
1048 Zahn und Hamrnerstrom Jahrg. 102 

Chem. Ber. 102, 1048-1052 (1969) 

Helmut Zahn und Knut Hammerstrom 

N-tert .-Butyloxycarbonyl-L-cystein und S-substituierte 
Derivate *) 

Aus dem Deutschen Wollforschungsinstitut an der Technischen Hochschule Aachen 

(Eingegangen am 1 1. September 1968) 

Die S-substituierten Derivate 1 b- i des N-tert.-Butyloxycarbonyl-~-cysteins (1 a) werden aus 
1 a bzw. den S-geschiitzten L-Cystein-Derivaten mit freier Aminogruppe dargestellt. 

Fur die Synthese cystein- und cystinhaltiger Peptide, speziell des Insulins, sahen wir 
uns gezwungen, neben dem in friiheren Arbeiten benutzten Benzylrest 1) weitere 
Schwefelschutzgruppen zu erproben. Von besonderem lnteresse waren dabei die saure- 
labilen Schutzgruppen. Im folgenden beschreiben wir die Darstellung einer Reihe 
von Cystein-Derivaten, die bei der Synthese groBerer Insulinfragmente eingesetzt 
wurden 2 ) .  

N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-cystein (1 a) sowie eine Reihe S-substituierter Derivate 
konnten wir erstmals in kristalliner Form darstellen und somit eindeutig charakteri- 
sieren. Als Vertreter dieser Verbindungsklasse waren schon S-Benzyl-N-tert.-butyloxy- 
carbonyl-~-cystein3) und S-Benzoyl-N-tert.-butyloxycarbonyl-~-cystein4) beschrieben. 
Dagegen konnten S-Trityl-N-tert.-butyloxycarbonyl-L-cystein ( 1 ~ ) s )  und N-tert.- 
Butyloxycarbonyl-L-cystein (1 a)4) bisher nur als Ole isoliert werden. 

Verbindungen des Typs Boc-Cys(R) (1) konnen grundsatzlich auf zwei Wegen er- 
halten werden : Entweder man fuhrt in das S-substituierte L-Cystein die Aminoschutz- 
gruppe (Weg A) oder umgekehrt in das N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-cystein (la) die 
Thiolschutzgruppe ein (Weg B). Da die Einfuhrung der tert.-Butyloxycarbonylgruppe 
basische Bedingungen verlangt, ist bei Thiolschutzgruppen, die im alkalischen 
Medium nicht abgespalten werden, Weg A vorzuziehen. Bei alkalilabilen Thiolschutz- 
gruppen geht man dagegen zweckmaisg von l a  mit freier Thiolgruppe aus (Weg B). 

Die Darstellung der thiolgeschutzten Cysteinderivate erfolgte mit Ausnahme des 
S-[Tetrahydropyranyl-(2)]-~-cysteins6), das nach einer modifizierten Vorschrift 

*) 70. Mitteil. iiber Peptide; 69. Mitteil.: T. Okuda und H. Zuhn, Makromolekulare Chem., 

1) R. H. Sifferd und V. du Vigneuud, J .  biol. Chemistry 108, 753 (1935). 
2) Dissertat. K. Hammerstrom, Techn. Hochschule Aachen 1968. 
3)  G .  W. Anderson und A. C. McCregor, J .  Amer. chem. SOC. 79, 6180 (1957). 
4) I. Phofaki, J. Amer. chem. Soc. 88, 2292 (1966). 
5 )  L. Zervas, I. Photaki, A. Cosmatos und D. Borovas, J. Amer. chem. SOC. 87, 4922 (1965). 
6 )  G. F. Hol1and und L. A .  Cohen, J .  Amer. chem. SOC. 80, 3765 (1958). 

im Druck. 
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erhalten wurde, nach bekannten Verfahren. Der tert.-Butyloxycarbonylrest wurde 
mittels Azidoameisensaure-tert.-butylester nach der pH-Stat-Methode von Schnubel7) 
bei pH 9.5 eingefuhrt. Auf diese Weise wurden das S-Diphenylmethyl- (1 b), S-Trityl- 
(1 c), S-[p-Methoxy-benzyll- (1 d), S-Benzylthiomethyl- (1 e)  und das ,%[Tetrahydro- 
pyranyl-(2)]-Derivat (1 f) des N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-cysteins (1 a) erhalten. 1 a 
selbst entstand analog Photaki4) durch Reduktion von N. N'-Bis-tert.-butyloxycarbonyl- 
L-cystin rnit Natrium in fliissigem Ammoniak. Das von Photaki nur als 61 erhaltene 
Produkt konnten wir kristallin isolieren. 

