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Synthese und Stabilitit von cyclischen Disulfiden des Typs

C)"s-[X].,-Cys

Ulrich Weber und Peter Hartter

(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Dezember 1973)

Zusammenfassung: Die Synthese folgender Di-
sulfide wird beschrieben: Cys-[Gly],-Cys-OMe

| I— |
(n =0-75), Cys-[Gly],-Cys (n = 0—4), Cys-Ala-
| E— | |
Ala-Gly-Val-Cys-OMe, Cys(Trt)-Gly-Cys-OMe.
! SG

Die Stabilitdt dieser Verbindungen wurde unter-
sucht durch Verfolgung des Thiol-Disulfid-Aus-
tausches mit Glutathion (GSH). Als Indikator-
reaktion wurde die gekoppelte enzymatische Re-
duktion des gebildeten oxidierten Glutathions
(GSSG) benutzt. Die kinetischen Verhiltnisse
liegen in diesem Falle nicht mehr ganz so einfach,
wie bei der Reaktion von offenkettigen Disulfiden
mit GSH. Aus den Zeit-Umsatz-Kurven in den

ersten Minuten der Reaktion lassen sich jedoch die
relativen Reaktionsgeschwindigkeiten bestimmen.
Die Stabilitét ist fiir # = 0 sehr hoch und entspricht
annidhernd den Werten von offenkettigen Disulfiden
des Typs Cys(SR). Fiir # = 1 nimmt die Stabilitiit
sprunghaft um iiber eine Zehnerpotenz ab, steigt
dann fiir # = 2 und 3 langsam wieder an und er-
reicht fiir » = 4 und S anndhernd wieder Werte wie
fiir n = 0. Zur Peptidsynthese sind die Verbindun-
gen mit # = 1, 2 und 3 sicher zu wenig stabil.
Dagegen sollten sich die Verbindungen mit n = 0,
4, 5 und wahrscheinlich auch hohere Analoge zur
Peptidsynthese (Fragmentkondensation) einsetzen
lassen.

Synthesis and stability of some cyclic cystine peptides Cys-[ X Jn-Cys
I

Summary: The synthesis of the following cystine
peptides is described: Cys-[Glyl,-Cys-OMe (n =
| D——
0—5), Cys-[Gly],-Cys (n = 0—4), Cys-Ala-Ala-
[l ! | .
Gly-Val-Cys-OMe, Cys(Trt)-Gly-Cys-OMe.
- SG

The stability of these synthesized disulfides was
investigated by measuring the thiol-disulfide ex-
change with glutathione (GSH). The coupled
enzymatic reduction of the oxidized glutathione

(GSSG) was used as the indicator reaction. In this
case the kinetic relations are not as simple as they
were in the case of the reaction of open chain
disulfides with GSH. The relative initial reaction
velocity of the synthesized compounds could be
determined by measuring the decrease of NADPH
in the first minutes of the reaction. The stability is
very high for n = 0 and corresponds to the values
obtained for open chain disulfides Cys(SR). The
stability decreases for n = 1 by more than one

Postanschrift:
Hoppe-Seyler-Str. 1.

Abkiirzungen: GSH = Glutathion, GSSG =

oxidiertes Glutathlon Cys(SR)

Univ.-Doz. Dr. U. Weber, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitit, D-74 Tibingen,

S-(Alkylthio)cystein, Cys(SG) =

Disulfid aus Cystein und Glutathion, Cys-Cys = Cyclocystin, C s-Cys— = Diketopiperazin des Cyclo-Cystins,
Yy y Y Y Y —Lys-Ly p1p! y Yy

-OMe = -methylester, -OEt = -athylester ONSu = Hydroxysuccinimidester, Trt = Trityl, Boc = t-Butyloxy-
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power of ten, increases gradually for n = 2 and 3
and for n = 4 and 5 approaches the values of
n = 0.The compounds withn=1, 2 and 3 are proba-
bly not stable enough to be used for peptide syn-
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thesis. On the other hand the compounds with
n=20, 4, 5, and probably their higher analogues,
ought to be stable enough to be used for peptide
synthesis (fragment condensation).

Zur Synthese cystinhaltiger Peptide wurde bisher
meist ein am Schwefel geschiitztes Cystein-Derivat
ein-esetzt und die Disulfidbindung erst nach be-
endeter Synthese und Abspaltung sédmtlicher
Schutzgruppen durch Oxidation geschlossen. Dabei
bilden sich, selbst wenn das Peptid nur eine Disulfid-
bindung enthélt, oft erhebliche Mengen an Neben-
produkten (Polymere). Enthélt das Peptid mehrere
Disulfidbindungen, so ist es meist nicht moglich,
das gewiinschte Peptid durch Oxidation der redu-
zierten Form in annehmbaren Ausbeuten zu er-
halten (Insulin). In diesem Falle miissen die Di-
sulfidbindungen selektiv geschlossen werden. Dazu
ist fiir jede Disulfidbriicke eine selektiv abspaltbare
Schutzgruppe erforderlich. Durch Kombination
etwa von S-Alkylthio-Schutzgruppen1-3] mit dem
S-Trityl- und dem S-Diphenylmethyl-Rest und der
Dirhodanmethode von Hiskey[4-7] wire es theo-
retisch moglich, 3 Disulfidbriicken selektiv zu
schliefen.
Die Synthese von cysteinhaltigen Peptiden liefe
sich jedoch sehr vereinfachen, wenn Fragmente
eingesetzt werden konnten, die bereits eine Di-
sulfidbindung in richtiger Lage enthielten. So wére
es z. B. zur Synthese der Insulin-A-Kette von Vor-
teil, wenn der intrachenare Disulfidring -Cys-Cys-
| I

-Ala-Gly-Val-Cys- bereits als Fragment eingefiihrt
[ ———

werden konnte. Voraussetzung ist allerdings, daB
der Disulfidring wihrend der Synthese ausreichend
stabil ist.

