
den. Im IR-Spektrum befindet sich P(Ti-H) bei 1475 cm- ' ;  
die Wellenzahl ist etwas niedriger als bei [Cp:TiH]. Die 
Zuordnung wurde durch Synthese des Deuterids bestatigt ; 
C(Ti-D) liegt bei 1065 cm- '  (ij(Ti-H)/C(Ti-D)= 1.38). Das 
ESR-Spektrum zeigt ein gut aufgelostes Dublett rnit Zen- 
trum bei g =  1.985 (aH= 11.5 G) und einer deutlichen Hy- 
perfeinaufspaltung, die auf die Wechselwirkung mit den 
Titanisotopen zuruckgeht (47Ti, I =5/2, und 49Ti, I =7/2; 
naturliche Haufigkeit 7.28 bzw. 5.51%, aTi =9.3 G). Die Re- 
aktionen von 2 mit Ethylen und mit DCI bestatigen das 
Vorhandensein der Ti-H-Gruppierung. 

[TiIH +CH,=CH, - [Ti]Et % Fi]D + EtD 

2 3 ID]-2 

[Ti]H + DCI + [TiICI + HD 
2 4 

[Ti]= Cp*(C5Me4CH2(C5H3MeN)JTi 

Wie Experimente rnit einer Toepler-Pumpe ergaben, 
wird 1 mol Ethylen pro mol Ti verbraucht. 3 wurde als 
dunkelbraunes, analysenreines, kristallines Material iso- 
liert; rnit D2 reagiert es zu EtD und [D]-2 im Molverhaltnis 
1 : 1"ll. 

Die Bildung einer Ti-H-Bindung durch Wasserstoff- 
transfer von 2-Methylpyridin unterscheidet sich vollig von 
den Reaktionen, die normalerweise bei Verbindungen der 
friihen Ubergangsmetalle des Typs [Cp2TiR]1'21 oder 
[CpZMR] (M =SCI'~~, Y'141, Lu["I) beobachtet werden. Im 
Falle einer ,,tucked-in"-Bindungsart ist Metallierung des 
Pyridins unter Wasserstofftransfer zum Fulvenliganden zu 
erwarten; dabei sollte [Cp:Ti(q2-C5H3MeN)] entstehen. 
Eine weitere Besonderheit ist die Umwandlung eines Ful- 
venliganden in eine funktionalisierte Pentamethylcyclo- 
pentadienyl-Gruppe. Diese Reaktion konnte attraktive 
Synthesen von zweizahnigen Cp*-Liganden ermoglichen. 

A rbeitsvorschr$t 
2: 0.574 g (1.81 mmol) 1 werden in 20 mL Ether gelbst und auf - 196°C ge- 
kiihlt. Nach Zugabe von 0.168 g (1.81 mmol) 2-Methylpyridin wird die Reak- 
tionsmischung auf - 80°C env8rmt. Wahrend der anschlieOenden langsamen 
Erwirmung auf Raumtemperatur andert sich die Farbe der Lasung von rot- 
violett iiber dunkelgrijn nach dunkelblau. Die LBsung wird 4 h gerilhrt, dann 
filtriert, auf 15 mL eingeengt und langsam auf -3O'C abgekiihlt. Dabei bil- 
den sich schhe ,  dunkelblaue Kristalle; Ausbeute 0.335 g (0.82 mmol, 45%) 
2, korrekte Elementaranalyse. 

Eingegangen am 15. September, 
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Mycoloylpeptide und andere Lipopeptid-Adjuvantien 
aus hoheren Aldoketen-Dimeren" * 
Von Jorg Metzger und Gunther Jung* 
Professor Ernst Buyer zum 60. Geburtstag gewidmet 

Bei der Entwicklung von Carrier/Adjuvans-Systemen 
auf der Basis von Lipopeptiden wie Tripalmitoyl-S-glyce- 
rylcystein'll stiel3en wir bei der Acylierung von L-Cystin- 
bis(tert-butylester) mit Palmitinsaurechlorid (Pam-CI) auf 
cin interessantes Nebenprodukt, das die Reinigung des 
symmetrischen Cystin-Derivats["' bei gr8Beren Ansltzen 
crschwerte: N-Palmitoyl(a-palmitoy1)-N'-palmitoyl-L-cy- 
stin-bis(tert-butylester). Die Bildung des a-Alkyl-p-keto- 
acyl-Rests Pam(a-Pam) lie13 sich erklaren und experimen- 
tell nachvollziehen iiber die intermediare Bildung eines 4- 
Alkyliden-3-alkyl-2-oxetanons 1 .  Solche Diketene aus hb- 
heren FettsPurenI2' reagieren bekanntlich rnit Aminen 2 zu 
p-Ketoamiden 3"' (R = langkettige Alkylgruppe, R = Al- 
kYl Aryb 

