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Es wird eine Apparatur beschrieben, mit der sich die Ab-
spaltung der in der Peptidchemie iiblichen Schutzgruppen
mittels Na in fl. NHj3 unter Standardbedingungen durchfiithren
1aBt.

An extraction apparatus is described which permits the
reductive fission of protecting groups used in peptide chemistry
with sodium in liquid ammonia under standard conditions.

Die reduktive Spaltung von N-Benzyloxycarbonyl- (N-Cbo-), N-Tosyl-
{N-Tos-), N-Trityl-, N-, O- und S-Benzyl-(8-Bzl-)Schutzgruppen mittels
Natrium in fliissigemn Ammoniak wird seit den grundlegenden Unter-
suchungen von du Vigneaud und Behrens! bei der Synthese von Peptiden?
vielfach angewendet.

Obwohl in den letzten Jahren, speziell bei der Synthese hormonaktiver
Peptide, Nebenreaktionen bei dieser Methode beobachtet wurden?, sind
eingehendere Untersuchungen der Schutzgruppenabspaltung weitest-
gehend unterblieben. Man hat sich mit der teilweisen Identifizierung der
bei der Spaltung von Cbo- und Tos-geschiitzten Peptiden aus den Schutz-
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gruppen entstehenden Produkte!s* begniigt, den Mechanismus der
Reaktion selbst jedoch nicht weiter untersucht.

Der Einflul von Feuchtigkeit und die Art der Schutzgruppens, die
Menge an fliissigemn Ammoniak, der Reinheitsgrad® und die Sequenz des
Peptides?, die zur Reduktion eingesetzte Menge an Natrium und die
Reaktionszeit wurden fiir die beobachteten Anomalien verantwortlich
gemacht.

Zu diesen zdhlen — um nur wenige aus dem sich zum Teil wider-
sprechenden Tatsachenmaterial herauszugreifen: Entmethylierung von
Methionin®, Zerstérung von Threonin® und Tryptophan?, Racemisie-
rung!® 11 sowie die Spaltung gewisser Peptidbindungen?® bei N-Cbo-
geschiitzten Peptiden — langsam verlaufende Reduktion!3, Deamidierung
von Arginin zu Ornithin sowie Peptidspaltung® — bei N.Tosylpeptiden.
Nach Beobachtungen von D. Koleff in unserem Laboratorium kommt es
auch zu einer unvollstindigen Abspaltung der N-Tosylgruppierung4, Wie
Modellversuche an N-Tos-S-Bzl-Cystein zeigten, waren trotz Anwendung
eines Natrium-Uberschusses N-Tosyl-Cystein und Mono-Tos-Cystin im
Reaktionsgemisch diinnschichtehromatographisch nachweisbar. Analoge
Resultate erhielten wir auch bei N-T'os-8-Bzl-Cysteinylpeptidens,

Obwohl man heute in der Peptidsynthese die Na/NHs-Reduktion —
speziell der zu Nebenreaktionen neigenden N-Tosylgruppe — durch Ver-
wendung neuer, acidolytisch leicht spaltbarer Schutzgruppen (etwa der
tert. Butyloxycarbonylgruppe®. 17} umgehen kann, bleibt sie fiir die
Abspaltung des noch viel verwendeten S-Bzl-Restes weiterhin die Methode
der Wahl. Unserer Meinung nach ist die Ursache eines Teiles der beob-
achteten Anomalien in der experimentellen Ausfithrung der Reduktion zu
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suchen, der mehr Sorgfalt als bisher geschenkt werden sollte. Wie der
Literatur zu entnehmen ist, fehlen generelle Beschreibungen?: 18 der
Methodik, die Ausfithrung blieb weitgehend dem experimentellen Geschick
des einzelnen iiberlassen. Erst in letzter Zeit gingen z. B. du Vigneaud
und Mitarbeiter? dazu iiber, bei der Reduktion von Peptiden den Natriurm-
zusatz zu dosieren, indem sie ein mit Na-Metall gefillltes Glasrohr von
einigen Millimetern Durchmesser in die Losung des Peptides eintauchen,
und so den Endpunkt der Reduktion, der durch eine Blaufirbung des
Ammoniaks gekennzeichnet ist, schrittweise erreichen.

Wir wollen daher mit der Beschreibung der von uns seit einigen Jahren
mit Erfolg angewandten ,,Extraktionsmethode” eine Moglichkeit zur
Einhaltung bestimmter Standardbedingungen aufzeigen, die ein repro-
duzierbares Arbeiten unter vorgegebenen Versuchsbedingungen erlaubt.
Wie auch Rudinger und Mitarbeiter inzwischen zeigten, konnten unter
Verwendung unserer Versuchsanordnung sowohl die Stéchiometrie der
Schutzgruppenreduktion? erfaBt als auch Aussagen zum Mechanismus®
der in vielen Fillen unklar verlaufenden Reaktion gemacht werden.

