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-CH,-S-R + HOSOzCHzCF3 (h) 

-CH,-NH-R + HOSO,CH,CF, (c) 
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Sulfonylchloride wie Tosylchlorid und 2,2.2-Trifluoroethan- 
sulfonylchlorid (Tresylchlorid[']) gehoren zu den am weitesten 
verbreiteten Reagentien fur nucleophile Reaktionen. Vor uber 
zehn Jahren wurde die Tresylchloridmethode zur Synthese von 
Tragermaterialien zur Affnitatschromatographie eingefiihrt [21. 

Heute wird Tresylchlorid in vielen Bereichen zur Aktivierung 

fester Phasen rnit primaren Hydroxygruppen und anschliefien- 
der Kupplung rnit primaren Aminen oder Thiolen einge- 
setzt['- 14]. Gleichung (a) beschreibt die ,,Tresylierung" einer 
festen Phase, z.B. des Polysaccharids Agarose (Tresyl-Agarose, 
Tresyl-Sepharose)r21. Man nahm bisher an[", daB die anschlie- 
Dende Kupplung von Thiolen und Aminen nach Gleichung (b) 
bzw. (c) ablauft. 

Pyridin 
-CH,-OH + CISO,CH,CF, - -CH,-0-SO,CH,CF, + HCI (a) 

Der in den Gleichungen (a) ~ (c) implizierte Mechanismus 
wurde jedoch nie bewiesen1'- 5,101 . D' ie unenvarteten Protein- 
bindungseigenschaften der mit Tresylchlorid hergestellten Al- 
kylthioagarosen['4- 16] veranlaRten uns, den Reaktionsmecha- 
nismus durch systematische Elementaranalysen der Endpro- 
dukte zu iiberpriifen. Die Elementaranalysen der Kupplungs- 
produkte von Tresylagarose stehen im Widerspruch zu den Glei- 
chungen (b) und (c)"~], die, wie sich im Verlauf der Arbeiten 
herausstellte, falsch sind. 

Eine typische Analyse der Kupplungsprodukte, die nach Tre- 
sylchlorid-Aktivierung von Sepharose 4B erhalten werden. ist in 
Tabelle 1 gezeigt. In den Experimenten 1 --5 kann die kovalente 
Tresylierung der Sepharose leicht anhand der Schwefelanalyse 
verfolgt werden. Diese Befunde stehen in Einklang rnit denen 
von Mosbach und NilssonI']. Durch SIMS-Analysen (Exp. 1 
und 2) kann ein dem Fluor des Tresylrestes entsprechendes 
Signal an Tresyl-Sepharose nachgewiesen werden. Eine Kupp- 

Tabelle 1. Analyse der Produkte der Kupplung von Tresylchlorid-aktivierter Sepharose mit Butanthiol und Butylamin [a], 

Esperi- A usfangsma terial Reaktion Prod ukt 
nient Tresgl-Sepharose mi t 

Sc hwefel- SIMS-Analyse [b] Elementaranalysen eingebaute Butyl- SIMS-Analyse [b] 
analyse F~-IntcnsitCt F-:CH, Schwcfel Stickstoff reste, I4C-Analyse F--IntensitCt F-iCH, 
[pg-Atom:g lpg- Atom!g [pmol!g trockenes 
trockenes Gel] trockcnes Gel] Gel] 

1 328 2070 0.487 Bntanthtol 
2 X63 3874 NB Butanthiol 
3 251 NB NB Butanthiol 

Butylamin 
4 906 NB NB Butanthiol 

Butylamin 
5 992 NB NB Butanthiol 

Butylamin 

697 
1628 
488 

NB 
1933 
850 

2023 
YO7 

0 
0 
0 
NB 
0 
814 
0 
1000 

426 
604 
328 
342 
1073 
871 
1151 
957 

46 
382 
N B  

N B  
NR 
NB 
NB 

N n  

0.006 
NB 
N B  
N B  
NB 
NR 
NB 
NB 

[a] Die Aktivierung von Sepharose 4B mit Tresylchlorid und die Kupplung mil Butylthiol oder -amin sind in Lit. [I41 und iin Text beschrieben. Zu den Elementaranalysen 
(S. N) siehe Experimentelles und zur ''C-'Traceranalyse siehe Lit. 1221. Fur weitere Einzelheiten siehe Experimentelles und lext. NB:  nicht bestimml. [b] SIMS-Analyse: Die 
Kontrollwerte fur unsubstituierte Sepharose 48 (siehe Tabelle 2, Exp. 1) wurden subtrahiert. 

