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Erich Wiinsch und Angelo Fontana *) 

Nu-[2-Nitro-phenylsulfenyl]-U-tert .-butyl-hydroxyaminosauren 
und deren , ,aktivierte Ester" 
Aus dem Max-Planck-Institut fur EiweiS- und Lederforschung, Abteilung fur Peptidchemie, 
Miinchen 
(Eingegangen am 26. Juli 1967) 

Die Darstellung von 2-Nitro-phcnylsulfenyl-O-tert.-butyl-serin, -threonin, -tyrosin und 
-hydroxyprolin * *) aus den freien 0-maskierten Aminosauren sowie deren Uberfiihrung in  
,.N-Hydroxy-succinimid-", 4-Nitro-phenyl-, 2.4-Ilinitro-phenyl- und Pcntachlor-phenylester 
als Ausgangsmaterialien fur die Peptidsynthese wird beschrieben. 

Fur einen erfolgreichen Abschlurj unserer Versuche einer Totalsynthese des Gluca- 
gons war es ununiganglich geworden, den 2-Nitro-phenylsulfenyl-Rest zur Blockie- 
rung der x-Amino-Funktion zu verwenden, da der durch das Auftreten von Methionin 
in1 C-terminalen Bereich der Pankreashormon-Sequenz vom synthetischen Stand- 
punkt erforderliche Einsatz zuerst von N-Trifluoracetyl- und spater von N-Phthaloyl- 
Schutzgruppen in Kombination mit tert.-Butyl-Maskierungen der Hydroxyl- und 
Carboxyl-Funktionen bzw. mi t tert.-Butyloxycarbonyl-Blockierung der NE-Lysin- 
Funktion nicht oder nur unzureichend zum Erfolg gefiihrt hattell. 

Fur den Aufbau von zu eiiier weiteren VerknLipfung geeigneten, nitrophenylsulfenyl- 
geschiitzten Glucagon-Fragmenten - insbesondere der Sequenzen 16 -21 und 
7 15 ~ benotigten wir daher 2-Nitro-phenylsulfenyl-O-tert.-butyl-serin bzw. -thre- 
onin ; diese waren aus den von uns friiher beschriebenen freien Hydroxyaminosaure- 
tert.-butylathern durch Acylierung mittels 2-Nitro-phenylsulfenylchlorid unter ,,pH- 
Stat"-Reaktion bei pH 8 gut zugiinglich. Aus bekannten Griinden wurden die Nitro- 
phenylsulfenyl-aminosauren als stabile, uber lange Zeit haltbare Dicyclohexylammo- 
niumsalze isoliert. Auf analoge Weise konnten auch die Derivate von 0-tert.-Butyl- 
tyrosin und -hydroxyprolin gewonnen werden (Tab. 1). 

Die erhaltenen N itrophenyl~ulfenyl-hydroxyamii~osaiure-~ert.-butylather liel3en sich 
in befriedigender Ausbeute nach dem Carbodiimid-Verfahren mit N-Hydroxy- 
succinimid, 4-Nitro-phenol, 2.4-Dinitro-phenol oder 2.3.4.5.6-Pentachlor-phenol zu 
den entsprechenden ,,aktivierten Estern" umsetzen. Die dargestellten Verbindungen 
(siehe Tab. 2 )  kristallisierten ausnahmslos gut : sie sind speaiell fur die Verknupfung 
mit freien I'eptiden in Gegenwart aquimolekularer Mengen tert. Basen hervorragend 
geeignet. (Siehe dazu die beiden folgenden Abhandlungen.) 

*) Gegenwartige Anschrift: Tstituto di Chimica Organica dell' Universita, Padova, Italia. 

1) E. Wunsch und F. Drees, Chem. Ber.99, 110 (1966); 100, 816 (1967). 
* *) tran~-4-Hydroxy-i.-prolin. 
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Tab. I .  Dargestellte Na-[2-Nitr~-phenylsulfenyl]-O-tert.-butyl-hydroxyaminosauren 
(Dicyclohexylammoniumsalze) 

c Summenformel Gef. Ber. Analyse Amino- Ausb. Schmp. 
saure % [ml% D M F  (MoLGew.) 

