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Protease Catalyzed and Chemical Peptide Bond Formation with o-Trifluoromethyl

Substituted o-Amino Acids

Abstract. Subtilisin, a-chymotrypsin and papain cata-
lyzed hydrolyses of «-trifluoromethyl substituted N-
benzyloxycarbonyl amino acid methylesters (Z-TFM-
Xaa-OMe) 1 can be achieved only in the case of 3,3,3-
trifluoroalanine. Enzymatic incorporation of Z-TFM
amino acids 2 into N-terminal position of dipeptides
also fails. In contrary, dipeptides with a TFM amino

acid moiety in N-terminal position, ¢.g. TFM-Phg-L-
Phe-OMe 5, react with H-Leu-NH, to give the
corresponding tripeptides 6 in high yield. Z protected
dipeptide derivatives 8 with N-terminal TFM amino
acids can be obtained via 4-triflucromethyl-5-(4 H)-
oxazolones 7.

Die Synthese von Peptiden durch Kombination prote-
inogener Aminosauren mit artifiziellen Bausteinen
stellt im Hinblick auf die Gewinnung bioaktiver Wirk-
stoffe mit neuen oder modifizierten Eigenschaften
eine fir die Entwicklung von Peptidpharmaka beson-
dere Herausforderung dar. Nachdem mit der aminoly-
tischen Offnung von trifluormethylsubstituierten N-
Carboxyanhydriden [2] ein Syntheseweg fiir Dipeptid-
derivate mit N-terminaler a-trifluormethylsubstituier-
ter o-Aminosdure (TFM-Aminosidure) vorgestellt
wurde, werden nachfolgend weitere Moglichkeiten be-
schrieben, die sich fiir den N-terminalen Einbau von
TFM-Aminosiduren in Peptide eignen.

Aus der Vielzahl vorhandener Methoden zur Kniip-
fung von Peptidbindungen kommt den enzymatischen
Varianten aufgrund der spezifischen Eigenschaften
der Biokatalysatoren besondere Bedeutung zu [3 — 5].

N-Geschiitzte o-trifluormethylsubstituierte c-Ami-
nosiuren [6 — 9] sind bisher noch nicht hinsichtlich ih-
rer Eignung als Carboxylkomponenten fiir protease-
katalysierte Peptidsynthesen untersucht worden. Fer-

ner sollte gepriift werden, ob die fiir konventionelle
Peptidsynthesen oft eingesetzte Mischanhydrid-Me-
thode [10] auch zur Carboxylgruppen-Aktivierung
von a-trifluormethylsubstituierten o-Aminoséduren ge-
eignet ist.

Eine notwendige Voraussetzung fiir den Einsatz von
Z-TFM-Xaa-OR 1 fiir proteasekatalysierte kinetisch
kontrollierte Peptidsynthesen [11] ist eine hinreichen-
de Hydrolyselabilitat der Alkylestergruppierung, da
die Ausbildung eines kovalenten Acylenzym-Interme-
diats fiir den genannten Reaktionsablauf essentiell ist.
Die Ergebnisse der unter pH-Stat-Bedingungen durch-
gefithrten enzymkatalysierten Hydrolysestudien sind
in Tab. 1 zusammengefafit.

Aufgrund der ausgepriagten Spezifitdt der zur Hy-
drolyse eingesetzten Enzyme wurden Substrate, denen
das «-stindige Wasserstoffatom fehlt, nur in stark
eingeschrinktem Malle akzeptiert. Sowohl der Um-
satz als auch die Hydrolysegeschwindigkeit nehmen in
der Reihenfolge Z-TFM-Gly-OMe 1a ) Z-TFM-Gly-
(OH)-OMe 1b ) Z-TFM-Ala-OMe 1 ¢ ab. Offenbar ist
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Tabelle 1 Proteasekatalysierte Hydrolyse von a-trifluormethylsubstituierten Aminosiure- und Peptidestern

Substrat Enzym Umsatz® spez. Aktivitat
(%) (nkat mg~1)

Z-TFM-Gly-OMe (1a) Subtilisin 45 420

a-Chymotrypsin 44 9

Papain 60 600
Z-TFM-Gly(OH)-OMe (1b)  Subtilisin 43 0,5

a-Chymotrypsin 0 -

Papain 0 -
Z-TFM-Ala-OMe (1¢) Subtilisin 14 0,5

a-Chymotrypsin 0 -

Papain 0 —
Z-TFM-Leu-OMe (1d) Subtilisin 7 0,01

a-Chymotrypsin 0 -

Papain 0 —
Z-TFM-Phe-OMe (1 €) Subtilisin 0 -

a-Chymotrypsin 0 -

Papain 0 —
H-TFM-Phg-Phe-OMe (5) Subtilisin 88 36

a-Chymotrypsin 86 81

a titrimetrisch bestimmt

aus vorrangig sterischen Griinden die Bildung des
Acyl-Enzyms bei Aminosidureestern vom ,o-Alkyl-
typ® mit zunehmendem Raumanspruch des Substitu-
enten erschwert. Bei 1d und 1e gelingt eine enzymati-
sche Hydrolyse schliefilich nur noch in untergeordne-
tem Mafle bzw. tiberhaupt nicht mehr.

Zusitzlich belegen die Ergebnisse der chemischen
Verseifung von 1d und 1e (siche Tab.2), daBl selbst
bei pH 9 keine signifikante Verseifung erfolgt. Dage-
gen wird unter diesen Reaktionsbedingungen Z-Phe-
OMe innerhalb von 5min vollstindig hydrolysiert.
Der einzige a-TFM-Aminosdureester, der von allen
drei eingesetzten Enzymen als Substrat akzeptiert wur-
de, ist 1a mit dem fiir die enzymatische Reaktion es-
sentiellen o-Wasserstoffatom. Damit ertffnet sich

Tabelle 2 Alkalische Hydrolyse von N-geschiitzten Ami-
nosauremethylestern bei pH 9

Substrat t Umsatz v HPLC (%)
(min) (%) (umol  Sédure Ester NP2
min~1!)

Z-Phe-OMe S 100 89 100 0 0
la 5 380® 132 4 4 92
ib 60 938 38 2 61 37
1c 30 9 8,6 6 94 0
1d 20 11 6 0 87 0
le 20 5 7,5 4 96 0

) nicht ndher charakterisiertes Nebenprodukt
Y der angegebene Umsatz resultiert vorwiegend aus dem
hydrolytischen Abbau der Trifluormethylgruppe

durch die selektive enzymatische Hydrolyse von 1a
eine einfache priparative Moglichkeit der Enantio-
merentrennung.

Die enzymatische Hydrolyse von 1b mit Subtilisin
verlduft zwar ebenfalls bis zu einem Umsatz von etwa
50 %, jedoch mit deutlich geringerer Geschwindigkeit.
Es ist damit moglich, auch diesen Ester auf analogem
Wege einer Enantiomerentrennung zuzufithren.

