
erhalten, die im Reaktionsmedium kaum loslich sind und 
IR-spektroskopisch als 1 a, b identifiziert wurden (fcc-c = 
1818 und 1767cm-' fur l a  bzw. lb) .  

Das Erhitzen von 1 in Toluol auf ca. 100 "C fiihrte zu roten 
bis orangen Losungen, aus denen, nachdem schwarze, pyro- 
phore Niederschlage abfiltriert sowie die Filtrate eingeengt 
und auf ca. -30 "C gekiihlt worden waren, rote bis orange 
Kristalle der Verbindungen 2 ausfielen. 

Die Struktur von 2a  im Kristallr2I zeigt Abbildung 1. Das 
Niob(1)-Atom wird von zwei der vier Phenylringe des Tetra- 
phenylboratoliganden koordiniert. Der mittlere Abstand 

Abb. 1. SCHAKAL-Zeichnung der Struktur von 2a im Kristall. Ausgewahlte 
Bindungslangen [A] und -winkel r]:Nb-Cl,  2.369(3); Nb-C2 2.373(2), Nb-C3 
2.420(2), Nb-C4 2.420(1), C-C($-C,H,, Mittelwert) 1.419(3), C-C(ubrige 
C,H,, Mittelwert) 1.392(3), B-C1 1.653(3), 9-C5 1.631(3); C5-B-CS 112.8. 
Fur weitere Angaben siehe Text. 

zwischen Niob und den Flachenmittelpunkten dieser Phe- 
nylringe betragt 1.931 8,, und die beiden Ringe sind 131.6" 
gegeneinander verdreht (von den Flachenmittelpunkten und 
dem Niobatom eingeschlossener Winkel) (zum Vergleich : 
1.92 8, (Mittelwert) bzw. 147.7' in [Nb (q6-mes)2(CO)]- 
BPh,[Ib1 und 1.91 8, (Mittelwert) bzw. 142.3" in [Nb(q6- 
tol~ol),(PEt,)]BF,[~~). Das Boratom ist verzerrt tetraedrisch 
umgeben. Der Winkel C I-B-C 1' betragt 92.3". 

Die Abstande C9-C9 [1.219(1)A] und Nb-C9 
[2.269(3) A] sowie der Winkel C 10-C9-C9' [150.8(3)"] sind 
typisch fur eine Wechselwirkung Niob(1)-Alkin, wenn das 
Alkin als Zweielektronendonor fungiert L6I; dagegen sind in 
anderen Komplexen disubstituierter Acetylene die C-C-Ab- 
stande meist langer und die Niob(1)-C-Abstande kiirzert7, *I, 
und zwar besonders, wenn der Ligand als Vierelektronendo- 
nor auftritt. 

Die Koordination einescg1 oder mehr als eines Phenylrings 
von Tetraphenylborat an Ubergangsmetaller'ol ist bekannt, 
jedoch ist in allen Fallen das Verhaltnis koordinierter Phe- 
nylringe zur Zahl der Ubergangsmetall-Ionen 1 : 1. Beispiele 
sind [CO{B(~~-C,H,)(C,H,),)(~~),][~~~ und [{RuCp*(q6- 
C,H,)},BI3+ [''I. Im Fall von Si(C6H5),[''] wurde anhand 
der Komplexe [M{Si (~6-C,H,),(C,H,),}] (M = V, Cr) fest- 
gestellt, daD zwei Phenylringe an dasselbe Metallatom koor- 
diniert sein konnen. 

Nach unserer Kenntnis sind die Verbindungen 2 die ersten 
Beispiele fur Metallkomplexe, in denen zwei Phenylringe des 
Tetraphenylboratoliganden an dasselbe Metall-Ion koordi- 
niert sind. Die formal negative Ladung des Liganden BPh; 
ist ein wesentliches Detail, da ihre Entfernung aus der Koor- 
dinationssphare nur durch Ionisierung oder reduktiv in Ge- 
genwart von Konkurrenzliganden moglich ist. 

den nach Einengen der Losung auf ca. 5 mL gewonnen, so daD die Gesamtaus- 
beute 0.135 g (26%) betrug. - IR (Nujol und Poly(chlortrifluorethy1en)): a 
[cm-'1 = 3067w, 3047m, 2963m, 1919m, 1591s, 1481m, 1425s, 1347w, 
1276w, 1261m, 1159m, 1089m, 1015m, 803m, 752s, 709s, 589m. Korrekte 
C,H, Nb-Analyse. 
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Racemisierungsfreie Kettenverlangerung 
von Thiodipeptiden mit Proteasen"" 
Von Carlo Unverzagt*, Armin Geyer und Horst Kessler* 

