc. cit.56'6°). 

(1) Die CS-Diagramme sind im allgemeinen gekrtimmt. 
z(~) Legt man in den Titrationsendpunkten (AH 2 bzw. 

A Tangenten an die CS-Diagramme, so gibt der 
Schnittpunkt ebenfalls die ppm-Werte der Intermedfiir- 
spezies AH- an. 

(3) Die Eckpunkte des so ermittelten Titrations- 
dreiecks entsprechen den ppm-Werten yon AH2, AH- 
und A 2-. 

(4) Die Schnittpunkte der beiden Seitenhalbierenden 
mit dem gekriimmten CS-Diagramm geben die ppm- 
Werte fOr beide pK-Werte an. 

Auch bei iibeflappenden Titrationssystemen geniigen 
zur Ermittlung des Titrationsdreiecks relativ wenige 
Messpunkte (an beiden Titrationspendpunkten und in 
deren Umebung). Falls die graphische Bestimmung der 
Tangenten bei wenigen Titrationspunkten schwierig ist, 
k6nnen geeignete Computerverfahren angewandt werdenS. 6 
Zur pK-Bestimmung bei iiberlappenden zweistufigen 
spektrophotometrischen Titrationen wurde in den letzten 
Jahren eine Anzahl yon graphischen und numerischen 
Veffahren entwickelt, 56'6° die unmittelbar auf NMR- 
Titrationen iibertragbar sind. W~ihrend fiir die (absolute) 
Bestimmung yon pK-Werten stets pH-Messungen not- 
wendig sind, kann die Differenz ApK = pK2-pK,  bei 
iiberlappenden Titrationssystemen direkt aus dem CS- 

Tabelle 5. pK-Werte yon a-Aminoisobuttersatire (Aib) und Di-bis Pentapeptiden aus den NMR-Titrationen 
p_K 1 PK_2 ApK 

H-Aib-OH 2 . 3 I 0 . 5 d . 2 

H-Aib-L-AIa-OH 3. I 6.3 5.2 

H-L-AIa-Aib-OH 3.6 o. 5 5. I 

H-L-AIa-AIb-L-AIa-OH 4.3 ~. 6 4.3 

H-L-AIa- (Aib-L-Ala) .-OH 4.4 8. I 3.7 

TETRA Vol. 38, No. 14---N 
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Abb. 4. CS-Diagramme der 13C-NMR-Titration von (a) a-Aminoisobutters/iure, (b) L-Alanyl-a-aminoisobut- 
tersgure, (c) ct-Aminoisobutyryl-L-alanin. 

Diagramm, d.h. ohne Kenntnis der pH-Messwerte ermit- 
telt werden (sog. relative pK-Wertbestimmung). 

lterative Curve-Fitting-Auswertung yon NMR-Titra- 
tionskurven 

Als universelles Auswertungsverfahren ftir iiberlap- 
pende und nichtiiberlappende Titrationssysteme kann ein 
nicht-lineares Curve-Fitting-Program 56.62 benutzt wer- 
den, das fiir eine Vielzahl yon spektrometrischen Tech- 
niken anwendbar ist (VIS-UV-Absorption, Fluoreszenz, 
CD, ORD, NMR, etc."). Bei NMR-spektrometrischen 
Titrationen werden s~imtliche ppm(pH)-Messreihen 

zugleich ausgewertet, d.h. die pH-Abh/ingigkeit der 
chemischen Verschiebungen ailer untersuchten Atome 
wird bei der Auswertung gekoppelt (vergl. Abb. 1-3). 
Das Programm ermittelt s~imtliche pK-Werte yon ein- 
und mehrstufigen Titrationssystemen sowie die ppm- 
Werte s/imtlicher reinen Spezies (im zweistufigen Fall 
AH2, AH-, A2-)~ auch wenn diese in reiner Form nicht 
existieren. Wegen der gegenseitigen Erg/inzung der ver- 
schiedenen Titrationskurven k6nnen gr6ssere Kurven- 
stiicke fehlen. Im Gegensatz zu den oben dargestellten 
Auswertungen der CS-Diagramme wird nicht notwendig 
vorausgesetzt, dass alas saute bzw. alkalische Ende der 
Titration experimentell erreichbar ist. 
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8 [ppm] 
3Aib-CO SAib-Ca IAib~C9 

,8, ,.2 ,83 ,~. ,87~6 ~ 5~ 5.//~26 ~ 2~.2: 

H- IAib-2Ata- 3Aib-0H 

!' 

