Serumalbumin-Konjugat erforderte mehrfache Applika-
tion unter Zusatz von Freunds Adjuvans, um vergleichbare
Antikorperbildung zu erzielen. Mit dem Pam,Cys-Ser-An-
tigen-Konjugat 2 konnten wir bereits monoklonale Anti-
korper herstellen, die in Zellkultur-Uberstinden wie auch
als Ascites nachweisbar waren.

Pam;Cys-Konjugate sind ebenfalls in Zellkulturen stark
immunogen' (Abb. 1). Somit kdnnen durch in-vitro-Im-
munisierung auf rasche und elegante Weise konventionelle
und monoklonale Antikdrper auch gegen schwach immu-
nogene Verbindungen erhalten werden. Die unterschiedli-
chen Antikérpertiter in Abbildung 1 spiegeln den bekann-
ten Befund wider, daB bei einer priméren in-vitro-Immuni-
sierung regelmiBig nur eine geringe Immunantwort erzielt
werden kann.

Die Vorteile unseres Konzepts in Verbindung mit Zell-
kulturen sind: Einfache Herstellung eines chemisch ein-
deutig definierten Antigen-Adjuvans-Konjugats in beliebi-
ger Menge; im Gegensatz zu anderen Konjugaten einma-
lige Applikation ohne mehrfaches ,,Boostern*; hohe Effi-
zienz in vivo und in vitro. Die erhebliche Einsparung von
Versuchstieren, hiufig sogar ein volliger Verzicht auf in-
vivo-Immunisierungen, und ein drastischer Zeitgewinn
insbesondere bei gentechnologischem Arbeiten liegen auf
der Hand. Experimente mit weiteren Antigenen werden
zur Zeit in Maus- und Humanzellkulturen durchgefiihrt,
um die allgemeine Anwendbarkeit unseres Systems zu zei-
gen.

Synthesebeispiel

Nach iiblichem schrittweisen Aufbau (Merrifield-Synthese unter N®-Fmoc/
(tBu)-ScRutz mit Dicyclohexylcarbodiimid/Hydroxybenzotriazol (DCC/
HOBt) und symmetrischen Anhydriden) des EGF-R-Segments 516-529 [10]
wurde als letzte Aminosiure Fmoc-Ser(/Bu)-OH angebaut. Nach Abspaltung
der Fmoc-Gruppe mit Piperidin/Dimethylformamid (DMF) (1:1, 15 min)
wurde das harzgebundene, an den Seitenketten tBu-geschiitzte Pentadeca-
peptid (1 g, Beladung 0.5 mmol/g) mit Pam,Cys-OH [4a] (2 mmol, in DMF/
CH,Cl, (1:1)) und DCC/HOBt (2 mmol, bei 0°C 20 min voraktiviert) ver-
kniipft (16 h, dann eine Nachkupplung, 4 h). Das geschiitzte Lipohexadeca-
peptid 1 wurde mit Trifluoressigsdure (5 mL) unter Zusatz von Thioanisol
(0.25 mL) innerhalb von 2 h vom Triger abgespalten und von den Schutz-
gruppen befreit. Ausbeute 960 mg (76%) 2 x CF;COOH (korrekte Aminosdu-
reanalyse, keine Racemisierung).

Eingegangen am 12. Juni,
erginzt am 29. Juli 1985 [Z 1339)

[1] G. Jung: ,,Synthesis and Perspectives of New Adjuvant and Carrier Sy-
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Symp. Synth. Antigens. Siena, 29.-30. Okt. 1984: Ann. Sclavo 1984, Nr.
2, S.191-208.
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Aufbau disaccharidischer N-Glycopeptide -
Synthese der Verkniipfungsregion der
Transmembran-Neuraminidase

