
Tetrahedron. Vol 28. pp. 3049 to 3060. Pcrgamon Preu 1972 Printed in Great Britain 

QUANTITATIVE UNTERSUCHUNGEN ZUM ACIDOLYSE- 
UND JODOLYSEVERLAUF BE1 

S-ARYLALKYL-SCHUTZGRUPPEN 

G. L,DSSE und T. STGLZEL 

Sektion Chemie der Technischen Universitat Dresden, DDR 

(Received in Germany 18 December 1% 1; Received in the UK for publication 20 January 1972) 

ZtrummenfisPlmg-Am Model1 Acetyl-cystein-methylamid wurde unta in der Peptidchemie tiblichen 
Bedingungen die Abspaltungsgeschwindigkeit von Kationen und Oletine bildenden S-Arylalkyl-Schutz- 
:,ruppen in TFA, 55 m oder @2 m HBr/Eisessig und in Jod/Methanol bestimmt. In 55 m HBr/Eiscssig 
wurden Trityl. a-Methylbenzhydryl und a,a-Dimethylbenzyl schnell und weitgehend unabhiingig von 
Benzhydryl oder 4,4’-Dimethoxybenzhydryl abgespalten. Letzteres ist aach Anisol- oder Phenolzusatz 
gut entfernbar. Jodolytisch liessen sich Trityl, 4,4’-Dimethoxybenzhydryl und u,4,4’-Trimethylbenzhydryl 
rasch abspalten. 

Abstract-Rates of cleavage of arylalkylthioethers attached to acetylsysteine-methylamide and forming 
cations or oletins were measured under conditions usual in peptide chemistry in TFA, 55 m or 02 m 
HBriglacial acetic acid and in iodine/methanol. In 55 m HBrjglacial acetic acid trityl, cr-methylbenzhydryl 
and aadimethylbenzyl were removed quickly and almost independently of benzhydryl or 4,4’-dimeth- 
oxybenzhydryl. The latter is easily removable in presence of anisol or phenol. 4,4’-Dimethoxybenzhydryl 
and x,4,4’-trimethylbenzhydryl were removed quickly by means of iodine trityl. 

FOR den Schutz des Cystein-Schwefels in der Peptidsynthese steht heute ein grosses 
Arsenal an Blockierungsgruppen mit variablen Abspaltungsbedingungen zur 
Verfugung (Tabelle 1). Die Synthese einfacher Cysteinpeptide lxreitet daher keinerlei 
prinzipielle Schwierigkeiten. 

Fur den Aulbau komplizierter Cystein- und insbesondere die gezielte Synthese 

TABELLE 1. S-SCHUTZGRUPPEN ZUR PWIIDSYNTHE~E* 

1. S-Alkyl 2. Thioacetale und -aminale 3. S-Acyle 

t-Butyl (But)‘.’ 
Benzyl (Bz~)‘*~ 
4-Nitrobenzyls 
4-Methoxybenzy16 
Diphenylmethyl 

(Benzhydryl, Bzh)‘*s 
4,4’-Dimethoxy-benzhydryl’, 9 
Trityl (Trt)‘. lo* ” 
t-Arylalkyle’* 
B,BDiiithoxycarbonyl-8thyl’3 

Benzylthiomethyl (Btm)‘* 
Tetrahydropyranyl (Thp)‘s 
Isobutyloxymethyl’6 
Acetamidomethyl”~ ‘a 
2,2,2-Trifiuor-l-acylamino- 

Lthyl19 

4. Disulfide 

S&hylmercapto (S-Et)26*17 __ 

t-Butyloxycarbonyl (Boc)*” 
Benzyloxycarbonyl (Z)*‘* *’ 
4-Methoxy-benzyloxycarbonyl 

GYOMe))” 
Acetyl (Ac)*z 
Benzoyl (Bz)**. 24 
&hylcarbamoyl” 

5. Einbau des Cys-Schwefels 
in heterocycl. Systeme 

S-t-Butylmercapto (SBu’)” 
S-Cys (Eigenschutz, symm. 

Cystinpeptide)*s* 29 
Thiazolidin-Derivate”’ 
Cystein-thiolacton”’ 