Enzymkatalysierte Peptidsynthesen werden in der
Regel vorteilhaft im pH-Bereich von 8 bis 9,5 durchge-
fihrt, da unter diesen Bedingungen die nucleophile
Aminokomponente in hoherer Konzentration in der
reaktionsbereiten deprotonierten Form vorliegt. Die in
Tab. 2 aufgefithrten Ergebnisse der chemischen Hy-
drolyse zeigen, dafl zwar 1a und 1b hydrolytisch um-
gesetzt werden, die gewiinschte Sidure jedoch nur in
Spuren gebildet wird. Dafiir entsteht im Fall von 1a
vorrangig ein Nebenprodukt durch hydrolytischen
Abbau der Trifluormethylgruppe [12]. Wie bereits er-
wihnt, erwiesen sich 1¢ — 1e unter diesen Bedingun-
gen als hydrolyseresistent, wihrend 1b zu etwa 40 %
hydrolytisch in ein Nebenprodukt tberfiihrt wurde.
Die Analyse der Hydrolysestudien fiihrt zu dem Resul-
tat, da} 1a unter Enzymkatalyse bei pH 6 selektiv zu
(R)-Z-TFM-Gly-OH 2a hydrolysiert werden kann.
Die Instabilitat im alkalischen Bereich erlaubt jedoch
unter solchen Bedingungen keine kontrollierten Um-
setzungen. Ahnliches gilt, etwas eingeschrinkt, auch
fir 1b. Die Verbindungen vom ,,a-Alkyltyp“ sollten
daher aufgrund der ermittelten Hydrolysebestdndig-
keit fir proteasekatalysierte kinetisch kontrollierte
Peptidsynthesen kaum geeignet sein. Dies konnte am
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Beispiel der Umsetzung von 1e bzw. Z-Phe-OMe mit
H-Leu-NH, unter Katalyse von Chymotrypsin besti-
tigt werden. Wihrend mit Z-Phe-OMe bei einem C/N-
Verhaltnis von 1:2 vollstindiger Umsatz zum Z-Phe-
Leu-NH, erzielt wurde, konnte bei Einsatz von 1e
auch nach wesentlich lingeren Reaktionszeiten sowie
drastischer Erhohung der Enzym- und Nucleophil-
Konzentration kein Substratumsatz festgestellt wer-
den.

Neben der proteasekatalysierten kinetisch kontrol-
lierten Peptidsynthese-Strategie konnen ausgehend
von N-geschiitzten Aminosiduren bzw. Peptiden Kniip-
fungen von Peptidbindungen auch gleichgewichtskon-
trolliert erfolgen {3 — 5]. Entsprechend nachstehendem
Reaktionsschema sollten unter Variation der Reak-
tionsbedingungen Dipeptidsynthesen mit 2¢ - 2e
durchgefiihrt werden.

Die Auswertung der Reaktionen erfolgte mittels
HPLC. In keinem Fall konnten die drei verschiedenen
Carboxylkomponenten mit Leucinamid zur Reaktion
gebracht werden. Analytische Proben der drei zu er-
wartenden Peptidderivate 3a — 3¢ wurden nach der
Mischanhydrid-Methode hergestellt. Unter den glei-
chen Reaktionsbedingungen ergaben die zur Kontrolle
durchgefiihrten thermolysinkatalysierten Umsetzun-
gen von Z-Ala-OH bzw. Z-Phe-OH mit H-Leu-NH,
Dipeptidausbeuten von 80 bzw. 98 %.

Im einzelnen wurden folgende Reaktionsmedien
verwendet:

a) wifirig-organische Pufferlosung

2¢—2e (0,1 M) und H-Leu-NH, (1 M) werden in einer Mi-
schung aus Trispuffer (0,2M; pH7) und 0,4 ml Methanol
geldst, der pH-Wert mit 6 N HCI korrigiert und ein Endvo-
lumen von 1ml eingestellt. Nach Zugabe von 10mg
(0,3 pmol) Thermolysin wird 20 h bei 37 °C geriihrt.

b) biphasisches System

2¢—2e (5 mM) und H-Leu-NH, (§— 50 mM; die Konzen-
trationen der Reaktanten beziehen sich auf das Gesamtvolu-
men aus organischer und wéBriger Phase) werden in Tris-
puffer (0,2 M; pH 7) gelost, der pH-Wert mit 6 N HCI kor-
rigiert und die wiBirige Phase auf ein Endvolumen von 1 ml
gebracht. Nach Zugabe von 10mg (0,3 pmol) Thermolysin
und 19 ml Essigester wird 20 h bei 37 °C geriihrt.

¢) System Hexan/Salzhydrat unter Anwendung von Ultra-
schall

29,1 mg (0,1 mmol) 2¢ und 13,1 mg (0,1 mmol) H-Leu-NH,
werden mit einer Mischung von 5mg Thermolysin und
65 mg (0,2 mmol) Na,SO,- 10 H,O in 2 ml Hexan suspendiert
und bet 37 °C 10 min mit einem Ultraschallgerat Labsonic U
(20kHz, 350 W; Firma Braun, BRD) beschallt.

Die Ergebnisse lassen die SchluBlfolgerung zu, daB
a-trifluormethylsubstituierte  a-Aminosdurederivate
ohne «-H-Atom enzymkatalysiert nicht unmittelbar
mit anderen Aminosdure- und Peptidderivaten ver-
kniipft werden kénnen.
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Zwangsliaufig bietet sich als Alternative eine enzym-
katalysierte Verkniipfung von N-geschiitzten oder
freien Peptidderivaten an, in welchen sich die TFM-
Aminosdure in N-terminaler Position befindet. Unter
diesen Bedingungen kann sogar auf eine N-terminale
a-Aminoschutzgruppe in der Carboxylkomponente
verzichtet werden, weil das nucleophile Potential der
freien Aminogruppe der TFM-Aminosdure im Ver-
gleich zur freien Aminofunktion der Aminokompo-
nente zu gering ist {2, 13}, um kompetitiv in Reaktion
treten zu kénnen.

Zur Verdeutlichung dieser Strategie haben wir in
Analogie zu bereits publizierten Ergebnissen [2] zu-
nachst das N-Carbonsaureanhydrid von TFM-Phenyl-
glycin 4 mit H-Phe-OMe zum Dipeptidester 5§ geoff-
net, der nach Reinigung an Kieselgel 60 und nachfol-
gender Kristallisation aus Ether/Hexan in diastereo-
merenreiner Form erhalten werden konnte.

Formelschema 2
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5 ist ein vorziigliches Substrat sowohl fiir Chymo-
trypsin als auch fiir Subtilisin (vgl. Tab. 1). Die Umset-
zung mit H-Leu-NH, unter Chymotrypsin-Katalyse
nach Morihara und Oka [14] fihrte bereits nach
30min zum Tripeptidester 6 in einer Ausbeute von
86 Y.

