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Berlin-Charlottenburg

(Eingegangen am 27. Oktober 1958)

Die Trifluoracetylierung von Serin und Threonin wird beschrieben. Aus N-TFA-

Seryl- und -Threonyl-Verbindungen 148t sich mit alkoholischer Salzsiure der

Trifluoracetylrest iiberraschend leicht abspalten, was zur Synthese von Seryl-
und Threonylpeptiden ausgentitzt wird.

A. TRIFLUORACETYLIERUNGEN

Bei der Trifluoracetylierung von Serin nach F. WEYGAND und R. GEIGER? in
Trifluoressigsiure mit 1.2 Moll. Trifluoressigsdure-anhydrid wurde nur ein Teil des
Produktes dtherloslich, der Riickstand zeigte noch Ninhydrinreaktion, war also
nicht trifluoracetyliert worden. Der dtherlosliche Teil zersetzte sich bei der versuchten
Hochvakuumdestillation, wobei 25—359, N-TFA-x-Amino-acrylsdure in krist.
Form isoliert wurden. Dal3 diese vorlag, ging aus der Hydrierung zu N-TFA-DL-
Alanin hervor.

HOCH, CH(NH-CO-CF3):CO;H —Y - CH,:C(NH-CO-CF3)-CO;H Mo B

— K2
CH;-CH(NH-CO -CF3)-CO.H

Wurde hingegen die Trifluoracetylierung in Trifluoressigsdure mit 2.2 Moll. Tri-
fluoressigsdure-anhydrid vorgenommen, so resultierte in guter Ausbeute das krist.
N.O-Bis-trifluoracetyl-pL-serin, das im Hochvakuum ohne Zersetzung sublimierbar
ist. In wilBriger Losung findet, wie von einem Trifluoressigsdureester zu erwarten
ist, schnelle Verseifung zu N-TFA-DL-Serin statt. Bei lingerem Stehenlassen in
Wasser entsteht auch freies Serin, worauf weiter unten noch eingegangen wird.

Wesentlich reineres N-TFA-Serin erhidlt man durch Trifluoracetylierung mit
F3C-CO-SCyH;s3,

1) XII. Mitteil.: F. WEYGAND und W. STeGLIcH, Chem. Ber. 92, 313 [1959].
2) Chem. Ber. 89, 647 [1956].
3) E. E. SCHALLENBERG und M. CALVIN, J. Amer. chem. Soc. 77, 2779 [1955].

Chemische Berichte Jahrg. 92 34



518 ) WEYGAND und RiNnNo Jahrg. 92

Die Darstellung der entsprechenden optisch aktiven Serin- und Threoninver-
bindungen wurde nach den gleichen Methoden vorgenommen. N.O-Bis-TFA-
L-serin ist kristallin, N~-TFA-L-Serin ein Sirup (vgl. Tab. 1). Die thermische Bestdndig-
keit der trifluoracetylierten Threoninverbindungen ist groBer als die der Serin-
verbindungen. So konnten bei der Sublimation von N-TFA-Threonin nur Spuren
von N-TFA-x-Amino-crotonsidure nachgewiesen werden.

Die Titration der genannten Trifluoracetylverbindungen mit Lauge bis zur Neu-
tralisation zeigt die erwarteten Ergebnisse: N.O-Bis-TFA-serin und N.O-Bis-TFA-
threonin verbrauchen 1.98 bis 2.03, N-TFA-Serin und H3C-CH—CH-CO,H
N-TFA-Threonin 0.97 bis 0.99 Moll. NaOH/Mol. |

Infrarotspektroskopisch wurde noch gepriift, ob z. B. N S
dem N-TFA-Threonin die offene oder die nebenstehende H O/ AN CF;
cyclische Struktur zukommt. Da die Amid I- und Amid II-

Banden vorhanden sind (1700 und 1550/cm), trifft die cyclische Struktur nicht zu.

B. ABSPALTUNG DES TRIFLUORACETYLRESTES

1. Alkalisch. F. S. DAFT und R.D. CoGHILL4 haben iiber eine groBe Empfind-
lichkeit von L-Serin in alkalischem Medium berichtet. Es war daher zunichst zu
priifen, ob eine alkalische Enttrifluoracetylierung unter Erhaltung der optischen
Aktivitit iiberhaupt mdglich ist. Dabei ergab sich in Ubereinstimmung mit anderen
Autorens) eine weit geringere Racemisierungsgeschwindigkeit fiir L-Serin als an-
gegeben wird. Nach 20stdg. Stehenlassen von L-Serin in 0.37 NaOH war noch keine
meBbare Anderung der optischen Aktivitit feststellbar. Erst nach 65 Stdn. konnte
eine Abnahme der optischen Drehung gemessen werden.

