den. Im IR-Spektrum befindet sich ¥(Ti-H) bei 1475 cm ~';
die Wellenzahl ist etwas niedriger als bei [Cp3TiH]. Die
Zuordnung wurde durch Synthese des Deuterids bestitigt ;
v(Ti-D) liegt bei 1065 cm~" (#(Ti-H)/¥(Ti-D)=1.38). Das
ESR-Spektrum zeigt ein gut aufgeléstes Dublett mit Zen-
trum bei g =1.985 (a;;=11.5 G) und einer deutlichen Hy-
perfeinaufspaltung, die auf die Wechselwirkung mit den
Titanisotopen zuriickgeht (*’Ti, [=5/2, und “°Ti, 1=7/2;
natiirliche Haufigkeit 7.28 bzw. 5.51%, a;=9.3 G). Die Re-
aktionen von 2 mit Ethylen und mit DC! bestitigen das
Vorhandensein der Ti-H-Gruppierung.

[TilH + CH,=CH, — [TiJEt 2% [Ti]D + EtD
2 3 [D}-2

[TilH + DC! — [Ti|Cl + HD
2 4

[Til=Cp*{CsMe,CH,(CsH,;MeN)| Ti

Wie Experimente mit einer Toepler-Pumpe ergaben,
wird 1 mol Ethylen pro mol Ti verbraucht. 3 wurde als
dunkelbraunes, analysenreines, kristallines Material iso-
liert; mit D, reagiert es zu EtD und [D]-2 im Molverhiltnis
1:10m

Die Bildung einer Ti-H-Bindung durch Wasserstoff-
transfer von 2-Methylpyridin unterscheidet sich véllig von
den Reaktionen, die normalerweise bei Verbindungen der
frihen Ubergangsmetalle des Typs [Cp,TiR]"? oder
[CpEMR] (M =Sc! y!'3l Lyl'3l) beobachtet werden. Im
Falle einer ,tucked-in*“-Bindungsart ist Metallierung des
Pyridins unter Wasserstofftransfer zum Fulvenliganden zu
erwarten; dabei sollte [Cp3Ti(n>-CsHaMeN)] entstehen.
Eine weitere Besonderheit ist die Umwandlung eines Ful-
venliganden in eine funktionalisierte Pentamethylcyclo-
pentadienyl-Gruppe. Diese Reaktion kénnte attraktive
Synthesen von zweizihnigen Cp*-Liganden erméglichen.

Arbeitsvorschrift

2:0.574 g (1.81 mmol) 1 werden in 20 mL Ether geldst und auf —196°C ge-
kiihit. Nach Zugabe von 0.168 g (1.81 mmol) 2-Methylpyridin wird die Reak-
tionsmischung auf —80°C erwarmt. Wihrend der anschlieBenden langsamen
Erwirmung auf Raumtemperatur &ndert sich die Farbe der L8sung von rot-
violett iber dunkelgriin nach dunkelblau. Die L3sung wird 4 h geriihrt, dann
filtriert, auf 15 mL eingeengt und langsam auf —30°C abgekiihlt. Dabei bil-
den sich schdne, dunkelblaue Kristalle; Ausbeute 0.335 g (0.82 mmol, 45%)
2, korrekte Elementaranalyse.

Eingegangen am 15. September,
veranderte Fassung am 22. Dezember 1986 [Z 1931}
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V=2220.2 A, Oy, =1.228 g cm =%, g=3.9 cm ', Z=4, P2,/n, 4818 un-
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Mycoloylpeptide und andere Lipopeptid-Adjuvantien
aus hoheren Aldoketen-Dimeren**

Von Jiorg Metzger und Giinther Jung*
Professor Ernst Bayer zum 60. Geburtstag gewidmet

Bei der Entwicklung von Carrier/Adjuvans-Systemen
auf der Basis von Lipopeptiden wie Tripalmitoyl-S-glyce-
rylcystein! stieBen wir bei der Acylierung von L-Cystin-
bis(tert-butylester) mit Palmitinsiurechlorid (Pam-Cl) auf
ein interessantes Nebenprodukt, das die Reinigung des
symmetrischen Cystin-Derivats"'™ bei gréBeren Ansitzen
erschwerte:  N-Palmitoyl(a-palmitoyl)-N'-palmitoyl-L-cy-
stin-bis(tert-butylester). Die Bildung des a-Alkyl-B-keto-
acyl-Rests Pam(a-Pam) lieB3 sich erkldren und experimen-
tell nachvollziehen {iber die intermedidre Bildung eines 4-
Alkyliden-3-alkyl-2-oxetanons 1. Solche Diketene aus hé-
heren Fettsiuren'” reagieren bekanntlich mit Aminen 2 zu
B-Ketoamiden 3P (R = langkettige Alkylgruppe, R’ =Al-
kyl, Aryl).

