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Es wird eine Apparatur beschrieben, mit der sich die Ab* 
spaltung der in der Peptidchemie iibliehen Schutzgruppen 
mittels Na in fl. NH3 unter Standardbedingungen durchftihren 

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

Die reduktive Spaltung yon ~-Benzyloxycarbonyl- (N-Cbo-), N-Tosyl- 
(N-Tos-), N-Trityl-, N-, O- und S-Benzyl-(S-Bzl-)Schutzgruppen mittels 
Natrium in fliissigeln Ammoniak wird seit den grnn4legenden Unter- 
suchungen yon du Vigneaud und Behrens 1 bei der Synthese von Peptiden 2 
vielfach angewendet. 

Obwohl in den letzten Jahren, speziel] bei der Synthese hormonaktiver 
Peptide, Nebenreaktionen bei dieser Methode beobachtet wurden ~, sind 
eingehendere Untersuchungen der Schutzgruppenabspattung weitest- 
gehend unterblieben. ~V[an hat sich mit der teilweisen Identifizierung der 
bei der Spaltung von Cbo- und Tos-gesehiitzten Peptiden aus den Schutz- 

* I-Ierrn Prof. Dr. F. Wessely mit den besten Wtinschen zum 70. Geburts- 
tag. 

1 R. H. Shi]/ert und V: du Vigneaud, J. Biol. Chem. 108, 753 (1935), 
O. K. Behrens und V. du Vigneaud, J. Biol. Chem. 117, 27 (1937). 

2 lJbersicht in ,,Chem. of the Amino Acids" - - J .  P. Greenstein und M. Wi- 
nitz, Wiley & Sons, 1961, 1239. 

a H. Kapeller in: Peptides, Proe. 5th Europ. Peptide Symposium Oxford 
196"2, Pergamon Press 1963, 3. 
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gruppen entstehenden Produktel ,  4 begniigt, den Mechanismus der 
Reaktion selbst jedoch nicht weiter untersucht. 

Der EinfluB yon Feuchtigkeit un4 die Art der Schutzgruppen 5, die 
Menge an fliissigem Ammoniak, tier Reinheitsgrad 6 und die Sequenz des 
Peptides 7, die zur I~eduktion eingesetzte Menge an Natr ium und die 
Reaktionszeit wurden fiir die beobachteteh Anomalien verantwor~lieh 
gemacht. 

Zu diesen z/~hlen - -  um rmr wenige aus dem sich zum Tell wider- 
sprechenden Tatsaehenmaterial  herauszugreifen: Entmethylierung yon. 
Methionin s, ZerstSrung yon Threonin 9 und Tryptophan 7, Racemisie- 
rung20, 21 sowie die Spaltung gewisser Peptidbindungen 22 bei ~N-Cbo- 

geschiitzten Peptiden - -  langsam "r Reduktion 13, Deamidierung 
yon Arginin zu Ornithin sowie Peptidspaltung 5 - -  bei ~q-Tosylpeptiden. 
~aeh  Beobachtungen yon D. Kole/f  in unserem Laboratorium koramt es 
auch zu einer unvollst/~ndigen Abspaltung der N-Tosylgruppierung 24. Wie 
Modellversuche an ~N-Tos-S-Bzl-Cystein zeigten, waren trotz Anwendung 
eines ~[atrium-Uberschusses N-Tosyl-Cystein und Mono-Tos-Cystirt im 
Reaktionsgemiseh diinnschichtehromatographisch naehweisbar. Analoge 
l~esult, ate erhielt, en wir auch bei N-Tos-S-Bzl-Cys~einylpeptiden ~. 

Obwohl man heute in der Peptidsynthese die NaflNtts-l~eduktion - -  
speziell tier zu Nebem'eaktionen neigenden :N-Tosylgruppe - -  durch Ver- 
wendung neuer, acidolytisch leicht spaltbarer Schutzgruppe~l (etwa tier 
tert. Butyloxyearbonylgruppe is, 17) umgehen kann, bleibt sie fiir die 
Abspaltung des noch viel verwendeten S-Bzl-Restes weiterhixl die ~e thode  
der Wahl. Unserer Meinung nach ist die Ursache eines Teiles der beob- 
achteten Anomalien in der experimentellen Ausffihrung der Reduktion zu 

4 j .  Kovacs und U. R. Ghatak, Chem. and Ind. 22, 913 (1963). - -  J. Org. 
Chem. 31, 119 (1966). 

5 St. Guttmann, Peptidts, Prof. 5th Europ. Peptidt Symposium Oxford 
1962, Pergamon Press 1963, 41. 

J. Meienho/er und V. du Vigneaud, J. Amer. Chem. Sot. 82, 2279 (1960). 
S. auth Diskussionsbemerkung J. Meienho[er, Peptides, Proe. 6th Europ. 
Peptide Symposium, Athen 1963, Pergamon Press 1966, 115. 