Trotz der freien Aminofunktion in der eingesetzten
C-Komponente konnten mittels HPLC keine Neben-
produkte nachgewiesen werden. Damit ist ein Weg
aufgezeigt, der racemisierungssichere Segmentver-
kniipfungen mit TFM-Aminoséuren erlaubt.
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Aufgrund der oben beschriebenen nicht realisierba-
ren direkten enzymkatalysierten Aktivierung von N-
geschiitzten TFM-Aminosduren 2 erschien es ange-
bracht, neben der Aufspaltung von NCA-TFM-Xaa
[2] weitere chemische Méglichkeiten fiir Peptidsynthe-
sen zu testen. Die in der konventionellen Peptidsyn-
these vielbenutzte Mischanhydrid-Methode [10] bietet
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der durch den Chlorameisensdurealkylester einge-
brachten Substruktur stattfinden, wobei die N-ge-
schiitzte Aminosdure wieder freigesetzt wird. Als
unerwiinschtes Nebenprodukt entsteht dann ein Ure-
than. Uber Einfluf des Loésungsmittels, der eingesetz-
ten tertidiren Base sowie einer Reihe anderer Faktoren
auf den Reaktionsverlauf liegen Untersuchungen vor
[15].

Bei der Carboxylgruppen-Aktivierung Z-geschiitz-
ter TFM-Aminosduren 2 durch die Mischanhydrid-
Methode wurden bislang mit dem System Methylen-
chlorid / Triethylamin / Chlorameisensidureethylester
die besten Ergebnisse erzielt. Chlorameisensiureethyl-
ester bietet den Vorteil, daB} als Nebenprodukte ledig-
lich Ethanol und CO, entstehen. Die F-NMR-spek-
troskopische Vefolgung der Reaktion im Temperatur-
bereich von 0 bis + 20 °C zeigt, da} die eingesetzten Z-
TFM-Aminosduren 2 in Minutenfrist vollstindig rea-
gieren. Die entstehenden Zwischenprodukte kénnen
isoliert und anhand ihrer spektroskopischen Daten
zweifelsfrei als 2-Benzyloxy-4-trifluormethyl-5(4 H)-
oxazolone 7 identifiziert werden. Die gemischten An-
hydride der Z-TFM-Aminosiduren unterliegen somit in
dem untersuchten Temperaturbereich spontan einem

intramolekularen RingschluB. Die Verbindungen 7
sind im Gegensatz zu den von konventionellen Amino-
sduren abgeleiteten 2-Alkoxy-5(4 H)-oxazolonen [16,
17} auBerordentlich stabil. Sie konnen siulenchro-
matographisch an Kieselgel gereinigt und tagelang bei
Raumtemperatur aufbewahrt werden. Die Stabilitit
ist zweifellos auf den Ersatz des an C-(4) gebundenen
Wasserstoffs durch eine Trifluormethylgruppe zu-
rickzufithren.

Ebenso wird bei der Carboxylgruppen-Aktivierung
der Z-TFM-Aminosiduren 2 mit Dicyclohexylcarbodi-
imid (DCCI) oder Chlorphosphorsidurediphenylester/
Triethylamin die Zwischenstufe 7 durchlaufen. Eine
Isolierung der Zwischenstufe 7 bringt keine héheren
Ausbeuten, so daf} die Reaktion 2 — 7 — 8 vorteilhaft
als ,Eintopfreaktion“ durchgefiihrt werden kann.

Die aminolytische Ring6ffnung von 7 gelingt auch
mit Dipeptidestern in befriedigenden Ausbeuten. Der
Z-geschiitzte Tripeptidester Z-TFM-Ala-Gly-L-Phe-
OBn 9 wird auf diesem Wege zu 55 % erhalten.

Die Ergebnisse zeigen, daB die verschiedenen Akti-
vierungsmoglichkeiten fiir 2, die iiber die Zwischen-
stufe 7 verlaufen, aus praparativer Sicht der NCA-Me-
thode [2] nahezu gleichwertig sind. Erstere Methode

Tabelle 3 Physikalische und analytische Daten der Verbindungen 7a—7d

Summen- Mol- Ausb. Meth. Kp.[°C/Torr) Elementaranalyse

formel masse (%) Fp.[°C} C H N
Ta C,H(F;NO; 273,2 75 A 105/0,9 Ber. 52,76 3,69 5,13
Gef. 52,42 3,99 5,26
7b C15H16F3NO3 315,3 80 B Ber. 57,14 5,12 4,44
70 C 35-36 Gef. 57,17 5,11 4,56
Te CsH,4F3NO;, 349,3 88 B 0l Ber. 61,89 4,04 4,01
85 C Gef. 61,95 3,96 3,98
7d CsH ,F3NO; 335,3 88 B (o) Ber. 60,90 3,61 4,18
76 C Gef. 61,05 3,66 4,20

Tabelle 4 IR- (v-Werteincm~1!), 3C-NMR (360 MHz, CDCl;) und YF-NMR (250 MHz, CDCl,) Daten fiir 7a — 7d (§-Werte
in ppm, J in Hz)
IR BC-NMR BF-NMR
(Film) R! CF,4 C-2 C-4 C-5 CF;,
7a 1840, 1675 18,34 122,87 160,31 71,94 170,19 0,26 (s)
(q, J=1,0) (q, J=283,1) (q, J=29,9
7b 1845, 1670 22,55; 23,85; 122,89 160,18 75,31 170,61 1,01 (s)
23,93; 38,76 (q, J=284,2) (q, J=28,2)
e 1835, 1675 36,78; 122,66 160,08 76,65 169,00 2,04 (s)
127,96, 128,45; (q, J=283,7) (q, J=28,3)
130,41; 131,21
7d 1835, 1675 127,34 122,17 160,25 75,83 168,50 2,39 (s)
(g, 3=0,6); (q, 1=284,1) (a, I=30,1)

128,89; 130,01;
130,05
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liefert die Z-geschiitzten, letztere jedoch bereits die
freien Peptidester.

Formelschema 5

Da die TFM-Aminosauren 2 in der vorliegenden Ar-
beit als Racemate, die konventionellen Aminosduren
jedoch in der L-Form eingesetzt werden, fallen die
Peptide jeweils als Diastereoisomerengemische im
Verhiltnis 1:1 an. Diese kénnen durch fraktionie-
rende Kristallisation, Sdulenchromatographie bzw.
HPLC getrennt werden. Durch die L-Aminosduren
liegen in den Peptiden jeweils Referenz-Chiralitits-
zentren vor, so dal3 die Konfiguration der TFM-Ami-
nosdure in den diastereomerenreinen Peptiden durch
Rontgen-Strukturanalyse ermittelt werden kann. Als
Modellverbindung fiir die rontgenographische Konfi-
gurationsbestimmung einer TFM-Aminosdure wihl-
ten wir den Z-geschiitzten Dipeptidester Z-TFM-Ala-
(S)-Pro-OBn 10.
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Die beiden diastereomeren Dipeptide 10a/10b las-
sen sich durch Flash-Chromatographie und anschlie-
Bende fraktionierende Kristallisation problemlos tren-
nen. 10a, das in Form farbloser Kristalle gewonnen
werden konnte, wurde einer Rontgenstruktur-Analyse
unterworfen. Das FErgebnis der Untersuchung zeigt,
daf} das N-terminal an den (S)-Prolin-benzylester ge-
bundene TFM-Alanin in der (S)-Konfiguration vor-
liegt (Abb.1). Der diastereomere Dipeptidester 10b
besitzt demnach die Konfiguration (R, S).