Die Thioamidbindung bietet sich als Element der Struk- 
turvariation an, um bei biologisch aktiven Peptiden die Akti- 
vitat und Selektivitat zu erhohen. Die bislang unbefriedigen- 
de synthetische Zuganglichkeit schrankte jedoch den 
allgemeinen Einsatz von Thiopeptiden als Peptidomimetica 

Exper imen telles 
2a: Eine Suspension von 0.774g (1.09 mmol) l a  in 100mL Toluol wurde 
15 min auf 100°C erhitzt und dann filtriert. Das orange-braune Filtrat wurde 
auf ca. 25 rnL eingeengt und auf ca. -30°C gekuhlt. 0.07 g rote Kristalle von 
2a wurden isoliert und im Vakuum getrocknet. Weitere 0.065 g Kristalle wur- 

[*I Dr. C. Unverzagt, Prof. Dr. H. Kessler, Dip].-Chem. A. Geyer 
Organisch-chemisches Institut der Technischen Universitat Miinchen 
LichtenbergstraDe 4, W-8046 Garching 

[**I Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie, von der Deut- 
schen Forschungsgemeinschaft und von der Leonhard-Lorenz-Stiftung 
gefordert. 
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ein"], obwohl sie wegen ihrer erhohten Stabilitat gegen Pro- 
teasen['] und zur Konformati~nsanderung[~] attraktiv sind. 
Der O/S-Austausch in Peptiden mit Lawessons Reagens 
LRt4I oder dessen Varianten['] 1aBt sich zwar in cyclischen 
Peptiden13. 6b] selektiv, aber nur bedingt vorhersehbar erzie- 
len. Lediglich in geschiitzten Dipeptiden 1 erreicht man in 
hohen Ausbeuten einen selektiven O/S-Austausch an der 
Amidbindung (-+ 2), ohne daB die Urethan- oder die Ester- 
schutzgruppe angegriffen werden. Die Abspaltung der Schutz- 
gruppen bereitet in der Regel keine Schwierigkeiten. 

R O  R' 0 
I I I  I II 

Boc-NH-CH-C-NH-CH-C-OMe 
LR = M e O e P , s / ; o O M e  i/S, 

S 

Boc-o-Ala-Y[CS-NHIPhe-OMe 2a 

Boc-LeuY[CS-NHILeu-OMe 2b 

= Boc-ASY[CS-NH]AS'-OMe Boc-PheY[CS-NHIGly-OMe 2c 

1 LR 
R S  P O  
I II I II 

Boc-NH-CH-C-NH-CH-C-OMe 

2 

Am C-Terminus von Thiopeptiden mit klassischen Metho- 
den eine Peptidverlangerung durchzufuhren, gelingt in der 
Regel nicht16]. Statt dessen bildet sich aus dem aktivierten Di- 
peptid 3 in einer Nachbargruppenreaktion der schwefelhaltige 
Heterocyclus 4. Die Thiazolone 4 sind auI3erst schlechte 
Acylierungsmittel und neigen zudem an beiden chiralen Zen- 
tren sehr zur Racemisierung. Daher wurden die wenigen Ver- 
langerungen von Thiodipeptiden nur an achiralen C-Termini 
wie Glycin oder cc-Aminoisobuttersaure durchgefiihrt [61. 

0 
II 

3 4 

Wir berichten hier iiber die enzymatische C-terminale Ket- 
tenverlangerung der Thiopeptide 2 a, b und die N-terminale 
Kettenverlangerung des am N-Terminus deblockierten 2c 
(= 5e). Die Verbindungen 2a-c werden von Subtilisin 
Carlsberg und Subtilisin BPN' als Substrate akzeptiert und 
in 50proz. Dimethylformamid (DMF) nahezu quantitativ zu 
den entsprechenden Carbonsauren verseift. Unter diesen Re- 
aktionsbedingungen greifen Proteasen nur die energiereiche- 
ren Esterbindungen an, nicht jedoch Amidbindungen[', 'I. Bei 
Aminosaure- und Peptidestern konnen Proteasen somit eine 
C-terminale Peptidverlangerung katalysieren"]. Dieses 
schonende Syntheseprinzip haben wir erfolgreich auf die 
empfindlichen Thiopeptide iibertragen. Die Subtilisin-BPN'- 
katalysierte Reaktion des Thiopeptidmethylesters 2 a mit 
Leucinamid H-Leu-NH, 5 c lieferte neben dem hydrolysier- 
ten Dipeptid (60 YO) das gewunschte Tripeptid 6c (siehe Ta- 
belle 1) (24%). Offenbar ist das Enzym in der Lage, das 
Peptidomimeticum 2a so mild zu aktivieren, daD die Verlan- 
gerung zum Thiotripeptid 6c gelingt und die unerwiinschte 
Nebenreaktion der Thiazolonbildung ausbleibt. Das 250- 
MHz-'H-NMR-Spektrum der Verbindung weist neben dem 
charakteristischen Thioamid-Protonensignal bei 6 = 10.2 