7 S. Ba]usz und K.  Megzihradszky, Peptides, Proc. 5t,h Europ. Peptide 
Symposium, Oxford 1962, Pergamon Press 1963, 49. 

s j .  A .  Stekol, J. Biol. Chem. 140, 827 (1941). 
9 j .  Meienho]er, Chimia [Aarau] 16, 385 (1962). 

~o M.  Brenner und R. W. P]ister, Helv. thim. Atta  34, 2085 (1951). 
~1 W. E. Hanby, S. G. Waley und J.  Watson, J. Chem. Soe. 1950, 3239. 
~ K.  Ho]mann and H. Ya]ima, J.  Amer. Chem. Sot. 83, 2289 (t961). 
13 j .  Meienho/er und C. H. Li, J. Amer. Chem. Soc. 84, 2434 (1962). 
14 D. Kole/], Farmaeija Sofi~ XVI 6 (1966). 
~5 H. Nesvadba, unverSffentlitht. 
18 JF. C. McKay  lind N. F. Albertson, J. Amer. Chem. Soe. 79, 4686 (1957). 
17 R. Schwyze~', P. Sieber und H. Kapeller, t-Ielv, ehim. Atta  42, 2622 

(i959). 
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suchen, der mehr Sorgfalt ale bisher geschenkt werden sollte. Wie der 
Literatur  zu entnehmen ist, fehlen genere]le Beschreibungen z, is der 
Methodik, die Ausfiihrung blieb weitgehend dem experimentellen Geschick 
des einzelnen fiberlassen. Ers t  in letzter Zeit gingen z. B. du Vigneaud 

und Mi~arbeiter 19 dazu fiber, bei der Reduktion yon Peptiden den Natrium- 
zusatz zu dosieren, indem sie ein mit  Na-Metall gefiilltes Glasrohr yon 
einigen ~il l imetern Durchmesser in die LSsung des Peptides eintauehen, 
und so den Endpunkt  der Reduktion, 4er durch eine Blaufiirbung des 
Ammoniaks gekennzeichnet ist, schrittweise erreichen. 

Wir wollen daher mi~ der Besehreibung der von uns seit einigen Jahren 
mit  Erfolg angewaudten , ,Ex t rak t ionsmethode"  eine MSgliehkeit zur 
Einhaltung best immter  Standardbedingungen aufzeigen, die ein repro- 
duzierb~res Arbeiten unter  vorgegebenen Versuchsbedingungen erlaubt. 
Wie auch Rudinger und Mitarbeiter inzwischen zeigten, konnten unter 
Verwendung unserer Versuehsanordnung sowohl die StSchiometrie der 
Schutzgruppenreduktion 2~ erfaBt als auch Aussagen zum )/[echanismus 21 
der in vie]on Fiillen unklar verlaufenden Reaktion gemaeht werden. 

Das Prinzip der in Abb. 1 schematisch darges~ell~en Apparatur  besteht 
darin, metallisehes Natr ium naeh dem Extraktionsprinzip* in flfissigem 
Ammoniak unter Rfiekfluft zu 15sen und in eine LSsung der zu reduzierenden 
Substanz einzutragen. Dabei lassen sich folgende Versuchsbedingungen 
exakt  und reproduzierb~r einhalten: 

Flfissiges Ammoniak wird in der Apparatur  unter Feuehtigkeits- 
ausschluB fiber Natr ium redestilliert. 

Das sich beim Schneiden des Natriummetalls  an der Oberfl/~che bil- 
dende Carbonat bzw. Hydroxid verbleibt als Rfiekst~nd in der Extrak-  
tionshfilse. 

Eine lokale (Tberkonzentration bzw. eine Reaktion reduzierbarer 
Substanz an der )/[etalloberfl~che wird vermieden. 

Die Reduktionsdauer wir4 durch die Geschwindigkeit der Natr ium- 
extraktion bestimmt.  

Der Reaktionsver]auf, der mitunter  stufenweise vor sieh gehen kann, 
bleibt in allen Phasen optiseh klar erkennbar. 

* W. E. Truce, D. Tate und D. Burde, J. Amer. Chem. Soc. 82, 2872 
(1960) brachten zur reduktiven Spaltung yon Stflfiden und Sulfonen mittels 
Lithium in Methylamin bzw. Natrium in Ammoniak bereits ein einfaehes 
Extraktionsverfahren zur Anwendung. 

is Siehe aueh E. Schrgder und K. Li~blce, ,,The Peptides, Vol. I, ]V[ethods 
of Peptide Synthesis", Academic Press New York 1965, Seite 15. 

