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94, Cystinpeptide aus (S-Acetamidomethyl-cystein)-peptiden
durch Oxydation mit Jod: Die Synthese von cyclo-L-Cystin

von B.Kamber
Chemische Forschungslaboratorien der Division Pharmazeutika der CIBA-GEIGY AG., Basel

(22. I11. 71)

Summary. The conversion of S-acetamidomethyl cysteine peptides to cystine peptides by a
reaction with iodine is described. The method is applicd in the synthesis of the hitherto unknown
cyclo-L-cystine. The structure of this compound was confirmed by molecular weight determination,
NMR. and mass spectroscopy.

Die Verwendung der Acetamidomethylgruppe (CHy~CO-NH-CH,—: Acm) zum
intermedidren Schutz der Mercaptogruppe von Cystein wurde kiirzlich von Veber et al.
[1} beschrieben und ihre Brauchbarkeit in der Synthese von Ribonuclease-S-Protein in
eindriicklicher Weise gezeigt [2]. Fiir die Freisetzung der Thiolgruppe aus den ge-
schiitzten Derivaten verwendeten die Autoren Quecksilber(II)-Salze bei pH 4.

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass mit dieser neuen Schwefelschutz-
gruppe versehene Cysteinpeptide durch Oxydation mit Jod in dusserst einfachem Ver-
fahren direkt in Cystinpeptide iibergefithrt werden konnen?).

Die neue Methode wird mit der Synthese des noch nicht beschriebenen cvelo-1-
Cystins (VI) illustriert (siehe Formelscliema).

Die Kondensation von Boc-Cys(Acm)-OH (I) [1] mit H-Cys(Acm)-OMe (II) (aus
H-Cys(Acm)-OH [1] durch Veresterung mit Thionylchlorid und Methanol nach
Brenner & Huber (5] erhalten) lieferte das kristalline Dipeptid III. Zur Bildung des
achtgliedrigen Disulfidringes in IV wurde eine methanolische Ldsung von IIT bei
Raumtemperatur langsam in eine stark gerithrte Lésung von Jod in Methanol ge-
tropft. Bei dem dabei kristallin erhaltenen Reaktionsprodukt (849, Ausbeute) wurde
durch eine Molekulargewichtsbestimmung (vaporometrische Methode [6]) gezeigt,
dass es sich um das monomere Cystinderivat IV und nicht um ein polymeres Disulfid
handelt.

Zur Uberfithrung von IV in das Diketopiperazin VI wurde das von Nifecki et al. [7]
beschriecbene Verfahren angewendet. Die Abspaltung der ¢-Butyloxycarbonylgruppe
mit 98-proz. Ameisensiure fithrte zum Formiat des Dipeptid-methylesters V. Die
Cyclisierung desselben zu VI gelang unter bemerkenswert milden Bedingungen. Wih-
rend fiir die Bildung von Dioxopiperazinen nach dieser Methode tiblicherweise linge-
res Kochen in einem sec-Butanol-Toluol-Gemisch erforderlich ist, kristallisierte VI
schon aus einer methanolischen L.6sung von V bet 45° nach kurzer Zeit aus,

Die Umbkristallisation aus Eisessig oder Methanol lieferte ¢yelo-L-Cystin (VI) als
sehr feine Nadeln, die sich zwischen 250° und 310° zersetzen. Sie sind in Dimethyl-
sulfoxid gut, in den anderen iiblichen Lésungsmitteln nur spérlich 1éshich.

1)  Die Umsetzung von S-Tritylcystein-Derivaten mit Jod unter direkter Bildung von Cystin-
g yley
peptiden wurde schon frither beschrieben {3].
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Die Molekulargewichtsbestimmung (isopiestisch, Dioxopiperazin als Vergleichs-
substanz, Trifluoressigsdure als Losungsmittel, ausgefithrt nach [8]) ergab als Mittel
von 10 Messungen einen Wert von 192 - 20 (ber. 204,3).

