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Durch Addition von N-Acetyl-L- und -D-cystein an B-Nitrostyrol wurden alle vier isomeren N-
Acetyl-S-(2-nitro-1-phenylethyl)cysteine (1a —d) synthetisiert. Durch fraktionierende Kristallisa-
tion lieBen sich L- und auch D-Cysteinderivate jeweils in beide Diastereomeren trennen. Diese zei-
gen nahezu gleiche 'H- und *C-NMR-, IR- und UV-Absorptions-Spektren, jedoch ausgeprégte
Cotton-Effekte mit entgegengesetztem Vorzeichen bei 285 nm. Die chiroptischen Eigenschaften
der Addukte werden in diesem Wellenldngenbereich nicht von der Cystein-Konfiguration be-
stimmt, sondern von der Konfiguration des neu entstandenen Asymmetriezentrums in unmittel-
barer Nachbarschaft zur Nitrogruppe, zur Sulfidgruppe und zum Phenyirest. Die Roéntgen-
Strukturanalyse des B-Nitrostyrol-Adduktes von N-Acetyl-L-cystein mit negativem langwelligem
Cotton-Effekt erwies dieses als (R, R)-Diastereoisomeres (1a). An Konfigurationsisomeren und
an mehreren substituierten Analoga der S-(2-Nitro-1-phenylethyl)-Gruppe wird gezeigt, wie durch
CD-Messung auch deren Konfiguration bestimmbar ist.

Synthesis, Circular Dichroism, and X-Ray Structure Analysis of
B-Nitrostyrene Adducts of Cysteine

All four isomeric N-acetyl-S-(2-nitro-1-phenylethyl)cysteines were synthesized by addition of
N-acetyl-L- and -D-cysteine to B-nitrostyrene. Fractional crystallization gave the two diastereo-
mers of both the L- and D-cysteine derivatives, which do not differ significantly in their 'H and
13C NMR spectra or IR and UV absorption. However, they exhibit characteristic Cotton effects
with opposite signs at 285 nm. In this range of wave lengths the chiroptical properties of the ad-
ducts depend entirely on the configuration of the new center of asymmetry. Its immediate
environment is formed by the nitro group, the sulfide group, and the phenyl residue. X-Ray ana-
lysis of that B-nitrostyrene adduct of N-acetyl-L-cysteine, which has a negative long wave length
Cotton effect revealed its (R, R) configuration. It is shown that the configuration of configuratio-
nal isomers and of various substituted analogues of the S-(2-nitro-1-phenylethyl) group may be al-
so determined by CD measurements.

Die Thiolgruppe des Cysteins addiert an B-Nitrostyrole unter Bildung von S-(2-
Nitro-1-phenylethyl)-Derivaten. Wir haben die Anwendbarkeit der B-Nitrostyrole als
SH-Schutzgruppe zu Peptidsynthesen untersucht, da Addukte wie N-fert-Butoxycar-
bonyl-S-(2-nitro-1-phenylethyl)-L-cystein leicht zuginglich sind 2.

Bei der Addition eines chiralen Thiols wie N-Acetyl-L-cystein an $-Nitrostyrol bildet
sich ein weiteres Asymmetriezentrum (s. Formelschema); es entstehen somit zwei Dia-
stereomere in gleicher Menge, sofern nicht eine Konfiguration bevorzugt ist. Bei syste-
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matischen Untersuchungen der Addukte verschieden substituierter B-Nitrostyrole mit
Cysteinderivaten und Peptiden des Cysteins fiel uns eine iiberraschend hohe Stereose-
lektivitdt auf. So zeigen u.a. die Additionsprodukte des 3,4-Dimethoxy-B-nitrostyrols
an Glutathion und an -Cystein entgegengesetzte Cotton-Effekte im langwelligen Be-
reich des CD-Spektrums". Einen Vorzeichenwechsel dieser CD-Bande erhilt man z. B.
auch bei den CD-Spektren von fraktionierend kristallisierten Diastereomeren des N-
tert-Butoxycarbonyl-S-(2-nitro-1-phenylethyl)-L-cystein-N-Methylmorpholinium-
Salzes (2b - CsH;{NO) (Abb. 1). Das chiroptische Verhalten in diesem Wellenldngenbe-
reich wird ausschlieBlich von der Konfiguration des neuen Asymmetriezentrums mit
(R)- oder (S)-chiraler Anordnung der lingerwellig absorbierenden Chromophore der
Nitromethylgruppe, der Sulfidgruppe und des Phenylrestes bestimmt. Stereoselektive
Additionen sollten bei chiroptischer Verfolgung der Reaktion von B-Nitrostyrolen mit
reaktionsfahigen Thiolgruppen von Enzymen u.a. Aussagen iiber die Topologie des
Additionsortes erlauben. Voraussetzung fiir derartige Anwendungen ist die im folgen-
den beschriebene Bestimmung der absoluten Konfiguration eines niedermolekularen,
isomerenfreien Addukts mit der Gruppierung des S-(2-Nitro-1-phenylethyl)-Restes und
deren Korrelation mit dem Vorzeichen des langwelligen Cotton-Effekts.