Von l a  ausgehend haben wir die folgenden S-substituierten Derivate synthetisiert : 
S-Acetyl-N-tert.-butyloxycarbonyl- (1 g), S-Athylcarbamoyl-N-tert.-butyloxycarbonyl- 
(1 h) und N-tert.-Butyloxycarbonyl-S-benzyloxycarbonyl-L-cystein (li). Zur Dar- 
stellung von 1 g setzten wir 1 a rnit Acetanhydrid in Gegenwart von Kaliumhydrogen- 
carbonat, fur 1 h rnit Athylisocyanat und fur l i  rnit Chlorameisensaure-benzylester 
in Gegenwart von Natronlauge um. 

Als bei der Synthese von 1 h statt aquimolarer Mengen ein mindestens 100proz. 
UberschuB an Athylisocyanat eingesetzt wurde, entstand uberraschend in fast quanti- 
tativer Ausbeute eine Verbindung, die auf Grund analytischer Daten nur das N-khyl- 
amid (3) von 1 h sein kann. Wir nehmen an, dal3 sich zunachst 1 h bildet, dessen freie 
Carboxylgruppe dann aber rnit uberschiissigem Athylisocyanat zum gemischten 
Anhydrid 2 weiterreagiert, welches unter Decarboxylierung in 3 ubergeht. 

0 
R-C-0-CO-NH R-CO-NH-CZHs + COz 

2 &ZH5 3 

R = Boc-NH-CH(CHzSEc)-  

Die dargestellten Cysteinderivate vom Typ Boc-Cys(R) fielen meist nicht in reiner 
Form an. Mit Ausnahme von I f  und l a  wurden sie deshalb in die Dicyclohexyl- 
ammoniumsalze iibergefuhrt und anschliel3end rnit wal3riger Citronensaure wieder 
freigesetzt. 

7) E. Schnabel, Liebigs Ann. Chem. 702, 188 (1967). 
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Die Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die neu dargestellten Cysteinderivate sowie die 
physikalischen und analytischen Daten. 

Eigenschaften der neu dargestdlten Cysteinderivate 

M. Verbindung Schmp, Summenformel 
(Mo1.-Gew.) 

Analyse 
C H  N S  

la Boc-Cys(H) 

1 b Boc-Cys(Dpm) 

1 c Boc-Cys(Trt) 

1 d Boc-Cys(Mbr1) 

1 e Boc-Cys(Btm) 

If Boc-Cys(Thp) 

lg Boc-Cys(Ac) 

1 h Boc-Cys(Ec) 

l i  Boc-Cys(Z) 

3 Boc-Cys(Ec)--NHAt 

*) ( c  = I in C2H50H). 

79 

72 

77 

68 

62 

54 

53 

74 

59 

82 

76-78' 

1010 

146" 

90-92" 

86-87' 

88' 

67 -68" 

139' 

I27 - 129' 

135- 136' 

4- 8.1' C8H15N04S Ber. 43.42 6.83 6.33 14.49 
(221.3) Gef. 43.94 6.85 6.58 14.33 

- 6.6' C21HZSNO4S Ber. 65.07 6.51 3.65 8.27 
(387.5) Gef. 65.01 5.97 3.05 8.28 

f29.2' Cz7H29N04S Ber. 69.95 6.30 3.02 6.91 
(463.6) Gef. 70.03 7.09 2.97 6.54 

-22.5' C16H24N05S Ber. 56.10 7.06 4.09 9.36 
(342.4) Gef. 56.77 6.77 4.03 9.50 

-28.2" C16H23N04S2 Ber. 53.75 6.48 3.92 17.94 
(357.5) Gef. 53.67 6.60 4.03 17.93 

-17.7" C13H23N05S Ber. 51.12 7.59 4.59 10.50 
(305.4) Gef. 51.43 7.89 4.90 10.44 

-34.6' Cl"HlXNOSS Ber. 45.33 6.86 5.30 12.13 
(264.3) Gef. 45.55 6.79 5.47 12.13 

-22.2' CllH20NZOSS Ber. 45.18 6.89 9.58 10.97 
(292.4) Gef. 45.44 6.79 9.74 10.97 