eines Influenza-Virus**

Von Horst Kunz* und Herbert Waldmann

Professor Giinter Viktor Schulz
zum 80. Geburtstag gewidmet

Glycoproteine spielen eine wichtige Rolle in biologi-
schen Erkennungsvorgéngen an Zellmembranen, wie sie
bei Immunreaktionen und bei Infektionsprozessen ablau-
fen!'l. Fiir die genauere Erforschung und die gezielte Be-
einflussung dieser Vorginge sind definierte Modellverbin-
dungen wichtig, welche charakteristischen Strukturelemen-
ten von Glycoproteinen entsprechen, die an diesen Erken-
nungsphinomenen beteiligt sind. Wir beschreiben nun die
Synthese zweier solcher Partialstrukturen aus N-Glycopro-
teinen, eines Glycopentapeptids aus der Verkniipfungsre-
gion 1 der Transmembran-Neuraminidase des Influenza-
Virus-Stamm A/Tokyo/3/67% und eines Glycotripeptides
aus dem Verkniipfungsbereich 2 des Faktors B des
menschlichen Komplementsystems®™. Beide Strukturen
enthalten das fiir N-Glycoproteine charakteristische disac-
charidische Kernelement der Di-N-acetyl-chitobiose, wel-
ches N-glycosidisch an die Amidfunktion des Asparagins
der Peptidkette gebunden ist.

Asn-—-Ala-Thr—Ala—-Ser Asn—Phe—-Thr
L |8
8 GlcNAc(1-4)GlcNAc B8 GlcNAc(1—4)GleNAc
1 2

Fiir den Aufbau der Zielstrukturen 1 und 2 wird zu-
nidchst das Octaacetat der Chitobiose 3 durch acetylie-
rende saure Hydrolyse aus Chitin gewonnen und durch
Umsetzung mit HCI1 in Acetylchlorid in das peracetylierte
Chitobiosylchlorid 4 iiberfiihrt!¥., Die bisher®” mit Hilfe
des heiklen Silberazids ausgefiihrte Umwandlung von 4 in
das B-Azid 5 gelingt glatt als phasentransferkatalysierte
Sn2-Reaktion mit Natriumazid in Anwesenheit von Tri-n-
capryl-methyl-ammoniumchlorid in Chloroform/Wasser.
Die Hydrogenolyse des Azids ergibt das Chitobiosylamin
6, das durch Ethyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin-1-carb-
oxylat (EEDQ)* mit N-tert-Butyloxycarbonyl-asparagin-
sdureallylester 7' in hoher Ausbeute zum vollgeschiitzten
Chitobiosyl-asparagin-Element 8 verkniipft wird.

Fiir den Erfolg der weiteren Synthesen entscheidend ist
es, daB die komplexe N- und O-glycosidische Bindungen
enthaltende Verbindung 8 praktisch spezifisch und quanti-
tativ durch Palladium(o)-katalysierte Allylesterspaltung®
C-terminal deblockiert werden kann. Dadurch werden C-
terminale Kettenverlingerungen mit Dipeptidallylestern!®
moglich.

Mit EEDQ als Kondensationsmittel in Dichlormethan
entstehen die geschiitzten Chitobiosyl-asparagin-tripeptide
11, wobei die Ausbeute an 11a unter der wihrend der Re-
aktion ablaufenden Cyclisierung des wenig gehinderten
Dipeptidesters zum Diketopiperazin leidet. Auch das disac-
charidische Glycopeptid 11a 148t sich durch Pd°-kataly-
sierte Allyliibertragung auf Morpholin in Dioxan bei

{*] Prof. Dr. H. Kunz, Dr. H. Waldmann
Institut fiir Organische Chemie der Universitat
Johann-Joachim-Becher-Weg 18-20, D-6500 Mainz

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
vom Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt.

0044-8249/85/1010-0885 $ 02.50/0 885



AcNH
AcO
cO d >
OAc

AcNH X
3: X =0Ac 4:X = C], 88%
AcNH OAc
AcO o] Q
AcO 0 AcO Y
OAc AcNH

5:Y = Ng, 75% 6:Y = NH,, 60%

Boc—HN—(I:H-COOAH

AcNH OAc (l:Hz
6 Boc—Asp—OAll 7 AcO (o] 0 (f=°
_— >
OAc AcNH

All =

H-AS1-AS2-0All

Allyl 8, 91%

Raumtemperatur selektiv an der Carboxygruppe deblok-
kieren. Chromatographisch erhilt man die analytisch reine
Verbindung 12U). Mit dem Dipeptidallylester 13, der
wiederum zur Cyclisierung neigt, entsteht das Chitobiosyl-
asparagin-pentapeptid 14, das der geschiitzten Partial-
struktur 1 aus der Influenza-Virus-Neuraminidase ent-
spricht. 14 wird chromatographisch (Chloroform/Ethanol
9:1) rein isoliert und spektroskopisch charakterisiert®.