Synthese der B-Nitrostyrol-Addukte

Unter Basenkatalyse reagieren aliphatische Thiole und Thiophenole in nucleophiler
Addition mit B-Nitrostyrol®~". Wir stellten fest, daB neutrale bis schwach basische Be-
dingungen (pH 7-8) fiir pridparative Umsetzungen von amino- und carboxyl-
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Abb. 1. CD-Spektren von Diasterecomeren der Konfigurationen (R,R) und (R,S) des pB-
Nitrostyrol-Adduktes N-fert-Butoxycarbonyl-S-(2-nitro-1-phenylethyl)-(R)-cystein, N-Methyl-
morpholinium-Salz (2) in Methanol (¢ = 1.5 - 10~ mol/l, 25°C)

geschiitzten Cysteinderivaten sowie freiem Cystein und freien Cysteinpeptiden ausrei-
chen (Tab. 1 —3). Stiarkere Konzentrationen an Base beschleunigen zwar die Addition,
fordern aber auch die Riickreaktion durch Eliminierung. Bei gleichzeitiger Anwesen-
heit von Amino- und Hydroxylgruppen reagiert selektiv die Thiolgruppe. Die Addi-
tionsprodukte aus B-Nitrostyrolen und freiem Cystein sowie freiem Glutathion kénnen
beispielsweise bei Raumtemperatur in einer Methanol/Wasser-Mischung mit N-
Methylmorpholin oder Triethylamin als Basen dargestellt werden, wobei jeweils dqui-
molare Mengen eingesetzt werden. Nach wenigen Minuten ist keine freie SH-Gruppe
mehr nachweisbar; das Produkt kristallisiert direkt oder beim Einengen aus. Bei man-
chen kernsubstituierten f-Nitrostyrolen kann eine Mischung aus verschieden gut kri-
stallisierenden Diastereomeren entstehen, was die quantitative Isolierung und Reini-
gung des schlechter kristallisierenden Diastereomeren erschwert. N-substituierte Cy-
steinderivate werden aus der angesduerten wélrigen Phase wie iiblich durch Extraktion
mit Essigester isoliert.

Spektroskopische Untersuchungen und Diastereomerentrennung

Im Rahmen von UV-Messungen wurde bereits einmal eine ,, Wechselwirkung® zwischen Cystein
und B-Nitrostyrol festgestellt®, daraus aber nicht der Schluf gezogen, daB es sich um eine Addi-
tionsreaktion handelt. Als Thiolreagens mit hoher UV-Absorption verwendeten Masri, Windle
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und Friedman® andererseits 4-Nitrostyrol, wobei sie Cystein und Glutathion addierten und eine
grofe Stabilitdt der entstandenen S-Alkylprodukte im sauren Bereich feststellten.

Wir haben in millimolaren Ansdtzen Zquivalenter Mengen an B-Nitrostyrol, N-
Acetyl-L-cystein und Piperidin in wasserfreiem Ethanol bei Raumtemperatur die Ab-
nahme der Extinktion der ldngstwelligen Bande der -Nitrostyrole bei etwa 300 nm ver-
folgt. Die Additionsgeschwindigkeit nahm dabei z. B. in folgender Reihe kernsubstitu-
ierter B-Nitrostyrole ab:

3-Cl > 4-CO;H > 2-Cl > 4-C! > H > 3-CH;0 > 4-CH; > 4-CH;0 > 2-CH;0

Erwartungsgemill beschleunigen somit elektronenzichende Substituenten mit
~1I > + M-Effekt, wahrend solche mit +1I- bzw. +M > —I-Effekt eine Verlangsa-
mung bewirken. Die Menge und Stirke des basischen Katalysators spielt gegeniiber die-
sen Substituenteneffekten eine weitaus groflere Rolle. So addiert z. B. N-Acetylcystein
an B-Nitrostyrol mit zwei Mol Piperidin als Katalysator zehnmal schneller als mit nur
einem Mol.

Bei der Auswertung der CD-Spektren mehrerer fraktioniert kristallisierter Proben
fielen uns spiegelbildliche Cotton-Effekte oberhalb von 250 nm auf?. Aus den beiden
Enantiomeren des N-Acetylcysteins stellten wir daher die vier isomeren 2-Nitro-1-
phenylethyl-Derivate 1la—d dar (Tab. 2 und 3). Die Trennung der resultierenden
Diastereomerenpaare jeweils des L- und D-Cysteins gelang bei diesen Derivaten durch
fraktionierende Kristallisation aus Essigester /Petrolether. Die vier Diastereomeren wei-
sen auf den ersten Blick wenig signifikante Unterschiede in ihren 'H-, *C-NMR, IR-
und UV-Absorptions-Spektren (Tab. 3) auf. Sie zeigen Unterschiede im Loslichkeits-
verhalten in verschiedenen Solventien und besitzen Schmelzpunkte zwischen 96 und
137°C. Sie wandern in verschiedenen Ldsungsmittelsystemen bei der Diinnschichtchro-
matographie alle mit dem gleichen Rz-Wert. Mittels Hochdruckfliissigkeitschromato-
graphie an Lichrosorb RP-8 lieBen sich die Diastereomerenpaare der S-(2-Nitro-1-
phenylethyl)-L- und -D-cysteine trennen. Alle N-Acetylcystein-Derivate konnten bis auf
das niedriger schmelzende D-Cystein-Addukt 1¢ innerhalb der Fehlergrenzen diastereo-
merenrein erhalten werden.

Da auch Versuche mit chiralen Verschiebungs-Reagentien zur Differenzierung der
NMR-Spektren scheiterten, schien eine Bestimmung der Konfiguration am neuen
Asymmetriezentrum durch Rontgen-Strukturanalyse am sichersten und schnellsten zu
sein. Auch wiren Bestimmungen durch chemische Uberfithrungen wegen moglicher
Racemisierungen durch Additions-Eliminierungs-Gleichgewichte zu unsicher und zeit-
aufwendig. So machten wir die Beobachtung, daf} eine ethanolische L.osung des niedri-
ger schmelzenden Diastereomeren von N-fert-Butoxycarbonyl-S-(2-nitro-1-phenyl-
ethyl)-L-cystein, N-Methylmorpholinium-Salz (2b - CH;;NO) Mutarotation zeigt.
Auch Analogieschliisse aufgrund der CD-Spektren bereits untersuchter Verbindungen,
wie sie u.a. bei Nitro-Steroiden'® angewendet wurden, sind nicht moglich mangels
libertragbarer und sicherer Zuordnungsregeln.