1~ B. M.  Ferrier, D. Jarvis und V. du Vigneaud, J. Biol. Chem, 240, 4264 
(1965). 

~o j .  Rudinger, 1%prides, Proc. 6th Europ. Peptide Symposium, Athen 
1963, Pergamon Press 1966, 21. 

2~ j .  Rudinger, Coll. Czech. Chem. Comm., in Vorbereitung. 
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Der Endpunkt der Reaktion bzw. eine dureh geringen Natriumiiber- 
schug auftretende Blauf//rbung 1/~B~ sieh exakt einstellen. 

Uberschiissiges Natrium karm dem Extr~ktor entnommen und 
zuriickgewogea werden. Damit ist eine genaue Erfassung der stSchio- 
metrischen Verhs der geaktion m5glich. 

Abb. 1 

Zur cba'omatographischen Verfolgung der Reduktion kSnnen Proben 
unter l?euchtigkeitsaussehluB abgelassen werden. 

Arbeitsanleitung: 

Eine zur geaktion ausreichende l~Ienge ft. NtIa (etw~ 100 ml auf 1 g 
Peptid) wird aus einer Stahlbombe direkt in den Kolben A abgelassen 
und Na bis zur bleibenden Blanfgrbung im {JberschuB zngesetzt, dann das 
Trockenrohr 13 ([KOH) dutch einen Normalschliffstopfen ersetzt. {~ber den 
ge6ffneten Hahn C wird mittels eines l-Ieizbades (~[ethanol) Ammoniak 
in den Kolben E kondensie,% der, fiir den F~ll, dab bei der t%eaktion keine 
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Probeentnahme erwfinscht ist, durch einen einfachen Rundkolben ersetzt 
werden kann. Kfihler H wurde vor der Kondensation mit einer Methanol--  
C02-K/iltemischung beschickt, desgleiehen Kolben E in einem Dewar- 
gef/~l~ abgekfihlt. Naeh Kondensation des gewfinschten Ammoniak- 
Volumens wird Hahn C geschlossen und Kolben A wieder mit dem Troeken- 
rohr B versehen. 

Nun wird das vorher mindestens 12 Stdn. im Hochvak. getroclulete, in 
R5hrchen eingewogene Peptid bei F eingeworfen, Kolben E durch ein Alko- 
holbad zum Sieden gebraeht, wobei vollst/indige LSsung der Substanz ein- 
t r i t t ;  mechanische Rfihrung ist nieht erforderlich. Die berechnete Menge 
p .a .  Natrium (grol~zttgig aus Stangen herausgesehnitten, unter Petrol- 
/~ther eingewogen und vor dem Eintragen kurz zwischen Filterpapier 
fibertroeknet) wird mit einem Glasstub naeh und nach bei G in die Extrak- 
tionshfilse, die mit einer grobporigen Sinterplatte (1 G l) versehen ist, 
eingebracht und durch das unter Rfickflul] stehende Ngs in die LSsung 
extrahiert. Das Ende der Reaktion wird durch eine Blauf~rbung des 
Kolbeninhalts angezeigt. ~aeh  Erreiehen des Endpunktes kann dutch 
sofortiges Abkfihlen des t~euktionskolbens eine weitere ~Natrium-Zufuhr 
unterbunden werden. (Jbersehfissiges ~qa 1/~l]t sieh der Extraktionshfilse 
entnehmen und zurfickwiegen, wenn eine genaue stSehiometrisehe Er- 
f~ssung der Reduktion erwiinseht ist. 

Dureh Einwurf eines RShrehens mit geniigend NH4C1 bei F wird die 
blaue LSsung farblos. Die Entf/~rbung kann ~ueh guf eine andere, dem 
konkreten Fall angemessene Weise is vorgenommen werden. 

Der Kolben wird naeh dem Einleiten eines troekenen Stiekstoff- 
stromes fiber Hahn D und C ~bgenommen, ~H s  unter Feuchtigkeits- 
ausseh]uI3 an der Wasserstrahlpumpe abgedampft und der verbleibende 
Rfieksta~nd im Vak. fiber konz. Sehwefels/~ure yon ]etzten Ammoniak- 
resten befreit. Die weitere Aufurbeitung erfolgt n~eh den ir~ der Peptid- 
synthese fibliehen Methoden. 

Ist eine Probeentnahme w/ihrend der Reduktion erwfinseht, dann 
wird Kolben E rail seitliehem Ansatz J und Vorlage K verwendet. In die 
tiefgekfihlte Vorlage lassen sich dureh Sehliel~en bei L Subst~nzproben 
fiberfiihren. 