Einer Abspaltung des N-TFA-Restes aus Serinderivaten durch kurzzeitige Be-
handlung mit verd. Laugen stand also nichts im Wege. Es wurde papierchromato-
graphisch ermittelt, daB N-TFA-Serin wie N-TFA-Alanin bei 20° in 0.572 NaOH
bereits nach 8 Min. praktisch vollstindig enttrifluoracetyliert ist. Bei 0° waren unter
sonst gleichen Bedingungen noch geringe Mengen N-TFA-Verbindungen nachweisbar.

2. Sauer. Mehrere Beobachtungen deuteten darauf hin, dal der N-TFA-Rest von
den B-Hydroxy-a-aminosduren sauer wesentlich leichter abspaltbar ist als von den
anderen bisher untersuchten N-TFA-x-Aminosiuren.

a) WiBrige Losungen von N-TFA-Serin sind nicht bestindig. Nach eintdgigem
Stehenlassen bei Raumtemperatur ist mit Ninhydrin freies Serin nachweisbar.

b) Auf Papierchromatogrammen ist N-TFA-Serin ninhydrinnegativ, beim Liegen
an der Luft tritt jedoch nach einigen Tagen eine Ninhydrinreaktion ein.

¢) Beim Versuch, von N-TFA-Serin-tritylhydrazid durch kurzes Behandeln mit
alkoholischer Salzsdure nur den Tritylrest abzuspalten?), resultierte Serinhydrazid-
dihydrochlorid. In allen anderen bisher untersuchten Fillen blieb unter diesen
Bedingungen die N-TFA-Gruppierung intakt.

4) J. biol. Chemistry 90, 341 [1931].
5) 1. C. CrRawHALL und D. F. ErLioT, Biochem. J. 48, 237 [1951].
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Die leichte Abspaltbarkeit des Trifluoracetylrestes aus N-trifluoracetylierten
B-Hydroxy-aminosdurederivaten ist offenbar auf eine primidre N—O-Acylwande-
rung zuriickzufiihren, die im vorliegenden Fall nicht reversibel ist, da bekanntlich
Trifluoressigsidureester in wiBriger Losung schnell verseift werden und in alkoholischer
Losung Umesterung erleiden®).

Es sei in diesem Zusammenhang an die saure Spaltbarkeit von nichtterminal-serinhaltigen
Peptiden erinnert, die infolge N—O-Acylwanderung zum Auftreten von Serylpeptiden
fiihrt 7).

Die durch die N—O-Acylwanderung bedingte leichte Abspaltbarkeit des Tri-
fluoracetylrestes in saurem Medium 148t sich fiir priparative Zwecke ausnutzen.
Zunichst wurde festgestellt, daB N-TFA-Serin-methylester, in 17 methanol. HCI
25 Min. auf 65° erhitzt, bereits 80 %, an Serin-methylester-hydrochlorid liefert. Auch
unter so schonenden Bedingungen, wie sie¢ von CHIBNALL und Mitarbb.® zur Ver-
esterung lingerkettiger natiirlicher Peptide (z.B. Insulin) unter Vermeidung von
Peptidspaltungen ausgearbeitet wurden, konnte der N-TFA-Rest vom N-TFA-Serin
bereits abgespalten werden. Bei 50stdg. Aufbewahren der Verbindung in 0.137 HCI
in Methanol wurden bereits 60 %, d. Th. an Serin-methylester-hydrochlorid isoliert.
Die Ubertragung der Reaktion auf N-TFA-Serylpeptidester gelang ebenfalls. Aus
N-TFA-Seryl-methionin-methylester und N-TFA-Seryl-isoleucin-methylester wurden
bei kurzem Erwirmen mit alkoholischer Salzsiure in guten Ausbeuten die Peptid-
ester-hydrochloride erhalten. Auch die Abspaltung des N- und O-Trifluoracetyl-
restes aus N.O-Bis-TFA-threonin-methylester mit methanol. Salzsdure wurde durch-
gefithrt,

C. PEPTIDSYNTHESEN

Die Verwendung von N.O-Bis-TFA-serin zu Peptidsynthesen bewihrte sich nicht, da z. B. bei
der Umsetzung mit einem Aminosiureester mit Dicyclohexylcarbodiimid als Kondensations-
mittel auch der O-Trifluoracetylrest iibertragen wurde. So wurde mit Tyrosin-methylester
auch N-TFA-Tyrosin-methylester gebildet; auBerdem firbten sich die Ansitze dunkel, und
es wurden meist nur schmierige Produkte isoliert.

Waurde hingegen N-TFA-Serin eingesetzt, so erfolgte die Umsetzung ohne Schwie-
rigkeiten, und auf diese Weise wurden einige N-TFA-L-Serylpeptidester gewonnen
(vgl. Tab. 1). Als Losungsmittel dienten Tetrahydrofuran oder Methylenchlorid.

