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Aus N-Acyl-1-dthansulfonyl-2,2,2-trifluordthylaminen (1),
X: —S0,;C;Hs) 2] oder N-Acyl-1-halogen-2,2,2-trifluorédthyl-
aminen (1}, X: Cl, Br)[11 lassen sich die N-Acyl-trifluoracet-
aldimine (2} 1] und daraus mit Vinylmagnesiumbromid die
N-Acyl-1-trifluormethylprop-2-enylamine (3) darstellen. De-
ren Oxidation mit Kaliumpermanganat in Aceton/Wasser
(1:3 v/v) unter Zusatz von wenig 3 N H2804 liefert N-Acyl-
3,3,3-trifluoralanine (4} in hohen Ausbeuten (Ac: C¢HsCO—,
Ausb. 92%, Fp = 152°CRl; Ac : CgHs—CH,0—-CO—,
Ausb. 75%, Fp = 112°C).
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Die N-Benzoylverbindung (4) ergibt beim Erhitzen mit konz.
Salzsdure 3,3,3-Trifluoralanin-hydrochlorid, das in Chloro-
form durch Zusatz von Tridthylamin gelost und mit Eisessig
in das freie Trifluoralanin (5) (Ausb. 75 %; subl. oberhalb
210 °C) iibergefithrt wurde. Die Verbindung (5) hat deutlich
savere Eigenschaften (pKj = 2,32; pK} = 5,6113)), licfert
im Gegensatz zu unsubstituierten o-Monoamino-monocar-
bonséuren ein kristallines Dicyclohexylammoniumsalz (Fp =
152°C) und geht bei der Behandlung mit 4dtherischem Diazo-
methan in Losung.

N-Benzoxycarbonyl-3,3,3-trifluoralanin kann in normaler
Weise zur Herstellung von N-Benzoxycarbonyl-trifluorala-
nyl-peptidestern eingesetzt werden (z. B. Cbo-3,3,3-Trifluor-
alanyl-L-phenylalanin-methylester, Fp = 158 °C, Ausb. 74 ¢,
mit Methyl-dthinyl-didthylamin als Kondensationsmittel [41),
Nach dem beschriebenen Verfahren kénnen allgemein «-
Aminosduren hergestellt werden, die eine perfluoralkylierte
Seitenkette tragen. Auch N-Benzoyl-3,3,3-trichloralanin
wurde analog gewonnen (Fp = 163 °C).

Eine weitere verallgemeinerungsfihige Synthese von Deri-
vaten des 3,3,3-Trifluoralanins ist die Umsetzung von (2} mit
Isonitrilen. Die primir entstehenden Addukte (6)(5], die
nicht isoliert werden, gehen beim Behandeln mit verd. Sduren
in N-Acyl-3,3,3-trifluoralanin-amide (7) iiber (z. B. N-
Benzoxycarbonyl-3,3,3-trifluoralanin-cyclohexylamid, Ausb.
80 9%, identisch mit der aus N-Benzoxycarbonyl-3,3,3-tri-
fluoralanin hergestellten Verbindung).
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Auf diese Weise lassen sich direkt Trifluoralanyl-Peptide ge-
winnen, wenn die aus N-Formylaminosiureestern leicht zu-
ginglichen Isonitrile (6} eingesetzt werden. N-Benzoxycarbo-
nyl-3,3,3-trifluoralanyl-rL-leucin-methylester (Fp = 165°C)
wurde mit 64 %, Ausbeute erhalten. Durch Uberfithrung in
den N-Trifluoracetyldipeptid-methylester und gaschromato-
graphische Diastereoisomeren - Trennung (7} lie sich zeigen,
daB bei der Synthese eine asymmetrische Induktion stattfin-
det (72:28).

Eine Erweiterung dieser Umsetzungen bringt dieVerwendung
von N-(N-Benzoxycarbonyl-aminoacyl)-1-chlor-2,2,2-triflyor-
dthylaminen(1), X: Cl; Ac: C¢H5-CH,0-CO-NH-CHR-CO-,
die aus N-Benzoxycarbonyl-aminosiureamiden durch Um-
setzung mit Trifluoracetaldehyd und anschlieBende Behand-
lung mit PCls zugidnglich sind. Auf diese Weise erhidlt man
N-Benzoxycarbonyl-tripeptidester mit mittelstindigem Tri-
fluoralanin, z.B. N-Benzoxycarbonyl-glycyl-3,3,3-trifluor-
alanyl-L-leucin-methylester (6lig), dessen Sequenz nach der
Uberfithrung in die N-Trifluoracetyl-Verbindung massen-
spektrometrisch [8] bestitigt wurde.
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Die schrittweise Synthese von Oligonucleotiden erfordert
nach jedem Schritt langwierige und verlustreiche Aufarbei-
tungen durch Siulentrennungen im wiBrigen Medium.

Wir haben versucht, in Anlehnung an die Methode von
Merrifield111 Qligonucleotide an einem polymeren Triger
aufzubauen 21, wobei sich die Verwendung eines in Pyridin
16slichen Polystyrolderivates 31 als zweckmiBig erwies. Um
eine fiir alle vier Nucleoside brauchbare Anheftung am Poly-
meren zu erreichen, verwendeten wir ein Polystyrol mit dem
p-Methoxyphenyl-phenylmethylchlorid-Rest als funktioneller
Gruppe. Polystyrol (1) (Mol.-Gew. 170000) wurde mit Ben-
zoylchlorid/AlCI3 zum polymeren Keton (2) und dieses mit
p-Methoxyphenyl-magnesiumbromid umgesetzt. Mit Acetyl-
chlorid wurde das tert.-Carbinol (3} in das Chlorid (4) iiber-
gefithrt.