(a) 

8 [ppm] 

~Aib-Ci~ ~Aib-Ca 3Aib-CO SAib-CO 2ALo-CO 
25 27 29 // 56 58 60//176 ~//180 182 184//176 178 

H-I Aib- 2Ato-3Aib- 4ALa- 5Aib- OH 

(b) 
. . . . .  ,: . . . . . .  , 7 ' ' '  ,; . . . . . .  ,? ' ' ' 

(b) 
Abb. 5. CS-Diagramme der 13C-NMR-Titration yon (a) Aib-L-Ala-Aib, Co) Aib-L-Ala-Aib-L-Ala-Aib. 

2175 

l A p k l / H  !-t AH- 
/o 

/ ~ ~ Pkz 

/ "~A2- 2 2- 
~i [ppm] ~i Cppm] 

(0) Z~pk>25-3 (b) Apk<25-3 
Abb. 6. Schematische Darstellung Chemischer Verschiebungsdia- 
gramme (CS-Diagramme) for nicht 0berlappende (a) und iiber- 

lappende Zweistufentitration (b). 

EXPERIMENTELLER TElL 

Abkiirzungen und Begri~e. Ac=Acetyl;  Ac-OBut=Essig- 
s~ure-butylester; Aib = a-Aminoisobuttersiiure (2-Methylalanin); 
Boc = tert-Butvloxycarbonyl; Boc-N3 = Boc-Azid; Bu t = tert- 
Butyl; Bzl = Benzyl; EE = Essigester; Et --- Ethyl; Et20 = 

Diethylether; EtOH = Ethanol; For = Formyl; H-Np = 4-Nitro- 
phenol; H-Pep = Pentachlorphenol; Me = Methyl; NMM = N- 
Methylmorpholin; Nps = o-Nitrophenylsulfenyl; OCN-Aib-OR = 
N-Carbonyl-a-aminoisobuttersiiureester; OC(Aib-OMe)2 -- 
N,N'-Carbonyl-bis(ct-aminoisobutters~iuremethylester); O x a z -  
Oxazolidon; Pcp = Pentachlorphenyl; PE = Petrolether (30-50°); 
Pht = Phthalyl; TEA = Triethylamin; Tfa = Trifluoracetyl; Tfa- 
Aib-Oxaz = 4,4-Dimethyl-2-trifluormethyl-5-oxazolon; TFE -- 
Trifluoressigs/iure; THF = Tetrahydrofuran; Tos = p-Toluolsul- 
fonyl; Z = Benzyloxycarbonyl. 

MNE=Magnetische Nicht/iquivalenz; FT=Fourier Trans- 
form; CS (= Chemical Shift)-Diagrams =Chemische Verschie- 
bungs-Diagramme; A ( = Absorbance)-Diagrams --Extinkt- 
ions(E)-Diagramme; 0 ( = (EUipticity)-Diagrams -- Elliptizitiits- 
Diagramme. 