Wegen der leichten Abspaltbarkeit des N-TFA-Restes von Seryl- und Threonyl-
verbindungen in saurer Losung ist die Tritylhydrazid-Methode von WEYGAND und
SteGLIcHD auf die Fille beschrinkt, in denen es nicht erforderlich ist, im Verlaufe
der Synthese einen Tritylrest dann abzuspalten, wenn N-terminal Serin oder Threonin
steht. Fiir alle anderen Fille ist die Blockierung der alkoholischen Gruppe uner-
ldBlich. Am geeignetsten hierfiir ist die Benzylgruppe, da sie unter den Bedingungen
der N-TFA- und Tritylhydrazidspaltung nicht hydrolysiert wird. Durch Verwendung

6} E. J. BournE, C. E. M. TATLOW und J. C. TATLOW, J. chem. Soc. [London] 1950, 1367.
7) P. DesNueLLE und Mitarbb., Biochim, biophysica Acta [Amsterdam] 2, 64, 134
[1948].
8) A. C. CHIBNALL, J. L. MANGAN und M. W. Rees, Biochem. J. 68, 114 [1958].
34+
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von O-Benzyl-serin® oder O-Benzyl-
threonin ist gleichzeitig die Moglich-
keit ausgeschlossen, daB bei der Ab-
spaltung des Tritylrestes mit alkoho-
lischer Salzsdure von einem lingeren
N-TFA-Peptid-tritylhydrazid, das nicht-
terminal einen Seryl- oder Threoninrest
trigt, durch Acylwanderung ein ,,O-
Peptid*‘ entsteht. Wenn man also die
Hydroxylgruppen durch O-Benzylie-
rung schiitzt, kann die Tritylhydrazid-
Methode angewandt werden. Hierbei
zeigte es sich noch, daB es manchmal
besser ist, nach der Abspaltung des
Tritylrestes nicht die Hydrazid-hydro-
chloride, sondern die freien Hydrazide
zu isolieren,

Zur Darstellung von L-Threonylpep-
tiden wurde der krist. N.O-Bis-TFA-
threonin-methylester mit 2.5 Moll. was-
serfreiem Hydrazin1® in N-TFA-L-
Threonin-hydrazid iibergefiihrt, das
durch Sublimation im Hochvakuum
von gebildetem  N-TFA-Threonin-
methylester und Trifluoracetyl-hydrazin
abgetrennt wird. Geringe Mengen eben-
falls gebildetes L-Threonin-hydrazid
werden mit einem schwach sauren
Ionenaustauscher entfernt1®, Uber die
Azidmethode wurden einige N-TFA-
L-Threonyl-aminosdureester hergestellt
(vgl. Tab, 1), von denen die Sequenz
L-Threonyl-L-seryl-L-isoleucin im Insu-
lin von Schwein und Wal vorkommt !,

Die Umsetzung von N-TFA-L-Thre-
onin-azid, in Essigester gelOst, mit L-

99 K. Oxkawa und H. Tani, J. chem.
Soc. Japan, pure Chem. Sect. [Nippon
Kagaku Zassi] 75, 1199 [1954]; W. GRrAss-
MANN, E.WUNscH, P. DEUFEL und A.ZwICK,
Chem. Ber. 91, 538 [1958].

100 F. WeYGAND und W. SWODENK,
Chem. Ber., in Vorbereitung.

1) J. I. HARRis, F. SANGER und M. A.
NAuUGHTON, Arch. Biochem. Biophysics
65, 427 [1956].

Tab. 2. Ubersicht iiber sonstige hergestellte Verbindungen

Analyse
H

Summenformel
(Mol.-Gew.)

Losungsmittel

Optische Drehung
t° c

[a]p in®

Schmp.
°C

Ausb.l)
%d.Th.

Verbindung

Nr.

2 Tetrahydrofuran

21

—48.8

53 (13) 208—209

N-TFA-L-Alanin-

25

tritylhydrazid 2
N-TFA-L-Methionin-

5.23 8.39
5.21 843

752
Gef. 62.34 5.2

Cr¢H26F3N30,S  Ber. 62.2

2.5 Tetrahydrofuran

19.5

—13.4

188 —189

62 (5)

26

(500.5)

C3oH26F3N303

tritylhydrazid
N-TFA-L-Tyrosin-

Ber. 67.53 4.92 7.88
Gef. 67.66 5.27 17.95

(533.3)

C11H17F3Nz04

Tetrahydrofuran

3
7

4-8.4 20
22
21
21

+8.3

—48.5
—47.5

141—143,
53 (13) Sintern 125

51 (5)

tritylhydrazid
N-TFA-L-Valyl-L-alanin-

27

Ber. 44.29 5.75 9.39
Gef. 44.43 572 9.43

(298.3)

CgH6N203

Tetrahydrofuran

4
4

71 (14) 146
68 (5) 151
63(8)

methylester

28

Gef. 51.09 8.45 14.54

Aus N-TFA-Aminosdure -+ Aminosjureester +

Methode hergestellten Verbindung (iberein ).

