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Der von Z er vas (1) zum Schutz der Aminogruppe in die
Peptidchemie eingefithrte o-Nitrophenylsulfenylrest** 188t

sich in Gegenwart sdurelabiler Gruppen mit zwei Aquivalen-
ten Chlorwasserstoff in den meisten Fdllen selektiv abspal-

ten,

1) Np-S-NH-R + 2 HCl —p Np-S-C1 + +H3N-R c1”

Bei der Einwirkung von Chlorwasserstoff auf Nps-Cys(Tri)
sowie Nps-Cys(Tri)-Ala-Gly wurden jedoch hellgelb gefiérbte

Nebenprodukte (A

\pax 357 nm) erhalten, die durch Angriff

*) 62. Mitteilung ilber Peptide; 61. Mitt.: H. Klostermeyer,
J. Halstrgm, P, Kusch, J. Féhles und W. Lunkenheimer,
Pro%eedings of the VIIIth European Peptide Symposium,

im Druck

**) Abkiirzungen: Np = o-Nitrophenyl, Nps = o-Nitrophenyl-
sulfenyl, Tri = Triphenylmethyl
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von Nps-Cl am Schwefelatom des geschitzten Cysteins ent-
standen waren (2). Daraus ergab sich die Notwendigkeit,

nach schonenderen Abspaltungsbedingungen zu suchen.

1. Mercaptolyse

Die Spaltung von Sulfenamidbindungen mit nucleophilen Rea-
genzien im zumeist schwach sauren Gebiet war bekannt (3-7).
Nach Beginn dieser Arbeit haben K e s s 1 er und I s e-
1in (8) sowie S cof fone und Mitarbeiter (9) iber
die Deblockierung mit Hilfe von Mercaptanen berichtet.
AuBer der jeweiligen Aminokomponente wurden keine Reaktions-
produkte isoliert.

Eigene Versuche ergaben, daB Nps-Aminosduren in verdiinn-
ter wissriger Losung (pH 8) durch einen UberschuB an ali-
phatischem Mercaptan unter Bildung von Aminosdure und
o-Nitrotaiophenol (I) gespalten werden. Der pH-Wert steigt

dabei an.

2) Np-S-NH-R + H-S5-R' —> Np-S5-S-R' + H2N-R

3) Np-S~S-R' + H-S-R' —> Np-S-H + R'-5-S-R'
1

Der zeitliche Verlauf der Reaktion wurde an der Anderung
des Absorptionsspektrums (Abnahme der Extinktion bei 385 nm,
Verschieﬁung nach 410 nm = Maximum des Thiophenolat-Ions,
log € = 3,176) verfolgt. Es zeigten sich groBe Unterschie-

de in der Reaktionsgeschwindigkeit (Tabelle 1).
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TABELLE 1
Spaltung von Nps-Aminos&duren (10—3m) mit Mercapto-

thanol (10" 'm) in 0.5 m NaHCO,-Losung bei Raum-

3
temperatur
Nps-Aminosdure Halbwertszeit (Min.)
Gly <2
Ala 4
Leu 9
Val 26
Phe 33

Als weiteres Reaktionsprodukt wurde bei Umsetzungen in
konzentrierterer Losung das schwerlisliche o,0'-Dinitro-
diphenyldisulfid (II) erhalten. Die Ausbeute nahm mit
abnehmendem Molverhdltnis Mercaptan:Nps-Aminosidure 2zu.
Bei der Einwirkung von 5 Aquivalenten Thioglykolsdure auf
Nps-Alanin (0.2m) in 0.5 m Natriumhydrogencarbonatlosung
fielen innerhaldb von 15 Minuten 49 % II (Schmp. 191-192°)
aus.

42 % I (Schmp. nach Umkrist. 56-58°, Lit. 57-58°) wurden
aus der angesiduerten Reaktionslosung extrahiert. II wird,
wie die Versuche in Tabelle 2 zeigen, iiberwiegend nach
Gleichung 4 und nicht durch Mercaptan-Disulfidaustausch
(10) gebildet.