Synthesen. Die Synthesen der Aib-Derivate und Peptide wur- 
den analog zu den in der Literatur 63'~ beschriebenen Verfahren 
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 (Aib-Derivate) 
und Tabelle 9 (Aib-Peptide) dargestellt: s 

S~mtliche Verbindungen wurden mittels Elementaranalyse, IR, 

Tabelle 6. Chemische Verschiebungen yon Aib und Aib-Peptiden in der Zwitterionen-Form, aus CS-Diagrammen 
(Abb. 4 und 5) entnommen 

+H2-Aib-O- +H2-Ala-Aib-O- +H2-Aib-AIa-O- +H~-Aib-~la~Aib-O- +B2-Alb-Ala-Alb-~la-&lb-O- 

Aib C 59.25 

C 8 24.5 

CO 178.7 

59.3 57.3 59.5 60.3 59.55 59.1 60.1 

24.5/25.0 23.3/23.5 25.55 26.7 25.7/25.8 26.3/27.0 27.2 

181.2 172.3 175.3 184,O 175.3 178,9 183.8 

Ala C a 

C B 

CO 

49.4 

16.6 
169.15 

51.75 52*7 52.9 52.5 

17.1 18.9 18.7 19.2 

179.8 175.2 176.2 175.3 
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Tabelle 7. lH-NMR-Chemische Verschiebungen yon a-Aminoisobuttersfiure-Derivaten 

Verbindungen Solvens 

6 ppm (6(TMS) = O pp~) 

Aib-Signale 

H N HCH 3 

andere AS- tmd 

Schu~zgruppen-Signale 

+H2-AIb-OH (!+) D20, pD 1 4.72 1.57 

H-Aib-O-(~-) D20,pD 14 4.70 1.22 

Tfa-Aib-OH(~) CD30D 4.97 1.54 

H~Aib-OMe (~) 1.72 1.26 

H-Aib-OEt (~) [.68 1.25 

H-Aib-OBU t (~) 1.68 1.22 

H-Aib-OBZl (~) 1.67 1.27 

BOC-Aib-OBzl (~d) CD3OD 4.72 1.38 

Z-Aib-OPCp (~) CDCI 3 5.75 1.74 

Tfa-Aib-Oxaz (~) CDCI 3 1,53 

Z-Aib-Ala-OMe (~) CDCI 3 5.55 1,51 

Me: 3.65 

Et:CH24.10 (~;~=7.0 HZ) 

CH3[.21 (%;~=7.0 HZ) 

Bu: CH31.43 

Bzl: C6H57.25, CR25.06 

BOC: CH31.48 

BZI: C6H57.33, CH25.12 

Z: C6H57.2~, CH25.O9 

Ala: NB 6.86 (d; J=7.0 HZ) 

Ha4.46 (q; J=7.O Hz) 

Z: C6H57.30, CH 2 5.07 

Me: 3.70 

Tabelle 8. Darstellungsmethoden und Charakterisierungsdaten der 2-Methylalanin-Derivate 

Verbindung Ausb. Schmp. bzw. R F Analyse % 

Stun.~nformel Darstellungs- % Sdp. OC (Flie~~ <ber.] gef. 
methode 

(Molmasse) Nr. (Lit.} ,[Lit.) mittel) 

+H2-Aib-OMe, CI- (!~} a) HCI/CH OH, Aib 95 177-[83 0.20(A) (39.10 7.87 9.12 C[ 23.08) 
b} SOCI~3OH, Aib 97 179-183 O.51(B) 39.33 7.98 9.27 23.48 

CsH[2CINO ([53.6) 
c) aus ib mit 187 _ 0.23(c) 

HCI/{~20 (173-175) 6/ 
MeOH/Et20 

H-Aib-OMe (~) aus ~4= mit 95 52,133 Torr O.20(A) {51.26 9.46 11.96] 
NH3/CHCI 
destilli~rt 136/760 Tort O.51(B) 5[.0! 9.33 [[.72 

C5HIlNO 2 (117.1) (70) (130-138) 3°) O.23(C) 

+H2-Aib-OEt , el- (Ic e ]=== HCI/C2H~OH• 94 0.22(A] (42.99 8.42 8.35 CI 2[.15) 

[53-158 O.56(B] 43.08 8.60 8.52 21.50 
O.29(C] 

C6H[4CINO 2 ~167,6} (83) 1155-157) 68) 