* Abktirzungen nach den Regeln da IUPAC-IUB-Commission on Biochem Nomenclature Hoppe- 
Seyler’s Z. Physiol. Chem. 308, 256 (1967), J. Biol. Chem. 241.2491 (1966); 242, 555 (1967). 
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unsymmetrischer Cystinpeptide mit mehreren Disullidbrticken wie Insulin werden 
jedoch S-Schutzgruppen von sehr spezifischem Verhalten und abgestufter Reaktivitiit 
beniitigt. Vor allem fiir den Deblockierungsschritt miissen weitgehende Anforderun- 
gen wie komplikationslose, vollstandige Entfemung des Substituenten bei hoher 
Selektiviit zu anderen geschtitzten, beispielsweise such anderen geschiitzten S-Funk- 
tionen erfiillt werden. So sind stark alkalische Spaltungsbedingungen oder die 
Spaltung mit Schwermetallsalzen bei den meisten Schutzgruppen nicht gefahrlos, da 
sit p-Eliminierungen begtinstigen.32v 33 Bei Anwendung von Schutzgruppen des 
S-Acyl-Typs lassen sich nur unter bestimmten Voraussetzungen im Kupplungs- 
schritt der Peptidsynthese S + N-Wanderungen ausschliessen.24v 34*35 Den Ideal- 
forderungen am niichsten scheiner heute die Arylkylthioather bei Anwendung 
acidolytischer,‘.‘*i2* 36 jodolytischer” und rhodanolytische?* lo Deblockierungs- 
bedingungen sowie die S-Disulfide bei thiolytischer26* 27 oder sulfitolytischer2’* 28 
Spaltung zu kommen. Die stufenweise rhodanolytische Abspaltung von Trt- und 
Bzh-Gruppen unter gleichzeitiger Aktivierung der freigelegten S-Funktion wurde 
von Hiskey3’ ausffihrlich studiert und zur gezielten Synthese eines Triscystinpeptides 
vom Insulintyp angewendet. Vorher konnte schon Zervas34 durch kombinierte 
Anwendung von Bz- mit Trt-Gruppen bzw. Trt- mit Bzh-Gruppen die Insulin- 
Sequenz A 6-12 mit intrachenarer 6-ll-Disulfidbtiicke und S-geschtitztem Cys in 
7-Position synthetisieren. 

Ausser den genannten Vorteilen besitzen die Arylalkylgruppen den Vorzug, dass 
sich diese durch &nderung der Substitution am a-C-Atom und aromatischen Kern 
weitgehend variieren lassen, wodurch eine gewisse Skala differenzierter 
Deblockierungsbedingungen ermiiglicht werden kiinnte. Urn iiber praparative 
Aussagen hinausgehende quantitative Daten zum Verhalten dieses S-Schutzgruppen- 
Types zu gewinnen, haben wir am Model1 N-Acetyl-L-cystein-methylamid die 
Geschwindigkeit der Acidolyse. mit Trifluoressigslure (TFA) und HBr in Eisessig 
sowie die Jodolyse in Methanol bei 20” folgender Arylalkyl-Gruppen abgestufter 
Reaktivitat gemessen : 
Reihe A: Trityl (Tit), 4,4’-Dimethoxybenzhydryl (Dmb), Benzhydryl (Bzh) 
Reihe B: a,4,4’-Trimethylbenzhydryl, a,a-Dimethyl-4-methoxy-benzyl, a,a-Dimethyl- 

benzyl, a-Methylbenzhydryl. 
Die unter A genannten Vertreter sind in der Lage, mehr oder weniger stabile Kationen 
und die unter B genannten datiiberhinaus durch Vorliegen von g-H-Atomen Oleline 
zu bilden. 

Die Acidolyse wurde unter Bedingungen pseudo-erster Ordnung mit 45 mMo1 
TFA bzw. HBr (5.5 m in Eisessig) oder mit 10 mMo1 HBr (O-2 m in Eisessig) je mMo1 
Substrat durchgehihrt. Fiir die Vertreter der Reihe A nahmen wir eine weitere 
Messreihe unter Zusatz von 6 mMo1 Anisol, in einigen Fallen such Phenol je mMo1 
Substrat als Kationenfinger auf. 

Urn den Anfangsfehler bei den kinetischen Untersuchungen klein zu halten, wurde 
in allen Fallen das Substrat in Eisessig (055 ml je mMo1 Substrat) vorgelost. 

Die Jodolyse ffihrten wir in O-1 m Lijsung mit iquimolarer Menge Jod in 90 % igem 
wassrigen Methanol durch. Entsprechend dem Ziel der Arbeit haben wir die Reak- 
tionsbedingungenweitgehendaninderPeptidchemieiiblicheAbspaltungsbedingungen 
angelehnt, urn praktisch verwertbare Aussagen tiber das Verhalten der Schutzgruppen 
machen zu konnen. 
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1. Acidolyseversuche 
Die acidolytische Spaltung von ThioHthern folgt der Reaktionsgleichung 

I H,” I 
R-S-C-R’ -, R--&C-R’ f 

I A9 I 
R-SH + ~C-4’ f R-SH + A-C-R 

I I I I I 
H 

und wird unter den hier angewandten SJ-Bedingungen im wesentlichen durch 
Aciditiit des Rea~ionsge~~hs und Stabilitiit des gebildeten ~rboni~-Ions 
beeinflusst. Fiir die Substrate der Reihe B (R’ = CH,) kommen als Einfl ussfaktoren 
noch das Verh%ltnis von Substitution: Eliminierung sowie die Basizitgt und Poly- 
merisationstendenz des Olefms hinzu. 