Diese Strategie wurde in den letzten Jahren mehr-
fach angewandt. So zeigten Zahn und Schmidt(8]
an der Synthese einer Insulin-B-Kette aus sym-
metrischen Cystinpeptiden, daB es moglich ist,
Cystein durch Cystein selbst zu schiitzen. Berndt,
Klostermeyer und Zahn(9] berichteten vor kurzem
tiber die Synthese und Stabilitdt eines Cyclocystin-
Derivates aus der Insulin-A-Kette sowie iiber die
Synthese cyclischer Cystinpeptide mit Insulin-A-
und -B-Ketten-Sequenzen!10], Sie konnten zeigen,
daB3 das Peptid Boc- Cys-Cys-Ala Gly-OBut? unter

Bedingungen der Peptxdsynthesc stabil ist. Durch
Behandlung mit Bortrifluorid in Eisessig oder Tri-
dthylamin in Essigsdure-athylester wurde der Cy-
clocystinring nicht angegriffen. Der Disulfidring

wurde jedoch durch Hydrazin in Methanol fast
quantitativ zerstort.

Miihlemann, Titov, Schwyzer und Rudinger(11]

synthetisierten Oxytocin durch Verkniipfen des

Fragments 1 —6 mit intaktem Disulfidring mit dem

Fragment 7—9. Sie kuppelten das Peptid Boc-

-Cys-Tyr-lle-Glu-Asn-C)"s in Dimethylformamid
]

mit Pro-Leu-Gly-NH2 und Dicyclohexylcarbo-
diimid/1-Hydroxybenzotriazol und entfernten an-
schlieBend den Boc-Rest mit 90proz. Trifluoressig-
sdure innerhalb von 30 min, ohne daB der Disulfid-
ring dabei nennenswert angegriffen wurde.

Sieber et al.[12] gynthetisierten Calcitonin, indem
sie das Teilstiick 1—10 mit vorgefertigtem cyc-
lischem Disulfidring mit der Sequenz 11 —32 kon-
densierten.

Peptide der Struktur Cys-[X],-Cys sind also an-

. ’_'_ .
scheinend fiir » = 0, 4 und 5 unter Bedingungen
der Peptidsynthese ausreichend stahil.

Diese Befunde werden durch die Ergebnisse von

Rydon(13-16] gestiitzt, der zeigen konnte, daf3 Pep-

tide des Typs Cys-[Glyln-Cys fiir n gleich oder

groBer 4 durch Luftoxidation fast ausschlieBlich in

das cyclische Peptid Cys-[Gly]n-Cys iibergehen,
| I—

wiéhrend sich fiir n = 1, 2 und 3 erhebliche Mengen
an Dimeren und Polymeren bilden.

Untersuchungen am Oxytocin und Vasopressin,
beides Peptide vom Typ Cys-[X]4-Cys, zeigen aber,
| |

daB der 20-gliedrige Disulfidring nicht immer die
stabilste Form darstellt[17-191, Behandelt man nim-
lich Oxytocin und Vasopressin mit schwachen
Basen, so bildet sich ein Gemisch von Dimeren und
Polymeren, das biologisch vollig inaktiv ist.

Um vergleichbare Zahlenwerte fiir die Stabilitét
cyclischer Disulfide des Typs Cys-[X]u-Cys vor
| I

allem auch fiir » = 1, 2 und 3 zu erhalten, syn-
thetisierten wir die Reihe Cys-[Gly]l,-Cys (n =
‘_ 1

0—4) und die entsprechenden Methylester (n =
0—5) und priiften die Stabilitit der einzelnen Ver-
bindungen durch Bestimmung der Reaktionsge-
schwindigkeit mit GSH im gekoppelten Test mit
Glutathion-Reduktasel2:3,20-221, Inwieweit sich die
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so ermittelte Stabilitdt auch auf Peptide mit anderer
Sequenz iibertragen 1aBt, priiften wir an Oxytocin,
Vasopressin sowie an einem Peptid aus der Insulin-

6 10 11
A-Kette mit der Sequenz Cys-Ala-Ala-Gly-Val-Cys.

) 1]
Um die Synthese zu vereinfachen und die L6slich-
keit im Wasser zu erhdhen, ersetzten wir das in der
Insulin-A-Kette in Position 7 stehende Cystein
durch Alanin.

Material und Methoden
Substanzen

L-Cystein wurde von der Fa. Diamalt AG (Minchen),
Glutathion-Reduktase und NADPH von Boehringer
Mannheim GmbH, Glutathion und oxidiertes Gluta-
thion von den Zellstoffwerken Waldhof (Mannheim)
bezogen. Alle iibrigen Reagenzien waren p.a.-Substan-
zen der Fa. Merck (Darmstadt).