Serin 91 170-171" -38.0" 1.1 C Z ~ H ~ ~ N ~ O ~ S  60.56 8.33 8.48 6.46 
(49 5.7) 60.18 8.33 8.63 6.66 

Threonin 93 179-180" -44.6' 0.4 C26H43N305S 61.55 8.54 8.28 6.39 
(509.7) 61.57 8.36 8.26 6.25 

Tyrosin 87 156- 157" +27.2'*) 0.7 C ~ L H ~ ~ N ~ O ~ S  65.12 7.93 7.34 5.60 
(571.8) 65.28 8.00 7.30 5.53 

Hydroxy- 87 151-152" -42.4" 1 . 1  C ~ i H 4 3 N 3 0 5 S  62.16 8.30 8.05 6.14 
prolin (521.7) 62.28 8.30 8.02 6.23 

*) [a]$': +24.0°; [a]:$,: +41.4" 

Tab. 2. Dargestellte ,,aktive" Ester von NPS-0-tert.-Butyl-hydroxyaminosaurena) 

NPS-Ser(tBu)-ONP 67.5 82.5-83.5" - 116.0° - 130.8° C19Hz1N307S 52.40 4.86 9.65 7.36 
(435.5) 52.16 4.86 9.25 7.17 

NPS-Ser(tBu)-ODNP 68.5 117- 118' -97.7'' - 115.5" C1qHmN409S 47.49 4.19 11.66 6.66 
(480.3) 47.70 4.45 11.96 6.68 

NPS-Ser(tBu)-OSUb) 90 152-- 153.5' -47.8" -~ 51.2" C17Hz,N307S 49.63 5.14 10.22 7.79 
(411.4) 49.25 5.12 10.03 7.90 

NPS-Ser(tBu)-OPCPc) 73 119 - 120.5' - 47.0' --52.4" C I ~ H ~ ~ C I ~ N ~ O ~ S  40.55 3.22 4.97 5.67 
(562.7) 40.69 3.10 5.00 5.75 

NPS-Thr(tBu)-ONP 68 121-122" -148.8' -173.7' CzOHZ3N3O7S 53.43 5.15 9.36 7.13 
(449.5) 53.47 5.30 9.17 7.23 

NPS-Thr(tBu)-ODNP 73 126- 127' -79.6" -90.8' C~oHzzNd09S 48.58 4.48 11.33 6.47 
(494.5) 48.81 4.52 11.30 6.54 

NPS-Thr(tBu)-OSU 91 138--139.5° -52.9' -56.9' C18Hz3N307S 50.82 5.45 9.87 7.52 
(425.4) 50.81 5.46 9.70 7.58 

NPS-Thr(tBu)-OPCPd) 73 330-131.5' --61.8" -67.2" C Z ~ H ~ ~ C I ~ N ~ O ~ S  41.64 3.49 4.85 5.55 
(576.7) 41.49 3.29 4.66 5.72 

NPS-Tyr(tBu)-ONP 65.5 139--140° -62.2" -64.3" C2rHz5N307S 58.70 4.92 8.21 6.25 
(51 1.6) 58.80 5.02 8.03 6.22 

a) Ahkurzungen: NPS = 2-Nitro-phenylsulfenyl, ONP = p-Nitro-phenylester, ODNP = 2.4-Dinitro-phenylester, 

b) Die Verbindung wurde mit gleichem Schmp. auch von J. Rudinger hergestellt (Privatmitteil. d. Autors). 
C) CI Ber. 31.45; Gef. 31.31. 
d) C1 Ber. 30.69; Gef. 30.71. 

OSU = N-Hydroxy-succinimidester, OPCP = Pentachlorphenylester. 

Beschreibung der Versuche 

Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren im Apparat nach Dr. Tottoli (Biichi) 
bestimmt, die spezif. Drehwerte im lichtelektrischen Polarimeter der Firma Carl Zeiss ermit- 
telt; die Werte der D-Linie wurden berechnet. Der chromatographische Reinheitstest der 
Zwischen- und Endprodukte erfolgte nach iiblichen Verfahren der Diinnschichtchromato- 
graphie. 