I 
R&-C-R’ f 

I 
R-SH + @C--CH, 

-2” I I 
+ R-SH + C=CH, !G R-S-C-CH, 

I I I I I 
H 

A0 II 
A-f-CH, 

H’ I 
Polymerisat 

Die Stabilitlt der freigesetzten ~~bonium-Ionen sowie die Basizitit und Polymerisa- 
tionstendenz des eliminierten Olefins wird hierbei durch Elektronendonatoren 

1 1 
innerhalb der Schutzgruppe-C-R’ bzw. des korrespondierenden Olefins C===CH, 

t t 
erhiiht, wihrend das VerhHltnis Substitution : Eliminierung von weiteren, den 
Energieinhalt des Olefins bestimmenden Griissen abhtingt. 
1 Acidolyse mif TFA. Abb. 1 gibt die Resultate der Substituentenreihe A in kalter 
TFA wieder. Die Bzh-Gruppe 1Zisst sich nicht entfemen. Die A~palt~g der Trt- 
Gruppe fiihrt zu einem Gleichgewicht, welches in weniger als einer Minute erreicht 
wird und bei 25 y0 Spaltung liegt. Die Dmb-Verbindung wird anfangs zu nur etwa 2 ‘A 
gespalten. Nach einer auf einen autokatalytischen Prozess hindeutenden Inkuba- 
tionsperiode von ca 40 Minuten steigt die Abspaltung langsam an. Offenbar dienen 
hier die freigesetzten Dmb-Gruppen als Kationenfinger und verschieben laufend 
das anfangs erreichte Gleichgewicht. 
Die von Photaki’ ermittelten Spaltungsraten fiir diese Cystein-S-iither stimmen 
gut mit unseren Ergebnissen iiberein. 

Bei der acidolytischen Abspaltung von N- und S-Schutzgruppen hat sich viel- 
fach’, “* 36 der Zusatz von Phenol oder Anisol bewghrt, welches die bei der Abspaltung 
gebildeten Kationen wahrscheiniich durch Friedel-grits-Alkylierung abftingt. Die 
Ergebnisse zeigen, dass Anisolzusatz die Abspal~ungsgeschwindigkeit der Bzh- und 
Dmb-Gruppe deutlich anhebt, wPhrend die Gleichgewichtslage bei der Trt-Gruppe 
etwas emiedrigt wird. Insgesamt folgt die Reaktivitiitsabstufung innerhalb beider 
Versuchsreihen der Abb. 1 der Stabilitat der Kationen eaCR’R”R”‘. 

Nach Ki5nig I2 lassen sich mit siedender TFA und Anisolzusatz die Bzh-Gruppe in 
15 bis 30 Minuten und die Dmb-Gruppe in etwa 10 Minuten vollsttindig abspalten, 
wiihrend die Trt-Gruppe praktisch unangegriffen bleibt. 

Entsprechend Abb. 2 liefem such die Substituenten der Reihe B in kalter TFA 
niedrige Umsatzgeschwindigkeiten und Spaltungsraten. Im Verlaufe der Messungen 
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) 

Ill,” 

ABE 1. Acidolyse von S-Arylalkylgruppen mit TFA ki 20”; Reihe A; (- Messwerte 
ohne, ----- Messwerte mit Anisolzusatz) 

scheiden sich aus diesen Lijsungen Niederschllge oder t)le ab, die auf Polymerisation 
des primlr gebildeten, deprotonierten Kations und irreversible Verschiebung des 
Gleichgewichtes hindeuten. Die Abspaltungsgeschwindigkeit wird hier somit durch 
die Polymerisationsgeschwindigkeit bestimmt, welche aus der Basizitit des Olefins 
resultiert. Die Reaktivitltszunahme entspricht daher der wachsenden Donatorwirkung 
der Substituenten im Oletin. Auch in siedender TFA gelingt die Abspaltung die- 
ser Substituenten nur schwierig. l2 

2 Acidolyse mit HR/Eisessig. Wie in TFA entsprechen such hier fiir Reihe A die 
Reaktivitatsabstufungen den bekannten Substituenteneinfhissen Trt > Dmb > Bzh 
(Abb. 3), wobei die Reaktionsgeschwindigkeiten und Abspaltungsraten bei HBr 
wesentlich hoher liegen. Etwa iibereinstimmend mit l.c.’ wird die Tritylverbindung 
in weniger als einer Minute zu 85 %, die Dmb-Verbindung in 60 Minuten zu 30 % 
gespalten. Zusatz von Anisol beeinflusst nur die Spaltung der Dmb-Verbindung positiv 
und flirt nach 60 Minuten zu einer Spaltung von 75 %. Wird Anisol durch Phenol 
ersetzt,-so steigt die Spaltungsrate nach 40 Minuten auf 85%. Daneben wurde in 
dieser Messreihe vor allem bei den schnell und weitgehend spaltenden Verbindungen 
nach Erreichen des Maximalwertes eine kontinuierliche Abnahme des SH-Gehaltes 
der Reaktionsmischungen beobachtet. Wir ftihren dies auf Acylierung des Cystein- 
schwefels durch das Spaltungsreagens, bei Vorliegen von CH,-0-Substituenten 
innerhalb der S-Schutzgruppe such auf irreversible Alkylierung durch Methylbromid 
zurtick, welches unter diesen Bedingungen durch Atherspaltung gebildet werden 
kann. Es wurden daher bei diesen Spaltungen niemals echte Gleichgewichte, sondem 
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Aaa 2. Acidoiyse von SAryMkylgruppen mit TFA bei 20”; Reihe B 

loo 

90 t 

103060 120 240 480 7a 
mm 

ABB 3. Acidolyse von S-Arylalkylgruppen mit 5.5 m HBr/Eisessig bei 20”; Reihe A; 