Boc—HN- CH COOH

A

10, 95%

AcNH
AcO

[l (c.n,),p 14Pd] 9
Iorphol!n/‘!'ﬂ?

Boc—Asn—AS1—AS2-0All
|8

B—AcsGleNAc(1—4)—AcyGlcNAc
11a: AS1-AS® = Ala—Thr 57%
11b: AS!-AS? = Phe-Thr 81%
Boc—Asn—Ala—Thr—OH
11a |5
Morpholin

H-Ala-Ser—0OAll 13

B—AcgGleNAc(1—4)—Ac;GlcNAc

12, 71%

Boc—Asn—Ala~Thr—Ala—Ser—0All

¥EDQ

> |ﬁ
B —AcsclcNAc( 1-4) —~AcyGleNAc

14, 55%

Die Kohlenhydrat-Hydroxygruppen der synthetischen
Glycopeptide konnen sehr schonend mit Ammoniak in
Methanol bei Raumtemperatur freigelegt werden, was an
der Verbindung 11b, der geschiitzten Partialstruktur 2 aus
dem menschlichen Komplement-Faktor B, gezeigt wird™,

886 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-6940 Weinheim, 1985

Dabei wird auch der Allylester aminolysiert. Die Verbin-

dung kann direkt aus Methanol/Chloroform kristallin und
rein gewonnen und fiir biochemische und immunologische

Modellreaktionen eingesetzt werden.

Boc—Asn-Phe—'l'hr —-NH,

AcNH
11p -5 w

15, 887

Will man auch die tert-Butyloxycarbonyl-Gruppe aus
dem Glycopeptid ablésen, so gelingt dies nicht am gr68-
tenteils deblockierten 15. Sowohl mit wasserfreier Triflu-
oressigsiure als auch mit wiBriger Salzsdure wird teilweise
die O-glycosidische Bindung der Chitobiose gespalten.
Dagegen verlduft die N-terminale Deblockierung am voll-
geschiitzten Glycotripeptid 11b zu 16 mit wasserfreier
Trifluoressigsiure erfolgreich und selektiv.

H—Asn—Phe—Thr—-0All
AcNH AcO
0

CF3COOH

AcO o]

AcO

11b

0
AcNH

16, 81007

OAc

Das Hydrosalz der N-deblockierten Verbindung 16 er-
6ffnet die Moglichkeit sowohl zur gezielten N-terminalen
Verlingerung als auch zur weiteren Deblockierung im
oben gezeigten Sinne.

Eingegangen am 10. Juni,
in verdnderter Fassung am 23. Juli 1985 [Z 1344]

[1] Zusammenfassung: E. F. Neufeld, G. Ashwell in W. J. Lennarz (Hrsg.):
The Biochemistry of Glycoproteins and Proteoglycans, Plenum Press, New
York 1980.

[2] C. W. Ward, T. C. Ellman, A. A. Azad, Biochem. J. 207 (1982) 91.

{31 D. L. Christie, J. Gagnon, Biochemistry 201 (1982) 555.

[41 M. Spinola, R. W. Jeanloz, J. Biol. Chem. 245 (1970) 4158.

[5] H. Kunz, H. Waldmann, Angew. Chem. 96 (1984) 49; Angew. Chem. Int.
Ed. Engl. 23 (1984) 71; die Reaktion verlduft hier in 4 h bei Raumtempe-
ratur in Tetrahydrofuran (THF)/ Dimethylsulfoxid (DMSO) 4:1.

(6] Herstellung nach: H. Waldmann, H. Kunz, Liebigs Ann. Chem. (983,
1712.

