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Abstract—Mecthionine sulphoxide can be quantitatively reduced with Cleland’s reagent (threo-2,3-
dihydroxy-1,4-dithiolbutan, DTT) to methionine (Met). Peptides containing Met can be protected with
DTT against oxidation during column chromatography. Excess or oxidised DTT does not interfere with
the ninhydrin reaction.

The quantitative cleavage of o-nitrophenylsulfeny! and 2,4-dinitrophenyl protective groups are attained
by using DTT.

Zusammenfassumg—Mit Cleland’s Reagenz (threo-2,3-Dihydroxy-1,4-dithiolbutan, DTT) ldsst sich
Methioninsulfoxid quantitativ zu Met reduzieren. Met-haltige Peptide konnen mit DTT z.B. bei der
Séulenchromatographie vor Oxydation geschiitzt werden. Uberschiissiges oder oxydiertes DTT stort die
Ninhydrin-Reaktion nicht.

Mit Hilfe von DTT gelingt dic quantitative Abspaltung von o-Nitrophenylsulfenyl- und N'®-Dinitro-
phenyl-Schutzgruppen.

WAHREND der Isolierung von Met-haltigen Peptiden und wihrend der Met-Bestim-
mung nach Moore und Stein wird Met meist teilweise zu Met(O) oxydiert. Zur
Vermeidung dieser Nebenreaktion wurden den Losungsmitteln oder Puffergemischen
Natriumpyrosulfit (Na,S,0;),*? Natriumdithionit (Na,S,0,) oder Schwefel-
wasserstoff,? ferner Cystein, Glutathion, 2-Thiodthanol, 2,3-Dithiopropanol, Thio-
glykolsdure oder Thiodiglykol zugestzt. Leichter gelang die reduktive Abspaltung
des Sulfoxid-Sauerstoffs mit wissriger Thioglykolsiure,>* doch konnen dabei freie
Aminogruppen acetyliert werden.® Alle diese Antioxidantien sind gegeniiber Luft-
sauerstoff empfindlich, 16sen sich z.T. schlecht in wissrigen Medien und besitzen
bisweilen einen intensiven, unangenehmen Geruch.

Vor kurzeni wurde von W. W. Cleland ein Reagenz (threo-2,3-Dihydroxy-1,4-
dithiolbutan, DTT%)beschrieben,” das heute allgemein als Cleland’s Reagenz fiir die
Reduktion von Disulfid-Briicken in Proteinen und zum Schutz freier Thiolgruppen®
verwendet wird. DTT wie auch der isomere Dithioerithrit besitzen das gleiche

* Abkiirzungen im Text:
Met(O) = Methioninsulfoxid

Nps = o-Nitrophenylsulfenyl-

N'=.Dnp = 2,4-Dinitrophenyl- (als Substituent im Imidazolring des His)

DTT = Dithiothreit (threo-2,3-Dihydroxy-1,4-dithiobutan: Cleland’s Reagenz)
Boc = tert.-Butyloxycarbonyl-

DCHA = Dicyclohexylamin
* Tleland’s Reagenz, Fa. Calbiochem. Los Angeles, Calif.
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Reduktionsvermogen und werden im Verlauf der Reduktion zum 4,5-Dihydroxy-o-
dithian oxydiert:
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4,5-Dihydroxy-o-dithian

Die Reduktion verlduft bei pH 8 und 20°C in einigen Minuten quantitativ. DTT
ist kristallin, sehr gut wasserldslich, besitzt nur schwachen Geruch und ist gegeniiber
Luftsauerstoff weitgehend unempfindlich.

DTT konnte also als Reduktionsmittel fiir Met(QO) geeignet sein.

DTT soll auch hinsichtlich seiner Fdhigkeit zur Entfernung der Nps-Schutz-
gruppe® °-2! gepriift werden, die allgemein mit HCl/Ather bzw. mit HCl/Eisessig
oder mit Thiolen'® abgespalten wird. Bei der Abspaltung mit HCI entsteht o-Nitro-
phenylsulfenyl-chlorid, das anwesendes Tryptophan zu 2-Nps-tryptophan'® und
Cystein zu S-Nps-cystein?? umsetzen kann.