(- Measwerte ohne, ----- Messwerte mit Anisolzusatz) 
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hiichstens stationare ZustPnde erreicht, bei denen sich die Geschwindigkeiten der 
Haupt- und Nebenreaktionen die Waage halten. 

Durch Reduzierung der HBr-Konzentration auf 0.2 m (Tabelle 2) wird bei einer 
Spaltungsrate der Trt-Gruppe von ca 80 %’ in einer Minute und absoluter Stabilitat 
der Benzhydryl-Gruppe ein erheblicher Riickgang der SH-Acylierung bewirkt. 

TABFLLE~. ACIWLY~EVONS-ARYLALKYLGRUPPENMIT 0.2m HB~/EIs~~~IG~FI~O”;R~IHEA (ABSPALTUNG 

IN %) 

Substituent 5 10 30 60 120 240 480 Min. 

Trityl- 790 79.0 78.8 78.5 776 75.7 71.8 
4,4’-Dimethoxyhenzhydryl- 22.0 244 25.8 27.8 31.7 38.5 45.0 
Benzhydryl- 05 0.5 06 @7 @8 1.3 2.4 

Nach Abb. 4 besitzen such die Olefmbildner der Reihe B in 5.5 m HBr/Eisessig 
durchweg hiihere Reaktivitiit als in TFA (vgl. Abb. 2), wobei such Gleichgewichts- 
zustande entstehen, die mit Ausnahme der a,a-Dimethyl-4-methoxy-benzyl-verbin- 
dung bereits innerhalb der ersten Minuten erreicht werden. 

30- 

20 - 

IO - 

,I, 1 I I 1 
103060 120 240 480 72C 

IlM" 

ABB 4. Acidolyse von SArylalkylgruppen mit 5.5 m HBr/Eisasig bci 20”; Reihe B 

Im Gegensatz zu den Reaktionen in TFA sind keine Anzeichen ftir eintretende 
Polymerisationen vorhanden, da alle Reaktionslosungen homogen blieben und such 
keine Verschiebung der Gleichgewichte nach hijheren Spaltungsraten bei lingerer 
!%ureeinwirkung eintritt. Bemerkenswert ist, dass die im Gleichgewicht erhaltenen 
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Abspaltungsraten hier in umgekehrter Reihenfolge liegen wie die in Abb. 2 angefiihrten 
Vergleichswerte mit TFA. Dies kiinnte so gedeutet werden, dass bei Wegfall van 
Polyme~~tion~ die Ole~n-B~~~t nunmehr das Ausmass der Riickreaktion mit 
R-SH und damit die Gleichgewichtslage bestimmt. Das Gleichgewicht muss dann 
entsprechend der Abstufung in Abb. 4 umso weiter auf der Seite des ungespaltenen 
Thiolithers liegen, je basischer das der Schutzgruppe entsprechende Olefin ist. 

Da alle Acidolysereaktionen komplexen Charakter besitzen, war eine kinetische 
Auswertung durch Erfassung nur eines Reaktionspartners nicht miiglich. 

II. Jodol~seuersache 
Kamber und Rittel” fanden, dass sich die Trt-Gruppe vom Cysteinschwefel 

oxydativ durch Jod in Methanol nach wahrscheinlich folgendem Reaktionsverlauf 
abspalten llsst: 

RSTrt + J, + CH,OH -. RSJ + HJ + CH,O-Trt 

RS-Trt + RSJ + CH,OH -a RSSR + HJ + CH,O-Trt 

oder 2RSJ -+ RSSR + J, 

Die Reaktion wird durch Austritt eines stabilen Trt-Kations mit anschliessender 
Bildung des Sulfenyljodids ermoglicht. 

Urn das Verhalten weiterer S-Schutzgruppen unter diesen ~ingung~ kennen- 
zulernen, haben wir von den synthetisierten S-Arylalkyl-Derivaten entsprechend 
Tabelle 3 die Spaltungsgeschwindigkeit gemessen. 