Details zur Strukturlésung und Verfeinerung sind in
den Tabellen 5 und 6 zusammengefafit. Weitere Finzel-
heiten zur Kristallstruktur-Untersuchung konnen beim

Tabelle 5 FEinzelheiten zur Kristallstrukturuntersuchung

der Verbindung 10a

Formel C24H25N205F3
M, 478,47
Kristallgrof3e [mm] 0,2-0,4-0,4
Kristallsystem orthorhombisch
Raumgruppe P2,2.2,

a[A] 8,363 (1)

b[A] 12,677 (1)
c[A] 21,642 (4)

o [A] 90

B[] 9

v [A] 90

VA3 2294,44

Prer. [gcm*3] 1’385

Z 4

F (000) [e] 1000

n (Mo —K,) [em~1] 1,064

T [°C] -50
Diffraktometer Enraf Nonius CAD4
Strahlung Mo-K,
A(Mo—Ky [A] 0,71069

Scan o

Scanbreite [°, in ®] 0,8

hkl Bereich . +9, +14, +25
sin(0/A)max [A 1] 0,59

gemessene Reflexe 4344
unabhangige Reflexe 2299

Rin 0,015
beobachtete Reflexe 2041
Absorptionskorrektur -

tmax/tmin -

F, = 4 ¢ (Fp)
Verfeinerte Parameter 307
Strukturldsung direkte Methoden
H Atome (gef./ber.) 25/0b

R® 0,03469

R, 0,03399
(shift/error), 0,001

Prin (Max/min) [e A -3 +0,37/-0,37

DR = I(|F,| — [FD/E|Fo|; P Ry = [Ew(|F,| - [Fc)2/ZwF2] 2,

w=1/6%F,).

" Alle H-Atome wurden konstant (U,,=0,05 AZ) in die
Strukturfaktorenberechnung mit einbezogen.
9 Die Verfeinerung des inversen Modells (D,D-Form) liefer-

te identische R-Werte

Fachinformationszentrum Karlsruhe, Gesellschaft fiir
wissenschaftlich-technische Information mbH, D-7514
Eggenstein-Leopoldshafen 2, unter Angabe der Hinter-
legungsnummer CSD-56532, der Autoren und des Zeit-
schriftenzitats angefordert werden.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
dem Fonds der Chemischen Industrie fiir die finanzielle Fér-
derung dieser Untersuchungen. Die Firma Hoechst AG,
Frankfurt/Main, unterstiitzte dieses Projekt dankenswer-
terweise durch grofiziigige Chemikalien-Spenden. Frau
Schaaf, Universitdt Leipzig, sei fiir wertvolle experimentelle
Mitarbeit gedankt.
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c22 C23

D=0

Abb.1 Molekiilstruktur des Diastereomeren 10a mit
Atomnumerierung.

Beschreibung der Versuche

Schmelzpunkte (unkorrigiert): Apparatur nach Tottoli (Fa.
Biichi). — IR-Spektren: Perkin Elmer Gerite 157 G bzw.
257. — 'H-NMR: Bruker AC 250 (250,1 MHz) bzw. Bruker
AM 360 (360,1 MHz), Tetramethylsilan als interner Stan-
dard. — ¥C-NMR: Bruker AM 360 (90,6 MHz), Tetrame-
thylsilan als interner Standard. — YF-NMR: Jeol C 60 HL
(56,5MHz) bzw. Bruker AC 250 (235,3 MHz), Trifluores-
sigsdure als externer Standard. — Elementaranalysen:
C,H,N-Analysenautomat EA 415/0, Monar System (Fa.
Heraeus). — Drehwerte: Perkin Elmer 241 MC Polarime-
ter. — Flash-Chromatographie: Kieselgel S (Riedel de
Haen), Korngrofle 30— 63 um. — Siulenchromatographie:
Kieselgel 60 (Riedel de Haen), Korngréfie 63 — 200 pm.

Enzymatische Hydrolyse (Tab. 1)

Die Hydrolysestudien wurden unter pH-Stat-Bedingungen
mit Hilfe eines Video-Titrators VII (Radiometer, Copenha-
gen) durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen (2 ml) eines jeden
Versuchs bestand aus:

Tabelle 6 Fraktionelle Atomkoordinaten und dquivalente Auslenkungsparameter fiir Verbindung 10a. [U,=(U, - U, -
Uj)'4, Uy, U,, Uy sind die Eigenwerte der Ug,-Matrix; Standardabweichungen in Klammern].

Atom X/A Y/B Z/C U(eq.)
Cl1 0,2106 (3) 0,1411 (2) 0,5879 (1) 0,042
C2 0,0921 (3) 0,2143 (2) 0,5741 (1) 0,058
C3 -0,0182 (3) 0,1945 (3) 0,5278 (1) 0,070
C4 —0,0107 (4) 0,1011 (3) 0,4948 (1) 0,070
CSs 0,1044 (5) 0,0292 (3) 0,5088 (1) 0,065
Cé6 0,2147 (4) 0,0479 (2) 0,5550 (1) 0,056
C7 0,3388 (3) 0,1639 (2) 0,6348 (1) 0,045
01 0,2768 (2) 0,1793 (1) 0,69757 (6) 0,041
Cs8 0,2434 (2) 0,2804 (2) 0,71219 (9) 0,033
02 0,2522 (2) 0,3540 (1) 0,67712 (6) 0,038
N1 0,1971 (2) 0,2867 (1) 0,77262 (7) 0,033
C9 0,1395 (3) 0,3847 (2) 0,79962 (9) 0,034
C10 0,2846 (3) 0,4551 (2) 0,8159 (1) 0,042
F1 0,2452 (2) 0,5374 (1) 0,85142 (6) 0,053
F2 0,3658 (1) 0,4924 (1) 0,76767 (6) 0,047
F3 0,3915 (2) 0,3986 (1) 0,84920 (7) 0,057
Cil 0,0536 (3) 0,3592 (2) 0,8607 (1) 0,045
Cc12 0,0250 (3) 0,4474 (2) 0,75749 (9) 0,031
03 0,0409 (2) 0,5429 (1) 0,75186 (7) 0,037
C13 —-0,2148 (2) 0,4616 (2) 0,6968 (1) 0,035
N2 —0,0986 (2) 0,3965 (1) 0,73046 (8) 0,031
Cl4 -0,3374 (3) 0,3816 (2) 0,6725 (1) 0,043
C1s -0,3242 (3) 0,2904 (2) 0,7187 (1) 0,045
Clé6 —0,1454 (3) 0,2840 (2) 0,7306 (1) 0,039
Cc17 ~0,1424 (2) 0,5250 (2) 0,6450 (1) 0,034
04 -0,1801 (2) 0,6146 (1) 0,63233 (7) 0,042
05 -~ 0,0408 (2) 0,4675 (1) 0,61144 (6) 0,039
Cc18 0,0242 (3) 0,5165 (2) 0,5566 (1) 0,045
C19 0,1662 (3) 0,5855 (2) 0,56852 (9) 0,033
C20 0,2486 (3) 0,5864 (2) 0,62397 (9) 0,041
C21 0,3838 (3) 0,6477 (2) 0,6311 (1) 0,045
C22 0,4402 (3) 0,7075 (2) 0,5833 (1) 0,051
C23 0,3583 (4) 0,7085 (2) 0,5279 (1) 0,059
C24 0,2220 (3) 0,6472 (2) 0,5203 (1) 0,047
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20 % (v/v) DMF, 1 % (v/v) Phosphatpuffer (0,02M; pH 6),
10—-200p! Enzymlosung, 10—50ul Substratlosung, mit
0,2M NaCl-Losung auf 2 ml auffiillen.