EtOH/Et20 

H-Aib-OEt (~) aus ic + 94 55/[9 Tort O.22(A} (54.94 9.99 10.68) === 
mit NH CHCI 3 41/[I Tort O.56(B) 54.69 9.87 [0.45 
destil~iert 

C6HI3NO 2 (]3!.2) (41/11Torr) 69 O.29(C) 

H-Ai~-OBu t x HCI ( ~ )  aus 5e 75 155-156 (49.10 9.27 7~16 C1 18.12) 
mit ~~Pd/C (Zers.) 48.96 9.11 7.O1 18.O 

C6HIsCINO 2 (195.7) nach Zugabe 
VOn HC1 CH3OH/Et20 

~-Aib-oBu t x AcOH q~l ~us ~ 73 94 (54.77 9.65 6.39) 
mit H2-Pd/C CH3OH/Et20 54.49 9.25 6.50 

C2oH21NO4 (2[9 .3)  in Ggw. Yon 
AcOH 

H-Aib-OBu t (~) aus ~ in 75 4 O.30(A) (60.35 10.76 8.80) 
in CH3OH mit (81) 50/12 Tort 0.59(8] 60.22 ~0.64 8.67 

C8HITNO 2 (159.2) H2-Pd/C; (160-163 
destilliert /760 Torr} 31) 0°40(C) 

+H2-Aib-OBzl, TOS- (~) C6HsCH2OH/TosOH 85 [54-[56 O.29(A] [59.16 6.34 3.83 S 8.77) 

Benzol,Destil]. (80) (154) 70) O.60(B) 59.O2 6.40 4.O6 9.44 
C18Ii23NO5 $ (365.4) 0.41(C) 
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Tabelle 8 (Contd.) 
2177 

Verbindung 

St~menfor~el 

(Molmasse) 

Darstellungs- 
methode 

Ausb. Schmp. bzw. R F Analyse % 

% Sdp. eC (FlieS- (bet.) gel. 

(Lit~ (Lit.) mittel) 

8-Aib-OBzl 

CIIHI5NO 2 (193.2) 

(~} aus le + mit 

destilllert 

95 78/i Tort O.29(A) (68.37 7.82 7.25) 
131/18 Torr 0.60(8) 68.18 7.71 7.35 

(131/18 Torr)TDO.41(C) 

For-Aib-OH 

CsH9NO 3 (131.1) 

(~) 8-Aib-OH in 

mit 

AC20, 2h, lO°C 

75 146-148 (45,80 6.92 10,68) 

(145-147) 3p'72) 45.46 7,06 10,50 

Ac-AIb-OH 

C6HItNO 3 (145.2) 

H20/AcOH 

NaO88,72) 

65 196-198 0.21(A) (49.65 7.64 9.65) 
(198-200) TM O.64(B) 49.82 7.78 9.98 

(196-198) TM 0.54(C) 
EtOH 

C9HI7NO 4 (203.2) 

(~) a) Aib; BOC-N 3 
pH-Stat 

b) ~ ~ ~, o8- 

c) ~, 82/Pa-C 

45 O.82(A) (53.19 8.43 6.89) 

40-46 118 0.68(8) 53.36 8.56 6.78 
(i19) 18'37) 

95 EE/PE 0.70(C) 

Z-Aib-O8 

C 12HI5NO4 (273.3) 

(5~a) Z-C1, 8-Aib-OH 

in H20/Aceton 

pH 10.9 

85 88-91 0.63(A) (60.75 6.37 5.90) 

(92) (72.5-74.5) 30) O.65(B) 60.62 6.39 5.72 

(60) (88-89) TM O.791C) 

Et20/PE 

Z-Aib-O8 x DCHA 

C24H38N204 

(~ )  Z-Aib-OH, 
in EE/Et20 

75 175 (68.87 9.15 6.69) 

EtOH 
EtOH 68.7? 9.13 6.57 

Nps-Aib-OH 

CIOHI2N204S (256.3) 