Ber. 51.04 8.57 14.88

(188.2)

Wassor

21

+7.8

253 254

L-Valyl-L-alanin

29

TFA-Aminosdure 4 Tritylhydrazin mittels POCls. (14)

der nach der Dicyclohexylcarbodiimid-

2) Die Konstanten stimmen mit

b Darstellungsweise in Klammern, (1} bis (12) s. Tab. 1. (13) Aus N-

Phosphoroxychliorid.
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Valyl-L-alanin und 1 Mol. Tridthylamin durch Turbinieren in Wasser fiihrte in nur
16-proz. Ausbeute zu N-TFA-L-Threonyl-L-valyl-L-alanin, da hierbei der N-TFA-
Rest infolge der alkalischen Reaktion des Mediums groBtenteils abgespalten wird 12),

Wir haben ferner untersucht, ob die von T. WIELAND und B. HEINKE!Y eingefiihrte Akti-
vierungsmethode mit Phosphoroxychlorid bei N-TFA-Verbindungen anwendbar ist (vgl
Tab. 2). Der nach dieser Methode erhaltene N-TFA-L-Valyl-L-alanin-methylester wurde mit
einem nach der Dicyclohexylcarbodiimid-Methode von SHEEHAN hergestellten verglichen.
Die Ausbeuten und die optischen Drehungen waren fast gleich. Bei der Darstellung von
N-TFA-Aminosiure-tritylhydraziden muBte eine kleine Anderung vorgenommen werden, da
unsere Verbindungen im Gegensatz zu den Carbobenzoxyverbindungen, an denen die Methode
ausgearbeitet wurde, sdureempfindlich sind: Zur Zerstérung der nach beendeter Synthese
noch vorhandenen Sidurechloride der Phosphorsiure muBite entweder gleichzeitig Tridthyl-
amin und Wasser zugesetzt oder mit einem UberschuB an wiBriger Natriumhydrogen-
carbonatldosung geschiittelt werden. Trotz dieser VorsichtsmaBnahmen blieben die Ausbeuten
gegeniiber den mit Dicyclohexylcarbodiimid erhaltenen zuriick. Die Ubertragung der POCls-
Methode auf die Darstellung von N-TFA-Seryl-peptidestern gelang nicht.

In Tab. 1 sind auch zwei O-a-Tetrahydropyranyl-Verbindungen von Serin und Threonin
verzeichnet, die hergestellt wurden, weil B. IseLiNnund R. ScHwYZER 14) mit den entsprechenden
Carbobenzoxyverbindungen erfolgreich Peptidsynthesen ausfithren konnten.

Herrn Dr. E. WiinscH, Miinchen, danken wir fiirr die Uberlassung von O-Benzyl-pDL-serin
und O-Benzyl-L-serin, [«]¥': +8.5° (¢ = 2, in n HCI).

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

1. N-Trifluoracetyl-DL-serin: 4.9 g DL-Serin wurden in 46.6 ccm n NaOH gelost und mit
9.8 ccm  Trifluorthioessigsiure-S-iithylester (60 %, UberschuB) 6 Stdn. geschiittelt. Sodann
wurde i. Vak. bis zur beginnenden Kristallisation des Natriumsalzes von N-TFA-pL-Serin
eingedampft. Nach Versetzen mit 12 ccm 27 H,SO4 wurde 4mal mit je 40 ccm Ather aus-
geschiittelt und die dther. Lésung mit Natriumsulfat getrocknet. Der beim Verdampfen des
Athers hinterbleibende Sirup wurde zur Entfernung von Trifluoressigsdure einige Tage im
Vakuumexsikkator iiber Kaliumhydroxyd aufbewahrt. Die Verbindung ist sehr gut 1oslich
in Wasser, Ather, Essigester und Athanol, wenig loslich in Benzol und fast unléslich in
Petrolither. Da sie nicht kristallisierte und auch nicht ohne Zers. destillierbar ist, wurden
auBer dem Aquiv.-Gewicht keine weiteren analytischen Daten bestimmt.

2. N-Trifluoracetyl-L-serin: Darstellung analog 1., kristallisierte bisher ebenfalls nicht.

3. N-Trifluoracetyl-DL-threonin: Darstellung analog 1., wobei die Verbindung sofort
krist. anfiel. Aus Diisopropylither + Petrolither farblose Nadeln, Ausb. 71 % d. Th., aus
den Mutterlaugen weitere 7 %,. Zur Analyse wurde nochmals aus Diisopropyldther 4 Petrol-
dther umkristallisiert.

4. N.O-Bis-trifluoracetyl-DL-serin: 2.10 g DL-Serin wurden in 25 ccm wasserfreier Tri-
Sfluoressigsdure auf —15° gekithlt, worauf 6.3 ccm Trifluoressigsdure-anhydrid i. Vak. lang-
sam eindestilliert wurden. Nach 2stdg. Aufbewahren bei Raumtemperatur kristallisierte die

12) Dije Umsetzung von Carbobenzoxy-aminosidure-aziden auf diese Weise bewihrte sich
gut (K. HOFMANN, A. JOHL, A. E. FURLENMEIER und H. KAPPELER, J. Amer. chem. Soc. 79,
1636 [1957)).