TABPLLE 3. JOLHDLYSE VON S-ARYLALKYLGRUPPEN MIT JOD IN METHANOL/W~ER(~:~)BEI~O~; 
Mo~veRHji~??ns 1: 1 mO*l m L&UNG(ABSPALTUNGIN~~ 

k 
Substituent Reihe 5 10 30 60 120 240 480 Min. [l*MoI-‘.Min-‘1 

Trityl- A 92.1 96.1 100 15.0 * 5.0 
4,4’-Dimethoxy- 

benzhydryl- A 902 92.6 97.5 100 8.4 f 3a 
a,4,4’-Trimethyl- 

benzhydryl- B 85.5 9&7 968 99.0 100 6.14 * 060 
a,a-Dimethyl- 

4-methoxybenzyl- B 821) 85.2 89.8 910 378 f 0.60 
a-Methyl-benzhydryl- B 63.5 64.7 68.7 72.6 78.8 85.1 9@6 @167 f 0.015 
a,a-Dimethyl- 

benzyl- B 54.9 580 61.9 66.7 73.7 801 86.6 0110 f 0*012 
Benzhydryl- A 10.0 12.5 17.5 22.4 28.1 34-6 400 - 

Die Abspaltungsgeschwindigkeit steigt hier weitgehend parallel mit der Stabilitiit 
der freigesetzten Arylalkyl-carboniumionen, also der Donatorwirkung der Substi- 
tuenten @CR’R”R”‘, an. Die angefiihrten k-Werte liessen sich graphisch gut unter 
Zugrundelegung eines Geschwindigkeitsgesetzes 2 Ordnung aus den in Tabelle 3 
nur auszugsweise wiedergegebenen Zeit-Umsatzraten ableiten. 

III. Diskussion der Ergebnisse 
Die meisten der hier untersuchten Spaltungen sind komplexe Reaktionen. Teilweise 

treten echte Gleichgewichte auc daneben Zustiinde, in denen sich Hin- und Neben- 
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reaktioneu zeitweise die Waage halten sowie vorgelagerte Gleichgewichte mit Folge- 
reaktionen. Eine detaillierte quantitative Beschreibung dieser Systeme ist daher nicht 
ohne weiteres m&glich. Alle Versuche wurden in enger Anlehnung an die in der 
Peptidchemie iiblichen Standardbedingungen ausgefiihrt. Deshalb lassen sich such 
unter dem Vorbehalt, dass nur Modellversuche vorliegen, fiir die Peptidsynthese 
allgemein giiltige Aussagen machen. 

Acidolyseoersuche. Alle Spaltungen in kalter TFA (Abb. 1 und 2) liefern lusserst 
langsame bzw. unvollst&iige Umdtze bei wenig differenziertem Verhalten der 
einzelnen Substituenten, so dass eine praktische Anwendung kaum in Betracht 
kommt. Wie Zervas’ und IC6nig12 zeigten, kanndie Reaktionszeit durch Temperaturer- 
hahung verkiirzt werden, doch schPdigt siedende TFA biologisch aktive Peptide 
stark.g* 38 In 5.5 m HBrfEisessig ist bei allen hochaktiven Vertreten: Trt {Abb. 3, 
Reihe A) sowie a-Methylbenzhydryl, or,a-Dimethyl-benzyl (Abb. 4, Reihe B) in 
wenigen Minuten ein Gleichgewicht erreicht, das etwa bei 80% liegt. Prgparativ 
diirften sich hier quantitative Spaltungsraten durch kurzzeitige Wiederholung der 
HBr-Einwirkung erreichen lassen, niemals jedoch durch Verllngerung der Reaktions- 
zeit, welche nur die SH-Acylierung begiinstigen wiirde. Gute Selektivitst besteht 
zwischen den genannten Gruppen bei Reaktionszeiten < 5 Minuteu und der Bzh- 
Gruppe. 

Bei Verdiinnung des Spaltreageus auf O-2 m (Tabelle 2) wird die Trityl~up~ nicht 
merklich langsamer zu 80% abgespalten und viillige Selektivitit zur Bzh-Gruppe 
erreicht. Leider l%st sich bei keinem der heute in der Literatur bekannten Verfahren 
eine quanti~tive und schonende Abspaltung der Bzh-Gruppe’. ‘* 12* 39 erzielen. 
Eventuell k6nnte sie durch die Dmb-Gruppe ersetzt werden, welche unter den 
Bedingungen der Trt-Abspaltung (55 m HBr, ohne Anisol, < 1 Minute) nur wenig 
angegriffen, jedoch durch 5.5 m HBr mit Anisolzusatz in 60 Minuten zu 75 % (Abb. 3), 
mit Phenol in 40 Minuten zu 85% abgelijst wird und such jodolytisch (Tabelle 3) 
gut entfernbar ist. 

~~dolys~ff~c~e. Geeignete S-Schu~~up~n fiir die Jodolyse sind ausser der 
Trt-Gruppe die beiden nfchsten Vertreter aus Tabelle 3 : Dmb und a,4,4’-Trimethyl- 
benzhydryl. Mit gewissen Einschrgnkungen der Selektivittit lassen sich die Trt- und 
Dmb-Gruppe in Gegenwart der Bzh-Gruppen spalten. Letztere wird in der dazu 
erforderlichen Z&t von 10 bis 30 Minuten zu ca 10 bis 20% oxydiert. Die Abspaltung 
der Bzh-Gruppe selbst gelingt such jodolytisch nur unvollstlndig. Versuche, die 
jodolytische Abspaltung der Bzh-Gruppe in Anlehnung an Hiskey’s Rhodanolyse- 
Be-dingungen’ durch Zusatz von TFA/Eisessig zu katalysieren, brachten keine 
wesentliche Verbesserung der Resultate. 