Etwa 20 % der im Polystyrol enthaltenen Phenylreste lieen
sich so in funktionelle Gruppen umwandeln. Das Polymere (4)
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wurde in Pyridin mit 3’-O-Acetylthymidin umgesetzt, wobei
40 % der funktionellen Gruppen reagierten. Anschliefend
wurde die Acetylgruppe mit 0,01 M Na-methylat oder Am-
moniak in Dioxan entfernt und der polymere Riickstand mit
3’-O-Acetyl-5'-thymidylsdure behandelt. Wiederholung des
Vorganges ergab ein mit einem Trinucleotid beladenes Poly-
meres (5). Das Polymere kann nachjedem Reaktionsschritt mit
apolaren Lodsungsmitteln oder mit Wasser gefillt und durch
Auswaschen oder Umfillen von Reagentien und nicht ym-
gesetzten Ausgangsmaterialien befreit werden.

(2)
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Nach der letzten Reaktion wurde das Nucleotid-Gemisch mit
1 ml 50-proz. Trifluoressigsdure in 100 ml Dioxan (1 Std. bei
Raumtemperatur) abgespalten. Die Produkte wurden chro-
matographisch getrennt und analysiert. Dabei wurden
Thymidin und die Nucleotide pT, TpT und TpTpT im Mol-
verhiltnis 28:7:25:40 erhalten. Die Ausbeute an TpTpT,
bezogen auf Thymidin, betrug 11 %.

Unvernetzte Aminopolystyrole lassen sich mit Nucleotiden
unter Bildung der (sdurelabilen) Phosphorsdureamid-Bindung
beladen. Es wurde ein Polymeres verwendet, welches durch-
schnittlich an jeder vierten Styroleinheit eine aromatische
Aminogruppe enthielt. 9 %, der Aminogruppen setzten sich
mit 5’-Thymidylsiure um (Kondensationsmittel: Dicyclo-
hexylcarbodiimid). Die Abspaltung vom polymeren Triger
gelingt mit 80-proz. Essigsdure bei 80 °C (24 Std.).
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Die Chymotrypsin-Katalyse beruht auf einer Siure-Base-
Katalyse des Imidazols, wobei im Enzymprotein eine Imid-
azolgruppe des Histidins die Nucleophilie einer Serin-
Hydroxygruppe so stark erhoht, da bei pH = 7 bis 8 eine
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Umesterung mit anschlieBender Spaltung der Enzym-Pro-
dukt-Zwischenverbindung stattfindet [11. Das Substrat muB
dabei im ersten Schritt der Reaktion durch eine sehr spezifi-
sche, nicht-covalente Bindung am Enzym gebunden und in
die richtige Position zu den katalytisch wirkenden Gruppen
gebracht werden; die Bindung in EinschluBverbindungen [2!
gleicht in vieler Hinsicht dieser ,,Schliissel-SchloB‘‘-Be-
ziehung zwischen Enzym und Substrat (31,

Cyclodextrine katalysieren spezifisch die Spaltung substi-
tuierter Pyrophosphate(#l und substituierter Phenylace-
tate[S]; in beiden Fillen entsteht eine Acyl- Katalysator-
Zwischenverbindung. Die katalytisch wirksamen Gruppen
sind die Hydroxygruppen im Cyclodextrin.

Wir haben nun als zusitzliche katalytisch wirksame Gruppe
den Imidazol-Rest an B-Cyclodextrin (1) angefiigt. (1) wurde
mit 4(5)-Chlormethylimidazol in Gegenwart von Base als
Hydroxymethylimidazol zu (2) veriithert, wobei Produkte
mit durchschnittlich zwei Imidazol-Substituenten an einem
Molekiil (/) entstanden. Eine andere Moglichkeit ist die
Umsetzung von Hepta-(6-O-tosyl)-B-cyclodextrin (3) mit
4(5)-Aminomethylimidazol oder Histamin zu (4) bzw. (5).
SchlieBlich wurde (3) mit Imidazol behandelt, wobei Derivate
(6) entstehen, in denen der Stickstoff des Imidazols in (1)
an der 6-Stellung der Monosaccharideinheit gebunden ist.

HM—-I Gl
SN
(CHz)n'X
(2), X: -O-,n=1 )
(4), Xt -NH-, n=1 ‘

(5}, X: -NH-, n =2

Wir ermittelten die katalytische Wirkung der substituierten
Cyclodextrine aus der Geschwindigkeit der Verseifung von
p-Nitrophenylacetat (0,3x10~4 M) durch spektrophotome-
trische Messung bei 400 nm vom Beginn der Zugabe des
Katalysators an. (Reaktionsbedingungen: 23°C; 0,3:1072 M
(1), oder 0,3-1072 M freies oder gebundencs Imidazol in
einem Gemisch aus 0,02 M Trispuffer (pH = 7,5) und Dioxan
98:2 (v/v)). Die Tabelle zeigt unsere Ergebnisse.

Imidazol-

k- 104

Katalysator gruppen fsec=1]
l nro Molekil /)
ohne (pH = 7,3) 0,21
a-Dextrin 0,32
B3-Dextrin (/1) 0,59
Imidazol 15
(1) + Imidazol 17
4(5)-Hydroxymethylimidazol 3.3
(2) 2 41
4(5)-Aminomethylimidazol 25t
(4) 3 3,6
Histamin 4.0
(5) 3 6.1
(5) 4 13,0
N-Methylimidazoi 8.8
(6) 2 12
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