Einkristalle zur Rontgenstrukturanalyse wurden vom N-Acetyl-L-cystein-Derivat 1a
mit dem Schmelzpunkt 133°C aus Essigester-Lésung mit n-Hexan durch die
Dampfphasen-Diffusionsmethode erhalten. Dieses Préaparat diirfte auch die hochste
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Enantiomerenreinheit besitzen. Aufgrund der im folgenden Abschnitt beschriebenen
Rontgen-Strukturanalyse erwies sich diese Verbindung als (R, R)-Isomeres. Damit wa-
ren die Konfigurationen der anderen drei Isomeren zuzuordnen (Tab. 2 und 3). Diaste-
reomere Addukte (1a und 1b sowie 1¢ und 1d) mit gleicher Konfiguration am Cystein-
C,-Atom, aber unterschiedlicher Konfiguration am 2-Nitro-1-phenylethyl-C,-Atom
weisen Drehwerte und Cotton-Effekte mit entgegengesetzten Vorzeichen auf (Tab. 2).
Die Lage der Maxima und die Vorzeichen stimmen bei den Enantiomeren 1a und 1d so-
wie 1b und 1c gut iiberein (Tab. 3). Beim Ubergang vom (R,R)- zum (R, S)-Addukt
(bzw. vom (S, S)- zum (S, R)-Addukt) beobachtet man eine Abnahme der Grofe der
Cotton-Effekte auf die Hilfte bei gleichzeitiger Rotverschiebung des langstwelligen
Maximums. Eine Rotverschiebung um etwa 15 nm tritt auch beim kurzwelligen
Cotton-Effekt auf, wobei allerdings die Elliptizitdten um den Faktor 10 abnehmen.

Ein Vergleich der Extinktion zeigt interessante Analogien. So besitzen z. B. die Dia-
stereomerenpaare 1a und 1c¢ bzw. 1b und 1d mit jeweils gleicher Konfiguration an der
Additionsstelle jeweils hohere Extinktionswerte bei 260 und 310 nm. Die lingstwelligen
Banden hoherer Elliptizitdten der CD-Spektren (275 — 290 nm) haben somit ihre Ur-
sachen in der Nitrogruppe und beinhalten vermutlich einen n,,n*-Ubergang, dessen
Vorzeichen charakteristisch fiir die absolute Konfiguration ist. Diese Banden sind zu
intensiv und zu langwellig fiir den 'L,-Ubergang des Phenylrestes. Die CD-Bande um
230 nm (Tab. 1 und 3) ist ein Schwefeliibergang (n3p,8* oder n3p,3d), der stark mit
der 'L,-Bande des Phenylrestes bei 210 nm koppelt.

Verglichen mit den niedriger schmelzenden Isomeren 1b und 1ec besitzen die héher
schmelzenden Isomeren la und 1d die lingeren Retentionszeiten bei HPLC-
Trennungen durch Reverse-Phase-Chromatographie. Bei jeweils gleicher Cystein-
Konfiguration resultiert daher beim Vergleich von (R, R) mit (R, S) bzw. von (S, S) mit
(S, R) jeweils eine Verminderung der Gitterkrifte im Kristall und auch intermolekular
mit den Cg-Alkylketten der Saulenfiillung.

Rontgen-Strukturanalyse und absolute Konfiguration von N-Acetyl-S-(nitro-
1-phenylethyl)-L-cystein (Schmp. 133°C) (1a)

Einkristalle guter Qualitdt konnten durch isotherme Destillation von n-Hexan in eine
Essigester-Losung von 1a erhalten werden. Ein farbloser, durchsichtiger Kristall mit den ungefah-
ren Abmessungen 0.1 x 0.4 x 0.4 mm wurde fiir saimtliche Messungen verwendet. Vorldufige
Buerger-Prizessionsaufnahmen zeigten monokline Kristallsymmetrie. Die zundchst getroffene
Wahi der Raumgruppe P2; (Ausloschungen 0 k 0 fiir ¥ = 2n + 1 und opt. Aktivitit) konnte
durch die Strukturbestimmung bestéitigt werden. Genaue Zellkonstanten wurden auf dem auto-
matischen Vierkreisdiffraktometer Nonius CAD-4 anhand von 25 starken Reflexen ermittelt:

a = 548.5 (1) pm Z=2
b = 1276.0 (3) pm V = 769.5 10° pm’
¢ = 1107.1 (2) pm Prome = 1.347 g em™?
B= 96.72(1)° Pexp = 1.33gem™?
u(Mo-K,) = 1.87 em™1! .
Die Reflexintensitidten innerhalb des reziproken Raumes # = —6 bis 6, k = 0 bis 15 und

| = —13bis 13 (=26 bis 50°) wurden auf dem oben genannten Diffraktometer im w-2®-scan bei
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Raumtemperatur gemessen (Mo-K,, Graphitmonochromator). Fiir die nachfolgenden Rechnun-
gen verblieb nach der LP-Korrektur ein Datensatz von 2576 Reflexen mit 7 = 2 (/). Zur Losung
des Phasenproblems wurde zunichst eine zugespitzte Patterson-Synthese gerechnet. Daraus
konnten zwar die x- und z-Koordinaten des Schwefelatoms abgeleitet werden, aber eine
Differenz-Fourier-Synthese mit den durch das S-Atom (x, %, Z) bestimmten Phasen lieferte erwar-
tungsgemil eine Uberlagerung von Bild und Spiegelbild einer Teilstruktur (Pseudo-Spiegelebene
senkrecht zur y-Achse). Eine Trennung der beiden enantiomeren Teilstrukturen war recht schwie-
rig, da leicht interpretierbare Strukturelemente, wie z. B. der Phenylring, nicht aufgefunden wer-
den konnten.