Darstellung der N-Boc-S-Trt-geschiitzten Peptide

Alle Verbindungen Boc-Cys(Trt)-[Gly],.-OMe wurden
nach demselben Schema durch Umsetzung von Boc-
-Cys(Trt)-ONp[23] mit Cys(Trt)-OMel24], Gly-OMe,
[Gly]s-OEt[25]), [Glyl3-OEt(26] und [Glyls-OEt[27] dar-
gestellt. Die Methylester wurden entweder verseift und
mit Cys(Trt)-OMe und Dicyclohexylcarbodiimid/1-Hy-
droxybenzotriazol umgesetzt oder ins Hydrazid tiber-
fibrt und nach der Azidmethode mit Cys(Trt)-OMe
gekuppelt (Tab. 1). Diese Strategie lieB sich jedoch zur
Synthese von Cys(Trt)-[Gly]s-Cys(Trt) nicht anwenden,
da Boc-Cys(Trt)-[Glyls-OEt in allen Lésungsmitteln, in
denen sich eine Verseifung durchfithren 14Bt, praktisch
unldslich ist. Wir erhielten Boc-Cys(Trt)-[Gly]s-Cys-
(Trt)-OMe durch Kondensation von Boc-Cys(Trt)-
-[Gly]s mit [Glyls-Cys(Trt)-OMe und Dicyclohexyl-
carbodiimid/i-Hydroxybenzotriazol. Ahnliche Schwie-
rigkeiten hatten wir bei der Synthese von Boc-Cys(Trt)-
-Ala-Ala-Gly-Val-Cys(Trt)-OMe. Der Pentapeptid-me-
thylester Boc-Cys(Trt)Ala-Ala-Gly-Val-OMe war eben-
falls in allen fiir eine Verseifung in Frage kommenden
Losungsmitteln praktisch unldslich. Wir stellten daher
zundchst das freie Peptid Ala-Ala-Gly-Val durch Kon-
densation von Z-Ala-Ala mit Gly-Val-OBzI(NO2) und
Dicyclohexylcarbodiimid/ 1 - Hydroxybenzotriazol und
anschlieBende katalytische Abhydrierung der Schutz-
gruppen dar. Das freie Tetrapeptid setzten wir mit
Boc-Cys(Trt)-ONSu in Dioxan/Wasser zum Boc-Cys-
(Trt)-Ala-Ala-Gly-Val um, das dann mit Cys(Trt)-OMe
und Dicyclohexylcarbodiimid/l - Hydroxybenzotriazol
ins Hexapeptid Gberfiihrt wurde.

Boc-Cys(Trt)-Gly-Cys-OMe synthetisierten wir, indem

SG

wir oxidiertes Glutathion mit Perbenzoesdure in den
Thiosulfinsiureester iiberfiihrten (analog zur Synthese
von Cys(SG) in l.c.[2]) und anschlieBend mit Boc-Cys-
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(Trt)-Gly-Cys-OMe umsetzten. Das dabei anfallende
Reaktionsgemisch wurde an Kieselgel im Laufmittel
Butanol/Eisessig/Wasser 4:1 gereinigt. Boc-Cys(Trt)-
-Gly-Cys-OMe mit freier SH-Gruppe erhielten wir
durch Umsetzung von Boc-Cys(Trt)-Gly mit Cys(S-1P)-
-OMe und Dicyclohexylcarbodiimid/1-Hydroxybenzo-
triazol und anschlieBende Abspaltung des Isopropyl-
thiorestes mit Mercaptodthanol in Dimethylformamid.

Cyclisierung zum Disulfidring

Die S-tritylgeschiitzten Methylester wurden verseift oder
direkt mit Jod in Methanol nach 1.c.[28,29] cyclisiert.
Nach beendeter Reaktion wurde das tiberschiissige Jod
mit Thiosulfat reduziert, das Methanol abdestilliert, der
beim Einengen ausfallende Triphenylmethylmethylither
abfiltriert und der Riickstand in Wasser aufgenommen.
Die teilweise gut wasserloslichen cyclischen Disulfide
wurden entweder mit Essigester (# = 1,2,3) oder mit
n-Butanol (# = 4,5) extrahiert und anschlieBend kristal-
lisiert. Die entsprechenden cyclischen Disulfid-methyl-
ester fielen dabei in wesentlich besseren Ausbeuten und
in reinerer Form an als die entsprechenden Derivate mit
freier CO2H-Gruppe. Dies ist wohl darauf zuriick-
zuflihren, daBl die Methylester sich bei der Isolierung
mit Essigester relativ gut aus Wasser extrahieren lassen,
wiahrend die Verbindungen mit freier CO2H-Gruppe
besser wasserloslich sind und sich mit Essigester bzw.
Butanol nur schwer extrahieren lassen. Einen signifikan-
ten Gang in der Ausbeute mit steigender RinggroBe
konnten wir nicht beobachten. Cyclocystin und Cyclo-
cystin-methylester stellten wir nach l.c.i®), das ent-
sprechende Diketopiperazin nach 1.¢.[30] dar.

Als Beweis dafiir, daB3 es sich bei den Cyclisierungs-
produkten um die monomeren Verbindungen handelt,
bestimmten wir die Molekulargewichte sdamtlicher Ver-
bindungen dampfdruckosmometrisch. AuBlerdem be-
stimmten wir zum Vergleich das Molekulargewicht
einiger ausreichend fliichtiger Verbindungen massen-
spektrometrisch*.

Abspaltung des Boc-Restes

Zur Abspaltung des Boc-Restes wurden die entsprechen-
den Verbindungen entweder 2 h mit 98proz. Ameisen-
sdure oder 30 min mit IN HCI in Eisessig behandelt.
AnschlieBend wurde ein Teil des Losungsmittels im
Vak. abdestilliert und das Peptid mit Ather gefillt. Die
Ausbeuten waren nahezu quantitativ. Cys-Cysx HCI

1

wurde dabei nur als schmierige hygroskopische Masse
erhalten. Es wurde daher in Methanol mit Tridthylamin
in das freie Peptid tGberfiihrt. Simtliche Peptide waren
chromatographisch rein in den Systemen Butanol/Eis-
essig/Wasser 4:1:1 und Butanol/Eisessig/Wasser/Pyri-
din 30:6:24 :20.