-33.9" C16H21N06S Ber. 54.06 5.95 3.94 9.02 
(355.4) Gef. 54.14 5.71 4.02 9.05 

- 8.0' C I ~ H ~ ~ N ~ O ~ S  Ber. 48.87 7.89 13.15 10.03 
(319.4) Gef. 48.90 7.56 13.14 9.94 

Wir danken dem Gesamtverband der Textilindustrie in der Bundesrepublik Deutschland, 
der Arbeitsgemeinschaft Industrieller Forschungsvereinigungen und dem Bundesminister f u r  
Wirtschaft fur die Forderung des Forschungsvorhabens Nr. 1318 sowie dem Landesamt fur  
Forschung des Landes Nordrhein-Westfalen. Dem Verband der cheinischen lndustrie und 
seinen Mitgliedsfirmen danken wir fur die Uberlassung von Chemikalien. 

Beschreibung der Versuche 
Die Schmelzpunkte wurden mit einem Monoskop bestimmt und sind nicht korrigiert. 
Zur Dunnschichtchromatographie wurden als Laufmittel die Systeme 75 Vo1.- % Butanol-(2), 

13.5 Vo1.-% Ameisensaure (90%), 11.5 Vo1.-% Wasser, und CMA (95 Vol. Chloroform, 
5 Vol. Methanol, 3 Vol. Eisessig) verwendet. 

1) N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-cystein (1 a): 17.6 g (40 mMol) N.N'-Bis-tert.-butyloxy- 
carbonyl-~-cystin4) in 300 ccm flussigem Ammoniak gelost, wurden so lange rnit Natrium- 
schnitzeln versetzt, bis die Blaufarbung uber 30 Sek. hestehen blieb. Nach Verdampfen des 
Ammoniaks wurde an der Olpumpe 1 Stde. evakuiert und der Ruckstand anschlieRend in 
Eiswasser gelost, mit stark gekuhlter 5proz. Salzsiure auf pH 2 gebracht und funfmal mit je 
100 ccm Essigester ausgeschuttelt. Nach zweimaligem Waschen der vereinigten Auszuge 
mit je 30 ccm Wasser und Trocknung iiber MgS04 hinterblieb beim Abdampfen i. Vak. ein 
schwach gelbliches 01, das mit Petrolather verrieben nach einiger Zeit vollstandig 
kristallisierte. Aus Essigester/PetrolLther Ausb. 13.5 g (79 %), RF 0.44 (CMA) (s. Tab.). 

2) S-Diphenylmethyl-N-tert.-butyloxyearbonyl-L-cysjein (1 b) : 59.5 g (0.2 Mol) S-Diphenyl- 
methyl-L-cysteins) wurden in einem Gemisch von 200 ccm Wasser und 300 ccm Dioxan 
suspendiert und bei pH 9.5 und 45" mit 40 ccm Azidoameisensaure-tert.-butylester9) umgesetzt. 
Mit 4 n NaOH wurde der pH-Wert durch einen Autotitrator konstant gehalten. Nach he- 

8) R. G .  Hiskey und J. B. Adams, J. org. Chemistry 30, 1340 (1965). 
9) L. A .  Carpino, J. Amer. chem. SOC. 79, 98 (1957). 
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endeter Umsetzung wurden Dioxan und Wasser i. Vak. abgezogen, der Riickstand in 300 ccm 
Wasser aufgenommen und die Losung zweimal rnit je 100 ccm Ather ausgeschiittelt. Die 
waDr. Phase stellte man in der Kalte mit fester Citronensaure auf pH 2 ein, zog die freigesetzte 
S-substituierte Boc-Aminosaure niit Essigester aus, wusch die Essigesterphase mit Wasser 
und trocknete iiber MgS04. Nach Verdampfen des Losungsmittels i. Vak. verblieb ein gelb- 
liches 01, das in Ather gelost wurde. Nach Hinzufiigen von 36 g (0.2 Mol) Dicyclohexylamin 
wurde iiber Nacht in den Kiihlschrank gestellt, dann das Dicyclohexylammoniumsalz ab- 
gesaugt, rnit Petrolather gewaschen und im Vakuumtrockenschrank getrocknet. Ausb. 97 g 
(85 %). 