[7) Arbeitsvorschrift: Zu 0.28 g (0.26 mmol) 11a in 10 mL wasserfreiem Di-

oxan gibt man unter Argon und LichtausschiuB 30 mg (0.026 mmol) Te-

trakis(triphenylphosphan)palladium(e), tropft dann 0.26 g (3 mmol) Mor-
pholin zu und rihrt 12h bei Raumtemperatur. Nach Einengen zur

Trockne im Vakuum wird das C-terminal deblockierte Di-N-acetyl-chito-

biosaminyl-tripeptid 12 chromatographisch iiber Silicagel gereinigt, in-

dem die Verunreinigungen zunachst mit Chloroform/Ethanol 9:1 abge-

trennt werden und 12 dann mit Methanol eluiert wird. Ausbeute 0.19 g

(71%); Fp=218-220°C; [a]# 6.2 (c=0.2, DMSO). - 270MHz-'H-NMR

([Ds]DMSO): 56=8.51 (d, /=10 Hz, 1H, y-NH Asn), 8.05 (d, J=10 Hz,

1 H, NH), 7.94 (d, J=8.5 Hz, 1 H, NH), 7.87 (d, J=9 Hz, 1 H, NH), 7.53

(d, J=7.5 Hz, 1 H, NH), 6.86 (d, J=9.2 Hz, 1H, NH Urethan), 5.11 (dd,

J(H1/NH)=10, J(HI1/H2)=9.5 Hz, 1H, H1), 4.68 (d, J(HI’/H2)=83

Hz, 1H, HY), 2.49 (dd, J,.n, =119, J,;,.=7.5 Hz, 1H, B-CH, Asn), 2.03,

2.0, 194, 193 und 191 (5s, I15H, 5CH;-COO0), 1.74 (s, 6H,

2CH;—CONH), 138 (s, 9H, (CH;):C), 1.20 (d, J=6 Hz, 3H,

CH(OH)-CHs5), 095 (d, J=6.2 Hz, 3H, CH-CH,).

Fp=202°C; [a]% —3.3 (c=0.1, DMSO). - FAB-Massenspektrum: m./Zp.,.

1219, m/z, 1258 (M+K)*). - 270 MHz-'H-NMR (|D,JDMSO):

6=28.5-8.4 (m, 2H, NH), 8.22 (d, /=7.6 Hz, 1 H, NH), 8.02 (d, J=9.1 Hz,

1 H, NH); 7.83 (d, J=7.5 Hz, 1 H, NH), 7.24 (d, J=7.8 Hz, 1 H, NH), 5.9

(ddt, 1H, CH=CH,), 531 (dd, Jugu=173, Jyew=17 Hz, 1H,

CH=CH3raps), 5.19 (dd, J.4s=9.6, Jyou = 1.7 Hz, 1H, CH=CH,,;,), 4.68 (d,

J(H1’/H2)=8.2 Hz, 1H, H1'), 4.57 (d, J=4.8 Hz, 2H, CH,—CH=CH.,),

2.04, 2.01, 1.95, 1.94 und 1.90 (5s, 15H, SCH,—-COO0), 1.74 (s, 6H,

2CH;CONH), 135 (s, 9 H, (CH;),C).

[8
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(91 Arbeitsvorschrift: 0.45 g (0.39 mol) vollgeschiitzter Chitobiosyl-tripeptid-
ester 11b werden in 20 mL einer kaltgesattigten Ldsung von Ammoniak
in Methanol 2 d bei Raumtemperatur gerithrt. Man engt im Vakuum zur
Trockne ein und reinigt das zuriickbleibende Produkt 15 durch zweima-
liges Umkristallisieren aus Methanol/Chloroform, Ausbeute: 0.3 g
(86%). Fp=267°C: [a}F — 14.4 (c=0.1, H,0). - FAB-Massenspektrum:
M/ Zoer 885.8, m/z, B8T (M +1)*), 909 (M+ Na)*). - 470 MHz-'H-
NMR (D-0): 6=17.38(d, J=7.3 Hz, 2H, 20-H CsHs), 7.33 (t, J= 6.7 Hz,
{H, p-H C¢Hs), 7.29 (t, J=6.2 Hz, 2H, 2m-H C.Hs), 5.05 (d, J(H1/
H2)=9.56 Hz, 1 H, H1), 4.59 (d, J(H1’/H2)=8.4 Hz, 1 H, HY"), 3.13 (dd,
Juica=79, Jun=8.4 Hz, 2H, B-CH, Phe), 2.72 (dd, J,;. =16, Jyem = 5.6
Hz, 1H, B-CH, Asn), 2.6-2.55 (m, 1 H, B-CH, Asn), 2.06 und 2.02 (25,
6H, 2CH:—CONH), 1.41 (s, 9H, (CH;);C), 1.16 (d, J=6.2 Hz, 3 H,
CH(OH)—-CH,).