Wir haben diese Nebenreaktion zu einer einfachen Her- 
stellungsmethode fur ebenfalls als Adjuvantien wertvolle 
Lipopeptide, insbesondere Mycolsaure-Derivate (N-(a-Al- 
kyl-p-hydroxyacy1)-Verbindungen 6 von Aminosluren) 
optimiert. Mycol~auren~"~ sind in naturlichen Lipoiden 
enthalten und sind wie das Muramyldipeptid (MDP) em- 
ziente Komponenten von Freunds Adjuvans, einer zur An- 
tik6rper-Induktion eingesetzten Mischung abget6teter Tu- 
berkel-Bakterien in Paraffinbl. Als Beispiel. sei das aus 
Gram-positiven Mycobakterien isolierte, toxische Trehalo- 
sed,6'-dimycolat (C186H366017r Cord-Faktor) erwahnt["'. 
Auch im Lipid A, dem toxischen Prinzip des Endoto- 
~ i n s ~ ~ ~ l  Gram-negativer Bakterien, kommen fl- Hydroxy- 
acylreste vor, die dort 0-acyliert sind. SchlieBlich sind 
wirksame Analoga des MDP mit Mycoloylresten be- 
kanntIk1. Bisher wurden Mycoloylaminosguren rnit Mycol- 
siiuren synthetisiert, die aus Bakterien isoliert worden wa- 
rcn (Semi~ynthesen~'~). 

[*I Prof. Dr. G. Jung, DipLChem. J. Metzger 
lnstitut for Organische Chemie der Universitat 
Auf der Morgenstelle 18, D-7400 Tiibingen 

I*'] 1. M. dankt der Studienstiftung des Deutschen Volkes fiir ein Promo- 
tionsstipendium. Wir danken Prof. Dr. W. G. Bessler, Institut for Im- 
munbiologie der Universitat Freiburg. fiir Mitogenitltstests. 
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Die fur unsere Synthese erforderlichen Aldoketen-Di- 
mere 1 sind aus Fettsaurehalogeniden mit tertiiren Ami- 
nen leicht zuganglich['] und lagerfahig. Sie reagieren rnit 
der freien Aminogruppe von Aminosaureestern 4 in was- 
serfreiem Pyridin unter Zusatz katalytischer Mengen 4-Di- 
methylaminopyridin (DMAP) innerhalb von 2-4 h zu a- 
Alkyl-0-ketoacyl-Verbindungen 5. In Solventien wie Di- 
methylformamid, CH2C12 oder CHC13 und mit Basen wie 
Triethylamin oder N-Methylmorpholin wird dagegen auch 
nach langerer Reaktionszeit und bei erhohter Temperatur 
uberwiegend das einfache Acylierungsprodukt, also z. B. 
ein N-Palmitoyl-Derivat, isoliert. 

DMAP 
R - C H q  + H2N-CH-CO-OtBu -> 

I CSH,N, 5 0 %  
R" 

' R  4 

NaEH4 
R-CH2-CO-CH-CO-NH-CH-CO-Ot BU > 

I MeZCH-OH 
R" 

I 
R 5 

R-CH2-CH-CH-CO-NH-CH-CO-OtBU 
I I  I 
OH R R" 

6 

Die Umsetzung von Aldoketen-Dimeren 1 aus h6heren 
Fettsauren rnit Aminosaureestern 4 ist somit ein sehr ein- 
facher und billiger Weg zu neuartigen Lipoaminosauren. 
Die resultierenden a-Alkyl-B-ketoacyl-Derivate 5 (Tabelle 
1) sind nach Entfernung der Carboxy-Schutzgruppe mi- 

Tabelle l. N-(a-Hexadecyl-B-oxoicosanoyl)aminosPure-rert-butylester 5 
(R=n-ClnHd. 

Aminoslureester 4 Reaktions- Ausbeute Fp RF-Wert [b] in 
zeit @I] I%] ["Cl [a] CHCll EE [c] 

H-Gly-OfBU.HCI 
H-Ala-OfBu .HCI 
H-Ser(fBu)-OfBu 
H-Lys(Boc)-OfBu. HCI 
(H-Cys-OfBu)z 
H-Asp(tBu)-O/Bu. HCI 
H-Tyt(tBu)-OtBu. HCI 
H-Phe-OtBu. HCI 

72 
76 
52 
63 
50 
62 
51 
62 

72 0.47 0.81 
64 0.53 0.81 
41 0.46 0.80 
60 0.14 0.80 
76 0.41 0.83 
48 0.44 0.79 
62 0.45 0.80 
66 0.57 0.82 