* Herrn Dr. Konig, Chemisches Institut der Universitét
Tubingen, danken wir fiir die Aufnahme der Massen-
spektren.
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Tab. 1. Ausbeuten, Schmelzpunkte und Drehwerte (a) sowie Analysen (b) der synthetisierten N-Boc-S-Trt-
geschiitzten Verbindungen.
Abkiirzungen siche Anmerkung?.

a) Ausbeute* Schmp.? [« Mol.-Gew.
% rcl (=1,
in Methanol)
Boc-Cys(Trt)-Cys(Trt)-OMel30] 85 75— 77 (Zers.) 1,50 823,1
Boc-Cys(Trt)-Cys(Trt) (DCHA-Salz)(9] 76 155—157 (Ac) 18,60 990,4
Boc-Cys(Trt)-Gly-OMe 920 167 — 168 (EtOH/PA) 6,40 534,7
Boc-Cys(Trt)-Gly-N2Hz 80 104—106 (Ac/PA) 4,20 534,7
Boc-Cys(Trt)-Gly 83 84— 86 (EE/PA) 12,20 520,7
Boc-Cys(Tit)-Gly-Cys(Trt)-OMe 85 amorph 20,20 880,2
Boc-Cys(Trt)-Gly-Cys(Trt) 82 amorph 20,50 866, 1
Boc-Cys(Trt)-[Gly]s-OEt 76 (o) - 605,8
Boc-Cys(Trt)-[Glyla-NaHs 82 159—160 (Ac/PA) 8,40 591,8
Boc-Cys(Trt)-[Glyl: (DCHA-Salz) 44 124 —127 (Ac/PA) 8,00 759,0
Boc-Cys(Trt)-[Gly]2-Cys(Trt)-OMe 91 amorph 16,30 937,2
Boc-Cys(Trt)-[Glylo-Cys(Trt) 74 112—115 (EtOH) 19,10 9232
Boc-Cys(Trt)-[Glyls-OFEt 82 157—158 (EE/PA) 9,30 662,8
Boc-Cys(Trt)-[Gly]s-Nz2H3 84 182—183 (MeOH/A) 9,50 (DMF) 648,8
Boc-Cys(Trt)-[Glyls 74 95— 98 (EE/PA) - 634,8
Boc-Cys(Trt)-[Glyls-Cys(Trt)-OMe 87 145—147 (A/PA) 12,50 994,3
Boc-Cys(Trt)-[Glyls-Cys(Trt) 81 amorph 140 980,2
Boc-Cys(Trt)-[Glyls-OEt 95 189 —190 (Chl/PA) 9,50 719,9
Boc-Cys(Trt)-[Gly)a-NoHs 96 190— 192 (MeOH) 109 (DMF)  705,9
Boc-Cys(Trt)-[Glyla 63 125—128 (MeOH/A) 20 691,8
Boc-Cys(Trt)-[Gly]s-Cys(Trt)-OMe 72 182— 184 (Zers.) 240 1051,3
Boc-Cys(Trt)-[Glyls-Cys(Trt) 80 amorph 90 1037,3
Boc-[GlyJe-Cys(Trt)-OMe 78 144— 145 (EE/PA) 120 591,7
Boc-Cys(Trt)-[Gly]s-Cys(Trt)-OMe 77 181 —183 (EE/PA) 00 1108,4
Z-Ala-Ala-Gly-Val-OBzI(NO2)P 85 157—158 (EE/PA) —14,80 (DMF) 585,6
Ala-Ala-Gly-Val 95 - (H20/MeOH) —22,50 (H20) 3164
Boc-Cys(Trt)-Ala-Ala-Gly-Val 70 203 —205 (Zers.) (EE) — 4,50 (DMF) 762,0
Boc-Cys(Trt)-Ala-Ala-Gly-Val-Cys(Trt)-OMe 55 212—-215 (Zers.) (EtOH) 30 (DMF) 1121,5
Boc-Cys(Trt)-Gly-Cys(S-IP)-OMe? 48 58— 62 (Zers.) —230 712,0
Boc-Cys(Trt)-Gly-Cys-OMe 85 amorph —140 637,8