1 .  Dicyclohexylammonium-Sulze von Na-[2- Nitro-phenylsulfenyli-0-tert.-hutyl-hydroxyumi- 
noJauren (ullgemeine Darstellungsvorschrift) : Zu 50 mMol 0-tert.-Butyl-hydroxyuminosaure 
in 25 ccm Dioxan und 17 ccm 2 n NuOH tropft man unter Riihren innerhalb von 30 Min. 
55 mMol 2-Nitro-phenylsulfenylchlorid in 25 ccm Dioxan sowie 2 n NaOH unter Einhalten 
von pH 8 zu (Verbrauch ca. 38 ccm 2 n NaOH). Die Reaktionsmischung wird 1 Stde. weiter- 
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geriihrt, nach Verdiinnen mit 600 ccm Wasser filtriert und nach Zugabe von 200 ccm Essig- 
ester vorsichtig bei 0" mit N H2SO4 auf pH 3 angesauert. Die abgetrennte organische Phase 
wird zweimal mit wenig Wasser gewdschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und schlieBlich 
bei 0' unter Riihren mit 10 ccm Dicyc1ohex)Jlarnin in 100 ccm Diathylather versetzt. Nach 
1 stdg. Stehenlassen im Kiihlschrank wird das ausgefallene Produkt*) abfiltriert, sorgfaltig mit 
Diiithylather gewaschen und i. Vak. iibcr P205 getrocknet. Ausb. 87-93 % (s. Tab. 1). 

2. Darstelliing der aktiven Ester NPS-Ser(tBu)-OR: 50 mMol H-Srrf tBu)-OH.1/4 H 2 0  
werden mit 2-Nitro-p/1enylsu~enylchlorid * *), wie unter I .  beschrieben, umgesetzt. Z u  der 
erhaltenen, uber Natriumsulfat getrockneten EssigestcriGsung des NPS-O-lert.-Butyl-serins 
werden bei 0" unter Riihren 50 mMol N-Hydroxy-succiriirnid (odcr 4-Nitro-phenol, 2.4-Dini- 
tro-phenol bzw. Pentachlorphenol) und 50 mMol Diryclohexylcnrbodiirnid gegeben. Die Reak- 
tionsmischung wird noch 1 Stde. bei 0 und 3 Stdn. bei Raumtemp. geruhrt, nach kurzzeitigern 
Abkiihlen auf 0' vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff abfiltriert und i. Vak. eingedampft. 
Der verbleibende Riickstand wird aus Athanol umkristallisiert und i. Vak. iiber P205 getrock- 
net. Ausb. 67.5~--90% (s. Tab. 2). 

3. 2-Nitro-phen~~lsulfen~~l-O-tert.-bufyl-~,-tftreonin [NPS-Thr(tBu)-OH]: 7.0 g (40 mMol) 
H-Thr(tBii)-OH werden rnit 2-Nitro-phenylsu~enylchloricl, wie unter 1. beschrieben, umge- 
setzt und aufgearbeitet. Die erhaltene Essigesterlosung wild i. Vak. eingedampft, zum SchluB 
unter azeotroper Destillation rnit Benzol; dabei tritt Kristallisation ein. Das Produkt wird 
nach Behandeln rnit Petrolather abfiltriert, mit dem gleichen Losungsmittel gut gewaschen 
und i. Vak. getrocknet. Aus Diiithylather/Petrolather Schmp. 112- 114"; [dc]gO: -93.2 i l "  
bzw. [a]:'&: ~ 95.9" (c = 1; in Dimethylformamid). Ausb. 12.85 g (fast quantitativ). 

C14H20N20jS (238.4) Ber. C 51.21 H 6.13 N 8.53 S 9.74 
Gef. C 51.26 H 6.07 N 8.46 S 9.74 

4. Darsrellung der aktiven Ester NPS-Thr(tBu)-OR: 25 mMol NPS-Thr(tBu)-OH in 
150 ccm Essigester werden bei 0" unter Ruhren mit 25 mMol N-Hydroxy-succinimid (oder 
4-Nitro-phenol, 2.4-Dinitro-phenol bzw. Pentachlorphenol) und 25 mMol Wicyclohexylcarbo- 
diimid versetzt. Die Reaktionsmischung wird 1 Stde. bei 0' und 3 Stdn. hei Raumtemp. nach- 
geriihrt, nach Abfiltrieren des ausgefallenen Dicyclohexylharnstoffs die Losung i. Vak. cin- 
gedampft und der erhaltene Riickstand mit Athanol behandelt* * *). Hierbei erfolgt zuniichst 
Losung und anschlieRend rasche Kristallisation, die durch mehrstdg. Stehenlassen im Kiihl- 
schrank vervollstandigt wird. Ausb. 68-91 y4 (s. Tab. 2). 

*) Das Dicyclohexylamin-Salz des Hydroxyprolins fallt erst nach Einengen der Losung 
i. Vak. aus. 

**) puriss. Qualitat, Fluka AG, Buchs SG. 
* * *) NPS-Thr(tBu)-ONP wurde aus DiiithylatheriPetrolather umkristallisiert. 
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