[a] Schmelzpunkt des Diastereomerengemisches, unkorrigiert. [bj Kieselgel- 
Platten 60 FZ5,, 10 x 20 cm (Merck), einmal vorlquilibriert im FlieOmittel; 
Detektion mit lod. Die Diastereomerengemische in Tabelle 2 geben ein bis 
zwei langgezogene Flecken, deren obere und untere Rtinder angegeben sind. 
[c] EE = Essigester. 

togene Verbindungen (Abb. I), die z.B. an den freien N- 
Terminus von Aminosaure- oder Peptid-Sequenzen zu 
ebenfalls biologisch aktiven Lipopeptiden (Abb. 1) gebun- 
den werden khnen .  Die Verbindungen 5 lassen sich in 
kuner Reaktionszeit und mit hoher Ausbeute zu den My- 
coloyl-Verbindungen 6 (Tabelle 2) reduzieren. Bei- 
spielsweise liefert das aus Pam-CI erhaltliche dimere Te- 
tradecylketen 1 (R = n-C ,4H29) mit Alanin-tert-butylester 
ein Produkt, das zu einem Denvat der Corynomycolsaure, 
einer in Lipoiden von Corynebacterium diphtheriae vor- 
kommenden C3*- Fettsaure, 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 konnen 

Tabelle 2. N-(a-Hexadecyl-B-hydroxyicosanoyl)aminoslure-rerr-butylester 6 
(R = n-C IsH33). 

Aminossureester 
in 6 

Gly-Ofh 
Ala-Otp 
Ser(tBu)-OrBu 
Lys( Boc)-OtBu 
(Cys-01 Bu), 
Asp(tBu)-OtBu 
Tyr(rBu)-OtBu 
Phe-OtBu 

Ausbeute FP 
1"Cl la1 

92 
92 
72 
75 
91 
74 
92 
77 

91 
84 
55 
76 
75 
65 

75 
i a  

R,Wert in 
CHCll EE Icl 

0.19/0.28 0.82 
0.17-0.24/0.29-0.35 0.81 
0.2 1 -0.26/0.29-0.35 0.8 1 
0.05/0.07 0.81 
0.09-0.24 0.82-0.87 

0.81 0.22-0.32 
0.20-0.27 0.82 
0.33-0.40 0.81 

[a-c] Siehe Tabelle I .  

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 starker mito- 
gen sind als die nicht 0-acylierten Verbindungen 6. Vier- 
kettige Verbindungen sind uber N-(a-Alkyl-@-hydroxy- 
acyl)-S-glycerylcystein (Abb. 1) oder Na,Nc-Bis[(Pam(a- 
Pam)]lysin zuglnglich. Mehrere der hergestellten Lipopep- 
tide und -aminosauren sind wirksame B-Zell-Mitogene. 

T -Pam(a-Paml-Pam~yr-AI.-Glv-OH 
-Pamla-Paml-Cvr-OH 

0 - Pamla-Paml-AIa-AI.-GIv-OH 

' 8 ' 8  ' '  8 ,  

'Ol'bdl ' O l O l '  " 0 1 '  ' " " 1  ' ' '10 ' "'i00' 

Mitogon-Konzcntration lpg/rnU- 

Abb. 1. Mitogene Wirkung der aus 5 hergestellten, zweikettigen Lipoide 
Pam(a-Pam)-L-Cys-OH und Pam(a-Pam)-L-Ala-L-Ala-GIy-OH im Vergleich 
zu dem sehr potenten, dreikettigen Adjuvans S-[2,3-Bis(palmitoyloxy)-(2RS)- 
propyl]-N-palmitoyl-(R)-cysteinyl-(S)-alanyl-gly~n (Pam3Cys-Ala-Gly-OH: 
K.-H. Wiesmiiller et al.. unver6ffentlicht) und dem wesentlich weniger akti- 
yen, vierkettigen Derivat S~2,3-Bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-N-palmito- 
yl(a-palmitoy1)-(R)-cysteinyl-Q-alanyl-glycin (Pam(a-Pam)-PamzCys-Ala- 
GIy-OH). Die Dosis-Wirkungs-Kurven wurden durch Einbau von ['Hmy- 
midin in Milzzellen von C3H/HeJ-Mlusen erhalten 161. Auch die aus den 
Mycoloylaminostiureestern 6 hergestellten dreikettigen. 0-acylierten Lipo- 
peptide wurden in vivo und in vitro getestet In. cpm - counts per minute. 