Zur Durchfithrung der Messungen wurden DMF, Puffer,
NaCl-Lésung und Enzymldsung gemischt, auf 30 °C ther-
mostatisiert und durch Zugabe der Substratlosung die Hy-
drolyse gestartet.

— Stammlosung der Substrate: 0,12 mmol/ml DMF;

— Stammlosung der Enzyme: 5 mg Subtilisin/ml Wasser;
10 mg «-Chymotrypsin/ml
Wasser;
20 mg Papain/ml
DTT-Loésung
(0,97 umol DDT/ml
Wasser)

Alkalische Hydrolyse (Tab. 2)

Apparative Durchfithrung und Stammldsung der Substrate
wie voranstehend beschrieben. Das Gesamtvolumen eines
jeden Ansatzes bestand aus:
20 % (v/v) DMF, 10 % (v/v) Phosphatpuffer (0,02 M; pH 6),
20 ul Substratlosung, mit dest. Wasser auf 2 ml auffillen.
Zur Durchfithrung der Messungen wurden DMF, Puffer
und Wasser gemischt, auf 30 °C thermostatisiert, mit Argon
gespiilt, der pH auf 9 eingestellt und durch Substratzugabe
die Reaktion gestartet.

N-(2-Trifluormethylphenylglycyl)-L-phenylalanin-methyl-
ester (8)

Darstellung aus 613 mg (2,5 mmol) NCA-D,L-TFM-Phg (4)
und 896 mg (5 mmol) L-Phe-OMe [2]. Zeigt die YF-NMR-
Analyse kein Edukt mehr an, wird das Lésungsmittel im Va-
kuum entfernt und der Riickstand chromatographisch gerei-
nigt (Sdulenmaterial: Kieselgel 60, Eluent: Essigester). Aus-
beute 625mg Dipeptidester 5 [88 %-ig (HPLC-Analyse),
58% d.Th.); nach Umkristallisation aus Ether/Hexan
270 mg weiBe Kristalle mit Fp. 98 —99 °C. Aus der Mutter-
lauge werden weitere 355 mg Dipeptidester als Ol erhalten.
Beide Fraktionen sind im MS identisch. MS (FAB): 381
M+ 1), 364 (M —NH,), 321 (M — CO,CH3), 174 (CgH,F;N).

Enzymatische Synthese von N-[N '-(2-Trifluormethyipheny!-
glyeyl)-L-phenylalanyl]-L-leucinamid (6)

37mg (0,1 mmol) H-TFM-Phg-Phe-OMe (5) werden in
0,5 ml DMF gelost und zu 65 mg (0,5 mmol) L-H-Leu-NH,
in 0,5 ml Carbonatpuffer (0,2M, pH 8,8) gegeben. Die Re-
aktion wird durch Zugabe von 2,5 mg «-Chymotrypsin ge-
startet. Nach 30 min Riihren bei 25 °C betrigt die analyti-
sche Ausbeute 86 % d. Th. an 6.

2-Benzyloxy-4-trifluormethyl-5(4 Hj-oxazolone (7) durch
Umsetzung von Z-TFM-Aminosduren (2) mit Chloramei-
sensdure-ethylester/ Triethylamin (Methode A)

Allgemeine Arbeitsvorschrift: Die Lésung von 5 mmol einer
N-Benzyloxycarbonyl-a-trifluormethyl-a-aminosdure 2 [18]
und 0,55g (5mmol) Chlorameisensidureethylester in 25 ml
wasserfreiem Methylenchlorid wird bei Raumtemperatur
unter Rithren mit 0,51 g (5 mmol) Triethylamin versetzt. Die
Bildung des 4-Trifluormethyl-5(4 H)-oxazolons 7 kann 'F-
NMR-spektroskopisch verfolgt werden. Sie ist in Minuten-
frist abgeschlossen. Die Reinigung erfolgt durch Sidulen-
chromatographie (Eluent: Chloroform).

2-Benzyloxy-4-trifluormethyl-5(4 H)-oxazolone (7) durch
Umsetzung von 2 mit Dicyclohexylcarbodiimid (Methode B)
Allgemeine Arbeitsvorschrift: 5mmol 2 werden in 25ml
Methylenchlorid gelést und mit 1,13 g (5,5 mmol) Dicyclo-
hexylcarbodiimid umgesetzt. Man riihrt solange bei Raum-
temperatur, bis die F-NMR-Analyse vollstindigen Umsatz
anzeigt. Nach Abtrennen des ausgefallenen Harnstoffs wird
wie oben gereinigt.

2-Benzyloxy-4-trifluormethyl-5(4 H)-oxazolone (7) durch
Umsetzung von 2 mit Chlorphosphorsiurediphenylester/
Triethylamin (Methode C)

Allgemeine Arbeitsvorschrift: 5mmol 2 und 1,34 g (5 mmol)
Chlorphosphorsdure-diphenylester werden in 20 ml Methy-
lenchlorid gelést. AnschlieBend werden innerhalb von
20min 1,06 g (10,5mmol) Triethylamin in 5ml Methylen-
chlorid zugetropft. Man riihrt bei Raumtemperatur bis die
YF-NMR-Analyse vollstindigen Umsatz anzeigt, trennt
vom ausgefallenen Salz ab und reinigt wie oben beschrieben.