2 Die Ausbeuten beziehen sich auf die jeweilige Vorstufe.

b Abkiirzungen: A = Ather, Ac = Aceton, EtOH = Athanol, Chl = Chloroform, DCHA-Salz = Dicyclohexyl-
ammoniumsalz, DMF = Dimethylformamid, EE = Essigsdureithylester, MeOH = Methanol, PA = Petrol-
ather 60—900C, Zers. = Zersetzung, OBzI(NO2) = p-Nitrobenzylester, S-IP = S-Isopropylthio-.
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Tab. 1. Forts.
b) %C %H %N %S
Ber. Gef. Ber. Gef. Ber. Gef. Ber. Gef.
Boc-Cys(Trt)-Cys(Trt)-OMel30] 7296 72,6 612 6,3 340 3,7 779 7,6
Boc-Cys(Trt)-Cys(Trt) (DCHA-Salz)[9] 7398 742 7122 15 424 40 648 65
Boc-Cys(Trt)-Gly-OMe 67,39 669 641 6,2 5,24 5,0 6,00 5,9
Boc-Cys(Trt)-Gly-NsHs 65,15 648 641 64 1048 105 600 58
Boc-Cys(Trt)-Gly 66,89 66,8 6,19 6,3 5,38 5.4 6,16 6,0
Boc-Cys(Trt)-Gly-Cys(Trt)-OMe 70,96 70,5 6,07 6,1 4,77 49 7,29 7,0
Boc-Cys(Trt)-Gly-Cys(Trt) 70,72 70,5 594 6,1 485 5,0 740 7,1
Boc-Cys(Trl)—[Gly]z-OEt 65,43 64,8 6,49 6,6 6,94 7,1 5,29 5,0
Boc-Cys(Trt)-[Glyle-NaHg3 62,92 62,7 6,30 6,1 11,84 11,9 5,42 53
Boc-Cys(Trt)-[Gly]e (DCHA-Salz) 68,04 678 7,70 176 7,38 7,2 4,22 4,1
Boc-Cys(Trt)-[Gly]s-Cys(Trt)-OMe 69,21 69,1 6,02 6,05 5,98 5,85 6,84 6,8
Boc-Cys(Trt)-[Gly]2-Cys(Trt) 68,95 686 589 5,8 6,07 6,2 6,95 6,8
Boc-Cys(Trt)-[Gly]s-OEt 63,42 629 6,39 6,2 8,45 8,55 4,84 4.6
Boc-Cys(Trt)-[Glyls-N2H; 61,10 60,7 621 635 1295 13,0 494 47
Boc-Cys(Trt)-[Glyls 62,44 628 603 63 8,83 87 505 5,0
Boc-Cys(Trt)-[Gly]s-Cys(Trt)-OMe 67,65 67,3 598 5,85 7,05 7,0 6,45 6,2
Boc-Cys(Trt)-[Glyls-Cys(Trt) 6739 672 586 5,7 715 73 6,54 63
Boc-Cys(Trt)-[Gly}s-OEt 61,73 61,4 6,30 6,2 9,73 9,8 4,45 4,1
Boc-Cys(Trt)-[Gly]s-NoH3 59,55 593 6,14 6,3 13,89 13,8 4,54 43
Boc-Cys(Trt)-[Glyls 60,77 60,4 597 6,05 10,12 9,8 4,64 4.5
Boc-Cys(Trt):[Gly]s-Cys(Trt)OMe 66,26 658 594 59 7,99 7,8 6,10 6,2
Boc-Cys(Trt)-[Gly]la-Cys(Trt) 66,00 656 5,83 59 8,10 8,1 6,18 6,0
Boc-[Glyla-Cys(Trt)-OMe 6495 653 630 6,5 7,10 7,0 5,42 5,4
Boc-Cys(Trt)-[Glys-Cys(Trt)-OMe 65,02 64,7 591 6,1 8,85 86 579 55
Z-Ala-Ala-Gly-Yal-OBzI(NO2)? 57,43 573 6,02 59 11,96 11,8 - -
Ala-Ala-Gly-Val 49,35 489 7,65 1,5 17,71 17,5 - -
Boc-Cys(Trt)-Ala-Ala-Gly-Val 63,05 62,8 6,75 6,7 9,19 9,1 4,21 4,0
Boc-Cys(Trt)-Ala-Ala-Gly-Val-Cys(Trt)-OMe 67,47 67,3 647 6,45 7,49 7,6 5,72 5,5
Boc-Cys(Trt)-Gly-Cys (S-1P)-OMe? 60,73 60,3 6,37 6,3 5,90 6,0 13,51 13,2
Boc-Cys(Trt)-Gly-Cys-OMe 62,14 61,9 6,16 6,2 6,59 6,4 10,06 9,7

a Abkiirzungen: OBzI(NO2) = p-Nitrobenzylester, -S-1P = -S-Isopropylthio-.

Austauschreaktion

Die Untersuchung der Austauschreaktion wurde bereits
1.c.[2:3] qusfiihrlich beschrieben. Cys(Trt)-Gly-Cys(SG)-
OMe l6ste sich nur, wenn der Pufferlosung 5—10%;
Dimethylformamid zugesetzt wurden. Der Zusatz von
Dimethylformamid storte den enzymatischen Test nicht.

Ergebnisse und Diskussion

Testsystem: Die Stabilitat der cyclischen Disulfide
untersuchten wir durch Bestimmung ihrer Re-
aktionsgeschwindigkeit mit Glutathion. Fiir diesen
Fall steht als Indikatorreaktion die gekoppelte
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Tab. 2. Ausbeuten, Schmelzpunkte, Drehwerte und Molekulargewichte (a) sowie Analysen (b) der synthetisierten
Boc-geschiitzten cyclischen Disulfid-methylester.
Drehwerte, Molekulargewichte und Analysen nach Abspaltung des Boc-Restes (c).