13) Liebigs Ann. Chem. 599, 70 [1956]. 14) Helv. chim. Acta 39, 57 [1956].
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Verbindung beim Einengen i. Vak. meist aus. Aus Benzol (Animpfen!) 5.02 g, nach Sub-
limation bei 90°/10~3 Torr 4.34 g.

5. N.O-Bis-trifluoracetyl-L-serin: Darstellung analog 4. Farbloses O}, Sdp.g.ge1 105110,
das im Verlaufe von einigen Tagen kristallisierte.

6. N.O-Bis-trifluoracetyl-DL-threonin: Darstellung analog 4., farbloses Ol, Sdp.o.001 85 bis
90°, innerhalb einiger Tage Kristallisation. Zur Analyse wurde i. Hochvak. sublimiert.

7. N.O-Bis-trifluoracetyl-L-threonin-methylester: Aus N-TFA-L-Threonin-methylester durch
Trifluoracetylierung mit Trifluoressigsdure-anhydrid. Umkrist. aus Petroldther.

8. N-Trifluoracetyl-L-threonin-hydrazid: 3.1 g (9.5 mMol) N.O-Bis-TFA-L-threonin-methyl-
ester wurden mit 0.75 ccm (24 mMol) wasserfreiem Hydrazin versetzt, wobei schnell Ver-
fliissigung eintrat, Innerhalb der ersten 10 Min. wurde die Temp. unter 35° gehalten (gelegent-
lich Eiskithlung). Nach 48stdg. Aufbewahren bei Raumtemperatur wurde nicht umgesetztes
Hydrazin und das gebildete Methanol bei 60° Badtemperatur i. Hochvak. abdestilliert,
worauf N-TFA-L-Threonin-hydrazid an einen auf 80° erwirmten Finger sublimiert wurde.
Trifluoressigsiure-hydrazid und N-TFA-L-Threonin-methylester, die bei der Reaktion eben-
falls entstehen, wurden in einer eisgekiihlten Vorlage aufgefangen.

Das grau gefirbte Sublimationsprodukt wurde zur Entfernung einer geringen Menge
L-Threonin-hydrazid in 30 ccm 50-proz. Athanol gelost, worauf so viel Ionenaustauscher
Amberlite XE 64 (H®-Form) eingetragen wurde, daB der pa-Wert auf 6 sank. Der Ionen-
austauscher wurde abfiltriert und gut gewaschen. Nach Eindampfen der Losung i. Vak.
wurde erneut an einen auf 80° gehaltenen Finger sublimiert.

9. N-Trifluoracetyl-O-benzyl-DL-serin: 2.67 g O-Benzyl-DL-serin wurden in Trifluoressig-
sdure mit 2.5 ccm Trifluoressigsdure-anhydrid in iiblicher Weise trifluoracetyliert. Die Ver-
bindung 148t sich unter geringer Zers. bei 130° (Bad)/1073 Torr destillieren. Zur Analyse
wurde aus Benzol 4 Petrolidther umkristallisiert.

10. N-Trifluoracetyl-O-benzyl-L-serin: Darstellung analog 9.

11. N-Trifluoracetyl-O-a-tetrahydropyranyl-DL-serin-methylester: 3.82 ¢ N-TFA-DL-Serin-
methylester (aus DL-Serin-methylester-hydrochlorid mit Trifluoressigsidure-methylester und
Tridthylamin erhalten) wurden in 5 ccm Dikydropyran geldst, mit 0.2 ccm 2n HCI in Essig-
ester versetzt, anschlieBend kurz auf 40° erwidrmt und 3 Stdn. bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Durch wiederholtes Ausschiitteln mit Natriumhydrogencarbonatlosung und Wasser
wurden HCl und nicht umgesetzter N-TFA-Serin-methylester abgetrennt. Nach dem Trock-
nen und Verdampfen des Athers hinterblieben 4.22 g schwach gelb gefirbtes Ol, das bald
kristallisierte, Schmp. 82°, Nach Umkrist. aus Benzol -- Petroldther Ausb. 3.43 g (65 ¢ d. Th.),
nach Sublimation bei 80° (Bad)/10~3 Torr (ohne Zers.) Schmp. 83°.

12. N-Trifluoracetyl-O-a-tetrahydropyranyl-L-threonin-methylester: 1.28 g N-TFA-L-Threo-
nin-methylester (aus 1.85 g N.O-Bis-TFA-L-threonin-methylester durch Einwirkung von Wasser
und Trocknen iber P,Os und KOH im Vakuumexsikkator) wurden mit 4.2 ccm Dikydro-
pyran und 0.1 ccm 27 HCI in Essigester analog 11. umgesetzt. Die Verbindung, die bis jetzt
nicht kristallisierte, wurde einer Kurzwegdestillation i. Hochvak. unterworfen.