Fiir die Blockierung des Imidazolstickstotfes im Histidin wird neuerdings die
2,4-Dinitrophenyl-Gruppe verwendet.?32¢ Abgespalten wird die Schutzgruppe nach
vollzogener Synthese mittels 2-Mercaptoithanol.?” Die Abspaltung der N'™-Dnp-
Schutzgruppe sollte auch mit DTT versucht werden.

METHODEN UND ERGEBNISSE

Reduktion von Met(O) zu Met

Die Reduktion von Met(O) zu Met wurde mit Cleland’s Reagenz (DTT) in wiissriger
Losung von schwach alkalischem pH versucht. Wir wihlten eine Reaktionstemperatur
von 50°C, setzten 5-10 Aquivalente DTT bez auf Met(O) ein und verfolgten die
Met-Bildung mit Hilfe eines Aminosdure-Analysators. Die Proben fiir die Amino-
sdure-Analyse konnten direkt auf die Ionenaustauschersiule des Analysators auf-
gegeben werden, da iiberschiissiges DTT oder entstehendes 4,5-Dihydro-o-dithian
weder die Trennung des Met(O) vom Met noch die Ninhydrin-Reaktion beeinflussten.

Mit 5 Aquivalenten DTT bei pH 71 wurden bis zu 94/, Met(O) reduziert (Tab. 1).
Bei pH 89 verlief die Reduktion mit 5 Aquivalenten DTT nach 48 h quantitativ. Eine
Erhéhung der DTT-Konzentration brachte keine wesentliche Verbesserung im
Umsatz.

Die aus den Reaktionsgemischen isolierten, wasserloslichen Substanzen zeigten
nach 100°,igem Umsatz im IR-Spektrum nicht mehr die charakteristischen S—O-
Banden bei 9-74 und 9-87 p.
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TABELLE 1. REDUKTION VON MET(O) zu MET MIT DTT

Reaktionsbedingungen Reaktionszeit Verbiltnis
pH/Aquiv. DTT Std. bei 50°C Met/Met(0)%

7-1/5 1 9-9/90-1
7-1/5 5 39-8/60-2
7-1/5 8 55-9/44-1
7-1/5 24 86:0/14-0
7-1/5 68 94:2/ 58
89/5 1 12-0/88-0
89/5 5 33-9/661
8:9/5 8 45-2/54-8
8:9/5 15 65-0/350
8:9/5 24 859/14:1
8:9/5 48 100 /O
8-9/10 1 15-2/84-8
89/10 5 4]-5/58-5
8-9/10 8 62-5/37-5
89/10 15 78-1/21-9
8:9/10 24 92:3/77
8:9/10 48 100 /0

Das UV-Spektrum des ebenfalls isolierten 4,5-Dihydroxy-o-dithians zeigte ein
Absorptionsmaximum bei 288 my (nach Lit. 28: 283 mp).

Die Eliminierung des Sulfoxid-Sauerstoffes durch DTT kénnte auch fiir die
Peptidsynthese von Bedeutung sein, zumal die Thioéther-Funktion des Methionins
wihrend der Synthese meist als Sulfoxid geschiitzt wird.?8-33

Reduktive Abspaltung der o-Nitrophenylsulfenyl-Schutzgruppe
Bei der Umsetzung von Nps-Alanin mit 2 Aquiv. DTT in wissriger Sodalésung
vom pH 8-9 wurde It. DC die Nps-Gruppe nach 2 Std. quantitativ abgespalten.

Reduktive Abspaltung der 2,4-Dinitrophenyl-Schutzgruppe
Cleland’s Reagenz besitzt die gleiche Wirkung wie 2-Mercaptoidthanol?’ und

spaltet 1t. DC die N'™-Dnp-Schutzgruppe des N*-Boc-N'™-Dnp-His?? nach 2 Std.
bei pH 89 quantitativ ab.