4) Np-S5-NH-R + Np-S-H —» Np-5-S-Np + H
II

2N—R
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TABELLE 2
Umsetsung von Nps-Verbindungen (0.033m) mit Mercaptanen
in 0.5 m NaHCOs—Lﬁsung im Molverhdltnis 1:1 bei Raum-

temperatur. Reaktionszeit: 10 Minuten

Verbindung Mercaptan % (Nps)2 % Nps-H
Nps-Ala HS—CHZ-COOH 76 18
Nps—SwCHz—COOH HS—CHZ—COOH 0 100
Nps-S--CH,~COOH Nps-H 15

Nps-Ala Nps-H T2

Bei tieferen pH-Werten wurden abnehmende Mengen von II
erhalten. Der Anteil der Konkurrenzreaktion 4 an der
Spaltung der Sulfenamidbindung sinkt, da infolge der hdhe-
ren Stabilitédt des unsymmetrischen Disulfids weniger I

nach Jleichung 3 entsteht. Bei der Reaktion von Nps-Alanin
(0.4 m) mit 1 Aquivalent Thioglykolsiure in Methanol ohne
Zusatz von Base wurden nach 10 Minuten 70 % Alanin und 35 %
1I erhalten. Das unsymmetrische Disulfid Nps-S—CHz-COOH
wurde in 18-proz. Ausbeute (aus Benzol umkrist.) isoliert
(Schmp. 115-116°, Lit. 119-120°. Mischschmelzpunkt mit
nach (11) synthetisiertem Material vom Fp. 114-116°: keine
Depression). Wesentlich langsamer verlief die Spaltung von
Nps-Fhenylalanin: 49 % Phenylalanin und 34 % II wurden nach
einstiindiger Reaktion mit 5 Aquivalenten Thioglykolsdure

erhalten.
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Besonders geeignet als Spaltungsreagenz erwies sich Nps-H.
Nach Gleichung 4 entsteht neben der Aminokomponente als
alleiniges Reaktionsprodukt das stabile (Nps)z, wihrend
sich bei allen anderen Mercaptanen die Reaktionen 2-4 iiber-
lagern. In Pyridiniumacetatlosung lieB sich in allen Fdl-
len eine befriedigend rasche Spaltung erreichen. Einige

Versuchsergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengestellt.

TABELLE 3

Spaltung von Nps-Verbindungen mit o-Nitrothiophenol

Nps- Konz. Nps-H Liésungs-~ Reakt.- Spaltung
Verbindung (Mol/1) Aq. mittel zait %
(Min.,)

Gly 0.1 2 MeOH 15 85

Gly-OMe 0.1 2 " 15 26

Gly-OMe 0.1 2 0.1 m 15 50
AcOH/MeOH

Phe 0.05 1.5 MeOH 60 39

Phe 0.05 1.5 Pyridin 60 3

Phe 0.05 1.5 1 m AcOH/ 60 26
MeOH

Phe 0.05 1.5 1 m Pyrid.- 60 81
acetat/MeOH

Phe-0Me 0.2 2 1 m AcOH/ 30 37
MeOH

Phe-OMe 0.2 2 1 m Pyrid.- 30 93
acetat/MeOH

Leu-Phe-0Me 0.2 3 " 60 95

Cys(Tri)- 0.1 3 " 60 85

Ala-Gly
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2. Modifizierte Sdurespaltung

Mercaptane reagieren mit Sulfenylhalogeniden ohne Zusatz

von Base zu Disulfiden (12).
5 R-~S~-H+R'-8-ClL—R-S5-5-R'+IHCl

Ertsprechend dieser Reaktion konnte das nach Gleichung 1
bei der SAurespaltung entstehende Nps-Cl durch Zugabe von
Mercaptodthanol abgefangen werden. Dabei zeigte es sich,
daB eine vollsténdige Deblockierung mit nur einem Aquiva~
lent Chlorwasserstoff mdglich ist, da der nach Gleichung 5
gebildete Chlorwasserstoff wieder in die Spaltungsreaktion
1 eintritt (13). Zur Spaltung wurde jeweils 1 mMol Nps-
Verbindung in ca. 10 ml Chloroform nacheinander mit 5 mMol
Mercaptodthanol und dann mit 1 mMol dtherischer Salzsiure
versetzt. Nach 5 Minuten wurden aus Nps-Glycin, Nps-Phe-~
OMe, Nps-Leu-Phe-OMe (Schmp. 107°, [«]22 - 27° (c=1, Metha-
nol)) und Nps-Ser(But) die Hydrochloride der Aminoverbin-
dungen in reiner Form isoliert (85-95 % Ausbeute)}. Nps-
Cys(Tri)-Ala-Gly (Schmp. 110-114°, [aJ2? - 31.7° (c=1,
Chloroform)) gab das kristalline Tripeptid (Schmp. 156-157°,
[«)22 + 3.8° (c=1, Dimethylformamid)) in 84 % Ausbeute.

Nebenreaktionen traten nicht auf.

Die in diesem Bericht mitgeteilten Forschungsarbeiten wur-
den mit Mitteln des Bundesministeriums fiir wissenschaftli-

che Forschung (Forschungsvorhaben St.-N. 213-66) gefordert.
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