Im NMR.-Spektrum sind die beiden Methylengruppen und die zwei «-Protonen
magnetisch dquivalent. Das Spektrum ist vom Typus A BCX, wobei das Proton B
praktisch keine Kopplung mit dem a-Proton aufweist. Die chemischen Verschie-
bungen und Kopplungskonstanten sind: H,, é = 2,98 ppm; Hp, d = 3,46 ppm;
He, 6 =4,08 ppm; Hy iy, 6=803ppm. J, p = 14 Hz; J, .~ 7Hz; Jo x ~3Hz
Letztere Kopplung wurde bei Zugabe von D,0 aufgehoben?3).

Das Massenspektrum zeigt das Molekel-Ton M bei mfe 204 und die Fragment-
Tonen mfe 159 = M — -CHS und m/e 126 = M — CH,S,%).

?)  Es bedeuten: Boc-: t-Butyloxycarbonyl; DCCI: Dicyclohexylearbodiimid; Acm: Acetamido-
methyl. Im Text wird zudem die von der « [UPAC-TUB-Comumission on Biochemical Nomen-
clature» [4] empfohlenc abgeliirzte Schreibweise fitr Aminosdauren und Peptide verwendet.

8)  Das Spektrum wurde auf einem Varian HA-100D Spektrometer in einer Dimethylsulfoxid-dg-
Losung aufgenommen. Herrn Dr. H. Fuhrer danke ich fiir die Aufnahme und die Diskussion
dieses Spektrums.

4 Aufgenommen auf cinem Vavian Massenspektrometer Modell CH7, Direkteinlass, Proben-
temperatur 140°. Fur die Aufnahme und Interpretation der Massenspektren bin ich Herrn Dr.
H. Hiirzeler zu Dank verpflichtet.
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Uber weitere spektroskopische und réntgen-kristallographische Untersuchungen
von V1 wird an anderer Stelle berichtet werden.

Experimentelles. — Die Smp. sind unkorrigiert. Sie wurden auf einem Apparat nach Dr.
Totioli (der Firma Biichi, Flawil) bestimmt; bei VI benutzte man den Apparat Mel-Temp (Labora-
tory Devices, Cambridge, Mass.).

HCl-H-Cys(Aem)-OMe (I1). Zu 100 ml Methanol wurden unter Rithren bei — 10° tropfenweise
7,9 ml (0,11 Mol) Thionylchlorid derart zugegeben, dass die Temperatur nie tiber — 5° stieg. Man
gab dann 22,8 g (0,1 Mol) HCI-H-Cys(Acm)-OH [1] zu und rithrte noch 30 Min. bei —5° und 4
Std. bei 45°. Die klare Losung wurde im Rotationsverdampfer bei 40° eingedampft und der Riick-
stand tiber Kaliumhydroxid bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Es resultierte ein diinnschicht-
chromatographisch?®) einheitlicher weisser Schaum (24,4 g).

Boc-Cys(Aem)-Cys(Acem)-OMe (111). 29,65 g (122,5 mMol) HCl- H-Cys(Acm)-OMe (I1) wurden
in 400 ml Dimethylformamid unter Rithren mit 17,1 ml (122,5 mMol) Tridthylamin versetzt und
dieses Gemisch zu der auf 0° gekithlten Suspension von 35,84 g (122,5 mMol) Boc-Cys(Acm)-OH (I)
[1] und 27,8 g (134,8 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid gegeben. Nach 2 Std. bei 0° und 15 Std. bei
20° filtrierte man, dampfite das Filtrat bei 40°/0,01 Torr ein, nahm den Riickstand in 200 ml Chloro-
form auf und wusch die Lésung mit 0,1 n Salzsiure, 0,5N Natriumhydrogencarbonat und Wasser.
Der nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat und Abdampfen des Losungsmittels erhaltene Riick-
stand, aus Essigester-Petrolither umkristallisiert, ergab 46,2 g (78%) III vom Smp. 96-98°.
[}l = —52° (¢ = 1,86 in Methanol).