Das Prinzip derin Abb. 1 schematisch dargestellten Apparatur besteht
darin, metallisches Natrium nach dem Extraktionsprinzip* in fliissigem
Ammoniak unter RiickfluB zu lésen und in eine Losung der zu reduzierenden
Substanz einzutragen. Dabei lassen sich folgende Versuchsbedingungen
exakt und reproduzierbar einhalten:

Fliissiges Ammoniak wird in der Apparatur unter Feuchtigkeits-
ausschluB} iiber Natrium redestilliert.

Das sich beim Schneiden des Natriummetalls an der Oberfliche bil-
dende Carbonat bzw. Hydroxid verbleibt als Riickstand in der Extrak-
tionshiilse.

Eine lokale Uberkonzentration bzw. eine Reaktion reduzierbarer
‘Substanz an der Metalloberfliche wird vermieden.

Die Reduktionsdauer wird durch die Geschwindigkeit der Natrium-
extraktion bestimmt.

Der Reaktionsverlauf, der mitunter stufenweise vor sich gehen kann,
bleibt in allen Phasen optisch klar erkennbar.
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Der Endpunkt der Reaktion bzw. eine durch geringen Natriumiiber-
schuf auftretende Blaufdrbung 148t sich exakt einstellen.

Uberschiissiges Natrium kann dem Extraktor entnommen und
zuriickgewogen werden. Damit ist eine genaue Erfassung der stdchio-
metrischen Verhiltnisse der Reaktion méglich.

Abb. 1

Zur chromatographischen Verfolgung der Reduktion kénnen Proben
unter Feuchtigkeitsausschluf abgelassen werden.

Arbeitsanleitung :

Eine zur Reaktion ausreichende Menge fl. NH; (etwa 100 ml auf 1 g
Peptid) wird aus einer Stahlbombe direkt in den Kolben A abgelassen
und Na bis zur bleibenden Blaufirbung im Uberschuf zugesetzt, dann das
Trockenrohr B (KOH) durch einen Normalschliffstopfen ersetzt. {ber den
gedifneten Hahn C wird mittels eines Heizbades (Methanol) Ammoniak
in den Kolben E kondensiert, der, fiir den Fall, daB bei der Reaktion keine
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Probeentnahme erwiinscht ist, durch einen einfachen Rundkolben. ersetzt
werden kann, Kiithler H wurde vor der Kondensation mit einer Methanol—
C0q-Kiltemischung beschickt, desgleichen Kolben E in einem Dewar-
gefil abgekiihlt. Nach Kondensation des gewiinschten Ammoniak-
Volumens wird Hahn C geschlossen und Kolben A wieder mit dem Trocken-
rohr B versehen.

Nun wird das vorher mindestens 12 Stdn. im Hochvak. getrocknete, in
Raéhrehen eingewogene Peptid bei F eingeworfen, Kolben E durch ein Alko-
holbad zum Sieden gebracht, wobei vollstdndige Losung der Substanz ein-
tritt; mechanische Riithrung ist nicht erforderlich. Die berechnete Menge
p. &. Natrium (groBziigig aus Stangen herausgeschnitten, unter Petrol-
dther eingewogen und vor dem Eintragen kurz zwischen Tilterpapier
iibertrocknet) wird mit einem Glasstab nach und nach bei G in die Extrak-
tionshiilse, die mit einer grobporigen Sinterplatte (1 G 1) versehen ist,
eingebracht und durch das unter Ruickfluf} stehende NHj in die Losung
extrahiert. Das Ende der Reaktion wird durch eine Blaufirbung des
Kolbeninhalts angezeigt. Nach Erreichen des Endpunktes kann durch
sofortiges Abkiihlen des Reaktionskolbens eine weitere Natrium-Zufuhr
unterbunden werden. Uberschiissiges Na 148t sich der Extraktionshiilse
entnehmen und zuriickwiegen, wenn eine genaue stéchiometrische Er-
fassung der Reduktion erwiinscht ist.

Durch Einwurf eines Rohrehens mit geniigend NH4Cl bei ¥ wird die
blane Losung farblos. Die Entfarbung kann auch auf eine andere, dem
konkreten Fall angemessene Weise!® vorgenommen werden.

Der Kolben wird nach dem Einleiten eines trockenen Stickstoff-
stromes itber Habhn D und C abgenommen, NH;z unter Feuchtigkeits-
ausschluf an der Wasserstrahlpumpe abgedampft und der verbleibende
Riickstand im Vak. iiber konz. Schwefelsdure von letzten Ammoniak-
resten befreit. Die weitere Aufarbeitung erfolgt nach den in der Peptid-
synthese tiblichen Methoden.

Ist eine Probeentnahme wihrend der Reduktion erwiinscht, dann
wird Kolben E mit seitlichem Ansatz J und Vorlage K verwendet. In die
tiefgekiithlte Vorlage lassen sich durch SchlieBen bei L Substanzproben
iiberfithren.