a) Ausbeute? Schmp. []® Mol.-Gew.?
[%] [°C) (c=1 Ber. Gef.
Boc-Cys-Cys-OMel30] 43 181—182 —679 (MeOH) 3364 336 (m)
— 305 (d)
Boc-Cys-Gly-Cys-OMe 44 133—-135 (2) — 82,50 (MeOH) 393,5 393 (m)
1 i 350 (d)
Boc-Cys-[Gly]2-Cys-OMe 30 148 —150 (2) —780 (MeOH) 450,5 450 (m)
_ 408 (d)
Boc-Cys-[Gly]3-Cys-OMe 35 196 —199 (Z) —590 (DMF) 507,6 440 (d)
1 1
Boc-Cys-[Gly)s-Cys-OMe 45 194—197 (Z2) —30,5° (DMF) 564,7 495 (d)
[ |
Boc-Cys-[Gly]s-Cys-OMe 48 190— 194 (2) —129 (DMF) 621,7 518 (d)
[
Boc-Cys-Ala-Ala-Gly-Val-Cys-OMe 63 223-225 (Z) —280 (DMF) 634,8 576 (d)
[] [}
Boc-Cys(Trt)-Gly-Cys-OMe 38 99—-103 (2) —720(MeOH) 9432 ~—
SG
b) %C %H %N %S
Ber. Gef. Ber. Gef. Ber. Gef. Ber. Gef.
Boc-Cys-Cys-OMel30] 42,84 42,7 5,99 59 8,33 8,2 19,06 18,8
]
Boc-Cys-Gly-Cys-OMe 42,73 43,1 5,89 5,9 10,68 10,5 16,30 15,9
1 1
Boc-Cys-[Gly)2-Cys-OMe 42,65 42,8 5,82 59 12,44 124 1423 13,9
[
Boc-Cys-[Gly]s-Cys-OMe 42,59 426 5,76 5,8 13,80 14,1 12,63 12,6
[
Boc-Cys-[Glyls-Cys-OMe 42,54 424 5,71 5,6 14,88 14,6 11,36 11,2
1 ]
Boc-Cys-[Gly]s-Cys-OMe 42,50 42,2 5,67 5,7 15,77 15,5 10,32 10,05
R |
Boc-Cys-Ala-Ala-Gly-Val-Cys-OMe 47,30 47,1 6,67 6,6 13,24 13,2 10,10 10,25
1 .
Boc-Cys(Trt)-Gly-Cys-OMe 54,76 54,0 5,77 59 8,91 8,65 10,20 10,1
SG
0 []% Mol.-Gew. %C %H °%N %S
(c=1, Ber. Gef.¢ Ber. Gef. Ber. Gef. Ber. Gef. Ber. Gef.
DMF)
Cys-Cys-OMe x HCI - 7,60 272,8 250 30,82 31,0 4,80 4,85 10,27 10,1 23,51 23,1
L
Cys-Gly-Cys-OMe x HCI —990 329,8 310 32,77 32,4 4,89 4,9 12,74 12,5 19,44 19,2
[
Cys-[Gly]z-Cys-OMe x HCI —52,50 386,9 346 34,15 34,3 495 4,8 14,48 14,6 16,58 16,3
|
Cys-[Gly]s-Cys-OMe x HCI —-170 443,9 385 35,17 34,9 5,00 4,9 15,78 15,8 14,45 14,2
— 1
Cys-[Gly]s-Cys-OMe x HCI —400 501,0 455 35,96 35,8 5,03 5,1 16,78 16,6 12,80 12,5
| A
Cys-[Gly]5-Cys-OMe x HCI 490,50 558,1 376 36,59 36,4 5,06 5,1 17,57 17,3 11,49 11,2
|

Cys-Ala-Ala-Gly-Val-Cys-OMe x HCOpH ~ —13¢ 580,7 428 43,44 43,1 6,25 6,2 14,47 14,2 11,04 11,0
| — !

a Bezogen auf S-tritylgeschiitzte Verbindung.
b m = massenspektrometrisch, d = dampfdruckosmometrisch in DMF.
¢ Dampfdruckosmometrisch in DMF.
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Tab. 3. Ausbeuten, Schmelzpunkte, Drehwerte und Molekulargewichte (a) sowie Analysen (b) der synthetisierten
Boc-geschiitzten cyclischen Disulfide mit freier CO>2H-Gruppe.

Drehwerte, Molekulargewichte und Analysen nach Abspaltung des Boc-Restes (c). DCHA-Salz = Dicyclohexyl-

ammoniumsalz.

a)
Ausbeute® Schmp. [«]F Mol.-Gew.
[%] [°C] c=1 Ber. Gef.?
CCys-Cys—'130] 30 308 (2) 3080 (DMSO) 204,3 155
[} ]
Boc-Cys-Cys (DCHA-Salz) 72 183—184 — 950 (MeOH) 503,7 390
L
Boc-Cys-Gly-Cys 15 amorph — 720 (MeOH) 379,5 344
R
Boc-Cys-[Gly]2-Cys 12 185—187 (Z2) — 869 (MeOH) 436,5 382
1 1
Boc-Cys-[Gly]s-Cys 30 193-195 (Z) — 57° (ODMF) 493,6 415
R
Boc-Cys-[Gly]s-Cys 26 184—186 (2) — 83,50 (DMF 550,6 486
[
b)
%C %H %N %S
Ber. Gef. Ber Gef. Ber. Gef. Ber. Gef.
!—Cys-CyS: [30] 35,28 35,2 3,95 3,9 13,71 13,5 31,39 31,45
1
Boc-Cys-Cys (DCHA-Salz) 54,84 54,8 8,21 8,1 8,34 8,2 12,73 13,0
Boc-Cys-Gly-Cys 41,15 41,4 5,58 5,7 11,07 11,0 16,90 16,7
i
Boc-Cys-[Glyla-Cys 4127 408 5,54 5,5 12,84 12,5 14,69 14,8
(I
Boc-Cys-[Glyls-Cys 41,37 40,9 5,51 5,6 14,19 13,9 12,99 12,6
I
Boc-Cys-[Glyla-Cys 4145 4135 549 56 1526 154 11,65 114
R
c)
[]F Mol.-Gew. %C %H %N %S
(c=1, DMF) Ber. Gef.» Ber. Gef. Ber. Gef. Ber. Gef. Ber. Gef.
Cys-Cys!31] —290 (INHCI) 222,3 195 32,42 32,2 4,53 4,5 12,60 12,5 28,85 28,6
L1
Cys-Gly-Cys x HCI —52,50 315,8 288 30,43 30,1 4,47 4,5 13,31 13,0 20,31 19,8
L1
Cys-[Gly]s-Cys x HCI —280 3729 350 32,21 31,9 4,60 4,5 15,03 14,8 17,20 16,9
[ |
Cys-[Gly]s-Cys x HCI - 6,59 429,9 406 33,53 33,8 4,69 4,6 16,29 16,0 14,92 14,6
[ |
Cys-[Gly]a-Cys x HCOH -170,50 496,5 478 36,29 35,9 4,87 5,0 16,93 16,6 12,92 12,5
[

a Bezogen auf S-tritylgeschiitzte Verbindung.
b Dampfdruckosmometrisch in DMF.
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enzymatische Reduktion des oxidierten Glutathions
zur Verfiigung (Gl. 6), die die unmittelbare Ver-
folgung der Reaktion gestattet[2:3,20-22],
In dem untersuchten System sind prinzipiell fol-
gende Teilreaktionen zu beriicksichtigen:

ke,
1) Cys-X-Cys + GSH == Cys-X-Cys
[ k-1 sG

k
2) Cys-X-Cys + GSH = Cys-X-Cys
[R— k-z SG

ks
3) Cys-X-Cys + GSH k: Cys-X-Cys + GSSG
SG -

ki
4) Cys-X-Cys + GSH k: Cys-X-Cys + GSSG
SG ]