Das Salz wurde in Wasser/Essigester suspendiert, durch Zugabe fester Citronensuure in der 
Kalte zerlegt , die freie Boc-Aminosuure 1 b in Essigester aufgenommen, die Losung gewaschen 
und getrocknet. Das nach Abziehen des Losungsmittels i. Vak. zuriickbleibende 0 1  konnte 
aus Essigester/Petrolather kristallin erhalten werden. Ausb. 56 g (72 %), RF 0.49 (CMA). 

3) S-Trityl-N-tert.-butyloxycarbonyl-L-cystein (lc) : Analog 1 b aus 36.3 g (0.1 Mol) 
Cys(Trt) 10) in 100 ccm Wasser und 200 ccm Dioxan sowie 20 ccm (0.15 Mol) Boc-N3. Ausb. 
28 g (77 %), RF 0.50 (CMA). 

4) S-[p-Methoxy-benzylJ-N-tert.-butyloxycarbonyl-~-cystein (Id): Analog 1 b aus 48.5 g 
(0.2 Mol) Cys(Mbz1) 11) in 150 ccm Wasser/300 ccm Dioxan und 40 ccm (0.3 Mol) Boc-N3. 

5) S-Benzylthiornethyl-N-tert.-butyloxycarbonyl-L-cystein (le) : Analog 1 b aus 5 1.5 g 
(0.2 Mol) Cys(Btm) 12) in 150 ccm Wasser/300 ccm Dioxan und 40 ccm (0.3 Mol) Boc-N3. 

6) N-tert.-Butyloxycarbonyl-S-[tetrahydropyranyl-(2) J-~-cystein (1 f) : Analog S-Tetrahydro- 
pyranyl-L-cystein (s. unter 11)) wurde in einem 0.37 m Ansatz Cys(Thp) dargestellt, jedoch 
nicht in Substanz isoliert. Der nach Verseifung rnit 4 n NaOH anfallende Riickstand wurde 
unmittelbar rnit 59 g (0.41 Mol) Boc-N3 nach dem pH-Stat-Verfahren bei pH 9.5 zum Boc- 
Cys(Thp) umgesetzt. AnschlieRend wurde abnlich wie bei 1 b aufgearbeitet, jedoch auf eine 
Reinigung iiber das Dicyclohexylammoniumsalz verzichtet. Stattdessen wurde die Essig- 
esterlosung des Rohproduktes iiber eine A1203-Saule filtriert. Das Eluat wurde i. Vak. zur 
Trockne eingedampft und der Riickstand zweimal aus Ather/Petrolather umkristallisiert. 
Ausb. 61 g (5473, RF 0.49 (CMA). Die Substanz ist ein Gemisch zweier Diastereomerer. 

7) S-Acetyl-N-tert.-butyloxycarbonyl-L-cystein (lg): 17.6 g (40 mMol) N.N-Bis-tert.- 
butyloxycarbouyl-L-cystin wurden, wie bei 1 a beschrieben, rnit Natrium und fliissigem Am- 
moniak reduziert. Der schwach salzsauren Losung von Boc-Cys wurden in einer Stickstoff- 
atmosphareunter kraftigemRiihren und aul3erer Eiskiihlung 30g (0.3 Mol) KHCO3 und 12ccm 
(0.12 Mol) Acetanhydrid in einem GuR hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde 1 Stde. 
bei 0" und eine weitere bei Raumtemp. geriihrt. Mit 5p1-02. Salzsaure stellte man die stark 
gekiihlte Losung auf pH 2 und reinigte iiber das Dicyclohexylammoniumsalz wie bei 1 b. 

8) S-Athylcarbamoyl-N-tert.-butyloxycarbonyl-L-cystein (1 h) : 22.1 g (0.1 M o ~ ) ~ B u c - C ~ S  in 
200 ccm absol. Dimethylformamid versetzte man bei -20" rnit 8 ccm (0.1 Mol); Athylisocy- 
anat, hielt eine Stde. im Kiihlschrank, dann 12 Stdn. bei Raumtemp. und vertrieb das Dimethyl- 
formamid i. Vak. Die Reinigung iiber das Dicyclohexylammoniumsalz erfolgte wie bei 1 b. 

ALlsb. 46.5 g (68 %), RF 0.48 (CMA). 

Ausb. 44 g (62%), RF 0.48 (CMA). 