13. N-Trifluoracetyl-L-serin-tritylhydrazid: Aus 10 mMol N-TFA-L-Serin, 9 mMol Tri-
tylhydrazin und 9 mMol Dicyclohexylcarbodiimid in 60 ccm Tetrahydrofuran. Aus Benzol
verfilzte Nidelchen.

14. N-Trifluoracetyl-L-alanyl-L-serin-methylester: Die Kondensation von N-TFA-L-Alanin
und L-Serin-methylester, der aus dem Hydrochlorid mit Tridthylamin in Methylenchlorid
freigesetzt worden war, wurde mit Dicyclohexylcarbodiimid bei —15° und sodann im Eis-
schrank (4 Tage lang) ausgefiihrt. Bei der Aufarbeitung war darauf zu achten, daf3 das
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Reaktionsprodukt in Wasser gut Idslich ist. Dicyclohexylharnstoff wurde durch Lésen in
Athanol und Fillen mit Wasser abgetrennt, worauf die wiBr. Losung i. Vak. eingedampft
wurde. Umkrist. wurde aus Essigester + Petrolidther und Athanol + Diisopropylither
(1:1.5 Vol.-Tle.). Die Substanz ist gut loslich in Wasser, Athano!, Essigester, wenig loslich
in Ather, heiem und kaltem Benzol.

15. N-Trifluoracetyl-L-seryl-L-alanin-methylester: Darstellung analog 14. Der Reaktions"
ansatz war nach einigen Stdn. stark gelb bis rotbraun gefirbt. Ausb. 75 %, d. Th., Schmp-
123° (aus Wasser), nach nochmaligem Umkrist. aus Wasser Schmp. 124°, grobe Nadeln-
Loslichkeitseigenschaften wie unter 14.

16. N-Trifluoracetyl-L-seryl-L-phenylalanin-methylester: Darstellung analog 14., weniger
in Wasser 16slich als 14. Umkrist. wurde aus Essigester -+ Diisopropylidther (1:4 Vol.-Tle.)
und 2mal aus Toluol, feine verfilzte Nidelchen.

17. N-Trifluoracetyl-L-seryl-L-isoleucin-methylester: Darstellung analog 14. Das Produkt
kristallisierte nicht und wurde als Rohprodukt (99 % d. Th.) in 18. iibergefiihrt.

18. L-Seryl-L-isoleucin: 1.05 g Rohprodukt 17. wurden in 130 ccm 0.257 Ba(OH), iiber
Nacht stehengelassen, die Ba2®-Ionen mit der dquiv. Menge Schwefelsdure ausgefillt und der
pr-Wert mit Trifluoressigsdure auf 5 gebracht. Nach Eindampfen i. Vak. wurde 2mal aus
Wasser + Athanol umkristallisiert.

19. N-Trifluoracetyl-L-threonyl-L-serin-methylester: Die Losung von 1.33 g (5.8 mMol)
N-TFA-L-Threonin-hydrazid (Nr. 8) in 15 ccm 1.3n HCI und 0.5 ccm Eisessig wurde bei 0°
mit 60 ccm eiskaltem Essigester iiberschichtet. Unter heftigem Riihren lie man die Losung
von 442 mg Natriumnitrit in 5 ccm Wasser langsam zutropfen. Nach 10 Min. wurde die
Essigesterschicht abgetrennt, mit gesitt. Natriumhydrogencarbonatldsung gewaschen und mit
Natriumsulfat getrocknet. Die wifir. Phasen wurden 2Zmal mit je 50 ccm Essigester aus-
geschiittelt. Die vorher bereits benutzte Natriumhydrogencarbonatlésung wurde zum Waschen
dieser Essigesterextrakte verwendet, worauf die Essigesterextrakte vereinigt wurden.

1.35 g L-Serin-methylester-hydrochlorid (8.7 mMol) wurden fein zerrieben in 20 ccm
Essigester suspendiert und mit 1.2 ccm Tridithylamin 45 Min. kriftig gerithrt. Anschlieffend
wurde filtriert, auf 0° gekiihlt und mit der zuvor vom Trockenmittel abgetrennten Ldsung
des Azids vereinigt.

Nach 4tigigem Stehenlassen im Eisschrank wurde auf 100 ccm eingeengt und nacheinander
mit gesiitt. Natriumhydrogencarbonatlosung, 0.57 HCl und Wasser ausgeschiittelt, die ver-
einigten wiBrigen Losungen einmal mit 50 ccm Essigester ausgeschiittelt (weiteres Aus-
schiitteln mit Essigester wire evtl. ausbeuteverbessernd gewesen). Nach dem Trocknen der
Essigesterlosung und Einengen auf 10 ccm konnten mit Petroldther 1.0 g farblose, lange
diinne Nidelchen gefillt werden. Zur Analyse wurde 2mal aus Athanol -+ Petrolither um-
kristallisiert. Die Verbindung ist gut 1oslich in Wasser, Athanol, Essigester, wenig in Ather
und Benzol, fast unléslich in Petroldther.