CigHyN,O,S, Ber. C44,98 H6,71 N11,66 S13,349,
(480,6) Gef. ,, 44,97 ,, 6,57 ,, 11,58 ,, 13,28Y,

Boc—('Iys—Cys-OMe (IV). Zu 6,35 g (25 mMol) Jod in 250 ml Methanol wurden unter starkem
Rihren bei 20° 4,80 g (10 mMol) Boc-Cys(Acm)-Cys(Acm)-OMe (I11) in 150 ml Methanol innert
45 Min. getropft. Nach weiteren 45 Min. wurde auf 0° abgekiihlt und 1~ Natriumthiosulfat zuge-
geben bis die Lésung nur noch schwach gelb war. Bei 35° engte man im Rotationsverdampfer auf
ca. 50 ml ein, nahm in 500 ml Chloroform auf und wusch den Extrakt mit 0,1~ Natriumthiosulfat
und Wasser. Nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat dampfte man ein und kristallisierte den
Ruackstand aus Chloroform-Petrolither. Es resultierten 2,82 g (849%,) IV, Sinterpunkt 165°,
Smp. 185-187° (Zers.). [a]fy = —65° (¢ = 1,87 in Methanol). Molekulargewicht (vaporometrisch
[6], in Methylenchlorid) : 336.

CppHgoN,O4S, Ber. C42,84 H 599 N833 S19,06%
(336,4) Gef. ,, 42,78 ,, 6,05 ,, 8,17 ,, 19,06%

l—(liys»(liys—' (VI). 2,016 g (6 mMol) Boc-(ilys—(gys-OMe (IV) wurden in 60 ml 98-proz. Ameisen-
sdure 2 Std. bei 20° stehengelassen. Die klare Losung wurde dann bei 40°/0,01 Torr eingedampft und
der olige Rackstand 4 Std. iber Kaliumhydroxid bei 0,01 Torr getrocknet. Dann nahm man in
225 ml Methanol auf und liess 21/, Std. bei 45° stehen, wobei VI auszukristallisieren begann. Es
wurde im Rotationsverdampfer bei 35° auf ca. 30 ml eingeengt, zur Vervollstindigung der Kri-
stallisation iber Nacht bei 0° belassen und dann abgenutscht, wobei 830 mg (68%,) VI resultierten.
Zur Analyse kristallisierte man aus heissem Methanol. Das so erhaltene VI beginnt bei 250° zu
sintern und ist bei 310° vollstindig zersetzt. [«]} = + 310° (¢ = 1,0 in Dimethylsulfoxid).

CeHyN,0,5, Ber. C35,28 H 3,95 N1371 S 31,39%
(204,3) Gef. ,, 3517 ,, 4,06 ,, 13,70 ,, 31,419

Den Herren H. R. Keller und R. Eberle danke ich fiir die wertvolle Mitarbeit im Labor. Die
Mikroanalysen, Molekulargewichtsbestimmungen und optischen Drehungen verdanke ich unseren
Speziallaboratorien (Leitung: Dr. W. Padowetz und Dr. H. Hiivzeler).

5 Rf = 0,60 auf Kieselgel-Fertigplatten SL.254 der Firma Amntec, Birsfelder. Fliessmittel:
Methanol.
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Erratum

Helv. 77, 683 (1971), mémoiren° 67 de J. M. J. Tronchet & Mlle F. Perret; lire dans
tout Particle: «nitrilimine» au lieu de «azométhine-imine».

8th International IUPAC Symposium on the Chemistry
of Natural Products

New Delhi, 6-12 February 1972

Ten plenary lectures and contributed papers on the following topics: (A) Alkaloids; (B) Poly-
phenolics; (C) Terpenoids and Steroids; (D) Macromolecules of Biological Interest (Proteins,
Peptides, Nucleic Acids, etc.); (E) Carbohydrates, Lipids and Related Substances; (F) Other
Topics in Natural Products Chemistry including Physical Methods of Structure Determination.

For contributed papers, an abstract and an application form (to be distributed with Circular 2)
must reach the Secretary not later than 1 September 1971. For the Circular 1 with provisionnal
application form and further information, please write to: Professor S. Rangaswami, Secretary,
Symposium Committee, 8th IUPAC Symposium, Indian National Science Academy, Bahadur
Shah Zafar Marg, New Delhi-1 (India).