lung rnit Butanthiol (Exp. 1-5) fuhrt 7u einer Abnahme des 
STMS-Fluorsignals um den Faktor 45 in Experiment 1 und um 
den Faktor 10 in Experiment 2, was in beiden Fallen in Ein- 
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Telefas: Int. + 201!723-4694 klang mit der Freisetzung des 2,2,2-TrifluorethansuIfon- 

saurerestes steht. Die weitere Produktanalyse (Tabelle 1) zeigt 

erwartet konstant geblieben, sondern in allen Experimenten um 
den Faktor zwei angestiegen ist. Der Anstieg im Schwefelgehalt 
des Gels entspricht genau der Menge kovalent eingebauter l4c- 

handenem Tresylchloridschwefe1 zu Alkylthioschwefel hinweist. 

Tresyl-Sepharose (Exp. 3 --5) gekuppelt wird. In diesen Fallen 
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jedoch, daR der Schwefelgehalt nach der Kupplung nicht wie 

Butylthioreste, was aufein 1 : l-Verhaltnis ursprijnglich vor- 

Ein sehr ahnliches Ergebnis erhalt man, wenn Butylamin an 
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ZUSCHRIFTEN 
Tabelle 2. SIMS-Fluoridanalysc von Tresyl- und Butyl-Sepharose vor und nach NdOH-Behandlung La]. 

Experiment Scpharose-Ausgangsmaterial Reaktion Produkt 
Schwefelanalyse SIMS-Analyse rnit Schwefelanalyse eingebaute Butyl- SIMS-Analyse 

[wAtom:g [wAtom!g [pmoljg trockenes 
trockenes Gel] trockenes Gel] Gel] 

F ~ -1ntensitHt F - C H ,  reste, 14C-Analyse F--Intensitiit F-ICH, 

0 30 0.01 0 1. Sepharose-4B- ~ ~ ~ 

Kontrolle 
- 2. Tresyl-Sepharose 469 [b] 2824 NaOH NB 40 NB 

3. Tresyl-Sepharose 328 2070 0.497 NaOH, 294 [c] 9 29 0.007 
anschlieRend 
Kupplung mit 
Butanthiol 

4. Butyl-Sepharose 1628 382 NaOH 1359 522 [d] 134 NB 

[a] Sepharose 4B wurde aktiviert und mit Butanthiol gekuppelt wie im Experimentellen. im Text und in der Legende zu Tabelle 1 beschrieben wurde. An den gleichen Stellen 
findet man auch weitere Einzelheiten zur Analyse der Gele. SIMS-Analyse: In Exp. 2-4 wurden die Kontrollwerte flir iinsubstjtuierte Sepharose (Exp. 1) von den Meherten 
subtrahiert. NB: nicht bestimrnt. [b] Berechnet aus dem Einbau von '4C-Butanthiol (605 pmo1:g trockenes Gel) und dem Verhiltnis eingebauter ButylresteISchwefel der 
Tresyl-Sepharose von1.29 (Exp. 1. Tabellr 1). [c] Berechnet auf der Grundlage des Trockengewichtes der entsprechenden Tresyl-Sepharose, [d] Vor NaOH-Behandlung 
betrug der Einbau an ''C-Butdnlhiol 604 pmol!g trockenes Gel (siehe Exp. 2, Tabelle 1). 

ist der Schwefelgehalt vor und nach der Kupplung gleich, der 
'4C-Butylamineinbau erfolgt stochiornetrisch (siehe auch Stick- 
stoffgehalt). Ahnliche Einbauergebnisse erhllt man, wenn die 
Kupplung statt in NaOH (pH 13.3) bei pH 8.0 wie in Lit. [*I 
beschrieben erfolgt. Die Ergebnisse in Tabelle 1 beweisen, da13 
das Schwefelatom des Tresylchlorids nicht zur Austrittsgruppe 
bei der Kupplungsreaktion gehort. 