auch die Resonanzen aller drei Aminosauren auf und belegt, 
daB die Verkniipfung racemisierungsfrei verlauft. 

Die Ausbeuten bei der enzymatischen Peptidverlangerung 
von 2a mit 5c  konnten durch die Verwendung von Chymo- 
trypsin als Biokatalysator gesteigert werden (Tabelle 1). Un- 
ter den Synthesebedingungen reagierten die eingesetzten 
Thiodipeptide fast vollstandig unter Hydrolyse oder Peptid- 
verlangerung zu 6, rnit Ausnahme der Umsetzungen von 
2a + 5c  und 2b + Se, bei denen zusatzlich 46 bzw. 30% 
Ausgangspeptid zuriickgewonnen wurden. Die den Ergeb- 
nissen von Tabelle 1 zugrundeliegenden Enzymreaktionen 
sind noch nicht optimiert und lassen sicherlich weitere Aus- 
beutesteigerungen durch Variation von Cosolvens, Substrat 
und Enzym zu. 

Tabelle 1. Mil Chymotrypsin synthetisierte Thiopeptide 6a-g 

Edukte [a] Thiopeptide Ausb. 
[" / . I  

2 a  + 5 a  Boc-~-AlaY[CS-NH]Phe-Val-OAll6a 70 
2a + 5b Boc-D-AI~Y[CS-NH]P~~-V~I-OM~ 6b 49 
2a + 5c BOC-D-AI~Y[CS-NH]P~~-L~U-NH, 6c 48 
2a + 5e Boc-D-A~~Y[CS-NH]P~~-P~~Y[CS-NH]G~~-OM~ 6d 63 

2b + 5d Boc-LeuY[CS-NHILeu-Phe-NH, 6f 66 
2b + 5e Boc-LeuY[CS-NHILeu-PheY[CS-NHIGly-OMe 6g 26 

+ Boc-D-AldY[CS-NHIPhe-(PheY[CS-NH]Gly),-OMe 6e 8 Ib] 

[a] 5a = H-Val-OAII, 5 b  = H-Val-OMe, 5c  = H-Leu-NH,, 5d = H-Phe- 
NH,, 5e = H-PheY[CS-NHIGly-OMe. [b] Nebenprodukt bei der Synthese 
von 6d. 

1st die Aminkomponente bei der enzymatischen Peptid- 
kupplung ebenfalls ein Thiodipeptid wie das Nucleophil5e, 
so entstehen Tetrapeptide rnit alternierenden Amid- und 
Thioamidbindungen (6d, 8). Bei der Synthese von 6d konnte 
als Nebenprodukt (8 %) das Hexapeptid 6e  rnit drei Thio- 
amidgruppierungen isoliert werden. Wdhrscheinlich dimeri- 
siert ein Teil von 5e  unter den Reaktionsbedingungen zum 
Tetrapeptid H-PheY[CS-NHIGly-PheY[CS-NHIGly-OMe, 
das dann von Chymotrypsin bevorzugt zu 6e verlangert wird. 

Chymotrypsin weist eine hohe Spezifitat fur Peptidspal- 
tungen nach aromatischen Aminosauren und Leucin auf''] 
und greift Valinester nicht an[']. Daher gelingt die Umset- 
zung des Thiopeptids 2a rnit den Valinallyl- und -methyl- 
estern 5 a, b zu Thiotripeptidestern. Bemerkenswert ist, dan 