Cys-X-Cys
SG .
5) Cys-X-Cys + | Cys-X-Cys= Polymere
L SG ks
Cys-X-Cys
Cys-X-Cys Cys-X-Cys
| IS—
usw.
Glutathion- 2 GSH +
®
6) GSSG+NADPH+H Redukiase NADP®

Die in unserem Fall interessierenden Geschwindig-
keitskonstanten k.1 bzw. k.2 lassen sich aus der
zeitlichen Abnahme der NADPH-Konzentration
nur berechnen, wenn Reaktion 3 bzw. 4 wesentlich
schneller ablduft als Reaktion 1 bzw. 2. Nur dann
namlich kann die Riickreaktion von 1 bzw. 2 (k-1
bzw. k_o in Gleichung 1 bzw. 2) vernachlassigt
werden. Die von oxidiertem Glutathion abhingigen
Folgereaktionen konnen auBer acht gelassen wer-
den (k_3 und k_4 in Gleichung 3 bzw. 4), da ent-
stehendes GSSG praktisch momentan durch Gluta-
thion-Reduktase und NADPH reduziert wird.
Ebenso ist die Polymerisationsreaktion 5 vernach-
lassigbar, sofern die Auswertung der Umsatzkurven
auf die Anfangszeiten beschridnkt bleibt, da in
diesem Fall die Konzentration der SH-Komponen-
ten gering ist.

Aus den Geschwindigkeitskonstanten von Cystin[2]
und Cys(SG)[2] (Tab.4) 148t sich jedoch schon rein
qualitativ ableiten, daB Reaktion 3 bzw. 4 nur ca.
doppelt so schnell abliduft wie Reaktion 1 bzw. 2.
Zur Sicherstellung synthetisierten wir auflerdem als
Modellsubstanz fiir die als Zwischenprodukte po-
stulierten Cys-X-Cys bzw. Cys-X-Cys die Verbin-

SG SG

dung Cys(Trt)-Gly-Cys-OMe und bestimmten ihre
SG
Reaktionsgeschwindigkeit mit GSH. Die Reak-
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Abb. 1. Thiol-Disulfid-Austauschreaktion von a)

C)Irs-[Gly]4-Cys; b) Cys-Gly-Cys (jeweils 3 x 10~IM) mit
] L 1
Glutathion (GSH) (2 x 10~3M) in Abhéngigkeit von der
Zeit.
Die Extinktionsabnahme (NADPH-Abnahme) zeigt das
gebildete oxidierte Glutathion (GSSG) an.
1 Zugabe der Disulfid- und NADPH-L6sung;
11 Zugabe der Glutathion-Reduktase-Losung;
[11 Zugabe von GSH;
IV Zugabe von GSSG.

tionsgeschwindigkeit dieser Modellsubstanz liegt in
derselben GroBenordnung wie die Reaktionsge-
schwindigkeit der am schnellsten austauschenden
Disulfide (Tab. 4). Dies 148t sich mit groer Wahr-
scheinlichkeit auch von den oben genannten
Zwischenprodukten annehmen. Fiir die schnell
austauschenden Disulfide ist daher eine Akkumu-
lation von Zwischenprodukten moglich, die sich in
der zeitlichen Abhingigkeit der NADPH-Abnahme
bemerkbar machen kann. Die Riickreaktion von 1
bzw. 2 (k—1 bzw. k_g) ist dann nicht mehr zu ver-
nachlissigen. Tatsichlich weichen die Zeit-Umsatz-
kurven der schnell austauschenden Disulfide von
denen der langsam austauschenden Disulfide ab.
Die NADPH-Abnahme verlduft nicht mehr streng
linear, die Kurven hingen mehr oder weniger durch
(Abb. 1). Die gemessenen Zeit-Umsatzkurven ent-
sprechen allerdings nicht exakt dem Kurventyp, den
man fiir reine Akkumulation vom Zwischenprodukt
erwarten sollte. Entweder sind die kinetischen Ver-
hiltnisse doch etwas komplizierter als angenom-
men, oder aber kann die Polymerisationsreaktion 5
bei lingerer MeBdauer nicht mehr vernachléssigt
werden. Eine Folge davon koénnte sein, daf3
wihrend der Messung sich Polymere bilden, die
die Losung geringfiigig, mit dem Auge nicht
wahrnehmbar, trilben und so eine zu niedrige
NADPH-Abnahme vortduschen. Die zeitliche Ab-
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Tab. 4. Relative Reaktionsgeschwindigkeit cyclischer Disulfide (3 x 10~4M) mit GSH (2 % 10-3m). Zum Vergleich

sind auch einige nicht cyclische Disulfide mitaufgefiihrt.