0
R—CHVO + RINH —> R—CH;—CO-CH—CO-NHR'
R
1 g 2 3

Wir haben diese Nebenreaktion zu einer einfachen Her-
stellungsmethode fiir ebenfalls als Adjuvantien wertvolle
Lipopeptide, insbesondere Mycolsidure-Derivate (N-(a-Al-
kyl-B-hydroxyacyl)-Verbindungen 6 von Aminosiuren)
optimiert. Mycolséiuren!® sind in natiirlichen Lipoiden
enthalten und sind wie das Muramyldipeptid (MDP) effi-
ziente Komponenten von Freunds Adjuvans, einer zur An-
tikdrper-Induktion eingesetzten Mischung abgetdteter Tu-
berkel-Bakterien in Paraffindl. Als Beispiel .sei das aus
Gram-positiven Mycobakterien isolierte, toxische Trehalo-
se-6,6'-dimycolat (CigsH366017, Cord-Faktor) erwahnt!,
Auch im Lipid A, dem toxischen Prinzip des Endoto-
xins!*®! Gram-negativer Bakterien, kommen B-Hydroxy-
acylreste vor, die dort O-acyliert sind. SchlieBilich sind
wirksame Analoga des MDP mit Mycoloylresten be-
kannt!*, Bisher wurden Mycoloylaminosiuren mit Mycol-
sduren synthetisiert, die aus Bakterien isoliert worden wa-
ren (Semisynthesen®),

[*] Prof. Dr. G. Jung, Dipl.-Chem. J. Metzger
Institut for Organische Chemie der Universitit
Auf der Morgenstelle 18, D-7400 Tibingen
[**] J. M. dankt der Studienstiftung des Deutschen Volkes fiir ein Promo-
tionsstipendium. Wir danken Prof. Dr. W. G. Bessler, Institut for Im-
munbiologie der Universitdt Freiburg, fir Mitogenititstests.
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Die fiir unsere Synthese erforderlichen Aldoketen-Di-
mere 1 sind aus Fettsidurehalogeniden mit tertiiren Ami-
nen leicht zugdnglich® und lagerfihig. Sie reagieren mit
der freien Aminogruppe von Aminosiureestern 4 in was-
serfreiem Pyridin unter Zusatz katalytischer Mengen 4-Di-
methylaminopyridin (DMAP) innerhalb von 2-4h zu a-
Alkyl-p-ketoacyl-Verbindungen 5. In Solventien wie Di-
methylformamid, CH,Cl, oder CHCl, und mit Basen wie
Triethylamin oder N-Methylmorpholin wird dagegen auch
nach lingerer Reaktionszeit und bei erhohter Temperatur
iiberwiegend das einfache Acylierungsprodukt, also z.B.
ein N-Palmitoyl-Derivat, isoliert.

0 DMAP
R—CH 0 + H,N-CH-CO-0tBu ———MM >
L, CsHsN, 50 °C
R
1 R 4

NaBH
R—CH,—CO-CH—CO~NH~CH-CO-0¢Bu —————>
| 'I?_' Me,CH—OH
5

R—CHZ—(IiH—(liH—CO—NH—(liH—CO—OtBu

OH R R*
6

Die Umsetzung von Aldoketen-Dimeren 1 aus héheren
Fettsduren mit Aminosdureestern 4 ist somit ein sehr ein-
facher und billiger Weg zu neuartigen Lipoaminoséduren.
Die resultierenden o-Alkyl-B-ketoacyl-Derivate 5 (Tabelle
1) sind nach Entfernung der Carboxy-Schutzgruppe mi-

Tabelle 1. N-(a-Hexadecyl-B-oxoicosanoyl)aminosdure-tert-butylester 5§
(R=n-C4H3;).