Fur den Aufbau immunogen wirksamer Peptide und 
synthetischer Vakzine ist bedeutsam, da13 der a-Alkyl-B-ke- 
toacylrest, wie auch Tripalmitoyl-S-glycerylcystein"ll, am 
Ende einer Merrifield-Synthese (FmodOtBu-Strategic) 
einfiihrbar ist. Da der Lipoidrest in Trifluoressigsilure sta- 
bil ist, laBt sich das resultierende Lipopeptid unter Entfer- 
nung aller Seitenkettenschutzgrppen vom Trtiger abspal- 
ten. 
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A rbeitsvorschriften 
N-(a-Alkyl-~-ketoacyI)aminos8ure-terr-butylester 5 : 1 mmol des Fettsiuredi- 
ketens 1 wird unter Riihren zu 1 mmol 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 Lijsung von gelb nach cognac- 
farben. und nach 2-4 h ist diinnschicht-chromatographisch kein Diketen 
mehr nachweisbar. Pyridin wird im Vakuum entfernt, und das Rohprodukt 
wird aus wenig Chloroform mit Methanol in der Kiilte umgefallt. Verunreini- 
gungen durch iiberschiissiges Diketen lassen sich aus Essigester oder Diiso- 
propylether bei 0°C ausmllen, wobei das oft noch gelbe bis orangefarbene 
Produkt in Lijsung bleibt. Zur Endreinigung von 5 kann an einer Kieselgel- 
Siule mit Chloroform flash-chromatographiert werden. 
Mycoloylaminosiiure-ten-butylester 6 :  1 mmol des N-(a-Alkyl-p-keto- 
acy1)aminosaure-rert-butylester 5 wird in I5 mL 2-Propanol in der Warme 
gelBst und mit 1 mmol festem Natriumtetrahydridoborat versetzt. Das Re- 
duktionsprodukt fellt allmiihlich aus, und nach 3 h Riihren wird die Fiillung 
vervollstindigt durch Neutralisation mit 0.1 N HCI. Die farblose Mycoloyl- 
Verbindung 6 wird abgesaugt. mehrfach mit Wasser gewaschen und iiber 
PIOI getrocknet. 

Eingegangen am 7. Oktober 1986, 
veranderte Fassung am 5. Februar 1987 [Z 19501 
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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 RolfMohr 

Als Prototypen aromatischer 651-Elektronen-Systeme 
neigen Benzol und seine einfachen Derivate wenig dazu, in 
[4+ 21-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- 

In dem s-cis-fixierten Diazabutadien-System des Bis(tri- 
fluormethy1)tetrazins 1 rnit der bisher hijchsten Dien-Re- 
aktivitiit in Diels-Alder-Reaktionen rnit inversem Elektro- 
nenbedarf'l fanden wir jetzt ein extrem elektronenarmes 
Dien, rnit dem sich besonders gut zeigen lMt, daO Benzol 

['I Prof. Dr. G. Seitz. Apotheker R. Hoferichter, Dr. R. Mohr 
Pharmazeutisch-chemisches lnstitut der Universitet 
Marbacher Weg 6. D-3550 Marburg/Lahn 

dem Fonds der Chemischen lndustrie gefbrdert. 
[**I Diesc Arbeit wurde von der Deutschen Fonchungsgemeinschaft und 

und einfach substituierte Benzole auch dienophile Eigen- 
schaften aufweisen. 

Wahrend 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). 

L 

4a -9  5a -9  

6 7 

l a b  c d e 

R I H CH, OCHg N(CH3)2 SCH, 

Tabelle 1. Charakteristische Daten der Phthalazin-Derivate 59-e, 9 und 
11.  

Ver- Reaktions- Aus- Fp Ama.(Ig&) GC.-N 
bindung bedingungen beute ["C] [nm] [a] [cm-'1 

["I 

59 24 h, 140°C 87 166 278 (3.53) 1580, 1570 
5b 24h,  140°C 40 146 280(3.57) 1615 
5c 12 h, 140°C 68 114 325 (3.32) 1605 
56 12 h, l l0"C m] 57 196 403 (3.70) 1600 
5e 24 h, 140°C 56 150 358(3.63) 1590 
9 12 h, 140°C 59 170 360 (3.12) 1600 

11 6 d .  IlO"C[bJ 30 210 393 (3.79) 1610 

[a] Msungsmittel CH,CI,; es ist nur das liingstwellige Maximum angegeben. 
[b] Temperatur von siedendem Toluol. 

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

Analog reagieren die donorsubstituierten Benzole 2b-e 
mit 1. Dabei entstehen bevorzugtf8I die in 6-Position sub- 
stituierten Phthalazine 5b-e in brauchbaren Ausbeuten 
(Tabelle 1). Ihre Konstitution laOt sich aus den 'H-NMR- 
Spektren (Tabelle 2) eindeutig ableiten. Die ungewohnli- 
che Regioselektivitlt ist in Einklang mit der Grenzorbital- 
Theorie"' und laOt sich anhand von MNDO-Berechnun- 
gen voraussagen~'ol. 

Auch linear anellierte Arene wie Naphthalin 8 und An- 
thracen 10 zeigen ausgepragte Dienophilie, die in [4+2]- 
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