2-Benzyloxy-4-methyl-4-trifluormethyl-5(4 H)-oxazolon
(7a)

Reinigung durch Saulenchromatographie (Eluent: Chloro-
form) und anschlieBende Destillation im Kugelrohrofen,
Kp. 105°C/0,9 Torr; Ausbeute 75 % 7a (Methode A); IR
(Film): v= 1840, 1675cm !,

'"H-NMR (CDCl,): §=1,66 (s; 3H, CH,), 5,38—5,45 (m;
2H, OCH,), 7,38—7,45ppm (m; 5 Aromaten-H). — 13C-
NMR (CDCl,): 8=18,34 (q; J=1,0Hz, CH,), 71,94 (q; I =
29,9Hz, C-CF,), 72,99 (OCH,), 122,87 (q; J=283,1Hz,
CF,), 128,83, 129,38, 133,33 (Aromaten-C), 160,31 (C=N),
170,19 ppm (C=0). — YF-NMR (CDCl;): §=0,26 ppm (s;
CF,).

C,H oF;NO,
(273,2)

Ber.:
Gef.:

C 52,76
C52,42

H 3,69 NS5,13
H3,99 NS5,26

2-Benzyloxy-4-isobutyl-4-trifluormethyl-5(4 H)-oxazolon
(7b)

Reinigung durch Siulenchromatographie (Eluent: Chloro-
form/Hexan, 1:1), Fp. 3536 °C; Ausbeute 80 % 7b (Me-
thode B), Ausbeute 70 % 7b (Methode C); IR (Film): v=
1845, 1670cm 1.

'H-NMR (CDCl;): §=0,82 (d; J=6,6Hz, 3H, CH>),
0,91 (d; J=6,7Hz, 3H, CH;), 1,51-1,62 (m; 1H, CH),
1,94 (dd; J=7,7Hz, J=14,1Hz, 1H CH,), 2,06 (dd; J=
5,3Hz, J=14,1Hz, 1H, CH,), 5,45 (s; 2H, OCH,),
7,36 — 7,46 ppm (m; 5 Aromaten-H). — BC-NMR (CDCl;):
8=22,55, 23,85, 23,93 [2x CH;, CH(CH,),], 38,76 (CH,),
72,86 (OCH,), 75,31 (q; J=28,2Hz, C-CF;), 122,89 (q; J=
284,2Hz, CF5), 128,70, 128,76, 129,29, 133,45 (Aromaten-
0), 160,18 (C=N), 170,61ppm (C=0). - PF-NMR
(CDCly): 6=1,01 ppm (s; CF3).

C,sH,(F;sNO; Ber.: C57,14 HS5,12 N4,44
(315,3) Gef.: C57,17 HS5,11 N4,56

2-Benzyloxy-4-benzyl-4-trifluormethyl-5(4 Hj)-oxazolon
(7¢)
Reinigung durch Siulenchromatographie (Eluent: Chloro-
form/Hexan, 1:1), farbloses Ol; Ausbeute 88 % 7¢ (Me-
thode B), 85% 7c¢ (Methode C); IR (Film): v=1835,
1675cm-1,

'H-NMR (CDCly): 8§=3,27 (d; J=13,3Hz, 1H, CH,),
3,39(d; J=13,3Hz, 1 H, CH,), 5,31 —5,39 (m; 2H, OCH,),
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7,06—7,08 (m; 2 Aromaten-H), 7,16—7,27 (m; 3 Aroma-
ten-H), 7,32—-7,41 ppm (m; 5 Aromaten-H). — BC-NMR
(CDCly): 8=136,78 (CH,), 72,73 (OCH,), 76,65 (q; J=
28,3Hz, C-CF;), 122,66 (q; J=283,7Hz, CF;), 127,96,
128,45, 128,68, 129,18, 130,41, 131,21, 133,34 (Aromaten-

0), 160,08 (C=N), 169,00ppm (C=0). — PF-NMR
(CDCly): 6 =2,04 ppm (s; CF3).

C]3H14F3NO3 Ber.: C 61,89 H 4,04 N 4,01
(349,3) Gef.: C61,95 H3,96 N3,98

2-Benzyloxy-4-phenyl-4-trifluormethyl-5(4 H)-oxazolon
ad

Reinigung durch “Séulenchromatographie (Eluent: Chloro-
form), farbloses Ol; Ausbeute 88 % 7d (Methode B), Aus-

beute 76% 7d (Methode C); IR (Film): v=1835,
1675cm~!,
TH-NMR (CDCly): 8=5,50-5,57 (m; 2H, OCH,),

7,37—-17,48 (m; 8 Aromaten-H), 7,79—-7,82 (m; 2 Aroma-
ten-H). — B3C-NMR (CDCly): §=73,20 (OCH,), 75,83 (q;
J=30,1Hz, C-CF), 122,17 (q; J=284,1Hz, CF,), 128,70,
128,82, 128,89, 129,38, 130,01, 130,05, 133,35 (Aromaten-
0), 127,34 (q; J=0,6Hz, Aromaten-C), 160,25 (C=N),
168,50 ppm (C=0). — YF-NMR (CDCl;): 6=2,39ppm (s;
CF;).
C,;H2F;NO;
(335,3)

Ber.:
Gef.:

C 60,90
C 61,05

H 3,61 N4,18
H 3,66 N4,20

Peptidsynthesen mit 2-Benzyloxy-4-trifluormethyl-5(4 H)-
oxazolonen (8)

Allgemeine Vorschrift: 5mmol 7 werden in 25 ml Methy-
lenchlorid mit Smmol des entsprechenden L-Aminosiure-
ester-Hydrochlorids und 0,51 g (5 mmol) Triethylamin (bzw.
Smmol L-Aminosdurester) 24h bei Raumtemperatur ge-
rithrt. Danach wird die Reaktionslésung zweimal mit Was-
ser gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung der Pro-
dukte erfolgt durch Flash-Chromatographie.

Es ist nicht notwendig, die voranstehend beschriebenen 4-
Trifluormethyl-5(4 H)-oxazolone 7 in isolierter Form einzu-
setzen. Vielmehr kann man die Methoden A — C direkt mit
der oben aufgefithrten Reaktion kombinieren und damit die
Dipeptidsynthese als ,Eintopfreaktion® durchfiihren. Die
Ausbeuten der Eintopfreaktion sind nur unwesentlich gerin-
ger (Daten der Verbindungen 8 siche Tab. 7 — 8).