20. N-Trifluoracetyl-L-threonyl-glycin-dthylester: Darstellung analog 19. Die Aufarbeitung
wurde verbessert, indem zunichst der Essigester i. Vak. vollstindig verdampft, der Riick-
stand in wenig Athanol aufgenommen und mit 40 ccm Wasser versetzt wurde, worauf die
fast klare Losung durch kleine Séulen von je 10 ccm Ionenaustauscher Dowex 50 X4 (200 bis
400 mesh/inch, H®-Form) und Amberlite XE 58 (OH®-Form) filtriert wurde. Der nach dem
Eindampfen erhaltene fast farblose Riickstand wurde aus Essigester + Petrolidther gefillt,
Schmp. 124°; und zur Analyse noch 2mal aus Athanol - Petroldther umkristallisiert, Schmp.
128,

21. N-Trifluoracetyl-O-benzyl-DL-seryl-L-tyrosin-tritylhydrazid: 2.95 g (5.5 mMol) N-TFA-
L-Tyrosin-tritylhydrazid (Nr. 27) wurden in 15 ccm Athanol geldst, mit 14 ccm n NaOH ver-
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setzt und 30 Min. auf 55° erhitzt. Die Losung wurde i. Vak. eingeengt, mit 6 ccm » HCl (zur
Freisetzung der phenolischen Hydroxylgruppe) und etwas Natriumhydrogencarbonatlosung
versetzt und 2mal mit Essigester ausgeschiittelt. Die Kondensation des so erhaltenen
L-Tyrosin-tritylhydrazids mit N-TFA-O-Benzyl-DL-serin (5.5 mMol) mittels Dicyclohexyl-
carbodiimids (5.5 mMol) erfolgte in iiblicher Weise. Nach Umfillen aus Essigester -+ Petroi-
dther lagen 3.5 g (90 % d. Th.), Schmp. 127° (Sintern ab 120°), nach weiterem Umfillen aus
Benzol + Diisopropyldther + Petroldther (1:2:2 Vol.-Tle.) 3.1 g, Schmp. 134° (Sintern ab
125°), vor.

22. N-Trifluoracetyl-O-benzyl-DL-seryl-L-tyrosin-hydrazid: Verbindung Nr. 21 wurde in
tiblicher Weise vom Tritylrest befreit. Das ausgefiillte Hydrazid-hydrochlorid war gelee-
artig, lieB sich schlecht filtrieren und war hygroskopisch. Zur Uberfithrung in das freie
Hydrazid wurde es in Wasser -+ etwas verd. Salzsdure gel6st, worauf zur Entfernung von
Verunreinigungen mit Essigester ausgeschiittelt wurde. Daraufhin wurde die wifir. Phase mit
festem Natriumhydrogencarbonat bis pn 7—8 versetzt. Hierbei fiel das Hydrazid aus. Es
wurde mit Essigester ausgeschiittelt und aus wenig Athanol umkristallisiert.

Die Ausb. wire sicherlich hoher gewesen, wenn nicht zunichst versucht worden wire,
das Hydrazid-hydrochlorid zu isolieren.

23. N-Trifluoracetyl-L-threonyl-L-seryl-L-isoleucin-methylester: 2.26 g L-Seryl-L-isoleucin-
methylester-hydrochlorid (8.4 mMol) (erhalten durch 25min. Erhitzen von N-TFA-L-Seryl-
L-isoleucin-methylester in » methanol. HCl unter Riickflu) wurden zur Freisetzung des
Esters nach der Methode von G. HILLMANN!5) in 70 ccm Chloroform suspendiert und mit
10 ccm 1.22 NHj in Chloroform 30 Min. bei 0° geriihrt. Da sich das gebildete Ammonium-
chlorid nicht abfiltrieren lie, wurde i. Vak. eingedampft und in 50 ccm Essigester aufge-
nommen. Da auch nunmehr das Ammoniumchlorid nicht abgetrennt werden konnte, wurde
auf 0° gekiihlt und mit einer Lésung von 7.5 mMol N-TFA-L-Threonin-azid in 250 ccm Essig-
ester versetzt. Nach iiblicher Aufarbeitung lagen 2.39 g (74.5 % d. Th.) farbloses Tripeptid-
derivat vor, nach dem Umbkrist. aus Essigester + Petrolidther 1.87 g, Schmp. 171°, nach
weiterem Umkristallisieren Schmp. 172°.

24. N-Trifluoracetyl-L-threonyl-L-valyl-L-alanin: Die Loésung von 4.2 mMol N-TFA-
L-Threonin-azid in 250 ccm Essigester wurde bei 0° mit der Lésung von 2.8 mMol L-Valyi-
L-alanin und 2.8 mMol Tridthylamin 3 Tage gerithrt. Zusatz von etwas Wasser, Abtrennen
der Essigesterphase und 2maliges Ausschiitteln mit Essigester schlossen sich an. Die Frei-
setzung des N-TFA-Tripeptids aus der widr. Lésung und die Abtrennung von freien Peptiden
erfolgte mit einer kleinen Siule des Ionenaustauschers Dowex 50X4 (H®-Form). Umkri-
stallisiert wurde aus Athanol + Petrolither.