Tabelle 2 zeigt, daB bereits eine Alkalibehandlung (0.5 M 
NaOH, 24 h) allein zu einem Verlust der Fluoratome fuhrt, was 
sich in einer Intensitltsabnahme des SIMS-Signals um den Fak- 
tor 70 (Exp. 2 und 3) widerspiegelt; der Schwefelgehalt veran- 
dert sich ddbei nicht (Exp. 3 und 4). Alkalibehandelte Tresyl-Se- 
pharose (Exp. 3) ist nicht mehr in der Lage. ''C-Butanthiol zu 
kuppeln. Dagegen fiihrt eine 24stiindige Alkalibehandlung des 
Kupplungsendproduktes, Butyl-Sepharose, lediglich zu einem 
14-17 %igen Verlust von Schwefel und '4C-Butylresten, was 
auf eine recht stabile kovalente Bindung zwischen Gelmatrix 
und Alkylresten hinweist. 

Da Verunreinigungen des verwendeten Tresylchlorids ausge- 
schlossen werden konnten (' H-NMR- und "F-NMR-Analysen 
des Tresylchlorids ergaben nur das jeweils erwartete Quartett 
bzw. Triplett als Hinweis fur eine 99 %ige Reinheit); stellte sich 
die Frage nach der Natur der Austrittsgruppe. Eine Moglichkeit 
war, daB 1,l ,I-Trifluorethan, ein unlosliches und praktisch 
inertes Gas, freigesetzt wird. Durch manometrische Messungen 
wahrend der Alkalihydrolyse verschiedener Tresyl-Sepharosen 
konnte mit einern Warburg-Apparat1161 jedoch keine Gasent- 
wicklung nachgewiesen werden. Daher wurden "F-NMR-Ana- 
lysen der fliissigen Phase nach Alkalihydrolyse der Tresyl-Se- 
pharosen und nach der Kupplung von Butanthiol und 
Butylamin durchgefiihrt. Irn "F-NMR-Spektrum laBt sich zwi- 
schen 6 = + 115 und 6 = - 235 nur ein einziges Singulett bei 
6 = -119.5 bis -119.7 nachweisen (Abb. 1A-D), was zwei- 
felsfrei zeigt, da13 anorganisches Fluorid als einziges Fluor-End- 
produkt unter allen verwendeten Bedingungen der Hydrolyse 
und Kupplung von Tresyl-Sephdrosen entsteht. Der zusatzliche 
Peak bei 6 = -75.5 in Abbildung 1 D ist auf eine Verunreini- 
gung (6.7% des gesamten Signals) im verwendeten Butylamin 
zuriickzufiihren. 

Als aufgrund der "F-NMR-Spektren feststand, daB Na- 
triumfluorid die einzige Fluorverbindung war, die bei der Al- 
kalibehandlung von Tresyl-Sepharose freigesetzt wurde, konn- 
ten quantitative F--Bestimmungen durchgefuhrt werden (Ta- 
belle 3). Fluorid wird in einem Verhaltnis F/S von ca. 3 : 1 freige- 
setzt, was eine ca. 100%ige Umsetzung von organischem zu 

-119.1 -119.5 -118.9 
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Abb. 1. 19F-NMR-Spektren der fliissigcn Phase aus Reaktioosansalcen von Tresyl- 
Sepharose in alkalischem Medium. Die Mcssung der Spektren erfolgte mit CFCI, 
als externem Standard. Die eingefugten Spektren wurden bei einer Auflosung von 
30 Hzcm-' gemessen. Die Zahlen an den Peaks geben die chemischen Verschiebun- 
gen an. Der Pfeil in D weist auf eine Veranreinigung der Butylaminlosung hin. 
Weitere Einzelheiten sind in Tabelle 3 und im Text angegeben. A) 48 mM NaF in 1 M 
NaOH; B) fliissige Phase von Tresyl-Sepharose (1.67 mg-Atom SchwefeUg trocke- 
nes Gel) nach Hydrolyse in 0.5 hi NaOH; C) fliissige Phase von rresyl-Sepharose 
(1.67 mg-Atom Scbwefel/g trockcnes Gel) nach Kupplung in 0.21 M Butylthiol und 
0.5 M NaOH; D) fliissige Phase von Trcsyl-Sepharose (1.67 mg-Atom Schwefel/g 
trockene9 Gel) nach Kupplung in 0.21 M Butylamin und 0.5 M NaOH. 