TABELLE 2. RF-WERTE (IN BPEW)

Nps-Ala-OH - DCHA 0-86
Reaktionsgemisch 035
H-Ala-OH 0-35
N*-Boc-N'"-Dnp-His-OH 063
Reaktionsgemisch 048

N*-Boc-His-OH 048
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EXPERIMENTELLES

Fir die Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel G (Merck) wurde folgendes Fliessmittel verwendet:
BPEW = n-Butanol: Pyridin: Eisessig: Wasser = 30:20:6:24 (v/v). Die Substanzen wurden mit Ninhydrin
angefarbt. L-Methionin-p.L-sulfoxid (Met(O)) der Fa. Fluka, Buchs, wurde dreimal aus Wasser/Aceton
umkristallisiert. Nps-Ala-OH - DCHA und N®-Boc-N'™.Dnp-His wurden nach Lit. 14 bzw. Lit. 23 syn-
thetisiert.

Reduktion von Met(0). Eine L3sung von 16:5 mg (100 pMol) Met (O) in 1 ml wiissr. gesittigter Na,CO,-
Losung wurde mit 77-1 mg (500 pMol) bzw. 154-3 mg (1000 yMol) Cleland’s Reagenz, geldst in 1 ml Wasser,
versetzt, mit N, begast und auf 50°C erwarmt. Die Losungen hatten cinen pH von 8:9. Der pH von 7:1
(Tab. 1) wurde mit verd. HCI eingestellt. Nach 1, 5, 8, 15, 24, 48 und 68 Std. wurden dem Gemisch Proben
entnommen, mit Citratpuffer vom pH 2-2 verdinnt (-~0-4 pMol/ml) und fiir die Aminosidure-Analyse
verwendet. Uberschiissiges DTT oder 4,5-Dihydroxy-o-dithian brauchten nicht entfernt zu werden.

Aminosdure-Analysen. Die Aminosdure-Analysen der Proben aus 3-1 wurden mit Hilfe des Aminosiure-
Analysators BC 200* nach dem Einsaulenprogramm (09 cm x 60 cm-Siule, Aminex A6, 55°C, Citratpuffer
pH 3-25; 4-25; 6:25) durchgefithrt. Die Retentionszeiten fur Met(O) und Met betrugen 40 bzw. 101 min

Isolierung von Met und 4,5-Dihydroxy-o-dithian. Die Ansitze mit S und 10 Aquiv. DTT und einer Reak-
tionszeit von 48 Std. (100%,iger Umsatz) wurden vereinigt und dreimal mit je 2 ml Athylacetat extrahiert.
Die Extrakte wurden vereinigt, iber Na,SO, getrocknet und i. Vak. eingedampft. Es resultierte ein
farbloses 01, das in EtOH gelost und fiir dic UV-Aufnahme am Perkin-Elmer-Spektrophotometer 137 UV
verwendet wurde. Die Substanz erwies sich als 4,5-Dihydroxy-o-dithian.

Dic wiissr. Losung wurde mit verd. HCI neutralisiert, i. Vak. cingeengt und mit Athanol versetzt. Die
ausgefallte Substanz wurde zweimal aus EtOH/Wasser umkristallisiert und i. Vak. iiber PO, bei 50°C
getrocknet. Die Substanz wurde als KBr-Pressling fur die IR-Aufnabhme am Perkin-Elmer Infracord 137
verwendet. Sie war identisch mit Met.

Abspaltung von Nps- und N'®-Dnp-Schutzgruppen. 423 mg (100 uMol) Nps-Ala-OH - DCHA bzw.
421 mg (100 pMol) N=-Boc-N'"".Dnp-His-OH wurden in je 1 ml wissr., gesittigter Na,CO,-Losung
aufgenommen (pH 8) und mit 30-9 mg (200 pMol) DTT versetzt. Man liess 2 Std. bei 20°C reagieren und
stoppte die Reaktion mit einigen Tropfen Essigsdure.

Aus den Reaktionsgemischen wurden die Proben fiir die DC entnommen. Die Rf-Werte sind in Tab. 2
angegeben. DTT oder 4,5-Dihydroxy-o-dithian wurde auf den DC-Platten mit Ninhydrin nicht angefarbt.

Friulein A. Weiss danken wir fidr fleissige und gewissenhafte Mitarbeit.
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