Daraufhin wurde versucht, mit direkten Methoden die Phasen von 252 Reflexen (£ = 1.2) un-
ter Mutlti-Solution-Anwendung der Tangens-Formel zu bestimmen (SHELX-Programmsystem
von G. M. Sheldrick, Cambridge). Mehrere Startphasensitze wurden nach den o-Kriterien aus ei-
ner Konvergenz-Liste ausgewahlt (Ursprung —4 03,30 5 und -2 1 5, Phasenwinkel 0; Enantio-
morph: —4 5 2 oder -2 2 4, Phasenwinkel n/4, 3n/4; zusitzlich 3 Multisolution-Reflexe mit
Phasen +n/4, +3n/4). Von den 10 Phasenkombinationen mit den niedrigsten R,-Werten
(0.06 —0.07) wurden E-Fourier-Synthesen berechnet. In allen Fillen stimmten die x- und z-
Koordinaten des hochsten Peaks mit den ,,Patterson“-Schwefelkoordinaten iiberein. Die Pseudo-
spiegelbildebenen durch diesen Peak waren auch hier in simtlichen Fourier-Synthesen vorhan-
den. Anstatt die Pseudosymmetrie durch ein sehr rechenaufwendiges Ausprobieren anderer Start-
phasensitze zu zerstoren, schlugen wir folgenden Weg ein: Da die Lage des hochsten Peaks in den
E-Karten der ,,Patterson“-Schwefelposition entsprach und alle E-Karten durch sehr gute R,-
Werte ausgezeichnet waren, mufite der groBere Teil der Struktur in den Bild-Spiegelbild-Peaks
und den ,,falschen“ Peaks enthalten sein.

Von der vermuteten Struktur wurde ein mafistabsgetreues Stabmodell hergestellt und aus-
gehend von dem S-Atom nach chemisch verniinftigen Peaks gesucht. Die anfanglich schwierigen
Entscheidungen zwischen ,.echten“ und ,,falschen® Peaks wurde dadurch erleichtert, daB nur sol-
che Peaks als reale Atome bezeichnet wurden, deren interatomare Vektoren zum Schwefel auch in
der Patterson-Synthese bestitigt werden konnten. Auf diese Weise gelang es, eine enantiomere
Teilstruktur aus 12 Atomen sicher zu lokalisieren. Eine isotrope Verfeinerung dieses Struktur-
modells lieferte einen Ubereinstimmungsfaktor von R = 0.32, und mit einer darauffolgenden
Differenz-Fourier-Synthese gelang die Lokalisierung der restlichen 9 Nicht-Wasserstoffatome.
Nach drei Verfeinerungscyclen mit isotropen Temperaturfaktoren (R = 0.11) konnten alle Was-
serstoffatome aus einer AF-Synthese lokalisiert werden (Reflexe mit sin ®/2 < 0.3 erhielten dop-
peltes Gewicht). Die Endverfeinerung mit anisotropen Temperaturfaktoren fiir alle Nicht-
Wasserstoffatome und gemeinsamem isotropem Temperaturfaktor fiir alle H-Atome konvergier-
te bei R = 0.0327 und Rg = 0.0326 (Rg = [ ¥ wA?/ Y wF,?]'/2, Einheitsgewichtung). Eine ab-
schlieBende Differenz-Fourier-Synthese (hochster Peak mit 0.3 ¢ - A~%) und eine Varianz-Analyse
erbrachten keine Anzeichen fir systematische Fehler.

Die richtige absolute Konfiguration des enantiomeren Strukturmodells mit ©-
Konfiguration im Cystein-Teil konnte dadurch bestéitigt werden, daB die Verfeinerung
mit inversen Atomkoordinaten bei Rz = 0.0331 konvergierte. Nach dem R-Faktor-
Test von Hamilton'" ist damit die Wahrscheinlichkeit, daB das urspriinglich angenom-
mene Strukturmodell die richtige Konfiguration wiedergibt, >99.5%.

Die Streufaktorkurven und die Af’- und Af’'-Werte zur Beriicksichtigung der anomalen Dis-
persion wurden Arbeiten von Cromer und Mann!® und Cromer und Libermann'3 entnommen.
Sémtliche Rechnungen wurden mit den Programmen SHELX!'4 und XANADU!® auf der Anla-
ge Telefunken TR 440 am Rechenzentrum der Universitdt Tiibingen durchgefiihrt.
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Tab. 4. Lageparameter mit Standardabweichungen von N-Acetyl-S-(2-nitro-1-phenylethyl)-L-

Cystein (1a)

Atom x/a y/b z/c
S 1.0125 (1) 0.1000 0.3696 (1)
0-1 0.2806 (3) 0.2165 (2) 0.0843 (2)
0-2 0.6221 (3) 0.3059 (2) 0.0723 (2)
0-3 0.7002 (4) —0.1455 (2) 0.6665 (2)
0-4 0.4388 (4) —-0.0489 (2) 0.5679 (3)
0-6 0.5779 (3) —0.0416 (2) 0.0499 (2)
N-1 0.8177 (3) 0.0983 (2) 0.0899 (2)
N-2 0.6455 (4) —0.0814 (2) 0.5899 (2)
C-1 0.4982 (4) 0.2263 (2) 0.1055 (2)
C-2 0.6654 (4) 0.1456 (2) 0.1742 (2)
C-3 0.8290 (5) 0.1960 (2) 0.2783 (2)
C-4 0.7965 (5) 0.0697 (2) 0.4798 (2)
C-5 0.8360 (5) —0.0446 (3) 0.5136 (3)
C-6 0.7636 (4) 0.0090 (2) 0.0317 (2)
C-7 0.9341 (6) —-0.0262 (3) —-0.0550 (3)
C-8 0.8236 (5) 0.1443 (2) 0.5856 (2)
C-9 0.6359 (7) 0.2137 (3) 0.6007 (3)
C-10 0.6619 (10) 0.2842 (4) 0.6963 (5)
C-11 0.8670 (12) 0.2849 (5) 0.7768 (4)
C-12 1.0512 (9) 0.2168 (5) 0.7632 (4)
C-13 1.0344 (6) 0.1452 (3) 0.6677 (3)
H-1 0.946 (6) 0.129 (3) 0.076 (3)
H-2 0.544 (6) 0.349 (3) 0.035 (3)