ZUSCHRI FTEN 
Tabelle 3. Bestimmung von anorganischem Fluorid in der tlussigen Phase nach alkalischer Hydrolyse und Kupplung von Tresyl-Sepharose mil Butanihiol und 
Butylamin [a]. 

Experi- Ausgangsmaterial Reaktion Produktanalyae 
ment Tresyl-Sepharose mit Elemen taranalyse eingebaute Rutylrestc anorg. Fluorid 

Schwefelanalyse Schwefel Stickstoff '4C-Analyse 
[mg-Atomig [mg-Atomlg [mmol/g trockenes [mmol:g trockenes 
trockenes Gel] ti-ockenes Gel] Gel] Gel] 

1 1.67 NaOH 2.01 0 5.80 
2 1 .67 Butanlhiol 3.50 0 1.96 5.11 
3 1.67 Butylamin I .81 1.73 1.56 5.77 

[a] Fur wcitere Einzelheiten zu pripdrativen und analytischcn Verfahren (Fluoridbestimmung) siehe F.xpt.rirnentellcs. Legenden zo den Tabellen 1 und 2 sowic Abbildung 1 
und Text 

anorganischem Fluorid beweist (Tabelle 3). Das Auftreten von- 
Fluorid bei der Hydrolyse von Tresyl-Sepharose wurde kurz- 
lich auch von Ohata et aI.["] nachgewiesen, die aber den klassi- 
schen Reaktionsmechanismus der Tresylchlorid-Aktivierung 
und -kupplung [GI. (a) -(c)] nicht anzweifelten. 

Es stellte sich nun die Frage, welcher organische Rest als 
Austrittsgruppe bei der Tresylchloridreaktion fungiert. In die- 
sem Zusammenhang sind die Arbeiten yon Jones['"' und Bux- 
ton et a1.[201 von groOem Interesse, da sie zeigten, daR in Alkali 
eine kombinierte Additions-Eliminierungs-Reaktion der Tri- 
fluormethylgruppe von o- und p-substituierten Benzotrifluori- 
den['91 oder auch von cc-Trifluormethylpropionsaure[20. ''I un- 
ter Bildung einer Carboxygruppe und Natriumfluorid 
stattfinden kann. Dalier lag der SchluD nahe, daB Essigslure die 
von uns gesuchte organische Austrittsgruppe ist. Wir schliel3en 
deshalb aus den Befunden, daR bei der Reaktion von Tresyl-Se- 
pharose mit nucleophilen Verbindungen in alkalischem Medium 
eine Additions-Eliminierungs-Reaktion unter Rildung von Es- 
sigsaure und Fluorid ablauft. Die Gleichungen (d)- (f) beschrei- 
ben die Reaktion von Tresyl-Sepharose in Alkali allein, mit 
Thiolen bzw. mit Alkylaminen, wobei ein Sulfat (uberpriift 
durch Titration der Siiureaquivalente), ein Thiosulfat bzw. ein 
Sulfamat gebildet wird. 

I -CH2-O-so ,CHzc~3  + 3NaoH -CH,-0-SO,H + 
(d) 

CH,COOH + 3NaF 

-CH,-O-S0,CH2CF3 + R-SH + 3NaOH - CHI-0-SO,-S-R k I (e) 
CH,COOH + 3NaF + H,O 

-CH,-O-SO,CH,CF, + R-NH, + 3NaOH - -CH,-0-SO,-NH-R + 
( f) 