Boc-L-AlaY[CS-NHIPhe-OMe + H-Val-OAII 

2a 5a 
Chymotrypsin 

DMF/H,O 
- Boc-o-AlaY[CS-NHIPhe-Val-OAII 

6a 

mit der nur geringfiigig groBeren, lipophilen Allylester- 
gruppe im Nucleophil eine Ausbeutesteigerung von mehr als 
20 % resultiert. Aus den entstandenen Tripeptiden 6 a (70 %) 
und 6 b (49 %) lassen sich die Esterschutzgruppen abspalten, 
und das resultierende Thiopeptid kann zum Aufbau von 
grol3eren Fragmenten dienen. Bei der selektiven Entfernung 
der Allylesterschutzgruppe aus dem Thiotripeptid 6a unter 
Palladium(o)-Katalyse['O1 (Schema 1) verursacht das nucleo- 
phile Thioamidschwefelatom keine Nebenreaktion" '1. An- 
schlieBende Kupplung in Gegenwdrt von N'-(3-Dimethyl- 
aminopropy1)-N-ethylcarbodiimid-hydrochlorid/l -H ydroxy- 
benzotriazol (EDCI/HOBt) an 7 ergab in 85 % Ausbeute das 
Thiohexapeptid 8. Abspaltung der Schutzgruppen an den 
Kettenenden fiihrte zu 9, das gegenwartig in Cyclisierungsre- 
aktionen untersucht wird. 
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Boc-~-Ala'f"CS-NH]Phe-Val-0AIl 6a  

1 .  Morpholin, [Pd(PPh,),] 
2. EDCI/HOBt, H-Lys(Z)-Trp-Phe-OMe 7 i 

Boc-D-AlaY[CS-NHIPhe-Val-Lys(Z)-Trp-Phe-OMe 8 
1. NaOH, iPrOH I 2. HCI, Et,O 

H-D-A~~Y[CS-NH]P~~-V~~-L~S(Z)-T~~-P~~-OH 9 

Schema 1. Reaktionen ausgehend vom Thiopeptid 6a. 

Die hier vorgestellte Methode zur enzymatischen Verlan- 
gerung von Thiodipeptiden ist sicherlich auch auf die Verlan- 
gerung anderer Aminosauren am C-Terminus ubertragbar. 
Durch die richtige Wahl des Enzyms und der Schutzgruppen 
sollte es moglich sein, Thioamidbindungen an einer Vielzahl 
von Peptidverkniipfungen selektiv einzufuhren. 

Experimentelles 
N-rert-Butyloxycarbonyl-~-thioalanyl-~-phenylalanyl-~-valinallylester 6a:  In 
einem PlastikgefaR werden 500 mg (1.37 mmol) 2a und 860 mg (5.48 mmol) Ja 
in 21.2 mL DMF/H,O ( l i l )  gelost. Dazu gibt man 250 rng Chymotrypsin und 
riihrt 48 Stunden. Das Reaktionsgemisch wird im Hochvakuum eingeengt und 
an 30 g Kieselgel rnit CH,CI,/MeOH l0Ojl chromatographiert. Ausbeute 
472 mg (70%) 6a [a ] i2  = - 4.0 (c  =1, MeOH). 
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Trennung iiberlappender Multipletts im 
zweidimensionalen NMR-Spektrum durch 
selektive ,,Injektion" von Magnetisierung** 
Von Catherine Zwahlen, SPbastien J: E Vincent 
und Geoffrey Bodenhausen* 

Mehrdimensionale NMR-Spektren konnen auf zwei un- 
terschiedlich anspruchsvollen Niveaus interpretiert werden. 

~ 

[*I Prof. Dr. G. Bodenhausen, C. Zwahlen, S. J. F. Vincent 
Section de Chimie, Universite de Lausanne 
Rue de la Barre 2, CH-1005 Lausanne (Schweiz) 

[**I Wir danken Dr. W. Bermel, Karlsruhe, und Prof. H. Kessler, Garching, fur 
eine Probe von cyclo(~-Pro'-~-Pro~-o-Pro~). Diese Arbeit wurde vom 
Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaftlichen 
Forschung und von der Commission pour I'Encouragement de la Recher- 
che Scientilique (CERS) gefordert. 