Die ermittelten Atomparameter (Tab. 4) beziehen sich auf die Bezifferung der

Abb. 2. Tab. 5 enthilt die wichtigsten Bindungsabstinde bzw. Bindungswinkel. Die
absolute Konfiguration an den Asymmetriezentren C2 und C4 ist nach den Regeln von
Cahn, Ingold und Prelog'® mit (R, R) zu bezeichnen (L-Cystein ist (R)-Cystein). Sdmt-
liche Bindungsabstinde innerhalb des Molekiils bewegen sich im Rahmen der fiir nicht-
ionisierte Aminoséiuren gefundenen Werte!”, Dies gilt insbesondere auch fiir die Struk-
turdaten der N-Acyl-aminosduren'®'?, der S-haltigen Aminosduren!®?® und der
1-Nitro-2-phenylethane?". Einen Uberblick zur gesamten Molekiilkonformation gibt
Abb. 3 (Torsionswinkelbezeichnung geméafl [UPAC-IUB-Kommission??).

In den meisten Fillen steht die Carboxylgruppe coplanar zu der Ebene N—-C,—C’
= N1-C2-C1, entsprechend den Torsionswinkein ¥! und ¥* = 180 und 0°C
(£30°)?>, Im vorliegenden Fall steht die Ebene der Carboxylgruppe O1 —C1—-02
jedoch ungefahr senkrecht auf der N1 — C2 — C1-Ebene, vermutlich aufgrund der inter-
molekularen H-Briicken, die beide Carboxyl-O-Atome aus der sonst iiblichen Lage her-
ausdrehen.

Wie aus Abb. 2 hervorgeht, ist der Aminosdureteil {iber Wasserstoffbriickenbindun-
gen dreidimensional im Kristallgitter verkniipft. Rein optisch kommt dies auch in den
thermischen Ellipsoiden zum Ausdruck: der durch H-Briicken fixierte N-Acetyl-
aminosaureteil fithrt deutlich kleinere Temperaturbewegungen aus als die Seitenkette.
Samtliche Sauerstoffatome in 1 sind an den H-Briickenbindungen beteiligt (ausgenom-
men NO,-Gruppe). Die starke intermolekulare H-Briicke zwischen der Carboxyl-
02—-H2-Gruppe und dem Acetyl-Sauerstoffatom Q6 sowie die schwichere
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Tab. 5. Bindungsabstinde in pm und Bindungswinkel in Grad von N-Acetyl-S-(2-nitro-1-
phenylethyl)-L-cystein (1a) (die Standardabweichungen in Klammern beziehen sich auf die letzte

Ziffer)
Atome Abstand Atome Abstand Atome Winkel Atome Winkel
5-C3 181.6 (3} ci-c2 152.3 (3) €3 -5 -C4 98.8 (1) €2 - C3 -8 112.1 (2)
s-C4 183.9 (3) c2-C3 151.8 {3) 01 - C1 - 02 124.8 (2) C5 ~-C4 ~ 8 106.4 (2)
ot~ 119.6 (3) c6-C7 148.5 (4) 01 - Cl -~ C2 123.7 (2) 8 -cC4-5 111.8 (2)
02~C1 129.8 (3) c4-Cc5 151.5 (5} 02 ~ C1 ~C2 111.5 {2) C5 - Cc4 -cC8 114.8 (2)
06-C6 124.2 (3) C4-C8 150.3 (4} 06 ~ C6 - Nt 120.6 (2) C4 - C5 - N2 110.7 (2)
03-N2 119.2 (4) £8-C9 138.3 (5} 06 -~ C6 -~ C7 122.6 (3) 03 - N2 - C5 118.9 (2)
04-K2 120.5 (3) c9-Cc10 138.3 (6) C7 - C6 - N1 116.8 (2) 03 - N2 - 04 122.3 (3)
N2-CS 149.4 (4) c1o-c11 135.1 (B) €6 = N1 - C2 123.8 (2) 04 - N2 - C5 118.7 (3)
N1-C2 145.5 (3) c11-Ci2 135.5 (9) N1 - C2 - Ct 108.5 (2) C13 - C8 - C9 119.5 (3)
N1-C6 132.6 (3) c12-C13 139.2 {7) N1 - C2 - C3 109.2 (2) Ct3 - C8 ~ ¢4 121.0 (3)
Cc13-c8 138.5 (4) €1 - ¢C2-¢C3 111.1 (2) c9 - C8 - C4 119.5 (2)
c8 - C9 - C10 119.8 (4)
02-H2 78 (4) N1-H1 83 (3 c9 - C1o - ct1 120.8 (5)
06b - -- H2 177 (5) N1 .- Ola 296.0 (3) clo - ¢11 - Cl12 119.8 (5)
06b «+~ 02 254.4 {4) H1 <+ Ola 214 (4) Ci1 - €12 - Ci3 121.4 {4)
01 -s- Hlc 214 {4) 06 -~ H2d 177 (5) €12 - C13 - CB 118.7 (4)
01 -+ Nlc 296.0 (3) 06 «+- 02d 254.4 (&)
[\365\