(~) a)Nps-Cl, H-Aib-O8, 

2N NaO8 
in Dioxan/H20 

b) aus 6b 

75 119 O.77(A) (46.87 4.72 10.93 S 12.51) 

(80) EE/PE O.66[B) 47.O6 4.70 11.20 12.32 
O.72(C) 

Nps-Aib-OH X DCHA 

C22H35N304 S (437.6) 

(~ )  Nps-Aib-OH, 
DCHA in 

EE 

67 (60.38 8.06 9.60 7.33) 
60.20 8.22 9.99 7.33 

Tos-Aib-O~ 

CIIHI5NO48 (257.3) 

(~) TOSCl in 

H20/Aceton30) 

54 150 O.64(A) (51.35 5.88 5.44 S 12.46) 

(69) (152) 30) 0.62(8) 51.12 5.87 5.67 12,82 

0.66(C) 

Pht-Aib-O8 

C12HllNO 4 (232.2) 

(~) Phthals~urean- 
hydrid in der 
Schmelze 74) 

55 150 
(69) (152) 74) 

0.75(A) (61.80 4.75 6.O1) 
O.63(B) 61.74 4.85 6.28) 

O,70(C) 

Tfa-Alb-OH 

C6H8F3NO3 (199.1) 

(~) (Tfa)20 

in TFE 

75 171 O.45(A) (36.19 4.65 7.03) 

(90) (172) 30) 0.62(B) 36.56 4.14 7.23 

O.761C) 

Tfa-Aib-Oxaz 

0686F3NO2 (181.1) 

(~) Tfa-Aib-OS, 
SGCI2~ 

Chinolin, 
15 min. 80 ° 

88 I15 (39.79 3.34 7.73) 

(I12-i16) 30) 39.75 3.35 7.68 

Ac-Aib-OMe 

C7H[3NO 3 (159.2) 

(~b) aus =~ib mit 
AC2 O8) 

65 98-1OO 0.50(A) (52.82 8.23 8.80) 

(90) (I00-iOO,5) ~ 0.67(B) 52.93 8.18 8.73 

MeOH/PE O.62(C) 

Boc-Aib-OMe 

ClO81oNO4 (217.3) 

Boc-N3, 

b) CCN-Aib-OMe, 
(CH3)3COH 

40 71 0.71(A) (55.28 8,82 6.45) 

60 Et20/PE O.76(B) 56.06 9.14 7.97 
O.79(C) 

Boc-Aib-OEt 

C11821NO 4 (231.3) 

(4=~C) H-Aib-OEt, 
BOc-N3, TEA 

32 41 

Et20/PE 

O.73(A) (57.12 9.15 6.06) 

O.76(B) 57.04 9.23 6.24 

Boc-Aib-OBzl 

CI6823NO4 (293.4) 

(~) H-Aib-OBzl/ 
Boc-N3, TEA 77 O.77(A) (65.51 7.90 4.77) 

0.79(8) 65.39 7.74 4.60 

PE O.82<C) 
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Tabelle 8 (Contd.) 

Verbindung 
Ausb. Schmp. bzw. ~ Analyse % 

Su~aenformel Darstellungs- Sdp. Oc 
% <FlieS- (Def.) gel. 

(Molmasse) Nr. methode mLttel} 
(Lit.) (Lit.) 

Boc-Aib-oPcp (4e) Boc-Aib-OH, 75 140 (39.87 3.54 3.I0 Ci 39.31) 
H-Pcp 76) 36.86 2.84 2.84 44.83 

CI5HI6CI5NO 4 (451.5) DCC, in EE EE/PE 

Z-Aib-OPcp (~) Z-Aib-OH, 83 109 
H-Pcp76) 

CIsHI4CI5NO4 (485.6) DCC, in EE EtO8 

O.85(A) (44,52 2.91 2.88 C1 36,51) 
O.78(8) 44,73 3~71 3.07 36,43 

O.89(C) 