Wegen der wenig befriedigenden Eigenschaften der S-Bzh-Gruppe sollte f6r die 
stufenweise selektive Deblockierung von Cystein-SH-Gruppen mehr die Kombination 
von S-Alkyl-mercapto-Gruppen (1. Deblockierungsschritt) mit den hier als besonders 
acidolyse- oder jodolyseaktiv ausgewiesenen Resten (2. Debl~kie~n~~h~tt) 
erwogen werden. 

EXPERIMENTELLER TEIL 
1. Darstellung der Substrate 
(a) N-Acetyl-L-cystein-methylamid 

N,N’-DiafetyJ-L-cystin-bis-(dicyclohexyt~ani~aZs~ Aus N,N’-Diaoetyl-L-cyst@’ und Dicyclo- 
hexylamin in Mcthrmol/jCthcr. Ausb. 583% d.Th. Schmp. 184489”. 
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N,N’-Diacetyl-L-cystin_6is-(cya~ethylesrer). 6.87 g (10 mMol) N,N’-Diacetyl-L-cystin-b&@icyc~ 
hexylammoniumsalz) wurden im Verlauf von 3 Std. bei - 10 bis - IS” in eine Mischuag aas 119 g (546 
mMol) Chloracetonitril und 415 ml (30 mMol) Trigthylamin eingetragen und nach einer weitaen Stunde 
die Kiihlung entfemt. Nach 24 Std. bei Zimmertemperatur wurde mit 145 ml &s&ester & 135 ml verd 
HCI (1: 15) geschfittelt und vom ausgeschiedenm Dicyclohexylammoniumchlorid abgesangt. Das Salx 
wurde Smal mit Essigester ausgewaschen, die wlssrige Phase noch 2mal mit Essigesta extrahiut und die 
vereinigten Essigester-tisungen nacheinander mit verd. HCl (1: 15), verd. KHCO,-Liisung und NaCb 
Liisung gewaschen. Nach Trocknen fiber MgSO, und Abdampfen des Lijsungsmitteb im Vak. wurde aus 
Es.sigester/PetrolPther umkristallisiert. Ausb. 2.22 g (55% d.Th.) Schmp. 124-125” (C,,H,sN,O& 
(402.32) Ber: C, 41.79; H, 4.51; N, 13.93; S, 15.91; Gef: C, 41.81; H, 4.86; N, 13.36; S, 1567%). 

N,N’-Diocetyl-L-cystin-bis-(methylamid). 11.66 g (29 mMo1) N,N’-Diacetyl-Lcystin-bis+yanmethyl- 
ester) in 100 ml wasserfreiem THF wurden unter Eiskiihlung mit einer Lijsung von 29 g (64 mMo1) Methyl 
amin in 20 ml THF und @18 ml (3 mMol) Eisessig als Katalysator versetzt. Na& einer Stun& unter 
Kiihlung und 4 Tagen bei Raumtemp. wurde abgesaugt, wobei das Produkt als Gel anfiel, mit THF, THF/ 
Petrolither (1: 1; 1:3) und Petroliither gewaschen und aus Methanol umkristallisiert. Ausb. 8.6 g (85% 
d.Th.) Schmp. 273-274” [a]: -78.5” (c = 1.0, H,O).*’ 

S.S’-Quecksilher-his-(N-ucetyl-~-cys~ein-methylwni~. Die Reduktion von 5.26 g (15 mh4ol) N,N’-Dia&tyI- 
L-cystin-bis-(methylamid) wurde mit Na in ca 500 ml fliissigem NH, durchgefihrt, bis die Blaufllrbnng 
ungefihr 10 Minuten bestehen blieb. Durch Zugabe von 240 g NH,Cl wurde entfirbt und NH, unter 
schwachem N,-Strom abdampfen lassen. Nach Trocknen ii&r kont H,SO, im Vak. wurde die Substanz 
mit 75 ml wasserfreiem Methanol bei 40” eluiert und von den anorganischen Salzen unter N, abgefrittet 
Zur Reinigung wurde dams nach Zahn 4’ das S,S’-Quecksilber-bis-(N-acetyl-L-cystein-methylamid) 
hergestellt. Ausb. 7.53 g (91% d.Th.) Schmp. 271” (Zers.). [a]:” + 28.0” (c = 14, Ameise.ns&uTe)4’. 