N-[N'-(N" -Benzyloxycarbonyl-2-trifluormethylalanyl)-
glyeyl]-L-phenylalanin-benzylester (9)
Diastereomerengemisch (Verhiltnis 1:1); Reinigung und
Trennung der Diastereomeren durch Flash-Chromatogra-
phie (Eluent: Essigester/Hexan, 2:1), Ausbeute 55%; IR
(XBr): v=3380-3320, 1730 —1720, 1680 — 1655cm 1.
Diastereomer 1: Fp. 145~ 146 °C. 'H-NMR (CDCl3): § =
1,76 (s; 3H, CH,), 3,05 (dd; I=7,6Hz, J=13,8Hz, I H,

Tabelle 7 Physikalische und analytische Daten der Verbindungen 8 a — 81

Summen- Mol- Ausb. (%) Fp.[°C] Elementaranalyse
formel masse  (Diast.-verh.) C H N

8a Z-TFM-A]&-GIY‘OMC C15H17F3N205 362,3 88 74—-176 Ber. 49,72 4,73 7,73
Gef. 49,45 4,78 17,93

8b Z-TFM-Ala-L-Val-OMe  C;sHy;F3N,O, 404,4 50 80—820 Ber. 53,46 5,73 6,93
(1:1) Gef. 53,45 5,52 6,95

8¢ Z-TFM-Leu-Gly-OMe CysH,F3N,O5 4044 55 o)} Ber. 53,46 5,73 6,93
Gef. 53,42 5,71 17,05

8d Z-TFM-Leu-L-Ala-OtBu  C;Hj; F;N,O, 460,5 67 75—78° Ber. 57,38 6,79 6,08
1:1 Gef. 57,49 7,02 6,15

8¢ Z-TFM-Leu-L-Phe-OtBu  CyH3sF3;N,O5 536,6 61 68 —74> Ber. 62,67 6,57 5,22
1:1) Gef. 62,73 6,62 5,20

8f Z-TFM-Phe-Gly-OMe C,;H,,F3N, 05 438,4 91 95 Ber. 57,53 4,83 6,39
Gef. 57,63 4,96 6,33

8g Z-TFM-Phe-L-Ala-OtBu  CysHyF3N,Os 494,5 78 115—-1187 Ber. 60,72 591 5,66
a:1 Gef. 60,47 6,04 5,98

8h Z-TFM-Phe-L-Leu-OMe  C,sH,0F3N,O4 494,5 59 96 —1052 Ber. 60,72 591 5,66
1:1) Gef. 60,63 5,94 5,76

8i Z-TFM-Phe-L-Met-OMe  C,;Hy,F3N,O58 512,537 0l Ber. 56,24 531 5,46
(1:1) Gef. 56,39 4,94 5,40

8j Z-TFM-Phe-L-Phe-OtBu  C;H33F3;N,Os 570,6 54 98 —105P Ber. 65,25 5,83 4,91
(1:1) Gef. 65,16 6,10 4,90

8k Z-TFM-Phg-L-Ala-OtBu C,,H,,F;N,0; 480,5 71 110—120° Ber. 59,99 5,66 5,83
(1:1 Gef. 59,89 5,73 5,83

81 Z-TFM-Phg-L-Leu-OMe  CyH,,F;3N,0; 480,5 57 98 —105° Ber. 59,99 5,66 5,83
1:1 Gef. 59,85 5,66 5,87

D = Diastereomerengemisch
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Phe-CH>), 3,13 (dd; J=6,2Hz, J =13,8 Hz, Phe-CH,), 3,67
(dd; J=5,0Hz, I=17,1Hz, 1H, Gly-CH,), 3,75—-4,11 (m;
1H, Gly-CH,), 4,81—-4,92 (m; 1H, NHCH), 5,02 (d; J=
12,3Hz, 1H, OCH,), 5,04 (d; J=12,0Hz, 1 H, OCH,), 5,08
(d; J=12,3Hz, 1H, OCH,), 5,10 (d; J=12,0Hz, 1H,
OCH.,), 6,11 (s; 1H, Urethan-NH), 7,08 7,36 ppm (m;

17H, 2xAmid-NH, 15 Aromaten-H). — "“C-NMR
(CDCLy): $=17,42 (CH,), 37,69 (Phe-CH,), 43,34 (Gly-
CH,), 53,77 (NHCH), 62,95 (q; J =28,0Hz, C-CF), 67,11,
67,83 (2x OCH,), 124,20 (q; J=285,0Hz, CFs), 126,97,
127,12, 128,29, 128,39, 128,53, 128,64, 129,27, 134,97,
135,14, 135,40, 135,50, 135,94 (Aromaten-C), 155,08 (C=

Tabelle 8 BC-NMR (360 MHz, CDCl,) und YF-NMR (250 MHz, CDCl;) — Daten fiir 8a — 81 (3-Werte in ppm, J in Hz)
BC-NMR YF-NMR
CF,C R! CF, R2:C R? Urethan (s)
Amid bzw. Ester
8a 62,40 (q, J=28,2) 17,30 124,19 (q, J=285,8) 41,60 @ 154,28; 1,65
166,16; 169,58
8b/1 62,44 (q, J=28,4) 17,33 124,36 (q, J =1286,1) 57,77 17,01; 18,71; 154,11; 1,57
31,36 165,37; 171,71
8b/2 62,81 (q, J=28,5) 17,48 124,35 (q, J =285,6) 57,72 17,06; 18,84; 154,19; 1,61
31,53 165,48; 171,74
8c 65,00 (q, J=28,0)  22,58;23,18; 124,60 (q, J =288,0) 42,02 @ 153,99; 3,24
24,03; 36,03 165,77; 169,31
8d/1 64,79(q, J=27,8) 22,36; 23,32; 124,69 (q, J=288,1) 49,63 18,14 153,90, 2,92
23,99; 35,95 164,51; 171,26
8d/2 64,79 (q, J=27,8) 22,68;23,32; 124,69 (q, J=288,1) 50,00 17,96 153,90; 3,17
24,14; 36,25 164,79; 171,04
8e¢/1 64,77(q,J=27,9)  22,20; 23,29; 124,56 (q, J =288,1) 54,55 38,01; 153,84; 3,29
23,92; 35,95 164,71; 169,60
8e/2 64,97(q,)=27,6) 22,68;22,71; 124,69 (q, J=287,8) 55,09 37,73;» 153,90; 3,41
24,06; 35,67 165,22; 169,63
8f 66,05 (q, 1=27,4)  33,95;» 124,35 (q, J=287,9) 41,96 @ 154,39; 5,35
164,86; 169,41
8g/  65,77/65,97 33,74 124,48 (q, 1 =288,1) 49,63/ 17,92/ 154,24/154,30; 5,06
172 (g, 3=27,5) 4994 18,13 163,28/163,48;
171,16/171,45
8h/1 66,00 (q, J=27,4) 33,77;® 124,46 (q, J=288,1) 51,74  21,80; 22,71; 154,24, 5,24
24,57; 41,62  163,90; 172,55
8h/2 65,85(q, J=27,3) 33,67:®» 124,31 (q, J =287,9) 51,86  21,74;22,66; 154,22; 5,08
24,60; 41,51  164,35; 172,43
8i/1 66,04 (q, J=27,1) 33,79; 124,32 (q, J =288,3) 52,39 15,28; 29,40; 154,23; 5,30
31,01 163,98; 171,54
8i/2 65,85(q, J=27,3) 33,79;b 124,21 (q, 1=1288,2) 52,66 15,27; 29,67; 154,17; 5,13
31,11 164,36; 171,38
8j/1/2 65,83 (q, 1=27,3)/ 33,58/34,03 124,40 (q, J =288,2) 54,53/ 37,98;» 154,17/154,23; 5,39
65,94 (q, J=27,5) 9 55,16 163,35/164,16;
169,60/169,81
8k/1 67,83(q,J=28,2) M 124,07 (q, J =288,0) 49,90 17,75 153,37; 8,29
164,70; 170,47
8k/2 67,72(q, J=28,1) b 124,07 (q, J =288,0) 49,90 17,67 153,57; 8,38
164,70; 170,63
81/1/2 67,83 (q, 1=28,0)/ 123,87 (q, J=287,6)/ 51,74/ 21,35/21,56; 153,60/153,69; 7,91/
68,01 (q, J=27,9) 123,99 (q, J=287,7) 51,77 22,55/22,67; 165,30/165,39; 8,08