Disulfid -CO:H -methylester
[uMol NADPH x /-1 x (10 min)~1] [wuMol NADPH x [-1 x (10min)~1]
=oreoral ca. 2* -
[} ]

Cys-Cys 9 ca. 3
1 ]

Cys-Gly-Cys 175 100
[

Cys-[Glyls-Cys 133 70
[ |

Cys-[Glyl3-Cys 81 50
1

Cys-[Glyls-Cys 10 38
[ |

Cys-[Glyl5-Cys - 30
L

Vasopressin - 30

Oxytocin - 10

Cys-Ala-Ala-Gly-Val-Cys-OMe - 14
] }

Cys(Trt)-Gly-Cys-OMe - 180

SG

Cys(SG) 200 -

Cystin 80 -

Cys(S-CH3) 25 -

Cys(S-1-Butyl) 3 _

Cys(S-i-Propy!) 8 —

* Diese Verbindung hat keine freie CO2H-Gruppe. Sie wurde jedoch der Ubersichtlichkeit halber in dieser Spalte

aufgefihrt.

hingigkeit der NADPH-Abnahme in den ersten
Minuten der Reaktion sollte aber trotzdem ein
MaB fiir die relative Stabilitit der cyclischen Di-
sulfide sein.

Wir verzichteten daher auf die Berechnung der
Geschwindigkeitskonstanten k41 und verwendeten
zur Bestimmung der relativen Umsatzgeschwindig-
keit mit GSH die aus der Anfangssteigung er-
mittelten Mol NADPH x /-1 x (10 min)~L. Diese
Werte liefern bei gleicher GSH- und Disulfid-
Konzentration direkt die relative Stabilitdt der
cyclischen Disulfide (Tab. 4, Abb. 2).

Austauschraten

In Tab. 4 sind die relativen Umsatzgeschwindig-
keiten der synthetisierten Verbindungen mit GSH
bei konstanter GSH- und Disulfid-Konzentration

zusammengestellt. Die Reaktionsgeschwindigkeiten
der einzelnen Verbindungen variieren sehr stark
und zwar zunéchst in Abhédngigkeit von der Anzahl
der Aminosiuren, die sich innerhalb des Disulfid-
ringes befinden. Cyclocystin (C)['s;C_)l's) und sein

Diketopiperazin sind erstaunlich stabil und zeigen
wenig Neigung zum Disulfidaustausch. Die Reak-
tionsgeschwindigkeit mit GSH liegt ungefihr in
derselben Groflenordnung wie bei den S-Alkylthio-
cysteinen. Die Stabilitit nimmt fir Cys-Gly-C)"s

) R
(n = 1) sprunghaft um {iber eine Zehnerpotenz ab
und steigt dann mit steigendem # fiir # = 4 und 5
wieder auf Werte, die mit den Werten fiic # = 0
vergleichbar sind.

Die entsprechenden Methylester sind dabei mit
Ausnahme von Cys-[Glyls-Cys-OMe in Uberein-

| S ——

stimmung mit dem vermutlichen Reaktionsmecha-
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Abb. 2. Thiol-Disulfid-Austauschgeschwindigkeit (in
Mol gebildetem oxid. Glutathion (GSSG) pro / und
10 min) von cyclischen Disulfiden mit Glutathion bei
konstanter Glutathionkonzentration (2 x 10-3M) in Ab-
hingigkeit von der Disulfidkonzentration.

1 o—o0 Cys(Trt)-Gly-Cys-OMe
SG
2 m—n Cys-Gly-Cys
L 1
3 0---0 Cys-[Glyl2-Cys
1 (]
4 A—A Cys-Gly-CysOMe
1 1
5 A—A Cys-[Gly]3-Cys
L
6 e—e Cys-[Gly]>-CysOMe
]
7 e—eo Cys-[Gly]3-CysOMe
[ i
8 m——-m Cys-[Glyls-CysOMe
L T
9 0—a0 Cys-[Gly]s-CysOMe
L 1
10 A-—-A Cys-Ala-Ala-Gly-Val-CysOMe
L —
11 e——-e Cys-[Gly]s-Cys
| I
12 A—-A Cys-Cys
1 1
13 0—o0 Cys-Cys-OMe
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nismus?,2] etwas stabiler als die entsprechenden

Verbindungen mit freier CO2H-Gruppe. Die Aus-

nahmestellung von Cys-[Gly]s-Cys kénnen wir bis-
L ]

her nicht interpretieren.

Ein Vergleich einiger cyclischer Disulfide mit glei-
cher Ringgrofle, jedoch verschiedener Amino-
sidurensequenz innerhalb des Disulfidringes (Oxy-
tocin, Vasopressin, Cys-[Gly]4-Cys-OMe, Cys-Ala-

| I

[
Ala-Gly-Val-Cys-OMe, alles Peptide des Typs »

P —

= 4) zeigt, daB} die Stabilitdt auBer von der Ring-
grofle auch noch von der Aminosduresequenz
innerhalb des Disulfidringes abhingt. Sie variiert
zwischen den Extremen Oxytocin und Cys-[Glyls-
Cys-OMe um den Faktor 4. _
1

Vergleicht man die Stabilitdt der cyclischen Di-

sulfide mit der Stabilitit einiger in Tab. 4 mit-

aufgefiihrter S-Alkylthiocysteine, von denen wir

zeigen konnten, daB sie sich zur Peptidsynthese

einsetzen lassen(32:33], 5o 148t sich daraus schlieBen,

daB sich die cyclischen Disulfide Cys-[X],-Cys mit
| E——

n = 0, 4, 5 und wahrscheinlich auch héhere Ana-
loge ebenfalls zur Peptidsynthese (Fragmentkon-
densation) . einsetzen lassen. Die cyclischen Di-
sulfide mit # = 1, 2 und 3 sind unter Bedingungen
der Peptidsynthese wahrscheinlich nicht genligend
stabil, auch wenn man beriicksichtigt, daf3 durch
Anderung der Sequenz innerhalb des Ringes die
Stabilitit sich betrdchtlich dndern kann.

Frau Dr. A.-M. Fretzdorff danken wir fiir die Durch-
fihrung der Analyse. Der Deutschen Forschungsgemein-
schaft danken wir fiir eine Sachbeihilfe.
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