Z-AiD-ONp (5d) Z-Aib-OH; 76 Ol O.78(A) (60.33 5.06 7.82) 
== H-Np 77) (88] 0173) 0.74(B) 60.40 5.18 7.68 

C18818N206 [358.4i DCC, in 88 O.88(C} 

Z-Aib-OBu t (5e) aus ~ mit 86 59 O.80(A) (65.51 7.90 4.77) 
== Isobuten (88} (60-61) 3[I 0.77(8) 65.87 7.85 4.61 

C15823NO 4 (293.4) H2804 0.80(0) 

OCN-Aib-OMe (~) H-Aib-OMe x HCI, 93 3 (50. 35 6.34 9.79) 

COC12 52/11 Tort 50.15 6.28 IO.00 

C6HgNO 3 (143.1) in Toluel 78 ) 
destilliert 

O=C(Aib-OMe) 2 (!~) Nebenprodukt 
bei Reaktion 35 '144-146 (50.76 7.75 10.76) 
yon BOc-Val-OH 50.70 9.81 10.83 
mi !Q 

CIIH2oN205 (260.3) ±ntpyridin bei 

6OoC 78) 

Tabelle 9. Darstellungsmethoden und Charakterisierungsdaten von Aib-Peptiden 
Peptidde r£vat Nr. Kupplung sbedi n- Ausb. S chmp. °C ~ Analyse 

gungen % (Lit.) (ber) 
8ummen forme i (FlieSmittel) gel. 
(Molmasse) umkris t .aus 

C H N X 

BOC-L-AIa-AIb-OBu t (_i_2) BOC-L-AI a-OH, 96 82-84 O.69(A) (58.16 9.15 8,48) 
8-Aib-OBu t O.84 (B) 57.94 9.04 8.21 

C16H3oN205 (330.4) NM~, []CC in CH2CI 2 EE/PE O.82(C) 

BOC-L-Pro-Aib-OSzl ~13) Boc-L-Pro-OH, 74 79 O.74 (A) <64.60 7.74 7.17) .== 
H-AXb-OBzl O.75(B) 54.55 7.72 7.31 

O.82(c) 
02183ON205 (390.5} NMM, DCC in CH2CI 2 EE/PE 

BOc-L-Le u-Aib-OEt (14) Boc -L-Leu-OH, 69 ]3] O.69(A) (59.28 9.36 8.131 
H-Aib-OEt O.77(B) 59.48 9.37 8.39 

0,81 (C) 
C17~32N205 (344,5) h~4M, DCC in CH2CI 2 EE/PE 

Z-L-Ala-Aib-OBzl (l_5a) Z-L-AIa-OH, 71 90 O.69(A) (66.32 6.58 7.03) 
H-Aib-OBzl 

EE/PE O.79(B) 66.O1 6.61 7.28 
0.88(C) 

C22H26N205 (398.8) NMM, DCC in CH2CI 2 

z-u-A~-~lb-OSu t (~5~) Z-L-Ala-O~, 
H-Aib-OBu 95 93-95 O.65 (A) (62.62 7.74 7.69) 

O.87 (B) 62.48 7.72 7.5i 

CI9H28N205 (364.4) 5~M, DCC in CH2CI EE/PE 0.87 (C) 

Z-g-Val-Aib-OBu t (16) Z-L-VaI-O , (64.26 8.22 7.14) == ~ 49 102 O.62(A) 
H-Aib-OBu 0.80(8) 63.60 8.24 7.32 

O. 84 (C) 
C21H32N205 (392.5) NMM, DCC in CH2CI 2 EE/PE 

Z-L-GIn-Aib-OBu t (17) Z~L-Gln-OH, 54 153-156 O.43(A) 
H-Aib-OBu t 

EtOH 0.58 (B) 
O.82 (C) 

C21831N306 (421.8) HOBT, DCC in THF 

Boc-Aib- L-AIa-OBu t (18) Boc-A£b-OH, 60 122 O.66 (A) {58.16 9.15 8.48) 
== H-L-AIa-OBu t x HCI 