N-Acetyl-L-cystein-methylcunid. In eine Suspension von 9.45 g S,S’-Quecksilber-bis-(N-acetyl-L- 
cystein-methylamid) in 180 ml Methanol wurde unter Rlihren langsam trockener H,S eingeleitet. Nach 
4 Std. wurde unter N, vom HgS abgesaugt, mit Methanol nachgewaschen und das tisungsmittel im Vak. 
unter N, bei 30” abdestilliert. Ausb. 6.05 g (100% d.Th.) Nach Umkristallisierea aus Methanol: Schmp. 
193-2m5”. [a];’ -35.0” (c = 1.0, H,O)** (C,H,,NIO,S (17617) Ber: C, 4090; H, 6.87; N, 1590; S, 
18.17; Gef: C, 40.89; H, 7Q2; N, 1520; S, 1763%). Jodometrische Titration ergab 100 MO]-% SH. 

(b) Arylofkyl-thioarller 
Die Arylalkylthiolther wurden nach der allgemeinen Vorschrift von Kiinig u.a.** aus N-Acetyl-L- 

cystein-methylamid und dem entsprechenden Carbinol oder Olefm hergestellt. Die nach dem Abdestillieren 
der SIure im Vak. bei 40” zurtickbleibenden Ole wurden in 100-150 ml Essigester aufgenommtn und 
nacheinander mit NaHCO,- und NaCI-LBsung ausgeschiittelt. Nach Trocknen iiber MgSO, wurde das 
Liisungsmittel im Vak. entfemt und die Rtickstlnde aus Essigester/d;ther bzw. Essigester/Petrolrither und 
Methanol/Wasser umkristallisiert. 

2. Durchftihrung der Kinetik-V’suche 
(a) Acidolyse der Arykdkyl-thioiirher 

Als Messverfahren wlhlten wir die spektralphotometrische SH-Bestimmung mit 5,5’-Dithio-b&(2- 
nitrobenzoeslure) (DTNB, Ellman’s Reagens*‘), weil bei dieser Reaktion kaum Stiirungen durch im 
Reaktionssystem vorhandene Stoffe N erwarten waren. Durch Blindversuche wurde ausgeschlossen, dass 
unter den Messbedingungen eine Reaktion zwischen Substrat und DTNB eintrat. Ferner wurden Eich- 
kurven unter Verwendung von umkristallisiertem und jodometrisch kontrolliertem N-Acetyl-L-cystein- 
methylamid in Gegenwart der aus den Acidolyse-Ans&cn resultierenden Salnengcn an CF,COONa 
und CH,COONa bzw. NaBr und CH,COONa aufgenommen und dabei nachgewiesen, dass diese Salve 
die SH-Bestimmung nicht staren. Die Extinktionsmessungen erfolgten an Liisungen vom pH-Wcrt 8 
(m/l5 Phosphatpuf&@) mit 40% Methanol als Uisungsvermittler bei 412 nm. Der Fair die photometrische 
Bestimmung giinstigste SH-Gehalt lag zwischen DO2 und @25 pMol je 5 ml L&sung. 

Acidolyse mit 7tifluoressigsciure. 1 mMol Substrat wurde in @55 ml wasserfreiem Eisessig gel&t, mit 
N, gespiilt, 30 Minuten auf 20” thermostatiert und mit 345 ml (45 mMo1) thermostatierter, wasserfreier 
Trifluoressigsiiure (t = 0) gemischt. Nach Z+itabst&nden von 1,2,S, 14% 60,120,240,480 und 720 Minuten 
wurden Proben von @l ml in 10 ml-Masskolben gefillt, in welchen die xur Unterbrechung der Reaktion 
erforderliche Menge von @605 ml 2 n NaOH vorgelegt war. Die Masskolben wurden mit 5 ml Methanol 
und Phosphat-Puffer pH = 8,*3 der ausserdem zur Stabilisierung der SH-L&ungen 003 Mel/l Xthyl- 



TABELLE 4. PHYSIKALIXHE DATEN UND ANALYSEN DER DARGESTELLTW ARYLALKYL-THIOKTHER 

R in AC<YS-NHCH, 

I - Rein- Summenformel Analysen 

R Ausb. Schmp. [alA (Mol.-Gew.) C% H% N% S% 

Trityl- 

a,4,4’-Trimethyl- 

benzhydryl- 

4,4’-Dimethoxy- 

betuhydryl- 

a-Methyl-benzhydryl- 

Benzhydryl- 

qa-Dimethyl 

methoxybenzyl- 

a,a-Dimethyl-benzyl- 

63% 180-5-182.5” 

50% 160-162~5” 

+ 13.3”(a) 

+ 14.7”(a) 

CJWW,S 
(418.57) 

C*,WW,S 
(38455) 

50% 

61% 

117-123” 

136138” 

-6@(a) 

+ 13.2”(a) 

C,,WW,S 
(40243) 

CJLNP,S 
(356.41) 

74% 156158.5” -8.8’(a) C,,WW,S 
(342.38) 

56% 

84% 

123-125.5” 

143-144.5 

- 137”(b) 

- 17.9”(b) 

CJ-JJWsS 
(324.37) 

C, sWW,S 
(294.34) 

Ber. 71.74 

Gef. 71.69 
Ber. 68.71 

Gel. 68.56 

Ber. 62.67 

Gel. 62.55 
Ber. 67.39 
Gef. 67.38 

Ber. 66.65 

Gef. 6670 

Ber. 59.24 

Gef. 59.06 

Ber. 61.20 

Gef. 6046 

6.26 669 7.66 

654 699 7.51 

7.34 7-29 8.34 0 

7.39 7-08 8.55 6.51 6.96 7.95 k 

6.57 6.89 7.93 679 786 8.98 I 
6.93 8.14 9.03 9 

6.48 8.18 9.35 Y 

6.41 8.28 9.26 & 
746 864 9.86 P 

7.62 8.51 9.83 

7.53 9.52 10-87 

7.61 9.38 10-68 

(a): c = 5.0, Methanol. 