Abb. 2. ORTEP-Zeichnung von (R, R)-N-Acetyl-S-(2-nitro-1-phenylethyl)cystein. Die thermi-
schen Ellipsoide entsprechen einer Aufenthaltswahrscheinlichkeit von 30%. Symmetriecode fiir
intermolekulare Wasserstoffbriicken: a =
d=1-xy —

1+ xy,

>
1

3 -z

b

1—x,%+y, -Le=x 1,535
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Abb. 3. IUPAC-IUB-Torsionswinkel in (R, R)-N-Acetyl-S-(2-nitro-1-phenylethyl)cystein (1)

N1-H1-..-O1-Wasserstoffbriickenbindung wird iibrigens bei fast allen N-Acetyl-
aminosduren und -peptiden beobachtet 119,

F,/F.-, H-Atomkoordinaten-, anisotrope Temperaturfaktor- sowie vollstdndige Bindungs-
abstdnde (bzw. -winkel) -Listen sind auf Anfrage bei einem der Autoren erhéltlich (W. W.).

Diese Arbeit wurde teilweise vom Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt. G. H. dankt
dem Cusanus-Werk fiir ein Promotionsstipendium. M. Ottnad und W. Mayr danken wir fiir ihre
Mitarbeit bei kinetischen Messungen.

Experimenteller Teil

Die Addukte wurden durch Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel F,s4-Fertigplatten der
Fa. Merck auf Einheitlichkeit geprift [Laufmittel A = 1-Butanol/Eisessig/Wasser (3:1:1), B =
Chloroform/Methanol/Eisessig/Wasser (60:45:6:24)]. Entwickelt wurde mit Ninhydrin,
Chlor/Tolidin, Ellmans-Reagens, Nitroprussid-Natrium. Die Rg-Werte (Tab. 1 und 2) sind bei
Raumtemp. bestimmt und nicht standardisiert. Die Ausbeuten beziehen sich, sofern nicht anders
vermerkt, auf die umkristallisierten Produkte. — Schmelzpunkte: nicht korrigiert, nach Tottoli in
ciner Kapillare bestimmt. — C,H,N,S-Elementaranalysen: Einfachbestimmungen, Mikroanalyti-
sches Laboratorium des Chemischen Instituts der Universitdt, Perkin-Elmer Modell 240 Elemen-
tar Analyzer. — Drehwerte: Perkin-Elmer Digital-Polarimeter. — UV-Spektren: UV-Spektro-
meter Cary-15 (Fa. Varian, Darmstadt), in Ethanol-Uvasol der Fa. Merck, Darmstadt. — IR-
Spektren: 1.5 mg in 300 mg KBr, Spektrometer 021 — IR Perkin Elmer. — Massenspektren:
Varian MAT 711, FD mit Fadenheizung 15 mA. — PFT-'3C-!'H!-NMR-Spektren (22.63 MHz):
Bruker HFX-90-18-Multikern-NMR-Spektrometer. — 'H-NMR-Spektren (80 MHz): Bruker
WH 80.

L-Cystein stammte von Fa. Merck, Darmstadt. D-Cystein und N-Acetyl-D-cystein waren ein Ge-
schenk der Fa. Diamalt, Redenfelden.

Diastereomerentrennung durch HPLC: Chromatographieanlage: 2 Waters-Pumpen Modell
6000 A, verbunden mit Modell 660 Solventprogrammer, Probenaufgabestiick U6K und UV Mo-
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nitor Modell 440. Saule: Merck Lichrosorb RP-8 (5 pm), 25 cm, 4 mm ID; Probenlésung 5 mg
Addukt/ml Wasser + 2 Tropfen 3 N HCI; je 5 pl pro Trennung; Elutionsmittel CH;CO,NH, in
Wasser (0.01 mol/l)/Acetonitril (97:3, v/v), pH = 4 (CH3CO,H), isokratisch; 2.0 ml/min (3500
psi); Temp. 21°C.

Retentionszeiten: a) S-(2-Nitro-1-phenylethyl)-L-cysteine: 23.2 min (CD pos.) (R, S)-Isomeres
und 25.3 min (CD neg.) (R,R)-Isomeres; b) S-(2-Nitro-1-phenylethyl)-D-cysteine: 23.5 min (CD
neg.) (S,R)-Isomeres und 25.7 min (CD pos.) (S,S)-Isomeres. Keine dieser Fraktionen war vollig
diastereomerenrein.

Trennung von N-Acetyl-S-(2-nitro-1-phenylethyljcysteinen: Gerdt und Bedingungen wie oben,
jedoch Probenldsung 2 mg/ml (in Acetonitril), je 6 — 8 ul; Elutionsmittel CH;CO,NH, in Wasser
(0.01 mol/1)/Acetonitril (92:8, v/v), pH = 4.5 (CH;CO,H). Retentionszeiten: B-Nitrostyrol-
Addukte mit a) N-Acetyl-L-cystein: 35 min (CD pos.) {R,S)-lIsomeres und 36.5 min (CD neg.)
(R,R)-Isomeres; b) mit N-Acetyl-D-cystein: 35.5 min (CD neg.) (S,R)-Isomeres und 37.0 min
(CD pos.) (S,S)-Isomeres. Mischungen aus enantiomeren Addukten ergaben immer einheitliche
Peakformen.