EE/PE O.84(B) 58.24 9.10 8.59 
O.86(C} 

CI6H30N206 (330.4) h94M, DCC in CH2CI 

Z- Aib-Aib-OBu t (19) Z-Aib-OH, t 
H-Aib- OBu 63 134 O.72(A) (63,47 7.99 7.4O) 

O.76(B) 63.23 7.73 7.83 
C2OH3oN205 (378.5) TEA, DCC in CH2CI 2 EE/PE O.83(C) 



Synthese yon 2-methylalanin-peptiden 

Tabelle 9 (ContK) 
2179 

". Kupplungsbedln- 
gungen 

Ausb. Schmp. °C 
% (Lit.) 

(FlleBmit~l) 
umkrist.aus 

Analyse 
(her) 
gel. 

C H N X 

c2ol z-~b- -oPcp ,  
8-L-Val-OMe X HCl 

TEA, Im/dazo 1 
in 

1OO-102 

~E/PE 

0.87(C) (61.70 7.48 7.99) 

61.65 7.32 7.88 

:2~I) Z-Aib-OH, 68 0.82 (C) 
H-Gly-(~4e x BCI 

TEA, DCC in CH2CI 2 ButAc 

(58.43 6.54 9.09) 
58.61 6.62 9.29 

121~) Z-Aib-OS, t 66 
B-GIy-OBU 

TEA, DCC in CH2CI 2 

107 O.67(A) 
0.77(8) 
O.81(C) 

EE/PE 

(61.70 7.48 7.99) 
61.37 7.37 7.93 

I£~) z-mb-OH, 86 
B-L-Ala-OMe x HCI 

~48, DCC in C82Ci 2 

0.78(A) 
68 0.77(B) 

(66.6_69.9)73) O.81(C) 

EE/PE 

(59.62 6.88 8.69) 
60.15 6.88 8.80 

~22b) Z-Aib-OH, 74 
=~ H-L-AIa-OBu t x BCl 

MMM, DCC in C~2Cl 2 

104 O.62(A) 
O.81(B) 

O.88(C) 
EE/PE 

(62.62) 7.74 7.69) 
63.39 8.O1 7.10 

:~1 z - ~ b - O H ,  77 
S-L-Pro-OMe X 8CI 

[~Wi~, DCC in CH2Cl 

90~92 O.89(A) 

(95_97173) O. 69(B) 

O,69(C) 

EE/PE 

(62.05 6.94 8.04) 
61.88 6.86 7.88 

12~4) TOs-Aib-OH, 69 140-141 O, 73(A) 
H-L-Leu-0Me x HCI 0,78(B) 

EE/PE O,80(C) 
N~, DCC in CH2CI 2 

[~) Pht-Aib-OH, 54 84-88 0.77(A) 
H-L-VaI-OMe x HC1 O.77(B) 

0.79(C) 
5148, DCC in CH2CI 2 EE/PE 

(56.23 7.34 7.29 S8,34) 
56.50 7.38 7.41 8.13 

[26) Nps-Aib-OR, 79 
H-GIy-OHu t 

TEA, DCC in C~2CI 2 

99-105 O.64(A) 
0.75(8) 

0.89(C) 

Ea/PE 

(52.02 6.28 11.37) 
51.92 6.48 11.51 

127) Tf a-Aib-OAc, 95 
B-Aib-~u t 

in Acetonitril 

114 0.59 (A) 
O.79(B) 
0.86(C) 

Benzol 

(49.41 6.81 8.23 F16.75) 
49.69 6.81 8.45 16.54 

[2~8) Tfa-Aib-OAc, 95 
B-L-Pro-LkMe x HCI 

in Acetonitrll 

126 

EE/PE 

O.89(C) 
(46.45 5.52 9.03 F18.37) 
46.38 b.49 9.1z i~.i~ 

i ~ )  Z-L-Pro-OH, 55 
H-Aib-Ala-OMe x MBr 

h~4M, DCC in CH2CI 2 

131 O.49(A) 
0.73(8) 

O.65(C) 