Aminosdureester 4 Reaktions- Ausbeute Fp

zeit [h] %]

Re-Wert [b] in
[°Cl[a) CHCIl; EE|[c]

H-Gly-O7Bu- HCI 2 72 72 0.47 0.81
H-Ala-OtBu-HCl 3 76 64 0.53 0.81
H-Ser(¢Bu)-OrBu 3 52 41 0.46 0.30
H-Lys(Boc)-OrBu-HC1 2 63 60 0.14 0.80
(H-Cys-OrBu), 3 50 76 0.41 0.83
H-Asp(tBu)-OtBu-HCl 3 62 48 0.44 0.79
H-Tyr(tBu)-OrBu-HCl 4 51 62 0.45 0.80
H-Phe-OfBu- HCI 3 62 66 0.57 0.82

[a] Schmelzpunkt des Diastereomerengemisches, unkorrigiert. [b] Kieselgel-
Platten 60 F154, 10%20 cm (Merck), einmal voriquilibriert im FlieBmittel;
Detektion mit lod. Die Diastereomerengemische in Tabelle 2 geben ein bis
zwei langgezogene Flecken, deren obere und untere Rinder angegeben sind.
[} EE =Essigester.

togene Verbindungen (Abb. 1), die z. B. an den freien N-
Terminus von Aminosdure- oder Peptid-Sequenzen zu
ebenfalls biologisch aktiven Lipopeptiden (Abb. 1) gebun-
den werden konnen. Die Verbindungen § lassen sich in
kurzer Reaktionszeit und mit hoher Ausbeute zu den My-
coloyl-Verbindungen 6 (Tabelle 2) reduzieren. Bei-
spielsweise liefert das aus Pam-Cl erhiltliche dimere Te-
tradecylketen 1 (R=n-C;Hy) mit Alanin-tert-butylester
ein Produkt, das zu einem Derivat der Corynomycolsiure,
einer in Lipoiden von Corynebacterium diphtheriae vor-
kommenden C,,-Fettsidure, reduziert werden kann. Die bei
der Reduktion gebildeten Diastereomerengemische lieBen
sich z.B. im Falle des Alanin-Derivats an Kieselgel tren-
nen. Als Adjuvans oder Mitogen im Tierversuch kénnen
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Tabelle 2. N-(a-Hexadecyl-B-hydroxyicosanoyl)aminosiure-ters-butylester 6
(R=n-C¢H33).

Aminosiureester Ausbeute Fp RyWert [b] in

in 6 %] [°Clla] CHCI, EE [c]
Gly-OrBu 92 91 0.19/0.28 0.82
Ala-Oll}u 92 84 0.17-0.24/0.29-0.35 0.81
Ser(tBu)-OrBu 72 55 0.21-0.26/0.29-0.35 0.81
Lys(Boc)-OtBu 75 76 0.05/0.07 0.81
(Cys-OtBu); 91 75 0.09-0.24 0.82-0.87
Asp(tBu)-OtBu 74 65 0.22-0.32 0.81
Tyr(tBu)-OtBu 92 78 0.20-0.27 0.82
Phe-OtBu 77 75 0.33-0.40 0.81

[a-c] Siehe Tabelle 1.

jedoch auch die Diastereomerengemische direkt verwendet
werden. Einige der zweikettigen Mycoloyl-Verbindungen 6
lieBen sich durch Veresterung der OH-Gruppe in dreiket-
tige Derivate umwandeln, die im allgemeinen stdrker mito-
gen sind als die nicht O-acylierten Verbindungen 6. Vier-
kettige Verbindungen sind iber N-(a-Alkyl-B-hydroxy-
acyl)-S-glycerylcystein (Abb. 1) oder N* N®-Bis[(Pam(a-
Pam)]lysin zugénglich. Mehrere der hergestellten Lipopep-
tide und -aminosiuren sind wirksame B-Zell-Mitogene.