24,62/24,64;
40,64

171,90

a) RZ =H
) Die Signale der Phenyl-C-Atome sind wegen des Vorhandenseins der OCH,C¢Hs-Gruppe nicht eindeutig zuznordnen.
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O, Urethan), 165,78, 168,43, 171,57ppm (3 xC=0,
2x Amid, Ester). — PF-NMR (CDCly): 6=1,55ppm (s;
CF;). — [a]3 = +29(c 1,0 in CHCL,).

Diastereomer 2: Fp. 118°C. — 'H-NMR (CDCl,): 8=
1,70 (s; 3H, CH3), 3,04 (dd; J=7,4Hz, J=13,8Hz, 1H,
Phe-CH,), 3,12 (dd; J=6,1 Hz, ] = 13,8 Hz, 1 H, Phe-CH,),
3,79 (dd; J=5,1Hz, J=17,1Hz, 1H, Gly-CH,), 3,97 (dd;
J=5,7Hz, J=17,1Hz, 1 H, Gly-CH,), 4,78 —4,84 (m; 1 H,
NHCH), 5,01 -5,10 (m; 4H, 2x OCH-), 6,06 (s; 1H, Ure-
than-NH), 7,05-7,07 (m; 2H, 2XAmid-NH), 7,17—
7,33 ppm (m; 15 Aromaten-H). — 3C-NMR (CDCl;): §=
18,44 (CHj), 37,59 (Phe-CH,), 43,23 (Gly-CH,), 53,83
(NHCH), 62,40 (q; J=28,4Hz, C-CF;), 67,17, 67,68
(2x OCH,), 124,35 (q; J=286,8Hz, CF;), 127,02, 128,26,
128,32, 128,42, 128,50, 128,55, 128,64, 129,23, 135,07,
135,40, 135,85 (Aromaten-C), 154,82 (C=0, Urethan),
166,27, 168,39, 171,40 ppm (3 X C=0, 2 X Amid, Ester). —
BF-NMR (CDCL): §=2,28ppm (s; CF;). — [a]d = —45
(c 1,0in CHCl,)
CioH30F3N;O¢
(585,6)

Ber.:
Gef.:

C 61,53
C61,53

HS5,16 N7,18
HS,15 N7,23

N-(N'-Benzyloxycarbonyl-(S)-2-trifluormethylalanyl)-(S)-
prolin-benzylester (10a)/N-(N'-Benzyloxycarbonyl-(R)-2-
trifluormethylalanyl)-(S)-prolin-benzylester (10 b)
1,37g (5mmol) 2-Benzyloxy-4-methyl-4-trifluormethyl-
5(4 H)-oxazolon (7a) werden in 25 ml Methylenchlorid mit
1,21g (Smmol) L-Prolinbenzylester-Hydrochlorid und
0,51 g (5mmol) Triethylamin 24 h bei Raumtemperatur ge-
rithrt. Danach wird die Reaktionslosung zweimal mit Was-
ser gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Rei-
nigung und Trennung des Diastereomerengemisches 10a/
10b erfolgt durch Flash-Chromatographie (Eluent: Essig-
ester/Hexan, 1:2); Ausbeute 55%; IR (KBr): v=3340,
1735, 1725, 1645¢cm™—!,

10a (Diastereomer 1): Ausbeute 70mg (15 %) mit Fp.
88 —89°C; 'TH-NMR (CDCl;): §=1,72—1,90 (m; 4 H, Pro-
Hg, Pro-H)), 1,84 (s; 3H, CH;), 3,40 (m; 1 H, Pro-Hj;),
3,71 -3,77 (m; 1H, Pro-Hj), 4,56 — 4,68 (m; 1 H, Pro-H,),
5,08—5,18 (m; 4H, 2x OCH,), 5,66 (s; 1 H, Urethan-NH),
7,29—-7,36ppm (m; 10 Aromaten-H). — BC-NMR
(CDCL): 8=18,18 (CH;), 25,79 (Pro-C,), 27,66 (Pro-Cp),
48,09 (Pro-Cs), 61,74 (Pro-C,), 63,66 (q; J=27,4Hz, C-
CF3;), 66,82 (OCH,), 67,43 (OCH,), 124,62 (q; J=285,8 Hz,
CF5), 128,17, 128,51, 128,59, 135,72 (Aromaten-C), 154,05
(C=0, Urethan), 164,01, 171,54 ppm (C = O, Amid, Ester).
— YF-NMR (CDCly): 8=2,41 ppm (s; CFy). — [a]} = —67
(c 1,0in CHCly).

10b (Diastereomer 2): 100mg (21 %) mit Fp. 160—162°
C; 'H-NMR (CDCly): 8 =1,62—-2,05 (m; 4H, Pro-Hj, Pro-
H), 1,82 (s; 3H, CH,), 3,27-3,34 (m; 1H, Pro-Hjy),
3,54-3,58 (m; 1H, Pro-H;), 4,61 (m; 1H, Pro-H,)),
5,00—5,23 (m; 4H, 2x OCH,), 5,63 (s; 1 H, Urethan-NH),
7,28—7,39ppm (m; 10 Aromaten-H). — BC-NMR
(CDCly): 8=17,75 (CHy), 25,57 (Pro-Cy), 27,62 (Pro-Cp),
47,47 (Pro-Cj), 60,65 (Pro-C,), 62,25 (q; J=27,3Hz, C-
CF;), 66,79 (OCH,), 67,46 (OCH,), 124,77 (q; J=285,0Hz,
CF»), 128,15, 128,24, 128,52, 128,53, 135,68 (Aromaten-C).
154,05 (C=0, Urethan), 164,48, 171,80 ppm (C= O, Amid,
Ester). — F-NMR (CDCly): §=2,56ppm (s; CF;). —
[«]d = — 81 (¢ 1,0 in CHCI,).

C,4H,5F3N>O5 Ber.: C60,24 HS5,27 NS5,86
478,4) Gef.: C60,18 H 523 NS5,87
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