Erstmalige chemische Partialsynthese des
Nickelkomplexes eines Cobyrinsdure-Derivates**

Von Gerhard Holze* und Hans Herloff Inhoffen

Professor Albert Eschenmoser
zum 60. Geburtstag gewidmet

Mit Ausnahme der cobalthaltigen Derivate, die durch
Umwandlung des in der Natur vorkommenden Vitamin-
B,,-Chromophors hergestellt werden, sind Metallchelate
von Corrinoiden bisher nur entweder totalsynthetisch!!

oder durch Komplexierung metallfreier Corrinoide, die
aus den Kulturmedien phototropher Bakterien isoliert wer-
deni?, zuginglich. Die Entmetallierung und/oder Umme-
tallierung von cobalthaltigen Corrinoiden ist daher sowoh!
theoretisch als auch praktisch von Interesse.

Wegen der extrem hohen Stabilitit von Corrin-Cobalt-
Komplexen waren bisher simtliche Versuche zum direkten
Austausch des komplexgebundenen Cobalt-Ions gegen an-
dere Metall-Ionen fehlgeschlagen™.

Ein alternativer, von Inhoffen et al. beschrittener Weg
besteht in der gezielten Aufspaitung des Corrinringes, dar-
auffolgender Entmetallierung des erhaltenen seco-Corrino-
ids, Remetallierung und schlieBlich Recyclisierung zum
neuen Metallkomplex. In der Dicyano-cobyrinsiure-hep-
tamethylester-Reihe gelang der RingschluBl beim Cobalt-
komplex™, nicht jedoch bei den Rhodium- und Palladium-
Analoga®.

Bei fritheren Arbeiten iiber die Reaktivitdt des Corrin-
Chromophors fanden wir, da3 bei der Thermolyse von 1
der ,,Pyrocobyrinsdureester 2a'® in 60proz. Ausbeute ge-
bildet wird”), dessen regioselektive Oxidation mit photo-
chemisch erzeugtem Singulett-Sauerstoff zur Dioxo-mono-
seco-Verbindung 3a in 95proz. Ausbeute fiihrt®. Die vor-
liegende Mitteilung berichtet iiber die erstmalige Um-
wandlung von 2a in den Nickelkomplex 2b.

H,CO,C CO,CHy

2a: M = Co(CN),
2b: M = NiCl0, €«————

I—Su: M = Co(CN),

[*) Dipl.-Chem. G. Holze
Institut de Chimie Organique de I'Universite
Pérolles, CH-1700 Fribourg (Schweiz)

Prof. Dr. H. H. Inhoffen
Fakultat fiir Chemie der Universitit
D-7750 Konstanz

{**] Wir danken Professor Dr. A. Gossauer fiir Unterstiitzung.
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3b: M = NiClO,
Sc: M =H

Versuche, 3a zu entmetallieren, schlugen zunichst fehl.
Weder mit H,S in Pyridin/Methanol™ noch mit Dithiolen
in Gegenwart von Sauren'” konnten befriedigende Resul-
tate erzielt werden. Erst die Umsetzung von 3a mit P,S,cin
Acetonitril ergab gute Ausbeuten an instabilem 3¢ (ca. 80%
Ausbeute an Rohprodukt). Das seco-Corrinoid 3¢ wurde
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