8 -1 e®=Pam{a-Pam)-PamCys-Ala-Gly-OH
- m=pPamla-Pam)-Cys-OH
71 o=Pami{a-Pam)-Ala-Ala-Gly-OH
(o] i -an;Cyl-AIl-Gly-OH
e A
R
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Abb. 1. Mitogene Wirkung der aus § hergestellten, zweikettigen Lipoide
Pam(a-Pam)-L-Cys-OH und Pam(a-Pam)-L-Ala-L-Ala-Gly-OH im Vergleich
zu dem sehr potenten, dreikettigen Adjuvans S-{2,3-Bis(palmitoyloxy)-(2RS)-
propyl]-N-palmitoyl-(R)-cysteinyl-(S)-alanyl-glycin (Pam,;Cys-Ala-Gly-OH;
K.-H. Wiesmiiller et al., unverdffentlicht) und dem wesentlich weniger akti-
ven, vierkettigen Derivat S-2,3-Bis(paimitoyloxy)-(2RS)-propyl]-N-palmito-
yl(a-palmitoyl)-(R)-cysteinyl-(S)-alanyl-glycin  (Pam(a-Pam)-Pam,Cys-Ala-
Gly-OH). Die Dosis-Wirkungs-Kurven wurden durch Einbau von [*HJThy-
midin in Milzzellen von C3H/HeJ-Mdusen erhalten [6]. Auch die aus den
Mycoloylaminosdureestern 6 hergestellien dreikettigen, O-acylierten Lipo-
peptide wurden in vivo und in vitro getestet [7). cpm = counts per minute.

Fiir den Aufbau immunogen wirksamer Peptide und
synthetischer Vakzine ist bedeutsam, daB} der a-Alkyl-B-ke-
toacylrest, wie auch Tripalmitoyl-S-glycerylcystein!'®, am
Ende einer Merrifield-Synthese (Fmoc/QrBu-Strategie)
einfiihrbar ist. Da der Lipoidrest in Trifluoressigsiure sta-
bil ist, 148t sich das resultierende Lipopeptid unter Entfer-

nung aller Seitenkettenschutzgruppen vom Tréger abspal-
ten.
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Arbeitsvorschriften

N-(u-Alkyl-B-ketoacyl)aminosiure-ters-butylester §: 1 mmol des Fettsauredi-
ketens 1 wird unter Rihren zu 1 mmo!l des Aminosaureesters 4 in 3 mL was-
serfreiem Pyridin gegeben; bei 50°C werden 0.1 mmol DMAP zugefiigt.
Wihrend der Reaktion wechselt die Farbe der Losung von gelb nach cognac-
farben, und nach 2-4h ist dannschicht-chromatographisch kein Diketen
mehr nachweisbar. Pyridin wird im Vakuum entfernt, und das Rohprodukt
wird aus wenig Chloroform mit Methanol in der Kalte umgefillt. Verunreini-
gungen durch Gberschiissiges Diketen lassen sich aus Essigester oder Diiso-
propylether bei 0°C ausfillen, wobei das oft noch gelbe bis orangefarbene
Produkt in Ldsung bleibt. Zur Endreinigung von 5§ kann an einer Kieselgel-
Saule mit Chloroform flash-chromatographiert werden.
Mycoloylaminos#ure-ter-butylester 6: 1mmol des N-(a-Alkyl-B-keto-
acyl)aminosaure-ters-butylester § wird in 15 mL 2-Propanol in der Wirme
geldst und mit 1 mmol festem Natriumtetrahydridoborat versetzt. Das Re-
duktionsprodukt f4llt allmahlich aus, und nach 3 h Riihren wird die Fillung
vervollstindigt durch Neutralisation mit 0.1 N HCL. Die farblose Mycoloyl-
Verbindung 6 wird abgesaugt, mehrfach mit Wasser gewaschen und iiber
P.0; getrocknet.