Ausb. 10.5 g (53 %), RF 0.41 (CMA). 

Ausb. 21.5 g (74%), RB 0.28 (CMA). 

10) L. Zervas und I. Photaki, J. Amer. chem. SOC. 84, 3887 (1962). 
11) S. Sakakibara, Y. Nobuhara, Y. Shimonishi und R. Kiyoi, Bull. cbem. SOC. Japan 38, 120 

12) P. J.  E. Brownlee, M .  E. Cox, B. 0. Handford, J. C. Mursden und G. T. Young, J. chem. 
(1965). 

SOC. [London] 1964, 3832. 
61, 
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9) N-tert.-Butyloxycarbonyl-S-benzyloxycarbonyl-L-cystein (li) : In einem 500-ccm-Dreihals- 
kolben wurden unter Riihren 22.1 g (0.1 Mol) Boc-Cys in 100 ccm Dioxan und 200 ccm Wasser 
gelost, unter Stickstoff auf 0" gekiihlt und 17 g (0.1 Mol) Chlorameisensuure-benzylester in 
einem GuB zugesetzt. Im Laufe einer halben Stde. lieB man eine Losung von 8 g (0.2 Mol) 
Natriumhydroxid in 100 ccm Wasser zutropfen und entfernte anschlieBend die Kiihlung. Nach 
etwa 1 Stde. wurde die Stickstoffspiilung beendet, das Losungsmittelgemisch i. Vak. abge- 
zogen, der Riickstand in 100 ccm Wasser aufgenommen und die Losung zweimal mit je 50 ccm 
Ather ausgeschiittelt. Die waBr. Phase wurde in der Kalte rnit fester Citronensaure auf pH 2 
eingestellt, die freigesetzte S-substituierte Boc-Aminosaure rnit Essigester ausgezogen, der 
Extrakt rnit Wasser gewaschen und iiber MgS04 getrocknet. Nach Eindampfen i. Vak. ver- 
blieb ein gelbliches 01 ,  das wie iiblich in das Dicyclohexylamrnoniumsulz iibergefuhrt wurde. 
Nach Zersetzung des Salzes wie bei 1 b Ausb. 21 g (59 %), RF 0.46 (CMA). 

10) S-Athylcarbamoyl-N-tert.-hutyloxycurbonyl-L-cystein-athylamid (3) : 17.7 g (0.08 Mol) 
Boc-Cys in 150 ccm absol. Dimethylformamid wurden bei -20" rnit 0.3 Mol (21.3 g) k'rhyl- 
isocyanat wie bei 1 h umgesetzt. Beim Abziehen des Dimethylformamids i. Hochvak. kristalli- 
sierte der Riickstand ; er wurde zweimal aus Essigester/Petrolather umkristallisiert. Ausb. 21 g 

(82%), RF 0.50 (CMA). 

11) S-; Tetruhydropyrunyl-(2)j-~-cystein: Nach Holland und Cohen6) wurden 43 g (0.25 Mol) 
Cystein-methylester-hydrochlorid rnit 21 g (0.25 Mol) 2.3-Dihydro-4H-pyran in 150 ccm 
Methylenchlorid mehrere Stdn. unter RiickfluB gekocht. Das Losungsmittel wurde anschlie- 
Bend i. Vak. verdampft und der zahe, schmierige Riickstand in 250 ccm Dioxan warm ge- 
lost. Nach Verdiinnen rnit 250 ccm Wasser wurden 80 ccm und nach etwa l Stde. weitere 
45 ccm 4 n NaOH zugesetzt. Es wurde iiber Nacht geriihrt, dann das Losungsmittelgemisch 
i. Vak. restlos abgezogen, der Riickstand in 250 ccm Wasser aufgenommen und die Losung 
bei 0" rnit fester Citronensawe auf p H  8 eingestellt. Nach etwa 4 Stdn. Stehenlassen im Kiihl- 
schrank wurde die mikrokristalline Fallung abgesaugt und zweimal aus Methanol/Wasser 
( I  :1) umkristallisiert. Ausb. 19 g (37%, Lit.6): keine Angabe); Schmp. 184" (Lit.6): 187": 

-67.0"), [a]?: +11.6" (c = 1.1 in Wasser). (Die Substanz ist ein Gemisch zweier 
Diastereomerer in wechselnder Zusammensetzung.) 

[429/68] 