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von N-Trifluoracetyl-aminosdure-tritylhydraziden nach
der Phosphoroxychlorid-Methode

10 mMol N-TFA-Aminosdure werden zur Losung von 10 mMol Tritylhydrazin in Tetra-
hydrofuran gegeben und in Eis/Kochsalz auf —15° abgekiihlt. (Das Tritylhydrazin wird vor-
her aus 10.5 mMol seines Hydrochlorids in Tetrahydrofuran mit Triithylamin freigesetzt,
worauf vom entstandenen Tridithylammoniumchlorid abfiltriert wird). Der kalten Losung
wird unter Riihren eine Suspension von 1.0 ccm Phosphoroxychlorid (11 mMol) und 3.5 ccm
Tridthylamin (12 mMol) in 10 ccm Tetrahydrofuran innerhalb von 3 Min. zugefiigt. Alsbald
fallt Tridthylammoniumchlorid aus. Nach 1 Stde. im Kiltebad wird zur Zerstdrung noch
vorhandener Sdurechloride der Phosphorsiure gleichzeitig mit 0.5 ccm Wasser und 3.5 ccm
Tridthylamin versetzt, anschlieBend das Losungsmittel i. Vak. verdampft. Der Riickstand

15) Z. Naturforsch. 1, 682 [1946].
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wird mit 50 ccm Essigester und 20 ccm gesitt. Natriumhydrogencarbonatldsung geschiittelt.
Sodann wird die organische Phase nacheinander mit gesidtt. Natriumhydrogencarbonat-
16sung, 0.5n HCl und Wasser gewaschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem
Verdampfen des Essigesters wird aus Essigester + Petrolidther oder einem anderen geeigneten
Losungsmititel umkristallisiert.

25. N-Trifluoracetyl-L-alanin-tritylhydrazid: Nach vorstehender Vorschrift in 47-proz.
Ausb. erhalten, Schmp. und Misch-Schmp. 204° (Lit. 1): 204°). Daraus hergestelltes N-TFA-
L-Alanin-hydrazid-hydrochlorid Schmp. und Misch-Schmp. 187°.

26. N-Trifluoracetyl-L-methionin-tritylhydrazid: Aus N-TFA-L-Methionin, Tritylhydrazin
und Dicyclohexylcarbodiimid in Methylenchlorid bei —15°, sodann 4 Tage bei 0°. Umkri-
stallisiert wurde aus Benzol.

28. N-Trifluoracetyl-L-valyl-L-alanin-methylester: Aus N-TFA-L-Valin und L-Alanin-
methylester mittels Phosphoroxychlorids bei —15° unter Zusatz von Tridthylamin analog
der allgemeinen Vorschrift fiir die Darstellung von N-TFA-Aminosidure-tritylhydraziden
mittels Phosphoroxychlorids. Umkristallisation aus Athanol + Wasser, i. Hochvak. sublimier-
bar, lange Nadeln. Schmp. 146°.

Die zum Vergleich mittels Dicyclohexylcarbodiimids hergestellte Verbindung schmolz bei
151°, Misch-Schmp. beider Verbindungen ohne Erniedrigung.

N-Trifluoracetyl-a-amino-acrylséure: N-TFA-DL-Serin wurde i. Hochvak. im langen Rohr
mit Temperaturgefille auf 100—120° erhitzt. Dabei zersetzte sich der groBere Teil zu einer
nichtfliichtigen Schmiere. Die N-TFA-a-Amino-acrylsiure schlug sich an den kilteren Teilen
des Rohres in Form von Rosetten nieder. Ausb. 2535 % d. Th., Schmp. 124° (aus Benzol).

CsH4F3NO; (183.1) Ber. C32.79 H2.20 N 7.65 Gef. C3247 H2.26 N7.85

35 mg der Verbindung wurden mit 20 mg Platinoxyd nach Adams in 15 ccm Athanol
3 Stdn. mit Wasserstoff geschiittelt. Hochvakuumsublimation lieferte 27.6 mg N-TFA-
DL-Alanin, Schmp. und Misch-Schmp. 120°.

Trifluoressigsdure-hydrazid: Das bei der Darstellung von N-TFA-L-Threonin-hydrazid
(Nr. 8) anfallende Gemisch von Trifluoressigsdure-hydrazid und N-TFA-L-Threonin-methyl-
ester wurde wiederholt bei 12—14 Torr im Rohr mit Temperaturgefille sublimiert. Schmp.
115°, in den meisten’ organischen Losungsmitteln schwer 15slich, gut 16slich in heiBem Athanol
und Wasser, sehr gut I8slich in verd. Sduren.

CH3F3N,O (128.1) Ber. C18.76 H 2.36 N 21.88 Gef. C18.79 H 2.40 N 21.70