(60.13 6.97 10.O2) 
60.04 7.17 9.86 

130) Z-L-VaI-O8, 85 
z~ B-Aib-GIy-OBu t 

hW~4, DCC in CH2CI 2 

slrup6s 0.53(A) 
0.70(8) 

0.76(C) 

(61.45 7.85 9.35) 
61.21 7.73 9.24 

[31) Z-L-VaI-O8, 74 94-96 0.49(A) 
"= H-Aib-Aib-OBu t 0.78(8) 

h~4, DCC in CH2CI 2 EE/PE 0.84(C) 

(62.87 8.23 8.50) 
62.69 8.19 8.96 

[~) Z-L-Leu-OS, 76 
8-Aib-Pro-OMe x BBr 

NMM, DCC in C82CI 2 

132 0.49 (A) 
O.78(B) 

Ether O.79(C) 

(62.45 7.64 9.10) 
62.87 7.59 9.37 

[33) Z-Aib-AIa-OH, 
== H_Aib_Ala_OBu t 

~g4M, DCC in CH2CI 2 

106 O.52(A) 
O.80(B) 

EE/PE O.81(C) 

(59.98 7.74 10.76) 
59.77 7.96 10.57 
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IH- und ~3C-NMR und MS untersucht3 TM DOnnschichtch- 
romatographie: KieselgeI-Fertigplatten 60F~ (Merck 5714); 
Fliessmittel (Angabe in Tabelle 8 und 9 bei RF_): A = Chlorof- 
orm/Methanol/Eisessig (17 : 2 : 1), B = 1-Butanol/Eisessi8/Was- 
ser/Pyridin (15 : 3 : 12 : 10), C = 1-Butanol/Eisessig/Wasser 
(4:1: I). 

Valinbenzylester diente als interner Standard: RF 0.32 (A), 0.66 
(B), 0.54 (C). Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren 
bestimmt und sind nicht korrigiert. 

Die Peptide H-Aib-L-Ala-OH, H-L-AIa-Aib-OH, H-Aib-L-AIa- 
Aib-OH und H-Aib-(L-Ala-Aib)2-OH wurden aus den N-Boc- 
Peptid-methylestern "'66 dutch Verseifung des Methylesters und 
Abspaltung der N-tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe nach den 
iiblichen Methoden erhalten. 

NMR-Spektroskopie. 13C- und tH-NMR-Spektren wurden an 
den Bruker FT-Spektrometern HX 90 und WH 90 gemessen. Die 
Spektren wurden je nach Bedarf mit 4-8 k-Datenpunkten und bis 
zu 8000 Interferogrammen aufgenommen. Die Zuordnung der 
Signale ist in Tabelle 1 (Aib-Derivate) und Tabelle 2 (Aib-Pep- 
tide) angegeben. Beispiele yon JH-NMR-Daten yon Aib- 
Derivaten sind in Tabelle 7 aufgefiihrt. Die Titrationskurven 
wurden mit 10mm-R6hrchen mit einem 4mm dicken Innen- 
r6hrchen fiir den 2H20-Lock und externen Standard gemessen. 
Die Idisungen enthielten 100-200 mg Substanz in 2-3 ml nicht 
gepufferten 2H20. Der pH-Wert wurde vor und nach der Mes- 
sung kontrolliert, wobei keine ~H/2H-Korrekturen erfolgten. 

Gemessen wurde ausgebend yon sauren zu alkalischen pH- 
Werten, die jeweils durch Zugabe yon 2 N NaOH eingestellt 
wurden. 

Danksagung--Wir danken der Deutscben Forschungsgemein- 
schaft (SFB 76) sowie dem Fonds der Chemiscben Industrie fiir 
die finanzielle Unterstlltzung dieser Arbeit. 
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