CH,COOH + 3NaF + H,O 

Experimentelles 
Praparative Methoden: Die Bedingungen fur die Aktivierung von Agarose (Sepha- 
rme 4B; Phannacia:LKB, Freiburg) niit Tresylchlorid (Fluka, Neu-Ulm) sind in 
Lit. [14] heschrieben. Aus Umweltschutzgrunden wurde das wasserfreie Dioxdn [I41 
durch wasserfreies Aceton ersetrt. Die Kupplung von Tresyl-Sepharose mil Butan- 
thiol odcr Butylamin erfolgte wie in Lit. [14j heschrieben. In einer typischen Pripa- 
ration wurden 10 g (NaWgewicht) Tresyl-Sepharose zu 18 mL einer Losung von 
0.43 M Thiol oder 0.43 M Amin in 1 M NaOH in einer verschlossenen Flasche zugege- 
ben. Die Endkonzentrationen des Ansatzes nach Zugabe der Sepharose betrugen 
0.28 M sowohl fur  das Thiol als auch fur das Amin and 0.64 M fur NaOH. Die 
Ansitze wurden 60 min im Fallc dcs Thiols bei Raumtemperaiur und lm Falle des 
Amins hei 5 'C inkubiert. Wird das Alkylamin ebenfalls hei Raurnteinperatur ge- 
kuppelt, erhalt man praktisch diegleichen Ergebnisse. Nach der Kupplung wird das 
Gel auf eincm Buchner-Trichter mit ca. 20 Gelvol. Wasser, AcetonjWasser (1 :3, 
vjv). Aceton:Wasser (3:l. v;v) und schlieWlich mit reinem Aceton gewaschen. bis der 
Thiol- oder Amingeruch verschwunden isl. Danach wird das Gel durch eine Um- 
kehrung des Waschverfahrens wieder in das wiiRrige Medium xuruckgefiihrt. Fur 
die alkalische Hydrolyse werden 15 g Tresyl-Sepharose oder Alkyl-Sepharose iNaB- 

gewicht [22])zu 15 mL 1 M XaOH gegebcn und zwischen 2.5 und 24 h bei Raumtem- 
peratur inkubiert. In fruhereu Experimenteu wurde 24 h hydrolgsiert. his sich her- 
ausstcllte. dab die Reaktion bereits nach 1-2.5 h abgelaufen war. Zur Analyse der 
Produkte wurde die feste Gelphase a u f  einem Buchner-Trichter von der fliissigen 
Phase getrennt. Alle weiteren Methoden zur Praparation und Mandhabung der 
Agarose sind in Lit. 1141 beschrieben. 
Analytische Methoden: 1. Die Elementaranalysen des Schwefels und Stickstoffs 
(Doppelhestimmungen) wurden gaschromatographisch auf einem Carlo-Erba- 
Sti-umentzione-Eiementa~-And~y~er Modell 1106 durchgefuhrt. 2. Die 'H-NMR- 
Spektren wmrden a u f  einem hochauflosenden Bruker-AMX-300-NMR-Spektrome- 
ter (282 M M )  in CDCl, aufgenommen. Die i9bNMR-Spektren wurden auf 
dcrselben Maschine mit CFCI, als externem Standard (max. Auflosung 30 Hzcm-' 
fur die eingefugten Spektren in Abb. 1) aufgenommen. 3. Fluorid wurde init einem 
modifizierten Durchfluhjektionshalogensensor mittels einer Lanthanfluoridfest- 
phasenelektrode [23] bestimmt, Die Empfindlichkeit war hoher als lo- '  M Fluorid. 
4. Die SIMS-Analysen wurden an eincm Belzers-SIMS-Gerat niit QMG-511 durch- 
gefiihrt. Die Ar+-Ionen (3 keV. 10- A 0.1 em-') wurden in einem Winkel von 60' 
gegen die Probe gerichtct. Die Ladung wurde durch einen zusitzlichen Elektronen- 
strahl kompensiert. Die Sepharosekugeln wurden lyophiliiert und an einem leiten- 
den liisungsinittelfreien doppelseitigen K lebestreifen fixiert. Das Massenspektrum 
wurde in einem Bereich von 0-100 u fur positive und negative Sekundarionen 
erhalten. 5. Zur Bestimmung dcs Substitutionsgradeb der Gele wurden 0.05 
0.25 pCiinL-' n-[l-'4C]-Rutanthiol (NEN) [14] oder n-[I -'4C]-Butylamin (Hoechst 
AG) dem Kupplungsansats zugesetzt (wie in Lii. [22] beschneben). Die Menge des 
gckuppelten Aikylrestes wurde nach Siurehydrolyse der n-[I  -'"C]-ButyI-markier- 
ten Agarose (fdrbloses Hydrolysat) rnit Hilfe der Fliissigkeitssciritillationsmessung 
beatimmt [22]. Die Analysen wurden als Dreifachbestimmiingen durchgefuhrt. 
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