Praparative Umsetzungen von substituierten Nitrostyrolen mit N-Acetyl-L-cystein zu 3 —9: Zu
einer Losung von 14.9 g (0.1 mol) B-Nitrostyrol (bzw. substituiertes B-Nitrostyrol)3) in 700 ml
wasserfreiem Ethanol oder Methanol und 16.3 g (0.1 mol) N-Acetyl-L-cystein in 200 ml wasser-
freiem Ethanol wird bei 40°C eine Losung von 8.5 g (0.1 mol) Piperidin (oder Triethylamin bzw.
N-Methylmorpholin) in 100 ml wasserfreiem Ethanol gegeben. Das Ethanol wird nach 2 h bei
40°C (alternativ 20 h bei Raumtemp.) im Rotationsverdampfer abdestilliert, der 6lige Riickstand
in 300 ml Essigester gelost und die Losung 3mal mit 150 ml 10proz. kalter Citronensdurelosung
gewaschen. Dann wird 3mal mit 150 ml kalter 10proz. Natriumhydrogencarbonatlésung das Ad-
dukt extrahiert. Die Extrakte werden sofort mit kalter 10proz. Citronensdurelosung auf pH 2 an-
gesduert und nach Sattigung mit NaCl 3mal mit Essigester extrahiert. Zu der iiber Na,SO,4 ge-
trockneten Essigesterlosung gibt man bis zur Triibung Petrolether (30 — 50°C). Nach 24 h fallt
das Addukt in der Kilte farblos kristallin aus. Diastereomere konnen durch fraktionierende Kri-
stallisation erhalten werden. Ein Diastereomeres fillt meist in geniigender Reinheit aus (Analy-
sendaten siehe Tab. 1). Auch die Addukte 18a — ¢ sind so zugédnglich.

Diastereomere N-Acetyl-S-(2-nitro-1-phenylethyl)-D- und -L-cysteine 1a —d: Eine Losung von
3.2 g (20 mmol) N-Acetyl-D- bzw. -L-cystein und 3.0 g (20 mmol) B-Nitrostyrol in 30 m} wasser-
freiem Ethanol wird mit 2 ml (20 mmol) N-Methylmorpholin 24 h langsam geriihrt. Anschlieflend
wird das Ethanol i. Vak. abgezogen, der Riickstand in Essigester aufgenommen und die Lésung
mit 10proz. Citronensédure und Wasser gewaschen. Dann extrahiert man mit 10proz. Natriumhy-
drogencarbonatldsung, sduert die vereinigten Extrakte mit verd. Salzsdure auf pH 2 an und extra-
hiert das Addukt mit Essigester. Der Extrakt wird mit Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat
getrocknet. Die Diastereomeren 1a und b (L-Cysteinderivate) bzw. 1¢ und d (D-Cysteinderivate)
lassen sich nach Versetzen der Essigesterlosung mit Petrolether (30 — 50°C) fraktionierend kristal-
lisieren. Alternativ kénnen die Diastereomeren auch wie folgt getrennt werden: Nach Abdampfen
des Esssigesterextrakts wird der Riickstand i. Vak. iiber P,Os getrocknet und dann mit Ether be-
handelt; hierbei kristallisiert ein Teil des Addukts. Man filtriert ab und versetzt die Mutterlauge
mit Petrolether (30— 50°C), bis die zweite Fraktion auskristallisiert. Dann werden beide Fraktio-
nen jede fiir sich noch einmal aus Essigester/n-Hexan umkristallisiert (Analysendaten Tab. 2
und 3). Ausb. 4.6 g (74%) (Diastereomerenmischung).

3C.NMR von 1a in Deuteriomethanol (8 gegen TMS (int.) = 0 ppm): 22.4 (Acetyl-CH;), 33.8
(Cystein-Cp), 47.0 (CH,NO,), 53.3 (Cystein-Cy), 79.7 (SCH), 128.8 (Phenyl-C-2,6), 129.3
(Phenyl-C-4), 129.9 (Phenyl-C-3,5), 138.6 (Pheny!-C-1), 173.1 (CO,H).
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N-tert-Butoxycarbonyl-S-(2-nitro-1-phenylethyl)-L-cystein  (2a und b), N-Methylmor-
pholinium-Salz: Zu 22.1 g (0.1 mol) N-tert-Butoxycarbonyl-L-cystein (aus N-fert-Butoxy-
carbonyl-L-cystin?¥ nach Zahn und Hammerstrém?5) und 14.9 g (0.1 mol) B-Nitrostyrol26 in
100 ml wasserfreiem, N,-gesdttigtem Ethanol werden unter Rithren 10 m} N-Methylmorpholin ge-
geben. Nach etwa 2 min fillt das farblose Addukt aus. Man kiihlt auf 0°C, saugt ab, wéscht
dieses Produkt (Diastereomeres 2a - N-Methylmorpholin) mit Ether und trocknet i.Vak.
Die Mutterlauge wird eingeengt und der Riickstand in wenig Ethanol aufgenommen.
Durch Zugabe von Petrolether (30—50°C) erhidlt man weitere Fraktionen von 2a - N-
Methylmorpholin. Die Mutterlauge wird erneut zur Trockne eingedampft und der Riickstand in
Dichlormethan aufgenommen, wenig Petrolether zugegeben und kiihl gestellt. Nach einigen Ta-
gen kristallisiert das Diastereomere 2b - N-Methylmorpholin aus. Alternativ kann die Mutterlau-
ge des Morpholiniumsalzes von N-fert-Butoxycarbonyl-S-(2-nitro-1-phenylethy)-L-cystein mit
Ether/Petrolether (30 —50°C) versetzt werden. Bei Raumtemp. 14t man langsam verdunsten,
wobei das Diastereomere 2b - N-Methylmorpholin auskristallisiert. Umkristallisiert werden beide
Diastereomere aus Dichlormethan/Petrolether. Gesamtausb. 35 g (75%) (Mischung von 2a und
b - N-Methylmorpholin); Schmp. 131 -133°C (2a-Salz); 58 - 60°C (2b-Salz). — 'H-NMR (2a-
Salz in CDCl): 8 = 2.7 (NCH;3 von N-Methylmorpholinium = NMMH™*); 3.1 (CH,O von
NMMH™); 3.9 (CH;N von NMMH?*); 4.4 (Cys-H,); 4.7 (Cys-Hg und Ethyl-Hp); 5.4-5.5
(Ethyl-H,); 7.3 (C¢H;). — Sonstige Analysendaten vgl. Tab. 1.