(b): c = S-0, Chloroform. 
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endiamintetraaceta? euthielt, beschickt, mit 2 n NaOH auf pH 7.8-8 eingestellt und mit Puffer bis zur 
Marke aufgefilllt. 

Bei da Versuchsreihe mit Anisol wurde der Reaktionsl6sung vor da Trifluoressi@ure-Zugabe 0.652 
ml (6 mMol) Anisol zugesetzt. Fiir die Neutralisation der Probenahmen waren @52 ml 2 n NaOH erforder- 
lich. 

Acidolyse mit 5.5 m HBr/Eisessig. 1 mh4ol Substrat wurde in 1.52 ml Eisessig gel&t und nach Thermo- 
statieren auf 20@ mit 6.66 ml thermostatierter 6.75 m HBr/Eisessig-Lasung (Bromgehalt <Ml %) 
versetzt. Die resultierende L&sung enthielt 45 mMol HBr je mMol Substrat bei 5.5 Mol HBr/l L&ung. Es 
wurden Proben von 02 ml entnommen, flir deren Neutralisation etwa 081 ml 4 n NaOH in 10 ml-hlasskol- 
ben vorgelegt wurden. 

In de-r Versuchsreihe mit Anisol wurden vor der HBr/Eisessig-Zugabe @652 ml (6 mMo1) als Kationen- 
fAngeT mgesetzt. Filr den Reaktionsabbruch in den Proben wurden @72 ml 4 n NaOH vorgelegt. Hier wie 
bei den Substrata mit CH,O-Gruppen durfte zur Vermeidung von Nebenreaktionen nur bis zu einem pH 
von 6-7 neutralisiert und erst kurz vor der SH-Bestimmung mit NaOH auf pH 7.5-8 eingestellt werden. 

Acidolyse mit @2 m HBr/Eisessig. 1 mMol Substrat wurde in 1.22 ml Eisessig gel&t und nach Thermo- 
statierung auf 2@0” im M ml-Masskolben mit @205 m HBr/Eisessig-tisung aufgeffillf das entspricht 
10 mMo1 HBr je mMol Substrat. In den iiblichen ZeitabstHnden wurden Proben von 10 ml entnommen, 
unter Kiihlung AI 3a ml 5 n NaOH und 4 ml Methanol gegeben und nach Einstellen auf pH 75-8 der 
SH-Gehalt gem-n. 

(h) Jodolyse der ArylulkylthioBther 
Das bei dieser Reaktion entstehende N,N’-Diacetyl-L-cystin-bis-(methylamid) wurde polarographisch 

durch Auswerten der Disultidstufenhiihe bestimmt. In einer Reihe von Vorversuchen wurde nachgewiesen, 
dass sich weder die Substrate polarographisch reduzieren lassen, noch dass die entsprechenden Carbinole 
oder deren Folgeprodukte unter den Messbedingungen durch Reaktion mit J,, HI und Methanol die 
polarographische Disulfidbestimmung st6re.n. Die Halbstufenpotentiale von S,O:-, J- und S,Oi- fallen 
nicht mit dem Halbstufenpotential der Disulfidstufe zusammen. 

1 mMol Substrat wurde im 10 ml-Masskolben in 1.72 ml Methanol gel&t und bei 20@’ thermostatiert. 
Mit 8.0 ml @125 m J,-L&ung in Methanol/H,0 87.5: 12.5 wurde bis zur Marke aufgefiillt, so dass die 
resultierende Lijsung 1 mMol J, und 10% H,O als Msungsvermittler enthielt Zu den Iiblichen Z&en 
wurden Proben von 02 ml in 10 ml-Masskolben gegeben, die zwecks Abfangen des J,-Uberschusses zur 
Reaktionsunterbrechung 04 ml n/10 Na,S,O,-L&ung enthielten, und mit Leitelektrolyt (Phosphatpuffer 
mit 33 % Isopropanol, pH = 7-06) aufgefilllt. 

Die polarographischen Messungen wurden (Getit OH 102 der Firma Radelkis, Budapest) unter folgen- 
den Bedingungen ausgefiihrt: Tropfelektrodendurchmesser 05 mm, Tropfgeschwindigkeit 3 Sekunden 
je Tropfen, Emptindlichkeit 8 : 10-s, Temperatur 25”. Bereich 0 bis - 2 V Als Bezugselektrode diente sine 
ges&ttigte Kalomelelektrode. 
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