Eingegangen am 7. Oktober 1986,
verinderte Fassung am 5. Februar 1987 [Z 1950)
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Benzol und linear anellierte Arene als Dienophile
in der Diels-Alder-Reaktion
mit inversem Elektronenbedarf**

Von Gunther Seitz*, Reinhard Hoferichter und Rolf Mohr

Als Prototypen aromatischer 6n-Elektronen-Systeme
neigen Benzol und seine einfachen Derivate wenig dazu, in
[4+2]-Cycloadditionen als Dien oder als Dienophil zu rea-
gieren. Ausnahmen wurden bei extrem reaktiven Dieno-
philen wie Dehydrobenzol-Derivaten, Hexafluor-2-butin,
Dicyanacetylen oder Allenen beobachtet, an die Benzol in-
ter- oder intramolekular als Dien addiert wird!"?. Diels-
Alder-Reaktionen, in denen Benzol oder einfach substitu-
ierte Benzole als Dienophile reagieren, sind bisher sel-
ten®4,

In dem s-cis-fixierten Diazabutadien-System des Bis(tri-
fluormethyl)tetrazins 1 mit der bisher hochsten Dien-Re-
aktivitat in Diels-Alder-Reaktionen mit inversem Elektro-
nenbedarf'® fanden wir jetzt ein extrem elektronenarmes
Dien, mit dem sich besonders gut zeigen 14Bt, daB Benzol

[*] Prof. Dr. G. Scitz, Apotheker R. Hoferichter, Dr. R. Mohr
Pharmazeutisch-chemisches Institut der Universitat
Marbacher Weg 6, D-3550 Marburg/Lahn

[**) Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
dem Fonds der Chemischen Industrie gefdrdert.
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und einfach substituierte Benzole auch dienophile Eigen-
schaften aufweisen.

Wihrend die [4 +2]-Cycloaddition von Benzol 2a an 1
24 h Erhitzen auf 140°C im Autoklaven erfordert, reagie-
ren die donorsubstituierten Benzole 2b-e teilweise schon
unter etwas milderen Bedingungen (Tabelle 1).

N
0Fs : N’|_cF,
P 4+ 2] -
z. m + ra—— )
N R [4+2] [N
CFJ Cyclo- CFJ R
reversion
1 2a-e 3a-—e
[4+2)] CF:’
Cyclo-
reversnon Oxldutlon N/
4a-e Sa-e
0029 THF + 1 Sa
— | ¢
NZ@ quan
6 7
' ab ¢ d [

R|H CHy OCH; N(CHp), SCH;

Tabelle 1. Charakteristische Daten der Phthalazin-Derivate Sa-e, 9 und
11.

Ver- Reaktions- Aus- Fp Aman (18€) Vean
bindung  bedingungen beute  [°C] [nm] (a] [ecm~'}
[%]

Sa 24 h, 140°C 87 166 278 (3.53) 1580, 1570
5b 24 h, 140°C 40 146 280 (3.57) 1615

sc 12 h, 140°C 68 114 325(3.32) 1605

5d 12 h, 110°C [b] 57 196 403 (3.70) 1600

Se 24 h, 140°C 56 150 358 (3.63) 1590

9 12 h, 140°C 59 170 360 (3.12) 1600

11 6d,110°C b} 30 210 393 (3.79) 1610

[a] Losungsmittel CH,Cl,; es ist nur das lingstwellige Maximum angegeben.
[b] Temperatur von siedendem Toluol.

Das méglicherweise in einer Gleichgewichtsreaktion ge-
bildete Diels-Alder-Addukt 3a kann nicht isoliert werden.
Es reagiert wohl im Sinne einer [4+ 2]-Cycloreversion's
unter Stickstoffeliminierung irreversibel zu 4a. Dieses ist
oxidationsempfindlich und wird schon durch Luftsauer-
stoff oder iiberschilssiges 1 in das in sehr guter Ausbeute
isolierbare Phthalazin 5a umgewandelt. Die Konstitution
von 5a wurde chemisch durch unabhingige Synthese aus
1 und dem via 6 generierten Dehydrobenzol 7!! bewiesen
(THF = Tetrahydrofuran).

Analog reagieren die donorsubstituierten Benzole 2b-e
mit 1. Dabei entstehen bevorzugt!® die in 6-Position sub-
stituierten Phthalazine 5b-e in brauchbaren Ausbeuten
(Tabelle 1). Thre Konstitution 148t sich aus den 'H-NMR-
Spektren (Tabelle 2) eindeutig ableiten. Die ungewdhnli-
che Regioselektivitat ist in Einklang mit der Grenzorbital-
Theorie!” und 148t sich anhand von MNDO-Berechnun-
gen voraussagen!'®,

Auch linear anellierte Arene wie Naphthalin 8 und An-
thracen 10 zeigen ausgepridgte Dienophilie, die in [44 2}
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