N-tert-Butoxycarbonyl-S-(2-nitro-1-phenylethyl)-L-cystein (2a): Die freie Séure 2a wurde aus
dem Salz 2a - N-Methylmorpholin durch Essigester-Extraktion einer angesduerten, wifrigen Lo-
sung isoliert und aus Essigester/Petrolether (30— 50°C) umkristallisiert!). Schmp. 74 ~77°C,
[0J¥s = —59.0° (¢ = 1 in Ethanol), Ry (B) = 0.85. — 3C-NMR (CDCls) (5 gegen TMS ext. =
0 ppm, int. Standard Dioxan = 67.0 ppm): Cys-C, 53.3, Cys-Cy 33.9, CO,H 173.9, Ethyl-C,
79.0, Ethyl-C 46.8, Phenyl-C-1 136.9, Phenyl-C-2,6 127.9, Phenyl-C-4 128.8, Phenyl-3,5 129.2,
Boc-C, 80.9, Boc-CHj; 28.4, Boc-CO 155.7.

CigHN,O6S (370.4) Ber. C51.88 H5.99 N7.56 S 8.66
Gef. C52.07 H6.13 N7.45 S8.43

N-Unsubstituierte S-(2-Nitro-1-phenylethyljcysteine 10 — 15: Eine Losung von 1.2 g (10 mmol)
Cystein in 50 ml N,-gesittigtem Wasser wird bei Raumtemp. unter Rithren zuerst mit 1.5 g
(10 mmol) B-Nitrostyrol (bzw. 10 mmol eines substituierten B-Nitrostyrols) in 100 ml N,-
gesittigtem Methanol und dann tropfenweise mit 1.0 g (10 mmol) Triethylamin versetzt. Das Ad-
dukt kristallisiert nach kurzer Zeit direkt oder nach Einengen aus der Reaktionsidsung. Die Kri-
stalle werden mit etwas Wasser gewaschen und i. Vak. iiber P,Os getrocknet. Bei schwerléslichen
B-Nitrostyrolen wird in Suspension unter N-Methylmorpholin-Katalyse gearbeitet. Bei den Ad-
dukten von 2,3- und 2,4-Dimethoxy-B-nitrostyrol 12 und 13 wird das Losungsmittel nach der
Reaktion vollstindig abgezogen, der Riickstand mit wasserfreiem Methanol aufgenommen und
das Produkt mit Ether ausgefillt. Analysendaten siche Tab. 1.

S-(2-Nitro-1-phenylethyl)-L-glutathion (16): Zur Losung von 3.1 g (10 mmol) L-Glutathion in
75 ml N,-gesittigtem Wasser gibt man 1.5 g (10 mmol) B-Nitrostyrol in 150 ml N,-gesattigtem
Methanol und 10 mmol Triethylamin. Nach etwa 10 min unter N; bei Raumtemp. ist kein Thiol
mehr nachweisbar, und die Losung wird farblos. Nach 3 —4 h filtriert man, dampft i. Vak. ein,
nimmt den 6ligen Riickstand in wenig Methanol auf und versetzt tropfenweise mit 10 mmol star-
ker Salzsdure. Der dabei ausfallende mikrokristalline Riickstand wird abfiltriert (Diastereomeres
16a), mit wenig wasserfreiem Methanol gewaschen und i. Vak. iiber P,Os getrocknet. Das Filtrat
wird eingeengt und kiihl gestellt, wobei weiteres, nicht isomerenreines Addukt kristallisiert. Die
Mutterlauge wird abgedampft, das zuriickbleibende Ol mit Wasser versetzt und die Mischung mit
verd. Ammoniak auf pH 4 gebracht. Das wasserunldsliche Addukt wird abgetrennt, nochmals
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mit Wasser gewaschen, in wenig Methanol aufgenommen und die Losung vorsichtig mit Wasser
versetzt. Das anfangs ausfallende stark verunreinigte Produkt wird verworfen, die wifirige Lo-
sung gefriergetrocknet: Diastereomeres 16b, Ausb. 1.4 g (31%), Schmp. 150-153°C. 16a Ausb.
2.6 g (57%), Schmp. 171 —173°C, CD-Spektrum von 16a neg. bei 270 und 286 nm.

CisH4N,OgS (456.4) Ber. C 47.37 H 5.30 N 12.28 S 7.03
Gef. C46.47 H5.36 N11.94 S6.98 (16a)
Gef. C45.41 H4.90 N11.14 S8.24 (16b)

S-[1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-nitroethylj-L-glutathion (17): Zu 2.09 g (10 mmol) 3,4-
Dimethoxy-B-nitrostyrol in 300 ml Methanol wird unter N, bei Raumtemp. langsam unter Riihren
eine Losung von 3.07 g (10 mmol) Glutathion in 40 m} Wasser und 1.6 g (10 mmol) Pyridin ge-
tropft. Das Addukt failt bereits bei der Zugabe aus und wird nach einiger Zeit abgesaugt, mit we-
nig Wasser gewaschen und iiber P,Os i. Vak. getrocknet. Ausb. 0.60 g (12%), Schmp.
150 —153°C (Zers.). CD-Spektrum siehe Lit. D,

CaoHasN4OS (516.5) Ber. C 46.51 H 5.42 N 10.85 S 6.20
Gef. C44.42 HS5.26 N 9.82 S6.50

Zur Darstellung der Addukie 10, 11 und 15 kann analog der Vorschrift zu 17 gearbeitet werden.
— Analysendaten siehe Tab. 1.
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