In vielen Fallen ist es ausreichend, sich auf die chemische 
Verschiebung zu konzentrieren, aber eine umfassendere Ana- 
lyse mu13 auch die Informationen nutzen, die in der Fein- 
struktur von Kreuzpeakmultipletts enthalten sind['I. Es gibt 
drei Haupthindernisse bei einer derartigen detaillierten Ana- 
lyse: sehr grolje Komplexitat der Multipletts, schlechte digi- 
tale Auflosung und zufallige Signaliiberlappung. Sehr kom- 
plizierte Signalmuster konnen entweder durch Entkopp- 
lungsverfahren wahrend der Signalakquisition oder durch 
teilweise Dekonvolution der Multipletts, nachdem sie aufge- 
nommen wurden, vereinfacht werdenr21. Das Problem der 
digitalen Auflosung kann sehr effektiv durch ein ,,Zoomen" 
rnit Hilfe von zweidimensionalen Methoden mit weichen 
Pulsen wie der selektiven Korrelationsspektroskopie (Soft- 
COSY) gelost werdenr3]. Diese Methoden sind jedoch unge- 
eignet, wenn der Experimentator rnit uberlappenden Multi- 
pletts konfrontiert ist. Komplizierte Falle von Uberlappung 
verlangen nach einem Weg, die Dimensionalitat der Spek- 
tren zu erhohen. Dreidimensionale Spektren, die mit nicht- 
selektiven Pulsen aufgenommen wurden, haben den Vorteil, 
daB Multipletts selten iiberlappen, doch ihre digitale Auflo- 
sung ist im allgemeinen schlecht. Darum ist es anzustreben, 
dreidimensionale Spektren mit selektiven Pulsen aufzuneh- 
menL4], doch dreidimensionale Experimente sind relativ 
miihsam und zeitaufwendig, und es ist schwierig, das Ergeb- 
nis in einer graphisch ansprechenden Weise darzustellen. 

Gliicklicherweise ist es moglich, einen ahnlichen Trennef- 
fekt rnit einer ,,Arme-Leutee'-Art der dreidimensionalen 
Spektroskopie zu erzielen, die darauf hinauslauft, Signale in 
einer Ebene S(w,,w,) eines hypothetischen Datenwiirfels 
S(01,w2,w3) aufzunehmen, in der eine der drei Frequenzen 
(in diesem Fall wl) konstant ist. Dies kann durch eine Va- 
riante des Relayed-Magnetisierungstransfers erreicht wer- 
den, bei der Koharenz selektiv am Anfang der Evolutionspe- 
riode einer Soft-COSY-Sequenz ,,injiziert" wird. Man 
betrachte ein Soft-COSY-Experiment mit dem Multipletts 
korreliert werden, deren Signale nahe SZA auf der q- und 
nahe 0, auf der w,-Achse liegen. Existieren mehrere Kerne, 
deren Resonanzfrequenzen a,, 0,. , . . . und 0, , SZ,, , ... anna- 
hernd oder genau gleich sind, dann wird das Soft-COSY- 
Spektrum aus einer Uberlagerung von Kreuzpeaks bestehen, 
die aus den Koharenztransfers A --f X, A -+ X', ... resultie- 
ren. Angenommen, jeder der fast entarteten Kerne A,A, ... 
hat einen Kopplungspartner M,M', ... und angenommen, 
diese sind untereinander nicht entartet, dann kann man Ex- 
perimente durchfiihren, bei denen der Soft-COSY-Sequenz 
ein selektiver Koharenztransferschritt M +A, M' +A, ... 
vorausgeht. Auf diese Weise konnen die Soft-COSY-Multi- 
pletts der Prozesse A + X, A + X ,  ... separiert werdenr5]. 

Wir haben vor kurzem gezeigtL6. 'I, wie ein doppeltselekti- 
ver homonuclearer Hartmann-Hahn(H0HAHA)-Transfer 
fur eindimensionale NMR-Spektren verwendet werden 
kann. Abbildung 1 a zeigt die entsprechende Pulssequenz. 
In-Phase-Magnetisierung Zy wird zuerst durch einen selbst- 
refokussierenden 270"-Ga~B-Puls[~~ angeregt, der bei 2.5 % 
abgebrochen wird und eine typische Dauer von 30 ms fur 
eine Peakamplitude von 55 Hz hat. Aufwendigere Pulse wie 
Gad-Kaskaden, optimiert durch ,,Quaternionen" ['I, oder 
E-BURP-Pulse["] konnen ebenfalls verwendet werden. Ge- 
ma13 Abbildung l a wird die doppeltselektive Einstrahlung 
der Dauer zDs, durch Modulation eines Rechteckpulses rnit 
einer Funktion cos(w,t) mit w, = 1/2(0, - Q,) erreicht. Die- 
se Modulation erzeugt zwei Seitenbanden rnit den Frequen- 
zen wrf & a,, die mit den chemischen Verschiebungen S Z ,  
und Q, der ausgewahlten Kerne zusammenfallen, vorausge- 
setzt, die Tragerfrequenz ist auf wrf = l/2(Q, + QA) 

(rf = Radiofrequenz) gesetzt worden. Die optimale Dauer 
der doppeltselektiven Einstrahlung ist durch den Kehrwert 
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